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Summary

From cultures of the Avilamycin (Avilamycin A) producing organism,
Streptomyces viridochromogenes, strain ETH 23575, a second antibiotic, Avilamycin
C, C41HgoCl,05, could be isolated in crystalline form. Both Avilamycins belong
to the group of the Orthosomycins. By IR., 'H- and '*C-NMR. spectroscopy and by
transformation to a common derivative it could be proven that Avilamycin A is a
methyl ketone, Avilamycin C the corresponding methyl carbinol.

Vor ca. 10 Jahren wurde iber die Isolierung und Charakterisierung des
Avilamycins, eines antibakteriellen Antibioticums aus Streptomyces viridochromo-
genes, Stamm ETH 23575, berichtet [2]. Es gehort zusammen mit den Evernino-
micinen [3], dem Curamycin [4] und dem Flambamycin [5] zur Gruppe der
Orthosomycine?). Noch wenig charakterisierte Vertreter derselben Gruppe sind
wahrscheinlich das Exfoliatin [6] und die Sporacuracine [7].

Bei der Herstellung grésserer Mengen von Avilamycin fielen Extrakte an, die
gemiss Diinnschichtchromatographie neben Avilamycin, das wir in Zukunft
Avilamycin A nennen, grossere Mengen eines zweiten Antibioticums mit kleinerem
Rf-Wert enthielten, das Avilamycin C. Daneben liess sich durch Diinnschicht-
chromatographie eine geringe Menge Avilamycin B erkennen, das vorliufig nicht
niher untersucht wurde. Spurenkomponenten mit kleinerem Rf-Wert als Avila-

1y 176. Mitt. s. [1].
2) Der Name Orthosomycine als Gruppenbezeichnung wurde von W.D. Ollis in einem Brief vom
23.September 1976 vorgeschlagen und wird von uns iibernommen.
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mycin C, die meisten mit geringer oder gar keiner biologischen Wirksamkeit,
konnten z. T. als Abbauprodukte der Avilamycine erkannt werden.

Avilamycin C bildet sich vor allem bei lingerer Fermentationsdauer (48 Std.
und linger), wihrend nach 24stdg. Ziichtung ausschliesslich oder vorwiegend
Avilamycin A erhalten wurde. Die priparative Trennung gelang leicht durch Chro-
matographie an Kieselgel und gab die Avilamycine A und C in kristalliner,
chromatographisch einheitlicher Form.

Das Avilamycin A besass die gleichen Eigenschaften wie das frither isolierte
Priaparat [2]. Die Mikroanalysen des Avilamycins C unterscheiden sich kaum von de-
nen der Komponente A und sind u.a. mit einer Bruttoformel C4,HyCl1,04, - 2 H,O
vereinbar, der auch das *C-NMR.-Spektrum mit ca. 61 Signalen entspricht?).

Das UV.-Spektrum in Methanol mit Maxima bei 218 nm (log ¢ 4,12) und 284
nm (breit, log ¢ 3,33) sowie einer Schulter bei ca. 300 nm ist gleich wie das von
Avilamycin A im gleichen Loésungsmittel und weist auf einen Dichlorisoeverin-
sdure-Rest hin, der als Chromophor des Avilamycins A nachgewiesen wurde [2]. Cha-
rakteristische Unterschiede sind dagegen im IR.-, '"H-NMR.- und *C-NMR .-Spek-
trum zu erkennen. Im Carbonyl-Gebiet des IR.-Spektrums (Fig. 1) besitzt Avilamycin
A zwei Maxima bei 1740 und 1715 cm™! (Ester- und Keto-Gruppe), Avilamycin C
zeigt dagegen nur die Bande bei 1740 cm™! (Fig. 2). Dementsprechend finden wir
im 3C-NMR.-Spektrum von Avilamycin A ein Keton-Signal bei 206,17 ppm, das
beim Avilamycin C fehlt. Im 'H-NMR.-Spektrum von Avilamycin A (Fig. 3)
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Fig. 1. IR.-Spektrum von Avilamycin A in KBr
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Fig. 2. IR.-Spektrum von Avilamycin C in KBr

3) Einzelheiten der Spektren werden wir im Zusammenhang mit der Strukturaufklirung in einer
nachfolgenden Abhandlung diskutieren.
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Fig. 3. \H-NMR.-Spektrum von Avilamycin A in CDCl3 (100 MHz)
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Fig. 4. "H-NMR.-Spektrum von Avilamycin C in CDCI3 (100 MHz)

erkennen wir in der 2 ppm-Gegend zwei Methylsingulette (2,31 und 2,35 ppm), in
demjenigen von Avilamycin C (Fig. 4) dagegen nur eines (2,35 ppm). Das Signal
bei 2,35 ppm muss der Methylgruppe im Dichlorisoeverninsiure-Rest zugeschrie-
ben werden. Beim Avilamycin A kommt dazu eine Methylketon-Gruppierung,
wie sie z.B. im Eurekansiureteil des Flambamycins vorkommt [8]. Da die 'H- und
BC-NMR -Spektren der beiden Avilamycine im iibrigen nur geringfiigige Ab-
weichungen aufweisen, vermuteten wir, dass sich die beiden Antibiotica wie
Methylketon und Methylcarbinol zueinander verhalten.

