Tetrahedron. Vol. 27, pp. 142310 1434 Pergamon Press 1971 Printed 1n Great Britain

SYNTHESE DES DEPSIPEPTIDES VALINOMYCIN
NACH DER FESTPHASENMETHODE

G. Losse und H. KLENGEL
Sektion Chemie der Technischen Universitit Dresden, DDR

Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. mult. K. Mothes zum 70. Geburtstag gewidmet
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Zusammenfassung — Die lineare Vorstufe H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-);OH®* des Cyclododeca-
depsipeptides Valinomycin wurde auf drei parallelen Wegen aufgebaut: (1) in homogener Phase durch
stufenweise N-terminale Verlingerung von H-L-Val-D-Hyv-OBzl mit Boc-Aminoacyl-hydroxysiuren;
(2) nach demselben Prinzip durch Festphasensynthese an Hydroxymethyl-polystyrol sowie (3) durch
zweimalige Fragmentkondensation von H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-O- ® mit Boc-D-Val-L-Lac-L-
Val-D-Hyv-OH. Nach allen drei Synthesewegen resultierten identische Dodeca-depsipeptide, die nach der
Cyclisierung authentische Valinomycinpriparate ergaben.

Abstract—The linear sequence H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH of the cyclododeca-depsipeptide
valinomycin was synthesized using three parallel methods: (1) homogeneous phase by stepwise N-terminal
lengthening of H-L-Val-D-Hyv-OBzl with Boc-aminoacyl-hydroxy-acids; (2) on the same principle by
solid-phase-synthesis on hydroxymethyl-polystyrene as well as; (3) by twofold fragment-condensation of
H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-O-® with Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH. In all three ways identical
dodecadepsipeptides resulted, which, after cyclization, yiclded authentical preparations of valinomycin.

Die ENNIATIN- und Valinomycin-Antibiotika besitzen als Cyclodepsipeptide mit
regulir alternierender Sequenz eine hohe Molekiilsymmetrie und sind daher fiir die
Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen unter topochemischen Aspekten
besonders geeignet.! Ausserdem gibt diese Verbindungsklasse Hinweise auf die
Richtung ihres Wirkungsmechanismus, weil ein direkter Zusammenhang zwischen
den antibiotischen Eigenschaften und ihrer Fahigkeit besteht, den aktiven K*-
Ionentransport durch biologische Membranen auszuldsen.!—*

Die reguldr alternierend aufgebauten Depsipeptide und eine Reihe ihrer Analoga
wurden bisher ausschliesslich auf konventionellem Wege durch Fragmentkondensa-
tion aus Z-Aminoacyl-hydroxysduren und Aminoacyl-a-hydroxysdure-t-butylestern
hergestellt.': > ¢ Um rationellere Aufbauméglichkeiten zu gewinnen, haben wir jetzt
die Festphasenmethode auf die Synthese dieser Substanzklasse iibertragen. Als
Untersuchungsobjekt diente hierzu das Cyclododecadepsipeptid Valinomycin, das
von seiner Struktur her besonders gute Voraussetzungen fiir die Anwendung dieses
Syntheseprinzips aufweist.

* Abkiirzungen nach den Regeln der [UPAC-1UB-Commission on Biochem. Nomenclature. Z. physiol.
Chem. 348, 256 (1967); J. Biol. Chem. 241, 2491 (1966); 242, 555 (1967). Dariber hinaus wurden folgende
Abkiirzungen benutzt: OSu = N-Hydroxysuccinimidester; DCCI = N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid;
CDI = Carbonyldiimidazol; ® = polymerer Trager; Boc = t-Butyloxycarbonyl; OBzl = Benzylester;
Hyv = (CH;),;CH—CH—CO—: Lac = CH;— CH—CO—; TFA = Trifluoressigsiure.
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Das Antibiotikum wurde auf 3 parallelen Wegen aufgebaut (Schema I1 A, 11 B und
III). Schema [ zeigt zunichst die Darstellungswege der Ausgangsverbindungen
H-L-Val-D-Hyv-OBzl (4), Boc-D-Val-L-Lac-OH (3), Boc-L-Val-D-Hyv-OH (5)
sowie Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH (7). Die Esterbindung wurde in allen
Fillen mit Carbonyldiimidazol, die Amidbindung in 7 mit Carbonyldiimidazol oder
mit DCCI gekniipft. Die Abspaltung der N-Boc-Gruppe erfolgte mit IN HCly
Eisessig, die der Benzylestergruppe hydrogenolytisch. Der Versuch, durch Umsetzung
von Boc-Aminosiduren und Hydroxysaure-N-hydroxysuccinimid-estern mittels CDI
bzw Benzolsulfochlorid in Pyridin direkt fiir die Synthese einsetzbare Boc-Aminoacyl-
hydroxysdure-N-hydroxysuccinimid-ester zu gewinnen, gelang nicht und fithrte nur
in einigen Modellfdllen zum Ziel.

SCHEMA |
D-Vval L-Lac L-Val D-Hyv

Boc——OH H——+OBzl Boc—+—OH H——OBzl
Boc W OBzl Boc 2 OBzl
Boc €) OH H @ OBz|
Boc- © OBzl
Boc O OH

