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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 
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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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Tabelle 1. 'H- und 13C-chemische Verschiebungen des Peptidantibiotikums CDAZ 
([DJDMSO, c =16 mgmL-I,  305 K); Eph: 2,3-Epoxyhexanoyl, Hpg: 4-Hydroxy- 
phenylglycin, PHAsn: 3-Phosphohydroxyasparagin, 3MeGlu: 3-Methylglutamin- 
siure [a]. 

EPh 53.8 3.33 57.4 3.05 (32.8/1.43, 1.55), (18.4/1.39), 

' Ser 7.94 54.1 4.49 61.1 3.61, 3.67 
'Thr 8.15 55.1 4.46 69.5 5.10 (1 5.4/0.80) 
3Trp 7.95 53.6 4.58 27.9 2.89, 3.09 (109.2), (123.5/7.02), 

(1 3.5/0.9) 

(NH: 10.661, (135.6), 126.9), 
(1 18/7.56), (1 12.5/6.95), 
(120.5/7.03), (110.8/7.30) 

4Asp 8.17 49.0 4.61 36.0 2.47, 2.75 
'Asp 8.08 49.0 4.67 36.0 2.47, 2.65 
6Hpg 8.25 55.7 5.29 (128.1/7.15), (1 14.9/6.68), 

'Asp 8.73 49.0 4.69 36.0 2.44, 2.68 
'Gly 8.05 42.0 3.82 
'PHAsn 8.4 54.4 5.01 75 4.61 
"'3MeGlu 7.36 55.1 4.42 33.0 2.30 (37.8/1.98, 2.381, (14.5/0.76) 
"Trp 8.51 52.5 4.55 26.0 3.09; 3.20 (108.7), (123.4/7.15), (NH: 

(157), (OH: 9.35) 

l l . l ) ,  (135.6), 126.8), 
(1 18/7.54), (1 12.5/6.95), 
(120.5/7.03), (110.8/7.30) 

[a] Da die '3C-chemischen Verschiebungen des C-1-Atoms im Phenylring des Hpg- 
Restes sowie die der meisten Carbonyl-C-Atome nicht aus dem HMBC-NMR- 
Spektrum ermittelt werden konnten, wird hier auf eine Angabe verzichtet. 

wiesenen Aminosauren auf. Die Signale fur die Aminosaure- 
reste und den 2,3-Epoxyhexanoylrest wurden iiber die 'H- und 
' 3C-chemischen Verschiebungen aus TOCSY- und HSQC- 
NMR-Spektren zugeordnet (Tabelle l ) ,  die der beiden Protonen 
am C,- und CB-Atom des ~-3-Hydroxyasparagin/saure-Restes 
konnten im Bereich aliphatischer Protonen eindeutig zugeord- 
net werden. Das ESI-MS-Produktionenspektrum von CDA2 
mit einem [M + H]+-Ion bei m/z = 1577 wies ein Hauptfrag- 
mention rnit einer um 98 niedrigeren Masse als das Mutterion 
auf. Diese Abspaltung ist typisch fur phosphorylierte Peptide. 
Analog wies das Produktionenspektrum des mit Diazomethan 
siebenfach methylierten CDA2 (m/z 1675 [A4 + HI'; modifi- 
ziert wurden eine phenolische, vier Carboxy- sowie die Phos- 
phogruppe) ein Hauptfragmention bei m/z 1549 auf, das durch 
b-Eliminierung von Phosphorsluredimethylester ( - 126) er- 
klart werden kann. Die Position der Phosphorylierungsstelle 
wurde rnit einem 1D-'H,31P-HMBC-NMR-Spektrum ermit- 
telt. Es trat ein Signal bei 6 = 4.62 auf, das auf die Kopplung des 
P-Atoms rnit dem Proton am C,-Atom des D-3-Hydroxyaspara- 
gin/saure-Restes zuruckzufuhren ist, da analog zum 'H,' 3C- 
HMBC-Spektrum auch hier im allgemeinen nur 2J- und 3J- 
Kopplungen auftreten. 

Da im HMBC-NMR-Spektrum viele fur eine Sequenzierung 
wichtige Wechselwirkungen (NH-CO und CH,-CO) nicht de- 
tektierbar waren, wurde fur die NMR-spektroskopische Se- 
quenzierung das NOESY ['I-NMR-Spektrum (Abb. 1) heran- 
gezogen. Es trat eine NOE-Wechselwirkung zwischen dem NH- 
Proton des Serinrestes (6('H) =7.94) in Position eins und dem 
Proton am C-2-Atom des 2,3-Epoxyhexanoylrestes (6('H) 
= 3.33) auf; deshalb mul3 dieser Rest den N-Terminus des Pep- 
tidantibiotikums bilden. Die Aminosauresequenz von CDA2 
konnte fast vollstlndig aus dem NOESY-NMR-Spektrum er- 
mittelt werden. 

