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24. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
190. Mitteilung!)
Uber das 4-Oxo-homotyrosin, ein Abbauprodukt des Echinocandins B

von Walter Keller-Schierlein und Beda Joos

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule, CH-8092 Ziirich

(2.X1.79)

Summary

D,L-4-Oxo-homotyrosine was synthesized by the acetylaminomalonic ester
pathway. The optical resolution was carried out by means of the enzyme acylase 1.
The L-configuration of the enzymatically produced amino acid was confirmed by
degradation to'L-aspartic acid.

4-Oxo-homotyrosine obtained by degradation of the polypeptide antibiotic echi-
nocandine B has D-configuration, but his optical purity is low. A hypothetical
explanation for its formation from the (25,3 8,4 5)-3,4-dihydroxyhomotyrosine
residue of echinocandine B is proposed.

Dem antifungischen Polypeptid-Antibioticum Echinocandin B wird aufgrund
der Rontgenstrukturanalyse eines Schweratom-Derivates [3]?), sowie eingehender
Abbauversuche [2] die Formel 1 zugeschrieben: diese enthdlt u.a. einen Rest des
3,4-Dihydroxy-homotyrosins, dem aufgrund der Rontgenanalyse die (25,3 5,4 S)-
Konfiguration 2 zukommt. Beim solvolytischen Abbau wird diese Aminosiure
nicht unverindert erhalten: aus den Produkten der Hydrolyse mit 6 N HCl wurde
als einziges aromatisches Abbauprodukt das 1-Amino-3-(p-hydroxyphenyl)-propan-
2-on (3) isoliert: offensichtlich wurde die benzylische Hydroxylgruppe durch Was-
serabspaltung eliminiert, worauf die gebildete f-Ketosiure decarboxyliert wurde.

Vollig anders verlief der Abbau von 1 mit wasserfreien Sauren [4]. Durch Er-
wirmen von Tetrahydroechinocandin B in Trifluoressigsdure und anschliessende
Methanolyse bildete sich ein Tripeptid, das u.a. den Rest des 4-Oxo-homotyrosins
(4) enthielt; durch saure Hydrolyse des Tripeptids konnte das 4-Oxo-homotyrosin
gewonnen werden. Ahnlich verlief der Abbau mit konz. Schwefelsiure [4]. Mit
wasserfreier Sdure wird demnach unerwarteterweise die nichtbenzylische Hydroxyl-

Y 191. Mitt. s. [1].

2y Das daraus abgeleitete Bild der Molekel ist unvollstindig, da die Linolsdure-Seitenkette durch die
Réntgenanalyse nicht erfasst wurde; wahrscheinlich deswegen, weil sie im Kristallgitter z.T. un-
geordnet vorliegt.
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gruppe in Stellung 3 des 3,4-Dihydroxy-homotyrosinrestes durch Wasserabspaltung
eliminiert. Aufgrund von Drehungsverschiebungen vermuteten wir, dass dem
schwach linksdrehenden Abbauprodukt 4 die p-Konfiguration zukomme [4]; an-
derseits ist der 3,4-Dihydroxy-homotyrosinrest im intakten Antibioticum gemdiss
Rontgenstrukturanalyse [3] sicher ein L-Aminosdurerest. Im folgenden beschreiben
wir Versuche, diesen scheinbaren Widerspruch aufzukliren.

Zunichst wurde p,L-4-Oxo-homotyrosin (D,L-4) synthetisch hergestellt. Durch
Umsetzung von p-Methoxyphenacylbromid mit Acetylaminomalonsduredidthyl-
ester [5] und durch Hydrolyse des Kondensationsproduktes 5 mit Salzsiure wurde
der Methyldther 6 erhalten; bei der Verwendung von Bromwasserstoffsiure wurde
gleichzeitig auch die Methylithergruppe gespalten. Das kristalline Produkt besass
die analytischen und spektroskopischen Eigenschaften von o, 1L-4 [4].
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Fiir die Racematspaltung verwendeten wir die in vielen Fillen bewihrte enzy-
matische Methode mit Acylase I [6]. Da die N-Acetylverbindung von p,L-4 vom
Enzym kaum angegriffen wurde, setzten wir das in manchen Fillen besser spalt-
bare N-Chloracetylderivat ein [7]. Zwar verlief die enzymatische Spaltung auch hier
viel langsamer und weniger vollstindig als etwa beim N-Acetyl-D, L-phenylalanin,
erlaubte aber doch die Herstellung einer geniigenden Menge der rechtsdrehenden
Aminosiure; [a)5 = +41,9° (c=0,49, 1N HCI). Das regenerierte Chloracetylderivat
gab bei der sauren Hydrolyse die linksdrehende Aminosidure mit einer optischen
Reinheit von ca. 50% [a]¥ = —20,2° (c=0,4, | N HCI).

