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17. Synthesen in der Polymyxin-Reihe
5. Mitteilung?)

Synthese des cyclischen Decapeptids 8c
von R. O. Studer, K. Vogler und W. Lergier
(3. XII. 60)

In unserer 1. Mitteilung?) haben wir dargelegt, dass fiir das Polypeptidanti-
bioticum Polymyxin B, nach den Abbauergebnissen3) vier Strukturen vorgeschlagen
worden sind. Die Bezifferung und die Abkiirzungen wurden in der 4. Mitteilung?)
behandelt, welche die Synthese des cyclischen Decapeptids 8y zum Gegenstand
hatte. Dieses war mit dem natiirlichen Polymyxin B, nicht identisch, was vor allem
an Hand der verschiedenen spezifischen Drehung und der geringeren mikrobiolo-
gischen Aktivitit gegen Brucella bronchiseptica ATTC 4617 (10-159, des Natur-
produktes) ¢n vitro festgestellt worden ist.

In der vorliegenden Mitteilung wird die Synthese des cyclischen Decapeptids 8«
beschrieben, welches 8 Aminosduren im Ring und eine a-verkniipfte Seitenkette
besitzt. Wie spéter ausgefiihrt wird, ist auch dieses totalsynthetische Produkt nicht
mit dem natiirlichen Polymyxin B, identisch, was vor allem aus der viel geringeren
mikrobiologischen Aktivitdt gegen Brucella bronchiseptica ATTC 4617 (ca. 159, des
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Fig. 1. Ubergang vom volistindig geschiitzten, vevzweigten, offenkettigen Decapeptid XV zum
cyclischen Endprodukt

1) 4. Mitteilung: K. VoGLER, R. O. STuDER, W. LERGIER & P. Lanz, Helv. 43, 1751 (1960). — Die
vorliegenden Ergebnisse wurden auszugsweise vorgetragen an der Sommerversammlung
der Schweizerischen Chemischen Gesellschaft in Aarau am 24. September 1960.

2} K. VoGgLER & P. Lawnz, Helv. 43, 270 (1960).

3) W. HausmanyN, J. Amer. chem. Soc. 78, 3663 (1956); G. BizerTE & M. DAUTREVEAUX,
Bull. Soc. Chim. biol. 39, 795 (1957).
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Naturproduktes) hervorgeht. Dies fiihrt zum Schluss, dass im natiirlichen Poly-
myxin B, kein Ring aus 8 Aminosiduren vorhanden ist. Es ist jedoch sehr interessant,
dass zwischen den Strukturen 8« und 8y kein wesentlicher Unterschied in der bio-
logischen Aktivitit gegen Brucella bromchiseptica in vitro festgestellt wurde. In
beiden Fillen belauft sich die Aktivitdt auf ca. 15%, des Naturproduktes.

Analog zu unserer Synthese des Produktes 8y4) wurde auch hier zuerst das voll-
stindig geschiitzte, verzweigte Decapeptid 8« aufgebaut (Fig. 1, XV).

Dieses konnte aus den beiden Pentapeptiden Ipel-1--5 und 1’'-5’ zusammengesetzt
werden, von denen das letztere Gegenstand unserer 1. Mitteilung ) war. Die Synthese
des Pentapeptids Ipel-1-5 geht aus dem Reaktionsschema in Fig. 25} hervor.
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Fig. 2. Synthese des Pentapeptids Ipel-1-5

Das Dipeptid N*Z-N"-Tos-D-u,y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester (V)
wird entweder durch Azidkupplung aus IV oder durch Offnung des Pyrrolidons I11
mit L-Threonin-methylester erhalten. Entfernung der N*-Carbobenzyloxygruppe
durch katalytische Hydrierung und Einfithrung der Isopelargonsiure nach der
Siurechloridmethode liefert den Dipeptidester VII, welcher iber das Hydrazid und
Azid mit dem Tripeptid XI zum Pentapeptid XII verkniipft wird. Die Synthese
des Tripeptids X erfolgt iiber das Dipeptid IX, welches durch Azidkupplung aus
N*-Z-N?-Tos-L-a,y-diaminobuttersiure-hydrazid und p-Phenylalanin-methylester er-
halten wird. Decarbobenzoxylierung von IX mit HBr/Eisessig und Einfithrung der
N*-For-N?-Z-1-a, y-diaminobuttersdure nach dem Dicyclohexyl-carbodiimid-Ver-
4) K. VoGLER, P. Lanz, W. LErRGIER & R. O. STupER, Helv. 43, 574 (1960); siehe auch

K. VoGLER, J. WtrscH, R. O. STuper & P. LanNz, Chimia 74, 379 (1960).

%) Uber die Abkiirzungen vgl. 1. Mitteilung?), Fussnote 9 (Dab = a,y-Diaminobuttersiure,
Ipel = Isopelargonsiure, (+ )-6-Methyloctansidure).
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fahren liefert X. Die zur Einfithrung der Seitenkette VIII notwendige «-Amino-
gruppe wird aus X durch Deformylierung in Dimethylformamid mit methanolischer
Salzsdure erhalten. Das Pentapeptid XII wird durch katalytische Hydrierung von
der N¥-Carbobenzyloxygruppe in Stellung 3 befreit und mit dem Pentapeptid?)
1'-5" (Fig. 1) entweder nach der Azid- oder Dicyclohexyl-carbodiimid-Methode zum
geschiitzten, verzweigten Decapeptid XV kondensiert. Dieses wird durch Umféllen
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Fig. 3. Das cyclische Decapeptid So

aus Dimethylformamid/Methanol als farbloses Pulver, welches sich bei 244-245°
zersetzt, erhalten. Es ist in den meisten organischen Losungsmitteln unléslich, mit
Ausnahme von Dimethylformamid, Dimethylsulfoxyd, Eisessig und wasserfreier Tri-
fluoressigsdure. XV wurde neben der Mikroanalyse auch noch durch UV.-Messung
charakterisiert. Es wies bei 256 my ein ¢ von 1692 auf, wihrend der berechnete Wert
aus 3 Z-, 2 Tos- und einem Phenylalanin-Rest fiir ein Molgewicht von 1974,3 1712
betrigtt) (Abweichung 1,39%,).

