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Metabolic Products of Microorganisms
154. Nikkomycin, a New Inhibitor of Fungal Chitin Synthesis

Abstract. From the fermentation broth of Strepfo-
myces tendae T 901 a substance was isolated, which
inhibits the growth of several fungi. The new anti-
biotic affects the chitchin biosynthesis. Its structure
was identified by mass spectrometry of the products
obtained after chemical degradation. Nikkomycin is
a nucleoside-peptide antibiotic consisting of uracil,
an amino hexuronic acid and a new amino acid con-
taining a pyridin ring.

Key words: New nucleoside-peptide antibiotic —
Chitin biosynthesis — Structure elucidation — Mass
spectrometry — Streptomyces tendae.

Zusammenfassung. Der Streptomycet Tii 901, Strep-
tomyces tendae, bildet ein antifungisch wirkendes
Nukleosid-Antibioticum, Nikkomycin. Als Angriffs-
ort kommt die Chitinsynthese in Frage.

Mit Hilfe der Massenspektrometrie und des
chemischen Abbaus konnten Uracil, eine Amino-
hexuronsiure und eine neue, einen Pyridinring ent-
haltende Aminosiure nachgewiesen werden.

Aus einer Bodenprobe von Nikko, Japan, wurde 1970
im Rahmen eines Antibiotica-Screenings ein Actino-
mycetales-Stamm (T 901) isoliert, der ein Antibioti-
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cum bildet, welches das Wachstum von Botrytis cine-
rea, Mucor hiemalis sowie einer Reihe anderer, zum
Teil phytopathogener Pilze hemmt. Das Antibioticum
crhielt den Namen Nikkomycin.

AuBer der Hemmung des Wachstums verursacht
das Antibioticum morphologische Verdnderungen an
den Hyphenspitzen der empfindlichen Pilze. Diese
Verdnderungen fithren bei Mucor hiemalis und Botrytis
cinerea zu keulenartigen oder protoplastenidhnlichen
Strukturen. Solche morphologischen Verdnderungen
sind in der Literatur bei anderen antifungischen Anti-
biotica unter der Bezeichnung ,,.Keulenbildung* bzw.
,,bulging effect* beschrieben. So isolierten Links et al.
(1957) aus Streptomyces sp. einen ,,bulging factor.
Auch Filipin verursacht diese MiBbildung (Gottlieb
et al.,, 1960). Ferner ist fiir die Antibiotica X-5079¢
= Saramycetin (Gale, 1963; Hiitter et al., 1965), Cya-
nein (Betina et al., 1966), Polyoxin D (Endo et al.,
1970), Bulgerin (Shoji et al., 1970), Ropalocidin (Mahl,
1971) und das Antibioticum 24010 (Mizuno et al.,
1971) der ,,bulging effect* beschrieben.

Die Ausbildung protoplastendhnlicher Strukturen
bei Pilzen unter dem EinfluB eines Antibioticums
deutet in vielen Féllen auf eine Stérung der Zellwand-
synthese. Fiir Polyoxin D, einer Komponente aus
der mindestens 13 Antibiotica umfassenden Polyoxin-
gruppe (Isono et al., 1965, 1967, 1968), ist die Wir-
kungsweise bekannt. Bei den bisher untersuchten
Pilzen hemmt es den Einbau von N-Acetyl-D-glucos-
amin in Chitin (Endo et al., 1970). Dabei beruht die
Hemmung auf einem zu Uridindiphospho-N-acetyl-
D-glucosamin kompetitiven Angriff aut die Chitin-
synthetase (Endo et al., 1970; Keller u. Cabib, 1971;
Bartnicki-Garcia u. Lippman, 1972; Jan, 1974).

Bei den Pflanzenkrankheiten spielen Pilze als Er-
reger eine viel groflere Rolle als in der Human- oder
Veterindrmedizin. Obwohl bereits einige Antibiotica
zur Bekdmpfung von Pilzen in den Pflanzenschutz ein-
gefithrt wurden, besteht hier noch ein groBer Bedarf.
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Es ist die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, das Nikko-
mycin soweit zu charakterisieren, dal3 eine Priifung
auf Verwendbarkeit im Pflanzenschutz angeschlossen
werden kann.

MATERIAL UND METHODEN

Ndahrmedien

Komplexmedium fiir Pilze und Streptomyceten nach Miiller (1968):
Hefeextrakt 4 g; Malzextrakt 10 g; D-Glucose 4 g; Agar 20 g;
Leitungswasser 11,

Komplexmedium fiir Botrytis cinerea nach Hutter et al. (1965):
Malzextrakt 20 g; Agar 17 g; Leitungswasser 1 1.

Komplexmedium fiir Oomyceten: Kartoffelextrakt 4 g; D-Glu-
cose 20 g; Agar 15 g; Leitungswasser 1 1.

Minimalmedium fiir Bakterien, Streptomyceten und Pilze nach
Hitter et al. (1966): D-Glucose 8 g; Ammontartrat 4 g; NaCl 5 g;
K,HPO, 2 g; MgSO, - 7H,0 1 g; CaCl, 200 mg; MnSO, - 7 H,O
10 mg; Ferrioxamin 20 mg; Agar 15 g; entionisiertes Wasser 1 1.

Komplexmedium fiir Bakterien nach Corbazetal. (1957):
Fleischextrakt 3 g; Pepton 5 g; NaCl 2 g; Agar 15 g; Leitungs-
wasser 1 1.

Versuchsorganismen

Aphanomyces stellatus de Bary CBS 578.671.

Aspergillus fumigatus Fresenius ETH M 3636 — Tii 149%.
Basidiobolus microsporus Benjamin CBS 130.62 — Tii 174>,
Botrytis cinerea Pers. ex Fr. Tii 1572

Cercospora beticola Sacc. CBS 152.523.

Colletotrichum trifolii Bain. u. Essary CBS 149.34°,
Eremothecium ashbyi Guilliermond Tii 1733

Fusarium larvarum Fuckel Tii 257°.

Fusarium oxysporum lycopersici ETH M 811c>.

Microsporum gypseum (Bodin) Guiart et Grigoraki Tii 282°.
Mortierella isabellina var. vinacea T 6323

Mucor hiemalis Wehmer (+) Tii 1792,

Mucor hiemalis Wehmer (—) Tii 1801,

Phycomyces blakesleeanus Burgeff(+) CBS 283.35 — Tii 183",
Phycomyces blakesleeanus Burgeff(—) CBS 284.35 — Tii 184"
Phytophthora infestans CBS 368.51'.

Pythium debaryanum Hesse CBS 114.19°,

Rhizopus circinans v. Tieghem(+) CBS 319.35%.

Rhizopus circinans v. Tieghem(—) CBS 320.352.

Rhizoctonia solani Xithn var. hortensis Schultz CBS 325.47°.
Saccharomyces cerevisiae Hansen Tii 1253,

Saprolegnia asterophora de Bary CBS 180.441.

Sapromyces elongatus (Cornu) Thaxter CBS 337.39%.
Sclerotinia fructicola (Wint.) Rehm CBS 329.353.
Thielaviopsis basicola (Berk. u. Br.) Ferraris CBS 413.52°.
Ustilago maydis (Beckmann) Unger Tii 567°.

Plattendiffusionstest fiir die Nikkomycinbestimmung

a) Mit Mucor hiemalis(+/—): Die Herstellung der Sporensuspen-
sion sowie der Testplatten ist bei Kirst (1971) und Kneifel et al.
(1974) beschricben.

b) Mit Botrytis cinerea. Die Beschreibung dieses Tests findet
sich bei Hiitter et al. (1965).

Inkubationstemperatur: 20°C.
Inkubationstemperatur: 24°C.
Inkubationstemperatur: 27°C.
Inkubationstemperatur: 37°C.

N
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Bestimmung des Wirkungsspektrums

1. Mit sporulierenden Pilzen: Die Testanordnung war fiir die Zygo-
mycetes die gleiche wie bei Kirst (1971). Mit den anderen Pilzen
wurde dhnlich verfahren, bei ihnen wurde die Hemmung des Mycel-
wachstums gemessen, bei Mucor hiemalis jedoch nur die Hemm-
zonen der Zygosporenbildung registriert. 2. Mit Pilzen, die nicht
oder schlecht sporulieren: Hier wurde ebenfalls die Methode von
Hiitter et al. (1965) verwendet, wobei bei Botrytis cinerea eine
Wachstumshemmung bereits nach 24 h abgelesen werden konnte,
wihrend bei den anderen Pilzen wesentlich ldngere Inkubations-
zeiten erforderlich waren. 3. Mit Saccharomyces cerevisiae und
Eremothecium ashbyi: Von den Organismen wurden Schiittel-
kulturen in Komplexmedium angesetzt, daraus je 1 m! (nach In-
kubation i{iber Nacht) entnommen, zu 100 m! auf 40°C ab-
gekiihlten Hefeagar gegeben und 17,5 ml-Portionen in sterile Petri-
schalen gegossen.

Bestimmung des Streptomyceten

Die Bestimmung des Streptomyceten Tii 901 erfolgte nach dem
Schliissel von Hiitter (1967). Die elektronenmikroskopischen Bilder
der Sporen (zur Untersuchung der Sporenoberfliche) wurden im
Mazx-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tiibingen, aufgenommen —
hierfiir sei an dieser Stelle gedankt.

