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6-Aminopenicillansaure (6-APS) und 7-Aminocephalosporansaure (7-ACS) wurden an der Ami- 
nogruppe mit L-Alanyl-L-alanin und L-Alanyl-L-alanyl-L-alanin verknupft. Zum reversiblen 
Schutz fur den N-Terminus genannter Peptide war die unter ade r s t  milden acidolytischen Bedin- 
gungen abspaltbare l-(Biphenyl-4-yl)-l-methylethoxycarbonyl-Gruppe am geeignetsten. Die hy- 
drolytische Abspaltung der N-Schutzgruppe von 6-(Benzyloxycarbonyl-~-alanyl-~-alanyl-~- 
a1anylamino)penicillansaure (2 b) gelang unter speziellen Hydrierbedingungen. Die antibiotisch 
wirksamste 6-(~-Alanyl-~-alanylamino)peniciIlansaure (1) wies gegenuber unsubstituierter 
6-Aminopenicillansaure bei Bacillus subfilis eine lOOfache und bei Escherichia coli K 12 eine 
lOfache Wirkungssteigerung im Biophotometer auf. Bei opt--Mutanten und Wildtypen der bei- 
den Testorganismen traten die gleichen minimalen Hemmkonzentrationen auf. Die Wirkungsstei- 
gerung ist mit der erhohten Hydrophilie des Derivats 1 erklarbar. 

Synthesis and Antibiotic Efficiencies of Di- and Trialanyl Derivatives of 6-Aminopenicillanic and 
7-Aminocephalosporanic Acid 
The amino groups of 6-aminopenicillanic acid (6-APS) and 7-aminocephalosporanic acid (7- 
ACS) have been condensed with L-alanyl-L-alanine and L-alanyl-L-alanyl-L-alanine. As protecting 
groups for the N-termini of the named peptides the 1-(biphenyl-4-yl)-1-methylethoxycarbonyl 
group was found to be most useful because it  is removable by very mild acidolysis. Hydrogenoly- 
tic deprotection of 6-(benzyloxycarbonyl-~-alanyl-~-alanyl-~-alanylamino)penicillanic acid (2 b) 
was successful under special hydrogenation conditions. The antibiotically most active 6-(~-alanyl- 
L-alany1amino)penicillanic acid (1) is more potent than unsubstituted 6-aminopenicillanic acid by 
a factor of 100 towards Bacillus subtilis and by a factor of 10 towards Escherichia coli K 12 as 
measured in the biophotometer. Opt- mutants and wild types of both test organisms revealed the 
same minimal inhibitory concentration. The increase in antibiotic action is explained by the more 
hydrophilic properties of the derivative 1. 

Aufgrund unserer friiheren Arbeiten') sollten geeignet derivatisierte Chemothera- 
peutika zellspezifische Transportsysteme benutzen kdnnen, urn durch die cytoplasmati- 
sche Bakterienmembran an ihren Wirkort zu gelangen. So waren fur die kovalente Ver- 
kniipfung von physiologisch unbedenklichem L-Alanyl-L-alanin sowie L-Alanyl-L- 
alanyl-L-alanin mit 6-Aminopenicillansaure (6-APS) und mit 7-Aminocephalosporan- 
silure (7-ACS) ein stark solubilisierender Effekt und zudem die Anforderungen des 

*) Korrespondenz bitte an diesen Autor richten. 
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Oligopeptid-Transportsystems2) zu erwarten. Da Wirkort der Penicilline bzw. Cephalo- 
sporine das an der Aunenseite der Cytoplasmamembran sitzende Murein-Biosynthese- 
System3) ist, sollten sich durch Wegfall der opt--Mutanten Informationen iiber die 
Wirkungsweise der Derivate gewinnen lassen, z. B. dariiber, ob ein neuer Wirkort in- 
nerhalb der Cytoplasmamembran vorliegt. 

Synthese der Peptid-Derivate 

Bei der Darstellung von Derivaten der 6-Aminopenicillansaure (6-APS) und der 
7-Aminocephalosporansaure (7-ACS) ist insbesondere deren grol3e Labilitat gegeniiber 
sauren und basischen Bedingungen zu beachten, die zu zahlreichen Spaltungs-, Abbau- 
und Umlagerungsreaktionen fiihrt4s5). Die in der Peptidchemie vielfach zum N- 
terminalen Schutz verwendete Benzyloxycarbonylgruppe6) l a  t sich zwar hydrogenoly- 
tisch unter neutralen Bedingungen abspalten, Schwierigkeiten waren jedoch wegen der 
Vergiftung des Hydrierkatalysators durch den in 6-APS sowie 7-ACS enthaltenen 
Schwefel zu erwarten. Bei Derivaten der Cephalosporine bestand zusatzlich die Gefahr 
der Hydrierung der A3-Doppelbindung. In Vorversuchen rnit 6-(Benzyloxycarbonyl- 
alanyl-alanyl-alany1amino)penicillansPure (2 b) gelang es trotzdem, durch spezielle Hy- 
drierbedingungen (s. Experimenteller Teil) die Schutzgruppe zu entfernen. Abspaltung 
der Urethan-Gruppe mit Fluonvasserstoff nach der von Sakakibara7) beschriebenen 
Methode fiihrt im Falle der als Versuchsmodell verwendeten 7-(Benzyloxycarbonyl- 
alanyl-alanyl-alany1amino)cephalosporansaure (Z-Ala-Ala-Ala-7-ACS-OH, 9) nicht 
zum gewiinschten Produkt. Die Verwendung und Abspaltung der N-tert- 
Butyloxycarbonylgruppe rnit 1.2 N HC1 in Eisessig ergab beim Modell 6-(tert- 
Butyloxycarbonyl-alanyl-alanylamino)penicillansaure (10) ebenfalls zahlreiche Neben- 
produkte. 

