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159. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
57. Mitteilung?)2)

Boromycin

von R. Hiitter?®), W. Keller-Schierlein, F. Kniisel, V. Prelog, G. C. Rodgers jr.,
P. Suter, G. Vogel?), W. Voser und H. Zihner?)

(12. V1. 67)

Ein neuer Streptomyceten-Stamm (ETH 28829), welcher der Art Streptomyces
antibjoticus (WAKSMAN ¢t WOODRUFF) zugeordnet wurde, produziert ein Antibioti-
cum, das besonders gut mit Boirytis cinerea als Testorganismus [2] nachgewiesen und
bestimmt werden kann.

Unter dem Einfluss geringer, das Wachstum nur wenig hemmender Konzentrationen des
Antibioticums bildet Botrytis cinerea an Stelle langer, nur leicht gekriimmter und in grossen Ab-
stinden sich verzweigender Hyphen abnorme, stark gewellte und sich besenartig verzweigende
Hyphen. Ahnliche morphologische Veranderungen kénnen auch von Griseofulvin, Scopamycin [Z]
und Cyanein (Brefeldin A) [3] hervorgerufen werden.

Aus dem Mycel des in submersen Kulturen geztichteten Mikroorganismus ldsst sich
das Antibioticum mit organischen Lésungsmitteln extrahieren. Die eingeengten Ex-
trakte wurden durch Verteilung zwischen Petrolither und wisserigem Methanol vor-
gereinigt, worauf das reine Antibioticum durch Chromatographie an Kieselgel oder
durch Craic-Verteilung und nachfolgende Chromatographie an Kieselgel erhalten
werden konnte.

1) Herrn Professor F. WEssELY, Wien, zum 70. Geburstag gewidmet.

2) 56. Mitteilung: [1].

3) Jetzt Mikrobiologisches Institut der ETH, Zirich.

4) Jetzt Boston College, Department of Chemistry, Chestnut Hill, Mass.
5) Jetzt Institut fiir Mikrobiologie der Universitit Tibingen.
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Die aus Methanol umkristallisierte reine farblose Verbindung vom Smp. 223-227°
(Zers.) enthilt neben C, H, O und N Asche, die zu unserer Uberraschung als Borsdure
identifiziert wurde. Das Bor wurde sowohl flammenphotometrisch als auch durch
Herstellung des kristallinen Tridthanolamin-Borsiure-Komplexes [4] nachgewiesen;
quantitativ wurde es nach RotH [5] bestimmt.

Die Anwesenheit von 1B wurde auch durch das breite Signal im 'B-NMR.-
Spektrum bestitigt, dessen chemische Verschiebung —10,6 ppm gegeniiber dem
Signal von BF,,Et,0 betrigt®).

Unseres Wissens handelt es sich bei der isolierten Verbindung um das erste bor-
haltige Antibioticum und um den ersten borhaltigen Naturstoff. Wegen seines Bor-
gehaltes haben wir dem neuen Antibioticum den Namen Boromycin gegeben.

Der Befund, dass es sich um einen borhaltigen Naturstoff handelt, war fur uns iiberraschend,
weil wir uns dessen nicht bewusst waren, dass unser Kulturmedium eine dem Antibioticum ent-
sprechende Menge Bor enthilt. Die Literaturangaben iiber die Verbreitung des Bors in der Natur
[6] sowie eigene Bestimmungen haben jedoch gezeigt, dass darin etwa 1 mg Bor/l anwesend ist,
was ein Mehrfaches der bendtigten Menge darstellt. Die Ausbeute an Antibioticum liess sich durch
Zugabe von Natriumborat zum Kulturmedium nicht erhohen. Es sei aber hervorgehoben, dass,
obwohl die vorhandene Menge des Bors fur die Produktion des Antibioticums ausreichend ist,
seine Konzentration etwa 1 ppm betrigt; der Mikroorganismus besitzt demnach eine bemerkens-
werte Fihigkeit, Bor anzureichern.

