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Zusammenfassung 

Schwämme gelten seit jeher als reichhaltige Quelle von Naturstoffen, wobei 

insbesondere die Gattung Ircinia als prominenter Vertreter der Sesterterpen-

Produzenten gilt. Der hier vorgestellte Schwamm Ircinia wistarii war als Ircinianin-

Produzent bekannt. Die Ircinianin-Familie konnte später um weitere Derivate ergänzt 

werden, die allerdings auch in Schwämmen der Gattung Psammocinia gefunden 

wurden. Die vorliegende Studie konnte neben Ircinianin nun auch diese Derivate zum 

ersten Mal bei der Gattung Ircinia nachweisen, wobei zusätzlich zwei neue 

Verbindungen, Ircinianin Lacton B und C, identifiziert wurden. Deren Struktur wurde 

durch umfängliche spektroskopische Untersuchungen aufgeklärt und belegt. Zur 

Bestimmung der Stereochemie wurde zudem eine Kristallstruktur von Ircinianin 

angefertigt. So konnten erstmalig, auf Basis des natürlich gebildeten Terpens, alle 

Stereozentren der Substanz bestimmt werden. Die Arbeit gibt zudem eine detaillierte 

theoretische Abhandlung über die Biosynthese von Ircinianin und seinen weiteren 

Strukturverwandten, sodass die Kohlenstoffgerüste zusätzlich durch metabolische 

Prinzipien überprüft und bestätigt werden konnten. Zudem wurde mit Ircinianin, dem 

Stammvater der Klasse, eine der breitesten Bioaktivitätstestungen im gesamten 

Bereich der marinen Naturstoffforschung durchgeführt, die sich zum einen auf 

biomedizinisch relevante Felder im Kontext der antimikrobiellen und antitumoralen 

Aktivitäten als auch auf ökologische Funktionen im Bereich des marinen Antifoulings 

fokussierte. So konnte für Ircinianin erstmalig eine moderate Wirkung gegenüber den 

Protozoen P. falciparum und L. donovani beschrieben werden. 

Im Bereich der terrestrischen Naturstoffe wurde das bisher nur unvollständige 

beschriebene Lassopeptid Nocapeptin A aus Nocardia terpenica vollumfänglich durch 

umfangreiche NMR-Studien strukturell charakterisiert. Dabei wurden modernste 

Techniken, wie etwa das 1H-13C LR-HSQMBC Experiment, eingesetzt. Die aufgeklärte 

Struktur ist innerhalb der Klasse der Lassopeptide der erste Vertreter mit einem 

zusätzlichen Ringschluss, der durch eine N-C-Verknüpfung zwischen den zwei 

Seitenketten von Tryptophan und Tyrosin hervorging. Somit ist das hier vorgestellte 

Nocapeptin A der erste Vertreter polyzyklischer Lassopeptide der Klasse II. Ergänzt 

wurden diese strukturellen Untersuchungen durch verschiedene 

Bioaktivitätstestungen, die eine moderate antibakterielle Aktivität gegenüber 

Micrococcus luteus aufzeigten. 
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1. Einleitung 

1.1. Marine Naturstoffforschung – eine historische Betrachtung 

Die marine Naturstoffforschung ist eine vergleichsweise junge Fachdisziplin. 

Naturstoffextrakte spielten zwar seit jeher eine wichtige Rolle bei der (traditionellen) 

Arzneimitteltherapie, der Fokus lag hierbei aber vor allem auf terrestrischen 

Lebewesen, wobei, ethnomedizinisch betrachtet, im Wesentlichen Stoffe aus 

pflanzlichen Bestandteilen zum Einsatz kamen.1 Die marinen Ökosysteme der Ozeane 

bedecken zwar einen Großteil der gesamten Erdoberfläche, aber die Zugänglichkeit 

zu den darin innewohnenden Unterwasserlebensformen war kaum möglich, sodass 

die ersten systematischen Untersuchungen zum chemisch-metabolischen Potential 

marinen Lebens erst in den 1950-1960er Jahren durchgeführt wurden.1-3 

Die frühen Arbeiten Anfang der 1950er Jahre zeigten jedoch rasch, dass unerwartet 

große Potential der chemischen Strukturvielfalt dieses einzigartigen Lebensraums, 

sodass sich die Forschungsinteressen von der rein chemischen Perspektive hin zu 

chemisch ökologischen und bioaktivitätsorientierten Fragestellungen entwickelten. In 

Kombination mit den sich stetig fortentwickelnden technischen Möglichkeiten des 

Sport- / Gerätetauchens (SCUBA), wurde der wissenschaftliche Fokus so auch immer 

mehr in Richtung der marinen Naturstoffchemie gelenkt, sodass sich diese spätestens 

ab Anfang der 1970er Jahre als eigenständiges Fach innerhalb der (bioaktivitäts-

orientierten) Naturstoffforschung etabliert hatte.2-6 In den ersten Jahren wurden dabei 

vor allem die größeren, auffälligen und leicht zu sammelnden Lebewesen, wie etwa 

Schwämme und Korallen, eingehend untersucht. Aber mit der fortschreitenden 

Forschung auf dem Gebiet, mehrten sich nun auch hier die Wiederfindungsraten von 

bereits bekannten Verbindungen, weswegen zunehmend auch kleinere, unscheinbare 

Organsimen in den Fokus rückten. Trotz der anfänglichen Skepsis, ob sich marine 

Mikroorganismen unter Laborbedingungen überhaupt kultivieren lassen und ob sich 

diese, auch im Hinblick auf ihre metabolische Aktivität, überhaupt nennenswert von 

ihren terrestrischen Verwandten unterscheiden würden, zeigten die Arbeiten von 

Burkholder, Jensen und Fenical eindrucksvoll, dass auch diese Organismen ein 

nahezu unvorstellbares Potential für neuartige Strukturen besitzen.6-8 Die 

fortschreitenden technischen Innovationen ermöglichen es nun auch zunehmend, in 

tiefer gelegene Abschnitte der Ozeanen vorzudringen, wobei sich auch hierbei immer 

deutlich zeigt, welch enormes Potential für neuartige chemische Entitäten in diesen 
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Lebensräumen vorhanden ist, und dass, unter diesen Gesichtspunkten, die Tiefsee-

Naturstoffforschung, in den nächsten Jahren und Jahrzehnten, eine zunehmende 

Bedeutung innerhalb der Fachdisziplin gewinnen wird.9-11 

 

1.2. Schwämme als Naturstoffproduzenten 

Das marine Ökosystem der Ozeane erstreckt sich auf etwa 70% der Erdoberfläche, 

wobei davon wiederum etwa 95% Wassertiefen von über tausend Metern aufweisen. 

D.h. die jeweiligen Lebensräume unterscheiden sich zum Teil erheblich in ihren 

vorherrschenden Standortbedingungen und Umweltfaktoren, wie etwa dem Gehalt an 

Sauerstoff, der Variabilität des pH-Werts sowie der Temperatur des umgebenden 

Wassers, der Lichthelligkeit oder dem lokalen (Wasser-)Druck. Insofern ist es nicht 

verwunderlich, dass sich innerhalb des marinen Ökosystems verschiedenste 

Lebensräume aufgetan haben, an die sich eine Vielzahl unterschiedlichster 

Lebensformen im Verlauf der evolutionären Entwicklung – die Ozeane sind die ältesten 

Lebensräume der Erde – anpassen konnten / mussten, was wiederum die hohe Vielfalt 

mariner Biodiversität in ihrer Gesamtheit verständlich werden lässt.9, 10, 12-14 Diese 

ungewöhnlich hohe Diversität lässt sich aber nicht nur theoretisch ableiten, sondern 

auch im Sinne der Biosystematik klassifizieren: sind an Land nur etwa die Hälfte aller 

bisher bekannten Tier-Phyla anzutreffen, finden sich nahezu alle Phyla bei 

Unterwasserlebewesen, wobei nahezu die Hälfte ausschließlich in aquatischen 

Lebensräumen vorkommen.13, 15 

 

1.2.1. Chemische Abwehr als Überlebensstrategie 

Schwämme (Phylum Porifera) gehören mit zu den ältesten vielzelligen Tieren der 

Erde, die jedoch ausschließlich unter Wasser anzutreffen sind. Sie sind von ihrem 

Aufbau wenig komplex, bilden keine klassischen Gewebe oder Organe aus, haben 

aber verschiedene, spezialisierte Zellen entwickelt, die diese Aufgaben 

übernehmen.16-20 Ihre Körpergestalt ist eher von weicher Beschaffenheit und im 

Vergleich zu anderen Lebewesen bilden sie kaum morphologische Abwehrstrukturen, 

wie etwa Stacheln oder Panzer, aus. Lediglich nadelartige Stützstrukturen, so 

genannte Spicula, werden als physikalische Barrieren diskutiert.5, 21 Aufgrund ihrer 

sessilen, also zur Fortbewegung unfähigen und somit standorttreuen, Lebensweise 
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können sie somit keiner potenziell schädlichen Interaktion mit anderen Organismen 

durch Flucht ausweichen, was evolutionär zu einer höchst spezialisierten 

Überlebensstrategie geführt hat: nämlich zur Produktion und Anreicherung von 

Naturstoffen zur chemischen Abwehr, die beispielsweise als Schutz gegenüber 

Verbiss von Fischen, zum Schutz vor der Überwucherung mit anderen Lebewesen 

(engl. antifouling) oder gegen den Befall mit Mikroorganismen gebildet werden, aber 

auch zur Kommunikation mit anderen Lebewesen dienen.22-25 

Als Naturstoffe, im engeren Sinne, werden Stoffwechselprodukte des 

Sekundärmetabolismus angesehen, die aber, im Gegensatz zu den Metaboliten aus 

dem Primärstoffwechsel, für das Überleben des Organismus als nicht zwingend 

notwendig betrachtet werden, deren Produktion aber gewisse Überlebensvorteile für 

den Produzenten mit sich bringen kann. Man geht davon aus, dass diese Substanzen 

ursprünglich willkürlich aus Stoffwechselprozessen des Primärmetabolismus 

entstanden sind und die metabolischen Fertigkeiten diese Stoffe zu bilden, aufgrund 

der dadurch hervorgerufenen Überlebensvorteile, so von Generation zu Generation 

weitergegeben wurden und in diesen Zeiträumen eine gewisse evolutionäre Reifung, 

im Sinne einer Optimierung der biologischen Funktion, durchlaufen haben.22, 26-28  

Da diese Substanzen somit Schlüsselelemente der chemischen 

Verteidigungsarchitektur von Schwämmen (und den meisten sessilen Invertebraten) 

darstellen, ist unter wissenschaftlichen Gesichtspunkten interessant, wie diese 

Substanzen gebildet werden: entgegen der ursprünglichen Annahme, dass die 

bioaktiven Verbindungen ausschließlich von Schwämmen gebildet werden, rücken 

zunehmend die mit dem Schwamm vergesellschaftet lebenden Mikroorganismen, als 

die eigentlichen Produzenten, in den Fokus.24, 29-33 

Schwämme sind als sessile Lebensform darauf angewiesen, ihre Nahrung über das 

umgebende Wasser aufzunehmen und in diesem Sinne als Filter-Lebewesen zu 

verstehen, wobei die kontinuierlichen Filterleistungen beträchtliche Wasservolumen 

betragen können. Zunächst wird das Wasser in den Schwamm aufgenommen 

(´eingestrudelt´) und im Anschluss daran werden die benötigten Bestandteile von 

spezialisierten Zellen aus dem Wasser herausgefiltert. Dabei kommen die an der 

Nahrungsaufnahme beteiligten Strukturen aber auch mit den im Wasser eingespülten 

Mikroorganismen in Kontakt, wobei diese nicht notwendigerweise als Nahrung dienen 

müssen.34-37 Diese Organismen können so in den Schwamm aufgenommen werden 
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und sich in speziellen Bereichen (extra- und intrazellulär) innerhalb der 

Schwammstruktur einlagern, dort spezifische Habitate besetzen und so mit dem 

Schwamm, in einer Art Symbiose, vergesellschaftet leben.34, 37-40 Der Anteil der 

Symbionten an der Gesamtbiomasse / am -volumen variiert dabei von Schwamm zu 

Schwamm und kann von wenigen Organismen bis zu einem Anteil von 40-60% 

reichen. Die genauen Mechanismen und komplexen Systeme dieser 

Vergesellschaftung sind im Detail noch nicht verstanden, aber es werden vielfältige 

Wechselwirkungen und Interaktionen zum beidseitigen Vorteil angenommen.38-41 Man 

geht davon aus, dass diese Partnerschaft aber auch die Produktion von bioaktiven 

Substanz, durch die vergesellschafteten Mikroorganismen, mit einschließt, die diese 

dann dem Schwamm zur Verfügung stellen bzw. dadurch ihren Lebensraum, etwa 

gegen die Überwucherung mit fremdartigen Epibionten oder gegen sonstige 

Predatoren, absichern.26, 41-44 Auf chemisch-struktureller Ebene lässt sich dieses 

Phänomen des symbiontischen Naturstoffaustausches auch oftmals biosynthetisch, 

bedingt durch die chemischen Ähnlichkeiten zwischen den aus Schwämmen isolierten 

Molekülen und bereits bekannten Verbindungen von (zum Teil terrestrischen) 

Mikroorganismen, ableiten und belegen.29, 30, 33 

Die vorgestellten ökologischen Betrachtungen verdeutlichen also, warum gerade 

Schwämme, als sessile Meeresbewohner, ein derart reichhaltiges Reservoir an 

Naturstoffen aufweisen. Die Besonderheit der marinen Naturstoffe liegt aber nicht nur 

in ihrer schieren Anzahl, sondern vielmehr in der Tatsache begründet, dass der 

chemischer Strukturraum dieser hochdiversen Verbindungen, sich von dem der 

terrestrischen Naturstoffe unterscheidet und sich zudem auch die marinen Phyla 

diesbezüglich untereinander unterscheiden.45-47 Systematische Untersuchungen zum 

Aufbau der Grundgerüste der marinen Naturstoffe zeigten, dass flexiblere 

Molekülskelette mit einer geringerer Tendenz zur Ausbildung aromatischer Motive 

gebildet werden, in die zudem, im Verhältnis zu terrestrischen Varianten, weniger 

Sauerstoff- dafür allerdings mehr Stickstoffatome verbaut werden, die marinen 

Sekundärstoffe aber trotzdem einen hydrophoberen Charakter aufweisen. Zudem 

finden sich bestimmte funktionellen Gruppen, wie etwa Isonitrile, Sulfamate oder 

Isothiocyanate, aber auch verschiedenste Formen der Halogenierung (insbesondere 

Bromierungen) besonders häufig bei marinen Verbindungen, die bisher (in dieser 

Vielzahl) kaum in chemischen Grundkörpern terrestrischen Ursprungs beschrieben 

werden konnten. Die durch diese Strukturvariationen geformten Molekülgerüste 
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marinen Ursprungs, decken somit innerhalb des chemischen Strukturgefüges der 

Naturstoffe, im Vergleich zu ihren terrestrischen Verwandten, auch andere 

Strukturräume ab und zeigen vor allem einzigartige Grundgerüste.46-49 Die 

Kombination aus der abweichenden atomaren Zusammensetzung der Verbindungen, 

den damit einhergehenden abweichenden physikochemischen Eigenschaften und den 

chemisch einzigartigen Grundkörpern, hat so ein hochspezifisches Metabolitenprofil 

und einen Strukturraum geschaffen, dem mannigfaltige biologischen Funktionen 

zugeschrieben werden und dem ein, im Vergleich zu terrestrischen Verbindungen, 

höheres Potential für neue Wirkstoffkandidaten zugeschrieben wird.47, 48, 50 

Gleichzeitig kann aus den Standortbedingungen abgeleitet werden, dass diese Stoffe 

hoch potent sein müssen, da sie in marinen (wässrigen) Lebensräumen bei der 

Freisetzung sofort verdünnt werden und dementsprechend von Natur aus 

hochwirksam sein müssen, um überhaupt Effekte erzielen zu können.2, 51 Zugleich wird 

zumeist nicht nur eine privilegierte Struktur gebildet, sondern es finden sich häufig 

verschiedene Naturstoffvarianten einer Verbindung (`Derivate`) innerhalb eines 

Organismus, sodass Substanzfamilien oftmals als synergistisch wirksame Gemische 

auftreten.52, 53 Allerdings kann deren Produktion zum Teil, je nach Standort und 

Umweltbedingungen, variieren, weswegen sich somit auch Vertreter der gleichen 

Spezies in ihrem jeweiligen chemischen Profil durchaus voneinander unterscheiden 

können.54, 55 

Ergänzt man den dargestellten strukturellen Reichtum mariner Naturstoffe noch um 

die vorherrschende Meinung, dass der Großteil der marinen Spezies (sowie die Fülle 

mariner Biodiversität im Allgemeinen) bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht einmal 

bekannt sind, wird ersichtlich, welch ungeheures Potential die Ozeane für zukünftige 

naturstoffanalytische Untersuchungen aufweisen.56, 57 

 

1.2.2. Schwammmetaboliten als Arzneistoffe 

Die Bedeutung mariner Naturstoffe für die Leitstruktursuche und medizinalchemische 

Adaptionen im Kontext der Pharmakophor-Identifizierung lässt sich jedoch nicht nur 

anhand der mannigfaltigen Bioaktivitäten ableiten, sondern auch durch arzneilich 

verwendete Wirkstoffe rational belegen. Momentan (Stand Juni 2023) finden sich mehr 
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als 20 zugelassene Arzneistoffe1, die sich auf marine Naturstoffe zurückführen 

lassen.58-60 Mit Panobinostat, Eribulin (mesilat) und den Nukleosid-Analoga rund um 

Cytarabin leiten sich dabei auch einige Wirkstoffe von marinen Naturstoffen ab, die 

aus Schwämmen isoliert wurden.58, 61, 62 Eine Übersicht gibt Abbildung 1. 

 

Abbildung 1 Arzneistoffe, die sich von marinen Naturstoffen aus Schwämmen ableiten.61, 63, 64 

Die ersten arzneilich relevanten Leitstrukturen wurden zu Beginn der marinen 

Naturstoffforschung Anfang der 1950er Jahre von Bergmann beschrieben und legten 

somit den Grundstein für die Etablierung dieser Fachdisziplin.2, 64-67 Die dabei 

vorgestellten Nukleosidanaloga Spongothymidin und Spongouridin aus Tectitethya 

crypta (ursprünglich als Cryptotethya crypta bezeichnet)68 zeigten zum ersten Mal auf, 

 
1 Anmerkung: die genauen Zahlen zu den zugelassenen Arzneistoffen weichen je nach Quelle (zum Teil 
erheblich) voneinander ab. Ursächlich hierfür ist die jeweilige Auslegung, inwieweit Naturstoffe auch als 
Ideengeber für synthetische Derivate, wie etwa Aciclovir, oder Arzneistoffklassen, wie die der 
Antimetaboliten, in diesen Auflistungen berücksichtigt werden. Insbesondere bei neueren Arbeiten wird 
nur die direkte Beziehung zwischen Naturstoff und entsprechendem Wirkstoff gelistet, sodass bei einer 
großzügigeren (und im Kontext des Begriffs der Leitstruktur eigentlich legitimen) Auslegung der 
Verwandtschaft zwischen Naturstoffen als „geistige Stammväter“ und zugelassen Arzneimitteln deutlich 
mehr als 20 zugelassene Arzneistoffe gelistet werden könnten. 
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dass biologisch aktive Nukleoside, neben Ribose und Desoxyribose, auch weitere 

Zuckerbausteine aufweisen und somit nicht nur die Basen variiert werden können. 

Aufbauend auf dieser Erkenntnis wurden so rasch Derivate dieser Verbindungen 

synthetisiert, die sowohl antivirale Effekte als auch das Potential für die Behandlung 

für verschiedene Formen der Leukämie zeigten. Weitere synthetische Abwandlungen, 

die sich über azyklische Formen im Bereich des Zuckerbausteins bis hin zu 

carbozyklischen Variationen dieses Motives erstreckten, führten so zur Entwicklung 

von Aciclovir, Zidovudin und weiteren Nukleosidanaloga.2, 60, 69-71 Tabelle 1 fasst die 

Wirkstoffe zusammen. 

Tabelle 1 Übersicht (Auswahl) von Arzneistoffen, die sich von marinen Naturstoffen aus Schwämmen ableiten.58-

62, 71-73  

Arzneistoff Markenname 

(Auswahl) 

natürliche 

Quelle 

(Leitstruktur) 

Indikation Anmerkung 

Cytarabin (Ara-C) Cytosar-U® Tectitethya 

crypta 

Leukämie Erster zugelassener Arzneistoff, der auf 

einen marinen Naturstoff zurückgeht. 

Die Zulassung durch die FDA erfolgte 

1969. 

Mit Aspacytarabin, einer um eine 

Asparagin-Einheit verlängerte Variante 

von Cytarabin, wurde ein Prodrug 

entwickelt, der, aufgrund geringerer 

Spitzenspiegel, eine geringere Toxizität 

bei vergleichbarer Wirksamkeit zeigt und 

sich dadurch insbesondere für die 

Therapie älterer Patienten eignet. Die 

ersten klinischen Ergebnisse sind 

vielversprechend. 

Vidarabin (Ara-A) Vira-A® Tectitethya 

crypta 

Virostatikum 

(Herpes) 

Aufgrund der geringen therapeutischen 

Breite und besserer Alternativen wurde 

der Arzneistoff 2001 vom Markt 

genommen. 

Fludarabin (F-Ara-A) Fludara® Tectitethya 

crypta 

Leukämie - 

Aciclovir Zovirax® Tectitethya 

crypta 

Virostatikum 

(Herpes) 

- 

Zidovudin (ZDV, AZT) Retrovir® Tectitethya 

crypta 

Virostatikum 

(HIV) 

Erstes Arzneimittel zur Behandlung von 

HIV-Infektionen. 

Eribulin mesilat Halaven® Halichondria 

okadai 

Brustkrebs; 

Liposarkom 

Synthetische Abwandlung von 

Halichondrin B. 

Panobinostat Farydak® Pseudoceratina 

purpurea 

Multiples 

Myelom 

Als Leitstrukturen zur Target-

Identifizierung fungierten Psammaplin A 

(Pseudoceratina purpurea), Trapoxin B 

und Trichostatin A. 
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1.2.3. Naturstoffe von Schwämmen der Gattung Ircinia 

1.2.3.1. Übersicht 

Das Phylum Porifera lässt sich in verschiedene Rangstufen unterteilen, wobei die 

Ordnung Dictyoceratida mit ihren fünf Familien als besonders reichhaltige Quelle von 

chemisch hochdiversen und bioaktiven Substanzen gilt.19, 68, 74 Die Gattung Ircinia 

nimmt innerhalb dieser Ordnung (Familie Irciniidae) einen besonderen Stellenwert ein 

und ist seit Jahrzehnten als Naturstofflieferant bekannt – die Terpene der Ircinin-

Gruppe wurde 1972 erstmalig beschrieben.19, 74-76 Wie in Abbildung 2 veranschaulicht,  

 

Abbildung 2 Übersicht verschiedener Vertreter unterschiedlicher Naturstoffklassen aus Ircinia.77-81 

zeichnet sich diese Gattung durch ein besonders reichhaltiges Angebot an 

verschiedensten Naturstoffen aus, wobei das Spektrum diverse Naturstoffklassen – 

von Peptiden, über Makrolide und Steroiden bis hin zu Alkaloiden und Indolen – 

umfasst.77-79, 82, 83 Als Quelle von Naturstoffen ist diese Gattung aber besonders für die 

Bildung komplexerer Terpene bekannt, wobei insbesondere die Sesterterpene, also 

Terpene mit einem Grundgerüst, das sich aus 25 Kohlenstoffatomen zusammensetzt, 
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immer wieder angetroffen werden.84-89 Abbildung 3 zeigt eine Auswahl verschiedener 

Sesterterpene, die aus Ircinia spp. isoliert werden konnten. Anhand der dargestellten 

Strukturen lässt sich die für Sesterterpene typische Unterteilung in lineare und 

zyklische Vertreter auch auf das hier dargestellte Metabolitenprofil übertragen.89 Die 

linearen Vertreter zeigen hierbei ein charakteristisches Alkyl-Dien-Strukturmotiv, das 

mit fünfgliedrigen Ringsystemen einer Lactam-, Lacton- und / oder Tetronsäure-Einheit  

 

Abbildung 3 Übersicht verschiedener linearer und zyklischer Sesterterpene; isoliert aus Ircinia spp.76, 90-101  

ergänzt wird. In den meisten Fällen finden sich in diesen Verbindungen jedoch 

(mindestens) zwei dieser Heterozyklen wieder, die sich zumeist an den beiden 
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entgegengesetzten Enden des Moleküls befinden, wobei das Alkyl-Motiv manchmal 

noch zusätzlich Hydroxylgruppen aufweist.76, 90, 91, 93, 94, 102-108 Im Gegensatz dazu 

zeichnen sich die zyklischen Terpene durch ein carbozyklisches Grundgerüst aus. 

Über eine lineare Alkylseitenkette wird dieser Hauptzyklus oftmals mit einem weiteren 

Heterozyklus verknüpft, wobei sich auch hier wieder fünfgliedrige Ringsysteme, wie 

etwa Furane, Lactone und Lactame, als typische Bausteine wiederfinden. Analog zur 

klassischen Terpen-Nomenklatur kann man auch hier anhand der Anzahl der im 

Hauptringsystem enthaltenen zyklischen Motive, die Substanzen in weitere 

Subklassen unterteilen.95-97, 99-101, 109-114 

 

1.2.3.2. Ircinia wistarii 

Ircinia wistarii umfasst mehrere Schwämme, deren ersten Vertreter 1978 zum ersten 

Mal von Wilkinson (Ircinia wistarii Wilkinson, Ordnung Dictyoceratida, Familie 

Irciniidae) als eigene Spezies beschrieben wurde. Benannt wurde er nach seinem 

Entdeckungsort, dem Wistari Reef, nahe Heron Island, Great Barrier Reef, in 

Australien.68, 115 Er wurde als einer der häufigsten dort vorkommenden Schwämme 

genannt. Der Schwamm ist von grauer Farbe, zeigt kontraktiles Verhalten und hat eine 

hornige Beschaffenheit. Innerhalb eines begrenzten Habitats an einem Steilhang des 

Wistari Reef wurde er bei Meerestiefen von 18-30 m angetroffen.115 Ein weiterer 

Vertreter wurde bei Heron Island als Ircinia wistarii (Bergquist) 1982 beschrieben, wird 

aber in der World Porifera Database nicht als eigene Spezies geführt, sodass die 

Zuordnung fraglich bleibt.68, 110 

 

Abbildung 4 Übersicht der Ircinianin-Familie.95, 110, 113 

Naturstoffchemische Untersuchungen mit diesen Schwämmen fanden bereits Mitte 

der 1970er Jahre, also noch bevor diese als eigene Spezies taxonomisch klassifiziert 

wurden, statt und führten zur Beschreibung von Ircinianin, einem zyklischen Spiro-

Tetronsäure-Sesterterpen.95 Das tetrazyklische Isomer von Ircinianin, welches als 
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Wistarin bezeichnet wurde, ist 1982 von Gregson und Ouvrier mit dem Hinweis 

veröffentlicht worden, dass Ircinianin aus Ircinia wistarii (Bergquist) isoliert wurde. 

Wistarin wiederum wurde aus einer Probe isoliert, die aus der Swain Reef Region des 

Great Barrier Reef stammte.110 Ein weiterer Vertreter dieser Furan-Terpene wurde, als 

eine an der Tetronsäure-Einheit sulfatierte Variante von Ircinianin, 1997 von Coll et al. 

beschrieben. Die Verbindung wurde aus Ircinia (Psammocinia) wistarii (Wilkinson) 

isoliert.113 Abbildung 4 fasst die bisher bekannten Verbindungen zusammen. 
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2. Ziel der Arbeit 

Das Ziel der Arbeit ist die naturstoffchemische Untersuchung und metabolische 

Charakterisierung des Schwammes Ircinia wistarii aus der Tübinger Sammlung 

mariner Schwämme des Great Barrier Reefs aus Australien. 

Marine Schwämme sind als Naturstoffproduzenten eine anerkannte Quelle 

verschiedenster bioaktiver Stoffe und somit auch unter pharmazeutischen 

Gesichtspunkten von höchster Relevanz. Im Kontext der Leitstruktursuche gelten 

marine Naturstoffe nach wie vor als privilegierte Strukturen. 

Aus der Sammlung mariner Schwämme wird anhand der taxonomischen Bestimmung 

ein Schwamm ausgesucht, dessen Familien- bzw. Gattungszugehörigkeit auf ein 

reichhaltiges Metabolitenprofil schließen lässt. Daran anschließend wird das 

Rohmaterial zerkleinert und mit verschiedenen Lösemittelgemischen extrahiert, um so 

die entsprechenden Substanzen aus dem Material zu lösen und mittels präparativer 

Verfahren aufzutrennen. Mittels chromatographischer und spektroskopischer 

Methoden (HPLC-DAD sowie LC-MS-MS) werden die so erhaltenen Fraktionen 

anhand ihres chemischen Profils priorisiert und entsprechende Zielstrukturen auf 

Grundlage der spektroskopischen Daten identifiziert. Daran anschließend werden 

diese Zielsubstanzen isoliert, aufgereinigt und durch spektroskopische Methoden, mit 

besonderem Augenmerk auf 1D / 2D NMR-Spektroskopie, chemisch vollständig 

charakterisiert.  

Basierend auf der Klassenzugehörigkeit der isolierten Verbindungen und anhand 

ähnliche Strukturmotive von Naturstoffen, die in der Literatur beschrieben wurden, 

werden Hypothesen zu möglichen Bioaktivitäten aufgestellt und die isolierten 

Substanzen anhand verschiedener Bioassays auf diese Aktivitäten hin untersucht.  
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3. Ergebnisse und Diskussion 

3.1. Isolierung und Strukturaufklärung 

3.1.1. Auswahl der Schwammprobe 

Die Schwierigkeiten bei der Analyse von Naturstoffextrakten liegen zumeist darin 

begründet, innerhalb eines Vielstoffgemisches, dass eine Vielzahl verschiedenster 

Sekundärmetaboliten und -klassen enthält, neue Naturstoffe überhaupt entdecken und 

von bereits bekannten Substanzen unterscheiden zu können. Im Bereich der 

modernen – vor allem bakteriellen und fungal orientierten – Naturstoffanalytik werden 

hierzu vor allem neue Methoden der bioinformatischen Analyse, die unter dem 

Oberbegriff des genome minings zusammengefasst werden, hinzugezogen.116, 117 

Dadurch wird es möglich, dass Biosynthesepotential eines Naturstoffproduzenten aus 

seiner Erbinformation abzuleiten und somit zielgerichtete Strategien zur Analyse 

seiner metabolischen Fertigkeiten zu entwickeln. Schwämme sind für diesen Ansatz 

allerdings ungeeignet, da, bis zum heutigen Zeitpunkt, keine bioinformatischen 

Möglichkeiten zur Vorhersage des chemischen Strukturprofils dieser Tiere bestehen. 

Dies lässt sich auch von der in Kapitel 1.2.1. Chemische Abwehr als 

Überlebensstrategie vorgestellten Lebensweise, die (zwangsläufig) mit der 

Vergesellschaftung anderer Organismen, wie Bakterien und Pilzen, einhergeht, 

ableiten. Schlussendlich bestimmen nämlich auch diese symbiotisch anmutenden 

Gesellschaften das jeweilige metabolische Profil, das sich bei der chemischen Analyse 

ihrer Sekundärmetaboliten zeigt. D.h. zur zielgerichteten Auswahl eines Schwammes 

aus einer Sammlung verschiedenster Spezies kann nur eine, auf Grundlage der 

taxonomischen Klassifikation getroffene, Literatur- und ggf. angeschlossenen 

Datenbanksuche, zur Art bzw. der jeweiligen Familie, Aufschluss bringen und, in einem 

nachfolgenden Schritt, über verschiedene Variationen massenspektroskopischer 

Analysen überprüft werden. 

Ausgehend von der Tübinger marinen Schwamm-Sammlung des Südpazifiks und des 

australischen Korallenmeers der Pharmazeutische Biologie, wurden die Proben näher 

betrachtet, die zur Familie der Irciniidae taxonomisch zugeordnet werden konnten, da 

diese in der Literatur als besonders reichhaltige Quelle für Naturstoffe beschrieben 

wurden.19, 74, 75 Im zweiten Schritt wurden diese Proben dann anhand der Menge des 

Probenmaterials kategorisiert, um mögliche supply-Probleme möglichst im Vorhinein 

vermeiden zu können. In diesem Zusammenhang wurden Mindestmengen von 500 g 
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Probenmaterial definiert. Anhand dieser systematischen Klassifikation der Proben 

wurde das Exemplar mit der Inventarnummer Her 6, Ircinia wistarii, ein Schwamm von 

Heron Island, Wistari Reef, Great Barrier Reef, Australien, (siehe Abbildung 5) für die 

weiteren chemischen Untersuchungen ausgewählt. 

 

Abbildung 5 A: Ircinia wistarii – A: Museumsstück der Tübinger Schwammsammlung; B: Schwamm in seiner 
natürlichen Umgebung kurz bevor er vom Riff gelöst wurde.  

Wie in Kapitel 1.2.3. Naturstoffe von Schwämmen der Gattung Ircinia dargelegt, 

ist die Gattung Ircinia in der Literatur als eine ausgesprochen reichhaltige Quelle für 

verschiedenste Naturstoffe beschrieben worden, wobei gerade die jeweiligen Spezies 

ein besonderes Biosynthesepotential für Terpene aufwiesen. Für Ircinia wistarii findet 

sich in der Literatur das 1977 publizierte Ircinianin, ein trizyklisches Furano-

Sesterterpen mit einem ungewöhnlichen Spiro-Tetronsäure Gerüst, das tetrazyklische 

Isomer Wistarin (siehe Abbildung 6) und das von Ircinia (Psammocinia) wistarii 

isolierte, mit einer zusätzlichen Sulfatgruppe versehene, Ircinianin Sulfat.95, 110, 113  

In nah verwandten Schwämmen der Gattung Psammocinia, die ebenfalls zur Familie 

der Irciniidae gehören und aus Australien stammten, wurden im Rahmen einer 

bioaktivitätsgeleiteten Suche für Glycin-Rezeptor-Modulatoren zudem weitere 

Derivate dieser trizyklischen Terpene isoliert.68, 118 Diese zeigten mit Lactam- und 

Lacton-Ringen weitere Variationen der terminalen fünfgliedrigen Heterozyklen, als 

auch, durch eine Art Hydroxy-Keto-Enol-Tautomerie erklärbare, Modifikationen des 

Tetronsäure-Bausteins innerhalb des trizyklischen Hauptmotives der Ircinianin 

Grundstruktur, wobei Ircinianin als der Stammvater der Substanzklasse angesehen 

wird. 
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Abbildung 6 Übersicht aller relevanten Terpene der Ircinianin-Gruppe.118 Exakte Massen und Summenformeln 
wurden mittels ChemDraw bestimmt. 

