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8.3. cis- und trans-2-Crotyl-3,5-dimethyl-phenyl-methylither (ersterer 10%, trans-Ather ent-
haltend) wurden mit D,0 92 bzw. 86 Std. erhitzt. Die Ather wurden unisomeriert zuriickisoliert;
der cis-Ather enthielt 1,0 D/Mol. (Verbrennung) bzw.0,9 D/Mol (NMR.), der trans-Ather 1,2 D/Mol.
(Verbrennung) bzw.1,1 D/Mol. (NMR.), wobei in beiden Fillen alles D in Stellung 4 und 6 lokali-
siert war.

Wir danken Herrn Prof. Dr. K. GroB (Ziirich) fiir seine stete Hilfe und Ratschldge bei gas-
chromatographischen Problemen, Herrn FrRoHOFER fiir D-Analysen und Herrn PD Dr. v. PHILIPS-
BORN fiir seine Hilfe bei der Aufnahme von NMR.-Spektren. Ferner danken wir dem SCHWEIZE-
RISCHEN NaTIONALFONDS fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit auf das beste.

SUMMARY

Cis- and trans-2-crotyl-3,5-dimethyl-phenol, and likewise c¢s- and trans-2-(«, y-di-
methylallyl)-3, 5-dimethyl-phenol, can be interconverted by heating at 200°. By
deuteration experiments the mechanism of this reaction is shown to be that of the
“anomalous” CLAISEN rearrangement with spiro-cyclopropyl-cyclohexadienones as

intermediates. . . . . . f
CrmECIAtes Ziirich, Organisch-Chemisches Institut der Universitit
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236. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
54. Mittcilung [1]

Uber die Zuckerbausteine des Angolamycins: L-Mycarose,
D-Mycinose und D-Angolosamin

von M. Brufani und W. Keller-Schierlein

(7. VIL. 66)

Das Antibioticum Angolamycin wurde vor iiber 10 Jahren aus den Kulturen von
drei Actinomycetenstimmen isoliert [2]. Auf Grund seiner Eigenschaften — es handelt
sich um eine lipophile, farblose Base Cyg 4 Hgg 4 505N mit antibiotischer Wirksamkeit
gegen GRaM-positive Bakterien — wurde auf eine nahe Verwandtschaft zu den wenigen
damals bekannten Makrolid-Antibiotica geschlossen. Die Zugehorigkeit zu dieser
Gruppe von Verbindungen wurde spiter erhdrtet durch eine mit andern Makroliden
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gemeinsame charakteristische Farbreaktion und auf Grund einer — damals ziemlich
oberflichlichen — Untersuchung von Zuckerbausteinen [3]. In der vorliegenden
Arbeit berichten wir iiber die Isolierung von drei Zuckern aus Angolamycin, von
denen zwei, die L-Mycarose und die D-Mycinose, mit bekannten Makrolidzuckern
identisch sind, wiahrend der neue Dimethylaminozucker, p-Angolosamin, mit bekann-
ten basischen Zuckern aus Makroliden nahe verwandt ist.

Bei der milden sidurekatalysierten Methanolyse des Angolamycins wurde vor-
wiegend ein Methylglykosid (I) erhalten, das wir zunichst in Form seines Acetylie-
rungsproduktes charakterisierten. Wihrend wir durch Extraktion der wisserigen
Losung des rohen Acetylderivates mit Benzol ein Gemisch der beiden anomeren Gly-
koside erhielten, blieb in der wisserigen Lésung das B-Anomere stark angereichert
und konnte daraus mit Athylacetat praktisch rein gewonnen werden.

H H
CH3 OR!
] I: Rl=CH,;; R*=H
OH II: R! = CH,; R? = CH,CO
III: R! = R?=H
R%0 CHjy H
H H

Das fliissige Acetylderivat II besitzt die Bruttozusammensetzung C,,H,40;. Das
NMR.-Spektrum ldsst die Anwesenheit einer einzigen Acetylgruppe (4 2,14 ppm) und
einer Methoxylgruppe (0 3,49 ppm) erkennen. Das IR.-Absorptionsspektrum zeigt
durch eine Bande bei 3500 cm™! an, dass eine — offenbar tertidre — Hydroxylgruppe
nicht acetyliert worden ist. Von den beiden durch das NMR.-Spektrum nachweis-
baren C-Methylgruppen gibt die eine zu einem Singlett, die andere zu einem Dublett
Anlass. Die somit nachgewiesenen Strukturelemente (CH-CH,; C-CH, C-OH,
CH-OAc und OCHj;) sowie die im NMR.-Spektrum ebenfalls nachweisbare CH,-
Gruppe und die fiir den freien Zucker berechnete Bruttoformel C,H,,0, sprechen
dafiir, dass das Acetat II ein Derivat der L-Mycarose (IIT) oder eines Sterecisomeren
davon ist.