Die Analysen des Boromycins und das durch Dampfdruck-Osmometrie bestimmte
Molekulargewicht stehen in guter Ubereinstimmung mit der Formel C,H,,0,;NB,
die jedoch — wie bet anderen solchen Naturstoffen — durch Abbau untermauert werden
muss. Es ist optisch aktiv und zeigt ein [«], = +64° (¢ = 0,55; CHCL). Im UV .-
Absorptionsspektrum findet man keine wesentliche Absorption im Gebiet zwischen
210 und 400 nm. Das IR.-Absorptionsspektrum (in KBr, Fig. 1), welches sich zur
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektrum von Boromycin in K By

Identifikation des Antibioticums eignet, weist unter anderem starke Banden im
Hydroxyl- und Carbonyl-Gebiet auf. Im NMR.-Spektrum (in CDCl,, Fig. 2) fallen
besonders auf: a) zahlreiche hervorragende Signale im Gebiet zwischen § 0,7 und 1,7,
welche auf die Anwesenheit von mehreren Methylgruppen hinweisen; b) ein Doppel-
signal bei § 4,4; c) ein Signalhaufen zwischen d 5,1 und 5,5, breites Singulett bei § 6,3
und ein breites Signal bei § 8,5.

6 Das NMR.-Spektrum, welches in CDCl; mit 32,1 MHz in den Laboratorien der Varian
AssociAaTEs, Palo Alto, gemessen wurde, verdanken wir Dr. A. MELERA.
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Fig. 2. NMR.-Spektrum von Bovomycin in CDCl; (VARIAN A 60)

Das Bor ist im Boromycin fest gebunden und ldsst sich nicht durch Waschen einer
Lésung in Methylenchlorid mit verd. Natronlauge oder Salzsiure entfernen. Energi-
sche saure Hydrolyse mit 1~ und 6N Salzsdure ergab keine reduzierenden Zucker.
Durch Behandlung mit wisserig methanolischer Natronlauge unter sorgfiltig gewihl-
ten Bedingungen liefert das Boromycin 1 Mol-Aqu. p-Valin, welches durch seine IR .-
und NMR.-Spektren sowie auf Grund des Smp. und des optischen Drehungsvermo-
gens seines 2,4-Dinitrophenyl-Derivates [7] identifiziert wurde. Der Rest der Molekel
konnte als Natrium-Salz eines organischen Borsiure-Komplexes gefasst werden,
dessen Analysen gut auf die Formel C;yH,,0,;BNa stimmten. Man kommt zu dieser
Formel, wenn man annimmt, dass aus einer Verbindung C4H,,0,;NB eine Molekel
D-Valin hydrolytisch abgespalten und eine Molekel NaOH angelagert wird.

Aus dem Natrium-Salz wurde durch Schiitteln mit Benzol und 6N Salzsdure ein
benzollésliches, borfreies kristallines Abbauprodukt vom Smp. 128° erhalten, dessen
Analysen auf die Formel C3yHgq0;, stimmen. Die letztere kann aus derjenigen des
Natrium-Salzes formell durch Addition von 3 Mol. H,O und Subtraktion von HyBO,
und NaOH abgeleitet werden. Die Eigenschaften und besonders die Spektren des bor-
freien Abbauproduktes weisen darauf hin, dass es sich um eine Polyhydroxyverbin-
dung vom Makrolid-Typus handeln konnte. Es stellt den Ausgangspunkt einer ein-
gehenden Untersuchung dar, iiber die spéter berichtet werden soll.

Die bisherigen Ergebnisse lassen sich einfach durch die Annahme deuten, dass im
Boromycin ein stabiler Borsdure-Zwitterionkomplex mit einem vierzdhnigen Ligand
vorliegt, der die Teilkonstitution I besitzt. Durch alkalische Hydrolyse wird das ester-
artig gebundene p-Valin abgespalten und es entsteht das Natrium-Salz eines weniger
stabilen Borsiure-Komplexes, aus dem sich durch saure Hydrolyse das borfreie Ab-
bauprodukt bildet. Der zweite Komplex besitzt wahrscheinlich die Teilkonstitution I1.
Im Gegensatz zu klassischen BOESEKEN’schen Borsiure-Komplexen mit zweizihnigen
Liganden, die fiir 1, 2-Diole typisch sind (8], bilden sich Komplexe vom Typus II be-
sonders mit solchen 1,3,5-Triolen, welche eine geeignete Topographie besitzen [9].
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In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, dass Verbindungen vom Makrolid-
Typus aus biogenetischen Griinden oft eine Reihe von Sauerstoff-Funktionen und ins-
besondere auch Hydroxylgruppen in «,y-Lage aufweisen.
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Vom biologischen Standpunkt finden wir besonders die Tatsache bemerkenswert,
dass ein Mikroorganismus einen spezifischen Komplexbildner fiir ein Spurenelement
produziert.