Das geschiitzte Decapeptid XV (Fig. 1) wird darauf in wasserfreier Trifluoressig-
sdure geldst und mit trockener methanolischer Salzsiure zu XVI deformyliert?!). Das
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Decapeptid fallt dabei schon nach kurzer Zeit aus, doch geniigt die Methode zur
vollstindigen Freilegung der Aminogruppe in 1’-Stellung, was mit Hilfe der quanti-
tativen Ninhydrinreaktion®) bestitigt werden konnte. Es kann allerdings vor-
kommen, dass die Aminogruppe nicht in einem Arbeitsgang vollstindig freigelegt
wird. In diesem Fall ist die Reaktion zu wiederholen. Es scheint, dass die Deformy-
lierung mit HCl/Methanol und Dimethylformamid als Loésungsvermittler, wie in
einer spiteren Mitteilung dargelegt wird, bessere Resultate ergibt. Anschliessend
wird die Estergruppe in Dimethylsulfoxyd mit NaOH bei Zimmertemperatur ver-
seift und die Freilegung der Carboxylgruppe unter Bildung von XVII durch Mikro-
titration nachgewiesen. Die Cyclisierung von XVII erfolgt in einer stark verdiinnten
Dimethylformamid/Dioxan-Lésung mit einer 300fachen Menge an Dicyclohexyl-
carbodiimid?).

Das nach verschiedentlichem Umfillen erhaltene rohe Cyclisierungsprodukt
wurde direkt mit Na in fliissigem NH,7) von den restlichen Schutzgruppen befreit
und durch Gegenstromverteilung im System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser
(40:10:5:45) gereinigt. Die dabei erhaltene, schon fast reine Substanz wurde mit
Hilfe von chromatographischen Verfahren weitergereinigt und konnte in Form eines
farblosen Lyophilisates als Pentahydrochlorid isoliert werden.

Der Syntheseweg, das verschiedene chromatographische Verhalten gegeniiber
dem offenen Decapeptid, die durch quantitative Ninhydrinbestimmung und Chlor-
analyse bestimmten 5 Aminogruppen und die Abwesenheit von DNP-Leucin nach
Dinitrophenylierung und Totalhydrolyse bestitigen die cyclische Struktur 8« (Fig. 3)
des Endproduktes.

Experimenteller Teil?)

1. Nv-Tos-p-a,y-diaminobutterséure (I). NY-Tos-D-o,p-diaminobuttersdure wird entspre-
chend der Vorschrift von PopuSxa & Rupinger?) fiir das r-Tsomere erhalten durch Tosy-
lierung des Cu-Komplexes. Smp. 220-221°, [oz]?)1 = —20,8° (¢ == 6 in 6~ HCI).

CpyH,,0,N,S (272,3)  Ber. C48,52 H 592 N 10,29%  Gef. C 48,29 H 565 N 10,30%

2. N*-Z-Nv-Tos-p-a,y-diaminobuttersiure (II). Die N*-Z-N?-Tos-D-a,y-diaminobuttersiure
wird durch Carbobenzoxylierung der N?-Tos-p-a,y-diaminobuttersiaure crhalten entsprechend
der Vorschrift fiir die N®.Z-N¥-Tos-L-a,y-diaminobuttersiure?). Smp. 118-119°, [a]}® =
+14,0°.

CoH,,0,N,S (406,4)  Ber. C 56,15 H 546 S7,88%  Gef. C56,19 H 5,51 S7,939%

3. 71-Tos-p-3-cavbobenzoxyamino-pyrrolidon-(2) (I11I}. Dieses wird wie das entsprechende L-
Pyrrolidon dargestellt®®). Smp. 180-181°, [a]¥ = —6,75°.

CpoHaO;N,S (389,37) Ber. C 58,76 H 517 N7219% Gef. C5893 H510 N 7,38Y%

4, Na-Z-N7v-Tos-D-a, y-diaminobutiersiurehydrvazid (IV). Das Hydrazid wird dargestelit durch
Ring6ffnung des Pyrrolidons mit Hydrazin nach der Methode von PopuSka & RUDINGER?) fiir
die L-Verbindung. Smp. 139-139,5°, [a]} = +5,0° (¢ = 4 in Eisessig).

CoHp OsN, S (420,4) Ber. C54,28 H 5,75 N 13,33%  Gef. C54,15 H 5,72 N 13,509,

8) Vgl. exper. Teil.

7)1 V. pu VieNEaUD & O. K. BerrEws, J. biol. Chemistry 777, 27 (1937).

8) Die Smp. wurden auf einem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Drehungen
wurden, wenn nichts anderes angegeben, in Dimethylformamid bei ¢ = 2 bestimmt. Fehler-
grenze 4 2° Die Analysenmuster wurden 18 Std. iiber P,Oy bei 0,01 Torr und, wenn nichts
besonderes angegeben, bei 110° getrocknet.