Fiir den Vergleich mit authentischer L-Mycarose, die wir aus einem Foromacidin-
(Spiramycin-)Gemisch bereiteten [4], wurde das Methylglykosid I aus Angolamycin
mit Schwefelsdure hydrolysiert und der freie Zucker destilliert. Das Destillat kristal-
lisierte, wie das aus Foromacidin gewonnene Vergleichspriaparat, beim Stehen langsam
zu farblosen Prismen vom Smp. 80-83°, Misch-Smp. mit der Vergleichsprobe ebenso.
Die IR.-Absorptionsspektren und Rf-Werte waren gleich. Die optische Drehung
stimmt innerhalb der Fehlergrenze mit den Literaturwerten iiberein. Das NMR.-
Spektrum (in D,0) ist in allen Einzelheiten mit dem von GRISEBACH et af. publizierten
[5] identisch.

Die Mikroanalyse des Zuckers zeigt, dass es sich bei den Kristallen vom Smp.
80-83° um ein Hydrat mit ca. 1 Mol. Kristallwasser handelt. Die L-Mycarose ist frither
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als wasserfreies Kristallisat vom Smp. 127° beschrieben worden?). Sie ist als Baustein
verschiedener Makrolid-Antibiotica bekannt (Zusammenstellung s.z.B. bei [6]) und
auch totalsynthetisch hergestellt worden [7]. Auch die p- [8] und die p,L-Mycarose
sind synthetisiert worden [6] [9].

Die Isolierung des zweiten neutralen Zuckers, der p-Mycinose, gestaltete sich
anfangs deshalb schwierig, weil er im Diinnschichtchromatogramm praktisch den
gleichen Rf-Wert besitzt wie die L-Mycarose, und auch die Methylglykoside der beiden
Zucker liessen sich auf der Kieselgel-Platte nicht trennen. Bei den milden Bedin-
gungen, die fiir die Isolierung von Methylmycarosid angewandt wurden, wurde die
Mycinose wahrscheinlich nur zum Teil abgespalten und ihre Derivate blieben bei der
Destillation der Mycarosederivate als Destillationsriickstand zuriick und konnten dort
diinnschichtchromatographisch durch die von Mycarose stark verschiedene Farb-
reaktion mit Schwefelsdure nachgewiesen werden (s. exp. Teil).

Die Isolierung reiner p-Mycinose (IV) gelang, als wir fiir die Hydrolyse Bedin-
gungen anwandten, unter denen die Mycarose weitgehend zerstort wurde. Bei der
energischen sauren Hydrolyse wurde vorwiegend ein Gemisch von bp-Mycinose und
D-Angolosamin (s. unten) erhalten und durch Verteilungschromatographie an Cellu-
losepulver getrennt. Durch Sublimation wurde der Zucker CgH,¢O; in Kristallen vom
Smp. 98-102° erhalten. Gemiss NMR.-Spektrum enthilt er eine CHy-CH-Gruppie-
rung und zwei O-Methylgruppen. Ein flaches Dublett bei § 2,43 ppm, das im NMR.-
Spektrum des Acetylderivates V nicht vorhanden ist, ist einem schwer austausch-
baren Hydroxylproton zuzuschreiben. Die Signale von weiteren drei Wasserstoff-
atomen liegen im Bereiche von 4 ca. 3 bis 5 ppm. Eine CH,-Gruppe ist nicht vor-
handen. Das Signal des Wasserstoffatoms an C-1 liegt zur Hauptsache als Dublett
(J1q,24=7.,6 cps) bei § 4,95 ppm vor. Daneben ist ein sehr schwaches Signal mit
kleiner Kopplungskonstante bei d 5,33 ppm zu erkennen. Der Zucker liegt demnach in
Losung weitgehend als f-Anomeres vor. Der geringe Anteil an a-Anomerem ist auch
im Bereich des C-Methylsignals durch schwache Nebensignale zu erkennen.