Fermentation

Die folgenden Ziichtungsbedingungen fiir die Fermentation im 10 1-
MaBstab wurden eingehalten: Fermenter: Modell E-14, Fa. New
Brunswick Sc., New Brunswick, NJ., U.S.A.; Néhrlésung: 2%
Sojamehl, 29 Mannit; pH 7,5; Temperatur: 27°C; Impfmenge:
59%; Beliiftung: 21 Luft/min; Rihrer: 250 Umdrehungen/min;
Antischaummittel: 509, Aathanolische ~Polyollosung (wenige
Tropfen); Dauer: 4—5 Tage.

Aufarbeitung der Kulturlosungen

a) Vorklarung, unter Zusatz von 2% Hyflo-Super-Cel wurde ab-
gepreBt (Filterschicht C 150, Fa. Schenk, Schwabisch Gmiind).

b) Nachkldrung des Filtrates durch Filter U 1000 (Fa. Schenk,
Schwibisch Gmiind) mit Hilfe einer Filterpresse.

¢) Ionenaustausch-Chromatographie an Dowex 50 WX 4: Das
auf pH 4 eingestellte Kulturfiltrat wurde auf die Sdule gegeben,
bis zur volligen Entfirbung mit entionisiertem Wasser gewaschen
und die Aktivitit mit 0,01 M Ammoniak eluiert.

d) Ionenaustausch-Chromatographie an Amberlite 252: Das

Eluat der Dowex-Chromatographie wurde am Rotationsverdampfer
vom Ammoniak befreit, auf pH 4 angesduert und auf die Siule
gegeben. Nach ausgiebigem Waschen wurde mit 0,05 M Ammoniak
eluiert. .
e) Ionenaustausch-Chromatographie an SP-Sephadex C-25:
Das Eluat der Amberlite-Chromatographie wurde am Rotations-
verdampfer vom Ammoniak befreit, auf pH 4 angesiuert und auf
die Séule gegeben. Nach Waschen mit entionisiertem Wasser und
0,01 M Pyridin-Acetat-Puffer (pH 4,7) wurde mit 0,02 M Pyridin-
Acetat-Puffer (pH 4,7) eluiert. Der Aktivitdtsverlauf in den Frak-
tionen wurde mit der Absorption bei 280 nm (LKB Uvicord) ver-
glichen.

f) Gel-Chromatographie an Bio-Gel P 2 (200 —400 mesh): Das
Eluat der Sephadex-Chromatographie wurde am Rotationsver-
dampfer auf ein sehr kleines Volumen eingeengt, auf die Saule
gegeben und mit entionisiertem Wasser eluiert. Der Aktivitéts-
verlauf in den Fraktionen wurde mit der Absorption bei 280 nm
(LKB Uvicord) verglichen.
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g) Zur Reinisolierung wurde das unter {) erhaltene Produkt an
einer Aminex AG 50 WX 4-Séule weiter gereinigt. Hierzu wurde
das Produkt in 0,1 M Pyridinacetat-Puffer, pH 2,8, auf die Siule
aufgetragen und mit einem linearen Gradienten von 300 ml 0,1 M
Pyridinacetat-Puffer, pH 2,8 und 300 ml 1,5 M Pyridinacetat-Puffer,
pH 5,6, eluiert. Die biologisch aktiven Fraktionen wurden gefrier-
getrocknet und an einer Cellulosesdule mit einem Propanol/Wasser-
Gemisch (8:2) chromatographiert.

Stabilitdtstest

Es wurden Pufferiésungen (Citrat/HCI, resp. Phosphatpuffer) von
pH 3,4, 5, 6,7, 8 und 9 hergestellt und von dem Antibioticum soviel
eingewogen, dafB jede Losung 0,1 mg/ml enthielt. Die verschiedenen
Losungen wurden in zwei Ansdtzen, einmal bei 4°C und einmal
bei 20°C, aufbewahrt und 2 Wochen lang tiglich auf ihre anti-
biotische Aktivititen getestet.

Derivate fiir die Massenspektrometrie

a) Trimethylsilyl-Derivat (Bayer et al., 1972): 100 pg Antibioticum
oder eine entsprechende Menge Hydrolysat wurden in 100 pl Bis-
(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA, Regis Chem. Comp.,
U.S.A.) 1 h bei 100°C im Trockenschrank erhitzt. Danach wurde
die Losung gas-chromatographisch und massenspektrometrisch
untersucht.

b) Perdeuterio-trimethylsilyl-Derivat (McCloskey et al., 1968):
Analog zu a) unter Verwendung von 100 pl Perdeuterio-bis-(tri-
methylsilyl)-acetamid (Sharp u. Dohme, Miinchen).

¢) Veresterung und Trimethylsilylierung: Eine Losung von
100 pm Nikkomycin in 0,5 mi HCl/Methanol (1,25 N) wurde 1 h
bei 100°C erhitzt. Danach wurde das Losungsmittel mit Stickstoff
abgeblasen und der Rickstand nach Zugabe von 100 ul BSTFA
1 h bei 100°C erhitzt. Diese Losung wurde fiir die GC/MS-Unter-
suchung verwendet.

d) Methylierung mit Diazomethan: 100 pg Nikkomycin bzw.
Hydrolysat wurden in 100 pl Methanol geldst, mit einem Uber-
schuB an frisch destillierter dtherischer Diazomethanlésung versetzt
und dann sofort im Stickstoffstrom eingedampft und massen-
spektrometrisch untersucht.

e) Trifluoracetylierung und Methylierung mit HCl/Methanol:
100 pg Antibioticum oder eine entsprechende Menge Hydrolysat
wurden entsprechend wie unter ¢) verestert. Die Trifluoracety-
lierung wurde analog zu d) durchgefiihrt.

Hydprolysen. a) Totalhydrolyse von Nikkomycin wurde in 6 N HCI
bei 110°C wihrend 20 h durchgefiihrt. Zur Partialhydrolyse wurde
Nikkomycin b) 48 h mit 12 N HCI bei 37°C behandelt bzw. ¢) mit
1 N Trifluoressigsdure versetzt und 1h bei 100°C erhitzt. Die
priparative Isolierung ninhydrin-positiver Spaltprodukte (Sub-
stanzI und II, s. Abb.1) aus den Hydrolysaten geschah durch
chromatographische Trennung an Beckman M-72-Kationenaus-
tauscher mit einem linearen Gradienten von 300 ml 0,1 M Pyridin-
acetat-Puffer, pH 2,8 und 300 mi 1,5 M Pyridinacetat-Puffer, pH 5,6.

Diinnschicht- und Papier-Chromatographie. Verwendet wurden Alu-
folien Kieselgel mit Schichtdicke 0,25 mm der Fa. Merck, Darm-
stadt, sowie Papierstreifen (MN 212, Fa. Macherey, Nagel & Co.,
Diiren). Die Lokalisierung der aktiven Substanz geschah cinmal
durch den chemischen Nachweis mit Ninhydrin-Spriithreagens,
zum anderen durch Bioautographie.

Papierelektrophorese. Es wurden Papierstreifen (wie oben) von 3 cm
Breite und 10 cm Lénge geschnitten und eine Niederspannungs-
elektrophorese (140 V; 1 h) mit einer einfachen Trennkammer der
Fa. Serva, Heidelberg, durchgefiihrt. Zur Lokalisierung der Sub-
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Nikkomycin

6 N HC1 1 N TFACH 1,25 N HCl/CH3OH

Substanz I Substanz I Substanz IV

Uracil Substanz II
3-Hydroxypyridin
3-Hydroxy-pyridin~ 3 N HC1

6-carbonsdure

Uracil
Substanz III

Abb.1. Abbauschema von Nikkomycin

stanz wurden die Papierstreifen der Lange nach halbiert und zum
einen mit Ninhydrin behandelt, zum anderen der Bioautographie
unterworfen.

Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin, Uracil,
Isoleucin und N-Acetyl-p-glucosamin in Zellen
von Mucor hiemalis( + )

Erlenmeyerkolben (50 ml; 1 seitl. Einstich; 10 ml synthetische Nahr-
16sung) wurden mit Sporen von Mucor hiemalis(+) beimpft (End-
titer ca. 10% Sporen/ml) und 10 h auf einer rotierenden Schiittel-
maschine bei 20°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der
radioaktiven Vorstufen der jeweils zu untersuchenden Makro-
molekiilsynthese (Zeitpunkt 0 = Versuchsbeginn). Die Kolben ent-
hielten auBerdem 50 pg Oxytetracyclin/ml. Zur Priifung der DNS-
Synthese wurde der Vorkultur *C-Thymidin zugegeben: 10 ug
(2,5 uCi).

Die RNS-Synthese wurde mit Hilfe von **C-Uracil untersucht.
Zu der Vorkultur kamen 4,7 ug (2,5 pCi) markiertes sowie 47 pg
unmarkiertes Uracil.

Die Proteinsynthese konnte mit *C-Isoleucin kontrolliert
werden: Zugabe 33 ug (2,5 pCi).

