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126. Synthesen in der Polymyxin-Reihe
9. Mitteilung?)

Synthese von Polymyxin B,
von K. Vogler, R. O. Studer, P. Lanz, W. Lergier und E. Béhni
(15. V. 65)

A. Einleitung

In den letzten Jahren ist mit erheblichem Aufwand versucht worden, die Konstitu-
tion der Polymyxine[1], einer Gruppe von basischen, fettsiurehaltigen Cyclopeptiden,
die vor allem gegen Gram-negative Infektionserreger Verwendung finden, abzukliren.

Der wichtigste Vertreter war Polymyxin B,, das HausMann & CRAIG [2] bereits
vor 1956, d.h. in der Pionierzeit der Gegenstromverteilung, als erster Vertreter dieser
Gruppe in reinem Zustand isolieren konnten. Durch saure Partialhydrolyse gelang es
kurz darauf Hausmann [3], die Konstitution dieses Antibiotikums auf vier mégliche
Varianten einzuschrinken. Da es damals sehr schwierig erschien, auf analytischem
Wege eine endgiiltige Auslese zu treffen, versuchten wir durch Synthesen, die sich
iiber mehrere Jahre ausdehnten, dieses Ziel zu erreichen. Es gelang uns, die vier
Varianten [4] [5] [6] [7], die wir nach der Anzahl der Aminosduren im Ring (8 bzw. 7)
und der Art der Verkniipfung der Seitenketten an der «- oder y-Aminogruppe des
Verzweigungsgliedes als 8x oder 8y und 7o oder 7p bezeichneten [4], durch Total-
synthese zu gewinnen. Zwei davon, 7a und 7y, waren in vitro und i# vivo hochaktiv,
untereinander und relativ zum Naturprodukt in den physikalisch-chemischen Eigen-
schatften sehr dhnlich, aber mit diesem nicht identisch [7]. Es bedurfte indessen be-~
sonderer Anstrengungen, diese Nichtidentitdt auf chemischem Wege zu erhirten.
Das wichtigste Instrument dazu war die Rotationsdispersion der zuerst von BRINT-
ZINGER [8] hergestellten Ni-Komplexe sowie die spezifische Drehung.

Eine weitere Unterscheidungsméglichkeit ergab sich bereits im Juni 1963 aus dem
Verhalten gegen das Enzym Nagarse [9], das aus natiirlichem Polymyxin B, und aus
den synthetischen Cyclopeptiden 7y und 7« Spaltprodukte freimachte, die sich
plattenchromatographisch verschieden verhielten.

Nach diesen Ergebnissen sowie besonderen zusitzlichen Untersuchungen war es
dann fiir uns klar, dass diese Unterschiede nicht auf mangelnde Reinheit, Partial-
racemisierung, Nebenreaktionen bei der Cyclisierung oder Inaktivierung, z.B. durch
Na/fliiss. NH,, zuriickgefithrt werden konnten. Ein Fehler musste vielmehr noch in
der Analyse des Naturproduktes gelegen haben.

1) 8. Mitteilung vgl. [7]. Eine vorliufige Mitteilung dieser Arbeit ist in Experientia 20, 365 (1964)
erschienen. — Abkiirzungen: Dab = «, y-Diaminobuttersdure, Z = Benzyloxycarbonyl, BOC =
t-Butyloxycarbonyl, But = f-Butylester, OPN = p-Nitrophenylester, PHT = TPhtaloyl,
DMF = Dimethylformamid. Anstelle der frither verwendeten Abkirzung «Ipel» fiir (+)-6-
Methyloctansiure (Isopelargonsaure) ziehen wir aus Griinden der korrekteren Schreibweise die
im englischen Sprachgebrauch verwendete Abkiirzung MOA vor.
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HavusManyN & Crai6 [2] hatten nach Totalhydrolyse des natiirlichen Polymyxins
B, p-Phenylalanin praparativ isoliert und eindeutig identifiziert. Der Drehwert des
Monohydrochlorides der isolierten «,y-Diaminobuttersiure von [«]% = + 20,3° (¢ =
2, 6% HCI) war aber gegenitber dem Literaturwert [10] von [«]% = + 31,6° (c = 2,
6N HCl)?) zu niedrig. Dies fiihrte sie zum Schluss, dass entweder eine partielle
Racemisierung wihrend der Totalhydrolyse eingetreten war, oder aber, dass im ur-
spriinglichen Peptid einer der sechs «,y-Diaminobuttersidurereste in der b-Form vor-
liege. Eine dhnliche Beobachtung ist auch von uns nach Totalhydrolyse von Poly-
myxin B, und Abbau der Dab-Fraktion mit L-Aminosiureoxydase [7] gemacht wor-
den. Ob es sich dabei um eine Partialracemisierung bei der Totalhydrolyse handelt,
bildet noch Gegenstand einer besonderen Untersuchung. BizERTE & DAUTREvVAUX
berichteten [12] etwas spiter tiber die Isolierung des Fragmentes MOA - Dab der
Seitenkette sowie iiber den Nachweis des Dab-Restes als zur p-Konfiguration ge-
horend. Unsere synthetischen Produkte enthielten demzufolge zwei D-Aminosiuren,
D-Phenylalanin in der Ringsequenz und eine D-¢,y-Diaminobuttersdure in Nachbar-
stellung der Fettsdure.

Kiirzlich konnten nun Suzuxi e 4l. [11] [13] nach Abbau von Polymyxin B, mit
dem Enzym Nagarse durch Gegenstromverteilung die drei Peptide MOA-Dab-Thr,
MOA-Dab-Thr-Dab und Cyclo(y-Dab-Dab-p-Phe-Leu-Dab-Dab-Thr-) isolieren. Aus
jedem der drei Peptide konnte priparativ o,y-Diaminobuttersdure in optisch reiner
Form isoliert werden, die mit Hilfe der optischen Drehung, IR.-Spektrum und
D-Aminosiureoxydase als eindeutig nur zur L-Konfiguration gehérend bestimmt
wurde. Aus diesen Fragmenten und den frither von HausMaNN [3] sowie BIZERTE &
DautrEVAUX [12] erhaltenen Bruchstiicken ergab sich die Struktur 7a. Zum gleichen
Ergebnis ist unabhingig von den japanischen Forschern WILKINsON [14] mit anderer
Methodik gekommen, wobei die Formel des Naturproduktes auf die zwei méglichen
Strukturen 8y und 7a eingeengt werden konnte.

Die Struktur 7« ist aus biogenetischen Griinden schon vor zwei Jahren nach dem
Resultat der biologischen Aktivitidt als wahrscheinlichste Struktur des Naturproduk-
tes in Erwiigung gezogen worden [15]. Nun konnten mit einem Schlage die damaligen
Abweichungen in der spezifischen Drehung und in der Rotationsdispersion erklirt
werden. Ein Einbau von r-Dab in 1’ (Fig. 1) miisste den spezifischen Drehwert er-
hohen und wiirde wohl auch die Maxima der CorToN-Kurven des Kupferkomplexes
dndern.

Im Lichte dieser neuen Ergebnisse war unser frither synthetisiertes Cyclodeca-
peptid 7a (1'-D-Dab) als ein Stereoisomeres des Naturproduktes (7«, all-L-Dab) anzu-
sprechen. Dies ist nun durch die Totalsynthese bestitigt worden (vgl. Fig. 4).

B. Synthese

In Anlehnung an dic Synthesen der cyclischen Decapeptide 8y [4], 8a [5], 7« [6]
und 7y [7] wurde zuerst das vollstindig geschiitzte, verzweigte Decapeptid 7« (XX1V)
hergestellt (Fig. 1).

