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49. Novobiocin III [1]Y)

Die Glykosidsynthese des Novobiocins
von B.P. Vaterlaus, K. Doebel, J.Kiss, A.I. Rachlin und H. Spiegelberg
(18. XI1. 63)

Die Synthese der 3-O-Carbamoyl-noviose [1] und ein Studium des Verhaltens von
Acyl-noviosylhalogeniden [2] bei Glykosidsynthesen sind die Voraussetzungen zur
eigentlichen Novobiocinsynthese [3]. Es ist dazu noch die Wahl einer zu Glykosid-
synthesen befihigten Aglykonkomponente zu treffen. Diese Verbindung muss nach
der Verkniipfung zum «-Glykosid [4] die fiir den weiteren Aufbau zum Novobiocin
notwendigen Strukturmerkmale besitzen.

Geeignet dazu ist das 4-Benzyloxy-7-hydroxy-8-methyl-cumarin (2), das durch
Veritherung von 4, 7-Dihydroxy-8-methyl-cumarin [5] in Benzylalkohol mit Schwefel-
siure gewonnen wird. Seine Glykosidierung mit dem 2,3-O-Carbonyl-g-noviosyl-
chlorid (1) [2] in absolutem Chinolin in Gegenwart von Silberoxid fithrt zum 4-
Benzyloxy-7-(2, 3-O-carbonyl-z-noviosyloxy)-8-methyl-cumarin (3), Smp. 148-149°.
Das IR.-Absorptionsspektrum zeigt Banden bei 1788 und 1702 cm™?, die der cycli-
schen Carbonatfunktion und der 8-Lactongruppe zuzuordnen sind. Die Glykosidie-
rung der phenolischen Sauerstoffunktion bewirkt eine Verschiebung der §-Lacton-
bande um 20 cm—! nach grésseren Wellenzahlen. Die Rotationsdispersionskurve weist
keinen messbaren CorToN-Effekt auf, sie ist von einfachem, negativem Typus. Die
a-Konfiguration des Glycosids 3 geht nach der Regel der Isorotation von Hubpsox [6]
aus dem Vergleich der molekularen Drehwerte von 3 und der beiden anomeren Methyl-

1) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 397.
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2,3-O-carbonyl-noviosiden [7]2) hervor. Dieses Resultat macht es wahrscheinlich,
dass die Glykosidierung von 2 mit dem 2,3-O-Carbonyl-g-noviosylchlorid (1) unter
den angewandten Bedingungen mit einer Umkehrung des asymemtrischen Lactol-
kohlenstoffatoms verbunden ist. Es darf daher als weitere Stiitze fiir die §-
(1,2-cis)-Konfiguration [2] des {fliissigen 2,3-O-Carbonyl-noviosylchlorids (1) ange-
sehen werden.

Zur Einfithrung einer potentiellen Aminfunktion in die 3-Stellung der Cumarin-
molekel muss die Benzylgruppe durch Hydrogenolyse [8] entfernt werden. Dies ge-
schieht durch katalytische Hydrierung von 3 mit Hilfe einer 5-proz. Palladiumkohle
als Katalysator. Das 7-(2, 3-O-Carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-8-methyl-cumarin
(4) zeigt in bezug auf sein Ausgangsmaterial eine um 12 cm~! nach kleineren Wellen-
zahlen verschobene Carbonylschwingung bei 1690 cm~1 fiir die §-Lactongruppe, sowie
eine dem Glykosid 3 dhnlich verlaufende einfache, negative Rotationsdispersions-
kurve. Die Substanz 4 besitzt die Eigenschaft, in schwach alkalischer Losung ein
reaktives Carbanion in der 3-Stellung zu bilden und lisst sich mit diazotiertem Anilin
zum 7-(2,3-0-Carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-8-methyl-3-phenylazo-cumarin (5)
kuppeln. Dieser Farbstoff ist durch das langwellige UV.-Absorptionsmaximum bei
425 my charakterisiert und weist im IR.-Absorptionsspektrum Carbonylschwingun-
gen bei 1802 und 1730 cm~?! auf.

Nach katalytischer Hydrierung des Phenylazokdrpers 5 in Essigester in Gegen-
wart eines Palladiumkatalysators erfolgt die Isolierung des luftempfindlichen 3-
Amino-7-(2,3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-8-methyl-cumarins (6). Nach
dem Umlésen aus Isopropylalkohol zersetzt sich die Substanz bei 180°. Das Amin
besitzt UV.-Absorptionsmaxima bei 232, 283 und 298 mu.