Durch Edman-Abbau konnte ein groljer Teil der NMR-spek- 
troskopisch bestimmten Sequenz von CDA2 bestatigt werden. 
Wegen der N-terminalen Blockierung wurde CDA2 vor der 
Edman-Sequenzierung rnit 3-Brom-2-(o-nitrophenylsulfenyl)- 
skatol (BNPS-Skatol)[*I gespalten. Der Bindungsbruch findet 

8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 
t 6  

Abb. 1. Amidprotonen-Bereich aus dem NOESY-NMR-Spektrum von CDAZ 
(Eph, 2,3-Epoxyhexanoyl), das eine fast vollstandige Sequenzierung des Peptids 
ermoglicht. 

dabei selektiv nach Tryptophanresten statt. Um die ungewohn- 
lichen Aminosauren in CDA2, fur die keine Phenylthiohydan- 
toin(PTH)-Vergleichsverbindungen vorhanden waren, zu iden- 
tifizieren, wurde der Gasphasensequenator an ein ESI-Massen- 
spektrometer gekoppelt. Nach Umstellung des HPLC-FlieOmit- 
tels des Sequenators von Phosphat- auf einen Elektrospray- 
kompatiblen Ammoniumacetat-Puffer (1 mM, pH = 4.3) wur- 
den die Massen der eluierenden PTH-Aminosauren on-line be- 
stimmt. Die Partialsequenz lautete Asp-Asp-Hydroxyphenyl- 
glycyl-Asp-Gly-Xxx-Methylglutaminsaure. Der sechste Abbau- 
cyclus (Xxx, Abb. 2) lieferte ein PTH rnit einer relativen Mole- 
kiilmasse M ,  von 247. Es handelt sich demnach um das 
PTH-Derivat der ungesattigten Aminosaure 2,3-Didehydro- 
asparagin, die unter den Bedingungen des Edman-Abbaus 
durch b-Eliminierung von Phosphorsaure aus dem D-3-Phos- 
phohydroxyasparaginrest entstanden sein muD. O-phosphory- 
liertes D-3-Hydroxyasparagin wurde unseres Wissens noch nicht 
in einem Naturstoff nachgewiesen. 

Die Summe der Massen der elf identifizierten Aminosaurere- 
ste und der Masse des Epoxyhexanoylrestes ergibt eine relative 
monoisotopische Molekulmasse von 1594 (1576 fur natives 
CDA2). Die Differenz von 18 deutet auf eine Cyclisierung (Lac- 
tonringbildung) hin. Da im HMBC- und NOESY-NMR-Spek- 
trum keine eindeutigen Wechselwirkungen festzustellen waren, 
wurde die Lage der Lactonbriicke uber Derivatisierungen be- 
stimmt. Um zu ermitteln, welche Carboxygruppe an der Lacton- 
bildung beteiligt ist, wurden alle freien Carboxygruppen des 
CDA2 rnit 2-Propylamin und HOBT/TBTU (HOBT = I-Hy- 
droxybenzotriazol, TBTU = 2-(1H-Benzotriazol-l-yl)-l,1,3,3- 
tetramethyluroniumtetrafluorborat) im Verhaltnis 1 : 1 amidiert. 
AnschlieBend wurde mit NaOH (1 N, 30 min, RT) umgesetzt, 
um eine Ringoffnung und damit eine bessere Fragmentierung 
im MS zu erreichen, da Produktionenspektren der CDA-Deri- 
vate mit geschlossener Lactonbriicke generell nur wenig Se- 
quenzinformationen enthielten. Die Bildung des Produkts rnit 
M ,  = 1661 kann durch Amidierung der vier Carboxyamino- 
saurereste mit 2-Propylamin (+ 4 x 41), partielle Hydrolyse 
( + 2 x 18) zur Oxiran- und Lactonringoffnung, Dephosphory- 
lierung des 3-Phosphohydroxyasparaginrestes ( - 98) und Elimi- 
nierung von Wasser ( -  18) erkllrt werden. Die Eliminierung 
von Wasser ist vermutlich auf eine Dehydratisierung des 
2,3-Didehydroasparaginrestes zuriickzufuhren. Das Produktio- 
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Abb. 2. Edman-Abbau von partiell hydrolysiertem und mit BNPS-Skatol gespaltenem CDAZ rnit Online-Kopplung eines Gasphasensequenators an ein ESI-Massenspektro- 
meter; a) UV-Chromatogramm des 5.  Abbaucyclus, b) UV-Chromatogramm des 6. Abbaucyclus. c) MS-Chromatogramm des 6. Abbaucyclus, d) Massenspektrum zum Peak 
bei 13.2 min. M, des zugehorigen PTH-Derivates: 247 (m/r 248 [M + HI', m/z 265 [M + NH,]', m/z  286 [ M  + K]') ist auf 2,3-Didehydroasparagin zuriickzufiihren, das 
durch b-Eliminierung von PhosphorsHure aus 3-Phosphohydroxyasparagin hervorgeht. Das Fragmention bei m/z  231 entsteht in der Transportregion der ESI-Quelle durch 
Eliminierung von Ammoniak aus dem Siureamid 

