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Abb. 1. Ausschnitte der EI-Massenspektren der Hydrolysate des Steptovirudinkomplexes sowie der Strep- 
tovirudinkomponenten A1 und A2. 
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Abb. 2. Ausschnitte der EI-Hochaufl6sungsmassenspektren der Hydrolysate der Streptovirudinkomponenten A1 
und A2, Aufl6sung: m/Am = 5000 (20% Tal). 

Dihydrouracil wurde bisher in keinern der aufgefun- 
denen Tunicamycine nachgewiesen. 

GC-MS-Analyse und Konstitution der Fettsiiuren 

S~imtliche Streptovirudinkomponenten enthalten wie 
die Tunicamycinantibiotika einen iangkettigen aliphati- 
schen Fetts~iurerest im Molektil. Nach s/iurehydrolyti- 
schem Abbau liegen die entsprechenden Fetts/iuren frei 
im..Hydrolysat vor. 

Uber die GC-MS-Analyse und die Konstitution dieser 
Fetts~iuren soll im folgenden berichtet werden. Dazu 
wurden die Fetts~iuren in den Hydrolysaten des Ge- 
samtkomplexes wie auch der reinen Einzelkomponenten 
mit Ether extrahiert und zur GC-bzw. GC-MS-Analyse 
mit methaniolscher Salzs~iure oder Diazomethan in die 
Methylester 0berfiihrt. Beide Veresterungsmethoden 
sind gleich gut geeignet und zeigten bei den folgenden 
Untersuchungen keine Unterschiede. 

Die Ergebnisse der gaschromatographischen Verglei- 
che, die massenspektrometrisch ermittelten Molmassen 
und die daraus berechneten elementaren Zusammenset- 
zungen sowie die massenspektrometrischen Fragmen- 
tierungsreaktionen der Fetts/iuremethylester (FME) der 
einzelnen Streptovirudinkomponenten sind in der Tabelle 
1 zusammengestellt. Aus dem Vergleich der Ergebnisse 
ergibt sich eindeutig, dass die FME der Streptovirudin- 
paare A1 und A2, B1 und B2, C1 und C2 sowie D1 und 
D2 jeweils identisch sin& 

Die Abb 3 zeigt das Gaschromatogramm der FME des 
Gesamtkomplexhydrolysates. Die Zuordnung der ent- 
sprechenden Peaks war durch die Untersuchung der 
Einzelkomponenten unter den gleichen Bedingungen 
mfiglich. Das Intensit~itsverh~iltnis der FME-Peaks in 
Abb. 3 zeigt gleichzeitig eine gute Ubereinstimmung mit 

den Ergebnissen der Gelchromatographie sowie der hplc- 
Trennung des Streptovirudins und gibt die quantitative 
Zusammensetzung des Antibiotikakomplexes wieder.-- 
Die im FME-Spektrum neben den vier Hauptpeaks 
FME-A 1/2, -B 1[2, -C 1/2, - D  1/2 auftretenden 
Minorkomponenten sind zum Teil Artefakte und wurden 
nicht eingenhender analysiert. 

Aus den elementaren Zusammensetzungen der FME 
der Streptovirudine und der daraus berechneten Zahl yon 
zwei Doppelbindungs~iquivalenten sowie dem weiter un- 
ten beschriebenen gaschromatographischen Verhalten 
nach katalytischer Hydrierung folgt, dass s~imtliche Ester 
einfach unges~ittigt sind. Die Lage der Doppelbindungen 
ergibt sich eindeutig aus den massenspektrometrischen 
Fragmentierungen. Die Massenspektren samtlicher Ester 
(s. Tabelle 1) zeigen das for eine Doppelbindung in Posi- 
tion C-2 charakteristische intensive Fragmention bei m/z 
113, entsprechend CH3OCO-CH=CH-CH2-CH2 -+. Zur 
weiteren Konstitutionsaufkl/irung der unges/ittigten Fett- 
s~iuren wurde der Streptovirudinkomplex katalytisch mit 
Platinoxid (Adams-Katalysator) hydriert. Nach der 
S~iurehydrolyse des Hydrierungsproduktes zeigte sich, 
dass unter den angewandten Bedingungen sowohl die 
unges~ittigten Fetts/iurereste als auch das Uracil in den 
entsprechenden Streptovirudinkomponenten hydriert 
worden waren.--Das gebildete ges~ittigte Fetts~iurege- 
misch im Hydrolysat wurde nach Extraktion mit Ether in 
die Methylester (g-FME) iiberf0hrt und dutch direkten 
gaschromatographischen Vergleich mit authentischen 
Estern sowie durch die Bestimmung der ~iquivalenten 
Kettenl~ingen '3 identifiziert. 

