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(Boc-CH;), 37.4 (CH,), 78.6 (Boc-C,), 128.6 (C3,,), 134.6 (CJ.), 137.0 (C.).
1484 (C4,,), 155.7 (Boc-CO), 159.6 (C2,,), 161.9 (C2,), 162.9 (COOH).

23: Aus 22 (0.32 g, 1 mmol) wie fiir 7 beschrieben. Kristallisation aus Ethanol/
Ether. Ausbeute 0.42 g (93%); homogen (DC-System A). — ESI-MS: m/z: 448
[M + H]*, 470 [M + Na]*, 492 [M + 2Na]*.
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Synthese des DNA-Gyrase-Inhibitors
Microcin B17, eines Peptidantibiotikums mit
43 Aminosiuren und acht aromatischen
Heterocyclen im Peptidriickgrat **
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Professor Helmut Zahn zum 80. Geburtstag gewidmet

Die vollstindige Strukturaufklirung des hochst ungew6hnli-
chen Polypeptids Microcin B17 (McB17)!: 2], eines DNA-Gy-
rase-Inhibitors, ergab, daB} vier Oxazol- und vier Thiazolringe in
seinem Peptidriickgrat aus 43 Aminosduren enthalten sind.
McB 17 hemmt die DN A-Replikation mit bemerkenswert hoher

enylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Strategie ausgehend von Fmoc-
Ile-Wang-Harz synthetisiert. Die Fmoc-Aminosiduren wurden
mit 2-(1H-Benzotriazol-1-y1)-1,1,3,3-tetramethyluroniumtetra-
fluoroborat (TBTU)/N-Hydroxybenzotriazol(HOBt)/Diisopro-
pylethylamin(DIEA) in dquimolarem Verhéltnis gekuppelt und
der Verlauf der Reaktion mit Ninhydrin iberpriift. Da die
schrittweise Synthese des an Glycinresten reichen N-terminalen
Teils Probleme bereitete, setzten wir Fmoc-Gly-Gly-OH, Fmoc-
Gly-Gly-Gly-OH, Fmoc-Ile3-Gly*-OH und Boc-Val'-Gly2-OH
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an den entsprechenden Positionen ein (Abb. 1). Besonders Boc-
Val!-Gly2-OH, Fmoc-Ile3-Gly*-OH und Fmoc-Gly*-Gly®-OH
mullten zweimal gekuppelt werden. Das Peptid wurde mit Di-
methylsulfid/m-Kresol/Ethandithiol/ Trifluoressigsdure
(3:3:3:91) innerhalb 1h bei Raumtemperatur vom Harz abge-
spalten und mit Ether gefallt.

Rohes synthetisches McB17 wies eine Reinheit von ca. 50 %
auf und wurde chromatographisch mit semiprdparativer
HPLC [Nucleosil 300 C18 5 um, 8 x 250 mm; CH,CN/H,O mit
0.1%iger Trifluoressigsdure (TFA)] gereinigt (Reinheit
>95%). Die Ubereinstimmung von gereinigtem synthetischen
McB17 mit nativem wurde durch HPLC (Abb. 2), Elektro-
spray-Massenspektrometrie (ESI-MS) und heteronuclearer 2 D-
NMR-Spektroskopie bestétigt. Das Massenspektrum von syn-
thetischem Microcin B 17 zeigt Signale eines doppelt und eines
dreifach geladenen Molekiilions mit der zu erwartenden Masse
(Abb. 2). Die Enantiomerenreinheit des HPLC-gereinigten
McB17 wurde gaschromatographisch iiber ein derivatisiertes
Hydrolysat (48 h) an einer Chirasil-Val-Sédule bestimmt und lag
innerhalb der {iblichen Toleranz (<1%).

e laaateaadlaaad

Histidins acht weitere Signale, die den CH-Gruppen der acht
fiinfgliedrigen Heteroarene zugeordnet werden koénnen. Die
Thiazolringe weisen eine chemische Verschiebung fiir 13C zwi-
schen 6 =125 und 130 und die Oxazolringe zwischen § =140
und 146 auf. Das Spektrum des synthetischen Produkts zeigt
deutlich die Signale der heteroaromatischen Modifikationen,
die genau mit denen des natiirlichen McB17 iibereinstimmen
(Abb. 3). Lediglich das CH-Signal des Restes an Position 29

[M+3H]"
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Abb. 2. HPL-Chromatogramm von gereinigtem synthetischem Microcin B17

(oben) und ESI-Massenspektren des synthetischen (Mitte) und des gereinigten na-
tiven {unten) Microcins B17 (M, = 3094).

