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Zwei Synthesen von Virginiamycin S; (1a) und eine Synthese von Virginiamycin S, (1b)
werden beschrieben. In der ersten Synthese von 1a wird das cyclische Hexapeptid 9 zuerst
hergestellt und anschlieBend die exocyclische 3-Hydroxypicolinsdure an der freien Amino-
gruppe des Threonins ankondensiert. In der zweiten und dritten Synthese wird die unge-
schiitzte 3-Hydroxypicolinsdure in die lineare Peptidsequenz mit eingebaut (13, 17) und
nach Cyclisierung zwischen Prolin und N-Methylphenylalanin direkt Virginiamycin S; (1a)
bzw. Virginiamycin S, (1b) erhalten.

Synthesis of Virginiamycin S; and Virginiamycin S

Two syntheses of virginiamycin S (1a) and one synthesis of virginiamycin S, (1b) are de-
scribed. The first synthesis of 1a proceeds from the cyclic hexapeptide 9 which subsequently
is coupled with the exocyclic 3-hydroxypicolinic acid at the deprotected amino group of
threonine. In the second and third synthesis the exocyclic unprotected 3-hydroxypicolinic
acid is part of the linear hexapeptide sequence (13, 17). After cyclisation between proline
and N-methylphenylalanine virginiamycin S; (1a) and virginiamycin S, (1b) are obtained
directly.

Mit der Synthese des Benzylethers von Virginiamycin S, konnte bisher das
den B-Streptograminen dhnlichste Peptidlacton synthetisiert werden. Da aber die
freie 3-Hydroxypicolinsiure fiir die Komplexierungs- und damit Wirkungseigen-
schaften der Streptogramine essentiell erscheint, ist die Synthese des natiirlichen
Molekiils das angestrebte Endziel.

Die vorliegende Arbeit beschreibt nun zwei Synthesekonzepte, mit deren Hilfe
die Totalsynthese der verschiedenen Streptogramin-B-Antibiotika méglich ist. Thre
Anwendbarkeit wird durch die beschriebenen Synthesen von Virginiamycin S, (1a)
und Virginiamycin S, (1b) demonstriert (Schema 1 und 2).

Die Bildung des O-benzylierten Endprodukts” 148t sich dabei auf zwei verschie-
denen Wegen umgehen. Die erste Moglichkeit lige in der Synthese des cyclischen
Hexapeptides ohne die 3-Hydroxypicolinsdure. Diese wiirde dann erst im letzten
Syntheseschritt ungeschiitzt an das fertige Cyclopeptid ankondensiert. Die zweite
Moglichkeit lige in der Verwendung entsprechender 3-Hydroxypicolinsdurederi-
vate von linearen Hexapeptiden, deren Cyclisierung als letzter Syntheseschritt
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22 H. Kessler, M. Kithn und T. Ldschner
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direkt zu Virginiamycin S; oder Virginiamycin S, fiihren wiirde, wobei allerdings
die Gefahr von zusitzlichen Nebenreaktionen in Kauf genommen werden muB.
Eine Anderung des vorangegangenen Syntheseschemas® mit dem Ziel, die 3-Hy-
droxypicolinsdure im letzten Schritt der Synthese ungeschiitzt anzukondensieren,
fordert fiir den N-terminalen Schutz von Thr eine permanente Schutzgruppe. Dem
wiirde die Fmoc-Schutzgruppe? entsprechen, da sie unter den sauren Abspal-
tungsbedingungen der tert-Butylester- und Boc-Abspaltung stabil ist. Als N-ter-
minale Schutzgruppe des Phenylglycins bietet sich dann die Ddz-Gruppe? an, mit
Einschriankungen auch die Z-Gruppe, da Atherton® nur eine begrenzte Stabilitit
der Fmoc-Schutzgruppe gegen katalytische Hydrierung festgestellt hat.
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X = Ddz-3 oder Z-4

Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe des Phenylglycins und Peptidkupp-
lung mit dem Dipeptid Boc-MePhe-4K ps-OH fiithren zum linearen Hexapeptid 7.
Abspaltung der C- und N-terminalen Schutzgruppen vom tert-Butyltyp und an-
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Synthese von Virginiamycin S, und Virginiamycin S, 23

schlieBende Cyclisierung liefern das Fmoc-geschiitzte Cyclopeptid 9. Entfernung
der Fmoc-Schutzgruppe und Ankondensation der 3-Hydroxypicolinsdure ver-
vollstindigen das Syntheseschema.