9) K. Popu$ka & J. RUDINGER, Coll. Czech. Chem. Commun. 24, 3449 (1959).
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5. No-Z-N7/-Tos-D-a, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester (V). ~ a) Durch Azidhupplung10):
21 g (0,05 Mol) N2-Z-N7-Tos-D-a, y-diaminobuttersiurehydrazid (IV) werden in 200 ml 60-proz.
Essigsdure und 36,6 ml 35 HCI (0,11 Mol) gelést, mit 200 ml Ather iiberschichtet und auf —10°
gekiihlt. 3,56 g (0,051 Mol) Natriumnitrit in 10 ml Wasser werden portionenweise zugegeben und
anschliessend wird noch 5 Min. bei —10° geriihrt. Die dtherische Azidlésung wird 3mal mit
kalter, gesittigter Kochsalzlésung gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet und zu einer vorgekiihlten
Losung von 7,2 g (0,055 Mol) r-Threonin-methylester?) in 100 ml Dioxan-Ather (1:1) filtriert.
Nach Zugabe von 30 ml Eisessig wird die Reaktionslosung iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt
und darauf zur Trockne eingedampit. Der sirupartige Riickstand wird in Essigester aufgenommen
und der Reihe nach mit Wasser, 5-proz. Natriumhydrogencarbonatlosung, Wasser, 1N HCI und
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und zur Trockne verdampft. Aus Essigester/Ather
wird ein kristallisiertes Produkt erhalten. Ausbeute 17 g (65%), Smp. 157-158°. Zur Analyse
wurde nochmals aus Essigester/Ather umkristallisiert. Smp. 157-158°, [«]¥ = +4,25°.

CyeH;,O4N,S (521,57)  Ber. € 55,26 H 599 N 805%  Gef. C 5553 H581 N 835%

b) Durch Offnung des Pyrvolidonringes®): 3,8 g (0,01 Mol) 1-Tos-p-3-carbobenzoxyamino-
pyrrolidon-(2) (III) werden mit 2,7 g (0,02 Mol) L-Threonin-methylester und 3,6 ml Nitromethan
1 Std. auf 100° unter Riickfluss erhitzt, wobei eine klare Losung entsteht. Nach dem Abkiihlen
wird mit Essigester verdiinnt und mit Wasser, 5-proz. Natriumhydrogencarbonat, Wasser, 1n HCl
und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und zur Trockne verdampft. Die Kristallisation
erfolgt aus Essigester/Ather. Ausbeute 3,2g (309, bezogen auf L-Threonin-methylester). Smp. 148
150°. Durch nochmalige Umkristallisation steigt der Smp. auf 155-156°.

6. Nv-Tos-D-a, y-diaminobutyryl-L-thveonin-methylester-hydvochlorid (VI). 40 g (0,077 Mol) des
Dipeptidesters V werden in 500 ml Methanol und 12,8 ml (0,077 Mol) 6N HCl geldst und mit
5-proz. Pd-Kohle hydriert. Nach der Hydrierung wird vom Katalysator abfiltriert, mit Methanol
nachgewaschen und das Filtrat bei 40° im Vakuum eingedampft. Das Produkt wird aus Methanol/
Ather umgefillt. Ausbeute 30 g (92%). [a]}'® = —29,3°, & bei 257 mpu = 463 (52,15 mg%,
Feinsprit), ¢ ber. = 452. Das Analysenmuster wurde aus Dioxan kristallin mit 1 Mol L3sungs-
mittel erhalten. Smp. 122-123°,

CgHpsON,CIS, C,H,0, Ber. C 46,90 H 6,69 N 821 Cl6,92%
(512,02) Gef. ,, 46,95 ,, 649 ,, 820 ,, 7,02%

7. Ne-Isopelavgonyl-N7-Tos-D-u, y-diaminobutyryl-L-thveonin-methylester (VII). 4,6 ml Iso-
pelargonsiure!?) (0,025 Mol) werden in 160 ml abs. Ather geldst und mit 16 ml Thionylchlorid
(0,31 Mol) 1 Std. unter Riickfluss erwdrmt. Darauf wird zur Trockne verdampft. Der sirupartige
Rickstand wird in 40 ml Dioxan geldst und zu einer gekithlten Losung von 9,6 g (0,023 Mol)
N?-Tos-p-a, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester-hydrochlorid (VI) in 80 ml Dioxan und
6,28 ml (0,046 Mol) Triathylamin gegeben. Die Reaktionsmischung wird 5 Std. bei Zimmer-
temperatur geschiittelt; darauf wird das Dioxan durch Essigester ersetzt. Die Essigesterlésung
wird mit Wasser, 1N NH,, Wasser, 18 HC] und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
cingedampft. Die aus Essigester/Ather kristallisierende Substanz wird aus Methanol/Wasser
umkristallisiert. Ausbeute 8,2 g (62%). Smp. 133-134°, [«]2® = +28,7°.

CysHyy N,0,S (527,65) Ber. € 56,90 H 7,83 N 7,99%  Gef. C 57,25 H 7,57 N 7,93%

8. Nx-Isopelavgonyl-NY-Tos-D-a, y-diaminobutyryl-L-threonin-hydrazid (VIIIy. 1 g Dipeptid-
ester VII wird in 5 ml Methanol gelést und mit 0,5 ml Hydrazinhydrat versetzt. Die Losung
wird {iber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Dann wird das entstandene Gel mit Wasser
verrieben, filtriert und mit viel Wasser gewaschen. Das Hydrazid wird aus Methanol/Wasser
umgefillt. Ausbeute 0,8 g (80%,). Smp. 184-185°, (a3 = +17,15°.