Aufbauend auf den für Ircinia wistarii bisher beschriebenen Naturstoffen in Verbindung 

mit der Tatsache, dass dieser Schwamm ein reichhaltiges „Schwamm-Mikrobiom“ an 

symbiontisch vergesellschafteten Mikroorganismen aufweist, konnte dieser Spezies 

eine hohe metabolische Fähigkeit zur Produktion von Sekundärstoffen zugeschrieben 

werden, was eine gewisse Wahrscheinlichkeit für weitere, bisher unbeschriebene, 

Verbindungen andeutete.115, 119, 120 Zudem findet sich bei der taxonomischen 

Beschreibung von Ircinia wistarii (Wilkinson) die Bemerkung, dass bei dieser Gattung 

keine Predatoren beobachtet werden konnten, was den Analogieschluss nahelegte, 

dass diese Beobachtung auf die Bildung bioaktiver Substanzen zurückzuführen war 

und die getroffene Einschätzung zusätzlich bekräftigte.115 Allerdings wurden seit mehr 

als 30 Jahren keine weiteren naturstoffchemischen Studien zu Ircinia wistarii publiziert, 

obschon die analytischen und spektroskopischen Techniken viel empfindlicher wurden 

und somit auch die Möglichkeit eröffneten, geringere Mengen von Sekundärstoffen 

charakterisieren zu können. Aus diesem Grund wurde HER 6 für eine tiefergehende 

Analyse seines Metabolitenprofils ausgewählt. 
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3.1.2. Fraktionierung und Priorisierung der Fraktionen 

Nach der Extraktion des Schwammmaterials mit einer Chloroform-Methanol-Mischung 

wurden 25.46 g Rohextrakt erhalten, der mittels Umkehrphasen-

Säulenchromatographie in insgesamt 11 Fraktionen aufgetrennt wurde. Diese 

Fraktionen wurden dann mit Hilfe der HPLC charakterisiert. Abbildung 7 

veranschaulicht hierbei die relevanten Fraktionen anhand der gewonnen 

Chromatogramme. 

Im Anschluss an das HPLC-Screening wurden alle Fraktionen mittels LC-HR-MS im 

Hinblick auf die in der Literatur beschriebenen Naturstoffen hin untersucht. Dabei war 

auffällig, dass die Fraktionen, die einen höheren Methanolgehalt in der mobilen Phase 

aufwiesen, immer einen prominenten Peak bei einer Retentionszeit von etwa 45 

Minuten zeigten. Die massenspektroskopischen Daten belegten dabei eindeutig – die 

Ergebnisse sind im Detail bei den nachfolgenden Ergebnissen dargestellt –, dass der 

Peak immer mit derselben Substanz vergesellschaftet war, da sowohl die 

Molekülmasse als auch das jeweilige Fragmentierungsmuster der MS²-Experimente 

identisch waren und die Substanz somit zweifelsfrei anhand ihres 

Fragmentierungsmusters identifiziert werden konnte. Die Daten legten zudem nahe, 

dass es sich hierbei um Ircinianin handelte. Hierzu sind exemplarisch die Daten der 

90%-Fraktion in Abbildung 8 dargestellt.  

Die Analyse der Daten zeigten, dass für den Basispeak eine Summenformel von 

C25H33O4 ([M+H]+; 397.2374 Da, berechnet als 397.2373 Da) angenommen werden 

durfte und dementsprechend der Peak mit einer Masse von 793.4674 Da den [2M+H]+ 

Peak repräsentierte. Außerdem fiel eine weitere Masse von 135.0805 Da auf, die aber 

aufgrund der MS²-Ergebnisse (vgl. hierzu Abbildung 8 E) als ein in-source Fragment 

der Substanz identifiziert werden konnte. 

Vergleicht man die Summenformel bzw. das gemessene Molekulargewicht mit den in 

der Literatur für Ircinia wistarii beschriebenen Naturstoffen, ist diese mit Ircinianin bzw.  
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Abbildung 7 HPLC-basiertes Profiling der RP-LC-Fraktionen von HER 6. Der blaue Rahmen hebt den Peak bei 
einer Retentionszeit von etwa 45 min. hervor. Die gezeigten Chromatogramme wurden bei einer Wellenlänge von 
215 nm aufgenommen. 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

Abbildung 8 Übersicht der LC-HR-MS Analyse im Positiv-Modus: A: Massenspektrum; B: Vorhersage der 
Summenformel anhand der Molekülmasse von 397.2374 Da; C: Vorhersage der Summenformal anhand der 
Molekülmasse von 793.4674 Da2; D: extrahiertes UV-Profil der Substanz; E: Fragmentierungsmuster (MS²) des 
Molekülpeaks mit einer Masse von 397.2374 Da. 

 
2 Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde bei der Vorhersage der Summenformel C40 als Mindestwert 
in der Software vorgegeben. 
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dem tetrazyklischen Isomer Wistarin (siehe Abbildung 6) identisch. Ircinianin wurde 

1977 auf Grundlage einer Kristallstruktur publiziert, weswegen in der 

Orginalpublikation keine ausführlichen Angaben zum Verhalten der Substanz bei 

massenspektroskopischen Untersuchungen gemacht wurden. Es wurden lediglich 

einige Fragment-Massen im Bereich von rund 81, 135 und 287 Da gelistet.95 Auch in 

der bereits angesprochenen Publikation von Balansa et al., die neben Ircinianin 

weitere Derivate dieser Substanzfamilie aufführte, wurden keine weiteren 

Informationen zum massenspektroskopischen Fragmentierungsverhalten benannt.118  

Wistarin wurde 1982 zum ersten Mal auf Grundlage von spektroskopischen 

Untersuchungen beschrieben.110 In dieser Publikation fanden sich auch einige 

interessante Hinweise zur Interpretation der gezeigten Massenspektren: Wistarin 

wurde bereits 1982 ebenfalls massenspektrometrisch untersucht und ein Basispeak 

von 135 Da, eine Masse die sich auch bei der Erstbeschreibung von Ircinianin fand, 

ermittelt. Wie allgemein bekannt, ist der Basispeak in der Massenspektroskopie als 

derjenige Peak definiert, der die höchste Intensität aufweist. Die in Abbildung 8 E 

gezeigten Ergebnisse zeigten jedoch, dass das 135 Da Fragment nicht die höchste 

Intensität aufwies, sondern ein in-source Fragment darstellte. Die Abweichung zu den 

in der Literatur beschriebenen Intensitätsverhältnissen war insofern nicht 

verwunderlich, da bei den in Abbildung 8 gezeigten Messungen die Ionisation mittels 

Elektronen-Spray-Ionisation durchgeführt wurde. Als weiche Ionisationsmethode weist 

sie eine geringere Tendenz auf, in-source Fragmente zu bilden, was als mögliche 

Erklärung dafür herangezogen werden konnte, weshalb der 135 Da Peak bei den 

neuerlichen Analysen eine deutlich geringere Intensität als in den 

Originalpublikationen aufwies.121 Damals wurde vermutlich eine andere 

Ionisationsmethode verwendet. Insofern konnte dieses Fragment als ein zusätzlicher 

Hinweis gedeutet werden, der auf die Ircinianin-Terpene hindeutete. 

Basierend auf der Analyse der MS-Daten, war die Zuschreibung der untersuchten 

Substanz zum Ircinianin-Wistarin-Strukturkomplex wahrscheinlich, allerdings war es 

auf der Grundlage dieser Ergebnisse nicht möglich zu unterscheiden, ob es sich bei 

der betrachteten Substanz um Ircinianin oder Wistarin handelte. Bei einer genaueren 

Betrachtung der molekularen Architektur beider Substanzen (vgl. hierzu Abbildung 9), 

war jedoch auffällig, dass sich beide Terpene deutlich in ihren chemischen 

Funktionalitäten unterscheiden: Ircinianin, mit seiner trizyklischen Struktur, weist als 
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besonderes Merkmal eine vinyloge Carbonsäure Einheit auf. Wistarin, als 

tetrazyklisches Isomer, weist diese Funktionalität nicht auf, da der zusätzliche 

Ringschluss die Säure-Funktion in den Heterozyklus als Ether-Brücke aufnimmt. Diese 

unterschiedlichen Funktionalitäten gehen somit mit unterschiedlichen Aciditäten der 

beiden Verbindungen einher und waren daher auch zwingend bei Überlegungen zu 

berücksichtigen, ob eines der Moleküle auch eine negative Ladung innerhalb seiner 

Struktur stabilisieren könnte und somit auch massenspektroskopischen 

Untersuchungen in negativen Modus zugänglich wäre. Abbildung 10 zeigt die 

entsprechenden Ergebnisse der 90%-Fraktion im negativen MS-Modus. 

 

Abbildung 9 Gegenüberstellung von Ircinianin und Wistarin; in Rot: vinyloges Carbonsäure-Motiv innerhalb des 
Tetronsäure-Bausteins.122 

Die Ergebnisse zur Detektion negativ geladener Ionen bestätigen die Interpretation der 

Daten der massenspektroskopischen Analysen im Positiv-Modus: auch bei dieser 

Untersuchung ließ sich auf Grundlage der gemessenen Molekulargewichte dieselbe  

A 

 

B 

 

Abbildung 10 Übersicht der massenspektroskopischen Untersuchungen (Negativ-Modus) der 90%-Fraktion von 
Peak V; A: Massenspektrum; B: Vorhersage der Summenformel anhand der Molekülmasse von 395.2227 Da. 
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Summenformel ableiten, was wiederum auf die Sesterterpene der Ircinianine 

schließen ließ. Die Tatsache, dass zudem die Messungen auch intensive Signale im 

negativen Modus erzeugten, ließ zudem den Rückschluss zu, dass das Molekül in der 

Lage ist, negative Ladungen zu stabilisieren, was zumindest als Hinweis darauf 

gedeutet werden konnte, dass es sich bei dem betrachteten Molekül eher um Ircinianin 

als um Wistarin handelte. 

Der prominente Peak in den jeweiligen Chromatogrammen der Fraktionen, der auf 

Basis der Ergebnisse der Massenspektrometrie als Ircinianin-Peak angesehen wurde, 

war zudem in den jeweiligen Fraktionen immer von weiteren Einzelpeaks umrahmt, die 

ähnliche UV-Profile aufwiesen und Molekularmassen zeigten, die sich mit der Klasse 

der Sesterterpene in Übereinstimmung bringen ließen. Auch die 

Fragmentierungsmuster deuteten darauf hin, dass es sich um Derivate von Ircinianin 

handeln könnte. Aus diesem Grund wurden die Fraktionen der 

Säulenchromatographie, die einen eher lipophileren Charakter aufwiesen, für eine 

weitere, tiefgehende chemische Analyse ausgewählt. Von diesen sechs Fraktionen 

wurden zunächst die Fraktionen mit einem Methanolgehalt von 100%, 90% und 50% 

herausgefiltert, da sie mindestens 100 mg an Fraktionsgewicht aufwiesen und somit 

eine realistische Chance boten, aus den jeweiligen Vielstoffgemischen ausreichende 

Mengen an Reinstoff, die für detaillierte Strukturuntersuchungen notwendigen waren, 

aufreinigen zu können. 
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3.1.3. Aufarbeitung der 90%-Fraktion 

3.1.3.1. Isolation der Substanzen aus der 90%-Fraktion 

Die 90%-Fraktion wies mit 187.2 mg das höchste Gesamtgewicht aller Fraktionen auf, 

weswegen diese als Ausgangspunkt für die ersten chemische Studien zum 

Metabolitenprofil ausgewählt wurde. 

 

Abbildung 11 Chromatogramm der 90%-Fraktion mit der für die Isolierung optimierten Methode. Die römischen 
Ziffern bezeichnen die jeweils isolierten Bereiche. Oben: Chromatogramm bei einer Detektionswellenlänge von 215 
nm; Mitte: Detektionswellenlänge von 280 nm; unten: Detektionswellenlänge von 230 nm. 

Zunächst wurde eine Optimierung der HPLC-Methode durchgeführt, um eine möglichst 

kurze Laufzeit bei optimaler Auflösung der Peaks zu erzielen. Das in Abbildung 11 

gezeigte Chromatogramm veranschaulicht die verwendete Methode. Das 

Chromatogramm wurde dann in 6 verschiedene Subfraktionen unterteilt, wobei Peak 

V aufgrund der massenspektrometrischen Ergebnisse als Ircinianin-Substanzpeak 

angesehen wurde. 

Tabelle 2 gibt die Gewichte der jeweiligen gesammelten Subfraktionen und Peaks, die 

Reinstoffe präsentieren, wieder. 

Tabelle 2 Übersicht der Subfraktionsgewichte der 90%-Fraktion. 

Subfraktion I II III IV V VI 

Gewicht [mg] 10.3 0.9 5.2 2.1 140.0 2.0 



Ergebnisse und Diskussion 

24 
 

3.1.3.2. Strukturuntersuchungen von Peak V (Ircinianin) 

Aufgrund der geringen Mengen an isoliertem Reinstoff konnte nur mit Peak V, dem 

postulierten Ircinianin Peak, eine tiefgreifende Strukturanalyse mittels 1D / 2D-NMR-

Spektroskopie durchgeführt werden. 

Die Summenformel des Reinstoffes wurde als C25H32O4 mit 10 

Doppelbindungsäquivalenten bestimmt (entsprechende Datenübersicht im Anhang).  

 

Abbildung 12 1H NMR (400 MHz) von Peak V in MeOH-d4. 

Die ersten NMR-Ergebnisse deuteten ebenfalls auf das Ircinianin-Grundgerüst hin. 

Ausgehend von den 1H-, 13C- und DEPT 135 Spektren konnten typische Signale eines 

Furano-Sesterterpenes identifiziert werden. Im 1H-Spektrum konnten mit den Signalen 

bei δH 7.38 (1H), 7.26 (1H), 6.30 (1H) die typischen Signale eines monosubstituierten 

Furans identifiziert werden, die durch weitere vier Signale von Methylgruppen (δH 0.92 

(3H), 1.57 (3H), 1.64 (3H), 1.71 (3H)), die zudem, nicht nur anhand ihrer 

charakteristischen chemischen Verschiebungen, leicht durch die entsprechenden 

Integrale zu identifizieren waren, ergänzt wurden.103 Das monosubstituierte Furan 

konnte auch in den Kohlenstoffspektren durch die charakteristischen Resonanzlagen 

und Substitutionsgrade von δC 144.0 (CH), 140.3 (CH), 126.5 (C), 112.1 (CH) bestätigt 
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werden.107 Innerhalb des trizyklischen Kerngerüsts konnte, anhand der 

Kohlenstoffspektren, zudem das Tetronsäure-Motiv (δC 179.2 (C), 177.7 (C), 97.5 (C),  

 

Abbildung 13 13C-Spektrum (100 MHz) von Peak V in MeOH-d4.  

abgeleitet werden.107 Die zusätzlichen vier olefinischen Signale mit ihren 

charakteristischen Verschiebungen bei δC 123.6 (CH), 125.0 (CH), 136.6 (C) sowie 

137.1 (C) deuteten zwei Alken-Einheiten, in Übereinstimmung mit den ungesättigten 

Funktionen innerhalb des Terpen-Rückgrats, an. Die beiden quartären Kohlenstoffe 

zeigten hierbei zudem Resonanzlagen, die auf eine Methylsubstitution hindeuteten.90 

Ergänzt wurden diese Signale durch weitere vier Methyl- (δC 16.3, 20.7, 20.8, 6.1), fünf 

Methylen- (δC 25.3, 27.3, 29.5, 33.6, 40.5) und vier Methingruppen (δC 33.2, 46.2, 48.7, 

52.0) sowie einem quartären Kohlenstoff (δC 86.9). Ausgehend von den 10 

Doppelbindungsäquivalenten konnten somit acht Äquivalente auf den Aufbau des 

Furan-Systems, des Tetronsäure-Zyklus´ und den Doppelbindungen der olefinischen 

Kohlenstoffe innerhalb des linearen Linkers bzw. des Inden-Motivs verwendet werden. 

Die verbleibenden zwei Äquivalente mussten somit zwangsläufig mit zwei weiteren 

Ringschlüssen zusammenhängen, die zum Aufbau des Inden-Ringsystems innerhalb 

des trizyklischen Spiro-Tetronsäure-Inden-Konstruktes benötigt wurden.  
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Ausgehend von den zweidimensionalen 1H-1H TOCSY-, 1H-1H COSY- sowie 1H-13C-

HMBC Experimenten konnten mit den bereits identifizierten Bausteinen drei 

Hauptfragmente, wie in Abbildung 14 dargestellt, aufgebaut werden. Ein Fragment (C-

1 bis C-7) umfasste dabei den Furan-Ring und Teile der linearen Alkylkette, das zweite 

Fragment (C-8 bis C-14) kombinierte Teile des Inden-Motives zusammen mit den 

restlichen drei Kohlenstoffen des Linkers zwischen dem trizyklischen Grundgerüst und 

dem terminalen Furan. Das dritte Fragment (C-15 bis C-20) beschrieb den 

fünfgliedrigen Ring des Indens, der in Position 18 eine zusätzliche Methylgruppe 

aufweist. Die Kombination der drei Fragmente zur finalen Ircinianin-Struktur sowie der 

Aufbau des Tetronsäurezyklus´ und dessen Eingliederung in die molekulare 

Architektur, fußten auf Schlüsselkorrelationen des 1H-13C HMBC Experiments. 

Dipolare Kopplungen des 1H-1H NOESY Spektrums konnten die Verknüpfung und 

Anordnung der jeweiligen 

Fragmente bestätigen und die 

räumlichen Zusammenhänge 

innerhalb des trizyklischen Systems 

zusätzlich absichern, sodass, 

aufbauend auf den 

spektroskopischen Ergebnissen, 

die Terpen-Struktur von Ircinianin 

bestimmt werden konnte. Die auf 

Grundlage dieser Untersuchungen 

postulierte Struktur stand zudem in Einklang mit den Literaturwerten von Ircinianin.118 

Tabelle 3 fasst die Ergebnisse der NMR-Experimente zusammen. 

Für eine vollständige Charakterisierung der Substanz wurden weitere 

spektroskopische Verfahren angewendet. Da Ircinianin mehrere chirale Zentren 

aufweist, wurde eine detaillierte Untersuchung zu den architektonischen 

Gegebenheiten innerhalb der Struktur des Moleküls durchgeführt. Zur Bestimmung der 

Stereochemie wurde initial ein CD-Spektrum aufgenommen und mit den in der 

Literatur beschriebenen Werten abgeglichen. Das entsprechende Spektrum ist in 

Abbildung 15 dargestellt. 

 

Abbildung 14 Schlüsselkorrelationen der 2D-NMR 
Experimente von Peak V. 
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Tabelle 3 1H (400 MHz) und 13C (100 MHz) Daten von Ircinianin. Aufgenommen bei 298 K in Methanol-d4. Die 
chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. 

Ircinianin 

Position δH, mult. (J in Hz) δC, TypusA 

1 7.38, t (1.7) 144.0, CH 

2 6.30, d (0.9) 112.1, CH 

3 - 126.5, C 

4 7.26, m 140.3, CH 

5 2.41, br t (7.5)E 25.3, CH2 

6 1.68, m* 29.5, CH2 

7 2.04, m 40.5, CH2 

8 - 136.6, C 

9 1.57, d (1.3) 16.3, CH3 

10 5.11, dd (10.3, 1.1) 125.0, CH 

11 3.08, dm (10.3) 48.7, CH C 

12 5.03, m 123.6, CH 

13 - 137.1, C 

14 1.71, m 20.8, CH3
D 

15 2.42, mE 46.2, CH 

16 

 

a. 1.89, m 

b. 1.34, mF 

27.3, CH2 

17 
 

a. 2.00, m 
b. 1.32, mF 

33.6, CH2 

18 1.65, m 33.2, CH 

19 0.92, d (6.3) 20.7, CH3
D 

20 1.61, m* 52.0, CH 

21 - 86.9, C 

22 - 179.2, CB 

23 - 97.5, C 

24 - 177.7, CB 

25 1.64, br s 6.1, CH3 

 

A Substitutionsgrade wurden aus den Ergebnissen des DEPT 135 und des 1H-13C edt. HSQC NMR Experiments abgeleitet. 
B/D Zuordnungen innerhalb einer Spalte sind möglicherweise vertauscht. 
C Überlagerung durch den Lösemittelpeak. 
E/F Überlagerung von Signalen innerhalb einer Spalte. 
* Von weiteren Signalen überlagert. 
 

Es zeigten sich hierbei drei Maxima bei 241 nm (-84), bei 222 nm (+24) und bei 204 

nm (-110). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Literaturangaben (241 nm (-22), 

222 nm (+5,6), 203 nm (-30)), so fällt auf, dass die entsprechenden Werte nahezu 

identisch sind bzw. in einem quantitativen Verhältnis stehen.95 Die Struktur von 

Ircinianin wurde zwar 1977 von Hofheinz und Schönholzer mittels 

Kristallstrukturanalyse beschrieben, allerdings konnte nur die relative Stereochemie 

abgeleitet werden, weswegen aus den Literaturwerten alleine noch keine Aussagen 

zur absoluten Konfiguration der jeweiligen Stereozentren gemacht werden konnte. Die 

finale dreidimensionale Struktur der Substanz konnte später durch asymmetrische 

Syntheseversuche aufgeklärt werden, wobei anhand des spezifischen Drehwerts 

sowohl das synthetische Derivat als auch das 1977 publizierte Ircinianin als (-)-

Ircinianin identifiziert werden konnten.92 Somit konnte auch auf Grundlage der CD-

Ergebnisse, die aus Her 6 gewonnene Substanz ebenfalls als (-)-Ircinianin identifiziert 

werden. Um diese Ergebnisse aber weiter abzusichern, wurde zusätzlich auch noch 

der Drehwert der isolierten Substanz bestimmt. Im Unterschied zu den gerade 

erwähnten Arbeiten, wurde die Substanz jedoch nicht in Chloroform, sondern in 
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Methanol gelöst und vermessen. Aus diesem Grund wurden die entsprechenden 

Referenzwerte zum Vergleich aus den Arbeiten von Balansa et al. und Coll et al. 

entnommen.113, 118 Die Messung wurde bei 26°C Raumtemperatur durchgeführt und 

lieferte einen spezifischen Drehwert von [𝛼]𝐷
26 -97,6 (c=0.328, MeOH). Die 

Literaturwerte lagen jedoch bei [𝛼]𝐷  -206 (c=0.5, MeOH) bzw. [𝛼]𝐷
20 -167 (c=0.004, 

MeOH). Das Vorzeichen der jeweiligen Drehwerte stimmte somit immer überein, 

allerdings unterschieden sich die Absolutwerte erheblich. Diese Unterschiede waren 

so deutlich, dass sie (vermutlich) nicht allein durch die Temperaturunterschiede erklärt 

werden konnten. Aus diesem Grund wurde nun, zur finalen Klärung der Stereochemie, 

eine Strukturanalyse von Ircinianin-Kristallen durchgeführt. Hierzu wurde ein neues 

Kristallisationsprotokoll etabliert, das, im Gegensatz zur 1977 publizierten Variante, 

auf einer Acetonitril-Wasser-Lösung basierte. Die erhaltenen orthorhombischen 

Kristalle wurden bei 120 K vermessen. Die Messung wurde dabei von Herrn Dr. 

Schollmeyer, Johannes Guttenberg Universität Mainz, vorgenommen und die 

Auswertung der erhaltenen Datensätze von Ihm zusammen mit Herrn Professor Koch, 

Universität Regensburg, durchgeführt. Die erhaltenen kristallographischen Daten sind 

in Abbildung 16 veranschaulicht. Anhand der Kristallstrukturanalyse konnten alle 

Abbildung 15 CD-Spektrum von Ircinianin in Methanol. 
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Stereozentren bestimmt und das Molekül als (-)-Ircinianin ((2S,3'S,3a'R,5'R,7a'R)-5'-

 

Abbildung 16 Ircinianin3 – räumliche Darstellung auf Grundlage einer kristallographischer Datenanalyse (CCDC 
reference: 2047802). A: dreidimensionale Ansicht von Ircinianin. B: Molekülanordnung innerhalb des Kristalls – 
Ansicht entlang der α-Achse.  

[(E)-5-(Furan-3-yl)-2-methylpent-1-en-1-yl]-3-hydroxy-3',4,7'-trimethyl-

1',2',3',3a',5',7a'-hexahydro-5H-spiro[furan-2,4'-inden]-5-on) benannt werden. Die, auf 

Grundlage der CD-Ergebnisse, getroffene Einschätzung zu den stereochemischen 

Verhältnissen der Molekülarchitektur, stimmten somit mit den Ergebnissen der 

Kristallstrukturanalyse überein. 

Die in Abbildung 16 gezeigten Darstellungen verdeutlichen den polyzyklischen 

Charakter des Moleküls und geben weitere Einblicke in das Strukturgefüge der 

Verbindung. So ist die Tetronsäure-Einheit im Vergleich zum Inden-Baustein um 

nahezu 90° verdreht und der Kristallaufbau wird durch intermolekulare 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Tetronsäure-Einheiten der einzelnen 

Moleküle bestimmt, die zu einer charakteristischen Packung der Moleküle innerhalb 

des Gesamtsystems führen.  

Um die spektroskopische Analyse zu komplettieren, wurde zudem noch ein IR-

Spektrum von Ircinianin aufgenommen, das in Abbildung 17 dargestellt ist. Die 

charakteristischen Banden zeigten sich bei: IR (ATR) max 2928, 2870, 1714, 1654, 

1456, 1308, 1200, 1143, 1023, 873, 801, 765, 723, 669, 599 cm-1, was in 

 
3 Reproduced with permission of the International Union of Crystallography (permission certificate is shown in the 

supplementary) from: Majer, T.; Schollmeyer, D.; Koch, P.; Gross, H. (2S,3'S,3a'R,5'R,7a'R)-5'-[(E)-5-(Furan-3-yl)-2-

methylpent-1-en-1-yl]-3-hydroxy-3',4,7'-trimethyl-1',2',3',3a',5',7a'-hexahydro-5H-spiro[furan-2,4'-inden]-5-one. 

IUCrData 2020, 5, x201578, doi:10.1107/S2414314620015783. 
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Übereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Daten ist: IR (KBr) max 3400-

2600 br, 1709, 1659, 1620, 1261, 1119, 1022, 865, 751 cm-1 und IR (KBr) max 3437, 

1720, 1652, 1118 cm-1.92, 95 

 

Abbildung 17 IR-Spektrum von Ircinianin. 

 

3.1.4. Aufarbeitung der 50%-Fraktion 

3.1.4.1. Isolation der Substanzen aus der 50%-Fraktion 

Ausgehend von dem HPLC Profiling der Fraktionen und der anschließenden 

massenspektroskopischen Untersuchung, konnten in der 50%-Fraktion 

Molekülmassen nachgewiesen werden, die mit denen der Ircinianin-Metaboliten 

übereinstimmten und deshalb von besonderem Interesse waren (siehe Tabelle 4 und 

Abbildung 6). Aus diesem Grund wurde diese Fraktion für weitere Isolationsversuche 

herangezogen. 

Tabelle 4 Übersicht der (+)-HRESIMS-Ergebnisse mit zugehörigen Summenformeln sowie mit diesen Massen 
assoziierten Substanzen der Ircinianin-Familie. 

Subfraktion I II 

Masse [Da] 470.2540 486.2486 

Summenformel [M+H]+ C27H36NO6 C27H36NO7 

assoziierte Naturstoffe Ircinianin Lactam A Oxoircinianin Lactam A 
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Im weiteren Verlauf wurde die HPLC-Methode dahingehend optimiert, die Auflösung 

der jeweiligen Peaks und Subfraktion zu verbessern und gleichzeitig die Laufzeit so 

kurz wie möglich zu halten, um den Aufreinigungsprozess zu beschleunigen. Das 

entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung 18 gezeigt.  

 

Abbildung 18 Chromatogramm der 50%-Fraktion mit der für die Isolierung optimierten Methode. Die römischen 
Ziffern bezeichnen die jeweils isolierten Bereiche. Oben: Chromatogramm bei einer Detektionswellenlänge von 215 
nm; Mitte: Detektionswellenlänge von 280 nm; unten: Detektionswellenlänge von 230 nm. 

Aus den ursprünglichen 45 mg der Fraktion konnten so ausreichende Mengen an 

Reinsubstanz isoliert werden, um weitergehende spektroskopische Analysen 

durchzuführen, die im Folgenden dargestellt werden. Tabelle 5 gibt die isolierten 

Mengen wieder. 

Tabelle 5 Übersicht der Subfraktionsgewichte der 50%-Fraktion. 

Subfraktion I II 

Gewicht [mg] 2.0 1.8 
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3.1.4.2. Strukturuntersuchungen von Peak I (Ircinianin Lactam A) 

Basierend auf den LC-HRESIMS Studien konnte vermutet werden, dass es sich bei 

Peak I um Ircinianin Lactam A handelte. 

Um diese Vermutung bestätigten zu 

können, wurden deshalb die isolierten 2.0 

mg Reinsubstanz in deuteriertem Methanol 

gelöst und am NMR Spektrometer ein 1H- 

und 13C-Experiment durchgeführt, um die 

gemessenen chemischen Verschiebungen 

mit den Daten aus der Literatur vergleichen 

zu können. Die Ergebnisse dieser Messung sind in Tabelle 6 dargestellt. Die Werte 

stimmten mit den in der Literatur festgehaltenen chemischen Verschiebungen überein, 

weswegen Subfraktion I zweifelsfrei als Ircinianin Lactam A identifiziert werden 

konnte.118 Im Vergleich zur Literatur konnten sogar die Kohlenstoffsignale der 

Tetronsäure-Einheit detektiert werden.  

Tabelle 6 1H (400 MHz) und 13C (100 MHz) Daten von (-)-Ircinianin Lactam A. Aufgenommen bei 298 K in Methanol-
d4. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. 

(-)-Ircinianin Lactam A 

Position δH, mult. (J in Hz) δC
 

1 4.07, mA 53.2 

2 6.94, m 139.1 

3 - 140.1 

4 - 172.5 

5 2.22-2.29, m 26.2 

6 1.71, mB 27.0 

7 2.08, dd (7.2, 6.9) 40.4 

8 - 136.2 

9 1.57, d (1.1) 16.2 

10 5.13, d (10.2) 125.5 

11 3.07, dm (10.2) 48.8E 

12 5.02, m 123.5 

13 - 137.0 

14 1.71, mB 20.71F 

15 2.39-2.47, m 46.1 

16 

 
a. 1.87-1.92, mC 

b. 1.19-1.42, mD* 

27.3 

17 
 

a. 1.99, mC 
b. 1.19-1.42, mD* 

33.6 

18 1.66-1.69, m* 33.2 

19 0.93, m* 20.71F 

20 1.58-1.64, m 51.7 

21 - [86.8] 

22 - 179.2 

23 - 97.4 

24 - [177.7] 

25 1.65, s 6.1 

1´ 4.07, br sA [44.4] 

2´ - [174.6] 
A/B/C/D/F Überlagerung von Signalen innerhalb einer Spalte.  

* Überlagerungen durch eine n-Butanol Verunreinigung. 
E Überlagerung durch den Lösemittelpeak. 
[] Zuordnung basierend auf Vergleichen mit den Literaturwerten der bekannten Verbindungen. 

Abbildung 19 Ircinianin Lactam A – Strukturformel mit 
Positionsnummern. 
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3.1.4.3. Strukturanalyse von Peak II (Oxoircinianin Lactam A) 

Mit Peak II wurde wie mit Peak I verfahren. Da die Massen-Analyse nahelegte, dass 

es sich um Oxoircinianin Lactam A handelte, wurde auch hier die isolierte 

Reinsubstanz in Methanol-d4 gelöst 

und am NMR-Spektrometer 

vermessen. Die entsprechenden 

Daten sind in Tabelle 7 gezeigt. 

Anhand eines Vergleichs mit den in der 

Literatur festgehaltenen Werten, zeigte 

sich eindeutig, dass es sich bei der 

isolierten Substanz um Oxoircinianin 

Lactam A handelte.118  

Tabelle 7 1H (400 MHz) und 13C (100 MHz) Daten von (-)-Oxoircinianin Lactam A. Aufgenommen bei 298 K in 
Methanol-d4. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. 

(-)-Oxoircinianin Lactam A  

Position δH, mult. (J in Hz) δC
 

1 4.07, m 53.1 

2 6.96, m 139.0 

3 - 140.1 

4 - 174.5 

5 2.26, br t (7.5) 26.3 

6 1.64-1.70, m* 26.9A
 

7 2.05, dd (7.3, 7.1)B 40.4 

8 - 137.7 

9 1.58, d (1.1) 16.5 

10 5.00, mC  124.1 

11 3.34, mF 48.2 

12 5.03, mC 121.6 

13 - 137.2 

14 1.72, d (1.2)E 21.3 

15 2.36-2.49, m 45.6 

16 

 
a. 1.89-1.95, m 

b. 1.28-1.36, mD 

26.8A 

17 
 

a. 2.05, mB 
b. 1.28-1.36, mD 

34.1 

18 1.73, mE 33.0 

19 0.83, d (6.1) 20.8 

20 1.65-1.73, m* 51.9 

21 - 92.9 

22 - 208.0 

23 - 70.2 

24 - 175.7 

25 1.38, s 19.8 

1´ 4.23, s 44.6 

2´ - 172.6 
A Zuordnung sind möglicherweise vertauscht.  

* Von anderen Signalen überlagert. 
B/C/D/E Überlagerte Signale innerhalb einer Spalte. 
F Überlagerungen durch Lösemittelpeak. 

 

 

 

Abbildung 20 Oxoircinianin Lactam A – Strukturformel mit 
Positionsnummern. 
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3.1.5. Aufarbeitung der 100%-Fraktion 

3.1.5.1. Isolation der Substanzen aus der 100%-Fraktion 

Im weiteren Verlauf wurde die 100%-Fraktion für weitere Isolationsvorhaben 

herangezogen, da die Ergebnisse der Massenspektrometrie darauf hindeuteten, dass 

bereits bekannte Ircinianin-Derivate vorhanden sein könnten. Es konnten allerdings 

auch Molekulargewichte nachgewiesen werden, die bisher nicht in der Literatur 

beschrieben wurden, obschon das Fragmentierungsmuster aber darauf hindeutete, 

dass die betrachteten Substanzen ebenfalls dieser Substanzklasse zuzuordnen 

waren. Tabelle 8 gibt die Ergebnisse der Massenanalyse wieder. 

Tabelle 8 Übersicht der (+)-HRESIMS-Ergebnisse mit zugehörigen Summenformeln und assoziierten Substanzen 
der Ircinianin-Familie. 

Peak I II III IV V 

Masse [Da] 429.2281 443.2431 413.2327 397.2376 413.2325 

Summenformel [M+H]+ C25H33O6 C26H35O6 C25H33O5 C25H33O4 C25H33O5 

assoziierte Naturstoffe unbekannt unbekannt Ircinianin Lacton 

A 

Ircinianin Oxoircinianin 

 

 

Abbildung 21 Chromatogramm der 100%-Fraktion mit der für die Isolierung optimierten 
Methode. Die römischen Ziffern bezeichnen die jeweils isolierten Bereiche. Oben: 
Chromatogramm bei einer Detektionswellenlänge von 215 nm; Mitte: Detektionswellenlänge 
von 254 nm; unten: Detektionswellenlänge von 280 nm. 
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Da sich auf Grundlage der HRMS-Experimente keine finalen Aussagen zur Struktur 

der betrachteten Moleküle machen ließ, wurde mit der Isolation und Aufreinigung der 

jeweiligen Substanzen begonnen, weshalb die Trennungsmethode an der HPLC auf 

optimale Separation der jeweiligen Signale, bei einer möglichsten kurzen 

Gesamtlaufzeit, hin optimiert wurde. Das entsprechende Chromatogramm ist in 

Abbildung 21 gezeigt. Aus den ursprünglichen 84 mg der Gesamtfraktion konnten so 

ausreichende Mengen an Reinsubstanz isoliert werden, um weitergehende 

spektroskopische Analysen durchzuführen, die im Folgenden dargestellt werden. 