?) Dieser Wert ist aber zu hoch. Eigenc Messungen an einem analysenreinen Priparat des Mono-
hydrochlorids von o,y-Diaminobuttersiure ergaben [a]3 = +24,5° 4 1° (¢ == 2,5, 6~ HCI),
vgl. auch Suzukl et al. [11], die (0] = +22,5° 4 1° (¢ = 0,9843, 6~ HCl) angeben.
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Fig. 1. Decapeptid XX IV

Im Gegensatz zu den frither verwendeten Schutzgruppen (Formyl-, p-Toluol-
sulfonyl-, Carbobenzoxy- bzw. Methylester) wurde diesmal zum Schutz der Amino-
gruppe in 1-Stellung der #-Butyloxycarbonylrest, zum Schutze der Carboxylgruppe in
7-Stellung der #-Butylester und fiir die y-Aminogruppen der Z-Rest verwendet. Der
dadurch bedingte verinderte Weg zur Synthese des geschiitzten, verzweigten Deca-
peptides (Fig. 1) ist in Fig. 2 dargestellt.
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Fig. 2. Aufbauschema des geschiitzten Decapeptids

Die drei Zwischenprodukte I, II und IIT mussten ebenfalis neu synthetisiert
werden.

1. Synthese des Tetrapeptid-Derivates I (1'-2'-3'-5). Das Tetrapeptid-Derivat 1
wurde nach Schema 1 aufgebaut.

Das Dipeptid VI wurde durch Umsetzung von N*-BOC-N¥-Z-L-g,y-diamino-
buttersdure-p-nitrophenylester V mit L-Threonin-methylester als 6lige Verbindung
erhalten. Nach Abspaltung des BOC-Restes mit Trifluoressigsdure konnte das Di-
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Schema 1. Synthese des Tetvapeptid-Devivates |

1’ 2’ 3 5
NV-Z-L-Dab L-Thr NV-Z-L-Dab N7-BOC-L-Dab
BOC~—-0OH
v
BOC——OPN H——OCH,
A"
BOC OCH,
VI
H OCH,
VII
MOA OCH,
VIII
MOA NHNH, H——0OCH, Z——0OH
IX XII
MOA OCH, Z——0CH,
X XIII
MOA. NHNH, H--—0CH,
XI X1V
MOA OCH,
1

peptid-Derivat VII als Hydrochlorid kristallin erhalten werden. Dieses wurde mit
(+)-6-Methyl-octansdure mit Hilfe von Carbonyldiimidazol zum N*-(+)-6-Methyl-
octanoyl-N?-Z-L-g, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester (VII1) gekuppelt und
nachfolgend mit Hydrazinhydrat ins entsprechende Hydrazid IX verwandelt. Die
Uberfithrung von IX in das Siureazid und anschliessende Kondensation mit N”-Z-
L-o,y-diaminobuttersdure-methylester lieferte N*-(4-)-6-Methyl-octanoyl-N¥-Z-L-a, -
diaminobutyryl-L-threonyl-N"-Z-L-a, y-diaminobuttersdure-methylester (X). Nach
Herstellung der Hydrazides X1 wurde in einer weiteren Azidreaktion XI mit N*-BOC-
L-a,v-diaminobuttersdure-methylester (XIV) zum geschiitzten Tetrapeptid I ver-
langert. XIV wurde durch Carbobenzoxylierung von N”-BOC-L-a,y-diaminobutter-
sdure [16] zu XII, Veresterung von XII mit Diazomethan zu XIIT und anschliessende
katalytische Hydrierung des letzteren iiber Pd/C erhalten und konnte als Hydro-
chlorid kristallin gefasst werden.

2. Synthese des Tetrapeptides 11 (1-2-3-4). Das Tetrapeptid 11 wurde durch stufen-
weisen Aufbau vom N-Terminus her nach der p-Nitrophenylester-Methode [17]
erhalten (Schema 2).

Fiir den Schutz der «-Aminogruppe wurde durchwegs der BOC-Rest gewihlt, der
sich leicht selektiv durch Trifluoressigsdure entfernen liess. Die entstehende Esterbase
XVI wurde als kristallines Hydrochlorid charakterisiert.

3. Synthese des Dipeptides I11 (6-7). Die Synthese des Dipeptid-Derivates 111
(Schema 3) konnte durch Kondensation von N*Phtaloyl-N*-Z-L-a,y-diaminobutter-
sdure (XIX) mit p-Phenylalanin-Z-butylester (XX) und Dicyclohexlcarbodiimid er-
reicht werden. Abspaltung der Phtaloylgruppe mit Hydrazin fithrte zu II1, das in
Form seines Hydrochlorides kristallisiert werden konnte.
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Schema 2. Synthese des Tetvapeptid-Devivates I

1 2 3 4
L-Len N,-Z-1-Dab Nv—Z-1-Dab L-Thr
BOC——OPN H——OCH,
A\
BOC OCH,
Vi
BOC——OPN H OCH,
v VII
BOC——0OH BOC OCH,
XV
BOC——OPN H OCH,4
XVII XVI
BOC OCH,
XVIII
BOC NHNH,
11

Schema 3. Synthese des Dipeptid-Devivates I11

6 7
NY-Z-r-Dab D-Ph
PHT~-|—OH H_-OBut
XIX XX
PHT OBut

XXI1
H. OBut
TT1

4. Synthese des Cyclodecapeptides 7o (all-L-Dab) (XX V). Die »-BOC-Gruppe im
Tetrapeptid I (1'-2'-3"-5) wurde mit Trifluoressigsiure abgespalten und das erhaltene
Produkt mit dem Azid von II (1-2-3-4) (Fig. 2) zum geschiitzten Octapeptid-methyl-
ester XXII umgesetzt. Dieser wurde mit Hydrazinhydrat ins entsprechende Hydrazid
XXIIT iibergefithrt und nach dem Azidverfahren mit ITT (5-6) zum vollstindig ge-
schiitzten Decapeptid XIV (Fig. 1) verlingert. Die beiden Kettenenden 1 und 7 wur-
den durch kurze Behandiung mit Trifluoressigsdure freigelegt und das erhaltene
Produkt mit iiberschiissigem Carbodiimid in hoher Verdiinnung in Dimethylform-
amid/Dioxan cyclisiert.

Die Abspaltung der Z-Gruppen aus dem Cyclisierungsprodukt verlief mit Hilfe der
katalytischen Hydrierung iiber Pd/C in Eisessig bei Raumtemperatur nicht voll-
stdndig. Eine volistindige Abspaltung konnte mit Natrium in fliissigem Ammoniak
erreicht werden.

Die Reinigung dieses Rohproduktes zum reinen cyclo-Decapeptid XXV (Fig. 4)
erfolgte durch Gegenstromverteilung im System #-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser
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(40:10:5:45) und Fillung mit konz. NH,; bei 0°. XXV konnte anschliessend als
Pentaphosphat kristallisiert erhalten werden (Fig. 3).

Fig. 3. Pentaphosphat von synthetischem Polymyxin By im polavisievten Licht (Vergrissevung 55 fach)
(Photo in unserer mikroanalytischen Abteilung von Herrn Dr. H. WALDMANN aufgenommen)

Fig. 4. Polymyxin B, = cyclisches Decapeptid 7o (all-L-Dab) XX T
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C) Vergleich des Endproduktes mit natiirlichem Polymyxin B,

Das kristalline Phosphat des synthetischen cyclo-Decapeptids 7« (XXV) wurde in
Anlehnung an die Charakterisierung fritherer Syntheseprodukte nach dem Scherna der
Tabelle 1 mit dem kristallinen Phosphat des natiirlichen Polymyxins B, verglichen.
Die Werte zeigen innerhalb der Fehlergrenzen eine gute Ubereinstimmung.