Der Einbau von 3H-N-Acetyl-D-glucosamin sollte auf die
Chitinsynthese schlieBen lassen. 6,5 ug (20 uCi) der markierten
und 650 pg der unmarkierten Vorstufe wurden eingesetzt. Die
Durchfiihrung der Versuche zur DNS-, RNS- und Proteinsynthese
erfolgte nach Siddhikol et al. (1969), verindert nach Wolf (1971).

30 min nach Zugabe der radioaktiven Vorstufen wurden bei
allen Versuchen (3 Kolben/Ansatz) die zu priifenden Antibiotica
zugesetzt. Neben Nikkomycin (Endkonzentration 0,5 pg/ml) wurde
Cycloheximid (10 pg/ml) verwendet. Dazu blieb ein Kolben je
Versuchsansatz zur Kontrolle ohne Antibioticum. Zu den an-
gegebenen Zeiten wurden aus allen Kolben 0,5 ml der Kultur ent-
nommen und fiir die Priifung der DNS-, RNS- und Protein-
synthese wie folgt behandelt. Die einzelnen Proben wurden in
0,5 mi eiskalte Trichloressigsdure (79) pipettiert und die Aus-
fallung auf Membranfiltern (SM 11306, Porenweite 0,45y, 25 mm ¢,
Fa. Satorius Membranfilter, Géttingen) durch Absaugen erhalten.
Die zur Priifung der Chitinsynthese entnommenen 0,5 ml-Proben
kamen in 0,5ml 5% KOH. Diese Suspensionen wurden 4h in
cinem Wasserbad bei 95°C erhitzt und anschlieBend durch Mem-
branfilter gesaugt. Der Niederschlag auf den Filtern wurde zunéchst
mit 2% Essigsdure, dann mit entionisiertem Wasser gewaschen.
Diese Methode (Fuller u. Barshad, 1960) erlaubt es, lediglich aus
Cellulose und Chitin bestehendes Zellwandmaterial zu erhalten.
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Die an der Luft getrockneten Membranfilter wurden mit 5 ml
Szintillationsfliissigkeit (4 g Diphenyloxazol auf 11 Toluol) ver-
setzt. In einem Szintillationsspektrometer Mark II (Fa. Nuclear
Chicago, Des Plaines, U.S.A.) konnte die Radioaktivitat des je-
weiligen Niederschlags gemessen werden.

Chitinsynthese in vitro

1. Bereitung der partikuldren Chitinsynthetasesuspension: Ein
500 ml-Erlenmeyerkolben (1 seitl. Einstich) mit 100 ml synthetischer
Néhrlésung wurde mit Sporen von Mucor hiemalis(+) beimpft
(Endtiter ca. 10°) und 14 h bei 20° C auf einer rotierenden Schiittel-
maschine inkubiert. Danach wurden die Zellen durch Abnutschen
auf einer Glasfritte gewonnen und mit 50 mM Kaliumdihydrogen-
phosphatpuffer, pH 6,5 gewaschen, der zusétzlich 10 mM MgCl,
enthielt. Die Suspension wurde nun bei 2000 xg 10 min zentri-
fugiert. Die Zellen des Zentrifugats wurden durch Einfrieren und
Auftauen zerstort (McMurrough et al., 1971), mit eiskaltem 25 mM
KH,PO,-KOH-Puffer (pH 6,5), der 5 mM MgCl, enthielt, versetzt
und anschlieBend unter Kithlung mit einem Potter-Stempel homo-
genisiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen. Die Zelltriimmer wurden noch einmal der Homogeni-
sation und Zentrifugation unterzogen und schlieBlich in 10 ml des
25 mM KH,PO,-KOH-Puffers (pH 6,5; 5 mM MgCl,) suspendiert.
Diese partikuldre Chitinsynthetasesuspension wurde in dem folgen-
den Versuch eingesetzt.

2. Enzymatischer Test: Ein Versuchsansatz enthielt in 25 mM
KH,PO,-KOH-Puffer (pH 6,5; 5 mM MgCl,) 20 mM N-Acetyl-
D-glucosamin und 0,4 mM ATP. UDP-**C-N-acetyl-D-glucosamin
und Nikkomycin wurden, wie im Ergebnisteil beschrieben, zu-
gegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,2 ml der parti-
kuldren Chitinsynthetasesuspension bei 20°C gestartet. Das Volumen
eines Versuchsansatzes betrug 0,5 ml.

McMurrough u. Bartnicki-Garcia haben 1971 gefunden, dal
freies N-Acetyl-D-glucosamin die Chitinsynthetase aus Mucor hie-
malis spezifisch aktiviert und die Aktivierung als allosterischer
Effekt angesehen werden kann. Diese Tatsache wurde wie bei
Bartnicki-Garcia u. Lippman (1972) beriicksichtigt.

Durch Zugabe von 0,2 ml 10 % Trichloressigsdure konnte die
Reaktion gestoppt werden. Der entstandene Niederschlag wurde
durch Abnutschen auf einem Membranfilter (Porenweite 0,45 p,
25 mm @) gewonnen, mit 0,2 N NaOH gewaschen und anschlieBend
seine Radioaktivitdt bestimmt.

ERGEBNISSE
Beschreibung des Organismus

Der Stamm Tii 901 gehort zur Gattung Streptomyces
und ist durch folgende Eigenschaften gekennzeichnet:
a) Die Sporen sind ellipsoid. Sie haben die GroBe
von 0,4—0,6 x1,2— 1,4 p und eine glatte Oberfliche.
b) Die Farbe des Luftmycels ist zu Anfang kreide-
weil, im ausgereiften Zustand aschgrau (cinereus).
c) Die Sporenketten sind monopodial verzweigt
und in lockeren Schrauben und Schlingen angeordnet.
d) Auf Pepton-Eisen-Agar wurde bei 27°C ein
schwarzes Pigment gebildet. Der Stamm ist chromogen.
Die zusammengefaBBten Bestimmungsmerkmale
identifizieren den Stamm Ti 901 als zur Art Strepto-
myces tendae Ettlinger gehdrend.
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Fermentation und Isolierung

Die Fermentation wurde unter den im Abschnitt
,,Materialund Methoden* beschriebenen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Bildung des Nikkomycins beginnt
parallel mit der Mycelbildung und erreicht nach
5 Tagen ein Maximum, das liber weitere 2 Tage er-
halten bleibt. Die mit Hilfe von Mucor hiemalis(—/+)
bestimmte Nikkomycinkonzentration in der Kultur
errcichte max. 400 mg/l. Die Aufarbeitung via Filtra-
tion, Ionenaustausch-Chromatographie an Dowex
50WX4, Amberlite 252 und zweimalige Gel-Chro-
matographie an Bio-Gel P-2 ergab allerdings nur eine
Endausbeute von 149, bei einer Reinheit von 70— 809,
Die aus diesem Produkt durch Chromatographie an
Aminex 50 WX 4 und anschlieBend an Cellulose er-
haltene aktive Fraktion zeigte im Plattendiffusionstest
maximale Aktivitit und erwies sich bei der Diinn-
schichtchromatographie in neutralen FlieBmitteln als
einheitlich.

Eigenschaften des Antibioticums

Nikkomycin ist eine farblose, in Wasser und Pyridin
sehr gut 16sliche, in den sonstigen iiblichen organischen
Ldsungsmitteln unldsliche Substanz. Es zeigt eine
positive Reaktion mit Ninhydrin, Natriummetaper-
jodat-Benzidin und Kaliumpermanganat. Mit Eisen-
(IT1)-chlorid erhdlt man eine Gelbfarbung. Bei der
Diinnschichtchromatographie von Nikkomycin treten
in allen verwendeten FlieBmitteln, die Essigsdure ent-
hielten, drei Ninhydrin-positive Flecken auf, wobei
jeweils nur ein Fleck mit der im Bioautogramm aktiven
Substanz korrespondiert. Diese Tatsache konnte auf
die Labilitit des Antibioticums in essigsaurer Losung
zuriickgefithrt werden. In neutralen FlieBmitteln zeigt
sich jeweils nur ein Ninhydrin-positiver Fleck (Tab.1).
Im automatischen Aminosiureanalysator wird
Nikkomycin mit einem Volumen ecluiert, das dem
Elutionsvolumen von Leucin entspricht.

Papierelektrophorese

Das Antibioticum ist amphoter. Um den pH-Wert
von 6 ist die Wanderungsstrecke klein; hier diirfte
der isoelektrische Punkt liegen. Das Verhalten Nikko-
mycins bei der Elektrophorese zeigt Tabelle 2.

Elementaranalyse

Die Elementaranalyse von Nikkomycin ergab fol-
gende Werte: C48,21; H 5,08; N 13,58; O 31,58.
Daraus errechnet sich eine Elementarzusammen-
setzung von C,H;NO,. Kryoskopisch wurde das
Molekulargewicht mit 404 bestimmt. Die hier vor-
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Tabelle 1. R -Werte von Nikkomycin. Nur der Fleck R, zcigt biologische Aktivitdt. Die Substanz mit Ry; entspricht der Substanz I

und die mit R, der Substanz II (s. Abschnitt ,.Strukturaufklérung™)

FlieBmittel Schichtmaterial R,y Ry, R
Athanol/Eisessig/Wasser (4:1:1) Cellulose 0,1 0,3 0,5
Propanol/Wasser (8:2) Cellulose 0,36
Butanol/Eisessig/Wasser (3:1:1) Kieselgel 0,05 0,1 0,15
Butanol/Eisessig/Pyridin/Wasser (42:4:24:30) Kieselgel 0,35 0,45 0,55 -
Butanol/Pyridin/Wasser (1:1:1) Kieselgel 0,4
Propanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (15:10:3:12) Kieselgel 0,6 0,7 0,75

geschlagene Struktur fiir Nikkomycin entspricht je-
doch dem Molekulargewicht von 495 und der Formel
CyoH,5Ns0,5 = (C,HsNO,)s. Die daraus errechnete
Elementarzusammensetzung ergibt: C 48,49; H 5,09;
N 14,14; O 32,29. Abbildung 2 zeigt das UV-Spektrum
und Abbildung 3 das IR-Spektrum des Nikkomycins.

