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Durch Zinkstaubreduktion, katalytische Hydrierung, oxydativen Abbau, Halogenierung und
NMR-Spektrometrie wird die Konstitution des gelben Antibioticums Resistomycin (21a)
bewiesen. - Resistomycin wird nacheinander an C-4, C-11 und C-8 bromiert und deuteriert. —

Jod reagiert nur mit C-4. — Bayer-Villiger-Oxydation von Resistomycin-tetramethyldther
(18 a) liefert den Tetramethyliither 23a von Resistomycinsdure-lacton.
| |

Untersuchungen 15 des zuerst aus Streptomyces resistomycificus® isolierten gelben
Antibioticums Resistomycin7-8.9 haben fiir Resistomycin-tetramethyldther zu For-
mel 18a gefithrt1.4 und fiir Resistomycin zu den tautomeren Formeln 20, 21a und
22, von denen 21a gilt1® und nicht 20, wie bisher angenommen [.4. 11, Im folgenden
bringen wir die Beweise.

Nach AbschluB unserer Untersuchungen berichteten zwei Arbeitsgruppen!2 ohne
experimentelle Angaben tiber Versuche zur Strukturermittlung eines Antibioticum
X-340, das sie als Resistomycin identifizierten. Thre Ergebnisse bestitigten unsere
Befunde.

Bei Beginn der vorliegenden Arbeit war bekannt: Resistomycin hat vier aktive Wasser-
stoffatome und drei in Athylendiamin mit Natriumcolaminat potentiometrisch titrierbare
Hydroxyle1d, bildet ein kristallisiertes, rotes Mononatriumsalz, enthilt mindestens ein che-

1) 11l. Mitteil.: H. Brockmann und T. Reschke, Tetrahedron Letters {London] 1968, 3167.

2) E. Meyer, Dissertat., Univ. Gottingen 1954.

3) K. Schrempp, Dissertat., Univ. Gottingen 1959.

4) F. Reiners, Dissertat., Univ. Gottingen 1962. Die hier angegebene Formel 20 wurde zuerst
veroffentlicht in M. W. Miller, ,,The Pfizer Handbook of Microbial Metabolites*, S. 266,
Mc Graw-Hill Book Comp. Inc. 1961.
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liertes Carbonyl, jedoch keine Alkoxy-, Acyloxy- oder Carboxy-Gruppe, liefert bei Kuhn-
Roth-Oxydation 1.5 Mol Essigsdure, gibt mit 3 —4 Mol Wasserstoff ein rotes Hydrierungs-
produkt und ist kein Chinon.

Die funktionellen Gruppen

Nach verbessertem Verfahren isoliertes und gereinigtes Resistomycin und ebenso
verschiedene Derivate gaben Analysenzahlen, die besser auf Cy;H;50¢ palBten als auf
die zuerst angenommene Formel C,3H;3048. Endgiltig gesichert wurde CyyH ;604
durch das Massenspektrum.

Darstellung des Tetrabenzoates und Tetraacetates zeigte, dal3 vier Sauerstoffatome
des Resistomycins zu phenolischen bzw. enolischen Hydroxylen gehoren. Methy-
lierung in siedendem Aceton mit groBem UberschuB an Dimethylsulfat/Kaliumcar-
bonat gab zu 709, kristallisierten Resistomycin-tetramethyldther und zu 209 eine
Fraktion, die prdparative Diinnschichtchromatographie in zwei kristallisierte Tri-
methylither auftrennte; einen roten vom Schmp. 280° und einen gelben, in Lésung
gelb fluoreszierenden mit Schmp. 264° und kleinerem Rr-Wert (Mengenverhiltnis 2 : 3).

Drei Methoxyle des Tetramethyldthers werden bereits durch siedende konz. Salz-
sdure hydrolysiert. Der resultierende Monomethyldther ist identisch mit dem, der aus
Resistomycin und Diazomethan entsteht.

Wie die IR-Absorption der Methylither bei 1580 --1700/cm zeigt (Tab. 2), gehdren
die beiden restlichen Sauerstoffatome von C,;H¢O0¢ zu zwei Carbonylen, von denen
das eine im roten Trimethylather und das andere im gelben mit einem peri-Hydroxyl
cheliert ist. Chemisch geben sie sich dadurch zu erkennen, daB} sie bei katalytischer
Hydrierung des Tetramethylidthers zu Methylengruppen reduziert werden.

Resistomycin-tetramethyldther ist basisch, 18st sich gelbrot in konz. Salzsiure und bildet
ein kristallisiertes, rotes Perchlorat und Hydrochlorid. Die Basizitit des Resistomycins ist
erwartungsgemdl geringer; sein kristallisiertes rotes Hydrochlorid zersetzt sich bereits im
festen Zustand.

60 MHz- und 100 MHz-NMR-Spektren des Resistomycins in verschiedenen Losungs-
mitteln (Tab. 3) zeigen an: Drei nicht koppelnde Aromat/Olefin-Protonen, in Deutero-
schwefelsdure gegen Deuterium austauschbar und demnach o-stindig zu Hydroxylen U;
ein Aromat-Methyl; zwei Aliphat-Methyle, die — wie nach der Essigsdureausbeute
(1.5 Mol) der Kuhn-Roth-Oxydation zu erwarten war - geminal sind. Denn Per-
manganat-Abbau des Resistomycins lieferte Dimethylmalonsidure (1a) und als deren
Folgeprodukte a-Hydroxy-isobuttersdure (2a) und Isodpfelsiure (3)¥. Da die gemi-
nalen Methyle ein scharfes Singulett geben, sind sie dquidistant zur Ringebene des
Resistomycins.

Das Kohlenstoffgeriist des Resistomycins

Zinkstaubreduktion des Resistomycins in 5 mg-Ansitzen gab bei 280--300° zu
0.1%; farbloses, blau fluoreszierendes Destillat, dessen charakteristisches Elektronen-
spektrum dem von 2.3-Trimethylen-pyren (4) glich. Zinkstaubdestillation im Wasser-
stoffstrom bei 360° dagegen lieferte zu 179 gelbes Ol und dieses nach Chromatogra-
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phie einen farblosen, kristallisierten Kohlenwasserstoff vom Schmp. 126°, mit ihn-
licher Absorptionskurve (Abbild. 1) wie Naphthanthren (5) und Analysenzahlen, die
auf ein Dimethylderivat von 5 paf3ten. Da Aromat-Methyle im allgemeinen batho-
chrom wirken, ist verstindlich, daB3 die Kurve gegen die von 5 nach Rot verschoben ist.
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Abbild. 1. Absorptionskurven des Zinkstaubdestillats von Resistomycin (21a)
Hexan und von Naphthanthren (5§) — — — in Athanol

In der Erwartung, daB} das Resistomycinderivat 16a -~ weil sauerstoffirmer und
leicher fliichtig — bessere Ausbeuten liefern wiirde als Resistomycin, haben wir 16a
in Milligrammansiitzen mit Zinkstaub auf 390 --400° erhitzt. Das zu 22 % angefallene,
auch nach chromatographischer Reinigung nicht kristallisierende Destillat Zhnelte
in der Absorptionskurve (Abbild. 2) 2.3-Trimethylen-pyren (4), bildete mit Trinitro-
benzol eine rote Molekiilverbindung und paBte in den Analysenzahlen annihernd auf
ein Trimethylderivat von 4. Gaschromatographie und die Massenspektren der dabei
erhaltenen Fraktionen zeigten, daf} ein Gemisch aus Di-, Tri- und Tetramethylderi-
vaten von 4 vorlag und demnach die Aromatisierung des Ringes, der die geminalen
Methyle trigt, mit intermolekularer Methylwanderung verbunden ist. Da bei Methyl-
pyrenen der bathochrome Effekt der Methyle von ihrer Zahl und Stellung abhingt, iiber-
rascht nicht, daB die Maxima des Zinkstaubdestillates weniger ausgeprigt sind als bei 4.

