Tetrakedronr, Vol. 37, pp. 1961 to 1965, 1981
Printed in Great Britain.

0040-4020/81/101961-05$02.00/0
Pergamon Press Ltd.

ANTIBIOTIKA AUS ACTINOMYCETEN.

ZUR CHEMISCHEN KONSTITUTION DES
ANTIBIOTIKUMS SARUBICIN A

D. TReSSELT*,* K. ECKARDT*, W. IHN®, L. RADICS® und G. REINHARDT*
*Akademie der Wissenschaften der DDR. Forschungszentrum fiir Molekularbiologie und Medizin. Zentralinstitut
fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena.
®Ungarische Adademie der Wissenschaften. Zentrales Forschungsinstitut fiir Chemie, Budapest.

(Received in Germany 8 September 1980)

Zusammenfassung—Fiir das Antibiotikum Sarubicin A wird auf Grund von IR-, NMR- und massenspekiro-

metrischen Untersuchungen die Struktur 1 vorgeschlagen.

Abstract—Based on studies of IR, NMR and mass spectra structure 1 for the antibiotic sarubicin A has been

proposed.

Sarubicin A ist ein rotes Pigmentantibiotikum, das neben
anderen wirksamen Pigmenten aus Fermentationsan-
sitzen des Streptomycesstammes JA 2861 isoliert
wurde.! Das Antibiotikum ist in vitro gegen Micrococcus
luteus wirksam. Nachfolgend soll Gber die Ergebnisse
der Konstitutionsuntersuchung berichtet werden.

Sarubicin A ist eine rote kristalline Substanz mit der
Summenformel C,3H(N;Og, die aus der Elemen-
taranalyse und der Prazisionsmassebestimmung des Ions
M™ bei mle =294.087 folgt. Simtliche Protonen und
Kohlenstoffatome sind in den NMR-Spektren nachweis-
bar (Tabelle 1). Die Acetylierung ergibt ein rotes Mono-
acetat. Alle im folgenden naher ausgefiihrten Untersuch-
ungsergebnisse iiber die chemische Struktur des Anti-
biotikums und des Acetates lassen sich mit der Formel 1
in Einklang bringen, die als Konstitutionsformel fiir
Sarubicin A vorgeschlagen wird.

(a) Chinonteil. Die aus der Summenformel errechnete
hohe Anzahl von 8 Doppelbindungsiquivalenten lasst
einen aromatischen Grundkorper erwarten. Die Chinon-
struktur folgt aus der leichten Reduzierbarkeit mit
Natriumdithionitlésung sowie den beiden fiir Chinon-
carbonylgruppen typischen '*C-NMR-Signalen bei 180.3
und 178.8 ppm (Tabelle 1). Das ">C-Spektrum schliesst
sowohl ein Naphthalin- und Naphthochinon- als auch ein
Benzolgrundgeriist aus.

Wie im folgenden gezeigt wird, ist der Chinonring
durch eine Aminogruppe und eine CONH,-Gruppe sub-
stitviert. Im 'H-NMR-Spektrum ergeben diese beiden
Gruppen infolge Rotationsbehinderung um die C-N-
Temperatur sind die Absorptionsbanden der Amino-
und 6.64ppm (CONH;) bzw. 1070 und 8.00 ppm
(Aminogruppe) liegen und nach H-N-Austausch
verschwinden. Die Linienformen sind paarweise gleich.

Die Messungen wurden bei 60°C durchgefiihrt. Bei dieser
Temperatur sind die Absorptions-banden der Amino-
gruppe deutlich breiter als die des CONH,-Substituen-
ten. Ein exakter Beweis fiir die ZusammengehGrigkeit
der Signale wurde durch homonukleare Doppelresonanz
erbracht. Bei Einstrahlung eines intensiven Hx-Feldes
auf ein Signal einer Gruppe verschwindet jeweils das
zugehdrige andere (Séttigungsiibertragung bei langsamem
Austausch).?

