
ZUSCH RI FTEN 
und 294 nm fur Biphenyl, Terphenyl bzw. Quaterphenyl) .[22] 
Die Absorptionen von 2 sind zwar gegeniiber 1 bathochrom 
verschoben, was auf die Ausdehnung der Konjugation zuriick- 
zufiihren ist, doch ist die Verschiebung kleiner als die bei Oligo- 
p-phenylenen. Demzufolge ist die n-Konjugation in 1, wo so- 
wohl die helicale Verdrehung als auch meta- und ortho- 
Verkniipfungen zwischen den Benzolringen auftreten, zwar ge- 
ringer als bei den Oligo-p-phenylenen, aber noch vorhanden. 

Die Ausbeuten an isoliertem, symmetrischem Tetraphenylen 
(mit zwei neu gekniipften C-C-Bindungen) nehmen in der Rei- 
henfolge 2 (69%), 3 (17%), 1 (4%) stark ab, wahrend der 
Anteil an solchen Nebenprodukten zunimmt, die nur eine neu 
gekniipfte C-C-Bindung aufweisen (wie das von 2,2,6,6'-Tetra- 
brom-4,4-di-tert-butylbiphenyl abgeleitete Dimer und das Te- 
traphenylendimer 7). Formal erfordert die Bildung von Tetra- 
phenylen zwei homochirale Biphenyl-2,2'-diylmetall-Fragmen- 
te; deshalb iiberwiegen in einem racemischen Gemisch die 
Konkurrenzreaktionen immer dann, wenn heterochirale Frag- 
mente verkniipft werden (Bildung einer C-C-Bindung) und die 
Barriere fur die Inversion der Konfiguration hoch ist. 

Eine Herausforderung fur synthetisch arbeitende Chemiker 
ist die Herstellung der hoheren Homologen von 1 und insbeson- 
dere des entsprechenden doppelhelicalen Polymers, die hohe 
Ausbeuten bei der Bildung des Tetra-o-phenylen-Rings, die Ver- 
wendung homochiraler Bausteine und/oder hohe Enantioselek- 
tivitat erfordert. Das kiirzlich hergestellte Biphenylendimer 8 

erfiillt teilweise diese Anforderungen," 'I liefert allerdings unter 
den fur die Umsetzung von Biphenylen zu Tetra-o-phenylen 
typischen Reakti~nsbedingungen~~~l als Produkte weder 1 noch 
dessen hohere H o m ~ l o g e . [ ~ ~ l  

Die Entwicklung effizienter enantioselektiver Methoden zum 
Aufbau von Tetra-o-phenylenen und sterisch weniger gespann- 
ten Biphenylendimeren ist Gegenstand laufender Untersuchun- 
gen. 

Eingegangen am 4. September 1996 [ZY528] 

Stichworte: Arene - Chiralitlt - Doppelhelices * Polymere 

[l] E. L. Eliel, S .  H. Wilen, Stereochemistry of Organic Compounds, Wiley, New 

[2] J. D. Wallis, A. Karrer, J. D. Dunitz, Helv. Chim. Acta 1986, 69, 69. 
[3] M. M. W. Langeveld-Voss, R. A. J. Janssen, M. P. T. Christiaans, S .  C. J. Mes- 

[4] Y. Miyamoto, S .  G. Louie, M. L. Cohen, Phys. Rev. Left .  1996, 76, 2121. 
[S] J. Gibson, M. Holohan, H. L. Riley, J Chem. Soc. 1946, 456; M. OKeeffe, 

G. B. Adams, 0. F. Sankey, Phys. Rev. Lett. 1992, 68, 2325; F. Diederich, Y. 
Rubin, Angew. Chem. 1992, 104, 1123; Angew. Chem. Int.  Ed. Engl. 1992,31, 
1101. 

(61 D. L. Gin, V. P. Conticello, R. H. Grubbs,J. Am. Chem. Soc. 1994,116,10934; 
M. A. Keegstra, S .  D. Feyter, F. C. D. Schryver, K. Miillen, Angew. Chem. 
1996. 108, 830; Angeu. Chem. Int. Ed. Engl. 1996,35, 774. 

