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EINLEITUNG

Rifamycine sind Stoffwechselprodukte von Actinomyceten, die inden Forschungs-
laboratorien der Lepetit, Mailand, aus Kulturen von Streptomyces mediterranei n. sp.
isoliert wurdenl). Unter bestimmten Ziichtungsbedingungen stellt das Rifamycin-B
das gemuine Hauptprodukt dieser Verbindungsgruppe dar. Es handelt sich um eine
empfindliche Verbindung von geringer antibiotischer Wirksamkeit, deren wiissrige,
sauer reagierende Lisung in Gegenwart von Luft jedoch nach einiger Zeit starke anti-
biotische Aktivitit aufweist, die, wie in Anbetracht dieses vielversprechenden Befun-
des angestellte Versuche zeigten, auf der Bildung von Rifamycin-S beruht. In ge-
pufferter Losung lisst sich das Rifamycin-B durch milde Oxydationsmittel unter Ver-
lust von zwei Wasserstoffatomen zum antibiotisch kaum aktiven Rifamycin-O 2) OoxXy-
dieren; dieses bildet, einer milden Siurebehandlung unterworfen, das antibiotisch
hochaktive Rifamycin-sa) , wobei ein Mol Glykolséure hydrolytisch abgespalten wird.
Aus Rifamycin-O kann durch milde Reduktionsmittel z.B. Ascorbinsiure, das Ri-
famycin-B 2) regeneriert werden; die Reduktion von Rifamycin-S fiihrt zum Rifa-
maycin-svs), das auf Grund seiner hohen antibiotischen und chemotherapeutischen
Wirksamkeit Eingang in die medizinische Praxis gefunden hat. Die praktische Ver-
wendbarkeit der Rifamycine war der Anlass zu niherem Studium der Verbindungen
und ihrer Derivate, die in den Laboratorien der Lepetit von P. Sensi und Mitarbei-
tern in grosser Anzahl hergestellt und untersucht wurden 4) .

Ueber die chemische Konstitution und insbesondere das Geriist der Rifamycine
war zu Beginn der vorliegenden Arbeit praktisch nichts bekannt und es erschien reiz-
voll, diese technisch leicht zugiingliche Verbindungsklasse hinsichtlich ihrer chemi-
schen Konstitution eingehend zu erforschen. Fiir die Ueberlassung grisserer Quanti-
t4ten von Rifamycinen danke ich bestens Herrn Prof, P.Sensi und der Lepetit
in Mailand.



THEORETISCHER TEIL

Eigene eingehende Untersuchungen und Interpretationen von bekannten Eigen-
schaften der 4 erwihnten Rifamycine fiihrten zu den im Formelschema 1 wiederge-
gebenen Konstitutionsformeln. Die in der vollstindigen Formel von Rifamycin-B

32Me 31 Me H

OCH,COOH
Me O v
) B: C3gHag0isN \f_\/=C3ﬁ4p[2N “

]
S:CyHOpN  + HOCH,COOH

Formelschema 1

angegebene Numerierung wird weiterhin systematisch bei der Ableitung der Kon-
stitution verwendet, um einzelne Kohlenstoffe und an ihnen sitzende Funktionen zu
identifizieren. Die Formeln (I) bis (IV) demonstrieren das aus den Eigenschaften
und analytischen Daten ersichtliche Verhéltnis der vier Rifamycine,
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A, Analytische Daten und die funktionellen Gruppen der
Rifamycine

Auf Grund von Analysen und Abbauergebnissen besitzt das Rifamycin-B (I) die
Bruttoformel 039}1 4901 4N. Es handelt sich um eine gelbe dibasische Siure
(prgc : 2,60/7,76) mit typischen Absorptionsspekiren im UV., Sichtbaren und

die auf einen ausgedehnten aromatischen Chromophor und eine Reihe von
funktionellen Gruppenhinweisen. Die Oxydation von Rifamycin-B zu Rifamycin-O,
() ngﬂ 4701 4N, ist mit Aenderungen in den Absorptionsspektren verbxlmden, von
denen besonders das Auftreten einer neuen Bande im IR. bei 1820 cm™~ ins Auge
f41lt. Es ist weiter bemerkenswert, dass Rifamycin-O eine einbasische Sdure
(pK;/ICS: 7,61) darstellt. Obwohl die reversible Oxydation-Reduktion auf ein Ver-
hiltnis Hydrochinon - Chinon hinweist, finden offenbar bei der Umwandlung von
Rifamycin-B in Rifamycin-O weitere Reaktionen statt, auf welche die IR. ~Absorp-
tionsbande bei 1820 cm'l, sowie der Verlust einer sauren Funktion im Laufe der
der Oxydation zuriickzufiihren sind. Die im Bild 1 formulierte Entstehung eines
Fiinfring-Spirans am C 4 erklirt diesen Sachverhalt in befriedigender Weise und
konnte durch von P. Sensi und Mitarbeitern 5) angestellte Modellversuche mit
einfachen p-Hydroxyphenithern der Glykolsiure gestlitzt werden. Die Chinon-ketal-
ester-Gruppe im Rifamycin-O reagiert leicht mit wissrigen Siuren unter hydrolyti-
scher Abspaltung von Glykolsiure und Bildung von Rifamycin-S, (I) einer tiefgelben
monobasischen Siure (pK;‘VICS: 7,16) der Zusammensetzung CgqH, 0, oN. Die Re-
duktion von Rifamycin-S zur tiefgelben monobasischen Siure Rifamycin-SV (IV),

37 47 N (pK;VICS‘ 2,96), ist allem Anschein nach nichts anderes, als die Re-
duktion eines Chinons zum entsprechenden Hydrochinon. Der Stabilitéit des Rifamy-~
cin-S gegeniiber 15-stiindiger Behandlung mit einer gesittigten Lsung von Blei (IV)-
acetat in Eisessig nach zu urteilen, handelt es sich nicht um ein ortho-chinoides
System,

Durch die besprochene Reaktionen ist die Funktion von 4 der 14 Sauerstoffatome
im Rifamycin-B und ~O bzw. von 2 der 12 Sauerstoffatome im Rifamycin-S und -SV
bestimmt., Durch Gruppenanalysen und Herstellung von Derivaten kann die Funktion
von weiteren 7 allen vier Rifamycinen gemeinsamen Sauerstoffatomen, sowie des
Stickstoffs abgeklirt werden. Eine Methoxy- und eine Acetoxy-Gruppe lassen sich so-
wohl mikroanalytisch bestimmen, als auch in den NMR-Spekiren eindeutig erkennen.
Ein Sauerstoffatom liegt in Form eines stark sauren phenolischen Hydroxyls vor,
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das offenbar in peri-Stellung zum Hydrochinon- bzw. Chinon-System steht. Darauf
weisen nicht nur die Aenderungen der pKMCS -Werte beim Uebergang Hydrochinon-
Chinon und die Farbreaktion des Rifamycin-§ mit Boressigsiureanhydrid ), son-
dern auch die NMR-signale von Rifamycin-S und -O bei § =12,5 resp. § =12,7
ppm 7 hin, Durch Behandlung von Rifamycin-S mit Methyljodid - Silberoxid kann
diese an C 8 sitzende Hydroxylgruppe selektiv methyliert werden, wobei sowohl die
Aciditiit, wie auch das NMR-signal bei 12,5 verloren gehen. Das Vorliegen von

zwei sek. Hydroxylen geht aus der Entstehung eines 0,0'-Diacetyl-Derivates bei
energischer Acetylierung des erwihnten 8-O-Methylithers hervor. Dieses Diacetyl-
Derivat weist im 3p-Gebiet des IR. ~Absorptionsspekirums ausser einer scharfen
N-H-Bande bei 3360 cm-1 keine weitere Bande auf; es sind also darin keine nicht-
acetylierbaren Hydroxyle vorhanden. Das 8-O-Methyl-rifamycin-S lidsst sich ebenso,
wie Rifamycin-S zum entsprechenden Hydrochinon reduzieren, das bei darauffolgen-
der Methylierung in 1-0, 4-0, 8-0-Trimethyl-rifamycin-SV (XXX) iibergefiihrt wer-
den kann, dessen IR. -Absorptionsspektrum (in CCl 4) anhand von Banden bei
3420(m), 1675(s) und 1541(s) cm'1 die Anwesenheit einer sek. Amid-Gruppe ver-
muten lisst. Diese Vermutung konnte angesichts eines bei der oben beschriebenen
Methylierung von Rifamycin-S als Nebenprodukt anfallenden Mono-methyl-Derivates,
das sich in der Folge als ein Imino-methyl-ither entpuppte, gerechtfertigt werden.

|
—1 -
- - - N
1 S 1 1 1 1
13 12 11 10 9 8
4'_ 1 L 1 I 1 I P l 1 I 1 l L l 1 I
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figur 1 NMR-Spektrum von Rifamycin-S (IOI)
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Figur 2 NMR-Spektrum von Rifamycin-0 (II)

Das Rifamycin-SV gibt unter gewthnlichen Aufnahmebedingungen keine schar-
fen NMR-Signale, bedingt durch Spuren von autooxydativ gebildeten semichinonarti-
gen Produkten, Die NMR -Spektren der Rifamycine S und 0 sind dagegen gut aufge-
1ost (Figur 1 und 2). Sie bestiitigen die analytischen Ergebnisse und liefern dariiber
hinaus wichtige weitere Auskiinfte {iber die Konstitution der Rifamycine,

Im NMR-Spektrum des Rifamycin-S (Figur 1) sind bei teilweise ungewthnlich
hohen Magnetfeldstiirken die Dublette (J ~ 7) von 4 CH3-CH-Gruppen gut sichtbar.

In Richtung niederer Feldstirken folgt bei 1,72(s, 3H) das Signal einer Methyl-
Gruppe an Ketal-Kohlenstoff, sowie bei 2,03(s, 6H) die beiden aufeinanderfallenden
Singletts der Acetyl- und einer Methyl-Gruppe an C-C-Doppelbindung und weiters

bei 2,32(s, 3H) das Signal einer Methyl-Gruppe an aromatischen Kohlenstoff. Das
Singlett bei 3,12(s, '3H) lisst sich einer O-Methyl-Gruppe an gesittigtem Kohlen-
stoff, das breite Dublett bei 4,60(d, J=10,5, 1H) einem Proton an acetoxysubstituier-
tem Kohlenstoff zuordnen. Von den Signalen der insgesamt 5 olefinischen Protonen
liegt eines als "Quadruplett" bei 5,09(m, J=7,5, Jy =12,5, 1H) vor, die restlichen
4 erscheinen in Form eines sich von 5,7 bis 6,5 erstreckenden Signalhaufens, Ein
scharfes Singlett bei 7,80 (s, 1H) (s. Seite 14) entspricht dem Proton am Chinonring,
ein breiteres Singlett bei 8,42 (s, 1H) dem Proton der N-H-Gruppe und das scharfe
Signal bei 12,50(s, 1H) dem chelatisiertem Hydroxylproton an C-8 7 . Das NMR-
Spektrum des Rifamycin-O (Figur 2) zeigt, ausser einem zusitzlichen Signalhaufen
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bei 4,5, der durch die 2 Methylenprotonen des Gykols#urerestes hervorgerufen
wird, keine wesentlichen Unterschiede gegeniiber dem Spektrum des Riié.mycin-s,
ein Befund, der beim Uebergang von Rifamycin-O in Rifamycin-S gegen weitere
neben der hydrolytischen Abspaltung des Glykolsiurerestes stattfindende Reaktionen
spricht. Die fast gleiche chemische Verschiebung des dem C-8-Hydroxylprotons
entsprechenden Signals in beiden Spekiren, sowie die &hnlichen pK;,ICS-Werte von
Rifamycin-S und Rifamycin-O deuten darauf hin, dass auch im letzteren C-1 in
Form einer Carbonyl-Gruppe vorliegt und in Hinblick auf die p-Chinon-Struktur

des Rifamycin-S, der Glykolsiurerest am C-4 placiert sein muss.

Zur Beantwortung der Frage nach dem Geriist der Rifamycine schien vor allem
ein, ohne Kohlenstoffverlust durchfiihrbarer Abbau zur grésseren Bruchstiicken am
besten geeignet. Versuche in dieser Richtung, Rifamycin-S und seine Hydrierungs-
derivate (s, Seite 21) hydrolytisch oder methanolytisch in einheitliche gréssere
Fragmente zu spalten blieben zuerst erfolglos. Als Produkte einer drastischen Kali-
schmelze von Tetrahydro-rifamycin-S konnten z.B. lediglich Essigsiure, Propion-
siure, meso- e¢, o< '-Dimethylpimelinsiure und Ammoniak nachgewiesen werden,
Den ersten Hinweis auf die Mdglichkeit, das aromatische System vom Rest der Mole-
kel abzutrennen, lieferte ein durch Behandlung von Rifamycin-SV mit Acetanhydrid-
Pyridin erhaltenes Triacetyl-rifamycin-SV. Wurde eine L&sung des letzteren in
Acetanhydrid nach Zusatz von wasserfreiem Natriumacetat und Zinkstaub 1 Stunde
gekocht, so konnte aus dem Reaktionsgemisch eine tiefblau fluoreszierende farblose
Verbindung der Zusammensetzung CZSHZSOIZN isoliert werden, die ausser 8 Me-
thylgruppen anungestittigtem Kohlenstoff und einem aromatischen Proton keine wei-
teren Wasserstoffatome enthélt und die Eigenschaften eines Polyacetoxy-naphtalin-
Derivates aufweist.
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B. Methanolyse des Imino#thers (V) aus Rifamycin-$§

Auf der weiteren Suche nach fiir einen Abbau besser geeigneten Derivaten wur-
de ein bei der Methylierung von Rifamycin-S mit Methyljodid-Silberoxid als Neben-
produkt erhaltenes saures Monomethyl-Derivat C38H 4701215\1 (pK;;ICS 9,38), niher
ins Auge gefasst und anhand seines spekiralen Verhaltens als Iminomethyléither (V)
identifiziert. Die Imino#thergruppierung lisst sich im IR, -Absorptionsspektrunt
durch das Fehlen einer N-H-~Bande, sowie die Anwesenheit einer sehr starken Ban-
de bei 1632 cm'1 erkennen. Das NMR-Spektrum der Verbindung (V) weist neben
anderen Signalen das Singlett des chelatisierten Hydroxylprotons bei 13,3 (s, 1H)
auf, sowie das Signal der neu eingefijhrten Methyl-Gruppe bei 3,96(s, 3H), entspre-
chend einer Methoxy-Gruppe an ungesittigtem Kohlenstoff, wihrend erwartungsge-
miss das breite Singlett der N-H-Gruppe fehlt. Auffallend ist die chemische Ver-
schiebung des in der Folge dem Protonam C-3 zugeordneten Signals bei 5,93 gegen-
iiber 7,80 im Rifamycin-S. Angesichts der Tatsache, dass Protonen am C-2 oder
C-3 von 1,4-Naphtochinonen gewdhnlich Anlass zu Signalen bei § = 6 geben 7 legt
dieser Befund die Vermutung nahe, dass die Amid-carbonyl-Gruppe im Rifamycin-S
benachbart zum Proton am C-3 festgehalten wird 8). Die UV. -Absorptionsspekiren
des Iminomethylithers und des Rifamycin-S sind praktisch identisch,

NRR" Me
MeO
HO

Me O C,4H,,05N Me OIXuR’ MeR H Me
bR=R"*

Formelschema 2
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Die milde Methanolyse des Iminomethylithers aus Rifamycin-S lieferte als
Hauptprociukte eine aromatische Verbindung C1 4H1106N (VI) und eine Verbindung
025H 4208 (VI). Die erstere enthilt kein Methoxyl, die zweite weist 3 Methoxyle
auf, Die Reaktion lisst sich bilanzmissig durch die Gleichung 03 8H 47012N +
CH30H + H20 = C:l 4H1106N + CZ5H42°8 darstellen, Als Nebenprodukte der
Reaktion wurden isoliert: eine zu (VII) isomere (vermutlich stereoisomere) Verbindung
C25H 4208 und bei 1-stiindiger Reaktionsdauer eine Verbindung mit 2 Methoxylen
der Zusammensetzung C,,Hq 40, (vim).

Die methanolytische Spaltung des Iminomethylithers aus Rifamycin-S spielte
eine Schliisselrolle in der Konstitutionsaufklirung, indem sie zeigte, dass die
Rifamycine aus zwei verschiedenen grossen Bausteinen aufgebaut sind und erlaubte
diese Bausteine gesondert zu untersuchen.

C. Konstitution der Verbindung (VI) C14H1106N und des
aromatischen Teils der Rifamycine

Wie aus den Absorptionsspektren ersichtlich, enthilt die Verbindung ('J1 4HHOGN
denjenigen Teil der Rifamycin-Molekel, der hauptséchlich fiir die Absorption im
Sichtbaren und im UV, verantwortlich ist. Die Konstitution dieser Verbindung folgt
insbesonders aus den Ergebnissen des Abbaus von Rifamycin-S mit Ozon. Aus dem
durch Ozonisierung von Rifamycin-S und nachfolgende Oxydation mit Perameisen-
s#ure erhaltenem Reaktionsgemisch liessen sich auf Grund ihrer geringen Loslich-
keit in Aceton zwei Siuren isolieren: eine aromatische Tricarbonsiure C10H808
und eine aromatische Dicarbonsiure Clzﬁlooa.

Die Tricarbonsiure konnte folgendermassen als 4, 6-Dihydroxy-5-methyl-
benzol-1,2,3-tricarbonsiure identifiziert werden. Die Siure lisst sich durch Subli-
mation im HV in ein Anhydrid C101~I607 iiberfiihren, leicht erkennbar durch die Ban-
den bei 1856(s) und 1777(s) em-l im IR. -Absorptionsspektrum, Behandlung der
Tricarbonséiure mit Diazomethan in Methanol fihrte zu einem Dimethylither-tri-
methylester (XI) C1 5H1 808 dessen NMR-spektrum neben dem Signal einer Methyl-
Gruppe am aromatischen Kohlen stoff bei 2,22(s, 3H) noch zwei weitere Signale bei
3,79(s, 9H) und 3,81 (s, 6H) entsprechend drei bzw. zwei untereinander identischen
Methoxy-Gruppen an ungesittigtem Kohlenstoff aufweist, Die Identitiit des Dimethyl-
dther-trimethylesters mit einem durch Veresterung von 4,6-Dimethoxy-5-methyl-
benzol-1,2,3-tricarbonsiure erhaltenem Priparat bestitigte dessen auf Grund obiger



- 16 -

Informationen abgeleitete Struktur (XI). Herrn Prof. J. H. Birkinshaw danke
ich bestens fiir die Zusendung einer Probe von 4,6-Dimethoky—s-methyl-benzol-
1,2,3-tricarbonsiure, die im Laufe seiner Untersuchungen der Stoffwechselprodukte
von Penicillium Cyclopium Westling hergestellt und deren Konstitution anhand des
Abbaus zu 3, 5-Dihydroxy-4-methyl-benzoesiure durch Erhitzen mit Jodwasser-
stoffsfure bewiesen worden war 9 .

