fiir treten neue Peaks auf, die von Telluroessigsiuretrime-
thylsilylester 4 stammen (m/z 246, M® fiir *°Te). Der Zer-
fall von 4 und die Bildung der Endprodukte (E)- und (Z)-
5§ wurden massenspektroskopisch verfolgt®.

] 1
[(CH;)38i];Te + HyC—C~Te~C~CH, —>

2 3a
Te
7z
2 H3CC\ o 2 T
OSi(CHj,)s
4
HSC\ JCH, H3C\ /OSi(CI]:,):,
/C:C\ + /C=C\
(CH,3)3S1i0 OSi(CHj,), (CH;)4Si0 CHj,
(z2)-5 (E)-5

Die Bildung von 4 wird durch die Kniipfung der Si—O-
Bindung begiinstigt'”. Nach 12-15 h bei Raumtemperatur
ist die NMR-spektroskopisch bestimmte Ausbeute an §
(Isomerengemisch, (E)-5 :(Z)-5 =~ 55 :45) praktisch quanti-
tativ (Ausbeute nach Destillation (Kp=68-78°C/20
mbar): 60-70%)!"". Die 2-Butenderivate 5 bilden sich
auch, wenn man 2 mit dquimolaren Mengen an Acetyl-
chlorid 1a umsetzt (Ausbeute nach Destillation: ca. 70%);
in exothermer Reaktion scheidet sich Tellur ab, und es tritt
eine blaue Farbe auf. Demnach reagiert Acetylchlorid 1a
mit 2 im Sinne einer Acyloinkondensation, die wie im Sy-
stem (CH;);SiCl/Na zum Endioldisilylether fiihrt!'Y. Die
tiefblaue Farbe riihrt von der labilen Zwischenstufe 4 her,
die eine C=Te-Bindung hat. Bei der Reaktion von 2 mit
dquimolaren Mengen an Pivaloylchlorid 1b (oder auch
an 3b) liBt sich der entsprechende Telluroester
tBuC(=Te)OSi(CHs,); im Gemisch nachweisen!'?; im UV/
VIS-Spektrum erkennt man die fiir die C=Te-Gruppe cha-
rakteristischen Absorptionen bei A=624 und 350 nm
(blaue Ldsung in n-Pentan)!"\. In diesem Fall tritt - wahr-
scheinlich aus sterischen Griinden - keine acyloinartige
C,C-Verkniipfung ein!'?,

Der spontane Zerfall des von sperrigen Substituenten
freien Esters 4 bei Raumtemperatur unter Bildung einer
C=C-Bindung und Abscheidung von elementarem Chal-
kogen ist in der Carbonylchemie ohne Vorbild. Formal 4h-
nelt diese Reaktion der photochemischen Entschwefelung
von Thioestern RC(=S)OR"* 14,

Arbeitsvorschrift

3a: Zu 3.58 g (45.6 mmol) 1a gibt man bei - 30°C unter Argon tropfenweise
2.26 g (8.3 mmol) 2. Danach wird die braune Suspension noch 30 min bei
—30°C gerohrt, und dann werden bei 0°C Chlortrimethylsilan und iiber-
schiissiges Acetylchlorid unter vermindertem Druck entfemnt. Es bleiben 1.3 g
(74%) 3a als gelborange Fliissigkeit zuriick [6]. - Entsprechend erhilt man
aus 3.2 g (26.5mmol) 1b bei —10 bis —20°C mit 1.5g (5.5 mmol) 2 14¢
(85%) 3b als tiirkisfarbene Flissigkeit [6].