Die Zuordnung der Signale gelingt besser anhand des Spektrums des kristallinen
Diacetylderivates V, das auch die Ableitung der relativen Konfiguration an allen
Chiralitdtszentren erlaubt. Die Zuordnungen konnten durch Spinentkopplung be-
stdtigt werden.

Das Signal der C-Methylgruppe bei ¢ 1,18 ppm stcht in Wechselbeziehung mit
einem der beiden sich weitgehend iiberlagernden Signale bei § 4,0 ppm, wo durch
Spinentkopplung eine Aufspaltung mit J = 9,5 cps aufgehoben wird. Die Wasserstoff-
Atome an C-5 und C+4 sind demnach beide axial angeordnet. Die axiale Lage des
Protons an C-1 (es liegt zu iiber 909, das f-Anomere vor) geht aus der Kopplungs-
konstanten von 8,5 cps des Signals bei d 5,90 (H-1) hervor, die auch die axiale Lage
von H-2 festlegt. Das Signal von H-2 liegt bei d 3,23 ppm als Doppeldublett (], ; =
8,5 cps; Jog = 2,5 cps) vor. Die zweite Kopplungskonstante von 2,5 cps fordert eine
aquatoriale Lage des Protons an C-3, das gemiss der Spinentkopplung ein Signal bei
04,0 gibt. Fiir H-4 bleibt demnach nur noch das Signal bei § 4,45 {ibrig, das-als

1) Schon vor lingerer Zeit hat E. KyBURz in unserem Laboratorium die L-Mycarose aus Angola-
myecin erhalten (unpubliziert, vgl. (3]). Der Zucker wurde damals in der wasserfreien Form vom
Smp. 126-128° isoliert und mit einer Probe aus Foromacidin (4] verglichen.
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Doppeldublett mit J, s = 9,5 cps und J,; 3 = 2,5 cps auftritt, was die oben abgeleitete
axiale Lage von H-4 und die dquatoriale Lage von H-3 bestiitigt. Das Signal der
beiden Acetylgruppen ist als Singlett bei d 2,13 ppm zu finden; die beiden Methoxyle
geben Singlette bei d 3,48 und 3,55 ppm. Von allen Signalen erleiden infolge der Ace-
tylierung nur diejenigen von H-1 und H-4 eine erhebliche Verschiebung nach tieferem
Feld. Im Zucker sind demnach die Hydroxylgruppen an C-1 und C-4 frei, wihrend die
Stellungen 2 und 3 von den beiden Methoxylgruppen besetzt sind. Fiir den Zucker
ergibt sich die Konstitution einer 2, 3-Di-O-methyl-6-desoxy-hexapyranose und die in
Formel IV angegebene relative Konfiguration. Ein Zucker dieser Formel, die n-Myci-
nose (IV), ist bereits aus 3 neutralen Makrolidantibiotica, dem Chalcomycin [10], dem
Neutramycin [11] und dem Aldgamycin E [12], isoliert und auch synthetisch her-
gestellt worden [13]. Die Eigenschaften des Zuckers aus Angolamycin stimmen mit
den fiir b-Mycinose angegebenen [10] [13] sehr gut {iberein, und die optische Drehung
ist nach Richtung und Betrag gleich der von D-Mycinose. Damit ist dieser Zucker
zum ersten Mal als Baustein eines basischen Makrolides nachgewiesen worden.

H H oR! H

R0

2 2
CH30 OR /N\ OR
H H H H3C CH3 H
IV:R' = R?=H VI: Rl=R?=H
V: Rl = R? = CH,CO VII: R = R? = CH,CO

Der dritte Zucker, eine Base C4H,,0,N, wurde als kristallisiertes Hydrochlorid
erhalten. Die Verbindung ist isomer mit dem Dimethylaminozucker Desosamin, der
als Baustein von Makroliden verbreitet ist [14]. Das NMR.-Spektrum zeigt u.a. das
Vorhandensein von 2N-Methylgruppen durch zwei fast zusammenfallende Singlette
bei 4 2,9 ppm (in D,0) an (die Aufspaltung in zwei Singlette ist durch das Vorliegen
eines Gleichgewichtsgemisches der beiden Anomeren in wisseriger Lésung zu erkli-
ren). Bei der Aufnahme in Trifluoressigsdure liegt das Signal der Dimethylamino-
gruppe bei d ca. 3,15 ppm und ist in zwei Dublette aufgespalten.