OMe
COOMe
S
. COOMe
COOMe
Xil t XI
OMe
COOH
0 OOR  MeO COOH
]
GO COOR 00H
xwv Me S X

Formelschema 3

Die Konstitution (XIII a) der Dicarbonsiure CyoH;gOg wurde auf folgendem
Wege ermittelt, Die Dicarbonsiure lieferte durch Behandlung mit Acetanhydrid-
Pyridin eine Diacetyl-anhydrid C1 6}11209 , 1dessen IR. -Absprp?ionsspeldrum inten-
sive Banden bei 1856, 1777 und 1745 cm =~ aufweist. Umsetzung der Siure mit
einem Ueberschuss Methyljodid-Silberoxid fiihrte zu einem Dimethylither-dimethyl-
ester (XII b) 01 6I-I1 8O8 dessen NMR-Spektrum auf eine Methyl-Gruppe an Ketal-
Kohlenstoff: 1,52(s, 3H), eine Methyl-Gruppe an aromatischem Kohlenstoff:

2,25(s, 3H), eine Methoxy-Gruppe an gesittigtem Kohlenstoff: 3,21(s, 3H) und auf
eine verschiedene, sowie auf zwei voneinander nicht unterscheidbare Methoxy-Grup-~
pen an ungesittigtem Kohlenstoff: 3,80(s, 3H); 3,90 (s, 6H) hindeutet. Die unter
Beachtung dieser analytischen und spektralen Daten angenommene Struktur (XIIfa)
der Dicarbons#ure war durch einen gezielten Abbau leicht zu beweisen, Der aus der
S#iure mit einem Unterschuss Methyljodid - Silberoxyd hergestellte Dimethylester
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(XIc) C1 4H1 408 liess sich mit Natriumperjodat in iiberaus glatter Reaktion zu
einer Acetoxycarbonsiure (XIV¢) spalten, die nach Einwirkung von Diazomethan

in Methanol den 6-Acetoxy-4-methoxy-5-methyl-benzol-1,2,3-tricarbonsiure-tri-
methylester (XIVDb) ergab. Die Acetoxy-Gruppe in dieser Verbindung, im IR.-Ab-
sorptionsspektrum anhand einer Bande bei 1780(s) cm"1 und im NMR-Spektrum
anhand eines Signals bei 2,11(s, 3H) leicht nachweisbar, wurde methanolytisch
entfernt; Veritherung des freien phenolischen Hydroxyls mit Diazomethan in Me-
thanol fiihrte zum 4, 6-Dimethoxy-5-methyl-benzol-1,2,3-tricarbonsiure-trimethyl-
ester (XI).

Die erwihnten Reaktionen bestimmen eindeutig das Geriist eines 12 Kohlen-
stoffe umfassenden Teiles der Verbindung C1 4H1106N’ der sich in Anbetracht der
Eigenschaften der Rifamycine durch Angliederung der 2 restlichen Kohlenstoffe zu
einem polysubstituiertem 1,4-~Naphtochinon vervollstindigen lisst. Es bleibt dann
nur noch die Frage offen, ob die bisher nicht lokalisierte Amino~Gruppe an C-2 oder.
am C-3 sitzt,

Fiir die Lage der Amino~-Gruppe am C-2 kann man folgende Argumente anfiih-
ren. Das Rifamycin-O reagiert mit p-Toluol-sulfonylhydrazin unter Abspaltung von

0+ H,NNHO,SCH,
t

Formelschema 4
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Glykolsidure und p-Toluolsulfinat-Ion sowie Bildung eines sog., Chinondiazids (XV) *) ,
eine Reaktion, die bei einfachen Chinonen oft beobachtet wurde 11). Die Konstitution
dieser Verbindung folgt aus ihrer Entstehungsweise "), aus analytischen und spektra-
len Daten, insbesonders aus der Anwesenheit der fiir Chinondiazide typischen IR. -
Absorptionsbande bei 2120 cm"l. Chinondiazide sind Resonanzhybride mit einer

dem Anion des entsprechenden Hydroxy-phenyl-diazonium-Ions #hnlichen Elekironen-
verteilunglz). Das Chinondiazid (XV) aus Rifamycin-O liess sich durch katalytische
Hydrierung in eine Verbindung (XVI) iiberfithren, in der die Diazoniumgruppe durch

ein Wasserstoffatom ersetzt ¥**) und das konjugierte Doppelbindungssystem abge-
sittigt ist, also ein Desoxy-tetrahydro-rifamycin-SV. Die Verbindung (XVI) ist eine
starke einbasische Siure (pK;/ICS: 4,44), sie besitzt demnach zwei Hydroxyle in
peri-Stellung, Im NMR-Spektrum (Figur 3) weist sie bei 7,25(d, J = 8,5, 1H) und

bei- 7,95(d, J = 8,5, 1H) Signale auf, die zwei aromatischen zueinander ortho-stiindi-
gen Protonen entsprechen. Da ein Wasserstoff von der Chinon-azetal-gruppe ausgehend

Witk

Figur 3 NMR-Spektrum von Desoxytetrahydro-rifamycin-SV (XVI)

*) Die Herstellung eines Chinondiazids anhand einer undurchsichtigen und auf-
wendigen Reaktionsfolge, niimlich durch Behandlung eines Girard-T-Adduk-
tes von Rifamycin-O mit einem Ueberschusg. Rifamycin-O war bereits von
P.Sensi und Mitarbeitern beschrieben10),

**) Der Angriff des nucleophilen Hydrazids am C-4des Rifamycin-O mit nachfol-
gender Abspaltung von Glykolsiure lisst sich zwangslos erkliren,
***) Austausch der Diazogruppe gegen Wasserstoff ist bei Chinondiaziden noch
nicht, wohl aber bei Diazoketonen beschriebenl9),
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{iber die Diazo-Gruppe an C-4 eingefiihrt wurde, muss der urspriinglich anwesende
zweite aromatische Wasserstoff am C-3 und demzufolge der Stickstoff am C-2 -
sitzen. Eine eventuelle Position des Stickstoffs an C-11 oder C-12 in Erwigung
ziechend, wurde zur weiteren Untersuchung die Verbindung C1 4H1 106N 15 std.

mit Methyljodid - Kaliumcarbonat in Aceton bei 100° behandelt. Dabei konnte ein

0, 0'-Dimethyl-N-methyl-Derivat C17H1706N (IXa), sowie ein 0,0'-Dimethyl-NN-
dimethyl-Derivat C18H1906N (IXb) erhalten werden. In beiden Derivaten ist der -
ketalische Fiinfring getffnet, wie aus ihren NMR-Spekiren hervorgeht, von denen

hier der Einfachheit halber nur das Spektrum des letzteren Derivates diskutiert

wird. Die chemische Verschiebung des Signals der Methyl-Gruppe C-13: 2,57(s, 3H)
weist auf eine Methylketon-Struktur hin und die Signale von 2 Methoxy-Gruppen:
3,72(s, 3H); 3,88(s, 3H), zeigen deren Stellung an ungesiittigtem Kohlenstoff. Das
Singlett bei 3,18(s, 6H) entspricht der Dimethylamino-Gruppe und das Signal bei
2,27(s, 3H) der Methyl-Gruppe am Benzolring. Das IR. -Absorptionsspektrum des
0,0'-Dimethyl-N-dimethyl-Derivates zeigt im 3p-Gebiet keine Bande, dagegen das

0, 0'-Dimethyl-N-methyl-Derivat bei 3390 cm_l die scharfe Bande der N-H-Gruppe.
Die analytischen und spektroskopischen Befunde der beiden Methylderivate schlies-
sen eine Position des Stickstoffs an C-11 oder C-12 aus und bestiitigen die Konstitution
(VI), fiir die Verbindung Cl 4H1106N‘ Ferner sollte sich ein 2-Amino-1,4-chinon

hydrolytisch unter Verlust der Amino-Gruppe in ein 2-Hydroxy-1,4-chinon iiber-

fiihren lassen 14)

, das sich durch seine Aciditit, sowie Komplexbildungstendenz
mit Titansalzen auszeichnet 15). 4-stiindige Behandlung des 0,0'-Dimethyl-N-methyl-
Derivates mit 10-proz. wissriger Salzsiure bei 60° fiihrte zu einer stickstoffreien
Verbindung CmH1 407 (X), die alle erwarteten Eigenschaften aufweist,

Nach Abschluss des Konstitutionsbeweises fiir das aromatische System seien
nun einige Eigenschaften und Reaktionen der Rifamycine angefiihrt. Rifamycin-SV
gab nach 15-stlindiger Behandlung mit Methyljodid-Kaliumcarbonat in Aceton neben
anderen Produkten 1-0,4-0-Dimethyl-rifamycin-SV (XVII), das unter den gleichen
Bedingungen methyliert, eine kristalline hellgelbe Verbindung (XVII) der Zusammen-
setzung C 401153012N lieferte, die auf Grund ihres spektralen Verhaltens als 1-0,4-0-
Dimethyl-7-C-methyl-"rifamycin-SV" identifiziert werden konnte., Die je nach Gegen-
wart, oder Abwesenheit von Silberionen unterschiedliche Reaktivitiit von zwei Zentren
(Sauerstoff am C-8 respektive Kohlenstoff -7) des gleichen mesomeren Anions gegen-
iiber Methyljodid entspricht den Gesetzmissigkeiten der ambidenten Rea.ktionenls).
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Der infolge C-Methylierung gebildeten gem-Dimethylgruppierung am C-7 ist im
NMR -Spektrum ein Singlett bei 1,55(s, 6H) zuzuordnen, wihrend das in allen
Rifamycinen sichtbare Signal einer Methyl-Gruppe an aromatischem Kohlenstoff
fehlt. Das UV. -Absorptionsspektrum der Verbindung (XVIII) zeigt in Relation zum
1-0,4-0,8-0-Trimethyl-rifamycin-SV deutliche Unterschiede, das IR, -Absorp-
tionsspektrum eine zusiitzliche intensive Bande im 6pu-Gebiet.

Wie schon erwiihnt, ist die Hydroxyl-Gruppe am C-8 fiir die sauren Eigen-
schaften der Rifamycine verantwortlich. Die Acidititen des Rifamycins-O (II)
(pK;/ICS 1, 61),*1)1es Rifamycins-§ (II) (pK'l"vICS 7,16), des Iminomethylithers (V)
(PKyycg 9,38) '; der Verbindung C, H, ;06N (VI) (px;,lcs 7,12), des Chinondiazids
(XV) (pK;([CS 10,41), des Rifamycins-SV (IV) (pKR/ICS 2,96), sowie des 4-Desoxy-
tetrahydro-rifamycins-SV (XVI) (plqwcs 4,44) lassen sich hauptsichlich auf die
Stabilisierung der entsprechenden konjugierten Basen durch Mesomerie zuriick-
filhren. Die besonders starke Aciditit der zwei letztgenannten Verbindungen beruht
offenbar auf der zusitzlichen Stabilisierung des Monoanions durch sterisch begiinstig-
te Wasserstoffbriickenbildung.

Formelschema 5

*) Die geringere Aciditit des Iminomethylithers (V) im Verhiltnis zum Rifamycin-S
ist allem Anschein nach durch das Fehlen des Wasserstoffs am Stickstoff der
Amid-Gruppe in dieser Verbindung bedingt, der auf Grund von Wasserstoff-
briickenbildung die Aciditit der Rifamycine erhdht.
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D. Konstitution der Verbindungen (VII) C25H4208’
(VIII) CZ4H3807 und der aliphatischen Briicke in den Rifamycinen

Die ersten Hinweise auf die Konstitution der aliphatischen Briicke in den Rif-
amycinen liessen sich durch Hydrierung von Rifamycin-S und Oxydation der Hydrie-
rungsprodukte mit Salpetersiure erhalten, Das Rifamycin-S absorbiert rasch drei
Mol Wasserstoff unter Entstehung von Tetrahydro-rifamycin-SV, das leicht zum
Tetrahydro-rifamycin-S (XIX) oxydiert werden kann. Das Differential-UV-Absorp-
tionsspektrum Rifamycin-S - Tetrahydro-rifamycin-S ( A ax Inmp (log £): 220
(4,09); 256 (4,04)) deutet auf die im Verlauf der Hydrierung stattfindenden Ab-
sittigung zweier Doppelbindungen eines konjugierten Systems von drei Doppelbindun-
gen hin, Aus dem Vergleich des NMR-Spektrums von Tetrahydro-rifamycin-S
(Figur 4) mit dem Spektrum von Rifamycin-S (Figur 2) ist im Tetrahydro-rifamycin-8

Figur 4 NMR-Spektrum des Tetrahydro-rifamycins (XIX)

der Verlust von drei olefinischen Protonen, sowie die Ueberfiihrung einer Methyl-
Gruppe an C-C-Doppelbindung in eine CH3-CH-Gruppe ersichtlich. Die restlichen
zwei olefinischen Protonen, deren Signale den AB-Teil eines ABX-Systems

gy =0, Jpy =5,2, J,p = 12) repriisentieren, lassen sich in Uebereinstimmung
mit Modellsubstanzen20) an den o¢- und P -Kohlenstoffen des in Formelschema 6
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wiedergegebenen Enolithersystems lokalisieren. Das Signal von B bei 6,12 (d,

J =12, 1H) entspricht dem Proton am C-29 und wird durch das benachbarte trans-
stéindige Proton A am C-28 zu einem Dublett aufgespalten. Das bei 5,07 (m,

Jy =12, Jy =5,2, 1H) erscheinende Signal des Protons A wird sowohl durch das
Proton B, wie auch durch ein Methinproton X am C-27 aufgespalten,

Ha H
H
A 0 ABN0
2 8N T 2 I
Hx Hs H H
XIX XX

Formelschema 6

Die enolische Doppelbindung kann durch energische Hydrierung ebenfalls ab-
gesittigt werden; milde Oxydation des Hydrierungsproduktes fiihrte zum Hexahydro-
rifamycin-S (XX), dessen UV-Absorptionsspektrum relativ zum Tetrahydro-rifamy-
cin-S keine Aenderung erfahren hat, wihrend im NMR-Spektrum (Figur 5) nun auch

1I3 I 112 ' lll ] 1‘0 I S; /}
-

| ! | L | 1 | ! | 1 1 | '
8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figur 5 NMR-Spekirum des Hexahydro-rifamycin-S (XX)
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die im Spektrum des Tetrahydro-rifamycins-S sichtbaren Signale von zwei olefini-
schen Protonen verschwunden sind. Im Einklang mit der Absittigung einer Enol-
éither -Doppelbindung zeigt dafiir die NMR-Integrationskurve in dem Bereich, der
den Signalen von Wasserstoffatomen am o -Kohlenstoff gesiittigter Aether zukommt,

einen Zuwachs entsprechend zwei Protonen.

32Me 3!Me 31Me 30Me
L] *

15
COOH XXI

Me
)\/\/COOH XX

COOH XXill

€
/'L/coon XXIV

32Me
W)\COOH XXV
0]
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Formelschema 7

Der oxydative Abbau von Tetrahydro-rifamycin-S mit wissriger Salpetersiure
ergab eine Reihe von Siduren, von denen Oxalsiure, Methylbernsteinsiure, o -Me-
thylglutarsiure, o¢ -Methyladipinsiure, meso- und + o, o¢'-Dimethylpimelinsiure,
sowie eine Tetracarbonsiure C1 OHI 4O9 identifiziert werden konnten, Die Isolierung
der beiden in dominierender Ausbeute gebildeten o, W'-Dimethyl-pimelinsﬁuren*)

*) Die zwei diastereomeren o¢, o¢'-Dimethylpimelinsiuren wurden in Form ihrer
Dianilide voneinander getrennt, wobei sich das optisch inaktive Dianilid mit
einem synthetischen meso- o, o¢'-Dimethylpimelinsiuredianilid-préiparat17)
in jeder Hinsicht identisch erwies.
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spricht dafiir, dass das Tetrahydro-rifamycin-S ein Gemisch zweier Diastereo-
meren darstellt, das bei der Hydrierung des konjugierten Doppelbindungssystems
entstehen kann, und bestimmt eindeutig die Konstitution der Kohlenstoffkette in den
Rifamycinen zwischen C-15 und C-21, Die niedrigeren Dicarbonsiuren stammen
offenbar aus dem gleichen Teil der Kette,

Die Konstitution der optisch aktiven Tetracarbonsiure CIOHI 4O9 (XXV) wurde
aus folgenden Daten abgeleitet:

1) Die Mikrotitration der Siure lisst zwei Stufen erkennen, pKTVICS 5,51/9,44;

der Vergleich mit den Modellverbindungen: oc, o¢'-Dimethylbernsteinsiure

(pK;/[CS 5,72/9,47) und Aethylmalonsiure (pK;/ICS 4,79/9,38) stiitzt die angegebene
Formel (XXV).

1 I i I 1 l 1 l 1 I L I 1 I H l
8 ki 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figur 6 NMR-Spektrum des Tetramethylesters der Tetracarbonsiure (XXV)

2) Anhand des NMR-Spektrums des Tetramethylesters (Figur 6); Die zwei vonein-
ander nicht unterscheidbaren C-Meth.yl—Gruppen verursachen ein Dublett bei

1,14(d, J=1, 6H), die beiden zum Aether-Sauerstoff {3 -stindigen Methinprotonen
ergeben einen sich von 2,5 bis 3,2 streckenden Signalhaufen (2H), die vier Methoxy-
Gruppen zeigen vier Singletts zwischen 3,6 und 3,7 und den zwei oc¢ -stiindigen Me-
thinprotonen entspricht eine Ueberlagerung von zwei Dubletten mit dem Schwerpunkt
bei & ~ 4,3 (2H).
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3) Auf Grund des Abbaus zu Methylbernsteinsiure, der durch Erhitzen mit Brom-
wasserstoffsiure und katalytischer Hydrierung des Reaktionsgemisches durchgefiihrt
wurde*).

Die Tetracarbonsiure (XXV) ist fiir die Ableitung der Konstitution des sich von
C-21 bis C-28 erstreckenden Teils der Briicke von Bedeutung, denn sie enthilt alle
Kohlenstoffe dieses Teils bis auf das Methyl C-33 (s. Formelschema 7). Man muss
allerdings annehmen, dass unter der Einwirkung von Siuren aliphatische Kette vor
der Oxydation zu einem Tetrahydropyran-Derivat cyclisiert wurde, wie weitere
Untersuchungen zeigten (s. Seite 38), eine sehr plausible Annahme.

Das rohe Hexahydro-rifamycin-SV lieferte durch Behandlung mit heisser
Salpetersiure in Eisessig ein Siuregemisch woraus nach Veresterung mit Diazo-
methan eine Verbindung der Zusammensetzung CIGHZSOS isoliert und auf Grund
von NMR- und Massen-spektroskopischen Befunden, sowie des Abbaus zu oc, o¢'-Di-
meth.ylpimelinsiiure als 3 ~Acetoxy- <, ¥ T -trimethylazelainsiure-dimethylester
identifiziert werden konnte,

Das NMR-Spektrum der Verbindung C1 6H2806 zeigt deutlich die Dublette von
drei CH3-CH-Gruppen im Bereich von § ~1 und das Signal einer Acetoxy-Gruppe
bei 1,79(s, 3H). Ein charakteristisches "Quadruplett" bei 4,95 (J AX = 5, JBX =1,
1H) entsprechend dem X-Teil eines ABX-Systems, wird durch ein Proton an acetoxy-
substituiertem Kohlenstoff verursacht. Ein Singlett bei 3,60 (s, 6H) ist auf die zwei
Carbomethoxygruppen zuriickzufilhren. Die Signale von nur zwei Protonen an dazu
benachbarten Kohlenstoffen in Form eines Signalhaufens mit dem Schwerpunkt bei
2,5 (2H) weisen auf je eine Methylgruppe neben den beiden Carbomethoxygruppen
hin, Das Massenspektrum (s. Figur 7) bestitigte die o¢- und 3 -Position je einer
Methylgruppe 18) anhand eines intensiven "Umlagerungs"-Signals bei 88%, sowie
durch die Abwesenheit eines entsprechenden Signals bei 74 lé-n. Die dritte Methyl-
Gruppe lisst sich bei Betrachtung der homologen Bruchstiicke mit der Massenzahl
101, 115, 129, -, 157;il durch das Ausbleiben eines Signals bei 143 % lokalisie-
ren. Ein schwaches " M+l "-Signal bei 31'1—.;E ist mit den analytischen Daten in
Einklang, Der Abbau von besagter Verbindung wurde mit der pyrolytischen Entfer-

*) Die Identifizierung der durch Abbau gewonnenen Methylbernsteinsiure erfolgte
durch Vergleich des daraus hergestellten Dianilids mit einem synthetischen
Priparat.
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Figur 7 Massenspektrum des 3 -Acetoxy- o, ¥ [3-trimethylazelainsﬁure-dimethyl-
esters

nung der Acetoxygruppe eingeleitet, wobei ein oc ,[3 -ungesittigter Ester entsteht.
Die aus letzterem durch Ozonisierung, Nachoxydation mit Perameisensiure und
Verseifung hergestellte Dicarbonsiure erwies sich papierchromatographisch einheit-
lich und identisch mit oc, o¢'-Dimethylpimelinsiiure. Die Isolierung des [3 -Acetoxy-
%, § .7 -trimethyl-azelainsiiure-dimethylesters gibt wichtige Auskiinfte iiber die
Konstitution der Kohlenstoffkette von C-15 bis C-23.