CouHy OgN,S (527,66) Ber. C 54,62 H 7,83 N 13,279%  Gef. C54,76 H 7,61 N 13,43%

9. N®-Z-NV-Tos-L-a,y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylestey (IX). 38g (0,09 Mol)
Ne.Z-N¥-Tos-L-a, y-diaminobuttersdurehydrazid werden in 396 ml 60-proz. Essigsdure und 31 ml
6N HCl geldst, mit 500 ml Ather versetzt und auf —10° gekiihlt. Langsam werden 6,9 g (0,1 Mol)
Natriumnitrit in 30 ml Wasser zugegeben, worauf die Reaktionsmischung noch 5 Min. auf —10°

19) XK. PopuSka & J. RUDINGER, Coll. Czech. Chem. Commun. 22, 1283 (1957).
) K. VocLER & L. H. CHOPARD-DIT-JEAN, Helv. 43, 280 (1960).
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gehalten wird. Die &therische Azidlgsung wird mit kalter, gesittigter Kochsalzlosung 3mal
gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und zu einer auf — 10° gekithlten Loésung von 19,4 g (0,108
Mol) p-Phenylalanin-methylester4) in 100 ml Dioxan/Ather (1:1) filtriert. Nach Zugabe von
45 ml Eisessig wird die Losung iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt, Nach dem Eindampfen
wird der 6lige Riickstand in Essigester aufgenommen, mit Wasser, 5-proz. Natriumhydrogen-
carbonatlésung, Wasser, In HCl und Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und
eingedampft. Die Kristallisation erfolgt unter Petroldther. Das Dipeptid wird aus Essigester/
Ather/Petrolither umkristallisiert. Ausbeute 32,8 g (64%). Zur Analyse wird nochmals aus
Essigester/Ather/Petrolather umkristallisiert. Smp. 158-159°, [«)2} = 4 8,7° (¢ = 3 in DMF).

CyoHys0;N,S (567,64)  Ber. C 61,36 H 586 N 7,40%  Gef. C61,29 H 557 N7,37%

10. N%-Foy- N?-Z-L-a, p-diaminobutyryl-Nv-Tos-L-a, y-diaminobutyryl-pD-phenylalanin -methyl-
ester (X)}. 30 g (0,053 Mol) Dipeptidester IX werden mit 50 ml HBr/Eisessig 1 Std. bei Raum-
temperatur geschiittelt. Darauf wird das Hydrobromid mit Ather ausgefdllt, die iiberstehende
Losung abgesaugt und durch frischen Ather ersetzt. Dieser Waschprozess wird noch 4mal wieder-
holt. Darauf wird der restliche Ather im Wasserstrahlvakuum entfernt, der Riickstand in 100 ml
Eiswasser gelost, das pH mit konz. NH,; auf 10-11 gestellt und der freie Dipeptidester mit
Essigester extrahiert. Die Essigesterlosung wird 2mal mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und eingedampft. Ausbeute 21,2 g (929%,) OL

Dieses Ol wird direkt mit N*-For-N7-Z-L-a, p-diaminobuttersdure in Dimethylformamid mit
Hilfe von Dicyclohexyl-carbodiimid zum Tripeptid X gekuppelt?).

11. Nv-Z-L-a,y-Diaminobutyryl-Nv-Tos-L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-meihylesier (X 1)
als Hydvochlorid. 3 g (0,0043 Mol) Tripeptid X werden in 30 ml Dimethylformamid gelost, in
Eis gekiihlt und mit 60 ml 4N HCl/Methanol versetzt. Die Loésung wird 24 Std. bei Raumtempe-
ratur aufbewahrt und darauf bei 40° zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird mit Eiswasser
versetzt und die Substanz mit Essigester extrahiert. Die Essigesterldsung wird 2mal mit Wasser
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird noch 1mal
mit 20 ml 4~ HCl/Methanol verdampft, darauf noch 2mal in Methanol gelést und wieder ein-
gedampit. Die Substanz wird aus Essigester/Ather gefallt. Ausbeute 2,4 g (75%). [a]}® =
+15,3°.

CyHyOgN; CIS (704,2)  Ber. € 56,28 H 6,01 C15,039, Gef. C56,57 H 5,85 Cl4,74%

12.N*-Isopelargonyl-N7-Tos-D-a, y-diaminobutyyryl-L-threonyl-NY-Z-L-a, y-diaminobutyryl-N7v-
Tos-L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester (X11I). 5,27 g (0,01 Mol) Dipeptidhydrazid
VIII werden in 100 ml 60-proz. Essigsdurc und 7 ml (0,021 Mol) 3~ HCI geldst und mit 200 ml
Ather iiberschichtet. Die auf — 10° gekiihlte Lésung wird portionenweise mit 0,76 g (0,011 Mol)
Natriumnitrit in 5 ml Wasser versetzt und 5 Min. bei —10° geriihrt. Nach Abtrennung der dthe-
rischen Azidlosung wird diese mit kalter 5-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung und kaltem
‘Wasser gewaschen, liber Na,50, getrocknet und zu einer vorgekiihlten Lésung von 7,04 g (0,01
Mol) X1 in 30 ml Dimethylformamid und 1,38 mi (0,01 Mol) Tridthylamin gegeben. Die Reaktions-
mischung wird iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt, darauf vom Ather befreit und mit Wasser
versetzt. Die erstarrte Masse wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das Pen-
tapeptid wird aus Eisessig/Wasser umgefillt. Ausbeute 7,7 g (66%,). Smp. 226-227°. [«]3% =
+3,0°.
Cy M50, NS, (1163,38)  Ber. € 58,84 H 6,75 N 9,63%  Gef. C5875 H 6,66 N 9,529,