Dass es sich nicht um Desosamin handeln kann, zeigte ein papierchromatogra-
phischer Vergleich mit authentischem Desosamin-hydrochlorid, das wir aus Pikro-
mycin {15] hergestellt hatten. Auch das IR.-Absorptionsspektrum und das NMR.-
Spektrum des Desosamin-hydrochlorids unterscheiden sich erheblich von den Spek-
tren unseres Zuckers, der demnach neu ist und Angolosamin genannt wird. Die Kon-
stitution und relative Konfiguration des neuen Zuckers VI geht eindeutig aus dem
NMR.-Spektrum des Di-O-acetylderivates VII hervor. Das rohe Acetylierungsprodukt
erwies sich als Gemisch der beiden anomeren Formen, da verschiedene Signale
(CH4—C, CH4—CO, H-1) eine komplexere Aufspaltung zeigen, als man fiir eine einheit-
liche Verbindung erwarten wiirde. Eine vollstindige Trennung der beiden Anomeren
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(bei der Diinnschichtchromatographie ist nur ein einziger Fleck erkennbar) gelang
nicht, doch konnte durch Chromatographie an Kieselgel wenigstens das eine Ano-
mere in ca. 90-proz. Reinheit abgetrennt werden, was fiir eine eingehende Analyse des
NMR.-Spektrums ausreichte (Fig. 1).
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Fig. 1. NMR-Spektrum von o-1, 4-Di-O-acetyl-angolosamin in CDCI,; (100 Mc)

Das praktisch rein gewonnene Diacetylderivat zeigt bei § 6,22 ppm (Signal von
H-1e), ein Triplett mit der Kopplungskonstante J,, 5, = Jy,, .= 2.5 cps. Daraus geht
hervor, dass die Acetoxygruppe an C-1 axiale Lage besitzt, und dass, da H-5 axial
angeordnet ist (s. unten), das a-Anomere vorliegt. Ein Gemisch der beiden Anomeren
zeigt im NMR.-Spektrum zusitzlich zum erwihnten Signal ein solches fiir das axiale
Wasserstoffatom an C-1 bei § 5,74 ppm in Form eines Doppeldubletts mit J,, 5, =
9,5 cps und Jy, 5, = 2,5 cps. Durch Spinentkopplung (in Fig. 1 durch Querverbin-
dungen angedeutet) lidsst sich eine Wechselwirkung zwischen H-1¢ und zwei Protonen
aufzeigen, die eine Signalgruppe bei § ca. 1,9 ppm hervorrufen. Aus diesen Wechsel-
wirkungen ergibt sich, dass am C-Atom 2 eine Methylengruppe vorliegt. Das Angolo-
samin ist ein 2-Desoxyzucker.

Weitere Spinentkopplungen zeigen, dass das Signal bei é 3,05 ppm dem Wasser-
stoffatom an C-3 zuzuordnen ist. Die chemische Verschiebung entspricht derjenigen
eines Wasserstoffs neben Aminostickstoff. Diese Zuordnung wird dadurch bestitigt,
dass dieses Signal als Folge der Acetylierung keine Verschiebung nach kleineren Feld-
stirken erlitten hat. Das Angolosamin ist demnach ein 3-Desoxy-3-dimethylamino-
zucker.

Wegen der Kompliziertheit der Signale von H-2 und H-3 ist die Art ihrer Wechsel-
wirkung nicht ochne weiteres zu erkennen. Die axiale Lage von H-3 geht aber klar aus
der Form des Signals von H-4 bei § 4,76 ppm hervor. Dessen Zuordnung erfolgte
wieder durch Spinentkopplung. Das Signal ist ein Triplett mit J, 3= J, 5= 9,5.cps.
Dies entspricht einer zweifachen diaxialen Anordnung der drei zugehorigen Protonen
an den C-Atomen 3, 4 und 5, und fiir das Angolosamin lisst sich somit die relative
Konfiguration VI ableiten.
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Die diaxiale Anordnung von H-4 und H-5 wird bestitigt durch das Signal von
H-5 bei 6 3,87 ppm, ein Doppelquadruplett mit /; , = 9,5¢cps und J; ;= 6 cps.
Dieses Signal wird entkoppelt einerseits durch Einstrahlung der Frequenz des C-
Methyl-Signals, andererseits durch die Frequenz von H-4.