Die Saureamidgruppe gibt sich auch chemisch durch
Freisetzen von Ammoniak bei Behandlung von Sarubicin
A mit 2N KOH zu erkennen. Im Molekiil kann jedoch
nur ecine Amidgruppe vorhanden sein (*C-Signal bei
169.7 ppm), da die restlichen O-Atome nachweislich auf
andere funktionelle Gruppen im gesittigten Molekiilteil
entfallen. Die Chinonstindigkeit der beiden Gruppen
lasst sich aus den “*C-Spektren in Verbindung mit Li-
teraturdaten ableiten. So finden sich in den beiden Struk-
turformeln der Streptomyces-Metaboliten G 7063-2(2)°
und 1-851(3)* analoge Anordnungen von Aminogruppe
und CONH,-Gruppe, die direkte Vergleiche der "*C-
Daten zulassen. Nachfolgend sind die chemischen Ver-
schiebungen der entsprechenden C-Atome (in den For-
meln 2 und 3 mit a, 8 und y bezeichnet) mit den fiir
Sarubicin A (1) gefundenen Werten der analogen C-
Atome verglichen. Sie zeigen weitgehende Uberein-
stimmung:

C-Atom 1 2 3
a 97.7 97.6 96.4
B 154.1 154.7 155.0
Y 169.7 169.4 168.7
14 Q 4 o
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Der firr olefinische Kohlenstoffatome ungewéhnlich
niedrige 5-Wert von 96.4; 97.6 bzw. 97.7 ppm ist charak-
teristisch, wenn B-stindig ein Heteroatom mit freiem
Elektronenpaar angeordnet ist.* Auf Grund eines
mesomeren Effektes konnen dann am Grundzustand
zwitterionische Strukturen beteiligt sein, die die Elek-
tronendichte am betrachteten C-Atom erhohen.

Die Nachbarstellung von CONH,-Substituent und
Aminogruppe am Chinonring wird neben der Uberein-
stimmung der “C-Daten fiir die strukturanaloge Sub-
stituentenanordnung in den Verbindungen 2 und 3 auch
durch das massenspektrometrische Fragmentierungs-
verhalten (NH;-Abspaltung) sowie durch den Befund
gestiitzt, dass keine der ibrigen funktionellen Gruppen
auf Grund ihrer Eigenschaften chinonstindig sein kann.
Da weiterhin das Protonenresonanzspektrum des Saru-
bicin A keine Signale fiir ungesattigte Protonen aufweist,
muss der Benzochinongrundkorper vollstindig sub-
stituiert sein, d.h., die beiden iibrigen C-Atome des
Chinonringes miissen Ankniipfungsstetlen des gesittigten
Molekiilteils sein.

Im IR-Spektrum (CHCI;) findet sich die Chinocarbonylbande
gegenlber unsubstituiertem para-Benzochinon durch die NH,-
Gruppe um ca. 20cm™' nach kleineren Wellenzahlen verschoben
bei 1648 cm ™' (Abb. 1). Sie wird vermutlich von der Amidbande I
der CONH,-Gruppe iiberlagert. Neben einer weiteren Bande bei
1540cm™' findet sich eine der Amidbande II entsprechende Ab-
sorption bei 158Scm™'. Im KBr-Spektrum erscheinen diese
beiden Banden unaufgeldst zwischen 1550 und 1610cm”'. In
diesem Bereich liegt auch die NH-Deformationsschwingung der
primiaren Aminogruppe.

Im Bereich der NH-Valenzschwingungen kann das Banden-
paar bei 3420 und 3480cm™' (im Festzustand verschoben und
wenig aufgelost bei 3175 und 3345cm™') beiden Gruppen
zugeordnet werden. Ein weiteres Bandenpaar findet sich ver-
breitert und mit geringerer Intensitat im CHCl;-Spektrum bei
3180 und 3320cm™'. Nach Bellamy sind in Losung, je nach
Assoziationsgrad, auch schon alle vier Absorptionen gleichzeitig
beobachtet worden.®