Tabelle 9 gibt die isolierten Mengen wieder. 

Tabelle 9 Übersicht der Subfraktionsgewichte der 100%-Fraktion. 

Subfraktion I II III IV V 

Gewicht [mg] 2.4 2.5 2.1 24.0 2.3 

 

Von jeder Subfraktion konnte eine ausreichende Menge in entsprechender Reinheit 

gewonnen werden, sodass alle Substanzen einer ausführlichen chemischen 

Strukturanalyse unterzogen werden konnten. Die Ergebnisse werden im Folgenden 

dargelegt. 
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3.1.5.2. Strukturuntersuchungen von Peak III-V  

Gemäß den Daten der HR-MS-Analyse 

wurde vermutet, dass es sich bei der 

Substanz von Peak III um Ircinianin Lacton 

A handelte. Für die vollumfängliche 

Bestätigung, dass es sich bei dem isolierten 

Naturstoff wirklich um diese Verbindung 

handelte, wurde die Probe in Methanol-d4 

gelöst und ein 1H- und 13C NMR Spektrum 

aufgenommen und die Daten mit den 

Literaturwerten verglichen.118 Die Ergebnisse dieser Studien sind in Tabelle 10 

zusammengefasst. 

Tabelle 10 1H (400 MHz) und 13C (100 MHz) Daten von (-)-Ircinianin Lacton A. Aufgenommen bei 298 K in 
Methanol-d4. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. 

(-)-Ircinianin Lacton A 

Position δH, mult. (J in Hz) δC
 

1 4.83, br q (1.7) 72.1 

2 7.37, br quin (1.4) 147.9 

3 - 134.4 

4 - 177.0 

5 2.26, m 25.7 

6 1.69, mB 26.7 

7 2.08, dd (7.6, 7.4) 40.3 

8 - 136.0 

9 1.58, d (1.1) 16.1 

10 5.14, d (10.4) 125.3 

11 3.07, dm (10.4) 48.6F 

12 5.03, m 123.3 

13 - 137.0 

14 1.71, d (1.1)B 20.5C 

15 2.41, m 46.0 

16 

 

a. 1.89, mA 

b. 1.32, mC 

27.1 

17 

 

a. 2.01, mA 

b. 1.30, mC 

33.5 

18 1.64, mE 33.1 

19 0.92, d (6.1) 20.6C 

20 1.61, m* 51.7 

21 - 86.7 

22 - 179.3D 

23 - 97.3 

24 - 177.6D 

25 1.64, sE 6.0 

A/B/E Überlagerungen von Signalen innerhalb einer Spalte. 
C/D Zuordnungen sind möglicherweise vertauscht. 
* Überlagerungen von anderen Signalen. 
F Überlagerungen durch Lösemittelpeak. 

 

Der Vergleich mit den Literaturwerten zeigte eindeutig, dass es sich bei dem isolierten 

Stoff um (-)-Ircinianin Lacton A handelte.  

Abbildung 22 Ircinianin Lacton A – Strukturformel mit 
Positionsnummern. 
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Bei Peak IV wurde vermutet, dass es sich, wie schon bei Peak V der 90%-Fraktion, 

um Ircinianin handelte. Um diese Hypothese zu bestätigen, wurde ein Vergleich der 

1H NMR-Spektren von Ircinianin (90%-Fraktion, Peak V) und Peak IV der 100%-

Fraktion durchgeführt. Die Spektren waren, von einer kleinen Verunreinigung 

abgesehen, deckungsgleich, was bewies, dass die isolierte Verbindung auch (-)-

Ircinianin war. Abbildung 23 illustriert den Vergleich der beiden NMR-Spektren.  

 

Abbildung 23 Strukturbestimmung von Peak IV – Vergleich der 1H NMR Spektren (400 MHz) von Ircinianin (90%-
Fraktion, oben) und Peak IV (100%-Fraktion, unten) in MeOH-d4. 

Peak V wurde anhand seiner Summenformel als Oxoircinianin identifiziert und die 

Klassenzugehörigkeit durch eine MS²-Analyse im Vergleich zu Ircinianin und 

Oxoircinianin (Peak II, 50%-Fraktion) anhand seines Fragmentierungsmusters 

verdeutlicht (vgl. Abbildung 24). Die Analyse der MS-Fragmente zeigte, dass sich die 

Fragmentierungsmuster aller drei Moleküle sehr ähnlich sind, im Detail aber an einigen 

Stellen merklich unterscheiden. Die beiden Derivate mit der höher oxidierten 

Tetronsäure-Variante wiesen ein charakteristisches, intensives Fragment mit einer 

Masse von 237.1124 / 237.1126 Da auf, das sich bei der klassischen Tetronsäure-

Formation von Ircinianin nicht nachweisen ließ. Hier zeigte sich ein intensives Signal 

bei 229.1227 Da, welches wiederum bei den beiden anderen Verbindungen nicht 
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erzeugt werden konnte. Diese Untersuchungen unterstrichen somit die Beschreibung 

von Peak V als Oxoircinianin anhand des Nachweises der höher oxidierten 

Tetronsäure. 

 

Abbildung 24 Vergleich der Fragmentierungsmuster von Oxoircinianin Lactam A (Subfraktion II, 50%-Fraktion), 
Oxoircinianin (Subfraktion V, 100%-Fraktion) und Ircinianin (Subfraktion V, 90%-Fraktion). Ein für die „Oxo“-Form 
typisches Fragment ist hervorgehoben. 

Um diese Ergebnisse weiter abzusichern, wurde zusätzlich ein 13C NMR-Spektrum der 

mit Oxoircinianin angereicherten Subfraktion V angefertigt. So konnten die 

charakteristischen Verschiebungen der mit den beiden Carbonylen bzw. der 

Hydroxygruppe substituierten Kohlenstoffe innerhalb der modifizierten Tetronsäure-

Einheit nachgewiesen werden. Die Zuordnung erfolgte dabei durch den Vergleich mit 

dem Kohlenstoffspektrum von Oxoircinianin Lactam A, das dasselbe Motiv in seinem 

Grundgerüst aufwies. Somit konnte die höher oxidierte Tetronsäure-Form final 

bestätigt werden. Die Ergebnisse des Strukturvergleiches, anhand der jeweiligen 

Spektren, sind in Abbildung 25 dargelegt. 
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Abbildung 25 13C NMR Spektrum (100 MHz) von Oxoircinianin Lactam A (oben) und 13C NMR Spektrum (100 
MHz) einer mit Oxoircinianin angereicherten Fraktion (unten) in MeOH-d4. Die für die „Oxo“-Form charakteristischen 
Tetronsäure-Kohlenstoffe des Oxoircinianin lactam A sind im Spektrum mit ihrer korrespondierenden 
Positionsnummer im Kohlenstoffgerüst bezeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse und Diskussion 

40 
 

3.1.5.3. Strukturuntersuchungen von Peak II (Ircinianin Lacton B) 

Die Untersuchungen zur molekularen Struktur von Peak II wurden anhand einer 

Vielzahl von NMR-Experimenten durchgeführt. Ausgangspunkt war die 

Summenformel von C26H35O6 ([M+H]+, 443.2431, berechnet als 443.2428) mit 10 

Doppelbindungsäquivalenten, die auf Grundlage einer LC-HR-MS-Messung bestimmt 

wurde. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Abbildung 26 gezeigt. Da diese Masse  

A 

 

B 

 

C 

 

Abbildung 26 MS-Analyse von Peak II im Positiv-Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: Summenformelanalyse; C: 
extrahiertes UV-Profil. 

bzw. die daraus abgeleitete Summenformal bisher nicht im Kontext der Ircinianin- 

Sesterterpene beschrieben war, aber auf Grundlage der Fragmentierungsversuche 

davon ausgegangen werden konnte, dass es sich hierbei um ein zusätzliches Derivat 

dieser Naturstoffklasse handelte, wurde eine ausführliche Strukturbestimmung mittels 

Kernresonanzspektroskopie angeschlossen.  
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Abbildung 27 Gestaffelte 1H NMR Spektren (400 MHz) von Ircinianin Lacton A, Ircinianin und Peak II, 
aufgenommen in MeOH-d4. Der Vergleich veranschaulicht den „Fingerprint-Bereich“ des Ircinianin-Grundgerüsts 
zwischen 0.6-5.5 ppm, hervorgehoben durch den grünen Rahmen. Die Signale der terminalen Heterozyklen finden 
sich im Bereich zwischen 5.5-7.5 ppm. 

Basierend auf einem ersten Vergleich der 1H Spektren von Peak II mit Ircinianin und 

Ircinianin Lacton A konnte das zyklische Terpengrundgerüst zweifelsfrei 

nachgewiesen werden. Zum einen fanden sich die Methylen-Signale der Alkylkette (δH 

1.25-2.50), die den terminalen Heterozyklus mit dem Inden-Tetronsäure-Baustein 

verbindet, zum anderen zeigten sich aber auch mit dem Dublett vom Multiplett (δH 

3.06) und den olefinischen Signalen (δH 5.01 und 5.12) des Penten-Motivs und der 

Kohlenwasserstoffkette typische Resonanzlagen und Aufspaltungsmuster der 

Ircinianin-Terpene. Somit konnte im 1H NMR Spektrum der Bereich von 0.5-5.5 ppm 

als Fingerprint-Motiv der Ircinianin-Klasse mit ihrem Spiro-Inden-Tetronsäure-Aufbau 

identifiziert werden, was sich durch die Vergleiche mit den entsprechenden 13C- und 

DEPT 135 Kohlenstoffspektren bestätigte. Die Abwesenheit eines Keto-Signals bei 

etwa δC 200, wie etwa bei Oxoircinianin, bekräftigte zudem das vinyloge Carbonsäure-

Element der Tetronsäure im Grundgerüst (vgl. Abbildung 29). Die vorgestellte Analyse 

zeigte somit die Möglichkeit auf, die Sesterterpene der Ircinianin-Gruppe anhand der 

1H NMR Spektren zu identifizieren. 



Ergebnisse und Diskussion 

42 
 

 

Abbildung 28 1H NMR Spektrum (400 MHz) von Peak II in MeOH-d4. 

Im Bereich von 5.5-7.5 ppm, der Signallage der terminalen Heterozyklen, zeigten sich 

bei Peak II, im Vergleich zu Ircinianin und dessen Lacton-Derivat, zwei neue Signale 

bei H-1 (δH 5.84 (1H)) und H-2 (6.98 (1H); siehe Abbildungen 27 und 28). Trotzdem 

war eine gewisse Ähnlichkeit zu Ircinianin Lacton A zu erkennen (H-1: 4.83 (2H), H-2: 

7.37 (1H); siehe Anhang 20), wobei die Integrale aber ein anderes Substitutionsmuster 

an C-1 andeuteten. Die Subtraktion beider Summenformeln zeigte bei Peak II einen 

zusätzlichen OCH2-Baustein an. Dieser Eindruck wurde zudem durch die zusätzlichen 

Signale bei δH/C 3.52 / 57.1 (3H), den typischen Signalen einer Methoxygruppe, 

untermauert.107 Die Substitution einer Methoxygruppe an C-1 würde somit zur 

Ausbildung eines Halbacetales führen, das von den Resonanzlagen im Einklang mit 

dem im 1H-13C edt. HSQC Spektrum detektierten Signalpaar δH/C 5.84 / 104.4 stand.101, 

123 Außerdem erklärte dieses Substitutionsmuster die leicht hochfeldverschobene 

Signallage von H-2.123 Diese Beobachtungen wurden zudem von der Analyse der 

Phasenlage des δC 104.4 Signals im DEPT 135- als auch im 1H-13C edt. HSQC 

Spektrum gestützt.  
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Abbildung 29 13C NMR Spektrum (400 MHz) von Peak II in MeOH-d4. 

Zudem zeigten die Analysen des 1H-1H COSY und des 1H-13C HSQC-TOCSY 

Spektrums, dass H-1 / C-1 und H-2 / C-2 ein gemeinsames Spinsystem ausbildeten, 

weswegen von einer an 

C-1 methoxylierten 

Variante des Ircinianin 

Lactons A 

ausgegangen wurde. 

Basierend auf diesen 

Beobachtungen wurde 

das Lactonsystem mittels 2D-NMR Experimenten bestätigt (vgl. Abbildung 30), da im 

1H-13C HMBC Spektrum sowohl entsprechende Schlüsselkorrelationen von H3-1´ zu 

C-1 das Substitutionsmuster klar belegten als auch Kopplungen von H2-5 zu C-3 und 

H-1 zu C-4 den Lacton-Ringschluss sowie die Anknüpfung des Heterosystems an die 

Alkylkette aufzeigten. Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 11 

zusammengefasst. Das so nachgewiesene Motiv des α-substituierten γ-Methoxy-γ-

butenolid-Systems wurde zudem durch Vergleiche mit Literaturwerten anderer 

Abbildung 30 2D-NMR Schlüsselkorrelationen von Peak II. 
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Sekundärmetaboliten, die gleichartige Lactonsysteme aufweisen, abgesichert.123-125 

Als zweiter Vertreter der Ircinianin-Gruppe, der einen Lactonring aufwies und der sich 

nur durch die Substitution an C-1 von Ircinianin Lacton A unterschied, wurde dieses 

Molekül als Ircinianin Lacton B bezeichnet. Tabelle 11 fasst die Ergebnisse 

zusammen. 

Tabelle 11 1H (400 MHz) und 13C (100 MHz) Daten von Ircinianin Lacton B. Aufgenommen bei 298 K in Methanol-
d4. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. 

Ircinianin Lacton B 

Position δH, mult. (J in Hz) δC, TypusA 

1 5.84, br q (1.2) 104.4, CH 

2 6.98, br quin (1.2) 
 

144.65, CH 
144.72E 

3 - 
 

139.03, C 
139.08E 

4 - 173.5, C 

5 2.26, br t (7.8) 25.5, CH2 

6 1.67, m* 
 

26.44, CH2 

26.47E
 

7 2.07, dd (7.9, 7.2) 40.2, CH2 

8 - 
 

135.75, C 
135.78E 

9 1.57, d (1.3) 

 

16.06, CH3 

16.08E
 

10 5.12, m 

 
125.41, CH 

125.44E 

11 3.06, dm (10.3) 48.6, CHC 

12 5.01, m 123.3, CH 

13 - 137.0, C 

14 1.70, d (1.4) 20.56, CH3
D 

15 2.40, m 46.0, CH 

16 a. 1.89, m 
b. 1.32, mF 

27.1, CH2 

17 a. 2.00, m 
b. 1.29, mF 

33.4, CH2 

18 1.63, m* 33.1, CH 

19 0.92, d (6,2) 20.62, CH3
D 

20 1.61, m* 51.7, CH 

21 - 86.7, C 

22 - 179.3, CB 

23 - 97.3, C 

24 - 177.6, CB 

25 1.63, br s 6.0, CH3 

1´ 3.52, br s 57.13, CH3 

57.16E 
A Substitutionsgrade wurden aus den Ergebnissen des DEPT 135 und des 1H-13C edt. HSQC NMR Experiments abgeleitet. 
B/D Zuordnungen innerhalb einer Spalte sind möglicherweise vertauscht.  

C Überlagerung durch den Lösemittelpeak.  

E Ein weiteres Signal wurde im Verhältnis von 1:1 beobachtet, dass auf eine Epimerisierung der γ-Methoxy-γ-butenolid 

Funktionalität an C-1 zurückzuführen ist. 
F Überlagerung von Signalen innerhalb einer Spalte. 
* Von weiteren Signalen überlagert. 

 

Nachdem die zweidimensionale Struktur bestimmt, durch verschiedenste Experimente 

bestätigt und über Literaturvergleiche zusätzlich abgesichert wurde,
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wurde im Anschluss daran versucht die Konfiguration der jeweiligen Stereozentren zu 

bestimmten. Aufgrund einer Instabilität der Probe (vgl. hierzu Abbildung 31), konnten 

keine weiteren experimentellen Methoden zur Bestimmung der räumlichen Struktur 

des Moleküls herangezogen werden, weswegen, auf Grundlage der NMR-Daten und 

im Vergleich zu Ircinianin, versucht wurde, den dreidimensionalen Aufbau abzuleiten. 

Die Konfiguration der Doppelbindung zwischen C-8 und C-10 wurde auf Grundlage 

der NOE-Kontakte im 1H-1H NOESY Spektrum zwischen H3-9 / H-7b, H3-9 / H-11 sowie 

H-7a / H-10, die die räumliche Nachbarschaft und Orientierung im Raum zueinander 

anzeigten, in Analogie zu Ircinianin (vgl. Abbildung 14 und 32), als E bestimmt. Die 

Konfiguration konnte zudem über die charakteristische Verschiebung der 

Methylgruppe in Position C-9 (δC 16.1) im Vergleich zu Literaturwerten belegt werden. 

Es wurden die für eine E-Konfiguration typischen Kohlenstoffverschiebungen von unter 

20 ppm gemessen, die hier als Grundlage der Konfigurationsableitung dienten und 

Abbildung 31 Ircinianin Lacton B – Instabilitäten. Der Vergleich der beiden Chromatogramme zeigte eine merkliche 
Instabilität der Substanz. Oben: Chromatogramm direkt nach der Isolation zur Überprüfung der Reinheit; unten: 
Chromatogramm nach mehreren Monaten während den Vorbereitungen zur Aufklärung der Stereostruktur. 
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auch zur Zuweisung der Doppelbindungsgeometrie in der einschlägigen Fachliteratur 

zur Strukturbestimmung von Naturstoffen in anderen Fällen herangezogen wurden.126, 

127 

Die Konfigurationsbestimmung der verbliebenen drei chiralen Zentren innerhalb des 

Inden-Ringsystems erfolgte ebenfalls anhand der NOE-Kontakte H-10 / H-20, H3-19 / 

H-20, H-20 / H-16b, H-16b / H3-14, H-16a / H-15 sowie H-15 / H-18, die im 

Wesentlichen auch den NOE-Kontakten, die sich bei Ircinianin zeigten (vgl. Abbildung 

14 und Anhang 9) entsprachen. Die Geometrien wurden als 11R*, 15R*, 18S* und 

20R* bestimmt. Die Konfiguration von C-21 konnte nicht bestimmt werden, da die 

Tetronsäure-Einheit naturgemäß nur wenige Wasserstoffatome aufwies und somit für 

homonukleare 1H-1H NOESY Experimente wenig zugänglich war. Zudem war von der 

Kristallstruktur des Ircinianins bekannt, dass die Tetronsäure-Einheit zum Inden-Ring 

räumlich um nahezu 90° verdreht ist und sich somit die Distanzen zu benachbarten 

Wasserstoffatome vergrößern, was mögliche dipolare Kopplungen zusätzlich 

erschwerte. Insofern verwunderte es nicht, dass keine NOE-Interaktion nachgewiesen 

werden konnten, die zur Beschreibung der räumlichen Anordnung der Tetronsäure 

hätten herangezogen werden können. Die dreidimensionale Struktur von Ircinianin 

wurde aber mit Hilfe kristallographischer Methoden, asymmetrischer Synthese und 

CD-Spektroskopie zweifelsfrei bestimmt. Da Ircinianin Lacton B, mit Ausnahme des 

Abbildung 32 Darstellung der dipolaren Kopplungen des 1H-1H NOESY Experiments von Ircinianin Lacton B 
zur Ableitung der Stereostruktur anhand der räumlichen intermolekularen Distanz. A: NOE-Interaktionen als 
gestrichelte Linien, die die Doppelbindungsgeometrie der olefinischen Funktion der Alkylkette veranschaulichen. 
B: NOE-Interaktionen (gestrichelte Linien) zur Ableitung der Konfiguration der chiralen Zentren in Position C-
11, C-15, C-18 und C-20. In Rot sind Signale des oberen Molekülteils der Inden-Funktion dargestellt, in Gelb 
sind die entsprechenden Kopplungen der Unterseite illustriert. 
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terminalen Heterozyklus, aber dasselbe Kohlenstoffgerüst wie Ircinianin aufwies, die 

auf NOE-Signalen basierende Konfigurationsableitung der Stereozentren immer 

dieselben Geometire wie bei Ircinianin ergab, und die jeweiligen chemischen 

Verschiebungen für C-21 nahezu identisch waren, durfte auch in diesem Fall davon 

ausgegangen werden, dass diese letzte Position in S-Konfiguration vorliegt. Auch bei 

den von Balansa et al. beschriebenen Derivaten wurde die Stereochemie nicht 

experimentell geprüft, sondern aus biosynthetischen Überlegungen heraus abgeleitet, 

die davon ausgingen, dass Ircinianin als Stammvater der Verbindungen fungierte und 

somit aus biosynthetischen Gründen die Derivate die gleiche Stereostruktur tragen 

müssten.118 Diese Hypothese erwies sich bei der bisherigen Beschreibung der 

absoluten Konfigurationen der chiralen Zentren bei Ircinianin Lacton B als zutreffend, 

weswegen das Argument zu den biosynthetischen Gegebenheiten nun auch im Fall 

von C-21 herangezogen werden konnte und somit zur Folge hatte, das bei Ircinianin 

Lacton B dieselbe S-Konfiguration wie in Ircinianin vorliegen müsste. 

Die Konfiguration des letzten verbliebenen Stereozentrums, das sich in Position C-1 

im Lacton-Ring befand, konnte nicht bestimmt werden, da es sich bei Peak II um eine 

Mischung von C-1 Epimeren handelte. Beide Stereoisomere lagen etwa im Verhältnis 

von 1:1 vor, und wandelten sich beständig, über die azyklische Form als 

Zwischenstufe, ineinander um, was zu den jeweiligen Doppelpeaks im 13C-Spektrum 

führte (vgl. Tabelle 11). Die Tatsache, dass sich diese Signaldopplung aber nicht auf 

das Ringsystem beschränkte, sondern sich vielmehr von C-2 bis C-10 auf das Molekül 

übertrug, ist auch aus anderen Naturstoffen mit einem α-substituierten γ-Methoxy-γ-

lacton bekannt und deutete eine enge räumliche Nachbarschaft dieser Atome 

zueinander an.123  
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3.1.5.4. Strukturuntersuchungen von Peak I (Ircinianin Lacton C) 

Die massenspektroskopische Untersuchung von Peak I wurde nochmals mit dem 

Reinstoff wiederholt. Gemäß (+)-HRESIMS wurde die Summenformel der Substanz 

([M+H]+, 429.2281; berechnet als 429.2272) als C25H33O6 bestimmt. Die Ergebnisse 

sind in Abbildung 33 wiedergegeben. 

A 

 

B 

 

C 

 

Abbildung 33 Ergebnisse der MS-Analyse von Peak I im Positiv-Modus; A: Massenspektrum; B: 
Summenformelanalyse; C: extrahiertes UV-Profil der Substanz. 

Da diese Masse bisher nicht mit den Terpenen der Ircinianin-Metaboliten assoziiert 

war, das Fragmentierungsmuster aber diese familiäre Verbindung nahelegte, wurde 

eine ausführliche Strukturaufklärung mittels 1D / 2D-NMR-Spektroskopie 

durchgeführt. Um im ersten Schritt eine Idee über die vorhandene Strukturmodifikation 

zu erhalten, wurde das 1H NMR Spektrum von Peak I mit den Spektren von Ircinianin 

und Ircinianin Lacton A verglichen (siehe Abbildung 34). Der Vergleich der Spektren 

bestärkte die These der strukturellen Verwandtschaft dieser Verbindungen. Es zeigt 

sich im Bereich von 0.6-5.5 ppm der charakteristische „Ircinianin-Fingerprint“, der sich 

beispielsweise durch die vier Methylgruppen (δH 0.93 (3H), 1.59 (3H), 1.65 (3H), 1.71 

(3H)), dem typischen Dublett vom 
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Multiplett bei δH 3.08, olefinische Signale bei chemischen Verschiebungen um 5 ppm 

und eine Vielzahl von Methylen-Signalen im Bereich von δH 1.25-2.50 ppm 

auszeichnete. Die Vielzahl an charakteristischen Signalen stimmte somit mit dem 

Strukturgefüge des trizyklischen Spiro-Tetronsäure-Inden-Motivs sowie der 

olefinischen Alkylkette der Ircinianin-Metaboliten überein, sodass diese Molekülgestalt 

als gesichert angesehen werden konnte. Allerdings zeigten sich im Bereich der 

terminal liegenden Heterozyklen der Seitenkette zwischen 5.5-6.5 ppm zwei Signale 

(δH 6.02 und 5.90), die mit den bisherigen Funktionalitäten, nämlich Furan-, Lactam- 

und Lacton-Substituenten, nicht in Einklang gebracht werden konnten und somit eine 

neue Variation in diesem Molekülteil andeuteten. Basierend auf einem ausführlichen 

Vergleich der Wasserstoff- und Kohlenstoffspektren (13C und DEPT 135) zwischen 

Peak I, Ircinianin und Ircinianin Lacton A, konnte eine hohe Übereinstimmung von 

Ircinianin Lacton A und Peak I festgestellt werden, wobei auch die chemischen 

Verschiebungen der Kohlenstoffe das wohlbekannte Grundgerüst von Position 5-25 

bestätigten. Die Abwesenheit eines Ketogruppen-Signals bei einer Verschiebung von 

rund 200 ppm (vgl. Abbildung 36), zeigte zudem, dass es sich nicht um die höher 

Abbildung 34 Gestaffelte 1H NMR Spektren (400 MHz) von Ircinianin Lacton A, Ircinianin und Peak I, 
aufgenommen in MeOH-d4. Der Vergleich veranschaulicht den „Fingerprint-Bereich“ des Ircinianin-
Grundgerüsts zwischen 0.6-5.5 ppm, hervorgehoben durch den grün gehaltenen Rahmen. Die Signale der 
terminalen Heterozyklen finden sich im Bereich zwischen 5.5-7.5 ppm. 
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oxidierte Form der Spiro-verknüpften Tetronsäure handelte, weshalb das klassischen 

Ircinianin-Kernelement auch in diesem Molekül zugrunde gelegt werden konnte. 

 

Abbildung 35 1H NMR Spektrum (400 MHz) von Peak I in MeOH-d4. 

Von diesem Element ausgehend, blieb somit eine Restsummenformel von C4H3O3 mit 

drei verbleibenden Doppelbindungsäquivalenten übrig, die den Rest des Moleküls, von 

Position 5 ausgehend, numerisch beschrieb. Ausgehend von den vier verbleibenden 

Kohlenstoffen und ihren chemischen Verschiebungen (δC 173.8 (C), 172.7 (C), 117.9 

(CH), 101.1 (CH)) in Verbindung mit den drei verbleibenden Äquivalenten zur 

Beschreibung ungesättigter Funktionalitäten, wurde vermutet, dass diese Werte klar 

ein fünf-gliedriges, Sauerstoff-haltiges und olefinisches Ringsystem spektroskopisch 

beschrieben. Eine Verschiebung einer Methingruppe von δC 101.1 ist charakteristisch 

für ein Halbacetal, ein Motiv, das sich oft bei γ-Hydroxy-γ-butenoliden (γ-Hydroxy-γ-

lactonen) findet und somit auf einen hydroxylierten, zyklischen Ester hindeutete, der 

auch mit den Resonanzlagen der verbliebenen drei Kohlenstoffe in Einklang stehen 

würde.101, 123 Dieses Ringsystem setzte sich dementsprechend aus den beiden 

quartären Kohlenstoffen (δC 173.8, 172.7), die die Carbonylgruppe des Lactons und 

den quartären sp²-Kohlenstoff in Position 2 repräsentierten, dem sp²-Methinkohlenstoff 

(δC 117.9) und dem Halbacetal in Position 1 zusammen. Der innerzyklische Ester 
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wurden durch eine 3J-Kopplung von H-1 zu C-4 im 1H-13C HMBC Spektrum (vgl. 

Abbildung 37) belegt und das Lacton somit bestätigt. Die Auswertung des 1H-13C 

HSQC-TOCSY Spektrums zeigte zudem, dass die zwei Wasserstoffe des Ringsys- 

 

Abbildung 36 13C NMR Spektrum(100 MHz) von Subfraktion I C in MeOH-d4. 

tems (δH 6.02 und 5.90) nicht miteinander in Wechselwirkung traten und somit nicht 

innerhalb eines 

gemeinsamen 

Spinsystems liegen 

konnten, aber auf Basis 

der Multiplett-Analyse 

des 1H NMR Spektrums 

miteinander koppelten 

(allylische 4JH,H 2.3 Hz)128, was somit indirekt die Doppelbindung zwischen C-2 und C-

3 belegte. Diese Beobachtungen, zusammen mit den Korrelationen von H2-5 zu C-1, 

C-2 und C-3 im 1H-13C HMBC Spektrum, belegten, dass beide Kohlenstoffe nicht 

zusammen ein gemeinsames Spinsystem aufbauten, sondern durch die jeweilige 

Nachbarschaft zu C-2 voneinander getrennt waren. Die Verknüpfung von C-2 zu C-5 

konnte außerdem erklären, warum C-2 eine so ungewöhnlich hohe Tieffeld-

Abbildung 37 2D NMR-Schlüsselkorrelationen von Peak I. 
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verschobene chemische Verschiebung von 172.7 ppm aufwies. Die im 1H-13C HMBC 

Spektrum beobachteten Korrelationen von H-1 zu C-3 und H-3 zu C-4 komplettierten 

die Untersuchungen zum Aufbau dieses Heteroringsystems und bestätigten den 

Aufbau eines β-substituierten γ-Hydroxy-γ-lactons, was im Übrigen auch durch 

Vergleiche mit Literaturwerten von Naturstoffen mit demselben Motiv untermauert 

wurde.101, 125, 129 Tabelle 12 fasst die Ergebnisse zusammen. 

Tabelle 12 1H (400 MHz) und 13C (100 MHz) Daten von Ircinianin Lacton C. Aufgenommen bei 298 K in Methanol-
d4. Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. 

Ircinianin Lacton C 

Position δH, mult. (J in Hz) δC, TypusA 

1 6.02, d (2.3) 101.1, CH 

2 - 172.7, C 

3 5.90, d (2.3) 117.9, CH 

4 - 173.8, C 

5 2.43, mF 28.2, CH2 

6 1.76, mE 25.9, CH2 

7 2.11, m 40.4, CH2 

8 - 135.9, C 

9 1.59, m 16.2, CH3 

10 5.15, d (10.3) 125.7, CH 

11 3.08, dm (10.1) 48.7, CHC 

12 5.03, m 123.4, CH 

13 - 137.2, C 

14 1.71, m 20.68, CH3
D 

15 2.42, mF 46.2, CH 

16 a. 1.89, m 
b. 1.34, mG 

27.3, CH2 

17 a. 2.02, m 

b. 1.31, mG 

33.6, CH2 

18 1.64, mE 33.2, CH 

19 0.93, d (6.2) 20.74, CH3
D 

20 1.62, mE 51.8, CH 

21 - 86.8, C 

22 - 179.1, CB 

23 - 97.5, C 

24 - 177.7, CB 

25 1.65, br s 6.1, CH3 
A Substitutionsgrade wurden aus den Ergebnissen des DEPT 135 und des 1H-13C edt. HSQC NMR Experiments abgeleitet. 
B/D Zuordnungen innerhalb einer Spalte sind möglicherweise vertauscht. 
C Überlagerung durch den Lösemittelpeak. 
F/G Überlagerung von Signalen innerhalb einer Spalte. 
E Von weiteren Signalen überlagert. 
 

Wie bei Ircinianin Lacton B dargelegt, bestätigte die Verschiebung von δC 16.2 der 

Methylgruppe von C-9, zusammen mit den in Abbildung 37 dargelegten 1H-1H NOESY 

Korrelationen, die Geometrie der Doppelbindung zwischen C-8 und C-10 als E-

Konfiguration. Analog zur Ableitung der Konfigurationen der Stereochemie der chiralen 

Kohlenstoffe bei Ircinianin Lacton B, wurden auch in diesem Fall die entsprechenden 
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dipolaren Kopplungen im 1H-1H NOESY Spektrum herangezogen und die 

Konfiguration auch auf Grundlage von biosynthetischen Überlegungen (vgl. hierzu 

auch Kapitel 3.1.6. Biosynthetische Betrachtungen) als 11R*, 15R*, 18 S*, 20R* und 

21S* bestimmt.  

 

Abbildung 38 Ircinianin Lacton C – Instabilitäten. Der Vergleich der beiden Chromatogramme zeigte eine merkliche 
Instabilität der Substanz. Oben: Chromatogramm direkt nach der Isolation zur Überprüfung der Reinheit; unten: 
Chromatogramm nach mehreren Monaten zur Vorbereitung der Analyse der Stereozentren. 

Die Konfiguration des neuen Stereozentrums bei C-1 konnte aufgrund der chemischen 

Instabilität, die anhand zweier Chromatogramme in Abbildung 38 veranschaulicht wird, 

nicht weiter auf experimenteller Grundlage ermittelt werden. Aus diesem Grund 

wurden in silico-Methoden angewandt, um, auf Grundlage von quantenmechanischen 

Berechnungen, Vorhersagen zu den jeweiligen 1H und 13C Verschiebungen des 1S- 

bzw. 1R-Epimers zu machen. Hierzu wurden, auf Basis der in Abbildung 16 

dargelegten Kristallstruktur, die räumlichen Gegebenheiten der beiden Epimere 

analysiert und eine Konformationsuntersuchung auf Basis stochastischer 

Berechnungen (vom Arbeitskreis von Herrn Professor Böckler, Eberhard Karls 

Universität Tübingen) durchgeführt und graphisch ausgearbeitet. Die Konformationen 

der beiden Stereoisomere mit der geringsten Energie sind in Abbildung 39 A 

dargestellt. Beide Epimere bilden dabei eine Wasserstoffbrücke, ausgehend vom 
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Wasserstoffatom der Tetronsäure-Hydroxygruppen (C-22) zum Sauerstoff der OH-

Gruppe in Position 1 des Lactonrings, aus, wobei die Abstände dieser beiden 

Atomgruppen bei 2.7 / 2.6 Å im 1S- bzw. 1R-Epimer liegen. Um diese spezielle, für die  

 

Abbildung 39 A: Überlagerung der räumlichen Darstellung des 1S- (violett) und 1R-Epimers (braun) von Ircinianin 
Lacton C in der jeweiligen Konformation mit der niedrigsten Energie. Gestrichelte Linien deuten die 
Wasserstoffbrücke zwischen OH-1 und OH-22 an. B: 1R-Epimer von Ircinianin Lacton C. Die gestrichelten Linien 
deuten die Abstände zwischen den jeweiligen Atomgruppen an. In Grün sind die Raumkopplungen dargestellt, die 
auch experimentell im 1H-1H NOESY Spektrum nachgewiesen werden konnten. In Rot sind NOE-Kontakte 
hervorgehoben, die experimentell nicht gefunden wurden. C: 1S-Epimer von Ircinianin Lacton C. Grün-gestrichelte 
Linie illustrieren Raumkopplungen, die auch im 1H-1H NOESY Spektrum gefunden wurden. 

Ausbildung für Wasserstoffbrücken notwendige Geometrie zu erreichen, sind die 

Lactonringe beider Epimere in gegensätzlicher Position im Raum angeordnet. 

