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Zasammenfawm-Die lineare Vorstufe H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH* des Cyclododeca- 
depsipeptides Valinomycin wurde auf drei parallelen Wegen aufgebaut : (I) in homogener Phase durch 
stufenweise N-terminale Verkingerung von H-L-Val-D-Hyv-OBxl mit Boc-Aminoacyl-hydroxys;iuren; 
(2) nach demselben Prinzip durch Festphasensynthese an Hydroxymcthyl-polystyrol sowie (3) durch 
xweimalige 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 Dodecadepsipeptide, die nach der 
Cyclisierung authentische Valinomycinptiparate ergaben. 

Abstract-The linear sequence H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH of the cyclododecadepsipcptde 
valinomycin was synthesized using three parallel methods: (I) homogeneous phase by stepwise N-terminal 
lengthening of H-L-Val-D-Hyv-OBxl 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-0-B with Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH. In all three ways identical 
dodecadepsipeptides resulted, which, after cyclixation, yielded authentical preparations of valinomycin. 

DIE ENMADN- und Valinomycin-Antibiotika besitzen als Cyclodepsipeptide mit 
regular altemierender Sequenz eine hohe Molekiilsymmetrie und sind daher fur die 
Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen unter topochemischen Aspekten 
besonders geeignet.’ Ausserdem gibt diese Verbindungsklasse Hinwcise auf die 
Richtung ihres Wirkungsmechanismus, weif ein direkter Zusammenhang zwischen 
den antibiotischen Eigenschaften und ihrer Fahigkeit besteht, den aktiven K +- 
Ionentransport durch biologische Membranen auszuliisen. l4 

Die regular altemierend aufgebauten Depsipeptide und eine Reihe ihrer Analoga 
wurden bisher ausschliesslich auf konventionellem Wege durch Fragmentkondensa- 
tion aus Z-Aminoacyl-hydroxysluren und Aminoacyla-hydroxyslure-t-butylestern 
hergestellt. ‘* ‘. 6 Urn rationellere Aufbaumiiglichkeiten zu gewinnen, haben wir jetzt 
die Festphasenmethode auf die Synthese dieser Substanzklasse tibertragen. Als 
Untersuchungsobjekt diente hierzu das Cyclododecadepsipeptid Valinomycin, das 
von seiner Struktur her besonders gute Voraussetzungen f”ur die Anwendung dieses 
Syntheseprinzips aufweist. 

l Abkiirxungen nach den Regeln der IUPAC-IUB-Commission on Biochetn Nomenclature. 2. physiol. 

Chem. 348, 256 (1967); J. Biol. C/tern. 241. 2491 (1966); 242, 555 (1967) Dartibcr hinaus wurden folgende 
Abkiirzungen benutzt: OSu = N-Hydroxysuccinimidester; DCCI = N.N’-Dicyclohexylcarbodiimid; 
CD1 = Carbonyldiimidazol; @ = polymerer Trlger; Boc = t-Butyloxycarbonyl; OBzl = Betuylester; 
Hyv = (CH,),CH-CH-CO-; Lac = CH,-CH-CO-; TFA = Trilluoressigtiure. 
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1424 G. LOSSE und H. KLENGEL 

Das Antibiotikum wurde auf 3 parallelen Wegen aufgebaut (Schema I1 A, I1 B und 
III). Schema I zeigt zunlchst die Darstellungswege der Ausgangsverbindungen 
H-L-Val-D-Hyv-OBzl (4), Boc-D-Val-L-Eat-OH (3), Boc-t-Val-D-Hyv-OH (5) 
sowie Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH (7). Die Esterbindung wurde in allen 
Fallen mit Carbonyldiimidazol, die Amidbindung in 7 mit Carbonyldiimidazol oder 
mit DCCI gekniipft. Die Abspaltung der N-Boc-Gruppe erfolgte mit 1N HCI! 
Eisessig, die der Benzylestergruppe hydrogenolytisch. Der Versuch durch Umsetzung 
von Boc-Aminoduren und Hydroxyslure-N-hydroxysuccinimid-estem mittels CD1 
bzw Benzolsulfochlorid in Pyridin direkt ftir die Synthese einsetzbate Boc-Aminoacyl- 
hydroxyslure-N-hydroxysuccinimidester zu gewinnen, gelang nicht und ftihrte nur 
in einigen Modellf”allen zum Ziel. 

