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185. Synthesen in der Depsipeptid-Reihe
2. Mitteilung

Synthese von Enniatin A
von P. Quitt, R. O. Studer und K. Vogler
(5. V1. 63)

In der 1. Mitteilung?) berichteten wir {iber die Synthese des antibakteriellen
Wirkstoffes Enniatin B. Wie dort gezeigt werden konnte, handelt es sich dabei um
ein cyclisches Hexadepsipeptid 2), bestehend aus N-Methyl-r-valin und p-a-Hydroxy-
isovaleriansdure, die beide je 3mal abwechslungsweise aufeinander folgen. Gleich-
zeitig mit der Entdeckung von Enniatin B durch PLATTNER ¢f 4l.3) im Jahre 1948
war das homologe Enniatin A isoliert worden, dem damals auf Grund der Abbau-
resultate und der Molekulargewichtsbestimmung nach RasT die Struktur eines
cyclo-Tetradepsipeptides, bestehend aus N-Methyl-L-isoleucin und D-a-Hydroxy-
isovaleriansdure, zugeschrieben wurde. Die von Simon%) entwickelte thermoelek-
trische Methode lieferte indessen auch hier ein 1'/,mal héheres Molekulargewicht
von 681, was sich mit der Annahme eines dem Enniatin B #hnlichen cyclischen
Hexadepsipeptids — wie in Fig. 1 dargestellt — gut erkliren liess.
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Tig. 1. Enniatin A (X)

Es gelang uns nun, eine solche Struktur synthetisch aufzubauen, und zwar in
derselben Weise, wie dies bereits fiir Enniatin B beschrieben worden war?) (s. Reak-
tionsschema). Das Didepsipeptid, das hier an Stelle von N-Methyl-L-valin N-Methyl-
L-isoleucin enthilt, wurde analog durch 2malige Kondensation zum offenkettigen

1) PL. A. PLATTNER, K. VOGLER, R. O. STUDER, P. QuitT & W. KELLER-SCHIERLEIN, Helv. 46,
927 (1963).

2) Uber die Nomenklatur dieser Stoffklasse vgl. 1, Mitteilung, Fussnoten 2 und 3.

3) PrL. A. PLATTNER, U. NAGER & A. BoLLER, Helv. 37, 594 (1948); PL. A. PLATTNER & U. NAGER,
Helv. 37, 665 (1948).

4 W. SiMoN & C. TomrinsoN, Chimia 74, 303 (1960).
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L-Me-Ile = N-Methyl-L-isolcucin OBu! = t{-Butylester
p-Hy-i-Valac = p-a-Hydroxy-isovaleriansiurc z = Benzyloxycarbonyl
Enniatin A naturlich
Enniatin A synthetisch
486 438 527 6.23 713 850 911330 07 12 18 126

Fig. 2. DEBYE-SCHERRER-Diagramm von natiivlichem und synthetischem Enniatin A

Hexadepsipeptid verldngert. Dessen Cyclisierung lieferte ein mit dem natiirlichen
Enniatin A in jeder Beziehung identisches Produkt (s. Tabelle und Fig. 2).

Evliuterungen :zum TDEBYE-SCHERRER-Diagramm. Die Pulverdiagramme nach DEBYE-
SCHERRER wurden mit einem PHILIPS RONTGEN-Goniometer PW 1050 und Cu-K,-Strahlung aul-
genommen. Die Aufnahmen verdanken wir Herrn Dr. C. voN PLANTA aus unserer physikalischen
Abtcilung.

Hicr muss auf einen beim Enniatin B nicht beobachteten Dimorphismus hingewicsen werden.
Die sowohl von synthetischem wie auch von natiirlichem Enniatin A aus Alkohol/Wasser gewon-
nencn und bei Raumtemperatur getrockneten Kristalle ergaben keine reproduzierbaren RONTGEN-
Spektren. Vermutlich lagen hier verschiedene Kristallformen nebeneinander vor, die sich erst
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nach mehrstiindigem Heizen auf 80-100° in eine einheitliche Modifikation umwandelten. Erst die
so behandelten Substanzen lieferten reproduzierbare Pulverdiagramme, die innerhalb des Mess-
fehlers von 1%, fiir beide Praparate identisch waren.

