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the terminal positions. It is not unreasonable to assume that the different forms can
rearrange into one another, but in this case the number of parameters is so high that
any attempt to adjust them becomes a mere gamble. However, we intend to study
the fragmentation of protonated rings in order to gain some insight into their reac-
tion paths. For the moment we must be content with the conclusion that the frag-
mentation of heptyl ions proceeds by one or more apparently rather specific re-
arrangements that are as yet unknown. ‘

We would like to express our thanks to Mr. G. Philippossian for his many suggestions con-
cerning syntheses and to the Swiss National Foundation for Encouragement of Research for a grant.
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61. Isolierung und Strukturaufklirung von Chlamydocin

von Annemarie Closse und René Huguenin
SANDOZ AG, Pharma Departement, Chemische Forschung, CH—4002 Basel

(24.1.74)

Summary. The constitution of Chlamydocin — a metabolite of Diketerospora chlamydosporia
with pronounced cytostatic activity — is proposed on the basis of chemical reactions and physical
data. The synthesis of a derivative of a new amino acid is described. The biological activities of
this compound and of derivatives of Chlamydocin are discussed.

Chlamydocin (1) wurde aus Kulturfiltraten von Diheterospora chiamydosporia
(S 3440) mit Athylenchlorid extrahiert!) und nach Chromatographie an Kieselgel
als einheitlicher farbloser Schaum erhalten. Die durch Hochauflésungsmassenspek-
trum und Analyse ermittelte Bruttoformel von CygHaoN,O,, sowie die Absorptionen
im IR.-Spektrum (s. Fig. 1) bei 3400, 3300 und 1680 cm—!, die fiir Amidbindungen
charakteristisch sind, liessen das Vorliegen eines Peptids vermuten.

Nach saurer Hydrolyse konnten mittels Aminosiureanalyse Phenylalanin, Prolin
und «-Aminoisobuttersiure im Verhiltnis 1:1:1 nachgewiesen werden. Daneben
traten noch mehrere kleinere Pike auf, die von keiner iiblichen Aminosiure
herrithrten. Auch konnte es sich nicht um unvollstindig hydrolysierte Peptidfrag-
mente handeln, da das Verhaltnis Peptid-Aminosiuren (Phe, Pro, Iabu) schon nach
90 Min. Hydrolyse konstant blieb, sondern um eine Aminosdure neuen Typs, die wir
vorliufig mit «X» bezeichnen. Die absolute Konfiguration der Aminosiuren wurde
durch Abbau mit p- und L-Aminosiureoxydase bestimmt [1]. Phenylalanin und die
unbekannte Aminosiure X liegen in der L-Form, Prolin in der p-Form vor.

1) Herrn Dr. E. Hérri und Herrn H, Hofmann danken wir fiir die Bereitstellung grosserer Mengen
Rohextrakt.
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Fig. 1. IR.-Spektrusm von Chlamydocin (1) in CH,Cl,

Chlamydocin ist lipophil, reagiert nicht mit Ninhydrin und verhilt sich in der
Elektrophorese sowohl bei pH 1,9 wie auch bei pH 5,8 wie eine ungeladene Substanz.
Nach schonender Hydrolyse mit Trifluoressigsdure hingegen entstand ein Produkt 2,
das mit Ninhydrin reagierte und in der Elektrophorese bei pH 1,9 zur Kathode, bei
pH 5,8 wie eine elektrisch neutrale Substanz wanderte.

Nach diesen Befunden diirfte Chlamydocin ein cyclisches Tetrapeptid sein. Die
Aminosiuresequenz wurde an dem mit Trifluoressigsdure erhaltenen, offenkettigen
Derivat 2 vom Aminoende her nach Edman [2] bestimmt und ergab die Reihenfolge:
Phe-Pro—X-Iabu. Durch Carboxypeptidase-Abbau wurde zuerst Iabu freigesetzt.
Dies bestdtigte deren Stellung am Carboxylende [3]. Fiir das Cyclopeptid ergab sich
als Arbeitshypothese somit die folgende Struktur A:

» Phe —» Pro ~
L D Y
NH

Ilabu ——— CO—CH—CyH,;0,
L

Da die noch unbekannte Aminosdure X unter den Bedingungen der Hydrolyse
zersetzt wurde, konnte sie nicht als solche isoliert und charakterisiert werden. IThre
Konstitution liess sich aber aus analytischen und spektroskopischen Daten des
Peptids ableiten. Thre Bruttoforme! ist C,,H,,NO,. Die Aminosidure X enthilt also
neben der Carboxylgruppe noch zwei weitere Sauerstoffunktionen sowie zwei Ringe
oder zwei Doppelbindungen oder einen Ring und eine Doppelbindung. Eine dieser
Sauerstoffunktionen ist eine Carbonylgruppe (IR.: 1710 cm-'), die andere diirfte,
wie aus dem NMR.-Spektrum (Fig. 2) hervorgeht, als endstindiges Epoxid neben
der Carbonylgruppe vorliegen.

Die fiir diese Gruppierung charakteristischen chemischen Verschiebungen und

Kopplungskonstanten sind im Formelbild B den entsprechenden Wasserstoffatomen
zugeordnet.
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Die restlichen 8 Wasserstoffe (§ = 1,1-2 ppm) diirften an einer unverzweigten
C,-Kette angeordnet sein. Damit ldsst sich fiir die Aminosdure X die Struktur einer
L-2-Amino-9, 10-epoxy-8-oxodecansidure?) und fiir Chlamydocin Struktur 1 postu-
lieren, die eine eindeutige Zuordnung aller NMR.-Signale erlaubt (Fig. 2).
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1 Chlamydocin

?)  Diese Aminosiure wurde vor kurzem von Hirota ef al. [4] als Bestandteil eines Metaboliten
des phytopathogenen Pilzes Cylindrocladium scoparium beschrieben.
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Die unterschiedliche chemische Verschiebung der beiden Methylgruppen der a-
Aminoisobuttersiure im Cyclopeptid ist durch Anisotropieeffekte bedingt, die bei
der schonenden Ringéffnung verschwinden. Im offenen Tetrapeptid 2 geben die
beiden Methylgruppen zusammen nur ein Signal bei 1,7 ppm (in CF,CO0D).