In Abb 4 sind die auf Palmitins~iuremethylester bezo- 
genen relativen Retentionszeiten der authentischen Ester 
(n-C 12:0, i-C 14:0, n-C 14:0, a-C 15:0, i-C 16:0, n-C 
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Tabelle 1. Fetts~uremethylester (FME) aus den Hydrolysaten der reinen Streptovirudinkomponenten, gaschro- 
matographisches Verhalten lind massenspektrometrische Fragmentierung (Intensitit) 

F~ a~s HydrolyEa- 
~en der Strepto- 
virudinkomp. 

relative Retea~ioas- 
zeit 
a-C16:0 = 1 

element. Zusammen- 
~e~zun~ 

~I - 15 

M - 29 

1,2 - 32 

M - *3 

I , i -  57 

Fragment ion 

Aq A2 BI 

0,175 0.171 0.265 

C13H2@02 C13H2@02 C1@H2602 

~12,180(2) 212,179(2) 226,193(1) 

197(0.5) 197(0.3) -- 

. . . .  197(6) 

Ha@) 181(21) 195(18) 

k dO(15) 180(13) 19@(7) 

69(5) 169(@) 183(1) 

. . . .  169(2) 

13(37) 113(*0) 113(~O) 

87(I00) 87(100) 87(100) 

7"(30) 7*(35) 7@(28) 

B2 

0.269 

C1@H2602 

C1 

0.@1@ 

C15H2802 

C 2 
I 

Dq [ 02 

O.@17 0.688 0.685 

015H2802 C16H3002 C16H3002 

226.n9o(q.5) 

197(8) 

2@0.207(I) 

225(0.2) 

195(22) 209(6) 209(11) 

n9@(8) 2o8(7) 2o8(9) 

183(I) 197(2) 

169(2) 

qn3(@@) 

87(lOO) 

7@(35) 

197(3) 

113(5o) 

87(Ioo) 

7*(*0) 

2~o.2o8(1.5) 25*.223(3) 25@.228(3) 

225(0.3) 

113(~) 

87(100) 

7@(@8) 

225(8) 225(9) 

223(15) 223(21) 

222(10) 222(11) 

211(3) 21~(~) 

197(3) 197(2) 

'nq3(Sn) 113(55) 

87(100) 87(100) 

7.(51) 7@(@5) 

o ,  
E 

ME- B~ 

[ |  , s, 

Abb. 3. Gaschromatogramm der Fetts~uremethylester aus dem Streptovirudinkomplex, St: Palmitins~ure, als 
intemer Standard zugesetzt. 
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Abb. 4. Aquivalente Kettenl~ingen der ges~ittigten Fetts~iuremethylester. 

16:0, a-C 17:0) und der vier ges~ittigten Methylester 
(g-FME-A 1/2, g-FME-B 1/2, g-FME-C 1/2, g-FME-D 
1/2) aus dem hydrierten Streptovirudinkomplex 
logarithmisch fiber die Kettenl~ingen aufgetragen. 

Nach den direkten gaschromatographischen Verglei- 
chen und den ermittelten ~iquivalenten Kettenl~ingen 
handelt es sich bei den ges~ittigten Methylestern g-FME- 
A 1/2 und g-FME-C 1/2 um die Methylester der 
Isododecan- bzw. der Isotetradecans~iure und bei den 
Estern g-FME-B 1/2 und g-FME-D 1/2 mit den relativ 
l~ingeren Retentionszeiten um die Methylester der 
Anteisotridecan-bzw. Anteisopentadecans~iure. 

