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Gruppen (z. B. Carboxylgruppen) handeln, die entwe-
der zu den Membranmolekiilen selbst oder zu dem
am Axolemm zuriickgebliebenen Axoplasmaeiweiss ge-
horen. Die ausfiithrliche Beschreibung der in Betracht
gezogenen Hypothesen wiirde den Rahmen dieser
Darstellung iiberschreiten; es ist jedoch ohne weiteres
verstdndlich, dass die durch derartige Arbeitshypo-
thesen angeregten weiteren Versuche mdglicherweise
genauere Auskunft iiber die physikalisch-chemische
Beschaffenheit der die Membran aufbauenden Mole-
kiile geben kénnten,

Uberblicken wir die bis jetzt vorliegenden Untersu-
chungen am perfundierten Riesenaxon, so stellen wir
fest, dass sie die Richtigkeit der bisherigen theoreti-
schen Vorstellungen tiber die Bedeutung der Membran,
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das Zustandekommen des Ruhepotentials und die Ent-
stehung des Aktionspotentials vollauf bestitigen. Sie
fihrten dariiber hinaus in der jiingsten Zeit zu neu-
artigen Befunden und Hypothesen, die einen hofi-
nungsvollen Ansatzpunkt zur Aufklirung der dem Er-
regungsvorgang zugrunde liegenden Veridnderungen
der Membranmolekiile bilden, die uns heute noch
unbekannt sind.

Summary. The recently developed ‘perfused nerve
fibre technique’, which consists of perfusing the in-
terior of a squid giant fibre with artificial solutions, is
described. The experimental results obtained with
various perfusion fluids are discussed in relation to
the theory of nerve excitation.

Die Synthese des Novobiocins*

Von B. P. Vaterravs**, K. DoeseL, J. Kiss, A. I. RAcsLIN und H. SPIEGELBERG

Zu einem Zeitpunkt, in dem die Staphylokokken-
resistenz gegen Penicillin zu einem bedeutenden Pro-
blem wurde, musste die Entdeckung eines neuen Anti-
bioticums, das in besonderem Masse gegeniiber diesen
Bakterienarten wirksam ist, grosserem Interesse be-
gegnen.

WaALLICK et al.! berichteten iiber die Isolierung und
Kultivierung eines neuen Actinomycetenstammes, den
sie als Streptomyces spheroides n.sp. charakterisierten.
Die Spezies lieferte ein unbekanntes, kristallines Anti-
bioticum, das als Cathomycin bekannt wurde. In
seinem mikrobiologischen Verhalten? entsprach das
Cathomycin einem gleichzeitig durch Lin und CorigrL?
aufgefundenen Antibioticum, das sie nach der Spezies
Streptomyces niveus Streptonivicin nannten. Die Iden-
titit der beiden neu aufgefundenen Verbindungen war
wahrscheinlich und wurde spiter durch einen Aus-
tausch bestitigt?, Kurz darauf stellte es sich heraus,
dass ein weiteres Antibioticum, Cardelmycin, mit der
Bezeichnung PA-93, mit Cathomycin und Strepto-
nivicin identisch war3.

Das aus verschiedenen Quellen stammende Anti-
bioticum erhielt, einem spiteren Ubereinkommen ent-
sprechend, den neuen Namen Novebiocin®.

Die Voraussetzungen fiir die Synthese des Novobio-
cins waren 1958 gegeben. Zwei Arbeitsgruppen hatten
sich erfolgreich mit der Strukturaufklirung befasst.
Die Arbeiten von FOLKERS et al.?7 sowie HINMAN,
Caron und HoekseMA® fithrten in unabhingiger Art
zu folgender Strukturformel fiir Novobiocin:
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Die im Novobiocin enthaltene Zuckerkomponente,
die 3-0-Carbamoyl-noviose, ist zum ersten Mal in der
Natur beobachtet worden. Sie ist eine 3-0-Carbamoyl.
5,5-di-C-methyl-4-0-methyl-1-lyxopyranose”8. Die
Bestimmung der Konfiguration??®-11 stiitzte sich zum
Teil auf Regeln der optischen Rotation. Es war daher
wiinschenswert, die Stereochemie chemisch zu bewei-
sen. Dazu eignete sich ein Derivat der Noviose, die
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** Vortrag Dr. B. P. VaTeRLAUS, gehalten an der Gordon Research
Confercnce on Steroids and other Natural Products, 16.-20. Juli
1962, New Hampton, N.H., USA, und vor der Basler Chemi-
schen Gesellschaft, 8, November 1962. Im Auszug: H. SPIEGEL-
BERG, Synthése du 3-O-carbamoylnoviose, sucre de la novobiocine,
Symposium international de chimie organique, Bruxelles, 15. Juni
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gende Aufsatz ist Gegenstand von Detailpublikationen in den
Helv. chim. Acta, in Vorbereitung (1963).
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5-0-Methyl-novionsdure?, die durch Synthese iiber
mehrere Stufen aus dem Methyl-2, 3-O-isopropyliden-
L-thamnofuranosid 1® zuginglich war.