Basierend auf diesen Berechnungen wurden die chemischen Verschiebungen für die 

beiden Isomere bestimmt, wobei für beide Epimere Werte erzielt wurden, die in guter 

Übereinstimmung mit den experimentell ermittelten Verschiebungen waren. 

Dementsprechend konnte auf Basis dieser Berechnungen die Konfiguration des 

chiralen Zentrums in Position 1 nicht bestimmt werden. Aber aufgrund der 

verschiedenen räumlichen Orientierungen bzw. Positionierungen der Alkylketten und 

der Lage des terminalen Butenolids zum restlichen Molekülgerüst, konnten auf dieser 

Grundlage verschiedene Distanzen zwischen den jeweiligen Wasserstoffatomen 

bestimmt und mit den im 1H-1H NOESY Spektrum (vgl. Abbildung 40) detektierten 

Signalen verglichen werden. Eine Vielzahl von beobachteten NOE-Signalen war 

sowohl mit dem 1R- als mit dem 1S-Epimer in Einklang zu bringen, allerdings konnte 

die dipolare Kopplung zwischen H-3 und H-7 beim 1R-Epimer, die aufgrund der nahen 

räumlichen Distanz der beiden Wasserstoffatome zu erwarten gewesen wäre, nicht im 

1H-1H NOESY Spektrum nachgewiesen werden. Eine entsprechende Interaktion war 

im S-Epimer allerdings nicht zu erwarten. Der Vergleich der experimentell gewonnen 

Daten mit der quantenmechanischen Konformationsbeschreibung der beiden 

Stereoisomere, legte somit nahe, dass das betrachtete chirale Zentrum in der S-
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Konfiguration vorlag. Als dritte Vertreter der Lacton-Klasse innerhalb der Ircinianin-

Familie, wurde das Molekül somit als Ircinianin Lacton C bezeichnet. 

 

Abbildung 40 1H-1H NOESY NMR Spektrum (400 MHz) von Ircinianin Lacton C. NOE-Signale sind mit den 
beteiligten Kopplungspartnern bezeichnet. 

 

3.1.6. Biosynthetische Betrachtungen 

Die Strukturaufklärung niedermolekulare Verbindungen ist ein komplexes Unterfangen 

und basiert im Regelfall auf der Anwendung spektroskopischer Techniken. Die 

Interpretation dieser experimentellen Daten birgt aber auch immer die Gefahr, dass 

diese in ihrer Komplexität falsch verstanden, also missinterpretiert, werden können, 

was gelegentlich dazu führt, dass strukturellen Beschreibungen chemischer 

Verbindungen postuliert (und publiziert) werden, die mit den realen Gegebenheiten 

nicht übereinstimmen.130 Im Kontext der Naturstoffchemie ist die Bandbreite dieser 

Interpretationsfehler dabei weit gefächert und reicht von der Beschreibung chemischen 

Absurditäten, die so kaum möglich sind, bis hin zu Falschbeschreibungen, die der 

Komplexität des jeweiligen Moleküls geschuldet sind und ohne synthetisch-chemische 

Ergänzungen so nie hätten geklärt werden können.130-132 Ergänzt werden diese 

„handwerklichen Fehler“ noch durch Artefaktbildungen, die aufgrund der chemischen 
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Aufarbeitung der natürlichen Proben, vorherrschenden Lagerungsbedingungen oder 

strukturellen Instabilitäten dazu führen, dass Moleküle entstehen, die mit den „realen“ 

Naturstoffen nicht mehr übereinstimmen.133-135 Das heißt, die Quellen für mögliche 

Fehler, die zur Veröffentlichung falscher Strukturen führen, sind reichhaltig, weswegen 

in der Naturstoffanalytik der allgemeine Konsens gilt, die molekulare Architektur der 

jeweiligen chemische Verbindung durch eine Vielzahl verschiedenster Ergebnisse und 

Überlegungen abzusichern und sich nicht nur auf spektroskopische Daten alleine zu 

verlassen, wobei insbesondere auch (wann immer möglich genombasierte) 

biosynthetische Betrachtungen eine wichtige Rolle spielen (sollten).130, 136, 137  

Das Grundgerüst der Ircinianin-Familie, mit seinem polyzyklischen Spiro-Tetronsäure-

Inden Aufbau, ist in der Sesterterpen-Klasse nahezu einzigartig und wird durch eine 

Fülle verschiedenster terminaler Heterozyklen ergänzt. Aber zu den zugrunde 

liegenden Synthesewegen, wie diese im Detail zusammenhängen könnten und ob 

diese Metabolitenvielfalt wirklich mit dem Biosynthesepotential eines Schwamms 

(bzw. symbiotisch assoziierter Lebensformen) in Übereinstimmung gebracht werden 

könnte, fand sich bis dato in der Literatur keine ausführliche Beschreibung und ließ 

somit auch immer noch die Möglichkeit zu, dass es sich bei manchen Derivaten um 

Artefakte handeln könnte. Aus diesem Grund wurde, ausgehend von einer detaillierten 

Literaturrecherche, ein potenzieller Biosynthese-Stammbaum entwickelt. Die 

Übersicht ist in Abbildung 41 dargestellt. 

Bereits bei der Erstbeschreibung von Ircinianin waren verschiedene lineare 

Sesterterpene aus Ircinia spp. bekannt und aufbauend auf diesen Erkenntnissen 

wurde postuliert, dass sich das trizyklische Ircinianin-System aus einem solchen 

linearen Vorläufermolekül ableiten könnte.95 Takeda et al. konnten anhand einer 

biomimetischen Synthese, die diesem Prinzip folgte, zeigen, dass sich die für das 

Ringsystem benötigten zusätzlichen Kohlenstoffverknüpfungen mittels einer 

intramolekularen Diels-Alder Reaktion ausbilden konnten, wobei vermutet wurde, dass 

im Schwamm selbst diese Reaktion durch Enzym- bzw. thermische Katalyse 

begünstigt wird.92, 138  
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Abbildung 41 Biosynthese-Stammbaum der Ircinianin-Familie. Vorgeschlagene biochemische Zusammenhänge 
zum Aufbau der jeweiligen Derivate. Grüne Rahmen deuten bekannte (isolierte) Derivate an; rote Rahmen geben 
bislang lediglich hypothetische (unbeschriebene) Derivate wieder, die zum jetzigen Zeitpunkt allein aufgrund 
biosynthetischer Zusammenhänge vorgeschlagen werden. 

Mit der Beschreibung der weiteren Terpen-Derivate im Jahr 2013, gingen Capon und 

seine Mitarbeiter davon aus, dass Ircinianin die Stammverbindung dieser Klasse 

darstellt und sich die weiteren terminalen Systeme aus dem Furan-Ring des Ircinianin 

entwickeln, wobei keine detaillierten Prinzipien zu deren Darstellung oder sonstige 

Biosynthesezusammenhänge dargelegt wurden.118 Anhand gängiger 

Syntheseprinzipien von Sesterterpenen konnte aber abgeleitet werden, dass partielle 

Oxidationsreaktionen notwendig sind, um die intramolekularen Zyklisierungen und 

nachfolgenden Umlagerungsreaktionen zu ermöglichen, die für die Ausbildung der 

verschiedenen terminalen Ringsysteme erforderlich sind.139 D.h. die biosynthetische 

Verwandtschaft dieser α,β-substituierten Furan-, Lactam- und Lacton-Funktionalitäten 

der Seitenkette sowie deren jeweilige Umwandlung ineinander, ließ sich auch so 

logisch nachvollziehen und mit dem metabolischen Potential des Produzenten in 
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Einklang bringen. Die Gattung Ircinia ist generell dafür bekannt, solche Ringsysteme 

bei Sesterterpenen auszubilden, was durch eine Vielzahl weiterer Naturstoffe 

eindrucksvoll belegt wurde (vgl. 1.2.3. Naturstoffe von Schwämmen der Gattung 

Ircinia). Die Ausarbeitung zu den detaillierten mechanistischen Zusammenhängen 

konnten dabei von Prasad et al., die diese bei der Beschreibung von Ircinialacton A, 

einem linearen Furano-Tetronsäure-Sesterterpen, das aus einem australischen 

Schwamm isoliert wurde, vorschlugen, übernommen werden.140 Ausgehend von einer 

Mono-Epoxidierung der Furan-Funktion aufgrund alternierender Oxidationsreaktionen, 

nachfolgenden Umlagerungs- und ggf. daran anschließenden nukleophilen 

Additionsreaktionen, könnten so die verschiedenen α,β ungesättigten Lactone und 

Lactame gebildet werden.  

Allerdings reichte die theoretische Beschreibung dieser Synthesewege noch nicht aus, 

um die Darstellung einer β-substituierten γ-Hydroxy-γ-butenolid Verbindung, wie etwa 

Ircinianin Lacton C, zu erläutern. Deswegen wurde eine weitere Literatursuche zu 

möglichen Biosynthesewegen mariner Terpene angeschlossen, die sich explizit mit 

solchen Funktionalitäten beschäftigte. Eine detaillierte Ausarbeitung zu den 

(bio)chemischen Zusammenhängen fand sich hierbei bei der von Khushi et al. 

vorgestellten Analyse des metabolischen Profils eines Schwammes der Gattung 

Cacospongia, die zur Beschreibung einer neuen Hydroxy-butenolid-Sesterterpen-

Familie, welche als Cacolide bezeichnet wurde, führte.125 Auch hier wurde von einem 

β-substituierten Furan als Vorläufermolekül ausgegangen, aus dem, über mehrere 

Oxidations- und Umlagerungsreaktionen, die verschiedenen terminalen Ringsysteme 

entwickelt werden konnten. Insofern darf auch für die Ircinianin-Metaboliten von einem 

ähnlichen biosynthetischen Zusammenhang ausgegangen werden, da die 

betrachteten Positionen und Funktionalitäten in den jeweiligen betrachten Systemen 

als (bio)chemisch gleichwertig angesehen werden können und eine logische und 

plausible Entwicklung der jeweiligen chemischen Entitäten geben. Somit konnte auch 

für Ircinianin Lacton B und C eine schlüssige biochemische Darstellung, ausgehend 

von Ircinianin, entwickelt werden, was diese als (zumindest theoretisch mögliche) reale 

Naturstoffe ausweist und die Strukturbestimmung auch von einem biosynthetischen 

Standpunkt aus nochmals bekräftigte. Zudem konnten durch die Entwicklung des 

metabolischen Stammbaums der Terpen-Familie auch noch weitere mögliche 

Mitglieder vorhersagt werden, die zudem die gleichen Summenformeln wie bereits 

publizierte Derivate aufweisen.  
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3.2. Untersuchungen zur Bioaktivität 

3.2.1. Bioaktivitätstestungen von Ircinianin 

Marine Naturstoffe gelten als reichhaltige Quelle verschiedenster Substanzen, die sich 

im Besonderen durch eine nahezu einmalige Vielfalt des chemischen Strukturraums 

auszeichnen. Dieser Strukturraum eröffnet häufig einmalige biologische Funktion, 

weshalb marine Naturstoffe weiterhin als wichtige Quelle für neue Leitstrukturen und 

Arzneistoffe gelten.45, 50 

Das Kohlenstoffgrundgerüst von Ircinianin wurde von Hofheinz und Schönholzer 1977 

zum ersten Mal beschrieben und ist somit seit mehr als 45 Jahren bekannt, eine 

relevante Bioaktivität dieser Molekülklasse als Glycin-Rezeptor-Modulatoren konnte 

allerdings erst im Jahr 2013 beschrieben werden.95, 118 Das Naturstoffe von Ircinia spp. 

aber oft Bioaktivitäten aufweisen, zeigte sich anhand der Fachliteratur, wobei 

insbesondere zytotoxische Aktivitäten häufig beschrieben wurden.78, 94, 109, 111, 114, 141-

144 Ausgehend von dieser Beobachtung wurde deshalb eine breite Testung auf 

antitumorale Effekte hin initiiert.  

Im Kontext der zunehmenden Resistenzen gegenüber den Standardantibiotika und 

der damit vorhandenen Notwendigkeit aktiv nach neuen bioaktiven Verbindungen mit 

anderen Wirkmechanismen oder Zielstrukturen zu suchen, eröffnete auch bei dieser, 

zwar seit Jahrzehnten bekannten, aber in diesem Kontext noch unzureichend 

untersuchten, Terpen-Klasse die Möglichkeit, speziell in diesem Bereich mögliche 

Aktivitätsprofile aufzudecken.145 Die Problematik der Infektionskrankheiten beschränkt 

sich aber nicht nur auf bakterielle Erreger, weswegen ein breites antimikrobielles 

Screening gegenüber einer Vielzahl von Erregern verschiedenster Organismen von 

Bakterien, Viren und Protozoen gestartet wurde. Die Zusammensetzung der jeweiligen 

Testpanel orientierte sich dabei an der Fachliteratur, da gerade auch bei den aus 

Ircinia spp. isolierten (Terpen-)Metaboliten oftmals Aktivitäten in diesem 

biomedizinisch hochrelevanten Bereich nachgewiesen werden konnten.93, 103, 105, 108, 

146, 147 

Diese, im Kontext der biomedizinische Forschung angesiedelten, Testserien wurde 

durch eine dritte, eher ökologisch orientierte, Testreihe ergänzt, die insbesondere das 

marine biofouling, also die, in dem hier dargestellten Kontext, zunächst beständige 

oder zeitlich begrenzte Anhaftung / Besiedlung und ggf. nachfolgende Überwucherung 

von Oberflächenstrukturen eines Schwammes mit anderen Meeresorganismen, in den 
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Fokus nahm.148-150 Als sessile Lebensform haben Schwämme zur Abwehr dieser 

Epibionten eine Abwehrstrategie entwickelt, die in der Produktion von bioaktiven 

Substanzen gipfelte, die, im Sinne einer chemischen Abwehr, eine Besiedlung mit 

solchen Lebensformen unterbinden.24, 151, 152 Die Aktivitätsbeschreibung solcher 

Verbindungen wird unter dem Oberbegriff des Antifoulings zusammengefasst und 

Testungen, die diese Form der biologisch-ökologischen Funktion untersuchen, werden 

als Antifouling-Assays bezeichnet.150 Aufgrund dieser wichtigen Funktion, die für das 

dauerhafte Überleben einer standorttreuen Spezies von höchster Bedeutung ist, 

verwundert es nicht, dass das chemische Spektrum von Sekundärmetaboliten, die 

eine so geartete biologische Aktivität aufweisen, nahezu unerschöpflich ist und sich in 

nahezu allen biosynthetischen Klassen der Naturstoffe findet, wobei insbesondere 

auch Terpene als besonders prominenter Vertreter dieser Klasse gelten.148, 151, 153 

Aufgrund des hohen Gehalts an Ircinianin innerhalb der verschiedenen Fraktionen, lag 

auch eine ökologische Funktion dieses Moleküls nahe. Aus diversen Untersuchungen, 

die die Zusammensetzung des Naturstoffmetabolitenprofils bei Ircinia spp., im Hinblick 

auf die biologische Relevanz, untersuchten, ist bekannt, dass, zumindest auf der 

Ebene eines Vielstoffgemisches, auch diese Gattung potente Antifouling-Substanzen 

bildet, wobei Furan- und Tetronsäure-haltige Sesterterpene als mögliche Protektor-

Moleküle andiskutiert wurden.154-156 Aber auch Butenolide aus natürlichen und 

synthetischen Quellen sind für solche Aktivitäten bekannt, weswegen Ircinianin als 

besonders privilegierte Struktur für solche Testungen angesehen werden konnte.157-

159 

 

3.2.1.1. Antibakterielle Aktivität 

Die Testungen wurden von der Arbeitsgruppe von Frau Professor Brötz-Oesterhelt, 

Eberhard Karls Universität Tübingen, durchgeführt. 

Der antibakterielle Effekt von Ircinianin wurde gegenüber einem Testpanel, das neben 

klassischen Vertretern der „ESKAPE“-Linie160 – (Krankenhaus)Keime, die oft 

Multiresistenzen aufweisen und sich aus Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 

und Enterobacter-Spezies zusammensetzen – auch ein Mykobakterium sowie einen 

Bacillus- und E. coli Stamm beinhaltete. Getestet wurden, wie in Tabelle 13 dargestellt, 
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verschiedene Konzentrationen einer Ircinianin-Lösung, allerdings konnte selbst bei der 

höchsten Konzentration keine Aktivität nachgewiesen werden (MHK >32 μg/ml). 

Tabelle 13 Ergebnisse der antibakteriellen Aktivität von Ircinianin.  

Antibakterielle Aktivität 

Stamm MHK [μg/ml] 

E. faecium BM4147-1 >32 

S. aureus ATCC29213 >32 

K. pneumoniae ATCC12657 >32 

A. baumannii 09987 >32 

P. aeruginosa ATCC27853 >32 

E. aerogenes ATCC13048 >32 

E. coli ATCC25922 >32 

B. subtilis 168 >32 

M. smegmatis mc2 155 >32 

 

3.2.1.2. Antivirale Aktivität 

Die Testungen wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Schindler, 

Eberhard Karls Universität Tübingen, durchgeführt. 

Die antiviralen Eigenschaften von Ircinianin wurden gegenüber zwei viralen Erregern, 

dem Humanen Cytomegalivirus (HCMV) und dem Servere Acute Respiratory Syndrom 

Corona Virus Type 2 (SARS-CoV-2), untersucht. Dazu wurden Zellen mit einer 

Ircinianin-Lösung (10 µM) vorbehandelt und im Anschluss mit HCMV- bzw. SARS-

CoV-2 Reporter-Viren, die fluoreszierende Proteine als Infektionsmarker exprimieren, 

infiziert. Die Infektion wurde dann anhand dieser fluoreszierenden Proteinen überprüft, 

wozu die Zellen mittels Fluoreszenz-Mikroskopie, nach definierten Zeitpunkten, in 

einem automatisierten Prozess auf eine Infektion hin untersucht wurden. Hierbei 

wurden die Zellen jeweils gezählt und die Zahl der infizierten Zellen bestimmt. Eine 

Übersicht hierzu gibt Abbildung 42. Innerhalb dieses Testsystems konnten auch bei 

der höchsten untersuchten Konzentration (10 µM) keine antiviralen Effekte, im Sinne 

einer Inhibition der Infektion, festgestellt werden.  
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Abbildung 42 Antivirale Aktivität von Ircinianin gegen SARS-CoV-2 (A) und HCMV (B). Caco2 Zellen / humane 
Fibroblasten wurden mit einer Ircinianin-Lösung (10 µM) vorbehandelt und im Anschluss daran mit HCMV bzw. 
SARS-CoV-2 infiziert. Um die einzelnen Zellen sichtbar zu machen, wurden die Zellkerne mit DAPI angefärbt und 
die Gesamtzellzahl bestimmt. Innerhalb der GFP / YFP Reihe ist die Infektion durch die Expression von 
mNeonGreen (SARS-CoV-2) oder GFP (HCMV) mit Hilfe des Viral reporter system visualisiert, was die 
Quantifizierung des Infektionslevels ermöglichte. Die Bilder wurden mit einem Cytation3 multiplate reader 
aufgenommen und mit der ImageJ Software koloriert. Der Maßstabsbalken gibt 1 mm an.  

 

3.2.1.3. Antiprotozoische Aktivität 

Die Testungen wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Kaiser, Swiss 

Tropical and Public Health Institute, Allschwil, durchgeführt. 

Um die antiprotozoischen Eigenschaften von Ircinianin zu testen, wurde ein in vitro 

Assay durchgeführt, wobei als Testorganismen P. falciparum, T. brucei rhodesiense, 

T. cruzi, und L. donovani eingesetzt wurden. Hierbei konnte eine moderate Aktivität 

von Ircinianin gegenüber P. falciparum (IC50 25.4 µM) und L. donovani (IC50 16.6 μM) 

nachgewiesen werden. Die weiteren Ergebnisse sind in Tabelle 14 dargestellt. Die 

IC50-Werte von T. cruzi und T. brucei rhodesiense überschreiten den Schwellenwert 

von 80 µM, der als Grenzwert für eine klinisch relevante Wirksamkeit angesehen wird, 

teilweise um ein Vielfaches. 
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Tabelle 14 In vitro antiprotozoische Aktivität von Ircinianin. Alle IC50-Werte sind in µM angegeben und sind die 
Mittelwerte zweier unabhängiger Assays; die jeweiligen Werte schwanken um weniger als Faktor 2.  

Substanz P. falciparum T. brucei 

rhodesiense 

T. cruzi L. donovani 

Ircinianin 
 

25.4 
 

82.8 
 

190.9 
 

16.6 
 

Melarsoprol 
 

- 
 

0.020 
 

- 
 

- 
 

Miltefosin 
 

- 
 

- 
 

- 
 

0.486 
 

Benznidazol - 
 

- 
 

3.36 
 

- 
 

Chloroquin 0.006 
 

- 
 

- 
 

- 
 

 

3.2.1.4. Zytotoxische Aktivität 

Die Testungen wurden vom National Cancer Institute, USA sowie von den 

Arbeitsgruppen von Frau Professor Brötz-Oesterhelt, Eberhard Karls Universität 

Tübingen, und Herrn Professor Kaiser, Swiss Tropical and Public Health Institute, 

Allschwil, durchgeführt. 

Zur Bestimmung der Antitumor-Aktivität von Ircinianin wurden 10 mg der Reinsubstanz 

an das National Cancer Institute (NCI), USA gesendet und im Rahmen eines 

Einzeldosentests gegen 60 verschiedene humane Krebszelllinien getestet. Außerdem 

wurden noch zusätzlich Aktivitäten gegenüber den zwei Einzelzelllinien L6 und HeLa 

untersucht. Bei allen Testungen zeigte sich jedoch, dass Ircinianin, unter den 

gegebenen Bedingungen, keine biologischen Effekte erzielen konnte. Die Ergebnisse 

sind in den nachfolgenden Tabellen dargestellt. 

Tabelle 15 Zytotoxizität Ircinianin – Übersicht der Ergebnisse der Effekte gegenüber den Einzelzelllinien L6 und 
HeLa.  

Zytotoxizität 

Zelllinie IC50 [μg/ml] 

HeLa >64 

L6 59.5 
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Tabelle 16 Zytotoxizität Ircinianin – Übersicht der Ergebnisse im Rahmen des NCI 60 One Dose Cytotoxicity 
screening. Hierbei wurde Ircinianin gegenüber 60 verschiedenen Tumor-Zelllinien getestet. Aufgrund einer 
Information des NCI, dass die Identität der NCI-H23 Zelllinie nicht mehr gewährleistet war, wurde das Ergebnis auf 
Bitten des NCI aus der Übersicht entfernt, weswegen nur 59 Ergebnisse in der Tabelle gezeigt werden. 

 

 

3.2.1.5. Antifouling-Effekte 

Die Testungen wurden von Herrn Dr. Patrick Cahill und Herrn Dr. Johan Svenson am 

Cawthron Institute, Nelson (Neuseeland), durchgeführt. 

Um die inhibitorischen Effekte von Ircinianin im Kontext des Antifouling-Prinzips zu 

untersuchen, wurden zwei Testmodelle zur Bestimmung der Aktivität herangezogen. 

Zum einen wurden in einem Assay die Effekte gegenüber der Seescheide Ciona 

savignyi getestet, wobei die Hemmung der Larven-Metamorphose und der Übergang 
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von der freischwimmenden Larven- zur sessilen, adulten Phase hin untersucht wurde. 

Die gleichen Versuche wurden auch mit dem zweiten Testorganismus Mytilus 

galloprovincialis durchgeführt. Allerdings konnten auch hier bis hin zu den höchst 

getesteten Konzentrationen (100 µg/ml) keine inhibitorischen Effekte nachgewiesen 

werden. 

 

3.2.2. Bioaktivitätstestungen der Ircinianin-Derivate 

Aufgrund der geringen Ausbeute der verschiedenen Ircinianin-Metaboliten und in 

Ermangelung weiterer Möglichkeiten, mehr Reinsubstanz isolieren zu können, war 

angedacht mit der Stammverbindung der Terpen-Familie, Ircinianin, ein umfassendes 

Vorscreening in den jeweiligen Assay-Systemen durchzuführen, um so die 

Grundaktivität des vorliegenden Kohlenstoffgerüsts analysieren und ableiten zu 

können. Auf den Ergebnissen dieses Vorscreenings aufbauend, war, bei 

nachgewiesenen biologischen Effekten, beabsichtigt, auch die weiteren Derivate in 

diesen standardisierten Labortests zu erproben. Unglücklicherweise traten jedoch bei 

den einzelnen Derivaten Stabilitätsprobleme auf, die zu einer Verunreinigung der 

Probe führten und eine erneute Aufreinigung der Substanzen erfordert hätten (vgl. 

hierzu Abbildungen 31 und 38). Allerdings waren die Mengen der Substanz von 

vornherein so gering, dass eine erneute Aufreinigung nicht mehr die für die Assays 

benötigten Mengen an Reinstoff aufbringen hätte können, weswegen auf die 

Bioaktivitätstestungen der weiteren Terpene verzichtet werden musste. 

 

3.3. Diskussion der Ergebnisse und Ausblick 

Die hier vorgestellten Arbeiten zur chemischen Charakterisierung von Ircinia wistarii 

haben zur Isolierung sieben verschiedener Sesterterpenen geführt, wobei mit Ircinianin 

Lacton B und C auch zwei neue Derivate dieser Metaboliten-Familie vorgstellt werden 

konnten. Die chemischen Strukturen wurde über verschiedenste chemisch-analytische 

Verfahren sowie in silico-Methoden aufgeklärt und über Vergleiche mit Literaturdaten 

abgesichert. Aus naturstoffchemischer Sicht konnten somit alle relevanten Parameter 

bestimmt werden. 

Die vorgelegte Bioaktivitätsstudie von Ircinianin umfasste eine Vielzahl 

verschiedenster, sowohl im biomedizinischen als auch im ökologischen Kontext 
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angesiedelten, Testsysteme und stellt eine der breitesten Screening-Studien zum 

Aktivitätsprofil mariner Naturstoffe der letzten Jahre dar.161 Mit der moderaten Aktivität 

gegenüber P. falciparum und L. donovani konnte so eine bisher unbekannte 

biologische Funktionalität des Terpens bestimmt werden, aber die nachgewiesenen 

Effekte waren zu gering, um Ircinianin als potentielle Leitstruktur für weitere 

Optimierungen zu empfehlen. 

Neuere Studien zum Bioaktivitätsprofil mariner Naturstoffe zeigen jedoch, dass diese 

Verbindungen auch außerhalb der klassischen Assays zu antimikrobiellen und 

antitumoralen Effekten getestet werden sollten und, in diesem Sinne, eine 

Diversifikation der biologischen Testungen stattfinden müsste, um den Substanzen 

relevante biologische Funktionen zuordnen zu können.161, 162 Aus diesem Grund wurde 

Ircinianin auch außerhalb des klassischen biomedizinischen Kontexts getestet. 

Aufbauend auf der Tatsache, dass aus 800 g Rohmaterial über 200 mg Reinsubstanz 

Ircinianin isoliert werden konnten, was eine ungewöhnlich hohe Ausbeute darstellte, 

wurde die Hypothese entwickelt, dass diese Terpen-Familie eine wichtige ökologische 

Funktion für den Schwamm haben könnte. Die metabolischen Anstrengungen des 

Schwammes (oder eines symbiotischen assoziierten Mikroorganismus), die für die 

Synthese von Ircinianin aufgewendet wurden, waren, wie auch das 

Biosyntheseschema in Abbildung 41 verdeutlicht, beträchtlich und die Mengen so 

groß, dass es nahe lag, dass der Schwamm einen direkten Nutzen davon haben 

könnte. Bestärkt wurde diese Hypothese dadurch, dass sich in der Literatur einige 

Beispiele dafür finden, dass Extrakte unterschiedlicher Ircinia-Spezies, aus 

verschiedensten geographischen Regionen, in Testungen diverse chemisch-

ökologische Funktionen – von Quorum Sensing-Inhibition und Antifouling bis hin zu 

Schutzstoffen gegenüber Predatoren – aufwiesen.154-156, 163-165  

Die Produktion chemischer Schutzstoffe zur Abwehr von Besiedlungen und / oder 

Überwucherungen durch andere Organismen ist ein Grundpfeiler der 

Verteidigungsarchitektur sessiler mariner Lebewesen.5, 24 Im Kontext der Invertebraten 

ist eine Testung im Bereich des Antifoulings damit naheliegend, zumal in der Literatur 

sowohl Extrakte als auch (lineare) Sesterterpene von Ircinia spp. diesbezüglich 

vielversprechende Ansätze aufzeigten.154-156, 164, 165 Allerdings zeigte Ircinianin in den 

von uns gewählten Assays keine nennenswerten inhibitorischen Aktivitäten. Die 

Gründe dafür können vielfältiger Natur sein. Ähnlich wie bei der Bestimmung der 
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antibiotischen Aktivität, ist auch die Zuordnung der Antifouling Aktivität gegenüber 

Epibionten von der Auswahl der jeweiligen Testorganismen abhängig. Setzt sich das 

Test-Panel aus Organismen zusammen, die keine Empfindlichkeit gegenüber 

Ircinianin zeigen, bleibt eine mögliche Antifouling-Aktivität somit unentdeckt. D.h. die 

Auswahl der Testorganismen ist von entscheidender Bedeutung.150 Allerdings ist diese 

Auswahl und die Gestaltung der Zusammensetzung auch auf Grundlage einer 

intensiven Literaturrecherche nicht notwendigerweise zielführend, da auch eventuelle 

geographische Besonderheiten berücksichtigt werden müssen. Selbst Schwämme 

derselben Spezies unterscheiden sich möglicherweise trotzdem, je nach Standort (und 

den damit variierenden Umweltfaktoren), in der Zusammensetzungen des jeweiligen 

chemischen Metabolitenprofils.54, 55 In der Karibik sind die epibiontischen 

Bedrohungen vermutlich anderer Natur als in der Nordsee. Deshalb wäre es, unter 

Berücksichtigung dieser Gesichtspunkte, wahrscheinlich sinnvoller, sich bei der 

Recherche weniger von der Gattung eines Schwammes leiten zu lassen, sondern 

vielmehr, anhand lokaler geographischer Beobachtungen, mögliche Epibionten / 

Predatoren gezielt zu identifizieren und die Aktivitäten dann gegenüber diesen 

Organismen zu testen. Allerdings sind die meisten Assays relativ komplex, durch die 

benötigten Aquarien oftmals apparativ sehr aufwendig und fußen zum Teil auf aus der 

freien Wildbahn entnommenen Lebewesen (siehe Kapitel 9.2.6.5. Antifouling-

Aktivität im marinen Ökosystem).150 D.h. diese Testungen können nur von wenigen, 

spezialisierten Arbeitsgruppen weltweit durchgeführt werden. Aus diesem Grund 

wurde für die Testung von Ircinianin eine Kooperation mit dem Cawthron Institute aus 

Neuseeland gestartet. Aber die verwendeten Organismen wurden in Küstennähe von 

Neuseeland entnommen und entsprechen somit nicht notwendigerweise den 

Organismen denen Ircinia wistarii am Great Barrier Reef normalerweise ausgesetzt 

ist. Somit könnte dieser Umstand eine mögliche Erklärung liefern, warum in den 

Assays keine Aktivität festgestellt werden konnte. Aus diesem Grund sollte, für 

zukünftige ökologische Testungen von Naturstoffen aus der Tübinger Sammlung von 

Schwämmen des Great Barrier Reefs, über Kooperationen mit australischen Gruppen 

nachgedacht werden, da die dort zur Verfügung stehenden Testorganismen das 

natürliche Habitat viel besser abbilden können und somit die Chancen für die 

Bestimmung von biologischen Aktivitäten unter Umständen deutlich erhöhen würden.  
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4.  Einleitung 

4.1. Peptide im Kontext der Naturstoffforschung 

Peptide sind eine bedeutende Gruppe innerhalb der Naturstoffe. Die Klassifizierung 

und Einteilung der Peptide in verschiedene Untergruppen kann dabei anhand 

verschiedener Faktoren vorgenommen werden: biochemisch lässt sich eine Einteilung 

gemäß den Mechanismen vornehmen, wie die Peptidbildungen ausgebildet werden, 

wobei die einfachste und weitläufigste Klassifikation den Energiestoffwechsel dieses 

Prozesses betrachtet und dementsprechend ATP-abhängige und ATP-unabhängige 

Gruppen definiert werden können. Biosynthetisch lassen sich die Peptide anhand der 

beteiligten Biosynthese-Maschinerie unterscheiden.166-170 Generell werden hierbei 

ribosomale gebildete und nicht-ribosomal gebildete Peptide voneinander abgegrenzt: 

ribosomal gebildete Moleküle werden zur großen Gruppe der ribosomal gebildeten und 

posttranslational modifizierten Peptide zusammengefasst. Die nicht-ribosomal 

gebildeten Peptide werden wiederum, unter Berücksichtigung der beteiligten 

Biosynthese-Enzyme, deren Architektur sowie anhand der Mechanismen zur Auswahl, 

Aktivierung und Übertragung der einzelnen Aminosäuren, unterteilt, wobei sich neben 

tRNA-abhängigen und unabhängigen Biosynthese-Maschinerien, stellvertretend seien 

hier die Cyclodipeptid-Synthasen und ATP-abhängige Carboxylat-Amin-Ligasen 

genannt, vor allem die Megaenzyme der Nicht-ribosomalen Peptid-Synthetasen als 

größte Gruppe innerhalb dieses Verbundes hervorgetan haben.168-171 

 

4.2. Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen und deren Produkte 

Nicht-ribosomal gebildete Peptide stellen innerhalb der Naturstofffamilie eine 

bedeutende Gruppe dar, die häufig interessante Bioaktivitäten aufweisen.172-174 Sie 

werden, wie der Namen bereits andeutet, nicht an Ribosomen gebildet, sondern leiten 

sich von so genannten Megaenzymen (`Multimodulare Enzyme`), den Nicht-

ribosomalen Peptid-Synthetasen (NRPS), ab.173, 175, 176 Die Biosynthese-Maschinerie 

der jeweiligen Module setzt sich dabei, wie in Abbildung 43 veranschaulicht, aus 

verschiedenen Domänen zusammen, wobei jedes Modul im Regelfall mindestens drei 

Domänen aufweist: Adenylierungs (A) -Domänen sind für die Auswahl und Aktivierung 

der Aminosäuren verantwortlich, Kondensations (C) -Domänen katalysieren die 

Peptidbindung zwischen den einzelnen Aminosäuren und Thiolierungs (T) -Domänen, 
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Abbildung 43 NRPS-Biosynthese – schematische Übersicht. Abbildung angelehnt an Mordhorst et al.177 

die synonym auch als PCP (`Peptidyl carrier protein`) -Domänen bezeichnet werden, 

sorgen für den Weitertransport der sich verlängernden Aminosäurenkette zu den 

jeweilig nachfolgenden Domänen-Modulen. Ist die Aminosäurekette zum finalen 

Produkt zusammengesetzt und am letzten Modul angelangt, wird das Peptid durch die 

Thioesterase (TE) -Domäne vom Mega-Enzym abgespalten und als fertiges (zumeist 

zyklisches) Peptid freigesetzt. Ergänzt werden diese Module gelegentlich durch 

weitere Domänen und Enzyme, die bestimmte Modifikationen wie Methylierungen, 

Oxidationen und Epimerisierungen einzelner Aminosäuren sowie Zyklisierungen 

hervorrufen können. Dadurch wird die chemische Diversität der Peptide merklich 

erhöht.173, 175, 178 

 

4.3. Ribosomal gebildete und posttranslational modifizierte Peptide 

Im Gegensatz zu den NRPS werden ribosomal gebildete und posttranslational 

modifizierte Peptide (RiPPs) am Ribosom gebildet.179, 180 Ausgehend von einem 

bestimmten Gencluster wird mittels Transkription und Translation das so genannte 

Precursor-Peptid gebildet, das typischerweise 20-110 Aminosäuren umfasst. Dieses 

Vorläufer-Peptid ist (oftmals) inaktiv und erfährt nach seiner Synthese weitere 

Modifikationen, die namensgebend für die Peptidklasse waren. Es lässt sich wiederum 

in verschiedene Segmente unterteilen, wobei jedes Segment einzelne Aufgaben zu 

erfüllen hat. Im Regelfall finden sich hierbei zwei charakteristische Segmente: eine N-
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terminale Leader- (C-terminal als Follower bezeichnet) und eine C-terminale Core-

Sequenz (vgl. Abbildung 44).179-181, 183  

 

Abbildung 44 RiPP-Biosynthese – schematische Übersicht. Abbildung angelehnt an Lee und van der Donk sowie 
Vagstad.180, 182 

Ausgehend von diesem Vorläuferpeptid werden durch verschiedenste Enzyme 

Modifikationen am Core-Peptid vorgenommen, wobei innerhalb der leader / follower 

Region bestimmte Motive (`recognition sequence`) enthalten sind, die dafür sorgen, 

dass das Enzym das Core-Peptid als Substrat erkennt. Nachdem diese Modifikationen 

vollzogen sind, wird das Core-Peptid aus dem Vorläuferpeptid – in Anlehnung an die 

eingeführten Modifikationen nun als Modified Precursor Peptide bezeichnet – 

proteolytisch freigesetzt und das (aktive) End-Peptid, das sogenannte RiPP, 

exportiert.179, 183, 184 Die RiPPs lassen sich dann wiederum in verschiedenen Klassen 

unterteilen, wobei hierzu charakteristische Strukturelemente, verwendete 

Biosynthesebausteine und sonstige architektonische Besonderheiten herangezogen 

werden.183, 185 
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4.4. Lassopeptide 

4.4.1. Klassen und schematischer Aufbau 

Lassopeptide sind eine besondere Klasse innerhalb der ribosomalen Peptide und sind 

durch einen an Cowboy-Lassos erinnernden Aufbau gekennzeichnet, der auch 

namensgebend war (vgl. Abbildung 45). Das Gesamtpeptid setzt sich dabei aus 13-33 

(ursprünglich) proteinogenen Aminosäuren zusammen.186-189 Die ersten 7-9 

Aminosäuren formen dabei einen Makrolaktamring unter Ausbildung einer 

Isopeptidbindung zwischen dem N-terminus der ersten Aminosäure – zumeist Glycin 

oder Cystein, wobei mittlerweile auch Peptide mit einem Leucin, Serin und Alanin in 

dieser Position beschrieben sind – und der Seitenketten-Carbonylfunktion einer 

Asparagin- bzw. Glutaminsäure. Der restliche lineare Teil 

(„Lasso-Seil“) der Aminosäurenkette wird dann durch 

diesen Ring hindurchgefädelt („Lasso-Schlaufe“).190-194, 215 

Interessanterweise ist die Verknüpfung der an der 

Isopeptidbindung beteiligten Aminosäuren immer so 

gestaltet, dass die Aminosäuresequenz innerhalb des 

Ringsystems von den Positionen 1 bis 7-9 in einer nach 

rechter Hand / entgegen dem Uhrzeigersinn verlaufenden 

Formation angeordnet ist (vgl. Abbildung 45), obwohl auch 

eine Linksorientierung prinzipiell möglich und energetisch 

wohl gleichwertig wäre.189, 195, 196  

Je nach Art und Weise, wie diese entropisch ungünstige räumliche Anordnung 

stabilisiert wird, lassen sich (zum jetzigen Zeitpunkt) vier Klassen von Lassopeptiden 

unterscheiden, wobei die Einteilung zu den jeweiligen Klassen auf Grundlage der im 

Molekül vorhandenen Disulfidbrücken-Bindungen und deren Ausgestaltung getroffen 

wird.190 Die Zusammenhänge sind in Abbildung 46 veranschaulicht. 