Anhand der Struktur 1 lassen sich die wichtigsten Fragmente im Massenspektrum
von Chlamydocin wie folgt interpretieren (Schema 7):

Schema 1
Iabu Phe Pro X [Tabu]
CH
[ o
Z l CH
|
N CO
|
C[Hs ?Hz (CH,), CH,
| I
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! i1
i CoH NO, — 169
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CaoHyNgOg = 407
]

| S
CyaHyNO, = 267

Zum chemischen Beweis der endstindigen Epoxycarbonylgruppierung wurde
Chlamydocin mit CrCl, [5] zur f-Hydroxycarbonylverbindung 3 reduziert. Durch
Wasserabspaltung gelangten wir zu 4, das sich mit Wasserstoff in Gegenwart von
Palladium zu 5 hydrieren liess. 4 und 5 zeigten im NMR.-Spektrum die charakteri-
stischen Signale einer Vinyl- bzw. Athylgruppe.

Neben Chlamydocin (1) wurde aus den Rohextrakten von Diheterospora chlamydo-
sporia noch ein weisser kristalliner Metabolit der Bruttoformel CygH ;,N,0;, Dihydro-
chlamydocin (6), isoliert. Bei dieser Verbindung zeigt das IR.-Spektrum im Gegen-
satz zu dem des Chlamydocins keine Absorption bei 1710 cm™.

Im Vergleich zu Chlamydocin sind im NMR.-Spektrum (220 MHz) von Dihydro-
chlamydocin zwei zusitzliche Signale bei 2,49 und 3,41 ppm zu erkennen. Wihrend
das erstere beim Zusatz von D,0 verschwindet, verschiebt sich letzteres bei der
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Acetylierung nach tieferem Feld (§ = 4,7 ppm). Daraus folgt, dass Dihydrochlamy-
docin an C(8) anstelle der Carbonylgruppe eine sekundire Hydroxylgruppe aufweist,
deren absolute Konfiguration nach der Methode von Horeau [6] als S bestimmt wurde.

Chlamydocin (1) und das Dihydro-Derivat 6 lassen sich wechselseitig durch
CrO,-Oxydation bzw. NaBH,-Reduktion ineinander iiberfiihren. Bei letzterer diirfte
allerdings ein (im NMR.-Spektrum nicht erkennbares) Diastereomeren-Gemisch ent-
stehen. Ungeklirt bleibt die Chiralitit des Epoxyds in 1 und 6.

Synthese des « Aminosdure-X-Derivates» 2-M ethoxycarbonylamino-8-o0x0-9,10-epoxy-
decansiuredthylester (14). — Um Einblick in die strukturellen Voraussetzungen fiir die
im folgenden Abschnitt zu besprechende biologische Aktivitit zu gewinnen, wurde
ein einfaches, ebenfalls lipophiles, neutrales Derivat der neuen Aminosiure auf dem
in Schema 2 beschriebenen Wege synthetisiert.

Da das endstindige Epoxid eine labile Gruppierung darstellt, war es naheliegend,
diese Funktion erst am Schluss einzufithren. Zum Aufbau der Kette bot sich die
Dithian-Methode nach Corey & Seebach [7] [8] an. Die einzige Schwierigkeit bestand
in der Hydrolyse des Dithians. Von den vielen in letzter Zeit veréffentlichten Metho-
den war nur diejenige mit N-Chlorsuccinimid/AgNQOjg [9] halbwegs erfolgreich. Die
Uberfithrung des ungesittigten Ketons 13 in die Epoxy-Verbindung 14 gelang unter
milden Bedingungen mit Wasserstoffperoxid/Benzonitril [10], wobei das Amino-
sidurederivat 14 ein Gemisch von vier Diastereomeren sein diirfte, was allerdings aus
dem NMR.-Spektrum (Fig. 3) nicht ersichtlich ist. Dies kénnte damit zusammen-
hingen, dass die beiden Asymmetriezentren (C(2) und C(9) der Aminosdure) weit
voneinander entfernt und nicht fixiert sind.

v—'ﬁ—‘\l.—ﬁﬁ‘,‘;,v—v—ry“;.
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Fig. 3. NMR.-Spektrum von (14) in CDCly

Die NMR.-Signale der in Partialformel B dargestellten Epoxyketon-Sequenz
stimmen bei 1 und 14 gut {iberein. Die durch katalytische Hydrierung von 13 er-
haltene Verbindung 15 lieferte nach saurer Hydrolyse im Aminosidureanalysator
einen Pik, der hinsichtlich Retentionszeit und Farbausbeute mit einem Pik des
Hydrolysats von 5 iibereinstimmte. Dieser Pik entspricht bei 5 einem mol Amino-
sdure pro mol Peptid.
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8)  HS-(CH,),SH/HCI; ?) -BuONa/DMSO; ¢) BuLi/J(CH,);Cl; 9) NaCH(COOC,Hy),; € OH—;
f) 1:COCl,; 2:(CH,)4SiN,; 3:4; 4:CHOH; 8 N-Chlorsuccinimid/AgNQ;; 1) H,0,/C;H;CN/
KHCO,; i) H,/Pd/Essigestcr.

Biologische Aktivititen. — Chlamydocin (1) zeigt eine hohe cytostatische
Aktivitidt gegeniiber Mastocytomzellen (ED;, 10-%¢ g/ml)3). Bei den Verbindungen,
die kein Epoxid (3, 4, 5) oder Keton (6) enthalten, ist die ED;, > 10-6 g/ml, also mehr
als tausendmal schwicher. Bei der Synthese des Aminosdurederivats 14 wurden die
beiden Asymmetriezentren nicht beriicksichtigt. Wir rechneten deshalb mit einer
Verminderung der Aktivitit gegeniiber derjenigen der natiirlichen Aminoséure. Tat-
sichlich erwies sich jedoch 14 bei einer Konzentration von 10-% g/ml ebenfalls als
inaktiv. Die Epoxycarbonylgruppierung ist demnach eine notwendige, jedoch weder
als solche, noch in Verbindung mit einer Cy-Kette als «Arm» hinreichende Voraus-
setzung fiir die cytostatische Aktivitit. Der Tetrapeptidring spielt als « Triger» eben-

3y H. Staehelin et al., in Vorbereitung.
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falls eine wichtige Rolle. Die Wirkung diirfte somit zumindest nicht ausschliesslich
auf einer vollig unspezifischen chemischen Reaktion beruhen.

