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21. Synthesen in der Depsipeptidreihe 

Anwendung der N-Nitroso-Schutzgruppe zur Synthese von 
Depsipeptiden 

Eine weitere Synthese von Enniatin A 
von P. Quitt, R.  0. Studer untl K .  Vogler 

(26. XI. 63) 

3. Mittcilungll] l) 

i~nliisshch unserer hrbeiten mit ru’-?/lonometliyl-Amiriosauren erhob sich die Frage, 
ob die sekundare Aminogruppe nicht in einfacher Weise durch eine Nitrosofunktion 
geschutzt werden konnte. Sekundare S-Kitroso-Aminosauren waren bereits bekannt, 
z. €3. N-Nitroso-prolin [Z!, N-Nitroso-sarcosin [3] ,  N-Sitroso-N-methyl-DL-phenylala- 
nin [4], verschiedene N-Nitroso-N-phenyl-glycine [5] etc. Die drei letztgenannten 
i’erbindungen waren zur Svnthese yon Svclnonen verwendet worden. 
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Da Sydnone sehr stabil gcgen Aminolyse sind und kein asymmetrisches C-Atom 
rnehr besitzen[6], sind sie zur Synthese von Peptidderivaten, vor allem solchen mit 
optisch aktiven Aminosauren, nicht benutzbar. Eine solche Synthese sollte ja die 
Erhaltung der optischen Asymmetric garantieren. Ausserdem sollten die Schutz- 
gruppen leicht einzufuhren und ebenso lcicht und wenn moglich selektiv wieder zu 
entfernen sein. Diese letzten Bedingungen erfiillt die Nitrosogruppe weitgehend, wie 
im folgenden gezeigt wird. Die Cmsetzung einer Suspension der Alkylaminosaure (I) 
in Eisessig mit Isoamylnitrit bei Raumtemperatur liefert in guter Ausbeute optisch 
reine Nitrosoderivate (11). Diese Methode ist der Nitrosierung mit Nitrit und Mineral- 
saure vorzuziehen. 

lsoamylnitrit 
I<-K H-CH-COOH 12-N-CH-COOH L 

HX I :  
I I<‘ NO K’ I1 i 

a: I< -== CH,,, Ii’ = CH-C‘H,-CH, 

CH, 

11: li :G CH,, K’ -= CH(CH,), 
C :  K z CH,, R’ = CH,-CH(CH,), 
(1: R = CH,, 12 = CH,-C,H, 
C :  K = CH,-C,H,, I<‘ = CH,--CH(CH,), 
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Die "itrosoaminosauren I1 stellen leicht gelbliche oder graustichige Substmzrm 
dar, dic meist kristallin oder wachsartig sind und sicli in1 Hochvakuuni destillieren 
oder sublimieren lassen. Im Dunkeln stabil, scheinen sie sich jedoch nach langerer 
Lichteinwirltung 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 erhalt. Bromwasserstoff in Wasser oder Eisessig entfernt zwar die 
Nitrosogruppe ebenfalls rasch, doch entsteht als unerwiinschtes Xebenprodukt freies 
Hrom. Andere Mineralsauren sind weniger aktiv, wie auch % A H R A D S I K [ ~ ]  festgestellt 
hat. Unter den Bedingungen der Hydrogenolyse, wie sie zur Debenzylierung und 
Decarbobenzosylierung in Frage kommen, ist die Nitrosofunktion hinreichend stabil. 
Sekundares Amin ist auch nach tagelangem Hydrieren in Eisessig bei Raumtempera- 
tur mit Palladiumkohle nur in Spuren festzustellen. 

Rei den Reaktionen I + I1 mid I1 + I bleibt die Asymmetrie am x-C-Atom un- 
verandert. Reaktionen an der Carboxylgruppe hingegen, \vie sie ziir Knupfung von 
Peptid- und Depsipeptid-Bindungen notig sind, fiihren je nach Art der gewahlten 
Methode zu mchr oder weniger starker Racemisierung. Zur Knupfung der Ester- 
bindung cines Depsipeptids eignet sich am besten die Saurechloridmethode. Das 
Saurechlorid von I1 wird mittels PC1, in Ather unter Eiskuhlung hergestellt und bei 
30-35" im Vakuum vom Losungsmittel und YOC1, befreit. Die Reaktion mit dcr 
Hydroxykomponente muss indessen bei moglichst tiefer Temperatur (-- 60') von- 
statten gehen, urn die hier auftretende Racemisierung zuriickzudriingen. Diese Race- 
misierung eines am Carboxyl aktivierten Derivats von I1 ist stets in alkalischem 
Medium anzutreffen. Aus diesem Grunde ist die friiher beniitzte Renzolsulfochlorid- 
methode [l] [8j [9] hier nicht anwendbar. Vollstandig ist die Racemisierung allerdings 

1 I;t TIT;  
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L-Me-lle = N-Methyl-L-isoleucin 
u-Hy-i-Valac == n-rx-Hydroxyisovalcriansiiiirc. 