Eingegangen am 29. Juli,
verinderte Fassung am 4. September 1985 [Z 1401}
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[6] 3a: gelbe Fliissigkeit; '"H-NMR (C¢Ds, TMS ext.): §=2.1; MS (70 eV/
70°C): m/z 216 (38%, M®), 188 (1, M® —CO), 174 (4, CH;COTeH®), 173
(4, CH3COTe®), 143 (7, CH,Te®), 130 (26, Te®), 44 (38, CH,COH®), 43
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Film): v=260 (m), 460 (w), 555 (vs), 800 (w), 845 (w), 910 (m), 942 (m),
1073 (s), 1090 (sh), 1122 (w), 1226 (w), 1260 (w), 1342 (m), 1410 (m), 1712
(vs), 1756 (m), 1822 (w), 2915 (w), 2990 (w), 3410 (w) cm . - 3b: gelb-
griinliche Flissigkeit, "H-NMR (C,Hs, TMS ext.): §=1.7; MS (70 eV,
70°C): m/z 300 (5%, M®), 272 (5, M® — CO), 216 (2, C4sH,COTeH®), 130
(8, Te®), 86 (38, C4Ho,COH®), 85 (100, C4Ho,CO®); korrekte Elementar-
analyse: IR (Csl/Nujol): v=1705 (vs), 1752 (m) cm~".

[7] Ahnlich verlauft die Hydrolyse von Dibenzoylselenid zu Dibenzoyldi-
selenid: H. Ishihara, S. Kato, Tetrahedron Lett. 1972, 3751. Diacylditel-
luride eritstehen auch bei Reaktionen von Na,Te mit Acylhalogeniden:
W.-W. du Mont, T. Severengiz, unverdffentlicht.

[8] MS-Daten von 4 (70 eV, 70°C): m/z 246 (10%, M®), 117 (92,

M®—Te+1), 75 (40, (CH,),SiOH®), 73 (100, (CH,):Si®), 45 (56%,

CH;CHOH), 43 (48%, CH;CO®). Die Signale von 3a nehmen zugunsten

der Signale von (E)- und (Z)-§ (m/z 232 (M®)) ab: bereits nach 2-3 h

bei Raumtemperatur hat der liberwiegende Teil von 4 zu § reagiert.

Zur Rolle der Si-O-Verkniipfung bei Thio- und Selenoestern: a) S, Kato,
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gew. Chem. 93 (1981) 836; Angew. Chem. In1. Ed. Engl. 20 (1981) 789
(*H-NMR (CDCl): §=0.09 (18H), 1.63 (6 H); Kp=64°C/12 mbar); b)
(Z)-5/(E)-5: "H-NMR (C¢Hg): 5=0.29 und 0.38 (je 18 H), 1.83 und 2.0
(je 6H); Kp=68-78°C/20 mbar; MS: m/z 232 (0.5%, M®).

[11] K. Rihlmann, Synshesis 1971, 236.

[12] BuC(=Te)OSi(CH,)s: MS (70 eV, 70°C): m/z 288 (5%, M® mit '*°Te),
216 (1, C4HoCOTeH), 159 (100, CsH;COHSI(CH,)8 & M® —Te +1), 130
(4, Te®), 86 (80, C4H,COH®), 85 (100, C4HsCO®), 73 (100, (CH;):Si®).
Versuche zur Reinigung sind im Gange. Destillation liefert folgende
Zersetzungsprodukte: Kp=25-27°C/1 mbar: 2 ['"H-NMR (C¢Hg):
§=0.65; MS: m/z 276 (M®)] und Bu,Te ['H-NMR (C¢Hq): 6=1.75;
MS: m/z 244 (M®)]; Kp=>50-52°C/1 mbar: tBu,Te, ['H-NMR (C¢He):
§=1.7; MS: m/z 374 (M® fiir 2- **Te)] und (CH,);Si—~Te—t-C,H, ['H-
NMR (C¢Hg): 6=0.39, 1.25; MS: m/z 260 (M®)]. Zusammen etwa 70%
Ausbeute bezogen auf 2 und 3b. Der Vorlauf enthilt [(CH,),Si],0 (m/z
147 (M® - 15)).

[13] U. Schmidt, K. H. Kabitzke, Angew. Chem. 76 (1964) 687; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 3 (1964) 641.