Die auf diese Weise erhaltenen Informationen gestatteten eine planvolle Unter-
suchung der Verbindungen C25H 42O und C 4H3807’ die bei der Methanolyse des
Iminomethylithers (V) entstehen (s. Formelschema 2), Wurde der Iminomethyl-
dther mit 1-proz. methanolischer Salzsiure nur 15 Min, behandelt so bestand der
neutrale Anteil des Reaktionsgemisches aus zwei isomeren, vermutlich stereoiso-
meren (8. Seite 38), Verbindungen der Zusammensetzung CosH 4208 im Verhiltnis
3:1. Von den beiden Isomeren wird in der vorliegenden Arbeit nur das vorherrschend
gebildete niher beschrieben.

Die Verbindung C25H 4208 (V1) ist, wie aus dem weiter unten diskutierten
NMR -Spektrum hervorgeht, ein Dimethylacetalmethylester.

Das UV-Absorptionsspektrum von (VII) deutet auf Grund eines Maximums bei
268 mp (log € 4,5) auf ein konjugiertes System von drei Doppelbindungen hin, Im
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]:R-Absorptionsspektrum ist bei 3520 cm™! eine OH-Bande, bei 1740 em™ eine
Estercarbonyl-Bande, sowie bei 1712 c:m-1 eine intensive Bande sichtbar, wobei
letztere durch Einfilhrung von vier Wasserstoffatomen mittels katalytischer Hydrie-
rung auf 1740 cm"1 verschoben wird. Die Bande bei 1712 cm'1 kann demnach auf
eine zu zwei C-C-Doppelbindungen konjugierte Ester-Carbonyl-Gruppe zuriickge-
filhrt werden, Die Konstitution des konjugierten Systems lidsst sich noch auf Grund
der erwihnten Isolierung von o, o¢'-Dimethylpimelinsiure durch eine Methyl-
Gruppe in oc¢ -Stellung ergéinzen.

Das NMR-Spektrum des Dimethylacetals (VII) (s. Figur 8) zeigt im Bereich

von 8§ =1 die Dublette (J = 7) von vier CH3—CH—Gruppen. Das Signal der Methyl-

Figur 8 NMR-Spekirum des Dimethylacetals (VII)

Gruppe an C-C-Doppelbindung erscheint bei 1,92 (s, 3H) und wird durch Kopplung
mit dem Proton an C-17 etwas verbreitert, ein scharfes Singlett bei 2,02(s, 3H)
bestiitigt die Anwesenheit einer Acetoxy-Gruppe, die beiden identischen Methoxyle
der Dimethylacetal-Gruppierung geben Anlass zu einem Singlett bei 3,24(s, 6H)

und die Carbomethoxy-Gruppe ist fiir das Singlett bei 3,69(3, 3H) verantwortlich.
Das "Quadruplett" entsprechend dem X-Teil eines ABX-Systems bei 4,38

(Iax =45, Jpx = 6,5, 1H) ist auf das Proton am Acetal-Kohlenstoff zuriickzu-
fiihren und weist durch seine Multiplizit4t auf die Nichtaequivalenz der zwei Protonen
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A und B einer benachbarten Methylengruppe hina), ein anderes "Quadruplett” bei
4,58 (J Ax = 4,5, JBX =10,5, 1H) reprisentiert ebenfalls die X-Region eines
ABX-Spekirums und entspricht dem Proton am acetoxy-substituierten Kohlenstoff.
Die Signale bei 6,01 (m, J, =15, J, =6,5, 1H); 6,34 (m, J; =11, J, =1,5, 1H);
und 7,06 (m, J; =15, J,=11, 1H) lassen sich anhand ihrer Aufspaltung den drei
olefinischen Protonen (a), (b) und (c) (s. Figur 8), deren Stellung an drei benach-
barten Kohlenstoffen bereits abgeleitet wurde, zuordnen und gestatten dariiber hin-
aus die Geometrie beider Doppelbindungen zu eruieren., Das nochmals geringfiigig
aufgespaltene Dublett bei 6,34 kann nur dem Proton (a) entsprechen. Auf Grund
dessen Aufspaltung durch das benachbarte Proton (b) mit einer Konstanten von
J ab = 11 muss deshalb das Signal von (b) ebenfalls die Aufspaltung von J ab = 11 er-
fahren, die nur das Signal bei 7,06 aufweist und dasselbe also dem Proton (b) zuzu-
ordnen erlaubt. Die aus der Multiplizitit des letzteren Signals ersichtliche Kopplungs-
konstante ch =15 findet sich auch im Signal bei 6,01 und weist dieses eindeutig dem
Proton (c) zu. Die Grosse der Kopplungskonstante ch =15 lisst keinen Zweifel
offen, dass die beiden Wasserstoffe an der j , 6 -Doppelbindung trans zueinander
stehen 8). Wie aus J ab = 11 ersichtlich, ist die Konformation um die f3, y s -Bin-
dung antipetiplanar. Die geometrische Anordnung der Substituenten um die oc,( -
Doppelbindung lisst sich aus der Verschiebung des Signals von (b) gegeniiber dem
Signal von (a) um 0,7 cps in Richtung niederer Magnetfeldstirken ableiten. Unter-
suchungen von H. J. Jackman und Mitarb. 8),19) an Doppelbindungsisomeren
offenkettiger, konjugierter Ester zeigten niimlich, dass das Signal des zur Carbo-
methoxy-Gruppe cis-stindigen Protons, sowohl in f3 -, wie auch in 3 -Stellung ge-~
geniiber demjenigen des transstindigen Protons in Richtung niederer Feldstirken
verschoben ist. Dieser durch die magnetische Anisotropie der Carbonyl-Gruppe
herv}orgerufene "Deshielding"-Effekt beweist die cis-Lage des Protons (b) zur Carbo-
methoxy-Gruppe und somit die angegebene sterische Anordnung der Substituenten
um die o, 3 -Doppelbindung.

Wurde die Behandlung des Iminomethyléithers (V) mit 1-proz. methanolischer
Salzsdure auf eine Stunde ausgedehnt, so resultierte in einer Ausbeute von etwa
10 % d. Th. eine Verbindung der Zusammensetzung C2 4H3807 (VII) deren spekira-
les Verhalten diesselbe als Enolmethylither-methylester charakterisiert. Im Einklang
damit liisst sich die Verbindung (VIII) methanolytisch in den ausfiihrlich beschriebenen
Dimethylacetal~methylester (VII) {iberfiihren und aus letzterem durch Pyrolyse bei
300° unter Abspaltung von Methanol regenerieren. Der Enolmethylither (VII) zeigt



Figur 9 NMR-Spektrum des Enolmethylithers (VIII)

unterschiedlich vom Dimethylacetal (VII) im IR-Absorptionsspektrum eine zusétz-
liche Bande bei 1677(m), sowie im NMR-Spektrum (Figur 9) die Signale zweier zu-
sitzlicher olefinischen Protonen bei 6,47 (d, J =12,5, 1H) respektive 4,67 (m,
Iy = 12,5, Iy = 7, 1H) deren chemische Verschiebung (vergl. Seite 21) ihre Posi-
tion an der Doppelbindung eines Enolithersystems bestimmt. Aus der Multiplizitit
der beiden Signale folgt die Anwesenheit eines Methinprotons in Allylstellung, sowie
die Tatsache, dass die zwei olefinischen Protonen trans zueinander angeordnet sind.
Weitere Einzelheiten der Konstitution konnten durch systematischen Abbau des
Dimethylacetals (VII) gesichert werden. Durch Ozonisierung, Nachoxydation des
Ozonisierungsproduktes mit Perameisensiure und Veresterung der erhaltenen Siure
mit Diazomethan entsteht aus der Verbindung 025}1 4208 (VI) ein gesittigter Hydroxy~
acetoxy-dimethylester C,gH320g (XXVIa) in dem das eine Carboxyl durch Ozonolyse
der Doppelbindung zwischen C-18 und C-19 und das andere aus der Dimethylacetal-
Gruppe am C-29 entstanden ist. Im NMR-Spektrum der Verbindung (XXVIa) sind bei
6 =1 die Dublette (J ~7) von vier CHs-CH-Gruppen deutlich zu sehen, weiters
die einer sekundiiren Acetoxy-Gruppe entsprechenden Signale bei 2,02(s, 3H) und
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4,61(m, Iy = 4,5, Jg = 11, 1H) sowie das Signal der zwei Carbomethoxygruppen bei
3,62(s, 6H). Ein freies Hydroxyl liess sich durch das IR-Absorptionsspektrum

v max 3570 cm'l) nachweisen, und durch Behandlung mit Acetanhydrid Schwefel-
sdure acetylieren. Das IR-Absorptionsspektrum des Acetyl-Derivates 021H3 409
(XXVIb) zeigt die Abwesenheit von OH-Funktionen und das NMR-Spektrum die Sig-
nale der neu gebildeten sekundéiren Acetoxy-Gruppe bei 1,92(s, 3H) und 5, 27(d, b,

J = 8,5, 1H). Die vorhin beschriebenen NMR-Signale des Hydroxy-acetoxy-dimethyl-
esters (XXVIa) sind im Spektrum von (XXVIb) beziiglich Lage und Aufspaltung unver-
indert. Die Pyrolyse des Diacetoxy-dimethylesters (XXVIb) bei 450° fiihrte erwar-
tungsgemiiss 21) unter selektiver Elimination der {3 -stindigen Acetoxy-Gruppe zu
einem oo, 3 -ungesittigten Acetoxy-dimethylester CygH3007 (XXVII). Die konjugierte
Doppelbindung ist anhand des IR-Absorptionsspektrum (v max 1716 (s), 1644(m) cm'l),
sowie des UV-Absorptionsspektrums (A max 219m (log € 4,13) leicht nachzuweisen.
Das NMR-Spekirum des o<, B~ungestittigten Esters (XXVII) zeigt die Signale von
drei CH3-CH-Gruppen bei etwa & =1 sowie das geringfiigig aufgespaltene Signal
einer Methyl-Gruppe an doppelt gebundenen Kohlenstoff bei 1,8(d, J =1,5, 3H). Die
Anwesenheit einer sekundiren Acetoxy-Gruppe beweisen die Signale bei 1,99(s, 3H)
und 4,59(m, J; = 4,5, Jy =10,5, 1H). Das Signal des olefinischen Protons bei
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6,73(m, J; =10, Jy=1,5, 1H) deutet auf Grund seiner chemischen Verschiebung 22)
auf dessen cis-Position zur Carbomethoxy-Gruppe.

Bei dieser Abbaureihe stellte sich die Frage, ob bei der Pyrolyse die urspriing-
liche oder die neueingefiihrte Acetyl-Gruppe abgespalten wurde. Diese Frage ist fiir
die Lokalisierung der Acetyl-Gruppe in den Rifamycinen von Bedeutung., Aus diesem
Grunde wurde das freie Hydroxyl im Hydroxy-acetoxy-dimethylester (XXVIa) mit
Propionséiureanhydrid verestert und der so erhaltene Propionoxy-acetoxy-dime-
thylester (XXVIc) pyrolysiert. Es wurde dabei ausschliesslich unter Elimination von
Propionsiure der gleiche o¢ , 8 -ungesittigte Acetoxy-dimethylester (XXVII), wie
aus Dijacetoxy-dimethylester (XXVIb) erhalten. Die urspriingliche Acetoxy-Gruppe
kann demnach nicht am C-21 sitzen,

Der o ,f3 -ungesiittigte Acetoxy-dimethylester (XXVII) wurde durch Ozonisie-
rung und Nachoxydation mit Perameisensiure nochmals abgebaut und die erhaltene
Siure mit Diazomethan verestert. Das NMR-Spektrum (s. Figur 10) des so bereite-
ten Acetoxydimethylesters CIGHZG 7 (XXVTIIIa) zeigt im Bereichum & =1 die
Dubletts (J = 7) von drei CH3-CH Gruppen, bei 2,02(s, 3H) und 4,60(m, J1 =4,5,
J2 =10,5, 1H) die Signale einer sekundiren Acetoxy-Gruppe, bei 3,62(s, 6H) das
Singlett der zwei Carbomethoxy-Gruppen, sowie Signale bei 3,22(m, Jy =2,5,

Jy =10,5, 1H) und bei 3,90(m, Jy =2, Jy =5,5, J3 = 17,5, 1H) die Methinprotonen
am o -Kohlenstoff gestittigter Aether zukommen. Unter Beriicksichtigung dieses
NMR -Spektrums und der Konstitution der Tetracarbonsiure Cwl-l1 409 (XXV) kann
man fiir den Acetoxy-dimethylester C1 6H2607 die im Formelschema 8 wiedergegebene
Formel XXVIIIa angeben, wobei einzig noch die Lage der Acetoxy-Gruppe respektive
einer Methyl-Gruppe an C-24 oder C-25 ungewiss bleibt. Die Tetracarbonsiure kann
nimlich, wie aus den bisherigen Untersuchungen hervorgeht aus keinem anderen Teil
der Molekel stammen. Dementsprechend fiihrten auch die Ozonisierung des Enol-
methylithers C2 4H3 807 (VIO), nachfolgende Verseifung des Ozonolyseproduktes und
Oxydation mit Salpetersiure zu der gleichen Tetracarbonsiure. Methanolytische Ab-
spaltung des Acetyl-Restes im Acetoxy-dimethylester (XXVIIa) (C1 6H26°7) Oxyda-
tion des erhaltenen Hydroxy-dimethylesters (XXVIIIb) (C1 4Hs 406) mit dem Chrom-
siure- -Pyridin-Komplex ergaben den Oxo-dimethylester (XXIX) (C1 4H2206‘ Der Ver-
gleich des NMR-Spektrums von Oxo-dimethylester (Figur 11) mit demjenigen von
Acetoxy-dimethylester (Figur 10) erlaubt, eindeutig die Position der Acetoxy- bzw.
der Oxo-Gruppe am C-25 festzulegen. Man beachte besonders die Signale der zwei
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Figur 10 NMR-Spektrum des Acetoxydimethylesters (XXVIIIa)

| ) | 1 ] ) | ) | ! ] ! i l

T 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figur 11 NMR-Spektrum des Oxodimethylesters (XXIX)
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Protonen neben dem Sauverstoff des Tetrahydropyranringes bei 3,22 und 3,90,

Diese Signale zeigen in beiden Spektren die gleiche ckemische Verschiebung und
Aufspaltung, was kaum der Fall wire, wenn die Acetoxy- bzw. Oxo-Gruppe am C-24
lokalisiert wire. Das IR-Absorptionsspektrum (Vv max 1743(vs), 1715(s) cm-l) und
das Massenspektrum (Figur 12) des Oxo-dimethylesters sind mit Formel (XXIX) im

£ 807 56
70+ 199

50- 5

IO-I_ J] Il L. iL i 'l h H ll ll L zlmu M ®

20 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

%S —

Figur 12 Massenspekirum des Oxo-dimethylesters XXIX

Einklang. Besonders erwihnenswert sind die Signale bei 213 %‘- und 199 %, die
den infolge von Fragmentierung der Bindung C-27 - C-28, sowie der Bindung C-22 -
C-23 entstandenen Ionen entsprechen. Das Signal bei 125 2 1lisst sich dem dirch
Spaltung der beiden erwihnten Bindungen resultierendem I?m zuschrejben. Ver-
schiedene andere Signale deuten auf Kombinationen dieser dominierenden Spaltung
mit anderen Fragmentierungsreaktionen hin.

Nach Abschluss des Konstitutionsbeweises fiir die Verbindung C25H 42 8 (VII)
und deren Abbauprodukte gestattete das NMR-Spektrum des Acetoxy-dimethylesters
(XXVIIIa) (s. Figur 10) gewisse Schliisse {iber die relative Konfiguration von vier
Kohlenstoffen zu ziehen. Die Basis fiir dieée Ueberlegungen bildeten die gut isolier-
ten Signale der Methin-Protonen an C-22, C-23 und C-25, die auf Grund ihrer che-
mischen Verschiebung und Aufspaltung zugeordnet werden konnten. Die Kopplungs-
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konstanten erméglichten in Anbetracht der Tatsache, dass die Konstante der Spin-
Spin-Kopplung vicinaler Protonen eine Funktion des von ihnen eingeschlossenen
Winkels darstellt 23), folgendermassen die relative Konfiguration von C-23, C-24,
C-25 und C-26 abzuleiten. Unter der Annahme, dass das "Oktett" bei 2,7 (J1 =2,5,
Iy = 7, 1H) dem Proton am C-22 entspricht, ist Jy = 7 auf die Kopplung zwischen

dem besagten Proton und den drei #quivalenten Methylprotonen des Methyls C-32

co Me
\&\ A
H-722
H 0

| Me 249
H - CH,COOMe
MeCOO 25 H -H

H

Figur 13 Riumliche Darstellung des Acetoxydimethylesters XXVIIla

zuriickzufithren, wie aus der Aufspaltung aller CHa-CH-Signale mit J ~7 hervor-
geht. Demnach betréigt die Kopplungskonstante zwischen den Protonen an C-22 und
Cc-23 J = 2,5. Das *Quadrupleft" bei 3,22(J1 =2,5, Iy =10,5, 1H) das dem
Proton am C-23 zuzuordnen ist, offenbart auf Grund der daraus ersichtlichen Kopp-
lung zwischen den Protonen an C-23 und C-24 mit einer Konstante von J = 10,5
deren axiale vAnordnung. Das Proton am C-25, dem "Quadruplett” bei 4,60(J; =4,5,
Jg = 10,5, 1H) entsprechend, muss auf Grund der Konstante Jy =10,5, die auf der
Kopplung mit dem axialen Proton am C-24 beruht, ebenfalls die axiale Lage ein-
nehmen, Die Konstante der Kopplung zwischen den Protonen an C-25 und C-26 be-
trigt 4,5 cps, woraus die #quatoriale Lage des Protons am C-26 folgt.
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E. Die ansa-Konstitution der Rifamycine

Einige wesentliche Informationen beziiglich der Verkniipfung des aromatischen
Teiles mit der aliphatischen Kette in den Rifamycinen konnten bereits zu Beginn
der Arbeit auf spektroskopischem Wege ermittelt werden. Den wichtigsten Hinweis
darauf, dass niimlich die Rifamycine natiirliche ansa-Verbindungen, in denen die
aliphatische Kette den aromatischen Ring {iberbriickt, darstellen, ergab die Lage
der Signale von zwei CH3-CH-Gruppen im NMR -Spektrum des Rifamycin-S bei den
abnormal hohen Magnetfeldstirken 0,22 bzw. 0,67, Dieser in fast allen Derivaten
der Rifamycine beobachtete Effekt ist darauf zuriickzufiihren, dass die betreffenden
Methyl-Protonen oberhalb der Ebene des Naphtochinon-Systems im Magnetfeld des
aromatischen Tl -Elektronen-Kreisstromes zentral festgehalten werden und von
diesem deshalb abgeschirmt sind, analog den mittleren zwei Methylen-Gruppen der
Cyclophane 24).

