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ABSTRACT: The addition of the histone deacetylase
inhibitor suberoylanilide hydroxamic acid to a culture of the
ﬁlamentous fungus Beauveria felina signiﬁcantly changed its
secondary metabolite proﬁle and led to the isolation of eight
compounds, including three new cyclodepsipeptides, desme-
thylisaridin E (1), desmethylisaridin C2 (2), and isaridin F (3),
along with ﬁve known cyclodepsipeptide compounds. Isaridin
F (3) possesses a cyclodepsipeptide ring with N-methylbutyric
acid, which is rare in natural peptides. Absolute conﬁgurations of the new cyclodepsipeptides were achieved by Marfey’s method.
The anti-inﬂammatory activity of the isolated compounds was investigated through evaluating their eﬀect on superoxide anion
production and elastase release by FMLP-induced human neutrophils. Among the tested compounds, desmethylisaridin E (1)
inhibited superoxide anion production and desmethylisaridin C2 (2) inhibited elastase release, with IC50 values of 10.00 ± 0.80
and 10.01 ± 0.46 μM, respectively.



Neutrophils play a pivotal role in the defense of the humanbody against infections. However, abnormal activation of
neutrophils releases high concentrations of reactive oxygen
species (ROS) and elastase, which mediate immunological
insults and oxidative damage.1 In response to diverse stimuli,
activated neutrophils secrete a series of cytotoxins, such as the
superoxide anion, a precursor for ROS. The formation of
[bookmark: _GoBack]superoxide anion by NADPH oxidase in human neutrophils is
directly or indirectly linked to the damage and destruction of
the surrounding tissues.2,3 Neutrophil elastase is a major
secreted product of the stimulated neutrophils and a major
contributor to the destruction of tissue in chronic inﬂammatory
disease.4 It is crucial to restrain the neutrophil oxidative burst in
inﬂammatory reactions to minimize tissue damage. Finding new
natural anti-inﬂammatory agents that inhibit the release of
neutrophil inﬂammatory mediators with high eﬃciency is our
goal in the current study.
Microbial natural products have provided a myriad of
therapeutically active agents eﬀective in targeting life-threating

diseases.5 Biologically active compounds have been obtained
directly from fungal culture medium cultivated under normal
growth conditions. However, focusing on pathways active only
under normal growth conditions may be relatively unproduc-
tive, because most of the major active metabolites may have
been already isolated.6 Recently, the addition of histone
deacetylase (HDAC) and/or DNA methyltransferase inhibitors
to a fungal culture medium as a chemical epigenetic modiﬁer
proved to be an eﬀective technique for stimulating the
transcription of silent biosynthetic gene clusters, resulting in
the production of a variety of novel secondary metabolites.7−9
We have applied this strategy to ﬁlamentous fungi through the
concomitant addition of SBHA (suberic bis-hydroxamic acid,
an HDAC inhibitor) and RG-108 (a DNMT inhibitor) to the
fungal cultural medium. Two new highly oxidized ergosterols,
ﬁve new isariotin analogues from Gibellula formosana, and one
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 (
■
)novel skeletal polyketide from Isaria tenuipes were obtained.10,11
These results encouraged us to examine the eﬀect of epigenetic
modifying agents on the secondary metabolites proﬁle of other
ﬁlamentous fungi. Screening secondary metabolites produced
by ﬁlamentous fungi grown in the presence of these inhibitors
showed that the addition of 0.5 mM SAHA (suberoylanilide
hydroxamic acid, an HDAC inhibitor) to the culture medium of
Beauveria felina induced signiﬁcant changes in the metabolite
proﬁle (Figure 1). The experiment was scaled-up, and further





















Figure 1. HPLC proﬁle of B. felina EtOAc extract cultivated in YM
medium containing 0.5 mM SAHA (a) and control (b) as detected by
UV absorption at 215 nm.

investigation of the culture broth treated with SAHA led to the
isolation of eight cyclodepsipeptides, including three new

cyclodepsipeptides, desmethylisaridin E (1), desmethylisaridin
C2 (2), and isaridin F (3), together with ﬁve known
cyclodepsipeptides. Isaridin F (3) possesses a cyclodepsipeptide
ring with an α-N-methylbutyric acid, which is rare in natural
peptides (Figure 2). The isolated compounds were evaluated
for their anti-inﬂammatory activity on superoxide anion
production and elastase release in FMLP-induced human
neutrophils. Desmethylisaridin E (1) showed selective activity
on superoxide anion production with an IC50 value of 10.00 ±
0.80 μM, whereas desmethylisaridin C2 (2) displayed selective
activity on elastase release with an IC50 value of 10.01 ± 0.46
μM.

