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Naturstoffe

Strukturrevision einer weit verbreiteten marinen Sulfonolipidklasse
basierend auf deren Isolierung und Totalsynthese

Dávid Roman, Philippe Meisinger, Richard Guillonneau, Chia-Chi Peng, Lukas K. Peltner,
Paul M. Jordan, Veit Haensch, Sebastian Götze, Oliver Werz, Christian Hertweck, Yin Chen,
und Christine Beemelmanns*

Abstract: Bakterien der marinen Roseobacter-Gruppe spielen eine wichtige Rolle in globalen biogeochemischen
Prozessen. Prominente Vetreter dieser Gruppe produzieren schwefelhaltige Aminolipide (SAL), die für die Bildung von
Biofilmen und die Besiedlung von Meeresoberflächen von entscheidender Bedeutung sind. Obwohl Genome Mining-
Ansätze und massenspektrometrische Studien homotaurinhaltige Strukturen für eine Gruppe von SALs postulierten,
blieben deren relative und absolute Strukturen bisher unbekannt, was biochemische und funktionelle Untersuchungen
behinderte. In dieser Studie konnten wir die absoluten Strukturen durch eine Kombination von analytischen Techniken,
Isolierungs- und Abbauexperimenten sowie Totalsynthese bestimmen. Im Gegensatz zu vorherigen Strukturvorschlägen
sind die hier untersuchten Aminolipide durch eine ungewöhnliche N,O-acylierte Cysteinolsäure Kopfgruppe gekenn-
zeichnet, weshalb wir die Substanzklasse Cysteinolide genannt haben. Durch gezielte Netzwerk-basierende metabolomi-
sche Studien konnten wir zudem die Verteilung und strukturelle Vielfalt von Cysteinoliden in verschiedenee Vertretern
der bakteriellen Roseobacter-Gruppe kartieren. Insgesamt konnten in dieser Studie 14 verschiedene Aminolipide,
einschließlich der in dieser Studie isolierten Cysteinolide, synthetisiert werden. Der Vergleich der erhaltenen
analytischen Daten ermöglichte tiefergehende strukturelle Einblicke in die Charakteristika diese Substanzgruppe, welche
für Studien zum bakteriellen Sulfonolipid-Stoffwechsel und zu biogeochemischen Nährstoffkreislauf in den Ozeanen von
großer Bedeutung sein werden.

Einführung

Lipide sind von grundlegender Bedeutung für alle bekann-
ten Lebewesen. Sie dienen als Hauptbestandteile von Zell-
membranen, stellen eine wichtige Form der Energiespeiche-
rung dar und bilden den zentralen Substratpool für den
Primär- und in vielen Fällen auch den Sekundärstoffwech-
sel.[1,2] Darüber hinaus dienen Lipide als Signalmoleküle und

spielen eine Schlüsselrolle bei biologischen Prozessen, die
von der Beeinflussung von Entwicklungsprozessen in Mikro-
organismen[3] bis hin zur Immunologie[4] von Säugetieren
und der Krebsentstehung reichen.[5,6] Ein Ungleichgewicht in
der Lipidhomöostase kann daher schwerwiegende Folgen
für einzelne Organismen oder ganze Ökosysteme haben.[7]

Um Lipide mit spezifischen Bioaktivitäten zu korrelieren
und zu verstehen, wie äußere Stimuli zum Lipidumbau der
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Plasmamembran führen, ist eine umfassende Analyse des
Lipidoms durch massenspektrometrische Methoden (MS)
notwendig.[8,9] Obwohl die Vorhersagbarkeit chemischer
Strukturen anhand von Massenfragmentationsmustern in
den letzten Jahren deutlich verbessert wurde, bleibt es
aufgrund der modularen Zusammensetzung von Lipiden
und ihrer enormen strukturellen Vielfalt, die mehr als
20.000 Verbindungen umfasst, weiterhin schwierig ihre rela-
tiven Strukturen ausschließlich durch die Interpretation von
Massenspektrometriedaten zu bestimmen.[10,11] Diese Her-
ausforderung wird noch deutlicher, wenn es sich um Lipide
mikrobiellen Ursprungs handelt, da diese häufig bisher
unbeschriebene strukturelle Veränderungen und hochspezi-
fische Struktur-Aktivitäts-Profile aufweisen,[12–14] für die au-
thentische Standards meist nicht verfügbar sind.[15–17] Die
Vorhersagbarkeit von relativen Molekülstrukturen von Lipi-
den allein auf der Grundlage von MS-Daten ist daher meist
noch zu unpräzise und kann zu lückenhaften oder fehlerhaf-
ten wissenschaftlichen Schlussfolgerungen führen.

In den letzten Jahren sind schwefelhaltige Aminolipide
auf Grund ihrer Bioaktivitäten und globalen Abundanz in
den Fokus verschiedener Forschungsrichtungen gerrückt. So
konnte gezeigt werden, dass Halocapnin[18] und bakterielle
Sulfonolipide (Abbildung 1A) nicht nur für die bakterielle
Physiologie von Bedeutung sind,[19] sondern auch an ver-
schiedenen Wirt-Mikroben-Interaktionen beteiligt sind. Ins-
besondere die als RIFs[20,21] und IOR-1A[22,23] bekannten
Sulfonosphingolipide, die zu den prokaryotischen Gegenstü-
cken der Sphingolipidklasse gehören,[24] spielen eine Rolle
bei der Regulierung von Zelldifferenzierungsprozessen in
dem einzelligen Eukaryoten Salpingoeca rosetta.[25] Deswei-
teren haben spätere Studien auch die entzündungsfördernde

