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zlsllmmenf -Fur das neue Antibiotikum Resistoflavin wird auf Grund einiger chemischer Umset- 
zungen, JR- und NMR-Untersuchungen im Vergleich xu dem venvandten Antibiotikum Resistomycin 
die folgende Strukturformel vorgeschlagen : 

Ahntrae-By means of chemical reactions, IR and NMR studies in comparison wrth the related antibiotic 
resistomycin the following structure has been proposed for the new antibiotic resistoflavin: 

K~~RZLICH wurde tlber die Isolierung des neuen Antibiotikums Resistoflavin aus 
Kulturansatzen einer Selektante des Streptomycetenstammes JA 3733 berichtet.’ 
Das Antibiotikum wurde gemeinsam mit dem erstmals von Brockmann et ai.’ 
beschriebenen Resistomycin durch Mycelextraktion in Form von grtingelben, licht- 
empfmdlichen Nadeln vom Schmelzpunkt 238-240” Zers. erhalten. Im Folgenden 
wird eine Konstitutionsformel ftlr das Antibiotikum vorgeschlagen. 

Ftir Resistoflavin wurde die Summenformel C3sHr60, aus den Analysendaten 
und Massenspektren ermittelt. Das Antibiotikum ist optisch aktiv und hat ungetittig- 
ten Charakter. KMnO, wird durch Liisungen des Antibiotikums oder seiner Acetate 
in Eisessig im Gegensatz zu dem strukturverwandten Resistomycin und Resistomy- 
cintetraacetat rapide entfarbt. 
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Durch kurze Einwirkung von Essigslureanhydrid in Pyridin entsteht aus Resisto- 
flavin ein Triacetat, das im IR-Spektrum nur eine Acetyl-Carbonylvalenzschwingungs- 
bande bei 1782 cm-’ aufweist. Demnach geh6ren drei Sauerstoffatome zu pheno- 
l&hen bzw. enolischen Hydroxylen. Weiterhin zeigt das IR-Spektrum des Tri- 
acetates in CHCl, eine konzentrationsunabhtigige OH-Valenzschwingungsbande 
bei 3560 cm- ’ ; bei hiiheren Konzentrationen zudtzlich eine Bande bei 3390 cm- ’ 
der intermolekularen Assoziation. Bei lingerer Acetylierungsdauer wird ein Tetra- 
acetat erhalten, das im IR-Spektrum (CHCl& keine OH-Valenzschwingungsbande 
mehr aufweist, jedoch eine zweite Acetyl-Carbonylbande als Schulter bei 1755 cm - ‘. 
Diese IR-spektroskopischen Befunde und die erschwerte Acetylierbarkeit sprechen 
fti eine vierte Hydroxylgruppe mit tertilrem Charakter. Die besondere Stellung 
dieser vierten Hydroxylgruppe zeigt sich such bei der Verseifung der Acetate. Wiihrend 
das Triacetat mit methylalkoholischem Alkali glatt zum Ausgangsantibiotikum 
zuriickverseift wird, findet beim Tetraacetat unter gleichen Bedingungen eine 
Abspaltung der tertiiiren Acetoxygruppe statt. 

TABELLE i. LAGE DER INFRAROTABSORPTION~MAXI~ (IN cm- I). RELATIVE RANDENMTENSIT~~TEN (NORMIERT 

AUF DIE INTENSITiTEN DER CARBONYLVALENZSCHWINGUNGSRANDEN DER ACETATGRIJPPEN) UND ZUORD- 

NUNGEN IM CARiKMYLVALENZSCHWlNGUNGSIlERElCH 

Zuordnung 
Intensitlt 
(normiert) 

Resistomycin’ 

Resistoflavin 

Resistomycin- 
tetraacetat 

Resistoflavin- 

triacetat 

ResistofIavin- 
tetraacetat 

Anthron 

1603 

1633 
1604 
1648 
1667 
1658 
1697 
1782 
1672 

1695 

1782 
1670 

1692 

1755sh 
1776 > 

1667 

C,=O 

C,=O 
Q=O 
C;=O 
c,,=o 
C,=O 
C,_ 
Acetat 
c,=o 

c,=o c,,=o 
Acetat 

I 

C,=o 

C,=o 
c,,=o 

Acetat 

0.9 
0.4 
4.0 
1.0 

1 
0.8 

3.0 
0.7 

1 
0.9 

4.0 

u Siehe such Brockmann et al.’ 
Alk Spektren in CHCl,-Lijsung. 