Die Darstellung des Tripeptids Fmoc-Thr-D-Abu-Pro-OBu' (2) erwies sich in
der Durchfiihrung aufwendiger als erwartet. Die Peptidkupplung fiihrte zu einem
stark verunreinigten Tripeptid, das erst nach sdulenchromatographischer Reini-
gung in 85% Ausbeute analysenrein erhalten werden konnte. AnschlieBende Ver-
esterung zum Depsipeptid ergab das Tetrapeptid Fmoc-Thr(Ddz-Phg-)-pD-Abu-
Pro-OBu' (3) in 97% Ausbeute. Allerdings fithrte auch hier, wie in der vorange-
gangenen Publikation, die Abspaltung der Ddz-Gruppe zu Nebenreaktionen. Ver-
wendung der Z-Schutzgruppe als N-terminaler Schutz des Phenylglycins lieferte
das entsprechende Tetrapeptid 4 in knapp 74% Ausbeute. AnschlieBende Ab-
spaltung der Z-Gruppe durch Ammoniumformat iiber Pd/C (10proz.)* ergab das
entschiitzte Acetatsalz 6 in guter Ausbeute (85%) und Qualitét. Bei darauffolgen-
der Kondensation zum Hexapeptid 7 erbrachte die Verwendung des TFA-Salzes
5 der Ddz-Abspaltung die gewiinschte Verbindung 7 in 67% Ausbeute, wahrend
mit dem Acetatsalz der Z-Gruppenabspaltung die Ausbeute an Hexapeptid nur
bei 51% lag, so daB auf eine weitere Verwendung der Z-Gruppe als N-terminale
Schutzgruppe des Phenylglycins verzichtet wurde. Abspaltung der beiden tert-
Butylschutzgruppen mit HC} in Dioxan fithrte — dhnlich wie in der vorangegan-
genen Publikation beschrieben — zu Nebenreaktionen und damit zu einer teil-
weisen Zerstorung des Hexapeptids. Verwendung von TFA zur Abspaltung ergab
keine Verbesserung des Ergebnisses, wihrend die Senkung der Reaktionstempe-
ratur von Raumtemp. auf +4°C zur Herabsetzung der Nebenreaktionen fiihrte.
Die nun folgende Cyclisierung mit EDCI/DMAP in CH,Cl, brachte das er-
wiinschte Cyclopeptid 9 in nur knapp 8% Ausbeute als noch stark verunreinigtes
Rohprodukt.

Die Entfernung der Fmoc-Gruppe mit Et,NH in CH,CI, verlief glatt und pro-
blemlos. AbschlieBende Ankondensation der 3-Hydroxypicolinsdure mit EDCI/
HOBt in CH,Cl, fiihrte nach sdulenchromatographischer Reinigung iiber Sepha-
dex LH-20 in 73% Ausbeute zu einem Substanzgemisch, das laut NMR-Spektrum
rund 25% Virginiamycin S; enthielt. Nach Auftrennung des Substanzgemisches
durch HPLC und anschlieBendes Umkristallisieren aus MeOH konnte reines Vir-
giniamycin S; in einer Ausbeute von 22% isoliert werden.

Die zweite Synthesemdglichkeit unter Umgehung des Benzylethers liegt in der
Yerwendung ungeschiitzter 3-Hydroxypicolinsdurederivate von linearen Hexa-
peptiden, deren Cyclisierung als abschlieBende Reaktion direkt zu Virginiamycin
S, oder S, fithren wiirde. Da der Schutz der Hydroxygruppe jedoch fiir die Ver-
esterung zum Depsipeptid unabdingbar ist, ist der direkte Einbau der ungeschiitz-
ten 3-Hydroxypicolinsdure nicht moglich. Aus der Forderung, daB wihrend der
Veresterung die 3-Hydroxypicolinsdure geschiitzt sein muB, ergibt sich der Zeit-
punkt der Abspaltung des Benzylethers im Syntheseplan (Schema 2) zwangsldufig.
Aus der dadurch festgelegten Abspaltungsbedingung, der katalytischen Hydrie-
rung, resultiert ebenfalls zwingend die Z-Schutzgruppe als N-terminale Schutz-
gruppe des Phenylglycins.
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24 H. Kessler, M. Kithn und T. Léschner

Kondensation mit dem Dipeptid Boc-MePhe-4Kps-OH zum Hexapeptid 13
bzw. 17, Abspaltung der C- und N-terminalen Schutzgruppen und abschlieBende
Cyclisierung vervollstindigen den Syntheseplan.
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Die Darstellung der Tripeptide Pic(3-OBzl)-Thr-p-Xxx-Pro-OBu' (Xxx = Abu,
Ala) erfolgte in der in Lit." beschriebenen Art und Weise. AnschlieBende Vereste-
rung der Tripeptide mit Z-Phg-OH ergab mit dem Kondensationssystem PPA/
DMAP die beiden Depsipeptide 11 (Xxx = Abu) und 15 (Xxx = Ala) zu jeweils
67%. Versuche, dic Ausbeute durch Verwendung anderer Veresterungsreagenzien
zu steigern, fithrten nicht zum Erfolg, Bei Verwendung von (Me,N);P/C,Cl,/
DMAP lag die Ausbeute an Depsipeptid 11 bei nur 48% und mit EDCI/DMAP
wurden nur 41% Depsipeptid mit jeweils etwas geringeren Drehwerten erhalten.