Abbildung 45 Schematischer 
Aufbau eines Lassopeptides mit 
der charakteristischen „right 
handed topology“. Angelehnt an 
Maksimov et al.189 
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Abbildung 46 Übersicht der vier Lassopeptid-Klassen. Angelehnt an Tietz et al.193 Die Sequenzlänge von 17 sowie 
eine Ringgröße von acht Aminosäuren und die Lage der Disulfidbrücken sind zufällig gewählt und nicht Klassen-
spezifisch. 

Klasse I weist dabei in Position 1 ein Cystein auf, das, neben der Beteiligung an dem 

Makrolaktamring, über seine Seitenkette zu einem, im linearen Molekülteil 

befindlichen, weiteren Cystein eine Disulfidbrücke ausbildet. Zudem wird aus zwei 

weiteren Cysteinen eine weitere Ring-Schwanz-Brücke ausgebildet. Klasse II weist 

keine Disulfidbrücken im Molekül auf und die Architektur wird sterisch durch große 

Aminosäure-Seitenkettenreste ober- und unterhalb der Ringebene in Position gehalten 

und so in ihrer dreidimensionalen Gestalt stabilisiert.186, 189, 190, 197 Klasse III beschreibt 

ein weiteres System, das, neben dem typischen Makrolaktamring, noch zusätzlich eine 

Disulfidbrücke, unter Beteiligung zweier Cysteine, zwischen dem Ringsystem und der 

linearen Peptidkette ausbildet.189, 190, 198 Klasse IV weist ebenfalls nur eine 

Disulfidbrücke auf, wobei diese durch zwei Cysteingruppen innerhalb der 

unzyklisierten, linearen Peptidsequenz ausgebildet wird.190, 193 

Diese ungewöhnliche Topologie führt zu relativen rigiden Strukturen, die sich zumeist 

durch eine außergewöhnliche Stabilität gegenüber äußeren Einflüssen, wie Hitze und 

Enzymen (Proteasen), auszeichnen.186, 190 Insbesondere die thermische Stabilität war 

lange Zeit auch als ein generelles Klassenmerkmal dieser Peptide angesehen worden, 

wobei neuere Untersuchungen zeigten, dass dieses Merkmal insbesondere innerhalb 

der Verbindungen der Klasse II Lassopeptide (ohne kovalente Bindung zwischen Ring 

und linearer Aminosäurekette) nicht notwendigerweise gegeben ist.199, 200 Im Detail 

scheint hierbei vor allem die Größe und Ausgestaltung des Makrolaktamringes sowie 

die raumfüllende Ausdehnung der Seitenketten jener Aminosäuren, die das Ausfädeln 

/ Durchrutschen des linearen Peptidteils unterbinden sollen, entscheidend.191, 192, 199-
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202 Aber gerade diese hohe Resistenz gegenüber äußeren Einflüssen ist einer der 

Gründe dafür, warum Lassopeptide, innerhalb der gesamten Peptidklasse, als 

besonders privilegierte Strukturen im Kontext der Wirkstoffsuche bzw. -entwicklung 

betrachtet werden.190  

 

4.4.2. Lassopeptide sind bioaktive Substanzen 

Peptide gelten als Arzneistoffe der Zukunft. Aufgrund ihrer hohen chemischen 

Variabilität, ihrer (im Regelfall) geringen Toxizität / Immunogenität und ihrer hohen 

Target-Spezifität, rücken sie zunehmend in den Fokus der Wirkstoffforschung, weil sie 

– so zumindest die Theorie – die Wirkstoffspezifität von Proteinen, wie etwa 

Antikörpern, mit einigen, auch für die Bioverfügbarkeit ausschlaggebenden, Vorteilen 

von klassischen small molecule-Kandidaten verbinden.203, 204 Aber gerade lineare 

Peptide weisen eine geringe proteolytische Stabilität auf, zeigen, aufgrund ihrer 

strukturellen Flexibilität, eine geringere Bindungsaffinität / Spezifität für ihre Zielstruktur 

und sind somit per se als Arzneistoffkandidaten eher ungeeignet. Viele dieser 

physikochemischen Nachteile lassen sich aber durch eine einfache Zyklisierung 

bereits vermindern oder sogar komplett unterbinden.205, 206 Und durch die etablierten 

chemisch-biologischen Screening- und medizinalchemischen Synthese-Techniken 

lassen sich etwaige Arzneistoffkandidaten zudem relativ leicht modifizieren und 

optimieren.206, 207 

Lassopeptide vereinen aber nicht nur die genannten positiven physiko- und 

medizinalchemischen Eigenschaften zyklischer Peptide, sie zeigen zudem auch 

interessante Aktivitätsprofile, die von antimikrobiellen Aktivitäten über selektive 

Rezeptorinteraktionen bis hin zur Unterbindung der Krebszellmigration reichen (vgl. 

Tabelle 17). Tan et al. zeigten aber in ihrer Übersichtsarbeit, dass bei Lassopeptiden 

insbesondere Aktivitäten im antimikrobiellen Umfeld häufig festzustellen sind.208 

Aufgrund der fortschreitenden Resistenzen im Bereich der antibakteriellen Therapie 

werden neue Antibiotika dringend benötigt.145, 209, 210 Innerhalb der antibiotisch aktiven 

Lassopeptide ist von einigen Vertretern bekannt, dass sie auf molekularer Ebene mit 

der Zellwandbiosynthese der Bakterien wechselwirken und die Ribonukleinsäure-

Synthese beeinflussen, wobei insbesondere die RNA-Polymerase als Zielstruktur 

ausgemacht werden konnte.194, 208, 211-215 Interessanterweise könnten aber gerade 

Lassopeptide auch andere, neuartige Wirkmechanismen aufweisen / Zielstrukturen 
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Tabelle 17 Übersicht (Auswahl) verschiedener Lassopeptide und ihr jeweiliges biomedizinisches Potential. 

Substanz Produzenten Bioaktivität  

(repräsentativer Testorganismus / 

Target) 

Chaxapeptin216 Streptomyces leeuwenhoekii C58 Inhibitor der Krebszellinvasion  

(A549-Zellen; Lungenkarzinom) 

Ulleungdin217 Streptomyces sp. KCB13F003 Inhibitor der Krebszellinvasion und        

-migration  

(A549-Zellen; Lungenkarzinom) 

Cloacaenodin218 Spezies des Enterobacter cloacae 

complex (ECC) 

Antibakterielle Effekte 

(Enterobacter cloacae UCI102) 

Triculamin219 Streptomyces griseocarneus NRRL 

24281 

Streptomyces triculaminicus JCM 4242 

Antibakterielle Effekte 

(Mycobacterium phlei) 

Ubonodin213 Burkholderia ubonensis MSMB2207 Antibakterielle Effekte 

(Burkholderia cepacia ATCC 25416) 

 

BI-32169198, 220 Streptomyces sp. DSM 14996 Antagonist des Glucagon Rezeptors 

Sphaericin221 Planomonospora sphaerica Antibakterielle Effekte 

(Micrococcus luteus) 

Siamycin I189, 222 Streptomycetes AA6532 (ATCC 55290) Antivirale Effekte  

(HIV) 

RES-701-1189, 223 Streptomyces sp. RE-701 Endothelin Rezeptor Antagonist 
 

adressieren, da – basierend auf der Übersichtsarbeit von Tan et al. aus dem Jahr 2019 

– in den meisten Fällen die molekularen Zusammenhänge der antibakteriellen Wirkung 

der jeweiligen Peptide bisher nicht bekannt sind.208 

Lassopeptide vereinen also besondere strukturelle Besonderheiten mit (zum Teil) 

vielversprechenden Bioaktivitäten, weswegen Sie als privilegierte Strukturen im 

Umfeld der bioaktivitäts-orientierten Naturstoffforschung angesehen werden können. 
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5. Vorarbeiten 

In der Doktorarbeit Expanding The Chemical Space of RiPPs in Rare Actinobacetria 

Employing a Tunable Metabologenomic Approach von Herrn Dr. Hamada Saad 

wurden unter anderem neue ribosomal gebildete Peptide aus Nocardia terpenica IFM 

0406 vorgestellt.224 Neben der kompletten Strukturanalyse der Nocathioamide wurden 

auch zwei Lassopeptid-Familien mittels genome mining identifiziert, die, nach ihren 

Produzenten entsprechend, als Nocapeptine bzw. Longipeptine benannt wurden, 

wobei im Folgenden auf die weiteren Ergebnisse zur strukturellen Ancharakterisierung 

der Nocapeptine eingegangen werden soll. 

Aufbauend auf weiteren bioinformatischen Untersuchungen konnte schlussendlich ein 

mögliches Biosynthesegencluster (BGC), das für diese Lassopeptide kodiert, 

identifiziert werden. Interessanterweise offenbarte die Gencluster-Analyse zusätzliche 

Enzyme, wie etwa CYP P450 Monooxygenasen, die weitere Modifikationen 

andeuteten, wobei gerade CYP-

Enzyme oftmals mit zusätzlichen C-C 

/ C-N Quervernetzungen einhergehen 

und somit, auf bioinformatischer 

Ebene, interessante Variationen in 

der chemischen Architektur der 

Moleküle andeuteten. Daraufhin 

wurde ein LC-MS basierter 

Screening-Ansatz initiiert, um zu 

überprüfen, ob das entsprechende 

Produkt dieses Genclusters – ein entsprechender Massenbereich für das gesuchte 

Lassopeptid konnte auf Grundlage der bioinformatischen Untersuchungen und der 

damit einhergehenden Strukturvorhersage definiert werden (vgl. Abbildung 47) – auch 

unter den gewählten Kultivierungsbedingungen gebildet wird. So wurde, im Sinne 

eines OSMAC-Ansatzes, das metabolische Verhalten des Bakteriums in 

verschiedenen Kulturmedien getestet und massenspektroskopisch analysiert.  

 

Abbildung 47 Strukturvorhersage der Nocapeptin-Familie auf 
Grundlage bioinformatischer Vorhersagen. Abbildung 
gezeichnet nach Saad.224 
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Abbildung 48 Nocapeptin A – Strukturvorschlag auf Grundlage der bioinformatischen Vorhersage und von MS²-
Fragmentierungsversuchen. In Blau: Strukturmotiv, das weitere Modifikationen enthält. Gezeichnet nach Saad.224 

In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass das gesuchte Molekulargewicht bei 

Kultivierungsansätzen mit dem modifizierten R4-Medium nachgewiesen werden 

konnte. Aufbauend auf der Fragmentierungsmuster-Analyse in Kombination mit der 

Aminosäuresequenzvorhersage, konnte so ein Großteil des vorhergesagten Molekül-

Skeletts experimentell bestätigt werden (siehe Abbildung 48), wobei eine 

Massendifferenz von 2 Da zum vorhergesagten Peptid festgestellt werden konnte. In 

Kombination mit dem vorhandenen CYP P450 Enzym und der 

Fragmentierungsmuster-Anomalie innerhalb der Glycin-Tryptophan-Tyrosin Sequenz, 

lag somit der Verdacht einer zusätzlichen Quervernetzung innerhalb dieses Motivs 

nahe, was die beobachtete Massendifferenz als Verlust zweier Wasserstoffatome 

innerhalb des Strukturgefüges ausweisen würde. Somit stellten die Nocapeptine die 

ersten potenziellen Vertreter der Klasse II-Lassopeptide mit einem polyzyklischen 

Peptid-Grundgerüst dar. 
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6. Ziel der Arbeit 

Aufbauend auf den Vorarbeiten von Herrn Dr. Hamada Saad soll im Weiteren die 

genaue Struktur der Nocapeptin-Familie anhand des Stammvaters der Klasse, 

Nocapeptin A, aus Nocardia terpenica IFM 0406 untersucht werden. Hierbei wird 

zunächst über verschiedene Kultivierungsansätze genügend Rohmaterial produziert, 

aus dem dann der Reinstoff mittels chromatographischer Methoden isoliert werden 

kann. Nachfolgend wird die Substanz einer umfassenden NMR-basierten 

spektroskopischen Analyse unterzogen, mit der die komplette Struktur dargelegt 

werden und auf ihren polyzyklischen Charakter hin untersucht wird. Im ersten Schritt 

werden so die einzelnen Positionen der Aminosäuren im Gesamtgefüge bestimmt und 

daran anschließend die Besonderheit des zweiten Ringschlusses durch 

verschiedenste Experimente untersucht werden, um die molekulare Architektur final 

darzulegen. Anhand verschiedenster NOE-Kontakte kann zudem Aufschluss über die 

dreidimensionale Struktur von Nocapeptin A gegeben werden. Ergänzt werden diese 

Strukturanalysen zudem durch weitere Studien zum bioaktiven Verhalten des 

dargelegten Kohlenstoffgerüsts, um so sein Wirksamkeitspotential innerhalb der 

Klasse der Lassopeptide bewerten zu können. 
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7.  Ergebnisse und Diskussion 

7.1. Kultivierung und Isolierung von Nocapeptin A 

Ausgehend vom Screening-Ansatz von Herrn Dr. Saad wurden die 

Kultivierungsbedingungen beibehalten und lediglich das Volumen des Ansatzes 

vergrößert, um entsprechende Mengen an Rohextrakt zu generieren.224 Dieser wurde 

im Anschluss mittels Säulenchromatographie in zehn Fraktionen (von 10% bis 100% 

Methanol) aufgetrennt und die Fraktionen anschließend an der LC-MS auf die 

gesuchte Masse hin ([M+2H]2+ 845.3562; Summenformel: C75H98N22O24) überprüft. 

Dabei zeigte sich, dass sich Nocapeptin A in der 60%-Methanol-Fraktion angereichert 

hatte, weswegen diese Fraktion zur weiteren Aufreinigung und Isolierung der 

Reinsubstanz ausgewählt wurde.  

 

Abbildung 49 Chromatogramm der 60%-Methanol Fraktion. In Blau ist der Nocapeptin A-Peak hervorgehoben. 
Oben: Chromatogramm bei einer Detektionswellenlänge von 215 nm, Mitte: Detektionswellenlänge von 254 nm, 
unten: Detektionswellenlänge von 280 nm. 

Ausgehend von einem Standardgradienten wurde dann eine Methode optimiert, die, 

bei möglichst kurzer Laufzeit, einen optimal aufgelösten Peptid-Peak zeigte. Das 

entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung 49 gezeigt. Mit dieser Methode wurde 

die komplette Fraktion aufgereinigt, sodass schlussendlich etwa 18 mg an 

Reinsubstanz von Nocapeptin A vorlagen. Mit diesen wurden die nachfolgend 

beschriebenen Strukturanalysen durchgeführt. 
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7.2. NMR basierte Strukturaufklärung von Nocapeptin A 

Ausgehend von der in Abbildung 48 gezeigten Vorhersage der Verbindung 

(C75H96N22O24, 39 Doppelbindungsäquivalente) sollte die komplette Struktur mittels 

Kernresonanzspektroskopie bestimmt werden. Auf dem gängigen Prinzip der Peptid-

NMR-Analytik aufbauend, wurden zunächst die einzelne Aminosäure anhand ihrer 

Spinsysteme identifiziert. Im nachfolgenden Schritt wurden die so ermittelten 

Fragmente zur finalen Aminosäuresequenz zusammen gefügt.225 In den 

nachfolgenden Kapiteln wird die Strukturaufklärung ausführlich Schritt für Schritt 

erläutert. Für Aussagen zu typischen chemischen Verschiebungen von Aminosäuren 

im Allgemeinen, wie auch für einzelne Vertreter, wurde dabei auf die in der 

Fachliteratur benannten Werte zurückgegriffen.226, 227 Die Literaturstellen werden im 

Weiteren aber nicht fortlaufend angeführt. Tabelle 18 gibt die Zusammenfassung der 

Ergebnisse. 

Tabelle 18 1H (700 MHz) und 13C (176 MHz) Daten von Nocapeptin A. Aufgenommen bei 298 K in Methanol-d3 / 
Wasser (96:4). Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben. 

Aminosäure Position δH, mult (J in Hz) δC, Typusa δN, Typusa 

1 

Gly 

 
 

NH 8.31, t (6.3) - 111.7, NH 

α 

     

3.59, dd (11.6, 5.0) 

4.27, m 

43.5, CH2 

    

- 

   

CO - 172.0, C - 

2 

 

 

 

 

 

Trp 

 

 

 

 

 

 

 
 

NH 8.60, m - 123.7, NH 

α 5.09, m 54.55A, CH - 

β 

   

3.05, m 

3.44, dm (14.0) 

29.15, CH2 

   

- 

     

N - - 120.8, N 

C2 6.74, m* 147.2, CH - 

C3 - 120.3, C - 

C3a - 135.5, C - 

C4 7.90, d (7.6) 121.4, CH - 

C5 7.30, m* 124.4, CH - 

C6 7.32, m* 126.4, CH - 

C7 7.48, d (7.7) 118.1, CH - 

C7a - 153.0, C - 

CO - 171.8, C - 

3 

 

 

 

Tyr 

 

 

NH 6.74, m - 125.7, NH 

α 4.84, mW 54.64A, CH - 

β 

    

2.70, m 

2.75, m 

38.2, CH2 

    

- 

    

C1 - 128.51C, C - 

C2 5.45, d (2.0) 130.8, CH - 

C3 - 130.4, C - 
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C4 - 151.8, C - 

OH n.d. - - 

C5 6.77, d (8.4) 119.1, CH - 

C6 6.70, dd (8.4, 2.0) 129.7, CH - 

CO - 170.6, C - 

4 

Gly 

 
 

NH 8.12, d (7.8) - 105.4, NH 

α 

       

3.52, m 

4.18, dd (17.4, 7.8) 

44.0, CH2 

   

- 

   

CO - 170.27B, C - 

5 

 

Ser 

 

 
 

NH 8.09, d (9.4) - 113.5, NH 

α 4.61, mW 57.8, CH - 

β 

   

3.80, m 

4.01, dd (11.2, 4.1) 

64.6 (64.5)1, CH2 

   

- 

   

OH n.d. - - 

CO - 172.8, C - 

6 

 

 

 

Gln 

 

 

 

 
 

NH 8.89, d (9.5) - 119.4, NH 

α 4.82, mW 52.8, CH - 

β 

   

2.04, m 

2.29, m 

30.37, CH2 

   

- 

   

γ 

   

2.40, m 

2.45, m 

32.8; CH2 

   

- 

   

CO - 178.7, C - 

NH2 cisF 

transF 

6.80, br s 

7.72, br s 

- 

   

110.3, NH2 

   

CO - 174.4, C - 

7 

 

 

 

 

 

Trp 

 

 

 

 

 

 

 
 

NH 8.64, m* - 120.4, NH 

α 4.40, m 58.4, CH - 

β 

   

3.24, m 

3.33, m 

28.4, CH2 

   

- 

   

NH 10.47, s - 129.2, NH 

C2 7.30, m* 125.9, CH - 

C3 - 110.3, C - 

C3a - 128.56C, C - 

C4 7.68, d (7.8) 120.0, CH - 

C5 7.01, t (7.5) 120.6, CH - 

C6 7.09, dd (7.8, 7.5) 123.0, CH - 

C7 7.34, d (8.4) 112.4, CH - 

C7a - 137.5, C - 

CO - 174.0, C - 

8 

 

Asp 

 

 
 

NH 8.82, d (9.8) - 123.8, NH 

α 4.67, mW 49.68, CH - 

β 

   

1.99, m 

2.11, m 

41.6, CH2 

   

- 

   

CO - 173.1, C - 

CO - 173.0, C - 

9 NH 5.30, mW - n.d. 
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Gly 

 
 

α 

   

2.98, m 

4.14, dd (16.3, 8.3) 

42.7, CH2 

   

- 

   

CO - (169.9)G, C - 

10 

 

Pro 

 

 

 

 
 

N - - 129.7, N 

α 4.28, m 63.4, CH - 

β 

   

1.99, m 

2.33, m 

31.3, CH2 

   

- 

   

γ 2.03, m 25.8, CH2 
 

δ 

   

3.51, m 

3.78, m 

47.8, CH2 

   

- 

   

CO - 174.3, C - 

11 

 

Thr 

 

 
 

NH 7.31, m - 105.9, NH 

α 4.57, mW 58.8, CH - 

β 4.09, m 69.6, CH - 

OH n.d. - - 

γ 1.09, d (6.4) 20.2, CH3 - 

CO - 172.8, C - 

12 

Gly 

 
 

NH 8.26, br s - 108.3, NH 

α 

   

3.80, m 

4.04, dd (17.1, 4.9) 

43.8, CH2 

   

- 

   

CO - 170.30B, C - 

13 

 

 

 

Gln 

 

 

 

 
 

NH 7.43, d (9.2) - 116.5, NH 

α 4.86, m 54.24D, CH - 

β 

   

1.67, m 

1.84, m 

33.5, CH2 

   

- 

   

γ 

   

2.05, m 

2.12, m 

33.6, CH2 

   

- 

   

CO - 178.4, C - 

NH2 cisF 

transF 

6.56, br s 

7.07, m* 

- 

   

107.8, NH2 

   

CO - 172.6, C - 

14 

 

 

Arg 

 

 

 

 

 

 
 

NH 8.63, m - 114.8, NH 

α 4.53, mW 54.26D, CH - 

β 1.74, m 30.79, CH2 - 

γ 

   

1.28, m 

1.45, m 

24.0, CH2 

    

- 

   

δ 3.25, m 42.4, CH2 - 

NHε 7.39, m - 84.9, NH 

ζ - 158.9, C - 

NHη1 n.d. - n.d. 

NH2η2 n.d. - n.d. 

CO - 172.5, C - 

15 

 

 

Asp 
 

NH 8.62, m* - 122.7; NH 

α 4.58, m 53.5, CH - 

β 

   

2.70, m 

3.01, m 

39.0, C 

   

- 
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COOH n.d. 177.0E, C - 

COOH n.d. 176.9E, C - 
 

a Substitutionsgrade wurden anhand des 1H-13C edit. HSQC bzw. des 1H-15N HSQC Spektrums ermittelt. Die chemischen 

Verschiebungen des Stickstoffs (15N) wurden aus dem 1H-15N HSQC / 1H-15N HMBC Spektrum extrahiert. 

A/B/C/D Zuordnungen sind möglicherweise vertauscht. 

E Zuordnung auf Grundlage des band selective 1H-13C HMBC Spektrums der Carbonylregion. 

F Aufgrund des partiellen Doppelbindungscharakter der Amidbindung sind die beiden Wasserstoffe der Carbamoylgruppe 

magnetisch nicht äquivalent und spalten in zwei diskrete Signale auf, die, je nach ihrer Lage zum Sauerstoff der Carbonylgruppe, 

als cis bzw. trans bezeichnet werden.228 

G Es gab keine eindeutige Korrelation, die die Position der Carbonylgruppe bestätigte. Allerdings wurden alle anderen Signale 
innerhalb des Moleküls zugeordnet oder als Verunreinigung identifiziert, sodass das letzte Signale im 13C NMR Spektrum 

entsprechend zugeordnet wurde. 

W von Wasserpeak überlagert. 

1 Kohlenstoffverschiebungen nahezu identisch; Signallagen und Intensitäten deuten die Lage bei 64.6 ppm an, das Signal bei 

64.5 ppm wäre demnach eine Verunreinigung / Artefakt. 

* von anderen Signalen überlagert. 

 

7.2.1. Bestimmung der einzelnen Aminosäuren anhand ihrer Spinsysteme 

Die bioinformatische Analyse sagte ein fünfzehn-Aminosäure umfassendes 

Lassopeptid voraus, wobei sich die Aminosäuresequenz aus 4xGly, 2xGln, 2xAsp, 

2xTrp, 1xSer, 1xTyr, 1xPro, 1xThr und 1xArg zusammensetzen sollte (vgl. 

Abbildungen 47 und 48). Ausgehend von den Vorhersagen über die beteiligten 

Aminosäuren und deren Anordnung zum peptidischen Molekülsystem wurde die 

Strukturanalyse begonnen. Hierzu wurden zur Ermittlung der Spinsysteme die 

eindimensionalen 1H-, 13C- sowie die zweidimensionalen 1H-1H COSY-, 1H-1H TOCSY-

, 1H-13C HSQC-TOCSY-, 1H-13C edt. HSQC- und 1H-15N HSQC- Spektren 

herangezogen.  

Aufbauend auf einer ersten Analyse der 1H- und 13C NMR Spektren, konnte der 

peptidische Charakter der Probe zweifelsfrei belegt werden. Es zeigten sich die 

typischen Signale der aciden (austauschbaren) Amidgruppen zusammen mit den 

aromatischen Wasserstoffen der Arylsysteme der drei Aminosäuren Tryptophan und 

Tyrosin im Bereich von δH 6.4-8.95, was durch ein Indol-Aminsignal bei 10.47 ppm 

ergänzt wurde. Die zahlreichen, im höheren Feld gelegenen, Signale (δH 1.2-4.2) 

zeigten das typische Muster der CH2-Gruppen der jeweiligen β-, γ- und δ- 

Seitenkettenmethylenfunktionen langkettiger Aminosäuren. Die charakteristischen 

Signale der α-Wasserstoffe wurden durch den Wasserpeak, das Teil des 

Lösemittelgemisches war, überdeckt. Allerdings waren die entsprechenden 

Kohlenstoffsignale des 13C NMR Spektrums im Bereich von δC 42-64 jedoch 
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zweifelsfrei nachzuweisen, wobei insbesondere das Signal bei 63.4 ppm die 

Anwesenheit eines Prolin-Bausteins verdeutlichen konnte. Im Verbund mit den 

Ergebnissen des 1H-13C edt. HSQC Spektrums konnten, anhand der negativen 

Phasenlage der Signale, vier α-CH2 Gruppen im Bereich δC ~43 / δH ~4.1 identifiziert 

werden, was als klarer Hinweis auf die Beteiligung von vier Glycin-Bausteinen gewertet 

werden konnte. Mit den 19 quartären Carbonyl-Signalen im Bereich von 169-180 ppm 

konnten 15 Aminosäuren mit vier zusätzlichen Seitenketten-Carbonyl Gruppen, 

entsprechend der vorhergesagten Struktur, aus den Spektren abgeleitet werden.  

Auf Grundlager der Korrelationen in den 1H-1H TOCSY- und 1H-13C HSQC-TOCSY 

Spektren wurden die jeweiligen Spinsysteme der Aminosäuren bestimmt, wobei sich 

im 1H-13C HSQC-TOCSY Spektrum auch die Amid-Wasserstoffe des Peptidrückgrats 

(zumeist) durch Kopplungen mit den α-Kohlenstoffen zeigten. Die entsprechenden 

Resonanzlagen der kovalent gebundenen Stickstoffatome wurden dann über die 1H-

15N HSQC Ergebnisse zugewiesen. Im Zusammenspiel der Analyse von den 

genannten Spektren, konnten so zweifelsfrei die chemische Verschiebungen der 

Wasserstoff-, Stickstoff- und Kohlenstoffatome der einzelnen Aminosäuren bestimmt 

werden. Im nächsten Schritt wurden nun, anhand der im 1H-13C edt. HSQC Experiment 

ermittelten 1JC,H-Kopplungen, die jeweiligen Kohlenstoffe mit ihren zugehörigen 

Wasserstoffen zusammengeführt, wobei der entsprechende Substitutionsgrad anhand 

der jeweiligen Phasenlage im 1H-13C edt. HSQC Spektrum nochmals überprüft wurde. 

Dieses Vorgehen ist exemplarisch in Abbildung 50 veranschaulicht. Die jeweilige 

Position dieser Atomgruppen innerhalb der Aminosäure wurde im Anschluss daran, 

auf Grundlage der homonuklearen Kopplungen im 1H-1H COSY Spektrum, 

zugewiesen, sodass (nahezu) sämtliche Aminosäuren vollständig aufgebaut werden 

konnten (vgl. hierzu Abbildung 51). Zur weiteren Absicherung wurden die chemischen 

Verschiebungen mit den in der Literatur festgehaltenen Referenzwerten 

abgeglichen.226, 227 Auf die Unterschiede im Tryptophan-Tyrosin-Motiv wird im Kapitel 

7.2.3. Quervernetzung der Seitenketten im Tryptophan-Tyrosin-Motiv ausführlich 

eingegangen. 
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Abbildung 50 Strukturaufklärung Nocapeptin A – Übersicht. A: 1H-13C edt. HSQC Spektrum (blau: CH2; rot: 
CH/CH3); B: 1H-1H TOCSY Spektrum; C: 1H-13C HSQC TOCSY Spektrum. Die senkrechten Linien 
veranschaulichen die Korrelationen der Startkerne mit den Kopplungspartner (je nach Spektrum Wasserstoff- bzw. 
Kohlenstoffatome) und dienten zur Identifizierung der jeweiligen Aminosäuren auf Grundlage der beteiligten 
Spinsysteme. 
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7.2.2. Verknüpfung der Aminosäuren zur Peptidsequenz 

Nachdem die fünfzehn einzelnen Aminosäuren anhand der spektroskopischen Daten 

identifiziert wurden und mit den vorhergesagten Bausteinen der bioinformatischen 

Analyse übereinstimmten, wurden diese Fragmente, auf Grundlage der 

zweidimensionalen NMR-Experimente, zur vollständigen Aminosäuresequenz 

verbunden.  

Hierzu wurden in Summe drei verschiedene 1H-13C HMBC Spektren aufgenommen: 

im ersten Spektrum zeigten sich nicht alle für die Zuordnung und Verknüpfung 

benötigten Signale, weswegen noch einmal ein identisches Spektrum einer etwas 

konzentrierteren Probe vermessen wurde, in der Hoffnung auch weitere (zusätzliche) 

Signale detektieren zu können. Zudem wurde ein speziell auf die Carbonyl-Region 

fokussiertes Spektrum, ein so genanntes band-selective 1H-13C HMBC, 

aufgenommen, um den Auflösungsbereich zwischen den einzelnen Carbonyl-Signalen 

zu vergrößern und somit die Auswertung und Zuordnung der entsprechenden Signale 

zu erleichtern.229 Die Ergebnisse sind in Abbildung 51 gezeigt. 

 

Abbildung 51 1H-13C HMBC basierte Schlüsselkorrelationen zur Verknüpfung der Aminosäure-Fragmente zur 
finalen Peptidsequenz. 

Für die Verknüpfung der benachbarten Fragmente wurden die 2JC,H und 3JC,H 

Kopplungen in den jeweiligen 1H-13C HMBC Spektren zwischen den 

Wasserstoffatomen der Aminosäure-Seitenketten (im Regelfall ausgehend von den α- 

und β-Positionen) mit den Carbonylgruppen der benachbarten Aminosäure 

herangezogen und so schlussendlich zum Gesamtpeptid verknüpft. Anhand der 

Kopplungen im 1H-13C HMBC Spektrum zwischen den β-Methylengruppen und den 

Nachbaratomen innerhalb der Arylgruppen konnten auch die drei Ringsysteme der 

aromatischen Aminosäuren (2xTrp und 1xTyr) mit dem linearen Molekülteil verknüpft 

werden. Die Verknüpfung zwischen den β-Kohlenstoffen und den Indol-Systemen der 
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beiden Tryptophan-Fragmente wurde zudem anhand der typischen allylischen 4JH,H 

Kopplung im 1H-1H TOCSY Spektrumbelegt.230 Die Guanidin-Gruppe des Arginins 

wurde anhand einer entsprechenden 3J-Kopplung mit dem ζ-Kohlenstoff zugewiesen.  