RESULTS AND DISCUSSION
Desmethylisaridin E (1) was isolated as a colorless oil. Its
molecular formula, C34H51N5O7, was determined by HRESIMS
at m/z 664.3692 [M + Na]+ (calcd for C34H51N5O7Na,
664.3686), which corresponds to 12 degrees of unsaturation.
The UV spectrum showed absorption at 208 nm. The IR
spectrum indicated the presence of amine (3357 cm−1), ester
carbonyl (1724 cm−1), amide carbonyl (1642 cm−1), and
aromatic (1536 cm−1) functionalities. Analysis of the 13C NMR
and DEPT spectra of 1 indicated the presence of six carbonyls,
one quaternary aromatic carbon, ﬁve tertiary aromatic carbons,
one tertiary oxymethine carbon, four tertiary nitrogenated
methine carbons, seven methylene carbons, three methine
carbons, a single N-methyl, and six methyls, suggesting a cyclic
hexapeptide-type compound (Table 1). The 1H NMR
spectrum revealed the presence of three amide NH protons
(δH 8.06, 7.12, and 6.50), ﬁve aromatic protons (δH 7.27−7.18
for H-25 to H-29), ﬁve alpha protons [δH 5.20 (H-2), 4.62 (H-
22), 4.50 (H-17), 4.30 (H-11), 4.12 (H-31)], one N-methyl
group (δH 2.91, H3-15), and six methyl groups (δH 0.89−0.99
for H3-5, H3-6, H3-13, H3-14, H3-19, and H3-20), indicating a
cyclic hexadepsipeptide with a phenylalanine unit.12
The assignment of the proton and carbon signals to the
amino acid residues was achieved using 2D NMR (1H−1H
COSY, HSQC, and HMBC experiments). From the HSQC























Figure 2. Structures of the isolated compounds 1−8.
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Table 1. 1H and 13C NMR Data in CDCl3 for Compounds 1−3a
1	2	3
position	δH mult. (J in Hz)	δC	δH mult. (J in Hz)	δC	position	δH mult. (J in Hz)
HMPA	HMPA	HMPA
1	169.8	170.1	1
2	5.20 dd (11.2, 2.2)	73.2	5.15 dd (11.0, 2.0)	73.2	2	5.20 dd (11.0, 2.0)
3a	1.96 m	38.9	1.93 m	39.1	3a	1.97 m
3b	1.29 m	1.24 m	3b	1.28 m
4	1.92 m	24.8	1.97 m	24.8	4	1.95 m
5	0.99 d (6.5)	23.3	0.99 d (6.7)	23.3	5	0.98 d (6.6)
6	0.96 d (6.5)	20.9	0.97 d (6.5)	21.0	6	0.96 d (6.6)
β-Ala	β-Ala	β-Ala
7	173.5	173.4	7
8a	2.65 dt (16.0, 3.0)	34.9	2.66 dt (15.8, 3.6)	34.9	8a	2.61 m (overlapped)
8b	2.53 dt (12.2, 3.6)	2.54 m	8b	2.61 m (overlapped)
9a	4.09 m	35.2	4.11 m	35.2	9a	4.14 m
9b	3.21 t (12.7)	3.22 m	9b	3.20 m
NH	7.12 d (9.2)	7.09 d (9.2)	NH	7.51 d (8.4)
N-Me-Val	N-Me-Val	α-N-Me-BA
10	168.4	168.4	10
11	4.30 d (10.7)	66.5	4.26 d (10.7)	66.5	11	4.73 m
12	2.46 m	27.0	2.46 m	27.0	12	2.82 m, 1.31 m
13	0.95 d (6.5)	19.5	0.95 d (6.9)	19.5	13	0.93 t (7.2)
14	0.90 d (6.5)	19.4	0.89 d (6.5)	19.4	14	2.87 s
15	2.92 s	29.1	2.91 s	29.1	N-Me-Val
Val	Val	15
16	171.7	171.6	16	5.10 d (10.8)
17	4.50 t (9.2)	54.7	4.50 m	54.6	17	2.33 m
18	2.12 m	31.5	2.11 m	31.5	18	0.91 d (6.6)
19	0.89 d (6.2)	20.2	0.88 d (6.7)	20.1	19	0.88 d (6.6)
20	0.96 d (6.2)	18.7	0.99 d (6.5)	18.8	20	3.16 s
NH	6.50 d (9.2)	6.20 d (9.2)	Phe
Phe	Phe	21
21	172.5	172.3	22	4.75 m
22	4.62 m	55.2	4.53 m	55.2	23a	3.04 dd (14.4, 4.8)
23a	3.07 dd (13.7, 5.9)	37.2	3.05 dd (13.8, 6.2)	37.2	23b	2.93 dd (13.8, 10.8)
23b	2.95 m	2.98 dd (10.6, 3.1)	24
24	136.3	136.2	25, 29	7.20 m
25, 29	7.18 d (6.8)	128.8	7.17 d (6.8)	128.8	26, 28	7.29 m
26, 28	7.27 m	128.9	7.28 m	128.9	27	7.24 m
27	7.25 m	127.2	7.24 m	127.2	NH	8.08 d (7.8)
NH	8.06 d (8.2)	7.98 d (8.2)	Pro
Pro	β-Me-Pro	30
30	171.6	171.3	31	4.10 dd (7.8, 1.2)
31	4.12 d (8.7)	61.0	3.70 d (2.0)	68.0	32a	2.24 m
32a	2.27 dd (12.9, 6.4)	32.0	2.62 m	39.3	32b	2.12 m
32b	2.08 m	33a	1.78 m
33a	1.74 m	21.8	1.42 m (overlapped)	28.6	33b	1.39 m
33b	2.00 m	1.42 m (overlapped)	34a	3.50 m (overlapped)
34a	3.47 m (overlapped)	47.0	3.69 m	45.1	34b	3.50 m (overlapped)
34b	3.47 m (overlapped)	3.37 m
35	1.08 d (7.1)	19.1
a Assignments were based on HSQC and HMBC experiments.



