
Allen 2 unter [3 +2]-Cycloaddition und Abspaltung von 
CO zu einem carbocyclischen Funfring 6. Dabei wandert 
der Carbonylchromrest zur Phenylgruppe des urspriingli- 
chen Carbenliganden. Die Addition verlauft regiospezi- 
fisch und fuhrt unter Verlust dreier Chiralitatszentren (!) 
der Liganden von 4a und 5a zum gleichen Produkt 6, das 
kein Chiralitatszentrum, sondern eine Spiegelebene auf- 
weist, wie die 'H-NMR- (300 MHz) und '%NMR-Spek- 
tren (75 MHz) zeigen (Tabelle 1). 

In der Reaktionssequenz la+(4a  + 5a)+6 verliert der 
(CO),Cr-Rest sukzessive insgesarnt zwei Aquivalente CO. 
Interessanterweise werden diese in einer Parallelreaktion 
verbraucht: Aus zwei Aquivalenten 2 und einem Aquiva- 
lent CO entsteht in einer templatgesteuerten [2 + 2 + I]-Cy- 
cloaddition das 4-Methylencyclopentenon 7 .  Der Carben- 
kornplex l a  scheint diese Reaktion thermisch zu katalysie- 
ren. Die Bildung von 7 aus 2 lafit sich jedoch auch photo- 
chernisch rnit Cr(CO), induzieren. 

2 = 7  + c o  
C6H5 

2 

Cr(CO)6, hv 

oder: l a  
-> - - -  

0 

Arbeitsvorschrift 
Synthese von 4a, 5.. 6 und 7 :  326 mg (1.00 mmol) l a  werden rnit 348mg 
(3 mmol) 2 in einem verschraubbaren GlasgeflrR in 5 mL wasserfreiem To- 
luol unter LuftausschluB 2 h auf 4 5 T  erwiirmt. Nachdem la  verbraucht ist 
(DC-Test), wird eingedampft, in 2 mL Toluol aufgenommen und an Kiesel- 
gel chromatographiert. Man eluiert mit Petrolether/Dichlormethan (10 : 1) 
eine blaBgelbe Zone ( R p O . 7 )  mit 4. und 5a (250 mg, 60?? bezogen auf la,  
Produktverhaltnis 3 : I). Aus Petrolether bei -78°C laDt sich daraus 5. in 
gelben Kristallen, Fp -93.5"C. abscheiden. Mit Petrolether/Dichlormethan 
(4: 1) wird anschlienend eine gelbe Zone ( R f - 0 . 5 )  mit 6 eluiert (80 mg, 16Oh 
bezogen auf l a ,  Fp = 174°C. aus Petrolether bei - 78°C). Mit zunehmender 
Reaktionszeit steigt der Anteil an 6 auf Kosten des Anteils von 41 und 5a. 
SchlieDlich eluiert man mit Dichlormethan eine farblose Fraktion (Rr=0.5) 
mit 7 (200 mg, 77% bezogen auf la, Fp= 154.5"C. aus Ether). 
lb  bzw. lc  werden analog 8 h bei 20°C bzw. 6 h bei 80°C umgesetzt. Spek- 
troskopische Daten siehe Tabelle 1. 
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Sequentielle Konfigurationsanalyse von Peptiden** 
Von Thomas Bolte, Dahai Yu, Hans-Thomas Stuwe und 
Wilfied A .  Konig* 

Professor Ernst Bayer zum 60. Geburtstag gewidmet 
Die stereochemische Einheitlichkeit ist ein wichtiges 

Reinheitskriterium synthetischer Peptidwirkstoffe. Par- 
tielle Racemisierung laBt sich zwar zuverlassig durch Ka- 
pillar-Gaschromatographie an chiralen Trennphasen wie 
Chirasil-Val@['] oder XE-60-~-Valin-(S)-a-phenylethyl- 
arnid12] nachweisen und quantifizieren; jedoch werden da- 
bei fur die einzelnen Aminosauren nur summarische Werte 
erhalten. 

Fiir den Fall, daB die gleiche AminosZLure mehrfach in 
der Peptidsequenz auftritt, ware eine Bestimmung des Ra- 
cemisierungsgrades in Abhangigkeit von der Position wun- 
schenswert. Erst dann ist eine gezielte Modifizierung der 
Kupplungs- undloder Schutzgruppenstrategie - rnit der 
Absicht, die Racemisierung zu unterdriicken - moglich. 

