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61. Fettsiurehaltige basische Peptide mit antibakterieller Wirkung
von K. Vogler, P. Lanz, P. Quitt, R. O. Studer, W, Lergier, E. Béhni und B, Fust
(11. 1. 64)

I. Einleitung. - Seit einer Reihe von Jahren haben wir uns auf synthetischem
Wege mit der Strukturaufklirung von Polymyxin B, [1]') beschiftigt. Obwohl es
bis jetzt nicht gelungen ist, die Struktur dieses Antibioticums endgiiltig aufzukliren
{2}, steht seit langem fest, dass es eine héhere Fettsiure, die (+)-6-Methyloctansiure,
sowie eine Reihe von «,y-Diaminobuttersdureresten mit freier y-Aminogruppe ent-
hilt [3] [4). Aus diesen Griinden kénnen Polymyxin B, [4], die Polymyxine im all-
gemeinen [5], sowie Circulin A und B [6] in ihrer Salzform als Invertseifen aufgefasst
werden. Neben ihrer cyclischen Natur und dem Gehalt an D-Aminosduren kann ihre
Wirksamkeit wohl teilweise diesem Invertseifencharakter zugeschrieben werden.

Als Weiterentwicklung auf diesem Gebiete hatten wir uns die Aufgabe gestellt,
wn vivo wirksame, einfache offenkettige Abkémmlinge dieser Substanzklasse aufzu-
bauen [7], die technisch gut zuginglich sind und praktische Verwendung finden
sollten. Ein solches Vorgehen wurde durch die Tatsache erleichtert, dass auch in der
Natur antibakteriell wirksame Metaboliten aus Mikroorganismen mit offenkettiger
Peptidstruktur, wie z. B. das Esperin [8] oder das Viscosin [9], aufgefunden werden

BrH,*NCHCO -HNCHCO- HNCHCO - HNCHCONHNH,
| | i |
((l‘Hz)z (CHy), ((I‘Hz)z ((';He)z
! i i
NH,*Br* NHy"Br- NHy*Br- NHCO(CH,),CH,
I D D I

5 (Tabelle 1)

1) Die Ziffern in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, Seite 544.
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konnten. Diese Stoffe enthalten indessen keine basischen Aminosiuren, wohl aber
hohere Fettsduren.

Das erste von uns in dieser Reihe hergestellte basische Acylpeptid, das Tetra-
peptid 5, erwies sich in vitro als antibakteriell aktiv, zeigte aber keine Wirkung gegen-
systemische Infektionen.

Wir vereinfachten deshalb unsere Problemstellung, indem priméir in vitro aktive
Derivate gesucht werden sollten. Solche Verbindungen kénnten als Konservierungs-
mittel gepriift werden, falls sie aus L-Bausteinen zusammengesetzt sind und demzu-
folge im Verdauungstrakt zu natiirlichen Ausgangsmaterialien abgebaut werden.
Das Tetrapeptid 5 erfiillt dieses Postulat allerdings nicht, da es neben einer D-Amino-
sdure auch noch eine Sidurehvdrazidgruppe enthilt.

II. Struktur und antimikrobielle Wirkung. - An Hand von ausgewihlten Ver-
tretern analoger Verbindungsgruppen soll nun mit Hilfe von tabellarischen Zusam-
menstellungen der Weg aufgezeigt werden, der vom Tetrapeptid 5 zu einfachen
Dipeptiden des Lysins (9, 12, 6) gefithrt hat, die in bezug auf Wirksamkeit in vitro
und Zuginglichkeit in dieser Reihe ein Optimum darstellen?).

CHy(CH,),,C OHNCH COHNCHCOX X = OCH, 9 (Tabelle 2)
\ \
(CH,),  (CH,), X = OC,H, 12 (Tabelle 2)
! i
NH,iCl NH,#C1- X = NH, 6 (Tabelle 1)

Diese Analoga sind nach den fur die jeweilige Betrachtung wichtigen chemischen
Merkmalen in Tabellen geordnet, in denen die antibakterielle Wirksamkeit der ein-
zelnen Vertreter angegeben ist. Dabei wird eine Reihe von GraM-positiven und
Gram-negativen Erregern beriicksichtigt; die hichste Aktivitdt wird willkiirlich mit
+ 4+ bezeichnet, deren Bedeutung unter III erklart ist. Ein Minuszeichen bedeu-
tet Inaktivitdt, d.h. es st fiir eine absolutc Wachstumshemmung aller gepriiften
Erreger eine Konzentration nétig, die eine von uns willkiirlich festgelegte Grenze von
156 y/ml iibersteigt.