Wirkung von bakteriellen Sulfonosphingolipiden in primä-
ren Mausmakrophagen gezeigt.[26]

Angesichts der bedeutenden Rolle von Sulfonolipiden in
physiologischen und interorganismischen Prozessen weckte
eine kürzlich veröffentlichte Studie zu Aminolipiden aus der
marinen Roseobacter-Gruppe unser Interesse. Basierend auf
der Analyse von Tandem-Massenspektrometrie (HR-MS/
MS), sowie Genom- und Mutageneseexperimenten wurde
eine neue Gruppe von schwefelhaltigen Aminolipiden
(SALs) vorgeschlagen, welche charakteristisch für diese
global verbreitete Bakteriengruppe sein sollte (Abbil-
dung 1C).[27]

Die Analyse diagnostischer massenspektrometrischer
Fragmentierungsmuster legte die Vermutung nahe, dass es
sich um Lipide handelt, welche entweder 3-Aminopropan-1-
sulfonsäure (Homotaurin) oder 2-Aminopropan-1-sulfon-
säure als polare Kopfgruppe tragen sollten, welche wieder-
um wahrscheinlich mit einer (β-Hydroxy� )Fettsäure-Seiten-
kette verbunden sein sollten. Mutagenese- und Bioassay-
Studien verstärkten die Vermutung und deuteten ebenfalls
darauf hin, dass SALs wahrscheinlich für die bakterielle
Biofilmbildung von wesentlicher Bedeutung sind und somit
den Prozess der Oberflächenbesiedlung von Meeresumge-
bungen unterstützen könnten. Die vorgeschlagenen SAL-
Strukturen zeigten strukturelle Ähnlichkeit mit Taurolipid
A, einer seltenen Verbindungsklasse, die bisher nur in
Süßwasser lebenden Wimperntierchen (Tetrahymena sp.)
gefunden wurde (Abbildung 1B).[28]

Die vorgeschlagene Homotaurin-basierende Lipidstruk-
tur der SALs erregte unsere Aufmerksamkeit. Während
Taurin ein wichtiger Metabolit mariner Metazoen ist,[30] und
von Prokaryonten als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Schwefel-
quelle genutzt wird, ist die Verbreitung und die Funktion
von Homotaurin (mit der Ausnahme von marinen Rotalgen)
noch wenig erforscht.[31,32] Ähnlich rudimentär sind Erkennt-
nisse zur Abundanz und Funktion von 2-Aminopropan-1-
sulfonsäure als bakterieller Metabolit. Um sowohl die Re-
giochemie als auch absolute Konfiguration der vorgeschla-
genen SAL-Strukturen zu ermitteln und damit Struktur und
Aktivitäts-basierte ökologische Studien durchführen zu kön-
nen, strebten wir in dieser Studie ihre Totalsynthese und
strukturelle Evaluierung am.

Ergebnisse und Diskussion

Retrosynthetische Betrachtung

Die planare Kernstruktur der SALs wurden ursprunglich
aus HR-MS3-Daten des Vorläuferions m/z 656.4903
([M� H]� ) abgeleitet. Basierend auf den detektierten Frag-
mentationsmustern wurde die Anwesenheit einer gesättigten
β-Hydroxy-C16-Fettsäure postuliert, welche mit einer ein-
fach ungesättigten C18-Fettsäure O-acyliert sein sollte und
über eine Peptidbindung entweder mit Homotaurin oder 2-
Aminopropan-1-sulfonsäure verknüpft sein sollte (Abbil-
dung 1C). Da zu Beginn dieser Studie weder die Stereo-
noch die Regiochemie bekannt, noch die Naturstoffe verfüg-
bar waren, beschlossen wir in einem ersten Schritt vier

Abbildung 1. Chemische Strukturen von A) bakteriellen Sulfonolipiden
mit den Bezeichnungen Halocapnin, RIF-1 und IOR-1 A,[29] B) ein
taurinhaltiges Lipid namens Taurolipid A aus Tetrahymena sp.; und C)
vorgeschlagene chemische Strukturen der SALs.[27]
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mögliche SAL-Stereoisomere zu synthetisieren, um die
Fragmentationsmusster abzugleichen. Dazu sollten beide
Enantiomere der β-Hydroxysäure dargestellt werden, eben-
so wie die geschützten Vorstufen von Homotaurin sowie 2-
(R/S)-Aminopropan-1-sulfonsäure für die Synthese der an-
ionischen Kopfgruppe (Abbildung 2A). Da auch die Struk-
tur der Acylseitenketten zu dem Zeitpunkt unbekannt war,
wurde angenommen, dass SALs mit den häufigsten bakteri-
ellen Fettsäuren, cis-Ölsäure (C18 :1, cis-Δ9) und cis-Vac-
censäure (C18 :1, cis-Δ11), verestert sein sollten.

Totalsynthese der SALs

Die Synthese von Homotaurin-basierten SAL-Isomeren be-
gann mit der Kopplung von 3-(R/S)-Hydroxyhexadecansäu-
re (R/S)-5[33,34] und dem Trifluoressigsäure (TFA)-Salz von
3-(Acylthio)propylamin (8)[35] (Abbildung 2B) unter Ver-
wendung von 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodi-
imid (EDC) als Kupplungsmittel und N-Methylmorpholin
(NMM)[36] als Base (siehe Hintergrundinformationen zur
Synthese der Bausteine). Die Reaktion verlief in Gegenwart
von NMM in guter Ausbeute, während die Verwendung von
NEt3, N,N-Diisopropylethylamin

[37] oder Pyridin zur Bildung
des unerwünschten Fettsäurethioesters durch vorherige
Deacylierung des Ausgangsmaterials führte.