Diese Frage liefie sich klaren, wenn die durch Edman- 
Abbau erhaltenen Phenylthiohydantoine (PTH-Derivate) 
auch auf ihre Enantiomerenreinheit hin uberpriift werden 
konnten. Davies und Mohammed['] konnten unter Verwen- 
dung chiraler Isothiocyanate zeigen, daB die Abspaltung 
der Thiocarbamoyl-aminosauren und deren Cyclisierung 
zu den Dihydrothiazolonen nicht racemisierungsfrei ab- 
Iauft, da ein Gleichgewicht rnit einer quasi-aromatischen, 
nicht chiralen tautomeren Form besteht. Mit chiralen Iso- 
cyanatenl4I konnte die Racemisierung zwar weitgehend un- 
terdriickt werden, die Ausbeute an diastereorneren Hydan- 
toinen war jedoch unbefriedigend und deren HPLC-Tren- 
nung unvollstandig. 

Gaschromatographisch gut trennbar sind dagegen Al- 
kylcarbamoyI-aminosa~reester[~~. Auf dieser Grundlage 
haben wir ein Verfahren ausgearbeitet, das es ermoglicht, 
die Aminosauren eines linearen Peptids unter Erhaltung 
der Konfiguration sequentiell vom N-Terminus her abzu- 
bauen (Schema 1). Dam wird das Peptid 1 (0.5-1 rng) rnit 
tert-Butylisocyanat und Pyridin (3 : 5 ,  30°C, 45 min) zum 
tert-Butylcarbamoyl-peptid 2 umgesetzt und anschlieBend 
rnit einer Liisung von Chlorwasserstoff in Isopropylalko- 
hol (1.0 N, IOO"C, 30 min) behandelt. Die N-terrninale 
Aminosaure wird dabei als tert-Butylcarbarnoyl-aminosau- 
re-isopropylester 3 abgespalten. Nach Extraktion von 3 
rnit Chloroform konnen die Enantiornerenanteile durch 
enantioselektive Gaschromatographie sehr exakt bestirnmt 
werden (a-Werte 1.07-1.1 1 an einer 25-m-Glaskapillare 
mit XE-60-~-Valin-(S)-a-phenylethylamid). 

R O  
I II 

t Bu-N=C=O + H2N-CH-C-NH-Peptid + 
1 

0 R O  
II I II iPrOH/HCL t Bu-NH-C-NH-CH-C-NH-Peptid 

2 

0 R O  
II I II 

tBu-NH-C-NH-CH-C-0-iPr + H2N-Peptid 

3 
Schema 1. Reaktionsbedingungen siehe Text. 
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Bei Verwendung von Isopropylisocyanat und methano- 
lischer HCI bilden sich unter den angegebenen Bedingun- 
gen neben Isopropylcarbamoyl-aminosaure-methylestern 
auch N-Isopropylhydantoine, die zwar ebenfalls gaschro- 
matographisch getrennt werden konnen, jedoch nicht vo1- 
lig konfigurationsstabil sind. In einigen Fallen erwies es 
sich als vorteilhaft, das Peptid vor der Umsetzung rnit Iso- 
cyanat rnit HCI/Isopropylalkohol (1.0 N) zu verestern, 
denn die Loslichkeit in Pyridin und der Umsatz zum Carb- 
amoylderivat werden dadurch haufig verbessert. 

Ein vollstandiger Abbau von Peptiden in der Grii13en- 
ordnung von 8-10 Aminosiiuren gelang rnit 0.5-1 mg Aus- 
gangsmaterial. 

Die Methode wurde unter anderem bei der Untersu- 
chung eines synthetischen Octapeptids der Sequenz H-Val- 
Ala-Leu-Ala-Lys-Lys-Ile-Leu-NH2 eingesetzt, bei dem die 
gaschromatographische Uberpriifung auf Racemisierung 
nach Totalhydrolyse fur Leu den ungewohnlich hohen 
Wert von 8.7% D-Enantiomer ergab. Durch sequentiellen 
Abbau wurde fur Leu' rnit 1.1% D-Anteil ein durchaus iib- 
licher Wert nachgewiesen, wohingegen 10.2% D-Anteil fur 
das C-terminale Leu weit auBerhalb des erwarteten Berei- 
ches lag. Dieser Befund 1aRt sich damit erklaren, daR das 
Peptid nach dem Verfahren von Sheppard et aL1"" an ei- 
nem Polyacrylamidharz als festem TrHger synthetisiert 
worden war. Dabei wurde das C-terminale Leu unter 4- 
Dimethylaminopyridin-Katalyse rnit dem am Polymer ge- 
bundenen Ankermolekiil 4-Hydroxymethylbenzoesaure 
verestert. Die zur vollstandigen Veresterung notwendigen 
langen Reaktionszeiten diirften fur die ungewohnlich 
starke Racemisierung maageblich sein. 

Der Vergleich der nach Totalhydrolyse und der nach se- 
quentiellem Abbau bestimmten Racemisierungsanteile 
(Tabelle 1) 1aBt erkennen, da13 auch die Hydrolyse des 
Peptids in 6 N HCI zur Racemisierung beitragt. 