spectrum, seven methylenes [δH 1.29, 1.96 (H2-3), 2.53, 2.65

1

H−1H COSY, indicating the presence of a proline unit. The

(H2-8), 3.21, 4.09 (H2-9), 2.95, 3.07 (H2-23), 2.08, 2.27 (H2-
32), 1.74, 2.00 (H2-33), 3.47 (H2-34)] were correlated to δC
38.9 (C-3), 34.9 (C-8), 35.2 (C-9), 37.2 (C-23), 32.0 (C-32),
21.8 (C-33), and 47.0 (C-34), respectively. The 1H−1H COSY
and HMBC correlations from amide NH protons led to the
identiﬁcation of the amino acid side chains. The independent
spin system of N-CH-CH2-CH2-CH2-N was deﬁned using

spin systems O-CH-CH2-CH(CH3)2, NH-CH2-CH2, CH3-N-
CH-CH(CH3)2, and NH-CH-CH(CH3)2 were also identiﬁed
and conﬁrmed by 1H−1H COSY and HMBC spectra,
suggesting the presence of 2-hydroxy-4-methylpentanoic acid
(HMPA), β-alanine, N-Me-valine, and valine residues (Figure
3). The sequence of the ﬁve amino acid units was deﬁned by
alpha protons and amide NH signals to the carbonyl functional
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Figure 3. 1H−1H COSY and HMBC correlations and key NOE eﬀects of 1 and 2.



groups based on the following HMBC cross-peaks: H-2/C-1,
C-4; H2-8/C-7; H2-9/C-8, C-9; NH (δH 7.12)/C-10; H-11/C-
10, C-12, C-15, C-16; H-17/C-16, C-18, C-19, C-21; H-22/C-
21; NH (δH 8.06)/C-23, C-30; H-31/C-30, C-33, C-34 (Figure
3). Upon extensive analysis of these data, desmethylisaridin E
(1) was assigned as a cyclic hexapeptide containing one
equivalent of Phe1, Pro2, HMPA3, β-Ala4, N-Me-Val5, and Val6,
which was consistent with the 12 degrees of unsaturation. The
closest known compound to this new cyclodepsipeptide is
isaridin E (4), which is also a major metabolite of B. felina.
However, the major diﬀerence in structure is the replacement
of the N-Me-Val residue in 4 with the Val6 residue in 1.
Additionally, it was found that 1 fulﬁlls the description of
isaridins reported by Balaram et al. in 2007, in which it was
shown that the cyclodepsipeptides belonging to the isaridin
type possess an α-hydroxy acid and a β-amino acid, with a
preponderance of N-alkylated residues.13
The sequence of the amino acids in 1 was further conﬁrmed
on the basis of EIMS experiments. The molecular ion m/z 641
[M]+ of 1 was deduced by EIMS, and the fragmentation was
followed by MSn. The EIMS spectrum of 1 showed preferential
opening of the macrocyclic ring at the N-Me-Val5-Val6 amide
bond, followed by a series of major fragmentation pathways
(Figure 4). One ion series started with the loss of 99 amu due