[14] Anmerkung bei der Korrektur (6. November 1985): Ein verwandter Re-
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anderem zum Olefin (EtO,C),C=C(CO,Et), fohrt: R. W. Saalfrank, W.
Rost, Angew. Chem. 97 (1985) 870; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 24
(1985) 855.
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Strukturaufklirung von Epidermin,
einem ribosomal synthetisierten,
heterodet tetracyclischen Polypeptid-Antibioticum

Von Hermann Allgaier, Giinther Jung*, Rolf G. Werner,
Ursula Schneider und Hans Zihner

Wir isolierten einen neuen Wirkstoff aus dem Kulturfil-
trat von Staphylococcus epidermidis Tii 3298, der insbeson-
dere gegen die bei Akneerkrankungen auftretenden Erre-
ger Propionibacterium acnes sowie gegen Staphylokokken
und Streptokokken hochwirksam ist (Abb. 1). Nach Ad-
sorption an Amberlite XAD-8, Chromatographie an Se-
phadex LH-20 sowie zwei Reinigungsschritten durch mul-
tiplikative Gegenstromverteilung konnte das Antibioticum
rein isoliert werden.

Das saure Totalhydrolysat von Epidermin enthielt drei-
zehn Proteinaminosiuren, zwei Lanthionine und ein 3-Me-
thyllanthionin. Die meso- bzw. (2S,3S,6R)-Konfiguration

{*] Prof. Dr. G. Jung, Dr. H. Allgaier
Institut far Organische Chemie der Universitit
Auf der Morgenstelle 18, D-7400 Tiibingen
Priv.-Doz. Dr. R. G. Wemer
Abteilung Biotechnische Verfahren der Dr. Karl Thomae GmbH
D-7950 Biberach
Prof. Dr, H. Zdhner, Dr. U. Schneider
Institut fiir Biologie, Mikrobiologie 1 der Universitit
Auf der Morgenstelle 28, D-7400 Tibingen

0044-8249/85/1212-1052 $ 02.50/0 Angew. Chem. 97 (1985) Nr. 12



meso-Lanthionin 3-Methyltanthionin

o
CH, S—CH,  (SICH s CH,
2 & 5 8 9 10 2 B3
H- lle Ala-NH-CH-CO-Lys-Phe-lle-NH-CH-CO-NH-CH-CO-Pro-Gly-HN-CH-CO-Ala-Lys —
(S} (R) sy (R}
(l:HJ meso-Lanthionin
CH CH, s CH,
u 15 T S R ) 2)

—HN-C-CO-Gly-HN-CH-CO-Phe-Asn-HN-CH-CO-Tyr-HN-CH-CO-NH-CH

@ (s) [ ®)
CH;——————S—— CH
S-(2-Aminovinyl)-p-cystein

Abb. 1. Sequenz des heterodet cyclischen 22-Peptid-Antibioticums Epider-
min. Trypsin spaltet hinter Lys'* in die Fragmente P1 und P2 (vgl. Abb. 2).
Alle chiralen Aminosiuren ohne Konfigurationsangabe haben L-Konfigura-
tion, das heilBt, sie gehdren der (S)-Reihe an (Ausnahmen sind schwefelhal-
tige Aminosiuren wie Cystein: L-Cys ist (R)-konfiguriert).

von Lanthionin bzw. 3-Methyllanthionin wurde durch
Gaschromatographie an chiraler stationdrer Phase be-
stimmt!". In den Kernresonanzspektren des Antibioticums
waren zwei ungesittigte Aminosiduren zu detektieren, wel-
che bei saurer Totalhydrolyse vollstindig zerstért wurden
(Tabelle 1).

Tabelle 1. Charakterisierungsdaten von Epidermin. Dhb = Dehydroamino-
buttersiure (2-Amino-2,3-didehydrobuttersdure).

Aminosidurenzusammensetzung: L-Asn (1), L-Pro (1), Gly (2), L-Ala (2), L-lle
(2), L-Tyr (1), L-Phe (2), L-Lys (2), Dhb (1), meso-Lanthionin (2), (25.35,6R)-
3-Methyllanthionin (1), S-(2-Aminovinyl)-n-cystein (1)
Diinnschichtchromatographie (Kieselgel-Fertigplatten 60 F,s4, Merck): Chlo-
roform/Methanol/17proz. Ammoniak (2:2:1), R, =0.73; 1-Butanol/Eises-
sig/Wasser (4:1:1), R:=0.05

Massenspektren: Fragment P1 {M+H]*: m/z 1302 (FAB-MS), Fragment P2
[M + Na]* : m/z 904 (FD-MS)

UV-Spektrum  (c=0.15 mg/mL, Wasser, pH=7): An,,=267nm,
Emax = 11000

Ausgangspunkt der Sequenzierung des komplexen basi-
schen Polypeptids war die tryptische Spaltung in ein N-
terminales Fragment P1 und ein C-terminales Bruchstiick
P2. Beide Fragmente konnten leicht voneinander getrennt
werden, da P2 bei der enzymatischen Spaltung von Epider-
min ausfiel.

