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240. Ansamycine, eine neuartige Klasse von mikrobiellen
Stoffwechselprodukten?)

von Vladimir Prelog und Wolfgang Oppolzer
Laboratorium fiir organische Chemie, Eidg. Technische Hochschule, Ziirich

(7. VIIIL. 73)

Summary. Isolation, structure elucidation, and biological properties of a novel class of micro-
bial metabolites, ansamycins, are reviewed as background for the following papers. Structural
similarities and differences of ansamycins (rifamycins, tolypomycin, streptovaricins, and geld-
anamycin) rclevant to the common steps in their biogenesis are discussed.

Ende der fiinfziger Jahre haben Sensi ef al. [4] einen Komplex von Stoffwechsel-
produkten des Streptomyces mediterranes n. sp.?) beschrieben, die sie Rifomycine
nannten. Um Verwechslungen mit anderen fhnlich benannten Antibiotica3) zu er-
schweren, wurden die Rifomycine in Rifamycine umbenannt {7].

Neben den urspriinglich isolierten Rifamycinen A bis E wurden spéter die Rifa-
mycine L {8] und Y [3] isoliert und charakterisiert. Die zuerst nur auf chemischem
Wege erhaltenen Umwandlungsprodukte des Rifamycins B - die Rifamycine O, S
und SV — konnten spiter aus Kulturen von Mutanten des Streptomyces mediterranes
[9] und von anderen Streptomyces bzw. Nocardia-Stammen [10] [11] isoliert werden;
diese Verbindungen sind also nicht nur Artefakte, sie sind auch genuine Stoffwechsel-
produkte. Die als Nancimycine beschriebenen Antibiotica sind offenbar mit Rifamy-
cinen identisch [11].

1) 4. Mitt. iiber Rifamycine, 1.-3. Mitt. [1] (2] [3].
2)  Uber die Zuteilung dieses Mikroorganismus zum Genus Nocardia vgl. [5].
3) Es handelte sich insbesondere um Rufomycin [6].
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Von Siminoff et al. [12] wurde aus den Kulturen von Streptomyces spectabilis ein
zweites Gemisch von mikrobiellen Stoffwechselprodukten isoliert, welche den Namen
Streptovaricine erhielten. Die unter den Namen Antibioticum B 44 P und Austmycin
beschriebenen Verbindungen liessen sich ebenfalls als Streptovaricine identifizieren
(vgl. [13]).

Vor einigen Jahren wurde dann von Kisht ef al. [14] das von Shibata ef al. [15] aus
Streptomyces tolypophorus erhaltene Tolypomycin Y beschrieben.

Schliesslich haben De Boer et al. {16] aus Kulturen von Streptomyces hygroscopicus
var, Geldanus das Geldanamycin isoliert.

In der Zwischenzeit konnten sowohl durch chemische und spektroskopische
Untersuchungen als auch Rondgen-analytisch die Strukturen dieser Antibiotica bzw.
der Hauptbestandteile der Antibiotica-Gemische eindeutig festgestellt werden. Sie

A

®

Fig. Schematische Darstellung dev Ansamycine

besitzen ein gemeinsames strukturelles Merkmal; sie sind ansa-Verbindungen?), die
aus einem flachen «aromatischen» Teil und einer aliphatischen Briicke bestehen (vgl.
Fig.). Wir haben deshalb fiir diese neuartige Klasse von mikrobiellen Stoffwechsel-
produkten den Namen Ansamycine vorgeschlagen. Vor kurzem ist dariiber ein Uber-
sichtsreferat von K. L. Rinehart, Jr. [13]} mit ausfithrlicher Bibliographie erschienen,
auf welches wir verweisen.