[7] V. Enkelmann, J .  Phys. C 1983, 44, 3; G. Grem, G. Leditzky, B. Ulrich, G. 
Leising, Adv. Muter. 1992, 4, 36; M. Hamaguchi, H. Sawada, J. Kyokane, K. 
Yoshino, Chem. Lett. 1996, 527. 

[8] Fur ein Tetra-o-phenylen wurde eine Racemisierungsbarriere von mehr als 
60 kcalmol- ' festgestellt: P. Rashidi-Ranjbar, Y-M. Man, J. Sandstrom, 
H. N. C. Wong, .L Org. Chem. 1989, 54,4888. 

[9] J.-M. Lehn, Angew. Chem. 1990,102,1347; Angew,. Chem. Int. Ed. Engl. 1990, 
29, 1304; Supramolecular Chemistry, VCH, New York, 1995. 

York, 1994, Kap. 14. 

kers, H. P. J. M. Dekkers, E. W Meijer, J Am. Chem. Soc. 1996, 118, 4908. 

[lo] D. B. Amabilino, J. F. Stoddart, Chem. Rev. 1995, 95, 2725. 

[ l l ]  A. Rajca, A. Safronov, S .  Rajca, C. R. Ross 11, J. J. Stezowski, J Am. Chem. 

1121 G. Wittie. G. Klar. Liebias Ann. Chem. 1967. 704. 91. 
Soc. 1996,118, 7272. 

- . -  . ,  
Gewohnlich werden geringe Mengen an Biphenylen gebildet, aber nicht iso- 
liert. 2,2'-Dibrom-4,4-di-tert-butylbiphenyl: M. Tashiro, T. Yamato, .I Org. 
Chem. 1979,44, 3037. 
Ubersichtsartikel uber die Chemie der Tetra-o-phenylene: T. C. W Mak, 
H. N. C. Wong, Top. Curr. Chem. 1987, 140, 141. 
U. Schubert, W. Neugebauer, P. v. R. Schleyer, J Chem. SOC. Chem. Commun. 
1982,1184; W. Neugebauer, A. J. Kos, P. v. R. Schleyer, J Orgunomet. Chem. 
1982,228, 107. 
A. Streitwieser, Acc. Chem. Res. 1984, 17, 353. 
0. Desponds, M. Schlosser, Tetrahedron 1994, 50, 5881. 
Die groBten, bislang erhaltenen Kristalle von 1 (YO x YO x 180 mm) waren fur 
eine Analyse mit einem gewohnlichen Rontgendiffraktometer zu klein. 
A. A. Bothner-By, R. W. Jeanloz, J. Lee, R. L. Stephens, C. D. Warren, J Am. 
Chem. Soc. 1984, 106, 81 1 ; A. Bax, D. Davis, 1 Magn. Reson. 1985,63, 207. 
Die H-H-Abstande in 1 wurden mit der MNDO-Methode berechnet, die auf 
das Edukt (mit H-Atomen statt tBu-Gruppen) angewendet wurde; 
AHf  = 222.4 kcalmol-' (D,-Symmetrie, grad norm = 2.6). M. J. S .  Dewar, 
W. Thiel, J Am. Chem. SOC. 1977, 99, 4899; J. J. P. Stewart, MOPAC 93.00 
Manual, Fujitsu, Tokyo, 1993. 
Die Einhullenden der UV/Vis-Spektren von 1 und 2 ahneln denen der Bi- 
phenyle mit raumfullenden Substituenten, z. B. 2,2'-Dimethylbiphenyl; siehe 
Lit. [22]. 
H.-H. Perkampus, UV-VIS Atlas of Organic Compounds, 2. Aufl., VCH, Wein- 
heim, 1992, Teil 2. 
H. Schwager, S .  Spyroudis, K. P. C. Vollhardt, J Orgunomet. Chem. 1990,382, 
191, zit. Lit. 
Die Kontrollreaktion mit 2,7-Di-tert-butylbiphenylen unter den Bedingungen 
von Lit. [21] lieferte ein Gemisch aus 2 und dessen Isomer; A. Rajca, A. Safro- 
nov, unveroffentlichte Ergebnisse. 

