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Peptolide

Von E. ScurtpeEr und K. LUBKE*

1. Nomenklatur

Als Sondergruppe der heterodet cyclischen hetero-
meren Peptide sind in den letzten Jahren Verbindungen
im verstirkten Masse interessant geworden, die als
Heterobestandteil innerhalb des Ringes Hydroxy-
sduren enthalten. Wihrend von RusstrL und BrowN?
fiir diese neue Gruppe von Naturstoffen die Bezeich-
nung «Peptolide» vorgeschlagen wurde, ist sie von
ScaEMJAKIN und KuokHLOV2? in die Substanzklasse
der Depsipeptide einbezogen worden, zu der ausserdem
noch O-Peptide und Peptidlactone wie z.B. das Eta-
mycin (Viridogrisein)4-%, Ostreogrycin?, Staphylo-
mycin Faktor S$8-1, Echinomycin!?-* sowie die Ac-
tinomycine 1516 gehéren. Obwohl der Begriff Peptolid
von RusseLY daraufhin wieder zuriickgezogen worden
ist, erscheint es uns angebracht, ihn aufgrund der be-
sonderen Strukturmerkmale beizubehalten. Alle Ver-
bindungen, die Peptid- und Esterbindung im Molekiil
enthalten, sind entsprechend dem Vorschlag von
SCHEMJAKIN als «Depsipeptide» zu bezeichnen, diese
sehr vielfaltige Gruppe?® jedoch in die homdomeren
O-Peptide und Peptidlactone und in die heteromeren
Peptolide zu unterteilen. Charakteristisch fiir die Pep-
tolide ist also, dass die in allen Depsipeptiden vorhan-
dene Esterbindung mit einer reinen Hydroxysiure ge-
bildet wird, wobei eine alternierende oder nicht alter-
nierende Reihenfolge von Aminosiure und Hydroxy-
sdure in cyclischer oder acyclischer Form méglich sein
kann.

I1I. Die natiirlichen Peplolide, thr Vorkommen
und ihre biologischen Eigenschaften

Aus den Fusarienstimmen F. lateritium, F. avana-
ceum, F. sambuciniwm und F. fructogenum konnten
1947 von Coox, Cox und FARMER® 5 verschiedene anti-
biotisch wirksame Substanzen isoliert werden: Lateri-
tiin-I, Lateritiin-II, Avanacein, Sambucinin und Fruc-
tigenin. Die Verbindungen hemmen das Wachstum von
Mycobacterium phlei und sind schwach wirksam gegen-
itber Staphylococcus aureus.

Zwei weitere, gegen Mycobakterien wirksame Anti-
biotika, das Enniatin A202 und das Enniatin B222,
werden von dem Fusarienstamm ETH 1523/8 (F. ortho-
ceras var. enniatinum spiter als F. oxysporum identi-

fiziert ¥} bzw. von den Fusarienstimmen ETH 4363
und 1574 produziert. Enniatin A zeigt folgende Wirk-
samkeiten®: Mycobact. paratuberculosis ETH 2001:
1200000 (Verdiinnungseinheiten pro g); Mycobact.
phlet ATCC 354: 310000; Mycobact. tuberculosis (hu-
man): 100-500000; Bacillus subtilis ETH 2016: 320000;
Staphylococcus aurens ATCC 6538P: 160000; E. coli
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ETH 2018: 1000. Enniatin B besitzt im Bakterientest
gegen Mycobacterium paratuberculosis ETH 2001 etwa
1/, der Aktivitdt von Enniatin A.

Aus dem Mycel eines zur Spezies Streplomyces fulvis-
stmus gehdrenden Actinomycetenstammes konnte von
BrockMaNnN und ScrMIDT-KASTNER?® das Valino-
mycin isoliert werden. Die gleiche Verbindung wird
neuerdings auch von BRownN, BRENNAN und KELLEY %6
beschrieben. Als wirksame Grenzkonzentrationen des
Valinomycins gegen St. aurens und Bact. subtilis wird
1:30000 bzw. 1:20000 angegeben. Gegen virulente
humane Stimme von Mycobacterium tuberculosis war
die Wirksamkeit 1:900000. Bei Verwendung anderer
Thbe-Stimme lag die Grenzkonzentration bei 1:10000.

Mit der Isolierung des Amidomycins?? aus Kulturen
von Streptomyces PRL 1642 wurde ein speziell gegen
Fungi wirksames Peptolid-Antibiotikum aufgefunden.
Pflanzenpathogene Organismen sowie gewisse Hefen
werden durch Amidomycin {Grenzkonzentration von
1-2 ug/mi) gehemmt. Das Wachstum von Candida
albicans ATCC 10231 wird bei einer Konzentration von
0,6 pg/ml fiir drei Tage inhibiert.

Als Stoffwechselprodukt des Weide-Fungus Spori-
desmium bakeri [= Pithomyces chartarum (Berk. und
Curt.) M.B.Ellis] isolierte RusseL das Sporidesmolid
1417 das moglicherweise mit einer als «Gesichtsekzem»
bezeichneten Krankheit bei Weidevieh in Zusammen-
hang steht?2. Die bei der Strukturaufklirung des
Sporidesmolid 1 erhaltenen Spaltprodukte Sporides-
molsiure A und B zeigen gewisse phytotoxische Eigen-
schaften bei isolierten Pflanzenstrukturen. Fiir toxische
Effekte an der intakten Pflanze liegen bisher keine
Beweise vor. Als Stoffwechselprodukt des Fungus
Isaria cretacea haben VINING und TABER? ein als Isa-
riin bezeichnetes Peptolid gefunden. Biologische Eigen-
schaften wurden bisher nicht publiziert. Das gleiche
gilt fiir das von WassgrMAN, KEGGI und McKEoN®
aus verschiedenen Serratiastdmmen isolierte Serrata-
molid.

I11. Isolicrung und Strukturaufklirung

1. Prinzip. Zur Isolierung der bisher bekannten
Peptolide werden die Mikroorganismen 14-20 Tage bei
25-27° in einer synthetischen Nahrlosung belassen und
die Peptolide anschliessend aus den getrockneten My-
celen mehrere Tage mit Petrolither, Ather und Metha-
nol extrahiert.

Die Strukturaufklirung erfolgt durch chromato-
graphischen und chemischen Nachweis der bei der
sauren Totalhydrolyse entstandenen Aminosduren und
Hydroxysiuren sowie eventuell deren Isolierung, und
durch die Identifizierung der beider-alkalischen Pariial-
hydrolyse gebildeten Verbindungen vom Typ Hydroxy-
acylaminosiuren oder Hydroxyacylpeptide. Nach Er-
mittlung der Molekulargewichte kdnnen meist genaue,
jedoch zumindest partielle Angaben tiber die Struktur
gemacht werden.

ExperiEnTIA XIX/2

2. Die Strukturen der bisher bekannten Peptolide. (a) o-
Hydroxysduren als Heterobestandterl

{«) Verbindungen mit alternierenden Hydroxysiu-
ren: Amidomycin (I) liefert bei der sauren Totalhydro-
lyse 4 Mol D-z-Hydroxyisovaleriansiure (isoliert als
p-Phenylphenacylester und papierchromatographisch
identifiziert durch Anfarbung mit 2, 6-Dichlorbenzenon-
indophenol) und 4 Mol D-Valin. Schonende alkalische
Hydrolyse fithrt zum D-o-Hydroxyisovaleryl-D-valin
(II), das als Methylester, a-Naphthylurethanderivat
sowie durch Hochvakuumsublimation als Lacton (ITI,
3,6-Diisopropyl-2, 5-dioxomorpholin) charakterisiert
werden konnte. Aufgrund der Abbauprodukte und dem
gefundenen Molekulargewicht wird dem Amidomycin
von VINING und TABER3? die Struktur eines 24gliedri-
gen Ringes mit alternierender Ester- und Amidbindung
zugeordnet.