Das Aglycon, die Novobiocinsiure, wurde auf
Grund der Abbauresultate als das Amid der 3-Iso-
pentenyl-4-hydroxy-benzoesiure >3 mit 3-Amino-4,7-
dihydroxy-8-methyl-cumarin®1% erkannt und in der
Folge aus diesen beiden Komponenten, die synthetisiert
wurden, durch Verkniipfung mit der 7-Hydroxygruppe,
hergestellt 16,

Beim Beginn unserer Arbeit im Friithjahr 1958 war
die einzige ungeldste Frage in der Konstitution des
Novobiocins diejenige der Stereochemie der Glycosid-
bindung. Diese wurde dann mit Hilfe der Regel der Iso-
rotation nach Hupson?? durch Vergleich der molaren
Drehwerte der bekannten Methyinovioside und des
Descarbamoylnovobiocins bestimmt und vor dem Ab-
schluss der Synthese durch dieselbe Methode anhand
der beiden isolierten Methyl-3-O-carbamoyl-novioside?
und des Novobiocins bestitigt. Novobiocin weist da-
nach die a~-Konfiguration auf.

Die vollstdndige Information iiber die Struktur des
Molekiils erlaubte es nun, die Synthese zu planen. Sie
wurde mit der Synthese der 3-O-Carbamoyl-noviose
begonnen. Zu diesem Zweck sah man sich nach struk-
turell verwandten Zuckern um. Bei eingehender Prii-
fung erwies sich die pD-Glucose als geeignetstes Aus-
gangsmaterial. Dieser Zucker wurde, wie es sich spiter
herausstellte, auch von der Natur in die Biosynthese!®
des Novobiocins einbezogen. Die Wahl der p-Glucose
als Ausgangsmaterial fiir die 3-O-Carbamoyl-noviose
verlangt deren Korrelation in sterischer Hinsicht. Die
molekularen Verinderungen, die notwendig sind, gehen
aus der Gegeniiberstellung der Fischerschen Projek-
tionsformeln hervor.

Als Ausgangsmaterial fiir unsere Synthese diente ein
in der Literatur bereits beschriebenes Derivat der 2-O-
Methyl-D-glucose, das von WEYGAND und TRAUTH syn-
thetisierte Gemisch der beiden Methyl-3,5,6-tri-O-
benzyl-2-0-methyl-p-glucofuranoside (7)*%. Die Hydro-
lyse des Anomerengemisches 7 verursachte die ersten
Schwierigkeiten. Die bekannte Sdurelabilitdt der Me-
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thylglucofuranoside fand sich hier nicht vor. Unter
Einhaltung genauer Bedingungen gelang es aber, 7 zu
hydrolysieren und den freien Zucker 2 in der Folge
direkt mit positives Brom liefernden Reagenzien zum
3,5,6-Tri-O-benzyl-2-0-methyl-p-glucono-y-lacton (3)
zu oxydieren. Die Substanz, die als Ol erhalten wurde,
zeigte im IR-Spektrum eine Carbonylbande bei
1788 cm~1, aus der die y-Lactonstruktur hervorging.

Die Verbindung 3 geniigte den Erfordernissen zum
Studium der Waldenschen Umkehrung der Hydroxyl-
gruppe an C-4. Von den Méglichkeiten, die sich boten,
fithrte die aminolytische Offnung des Lactonringes in 3
mit Methylamin in alkoholischer Lésung unter Bildung
des N-Methylamids der 3, 5,6-Tri-O-benzyl-2-O-methyl-
p-gluconsiure (4) in der Folge zum Ziel. Denn aus 4
konnte unter schonenden Bedingungen leicht das gut
kristallisierende 3, 5, 6-Tri-0-benzyl-4-0-mesyl-2-0-
methyl-D-gluconsiure- N -methylamid (5) hergestellt
werden. Die priparative Bedeutung dieser Substanz
ergibt sich aus der Beobachtung, dass durch Erwir-
men in Essigsdure das 3,5, 6-Tri-O-benzyl-2-O-methyl-
pD-galactono-y-lacton (6)2° entsteht. Das anfallende
Produkt erwies sich von praktisch optischer Reinheit
und war durch eine Carbonylbande bei 1799 cm~1 als
y-Lacton gekennzeichnet.
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Dieser Typ einer Solvolysereaktion® ist von einigem
Interesse fiir die priparative Waldensche Umkehrung
von Hydroxylgruppen in Zuckern. Mit Hilfe der Se-
quenz: Lacton—N-Methylamid-Mesylat—Lacton und
der nachfolgenden Reduktion der Lactone kann man
schwerer zugingliche Hexosen und Pentosen in an-
nehmbaren Ausbeuten erhalten. Orientierende Arbei-
ten? iiber diese Reaktionsfolge zeigten, dass ihr nicht
nur y-Lactone, sondern auch dé-Lactone zuginglich
sind. Dadurch werden Hexosen der schwerer zuging-
lichen L-Serie durch entsprechende Wahl aus Zuckern
der D-Serie herstellbar. Als Ausgangsmaterialien fiir
diese Umwandlungen koénnen sowohl die Methylfura-
noside als auch die Methylpyranoside dienen.
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wendig sind, nicht auf ein frei werdendes Hydroxyl
wandern, damit sich die fiir die oxydative Eliminierung
des Kohlenstoffatoms 6 vorgesehene Glycolspaltung
durchfithren 14sst. Diese Reaktion fiihrt zu einer die
Schutzgruppe tragenden Noviose, in der das freie
Hydroxyl mit einer Carbamatgruppe verestert werden
muss, Die Schutzgruppe musste daher auch in Gegen-
wart der Urethanfunktion selektiv entfernbar sein.
Acylierung mit aliphatischen Siuren war nicht ge-
eignet. Die Acetylierung der sekundidren Hydroxyi-
gruppe in der Verbindung 7 und anschliessende Hydro-
genolyse der Benzylither fithrte zum 6-Acetoxy-1, 1-di-
C-methyl-2-O-methyl-p-galactit (9)%%. Es fand also
nach dem Prinzip der Umesterung die bevorzugte
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Fiir die weiteren Umwandlungen, die zur Noviose
fithrten, war das 3,5,6-Tri-O-benzyl-2-O-methyl-D-
galactono-y-lacton {6) die geeignete Substanz. Die
Grignardreaktion® mit Methylmagnesiumbromid er-
laubte die Einfithrung der geminalen Methylgruppen,
die sich im IR-Spektrum des 3,5,6-Tri-O-benzyl-1,1-
di-C-methyl-2-0-methyl-p-galactits (7} als Dublett bei
1380 em~! und 1360 cm~* zu erkennen gaben.