Bevor Kenntnisse der Biosynthese des Novobiocins [9] vorlagen, wurde der Ver-
bindung 6 eine grosse Bedeutung zugemessen. Im biogenetischen Denken wurde fiir
das durch Ammonolyse der Cyclocarbonat-Gruppe entstandene Isomerengemisch der
Carbamate dieselbe Rolle vermutet, wie sie fiir die 6-Amino-penicillansidure [10] be-
wiesen ist und fiir die 7-Amino-cephalosporansiure [11] fiir moglich gehalten wird.
Diese Amine konnen durch Acylierungen in verschiedene Antibiotica iibergefiihrt
werden. Nach unseren Versuchen ist das Amin 6 durch keine bekannte Abbaureaktion
aus dem Naturstoff zugidnglich. Es wurde daher eine leistungsfdhige Synthese dieser
Substanz angestrebt, die es ermdglicht, 6 mit besseren Ausbeuten in bezug auf die
Zuckerkomponente zu erhalten. Dies ist dann der Fall, wenn als Aglykonkomponente
fiir die Glykosidsynthese eine Verbindung gewdhlt wird, in der die Aminfunktion in
irgend einer Form bereits vorhanden ist. Von den zahlreichen bearbeiteten Synthese-
varianten nimmt das4-Benzyloxy-3-(benzyloxycarbonyl-amino)-7-hydroxy-8-methyl-
cumarin (8) als in Chinolin gut l6sliche Substanz eine bevorzugte Stellung ein. Man
erhilt es durch Umsetzung des 3-Amino-4, 7-dihydroxy-8-methyl-cumarins [5] [12]
mit Chlorameisensiure-benzylester nach SCHOTTEN-BAUMANN in wisseriger Natron-

2) Das Methyl-2, 3-O-carbonyl-fi-noviosid war bekannt (7]. Das a-Anomere lisst sich durch chro-
matographische Auftrennung des Anomerengemisches an Silicagel rein erhalten. Die Spitzen-
fraktion des Petrolather (Siedebreich 40-45°)-Benzol-(50: 50)-Eluates wird nach dem Entfernen
des Losungsmittelgemisches destilliert. Sie hat den Sdp. 75-78°/0,01 Torr. Das Methyl-2, 3-O-
carbonyl-g-noviosid zeigt eine spezifische Drehung [«]f = —41° (¢ = 1% in Methanol).
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lauge und anschliessende Verdtherung der Enolfunktion mit Phenyldiazomethan3) in
Dioxan. Seine Glykosidierung mit dem 2,3-O-Carbonyl-f-noviosylchlorid (1), in
analoger Weise ausgefiihrt, ergibt nach chromatographischer Reinigung an Silicagel
das amorphe 4-Benzyloxy-3-(benzyloxycarbonyl-amino}-7-(2,3-O-carbonyl-a-novio-
syloxy)-8-methyl-cumarin (9), das weiter durch katalytische Hydrierung in das Amin
6 umgewandelt wird.

Es gelang in der Folge, 6 mit 4-Acetoxy-3-isopenten-(2')-yl-benzoylchlorid [5b] in
Pyridin in méissiger Ausbeute zum 3-[4-Acetoxy-3-isopenten-(2')-yl-benzamido]-7-
(2,3-0O-carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-cumarin (10) zu acylieren. Verschiedene
Methoden, die in der Peptidchemie zur Amidsynthese herangezogen werden, ergaben
keine wesentlich besseren Ausbeuten. Dies kann die Folge des schwach basischen
Charakters der Aminfunktion [12b]}3) von 6 sein. Die ammonolytische Ringéffnung
des Cyclocarbonats 6 sowie die Ammonolyse der Phenolacetat-Gruppe lésst sich durch
Losen der Substanz in fliissigem Ammoniak leicht ausfithren. Man erhilt ein amorphes
Gemisch von Novobiocin (11) und Isonovobiocin (12) [13]. Die Trennung der beiden
Isomeren erfolgt auf Grund ihrer Loslichkeitsunterschiede durch mehrmaliges Um-
I6sen aus 60-proz. Aceton-Wasser [14]. Isonovobiocin bleibt in Lésung und Novo-
biocin wird durch weiteres Uml6sen aus Methanol-Wasser-Eisessig (10: 4 : 1) [15]
analytisch rein gewonnen. Die Identitdt der synthetischen Verbindung mit dem
Naturprodukt [7] [12¢] resultiert aus den IR.-Absorptionsspektren, dem gleichsinnigen
Verlauf der beiden Rotationsdispersionskurven und der Ubereinstimmung der mikro-
biologischen Aktivitit4) gegeniiber dem Testorganismus, Staphylococcus aureus
P 6538.