Die Steglich-Veresterung von (R/S)-9 mit handelsübli-
cher cis-Ölsäure und cis-Vaccensäure führte zu den vier
SAL-Isomeren (R/S)-10 und (R/S)-11 in hoher Ausbeute
(85–98%). Die anschließende Oxidation der Thioacetate
mit OxoneTM und NaOAc in Eisessig führte zur Bildung der
Sulfonsäurederivate 1 und 2 (67–73%, Abbildung 2B), wo-
bei nur Spuren von überoxidierten Nebenprodukten (z.B.
Epoxide) anfielen. Um spätere Struktur-Aktivitäts-Studien
zu ermöglichen, wurden auch taurinhaltige Derivate nach

dem gleichen Verfahren wie die Homotaurin-Derivate 1 und
2 synthetisiert (zur Synthese siehe SI). Um oxidative Neben-
reaktionen im letzten Syntheseschritt zu vermeiden, wurde
zudem die Synthesestrategie zur Darstellung von 2-Amino-
propan-1-sulfonsäure-haltigen SALs (3) angepaßt. Für die
Herstellung der Kopfgruppe wurden die Literatur bekann-
ten Disulfide 6 als Bausteine verwendet, welche in zwei
Schritten synthetisiert wurden (siehe Hintergrundinforma-
tionen für die Synthese). Die Kopplung von 6 mit β-
Hydroxyfettsäuren ergab die gewünschten Produkte des
Typs 12 in mäßiger bis guter Ausbeute (Abbildung 2C).
Anschließend untersuchten wir verschiedene Reagenzien
für die selektive Oxidation der Disulfide und stellten fest,
dass OxoneTM in Gegenwart von AcOH und NaOAc als
Additiv fast ausschließlich die gewünschten Lysosulfonsäu-
ren 13 lieferte (Tabelle S3).[38] Die anschließende Vereste-
rung von 13 mit Oleoylchlorid in Gegenwart von 4-Dime-
thylaminopyridin (DMAP) in Toluol bei 80 °C ergab 2-
Aminopropan-1-sulfonsäure enthaltende SAL-Lipide des
Typs 3 in 33–43% Ausbeute (Abbildung 2C).

Strukturaufklärung natürlicher Sulfonolipides

Unter Verwendung der synthetischen SAL-Derivate sollte
anschließend die Konfiguration der natürlichen Aminolipide
durch vergleichende lipidomische UHPLC-HRMS/MS-Ana-
lysen verifiziert werden. Dazu wurde eine Folch Extrakti-
on[39] von Bakterienkulturen des Produzentenstammes Rue-
geria pomeroyi DSS-3 wt und als Negativkontrolle der
entsprechenden Deletionsmutante ΔsalA durchgeführt, wel-
che nicht in der Lage ist SALs zu produzieren.[27]

Die anschließende gezielte Ionensuche ermöglichte die
Identifizierung des SAL-spezifischen Signals m/z 656.4903
[M� H]� in Lipidextrakten von R. pomeroyi DSS 3 wt,

Abbildung 2. A) Vorgeschlagene Strukturen neuartiger SALs aus Roseobacter und retrosynthetische Betrachtung von SALs mit Schlüsselbausteinen.
B–C) Synthese von Homotaurin (1–2) und 2-Aminopropan-1-sulfonsäure-haltigen SALs 3, die entweder cis-Ölsäure oder cis-Vaccensäure als
ungesättigte Fettsäure-Seitenkette tragen. NMM: N-Methylmorpholin; HOBt: Hydroxybenzotriazol; EDCl: 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo-
diimid; AcOH: Essigsäure; OxoneTM: Kaliumperoxymonosulfat; DMAP: 4-Dimethylaminopyridin.

Angewandte
ChemieZuschriften

Angew. Chem. 2024, e202401195 (3 of 11) © 2024 Die Autoren. Angewandte Chemie veröffentlicht von Wiley-VCH GmbH



während in dem Extrakt der Deletionsmutante R. pomeroyi
ΔsalA wie erwartet keine Molekülionen im entsprechenden
Massenbereich nachweisbar waren (Abbildung S17). Eine
detaillierte Analyse zeigte jedoch deutlich, dass sich die
Retentionszeiten der Vorläuferionen der mit SAL angerei-
cherten Kulturen (26.7 min) von denen der synthetischen
Standards (24.8 und 25.1 min, Abbildung S17–S19) unter-
schieden. Während eine geringfügige Retentionszeitver-
schiebung einem Matrixeffekt zugewiesen werden könnte,
ließen die beobachteten zusätzlichen diagnostischen Unter-
schiede im Fragmentierungsmuster zwischen synthetischen
und natürlichen Verbindungen nur den Schluss zu, dass die
vorgeschlagenen planaren SAL-Strukturen wahrscheinlich
inkorrekt sind (Figure 1C).

