
Dan die n +x*-Anregungsenergie des gelben Silylketons 
niedriger ist als die des farblosen tert.-Butylketons. IaOt sich - 
auf der Basis einer a,'x-Separation - soniit wie folgt erkllren: 
Der starke induktive Effekt der Trimethylsilyl-Gruppe 
f l ~ i ~ ,  > + I c R ~  hebt alle inneren Molekulorbitale an. Dies 
wird jedoch nur am freien Elektronenpaar des Carbonyl- 
sauerstoffes sichtbar. das orthogonal zum x-System steht und 
sich in (3-Stellung zum Silicium befindet. Die Energien des 
Grundzustandes und der angeregten Zustande werden dem- 
gegenuber durch die gleichzeitig mogliche Elektronenriick- 
gabe S i t C ,  aus dem x-System in leere Atomorbitale des 
hier a-standigen Siliciums gesenkt. Diese Wechselwirkung ist 
in den angeregten Zustanden wegen der geringeren Energie- 
differenz zu den unbesetzten Si-Acceptororbitalen erwar- 
tungsgemlO groOer. Fur die Acceptorfunktion von Tri- 
methylsilyl-Gruppen, die x-Symmetrie aufweisen muO, 18Ot 
sich eine Beteiligung unbesetzter Silicium-3d-Atomorbitale 
diskutieren. 
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[131 Bei den Phenylketon-Derivaten liegt die CX-Bande im 
Eigenabsorptionsbereich; deshalb muOten analoge Substanzen 
herangezogen werden. 
[I41 K .  Yares u. F. Agolini, Canad. J. Chem. 44, 2229 (1966). 

Ein neuer Test zur Bestimmung der 
Pyruvat-Dewboxylase-Aktivitiit 

Von A. Schellenberger. G. HUbner und H.  Lehmann [*I 

Die bei der Pyruvat-Decarboxylase-Reaktion (PDC; 2-Oxo- 
siure-Carboxylase, EC 4.1.1.1) gemBB 

(PDC) 

+ HzO 
CH3-CO-COO 1 -> CH3CHO + COz + OHQ 
gebildeten Hydroxid-Ionen lassen eine genaue Verfolgung der 
Reaktionsgeschwindigkeit durch pH-Stat-Titration zu. Ab- 
bildung 1 zeigt, daO der Saureverbrauch linear mit der Zeit 

r m  t ( m i n )  - 
Abb. 1. pH-Stat-Titrationsdiagramme von PDC-Ansatzen unterschied- 
licher EnzymaktivitSt. Kurve 1: 22 I.E.; Kurve 2: 44 I.E.; Kurve 3: 
66 I.E.; Kurve 4: 88 I.E.; Ausgangsvolunlen = 8 ml; pH - 6.0; Na- 
triumpyruvat-Konzenlration = 0.1 M. 

zunimmt und daO der Anstieg der Kurven der Enzymkonzen- 
tration proportional ist. Bei dem aufgrund der Empfindlich- 
keit des Tests geringen Umsatz an  Pyruvat tritt keine Hem- 
mung der Reaktion durch den entstehenden Acetaldehyd ein. 
Ein weiterer Vorteil besteht darin, daO in pufferfreien Medien 
gearbeitet werden kann und damit Salz- und Fremdionen- 
effekte ausgeschaltet sind. Die im optischen Test nach 
Holzer [ I ]  und im Warburg-Test bestimmten Enzymaktivitl- 
ten stimmen mit den im pH-Stat-Test gemessenen Aktivitaten 
in guter Naherung uberein (Tabelle 1). 

Tabelle I .  Vergleich von Messungen der Enzymaktivitat. 