Mit dem Nachweis, dal} bei der Zinkstaubdestillation Methylderivate von 4 bzw. 5
entstehen, war gesichert, daly Resistomycin das Ringsystem von 6a enthéilt. Und aus der
Summenformel CigHys des Resistomycin-Stammkohlenwasserstoffes lieB sich ent-
nehmen, dal} dieser drei Methylgruppen besitzt und demnach Resistomycin ein Deri-
vat des Pyrens (4) oder eines Dihydro-naphthanthrens sein muBlte. Damit ergab sich
fiir Resistomycin die Teilformel 6a.
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Abbild. 2. Absorptionskurven des Zinkstaubdestillats von 7-Desoxy-2.6-desoxo0-8.9-dihydro-
7H-resistomycin-trimethyldather (16a) und von 2.3-Trimethylen-pyren (4) — — —
in Hexan

2-Desoxo-resistomycin

1n Eisessig mit der gleichen Menge Platinkatalysator hydriert, verbraucht Resisto-
mycin insgesamt vier Moldquivv. Wasserstoff; davon zwei innerhalb weniger Min.
und das vierte nur sehr langsam. Nach Aufnahme von 3.2 Mol Wasserstoff isolierten
wir zu 95 % ein kristallisiertes, rotes, i. Hochvak. sublimierbares Reduktionsprodukt, das
durch Summenformel C;yHgOs, Bildung eines kristallisierten Tetraacetates und
NMR-Spektrum (Tab. 3; CH,-Singulett bei 5 = 2.89 ppm) als Desoxo-resistomycin
der Teilformel 6b charakterisiert war. Die neu entstandene Methylengruppe ist den
geminalen Methylen benachbart. Denn Permanganat-Abbau lieferte 2.2-Dimethyl-
bernsteinsdure (14a) und wenig Dimethylmalonséure (1a), die wir durch Rgp-Werte
identifizierten, als Methylester gaschromatographisch trenaten und durch IR- und
NMR-Spektren charakterisierten.

In siedendem Aceton gab Desoxo-resistomycin mit groBem Uberschufl an Dimethyl-
sulfat/Kaliumcarbonat nach 12 Stdn. zu 20 9 kristallisierten, gelben Tetramethylédther
und zu 75Y% orangefarbenen Trimethyldther, die chromatographisch an neutralem
Kieselgel getrennt wurden. Aus Desoxo-resistomycin und dther. Diazomethan entstand
quantitativ ein Dimethyldther. Laut IR- und NMR-Spektrum (Tabb. 2 und 3) ist
die Carbonylgruppe des Trimethyldthers mit einem und die des Desoxo-resistomycins
und seines Dimethylidthers mit zwei Hydroxylen cheliert.

Wie der Tetra- und die Trimethyldther des Resistomycins sind auch die Methylidther
von Desoxo-resistomycin basisch (Tab. 1).
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Tab. 1. Farbe von Resistomycin (21a), 2-Desoxo-resistomycin (13a), 3.6.8-Trihydroxy-
benzanthron-(7) (12a) und ihren Methylithern in konz. Sduren und basischen Solvenzien *)

a) Pyridin/Piperidin (10:1)

konz. konz. methanol. .
. b) desgl. -- wenig H,O
Sc.k'x‘wefel- Sfilz- l\]Iatron- ¢) Athylendiamin
saure saure auge d) desgl. -- Na-Colaminat
Resistomyein (212a) gelb *™ unldslich orange a) orange
b) orange
Resistomycin-monomethyldther (18¢)  gelb** unidslich gelb ***> a) orange
b) orange
roter Resistomycin- gelb**® unléslich blaligelb *** a) gelb
trimethylidther (18b) b) gelb
gelber Resistomycin-trimethyldther gelb orange gringelb ***® a) griinlich gelb
(18 ¢ oder 18d) b) blaBgriin
Resistomycin-tetramethylither (18a) gelb orange unléslicb a) gelb
b) grinlich gelb
2-Desoxo-resistomycin (13a) blafirot, unloslich rot a) rot
dann rot b) blaurot
3.6.8-Trihydroxy- rot unloslich rot a) blauviolett
benzanthron-(7) (12a) b) blau
2-Desoxo-resistomycin- gelb unldslich gelb**® ¢) orange
dimethylidther (13d) d) rot
2-Desoxo-resistomycin- gelb blau unléslich ¢) gelb
trimethyliather (13¢) d) rot
3.6.8-Trihydroxy-benzanthron- violett violett unloslich c) gelb
(7)-dimethylither (12¢ oder 12d) d) violett
2-Desoxo-resistomycin- gelb rot un!éslich c) gelb
tetramethyldather (13b) d) gelb
3.6.8-Trimethoxy- violett rot unlgslich c) gelb
benzanthron-(7) (12b) d) gelb

*) Keine ausgeprigten Absorptionsmaxima.
**) Intensive griine Fluoreszenz.
*%%) Spirlich gelost.

In einem Desoxo-resistomycin 6b kann eine Carbonylgruppe nur dann von zwei mit
ihr chelierten peri-Hydroxylen flankiert sein, wenn vier Ringe zu einem Molekiilteil
mit 6.8-Dihydroxy-benzanthron-(7)-Struktur (12f) gehdren, d. h., wenn Desoxo-resi-
stomycin ein 5.7.x.y-Tetrahydroxy-trimethyl-1.2-dihydro-naphthanthron-(6)-Derivat
der Teilformel 7 ist, in dem die geminalen Methylgruppen an C-1 oder C-2 stehen.

Spektroskopisch bestétigt wurde die Benzanthron-Struktur von Desoxo-resistomycin
zundchst durch die Absorptionskurve seines Tetraacetates, die — nach Erfahrungen
bei peracetylierten mehrkernigen Chinonen!® — in ihrer Gestalt der Absorptions-
kurve von Benzanthron (12g) #dhnelt, jedoch lingerwellig liegen sollte als diese.
Nach Abbild. 3 trifft dies zu.

Einen Hinweis auf die Stellung der beiden nicht chelierten Hydroxyle und der
Aromat-Methylgruppe von 7 gaben Uberlegungen zur Biogenese des Resistomycins.
Verlduft sie der Acetathypothese entsprechend, so gibt es fiir ein aus zehn Acetat-
einheiten entstandenes Polyketon zwei durch 8 und 9 angedeutete Kondensationsrich-
tungen, diezu einem Ringsystemmit 5.7-Dihydroxy-naphthanthron-(6)-Struktur wie in 7
fithren. Entsteht Resistomycin iiber 9, so wiirde es ein Desoxo-resistomycin 10 und bei
Biogenese iiber 8 das Desoxoderivat 11a liefern. 10 konnten wir ausschlieBen, wie
im nédchsten Abschnitt erldutert. Ob das Ringsystem des Desoxo-resistomycins nach

14) H. Brockmann und W. Miiller, Chem. Ber. 92, 1164 (1959).
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Abbild. 3. Absorptionskurven von Desoxo-resistomycin-tetraacetat (13¢) und Benzan-
thron (12g) — — — in Cyclohexan

11a zu formulieren war, muBite sich durch spektroskopischen Vergleich mit dem
Tetrahydroxy-benzanthron 12e entscheiden lassen. Da dieses noch nicht bekannt war
und seine Synthese aufwendig ist, haben wir zunichst das ebenfalls noch nicht be-
schriebene 3.6.8-Trihydroxy-benzanthron-(7) (12a) nebst Methyldthern 12b, 12c,
12d synthetisiert4. 19 und sie mit Desoxo-resistomycin und dessen Methyldthern ver-
glichen. Die Absorptionskurve von Desoxo-resistomycin ist der von 12a &hnlich
(Abbild. 4). Das gleiche gilt fiir Desoxo-resistomycin-tetramethylither (13b) und 3.6.8-
Trimethoxy-benzanthron-(7) (12b)15) sowie Desoxo-resistomycin-trimethylither und
die Dimethyldther 12¢ und 12d19. Ahnlich sind auch die Basizitit und die Farben
in konz. Sduren und basischen Solvenzien (Tab. 1).

Auf Grund dieser Befunde hietten wir es fiir vertretbar, 7 zur Desoxo-resistomycin-
Teilformel 11b zu erweitern. Die Stellung des vierten Hydroxyls und der Methylgrup-
pen ergab sich dann daraus, daB3: 1. Die drei Aromat-Protonen von Desoxo-resisto-
mycin, laut NMR-Spektrum, Hydroxylen benachbart sind und nicht koppeln und
2. eines seiner Hydroxyle peri-stindig zur Methylengruppe sein muf3, weil diese durch
Reduktion eines chelierten Resistomycin-Carbonyls entsteht. Beides ist bei 11b nur
mdoglich, wenn das vierte Hydroxyl an C-3, die geminalen Methyle an C-1 und das
Aromat-Methyl an C-8 oder C-9 stehen. Da die Alternative C-8/C-9 eindeutig und
dem Biogeneseschema (8) entsprechend zugunsten von C-9 entschieden wurdeV
(s. unten), ist Desoxo-resistomycin demnach 3.5.7.10-Tetrahydroxy-1.1.9-trimethyl-
1.2-dihydro-naphthanthron-(6) (13a)1® und wird von uns nunmehr als 2-Desoxo-
resistomycin bezeichnet.