Verfolgung von Festphasen-Oligosaccharid- 
synthesen mit hochauflosender 
MAS-NMR-Spektroskopie : 
Selektivitat der Festphasenkupplung 
von a-1,2-Didehydrozuckerdonoren zu 
/?-Glycosiden"" 
Peter H. Seeberger,* Xenia Beebe, George D. Sukenick, 
Susan Pochapsky und Samuel J. Danishefsky 

Die wichtigen Rollen, die Oligosaccharide bei der Signal- 
ubertragung zwischen Zellen und bei der Zelladhasion spielen, 
haben zu einer starken Zunahme des Interesses und der Wert- 
schatzung fur diese Verbindungsklasse gefiihrt. Man versteht 
jetzt, daI3 diese komplexen Biomolekiile in Form von Glycopro- 
tein- und Glycolipidkonjugaten detaillierte Strukturinformatio- 
nen enthalten und vielfaltige biologische Ereignisse wie Entziin- 
dung,"] ImmunantwortrZ1 und Meta~tasenbildung[~~ vermit- 
teln. AuBerdem fungieren an der Oberflache von Zellen befind- 
liche Kohlenhydrate als biologische Marker fur unterschiedliche 
T~more . [~ I  
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Von den drei Hauptgruppen der Biooligomere 
sind die Polysaccharide am schwierigsten zu syn- 
thetisieren. Die Herstellung strukturell definierter 
Oligopeptide['] und -nucleotide[61 hat stark von 
der Durchfuhrbarkeit der Synthesen an polymeren 
Tragern profitiert. In den meisten Fallen lassen 
sich Peptid- und Oligonucleotidsynthesen in auto- 
matisch arbeitenden Syntheseanlagen (Synthesi- 
zern) durchfuhren, was den schnellen Aufbau der 
Zielverbindungen ermoglicht. Um die sehr arbeits- 
aufwendige Synthese von Kohlenhydraten in Lo- 
sung zu umgehen, sind betrachtliche Anstrengun- 
gen zur Entwicklung von Strategien und Reak- 
tionssequenzen fur Festphasensynthesen unter- 
nommen ~ o r d e n . [ ~ ]  So konnte gezeigt werden, daD 
sich Methoden, die fur Glycosylierungen in Lo- 
sung nutzlich sind, auch fur Synthesen an polyme- 
ren Tragern eignen, und tatsachlich wurden bereits 
groBe, biologisch wichtige Oligosaccharide durch 
Festphasensynthesen hergestellt.[81 

Die Verwendung von Glycalen als Schlusselbau- 
steinen hat sich als effiziente Strategie bei der Syn- 
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3 

Schema 1. Festphasensynthese von 3 nach der Glycalmethode [lo]. 8 = mit 1 % Divinylbenzol ver- 
netztes Polystyrolharz, DMDO = Dimethyldioxiran, DMAP = 4-(Dimethylamino)pyridin. 

these von immer komplexeren Oligosacchariden 
erwiesen.['] So konnen damit sowohl Glycopeptide als auch Oli- 
gosaccharide am festen Trager hergestellt werden."'] Trotz der 
bisherigen, bedeutsamen Fortschritte ist es zur Entwicklung ei- 
ner allgemein anwendbaren Methode zur schnellen, automati- 
sierten Oligosaccharid- und Glycopeptid-Festphasensynthese 
noch ein weiter Weg. 

Eine wesentliche Einschrankung ist dabei die Schwierigkeit, 
die Reaktionsprodukte und -zwischenstufen zu charakterisie- 
ren. Momentan mussen die Produkte vom Harz abgespalten 
werden, um den SyntheseprozeD mit klassischen spektroskopi- 
schen Methoden (z. B. NMR-Spektroskopie und Massenspek- 
trometrie) verfolgen zu konnen. Die Abspaltung der hergestell- 
ten Verbindungen fur die Analyse ist zeitaufwendig, teuer und 
bei vielstufigen Synthesen zudem verschwenderisch. Eine voll- 
standige Charakterisierung der harzgebundenen Produkte wiir- 
de eindeutig viele Vorteile bieten. 

In den letzten Jahren gab es viele Berichte uber die ' 3C-, 'H-, 
''F-, 'H- und 'P-NMR-spektroskopische Charakterisie- 
rung" von Verbindungen, die an durch Losungsmittel aufge- 
quollene Harze gebunden waren. Die Qualitat der erhaltenen 
Spektren hing stark vom verwendeten Tragerharz ab. So uber- 
rascht es nicht, daD die 'H-NMR-Signale im allgemeinen breit 
waren, wenn die Spektren mit traditionellen Hochauflosungs- 
methoden aufgenommen wurden, so daB die Charakterisierung 
durch NMR-Spektroskopie schwierig war. 