A) Einfluss der Kettenldnge und der Stellung des Fettsiurerestes. Tabelle 1 erldutert
den Einfluss der Peptidkettenlinge auf die antibakterielle Aktivitdt, und zwar zu-
ndchst mit dem Fettsdurerest in der N“-Stellung der carboxyl-endstindigen Amino-
sdure. Dabei steigt die Wirkung ausgehend von der Aminosdure itber das Di- zum Tri-
peptid bei Lysin. Gleiche Ergebnisse wurden in der hier nicht besonders aufgefithrten
a,y-Diaminobuttersiure-Reihe erhalten. Am wirksamsten ist das Tetrapeptid 5, das
aber gegeniiber der Lysinreihe in der Wirksamkeit deutlich abfillt. Die beste Aktivi-
tit erzielten wir bei Dipeptiden mit dem Fettsdurerest in N*-Stellung. Die Lysin-
abkémmlinge waren auch hier den Derivaten der «,p-Diaminobuttersiure {iberlegen.
Im Dipeptid 6 wurde das Wirkungsoptimum gefunden.

B) Einfluss der Basizitdt. In den folgenden Betrachtungen beschrianken wir uns
auf die Besprechung von Dipeptiden. Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, dass fiir eine gute

2} Nachstehend werden folgende Abkiirzungen gebraucht: Aminosduren werden wie itblich mit
den drei Buchstaben ihres Trivialnamens abgekiirzt; «,y-Dab = o, y-Diaminobuttersiure. Die
Konfiguration wird nur angegeben, wenn sie von der D- oder pL-Form ist. Keine Konfigurations-
angabe bedeutet L-Form. Die Peptidbindung wird mit -> bezeichnet. DMF = Dimethylform-
amid, THF = Tetrahydrofuran, DCCD = Dicyclohexyl-carbodiimid, For = Formyl, Z =
Benzyloxycarbonyl.



