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Albomycine, IV
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Die Isolierung, Charakterisierung und Synthese von (NV3-Acetyl-N*-hydroxy-L-ornithyl)-(N>-acetyl-
N5-hydroxy-L-ornithyl)-NS-acetyl-NS-hydroxy-L-ornithin (2), der Hydroxamséureseitenkette der
Albomycine wird beschrieben.

Albomycins, IVD, — Isolation and Total Synthesis of (V5-Acetyl-N°-hydroxy-t.-ornithyl)-

(N 5-acetyI-N 5-hydr0xy-L-ornithyl)-N S.acetyl-V5-hydroxy-L-ornithine

The isolation, characterization, and synthesis of the oligopeptide (N-acetyl-N*-hydroxy-L-
ornithyl)-(N5»acetyl-N5-hydroxy-L-ornithy])-NS-acetyl»N5-hydroxy-L-ornithine (2), the hydro-
xamic acid side-chain of the albomycins, is described.

Bei der Isolierung der Albomycine &,, § und €23 (1a—c) sowie bei der enzymati-
schen Spaltung dieser Antibiotika® fiel ein Wirkungsantagonist auf. Er komplexiert
Eisen und zeigt chromatographisch enge Verwandschaft zu den Albomycinen.
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CO,H

Die Aufarbeitung erfolgte nach einem neuen, fiir Siderochrome spezifischen, sechs-
stufigen Verfahren, bei dem insbesondere das starke Eisenkomplexierungsvermégen
dieser Naturstoffe ausgenutzt wurde:

1) Adsorption der biologisch aktiven Substanzen an unspezifischen Adsorberharzen
(z. B. Amberlite XAD, Lewatit OC 1031™), Desorption mit Wasser/Methanol-
Gemischen.

2) ,, Affinitatschromatographie® an einem Fe’*-beladenen Kationenaustauscher (z. B.
SP-Sephadex C-25, Fe**). Elution mit Puffern hoher lonenstirke (0.5 M) zunichst
ohne (Waschen), dann mit Eisenkomplexbildnern wie EDTA (0.05 M) oder Citrat
(0.1 M).

3) Entsalzung an Adsorberharz; Desorption mit Wasser/Methanol-Gemischen.

4) Chromatographie an SP-Sephadex C-25, H™; Desorption mit einem linearen Natri-
umchloridgradienten (0.0 — 0.1 M NacCi).
5) Entsalzung an Adsorberharz; Desorption mit Wasser/Methanol-Gemischen.
6) Chromatographie an CM-Cellulose, Elution mit bidest. Wasser, Gefriertrocknung.
Die Konstitution 2 des auf diese Weise isolierten Antagonisten folgt aus den 'H-,
BC-NMR- und FAB-Massenspektren. — Im 'H-NMR-Spektrum treten drei o-CH-Re-
sonanzen auf (8 = 4.40, 4.14, 4.04). Diec Integrale der typischen N’-Acetyl-N>-hy-
droxyornithin-Signale™ bei 8 = 3.64 (8-Methylenprotonen), 2.12 (Acetylprotonen)
und das Muitiplett zwischen & = 1.54 und 1.96 (B-, y-Methylenprotonen) weisen auf ein
Tripeptid gleicher Aminosduren hin. — Das '*C-NMR-Spektrum zeigt vier unterschied-
liche Carbonylresonanzen und jeweils drei Resonanzen fiir C-2, -3,-4 und -5. Ein Quar-
tett hoher Intensitdt bei & = 18.8 wird den drei Acetylgruppen zugeordnet. — Das
FAB-Massenspektrum liefert einen Peak mit m/z = 535 (M + H).
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*) Adsorptionsharz der Bayer AG.
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Dieses eisenkomplexierende Tripeptid 2 wird ebenfalls bei der enzymatichen Spal-
tung des Albomycins 8, (1a) mit Subtilisin oder der Proteinase K erhalten™. Die Identi-
14t konnte durch DC-Vergleich, 'H-, PC-NMR-Spektren und die optische Drehung
nachgewiesen werden. Da fiir das dem Antagonisten 2 zugrundeliegende Ornithin
L-Konfiguration abgeleitet wurde ¥, ist auch die absolute Konfiguration von 2 als LLL-
Tripeptid gesichert.