 

7.2.3. Quervernetzung der Seitenketten im Tryptophan-Tyrosin-Motiv 

Bei der Auswertung des 1H NMR Spektrums konnte lediglich ein typisches Signal für 

Indol-Amingruppen, im Bereich zwischen 10-11 ppm, detektiert werden, obwohl 

nachweislich zwei Tryptophan-Bausteine innerhalb des Lassopeptid-Ringes 

eingegliedert sind. Da aus den Vorarbeiten bekannt war, dass es innerhalb des Tyr-

Trp-Gly Motivs zu einer Strukturmodifikation kam, die mit dem Verlust zweier 

Wasserstoffatome einherging, deutet das Fehlen dieses Signals auf eine Beteiligung 

der Amingruppe an dieser Modifikation, im Sinne einer N-X-Verknüpfung, hin. Auch im 

1H-15N HSQC Spektrum konnten für dieses Amin-Indol keine 1JN,H Kopplung 

zugeordnet werden, was als klarer Hinweis auf eine tertiäre Amingruppe gelten 

musste. Außerdem fehlten die charakteristischen Arylsignale eines AA´XX`-

Spinsystems des Phenol-Tyrosins, das, aufgrund seiner Symmetrie und der damit 

verbundenen höheren Signalintensität, normalerweise leicht zu identifizieren gewesen 

wäre.231 Anstelle dessen trat aber ein für aromatische Systeme relativ ungewöhnliches 

Signal bei δH 5.46 auf. Da Gly1 ausgehend von den bisherigen Untersuchungen keine 

Modifikation zeigte, deutete somit alles auf eine N-C-Quervernetzung zwischen dem 

Indol-NH des Tryptophans und einem aromatischen Kohlenstoff der Phenolgruppe des 

Tyrosins hin. 

Der Nachweis einer so gearteten Verknüpfung mittels NMR-Spektroskopie ist nicht 

trivial, da die klassischen Experimente auf Kopplungen zwischen Kohlenstoff- und 

Wasserstoffkernen ausgelegt sind. Da aber solche Kopplungen selten über 

Heteroatome, wie etwa Stickstoff, hinweg Signale erzeugen, war es somit kaum 

wahrscheinlich, dass sich diese kovalente Verknüpfung mit klassischen 1H-13C HMBC 

Experimenten nachweisen lassen würden. Deshalb wurde ein 1H-15N HMBC 

Experiment ausgewählt, um diese Bindung, ausgehend von den Wasserstoffen des 

Tyrosin-Phenols zum tertiären Amin der Indol-Funktion des Tryptophans, 

nachzuweisen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 52 veranschaulicht. Die Aufklärung 

der strukturellen Zusammenhänge innerhalb des betrachteten Trp-Tyr-Fragments 

wurde dadurch erschwert, dass sowohl Tyr3 NH als auch Trp2 H2Indol mit δH 6.74 eine 
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identische chemische Verschiebung aufwiesen, was durch das 1H-13C- bzw. 1H-15N 

HSQC Experiment klar belegt werden konnte. Im 1H-15N HMBC Spektrum zeigten sich 

für das betrachte Fragment drei Kopplungen. Zum einen die erwartbare Kopplung 

innerhalb der Amidfunktion von Tyr3 (1JN,H), die so auch schon aus dem 1H-15N HSQC 

Experiment bekannt war. Zudem zeigten sich zwei Kopplungen mit einem bisher 

unbekannten (tertiären) Stichstoff (δN 120.8). Das Signal bei δH 6.74 / δN 120.8 belegte, 

dass der koppelnde Stickstoff innerhalb der Indolgruppe liegen musste. Die Kopplung 

zwischen Tyr3 H2Phenol und Trp2 N fungierte somit als eindeutiger Nachweis, dass die 

Verknüpfung zwischen den beiden Arylgruppen von Tyrosin und Tryptophan liegen 

musste.  

 

Abbildung 52 1H-15N HMBC NMR Spektrum von Nocapeptin A. A: Strukturausschnitt des Trp-Tyr-Motivs mit den 
für die Strukturanalyse notwendigen Schlüsselkorrelationen. 1H-1H COSY / 1H-1H TOCSY / 1H-13C HSQC TOCSY: 
dicke Bindungen; 1H-13C HMBC: schwarze Pfeile; 1H-15N HMBC: grüne Pfeile. B: Ausschnitt aus dem 1H-15N HMBC 
Spektrum mit der Kopplung zwischen Tyr3 H2Phenol und Trp2 N zum Beweis der Quervernetzung. 

Außerdem ergab auch die Multiplett-Analyse des entsprechenden 1H-Spektrums, dass 

es sich um einen ortho- und para- disubstituierten Phenolring handeln musste, was 

sich durch die meta-Kopplung (4JH,H) zwischen Tyr3 H2Phenol (δH 5.45 (d)) und Tyr3 

H6Phenol (δH 6.70 (dd)) klar belegen ließ. Um die Quervernetzung aber noch weiter 

abzusichern, wurde in der Literatur nach ähnlichen Verbindungen gesucht: 2017 wurde 

von Clardy und seiner Gruppe das Peptid Tryptorubin A (isoliert aus Streptomyces sp. 

CLI2509) beschrieben, das ein nahezu identisches Strukturmotiv einer N-C-

Verknüpfung von Trp N und Tyr C2Phenol aufweist.232 Wie eine kürzlich publizierte 

Studie zeigte, handelt es sich hierbei auch um ein ribosomales Peptid, wobei die 
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jeweiligen kovalenten Bindungen, der drei zusätzlichen C-C- und C-N- Verknüpfungen 

innerhalb der Ringstruktur, nachweislich von einer CYP P450 Monooxygenase 

ausgebildet wurden.233 

Der in Abbildung 53 gezeigte Vergleich belegt eine hohe Übereinstimmung der 

chemischen Verschiebungen der beiden betrachteten Fragmente, wobei insbesondere 

die hochfeldverschobene CH-Gruppe des Tyrosins (δH  5.76 zu δH 5.45) als 

charakteristisches Strukturmerkmal dieser so gelagerten CPhenol-NIndol-Verknüpfung 

identifiziert werden konnte. 

 

Abbildung 53 Vergleich von Nocapeptin A mit Tryptorubin A.232 A: Struktur von Tryptorubin A; B: Kovalente 
Verknüpfung von Trp-Tyr via Indol-Amin mit den jeweiligen chemischen Verschiebungen von Tryptorubin A; C: 
Kovalente Verknüpfung von Trp-Tyr via Indol-Amin mit den jeweiligen chemischen Verschiebungen von Nocapeptin 
A. 

Um diese ungewöhnliche Verknüpfung aber auch noch experimentell besser belegen 

zu können, wurde mit dem 1H-13C LR-HSQMBC-Experiment eine speziell auf 

Fernkopplungen (4J und mehr) optimierte Pulssequenz gewählt, um so noch weitere 

Korrelationen zwischen den beiden Ringsystemen nachweisen zu können.234 Die 
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Ergebnisse sind in Abbildung 54 dargestellt. Auch hier musste wieder die identische 

chemische Verschiebung (δH 6.74) von Trp2 H2Indol und Tyr3 NH berücksichtigt 

werden. Die Messungen wurde bei 4 Hz durchgeführt, was insbesondere 3J-5J 

Fernkopplungen begünstigte. Prinzipiell wären somit auch der Nachweis von 5JC,H und 

6JC,H Kopplungen, ausgehend von Tyr3 NH, möglich gewesen. Gemäß Literatur 

würden solche Signale aber nur sehr schwache Signalmuster erzeugen.234 Basierend 

auf diesen Erkenntnissen, waren die in Abbildung 54 gezeigten Kopplungen innerhalb 

des Indolsystems zweifelsfrei durch Wechselwirkungen mit Trp2 H2Indol verursacht. Die 

Signale wiesen eine deutliche Intensität auf und waren in ihrer Gesamtheit nur 

ausgehend von Trp2 H2Indol plausibel zu erklären. Die Intensität der Signale war zudem 

ähnlich zu den detektierten Signalechos im Phenol des Tyrosins. Die Tatsache, dass 

sich hier also auch intensive Kreuzpeaks zeigten, in Verbindung mit der Beobachtung, 

dass im gesamten Spektrum keine weitere Korrelation für eine 5JC,H und 6JC,H Kopplung 

nachgewiesen werden konnten, ermöglichten es somit die entsprechenden Signale 

Trp2 H2Indol zuzuweisen und als 3JC,H und 4JC,H zu bestimmen. 

 

Abbildung 54 1H-13C LR-HSQMBC Spektrum (4 Hz) von Nocapeptin A. Ausschnitt aus dem Spektrum. Die 
Kopplungspartner sind jeweils benannt. Blaue Pfeile: zugeordnete Korrelationen; schwarze Pfeile: theoretisch 
mögliche Kopplungen. 
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7.2.4. Analyse des 1H-1H NOESY NMR Spektrums von Nocapeptin A 

Auf Grundlage der im 1H-1H NOESY 

Spektrum zugeordneten dipolaren 

Kopplungen, die räumliche 

Nachbarschaften von 

Wasserstoffatomen anzeigen, ist es 

möglich, die dreidimensionale Struktur 

von Lassopeptiden zu bestimmen.235 

Durch NOE-Kontakte von räumlich 

benachbarten Aminosäuren, die aber 

gemäß der Aminosäurenabfolge weit 

voneinander entfernt sind, konnte klar 

gezeigt werden, dass der lineare 

Peptidteil – wie bei Lassopeptiden üblich 

– durch den Ring hindurchgefädelt ist. 

Die räumlichen Zusammenhänge sind in 

Abbildung 55 veranschaulicht. Die 

dipolaren Kopplungen wurden aber auch für einen weiteren Beleg der 

Aminosäuresequenz herangezogen. Die entsprechenden Korrelationen sind in 

Abbildung 56 dargestellt. 

 

Abbildung 56 1H-1H NOESY Korrelationen zum Beweis der Aminosäuresequenz.  

 

 

 

 

Abbildung 55 1H-1H NOESY Schlüsselkorrelationen zur 
Ableitung der räumlichen Ausrichtung von Nocapeptin A. 
NOE-Interaktionen sind als Doppelpfeile dargestellt. 
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7.2.5. Sekundärstruktur der Glycin-Prolin-Peptidbindung 

Aufgrund seiner zyklischen und damit rigiden Struktur kann Prolin in Peptiden und 

Proteinen mit den N-terminal verbundenen Aminosäuren sowohl cis- als auch trans -

konfigurierte Peptidbindungen ausbilden (vgl. Abbildung 57).236 Der Charakter der 

Bindung kann dabei von den chemischen Verschiebungen der β- und γ-Kohlenstoffe 

des Prolins im 13C NMR Spektrum abgeleitet werden, wobei empirisch gezeigt wurde, 

dass weniger die Absolutwerte, sondern vielmehr die Differenz der jeweiligen 

Verschiebungen zwischen den β- und γ-Kohlenstoffen valide und robuste Daten liefern 

und deswegen zur Bestimmung der Geometrie herangezogen werden sollten. 

Typischerweise liegen die Differenzen für cis bei Δδβγ 8-11 ppm und für trans bei Δδβγ 

3-6 ppm.237 Die Differenz von ~5.5 ppm deutet somit auf eine trans Konfiguration der 

Peptidbindung zwischen Gly9 und Pro10 in Nocapeptin A hin. Allerdings sind 

Zuweisungen bei Differenzen von >4.8 ppm (zumindest bei Strukturuntersuchungen 

von Proteinen) nicht komplett valide, da im Bereich zwischen 4.8-9.15 ppm sowohl cis- 

als auch trans-Konfigurationen vorkommen können, weshalb hier die klassische 

Zuordnung auf Grundlage des 1H-1H NOESY Spektrums empfohlen wird. Zeigen sich  

 

Abbildung 57 cis-trans Isomerie der X-Prolin-Bindung in Peptiden. A: Valenzstrichformel-Darstellung zu den 
vorherrschenden Geometrien, gezeichnet nach Deber et al.238 B: dreidimensionale Darstellung am Beispiel des 
Tripeptids Gly-Pro-Gly. Charakteristische NOE-Kontakte zwischen Glycin (N-terminal) und Prolin sind durch 
Doppelpfeile angezeigt: schwarze Pfeile geben mögliche Signale an, rote Pfeile illustrieren zu große Distanzen für 
(starke) dipolare Kopplungen – Erklärung im Text. Farbschema – rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, grau: Kohlenstoff, 
weiß: Wasserstoff. Peptid mit ChemDraw simuliert; Aufsicht auf die cis- und trans-Bindungen abgeleitet von 
Grathwohl und Wüthrich.239 
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hierbei starke Kopplungen zwischen den beiden α-Wasserstoffen der N-terminalen 

Aminosäure und Prolin, so handelt es sich um eine cis Konfiguration. Bei Korrelationen 

zwischen dem α-Wasserstoff der N-terminalen Aminosäure und dem δ-Wasserstoff 

von Prolin, liegt eine trans Konfiguration vor.240 Die Zusammenhänge sind in Abbildung 

57 dargestellt.  

Im Spektrum von Nocapeptin A zeigten sich ausschließlich Kopplungen von Pro10 H2-

δ mit Gly9 H2-α. Kopplungen von Pro10 H-α mit Gly9 H2-α konnten nicht beobachtet 

werden. Somit ergab sich, auch auf der Grundlage der Auswertung des 1H-1H NOESY 

Spektrums, für die Gly9-Pro10 Peptidbindung eine trans Konfiguration. 

 

7.2.6. Amidgruppe von Glycin 9 

Die Amidgruppe von Gly9 hat mit δH 5.30 eine für Amidgruppen ungewöhnlich stark zu 

höherem Feld hin verschobene Resonanzlage. Typisch wären Verschiebungen um ~7-

8.5 ppm.226, 227 Zudem war auffällig, dass sowohl im 1H-1H TOCSY- als auch im 1H-13C 

HSQC-TOCSY Spektrum keine Korrelation zwischen den α-Wasserstoffen und dem 

Amid-Wasserstoff detektiert werden konnten. Lediglich im 1H-1H COSY Experiment 

konnte ein entsprechendes Signal nachgewiesen werden. Als Erklärung für die  

 

Abbildung 58 400 MHz selective Gradient 1D TOCSY Experiment. Anregungsfrequenz: 2.967 ppm. 
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ungewöhnliche chemische Verschiebung und die Anomalie in den zweidimensionalen 

Spektren bot sich zum einen die Nachbarschaft zu Trp7 mit seinem Arylsystem und 

den dadurch hervorgerufenen magnetischen Einflüssen an. Zum anderen nimmt Gly9 

die „Scharnierposition“ zwischen dem Makrozyklus und dem linearen Peptidschwanz 

ein, was möglicherweise zu ungewöhnlichen Winkeln innerhalb des Molekülgerüsts 

führen könnte, die magnetische Wechselwirkungen innerhalb des Moleküls 

beeinflussten. Um die Zuordnung noch weiter zu überprüfen und mit experimentellen 

Daten zu belegen, wurde deshalb Nocapeptin A nochmals am 400 MHz Spektrometer 

vermessen. Da somit die Magnetfeldstärke des Spektrometers im Vergleich zu den 

vorherigen Messungen variierte und auch die Probe für die Messung erneut gelöst 

wurde – was im Vergleich zu früheren Messungen zu veränderten Konzentrationen 

und schlussendlich insgesamt zu leicht veränderten chemischen Verschiebungen 

führte – mussten die entsprechenden Signale nochmals von Grund auf neu zugeordnet 

werden. Hierzu wurden mit den 1H-1H DQF COSY, 1H-1H TOCSY, 1H-13C HSQC-

TOCSY und 1H-1H NOESY Pulsen zahlreiche Experimente durchgeführt, um Gly9 

zweifelsfrei identifizieren zu können. Um das Spinsystem von Gly9 final zu beweisen, 

wurden dann selective gradient 1D-TOCSY Experimente angewendet. Mit diesen 

Experimenten konnten selektiv einzelne Wasserstoffkerne angeregt werden, wobei 

das komplette Spinsystem dieses Kerns Signalmuster als Antwort auf den gesetzten 

Puls hervorruft. Die Ergebnisse dieser Messung sind in Abbildung 58 gezeigt. Die 

Anregung eines der α-Wasserstoffe der Methylengruppe von Gly9 rief als Signalecho 

ein Multiplett bei 5.11 ppm hervor, dass durch die weiteren Messungen zweifelsfrei als 

Gly9 NH identifiziert werden konnte. Somit konnte die ursprünglich, auf Grundlage des 

1H-1H COSY Spektrum gemachte, Bestimmung der chemischen Verschiebung von 

Gly9 NH mit δH 5.30 ppm (700 MHz-Set) mit weiteren Daten bestätigt werden, wobei 

sich die leichte Abweichung der chemischen Verschiebungen durch die veränderten 

Messbedingungen erklärte. 
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7.3. Weitere spektroskopische Untersuchungen 

Um Nocapeptin A vollständig zu charakterisieren, wurden auch die dafür notwendigen 

IR- und UV-Spektren sowie das CD-Spektrum aufgenommen. Die Spektren sind in 

Abbildung 59 zusammengefasst. 

 

Abbildung 59 Spektroskopische Daten von Nocapeptin A – Zusammenfassung. A: UV-Spektrum; B: IR-Spektrum; 
C: CD-Spektrum. 

Der spezifische Drehwert wurde als [𝑎]𝐷
24 -15.6 (c=0.64, MeOH) bestimmt. Die 

Auswertung des IR-Spektrums ergab folgende Banden – mögliche Schwingungen sind 

anhand von Referenzwerten in der Literaturwerten identifiziert worden und jeweils 

angegeben227: FT-IR (ATR) max (cm-1): 3280 (OH st.), 2928 (Alkyl CH st.), 1641 

(Amide CO st.), 1515 (AR C=C bend), 1202 (CO-O st.), 1024 (Ester CO st.). Das UV-

Profil wurde in Methanol aufgenommen und ergab folgende Maxima: UV (MeOH) λmax 

(log ε) 220 sh (4.27), 272 (3.57) nm. 

 

7.4. Bioaktivitätstestungen von Nocapeptin A 

Lassopeptide gehören zu einer Naturstoffklasse, deren Vertreter zum Teil potente 

Bioaktivitäten zeigen (vgl. Kapitel 4.4.2. Lassopeptide sind bioaktive Substanzen). 

Allerdings gibt es keine Klassentypen-spezifische Bioaktivität, obschon oftmals 

antibiotische Aktivitäten für die einzelnen Vertreter beschrieben wurden.208 Deswegen 

wurde ein Bioaktivitätsscreening durchgeführt, um mögliche biologische Funktionen 

von Nocapeptin A benennen zu können. 
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7.4.1. Zytotoxizität 

Die Testungen wurden vom National Cancer Institute, USA, durchgeführt. 

Zur Bestimmung der Antitumor-Aktivität von Nocapeptin A wurden 10 mg der 

Reinsubstanz an das National Cancer Institute (NCI) gesendet und im Rahmen des 

Developmental Therapeutics Program als Einzeldosisgabe gegen 60 verschiedene 

humane Krebszelllinien getestet. Bei allen Testungen zeigte sich jedoch, dass 

Nocapeptin A unter den gegebenen Bedingungen keine biologischen Effekte erzielen 

konnte. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt. 

Tabelle 19 Zytotoxizität Nocapeptin A. Übersicht der Ergebnisse im Rahmen des NCI 60 One Dose Cytotoxicity 
screening. Hierbei wurde Nocapeptin A gegenüber 60 verschiedenen Tumor-Zelllinien getestet. Aufgrund einer 
Information des NCI, dass die Identität der NCI-H23 Zelllinie nicht mehr gewährleistet war, wurde das Ergebnis auf 
Bitten des NCI aus der Übersicht entfernt, weswegen nur 59 Ergebnisse in der Tabelle gezeigt werden.  
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7.4.2. Antibakterielle Aktivität 

Die Arbeit wurde von der Arbeitsgruppe von Frau Professor Brötz-Oesterhelt, 

Eberhard Karls Universität Tübingen, durchgeführt. 

Der antibakterielle Effekt von Nocapeptin A wurde gegenüber einem Testpanel, das 

neben klassischen Vertretern der „ESKAPE“-Linie160 – (Krankenhaus)Keime, die oft 

Multiresistenzen aufweisen und zu denen Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 

und Enterobacter-Spezies gezählt werden – auch ein Mykobakterium, Bacillus subtilis, 

und zwei Bakterien der Gattung Neisseria sowie E. coli beinhaltete. Es zeigte sich eine 

moderate Aktivität gegenüber Micrococcus luteus (MHK 16 µg/ml), gegenüber den 

anderen Testorganismen konnte selbst bei der höchsten Konzentration keine 

antibiotische Aktivität nachgewiesen werden (MHK >64 μg/ml). Tabelle 20 listet die 

Ergebnisse auf. 

Tabelle 20 Antibakterielle Effekte von Nocapeptin A – Übersicht.  

Bakterienstämme MHK (µg/ml) Assay-Medium 

Bacillus subtilis 168 >64  
 
 

 
 
 

 
MH II broth 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 >64 

Enterococcus faecium BM 4147-1 >64 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 >64 

Escherichia coli ATCC 25922 >64 

Escherichia coli HN 818 >64 

Escherichia coli HN 818 (+ 15 µg/ml PMBN) >64 

Klebsiella pneumoniae ATCC 12657 >64 

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 >64 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >64 

Acinetobacter baumannii 09987 >64 

Micrococcus luteus ATCC 4698 16 

Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424 >64 MH II broth 
 

+ 2,5 % FBS Neisseria gonorrhoeae S 1441 >64 

Mycobacterium smegmatis mc2 155 >64 7H9 broth 
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7.5. Diskussion der Ergebnisse und Ausblick  

Aktinobakterien gelten als einer der reichhaltigsten Quellen von Naturstoffen.241, 242 

Insofern ist es kaum verwunderlich, dass auch aus der Gattung Nocardia, die zur 

Gruppe der seltenen Aktinobakterien zugeordnet wird, verschiedenste und strukturell 

vielfältige Naturstoffe isoliert werden konnten. Teilweise zeigten die Verbindungen in 

biologischen Testungen außergewöhnliche Aktivitäten, sodass der Gattung bzw. den 

von diesen Organismen gebildeten Substanzen ein hohes biomedizinisches Potential 

zugeschrieben wird. Die Fähigkeit, diese hoch aktiven und oftmals auch 

immunmodulierenden Moleküle zu bilden, wird, im Zusammenhang zwischen der 

metabolischen Kapazität und der Pathogenität klinischer Isolate, als relevanter 

Schutzmechanismus der Bakterien diskutiert, um in (menschlichen) Wirtsorganismen 

überleben zu können.243-245  

Die bisher aus Nocardia spp. beschriebenen Naturstoffe umfassen nahezu alle 

biosynthetisch bekannten Klassen und zeigen eine hohe chemische Diversität. Es fällt 

allerdings auf, dass, in Relation zur Gesamtzahl der von Nocardia spp. gebildeten 

Naturstoffe, bisher relativ wenige ribosomal gebildete Peptide isoliert wurden, wobei 

diese aber durchaus chemische Besonderheiten aufwiesen.243, 246, 247 

Insofern verwundert es nicht, dass auch, das in der Arbeit von Herrn Dr. Saad erstmalig 

erwähnte und in dieser Arbeit strukturell vollständig charakterisierte Lassopeptid, 

Nocapeptin A neue Merkmale trägt und so die Lassopeptid-Familie in besonderer 

Weise ergänzt.224 Das 15 Aminosäuren umfassende Peptid bildet klassentypisch den 

ersten Makrolaktamring zwischen den Aminosäuren in Position 1 und 8 aus. Anhand 

des 1H-1H NOESY Spektrums konnte ebenfalls dargelegt werden, dass der lineare Teil 

durch diesen Ring hindurch gefädelt wurde, womit die Verbindung zweifelsfrei als 

Lassopeptid identifiziert werden konnte. Aufgrund der fehlenden Disulfidbrücken ist 

das Peptid somit strukturell der Klasse II der Lassopeptide zuzuordnen (vgl. Abbildung 

46). Allerdings ist es das erste Lassopeptid überhaupt, das, neben dem Makrozyklus 

und klassetypischen Disulfidbrücken-Verknüpfungen, einen zusätzlichen Ring 

zwischen zwei benachbarten Aminosäuren ausbildet und es stellt somit einen komplett 

neuen Vertreter dieser Peptide dar. 

Neue Strukturvariationen, vor allem im Sinne der Erstbeschreibung, müssen zu Anfang 

kritisch betrachtet werden und sollten aus diesem Grund, wann immer möglich, von 

mehreren Perspektiven aus beurteilt werden. Die Struktur ist, aus analytischer 
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Perspektive, spektroskopisch über verschiedenste Experimente abgesichert und 

belegt, sodass an der Existenz der oxidativen Quervernetzung zwischen Tyrosin und 

Tryptophan kein Zweifel besteht. Aus einer Vielzahl an chemisch-biologischen Studien 

ist bekannt, dass Lassopeptide verschiedenste posttranslationale Modifikationen 

aufweisen können, aber bis zum jetzigen Zeitpunkt war eine zusätzliche (oxidative) 

Quervernetzung zur Ausbildung weiterer zyklischer Systeme – von den bei manchen 

Klassen vorhandenen Disulfidbrücken abgesehen – gänzlich unbekannt.248 Insofern 

sind biosynthetische Vergleiche mit anderen Lassopeptiden nicht möglich, gleichwohl 

kann aber dieses Strukturmotiv mit weiteren ribosomal und posttranslational 

modifizierten Peptiden abgeglichen und auf seine biosynthetischen / enzymatischen 

Ursprünge hin untersucht werden. 

Ribosomal gebildete Peptide weisen eine nahezu unvorstellbare Vielfalt an 

modifizierten chemischen Entitäten auf, wobei auch Quervernetzungen und 

Makrozyklisierungen häufig beschrieben werden.180, 183, 249 Enzymatisch zeichnen sich 

hierfür vor allem rSAM-Enzyme (radical S-adenosylmethionine Enzyme) aber auch 

CYP P450 Monooxygenasen verantwortlich.183, 233, 250-257 Ausgehend von der 

Gencluster Analyse von Nocapeptin A darf davon ausgegangen werden, dass die C-

N-Bindung zwischen Tyrosin und Tryptophan von einem CYP P450 Enzym 

ausgebildet wird.224  

 

Abbildung 60 Peptide mit einer Quervernetzung zwischen der Indol (gelb) - und Phenol (grün) -
Seitenkettenfunktion von Tryptophan bzw. Tyrosin.232, 258, 259 Darstellung von Diazonamid A und Azonazin nach 
Tang und Vincent.260 
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Eine derartige Verknüpfung ist allerdings innerhalb der gesamten Naturstofffamilie 

eine Rarität. Zyklische Peptide, die ihr Ringsystem von einer Tryptophan-Seitenkette 

ausgehend, zum Teil auch unter Einbeziehung der Indolaminfunktion, aufbauen, sind 

in der Literatur öfters beschrieben, aber, basierend auf einer Übersichtsarbeit aus dem 

Jahr 2020, gibt es mit Azonazin, Diazonamid A und Tryptorubin A bisher nur drei 

bekannte peptidische Naturstoffe, die eine oxidative Quervernetzung (C-X-

Verknüpfung; X: Heteroatom) zwischen einem Tryptophan- und Tyrosin-Baustein 

aufweisen (vgl. Abbildung 60).232, 258-264 Allerdings zeigt nur Tryptorubin A dabei eine 

Quervernetzung ausgehend von der Amin-Indolfunktion des Tryptophans. Auch eine 

jüngst erschiene Übersichtsarbeit von Kunakom et al., die detailliert auf die Beteiligung 

und Funktion von CYP P450 Enzymen innerhalb der RiPP-Biosynthese eingeht, gibt 

mit Tryptorubin A und Myxarylin zwar mehrere Beispiele für Moleküle mit von diesen 

Enzymen katalysierten C-N-Verknüpfungen an, die mit der kürzlich vorgestellten 

Peptidfamilie der Cihunamide sogar noch um einen weiteren Angehörigen ergänzt 

wurden. Allerdings ist Tryptorubin A auch hier der einzige Vertreter, der eine Indolamin-

Verknüpfung ähnlich zu Nocapeptin A zeigt (vgl. Abbildung 61).254, 265, 266  

 

Abbildung 61 Ribosomale und posttranslational modifizierte Peptide – CYP-P450 katalysierte C-N-Verknüpfungen 
innerhalb der Seitenketten sind in Grün gezeigt.232, 265, 266 

Tryptorubin A ist ein Hexapeptid, das, aufgrund zweier zusätzlicher C-N- und einer 

weiteren C-C-Verknüpfungen, einen ausgeprägten polycyclischen Charakter 

aufweist.232 Ursprünglich wurde es als NRPS-basiertes Peptid beschrieben, aber eine 

vor kurzem, von der Arbeitsgruppe um Eric Helfrich, publizierte Arbeit konnte zeigen, 

dass es sich auch hierbei um ein ribosomal gebildetes Peptid handelt, die Beteiligung 

eines CYP P450 Enzyms an der Biosynthese belegen und weitere Derivate mit einem 

ähnlichen Aufbau bestimmen. Aufbauend auf diesen Ergebnissen konnte, mit 

Tryptorubin A als Stammverbindung, die neue RiPP-Familie der Atropopeptide – 



Ergebnisse und Diskussion 

101 
 

benannt nach der bei dieser Familie vorherrschenden stereochemischen Möglichkeit 

der Atropisomerie – begründet werden.233 Die bisher bekannten Mitglieder dieser 

Klasse sind in Abbildung 62 gezeigt. 

 

Abbildung 62 Atropopeptide – Übersicht der Verbindungen zur Darstellung der molekularen Verwandtschaft. CYP 
P450 katalysierte C-C Verknüpfungen (in Blau) und C-N-Verknüpfungen (in Grün) sind farblich markiert. Strukturelle 
Unterschiede innerhalb der Aminosäure-Sequenz der Peptide sind farblich hervorgehoben. Strukturen nach 
Nanudorn et al.233, Darstellung nach Wyche et al.232 

Es handelt sich hierbei um vier Peptide, die sich lediglich in der Anzahl der 

verwendeten Aminosäuren unterscheiden. Die jeweiligen Hexapeptide weisen im 

Vergleich zu den Pentapeptiden N-terminal eine weitere Alanin-Gruppe auf. Die 

Amyxirubine unterscheiden sich außerdem von den Tryptorubinen bei der C-

terminalen Aminosäure: bei den Amyxirubinen ist in dieser Position die 

heteroaromatische Aminosäure Tryptophan verbaut, bei den Tryptorubinen findet sich 

Tyrosin. 

Auch unter biosynthetischen Gesichtspunkten konnte Nocapeptin A somit, auf 

Grundlage einer intensive Literaturrecherche, als biosynthetisch plausibles Peptid 
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charakterisiert werden. Zwar ist es das erste Lassopeptid, das eine derartige 

Modifikation aufweist, und auch in der gesamten RiPP-Familie ist dieses Teilmotiv 

ungewöhnlich, aber mit der Familie der Atropopeptide biosynthetisch abgesichert. Die, 

am Beispiel von Tryptorubin A durchgeführten, biochemischen Studien zur 

enzymatischen Darstellung des Grundgerüst belegen zudem das Potential von CYP 

P450 Monooxygenasen derartige oxidative Quervernetzungen katalytisch 

umzusetzen. Insofern darf diese katalytische Funktion auch bei der mit dem 

Nocapeptin A-Gencluster assoziierten Monooxygenase angenommen werden. 

Schlussendlich sind das allerdings nur theoretische Betrachtungen, die Nocapeptin A 

in seiner Gesamtheit als plausibel erscheinen lassen, aber einer wissenschaftlichen 

Prüfung bedürfen. Deshalb wäre es für die Zukunft wünschenswert, die komplette 

Biosynthese und insbesondere das mit dem Gencluster assoziierte CYP P450 Enzym 

experimentell eingehend zu untersuchen, um die theoretischen Überlegungen sowohl 

mit Daten untermauern als auch dessen Potential im Kontext der chemisch-

biologischen Forschung und im Hinblick auf zukünftigen genome mining Ansätze 

bewerten zu können.  

Lassopeptide zeigen grundsätzlich oftmals antibakterielle Wirkungen.208 Allerdings 

sind die antibakteriellen Effekte zum Teil nur auf wenige Testorganismen beschränkt 

und das Erregerspektrum, das die empfindlichen Erreger gegenüber dem jeweiligen 

Peptid beschreibt, variiert von Substanz zu Substanz, sodass bisher keine 

allgemeingültigen Aussagen bzw. Vorhersagen zum Wirkprofil und der 

Zusammensetzung der Testpanel gemacht werden konnten. Insbesondere die 

Arbeitsgruppe um James Link konnte aber durch eine Reihe neuerer Studien 

aufzeigen, dass Lassopeptide (von Proteobakterien) hauptsächlich gegenüber 

phylogenetischen Verwandten der Peptid-Produzenten antibiotische Wirkungen 

erzielen.213, 218, 267-269 Das führt zwangsläufig zu der Frage, warum nur nahverwandte 

Organismen empfindlich gegenüber den Peptiden sind und andere Spezies kaum 

Wechselwirkungen mit diesen Sekundärstoffen zeigen: aus diversen Untersuchungen 

ist bekannt, dass Lassopeptide von Proteobakterien oftmals über Transportsysteme, 

die verschiedene Membranproteine und Rezeptoren umfassen, in die Zellen 

aufgenommen werden und mit der RNA-Polymerase interagieren. Sind diese Systeme 

aber durch Mutationen verändert oder in ihrer Transport-Funktion gestört, können die 

Verbindungen, auch gegenüber ursprünglich empfindlichen Erregern, keine 

antibiotische Wirkung mehr erzeugen – die Bakterien zeigen eine Resistenz.212-214, 268-
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274 Basierend auf einer Studie von Do et al. scheint insofern die Vermutung 

naheliegend, dass die Transportsysteme, die zur Aufnahme der Substanzen benötigt 

werden, hochkonserviert sind, vermutlich eine (gewisse) Spezifizität für die einzelnen 

Lassopeptide aufweisen und offenbar nur bei anderen Bakterien-Spezies anzutreffen 

sind, die eine nahe genetische Verwandtschaft aufweisen.271  

Zu Lassopeptiden von Aktinobakterien gibt es momentan noch relativ wenige 

publizierte Arbeiten, die die Aufnahme der Peptide in die Bakterienzellen und die 

molekularen Mechanismen der Wirkung im Detail untersuchten. Allerdings deutet sich 

an, dass Peptide dieser Bakteriengruppe vor allem mit der Zellwandbiosynthese 

interagieren und somit vermutlich ein anderes Target als die RNA-Polymerase 

adressieren.194, 211, 215 Zudem sind mit Chaxapeptin und Ulleungdin zwei Vertreter 

bekannt, die die Krebszellinvasion und -migration (beide Testungen wurden mit A459-

Lungenkarzinomzellen durchgeführt) unterbinden.216, 217 Eine Zusammenstellung aller 

15 Lassopeptide, die auf Aktinobakterien zurückgehen und in Testungen 

antibakterielle Effekte zeigten, sowie deren Wirkspektrum findet sich bei Stariha und 

McCafferty.215 Auf Grundlage dieser Daten, die den Stand bis zum Jahr 2021 

zusammenfassen, fällt es allerdings schwer abzuleiten, ob es ebenfalls eine Tendenz 

der phylogenetische Beziehung zwischen Lassopeptid-Produzenten und der 

Empfindlichkeit von Erregern gegenüber den Verbindungen gibt. Dieser 

Zusammenhang ist erst in den letzten Jahren mit mehreren Arbeiten im Kontext von 

proteobakteriell gebildeten Lassopeptiden vermehrt beschrieben worden und 

innerhalb der Aktinobakterien-Familie finden sich, wie die Auflistung von Stariha und 

McCafferty zeigt, auch bei Lassopeptiden vor allem Streptomyceten als Produzenten 

dieser Verbindungen. Streptomyceten sind allerdings in Testpanel zur Bestimmung 

antibakterieller Effekte selten inkludiert, da sich diese auf klinisch relevante Erreger 

fokussieren. Anhand der zusammengetragenen Daten zeigt sich allerdings, dass 

häufig Effekte gegenüber Micrococcus luteus beschrieben und hauptsächlich 

Wirkungen gegenüber grampositiven Bakterien festgestellt werden konnten, was 

zumindest eine gewisse phylogenetische Beziehung andeuten könnte. Mit Lassomycin 

– ein 16 Aminosäuren umfassendes Lassopeptid der Klasse II, das aus Lentzea 

kentuckyensis sp. isoliert wurde – und Lariatin A und B – Lassopeptide, die sich aus 

18 bzw. 20 Aminosäuren zusammensetzen und aus Rhodococcus jostii isoliert wurden 

– sind aber auch innerhalb der aktinobakteriellen Gruppe von Lassopeptiden zwei 

Vertreter bekannt, die teilweise gegenüber medizinisch relevanten Vertretern der 
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Mykobakterien potente Effekte erzielten.275-277 Diese Studien zeigen somit, dass auch 

Aktinobakterien als Produzenten potenter antibakterieller Lassopeptide gegen klinisch 

relevante Erreger fungieren können. 