Herrn Dr. R. Wenger danken wir fiir wertvolle Ratschlige. Frau Th. Zardin und Herrn H. R.
Loosli danken wir fiir die Aufnahme und Interpretation der NMR.-Spektren, Herrn Dv. H. Lichti
fiir dic der Massenspektren.

Experimenteller Teil
(unter Mitarbeit von Blandine Kelley, Nelli Staldey und Rudolf Werder

Allgemeines. — Die Smp. wurden im Rohrchen bestimmt und sind nicht korrigiert. Die
Hochspannungspapierelektrophoresen wurden bei pH 1,9 und 5,8 mit dem Apparat von Wieland &
Pfleiderer [11] durchgefithrt. Anfirbung mit Ninhydrin, Folin-Ciocalteu, Isatin, Chlor/Starke/KI
[12]. Mrrp 1,9 und Mryp 5,8 sind die relativen Migrationen bezogen auf die des Tryptophans als
Referenzsubstanz bei pH 1,9 resp. 5,8. '

Die Aminosdureanalysen wurden mit dem Apparat BC 200 der Firma BfoCal, Miinchen, durch-

gefihrt: Einsdulenverfahren, Harz Aminex A 6 der Firma Calbiochem (55 cm x 0,9 cm), Elutions-
puffer 100 ml/Std. Ninhydrin 50 ml/Std.

Tabelle T
pH Natrium-Konzentration Dauer
3,17 02N 0— 65 Min.
4.25 0,2N 65-115 Min.
6,45 1,0 n3) von 115 Min. an

3) 0,2N Natriumcitrat, mit NaCl auf 1,0~ an Natrium eingestellt.

Da keine Farbkonstante fiir dic unbekannten Pike vorhanden war, wurden sie mit dem
Durchschnitt der Farbkonstanten aller in Protein-Hydrolysaten enthaltenen Aminosdurcn
{Cystin und Prolin ausgenommen) berechnet und die gefundenen Werte in eckigen Klammern
angegeben.

NMR.-Spektren, wenn nicht anders vermerkt, in CDCl,; Angaben in ppm, relativ zu TMS
als internem Standard; Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, ¢ = Triplett, ¢ = Quartett,
m = Multiplett, b = breites Signal. — UV.-Spektren: Maxima in nm (log &). — TR.-Spektren in
CH,Cl,, Angaben in cm~1,

Ziichtung von Diheterospora chlamydosporia und Isolierung von 1 und 5. — 100 1 einer
Nahrldsung, die pro 140 g Cerelose (Glucose), 5 g Trypton, 3 g NaNQ,, 1 g K,HPO,, 500 mg KCl,
500 mg MgSO, * 7H,0, 10 mg FeSO, + 7H,0 und entmineralisiertes Wasser enthiclt, wurden mit
10 1 einer Vorkultur des Stammes Diheterospora chlamydosporia angeimpft und in einem Stahl-
fermentationsgefdss unter Rithren (Blattrithrer, 300 U/Min.) und Beliftung (1,0 1 Luft/Min./1
Nahrlésung) und unter Druck (0,5 Atm.) 90 Std. bei 18° inkubiert.

Die als Ausgangskultur verwendete Vorkultur wurde wie folgt erhalten: Ein Nihrboden, der
pro 1 20 g Cerelose, 20 g Fadenagar, 2 g Malzextrakt, 2 g Hefeextrakt, 2 g Pepton, 2 g KH,PO,,
2 g MgSO, - 7H,0 und entmineralisiertes Wasser enthielt, wurde mit dem Stamm NRRL 3472
beimpft und 10 Tage bei 18° inkubiert. Die auf diesem Nihrboden gewachsene Kultur wurde in
einer physiologischen Kochsalzlésung aufgekratzt. Mit dieser Suspension wurde eine Nahrlésung
gleicher Zusammensetzung wie die Hauptkultur in einem 10-1-Stahlfermentationsgefdss beimpft
und 72 Std. bei 18° unter Rithren (Blattrithrer 350 U/Min.) und unter Beliuftung (1,0 1 Luft/Min./1
Nahrlosung) und unter Druck (0,5 Atm.) inkubiert. Dicse Fermentationslosung diente als Impf-
material fiir das 100-1-Fermentationsgefidss (Hauptkultur).

Nach Beendigung der Inkubation wurde zentrifugiert und der Uberstand anschliessend durch
Celit klar {filtriert. Das Kulturfiltrat wurde 3mal mit dem gleichen Volumen Athylenchlorid
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extrahiert, die organischen Extrakte mit Wasser gewaschen, iiber Magnesiumsuifat getrocknet
und eingedampft: 14,4 g Rohextrakt.

Dieser Rohextrakt wurde zwischcn 90proz. Methanol und Petrolidther verteilt. Die wisserig
methanolische Phase ergab nach Abziehen des Methanols und Extraktion mit Chloroform 7,9 g
cntfetteten Rohextrakt. Dieser wurde an Kieselgel (Merck) chromatographiert. Mit Chloroform/
Methanol 99:1 wurden 4,9 g Chlamydocin (1) in Form eines farblosen Schaumes eluiert. [«Jf =
—147,5° (¢ = 0,3 in Benzol). Papierelektrophorese Mqrp®® = 0,5; Mrrp!? = 0; Anfirbung mit
Chlor/Stiarke/KI und Folin-Ciocalteu; keine Reaktion mit Ninhydrin.

MS.: 526 (M*). — UV. (Methanol) : Endabsorption, Schulter bei 235 und 283 (3,52 und 2,16). —
IR.: u.a. Banden bei 3400, 3300, 1710, 1680 (s. Fig. 1). - NMR.: s. Fig. 2.

CpeHyN,Oy Ber. C639 H73 N10,6 0182%
(526,63)  Gef. ,, 643 ,, 7,7 , 10,3 ,, 181%

Mit Chloroform/Methanol 98:2 wurde 1 g Dihydrochlamydocin (5) eluiert. Smp.: 134-135°
(aus Essigester/Pentan). [a]fy = —96,8° (¢ = 0,506 in CHCly). - MS.: 528 (M+). - UV. (Methanol):
Endabsorption, Schulter bei 235 (3,5). - IR.: u.a. Banden bei 3600, 3400, 3300, 3050, 1680, 1630,
1520, 1420, 1390, 1370. — NMR. (CDCl,+ D,0): 1,0-2,6 ppm (20 H), darunter 1,35 s (3 H) und
1,81 s (3 H);2,68dxd (] =1,3und 2,3 Hz;1H);281¢(J] =23Hz;1H);3,0m((2H); 3,2m
(2H); 343 m (1 H); 3,82b (1 H); 42m (1 H); 465m (1 H); 51 m (1 H); 622s (1 H); 7,14
(1 H);7,22s (5H); 7,54 (1 H).