t 
I, / % 

loo I -6HPg 
696.5 

/ I X - ~ A S ~ ( ~ - P ~ N H , )  

[M+H]+ 
1662.0 

I 
7r I / I '845.5 I 

m/z + 
Abb. 3. Produktionenspektrum van vierfach 2-propylamidiertem CDAZ mit geoffnetem Oxiran- und Lac- 
tonring (Hpg: 4-Hydroxyphenylglycyl, DiHyHex: 2,3-Dihydroxyhexyl); durch Eliminierung von H,O im 
Bereich des 3-Phosphohydroxyasparaginrestes bei der alkalischen Partialhydrolyse kommt die relative Mo- 
lekiilmasse von 1661 zustande. 
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Abb. 4. Strukturen der CDA-Komponenten CDAl, CDA2, CDA3b und CDA4b; Reste, die D-Konfigura- 
tion an I-C aufweisen, sind gekennzeichnet, alle anderen sind L-konfiguriert (CDAl: R1  = OPO,H,, 
R2 = H; CDA2: R' = OPO,H,, R2 = CH,; CDA3b: R' = OH, RZ = H; CDA4b: R' = OH, R2 = CH,). 

nenspektrum des amidierten CDA2 (Abb. 3) 
wies alle C-terminalen Y"-Fragmentionen['] 
(entstanden durch Bindungsbruch zwischen 
CO und NH) bis zum Glycin in Position acht 
sowie ein Fragmention bei mjz 1458 auf, das 
durch Abspaltung des nichtmodifizierten, C- 
terminalen Tryptophanrestes entsteht. Somit 
lagen nach der Reaktion alle Asp-Reste und 
der 3-Methylglutaminsaurerest als 2-Propyl- 
amide vor, wahrend die Carboxygruppe des 
C-terminalen Tryptophans nicht derivati- 
siert werden konnte. Die Lactonbrucke geht 
deshalb vom C-Terminus aus. Nicht an der 
Lactonbrucke beteiligte Hydroxyaminosau- 
rereste, d. h. alle freien Hydroxygruppen, 
wurden mit Chromsaure["I oxidiert (10 h, 
RT). Im Hydrolysat konnte nach der Oxida- 
tion nur noch wenig Serin nachgewiesen wer- 
den, wahrend der Gehalt an Threonin nahe- 
zu unverandert war. Folglich liegt die Lac- 
tonbrucke in CDA2 zwischen dem C-termi- 
nalen Tryptophan- und dem Threoninrest in 
Position zwei vor. 