Noch extremer, als bei Verbindungen vom Chinon-Typus ist die Abschirmung
durch den Elektronen-Kreisstrom in Verbindungen vom Hydrochinon-Typus, wie
z.B, bei 1-0,4-0,8-0-Trimethyl-rifamycin-SV. Im NMR-Spektrum dieses Derivates
(s. Figur 14) befindet sich das Dublett einer Methyl-Gruppe bei -0,59 ppm, also
ausserhalb des iiblichen Messbereiches. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung,

0 ppm

Figur 14 NMR-Spektrum des 1-0,4-0,8-0-Trimethyl-rifamycin-SV (XXX)
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dass die abgeschirmten Methyl-Gruppen an einer aliphatischen Kette sitzen, die, an
mindestens zwei Stellen mit dem aromatischen System verbunden ist und dieses
iberbriickt. Die Methanolyse von 1-0,4-0, 8-0-Trimethyl-rifamycin-S§ fiihrte zur

32Me . 3/Me 33Me 32Me 3IMe
OH OH

Formelschema 9

Spaltung zwischen C-29 und C-12 (siehe Seite 38). In der erhaltenen Verbindung
(XXXI) deren Formel im Formelschema 9 und deren NMR-Spektrum in Figur 15
wiedergegeben sind, ist die Kette mit dem aromatischen System nur einseitig ver-
kniipft. Erwartungsgem!iss erscheinen nun die Dublette der Methyl-Gruppen C-31,

\

Figur 15 NMR-Spektrum der Verbindung (XXXI)
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C-32, C-33 und C-34 zusammen in einem Signalhaufen, dessen Schwerpunkt bei
etwa 6 =1 liegt,

Auch die IR-Absorptionsspektroskopie lieferte ein weiteres Argument zur
ansa-Struktur, anhand der unterschiedlichen Lage der Acetyl-Carbonyl-Bande im
Rifamycin-§ (CHCly): 1734 em™! und im Rifamycin-SV (CHCl,): € 1705 em’l,
Die weitgehende Verschiebung der Acetyl-Carbonyl-Bande in den Rifamycin-Deriva-
ten mit freier Hydroxyl-Gruppe am C-1 liess darauf schliessen, dass die Acetyl-
Gruppe durch die aliphatische Briicke in der Nihe von C-1 festgehalten wird, Eine
am C-1 befindliche Hydroxyl-Funktion kann in diesem Fall eine starke Wasserstoff-
bindung mit der Acetyl-Carbonyl-Gruppe eingehen und infolgedessen deren Schwin-

*
gungsfrequenz in Richtung niederer Wellenzahlen verschieben ) .

F. Verkniipfungsstellen der aliphatischen Briicke mit dem
aromatischen Teil

Es bleibt noch die Aufgabe librig, unter Beriicksichtigung vonim Laufe der Me-
thanolyse des Iminomethylithers (V) stattfindenden Konstitutionsinderungen aus der
Konstitution der Methanolyse-Hauptprodukte diejenige der Rifamycine abzuleiten,
Wihrend iiber die Haftstellen am aromatischen Teil, - es kann sich nur um das
Stickstoffatom am C-2 **) und um das Sauerstoffatom am C-12 handeln - und auch
tiber die Verkniipfung des Carboxyls C-15 der Briicke mit dem Stickstoff in Form
einer Carboxyamid-Gruppe kaum Zweifel bestehen, ist die zweite Haftstelle der
Briicke nicht ohne weiteres ersichtlich, da bei der Methanolyse von (V) neben der
Spaltung einer Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung und dem Verlust einer O-Methyl-Grup-
pe eine Ringschlussreaktion stattfindet, die einen Tetrahydropyran-Ring liefert. Es
sei zuerst festgestellt, dass aus sterischen Griinden nur C-27 und C-29 als zweite
Verkniipfungsstelle in Frage kommen, Ausserdem muss die aus den NMR-Spektren
der Hydrierungsprodukte des Rifamycin-S (s. Figur 4) ersichtliche enolische "trans"-
Doppelbindung zwischen C-28 und C-29 zu liegen kommen, Wird C-27 als Haftstelle

*) Modellbetrachtungen zeigten, dass Konstitution Il und IV in der Tat den er-
wihnten riumlichen Erfordernissen gerecht werden.
**) Eine unter Annahme einer 1,2-Naphtochinongruppierung in Erwigung zu ziehen-
de Position des Stickstoffs am C-4 wiirde die Lage der Briicke quer iiber dem
aromatischen System verunmoglichen,
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in Betracht gezogen so folgt zwangsliufig die Position der O-Methyl-Gruppe am un-
gesittigten Kohlenstoff C-29, Die chemische Verschiebung des Methoxyl-NMR-
" Signals in den Rifamycinen (§ : 3,1) entspricht jedoch einer O-Methyl-Gruppe an
gesittigtem Kohlenstoff und die Lage des Signals ist auch nach Hydrierung der eno-
lischen Doppelbindung im Spektrum des Hexahydro-rifamycin-S (XX) (vgl. Figur 4
mit Figur 5) unverindert. Somit bleibt nur mehr C-29 als Haftstelle iibrig. Fiir
die Lokalisierung der Methoxy-Gruppe sind nun die zwei Kohlenstoffe C~27 und C-23,
an denen in den Abbauprodukten (VII) und (VIII) der Sauerstoff des Tetrahydropyran-
Ringes sitzt ins Auge zu fassen. In Anbetracht der Husserst glatten Abspaltung des
Methoxyls im Laufe der Methanolyse scheint fiir dieses die Allylstellung am C-27
wahrscheinlicher. Bei der sauren Methanolyse wiire dann der primire Vorgang die
Abspaltung des Methoxyls unter Entstehung eines durch Mesomerie stabilisierten
Kations; es folgt der Angriff der am C-23 sitzenden Hydroxyl-Gruppe an C-27, wo-
bei der Tetrahydropyran-Ring geschlossen wird und schliesslich die methanolytische
Spaltung der Enolither-Gruppe, Es kdnnen dabei prinzipiell zwei am C-27 epimere
Verbindungen entstehen; die eine davon wire das Dimethylacetal VII (Cst 4208)’
die andere das erwihnte nicht eingehend aufgeklirte stereoisomere Isodimethylace-
tal, Die Bildung des Enomethylithers (VII) *) bei der Methanolyse des Iminomethyl-
#thers (V) kann durch Allylumlagerung des Methoxyls von C-27 nach C-29 und darauf-
folgender Tetrahydropyran-Ringbildung und Oeffnung der C-29-O-Bindung durch An-
griff des C-23-Hydroxyls in Form einer SN'-Reaktion gedeutet werden,

Die nunmehr eindeutig abgeleiteten Konstitutionsformeln (I) bis (IV) ermdglichen
gewisse Betrachtungen zur Biogenese der Rifamycine, Aus der Konstitution lisst
sich vermuten, dass ein grosser Teil der Rifamycin-Molekel aus den biogenetischen
Aequivalenten des Acetat- und Propionat- Ions (Acetyl-Coenzym A, Malonyl-Coenzym
A bzw, Propionyl-Coenzym A, Methylmalonyl-Coenzym A) aufgebaut ist. Die Ver-
teilung der Methyl-Gruppen und der Sauerstoff-Funktionen in der aliphatischen
Briicke erinnern auffallend an die Konstitution gewisser Makrolide. Trotz dieser
biogenetischen Verwandschaft stellen die Rifamycine einen neuen Typus von Stoffwech-
selprodukten der Actinomyceten dar und geben ein weiteres Zeugnis von der Kunst-
fertigkeit der Mikroorganismen, neuartige, ungewthnliche Molekeln zu synthetisieren,

*) Das Dimethylacetal (VII) gibt in 1-proz. methanolischer Salzs#ure keine nach-
weisbaren Mengen des Enolmethylithers (VII).
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EXPERIMENTELLER TEIL

A. Allgemeine Bemerkungen

Alle Diinnschichtchromatogramme wurden mit "Kieselgel G fiir Diinnschicht-
chromatographie MERCK", aktiviert bei 140°, ausgefiihrt und die Flecke durch Be-
sprithen mit Schwefelsiure und mehrstiindigem Erhitzen auf '160° sichtbar gemacht,
Zur priparativen Chromatographie diente, wenn nicht anders angegeben, das "Kiesel-
gel 0,05 - 0,20 mm fiir Chromatographie MERCK", Die Papierchromatographie von
Siuren wurde mit dem System n-Propanol-Ammoniak-Wasser (6:3:1) an WHATMAN-
I-Papier durchgefiihrt; die Anfirbung der Flecken erfolgte mit Methylrot,

Die IR. -Absorptionsspektren wurden mit einem PERKIN-ELMER-Spektrogra-
phen Modell 21, die NMR-Spektren mit dem VARIAN A-60-Spektrometer (60 MHz)
aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen & in ppm sind bezogen auf
8 (CH3) 451 = 0, die Kopplungskonstanten J sind angegeben in cps. Vergleichswerte
findet man in L. M. Jackman, Applications of Nuclear Magnetic Resonance
Spektroscopy in Organic Chemistry, Pergamon Press, London 1959,

Die Aufnahme der IR. -Absorptionsspekiren erfolgte, wenn nicht anders angege-
ben, in 5-proz. L&sung; im allgemeinen werden die Banden der C-H-Schwingungen
im 3p-Gebiet, sowie Banden bei tieferen Wellenzahlen, als 1550 em™? nicht ange-
fiihrt,

Die Absorptionsspektren im UV, und Sichtbaren wurden, wenn nicht anders
vermerkt, in Feinsprit gemessen.

Alle Smp. sind nicht korrigiert.

Das optische Drehvermégen wurde im 1 dm Rohr gemessen,
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B. Rifamycine und ihre Derivate

Rifamycin-O (II). Das Rifamycin-O von Lepetit wurde dreimal aus Methylen-
chlorid - Methanol umkristallisiert und zur Analyse 5 Tage bei 50° /0,03 Torr ge-
trocknet. IR.-Absorptionsspektrum (KBr): v 1821(s), 1725(vs), 1680(w),
1655(s), 1630(s), 1600(s) em™L, NNH%-Spektrt?xJna(xCDCla): Figur 2.

C39H47014N Ber. C 62,30 H 6,28 N 1,86 OCHz 4,12 7CCHg 13,93 %
Gef, " 61,84 " 6,35 " 2,05 " 4,39 " 13,58 %
Rifamy cin-8 (I1I1)., Zur Analyse wurde das Rifamycin-S von Lepetit viermal
aus Methanol umkristallisiert und 7 Tage bei 100° /0,03 Torr getrocknet. Absorp-
tionsspektrum im UV. und Sichtbaren (0,1 N HCI in Feinsprit), lmax in mp (log £):
219(4,51); 281(4,48); 340(3,92); 410(3,72). IR.-Absorptionsspektrum (CHCls):

Y ax 3440(m), 3370(m), 1734(s), 1702(s), 1640(s), 1616(s), 1597(s) cm 1.
NMR- &)ektrum(CDCla) Figur 1, pK;/ICS 7,16, Das Rifamycin-S gibt einen dunkel-

roten Komplex mit Boressigsiureanhydrid.

C37H45012N Ber. C 63,87 H6,52 % Gef. C 63,81 H6,57%
Tetrahydro-rifamycin-S (XIX). 10g Rifamycin-S wurden mit 500 mg
Palladium/Kohle-Katalysator in Aethanol 8 Stunden bei Normaldruck hydriert. Die
Wasserstoffaufnahme (2,96 Mol H, pro Mol Rifamycin-S) kam nach 4 Stunden zum
Stillstand, Nach Filtration durch Celit wurde das Filtrat eingedampft, der Eindampf-
riickstand in 1 1 Methanol geltst, eine Losung von 40 g Natriumnitrit in 250 ml
Wasser zugegossen und die Mischung anschliessend mit 2 N Salzsiure schwach ange-
sduert. Aus der Lsung fielen nach dem Abkiihlen auf -10% 5 g dunkelgelbe Kristal-
le aus und nach dem Einengen im Vakuum weitere 4 g amorphes Pulver, Zur Analy-
se wurde die Probe viermal aus Methanol umkristallisiért und 7 Tage bei 100°/
0,01 Torr getrocknet. Absorptionsépektrum im UV, und Sichtbaren (0,1 N HC1

in Feinsprit), A max in mp (log €): 235(4,35); 280(4,32); 340(3,92); 415(3,67),
Differential-UV. -Absorptionsspektrum Rifamycin-S/Tetrahydro-rifamycin-S (0,1 N
HC1 in Feinsprit) 7\ in my (log €): 220(4,09); 256(4,04), IR.-Absorptions-
spektrum (Nujol): v 3440(m), 3380(m), 1740(s), 1705(s), 1642(s), 1625(s),
1602(s) cm™!. NMR- Spektrum(CDCl3) Figur 4.

CgqHygO1oN  Ber. C 63,50 H 7,06 N 2,00%
Gef. " 63,52 " 7,06 " 2,00%
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Hexahydro-rifamycin-§ (XX). 6 g Rifamycin-S§ wurden in 60 ml Aethanol
mit 1 g vorhydriertem Platin-Katalysator bei 210/ 723 Torr in Wasserstoffatmos-
phiire geschiittelt, Nach 15 Std. betrug die Wasserstoffaufnahme 4,8 Mol pro Mol
Rifamycin-S. Zur Aufarbeitung wurde vom Katalysator abfiltriert und das Filtrat ein-
gedampft. Einer Losung von 0,50 g des Riickstandes in 50 ml Methanol wurde die
Lésung von 2,5 g Natriumnitrit in 12 ml Wasser zugesetzt und die Mischung mit 2 N
Salzsiure schwach angesiuert. Nach dem Einengen im Vakuum fiel ein gelbbrauner
Niederschlag aus, der nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen iiber Calciumchlo-
rid 450 mg wog. Nach dreimaliger Kristallisation aus Methanol resultierten 56 mg
orangegelbe Kristalle vom Smp. 1610, die zur Analyse 7 Tage bei 1000/0, 03 Torr
getrocknet wurden, Absorptionsspektrum im UV, und Sichtbaren (0,1 N HCI in
Feinsprit), Amax in mp (log £): 236(4,41); 227(4,36); 337(3,97); 4,10(3,61).
NMR-Spektrum(CDCly): Figur 5.

CgqH5Op,N  Ber. C 63,32 HT,33%  Gef. C 63,20 HT,4 %

Methylierung von Rifamycin-S. Eine Losung von 40 g Rifamycin-S in
800 ml Chloroform wurde nach Zusatz von 320 ml Methanol, 400 g Methyljodid und
60 g Silberoxyd 45 Min. am Riickfluss gekocht. Nach Filtration des Reaktionsgemi-
sches durch Celit und Eindampfen des Filtrates konnte der Riickstand an 1,2 kg Kie-
selgel chromatographisch aufgetrennt werden, wobei man mit Chloroform - Aether
(1 : 1) eluierte, Fraktionen zu 220 ml auffing und diese mit Hilfe der Diinnschicht-
chromatographie (Methylenchlorid + 10 % Aceton) untersuchte.

Iminomethylither (V). Die Fraktionen 11 - 12 enthielten 4 g einer orange-
gelben Substanz mit Rf 0,76, die sich aus Aether kristallisieren liess. Nach drei-
maliger Umkristallisation aus Aether wurden die Kristalle, Smp, 2250, zur Analy-
se 5 Tage bei 1000/0,03 Torr getrocknet, Absorptionsspektrum im UV, und Sicht-
baren, A . in mp (log €): 221(4,61); 279(4,41); 337(3,93); 4,05(3,65). IR.-Ab-
sorp{ionsspeldrum(CHCls): Y max 3510(m), 1725(s), 1655(m), 1632(vs), 1590(vs)
. NMR-Spektrum(CDCla): 60,70 (4, J=17, 3H); 0,75(d, 3=17, 3 H); 0,87(d,
J="17, 3H); 1,04(d, J=17, 3H); 1,3 - 2,5(Signalhaufen, 5H); 1,70(s, 3 H);
2,00(d, J=1,2, 3H); 2,08(s, 3H); 2,23(s,3H); 2,5 - 3,6(Signalhaufen, 4H);
3,15(s, 3H); 3,96(s, 3H) 4,2 - 6,3(Signalhaufen, 6H); 5,93 (s, 1H); 13,30(s, 1H)

ppm. pK;,[CS: 9,38,
CygHyO;N  Ber. C 64,30 HG6,67%  Gef. C64,32 HE %

cm”
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8-0-Methyl-rifamycin-S. Die Fraktionen 16-36 ergaben nach dem Ein-
dampfen 32 g eines chromatographisch einheitlichen, (Rf 0,58), gelben Riickstandes,
der zur Analyse zweimal aus Heptan umgefillt und eine Woche bei 1000/ 0,03 Torr
getrocknet wurde. Absorptionsspektrum im UV. und Sichtbaren in mp (log € ):

max 220(4,48); max 264(4,40); sh 297(4,26); sh 347(3, 88). IR.-Absorptionsspek-
trum(CCl): v . 3490(w), 3370(w), 1745(s), 1702(s), 1670(s), sh 1660(m), 1630(w),
1595(s), 1580(s) cm™1. NMR-Spektrum (CDCl,): § 0,18(d, J="1, 3H); 0,62(d, J=6,5,
3H); 0,80(d, J =1, 3H); 0,93(d, J="7, 3H); 1,3 - 2, 6(Signalhaufen, 5H); 1,6%(s, 3H);
1,97(s, 3H); 2,03(s, 3H); 2,36(s, 3H); 2,6 - 3,6(Signalhaufen, 4H); 3,08(s, 3H);
3,94(s, 3H); 4,48(d, J =10,5, 1H); 4,95(m, J; = 8, Jp=13, 1H); 5,5 - 6,4(Signalhau-
fen, 4H); 7,52(s, 1H); 8,28(s, 1H) ppm, pK;/[CS: Die Verbindung enthiilt keine saure
Funktion,

CggHyp0,N  Ber. C 64,30 HG6,67%  Gef, C 64,05 HG6,98 %

B—O-Methyl-rifam'ycin-SV. 10 g 8-O-Methyl-rifamycin-S in 500 ml Me-
thanol gelgst, wurden mit einer Losung von 10 g Ascorbinsdure in 60 ml Wasser ver-
setzt, nach 30 Min. mit 3 1 Wasser verdiinnt, zweimal mit je 500 ml Benzol ausge-
schiittelt, die Benzolauszlige mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung gewa-
schen, getrocknet und eingedampft. Es resultierten 10 g eines tiefroten amorphen
Riickstandes, der sich in 2N Kaliumcarbonatldsung mit tiefblauer Farbe 16st. Ab-
sorptionsspektrum im UV, und Sichtbaren, A ax in mp (log £): 226(4,67);

m
*
317(4,34); 470(3,62). pKyy.ct 9,87

1-0,4-0,8-0-Trimethyl-rifamycin-SV (XXX)., 2 Ansiétzezuje 5¢
8-0-Methyl-rifamycin-SV wurden mit je 15 ml Methyljodid + 20 ml trockenem
Aceton + 5 g trockenem Kaliumcarbonat 15 Std. im geschlossenem Rohr bei einer
Temperatur von 113° geschiittelt, Der Rohrinhalt auf 500 ml Wasser gegossen, er-
gab jeweils nach Extraktion mit Aether, Trocknen und Eindampfen des Aetherauszuges
4,5 g eines orangefarbenen Riickstandes, Die insgesamt 9,0 g rohes Methylierungs-
produkt wurden an 300 g Kieselgel mit Aether als Elutionsmittel chromatographiert,
wobei man Fraktionen zu 50 ml auffing und diese mit Hilfe; der Diinnschichtchromato-
graphie (Aether) untersuchte. Die Fraktionen 12 - 16 enthielten 2,1 g eines Gemi-
sches, das als Hauptkomponente eine hellgelbe Substanz, Rf 0,44, und als Neben-
komponente eine orangefarbene Substanz, Rf 0,36, aufwies. Nach insgesamt fiinf-
maliger Chromatographie an Kieselgel mit Aether als Eluans konnten daraus 947 mg
der hellgelben Substanz mit Rf 0,44 in chromatographisch reiner Form gewonnen wer-
den. Zur Analyse wurde das amorphe Priparat 50 Std, bei 250/0,03 Torr getrocknet,
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Absorptionsspektrum im UV, und Sichtbaren, xmax in mp(log £): 228(4, 65);
295(4,50); 410(3,70). IR,-Absorptionsspektrum (CC14): V nax 3500(m), 3420(m),
1717(vs), 1675(s), 1600(m) em’lL, NMR-Spektrum (CCly): Figur 14,