Die Totalsynthese konnte nun mit den aus der L-Glutaminsidure erhaltenen Hydro-
xamsaurederivaten” 3 — 6 durchgefiihrt werden. In einem ersten Versuch konnte zwei-
mal, ausgehend von der Aminkomponente 3, mit der N, N-diallylgeschiitzten Amino-
saure 4 nach der ,,Mixed-Anhydride“-Methode® gekoppelt werden. Diese Sequenz er-
wies sich als unvorteilhaft, da die Ausbeuten bei der Deblockierung der N-Allylschutz-
gruppen mit Tris(triphenylphosphan)rhodium(f)-chlorid " (Wilkinson-Katalysator)
mit wachsender Kettenlinge abnahmen. Eine Verbesserung stellte daher die Verwen-
dung der Boc- und Z-Aminocarbonsiure 5 bzw. 6 als Kopfkomponenten in der Syn-
thesesequenz (Schema 1) dar, die nicht optimiert wurde.

Schema 1
NS=Ac~N*~0Bz1-Orn N®-Ac-N3-OBz1-Orn N3=Ac-N3-0OBz1-Orn
Boe—+—OH 5§ H~-<[:OC(CH3)3 3
‘ Boce —OC(CHg)g 7
z—}-on 6 H OC(CHg); 8
Z F~OC(CHy); 9
N8~Ac~N-OH-Orn N5=Ac-N®-OH-Orn N5-Ac-N5-OH-Orn
H F-OC(CHg)g 19
]
For 2

Das tert-butyloxycarbonylgeschiitzte Dipeptid 7 wird in guter Ausbeute nach der
,»Mixed-Anhydride“-Kopplung von 3 und $§ erhalten. Das Rohprodukt wird selektiv
in 10proz. Trifluoressigsdure/Dichlormethan gespalten und nach Flash-Chromato-
graphie® rein isoliert. Die erneute Kopplung mit der Z-Aminocarbonsaure 6 fithrt zum
geschiitzten Tripeptid 9. Die Benzyloxycarbonyl- und Benzylschutzgruppen werden in
einer Stufe hydrogenolytisch unter Bldung des terr-Butylesters 10 abgespalten®. Dessen
Spaltung zum Tripeptid 2 erfolgt glatt mit Trifluoressigsdure. Nach Ionenaustauscher-
chromatographie an SP-Sephadex C-25 (H*) (Elution mit einem Natriumchjoridgra-
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dienten) und Entsalzung an dem unspezifischen Adsorberharz Lewatit OC 1031 wird
nach Gefriertrockung das amorphe Tripeptid 2 erhalten, das laut DC, 'H-, *C-NMR-
und FAB-Massenspektrum identisch mit dem aus dem Kulturfiltrat isolierten Antago-
nisten ist.

Experimenteller Teil

'H-NMR-Spektren: Spektrometer WM 250 der Fa. Bruker (sofern nicht anders angegeben, Te-
tramethylsilan als interner Standard). — Massenspektren: Gerdt MS 30 der Fa. Kratos-AEI und
Gerit CH 5 DF der Fa. Varian-MAT [ElektronenstoBionisation 70 eV; Quellentemp. 200°C;
Direkteinlaf3; Probentemp. 120—180°C, je nach Flichtigkeit; Auflosung 1000 bzw. 1200 (10%
Tal) bei Hochaufloésung mit dem Gerdt CH § D nach der ,,Peakmatching®“-Methode]. — FAB-
MS: Geridt MS 80 der Fa. Kratos. — Optische Drehungen: Polarimeter MC 241 der Fa. Perkin-
Elmer. — Diinnschichtchromatographie: DC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fy54 Nr. 5719 (Schicht-
dicke 0.25 mm; 5 x 10 ¢m) der Fa. Merck und DC-Fertigplatten OPTI-UP C;, (Schichtdicke
0.25 mm; 20 x 20 em) der Fa. Tridom Chemical Inc. (vertricben von der Fa. Fluka).