D-Val 

Boc OH 

t 
BOC (1) 

SCHEMA I 

L-Lac 

H---OBzl 

OBzl 

L-Val 

Boc--OH 

BOc 

D-Hyv 

H--0Bzl 

(2) -0Bzl 

Boc (3) --OH 

I.- 

H (4) .OBzl 

BOC (6) 
.OBzl 

BCN- (7) OH 

Boc ’ (9 IOH 

In Weg II A haben wir zunachst das konventionelle Arbeitsverfahren in homogener 
Phase angewendet, dabei jedoch erstmals bei Depsipeptiden eine Strategie gewlhlt, 
wie sie fur die Festphasenmethode charakteristisch ist. Zum Schutz der endstgndigen 
Funktionen setzten wir die Kombination der N-Boo mit der C-Eknzylestergruppe ein. 
Als Kupplungskomponenten dienten anstelle einzelner geschtitzter Amino- bzw. 
Hydroxysauren Zweierfragmente mit vorgebildeter Esterbindung, wodurch zur 
Kettenverllngerung lediglich Peptidkntipfungsschritte ntitig sind. Dazu wurde Boc- 
L-Val-D-Hyv-OBzl (2) acidolytisch von der Boc-Gruppe befreit sowie daM 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 
geschtitzten linearen Dodecadepsipeptid verllngert. Racemisierung ist hierbei nicht 
zu erwarten, da die Carboxylgruppe der Hydroxyslure 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 Kntipfungsschritte 
fur den Festphasenaufbau ~11 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 llB zeigt den At&au des Peptids nach dem gleichen Prinzip in fester Phase. 
Boc-L-Val-Hyv-OH (5) wurde zunlchst 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- 
polystyrollt-Base in Athanol bzw Essigester vor, da sie schonender arbeitet und eine 
Umesterung innerhalb der anzukniipfenden Boc-Aminoacyl-hydroxysslure aus- 
schliesst. Urn Sequenzabbrtiche beim nachsten Verllngerungsschritt zu vermeiden, 
erschien es zweckmassig, die Festphasensynthese mit der Anesterung einer sterisch 
gehinderten Carboxylkomponente zu starten. Wir entschieden uns daher fur 5 
gegentiber 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 Verllngerungsschritt konnte dabei durch 
Abspaltung der betreffenden 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 

TALIELLE t . ANALYTISCHE KONTROLLE VON SYNTHESEWEG II B 

Entblockierte Hatzgebundene 

Zwischenprodukte Sequetu LIB nach 

aus Weg IL4 Abspaltung 

(Standard) mit HBr/TFA 

R,-Wet-t’ R,-Wet%’ 

A B C A B C 

HBr H-L-Val-D-Hyv-OH 0.49 0.20 0.49 0.18 
HBr H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH 0.55 OS0 0.56 0.50 
HBr . H-L-Val-D-Hyv-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH 0.70 0.72 0.71 0.70 

HBr . H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 0.57 0.72 0.39 0.72 0.38 
HBr . H-L-Val-D-Hyv-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 0.73 0.35 
HBr . H-(D-Val-L-Lx-L-Val-D-Hyv-),OH 064 0.72 0.49 0.73 0.50 

’ Diinnschichtchromatographie: Kieselgel G (Merck), 0.25 mm Schichtdicke, lufttrocken 

Laufmittel : A n-Butanol/Eisessig/H,O 4: I : 1 

B Chloroform/Methanol 2: I 

C Chloroform/Methanol/H,0 40: l0:O.l 

zwsckmissiges analytisches Kontrollverfahren des Kettenwachstums bei Festphasen- 
synthesen hat sich eine von uns vorgenommene Weiterentwicklung der Methode von 
Esko” erwiesen. Wie wir fanden, l1 lassen sich freie, durch unvollstandigen Umsatz 
mit N-geschtitzter Kupplungskomponente auftretende Rest-Aminogruppen des 
vorausgegangenen Syntheseschrittes gut und rein visuell mit Azoaldehyden wie 
z.B. 2-Hydroxy-S-(p-nitrophenylazo~benzaldehyd(1) (p-Nitrophenylazo-salizylalde- 
hyd) nachweisen. Liegt ein unvollstlndiger Umsatz vor, zieht der Farbstoff unter 
Azomethinbildung und Farbvertiefung von orange nach rot auf den Triger auf. Bei 
praktischquantitativverlaufenden,d.h.zuchromatographischeinheitlichen Produkten 
fiihrenden Kupplungsschritten bleibt diese Indikatorreaktion dagegen aus. Der Nach- 
weis kann mit wenigen aus den Syntheseansltzen entnommenen Milligrammen 
qualitativ in Anlehnung an die Methode von Esko’O gefiihrt werden. 
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Boc-NH . . . . CONH....CO-O- “, 
Boc-NH . . . . CONH . . . . CO-O- 