Figure 4. EIMS fragments of 1.

to Val, leaving m/z 542 (Phe1-Pro2-HMPA3-β-Ala4-N-Me-Val5),
which then lost 28 amu (carbonyl group of Phe), aﬀording m/z
514. Another pathway left a series of fragments at m/z 528,
457, 343, corresponding to the successive loss of N-Me-Val, β-
Ala, and HMPA, respectively, from the N-terminal to the C-
terminal. The base ion peak observed at m/z 556 was obtained
by cleaving the bond between the carbonyl and the α-carbon on
N-Me-Val. Moreover, another pathway was also observed
leaving major fragments at m/z 626 and 598 due to the loss of
15 amu (CH3 of N-Me-Val) and 43 amu (i-Pr of Val),
respectively.

The relative conﬁgurations of Phe1, Pro2, HMPA3, N-Me-
Val5, and Val6 alpha protons were assigned by the analysis of
NOESY correlations (Figure 3). In the NOESY spectrum of 1,
the alpha proton of HMPA3 (δH 5.20, H-2) and Pro2 (δH 4.12,
H-31) showed NOE eﬀects, indicating that these protons
possess the same orientation with respect to the macrocyclic
ring. We found that Phe1, Val6, and N-Me-Val5 also possess the
same relative conﬁguration based on the NOE data [Phe1 (δH
4.62, H-22)/Val6 (δH 7.29, NH); Val6 (δH 7.29, NH)/Val6 (δH
2.12, H-18); Val6 (δH 4.50, H-17)/N-Me-Val5 (δH 4.30, H-11)].
The conﬁguration of Pro protons was assigned as cis, which was
conﬁrmed by the large chemical shift diﬀerence (10.2 Hz)
between the β- and γ-carbons (Δδβγ: trans < 6 Hz, cis > 8
Hz).14
The absolute conﬁgurations of the four alpha amino acids in
1 were determined through a combination of Marfey’s method
and the use of reversed-phase HPLC.15 A small sample of 1 was
hydrolyzed with 6 N HCl, and the hydrolysate was derivatized
with 1-ﬂuoro-2,4-dinitrophenyl-5-L-alanine amide (FDAA).
The HPLC analysis of the acid hydrolysate derivative of 1
resulted in the same retention times as those prepared from L-
Phe, L-Pro, N-Me-L-Val, and L-Val authentic samples. The four
amino acid units (Phe, Pro, N-Me-Val, and Val) in 1 were
assigned as L-conﬁgured. On the basis of the relative
conﬁguration of alpha protons established between Pro and
HMPA by NOESY data, the absolute conﬁguration of C-2 in
HMPA was deduced as S. On the basis of the aforementioned
analysis, compound 1 was conﬁrmed as a new cyclodepsipep-
tide and was named desmethylisaridin E.
Desmethylisaridin C2 (2) was obtained as a colorless oil with
a molecular formula, C35H53N5O7, determined by HRESIMS at
m/z 678.3848 [M + Na]+ (calcd for C35H53N5O7Na,
678.3842), which was larger than desmethylisaridin E (1) by
14 mass units. This indicated that an additional methyl group is
present in 2. The 1H and 13C NMR spectra of 2 were similar to
those of 1, except for the presence of an additional methyl
group at δc 19.1/δH 1.08 (3H, d, J = 7.1 Hz, H3-35) (Table 1).
The cross-peaks in the 1H−1H COSY and HMBC spectra
clariﬁed the sequence of all amino acid derivatives in the
macrocyclic ring. The HMBC correlations of H-31/C-32, C-33,
C-34, C-35; H3-35/C-32 suggested that the methyl group is
attached on the β position of the Pro unit (Figure 3).
Moreover, the EIMS fragmentation pattern of 2 was also
identical to that of 1, which established the sequence of amino
acids as cyclo(-Phe1-β-Me-Pro2-HMPA3-β-Ala4-N-Me-Val5-
Val6-) (Figure 5). The structure of 2 was similar to isaridin
C2 isolated from Isaria felina, except for the replacement of
valine6 residue in isaridin C2 by N-Me-Val residue in 2.13
Determination of the relative conﬁgurations of the amino
acids alpha protons in 2 was based on NOESY analysis. The
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systems established six moieties containing Phe1, Pro2, HMPA3,
β-Ala4, α-N-methylbutyric acid (α-N-Me-BA5), and N-Me-Val6.
The structure of 3 was assigned as cyclo-(-Phe1-Pro2-HMPA3-
β-Ala4-α-N-Me-BA5-N-Me-Val6-). This is a new cyclic hexadep-
sipeptide characterized by the presence of an α-N-Me-BA
residue, unprecedented in the isaridin series.
Due to limited isolated compound, 13C NMR, HSQC, and
HMBC experiments could not be conducted. EIMS was utilized
for the conﬁrmation of the amino acid sequence of 3. The
EIMS cleavage fragment patterns of 3 were similar to those of
1. In the EIMS of 3, a molecular ion peak at m/z 641 [M]+ was