Isolierung von (N5-Acety/-N5-hydroxy-l.-ornithy[)-(N5 -acetyl-N>-hydroxy-r-ornithyl)-N--ace-
ty/-N’-h ydroxy-L-ornithin (2) aus dem Albomycin-Fermentationsansaiz: 4000 | Albomycin und
Tripeptid enthaltende Kulturbrithe? (pH = 9.06) werden mit 50 | 1: 1-verdiinnter Salzsdure auf
pH = 6.2 eingestellt. Man setzt 400 g FeCl; - 6 H,O hinzu, rihrt und gibt dann 25 J verdiinnte
NaOH bis pH = 7 unter Rithren hinzu. Dann wird mit 200 — 250 I/h im Westfalia-Separator sepa-
riert. Der Uberstand wird durch eine 30 x 70-cm-Saule aus Lewatit OC 1031 (unspezifisches Ad-
sorptionsharz der Bayer AG) gegeben. Die Saule wird nacheinander mit 1000 1 entionisiertem
Wasser und 10001 15proz. Methanol gewaschen. Die Siderochrome werden mit 50proz. Methano!
von der Sidule eluiert und in 100 | Fraktionen gesammelt. Tripeptidhaltige Fraktionen werden
vereinigt, im Diinnschichtverdampfer auf ca. 20 | eingeengt und anschlieBend gefriergetrocknet.
Die erhaltenen 342 g Rohprodukt werden anschlieffiend in 6 1 Wasser gelost und unter Rithren mit
25 ml 50proz. FeCl;-Losung versetzt. Der sich bildende Niederschlag wird nach 15min. Rilhren
abzentrifugiert (Hettich-Rota-Magna-Zentrifuge, 1.5 1 Becher, 30 min, 4000 Upm). Der Uber-
stand wird mit Schwerkraft tiber eine 8 x 45-cm-Saule aus SP-Sephadex C-25 (Fe* * *) gegeben.
Die Fliefrate betrdgt 4 1/h. Man wischt die schwarz gefarbte Sdule mit 5 1 dest. Wasser und
danach mit 10 1 0.2-M-NaH,P0,/0.3-M-NaCl-Puffer. Die jetzt nur noch hellbraun gefirbte Saule
wird nun mit 0.2 M NaH,P0,/0.3 M NaCl/0.05 M EDTA eluiert (Flierate 2—3 1/h) und das
Sduleneluat fraktioniert in 500-ml-Portionen aufgetangen. Die siderochromenthaltenden Frak-
tionen 6 — 14 werden vereinigt und iiber eine mit Lewatit OC 1031 gefiillte 5 x 40-cm-Siule gege-
ben. Die FlieBrate betrégt 2 [/h. Man wischt anschlieffend mit destilliertem Wasser bis mit AgNO,
keine Chlorid-lonen im Sduleneluat nachzuweisen sind (ca. 6 1, FlieBrate 5 1/h). Anschlieend
eluiert man die Sdule mit 3 | 90proz. Methanol, das gesamte Eluat wird aufgefangen, eingeengt
und lyophilisiert; Ausbeute 6.74 g.