ON - .U-Nitroso-Schutzgruppc 
OXI3 = ~-Sitrobmzylestcr 
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auch bei der Saurechloridmethode nicht zu unterdrucken, ebensowenig wie bei An- 
wendung der von RRENNER et al. [lo] beschriebenen ((Phosgenmethode H. Das End- 
produkt muss entweder durch Kristallisation oder Saulenchromatographie von sei- 
nem Diastereoisomeren abtrennbar sein. Die weiteren Schritte, welche keine Reak- 
tionen am Carboxyl der Alkylaminosaure mehr einschliessen, verlaufen dann aber 
optisch einheitlich. 

Das Aufbauprinzip eines Depsipeptids mittels Nitrososchutzgruppen sei am Bei- 
spiel vnn Enniatin A illustriert (s. Reaktionsschema). Es unterscheidet sich vom 
fruher angewendeten Prinzip[l] in der Vertauschung der Schutzgruppentypen. Da die 
Kitrosogruppe von IIa acidolytisch gespalten wird, gegen Hydrierung jedoch stabil 
ist, tragt jetzt die Hydroxykomponente I I Ia  eine hydrogenolytisch entfernbare 
Funktion, in diesem Falle den gut zuganglichen 9-Nitrobenzylester. Die Komponenten 
IIa und IIIa  wurden nun mittels der oben angefuhrten Saurechloridmethode zum 
Didepsipeptid IV vereinigt, das dann einerseits durch Hydrogenolyse und anderseits 
mittels HC1 in Benzol in die Bausteine 1’ bzw. VI iibergefuhrt werden konnte. Die 
Saure V wurde sodann uber ihr Saurechlorid in ausgezeichneter Ausbeute mit der aus 
\‘I freigesetzten Esterbase zum geschutzten Tetradepsipeptid VII verbunden. Dessen 
Denitrosierungsprodukt VIlI  verknupfte man auf dieselbe Weise erneut mit dem 
Saurechlorid von V zum Nitroso-hexadepsipeptid-p-nitrobenzylester IX.  Hydro- 
genolyse und nachfolgende Denitrosierung von IX  fuhrten zum offenkettigen 
Hexadepsipeptid-hydrochlorid X, das man ahnlich wie das in der 2. Mitteilung be- 
schriebene Hydrobromid[l] zu X I  cyclisierte. Das cpclische Produkt XI war in jeder 
Reziehung mit naturlichem Enniatin A identisch. 

A 
I‘nniatin A ( X I )  

Verglichen rnit der in der 1. und 2. Mitteilung [ l j  [8] beschriebenen Syntheseme- 
thode ist die im ersten Schritt auftretende Racemisierung ein Nachteil, der aber durch 
die hohere Kupplungsausbeute wettgemacht wird. Zudem erhalt man mehr als die 
Halfte der Zwischenstufen in kristalliner Form, so ausser I Ia  und IIIa auch die Saure 
i7 und die Hydrochloride VI und VIII. Dasselbe trifft auch fur die analog ausgefuhrte 
Synthese des als Vorstufe von Enniatin B aufgebauten Nitroso-tetradepsipeptid- 
benzylesters XF’ zu, von dessen Vorstufen sogar das geschutzte Didepsipeptid XI1 
kristallin anfiel. 
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Es erhebt sich hier die Frage, ob die Nitrososchutzgruppe auch bei der Synthese 
von N-Alkylaminosaure-haltigen Peptidanalogen Anwendung finden konnte. 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 Peptidverknupfung fur Nitrosoaminosaurederivate anwendbar und Neben- 
reaktionen sind haufig. Nitrosierung eines Peptidfragments zum vorubergehenden 
Schutz ist zwar moglich, aber nur in Abwesenheit primarer und sekundarer Amidfunk- 
tionen, die in unerwunschte Nitrosoamide oder Nitroso-urethane ubergefuhrt 
wurden. Die Anwendung von Nitrosoaminosauren durfte also nur in speziellen Fallen 
- wie hier im Falle von Depsipeptiden - von praparativem Wert sein. 

Experimenteller Teil2) 
A) N-Nitroso-alkylaminosauren. - N-Nitroso-N-meth~l-L-isoleucin ( I I  a). 48 g (0,33 Mol) 

N-Methyl-L-isoleucin [l] [ l l ]  werden in 800 ml Eisessig suspendiert und bis zur vollstandigen Lo- 
sung rnit 70 g (0.60 Mol) Isoamylnitrit bei Raumtemperatur geruhrt (ca. 30 Min.). Dann wird 16 Std. 
bei Raumtemperatur belassen und anschliessend im Vakuum eingedampft. Den Ruckstand nimmt 
man in Ather auf, wascht rnit 1~ HCl und Wasser und extrahiert erschopfend rnit 10-proz. KHCO,- 
Losung. Die Kaliumhydrogencarbonat-Extrakte werden rnit 3 N HC1 vorsichtig auf Kongo an- 
gesauert und sofort 2mal rnit Ather ausgezogen. Nach Waschen, gutem Trocknen und Eindampfen 
im Vakuum erhalt man ein 01, das unter Petrolather auf Anreiben fest wird. NAch Trocknen im 
Vakuum bei Raumtemperatur erhalt man 49 g (85% d. Th.) hellgelbe Nitrosoverbindung, die zur 
Analyse bei 50" im Hochvakuum sublimiert wird. Smp. 47-50", [ m ] g  = -60,s' (c = 1,0 in Al- 
kohol). 
C,H,,O,N, (174,20) Ber. C 48,26 H 8,lO N 16,08?; Gef. C 48,18 H 8,12 N 16,16% 