Zum Erfolg fiihrte die Anwendung einer unter ade r s t  milden acidolytischen Bedin- 
gungen abspaltbare Schutzgruppe, namlich die von Sieber und I ~ e l i n ~ ~ ~ )  eingefuhrte 
1 -(Biphenyl-rl-yl)-l -methylethoxycarbony1-Gruppe. Diese Bmeoc-Gruppe') konnte rnit 
50proz. Essigsaure in 2 Stunden oder mit 1 Sproz. Trifluoressigsaure in Dichlormethan 

Derivate der Derivate der 
6-Aminopenicillansaure (6-APS) 7-Aminocephalosporansaure (7-ACS) 

COOH 

Nr. R Nr. R 

1 + H2-Ala-Ala- 
1 a Bmeoc-Ala-Ala- 
2 +  H2-Ala-Ala-Ala- 
2 a Bmeoc-Ala-Ala-Ala- 
2 b Z-Ala-Ala-Ala- 

3 + H2-Ala-Ala- 
3 a Bmeoc-Ala-Ala- 
4 + H2-Ala-Ala-Ala- 
4a Bmeoc-Ala-Ala-Ala- 

*) Andere gebrauchliche Abkurzung: Bpoc [abgeleitet von dem laut Nomenklaturregeln der 
IUPAC falschen Namen 2-(Biphenyl-4-yl)-2-propyloxycarbonyl]. 
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I l a  bzw. 3a: Bmeoc 

1.5% CF,COOH in CHZClz 

innerhalb weniger Minuten abgespalten werden. Die besondere LabilitPt fuhrt auch 
hier zu einer Reihe von Problemen, die bei der Wahl der Synthesebedingungen fur die 
Peptidantibiotika-Konjugate 1 - 4 beriicksichtigt werden mdten .  

Zur Verkniipfung der als C-terminale Aminosauren fungierenden 6-APS bzw. 
7-ACS rnit dem N-geschutzten L-Alanyl-L-alanin bzw. L-Alanyl-L-alanyl-L-alanin bot 
sich die Methode des gemischten Anhydrids an. Wahrend jedoch 6-APS nach die- 
ser Methode vollstandig reagierte, setzte sich 7-ACS nur zu ca. 50% um. 

Diese Ausbeute erhdhte sich nicht bei Anwendung des gemischten Anhydrids rnit Chlorkohlen- 
saure-ethylester oder Pivaloylchlorid an Stelle des zuerst verwendeten Chlorkohlensaure-iso- 
butylesters unter Temperaturen von - 10 bzw. - 20°C. Auch der Einsatz von Salzen des 7-ACS 
rnit 1 N NaOH oder Kaliumhydrogencarbonat anstelle der sonst eingesetzten N-Methylmorpholi- 
niumsalze hatte keinen rnerklichen EinfluR auf die Umsetzung. Die Bildung des gemischten Anhy- 
drids in Dimethylformamid anstelle von Tetrahydrofuran oder die Anwendung eines Uberschus- 
ses an 7-ACS gaben ebensowenig eine erhohte Ausbeute. Alaninpeptide rnit den unterschiedlichen 
N-Schutzgruppen Brneoc und Z reagierten gleichfalls schlecht. 

Da diese geringe Ausbeute in Kauf genommen werden muRte, war es wichtig, da13 
sich die nichtumgesetzten Reaktionsprodukte nach Salzbildung mit Dicyclohexylamin 
abtrennen lieBen. Durch Kondensation von Bmeoc-geschutztem Alanin mit Alanin- 
methylester wurde das vollgeschiitzte Dipeptid Bmeoc-(Ala),-OMe (5) erhalten, aus 
dem durch Verseifung die freie Saure 5a gewonnen wurde. Kondensation von 5a mit 
6-APS bzw. 7-ACS nach der Methode des gemischten Anhydrids ergab Bmeoc-(Ala),- 
6-APS-OH (1 a) bzw. Bmeoc-(Ala),-7-ACS-OH (3a). Durch Behandeln rnit 1 Sproz. 
Trifluoressigsaure in Dichlormethan wurden die freien Peptide 1 und 3 erhalten. 

OH 

Schema 1.  Darstellung von 6-(~-Alanyl-~-alanylarnino)penicillansaure (1) und 7-(~-Alanyl-~- 
alany1arnino)cephalosporansaure (3) 

Afa 
6-APS 

bzw. 

OM e / C 1- 

Me 

Bmeoc 

5: Bmeoc 
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DCCI 
Boc O H  +Hz 

6:  Boc 

1.2 N H C l / E i s e s s i g  

Bmeoc OH 6a:+Ha 

7: Bmeoc 

Bmeoc-Ala-OH und Carbodiimid (Weg 1) ergab Bmeoc-(Ala),-OMe (7) und dessen 
Verseifung die freie Saure 7a. Kondensation des N-geschutzten 7a rnit 6-APS bzw. 7- 
ACS nach der Methode des gemischten Anhydrids ergab Bmeoc-(Ala),-6-APS-OH (221) 
bzw. Bmeoc-(Ala),-7-ACS-OH (4a). Diese liel3en sich durch Einwirkung von 1.5proz. 
Trifluoressigsaure in Dichlormethan in die freien Peptide 2 und 4 uberfuhren. 

OM e / C 1- 

OMe 

OMe 

OMe 

Schema 2. Darstellung von 6-(~-Alanyl-~-alanyl-~-alanylamino)penicillansaure (2) nach Weg 1 
und von 7-(~-Alanyl-~-alanyl-~-alanylamino)cephalosporansaure (3) 

6-APS 
bzw. 