C40H53012N Ber. C 64,93 H 17,22 % Gef. C 64,70 H 7,47 %
Methanolyse von 1-0,4-0,8-0-Trimethyl-rifamycin-SV: (XXXI).
300 mg 1-0,4~0,8-0O-Trimethyl-rifamycin-SV wurden in 2 ml 1-proz. methanoli-
scher Salzsiure geldst, die Losung nach 15 Std. auf Wasser gegossen, mit Aether
ausgeschiittelt, der Aetherauszug getrocknet und eingedampft, Der Riickstand liess

- sich an 16 g Kieselgel mit Aether als Eluans chromatographisch auftrennen, wobei
die am langsamsten wandernde gelbe Zone getrennt eluiert, nach dem Eindampfen
119 mg eines festen Schaumes ergab. Zur Analyse wurden die 119 mg Eindampf-
riickstand einer zweiten Chromatographie an 16 g Kieselgel mit Aether als Elutions-
mittel unterworfen und das diinnschichtchromatographisch (Aether, Rf 0,14) ein-
heitliche amorphe Priparat 70 Std. bei 200/0,03 Torr getrocknet. Absorptions-
spektrum im UV, und Sichtbaren, A . inmp (log €): 223(4,60); 288(4,52);
405(3,74). IR. -Absorptionsspektrum(CHCl3): vmax 3620(w), 3490(m), 3420(m),
1705(vs), 1665(s), 1600(s) cm™'. NMR-Spektrum (CDCLy): Figur 15.

o, N C 64,18 H 7,60 % Gef. C 63,84 HT,74 %

C39H55012 Ber.
1-0,4-0-Dimethyl-rifamycin-SV (XVII). Zwei Ansitze zu je 10 g
Rifamycin-SV wurden mit je 50 g Methyljodid + 30 ml Aceton + 10 g Kaliumcarbonat
im geschlossenem Rohr 15 Std. auf 100° erhitzt. Der Inhalt beider Rohre auf 600 ml
Wasser gegossen, ergab nach Extraktion mit Aether, Trocknen und Eindampfen des
Aetherauszuges insgesamt 14 g Riickstand, Dieser konnte an 500 g Kieselgel ("unter
0,08 mm", Merck) mit Aether als Eluans chromatographisch aufgetrennt werden,
wobei eine orangefarbene Zone getrennt eluiert wurde, die 4,3 g einer diinnschicht-
chromatographisch (Aether, Rf 0,30) einheitlichen Substanz enthielt. Zur Analyse
wurde der orangefarbene Schaum 7 Tage bei 70°/0,01 Torr getrocknet. Absorptions-
spektrum im UV, und Sichtbaren, xmax in mp (log € ): 230(4,60); 305(4,33);
440(3,60), IR.-Absorptionsspektrum (CHCla): V ax 3400(m), 1705(s), 1665(vs),
1595(m), 1570(s) cm™'. NMR-Spektrum (CDClg): wie 1-0,4-0,8-O-Trimethyl-ri-
famycin-SV nur Signal bei § 4,05(s, 3H) fehlt; dafiir zusitzlich: § 11,90(s, 1H) ppm.
pKTMCS: keine Stufe,

CqgH:1O;pN  Ber, C 64,54 H7,08%  Gef. C 64,72 HT,49 %



- 44 -

1-0,4-0-Dimethyl-7-C-methyl-"rifamycin-SV" (XVIII). 4,2g
1-0,4-0O-Dimethyl-rifamycin-SV wurde mit 20 g Methyljodid + 20 ml Aceton +4 g
Kaliumcarbonat 15 Stunden im geschlossenem Rohr bei einer Temperatur von 100°
geschiittelt. Der Rohrinhalt auf Wasser gegossen, mit Aether ausgeschiittelt, ergab
nach dem Trocknen und Eindampfen des Aetherextrakies 4,1 g eines Riickstandes,
der an 250 g Kieselgel mit Aether als Eluans chromatographiert wurde. Es konnte
zuerst eine gelbe Zone, gefolgt von einer orangefarbenen Zone eluiert werden, Bei-
de lieferten durch Kristallisation aus Aether insgesamt 700 mg hellgelbe Kristalle
vom Smp. 1880, die zur Analyse dreimal aus Aether umkristallisiert und 50 Std.
bei 800/0,03 Torr getrocknet wurden, Absorptionsspektrum im UV. und Sichtbaren,
xmax inmp (log €): 225(4,47); 242(4,62); 397(3, 82). IR.-Absorptionsspektrum
(CHCls): ¥ max 3480(m), 3420(m), 1717(s), 1708(s), 1670(s), 1615(w), 1576(s) cm'l.
NMR-Spektrum(CDCl3): § -0,05(d, J=7, 3H); +0,65(d, J=7, 3H); 0,73(d, J=7, 3H);
1,04(d, J=7, 3H); 1,1 - 4,2(Signalhaufen, TH); 1,55(s, 6H); 1,74(s, 3H); 2,017(s,
6H); 3,12(s, 3H); 3,72(s, 2H); 3,84(s, 3H); 3,96(s, 3H); 4,9 - 5, 3(Signalhaufen,
2H); 5,8 - 6,4(Signalhaufen, 4H); 8,12(s, 1H); 8,63(s, 1H) ppm.

CyHg30ioN  Ber. C 64,93 H5,73 % Gef. C 64,11 HT,57 %

8-0-Methyl-20-0,23-0O-diacetyl-rifamycin-S. Eine Losungvon 8¢g
8-0-Methyl-rifamycin-S in 160 ml Acetanhydrid - Pyridin(1:1) wurde 14 Tage bei
20° im Dunkeln aufbewahrt und sodann auf Wasser gegossen, Nach 2 Std. wurde mit
Methylenchlorid ausgeschiittelt und der Methylenchloridauszug mit 15-proz. wissri-
ger Essigsdureltsung, gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser mehr-
mals durchgeschiittelt, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand ergab nach zwei-
maliger Kristallisation aus Aether 6 g hellgelbe Kristalle, Zur Analyse wurde noch
einmal aus Methylenchlorid-Hexan umkristallisiert und die Kristalle vom Smp. 252°
7 Tage bei 100°/0,01 Torr getrocknet. IR. -Absorptionsspektrum(CHCla):

vmax 3360(m), 1735(vs), 1695(m), 1668(vs), 1635(m), 1593(vs), 1578(vs) cm-l.
NMR-Spektrum(CCl4): § -0,10(d, J=17, 3H); + 0,70(d, J=7, 3H); 0,83(d, J=7, 3H);
0,97(d, J=7, 3H); 1,6 - 2, 8(Signalhaufen, 2H); 1,75(s, 3H); 1,87(s, 3H); 1,95(s,
6H); 2,05(s, 3H); 2,34(s, 3H); 3,30(m, 1 H); 3,95(s, 3H); 4,4 - 5,3 (Signalhaufen,
4H); 5,5 - 6,3(Signalhaufen, 4H); 7,78(s, 1H); 8,26(s, 1H) ppm.

C4oH51014N Ber. C 63,54 H6,48 % Gef. C 63,57 H 6,69 %
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Triacetyl-rifamycin-SV. Einer Liosung von 15 g Rifamycin-SV in 150 ml
Acetanhydrid wurde 10 ml Pyridin zugesetzt, nach einer Stunde eingeengt, 90 Min,
mit 500 ml Wasser stehen gelassén, mit Chloroform ausgeschiittelt, der Chloro-
formauszug 15 Min. mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung geschiittelt, ge-
trocknet und eingedampft. Wie das Diinnschichtchromatogramm (Chloroform + 10 %
Aceton) zeigte, bestand das Reaktionsgemisch aus vier Komponenten (Rf 0,36;

Rf 0,45; Rf 0,49; Rf 0,67). Durch zweimalige Kristallisation aus Aether konnten
daraus 5 g hellgelbe Kristalle, Rf 0,45, vom Smp. 251° gewonnen werden. Die Mut-
terlauge enthielt die restlichen Komponenten. Zur Analyse wurde noch zweimal aus
Aether umkristallisiert und die Probe bei 800/0,03 Torr 7 Tage getrocknet. Absorp-
tionsspektrum im UV. und Sichtbaren, A . in mp (log €): 229(4,50); 300(4, 26);
360(3,38); 421(3,56). IR, -Absorptionsspektrum (Nujol): V max 3500(m), 1780(vs),
1730(vs), 1675(vs), 1640(m), 1605(w), 1575(w) cm'l. IR. -Absorptionsspektrum in
CHCly; 3p-Bereich gedehnt: 5-proz. Losung: v .. 3508 cm'l; 0,045-proz, Lo-
sung: v___ 3508 cm™. NMR-Spektrum(CDCLy): § -0,3(d, J=1, 3H); +0,75(d,
J=6,5, 3H); 0,90(d, J=7, 3H); 1,00(d, J=7, 3H); 1,6 - 2,7(Signalhaufen, 4H); 1, 81(s,
3H); 2,05(s, 6H); 2,12(s, 3H); 2,25(s, 6H); 2,40(s, 3H); 3,02(s, 3H); 2,7 - 4,1(Sig-
nalhaufen, 5H), 4,6 - 5,4(Signalhaufen, 2H); 5,5 - 6, 7(Signalhaufen, 4H); 7,00(s,
1H); 11,20(s, 1H) ppm. pK;JCS: keine Stufe sichtbar.

C43H53015N Ber. C 62,68 H 6,48 % Gef. C 62,48 H 6,81 %

C. Reduktive Acetylierung von Triacetyl-rifamycin-SV

Die Lésung von 5 g Triacetyl-rifamycin-SV in 200 ml Acetanhydrid wurde mit
10 g Zinkstaub und 0,9 g wasserfreiem Natriumacetat versetzt, eine Stunde am
Riickfluss gekocht, sodann auf Wasser gegossen, nach 90 Min. mit Chloroform aus-
geschiittelt, der Chloroformauszug mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung
und Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Im Diinnschichtchromatogramm
(Aether + 20 % Aceton) des Rohproduktes zeigten sich unter anderem 2 Flecke,
Rf 0,52 und Rf 0,20, die sich durch tiefblaue Fluoreszenz auszeichneten. Der Ein-
dampfriickstand wurde durch Verteilungschromatographie an 500 g mit 450 ml der
urteren Phase des Systems Heptan - Benzol - Methanol - Wasser (5:5:8:2) ange-
feuchtetem Celit aufgetrennt, Als Eluans dienten 2,5 1 obere Phase des gleichen
Systems und darauffolgend 1,51 obere Phase des Systems Heptan - Benzol - Methanol -
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Wasser (2:8:8:2), wobel man Fraktionen zu 150 ml auffing. Die Fraktionen 25

und 26 wurden eingedampft und der Riickstand (928 mg) einer erneuten Verteilungs-
chromatographie an 150 g mit 135 ml der unteren Phase des Systems (2:8:8:2)
angefeuchtetem Celit unterworfen. Als Elutionsmittel diente die obere Phase des
gleichen Systems, wobei man Fraktionen zu 50 ml auffing. Die Fraktionen 8 - 12 er-
gaben nach dem Eindampfen 459 mg Riickstand (Rf 0,52), der sich aus Tetrachlor-
kohlenstoff kristallisieren liess. Die resultierenden winzigen farblosen Kristalle wie-
sen einen Smp. von 189° auf, der durch weitere 5 Kristallisationen aus Tetrachlor-
kohlenstoff auf 192° gesteigert werden konnte, Zur Analyse wurde das Priparat

T Tage bei 60°/0,03 Torr getrocknet, UV, -Absorptionsspektrum, A max in mp (log €):
230(4, 56); 252(4,55); 3,15(3,95); 325(3,95); 339(3,91). IR.-Absorptionsspektrum(KBr):
v, .. 1765(vs), 1718(s), 1630(m), 1605(m) cm™". NMR-Spektrum(CDCly): § 2,29(s,
9H); 2,34 - 2,50(Signalhaufen, 15 H); 7,08(s, 1H) ppm. Molekulargewicht (CHyCly)
Ber. 543,47 Gef. 555,1

CyeHpsO,N  Ber. C 57,45 H 4,63 N 2,58 8 C-CHy 22,16 %
Gef. " 56,91 " 4,44 " 2,56 " 2250 %

D. Kalischmelze von Tetrahydro-rifamycin-S

100 mg Tetrahydro-rifamycin-S wurden in einem Kugelrohr mit 500 mg festem
Kaliumhydroxyd geschmolzen und die austretenden Gase durch 2 N Salzsiure geleitet.
Die Operation wurde dreimal wiederholt, An den kiihleren Teilen des Rohres konden~
sierte ein Oel (15 mg) des im Diinnschichtchromatogramm mindestens 8 Flecken zeig-
te. Die Losung des Schmelzriickstandes in Wasser wurde mit Phosphorsdure ange-
sduert und einer Destillation mit Wasserdampf unterworfen. Im Destillat konnten
nach Neutralisation mit Natronlauge und Eindampfen papierchromatographisch Essig-
sdure und Propionsiure nachgewiesen werden, Aus dem Riickstand der Destillation
mit Wasserdampf liessen sich mit Aethylacetat 15 mg Siure mit Rf 0,63 aus-
schiitteln, die iiber den Methylester mit Magnesiumanilid in das entsprechende Diani-
lid iibergefiihrt wurde. Dieses erwies sich anhand des IR. -Absorptionsspektrums in
KBr, sowie des Schmelzpunktes und Mischschmelzpunktes mit synthetischem meso-
o, o'-Dimethylpimelinsiuredianilid identisch. Die vorgelegte 2 N Salzsidure wurde
im Vakuum vorsichtig eingedampft. Der Riickstand konnte auf Grund eines papier-
chromatographischen Vergleichs (Phenol: Wasser 8:2) als Ammoniumchlorid iden-

tifiziert werden,
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E. Abbau von Rifamycin-S mit Ozon

Zwei Ansitze zu je 2,5 g Rifamycin-S wurden in je 40 ml Methylenchlorid
gelost und bei -70° 45 Min, einem Ozonstrom ausgesetzt. Die blaue Lisung wurde
jeweils eingedampft, der Riickstand in 20 ml 85-proz. Ameisensiure geldst, 4 ml
Perhydrol zugesetzt und die Mischung ﬁber Nacht stehen gelassen, Nach Behandlung
mit Palladium/Kohle-Katalysator und mehrmaligem Eindampfen der vereinigten
Ansitze mit Benzol wurde der Riickstand dreimal mit je 30 ml warmen Aceton aus-
gezogen, der acetonunlésliche Riickstand in heissem Wasser geldst, die Losung
filtriert und eingedampft. Es resultierten 566 mg Eindampfriickstand, der, wie auf
Grund des Papierchromatogrammes folgte, (Rf 0,34, Rf 0,58) zwei Komponenten
enthiilt. Dieses wurde an einer Cellulose-Siule (r=1,2; h =30 cm) mit dem Sy-
stem n-Propanol-Ammoniak-Wasser (6:3:1) voneinander getrennt, wobei man Frak-
tionen zu 6 ml auffing, Die Fraktionen 19-23 enthielten 393 mg eines Ammonsalzes
mit Rf 0,58 und die Fraktionen 26 - 30 198 mg eines Ammonsalzes mit Rf 0,34.

4,6-Dihydroxy-5-methyl-benzol-(1,2,3)-tricarbonsiure.

Die 198 mg Ammonsalz Rf 0,34 wurden in Wasser geldst an einer Stule von 10 ml
Dowex-50(H+—Form) in die freie Siure (151 mg) iibergefiihrt. Nach dreimaligem
Umlésen aus Wasser resultierten 80 mg farblose nadelfrmige Kristalle vom Smp.
189°, 10 mg der Kristalle wurden 20 Std. bei 70°/0, 05 Torr getrocknet, UV.-Ab-
sorptionsspektrum, A .~ in mp (log €): 239(4,46); 3,14(3,56). IR.-Absorptions-
spektrum (KBr): v 1710(s), 1678(s), 1605(s) em™L, pK;dCS: 3,59/5,55/9,60
Aequ, -gew.: Gef. 94,

Anhydrid. 20 mg Tricarbonsiure ergaben nach zweimaliger Sublimation bei
150 - 180°/0,05 Torr 15 mg schwach gelbliche Kristalle, Smp. 189°, IR.-Absorp-

tionsspekirum(KBr): v ___ 1830(m), 1750(s), 1670(s), 1620(s) cm™'.

C;0Hg07 Ber. C 50,43 H2,54%  Gef. C 49,89 H 2,64 %

0,0'-Dimethyl-trimethylester (XI). Indie Losung von 50 mg der Tri-
carbonsdure in 2 ml Methanol wurde im Ueberschuss 4therische Diazomethanlésung
eindestilliert, nach 10 Min. das Reaktionsgemisch eingedampft und die 70 mg Riick-
stand an 16 g Kieselgel mit Chloroform als Eluans chromatographiert. Nach drei-
maliger Krfstallisation aus Hexan resultierten 50 mg farblose nadelférmige Kristalle
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vom Smp. 73°, Zur Analyse wurde 15 Std. bei 200/0,05 Torr getrocknet. IR.-Ab
sorptionsspektrum(KBr): V max 1730(s), 1716(s), 1575(s) cm'l. NMR-Spektrum

(cCly): & 2,22(s, 3H); 3,79(s, 9H); 3,81(s, 6H) ppm.
C15H'1808 Ber. C 55,21 H 5,56 % Gef, C 55,02 H 5,51 %

Zur Herstellung eines Vergleichspriparates wurde in eine Lésung von 4 mg
4, 6-Dimethoxy-5-methyl-benzol-1, 2, 3-tricarbonsiure (XI) in 1 ml Methanol im
Ueberschuss dtherischer Diazomethanldsung eindestilliert, das Reaktionsgemisch
nach 10 Min, eingedampft und der Riickstand an 3 g Kieselgel mit Chloroform als
Eluans chromatographiert. Nach zweimaliger Kristallisation aus Hexan resultierten
2 mg farblose Kristalle, die sich hinsichtlich des Schmelzpunktes, Mischschmelz-
punktes und IR, ~Absorptionsspektrums in KBr mit den 0,0'-Dimethyl-trimethylester
(X1I) identisch erwiesen.