Von der rechtsdrehenden Form war schon aufgrund der Bildungsweise anzu-
nehmen, dass es sich um die L-Aminosidure handle. Diese Annahme wurde durch
Abbau mit Ozon [8] bestitigt, der optisch reine L-Asparaginsidure lieferte.

Der Abbau von Tetrahydroechinocandin B mit wasserfreien Siuren, den wir mit
dhnlichem Ergebnis wie frither [4] wiederholten, fithrt zu linksdrehendem 4-Oxo-
homotyrosin, (4), dem aufgrund obiger Ergebnisse p-Konfiguration zugeschrieben
werden muss; seine optische Reinheit ist allerdings gering (32% [4] bzw. 11% nach
dem Umkristallisieren).

Aufgrund dieses Befundes konnte fir die Bildung von p-4-Oxo-homotyrosin
durch Abbau von Tetrahydroechinocandin B, welches aber den entsprechenden
(2 S)-Aminosiurerest enthilt, die durch die Formeln 7-10 dargestellte Hypothese
unter Nachbargruppen-Beteiligung angefiilhrt werden: im angenommenen
Zwischenprodukt 9 ist das (mit * bezeichnete) a-stindige Proton durch die C=N-
Doppelbindung und die Amid-Carbonylgruppe doppelt aktiviert und sollte leicht
austauschbar sein; die Reprotonierung kann, da sich der Vorgang in einer chiralen
Molekel abspielt, sehr wohl bevorzugt von der Seite erfolgen, die zu einem
D-Aminosédurerest fithrt.

Dem Stipendienfonds der Basler chemischen Industrie und der ETH Ziirich danken wir fiir die Un-
terstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Allgemeines: s. [9]. 2-Acetylamino-2-(p-methoxyphenacyl)-malonsdure-didthylester (5). Zu 2,42 ¢
Natrium in 120 ml abs. Alkohol wurden unter leichtem Erwirmen 25,9 g Acetamidomalonsiuredidthyl-
ester gegeben [5]. Nach dem Abkithlen auf Zimmertemperatur wurden in kleinen Portionen 23,5 g p-
Methoxyphenacylbromid zugegeben und 18 Std. gerithst. Nach 24 Std. Stehen bei 0° wurde filtriert, der
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Riickstand gut mit Wasser gewaschen und nach dem Trocknen iiber P,O5 zweimal aus Essigester um-
kristallisiert. Ausbeute 34,37 g (92%) Kristalle, Smp. 119°. - IR. (CHCL;): 3420, 1748, 1682, 1605, 1580,
1500 cm~ 1. - TH-NMR. (CDCl): 1,26 (1, J=7, 6 H); 1,98 (s, 3 H); 3,86 (5, 3 H); 4,22 (s, 2 H); 4,28 (qa,
J=17,4H); 6,92 und 7,92 (A’ BB’-System, J . 3= 9, 4 H); 7,12 (br. s, NH).

C1gHy3NO; (36537)  Ber. C59,18 H 633 N383% Gef C5921 H643 N 3,75%

D,L-4-Oxo-homotyrosinmethylither-hydrochlorid (HCI-Salz von 6). Der Ester 5 (2 g in 15 m] Eisessig)
und 15 ml konz. Salzsdure wurden 5 Std. unter Riickfluss gekocht. Wihrend dieser Zeit wurden in
mehreren Portionen weitere 15 ml konz. Salzsdure zugegeben. Nach dem Eindampfen im Vakuum
wurde zweimal etwas Wasser zugefilgt und erneut eingedampft. Umkristallisieren aus Alkohol/Ather
(Filtrieren der heissen Losung) gab 1,32 g (93%) Hydrochlorid von 6 mit Smp. 183° (Zers.). - IR. (KBr):
3650-2250 (br.), 1742, 1670, 1608 cm~!. - 'H-NMR. (DMSO-d¢): 3,72 (d, J=5, 2 H); 3,86 (s, 3 H); 4,30
(¢, J=5,1H); 7,06 und 7,95 (44’ BB'-System, J 4 3=9, 4 H); 8,1-9,0 (br., 3 H, mit D,0 austauschbar).