15) W. Schramm, Diplomarb., Univ. Gottingen 1964,
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Abbild. 4. Absorptionskurven von 2-Desoxo-resistomycin (13a) und 3.6.8-Trihydroxy~
benzanthron-(7) (12a) — — — in Methanol
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¢: CH3O statt OH an C-3, C-6 ¢: CH4O statt OH an C-3, C-7, C-10
d: CH4O statt OH an C-3, C-8 d:; CH,0 statt OH an C-3, C-10
€: OH statt H an C-10 e: CH3CO; statt OH
f: H statt OH an C-3
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H;C CH,
CH40 HsC, COsR
® 40 o
—_—
o0l MOOSRERINE Yoo
H
14a, CHz
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15a: R = OH 16a 17a: R = H
b:R=H b: OH statt CH3O b: R = CHy
an C-5

¢: CHj statt CH30 an C-10,
H statt CH; an C-9
Fiir den Tetramethyldather gilt dann 13b und fiir den Trimethylither, der laut IR-
Spektrum (Tab. 1) ein cheliertes Hydroxyl enthéilt, wurde 13¢ dadurch bewiesen, daB
seine Hydrierung (s. unten) zum Reduktionsprodukt 16b fiihrte. Der mit Diazomethan
gewonnene 2-Desoxo-resistomycin-dimethylither hat erwartungsgemifl zwei che-
lierte Hydroxyle (Tab. 1) und demnach die Konstitution 13d.

Chemische Berichte Jahrg. 102 79
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Die Konstitution des Resistomycins

Der 2-Desoxo-resistomycin-Formel 13a nach konnte Resistomycin die Konstitution
21a haben, oder — falls dieses stabiler - eines der formal mdglichen dreizehn Tau-
tomeren von 21a sein. Gegen 21a und zugunsten von 20 schien uns zunichst zu
sprechen, daB das gelbe Resistomycin im Gegensatz zum roten 2-Desoxo-resistomycin
(13a) 1. in neutralen und basischen Solvenzien sowie in konz. Schwefelsdure kiirzer-
wellig absorbiert [Tab. 1; ldngstwelliges Maximum (fiir beide log ¢ 4.15, Methanol)
um 20 my. kiirzerwellig]. 2. in Dimethylformamid/Methanol (3 : 2) 1 Aquival. Alkali-
hydroxid verbraucht und 3. in wilr. Alkalihydroxid an der Luft nicht verindert
wird.

Dal} aus Resistomycin mit Dimethylsulfat/Kaliumcarbonat der Tetramethyldther
von 21a entsteht, ergab sich zugleich mit dem Beweis fiir die 9-Stellung des Aromat-
Methyls aus folgendem:

Hydrierung von Resistomycin-tetramethyldther in Eisessig mit Platin-Katalysator
bis zur Sittigung (6 Moldquivv. Wasserstoff) lieferte {iber rote und blaue Zwischen-
stufen zu 709 ein farbloses, kristallisiertes, im UV-Licht blau fluoreszierendes, bei
200° i. Hochvak. destillierbares Hydrierungsprodukt C,5H»303 mit drei Methoxylen.
Demnach waren beide Carbonylsauerstoffatome sowie ein Methoxyl durch Wasser-
stoff ersetzt worden. Das gleiche Reduktionsprodukt erhielten wir aus 2-Desoxo-
resistomycin-tetramethyldther (13b), wihrend aus Desoxo-resistomycin-trimethyl-
dther (13¢) eine Verbindung C;4H,603 mit nur noch zwei Methoxylen entstand.

Benzanthron (12g) wird bei Druckhydrierung mit Nickel-Katalysator zu 9-Hydro-
xy-1.10-trimethylen-phenanthren (15a) und durch Jodwasserstoffsiure zu 1.10-Tri-
methylen-phenanthren (15b) reduziert. Danach war anzunehmen, daB 13b und damit
auch Resistomycin-tetramethyldther analog reagieren und das Reduktionsprodukt
Cy5H,305 die Konstitution 16a hat, die mit dem Elektronen- und NMR-Spektrum in
Einklang steht. Bewiesen wurde 16a und damit auch die 9-Stellung des Aromat-
Methyls im Resistomycin durch Ozonabbau von Cz5H,303; denn dabei erhielten wir
neben Dimethylmalonsdure (1a) und 2.2-Dimethyl-bernsteinsidure (14a) (beide aus
Ring A entstanden) die 2-Methyl-glutarsdure (17a) (Mengenverhiltnis 1: 4 : 5), die als
Dimethylester 1b, 14b und 17b gaschromatographisch getrennt und durch IR- und
NMR-Spektren identifiziert wurden. Bei 8-Stellung des Aromat-Methyls wire statt
17a die 3-Methyl-glutarsdure entstanden, deren Methylester sich im NMR-Spektrum
charakteristisch von 17b unterscheidet?; und bei 10-Stellung (wie in 10) hitte die
Hydrierung zu 16¢ gefiihrt, das ein Methoxyl weniger enthilt als 16a und bei Ozon-
abbau Glutarsdure liefern wiirde.

Von den Tetramethyldthern der vierzehn Resistomycin-Tautomeren kénnen ihrer
Struktur nach nur 18a und 19 ein Reduktionsprodukt 16a geben. Da bei der Bayer-
Villiger-Oxydation des Resistomycin-tetramethyldthers (s. unten) das Lacton 23a
entsteht, das sich aus 19 nicht bilden kann, war fiir den Resistomycin-tetramethyl-
dther Forme] 18a bewiesen. Sie wurde kiirzlich durch Roéntgenstrukturanalyse
bestitigt 12),
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CH;O O OCH;
18a
b: OH statt CH4,0 an C-3
¢: OH statt CH30 an C-5
d: OH statt CH3O an C-7
e: OH statt CH30 an C-3, C-5, C-7

CH;30

H,C

b: CsH5CO, statt OH
c: CH3CO4 statt OH

()

HyG CHj

s

OCHj,

OCH,

O O OCH,
19

Vergleich der IR-Spektren von 18a und 13b zeigt: Die 1695/cm-Bande von 18a
ist die des 2-Carbonyls. Da sie im gelben Resistomycin-trimethyldther die gleiche
Wellenzahl hat, die andere dagegen bei 1625/cm liegt - statt wie in 18a bei 1650/cm —
ist das 6-Carbonyl cheliert; und zwar mit dem 5- oder 7-Hydroxyl, so daB3 dem gelben

Trimethyldther Formel 18¢ oder 18d zukommt.

Tab. 2. IR-Banden (KBr, cm~1) von Resistomycin (21a), 3.6.8-Trihydroxy-benzanthron-(7)

(12a) und Derivaten bei 1580 —1700/cm

Resistomycin (21a)
Resistomycin-monomethylather (18e)
gelber Resistomycin-trimethylather
(18c oder 184d)
roter Resistomycin-trimethyldther (18b)
Resistomycin-tetramethylather (18a)
2-Desoxo-resistomycin (13a)
2-Desoxo-resistomycin-dimethylither (13d)
2-Desoxo-resistomycin-trimethylather (13¢)
2-Desoxo-resistomycin-tetramethylither (13b)
3.6.8-Trihydroxy-benzanthron-(7) (12a)
3.6.8-Trihydroxy-benzanthron-(7)-dimethylather
(12¢ oder 124d)
3.6.8-Trimethoxy-benzanthron-(7) (12b)
Benzanthron-(7) (12g)
Resistomycinsdure-lacton-tetramethylither (23a)
Resistorubon-trimethylather (26a)
*) Sehr breit.

C-6 c2
1600 Schulter 1620 %)
1600 Schulter 1620 %
1625 1690
1655 1630
1650 1695
1595 Schulter 1615%)
1600 Schulter 1625%)
1623

1655

1620

1632

1650

1650

1650 1735
1632

79*
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Im roten Trimethyldther hat die Bande des 6-Carbonyls die gleiche Lage wie in
18a, wihrend man statt der 1695/cm-Bande von 18a eine bei 1630/cm findet; d. h. das
2-Carbonyl ist cheliert, und es gilt 18b. Der Monomethylither gleicht bei 1580 bis
1700/cm dem Resistomycin, gibt NMR-Signale von drei chelierten Hydroxylen und
ist demnach 18e.