Auf gleiche Weise hergestellt : N-Nitroso-N-methyl-L-valin ( I I  b ) .  Aus N-Methyl-L-valin [11j. 
.\usbeUte 88%, Smp. 70-74" (aus Tetrachlorkohlenstoff). [m]g = - 85,5" ( G  = 0,91 in Alkohol). 
C,H,,O,N, (160.17) Ber. C 44,99 H 7.55 N 17.49% Gef. C 44,87 H 7,76 N 17,2170 

N-Nitroso-N-rnethy~-L-leucin ( I l c ) .  Aus N-Methyl-L-leucin [ll].  Ausbeute 8S%, Smp. 44-47", 
wachsartige Masse, [ m ] g  = - 29,s" (c = 0,97 in Alkohol). 
C,H,,O,N, (174,ZO) Bcr. C 48,26 H 8,lO N 16.08% Gef. C 47,91 H 8,03 N 16,110,; 

N-Nitroso-N-methyl-L-phenylalanin ( I I d ) .  Aus N-Methyl-L-phenylalanin [ll]. Ausbeute 77yu, 
Smp. 135-136" (aus AtherlPetrolather), [ m ] g  = - 130" (G = 1,O; in -4lkohol). 
C,,H1,O,N, (208.21) Ber. C 57.68 H 5,81 N 13,46% Gef. C 57,81 H 5,92 N 13,577; 

N-Nitroso-N-benzyl-L-leucin (Ire). Aus N-Benzyl-L-leucin [I 13 Ausbeute 76%, Smp. 92-94" 
(aus Ather/Petrolather), [m]: = -49,8" (c = 1,O; in Alkohol). 
C,,H1,O,N, (250,29) Ber. C 62,38 H 7,29 N 11,21% Gcf. C 62,50 H 7,24 N 11,467" 

B) Synthese von Enniatin A. - D-a-Hydroxyisovaleriansaure-p-nztrobenzylestev ( I  I I a). 
5,s g (0,050 Mol) D-a-Hydroxyisovaleriansaure[12] und 7,O ml (0,050 Mol) Triathylamin in 100 ml 
trockenem Essigester werden mit 8.6 g (0,050 Mol) p-Nitrobenzylchlorid 16 Std. unter Riickfluss 
erhitzt. Nach Abkiihlen wird mit 1~ HCl, 10-proz. KHCO,-Usung und Wasser gewaschen, ge- 
trocknet und im Vakuum eingedampft. Das verbleibende 0 1  kristallisiert auf Anreiben. Aus Athcr/ 
Petrolather erhalt man bei - 20" 7,5 g (60%) P-Nitrobenzylester vom Smp. 28-34". [a]: = + 10' 
(c  = 1,0 in Alkohol). 

C,,H,,O,N (253,25) Ber. C 56,91 H 5,97 N 5,5374 G e f .  C 56,87 H 5,73 N 5,80y0 

') Die Smp. wurden auf dem KOFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Analysenmuster 
wurden - sofern nicht sublimiert - 16 Std. uber PzO, bei 0,Ol Torr und 50-80° getrocknet. 
Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Iseitung dcr 
Herrcn Dres. H. WALDMANN und A. I ~ R S C H E R L  ausgefuhrt. 
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~\ ' -~\ iVi troso- ,~-~~zrthyl-L-isoZez~cyl-u-a-o~~~~isovaZerza~zsi iz~rc-p-~~t~o~e~zylestcr  ( I  T.'j. 14 g (0,080 Mo!) 
S-Nitroso-~-methyI-~-isoleucin ( I Ia) ,  gelost in 150 ml a h .  Ather, \rerden rnit l 6 , 7  g (0,080 Mol) 
PCls bci 0' 1.5 Min. gcriihrt; anschliesscnd wirtl clas Gemisch ohnc Eltrieren bci 35" Badtempera- 
tur  im Vakuum eingcdampft. Ilcr Riickstand wird zur Entfernung cles POCI, noch 2mal mit 
'I'uluol im Vakuum abgedampft, dann in 50 ml a h .  Ather aitfgcnomnien und auf - 60" gckiihlt. 
Uei tlieser Tcrnperatur setzt man unter starkom Kiihrcn cinc vorgeltdhltc 1,osung von 19 g (0,075 
Mol) n-cc-Hytlroxyisovalcriansaure-P-nitrobcnz~lestrr (111 a) in 100 in1 abs. i i ther zii und glcich 
tlaraufcinc cbcnfalls auf - 60" gckuhlte Mischung von 15 ml l'yridin und 15 ml Ather. Man lasst 
unter fortwahrendem Riihren auf 0" auIwiirmcn und halt 2 Stil. h i  diescr Tcmperatur. T)anach 
wird mit 1~ HCI, 10-proz. I<HC03-LBsung und IVasser gcwaschcn, gctrocknct und im Vakuum 
cingedampft. Man crhalt 20,2 g 01, das in Hexan/I3enzol (3 :2j  auf 300 g Xluminiurno~itl~) gc- 
geben wird. Mit Bcnzol und Bcnzol/Essigestcr (90: 10) wcrden 16,4 g (53O4) oligcs geschiitztes 
IXdepsipcptitl") 11- erhalten. [r]: 