Es ist noch besonders erwdhnenswert, dass neuerdings Kupchan et al. und Wani
et al. aus Maytenus- bzw. Colubrina-Arten, also aus héheren Pflanzen, ansa-Verbin-
dungen Maytansin [18], Maytanprin [19] und Maytanbutin [19} sowie Colubrinol und
Colubrinolacetat [20] isoliert haben, welche gemeinsame strukturelle Merkmale mit
Geldanamycin aufweisen. Obwohl die aliphatische Briicke in diesen Verbindungen
und in Ansamycinen auf eine biogenetische Verwandtschaft mit Makroliden hinwei-
sen, ist fiir sie der neuerdings vorgeschlagene gemeinsame Name ¢ansa-Makrolide»
nicht empfehlenswert, da er den falschen Eindruck erweckt, es handle sich um viel-
gliedrige Lactone.

Die Struktur der Rifamycine, — Die ersten Ansamycine, deren Struktur zu-
erst auf chemischem Wege unter Anwendung von spektroskopischen Methoden auf-
geklirt wurde, waren die Rifamycine B, O, S und SV [1] [2). Diese vor etwa 10 Jahren
abgeschlossenen Arbeiten wurden bisher nur in Vortrdgen und vorldufigen Mittei-
lungen beschrieben. Weil das chemische Verhalten der Rifamycine sowohl fiir medi-
zinisch und biologisch orientierte Abwandlungen, als auch fiir die Untersuchungen

4) Dieser Name wurde von Littringhaus & Gyalheer [17] eingefuhrt.
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itber ihre Biogenese wichtig ist, soll dariiber in der nachfolgenden Mitteilung ein-
gehender berichtet werden.

Die auf chemischem Wege bestimmten Strukturen der Rifamycine B, O, S und
SV wurden von Brufani et al. [21] durch Rintgen-Analyse des p-Jodanilids des Rifa-
mycins B voll bestitigt.

In dieser Mitteilung sind in den Formeliibersichten A und B die Konstitution und
die Konfiguration der Rifamycine und anderer Ansamycine durch Formeln darge-
stellt, welche erlauben, die Ahnlichkeit und die Verschiedenheit der aromatischen
Teile einerseits und der aliphatischen Briicken andererseits leicht zu erkennen.

Die Rifamycine B, O, S, SV und L besitzen die gleiche aliphatische Briicke (V),
unterscheiden sich jedoch in dem aromatischen Teil. Die Rifamycine B, SV und L
sind Naphthohydrochinon-Derivate (I}, O und S dagegen Naphthochinon-Derivate
(IT). Die Rifamycine B, O und L tragen am C(4) einen Glykolsiure-Rest, der in B
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«Avomatischer Teile der Ansamycine
I a Rifamycine B, Y; b Rifamycine SV, YSV; c¢ Rifamycin L: d Rifampicin
11 a Rifamycine S, ¥S; b Rifamycine O, YO; ¢ Tolypomycin
IIT Streptovaricine
IV Geldanamycin



2282 HerLveTica CHIMICA Acta — Vol 56, Yasc. 7 (1973) — Nr. 240

und L dther- bzw. esterartig gebunden ist und im Rifamycin O einen Dioxolanon-
Ring bildet; in den Rifamycinen S und SV fehlt dieser Glykolsdure-Rest.

Die Struktur der Rifamycine Y, YO, YS und YSV wurde teilweise auf chemi-
schem Wege aufgeklart [3] und durch Rintgen-analytische Untersuchungen [22] end-
gliltig festgelegt. Aus diesen Untersuchungen folgt, dass sich diese Rifamycine von
ihren Analogen B, O, S und SV nur in der aliphatischen Briicke VI unterscheiden.
Diese weist am C(20) eine zusitzliche tertidre Hydroxylgrappe auf und das benach-
barte C(21) trigt statt eines sekundiren Hydroxyls einen Carbonyl-Sauerstoff. Die
naheliegende Vermutung, dass es sich um Produkte einer biologischen Oxydation
handelt, wurde durch Inkubation des mit 14C markierten Rifamycins B mit Kulturen
von Streptomyces mediterranei, wobei radioaktives Rifamycin Y entstand, bestitigt
[23].
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Aliphatische Bviicken dev Ansamycine
A" Rifamycine B, O, S, SV, L
VI Rifamycine Y, YO, YS, YSV
V11 Tolypomycin