Besonders wichtig war der Vergleich der Rotationsdispersion der Nickelkomplexe
von natiirlichem und synthetischem Polymyxin B, . Wie wir friither zeigen konnten 7],
bestand ein charakteristischer Unterschied in den Rotationsdispersionskurven der
Nickelkomplexe von natiirlichem Polymyxin B, und den beiden synthetischen Pro-
dukten 7« und 7y, die beide in der Seitenkette eine D-o,y-Diaminobuttersiure ent-
hielten. Fig. 5 zeigt die erhaltenen Kurven, wobei als Vergleich das urspriingliche
cyclo-Heptapeptid 7o (1’-D-Dab) mitaufgefiihrt ist.

T T
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o
5 —-4-=4- nat. Polymyxin B
2 M® oo synth, Decapeptid 7 ot (D -Dab)
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Fig. 5. Rotationsdispersionskurven dey Nickelkomplexe des natiivlichen Polymyxins By und der
synthetischen Produkte 7o (all-1.-Dab) und 7o (1’-D-Dab)

Die Dispersionskurven von B; und dem synthetischen 7« (all-L-Dab) sind prak-
tisch identisch, unterscheiden sich jedoch deutlich von der Kurve des Stereoisomeren
7a (1’-D-Dab). Auch die friithere Beobachtung [7], dass die Kurven der Lésungen von
B, mit der Zeit bei Zimmertemperatur in charakteristischer Weise verandert werden,
konnte nun am synthetischen 7a (all-L-Dab) beobachtet werden. Die Verschiebungen
sind sowohl qualitativ als auch quantitativ identisch.
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Der enzymatische Abbau von B; und dem neuen 7a (all-L-Dab) mit Hilfe des
Enzyms Nagarse [9] und die nachfolgende plattenchromatographische Bestimmung
der Bruckstiicke zeigte, dass die beiden Substanzen zu identischen Fragmenten ab-
gebaut werden. Diese Spaltstiicke unterscheiden sich jedoch deutlich von denjenigen,
die durch den Abbau von D-Dab enthaltenden 7« und 7y mit Nagarse erhalten werden.

Nachdem es nun gegliickt war, sowohl das natiirliche B; als auch unser 7o (all-L-
Dab) als Pentaphosphate zu kristallisieren, ist es merkwiirdig, dass dies bis jetzt fiir
die beiden frither beschriebenen Cyclodecapeptide 7o und 7y (1’-p-Dab) nocht nicht
gelungen ist. Mikrobiologisch war das Verhalten von 7« (all-L-Dab) besonders gegen-
iber Klebsiella pneumoniae interessant. Wihrend die fritheren Cyclodecapeptide 7a
und 7y gegen Brucella bronchiseptica, Pseudomonas aeruginosa und Escherichia cols
praktisch die gleiche Aktivitidt aufwiesen wie natiirliches B;, waren beide gegen
Klebsiella pneumoniae rund Smal weniger aktiv.

Tabelle 2. Awntibaktevielle Ahtivitit in vitro des synthetischen und des natiivlichen Polymyxin B,
(kvistalline Pentaphosphate)

Mikroorganismus Mittlere SEb) Vertrauens- ?
Alktivitit + grenzen
E?)/mg
Brucella bronchiseptica ATCC 4617
Synthetisches Polymyxin B, 5928 404 3120-6736 > 0,05
Natiirliches Polymyxin B, 6297 270 6297-6837
Escherichia coli 10536
Synthetisches Polymyxin B, 7150 331 6488-7812 > 0,05
Natiirliches Polymyxin B; 6398 191 60166780
Klebsiella pneumoniae ATCC 10137
Synthetisches Polymyxin B; 8546 632 7282-9810 > 0,05
Natiirliches Polymyxin B, 7522 527 6468-8576

3) Bezogen auf Hilfsstandard Polymyxin B-Sulfat mit 7000 E/mg.
P) Mittlerer Fehler vom Mittelwert.

Wir bestimmten nach derselben Methodik [7] die Aktivitit des neuen syntheti-
schen 7« (all-L-Dab) (als Pentaphosphat) in £/mg im Vergleich mit natiirlichem Poly-
myxin B, (als Pentaphosphat) unter Bentitzung unseres Hilfsstandards Polymyxin-
B-Sulfat und unter Berticksichtigung dquimolarer Verhéltnisse.

Aus Tabelle 2 geht hervor, dass wir vom neuen Produkt nicht nur gegen Brucelia
bronchiseptica und gegen Colibazillen praktisch identische Aktivititen mit dem Natur-
produkt finden, sondern auch solche gegen Klebsiella pneumoniae. Die Aktivititen
gegen Klebsiellen und Colibazillen liegen im Mittel bei der synthetischen Verbindung
sogar etwas hoher als beim Naturprodukt. Die statistische Analyse zeigt jedoch, dass
die Unterschiede nicht signifikant sind. Somit entspricht die Aktivitit des neuen
synthetischen Cycloheptapeptides derjenigen von natiirlichem Polymyxin B, . Da sich
das neue Cycloheptapeptid chemisch nur im Hinblick auf den Einbau von L-Diamino-
buttersdureresten (anstelle von D-) unterscheidet, kénnen wir folgern, dass wir in
unserem Teststamm Klebsiella pnewmoniac ATCC 70131 einen Mikroorganismus
haben, der anf Stereoisomeren anspricht.

74
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D) Diskussion

Auf Grund der vorliegenden Resultate besitzt Polymyxin B, die von Svuzuxki u.
Mitarb. [13] sowie etwas spédter von WILKINSON [14] vorgeschlagene Struktur 7«
(all-L.-Dab).

Es ist interessant, dass die frither beschriebenen Verbindungen 8a, 8y, 7a und 7y,
die alle eine pD-Dab in Nachbarstellung zur Fettsdure besitzen, ebenfalls hochaktive
Substanzen mit dem Wirkungsspektrum der Polymyxine darstellen. Jedoch steht die
Grossenordnung der Aktivitdt mit der Ringgrosse im Zusammenhang, indem eine
Erweiterung des Rings von 7 auf 8 Aminosduren mit einem Absinken der Aktivitit
auf rund 129%, verbunden ist. Sowohl bei den beiden Achterring- als auch bei den bei-
den Siebnerring-Analogen spielt die Verkniipfung der Seitenkette in - oder v-Stellung
der Verzweigungsdiaminobuttersdure fiir die antimikrobielle Aktivitit praktisch
keine Rolle. Die Einfilhrung einer p-Diaminobuttersiure anstelle der r-Diamino-
buttersiure in Nachbarstellung zur Fettsdure wird signifikant nur von einem der
gepritften Organismen erfasst.

Ahnlich wie beim Gramicidin S [17] [18] [19] diirfte auch beim Polymyxin B,
der ganze Charakter der Molekel fiir seine antimikrobielle Aktivitit verantwortlich
sein. Vermutlich wird auch die Polymyxinmolekel eine Konformation einnehmen, bei
welcher die hydrophilen N”-Aminogruppen und die hydrophoben Seitenketten mit der
Fettsdure auf verschiedenen Seiten der Molekelebene angeordnet sind. Eine solche,
dem Gramicidin S &hnliche Gestalt kénnte ihre dhnliche Wirkung auf die Zellmem-
branen erkliren.

Experimenteller Teilt)
Schema 1

1. N®-BOC-Nv-Z-L-o, y-diaminobuttersiuve (IV).17,7 g (0,07 Mol) N¥-Z-L-Dab-OH [20] werden
in 100 ml Wasser und 6.4 g MgO suspendicrt und unter kriftigem Rithren bei 45° 20 g (0,14 Mol)
t-Butyloxycarbonylazid [20] in 210 ml Dioxan zugetropft. Die Mischung wird iiber Nacht kriftig
bei 45° geriihrt und darauf im Vakuum auf ca. !f; konzentriert. Das Konzentrat wird in einem
Scheidetrichter anf Eiswasser gegossen, mit Essigester iiberschichtet, das pH mit eiskalter Zitro-
nensiure saner gestellt und die Tritbung mit Essigester extrahiert. Die Essigesterlésung wird mit
‘Wasser neutral gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft: 24 g Ol (97%).