Um die Konfiguration der beiden in 
CDA2 enthaltenen Tryptophanreste zu er- 
mitteln, wurde partiell hydrolysiertes CDA2 
mit geoffnetem Oxiran- und Lactonring en- 
zymatisch mit Endoproteinase Asp-N ge- 
spalten. Das N-terminale Fragment, das 
durch Spaltung nach Asp in Position sieben 
gebildet wurde, enthielt D-Trp, das C-termi- 
nale L-Trp. Aus diesen Ergebnissen schlieflen 
wir, dal3 CDA2 die in Abbildung4 darge- 
stellte Struktur hat. 
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Die Komponenten CDAl ( M ,  = 1562) sowie CDA3a und b 
( M ,  = 1480 bzw. 1482) weisen im Hydrolysat (anders als CDA2) 
L-Glutaminsaure und nicht L-3-Methylglutaminslure auf, was 
die Massendifferenz von 14 zwischen CDAljCDA2 und 
CDA3a/CDA4a sowie CDA3b/CDA4b erklart. Der Edman- 
Abbau rnit Online-UV- und -MS-Detektion einer rnit BNPS- 
Skatol gespaltenen Probe von CDAl bestatigte den Austausch 
von 3-MethylglutaminsBure in Position zehn gegen Glutamin- 
saure bei ansonsten identischer Sequenz. Da fur die [M + HI+- 
Ionen von CDA3a/b und von CDA4a/b im Produktionenspek- 
trum keine Abspaltung von 98 auftrat, liegen diese Verbindun- 
gen nicht phosphoryliert vor. Die Massendifferenz von 80 u zwi- 
schen CDA3b und CDAl sowie CDA4b und CDA2 kann durch 
den Austausch von D-3-Phosphohydroxyasparagin durch D-3- 
Hydroxyasparagin erkllrt werden. Die Edman-Sequenzierung 
rnit UV- und MS-Detektion einer rnit BNPS-Skatol gespaltenen 
Probe von CDA4a/b lieferte beim sechsten Abbaucyclus ein 
PTH-Derivat rnit der Masse 265, entsprechend der Masse des 
PTH-Derivates von 3-Hydroxyasparagin. Die Strukturen der 
Komponenten CDA3a und CDA4a rnit einer Massendifferenz 
von zwei zu CDA3b bzw. 4b konnten mangels ausreichender 
Mengen noch nicht ermittelt werden. 

Auffallig an den kanalbildenden CDA-Peptiden sind die zahl- 
reichen sauren und aromatischen Reste. Moglicherweise unter- 
stiitzt die Wechselwirkung von Ca2+-Ionen mit den sauren 
Gruppen die Aggregation mehrerer CDA-Molekule unter Bil- 
dung eines Kanals in der Membran. Am selektiven Ionentrans- 
port konnte dann das 71-System mitbeteiligt sein. Zur Zeit wer- 
den Konformationsuntersuchungen rnit Circulardichroismus 
und NMR-Spektroskopie in Gegenwart von Ca2+-Ionen 
durchgefiihrt, die hierzu Hinweise liefern sollen. 

Experimentelles 
Fur die Produktion von CDA wurde der Stamm Streptomyces coelicolor A3(2) 
2377 [ l l ]  eingesetzt. Produktionsmedien: Medium 1: Mannit 20, Sojapeptou 10, 
Fleischextrakt 10 gL- ' ,  Histidin 250, Uracil 100 mgL- ' ,  pH =7.4; Medium 2: 
Mannit 20, Hefeextrakt 20 g L - ' ,  Histidin 250, Uracil 100 mgL-I ,  pH =7.4. 
ESI-MS- und MS-MS-Spektren wurden rnit einem Tripel-Quadrupol-Massenspek- 
trometer API 111 (Sciex, Thornhill, Kanada) aufgenommen, das mit einer drnckluft- 
unterstutzten Elektrospray-Qnelle ausgerustet war. Die NMR-Experimente wurden 
an einem AMX-600-Spektrometer (Bruker, Karlsruhe) mit einem inversen 
13C,I 5N-Tripelresonanzprohenkopf hei 305 K durchgefuhrt. Die "P-NMR-Spek- 
tren wurden an einem DRX-250-Spektrometer (Bruker, Karlsruhe) gemessen. 
Fur die Sequenzierungen wurde ein Proteinsequenzer 476A (ABI, Weiterstadt) ver- 
wendet. Die GC- oder GC-MS-Untersuchungen wurden mit einem Gaschromato- 
graph Sichromat I (Siemens) rnit N-selektivem Detektor und Spektraphysics-4290- 
Integrator oder einem Massenspektrometer MAT 112s (Finnigan, Bremen) mit 
AMD-lntectrd-Datensystem durchgefuhrt. Als Siulen wurden Glas- oder Fused- 
Silica-Kapillaren (20 m x 0.3 mm oder 0.25 mm, L-Chirasil-Val, df = 0.13 pm) ver- 
wendet. 
RP-18-HPLC: Fur die semiprdparativen Trennungen (Nucleosil C18, 5 pm, 
250 x 8 mm, Grom, Herrenherg) wurde eine Niederdruckgradientenpumpe (Waters, 
Eschhorn) mit einem Photodiodenarray-Detektor 990 verwendet ; Als mobile Pha- 
sen dienten Trifluoressigsaure (0.1 %, Laufmittel A) und Acetonitril mit 0.1 % Tri- 
fluoressigsaure (Laufmittel B). Fur die HPLC-MS-Kopplung wurde ein HPLC-Sy- 
stem (Applied Biosystems ABI 140A, Weiterstadt) wie in Lit. [12] heschrieben 
verwendet. 
Chemische Modifizierungen (anschlieOende Reinigung jeweils uber RP-I 8-HPLC): 
1) Partialhydrolyse rnit NaOH: CDAZ (0.1 mg) wurde 30min rnit NaOH in H,O 
(1 N, 0.5 mL) hei R T  umgesetzt. 2) Enzymatische Spaltung mit Endoproteinase 
Asp-N: Partiell hydrolysiertes CDA2 (ca. 50 pg) wurde mit Endoproteinase Asp-N 
(2 pg, ,,Sequence Grade", Boehringer, Mannheim) in Natriumphosphat-Puffer 
(100 pL, pH = 8) 24 h bei 36°C inkuhiert. 3) BNPS-Skatol-Spaltung: CDAZ 
(0.1 mg) wurde 30 min in 70% Essigsaure mit einer Losung von 3-Brom-2-(o-uitro- 
phenylsulfeny1)skatol (Sigma, St. Louis) in Essigsaure (0.5 mL, 6 mM) umgesetzt. 4) 
Amidierung mit 2-Propylamin: CDAZ (0.2 mg), 2-(1 H-Benzotriazol-l-yl)-l,l,3,3- 
tetramethyluroniumtetrafluorhorat (TBTU, 2.5mg), I-Hydroxyhenzotriazol 
(HOBT, 1.16 mg) und 2-Propylamin (1 pL) wurden in DMF/Acetonitril (20 pL 
hzw. 0.5 mL) gelost uud die Produkte ndch 4 h hei R T  gereinigt. 
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Neuartiger RingschluB von Hexd-enpyranosiden 
zu carbocyclischen Verbindungen 
Sanjoy Kumar Das, Jean-Maurice Mallet und 
Pierre Sinay" 