(b) Zum gesattigten Molekiilteil. Neben den stick-
stoffhaltigen Substituenten enthilt das Molekil des
Sarubicin A noch zwei Hydroxylgruppen und eine
Methylgruppe, die im gesattigten Molekiilteil angeordnet
sind. Von den beiden Hydroxylgruppen ist eine acetylier-
bar und sekundir. Die zugehérige Hydroxylbande liegt im
IR-Spektrum (CHCI,) bei 3570cm™". Sie fehlt im Spek-
trum des Monoacetates. Hier erscheint dafiir im CO-
Bereich eine zusitzliche, fir alkoholisches Acetat charak-
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Abb. 1. IR-Spektrum (Ausschnitte) des Sarubicins A in CHCl,.
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teristische Bande bei 1740cm™'. Die sekundire
Hydroxylgruppe ist auch durch das NMR-Spektrum
nachweisbar, Sie verursacht in DMSO-Ds-Losung ein
Dublett bei 4.82ppm (J =4.5Hz), das nach H-D-Aus-
tausch verschwindet. Im Kernresonanzspektrum des
Monoacetates (DMSO-D,) ist das Signal des zur
Hydroxylgruppe geminal-stindigen Protons (H-6) erwar-
tungsgemdss nach tiefem Feld verschoben (AS =
1.18 ppm). Die Acetat-CH,-Gruppe absorbiert bei § =
1.91 ppm.

Die zweite Hydroxylgruppe ist tertiar. Wahrend sie mit
Essigsdure/Pyridin unter den angewandten Bedingungen
nicht acetyliert wird, reagiert sie in einer Additionsreak-
tion mit Trichloracetylisocyanat (TAI) zur ent-
sprechenden  Trichloracetylcarbamoyloxy-Verbindung.
Da die im NMR-Proberihrchen durchfiihrbare Reaktion
sehr langsam abliuft, kann die Abnahme des OH-Sig-
nals-bzw. das Anwachsen des NH-Signals-messtechnisch
gut verfolgt werden. Im Spektrum des Reaktionsproduk-
tes ist das Signal des zur tertiiren Hydroxylgruppe 8-
stindigen H-10 nach tiefem Feld verschoben. Ein solcher
“vicinal-Effekt” wurde schon bei anderen Reaktionen
von Trichloracetylisocyanat mit tertisren OH-Gruppen
beobachtet.’

Die Methylgruppe ist nach den NMR-Spektren
(Tabelle 1) eine aliphatisch gebundene CH-CH;, die auch
durch Kuhn-Roth-Oxidation zu Essigsaure nachgewiesen
wurde.

Die weitere Ableitung des gesittigten Molekiilteils
fihrte zu einer bizyklischen Anordnung, die inter-
essanterweise vollig identisch als Molekiilteil in den
komplizierter aufgebauten Antibiotika der Granaticin-
reihe (Granaticin und Granaticin B,® Granaticinsiure,’
Dihydrogranaticin'®) vorliegt. Sowohl die angegebenen
BC-NMR-Daten als auch die 'H-NMR-Daten der struk-
turanalogen Teile dieser Verbindungen stimmen mit den
entsprechenden Werten des Sarubicins A iiberein und
beweisen die Molekiilstruktur. Es soll daher auf die
detaillierte Ableitung verzichtet und nur kurz der Gang
unserer Untersuchungen aufgezeigt werden.

Zunichst fiihrte die Analyse des in Tabelle 1 ange-
filhrten AX;- bzw. RMABX-Spinsystems in Verbingung
mit den durch heteronukleare Doppelresonanz zugeord-
neten '*C-Daten zu zwei Strukturelementen A und B:

CHy H H Pii
_bo- ~o-d—t—c-
| [ ]

H H OH

(A) (8)

Bei dem Athersauerstoff handelt es sich in beiden
Strukturelementen auf Grund der Bilanz aller im Mole-
kil vorhandenen Sauerstoffatome um das gleiche O-
Atom.