~ OH 2a bzw. 4a: Bmeoc 

1.570 CF,COOH in CHzClz 

2 bzw. 4: +Hz 

Kondensation des Alanyl-alanin-methylesters (6a) rnit Benzyloxycarbonyl-alanin 
nach der Carbodiimidmethode (Weg 2) ergab Z-(Ala),-OMe (8). Das vollgeschutzte 
Trialanylderivat 8 wurde verseift und nach der Methode des gemischten Anhydrids rnit 
6-Aminopenicillansiiure (6-APS) kondensiert. Hydrogenolytische Abspaltung der 
Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe von Z-(Ala),-6-APS-OH (2 b) unter Beachtung spe- 
zieller Bedingungen (vgl. Experimenteller Teil) ergab ein rnit nach Weg 1 dargestelltes, 
sich in allen Dunnschichtsystemen identisch verhaltendes Produkt. 

Die freien Peptidderivate 1 - 4 liegen nach Abspaltung der N-Schutzgruppe rnit Tri- 
fluoressigsaure zum Teil als Trifluoracetate mit variablem Wassergehalt vor. Nach der 
acidolytischen Abspaltung der Bmeoc-Gruppe von den geschutzten Peptidderivaten 
l a ,  3a und 4a verschiebt sich im IR-Spektrum die 0-Lactam-Bande um 10 - 15 cm-' zu 
niederen Wellenzahlen. Nur bei dem durch hydrogenolytische Deblockierung von 2b 
erhaltenen Derivat 2 erscheint die Bande bei wesentlich tieferen Wellenzahlen. Da die 
Verbindung 2 aus 2b dunnschichtchromatographisch identisch rnit dem acidolytisch er- 
haltenen Trialanylderivat 2 aus 2b (vgl. Experimenteller Teil) ist, konnten die hoheren 
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Ala  Ala Ala 

DCCI 
Boc OH +Hz 

6: Boc 

1.2 N HCl /E i ses s ig  
DCCI 

z OH 6a: +H2 

8: 2 

NaoH/CH@H 
8a: Z 

Wellenzahlen auf die Trifluoracetatbildung der Acidolyseprodukte zuriickgefiihrt wer- 
den. 

Schema 3.  Darstellung von 6-(~-Alanyl-~-alanyl-~-alanylamino)penicillansaure (2) nach Weg 2 

6-. 

OMe / C 1- 

OMe 

OMe 

OMe 

Gem. Anh. 
OH +Hz- 

PS 

-0- 

Chemische und antibiotische Eigenschaften 

Wahrend die freien Cephalosporansaurepeptide 3 und 4 sich in wanrigen und organi- 
schen Losungsmitteln als relativ stabil erwiesen, begannen sich die der Penicillansaure- 
derivate bereits in Wasser und wasserhaltigen Losungsmitteln in ein hydrophiles Pro- 
dukt umzuwandeln. So zeigte eine Iproz. wanrige Losung von 6-[(Alanyl),- 
amino]penicillansaure (2) bei 40°C nach 19 Stunden eine ca. 70proz. Umwandlung zu 
diesem Produkt , in 10proz. Essigsaure unter denselben Bedingungen eine nahezu voll- 
standige Umwandlung. Salzbildung durch Zugabe von 1 Aquivalent Kaliumhydrogen- 
carbonat verhindert diese Reaktion weitgehend. Die Abspaltung der Bmeoc-Gruppe 
von den Penicillansaurepeptiden 1 a und 2a in halbkonzentrierter Essigsaure ergab 
ebenfalls merkliche Mengen des Umwandlungsproduktes, so dab wir die Abspaltung 
schlieBlich mit 1 Sproz. Trifluoressigsaure in Dichlormethan durchfuhrten. Trotzdern 
zeigten die Verbindungen 1 - 4 nach Abspaltung der Schutzgruppen im Dunnschicht- 
chromatogramm noch etwa 5 - 10% Verunreinigungen, die auch durch Kristallisation 
nur teilweise entfernbar waren. 
7-[(Alanyl)2-amino]cephalosporansaure (3) und 7-[(Alanyl)3-amino]cephalosporan- 

slure (4) wurden mit Hilfe des Plattendiffusionstests'*) auf ihre antibakterielle Wirk- 
samkeit gegen Escherichia coli K 12 untersucht. Im Minimalmedium nach Davis und 
Mingi~ l i '~ )  unter Zusatz von 1.5% Agar und einer Einsaatdichte von 1.3 . 10' 
Zellen/ml war quantitativ eine erhohte Wirksamkeit der Di- und Trialanylderivate 3 
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und 4 gegenuber 7-ACS zu beobachten. Die genauere bestimmung der minimalen 
Hemmkonzentration im Biophotometer ergab fur die Derivate 3 und 4 bezuglich un- 
substituiertem 7-ACS eine Wirkungssteigerung um den Faktor 2.5 bzw. 2 gegen Esche- 
richia coli K 12 und gegen Bacillus subtilis um die Faktoren 17 bzw. 10 (Tabelle 1). Bei 
dem 6-Aminopenicillansaurederivat 1 wurden Wirkungssteigerungen um den Faktor 10 
(E. coli) und 100 (B. subtilis] gefunden. 

Das Trialanylderivat 2 von 6-APS zeigte qualitativ keine erhohte Wirksamkeit. Die 
Wirkung der Derivate 1 - 4 kann durch Di- und Tripeptide in Konzentrationen bis zu 
50 mmol/l nicht aufgehoben werden. Vergleichende Versuche mit opt --Mutanten 14) 
und Wildtypen beider Testorganismen ergaben die gleiche minimale Hemmkonzentra- 
tion fur die Verbindung 1. Somit durfte keine aktive Einschleusung uber das 
Oligopeptid-Transportsystem stattfinden, und es ist vermutlich auner den bekannten, 
kein weiterer Wirkort  innerhalb der cytoplasmatischen Membran vorhanden. Die er- 
hohte Wirkungssteigerung durch die N-geschutzten Derivate stutzt diese SchlulJfolge- 
rung. 