Boc - 6) IOH

In Weg 11 A haben wir zunichst das konventionelle Arbeitsverfahren in homogener
Phase angewendet, dabei jedoch erstmals bei Depsipeptiden eine Strategie gewdhit,
wie sie fiir die Festphasenmethode charakteristisch ist. Zum Schutz der endstandigen
Funktionen setzten wir die Kombination der N-Boc- mit der C-Benzylestergruppe ein.
Als Kupplungskomponenten dienten anstelle einzelner geschiitzter Amino- bzw.
Hydroxysduren Zweierfragmente mit vorgebildeter Esterbindung, wodurch zur
Kettenverlingerung lediglich Peptidkniipfungsschritte nétig sind. Dazu wurde Boc-
L-Val-D-Hyv-OBzl (2) acidolytisch von der Boc-Gruppe befreit sowie dann schritt-
weise alternierend mit Boc-D-Val-L-Lac-OH (3) und Boc-L-Val-D-Hyv-OH (5) N-
terminal unter Anwendung von Carbonyldiimidazol als Kniipfungsreagens bis zum
geschiitzten linearen Dodeca-depsipeptid verlingert. Racemisierung ist hierbei nicht
zu erwarten, da die Carboxylgruppe der Hydroxysaure aktiviert wird.” Nach Acido-
lyse der N-Boc-Gruppe und hydrogenolytischer Abspaltung des C-Benzylrestes
erfolgte die Cyclisierung iiber die D-Hyv-D-Val-Bindung. Dieser Weg diente uns zum
vorbereitenden Studium der Entblockierungs- und besonders der Kniipfungsschritte
fir den Festphasenaufbaul B. Er ermoglichte es ausserdem, alle zur analytischen
Kontrolle der Synthese an fester Phase wichtigen Zwischenstufen in die Hand zu
bekommen.
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Schema 11B zeigt den Aufbau des Peptids nach dem gleichen Prinzip in fester Phase.
Boc-L-Val-Hyv-OH (5) wurde zunichst durch Carbonyldiimidazol (20°, 72 h in
CH,Cl,) mit Hydroxymethyl-polystyrol (HO-®)® verestert. Wir zogen die Methode
der Ankuppelung an das Harz der iiblichen Arbeitsweise’® mit Chlormethyl-
polystyrol/t-Base in Athanol bzw Essigester vor, da sie schonender arbeitet und eine
Umesterung innerhalb der anzuknipfenden Boc-Aminoacyl-hydroxysiure aus-
schliesst. Um Sequenzabbriiche beim nichsten Verlangerungsschritt zu vermeiden,
erschien es zweckmiissig, die Festphasensynthese mit der Anesterung einer sterisch
gehinderten Carboxylkomponente zu starten. Wir entschieden uns daher fir §
gegeniiber 3 als C-terminalem Bauelement. Nach Abspaltung der N-Boc-Gruppe
(1 N HCl/Eisessig, 1 h) erfolgte die Kettenverlangerung durch alternierenden Einsatz
der N-geschiitzten Fragmente 3 und 5. Jeder Verldngerungsschritt konnte dabei durch
Abspaltung der betreflenden Sequenz mit HBr/TFA von kleinen aliquoten Harzan-
teilen und chromatographischen Vergleich mit den auf dem Weg IIA gewonnenen,
authentischen Zwischenverbindungen genau kontrolliert werden. Als ein weiteres

TABELLE 1. ANALYTISCHE KONTROLLE VON SYNTHESEWEG 11 B

Entblockierte Harzgebundene
Zwischenprodukte  Sequenz IIB nach
aus Weg [1A Abspaltung
(Standard) mit HBr/TFA
R,-Wert* R,-Wert*
A B C A B C
HBr - H-L-Val-D-Hyv-OH 049 0.20 049 018
HBr - H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH 0-55 0-50 056 050
HBr - H-L-Val-D-Hyv-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH 070 072 071 070
HBr- H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 057 072 039 0-72 038
HBr - H-L-Val-D-Hyv{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 073 035
HBr - H{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 064 072 049 073 050

* Dinnschichtchromatographie: Kieselgel G (Merck), 0-25 mm Schichtdicke, lufttrocken
Laufmittel: A n-Butanol/Eisessig/H,04:1:1
B Chloroform/Methanol 2:1
C Chloroform/Methanol/H,0O 40:10:0-1

zweckmissiges analytisches Kontrollverfahren des Kettenwachstums bei Festphasen-
synthesen hat sich eine von uns vorgenommene Weiterentwicklung der Methode von
Esko!? erwiesen. Wie wir fanden,!! lassen sich freie, durch unvollstindigen Umsatz
mit N-geschiitzter Kupplungskomponente auftretende Rest-Aminogruppen des
vorausgegangenen Syntheseschrittes gut und rein visuell mit Azoaldehyden wie
z.B. 2-Hydroxy-5-(p-nitrophenylazo)-benzaldehyd(1) (p-Nitrophenylazo-salizylaide-
hyd) nachweisen. Liegt ein unvollstindiger Umsatz vor, zieht der Farbstofl unter
Azomethinbildung und Farbvertiefung von orange nach rot auf den Triger auf. Bei
praktisch quantitativ verlaufenden, d.h.zuchromatographischeinheitlichen Produkten
filhrenden Kupplungsschritten bleibt diese Indikatorreaktion dagegen aus. Der Nach-
weis kann mit wenigen aus den Syntheseansitzen entnommenen Milligrammen
qualitativ in Anlehnung an die Methode von Esko'® gefiihrt werden.
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N=N [
Boc—NH....CONH....CO—0— | &
Boc—NH....CONH....CO—O— [ & . = .
CHO  + Boc—NH...CONH...CO—0—[ ¢ = omethin
Boc—NH....CONH....CO—O0— [ 3
NO, OH H,N....CO—0— [ &

Fiir die Kettenverlingerung selbst setzten wir bis zur Hexapeptidstufe Kupplungs-
komponente 3 und § zusammen mit DCCI in 3-fachem Uberschuss ein. Dabei traten
nach chromatographischem Befund niedere Sequenzstufen nur zu etwa 59 als
Verunreinigung auf. Von der Hexapeptidstufe an zeigten die analytischen Kontroll-
verfahren bei dieser Arbeitsmethode jedoch wiederholt unbefriedigende Umsitze an,
die auch durch Kuppelung mit extrem hohem Uberschuss nicht zu beseitigen waren.
Bei Verwendung von CDI, gemeinsam mit der Kupplungskomponente in 3-fachem
Uberschuss angewendet, resultierten dagegen giinstigere Ergebnisse. Wir erhielten so
nach Abspaltung mit HBr/TFA rohes Dodeka-depsipeptid, das nach diinnschicht-
chromatographischem Befund ca 259, niedere Sequenzen enthielt.