Dicarbonsiure C12H1008 (XIIa). Die 393 mg Ammonsalz Rf 0,58 erga-
ben in Wasser geldst und an einer Siule von 10 ml Dowex-50(H+-Form) in die freie
S#ure iibergefiihrt, 314 mg amorphes Pulver, das 24 Std. bei 700/0,05 Torr ge-.
trocknet wurde. Die sauer reagierende Verbindung gibt eine Jodoform-Reaktion,
UV, -Absorptionsspektrum, A nax in mp (log €): 241(4,43); 300(3,87); 330(3,94).
IR. -Absorptionsspektrum(KBr): v 1725(s), 1690(s,b), 1607(vs) cm™.,
PKpyogh 3,04/6,64.  Aequ.-gew.: Gef. 150

0,0'-Diacetyl-dicarbonsiureanhydrid. Aus einer Lisung von 156 mg
Dicarbonsiure (XIIIa) in 3 ml Acetanhydrid fiel nach Zusatz von 0,2 ml Pyridin
innerhalb von 15 Std. ein feinkristalliner Niederschlag aus, der nach dem Abpipet-
tieren der iiberstehenden Losung im Vakuum bei 100° getrocknet wurde (106 mg).
Nach dreimaliger Umkristallisation aus Benzol resultieri:en 65 mg farblose Kristal-
le vom Smp. 227°, die zur Analyse 50 Std, bei 70°/0,05 Torr getrocknet wurden.
IR. -Absorptionsspekirum(KBr): V max 1856(s), 1777(s), 1745(s), 1632(m),

1603(m) em™L,

Cy6H1209 Ber. C 55,18 H3,47% Gef. C 55,55 H 3,42 %
0,0'-Dimethyl-dicarbonsiuredimethylester (XIII b). Eine Losung
von 144 mg Dicarbonsiure (XIIIa) in 30 ml Chloroform wurde nach Zusatz von

10 ml Methanol, 10 ml Methyljodid und 1 g Silberoxyd 15 Std. am Riickfluss ge-
kocht, Nach Filtration des Reaktionsgemisches durch Celit und Eindampfen des
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Filtrates wurden die 172 mg Riickstand an 17 g Kieselgel ("unter 0,08 mm" Merck)
mit Chloroform als Elutionsmittel chromatographiert, wobei man Fraktionen zu

5 ml auffing und diese mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie (Chloroform) un-
tersuchte. Die Fraktionen 14 - 16 enthielten 110 mg einer neutralen Substanz

Rf 0,66, die zur Analyse dreimal aus Hexan umkristallisiert und 20 Stunden bei
200/ 0,05 Torr getrocknet wurde. Die farblosen nadelférmigen Kristalle schmelzen
bei 109°, IR. -Absorptionsspektrum(CCl,): Y max 1735(vs), 1595(vs) em™1,
NMR-Spektrum(CCl,) & 1,52(s, 3H); 2,25(s, 3H); 3,21(s, 3H); 3,80(s, 3H);
3,90(s, 6H) ppm.

C;6H1 408 Ber. C 56,80 H 5,36 %  Gef. C 56,49 H 5,23 %

Dicarbonsiuredimethylester (XIII c). Die Suspensionvon 200 mg
Dicarbonsiure (XIIIa) in 4 ml Chloroform wurde nach Zusatz von 1 ml Methanol,
300 mg Methyljodid und 250 mg Silberoxyd 15 Std. im geschlossenem Rohr bei
einer Temperatur von 70° geschiittelt, Nach Filtration des Rohrinhaltes wurde das
Filtrat mit Methylenchlorid verdiinnt, mit Natriumhydrogencarbonatlésung und Was-
ser gewaschen und eingedampft, Die 25 mg Eindampfriickstand zeigten im Diinn-
schichtchromatogramm (Methylenchlorid + 3 % Aceton) einen Fleck Rf 0,21 und
ergaben nach chromatographischer Reinigung an 4 g Kieselgel mit Methylenchlorid +
5 % Aceton als Elutionsmittel 20 mg eines farblosen Harzes, das zur Analyse bei
1800/0, 01 Torr destilliert wurde. IR. -Absorptionsspeldrum(CCl4): V max 3450(m),
1732(s), 1675(s), 1604(s) cm-l. 3-p-Bereich gedehnt, 0,0166-proz. Losung:

3570, 3460 (b) cm'l. NMR-Spektrum(CCl,): & 1,55(s, 3H); 2,10(s, 3H); 3,6 - 4,4
(Signalhaufen, 1H); 3,87(s, 3H); 3,90(s, 3H); 12,00(s, 1H) ppm.

© Cy4H;,0, Ber, C 54,19 H 4,55 %  Gef. C 54,41 H 4,88 %

4-0-Methyl-6-0O-acetyl-5~methyl-benzol-1,2,3-tricarbonsiure-
trimethylester (XIV). 15 mg Dicarbonsiuredimethylester (XIIc) wur-

den in 0,5 ml Aethanol geldst und eine Ldsung von 100 mg Natriummetaperjodat in
0,5 ml Wasser zugesetzt. Nach 5 Std. wurde die vormals neutrale nun aber sauer
reagierende Losung mit Wasser verdiinnt, mit Aether ausgeschiittelt, der Aetheraus-
zug getrocknet und eingedampft. Der Eindampfriickstand wurde in 1 ml Methanol
aufgenommen und mit einem Ueberschuss dtherischer Diazomethanldsung behandelt.
Nach dem Eindampfen des Reaktionsgemisches resultierten 15 mg eines farblosen
zihflissigen Riickstandes, der im Diinnschichtchromatogramm (Methylenchlorid +

3 % Aceton) einen Fleck Rf 0,53 zeigte. Zur Analyse wurde die Substanz an 4 g Kie-
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selgel chromatographisch gereinigt und anschliessend bei 1600/ 0,01 Torr destilliert.
IR. -Absorptionsspektrum(CCl4): vmax 1780(s), 1240(vs), 1595(sh) cm'l.
NMR-Spektrum(CCI4): & 2,11(s, 3H); 2,24(s, 3H); 3,78(s, 6H); 3,82(s, 6H) ppm.

C;6H; 6% Ber. C 54,24 HG5,12 % Gef. C 54,39 H 5,25 %

Methanolyse von (XIV). Eine Losung von 52 mg des Acetyl-Derivates
(XIV) in 8-proz. methanolischer Salzsiure wurde nach 40 Std. eingedampft, in die
Ldsung des Riickstandes in 1 ml Methanol im Ueberschuss #therische Diazomethan-
18sung eindestilliert und das Reaktionsgemisch eingedampft. Der Eindampfriickstand
(4,7 mg) erwies sich als einheitlich und zeigte das gleiche diinnschichtchromatogra-
phische Verhalten wie der 4,6-Dimethoxy-5-methyl-benzol-1,2,3-tricarbonséure-
trimethylester (XI). Nach chromatographischer Reinigung an 2 g Kieselgel mit Me-
thylenchlorid + 5 % Aceton als Eluans und zweimaliger Kristallisation aus Hexan
konnte anhand des Schmelzpunktes, Mischschmelzpunktes, sowie durch Vergleich
der IR. ~Absorptionsspektren in Chloroform die Identitit der beiden Priparate

sichergestellt werden.

F. Hydrierung des Chinondiazids aus Rifamycin-0

Chinondiazid (XV). 750 mg Rifamycin-O wurden in 20 ml Methanol nach
Zusatz von 200 g p-Toluolsulfonylhydrazid 150 Min. am Riickfluss gekocht. Die
dunkelbraune Losung wurde auf Wasser gegossen, mit Benzol ausgeschiittelt, der
Benzolauszug getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wurde an 10 g Kieselgel
chromatographiert. Als Elutionsmittel diente Benzol + 20 % Aceton. Die ersten

30 ml des dunkelgefirbten Eluates ergaben nach dem Eindampfen 480 mg Riickstand,
derim Diinnschichtchromatogramm (Methylenchlorid + 15 % Aceton) einen Fleck
Rf 0,33 zeigte. Zur Analyse wurde zweimal aus Benzol kristallisiert und die filzi-
gen hellgelben Kristalle eine Woche bei 100°/ 0,01 Torr getrocknet. Absorptions-
spektrum im UV. und Sichtbaren, Amax in mp (log €): 230(4,59); 285(4,41);
318(4, 38); 408(4,13). IR.-Absorptionsspektrum(Nujol): V ax 3495(m); 3380(m),
2120(vs), 1730(sh), 1702(s), 1666(m), 1600(vs), 1575(vs) em™1, NMR-Spektrum
(CDCls): § 0,03(d, J=7, 3H); 0,64(d, J=7, 3H); 0,84(d, J=7, 3H); 1,01(d, J=7, 3H);
1,5 - 2, 5(Signalhaufen, 4H); 1,74(s, 3H); 2,03(s, 3H); 2,06(s, 3H); 2,26(s, 3H);
2,8 - 3,9(Signalhaufen, 5H); 3,09(s, 3H); 4,79(d, J=10,5, 1H); 5,11(m, J;=6,5,
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Jy=12, 1H); 5,9 - 6,4(Signalhaufen, 4H); 8,64(s, 1H); 8,73(s, 1H); 15,50(s, 1H)
*
ppm. pKy oot 10,41

CgrH 501N Ber. C 62,79 H 6,41 N 5,95 %
Gef. " 62,73 " 6,57 " 5,43 %

4-Desoxy~-tetrahydro-rifamycin-SV (XVI). Eine Suspension von

300 mg Chinondiazid (XV) in 10 ml Aethylacetat wurde nach Zusatz von 100 mg
Palladium/Kohle-Katalysator {iber Nacht hydriert. Der abgelesene Wasserstoffver-
brauch betrug 2,18 Mol pro Mol Chinondiazid. Nach Filtration durch Celit wurde

das Filtrat eingedampft und der Riickstand einer Verteilungschromatographie unter-
worfen. Die Siiule bestand aus 14 g Celit, der mit 12 ml der wissrigen Phase des
Systems Heptan-Chloroform-Methanol-Wasser (5 : 5 : 6,6 : 3,3) getrinkt war, Als
Elutionsmittel diente die organische Phase des gleichen Systems. Die ersten 20 ml
des gefirbten Eluates wurden getrennt aufgefangen und eingedampft, Der Riickstand
wurde an 14 g Kieselgel ("unter 0,08 mm", Merck) mit Chloroform + 50 % Aceton
als Eluans chromatographiert und sobald das Eluat Fluoreszenz zeigte, 20 ml davon
aufgefangen und eingedampft. Die 52 mg Eindampfriickstand ergaben nach dreimali-
gem Umkristallisieren aus Benzol-Heptan (1:1) 44 mg hellgelbe Kristalle, Smp. 1720,
die zur Analyse 1 Woche bei 1000/0,01 Torr getrocknet wurden. Absorptionsspek-
trum im UV. und Sichtbaren, xmax in mp (log €): 217(4,36); 239(4,36); 290(4,32);
sh 325(3,79); 409(4,09). IR. -Absorptionsspektrum(CHCl3): V ax 3470(m),

3400(m), 3180(b,w), 1705 sh, 1690(s), 1645(m), 1627(m), 1585(vs) cm_l. NMR-
Spektrum(Deuteroaceton): Figur 3, in CDC13 zusitzliche (in Deuteroaceton nicht
sichtbare) Signale: 8,27(s, 1H); 12,10(s, 1H); 12,70(s, 1H) ppm.  pKp ot 4,44.

CgqHz; 0y N Ber. C 64,80 H 17,50 N 2,04 %
Gef. " 64,74 " 7,69 " 2,04 %
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G. Oxydation der Hydrierungsprodukte von Rifamycin-S
mit Salpetersiure

3 g Tetrahydro-rifamycin-S wurden mit 30 ml 40-proz. wissriger Salpeter-
siure 40 Min, auf 105° erhitzt., Nach dem Einengen der Losung wurde 5 ml Amei-
sensiure zugesetzt und das Gemisch wiederholt mit Ligroin eingedampft. Der honigar-
tige Eindampfriickstand (2,62 g) wurde dreimal mit je 50 ml heissem Benzol aus-
gezogen, Das benzolunldsliche Siuregemisch zeigte im Papierchromatogramm zwei
dominierende Flecken (Rf 0,34 und Rf 0,27). Die vereinigten Benzolausziige liefer-
ten 1,20 g SHuregemisch. Auf Grund des Papierchromatogramms waren darin haupt-
s#chlich 4 Komponenten (Rf 0,63; Rf 0,52; Rf 0,49; Rf 0,44) nachweisbar,

Auftrennung des benzolldoslichen Siuregemisches. Das benzollos-
liche Siuregemisch (1,20 g) liess sich durch Verteilungschromatographie auftrennen.
Die S#ule bestand aus 300 g Kieselgel (Mallinckrodt "100 mesh") das mit 180 ml
Wasser verrieben und mit Chloroform eingeschlimmt wurde. Eluiert wurde succes-
sive mit 21 Chloroform, 21 Chloroform + 5 % n-Butanol und 21 Chloroform +
10 % n-Butanol (alle Systeme wassergesiittigt), wobei man Fraktionen zu 100 ml
auffing,

Fralktion mg Rf
1-17 330 0,63
22 - 28 115 0,52
31 - 36 185 0,49
45 - 59 96 0,44

Methylbernsteinsiure (XXIV). Durch Sublimation bei 800/0,03 Torr von
30 mg aus den Fraktionen 46 - 58 (Rf 0,44) konnten 21 mg farblose Kristalle erhal-
ten werden, die nach dreimaliger Umkristallisation aus Chloroform-Tetrachlorkoh-
lenstoff, Smp, 111 - 113°, zur Analyse noch einmal im HV sublimiert wurden.

PRyt 6,67/8,10.  [x120 = £0° (c = 2,15, Wasser).
C5Hg0, Ber. C 45,45 H 6,10 %  Gef. C 45,60 H 6,28 %

Zur Identifizierung wurden 10 mg Siure mit Diazomethan in den Methylester
iibergefiihrt., Das daraus mit einem Ueberschuss von Magnesiumanilid in Aether her-
gestellte Dianilid erwies sich nach dreimaliger Kristallisation aus Benzol anhand
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des Schmelzpunktes, Mischschmelzpunktes und IR, -Absorptionsspelktrums mit
synthetisch hergestelltem Methylbernsteinsiure-dianilid identisch,

oo -Methylglutarsiure (XXIII). 39 mg kristalliner Eindampfriickstand

aus den Fraktionen 31 - 34 (Rf 0,49) wurde bei 800/0,03 Torr destilliert. Nach
dreimaliger Kristallisation des Destillates aus Benzol-Hexan resultierten 22 mg
farblose Plittchen vom Smp, 73 - 76°, pK*MCS: 6,12/8,79, [ot] 12)0= + 6,50

(c = 2,75, Wasser).

c6H1004 Ber. C 49,31 H6,90% - Gef. C 49,29 H 6,90 %

Das IR. -Absorptionsspektrum in Chloroform war identisch mit demjenigen einer
synthetisch hergestellten racemischen o¢ -Methylglutarsiure. Die beiden Priparate

waren auch im Papierchromatogramm nicht unterscheidbar.

o -Methyladipinsiure (XXII). 19 mg Eindampfriickstand aus den Frak-
tionen 22 - 28 (Rf 0,52) wurden mit einem Ueberschuss Diazomethan behandelt.

Das aus dem rohen Methylester mit Magnesium anilid hergestellte Anilidgemisch
wurde in Aether suspendiert und vom UngelSsten abzentrifugiert. Der Eindampfriick-
stand (18 mg) der klaren Htherischen Lésung ergab nach chromatographischer Reini-
gung an 4 g Aluminiumoxid der Aktivitit II mit Benzol-Chloroform(1:1) als Elutions-
mittel und viermaliger Kristallisation aus Benzol-Aethanol 10 mg Kristalle vom
Smp. 177°, die zur Analyse 3 Tage bei 1000/ 0,03 Torr getrocknet wurden.

C19112202N2 ~Ber., CM,52 HT15% Gef, C 73,57 HT,2T%

Die Identitiit mit synthetischem oc¢-Methyladipinsiure-dianilid konnte auf Grund des
IR. -Absorptionsspektrums in KBr, Schmelzpunktes, Mischschmelzpunktes, sowie
durch diinnschichtchromatographischen Vergleich erwiesen werden.

o, «'-Dimethylpimelinsiure (XXI)

p-Phenyl-phenacylester, 50 mg Eindampfriickstand aus den Fraktionen1 -
17 (Rf 0,63) wurden in iiblicher Weise mit p-Phenyl-phenacylbromid umgesetzt und
das Reaktionsgemisch an 12 g Kieselgel mit Benzol + 2 % Aethylacetat als Elutions-
mittel aufgetrennt. Die diinnschichtchromatographisch (Benzol + 1 % Aethylacetat)
einheitlichen Fraktionen mit Rf 0,68 wurden vereinigt und dreimal aus Aether im
eingeschmolzenem Rohr umkristallisiert, Der so gereinigte Ester schmilzt bei 118°
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und wurde zur Analyse 15 Stunden bei 600/0,03 Torr getrocknet,
C37H3606 Ber, C 77,06 H 6,44 % Gef., C 76,8 H 6,46 %

Dimethylester. 50 mg Eindampfriickstand aus den Fraktionen 1 - 17 wurden
mit einem Ueberschuss dtherischer Diazomethanldsung behandelt, Nach dem Ein-
dampfen des Reaktionsgemisches wurde der Riickstand zur Analyse dreimal bei
65°/0,03 Torr destilliert, NMR-Spektrum(CCl,): § 0,63 - 1,92(Signalhaufen, 6H);
1,10(d, J=6,5, 6H); 2,00 - 2,78(Signalhaufen, 2H); 3,37(s, 6H) ppm.

C; HpO,  Ber. C 61,00 H9,32%  Gef. C 61,16 H9,26%

Trennung der diastereomeren Dianilide. 16 mg Siuregemisch aus
den Fraktionen 1 - 17, das ein optisches Drehvermdgen [o¢] ]2)0= + 15, 2% (c = 9,22,
Chloroform) aufwies, wurde iiber die Siurechloride in die Anilide {ibergefiihrt. Das
rohe Anilidgemisch (40 mg) wurde in Benzol auf 10 g Aluminiumoxid der Aktivitit IT
aufgetragen., Mit Benzol konnten 15 mg eines rechtsdrehenden Dianilids eluiert wer-
den, das nach viermaliger Kristallisation aus Benzol bei 172 - 174° schmilzt,

[oc] ]230 =+100° (c = 1,42, Chloroform).

CyHygO,N, Ber. C 74,52 HT7,75%  Gef. C 74,39 HT,1%

Mit Benzol + 4 % Chloroform liessen sich 10 mg eines optisch inaktiven Dianilids
eluieren, das nach viermaliger Kristallisation aus Benzol Kristalle vom Smp. 192°
lieferte. [oc¢] ]2)0 =1 0° (¢ = 1,31, Chloroform).

CpHygOoN, Ber. C 74,52 H 7,75 %  Gef. C 74,60 H7,81 %

Das optisch inaktive Dianilid mit dem Smp. 192° erwies sich auf Grund des Misch-
schmelzpunktes und IR. -Absorptionsspektrums in KBr identisch mit synthetisch
hergestellten meso- ¢, o'-Dimethylpimelinsiure-dianilid. Zur Herstellung des Ver-
gleichspriiparates wurde das synthetische Gemisch aus meso-Form und racemischer
Form der <, X'-Dimethylpimelinsiure iiber die Siurechloride in die entsprechenden
Dianilide tibergefiihrt und nach Kipping!7?) durch fraktionierte Kristallisation aus
Aethanol das schwerer 13sliche meso-Dianilid abgetrennt.

