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21. Synthesen in der Depsipeptidreihe
3. Mitteilung{111)
Anwendung der N-Nitroso-Schutzgruppe zur Synthese von
Depsipeptiden
Eine weitere Synthese von Enniatin A
von P. Quitt, R. O. Studer und K, Vogler
(26. X1. 63)

Anldsslich unserer Arbeiten mit N-Monomethyl-Aminosiduren erhob sich die Frage,
ob die sekundire Aminogruppe nicht in einfacher Weise durch eine Nitrosofunktion
geschiitzt werden konnte. Sekundidre N-Nitroso-Aminosiuren waren bereits bekannt,
z.B. N-Nitroso-prolin{2], N-Nitroso-sarcosin[3], N-Nitroso-N-methyl-DL-phenylala-
ninf4], verschiedene N-Nitroso-N-phenyl-glycine[5] etc. Die drei letztgenannten
Verbindungen waren zur Svnthese von Sydnonen verwendet worden.
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Da Sydnone sehr stabil gegen Aminolyse sind und kein asymmetrisches C-Atom
mehr besitzen[6], sind sie zur Synthese von Peptidderivaten, vor allem solchen mit
optisch aktiven Aminosduren, nicht beniitzbar. Eine solche Synthese sollte ja die
Erhaltung der optischen Asymmetrie garantieren. Ausserdem sollten die Schutz-
gruppen leicht einzufithren und ebenso leicht und wenn moglich selektiv wieder zu
entfernen sein. Diese letzten Bedingungen erfiillt die Nitrosogruppe weitgehend, wie
im folgenden gezeigt wird. Die Umsetzung einer Suspension der Alkylaminosiure (I)
in Eisessig mit Isoamylnitrit bei Raumtemperatur liefert in guter Ausbeute optisch
reine Nitrosoderivate (II). Diese Methode ist der Nitrosierung mit Nitrit und Mineral-
sdure vorzuziehen.

Isoamylnitrit
R-NH-CH-COOH = - R-N—CH-COOH
i H-‘\ [T i ,
1 ny NO R 1I
a: R = CH,, R’ == CH-CH,—CH,
CH,
b: R = CH,, R’ == CH(CHy),
¢: R = CH,, R’ = CH,-CH(CH,),
d: R =CH,, R = CH,C4H,

¢ R = CH,CgH, R = CH,-CH(CH,),

1) Die Ziffern in cckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 173,
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Die Nitrosoaminoséuren II stellen leicht gelbliche oder graustichige Substanzen
dar, dic meist kristallin oder wachsartig sind und sich im Hochvakuum destillieren
oder sublimieren lassen. Im Dunkeln stabil, scheinen sie sich jedoch nach lingerer
Lichteinwirkung langsam zu zersetzen. Ihre Spaltung erfolgt am besten im Chlor-
wasserstoffstrom in Benzol oder Eisessig bei etwa 10°, wobei man direkt die Hydro-
chloride von I erhilt. Bromwasserstoff in Wasser oder Eisessig entfernt zwar die
Nitrosogruppe ebenfalls rasch, doch entsteht als unerwiinschtes Nebenprodukt freies
Brom. Andere Mineralsduren sind weniger aktiv, wie auch ZAHRADNIK[7] festgestellt
hat. Unter den Bedingungen der Hydrogenolyse, wie sie zur Debenzylierung und
Decarbobenzoxylierung in Frage kommen, ist die Nitrosofunktion hinreichend stabil.
Sekundires Amin ist auch nach tagelangem Hydrieren in Eisessig bei Raumtempera-
tur mit Palladiumkohle nur in Spuren festzustellen.

Bei den Reaktionen I - II und IT - I bleibt die Asymimetrie am «-C-Atom un-
verdndert. Reaktionen an der Carboxylgruppe hingegen, wie sie zur Kniipfung von
Peptid- und Depsipeptid-Bindungen nétig sind, fithren je nach Art der gewihlten
Methode zu mehr oder weniger starker Racemisierung. Zur Kniipfung der Ester-
bindung cines Depsipeptids eignet sich am besten die Saurechloridmethode. Das
Saurechlorid von 1T wird mittels PCl; in Ather unter Eiskiihlung hergestellt und bei
30-35° im Vakuum vom L&sungsmittel und POCI; befreit. Die Reaktion mit der
Hydroxykomponente muss indessen bei moglichst tiefer Temperatur (-- 60°) von-
statten gehen, um die hier auftretende Racemisierung zuriickzudridngen. Diese Race-
misierung eines am Carboxyl aktivierten Derivats von II ist stets in alkalischem
Medium anzutreffen. Aus diesem Grunde ist die frither beniitzte Benzolsulfochlorid-
methode[1][8i[9] hier nicht anwendbar. Vollstindig ist die Racemisierung allerdings