Diese Hypothese wurde bestitigt durch eine chemische Verkniipfung der beiden
Verbindungen. Das Produktgemisch der Reduktion von Avilamycin A (1) mit
Natriumborhydrid bestand aus mehreren Komponenten, von denen eine besonders
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starke im Diinnschichtchromatogramm mit Avilamycin C (3) ubereinstimmte.
Viel einheitlicher verlief die Reduktion mit Avilamycin A-monomethylither (2),
der mit Diazomethan hergestellt wurde. Das Reduktionsprodukt wurde kristallin
erhalten und stimmte in allen Eigenschaften mit Avilamycin C-monomethylither
(4) uberein, der aus Avilamycin C mit Diazomethan bereitet wurde.

Bei der Reduktion wird ein neues Chiralititszentrum gebildet, so dass zwei
diastereomere Reduktionsprodukte erwartet werden. Tatsichlich entstand aber in
stark iiberwiegender Menge ein einheitliches Hauptprodukt, das mit dem Methyl-
ither von natirlichem Avilamycin C iibereinstimmt. Ob eine geringe Neben-
komponente, die chromatographisch abgetrennt wurde, der diastereomere Alkohol
ist, konnte nicht abgekliart werden, da seine Menge fiir eine einwandfreie Charak-
terisierung nicht ausreichte.

Somit gelten die frither mit Avilamycin A erhaltenen Abbau-Ergebnisse auch
fiur Avilamycin C, und umgekehrt konnen Ergebnisse iiber die Strukturaufklarung
von Avilamycin C, iiber die wir in einer spiteren Abhandlung berichten werden,
mutatis mutandis auf das Avilamycin A tGbertragen werden.

Avilamycin C hemmt in geringer Konzentration das Wachstum zahlreicher
gram-positiver Bakterien. Vergleichende Bestimmungen der minimalen Hemm-
konzentration im Verdiinnungsreihentest mit Avilamycin A und C ergaben eine
grossere Empfindlichkeit der Bakterien gegen Avilamycin A (Tab.). Um eine
bakterizide Wirkung zu erreichen, wurde etwa das Zehnfache der minimalen
Hemmkonzentrationen benétigt.

Tabelle. Minimale Hemmbkonzentration von Avilamycin A und C bei Bakterien im Verdiinnungsreihentest

Stamm Minimale Hemmkonzentration?) (ug/ml)
Avilamycin A Avilamycin C
Agrobacterium tumefaciens ATCC 11095 > 10 > 10
Arthrobacter globiformis ATCC 8010 0,01-0,1 0,1-1
Bacillus brevis ATCC 9999 0,01-0.1 0,1-1
Bacillus subtilis ATCC 6051 0,1-1 1-10
Brevibacterium flavum ATCC 14067 > 10 > 10
Brevibacterium linens ATCC 9172 > 10 >10
Corynebacterium poinsettine ATCC 9682 0,01-0.1 0,1-1
Escherichia coli ATCC 12435 > 10 >10
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 > 10 >10
Sarcina lutea ATCC 381 0,01-0,1 0,1-1
Streptomyces viridochromogenes TiiP) 57 > 10 > 10

2y Komplexmedium - Einsaatdichte: 2x 10¢ Zellen/ml.
%y Stammsammlung des Instituts fiir Mikrobiologie I, Universitit Tibingen.
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Einbauversuche mit wachsenden Zellen von Bacillus brevis ATCC 9999 zeigten,
dass Avilamycin C die Proteinbiosynthese unmittelbar nach Zugabe blockiert,
wihrend die Bildung von DNS und RNS zunichst nicht gestort wird. Durch das
Antibiotikum wurde die Polyphenylalaninsynthese in einem zellfreien System aus
Escherichia coli A19 zu 65% gehemmt. Untersuchungen zur Wirkungsweise von
Avilamycin A fithrten zu dhnlichen Ergebnissen [2].

Experimenteller Teil

Isolierung der reinen Avilamycine 4 und C. Das Rohavilamycin aus einer ca. 50 Std. alten Kultur
von Streptomyces viridochromogenes 'gab bet der Dinnschichtchromatographie (Merck Fertigplatten
Fj54) mit Chloroform/Methanol 9:1, und Sprithen mit Schwefelsiure zwei Hauptflecke mit Rf 0,375
(Avilamycin A) und 0,208 (Avilamycin C) sowie mehrere wesentlich schwichere Flecke mit Rf 0,266
(Avilamycin B), 0,142, 0,050, 0,042 und 0,033. 6 g Rohmaterial wurden an 600 g Kieselgel 60 (Merck)
chromatographiert mit Chloroform/Methanol 9:1 als Eluierungsmittel. Es wurden 1,2 g Avilamycin A,
0,3 g noch uneinheitliches Avilamycin B und 2,4 g Avilamycin C erhalten. Alle spiteren Fraktionen
waren uneinheitlich und zeigien nur geringe biologische Wirksamkeit. Die beiden Hauptfraktionen
wurden je nochmals chromatographiert und gaben dann dinnschicht-chromatographisch einheitliche
Produkte, 1,15 g Avilamycin A und 2,20 g Avilamycin C.