Als nichster Schritt folgte die Einfithrung einer
Schutzfunktion zur Blockierung der Hydroxylgruppe
am C-4. Von dieser Schutzgruppe sind bestimmte
Eigenschaften zu verlangen. Sie darf unter den Bedin-
gungen, die zur Hydrogenolyse der Benzylither not-

"0

Wanderung auf das primdre Hydroxyl an C-6 statt.
Eine gleichzeitig mogliche Wanderung auf die benach-
barte Hydroxylgruppe an C-3 wurde nicht festgestellt.
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(1930), und dort zitierte Ref.).
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Derivate aromatischer Siuren, wie das Benzoat 8a
und in vermehrtern Masse das p-Methoxybenzoat 85,
erwiesen sich als erfolgreiche Losungen zur Verhinde-
rung von Acylwanderungen. Der bevorzugte Angriff
auf die primire Hydroxylgruppe wurde unter diesen
Umstidnden nicht mehr beobachtet.

Die katalytische Debenzylierung der Substanz §a%
fithrte zum 4-0-Benzoyl-1, 1-di-O-methyl-2-O-methyl-
D-galactit (70), der, mit Bleitetraacetat?® in Eisessig
oxydiert, eine Verbindung der Noviosereihe, die 2-O-
Benzoyl-noviose (77), ergab.

Es galt nun, in diese Verbindung 77 eine Carbamoyl-
gruppe am freien Hydroxyl an C-3 einzufithren. Um
eine reibungslose Veresterung zu gewihrleisten, wurden
zuerst die anomeren Methyl-2-0-benzoyl-novioside (72)
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Priparat, das durch saure Methanolyse™$ von Novo-
biocin erhalten worden war.

Nach der Losung des Problems der Synthese der
3-0-Carbamoyl-noviose riickte ein weiterer Aspekt der
Synthese des Novobiocins in den Vordergrund. Es ist
die Glycosidierung des Zuckers mit dem Aglycon.

Die wichtigste Klasse von Verbindungen der Zucker-
reihe, die praktisch fiir Glycosidsynthesen®® in Frage
kommt, ist die der acylierten Glycosylhalogenide3°.
Sie bilden hinsichtlich der Glycosidierung auf Grund
der Stereochemie des Halogensubstituenten zwei
Gruppen. Die Literatur® dokumentiert, dass das ste-
rische Resultat einer Glycosidierungsreaktion von der
Stereochemie des Halogensubstituenten in bezug auf
die benachbarte Acyloxygruppe abhingt.

CHg CHy
CH30 OCHy CHy0 0, OCH3 CHy0 0, OCH3
. CHy
3
9 0 0
0—_|-; o—_-ll Lq
NH @ NH2
14 15
NOZ
CHy
H
CHyo OCH,
, Ciy 1y 8 —_—

hergestellt. Durch Umsetzung von 77 in absolutem Me-
thanol in Gegenwart von Salzsduregas erhielt man das
a-Anomere als kristalline Substanz.

Die direkte Umsetzung von 72 mit Carbamoylchlorid
gelang nicht. Daher wurde zuerst mit Chlorameisen-
siure-p-nitrophenylester ein reaktionsfihiger Kohlen-
sdureester hergestellt. Das so gewonnene, leicht kristal-
lisierbare Methyl-2-O-benzoyl-3-0-(p-nitrophenoxycar-
bonyl)-«-noviosid (73) konnte in der Folge leicht mit
alkoholischem Ammoniak quantitativ in das Methyl-2-
O-benzoyl-3-0-carbamoyl-«-noviosid (74) umgewandelt
werden.