Charakterisierung von 1V als Dicyclohexylaminsalz: 6,8 g (0,019 Mol) des Ols werden in 50 ml
Ather gelést und in der Kalte mit 3,6 g (0,02 Mol) Dicyclohexylamin versetzt., Die erhaltencn
Kristalle werden abgenutscht und aus Ather umkristallisiert. Smp. 98-101°. [«]% = —6,2° (¢ = 1,
DMEF).

CyoH 406N, (533,7)  Ber. C 65,26 H 888 N7,87% Gef. C64,70 H 8,69 N 7,85%

2. N%-BOC-Nv-Z-L-u, y-diaminobuttersduve-p-nitrophenylester (V). 3,4 g (0,0063 Mol) N«-BOC-
N7-Z-L-&,y-diaminobuttersiurc (IV) werden zusammen mit 1,4 g (0,01 Mol) p-Nitrophenol in
40 ml Essigester gelost, in Eis gekiithlt und mit 2,1 g (0,01 Mol} DCCD versetzt. Nach 2stiindigem
Riihren in Eis wird vom Harnstoff abgenutscht und zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird
aus Athanol umkristallisiert. Smp. 110°. [(]& = —~26,5° (¢ = 2, DMF).

CpsHyON, (473,47)  Ber. € 58,34 H 575 N8,88% Gef. C5862 H 588 N897%

3. N%-BOC-NY-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-thveonin-methylester (VI}. 4,75 g (0,01 Mol) N«-BOC-
Nv-Z-L-a,y-diaminobuttersdure-p-nitrophenylester (V) werden zusammen mit 1,4 g £-Thr-OCH,

1) Die Smp. wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Dic Analysenmuster
wurden 16 Std. iber P,O; bei 0,01 Torr/50-100° getrocknet. Die Mikroanalysen wurden in
unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung der Herren Dres. H. WaLDMANN und
A. DirscHERL ausgefiihrt. Fir die sorgfaltige Mitarbeit danken wir den Herren K. SCHWEIZER
und W. BERNASCONI.
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[19] (0,01 Mol) in 20 ml kaltem DMF gelost, 1 Std. in Eis gerithrt und iiber Nacht bei Raum-
temperatur aufbewahrt. Darauf wird mit 200 ml Essigester verdiinnt, mit eiskalter 5 proz.
NaHCO,; Losung, Wasser, eiskalter 5 proz. Zitronensiure und Wasser gewaschen, getrocknet und
eingedampft: 4,5 g Ol. Dieses wird direkt weiterverwendet.

4. NV-Z-L-a,y-diaminobutyryl-L-thveonin methylester-hydvochlovid (VII). 4,6 g (0,01 Mol)
Na-BOC-N7-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester (V1) werden mit 20 ml Trifluoressig-
sdurc 40 Min. bei Raumtemperatur geschiittelt. Der durch Abdampfen erhaltene dlige Riickstand
wird in 20 ml 4~ HCl/Methanol gelést und die Loésung erncut zur Trockne verdampft. Das an-
fallende Hydrochlorid wird aus Methanol/Ather umkristallisiert. Ausbeute 3 g (75%) VII. Smp.
187°. []® = +22,1° (¢ = 2, DMF).

CpHpOgNsCl  Ber. C 50,55 H 6,49 N 10,41 Cl 8,789,
(403,8) Gef. ,, 50,51 ,, 6,36 ,, 10,52 ,, 8,899

5. Na-(4)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester (VIII). 4,6 ml
(0,02 Molj (4 )-6-Methyloctansdure [21] werden in 10 ml DMF und 40 ml Dioxan geldst. Die auf 0°
gekiihlte Losung wird mit 4,1 g (0,025 Mol) Carbonyldiimidazol [22] versetzt und 30 Min. bei 0°
geriihrt, Inzwischen werden 8,2 g (0,02 Mol) N¥-Z-L-g,y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester-
hydrochlorid (VII) in 20 ml DMF und 80 ml Dioxan geldst, auf 0° gekiihlt und mit 2,8 ml (0,02 Mol)
Tridthylamin versetzt. Nach 10 Min. Rithren wird vom ausgefallenen Triithylaminhydrochlorid
abgenutscht und das Filtrat mit der Reaktionslosung der Methyloctansiure vereinigt. Die Mi-
schung wird 2 Std. bei 0° geriihrt und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird
das Dioxan im Vakuum entfernt, der Riickstand in Essigester aufgenommen und die Lésung mit
1n NH,, Wasser, 1¥ HCl und Wasser gewaschen, liber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Der
Riickstand wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert: 7,2 g (71%) VIIL. Smp. 139-141°. [¢]% =
—15,9° (¢ = 0,75, Methanol).

CoeHyO,N, (507,6) Ber. C61,52 H 8,14 N 8,28% Gef. C60,99 H 794 N 8,079

6. No-(+)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyryil-L-thveoninhydvazid (IX). 3,4 g
(0,0067 Mol) N«-(+ )-6-Methyloctanoyl-N¥-Z-L-¢, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester (VIII)
werden in 20 ml Methanol geldst, mit 1,7 ml Hydrazinhydrat versetzt und iiber Nacht bei Raum-
temperatur aufbewahrt. Das entstandene Gel wird mit Eiswasser verrieben, abgenutscht, mit
Wasser gewaschen und getrocknet. Das Hydrazid wird aus DMF/Wasser umkristallisiert. Aus-
beute 3,1 g (91%,) IX. Smp. 215-218°. [)¥ = —9,4° (¢ = 2, DMF).

CosHyOgN; (507,6)  Ber. C59,15 H 814 N 13,799  Gef. C59,07 H7,99 N13,85%

7. No-(+)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-thveonyl- Nv-Z-L-o, y-diaminobutter-
sauve-methylester (X). 5,1 g (0,01 Mol) N%-(4 )-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyryl-r-
threoninhydrazid (IX) werden in 100 ml 60-proz. Essigsdure und 7 ml (0,021 Mol) 3~ HCI geldst,
auf — 10° gekiihlt und mit einer Losung von 0,76 g (0,011 Mol) Natriumnitrit in 5 ml Wasser ver-
setzt. Nach 5 Min. Riihren bei —10° wird das Azid mit Eiswasser gefillt, abgenutscht, mit eis-
kalter 5-proz. NaHCO,-Losung und kaltem Wasser gewaschen und scharf abgepresst. In der
Zwischenzeit werden 4 g (0,013 Mol) N¥-Z-L-¢, y-diaminobuttersiure-methylester-hydrochlorid in
20 m] DMF gelost, bei 0° mit 1,85 ml (0,013 Mol) Tridthylamin versetzt, 5 Min. bei 0° geriihrt und
dann das Tridgthylaminhydrochlorid abgenutscht. In das eiskalte Filtrat wird das Azid eingetragen
und bis zur vollstindigen Loésung unter Eiskithlung geriihrt. Nach Stehen {iber Nacht im Eis-
schrank wird dic Lésung mit Essigester verdiinnt und mit 1n HCl, Wasser, 5-proz. NaHCO,-Lo-
sung und Wasser neutral gewaschen, iiber Na,50, getrockne; und eingedampft. Das Tripeptid
wird aus Methanol/Wasser kristallisiert. Ausbeute 5,2 g (70%) X. Smp. 178-180°. [}y =
— 21° (¢ = 2, DMF).