Damit muss die tertitsre OH-Gruppe zwangslaufig an
dem noch ausstehenden und bisher nicht erfassten C-
Atom stehen, so dass alle bisherigen Ergebnisse in der
Partialformel 4 zusammengefasst werden konaen:

|
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Unter Beriicksichtigung der beiden noch ausstehenden
Doppelbindungsiquivalente filhren die Kombinations-
moglichkeiten der Partialformel 4 zur Konstitutions-
formel 1 und zu zwei weiteren theoretisch méglichen
Konstitutionen, die aber einen 4-Ring enthalten wiirden.
Von diesen 3 theoretisch ableitbaren Konstitutionsfor-
meln Jdsst sich jedoch nur die Struktur 1 mit allen
gefundenen Kernresonanzdaten in Einklang bringen. In
volliger Analogie zum Sarubicin A wird auch bei der mit
der TAI-Reaktion vergleichbaren Acetylierung der ter-
tisren OH-Gruppe des Granaticins das Signal des
geminal zur CH,-Gruppe angeordneten Protons nach
tiefem Feld verschoben® Die genaue Stellung der
CONH,- und der Aminogruppe im Chinonring lasst sich
mit den vorhandenen Daten nicht entscheiden.

Auf Grund aller bisherigen Ergebnisse ist Saurubicin (A) (1) als
para-Benzochinon formuliert. Von den theoretisch ableitbaren
orthochinoiden Strukturen liegen keine vergleichbaren Kern-
resonanzdaten in der Literatur vor. Die Entscheidung, ob ein
ortho- oder para-Chinon vorliegt, ist bei einfachen Vertretern
meist sicher zu treffen, wird jedoch besonders bei Substitution
mit Hydroxyl- oder Aminogruppen sehr erschwert.

Chemisch werden 12-Chinone sicher durch Reaktion mit
ortho-Phenylendiamin erkannt. Die entstehenden Phenazine
werden in fast allen Fillen mit hoher Ausbeute erhalten.'' Bei
Sarubicin A lasst sich jedoch unter verschiedenen Bedingungen
auch bei chromatographischer und massenspektrometrischer
Untersuchung keine Phenazinbildung nachweisen.

Gegen eine orthochinoide Struktur spricht auch das IR-Spek-
trum, das nur eine wenig sturkturierte, scharfe Carbonylbande
bei 1648 cm~'(CHCl,) zeigt, wihrend eine fiir ortho-Chinone als
charakteristisch bezeichnete Zweitbande im Bereich von 1690-
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1700 cm ™' fehit.'>'* Weiterhin kdnnen einfache ortho- und para-
Chinone durch ihre Elektronenspektren, vor allem durch die
unterschiedliche Lage der n— #* Bande erkannt werden. '+
Sarubicin A weist statt der drei Banden der Benzochinone nur
zwei Absorptionsbanden mit Maxima bei 262 und 498 nm(CHCl,)
auf.' Dies ist dann der Fall, wenn durch Substituenteneinfliisse
die einzelnen Banden stark verschoben erscheinen. Das Spek-
trum des Sarubicin A dhnelt sehr dem Spektrum des 2.5-
Diaminobenzochinons-(1,4).'"* Auf Grund der hohen Extinktion
handelt es sich bei der Absorption bei 498 nm um die zweite
m—n* Bande, die durch die NH,-Gruppe bathochrom ver-
schoben wird und die charakteristische n - #* Bande dberlagert.
Im Falle einer orthochinoiden Struktur sollte die langwellige
n— x* Absorption wie im Spektrum des 3-Methoxy - 5 - ethyl -
benzochinon - (1,2)'"" als Schulter sichtbar sein. Die hohe
Extinktion der ersten = — 7* Bande bei 262 nm spricht ebenfalls
fiir einen parachinoiden Charakter.'

Zum massenspektrometrischen Fragmentierungsverhalten
des Sarubicins A

Im Massenspektrum des Antibiotikums’ tritt ein relativ
intensiver M +2 Peak auf, dessen Intensitit weit iiber
dem Wert liegt, der sich durch Berechnung aus der
natiirlichen Isotopenverteilung ergibt. Ein derartiges
Verhalten ist typisch fiir Chinonverbindungen, die auf
Grund ihres hohen Oxidationspotentials durch im Ein-
lasssystem adsorbiertes Wasser leicht zu den ent-
sprechenden Hydrochinonverbindungen (M +2) redu-
ziert werden.'’'®