Stabilitdt

Das Antibioticum ist im Bereich von pH 3—9 bet
4°C und 20°C stabil. Es wurden téglich bei den an-
gegebenen Bedingungen Plattendiffusionstests durch-
gefiihrt. Dabei konnte wiahrend 14 Tagen kein Aktivi-
tiatsverlust des Antibioticums in den Pufferlésungen
festgestellt werden. Bei pH-Werten unter 3 ist Nikko-
mycin weniger stabil.

Untersuchung der Hydrolysate des Antibioticums

Nach 20stiindigem Erhitzen des Antibioticums in 6 N
HCI bei 110°C ergab eine Untersuchung des Hydro-
lysats, nach Abtrennung eines schwarzen Nieder-
schlags, im automatischen Aminosiureanalysator
neben einer auffallend groBen Menge Ammoniak drei
Ninhydrin-positive Substanzen. Ein Peak wies das
Elutionsvolumen von Glycin auf und wurde auch als
solches identifiziert, die beiden anderen wurden als
unvollstindig aufgeldster Doppelpeak mit der Elu-
tionszeit von Tyrosin und Phenylalanin eluiert (Abb.4).
Die dem Doppelpeak entsprechende Substanz [ wurde
durch priparative Chromatographie des Hydrolysats
an Beckman M-72 mit Pyridinacetat-Puffer isoliert.
Dabei wurde auBerdem im Ausschluvolumen der
Siule 3-Hydroxy-6-pyridincarbonsdure eluiert. Durch
Untersuchung des Hydrolysats mit GC/MS konnte
neben den erwihnten Komponenten noch Uracil und
3-Hydroxypyridin nachgewiesen werden.

Nach 1stiindigem Behandeln von Nikkomycin mit
1 N Trifluoressigsdure bei 100°C zeigte die Unter-
suchung im automatischen Aminosiureanalysator
neben dem der Substanz I entsprechenden Doppelpeak
eine weitere Ninhydrin-positive Substanz mit einem

Tabelle 2. Laufstrecken Nikkomycins bei der Papierelektrophorese
in Abhingigkeit von den pH-Werten der Puffersysteme

Puffer pH Zeit Laufstrecke
(min) (mm)

Pyridin-Eisessig 3,9 60 - 12
Pyridin-Eisessig 6,1 60 — 1
Veronal 8,9 60 + 16

2 -
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Abb.2. UV-Spektrum von Nikkomycin; aufgenommen in 0,1 N
HCI (@) und 0,1 N NaOH (b)

etwas kleineren Elutionsvolumen als Asparaginsiure.
Diese im folgenden als Substanz I bezeichnete Ver-
bindung wurde ebenfalls durch praparative Chromato-
graphie des Hydrolysats an Beckman M-72 mit Py-
ridinacetat-Puffer isoliert. Im Laufe von Derivati-
sierungsreaktionen fiir die massenspektrometrische
Untersuchung wurden weitere acidolytische Spalt-
produkte erhalten. Abbildung 1 zeigt das Produkt-
schema, das auf diese Weise erhalten wurde.
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Abb.3. IR-Spektrum von Nikkomyecin;
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Abb.5. Massenspektrum des TMS-Derivates der Substanz I

Strukturaufkldrung dez( Substanz I (unbek. AS)

Durch Umsetzung mit Bis-trimethylsilyl-trifluoracet-
amid (BSTFA) erhilt man ein fliichtiges TMS-Derivat
der Substanz I, das sich durch kombinierte Gas-
Chromatographie und Massenspektrometrie (GC/
MS) charakterisieren 148t. Das Massenspektrum ergab
einen Molekiilpeak bei m/e 514 (Abb.5). Die Inter-
pretation des Spektrums erfoigte durch Vergleich mit
den Spektren des Perdeuterio-TMS-Derivates (Ta-
bellen 3 und 4) und des TMS-Derivates des Methyl-

esters von Substanz I, sowie durch exakte Massen-
bestimmung einzelner Fragment-Ionen mit Hoch-
auflosungs-Massenspektrometriec. Die Zuordnung
stiitzt sich dabei auf die durch die mit Substituenten
bzw. Isotopen markierten funktionellen Gruppen ver-
ursachten Verschiebungen in den Massenzahlen der
Spektren.

Die Massenzahl des Molekiil-Ions ist beim TMSd,-
Derivat um 36 Masseneinheiten nach m/e 550 ver-
schoben, woraus sich die Gegenwart von 4 TMS-
Gruppen und das Molekulargewicht 226 fiir Substanz I
ermitteln 1a8t. Konsistent damit ist das Molekular-
gewicht 456 des trimethylsilylierten Methylesters von
I; die Massendifferenz von 58 gegeniiber dem TMS-
Derivat 186t auf die Gegenwart einer Carboxylgruppe
schlieBen.

Die a-Aminosdurestruktur geht aus dem Fragment-
Ton m/e 218 im Spektrum des TMS-Derivats (Abb. 5)
hervor, das im Falle des Methylesters nach m/e 160
verschoben ist. Fragmentierungen, die unter Ab-
spaltung von Molekiilteilen verlaufen, die die Ester-
gruppe enthalten, z.B. M-COOR zu m/e 397 und
M-TMS—NH —CH —COOR zu m/e 296 ergeben da-
gegen keine Verschiebung. Die Fragmentierungen von
m/e 499 nach m/e 409 (m* = 335,5) und m/e 397 nach
307 (m* = 238,0) erkldren sich aus Eliminierungen
von Trimethylsilylalkohol, was fiir die Gegenwart
einer aliphatischen Hydroxylgruppe spricht.

Die exakte Massenbestimmung durch Hochauf-
16sungs-Massenspektrometrie (Tabelle 3) ergibt fiir
m/e 397 die Summenformel C,4H3,N,0;Si;, fiir m/e
307 die Summenformel C;sH,,N,0S8i, (397-TMSOH).
Fiir das Molekiil-Ton (397 + COOTMS) ergibt sich
somit die Summenformel C,,H,;sN,0,Si, und nach
Abzug der eingefiihrten TMS-Gruppen fiir die Sub-
stanz I die Summenformel C;,H4N,0,.

Als Basispeak tritt im Massenspektrum des TMS-
Derivates das Ion m/e 269 auf, das die Elementar-
zusammensetzung C,,H;3NO,Si, hat und direkt aus
dem Molekiil-Ton unter Abspaltung des Molekiilteils
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Tabelle 3. Interpretation der wichtigsten Ionen in den Massenspektren der TMS-Derivate von Substanz I

TMS- Massenzahl (m/e) TMSd, TMS/OMe Interpretation
Derivat Exakte Masse/Summenformel
514 - 550 456 M
499 — 532 441 M-CH;3
409 — 433 409 M-~(CH,; + ROH)*
397 C,sH3,N,0,81,, gem. 397, 2171, ber. 397, 2163 424 397 M-COOR
307 C,5H,,N,08i,, gem. 307, 1663, ber. 307, 1663 325 307 M-~(TMSOH + COOR)
296 — 314 296 M-RMS~NH—-CH-COOR
269 C,.H,3NO,Si,, gem. 269, 1261, ber. 269, 1267 287 269 M-CH; -CH=C-COOR
NH-TMS
253 - 268 253 269-CH,
218 - 236 160 TMS-NH=CH-COOR
H
166 — — 166 TMSO Y | H
H SN

a R = -TMS, —CH,.

Tabeile 4. Interpretation der wichtigsten Ionen im Massenspektrum
der Substanz I nach Veresterung und Trifluoracetylierung

Massenzahl  Interpretation Ubergangs-
(m/e) signal m*
528 M
509 M-F
497 M-OCH,
469 497-CO 442
459 M-CF, 397
443 M-(COOCH; + HCN)
415 M-TFAO
414 M-TFAOH
383 415-CH,OH 354
355 469-TFAOH 270
383-CO 329
344 M-TFA —NH—CH— COOCH,4
317 M-CH;-CH=C-COOCH,
NHTFA
301 M-(TFAOH + TFAO)
230 344-TFAOH 153,5
220 317-TFA

190 TFA-0O ‘ S
N/

entsteht (m* = 141), der die Estergruppe und die
a-Aminogruppe enthdlt. Diese fiir o-Aminosiuren
ungewohnliche Fragmentierung a8t sich mit der
Gegenwart einer Partialstruktur erkldren, welche be-

vorzugt die positive Ladung stabilisieren kann, wie
dies bei Aromaten und Heterocyclen der Fall ist. Fiir
das Ton m/e 269 wird die Struktur 1 angenommen.