CysHs5000N; (741,8)  Ber. C61,52 H 7,47 N 9,449  Gef. C61,31 H 7,35 N9,57%

8. Ne-(+)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-1-a, y-diaminobutyryl-L-thveonyl-Nv-Z-L-, y-diaminobutier-
saurehydvazid (X1I). 2,4 g (0,0032 Mol) N%-(4)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-1-a, y-diaminobutyryl-L-
threonyl-N?-Z-L-o, y-diaminobuttersidure-methylester (X) werden in 25 ml Methanol gel8st, mit
1,7 ml Hydrazinhydrat versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das ent-
standene Gel wird mit Eiswasser verdiinnt, abgenutscht, mit Wasser, Athanol und Ather ge-
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waschen, getrocknet und aus DMF/Alkohol gefilit. Ausbeute 8 g (89%) XI. Smp. 249-251°.
[0j3} = —15,2° (¢ = 0,5, DMF).

CarH;50 N, (741,8) Ber. € 59,90 H 7,47 N 13,22%  Gef. C60,25 H 7,61 N 13,209,

9. N*-Z-N7?-BOC-L-a,y-dieminobuttevsdure (X1I). 4,5 g (0,022 Mol) N?7-BOC-L-o, y-diamino-
buttersdure [16] werden in 11 ml (6,022 Mol) 2N NaOH geldst und unter Eiskiithlung und kréaftigem
Rithren gleichzeitig mit 3,5 g (0,022 Mol) Carbobenzoxychlorid und 11 ml 2nx NaOH innerhalb
30 Min. versetzt. Nach 4 Std. Rithren in Eis wird 2mal mit Ather extrahiert, anschliessend die
wisserige Phase mit eiskalter Zitronensdure sauer gestellt und 2mal mit Ather extrahiert. Dieser
wird mit Wasser neutral gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampit: 6,8 g (92%,) XII.
Das entstandene O wird direkt weiterverwendet.

Charakterisierung von XII als Dicyclohexylaminsalz: 1 g Ol, in 10 ml Ather gelést, wird bei 0°
mit 0,55 g Dicyclohexylamin versetzt. Nach 1 Std. werden die Kristalle abgenutscht und aus
Athanol/Ather umkristallisiert. Smp. 198-200°. [«]% = —7,6° (¢ = 1,8, DMF).

CopHysOgNy (533,7)  Ber. C65,26 H 8,88 N 7,879  Gef. C65,56 H 8,64 N 7,969%,

10. N«-Z-Nv-BOC-L-o, y-diaminobultersiuve-methylester (X1I1I). 2,2 g (0,065 Mol) N*-Z-Ny-
BOC-L-a, y-diaminobuttersdure (XII) werden in iiblicher Weise mit Diazomethan verestert. Der
erhaltene Ester wird aus Ather/Petroldther umkristallisiert. Ausbeute 2,1 g (90%) XIIL. Smp.
67-68°. (0] = —22° (¢ = 2,3, DMF).

CigHygOgN, (366,5) Ber. C 5898 H 7,15 N 7,68%  Gef. C5923 H 710 N 7,679

11. NY-BOC-L-o, y-diaminobutiersiuve-methylester-hydvochlovid (X1V). 2,1 g (0,058 Mol) N«-Z-
N*-BOC-L-a, y-diaminobuttersdure-methylester (XIII) werden in 100 ml Methanol gelést und iiber
Palladiumkohle hydriert. Nach der Hydrierung wird eingedampft, der 6lige Riickstand in 50 mi
Ather gelst, die Losung anf — 15° gekiihlt und mit 1,65 m! (0,0065 Mo!) 4 x HCl/Methanol versetzt.
Nach 5 Min. bei —15° wird mit 60 ml Ather verdiinnt, der Niederschlag abgenutscht, mit Ather
gewaschen und aus Methanol/Ather umkristallisiert. Ausbeute 1,5 g (85%,) X1V. Smp. 167°. [al¥
= +17,5° (¢ = 2, Methanol).

CyoHyyON,Cl - Ber. C44,69 H 7,87 N 1042 Cl13,199%
(268,7) Gef. ,, 44,79 ,, 7,98 ,, 10,50 ,, 13,24%

12.  No-(+)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-thveonyl-Nv-Z-L-o, y-diaminobuty-
#yl-Nv- BOC-L-a, y-diaminobuttersinre-methylester (I). 3 g (0,004 Moly N«-(+ )-6-Methyloctanoyl-
Nv-Z-L-g, y-diaminobutyryl-L-threonyl-N7-Z-L-, y-diaminobuttersdurehydrazid (XI) werden in
60 ml 60-proz. Essigsaure, 2,8 ml 38 HCI und 100 ml Essigester gelost. Nach Abfiltrieren von
wenig Unloslichem wird die Losung anf — 10° gekiihlt und mit 276 mg (0,004 Mol) NaNO, in 2 ml
Wasser versetzt., Nach 10 Min. Riihren bei —10° wird in einem Scheidetrichter auf Eiswasser ge-
gossen, dic Essigesterphase 3mal mit eiskalter 5-proz. NaHCO,-Losung gewaschen, mit Eiswasser
nachgewaschen und iiber Na, SO, getrocknet. Eine mégliche Triibung kann mit wenig DMF wieder
gelost werden. In der Zwischenzeit werden 1,1 g (0,004 Mol) N7»-BOC-L-o, y-diaminobuttersiure-
methylester-hydrochlorid (XIV) in 5 ml DMF gelost, in der Kélte mit 0,56 ml (0,004 Mol) Tridthyl-
amin versctzt, 5 Min. geschiittelt, das Tridthylamin-hydrochlorid abfiltriert und mit 5 ml DMF
nachgewaschen. Die beiden kalten Lésungen werden vereinigt, 1 Std. in Eis geriihrt und iiber
Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Dann wird mit 200 ml! Essigester verdiinnt und unter steter Eis-
kithlung mit eiskalter 5-proz. Zitronensaure, eiskalter 5-proz. NaHCO,-Losung und Wasser ge-
waschen, iiber Na, S0, getrocknet und eingedampft. Die Substanz wird aus Methanol/Wasser ge-
fallt. 3,5 g (80%) 1. Smp. 168-172°. [e]}¥ = —18,3° (¢ = 1,1, DMF).

CyH O N, (942,1)  Ber. €39,92 H 7,59 N10,419%  Gef. C59,99 H 7,58 N 10,689,

Schema 11
1. N%-BOC-Nv-Z-L-0, y-diaminobutyryl-NY-Z-L-o, y-diaminobutyyyl-L-threonin-methylester (X V).
2,2 g (0,0047 Mol) Nx-BOC-N?-Z-L-a,y-diaminobuttersiure-p-nitrophenylester (V) und 1,9 g
{0,0047 Mol) N¥-Z-L-g,p-diaminobutyryl-L-threonin-methylester-hydrochlorid (VII) werden zu-
sammen in 20 ml DM gelést, auf 0° gekithlt und mit 0,65 ml (0,0047 Mol) Tridthylamin versetzt.
Nach 3 Std. Rihren in Eis wird iiber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Darauf wird mit
Eiswasser gefallt, der cntstandene Gummi in Essigester extrahiert, diese Losung mit eiskalter
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5-proz. Zitronensiure, ciskalter 5-proz. NaHCO,-Losung und Wasser gewaschen, iiber Nay,SO,
getrocknet und eingedampft. Die anfallende Substanz wird aus Essigester/Ather kristallisiert.
Ausbeute 3 g (90%) XV. Smp. 163-165°. [a]}s = —8,0° (¢ = 2, DMF).