Die hier gaschromatographisch auf einer "OV-101- 
S~iule" mit einer Trennleitstung yon ca.  1800 theoreti- 
schen B6den for die ges~ittigten methylverzweigten Fett- 
s~iuremethylester gefundenen charakteristischen Werte 
der ~iquivalenten Kettenl~ingen (Isoester--0.6 und 
Anteisoester--0.7, unabh~ingig v o n d e r  Kettenl~inge) 
stimmen sehr gut mit den entsprechenden Werten (Iso- 
ester--0.62 und Anteisoester--0.72) fiberein, die Apon 
und Nicolaides TM bei der gaschromatographischen Tren- 
hung zahlreicher authentischer Iso- und Anteisofett- 
s~iuremethylester auf einer "Pentasil-Kapillars~iule" 
erhielten. 

Die Konstitution der FME aus den Hydrolysaten der 

einzelnen Streptovirudinkomponenten wurden zus~itzlich 
durch die Massenspektren bewiesen (s. Tabelle 1). Auf 
Grund der bevorzugten Fragmentierung yon C--C-Bin- 
dungen an Verzweigungsstellen, zeigen die Isoester 
gegenfiber den isomeren Anteisoestern intensivere (M- 
15).+--bzw. (M-43).+--Ionen w~ihrend bei den Anteiso- 
estern die Bildung der (M-29).+--bzw. der (M-57) e -  
Fragmentionen fiberwiegt.'5 

Zusammenfassend lassen sich aus den vorliegenden 
Ergebnissen der gaschromatographischen und massen- 
spektrometrischen Untersuchungen ffir die Fetts~iuren 
aus den einzelnen Streptovirudinkomponenten die fol- 
genden Konstitutionsformeln ableiten: (s, Tabelle 2) 

Damit enthalten die Streptovirudine im Gegensatz zu 
den Tunicamycinen nur unges~ittigte Iso- und Anteiso- 
fetts~iure reste im Molekfii. 

Dass die hier identifizierten Anteisos~iuren eine un- 
gerade C-Zahl aufweisen, steht im Einklang mit der 
Biosynthese dieser S~iuren, die vom 2-Methylbutyrat 
ausgehend nur zu S~iuren mit ungerader C-Zahl ffihren 
kann.'6 

Uber die Gesamtstrukturen der Streptovirudinkom- 
ponenten wird in einer nachfolgenden Publikation be- 
richtet. 1° 

Tabelle 2. Konstitution der Fetts~iuren aus den Streptovirudinkomponenten 

Strept ovir udin- Fe ~t siure 

Kolaponent e 

A I 
CH3~CH - (CH2) 6 - CH = CH - COOH ~n~ecensL~ure 

A 2 CHf 

B "1 CH3-CH2"CH - (OH2) 6 - CH = CH - CC'OH lO-Methyl -2 .  

B 2 OH3/ d~ccen~aure 

C I CH3"cH - (OH2) 8 - CH = OH - COOH 12-Methyl-2- 

C 2 CH3/ tzidecen~ aure 

D "I CH3-CK2~CH - (CH2) 8 - CH = CH - C00H 12-1~iethyl-2- 

D 2 CH3 / tetracecensiure 
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Gaschromatographische Trennung. Benutzt wurde ein Gas- 