Aus 18a ergab sich fiir Resistomycin nicht zwingend 21a; denn da die Methylierung
kinetisch kontrolliert ist, war moglich, daB 18a nicht der Methyldther des in Losung
stabilsten Resistomycin-Tautomeren ist. Dieser Einwand wurde jedoch durch das
100 MHz-NMR-Spektrum widerlegt, das, weil Resistomycin schwer 16slich, in Deu-
teroaceton (mit CAT 40fache Summation) und in Heptadeutero-dimethylformamid
bei 65° aufgenommen wurde. [n beiden Solvenzien sind drei Resistomycin-Hydroxyle
cheliert (Tab. 3). Da von den vierzehn denkbaren Tautomeren nur 21a und 22 drei
chelierte Hydroxyle enthalten und 22 zweifellos das instabilere ist, muB Resistomycin
nach 21a formuliert werden 11,

21a macht verstindlich, daB mit Diazomethan nur der Monomethyldther 18e
entsteht. Die mit dem Ringsystem koplanare 2-Carbonylgruppe erhéht - analog dem
Carbonyl vinyloger Carboxygruppen — die Aciditit des 3-Hydroxyls so, daf3 21a im
Gegensatz zu 13a in Dimethylformamid/Methanol als einbasische Séure titrierbar ist.
Der gleiche Mesomerie-Effekt der Carbonyle fiihrt dazu, daB die in 3-, 5- und 7-
Stellung stehenden Methoxyle von 18a sowie die entsprechenden Acyloxygruppen des
Tetraacetates und Tetrabenzoates relativ leicht hydrolysiert werden. Mesomerie mit
dem 2-Carbonyl erhoht die Stabilitdt des Ringsystems, verglichen mit 13a, und er-
klart die groBBere Bestdndigkeit von 21a in wiBr. Alkalihydroxid sowie konz. Schwefel-
sdure und — wenn der stabilisierende Effekt des 2-Carbonyls im Grundzustand groBBer
ist als im ersten Anregungszustand — auch, daBl 21a kiirzerwellig absorbiert als 13a.

Bromierung und Jodierung des Resistomycins

Die drei Aromat-H-Atome des Resistomycins (21a) lassen sich nacheinander durch
Brom ersetzen. In Eisessig oder symm.-Tetrachlordthan erhilt man auch bei groBem
BromiiberschuBl und Siedehitze nur 4-Brom-resistomycin. Es bildet mit dem entste-
henden Bromwasserstoff ein Hydrobromid VD, das wegen geringer Nucleophilie nicht
weiterreagiert und kristallisiert anfalit1®). Das daraus bei 130° erhaltene 4-Brom-
resistomycin lieferte mit 1.5 Moldquivv. Brom bei 80° in symm.-Tetrachlorithan —
nicht dagegen in Eisessig — 4.11-Dibrom-resistomycin, das aus dem auskristallisierten
Hydrobromid bei 130° i. Hochvak. freigesetzt wurde. Seinem NMR-Spektrum (D,SO4;
Tab. 3) fehlen die Aromat/Olefin-Protonensignale von 21a bei 3 == 7.16 und 7.80
ppm. Wihrend das Singulett des Aromat-Methyls die gleiche Lage hat wie in 21a,
ist das der gem.-Methyle um 0.3 ppm paramagnetisch verschoben und beweist damit
die 11-Stellung des zweiten Bromatoms.

16) W. Rosenbrook jr., J. org. Chemistry 32, 2924 (1967), hat bei der Darstellung von 4-Brom-
resistomycin das Hydrobromid nicht beobachtet, weil das Reaktionsprodukt vor der
Analyse mit Wasser gewaschen, mit Aceton digeriert und dadurch der Bromwasserstoff
abgespalten wurde.
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Das Dibromderivat gab in symm.-Tetrachloridthan mit 1.5 Moliquivv. Brom bei 80
zu 909 kristallisiertes 4.8.11-Tribrom-resistomycin-hydrobromid, das bei 130° i.
Hochvak. vom Bromwasserstoff befreit wurde. Das Brom an C-8 verschiebt den 3-
Wert der 9-Methylgruppe paramagnetisch um 0.42 ppm (Tab. 3, D>SOy).

In einem Arbeitsgang und fast quantitativ erhielten wir das gleiche Tribromderivat
aus 21a und 4 Moldquivv. Brom in Dimethylformamid bei 807; Bedingungen, unter
denen mit 2 Moldquivv. Brom nicht, wie erwartet, das 4.11-Dibromderivat entstand,
sondern zu 74 %; 4.8-Dibrom-resistomycin, dessen NMR-Spektrum (Tab. 3, D>SOy)
die Resistomycin-Signale bei 8 = 7.16 und 7.66 ppm fehlen. Gleicher 8-Wert der
geminalen Methyle wie in 21a und Verschiebung des 9-Methyl-Signals um 0.25 ppm
feldabwiirts zeigt die 8-Stellung des zweiten Bromatoms an.

Unter den gleichen Bedingungen, unter denen 21a in Dimethylformamid tribro-
miert wird, erhielten wir mit 4 Moldquivv. Jod zu 96 %, kristallisiertes, hellbraunes
4-Jod-resistomycin.

In Deuteroschwefelsdure tauscht 2ta zunichst rasch H4 gegen Deuterium aus, dann
H!1 und am langsamsten HS,.

Ebenso wird 4-Brom-resistomycin an C-t1 schneller als an C-8 deuteriert, an dem
bei zu hoher Farbstoff-Konzentration oder nicht absolut wasserfreier Deutero-
schwefelsdure der Austausch unvollstindig bleibt b,

Bayer-Villiger-Oxydation des Resistomycin-tetramethykiithers (18a)

Aus 18a entsteht in Ameisensdure/30proz. Wasserstoffperoxid bei Raumtemp. zu
609 eine kristallisierte, gelbe Verbindung Cy6H»407 mit vier Methoxylen und IR-CO-
Banden bei 1650/cm (wie 18a) und 1735/cm (Lacton-CO). In wiBr. Alkalihydroxid
unloslich, wird sie von methanol. Alkalihydroxid mit roter Farbe langsam aufgenom-
men, verbraucht bei Lactontitration unter Stickstoff ein Aquiv. Base und liBt sich
nach Ansiduern zu 809, zuriickgewinnen. Oxydation mit Permanganat lieferte Di-
methylmalonsdure (1a). Demnach lag das Lacton 23a vor, das wir Resistomycin-
sdure-lacton-tetramethylidther genannt haben.

Den kristallisierten Pentamethyldther (24a) des Resistomycinsdure-methylesters
erhielten wir zu 709, als der in S5proz. methanol. Alkalihydroxid aus 23a entstandene
Resistomycinsiure-tetramethylither (24b) in situ unter Stickstoff mit groBem Uber-
schuB an Dimethylsulfat umgesetzt wurde. Bei Methylierung unter Luftzutritt fanden
wir neben wenig 24a zu 129} eine dunkelrote, kristallisierte, in wifr. Alkalihydroxid
unldsliche Verbindung Cy4H72,06 mit nur noch drei Methoxylen. Sie 16st sich in konz.
Salzsdure oder Schwefelsdure blan und enthilt laut IR- und NMR-Spektrum (Tabb. 2
und 3) eine mit einem Hydroxyl chelierte Carbonylgruppe. Zu 479 isolierten wir
dieses ,,Rote Umwandlungsprodukt*3 aus einer 8 Stdn. unter Luftzutritt bei 20°
geriihrten Losung von 23a in 10proz. methanol. Kaliumhydroxid.

Das rote Umwandlungsprodukt entsteht aus 23a formal durch Verlust des Lacton-
carbonyls und Ersatz eines peri-Methoxyls durch eine Hydroxygruppe und ist kein
Chinon. Als Formeln kamen daher nur 26a und 26b in Betracht, zwischen denen wie
bei 13¢ durch Hydrierung entschieden wurde. Denn dabei erhielten wir nach Ver-
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CHsO0 O OCH;

23a
b: OH statt CH30 bB:R=H

b: OH statt CH30 an C-17,
CH30 statt OH an C-5
c: OH statt CH30

CHj

e
O™

OH O HO
28

brauch von 4 Moliquivv. Wasserstoff eine farblose, kristallisierte Verbindung
Cy3H>404 mit zwei Methoxylen, die beim Ozonabbau o-Hydroxy-isobuttersiure
(2a) sowie 2-Methyl-glutarsdure (17a) lieferte und demnach die Konstitution 27 hat.
Die Hydrierung verlduft erwartungsgemall wie bei 18a —16a, und nach 27 hat die
rote Verbindung die Konstitution 26a.

Wie den Formeln nach zu erwarten, wird das durch Lactonspaltung aus 23a ent-
standene Anion von 24b nur bei Gegenwart von Oxydationsmitteln unter Decarboxy-
lierung zu 26a cyclisiert. Da 24b in Alkalihydroxid unter Stickstoff weder decarboxy-
liert noch entmethyliert wird, nehmen wir an, daB3 es — analog der in alkalischer Losung
leicht eintretenden Luftoxydation von Anthrahydrochinon-monomethyliather zu
Anthrachinon!? — zunidchst zum Chinon 25 oxydiert wird und dieses synchron mit
der Decarboxylierung zu 26a recyclisiert.

Ollis und Mitarbb. 12 haben aus Resistomycin durch Dakin-Oxydation Resistomycin-
sdure-lacton (23b) — von ihnen Resistomycinolid genannt - gewonnen und als

17) K. H. Meyer, Liebigs Ann. Chem. 379, 47 (1911).
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Nebenprodukt eine rote Verbindung,,Resistorubon‘ (26¢), deren Vorstufe sie nach 28
formulieren. Unser rotes Umwandlungsprodukt 26a ist demnach Resistorubon-3.7,10-
trimethyldther.