Die absolute Konfiguration des Angolosamins liess sich nach der Isorotationsregel
fiir acetylierte Zucker von HupsoN [16] ableiten. Das ca. 90-proz. a-Anomere besitzt
in Aceton eine spez. Drehung von +93°, ein Gemisch der beiden Anomeren im Ver-
hiltnis von ca. 1:1 eine solche von -+ 56°. Fiir das reine f-Anomere ist demnach eine
noch kleinere positive Drehung zu erwarten, schitzungsweise etwa -+ 10°. Eine solche
Rotationsverschiebung trifft fiir die p-Reihe der Zucker zu, welcher das Angolosamin
demnach angehért. Dass die Hupson'schen Isorotationsregeln in der Reihe der Amino-
zucker anwendbar sind, hat sich in letzter Zeit wiederholt bestitigt (vgl. z. B. [17]).

CH(OH)
|
_C_RY
H-C-R ) VIII: R! = H, R? = OH
(CHy),N-C-H 0 IX: R'=0OH, R*=H
H-C-R? X: R'=R!= OH
|
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]
CH,

Das p-Angolosamin (VI = VIII) ist demnach die 2,3,6-Tridesoxy-3-dimethyl-
amino-D-glucose und steht in sehr naher Beziehung zum Desosamin (IX) [18] und
zur Mycaminose (X) [19], den beiden 3-Dimethylaminozuckern, die bisher als Bau-
steine basischer antibakterieller Makrolide nachgewiesen worden sind.

Ein Diastereomeres des D-Angolosamins ist dagegen das L-Rhodosamin aus
Anthracyclin-Antibiotica [20].

Herrn Prof. Dr. H. ZAuNER, Tiibingen, danken wir fir das Angolamycin. — Dicse Arbeit
wurde durch die CiBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, und das «CENTRO NAZIONALE DI RICERCHE
ITALIANO» unterstiitzt, wofiir wir unsercn besten Dank aussprechen.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Die Smp. wurden in offener Kapillarc bestimmt und sind nicht korrigiert. Die
IR.-Absorptionsspektren wurden mit einem PERKIN-ELMER-Spektrophotometer, Modell «Infra-
cord», oder mit einem PERKIN-ELMER-Spektrophotometer, Modell 21, (Fig. 2) aufgenommen. Die
NMR.-Spektren wurden mit einem VARIAN-Spektrographen, Modell A 60, Spin-Entkopplungs-
experimente mit einem VaRrIAN-Spektrographen, Modell HA 100, ausgefiihrt. Die chemischen Ver-
schiebungen sind in §-Werten gegeniiber Tetramethylsilan als interncm Standard, Kopplungs-
konstanten in c¢ps angegeben. Es bedeuten: s = Singlett, d = Dublett, ¢ = Triplett, ¢ = Quadru-
plett, m = Multiplett, b = schlecht anfgeléste Signalhaufen, dd = Doppeldublett usw.

Fiir die Diinnschichtchromatographie (DC) verwendeten wir Kieselgel G « MERck». Die Chro-
matogramme wurden durch Bespriihen mit konz. Schwefelsdure und Erhitzen auf 140° entwickelt.
Fiir priparative Chromatographic verwendeten wir Kieselgel 0,05 bis 0,20 mm «MERCK».

4-0-Acetyl-methyl-L-mycarosid. 600 mg Angolamycin wurden in 100 ml abs. Methanol und
10 ml einer 1,3~ abs. methanolischen Chlorwasserstofflésung 6 Std. bei 20° stehengelassen und
dann durch Schiitteln mit frisch gefilltem Silbercarbonat ncutralisiert. Die filtrierte Losung
wurde im Vakuum cingedampft und der Riickstand mit Essigsdurcanhydrid und Pyridin (je 2 ml)
bei Zimmertemperatur 24 Std. lang behandelt. Das Gemisch wurde dann mit Eiswasser versetzt
und dreimal mit je 20 ml Benzol ausgezogen, die Extrakte wurden mit wenig Wasser gewaschen
und nach dem Trocknen mit Natriumsulfat im Vakuum cingedampft. Das zuriickbleibende Ol
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wurde an 10 g Kieselgel mit Athylacetat-Methanol 8:2 als Eluierungsmittel chromatographiert.
Das Eluat, 70 mg chromatographisch einheitliches farbloses Ol (DC mit Athylacetat-Methanol
8:2, Rf 0,70), wurde im Hochvakuum bei 80° destilliert.