Vom tryptischen Fragment P1 konnte C-terminales Ly-
sin durch Umsetzung mit Carboxypeptidase B abgetrennt
werden (Abb. 2). Eine anschlieBende Entschwefelung mit
Raney-Nickel? ergab ein briickenfreies Dodecapeptid 1-
12, das durch FAB-MS und Edman-Abbau im Gasphasen-
sequenator sequenziert wurde. Eine weitere Fragmentie-

| Epidermin]
Trypsin

I N-terminales Fvagmentﬂ

1 B
N-terminales Fragment P\J C-terminales Fragment P2

Carboxypeptidase B

Peptid P 12 t ]
Carboxypeptidase A Raney-Nickel Endoproteinase Lys-C

l Peptid P12-0 l

Leucin-Aminopeptidase

Peptid P12-1 Dodecapeptid 1-12
Trypsin
Tetrapeptid 1-4 [Octapop(id 5-l2] LPep(id P12ﬂ

[ C-terminales Fragment FFI

Raney -Nickel

{—l T a-Chymotrypsin . - a-Chymotrypsin -
P21{14-20) | { H-Ala*'-NHE? Peptid P21 Peptid P22 Peptid P22-0

HCL, H;0 HCL, H,0
H-0-Ala-Phe-OH Peptid P22-2

[H-6ty-0-Ala-Phe-oH| IH-u-AIa-Tyr-Ala-NHET‘l [Peptia P22-1]

S-CH=(I:H
Fragment P1 H-lle-Ala-o-Ala-Lys-Phe-lle- Ala-D- Abu-Pro-Gly-Ala-Ala-1ys-OH Fragment P2 C3H5-CO-CO-Gly-p-Ala-Phe-Asn-p-Ala-Tyr-Ala-NH
s— L s L
Peptid P12 H-lle-Ala-p-Ala-Lys-Phe-lle- Ala-0-Abu-Pro-Gly- Ala-Ala-OH Peptid P21 C;H5-CO-CO-Gly-0-Ala-Phe-Asn-0-Ala -Tyr-Ala-NHEt
S—] LS
Peptid P22 C,Hg-CO-CO-Gly-0-Ala-Phe-Asn-n-Ala-Tyr-Ala-NHEt
Peptid P12-0 H-lle-Ala-p-Ala-Lys-OH  H-Phe-lle-Ala-b-Abu-Pro-Gly-Ala-Ala-OH s
]
s S
Peptid P21(14-20) C,Hg-CO-CO-Gly-n-Ala-Phe-Asn-p-Ala-Tyr-OH
Peptid P12-2 H-lle-Ala-p-Ala-Lys-OH H-lle- Ala-D- Abu-Pro-Gly-Ala-Ala-OH
s 5 Peptid P22-0 C;H5-CO-CO-Gly-0- Ala-Phe-Asn-n-Ala-Tyr-OH H-Ala-NHEt
Peptid P12-1 H-lle-Ala-p- Ala-Lys-Phe-lle- Ala-0- Abu-Pro-Gly-Ala-OH 5
s— L Peptid P22-1 H-0-Afa-Phe-OH H-0-Ala-Tyr-Ala-NHEt
Dodecapeptid 1-12 H-lte-Ala-p-Ala-Lys- Phe-lle- Ala-0-Abu-Pro-Gly-Ala- Ala-OH S
Peptid P22-2 H-Gly-0-Ala-Phe-OH H-p-Ala-Tyr- Ala-NH
Tetrapeptid 1-&4  H-lte-Ala-0-Ala-Lys-OH et y-o-Aa-the a-Tyr-Ala-NHEL
S

Octapeptid 5-12 H-Phe-lle-Ala-b-Abu-Pro-Gly-Ala-Ala-OH

Abb. 2. Strukturaufklirung von Epidermin. Die den N-Termini niherstehenden Hiilften der Thioetheraminos&uren sind jeweils an C, D-konfiguriert (vgl. Abb. 1).