Experimenteller Teilé)

A. Synthese des Ausgangsmalerials. ~ N-Methyl-L-isoleucin wurde nach der frither beschriebe-
nen”) Methode aus allo-freicm Isoleucin hergestellt:
N-Benzyl-L-isoleucin. Nach Methode A7) (94%) und Methode B?) (77%). Kann aus Wasser
umkristallisiert werden. Smp. > 250° (Zers.); [oa]'f’_{‘ = +27,6° (c = 1,0, in 6~ HCI).
CsH g0, N (221,29)  Ber. € 70,55 H 8,65 N 6,33%  Gef. C70,86 H 845 N6,35%
N-Benzyl-N-methyl-L-isoleucin. Der nach Methylicrung erhaltene Rohriickstand wird in
Accton mit wenig Methanolzusatz aufgekocht, von wenig Riickstand filtriert und nach Zugabe
eines gleichen Volumens Ather kristallisieren gelassen. Man erhilt in zwei Fraktionen 899,
Substanz vom Smp. 168° (nach Subl); [a]f§ = +38,5° (¢ = 1,02, in Wasser).
CH, O N (235,32)  Ber. C71,45 1 9,00 N 595%  Gef. C71,58 H 8,98 N 6,08%
N-Methyl-L-isoleucin. Durch Hydrogenolyse in 90-proz. Essigsaure in 979, Rohausbeute cr-
halten. Das Rohprodukt ist zur Weiterverarbeitung rein genug und zeigt im Chromatogramm nur
cinen Flcck., Umkristallisieren aus wenig Wasser méglich. Sublimiert oberhalb 200° und schmilzt
nicht bis 290°. [a]}f = +27,5° (¢ = 1,07, in Wasser); [o}}f = +47,7° (c = 1,06, in 65 HCI).
C,H,,0,N (145,20) Ber. C 57,90 H 10,41 N 9,65%  Gef. C 57,63 H 10,15 N 991%
B. Synthetischer Aufbau gewmdss Reaktionsschema. — 1. Benzyloxycarbonyl-N-methyl-L-isoleucin
(I). N-Methyl-L-isoleucin wurde gleich wie N-Methyl-L-valinl) carbobenzoxyliert. Der Rohriick-
stand wurde aus Ather/Petrolather umkristallisiert. Ausbeute: 79%. Smp. 63-64°; {d]ff = —72,4°
(¢ = 0,93, in Alkohol).
C;H,,O,N (279,33) Ber. C6449 H 7,58 N 5,019  Gef C64,79 H 7,46 N 5,03%
2. Z-N-Methyl-L~isoleucyl-D-o-oxy-isovaleviansdure-t-butylester (III). 154 g (0,055 Mol)
Z-N-Mecthyl-L-isolcucin (I) werden bei 0° in 80 ml Pyridin unter Riihren tropfenweise mit 7 ml
(0,055 Mol) Benzolsulfochlorid versetzt, Nach 30 Min. fiigt man 8,7 g (0,050 Mol) p-e-Hydroxy-
isovalcriansiure-t-butylester (II)1) zu, rtihrt noch 30 Min. bei 0° und 2 Std. bei Raumtemperatur,
dampft dann im Vakuum ein, setzt etwas Toluol zu und dampft erneut ein. Den Riickstand nimmt
man in Ather auf, wischt diesen 5mal mit 1M Weinsiure und Eis und erschépfend mit 10-proz.
KHCO;,, trocknet und dampft im Vakuum cin. Die 14,6 g ligen Riickstandes werden an Kiesclgel
chromatographicrt®). Mit Benzol/Essigester 9:1 werden 11,1 g (51%) von III eluiert. [a]fy =
-57,3° (¢ = 1,0).
Cy H;; 06N (435,54)  Ber, C 66,18 H 8,56 N 3,22%, Gef. C66,34 H 861 N 3,359
3. Z-N-Methyl-L-isoleucyl-D-a-oxy-tsovaleviansdure (IV). 7,2 g (0,0165 Mol) des Esters II1 wer-
den in 250 ml Benzol mit 800 mg p-Toluolsulfosiure-hydrat 1 Std. unter Riickfluss erhitzt. Nach
Abkiihlen wird abwechslungswcise mit eiskalter 2n Sodaldsung und Wasser erschépfend extrahiert.
Die wisserigen Anteile werden nach Vereinigung auf Kongo angesiduert und mit Ather cxtrahiert.
Nach Waschen, Trocknen und Eindampfen des Athers im Vakunum erhilt man 5,2 g eines Ols,
welches zum grossten Teil kristallisiert. Aus Hexan crhilt man 4,2 g (68%,) Sdure IV vom Smp.
74-76°; [d]l} = —89,5° (¢ = 0,95).
CyHygON (379,44)  Ber. € 63,30 H 7,70 N 3,699, Gel. C63,46 H 7,50 N 3,789,