Herrn Professor Dr. H. Zahner und Fraulein Dr. H.  Diddens, Lehrstuhl Mikrobiologie I am 
Institut fur Biologie I1 der Universitat Tubingen, danken wir fur Untersuchungen der antibakte- 
riellen Wirkungen. Herrn Dipl-Biol. M. Dorgerloh haben wir fur Diskussionsbeitrage zu danken. 
Der Deutschen Forschungsgerneinschaff sind wir fur die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit 
zu Dank verpflichtet (SFB 76). 

Experimenteller Teil 
Abkurzungen: Boc = tert-Butyloxycarbonyl, Bmeoc = l-(Biphenyl-4-yl)-l-methylethoxycar- 

bonyl, Z = Benzyloxycarbonyl, 6-APS = 6-Aminopenicillansaure, 7-ACS = 7-Aminocephalo- 
sporansaure, DCCI = N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid, DMF = Dimethylformamid, DCH = Di- 
cyclohexylharnstoff, EE = Essigester, NEM = N-Ethylmorpholin, NMM = N-Methyl- 
morpholin, PE = Petrolether, THF = Tetrahydrofuran. - Die Losungsmittel fur Peptidsynthe- 
se und Chromatographie wurden nach bekannten Methoden15) getrocknet und anschliel3end uber 
eine 140-cm-Vigreux-Kolonne unter FeuchtigkeitsausschluR fraktioniert. - L-Alanin wurde von 
der Fa. Merck, 6-Aminopenicillans~ure purum und Bmeoc-L-alanin (Dicyclohexylarninsalz) pu- 
riss. von der Fa. Fluka bezogen. 7-Aminocephalosporansaure (Gehalt ca. 97%) war ein Geschenk 
der Fa. Ciba-Geigy . Benzyloxycarbonyl-L-alanin 1 6 ~ 1 ~ )  tert-Butyloxycarbonyl-L-alaninls, 19) und 
L-Alanin-methylester-hydrochlorid20) wurden nach bekannten Methoden6) synthetisiert. - 
Dunnschichtchromatographie: Silicagelplatten, Kieselgel60 F,,, (Fa. Merck Nr. 5714). FlieRmit- 
tel (Angabe im Text bei RF) I = Chloroform/Methanol(50: 50), I1 = EthanoVWasser (70: 30), 
111 = 2-Butanol/Eisessig/Wasser (67 : 10: 23), IV = Essigester/Pyridin/Eisessig/Wasser 
(67 : 21 : 6 : 1 l ) ,  V = 1-Butanol/Eisessig/Wasser (60 : 20 : 20). Die Detektion der Verbindungen er- 
folgte durch UV-Licht, rnit Ninhydrinreagenszl) oder Chlor/4,4'-Bis(dimethylamino)diphenyl- 
methan (TDM-Reagenszz)). - Elementaranalysen wurden als Einfachbestimmungen im Mikro- 
analytischen Labor unseres Chemischen Instituts von Herrn H. J. Wurmstich rnit einem Elemen- 
tal Analyzer Modell 1104 (Fa. Carlo Erba) durchgefiihrt. - Schmelzpunkte wurden von den i. 
Vak. uber P,O, getrockneten Substanzen nach Tottoli in offenen Kapillaren bestimmt und sind 
nicht korrigiert. - Drehwerte wurden rnit einem Zeiss-Polarimeter OLD-5 bei h = 365, 405, 436, 
546 und 578 nm gemessen; fur Vergleiche rnit Literaturwerten wurden [aID durch graphische 
Extrapolation ermittelt. - Die Messung der IR-Spektren erfolgte rnit IR-Spektrometern 221 und 
021 der Fa. Perkin Elmer (c  = 1 mg/300 mg KBr). - Alle aufgefiihrten Aminosauren haben L- 

Konfiguration. 
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tert-ButyloxycarbonyI-alanyl-alanin-melhylester~~~ (Boc-Ala-Ala-OMe, 6): 51.64 g (0.37 mol) 
+H,-Ala-OMe/CI- werden in 700 ml CH,CI, suspendiert und unter Eiskuhlung 40.1 ml 
(0.37 mol) NEM zugetropft. Dann wird bei 0 ° C  70 g (0.37 mol) festes Boc-Ala-OH und anschlie- 
Bend 389 ml (0.39 mol) einer eiskalten Losung von DCCI ind CH,CI, (c = 1 mol/l) zugegeben. 
Nach 17 h bei 0°C wird vom DCH abgenutscht, das Filtrat eingedampft und der Ruckstand in 
1 Liter EE gelost. Es wird 2mal mit je 500 ml 5prOZ. Citronensaure, 3mal mit je 500 ml 5proz. 
NaHC03-Losung und 3mal mit je 500 ml Wasser gewaschen, wobei zur besseren Phasentrennung 
jeweils einige Milliliter konz. Natriumchlorid-Losung zugegeben werden. Nach dem Trocknen 
iiber Na,S04 wird die organische Phase eingedampft und Boc-Ala-Ala-OMe (6) aus CH,CI,/PE 
kristallisiert. Ausbeute 102 g (81%); Schmp. 109°C (Lit.23): l lO- l l l °C) ,  [a]:: = -59.9" 
(c = 1,  Methanol); R,I = 0.79; R,II = 0.75; R,III = 0.74, RFIV = 0.84, R,V = 0.71. 