Durch hochauflosende Magic-angle-spinning(MAS)-NMR- 
Spektroskopie konnten in einigen Fallen hochwertige 'H- und 
' C-NM R-Spektren von niedermolekularen harzgebundenen 
Verbindungen erhalten werden." '1 Wir berichten hier uber die 
Verwendung von Hochauflosungs(HR)-MAS-NMR-Spektro- 
skopie zur Charakterisierung eines Trisaccharidglycals, das an 
ein Merrifield-Harz gebunden ist. Diese Verbindung - das Pro- 
dukt einer vielstufigen Synthese - ist eine der bisher groDten, die 
HR-MAS-NMR-spektroskopisch charakterisiert wurden. 

Das Trisaccharid 2-O-Acety~-3,4-O-carbonyl-~-~-galactopy- 
ranosyl-( 1 + 6)-2-O-acetyl-3,4-O-carbonyl-~-~-galactopyranosy~- 
(1 + 6)-3,4-di-O-benzylglucal wurde duch Glycal-Festphasensyn- 
these nach einer bekannten Vorschrift hergestellt.['O' Ais polyme- 
rer Triger wurde wegen seiner hohen Beladungskapazitat und 
seiner Stabilitit unter vielen Reaktionsbedingungen rnit 1 O h  Divi- 
nylbenzol quervernetztes Polystyrol verwendet. Harze dieses Typs 
liefern wesentlich breitere 'H- und ' 3C-NMR-Signale als Harze 

mit langen vernetzenden Einheiten wie die zunehmend popularer 
werdenden, aber teureren TentaGel-Harze, die zudem eine niedri- 
gere Beladungskapazitat haben. Das nach fiinfstufiger Synthese 
erhaltene, tragergebundene Trisaccharid 3 (Schema 1) wurde 'H-, 
I3C- sowie 'H-'3C-HMQC-NMR-spektroskopisch charakteri- 
siert (HMQC = heteronuclear multiple quantum correlation). 
Mit Spin-Echo-Experimenten" 31 wurden die Signale des Polysty- 
rols im 'H-NMR-Spektrum abgeschwacht (Abb. 1 a). Zwar wa- 
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Abb. 1. a) Mit der Spin-Echo-Technik zur Verminderung der Tragersignale aufge- 
nommenes 'H-NMR-Spektrum von 3; b) 13C-NMR-Spektrum von 3. 
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ren die Signale im Vergleich zu denen, die rnit vom Harz abge- 
spaltenen Proben erhalten wurden, verbreitert, doch enthielten 
die Spektren von 3 mehrere Signale, die auf eine erfolgreiche 
Kupplung hinwiesen: Das Signal bei 6 = 6.4, das fur das Proton 
an C1 des Glucals charakteristisch ist, und die vier Dubletts bei 
6 = 4.83, 4.69, 4.64 und 4.55 fur die Methylen-Protonen der 
beiden Benzylschutzgruppen am Glucal belegen, daB das Glucal 
tatsachlich eingebaut worden ist. Die 0-Acetylgruppen im 
Kupplungsprodukt zeigen sich an einem Methylprotonen-Si- 
gnal bei 6 = 2.10. Die Signale zwischen 6 = 0.8 und 1.2 konnen 
den Protonen der Isopropylgruppen am Siliciumatom zugeord- 
net werden, uber die die erste Galactoseeinheit an den Polysty- 
roltrager gebunden ist. Die breiten Signale zwischen 6 = 1.3 und 
1.9 stammen vom Polymer sowie moglicherweise auch von Ver- 
unreinigungen. Ein nach zwei Stunden Aufnahmezeit erhaltenes 
3C-NMR-Spektrum (Abb. 1 b) bestatigte das Vorliegen zweier 

Acetyl- (6 = 169.3, 169.1) und zweier Carbonat-Carbonylgrup- 
pen (6 = 154.3, 153.6). Mit einem innerhalb von zwei Stunden 
erhaltenen 'H-' 3C-HMQC-Spektrum lie13 sich die postulierte 
Struktur bestatigen (Abb. 2). Alle Signale sind deutlich vonein- 
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Abb 2 Ausschnitt aus dem 'H-13C-HMQC-NMR-Spektrum von 3. 