Es ist iiberraschend, dass die Offnung des Cyclocarbonat-Ringes mit Ammoniak
den Charakter einer stereoselektiven Reaktion annimmt. Es wird daher die Frage der
prozentualen Verteilung der Isomeren aufgeworfen und auf der Stufe des Dihydro-
novobiocins (13) [7] [12¢] [16], das dieselbe Aktivitit [7] wie Novobiocin aufweist, mit
Hilfe der mikrobiologischen Analyse genau untersucht.

Dihydronovobiocin [16] 14sst sich nach einer in bezug auf die Noviose ergiebigeren
Variante synthetisieren. Zu diesem Zweck setzt man die Mono-O-acetyl-dihydro-
novobiocinsdure [5b] mit Phenyldiazomethan in Aceton zum 3-(4-Acetoxy-3-iso-
pentyl-benzamido)-4-benzyloxy-7-(2, 3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-8-methyl-cumarin
(15) um, dessen Benzylgruppe in bekannter Art [8] durch Hydrogenolyse unter Bil-
dung von 16 entfernt wird. Die Offnung der Cyclocarbonat-Gruppe in der Verbindung
16 mit fliissigem Ammoniak erlaubt die Isolierung des amorphen Gemisches von
Dihydronovobiocin und Dihydro-isonovobiocin, dessen Isomerenverteilung durch die
mikrobiologische Analyse direkt bestimmt wird. Man findet 809, Dihydronovobiocin
neben 209, desinaktiven Dihydro-isonovobiocins. Esist interessant, dass die alkalische
Isomerisierung des Novobiocins [13] bei einem pH-Wert von 10 zu einem Gleichge-
wicht von 679%, Novobiocin und ca. 33%, Isonovobiocin fithrt. Es ist daher in unserem
Fall wahrscheinlich, dass die ammonolytische Ring6ffnung kinetisch kontrolliert ist.
Dihydronovobiocin erleidet unter den Bedingungen der Ammonolyse in fliissigem

%) Die Verbindung 6 zeigt einen pky.o~Wert von 7,6 4= 1, wenn sie mit 0,25~ Tetraithylammo-

niumhydroxid-Lésung in Methylcellosolve-Wasser (80:20) titriert wird. Mit 0,25~ Salzsiure

wird bei gleichen Bedingungen kein Sprung in der Titrationskurve beobachtet {(PKaycg 2:4)-

4) Wir danken Frl. Dr. E. B6anI fiir ihre Mithilfe bei den mikrobiologischen Analysen.



393

Volumen 47, Fasciculus 2 (1964} — No. 49

(-1Aoweqies-0-7)
L %02 UId0IGOAOUOS]

I %08 Ui20IqOAON
ZHN ol

0
% A

HO HO Q HO 0

EHd

/
o
1
z
\Y
\
o
o
/
o
(&)
I
z
\Y
4 N\
o
o
o
T
=}
=)
o
=
]

0fHD £H2020 0
EHD EHD &0 €HD

HO 0o o}

3 S 7
0 o o
A N P
HO HO HO
N =
HN = - ©|Z N =~ . e
€4 €HD £ -
7 Z HY
o] 0 o 0fHD o 1o, 0 o 0%y O\ o 0 0 ofHD
€10 €13 €40 3 €H) t
(s1>-21=)d
€ z l
P @ I
9 0 2420 o\=/o
= N D
€HD O €HD
0 o 0FHD 0?0 OH o OfHD
£y €HD £H)

asayukspisoyh)n 21J



394 HELVETICA CHIMICA ACTA

Ammoniak keinen Aktivititsverlust. Es tritt somit in diesem Medium keine Aquili-
brierung der Substanz mit der Iso-Verbindung ein. Sterische Einfliisse in den Uber-
gangszustidnden der Ring6ffnungsreaktion kénnen massgebend fiir den stereoselekti-
ven Verlauf der Reaktion, der die Bildung des 3-Isomeren begiinstigt, verantwortlich
sein. In der stabileren Sesselkonformation der Noviose [17] kommt die durch die
Ammonolyse entstehende Carbamatgruppe im Novobiocin in die dquatoriale Lage zu
liegen, wiahrend dieselbe Funktion im Isonovobiocin die axiale Lage einnimmt.