Um diese Diskrepanz zu beheben, kultivierten wir
sowohl R. pomeroyi DSS-3 wt als auch einen neu isolierten
Hydractinia-assoziierten Stamm Ruegeria meonggei ND-6
Stamm, welcher nachweislich die gleichen SAL-spezifischen

Molekülionensignale aufwies, um die lipidischen Naturstoffe
zu isolieren. Dazu wurde jeder Stamm in 5×1 L marinem
Kulturmedium drei Tage lang kultiviert (28 °C, 150 U/min).
Nach der Ernte der Bakterienzellen ermöglichte eine geziel-
te MS-geleitete Aufreinigung ([M� H]� , m/z 656.4903 und m/
z 672.4847) die Isolierung von zwei SALs (14 and 15) aus
jedem der beiden Stämme in analytischer Reinheit.

Die chemischen Strukturen wurden durch 1D- und
2D NMR -Spektroskopie und HRMS/MS-Fragmentierungs-
analyse bestimmt (Abbildung 3B). Zunächst stellten wir
fest, dass die isolierten Verbindungen 14 und 15 unabhängig
von der produzierenden Bakterienart (R. meonggei und R.
pomeroyi) denselben analytischen Datensatz (NMR,
HRMS/MS und Retentionszeit, Abbildung S20–S21, S35–
S48) aufwiesen. Ein abschließender Vergleich der 1H und
13C-basierten chemischen Verschiebungen der isolierten Li-
pide mit den NMR-Daten synthetischen SAL-Derivate 2
und 3 zeigte signifikante Unterschiede auf (Abbildung 3C),

Abbildung 3. A–B) Chemische Strukturen von synthetisierten Homotaurin (1–2) und 2-Aminopropan-1-sulfonsäure (3) enthaltenden SALs und
isolierten Cysteinoliden (14–15) aus R. pomeroyi DSS-3 Wildtyp (wt) und R. meonggei ND-6. C) Übereinander angeordnete und vergrößerte
1H NMR -Spektren im Bereich von δ=2,5–5,0 ppm (500 MHz, CD3OD) von synthetisierten SALs (R)-2, (R,R)-3 und isoliertem Cysteinolid A 14 und
Cysteinolid B 15, die eine Cysteinolsäure-Kopfgruppe tragen. D–E) MS2-basierte Fragmentierung von synthetischem SAL 2 und isoliertem
Cysteinolid A 14 und vorgeschlagene fragmentierte Strukturen auf der Grundlage ihrer m/z-Molekülionenmerkmale.
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welche hauptsächlich der sulfonhaltigen Kopfgruppe zuge-
ordnet werden konnten.

Analyse der wechselseitigen 1H� 1H� COSY- und
1H� 13C� HMBC-Korrelationen von beiden isolierten Lipiden
(14 und 15) ermöglichte es uns, die chemische Struktur der
Kopfgruppe für beide Lipidmetabolite als acylierte Cystei-
nolsäureeinheit zu identifizieren. Da die Molekülionen von
14 und 15 einen Massenunterschied von Δ16 aufwiesen,
schlossen wir auf das Vorhandensein einer zusätzlichen
Hydroxylierung in einer der Fettsäureketten von Verbin-
dung 15. Tatsächlich konnten wir basierend auf der
2D NMR -Korrelationsmusteranalysen und der diagnosti-
schen chemischen Verschiebungen das Vorhandensein einer
α-hydroxylierten Fettsäuregruppe in 15 nachweisen, wäh-
rend Verbindung 14 nur Signale für eine gesättigte Hexade-
cansäuregruppe aufwies (Abbildung 3B, Abbildung S37–
S48).

Unsere Schlussfolgerungen wurden durch eine gezielte
MS2-Analyse unterstützt, die für die isolierten Cysteinolide
dasselbe charakteristische Fragmentierungsmuster aufzeigte,
welches sich jedoch von dem der synthetischen SALs deut-
lich unterschied (Abbildung 3D und E, Abbildung S27–S33).
Während das HRMS/MS-Spektrum der synthetischen SALs
1–3 drei diagnostische m/z-Fragmente aufwies, die entweder
dem Homotaurin- oder 2-Aminopropan-1-sulfonat-Anion
(m/z 138.0212), einem entsprechenden Carboxylat-Fragment
(m/z 281.2474) und einer N-acylierten Kopfgruppe (m/z
374.2361) zugeordent werden konnte, zeigte das MS/MS-
Spektrum des isolierten Cysteinolid A 14 ein zusätzliches
diagnostisches Sulfonat-Anion-Signal (SO3H, m/z 80.9630,
Abbildung 3E). Außerdem wies das Fragmentierungsspek-
trum von 14 keine m/z-Merkmale auf, welche Homotaurin-
oder 2-Aminopropan-1-Sulfonat-Anionen zugeordnet wer-
den konnten. Im Gegensatz dazu fragmentierte das hydroxy-
lierte Cysteinolid B 15 überwiegend in ein vorhergesagtes
allylisches Prop-2-en-1-sulfonat (m/z 120.9965,
CH2CHCH2SO3, Abbildung S33).