('lnH,,07N3 (409,43) Rcr. C, .j.5,7.3 T-l 0,05 S 10,267k Gcf. (: 5.5,69 H 6,71 S 1 0 , 2 6 ~ ;  

. \ ' - ~ ~ r t r o s o - S - ~ z c ~ t ~ ~ ~ ~ Z - ~ - ~ ~ ~ ~ o / e ~ ~ c ~ ~ Z - ~ - ~ ~ ~ ~ , r ~ ~ ~ s ~ ~ ~ ~ u l ~ v ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ e  ( I.'). 11 ,ci g (0,028 Mol) p-Nitrobenzyl- 
ester IV  werden in 95-proz. Essigsaurc mit 3 g 5-proz. Palladiumkohle bci Raumtcmperatur hydro- 
gcnolysicrt, wobei 2950 ml Wasscrstoff aufgenommen wcrclen. h-act1 Filtration und XTerdampfen 
im Vakuum wird in 10-proz. l i I IC03-l , tkung untl -.ither aufgenonimen u n d  noch zwei wcitcre 
Malc mit KHC0,-Losung cxtrahiert. JXc vereinigtcn I<aliumliydrogencarbonat-i\usziigc werdcn 
rnit konz. HC1 vorsichtig auf liongo angcszuert. Ikrc3n ,\thcrextrakt licfcrt nach Waschcn, Trock- 
nen und Eintldmpfon im Vakuum eincn kristallisiercnden liiickstand, dcr nach 2maligcm I'm- 
Itristallisicrcn aus Athcr/Petrolather 5,9 g (77')") tler SSurc \' ergibt. Snip. 60--61". [n:;: =- ~ 20,7" 
(c - 1 ,OO in .i\lkohol), 
(:lzH,,05N2 (271,31) Hcr. C 52,54 11 8,08 S l O , L l " ,  Gef. (: .52,24 11 7,91. S l C 1 , O O G 1 c ,  

.~-~l-letlk~~l-i~-isoleucyl-u-ox?,isovaleviarzsaure-p-?~itrobelz~le~tev-hvdrochlorid ( T'I) . Ijurch cinc 
I.osung von 9,5 g (0,023 Mol) Nitrosovcrhintlung (IT) in 100 ml abs. Rcnzol wirtl untcr Riihrcn 
wahrend 10 Min. cin starker HC1-Strom geleitct, wobci die Tcmperatur hochstens 12" erreichcn 
soll. I)ie Lijsung fairbt sich vorerst clunkell)raun, hellt dann untar Abklingen der Warmetonung 
wieder auf. Man blast noch 10 Min. ohnc liiihlung Stickstoff durch die Mischung und \-crdampft 
tlann im l-altunm zur Trocknc. I)er Iestc Riickstand licfert aus Essigester 7,7 g (790.i) Hydro- 
chloritl VI. Smp. 156-158" (untcr Sublimation). [a]:; : + 31,4" (c = 3,15 in Xlkohol). 
C:,,H,,O,N,C,l (416,cSO) Ber. C .54,74 H i,01. K 8 , j l  0," ( k f .  C 55,03 H 7,01 N X,52;:1 

~ ~ - ~ i t r o s o - ~ - m e t h ~ l - ~ - i s o l c z ~ ~ ~ ~ l - ~ ~ - u - o ~ ~ v i i s o v a l ~ r ~ l - S - n ~ e t l z ~ l - ~ -  isoleuc~1-n-r-o~~~yisovalevialzsii tire- 
p-?2itroben~~ilesfev ( F T Z ) .  - a) Fveisetzztng dcv Estevkontpoiw~zte. 9.1 g (0,022 Mol) 1)idepsipeptidester- 
hydrochlorid VI werden in Ather suspcndiert, rnit konz. NH3-Idsung und Eis versctzt und sofort 
gut geschuttelt. Die Atherschicht wircl mit I#Vasser gcwaschcn, getrocknet und bei 30" Radtemps- 
ratur im Vakuum cingedampft untl liefert 8,2 g (cs.  quantitativ) (iligc Bstcrbase. 