RO~
Q-CHrom

Zur weiteren Charakterisierung der funktionellen
Gruppen der Substanz I wurden verschiedene spezi-
fische Derivatisierungsreaktionen durchgefiihrt und
die erhaltenen fliichtigen Derivate mit GC/MS unter-
sucht. Setzt man die Aminosdure vor der Silylierung
mit Diazomethan um, so wird neben der Carboxyl-
gruppe eine weitere funktionelle Gruppe methyliert
(M™* = m/e 398). Dabei beobachtet man beim Basis-
peak eine Massenverschiebung von m/e 269 nach m/e
211, woraus auf die Methylierung einer sauren Hy-
droxylgruppe an einem aromatischen oder hetero-
cyclischen System geschlossen werden kann.

Das Massenspektrum des Trifluoracetylderivates
des Methylesters von I (Abb. 6) 148t sich unter Beriick-
sichtigung der bisherigen Erkenntnisse ebenfalls mit
der angenommenen Struktur vereinbaren (Tabelle 4).
Die aliphatische Hydroxylgruppe wird durch die
Eliminierung von Trifluoressigsiure aus verschiedenen
Fragment-lonen belegt (m/e 469 — m/e 355, m*
=270,0; m/e 344 - m/e 230, m* = 153,5). Das inten-
sive Fragment-Ton bei m/e 317 entspricht dem Basis-
peak m/e 269 im Massenspektrum des TMS-Derivates
und enthilt zwei TFA-Gruppen.

+ mfe 269 R,;=R,=TMS
m/e 211 R,=CHj; R,=TMS
m/e 317 R,=R,=TFA
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Abb.6. Massenspektrum des Trifluoracetylderivates des
Methylesters der Substanz I

Im Gas-Chromatogramm des TFA-Derivates von I
fallt auf, daB neben einem Hauptpeak 3 weitere
Banden auftreten, die sich in ihren Massenspektren
nur durch geringe Intensitdtsabweichungen unter-
scheiden. Es handelt sich dabei um 4 Diastereomere,
die voneinander abgetrennt werden und auf die
Gegenwart von mindestens 2 chiralen Zentren
schlieBen lassen. Als wichtigstes Nebenprodukt im
Gas-Chromatogramm tritt aulerdem ein Produkt mit
Molekulargewicht 414 auf, das sich anscheinend aus
dem Hauptprodukt (MG 528) durch Eliminierung
eines Trifluoressigsdure-Molekiils bildet und auf die
Gegenwart einer aliphatischen Hydroxylgruppe
schlieBen 14Bt. Tm Massenspektrum dieser Substanz
fallt ein intensives Ion bei m/e 399 (M-15) auf, was
als Hinweis auf eine Methylverzweigung interpretiert
werden muB.

Die erheblich gréBere Hydrolysestabilitit von N-
TFA-Gruppen gegeniiber O-TFA-Gruppen 1406t sich
analytisch ausniitzen. Behandlung des TFA-Derivates
von I mit Wasser (10 min bei 100°C) fiihrt zu einer
vollstdndigen Verseifung der O-TFA-Gruppen (Wey-
gand u. Rinno, 1959). Die anschlieBend durch-
gefiihrte Silylierung ergibt ein Derivat, das nur noch
1 N-TFA-Gruppe aber 2 O-TMS-Gruppen enthélt
(MG 480). Dieses Produkt wurde nach der massen-
spektrometrischen Untersuchung erneut mit Wasser
(10 min bei 100°C) behandelt. Dabei werden die
O-TMS-Gruppen verseift. Nach Trocknen der Probe
wurde das TMSd,-Derivat hergestellt, dessen Massen-
spektrum einen Molekiilpeak bei m/e 498 aufweist.
In diesem Spektrum tritt neben einem zu erwartenden
M-18-Ion (M-CD3) ein M-15-Ion auf. Auch hier kann
die Erklarung nur in' ciner Methylverzweigung im
Molekiil zu suchen sein.

Nach dem Nachweis einer Carboxylgruppe, einer
Aminogruppe, einer aromatischen und einer alipha-
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tischen Hydroxylgruppe, sowie einer Methylgruppe
und unter Beriicksichtigung der durch Hochauf-
16sungs-Massenspektrometrie bestimmten Summen-
formel ergibt sich die Struktur 2:

HO\(l (,jH3
XN C|H —CH —C|H ~COOH
OH NH,
2

Einzelne Elemente der fiir die SubstanzI vor-
geschlagenen Struktur sind im Protonenresonanz-
spektrum des Nikkomycins erkennbar und stimmen
mit dem Strukturvorschlag iiberein.

1. CH3;—CH: Auftreten eines Dubletts bei 0,63 ppm
mit J = 6 Hz. Aus der chemischen Verschiebung 148t
sich ableiten, daB die Methylgruppe weder zu einer
Carbonylgruppe noch zu einem Aromatenin e-Stellung
steht.

2. Substitution am Pyridinring: Aus der Aufspal-
tung der drei Ringprotonen am Pyridinring (Jag
= 8§ Hz, Jgx = 1—2 Hz) 1406t sich ableiten, daB das
isoliert stehende Proton (X) aufgrund der chemischen
Verschiebung (8,1 ppm) dem N-Atom benachbart sein
muB; die Protonen des AB-Teils (7,0— 7,35 ppm) sind
in - bzw. y-Stellung zum N-Atom.

Wir diirfen damit die Struktur dieser bisher weder
in der Natur noch als Syntheseprodukt beschriebenen
a-Aminosdure als gesichert ansehen, wobei es den
Anschein hat, als ob sie vom Produzenten nicht in
sterisch einheitlicher Form produziert wird.

Struktur der Substanzen II und IIT

Behandelt man Nikkomycin mit 1 N Trifluoressig-
sdure bei 100°C, so erhilt man bei diinnschicht-
chromatographischen Untersuchungen der Spalt-
produkte auf Cellulose-Fertigplatten (Merck) im
Losungsmittelsystem Athanol/Eisessig/Wasser (4:1:1)
nach dem Besprithen mit Ninhydrinldsung neben dem
Fleck der SubstanzI (R, 0.5) einen weiteren Fleck
(R, 0,1). Entsprechend wird auch bei der Aminoséure-
analyse der Spaltprodukte neben Substanz I ein Peak
im Bereich der sauren Aminosduren beobachtet. Die
Isolierung dieser Substanz I gelang durch préparative
Ionenaustauscher-Chromatographie an Beckman
M-72 mit 0,1 M Pyridin-Acetat-Puffer, pH 2,8.

Das Massenspektrum der Substanz IT nach Ver-
esterung mit methanolischer HCI und Trifluoracety-
lierung ist in Abbildung 7 wiedergegeben. Es weist
ein Molekiil-Ton bei m/e 589 auf. Zur Bestimmung
der Anzahl der eingefiihrten TFA-Gruppen wurde ein
entsprechendes Pentafluorpropionylderivat (PFP) her-
gestellt. Dabei verschiebt sich die Massenzahl des
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Abb.7. Massenspektrum der Substanz II
nach Veresterung mit methanolischer HCI und
Trifluoracetylierung
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Molekiil-Tons um 150 Masseneinheiten nach m/e 739,
womit die Aufnahme von drei Acylgruppen bewiesen
ist. Die Gegenwart einer Carboxylgruppe in Sub-
stanz I wird durch die Abspaltung von OCH; und
COOCH; im oberen Massenbereich angezeigt. Cha-
rakteristisch ist die Abspaltung von 111 Massen-
einheiten vom Molekiil-Ton nach m/e 478 beim TFA-
Derivat bzw. m/e 628 beim PFP-Derivat. Diese
Massendifferenz  entspricht dem Uracilrest. Uracil
wurde auch als TMS-Derivat im 6 N HCI-Hydrolysat
von Nikkomycin identifiziert. Die Fragmentierung
der Acylderivate von Substanz II verlduft vollig analog
zu der von Uridin und anderer Pyrimidin-Nucleoside
(Konig et al., 1971, 1972). Besonders wichtig ist das
Auftreten des Fragment-lons m/e 112, welches dem
einfach protonierten Uracilrest (B + H) entspricht.
Das Komplementarfragment des Masse 478 bzw. 628
entspricht einem dreifach acylierten Methylester eines
Amino-Uronsidure-Restes, wie dies die Struktur 3
wiedergibt.

0]

H;N\JE
H,cooc 07N

TFA-HN—-CH
0.

OFTA OTFA
3

Durch sukzessive Eliminierung von TFAOH bzw.
PFPOH entsteht daraus m/e 364 bzw. 464 und m/e 250
bzw. 300 und daraus durch Abspaltung des Carboxy-
methylrestes m/e 191 bzw. 241. Die 5'-Stellung der
Aminogruppe 148t sich aus dem Fragment-Ion m/e 405
bei TFA-Derivat bzw. 505 beim PFP-Derivat ableiten:

10.5
190
E TFA ETFA P
laos 1250
3N 5.0
12 251
k14 05
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Tabelle 5. Interpretation der wichtigsten Ionen in den Massen-

spektren der TMS-Derivate von Substanz I1T

Massenzahl Interpretation Uber-

(m/e) gangs-
signal m*

™S  TMSd,

553 - M

538 — M-CH,3

463 499 M-TMSOH

448 481 583-TMSOH 372

373 400 M-2 TMSOH

358 382 373-CH, 344

332 359 TMS-O—-CH=C-~CH-COOTMS

NH-TMS

283 301 M-3TMSOH

268 283 M-(3TMSOH + CH;)

204 222 TMS-O-CH=CH—-O0TMS

Mit dem C-Atom 5' wird gleichzeitig die Carboxy-
methyl- und die Acylaminogruppe abgespalten (s.
Tabelle 5).