C H1sCINO,  Ber. C50,87 H 5,43 N 539 C113,65%
(259,69) Gef. ,, 50,68 ,, 543 ,, 527 , 13,78%

D,L-4-Oxo-homotyrosin (4). Der Ester 5 (5 g) wurde mit 330 ml 48proz. Bromwasserstoffsidure 3 Tage
unter Riickfluss gekocht. Der dunkelbraune Eindampfriickstand wurde in 2 1 1IN CH3COOH bei 70° mit
Aktivkohle gerithrt und durch Celite filtriert. Das Filtrat wurde langsam durch eine Siule (2,5 % 72 cm)
mit Amberlite IR-45 (20-50 mesh, OH-Form) filtriert und mit 28 CH3;COOH nachgewaschen, bis das
Eluat mit Ninhydrin keine Farbreaktion mehr gab (2,9 1 Eluat). Nach dem Einengen i.V. kristallisierten
241 g (84%) 4-Oxo-homotyrosin aus, Smp. 233-241° (Zers.). - IR. (KBr): 3650-2100 (br.), 1662, 1630,
1610-1540 (br.). - 'TH-NMR. (CF3COOD): 7,19 und 8,11 (44’BB’-System, J,5=9, 4 H; 4,89 (m, 1 H);
417(d,J=4,52H).

C1H|NO4 (20920)  Ber. C57.41 HS530 N670% Gef. C57,46 H532 N 6,64%

N-Chloracetylderivat von p,L-4. Zu 2,3 g D,L-4-Oxo-homotyrosin in 7 ml 4~ Natronlauge wurden
unter Rithren bei 0° abwechslungsweise in kleinen Portionen 3,8 g Chloressigsidureanhydrid und 5,5 ml
4N Natronlauge zugegeben [7]. Nach 2 Std. wurde mit konz. Salzsiure angesiuert und die mit Wasser
auf 50 ml verdiinnte Losung 4mal mit je 100 ml Essigester ausgezogen. Nach dem Trocknen und Ein-
dampfen wurde die Losung des Riickstandes in Methanol durch Sephadex LH-20 (2x 78 c¢cm) chro-
matographiert. Die gemass DC. einheitlichen Fraktionen gaben nach dem Eindampfen und Umkristal-
lisieren aus Essigester-Petroldther 1,82 g (58%) Chloracetylderivat, Smp. 177°. - IR. (KBr): 3700-2400
(br.), 1655, 1610-1560 (br.). - 'TH-NMR. (CD30OD): 3,52 (dx d, J1=18, J,=5, 1 H); 3,66 (dx d, J;= 18,
J=6, 1 H); 4,12 (s, 2H); 4,7-5,1 (m, 1 H); 6,93 und 7,97 (44’ BB’-System, J45=9, 4 H). - 13C-NMR.
(CD;0D): 40,4 (1), 43,0 (2), 49,9 (d), 116,3 (4, 2 C), 129,3 (s), 131.8 (d, 2 C), 163,9 (s), 168,7 (s), 174,0 (5),
1974 (s).

L-4-Oxo-homotyrosin (L-Form von 4). Zu einer Suspension von 1,26 g Chloracetylderivat von p,L-4
in 40 ml Wasser wurden 4,4 ml 1N Natronlauge zugetropft, wobei eine homogene Lisung von pH 7,3
entstand. Nach der Zugabe von 100 mg Acylase 1 (Fluka AG, Buchs SG) liess man 28 Std. bei 38°
stehen. Nach der Zugabe von ca. 1 ml Eisessig wurde 2 Tage auf 0° gekiihlt, vom ausgeschiedenen
Protein abfiltriert, im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Riickstand durch 3maliges Ausziehen
mit je 50 ml Essigester vom Chloracetylderivat befreit. Der unlosliche Anteil (405 mg) wurde mit IN
Essigsdure an Sephadex G-15 chromatographiert und die ninhydrinpositiven Fraktionen zu 128 mg
(14%) krist. L-4-Oxo-homotyrosin eingedampft. Smp. 210-216° (Zers.). - [aly= +41,9° (¢=0,49 in IN
HCI). IR. (KBr): 3650-2100 (br.), 1655, 1602, 1552. - 'TH-NMR. (CF3;COOD) wie di¢ p,L-Verbindung
{s. oben).