1)) Suurcclzloridkz~~~lzknfi. 5,9 g (0,024 Mol) Nitroso-tlidcpsipeptitl V, gelost in 80 ml abs. 
Xther, \rcrdcn bei 0 ' mit 5 , 0  g (0,024 3101) l'C1, 20 Min. geriihrt und nach Filtration bei 30" Racl- 
temperatur im T'akiium eingcdampft. Ilcn Iiiiclcstantl liist man in 4.5 rnl abs. Athcr untl tropft 

- 37,5" (c = 1 ,O in Rcnzol). 

$) Oligc Zwischcnproduktc wurdcn (lurch Chromatographic an =\lox (ncutral, Aktivitatsstufe I) 
odcr an  Kicsclgel (Korngrossc 0,2--0,5 mm) gereinigt. Es wurde jcweils cine Saule mit dcr 10- 
his 1 5fachcn Merige Adsorbens in Hcxan/Renzol oder Ucnzol zubereitet untl nach Adsorption 
tler Substanz rnit folgenden Ldsungsmittcln eluicrt : 1. Benzol, 2 .  UcnzoljEssigester (98 : Z), 
3. Benzol/Essigestcr (95 : 5), 4. 13cnzol/Essigester (90: 101, 5. T3enzol/Essigestcr (80: 20), 6. Bcn- 
zol/Essigcstcr (50 : 50). 

d, 1)ie anfallenden Fraktioncn \vurdvn auf L)iinnschicht-Iiicselgclplattcn chromatographiert, 
Irobei dic Nitrosoderivate ausser rnit Jot1 auch rnit GRIr<ss-Kcagens auf folgendc Art sichtbar 
gcmacht wurtlcn : Man bespriihtc die l'latten mit eincr frisch bcreiteten Mischung von gleichen 
Tcilen GRIEss-Reagcns I, GRIEss-Rcagens If und 6N  EIC1 (vgl. F. I ~ G L ,  Spot Tcsts in Organic 
.\nalysis, 5th edition, 1956, p. 157) untl crhitztc auf Clem Dampflml, wobei \vein- his purpur- 
rote Flecken entstehen. IXc GRress-Hrhnndlung l imn anf lxrcits jotlicrten Platten angenendct 
\ Y < ~ l Y I C l l  
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diese Losung innert 15 Min. bei -10" untcr starkem Ruhren zu einer Losung des unter a )  be- 
schriebenen Esters in 100 ml abs. Ather untl 6,3 ml (0,045 Mol) Triiithylamin. Anschliesscnd lasst 
man auf Raunitemperatur aufwarmen und wascht nach 2 Std. niit 1~ HC1, 10-proz. K13C03- 
Losung und U'asscr, trocknet und dampft im Vakuum cin. Der oligc Ruckstand, 13,G g (970,(,), 
[ c z ] ~  = - 79,2" (c  = 1,l in Eenzol), ist fur cine Weiterverarbcitung geniigend rein. Chromato- 
graphic an 150 g Kieselge13) licfcrt mit Benzol/Essigestcr (90:lO) 13 , l  g (93%) Substanz*). 
[K]: = -83,O" (c = 1,25 in Benzol). 
C,,H480,,N, (636,73) Rer. C 58,47 H 7/50 N 8,800;, Gcf. C 58,33 H 7,65 N 8,73y0 

N - M e t h y l - L - i s o l e z c c y l - ~ - ~ - o ~ ~ y i s o ~ ~ l e r y l - ~ ~ ~ - ~ n e t h y l - ~ - i s o l e z ~ c y l - ~ - ~ - o x y i s o u ~ l e r i a n s u u r e - p - n i t ~ o b e n -  
zq'lester-hydrochlorid ( V I I I ) .  11,6 g (0,0182 Mol) geschutztes Tetratlepsipeptid VII wcrden, wic 
bei Didepsipeptid V i  beschrieben, in 100 ml abs. Benzol denitrosiert. Der feste Verdampfungsruck- 
stand liefert aus Essigester/Petrolathcr 8,4 g (72%) kristallines Hydrochlorid ViII .  Smp. 148- 
149" (nach Umwandlung bei 135-140"), [c]g = - 37,7" (c = 1,03 in hlkohol). 