Durch Eliminierung eines Trifluoressigsdure-
Molekiils aus m/e 405 entsteht das Fragment-Ion 291
(analog m/e 341 beim PFP-Derivat). Dieses Fragment-
Ion entspricht dem Ion B+ 180 bei Nucleosiden
(Konig et al., 1971, 1972, 1973). Das Fragment-lIon
m/e 251 bzw. 301 resultiert aus der Spaltung des
Nucleosid-Molekiils zwischen C-2° und C-3’ und
zwischen C-1' und O-4’ (B + 140) (Ko6nig et al., 1971,
1972).

Es war naheliegend, das Spektrum des TFA-
Derivates von Substanz II (4) mit dem entsprechenden
Derivat von Polyoxin C (5) (Isono et al., 1969) zu
vergleichen, das anstelle von Uracil 5-Hydroxymethyl-
uracil und einen 5-Amino-5-desoxy-Alluronsdure-Rest
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enthilt. Das Massenspektrum von Polyoxin C nach
Veresterung mit methanolischer Salzsdure und Tri-
fluoracetylierung weist Fragmentierungen auf, die
denen der Substanz IT vollig analog sind.

AufschluBreich ist ein Vergleich der bei Behand-
lung mit 3 N Salzsdure erhaltenen Spaltprodukte von
Substanz IT und Polyoxin C.

Im Gas-Chromatogramm der TMS-Derivate treten
jeweils 2 Komponenten aut: Uracil und Substanz 111
(Abb.8 und Tabelle 5) bzw. 5-Hydroxymethyluracil
und eine 5-Amino-5-desoxy-Hexuronsiure. Wahrend
Isono et al. (1969) fiir PolyoxinC zeigen konnte, dal3
sich die 5-Amino-5-desoxyuronsiure von der Allose
ableitet, konnte bisher nur nachgewiesen werden, daB3
die Substanz IIT zwar der 5-Amino-5-desoxyuron-
sdure aus Polyoxin C sehr ahnlich aber nicht damit
identisch ist. Die Massenspektren der TMS-Derivate
unterscheiden sich durch charakteristische Intensitéts-
unterschiede. Chemische Abbaureaktionen im pri-
parativen Maflstab werden ecrst nach Isolierung
groBBerer Mengen an Nikkomycin méglich sein.

0
Y R
cooy 07N
H,N—CH 4 (R=H)
0 5 (R=CH,OH)
OH OH

Interessant ist das Auftreten von zwei Neben-
produkten im Sdurehydrolysat von Nikkomycin. Die
beiden Verbindungen, 3-Hydroxypyridin (6} und
5-Hydroxypyridin-2-carbonséure (7),

HO Z HO 7 |
6 7

wurden in Form ihrer TMS- und TFA-Derivate durch
kombinierte GC/MS identifiziert. Es lag zunéchst die
Vermutung nahe, daB es sich bei diesen Nebenpro-
dukten um Zersetzungsprodukte aus der Amino-
sdure 2 handelt. Paulsen u. Méckel (1973) konnten
jedoch 7 als stabiles Reaktionsprodukt bei der Sdure-
behandlung von 5-Amino-5-desoxy-L-iduronsdure
nachweisen. Es ist also anzunechmen, daB sich 7 in
analoger Weise aus dem 5-Amino-5-desoxy-uronsdure-
Molekiil des Nikkomycins bildet. Das 3-Hydroxy-
pyridin (6) kénnte aus 7 durch Decarboxylierung ent-
stehen.
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Abb.8. Massenspektrum des TMS-Derivates der Substanz ITI

Struktur der Substanz 1V ( Peptid)

Der Versuch, das Gesamtmolekiil Nikkomycin nach
Herstellung eines fliichtigen Derivates massenspektro-
metrisch zu untersuchen, fithrte bisher nicht zum ge-
wiinschten Erfolg, ergab aber weitere Strukturhin-
weise. Die Derivate, die bei der Trimethylsilylierung
von Nikkomycin mit verschiedenen Silylierungsmit-
teln erhalten wurden, lieBen bei der Aufnahme von
Massenspektren nur Zersetzungsprodukte, z.B. das
Derivat von 2 erkennen. Nach der Methylierung von
Nikkomycin mit methanolischer Salzsdure und an-
schlieBender Acylierung mit Trifluoressigsdureanhy-
drid wurde das in Abbildung 9 dargestellte Massen-
spektrum erhalten.

Das Massenspektrum und das durch den Molekiil-
peak bei m/e 991 angezeigte Molekulargewicht 1406t
sich mit dem Trifluoracetylderivat des Dipeptids aus
der Aminosdure (Substanz ) und der Aminosdure
(Substanz IIT) vereinbaren (Struktur 8). Dabei bildet
offenbar die Aminosdure 2 den N-Terminus, was aus
den Fragment-Ionen der Massenzahl 497 und 469
eindeutig hervorgeht (s. Fragmentierungs-Schema,
Abb.9).

Der obere Massenbereich wird durch die Fragmen-
tierung des Zuckerderivates bestimmt (Konig et al,,
1973), wobei nach Abspaltung eines CF;COO-Radi-
kals zu m/e 878 nacheinander mehrere Trifluoressig-
sduremolekiile eliminiert werden:

m/e 878=""%, m/e 764 =~ m/e 650 > m/e 536.

Im Massenbereich unter m/e 500 iiberlagern sich
die Fragmentierungen der Aminosdure 2 (m/e 497,
469, 355, 344, 317, 230, 220, s. Tabelle 4) und der
Aminouronsiure (m/e 364, 251, 191). Unter den Be-
dingungen der Derivatbildung wird offenbar die
N-glycosidische Bindung zwischen Uracil und Amino-
uronsiure weitgehend gespalten. Aus den sich iiber-
lappenden Struktureinheiten des Nucleosidderivates 6
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Abb.9. Massenspektrum der Substanz,
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Vom reinsten Praparat Nikkomycins wurden durch Konz. {mgfml)

eine Verdiinnungsreihe Losungen mit verschiedenen
Konzentrationen hergestellt. Alle so erhaltenen Lo-
sungen wurden im Plattendiffusionstest auf ihre anti-
biotischen Aktivititen gepriift. Abbildung 10 zeigt die
Eichkurve fiir Mucor hiemalis(+/—). Zusétzlich sind

Abb.10. Abhéngigkeit des Hemmhofdurchmessers von dem de-
kadischen Logarithmus der Nikkomycinkonzentration. Hemmung
der Zygosporenbildung bei Mucor hiemalis(+/—) (A——A).
Hemmung des Luftmycelwachstums bei Mucor hiemalis(+)
({O—) und (-) (O——0)
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Tabelle 6. Minimale Hemmkonzentration {(MHK) Nikkomycins
im Plattendiffusionstest. T = Testanordnung (s. Methodenteil,
1—3); K = Keulenbildung (+ soweit beobachtet)

Organismus T K MHK
(ng/ml)
Oomycetes 2,
Aphanomyces stellatus > 100
Phytophthora infestans > 100
Pythium debaryanum > 100
Saprolegnia asterophora > 100
Sapromyces elongatus > 100
Zygomycetes 1.
Basidiobolus microsporus 10
Mortierella isabellina 10
Mucor hiemalis(+) . 1
Mucor hiemalis(—) 5
Phycomyces blakesleeanus(+) 10
Phycomyces blakesleeanus(—) 50
Rhizopus circinans(+) 1
Rhizopus circinans(—) 1
Ascomycetes und Deuteromycetes
Euascomycetidae 1.
Aspergillus fumigatus : 100
Microsporum gypseum > 100
Helotiales 2.
Botrytis cinerea + 5
Sclerotinia fructicola + 10
Moniliales 2.
Thielaviopsis basicola + 10
Melanconiales
Fusarium larvarum 1. 50
Fusarium oxysporum 1. 10
Colletotrichum trifolii 2. + 5
Pseudosphaeriales 2.
Cercospora beticola + 5
Endomycetidae
Endomycetales 3.
Eremothecium ashbyi > 100
Saccharomyces cerevisiae 100
Basidiomycetes
Ustilago maydis 3. 50
Rhizoctonia solani 2. + 10

die Hemmbhofdurchmesser des Luftmycelwachstums
fiir den (+)- und (—)-Stamm getrennt in Eichkurven
dargestellt. Es fallt einerseits die unterschiedliche
Empfindlichkeit der beiden Stdmme untereinander
auf, als auch die groBere Empfindlichkeit der Hem-
mung der Zygosporenbildung gegeniiber der Hem-
mung der Luftmycelien.