c 

z 

Boc-NH.. . CONH.. . CO-O- 
+ Azomethin 

Boc-NH . . . . CONH.. . . CO-O- 
5 

H,N.. . CO-O- E 

Fur die Kettenverllngerung selbst setzten wir bis zur Hexapeptidstufe Kupplungs- 
komponente 3 und !I zusammen mit DCCI in 3-fachem lfberschuss ein. Dabei traten 
nach chromatographischem Befund niedere Sequenzstufen nur zu etwa 5% als 
Verunreinigung auf. Von der Hexapeptidstufe an zeigten die analytischen Kontroll- 
verfahren bei dieser Arbeitsmethode jedoch wiederholt unbefriedigende Urns&e an, 
die such durch Kuppelung mit extrem hohem Uberschuss nicht zu beseitigen waren. 
Bei Verwendung von CDL gemeinsam mit der Kupplungskomponente in 3-fachem 
Uberschuss angewendet, resultierten dagegen gtinstigete Ergebnisse. Wir erhielten so 
nach Abspaltung mit HBr/TFA rohes Dodeka-depsipeptid, das nach dtinnschicht- 
chromatographischem Befund ca 25 y0 niedere Sequenzen enthielt. 

Ein IIB ahnlicher Syntheseweg, beginnend mit der Anesterung von Boc-D-Val-L- 
LX-OH an Chlormethylpolystyrol, Kettenverlingerung mit DCCI und Cyclisierung 
fiber die L-Lac-L-Val-Bindung wurde vor kurzem von MerrifieldLZ veriiffentlicht. 

D-Val-L-Lac L-Val-D-Hyv 

SCHEMA 111 

D-Val-L-Lx L-Val-D-Hyv D-V&L-k L-Val-D-Hyv 

Bw- 

BOc- 

BOC Oa? 

-OH H O(l? 

O@J 

O@ 

OfB 

_ OH 

--- 

Au&a III zeigt, dass in der Festphasensynthese such griissere N-geschiitzte 
Fragmente zur Anesterung an das Harz wie such zur Kettenverllngerung eingesetzt 
werden kiinnen. Bauelement ist hier die Tetradepsipeptidsequenz D-Val-L-Lac-L- 
Val-D-Hyv, welche im Valinomycin als cyclischem Sequenarimeren dreimal aufein- 
ander folgt. Das Boc-Tetradepsipeptid (7) wurde analog Weg IIB mit CD1 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-sahzylaldehyd Bei der Ver- 

TABELLE 2. ANALYTISCHE KONTROLLE VON SYNTHESEWEC 111 

Entblockicrtc 
Zwischenprodukte 

aus Weg IIA 
(Standard) 
R,-wcrr 

A B C 

Harzgcbundenc 
Sequenz III nacb 

Abspaltung 
mit HBr/TFA 

R,-wcrr 
A B C 

HBr . H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OH 
HBr . H4D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 
HBr . H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),OH 

0.55 0.50 0.55 0.49 
0.57 0.72 0.39 a57 069 040 
064 0.72 0.49 0.73 0.49 

’ Diinnschichtchromatographic: Kiexlgel G (Merck), 0.25 mm Schichtdicke, lufttrocken 
Laufmittel: A n-Butanol/Eiscssig/H,O 4: I : I 

B Chloroform/Methanol 2: I 
C Chloroform/Methanol/H,0 40: l0:O.l 

lslngerung zum Dodekadepsipeptid trat such hier kein loo”,; iger Umsatz ein, so 
dass das nach der Abspaltung mit HBr/TFA erhaltene Endprodukt zu etwa lq; mit 
Oktapeptid verunreinigt war. 

Die Reinigung der auf Weg IIA 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 
Urnfallen aus Ather/Petrollther angereichert bzw. gereinigt werden. Durch Chro- 
matographie an Sephadex LH 20 und Elution mit Dioxan liessen sie sich dagegen 
nicht rein erhalten. 