Im Diester 74 liess sich die Benzoatgruppe selektiv
durch Umesterung?”# in absolutem Methanol mit
Hilfe katalytischer Mengen Barium-methoxid ver-
seifen, Das erhaltene Methyl-3-O-carbamoyl-a-noviosid
{75} war in seinem chemischen Verhalten und in den
physikalischen Daten vollstindig identisch mit einem

CHaOH CHy0
-—
—_—
Q 8¢ @
] _? 6
O—' 50
éob

Steht das Halogen zum Acyloxysubstituenten in
trans-Stellung, so ist das sterische Resultat der Glyco-
sidierungsreaktion bevorzugt Retention3%3! des ano-
meren Zentrums des Acylzuckers. Die dafiir verant-
wortliche Reaktionsfolge ist eine doppelte Waldensche
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2 J, Concuig, G. A. LEvvy und C. A. Marsu, Advances Carbo-
hydrate Chem. 72, 157 {1957).
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10, 207 (1955).
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Umkehrung mit Nachbargruppenbeteiligung3? des
Acylrestes. Der Reaktion eigen ist das Auftreten eines
intermedidren lons®3,

Im zweiten Fall sind die beteiligten Substituenten in
cis-Lage. Die Stereochemie des Produktes hingt hier
von den angewandten Reaktionsbedingungen ab. Be-
dingungen, die eine unimolekulare Solvolyse des Halo-
genatoms begiinstigen und somit zum Auftreten eines
Carbonium-ions in der Reaktion Anlass geben, sind
durch racemische Produkte charakterisiert. Verlduft
die Reaktion hingegen unter Bedingungen einer bi-
molekularen Reaktion ab, so erwartet man sterisch ge-
sehen vor allem eine invertierte Verbindung.

Fiir die Glycosidierung des Aglycons oder einer pas-
senden Vorstufe mit der Noviose kommen also sowohl
ein «- als auch ein f-Derivat der Noviose in Frage. Man
gab einem «-Derivat den Vorzug, da bei der Verwen-
dung eines S-Derivates in der Glycosidierungsreaktion
extensive Racemisierung zu erwarten ist, sollte es nicht
gelingen, Bedingungen zu finden, die einen bimoleku-
laren Ablauf der Reaktion garantieren.

Die ersten Versuche wurden mit dem 2-O-Benzoyl-
3-0-(p-nitrophenoxycarbonyl}-e-noviosylbromid (76)
unternommen. Diese Substanz liess sich als kristalline,
stabile Verbindung in guten Ausbeuten durch Einwir-
kung von Bromwasserstoff in Eisessig aus dem ent-
sprechenden Methyl-2-O-benzoyl-3-0-(p-nitrophenoxy-
carbonyl)-a-noviosid (73) gewinnen.

Die Stereochemie von 76 resultiert aus einer Nach-
bargruppenbeteiligung der Benzoylfunktion, die in der
Reaktion die protonisierte Methoxygruppe verdringt.
Das gebildete intermediére cyclische Ion reagiert noch-
mals unter Waldenscher Umkehrung mit einem Bro-
mid-ion zum 2-0-Benzoyl-3-0-(p-nitrophenoxycarbon-
vl)-a-noviosylbromid (76). Das Resultat dieser Re-
aktion ist die Retention der Konfiguration am anome-
rischen Zentrum des Zuckers als Folge einer doppelten
Waldenschen Umkehrung34,

Man vergewisserte sich der angegebenen Stereo-
chemie in 76, indem die Substanz hydrolysiert wurde.
Es resultierte daraus die freie 2-0-Benzoyl-3-O-(p-
nitrophenoxycarbonyl}-noviose {77), die, zur §-Reihe
gehbrend, durch eine einfache, positiv verlaufende Ro-
tationsdispersionskurve charakterisiert wurde. Die
Substanz entstand demnach durch Zerfall der Ortho-
séure.

Es war zu erwarten, dass der bewiesenen «-Konfigu-
ration entsprechend die Glycosidierung unter Erhal-
tung der Konfiguration ablaufen wird. Das war in der
Tat der Fall. Die Glycosidierungen verliefen unter den
angewandten Bedingungen mit doppelter Waldenscher
Umkehrung des anomerischen Zentrums mit so guten
Nucleophilen, wie es die Anionen schwacher Sduren
sind. Selbst einfache Phenole, Alkohole und Halogenid-
ionen folgten demselben Wege.

Diese orientierenden Versuche berechtigten zur An-
nahme, dass sich das 2-0-Benzoyl-3-0-(p-nitrophenoxy-
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carbonyl}-«-noviosylbromid (76) ebenso mit einem ent-
sprechenden Aglyconpartner zu einer a-glycosidischen
Novobiocinvorstufe umsetzen lisst. Die geeignete Sub-
stanz dazu war das 4-Benzyloxy-7-hydroxy-8-methyl-
cumarin {78}. In dieser Komponente ist das enolische
Hydroxyl durch die leicht entfernbare Benzylgruppe
verschlossen. Sie kann somit eindeutig nur am pheno-
lischen Sauerstoff reagieren. Uberraschenderweise traf
unsere Annahme nicht zu. Es gelang unter den Bedin-
gungen der Koenigs-Knorr-Reaktion nicht, auch nur
eine Spur des entsprechenden o-Glycosids zu isolieren.
Die Griinde fiir den Fehlschlag liegen in einer Anzahl
von Faktoren.

In Ubereinstimmung mit der Literatur3® kénnen ace-
tylierte Glycosylhalogenide die beiden Sessel-Konfor-
mationen I und II einnehmen. Die Konformationsana-
lyse des 2-0-Benzoyl-3-O-(p-nitrophenoxycarbonyl)-«-
noviosylbromids (76) nach REEVES3S zeigt, dass iden-
tische Faktoren fiir die Stabilitdten der beiden Konfor-
mationen verantwortlich sind. Man hat es mit einem
Beispiel konfigurativer Instabilitit zu tun.