Reaktionsschema
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L-Me-lle = N-Methyl-L-isoleucin ON = N-Nitroso-Schutzgruppe

p-Hy-i-Valac == pD-a-Hydroxyisovaleriansiure ONDB = p-Nitrobenzylester
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auch bei der Sdurechloridmethode nicht zu unterdriicken, ebensowenig wie bei An-
wendung der von BRENNER ef al.[10] beschriebenen «Phosgenmethode». Das End-
produkt muss entweder durch Kristallisation oder Sidulenchromatographie von sei-
nem Diasterecisomeren abtrennbar sein. Die weiteren Schritte, welche keine Reak-
tionen am Carboxyl der Alkylaminosiure mehr einschliessen, verlaufen dann aber
optisch einheitlich.

Das Aufbauprinzip eines Depsipeptids mittels Nitrososchutzgruppen sei am Bei-
spiel von Enniatin A illustriert (s. Reaktionsschema). Es unterscheidet sich vom
frither angewendeten Prinzip[1] in der Vertauschung der Schutzgruppentypen. Da die
Nitrosogruppe von Ila acidolytisch gespalten wird, gegen Hydrierung jedoch stabil
ist, tragt jetzt die Hydroxykomponente IIla eine hydrogenolytisch entfernbare
Funktion, in diesem Falle den gut zugédnglichen p-Nitrobenzylester. Die Komponenten
[Ta und ITIa wurden nun mittels der oben angefithrten Siurechloridmethode zum
Didepsipeptid 1V vereinigt, das dann einerseits durch Hydrogenolyse und anderseits
mittels HCl in Benzol in die Bausteine V bzw. VI {ibergefiihrt werden konnte. Die
Séure V wurde sodann iiber ihr Sdurechlorid in ausgezeichneter Ausbeute mit der aus
VI freigesetzten Esterbase zum geschiitzten Tetradepsipeptid VII verbunden. Dessen
Denitrosierungsprodukt VI1I verkntipfte man auf dieselbe Weise erneut mit dem
Sdurechlorid von V zum Nitroso-hexadepsipeptid-p-nitrobenzylester I1X. Hydro-
genolyse und nachfolgende Denitrosierung von IX fithrten zum offenkettigen
Hexadepsipeptid-hydrochlorid X, das man dhnlich wie das in der 2. Mitteilung be-
schriebene Hydrobromid (1] zu XI cyclisierte. Das cyclische Produkt XI war in jeder
Beziehung mit natiirlichem Enniatin A identisch.
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Verglichen mit der in der 1. und 2. Mitteilung [1]{8] beschriebenen Syntheseme-
thode ist die im ersten Schritt auftretende Racemisierung ein Nachteil, der aber durch
die hohere Kupplungsausbeute wettgemacht wird. Zudem erhilt man mehr als die
Hailfte der Zwischenstufen in kristalliner Form, so ausser 11a und IIIa auch die Siure
V und die Hydrochloride VI und VIII. Dasselbe trifft auch fiir die analog ausgefiihrte
Synthese des als Vorstufe von Enniatin B aufgebauten Nitroso-tetradepsipeptid-
benzylesters XV zu, von dessen Vorstufen sogar das geschiitzte Didepsipeptid XII
kristallin anfiel.
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Es erhebt sich hier die Frage, ob die Nitrososchutzgruppe auch bei der Synthese
von N-Alkylaminosdure-haltigen Peptidanalogen Anwendung finden kénnte. Vor-
laufige Versuche in dieser Richtung verliefen nicht sehr ermutigend, da die entstehen-
den Diastereoisomerengemische infolge der geringen Kristallisationstendenz von
N-Alkylpeptidderivaten schwer zu trennen sind. Zudem sind nicht alle Methoden
der Peptidverkniipfung fiir Nitrosoaminosiurederivate anwendbar und Neben-
reaktionen sind hidufig. Nitrosierung eines Peptidfragments zum voriibergehenden
Schutz ist zwar méglich, aber nur in Abwesenheit primirer und sekundédrer Amidfunk-
tionen, die in unerwiinschte Nitrosoamide oder Nitroso-urethane iibergefiihrt
wiirden. Die Anwendung von Nitrosoaminosiuren diirfte also nur in speziellen Fillen
— wie hier im Falle von Depsipeptiden — von priparativem Wert sein.