Das so erhaltene Produkt wird in 100 ml Wasser geldst und auf eine 2.5 x 30-cm-Siule aus
SP-Sephadex C-25 (H*) aufgetragen. Man wischt mit 1 | dest. Wasser nach und entwickelt an-
schlieBend mit 4 | eines linearen Gradienten (0.0 — 0.1 M NaCl). Das Sauleneluat wird durch Zudo-
sieren von 0.5 M Sorensen-Puffer (pH = 6.5) sofort neutralisiert und in Portionen zu 20 m| frak-
tioniert. Aliquots der Fraktionen werden mit 0.1 m FeCl; auf Eisenkomplexbildung (Rotfarbung)
gepriift. Man erhdlt zwei eisenkomplexierende Hauptkomponenten, deren Fraktionen zusam-
mengefaBt und wie oben beschrieben iiber je einc Lewatit-OC-1031-Saule (2.5 X 30 cm) entsalzt
werden. Man erhélt Fraktion I mit 620 mg und Fraktion 1l mit 2.3 g.
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Fraktion I wird in 5§ ml Wasser gelsst und auf eine 0.9 x 100-cm-Saule aus Carboxymethylcellulose
(Fa. Wathman, Typ CM 52) in der H "-Form gegeben. Man entwickelt mit destilliertem Wasser.
Es werden 3 mit Eisen komplexierende Fraktionen erhalten, deren Einzelfraktionen zusammenge-
fafit und lyophilisiert werden. Die zuletzt eluierte Fraktion enthalt das Tripeptid 2 und ergibt
120 mg Lyophilisat. — '"H-NMR (D,0, 250 MHz): § = 1.54—1.96 (m; 12H, B-, y-CH>), 2.12 (s;
9H, NCOCHj3), 3.64 (mc; 6H, NCH,), 4.04 (t, J = 7 Hz; 1H, NHCH), 4.14 (mc; 1 H, NHCH)
4.40 (mc; 1H, NHCH). — BC-NMR (D50, 62.83 MHz): 8 = 18.8 [3] (q), 20.9 (1), 21.8 (1), 22.1
(6), 27.5 [2] (1), 28.3 (1), 46.6 (1), 46.7 (1), 47.1 (0), 52.1 (d), 53.1 (d), 54.5 (d), 168.9 (s), 171.7 (s},
173.5 3] (s), 177.6 (s). — FAB-MS: m/z = 535(M + H). — Optische Drehung: [u]f)o = —8.57(c =
0.567, 1 N HCI).

CyHygN¢O,o X Hy0 (552.6) Ber. C45.65 H7.30 N15.21 Gef. C45.7 H7.3 N 15.0

Isolierung von (N°-Acetyl-N* -hydroxy-L-ornithyl)-(N5 -acetyl-N>-hydroxy-L-ornithyl)-N"-ace-
tyl-N"-hydroxy-L-ornithin (2) nach enzymatischer Spaltung® von Albomycin 8, (1a) mit Prote-
inase K: Man 16st 10 g Albomycin 8, (1a) in 100 ml (100 mg/ml) 0.1 M Ammoniumcarbonat-
Puffer (pH = 7.5) und korrigiert den pH-Wert auf 7.5. Zur Losung setzt man 100 mg Proteinase K
(Proteinase K aus Pilzen, 20 mAnson-E/mg; Fa. Merck, Nr. 140799) hinzu. Man inkubiert ca.
12 h bei 37°C. Anschliefiend wird das Hydrolysat 3mal im Rotationsverdampfer schonend zur
Trockne eingeengt, in wenig dest. Wasser riickgelost, in einen Dialyseschlauch gefiilli und gegen
2mal 1 | dest. Wasser bei 4°C fiir 2mal 12 h dialysiert (pro 1 g Ausgangssubstanz je 100 ml dest.
Wasser). Die Dialysate werden vereinigt, konzentriert und lyophilisiert. Uber eine gut gepackte
0.5 x 100-cm-Pharmacia-Séule, gefiillt mit Biogel P-2 (200 — 400 mesh; Bio-Rad), wird mit einer
Flieirate von 200 mi/h eine Losung von 3 g des Lyophilisats in 25 ml dest. Wasser aufgetragen.
Eluiert wird dic Siule mit dest. Wasser mit einer FlieBrate von 200 ml/h. Es werden 200 Glaser
mit 8-min-Fraktionen (je ca. 25 mi) aufgefangen. 20 ul der Fraktionen werden auf einer DC-Fertig-
platte (OPTI-UP C,,) aufgetragen und mit dem Laufmittel Citronensaure-Puffer (pH = 5)/
Acetonitril/5Sproz. wéllrige FeCl;-Losung, 85:15:0.1, entwickelt. Die tripeptidhaltigen Fraktio-
nen werden vereinigt, konzentriert und lyophilisiert. Es werden 700 mg Tripeptid 2 erhalten, das
laut DC, 'H- und 13C-NMR-Spektren identisch mit dem aus der Kulturbriihe isolierten ist; opti-
sche Drehung: [a]® = - 8.63 (¢ = 1.008, 1 N HCD).