Die Cyclisienmg der aus den drei Synthesewegen resultierenden freien linearen 
Depsipeptide H-(D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-),-OH wurde jeweils mittels SOCl, in 
Benzol/Triiithylamin bei einer Konzentration von lob4 Mel/l ausgefiihrt. 

Die Reinigung der Cyclisierungsprodukte erfolgte durch SLulenchromatographie 
an Kieselgel und anschhessendes Umkristallisieren aus Nitromethan. Tabelle 3 zeigt 
die Endwerte der 3 Valinomycinsynthesen. In Tabelle 4 sind die biologischen Aktivi- 
titen der gewonnenen Praparate angefiihrt. 

Aus diesen Beispielen geht hervor, dass in der Festphasensynthese griissem 
Fragmente als Bauelemente fti die Anesterung und als Kupphmgskomponenten 
durchaus verwendbar sind. Damit eignet sich die Methode such grundtitzlich zum 
gezielten AuIbau von Sequenzpolymeren mit Amid- oder Estercharakter und regular 
altemierenden Teilbezirken. 
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TAB~ZLLE 3. ENDWWTE DER VALINOMYCINSYNTHESEN 

Valinghalt 
Rohausbcutc Ausb Dilnnschicht- Mel Valin Elementar- 

linearc Cyclisic- Chromatographic pro Mel Stickstoff 
Scqucm rung R,-Wert’ Valinomycin (Bcr: 

% % t4A” Schmp A B C D (Bcr 60) N, 7.56) 

Weg IIA 12.v 23.7’ + 32.0” 186187’ 064 0.90 0.57 0.80 6.3 760 
(c = 1 .o, Bcnxol) 

Wcg IIB 56.1* 15.6’ 183185” 0.62 0.91 0.54 0.83 64 7.78 

Weg III 65.8’ 23.8’ 184.5-186” 0.62 0.90 056 0.81 6.3 7.76 

’ bczogen auf H-L-Val-D-Hyv-OBzl(4) 
* bezogcn auf mit HBrnFA abspaltbare Depsipcptidmeng in Boc-L-Val-D-Hyv-O@ 
’ bczogen auf mit HBrflFA abspaltbarc Dcpsipeptidmcng in Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-08 
’ bczogen auf linearc Vorstufe 
’ Schicht: Kiexlgcl G (Merck), 0.25 mm, lufttrockcn 

Laufmittel: A n-Butaool/Eiscssig/H,O 4: I : 1 
B Chloroform/Methanol 2: I 
C Chloroform/Methanol/H,0 40: IO:01 
D n-Propanol/H,O 7: 3 

TARFLLE 4. BIOLCGISCHE AKTIVIT~T 

Mnumalc wachstumshemmcnde Konxentration in pg/ml 

Mycobacrerium 
phlet’ 

Candida 
albican? 

Wcg IIA 7 42 
Weg IIB 7 42 
Weg III 7 42 

’ Stammliisun : 1OOpgValinomycin/ml inAccton/H,O4:6; 
Vcrdiinnungsstufen mit H,O 

* Stammliisung: 84 pg Valinomycin/ml in Accton/H,O 4:6; 
Verdilnnungsstufen mit Hz0 

EXPERIMENTELLER TEIL 

I. Ausgangssrofle 
D-a-HydroxyisooalerianGure. Durch Spaltung der raccmischm Vcrbindung” nach Shchukina und 

Mitarbciter.‘4 Ausb 760% d.Th. 
Schmp. 6365”: [a]; s -2CHP ic = la, CHCI,). 
D-a-Hydroxyisooalerianstiure-benzylester. Durch Vcresterung dcr S;iurc mit HCI/&nxylalkohol.“~ I6 

Ausb 75.0% d.Th. 
Sdp. o.i 9PC; [a];’ + 23.P (unvcrdiInnt). 
L-Milchstirebenzylesrer. Durch Veresterung von LMilchsTonc” mit HCI/BenxyIaIkohol. “* ‘e 

Ausb 41.1% d.Th. 
Sdp. o.03 77-80”; [a];’ - 206 (unvcrdtinnt). 
Boc-L-Val-D-Hyu-OBrl(2). Die L&sung van I.52 g (7 mMo1) Boc-L-VaIin’s in 6 ml wasscrfreicm THF 

wurdc bei 0” untcr Ruhren mit I.07 g (66 mMol) CDI” versctxt und nach cincr Stunde untcr weitcrcr 
Ktlhlung 0.9 g (4.3 mMol) D-a-HydroxyisovaIerians&tre-bcnzylcstcr in 4 ml wasscrfrcicm TH F zuggebcn. 
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Nach 8 Std bei 0” und 48 Std bei Raunttcmp wurde im Vak abgcdampft. 