Experimenteller Teil %)

4-Benzyloxy-7-hydroxy-8-methyl-cumarin (2): 10 g 4,7-Dihydroxy-8-methyl-cumarin [5} wer-
den in 100 ml Benzylalkohol und 1 ml konz. Schwefelsiure 3 Std. auf dem Dampfbad erwidrmt.
Das sich bei der Reaktion bildende Wasser wird mit 2mal 100 ml Benzol azeotrop abdestilliert.
Anschliessend wird fiir weitere 2 Std. auf dem Dampfbad erwiarmt. Das Reaktionsgemisch wird
auf 200 ml Wasser, dem 35 ml 3~ Natronlauge zugesetzt sind, gegossen. Nach dem Ausziehen mit
Ather wird die wisserige Phase mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert (kongorot). Die aus-
gefallene Substanz wird filtriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Man 16st zur weiteren
Reinigung aus 425 ml Eisessig um: es werden 5,18 g (38,5%) vom Smp. 268-271° erhalten. IR.:
»(OH) = 3330 cm™!; »(CO) = 1681 cm™1.

C;H14O4 (282,28) Ber. C 72,33 H 5,00%  Gef. C71,98 H 5,109

4-Benzyloxy-7-(2, 3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-8-methyl-cumarin  (3): 9,0 g 4-Benzyloxy-7-
hydroxy-8-methyl-cumarin (2) werden in 200 ml frisch destilliertem Chinolin durch Erwédrmen
gelést. Zur Losung gibt man 15,0 g frisch geglithtes Calciumsulfat und 15 g Silberoxid und fiigt
zu der geriihrten Suspension in einer Portion das frisch zubereitete®) 2, 3-O-Carbonyl-S-noviosyl-
chlorid (1) in 50 ml destilliertem Chinolin bei 25° hinzu. Es wird 4 Std. geriihrt. Zur besseren Fil-
tration der Silbersalze verdiinnt man mit Essigester, filtriert durch Cellit und wischt das rotbraune,
klare Filtrat nacheinander mit verdiinnter Phosphorsdure, Wasser, verdiinnter Salzsiure, verdiinn-
ter Sodalosung und Wasser. Die Losung wird iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lo-
sungsmittel im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Riickstand besteht aus einem rotbraunen Ol
(17,8 g), das zur Reinigung in 25 ml Benzol geldst an 300 g Silicagel (MERCK) adsorbiert wird. Mit
31 Benzol und 3 1 Benzol-Ather (99:1) wird 1 g Ol eluiert, das verworfen wird. Benzol-Ather (95:5)
ergibt 7,4 g Ol, das aus wenig Ather kristallisiert. Durch Umlosen aus Ather erhilt man 3,8 g
vom Smp. 148-149°. [«]} = —60° (¢ = 1%, CHCl); UV.: 4, = 284 und 306 mgu (¢ = 12400
und 14200); IR.: »(CO) = 1788 und 1702 cm™1.

CoeHogOq (482,46) Ber. C64,72 H 5,43%  Gef. C64,33 H 5,39%

7-(2,3-0-Carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydvoxy-8-methyl-cumarin (4): 1,72 g 4-Benzyloxy-(2, 3-O-
carbonyl-noviosyloxy(-8-methyl-cumarin (3) werden in 75 ml Essigester gelost und in Gegenwart
von 250 g 5-proz. Palladiumkohle hydricrt. Es werden 82 ml Wasserstoff aufgenommen (Theorie
80 ml). Anschliessend filtriert man vom Katalysator ab und dampft im Vakuum das Filtrat zur
Trockne ein. Es resultieren 1,29 g eines farblosen Harzes, das schwierig zu kristallisieren ist.

5) Die Smp. sind nicht korrigiert; sie wurden in einer offenen Kapillare bestimmt. — Bei Losungs-
mittelgemischen ist das Volumenverhiltnis angegeben. — Die IR.-Absorptionsspektren nicht
kristallisierter Substanzen (Ole) wurden in unverdiinnten, fliissigen Mustern, solche kristalli-
sierter Praparate in Nujol als Film auf einem BEckman-Doppelstrahlspektrophotometer, Mo-
dell IR-5, aufgenommen. — Die UV.-Spektren wurden in alkoholischer Lésung auf einem Cary-
Spektrophotometer Modell DK registriert. — Die Rotationsdispersions (RD.)-Kurven, die mit
einem photoelektrischen, selbstabgleichenden Polarimeter kontinuierlich aufgenommen wurden,
verdanken wir Dr. F. BURKHARDT. Die Schichtdicke der Messlosung betrug 10 cm. Es wurde
soweit verdiinnt, dass die Transmission der Messlésung immer mindestens 109, betrug; Tempe-
ratur 25°. — Die Mikroanalysen wurden in unscrer mikroanalytischen Abteilung (Leitung: Dr.
A. DirscHERL) ausgefiihrt.

Aus 10 g Methyl-2,3-O-carbonyl-noviosid (Anomerengemisch) mit Salzsiuregas in Nitro-
methan-Acetylchlorid (9:1) hergestellt {2].