Figure 5. EIMS fragments of 2.

key NOE eﬀects of 2 [Phe1 (δH 4.53, H-22)/Val6 (δH 6.20,
NH); Val6 (δH 4.50, H-17)/ N-Me-Val5 (δH 4.26, H-11); N-
Me-Val5 (δH 4.26, H-11)/β-Ala4 (δH 7.09, NH); HMPA3 (δH
5.15, H-2)/β-Me-Pro2 (δH 3.70, H-31)] were similar to those of
1, indicating that the ﬁve subunits, HMPA, β-Me-Pro, Phe, Val,
and N-Me-Val, have the same orientation with respect to the
macrocyclic ring. Moreover, the NOE correlation between the
methyl (δH 1.08, H3-35) and alpha proton (δH 3.70, H-31) in
the β-Me-Pro residue was observed. The absolute conﬁguration
of each alpha proton in 2 was determined by the Marfey’s
method. The conﬁguration of the four amino acid units (Phe,
Pro, N-Me-Val, and Val) in 2 was assigned as L according to the
results obtained from the Marfey’s experiment. Additionally,
the absolute conﬁguration of both the methyl group in the β
position of β-Me-Pro and C-2 in HMPA was assigned as S. On
the basis of the forgoing data, the structure of compound 2 was
deduced and named desmethylisaridin C2 (Figure 2).
Compound 3 was isolated as a colorless oil. It showed a
pseudomolecular ion peak at m/z 664.3691 [M + Na]+ (calcd
for C34H51N5O7Na, 664.3686) based on HRESIMS, corre-
sponding to the molecular formula C34H51N5O7 with 12
degrees of unsaturation. IR absorption revealed the presence of
NH (3348 cm−1), ester carbonyl (1724 cm−1), amide carbonyl
(1669 cm−1), and aromatic (1550 cm−1) groups. The 1H NMR
of 3 suggested a structural similarity to 1, except for the absence
of a methyl group and the presence of an additional N-methyl
moiety at δH 3.16 (H3-20). The spectral data revealed that 3 is
also an isaridin-type compound. Detailed analysis of the 1H
NMR spectrum of 3 revealed the presence of two amide
protons (δH 7.51 and 8.08), ﬁve aromatic protons (δH 7.20−
7.29, H-25 to H-29), ﬁve alpha protons [δH 5.20 (H-2), 5.10
(H-16), 4.75 (H-22), 4.73 (H-11), 4.10 (H-31)], two N-methyl
group protons [δH 3.16 (H3-20), 2.87 (H3-14)], and ﬁve methyl
group protons [δH 0.98 (H3-5), 0.96 (H3-6), 0.93 (H3-13), 0.91
(H3-18), 0.88 (H3-19)]. 1H−1H COSY data established the
spin systems in 3, leading to the identiﬁcation of hydroxy and
amino acid residues (Figure 6). The most prominent spin









Figure 6. 1H−1H COSY correlations of 3.

observed, with a preferential opening of the macrocycle at the
α-N-Me-BA5-N-Me-Val6 amide bond, followed by a series of
major fragmentation pathways (Figure 7). Cleavage of the bond