Die Bioaktivitätstestungen von Nocapeptin A, einem aktinobakteriellen Lassopeptid 

aus Nocardia terpenica, zeigten eine moderate Aktivität gegenüber Micrococcus 

luteus, ansonsten konnten aber innerhalb des verwendeten Testpanels keine 

antimikrobiellen Wirkungen bestimmt werden. Allerdings zeigen die zuvor, im Kontext 

der proteobakteriell gebildeten Lassopeptide, erläuterten Ergebnisse, dass die 

Zusammensetzung des Testpanels vermutlich unglücklich gewählt war. Ausgehend 

von der Hypothese – die aufgrund der vielen Studien, die in jüngster Zeit publiziert 

wurden, als einigermaßen gesichert angesehen und somit auch auf Aktinobakterien 

übertragen werden darf –, dass Lassopeptide hauptsächliche ihre biologischen Effekte 

gegenüber phylogenetisch verwandten Bakterien des Produzenten zeigen, hätten 

verschiedene Nocardia-Spezies bzw. weitere Aktinobakterien im Testpanel 

berücksichtigt werden müssen. Die Testungen orientierten sich aber an den 

Krankenhauskeimen der ESKAPE-Gruppe (siehe Tabelle 20), die vor allem 

gramnegative Vertreter umfasst, sodass die vorgestellten Ergebnisse vermutlich die 

biologische Relevanz von Nocapeptin A nur unzulänglich beschreiben.  

Prinzipiell zeigen aber die jüngst publizierten Ergebnisse auf, dass mit Lassopeptiden 

ein bemerkenswerter Ansatz zur Identifizierung bioaktiver Verbindungen gegenüber 

bestimmten Krankheitserregern erfolgen kann: die Tatsache, dass diese Moleküle 

gegenüber phylogenetisch verwandten Erregern oftmals antibakteriell wirken, lässt 

den Umkehrschluss zu, dass man innerhalb einer Gruppe von Erregern nach 

Produzenten von Lassopeptiden suchen sollte, gegen die man neue antibiotisch 

wirksame Verbindungen benötigt. Kurz gesagt: möchte man neue Antibiotika gegen 

die ESKAPE-Gruppe finden, sollte man innerhalb dieser Gruppe nach Produzenten 

von Lassopeptiden suchen. Diese Verbindungen haben mit hoher Wahrscheinlichkeit 

eine antibakterielle Wirkung gegen Mitglieder dieser Gruppe. Auf Basis dieser 

Überlegung konnte Cloacaenodin, ein von Spezies des Enterobacter cloacae complex 

gebildetes Lassopeptid mit potenter Wirkung gegen klinisch relevante Vertreter der 

Enterobakterien, entdeckt und isoliert werden.218 Auch in einem jüngst, von der 

Arbeitsgruppe um James Link, veröffentlichten Preprint, wurde ein phylogenetischer 

Ansatz erfolgreich bei der Beschreibung der Achromonodine, Lassopeptide aus 
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Achromobacter – eine Bakterien-Gruppe, die bei Patienten mit Mukoviszidose 

Infektionen auslösen kann –, eingesetzt.269  

Die erwähnten Studien zeigen somit die Möglichkeit auf, mit Lassopeptiden 

Substanzen finden und isolieren zu können, die gezielt gegen ausgewählte, 

medizinisch relevante bakterielle Erreger wirken können. Ein solcher Ansatz, der die 

Möglichkeit eröffnet im Vorhinein eine antibiotische Aktivität gegenüber bestimmten 

Erregergruppen vorhersagen zu können, ist innerhalb der Naturstoffforschung bisher 

aber nahezu einzigartig, weswegen die Forschungsbemühungen zu Lassopeptiden im 

Kontext der Infektiologie in den nächsten Jahren mit Sicherheit an Bedeutung 

gewinnen werden. 
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8. Abschließende Gesamtbetrachtung  

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sowohl in marinen als auch terrestrischen 

Organismen immer noch Verbindungen gefunden werden können, die sich durch 

einzigartige Kohlenstoffgerüste und interessante Bioaktivitäten auszeichnen. Aus 

diesem Grund ist die Naturstoffforschung auch heute noch eine wichtige Ressource, 

um neuartige bioaktive Substanzen beschreiben zu können, und die jüngsten 

Entwicklungen im Kontext von Infektionskrankheiten – stellvertretend seien hier die 

weltweit auftretende Ausbreitung von Antibiotika-Resistenzen und die Corona-

Pandemie genannt – zeigten eindrucksvoll auf, dass auch Naturstoffe in Zukunft einen 

wichtigen Ausgangspunkt für die Arzneimittelentwicklung bleiben und, nach 

Einschätzung mancher Experten, sogar wieder verstärkt in den Fokus rücken 

werden.145, 210, 278 

Innerhalb der marinen Naturstoffforschung sind Schwämme, Nesseltiere und Algen 

nach wie vor bedeutende Quellen für bioaktive Verbindungen.279 Sind aber die aus 

Schwämmen gewonnen Naturstoffe vor allem auf das Biosynthesepotential 

symbiotischer Mikroorganismen zurückzuführen, zeigt sich bei den Tieren der 

Octocorallia, die für ihre Terpene bekannt sind, dass die Korallen selbst diese 

Sekundärstoffe bilden können. Die jüngsten Arbeiten der Gruppen um Bradley Moore 

und Eric Schmidt konnten bei diesen sessilen Tieren Biosynthesegenecluster, die für 

komplexe bioaktive Terpene kodieren, nachweisen, was somit zunehmend 

bioinformatisch getriebene Forschungsansätze im Kontext dieser Lebewesen möglich 

scheinen lässt, aber auch generell die Frage aufwirft, ob auch weitere (sessile marine) 

Tiere ein ähnliches Biosynthesepotential aufweisen.280, 281 Trotzdem lässt sich aber 

auch innerhalb des marinen Feldes der zunehmende Trend feststellen, dass sich die 

Forschung immer mehr in Richtung der marinen Mikroorganismen verlagert.161, 282 

Dieser Trend hat mehrere Gründe: zum einen zeigen metagenomische Studien immer 

deutlicher auf, welch ungeheure Biosynthese-Kapazität, beispielsweise mit 

Schwämmen assoziierte, Mikroorganismen aufweisen, weshalb eine gewisse, durch 

genome mining Ansätze begünstigte, Fokussierung auf diese Organismen nahe 

liegt.32, 283 Zum anderen zeigt sich eine geographische Verlagerung der marinen 

Forschung: ursprünglich waren vor allem Japan, Australien und westliche Staaten in 

diesem Forschungsbereich führend, was sich über die Aufschlüsselung der Anzahl der 

Publikationen / isolierten Verbindungen zu den jeweiligen Ursprungsländern klar 
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belegen lässt. Zwar nehmen Länder wie die USA, Australien und Deutschland nach 

wie vor eine führende Rolle in diesem Feld ein, in den letzten Jahren hat sich aber 

insbesondere der asiatische Raum, allen voran China als die führende Nation, 

innerhalb des Fachgebiets etabliert.279, 284 Ganz generell hat sich mit der Convention 

on Biological Diversity und dem in Kraft treten des Nagoya Protokolls, einem 

internationalen Abkommen, das die Biodiversität eines jeweiligen Landes als 

Ressource anerkennt, schützt und den internationalen Zugang nur auf Grundlage 

entsprechender Abkommen mit dem Ursprungsland ermöglicht, die marine 

Naturstoffforschung stark verändert und begünstigt somit Länder mit weitreichenden 

Küstenlinien und hoher Biodiversität.279, 285, 286 Dennoch zeigen die über 20 

Verbindungen, die sich momentan in klinischen Studien (Phase II und III) befinden, 

eindeutig das Potential mariner Naturstoffe im Kontext der Arzneistoffentwicklung auf, 

wobei die biologischen Effekte und Indikationen von der Behandlung von Alzheimer 

bis hin zu den verschiedensten Therapien bei malignen Erkrankungen reichen.58, 287, 

288 

Innerhalb der terrestrisch orientierten Naturstoffforschung lassen sich, gemäß den 

Quellen für die jeweiligen Verbindungen, die (traditionelle) Arzneipflanzen-basierte 

und die auf von Mikroorganismen gebildeten Sekundärstoffen begründete 

Teildisziplinen unterscheiden: Schätzungen gehen davon aus, dass erst etwa maximal 

15% der höheren Pflanzen eingehend chemisch charakterisiert bzw. medizinisch 

verwendet wurden.289, 290 Die Ansätze zur Erforschung dieses metabolischen 

Potentials sind – von Verbesserungen bei der spektroskopischen Analyse, den 

Trenntechniken und der Bioassay-Technologie abgesehen – aber zumeist immer noch 

klassisch ethnopharmakologisch basiert bzw. von Bioaktivitäten geleitet. 289-291 Das 

Feld der Arzneipflanzen basierten Naturstoffchemie hat sich in den letzten Jahren 

zunehmend in den asiatischen Raum, mit China und Indien als führende Nationen, und 

den amerikanischen Kontinent verlagert.292, 293 Zum einen hat die Phytomedizin in 

asiatischen Ländern, stellvertretend sei hier die Traditionelle Chinesische Medizin 

genannt, eine lange Tradition, zum anderen beheimaten Asien und Amerika Regionen 

und Ökosysteme, die eine hohe Biodiversität von pflanzlichen Lebewesen / ein hohes 

Aufkommen bereits traditionell verwendeter Arzneipflanzen aufweisen, was die 

Forschungsbemühungen in diesen Gebieten – in Kombination mit den durch das 

Nagoya Protokoll vorgegebenen rechtlichen Rahmenbedingungen zum Zugang zu 

diesen Pflanzen als Ausgangspunkt für naturstoffchemische Untersuchungen – 
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begünstigt.289, 292, 294-296 Die Phytochemie erfährt aber auch in jüngster Zeit jenseits der 

bioaktivitätsgeleiteten Forschung einen Schub: analog zu den chemisch biologischen 

Arbeiten im Zusammenhang mit Mikroorganismen, rücken nun auch zunehmend die 

Biosynthesewege von Pflanzen, die zu den entsprechenden Verbindungen führen, in 

den Fokus. Die sich stetig verbesserten Möglichkeiten im Bereich der 

Genomsequenzierung und der bioinformatischen Analyse sind die Grundlage dafür, 

die entsprechenden Stoffwechselwege auf genetischer Ebene zu entdecken und die 

Funktionen der beteiligten Gene und Enzyme entschlüsseln sowie die entsprechenden 

Biosyntheseprodukte durch heterologe Expression (bio)chemisch charakterisieren zu 

können.297 Die pflanzliche Genomik ist hierbei eine große Hilfe, obschon umfangreiche 

und spezifische bioinformatische Ansätze / Tools sowie standardisierte Protokolle zu 

deren Analyse, zur Vorhersage des Biosynthese-Potentials und der Architektur der 

entsprechenden Gencluster, bisher kaum in größerer Anzahl verfügbar waren. Das 

zudem, im Vergleich zu anderen Organismen wie Bakterien oder Pilzen, erst relativ 

wenige pflanzliche Genomsequenzen und Transkriptomdaten für solche Studien zur 

Verfügung stehen, war noch ein weiterer limitierender Faktor dieses 

Forschungszweigs.298-303 Jedoch zeigen die jüngsten Arbeiten von Roland Kersten 

stellvertretend, dass, hier im Kontext pflanzlich gebildeter ribosomaler und 

posttranslational modifizierter Peptide, genome mining / transcriptomic Ansätze 

erfolgreich eingesetzt werden können, somit auch genombasierte Studien bei Pflanzen 

zukünftig an Bedeutung gewinnen werden und sich somit innerhalb der Fachdisziplin 

zahlreiche weitere Möglichkeiten eröffnen.303-305 

In Zeiten der postgenomischen Ära sind die neuen Ansätze zur Erforschung des 

Sekundärmetabolitenprofils bei Mikroorganismen vor allem bioinformatisch getrieben: 

die klassischen genome mining Ansätze, die vor allem die Biosyntheseenzyme und 

Stoffwechselprodukte eines Organismus in den Fokus nahmen, werden zunehmend 

durch Ansätze ergänzt, die dabei helfen sollen, eine Vielzahl von Gencluster 

verschiedener Naturstoffproduzenten parallel nach ihrem jeweiligen Potential hin zu 

priorisieren und bereits in diesem frühen Stadium mögliche Bioaktivitäten der Produkte 

dieser Gene, momentan vor allem im Kontext der antimikrobiellen Wirkung, aus den 

vorhanden Daten ableiten zu können.117, 306 Ergänzt werden diese allgemeinen 

Methoden durch neue Computer-Tools zur Strukturmodellierung und Algorithmen zur 

Analyse der Gencluster, die sich spezifischen Naturstofffamilien oder -klassen, wie 

etwa ribosomalen Peptiden oder Lassopeptiden im speziellen, widmen und so eine 
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detaillierte (bio)informatische Vorhersage zu den entsprechenden Produkten dieser 

Biosynthesegene ermöglichen. Stellvertretend seien hier RiPPMiner, LassoHTP und 

der RODEO (Rapid ORF Description and Evaluation Online) Algorithmus genannt. 193, 

307-309 Ergänzt werden diese Methoden durch vielversprechende chemoinformatische 

Ansätze zur Identifizierung neuer Naturstoff(derivate), die zumeist auf 

massenspektrometrischen Daten aufbauen. Insbesondere das Global Natural 

Products Social Molecular Networking (GNPS) Setup, das Molekülfamilien anhand 

ihres (mehr oder minder) gleichartigen Fragmentierungsmusters erkennt und 

miteinander in Verbindung setzten kann, hat eine breite Anwendung innerhalb der 

Naturstoff orientierten Forschung erfahren.310 

Die angesprochenen Entwicklungen zeigen eindrucksvoll, dass in allen Teildisziplinen 

der Naturstoffforschung ständig Fortschritte gemacht werden, mit dem Ziel neue 

(bioaktive) Verbindungen zu entdecken. In Zusammenhang mit den bereits 

dargestellten Nöten zur Beschreibung neuer Antibiotikaklassen, aufgrund der 

fortschreitenden Resistenzentwicklungen bei bakteriellen Erregern, und der generellen 

Suche nach neuen Wirkstoffkandidaten in nahezu allen biomedizinisch relevanten 

Feldern, bleibt die Naturstoffforschung auch in Zukunft ein wichtiges Forschungsfeld, 

um den Arzneimittelschatz für zukünftige Generationen erhalten und weiter ausbauen 

zu können. 
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9. Material und Methoden 

9.1. Materialien und Hilfsmittel 

9.1.1. Verwendete Chemikalien und Hilfsmittel  

Tabellen 21 und 22 fassen die verwendeten Chemikalien und Hilfsmittel zusammen. 

Tabelle 21 Übersicht der verwendeten Chemikalien. 

Chemische Substanzen Hersteller 

Acetonitril-HPLC grade Fisher Chemical / Sigma Aldrich 

Chloroform Chemikalien Ausgabe, Pharmazeutisches Institut 

Methanol-HPLC grade Merck 

n-Butanol Fisher Chemical 

Methanol-d3 Sigma Aldrich 

Methanol-d4 Deutero GmbH 

Polygoprep 60-50 C18 Macherey-Nagel 

Trifluoressigsäure Sigma Aldrich 

 

Tabelle 22 Übersicht der verwendeten Hilfsmittel. 

Hilfsmittel Hersteller 

Eppendorf Röhrchen Systec 

Falcon Röhrchen Eppendorf 

Filterpapier (MN 615 1/4 Ø320mm) MACHEREY-NAGEL 

Eppendorf Pipetten Eppendorf 

 

9.1.2. Tierisches Material  

Ircinia wistarii wurde von Anthony D. Wright im Juli 1998 mittels Flaschentauchen 

(SCUBA) aus einer Tiefe von 20 m gesammelt und in Ethanol bei -20°C bis zur 

Extraktion gelagert. Ein Museumsstück, mit der internen Probennummer HER 6, 

befindet sich im Archiv des Pharmazeutischen Instituts, Abteilung Pharmazeutische 

Biologie, Eberhard Karls Universität Tübingen, Tübingen. 

 

9.1.3. Bakterien-Stämme für Produktion von Nocapeptin A 

Nocardia terpenica IFM 0406 wurde von der Medical Mycology Research Center 

(MMRC) culture collection, Chiba University, Chiba, Japan erworben. 
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9.1.4. Nährmedien und deren Zusammensetzung zur Kultivierung von Nocardia 

terpenica 

Tabellen 23 und 24 geben eine Übersicht zu den verwendeten Nährmedien und deren 

Zusammensetzung. 

Tabelle 23 Modifiziertes R4-Medium. 

Bestandteile Konzentration [g/l] Hersteller 

Glucose 5.0 Sigma Aldrich 

Hefe-Extrakt 1.0 DB 

MgCl2 * 6 H2O 5.0 Sigma Aldrich 

CaCl2 * 2 H2O 2.0 Roth 

K2SO4 1.0 Sigma Aldrich 

Casaminoacid 0.5 MP 

L-Prolin 0.7 Sigma Aldrich 

L-Valin 1.18 Sigma Aldrich 

TES  

(NTris(hydroxymethyl)methyl-2-

aminoethanesulfonsäure) 

2.8 Roth 

Spurenelemente - Lösung 1.0 Pharmazeutische Biologie, Uni 

Tübingen 

 

Tabelle 24 BHI-Medium. 

BHI-Medium (brain heart infusion) 

Bestandteil Konzentration [g/l] Hersteller 

Agar (für Agarplatten) 20.0 Sigma Aldrich 

BHI-Medium-Mischung 37.0 Sigma Aldrich 

Zusammensetzung BHI-Medium 

Bestandteile Konzentration [g/l] 

Rinderherz Infus 5.0 

Kälberhirn Infus 12.5 

Na2HPO4 2.5 

Glucose 2.0 

Pepton 10.0 

NaCl 5.0 
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9.1.5. Verwendete Geräte / Spektrometer  

Tabelle 25 gibt einen Überblick über die verwendeten Geräte und analytischen 

Instrumente. 

Tabelle 25 Übersicht der verwendeten Laborgeräte und Spektrometer. 

Laborgerät  Hersteller 

Waage (2200g, 10mg) AND Company 

Feinwaage 

(BP210D) 

Satorius 

Autoklav 

(Systec VX-150) 

Systec 

Sterilbank 

(safe 2020) 

Thermo Fisher Scientific 

Inkubator Memmert 

Horizontalschüttler Infors HT 

Reinstwasseranlage 

(Elga Purelab Flex) 

Elga 

Rotationsverdampfer Heidolph 

Gefriertrockner 

(Alpha 3-4 LSC basic) 

Martin Christ 

Ultraschallbad Bandelin 

Zentrifuge 

(Heraeus Multifuge 4KR) 

Thermo Fisher Scientific 

Spektrometer Hersteller 

HPLC-System 

(Waters 1525 Pumpe, inline Degasser, Waters 996 

photodiode array detector, Rheodyne 7725i injector, 

Millennium32-Software) 

Waters 

CD 

(Jasco J-720 Spektropolarimeter mit Quartzmikroküvette 

(2.0 mm Pfadlänge), Software Jasco Spectra Manager) 

Jasco 

IR 

(Jasco FTIR 4200 Spektrometer mit MIRacle ATR device 

(ZnSe Kristall), Software Jasco Spectra Manager) 

Jasco 

Polarimeter 

(Jasco P-2000 Polarimeter mit 3.5 mm × 10 mm 

zylindrischer Quartzzelle, Software Jasco Spectra Manager) 

Jasco 

UV/VIS Spektrometer 

(PerkinElmer Lambda 25 mit 1 x 1 cm Quartzküvetten, 

Software UV WinLab) 

PerkinElmer 

LC-HRMS 

(Ultimate 3000 HPLC Anlage (Thermo Fisher Scientific) 

gekoppelt mit HRESI-TOF-MS Bruker maXis 4G mass 

spectrometer) 

Bruker 

NMR 

(700 MHz Bruker AVANCE III HDX NMR Spektrometer mit 

700 (1H) und 176 (13C) MHz Feldstärke; ausgestattet mit 

5mm Prodigy TCI CryoProbe Head, Software: TopSpin) 

Bruker 
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NMR 

(400 MHz Bruker AVANCE III NMR Spektrometer mit 400 

(1H) und 100 MHz (13C) Feldstärke; ausgestattet mit 5 mm 

broadband SmartProbe und AVANCE III HD Nanobay-

Konsole, Software: TopSpin) 

Bruker 

 

9.1.6. Software 

Die für die analytischen Messungen und Auswertungen eingesetzten Software-

Programme sind bei den jeweiligen Spektrometern genannt und im Methodenteil 

aufgeführt. Die in der Arbeit abgebildeten Strukturformeln wurden mit Hilfe von 

PerkinElmer ChemDraw Professionals Version 22.2.0.3300 gezeichnet. Mit Hilfe von 

ChemDraw wurden zudem die Summenformeln und exakten Massen bekannter 

Verbindungen bestimmt. Abbildungen und Biosyntheseschemata wurden sowohl mit 

ChemDraw und PyMOL 2.5.3 als auch mit Microsoft® PowerPoint® für Microsoft 365 

MSO (Version 2304 Build 16.0.16327.20200) 64 Bit erstellt. 

 

9.2. Methoden 

9.2.1. Extraktion und Fraktionierung der Terpene 

Der Schwamm (800 g, Nassgewicht) wurde in kleinere Stücke geschnitten (etwa 2 x 2 

cm) und mit einem Gemisch aus Methanol und Chloroform (1+1, v/v; 2 l pro 

Extraktionsschritt) dreimal extrahiert (jeweils nach 4, 8 und 20 Stunden), wobei nach 

jedem Extraktionsschritt das Lösemittelgemisch abfiltriert wurde. Die so erhaltenen 

Extraktionsfraktionen wurde vereinigt und mittels Rotationsverdampfer wurden die 

Lösemittel abgetrennt. So wurden 25.46 g Rohextrakt erhalten, die anschließend 

wieder in MeOH-HPLC grade aufgenommen und mittels Säulenchromatographie in 

verschiedene Fraktionen aufgetrennt wurde.  

Für die Säulenchromatographie wurde eine Glassäule (Höhe: 40 cm, Durchmesser: 

7.5 cm, Packungshöhe: 30 cm) mit Polygoprep 60-50 C18 befüllt, dessen Oberfläche 

zuvor in MeOH-HPLC grade über 12 Stunden aktiviert wurde. Nach dem Befüllen 

wurde das Säulenmaterial mit dem doppelten Fraktionsvolumen auf den 

Ausgangsgradienten äquilibriert. 

Tabelle 26 gibt eine Übersicht über die gewonnenen Fraktionen. 
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Tabelle 26 Fraktionierung mittels Säulenchromatographie – Übersicht der gewonnen Fraktionen sowie die 
Zusammensetzung der jeweils verwendeten mobilen Phasen.  

Fraktion Gradient [1 l] 

 MeOH [Volumenprozent] Wasser [Volumenprozent] 

1 10 90 

2 20 80 

3 30 70 

4 40 60 

5 50 50 

6 60 40 

7 70 30 

8 80 20 

9 90 10 

10 100 0 

11 DCM 

 

9.2.2. Kultivierung von Nocardia terpenica 

Zur Vorbereitung der Vorkulturen wurden BHI-Agarplatten mit 20 µl Suspension aus 

der Kryokultur des Bakterienstammes beimpft, ein Verdünnungsausstrich durchgeführt 

und für drei Tage im Inkubator bei 37°C angezogen. Das Bakterienwachstum wurde 

dabei anhand der einsetzenden Koloniebildung täglich überprüft. 

Für die Vorkultur wurden Sporen einer Kolonie von der inkubierten Agarplatte mit einer 

Pipettenspitze entnommen und dann in einen 250 ml Erlenmeyerkolben (mit 4 

Glasschikanen und einer zusätzlichen Metallspirale) überführt, in dem aber zuvor 80 

ml BHI Medium vorgelegt wurden. Die Kolben wurden dann in einem 

Horizontalschüttler für 4 Tage bei 37°C und einer Drehzahl von 150 rpm angezogen. 

Für die Hauptkultur wurden dann 0.4 ml der Vorkultur in 250 ml Erlenmeyerkolben 

überführt, in denen zuvor 120 ml des entsprechen modifizierten R4-Nährmediums 

vorgelegt wurden. Diese wurden wiederum bei 32°C und einer Drehzahl von 150 rpm 

für 6-7 Tage inkubiert. 

Alle genannten Medien wurde zuvor autoklaviert und die jeweiligen Arbeitsschritte 

unter der Sterilbank durchgeführt. 
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9.2.3. Extraktion und Fraktionierung von Nocapeptin A 

Für die Gewinnung des Rohextraktes wurde die Kultivierungsbrühe der 

Erlenmeyerkolben zusammen in Zentrifugenflaschen überführt und für 30 Minuten bei 

4°C und bei einer Drehzahl von 4400 rpm zur Abtrennung der Zellen zentrifugiert. Der 

flüssige Überstand wurden dann mit dem gleichen Volumen an n-Butanol versetzt und 

über Nacht bei 75 rpm durchmischt. Nach der Phasenseparation wurde die Butanol-

Phase dekantiert, filtriert und in 500 ml Rundhalskolben überführt. Die Extraktion 

wurde zweimal wiederholt. Anschließend wurde das Lösemittel mittels 

Rotationsverdampfer entfernt. Der so gewonnene Rohextrakt wurde im Anschluss 

daran in Methanol gelöst und mittels Säulenchromatographie in verschiedene 

Fraktionen aufgetrennt.  

Für die Säulenchromatographie wurde eine Glassäule (Höhe: 40 cm, Durchmesser: 

7.5 cm, Packungshöhe: 30 cm) mit Polygoprep 60-50 C18 befüllt, dessen Oberfläche 

zuvor in MeOH-HPLC grade über 12 Stunden aktiviert wurde. Nach dem Befüllen 

wurde das Säulenmaterial mit dem doppelten Fraktionsvolumen auf den 

Ausgangsgradienten äquilibriert. 

Tabelle 27 gibt eine Übersicht der gewonnen Fraktionen. 

Tabelle 27 Übersicht der mittels Säulenchromatographie gewonnen Fraktionen sowie Angaben zur 
Zusammensetzung der jeweils verwendeten mobilen Phasen. 

Fraktion Gradient [800 ml] 

 MeOH [Volumenprozent] Wasser [Volumenprozent] 

1 10 90 

2 20 80 

3 30 70 

4 40 60 

5 50 50 

6 60 40 

7 70 30 

8 80 20 

9 90 10 

10 100 0 
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9.2.4. Analytische Methoden 

9.2.4.1. Hochleistungsflüssigchromatographie (HPLC) 

9.2.4.1.1. HPLC-Methoden zur Isolation und Aufreinigung der Terpene 

Das chemische Profil der einzelnen Fraktionen wurde mittels HPLC anhand eines 

Chromatogramms bestimmt und die entsprechenden Substanzen anschließend an der 

HPLC aus dem Rohextrakt isoliert und ggf. nochmals aufgereinigt. Die nachfolgenden 

Tabellen veranschaulichen die jeweils gewählten Parameter.  

Tabelle 28 HPLC-Gradient zum Screening der Fraktionen. 

Zeit [min] Acetonitril [%-Anteil an der 

Mischung] 

Wasser mit 0.1% TFA [%-Anteil an 

der Mischung] 

0 0 100 

60 100 0 

70 0 100 

 

Säule Phenomenex Luna Omega Polar C18  

(5 µm, 100 Å, 250 x 4.6 mm) 

Fluss [ml/min] 1.2 ml/min 

Detektor UV/VIS 

Wellenlänge [nm] 215, 230, 280 
 

Bei den in Abbildung 7 gezeigten Chromatogrammen war die Detektorlaufzeit auf 75 

min. eingestellt. 

 

Tabelle 29 Gradient zur Aufreinigung der Substanzen aus Fraktion 5 (50%-MeOH). 

Zeit [min] Acetonitril [%-Anteil an der 

Mischung] 

Wasser mit 0.1% TFA [%-Anteil an 

der Mischung] 

0 20 80 

5 40 60 

15 50 50 

25 60 40 

30 100 0 

31 100 0 

32 20 80 

 

Säule Phenomenex Kinetex EVO C18  

(5 µm, 100 Å, 250 x 4.6 mm) 

Fluss [ml/min] 1.2 ml/min 

Detektor UV/VIS 

Wellenlänge [nm] 215, 230, 280 
 

Bei dem in Abbildung 18 gezeigten Chromatogramm war die Detektorlaufzeit auf 35 

min. eingestellt. 
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Tabelle 30 Gradient zur Aufreinigung der Substanzen aus Fraktion 9 (90%-MeOH). 

Zeit [min] Acetonitril [%-Anteil an der 

Mischung] 

Wasser mit 0.1% TFA [%-Anteil an 

der Mischung] 

0 20 80 

3 55 45 

30 90 10 

35 100 0 

40 20 80 

 

Säule Phenomenex Luna Omega Polar C18  

(5 µm, 100 Å, 250 x 4.6 mm) 

Fluss [ml/min] 1.2 ml/min 

Detektor UV/VIS 

Wellenlänge [nm] 215, 230, 280 

 

Tabelle 31 Gradient zur Aufreinigung der Substanzen aus Fraktion 10 (100%-MeOH). 

Zeit [min] Acetonitril [%-Anteil an der 

Mischung] 

Wasser mit 0.1% TFA [%-Anteil an 

der Mischung] 

0 10 90 

3 40 60 

26 75 25 

28 100 0 

32 10 90 

33 10 90 

 

Säule Phenomenex Kinetex EVO C18  

(5 µm, 100 Å, 250 x 4.6 mm) 

Fluss [ml/min] 1.2  

Detektor UV/VIS 

Wellenlänge [nm] 215, 254, 280 
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9.2.4.1.2. HPLC-Methoden zur Isolation und Aufreinigung von Nocapeptin A 

Die Charakterisierung, Isolierung und Aufreinigung der Reinsubstanzen aus dem 

Rohextrakt erfolgten mittels HPLC-DAD. Tabelle 32 gibt die gewählten Parameter 

wieder. 

Tabelle 32 HPLC-Gradient zur Aufreinigung von Nocapeptin A. 

Zeit [min] Acetonitril [%-Anteil an der 

Mischung] 

Wasser mit 0.1% TFA [%-Anteil an 

der Mischung] 

0 10 90 

5 20 80 

8 25 175 

20 30 70 

21 100 0 

25 100 0 

26 10 90 

28 10 90 

 

Säule Phenomenex Kinetex PFP  

(5 µm, 100 Å, 250 x 4.6 mm) 

Fluss [ml/min] 1.1 ml/min 

Detektor UV/VIS 

Wellenlänge [nm] 215, 254, 280 
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9.2.4.2. Massenspektroskopie  

Die hochauflösenden LC-MS(-MS)-Experimente wurden von Frau Dr. Wistuba und 

dem Team der Abteilung Massenspektrometrie, Institut für Organische Chemie der 

Eberhard Karls Universität Tübingen, durchgeführt. 

Für die LC-ESI-HRMS-Messungen wurde ein Ultimate 3000 HPLC-Setup, dass mit 

einem maXis-4G Massendetektor gekoppelt war, verwendet.  

Tabelle 33 Verwendete HPLC-Methode bei der HRMS-Spektroskopie. 

Zeit [min] Acetonitril [%-Anteil an der 

Mischung] 

Wasser mit 0.1% FA [%-Anteil an der 

Mischung] 

0 10 90 

30 100 0 

40 100 0 

 

Säule Phenomenex Luna Omega Polar C18  

(3 µm, 100Å, 150 x 3 mm) 

Injektionsvolumen 5 µl 

Fluss [ml/min] 0.3 ml/min 

Detektor UV/VIS 

Weitere Parameter Massenbereich: 50-1800 Da 

Kapillarspannung 4500 V 

Zerstäubergas Druck (Stickstoff): 2 (1.6) bar 

Temperatur der Ionenquelle: 200°C 

Trocknungs-Gas Fluss: 9 l/min; 200°C 

Kalibrierung: Natriumformiat; vor jeder Messung infundiert 

  
 

Der zu scannende Massenbereich wurde auf 50-1800 Da festgelegt. Die zehn mit der 

höchsten Intensität detektierten Signale im MS1 wurden für MS²-Experimente 

ausgewählt und über kollisionsinduzierte Dissoziation (CID, collision-induced 

dissociation) in der Gasphase fragmentiert.  

 

9.2.4.3. NMR-Spektroskopie 

9.2.4.3.1. Strukturaufklärung der marinen Terpene mittels NMR 

Die aufgereinigten Substanzen wurden an einem Avance III HD Spektrometer (400 / 

100 MHz für 1H / 13C) der Firma Bruker vermessen. Für die Messungen der 1H, 13C, 

DEPT 135, 1H-13C edited HSQC, 1H-1H COSY, 1H-1H TOCSY, 1H-13C HSQC-TOCSY, 

1H-13C HMBC und 1H-1H NOESY Experimente wurden die Standardpulse verwendet. 
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Vor den jeweiligen Messungen wurden die Proben über Nacht gefriergetrocknet, um 

Wasser- und Lösemittelrückstande zu minimieren. Die Proben wurde anschließend in 

MeOH-d4 gelöst und in 5 mm NMR-Röhrchen bei 298 K vermessen.  