Ohne diese exzessive Fragmentierung des Molekiils ist die Zuordnung der Thioetherbriicken nicht méglich. DAIa AIa: meso-Lanthionin; D-Alfi _Ajla:

(25.35.6R)-3-Methyllanthionin; v- Ala CH=CH NH;: §-(2-Aminovinyl)-D-cystein. s
Ls
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rung des Dodecapeptids in die Peptide 1-4 und 5-12 ge-
lang durch nochmalige tryptische Spaltung. Die Lage der
Schwefelbriicken in P1 konnte durch Reaktionen mit
Carboxypeptidase A und B, Trypsin sowie Endoproteinase
Lys-C in Kombination mit Edman-Abbau und FAB-MS
bestimmt werden (Abb. 2).

Das in Wasser unlésliche tryptische Fragment P2 war N-
terminal mit 2-Oxobuttersdure und C-terminal durch die
e-Aminogruppe der Aminosidure S-(2-Aminovinyl)-D-cy-
stein blockiert. Der 2-Oxobutyryl-Rest entstand bei der
tryptischen Spaltung, bei der die nach Lys'? folgende De-
hydroaminobuttersdure (Dhb) umgewandelt wurdel®., S-(2-
Aminovinyl)-D-cystein, unter den Bedingungen der sauren
Totalhydrolyse ebenfalls labil, lieB sich durch Hydrierung
des nativen Antibioticums in die stabile, durch Aminosiu-
renanalyse sowie mit massenspektrometrischen Methoden
nachweisbare Aminosiure S-(2-Aminoethyl)-D-cystein
tiberfiihren.

Schiiisselreaktion zur Strukturaufklarung von P2 war die
Entschwefelung mit Raney-Nickel®, $-(2-Aminovinyl)-D-
cystein wurde dabei vollstindig in p-Alanin und C-termi-
nales N-Ethylamid iiberfiihrt. Unter den gewihlten Bedin-
gungen war meso-Lanthionin nur teilweise zu entschwe-
feln, so daB3 das briickenfreie Peptid P21 und das Peptid
P22 resultierten, welches noch eine meso-Lanthionin-
Briicke enthieit (Abb. 2). Die Sequenzierung des C- und
N-terminal blockierten Peptids P21 gelang durch saure
Partialhydrolyse. Die Zuordnung der Schwefelbriicken in
P2 wurde durch eine Kombination von enzymatischen und
acidolytischen Spaltungen sowie FAB-MS erreicht.

Das 22-Peptid (Docosapeptid) Epidermin gehort wie Ni-
sin und Subtilin® zur Klasse der heterodet polycycli-
schen Peptid-Antibiotica. Von den letztgenannten unter-
scheidet es sich jedoch nicht nur erheblich in der Primir-
struktur, sondern auch durch seine extrem starre Konfor-
mation, wie vergleichende CD-Untersuchungen zeigen.
Das kiirzlich beschriebene heterodet polycyclische Peptid
Ancovenin'® wirkt nicht antibiotisch, hemmt jedoch das
Angiotensin-I-konvertierende Enzym ACE.

3 § 7 8 9 0 WM 12 13 1% B 6 7 W@ 9 21 2

R'- Ile All Ser- Lys Ph- lle-Cys-Thr-Pro-Gly-Cys - Ala-Lys-Thr-Gly-Ser- Phe-Asn-Ser-Tyr-Cys-Cys-R2

lEnzyrne
S

12 3 4 5 B 7 B 9 10 M N2 3 W 5 6 17 B W 20 2 22
H-lle-Ala-Ala-Lys-Phe-lle-Ala-Abu-Pro-Gly-Ala-Ala-Lys-Dhb-Gly-Ala-Phe-Asn- Ala-Tyr- Ala-Ala-OH

] o
N B SR
Enzyme (-CO;,-H,}

5 6 7 8 9 W0 M 12 93 1w W W 17 @8 9 20 2

H- llz Ala- Ala-Lys-Phe-Ile-Ala- Abu Pro-Gly-Afa-Ala-lys -Dhb-Gly- Ala FPhe-Asn- Ala Tyr-Ala-NH