Der Nachweis der dritten Carbonylgruppe war anfangs zweifelhaft. Wahrend nlmlich irn IR-Spektrum 
des Resistoflavins einwandfrei drei Carbonylvalenxhwingungsbanden identiftiert werden ktinnen, sind 
sowohl im Tri- als such im Tetraacetat ausser den zutitzlich auftretenden Acetatbanden nur noch zwei 
Absorptionsbanden in diesem Bcreich zu beobachten. Diese Diskrepanz konnte jedoch splter geklBrt 
werden. Eine quantitative Auswertung der Bandenintensitgten irn Vergleich zu dem strukturanalogen 
Resistomycintetraacetat ergab nlmlich, dass der Bande bei 1’695 bzw. 1692 cm-’ zwei bei gleicher Wellenzahl 
absorbierende Carbonylgruppen zuzuordnen sind. Die relative Bandenintensitat ist mit 0% bzw. @9 
doppelt so hoch wie die entsprechende Bande des Resistomycintetraacetates (@4). 
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Die Analyse der IR-Spektren des Resistoflavins im Carbonylvalenzschwingungs- 
bereich ergab drei konjugierte Carbonylgruppen, von denen mindestens zwei 
cheliert sind, da die entsprechenden Banden nach Acetylierung zu grosseren Wellen- 
zahlen verschoben sind. (Tab. 1). 

Die NMR-Spektren zeigen Signale fur eine aromatische und zwei aliphatische 
Methylgruppen sowie drei Aromat/Olefin-Protonen (Abb. 1 und 2). Damit sind alle 
16 H-Atome des Molektils erfasst. 

Zusammenfassend ergibt sich I als Partialformel fiir Resistoflavin, wobei 16-19 
C-Atome auf das Grundgertist entfallen. 

# 1 

Ci.3, 

3 OH (phenohsch+nolisch) 

1 OH (tertilr) 

2 CH, (aliphatisch) 
I CH, (aromatisch) 

3v 

I 

Einige chemische Reaktionen geben tiber den Grundkorper der Substanz und die 
Stellungen der funktionellen Gruppen Auskunft. So zeigt das Antibiotikum in 
konzentrierter Schwefeltiure eine intensiv grtingelbe Fluoreszenq wie sie such bei 
dem Antibiotikum Resistomycin gefunden wurde. ’ Auch die Elektronenspektren 
sind in konzentrierter H,SO, nahezu identisch, warend die Spektren in organischen 
Losungsmitteln starke Unterschiede aufweisen. Die priiparative Umsetzung ergab, 
dass Resistoflavin durch Einwirkung von konzentrierter H,SO, lxi Zimmer- 
temperatur in ein rates Chinon sowie eine gelbe Verbindung umgesetzt wird, die sich 
als identisch mit Resistomycin (II) erwies : 

Resistoflavin 
konr 

HS~ 1 
Chinon t 

1 

II 

Die chemische Konstitution des Resistomycins wurde ktirzlich von Brockmann 
et al.’ sowie Bailey et ~1.~ aufgeklart. Da wir dieses Antibiotikum gIeichzeitig mit 
Resistoflavin aus Kulturansiitzen unseres Stammes isoliert hatten,’ konnten direkte 
Vergleichsuntersuchunngen durchgefiihrt werden, die die Ableitung eines Konstitu- 
tionsvorschlages ftir das neue Resistoflavin erlauben. Die beschriebene Umsetzung 
des Resistoflavins in das um ein O-Atom &mere Resistomycin erfolgt au& durch 
kunes Erhitzen tiber den Schmelzpunkt Schliesslicb wurde nach einer unter milderen 
Bedingungen verlaufenden Umsetzung gesucht. Eine solche Reaktion fmdet mit KJ 
in Eisessig bei 700 statt und ftihrt schon nach 10 Minuten zu einer fast voIlstiindigen 
Reaktion, wobei als Hauptprodukt wiederum II entsteht. 