Herrn Prof. Dr. G. Spiteller danken wir fiir die Massenspektren, Herrn Dr. H. Lackner fiir
die Messung der NMR-Spektren.

Der Research Corporation, New York, und den Farbenfabriken Bayer AG, Werk Elberfeld,
sind wir fiir die Férderung unserer Arbeit zu Dank verpflichtet.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte sind im Berl-Block bestimmt und korrigiert.

Kieselgel (Korngrafie «0.08 mm) wurde mit Methanol gewaschen und 3 Stdn. auf {207
erhitzt.

Resistomycin (21a): 1 kg gefriergetrocknetes, gemahlenes, 50 Stdn. im Umlaufextraktor
mit Petroldather (40°) entfettetes Mycel (Str. species ,,Geis 785¢) extrahierte man in gleicher
Weise mit 2/ Aceton, aus dem 64 g 21a und nach Einengen auf 200 ccm weitere 3 g auskri-
stallisierten.

Den 6ligen, braunen Mutterlaugenriickstand, nach Digerieren mit Petroldther ein braunes
Pulver, gab man — suspendiert in der Oberphase des Systems Xylol/Eisessig/Wasser (10:8:2) --
auf eine 75 x 5 cm-Cellulosesdule (Schieicher & Schiill Nr, 123; mit Unterphase ins Chromato-
grammrohr eingeschlammt), wusch mit Oberphase die gelbrote, breite Hauptzone ins Filtrat,
verdampfte das Eluat und erhielt bei Extraktion des Riickstandes mit 50 ccm Aceton weitere
6.5g 21a.

CyHi606 (376.4) Ber. C70.21 H4.29 1C-CH34.0 4akt.H 1.06
Gef.® C70.15 H 4.29 C-CH;3 5.3 H 1.06** Mol.-Gew. 376**%

*) Zweimal aus Aceton, einmal aus Dimethylformamid umbkristallisiert und i. Hochvak. bei 220° sublimiert.
*#%) In Pyridin bei 28°.
*%%) Aus dem Massenspektrum.

Resistomycin-tetrabenzoat (21b)2): 0.5 g 21a in 10 ccm Pyridin/ Benzoylchlorid (8 : 2) hielt
man 30 Min. auf 60°, gab die Mischung in 50 ccm trockenes Methanol, kristallisierte das
in gelben Nadeln ausgefallene 21 b aus Benzol/Petrolidther um, chromatographierte aus Benzol
an Calciumsulfat und erhielt aus Methano! hellgelbe Nadeln vom Schmp. 244°.

CsoH32019 (792.8) Ber. 4C¢HsCO 53.1  Gef. C¢HsCO 52.7

Resistomycin-retraacetat (21¢)3: Die tiefrote, kurz erwdrmte Lésung von 100 mg 21a in
7.5 cem Pyridin! Acetanhydrid (3 : 2) gab man nach 24 Stdn. (LichtabschluB, Farbumschlag
nach Gelb) auf 40 g gemahlenes FEis, suspendierte den abfiltrierten Niederschlag in
Eiswasser und wusch nach Absaugen dreimal mit 50 ccm Eiswasser und einmal mit 3 ccm eis-
kaltem Methanol nach. Ausb. 142 mg amorphes 21¢ vom Schmp. 204 206" (Zers.), das mit
Eisen(I1l)-chlorid in Methanol keine Rotfirbung gab und bei Chromatographie sowie Kristal-
lisations-Versuchen partiell verseift wurde.

Ci9H24010 (544.5) Ber. 4CH3CO 30.9 Gef. CH3CO 28.6%), 29.0*%

* Sauer verseift.
**5 Alkalisch verseift,

Resistomycin-tetramethyldther (182)3): Zur siedenden Ldsung von 4.0 g 21a in 1.5/ Aceton
gab man 80 g feingepulvertes Kuliumcarbonat, nach 15 Min. 20 ccm, nach 3, 6 und 10 Stdn.
je 10 ccm Dimethylsulfar, hielt noch 24 Stdn. am Sieden und goB das auf 150 ccm eingeengte
Reaktionsgemisch in 11 Eiswasser. Das abfiltrierte, mit 0.01 # HC) gewaschene Rohprodukt
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(4.6 g) wurde in Anteilen von 250 mg aus Chloroform an 35 x 4 cm-Kieselgelsdulen chromato-
graphiert. Dabei ging die gelbe, griinfluoreszierende Trimethylither-Zone vor der breiten,
18a enthaltenden Hauptzone ins Filtrat.

Das eingeengte 18a-FEluat filtrierte man tiber 100 g Aluminiumoxid [, um Reste nicht aus-
methylierter Anteile zu entfernen und sublimierte nach Verdampfen des Chloroforms bei
220° i. Hochvak.; Ausb. 176 mg (709%,) 18a, aus Dioxan oder Methanol hellgelbe Nadeln
vom Schmp. 278° (Zers.), in konz. Schwefelsaure gelb, mit griiner Fluoreszenz und aus konz.
Salzsiure als tiefrotes Hydrochlorid auskristallisierend. Es 16st sich gut in Chloroform, Eis-
essig, Aceton und wenig in Benzol und Ather.

CoeH2406 (432.5) Ber. C 7221 HS5.59 4CH;0 28.8
Gef.®) C72.13 HS5.64 CH30 28.2 Mol.-Gew. 432*%

*) Bei 220° i. Hochvak. sublimiert.
*#) Aus dem Massenspektrum.

Resistomycin-tetramethylither-perchlorat® : Zu einer auf 100° erhitzten Loésung von 360 mg
18a in 40 ccm Eisessig gab man 0.9 ccm 70proz. Perchlorsdure und kristallisierte das in feinen,
hellroten Nadeln ausgefallene Perchlorat (465 mg) aus Eisessig um.

C26H2:061ClO4 (532.9) Ber. (C58.65 H4.73 Cl16.66 1HCIO4 18.9
Gef. ® C58.60 H4.76 C16.64 HCIO419.0*%

*} Getrocknet bei 1057/15 Torr iiber KOH/CaCl; und anschlieBend iber P2Os.
#% |5 Min. mit 0.04n NaOH geschiittelt und konduktometrisch zuriicktitriert.

Resistomycin-5.7.10-trimethylither (18b)3): Den Inhaltsstoff der Trimethyl4dther-Zone (vgl.
Isolierung von 18a) chromatographierte man aus Chloroform auf einer Kieselgel PF-Dick-
schichtplatte (200 %200 x 1.5 mm) und sublimierte dic mit Methanol eluierten Inhaltsstoffe
der beiden Zonen i. Hochvak. bei 220-—230°. 18b aus der schneller wandernden Zone kristal-
lisierte aus Methanol in roten Prismen (21 mg, 7.5%) vom Schmp. 280°.

C5H»,04 (418.4) Ber. C 71.76 H 5.30 3CH30 22.2 Gef.® C 71.47 H 5.50 CH30O 21.9
*) Bei 2207 i, Hochvak. sublimiert.

Resistomycin-3.5(oder 7).10-trimethyldther (18d oder 18¢)3), aus der langsamer wandernden
Zone des Dickschicht-Chromatogrammes, kristallisierte aus Methanol in gelben Nadeln
(32 mg, 11.5%) vom Schmp. 264°.

CsrsH»,04 (418.4) Ber. C71.76 H 5.30 3CH3022.2 Gef.® C71.81 HS5.63 CH;0 20.5
*) Bei 230° i, Hochvak. sublimiert.

Resistomycin-monomethylither (18¢€)

a) Aus 18a2): Eine Losung von 200 mg 18a in 20 ccm konz. Salzsiure wurde 3 Stdn.
gekocht. Das ausgefallene 18e kristallisierte aus Dioxan in gelbroten Nadeln (125 mg, 70 %)
vom Schmp. 277°, war im Papierchromatogramm (Benzol/Formamid/Wasser, 2:1: 1) ein-
heitlich und I6ste sich gelb in waBr. Alkalihydroxid. Mit Eisen(lIT)-chlorid in Methanol
rotbraune Losung.