VIII Streptovaricine
A: x=2z=0H, y=0CMe; B: x=H, y=0CMe, z=0H; C: x=y=H, z=0H; D: x=y=z=H;
G:x=z=0H, y=H; E: 21-Dehydro-C; ¥: Lacton zwischen C(21) und C(24) statt Methylester
1X  Geldanamycin, v=H,NCO

Struktur des Tolypomycins Y. - Aufgrund der chemischen Studien [14], [24]
und Rontgen-analytischen Untersuchungen an Tolypomycinon-tri-m-brombenzoat [24]
folgt, dass das Tolypomycin Y mit den Rifamycinen und besonders mit Rifamycin S
eng verwandt ist.
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Der Unterschied im aromatischen Teil I1 beruht darauf, dass der Chinon-Sauer-
stoff am C(4) durch den Stickstoff eines 4-Amino-2,3,4,6-tetradeoxyhexopyranose
(==Tolyposamin)-Restes ersetzt ist. In der aliphatischen Briicke VII bilden C(19),
C(20) und C(31) einen Cyclopropan-Ring und C(18) ist ein Carbonyl-Kohlenstoff.
Bemerkenswert ist die analoge Konfiguration an den insgesamt 8 chiralen Zentren
C(21) bis C{27) sowie am C(12).

Struktur der Streptovaricine. — Wihrend die Strukturaufklirung der Rifa-
mycine und des Tolypomycins Y geradlinig verlief, wurden fiir die Streptovaricine
A bis ¥ aufgrund des chemischen Abbaus und der spektroskopischen Untersuchungen
zuerst Formeln abgeleitet (vgl. {25]), die einer spiteren Priifung und der Réntgen-
Analyse nicht standhielten.

Die endgiiltigen Ergebnisse der chemischen und spektroskopischen Untersu-
chungen [13] [26], welche durch eine Rénfgen-Analyse des p-Bromophenylboronates
von Streptovaricin-C-triacetat [27] untermauert sind, zeigen, dass der aromatische
Teil 111 in allen bisher aufgeklirten Streptovaricinen der gleiche ist. Das Kohlen-
stoff-Geriist dieses Teiles dhnelt in mancher Hinsicht demjenigen der Rifamycine
und des Tolypomycins, man findet aber auch mehrere wesentliche Unterschiede:
a) der Ring B des Naphthalin-Gertistes ist nicht ein Benzol-Ring, sondern gehért
einem Chinonmethid-System an, b) am C(3) hingt eine zusitzliche Methylgruppe,
c) das Hydroxyl am C(4) ist acetyliert, d) C(6) und C(12) sind mit einer Methylen-
dioxy-Briicke verkniipit, e) der aromatische Teil hiingt an der Stelle b mit der aliphati-
schen Briicke iiber eine Doppelbindung zusammen. Die aliphatischen Briicken VIII
in den Streptovaricinen A, B, C, D und G unterscheiden sich untereinander haupt-
sichlich durch eine verschiedene Zahl von Hydroxyl-Gruppen an C(20) und C(28),
sowie dadurch, dass das Hydroxyl am C(25) entweder frei oder acetyliert ist. Im
Streptovaricin E trigt C(21) wie in der Rifamycin-Y-Reihe statt eines sekunddren
Hydroxyls einen Carbonyl-Sauerstoff und im Streptovaricin F liegt am C{24) keine
Methoxycarbonyl-Gruppe vor; zwischen dem Carboxyl am C(24) und dem Hydroxyl
am C(21) hat sich ein Lacton-Ring gebildet.