C,,H,,N,O, (274.3) Ber. C 52.54 H 8.08 N 10.21 Gef. C 52.55 H 8.14 N 10.14 

Alanyl-alanin-methylester-hydrochlorid ( iH2-Ala-Ala-OMe/C1-, 9): 2 g (7.29 mmol) Boc- 
Ala-Ala-OMe (6) werden in 20 ml 1.2 N HCI in Eisessig gelost und 25 min geruhrt. Nach dem Ein- 
dampfen erhalt man ein farbloses 01, welches aus MethanoVEther umgefallt und einige Stunden 
bei 0°C belassen wird. Trocknen des harzigen Riickstandes im Olpumpenvak. uber P,O,/KOH 
ergibt einen stark hygroskopischen, weinen Schaum. Ausbeute 1.5 g (97%); Schmp. ca. 80°C 
(unscharf, Zers.); RFIII = 0.32, R,IV = 0.14, R,V = 0.38 (Verbindung in allen DC-Systemen 
vollig rein). 

[I-(Biphenyl-4-yl)-I-methylethoxycarbonyI]-alanyl-alanin-methylesfer (Bmeoc-Ala-Ala-OMe, 
5) :  2.55 g (18.3 mmol) +H2-Ala-OMe/CI- werden in 16 ml CH,CI, gelost, auf 0°C gekiihlt und 
mit 2.08 ml(18.3 mmol) NMM sowie 4 g (12.2 mmol) Bmeoc-Ala-OH versetzt. Dann werden bei 
0°C 13.4 ml(13.4 mmol) einer Losung von DCCI in CH,CI, (c = 1 mol/l) zugefiigt. Nach 17 h 
bei 0°C  wird vom DCH abgenutscht und eingedampft. Der Ruckstand wird in 100 ml EE gelost 
und 3mal mit je 50 ml 5proz. Citronensaure, 3mal mit je 50 ml 5proz. NaHC03-L6sung und 4mal 
mit je 50 ml Wasser gewaschen. Die EE-Phase wird uber Na2S0, getrocknet. Nach dem Ein- 
dampfen erhalt man 5 als hygroskopischen Schaum. Ausbeute 4.9 g (97%); Schmp. 49 - 52°C 
(unscharf), [a ]g  = 46.7" (c = 1, Methanol); R,I = 0.81, R,II = 0.77, R,III = 0.77, R,IV 
= 0.86, RFV = 0.76. 

C,,H,,N,O, (412.5) Ber. C 66.97 H 6.84 N 6.79 Gef. C 66.76 H 7.04 N 6.61 

[I-(Biphenyl-4-yl)-I-methylethoxycarbony~-alanyl-alanin (Bmeoc-Ala-Ala-OH, 5a): 1.5 g 
(3.64 mmol) Bmeoc-Ala-Ala-OMe 5 werden in 30 ml Methanol gelost, 7.28 ml (7.28 mmol) 1 N 

NaOH zugegeben und 74 min bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend wird 20 min im Eisbad ge- 
kuhlt, mit eiskalter 5proz. Citronensaure-Losung auf pH 6 eingestellt und 4mal mit EE extrahiert. 
Die vereinigten organischen Phasen werden 3mal mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat 
getrocknet. Nach dem Eindampfen erhalt man einen weinen Schaum, der aus Essigester/Hexan 
bei 0°C kristallisiert werden kann. Ausbeute 1 .I4 g (79%); Schmp. ca. 90" (unscharf, Zers.), 
[ a ] g  = -37.2" (c = 0.75, Methanol); R,III = 0.72, R,IV = 0.65, R,V = 0.72. 

C,,H,,N,O, (398.4) Ber. C 66.32 H 6.58 N 7.03 Gef. C 66.17 H 6.76 N 6.96 

6-~[l-(Biphenyl-4-yl)-l-methylethoxycarbonyI]-alanyl-alanylamino)penicillansaure (Bmeoc- 
Ala-Ala-6-APS-OH, la): 1.04 g (2.6 mmol) Bmeoc-Ala-Ala-OH (5a) und 296 pl (2.6 mmol) 
NMM in 7 ml THF werden auf -20°C gekuhlt und tropfenweise mit 348 pl (2.6 mmol) Chlor- 
kohlensaure-isobutylester versetzt. Nach 10 min bei -20 bis -15°C wird eine kalte Losung 
(OOC) von 0.675 g (3.12 mmol) 6-APS und 591 p1 (5.2 mmol) NMM in 6 ml 50proz. waBrigem 
THF zugegeben, wobei die Temp. auf 0°C ansteigt. Nach 2 h bei dieser Temp. wird i. Vak. einge- 
dampft. Der Ruckstand wird mit I-Butanol versetzt und 2mal mit 5pr02. waeriger Citronensaure 
sowie 5mal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird eingedampft, der Ruckstand in 
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Methanol/EE gelost und PE zugegeben, wobei l a  als weiBer, kristalliner Niederschlag ausfallt. 
Ausbeute 1.22 g (79%); Schmp. 195"C, [ a ] g  = + 101" (c  = 1.0, Methanol); RFII = 0.78, RFIII 
= 0.65, RFIV = 0.55, RFV = 0.68. - IR: 1780 cm-' @-Lactam). 

C,,H,,N,O,S (596.7) Ber. C 60.39 H 6.08 N 9.39 S 5.37 
Gef. C 60.21 H 6.16 N9.12 S 5.06 

6-(Alanyl-alanylamino)penicillansaure-tr~luoracetat ( +H2-Ala-Ala-6-APS-O- . CF,COOH, 
1 . CF,COOH): Zur Losung von 200 mg (0.335 mmol) Bmeoc-Ala-Ala-6-APS-OH (la) in 2 ml 
CH,CI, werden 2 ml einer 3prOZ. Ltisung von Trifluoressigsaure in CH2C12 gegeben. Es fallt so- 
fort ein weiRer Niederschlag aus, der nach 10 min abzentrifugiert und 3mal rnit einer Mischung 
aus EE/Hexan, 2mal mit Hexan sowie lmal rnit Ether digeriert wird. Ausbeute 114 mg (95%); 
Schmp. 145- 150°C (Zers.); RFII = 0.53, RFV = 0.30. - 1R: 1770 cm-' @-Lactam). 