Boromycin zeigt eine wachstumshemmende Wirkung gegen GraM-positive Keime
noch bei folgenden Konzentrationen (in ug/ml): Staphylococcus aureus SG 511 0,4,
Streptococcus mitis 0,08, Bacillus subtilis ATCC 6633 0,3, Bacterium megatherium 0,3.
Esist gut wirksam gegen Candida albicans (2), Rhodotorula rubra (1) und Paecilomyces
vartots (1), weniger gegen Mycobacterium bovis (10). In der Konzentration 10 ug/ml
zeigt es keine Wirkung gegen folgende Mikroorganismen: Escherichia coli 2018,
Proteus vulgaris ATCC 9484, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Salmonella typhi-
murium, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus elegans, Trichophyton interdigitale und
wmentagrophytes.

Im chemotherapeutischen Versuch an der Maus zeigt Boromycin eine Wirkung
gegen Plasmodium berghei (EDy, 15 mg/kg p.0. oder s.c.). Die akute toxische Dosis fiir
die Maus (LDy,) betrigt 180 mg/kg p.0.

G.C.RoDGERS, JR. dankt der NATO und G.VoGEL den NaTioNAL INSTITUTES OF HEALTH,
Washington, fiir Stipendien, welche ihnen dic Beteiligung an dieser Arbeit erméglichten.

Experimenteller Teil

Beschreibung des Ovganismus. Der Streptomyceten-Stamm ETH 28829 wurde aus einer Boden-
probe aus der Umgebung von Bourébo (Béoumi), Elfenbeinkiste, isoliert. Als Isoliermedium
wurde ein sulfathaltiger Nihrboden (5 g Natriumsulfat, 3 g Kaliumdihydrogenphosphat, 0,1 g
Ammoniumchlorid, 0,1 g Magnesiumchlorid, 0,25 g Calciumchlorid, 10 g Malzextrakt, 15 g Agar
(D1Fco) und 1000 m} dest. Wasser verwendet.

Merkmale des Stammes: 1. Sporen ellipsoid, 0,6 bis 1,4x 0,5 bis 1,2 4 gross, mit glatter oder
héchstens leicht warziger Oberfliche. 2. Luftmycel sammetig, anfangs kreideweiss oder weissgrau,
wenn ausgereift graubraun bis braungrau, aschgrau (cinereus). 3. Sporenketten monopodial ver-
zweigt, Seiteniste gerade oder gewellt. 4. Bildung von Melanin-artigen Pigmenten auf Pepton ent-
haltendem Nihrboden. 5. Substratmycel hellgelb, gelbbraun bis dunkelbraun, braungrau, je nach
Niahrboden und Entwicklungszustand.

Der Stamm ETH 28829 stimmt in allen fiir die Artchrakterisierung wichtigen Merkmalen mit
dem Typusstamm von Sireplomyces antibioticus (WAKSMAN ¢f WOODRUFF) WAKSMAN ef HENRICI
1948 (Stamm IMRU 3435) iiberein. Da die unwesentlichen Unterschiede in der Pigmentierung des
Substrates keine Trennung vom Typusstamm rechtfertigen, ist der Stamm ETH 28829 als Strep-
tomyces antibioticus zu bezeichnen.

Mikrobiologische Bestimmung von Bovomycin in Kultuvbrithen und Extrakten. Fir diesen
Zweck eignet sich der Test mit Botrytis cinerea [2], bei dem die untere Nachweisgrenze bei 30 pg/ml
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liegt. Der Plattendiffusionstest mit Bacillus subtilis auf einem chemisch definierten Nahrboden ist
nur fiir die Priifung reiner Praparate geeigent, da sich in den Kulturbrithen des Stammes ETH
28829 neben Boromycin noch andere gegen Bacillus subtilis aktive Substanzen, die nicht niaher
untersucht wurden, vorfinden.

Ziichtung und Isolierung. Fiir die Herstellung von Boromycin wird der Stamm ETH 28829 in
gut beliifteten Submerskulturen etwa 2 Tage bei 27° auf folgendem Nahrmedium gestichtet: 29,
Sojamehl (vollfett, 50 ppm B enthaltend), 2%, Mannit, Leitungswasser; pH vor der Sterilisation
auf 7,5 eingestellt.