CH(CH,), CH(CHp); CH(CH,), CH(CH,),
i { { {
_CH-CO-0-CH-CO-NH-CH-CO-0-CH._

HN o
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HO-CH-COOH + H,N~-CH-COOH N
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0=C  CH-CH(CH,),
| 1
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In enger Beziehung zum Amidomycin steht das von
BrocxMany und GEEREN % in der Struktur aufgeklirte
Valinomycin. Durch Totalhydrolyse konnten 2 Mol
L-Valin, 2 Mo} D-Valin, 2 Mol L-Milchsiure und 2 Mol
D-a-Hydroxyisovaleriansidure als Bausteine gefunden
werden. Die beiden Hydroxysiuren wurden durch
Atherextraktion des sauren Totalhydrolysates isoliert
und durch Chromatographie an Kieselsdure getrennt.
Milchsdure wurde durch Bleitetraacetatoxydation zum
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Acetaldehyd umgewandelt. Alkalische Partialhydro-
lyse fiihrte zu den Spaltprodukten L-Lactyl-L-valin
und D-a-Hydroxyisovaleryl-D-valin, die durch Chro-
matographie an mit Ammoniak vorbehandelten Kiesel-
sduresiulen getrennt und nach Sublimation als Lactone
identifiziert werden konnten. Da es sich bei dem Va-
linomycin aufgrund von kryoskopischen und ebullio-
skopischen Molekulargewichtsbestimmungen um ein
Okta-Peptolid handelt, das Molekiil ferner keine freien
Amino-, Hydroxy- und Carboxylgruppen enthilt,
stehen zur Zeit zwei Strukturformeln zur Diskussion.
Wihrend in IV die beiden Teilsequenzen Lactyl-Valin
und Hydroxyisovaleryl-Valin abwechselnd angeordnet
sind, enthilt die andere Formel jeweils zwei gleiche
Teilsequenzen hintereinander. Nach der bisherigen
Auswertung saurer Partialhydrolysate und chromato-
graphischen Vergleiches der Abbauprodukte scheint
Formel IV die wahrscheinlichere zu sein,

CH(CH,), CH, CH(CH,), CH(CH,),
| |
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Valinomyein (IV)

Fiir die Enniatine werden von PLATTNER und
Nacer®2® die Strukturen 12gliedriger Cyclo-tetra-
peptolide angegeben, die alternierend D-Hydroxyiso-
valeriansdure und L-N-Methyl-isoleucin bzw. L-N-
Methyl-valin enthalten:

CH-CH-C,H; CH(CHj),
1 |
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Enniatin A (V)
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linniatin B (VI)

Die Komponenten werden nach mehrstiindiger Hydro-
lyse mit 209 iger Salzsiure isoliert. D-Hydroxyiso-
valeriansdure wird als p-Phenylphenacylester und
durch Bleitetraacetatoxydation zum Isobutyraldehyd
identifiziert. Die optische Konfiguration wird eindeutig
durch Vergleich mit einem durch Diazotierung von
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D-Valin erhaltenen Produkt ermittelt. L-N-Methyl-
isoleucin wurde durch Abbau mit Hypochlorit zu Me-
thylamin und (4-)-Methylithylacetaldehyd charakte-
risiert. Die Konfiguration konnte aufgrund der Ande-
rung der optischen Drehung beim Ubergang von wiiss-
riger zu salzsaurer Losung festgestellt werden (vgl.
Lutz und JirGENsoNs®). Bei der milden alkalischen
Hydrolyse von Enniatin A (V) werden 2 Mol Alkali
unter Bildung von D-«-Hydroxyisovaleryl-L-N-Methyl-
isoleucin verbraucht. Die Identifizierung erfolgte so-
wohl nach Reaktion mit Diazomethan als Methylester
als auch nach Hochvakuumsublimation als Lacton.
Enniatin B (VI) liefert bei alkalischer Hydrolyse D-a-
Hydroxyisovaleryl-L-N-methyl-valin, das als Methyl-
ester, Hydrazid und Lacton charakterisicrt werden
konnte.

Die bisher genannten Enniatin A baw. B produzie-
renden Fusarienstimme bilden neben der Hauptkom-
ponente jeweils dic andere Enniatinkomponente in
geringerem Masse mit, Bei anderen untersuchten
Stimmen liegen die Verhiltnisse ungtinstiger. Vermut-
lich wird noch eine dritte Verbindung Enniatin C ge-
bildet, die N-Methyl-leucin als Aminosiurckomponente
enthilt, Das Vorkommen von Enniatinen, die zwei ver-
schiedene N-Methyl-aminosiuren enthalten, ist eben-
falls nicht auszuschliessen 2.

Von den von Cook, Cox und FARMER!?Y beschrie-
benen Antibiotika ist das Lateritiin I niher unter-
sucht worden. Als Bausteine konnten wie beim Ennia-
tin B D-a-Hydroxyisovaleriansiure und L-N-Methyl-
valin gefunden werden. Analog wurden durch alka-
lischen Abbau D-a-Hydroxyisovaleryl-L-N-Methyl-
valin und das entsprechende Lacton erhalten, das auch
durch Synthese in seiner Struktur bestiitigt werden
konnte. Der fiir Lateritiin I angegebene Schmelzpunkt
von 121-122°C stimmt jedoch mit dem von Enniatin A
(122-122,5°C) iiberein. Fiir Enniatin B wird 174-176°C
angegeben. Die Summenformel C,,H,;N,0, ist weder
mit Enniatin A (C4,H;yN,O4) noch mit Enniatin B
(CaaHggN,O4) identisch. Die anderen Antibiotika Late-
ritiin II, Avenacein, Sambucinin und Fructigenin ent-
halten alle D-x-Hydroxyisovaleriansiiure und L-N-
Methyl-valin. Angaben iiber eine eventuelle Struktur
wurden bisher nicht publiziert. Diese Unstimmigkeiten
hinsichtlich der Strukturen werden noch vergréssert
durch die Ergebnisse, dic von der Arbeitsgruppe
SCHEMJAKIN et al, iiber die Synthese dieser Verbin-
dungen publiziert wurden (vgl. Seite 66).

(A) Peptolide mit nicht alternierenden Hydroxy-
sduren: Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen
Peptoliden liegt bei dem Sporidesmolid I (VII) ein
neues Bauprinzip vor, Wie aus den Untersuchungen
von RUSSEL? hervorgeht, werden durch saure Total-

32 0. Lurz und B. JirceEnsons, Ber. dtsch. Chem. Ges. 63, 448
(1930); 64, 1221 (1931).
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hydrolyse L-Hydroxyisovaleriansdure, D-Valin, D-
Leucin, L-Valin, L-N-Methyl-leucin im Verhiltnis
2:1:1:1:1 erhalten. In diesem Cyclopeptolid {olgen
auf eine Hydroxysiure jeweils zwei Aminosiuren:

CH{CH,),
{
CH{CH,), CH(CH,), CH,
i I i
_CH-CO—NH-CH-CO—NH-CH.__
O [ol¢]
L D D
L L L
oc
“~CH—N—0C-CH~-NH—OC-CH~
i { i 1
CH, CH, CHI(CH,), CH(CH,),
1
CH(CHy,),

Sporidesmolid I {V1I)

Abweichend ist auch das Vorliegen der Hydroxyiso-
valeriansdure in der L-Konfiguration. Dies kénnte Ur-
sache fiir das Fehlen einer antibiotischen Wirkung sein.
Durch alkalische Partialhydrolyse lisst sich das Spori-
desmolid I unter Verbrauch von 2 Mol Alkali in Spori-
desmolsiure A, L-a-Hydroxyisovaleryl-D-valyl-D-len-
cin und Sporidesmolsiure B, L-x-Hydroxyisovaleryl-
L-valyl-L-N-Methyl-leucin aufspalten. Beide Verbin-
dungen werden als Methylester und Cyclohexyl-
ammoniumsalz bzw. S-Benzylthiouroniumsalz charak-
terisiert 3%, Behandlung von Sporidesmolid T mit einem
Mol Alkali fiihrt zu einer Verbindung, bei der es sich
vermutlich um das durch Spaltung der L-N-Methyl-
leucin-Esterbindung entstandene geradkettige Hexa-
peptolid handelt33,

Neben Sporidesmolid I konnten aus P. chariarum
zwei weitere Peptolide isoliert werden: Sporidesmolid
111, das bei der sauren Hydrolyse Valin, Leucin und
Hydroxyisovaleriansdure liefert, sowie eine weitere
Substanz, die vermutlich anstelle von D-Valin D-Iso-
leucin enthilt. Ahnlich wie beim Enniatin C liegen noch
keine genaueren Strukturangaben vor.