C,,H2,F3N,0,S Ber. C 40.68 H 4.91 F 12.1 N 11.86 S 6.79 
Gef. C 41.82 H 5.12 F 15.4 N 11.44 S 6.84 

Das so erhaltene Trifluoracetat von 1 zeigt laut DC noch Spuren von Verunreinigungen. Bereits in 
schwach essigsaurem Medium wandelt es sich in ein hydrophileres Produkt um. 

7- ( [ l  -(Biphenyl-l-yl)-I -methylethoxycarbonyI]-alanyl-alanylamino )cephalosporansaure 
(Bmeoc-Ala-Ala-7-ACS, 3a): Die Verbindung wird analog der Darstellung von l a  aus 5a und 
7-ACS hergestellt. Zur weiteren Reinigung und um ca. 40% nichtumgesetztes 5a zu entfernen, 
wird der nach dem Waschen und Eindampfen der organischen Phase erhaltene Ruckstand in Me- 
thanol gelost und Dicyclohexylamin bis zur schwach basischen Reaktion zugesetzt. Bei Zugabe 
von Ether fallt Bmeoc-Ala-Ala-7-ACS-OH . DCHA (3b) aus, welches aus Methanol/EE/PE um- 
kristallisiert wird. Um die freie Saure 3a zu erhalten, wird das Salz 3b in 1-Butanol geldst, 2mal 
rnit SprOZ. wMriger Citronensaure und 5mal rnit Wasser gewaschen, die organische Phase einge- 
dampft, der olige Ruckstand in EE geltjst und 3a rnit PE gefallt. Ausbeute 42%; Schmp. 145 "C 
(Zers.); RFII = 0.78, RFIII = 0.46, RFIV = 0.43, RFV = 0.55. - IR: 1780 cm-' @-Lactam). 

C3,H,,N4O9S (652.7) Ber. C 58.88 H 5.56 S 4.91 Gef. C 58.60 H 6.36 S 5.17 

7-(Alanyl-a1any~amino)cephal~spora~~ure (+ H2-Ala-Ala-7-ACS-O-, 3): 783 mg (1.2 mmol) 
Bmeoc-Ala-Ala-7-ACS-OH (3a) werden in 7.8 ml CH2C12 geldst und rnit 7.8 ml einer 3prOZ. L8- 
sung von Trifluoressigsaure in CH2CIz versetzt. Der sofort ausfallende weiBe Niederschlag wird 
nach 20 min bei 0 "C abzentrifugiert und mehrmals rnit CH2CI, gewaschen. Dann wird in Metha- 
nol gelost, Acetonitril zugegeben und ca. 15 h bei 0°C belassen. Nach dem Abzentrifugieren, Wa- 
schen rnit Acetonitril und Ether erhalt man 3, das noch Spuren von Verunreinigungen zeigt. Aus- 
beute 478 mg (96%); Schmp. 235-240°C (Zers.); RFII = 0.53, RFIII = 0.10, RFV = 0.16. - 
IR: 1765 cm-l @-Lactam). 

C1&2$&N4s (414.4) Ber. C 46.37 H 5.35 N 13.52 s 7.74 
Gef. C45.38 H5.26 N 13.03 S7.85 

[I  - ( B i p h e n y l - 4 - y l ) - I - m e t h y l e t h o x y c a r b o n y l ] r  (Bmeoc-Ala-Ala- 
Ala-OMe, 7): 3 g (9.16 mmol) Bmeoc-Ala-OH werden in 8 ml CH2C12 gelost und bei 0°C  2.9 g 
(13.75 mmol) +H2-Ala-Ala-OMe/CI- (6a) sowie 1.56 ml(13.75 mmol) NMM zugegeben. Dann 
versetzt man unter Eiskuhlung mit 10.1 ml (10.1 mmol) einer eiskalten Losung von DCCI in 
CH2Cb (c  = 1 mol/l). Nach 17 h bei 0°C  wird von DCH abgenutscht und eingedampft. Der 
Ruckstand wird in 100 ml EE gelost und unter Eiskiihlung 3mal rnit j e  50 ml SprOZ. wU3riger Ci- 
tronensaure, 3mal rnit je 50 ml 5prOZ. wMriger NaHC0, und 5mal rnit j e  40 ml Wasser gewa- 
schen. Die organische Phase wird uber Na2S04 getrocknet, eingedampft und 7 aus 
Methanol/Chloroform/PE kristallisiert. Ausbeute 3.13 g (71%); Schmp. 176 "C, [a]$ = - 67.9" 
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13 (C = 1, Methanol); RFI = 0.81, RFII = 0.76, RFIII = 0.76, RFIV = 0.81, RFV = 0.73. - C- 
NMR-Daten siehe Tabelle 2. 