Das durch die Bestimmung der elementaren Zusam-
mensetzung und durch die Aufnahme der DADI-Spek-
tren belegte Fragmentierungsschema ist in Abb. 2 skizz-

mfe 277, 28% mp 279, 50%
~2H,0
0
NH
e
o -
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mp 21, 'u. fo HZO m/, 233 m-/. Mye 243, 108%
e 215 57-/. "Yc 205,35.2%

Abb. 2. Fragmentierungsschema des Sarubicins A.
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iert. Die intensivsten Fragmentionen entstchen durch
Eliminierung verschiedener neutraler Molekiile. So dirfte
das aromatische Ion bei mfe =258 durch Eliminierung
von 2 Molekillen Wasser aus dem bicyclischen Ring-
system entstehen. Die Bildung des Fragmentions bei
mje = 250 lasst sich durch die Spaltung der Atherbriicke
und der Eliminierung von Acetaldehyd im Zuge einer
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Retro-Dieis-Alder-Reaktion erkliren. Aus diesem
Fragment entsteht dann unter Abspaltung von Am-
moniak und Wasser das aromatische Ion bei mle =215,

Paraliel oder auch nachfolgend zu diesen primaren
Fragmentierungsreaktionen am bicyclischen Ringsystem
verlauft die Eliminierung von Ammoniak am Chinonring
bzw. der Abbau des Chinonrings unter Eliminierung von

Tabelle 1. Kernresonanzdaten von Sarubicin A

5-MeBergstnisse *) 13c-Mesergetniase
(Losungsm. ¢ ch13-DlSO—D6, 431) Lisungsn.s mm-ns
B-Atom d (ppa) C-Aton  (ppm)
1/2 CoRE,®*®) 8,68 v ¢
®,¢) 180,3 B; 178,8 B
1/2 carg,” ) 6,64 v o
b,0
12 ' 10,70
/ - 70y 0-2 15,1 8 T)
Y2 EmEy° 8,00 v £)
c) c-3 97,7 8

508 5,29 8
6-c8 ©) (R) 4,82 D c=5 78,3 8
H~6 ) 3,80 x Y e S 70,5 D
B-7 cis ) (A) 1,37 D,T c-7 36,9 T
BE~7 trans ®)  (B) 2,58 M
H-8 (X) 4490 D,D -, 61,5 D

Jup = Mot He

Jm = B,0 Hz

J = 6 H C~d4a

B T S E 13502 Si 147,3 8

I s 1.8 Hz C-6a

J’.“ = 1,9 Hz

Jm = 4,5 Hz
HE-10 (4) 3,61 Q -8, c-10 71,6 D
ca3 (13) 0,97 D <m3 1647 Q

J,p = 6,0H CON,, 169,7 S

S = Singulett; D = Dublett; T = Triplett; Q = Quartett; D,D =
doppeltes Dublett; D,T a doppeltes Triplett; M = Multiplett.

v = Signal verbreitert.

8)p1e TH-MMR-Nessungen wurden bei 60°C durchgeflihrt. Bei Zimmer—
temperatur {iberlagern sich zwei Signale der lﬂz-—Gruppon.

b)Dio NH,~Gruppen sind rotationsbehindert. Ihre Protonen haben

deshalb unterschiedliche < <Werte.

°)Sigml verschwindet nach H-D-Austausch.

d)doppoltu Dublett nach H-D-Austausch.

)i~ bzw. trens-stindig zur 6-OB-Gruppe.

Dypir NH, an C-2. Fur NE, an C-) missen dlese beiden < -Werte

vertauscht werden.

8)zuoranung von TH- und 13C-Signal durch hetercuukleare

Doppelresonanz.
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CO, wodurch die Fragmentionen bei m/e 277, 241, 233
bzw. 205 entstehen.

Wir nehmen an, dass die NH;-Eliminierung aus einem
“ortho-Effekt”'® zwischen der Amid- und Aminogruppe
resultiert und in Analogie zu der bisher an ortho-sub-
stituierten aromatischen Amiden beschriebenen Eli-
minierung von NH,? iiber einen sechsgliedrigen cycli-
schen Ubergangszustand ablauft.