(b) B-Hydroxysiuren als Heterobestandteil. Das von
ViNiNG und TABER ®isolierte Isariin istin seiner Struktur
noch nicht vollstindig aufgeklirt. Durch Totalhydro-
lyse werden 1 Mol D-f-Hydroxydodecansdure, je 1 Mol
Glycin, L-Alanin und D-Leucin sowie 2 Mol L-Valin
isoliert. Die alkalische Partialhydrolyse liefert eine als
Isariinsiure bezeichnete Verbindung. In dieser Ver-
bindung wurde als C-terminale Aminosdure durch Hy-
drazinolyse und durch Abbau mit Carboxypeptidase

L-Valin festgestellt. Die Ergebnisse der sauren Partial- -

hydrolyse von Isariin machen die direkte Verbindung
von Glycin und der Hydroxysiure wahrscheinlich. Aus
diesen Tatsachen ergibt sich fiir Isariin die Struktur
(VIII):
CH(CHy), (CHy)s~CH,
/CH -C0-0-CH,CH-CO-NH-CH,._
HN €O

| |
ocC NH
“\CH-NH—O0C-CH-NH—OC-CH~
| 1 |
Rl R2 Rl&

Isariin {(VIII)

LExreriEnTIA XIX/{2

R,, R,, R, bedeuten die in ihrer Reihenfolge noch nicht
festgelegten Seitenketten der Aminosduren L-Alanin,
D-Leucin und L-Valin.

Ebenialls eine f-Hydroxysidure als Heterobestandteil
enthilt das von WassErMAN, KecsI und McKEeon3t
isolierte Serratamolid. Die Verbindung Lefert bei
Totalhydrolyse L-Serin und D-§-Hydroxydecansiure.
Alkalische Partialhydrolyse fithrt zur bereits bekannten
Serrataminsiure® (D-f-Hydroxydecanoyl-L-serin).
Aufgrund weiterer Untersuchungen sind im Serrata-
molid 2 Molekiile Serrataminsdure durch 2 Ester-
bindungen ringférmig verkniipft. Nach dem Austausch
der frefen Hydroxylgruppen gegen Wasserstoff wird
bei Totalhydrolyse neben der unverinderten S-Hy-
droxydecansidure anstelle von Serin Alanin gefunden.
Folglich wird fiir Serratamolid die folgende Struktur
angegeben (IX):

(CHy)-CH, CH,-OH
_CH-CH,y-CO-NH-CH._
0 co
| |
ocC 0
“~CH-HN-OC-CH,~CH~”
} i
CH,-OH (CH,)g-CH,

Serratamolid (IX)

3. Spektren. Die UV-Spektren der Peptolide (Spori-
desmolid I3 und Valinomycin®) zeigen nur eine all-
gemeine Absorption unter 270 myu. Charakteristischer
sind dagegen die IR-Spektren, die eine Zuordnung der
Ester- und Amidfunktion sowie der Isopropyl- und N-
Methylgruppen erméoglichen. Die Tabelle erlaubt einen
Vergleich der bei den einzelnen untersuchten Pepto-
liden bzw. deren Spaltprodukten gefundenen Maxima.
Zum Vergleich wurden auch die Spektren der freien
Aminosiuren und der a-Hydroxyisovaleriansiure mit
aufgenommen.

IV. Die Synthese von Peptoliden

Nach der Entdeckung der ersten natiirlichen Pepto-
lide hat es Jahre gedauert, bis die ersten Synthese-
versuche auf diesem Gebiet bekannt gewordesi “sind.
Definitionsgemadss sind Peptolide heteromere Peptide,
mit Hydroxysiuren als Heterobestandteil, die sowohl
Peptid- als auch Esterbindungen enthalten. Will man
ihre Synthese beschreiben, so miissen notwendiger-
weise auch die Verbindungen beriicksichtigt werden,
die zwar aus Hydroxysiure und Aminosiure bestehen,
aber entweder nur Ester- oder nur Peptidbindung ent-
halten, also Verbindungen vom Typ Aminoacyl-hy-
droxysidure und Hydroxyacyl-aminosdure. Diese Ver-
bindungen werden als Spaltprodukte natiirlicher Pep-

35 D, W. RusskL, J. chem. Soc. (London), im Druck.
3 N, J. CARTWRIGHT, Biochem. J. 6¢, 288 (1955); 67, 633 (195’7)
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IR-Spektrum, Lage der charakteristischen Maxima in cm™?
N-H O-H C-0 c-0 C-0 N-H N-CH, Iso-
Valenz- (Ester) freie Valenz- Deforma- propyl
Schw. Siure Schw, tion =
=Amidl AmidIl
Speridesmolid 13 3350 1753 1646 1529 1410 1363
1679 1381
Sporidesmolsiiure A3 3228 1712 1637 1549 1372
1655 1388
Sporidesmolsiure A37= synth. 3230 1710 1635 1555 1370
1653 1387
Sporidesmolsiure A-methylester3? 3230 1759 1645+ 1538+ 1370
1325
Sporidesmolsiure-A-tert.-butylester3?s, 3250 1740 1640 1635 1370
synth. 1380
Sporidesmolsiure B3® 3375 1725 1602 153¢ 1369
1637 1188
Sporidesmolsaure-B-methylester3® 1744
Valinomycin 33 3,06 5,70 6,02 6,63 1
3260 17565 1660 15630
Amidomycin 2 3300 1740 1650 1540 1375
1395
Isariin3® 3300 1735 1650 1533 1380
Isariinsiure3? 1727
D-u-Hydroxyisovaleryl-D-valin- 3400 1740 1660 1525 1376
methylester32 1395
D-g-Hydroxyisovaleriansdure » 3420 1710 1376
1392
D-Valin® 3130 1585® 1510 1355
1400
N-Methyl-L-Leucin® 3020 15820 1400 sec, Butyl
1402
MZ-Glycyl-glycolyl-glycin-p-nitro- 1680 1660 1500
benzylester3® 1755 1520

* Fiir die Aufnahme der IR-Spektren und Diskussion danken wir Herrn Dr, W, NeuogrT, Physikalisch-chemische Abteilung,
b Vermutlich Verschiebung in lingeren Wellenbereich durch innere Salzbildung.

tolide erhalten und sind in fast allen Fillen die Aus-
gangsstoffe zur eigentlichen Peptolidsynthese.