Ein IIB dhnlicher Syntheseweg, beginnend mit der Anesterung von Boc-D-Val-L-
Lac-OH an Chlormethylpolystyrol, Kettenverldngerung mit DCCI und Cyclisierung
iiber die L-Lac-L-Val-Bindung wurde vor kurzem von Merrifield!? verdffentlicht.

ScHeMma 111
D-Val-L-Lac L-Val-D-Hyv D-Val-L-Lac L-Val-D-Hyv D-Val-L-Lac L-Val-D-Hyv
Boc 0 OH
Boc o
Boc U OH H o@
Boc o®
Boc— @ OH H 00
~Boct— - —_ O@
~H OH
Cyclo

Aufbau 111 zeigt, dass in der Festphasensynthese auch grossere N-geschiitzte
Fragmente zur Anesterung an das Harz wie auch zur Kettenverlingerung eingesetzt
werden kénnen. Bauelement ist hier die Tetradepsipeptidsequenz D-Val-L-Lac-L-
Val-D-Hyv, welche im Valinomycin als cyclischem Sequenztrimeren dreimal aufein-
ander folgt. Das Boc-Tetradepsipeptid (7) wurde analog Weg IIB mit CDI an
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Hydroxymethyl-polystyrol gekuppelt und nach Abspaltung der N-Schutzgruppe
noch zweimal zur Fragmentkondensation bis zur Dodekadepsipeptidstufe eingesetzt.
Als Kupplungsreagens diente DCCI, das zusammen mit der Carboxylkomponente
in 4-fachem Uberschuss eingesetzt wurde. Die analytische Kontrolle erfolgte wie bei
IIB chromatographisch und mit p-Nitrophenylazo-salizylaldehyd. Bei der Ver-

TABELLE 2. ANALYTISCHE KONTROLLE VON SYNTHESEWEG 111

Entblockierte Harzgebundene
Zwischenprodukte Sequenz III nach
aus Weg I11A Abspaltung
(Standard) mit HBr/TFA
R,-Wert* R,-Wert*
A B C A B C
HBr . H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH 0-55 0-50 0-55 049
HBr - H{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 0-57 0-72 0-39 0-57 0-69 0-40
HBr - H{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 0-64 0-72 0-49 073 0-49

* Diinnschichtchromatographic: Kieselgel G (Merck), 0-25 mm Schichtdicke, lufttrocken
Laufmittel: A n-Butanol/Eisessig/H,O 4:1:1
B Chloroform/Methanol 2:1
C Chloroform/Methanol/H,0 40:10:0-1

lingerung zum Dodeka-depsipeptid trat auch hier kein 1002, iger Umsatz ein, so
dass das nach der Abspaltung mit HBr/TFA erhaltene Endprodukt zu etwa 109, mit
Oktapeptid verunreinigt war.

Die Reinigung der auf Weg I1A erhaltenen beidseitig geschiitzten Zwischenprodukte
sowie des geschiitzten Endproduktes erfolgte durch Chromatographie an Kieselgel
{Merck) und Elution mit Cyclohexan/Methylenchlorid/Dioxan, wobei diinnschicht-
chromatographisch einheitliche Produkte gewonnen wurden. Die freien linearen
Dodeka-depsipeptide aus den Harzsynthesen (Weg IIB und III) konnten durch
Umfillen aus Ather/Petroldther angereichert bzw. gereinigt werden. Durch Chro-
matographic an Sephadex LH 20 und Elution mit Dioxan liessen sie sich dagegen
nicht rein erhalten.

Die Cyclisierung der aus den drei Synthesewegen resultierenden freien linearen
Depsipeptide H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-);-OH wurde jeweils mittels SOCI, in
Benzol/Tridthylamin bei einer Konzentration von 10~* Mol/l ausgefiihrt.

Die Reinigung der Cyclisierungsprodukte erfolgte durch Saulenchromatographie
an Kieseligel und anschliessendes Umkristallisieren aus Nitromethan. Tabelle 3 zeigt
die Endwerte der 3 Valinomycinsynthesen. In Tabelle 4 sind die biologischen Aktivi-
titen der gewonnenen Priparate angefiihrt.

Aus diesen Beispielen geht hervor, dass in der Festphasensynthese grossere
Fragmente als Bauelemente fiir die Anesterung und als Kupplungskomponenten
durchaus verwendbar sind. Damit eignet sich die Methode auch grundsitzlich zum
gezielten Aufbau von Sequenzpolymeren mit Amid- oder Estercharakter und reguliir
alternierenden Teilbezirken.
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TABELLE 3. ENDWERTE DER VALINOMYCINSYNTHESEN

Valingehalt

Rohausbeute Ausb Diinnschicht- Mol Valin  Elementar-

lineare Cyclisie- Chromatographie pro Mol Stickstoff
Sequenz rung R,-Wert* Valinomycin (Ber:

% % {a]2° Schmp A B C D (Ber 6:0) N, 7-56)
Weg I1A 1207 23.7¢ +32.0° 186-187 064 090 0-57 0.80 6-3 7-60
{c = 1.0, Benzol)

Weg IIB 56-1° 15-6* 183-185° 062 091 054 083 64 778
Weg I11 65-8° 2384 184.5-186° 062 090 0-56 08l 63 776

° bezogen auf H-L-Val-D-Hyv-OBzl (4)
® bezogen auf mit HBr/TFA abspaltbare Depsipeptidmenge in Boc-L-Val-D-Hyv-O®
¢ bezogen auf mit HBr/TFA abspaltbare Depsipeptidmenge in Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-O@®
¢ bezogen auf lineare Vorstufe
¢ Schicht: Kieselgel G (Merck), 0-25 mm, lufttrocken
Laufmittel: A n-Butanol/Eisessig/H,0 4:1:1
B Chloroform/Methanol 2:1
C Chloroform/Methanol/H,0 40:10:0-1
D n-Propanol/H,0 7:3

TARFLLE 4. BIOLOGISCHE AKTIVITAT
Minimale wachstumshemmende Konzentration in pg/ml

Mycobacterium Candida

phle® albicans®
Weg I1A 7 42
Weg IIB 7 42
Weg I11 7 42

¢ Stamml6sun : 100 ug Valinomycin/ml in Aceton/H,04:6;
Verdiinnungsstufen mit H,0O

* Stammiésung: 84 pg Valinomycin/ml in Aceton/H,0 4:6;
Verdiinnungsstufen mit H,O

EXPERIMENTELLER TEIL

. Ausgangsstoffe

D-a-Hydroxyisovaleriansdure. Durch Spaltung der racemischen Verbindung'? nach Shchukina und
Mitarbeiter.!* Ausb 76-0% d.Th.