Experimenteller Teil?2)

A) N-Nitroso-alkylaminosiduren. - N-Nitroso-N-methyl-L-isoleucin (I1a). 48 g (0,33 Mol)
N-Methyl-L-isoleucin [1][11] werden in 800 ml Eisessig suspendiert und bis zur vollstindigen L&-
sung mit 70 g (0,60 Mol) Isoamylnitrit bei Raumtemperatur geriihrt (ca. 30 Min.). Dann wird 16 Std.
bei Raumtemperatur belassen und anschliessend im Vakuum eingedampft. Den Riickstand nimmt
man in Ather auf, wiischt mit 1n HCl und Wasser und extrahiert erschopfend mit 10-proz. KHCO,-
Losung. Die Kaliumhydrogencarbonat-Extrakte werden mit 3N HCI vorsichtig auf Kongo an-
gesduert und sofort 2mal mit Ather ausgezogen. Nach Waschen, gutem Trocknen-und Eindampfen
im Vakuum erhilt man ein Ol, das unter Petrolither auf Anreiben fest wird. Nach Trocknen im
Vakuum bei Raumtemperatur erhilt man 49 g (859, d. Th.) hellgelbe Nitrosoverbindung, die zur
Analyse bei 50° im Hochvakuum sublimiert wird. Smp. 47-50°, [«)3f = —60,8° (¢ = 1,0 in Al-
kohol}.

C,H,,03N, (174,20) Ber. C 48,26 H 8,10 N 16,089, Gef. C 48,18 H 8,12 N 16,169,

Auf gleiche Weise hergestellt: N-Nitroso-N-methyl-L-valin (I11b). Aus N-Methyl-L-valin[11].
Ausbeute 88%,, Smp. 70-74° (aus Tetrachlorkohlenstoff). [a]}f = —85,5° (¢ = 0,91 in Alkohol).
CgH,,0,;N, (160,17) Ber. C44,99 H 7,55 N 17,499, Gef. C44,87 H 7,76 N 17,219

N-Nitroso-N-methyl-L-leucin (IIc). Aus N-Methyl-L-leucin [11]. Ausbeute 859%,, Smp. 44-47°,
wachsartige Masse, [a]f)" = -29,8° (¢ = 0,97 in Alkohol).

C,H,,0,N, (174,20)  Ber. C 48,26 H 810 N 16,08%  Gef. C 47,91 H 8,03 N 16,119

N-Nitroso-N-methyl-L-phenylalanin (I1d). Aus N-Methyl-L-phenylalanin[11]. Ausbeute 779%,,
Smp. 135-136° (aus Ather/Petrolither), [¢]}§ = —130° (¢ = 1,0; in Alkohol).

CoH,,03N, (208,21) Ber. C 57,68 H 5,81 N 13,469, Gef. C57,81 H 592 N 13,579,
N-Nitroso-N-benzyl-L-leucin (I1e). Aus N-Benzyl-L-leucin[11] Ausbeute 76%,, Smp. 92-94°

(aus Ather/Petrolather), [a]f} = —49,8° (¢ = 1,0; in Alkohol).
C3H, 505N, (250,29) Ber. C62,38 H 7,29 N 11,219, Gef. C 62,50 H 7,24 N 11,469,
B) Synthese von Enniatin A. - p-a-Hydroxyisovaleriansdure-p-nitrobenzylester (I11a).

5,9 g (0,050 Mol) p-a-Hydroxyisovaleriansiure[12] und 7,0 ml (0,050 Mol) Tridthylamin in 100 ml
trockenem Essigester werden mit 8,6 g (0,050 Mol) p-Nitrobenzylchlorid 16 Std. unter Riickfluss
erhitzt. Nach Abkiihlen wird mit 1n HCl, 10-proz. KHCO,-Losung und Wasser gewaschen, ge-
trocknet und im Vakuum eingedampft. Das verbleibende Ol kristallisiert auf Anreiben. Aus Ather/
Petroldther erhilt man bei — 20° 7,5 g (609,) p-Nitrobenzylester vom Smp. 28-34°. [a]# = +10°
(¢ = 1,0 in Alkohol).