Beim Vergleich der aliphatischen Briicke in den Streptovaricinen mit derjenigen
der Rifamycine fallen besonders folgende Unterschiede auf: a) die konjugierten Dop-
pelbindungen besitzen eine verschiedene Konfiguration, b) statt des Methyls am
C(24) liegt eine Methoxycarbonyl-Gruppe vor, ¢) am C(27) fehlt die O-Methyl-Gruppe,
d) am C(28) findet man ein weiteres Methyl, und e) die Verkniipfung an der Haft-
stelle b mit dem aromatischen Teil findet, wie schon erwidhnt, nicht {iber einen Sauer-
stoff statt, wie bei Rifamycinen, sondern iiber eine C, C-Doppelbindung. Alles in allem
handelt es sich um geringfiigige Unterschiede, die auf biogenetische Vorginge hin-
weisen, welche durch viele Beispiele aus der Naturstoffchemie wohl bekannt sind.
Anuffallend ist, dass trotz diesen Unterschieden die 8 chiralen Zentren C(20) bis C(27),
sowie das ansa-System eine analoge Konfiguration besitzen.

Struktur des Geldanamycins, — Die auf chemischem und spektroskopischem
Wege [28] abgeleitete Struktur zeigt gegeniiber den bisher erwihnten einen wesent-
lichen Unterschied im aromatischen Teil IV; es handelt sich um ein Benzochinon-
Derivat. Die aliphatische Briicke IX besitzt zwischen C(15) und C(25) eine struktu-
relle Ahnlichkeit mit derjenigen der anderen Ansamycine. Der Carbamoyl-Rest am



2284 Herverica CHimica Acta — Vol. 56, Tasc. 7 (1973) - Nr. 240

C(21) und die Doppelbindung zwischen C(22) und C(23) (statt des Hydroxyls am
C(23)) sind bei mikrobiellen Metaboliten nicht ungewthnlich ebenso wie der Verlust
eines C-Methyls (am C(20)). Die Kette von C(26) bis C(29) scheint eher den C(5) bis
C(8) des Naphthalin-Geriistes zu entsprechen als den gleich numerierten Briicken-
gliedern bei anderen Ansamycinen.

Biologische Wirkung und medizinische Anwendung der Ansamycine und
jhrer Umwandlungsprodukte. — Im Gegensatz zu Rifamycin B, das eine sehr
geringe antibakterielle Wirksamkeit besitzt, ist das Rifamycin SV ein sehr wirksames
Antibioticum, das bald nach seiner Entdeckung in der Humanmedizin insbesondere
zur Bekdmpfung der Tuberkulose eine wichtige praktische Verwendung fand. Wegen
seiner raschen Ausscheidung ist es peroral verabreicht wenig wirksam. Man ver-
suchte diesen praktischen Nachteil schon bevor die Struktur der Rifamycine bekannt
war durch chemische Umwandlungen zu beheben [29]. Besonders nach der Struktur-
aufklirung wurden in Laboratorien der Lepetit in Milano und der CIBA-GEIGY in
Basel weit iiber tausend Derivate hergestellt und gepriift (vgl. z.B. [30}). Mehrere
davon waren besser wirksam als Rifamycin SV und konnten auch peroral appliziert
werden. Von diesen wurde schliesslich wegen seiner giinstigen Eigenschaften das am
C(3) substituierte Rifampicin (vgl. Id) fiir klinische Anwendung gewihlt. Von allen
Derivaten der Ansamycine wird diese Verbindung heute sowohl in der Medizin als
auch fiir biologische Untersuchungen am meisten verwendet. Uber Metabolismus,
Pharmakologie und medizinische Anwendung der Rifamycine und ihrer Derivate
liegen so zahlreiche Verdffentlichungen vor, dass auf sie nur verwiesen werden kanr,