k, 

ander getrennt, und einige aussagekraftige Signale rnit unter- 
schiedlichen chemischen Verschiebungen konnten zugeordnet 
werden. So wurden die beiden anomeren C-Atome und die der 
Doppelbindung des Glycals (6 = 90-100) eindeutig identifi- 
ziert. Zwar konnten nicht allen H- und C-Atomen der Ringe 
Signale zugeordnet werden, die Zahl der Signale bestatigt aber 
das Vorliegen eines Trisaccharids. Die korrekte Zuordnung je- 
des Signals sollte nach TOCSY- und COSY-Experimenten rnit 
der tragergebundenen Verbindung moglich sein. Zur allgemei- 
nen Verwendbarkeit von HR-MAS-NMR-Spektroskopie bei 
der Verfolgung einer Synthesesequenz ist die absolute Zuord- 
nung jedes Signals aber nicht erforderlich. Wichtiger ist, dal3 rnit 
wenigen, recht kurzen NMR-Experimenten detaillierte Infor- 
mationen iiber den Erfolg einer chemischen Umsetzung am 
festen Trager erhalten werden konnen. Um alle Signale rnit ahn- 
licher, hoher Qualitat zu erhalten, ware es notig gewesen, das 
Reaktionsprodukt vom Trager abzuspalten und anschlieBend 
zu charakterisieren. 

Wie man an den hier gezeigten Spektren sieht, konnen Fest- 
phasensynthesen von Oligosacchariden rnit der HR-MAS- 
NMR-Spektroskopie sehr genau verfolgt werden. Nebenbei sei 
erwahnt, daB die Messungen unsere fruher aufgestellte Behaup- 
tung bestatigen, nach der Kupplungen am festen Trager bei 
Verwendung von geeignet geschutzten 1,2-Didehydrozuckern - 
zumindest solchen wie dem hier verwendeten - hochstereoselek- 
tiv sein konnen, sogar selektiver als die entsprechenden Kupp- 

lungen in Losung." Die ursprungliche Behauptung basierte 
auf dern Befund, daB wir nach dem Abspalten vom Trager und 
nachfolgender Reinigung keine a-verknupften Produkte nach- 
weisen konnten. Diese Aussage ist insofern rnit Unsicherheiten 
behaftet, als daD andere Stereoisomere wahrend des Abspaltens 
und Reinigens ubersehen worden sein konnten. Sie wird aller- 
dings uberzeugender, wenn sie fur die nicht weiter behandelte, 
an der Festphase gebundene Reaktionsmischung zutrifft. Ob- 
wohl anhand der vorliegenden Daten nicht ausgeschlossen wer- 
den kann, daB Signale kleiner Mengen an isomeren a-Produkten 
verdeckt sind, belegen die Befunde eindeutig die hohe Selektivi- 
tat jeder Kupplung an der festen Phase. Wir schreiben die er- 
hohte P-Stereoselektivitat bei Synthesen an fester Phase gegen- 
uber denen in Losung einer verminderten effektiven Solvatisie- 
rung bei der Komplexierung des Oxirans durch das Zinkchlorid 
zu. Infolge Solvatation kann der Oxiranyldonor als oxonium- 
ionartige Spezies vorliegen. In Grenzfallen ist wahrscheinlich 
eine Donorspezies, die sehr einem freien Oxoniumion ahnelt, fur 
die Bildung kleiner, aber signifikanter Mengen an a-Glycosiden 
aus dem gelosten a-Epoxiddonor verantwortlich. 

Die Entwicklung neuer Methoden fur die Synthese von Oligo- 
sacchariden am festen Trager wird zweifellos von dieser am 
Harz durchfuhrbaren Analysemoglichkeit profitieren. Mit die- 
sen Methoden konnen Chemiker zum einen herausfinden, ob 
die Kupplung stattgefunden hat, und zum anderen rasch die 
Spezifitat des Kupplungsschritts bestimmen. Durch Untersu- 
chungen rnit dem abgespaltenen und entschiitzten Produkt kon- 
nen die NMR-Signale schlieBlich vollstandig zugeordnet wer- 
den. 