Zur Isolierung des Boromycins, das sich wegen seiner Unldslichkeit praktisch vollstindig im
Mpycel befindet, wird im kleineren Ma@stab die Kultur abgekiihlt und unter Zusatz von Filterhilfs-
mitteln (z. B. Celite) unter Druck filtriert. Im grésseren MaBstab ist eine Gegenstromextraktion
der gesainten Kulturbrithe zu empfehlen. So wurden 6300 1 einer solchen Brithe mit einem Vibra-
tionssieb (30 mesh) von groberen Anteilen befreit und das pH wurde mit Natronlauge auf 7 einge-
stellt. Man versetzte mit 315 1 Athylenchlorid, worauf man das gut gerithrte Gemisch ohne Filtra-
tion mit einem PopBIELNIAK-Extraktor (Modell Biozon) kontinuijerlich im Gegenstrom im Verhalt-
nis 3:1 mit Athylenchlorid extrahierte. Die erhaltenen 2500 1 des klaren Extraktes wurden in
einem Zirkulationsverdampfer auf 25 1 eingeengt, mit 50 1 Petrolather (50°-70°) versetzt und mit
251,10 1 und nochmals 10 | 85-proz. wasserigem Methanol extrahiert. Die wisserig-methanolischen
Extrakte wurden nochmals mit 25 1 Petrolither ausgezogen. Durch Eindampfen der vereinigten
methanolischen Extrakte erhielt man 104 g rohes, dunkel gefirbtes Antibioticum. Diese wurden in
500 ml Athylenchlorid gelést und an einer Sdule (Durchmesser 5 cm, Hoéhe 1,3 m) von 1,2 kg
Kieselgel (0,05-0,2 mm, MERcK) chromatographiert; Elutionsmittel: Athylenchlorid, Athylen-
chlorid-Athylacetat-Gemische 9:1, 8:2, 7:3. Die 9:1 und 8:2 Athylenchlorid-Athylacetat-Eluate
enthielten, wie durch Diuinnschichtchromatographie festgestellt wurde, das Boromycin. Der Ein-
dampfriickstand aus diesen Eluaten wurde in 800 ml Methanol gel6st, mit 2 g Aktivkohle entfarbt
und auf 300 ml eingeengt, worauf beim Abkiuhlen das Boromycin auskristallisierte: 12,87 g, farb-
los, Smp. 223-228° (Zers.); durch Einengen der Mutterlaugen wurde noch 0,085 g des Antibioti-
cums gewonnen. Ausbeute 20,6 mg (= 0,26 mg B}/l Kulturbriihe.

Boromycin. Zur Analyse wurde die farblose Verbindung mehrmals aus Methanol umkristalli-
siert und im Hochvakuum bei 100° getrocknet.

CasHp00,,NB  Ber. C60,91 H 840 N1,65 B1,26% M.-G. 866
Gef. ,, 60,72 ,, 8,56 ,, 1,89 ,, 1,27% ,, 868 (Dampfdruck-Osmometrie)

[alp = +63,5° (¢ = 0,55, CHCl,). IR.-Absorptionsspektrum (in KBr): Fig. 1. NMR.-Absorp-
tionsspektrum (in CDCly): Fig. 2. UV.-Absorptionsspektrum (in Feinsprit): leer.

Boromycin bleibt im wesentlichen unverdndert durch kurzes Schiitteln einer Losung in Me-
thylenchlorid mit 1~ Salzsiure, mit 1~ Natronlange oder durch 60stiindiges Rithren mit einer
10-proz. wiasserigen Loésung von Mannit.

Die Asche, welche nach der Verbrennung von 20 mg Boromycin in einem kleinen Platintiegel
zuriickblieb, wurde mit 10-proz. wasseriger Tridthanolamin-Losung befeuchtet und mit einem mit
kaltem Wasser gefiillten Reagenzglas bedeckt. Der Platintiegel wurde auf eine vorgewarmet Heiz-
platte (200-210°) gestellt. Nach 5 Min. hatten sich die feinen Nadeln des T#idthanolamin-Borsdure-
Komplexes als Sublimat am Boden des Reagenzglases angesammelt. Die Verbindung CgH,,04NB,
Smp. 239-240°, ist in jeder Hinsicht mit einem authentischen Vergleichspriparat identisch und
gibt damit keine Smp.-Erniedrigung.