Schmp. 63-65°: [a]d ® —200° (¢ = 10, CHCl,).

D-a-Hydroxyisovaleriansdure-benzylester. Durch Veresterung der Saure mit HCl/Benzylalkohol.!*- '¢
Ausb 75-0% d.Th.

Sdp. o, 92C; [a)2® +23-3° (unverdiinnt).

L-Milchsdurebenzylester. Durch Veresterung von L-Milchsdure'” mit HCl/Benzylalkohol. '*- !¢
Ausb 41-1% d.Th.

Sdp. .03 77-80°; [2]3° —20-6° (unverdiinnt).

Boc-LVal-D-Hyv-OBzl (2). Die Losung von 1-52 g (7 mMol) Boc-L-Valin'® in 6 ml wasserfreiem THF
wurde bei ° unter Rithren mit 1-07 g (66 mMol) CDI'® versetzt und nach einer Stunde unter weiterer
Kdhlung 09 g (4.3 mMol) D-a-Hydroxyisovaleriansdure-benzylester in 4 ml wasserfreiem THF zugegeben.
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Nach 8 Std bei ¢ und 48 Std bei Raumtemp wurde im Vak abgedampft.

Der Riickstand wurde in Et,O aufgenommen, die organische Phase mit Wasser, 10%-iger Zitronen-
sdureldsung, Wasser, gesittigter NaHCO; und Wasser gewaschen, diber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vak abgedampft (im folgenden als iibliche Aufarbeitung bezeichnet). Die Reinigung der
beidseitig geschiitzten Rohprodukie aus Syntheseweg I1A und der cyclischen Endprodukte erfolgte durch
Chromatographic an Kieselgel (Merck, Aktivitdt II) unter stufenweiser Elution mit folgenden Lésungs-
mittelsystemen: 1. Cyclohexan, 2. Cyclohexan/CH,Cl, 9:1, 3. Cyclohexan/CH,Cl, 8:2, 4. Cyclohexan/
CH,Cl, 1:1, 5. Cyclohexan/CH ,Cl,/Dioxan 49:49:2, 6. Cyclohexan;CH,Cl,/Dioxan 47:47:6, 7. Cyclo-
hexan/CH,Cl,/Dioxan 44:44:12, 8. Cyclohexan/CH,Cl,/Dioxan 40:40:20, 9. Cyclohexan/CH,Cl,/
Dioxan 25:25:50.

Nach der Reinigung der Rohsubstanz verblieben 1.36 g (80-5 % d.Th.) Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl, farbloses
Ol [¢)3° -85 (¢ = 1-0, Dioxan).

Dinnschichtchromatographie (zur Diinnschichtchromatographiec wurde in allen Fallen Kieselgel G,
Merck, Schichtdicke 0-25 mm, lufttrocken verwendet): Chloroform/EtOAc 8:2 (Laufmittel E) R, 0-79;
Benzol/EtOAc/EtOH 90:10:2 (Laufmittel F) R, 0-50. (Anal. Gef: C, 65-25; H, 8:20; N, 3-36 - C;;H;,NOg
erfordert: C, 64-84; H, 8:16; N, 344%).

H-LVal-D-Hyv-OB:l (4). 69 g (17 mMol) Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl (2) wurden 1 Std mit 50 ml IN HCl/
AcOH bei Raumtemp geschiittelt, dann im Vak bei maximal + 30° Badtemp eingeengt, der Riickstand mit
Et,0 und 30 ml eiskalter 0-5 N HC] aufgenommen und die Atherphase noch zweimal mit je 10 ml 0-5 N
eiskalter HCl extrahiert. Die vereinigten wissrigen Extrakte wurden unter Kiihlung mit 10 %-iger Na,CO,
auf ca pH 85 eingestellt, zweimal mit Et,O extrahiert, die Extrakte mit Wasser gewaschen, mit MgSO,
getrocknet und im Vak eingeengt: 44 g (84.0% d.Th.) H-L-Val-D-Hyv-OBzl, gelbliches Ol. Hydrochiorid:
[«]3° +24-5° (¢ = 2.0, MeOH). Diinnschichtchromatographie: nBuOH/AcOH/H,0 4:1:1 (Laufmittel A)
R, 0-63; nBuOH/AcOH/Pyridin/H,0 15:10:3:2 R, 0-70 (Laufmittel G). (N-Bestimmung: Gef N, 3.92;
C,+H,6CINO, erfordert: N, 4-09%).

Boc-L-Val-D-Hyv-OH (5). 8-6 g (2] mMol) Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl (2), gelost in 100 ml frisch destilliertem,
wasserfreiem THF, wurden in Gegenwart von 0-5 g 5-proz. Pd/C hydrogenolysiert, filtriert und zur Trockne
eingeengt. Das zuriick bleibende, gelbliche Ol kristallisierte nach ca. 30 min. Es wurde in Et,O aufgenommen,
zweimal mit gesittigter NaHCO, extrahiert, die wassrige Phase mit Zitronensiure angesduert, mit
Et,O:EtOAc dreimal extrahiert, mit Wasser gewaschen und mit MgSO, getrocknet. Ausb: 59 g (88:5°,
d.Th.) farblose Kristalle (Schmp. 135-142°C), nach Umkristallisation aus EtOAc/Petrolather 51 g
(76-4 %) feine Nadeln. [«)3° + 2.0° (c = 1.0, Benzol); Schmp. 142-143. (Anal. Gef: C, 56-54; H, 8-28; N, 4-55.
C,sH;,NOq erfordert: C, 56-76; H, 8-58; N, 441 %,).