C,3H 306 (390.4) Ber. C70.76 H4.65 1CH308.0 a)Gef. C70.79 H4.75 CH30 7.5%
b) Gef. C70.89 H4.69 CH307.9
*! Verseift in der funffachen der iiblichen Phenolmenge mit Acetanhydrid/Jodwasserstoffsiaure (d 1.9).

b) Aus 21a%: 30 mg 21a versetzte man in Dioxan mit #dther. Diazomethan-16sung, ver-
dampfte nach 10 Min. i.Vak., gab den Riickstand in Athylacetat/Dioxan (1 :1) auf eine
103 cm-Kieselgelsiule und wusch die Hauptzone mit Athylacetat ins Filtrat. Dessen Ein-

dampfriickstand gab, i. Hochvak. bei 220" sublimiert, 26 mg (84%) 18e vom Schmp. 277°;
Misch-Schmp. mit 18¢ aus 18a 277",
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4-Brom-resistomycinS} : Eine Suspension von 500 mg 21a in 500 ccm Eisessig erwidrmte man
mit 650 mg (3.1 Molidquivv.) Brom 3 Stdn. auf 80° entfernte {iberschiiss. Brom durch einen
kraftigen Ns-Strom und erhielt in gelben Nadeln kristallisierendes 4-Brom-resistomycin-
hydrobromid (504 mg, 719%,), aus dem i. Hochvak. bei 130° 4-Brom-resistomycin entstand.
Cy2H16BrOg]Br (536.3) Ber. Br29.8 Gef. Br27.1%
*} Getrocknet bei 20°/15 Torr iiber konz. Schwefelsiure und festem KOH.

Ci,HysBrOg (455.3) Ber. C58.04 H 3.32 Br17.6 Gef. C58.0/ H3.30 Brl17.6

4.11-Dibrom-resistomycin®: Aus 235mg 4-Brom-resistomycin und 115 mg Brom (1.5
Molaquivv.) in 250 ¢ccm symm.-Tetrachlordthan erhielt man nach 3 Stdn. bei 80° und Ein-
engen auf 50 ccm kristallisiertes 4.1/-Dibrom-resistomycin-hydrobromid (205 mg, 75%,), aus
dem i. Hochvak. bei 130° 4.11-Dibrom-resistomycin entstand.

C22H14Br20(, (534.3) Ber. Br 29.9 Gef. Br 29.0

4.8.11-Tribrom-resistomycin>)

a) 150 mg 4.11-Dibrom-resistomycin wurden wie vorstehend mit 1.5 Moliquivv. Brom in
symm.-Tetrachlordthan behandelt und ergaben nach Kristallisation und Entfernen von HBr
i. Hochvak. bei 130° 4.8.11-Tribrom-resistomycin (156 mg, 90%,) in braunlichen Nadeln, die
sich oberhalb 300° zersetzten, ohne zu schmelzen.

C,5H|3Br30g (613.3) Ber. Br39.1 Gef.® Br38.4
*) 5 Stdn. bei 130° i. Hochvak. getrocknet.

b) Eine mit 0.8 g (4 Moldquivv.) Brom versetzte LLosung von 500 mg Resistomycin (21a)
in 100 ccm Dimethylformamid hielt man 2 Stdn. bei 80° und 12 Stdn. bei 0°, kristallisierte
das dthergewaschene Kristallisat aus 10 ccm Dimethytformamid um und erhielt 600 mg 4.8.717-
Tribrom-resistomycin, das mit dem nach a) gewonnenem Priparat {ibereinstimmt.

4.8-Dibrom-resistomycin®: 500 mg 21a in 50 ccm Dimethylformamid setzte man wie vor-
stehend mit 2 Moldquivv. Brom um und erhielt nach zweimaligem Umkristallisieren aus
5 ccm Dimethylformamid gelbbraune Nadeln (535 mg, 74%), die sich oberhalb 280" zer-
setzten.

Cy,H14Br;0¢ (534.3) Ber. Br29.9 Gef.® Br28.5
*) 5 Stdn. bei [30° i. Hochvak. getrocknet.

4-Jod-resistomycin® : 400mg 21a mit 1.15g (4 Moldquivv.) Jod in 100 ccm Dimethylform-
amid wie vorstehend umgesetzt und aufgearbeitet, gaben 515 mg (96 %) hellbraune Nadeln,
die sich bei 281 284" unter Erweichen zersetzten.

CyHsJOg (502.3) Ber. CS2.61 H3.01 J253 Gef.® (C52.63 H3.07 1253
*) 5 Stdn. bei 130° i. Hochvak, getrocknet.

Permanganat-Abbau von Resistomycin (212)¥: Zu 2.14 g21a in 200 ccm 27 NaOH gab man
anteilweise 20 g Kaliumpermanganat, schiittelte 10 Stdn., kochte kurz auf und filtrierte das
Mangandioxid ab. Das mit 10 ccm Methanol versetzte griine Fiitrat hielt man 20 Min. am
Sieden, filtrierte vom Mangandioxid ab, kochte das gesammelte Mangandioxid viermal mit
400 ccm Wasser aus, destillierte aus den vereinigten, alkalischen Filtraten 50 ccm ab (Destillat
reagierte nicht mit 2.4-Dinitro-phenylhydrazin) und engte i.Vak. auf 400 ccm ein. Zur Ent-
fernung der Alkali-lonen verrithrte man 2 Stdn. mit 350 ccm Dowex 5034 (H*“-Form),
filtrierte iiber ein Wattepolster ab und verdampfte das saure Filtrat i. Vak. Die Losung des
kristallinen Riickstandes in 45 ccm Wasser gab man auf eine Sdule aus 120 ccm Dowex
I X8 (Formiatform), wusch mit Ameisensiure steigender Konzentration (0-~10#n, linearer
Gradient) und schlieBlich mit reiner Ameisensiure nach und sammelte das Eluat in 400
Fraktionen zu 3.5 ccm.,



1242 Brockmann, Meyer, Schrempp, Reiners und Reschke Jahrg. 102

Die kristallisierten Abbausiuren wurden durch Misch-Schmp., TR- sowie NMR-Spektren
charakterisiert.

Fraktionen mg Schmp. Abbausiure
24--31 38 797 a-Hydroxy-isobuttersdure (2a)
97 - 102 17 143* Isodpfelsdure (3a)
116—130 86 189~ Dimethylmalonsidure (1a)
350—400 3000 187 Oxalsdure

Zinkstaub-Destillation von 2122

a) Eine Mischung von 250 mg 21a und 2.5 g Elektrolyt-Zinkstaub verteilte man auf 50
Glithréhrchen (100 x4 mm), gab auf die Fiillung eine 4-mm-Schicht von Zinkstaub und zog
die offenen Enden der Réhrchen zu 10 cm langen Kapillaren aus. Die Rohrchen wurden
waagerecht in einem Messingblock auf 280— 300" erhitzt, wobei sich in den herausragenden,
kalten Kapiilaren ein gelber, kristalliner Beschlag sammelte. Man loste itin in Petroldther,
filtrierte {iber Aluminiumoxid 1, verdampfte in cinem Glithréhrchen, zog dessen offenes Ende
zur Kapiliare aus, sublimierte den Riickstand i. Hochvak. in die Kapillare und erhielt farb-
lose, im UV-Licht blau fluoreszierende Kristalle (0.3 mg, 0.1 %).

b) Eine heil} geséttigte, mit 5 g Zinkstaub versetzte Losung von 500 mg 21a in Dioxan
brachte man unter Riihren i. Vak. zur Trockene und erhitzte 1 Stde. i. Vak. aufl 80°. Das so
mit 21a beladene Zink verteilte man in lockerer, 6 cm langer Schicht auf Glasrohre (30 X 1 cm),
schichtete auf einer Seite eine 2 cm breite Zinkstaub-Asbest-Mischung daneben und versah
beide Seiten der Fiillung mit Asbestpfropfen. In der Nihe der Zinkstaubschicht zog man das
Rohr zu einer dicken Kapillare aus, leitete vom anderen Ende her Wasserstoff iiber die Fiil-
lung und erhitzte sie im Metallblock langsam auf 360°. Das gelbe Ol, das sich in den aus dem
Block herausragenden Kapillaren sammelte, nahm man in Benzol auf und filtrierte durch cine
10 x 2 em-Aluminiumoxid I-Sgule. Beim Eindampfen des im UV-Licht blau fluoreszierenden
Eluates hinterblieb ein Farbloses O1 (60 mg, 17%), das aus Hexan in Blittchen kristallisierte.
Umkristallisieren aus Hexan gab eine Fraktion, aus deren eutektischer Schmelze farblose
Blittchen vom Schmp. 126” abgetrennt wurden.