C,,H,,O,N,Cl (644,19) Bcr. C 57,80 H 7,82 N 6,520/6 Gef. C 58,04 H 7,93 N h,547, 

~ ~ - N i t r o s o - N - m e t l ~ y ~ - ~ - ~ s o l e u c y l - D - ~ - o ~ y i s o u a ~ e r ~ ~ l - ~ - - n a e t h y ~ -  L-isolez~cyl-D-c-oxyzsouuleryl-N-me- 
t h ~ J ~ - L - ~ S ~ ~ e ~ l C ~ ~ - D - ~ - ~ ~ ~ ~ S O V ~ ~ e ~ ~ a n S a Z ~ ~ e - ~ - n ~ ~ ~ O b ~ n ~ ~ ~ e S ~ e ~  ( I X ) .  7,5 g (0,0117 Mol) Tetradepsipeptid- 
ester-hydrochlorid VIII werden in Ather suspcndiert und mit konz. NH,-Losung und Eis gut ge- 
schiittelt. Die nach Waschcn, Trocknen und Verdampfen des Athers im Vakuum erhaltene oligc 
Esterbase wird, wic bei Tetradepsipeptid VII beschrieben, mit 3,46 g (0,0126 Mol) Didepsipeptid- 
same (V) umgesetzt. Der olige Neutralteil mird an 100 g IGeselge13) chromatographiert, wobei 
man mit Benzol/Essigester (90: 10 und 80: 20) 9,6 g (97%) oliges geschiitztcs Hcxadepsipeptid IX 
erhalt4). [ c L ] ~  = -103,O" (c = 1,01 in Benzol). 

C,,H,,O,,N, (864,OZ) Ber. C 59,77 H 8,05 N 8,117, Gef. C 60,23 H 8,04 S 8,06:, 

, ~ - M e t h y l - L - i s o l e u c ~ l ~ ~ - ~ - o x y i s o u a l e r ~ ~ l - ~ - m e t h y l - ~ - ~ s o l e u ~ ~ y l -  o-c-oxy isoualeryl - N-methy l -  L - ~ S O -  

Zeucyl-D-cr-oxyisoualeriansu~i~e-hydrochlor~d ( X )  . Man hydrogenolysicrt 8,0 g (0,00925 Mol) gc- 
schiitztes Hexadepsipeptid I X  in 1.50 ml Eisessig mit 1,s g 5-prOZ. Palladiumkohle bei Raum- 
temperatur, wobei 950 ml U'asserstoff aufgenommen werden. Nach Filtration wird im Vakuum 
cingedampft. Das verbleibende 0 1  wird in Ather gelost; die Losung wird mit 3~ HC1 und Wasser 
gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Man erhalt G , 1  g zahcn Schaum, der in 60 ml 
abs. Benzol gelfist und wie beim Didepsipcptid VI im HC1-Strom denitrosiert wird. Den Verdamp- 
fungsruckstand bchanclelt man in Alkohol mit etwas Tierkohlc, verdampft erneut und fallt 3mal 
aus AtherlPetrolather um. Der entstehende Schaum (4,s g oder 66% bezogen auf 1X) ist leicht 
hygroskopisch. [a:;: : - S0,5" (c = 1,02 in Alkohol). 

C,,HG,01,N3C1 (736,37) Bcr. C 58,72 H 9,03 N 5,717; Gef. C S8,67 H 9,Ol S .5,68U,, 

Cyclo- (i~-methyl-~-asoleuc~~~-D-cr-oxy~soualeryl-N-).nethyl-L-~soleucyl-~-c-oxyisoualer~~l-N-meth?,l- 
L-isoleucyl-D-e-oxyisouuler~~l) ( X I ) .  1,l g (0,0015 Mol) Hexadcpsipeptid-hydrochlorid X werclen in 
30 ml abs. Benzol mit 375 mg (0,0018 Mol) PCl, 30 Min. bei 0" und 3l/, Std. bei Raumtemperatur 
geruhrt. Dann wird im Vakuum bei 35" Badtemperatur eingedampft, in 3000 ml abs. Bcnzol 
gelost und unter Ruhren bei Raumtemperatur innert 30 Min. tropfenweise mit 4,3 ml (0,030 Mol) 
Triathylamin in 700 ml abs. Bcnzol versetzt. Man riihrt noch 2 Std. und laisst dann 16 Std. bci 
Raumtemperatur stehen. Nach Eindampfen im Vakuum wird in Ather aufgenommen und mit 
1~ HC1,lO-proz. KHCO,-Losung und Wasser gewaschen, gctrocknet und im Vakuum eingedampft. 
Der Riickstand (1,l g) wird auf 30 g Iiicselge13) chromatographiert. Die Benzol/Essigesterfrak- 
tionen (80: 20 und SO : SO) liefern 0,9S g Rohprodukt, das, aus Alkohol/Wasser umkristallisiert, 
450 mg (4476) cyclisches Hcxadepsipeptid vom Smp. 120-123" liefert, [ c c ] ~  = - 92,l" (c = 1 , O l  
in Chloroform). Das I'raparat ist mit dem auf anderem Wegc hergcstellten synthetischen Produkt[l] 
und mit naturlichem Enniatin A in jedcr Beziehung identisch. 

C) Depsipeptidsequenzen von Enniatin B. - ~-cc-Hyrlroxyisouulerza?zsuz~re-berzzylester 
( I I I  b ) .  22 g (0,186 Mol) D-c-Hydroxyisovaleriansaurc [12] werclen portionenweise zu einer geruhr- 
ten Losung von Phenyldiazomethan in Ather [13] gegeben. Nach Becndigung dcr Stickstoffent- 
wicklung wird die hellgelbe Losung auf einen Drittel eingecngt und mit 3 0-proz. J<HCO,-Losung 
und Wasser gewaschen. Nach dem Trocltnen und Verdampfen im Vakuum verbleibt ein 01, das 
im Hochvakuum fraktioniert wird. Bci 0.03 'l'orr und 85--90" tlcstillicren 33,5 g (86") Bcnzylester. 