Boc-D-Val-L;Lac-0Bz! (1). 6-53 g (298 mMol) Boc-D-Valin,'® 4.59 g (28-3 mMol) CDI und 4.55 g
(25-3 mMol) L-Milchsdurebenzylester wurde in 12 ml wasserfreiem THF wie fiir Boc-L-Val-D-Hyv-OBz (2)
beschrieben umgesetzt. Nach iiblicher Aufarbeitung und der Reinigung durch Chromatographie verblieben
7-76 g (80-5% d.Th.) farbloses Ol. [¢]3° ~9-5° (¢ = 2.0, Benzol). Diinnschichtchromatographie: Laufmitte]
E, R, 0-75; Laufmittel F, R, 0-44. (Anal. Gef: C, 63-21; H, 7:51; N, 3-.86; C,oH;oNO; erfordert: C, 63-30;
H, 7-70; N, 3-69%).

Boc-D-Val-L-Lac-OH (3). Boc-D-Val-L-Lac-OBz (1) wurde wie filr Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl (2) beschrie-
ben hydrogenolysiert und aufgearbeitet. 6-0 g Benzylester ergaben 3-6 g rohe Saure (78-8 %, d.Th.). Nach
Umkristallisation aus abs Et,O/Petroldther 3-1 g farblose Kristalle (67-5% d.Th.); Schmp. 95-96°; {a]}3°
—0-5° (c = 10 in Benzol). (Anal. Gef: C, 53-75; H, 8-36; N, 5-08; C, ;H,;NO, erfordert: C, 53-96; H, 8-03;
N, 4-84%).

Boc-D-Val-1-Lac-1-Val-D-H yv-OBzl (6). (a) Synthese mittels CDI. Die Lésung von 3-35 g (12 mMol)
Boc-D-Val-L-Lac-OH (3) in 10 ml wasserfreiem THF wurde bei —5° unter Riihren mit 1-86 g (11:5 mMol)
CDI versetzt, nach 90 Min 3-06 g (10 mMol) H-L-Val-D-Hyv-OBzl (4) in 5 ml THF zugegeben, nach 10 Std
Riihren bei ( und weiteren 12 Std bei Raumtemp im Vak abgedampft und wie @iblich aufgearbeitet. Nach
der Reinigung durch Chromatographie verblieben 4.8 g (83-29 d.Th.) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-
OBzl (6), ziihes gelbliches Ol. [2]3° —10-¢° (c = 20, EtOH). Dunnschichtchromatographie: Laufmittel E,
R, 0-73; Laufmittel F, R, 0-18. (Anal. Gef: C, 62:30; H, 819; N, 4.73; C3,H ,(N;O, erfordert: C, 62-26;
H, 801; N, 4-84°%).

(b) Synthese mittels DCCI. 44 g (14-3 mMol) H-L-Val-D-Hyv-OBzl (4) und 4-33 g (15 mMol) Boc-D-Val-
L-Lac-OH (3) wurden in 35 ml CH,Cl,gel6st, 3'1 g (15 mMol) DCCI bei 0° unter Rithren zugegeben, 1 Std
bei (° geriihrt und 60 Std bei Raumtemp stehengelassen. Nach Zugabe einiger Tropfen AcOH wurde
abgesaugt, im Vak abgedampft und wie tiblich aufgearbeitet. Die Chromatographic an Kieselgel crgab 80 g
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(96-7% d.Th.) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBzl (6), ziihes farbloses Ol. [«]2° — 10-¢° (¢ = 1-0, ELOH).
Diinnschichtchromatographic: Laufmittel E, R, 0-74; Laufmittel F, R, 0-20. (Anal. Gef: C, 61:90; H, 8-40;
N, 4-69; C3oH,cN;O, erfordert: C, 62:26; H, 8-01; N, 4-84 %).

Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH (7). 56 g (97 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBzl (6)
wurden wie fiir Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl (2) beschrieben hydriert und aufgearbeitet. Ausb 3-8 g(80-4 9, d.Th.)
(7), farblose, amorphe Substanz. {a]3” —12-5° (c = 20 in abs EtOH); dinnschichtchromatographisch
einheitlich: nPrOH/H,0 7:3 (Laufmittel D) R, 0.70; CHCl,/McOH 2:1(Laufmittel B) R, 0-79. (Anal. Gef:
C, 5685; H, 8-59; N, 595; C,3H N0, erfordert: C, 56-54; H, 8-24; N, 5:74%,).

L-Milchsdure-N-hydroxysuccinimidester. 1.80 g (20 mMol) L-Milchsdure und 2-30 g (20 mMol) N-
Hydroxysuccinimid wurden in 25 ml wasserfreiem THF gelost, auf — 10° gekiihlt, unter Rihren die Lsung
von 4-12 g (20 mMol) DCCI in 10 ml THF zugetropft und 12 Std bei —5° geriihrt. Der N,N'-Dicyclohexyl-
harnstoff wurde abgesaugt, mit EtOAc gewaschen und das Filtrat fast bis zur Trockne cingeengt. Nach dem
Absaugen und Waschen mit Et,O verblieben 3-6 g, nach Umkristallisation (Substanz in 30 ml Dioxan
gelost. filtriert und in 300 ml Et,O/Petrolither getropft) 3-3g (5869, d.Th.) farblose Kristalle. Schmp.
133-135°. [a]2° +3-0° (c = 2.0 in Dioxan). (Anal. Gef: C, 44-87; H, 499; N, 7.22; C,HgNO; erfordert:
C, 4492; H, 484; N, 7.50%). IR-Spektrum: IR vK® (cm™'): 3535, 1080 (OH), 1795, 1740 (C=O), 1215
(C—O—N). Die Substanz ist nicht bestindig. Nach 4 Tagen im Exsikkator bei — 15 sinkt der Schmelz-
punkt auf 118-132°.