@
=
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Kristallisation tritt aus Benzol ein, wobei nach weiterem Umlésen aus 50-proz. Athanol-Wasser
700 mg der analytisch reinen Substanz erhalten werden. Sie sintert bei 133° und schmilzt bei
200-202°. [o]{f = —62° (¢ = 1,0%, CHCl); UV.: 2, = 285 und 306 myu (¢ = 13000 und 15100)
Schulter bei 319 my; IR.: »(CO) = 1810 und 1690 cm™1,

CgHy0y, 1 H,O (410,39)  Ber. C 55,61 H 5,409, Gef. C 55,58 H 4,939,

7-(2, 3-0-Carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-8-methyl-3-phenylazo-cumarin(5) : 0,72 g Anilin wird
in 28,8 ml 1N Salzsdure geldst und bei 0-5° durch Zutropfen von 0,58 g Natriumnitrit, gelost in
‘wenig Wasser, diazotiert. Die Phenyldiazoniumchloridlésung wird durch. Zugabe von 2,88 g Na-
triumacetat in wenig Wasser gepuffert; hierauf tropft man eine alkoholische Lgsung von 3,03 g
7-(2,3-O-Carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-8-methyl-cumarin zu. Man beobachtet die Bildung
-einer gelben Fillung, die filtriert und im Exsikkator iiber Phosphorpentoxid getrocknet wird. Sie
lasst sich aus Essigester-Petroleumither (Siedebereich 80-105°) kristallisieren und wird zur
weiteren Reinigung aus Athanol umgelést. Man erhilt 2,7 g gelbe Nadeln vom Smp. 154-155°.
o)}y = —121,5° (¢ = 1%, CHCly); UV.: A, = 421 my; IR.: »(CO) = 1802 und 1730 cm~L.
CosHp g Oy N, (496,46) Ber. C60,48 H 4,87 N 5,649, Gef. C60,41 H 5,01 N 5,609,

3-Amino-7-(2, 3-0-carbonyl-a-noviosyloxy(-4-hydroxy-8-methyl-cumarin (6). — a) 14,5 g der Sub-
stanz 9 werden in 250 ml Athanol unter Zusatz von 2,0 g 5-proz. Palladiumkohle hydriert, wobei
500 ml Wasserstoff (Theorie 505 ml) aufgenommen werden. Man filtriert vom Katalysator ab
und engt im Vakuum ein. Das ausgefallene, luftempfindliche Amin wird abfiltriert und aus Iso-
propanol umgeldst. Ausbeute 4,0 g; Zers.-P. 180°; UV.: 4_ . = 232, 283 und 298 mu (¢ = 14600,
13000 und 14400).

CioHyOpN (407,37)  Ber. C56,02 H 520 N 3,44% Gef. C5575 H 515 N 3,50%

b) 2,64 g der Substanz 5 werden in 250 ml Essigester gelost und in Gegenwart von 500 mg
5-proz. Palladiumkohle hydriert. Die Wasserstoffaufnahme betrigt 300 ml?) (Theorie 239 ml).
Der Katalysator wird abfiltriert und das Filtrat zuerst mit 0,18 Schwefelsiure und dann sorg-
faltig mit Wasser neutral gewaschen. Die iiber Natriumsulfat getrocknete Losung wird filtriert
und im Vakuum zur Trockne verdampft. Das Harz wird aus Isopropanol umgeldst: Ausbeute
1,1 g Amin; Zers.-P. 182°.

3-(Benzyloxycarbonyl-amino)-4, 7-dikydroxy-8-methyl-cumarin (7): 2,07 g 3-Amino-4, 7dihy-
droxy-8-methyl-cumarin [5] {12] werden in 30 ml 1~ Natronlauge gelost. Unter Rithren und Kiih-
len werden 2,04 g Chlorameisensidure-benzylester bei 0—5° zugetropft. Anschliessend wird noch
2 Std. gerithrt, dann mit 3~ Salzsiure angesduert und die ausgefallecne Substanz filtriert. Sie
kristallisiert aus Acetonitril-Wasser. Durch Umbkristallisieren aus demselben Lésungsmittel-
:gemisch erhilt man 3,0 g vom Smp. 236-237°. IR.: »(CO) = 1755 und 1685 cm™L

CisH 506N (341,31)  Ber. C63,34 H 443 N4,10%  Gef. C63,30 H 4,52 N 4,159,

4-Benzyloxy-3-(benzyloxycarbonyl-amino)-7-kydroxy-8-methyl-cumarin (8) : 5,0 g der Substanz 7
‘werden in der Wirme in 350 ml abs. Dioxan gelSst, bei 50° mit 47 ml 0,5m Phenyldiazomethan-
16sung in tiefsiedendem Petrolither (Siedebereich 40—45°) versetzt und iiber Nacht stehengelassen.
Es wird dann im Vakuum abgedampft und der Riickstand mit Essigester-Ather verrieben. Die
kristalline Substanz wird filtriert und aus Acetonitril umgeldst. Man erhilt 3,2 g vom Smp. 228
229°. Zur Analysc wird noch aus Nitromethan umgeldst: Smp. 232-234°. IR.: (CO) == 1722 und
1675 cm™L.