PH 
Enzymaktivitat (I.E.)/0,05 ml Standard (ca. 2 mg PDC/ml) 

pH-Stat-Test I optischer Test I Warburg-Test 

5.2 
5.6 
6.0 
6.4 
6.8 
7.5 

0.29 
0.70 
0,88 
0.79 
0.62 
0.16 

0.90 
0.80 
0.62 
0.16 

0.82 

Der pH-Stat-Test kann zwischen pH = 5.2 und 6.8 angewen- 
det werden. Die bei verschiedenen pH-Werten gemessenen 
Enzymaktivitlten zeigen mit den von Singer und PenskyL21 
angegebenen Werten gute Ubereinstimmung. 
Mit dem pH-Stat-Test IaOt sich die Decarboxylierungsge- 
schwindigkeit auch von Substratanalogen wie aliphatischen 
a-Ketosauren und substituierten Phenylglyoxylsauren bestim- 
men, die im optischen Test nicht gemessen werden konnen. 
D a  kein Hilfsenzymsystem benotigt wird, kann man auch in 
Gegenwart von Produkt arbeiten. 
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Synthese von all-L-Gramicidin Srll [**I 

Von M. Rothe und F. EisenbeiJ[*J 

Wir haben das langgesuchte 31 Cyclodecapeptid all-L-Grami- 
cidin S (4)  synthetisiert, in dem beide D-Phenylalaninreste 
des Gramicidins S (aus Bacillus brevis) durch den r-Anti- 
poden ersetzt sind [21. 
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Die quantitative AminosBureanalyse [fl lieferte nach Total- 
hydrolyse (6 N HCI, 110°C) folgende Werte: Val 0,92, O m  
1.14, Leu 1,Ol .  Phe 1,05, Pro 1,00 (Bezugswert). 
Analog konnten das Lys2,Gly4-Cyclo-semi-gramicidin S (5) 
als Hydrochlorid und das Lysz, Gly4, Lys7, Glyg-Gra- 
micidin S (6) als Dihydrochlorid gewonnen werden. Einige 
physikalische Daten von (1)-(6) sind in Tabelle 1 zusam- 
mengestellt. 

Val O m  Leu 

Z- 

Z- .  

Z--0HS H 

BOC 
Z Y O H S  H 

z /  
BOC 

BOC 
2--0HS H 

BOC 
Z I 

BOC 
H 

Phe  P r o  

- OHS H--OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 

Y 0% 

95% 

Y 0% 

83% 

64% 

8470 

80% 
-91,4 
-76,8 

-156.1 
-191.9 

Tabelle I .  Physikalische Daten von (1)-(6).  

25 
24 

25 
23 

Verb. C 
- 
0.8 
1.54 

0.33 
0,66 

0.92 
0.6 

FP ("C) 

136 
185-190 
(zers.) 
184 
246-247 

204-206 
275 (Zers.) 

Liisungsmittel 

Methanol 
Methanol 

Methanol 
60-proz. 
Athanol 
Athanol 
Methanol 

Schema I. Synthese von Val-Orn(B0C)-Leu-Phe-Pro. Die Zahlen 
rcchts bedcuten die Ausbeutc an umkristallisierten, dfinnschichtchro- 
matographisch reinen Produkten. BOC = tat.-Butyloxycarbonyl, Z - 
Benzyloxycarbonyl. OHS = Hydroxysuccinimidester. 

[a1 Dihydrochlorid, Ibl Hydrochlorid. 

Wit stellten zunachst das lineare Pentapeptid VaLOrn(B0Cb 
Leu-Phe-Pro durch schrittweisen Aufbau vom Carboxyende 
her nach der Hydroxysuccinimidester-Methode [41 her. Sche- 
mata 1 und 2 zeigen den Syntheseweg. Der RingschluB ge- 
lang in 60-proz. Ausbeute nach der Phosphitmethode[sl mit 
Phosphorigsiiure-brenzcatechinester-chlorid [61 in 5.10-3 M 

All-t-Gramicidin S und die Cyclopeptide (5) und (6) haben 
keine antibiotische Wirksamkeit gegenuber gram-negativen 
Bakterien (E.  coU); gram-positive (Staph. aureus) zeigen bei 
( 6 )  Wachstumsinhibierung uber 40 pg/ml [lo6 Organismen], 
Glucose-Bouillon; ein nach Merrifield aufgebautes und wie 
oben cyclisiertes Gramicidin S dagegen unter 1 pg/ml [*I. Dies 
zeigt. daB fur die Wirksamkeit von Cyclopeptid-Antibiotika 
neben den schon bekannten Faktoren (basische Amino- 
sauren. hydrophobe Seitenketten, minimale RinggroBe) auch 
die o-Aminosauren verantwortlich sind (spezifische Konfor- 
mation. Resistenz gegen enzymatische Spaltung). 