CpeHyO0N (253,25) Ber. € 56,91 H 597 N 5,53% Gef. C 56,87 H 573 N 5,80%

%) Die Smp. wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Analysenmuster
wurden — sofern nicht sublimiert — 16 Std. iiber P,O; bei 0,01 Torr und 50-80° getrocknet.
Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung der
Herren Dres. H. WaLDMANN und A. DIRSCHERL ausgefiihrt.
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N-Nitroso-N-methyl-L-isoleucyl-D-oi-oxyisovaleviansdurve-p-nitrobenzylestey {117). 14 g (0,080 Mol)
N-Nitroso-N-methyl-L-isoleucin (IIa}, gelést in 150 ml abs. Ather, werden mit 16,7 g (0,080 Mol)
PCl; bei 0° 15 Min. geriihrt; anschliessend wird das Gemisch ohne Filtrieren bei 35° Badtempera-
tur im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird zur Entfernung des POCl; noch 2mal mit
Toluol im Vakuum abgedampft, dann in 50 ml abs. Ather aufgenommen und auf — 60° gekiihlt.
Bei dieser Temperatur setzt man unter starkem Rithren cine vorgekiihlte I.osung von 19 g (0,075
Mol) p-a-Hydroxyisovaleriansiure-p-nitrobenzylester ([11a) in 100 ml abs. Ather zu und gleich
daraufeine ebenfalls auf — 60° gekiihlte Mischung von 15 ml Pyridin und 15 ml Ather. Man lisst
unter fortwdhrendem Riihren auf 0° aufwirmen und hilt 2 Std. bei dieser Temperatur. Danach
wird mit 1N HCI, 10-proz. KHCO4-Lésung und Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum
cingedampft. Man erhilt 20,2 g Ol, das in Hexan/Benzol (3:2) auf 300 g Aluminiumoxid3) ge-
geben wird. Mit Benzol und Benzol/Essigester (90:10) werden 16,4 g (539%,) 6liges geschiitztes
Didepsipeptid4) IV erhalten. [a]® - —37,5° (¢ = 1,0 in Benzol).

CipH,,0, N5 (409,43) Ber. €55,73 H 6,65 N 10,269% Gef. C 55,69 H 06,71 N 10,269,

N-Nitroso-N-methyl-L-isoleucyl-pD-a-oxyisovaleviansdurve (V). 11,6 g (0,028 Mol) p-Nitrobenzyl-
ester 1V werden in 95-proz. Essigsdurc mit 3 g 5-proz. Palladiumkohle bei Raumtemperatur hydro-
genolysiert, wobei 2950 ml Wasserstoff aufgenommen werden. Nach Filtration und Verdampfen
im Vakuum wird in 10-proz. KHCO,-Losung und Ather aufgenommen und noch zwei weitere
Male mit KHCO,-Losung extrahiert. Dic vereinigten Kaliumhydrogencarbonat-Ausziige werden
mit konz. HCl vorsichtig auf Kongo angesiduert. Deren Atherextrakt licfert nach Waschen, Trock-
nen und Eindampfen im Vakuum einen kristallisierenden Riickstand, der nach 2maligem Um-
kristallisieren aus Ather/Petrolather 5,9 g (77%) der Siure V crgibt. Smp. 60-61° [a33 = — 26,7°
(¢ = 1,09 in Alkohol).

CyoHypeOsN, (274,31) Ber. € 52,54 Fl 3,08 N 10,219, Gef. € 52,24 H 791 N 10,009%,

N-Methyl-1-isoleucyl-u-oxyisovaleriansiure-p-nitrobenzylester-hydrochlovid (V'I). Durch cine
Lésung von 9,5 g (1,023 Mol) Nitrosoverbindung (1V) in 100 ml abs. Benzol wird unter Rithren
wéahrend 10 Min. cin starker HCI-Strom gelcitet, wobei die Temperatur héchstens 12° erreichen
soll. Die Losung farbt sich vorerst dunkelbraun, hellt dann unter Abklingen der Warmeténung
wieder auf. Man blast noch 10 Min. ohne Kiihlung Stickstoff durch die Mischung und verdampft
dann im Vakuum zur Trockne. Der fcste Riickstand liefert aus Essigester 7,7 g (79%) Hydro-
chlorid VI. Smp. 156-158° (unter Sublimation). [a]¥ = +31,4° (¢ = 1,15 in Alkohol).
ClaHggOgN,Cl (416,90) Ber. C 54,74 H 7,01 N 8,519, Gef. C55,03 H 7,01 XN 8,529