Cy;HyOgN (431,43) Ber. C69,59 H 4,919%  Gef. C 69,52 H 4,829,

4-Benzyloxy-3-(benzyloxycarbonyl-amino)-7-(2, 3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-8-methyl-cumarin(9):
17,0 g der Substanz 8 (39,4 mMol) werden in 300 ml frisch destilliertem Chinolin geldst. Man fiigt
15,0 g Silberoxid und 18 g frisch gegliihtes Calciumsulfat zur Lésung. Unter gutem Riihren der
Suspension gibt man in einer Portion 43,1 mMol frisch hergestelltes®) 2, 3-O-Carbonyl-f-noviosyl-
<hlorid (1) in 50 ml destilliertem Chinolin hinzu. Man beobachtet eine leicht exotherme Reaktion
{25 > 32°). Das Reaktionsgemisch wird 4 Std. geriihrt und anschliessend mit Essigester verdiinnt.
Nach der Filtration der Silbersalze durch Speedex wird das klare, rotbraune Filtrat nacheinander
mit verdiinnter Phosphorsédure, Salzsiure, Natriumcarbonatlésung und Wasser gewaschen. Die
-organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockne ein-

7) Der Grund fiir die in mehreren Ansitzen festgestellte Uberhydrierung ist nicht bekannt.
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geengt. Der Riickstand besteht aus einem dunkelbraunen Ol (25,3 g). Es wird zur Reinigung
in wenig Benzol gelost an 400 g Silicagel (MERCK) adsorbiert. Man erhilt mit 6 1 Benzol-Ather
(95:5) 8,5 g gelbes Ol (Fraktion A), mit 6 1 Benzol-Ather (4:1) 13,4 g einer griingelben, dick-
fliissigen Masse (Fraktion B). Die beiden Fraktionen A und B werden getrennt nochmals chro-
matographiert: Fraktion B wird in wenig Benzol-Ather {95:5) an 140 g Silicagel {MERCK) adsor-
biert. Mit 2 1 Benzol-Ather (95:5) werden 5,1 g, mit Benzol-Ather (9:1) 6,4 g eluiert. Beide Frak-
tionen zeigen im IR.-Absorptionsspektrum bei 1780 cm=1 die erwartete Bande des Cyclo-
carbonat-carbonyls. Fraktion A wird in wenig Benzol-Ather (99:1) an 100 g Silicagel (MERCK)
adsorbiert. Das mit 4 1 desselben Losungsmittelgemisches erhaltene Eluat wird verworfen. Mit
2 1 Benzol-Ather {9:1) werden noch 3,0 g Substanz eluiert, die im IR.-Absorptionsspektrum
Carbonat anzeigt. Alle diese Fraktionen konnten nicht zur Kristallisation gebracht werden. Sie
wurden fiir die ndchste Stufe direkt verwendet.

3-[4-Acetoxy-3-isopenten-(2’)-yl-benzamido]-7-(2, 3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-8-me-
thyl-cumarin (10): Zu einer Losung von 2,04 g 3-Amino-7-(2,3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-4-
hydroxy-8-methyl-cumarin (6) in 10 ml absolutem Pyridin werden 1,42 g 4-Acetoxy-3-isopenten-
(2")-yl-benzoylchlorid [5b], in 5 ml absolutem Pyridin geldst, gegeben und 12 Std. bei Raum-
temperatur gehalten. Die Reaktionsmischung wird mit 300 ml Essigester verdiinnt und mit 3~
Schwefelsdure und mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen der organischen Phase iiber Na-
triumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum abgedampft. Es verbleiben 2,05 g Harz, das zur
Reinigung in wenig Benzol an 20 g Silicagel (MERCK) adsorbiert wird. Das Benzoleluat (600 ml)
wird verworfen. Man erhilt mit 600 ml Benzol-Ather (95:5) 810 mg Substanz, die aus Methanot
kristallisiert. Nach dem Umlésen aus demselben Lésungsmittel verbleiben 700 mg vom Smp. 172—
173° [o]ff = —58,5° (¢ = 1,0%, CHCl); UV.: 4. = 321 mu (¢ = 19100); IR.: »(CO) = 1822,
1760 und 1692 cm™L.