H- Val-Om( BOC) - Leu- Phe - P r o -  OH 

Val- O m (  BOC)- Leu- Phe- P r o  Val-Orn(B0C)- Leu- Phe-Pro  

Pro-Phe- Leu-Orn(B0C)-Val 
t 3 

(2) 
( 1) 

1 2 3 4 5  
Val- Om- Leu-Phe-Pro 

Pro-Phe- Leu-Orn-Val 
t 3 1 rVa l -Orn-  Leu- Phe- P r o  

10 S 8 

(4 )  

7 6  

Der RingschluO zu (I) un fur die 
konzentrations- und losungsmittelabhiingige Bildung poly- 
merhomologer Ringe bei der Cyclisierung von Oligopepti- 
den [*,91. 

Eingegangen am 5. August 1968 [Z 860al 

(2) ist ein neues Beispic 

Val- Lys- Leu- G ly- Pro 
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chem. SOC. 85,3039 (1963); 86,1839 (1964). 
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Val- Lys- Leu-Gly- P r o  

Pro+Cly+ Leu- Lys- Val 

(6) 

t .c 

Schema 2. Synthcse von Cyclo-semi-all-L-Gramicidin S (3) und all+ 
Gramicidin S (4) .  Analog wurden (S) und (6) dargeslellt. 

Lbsung in Diathylphosphit bei 100 "C. Dabei entstand neben 
dem 1 5-gliedrigen Cyclopentapeptid ( I )  unter Dimerisierung 
das gewiinschte 30-gliedrige Cyclodecapeptid (2) (Verhalt- 
nis etwa 2:3). die an Sephadex L H  20 in methanolischer Lo- 
sung getrennt wurden. Die Ringgrbkn folgen aus der Mol.- 
Gew.-Bestimmung [{Z): ber. 670.9, gef. 671 durch Massen- 
spektrometrie; (2): ber. 1341,7, gef. 1275 durch Dampfdruck- 
Osmometrie]. Die 6-BOC-Schutzgruppe des Ornithins wurde 
mit 1 N HCI/Eisessig bei Raumtemperatur abgespalten. 
(4 )  kristallisiert aus hhano l /2  N HCI als Dihydrochlorid in 
SLulen; die Analysendaten weisen auf ein Tetrahydrat hin. 
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[7] Fur die Ausfuhrung der Analysen danken wir Dr. E. Schwerdt- 
feger, Geisenheim, Bundesanstalt fur QualitBtsforschung pflanz- 
licher Erzeugnisse. 
[8] Fur die mikrobiologischen Tests danken wir Prof. Dr. P. 
Klein und Dr. R. Ringelmarin, Mainz, Institut fur Medizinische 
Mikrobiologie. 
[9] H. Aoyagi u. N.  Izumiya, Bull. chem. SOC. Japan 39, 1747 
(1966). 

B (cm-1) c=o c=o 
(Thio- CThi- 

Thiacyclole und Cyclo-thiodepsipeptide [**I 

Von M. Rothe und R.  Steinberger [*I 

Orthocarbonslure-Derivate mit einer freien OH-Gruppe sind 
nur in Ausnahmefiillen stabil, z.9. in Form der Cyclol- 
gruppierung 121, die im Peptidteil der Mutterkornalkaloide 
( I )  vorkommt. 
Wir haben die ersten Thiacyclole (3) [***I N-acylierte Ortho- 
carbonsiurc-monothioester-monoamide, aus N-(o-Mercapto- 
acyl) lactamen (2) synthetisiert, die aus S- geschutzten 
Mercaptocarbonsiure-chloriden und N-Trimethylsilyl-lac- 
tamen untcr Abspaltung von Trimethylchlorsilan und an- 
schlieoender Entfernung der Schutzgruppe zuganglich sind [31. 
Aromatische o-Mercaptoacyl-lactame, 2.9. N-(o-Mercapto- 
benzoyl)-8-valerolactam (2a)  und -c-caprolactam (26). sind 
instabil und reagieren spontan zu den Thiacyclolen (30)  bzw. 
(36) oder zu den bisher ebenfalls unbekannten Cyclo-thio- 
depsipeptiden (40)  bzw. (46). 