) Dic Smp. wurden auf eincm KorLER-Block bestimmt und sind korrigicrt. Die Drehungen
wurden, wenn nichts anderes angegeben, in Benzol bestimmt. Fehlergrenze 4 2°. Die Ana-
lysenmuster wurden 16 Std. iiber P,O; bei 0,01 Torr bei 50-80° getrocknet.

7} P. Quitt, J. HELLERBACH & K. VOGLER, Helv. 46, 327 (1963). (Methode A: Reduktion der
ScurFr-Base mit Natriumborhydrid; Methode B: Hydrierende Benzylierung.)

8) Alle oligen Zwischenproduktc wurden durch Chromatographie an Kieselgel (Korngrasse 0,2
0,5 mm) gereinigt. Es wurde jewecils eine Sdule mit der 10fachen Menge Kieselgel in Hexan zu-
bereitet und nach Adsorption der Substanz mit folgenden Losungsmitteln eluiert: 1. Hexan:
2. Benzol/Hexan 1:4; 3. Benzol/Hexan 1:1; 4. Benzol; 5. Benzol/Essigester 98:2; 6. Benzol/
Essigester 95:5; 7. Benzol/Essigester 80:20; 8. Benzol/Essigester 50:50,
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4. N-Methyl-L-isoleucyl-D-o-oxy-isovaleriansdure-t-butylester (V). 7,2 g (0,0165 Mol) der Benzyl-
oxycarbonyl-Verbindung III 16st man in 50 ml 98-proz. Eisessig und hydrogenolysiert mit 1,2 g
5-proz. Pd-Kohle in Anwesenheit von Natronkalk, bis die Wasserstoffaufnahme aufhort. Nach
Filtriercn und Eindampfen nimmt man in Ather auf und extrahiert erschépfend mit eiskalter 1m
Weinsdurelosung. Die wisserigen Extrakte werden sofort mit festem NaHCO, neutralisiert und
mit Ather ausgezogen. Aus dem Ather erhilt man nach Waschen und Trocknen 3,9 g (79%,) eines
farblosen Ols, das im Kugelrohr bei 80°/0,01 Torr destilliert wird. [o)% = 423,3° (¢ = 1,1).

CigHyOyN (301,42) Ber. C63,75 H 10,37 N 4,659  Gef. C 63,87 H 10,31 N 4,839

5. Z-N-Methyl-L-isoleucyl- D-a-oxy-isovaleryl- N -methyl-L-isoleucyl- D -a-oxy - isovaleriansdure-t-
butylester (VI). 3,5 g (0,0092 Mol) der Z-Didepsipeptidsdure IV, gelést in 40 ml abs. Ather, werden
30 Min. bei 0° mit 2,1 g (0,010 Mol) Phosphorpentachlorid geriihrt. Die klare Lésung wird dann bei
30° im Vakuum eingedampft, in 30 ml abs. Ather aufgenommen und tropfenweise zu einer geriihr-
ten und auf —15° gekiihlten Losung von 2,8 g (0,0092 Mol) Didepsipeptidester V und 2,8 ml
(0,020 Mol) Tridthylamin in 80 ml abs. Ather gegeben. Nach crfolgter Vereinigung (ca. 10 Min.)
wird noch 30 Min. bei — 15° und anschliessend noch 5 Std. bei 0° geriihrt, dann wird 4mal mit eis-
kalter 1M Weinsaure, 3mal mit eiskalter Sodalésung und 2mal mit Wasser gewaschen, getrocknet
und im Vakuum eingedampft. Dic resultierenden 5,9 g O] werden auf 60 g Kieselgel8) gegeben und
mit Benzol/Essigester eluiert. Man erhilt 5,7 g (94%) des geschiitzten Tetradepsipeptids VII.
()& = —85,0° (¢ = 1,02).