Da weder die NMR- noch die MS-Analyse eine genaue
Bestimmung der Fettsäurekette und der Position der Dop-
pelbindung ermöglichten, wurde eine vergleichende Gas-
chromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)-basierte
Analyse durchgeführt. Dazu wurden 14 und 15 zunächst
einer Hydrolyse mit LiOH in H2O/MeOH unterzogen, und
dass daraus resultierende Methanolextrakt mit TMS-Diazo-
methan in Hexan behandelt, um die freigewordenen Fett-
säuren in die entsprechenden Methylester umzuwandeln.
Zum Vergleich wurden handelsübliche cis-Ölsäure (C18 :1,
cis-Δ9) und cis-Vaccensäure (C18 :1, cis-Δ11) unter den
gleichen Bedingungen umgesetzt und die resultierenden
Produkte als Standards verwendet (Abbildung S23). Ein
Vergleich der GC-MS-basierten Retentionszeit von Basisli-
nien-getrennten Signalen zeigte, dass beide natürlichen
Aminolipide (14 und 15) cis-Vaccensäure enthielten (Abbil-
dung S24). Nach unserem Kenntnisstand sind die isolierten
Aminolipide 14 und 15 die ersten bakteriellen Lipide, die
eine Cysteinolsäure-Kopfgruppe enthalten, und wurden da-
her Cysteinolid A (14) und Cysteinolid B (15) genannt
(Abbildung 3B).

Zudem führt die Aufreinigung der Lipidextrakte auch
zur Isolierung eines dritten dominanten Metaboliten mit
einem m/z Wert von 773.5343 [M� H]� . Die HRMS/MS-
sowie die 1D- und 2D NMR-Analyse dieser Verbindung
zeigten eindeutig, dass 16 zur Gruppe der diacylierten
Phosphatlipide auf Glycerinbasis gehört (siehe Abbil-
dung 6C). Das Vorhandensein eines Phosphatsignals wurde
durch 31P NMR bestätigt (Abbildung S53-S60), und die Fett-
säurezusammensetzung wurde ebenfalls durch GC-MS vali-
diert (Abbildung S23-S26). Phosphatidylglycerin (PG) 16
wurde in verschiedenen Organismen,[40] wie z.B. den Bakte-
rien Rhodobacter sphaeroides[41] und Hyphomircobium vul-
gare nachgewiesen[42] und auch im menschlichen Serum
detektiert.[43] Soweit wir wissen, umfasst diese Studie jedoch
den ersten vollständigen analytischen Satz dieser Verbin-
dung (NMR, IR und HPLC-HRMS/MS), der in Zukunft
validierte Vergleichsstudien ermöglichen wird.

Totalsynthese von Cysteinolid A

Um die absolute Stereochemie von Cysteinolid A aufzuklä-
ren, synthetisierten wir die Verbindung 14 ausgehend von
der potentiellen bakteriellen biosynthetischen Vorläufer-
Aminosäure L -Cystin (Abbildung 4A). Unsere Synthese
begann mit der NaBH4 vermittelten Reduktion eines in situ
erzeugten Anhydrids von L-Cystin (2R,2’R)-17 unter Ver-
wendung eines modifizierten Literaturverfahrens zur Her-
stellung von Boc-geschütztem L-Cystinol (2R,2’R) 18 in
68% Ausbeute.[44]

Die anschließende säurekatalysierte Boc-Abspaltung lie-
ferte L-Cystinolhydrochlorid (2R,2’R)-19, welches durch
eine Kupplung mit Palmitinsäure in 55% Ausbeute über 2
Stufen in das diacylierte Disulfid (2R,2’R)-20 überführt
wurde. Im nächsten Schritt wurde das Disulfid (2R,2’R)-20
mit OxoneTM und NaOAc in Eisessig behandelt, was Lyso-
Cysteinolid A (2’R)-21 in 71% Ausbeute ergab. Schließlich
wurde die Sulfonsäure (2’R)-21 mit cis-Vaccensäurechlorid
und DMAP in Toluol bei 80 °C behandelt um Cysteinolid A
(2’R)-14 in 42% Ausbeute herzustellen. Da die optische
Drehung von synthetisiertem Cysteinolid A (2’R)-14 und
isoliertem 14 vergleichbar war und das selbe Vorzeichen
aufwies, schlussfolgerten wir, dass die Kopfgruppe des
Naturstoffes L -Cysteinolsäure enthält. Insgesamt gelang uns
damit die erste Totalsynthese von Cysteinolid A (2’R)-14 in
fünf Schritten ausgehend von dem bekannten Disulfid L-
Cystin (2R,2’R)-17 mit einer Gesamtausbeute von 11%.

Verifizierung der absoluten Struktur von Cysteinolid B

Da trotz wiederholter Modifizierungsversuche die Bestim-
mung der absoluten Konfiguration von Cysteinolid B 15 mit
Hilfe des Mosher-Protokolls nicht möglich war, erfolgte dies
ebenfalls durch Synthese und einer vergleichende Analyse
mit dem Lyso-Diastereoisomer 25. Basierend auf der An-
nahme, dass L-Cysteinolsäure ebenfalls die Kopfgruppe des
Naturstoffes bildet, konnten in einem komplementären
Syntheseansatz unter Verwendung enantiomerenreiner α-
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Hydroxyfettsäuren die beiden verbleibenden Diastereoiso-
mere hergestellt werden. Die Synthese der α-Hydroxyfett-
säuren begann mit der nukleophilen Ringöffnung von (R)-
oder (S)- Glycidylbenzylether unter Verwendung von einem
in situ gebildetem Lithiumalkin, was zu propargylischen
Alkoholen führte, die sofort mit BzCl in Pyridin behandelt
wurden, um (R)- und (S)-benzylierte Benzoate in 44% bzw.
67% Ausbeute über zwei Syntheseschritte zu erhalten.
Beide geschützte Diole wurden einer Palladium-katalysier-
ten Hydrierung unterzogen. Die neu gebildeten Alkanole
wurden durch eine Oxoammonium-katalysierten Oxidation
mit Trichlorisocyanursäure (TCCA) in Gegenwart einer
katalytischen Menge von TEMPO und NaBr[45] oxidiert, um
die entsprechenden α-benzoylierten Carbonsäuren (2R)-23
und (2S)-23 in 93% bzw. 82% Ausbeute über zwei Synthe-
seschritte zu erhalten. Die Amidkupplung von 23 mit L-
Cystinolhydrochlorid (2R,2’R)-19 führte zur Bildung von
Disulfiden, die nach Behandlung mit OxoneTM und NaOAc
in Essigsäure Zugang zu den benzoylierten Lyso-Cysteinoli-
den (2R,2’R)-24 und (2S,2’R)-24 in 76% bzw. 55% ermög-
lichte. Basische Verseifung von (2R,2’R)-24 und (2S,2’R)-24
ergab jeweils ein Diastereomer des Lyso-Cysteinolid B (25).
Zur Vergleichbarkeit, wurde das isolierte Cysteinolid B
denselben milden Verseifungsbedingungen unterworfen und
das entsprechende Lyso-Cysteinolid B erhalten. Der Ver-
gleich der 1H- und 13C NMR-Spektren der synthetischen
Diastereomere mit dem Verseifungsprodukt bakteriellen
Ursprungs (Cysteinolid B 15) ergab eindeutig, dass die α-
Hydroxygruppe die (R)-Konfiguration besitzt (Abbil-
dung 5B, S49—S52).