[a]g  = +21,0'  (ohnc Losungsmittcl) und + 14,l" (c = 1,2  in Alkohol), HE = 1,5092, D': = 

1,068 g/ml. 
G,H,,O, (208,25) Bcr. C 69,20 H, 7,749(, Gcf. C 59.37 H 7,627; 

S-,\'atroso-,~~-methyl-L-valyl-D-a-oxy~sova~eriansaure-ben~~ilester ( X I I )  (nach der Phosgen- 
methodc [lo]). 4,8 g (0,030 Mol) N-Nitroso-N methyl-L-valin I1 b und 4,6 ml (0,033 Mol) Triathyl- 
amin, gclost ml in 50 Tetrahydrofuran, werden unter Riihren bei - 60" mit 9.3 ml(O,O33 Mol) 3,5_k16 
Phosgcnlosung in Toluol versetzt. Nach 15 Min. fugt man zuerst cine vorgekuhlte Mischung von 
6,3 g (5,9 ml [0,030 Moll) D-a-Hydroxyisovaleriansaure-benzylester (I11 b) in 30 ml Tetrahydro- 
furan und glcich darauf und untcr sehr kraftigem Kuhren eine ebcnfalls auf - 60" vorgekuhlte 
Mischung von 5 ml Pyridin und 5 ml Tctrahydrofuran auf einmal hinzu. Unter fortwahrendem 
Kuhren l a s t  man auf 0" aufwarmen und noch 16 Std.  bei dieser Temperatur stehen. Danach wircl 
rnit Ather uncl 3 N HC1 versetzt, die Atherschiclit gut niit 3~ HCI, 10-proz. KHC0,-Losung uncl 
Wasser gewaschen, getrocknet und ini Vakuum eingedampft. Die verbleibendcn 7.4 g 81 kristalli- 
sicrcn untcr Pctrolathcr. Kristallc aus Pctrolathcr, .5,6 g (530/), Smp. .50-52', [alg = - 22,5" 
(c = 1,03 in Alkohol). 
Cl,Hz60,N, (350,40) Bcr. C 61,70 H 7,48 N 8,000,, Gef. C 61,80 H 7,28 N 8,160/6 

.V-Nitroso-N-methyl-L-valyl-D-a-oxyisoua~er~a~sa~re ( X I  I I ) .  1,75 g (0,005 Mol) Nitroso- 
didepsipeptidester XI1  wcrden in 20 ml Eisessig rnit 0,2 g 5-proz. Palladiumkohlc hydriert, bis 
die Wasserstoffaufnahme aufhort. Nach Filtriercn und Vcrdampfen im Vakuum crhalt man einen 
kristallinen Ruckstand, der aus Ather/Petrolather in zwci Fraktionen 0.9 g (70%) Nitrosodidcpsi- 
peptidsaurc XI11 licfert, die zur Weiterverarbeitung gcniigend rein ist, Smp. 94-96', Wcitcrcs 
Umkristallisiercn aus Methanol/Wasser odrr .%thcr/Pctrolather erhoht den Smp. auf 96-98'. 
[a]g = -38,2" (c = 0.99 in Alkohol). 
Cl,H,,O,N, (260,29) Ber. C 50,76 H 7,75 S 10,76", Gef. C, 50.90 H 7,65 H 10,700," 

N-Methyl-L-valyl-D-a-o~yyisoual~riansazlre-benzylester ( X I  V ) .  3,95 g (0,0113 Mol) Nitroso- 
didepsipcptidester XI1 werdcn in 50 ml abs. Benzol untcr Riihren mit einem starken Strom vou 
HCI-Gas behandelt, wobei die Temperatur um 20" gehaltcn wird. Nach vorubergehender Dunkcl- 
farbung hellt sich die Reaktionsmischung wicder auf ,  wonach im Vakuum eingedampft wird. 
Der Ruckstand wirtl in Wasser aufgenommen, 2mal mit Ather gewaschen, rnit eiskaltcr Ammo- 
niakldsung alkalisch gcstcllt und sofort 2mal rnit Ather ausgezogen. Xach Waschcn, Trockncn untl 
Eindampfen des Athers verbleiben 2,9 g (80%) olige Esterbasc XIV. [a]? = +41,5' (c = 1,45 in 
:llkohol). Einc Probe wird mit athcrischcr Salzsaure ins Hydrochlorid ubcrgefuhrt, das aus Methy  
Ienchlorid/Athcr umkristallisiert wcrden kann. Smp. 101-104", [alg = +60,8" (c = 0.93 in 
.llkohol). 
C,,H,,O,NCI (357,873 Rcr. C 60.41 €1 7.89 C1 9,917; Gef. C 60,27 N 7,91 C1 9,880,, 