CioH;3Os  Ber. C 55,03 H 8,319%  Gef. C54,78 H 8,54%
IR.-Absorptionsspektrum in Chlf. (¢ = 5%): » (OH) 3500 cm™!; » (CO) 1730 cm~!. Das
NMR.-Spektrum in CDCl, zeigt, dass es sich um ein Gemisch der beiden anomeren Acetylderivate
im Verhdltnis ca. 1:1 handelt: u. a. 2 Singlette zu ca. 1,5 H bei 6 3,39 und 3,49 ppm. Auch die

Multiplizitat der iibrigen Signale ist z. T. komplexer als man fiir cine einheitliche Verbindung
erwarten wiirde.

Dic wisscrigen Phasen der Benzolextraktion wurden mit 1N Natronlauge neutralisiert, im
Vakuum zur Trockne verdamptt und der Riickstand dreimal mit Athylacctat ausgezogen. Durch
Chromatographic an Kieselgel wurden 30 mg Substanz erhalten, die im Diinnschichtchromato-
gramm das gleiche Verhalten zeigte wic das oben beschriebene Produkt. Das IR.-Absorptions-
spektrum war im «Fingerprint»-Gebiet wenig verschieden. Gemdiss dem NMR.-Spektrum (in
CDCl,) handelt es sich um ein praktisch einheitlichecs Anomeres des Di-O-Acetyl-methylmycaro-
sids: § 1,16 ppm (s, 3 H), 6 1,18 ppm (d, ] = 6,3 ¢ps, 3 H), 6 1,3 bis 2,0 ppm (b, 3 H), 6 2,14 ppm
(s, 3H), 6 3,49 ppm (s, 3 H), 6 3,7 bis 4,1 ppm (m, 1 H), § 4,5 bis 4,9 ppm (b, 2 H).

L-Mycarose. 2 g Angolamycin wurden wie oben 24 Std. bei Zimmertemperatur methanolysiert
Der Eindampfriickstand der mit Silbercarbonat neutralisierten Lésung wurde mit 200 ml Eis-
wasser versctzt und viermal mit Athylacetat ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden mit Natrium-
sulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand, 221 mg O], zeigte im DC nur
einen Fleck (Rf 0,57 mit Athylacctat-Methanol 8:2) und stimmte mit authentischem Methyl-
myecarosid aus Foromacidin (Spiramycin) ibercin.

65 mg des Methylmycarosids wurden im Vakuum destilliert (ca. 60° bei 0,01 Torr) und dann
mit 7 ml Dioxan und 8 ml 0,1x Schwefelsdure 3 Std. bei 85° im Wasserbad hydrolysiert. Die
Lssung wurde darauf mit Bariumcarbonat neutralisiert, filtriert und im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand destillierte bei 110°/0,01 Torr als farbloses Ol, das beim Stehen langsam kristalli-
sierte und dabei ca. 1 Mol. Wasser aus der Luft aufnahm.

Die Kristalle schmolzen, wie eine Vergleichsprobe, die man in gleicher Weise aus Foromacidin
hergestellt hatte, bei 80-83° und gaben im Gemisch keine Smp.-Erniedrigung. Fiir wasserfreie My-

carose wird ein Smp. von 128-129° angegeben. [o]p = —28,3° (¢ = 0,879 in Wasser). Die Rf-
Werte im DC sowie die IR.-Absorptionsspektren und NMR.-Spektren der beiden Praparate waren
identisch. C,H,,0, H,0 Ber. 46,65 H 80959 Gef. C 47,02 H 8,84%

Bei der Destillation blieb ein geringer Riickstand, der auf Grund der gelben Farbreaktion mit
Schwefelsdure im DC als Mycinose (s. unten) identifiziert wurde. Mycarose und Mycinose einer-
seits sowie Methylmycarosid und Methylmycinosid andererseits geben praktisch gleiche Rf-Werte,
aber verschiedenc Farbreaktionen mit Schwefelsdure: Mycarose und Derivate blaugrau, Myeci-
nose und Derivate gelb.