Avilamycin A (1). Nach Umkristallisieren aus Chloroform/Petroldther farblose Nadeln, Smp.
181-182°. - UV. (Methanol) (A, in nm) (log €)): 227 (4,15), 286 br. (3,33), ca. 300 Sch. (3,1). -
Rf-Wert und IR.-Spektrum entsprachen denen des frither beschriebenen Praparates [2]. - IR in KBr:
Figur 1. - 'H-NMR. in CDCly: Figur 3.

CeHgsCLO3, - H,O  Ber. C51,51 H638 Cl14,9%
CeHgeChO -2 H,O  Ber. ,, 50,86 ,, 644 4.92%
(1440,26) Gef. ,, 5117 ,, 626 ., 4,85%

Avilamycin C (3). Farblose feine Plittchen, Smp. 188-189° (Aceton/Ather). [a]p= —4,8° (c= 1,44,
Chlf)). - UV (Methanol): 228 (4,12), 284 br. (3,33), ca. 300 Sch. (3,12). - IR. in KBr: Figur2. -
IH-NMR. (CDCls): Figur 4.

Ce1HgoCLO5, - 2 H,0 (144227)  Ber. C50,79 H 6,57 Cl492% Gef. C50,83 H 635 Cl4,85%

Mol.-Gew. (Dampfdruckosmometrie in CH,Cl,) Gef. 1266,7.

Avilamycin A-methylither (2). Zu 200 mg Avilamycin A in 5 ml Benzol/Methano! 1:1 wurde
unter Eiskithlung Diazomethan in Ather bis zur bleibenden Gelbfarbung gegeben. Nach dem Einengen
i.V. wurde an 25 g Kieselgel mit Chloroform/Methanol 40:1 chromatographiert. Die das Hauptprodukt
enthaltenden Fraktionen wurden weiter auf einer Dickschichtplatte (Kieselgel 60, Schichtdicke 1 mm)
gereinigt, wobei nur der mittlere Teil der Hauptzone eluiert, und das Eluat aus Aceton/Benzol um-
kristallisiert wurde: 70 mg farblose Kristalle mit Smp. 204-204,5°. - 'H-NMR. (100 MHz, CDCly): u.a.
5szu 3 H bei 3,40, 3,62, 3,65, 3,90 und 3,93 ppm; sonst fast vollige Ubereinstimmung mit Avilamycin A,
das nur 4 OCHj;-Signale zeigt.

CeHooCLO3; -2 H;0(145428)  Ber. C5120 H6,52 Cl488% Gef C51,17 H630 Cl1533%

Avilamycin C-methylither (4). a) Aus Avilamycin C. Die Herstellung des Methylithers aus 300 mg
Avilamycin C und die Reinigung erfolgten in gleicher Weise wie beim Avilamycin A. Nach Um-
kristallisieren aus Aceton/Benzol Smp. 214°. [a ] = ~4,4° (c= 1,11, Chlf.).

b) Aus Avilamycin A-methylither. 300 mg Avilamycin A wurden wie oben mit Diazomethan
verithert und an einer Kieselgelsaule gereinigt. Ausbeute 301 mg nahezu reiner Methylither. Das
Produkt wurde in Benzol/Methanol gelost und unter Eiskithlung mit 59 mg Natriumborhydrid in
Methanol reduziert. Nach 30 Min. wurde mit Wasser zersetzt, Benzol und Methanol 1. V. abgetrieben
und der wisserige Riickstand 3mal mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Das Rohprodukt enthielt
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gemiss Diinnschichtchromatographie (Athylacetat als Fliessmittel) ein Hauptprodukt mit Rf 0,23 und
eine geringe Nebenkomponente mit Rf 0,11. Die Reinigung erfolgte zunichst an einer Kieselgelsiule,
dann durch prip. Schichtchromatographie, wobei wieder nur der zentrale Teil der Hauptzone
eluiert wurde. Nach dem Umkristallisieren Smp. 212,5-213°, keine Erniedrigung im Gemisch mit dem
obigen Priparat. [a]p= —4,3° (c= 1,16, Chlf.).

Bei der Diinnschichtchromatographie zeigten beide Priparate gleiches Verhalten: Rf 0,66,
(Chloroform/Methanol 9:1), Rf 0,22 (Athylacetat). Sie stimmten ferner in den IR.-Spektren in KBr und
in Chloroform, im 'H-NMR .- und 3C-NMR .-Spektrum vollig iiberein.

Die Analysen wurden im analytischen Laboratorium der ETHZ (Leitung Herr W. Manser) ausge-
fithrt. Die IR.- und NMR.-Spektren verdanken wir der spektroskopischen Abteilung der ETHZ
(Leitung Herr Prof. Dr. J. F. M. Oth).
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