Alkalische Hydvolyse des Bovomycins und Identifizierung des D-Valins. Zu einer siedenden
Lésung von 2,00 g Boromycin in 200 ml Methanol wurden 22 ml 20-proz. Natronlauge gegeben und
das Gemisch 11 Min. (die Zeit des Aufwirmens nach der Zugabe von Natronlauge einberechnet)
unter Riickfluss gekocht. Die Losung wurde darauf rasch mit Eis abgekiihlt und bei einer Bad-
temperatur unter 50° im Rotationsverdampfer eingedampft. Den Riickstand versetzte man mit
Benzol und Wasser und extrahierte die wisserige Schicht mehrmals mit Benzol. Das Material nach
dem Eindampfen der Benzol-Extrakte kristallisierte durch Befeuchten mit wenig Methanol. Es
zeigt im Diinnschichtchromatogramm (Kieselgel G, MERCK, Athylacetat) einen einzigen Haupt-
fleck, Rf 0,7. Zur Analyse wurde an einer Kieselgel-Sdule chromatographiert: Smp. 290°.

CyoHgaOy5BNa Ber. C 58,08 H 8,00%  Gef. C57,95 H 7,88 NO0,09%  Asche 9,80%
97
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Die alkalische wisserige Schicht wurde mit verd. Salzsdure angesduert, erschépfend mit
Methylenchlorid ausgezogen und im Vakuum abgedampft. Der Riickstand ergab durch Extraktion
mit Isopropylalkohol und Eindampfén des Extraktes 0,34 g farbloses, festes Produkt, dessen 1R.-
Absorptionsspektrum und NMR.-Spektrum praktisch identisch mit denjenigen von Valin-hydro-
chlorid waren. Aus der spezifischen Drehung des mit Kochsalz verunreinigten Produktes folgte,
dass es etwa 0,23 g D-Valin enthielt (ber. 0,27 g). Das daraus hergestellte 2, 4-Dinitrophenyl-Devivat
[10] schmolz nach zweimaligem Umkristallisieren aus Benzol-Hexan bei 133-135°, [M];,5 = — 306°
(etwa 1-proz. in 1N NaOH). Ein authentisches Vergleichspriparat schmolz bei 132-134° und zeigte
ein [M];,4 = —310°. Rao & SoBER [7] geben an fiir das 2,4-Dinitrophenyl-L-valin: Smp. 132°,
[M]p == + 309°. Alkalische Hydrolyse unter milderen Bedingungen ergab viel unverandertes Aus-
gangsmaterial, unter energischeren Bedingungen entstanden komplizierte Gemische von Reak-
tionsprodukten.

Saure Hydrolyse des Natvium-Salzes CygH(O13BNa. Das durch alkalische Hydrolyse des
Boromycins erhaltene Salz ist bestandig gegeniiber schwachen Siuren. Es lasst sich z. B. aus einer
Losung in Eisessig durch Verdiinnen mit Wasser unverindert zuriickgewinnen. Durch starke
Sauren und Ionenaustauscherharze wic Dowex 50 W wird jedoch leicht Borsdure abgespalten.

1,627 g des durch alkalische Hydrolyse erhaltenen rohen Natrium-Salzes wurden in 20 ml
Benzol 3 Std. mit 8 ml 6§ Salzsdure geschiittelt. In der abgetrennten wésserigen Schicht fand man
durch Titration unter Zugabe von Mannit etwa 909, der erwarteten Menge Borsdure. Der Riick-
stand nach dem Eindampfen der Benzol-Schicht wurde in 20 ml siedendem Methanol geldst und
rasch abgekiihlt, worauf 0,843 g des Hauptproduktes in farblosen Nadeln auskristallisierte.
Die diinnschichtchromatographisch einheitliche Verbindung schmolz bei 128-130° (Zers.). Trotz
energischem Trocknen im Hochvakuum, wobei der Smp. stieg, enthielten die Kristalle, wie aus
dem NMR.-Spektrum folgt, Methanol. Auch andere Losungsmittel, sogar Cyclohexan, werden
hartnickig zuriickgehalten. Eine anscheinend 1dsungsmittelfreie Verbindung liess sich durch Um-
kristallisieren aus Athylacetat erhalten, aus dem sie in Prismen vom Smp. 161-163° kristallisiert.
Nach Trocknen im Hochvakuum a) 8 Tage bei Zimmertemperatur, b) weitere 3 Tage bei 80° wur-
den folgende analytische Daten erhalten