Trifft die Annahme zu, dass das Bromatom in der
Glycosidierung mit Nachbargruppenbeteiligung® der

EHy R ©
CHy0 o Br Ag® Y,
CHy _ -
RH )
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0 0 R 0— e
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32 S, Winstein und R. E. Buckies, J. Amer. chem. Soc. 65, 613
(1948).

3 Das Ion gibt Anlass zur oft beobachteten Orthoesterbildung in
dieser Reaktion. Die Reaktionsbedingungen sind weitgehend pro-
duktbestimmend (R. K. Ness, H. G, FLETscHEr JrR. und C. S.
Hupson, J. Amer. chem. Soc. 73, 296 (1951)).

3 1 gste man die Verbindung 76 in absolutem Methanol, so kristalli-
sierte das Ausgangsmaterial, das Methyl-g-noviosid-Derivat 13 aus
dem Reaktionsmilieu. Dieses Resultat steht somit in direkter Ana-
logie zum sterisch verwandten 2,3,4-Tri-O-benzoyl-a-p-lyxo-
pyranosylbromid (H. G. FLeErchuer jr., R. K. NEss und C. 5.
Hupson, J. Amer. chem. Soc. 73, 8698 (1951)}.

3 R. E. Reeves, J. Amer. chem. Soc. 72, 1499 (1950).

38 S, Winstely und R, M, Roserts, J. Amer. chem. Soc, 75, 2297
(1953),
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Benzoylgruppe eliminiert wird, so scheint es notwen-
dig, dass um der méglichen anchimerischen Beihilfe
willen das Molekiil die Konfiguration I zugunsten der
Konfiguration IT aufgeben kann. In dieser Konforma-
tion nehmen die beiden wichtigen Substituenten am
C-1 und C-2 die axiale Lage ein, bevor das Molekiil
in das cyclische Ion (III)%7 dissoziiert. Es nimmt in

OCH3

B8r
THa

i

G
+
18
1,2 - cis - Acyl - glycosylbromide der
o - D - Glucose HO
o - [ - Galactose +

B - L - Arabinose
o« - D - Xylose

dieser Konformation eine Halbsesselform ein. Dieses
cyclische Ton hat nun die Méglichkeit, am Kohlenstoff-
atom, das die positive Ladung trégt, zu reagieren; oder
es wird unter Restaurierung der Acylfunktion an C-2,
C-1 angegriffen, was einer Waldenschen Umkehrung an
diesem Zentrum gleichkommt. Aus sterischen Griinden
ist ein Angriff am positiven Kohlenstoff derjenigen der
starker behinderten Riickseite des anomeren Kohlen-
stoffatoms vorzuziehen. Somit war es verstindlich, dass
das isolierte Produkt dieser Glycosidierungsversuche
stets die 2- 0-Benzoyl- 3- 0- {p-nitrophenoxycarbonyl) -
noviose (/7) war. Zusétzlich zu den sterischen Faktoren,
die den Zucker betreffen, ist darauf hinzuweisen, dass
Phenole des angewandten Typus unter den basischen
Bedingungen der Koenigs-Knorr-Synthese?® schlechte
Nucleophile sind.

Bei dieser Synthese zeigte es sich, dass dem pheno-
lischen Aglyconpartner in Glycosidierungen mit dem
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ExPERIENTIA XIX/8

2-0-Benzoyl-3-0-(p-nitrophenoxycarbonyl)-noviosyl-
bromid entscheidende Bedeutung zukommt. Da sich
keine experimentellen Bedingungen finden liessen,
unter denen komplexere Phenole mit acylierten 1,2-
trans-Glycosylhalogeniden ® zu Glycosiden kondensiert
werden konnten, schien es uns angezeigt, in die Studien
auch die 1,2-cis-Isomeren einzuschliessen.

CH3 CH3
0 Zucker~ D 0
o =
o
0—?}42 - %Hz
18

Diese Gruppe von Glycosylhalogeniden hat, wie ein-
leitend dargelegt wurde, keine Mdglichkeit, unter Nach-
bargruppenbeteiligung zu reagieren. Auf Grund dieser
Uberlegungen wurden die 1, 2-¢is-Glycosylbromide fol-
gender Verbindungen in unsere Versuche mit einbezo-
gen: D-Glucose®, p-Galactose, L.-Arabinose?2 und -
Xylose*, Diese reagierten tatsichlich unter Walden-

¥ R. U. Lemigux und G. HuBER, Canad. J. Chem. 33, 128 (1955).

3 W. Koewnigs und E. KNorr, Ber. deutsch. chem. Ges. 34, 957
(1901).

3 Hs wurde erfolglos versucht, die Verbindung 16 durch das sterisch
verwandte 2,3,4,8-Tetra-O-benzoyl-a-p-mannosylbromid {R. K.
Ness, H. G, FLercHER JR. und C. S. Hupsex, J. Amer. chem. Soc.
72, 2200 (1950)) zu ersetzen und so die Glycosidierung mit der Sub-
stanz 18 auszufiithren.

4 D, H. Brauns, J. Amer. chem. Soc. 47, 1280 (1925).

4 H, Onre, W. Marecex und W, Bourjav, Ber. deutsch. chem. Ges.
62, 833 (1929).

42 M., Geurke und F. X. ArcunERr, Ber. deutsch. chem. Ges. 60, 918
{1927).
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scher Umkehrung und erlaubten somit, zu Novobiocin-
Analogen zu kommen.