1. Die Verkniipfung von Amino- und Hydroxysiuren.
Die Verknilipfung von Aminosiuren mit Hydroxy-
siuren kann auf zwei Weisen erfolgen: einmal durch
Veresterung der Aminosiure-Carboxylfunktion mit der
Hydroxylgruppe der Hydroxysidure unter Bildung von
Aminoacyl-hydroxysiuren und zweitens durch Acy-
lierung der Aminogruppe der Aminosdure durch die
Hydroxysiure-Carboxylfunktion unter Bildung von
Hydroxyacyl-aminosauren.

(a) Synthese von Aminoacyl-hydroxysiuren. (x) Syn-
thesen mit vorgegebener Hydroxysiure: Zur Esterbil-
dung zwischen Amino- und Hydroxysiduren sind in
erster Linie die Methoden herangezogen woiden, die
auch in der reinen Peptidchemie zur Veresterung N-
geschiitzter Aminosiuren bekannt sind. Hierbei zeigte

sich, dass nur die Verfahren crfolgreich waren, die zu
einer sehr starken Aktivierung der acylierenden Car-
boxylgruppe fihrten. Siurechloride und gemischte An-
hydride als aktivierte Derivate stehen somit bisher fiir
die Acylierung der Hydroxysidure im Vordergrund.
Die Benzolsulfochloridmethode, SCHEMJARIN®3? ge-
lang als erstem mit Benzolsulfochlorid in einem Uber-
schuss von Pyridin bei 0°C die Synthese von racemi-
schen und optisch aktiven N-geschiitzten Valyl-«-
hydroxyisovaleriansiureestern sowie von Phthalyl-
valyl-milchsiurebenzylester, die er mit Erfolg als Aus-

37 K. Lopke und E. ScurODER, Z, Naturforsch, 18, 847 (1961),

3 R. Scuwvzer und P. Carrion, Helv. chim. Acta 43, 2101 (1060).

3 M., M. Scuemjaktn, E. I. WinocraDOWA, M. Ju. FElGINA, N, A,
ArLpanowa, W, A, OLapLina und L. A, ScuukinNa, Doklady Akad.
nauk, 140, 387 (1961).
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gangsstoff zur weiteren Peptolidsynthese einsetzen
konnte. Auch die Synthese von Carbobenzoxy-valyl-
a-hydroxyisovaleriansidure unter Verwendung der
frelen a-Hydroxysdure konnte nach dieser Methode
durchgefiihrt werden. Bei Verwendung der Phthalyl-
gruppe fiibrt die Benzolsulfochlorid-Methode bei op-
tisch aktiven Derivaten zur Racemisierung ®. In neuerer
Zeit konnte die Benzolsulfochloridmethode zur Syn-
these einer Reihe von weiteren N-geschiitzten Amino-
acyl- und Peptidyl-«-hydroxyisovaleriansiurederivaten
benutzt werden4®, Dabei hat sich die von PLEss*! aus-
gearbeitete modifizierte Sulfochloridmethode besonders
gut bewihrt. Nach BREWSTER und Crorri#® verliuft
diese Reaktion iiber das symmetrische Anhydrid (X):

O
C,HS0,Cl) R-C?  + HO-g RCO-O-R
9 R-coot  {(CeH3S0; \O + R.COOH
~
R-C
o
(X)

Die bei der Esterbildung frei werdende Carboxylkompo-
nente setzt sich mit noch vorhandenem Sulfochlorid
erneut zum Anhydrid um. Der von PLEss verwendete
grosse Uberschuss an Carboxylkomponente lisst ver-
muten, dass diese Regenerierung des symmetrischen
Anhydrids nicht in jedem Falle chne weiteres vor sich
geht.

Gemischie Sdureanhydride mit anovganischen Sduren.
BreNNERet al.#*haben zur Synthese von N-geschiitzten
Aminoacyl-Salicylsdureamiden, die sie als Ausgangs-
stoffe fiir ihre Aminoacyleinlagerungsreaktion -4 ver-
wenden, die Phosgenmethode ausgearbeitet, die iiber
das gemischte Anhydrid aus N-geschiitzter Aminosiure
und Chlorameisensidure verliuft. Auch eine Reihe von
N-geschiitzten O-{Aminoacyl)hydroxyalkansiuren und
-hydroxyaminosiduren konntenso hergestellt werden?:49,
Die priparative Durchiithrung wird allerdings durch
die einzuhaltende tiefe Temperatur von —70°C er-
schwert. Anstelle von Phosgen kénnen auch Phosphor-
oxychlorid 3 oder Thionylchlorid 5t verwendet werden.
Geeignet zur Darstellung von Acylaminoacyl-e-hydr-
oxyséureestern ist auch die Umsetzung von Acylamino-
siurechloriden mit o-Hydroxysdureestern in absol.

Benzol oder Ather in Gegenwart dquimolarer Mengen

Pyridin bei 0°C*.

Gemischie Athylkohlensiureanhydride. BOTWINIK 52
und ihrem Arbeitskreis gelang die Synthese von N-
geschiitztem Aminoacyl- und Dipeptidyl-glycolsduren
tiber das gemischte Athylkohlensiureanhydrid. Aller-
dings lagen dabei die Ausbeuten zum Teil unter 50 9.
Eine Erklarung fiir diese geringen Ausbeuten geben die
Versuche von BRENNER et al. 3, die gezeigt haben, dass
sich gemischte Alkylkohlensdureanhydride (XI) nur
dann zur Esterkupplung eignen, wenn die zu ver-
esternde Hydroxylkomponente (HO-R’) identisch ist

ExrerieNtia X1X/2

mit dem Alkohol, der den Kohlensdureester bildet
{HO-R"):

rcz’
O + HO-R"
R-0-C <
o

, R-CO-OR” + HO-R" + CO,

(X1

Im anderen Fall wird dieser aus dem Kohlensdureester
frei werdende Alkohol neben der zu acylierenden Hy-
droxylkomponente ebenfalls verestert und es entstehen
Gemische, die in giinstigen Féllen durch Kristallisation
getrennt werden konnen. ,

Carbodiimid- und Bistmidazolylcarbonyl-Methode. Er-
staunlicherweise sind Carbodiimide bisher noch nicht
mit gutem Erfolg zur Synthese der Aminosidure-
Hydroxysiureesterbindung verwendet worden. So er-
hielt ScHEMjAKIN® bei der Umsetzung von Carbo-
benzoxy-valin mit a-Hydroxyisovaleriansaurebenzyl-
ester in Gegenwart von N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid
nur den entsprechenden Carbobenzoxy-aminoacyl-
harnstoff. Mit Phthalyl-valin konnte das symmetrische
Anhydrid isoliert werden, das beim Erwirmen mit «-
Hydroxyisovaleriansdurebenzylester in 50 9 iger Aus-
beute Phthalyl-valyl-hydroxyisovaleriansiurebenzyl-
ester lieferte.

Dagegen konnte das Imidazolidverfahren33 zur Syn-
these von N-geschiitzten Glycyl-a-hydroxyisovalerian-
sdurederivaten mit gutem Erfolg angewendet werden4®.
Dieses Verfahren beschreibt auch BROCKMANNS: zur
O-Aminoacylierung des Threonins im Rahmen der
Totalsynthese von Actinomycin C,.

Das Ozxazolidonverfahren. Dieses Verfahren, das zur
Peptidsynthese bereits bekannt ist, konnte von Bot-

40 E. Scar6per und K. LuBke, Vortrag auf dem 5. Europiischen
Peptidsymposium, Oxford, September (1962).

41 1. Press, Dissertation, Univ. Basel (1961), p. 48.