D-Mycinose. 2 g Angolamycin wurden in 80 ml 6N Salzsdure 4 Std. unter Riickfluss gekocht.
Die braunschwarze Losung wurde von etwas unlgslichem braunem Harz abfiltriert, zweimal mit
wenig Chloroform ausgeschiittelt, im Vakuum eingedampft und der Riickstand an einer Sdule aus
Cellulosepulver mit #n-Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:1 chromatographiert. Ein erstes Eluat von
370 mg gelbem Ol zeigtc im DC (Athylacetat-Methanol 8:2) einen Hauptfleck mit Rf 0,45 und
mehrere Verunreinigungen. Das Ol wurde an einer Sdule aus 20 g Kicselgel mit Athylacetat-
Methanol 8:2 nochmals chromatographiert. Die Hauptfraktion, 135 mg, wurde bei 110°/0,01 Torr
destilliert. Beim Stehen kristallisierte das Destillat langsam: Smp. 96-100°. Nach nochmaligem
Sublimieren wurde reine p-Mycinose vom Smp. 98-102° erhalten. [a]p = —36° (10 Min.) >
- 28° (16 Std., ¢ = 1,559, in Wasser). NMR.-Spektrum in CDCly: 6 1,2 ppm (d, J = 6 ¢ps, 3 H),
02,43 ppm (unscharfes d, J = 10 cps, 1 H), 6 3,01 ppm (dd, [, ; = 7,5 cps; J, 3 = 2,5 cps, 1 H),
43,54 ppm (s, 3 H), § 3,62 ppm (s, 3 H), § 3,55 bis 4,30 ppm (b, 4 H), §4,95 ppm (@, J,,, = 7,5 cps,
1 H). CeH,g05 Ber. C49,99 H 8,39%  Gef. C 50,06 H 8,329

1,4-Di-O-acetyl-D-mycinose. 47 mg Mycinose wurden mit 3 ml Essigsdureanhydrid und 2 ml
Pyridin iiber Nacht bei 20° behandelt. Das Gemisch wurde in Eiswasser gegossen und dreimal
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mit Benzol extrahiert. Die mit wenig verd. Salzsaure und Wasser gewaschenen und mit Natrium-
sulfat getrockneten Ausziige gaben beim Eindampfen cinen Riickstand, den man an Kieselgel mit
Athylacetat als Elutionsmittel chromatographierte. Es wurden 55 mg eines Ols erhalten, das im
DC (Athylacetat-Methanol 8:2) einen einheitlichen Fleck mit Rf 0,70 gab; nach der Destillation
bei 70°/0,01 Torr Kristalle vom Smp. 73-75°.
CisHpOp;  Ber. C52,16 H 7,30%  Gef. C 52,33 H 7,409

NMR.-Spektrum in CDCl,: d 1,18 ppm (d, J = 6 cps, 3 H}, 2,13 ppm (s, 6 H), § 3,23 ppm
(dd, J,,, =85 cps; Jo 3 = 2,5 cps, 1 H), 6 3,48 ppm (s, 3H), 6 3,55 ppm (s, 3H), J 3,8 bis
4,45 ppm (m, J5 4 =9,5cps; J54= 6 cps, 2 H), 6 4,45 ppm (dd, J4 5= 9,5 cps; [, 3= 2,5 cPs,
1 H), § 5,90 ppm (@, J,,, = 8,5 cps, 1 H).
Spin.-Entkopplung bei 100 MC:

Nachgewiesene Wechselwirkung J des entkoppelten Signals Zuordnung
zwischen

1,18 ppm und 4,0 ppm 6 cps CHg4 in 6: H-5
3,23 ppm 5,90 ppm 8,5 cps H-24: H-1a
3,23 ppm 4,0 ppm 2,5 cps H-2a: H-3e

D-Angolosamin-hydrochlorid. Nach der Elution der Mycinose bei der Chromatographic an
Cellulosepulver (s. oben) wurde mit dem gleichen Losungsmittelgemisch weiter eluiert, wobei
400 mg Ol erhalten wurden, die nach Zugabe von Alkohol und etwas Ather farblose Kristalle
lieferten. Nach zweimaligem Umbkristallisieren aus Alkohol-Ather, Smp. 172-174°. Papierchro-
matographie mit n-Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:1, Entwicklung mit Anilin-Phtalsiure in Buta-
nol: Ry, = 1,23 (bezogen auf Desosamin = 1). [&]p = +4,6° (¢ = 0,627 in Wasser, Endwert nach
5 Std).