CoeH,y N, O Ber. C63,6 H7,6 N10,6 O 18,29
(528,65) Gef. ,,63,4 ,, 76 ,,103 ,, 18,5%

Aminosdureanalyse und Bestimmung der Konfiguration der Aminosiduren. — Je cin
Muster in der Gréssenordnung von 0,2 mg 1 wurde in eine 2 ml Ampulle eingewogen, in 1 ml 6N
HCI gelsst, die Ampulle evakuiert (1 Torr), zugeschmolzen und in ein Olbad bei 115° gestelit.
Nach 1%/,, bzw. 16 Std. wurde die Ampulle abgekiihlt, ihr Inhalt im Vakuum bei 30-40° zur
Trockene eingedampft und der Riickstand einer Aminosidureanalyse unterworfen (s. Tab, 2).

Tabelle 2

pmol Aminosdure pro mg Ausgangsmaterial

Retentions- Aminosiure Dauer der Hydrolyse 11/, stdg. Hydrolyse Konfigu-
Zeit (Min.) - ration
16 Std. 11/, std. + Abbau mit
DAO LAO
61 Prolin 1.75 1.76 0,00 1.53 D
85 o-Amino- 1,58 1,58 1,23 1,52 -
isobuttersdure

107 [0,14] [0,02)] [0,03] 0,00
111 Zersetzungs- [0,08]
113 produkte der [0,02) [0,02] [0,35] 0,00 L
119 Aminosdure X [0,19] [0,79] [0,01}] 0,00
120 0,04 0,00
135 Phenylalanin 1,69 1,43 i1 0,00 L

Abbau mit L-Aminosdure-oxydase (LAO). 0,415 mg 1 wurden in 6N HCI 11/, Std. bei 115°
hydrolysiert. Nach Abdampfen der Salzsaure wurde der Riickstand 2 Std. im Hochvakuum bei
25° getrocknet und in 0,2 ml 0,2m Tris. HCI-Puffer (pH 7,8) gelsst, der pH-Wert auf 7,5 ad-
justiert, die Losung mit 150 ul L- Aminosidure-oxydase (aus Crotaius terr. terr., 1 mg[ml, Boehringer)
versetzt und 16 Std. bei 37° inkubiert. Nach Ansduern mit 25 gl 6§ HC! und Filtration wurde das
Filtrat im Vakuum bei 30—40° zur Trockene abgedampit, der Riickstand in 0,2 ml 0,1~ HCl ge-
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16st und einer Aminosiureanalyse unterworfen (Resultate in Tab. 2). Aus der Abwesenheit der
Pike von Phenylalanin und der Aminosaure-X (107-119 Min.) konnte auf die r-Konfiguration
dieser Aminosduren geschlossen werden.

Abbau mit D-Aminosdure-oxydase (DAO). Ein Hydrolysat von 0,400 mg 1 wurde wie beim
Abbau mit LAO vorbereitet. Nach Trocknen im Hochvakuum wurde der Riickstand in 0,2 ml
0,2M Natriumpyrophosphat gelost, der pH-Wert mit 1x NaOH auf 7,5 eingestellt, die Lsung
mit 50 ul D-Aminosdure-oxydase {(aus Schweineniere, 5 mg/ml, Boehringer) versetzt und 3 Std.
bei 37° inkubiert. Anschliessend wurde sie wie beim Abbau mit LAO behandelt (Resultate in
Tab. 2). Der Prolin-Pik war vollstindig verschwunden. Also kann Prolin die p-Konfiguration
zugeschrieben werden. Die Pike von Phenylalanin, «-Amino-isobuttersiure, sowie die Piks
«107-119 Min.» waren noch vorhanden. Allerdings konnte eine Zunahme des Piks «113 Min.»
auf Kosten des Piks «119 Min.» beobachtet werden. Unter den Inkubationsbedingungen fand
anscheinend eine Umwandlung der Hauptsubstanz «119 Min.» des Hydrolysats in die Neben-
substanz «113 Min.» statt.

Offnung des Peptidrings (1> 2) und Bestimmung der Aminosiduresequenz. — 213
mg 1 wurden in 5 ml Trifluoressigsdure geldst und 50 Min. bei 50° gehalten. Nach Abdampfen
der Losung im Vakuum bei 35° wurde der Riickstand mehrmals mit Ather verrieben. Das so er-
haltene fast farblose Pulver wurde im Vakuum bei 25° getrocknet: 228 mg. Papierelektrophorese:
Mrrpt® = 0,70, Mrrp®® = 0,5. Nachweis mit Ninhydrin, Folin-Ciocalteu, Chlor/Stirke/KI, keine
Anfirbung mit Isatin.

Edman Abbau von 2. Alle Operationen wurden unter Stickstoff durchgefithrt. 21,2 mg 2
wurden in 2 ml Puffer (0,35 g Dimethylallylamin, 6 m! Pyridin, 4 m! Wasser, mit Trifluoressig-
saure auf pH 9,6 eingestellt) gelost, 50 ul Phenylisothiocyanat zugegeben und unter hiufigem
Schiitteln 30 Min. bei 50° gehalten. Nach Entfernung des ttberschiissigen Reagens durch 2malige
Extraktion mit 2 ml Petrolither wurde die wisserige Phase im Vakuum abgedampft, der Riick-
stand mit 0,3 ml Dioxan versetzt und diese Losung nochmals zur Trockene abgedampft. Die
Abspaltung der N-endstdndigen Aminosdure als Thiazolinon erfolgte durch 10 Min. Behandlung
mit 1 ml Trifluoressigsdure bei 50°. Nach Abdampfen der Trifluoressigsdure unter Stickstoffstrom
wurde der Riickstand einer 5stufigen Gegenstromverteilung im System Essigester/Wasser 1:1
unterworfen. Die organischen Phasen 1 und 2 enthielten den grossten Teil des Thiazolinons, das
nicht ndher untersucht wurde. Das Peptid befand sich hauptsichlich in den wisserigen Phasen
4 und 5, die im Vakuum bei 30° abgedampft wurden. Nach Auflésen des Riickstands in Wasser
wurde mit einem aliquoten Teil nach Hydrolyse (65 HCl, 115°, 16 Std.) eine Aminosiureanalyse
durchgefithrt. Der Rest wurde lyophilisiert und bei der nichsten Stufe des Edman’schen Abbaus
unter denselben Bedingungen eingesetzt. Nach dem ersten Abbau wurde eine Papierelektro-
phorese des Restpeptids durchgefithrt: Mypeyp!? = 0,78 (vor dem Abbau = 0,70). Nachweis mit
Isatin, Folin-Ciocalteu, Chlor/Stirke/KI. Die Resultate der Aminosiureanalyse sind in Tab. 3
dargestellt (bezogen auf a-Amino-isobuttersiure = 1,00). Die nichsten zwei Abbaustufen wurden
analog durchgefiihrt.