Mit diesen Versuchen wurde gezeigt, dass man an
eine erfolgreiche Glycosidierung des 4-Benzyloxy-7-hy-
droxy-8-methyl-cumarins (78) denken konnte, sollte es
gelingen, ein acyliertes f-Noviosylhalogenid zu synthe-
tisieren. Ein solches Derivat muss zuséitzlich noch eine
potentielle Gruppe aufweisen, die nach der Glycosidie-
rung in die 3-0-Carbamoyl-Gruppe umgewandelt wer-
den kann.

Das Ausgangsmaterial, das dazu geeignet schien, war
das Methyl-2-O-benzoyl-a-noviosid {72a) mit bewiese-
ner frans-Lage der Substituenten am C-1 und C-2. Ver-
seifte man diese Substanz und setzte das resultierende
Methyl-¢-noviosid (79) %# 2! mit Phosgen in Gegenwart
einer tertidren Base um, so liess sich leicht das Methyl-
2,3-0-carbonyl-a-noviosid (20) gewinnen. Studien am
Molekiilmodell zeigten, dass die Carbonatfunktion, be-
dingt durch ihre rdumliche Lage, nicht mehr befihigt
ist, bei Substitutionsreaktionen am C-1 zu intervenie-
ren. Retention der Konfiguration des anomerischen
Zentrums ist auf dieser Basis ausgeschlossen 43.

<)
12a

Die Kernfrage bei der Verwendung des Methyl-2, 3-
O-carbonyl-a-noviosids (20) liegt jedoch in der Konfi-
guration seines Halogenderivates44. Fithren die sauren,
dquilibrierenden Bedingungen, die zur Herstellung des-
selben notwendig sind, zum «(1,2-frans)- oder zum
f(1,2-cis)-2, 3-0-Carbonyl-noviosylhalogenid als der
stabileren Konfiguration?

Diese konfigurative Frage konnte durch das Studium
der Anomerisierung des Methyl-2,3-0-carbonyl-a-
noviosids in saurem Milieu wenn nicht entschieden, so
doch wahrscheinlich gemacht werden. Es zeigte sich
iiberraschenderweise, dass bei der polarimetrisch ver-

CHs
OH
CH30
cH CH30
Ho.
CHjy

%

a-Methyl-noviosid
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folgten Anomerisierung dieser Substanz in saurer Lo-
sung, unter dquilibrierenden Bedingungen, das Methyl-
2,3-O-carbonyl-f-noviosid (27)% die bevorzugte Ver-
bindung ist. Dieses Anomere liess sich in der Folge
leicht kristallin erhalten. Das Diastereomerenverhilt-
nis der beiden Methyl-2,3-O-carbonyl-novioside (20
und 27) ging aus ihren Rotationsdispersionskurven
hervor.

CH3 CHy
CH30 0, ocH ® CHy0 Q
3 by 3 H 394
OCH3
0 0 l 0 0
0 CH3 \g/
20 CHyo 21
o (=12 - trans) CH3 B(=1,2-cis)
o]
O\n/o
0
22
P (=1,2-cis)

CH3 CH3 CH3
/l;—_—o; OCH :; ;
CH40 o CH30 o]
3 CH3 3 H30 CH3 0CH3 3 CH3 0CH3
OH T__ OH H
19 \/
0
20

48 Eine erfolgreiche Anwendung dessclben Gedankenganges findet
man in der Synthese des 2,3-O-Carbonyl-a-p-ribofuranose-1-
phosphats vor (G. M. TENER und H. G. Knorana, J. Amer. chem.
Soc. 79, 437 (1957). — G. M. TeENER, R. §. Wrigur und H. G.
Ki1orANA, J. Amer. chem. Soc. 79, 441 (1957)).

4 Dic Ansicht, dass die bicyclischen 2,8-0-Carbonyl-noviosylhalo-
genide im Gegensatz zu den diacylierten Noviosylhalogeniden in
bimolekularer Art reagieren konnen, somit Inversion am C-1 ge-
withrleistet ist, lisst sich in Analogie zu der Reaktionsweise des
4, 6-Di-0-acetyl-2,3-0-carbonyl-¢-mannosylbromids (P. A. J. Go-
riN und A. S. PErLIN, Canad. J. Chem. 39, 2474 (1961)) vertreten.
Es kann dies die Folge des angegliederten Cyclocarbonat-Fiinf-
ringes sein, der die urspriingliche Sesselkonformation 45:4¢ des Mole-
kiils so verdndert, dass cin stabilisiertes, planares Carboniumion
als Reaktionszwischenstufe wenig wahrscheinlich ist.

43 S, J. AxeyarL und C, G. MacDoNaLD, J. chem. Soc, 1952, 686.

4 E. L. ELieL und C. PILLAR, J. Amer. chem. Soc. 77, 3600 {1955).
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Es dringte sich die Schlussfolgerung auf, dass unter
stark sauren, dquilibrierenden Bedingungen die Stabi-
litdt der Methylnovioside in der cyclischen Carbonat-
form umgekehrt ist, wie bei den gewthnlichen Methyl-
acyl-noviosiden.

Der Konfigurationswechsel, der bei der Anomerisie-
rung des Methyl-2, 3-O-carbonyl-a-noviosids {(20) unter
sauren, dquilibrierenden Bedingungen beobachtet
wurde, lisst sich, basierend auf der Tatsache, dass die
Konformation IV4" des Methyl-¢-noviosids die begiin-
stigte Konformation ist, erkliren.