N-i~atroso-h'-methyl-~-valyl-~-a-ox3,isoualeryl-N-methyl-~-valyl-D-ar-oxyisovaler~ansaa~re-ben~~~l- 
ester ( X V ) .  1,3 g (0,005 Mol) Nitroso-didepsipeptidsaure XI11 werdcn in 10 ml abs. Ather bei - 20" 
rnit 1 , l  g (0,0053 Mol) PCl, versetzt und 15 Min. bei 0" gcruhrt, mobei praktisch alles in Losung 
geht. Nach Filtrieren wird bei 30' im Vakuum eingedampft. Nach nochmaligem Abdampfcn mit 
Toluol wird der Ruckstand in 10 ml abs. Athcr gelost und bei - 70" untcr Riihren mit eincr Lo- 
sung von 1,6 g (0,005 Mol) Didepsipeptidesterbase X I 0  und 1,4 ml (0,010 Mol) Triathylamin in 
20 ml Athcr versetzt. Danach laisst man auf Kaumtemperatur aufwarmen, setzt mehr Ather zu 
und wascht gut rnit 3~ HCI, 10-proz. I<€ICX33-Losung und Wasser, trocknet und verdampft ini 
Vakuum. Das verbleibende 0 1  wird in Hexan/Benzol (1 : 1) auf 41 g Kieselgel,) gegeben. Mit 
I~cnzol/Essigcstcr (9O:lO und 80:20) wcrtlen 2,1 g (75O4,) (XV) eluiert4). [a]g = -75,Z" (c = 

t , O l  in Alkohol). 
CzsH4,0,N, (563,67) Tkr. C' h1,79 H X,O5 S 7,46:,, ( k f .  c' 01.62 H 7,95 1; 7,40$,, 

D) Versuche zur Untersuchung der Racemisierung. - 1. Hydrolyse des gemischten Renzol- 
su2/oslure-~4nhydrzds. 1.6 g (0,010 Mol) N-Nitroso-N-methyl-L-valin wurden in 20 ml Pyridin 
gelijst und bei 0-5" unter Riihrcn rnit 1,3 ml (0,010 Mol) Benzolsulfochlorid versetzt. Nach 10 Min. 
wurdc Eis zugcgeben. noch 5 Min. geriihrt und dann im Vakuum eingedampft. Den Ruckstand 
nahm man in Ather auf, wusch rnit eiskalter 3 ~ i  HCl und cxtrahicrte crschopfend mit 10-proz. 
I<HCO,-Losung. Bus dieser Losung erhielt man nach Ansauren, Extraktion mit Athcr und Wa- 
schcn, Trockncn und Eindampfcn dessclben im Vakuum 1,25 g (7894) nicht kristallisicrcndcn 
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Riickstand. der chromatographisch mit Nitrosomethylvalin identisch war4), indcssen ein I z ] ~  von 
nur - 8,4" (c = 1,18 in Alkohol) aufwics und somit 90% Racemat enthielt5). 

2. Hvdrolyse des Nitrosoamznosuurechlorids. Das Saurechlorid wurde aus 1,6 g (0,010 Mol) 
X-Nitroso-N-methyl-L-valin in 50 ml abs. Athcr mittels 2,1 g (0,010 Mol) PCI, bei 0" erhalten. 
Es wurde auf zwei Artcn hydrolysiert : 

a) Man setzte Eis zu und liess 1 Std. riihren. Nach Aufarbeitung wie unter 1. erhielt man 1.3 g 
(81%) chromatographisch') reines, kristallisiertes N-Nitroso-N-methyl-L-valin zuruck [a]g = 
- 81,Z0 (c = 1,30 in Alkohol). 

b) Man gab 14 ml (0,100 Mol) Triathylamin und gleich darauf Eis zu, liess 1 Std. riihren und 
arbcitete wie untcr 1. beschrieben auf. Hier wurden nur 0,35 g (22Oj) oliges, chromatographisch 
mit Nitrosomethylvalin identifiziertes Produkt erhaltcn, mit [cc]~; = - 12,8O (c = 0,61 in Alkohol), 
was rund 85% Racemisicrung bcdeutet5). 0,9 g Ruckstand fanden sich im Neutralteil, der im UV. 
bei 1 = 296 mp eine Absorptionsbande zeigte, dcren log E = 3,14 war. Dies kBnnte auf die 
Gegenwart von 20%) 3 - M e t h ~ l - 4 - i s o p r o p ~ l - s ~ ~ n o n  hindeuten (Lit.[4j : J,,,,,,, = 296 mp, logs = 3,93). 

S LMM.1  t<Y 
, \  1 he 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 generallv applicable in the 
synthesis of N-alkylated peptides because of partial racemisation and frequent side 
reactions 
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5 ,  Racemisches N-IYitroso-S-inethylvalin konnte bisher nicht kristallin erhalten werden. Vgl. 
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