Bei allen drei Reaktionen erfolgt also der Ubergng zu dem stabilen Resistomycin 
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unter 1. Verlust einer Carbonylgru’ppe, 2. Verlust einer tertitien Hydroxylgruppe 
und 3. Entstehung eines weiteren, phenolischenolischen Hydroxyls. 

Da weiterhin unser Antibiotikum wie such Resistomycin nur drei Aromat/OleGn- 
Protonen und keine aliphatischen H enthiilt, ist Resistoflavin als ein sauerstoffreicheres 
Derivat de-s Resistomycins aufzufassen, das such das gleiche Kohlenstoffgeriist mit 
dan drei Methylgrupp-en an C1 und C, enthalten muss. Allerdings erscheinen die 
beiden geminalen Methylgruppen im NMR-Spektrum des Resistoflavins als zwei 
getrennte Signale, wiihrend fiir die Protonen der gleichen Methylgruppen im NMR- 
Spektrum des Resistomycins nur ein Signal zu finden ist (vergl. such Brockmann et al.’ 
sowie Bailey et 01.~). Dies ist ein Hinweis, dass wesentliche Unterschiede der beiden 
Formeln in der NIhe des C, liegen. Nach Vergleichen der IR-Spektren (Tab. 1) 
bleiben beim tirgang zum Resistomycin zwei der drei Carbonylgruppen unbeein- 
flusst, und zwar die C=O-Gruppen an C2 und C,. Beriicksichtigt man schliesslich, 
dass durch die drei genannten Reaktionen keine Einftirung von OH-Gruppen durch 
Neukniipfung von C---O-Bindungen miiglich ist und demnach die Positionen 3, $7 
und 10 such im Resistoflavin mit 0-Atomen besetzt sind, so ergibt sich als neue 
Teilformel III : 

3H (Aromat/Olelin) 

H,C 3H (an 0) 

1 OH ( tertiiir) 

10 der Formel als =O 

0 0 0 

Welche von den phenol&hen Hydroxylen des Resistomycins im Resistoflavin fehlt, 
llsst sich aus diesen Ergebnissen noch nicht ableiten. 

Die dem Resistomycin analoge Anordnung III wird durch die Lokalisierung der 
drei Aromat/Olefin-Protonen gestiitzt, die aufgrund ihres Bindungscharakters nur 
am gussersten Ringgeriist stehen kBnnen. Das Signal bei 6.92 ppm ist gegeniiber den 
beiden anderen Protonensignalen verbreitert, bei stark gespreizter Registrierung 
erkennt man vier Hyperfeinstrukturlinien, was durch eine KopplunB mit der aromati- 
schen CH,-Gruppe an C, erkl%rt werden kann. Es gehiirt demnach zu einem Proton 
an C,. Diese Zuordnung konnte such durch Anwendung der INDOR-Technik 
bestSit@ werden, denn durch Einstrahlung auf das Signal der C,-Methylgruppe bei 
2.58 ppm* wird die Intensitiit des C,-Protonensignals erhiiht. Entsprechend wird das 
Protonensignal bei 6.40 ppm intensive& wenn auf das Signal bei 1.49 ppm eingestrahlt 
wird. Da dieses zu einer der beiden geminalen Methylgruppen gehiirt, muss das 
Proton mit dem Signal bei 6.40 ppm an Cl1 gebunden sein. Offensichtlich steht nur 
diese der beiden geminalen Methylgruppen in riiumlicher Nachbarschaft zum H an 
Cll, denn bei Einstrahlung auf 1.70 ppm tritt kein INDOR-Effekt auf. Die direkte 
Zuordnung des dritten Protons gelingt nicht. Da es aber aromatisch-olefmisch ist, 
bleibt in Formel III nur C4 da% iibrig, und fti die weiteren Ableitungen kann die 
Partialformel IV geschrieben werden. 

l Diese Versuche wurden aus Griinden der besseren Lblichkeit mit dem Resistotlavin-triacetat 
durchgefiihrt. 
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HJC 0 

H H 

0 0 0 
IV 

3H (an 0.) 