42 1. H, Brewster und C, I, CiorrI jRr., J. Amer. chem. Soc, 77,
6214 (1955),

4 M. BreNNER, I, P. ZIMMERMANN, P. Quitt, W. ScHNEIDER und
A, Hartmann, Helv, chim. Acta 40, 604 {1957).

4 M. BrennEr, . P. ZimMeErMaxN, 1. WEnrmOLLER, P. QuiTt,
A, Harimann, W. ScungipeER und U, BeEGLiNGER, Helv. chim,
Acta 40, 1497 (1957). _

45 M. Brenner und 1. P. ZimueErMANN, Hely, chim. Acta 40, 1933

(1957},

26 M, BrenNer und I. WEHRMULLER, Helv, chim. Acta 40, 2374
(1957).

4 M, Brenner und I. P. ZimMerMaNN, Helv. chim. Acta 41, 467
(1958).

48 D, Daun, R, ManassE, 1. RoseNTHALER und M. BRENNER, Helv,
chim. Acta 42, 2249 (1959).

4 1], BEGLINGER, Dissertation Basel (1959).

% Tu, Wieranp und B. Heivke, Liebigs Ann. Chem. 615, 184 (1958).

% K. Luskg, Dissertation, F. U. Berlin (1961).

52 M. M. Borwinik, S. M. Awajewa, L. M. KoxkscuarowaA und W. A,
OLADKINA, Zhurn. Obsc. Khim. 30, 3887 (1960).

5 H. A. StaaB, W. Rour und A, MANNSCHRECK, Angew. Chemie 73,
143 (1961).

5 H. Brockmann und H. LackNER, Naturwissensch. 47, 230 (1960).



15. I1. 1968

WINIK, OTosLawsKAaJA und IwaNnow® auch zur Syn-
these von N-geschiitzten Aminoacyl-glycolsiduren ver-
wendet werden. Sie stellten aus N-Benzoylaminosiuren
die 5-Phenyl-4-alkyl-5-oxazolidone (X1I) her und setz-
ten diese mit Glycolsdure um:

N—F—-CH-R’
1 |
. C;H;—C C=0
ROH gilp ~o~
(XIT)

R
|
C¢H,-CO-NH-CH-CO-OR

R
]
+ HO-CH,;-COOH  C4H,~CO-NH-CH-CO-O-CH,~COOH

>

Durch die mogliche Tautomerie des Oxazolidons (Az-
lactons) racemisiert dabei die Aminosdurekompo-
nente 3, Somit kommt diese Methode nur zur Synthese
von Glycyl-Hydroxysiurederivaten in Frage. Alle bis-
her erwihnten Synthesewege haben gemeinsam, dass
die Hydroxysiure als solche bzw. als Derivate (Ester
oder Amid) zur Synthese verwendet wurde.

f) Synthesen unter gleichzeitiger Bildung der Hy-
droxysduren: Synthesen, bei denen die Hydroxysédure
erst wihrend der Reaktion gebildet wird, fiihren meist
iiber gut ausgearbeitete Methoden relativ leicht zu
Aminoacyl-hydroxysdurederivaten. Eine dieser Me-
thoden ist die seit 50 Jahren bekannte Umsetzung von
Carbonsiuren mit Derivaten der Diazoessigsiure
XII15%88, Verwendet man als Carboxylkomponente
N-geschiitzte Aminosiuren, so erhilt man direkt N-ge-
schiitzte Aminoacyl-glycolsdurederivate.

(=) +
CH-COOR R” H-CH-COOR
] ] |
(+)N=N| + X-NH-CH-COOH (+)N=N|
-
(XI11)
+
R” (+) R"
| i
X-NH-CH-COO(-) -N, CH,-COOR X-NH-CH-COO(-)
—
R*
{
X-NH-CH-CO-O-CH,-COOR
e

Diese Verbindungen haben infolge ihrer leichten Zu-
ginglichkeit gute Dienste bei der Klirung prinzipieller
Fragen geleistet®®. Verwendet man als Diazokompo-
nente ein Diazoacetyl-aminosdurederivat, so erhilt
man direkt Aminoacyl-glycolyl-aminosiurederivate,
also Verbindungen, die bereits echte Peptolide sind.
Daneben konnten Verbindungen vom Typ Acyl-
aminoacyl-aminoacyl-glycolsdureester und Acyl-ami-
noacyl-aminoacyl-glycolyl-aminosdureester syntheti-
siert werden. Bei diesen Versuchen ergaben sich be-
stimmte Regelmissigkeiten 5!, Athylester reagieren bes-
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ser als Benzylester, die Reaktion ist ausserdem stark
von der N-Schutzgruppe abhingig. Auch die Natur
der Aminosiure spielt eine Rolle. Schlecht reagieren
allgemein N-geschiitzte Dipeptide. Ein Einfluss der N-
Schutzgruppe sowie der Aminosiuren bleibt erkennbar,
Auch ScuwyzeER und CarrioN?® haben die Reaktion
iiber Diazoacetylderivate mit Erfolg fiir die Darstellung
von p-Phenylazo- bzw. p-(p-Methoxy-phenylazo)-ben-
zyloxycarbonyl -glycyl - glycolyl - glycin-p-nitrobenzyl-
ester verwendet.

Wie Uct und FETZER®® beschricben haben, erhilt
man auch {iber die Passerini-Reaktion® direkt echte
Peptolide (XIV) aus N-geschiitzten Aminosiuren,
Carbonylverbindungen und «-Isocyancarbonsiure-
estern, Dabei wird nicht nur die Hydroxysiure, son-
dern auch eine Aminosiure erst withrend der Reaktion
gebildet:

R R (=)(HIR"
| |
X-NH-CH-COOH + CH=0 + |C=N-CH-COOR —»

R R’ R"
| | ) |
X-NH-CH-CO-0-CH-CONH-CH-COOR
(X1V)

So bequem diese Mcthoden an sich auch sein mégen,
so haben sic doch einen grossen Nachteil: Im Falle der
Reaktion tiber Diazoderivate erfolgt eine Substitution
am Asymmetriezentrum. Es ist also eine mehr oder
weniger vollstindige Racemisierung zu erwarten. Auch
diirfte die geringe Stabilitiit von a-Diazoalkancarbon-
siurederivaten — mit Ausnahme der Essigsidure — auch
von dieser Seite aus zunichst eine praktische Verwen-
dung dieser Reaktion fiir andere Hydroxysiuren als
die Glycolsdure erschweren. Bei der Passerini-Reaktion
wird ein Asymmetriezentrum ncu gebildet. Dadurch
erhiilt man in jedem Falle nur die Racemate.

(b} Synthese von Hydroxylacyl-aminosduren. («) Syn-
thesen mit vorgegebener Hydroxysiiure: Zur Verknii-
pfung der Amidbindung ist bisher als Aktivierung der
Hydroxysiure die Verwendung von aktivierten Estern
bekannt geworden. Der a-Hydroxyisovaleriansiure-
cyanmethylester ist leicht zuginglich und ermdéglichte
die Synthese einer Reihe von Hydroxyisovaleryl-amino-
sdurederivaten und -peptidderivaten®2, Mittels dieser

5 M, M. Borwinik, B, I, OrosLawskaja und L., L. Iwanow, Zhurn,
Obsc, Khim, 31, 42 (1961).

8%V, Du VieNgaup und C, E. Mever, J. biol. Chem. 99, 143
(1932-33),

8 Tu. CurTius und N. Scuwan, J. pr, Chemie §1, 353 (1895).

8 Ti. Curtius und A, Dararsky, Ber. dtsch, Chem. Ges, 39, 1373
(1908).

8 H. Gistan und K. LOBXE, Licbigs Ann. Chem. 644, 130 (1961).

8 1. Uct und U. Furzer, Angew. Chemic 73, 621 (1961).