13. N=*-Isopelargonyl-Nv-Tos-p-o,y-diaminobutyryl-L-threonyl-L-a,y-diaminobutyryl-Nv-Tos-
L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylestey (XI111), als Hydvochlorid. 1 g Pentapeptid XII
wird in 40 m! Eisessig und 5 m! Wasser gelost und iiber Pd-Kohle hydriert. Nach Beendigung
der Hydrierung wird vom Katalysator abfiltriert und das reduzierte Pentapeptid durch Aus-
rithren in eiskalte 1N HCI gefallt, filtriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Es wird noch-
mals aus Methanol/1N HCl umgefillt. Ausbeute 0,7 g (809%,), Smp. 226-227°, ¢ bei 257 my =
1130 (19,7 mg9%, Feinsprit), ¢ ber. = 1091, [a]F"® = +2,05°
CyoH 30, NgCIS, (1065,71)  Ber. € 55,22 H 6,90 Cl13,329 Gef. C54,96 H 6,78 Cl13,21%

14. For-L-leucyl-N7-Z-1-o, y-diaminobutyryl-N7Y-Z-L-a, y-diaminobutyyyl-L-threonyl-NV-Z-L-o,y-
diaminobutiersiurehydrazid (XI1V). 4,9 g (0,005 Mol) For-L-leucyl-N?-Z-L-«, p-diaminobutyryl-Nv-
Z-1-a,y-diaminobutyryl-L-threonyl-N?-Z-L-a, y-diaminobuttersiure-methylester2) werden in 20 ml
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Dimethylformamid gelost, mit 2,5 ml (0,05 Mol) Hydrazinhydrat versetzt und iiber Nacht bei
20° aufbewahrt. Das Hydrazid wird mit Eiswasser gefillt, nach der Erstarrung filtriert, mit
Wasser gewaschen und getrocknet. Es wird nochmals aus Dimethylformamid/Wasser umgefillt,
filtriert, mit Wasser und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 4,1 g (85%,). Smp. 230-231°,
ldf = —26°.

CypyHgy O33Ny (977,06) Ber. C 57,77 H 6,60 N 14,339, Gef. C57,44 H 6,71 N 14,439,

15. Ne*-Isopelargonyl-N7-Tos-p-o, y-diaminobutyryl-L-threonyl-NV-[{ For-L-leucyl- NV -Z -L-o,p -
diaminobutyryl-Nv-Z-L-o, y-diamtnobutyryl-L-thveonyl-NV-Z -L-a, y-diaminobutyryl]-L-a, y-diamino-
butyryl-Nv-Tos-L-o, y-diaminobutyryl-pD-phenylalanin-methylester (XV). — a) Mit Dicyclohexyl-
cavbodiimid: 2,12 g (0,002 Mol) XIII werden in 5 ml Dimethylformamid gelést und mit 0,28 ml
(0,002 Mol) Tridthylamin versetzt. Darauf wird eine Lésung von 1,92 g (0,002 Mol) For-L-lencyl-
N?-Z-L-o, y-diaminobutyryl-Nv-Z-L-u, y-diaminobutyryl-L-threonyl - N¥- Z - L-q, y - diaminobutter-
siure?) in Dimethylformamid zugegeben, auf — 10° gekiihlt und 0,62 g (0,003 Mol) Dicyclohexyl-
carbodiimid zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 Std. im Eiskasten aufbewahrt, darauf
mit 1 ml Eisessig versetzt und 1 Std. bei Raumtemperatur belassen. Nach Filtration wird mit
150 ml Athanol versetzt und 4 Std. in Eis aufbewahrt, worauf der gelartige Niederschlag filtriert
und mit Alkohol und Ather gewaschen wird. Das Decapeptid wird noch einmal aus Dimethyl-
formamid/Mcthanol umgefillt. Ausbeute 0,9 g (23%). Smp. 244-245°. [a]2®8 = —11,2°; ¢ bei
257 myu = 1692 (99,1 mg %, Eisessig), ¢ ber. = 17124,

CogH142025Np6S,  Ber. C 58,30 H 6,73 N 11,35 S 3,249
(1974,26) Gef. ,, 58,11 ,, 6,58 ,, 10,98 ,, 3,31%

b) Durch Azidkupplung: 1,95 g (0,002 Mol) For-L-leucyl-N?-Z-L-a, p-diaminobutyryl-N»-Z-L-
o, y-diaminobutyryl-L-threonyl-Nv-Z-L-¢,y-diaminobuttersiurehydrazid (XIV) werden in 60 ml
60-proz. Essigsdure und 1,4 ml (0,0042 Mol} 3x HCI gelgst, auf — 10° gekiihit und mit 138 mg
(0,002 Mol) Natriumnitrit in 5 ml Wasser versetzt. Nach 10 Min. Riihren bei —10° wird das Azid
mit Eiswasser ausgefallt, abfiltriert, mit Eiswasser, kalter 5-proz. Natriumhydrogencarbonat-
16sung und Eiswasser gewaschen und scharf abgepresst. Darauf wird es in eine Losung von 2,06 g
{0,002 Mol) Pentapeptidesterbase in 20 ml Dimethylformamid und 0,12 ml Eisessig eingctragen
und die Mischung in der Kélte bis zur vollstindigen Losung geschiittelt. Das Reaktionsprodukt
wird darauf iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Das entstandene Gel wird mit ca. 100 ml
Athanol versetzt, 1 Std. in Eis gekiihlt und darauf filtriert, mit Alkohol und Ather gewaschen
und getrocknet. Nach nochmaliger Umfillung aus Dimethylformamid/Alkohol erhidlt man 1,65 g
XV (429%,). Smp. 245-246°. ¢ bei 257 mu = 1661 (101 mg%, Eisessig), & ber. = 17129%), [«]® =
—10,3°.