Unter gleichen Bedingungen wurden aus N-Acetyl-p,L-phenylalanin schon nach 2 Std. 18% optisch
reines L-Phenylalanin erhalten.

Eine Losung von 4 (L-Form) in verd. HCI gab beim Eindampfen das Hydrochlorid als farbloses
Pulver. Nach 2maligen Findampfen mit wenig Wasser und Trocknen im Hochvakuum Smp. 186-198°
(Zers.). [a]lp= + 19,6° (c=0,38 in Wasser). - IR. (KBr): 3650-2200 (br.), 1742, 1661, 1608 cm™L.

CiH;pCINO,  Ber. C4889 H492 NS0 Cl14,43%
(245.66) Gef. ,, 48,84 501 , 552 , 1430%
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Angereichertes D-4-Oxo-homotyrosin. Die in Essigester loslichen Anteile nach der enzymatischen
Spaltung (938 mg) gaben beim Chromatographieren an 100 g Kieselgel (Elution mit CHCly/MeOH 3:1)
728 mg Chloracetylderivat mit Smp. 177°, {[a]p= ~ 11,8° (¢ = 1,1 in EtOH). 150 mg davon wurden 2 Std. mit
5 ml 5N HCI unter Riickfluss hydrolysiert. Nach 2maligen Umkristallisieren des Riickstands aus Alko-
hol/Ather wurden 50 mg D-4-Oxo-homotyrosin-hydrochlorid erhalten. {a]p= —20,2° (¢=0,4 in IN HCly;
optische Reinheit ca. 57%.

Abbau zu L-Asparaginsiure. Das synthetische L-4-Oxo-homotyrosin (L-Form von 4) (108 mg) in 25 ml
Sproz. wissr. Ameisensidure wurde wihrend 24 Std. bei 20° ozonisiert (ca. 2 g O3 in 2010, pro Std.)[8]. Nach
Zugabe von 2 ml 30proz. Wasserstoffsuperoxid und 2 ml Ameisenséure wurde 3 Tage bei 20° stehengelassen
und dann eingedampft. Der Riickstand wurde mit Wasser an Amberlite IR-45, darauf an Sephadex G-10
(1x 35 cm) chromatographiert und gab 31 mg (45%) nach DC. einheitliche Asparaginsdure. 10 mg davon
wurden ausca. 0;5 ml Wasser umkristallisiert zu 4,5 mg farblosen Kristallen, Smp. 320-323° (Zers.), die durch
Vergleich mit authentischer L-Asparaginsiure (DC. und IR. in KBr) identifiziert wurden. [a}&’ = + 5,95°
(¢=0,37 in Wasser); +23,3° (¢c=0,43 in 5N HCI); Vergleichswerte + 6,23° bzw. +24,6°.

D-4-Oxo-homotyrosin aus FEchinocandin B. Eine Losung von 1 g Tetrahydroechinocandin B [2] in
50 ml Trifluoressigsdure wurde 16 Std. auf 75° erwarmt. Nach dem Eindampfen wurde das rohe Peptid-
gemisch 16 Std. mit 40 ml 6N Salzsdure im zugeschmolzenen Rohr auf 110° erhitzt. Die entstandene
Stearinsiure wurde durch Ausschiitteln mit Ather entfernt und die wasserldslichen Anteile nach dem
Eindampfen mit 1N Essigsaure an Sephadex G-15 (2,5% 39 cm) chromatographiert. Zuerst wurden die
schon frither [2] als Hydrolyseprodukte von Echinocandin B identifizierten Aminosiuren eluiert. Spitere
Fraktionen (35 mg, unrein) enthielten uw.a. das 1-Amino-3-(p-hydroxyphenyl)-2-propanon, das als
Diacetylderivat (12 mg nach prip. DC. und Umkristallisieren) identifiziert wurde. Zuletzt wurden 81 mg
(41%) 4-Oxo-homotyrosin erhalten, von dem 25 mg direkt aus der Eluierungslésung auskristallisierten.
[alp= —4,66° (c=0,86 in 1N HCI). Ein friaher [4] hergestelltes nicht umkristallisiertes Priparat hatte
[ulp= —13.4° gezeigt.

Die Mikroanalysen verdanken wir den Herren W und D. Manser, die Spektren unserem
Laboratorium fir Instrumentalanalyse (Leitung Prof. Dr. J. F. M. Oth).
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