Experimente, Z-Gruppe und Benzylether mit Ammoniumformat iiber Pd/C
(10proz.)” abzuspalten, fithrten zur Zerstérung der Substanz. Erst unter den Be-
dingungen der normalen katalytischen Hydrierung verlief die Abspaltung pro-
blemlos. Die anschlieBende Kondensation mit EDCI/DMAP zu den Hexapeptiden
13 (Xxx = Abu) und 17 (Xxx = Ala) gelang mit 52 bzw. 45%. Eine Zunahme der
Nebenreaktionen durch die freie Hydroxygruppe konnte dabei nicht beobachtet
werden. Die nun folgende Abspaltung der tert-Butylgruppen mit HCI in Dioxan
verlief besser als in den vorangegangenen Synthesen, da die entschiitzten Hexa-
peptide 14 und 18 aus der Reaktionslosung ausfielen. Die abschlieBende Cyclisie-
rung der linearen Hexapeptide mit EDCI/DMAP in CH,Cl, ergab nach sdulen-
chromatographischer Reinigung tiber Sephadex LH-20, Auftrennung des Isome-
rengemisches durch HPLC und anschlieBendes Umkristallisieren aus MeOH 14%
analysenreines Virginiamycin S; oder 5% Virginiamycin S,. Die erhaltenen Pro-
dukte wurden durch Vergleich mit natiirlichem Virginiamycin S; und S, (siche
Experimenteller Teil sowie Abb. 1) identifiziert.

Das zweite Synthesekonzept nach dem Prinzip des minimalen Schutzes ist dem
vorangegangenen Syntheseschema deutlich iiberlegen. Es sollte zudem den Zugang
zu allen anderen Streptograminen moglich machen, da sich diese in synthetisch
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Synthese von Virginiamycin S; und Virginiamycin S, 25

gravierender Weise nur durch Variationen bei der 4-Ketopipecolinsdure und dem
N-Methylphenylalanin von Virginiamycin S, unterscheiden (siche vorangegangene
Publikation, Tab. 1). Da diese beiden Aminosduren bei der Synthese des Virgi-
niamycins S; oder S, in Form des Dipeptides Boc-MePhe-4Kps-OH als letzte
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Abb. 1. 270-MHz-'H-NMR-Spektren von synthetischem Virginiamycin S; {a)] und
Virginiamycin §4 [b)] in CDCls
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26 H. Kessler, M. Kiihn und T. Ldschner

Aminosduren eingefithrt werden, ergibt sich neben einer groBen Variationsbreite
des Synthesekonzeptes auch ein geringer Substanzbedarf fiir das Dipeptid.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds der Chemischen Industrie,
der Hoechst AG und der Degussa AG fir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Zur Erkldrung der Abkiirzungen, Darstellung der Aminosdure-Derivate und Beschreibung
der allgemeinen Arbeitsvorschriften siche voranstehende Publikation .

Fmoc-Thr-p-Abu-Pro-OBu' (2): 6.83 g (20 mmol) Fmoc-Thr-OH und 8.57 g (20 mmol) H-
D-Abu-Pro-OBu' - TosOH werden nach Arbeitsvorschrift 11V mit EDCI/HOBt gekuppelt.
Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch tiber Sephadex LH-20 mit
MeOH als Laufmittel gereinigt; Ausb. 9.94 g Schaum (86%), [a]¥ = —395 (c = 1 in
MeOH), R (A) = 0.84,(B) = 0.72,(C) = 0.59. — IR (KBr): 3350 (br., OH und NH, Valenz),
1720 (br., CO, Ester und Urethan), 1630 (Amid I), 1510 (Amid II), 1365 cm~! (tert-Butyl-
gruppe). — 'H-NMR (270 MHz; [D¢]DMSO):. 8 = 8.23 und 7.98 (2d, 1H, NH, Abu),
7.9—7.27 (m, 8H, Aromatenprotonen, Fmoc), 7.05 (2d, 1H, NH, Thr), 478 (m, 1.4H, C,H,
Pro und OH, Thr), 4.55 (m, 0.6 H, C,H, Pro), 4.32—-4.18 (m, 3H, CH-CH,, Fmoc), 4.15—3.85
(m, 3H, C,H, Abu und C,H, CgH, Thr), 3.74—3.30 (m, 2H, C¢H,, Pro), 2.20—1.25 (m, 6H,
CgH,, C,H,, Pro und CgH,, Abu), 1.43 und 1.33 (2s, 9H, tert-Butylgruppe), 1.05 (2d, 3H,
C,H,, Thr), 0.82 (2t, 3H, C,H;, Abu).

CyHy N3O (579.7) Ber. C 66.30 H 7.13 N 7.25 Gef. C 66.40 H 7.01 N 7.29

Fmoc-Thr ( Ddz-Phg- )-p-Abu-Pro-OBu’ (3): 8.32 g (15 mmol) Ddz-Phg-OH - DCHA und
5.83 g (10 mmol) Fmoc-Thr-D-Abu-Pro-OBu' werden nach Arbeitsvorschrift IV" durch
PPA/DMAP miteinander verestert. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch iiber
Sephadex LH-20 mit MeOH als Laufmittel gereinigt; Ausb. 9.10 g Schaum (97%), [a1F =
+4.5(c = 1in MeOH), Rr (A) = 0.93,(B) = 0.75,(C) = 0.84. — IR (KBr): 3400 und 3300
(br., NH, Valenz), 1725 (CO, Ester und Urethan), 1635 (Amid I), 1505 (Amid II), 1635 cm ™'
(tert-Butylgruppe). — 'H-NMR (270 MHz; [D]DMSO): 8 = 8.54—8.11 (m, 2H, NH, Abu
und NH, Phg}, 7.95—7.22 (m, 14H, 8 Aromatenprotonen, Fmoc und Pheny!l und NH, Thr),
6.55—6.19 (m, 3H, Aromatenprotonen, Ddz), 533 —5.08 (m, 2H, C,H, Phg und CgH, Thr),
4.86 —3.89 (m, 6H, C,H, Pro und C,H, Abu und CH-CH,, Fmoc und C,H, Thr), 3.79—3.32
(m, 8H, C¢H,, Pro und 2 OCH;, Ddz), 2.22—-0.44 (m, 27H, CgH,, C,H,, Pro und 2 CH,,
Ddz und CgH,, Abu und tert-Butylgruppe und C,Hj, Thr und C,H;, Abu).