HELVETICA CHIMICA ACTA

€LOT €291 €6 ££'6 96 6L'€S  “IDNTOPH%H ++ + +++ [DHZ-*H*00-81v<Sry-wedxN L]
0L'€T OL'ET 696 €66 TIL4S 6L%S  CIO°NTO*H*) ++ + ++++ [OHZ-*HOO-81y<u1Q-Wied»N 9T
ce'6 €6 ZZ'0T 80°0T 62'8S 2085  *O'NTO®H®H ++++ ++++ 1DHZ - *HDO-S&T<SAT-Wed»N 6
A AN LA O"NCOMH %) ++ + +++ + 1DHZ-*HOO-9Ba<S4T-WegoN €1
€171 1#'2I ¥L'6  L8'6  09'9¢ z£'0¢  FO'NPOMHY) (+)+ ++++ [DHZ- *HOO WQ<wo-WexN  +1
FANPSOULUL | UIYISISDG 45D 14}
100 6+'9 1D'N'O“H™D + + ++ + OH HO-S&T<sAT-wiedxN €1
€9°TT  GS'T1 88°6 8101 zL'8S 148  YO'NYOPH™) ++++ ++++ IOHZ - *H*DO-SAT<s4T-wed»N 71
[9PqeL "18A +++ 4+ ++++ IDHZ - *HN-SLT<S4-Wed-»N 9
uOuYUN[](x0QAv) UISIPUDISPUI 43P ANJDN
P PF'C 068 106 2809 8909 INPOTH™) - - HO-UH<ND-WEIoN 1
€C°L  Z8'L SLL €8'L 06'6 €6'6 078 £S'8€ 1IN O HY ) + +++ [OH -*HD0- 1S <sdT-wed-sN 01
€€'6  FE'6  ZZ'OT 80°0T 6Z'8€ L0°8¢  “ID'NFOH™D ++++ +++ + IDHZ-*HOO-SAT<S4&T-WedoN 6
mxx‘.n._m.bxmﬁ«v\ %mﬁ u&m\
‘JoO) “Io¢Y RER] .kam— Jo) .komH ]9 “I9¢] .rﬁdwvﬁne.mhmu ;}ﬁﬁOQ.Eth
1eH % N % H % 2% [purIojoynIg SuniIp O[[eL0) RqTIUY yeaurappndag 1N
Funyar g 213 14a7yvqrrup 21p fup wapydadrp-j o won npzisog 4op ssngfuiyg ‘7 S[PQRL
OR'ZE 8B'TE 9FOT 901 908 8L €<zh 8sTk T LaNPOPHM) ++ (+)++ IgHZ ¢ -*HNHN
SAT-(wed-N)<€SAT-H ¥
8007 €£'9zZ 82 NtO% D ++ (+)++  1gHz “HUN-SET-(Wed-N)<S&T-H L
06'TT ZT'ZT #8'TT L6°I1 €T°0T LI'OT €1°Z¢ +<4¢  *0NPO*H®) ++++ ++++ [DH-*HN-S{T<-s4T-wed-zN 9
uapidadi(q 12q SungpaiS-sN 4594 ~p ' ui 1249 010D
€0°Z€ +I°TE VTFT 80F1L gUNCOYH) ++ + +++  1gHy-*HNHN-qed-(wred-.N)
<qB(-a<qBJ-d<-qeq-H §
61'F1 T6°€T N0 ™) +4++  (H)+++ [DHE - *HOO
SAT-(Wed 5 N)<-S£1-s4T-H  +
00°ZT Z8'1T 0'N0"HYD ++ (+)++ 1DHZ *HOO-SLT-(wed-N)<s&T-H ¢
L2'0  Z¥'O  OL0T 980T L¥'€9 65°€O 10°NFOHT) (+) + + DH-*HD0-s<T-(Wed-N)-H =~ ¢
9L 8Z°L 9E'TT €STT 19°89 0489 INFOT'H®) - + HO-s<T-(wWied-N)-H 1
SunporS -, N ul 159450080 J
o0y I P Iag jen  CIeg Cpen) 1y Anpedou-wels) anisod-urelr)
e % N % H% 9% [PuLIoJO)INIg SunyjIipzg o[[e1IoI eqnUy JealmdpaInesoutury 19po prpdsg "IN

FURYAL A II1LYDQUUD 1P [N $2ISAA24NPSIII] Sap TungpoiS 4sp pun aqupruansypudad 4sp ssnyfursy 1 olPqRL



529

Volumen 47, Fasciculus 2 (1964) — No. 61

89'0T 180T 8€°0T SPOT €109 €409  “ID'N'OMH¥ - ++++ (1ouerkud) X-00%H*") gc
89°0T T8°0T $Z'0T SHOT 2509 €+'09  “IO'N'O%*H*D - +4+ + X002 (*HO)*HD L2
T0'TT  SO°TT £2°0T 9€°0T 0865 886§  “ID'N'O¥H™D +++ +++ X-00*"CHO)I*HD 9r
IS TT SS'TT L0'0T 8TOT S¥8S 0L'8S  “IO'N'O*H™) +++ (B +++ X-00"CHOV*HD ¢z
ID'NTO"1%) ++++ ++++ X-00"(CHO*HD 6
0121 117ZI 78'6 86'6 GGLC z¥'LS  CIO'NTOMHTD +++ (H)+++ xX-02FCHO)*HD 2
0€°ZT TPzl 0L'6 186 89S zL9S  “IO'N'O*H™) +++  (H)+++ X-00"*HO)*HD €z
0LZT zLTl €6 SL'6 SL'SS 009 “ID'NTO™H™) (+)+ (+)+ X-00"CHO)*'HD zz
00°€T SO'€T €96  ¥9'6 L¥'SS €z'ss  FID'NOFHTO + + x-00"*HO)*HD 1z
6T+T TEHT IO'NTOTH ) - - X-00°CCHO)*HD 0z
ot‘ze €2Z¢ g"NFOT H D - - X-00*CHO)*HO 61
S€6  9€'6 zI'L L0°L 9z'29 8179  FIO'N'O*HTO - - X-00°HD 8T