CgeHggOgN, (662,84) Ber. C 65,23 H 8,82 N 4,239 Gef. C64,82 H8,85 N4,25%

6. N-Methyl-L-isoleucyl-D-o-0xy-isovaleryl-N-methyl-L-isoleucyl-D-o-oxy-isovaleriansdure-t-butyl-
ester (VII). 3,4 g (0,0051 Mol) des Z-Tetradepsipeptidesters VI werden in 200 ml Athanol mit
1,1 g 5-proz. Pd-Kohle in Anwesenheit von Natronkalk hydrogenolysiert. Nach Stehenbleiben der
Hydrierung wird filtriert und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird in Ather gelést und
erschopfend mit eiskalter 1M Weinsiureldsung extrahiert, wobei unmittelbar anschliessend mit
festem NaHCO, neutralisiert wird. Die wisserige Phase wird danach 2mal mit Ather ausgezogen
und der Atherextrakt gewaschen, getrocknet und im Vakuum cingedampft. Man erhilt 2,7 g Ol
(prakt. quantitativ). [a]}f = —57,6° (¢ = 1,0).

CyeH5oO5N, (528,71)  Ber. C63,60 H 991 N 5309 Gef. C63,59 H 9,92 N 5,34%

7. Z-N-Methyl-L-1soleucyl-D-a-0xy-isovaleryl- N-methyl-L-isoleucyl-D-o-oxy-isovaleryl-N-methyl-
L-isoleucyl-p-a-oxy-isovaleviansiure-t-butylester (VIII). 4,25 g (0,0112 Mol) Z-Didepsipeptidsiure
1V werden in 50 ml abs. Ather mit 2,4 g (0,0115 Mol) PCl, bei 0° 30 Min. geriihrt und dann bei 35°
im Vakuum eingedampft. Der Riickstand, in 60 ml abs. Ather geldst, wird innert 10 Min. tropfen-
weise zu einer geriihrten und auf — 15° gekiihlten Losung von 5,9 g (0,0112 Mol) Tetradepsipeptid-
ester VII und 2,8 ml (0,020 Mo!) Tridthylamin in 50 ml abs. Ather gegeben. Es wird noch 2 Std.
bei —15° dann 2 Std. bei 0° gerithrt, danach 3mal mit eiskalter 1M Weinsiure und je 2mal ab-
wechslungsweise mit eiskalter 2N Sodaldsung und Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum
eingedampft. Die 8,8 g Riickstand werden an 90 g Kicselgel8) mittels Benzol/Essigester eluiert.
Man erhilt 8,6 g (86%). [«)}} = —107,0° (¢ = 1,31).

CugHyzgO1oNg (890,14)  Ber. C 64,76 H 8,94 N 4,729  Gef. C 6501 H9,00 N 4,629

8. N-Maethyl-L-isoleucyl-D-a-oxy-isovaleryl-N-methyl-L-isoleucyl-D-a-oxy-isovaleryl- N -methyl-L-
isoleucyl-D-a-oxy-isovaleviansiauve-hydvobromid (1X). 7,6 g (0,0085 Mol) geschiitztes Hexadepsipep-
tid VIII 16st man in 10 ml Eisessig und versetzt mit 15 ml 33-proz. Bromwasserstoffsiurc in Eis-
essig. Nach 6 stiindigem Schiitteln bei Raumtemperatur wird im Vakuum bei 35° eingedampft
und anschliessend 3mal mit je 200 ml Petroldther geschiittelt und dekantiert. Der Riickstand wird
mehrere Male abwechslungsweise in Ather und Essigester geldst und in Petrolither eingeriihrt.
Man erhilt so 6,1 g (71%) eines zdhen Schaumes. [«]ff = —48,5° (¢ = 1,00, in Alkohol).
CagHgeO1oN3Br (780,83)  Ber. €55,37 H 8,52 Br10,24% Gef. C55,01 H 8,52 Brl10,35%