Dcr Rflckstand wurde in Et,0 aufgcnommcn, die organischc Phase mit Wasser, IO%-igcr Zitronen- 

tiureliisung. Wasser, gesattigter NaHCO, und Wasser gewaschcn, ilbcr MgSO, getrocknet und, das 

Lijsungsmittel im Vak abgcdampft (im folgcndcn als ilbliche Aufarbcitung bezeichnet). Die Reinigung dcr 

bcidscitig geschtitzten Rohprodukte aus Synthcseweg HA und dcr cyclischen Endprodukte crfolgtc durch 

Chromatographie an Kicselgel (Merck, Aktivitit II) untcr stufenweiscr Elution mit folgcnden Liisungs- 

mittclsystemcn: 1 Cyclohexan, 2. Cyclohexan/CH,Cl, 9: 1, 3. Cyclohexan/CH,Cl, 8:2 4. Cyclohex;tn,’ 

CH,Cl, 1 :I, 5. Cyclohexan/CH,CIs/Dioxan 49:49:2, 6. Cyclohexan/CH,Cl~Dioxan 47:47:6, 7. Cyclo- 

hexao/CH,CI,/Dioxan 44:44: 12, 8. Cyclohexan/CH,Cl,/Dioxan 40:40:20, 9. Cyclohexan/CH,CI,/ 

Dioxan 25 : 25: 50. 

Nach der Reinigung der Rohsubstanz vcrbliebcn 1.36 g (80.5 % d.Th.) Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl, farbloscs 

01. [a]: -8.5” (c = 1.0, Dioxan). 

Dilnnschichtchromato~tphie (zur Dtlnnschichtchromatographic wurde in allm FUlcn Kiesclgel G, 

Merck, Schichtdicke @25 mm, lufttrocken vcrwendet): Chloroform/EtOAc 8:2 (Laufmittel E) R, 079; 

Betuol/EtOAc/EtOH 90: IO:2 (Laufmittel F) R, 0.50. (Anal. Gel: C, 65.25; H, 8.20; N, 3.36. C,sH,,NO, 

erfordcrt: C, 64-84; H. 8.16; N, 344%). 

H-L-Val-D-Hyo-OBrl(4). 69 g (17 mMol) Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl (2) wurdm 1 Std mit 50 ml IN HCl/ 

AcOH bci Raumtemp gschilttelt. dann im Vak bei maximal + 30” Badtemp eingccngt, der Rllckstand mit 

Et,0 und 30 ml eiskaltcr 0.5 N HCl aufgenommcn und die Atherphasc noch zweimal mit je 10 ml 0.5 N 

ciskalter HCl extrahiett Die vereinigten wlsstigcn Extraktc wurden untcr Kilhlung mit IO%-iger Na,CO, 

auf ca pH 8.5 eingestellt, zweimal mit Et,0 extrahicrt, die Extrakte mit Wasscr gcwaschen, mit MgSO, 

getrocknct und im Vak eingc-cngt: 44 g (84.0% d.Th.) H-L-Val-D-Hyv-OBzl, gelblicha 01. Hydrochlorid: 

[a]$ + 24s” (c = 2.0, MeOH). Diinnschichtchromatographie: nBuOH/AcOH/H,O 4: 1: 1 (Laufmittel A) 

R, 0.63; nBuOH/AcOH/Pyridin/H,O 15: 10:3:2 R, 070 (Laufmittel G) (N-Bcstimmung: Gef N. 3.92; 

C,,Hr,ClNO, crfordcrt: N, 409%). 