16.  N%-Isopelargonyl-Nv-Tos-D-a, - diaminobutyryl - L-threonyl-Nv-[L-leucyl-N7-Z-L-o,y - di-
aminobutyyyl- NY-Z-L-o,y - diaminobutyryl-L-thveonyl-NV-Z-L-a, y - diaminobutyryl] - L-o, y - diamino-
butyryl-N?-Tos-L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester (X VI) (durch Deformylierung von
XV). 0,9 g Formyl-decapeptid-methylester XV werden in 20 ml wasserfreier Trifluoressigsidure
gelost, bei 0° im Abstand von 10 Min. 2mal mit je 10 ml, 14 Tage bei 20° aufbewahrter 4N metha-
nolischer Salzsinre versetzt und diese Mischung 20 Std. bei 20° geschiittelt. Hierbei bildet sich
schon nach kurzer Zeit ein Niederschlag. Die Mischung wird bei 25° im Wasserstrahlvakuum
vom Losungsmittel befreit und mehrmals mit frischem Methanol abgedampft. Der weisse Trocken-
riickstand wird in 20 ml Dimethylformamid geldst, filtriert, bei 0° mit Tridthylamin auf ein pH
von 9 cingestellt und in 500 ml ciskalte 1~n Natriumchloridldsung ausgeriihrt. Nach 15 Min. wird
die Fillung abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen und bei 50° im Wasserstrahl- und Hoch-
vakuum getrocknet. Ausbcute 0,6 g. Der Ninhydrinwert entspricht 1,13 NH,-Gruppen. Wenn
der Wert der Ninhydrinbestimmung zu tief ausfillt, muss die Deformylierung wiederholt werden.

17. Ne-Isopelavgonyl-N¥-Tos-D-a, y-diaminobutyryl-L-thyveonyl- NV-[L-leucyl-NV-Z-L-o, y - diami -
nobutyryl-N?-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-threonyl-NV-Z-L-a, y-diaminobutyryl]-L-o,y-diaminobutyryl-
Nv-Tos-L-a,y -diaminobutyryl-nD-phenylalanin (XVII) (durch Verseifung der Estevgruppe von
XVI). 4,2 g (0,0022 Mol) Decapeptidester XVI werden in 40 ml Dimethylsulfoxyd geldst, mit
4 ml (0,004 Mol) 1x Natronlauge versetzt und 20 Std. unter Verschluss bei 20° stehengelassen.
Darauf wird mit Eisessig auf pH 6 eingestellt und durch Einrithren in 1 1 1-proz. Natrium-
chloridlgsung gefillt. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit Wasser und Ather gewaschen
und getrocknet. Die Substanz wird noch einmal aus Dimethylformamid mit 1-proz. Natrium-



138 HELVETICA CHIMICA ACTA

chloridlsung gefallt, filtriert, mit Wasser und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 3,7 g.
Aus der Mikrotitration werden 1,0 COOH-Gruppen errechnet. Smp. 219-220°.

18. Cyclisterung - von XVII. 3,7 g (1,9 mMol) Decapeptid XVII werden in 4,1 1 Dimethyl-
formamid und 18,5 1 Dioxan geldst und mit einer Lésung von 148 g Dicyclohexyl-carbodiimid?t)
in 600 ml DimethyHormamid versetzt. Diese Losung wird 72 Std. bei 20° aufbewahrt. Darauf
wird mit 155 m! 50-proz. Essigsdure versetzt, das Dioxan im Wasserstrahlvakuum bei 40° ent-
fernt und anschliessend im Hochvakuum auf 500 ml konzentriert. Vom ausgefallenen Dicyclo-
hexylharnstoff wird abgenutscht und das Filtrat zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird
in 200 ml Dimethylformamid geldst, von einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff abgenutscht
und erneut im Hochvakuum bei 40° zur Trockne verdampft. Dieser Prozess wird nochmals
wiederholt. Darauf wird in 100 ml Dimethylformamid gelést und mit 1 1 Ather/Petrolither 2:1
gefillt, filtriert, mit Ather gewaschen, wiederum in 50 ml Dimethylformamid gelést, von einer
Spur Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und neuerdings mit Ather ausgefillt, filtriert, mit Ather
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 2,6 g (Rohprodukt).

19. Entfernung der Schutzgruppen. 2,6 g Rohprodukt aus der Cyclisierung werden in 500 ml
fliissigem Ammoniak mit 0,65 g Natrium reduziert?) (bis zu einer 20 Min. bestehenden Blaufir-
bung); die blaue Farbe wird durch Ammoniumchlorid zerstdrt, das Ammoniak verdampft und
der Riickstand 30 Min. bei 25° im Wasserstrahlvakuum entgast. Der Riickstand wird in 50 ml
Eiswasscr gelost, bei 0° mit 68 HCI auf pH 6 eingestellt, filtriert und das TFiltrat lyophilisiert.
Es verbleiben 5 g Rohprodukt mit einer Aktivitit von 113 E/mg gegen Brucella bronchiseptica
ATTC 461712).