Experimentelles 
Alle 'H- und "C-NMR-Spektren wurden bei 500.13 bzw. 125.76 MHz auf einem 
Bruker-DRS-500-Spektrometer rnit einem 4-mm-Bruker-CCA-HR-MAS-Proben- 
kopf gemessen. Das Trisaccharid 3 (20 mg bei 0.54 mmolg-' Beladung, 10.8 pmol) 
wurde in einem Keramikrotor in 30 pL CDCI, suspendiert, und die Probe im magi- 
schen Winkel zur Rotation gebracht (Frequenz 3.5 kHz). Die 'H-NMR-Spektren 
wurden rnit einer Carr-Purcell-Meiboom-Gill-Pulssequenz erhalten [I 31. Bei diesem 
Experiment wurden 128 Ubergange aufgezeichnet (Aufnahmezeit 1.64 s, Relaxa- 
tionsverzogerung 0.5 s). Das protonenentkoppelte 13C-Spektrum wurde in 2 h 
10 min erhalten (3000 Ubergange, Aufnahmezeit 0.6 s, Relaxationsverzogerung 
2 s). Das phasensensitive (TPPI) 'H-'3C-HMQC-Spektrum wurde in 2 h rnit einer 
BIRD-Sequenz zur Minimierung der Harzsignale [I41 erhalten (16 Scans pro 256 
Inkremente; Aufnahmezeit 0.17 s, Relaxationsverzogerung 1.3 s). Die Dauer aller 
drei NMR-Experimente betrug 4 h 15 min. 
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Calcium-abhangige Peptidantibiotika 
rnit ungewohnlichen Bausteinen aus 
Stveptomyces coelicolov A3(2)** 
Christoph Kempter, Dietmar Kaiser, Sabine Haag, 
Graeme Nicholson, Volker Gnau ,  Tilmann Walk, 
Karl Heinz Gierling, Heinrich Decker, Hans Zahner, 
Gunther Jung  und Jorg W. Metzger" 

Professor Ernst Bayer zum 70. Geburtstag gewidrnet 

Hopwood et al.['] isolierten 1983 eine Substanz aus Slrepto- 
myces coelicolor A3(2), die in Gegenwart von CaZ+-Ionen das 
Wachstum Gram-positiver Bakterien hemmt. Die Autoren 
nannten sie Calcium-abhangiges Antibiotikum (calcium-depen- 
dent antibiotic, CDA). In planaren Lipiddoppelschichten bildet 
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Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 323) 
und dem Fonds der Chemischen Industrie gefordert. Wir danken Prof. Dr. 
D. A. Hopwood (John Innes Centre, Genetics Department, Norwich, UK) fur 
die Uberlassung des Stammes Streptomyces coe/icolor A3(2) 2377. Teile dieser 
Arbeit wurden auf der 8. Irseer Naturstofftagung der DECHEMA (21.- 
23.02.1996) in Kloster Irsee und auf der 29. Jahrestagung der Arbeitsgemein- 
schaft Massenspektrometrie der Deutschen Physikalischen Gesellschaft, der 
Gesellschaft Deutscher Chemiker und der Bunsengesellschaft fur Physikalische 
Chemie (AGMS 1996, 28.-31.05.96) in Bremen vorgestellt. 

CDA Kanale, die in Gegenwart von CaZ+-Ionen selektiv ein- 
wertige Kationen transportieren.['I 

Durch HPLC-MS-Kopplung rnit Elektrospray-Ionisierung 
(ESI) konnten wir im Kulturfiltrat in Abhangigkeit vom ver- 
wendeten Kulturmedium zwei oder vier sehr ahnliche, antibio- 
tisch wirksame Hauptkomponenten nachweisen: Mit einem He- 
feextrakt als N-Quelle wurden CDAl und CDA2 (relative 
monoisotopische Massen 1562 bzw. 1576), rnit Sojapepton und 
Fleischextrakt als N-Quellen CDA3a, CDA3b, CDA4a und 
CDA4b (1480, 1482, 1494 bzw. 1496) festgestellt. Nach opti- 
mierter Produktion konnte durch praparative HPLC 10- 
50 mg L- ' aktive Rohfraktion erhalten werden. Rechromato- 
graphie ergab in hoher Reinheit CDAl (8 mg) und CDA2 
(16 mg) bzw. CDA3a und CDA3b (zusammen ca. 4 mg) sowie 
CDA4a und CDA4b (zusammen ca. 8mg) in Reinheiten bis 
zu 80%. 