Cs5,HguN,Oy; (935.1) Ber. C 66.79 H 6.68 N 599 Gef. C 66.52 H 644 N 6.16

Fmoc-Thr(Z-Phg-)-D-Abu-Pro-OBu’ (4): 4.28 g (15 mmol) Z-Phg-OH und 583 g (10
mmol) Fmoc-Thr-p-Abu-Pro-OBu' werden nach Arbeitsvorschrift IV durch PPA/DMAP
miteinander verestert. Das Rohprodukt wird sfulenchromatographisch {iber Sephadex LH-
20 mit MeOH als Laufmittel gereinigt; Ausb. 6.25 g amorphes Pulver (74%), [a]® = +6.8
(¢ = 1 in MeOH), Rr (A) = 092, (B) = 0.86, (CV) = 0.78. — IR (KBr): 3300 (br., NH,
Valenz), 1720 (br., CO, Ester), 1680 (CO, Urethan), 1630 (Amid I, 1500 (Amid II), 1365 cm "
(tert-Butylgruppe). — 'H-NMR (270 MHz, [Ds]DMSO): § = 8.51—8.26 (m, 2H, NH, Phg
und NH, Abu), 7.94—7.19 (m, 19H, 8 Aromatenprotonen, Fmoc und 2 Phenyl und NH,
Thr), 5.36 —5.14 (m, 2H, C,H, Phg und CgH, Thr), 5.09—4.99 (m, 2H, Bzl-CH,), 4.86 —3.94
(m, 6H, C,H, Pro und C,H, Abu und CH-CH,, Fmoc und C,H, Thr), 3.80—3.28 (m, 2H,
C;sH,, Pro), 2.22—-0.76 (m, 18 H, CgH,, C,H>, Pro und CgH,, Abu und tert-Butylgruppe und
C,H;, Thr), 0.71 —0.46 (m, 3H, C,H;, Abu).

CysHsN,Oy (847.0) Ber. C 68.07 H 6.43 N 6.61 Gef. C 67.84 H 6.38 N 6.64
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Synthese von Virginiamycin S; und Virginiamycin S, 27

Fmoc-Thr( H-Phg-)-D-Abu-Pro-OBu’ - TFA (8). 3.74 g (4 mmol) Fmoc-Thr(Ddz-Phg-)-D-
Abu-Pro-OBu' werden analog Verbindung 28 mit 40 mmol Sproz. Trifluoressigsdure in
CH,Cl, behandelt. Der erhaltene gelbe Schaum wird aus Et,O/PE amorph ausgeféllt; Ausb.
3.16 g amorphes Pulver (96%), R¢ (A) = 0.78, (B) = 0.65, (C) = 0.07; drei schwache Verun-
reinigungen: Laufmittel C, Rr = 0.24, 0.29 und 0.62. — IR (KBr): 3400 und 3280 (br., NH,
Valenz), 1725 (br., CO, Ester), 1670 (CO, Urethan), 1625 (Amid 1), 1515 (Amid 1I), 1365 cm '
(tert-Butylgruppe). — '"H-NMR (270 MHz, [D,JDMSOj: Dic Signale der Ddz-Schutzgruppe
fehlen.

Emoc-Thr( H-Phg- }-D-Abu-Pro-OBu' - AcOH (6): 3.39 g (4 mmol) Fmoc-Thr(Z-Phg-)-D-
Abu-Pro-OBu' und 400 mg Pd/C-Katalysator (10proz.) werden in 20 ml 10proz. AcOH in
absol. MeOH gelost oder suspendiert, mit 1.26 g (20 mmol) Ammoniumformat versetzt und
1 h bet Raumtemp. gerihrt. Nach Abfiltration des Katalysators und Entfernen des L&-
sungsmittels wird der Riickstand zwischen 200 ml Essigester und 25 ml gesittigter NaCl-
Losung verteilt. Die organische Phase wird dreimal mit je 20 ml geséttigter NaCl-Losung
gewaschen und mit Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels und Trocknung
im Olpumpenvak. verbleiben 3.16 g farbloser Schaum, die in Petrolether zum amorphen
Pulver verrieben, abfiltriert und getrocknet werden; Ausb. 2.64 g amorphes Pulver (85%),
[0]® = —5.1 (c = 1 in MeOH), R: (A) = 0.85, (B) = 0.61, (C) = 0.38. — IR (KBr): 3360
und 3260 (br., NH, Valenz), 1725 (br., CO, Ester), 1670 (CO, Urethan), 1625 (Amid I), 1515
{Amid II), 1365 cm™! (tert-Butylgruppe). — 'H-NMR (270 MHz; [Ds]DMSO): § = 8.59
und 8.41 (2d, 1H, NH, Abu), 7.96—7.26 (m, 17H, 8 Aromatenprotonen, Fmoc und NH,
Thr und NH;®, Phg und Phenyl), 5.37~5.09 (m, 2H, C,H, Phg und CzH, Thr), 4.87—3.86
(m, 6H, C,H, Pro und C,H, Abu und CH-CH,, Fmoc und C,H, Thr), 3.82—3.28 (m, 2H,
CsH,, Pro), 2.25—-0.42 (m, 24H, C3H,, C,H,, Pro und CH3, AcOH und CzH,, Abu und tert-
Butylgruppe und C,H,, Thr und C,H;, Abu).