C&H3,N30 (483.6) Ber. C 64.58 H 6.88 N 8.69 Gef. C 64.29 H 6.92 N 8.46 

[I-(Biphenyl-4-yl)-I-methylethoxycarbonyI]-alanyl-alanyl-alanin (Bmeoc-Ala-Ala-Ala-OH, 
7a): Zur Losung von 4 g (8.27 mmol) Bmeoc-Ala-Ala-Ala-OMe (7) in 66 ml Methanol werden 
16.54 ml(16.54 mmol) 1 N NaOH zugefugt; dann wird 50 min bei Raumtemp. geriihrt, 10 minim 
Eisbad gekiihlt und durch Zugabe von eiskalter, 10proz. wanriger Citronensaure auf pH 5 einge- 
stellt. Anschlieknd gibt man 100 ml EE dazu und soviel Wasser bis sich zwei Phasen bilden. Die 
organische Phase wird abgetrennt und die wMrige Phase 2mal rnit j e  50 ml EE nachextrahiert. 
Die vereinigten organischen Phasen werden uber Na2S04 getrocknet und eingedampft. Ausbeute 
3.74 g (96%); Schmp. 229"C, [a]? = - 57.7" (C = 1, Methanol); RFIII = 0.70, RFIV = 0.56, 
RFV = 0.71. 

C25H31N306 (469.5) Ber. C 63.96 H 6.66 N 8.95 Gef. C 64.34 H 6.84 N 8.99 

6- ([I -(Biphenyl-l-yl)- I -methylethoxycarbonyl]-alanyl-alanyl-alanylamino)penicillansaure 
(Bmeoc-Ala-Ala-Ala-6-APS-OH, 2 a): Das Trialanylderivat 2 a wird wie fur l a  beschrieben aus 
7a und 6-APS hergestellt. Die vereinigten citronensauren Waschwasser werden jedoch 2mal rnit 
1-Butanol nachextrahiert, die organischen Phasen vereinigt und 3mal rnit gesattigter NaC1- 
Losung und 3mal mit Wasser gewaschen. Bei Zugabe von EE zur fast vollig eingedampften orga- 
nischen Phase kristallisiert farbloses 2a aus, das man nach 12 h bei 0°C abfiltriert. Aus der Mut- 
terlauge laBt sich durch Zugabe von PE  weiteres 2a fast gleicher Reinheit erhalten. Ausbeute 

1790 cm-' (P-Lactam). 
71%; Schmp. ca. 200°C (Zers.); RFII = 0.74, RFIII = 0.49, RFIV = 0.43, RFV = 0.61. - IR: 

C33&108N5S . 0.5 H 2 0  (676.8) Ber. C 58.58 H 6.26 N 10.35 S 4.74 
Ber. C58.40 H 6.32 N 9.95 S4.68 

6-(Alanyl-alanyl-alanylamino)penicillansiiure (+ H2-Ala-Ala-Ala-6-APS-0- , 2): 270 mg (0.40 
mmol) Bmeoc-Ala-Ala-Ala-6-APS-OH (2 a) werden zu 2.7 ml einer 3prOZ. Losung von Trifluor- 
essigsaure in CHzClz gegeben. Nach 15 min bei Raumtemp. wird rnit EE sowie Hexan versetzt. 
Der ausgefallene Niederschlag wird abzentrifugiert und rnit Hexan sowie Ether gewaschen. Das so 
erhaltene 2 zeigt bei der DC ca. 6% Verunreinigungen. Ausbeute 173 mg (94%); Schmp. ca. 
190°C (Zers.); RFII = 0.50, RFIII = 0.15, RFV = 0.32. - IR: 1760 cm-' @-Lactam). 
Die Verbindung 2 lagert sich bereits in essigsaurem Medium in ein hydrophileres Produkt um. 

7- ([I -(Biphenyi-4-yl)-l -methylethoxycarbonyI]-alanyCalanyl-alany~amino~cephalospora~aure 
(Bmeoc-Ala-Ala-Ala-7-ACS-OH, 4a): Die Verbindung wird wie unter 1 a beschrieben aus 7a und 
7-ACS hergestellt und wie bei 2a beschrieben gewaschen. Zur Entfernung von ca. 50% nichtum- 
gesetztem 7 a wird aus EthanoVPE und Methanol/EE/PE umgefallt. Das so erhaltene 4a enthalt 
noch ca. 5070 Verunreinigungen. Ausbeute45%; Schmp. ca. 200°C (Zers.); RFII = 0.73, RFIII = 

0.39, RFIV = 0.32, RFV = 0.47. - IR: 1775 cm-' @-Lactam). 

7-(A lanyl-alanyl-alany1arnino)cephalosporansaure (+ H2-Ala-Ala-Ala-7-ACS-0- , 4): Zur Lo- 
sung von 381 mg (0.526 mmol) Bmeoc-Ala-Ala-Ala-7-ACS-OH (4a) in 8 ml2,2,2-Trifluorethanol 
werden 8 ml einer 3p1-02. LOsung von Trifluoressigsaure in CH2C12 gegeben. Nach 15 min bei 
Raumtemp. werden EE und Hexan zugesetzt. Der ausgefallene Niederschlag wird abzentrifugiert 
und rnit Hexan sowie Ether gewaschen. Durch dreimaliges Digerieren rnit warmem Methanol er- 
halt man 4, welches nur Spuren von Verunreinigungen enthalt. Ausbeute 179 mg (70%); Schmp. 
ca. 200°C (Zers. unter Braunfarbung); RFII = 0.48, RFIII = 0.09, RFIV = 0.13. - IR: 
1760 cm-' (P-Lactam). 