CoaHyyO Ny (701,7)  Ber. C5827 H 676 N9,99%  Gef. C5822 H6,67 N 996%

2. Nv-Z-v-a,y-diaminobutyryl-NY-Z-L-o, y-diamivobutyryl-L-threonin-methylester-hydrochlovid
(XVI). 2,5 g (0,0035 Mol) N«-BOC-Nv-Z-L-u,y-diaminobutyryl-N?-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-
threonin-methylester (XV) werden in 5 ml Trifluoressigsdure gelést. Nach 10 Min. stehen bei
Raumtemperatur wird die Losung eingedampft. Der ¢lige Riickstand wird in 20 ml 4x HCI/
Methanol geldst, nochmals zur Trocknc verdampft und der Riickstand aus Methanol/Ather kri-
stallisicrt. Ausbeute 2 g (90%). Smp. 249-250°. [o]¥ = +12,1° (¢ = 1,9, DMF).

CogHpOpNsCl  Ber. C 54,58 H 6,32 N 10,97 Cl5,56%
(638,1) Gef. ,, 54,51 ,, 639 , 11,14 ,, 573%

3. BOC-L-leucin-p-nitrophenylester (XVII). 2,19 g (0,01 Mol) BOC-L-leucin [23] werden zu-
sammen mit 1,39 g (0,01 Mol) p-Nitrophenol in 20 ml Essigester gelost, auf 0° gekiithlt und mit
2,1 g (0,01 Mol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Die Mischung wird 1 Std. bei Raumtemperatur
belassen, vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff abgenutscht und zur Trockne verdampft. Der
Riickstand wird aus Athanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 3,5 g (86%). Smp. 83-84°.
[«]3 = —44° (¢ = 2, DMF).

€17 H,,0,N, (352,3) Ber. C57,94 H 6,86 N 7,95% Gef. C57,60 H 692 N 7,93%

4. BOC-vL-leucyl-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyryl- Nv-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-thveonin-methylestey
(XVIII). 1,6 g (0,0024 Mol) N¥-Z-L-o, p-diaminobutyryl-N¥-Z-L-«,y-diaminobutyryl-L-threonin-
methylester-hydrochlorid (XVI) werden zusammen mit 0,9 g BOC-L-leucin-p-nitrophenylester
(XVII) in 15 ml DMF gelost und bei 0° mit 0,34 ml (0,0024 Mol) Tridthylamin versetzt. Die Lo-
sung wird 1 Std. in Eis gerithrt und iiber Nacht bei Raumtemperatur belassen. Nachher wird mit
Eiswasser gefillt, abgenutscht, mit eiskalter 5-proz. NaHCOg-Losung, Wasser, eiskalter 5-proz.
Zitronensdure und Wasser gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird aus Athanol/Wasser
umkristallisiert. Ausbeute 1,8 g (93%) XVIII. Smp. 223°. [o)¥ = —21,8° (¢ = 2, DMF).

CyoH;50,,Ng (814,9)  Ber. C 5895 H 7,17 N10,319%  Gef. C59,30 H 7,28 N 10,419

5. BOC-L-leucyl- Nv-Z-L-a, y-diaminobulyyyl- Nv-Z -L-a, p-diaminobutyryl-L-thyeoninhydvazid (11).
6,3 g (0,0077 Mol) BOC-L-leucyl-N¥-Z-L-a, y-diaminobutyryl-N?-Z-L-a, y-diaminobutyryl-r-
threonin-methylester (XVIII) werden in 30 ml DMF gelost, mit 4,5 ml Hydrazinhydrat versetzt
und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird mit Eiswasser gefillt, abgenutscht,
mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das Hydrazid wird aus Athanol/Wasser umgefalit. Aus-
beute 6 g (95%) II. Smp. 231-232°. [o]®¥ = —26,2° (¢ = 1,8, DMF).

CgoH5qO11Ng (815,0)  Ber. C57,47 H 7,17 N 13,78%  Gef. C57,63 H 6,88 N 13,70%

Schema III

1. Na- PHT-NV-Z-L-a, y-diaminobuttersiure (X IX). 50,4 g (0,2 Mol) N7-Z-L-a, y-diaminobutter-
sdure [19] und 30 g (0,2 Mol) Phtalsdureanhydrid werden in 500 m! Dioxan 20 Std. unter Riickfluss
bei eincr Olbadtemperatur von 110° erhitzt und dann abgekiihlt. Nach Filtration wird im Vakuum
eingedampft und der Riickstand noch 2mal mit Essigester zur Trockne verdampft. Der gelbe Sirup
wird in Essigester gelsst, 6mal mit 3x HCl, Zmal mit 6N HCI und 3mal mit Wasser gewaschen,
iiber MgSO, getrocknet, filtriert und cingedampft. Ausbeute 75 g (979%,) leicht gelber Honig. Er
wird direkt zur weiteren Synthese verwendet.

2. »-Phenylalanin-t-butylester-hydvochlovid (XX). 50 g (0,14 Mol) Z-p-phenylalanin-f-butyl-
ester [24] werden in 500 ml Methanol gelést und iiber Palladiumkohle hydriert. Nach beendeter
‘Wasserstoffaufnahme wird vom Katalysator abfiltriert und zur Trockne verdampft. Ausbeute
30 g O1 (93%). Dieses wird direkt weiterverwendet.

Charakterisierung von XX als Hydrochlorid. 2,2 g (0,01 Mol) p-Phenylalanin-t-butylester wer-
den in 100 ml Ather gelost, auf — 20° gekiihlt, mit 5 ml 25 HCl/Methanol (0,01 Mol) versetzt und
das Ganze 30 Min. bei —20° aufbewahrt. Dann werden die Kristalle abgenutscht, mit Ather ge-
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waschen und getrocknet. Das Hydrochlorid wird aus MethanoljAther umkristallisiert. Ausbeute
2,3 g (90%). Smp. 208-211°. [u]¥ = —41,1° (¢ == 2, DMF).

Cy3H00,NC1 (257,7) Ber. C60,57 H 7,82 Cl13,769, Gef. C 60,57 H 7,61 Cl14,099,

3. N%-PHT-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-t-butylester (XX1I). 3,8 g (0,01 Mol}
Ne-PHT-N7-Z-L-a,y-diaminobuttersdure (XI1X) werden zusammen mit 2,2 g (0,01 Mol) p-Phenyl-
alanin-f-butylcster in 30 ml Acetonitril gelést und bei —10° mit 2,1 g (0,01 Mol) DCCD versetzt.
Es wird 1 Std. bei —10° geriihrt und tiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Nachher wird vom
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, zur Trockne verdampft, der Riickstand in Ather geldst und die
Loésung nacheinander mit eiskalter 5-proz. Zitronensiure, eiskalter 5-proz. NaHCQ,-Losung und
Wasser gewaschen, iiber Na,S0O, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird aus Aceton/
Ather/Petroldther kristallisiert. Ausbeute 5,7 g (95%) XXI. Smp. 105-106°. [l = +26,1°
(c = 2,4, DMF}.

Cg3H3;0,N; (585,6) Ber. C67,68 H 6,02 N 7,189  Gef. C67,94 H 6,14 N 7,189,

4. NY-Z-L-a,y-diaminobutyvyl-D-phenylalanin-t-butylester-hydrochlovid (I'I11). 6,3 g (0,013 Mol)
N«-PHT-N?-Z-L-a, y-diaminobutyryl-p-phenylalanin-i-butylester (X XI) werden in 50 ml Athanol
gelost, mit 0,7 ml (0,013 Mol) Hydrazinhydrat versetzt und 1 Std. unter Riickfluss auf dem Dampf-
bad erhitzt. Darauf wird in Eis gekiihlt, abfiltriert und zur Trockne verdampft. Der Riickstand
wird in Ather gelost, die Losung filtriert und zur Trockne verdampft. Ausbeute 4,3 g Ol Dieses
wird in 100 ml Ather geldst, auf - 15° gekiihlt und mit 6 ml 25 HCI in Methanol versetzt. Nach
Zusatz von Petroldther bis zur Triibung wird bei —15° aufbewahrt, wobei Kristallisation eintritt.
Es wird abgenutscht und getrocknet. Das Hydrochlorid wird aus wenig Methanol und viel Ather
umbkristallisiert. Ausbeute 5,5 g (83%) IIL. Smp. 185-188°. [a]f§ = +29,4° (¢ = 2, DMF).