Im Unterschied zu den parallel verlaufenden primaren
Fragmentierungsreaktionen des Chinons 1 tritt bei dem
durch Reduktion im Massenspektrometer gebildeten
Hydrochinon nur die primiare NH,-Eliminierung in
bemerkenswerter Intensitit auf.

Im Massenspektrum des Sarubicin A-Monoacetates
findet sich ebenfalls ein intensiver M +2 Peak. Neben
der primidren Keten- bzw. Essigsiureabspaltung zeigt
diese Substanz im Vergleich zum Ausgangsprodukt ein
weitgehend analoges Fragmentierungsverhalten.

EXPERIMENTELLER TEIL

NMR-Spektren. Sowohl die 'H- als auch die *C-NMR-Spek-
tren wurden mit einem Varian XL-100/15 Fourier Transform
Spektrometer aufgenommen. Als Losungsmittel wurde DMSO-
D (bzw. DMSO-Dy/CDCl,, 1:4, v/v) verwendet. Alle angege-
benen chemischen Verschiebungen beziehen sich auf Tetra-
methylsilan als innerem Standard.

Massenspektren. Die  Massenspektren wurden mit einem
doppelfokussierenden Gerdt der Fa. JEOL, Typ JMS-D
100/Datasystem 0231 (Beschleunigungsspannung 3 KV, Dire-
kteinlass, Probentemperatur 150°, lonenquell-Temperatur 170°) bei
einer Elektronenstossenergie von 75 eV und die DADI-Spektren
mit einem Massenspekirometer der Fa. Varian, Typ Mat 311,
aufgenommen.

Bei der Erfassung der relativen Intensititen der Ionen mit dem
Data-System wurden die Werte < 5% nicht bericksichtigt. Die
genauern Massenbestimmungen der Molekiil- und Fragmentionen
wurden bei einer Auflosung von ca. 10.000 nach der “‘Peak-
matching-Methode™ und PFK als Referenzverbindung durch-
gefohrt,

Sarubicin A
Die Gewinnung und Reinigung von Sarubicin A erfolgte wie
beschrieben.' Rote Kristalle, Schmp. 194-195°; C\3H,N,0¢, m/e

ber.. 2940852, gef,: 296.1018(M +2]*, 294.0872[M]*,
279.0763(M + 2~ NH,]*,  277.0604{M - NH;]*,  258.066%{M -
2H,0]*,  250.0590{M - CH,COH)*, 243.0515[M +2~-NH; -

2H,0]*. 241.0377[M - NH, - 2H,0]*, 233.0338(M - CH,COH -
NH;)*, 215.0223[M - CH;CHO - NH; - H,0]*, 205.0368[M -
CH;CHO - NH;-COJ*. UV A,(CHCL): 262, (286, Sch.),
498 nm (log 4.10, (3.88), 3.20).

Sarubicin A-Monoacetat
Die Losung von 40 mg Sarubicin A in 2 m! Essigsaureanhydrid
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wurde mit 0.2 ml Pyridin und 20 mg Toluolsulfosiurechlorid 3h
bei Zimmertemp. belassen. Anschliessend wurde in gekiihites
Wasser eingegossen und das Acetat nach 15Smin mit CHCl,
extrahiert. Nach Waschen und Trocknen wurde die CHCls-
Losung auf ca. | ml eingeengt und mit Cyclohexan gefillt, Das
Rohprodukt wurde auf eine Saule mit KH,PO.—behandeltem
Kieselgel' (eingeschlimmt mit CHCly— CH;0H/96:4) gegeben
und mit dem gleichen Losungsmittel eluiert. Das Acetat wanderte
als einheitliche rote Zone, die aufgefangen und zur Trockene
gebracht wurde. Der Riickstand wurde in wenig CHC; gelost
und das Monoacetat mit Cyclohexan ausgefiilt. Rote amorphe
Substanz, Ausbeute: 18 mg. Schmp.: 117-125°. C,sH(N;0,. m/e
ber.: 336.0957 gef.: 338.1095[M + 2]*, 336.0919{M]", 294.0843(M -
CH,COJ*, 276.0738(M — HAc]*.

Danksagung—Herrn Dr. J. Vokoun, Prag, danken wir fiir die
Aufnahme der DADI-Spektren.
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