Figure 7. EIMS fragments of 3.

between the carbonyl and α-carbon of the ﬁfth amino acid
easily produced the base ion peak, which was observed at m/z
570, supporting the presence of an α-N-Me-BA moiety. The
EIMS data were consistent with those of 1 and 2. On the other
hand, the fragmentation of the lesser abundant linear peptide
generated after cleavage of the i-Pr bond on N-Me-Val6 left a
fragment at m/z 598 corresponding to [M − i-Pr]+, which was
followed by a successive loss of m/z 113, 142, and 99 amu,
leaving m/z 528 [M − N-Me-Val6]+, 499 [M − N-Me-Val −
Phe − Pro − HMPA − CO]+, and 542 [M − α-N-Me-BA]+,
respectively. Hence, the structure of compound 3 was deduced
and found to possess a rare α-N-methylbutyric acid unit (Figure
2). The literature indicated that only one cyclodepsipeptide,
enniatin K1, isolated from Fusarium scirpi, possesses this partial
moiety.16
The ﬁve known metabolites isolated in the current study
were identiﬁed by comparing their physical and spectroscopic
data with the corresponding authentic samples or literature
values; they were isaridin E (4),17 isaridin C2 (5),13 destruxin A
(6),18 resetoxin B (7),19 and roseocardin (8).20
Neutrophils accumulate at sites of inﬂammation and
immunological reaction in response to locally existing chemo-
tactic mediators. Bacterial N-formyl peptides, such as formyl-L-
methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine (FMLP), are some of the
ﬁrst identiﬁed and most potent chemoattractants for
neutrophils.21 The anti-inﬂammatory eﬀect of the isolated
cyclodepsipeptides was examined, by evaluating their suppres-
sive action on FMLP-induced superoxide anion generation and
elastase release in human neutrophils. Genistein was used as the
positive control. Unfortunately, due to the limited quantity of
isaridin F (3), its biological activity was not tested. As shown in
Figure 8, compounds 1, 2, 4, and 5 inhibited superoxide anion
production, and compounds 2, 4, 5, and 8 inhibited elastase
release. The IC50 values of the tested compounds are shown in
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of some compounds was achieved by a preparative HPLC (Shimadzu
LC-10AT, Shimadzu Inc., Kyoto, Japan) system equipped with a
Thermo ODS Hypersil column (10 × 250 mm, 5 μm, Thermo Fisher
Scientiﬁc Inc., Rockford, IL, USA). 1H NMR and 13C NMR spectra
were recorded on Varian Inova 600 and Varian Unity Plus 400 MHz
(Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) spectrometers using TMS as an
internal standard. Chemical shifts were reported in ppm (parts per
million), and coupling constants (J) were expressed in Hz. HRESIMS
measurements were performed on a Shimadzu LCMS-IT-TOF liquid
chromatography mass spectrometer (Shimadzu Inc.) with ESI
interface. Optical rotations were measured utilizing a JASCO DIP-
370 digital polarimeter (JASCO Inc., Tokyo, Japan). UV spectra were
obtained on a Hitachi 220-20 spectrophotometer (Hitachi Co., Tokyo,
Japan). IR spectra were measured using a Hitachi 260-30
spectrophotometer (Hitachi Co., Tokyo, Japan). SAHA was
synthesized as shown in Scheme S1 in the Supporting Information.
Fungal Material. B. felina was purchased from Bioresource
Collection and Research Center (BCRC) with the following voucher
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)Figure 8. Inhibitory eﬀect of isolated compounds from B. felina on
ROS production and elastase release by human neutrophils in
response to FMLP. Results are presented as percentage of inhibition
at 10 μg/mL concentration (n = 3, 4). **p < 0.01, ***p < 0.001
compared to control. Genistein was used as a positive control.
Table 2. It was found that the presence of a Val6 residue
(compounds 1 and 2) led to a selective inhibitory activity on
Table 2. Eﬀect of Compounds 1−8 on Superoxide Anion
Production and Elastase Release in FMLP-Induced Human
Neutrophils
superoxide aniona	elastase releasea
b
1	10.00 ± 0.80	N.D.d
2	10.90 ± 0.59	10.01 ± 0.46
3	N.D.d	N.D.d
4	12.21 ± 0.98	12.76 ± 1.00
5	10.09 ± 0.83	12.12 ± 0.72
6	N.D.d	N.D.d
7	N.D.d	N.D.d
8	N.D.d	15.09 ± 0.28
genisteinc	0.69 ± 0.02	6.72 ± 1.00
a
necessary for 50% inhibition (IC50). cGenistein was used as a positive
control. dNot determined.