Neben der praktischen Bedeutung haben die Ansamycine ein besonderes Interesse
bei Biologen wegen ihres Wirkungsmechanismus erweckt. Wegen der sehr umfang-
reichen Literatur auf diesem Gebiete seien hier nur einige Ubersichtsreferate [31] er-
wihnt. Kurz zusammenfassend kann gesagt werden, dass gewisse Rifamycine,
Streptovaricine und das Tolypomycin Y eine spezifische chemotherapeutische Wir-
kung ausiiben, indem sic bei Prokarioten den Initialschritt der RNS-Synthese durch
die DN S-abhingigen Polymerasen hemmen. Sie bilden mit diesen Polymerasen stabile
Komplexe. Bei der Polymerase aus B. colt ist es gelungen festzustellen, dass die Kom-
plex-Bildung mit der g-Komponente des («ff')o-Enzym-Komplexes stattfindet. Der
Ansamycin-Polymerase-Komplex ist offenbar nicht fihig, den Initialschritt der
RNS-Biosynthese auszulésen, wodurch der Mikroorganismus im Gegensatz zu Sduge-
tieren in einer seiner wichtigsten Lebensfunktionen gehemmt wird. Dieser Effekt
scheint mit der ansa-Struktur zusammenzuhingen, denn er wurde bisher bei keinem
Ansamycin-Derivat ohne dieses Strukturmerkmal gefunden. Besonders bemerkens-
wert ist es, dass die Polymerasen bei resistenten Stimmen keine stabilen Komplexe
mit Ansamycinen bilden.

Neben dieser spezifischen Wirksamkeit besitzen Ansamycine, allerdings nur in
viel hoheren Konzentrationen, eine Anzahl weiterer bemerkenswerter Wirkungen.
Von diesen hat die Wirksamkeit gegeniiber Viren und besonders gegen tumorerzeu-
gende RNS-Viren in der letzten Zeit eine betrichtliche Beachtung gefunden. Gewisse
Ansamycine kénnen nicht nur die von DNS-abhidngigen Polymerasen katalysierte
Transkription der genetischen Information hemmen, sondern sie hemmen auch die
reverse Transkription von RNS auf DNS [32].
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Biogenese der Ansamycine. — Die gemeinsamen Strukturmerkmale und insbe-
sondere die analoge Konfiguration der Ansamycine weisen auf eine biogenetische
Verwandtschaft hin. Der Vergleich der Struktur und der Konfiguration der alipha-
tischen Briicke in Ansamycinen mit denjenigen der Makrolide fithrte zur Vermutung,
dass die beiden Naturstoff-Klassen auf dhnliche Weise entstehen.

Uber die Biogenese der Makrolide, zu welchen einige in der Medizin verwendeten
Antibiotica wie Erythromycin und Oleandomycin gehdéren, gibt es eine Reihe von ex-
perimentellen Arbeiten, welche die von Woodward aufgestellte Hypothese [33] stiit-
zen, nach der die aliphatische Kette bei diesen Verbindungen aus Propionsdure und
Essigsiure bzw. ihren biologischen Aquivalenten (z. B. Methylmalonsiure und Malon-
sdure) auf dhnliche Weise aufgebaut werden, wie die Fettsduren aus Essigsdure oder
ihren biologischen Aquivalenten (vgl. [34)).

Durch Versuche mit Propionsiure und Essigsdure, die mit 3H, *3C und *#C mar-
kiert waren [35], konnte gezeigt werden, dass dies bei Rifamycin S tatsichlich der
Fall ist. Die Herkunft von 29 der insgesamt 37 Kohlenstoffatome aus Propionsiure
bzw. Essigsidure konnte eindeutig festgelegt werden. Einzig das Methyl der Methoxy-
Gruppe stammt von Methionin. Es wurden also keine Anhaltspunkte dafiir gefunden,
dass der von Birch vorgeschlagene biogenetische Weg [36] — die Methylierung der
Polyketid-Kette — eingeschlagen wird.