Global Natural Product Social Molecular Networking (GNPS)
Analyse

Wie aus früheren Studien hervorgeht, ist für die Biosynthese
von Cysteinoliden eine characteristische Acyltransferase
(SalA) erforderlich. Eine vorangegangene bioinformatische

Analyse des Tara Oceans[46] Metagenom-Datensatzes hatte
die globale Präsenz von Gen-Homologen (salA) in marinen
Roseobacter-Stämmen aufgezeigt. Um diese Beobachtung
experimentell zu bestätigen, haben wir die Produktion von
Cysteinoliden in fünf Stämmen, die zur Roseobacter-Gruppe
gehören (Salipiger thiooxidans (DSM10146), R. pomeroyi
(DSM15171), Stappia stellulata (DSM5886), Dinoroseobacter
shibae (DSM16493) und R. meonggei ND-6) unter Verwen-
dung isolierter und synthetischer Standards detailliert analy-
siert.

Die vergleichende HRMS/MS-Analyse bestätigte, dass
salA-kodierenden Stämme Cysteinolid A 14 (Abbil-
dung S16) produzierten, während S. stellulata und die ΔsalA
Deltionsmutante (Negativkontrolle) keine Produktion auf-
wiesen. Um die mögliche strukturelle Vielfalt der Cysteino-
lide beser beschreiben zu können, haben wir die generierten
lipidomischen UHPLC-HRMS-Daten mittels Netzwerk-ba-
sierter Analysealgorithmen des GNPS Portals analysiert.[47]

Die Visualisierung der Netzwerkanalyse deckte zwei separa-
te GNPS-Cluster zugehörig zu Cysteinolid A 14 (m/z
656.4929) und Cysteinolid B 15 (m/z 672.4878) auf, die
weitere verwandte Molekülionen-Peaks umfassen (Abbil-
dung 6B). Eine Analyse und Vergleich der einzigartigen
Fragmentierungsmuster führte zur putativen Identifizierung
von acht weiteren Cysteinoliden (Abbildung 6D–E, Abbil-
dung S61–S77). Die Analyse ihrer relativen Häufigkeit (sie-
he Abbildung 6A) anhand der Intensität der Molekül-Io-
nen-Peaks zeigte, dass auch acht Cysteinolid-Kongenere in
R. meonggei mit dieser Methode nachweisbar waren, einem
Stamm, der zuvor nicht als Produzent beschrieben worden
war. Darüber hinaus wurden bis zu sechs weitere Cysteino-
lide in dem ursprünglichen Produzenten R. pomeroyi
DSM15171 bzw. DSS-3 wt nachgewiesen.

Abbildung 4. A) Totalsynthese von Cysteinolid A (R)-14 und Vergleich der optischen Drehwerte (c 0.7, MeOH). B) Übereinander angeordnete und
vergrößerte 1H NMR -Spektren (CD3OD, 500 MHz, δ=2.0–5.5 ppm) von isoliertem (R)-14 aus a) R. pomeroyi DSS-3 wt und aus b) R. meonggei
ND-6 und synthetischem Cysteinolid A (R)-14. THF: Tetrahydrofuran; EtOH: Ethanol; DMF: Dimethylformamid.
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Bewertung der Bioaktivität von Aminosulfonolipiden

Aufgrund der postulierten Rolle im Prozess der Biofilmbil-
dung haben wir schließlich untersucht, ob die Applikation
von Cysteinoliden oder synthetisch hergestellten und struk-
turell verwandten SALs die Biofilmbildung im Deletions-
stamm ΔsalA wiederherstellen kann. (Abbildung S78).