61 M. M. Passerini, Gazz. chim. ital, 61, 964 (1931).

9 E, Scuréper und K. Lopke, Licbigs Ann, Chen. 655, 211 (1962).
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Reaktion gelang auch die Synthese der Sporidesmol-
sdure A%, cines Spaltproduktes des natiirlichen Pepto-
lids Sporidesmolid I. Auch das Azidverfahren konnte
zur Synthese dieser Verbindungen verwendet werden %3,

Als Moglichkeit zur Aktivierung der Aminogruppe
wurde die Phosphorazomethode untersucht®2. Doch
waren die Ergebnisse nicht befriedigend. Uber #hnliche
Schwierigkeiten berichtete bereits WirnscH® bei der
Anwendung dieser Methode auf Hydroxyaminosduren.

Bemerkenswert ist, dass bisher fast ausschliesslich
Synthesen mit nicht geschiitzter Hydroxylfunktion
beschrieben sind. Nur von SCHEMJAKIN, OWTSCHINNI-
kow, KIrjusCHKIN und IwAanow % wurde ohne experi-
mentelle Angaben O-Carbobenzoxy-D-a-Hydroxyiso-
valeriansdure beschrieben, die mit L-N-Methyl-valin-
methylester nach der S&urechloridmethode gekuppelt
werden konnte. Katalytische Hydrierung lieferte ein
Produkt, das mit aus Enniatin B erhaltenem D-g-
Hydroxyisovaleryl-L-N-methyl-valinmethylester iden-
tisch war.

{p) Die Hydroxysiure wird erst nachtriglich gebildet:
Die Methoden beruhen darauf, dass die Kupplung mit
einem leichter zugénglichen und auch leichter zu hand-
habenden Carbonsdurederivat durchgefiihrt werden,
und dass erst nach der Kupplung die a-stindige funk-
tionelle Gruppe gegen die Hydroxylgruppe aus-
getauscht wird.

Austausch der Aminogruppe gegen Hydroxyl. Diese
Reaktion verliuft iiber die Bildung von Diazoderi-
vaten, die in Analogie zur Reaktion mit Carboxylkom-
ponenten mit Wasser umgesetzt werden (XV}):

(-) *+
CH-CONH-R

(+) N=N|

CH,~CONH-R

(+F)N=nN| OH™

+ H-OH )

N, HO-CH,~CO-CH-R
—
(XV})

So wurden von CuUrTIUS’"®® auns Diazoacetyl-amino-
sdurederivaten und -peptidderivaten die entsprechen-
den Glycolylderivate erhalten. Allerdings diirfte sich
diese Methode wieder nur fiir Glycolsiurederivate
eignen. Versuche von WIELAND und K6pPPE®, aus dem
Alaninthiophenylester den entsprechenden Milchsdure-
ester herzustellen, verliefen nicht befriedigend. Dass
eine Diazotierung von Aminoderivaten eine Reihe von
Nebenreaktionen mit sich bringt, ist an einfachen Bei-
spielen in der Literatur beschrieben. So fand z.B.
AusTIN® bei der Umsetzung von Methylamin mit sal-
petriger Sdure nicht weniger als sechs verschiedene
Verbindungen.

Austausch von Halogen gegen Hydroxyl. Diesen Weg
haben Coox, Cox und FARMER*? bei der Synthese von
Spaltprodukten natiirlicher Peptolide eingeschlagen.

Exrperientia XIX/2

In Analogie zu der Fischerschen Peptidsynthese iiber
die a-Halogen-Carbonsdurechloride haben sie «-Brom-
Isovalerylchlorid mit N-Methylvalin umgesetzt und
durch HBr-Abspaltung das Lacton hergestelit. Nach
Verseifung erhielten sie a-Hydroxyisovaleryl-methyl-
valin, das sie in den Methylester iiberfithrten, der iden-
tisch war mit dem aus dem Naturprodukt hergestellten
Ester.

Synthese von Hydroxylacyl-aminosduren durch die
Aminoacyleinlagerung. Durch die Aminoacyleinlage-
rungsreaktion von BRENNER et al.# werden Amino-
acyl-hydroxysiureamide zu Hydroxylacyl-aminosdure-
amiden (XVI) umgelagert. Diese Reaktion ist beson-
ders gut mit Salicylsdure untersucht:

R
|
P |/O—OC*CH-NH2 /\ﬂ/OH
R
|
K/\(:O-NH2 N"NCO-NH-CH-CO-NH,
(XVI)

Aber auch aliphatische Hydroxysiduren®® und Hydroxy-
aminosiuren4® geben diese Umlagerung. Wihrend je-
doch die Umlagerung an Salicylsiurederivaten unter
schonenden Bedingungen relativ schnell verliuft und
somit durchaus priparative Moglichkeiten bietet,
haben die Umlagerungen mit den aliphatischen Hy-
droxysduren zur Zeit nur theoretisches Interesse, da
sie nur durch starke Basen wie Kalium-tert.-Butylat
katalysiert werden konnen und somit fast immer mit
Racemisierung zu rechnen ist.

2. Der Aufbau héherer Peptolide. Im vorhergehenden
Abschnitt wurde die Synthese der Verbindungen be-
schrieben, die als Ausgangsstoffe zur eigentlichen Pep-
tolidsynthese dienen kénnen. Da es sich dabei um zwei
verschiedene Typen handelt, kann auch der Aufban
von Peptoliden auf zwei Weisen erfolgen.

{ay Die Synthese von Peptoliden mit Aminoacyl-hydr-
oxysduren als Ausgangsprodukt. Es ist verstindlich,
dass die ersten Peptolidsynthesen vom Typ Aminocacyl-
hydroxysiure ausgehen, da zu erwarten war, dass sich
dieser Typ in praparativer Hinsicht adhnlich wie ein
reines Peptid behandeln lisst. Dabei mussten selbst-
verstindlich die Methoden ausscheiden, bei denen die
Gefahr einer Spaltung der Esterbindung besteht (z.B.
alkalische Verseifung). Peptolide kdnnen dann nach
folgendem Reaktionsschema aufgebaut werden:

8 K. Luske und E. ScHrODER, Liebigs Ann. Chem., im Druck.

§t B, WonscH, Dissertation, Univ. Miinchen {1955}, p. 128.

85 M, M. ScueEmjakiN, J. A. OwrscHINNIKOW, A, A. KiRJUSCHKIN
und W. T. Iwanow, Tetrahedron Letters 7, 301 (1962).

% Ty, WieLanp und H. Képeg, Liebigs Ann. Chem. 581, 1 (1953).

57 A, T. AusTin, Nature (London) 188, 1086 (1960).
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R R
1 1
N-NH-CH-CO-0-CH-CO-Y
. / \
R R R R
i | t 1
X-NH-CH-CO-0O-CH-COOH (XVII} HyN-CH-CO-0-CH-CO-Y {XVII])
R R
1 |
+ H,N-CH-CO-Y + X-NH-CH-COOH
R R R 4
1 | { [
# X-NH-CH-CO-0-CH-CO-NH-CH-CO-0-CH-CO-Y
R R R R R R

1 | |
X-NH-CH-CO-0-CH-CO-NH-CH-CO-Y

Jede dieser Verbindungen kann wieder Ausgangsstoff
zu weiteren Synthesen sein. Die Syntheseschritte zu
XVII und XVIII setzen eine bestimmte Schutz-
gruppenkombination voraus, die die selektive Spaltung
der Aminoschutzgruppe (X-) oder der Carboxylschutz-
gruppe (-Y) ermdglicht, ohne die Esterbindung zwischen
der Aminosdure und der Hydroxysiure zu spalten.
Folgende Kombinationen sind bisher bekannt:

Zur Synthese von N-geschiitzten Aminoacyl-hydro-
xysduren (XVII) ist die Verwendung des hydrogeno-
lytisch spaltbaren Benzylesters (-Y) bei hydrogeno-
lytisch nicht spaltbarer Aminoschutzgruppe (X-} wie
tert.-Butyloxycarbonyl-%, Phthalyl-325 und Formyl-5®
oder Verwendung des sauer hydrolysierbaren tert.-
Butylesters (-Y) in Kombination mit der p-Nitrocarbo-
benzoxygruppe® beschrieben. Ferner kann diese Ver-
bindung auch direkt durch Veresterung N-geschiitzter
Aminosiuren mit freien Hydroxysiuren hergestellt
werden 3¢,

Zur Synthese von Aminoacyl-hydroxysiureestern
(XVIII) wurden Aminoschutzgruppen (X-), die sich
durch saure Hydrolyse spalten lassen, wie ¢&-Butyloxy-
carbonyl®®, Formyl?®, Carbobenzoxy *5 oder Trityl®®,
und die durch Hydrazinolyse spaltbare Phthalyl-
gruppe 2, jeweils in Kombination mit dem Benzylester
verwendet. Auch gefirbte Schutzgruppen wie p-{p-
Methoxy-phenylazo)-Carbobenzoxy- und p-Phenylazo-
Carbobenzoxy- in Kombination mit dem gegen Brom-
wasserstoff besonders stabilen p-Nitrobenzylester sind
beschrieben 3, Allerdings ist hier bisher nur die Syn-
these der vollgeschiitzten Derivate publiziert. Jedoch
lasst die Verwendung des $-Nitrobenzylesters eine vor-
teilhafte Abspaltung der Aminoschutzgruppen erwar-
ten. Auch die katalytisch hydrierbare p-Nitrocarbo-
benzoxygruppe in Kombination mit dem tert.-Butyl-
ester konnte erfolgreich eingesetzt werden .

Bei den dann folgenden Kupplungsreaktionen kon-
nen praktisch die meisten der in der Peptidchemie be-
kannten Kupplungsmethoden verwendet werden. Be-
schrieben sind: gemischte Anhydride®, Siurechlo-
rid®, Carbodiimid®® und aktivierte Ester3?,

| ! ]
N-NH-CH-CO-NH-CH-CO-0-CH-CO-Y

Eine weitere glinstige Schutzgruppenkombination
ergibt sich durch die Verwendung N'-geschiitzter Hy-
drazide. So konnten z. B. mit der Carbobenzoxygruppe
als Aminoschutz und tert.-Butyloxycarbonyl-hydrazin
als Carboxylschutz durch die selektive Spaltung der
einen oder anderen Schutzgruppe kupplungsfihige De-
rivate erhalten werden. Im Falle der Spaltung von
tert.-Butyloxycarbonyl ist ohne Gefahr einer Hydrazi-
nolyse der Peptolid-Esterbindung eine Anwendung des
Azidverfahrens méglich4®,

Diese Reaktionen zeigen, dass die Annahme, dass
sich der Verbindungstyp Aminoacyl-Hydroxysiure
wie ein Dipeptid verhiilt, durchaus berechtigt ist. Je-
doch lassen sich auch ecinige Unterschiede feststellen,
die durch das Vorhandensein von einer oder mehreren
Esterbindungen bedingt sind. So ist z.B. Glycyl-
Glycolsiure ein Ol, das sich nur als Hydrochlorid aus
Alkohol/Ather kristallisicren lisst. Die Verbindung ist
also weit mehr ein «eAminostiureester» als ein Dipeptid.
Trityl-glycyl-glycolsiiure lisst sich aus organischen L6-
sungen nur schwer durch wiissriges Alkali ausschiitteln.
Es verhilt sich demnach wie ein N-geschiltzter Di-
peptidester und nicht wie eine Tripeptidsiure.

(b) Die Synthese von Peploliden mit Hydroxyacyl-ami-
nosduren als Ausgangsproduki. Flir den Aufbau von
Peptoliden aus Hydroxyacyl-aminosiiurederivaten liegt
zur Zeit nur wenig Material vor. Der Hauptgrund
diirfte in dem Fehlen geeigneter O-Schutzgruppen zu
suchen sein. Wohl sind cine Reihe von Hydroxyl-
schutzgruppen in der Peptidchemie bekannt, Sie haben
aber bisher mit Ausnahme der bereits erwihnten Car-
bobenzoxygruppe® noch keinen Eingang in die Pepto-
lidchemie gefunden.

Ohne Verwendung einer O-Schutzgruppe ist es nur
méglich, Hydroxyacyl-aminosiurederivate mit N-ge-
schiltzten Aminosiduren zu verestern. Als Methoden
kénnen — wie bei der Veresterung von Hydroxysidure-
derivaten - wieder die Benzolsulfochloridmethode und
das Imidazolidverfahren Anwendung finden, Auf die-
sem Wege erhilt man Verbindungen, die auf anderem
Wege auch aus Aminoacyl-hydroxysiurederivaten er-
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halten werden konnen. Bei diesem
Syntheseweg ist es jedoch nicht im-
mer moglich, zu reinen, eindeutigen
Verbindungen zu kommen, da die
Abtrennung des nicht umgesetzten
Anteils an Hydroxylkomponente aus
dem Reaktionsgemisch Schwierig-
keiten bereitet. Sie gelingt nur bei
gut kristallisierbaren Verbindun-
genl,

Als Beispiel fiir derartige Synthe-
sen sollen nun zwei Reaktionssche-
mata folgen. Das erste, nach ScHE-
MJAKIN, OwrscHINNIKOW, Kirju-
scHIN und IwaNnow 85 ist die Synthese
der linearen Tetrapeptolidsequenz
mit der von PraTTNER und NAGER
fir das Enniatin B angegebenen
Struktur. Zur Ermittlung der opti-
schen Einheitlichkeit der syntheti-
sterten Verbindung wurde das freie
Peptolid einer sauren Hydrolyse un-
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Expverientia XIX/2

Schema 1
ZINO)-{L-Me-Vall- O+ H-[D-Dxisovai]-0Bu* Z(NG,)-{=Me-Val-08  H-[D-Oxisoval]- 0But
Benzolsuifachlorid Benzolsulfochlorid
in Pyridin in Pyridin
Z(NO,}- [£-Me-Val-0-0xisavall0 But Z{ND,)-{L-Me-Val-D-0xisoval]-0 But
Toluolsulfonsaure kat.Hydrierung
in Benzol Pd-Mohr

Z(ND,)- [[=Me~Val-J-Oxisovall-OH

H-[f=Me-Val-D- Oxisoval]- 0 Bu!

Séurechiorid/Trigthylamin
in Tetrahydrafuran{Ausb.30%)

N.N-Disyclohexylcarbodiimid
in Tetrahydrafuran{Ausb.60%)

Z{NO,}-[-Me-Val-D-Oxisoval-I-Me-Vai-D-Oxisovail- 0 But

y

Bramwasserstolf in Eisessig

H-[1-Me-Val-D~0xisoval-{-Me-Val-[J-Oxisaval]~ OHHBr

D-Oxisoval~ 01~ -hydroxyisovaleriansure

Schema 11

[0Sl N, H-Gi-0BZ  BOC-[BY-OR  H-D-ONSOVA-NHMZ  H-[Gy-Gly-0B7L
\\z/.p.Tus ~ Hel

terworfen, die Aminosiure und «-Hy- Azid-Kupplung Bisimidazetylcarbony!
dltox“,fséiure isoliert und ;usétzlich der '%gg#}g; ?grrgnm - ?ﬁ;g:\z{g iﬁm’;{;ﬁ ¢
Einwirkung von D-Aminosiureoxy- katHydrierung

dase und Dehydrogenase unterwor- \ Pa-Mohr

fen. Als Beweis fiir die Struktur diente H-{D-Oxisovarl- Gly}-08 2L BOC-[Bly-D-Oxisoval ]~ NHNH,

die alkalische Partiathydrolyse und ]
Umwandlung der erhaltenen Bruch- ety Qﬁf_’é&%‘]’m%
stlicke vom Typ Hydroxy-acylami- Pd-Mohr in Tetrahydrofuran
nosdure in die entsprechenden be- BOC-{Gly=G-Oxisoval-Gly-Gly]-0BZL
kannten Lactone. HCL in Eisessig

Das zweite Reaktionsschema ist
die Synthese eines Hexapeptolids mit
zwei nicht alternierenden Hydroxy-
sduren, bei der die wesentlichsten
Reaktionsschritte unter Verwendung
geschiitzter Hydrazide als Carbo-
xylschutz und der Azidmethode
als Kupplungsreaktion durchgefiihrt

wurden 40,

3. Die Synthese cyclischer Peptolide. Der in der Pep-
tidchemie iibliche Weg zur Synthese cyclischer Pep-
tide, Synthese der linearen Sequenz und Cyclisierung
durch Kniipfung einer Peptidbindung, kann auch in
der Peptolidchemie Anwendung finden.