Fmoc-Thr(Boc-MePhe-4Kps-Phg- )-p-Abu-Pro-OBu' (7): 809 mg (2 mmol) Boc-MePhe-
4Kps-OH und 1.65 g (2 mmol) Fmoc-Thr(H-Phg-}-D-Abu-Pro-OBu' - TFA werden nach
Arbeitsvorschrift I1® mit EDCI/DMAP kondensiert. Das Rohprodukt wird sdulenchro-
matographisch iiber Sephadex LH-20 mit MeOH als Laufmittel gereinigt, Ausb. 148 g
amorphes Pulver (67%). — Bei Verwendung von Fmoc-Thr(H-Phg-)-pD-Abu-Pro-
OBu' - AcOH, nach vorheriger Abtrennung der Essigsdure, als Tetrapeptidkomponente;
Ausb. 1.12 g amorphes Pulver (51%), [o] = —30.5 (¢ = 1 in MeOH), Rr (A) = 091,
(B) = 0.83, (C) = 0.66. — IR (KBr): 3410 und 3310 (br., NH, Valenz), 1725 (br., CO, Ester
und Keton), 1680 (br., CO, Urethan), 1640 (Amid I), 1510 (Amid IT), 1365 cm ™" (tert-Bu-
tylgruppe). — 'H-NMR (270 MHz; [D,]DMSO): Siehe Lit.%.

CeHNgOy3 (1099.3) Ber. C 66.65 H 6.78 N 7.64 Gef. C 65.66 H 6.84 N 7.47

Fmoc-Thr( H-MePhe-4Kps-Phg- )-D-Abu-Pro-OH - HCl (8): 22 g (2 mmol) Fmoc-
Thr(Boc-MePhe-4K ps-Phg-)-D-Abu-Pro-OBu' werden in 8 ml CH,Cl, geldst und bei +4°C
mit 11.4 ml 7 N HCl in Dioxan versetzt. Nach 4 h bei +4°C wird das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Der Riickstand wird mehrmals in Et,O suspendiert, erneut eingedampft und das
verbliebene amorphe Pulver schlieBlich iiber KOH getrocknet; Ausb. 1.97 g gelbliches,
amorphes Pulver (100%), Ry (A) = 0.26 und 0.16, (B) = 0.43 und 0.24, (C) = 0.06. — IR
(KBr): 3380 (br., OH und NH, Valenz), 1725 (CO, Ester, Keton und Siure), 1675 (CO,
Urethan), 1635 (Amid 1), 1520 cm~! (Amid II). — 'H-NMR (270 MHz; [D,]DMSO): Die
Signale der tert-Butylgruppen fehlen®.

Fmoc-Thi-p-Abu-Pro-MePhe-4Kps-Phgy(9): 980 mg {1 mmol) Fmoc-Thr{H-MePhe-4K ps-
Phg-)-D-Abu-Pro-OH - HCI werden nach Arbeitsvorschrift V' mit EDCI/DMAP cyclisiert.
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Das rohe Cyclisierungsprodukt (450 mg) wird sdulenchromatographisch tiber Sephadex LH-
20 mit MeOH als Laufmittel gereinigt; Ausb. 73 mg gelbes, amorphes Pulver (8%), Rr (A) =
0.79 und 0.88, (B) = 0.68 und 0.81, (C} = 0.37 und 0.42. — IR (KBr): 3440, 3400 und 3280
(NH, Valenz), 1725 (CO, Ester und Keton), 1650 (br., CO, Urethan und Amid I), 1510 cm !
(Amid II). — 'H-NMR (270 MHz; CDCl,): Das NMR-Spckirum zeigt noch erhebliche
Verunreinigungen an® — FAB-MS: m/z = 925 [M + H]®. — Das noch verunreinigte
Cyclisierungsprodukt wird ohne weitere Reinigung zu Virginiamycin S, umgesetzt.

H-Thr-p-Abu-Pro-MePhe-4Kps-Phgy (10): 23 mg (0.025 mmol) Fmoc-Thr-p-Abu-Pro-
MePhe-4K ps-Phg; werden in 1 ml CH,CL/Et,NH (10proz; 0.1 ml = 1 mmol) gelést und
3 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels i. Vak. wird der Riick-
stand im Olpumpenvak. intensiv getrocknet; Ausb. 22 mg amorphes Pulver (100%),
Re (C) = 0.08 und 0.94.