Tabelle 3
r

Retentionszeit Aminosiure Aminosdureverhiltnisse
Min.

{ ) vor dem Abbau nach 1. Stufe 2. Stufe 3. Stufe
61 Prolin 1,02 1,00 ——>» 0,07 Spuren
85 a-Aminoiso- 1,00 1,00 1,00 1,00

buttersiaure

107 Zersetzungs- {0,08] [0,08] [0,05] 0,00

111 produkte der [0,05] [0,05] [0,03] . 0,00

113 Aminosiure X {0,01] [0,03] [0,03] 0,00

119 [0,11] [0,13] [0,10] 0,00

135 Phenylalanin 0,98 —>» 0,10 0,09 0,04
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Abbau mit Leucinaminopeptidase [3]. 2,8 mg 2 in 100 gl einer Losung, die 0,1~ an Ammoniak
und 0,0025~ an MgCl, war, wurde mit 50 ul Leucinaminopeptidase (aus Rindsaugenlinsen, 2 mg
Protein/ml, Serva) versetzt und bei pH 8 und Raumtemp. 16 Std. inkubiert. 25 gl dieser Losung
wurden angesduert und einer Aminosdureanalyse unterworfen. Keine Aminosiure war durch
das Enzym freigesetzt worden. Dic Aktivitat des Enzyms war an der Lysin-vasopressin-Molekel
kontrolliert worden.

Abbau mit Carboxypeptidase [3]. Eine Suspension von 100 ul Carboxypeptidasc A (CAO-DFB,
aus Rinderpankreas, 50 mg/ml, Mann Research) wurde bei+4° in 4 ml Wasser suspendiert und
zentrilugicert. Der Riickstand wurde in 0,4 ml 0,018 NaHCO,; unter Zugabe von 0,9 ml 0,1
NaOH gel6st, der pH-Wert mit 0,6 ml 0,15 HCI auf 8,5 eingestellt und diese Lésung mit 3,0 ml
0,2m N-Athylmorpholinacetat-Puffer (pH 8,5) verdiinnt,

1,0 ml dieser Carboxypeptidaselosung wurde mit einer L&sung von 1,4 mg 2 in 0,3 ml
0,2mM N-Athylmorpholinacetat-Puffer (pH 8,5) versetzt und 13 Std. bei 37° inkubiert. Nach
Ansauern mit Salzsdure auf pH 2 wurde die Losung einer Aminosaureanalyse unterworfen. Pro
mg Ausgangsmaterial wurden 0,57 gmol a-Amino-isobuttersiure und 0,06 gmol Phenylalanin
nachgewiescn.

Aufgrund der Ergebnisse des Edman-Abbaus und der Inkubation mit Carboxypeptidase ist
anzunehmen, dass bei ca. 90%, des Cyclopeptids die Bindung Iabu-Phe, bei ca. 109, hingegen die
Bindung Phe-Pro gespalten wurde.

Reduktion von 1 zu 3 (nach [5]). -~ 5,26 g 1 wurden in 170 ml Eisessig unter CO, vor-
gelegt und mit einer Mischung von 4,91 g CrCl, (wasserfrei, Merck) in 260 ml 50proz. Essigsiure
versetzt. Nach 20 Min. Rithren bei Raumtemp. wurden 130 ml Wasser und 200 ml Methylen-
chlorid zugegeben und verteilt. Die organischen Phasen wurden mit 1x NaHCO, und Wasser
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Ausbeute: 4,8 g weisser Schaum. Dieser wurde an der
50fachen Menge Kicselgel Merck (0,05-0,2 mesh) chromatographiert. Mit Chloroform/Methanol
99:1 wurden 1,32 g unverindertes 1, mit Chloroform/Methanol 98:2 1,78 g 3 eluiert. [u]D) =
—119,7 in Benzol (¢ = 0,797). — MS.: 528 (M+). — 1R.: u.a. Banden bei 3600, 3300, 2920, 1710
(Schulter), 1680, 1625, 1530, 1430, 1395, 1380, 1220, 1180, 1060, 1000, 950, 920, 870, 850. - NMR.:
1,32s(3H); 1,75s (3H);24t(J =7;2H);265¢ (] = 5,5; 2H); ausserdem 1,6-3,4 noch 16 H;
38m (3H); 4,18 m (1 H); 4,62 m (1H); 5,13 m (1H); 6,18 s (1H); 7,154 (1H); 7,2 s S5 H); 7,54
(1H). CpeHyN, Oy Ber. C63,6 H7,8 N106 018,29

(528) Gef. ,, 639 ,, 78 , 10,0 , 18,19

Wasserabspaltung aus 3 unter Bildung von 4. — 4,3 g 3 wurden 4 Tage lang mit
einigen mg Jod in 200 ml Xylol am Riickfluss gekocht. Nach Abfiltrieren und Eindampfen der
Losung crhielt man 3,6 g 6ligen Riickstand. Dieser wurde an 60 g Kieselgel chromatographiert.
Mit Chloroform/Methanol 99:1 wurden 1,45 g 4 als weisser Schaum isoliert. Mit Chloroform/
Methanol 98:2 wurde noch 1 g 3 zuriickgewonnen.

Charaktevisievung von 4. MS.: 510 (M+). — UV. (CH,Cl,): 235 (3,67); 320,5 (1,62). —~ IR.: u.a.
Banden bei 3400, 3300, 3050, 2950, 2850, 1680, 1625, 1520, 1470, 1455, 1390, 1370, 1310, 1180,
1070, 1030, 995, 985, 960. - NMR.:1,35s (3 H); 1,78 s 3H); 2,6 ¢ (J = 7,5; 2 H); 1,0-3,5 (15 H);
375m (1 H); 42m (1 H); 465 m (1 H); 515m (1 H) 58 dxd (J =3;9; 1 H);60s (1 H);
63m(2H); 714 (] =10;1H);72s (5H);7,5d (J =10; 1 H).