Boc-L-Yul-D-Hyu-OH(S). 86g(21 mMo1) Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl(2), gel&t in 100 ml frisch destilliertem, 

wasscrfrciem THF. wurden in Gegenwart von 05 g 5-proz Pd/C hydrogenolysicrt, liltriett und zur Trockne 

eingcengt. Das zurilckblcibcndc, gclbliche c)l kristallisiette nach ca 30 min. Es wurdc in Et,0 aufgenommen, 

zwcimal mit ges&tigte NaHCO, extrahictt, die wa.sstige Phase mit Zitronensiiure angesiiuett, mit 

EtlO: EtOAc dreimal extrahiert. mit Wasser gewaschcn und mit MgSO, getrocknct Ausb: 5.9 g (88.5 p; 

d.Tb.) farblose Kristalk (Schmp. 135-142“Q ttach Utnkristallisation aus EtOAc/PetrolBtha 5.1 g 

(76.47;) feint Nadcln. [a]:’ + 2.0” (c = 1.0. Betuol); Schmp. 142-147. (AnaL GcT: C, 5654; H, 8.28; N. 455. 

C,,H,,NO, ctfordert: C, 5676; H, 8.58; N, 441%). 

Boc-D-Pal-Lilac-O&l (1). 653 g (29.8 mMo1) Boc-D-Valin, i* 4.59 g (28.3 mMol) CD1 und 455 g 

(25.3 mMo1) L-Milchdurcbcnzylcster wurdc in 12 ml wasserfreiem THF wit fir Boc-L-Val-D-Hyv-OBd (2) 

bcschrieben umgesetzt. Nach ilblichcr Aufarbcitung und der Reinigung durch Chromatographie verblicbcn 

7.76 g (80.5 y; d.Th.) farbloscs 01. [a] A0 -9.5” (c = 2.0. Bcnaol). Dilnnschichtchromatographie: Laufmittel 

E, R, 0.75; Laufmittel F, R, 044. (Anal. Gef: C, 63.21; H, 7.51; N. 3.86; Cz0Hz9N06 erfordcrt: C 63.30; 

H, 7.70; N. 36996). 

Boc-D-Vol-L&c-OH (3). Boc-D-Val-L-Lac-OBzl(1) wurde wk filr Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl(2) bcschric- 

ben hydrogenolysicrt und aufgcarbcitct. 6.0 g Bcnzylestcr crgabcn 3.6 g rohe S8urc (78.8% d.Th.). Nach 

Umkristallisation aus abs Et,O/Petroliithcr 3.1 g farblose Kristallc (67.5% d.Th.); Schmp. 95-96”; [z];” 

-0.9 (c = 10 in Bcnzol). (Anal. Gef: C. 53.75; H, 8.36; N. 5.08; Ct,H,,NO, crfordcrt: C, 53.96; H, 8.03; 

N, 484 %). 

Boc-D-Val-L-Lnc-L-Vol-D-Hy-OBzI (6). (u) Synthese mirrels CDI. Die Losung von 3.35 g (12 mMo1) 

Boc-D-Val-L-Lac-OH (3) in 10 ml wasscrfreiem THF wurde bei - 5” untcr Rtihren mit 1.86 g (1 I.5 mMo1) 

CD1 versetzt, nach 90 Min 3.06 g (10 mMo1) H-L-Val-D-Hyv-OBzl(4) in 5 ml THF zugegeben, nach 10 Std 

Rilhren bci B und wcitcren 12 Std bci Raumtcmp im Vak abgcdampfl und wie ilblich aufgcarbcitet. Nach 

der Reinigung durch Chromatographic verbliebcn 4.8 8 (83.2% d.Th.) Boc-D-Val-LLac-L-Val-D-Hyv- 

OBzl (6) dha gelblicha 01. [xl;’ - IO@ (c = 2.0, EtOH). Dilnnschichtchromatographie: Laufmittel E, 

RI 0.73; Laufmittel F, R, 0.18. (Anal. Gcf: C, 62.30; H, 8.19; N. 473; CJOHh6N209 erfordet-t: C, 62.26; 

H, 8.01; N, 484 %). 

(6) Synthese mitrels DCCI. 44 8 (14.3 mMo1) H-L-Val-D-Hyv-OBzl(4) und 4.33 g (15 mMo1) Boc-D-Val- 

L-Lac-OH (3) wurdcn in 35 ml CH,Cl,gcliist, 3.1 g (15 mMo1) DCCI bei 0” unter Rilhrcn zugegeben. 1 Std 

bci U’ genihrt und 60 Std bci Raumtcmp stehenglassen Nach Zugabe tinigcr Tropfen AcOH wurdc 

abgesaugt, im Vak abgedampft und wit tiblich aufgcarbcitet. Die Chromatographic an Kieselgcl crgab 8Q g 
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(96.7% d.Th.) Boc-D-Val-LLac-L-Val-D-Hyv-OBzl(6). tiha farbloscs c)l. [a];’ - IO@ (c = 1.0, EtOH). 