Pic(3-OH )-Thr-D-Abu-Pro-MePhe-4Kps-Phgy(1a). — A) Durch Ankondensation von Pic-
(3-OH )-OH mit EDCI/HOBt: 4.2 mg (0.03 mmol) Pic(3-OH)-OH und 22 mg (0.025 mmol)
10 werden nach Arbeitsvorschrift 1T mit EDCI/HOBt gekuppelt. Das Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch iiber Sephadex LH-20 mit DMF als Laufmittel vorgereinigt. Das
Substanzgemisch (15 mg) enthélt laut NMR-Spektrum ca. 25% Virginiamycin S,. Zur wei-
teren Reinigung wird das rohe Virginiamycin S, sdulenchromatographisch durch HPLC mit
Acetonitril/Wasser (9:1) als Laufmittel gereinigt (Bedingungen: 20 ul pro Injektion, 2 ml/
min; Ry = 2.9); Ausb. 4.5 mg Virginiamycin S; (22%), Schmp. 162—168°C (Lit.”
162—170°C), R (A) = 0.68, (B) = 0.56, (C) = 0.67 (Fluoreszenz bei 254 nm); identische
Rp-Werte mit parallel laufendem natiirlichem Virginiamycin S;. — IR (KBr): 3500 (OH,
Valenz), 3380 und 3280 (NH, Valenz), 1740 (CO, Ester), 1730 (CO, Keton), 1680 und 1640
(Amid 1), 1530 em ™' (Amid II); identisch mit dem Literaturspektrum® von Virginiamycin S,.

B) Durch Cyclisierung von Pic(3-OH )-Thr( H-MePhe-4Kps-Phg-)-p-Abu-Pro-OH - 2 HCL:
366 mg (0.4 mmol) Pic(3-OH)-Thr(H-MePhe-4K ps-Phg-)-D-Abu-Pro-OH - 2 HC] werden
nach Arbeitsvorschrift V" mit EDCI/DMAP cyclisiert. Von den 230 mg Rohprodukt ver-
blieben nach sdulenchromatographischer Reinigung Uber Sephadex LH-20 mit DMF als
Laufmittel 86 mg amorphes Pulver (26%). Die weitere Reinigung des Cyclisierungsproduktes
ergibt nach HPLC [wie unter A) beschrieben] und Kristallisation aus MeOH reines Vir-
giniamycin S;; Ausb. 46 mg Virginiamycin S, (14%), Schmp. 162 —170°C (Lit.” 162 — 170°C),
[o = —27.6 (c = 0.2 in BtOH) <Lit.¥ [o}® = —28 (¢ = 1 in EtOH)). DC- und IR-
Verhalten entsprechen dem von natiirlichem Virginiamycin S;. — 'H-NMR (270 MHz;
CDCly): identisch mit dem des natiirlichen Virginiamycins S; siehe Lit.'”, — FAB-MS:
mfz = 824 [M + H]®.
Ci3HygN,O o - HyO (8239 +18)  Ber. € 61.34 H 6.11 N 11.65
Gef. C61.09 H 6.02 N 11.69

Pic(3-OBzl)-Thr(Z-Phg-)-D-Abu-Pro-OBu’ (11). — A) Durch Veresterung mit PPA/
DMAP: 214 g (7.5 mmol) Z-Phg-OH und 2.84 g (5 mmol) Pic(3-OBzl)-Thr-p-Abu-Pro-
OBu' werden nach Arbeitsvorschrift TV"Y durch PPA/DMAP miteinander verestert. Das
erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch iiber Scphadex LH-20 mit DMF als
Laufmittel gereinigt; Ausb. 2.78 g Schaum (67%), [aJ® = +24.8 (¢ = 1 in MeOH).

B) Durch Veresterung mit (Me,N ) ;P/CoCliDMAP: 1.28 g (4.5 mmol) Z-Phg-OHund 1.71 g
(3 mmol) Pic(3-OBzl)-Thr-D-Abu-Pro-OBu' werden entsprechend Arbeitsvorschrift IV Y mit
5 mmol des Kondensationsreagenzes aus (Me,N);P und C,Clg (Darstellung siehe Arbeits-
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vorschrift ITTY) unter Zusatz von 0.99 ml (9 mmol) NMM miteinander verestert; Ausb. 1.21 g
Schaum (48%), [a]® = +22.5(c = 1 in MeOH).

C) Durch Veresterung mit EDCI/DMAP: 856 mg (3 mmol) Z-Phg-OH und 1.14 g (2 mmol)
Pic{3-OBzl)-Thr-p-Abu-Pro-OBu' werden entsprechend Arbeitsvorschrift ITVY mit 575 mg
{3 mmol) EDCI ohne Basenzusatz miteinander verestert. Das Rohprodukt wird sdulen-
chromatographisch liber Sephadex LH-20 mit DMF als Laufmittel gereinigt; Ausb. 690 mg
Schaum (41%), [¢]® = +22.6(c = 1in MeOH), R, (A) = 0.78,(B) = 0.64,(CV) = 0.59. —
TR (KBr): 3360 und 3280 (NH, Valenz), 1730 (br., CO, Ester und Urethan), 1650 (Amid 1),
1365 cm ! (tert-Butylgruppe). — 'H-NMR (270 MHz; [D;]DMSO): § = 8.70—8.28 (m, 3 H,
NH, Phg und NH, Abu und NH, Thr), 8.20 [m, 1H, 6-H, Pic(3-OH)], 7.73—7.27 [m, 17H,
5-, 4-H, Pic(3-OH) und 3 Phenyl], 5.34—5.12 (m, 4H, C,H, Phg und CgH, Thr und Bzl-
CH,), 4.93—-3.99 (m, 3H, C,H, Pro und C,H, Abu und C,H, Thr), 3.81 —3.30 (m, 2H, C{H,,
Pro), 2.24—1.11 (m, 15H, C,H,, CgH,, Pro und CzH,, Abu und tert-Butylgruppe), 1.00—0.92
(m, 3H, C,H,, Thr), 0.68 —0.46 (m, 3H, C,H,, Abu).
CyHs3NsOyp (836.0) Ber. C 66.09 H 6.39 N 838 Gef. C 65.85 H 6.32 N 8.55