ClgH2,N5OSS (485.5) Ber. S 6.60 Gef. S 6.65 
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Benzyloxycarbonyl-alanyl-alanyl-alanin-methylesfr (Z-Ala-Ala-Ala-OMe, 8): Zur Losung von 
28.08 g (0.13 mol) +H2-Ala-Ala-OMe/Cl- in einer Mischung aus 200 ml CH2C12 und 150 ml 
DMF werden 29.69 g (0.13 mol) festes Z-Ala-OH gegeben. Bei 0°C werden 17.31 ml(O.13 mol) 
NEM sowie 146 ml(O.15 mol) einer eiskalten Losung von DCCI in CHzClz (c = 1 moV1) zuge- 
setzt. Nach 20 h bei 0°C wird vom DCH abgenutscht, das Filtrat eingedampft und der Riickstand 
in 500 ml EE und 200 ml 1-Butanol gelost. Es wird 3mal mit je 200 ml verd. H2S04 (pH = 3.0), 
3mal mit je 200 ml SprOZ. wmriger NaHC03-Losung sowie 3mal mit je 200 ml Wasser gewa- 
schen, dann i. Vak. eingedampft und 8 aus MethanoVChloroform/PE kristallisiert. Ausbeute 
42.9 g (85%); Schmp. 176"C, [a]g  = - 56.3" (C = 1, Eisessig); RpIl = 0.75, RFIII = 0.71, RFV 
= 0.71. 

Ci~H25N30,j (379.4) Ber. C 56.98 H 6.64 N 11.08 Gef. C 57.48 H 6.82 N 11.26 
Benzyloxycarbonyl-alanyl-alanyl-alanin (Z-Ala-Ala-Ala-OH, 8 a): Zu einer Losung von 38.3 g 

(0.10 mol Z-Ala-Ala-Ala-OMe (8) in 638 ml Methanol werden 127 ml 1 N NaOH gegeben. Nach 
2 h bei Raumtemp. werden unter Eiskiihlung 127 ml 1 N HC1 zugefiigt, wobei die Temp. nicht 
iiber 12°C ansteigen und die Losung anschEel3end pH 6 zeigen SOU. Nach Einengen auf etwa 
100 ml wird mit eiskaltem Wasser versetzt, wobei 8a auskristallisiert. Nach mehrstiindigem Ste- 
henlassen bei 0°C wird abgenutscht und das Produkt so lange mit kaltem Wasser gewaschen, bis 
im Waschwasser keine Chloridionen mehr nachzuweisen sind. Ausbeute 31.4 g (85%); Schmp. 
228"C(Lit.24): 224-226"C), [a]g = -79" (c = 1.16,Trifluoressigsaure (Lit.24): [a12 = -75' 
(c = 0.45 in Trifluoressigsaure); RFIII = 0.62, RFIV = 0.51, RFV = 0.64. - 13C-NMR-Daten 
siehe Tabelle 2. 

Zu vergleichenden '3C-NMR-Messungen (Tabelle 2) wurde eine Probe Z-Ala-Ala-Ala-OH hydro- 
genolytisch (Methanol, 10proz. Pd/Kohle) in das freie + H,-Ala-Ala-Ala-O- iibergefiihrt. 

C17H23N306 (365.4) Ber. C 55.88 H 6.35 N 11.50 Gef. C 56.09 H 6.42 N 11.48 

6-(Benzyloxycarbonyl-alanyl-alanyl-alanylamino)penicillansaure (Z-Ala-Ala-Ala-6-APS-OH, 
2b): Die Verbindung wird wie unter l a  beschrieben aus 8a und 6-APS hergestellt und aufgearbei- 
tet, wobei von 6-APS jedoch 2 Aquivalente, gelost in wMrigem KHCO3 (2.2 Aquivalente bezogen 
auf 8 a) eingesetzt werden. 2 b kristallisiert aus Methanol/Chloroform/PE. Ausbeute 1.9 g 
(68%); Schmp. 153°C (Zers.), [a]$ = +78.6" (c = 0.92, Methanol); RFII = 0.75. - IR: 
1780 cm-I (P-Lactambande). 

C2,H3,OSNSS (563.6) Ber. C 53.28 H 5.90 N 12.42 S 5.69 
Gef. C52.89 H5.82 N 11.68 S5.29 

6-(A lanyl-alanyl-alanylarnino)penicillunsiiure (+ H2-Ala-Ala-Ala-6-APS-0- ,2): Da bei der hy- 
drogenolytischen Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe unter iiblichen Bedingungen die Re- 
aktion infolge Vergiftung des Katalysators nach kurzer Zeit zum Stillstand kommt, wird wie folgt 
verfahren: 1 g (1.77 mmol) Z-Ala-Ala-Ala-6-APS OH (2 b) in 40 ml Methanol wird im Verlauf 
von 4 h zu einer von Wasserstoff durchstromten Suspension von 300 mg l0proz. Pd/Kohle in 
40 ml Methanol getropft und zugleich eine Suspension von 700 mg l0proz. Pd/Kohle in 40 ml 
Methanol. Nach 7 und nach 14 h wird nochmals eine Suspension von jeweils 1 g 10proz. 
Pd/Kohle in 30 ml Methanol zugetropft. Diinnschichtchromatographisch l a t  sich priifen, daI3 
21 h nach Hydrierbeginn die Z-Gruppe vollstandig abgespalten und das Produkt 2 identisch mit 
dem durch Acidolyse von 2a erhaltenen ist. Nach Abfiltrieren des Katalysators und Eindampfen 
der Losung erhalt man 620 mg 2 in iiber 90proz. Reinheit. Nach Losen in Methanol und Zugabe 
von wenig Ether kristallisieren bei Raumtemp. 116 mg 2, welches nur noch eine Spur einer lipo- 
philen Verunreinigung aufweist. Aus der Mutterlauge konnen zwei weitere Fraktionen (269 und 
145 mg) erhalten werden. Gesamtausbeute 530 mg (70%); Schmp. ca. 190°C (Zers.); RFII = 

0.50, RFIII = 0.15, RFV = 0.32. - IR: 1735 cm-' (P-Lactam). 
CI7H2,O6N5S . 1.5 H 2 0  (456.6) Ber. C 44.72 H 6.62 Gef. C 44.44 H 6.39 

Liebigs Ann. Chem. 1980, Heft 1 4 
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