Dtlnnschichtchromatographic: Laufmittel E, R, 0.74; Laufmittel F, R, 0.20. (Anal. GeT: C 61.90; H, 840; 

N, 4-69; C,,,H,,N,O, erfordert: C, 62.26; H, 8.01; N. 484%). 

Boc-D-Val-L-Lac-L-V~CD-Hyo-OH (7). 5.6 g (9.7 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBzl (6) 

wurdcn wie fiir Boc-L-Val-D-Hyv-OBzl(2) bcschrieben hydriert und aufgearbeitet. Ausb 3.8 g(80.4% d.Th.) 

(7), farblose, amorphe Substanz [all’ - 12.9 (c = 24 in abs EtOH); dfmnschichtchromatographisch 

einheitlich: nPrOH/H,O 7:3 (Laufmittcl D) R, 0.70; CHCI,/McOH 2: I (Laufmittel B) R, 0.79. (Anal. Gel: 

C, 5685; H. 859; N. 5.95; C2,H40N209 erfordcrt: C, 5654; H, 8.24; N. 5.74%). 

L-Milchsiiure-N-hydroxysuccinimidesrer. I.80 g (20 mMol) L-Milch&uc und 2.30 g (20 mlviol) N- 

Hydroxysuccinimid wurden in 25 ml wasscrfreicm THF gel%, auf - I@’ gekiihlt. miter Riihren die Liisung 

von 412 g (20 mMol) DCCI in IO ml THF zugetropft und 12 Std bei - 5” geriihrt. Dcr N,N’-Dicyclohexyl- 

harnstoffwurde abgesaugt, mit EtOAc gewaschcn und das Filtrat fast bisxur Trockne cingengt. Nach dcm 

Absaugen und Waschen mit Et,0 verblieben 3.6 g nach Umkristallisation (Substanz in 30 ml Dioxan 

gel%. filtriert und in 300 ml Et,O/Pctrolltha getropft) 33 g (58.6% d.Tb.) farblosc Kristallc. Schmp. 
133-135”. [a]:’ +3# (c = 2.0 in Dioxao) (Anal. GcT: C, 44.87; H. 499; N. 7.22; C,H,NO, erfordcrt: 

C, 44-92; H, 484; N, 7.50%). IR-Spektrum: IR v!$ (cm-‘): 3535. 1080 (OH), 1795, 1740 (C=O), 1215 

(C-O-N) Die Substanx ist nicht bcstiindig Nach 4 Tagcn im Exsikkator bci - Is” sinkt dcr Schmclz- 

punkt auf 118-132”. 

Da-Hydroxyisoooleriansiiure-N-hydroxysuccinimidesrer. 0.83 g (7 mMol) Da-Hydroxyisovalerians8;urc. 

081 g (7 mMol) N-Hydroxysuccinimid und I.44 g DCCI (7 mMol) wurdcn wit flir den Milchs;iumcster 

bcschriebcn 48 Std umgesetxt. Nacb da iiblichcn Aufarbcitung (orgaanischc Pbasc:EtOAc) und Umkristal- 

lisicrcn aus EtOAc/Petrollther vcrbliebcn 0.98 g (64.5% d.Th.) farblosc Kristallc. Schmp. 109-I IO”. 

[a];’ - l2.c (c = 24 in Dioxan). (Anal. Gef: C, 5051; H, 6.41; N. 654; Molgew (kryosk Benzol): 216; 

&H,,NO, (Molgew 215.20) crfordert: C, 5023; H. 609; N, 6.51%). IR-Spektrum: IR Y;:‘~ (cm-‘): 

3590. 1090 (OH), 1795, 1750 (C=O), I205 (C-O-N). 

Boc-Gly-D-Hyo-OSu. I.75 g (IO mhlol) Boc-Glycin wurden in ciner Mischung von 3 ml Pyridin und 7 ml 

Dioxan bci Cf gel&t, nach Zugabc von I.28 ml (IO mMol) Bcnxolsulfochlorid 20 Min bci 0” geriihrf I.31 g 

(6 mMol) D-a-Hydroxyisovaleriansilure-N-hydroxysuccinimidcster zugegebcn. noch 5 Std im Eisbad 

getiihrt und nach I2 Std bei Raumtcmp wit ublich aufgearbcict. Nach Umkristallisation aus EtOAc; 

Petrollthcr I.57 g (70.5% d.Th.) farblosc Kristallc. Schmp. 126127”. [a];’ t 37.2’ (c = 2.0, Dioxan). 