Auftrennung des benzolunléslichen Siuregemisches. Zu einer Lo-
sung des benzolunl8slichen Siuregemisches in 30 ml Wasser wurde bis zur schwach
alkalischen Reaktion gesiittigte Calciumhydroxidlésung eingetropft, vom Niederschlag
abgenutscht und das Filtrat durch eine S#ule von 50 ml Dowex-5_0(H+-Form) fliessen .
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gelassen, Nach Eindampfen des Eluates blieben 864 mg Riickstand (Hauptkomponen-
te: Rf 0,27). Der Niederschlag wurde in verdiinnter Salzsiure gel§st, mit Aethyl-
acetat ausgeschiittelt, der Aethylacetatauszug gewaschen, getrocknet und einge-
dampft, Der Riickstand erwies sich nach mehrmaliger Kristallisation aus Wasser in
jeder Hinsicht mit Oxalsdure identisch,

Tetracarbonsiure CIOH1409 (XXV). Der durch Eindampfen des Eluates
erhaltene Riickstand (864 mg) wurde einer Verteilungschromatographie an 300 g,
mit 180 ml Wasser befeuchtetem Kieselgel (Mallinckrodt "100 mesh") unterworfen.
Als Eluans dienten successive 11 Chloroform mit 10 % n-Butanol, 11 Chloro-
form mit 20 % n-Butanol und schliesslich 11 Chloroform mit 30 % n-Butanol.
Alle Systeme waren wassergesittigt, Mit Chloroform + 30 % n-Butanol konnten
200 mg einer farblosen Siure Rf 0,27, eluiert, und daraus durch viermalige Kri-
stallisation aus Aethylacetat 15 mg winzige Kristalle vom Smp. 207° erhalten
werden. pK;{CS: 5,51/9,44. Aequ.~gew.: Ber. 69,5 Gef, 75,0

CioH 409  Ber. C 43,17 H 5,07 % Gef. C 42,91 H 4,99 %

Tetramethylester. Ineine L&sung von 7 mg kristalliner Tetracarbonsiure in
1 ml Methanol wurde im Ueberschuss #therische Diazomethanlésung eindestilliert,
das Gemisch eingedampft und der zihfliissige Riickstand zur Analyse bei 1200/0, 01
Torr destilliert. IR.-Absorptionsspektrum(CHCl;): v max 1742(vs) cm—l.
NMR-Spektrum(CCl4): Figur 6,

Abbau der Tetracarbonsiure (XXV). Der Eindampfriickstand der Mut-
terlauge aus der letzten Kristallisation der Tetracarbonsiure (28 mg) wurde mit

2 ml 65-proz. Bromwasserstoffsiure im geschlossenem Rohr 2 Stunden auf 130°
erhitzt, wobei teilweise Verkohlung stattfand. Der Rohrinhalt ergab nach dem Ein-
dampfen 23 mg Riickstand, dessen Losung in 5 ml Feinsprit nach Zusatz von 1 ml
2 N Kaliumhydroxidl§sung und 30 mg Palladium/Kohle iiber Nacht in Wasserstoff-
atmosphiire geriihrt wurde. Nach Filtration durch Celit wurde eingeengt, mit 20 ml
Wasser verdiinnt, angesiuert und mehrmals mit Aether ausgeschiittelt. Nach dem
Eindampfen des Aetherauszuges resultierten 8 mg Riickstand, der sich papierchro-
matographisch gleich, wie cc-Methylbernsteinsiure verhielt, Dieser lieferte
nach Behandlung mit Diazomethan und anschliessend mit Magnesiumanilid 12,4 mg
Anilidgemisch, das in Methylenchlorid auf eine Siule von 3 g Kieselgel aufgetragen
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wurde. Als Elutionsmittel diente Methylenchlorid + 10 % Aceton, wobei man Frak-
tionen zu 3 ml auffing, Die Fraktionen 6 - 9 enthielten 5 mg Anilid, das nach zwei-
maligem Umkristallisieren aus Benzol im Diinnschichtchromatogramm von syntheti-
schem o -Methylbernsteinsiuredianilid nicht unterscheidbar war, Auch die IR, -Ab-
sorptionsspekiren der beiden Priparate in Chloroform waren identisch.

3 -Acetoxy- e, ¥ -trimethyl-azelainsﬁure-di-methylester.

4 g des bei der Hydrierung von Rifamycin-S in Gegenwart von Platin-Katalysator
anfallenden Gemisches (s. Hexahydro-rifamycin-S) wurden in einer Mischung von

16 ml 100-proz. Salpetersiure + 24 ml Eisessig 30 Min, auf 90 - 100° erhitzt

und anschliessend im Vakuum zur Trockene eingedampft. Die papierchromatogra-
phische Untersuchung des Eindampfriickstandes (3,55 g) zeigte die gleichen Flecken,
wie das durch Oxydation von Tetrahydro-rifamycin-S mit wissriger Salpetersiure
erhaltene Gemisch, sowie einen neuen Fleck Rf 0,70, Das Siuregemisch wurde auf
eine Siule von 300 g mit 180 ml Wasser befeuchtetem Kieselgel (Mallinckrodt

"100 mesh") aufgetragen, mit 2,51 Chloroform eluiert und das Eluat eingedampft.
Der Eindampfriickstand (2,1 g) liess sich durch Verteilungschromatographie an einer
S#ule auftrennen, die aus 250 g mit 220 ml der polaren (unteren) Phase des Systems
HeptanQChloroform-Methanol-Wasser (5:5:5,5:4,5) angefeuchtetem Celit bestand, Als
Eluans diente die apolare Phase des gleichen Systems. Es wurden Fraktionen zu

50 ml aufgefangen, die Fraktionen 16 - 22 vereinigt, eingedampft und die 248 mg
Eindampfriickstand (Rf 0,70) mit einem Ueberschuss #therischer Diazomethanlsung
behandelt. Nach dem Eindampfen des Gemisches wurde der Riickstand bei 1350/
0,03 Torr destilliert, die 80 mg Destillat an 16 g Kiesel ("unter 0,08 mm", Merck)
mit Chloroform als Eluans chromatographiert und Fraktionen zu 3 ml aufgefangen.
Der Inhalt der Fraktionen 20 - 23 (20 mg) wurde zur Analyse bei 1350/0,03 Torr
destilliert. NMR-Spektrum(CCl4): 0,90(d, J=1, 3H); 1,08(d, J=7, 3H); 1,13(d, J=7,
3H); 0,80 - 1,80(Signalhaufen, 7TH); 1,97%(s, 3H); 2,1 - 2,9(Signalhaufen, 2H);
3,60(s, 6H); 4,95(m, Jy =5, J5=7, 1H) ppm. Massenspektrum: Figur 7,

C1 6Hg06 Ber. C 60,74 H 8,92 2OCH, 19,62 %
Gef. " 60,31 " 8,33 19,37 %
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Abbau von f3 -Acetoxy-ox, y ,W -trimethyl-azelainsiure-di-
methylester. 18 mg des Dimethylesters wurden in einem 8 mm weitem Py-
rexrohr bei 0,05 Torr siebenmal durch einen auf 470° erhitzten Glaswollpropfen
destiuierf. Im Diinnschichtchromatogramm (CHCl3) liess sich fast kein Ausgangs-
material (Rf 0,49), dagegen eine neue Verbindung (Rf 0,62) nachweisen. Die 4 mg
Destillat ergaben nach chromatographischer Reinigung an 4 g Kieselgel mit Chloro-
form als Eluans 2,5 mg eines o¢, 3-ungesiittigten Esters mit Rf 0,62, UV.-Ab-
sorptionsspektrum: A max 220 mp (log € 4,4). In eine Losung von 1 mg des o¢ ,(B -
ungesittigten Esters in 5 ml Methylenchlorid wurde bei -70° bis zur Blaufidrbung
Ozon eingeleitet, sodann das Methylenchlorid vorsichtig im Vakuum entfernt, der
Riickstand 1 Std. mit 1 ml Wasser gekocht, mit Aether extrahiert, der Aetheraus-
zug getrocknet und eingedampft. Nach 15-stiindiger Behandlung des Eindampfriick-
standes mit 1 ml 90-proz. Ameisensiure + 0,1 ml Perhydrol, wurde die iiber-
schiissige Persiure mit Platin-Katalysator zerstért, 5 ml Wasser zugesetzt, mit
Aether ausgeschiittelt, der Aetherauszug eingedampft und 1 Std. mit 1 ml 10-proz.
wissriger Kalilauge gekocht, Die nach dem Ansiuern des Reaktionsgemisches durch
Ausziehen mit Aether gewonnene Siure erwies sich papierchromatographisch ein-
heitlich und nicht unterscheidbar von o¢, o¢'-Dimethylpimelinsiure (XXI).

H. Methanolyse des Imino#ithers aus Rifamycin-§

3,9 g Iminomethylither (V) wurden in 30 ml 1-proz. methanolischer Salzsiure
geldst, wobei sich die Losung schon nach wenigen Sekunden tiefrot firbte. Nach
1 std, wurde das Reaktionsgemisch auf 300 ml Eiswasser gegossen, mit 2 N
Natriumhydrogencarbonatlésung auf pH = 8 eingestellt und mit Methylenchlorid
2,9 g neutrale Anteile (s. Seite 59) ausgeschiittelt, Aus der wissrigen Phase konn-
ten nach dem Ansiuern mit 2 N Salzsiure 823 mg dunkelrote rohe Verbindung
C1 4H1106N abzentrifugiert werden,

Verbindung C1 4H1106N {(VI). Der dunkelrote Niederschlag wurde nach dem
Waschen mit Wasser und Trocknen iiber Calciumchlorid zur Analyse zweimal aus
Methanol umkristallisiert und 18 Std. bei 1350/0,05 Torr getrocknet. Die violett-
roten Kristelle verkohlen bei Temperaturen iiber 200° ohne zu schmelzen. Absorp-
tionsspektrum im UV. und Sichtbaren, A max i TR (log € ): 228(4,42); 273(4,26);
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311(4,04); 350(4,05). IR.-Absorptionsspektrum(Nujol): V max 3320(s), 1725(s),
1660(s), 1610(vs), 1598(vs) cm_l. NMR-Spektrum(CF3COOH): § 1,93(s, 3H);
2,31(s, 3H); 6,55(s, 1H) ppm. pKy .o = 7,12. Mikrotitration mit 0,1 N HCIO,
in Eisessig: pchOH = 6,96,

CI4H1106N Ber, C 58,13 H3,83 N4,84 %

Gef. " 58,22 " 3,68 " 513 %

Methylierung der Verbindung C14H1106N. 800 mg der Verbindung (VI)
wurdenmit 30ml Aceton, 20 ml Methyljodid und 3 g Kaliumcarbonat 15 Std. im
geschlossenem Rohr bei einer Temperatur von 100° geschiittelt. Nach dem Abkiih-
len wurde der Rohrinhalt auf Wasser gegossen, mit Methylenchlorid ausgeschiittelt,
der Methylenchloridauszug getrocknet und eingedampft., Der Riickstand konnte an
32 g Kieselgel durch Elution mit Methylenchlorid + 5 % Aceton chromatographisch
aufgetrennt werden, wobei man Fraktionen zu 15 ml auffing und diese mit Hilfe
der Diinnschichtchromatographie (Methylenchlorid + 5 % Aceton) untersuchte. Die
Fraktionen 10 - 11 enthielten 71 mg eines einheitlichen Produktes mit Rf 0, 55.
Die in den Fraktionen 12 - 20 enthaltenen 333 mg eines Gemisches von zwei Kom-
ponenten mit Rf 0,55 respektive Rf 0,49 wurde einer weiteren Chromatographie
an 70 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 5 % Aceton als Eluans unterzogen, wobei
man Fraktionen zu 33 ml auffing. Die Fraktionen 10 - 11 enthielten 14 mg einer
orangeroten Substanz mit Rf 0,55 und die Fraktionen 13 - 18 250 mg einer orange-
gelben Substanz mit Rf 0,49,

0,0'-Dimethyl-N,N-dimethyl-derivat (IXb). Die insgesamt 85 mg
Substanz mit Rf 0,55 lieferten nach Kristallisation aus Aether 83 mg orangeroter
Kristalle vom Smp. 1640, die zur Analyse bei 1100/0,03 Torr getrocknet wurden.
Absorptionsspektrum im UV. und Sichtbaren, A max i1 TOp (log €): 207(4,35);
236(4,31); 282(4,27); 458(3,69). IR.-Absorptionsspekirum (CHCl3): V ax keine
OH-Banden, 1700(s), 1680(s), 1608(s), 1565(vs) cm-l. NMR-Spektrum(CDClq):

6 2,27(s, 3H); 2,57(s, 3H); 3,18(s, 6H); 3,72(s, 3H); 3, 88(s, 3H); 5,53(s, 1H) ppm,
C18H19°6N Ber, C 62,60 H 5,55% Gef, C 62,61 H 5,629
0,0'-Dimethyl-N-methyl-derivat (IX a). Die 250 mg Substanz mit

Rf 0,49 wurden aus Heptan-Benzol umkristallisiert und die resultierenden orange-

farbenen Kristalle, vom Smp. 154° zur Analyse 5 Tage bei 110°/0,03 Torr ge-
trocknet. Absorptionsspektrum im UV, und Sichtbaren, Amax in mp(log € ):
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230(4,45); 277(4,30); sh 306(4,08); sh 360(3,53); 465(3,56). IR.-Absorptions-
speltrum(CHCL): v . 3395(m), 1700(s), 1678(s), 1615(vs) em™l. NMR-Spek-
trum(CDCIg): & 2,30, 3H); 2,63(s, 3M); 2,91(d, 35,5, 3H); 3,80(s, 3M);
3,88(s, 3H); 5,56(s, 1H); 6,38(m, IH) ppm.

CyqH; 706N Ber. C 61,63 H 5,17 N 4,23 %
Gef. " 61,86 " 5,21 " 4,55 %

5-Pyruvoyl-6,8-dimethoxy-2-hydroxy-7-methyl-naphtochinon
(1,4) (X). 103 mg des 0,0'-Dimethyl-N-methyl-derivates (IXa) wurden in 60 ml
10-proz. wissriger Salzsiure bei 65° geriihrt, sodann mit Methylenchlorid extra-
hiert und der Methylenchloridauszug mit 2 N Natriumhydrogencarbonatldsung ge-
schiittelt, Die Methylenchloridlésung ergab nach dem Eindampfen 28 mg unverin-
dertes Ausgangsmaterial, Aus der Natriumhydrogencarbonatlésung konnten mit
Methylenchlorid nach dem Ansiuern 70 mg einer gelben stickstoffreien Verbindung
ausgeschiittelt werden, Nach zweimaliger Kristallisation aus Benzol resultierten
60 mg Kristalle vom Smp. 1700, die zur Analyse 7 Tage bei 1000/0,03 Torr ge-
trocknet wurden, Die Losung der Substanz in Methanol f4irbt sich nach Zusatz von
wissriger Titan(II)-chloridlésung tiefdunkelblau. Absorptionsspektrum im UV, und
Sichtbaren, (0,1 N HCI1 in Feinsprit), A nax inmp (log €): 215(4,27); 262(4,24);
298(4,19); 369(3, 79). IR.-Absorptionsspektfum(CHCls): ¥ nax 3360(m), 1705(s),
1660(vs), 1638(s), 1570(s) cm-l. 0,166-proz. Losung, 3p-Bereich gedehnt:

¥ max 3360 cm-l. NMR-Spektrum(CDCl,): & 2,24(s, 3H); 2,56(s, 3H); 3,68(s, 3H);
3,80(s, 3H); 6,03(s, 1H) ppm. pK;/ICS: 4,23, Aequ,-gew, Ber. 318,2

Gef, 304,

C1sH14°7 Ber, C 60,38 H 4,43 % Gef. C 60,30 H437%

Auftrennung der neutralen Anteile der Methanolyse. Die 2,9g
neutrale Anteile (s. Seite 55) aus 3,9 g Iminomethylither liessen sich an 100 g
Kieselgel mit Methylenchlorid + 5 % Aceton als Eluans chromatographisch auf-'
trennen, wobei man Fraktionen zu 17,5 ml auffing und diese mit Hilfe der Diinn-
schichtchromatographie (Methylenchlorid + 5 % Aceton) untersuchte,
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Enolmethylither C, Hy50, (VIII). Die Fraktionen 12 - 13 enthielten
371 mg einer zibhfliissigen Substanz mit Rf 0,70, die zur Analyse bei
195%/0,001 Torr destilliert wurde. UV.-Absorptionsspektrum: Amax 268 (log £
4,37) mp. IR, -Absorptionsspektrum(CCl4): V nax 3540(m), 1742(s), 1712(s),
1677(w), 1658(m), 1639(w), 1605(w) cm-1, NMR-Spektrum(CCl4): Figur 9.

Cy4Hy g0y Ber. C 65,73 H 8,13 % Gef. C 65,29 H 8,79 %
Dimethylacetal C25H4208 (VII). Die Fraktionen 15 - 25 ergaben insge-
samt 906 mg eines farblosen zihfliissigen Harzes, Rf 0,50, das zur Analyse vor-
sichtig bei 2000/0,001 Torr destilliert wurde. UV.-Absorptionsspektrum: A max
268 mp (log € 4,48). IR. -Absorptionsspektrum(CC14): Y max 3520(m), 1742(s),
1712(s), 1640(w), 1607(w) cm_l. Nl\/IR-Spelctrum(CCl4): Figur 8.

[«]2’= - 52,5° (c = 0,61, CHCL). '

025H4208 Ber., C 63,80 H 9,00 % Gef, C 63,56 H 8,92 %
Hydrierung des Dimethylacetals. 847 mg Dimethylacetal wurden in

einer Mikrohydrierapparatur mit Hilfe von 11 mg vorhydriertem Platin-Katalysator
in Feinsprit bei Normaldruck hydriert, wobei die Wasserstoffaufnahme, die nach

80 Min, zum Stillstand kam, 2,00 Mol pro Mol Dimethylacetal betrug, Nach dem
Abfiltrieren des Katalysators durch Celit und Eindampfen des Filtrats wurde der
Riickstand vorsichtig bei 2000/0 001 Torr destilliert. IR. -Absorpt1onsspektrum(CCl4)

v, 3550(m), 1740(vs), 1467(m) cm™.

CZ5H4608 Ber. C 63,26 H 9,77 % Gef, C 63,03 H 9,67 %

Ueberfiihrung des Dimethylacetals in den Enolmethyléther.

200 mg Dimethylacetal wurden in einem 8 mm weitem Pyrexrohr bei 0,01 Torr
durch. einen 80 mm langen auf 300° erhitzten Glaswollpropfen destilliert. Das Destil-
lat (150 mg) wurde an 40 g Kieselgel chromatographiert, wobei man Fraktionen zu
10 ml auffing und diese diinnschichtchromatographisch (Methylenchlorid + 5 % Ace-
ton) untersuchte. Die Fraktion 10 enthielt 23 mg einer Substanz mit Rf 0,68 die

im Diinnschichtchromatogramm das gleiche Verhalten, wie der Enolmethylither (VII)

zeigte; die beiden Priparate gaben auch identische IR. -Absorptionsspektren in CC14.
Aus den Fraktionen 12 - 25 konnten 109 mg unverindertes Dimethylacetal zuriickge~

wonnen werden,
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Ueberfiihrung des Enolmethylithers in das Dimethylacetal.

40 mg durch einstiindige Methanolyse des Iminomethylithers erhaltener Enolmethyl-
4ther wurde in 1 ml 1-proz. methanolischer Salzsiure geldst. Nach 1 Std. wurden
20 ml gestttigter Na.trihmhydrogencarbonatlﬁsung zugegossen und mit Aether aus-
geschiittelt, Nach dem Trocknen und Eindampfen des Aetherauszuges wurde der
Riickstand an 3 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 5 % Aceton als Elutionsmittel
chromatographiert, wobei man Fraktionen zu 2 ml auffing, Die Fraktion 5 enthielt
noch 0,5 mg unverinderten Enolmethylither. Die Fraktionen 6 - 8 ergaben nach
dem Eindampfen 22 mg einer Substanz, die hinsichtlich ihres diinnschichtchromato-
graphischen Verhaltens, sowie des IR. -Absorptionsspektrums in CCl 4 Yon dem
durch Methanolyse des Iminomethylithers erhaltenem Dimethylacetal nicht unter-
scheidbar war,

Isodimethylacetal CZSH4208' 1 g Iminomethylither wurden in § ml 1-proz.
methanolischer Salzsiure geldst. Nach 15 Min. wurde die Losung auf Wasser gegos-
sen, mit 2 N Natriumhydrogencarbonatlésung auf pH = 8 eingestellt und mit Methy-
lenchlorid 725 mg neutrale Anteile ausgeschiittelt. Aus der wissrigen Phase konnten
nach dem Ansiuern 210 mg der rohen Verbindung C1 4H1106N abzentrifugiert wer-
den. Die 725 mg neutralen Anteile zeigten im Diinnschichtchromatogramm (Methy-
lenchlorid + 5 % Aceton) neben etwas am Startort verbliebenem Material zwei Flecken
mit Rf 0,50 respektive Rf 0,30. Die chromatographische Auftrennung in die beiden
Komponenten erfolgte an 30 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 5 % Aceton als Elu-
tionsmittel, wobei Fraktionen zu 10 ml aufgefangen wurden, Die Fraktionen 9 - 15
enthielten 310 mg der Komponente mit Rf 0,50, die sich anhand des Diinnschicht-
chromatogramms sowie des IR. -Spektrums in CCl 4 identisch mit dem Dimethylace-
tal (VI) erwies. Die Fraktionen 20 - 25 ergaben 95 mg der Komponente mit

Rf 0,30, die zur Analyse bei 190°/0,01 Torr destilliert wurde. IR.-Absorptions-
spektrum(CCl4): V ax 3530(m), 1740(s), 1710(s), 1640(m), 1607(w) cm-l.
thR-Spektrum(CCl4): 6 0,91(d, J=7, 6H); 0,97(d, J=7, 6H); 1,5 - 2,9(Signathau-
fen, TH); 1,92(s, 3H); 2,01(s, 3H); 3,0 - 4,2(Signalhaufen, 3H); 3,23(s, 3H);
3,27(s, 3H); 3,70(s, 3H); 4,45(m, Ji =4,5, J2=6,5, 1H); 4,72(m, 9 =4, J2=7, 5,
1H); 6,00(m, J1=7, J2=15, 1H); 6,35(m, J1=11, J2=1,5, 1H); 7,10(m, J1=15,
J2=11, 1H) ppm.