Pic(3-OH )-Thr( H-Phg- )-p-Abu-Pro-OBu' - TosOH (12): 1.25 g (1.5 mmol) Pic(3-OBzl)-
Thr(Z-Phg-)-D-Abu-Pro-OBu' und 285 mg (1.5 mmol) TosOH - H,O werden in 40 ml MeOH
geldst, mit 100 mg Pd/C-Katalysator (Sproz.) versetzt und 10 h bei Atmosphérendruck und
Raumtemp. hydriert. Nach Abfiltration des Katalysators und Abdestillieren des Losungs-
mittels wird der Riickstand im Olpumpenvak. zum festen Schaum getrocknet; Ausb. 1.13 g
Schaum (96%), [a}® = +4.5 (¢ = 1 in MeOH), Ry (A) = 0.74, (B) = 045, (C) = 0.09
(Fluoreszenz bei 254 nm). — IR (KBr): 3400 (br.,, OH und NH, Valenz), 1740 (CO, Ester),
1640 (Amid I), 1520 (Amid 1T), 1365 cm™' (tert-Butylgruppe). — 'H-NMR (270 MHz;
[Ds]DMSO): Die Signale des Benzylethers und der Z-Schutzgruppe fehlen.

Pic(3-OH )-Thr( Boc-MePhe-4Kps-Phg- )-p-Abu-Pro-OBu’ (13). 405 mg (1 mmol) Boc-
MePhe-4K ps-OH und 784 mg (1 mmol) Pic(3-OH)-Thr(H-Phg-)-p-Abu-Pro-OBu' - TosOH
werden nach Arbeitsvorschrift II" mit EDCI/DMAP kondensiert. Das Rohprodukt
(910 mg) wird sdulenchromatographisch iiber Sephadex LH-20 mit DMF als Laufmittel
gereinigt; Ausb. 520 mg amorphes Pulver (52%), [a] = —15.2 (¢ = 0.5 in MeOH),
Re(A) = 092, (B) = 0.77, (C) = 0.74 (Fluoreszenz bei 254 nm). — IR (KBr) 3400 und
3350 (OH und NH, Valenz), 1730 (CO, Ester und Keton), 1680 (CO, Urethan), 1640 (Amid I),
1520 (Amid 1II), 1365 cm ! (tert-Butylgruppe). — 'H-NMR (270 MHz [D¢]DMSO): Siche
Lit.%.

Cs5;He;N;Oy5 (998.2) Ber. C 62.57 H 6.77 N 9.82 Gef. C 62.38 H 6.60 N 10.03

Pic(3-OH )-Thr( H-MePhe-4Kps-Phg- )-p-Abu-Pro-OH - 2 HCI (14): 450 mg (0.45 mmol)
Pic(3-OH)-Thr(Boc-MePhe-4K ps-Phg-)-D-Abu-Pro-OBu' werden in 1 ml CH,Cl, geldst, mit
3 mi 5.7 N HCI in Dioxan (17 mmol) versetzt und 3 h bei Raumtemp. geriihrt, wobeti sich
bereits nach kurzer Zeit ein 6liger Niederschlag bildet. Nach Abdestillicren des Losungs-
mittels i. Vak. wird das verbliebene amorphe Pulver intensiv im Olpumpenvak. getrocknet;
Ausb. 415 mg leicht gelbliches, amorphes Pulver (100%), [a]¥ = +20.2(c = 0.5in McOH),
Re (A) = 0.08, (B) = 0.13, (C) = 0.00 (Fluoreszenz bei 254 nm). — IR (KBr): 3400 (br., OH
und NH, Valenz), 1730 (CO, Ester und Keton), 1650 (Amid I), 1520 cm~' (Amid II). — 'H-
NMR (270 MHz; [D,JDMSO): Die Signale der tert-Butylgruppen fehlen®.

Pic(3-OBzl)-Thr(Z-Phg-)-p-Ala-Pro-OBu' (15). 2.5 g (4.5 mmol) Pic(3-OBzl)-Thr-p-Ala-
Pro-OBu' und 1.93 g (6.75 mmol) Z-Phg-OH werden nach Arbeitsvorschrift IV" mit PPA/
DMAP verestert. Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch iiber Sephadex LH-20
mit DMF als Laufmittel gereinigt; Ausb. 2.50 g Schaum (67%), [a]® = 4+21.0(c = 1 in
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MeOH), Ry (A) = 0.68, (B) = 0.48, (C) = 0.35. — IR (KBr): 3360 und 3280 (NH, Valenz),
1725 (CO, Bster und Urethan), 1640 (Amid I), 1365 cm~' (OBu’). — 'H-NMR (270 MHz;
[D¢JDMSO): 8 = 8.60—8.23 (m, NH, Phg und NH, Ala und NH, Thr), 8.19 [m, 1t H, 6-H,
Pic(3-OH)], 7.72—7.15 [m, 17H, 5-, 4-H, Pic(3-OH) und 3 Phenyl], 5.37—5.12 {m, 4H, C,H,
Phg und CgH, Thr und Bzl-CH,), 5.01 (m, 2H, BzI-CH,), 490 —4.05 (m, 3H, C,H, Pro und
C,H, Ala und C,H, Thr), 3.75-3.3 (m, 2H, CsH,, Pro), 2.23—1.64 (m, 4H, CzH,, C,H,,
Pro), 142 und 1.31 (25, 9H, OBu'), 1.08—0.91 (m, 6H, CgH;, Ala und C,H,, Thr).
CysHsN,Oyy (822.0) Ber. C 65.76 H 6.25 N 8.52 Gef. C 6546 H 6.22 N 8.31