Nach Hydrolyse (6 N HCl, 24 h) und Umsetzung zu N-Tri- 
fluoracetyl-n-propylestern wurden rnit Kapillar-GC-MS an 
Chirasil-Val rnit Enantiomer-Labelingr2' die Aminosauren L- 
Asp/Asn (3.04), Gly (0.79), L-Ser (1.00) und L-Thr (0.99) nach- 
gewiesen. Die Hydrolyse unter 0,-AusschluB und Thioglycol- 
saurezusatz lieferte zudem L- und D-Trp im Verhaltnis 1 : 1. 
Daneben lagen im Hydrolysat die ungewohnlichen Aminosau- 
ren D-4-Hydroxyphenylglycin und D-3-Hydroxyasparaginsaure 
(2R,3S) vor, die mit Vergleichsverbindungen identifiziert wur- 
den. Eine dritte ungewohnliche Aminosaure lhnelte laut GC- 
MS-Analyse Glutaminsaure, alle Hauptfragmente waren aller- 
dings um 14 Masseneinheiten schwerer. TOCSY[31- und 
HSQC[41-NMR-Spektren (TOCSY = Total Correlation Spec- 
troscopy, HSQC = Heteronuclear Single Quantum Coherence) 
lieferten Hinweise auf 3-Methylglutaminsaure. ~ ,~-3-Methyl -  
glutaminsaure wurde durch Michael-Addition von Acetylami- 
nomalonsaurediethylester an Crotonsaurenitril und anschlie- 
Bende saure Hydrolyse sowie Decarboxylierung hergestellt. 
Durch Vergleich des Massenspektrums der im Hydrolysat fest- 
gestellten Aminosaure mit dem der synthetischen ~ ,~-3-Methyl -  
glutaminsaure konnte 3-Methylglutaminsaure eindeutig identi- 
fiziert werden. Die vier isomeren N-Trifluoracetyl-n-propylester 
der synthetischen, racemischen ~,~-3-Methylglutaminsaure er- 
gaben im Gaschromatogramm (Trennung an L-Chirasil-Val) 
zwei Peaks gleicher Intensitat, die auf die beiden Diastereome- 
renpaare zuriickzufiihren sind (Enantiomere werden erfah- 
rungsgemlI3 an Chirasil-Val immer aufgetrennt) . 3-Methylglu- 
taminsaure aus CDA2 hatte die gleiche Retentionszeit wie der 
zweite Peak im Chromatogramm des synthetischen Produkts. 
Da D-konfigurierte a-Aminosauren in der Regel zuerst eluiert 
werden, sollte CDA2 L-3-Methylglutaminsaure oder das ent- 
sprechende Slureamid enthalten. 

Da CDA2 mit Ninhydrin keine Farbreaktion ergab und uber 
Edman-Abbau nicht direkt sequenziert werden konnte, muate 
es N-terminal blockiert sein. Uber ein HMBCr5]-NMR-Spek- 
trum (HMBC = Heteronuclear Multiple Bond Correlation) 
wurde ein 2,3-Epoxyhexanoylrest als N-terminale Gruppe iden- 
tifiziert. Die 'J(C,H)-Kopplungskonstanten fur das C-2- und 
das C-3-Atom des Epoxyhexanoylrestes, die aus einem wahrend 
der Akquisition nicht '3C-entkoppelten HSQC-NMR-Spek- 
trum ermittelt wurden, betrugen fur die beiden Ringprotonen 
172 bzw. 179 Hz. Diese Werte sind charakteristisch fur einen 
Oxiranring.I6I Um 2,3-Dihydroxyhexansaure im CDA2-Hydro- 
lysat mit GC-MS zu identifizieren, wurde eine Vergleichsverbin- 
dung aus Hex-2-ensaure durch Umsetzung rnit Perameisensaure 
und anschlieI3ende Hydrolyse des gebildeten Oxirans hergestellt. 

Im Amidprotonen-Bereich des TOCSY-NMR-Spektrums 
traten rnit Ausnahme der Signale des ~-3-Hydroxyasparagin/ 
saure-Restes die Signale der Reste aller im Hydrolysat nachge- 
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