CosH,00p  Ber. C 63,80 H9,00%  Gef. C 63,73 HB8,98 %
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Tetracarbonsiure C10H1409 (XXV) aus Enolmetliyliither. In eine
L8sung von 371 mg Enolmethylither (VII) in 30 ml Methylenchlorid wurde 30 Min.
bei -40° Ozon eingeleitet, die Losung vorsichtig eingedampft, der Riickstand in

5 ml Ameisensiure gelost, 1 ml Perhydrol zugesetzt und das Reaktionsgemisch

15 Std. bei Zimmertemperatur stehen gelassen, Nach Zerstorung der iiberschiissi-
gen Persiure mit Palladium/Kohle, Filtration durch Celit, blieben nach dem Ein-
dampfen 305 mg eines Harzes zuriick, das nach einstiindigem Kochen mit 30 ml

2 N Salzsiure 270 mg eines teilweise kristallinen Produktes lieferte. Dieses wurde
in 1 ml 50-proz. wissriger Salpetersdure 45 Min, auf 105° erhitzt. Nach Reduktion
der {iiberschiissigen Salpetersiure mittels Ameisenséiure und mehrmaligem Abdamp-
fen unter Zusatz von Benzol erhielt man 203 mg eines Sduregemisches, das durch
Verteilungschromatographie aufgetrennt wurde. Die Siule bestand aus 60 g Kieselgel
(Mallinckrodt 100 mesh) das mit 36 ml Wasser verrieben und mit Chloroform einge-
schlimmt wurde. Als Elutionsmittel diente von Fraktion 1 - 21 Chloroform + 10 %
n-Butanol, von Fraktion 22 - 56 Chloroform + 20 % n-Butanol und ab Fraktion 57
Chloroform + 30 % n-Butanol, wobei alle Systeme wassergesiittigt waren, Fraktionen
zu 15 ml aufgefangen und diese papierchromatographisch untersucht wurden. Die Frak-
tionen 42 - 64 ergaben 40 mg einer Siure mit Rf 0,27, die nach einmaliger Kristal-
lisation aus Aethylacetat 15 mg farbloser Kristalle vom Smp. 202 - 204° und

[e¢] 12)0 =+41° (c = 0,70, Wasser) lieferte, Nach einer weiteren Kristallisation aus
Aethylacetat wiesen die winzigen Kristalle einen Smp. von 204 - 206° und

[ex] 12)0 = + 38, 5° (c = 0,61, Wasser) auf und gaben mit der durch Oxydation aus
Tetrahydro-rifamycin-S erhaltenen Tetracarbonsiure keine Smp. -Erniedrigung.

J. Systematischer Abbau des Dimethylacetals C25'H4208 (VII)

Hydroxy-acetoxy-dicarbonsiure-dimethylester c19H3208 (XXVI a).
In eine Losung von 900 mg Dimethylacetal in Methylenchlorid wurde 30 Min. bei

-30° Ozon eingeleitet, vorsichtig eingedampft, der Riickstand in 5 ml 85-proz.
Ameisensiure geldst, 1 ml Perhydrol zugesetzt und die Mischung 15 Std. bei Zim-
mertemperatur stehen gelassen, Nach Zersttrung der liberschiissigen Persidure mit
Palladium-Katalysator, Filtration durch Celit und Eindampfen des Filtrates, wurde

in die Losung des Riickstandes in 2 ml Methanol im Ueberschuss itherische Diazo-
methanlésung eindestilliert und das Reaktionsgemisch eingedampft. Die 828 mg Riick~
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stand konnten an 70 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 5 % Aceton als Eluans chro-
matographisch aufgetrennt werden, wobei man Fraktionen zu 20 ml auffing und die-
se mittels der Diinnschichtchromatographie (Methylenchlorid + 10 % Aceton) unter-
suchte. Die Fraktionen 11 - 18 enthielten 403 mg einer einheitlichen zihfliissigen
Verbindung mit Rf 0,64, die zur Analyse bei 1600/0,001 Torr destilliert wurde.
IR, -Absorptionsspelctrum(CCl4): V ohax 3570(m), 1743(vs) cm-l. NMR-Spektrum
(cCly): 6 0,79(d, J=6,5, 3H); 0,92(d, J=T, 3H); 0,95(d, J=7, 6H); 1,5 - 2,6(Sig-
nalhaufen, 5H); 2,02(s, 3H); 2,77(s, b, 1H); 3,17(m, J;=2, J,=10, 1H); 3,62(s,
6H); 3,6 - 4,1(Signalhaufen, 2H); 4,61(m, J,=4,5, J,=4,5, J,=11, 1H) ppm.
[0‘112)0 = -53,6° (c = 1,48, Feinsprit).

C;gH3s0p  Ber. C 58,74 H 8,30 % Gef. C 58,69 H 8,31 %

Diacetoxy-dicarbonsiure-dimethylester 0211-13409 (XXVIDb). Eine
Lésung von 360 mg des Hydroxy-acetoxy-dicarbonsiure-dimethylesters (XXVIa)

in 10 ml Acetanhydrid wurde nach Zusatz von 10 Tropfen konz. Schwefelsiure

15 std, bei Zimmertempératur stehen gelassen und sodann in 50 ml gesittigte
Natriumhydrogencarbonatlésung gegossen., Nach 1 Std. wurde mit Methylenchlorid
ausgeschiittelt, der Methylenchloridauszug mit Natriumhydrogencarbonatlésung und
Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft, Die chromatographische Reinigung
des Rohproduktes (366 mg) erfolgte an 30 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 5 %
Aceton als Elutionsmittel, wobei man Fraktionen zu 10 ml auffing und diese mittels
Diinnschichtchromatographie (Methylenchlorid + 2 % Aceton) untersuchte, Die Frak-
tionen 8 - 16 enthielten 334 mg einer Substanz mit Rf 0,32, die nach dreimaliger
Kristallisation aus Hexan bei 93° schmilzt, Zur Analyse wurde die Kristalle 15 Std.
bei 70°/0,03 Torr getrocknet. IR. -Absorptionsspektrum(CCLy): v 1741(vs) emL,
NI\/[R-Spektrum(CCl4): § 0,77(d, J=6,5, 3H); 0,85(d, J=7, 3H); 1,03(d, J=7, 3H);
1,11(4, J=7, 3H); 1,6 - 2, 8(Signalhaufen, 6H); 1,92(s, 3H); 2,03(s, 3H); 2,97(m,
J1=2,2, J2=10,5, 1H); 3,60(s, 3H); 3,62(s, 3H); 3,5 - 4,1(Signalhaufen, 1H);
4,57(m, J;=4,5, J,=10,5, ‘1H); 5,27(d, J=8,5, 1H) ppm.[o(.]:;‘)O =-41,9° (c =1,48,
Feinsprit).

CyHy0p  Ber. C5859 HT,96%  Gef. C5872 HBS0 %

o, B-Ungesittigter Acetoxy-dicarbonsiiure-dimethylester
C1 411300,7 (XXVII). 294 mg Diacetoxy-dicarbonsiuredimethylester wurden in
einem 8 mm weitem Pyrexrohr bei 0,01 Torr durch einen 80 mm langen auf 450°
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erhitzten Glaswollepropfen destilliert. Das Destillat wurde an 20 g Kieselgel mit
Methylenchlorid + 2 % Aceton als Eluans chromatographiert, wobei man Fraktionen
zu 10 ml auffing und diese diinnschichtchromatographisch (Methylenchlorid + 5 %
Aceton) untersuchte, Die Fraktionen 7 - 9 enthielten 43 mg einer Substanz mit
Rf 0,50. Mit Methylenchlorid + 5 % Aceton konnten 186 mg Ausgangsmaterial
eluiert werden, das erneut unter den gleichen Bedingungen pyrolysiert und aufgetrennt
wurde. Nach einer weiteren Pyrolyse des nicht umgesétzten Diacetoxy-dicarbonsiure-
dimethylesters resultierten insgesamt 114 mg der Verbindung mit Rf 0,50, die
nach zweimaliger Kristallisation aus Pentan bei 79° schmilzt. Zur Analyse wurden
die Kristalle bei 500/0,01 Torr getrocknet. UV, -Absorptionsspektrum: Amax 219 mp
(log € 4,13). IR.-Absorptionsspektrum(CC14): VY hax 1742(s), 1716(s), 1648(w) em-1,
NI\dR-Spektrum(CCl4): & 0,73(d, J=7, 3H); 0,86(d, J=7, 3H); 1,05(d, J=T, 3H);
1,80(d, J=1,5, 3H); 1,99(s, 3H); 1,3 - 2,9(Signalhaufen, 5H); 3,08(m, J1=2 2,
2.10 5, 1H); 3 63(s 3H); 3,80(s, 3H); 3,6 -4 2(ngnalhaufen, 1H), 4 59(m,
J1-4 5, J2-10 5, 1H); 6,73(m, Jl-lo Jo=1,5, 1H) ppm. [oc] D --40 6° (c =
1,06, Feinsprit).

C19 30 b Ber. C 61,60 H 8,16 % Gef, C 61,41 H 8,23 %
Propionyloxy-acetoxy-dicarbonsiure-dimethylester (XXVI c).
Eine Losung von 106 mg des Hydroxy-acetoxy-dicarbonsiure-dimethylesters (XXVIa)
in 5 ml Propionsiureanhydrid wurde nach Zusatz von 5 Tropfen konz, Schwefelsture
15 Std. bei Zimmertemperatur stehen gelassen, sodann auf 50 ml gestittigte Natrium-
hydrogencarbonatlgsung gegossen, Nach 1 Std. wurde mit Methylenchlorid ausge-
schiittelt, der Methylenchloridauszug mit Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Die chromatographische Reinigung des Roh-
produktes (110 mg) erfolgte an 30 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 5 % Aceton

als Elutionsmittel, wobei man Fraktionen zu 10 ml auffing und diese mittels der Diinn-
schichtchromatographie (Methylenchlorid + 5 % Aceton) untersuchte. Die Fraktionen
8 - 15 enthielten 90 mg einer Substanz mit Rf 0,38, die vor der spektroskopischen
Untersuchung mehrmals mit Tetrachlorkohlenstoff eingedampft wurde,
NNIR-Spektrum(CCl4): § 0,71(d, J=7, 3H); 0,83(d, J=7, 3H); 1,00(d, J=7, 3H);
1,07(t, J=7, 3H); 1,12(d, J=1, 3H); 1,5 - 2, 8(Signalhaufen, 8H); 2,02(s, 3H);
2,95(m, 31=2,2, J,-10,5, 1H); 3,59(s, 3H); 3,61(s, 3H); 3,80(m, 1H); 4,56(m,
J;=4,5, Jp=10,5, 1H); 5,27(d, J=9, 1H) ppm.
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Pyrolyse: 82 mg Propionyloxy-acetoxy-dicarbonsiure-dimethylester wurden in
einem 8 mm weitem Pyrexrohr bei 0,01 Torr durch einen 80 mm langen auf 450°
erhitzten Glaswollepfropfén destilliert, Die chromatographische Auftrennung des
Destillates erfolgte an 15 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 1 % Aceton als Elu-
tionsmittel, wobei man Fraktionen zu 10 ml auffing und diese diinnschichtchromato-
graphisch (Methylenchlorid + 2 % Aceton) untersuchte. Die Fraktionen 12 ~ 17
enthielten 42 mg einer aus Pentan kristallisierbaren Substanz mit Rf 0,50, die
sich nach dreimaliger Kristallisation aus Pentan auf Grund des Schmelzpunktes,
Mischschmelzpunktes, NMR-Spektrums und IR.-Absorptionsspektrums identisch mit
dem oc , B -ungesittigten Acetoxy-dicarbonsiure-dimethylester (XXVII) aus Diacetoxy-
dicarbonsiure-dimethylester (XXVIb) erwies.

Acetoxy-dicarbonsiure-dimethylester C16H2607 (XXVIII a). In

eine Losung von 100 mg des o, 3 -ungesittigten Acetoxy-dicarbonsiure-dimethyl-
esters C1 4H3007 in 30 ml Methylenchlorid wurde bei -15° bis zur Blaufdrbung
Ozon eingeleitet und sodann 10 Min, mit Stickstoff gespiilt. Nach vorsichtiger Ent-
fernung des LOsungsmittels im Vakuum wurde der Riickstand in 5 ml 85-proz. Amei-
sensiure geldst, 1 ml Perhydrol zugesetzt und das Gemisch 15 Std. bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen, Nach Zersttrung der iiberschiissigen Persiure mit
Palladium/Kohle und wiederholtem Eindampfen des Gemisches mit Benzol, wurde

die Losung des Eindampfriickstandes in Methanol durch Celit filtriert und in das
Filtrat im Ueberschuss dtherische Diazomethanlésung eindestilliert. Das resultieren-
de Estergemisch (80 mg) wurde an 60 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 2 % Ace-
ton als Elutionsmittel chromatographiert, wobei man Fraktionen zu 20 ml auffing

und diese diinnschichtchromatographisch (Methylenchlorid + 2 % Aceton) untersuch-
te. Die Fraktionen 9 - 13 enthielten 50 mg einer zihfliissigen Substanz mit Rf 0,46,
die zur Analyse bei 130 /0 01 Torr destilliert wurde. IR. —Absorptionsspektrum(C014)
V max 1749(vs) cm -1 NMR -Spektrum(CCl,): Figur 10, [oc] =-42,7° (c =0,64,

m
Feinsprit).

H

CigHpgO;  Ber. C 58,17 H 7,93 %  Gef. C 58,15 H 8,00%

Hydroxy-dicarbonsiure-dimethylester CI4H2406 (XXVIII b). 40 mg
des Acetoxy-dicarbonsiure-dimethylesters (XXVIIla) wurdenmit 5 ml 8-proz. me-
thanolischer Salzsiure 1 Std, am Riickfluss gekocht und sodann im Vakuum einge-
dampft, Der Riickstand (35 mg) zeigte im Diinnschichtchromatogramm (Methylen-
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chlorid + 10 % Aceton) einen Fleck, Rf 0,37, und ergab nach chromatographischef
Reinigung an 15 g Kieselgel mit Methylenchlorid + 10 % Aceton als Eluans 33 mg
einer langsam durchkristallisierenden Substanz. Zur Analyse wurde die Substanz
zweimal aus Hexan umkristallisiert und die Kristalle vom Smp. 88° 15 Std. bei
400/0,01 Torr getrocknet. IR. -Absorptionsspektrum(CHClS): Y max 3600(m),
3530(w, b), 1732(s) cm'l. NMR-Spektrum(CCl4): & 0,82(d, J=7, 3H); 0,88(d, J=1,
3H); 1,16(d, J=7, 3H); 1,4 - 2, 2(Signalhaufen, 2H); 2,2 - 2,9(Signalhaufen, 4H);
3,12(m, J,=2,5, J2=10, 1H); 3,37(m, J;=4,5, J2=10, 5, 1H); 3,65(s, 6H); 3,80(m,
1H) ppm,

C14Hz4°s Ber., C 58,31 H 8,39 % Gef. C 58,48 H 8,59 %

Oxo-dicarbonsiure-dimethylester Cl4H2206 (XXIX). 55 mg Chrom(VI)-
oxid wurde in 0,55 ml trockenes Pyridin eingetragen, eine Stunde geschiittelt, die Lo~
sung von 27 mg Hydroxy-dicarbonsiure-dimethylester (XXVIIIb) in 0,27 ml Pyridin
zugefiigt und weitere 15 Std. geschiittelt. Nach dem Verdiinnen des Reaktionsgemi-
sches mit Wasser wurde mit Aether ausgeschiittelt, der Aetherauszug mehrmals mit
15-proz. Essigsiureldsung und anschliessend mit Natriumhydrogencarbonatlsung
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Die 20 mg Riickstand zeigten im Diinnschicht-
chromatogramm (Methylenchlorid + 3 % Aceton) einen Fleck, Rf 0,47, Zur Analyse
wurde das dickfliissige Oel bei 1200/0, 01 Torr destilliert. IR.-Absorptionsspektrum
(cCly): v 1743(vs), 1715(s) cm™'. NMR-Spektrum(CCL,): Figur 11) (Massen-
spektrum: Figur 12,

C;4H,00¢  Ber. C58,73 HT7,7 %  Gef. C587 HT78%

KXk

Die Analysen wurden in der mikroanalytischen Abteilung des organisch - chemi-
schen Laboratoriums der ETH unter der Leitung von Herrn W. Manser ausge-
fiihrt,

Die Absorptionsspektren im UV,, Sichtbarenund IR., die elektrometrischen
Mikrotitrationen und die thermoelektrischen Molekulargewichtsbestimmungen verdanke
ich Herrn P.-D, Dr, W, Simon.

HerrnDr. J.Seibl danke ich fiir die Aufnahme und Interpretation der Massen-
spektren,

Die NMR-Spektren wurden von meinem Kollegen A. Walser aufgenommen,
dem ich fiir seine stetige Hilfsbereitschaft besonders herzlich danke,
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ZUSAMMENFASSUNG

Fiir Rifamycin-B, 039H 4901 4N, einem strukturell neuartigem Stoffwechsel-
produkt von Streptomyces mediterranei n. sp., sowie dessen Umwandlungsprodukte
Rifamycin-O, S und SV wurden die Konstitutionsformeln (I) bis (IV) und die relative
Konfiguration an den vier benachbarten Kohlenstoffen C-23 bis C-26 ermittelt.

Durch Methanolyse des Iminomethylithers (V) aus Rifamycin-S konnte das
Kohlenstoffgeriist der Rifamycine in Form von zwei Fragmenten erfasst werden:
einer aromatischen Verbindung (VI) und eines Dimethylacetal-methylesters (VII).

Die Konstitution der aromatischen Verbindung (VI) liess sich auf Grund der
Ozonolyse vonRifamycin-S, sowie durch Hydrogenolyse eines aus Rifamycin-O er-
haltenen Chinondiazids (XV) ermitteln.

Die Konstitution des Dimethylacetal-methylesters (VII) folgt aus den Ergebnis-
sen der Oxydation von Hydrierungsderivaten des Rifamycins-S und aus dem systema-
tischen Abbau bis zum Oxodimethylester (XXIX).

Die Rifamycine und ihre Reaktionsprodukte wurden eingehend spektroskopisch
untersucht, wodurch wertvolle Anhaltspunkte gewonnen werden konnten, die zusam-
men mit den erwihnten chemischen Resultate'n schliesslich zu Konstitutionsformeln (I)
bis (IV) fiilhrten. Demnach enthalten alle Rifamycine die gleiche aliphatische Briicke,
die sich {iber ein aromatisches System spannt; das Rifamycin-B ist somit die erste
bisher in der Natur aufgefundene Verbindung vom ansa-Typ.

Auf Grund der abgeleiteten Konstitution l4sst sich vermuten, dass die Rifamycine
ebenso, wie viele andere mikrobielle Metaboliten, zum grossen Teil aus den biogene-
tischen Aequivalenten der Essigsiure und Propionsiure aufgebaut sind.
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