CysHggN,Og  Ber. €659 H7,5 N11,0 01579
(510) Gef. ,, 648 ,, 7,3 ,, 10,5 ,, 1549%

Hydrierung von 4 zu 5. - 51 mg 4 wurden in 12 ml Athanol mit 25 mg 10proz. Pd/C
(Fluka) bis zur Beendigung der Wasserstoffaufnahme hydriert. Filtration und Einengen zur
Trockene ergab 41 mg farbloses Ol, das an Dickschichtplatten (1 mm) mit Chloroform/Methanol
99:1 als Laufmittel gereinigt wurde. - MS.: 512 (M+*). - NMR.: 1,1/ (J =7;3 H); 1,39 s (3 H);
1,82 (3H); 2,469 (J = 7; 2H); zwischen 1 und 3,5noch 17 H; 3,88 m (1 H); 4,2 m (L H); 4,7 m
(1 ¥);52m (1 H); 6,08s (1 H); 7,0-74 (6 H); 7,6 4 (J = 10; 1 H).

Bestimmung der absoluten Konfiguration der sekundiren Alkoholgruppe von 6
nach Horegu [6]. — 26,4 mg 6 in 0,3 ml Pyridin wurden mit 47,2 mg D,L-Phenylbutter-
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saureanhydrid versetzt und 16 Std. bei Zimmertemp. stehengelassen, dann wurden 2 ml Benzol
und 2 ml Wasser zugegeben und mit 0,1~ NaOH bis zum Umschlag von Phenolphthalein titriert.
(Verbrauch 2,52 ml, was einem Veresterungsgrad von 1069, entspricht). Die wisserige Phase
wurde abgetrennt, mit 2x HCI angesduert und mit Chloroform extrahiert, Die Chloroformlésung
wurde eingedampft, der Riickstand in 2 ml Chloroform aufgenommen und die Drehung gemessen:
fo)3) = — 0,086°. Dieser Versuch wurde in 4 Parallelen ausgefithrt. Die vereinigten Benzolphasen
wurden eingedampft, der Riickstand durch priap. Dickschichtchromatographie gereinigt. — MS.:
674 (M*). — Das NMR.-Spektrum zeigt die Veresterung mit einer Molekel Phenylbuttersiure.
Das Multiplett bei 3,43 ppm (H—C—OH) ist nach 4,75 ppm verschoben.

Reduktion von 1 zu 6. — Zu 106 mg 1 in 5 ml Athanol wurden 20 mg Natriumborhydrid
(Ventron Alfa) zugegeben und die Mischung 5 Std. bei 20° gerithrt. Nach Ansiduern mit Schwefel-
sdure wurde 3mal mit Chloroform extrahiert, die organische Phase mit Wasser gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet und zur Trockne eingedampft: 26 mg amorpher farbloser Riickstand,
der mittels Dickschichtchromatographie gereinigt wurde. Nach Diinnschichtchromatogramm und
NMR. ist das Produkt identisch mit 6, wobei es sich beim Reduktionsprodukt um ein Diastereo-
meren-Gemisch handeln durfte.

Oxydation von 6 zu 1 (analog zu [13]). — 600 mg getrocknctes CrO, (Merck) wurden
unter starkem Rithren zu 950 mg Pyridin in 15 ml Methylenchlorid gegeben und 15 Min. bei
Raumtemp. geriihrt. Dann wurden 528 mg 6 in 5 ml Methylenchlorid zugegeben und 4 Std. bei
Zimmertemp. weiter geriithrt., Anschliessend wurde filtriert, der Riickstand mit Ather gewaschen
und die vereinigten organischen Phasen nacheinander mit kalter 1N Natronlauge, kalter 1N
HCI-, 1§ NaHCO;- und gesittigter Kochsalzlssung gewaschen, getrocknet und eingedampft. Aus-
beute 363 mg Rohprodukt, das an der 50fachen Menge Kieselgel Merck (0,05-0,2 mm) chromato-
graphiert wurde. Reines 1 liess sich mit Chloroform/Methanol 99:1 eluieren. Ausbeute: 355 mg =
67,5%. Die Substanz war hinsichtlich IR., NMR., MS. und biologischer Aktivitit identisch mit 1.

Synthese von 2-Methoxycarbonylamino-8-0x0-9,10-epoxy-decansiure-ithylester
14. — 2-(B-Chlorithyl)-1,3-dithian (7) (nach Seebach [15]%). 67,2 g 3-Chlorpropionaldehyd-didthyl-
acetal [14] und 40,4 ml 1, 3-Propandithiol (Fluka) wurden in 1 1 Chloroform vorgelegt, etwa
10 Min. lang ein sehr kriftiger Strom trockenes HCI eingeleitet und die Mischung 90 Min. bei
Zimmertemp. stehengelassen. Anschliessend wurde sie in 400 ml Wasser gegossen und 3mal mit
Chloroform extrahiert, dic vereinigten organischen Phasen je 3mal mit 5proz. KOH und Wasser
gewaschen, tiber K,CO; getrocknet nnd das Losungsmittel abgezogen. Der Riickstand wurde
fraktioniert destilliert und ergab 53,2 g (759% d. Theorie) einer hellen Flussigkeit Sdp. ¢,2-0,3 Torr
91-92°, n? = 1,57 (Lit. Sdp. 0,2 Torr 84,5-86°, n¥ = 1,573).

2-Athyliden-1,3-dithian (8) [15] [16]. 2,4 g NaH (50proz. Mineralslsuspension, Fluka) (= 0,05
mol) wurden mit Petrolither gewaschen, unter Stickstoff in 25 ml frisch ttber CaH, destilliertem
Dimethylsulfoxid suspendiert und unter Rithren auf 70-75° erhitzt, bis die Wasserstoffentwick-
lung beendet war (ca. 45 Min.). Das Reaktionsgemisch wurde auf 22° abgekiihlt, 4,7 ml ¢-Butyl-
alkohol und anschliessend 3,35 g B-Chlorithyldithian 7 in 45 ml trockenem Benzol innerhalb
5 Min. zugegeben. Das Gemisch wurde weitere 10 Min. geriihrt und anschliessend auf 250 ml Wasser
gegossen, die Phasen getrennt, die Wasserphase mit Pentan, die organischen Phasen mit Wasser
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Das Rohprodukt wurde unter Zusatz einiger Kristalle
Hydrochinon unter Stickstoff fraktioniert destilliert. Ausbeute: 2,7 g gelbliche Flussigkeit (749,
der Theorie). Sdp.o,1 Torr = 41°; nff = 1,592 (Lit. n}§ = 1,5922). - NMR.: 1,8 4 (J = 7; 3 H);
1,92,5m (2H); 26-3,2m (4 H); 6,02¢ (J = 7; 1 H).