chromatograph Modell GCHF-18.3 der Firma VEB Chromatron, 
Berlin, mit Flammenionisationsdetektor. Zur Trennung der Fett- 
siiuremethylester wurde eine Glassiiule (2 m x 3 mm) geftillt mit 
2% OV 101 auf Gas-Chrom Q (80-100mesh) bei Temperaturen 
(Thermostat 160 °, Injektor 220 °, Detektor 220 °) und einem 
Tr~igergasfluss (55 ml/Min N2) mit einer Trennleistung yon ca. 
1800 theoretischen B6den verwendet.--Als Vergleichssubstanzen 
standen die Methylester der gesiittigten Fetts~uren n-C 12, i-C 14, 
n-C 14, a-C 15, i-C 16, n-C 16, a-C 17 yon der Firma Applied 
Science Labs. (State College, PA, USA) zur Verftigung.-- 
Gaschromatographie-Massenspektrometrie: Die Massenspektren 
wurden mit einem doppelfokussierenden Ger~it Modell JMS-D 
100 der Firma JEOL, Tokio, (Beschleunigungsspannung 3 kV, 
Direkt-bzw. GC-Einlass, IQ-Temperatur 200 °, Elektronenener- 
gie 75 eV) gekoppelt mit Gaschromatograph Modell JGC-20 KP 
(experimentelle Bedingungen wie oben bei der GC-Trennung 
beschrieben, Tr~gergasfluss 25 ml/Min. He) und Data-System 
JMA-0231 aufgenommen. Massenfeinbestimmungen wurden 
nach der Methode des Massenvergleichs mit PFK als Referenz- 
verbindung durchgeftihrt. 

Siiurehydrolytischer Abbau und massenspektrometrischer 
Nachweis yon Uracil und Dihydrouracil in den 
Streptovirudinen. Ca. 0.5 nag des Streptovirudinkomplexes bzw. 
einer reinen Streptovirudinkomponente wurden mit 20 ~,1 6N 
HCI in einer zugesclunolzenen Glaskapillare (2cmx 1.5 mm) 
20 hauf 1050 erhitzt. Nach Abkfihlung und Offnung der Kapillare 
wurde das Reaktionsgemisch i. Vak. zur Trockene gebracht und 
im gleicben Gef~iss fiber den Direkt¢irtlass (Probentemperatur 
140 °, Aufheizgeschwindigkeit 25°/Min.) massenspektrometrisch 
analysiert. 

Sfiurehydrolytischer Abbau der Streptovirudine und Isolierung 
der gebildeten Fettsiiuren. 10mg des Streptovirudinkomplexes 
bzw. einer reinen Streptovirudinkomponente wurden mit I ml 
6 N HCI 3.5 hauf  100" erhitzt. Nach Abkfihlung wurde das 
Hydrolysat mehrfach mit Ether extrahiert. Die vereinigten 
Extrakte wurden tiber Na2SO4 getrocknet und nach Filtration/. 
Vak. eingedampft. Der verbleibende 61ige Rtickstand der Fett- 
s§uren kam zur Gewinnung der Methylester direkt zum Einsatz. 

Veresterung der Fettsiiuren 
(a) Mit methanolischer Salzsiiure. Die durch Hydrolyse 

gewonnenen Fetts~uren wurden mit 10 ml 0.7 N methanol. HCI 
versetzt und 20 h bei Zimmertemp. belassen; danach wurde das 
L~sungsmittel i. Vale. abdestilliert. 

(b) Mit Diazomethan. Die Fetts~iuren wurden in 10 ml CH3OH 
gel6st und his zur schwachen Gelbf~bung mit etherischer 

Diazomethanl6sung versetzt. Nach 30M in. Stehen bei Zim- 
mertemp, wurde das L6sungsmittel i. Vak. abdestilliert. Die 
61igen Rfickst~nde der Fetts~,uremethylester wurden zur GC- 
bzw. GC-MS-Analyse in wenig CHCI3 aufgenommen. 

Katalytische Hydrierung yon Streptovirudin. 100mg Strep- 
tovirudinkomplex wurden in 10 ml Eisessig gel6st und bei Zim- 
mertemp, mit 100rag Platinoxid (Adams-Katalysator) unter 
Rtihren hydriert. Anschliessend wurde die L6sung vom Kataly- 
sator abfiltriert und das L~sungsmittel i. Vak. abdestilliert. Der 
Rtickstand wurde mit Aceton aufgeschl~immt, abfiltriert und 
mehrfach mit Aceton gewaschen. Die weisse kristalline Substanz 
wurde direkt zur analytischen Untersuchung verwendet. 
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