1 OH (tertisr) 

10 der Formel als =G 

Die Partialformehr sagen bisher nichts tiber die Anordnung der Doppelbindungen aus. 
Eine Reihe von Aussagen sind jedoch bekannt : 

Einerseits gehiiren drei der vier 0-Atome an CJ, Cg, C, und Cl0 zu phenolisch- 
enolischen OH-Gruppen, wie such die Protonen an C4, Cs und Cr 1 aromatisch- 
olefinisch sind. Weiterhin hat die Methylgruppe an C, eindeutig aromatischen 
Charakter. Andererseits geht aus der opt&hen Aktivitiit, der Anwesenheit einer 
dritten Carbonylgruppe sowie einer tertislren OH-Gruppe hervor, dass neben Ring A 
ein weiterer Teil des Molektils geslttigt oder teilgeslittigt sein muss. Welcher Ring 
dafiir in Frage kommt, kann aus den IR- und NMR-Spektren abgeleitet werden. 

Von den drei C=O-Valenzschwingungsbanden des Resistoflavins (Tab. 1) stimmen 
zwei (bei 1604 cm- ’ und 1648 cm- ’ in CHCl,) in ihrer Lage nahezu mit den C=O- 
Valenzschwingungsbanden des Resistomycins iiberein. Nach Acetylierung erscheinen 
beide Banden urn bestimmte Betriige infolge Aufhebung der Chelation verschoben, 
stimmen jedoch such hier in der Lage mit den entsprechenden Banden des Resisto- 
mycin-tetraacetates relative gut iiberein. Dies ist nur miiglich, wenn die beiden 

TABELLE 2. CHE~~SCNE VERSCJLJEBUNG 6 DEJL NMR-SIGNALE VON RESISTOMYCIN UND RESISTOFLAV~N BZW. 
VOM JEWEJLIGEN ACETAT 

Cl, CP G G G G G Cl 

Resistomycin 7.39 3.11 7.12 6.66 I .63 
Resistoflavin 6.71 2.73 6.92 6.66 I 1.69 

1.90 

A6 @68 0.38 0.20 o-ocl 
Resistomycin- 
tetraacetat 

Resistotlavin- 
triacetat 

7.41 2.83 7.17 240- 240- 
2.47 2.47 6.94 

240- 
2.47 1.62 

640 2.58 699 2.35 2.35 6.94 2.35 
1.49 
1.70 

Ad 1.01 @25 018 @oo 

Die Zahlenangaben erfolgten in ppm, bezogen auf Tetramethylsilan. Die Differenz zwischen den ppm- 
\Gerten sich mtsprechender Signale ist in da Spahe M angegeben. Die Spa&en C,, . CJ kennzeichnen 
die Substitutionsstelle der jeweiligen NMR-aktiven Gruppe (aroma&he cder olefmische Protonen, 
CH,-bzw. Acetylgruppe) am Molekiilgrundgeriist. Die Antibiotika wurden mit einem lO&MHz-GerBt 
in Pyridin-D, gemessen, die Acetate in CDCI,. 

Im Spektrum des Resistoflavin-triacetates tritt weiterhin wie such beim Resistoflavin selbst ein Signal 
einer nichtchelierten OH-Gruppe auf. Wegen da konzentrationsabhtingigen Lage sind diese Signale in 
der Tabelle nicht angegeben. 
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betrachteten C=O-Valenzschwingungsbanden von Carbonylgruppen an C, und C, 
herriihren und die Anordnung an den Ringen B, C und D gleich oder nahezu gleich 
ist. D. h. die Ringe B und D sollten such in Resistoflavin aromatisch und an den 
Positionen 3,5 und 7 mit chelierten Hydroxylen besetzt sein. Dementsprechend sind 
im Triacetat des Resistoflavins drei phenolische Acetylgruppen nachweisbar. Fur 
den von Resistomycin unterschiedlichen Molektilteil k%me damit nur Ring E in 
Frage. 

Zum gleichen Schluss kann man durch die Vergleiche der NMR- Spektren kommen. 
In der Tabelle 2 werden die chemischen Verschiebungen der beiden Antibiotika sowie 
ihrer Acetate miteinander verglichen. 