CysHpON (637,62)  Ber. C 62,18 H 5,53 N 2,19% Gef. C 62,03 H 567 N218%

Novobiocin =7-(3-Carbamoyl-a-noviosyloxy)-4-hydroxy-3-[4-hydroxy-3-isopenten-(2)-yi-benzami-
do}-8-methyl-cumarin (11): 700 mg der Verbindung 10 werden in 30 mi fliissigem Ammoniak gelost:
und innert 2 Std. das Ammoniak wieder verdampft. Das gelbliche Harz wird aus 5 ml Aceton und
3 ml Wasser kristallisiert und noch 2mal aus Methanol-Eisessig-Wasser (10:4:1) umgeldst. Man
erhilt 68 mg Novobiocin vom Smp. 159-161°; [a]¥ = —62° (¢ = 1%, Athanol). IR.: »(OH) =
3450 cm~!; »(NH) = 3330 cm™!; »(CO) = 1715 und 1688 cm!.

CgyHgeOy Ny, 1H,0 (614,63) Ber. C 59,02 H 6,07 N 4,439, Gef. C59,01 H6,20 N 4,219,

Das IR.-Absorptionsspektrum ist identisch mit demjenigen des natiirlichen Antibioticums.
Novobiocin®). Das synthetische und das natiirliche Priparat zeigen dieselbe mikrobiologische
Aktivitat gegeniiber dem Testorganismus Staphylococcus aureus P 6538.

3-(4-Acetoxy-3-isopentyl-benzamido)-4-benzyloxy-7-hydroxy-8-methyl-cumarin (14): 4,2 g (25
mMol) 3-(4-Acetoxy-3-isopentyl-benzamido)-4, 7-dihydroxy-8-methyl-cumarin [5b] werden in
100 ml Aceton in der Wiarme gelost. Zur Losung fiigt man tropfenweise bei 25° 50 ml 0,25 M Phenyl-
diazomethanlésung in tiefsiedendem Petrolcumither (Siedebercich 40—45°). Es tritt wihrend des.
Eintropfens Kristallisation ein. Nach 3 Std. Rithren wird filtriert. Man erhilt 2,65 g vom Smp.
254-256°. IR.: »(OH+ NH) = 3250 cm~!; »(CO) = 1760, 1695 und 1660 cm~.

CyHg,O;N (529,57)  Ber. C 70,30 H 590%  Gef. € 69,95 H 6,20%

3-(4-Acetoxy-3-isopentyl-benzamido)-4-benzyloxy-7-(2, 3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-8-methyl-cu-
marin (15): 5,15 g der Verbindung 14 werden in 100 ml frisch destilliertem Chinolin durch Er-
wirmen auf 115° in Losung gebracht. Nach dem Abkiihlen der Losung fiigt man 4,3 g Silberoxid
und 8,6 g frisch geglithtes Calciumsulfat hinzu. Die Suspension wird geriihrt und bei 25° das
2,3-O-Carbonyl-g-noviosylchlorid (1) (frisch hergestellt aus 2,5 g Methyl-2, 3-O-carbonyl-noviosid,
vgl.®)) in 25 ml dest. Chinolin zugetropft. Nach 4stdg. Riihren wird mit 300 ml Essigester ver-
diinnt und die ausgeschiedenen Salze iiber Cellit abfiltriert. Das rotbraune Filtrat wird mit 3~
Schwefelsdure und mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat und Ab-
dampfen des Essigesters im Vakuum verbleiben 5,5 g eines rotbraunen Ols. Es wird zur Reinigung
in wenig Benzol gelost und an 110 g Silicagel (MERCK) adsorbiert. Das Benzoleluat (2 1), das 800 mg

§) Isoliert aus Albamycin (UPJoHN).
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Ol enthilt, wird verworfen. 2,2 1 Benzol-Ather (9:1) l6sen 2,4 g eines ockerfarbenen Harzes ab;
[elp = —13,5° (¢ = 1%, CH,Cly).