FMLP-induced superoxide anion production and elastase
release in neutrophils. The presence of allylic functionality in
compounds 6 and 7 resulted in a signiﬁcant reduction of anti-
inﬂammatory activity. Additionally, the cell viability was
measured by LDH release (see Supporting Information). The
LDH release data showed that the active anti-inﬂammatory
compounds 1, 2, 4, 5, and 8 did not increase LDH release
compared to the control, indicating that these ﬁve cyclo-
depsipeptides exhibited anti-inﬂammatory activity without
toxicity toward human neutrophils.
EXPERIMENTAL SECTION
General Experimental Procedures. TLC was performed on
silica gel 60, F254 (0.20 nm, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), and
compounds were detected using ultraviolet light at 254 and 365 nm
and stained by spraying with 50% H2SO4 followed by heating on a hot
plate. For column chromatography, silica gel (Kieselgel 60, 70−230
and 230−400 mesh, Merck KGaA) and Sephadex LH-20 (Pharmacia
Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden) were used. Further puriﬁcation

number: 32873. The fungal strain was maintained in potato dextrose
agar media at 25 °C for 7 days and directly inoculated into 250 mL
Erlenmeyer ﬂasks containing 75 mL of fermentation YM media (1%
glucose, 0.5% peptone, 0.3% malt extract, and 0.3% yeast extract)
treated either with SAHA (0.5 mM) or without inhibitor (control).
The ﬂasks were incubated on a rotary shaker at 150 rpm at 25 °C.
After 12 days of cultivation, the culture media were extracted by
EtOAc. The EtOAc extracts of each condition were analyzed by
reversed-phase HPLC on a Cosmosil reversed-phase column (250 ×
4.6 mm, 5 μm, 1.0 mL/min, Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) with water
and acetonitrile as the mobile phase (0−5 min: 80:20, 5−20 min: from
80:20 to 0:100, 20−30 min: 0:100).
Fermentation, Extraction, and Isolation. For the scale-up
procedures, B. felina was cultivated using 80 Erlenmeyer ﬂasks (500
mL), each ﬂask containing 150 mL of fermentation YM media in the
presence of 0.5 mM SAHA, which was incubated on a rotary shaker at
150 rpm at 25 °C. After 12 days, 12.0 L of the whole broth was ﬁltered
to separate the broth ﬁltrate from the mycelia. The ﬁltrate was
extracted three times with ethyl acetate and concentrated under
reduced pressure to obtain a dry extract (1.10 g). This extract was
chromatographed on a Sephadex LH-20 column eluted with MeOH to
yield ﬁve fractions (F1−F5). Fraction F2 (561.1 mg) was puriﬁed
using silica gel ﬂash column with CH2Cl2−MeOH (19:1) as the eluent
to obtain eight subfractions (F2-1 to F2-5). Fraction F2-2 (314.6 mg)
was subjected to a silica gel column eluted with a stepwise gradient
solvent system of increasing polarity starting from 20% EtOAc and
80% dichloromethane to 100% EtOAc, which yielded ﬁve subfractions
(F2-2-1 to F2-2-5). Subfraction F2-2-2 was puriﬁed using reversed-
phase HPLC on a Thermo ODS Hypersil column (250 × 10 mm, 5
μm, 2.5 mL/min) with acetonitrile and water (70:30 v/v) as the
eluent, yielding compound 5 (50.9 mg). Subfraction F2-2-4 was also
puriﬁed by reversed-phase HPLC using acetonitrile and water (50:50
v/v) as the eluent to yield compounds 1 (3.5 mg), 2 (2.5 mg), 3 (0.97
mg), and 4 (121.2 mg). Compounds 6 (21.5 mg), 7 (12.0 mg), and 8
(3.9 mg) were obtained from subfraction F2-2-5 using a silica gel ﬂash
column eluted with CH2Cl2−EtOAc (6:1) and puriﬁed by reversed-
phase HPLC with acetonitrile and water (50:50 v/v) as the eluent.
 (
D
)Desmethylisaridin E (1): colorless oil; [α]25 −106.9 (c 0.54,
CH3OH); UV (CH3OH) λmax (log ε) 208 (4.48); IR (neat) νmax 3486
(br), 3357 (br), 3284 (br), 2963, 1724, 1674, 1642, 1536, 1174 cm−1;
1
are given in Table 1; HRESIMS m/z 664.3692 [M + Na]+ (calcd for
C34H51N5O7Na, 664.3686).