D-a-Hydroxyisovalerianséiure-N-hydroxysuccinimidester. 0-83 g (7 mMol) D-a-Hydroxyisovaleriansdure,
0-81 g (7 mMol) N-Hydroxysuccinimid und 1.44 g DCCI (7 mMol) wurden wie fiir den Miichsdureester
beschrieben 48 Std umgesetzt. Nach der iiblichen Aufarbeitung (organische Phase :EtOAc) und Umkristal-
lisicren aus EtOAc/Petrolither verblieben 098 g (64-5% d.Th.) farblose Kristalle. Schmp. 109-110°.
[a]3® —120° (¢ = 20 in Dioxan). (Anal. Gef: C, 50-51; H, 6-41; N, 6-54; Molgew (kryosk Benzol): 216;
CoH,3NO, (Molgew 215-20) erfordert: C, 50-23; H, 609; N, 6-51%). IR-Spektrum: IR vQit» (cm™'):
3590, 1090 (OH), 1795, 1750 (C=0), 1205 (C—O—N).

Boc-Gly-D-Hyv-0OSu. 1-75 g (10 mMol) Boc-Glycin wurden in einer Mischung von 3 ml Pyridin und 7 mi
Dioxan bei (° gelost, nach Zugabe von 1-28 ml (10 mMol) Benzolisulfochlorid 20 Min bei (° gertihrt, 131 g
(6 mMol) D-a-Hydroxyisovaleriansidure-N-hydroxysuccinimidester zugegeben, noch 5 Std im Eisbad
geriihrt und nach 12 Std bei Raumtemp wie Gblich aufgearbeiet. Nach Umkristallisation aus EtOAc/
Petrolather 1.57 g (70-5% d.Th.) farblose Kristalle. Schmp. 126-127°. {«]3®> +37.2 {c = 2.0, Dioxan).
IR-Spektrum: IR v (cm ~'): 3470 (NH), 1750, 1725 (C=0), 1220 (C—O—N), 1170 (C—O—C). (Anal.
Gef: C, 51-65; H, 677; N, 7-61; Molgew (kryosk Benzol) 371; C,,H,;,N,0O4 (Molgew 372:37) erfordert:
C, 51-60; H, 6:50; N, 7-52%).

2. Synthese in homogener Phase (Weg I1A)

H-D-Val-L4iac-L-Val-D-Hyv-OBzl. 6-35 g (11 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBzl (6) wurden
in der fir die Synthese von H-L-Val-D-Hyv-OBzl (4) angegebenen Weise acidolysiert und aufgearbeitet:
Ausb: 51 g (97-1% d.Th.) freies Amin, gelbliches Ol. Hydrochlorid: [a]2° —29-5 (c = 20, EtOH). Diinn-
schichtchromatographie: Laufmittel A, R, 0-59; CHCl;/MeOH/H,0 40:10:0-1 (Laufmittel C) R, 0-86;
Laufmittel G, 0-70. (N-Bestimmung: Gef: N, 5:63; C,sH35CIN,;O, erfordert: N, 5-45%,).

Boc-L-Val-D-Hyv-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBzI. 5-1 g (10-6 mMol) H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-
OBzl wurden mit 4.12 g (13 mMol) Boc-L-Val-D-Hyv-OH (5) mit Hilfe von 2-01 g (12-5 mMol) CDI in der
fir die Synthese von Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBzl beschriebenen Weise umgesetzt. Nach iiblicher
Aufarbeitung und Reinigung durch Chromatographie Ausb 5-47 g (66-3 9, d.Th.) geschiitztes Hexadepsipep-
tid, farbloses zihes Ol. [¢}3° — 3-8° (c = 2-0, EIOH). Diinnschichtchromatographie: Laufmittel E, R, 0-65;
Laufmittel F, R, 0-06. (Anal Gef: C, 62:24; H, 8-50; N, 5-83. C,cH(3;N;0,; erfordert: C, 61.75; H, 8-16;
N, 540 %).

H-LVal-D-Hyv-D-Val-L-Lac-L-Val-D- Hyv-OBzl. Die Acidolyse von 60 g (8 mMol) Boc-Hexadepsipeptid-
benzylester und anschliessende Aufarbeitung nach der fiir die Synthese von H-L-Val-D-Hyv-OBzl
angegebenen Methode ergaben 4.7 g (86.7% d.Th.) Hexadepsipeptid-benzylester, gelbliches Ol. [a]3°
+13-3 (c = 10, Dioxan). Dilanschichtchromatographic: Laufmittel A, R, 0-67; Laufmittel G, R, 0-74.
(N-Bestimmung: Gef: N, 597; C3sHsN;O,, erfordert: N, 620%).

Boc-D-Val-L-Lac-L¥al-D-Hyv-),0B:zl. Die Umsetzung von 2.7 g (9-2 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-OH(3),
14 g (8-7 mMol) CDI und 4-7 g (69 mMol) des oben angefithrten Hexadepsipeptid-benzylesters nach der fir
Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBzl (6) beschriecbenen Methode ergab nach der Reinigung durch
Chromatographie 39 g (5965, d.Th.) geschiitztes Octadepsipeptid, farblos amorph. [2]2° — 50° (c = 20,
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EtOH). Diinnschichtchromatographie: Laufmittel E, R, 0-48; Laufmittel F, R, 0. (Anal Gef: C, 60-37; H,
8-27; N, 6-12. C,4H,(N,O,, erfordert: C, 60-73; H, 8-07; N, 5.90%).

HA{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),0Bzl. 20 g (211 mMol) Boc{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OBzl wurden
1 Std mit 13 mi 1| N HCI/AcOH bei Raumtemp behandelt, dann im Vak eingeengt (max. + 30°), der Riick-
stand in Et,0 geldst, im Vak eingeengt und dieser Vorgang noch zweimal wiederholt. Nach zweimaligem
Umfallen aus Et,O/Petrolather verblieben 1.77 g (94-8% d.Th.) farbloses amorphes Oktadepsipeptid-
benzylesterhydrochiorid. Hydrochlorid: [a]3’® —22-5° (¢ = 2.0, EtOH). Dinnschichtchromatographie:
Laufmittel A, R, 0-63; Laufmittel C, R, 091; Laufmittel G, R, 0-74. (N-Bestimmung: Gef: N, 6:10;
C43HgoCIN,O,, erfordert: N, 6.34%).