Die Zugabe von Cysteinoliden während der bakteriellen
Wachstumsphase führte jedoch weder beim Wildtyp zu
signifikanten phänotypischen Effekten noch zur Wiederher-
stellung der Biofilmbildung in der ΔsalA Mutante. Dies legt
die Vermutung nahe, dass extrazelluläre Supplementierung
die komplexen zellulären Prozesse zur Biofilmbildung nicht
signifikant beeinflussen können, oder dass ΔsalA-Mutanten
nicht in der Lage sind, extern verabreichte Cysteinolide zu
verarbeiten.[48] Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit von
SALs (1–3) und Cysteinoliden (14, 15) mit Sulfonosphingo-
lipiden wie RIFs und IOR-1,[21–23] untersuchten wir im
nächsten Schritt ob Cysteinolides ähnliche Auswirkungen
auf die Bildung von mehrzelligen Rosetten in S. rosetta
aufwiesen. Mit Ausnahme von Cysteinolid A 14, welches die
Proliferation von Choanoflagellaten in konzentrationsab-
hängiger Weise negativ beeinflusste, verursachte keines der
getesteten Lipide eine morphologische Veränderung (siehe
SI-Abbildung S79–S80). Eine ähnliche milde zytotoxische
Wirkung wurde auch beobachtet, als die Lipide im Zelltoxi-
zitätstest mit menschlichen Zelllinien getestet wurden (siehe
Tabelle S14).

Sulfonolipid-produzierende Bakterien sind Teil des
menschlichen Mikrobioms, welche aktiv an den Schnittstel-
len zwischen Bakterien und Menschen interagieren und
bakterielle Signalmoleküle, wie zum Beispiel Lipidmediato-
ren, ausschütten. Daher haben wir auch die pharmakopho-

ren Eigenschaften von SALs und Cysteinoliden getestet,
wobei der Fokus auf die Arachidonat-5-Lipoxygenase fiel
(ALOX5 oder 5-LOX).[49] 5-LOX ist ein eisenhaltiges Nicht-
Häm-Enzym, das eine zweistufige Reaktion zur Bildung des
instabilen Epoxid-Zwischenprodukts 5,6-Oxido-7,9,11,14-Ic-
osatetraensäure (LTA4) aus Arachidonsäure (AA) kataly-
siert.[50] LTA4 wird weiter enzymatisch in verschiedene
Leukotriene (LT) umgewandelt oder verstoffwechselt, die
als Entzündungsmediatoren eine wichtige Rolle in der
Abwehrreaktionen des Wirts und bei verschiedenen Krank-
heiten, wie zum Beispiel Asthma, Herz-Kreislauf-Erkran-
kungen und bestimmten Krebsarten spielen.[51,52] Bisher ist
trotz seines ungünstigen pharmakokinetischen Profils und
seiner hepatotoxischen Wirkung nur ein Wirkstoff als 5-
LOX-Hemmer zur Behandlung von Asthma durch die FDA
zugelassen (Zileuton, ein Benzothiophen-N-Hydroxyharn-
stoff).[53]

Daher wurden mittels eines etablierten zellfreien Assays
die synthetischen SALs sowie die bakteriellen Cysteinolide
auf ihre Auswirkungen auf die 5-LOX-vermittelte Produkt-
bildung getestet. Während für taurin- oder homotaurinhalti-
ge SALs keine Wirkung festgestellt wurde, konnte für 2-
aminopropan-1-sulfonsäurehaltige SALs (R,R)-3, Lyso-
SALs (R,S)-13 und (R,R)-13 eine schwache 5-LOX-hem-
mende Aktivität festgestellt werden. Interessanterweise
hemmen (S,R)-3 und Cysteinolid A (14) 5-LOX mäßig,
während die höchste Aktivität für Cysteinolid B (15) beob-
achtet wurde (Abbildung 7), was auf eine Spezifität gegen-
über der α-Hydroxygruppe in der Molekülstruktur hindeutet
(Abbildungen S81–S82). Diese Ergebnisse zeigen erneut,
dass spezifische bakterielle Lipide Immunreaktionen im
Wirtsmilieu strukturabhängig modulieren können. Der Che-
motyp von 15 als 5-LOX-Inhibitor ist neuartig und nicht mit

Abbildung 5. A) Totalsynthese der Lyso-Cysteinolide B (2R,2’R)-25 und (2S,2’R)-25 und halbtotale Synthese von 25 durch Verseifung des isolierten
Cysteinolids B 15. B) Vergleich der vergrößerten und gestapelten 1H NMR -Spektren(CD3OD, 500 MHz, δ=3,0–4,5 ppm) der synthetischen Lyso-
Cysteinolide und das durch Verseifung des natürlichen Lipids 15 (isoliert aus R. meonggei) erhalten lyso Cysteinolid B. BzCl: Benzoylchlorid; py:
Pyridin; MeOH: Methanol; TEMPO: 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl; TCCA: Trichlorisocyanursäure.
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Zileuton verwandt, was die künftige Erforschung entspre-
chender Derivate für die Arzneimittelentwicklung ermög-
licht.

Fazit

Zusammenfassend konnten wir den Strukturvorschlag zu
einer neuen bakterielle Sulfonolipidklasse, produziert von
Mitgliedern der weit verbreiteten Roseobacter-Gruppe, kor-
rigieren. Soweit uns bekannt ist, konnten wir damit zum
ersten Mal zwei cysteinolsäurehaltige Lipide identifizieren
und durch ihre Isolierung vollständig charakterisieren.[54]

Die Substanzklasse haben wir als Cysteinolide bezeichnet
und die absoluten Strukturen von zwei Mitgliedern wurden
durch zwei total-synthetische Ansätze sowie den Abbau der
Naturstoffe genau bestimmt. Die Verfügbarkeit syntheti-
scher Standards und isolierter Verbindungen ermöglichte es
uns, ihre Produktion in mehreren Mitgliedern der Roseobac-
ter-Gruppe zu validieren, was frühere bioinformatische und
biosynthetische Studien im Nachhinein experimentell bestä-
tigt. Weitere netzwerkbasierte Analysen von bakteriellen
Lipidextrakten führten zur putativen Identifizierung zusätz-
licher Kongenere.