2D-'H, *C-HSQC-Spektren wurden aufgenommen, um die
Struktur des aus 43 Aminosduren bestehenden Peptids zu besti-
tigen. Hierbei konnten wir auf unsere vollstindige NMR-Si-
gnalzuordnung sowohl des ' °N- als auch des '3C, **N-markier-
ten natiirlichen McB17 zuriickgreifen'®. Wie erwartet zeigten
sich in der Aren-Region des Spektrums neben den Signalen des

1608 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1996
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Abb. 3. Aren-Bereich des 'H,*3C-HSQC-Spektrums von synthetischem Microcin
B17 (c = 8 mg mL ! in [D,]DMSO) mit den Signalen der CH-Einheiten der acht
Heterocyclen (siche Abb. 1). Die Zuordnung erfolgte nach Lit. [2]. Die Numerie-
rung der heterocyclischen Reste entspricht der Sequenzposition im unmodifizierten
Vorlduferprotein.

zeigt kleine Abweichungen vom entsprechenden Signal der !3C,
!5N-markierten Probe, wahrscheinlich wegen der starken pH-
Abhingigkeit der Signale aus diesem Teil des Molekiils, die auch
schon bei den natiirlichen Proben beobachtet wurde!?!. Die Sig-
nale der CH-Gruppen des Imidazols sind sowohl bei der syn-
thetischen als auch bei der natiirlichen Probe verbreitert und bei
der fir die Abbildung3 gewihlten Schnittebene nicht sicht-
bar!?\. Die Signale im Aliphaten-Bereich des Spektrums stim-
men ebenfalls mit den Signalen der natiirlichen Probe {iberein.

Als Indikator fiir Microcin B17 wurde ein Stamm von Esche-
richia coli (rec A7) in einem Agar-Diffusionsassay verwendet.
Lyophilisiertes synthetisches Microcin wurde in einem Puffer
gelost und auf einer Agarplatte aufgetragen. Nach Inkubation
zeigten die Hemmbhofe die gleiche antibakterielle Aktivitit an
wie bei nativem McB17.

Die Totalsynthese bestétigt die von uns publizierte Struktur-
aufklirung!*- % und dient als solide Basis fiir unsere laufenden
Studien zu Struktur-Aktivitits-Beziehungen dieses Gyrase-In-
hibitors.

Experimentelles

NMR: 2D-NMR-Spektren wurden bei 600.13 MHz (*H) mit einem Bruker-
AMX2-600-Spektrometer, ausgeriistet mit einem inversen Tripelresonanz-Proben-
kopf, aufgenommen. McB17 wurde in [D¢]DMSO (¢ =8 mgmL~' Referenz
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DMSO §(*H) = 2.50; 5 (*3C) = 43.5; 305 K) gelost. Fiir die 'H, *3C-HSQC-Spek-
tren bei natiirlicher Isotopenhiufigkeit wurde eine Pulssequenz mit erhdhter Sensiti-
vitdt unter Einsatz von gepulsten Feldgradienten zur Kohirenzselektion verwendet
[7, 8]. Die Offset-Frequenz wurde auf § =135 (Aren-Bereich) und § = 45 (Alipha-
ten-Bereich) in der indirekten **C-Dimension gesetzt und die Experimente mit einer
Bandbreite von 49 = 30 bzw. 70 in der indirekten Dimension aufgenommen.
Antibakterielle Assays: Die Aktivtit des McB17 wurde durch den ,,Limited dilution
assay™ [9] getestet. Aufldsen einer lyophilisierten Probe in Tris-Puffer (pH 8), der
50% Harnstoff und 1 mmM EDTA enthielt, ergab eine Konzentration von 1 mg
McB17 promL. Proben von 5 puL einer Verdiinnungsreihe wurden auf M63-Gluco-
se-Platten, die mit 3 mL Minimal-Topagar bedeckt und frisch mit 2x10” Indikator-
bakterien beimpft waren, aufgetragen. Nach Inkubation bei 37°C (ca. 15h) wurden
die Durchmesser der Hemmhofe gemessen. Der Reziprokwert der Mindestmenge an
McB17, die noch einen deutlichen Hemmhof hervorrief, wurde als Aktivitdt defi-
niert. Als Indikator-Stamm diente E. coli K12 16-19 Ufr/recA~/B1/Tl-, T5-sensitiv
(Stammsammlung der Universitit Tibingen, Lehrstuh! fir Mikrobiologie), welcher
wegen einer Mutation im SOS-regulierten recA ~-Gen hypersensitiv auf McB17
reagiert [10].
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Carbanionen-vermittelte Heterocyclisierungen:
allgemeiner und regiospezifischer Zugang zu
Dibenzo|[b,e]phosphininonen durch Synthese-
Aquivalente der anionischen Friedel-Crafts-
und der entfernten Fries-Umlagerung**