Boc-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),0Bzl. 1-10 g (2-24 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH (7) und
0-33 g (205 mMol) CDI wurden in der fiir die Synthese von Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBz! (6)
angegebenen Weise umgesetzt und mit 1-65 g(1-836 mMol) HCI - H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OBzl zum
Dodekadepsipeptidderivat gekuppelt. Die iibliche Aufarbeitung und Reinigung durch Chromatographic
ergab 143 g (57.1% d.Th.) farblose, amorphe Substanz. [«]3® —9-3° (c = 1.4, EtOH). Diinnschicht-
chromatographie: Laufmittel E, R, 0-26. (Anal Gef: C, 59-70; H, 8-38; N, 6:49; C4H,0,N¢O,, erfordert:
C, 60-07; H, 810: N, 6:37%).

H-(D-Val-L-Lac-L-Vai-D-Hyv-);0H. 700 mg Boc-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-);OBzl wurden zur
Abspaltung der Boc-Gruppe 120 Min muit 1 N HCI;AcOH behandelt, anschliessend in Gegenwart von
0-5 g 5-proz Pd/C in THF hydriert, dic Losung zur Trockne eingeengt und der Riickstand aus CH,Cl,/
Et,O/Petrolither fraktioniert gefallt: 540 mg (85-6% d.Th.) Dodekadepsipeptid-hydrochlorid. Hydro-
chiorid: [2]3° +9-3° (¢ = 1.0, CHCl,). Diinnschichtchromatographie: Laufmittel A, R, 0-64; Laufmittel C,
R, 0-72; Laufmittel G, R, 0-73. (N-Bestimmung: Gef: N, 7-31; Cs,Hy;CIN,O,4 erfordert: N, 7.20%).

Valinomycin. 490 mg (0-42 mMol) HCI - H{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH wurden mit SOCI, in das
Saurechlorid iiberfithrt und wie von Schemjakin2® angegeben cyclisiert. Nach Einengen und iiblicher
Aufarbeitung verblicben 480 mg Rohprodukt, das durch Chromatographie an Kieselgel (Elution mit
Cyclohexan/CH,Cl,/Dioxan 1: I:2) gereinigt wurde: 110 mg (23-7% d.Th.) Valinomycin. Nach Umkristal-
lisation aus Nitromethan 90 mg. Schmp. 186-187 (Lit: 186-5-187°;'2 187°2' und 190°).22 (Anal Gef: C,
58-86; H, 819. Cs,HyoN¢O,4 erfordert: C, 58:36; H, 8:16%). Die optische Drehung, der Valingehalt,
Elementar-Stickstoff und R,-Werte der Diinnschichtchromatographie sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

3. Synthese an fester Phase
Polymerer Trager: Ein Copolymerisat aus Styrol und 2%, Divinylbenzol, Korngrésse 30 pm-80 pm,
wurde mit Monochlordimethylather (85-proz)/SnCl, chlormethyliert?® und durch Verseifung der Chlor-

methylgruppen®: ¢ in Hydroxymethylpolystyrol iibergefiihrt.
TABELLE 5. AUSGANGSWERTE FUR DIE MATRIX: WEG II B unp II1
Beladung nach  Davon mit
Chlorgehalt nach Restchlor nach Hydroxyl-  Anesterungder  HBr,TFA
Chlormethylierung Verseifung gruppen C-terminaien abspaltbar
mAqu mAqu Komponente
% pro g Harz %% pro g Harz mMol/g Harz mMol/g Harz mMol/g Harz

316 0-89 0-60 0-17 0.72 0-13-0-18 0-10-0-12

Weg 11B

Boc-L¥al-D-Hyv-O®. 1-78 g (5-6 mMol) Boc-L-Val-D-Hyv-OH (5) und 091 g (5-6 mMol) CDI wurden
in 50 ml CH,Cl, 1 Std bei 0° umgesetzt, 10-0 g (7.2 m Aquiv OH-Gruppen) Hydroxymethyl-polystyrol
zugegeben, 72 Std bei Raumtemp geriihrt und nacheinander je dreimal mit CH,Cl;, CH,Ct;/MeOH,
MeOH, AcOH und MeOH gewaschen.

Der Depsipeptidgehalt wurde nach Hydrolyse (72 Std, 105°, Dioxan/konz HCI 1: 1) durch Valinbestim-
mung?® zu 0-18 mMol/g Harz (Tabelle 5) ermittelt. Nach der gleichen Methode wurde der davon mit
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HBr/TFA (90 Min, Raumtemp, anschliessend Hydrolyse) abspaltbare Anteil zu 0-12 mMol/g Harz (66-7 %,
des Gesamtgehalts an Depsipeptid) (Tabelle S) bestimmt (Ausbeuteangaben in Tabelle 3 sind auf diesen
Anteil bezogen).

Boc{D-Val-LiLac-L-Val-D-Hyv-);-O®. 100 g Boc-L-Val-D-Dyv-O@®, (entsprechend 1-8 mMol Didepsi-
peptid) wurden 60 Min mit 1 N HCI/AcOH zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe geschiittelt, nacheinander
je dreimal mit AcOH, abs EtOH und DMF gewaschen, dic Aminogruppe durch Schiitteln mit 35 ml einer
109,-Losung von Et;N in DMF (15 Min) in Freiheit gesetzt, zweimal mit DMF und dreimal mit CH,Cl,
gewaschen, 15 Min mit ciner Lésung von 1-56 g (54 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-OH (3) in 20 ml CH,Cl,
geschiittelt, 1-11 g (5-4 mMol) DCCI zugegeben und 12 Std geschiittelt. Nach der Kupplung wurde dreimal
mit CH,Cl,, zweimal mit EtOH, dreimal mit AcOH, zweimal mit EtOH und abschliessend mit AcOH
gewaschen. Dieser Reaktionszyklus wurde unter abwechselnder Kupplung mit je 1-77 g (54 mMol)
Boc-L-Val-D-Hyv-OH (5) und 1-56 g (54 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-OH (3) sowie 1-11 g (5-4 mMol) DCCI
bis zum Aufbau der Hexadepsipeptid-sequenz und dann mit 1.72 g (5-4 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-imidazolid
{Boc-Didepsipeptid + CDI, 1 Std in 20 ml CH,Cl;) und 197 g : 54 mMol) Boc-L-Val-D-Hyv-imidazolid
bis zum Aufbau der Dodekadepsipeptid-sequenz wiederholt.