Keine eindeutigen Ergebnisse liegen dagegen iiber die Herkunft der Kohlenstoff-
atome des aromatischen Kerns A (C(1) bis C(4), C(9), C(10)) sowie des Kohlenstoff-
atoms C(8) vor; diejenige des Glykolsdure-Restes in den Rifamycinen B, O, Y, YO
und L konnte ebenfalls noch nicht eindeutig festgestellt werden. Die markierte
Glykolsiure selbst und mehrere andere bifunktionelle Derivate des Athans werden
von Kulturen des Streptomyces mediterraner nicht eingebaut. Dagegen findet man die
Radioaktivitit der markierten Zucker z.B. 1-4C-Glucose und 1-4C-Ribose in der
Glykolsdure wieder [8) {37].

Die Aminozucker-Komponente des Tolypomycins Y, das Tolyposamin, weist
ebenfalls auf die Verwandtschaft der Ansamycine mit den Makroliden hin, welche in
der Regel Zucker und besonders Amino-desoxy-zucker als Bausteine enthalten. Es
ist zu erwarten, dass auch die Biogenese des Tolyposamins analog wie die eingehend
untersuchte Biogenese der Makrolid-Zucker [34] verliuft.

Aufgrund ihrer Struktur kann man schliessen, dass gewisse Ansamycine durch
biologische Oxydation von primiren Produkten der Biogenese gebildet werden, die
auf einer niedrigeren Oxydationsstufe stehen. Dies wurde, wie bereits erwdhnt, fiir
das Rifamycin Y experimentell bewiesen [23].
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241. Uber die Konstitution und die Konfiguration
der Rifamycine B,0,S und SV?)

von Wolfgang Oppolzer und Vliadimir Prelog
Laboratorium fiir Organische Chemie, Eidg. Technische Hochschule, Ziirich

(7. VIIL. 73)

Summary. Degradation experiments and spectroscopic (UV., VIS, IR., and *H-NMR.)
evidence have led to the elucidation of the complete constitution and of a part of the configuration
of rifamycins B, O, S, and SV.

In der vorangehenden Mitteilung [1] wurde zusammenfassend iiber die mikrobiel-
len Stoffwechselprodukte der Ansamycin-Gruppe berichtet. Die ersten Vertreter dieser
Gruppe, deren Struktur aufgekldrt wurde, waren die Rifamycine B,0,S und SV. Die
Konstitutionsbestimmung, die chemisch und spektroskopisch erfolgte, wurde vor
mehr als 10 Jahren abgeschlossen, die Ergebnisse dieser Arbeiten wurden jedoch bis-
her nur in Vortriagen [2], in vorldufigen Mitteilungen [3-4] und in einer nicht allgemein
zuganglichen Promotionsarbeit {5] veréffentlicht.

Da das chemische Verhalten der Rifamycine bei ihrem Abbau von verschiedenen
Standpunkten aus interessant ist, moéchten wir es in der vorliegenden Mitteilung ein-
gehender beschreiben. Man kann daraus, unter anderem, die grossen Fortschritte be-
urteilen, welche die Strukturaufklirung organischer Naturstoffe in den letzten zwei
Dezennien gemacht hat. Obwohl uns damals fiir die Konstitutionsaufkldrung weder
die Entkopplungsmethoden der *H-NMR-Spektroskopie noch die B3C-NMR-Spektro-
skopie zur Verfiijgung standen, und die Massenspektroskopie sehr wenig verwendet
wurde, gelang es, die Konstitution der ungew6hnlichen Molekeln in etwa 2 Jahren
aufzukliren.

1. Die konstitutionellen Bezichungen zwischen den Rifamycinen B,0,S, SV
und L, —~ Von den von Sexnst et al. aus Kulturen von Streptomyces mediterranes iso-
lierten Rifamycinen A bis F [6] wurde dem Rifamycin B als Ausgangsstoff fiir thera-
peutisch wirksame Verbindungen besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Dieses mi-
krobielle Stoffwechselprodukt wird durch Zugabe von Natrium-didthylbarbiturat zum

1} 5.Mitteilung iiber Rifamycine, 4. Mitt. [1].