CosH,, O, N,CL (492,0) Ber. C61,02 H 6,9 Cl17,209%, Gef. C60,79 H 7,16 Ci7,389,

Synthese des cyclischen Decapeptides 7¢ XXV (Fig. 4)

1. No-(+)-6-Methyloctanoyl Nv-Z-L-a,y-diaminobutyryl-L-thveonyl- Nv-Z-L-u, y-diaminobutyryl-
NY-[BOC-L-leucyl- NY-Z-L-a,y-diaminobutyryl- Nv-Z -L-o, y-diaminobutyryl-L-threonyl) -L-c, y-di-
aminobutiersiure-meihylester (XXII). 6,6 g (0,007 Mol) Ne-(+)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-r-q, -
diaminobutyryl-L-threonyl-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyryl-N7-BOC-L-¢, y-diaminobuttersiure-me-
thylester (I) werden mit 30 ml Trifluoressigsdure 40 Min. bei Raumtemperatur geschiittelt, wobei
vollstindige Losung eintritt. Dann wird in Eis gekiihlt, mit eiskaltem Ather gefillt. Der Nicder-
schlag wird abgenutscht, mit Ather gewaschen, getrocknet, dann in Methanol gelost und die
Loésung mit 1,9 ml (0,0075 Mol) 4~ HCI in Methanol versetzt und abgedampft. Der Riickstand
wird in Methanol gelst, die Losung mit Ather gefallt, der Niederschlag abgenutscht, mit Ather ge-
waschen und getrocknct. Das Ninhydrin-positive, plattenchromatographisch reine Tetrapeptid-
hydrochlorid wird direkt verwendet.

2,3 g (0,0027 Mol) BOC-r-leucyl-N¥-Z-L-a, y-diaminobutyryl-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyryl-L-
threonin-hydrazid (II) werden in 40 ml DMF geldst, auf —12° gekiihlt und tropfenweise mit
10,8 ml (0,0108 Mol) 1nx HCI versetzt. Anschliessend wird die Lésung tropfenweise mit 3,2 ml
(0,0032 Mol) 1~ NaNO,-Losung versetzt und 5 Min. bei — 12° geriihrt. Nun wird das Azid langsam
mit auf —12° vorgekiihlter 20-proz. NaCl-Lésung ausgefillt, abgenutscht, mit eiskalter 5-proz.
NaHCO,-Losung und Eiswasser gewaschen und scharf abgepresst. Inzwischen werden 2,4 g
(0,0027 Mol) des obigen Tctrapeptid-hydrochlorids in 20 ml DMF geldst und bei 0° mit 0,38 ml
(0,0027 Mol) Tridthylamin versetzt. Nach 5 Min. Riihren wird filtriert und das Azid in das Filtrat
cingetragen. Die Reaktionsmischung wird bis zur vollstindigen Losung des Azids geriihrt und iiber
Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Am andern Morgen wird das entstandene Gel mit 200 ml Athanol
verrieben, abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Es wird nochmals aus
DMF/Athanol umgefallt. Ausbeute 2,8 g (619,) XXII. Smp. 216-218°. [} = —26,1° (c = 2, DMF).
CaH 137005 Ny3 (1624,8)  Ber. C59,87 H 7,26 N 11,21% Gef. €59,94 H 7,03 N 11,229,

2. Ne-(+)-6-Methyloctanoyl-N7-Z-L-o, y-diaminobutyryl-L-thveonyl- Nv-Z -L-a, y-diaminobutyvyl-
NY-[BOC-vL-leucyl-NV-Z-L-a, y-diaminobutyryl-Nv-Z-L-u, y- diaminobutvryl-L-threonyl]-L-o, y-di-
aminobutlersiurehydrazid (XXIII). 6 g (0,0037 Mol) Octapeptidester XXII werden in 50 ml DMF
gelést und bei Raumtemperatur mit 2 ml Hydrazinhydrat versetzt. Nach Stehen der Losung iiber
Nacht wird das entstandene Gel mit Wasser verrieben, abgenutscht, mit Wasser gewaschen und
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getrocknet. Das Hydrazid wird aus DMF/Wasser umgefiilt. Ausbeute 5 g (849,) XXIII. Smp.
238-239°. [«]¥ = —18,5° (¢ = 0,8, DMF).

CaoHi70Nys (1624,8) Ber. € 59,13 H 7,26 N 12,93% Gef. C 5883 H 7,22 N 13,00%

3. No-(+)-6-Methyloctanoyl-Nv-Z-L-u, y-diaminobutyyryl-L-thveonyl-NY-Z-L-a, y-diaminobutyryl-
N7-[BOC-L-leucyl- Nv-Z -L-w, y-diaminobutyryl-Nv-Z -L-&, y-diaminobulyyryl-L-thveonyl] - L-o, y-di-
aminobutyryl- Nv-Z-L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-t-butylester (XXIV) (Fig. 7). 0,8 g (0,49
mMol) Octapeptid-hydrazid XXIII werden in 15 ml DMF gelost, auf — 12° gekiihlt, langsam mit
1,96 ml (1,96 mMol) 1~ HCI und anschliessend mit 0,58 ml (0,58 mMol) I1n NaNO,-I.dsung ver-
setzt. Nach 5 Min. Riihren bei —12° wird das Azid mit auf — 12° vorgekiihlter 20-proz. NaCl-
Losung gefillt, abgenutscht, mit eiskalter 20-proz. NaHCO;-Losung und Eiswasser gewaschen und
scharf abgepresst. Unterdessen werden 246 mg (0,49 mMol) N?-Z-L-a, p-diaminobutyryl-p-phenyl-
alanin-f-butylester-hydrochlorid (I1I) in 5 ml DMF geldst und bei 0° mit 0,068 ml (0,49 mMol)
Tridthylamin versetzt. Nach 5 Min, Rithren wird abfiltriert und das Azid im eiskalten Filtrat ge-
1ost. Nach volistindiger Lésung wird iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt und darauf das ent-
standene Gel mit 100 ml Athanol verrieben, abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen und
getrocknet. Das so erhaltene Produkt wird aus DMF/Wasser umgefilit. Ausbeute 0,7 g (69%,)
XXIV. Smp. 224° (mit 2 DMF). [¢]¥=: —20,3° (¢ = 1,2, DMF).

CrosF1asO0 N1, 2C,HL,ON  Ber. C 60,75 H 7,35 N 11,499
(2194,6) Gef. ,, 60,79 ,, 7,21 ,, 11,46%

4. Abspaltung dev Schutzgruppen in XX 1V an den Kettenenden 1 und 7 und Cyclisierung. 2 g des
geschiitzten Decapeptides X XIV werden 15 Min. mit 4 mil Trifluoressigsidure bei Raumtemperatur
geschiittelt, wobei vollstindige Lésung eintritt. Darauf wird in Eis gekiihlt, mit eiskaltem Ather
gefillt, der Niederschlag abgenutscht, mit Ather gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird
anschliessend in wenig DMF gelost. Die Losung wird mit etwas Pyridin alkalisch gestellt und dann
mit Wasser gefillt. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit Wasser und Ather gewaschen und ge-
trocknet. Ausbeute 1,9 g, die direkt zur Cyclisierung verwendet werden.