9. Cyclo-(N-Methyl-L-isoleucyl-D-a-oxy-isovaleryl-N-methyl-L-isoleucyl-D-a-oxy-isovaleryl-N-
methyl-L-isoleucyl-D-a-oxy-isovaleryl) (X). 1,12 g (0,0014 Mol) Hexadepsipeptid-hydrobromid 1X
werden in 30 ml abs. Benzol unter Eiskiihlung und Rijthren mit 375 mg (0,0018 Mol) PCl; versetzt
und 30 Min. bei 0° und 3!/, Std. bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Danach wird die klare Ldsung
im Vakuum bei 30° eingedampft. Der Riickstand wird in drei Teile geteilt und jeder Teil getrennt
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in 1,8 1 abs. Benzol gelést. Wahrend 30 Min. wird jedes der geriibrten Volumina mit je 1,42 ml
(0,010 Mol) Tridthylamin in je 500 ml abs. Benzol versetzt. Danach wird 18 Std. stehengelassen.
Die drei Ansitze werden vereinigt und zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in Ather
aufgenommen uud 4mal mit eiskalter 1m Weinsdure und 2mal mit 10-proz. KHCO; gewaschen,
getrocknet und im Vakuum ecingedampft. Der Riickstand wird an 10 g Kieselgel chromatogra-
phiert?®), wobei das cyclische Depsipeptid X mit Benzol/Essigester 95:3, 80:20 und 50:50 eluiert
wird. Aus Alkohol/Wasser erhidlt man in zwei Fraktionen 370 mg (369%,) kristallines Produkt.
Konstanten siehe Tabelle.

SUMMARY

A cyclic hexadepsipeptide containing alternatively N-methyl-L-isoleucine and
D-a-hydroxy-isovaleric acid (Fig. 1) has been synthesized. It proved to be iden-
tical with Enniatin A, a microbiologically active metabolite isolated in 1947 from
Fusarium oxysporum SCHLECHT.

Chemische Forschungsabteilung der
F. HorrmMaNN-ILA RocHE & Co. AG, Basel

186. Chinazoline und 1,4-Benzodiazepine
XIII. Mitteilung?)

Synthese von 7-Carbalkoxy-, 7-Carbamoyl- und 7-Cyan-5-phenyl-
1,4-benzodiazepin-Derivaten

von L. H. Sternbach, G. Saucy, F. A. Smith, M. Miiller und J. Lee
(5. VI. 63)

Die interessanten psycho-pharmakologischen Eigenschaften?) von gewissen
5-Phenyl-1,4-benzodiazepinen (z. B. 18 und II%)) gaben Anlass zu einem Arbeits-
programm, das u. a. auch die Darstellung von Derivaten mit Carbalkoxy-, Carbamoyl-
und Cyan-Gruppen in Stellung 7 enthdlt (siche allgemeine Formel IV).

Im folgenden berichten wir iiber die Darstellung von derartigen 7-substituierten
5-Phenyl-1,4-benzodiazepinen IV, die z.T. im Phenylring in o-Stellung (R’) zusitzlich
noch ein Fluor- oder ein Chloratom tragen. Die als Schliisselsubstanzen hergestellten,
entsprechend substituierten 2-Aminobenzophenone III (R = —COOH, —COOCH,
und —CN; R’ = H, F oder Cl) sind neu. Die Umwandlung der Verbindungen vom
Typus III in die gewiinschten 1,4-Benzodiazepine IV erfolgte nach den von uns
frither mitgeteilten Methoden.

1) XII. Mittcilung dieser Reihe: W. METLEsICS, G. SILVERMAN & L. H. STERNBACH, ]. org. Che-
mistry 28 (1963), im Druck.
Betr. Nomenklatur siche VII. Mitteilung: G. Savey & L. H. STERNBAcCH, Helv. 45, 2226 (1962).

2) L. O. RanpaLL, Discases nerv. System, 27 (Suppl. 3), 7 (1960); 22 (Suppl. 7), 7 (1961); L. O.
RaNparL, G. A, Hetsg, W, ScHALLEK, R. E. Bagpon, R. BANZIGER, A. Boris, R. A. MoE &
W. B. ABrawms, Current therap. Res. 3, Nr. 9 (1961).

3) 7-Chlor-2-methylamino-5-phenyl-3 H-1, 4-benzodiazepin-4-oxid = Librinm®. Siehe 1. H.
STERNBACH & E. REEDER, J. org. Chemistry 26, 1111 (1961).

9) 7-Chlor-1, 3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2 H-1,4-benzodiazepin-2-on = Valium®, Siche 1., H.
STERNBACH & E. REEDER, ]. org. Chemistry 26, 4936 (1961).