Die Tabelle 2 zeigt, dass (abgesehen von den geminalen Methylgruppen an C1, 
die im Resistoflavin als zwei getrennte Signale erscheinen) alle Signale des Resisto- 
flavins bei kleineren ppm-Werten liegen als die entsprechenden Signale des Resisto- 
mycins. Diese Differenz ist bei C, 1 besonders stark, sie wird schwacher bei C9 und C, 
und ist bei Ring B schliesslich gleich Null (Proton am C,). Die gleichen Verhiiltnisse 
finden sich bei den Acetaten. Es liegt deshalb die Annahme nahe, dass der Ring B 
genau wie beim Resistomycin aromatischen Charakter besitzt, der Ring E dagegen 
nicht mehr voll aromatisch ist. Der fehlende Ringstromeffekt verschiebt das Signal 
des Protons an C,, zu hoheren Feldstlrken und wirkt sich such noch etwas auf die 
Substituenten des Nachbarringes D aus. Damit kommt ftir die Unterbringung der 
dritten Carbonylgruppe, wie such die IR-spektroskopischen Uberlegungen erwarten 
lassen, Ring E in Frage. 

Da CI1 nach den NMR-Spektren mit einem Olefm-Proton besetzt ist und weiterhin 
noch eine tertiiire OH-Gruppe lokalisiert werden muss, gibt es nur zwei Anordnungs- 
moglichkeiten (V und VI) ftir die Konstitution des Resistoflavins. 

0 0 0 0 0 0 
\,.,/’ “.,,/ \“A “‘“0 

V VI 

Formel VI kann aufgrund der Lage des NMR-Signals fiir die CH,Gruppe an C9 
ausgeschieden werden, so dass wir V als Konstitutionsformel fiir Resistoflavin 
vorschlagen. 

Die Anwesenheit der Ketogruppe an C1, erkhbt such die gemessene Verschiebung 
des H, ,-Signals von nur 0.68 ppm gegentiber Resistomycin. Durch den fehlenden 
Ringstrom wandert diese-s Signal zu hijherer Feldstarke, die Carbonylgruppe in 
Nachbarstellung bewirkt aber einen gegenteiligen Effekt. Die resultierende Ver- 
schiebung ist abschltzbar und stimmt gut mit dem gemessenen Wert iiberein. 

Das Auftreten von zwei NMR-Signalen fiir die Protonen der geminalen Methyl- 
gruppen weist auf eine magnet&he Nichtaquivalenz der beiden Methylgruppen hin. 
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Tatsiichlich kann am Molek~lmodeil demonstriert werden, dass gegeniiber dem 
Resistomycm im Resisto~avi~olek~l eine Verformung auftritt, wodurch die eine 
Methylgruppe wesentlich weiter vom Proton am Cl1 entfernt ist als die andere. Das 
konnte such durch die INDOR-Versuche bestatigt werden. 

____ -- Plvl 6 
__-~z~-- / ” 

s 4 =-=m 
ARB 1. NMR-Spektrum vom Reslstoflavin (100~MHz-Gedt) Liisungsmittel: Pyridin-D, 

ABE 2. NMR-Spektrum vom Resistoflavin-triacctat Lhungsmittel: CDCI, 

Weiterhin wird die leichte Eliminierung der tertilren Hydroxylgruppe verstiindhch, 
wobei die Reaktion xum stabileren Resistomycin mit einem obergang der C,e- 
Carbo~yl~p~ zum phenoli~h~ Hydroxyl begleitet ist. 
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O.Z-O+J5. eluiert mit CHCI,), wobei die gesuchte Substanz aus der gelbbraunen Hauptzone 1 gewonnen 
wurde, erhielt man gelbe Nadeln, die in allen gepriiften Eigenschaften mit Resistomycin identisch waren. 

(c) Dwch Bhitzen. M mg Resistotlavin wurden gepulvert und im Metallbad zwei Min. auf 250” erhitzt. 
Die erstarrte schwarn: Schmelze wurde heiss mit Athylacetat extrahiert und die L6sung konzentriert. Die 
daraus erhaltenen gelben Nadeln gaben im DC nur einen einheitlichen Ring mit dem R, -Wet? des Resisto- 
mycins und waren nach Analyse und IR-Spektrum mit dieser Substanz identisch. 
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