N-Nitroso-N-methyl-L-1s0leucyl-p-a-oxyisovaleryl-N-methvl-L-isoleucyl-D-a-oxyisovaleviansduve-
p-nitvobenzylestey (V I11). ~ a) Freiselzung dev Estevkomponente. 9,1 g (0,022 Mol) Didepsipeptidester-
hydrochlorid VI werden in Ather suspendiert, mit konz. NHy-Losung und Eis versetzt und sofort
gut geschiittelt. Dic Atherschicht wird mit Wasser gewaschen, getrocknet und bei 30° Badtempe-
ratur im Vakuum cingedampft und licfert 8,2 g (ca. quantitativ) dlige IEsterbase.

b) Saurechlovidkupplung. 5,9 g (0,024 Mol) Nitroso-didepsipeptid V, gelést in 80 ml abs.
Ather, werden bei 0” mit 5,0 g {0,024 Mol) PCl; 20 Min. geriihrt und nach Filtration bei 30° Bad-
temperatur im Vakuum eingedampit. Den Riickstand 16st man in 45 ml abs. Ather und tropft
%) Olige Zwischenprodukte wurden durch Chromatographie an Alox (ncutral, Aktivitatsstufe I)

oder an Kieselgel (Korngrosse 0,2-0,5 mm) gereinigt. Es wurde jeweils cine Sadule mit der 10-

bis 15fachen Menge Adsorbens in Hexan/Benzol oder Benzol zubereitet und nach Adsorption

der Substanz mit folgenden Lésungsmitteln eluiert: 1. Benzol, 2. Benzol/Essigester (98:2),

3. Benzol/Essigester (95:5), 4. Benzol/Essigester (90:10), 5. Benzol/Essigester (80:20), 6. Ben-

zol/Essigester (50:50).

1) Die anfallenden Fraktionen wurden auf Diinnschicht-Kicselgelplatten chromatographiert,
wobei dic Nitrosoderivate ausser mit Jod auch mit Griess-Reagens auf folgende Art sichtbar
gemacht wurden: Man bespriihte dic Platten mit einer frisch bereiteten Mischung von gleichen
Teilen GriEss-Reagens I, Griess-Reagens IT und 6 HCI (vgl. F. FEIGL, Spot Tests in Organic
Analysis, 5th edition, 1956, p. 157) und crhitzte auf dem Dampfbad, wobei wein- bis purpur-
rote I'lecken cntstehen. Iie GriEss-Behandlung kann auf bereits jodierten Platten angewendet
werden.
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diese Losung innert 15 Min. bei —10° unter starkem Riihren zu einer Lésung des unter a) be-
schriebenen Esters in 100 ml abs. Ather und 6,3 ml (0,045 Mol) Tridthylamin. Anschliessend lisst
man auf Raumtemperatur aufwiarmen und wascht nach 2 Std. mit 1~ HCI, 10-proz. KHCO,-
Losung und Wasser, trocknet und dampft im Vakuum ein. Der olige Riickstand, 13,6 g (97%,),
[}y = —79,2° (¢ = 1,1 in Benzol), ist fiir cine Weiterverarbeitung geniigend rein. Chromato-
graphie an 150 g Kieselgel®) licfert mit Benzol/Essigester (90:10) 13,1 g (93%) Substanz?).
[0]® = —83,0° (¢ = 1,25 in Benzol).

Gy H,s010N; (636,73) Ber. € 58,47 H 7,60 N 8,809, Gef. C 58,33 H 7,65 N 8739%

N-Methyl-L-isolencyl-D-a-oxyisovaleryl-N-methyl-L-isoleucyl-D-u-oxyisovaleviansduve-p-nitvoben-
zylester-hydrochlovid (VIII). 11,6 g (0,0182 Mol) geschiitztes Tetradepsipeptid VII werden, wic
bei Didepsipeptid VI beschrieben, in 100 ml abs. Benzol denitrosiert. Der feste Verdampfungsriick-
stand liefert aus Essigester/Petroldther 8,4 g (729,) kristallines Hydrochlorid VIII. Smp. 148~
149° (nach Umwandlung bei 135-140°), [«]® = —37,7° (¢ = 1,03 in Alkohol).