IN3-A cetyl—N5-benzyloxy-NZ-(terI-butoxycarbonyl)—L-ornithyl]-,’V'5-ac'elyl-,\'5-benzy/oxy-L-
ornithin-tert-butylester (7): 1.41 g (3.71 mmol) N5-Acetyl-N5-benzyloxy—N2-(lert-butoxycarbonyl-
L-ornithin ¥ (5) und 0.82 ml (7.42 mmol) N-Methylmorpholin werden in 30 ml wasserfreiem Te-
trahydrofuran auf —21°C gekiihlt. Bei dieser Temperatur werden 0.53 mi (4.08 mmol) Chlor-
ameisensdure-isobutylester in 5 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran zugetropft und die entstande-
ne Suspension bei —15°C 15 min gerithrt. Anschliefend werden 1.25 g (3.71 mmol) NS-AcetyLNS-
benzyloxy-L-ornithin-fert-butylester Y (3) in 5 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran bei — 15°C zuge-
tropft und 30 min bei dieser Temperatur gehalten. Nach 4stdg. Reaktion unter Erwarmen auf
25°C wird der Ansatz eingeengt, der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen und nacheinan-
der mit 0.2 m Citronenséaure-, gesittigter Hydrogencarbonat- und Natriumchlorid-Lésung gewa-
schen. Nach Trocknen i. Olpumpenvak. werden 2.32 g (90%) 7 erhalten. — 'H-NMR (DMSO,
250 MHz): & = 1.35 [s; 9H, C(CH;)4], 1.37 [s; 9H, C(CH;);] 1.45—1.70 (m; 8H, B-, y-CH,),
2.01 (s; 3H, COCHy), 2.02 (s; 3H, COCHjy), 3.60 (mc; 4H, NCH,), 3.96 (mc; 1 H, NCH), 4.10
(mc; 1H, NCH), 4.85 (s; 4H, OCH,), 6.85(d, J = 8 Hz; 1 H, NH), 7.40 (m¢; 10H, Aromat), 8.01
(d, J = 8 Hz; 1H, NH).

CyyH5yNjOg (698.9) Ber. C63.59 H7.79 N8.02 Gef. C63.1 H7.8 N7.7

(N5»Ace[yl-N5-benzyloxy-L-ornithyl)-Nj-acelyl-Nj-benzyloxy-L-ornithin-terr-bulyles!er (8):
4.54 g (6.50 mmol) Dipeptid 7 werden in 50 ml Dichlormethan/Trifluoressigsdure (9:1) gelost
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und 20 h bei 0°C geriihrt. Der Ansatz wird im Rotationsverdampfer eingeengt (Temp. unter 40°C).
Der Riickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und 2mal mit gesittigter Hydrogencarbonat-
Losung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase mit Magnesiumsulfat und nachfolgen-
der Flash-Chromatographie® (Saulendurchmesser 4 cm; Laufmittel Dichlormethan/Methanol,
9:1; FlieBgeschwindigkeit 9.5 ml/min) werden 2.12 g (55%) 8 erhalten. — 'H-NMR (DMSO,
250 MHz): § = 1.35 [s; 9H, C(CH;);], 1.46-1.72 (m; 8H, B-, y-CH>), 1.99 (s; 3H, COCH,),
2.01 (s; 3H, COCH,3), 3.14—-3.26 (m; 1H, NCH), 3.61 (mc; 4H, NCH,), 4.09-4.20 (m; 1H,
NCH), 4.86 (s; 4H, OCH,), 7.42 (mc; 10H, Aromat), 8.12 (d, / = 8 Hz; 1H, CONH). — MS
(70 eV): m/z = 598 (3.5%, M ™), 91 (100%), 56 (28%).
C3,Hy6N4O5 - H,O (616.8) Ber. C63.32 H 7.84 N 9.08 O 20.75
Gef. C62.7 H7.6 N9.0 020.4