Die Losung von 5,2 g dieses Produktes in 6,51 wird unter kréftigem Riihren zu einer Ldsung
von 208 g DCCD in 26 1 Dioxan getropit. Die Losung wird 31/, Tage bei Raumtemperatur geriihrt,
darauf mit 230 ml 50-proz. Essigsaure versetzt und bei 35° auf ca. 1 1 konzentriert. Vom ausge-
fallenen Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht und das Filtrat zur Trockne verdampft. Der
Rickstand wird in 500 ml DMF gel$st, die Losung von einer weiteren Menge Dicyclohexylharn-
stoff abgenutscht und erneut bei 35° zur Trockne verdampft. Dieser Prozess wird noch 3mal wie-
derholt. Dann wird in 100 ml DMF geldst und in 1,51 Ather/Petrolidther 2:1 ausgeriihrt, der Nie-
derschlag abgenutscht, mit Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute an Rohprodukt 4,2 g.

5. Entfernung dev Schutzgruppen aus dem Roh-Cyclisierungsprodukt. 3,5 g dieses Rohproduktes
werden in 800 m! fliissigem Ammoniak gelést und mit Na bis zu einer 20 Min. bestehenden Blau-
farbung reduziert. Dann werden 2,3 g Ammoniumchlorid zugegeben, das Ammoniak verdampift
und letzte Spuren durch Evakuieren im Wasserstrahlvakuum entfernt. Der Riickstand wird in
100 ml Eiswasser gelost, die Losung bei 0° mit 6N HCI auf pH 6 gestellt, filtriert und das Filtrat
Iyophilisiert. Man erhilt 7,4 g Rohprodukt mit einer Aktivitit von 340 E/mg gegen Brucella
bronchiseptica A TCC 4617.

6. Reinigung des Cyclisierungsprodukies. — a) Gegenstromuverieilung: Das Rohprodukt (7,4 g
entsprechend ca. 2,5 Millionen Einheiten) wurde einer multiplikativen Verteilung iiber 188 Stufen
im System x-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40:10:5:45) unterworfen (Fig. 6). Die Verteilungs-
kurve erhielten wir durch Umsetzen von je 0,2 ml unterer Phase mit Forin-DEeNis-Reagens und
Bestimmung der optischen Dichte bei 750 nm [25]. Die vereinigten Glischeninhalte 115-134 wur-
den im Hochvakuum bei 20° konzentriert und anschliessend lyophilisiert. Nach Zmaligem Lyophi-
lisieren erhélt man 300 mg farbloses, lockeres Pulver mit einer Aktivitdt von 2450 E/mg gegen
Brucella bronchiseptica ATCC 4677.

b) Umfillen iiber die freie Base: Dic lyophilisierte Verteilungs-Hauptfraktion wurde in ca.
5 ml Wasser geldst und unter Eis-Kochsalzkiithlung 15-20 Min. NH; eingeleitet. Anschliessend
wurde die Fillung abzentrifugiert, 3mal mit 5-proz. eiskaltem Ammoniak gewaschen, in Wasser
suspendiert und 2mal lyophilisiert. Darauf wurde die Base in der berechneten Menge 0,18 HCI
gelost und die ganze Operation des Umfillens iiber die freie Base noch 2mal wiederholt. Nach der
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3. Fallung verbleiben ca. 70 mg farblosc Base mit einer Aktivitit in vitro von 5520 E/mg gegen
Klebsiella pneumoniae ATCC 70737.

ca 50 248 2'450  1°333 Aktivitat in E mg.
6300 430 300 410 Gewicht pro Fraki.in mg.
315'Q00 107°500 735'000 457°000 Aktivitdt pro Fraktion

total 1'704'500 E

105114

0-60 61-104

A

0.1

log. 1%1 (750 m p)
o
N
1

C
0 T T T

T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 Glaschen - Nr.

Fig. 6. Gegenstromverteilung des Cyclisierungs- Rohproduktes im System n- Butanol| Pyvidin|Eis-
essig|Wasser (40:70:5:45)

c) Kristallisation als Ovthophosphat: Eine Lbsung von 56 mg Base in 0,75 ml H,PO,-T.6sung
(2,2 g 85-proz. H;PO, mit Wasser auf 50 ml aufgefiillt) wurde in der Siedehitze bis zur beginnenden
Triibung tropfenweise mit abs. Athanol versetzt, dann wurde langsam auf Raumtemperatur ab-
gekithlt und tiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt. Darauf wurde das Kristallisat abgenutscht,
mit kaltem abs. Alkohol gewaschen und bei Ranmtemperatur im Vakuumexsikkator iiber konz.
H,S0O, getrocknet. Ausbeute 54 mg. Zum Umkristallisieren wurde es in 2 ml abs. Alkohol suspen-
diert und unter Erhitzen auf dem Dampibad durch tropfenweisen Zusatz von heissem Wasser in
Ldsung gebracht. Die Losung wurde filtriert, das Filtrat in der Siedehitze bis zur bleibenden
Triibung mit abs. Alkohol versetzt, die Tritbung mit 1-2 Tropfen der verdiinnten H,PO,-I.6sung
eben zum Verschwinden gebracht und die Losung langsam abgekiihlt und darauf iiber Nacht im
Eiskasten aufbewahrt. Nach Abnutschen, Waschen mit eiskaltem Alkohol und Trocknen bei
Raumtemperatur im Vakuumexsiccator iiber konz. H,SO, verbliecben 45 mg farblose, feine
Nadeln, deren analytische Charakterisierung in Tabelle 1 zusammengefasst ist.

7. Abbauversuche mit Nagarse. Ansdtze: Je 2 mg natiirliches B,-Pentaphosphat und syntheti-
sches 7e-(all-L-Dab)-pentaphosphat und Cycloheptapeptid 7« (1’-p-Dab) wurden in je 0,75 ml
Ammoniumacetat/NaHCOg-Puffer, pH 8,0 (0,05M), geldst und je mit 0,25 ml Enzymidsung, ent-
haltend 0,08 mg Nagarse (Enzym-Substrat-Gewichtsverhiltnis 1:25) versetzt. Wihrend der
Inkubation bei 37° wurden nach 3, 6 und 24 Std. aliquote Proben von je 0,20 ml entnommen, mit
1 Tropfen Ameisensdure versetzt, im Vakuumexsikkator iiber KOH eingedampft, in 0,2 ml Wasser
wieder gelost und von diescr Losung zur Diinnschichtchromatographic je 2 ul anfgetragen. Laui-
mittel: »-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30:20:6:24; Anfirbung: Ninhydrin-Reagens.

Ergebnisse: Das natiirliche B; und das synthetische 7o (all-L-Dab) B, verhalten sich unter-
einander, sowohl im qualitativen wie im quantitativen Ablauf der Spaltung, vollstindig gleich,
wahrend das cyclische Decapeptid 7o (1-D-Dab) cin anderes Abbaubild ergibt.

8. Heystellung dev Nickelkomplexe und Rotationsdispersionsmessung. Die Nickelkomplexe wur-
den durch Zusammengeben von dquimolaren Mengen Peptid und Nickelsulfat sowie Einstellen des
pH mit 0,1x NaOH auf pH 9,4 hergestellt. Die Peptidkonzentration (Pentahydrochlorid) in der
Endlésung betrug etwa 0,19%,.

Die RD.-Spektren wurden in unserer physikalisch-chemischen Abteilung von Dr. F. BURk-
HARDT mit einem automatischen, selbstabgleichenden Polarimeter aufgenommen.
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SUMMARY
The synthesis of the cycloheptapeptide 7« (Fig. 4) containing the «, y-diamino-

butyric acid residues only in the L form, and its cristallization as pentaphosphate are
reported. This latter substance proved to be in all respects identical with the cristal-
line penta- phosphate of natural polymyxine B;.
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