IR-Spcktrum: IR vz:‘) (cm-‘): 3470 (NH). 1750, 1725 (C=O), I220 (C-O-N), II70 (C-O-C). (Anal. 

Gef: C. 51.65; H, 6.77; N, 7.61; Molgew (kryosk Benxol) 371; C,,H,,N,O, (Molgew 372.37) erfordert: 

C, 5160; H, 6.50; N, 7.52%). 

2. Synrhese in homogener Phase ( Weg IIA) 
H-D-VuI-Bloc-LYa/-D-Hyu-OBzl. 6.35 g (I I mMol) Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-0Bz.l (6) wurden 

in dcr fiir die Synthesc von H-L-Val-D-Hyv-OBzl (4) angegebcncn Wcisc acidolysicrt und aufgearbcitet: 

Ausb: 5.1 g (97.1% d.Th.) freies Amin, gelblichcs c)l. Hydrochlorid: [a]:’ - 29.5” (c = 2.0. EtOH). Dtinn- 

schichtchromatographie: Laufmittel A, R, 059; CHCI,/MeOH/H,O 40: l0:O.l (Laufmittel C) R, 0.86; 

Laufmittel G, 0.70. (N-Bcstimmung: Gcf: N, 5.63; C2,H,,CIN,0, crfordert: N, 5.45%). 

Boc-L-V~/-D-H~PD-V~I-LL~C-L-V~~-D-H~U-OB~~. 5.1 g (IO.6 mMol) H-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv- 

OBxl wurden mit 4.12 g (I3 mMol) Boc-L-Val-D-Hyv-OH (5) mit Hilfe von 2.01 g(l2.5 mMol) CD1 in der 

fiir die Synthesc von Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBxl beschriebcnen Weis umgesctzt. Nach iiblichcr 

Aufarbcitung und Reinigung durch Chromatographic Ausb 547 g (663 % d.Th.) geschtitztcs Hexadepsipcp 

tid, farbloscs dhcs c)l. [a];’ - 3.8” (c = 2.0, EtOH). Dunnschichtchromatographie: Laufmittcl E R, 0.65; 

Laufmittcl F, R, 006. (Anal Gef: C, 62.24; H, 8.50; N. 5.83. CloH,,N,O,, crfordcrt: C, 61.75; H. 8.16; 

N, 540 %). 

H-L-Vol-D-Hyu-D-Yol-L-Lac-Oval-D-Hyv-OBzl. Die Acidolysc von @g(8 mMol) Boc-Hexadepsipcptid- 

bcnxylester und anschlicsscnde Aufarbcitung nach der fiir die Synthcs von H-L-Val-D-Hyv-OBzl 

angegebcnen Mcthode crgabcn 4.7 g (86.7% d.Th.) Hcxadcpsipcptid-bcnxylcstcr, gclblichcs c)l. [a];’ 

t l3.P (c = 14 Dioxan). Dtbmschichtchromatographic: Laufmittel A, R, 067; Laufmittcl G. R, 0.74. 

(N-&stimmung: Gcf: N, 5.97; C H N Olo crfordcrt: N, 620%). 3, ,I , 
Boc~D-Val-L-Lot-L-Yu/-D-Hy~)~O~z~. Die Umsctzung von 2.7 g (9.2 mMol) Boc-D-Val-L-Lac-OH(3). 

I-t g (8.7 mMol) CD1 und 4.7 g (69 mMol) dcs oben angefiihrtcn Hcxadcpsipcptid-bcnxylcstcrs nach dcr fiir 

Boc-D-Val-L-Lac-L-Val-D-Hyv-OBxl (6) bcschriebcnen Methode ergab nach der Reinigung durch 

Chromatographic 3.9 g (59.60,; d.Tb.) geschiitzta Octadepsipcptid, farblos amorph. [u]1 - 5.0” (c = 20. 
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5 Std stehengelassen. Der Festoff wurde abgetrennt und mit CHsCI, gewaschen, his das Filtrat farblos 
war. Freie noch kupplungs~ge Aminogruppen wurden durch eine orangerote nicht auswaschbare 
Fiirbung des Polymeren angezeigt. 

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