Wirkungsspektrum

Es wurde versucht, mit den Organismen fiir das
Wirkungsspektrum einen Querschnitt durch das
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System der Pilze zu ziehen (Tabelle 6). Bakterien,
gram-negative und gram-positive, waren gegen Nikko-
mycin unempfindlich.

Einflupp Nikkomycins auf die DNS-, RNS-, Protein-
und Chitinsynthese in vivo

Bei den Ergebnissen der Einbauversuche mit radio-
aktiven Vorstufen der DNS-, RNS- und Protein-
synthese gilt zu bedenken, daB lediglich die Radio-
aktivitdt des mit kalter Trichloressigsdure fallbaren
Materials gemessen wurde. Mdgliche Storeffekte, wie
Metabolisierung der jeweiligen Vorstufen, koénnen
nicht erfallt werden.

Anders verhilt es sich bei den Versuchen zur
Chitinsynthese in vivo. Die Bedingungen, denen die
entnommenen Proben ausgesetzt wurden (5% KOH,
95°C, 4h), sollten auBer bei Chitin, Chitosan und
Cellulose zur Hydrolyse der meisten polymeren Ver-
bindungen gefiihrt haben. Die gemessene Radio-
aktivitdt auf den Membranfiltern kann mit groBer
Sicherheit dem gebildeten Chitin gleichgesetzt werden.

Cycloheximid wurde bei den Einbauversuchen
neben Nikkomycin eingesetzt. Es hemmt primdir die
Proteinsynthese bei Eukaryonten (Siegel u. Sisler,
19644a,b); die Hemmung der RNS-Synthese scheint
die Folge davon zu sein (de Kloet, 1966).

DNS-Synthese

Mit radioaktivem Thymidin konnte kein Einbau in
Zellen von Mucor hiemalis(+) erreicht werden. Stdrl
u. Venner haben 1972 fiir Proteus mirabilis einen ver-
besserten Einbau von Thymidin in DNS mit Hilfe der
Zugabe von Desoxyadenosin beschrieben. Auch mit
Desoxyadenosin im Versuchsansatz konnte hier kein
Einbau festgestellt werden. Die Verwendung von
Thymidinmonophosphat anstelle von Thymidin fithrte
ebenfalls zu keinem Erfolg, so da3 keine Aussage ge-
macht werden kann, ob Nikkomycin die DNS-Syn-
these hemmt.

RNS-Synthese

Nach 210 min ist die RNS-Synthese durch Nikko-
mycin um 639, durch Cycloheximid um 779, ge-
hemmt (Abb.11).

Proteinsynthese

Wie Abbildung 12 zeigt, hemmt Nikkomycin 210 min
nach Versuchsbeginn die Proteinsynthese zu 407,
Cycloheximid zu 80%;. Bis zur 120. min stimmen die
Werte des Kontrollansatzes und des Ansatzes mit
Nikkomycin gut iiberein. Die dann erst einsetzende
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Abb.11. Wirkung von Nikkomycin auf die RNS-Synthese in

Zellen von Mucor hiemalis(+). *C-Uracil-Einbau (cpm) gegen
die Zeit aufgetragen. Antibioticumzugabe: Pfeil. / Kontrolle;
2 Nikkomycin 0,5 pg/ml; 3 Cycloheximid 10 pg/ml
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Abb.12. Wirkung von Nikkomycin auf die Proteinsynthese in
Zellen von Mucor hiemalis(+). **C-Isoleucin-Einbau (cpm) gegen
die Zeit aufgetragen. Antibioticumzugabe: Pfeil. I Kontrolle;
2 Nikkomycin 0,5 pg/ml; 3 Cycloheximid 10 pg/ml

Hemmung durch Nikkomycin scheint die Folge der
Hemmung der RNS-Synthese zu sein.

Chitinsynthese

Bei Zugabe von Nikkomycin zum Versuchsansatz
30 min nach Versuchsbeginn ist die Chitinsynthese
180 min spéter um 809 gehemmt. Cycloheximid
verursacht bei gleichem Zeitablauf eine Hemmung
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Abb.13. Wirkung von Nikkomycin auf die Chitinsynthese in
Zellen von Mucor hiemalis(+). 3H-N-Acetyl-D-glucosamin-Einbau
(cpm) gegen die Zeit aufgetragen. Antibioticumzugabe: Pfeil.
1 Kontrolle; 2 Nikkomycin 0,5 pg/ml; 3 Cycloheximid 10 pg/ml
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Abb.14. Wirkung von Nikkomycin auf die Chitinsynthese in
Zellen von Mucor hiemalis(+). *H-N-Acetyl-D-glucosamin-Einbau
(cpm) gegen die Zeit aufgetragen. Antibioticumzugaben: Pfeil.
1 Kontrolle; 2 Nikkomycin 0,5 pg/ml

von 89%. Das Ergebnis des Einbauversuchs zeigt
Abbildung 13. Wird Nikkomycin erst 195 min nach
Versuchsbeginn zugegeben, fithrt das zur sofortigen
Hemmung (Abb. 14).
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vx103  (dpm/20 min)
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Abb.15. Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit [v: Bildung
von Chitin (dpm)/20 min] von der UDP-GlcNAc-Konzentration
[S (mM)]. B Kontrolle; A Nikkomycin 0,25 pg/ml

Aus den Einbauversuchen ergibt sich erwartungs-
gemil, daB Cycloheximid die Protein- und RNS-
Synthese hemmt, wihrend es die Chitinsynthese
nahezu unbeeinfluBt 146t. Von daher sollte bestétigt
sein, daB durch die verwendete Versuchsanordnung
diese Makromolekiilsynthesen erfalit werden konnen.

Einfluf} Nikkomycins auf die Chitinsynthese in vitro

Die Abhidngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit [v:
Bildung von Chitin (dpm)/20 min] von der Substrat-
konzentration [S: UDP-GlcNAc (mM); spezifische
Aktivitdt 500 pCi/mmol} wurde untersucht. Das ge-
schah in einer Kontrollreihe ohne und in einer Ver-
suchsreihe mit Nikkomycin (Endkonzentration
0,25 pg/ml). Wie Abbildung 15 zeigt, ist in sehr
schwacher Ausprigung ein sigmoider Kurvenverlauf
der Sittigungskurve des Kontrollansatzes zu beob-
achten. In Gegenwart von Nikkomycin ist die Sig-
moiditit des Kurvenverlaufs verstarkt. In Abbildung16
sind die Werte aus Abbildung 15 in einem Diagramm
nach Lineweaver u. Burk (1934) wiedergegeben. Die
Werte hoher UDP-GlecNAc-Konzentrationen in rezi-
proker Auftragung gegen die reziproken Werte der
Reaktionsgeschwindigkeit ergeben in beiden Ansétzen
linearen Verlauf. Bei niedrigen Konzentrationen ver-
laufen die Werte in nach oben konkav gekriimmten
Kurven. Der gemeinsame Schnittpunkt beider Kurven
auf der 1/v-Achse 14Bt auf einen kompetitiven Hem-
mungsmechanismus schlieBen. Aus dem Schnittpunkt
konnte die maximale Reaktionsgeschwindigkeit er-
mittelt werden: 6250 dpm/20 min.

Arch. Microbiol., Vol. 107, No. 2 (1976)

17v x 1074 (dpm /20 min)~!

T T T L T
1 2 3 4 5
17s  (mm)™!

Abb.16. Lineweaver-Burk-Diagramm der Werte aus Abbildung 15

Die Verlingerung der Geraden des Kontroll-
ansatzes im negativen Bereich der Koordinaten fiithrt
zum Schnittpunkt mit der 1/S-Achse und gibt den
—1/K,~-Wert fiir UDP-GIcNAc an. Die Michaelis-
Konstante ist 0,35 mM.

DISKUSSION
Beziehungen zu anderen Antibiotica

Mit Nikkomycin verwandt sind: Polyoxine, Ablast-
mycin (Hashimoto et al., 1968), Bulgerin (Shoji et al.,
1970) und das Antibioticum 24010 (Mizuno et al.,
1971). Das sind Substanzen, die aufler einem charak-
teristischen UV-Spektrum (das auf eine Purin- oder
Pyrimidinkomponente im Molekiil hinweist) die anti-
biotische Wirkung gegen einige phytopathogene Pilze
gemeinsam haben.

Die Identitdt Nikkomycins mit den Polyoxinen
(Unterscheidungsmerkmal: unterschiedliche Stabili-
tit, UV-Spektrum), Ablastmycin (UV-Spektrum,
Summenformel) und dem Antibioticum 24010 (UV-

~ Spektrum, Summenformel) kann ausgeschlossen wer-
. den. Obwohl Nikkomycin im UV-Spektrum wie auch

in den R,-Werten bei der Diinnschicht- und Papier-
chromatographie mit Bulgerin gut Gibereinstimmt, ist
auch hier eine Identitdt auszuschlieBen (Bulgerin:
Ci7H,40:0N, — MG 444). Bulgerin wurde aus dem
Kulturfiltrat von Streptomyces aburaviensis var. tuft-
formis teilweise gereinigt. Vergleichbare Préiparate von
Nikkomycin und Bulgerin zeigten bei der Chromato-
graphie an dem Kationenaustauscher M-72 ein unter-
schiedliches Elutionsverhalten.
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Tabelle 7. Struktur der Polyoxine (Isono et al., 1969; Hori et al., 1974)

Grundkorper Polyoxin R, R, R,
COOH
0 A
HN R, A ~CH,0H CH,CH= \/N - —OH
ROC A | B —CH,OH —OH —OH
07N D —COOH —OH —OH
COHNCH E —COOH —OH —H
| O COOH
H,NCH A
l F ~COOH CH,CH= \/N - —OH
HCR, G —CH,0H ~OH —H
OH OH COOH
HOCH
» H —CH, CH,CH=" N- —OH
CH,0CONH, N
7 —CH, —OH —OH
COOH
K ~H CH3CH=/\ N-— ~OH
N
L -H —~OH —~OH
M -H —OH —H
R
C —0OH
o COOH
HN CH,0H I CH,CH=" N—
ROC 1 | N
l O0“ N
H,NCH
0
OH OH
Die vorliegenden Ergebnisse erlauben, Nikko- Wirkungsweise

mycin als neues Antibioticum anzusehen.