CyHgoOpN,Cl (644,19)  Ber. € 57,80 H 7,82 N 6,52%  Gef. C 5804 H 793 N 6,549

N-Nitroso-N-methyl-L-isoleucyl-D-a-oxyisovaleyyl-N-methyl-L-isoleucyl-D-o-oxyisovalevyl-N-me-
thyl-L-isoleucyl-D-a-oxyisovaleviansdurve-p-nitvobenzylester (1X). 7,5 g (0,0117 Mol) Tetradepsipeptid-
ester-hydrochlorid VIII werden in Ather suspendiert und mit konz. NH,-Lésung und Eis gut ge-
schiittelt. Die nach Waschen, Trocknen und Verdampfen des Athers im Vakuum erhaltene 6lige
Esterbase wird, wic bei Tetradepsipeptid VII beschrieben, mit 3,46 g (0,0126 Mol) Didepsipeptid-
sdure (V) umgesetzt. Der olige Neutralteil wird an 100 g Kieselgel®) chromatographiert, wobei
man mit Benzol/Essigester (90:10 und 80:20) 9,6 g (97%,) sliges geschiitztes Hexadepsipeptid IX
erhalt?). [«)3 = —103,0° (¢ = 1,01 in Benzol).

CasHeyO1N5 (864,02)  Ber. € 59,77 H 8,05 N811%  Gef. C 60,23 H 8,04 N 8069

N-Methyl-L-isoleucyl-D-a-oxyisovaleryl- N-methyl-L-isoleucyl - D-o-oxyisovaleryl - N -methyl - L-iso-
leucyl-D-a-oxyisovaleriansduve-hydvochlovid {X). Man hydrogenolysiert 8,0 g (0,00925 Mol) ge-
schiitztes Hexadepsipeptid IX in 150 ml Eisessig mit 1,5 g 5-proz. Palladiumkohle bei Raum-
temperatur, wobei 950 ml Wasserstoff aufgenommen werden. Nach Filtration wird im Vakuum
cingedampft. Das verbleibende Ol wird in Ather gelost; die Losung wird mit 35 HCl und Wasser
gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Man erhilt 6,1 g zihen Schaum, der in 60 ml
abs. Benzol gelost und wie beim Didepsipeptid VI im HCI-Strom denitrosiert wird. Den Verdamp-
fungsriickstand bechandelt man in Alkohol mit etwas Tierkohle, verdampft erneut und fillt 3mal
aus Ather/Petrolither um. Der entstehende Schaum (4,5 g oder 66% bezogen auf I1X) ist leicht

hygroskopisch. [} = —50,5° (¢ = 1,02 in Alkohol).
yg % D

CyeHggO1N3Cl (736,37) Ber. € 58,72 H 9,03 N 5,719, Gef. C 58,67 H 9,01 N 5,689

Cyclo-(N-methyl-L-isoleucyl-D-o-oxyisovaleryl-N-methyl-L-isoleucyl-D-a-oxyisovaleyyl-N-methyi-
L-isoleucyl-D-a-oxyisovaleryl) (X1I). 1,1 g (0,0015 Mol) Hexadepsipeptid-hydrochlorid X werden in
30 ml abs. Benzol mit 375 mg (0,0018 Mol) PCl; 30 Min. bei 0° und 3!/, Std. bei Raumtemperatur
gerithrt. Dann wird im Vakuum bei 35° Badtemperatur eingedampft, in 3000 ml abs. Benzol
gelost und unter Riihren bei Raumtemperatur innert 30 Min. tropfenweise mit 4,3 ml (0,030 Mol)
Tridthylamin in 700 ml abs. Benzol versetzt. Man rithrt noch 2 Std. und lisst dann 16 Std. bei
Raumtemperatur stehen. Nach Eindampfen im Vakuum wird in Ather aufgenommen und mit
1In HCI, 10-proz. KHCO,-Losung und Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand (1,1 g) wird auf 30 g Kieselgel®) chromatographiert. Die Benzol/Essigesterfrak-
tionen (80:20 und 50:50) liefern 0,95 g Rohprodukt, das, aus Alkohol/Wasser umkristallisiert,
450 mg (44%) cyclisches Hexadepsipeptid vom Smp. 120-123° liefert, [a]ff = —92,1° (¢ = 1,01
in Chloroform). Das Priaparatist mit dem auf anderem Wege hergestellten synthetischen Produktf{1]
und mit natiirlichem Enniatin A in jeder Beziehung identisch.