20. Reinigung des Cyclisievungsprodukies. — a) Durch Gegenstromverteilung : Das Rohprodukt
(5 g entsprechend ca. 565000 Einheiten) wurde einer multiplikativen Verteilung iiber 178 Stufen
im System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40:10:5:45) unterworfen; dabei wurden die
Hauptmengen Salz und offenes Decapeptid abgetrennt (vgl. Fig. 4).

¢ 50 77 135 517 173 Aktivitat in Elmg
3003 3055 2929 460 4188  Gewicht pro Fraktion in mg total 445gr
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Fig. 4. Gegenstrom-Vevteilung des Cyclisierungs-Rohprodukies
System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40:10:5:45); 178 Stufen 5 g oder 565000 Einheiten

Die Verteilungskurve crhielten wir durch Umsetzen von je 0,2 ml unterer Phase mit ForLiN-
Denis-Reagens und Bestimmung der optischen Dichten bei 750 mu!4). Die Verteilung wurde
zudem papicrchromatographisch kontrolliert (Laufmittel siehe unten). Die vereinigten Glaschen-
inhalte 100-130 wurden im Hochvakuum bei 20° konzentriert und anschliessend lyophilisiert.

12) Die Bestimmungen der mikrobiologischen Aktivitit wurden in unserer mikrobiologischen
Abteilung — unter der Leitung von Prof. B. Fust und Dr. ErRika Boun1 — im Plattentest mit
Brucella bronchiseptica ATTC 46171%) gegen USP-Polymyxin-Standard in vitro (7850 E/mg)
durchgefiihrt.

13) R. G. BenepicT & F. H. Stopora, Ann. New York Acad. Sciences 57, 866 (1949).

14) O. H. Lowry, N. J. RoseBroUGH, A. L. FARR & RosiE ]J. Ranparr, J. biol. Chemistry
793, 265 (1951).
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Nach 2Zmaligem Lyophilisieren erhilt man 460 mg eines farblosen, lockeren Pulvers mit einer
Aktivitat von 517 E/mg gegen Brucella bronchiseptica ATTC 4617.

b) Durch Ionenaustauschchvomatogrvaphie: Der schwach saure Kationenaustauscher Amber-
lite IRC-50 XE 64 gelangt in seiner H-Ionen-Form zur Verwendung. Das Peptid (240 mg) wurde
als wasserige Losung (pH 6-6,5) auf die Sdule (15 x 120 mm) gebracht, diese zuerst mit Wasser,
anschliessend mit 200 ml 2,5-proz. Essigsdure und darauf mit gleich viel Wasser gewaschen, das
Peptid mit 0,1x HCI eluiert und sofort lyophilisiert (80 mg farbloses, lockeres Pulver).

c) Durch Sdulenchvomatographie: Verwendet wurde Cellulosepulver WHATMAN Nr. 1 «standard
grade», welches durch griindliches Waschen mit Entwicklerfliissigkeit von 13slichen Bestandteilen
befreit wurde. Eluiert wurde mit n-Butanol, gesittigt mit 15-proz. Essigsdure, mit einem Durch-
fluss von 12 ml pro Std. bei einer Sdulendimension von 18 x 250 mm. Die Eluate wurden mit
einem Fraktionensammler (Firma HosL1, Bischofszell) in 1 ml-Fraktionen unterteilt und laufend
mittels der Ninhydrinreaktion kontrolliert; die Reinheit der positiven Fraktionen konnte durch
Diinnschicht- und Papierchromatographie gepriift werden. Die ersten Ninhydrin-positiven Frak-
tionen enthielten die Hauptmenge des Cyclisierungsproduktes und wurden direkt lyophilisiert.

d) Umfillen tiber die freie Base: Die lyophilisierte Siulenhauptfraktion (ca. 60 mg) wurde in
wenig Wasser gelost. In die Lésung wurde unter Eis-Kochsalz-Kiihlung NHj bis zur bleibenden
Féllung eingeleitet. Nach 4 Std. Stehen unter Verschluss bei 0° wurde zentrifugiert, die Fillung
3mal mit wenig Eiswasser gewaschen, in Wasser suspendiert und lyophilisiert. Nach 2maligem
Wiederholen der Gefriertrocknung wurde die Base in 0,1x HCl geldst und als Hydrochlorid lyo-
philisiert (ca. 45 mg).

Die analytische Chavakterisievung des Endproduktes ist in der nachfolgenden Tabelle zusam-
mengefasst.

Unser totalsynthetisches Cyclisierungsprodukt 8« enthélt noch etwas NaCl, was durch Vor-
handensein eines Verbrennungsriickstandes und einer Differenz zwischen ionogenem und durch
Verbrennung gefundenem Chlor eruiert wurde. Drehung, Chloranalyse und mikrobiologische
Aktivitdt wurden auf das NaCl-freie und bei 100° im Hochvakuum getrocknete Produkt um-
gerechnet.