Eine Gegeniiberstellung der in Tabelle 7 zusammen-
gestellten Formeln der bisher in der Struktur auf-
geklirten Polyoxine zeigt sowohl die Verwandtschaft
wie auch die Unterschiede deutlich. Das Nikkomycin
weicht wesentlich ab von allen bisher bekannten Poly-
oxinen, so daB sich ein eigenstdndiger Name recht-
fertigt.

In chemischer Hinsicht stellen die Nucleosid-
Antibiotica (Zusammenstellung, s. Suhadolnik, 1970)
eine relativ geschlossene Gruppe dar, die sehr zahl-
reiche Glieder umfaBt. In bezug auf Wirkungsweise
sind die Nucleosid-Antibiotica so heterogen wie mog-
lich, wobei fiir zahlreiche Glieder dieser Gruppe sich
schon von der molekularen Wirkungsweise her eine
Anwendung in der Humanmedizin oder eine andere
breite Anwendung verbietet.

Die Bildung von Keulen bzw. Protoplasten dhnlichen
Gebilden bei Bosrytis und einigen anderen Pilzen ist
ein erster Hinweis auf einen Angriffsort in der Zell-
wandsynthese. Nachdem sich alle chitinfreien Oomy-
ceten resistent erwiesen, lag eine direkte Uberpriifung
der Chitinsynthese nahe.

Glaser u. Brown gelang 1957 die erste Chitin-
biosynthese mit zellfreien Extrakten von Neurospora
crassa. Sie zeigten, daBl UDP-GIcNAc die unmittel-
bare Vorstufe fiir die Chitinsynthese ist. Andere
Autoren haben dies in ihren Arbeiten bestétigt.
McMurrough et al. (1971) und McMurrough u. Bart-
nicki-Garcia (1971) fassen die bisherigen Ergebnisse
zusammen und beschreiben folgenden Biosyntheseweg
fiir Chitin:

Fine ATP-abhingige Kinase (N-Acetyl-D-glucos-
aminkinase) phosphoryliert GlcNAc in Position 6.
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Da bisher nur GleNAc-1-P als Komponente der Pyro-
phosphorylase-Reaktion bekannt ist (UDP-N-acetyl-
D-glucosaminpyrophosphorylase, Glaser u. Brown,
1955), muB die Umwandlung von GIcNAc¢-6-P in
GlcNAc-1-P durch N-Acetyl-D-glucosaminphospho-
mutase erfolgt sein. Dieses Enzym wurde schon 1953
von Leloir u. Cardini und von Reissig (1956) bei Neuro-
spora crassa beschrieben. Als Cofaktor bendtigt es
Glucose-1,6-diphosphat. UDP-N-acetyl-D-glucos-
aminpyrophosphorylase fiihrt mit UTP die Synthese
zu UDP-GleNAc aus, von welchem schlieSlich GleNAc
durch Chitinsynthetase in Chitin eingebaut wird. Es
ist unklar, ob bei dem letzten Syntheseschritt ein Lipid-
faktor beteiligt ist. McMurrough u. Bartnicki-Garcia
(1971) fanden eine 2 — 6 fache Stimulierung der Chitin-
biosynthese bei Mucor rouxii durch Lipidrohextrakte,
jedoch keinen Einbau von Radioaktivitit (von UDP-
14C-GlcNAC) in einen moglichen Lipidcofaktor.

Die Versuche mit der partikuléren Chitinsynthetase
machen es wahrscheinlich, daB3 Nikkomycin ein kom-
petitiver Hemmstoff zu UDP-GlcNAc ist.

Aus dem v/S-Diagramm geht ein schwacher sig-
moider Kurvenverlauf fiir den K ontrollansatz, eine ver-
stirkte Sigmoiditit der Sattigungskurve des Ansatzes
mit Nikkomycin hervor, Der sigmoide Verlauf der
Sattigungskurven im v/S-Diagramm und ebenfalls die

reziproke Darstellung deuten auf positiv kooperatives -

Verhalten des UDP-GlcNAc hinsichtlich seiner Affini-
tdt zur Chitinsynthetase. Nach Betz (1974) bedeutet
das: Die Bindung von Substratmolekiilen verdndert
das Enzym so, daf} seine Affinitat zum Substrat wichst.
Kooperatives Verhalten wurde bisher nur bei Enzymen
gefunden, deren Molekiil aus mehreren Peptidketten
zusammengesetzt ist und die mehrere katalytische
Zentren aufweisen (Betz, 1974).

Die Ergebnisse dieser Versuche stehen in Uber-
einstimmung mit Befunden von McMurrough u.
Bartnicki-Garcia (1971). Die spezifische Aktivierung
der Chitinsynthese durch GlcNAc und die damit ver-
bundene Reduzierung des ohne GlcNAc sigmoiden
Kurvenverlaufs wird beschricben. Daraus wird ge-
folgert, daB auBer GlcNAc auch UDP-GIcNAc ein
positiv-allosterischer Effektor ist. Nikkomycin kénnte
somit als negativ-allosterischer Effektor angesehen
werden.

Ein Vergleich der bisher ermittelten Michaelis-
Konstanten fiir UDP-GlcNAc bei der Chitinbiosyn-
these mit der Konstante aus dieser Arbeit (Tabelle 8)
ergibt, besonders bei den Werten aus den Versuchs-
ansiitzen mit Enzympréparationen aus Zygomyceten,
gute Ubereinstimmung.

Neben der Wirkung von Nikkomycin auf die
Chitinsynthese wurde eine starke Hemmung der RNS-
Synthese beobachtet. Dabei bleibt offen, ob die Hem-
mung durch einen Angriff entweder auf die DNS-
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Tabelle 8. Bisher ermittelte Michaelis-Konstanten fiir UDP-

GleNAc bei der Chitinbiosynthese

Organisms K, (mM)

Allomyces macrogynus 1,20 Porter u. Jaworski (1965)

Nurospora crassa 1,43 Endo et al. (1970)

Saccharomyces carlsbergensis  0,6—0,9 Keller u. Cabib (1971)

Moucor rouxii 0,50 McMurrough et al.
(1971)

Phycomyces blakesleeanus 0,60 Jan (1974)

Mucor hiemalis 0,35 diese Arbeit
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Abb.17. Abhéngigkeit der Stirke der Hemmung von der Nikko-
mycinkonzentration bei der RNS-Synthese (A——A) und bei der
Chitinsynthese (O0——07)

Matrize oder auf die RNS-Polymerase zustande
kommt. Ebenso wire ein Eingriff in die Phosphory-
lierung der RNS-Vorstufen denkbar. Als Ursache fiir
diese Hemmung konnen folgende Punkte diskutiert
werden:

1. Die Hemmung der RNS-Synthese ist eine Folge
der Hemmung der Chitinsynthese. Dies wiirde voraus-
setzen, daB eine Koppelung zwischen den Synthesen
der beiden Makromolekiiltypen besteht.

Fiir diese Moglichkeit sprechen die folgenden
Uberlegungen :

a) Die maximale Hemmung der Chitinsynthese
wird mit geringeren Konzentrationen erreicht als die
Hemmung der RNS-Synthese, die GréBenordnung
der Hemmstoffkonzentrationen sind aber gleich
(Abb.17).

b) Werden die Versuche mit keimenden Sporen
gemacht, die eine erhdhte RNS-Synthese, aber eine
geringe Chitinsynthese aufweisen, so findet man eine
viel geringere Hemmung der RNS-Synthese als bei
Versuchen mit wachsendem Mycel.
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2. Die Hemmung der RNS-Synthese kdnnte un-
abhéngig von der Hemmung der Chitinsynthese sein.
Da Nucleosid-Antibiotica an ganz verschiedenen
Stellen angreifen, ist auch diese Moglichkeit in Be-
tracht zu zichen.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die
Forderung der Arbeit im Rahmen des Sonderforschungsbereiches 76,
Herrn Professor Dr. Keller-Schierlein, Eidgen. Techn. Hochschule,
Ziirich, fiir die Mithilfe bei der Interpretation der Protonen-
resonanzspektren und Herrn Dr. Y. Yasuda, Shionogi Research
Laboratory, Shionogi and Co., Ltd., Fukushima-ku, Osaka, Japan,
fiir die Uberlassung von Polyoxinen.
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