Die strukturelle Folge der Angliederung eines Carbo-
natringes an die urspriingliche Sesselform des Methyl-
a-noviosids liegt darin, dass diese einer neuen begiin-
stigten Konformation, der Halbsesselform V, weichen
soll. Die Anomerisierung ist eine Gleichgewichtsreak-
tion und somit der Mechanismus der ¢-3-Umwandlung
dem der B-a-Konversion identisch. Die in stark saurem
Medium protonisierte Methoxylfunktion an C-1 wird
im Fall des Methyl-2, 3-O-carbonyl-a-noviosids (20) von
der quasi-dquatorialen Seite her angegriffen. Der Uber-
gangszustand, der dieser Reaktion entspricht, kann auf
zwei Arten zusammenbrechen. Es scheint die Reaktion
bevorzugt zu sein, in der das Produkt die Methoxy-
gruppe an C-1 in quasi-dquatorialer Lage trigt. Dieser
1,2-cis-Konfiguration entspricht das Methyl-2,3-0-
carbonyl-f-noviosid (27). Es zeichnet sich durch keine
axiale 1, 3-Wechselwirkungen der Substituenten aus wie
die urspriingliche 1, 2-trans-Konfiguration des Methyl-
a-noviosids 20.

Diese Feststellung gilt nicht nur fiir das Methyl-2,3-
O-carbonyl-noviosid. Sie findet eine weitere Parallele
in der erfolgreichen Herstellung des entsprechenden
2,3-0-Carbonyl-noviosylhalogenids. Es besitzt sinn-
gemiiss ebenso die S-Konfiguration als stabilere Kon-
figuration unter den Bedingungen der Herstellung in
stark sauren Medien.

CHy
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Das 2, 3-0-Carbonyl-g-noviosylchlorid {22) wurde als
stabiles Derivat durch Umsetzung des anomeren Ge-
misches der Methyl-2, 3-O-carbonyl-novioside mit Salz-
siuregas in Nitromethan gewonnen.

Die Koenigs-Knorr-Reaktion mit dem 4-Benzyloxy-
7-hydroxy-8-methyl-cumarin (78) in Chinolin in der
Gegenwart von Silberoxid fithrte zum Glycosid 23. Die
Verbindung wies nicht nur die notwendige «-Konfigu-
ration auf, sondern besass die notwendigen Voraus-
setzungen zur erfolgreichen Umwandlung in das Novo-
biocin.

Die katalytische Hydrogenolyse des 4-Benzyloxy-7-
(2, 3-0-carbonyl-a-noviosyloxy)-8-methyl-cumarins (23)
fiihrte zum entsprechenden 7-(2, 3-O-Carbonyl-a-novio-
syloxy)-4-hydroxy-8-methyl-cumarin (24), einer Ver-
bindung, die in alkalischem Milieu ein reaktives Carb-
anion in Stellung 3 des Cumarin-Ringes erzeugen kann.
Sie war daher einer elektrophilen Substitution durch
diazotiertes Anilin zuginglich. Die 3-Phenylazo-Ver-
bindung (25) wurde in der Folge zum 3-Amino-7-(2, 3-0-
carbonyl-z-noviosyloxy)-4-hydroxy-8-methyl-cumarin
(26) hydriert. Dieses empfindliche Amin liess sich weiter
mit 4-Acetoxy-3-isopentenyl-benzoylchlorid® in Pyri-
din zur Vorstufe des Novobiocins umsetzen.

Die Behandlung des 3-(4-Acetoxy-3-isopentenyl-
benzamido)-7-(2,3-0-carbonyl-u«-noviosyloxy)-4-
hydroxy-8-methyl-cumarins (27) mit fliissigem Ammo-
niak verseifte nicht nur die Phenolacetatgruppe, son-
dern &ffnete in quantitativer Art das Cyclocarbonat zu
einem Gemisch von Novobiocin (28) und dem isomeren
Isonovobiocin (29)48. Novobiocin selbst liess sich auf

47 A. FUurLENMEIER, C. v. Pranta und B. P. VaterrLaus, Kurz-
referat am XIXth International Congress of Pure and Applied
Chemistry, 10.-17. Juli (1963), London.

48 J. W, Hinman, E. L, CaroN und H. HoExseEMA, J. Amer. chem.
Soc. 79, 5321 (1957).
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Grund des Loslichkeitsunterschiedes?? leicht kristallin
erhalten und vom Isomeren trennen. Die Verbindung
zeigte physikalische Daten, wie Smp., optische Dre-
hung, IR-Spektrum, sowie physiologische Aktivitit,
die mit denen des Antibioticums Novobiocin® iden-
tisch sind.

Die letzte, nicht stereospezifisch verlaufende Ring-
Sffnung des Cyclocarbonats verlangt einen Kommentar.
Novobiocin liess sich durch diese Reaktion, auf die
physiologische Aktivitit bezogen, in mehr als 80%iger
Ausbeute erhalten. Die alkalische Isomerisierung des
Novobiocins#® fiihrt dagegen zu einem Gleichgewicht
von 67%, Novobiocin und 339, Isonovobiocin. Die am-
monolytische Ringdffnung ist somit das Resultat einer
kinetisch kontrollierten Reaktion, die Novobiocin in
besserer Ausbeute liefert, als dies die alkalische Isome-
risierung des Novobiocins vermag. Der Unterschied in
der Geometrie der beiden Isomeren Novobiocin und
Isonovobiocin liegt darin, dass die Carbamatgruppe in
3-Stellung die dquatoriale Lage einnimmt, wihrend im
Isonovobiocin diese Funktion die axiale Lage bean-
sprucht.