CaolgeOyy Ber. €61,73 HB8,76%  Gef. Ca)61,62;b)61,88 Ha)9,00;Db)9,07%

Das UV.-Absorptionsspektrum (in Feinsprit) ist leer. Das IR.-Absorptionsspektrum und das
NMR.-Spcktrum, welche auf die Anwesenheit von mehreren Hydroxyl- und Carbonyl-Gruppen
sowie von 8 Mcthyl-Gruppen hinweisen, sollen spiter im Zusammenhang mit weiteren Abbauver-
suchen besprochen werden.

SUMMARY

A new strain of Streptomyces antibioticus (WAKSMAN ¢f WOODRUFF), ETH 28829,
produces a novel antibiotic, boromycin, which appears to be the first well defined
boron containing organic compound to have been found in nature. Boromycin is a
complex of boric acid with a tetradentate organic complexing agent, that yields by
hydrolysis p-valine, boric acid, and a polyhydroxy compound of macrolide type.

Forschungslaboratorien der
pharmazeutischen Abteilung der CIBA
AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Institut fiir spezielle Botanik und

Organisch-chemisches Laboratorium der
Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich
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160. Welkstoffe und Antibiotika
36. Mitteilung [1]

Synthese von Verbindungen der Lycomarasmin-Reihe

von E. Hardegger, R. Andreatta, F. Szabo, W. Zankowska-Jasinska?l),
Ch. Rostetter und H. Kindler

(13. V1. 67)

Das NMR.-Spektrum einer N-(8-Carboxy-f-amino-dthyl)-asparaginsiure (IX)
war seinerzeit ein wertvolles Hilfsmittel zur Aufklirung der Konstitution des Lyco-
marasmins [2}, welche inzwischen durch Synthese der Anhydrolycomarasminsiure
(= Anhydro-aspergillomarasmin B) (XI) {3] und des racemischen Aspergillomaras-
mins B (= Lycomarasminsiure) [4] bestitigt werden konnte?).

Die von uns noch nicht beschriebene Synthese der Diamino-tricarbonsiduren 1X,
von welchen 4 optisch aktive Formen bzw. 2 diastereomere Racemate mdglich sind,
erfolgte ausgehend von r-Asparaginsidure (I) bzw. L-Asparagin (la) iiber den 1-
Asparaginsiure-didthylester (II), bzw. den N-Benzyl-L-asparaginsiure-didthylester
(II1). Die Priparate IT und III waren nach bekannten Methoden (vgl. exptl. Teil)
leicht und vermutlich optisch rein zugéinglich. Sie wurden sowohl als Basen, wie als
Hydrochloride und Pikrolonate charakterisiert.

Der weitere Aufbau zu den Diamino-tricarbonsduren IX erfolgte iiber eine MAN-
NicH-Reaktion (vgl. [6]) des N-Benzyl-L-asparaginsdure-didthylesters (III) mit For-
mamidomalonsiure-dimethylester (V) und 38-proz. wisserigem Formaldehyd in
Essigsiure, die in 50-proz. Ausbeute zum krist. N-Benzyl-N-(f-di-methoxycarbonyl-
B-formamido-ithyl)-asparaginsiure-diithylester (VI) fithrte. Bei Verkiirzung der
Reaktionszeit erfolgte nur Umsetzung des Formaldehyds mit dem Formamidomalon-
ester V zum krist. Hydroxymethyl-formamidomalonsdure-dimethylester (IV) [7], der
inzwischen auch von HELLMANN [8] erhalten wurde.

Die analoge ManNicH-Reaktion von Formamidomalonsiure-didthylester mit
Formaldehyd und N-Benzyl-L-asparaginsidure-didthylester (II1) gab den ebenfalls
krist. Tetradthylester VIa in wesentlich schlechterer Ausbeute. In beiden MANNICH-

1y Z.Z. Organisch-chemisches Institut der Universitdt Krakau, Polen.
2) Zur Nomenklatur vgl. [2], [5].