Matthew Gray, Brian J. Chapell, Nicholas J. Taylor
und Victor Snieckus*

Wir berichten hier {iber die erste Carbanionen-vermittelte
Synthese der Dibenzo[b,e]phosphininone 2 und 3 aus den Carb-
amoyl- und Carbamoyloxytriarylphosphanoxiden 1a bzw. 1b
(Schema 1); die Reaktionen kénnen als synthetische Aquivalen-
te der anionischen Friedel-Crafts- bzw. der entfernten Fries-
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Schema 1. LDA = Lithiumdiisopropylamid, TMS = Trimethylsilyl.

Umlagerung aufgefat werden. Diese grundlegend neue Reak-
tionsweise von Triarylphosphanoxiden wird nahegelegt durch
den ,Effekt der durch Komplexierung induzierten Annihe-
rung* (Complex Induced Proximity Effect, CIPE)!!) und ist Teil
einer neuen, allgemeinen Klasse durch Lithiierung induzierter,
regiospezifischer Heterocyclisierungen!®), die einen schonenden
und regioselektiven Zugang zu substituierten, kondensierten
und an Heterocyclen anellierten Phosphorinonen ermdéglichen
(Tabelle 1). Diese wenig untersuchte Klasse von P-Heterocy-
clen™! mit Bedeutung fiir grundlegende Untersuchungen zur
Bindung in Phosphorverbindungen'), zur Turnstile-Geome-
trie!® und zur Aromatizitit von Phosphacyclen'®! war bisher im
wesentlichen aufgrund der Einschrinkungen, die aus der
klassischen Friedel-Crafts-Technik herrithren!®~7!, nicht zu-
ginglich. Zusitzliches Interesse an dieser Verbindungsklasse er-
wichst aus der Popularitit atropisomerer Diarylphosphan-
liganden wie Binap in der asymmetrischen Synthese und homo-
genen Katalyse!®l,

Ermutigt durch den Nachweis der effektiven lenkenden Ei-
genschaften von P(O)Ph, ) bei der Metallierung (Directed Me-
talation Group, DMG) wurden die durch Behandlung der ent-
sprechenden orzho-lithiierten Benzamide mit CIP(O)Ph,
(Tabelle 1)1%7  hergestellten Carbamoyltriarylphosphanoxide
1a (R = Et, iPr) mit LDA versetzt (2.2 Aquiv./THF/0°C) und
lieferten in glatter Cyclisierung das Dibenzo[b,eJphosphininon 2
(Tabelle 1, Eintrige 1, 2). Eine kiirzlich von Mortier!!!] ge-
machte Beobachtung legte die Cyclisierung der korrespondie-
renden Carbonsdure nahe, die, direkt eingesetzt, in etwas gerin-
gerer Ausbeute zum gleichen Produkt fithrte (Eintrag 3). Wie
ein Experiment mit einem entsprechenden Edukt zeigt, treten
die denkbare Konkurrenz bei der Metallierung zwischen drei
mdglichen Positionen und die anschlieBende Cyclisierung zum
Phosphininon sowie zwei Arten der Fluorenonbildung (Ein-
trag 4, Pfeile a, b und c) nicht auf; man erhdlt nur ein Phospho-
rinon, dessen Struktur durch Rontgenstrukturanalyse bestitigt
wird*24, Die zweifache anionische Cyclisierung eines dop-
pelt Carbamoyl-substituierten Triarylphosphanoxids (Eintrag, 5)
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