CaiHig (268.4) Ber. C94.00 H6.01 Gef. C94.07 H 5.93

Zinkstaub-Destillation von 16a¥: Ein Gemisch von 32 g Zinkstaub und 320 mg 16a er-
hitzte man, verteilt auf 50 zugeschmolzene Glihréhrchen (10>:0.8 cm), im Metallbad 30
Min. auf 390 -400°, zog die Rohrchen 1 ¢m aus dem Bad heraus und erhitzte weiter, bis sich
im kalten Ende kein gelbes 1 mehr sammelte. Destillat und Zinkstaub extrahierte man im
KreisprozeB mit Benzin (80%), entfirbte den Auszug an einer 10~ 2 cm-Aluminiumoxid I-
Sédule und erhielt nach Abdampfen des Losungsmittels aus dem verbleibenden Ol bei 125%/
0.01 Torr ein farbloses Destillat (22 %), das sich in konz. Schwefelsdure rot mit griiner Flu-
oreszenz [oste und aus einer konz. dthanol. Losung auf Zugabe von Trinitrobenzol als rotes
Mono-trinitrobenzolat kristallisierte.

Co2Hap (284.4) Ber. € 92.91 H 7.09
Cy3H2, (298.4) Ber. C92,75H 7.43
Gef. € 92.36 H7.52

Gaschromatographie (Sidule 180x0.4cm, 2% Silikone GESE 30 auf Chromosorb W
sduregewaschen, HMDS, 60/80 mesh; 195°) zeigte, daB das Destillat nicht einheitlich war.
Laut Massenspektrum waren die Hauptkomponenten Kohlenwasserstoffe mit dem Mol.-
Gew. 270, 284 und 298, entsprechend di-, tri- bzw. tetramethyliertem 2.3-Trimethylen-pyren
).
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2-Desoxo-resistomycin (13a)2:4.5): Eine 50° warme Losung von 1.0 g 21a in 800 ccm 95-
proz. Essigsdure hydrierte man mit 1 g Platin (aus PtO;) und 3.2 Moliquivv. Wasserstoff
und schiittelte die gelbrote Losung an der Luft, bis sie tiefrot war. Den Verdampfungsriick-
stand der vom Katalysator befreiten Losung brachte man aus Dioxan an 5 g Cellulosepulver
i.Vak. zur Trockne, gab ihn so, suspendiert in Oberphase des Systems Cyclohexan;Benzolf
Formamid/Dimethylformamid (5:5:10: 1), auf eine mit Unterphase eingeschlimmte
75 % 4.5 cm-Cellulosesiule und eluierte mit Oberphase eine schmale 21a-Zone und dann die
breite, rote 13a-Zone. Den Verdampfungsriickstand ihres Eluates nahm man in Athylacetat
auf und schiittelte mehrfach mit Wasser durch, um Reste von Dimethylformamid zu ent-
fernen. Das nach Verdampfen des Athylacetates hinterbleibende 13a kristallisierte aus Metha-
nol in tiefroten Nadeln (915 mg, 959%). Zers. ab 280°, 13a 1ost sich gut in Ather, Aceton, Eis-
essig und heiBem Methanol, wenig in Chloroform und Benzol. Die karminrote Losung in
wilBr. Alkalihydroxid verblafit an der Luft schnell. Die brdunliche Pyridinlésung wird mit
Tridthylamin rot und nach Zusatz von Wasser violett. Die anfangs blaBe, schnell karminrot
werdende Losung in konz. Schwefelsdure fluoresziert rot.

CpoH150s (362.4) Ber. (€ 72.92 H5.01 1C-CH; 4.1
Gef. ® (7292 H5.05 C-CHjz5.8 Mol.-Gew. 362*%

*) Bei 230° i. Hochvak. sublimiert.
*% Aus dem Massenspekirum.

2-Desoxo-resistomycin-tetraacetat (13e)3): Die tiefrote, kurz erwiarmte Ldsung von 50 mg
13a in 6 ccm. Pyridin/ Acetanhydrid (2: 1) gab man nach 24 Stdn. (Lichtabschlul, Farbum-
schlag nach Gelb) auf 50 g Eis. Nach 5 Min. saugte man die Fillung ab, 18ste sie nach Trocknen
in Methylenchlorid und filtrierte durch eine 1 X 1 cm-Aluminiumoxid V-Siule. Aus dem weit-
gehend eingeengten, mit heiBem Cyclohexan versetzten Filtrat kristallisierte 13e (38 mg,
529 aus. Schmp. 195° (Zers.). Mit Eisen(I1I)-chlorid in Methanol keine Farbreaktion.

CigH2600 (530.5) Ber. 4CH3CO 32.5 Gef. ® CH;CO 30.7

*) Bei 210" i. Hochvak. destilliert, alkalisch verseift.

2-Desoxo-resistomycin-3.7.10-irimethylither (13¢)3: Zur siedenden Losung von 750 mg
13a in 100 ccm Aceton gab man 25 g feingepulvertes Kaliumcarbonat und nach 30 Min. unter
Rithren innerhalb 2 Stdn. 8 ccm Dimerhylsulfat, hielt 10 Stdn. am Sieden, dampfte das Aceton
weitgehend ab und goB die Suspension in 500 com Wasser. Das nach kurzer Zeit abfiltrierte,
braungelbe Methylierungsprodukt wurde aus Chloroform an Kieselgel chromatographiert
und die rote, 13¢ enthaltende Hauptzone ins Filtrat gewaschen. 13¢ kristallisierte aus Me-
thanol in roten Prismen (650 mg, 75%,) vom Schmp. 280—281° und sublimierte 1. Hochvak.
ab 220°.

Ca5H2405 (404.5) Ber. C74.24 H 5.98 3CH;0 23.0 Gef. C74.24 H 5.96 CH;0 22.9

2-Desoxo-resistomycin-tetramethyldther (13b)3: Das beim Eluieren von 13¢ (vorst. Ab-
schnitt) als gelbrote Zone an der Séule verbleibende 13b wurde mit Chloroform/Methanol
(50 : 1) eluiert, kristallisierte aus Methanol in gelbroten Nadeln vom Schmp. 232° und subli-
mierte i. Hochvak. ab 220°. Ausb. 174 mg (20 %().

Cy6H2605 (418.5) Ber. C74.62 H 6.26 4CH30 29.6 Gef. C74.45 H 6.24 CH;0 29.1

2-Desoxo-resistomycin-3.10-dimethylither (13d)3: 174 mg13a in 50 ccm Aceton behandelte
man mit dther. Diazomerhan-Losung, verdampfte nach 10 Min. i. Vak., chromatographierte
den Riickstand aus Chloroform an 150 g grobem Kieselgel und sublimierte den Eindampf-
riickstand der schnell wandernden 13d-Zone bei 220° i. Hochvak.: 164 mg (87 %) rote Nidel-
chen vom Schmp. 198°.

Cp4H2,05 (390.4) Ber. C73.82 H5.68 2CH30 15.9 Gef. C 74.01 H 5.91 CH30 14.9
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Permanganar-Abbau von 2-Desoxo-resistomycin (132)5): Zur Lésung von 510 mg 13a in
100 ccm Aceton (liber KMnOQy4 dest.) und 100 ccm 27 H,S04 gab man unter Riihren und
Wasserkiihlung 6.7 g Kaliumpermanganat in 20 ccm Wasser, rithrte bis zur Entfirbung, ver-
setzte mit so viel Oxalsdure, daB sich das Mangandioxid [6ste und verdampfte i.Vak. zur
Trockne. Den kristallinen Riickstand nahm man in 50 cem 27 H;SQ4 auf, extrahierte erschép-
fend mit Ather und erhielt bei Destillation des Atherriickstandes farblose Kristalle (154 mg),
deren Papierchromatogramme [a) Propanol/25proz. Ammoniak (7:3); b) Xylol/Phenol/
85proz. Ameisensdure (8:3: 1, v:g: v)] zwei Zonen mit den Re-Werten von Dimethylmalon-
sdure (1a) und 2.2-Dimethyl-bernsteinsdure (14a) zeigten (nach Besprithen mit einer Lésung
von 1 g Glucose und 1 g Anilin in 50 cem Butanol/50proz. Methanol (3:2) und 10 Min.
Erhitzen auf 120° braune Flecken). Die Sduren wurden mit Diazomerhan in ihre Methylester
ibergefiihrt, gaschromatographisch (Sdule 360x0.4 cm, 109% Polypropylenglykol 20000/
Chromosorb W; 190°) getrennt (Flachenverhéltnis der Peaks von 1b und 14b = 1: 3) und
durch IR- und NMR-Spektren charakterisiert.

7-Desoxy-2.6-didesoxo-8.9-dihydro-7 H-resistomycin-3.5. 10-trimethyldther (162a)

a) Aus18a3: 150 mg18ain 30 ccm 95proz. Essigsdure mit 50 mg Platin (aus PtO,) hydriert,
verbrauchten bis zur Séttigung 6 Moldquivv. Wasserstoff, wobei die anfangs gelbe Lésung
iber rot, grin und blau farblos wurde. Man gof in 150 ccem Wasser, nahm die Féallung in
Chloroform auf, wusch mit widlr. Natriumhydrogencarbonat, verd. Salzsdure und Wasser
und chromatographierte den Verdampfungsriickstand unter Lichtabschiu8 aus Benzol an einer
30 x4 cm-Aluminiumoxid [-Sdule, wobei der Hauptanteil als farblose, im UV-Licht inten-
siv blau fluoreszierende Zone ins Filtrat ging. Eindampfen unter Lichtabschiu8 und Hoch-
vak.-Destillation im Sublimationsrohr bei 200° lieferte 16a in farblosen Bléttchen (102 mg =
70 %) vom Schmp. 162°, die sich aus Methano! unter LichtabschluB umkristallisieren lieBen.
In fester Form ist 16a lichtbestandig, die Losungen werden im Licht schnell gelb, in der Sonne
rot.