 (
D
)Desmethylisaridin C2 (2): colorless oil; [α]25 −111.3 (c 0.55,
CH3OH); UV (CH3OH) λmax (log ε) 208 (4.47); IR (neat) νmax 3348
(br), 3284 (br), 2963, 1724, 1678, 1642, 1541, 1174 cm−1; 1H NMR
(CDCl3, 600 MHz) and 13C NMR (CDCl3, 150 MHz) data are given
in Table 1; HRESIMS m/z 678.3848 [M + Na]+ (calcd for
C35H53N5O7Na, 678.3842).
 (
D
)Isaridin F (3): colorless oil; [α]25 −159.0 (c 0.55, CH3OH); UV
(CH3OH) λmax (log ε) 208 (4.41); IR (neat) νmax 3339 (br), 3282
(br), 2956, 1723, 1676, 1619, 1523, 1171 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 600
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MHz) data are given in Table 1; HRESIMS m/z 664.3691 [M + Na]+	AUTHOR INFORMATION
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)HPLC. Standard L- and D-amino acids were also derivatized with
FDAA following the same procedures.22 The analysis was performed
under the following conditions: Cosmosil RP-18 column (250 × 4.6
mm, 5 μm, 1.0 mL/min) with a linear gradient of acetonitrile and
water containing 0.05% triﬂuoroacetic acid (0−10 min: 20:80, 10−40
min: from 20:80 to 100:0, 40−60 min: 100:0), UV detection at 340
nm. The retention times of the authentic acid FDAA derivatives were
as follows: D-Phe (18.1 min), L-Phe (15.2 min), D-Pro (14.6 min), L-
Pro (16.3 min), N-Me-L-Val (17.6 min), N-Me-D-Val (19.3 min), L-Val
(22.9 min), D-Val (24.5 min); the hydrolysate product gave peaks with
retention times of 15.2, 16.4, 17.6, and 23.0 min, corresponding to L-
Phe, L-Pro, N-Me-L-Val, and L-Val, respectively.
Human Neutrophil Superoxide Anion Generation. Human
neutrophils were obtained from venous blood of healthy, adult
volunteers (20−28 years old) by means of dextran sedimentation and
Ficoll centrifugation. Superoxide anion production was assayed by
monitoring the superoxide dismutase-inhibitable reduction of
ferricytochrome c.23 In brief, after supplementation with 0.5 mg/mL
ferricytochrome c and 1 mM Ca2+, neutrophils were equilibrated at 37
°C for 2 min and incubated with the test compound for 5 min. Cells
were incubated with cytochalasin B (CB) (1 μg/mL) for 3 min, before
activation by the tripeptide N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenyl-
alanine (100 nM) for 10 min. Changes in the absorbance with the
reduction of ferricytochrome c at 550 nm were continuously
monitored in a double-beam, six-cell positioner spectrophotometer
under constant stirring. Calculations were based on the diﬀerences in
reaction with and without superoxide dismutase (100 U/mL) divided
by the extinction coeﬃcient for the reduction of ferricytochrome c (ε
21.1 mM/10 mm).
Measurement of Elastase Release. Degranulation of azurophilic
granules in human neutrophils was determined by elastase release as
described previously. Experiments were performed using MeO-Suc-
Ala-Ala-Pro-Val-p-nitroanilide as the elastase substrate. After supple-
mentation with MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-p-nitroanilide (100 μM),
neutrophils (6 × 105/mL) were equilibrated at 37 °C for 2 min and
incubated with each test compound for 5 min. Cells were activated by
FMLP (100 nM)/CB (0.5 μg/mL), and changes in absorbance at 405
nm were monitored continuously for elastase release. The results were
expressed as the percentage of the initial rate of elastase.24
Lactate Dehydrogenase (LDH) Release. Release of LDH to the
cell medium indicates cell membrane damage. LDH release was
determined by a commercially available method (Promega, Madison,
WI, USA). Cytotoxicity was represented by LDH release in the cell-
free medium as a percentage of the total LDH release. The total LDH
release was determined by lysing cells with 0.1% Triton X-100 for 30
min at 37 °C.25
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