: 3-(4-Acetoxy-3-isopentyl-benzamido)-7-(2, 3-O-carbonyl-a-noviosyloxy)-d-hydvoxy-8-methyl-cuma-
7in (16): 2,4 g der Verbindung 15 werden in 50 ml Methanol in Gegenwart von 500 mg 5-proz.
Palladiumkohle hydriert. Nach dem Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum verbleiben 1,8 g
cines gelblichen Harzes, das in wenig Methanol gelost zur Kristallisation gebracht wird. Nach dem
Umldsen aus demselben Losungsmittel erhdlt man 600 mg gelbe derbe Kristalle vom Smp. 110~
111° [o)® = —50° (¢ = 1%, CH,Cl); IR.: »(CO) = 1810, 1760, 1695 und 1615 cm-1,

Cy3Hg, 045N (639,64) Ber. C61,95 H 583 N 2,199  Gef. C61,69 H 6,25 N 2,329,

Dihydronovobiocin und Dihydro-isonovobiocin (Gemisch): 600 mg der Verbindung 16 werden
in 25 ml] flissigem Ammoniak gelost und dieses nach 2 Std. verdampft. Der Riickstand wird in
wenig Essigester aufgenommen, die Lésung mit 20 ml 1§ Natronlauge extrahiert und das alka-
lische Filtrat sogleich in 30 ml 1N Schwefelsiure eingetropft. Die Suspension wird mit Essigester
extrahiert und dieser anschliessend mit Wasser neutral gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und im Vakuum abgedampft. Das gelbliche Harz konnte nicht zur Kristallisation gebracht
werden. [«)F = —50,50 (c = 1%, CH,CL). IR.: »(OH) = 3400c m™; »(NH) = 3340 cm;
»(CO) = 1715 und 1685 cm~1. Die Abwesenheit der IR.-Absorption bei 1810 cm=! (Carbonat)
lasst die Schlussfolgerung zu, dass vollstindige Ammonolyse stattgefunden hat.

Das erhaltene Gemisch der beiden zu erwartenden Isomeren zeigt 809, der mikrobiologischen
Aktivitdit des Dihydronovobiocins gegeniiber dem Priifungsorganismus Staphylococcus aureus
P 6538. Bezogen auf diese Aktivitit besteht das Gemisch aus 80%, Dihydronovobiocin und 209,
des inaktiven Dihydro-isonovobiocins.

Aquilibyierungsversuch: Dikydronovobiocin in fliissigem Ammoniak: 500 mg Dihydronovobio-
cin mit einer mikrobiologischen Aktivitit = 100 gegeniiber dem Priifungsorganismus Staphylo-
coccus aureus P 6538 werden in 25 ml flissigem Ammoniak gelost und dieses nach 2 Std. verdampft.
Die Aufarbeitung geschieht in Analogie zu 11. Der Smp., die spezifische Drehung, sowie die mi-
krobiologische Aktivitit des erhaltenen Produktes entsprechen denjenigen des Ausgangsmaterials.
Es gilt die Schlussfolgerung, dass die ammonolytische Ringéffnung der Cyclocarbonat-Gruppe
nicht mit einer Aquilibrierung der beiden Isomeren verbunden ist.

SUMMARY
The glycosidation of 4-benzyloxy-7-hydroxy-8-methyl-cumarin (2) with 2,3-O-
carbonyl-B-noviosyl chloride (1) leading to the a-glycoside (3) is described. This inter-
mediate is transformed successively: (a) by hydrogenolysis (4), (b) introduction of
an amine function (5) (6), (c) acylation with 4-acetoxy-3-(isopent-2’-enyl)-benzoyl
chloride (10), (d) ammonolysis of 10, into a mixture of novobiocin (11) and isonovo-
biocin (12), of which novobiocin was obtained by fractional crystallisation.

Chemische Forschungsabteilung der
F. HorrMANN-LA RocHE & Co. AG., Basel
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50. Novobiocin IV[1]")
Die Synthese von epi-Noviose und deren Epimerisierung zu Noviose?)
von J.Kiss und H, Spiegelberg
(18. X11. 63)

Im Zusammenhang mit unseren Versuchen zur Totalsynthese von Novobiocin [2]
haben wir auch epi-Noviose (5,5-Di-C-methyl-4-O-methyl-L-xylose) synthetisiert und
deren Epimerisierung zu Noviose (5,5-Di-C-methyl-4-O-methyl-L-lyxose) durchge-
fiihrt.

6 CH,-OH 6
9) o
1 cZ 5 HO-C-H 5 cZ 1
H H
2 H-C-OH 4 HO-C-H 4 HO-C-H 2
| |
3 H-C-OH 3 H-C-OH 3 H-C-OH 3
4 CH,0-C-H 2 HO-C-H 2 CH,0-C-H 4
0
/
. ¢ c C
3 CH;” | CH, 1 SH 1 CH,” | “CH, 3
OH OH
Noviose D-Glucose epi-Noviose

1) Dic Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 407.
2) Vortrag J. Kiss im Birkbeck College (University of London) am 23. 10. 1962 (Syntheses in the
Field of Noviose and Allied Compounds).