Die Verfügbarkeit von synthetischen Standards struktu-
rell einzigartiger bakterieller Lipide, insbesondere sulfono-
haltiger Lipide, wird für viele naturstoffbezogene For-
schungsbereiche immer wichtiger. Jüngste physiologische

Abbildung 6. A) Heatmap, welche die relative Häufigkeit von Cysteinoliden in standardisierten bakteriellen Lipidextrakten zeigt. B) GNPS-
Netzwerkanalyse von Cysteinoliden basierend auf HRMS/MS-Daten von bakteriellen Lipidextrakten: R. meonggei ND-6 (rot), R. pomeroyi DSS-3 wt
(schwarz), S. thioxidans DSM10146 (gelb) und R. pomeroyi DSM15171 (blau). C) Struktur des isolierten und vollständig aufgeklärten PG 16. D)
Struktur von Cysteinolid A 14 und abgeleitete planare Strukturen der nicht hydroxylierten Cysteinolide 26–29, basierend auf dem Vergleich ihrer
ähnlichen MS/MS-Fragmentierungsmuster. E) Struktur des isolierten Cysteinolids B 15 und abgeleitete planare Strukturen der hydroxylierten
Cysteinolide 30–33 auf der Grundlage des Vergleichs ihrer ähnlichen MS/MS-Fragmentierungsmuster.

Abbildung 7. Hemmung der 5-LOX-Produktbildung. Gereinigtes
5-LOX-Enzym wurde 15 Minuten lang mit 30 μM Testverbindungen
oder Zileuton bei 3 μM als Positivkontrolle (pos. ctrl) vorinkubiert und
dann mit 20 μM exogenem AA zur Induktion der 5-LOX-Produktbildung
innerhalb von 10 Minuten stimuliert. Die 5-LOX-Produkte wurden
mittels HPLC analysiert. Für 5-LOX-Hemmung: *p<0,05; gegenüber
Vehikel. Für die Lactate Dehydrogenase (LDH)-Freisetzung: #p<0,05;
##p <0,01; ###p<0,001; gegenüber Vehikel; pos. ctrl.: 1% Triton
X-100. Einseitige ANOVA mit Dunnetts Mehrfachvergleichstest.
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Studien deuten z.B. darauf hin, dass insbesondere Phos-
phor-limitierte Wachstumsbedingungen heterotrophe Bak-
terien dazu veranlassen, Phospholipide durch den Einbau
schwefelhaltiger Lipide zu ersetzen.[55] Neben ihrer Rolle als
Energiespeicher und Membrankomponenten dienen schwe-
felhaltige mikrobielle Lipide auch als intra- und interzellulä-
re Signalmoleküle, die auch für die Interaktionen zwischen
Wirt und Mikrobe von Bedeutung sind.[56] Studien an Mikro-
ben, die mit dem menschlichen Darm assoziiert sind (z.B.
Bacteroides und Odoribacter) haben gezeigt, dass Sulfonoli-
pide, insbesondere Sulfonosphingolipide, wichtige bakteriel-
le Membranbestandteile sind und eine entzündungsfördern-
de Wirkung auf eukaryotische Zellinien haben. Darüber
hinaus sind z.B. N-Acyltaurine eine endogene Klasse bioak-
tiver Lipide, die häufig bei Säugetieren, aber auch bei
wirbellosen Meerestieren vorkommen, wo sie als Signalmo-
leküle im zentralen Nervensystem und in peripheren Gewe-
ben wirken.[57,58]

Die Verfügbarkeit dieser weit verbreiteten bioaktiven
Sulfonolipide und ihrer potenziellen biosynthetischen Vor-
stufen werden für zukünftige Forschungsansätze, die darauf
abzielen, ihre Biosynthese sowie ihre ökologischen und
physiologischen Funktionen zu entschlüsseln, von wesentli-
cher Bedeutung sein. Darüber hinaus werden sie als wert-
volle Referenzsubstanzen in marinen biologischen Studien
dienen, um das Vorkommen dieser Verbindungsklasse in
Meerwasserproben, mikrobiellen Gemeinschaften oder ma-
rinen Lebensmitteln zu quantifizieren.

Erklärung zur Datenverfügbarkeit

Die Datensätze, die diesen Artikel unterstützen, wurden als
Teil der elektronischen unterstützenden Informationen (SI)
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ren, 1D- und 2D NMR Spektren der beschriebenen Verbin-
dungen sowie HRMS- und Bioassay-Daten. Dieses Material
ist kostenlos verfügbar.
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Strukturrevision einer weit verbreiteten ma-
rinen Sulfonolipidklasse basierend auf de-
ren Isolierung und Totalsynthese

In dieser Studie konnten wir die chemi-
schen Strukturen einer neu entdeckten
Gruppe von bakteriellen schwefelhalti-
gen Aminolipiden (Cysteinolides) mittels
analytischer Techniken, Isolierungs- und
Abbauexperimente sowie ihrer Totalsyn-
these revidieren und ihre absolute Ste-
reochemie bestimmen. Im Gegensatz zu
früheren Strukturvorschlägen auf der Ba-
sis von Homotaurin, weisen Cysteinolide
eine cysteinolsäurehaltige Kopfgruppe
auf, die mit verschiedenen (α-Hydroxy-)
Carbonsäuren acyliert ist.
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