Abspaltung des H-(D-Val-LLac-L-Val-D-Hyv-};0H vom polymeren Trdger. In die Suspension des Harzes
in wasserfreier TFA wurde bei Raumtemp 90 Min lang unter Schiitteln trockener HBr eingeleitet, abgesaugt,
mit TFA und CH,Cl, gewaschen und die vereinigten Filtrate im Vak bei maximal 30° eingeengt. Ausb:
0-816 g, entspr 56:1% des von Boc-L-Val-D-Hyv-O'emit HBr/TFA abspaltbaren Anteils (Tabelle 3).
Das Rohprodukt wurde durch Umfallen aus Et,O/Petrolather von Verunreinigungen niederer Sequenz-
stufen gereinigt: Ausb: 0.592 g [2]3° +100° (c = 1.0, CHCI;). (N-Bestimmung: Gef: N, 65l.
Cs4Hg3BrN O, erfordert: N, 6:94%).

Valinomycin. 150 mgdeslinearen Depsipeptidderivats wurden nach der bei Syntheseweg 1A beschriebenen
Methode cyclisiert (Rohausb 136 mg) und aufgearbeitet. Ausb: 23 mg (15:6%;, d.Th., bezogen auf lincare
Vorstufe), nach Umkristallisieren aus CH;NO, 12 mg. Schmp. 183-185°, Mischschmelzpunkt mit authenti-
schem Valinomycin nicht erniedrigt (Tabelle 3).

Weg 111

Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-O®. 0-821 g (1-68 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH (7),0-271 g
(1-68 mMol) CDI und 3 g Hydroxymethyl-polystyrol (2-1 m Aquiv OH-Gr) wurden wic unter Weg IIB
beschrieben umgesetzt und gewaschen. Die Beladung mit Tetradepsipeptid wurde wic unter Weg I1B
beschrieben zu 0-13 mMol/g Harz, der davon mit HBr/TFA (90 Min, Raumtemp) abspaltbare Anteil zu
0-10 mMol/g Harz (770, das Gesamtgehalts an Depsipeptid) bestimmt (Ausbeuteangaben in Tabelle 3
sind auf diesen Anteil bezogen).

Boc{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-)y-O@®. Zur Synthese wurden 24 g Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-O®
(entspr 0-31 mMol Tegtradepsipeptid, Tabelle 5) angesetzt. Die Abspaltung der N-Schutzgruppe, Freisetzung
der Aminogruppe und die Waschoperationen erfolgten wie unter Weg 11B beschrieben. Es wurde mit 0-79 g
Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH (7) und 0-33 g DCCI (je 1-6 mMol) in 8 ml CH,Cl, zweimal bis zum
Aufbau der Dodekadepsipeptid-sequenz gekuppelt.

Abspaltung des H{D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-);0H vom polymeren Triger. Die Abspaltung erfolgte wie
unter Weg IIB beschrieben. Ausb: 0-191 g, entspr 65-8 % des mit HBr/TFA von Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-
D-Hyv-O@® abspaltbaren Anteils (Tabelle 3). Das Rohprodukt enthielt Octa- und Spuren von Tetra-
depsipeptid, die durch fraktionierte Fallung aus Et,O/Petrolather entfernt wurden: Ausb 0-162 g, farblos
amorph. [a)3° + 100° (c = 1.0 in CHCl,). (C5,Hg3BrN,O,, erfordert: N, 6:94; Gef: N, 7-20°,).

Valinomycin. 96 mg Dodekadepsipeptid wurden wie fiilr Syntheseweg 11 angegeben zyklisiert und auf-
gearbeitet. Ausb: 21 mg (23-8°; d.Th,, bezogen auf lineare Vorstufe), nach Umkristallisation aus CH;NO,
18 mg Schmp. 184-5-186°, Mischschmelzpunkt mit authentischem Valinomycin nicht erniedrigt (Tabelle 3).

4. Analytische Kontrolle der Harzsynthese

Der Verlauf der Synthese am polymeren Trager wurde mit Hilfe von zwei Methoden iiberpriift.

Diinnschichtchromatographie. Abspaltung der Teilsequenzen vom polymeren Trager (HBr/TFA, 2 Std,
20°), Einengen des Filtrats, Diinnschichtchromatographie und Vergleich mit den entsprechenden durch
Acidolyse und Hydrogenolyse entblockicrten Zwischenstufen aus der konventionellen Synthese (Weg 11A).
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 1 und 2 angefiihrt.

Azoaldehydtest. 3-10 mg zu prifendes Harz wurden mit einer Lésung von 10 mg 2-Hydroxy-5-(phenyl-
azo-) benzaldehyd (1) (5-Phenyl-azo-salicylaldehyd, Schmp. 128°)¢ bzw 10 mg 2-Hydroxy-S5-{p-nitropheny!-
azo)-benzaldehyd (1) (p-Nitrophenyl-azo-salicylaldehyd, Schmp. 198°)?” in 2 ml abs EtOH versetzt und
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5 Std stehengelassen. Der Festoff wurde abgetrennt und mit CH,Cl, gewaschen, bis das Filtrat farblos
war. Freie noch kupplungsfihige Aminogruppen wurden durch eine orangerote nicht auswaschbare
Férbung des Polymeren angezeigt.

Alle Zwischenstufen der Festphasensynthesen ergaben einen negativen Test, das heisst freie Amino-
gruppen waren nach den Kupplungsschritten nicht vorhanden.

Danksagung—Wir danken Frau Schurig und Frau Arlt, Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Epidemiologie der Medizinischen Akademie Dresden (Direktor Prof Dr. W. Ahrens) fiir die Ausfithrung
der mikrobiologischen Aktivititspriifungen.
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