CgH,;,O,N, HCl  Ber. C 45,38 H 8,57 N 6,629, Gef. C4528 H 854 N 6,58%

Das IR.-Absorptionsspektrum (Fig. 2) und das NMR.-Spektrum unterscheiden sich deutlich

von denen des Desosamin-hydrochlorids. Das NMR.-Spektrum in D,O zeigt, dass in Losung ein
Gemisch der beiden Anomeren im Verhiltnis von ca. 3:1 vorliegt.

Y

3 4 5 3 7 8 3 10 2

i n L "

2 s " i . L " s .
3000 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 cm-

Fig. 2. IR.-Absorptionsspekivum vom p-Angolosamin-hydrochlorid in KBy

Di-O-acetyl-D-angolosamin. 260 mg Angolosamin-hydrochlorid wurden mit 6 ml Essigsiure-
anhydrid und 6 ml Pyridin 11/, Std. auf dem Wasserbad erwarmt und darauf die Lésung im Va-
kuum eingedampft. Den Riickstand lste man in 50 ml kaltem Wasser, neutralisierte mit Natrium-
hydrogencarbonat und schiittelte dreimal mit Chloroform aus. Die getrockneten Ausziige wurden
eingedampft und der Riickstand an 10 g Kieselgel mit Athylacetat-Methanol 8:2 chromato-
graphiert. Durch Destillation im Hochvakuum wurden 250 mg eines farblosen Ols isoliert, das
im DC (Athylacetat-Methanol 8:2) nur einen Fleck gab. Aus dem NMR.-Spektrum geht hervor,
dass es sich um ein Gemisch der beiden Anomeren im Verhiltnis ca. 3:2 handelt.

CpHy;O,N  Ber. Mol.-Gew. 259  Gef. Mol.-Gew. 259 (Massenspektrum)
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Das Priaparat wurde erneut an ca. 70 g Kieselgel chromatographiert, wobei zunidchst mit
Athylacetat allein und spiter mit Athylacetat und zunehmenden Mengen Methanol (bis zu 209,)
eluiert wurde. Es wurden 8 Fraktionen aufgefangen, von denen die erste und letzte durch das
NMR.-Spektrum charakterisiert wurden. Die erste Fraktion enthielt beide Anomeren in etwa
gleichen Anteilen. NMR.-Spektrum in CDCly: u.a. § 1,15 ppm (d, J = 6 cps) und 4 1,21 ppm
(d, J] = 6 cps), je ca. 11/, H; § 2,09 ppm (s} und 2,11 ppm (s}, je ca. 1/, H; § 2,27 ppm (s, 3 H);
8 5,71 ppm (dd, [, 2o = 9,5 ¢S, Jy,, 2, = 2,5 ¢ps, ca. 1, H); § 6,22 ppm {4, [y, 4, = J1,, 2¢
ca. 2,5 ¢cps, ca. Y, H). [a]p, = +56° (¢ = 0,57 in Aceton).

Die 8. Fraktion enthielt dagegen iiber 859, des a-Anomeren und wurde fiir Spin-Entkopp-
lungsexperimente verwendet (Fig. 1). [a]p = +93° (¢ = 0,39 in Aceton).

Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung (Leitung W. MANSER)
ausgefiihrt. Die NMR.-Spektren und Spin-Entkopplungsexperimente verdanken wir Frau A. voN
WARTBURG und Herrn Dr. C. PascuaL, das Massenspektrum Herrn Dr. J. SEIBL.

SUMMARY

The sugar components of angolamycin, a basic macrolide antibiotic, are L-myca-
rose, b-mycinose, and p-angolosamine (2,3, 6-trideoxy-3-dimethylamino-p-glucose).
The structure of the new amino-sugar has been determined by NMR.-spectroscopy.

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule, Ziirich
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