(ISR [ S L

Abb. 3. Mogliche Biosynthese von Epidermin aus einem postulierten riboso-
malen Precursor. Die Reihenfolge der Schritte - Dehydratisierung von Serin
und Threonin, Addition der SH-Gruppe von Cystein unter Bildung der
Schwefelbriicken, Abspaltung von CO; und H;, C-terminale Bildung von S-
(2-Aminovinyl)-D-cystein — wird zur Zeit durch Isolierung entsprechender
Zwischenstufen Gberpriift (siche Text). R' und R? wurden nicht definiert:
meso-Lanthionin und 3-Methyllanthionin werden wie in Abb. 2 abgekiirzt;
die Konfigurationsbezeichnung D ist jedoch jeweils unter ,, Ala* gesetzt.

Die Zugabe von Inhibitoren der Protein- oder RNA-
Synthese (Erythromycin, Rifampicin) zu Kulturen von
Staphylococcus epidermidis unterband die Antibiotica-Pro-
duktion vollstindig. Epidermin gehért demnach zu den
wenigen Antibiotica, die aus einem ribosomal synthetisier-
ten Vorlidufer (Abb. 3) durch posttranslationale, enzymati-
sche Modifikation gebildet werden!”. Durch Dehydratisie-
rung von Ser>, Thr®, Thr'#, Ser'® und Ser'® entstehen dabei
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22
S-CH=CH

Dehydroalanin (Dha) und Dehydroaminobuttersiure
(Dhb). Die anschlieBende oder synchrone Addition von
Thiolgruppen der Cysteinreste in den Positionen 7, 1, 21
und 22 an die CC-Doppelbindungen von Dha und Dhb
fihrt unter Bildung von Sulfidbriicken zu meso-Lanthionin
und (25,3S,6R)-3-Methyllanthionin. Die C-terminale neue
Aminosdure S-(2-Aminovinyl)-D-cystein entsteht vermut-
lich durch enzymatische oxidative Decarboxylierung, wih-
rend die mittelstindige Dehydroaminobuttersiure nicht
abgesittigt wird. Wir versuchen zur Zeit, Precursor-Pro-
teine mit Hilfe von Antikérpern gegen synthetische Seg-
mente der postulierten Prosequenz zu detektieren und zu
isolieren, um diese Biosynthese experimentell nachvollzie-
hen zu kdnnen.

Eingegangen am 29. Juli 1985 ([Z 1403]
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o,p’-Dibenzol **

Von Ralf Braun, Matthias Kummer, Hans-Dieter Martin*
und Mordecai B. Rubin*

Die Familie der (CH),,-Kohlenwasserstoffe schlieB3t
eine Anzahl formaler Benzoldimere ein, zu welchen die
[2+42]}- und [4+4])-Addukte 1 und 2, bzw. 3 sowie Ansara-
dien 4 und das [4+2)-Dimer Tricyclo[6.2.2.0*"}Jdodeca-
3,5,9,11-tetraen (,,0.p’-Dibenzol*) § geh6ren. Obwohl diese
Dimere besonders im Hinblick auf ihre Cycloreversion zu
Benzol theoretisches Interesse beanspruchen!', ist nur we-
nig iber sie bekannt; lediglich 2% und 4> wurden be-
schrieben. § wurde in der Ligandsphire eines Ubergangs-
metallkomplexes erzeugt®; beim Versuch, § daraus freizu-

o0 ar

5 A5

[*] Prof. Dr. H.-D. Martin, Dipl.-Chem. R. Braun,
Dipl.-Chem. M. Kummer
Institut fiir Organische Chemie 1 der Universitat
Universitdtsstraie 1, D-4000 Diisseldorf
Prof. Dr. M. B. Rubin
Department of Chemistry
Technion - Israel Institute of Technology
Haifa (Israel)

[**] Kleine und mittlere Ringe, 55. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen indu-
strie und der BASF AG sowie teilweise vom Technion-Fonds fiir For-
schungsférderung unterstiitzt. M. K. dankt der Minerva Gesellschaft fiir
ein Stipendium. - 54. Mitteilung: K. Beck, S. Hilnig, G. Kleefeld, H.-D.
Martin, K. Peters, F. Prokschy, H. G. von Schnering, Chem. Ber., im
Druck.
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