CysHp303 (376.5) Ber.  C79.75 H 7.50 3CH;0 24.7

Gef.®) C79.63 H7.43 CH;024.4
Gel.*%*) C79.83 H7.48 CH;0 24.0 Mol.-Gew. 376**%)
* 1. Hochvak. sublimiert.
**) Aus Methanol.
®%%) Aus dem Massenspektrum.
b) Aus 13b3: 42 mg 13b in 10 ccm 95 proz. Essigsdure nahmen mit 50 mg Platin (aus PtO3)
4 Moldquivv. Wasserstoff auf und lieferten, wie vorstehend aufgearbeitet, kristallisiertes 16a
(26 mg, 70%,) vom Schmp. 161°, Misch-Schmp. mit 16a aus 18a 162",

zonabbau von 1629 : Durch eine Losung von 1.0 g 16a in 100 ccm Methylenchlorid/
Methanol (9: 1) leitete man bei —20° Sauerstoff, 109, Ozon enthaltend, bis zur bleibenden
Blaufirbung, vertrieb {iberschiiss. Ozon mit Sauerstoff, versetzte mit 2 ccm Ameisensiure
und 2 ccm 30proz. Wasserstoffperoxid, zerstorte nach 24 Stdn. Peroxide mit Platin/Aktivkohile-
Katalysator und verdampfte i. Vak. zur Trockne. Den Riickstand behandelte man mit #ther.
Diazomerhan-Losung und erhielt bei Gaschromatographie (Saule 360 0.4 cm, 109 Polypro-
pylenglykol 20000/Chromosorb W; 190%): Dimethylmalonsdure-dimethylester (1b), 2.2-Dime-
thyl-bernsteinsiure-dimethylester (14b) und 2-Methyl-glutarsdure-dimethylester (17b) (Flachen-
verhéltnis der Peaks 1: 4 : 5), die durch IR- und NMR-Spektren charakterisiert wurden.

7-Desoxy-2.6-didesoxo-8.9-dihydro-7 H-resistomycin-3. 10-dimethylither (16b)S: 200 mg 13¢
in 30 ccm 95proz. Essigsdure verbrauchten, mit 50 mg Platin (aus PtQ,) hydriert, bis zur
Séttigung 4 Moldquivv. Wasserstoff. Man goB in Wasser, pahm die Fillung in Chloroform
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auf und chromatographierte den sdurefrei gewaschenen, eingeengten Extrakt unter Licht-
abschluB aus Chloroform an einer 35:x5 cm-Kieselgel-Sdule. Das blaBblau fluoreszierende
16b der Hauptzone destillierte i. Hochvak. bei 200°; farblose Blittchen vom Schmp. 151°
(124 mg, 69 9,).

Co4H3603 (362.5) Ber. € 79.51 H7.23 2CH30 17.1 Gef. C79.48 H 7.29 CH;0 16.5

Resistomycinsdure-lacton-tetramethylither (23a)3): Zu 2.5g 18a in 250 ccm 98 proz.
Ameisensdure gab man 25 ccm 30proz. Wasserstoffperoxid, verdampfte nach 2.5 Stdn. die
rote Losung zur Trockne und kristallisierte den Riickstand aus heiem Methanol um. Gelbe
Nadeln (1.6 g, 60°%{) vom Schmp. 280°. Nach Filtration aus Chloroform iiber Aluminium-
oxid T und Sublimation i. Hochvak. bei 220 Schmp. 286°.

Ca6H2407 (448.6) Ber. C69.63 H 5.39 4CH30 27.6
Gef. C69.59 H 5.52 CH;0 27.4 Mol.-Gew. 448 (massenspektrometr.)

Lactontitration: Verseifung in 0.0 n methanol. NaOH unter N; 6 Stdn. bei 40°. Ber. 1
Aquiv. NaOH, Gef. 0.93 Aquivv. NaOH.

Die Titrationslosungen gof man in 2n HC/, nahm die gelbe Féllung in Chloroform auf,
filtrierte durch Aluminiumoxid I, sublimierte den Riickstand des gelben Filtrates und erhielt
zu 819, chromatographisch einheitliches analysenreines 23a.

Permanganat-Abbau von 2325 : Beim Abbau von 1.0 g 23a in 200 ccm Aceton/2 n H,SO4 mit
10.5 g Kaliumpermanganas erhielt man als einzige Dicarbonsiure 1a (191 mg), die durch Misch-
Schmp. und IR-Spektrum sowie gaschromatographisch als Methylester identifiziert wurde.

Resistomycinsiure-methylester-pentamethyldther (242a)3: In die eiskalte Losung von 225 mg
23a in 60 ccm Sproz. methanol. NaO H-Losung, durch die l[angsam Stickstoff stromte, gab man
bei 0% unter Rithren 3.5 ccm Dimethylsulfat und bei 20° nach 3, S und 7 Stdn. abermals je
2 ccm und versetzte mit 10 ccm methanol. NaOH-Losung. Die nach 24 Stdn. mit verd. Salz-
sdure angesduerte Losung extrahierte man mit Chloroform, verdampfte den gewaschenen
Chloroformauszug und erhielt beim UmkKristallisieren des Riickstandes aus 2 ccm heilem
Methanol 24a in gelben Nadeln (175 mg, 70%;) vom Schmp. 218°. Leicht 18slich in Aceton
und Eisessig, spirlich in Benzol und Ather. Von verd. methanol. Natriumhydroxid wird 24a
rot, von konz. Schwefelsdure gelb mit griiner Fluoreszenz und von konz. Salzsidure rot geldst.

Cr3H3p05 (494.5) Ber. C68.00 H6.12 6CH30 37.6 Gef.® C67.90 H6.14 CH30 37.2

*) 4 Stdn. bei 120° i. Hochvak, getrocknet.

Resistorubon-3.7.10-trimethyldther (,,Rotes Umwandlungsprodukt) (26a)3.5: Eine Losung
von 500 mg 23a in 150 ccm 10proz. methanol. Kaliumhydroxid go3 man nach 8stdg. Riihren
in verd. Salzsdure, nahm die rote Fallung in Chloroform auf und chromatographierte den mit
wiir. Natriumhydrogencarbonat gewaschenen Extrakt an einer 75 x4 cm-Kieselgel-Séule.
Das mijt Chioroform/Methanol (50 : 1) eluierte 26a der tiefroten Hauptzone kristallisierte aus
heilem Methanol in derben, roten Nadeln (190 mg, 47 %) vom Schmp. 231°.

C24H2206 (406.4) Ber. C70.92 H 5.46 3CH3O 229
Gef.® C70.92 H5.53 CH30 22.5

Mol.-Gew. 406 (massenspektrometr.)
*) Bei 200° i. Hochvak. sublimiert.

7-Desoxy-6-desoxo-8.9-dihydro-7 H-resistorubon-3. 10-dimethylither (27)%): 80 mg 26a, in
10 ccm 95proz. Essigsdure mit Platinkatalysator hydriert, verbrauchten in 3 Stdn. 4 Mol-
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dquivv. Wasserstoff. Das Hydrierungsprodukt chromatographierte man unter Lichtab-
schluB aus Benzol an Kieselgel und destillierte das Produkt der blaBblau fluoreszierenden
Hauptzone i. Hochvak. bei 200°. Farblose Blittchen vom Schmp. 143°. Ausb. 63 mg (89 %).

C,3H»404 (364.5) Ber. C75.79 H6.36 2CH3017.0 Gef. C75.65 H6.41 CH30 16.8

QOzonabbau von 279: Durch eine Losung von 500 mg 27 in 50 ccm Methylenchlorid/
Methanol leitete man ozonhaltigen Sauerstoff und arbeitete auf wie bei 16a. Die mit &ther.
Diazomethan-Losung methylierten Abbausiuren trennte man gaschromatographisch (Sdule
wie vorher) und erhielt a-Hydroxy-isobuttersiure-methylester (2b) und 2-Merthyl-glutarsiure-
dimethylester (17b) (Flichenverhiltnis der Peaks etwa 4 ; 5), die durch IR- und NMR-Spektren
charakterisiert wurden.

[430/68]