2-(cw-Chlorpentyl)-2-vinyl-1,3-dithian (9) [7] [8]. 10,8 g 8 wurden in 450 ml abs. Tetrahydrofuran
geldst, unter Stickstoff auf —75° gekithlt und mit 4,99 g #-Butyllithium in Hexan (Merck)
versetzt. Die Losung wurde dann auf —20° erwdrmt und bei dieser Temp. belassen, bis sie sich
blauschwarz verfirbt hatte und eine Probe nach Behandlung mit D,0O und einigen Tropfen
Acetylchlorid im NMR. kein Ausgangsmaterial mehr zeigte. Dann wurde auf —45° abgekiihlt,
10,5 ml 1-Chlor-5-jodpentan (hergestellt nach [17]) zugegeben und uber Nacht bei — 25° belassen.
Die gelbe Reaktionslésung wurde in 21 Wasser gegossen und mit Pentan extrahiert. Die Pentan-

%)  Wir danken Herrn Professor D. Seebach fiir die Uberlassung der Vorschrift zur Herstellung
von 7 und 8.
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phasen, mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft, ergaben 21,8 g gelbliche olige
Fliissigkeit. Diese wurde an 1 kg Kieselgel chromatographiert. Mit Petroldther/Toluol 9:1 konnten
13 g reines Produkt erhalten werden (719, d. Th.). - IR.: u.a. Banden bei 3050, 2900, 1620, 1420,
995, 930, 910, 800. - NMR.: 1,2-2,2 (10 H); 2,5-3,1 (4 H); 3,5¢ (] = 6,5; 2 H); 5.2-6,1 (3 H).

2[6,6-Bis(dthoxycarbonyl) hexyll-2-vinyl-1,3-dithian [10] (analog zu [18]). 17,6 g Malonsiure-
didthylester (Merck) wurden in 500 ml iiber CaH, destilliertem Dimethylsulfoxid gelost, auf 10°
abgekiihlt und 4,8 g NaH-Olsuspension zugesetzt. Nach Beendigung der Wasserstoffentwicklung
wurden 25 g w-Chlorpentylvinyldithian 9 zugegeben und das Reaktionsgemisch 4 Std. auf 100°
erhitzt. Nach Abdestillieren des Dimethylsulfoxids wurde der Riickstand zwischen Eiswasser und
Essigester verteilt. Die getrockneten Esterextrakte ergaben 41,2 g gelbes Ol. Dieses wurde an der
50fachen Menge Kieselgel chromatographiert. Mit Benzol/Essigester 9:1 konnten 33 g des ge-
wiinschten Produktes als fast farbloses Ol isoliert werden. Ausbcute = 90%,. — MS.: 374 (M*). —~
IR.: u.a. Banden bei 2920, 1730, 1630, 1470, 1380, 1030, 935. - NMR.: 1,3 ¢ (J = 7,3; 6 H); von

1,1 bis 2,2 noch 12 H; 2,5-3,5 (5 H); 4,22 ¢ (Jf = 7; 4 H); 5,18-5,9 (3 H).

C1gH300,S, Ber. C57,7 HS8,1 O17,1 S17,19%

(374,56)  Gef. ,,57,7 ., 81 ,,169 ,,17,9%

Partielle Veyseifung von 10 zu 2[(6-Athoxycarbonyl-O-carboxyl) hexyll-2-vinyl-1,3-dithian 11.
41,6 g 10 wurden in 280 ml Athanol geldst, 6,25 g KOH in Athanol zugetropft und die Lésung
iiber Nacht bei Raumtemp. stehen gelassen. Das Gemisch wurde eingedampft und der Ruckstand
zwischen Essigester und Wasser verteilt. Die Wasserphasen wurden unter Ktihlung mit 2N Salz-
sdure angesduert und mehrmals mit Essigester extrabiert. Der saure organische Extrakt lieferte
nach Waschen, Trocknen und Eindampfen 33,5 g rohes 11 (899, d. Th.). Die Siure wurde, wenn
notig, durch Chromatographie an Kieselgel gereinigt. Mit ChloroformfMethanol 99:1 wurden
26,3 g reines Produkt erhalten. (70%, d. Th.). - MS.: 346 (M), — IR.: u.a. Banden bei 3450, 1735,
1705, 1620, 1420, 1375, 1025, 930, — NMR.: 1,0-2,2 (15 H) darunter 1,28 ¢ (f = 7; 3 H); 2,3-3,1 m
4H);337Tm (] =7,1H);422¢ (] =7; 2H); 5,17-6,15 (3 H); 7,9 b (1 H, austauschbar).

2[(6-Athoxycarbonyl-6-chloyoformyl) hexyl])-2-vinyl-1, 3-dithian (analog zu [19]). 348 ml Oxalyl-
chlorid (Fluka) wurden in 25 ml abs. Benzol gelost und auf 10° abgekiihlt. Zu dieser Mischung
wurde unter Rithren und Kithlung eine Losung von 10,4 g Sdure 11 und 2,4 ml Pyridin in 20 ml
abs. Benzol getropft, sodass die Temperatur 25° nicht iberstieg. Dann wurde das Gemisch so lange
in einem auf 60° vorgewirmten Olbad weitergeriihrt, und, sobald die Gasentwicklung aufhérte
(ca. 10 Min.), auf 20-25° abgekiihlt, der Niederschlag von Pyridinhydrochlorid rasch abgesaugt
und mit Benzol nachgewaschen. Das Filtrat wurde nach Konzentrieren nochmals filtriert, schliess-
lich ganz eingedampft und im Hochvakuum getrocknet. Ausbeutc: 10,2 g Sdurechlorid (IR.: u.a.
Banden bei 1790 und 1735).