Für die Prozessierung, Analyse und Datenaufbereitung wurden die Software-Pakete 

TopSpin 3.6.2 (Bruker) und MestReNova 12.0.4 (Mestrelab Research) verwendet. Zur 

Kalibrierung der Spektren wurden die Lösemittelsignale als interne Referenz 

verwendet (δH 3.31 und δC 49.15 ppm). Verunreinigungen wurden anhand von 

Literaturwerten identifiziert und zugewiesen.311  

 

9.2.4.3.2. Strukturaufklärung von Nocapeptin A mittels NMR 

Die aufgereinigte Substanz wurden an einem 700 MHz Spektrometer der Firma Bruker 

von Herrn Dr. Kramer und dem Team der NMR-Abteilung, Institut für Organische 

Chemie der Eberhard Karls Universität Tübingen, vermessen. Für die Messungen der 

1H, 13C, 1H-13C edited HSQC, 1H-1H COSY, 1H-1H TOCSY (80 ms), 1H-13C HSQC-

TOCSY, 1H-13C HMBC, 1H-1H NOESY (300 ms und 100 ms), 1H-15N HSQC und 1H-

15N HMBC Experimente wurden die Bruker Standardpulse verwendet. Für die 

Messungen mit Unterdrückung der Wassersignale wurden ebenfalls die Standardpulse 

mit water supression verwendet. Die 15N-Stickstoffspektren wurden auf die 

Spektrometerfrequenz referenziert und die chemische Verschiebung in ppm 

angegeben. Für die 1H-13C LR-HSQMBC Messungen wurde das Pulsprogramm 

gemäß der Literatur manuell aufgesetzt, wobei die Entkopplungspulse modifiziert 

wurden (adiabatic pulse decoupling anstelle des beschrieben composite-pulse 

decoupling).234 Es wurden dabei drei verschiedene 1H-13C LR-HSQMBC Messungen 

vorgenommen, wobei die Experimente mit Kopplungskonstanten von 1, 2 und 4 Hz 

jeweils wiederholt wurden, um eine große Bandbreite der verschiedenen 

Kopplungsbereiche abdecken und so Fernkopplungen detektieren zu können. Die 

Spektren wurden anhand der Literaturempfehlung prozessiert.312 Für die Messungen 

am 400 MHz Spektrometer wurden ebenfalls Bruker Standardpulse verwendet, für die 

manuellen Messungen des gradient selective 1D TOCSY sind die entsprechenden 

Anregungsfrequenzen bei den jeweiligen Spektren angegeben. 

Vor den jeweiligen Messungen wurden die Proben über Nacht gefriergetrocknet, um 

Lösemittelrückstande zu minimieren. Die Proben wurden anschließend in einer 
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Methanol-Wasser-Mischung (CH3OH-d3 / H2O, 96:4) gelöst und in 5 mm NMR-

Röhrchen vermessen.  

Für die Prozessierung, Analyse und Datenaufbereitung wurden die Softwares TopSpin 

3.6.2 und MestReNova 12.0.4 verwendet. Zur Kalibrierung der Spektren wurden die 

Lösemittelsignale als interne Referenz verwendet.  

 

9.2.4.4. Optische Drehung 

Die optische Drehung wurde mittels Jasco P-2000 Polarimeter bestimmt. Dabei wurde 

eine Quartz-Zelle verwendet und bei einer Wellenlänge von λ = 589.3 nm (Natrium-D-

Linie) gemessen. Die Temperatur wurde mit einem externen Thermometer bestimmt. 

Die spezifische Drehung wurde dabei wie folgt bestimmt: 

[𝛼]𝐷
𝑇 =

𝛼

𝑐 ∗ 𝑙
∗ 102 

[𝛼]𝐷
𝑇 : Spezifischer Drehwert [(°*ml)/(dm*g)] 

T: Temperatur [°C] 

D: Natrium-D-Linie  

c: Konzentration [g/100ml] 

l: Dicke der Küvette [dm] 

α: gemessener Winkel [°] 

 

9.2.4.5. Infrarot (IR) Spektroskopie 

Die IR-Messung wurde an einem Jasco FTIR 4200 Spektrometer mit einem MIRacle 

ATR device (ZnSe Kristall) durchgeführt und mit der Software Spectra Manager 

prozessiert. Zur Identifizierung funktioneller Gruppen, anhand charakteristischer 

Banden, wurde 1 mg Substanz in 100 µl Methanol-HPLC grade gelöst und mit Hilfe 

einer GC-Spritze (10 µl) auf die Messfläche aufgetragen. Das Methanol wurde unter 

Zuhilfenahme eines Föhns abgedampft, um einen homogenen Probenfilm zu 

generieren.  
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9.2.4.6. Ultraviolett / Visible (UV/Vis) Spektroskopie 

Für die Messung wurde die Substanz in hochreinem Methanol gelöst und in 1 cm 

Quartz-Küvetten in einem Wellenlängenbereich von rund 350-200 nm vermessen. Der 

molare Absorptionskoeffizient ε wurde gemäß dem Lambert-Beerschen Gesetz 

bestimmt. 

 

9.2.4.7. Circulardichroismus (CD) Spektroskopie 

Für die Messung wurde die Substanz in hochreinem Methanol (1 mg/ml) gelöst und in 

die Küvetten überführt. Die Stickstoffbegasung der optischen Instrumente wurde 15 

Minuten vor der Messung gestartet. Die Messung wurde im Bereich von 190 bis 400 

nm durchgeführt. Die Messgeschwindigkeit betrug 50 nm/min bei 20°C 

Raumtemperatur. Die Sensitivität lag bei 100 mdeg. Der Mittelwert aus drei 

Messungen wurde verwendet. Die Rohdaten wurden mit der „smoothing“-Funktion der 

Messsoftware zum finalen Spektrum prozessiert. 

 

9.2.4.8. Kristallisation von Ircinianin 

Für die Kristallisationsexperimente wurden etwa 20 mg Reinsubstanz in einer 

Acetonitril-Wasser Mischung (65:35; v/v; 20 ml) gelöst und in einen 50 ml 

Rundhalskolben überführt. Das Lösemittelgemisch wurde bei Raumtemperatur und 

gegebenen Atmosphärendruck bis zur vollständigen Trocknung verdunsten gelassen. 

Die so entstandenen orthorhombischen Kristalle wurden von Herrn Dr. Schollmeyer, 

Institut für Organische Chemie, Johannes Guttenberg Universität Mainz, vermessen. 

Die Auswertung der Daten wurde dabei von Herrn Dr. Schollmeyer und Herrn 

Professor Koch, Lehrstuhl für Pharmazeutische und Medizinische Chemie II, 

Universität Regensburg, durchgeführt. 

 

9.2.5. Computergestützte chemische Untersuchungen 

Die computergestützten Modellierungen wurden vom Arbeitskreis von Herrn Professor 

Böckler, Labor für Molekulares Design & Pharmazeutische Biophysik, Eberhard Karls 

Universität Tübingen, durchgeführt. Das Methodenprotokoll wurde in englischer 

Sprache zur Verfügung gestellt und für die vorliegende Arbeit ins Deutsche übertragen. 
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Für die Bestimmung der Stereochemie von Ircinianin Lacton C wurden sowohl das S- 

als auch das R-Enantiomer auf Grundlage der Kristallstruktur von (-)-Ircinianin 

vorhergesagt. Mittels der Designplattform MOE (Molecular Operating Environment) 

2018.0101 wurden die Konformere mit Hilfe des Conformational Search Tools 

generiert.313 Unter Anwendung eines stochastischen Algorithmus wurden die 

potentielle Oberflächenenergie anhand der Pertubation der drehbaren Bindungen 

gesampelt und anschließend wurden die Energien durch Anwendung des Merck 

Molecular Force Fields (MMFF94) minimiert.314-318 Neu entdeckte Konformationen 

wurden nur innerhalb eines Energielimits von 20 kcal/mol oberhalb des globalen 

Minimums berücksichtigt, sofern die neue Konformation nicht bereits anderen 

Konformationen zu ähnlich war (RMSD limit: 0.25). Die Suche wurde dabei für beide 

Enantiomere beendet, sobald das Rejection limit von 200 erreicht wurde. D.h. bei 200 

aufeinanderfolgenden Versuchen, konnte kein neues Konformer erhalten werden, 

wobei generell das maximale Wiederholungslimit auf 50.000 gesetzt wurde. In 

Kombination mit der moderaten Flexibilität der Struktur wurde somit eine tiefgreifende 

Konformitätsanalyse angewandt. So konnten für beide Enantiomere 30 verschiedene 

Konformationen detektiert werden, die nachfolgend mittels B3-LYP/SV(P) unter 

Verwendung Grimme´s dispersion Correction D3 in TURBOMOLE 7.4.1 in ihrer 

Geometrie optimiert wurden.319-323 Dabei wurde die Dielektrizitätskonstante auf ein 

Epsilon von 32.7 für Methanol bei 25 °C gesetzt. Die Extended-Hückel-Theory (eht) 

wurde zur initialen Bestimmung der Mos herangezogen. Scfconv wurde auf 8 gesetzt. 

Ein Konformer zeigte Abweichungen, weswegen dieses nicht weiter berücksichtigt 

wurde. Tetramethylsilan (TMS) wurde auf die gleiche Weise in seiner Geometrie 

optimiert. Die entsprechenden NMR Abschirmungskonstanten wurden mit mpshift in 

TURBOMOLE vorhergesagt.324 Die erhaltenen isotropischen Werte für Wasserstoff 

und Kohlenstoff in TMS wurden verwendet, um die entsprechenden chemischen 

Verschiebungen aller Konformere der entsprechenden Enantiomere vorherzusagen.  
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9.2.6. Biologische Testungen 

9.2.6.1. Antibakterielle Aktivität 

Die Versuche wurden vom Arbeitskreis von Frau Professor Brötz-Oesterhelt, 

Interfakultäres Institut für Mikrobiologie und Infektionsmedizin, Eberhard Karls 

Universität Tübingen, durchgeführt. Das Methodenprotokoll wurde in englischer 

Sprache zur Verfügung gestellt und für die vorliegende Arbeit ins Deutsche übertragen. 

Die antibakterielle Aktivität wurde in einem Kationen-angepassten Mueller-Hinton 

Medium, wie bereits zuvor ausführlich beschrieben, in Übereinstimmung mit den 

Standards und Guidelines des Clinical and Laboratory Standards Institutes 

ermittelt.325, 326 Von der Testsubstanz wurde eine zweifache Reihenverdünnung 

angefertigt, in Mikrotiterplatten vorgelegt und 5 x 105 koloniebildenden Einheiten (KBE) 

pro ml eines Testkeims zugegeben. Nach Übernacht-Kultivierung bei 37°C, wurde die 

minimale Hemm-Konzentration (MHK) als die niedrigste Konzentration bestimmt, bei 

der visuell ein Ausbleiben des bakteriellen Wachstums nachgewiesen werden konnte. 

Die Auswahl der Testkeime orientierte sich dabei an relevanten Erregern der ESKAPE-

Gruppe. Als Testorganismen wurden sowohl bei der Testung von Ircinianin als auch 

von Nocapeptin A Stämme aus dem folgenden Reservoir verwendet: Bacillus subtilis 

168, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecium BM 4147-1, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 

HN 818, Klebsiella pneumoniae ATCC 12657, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii 09987, 

Micrococcus luteus ATCC 4698, Neisseria gonorrhoeae ATCC 19424, Neisseria 

gonorrhoeae S 1441 und Mycobacterium smegmatis mc2 155. Die zur Testung 

herangezogen Keime sind in den Tabellen im Ergebnis-Teil aufgeschlüsselt. 

 

9.2.6.2. Antivirale Aktivität 

Die Versuche wurden vom Arbeitskreis von Herrn Professor Schindler, Institut für 

Virologie und Epidemiologie der Viruskrankheiten, Eberhard Karls Universität 

Tübingen, durchgeführt. Das Methodenprotokoll wurde in englischer Sprache zur 

Verfügung gestellt und für die vorliegende Arbeit ins Deutsche übertragen. 

Die antivirale Aktivität der Testsubstanz wurde gegen das humane Cytomegalovirus 

(HCMV) und das servere acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS CoV2) 
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getestet, wobei sich die Testungen an bereits veröffentlichte Protokolle anlehnten.327, 

328 

Für die Testung gegen HCMV wurden humane Vorhaut-Fibroblasten (< 25 Passagen) 

in DMEM Zellkulturmedium kultiviert, das mit 5% fötalem Kälberserum und 1% 

Penicillin / Streptomycin angereichert war. Es wurden 1 x 104 Zellen pro Kavität 

ausgesät. Anschließend wurden die Zellen für 24 Stunden bei 37°C, 5% 

Kohlenstoffdioxidgehalt und einer relativen Feuchte von 95% inkubiert, das Medium 

gewechselt und die Testsubstanz in den Konzentrationen von 1 und 10 µM zugegeben. 

Direkt im Anschluss wurden die Zellen mit HCMV TB40EdelUL16EGFP mit einer 

Multiplizität der Infektion (MOI) von 0.3 und 1 infiziert. 120 Stunden nach der Infektion, 

wurden die Zellen mit einer 80%igen Aceton-Wassermischung bei Raumtemperatur 

für 5 min. fixiert und permeabilisiert. Die intrazelluläre Färbung auf unmittelbar früh 

auftretende HCMV Proteine wurde mittels IE1/2 HCMV Antikörpern (1:1000 in PBS) 

bei 37°C und einer Inkubationszeit von 90 Minuten durchgeführt, gefolgt von einer 

weiteren Inkubation von ALEXAFluor514 (1:2000 in PBS) bei 37°C für 45 Minuten. Im 

Anschluss erfolgte die Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI (1:20000 in PBS) bei 

Raumtemperatur für weitere 8 Minuten. Nach jedem Schritt wurde dreimal mit PBS 

gewaschen. Die entsprechenden Bilder wurden mit einem Cytation3 multiplate reader 

aufgenommen. 

Für die Aktivitätstestung gegen SARS-CoV2 wurden Caco2 Zellen in DMEM Medium, 

das mit 10%igem fötalem Kälberserum, 1% Penicillin / Streptomycin und 1% nicht 

essenziellen Aminosäuren angereichert wurde, mit einer Zellkonzentration von 1 x 104 

Zellen pro Kavität ausgesät. Nach 24 stündiger Inkubation der Zellen bei 37°C sowie 

einem Kohlenstoffdioxidgehalt von 5% und einer relativen Feuchte von 95%, wurde 

das Medium ausgetauscht und im Anschluss die Testsubstanz in einer Konzentration 

von 1 und 10 µM zugegeben. Direkt danach wurden die Zellen mit einer SARS-CoV2 

mNeonGreen Lösung (1:2000) infiziert. 48 Stunden nach der Infektion wurde der 

Überstand dazu verwendet, um Caco2 Zellen einer weiteren Platte zu infizieren, da 

eine Infektiosität des Überstandes eine aktive Virusreplikation nachweist. Die 

infizierten Zellen des ersten Ansatzes wurden mit einer 2%igem Paraformaldehyd-

PBS-Lösung fixiert und mit Hoechst 33342 bei 37°C für 10 Minuten gefärbt. Danach 

wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. 48 Stunden nach der Infektion wurden 

auch die Zellen des zweiten Ansatzes fixiert und gefärbt, wobei identisch verfahren 
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wurde. Die Bilder der Zellen wurden mittels einem Cytation3 multiplate reader 

aufgenommen. 

 

9.2.6.3. Antiprotozoische Aktivität 

Die Arbeiten wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Kaiser, Swiss Tropical 

and Public Health Institute, Allschwil, Schweiz, durchgeführt. Die Methodenprotokolle 

wurden in englischer Sprache zur Verfügung gestellt und für die vorliegende Arbeit ins 

Deutsche übertragen. 

Testung gegen Trypanosoma brucei rhodesiense STIB900: Der Urtyp des Erregers 

wurde im Jahr 1982 von einer infizierten Person in Tansania isoliert.329 Die axenische 

Reinkultur wurde durch Klonierung und nach mehreren Mauspassagen erreicht. Zur 

Kultivierung wurden 50 µl des Minimum Essential Medium, welches mit 25 mM 

HEPES, zusätzlich 1 g/l Glucose, 1% MEM Lösung aus nicht essenziellen 

Aminosäuren (100x), 0.2 mM 2-Mercaptoethanol, 1 mM Natriumpyruvat und 15% 

Hitze-inaktiviertem Pferdeserum ergänzt wurde, verwendet. Diese Lösung wurde in 

jede Kavität einer Mikrotiterplatte vorgelegt. Für die Aktivitätstestung wurden 

Verdünnungen der Probesubstanz in Konzentrationen von 100 – 0.002 µg/ml in den 

jeweiligen Kavitäten vorbereitet. Im Anschluss wurde der Erreger (4 x 103 Zellen in 50 

µl), der im Blutkreislauf vorkommenden Form von Trypanosoma brucei rhodesiense 

STIB900, in die jeweiligen Kavitäten zugegeben und die Platte bei 37°C unter 5% 

Kohlenstoffdioxid-haltiger Atmosphäre für 70 Stunden inkubiert. Anschließend wurde 

in jede Kavität 10 µl einer Resazurin haltigen Lösung (Resazurin, 12.5 mg in 100 ml in 

zweifach destilliertem Wasser) zugegeben und die Inkubation für weitere 2-4 Stunden 

fortgeführt.330 Zur Auswertung wurden die Platten mit Hilfe eines Spectramax Gemini 

XS Mikroplatten-Fluorometer (Molecular Devices Cooperation, Sunnyvale, CA, USA) 

bei einer Anregungswellenlänge von 536 nm und Emissionswellenlänge von 588 nm 

vermessen. Für die Datenanalyse wurde die SoftmaxPro Software (Molecular Devices 

Cooperation, Sunnyvale, CA, USA) verwendet, die die IC50-Werte mit Hilfe einer 

linearen Regression und 4-Parameter basierten logistischen Regression anhand der 

sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven bestimmte.331 Melarsoprol (Arsobal Sanofi-

Aventis, von der WHO zur Verfügung gestellt) wurde dabei als Kontrollsubstanz (IC50 

0.013 ± 0.006 µM) verwendet.  
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Die Testungen gegen Trypanosoma cruzi wurden wie folgt durchgeführt: 

Skelettmyoblasten (L-6 Zellen) von Ratten wurden in einer Mikrotiterplatte vorgelegt, 

wobei eine Zellzahl von 2000 Zellen, suspendiert in 100 µl RPMI 1640 Medium, das 

zusätzlich 10% FBS und 2 mM L-Glutamin enthielt, pro Kavität ausgesät wurde. Nach 

24 Stunden wurde das vorhandene Medium durch 100 µl RPMI-Medium mit jeweils 

5000 trypomastigoten Zellen von T. cruzi Tulahuen Stamm C2C4, der das β-

Galactosidase-Gen (lacZ) aufweist, ersetzt.332 Nach 48 Stunden wurde das Medium 

erneut aus den Kavitäten entfernt und durch 100 µl neues Medium (mit oder ohne 

Probensubstanz in Verdünnungen von 100 bis 0.002 µg/ml) ersetzt. Nach weiteren 96 

Stunden der Inkubation, wurden die Platten mittels inverser Mikroskopie untersucht, 

um das Wachstum und die Sterilität der Kontrollen zu bewerten. Im Anschluss daran 

wurden 50 µl des Substrats CPRG/Nonidet in allen Kavitäten zugegeben. Die sich 

entwickelnde Farbreaktion konnte so innerhalb der nächsten 2-6 Stunden 

nachvollzogen und photometrisch bei 540 nm bestimmt werden. Die erhaltenen Daten 

wurden mit der Software SoftmaxPro analysiert und die IC50-Werte mittels linearer 

Regression und 4-Parameter basierten logistischen Regression anhand der 

sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven bestimmt.331 Benznidazol (von DNDi zur 

Verfügung gestellt, synthetisch hergestellt von Epichem) wurde als Kontrollsubstanz 

verwendet (IC50 2.31 ± 1.15 µM). 

Die Aktivitätstestung gegenüber L. donovani wurde wie nachfolgend beschrieben 

durchgeführt: Amastigoten des Stammes L. donovani MHOM/ET/67/L82 wurden im 

SM Medium unter axenischen Bedingungen bei 37°C, 5%iger Kohlenstoffdioxid-

haltiger Atmosphäre und einem pH von 5.4 angezogen, wobei das Medium mit 10% 

hitzeinaktiviertem fötalem Rinderserum angereichert wurde.333 100 µl des 

Kulturmediums mit 105 Amastigoten aus der axenischen Kultur wurden dann in den 

Kavitäten einer Mikrotiterplatte vorgelegt und mit der Verdünnungsreihe der 

Probensubstanz (von 100 bis 0.002 µg/ml) ergänzt. Nach weiteren 70 Stunden der 

Inkubation, wurden die Platten mittels inverser Mikroskopie untersucht, um das 

Wachstum und die Sterilität der Kontrollen bewerten zu können. 10 µl Resazurin-

Lösung (12.5 mg Resazurin in 100 ml destilliertem Wasser gelöst) wurden dann in jede 

Kavität zugegeben und die Platte für weitere 2 Stunden inkubiert. Danach wurden die 

Platten mit Hilfe eines Gemini XS Mikroplatten Fluorometers bei einer 

Anregungswellenlänge von 536 nm und einer Emissionswellenlänge von 588 nm 

vermessen. Die erhaltenen Daten wurden mit der Software SoftmaxPro analysiert und 
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die IC50-Werte mittels linearer Regression und 4-Parameter basierten logistischen 

Regression anhand der sigmoidalen Dosis-Wirkungs-Kurven bestimmt.331 Als 

Kontrollsubstanz wurde Miltefosin (Sigma, Saint Louis, MO, USA) verwendet (IC50 0.65 

± 0.27 µM). 

Die Bestimmung der biologischen Aktivität der Probesubstanz gegenüber P. 

falciparum wurde wie folgt durchgeführt: mit Hilfe des „3H-hypoxanthine-incorporation 

assay“ wurde die in vitro Aktivität der Substanz gegenüber dem für Arzneimittel 

empfindlichen Stamm P. falciparum NF54 während des Erythrozyten-Stadiums 

getestet.334-336 Aus dem in DMSO gelösten Reinstoff (10 mg/ml) wurde mit dem 

Medium eine Verdünnungsreihe in den Konzentrationen von 100-0.002 µg/ml erstellt 

und den Parasiten-Kulturen zugesetzt . Die Parasiten wurden in RPMI 1640 Medium 

ohne Hypoxanthin kultiviert, das zusätzlich HEPES (5.94 g/l), 

Natriumhydrogencarbonat (2.1 g/l), Neomycin (100 U/ml), AlbumaxR (5 g/l) und 

gewaschene menschliche rote Blutkörperchen (A+) bei einem Hämatokrit von 2.5% 

(Parasitämie 0.3%) enthielt. Die Mikrotiterplatten wurden bei 37°C und einer feuchten 

Atmosphäre (4% Kohlenstoffdioxid, 3% Sauerstoff, 93% Stickstoff) inkubiert. Nach 48 

Stunden wurden 50 µl 3H-Hypoxanthin (=0.5 µCi) in jede Kavität zugegeben und die 

Platten für weitere 24 Stunden unter denselben Bedingungen inkubiert. Im Anschluss 

wurden die Platten dann mittels dem BetaplateTM cell harvester (Wallac, Zürich, 

Schweiz) abgeerntet und die roten Blutkörperchen auf einen Glasfaserfilter gegeben 

und mit destilliertem Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die Filter mit 10 

ml Szintillationsflüssigkeit in Plastikfolie verpackt und mit dem BetaplateTM 

Flüssigszintillationszähler (Wallac, Zürich, Schweiz) gezählt. Die IC50-Werte wurden 

von den sigmoidalen Inhibitionskurven mittels linearer Regression (Microsoft Excel) 

bestimmt.331 Als Referenzsubstanz wurde Chloroquin-diphosphat (Sigma C6628) 

verwendet (IC50 0.006 ± 0.002 µM). 

 

9.2.6.4. Zytotoxizität 

Die Arbeiten wurden vom National Cancer Institute, USA, und von den Arbeitsgruppen 

von Herrn Professor Kaiser, Swiss Tropical and Public Health Institute, Allschwil, 

Schweiz, und Frau Professor Brötz-Oesterhelt, Interfakultäres Institut für Mikrobiologie 

und Infektionsmedizin, Eberhard Karls Universität Tübingen, durchgeführt. Die 

Methodenprotokolle zur Testung gegenüber HeLa- und L-6-Zellen wurden in 
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englischer Sprache zur Verfügung gestellt und für die vorliegende Arbeit ins Deutsche 

übertragen. 

Für die Einzeldosen-Übersicht des NCI-60 (one dose NCI-60 panel) des National 

Cancer Instituts, USA, wurde die Substanz im Rahmen des Developmental 

Therapeutics Program zugelassen. Die in vitro Aktivität der Substanzen gegenüber 60 

verschiedenen Krebszelllinien wurde dabei mittels eines hochdosierten Einzeldosis-

Screenings auf Grundlage eines standardisierten Protokolls durchgeführt.337, 338 

Aufgrund einer nicht näher spezifizierten Problematik mit der Zelllinien-Identität der 

NCI-H23 Linie wurden wir vom NCI dahingehend informiert, dass die Ergebnisse unter 

diesen Bedingungen nicht aussagekräftig sind und somit für etwaige wissenschaftliche 

Veröffentlichungen nicht berücksichtigt werden dürfen. 

Die in vitro Aktivität gegenüber HeLa-Zellen wurde in RPMI Zellkulturmedium, das mit 

10% fötalem Rinderserum angereichert wurde, untersucht, wobei ein 7-Hydroxy-3H-

phenoxazin-3-on-10-oxid (Resazurin)-Assay verwendet wurde. Eine ausführliche 

Beschreibung findet sich in der Literatur.325 Von der Testsubstanz wurden Duplikate 

einer zweifachen Reihenverdünnungen in den Kavitäten einer Mikrotiterplatte 

hergestellt und diese mit trypsinierten HeLa-Zellen (1 x 104 Zellen) bestückt. Die Zellen 

wurden für 24 Stunden bei einer Temperatur von 37°C, 5% Kohlenstoffdioxid und einer 

relativen Feuchte von 95% inkubiert und danach mit 200 µm Resazurin versetzt und 

die Zellen erneut über Nacht inkubiert. Anhand der Reduktion von Resazurin zum 

fluoreszierenden Resorufin wurde die Viabilität der Zellen bestimmt, wobei die 

Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlänge von 560 nm und einer 

Emissionswellenlänge von 600 nm, im Verhältnis zu einer unbehandelten Kontrolle, 

bestimmt wurde. Die Messung wurde mittels eines TECAN Infinite M200 Readers 

durchgeführt. 

Die in vitro Aktivität der Probesubstanz gegenüber L-6-Zellen wurde in Mikrotiterplatten 

untersucht, wobei 100 µl Medium und 4000 L-6-Zellen, ursprünglich aus einer von 

Rattenskelett-Myoblasten abgeleiteten Zelllinie, in die Kavitäten der Platten gegeben 

und mit der Probesubstanz, ausgehend von einer Verdünnungsreihe von 100-0.002 

µg/ml, versetzt wurden.339, 340 Als Medium wurde dabei RPMI 1640, dem 1% L-

Glutamin (200 mM) und 10% fötalem Kälberserum zugesetzt wurden, verwendet. Nach 

einer 70-stündigen Inkubationszeit wurden die Platten mittels inverser Mikroskopie im 

Hinblick auf das Wachstum der Kontrollen und den sterilen Bedingungen untersucht. 
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Zu jeder Kavität wurden daraufhin 10 µl einer Resazurin-Lösung hinzugegeben und 

die Inkubation für weitere 2 Stunden fortgesetzt. Bei einer Anregungswellenlänge von 

536 nm und einer Exzitationswellenlänge von 588 nm wurden die Platten dann mittels 

eines Spectramax Gemini XS Mikroplatten Fluorometer vermessen und die IC50-Werte 

anhand der sigmoidalen Dosis-Inhibitionskurven mittels linearer Regression und 4-

Parameter basierten logistischen Regression ermittelt.331 Hierzu wurde die 

SoftmaxPro Software verwendet. Als Kontrollsubstanz wurde Podophyllotoxin (Sigma 

P4405) verwendet (IC50 0.011 ± 0.005 µM). 

 

9.2.6.5. Antifouling-Aktivität im marinen Ökosystem 

Die Arbeiten wurden von Herrn Dr. Patrick Cahill und Dr. Johan Svenson am Cawthron 

Institute, Nelson, Neuseeland durchgeführt. Das Methodenprotokoll wurde in 

englischer Sprache zur Verfügung gestellt und für die vorliegende Arbeit ins Deutsche 

übertragen. 

Die bewuchsverhindernden Eigenschaften der Probesubstanz wurden gegenüber 

Larven der pazifischen Seescheide (Ciona savignyi) und der Miesmuschel (Mytilus 

galloprovincialis) getestet, wobei die Hemmung der Besiedlung und Metamorphose 

der Organismen betrachtet wurde. Die Methoden folgten dabei bereits publizierten 

Protokollen.341 Ausgewachsene Tiere dieser Spezies wurden küstennahen Population 

in der Nelson-Region, Neuseeland in freier Wildbahn entnommen, in einem 

rezirkulierendem Meerwasser-Kreislaufsystem (18 ± 1 °C; 33 ± 1 PSU) bis zum 

Ablaichen gehalten und mit Isochorysis galbana aus Großkulturen gefüttert. Das 

Laichen und die Aufzucht der Larven wurde gemäß in der Literatur publizierter 

Methoden durchgeführt.342, 343 Kompetente Larven wurden in künstlich hergestelltem 

Meerwasser auf eine finale Konzentration von 3 ± 1 Larven pro ml eingestellt und die 

Aliquote der Larven-Suspension in die Kavitäten von Gewebekulturplatten (Corning 

Co-Star, 12 Kavitäten pro Platte) überführt. In den Kavitäten wurden zuvor 

Verdünnungen (0.1-100 µg/ml) der Probesubstanz vorgelegt. Es wurden immer 

Kontrollen angefertigt und die Versuche in dreifacher Ausführung wiederholt. Die 

Inkubation erfolgte über fünf Tage bei 18 ± 1 °C, im Anschluss wurde die Anzahl der 

Larven, die die Besiedlung und Metamorphose erfolgreich durchführen konnten, 

bestimmt. Sigmoidaler Dosis-Wirkungs-Beziehungen wurden mit der R Statistical 



Material und Methoden 

132 
 

Software untersucht, um feststellen zu können, ob, in Relation zu den vorhanden 

Kontrollen, eine Inhibition der Besiedlung stattgefunden hat.344 
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10. Anhang  

A 

 

B 

 

C 

 

Anhang 1 Ircinianin (90%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv-Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformelanalyse; C: UV-Profil. 

 

 

Anhang 2 1H NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 3 13C NMR Spektrum (100 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 4 13C NMR Spektrum (100 MHz, unten) und DEPT 135 NMR Spektrum (100 MHz, oben) von Ircinianin 
(90%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 



Anhang 

135 
 

 

Anhang 5 1H-13C multiplicity edited HSQC NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 6 1H-1H COSY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 7 1H-1H TOCSY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 8 1H-13C HMBC NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 9 1H-1H NOESY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 10 Ircinianin Lactam A (50%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv-Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformelanalyse; C: UV-Profil. 
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Anhang 11 1H NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lactam A (50%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 12 13C NMR Spektrum (100 MHz) Ircinianin Lactam A (50%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 13 Oxoircinianin Lactam A (50%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv-Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformelanalyse; C: UV-Profil. 

 

 

Anhang 14 1H NMR Spektrum (400 MHz) Oxoircinianin Lactam A (50%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 15 13C NMR Spektrum (100 MHz) Oxoircinianin Lactam A (50%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 16 Ircinianin (100%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformelanalyse; C: UV-Profil.  
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Anhang 17 1H NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin (90%-Fraktion, oben) und Ircinianin (100%-Fraktion, unten) in 
MeOH-d4. 
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Anhang 18 Oxoircinianin (100%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformel; C: UV-Profil. 
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Anhang 19 Ircinianin Lacton A (100%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformelanalyse; C: UV-Profi. 

 

 

Anhang 20 1H NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton A (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 21 13C NMR Spektrum (100 MHz) Ircinianin Lacton A (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 22 1H-13C multiplicity edited HSQC NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton A (100%-Fraktion) in 
MeOH-d4. 
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Anhang 23 Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv-Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformelanalyse; C: UV-Profil. 

 

 

Anhang 24 1H NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 25 13C NMR Spektrum (100 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 26 13C NMR Spektrum (100 MHz, unten) und DEPT 135 NMR Spektrum (100 MHz, oben) von Ircinianin 
Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 27 1H NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4 vor den weiteren 2D 
NMR Experimenten. 

 

 

Anhang 28 1H-13C multiplicity edited HSQC NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in 
MeOH-d4. 
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Anhang 29 1H-1H COSY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 30 1H-13C HSQC-TOCSY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 31 1H-13C HMBC NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 32 1H-1H NOESY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton B (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 33 Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) MS-Analyse im Positiv Modus – A: HRMS-Ergebnisse; B: 
Summenformelanalyse; C: UV-Profil. 

 

 

Anhang 34 1H NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 35 13C NMR Spektrum (100 MHz) Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 36 13C NMR Spektrum (100 MHz, unten) und DEPT 135 NMR Spektrum (100 MHz, oben) von Ircinianin 
Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 37 1H NMR Spektrum (400 MHz) von Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4 vor den weiteren 2D 
NMR Experimenten. 

 

 

Anhang 38 1H-13C multiplicity edited HSQC NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in 
MeOH-d4. 
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Anhang 39 1H-1H COSY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 40 1H-13C HSQC-TOCSY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 41 1H-13C HMBC NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 

 

 

Anhang 42 1H-1H NOESY NMR Spektrum (400 MHz) Ircinianin Lacton C (100%-Fraktion) in MeOH-d4. 
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Anhang 43 1H NMR Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 44 13C NMR Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 45 1H-13C multiplicity edited HSQC NMR-Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 46 1H-1H TOCSY NMR-Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 47 1H-13C HSQC-TOCSY NMR-Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 48 1H-13C HMBC NMR-Spektrum – Fullset (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 49 1H-1H COSY NMR Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 50 1H-1H NOESY NMR Spektrum (700 MHz, 300 ms) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 51 1H-1H NOESY NMR Spektrum (700 MHz, 500 ms) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 52 1H-15N HSQC NMR Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 53 1H-15N HMBC NMR Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 54 1H NMR Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4); konzentriertere Probe vor 
weiteren Messungen. 
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Anhang 55 1H-1H TOCSY NMR-Spektrum mit water supression (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser 
(96:4). 

 

 

Anhang 56 1H-13C HMBC NMR-Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 57 Band-selective 1H-13C HMBC NMR-Spektrum (700 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 58 1H-13C LR-HSQMBC NMR Spektrum (700 MHz, 4 Hz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 59 1H-13C LR-HSQMBC NMR Spektrum (700 MHz, 2 Hz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 60 1H-13C LR-HSQMBC NMR Spektrum (700 MHz, 1 Hz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 61 1H NMR Spektrum (400 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). Zur Bestimmung von Glycin 
9 NH. 

 

 

Anhang 62 1H-13C HSQC-TOCSY NMR Spektrum (400 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 63 1H-1H DQF COSY NMR Spektrum (400 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 

 

 

Anhang 64 1H-1H NOESY NMR Spektrum (400 MHz) Nocapeptin A in MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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Anhang 65 Selective gradient 1D TOCSY NMR Spektrum (400 MHz) Nocapeptin A MeOH-d3 / Wasser (96:4). 
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