Pic(3-OH )-Thr(H-Phg-)-D-Ala-Pro-OBu’ - TosOH (16): 1.23 g (1.5 mmol) 15 und 285 mg
(1.5 mmol) TosOH - H;O werden in 40 ml MeOH geldst, mit 100 mg Pd/C-Katalysator
(10proz.) versetzt und 10 h bei Raumtemp. und Atmosphirendruck hydriert. Der Kataly-
sator wird abfiltriert und das Lésungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt. Der Riick-
stand wird i. Vak. getrocknet; Ausb. 1.07 g (92%), [a]® = +2.7(c = 1, MeOH), Rr (A) =
0.68, (B) = 041, (C) = 0.06 (Fluoreszenz bei 254 nm). — IR (KBr): 3400 (br., NH und OH,
Valenz), 1750 (CO, Ester), 1650 (Amid I), 1520 (Amid 1), 1365 cm~! (OBu'). — 'H-NMR
(270 MHz, [D;]DMSO): Die Signale des Benzylethers und der Z-Schutzgruppe fehlen voll-
stindig.

Pic-(3-OH )-Thr( Boc-MePhe-4Kps-Phg- )-p-Ala-Pro-OBu* (17): 770 mg (1 mmol) 16 und
405 mg (1 mmol) Boc-MePhe-4Kps-OH werden nach Arbeitsvorschrift IIY mit EDCI/
DMAP gekuppelt. Das Rohprodukt (970 mg Ol) wird siulenchromatographisch Gber Se-
phadex LH-20 mit DMF als Laufmittel gereinigt; Ausb. 446 mg Pulver (45%), [«]® =
—24.2(c = 0.5, MeOH), Rr (A) = 0.89,(B) = 0.76, (C) = 0.20 (Fluoreszenz bei 254 nm). —
IR (KBr): 3500 und 3350 (br., NH und OH, Valenz), 1730 (CO, Ester und Keton}, 1680 (CO,
Urethan), 1640 (Amid I), 1365 cm™—' (Bu!). — 'H-NMR (270 MHz; [D,]JDMSO): Nicht
zuzuordnen®.

CsiHgsN7Oy3 (984.1) Ber. C 6224 H 6.65 N 996 Gef. C61.97 H 6.62 N 9.80

Pic(3-OH )-Thr(H-MePhe-4Kps-Phg-)-p-Ala-Pro-OH - 2 HCI (18): 344 mg (0.35 mmol)
17 werden in 0.7 ml CH,Cl, geldst, mit 2.5 ml 6.1 N HCl in Dioxan (17 mmol) versetzt und
3 h bei Raumtemp. geriihrt. Bereits nach wenigen Minuten bildet sich ein Sliger Nieder-
schlag. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird das verbliebene amorphe Pulver
intensiv im Olpumpenvak. getrocknet; Ausb. 315 mg Pulver (100%), [«]® = +18.7 (¢ =
1, MeOH), R (A) = 0.06, (B) = 0.33, (C) = 0.00 (Fluoreszenz bet 254 nm). — IR (KBr):
3400 (br, NH und OH, Valenz), 1730 (CO, Ester und Keton), 1650 (Amid I), 1510 cm™!
(Amid II). — 'H-NMR (270 MHz, [D4]DMSO): Die Signale der tert-Butylgruppen fehlen
vollstandig.

Pic(3-OH )-Thr-D-Ala-Pro-MePhe-4Kps-Phgy (1b). — Cyclisierung mit EDCI/DMAP:
270 mg {0.30 mmol) 18 werden nach Arbeitsvorschrift V! mit EDCI/DMAP cyclisiert. Das
Reaktionsprodukt (150 mg) wird iiber eine Sdule mit Sephadex LH-20 gereinigt und das
Rohprodukt (30 mg) aus MeOH umbkristallisiert; Ausb. 15 mg (5%), Schmp. 246 —248°C
(Lit.'9 240 —248°C), [a]8 = —31.2(c = 0.25, EtOH) (Lit."" [a]¥ = —34.3 (EtOH)). DC-
und IR-Verhalten entsprechen dem von natiirlichem Virginiamycin S, — !'H-NMR
(270 MHz; CDCly): Identisch mit dem des natiirlichen Virginiamycins S,; siehe Abb. 1 und
Lit.". — FAB-MS: m/z = 810 [M + H]®.

CypHpN;O4 - HO (810.0 + 18) Ber. C 60.93 H 5.96 N 11.80
Gef. C 6044 H 6.21 N 11.38
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