Kiirzlich hat ScHEMJARIN® die Synthese eines cycli-
schen Peptolids beschrieben. Er konnte die Tetra-
peptolidsequenz H-D-Val-D-Oxisoval-D-Val-D-Oxiso-
val-OH in das Sdurechlorid iiberfithren und dieses bei
0°C-in absol. Benzol nach dem Verdiinnungsprinzip
(1 mMolfl) durch Zugabe von Tridthylamin cyclisieren.
Die Ausbeute betrigt 159, jedoch werden keine An-
gaben iiber die priparative Trennung des Endproduktes
von -der Ausgangskomponente und mdglichen poly-
meren Verbindungen gemacht.

H-{D-Dxistval-Glyl-0H

Athylkohlensdureanhydrid in Tetrahydrofuran
H-{0-0xisoval-6ly-Gly-D-Dxisoval~Giy-Gly]-0BZL
l kat Hydrierung, Pd-Mohr
H-{0-Oxisoval-6ly-Gly-0-0xisaval-Gly-GIy}-OH

Ebenso gelang auch die Synthese des vermutlichen
Enniatin B und Enniatin A%, Im Falle des Enniatin
B wird bei der Cyclisierung der linearen Sequenz (vgl.
Schema 1) nach der S&urechloridmethode 609, und
iiber das gemischte Athylkohlensiureanhydrid 20 %, an
Ausbeute erhalten. Diese synthetischen Verbindungen
stimmen weder in ihren physikalischen Konstanten
noch in ihrem biologischen Verhalten mit den Ennia-
tinen itberein. Sie liefern jedoch sowohl bei der sauren
als auch bei der alkalischen Hydrolyse die gleichen
Spaltprodukte wie die Enniatine.

%3 J. A. OwrscuiNNikow, W. T, Iwanow, A. A. KirjuscHrIN und
M. M. ScHEMJAKIN, Iswest, Akad, Nauk, 1962, 1497,
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Zur Klirung dieser Diskrepanz wurde von OWTSCHIN-
NIKOow® auf dem 5. Europidischen Peptidsymposium
iiber die Synthese verschiedener Enniatin-Analoga be-
richtet, Diese enthalten anstelle der beiden Amino-
sdurereste N-Methyl-isoleucin im Enniatin A bzw. N-
Methyl-valin im Enniatin B sowohl N-Methyl-leucin als
auch zwei verschiedene Reste: N-Methyl isoleucin und
N-Methyl-valin oder N-Methyl-isoleucin und N-Methyl-
leucin sowie N-Methyl-leucin und N-Methyl-valin. Alle
diese Verbindungen differieren in Schmelzpunkt und
spezifischer Drehung mit den von PLATTNER und
NAGER fiir die Enniatine und mit den fiir die von Coox,
Cox und FArMER beschriebenen Antibiotika angege-
benen Werten. Auch das von OWTSCHINNIKOW be-
schriebene synthetische Amidomycin und ein in der
wahrscheinlicheren symmetrischen Form synthetisiertes
Valinomycin (IV, Seite 5) differieren mit den Natur-
produkten in den analytischen Daten.

Demgegeniiber stimmen die Werte des synthetischen
Sporidesmolids I (Fp. 255-257°C, {«]p = —210°C) sehr
gut mit denen des Naturstoffes (Fp. 261-263°C, {«]p =
—217°C) iiberein. Die Synthese erfolgte unter Ver-
wendung der Carbobenzoxy- und der p-Nitrocarbo-
benzoxygruppe als Aminoschutz, die Carboxylgruppe
der Hydroxysdure lag als tert.-Butylester vor. Die
Esterbindungen wurden nach der Benzolsulfochlorid-
methode, die Amidbindungen iber das gemischte
Athylkohlensdureanhydrid bzw. iiber das Siurechlorid
gekniipft. Die Cyclisierung erfolgte wieder tiber das
Séurechlorid.

Diese Ergebnisse sind erneut ein Beweis dafiir, dass
eine postulierte Struktur eines Naturstoffes erst durch
die Synthese endgiiltig bewiesen werden kann,

In érstaunlich kurzer Zeit seit dem Beginn der pri-
parativen Bemithungen auf diesem Gebiet ist durch die
Synthesen der vermuteten Naturstoffsequenzen ein
erster Hohepunkt erreicht worden. Er bietet Anreiz zu
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weiteren Bemithungen, in deren Mittelpunkt neben
methodischen Fragen die Bestiitigung bzw. die Korrek-
tur der bisher publizierten Formeln von Naturstoffen
stehen diirfte.

Summary. A summary is given on the occurrence,
isolation, biological activity and structural details of
peptolides, a special group of the heteromere peptides.
The structure is generally evaluated by identitication
of the amino- and hydroxyacids, isolated after total
acid hydrolysis, and by isolation of the hydroxyacyl-
aminoacids to be found after partial alkaline hydro-
lysis.

In addition, the methods known for the synthesis of
these compounds are described. For the building up of
the ester bond between amino- and hydroxyacid, the
methods via benzenesulfonyl chloride, mixed an-
hydrides, and carbonyldiimidazol are well to the fore.
Activated esters, the azide method or, in the case of
O-protected hydroxyacid, the acid chloride method are
described for the building up of the amide bond be-
tween hydroxy- and aminoacid. The further synthesis
of peptolides is chiefly ensued originating from the
aminoacyl-hydroxyacid type according to the usual
methods of the peptide synthesis. The possible com-
bination of protecting groups for the blocking of the
amino and carboxyl function is discussed. The syn-
thesis of higher compounds is explained with the
assistance of two reaction schemes. A cyclization and
hence the synthesis of the natural material can be done
according to the acid chloride or mixed anhydride
method.

® Herrn Dr. J. A. Owtsciunnikow danken wir sehr fite die Ober-
sendung seines Vortragsmanuskriptes,
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Steroids and Related Natural Products.
14a-Methyl Testosterone!-3

Oxidative removal of the 14¢-methyl group from lano-
sterol is one of the important transformations required for
eventual in vive production of steroid hormones?. In order
to assess the biological importance of 14a-methyl steroids
which might arise from a defect in normal biosynthesis we
have been concerned initially with preparation of 14a-

U Part X1V, Part X111, G. P. MueLLzr and G, R, Perrit, Exper. 18,
404 (1962).

t A preliminary report of this study was presented (August 27, 1862}
at The Sccond International Symposium on the Chemistry of
Natural Products, Prague (Czechoslovakia),

* This investigation was supported by PHS Research Grants CY-
4074(C3) and CA 04074-05 from the National Cancer Institute,
Public Health Service,

4 For an interesting review pertinent to this subject refer to A, WerT-
STEIN, Exper. 17, 320 (1061).