C) Depsipeptidsequenzen von Enniatin B. - bp-a-Hydroxyisovaleviansdure-benzylester
(I11b). 22 g (0,186 Mol) p-a-Hydroxyisovaleriansaure [12] werden portionenweise zu einer gerithr-
ten Lésung von Phenyldiazomethan in Ather [13] gegeben. Nach Beendigung der Stickstoffent-
wicklung wird die hellgelbe Losung auf einen Drittel cingeengt und mit 10-proz. KHCO,-Losung
und Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen und Verdampfen im Vakuum verbleibt ein 01, das
im Hochvakuum fraktioniert wird. Bei 0,03 Torr und 85--90° destillicren 33,5 g (869;) Benzylester.
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[@]® = +21,0° (ohnc Losungsmittel) und +14,1° (¢ = 1,2 in Alkohol), #{# = 1,5092, D? =
1,068 g/ml.
CpoHy4O5 (208,25)  Ber. C 69,20 H, 7,74%, Gef. C 69,37 H 7,629

N-Nitroso- N-methyl-L-valyl-D-o-oxyisovalerians@ure-benzylester (XI1) (nach der Phosgen-
methode [10]). 4,8 g (0,030 Mol) N-Nitroso-N methyl-L-valin IIb und 4,6 ml (0,033 Mol) Triidthyl-
amin, geldst mlin 50 Tetrahydrofuran, werden unter Riithren bei — 60° mit 9,3 ml (0,033 Mol) 3,5M6
Phosgenlosung in Toluol versetzt. Nach 15 Min. fiigt man zuerst eine vorgekiihlte Mischung von
6,3 g (5,9 ml (0,030 Mol)) p-a-Hydroxyisovaleriansdure-benzylester (IIIb) in 30 ml Tetrahydro-
furan und gleich darauf und unter sehr krdftigem Riihren eine ebenfalls auf —60° vorgekiihlte
Mischung von 3 ml Pyridin und 5 ml Tetrahydrofuran auf einmal hinzu. Unter fortwidhrendem
Riihren lidsst man auf 0° aufwdrmen und noch 16 Std. bei dieser Temperatur stehen. Danach wird
mit Ather und 3~ HCI versetzt, die Atherschicht gut mit 3x HC, 10-proz. KHCO,-Lésung und
Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Die verbleibenden 7,4 g Ol kristalli-
sieren unter Petroldther. Kristalle aus Petroliather, 5.6 g (53%), Smp. 50-52°, [a]F = —22,5°
(¢ = 1,03 in Alkohol).

C1sHggO5 N, (350,40) Ber. € 01,70 H 7,48 XN 8,009, Gef. C61,80 H 7,28 N 8,169,

N-Nitroso-N-methyl-L-valyl-D-a-oxyisovaleriansdure (XIII). 1,75 g (0,005 Mol} Nitroso-
didepsipeptidester XII werden in 20 m! Eisessig mit 0,2 g 5-proz. Palladiumkohle hydriert, bis
die Wasserstoffaufnahme aufhért. Nach Filtrieren und Verdampfen im Vakuum erhalt man einen
kristallinen Riickstand, der aus Ather/Petrolither in zwei Fraktionen 0,9 g (70%,) Nitrosodidepsi-
peptidsdure XIII liefert, dic zur Weiterverarbeitung geniigend rein ist, Smp. 94-96°. Weiteres
Umkristallisicren aus Methanol/Wasser oder Ather/Petrolither erhoht den Smp. auf 96-98°.
(e = —38,2° (c = 0,99 in Alkohol).

C1HppO5N, (260,29) Ber. C 50,76 H 7,75 N 10,769%, Gef. C50,90 H 765 H10,769%

N-Methyl-L-valyl-D-a-oxyisovaleriansdure-benzylester (XIV). 3,95 g (0,0113 Mol) Nitroso-
didepsipeptidester XII werden in 50 ml abs. Benzol unter Rithren mit einem starken Strom von
HCI-Gas behandelt, wobei die Temperatur um 20° gehalten wird. Nach voriibergehender Dunkel-
farbung hellt sich die Reaktionsmischung wieder auf, wonach im Vakuum eingedampft wird.
Der Riickstand wird in Wasser aufgenommen, 2mal mit Ather gewaschen, mit eiskalter Ammo-
niakldsung alkalisch gestellt und sofort 2mal mit Ather ausgezogen. Nach Waschen, Trocknen und
Eindampfen des Athers verbleiben 2,9 g (80%) olige Esterbase XIV. [a]¥ = +41,5° (¢ = 1,45 in
Alkohol). Eine Probe wird mit dtherischer Salzsdure ins Hvdrochlorid iibergefiihrt, das aus Methy-
lenchlorid/Ather umkristallisiert werden kann. Smp. 101-104°, [oc]f‘—; = +60,8° (¢ = 0,93 in
Alkohol).