Kohlenhydrate wurden oft als Ausgangsverbindungen fur die 
Synthese enantiomerenreiner Naturstoffe und verwandter Sub- 
stanzen genutzt, die nicht zu den Kohlenhydraten gehoren.['] 
Eine attraktive Umsetzung ist der intramolekulare RingschluB 
von Kohlenhydraten zu carbocyclischen Verbindungen, die ei- 
nen direkten Zugang zu hochfunktionalisierten Cyclohexanen 
ermoglicht. Der RingschluB kommt meist durch den Angriff 
eines Carbanions (C-6) am elektrophilen Carbonylzentrum 
(C-I) zustande. Ein friihes Beispiel hierfiir ist die Grosheintz- 
Fischer-Synthese['] von Desoxynitroinositolen aus 6-Desoxy-6- 
nitrohexosen. 

Durch eine Reaktion von Ferrier aus dem Jahr 1979 konnen 
leicht zugangliche Hex-5-enpyranoside in Gegenwart von 
Quecksilber(I1)chlorid bequem zu hochfunktionalisierten Cyclo- 
hexanen umgesetzt ~ e r d e n . [ ~ ]  Durch die Hydroxymercurierung 
des Vinyletherrestes eines Hex-5-enpyranosides wird ein instabi- 
les Hemiacetal erhalten, das nach Abspaltung von Methanol 
(Schema 1) eine Dicarbonylverbindung bildet. Diese liefert iiber 
eine aldoliihnliche intramolekulare Cyclisierung ein substituier- 
tes Cyclohexan. Hierzu wurden Unters~chungen[~] zum Mecha- 
nismus und zur Stereochemie sowie unterschiedliche Reaktions- 
bedingungen['I publiziert. Da hochfunktionalisierte Cyclo- 
hexane bei mehreren Naturstoffklassen eine wichtige Rolle spie- 
len, wurde durch diese bemerkenswerte Umlagerung - die Fer- 
rier-II-ReaktionL6] - ein praktikabler Zugang zu einer groBen 
Zahl bioaktiver Substanzen wie Aminocyclitolen, Pseudozuk- 
kern und Inositolen geebnet.['] Ein wichtiger Schritt der Ferrier- 
11-Reaktion ist die Abspaltung eines Alkohols, z. B. von Metha- 
nol (Schema I ) ,  so daB der fur die Aldolreaktion notwendige 
elektrophile Aldehyd entsteht. 
~ 
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