OH 0 

(3) (4) 

1 

Die Struktur von (3) und ( 4 )  geht eindeutig aus dem IR- 
Spektrum hervor (Tabelle 1): Cyclo-thiodepsipeptide zeigen 
die charakteristischen Thioester- und Amid-II-Banden, die 
bei den Thiacyclolen fehlen. Bei Thiacyclolen findet man er- 
wartungsgemaR nur eine Carbonyl- und die OH-Bande sowie 
im Massenspektrum eine schwache Molekulspitze neben 
einer starken Spitze bei M -18, die dem Dehydro-thiacyclol 
(5a). Fp = 60.5-61.5 "C, entspricht, dessen Doppelbindung 
N MR-spektroskopisch nachgewiesen werden kann (ein 
Vinylproton bei T - 4.92. in CC14, TMS als innerer Stan- 
dard). Diese Wasserabspaltung laDt sich auch im Massen- 
spektrum der Cyclo-thiodepsipeptide nachweisen und zeigt 
die leichte Cyclolbildung unter transannularer Amid-Thio- 
ester-Wechselwirkung in zehn- und elfgliedrigen Ringen. 
(57) wurde durch Wasserabspaltung mit saurem AlzO3 (Ak- 
tivitat I) aus (3a) synthetisiert. 
Das Vorliegen des Gleichgewichts (2)  + (3) + (4) ergibt 
sich aus der Umwandlung von (36) in (46)  in AcetonIWas- 
ser, die durch Zusatz katalytischer Mengen an  OH@ b e  

schleunigt werden kann, sowie aus 

0 

00 

0 

der Methylierung von 
(36) mit CH3J unter S+Bedingungen, wobei das ambidente 
Anion (6) den S-Methylather von (26) .  Fp = 88-89 "C, bil- 
det. - Alle Verbindungen waren dunnschichtchromatogra- 
phisch und analytisch rein. 

Tabelle I .  Schmelzpunkte und IR-Spektren von Thiacyclolen und 
Cyclo-thiodepsipeptiden. 

Sa-Hydrosyd.7,8,9-tetrahydro-5aH, 11 H-pyrido[2.l-b]benzo- 
[e]-[f,3]thiuzin-II-on (3a): 

1.50 g (5.40 mmol) S-Acetyl-thiosalicyloyl-valerolactam (Fp= 
99-100 "C, dargestellt nach [31) in 30 ml Methanol werden 
mit 955 mg Ag-acetat ( 5 %  UberschuD) in 30 ml Methanol 
und 2 ml Pyridin unter Stickstoff versetzt, 30 min bei Raum- 
temperatur geruhrt, in Wasser gegossen und das kolloidal 
gelfiste Ag-thiolat mit NaNO3 ausgesalzen. Nach Absaugen 
wird in 50 ml Aceton/Wasser ( 5 :  1) gelfist, 15 min unter Ruh- 
ren H2S eingeleitet, vom AgzS abfiltriert und das Aceton im 
Vakuum abgezogen. Ausbeute 950 mg (75 %) kristallines 
Thiacyclol (30) vom Fp = 129-13OoC, das sich rasch gelb 
farbt unter Bildung von (57). in der Kuhltruhe bei -15 O C  

aber unverandert haltbar ist. - 10.0 g (3a)  werden aus einem 
Gemisch von 150 ml Aceton, 75 ml Wasser und 0,5 ml Tri- 
athylamin umkristallisiert. Bei Raumtemperatur kristallisie- 
ren 700 mg (40) .  Fp = 195-196°C (aus Eisessig). 
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