C,gH,y3O4NCI (357,87) Ber. C60,41 H 7,80 C1991%  Gef. C60,27 N 7,91 (19,889,

N-Nitroso-N-methyl-L-valyl-D-a-oxyisovaleryl-N-methyl-L-valyl-D-a-0xyisovaleriansdure-benzyl-
ester (X V). 1,3 g (0,005 Mol) Nitroso-didepsipeptidsidure XIII werden in 10 ml abs. Ather bei — 20°
mit 1,1 g (0,0053 Mol) PC]; versetzt und 15 Min. bei 0° geriihrt, wobei praktisch alles in Lésung
geht. Nach Filtrieren wird bei 30° im Vakuum eingedampift. Nach nochmaligem Abdampfen mit
Toluol wird der Riickstand in 10 ml abs, Ather gelést und bei — 70° unter Rithren mit einer L.6-
sung von 1,6 g (0,005 Mol) Didepsipeptidesterbase XIV und 1,4 ml (0,010 Mol) Tridthylamin in
20 m! Ather versetzt. Danach liasst man auf Raumtemperatur aufwirmen, setzt mehr Ather zu
und wischt gut mit 3x HCl, 10-proz. KHCO,-Losung und Wasser, trocknet und verdampft im
Vakuum. Das verbleibende Ol wird in Hexan/Benzol (1:1) auf 41 g Kieselgel?) gegeben. Mit
Benzol/Essigester (90:10 und 80:20) werden 2,1 g (75%) (XV) eluiertd). [o]ff = ~75,2° (¢ =
1,01 in Alkohol).

CooH,; 04N, (563,67) Ber. C 61,79 H 8,05 X 7,469, Gef. C01,62 H 7,95 N 740%

D) Versuche zur Untersuchung der Racemisierung. - 1. Hydrolyse des gemischlen Benzol-
sulfosdure-Anhydrids. 1,6 g (0,010 Mol) N-Nitroso-N-methyl-L-valin wurden in 20 ml Pyridin
gelost und bei 0—-5° unter Riihren mit 1,3 ml (0,010 Mol) Benzolsulfochlorid versetzt. Nach 10 Min.
wurde Eis zugegeben, noch 5 Min. geriihrt und dann im Vakuum cingedampft. Den Riickstand
nahm man in Ather auf, wusch mit eiskalter 38 HCl und extrahierte erschépfend mit 10-proz.
KHCQO,;-Losung. Aus dieser Losung crhielt man nach Ansiuren, Extraktion mit Ather und Wa-
schen, Trocknen und Eindampfen desselben im Vakuum 1,25 g (789%) nicht kristallisicrenden
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Riickstand, der chromatographisch mit Nitrosomethylvalin identisch war?), indessen cin (2] von
nur —8,4° (¢ = 1,18 in Alkohol) aufwies und somit 90% Racemat enthielt$).

2. Hydrolyse des Nitrosoaminosdurecklorids. Das Siurechlorid wurde aus 1,6 g (0,010 Mol)
N-Nitroso-N-methyl-L-valin in 50 ml abs. Ather mittels 2,1 g (0,010 Mol) PCI, bei 0° erhalten.
Es wurde auf zwei Arten hydrolysiert:

a) Man setzte Eis zu und liess 1 Std. rithren. Nach Aufarbeitung wie unter 1. erhielt man1,3 g
(81%,) chromatographisch4) reines, kristallisiertes N-Nitroso-N-methyl-L-valin zuriick [a]ff =
—81,2° (¢ = 1,30 in Alkohol).

b} Man gab 14 ml (0,100 Mol) Tridthylamin und gleich darauf Eis zu, liess 1 Std. rithren und
arbeitete wie unter 1. beschrieben auf. Hier wurden nur 0,35 g (229%,) oliges, chromatographisch
mit Nitrosomethylvalin identifiziertes Produkt erhalten, mit [«]}} = - 12,8° (¢ = 0,61 in Alkohol),
was rund 85%, Racemisierung bedeutet?). 0,9 g Riickstand fanden sich im Neutralteil, der im UV.
bei A = 296 my eine Absorptionsbande zeigte, deren log ¢ = 3,14 war. Dies kénnte auf die
Gegenwart von 209, 3-Methvl-4-isopropyl-sydnon hindeuten (Lit.[4]: 4 = 296 my, log e =3,93).

max

SUMMARY

The N-nitroso function is introduced as a protecting group for secondary amino
acids, and its application in the synthesis of depsipeptides — particularly of Enniatin
A - is described. The method proved, however, not to be generally applicable in the
synthesis of N-alkylated peptides because of partial racemisation and frequent side
reactions. Chemische Forschungsabteilung der
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