Amnalytische Chavaktevisierung des Endprodukies

Charaktevisierung Cyclisierungsprodukt 8o Polymyxin By
1. Papierchromatographie Rf= 0,54 Rf = 0,52
2. Diinnschichtchromatographie scharf begrenzter Haupt- | siche 8«
fleck; schwach weiter
wandernd als Polymyxin
B,
3. Hochspannungs-Papierelektro- einheitlich; Wander- einheitlich; Wander-
phorese strecke ca. 10,1 cm strecke ca. 10,7 cm
4. Chloranalyse 12,489, 12,659,
5. Freie Aminogruppen nach 4,9 + 109 5,0
Ninhydrin-Bestimmung
6. Spezifische Drehung [«]F —57,7° 4-1° (0,58, Wasser)| —85,1°1)
7. IR.-Spektrum identisch mit dem von B, | identisch mit'dem von 8«
8. Totalhydrolyse-Aminosiure- Dab Thr Phe Leu Dab Thr Phe Leu
verhiltnis 6,0 2,06 0,78 1,08 6,0 2,0 1,0 1,0
9. Dinitrophenylierung und Hydro- | kein DNP-Leu kein DNP-Leu
lyse des DNP-Peptides
10. Mikrobiologische Aktivitit %) ca. 800 E/mg 5200 E{mg
in vitro
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Eviguterungen zur Tabelle

1. Die Papierchromatographie wurde auf SCHLEICHER & ScHULL-Papier 2043b mgl, 15 Std.
absteigend, bei ca. 25° im Laufmittel n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30:20:6:24 durchge-
fithrt. Aufgetragen wurden in der Regel 20 ug in 2 pl. Die Entwicklung erfolgte durch Bespriihen
mit einer 0,5-proz. alkoholischen Ninhydrinlésung und kurzes Erhitzen auf 100°.

2. Die Herstellung der Kieselgel-Platten und die Arbeitstechnik entsprechen den Original-
angaben von StanL1%). Als Laufmittel diente das gleiche Gemisch wie bei der T’apierchromato-
graphie. Die Laufzeit betrug 2-3 Std.; aufgetragen wurden ca. 5 ugin 1 gl

3. Wir benutzten den Hochspannungs-Pherographen nach WIELAND & PFLEIDERER!®) der
Firma L. HorMUTH, Heidelberg. Arbeitsbedingungen: Papier: SCHLEICHER & ScHULL 2043 b mgl;
Elektrolyt: 2~ Essigsdure (pH ca. 2,5); Feldstdrke: 65 V-cm™1; Versuchsdauer: 40 Min. ; Kammer-
temperatur: +1 bis + 3°.

4. Dic Chloranalyse sowie alle iibrigen Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen
Abteilung unter der Leitung der Herren Drs. H. WaLDMANN und A. DiRSCHERL ausgefithrt.

CyeH104014N36Cl5 (1406,80)  Ber. C112,65%  Gef. C112,489

5. Zur Ermittlung der Anzahl freier Aminogruppen wurde das fiir Aminosaure-Bestimmungen
viel gebrauchte Ninhydrin-Hydrindantin-Reagens pH 4,7 (s. z. B. R. A. BoissoNNas17)) verwendet;
als Vergleichssubstanzen wurden Polymyxin B, und Lcu mitbestimmt. Dabei wurde in Uber-
einstimmung der Theorie beobachtet, dass Polymyxin B, (5 y-NH,-Gruppen) eine gegeniiber
freiem Leu 5mal stirkere Farbausbeute ergab.

6. Die Drehungsmessungen wurden zum Teil in einem photoelektrischen Polarimeter mit
Thermostat, das in unserer physikochemischen Abteilung durch Dr. F. BURKHARDT entwickelt
wurde, aufgenommen.

7. Die Verteilungen wurden in der automatischen 200stufigen Batterie (je 25 ml obere und
untere Phase) nach voN MeTrzscu!®) (Firma H. KUnN, Gottingen) durchgefiihrt.

8. Die IR.-Spektren wurden von Dr. L. H. CHOPARD-DIT-JEAN in Kaliumbromid (1 mg Sub-
stanz in 300 mg KBr) mit einem Infrarotspektrophotometer Marke PERKIN-ELMER Mod. 21 auf-
genommen.

9. Zur Totalhydrolyse wurden 2 mg Cyclisierungsprodukt in 1 ml 5,78 HCI gelsst (Pyrex-
Bombenrsdhrchen) und eingefroren. Das Rohrchen wurde evakuiert, mit Stickstoff begast, zu-
geschmolzen und 24 Std. auf 110° erhitzt. Nach Entfernung der Salzsidure 16ste man das Hydro-
lysat in 0,1 ml Wasser und trug 5-10 ul 2,5 cm breit auf die Startlinie eines Chromatographie-
Papieres auf, ebenso entsprechende Mengen einer Vergleichslésung, enthaltend Dab/Thr/Phe/Leu
im Molverhiltnis 6:2:1:1. Chromatographiert wurde iiber Nacht im Laufmittel n-Butanol/Eis-
essig/Wasser 4:1:1. Die Auswertung erfolgte nach Entwickeln mit Ninhydrin-Kupfer-Reagens
durch direktes Photometrieren der gefarbten Banden im Densitometer?).

10. 2 gMol Cyclisierungsprodukt wurden nach SANGER?) dinitrophenyliert und das DNP-
Peptid in 5,78 HCI totalhydrolysiert. Die extrahierten DNP-Aminosiuren wurden durch Diinn-
schichtchromatographie in n-Butanol, gesittigt mit 0,1-proz. Ammoniak, mit Hilfe krist. Rein-
praparate von DNP-Leu und y-DNP-Dab identifiziert.

SUMMARY

The cyclic decapeptide 8«, another of the four possible structures deduced for
the natural polymyxin B, by the usual degradation methods, has been synthesized.
It appears not to be identical with polymyxin B, in view of its reduced antibacterial

activity in vitro. Chemische Forschungsabteilung der

F. HorrmManN-LA RoceE & Co. AG., Basel

15) E. StanHL, Arbeitsvorschrift fiir Diinnschichtchromatographie, herausgegeben von der Firma
C. DEsaca, GmbH, Heidelberg.

TH. WI1ELAND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955).

R. A. Borssonn~as, Helv. 33, 1975 (1950).
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