2[(6-Athoxycarbonyl-6-methoxycarbonylamino) hexyl]-2-vinyl-1,3-dithian 12 (analog zu [20]).
10,2 g Sdurechlorid der Saure 11 wurden in 90 ml trockenem CCl, gelst und unter Stickstoff und
Rithren zum Sieden erhitzt. Zu dieser Mischung wurde im Verlauf von 1 Std. 3,8 g Trimethyl-
silylazid (Fluka) getropft und weitere 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Tetrachlorkohlenstoff und
Trimethylchlorsilan wurden weitgehend abdestilliert (ce. 84 ml). Der 6lige Riickstand wurde mit
25 ml abs. Benzol verdiinnt, unter Rithren mit 6 ml Mcthanol versetzt und iber Nacht bei Zimmer-
temp. belassen, Nach Abzichen der Losungsmittel wurde der olige Riickstand in 450 ml Ester
aufgenommen, mit eiskalter 1 N NaHCO,-Losung mehrmals extrahiert, mit Wasser nachgewaschen
und getrocknet. Nach Abziehen des Losungsmittels erhielt man 11 g hellbraunes Ol, das durch
Chromatographie an Kieselgel gereinigt wurde. Mit Petroldther/Essigester wurden 8,0 g (719
d. Th.) reines Urethan 12 isoliert. — IR.: u.a. Banden bei 3380, 2900, 1710 breit, 1620, 1510, 1370,
1350, 1070, 930. — NMR.: 1,29 ¢ (J = 7; 3 H); 1-2,3 (insgesamt 15 H); 2,4-3,1 (4 H); 3,67 s
(3H);419¢ (J =7; 3 H); 5,2-6,1 (4 H).

Abspaltung des Dithianvings aus 12 unter Bildung dev Carbonylverbindung 13 (analog zu [9]).
10 g Dithianverbindung 12 wurden in 30 ml Acetonitril gelést und diese Losung rasch zu einer gut
gerlihrten Losung von 14,3 g N-Chlorsuccinimid (Merck) und 20,3 g AgNO, (Merck, p.a.) in 300 ml
80proz. wisserigem Acetonitril zugegeben. Die hellblaue triibe Losung wurde 7 Min. bei Zimmer-
temp. weitergeriihrt, in je 1 Min. Abstand 26,7 ml gesittigte Na,SO;-, Na,COg4- und NaCl-Losung
zugegeben, das Gemisch mit 540 ml Methylenchlorid/Hexan 1:1 verdunnt, iber Talk filtriert und
mit 300 ml dieser Losungsmittelmischung nachgewaschen. Die organische Phase wurde ab-
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getrennt, die wésserige Phase noch Zmal mit Hexan/Methylenchlorid 1:1 gewaschen, die ver-
cinigten organischen Phasen getrocknet und eingedampit: 4,7 g Ol. Dieses wurde an Kieselgel
chromatographiert und mit Petrolither/Essigester 8:2 1,4 g reiner Substanz (209% d. Th.) in
Form eines farblosen Ols isoliert. — MS.: 287 (M++ 2). - IR.: u.a. Banden bei 3470, 1720, 1680,
1610, 1510, 1400, 1370, 1350, 1200, 1070, 1025, 985, 960. — UV. (CH,Cl,): 324 (1,44). — NMR.:
1,2-2,2 (11H), darunter 1,35 ¢ (J =7,5; 3H); 2,63 ¢ (J=7; 2H); 3,73s (3H); 4,22 ¢+b (3 H);
53b (1 H);583dxd (] =3;8;1H);6,2-6,6 (2 H).
C,H,;NO; Ber. C58,9 HS8,1 N49 O28,09%
(285,34) Gef. ,, 582 ,, 78 ,,49 ,, 28,2%

Oxydation von 13 zu 2-Methoxycarbonylamino-8-0x0-9, 10-epoxy-decanstuvedthylestey 14 nach [10].
400 mg 13 wurden in 3 ml Methanol und 83 mg Benzonitril gelést. Dann wurden 282 mg KHCO,
und anschliessend 0,15 ml 30proz. Hy,O, (Merck) unter Rithren zugegeben und 75 Std. bei 4°
weitergerithrt. Der weisse Niederschlag wurde abfiltriert und mit Chloroform nachgewaschen.
Das Filtrat wurde cingedampft und der Riickstand zwischen Chloroform und Wasser verteilt. Die
organische Phase, getrocknet und eingedampft, lieferte 500 mg helles Ol. Aus diesem wurden
mittels prap. Dickschichtchromatographie an Kieselgel mit Benzol/Essigester 1:1 als Laufmittel
230 mg 14 isoliert (559 d. Th.). — MS.: 302 (M++1). — UV. (CH,Cl,): Nur Endabsorption. -~ IR.:
u.a. Banden bei 3430, 1720 b, 1510, 1460, 1445, 1375, 1350, 1200, 1075, 1030, 870. - NMR.: 1,28 ¢
(f =9;3H);1,1-21 (insgesamt 11 H); 2,36 m (2H); 2,84 dxd (J = 2,5;5; 1 H); 3,0¢ (J = 5;
1H);34dxd(J =2,5;5;1H);368s(3H);418¢(J =7,5;2H)+b (1 H); 52b (1 H).
CigHpyNO;  Ber. €558 H7,7 N4,6 031,9%
(301,339) Gef. ,, 55,8 ,,7.8 , 48 ,, 31,8%

Hydrievung von 13 zu 2-Methoxycarbonylamino-8-oxodecansduredthylester 15. 250 mg 13 wurden
in 5 ml Essigester gelost und mit 60 mg 10proz. Pd/C bei Raumtemp. und Normaldruck hydriert.
Nach Filtration wurde zur Trockne cingedampft. Der farblose, 6lige Riickstand kristallisierte
nach Stchen bei 0°, —~ MS.: 287 (M+). - UV. (CH,CL): 270 (1,69), 278 (1,70). — IR.: u.a. Banden bei
3450, 1720, 1510, 1460, 1370, 1350, 1200, 1115, 1095, 1060, 1025, 860. —~ NMR.: 0,85-2,15 (14 H),
darunter 1,05¢ (] =7;3H);1,3¢(J =7;3 H); 2152754 H);3,87s(3H);4229q(J =7+Db
(3H);525Db (1 H). C,,H, NO, Ber. C58,5 HS88 N4,9%

(287,356) Gef. ,, 588 ,, 88 ,, 48%
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