Tabelle 1. Anteil an o-Enantiomeren beim synthetischen Octapeptid 1. Gas- 
chromatographische Untenuchung der N-Trifluoracetyl-aminosPure-isopro- 
pylester nach Totalhydrolyse und der rert-Butylcarbamoyl-aminos8ure-iso- 
propylester nach sequentiellem Abbau. 

1 2 3 4 5 6 7 8  
H-Val-Ala-Leu-Ala-Lys-Lys-Ile-Leu-NH, 1 

Totalhydrolyse 
D-Enantiomer [Yo] 

Sequentieller Abbau 
o-Enantiomer [%l 

C Ala 3.6 
Val 1 . 1  

2 Leu 8.7 
Ile 2.2 

Lys 3.8 

Ala' 0.8; Ala' 1.2 
Val <0.3 
Leu' 1.1: Leu8 10.2 
Ile 2.2 
[a1 

[a] Siehe Text. 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit fur das hier be- 
schriebene Verfahren bietet sich bei der Untersuchung von 
Peptidantibiotica an, in denen D- und L-Aminosiluren in 
unterschiedlichen Positionen vorkommen. 

Bei einigen Aminosauren (Lys, His, Arg, Trp) sind die 
Carbamoylderivate fur gaschromatographische Untersu- 
chungen nicht ausreichend fliichtig. Hier kiinnte die 
HPLC rnit chiralen Tragermaterialien alternativ eingesetzt 
werden. Erste positive Trennergebnisse wurden an Kiesel- 
gelen erhalten, die durch kovalent gebundene Glucosederi- 
vate modifiziert waren[". 
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Totalsynthese des enantiomerenreinen 
Flechten-Makrolids ( + )-Aspicilin** 
Von Gerhard Quinkert*, Nana Heim, Jurgen Glenneberg, 
Uta-Maria Billhardt, Volker Autze. Jan W. Bats und 
Gerd Dumer 

Nachdem wir kiirzlich die absolute Konfiguration der 
Titelverbindung bestimmt1I1 und einen neuen synthetischen 
Zugang gerade auch zu lggliedrigen Makroliden erschlos- 
senl'l haben, synthetisierten wir nun das erste iiberhaupt 
bekannt gewordene Flechten-Makrolid. Das Kernstuck 
unserer Synthese von (+)-Aspicilin 8 ist die Photolactoni- 
sierung der diastereomeren o-Chinolacetate 1 und 3 (iiber 
das seco-isomere Dienketen 2I3l) zu den diastereomeren 
Makroliden 4 und 6 (69%, Verhaltnis 2.5 :ll4l; siehe 
Schema 1). Das Gemisch der Photolactone 4 und 6 geht, 
ohne da13 der Lactonring je wieder geoffnet wurde, uber 
das Dienonlacton 5 und das Dienollacton 7a in die enan- 
tiomerenreine Zielverbindung 8 uber. 

Durch chemoselektive Azidolyse[61 der Enolacetatgrup- 
pierung von 4 und 6 sowie anschliel3ende Eliminierung 
des Benzolsulfinat-Ions erhalt man ein 1 : 1 : 2-Gemisch 
von 5 mit seinem (E,E)- und (Z,E)-Stereoisomer. Das 
(E.Z)-Diastereomer 5 ist rnit 72proz. Ausbeute (bezogen 
auf das eingesetzte Gemisch der Photolactone 4 und 6) 
isoliert worden: 22% unmittelbar nach azidolytischer Eli- 
minierung, der Rest nach Photoisomerisierung der (E,E)- 
und (Z.E)-Stereoisomere von 5 mit Licht der Wellenlin- 
gen > 340 nm[']. 

Reduktion der Ketogruppe mit dem Yamamoto-Rea- 
gens[*] wandelt das Dienonlacton 5 bei -90°C in Toluol 
rnit bemerkenswert hoher Stereoselektion praktisch aus- 
schlieBlich in das Dienollacton 7a (96%) urnR. Die relative 
und - da der (S)-Chiralitatssinn an C-17 durch Verwen- 
dung von 12 bekannt ist (siehe Schema 2) - auch die abso- 
lute Konfiguration von l a  sind durch Einkristall-Rantgen- 
strukturanalyse von rac-7b festgelegt worden["'. Das be- 
reits vor der Reduktion vorhandene Chiralitatszentrum C- 
17 bestimmt durch die Tendenz der CH,-Gruppe, die 
pseudo-aquatoriale Lage einzunehmen, die dominierende 
Konformation des Dienonlactons 5. Wegen der bevorzug- 
ten Annaherung des Reduktionsmittels aus dem weniger 
besetzten Halbraum["l bestimmt C-17 auch die Konfigura- 
tion des Dienollactons 7a"21. Von 7a gelangt man durch 
Einwirkung von Os04 in Gegenwart von Pyridin bei 
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