Die Synthese des Novobiocins bestitigt die auf
Grund des Abbaus des Molekiils wahrscheinlich ge-
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machte Struktur und ermdglicht es uns, die Arbeiten
auszufithren, um derentwillen sie unternommen wur-
den. Wir sind in die Lage versetzt, das Molekiil in ge-
wollter Weise zu verdndern, und konnen dadurch das
Problem der Konstitution und Wirkung dieses inter-
essanten Antibioticums systematisch verfolgen.

Summary. The synthesis of the antibiotic novobiocin
is described. First the essential carbohydrate, the 3-O-
carbamoylnoviose was synthesized from D-glucose. A
number of steps (7-6) led to the 3,5,6-tri-O-benzyl-
2-0-methyl-p-galactono-y-lactone (6} which is charac-
terized by the correct array of carbon atoms inherent
to the noviose. Further transformations (7-75) finally
vielded the carbohydrate. The problem of glycosidation
is discussed in some detail. Glycosidation of a suitable
aglycon precursor (78) with 2, 3-O-carbonyl-8-noviosyl-
chloride (22) proved possible and led to the isolation of
an a-glycoside (23) which was further transformed
{24-28) into novobiocin.

4 Brit. Pat. 878907 (Upjohn Co., Kalamazoo Mich., USA).
¥ Novobiocin wurde aus Albamycin-Upjohn isoliert.
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Synthese des Neopodophyllotoxins und der
Podophyllinsdure!?

Die Herstellung der Podophyllinsdure {VI)?, der kon-
figurativ dem Podophyllotoxin {I) entsprechenden 2:3-
trans-Hydroxysiure, ist bisher nicht gelungen. Einwir-
kung von Alkalihydroxyden auf Podophyllotoxin (I)
fiihrt namlich ausschliesslich zur isomeren 2:3-¢is-Sdure
(III} (= Pikropodophyllinsiure2-4), da in basischem
Milien die Epimerisierung an C; zu Pikropodophyllin (IT)
wesentlich schneller verlduft, als die Hydrolyset, Eine
Offnung des Lactonrings von Podophyllotoxin unter Er-
haltung der 2:3-frams-Konfiguration kann zwar nach
RutscHMANN und RENz® durch Hydrazinolyse erreicht
werden; das gebildete Podophyllinsdurehydrazid liess
sich jedoch nicht in die freie Sdure VI tiberfiihren®,

Die im folgenden beschriebene erste Partialsynthese der
Podophyllinsdure (VI) basiert auf einer neuartigen Me-
thode zur stereospezifischen Aufspaltung des Podophyllo-
toxin-Lactonrings. Wir fanden, dass sich beim Erwirmen
von Podophyllotoxin (I) in Methanol mit Zinkchlorid in
einer Gleichgewichtsreaktion (Umesterung) ein Gemisch
von Produkten bildet, in dem neben Ausgangsmaterial
zwei neue Lignanverbindungen (IV und V) vorliegen.
Nach Abtrennung des Podophyllotoxins konnten die bei-
den neuen Komponenten durch Chromatographie in ein-

heitlicher kristallisierter Form isoliert und als Podo-
phyllinsdure-methylester (IV) und Neopodophyllotoxin
(V) — ein neues Isomeres des Podophyliotoxins — charak-
terisiert werden. Podophyllinsdure-methylester (IV),
C,3Hs0p 8, schmilzt bei 166-169°; [a]f = — 199° (in
Chloroform); IR-Bande bei 1738 cm~! in CH,Cl,. Durch
Methanol-ZnCl, wird Podophyllinsdure-methylester (IV)
zu Podophyllotoxin (I} relactonisiert. Verseifung von IV
mit verdiinnter Natronlauge liefert hingegen unter Epi-
merisierung Pikropodophyllinsiure (III) vom Doppel-
smp. 153-157°/210-230°; [«]F = — 179,8° (in Pyridin}
und — 100,4° (in Athanol3).

Neopodophyllotoxin (V), C,H,;,04, kristallisiert aus
Methanol-Ather-Pentan in Nadeln vom Smp. 225-237°;
[@]P, == — 52,4° {(in Chloroform); IR-Bande bei 1773 cm?
in CH,Cl, (py-Lacton). Mit Essigsdureanhydrid-Pyridin

1 12. Mitteilung iiber mitoschemmende Naturstoffe.

? Zur Nomenklatur der epimeren Hydroxysiuren aus Podophyllo-
toxin vgl. 5.

¥ W, Borscur und J. NIEMANN, Liebigs Ann. 499, 59 (1932).

4 J. L. HartweLL und A, W. ScHRECKER, Fortschr. Chem. org.
Naturst. 15, 83 (1958).

5 J. RurscamMANN und J. Renz, Helv, chim. Acta 42, 890 (1959).

¢ Samtliche Bruttoformeln sind durch Mikroanalysen belegt.