[N5—AcetyI-Nj-benzyloxy-Nz-(benzyloxycarbonyl)-L-ornithy!]-[N5-acetyl-N5-benzyloxy-L-
ornithyl]-N5-acetyl-N5—benzyloxy—L-ornithin-tert-buty[ester (9): Er wird analog 7 aus 321.7 mg
(0.54 mmol) Dipeptid 8 und 223.6 mg (0.54 mmol) N5-Acetyl-N5-benzyloxy~N2-(benzyloxycarbo—
nyl)-L-ornithin 1 (6) hergestellt. Nach zweimaliger Flash-Chromatographie® (Saulendurchmesser
2 ¢m; Laufmittel 1, Dichlormethan/Methanol, 9:1; Laufmittel 2, Dichlormethan/Methanol,
95:5; FlieBgeschwindigkeit 10 ml/min) werden 192 mg (36%) Tripeptid 9 erhalten. — 'H-NMR
(DMSO, 250 MHz): 8 = 1.32 [s; 9H, C(CH;)3], 1.43-1.70 (m; 12H, B-, y-CH,), 1.98 (s; 6H,
COCHj3), 1.99 (s; 3H, COCHj), 3.59 (mc; 6H, NCH,), 4.05 (mc; 2H, NHCH), 4.32 (mc; 1H,
NHCH), 4.84 (s, breit; 6H, OCH,), 4.98 (s; 2H, OCH,), 7.26 - 7.48 (m; 20H, Aromat), 7.92 (d,
J = 8 Hz; 1H, CONH), 8.18 (d, / = 7 Hz, 1H, CONH).

(N’-Acetyl-N* -hydroxy-L-ornithyl)-(N5-acetyl-N5-h ydroxy-L-ornithyl)-N° -acelyl—N’-hydroxy-
L-ornithin-tert-butylester (10): 192.6 g (0.193 mmol) Tripeptid 9 werden in 15 ml Ethanol iiber
91.3 mg Palladium/Kohle (10% Pd) bei durchperlendem Wasserstoff hydriert. Nach 8 h werden
erneut 46 mg Palladium/Kohle zugegeben, und es wird 4 h hydriert. Der Katalysator wird abfil-
triert, mit heiBem Ethanol gewaschen und das Filtrat eingeengt. Es werden 86.4 mg (76%) des
partiell deblockierten Tripeptids 10 erhalten. — 'H-NMR (D,0 + DMSO, 250 MHz): & = 1.46
[s; 9H, C(CH3)4), 1.57-1.91 (m; 12H, B-, y-CH,), 2.14 (s; 9H, COCHjy), 3.57 (mc; 1H,
NHCH), 3.65 (mc; 6H, NCH,), 4.25 (mc; 1 H, NHCH), 4.37 (mc; 1H, —NHCIH—).

(N°-Acetyl-N>-hydroxy-L-ornithyl)-(N>-acetyl-N°-hydroxy-L-ornithyl)-N°-acetyl-N°-hydroxy-
L-ornithin (2) aus 10; 86.4 mg (0.15 mmol) Tripeptid-rert-butylester 10 werden mit 2 ml Trifluor-
essigsdure versetzt und 16 h bei 0°C gerithrt. Nach Eindampfen wird der Riickstand an 20 mi
SP-Sephadex C-25 chromatographiert [Saule 1 cm &; Laufmittel 50 ml H,O, dann Gradient
0.1 M NaCl/H,O (1:9-5:5); Fraktionsgrdfie 3 ml]. Nach Gefriertrocknung der reinen Fraktio-
nen wird an 10 ml Lewatit OC 1031 entsalzt. Nach Gefriertrocknung werden 23.5 mg (29%)
amorphes Tripeptid 2 erhalten. — 'H-NMR (D,0, 250 MHz): & = 1.54-1.95 (m; 12H, B-,
v-CHj,), 2.13 (s; 9H, COCH3y), 3.66 (mc; 6 H, NCH,), 4.03 (t, J = 7 Hz; 1 H, NHCH), 4.16 (mgc;
1H, NHCH), 4.41 (mc; 1H, NHCH). - C-NMR (D,0, 62.83 MHz, Dioxan als Standard):
8 = 19.3[3]) (q), 21.4 (1), 22.2 (1), 22.5 (1), 28.0 [2] (1}, 28.8 (1), 47.0 (1), 47.2 (1), 47.5 (1), 52.6 (d),
53.7(d), 54.8 (d), 169.3(s), 172.1 (s), 173.7 (s), 173.8 (5), 174.0(s), 177.8 (s). ~ FAB-MS: m/z =
535 (M + HY),

Y I11. Mitteilung: G. Benz, Liebigs Ann. Chem. 1984, 1424, voranstehend.
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