PO CIg P g (PO CIeg 19 leg anedou-wrery ansod-wers IOHZ - *HOO-sAT<84T~ = X
TeH % N% H% 2% JeurIojojnIg Sunsjup ofPLILINEqRUY yeauappuded “IN

1DHZ - SHDO-SAT<4SAT-0 spudadi( sap Sunysr gl 2113140140quun a1p [av so1SaAoamysite.] $ap s8upT 4op ssnifurg ¢ o[[9qEL

34



530 HELVETICA CHIMICA ACTA

Wirksamkeit offenbar eine starke Basizitit erforderlich ist. Ein Einbau neutraler
oder saurer Aminosiuren setzt die antibakterielle Wirkung herab oder bringt sie
ganz zum Verschwinden (11). Eine Steigerung der Basizitit durch Verschluss des
endstidndigen Carboxyls, z.B. durch eine Amino- oder Ester-Gruppe, wirkt sich da-
gegen wirkungssteigernd aus (12, 13).

Unter den basischen Aminosduren war Lysin (9) am wirksamsten. Weshalb das
Arginindipeptid 17, das die grosste Basizitdt aufweist, gegeniiber den Lysindipep-
tiden zurtickfillt, ist uns nicht klar geworden. Dies hingt wohl mit der besonderen
Natur der Guanidinogruppe zusammen.

C) Einfluss der Liinge des Fetisiurerestes. In Tabelle 3 kann die Uberlegenheit des
Palmitinsdurerestes (C.q), gegeniiber Fettsdureresten anderer Kettenlinge, in der
Dipeptidreihe demonstriert werden. Ahnliche Beobachtungen wurden an quater-
niren Ammoniumsalzen [10] gemacht.

D) Anteil der einzelnen Komponenten eines Dipeptides N*-Palm-Lys > Lys-OCH,,
2HCI. In der Entwicklung von verwertbaren Abkommlingen der vorliegenden Reihe
war die Frage nach der Wirksamkeit der Komponenten der Dipeptide von Wichtig-
keit. Aus Tabelle 4 geht hervor, dass der Ersatz eines Dipeptids durch eine acylierte
basische Aminosiure (30) eine betrichtliche Wirkungseinbusse, im besonderen gegen-
iiber den GraM-negativen Erregern, mit sich bringt. Fiir ein breites Spektrum gegen
GraM-positive und GraM-negative Mikroorganismen ist somit ein Acyldipeptid er-
forderlich. Das nicht acylierte Dipeptid ist ebenfalls wirkungslos.

Tabelle 4. Einfluss dev einzelnen Komponenten eines Dipeptides auf die antibakievielle Wivkung

Nr. Dipeptid resp. Komponenten Antibakterielle Wirkung
Gram-positiv Gram-negativ
29 Palmitinsiure — —
30 Noe—Palm-Lys-OH-HBr + 4+ + (+)
31 H-Lys-OCH,-2HCI - -
9 Ne-Palm--Lys = Lys-OCH,-2HCl + + + + 4+ 4+ +

E) Einfluss der Konfiguration. Da es sich bei den beschriebenen Dipeptiden um
oberflichenaktive Stoffe handelt, die systemisch inaktiv sind, war zu erwarten,
dass die Konfiguration der verwendeten Aminosiduren keine entscheidende Rolle
spielen wiirde. In der Tat fanden wir mit unserer Versuchsanordnung keine Wirkungs-
unterschiede zwischen den r, b und racemischen Formen von N%-Palmitoyl-lysyl-
lysin (Tabelle 7, Praparate 12, 6, 32, 33 und 34).

III. - Mikrobiologische und biologische Eigenschaften der Acyl-dipeptide

A) Antimikrobielles Wirkungsspektrum. Die antibakterielle Wirkung wurde mit
dem {iblichen Dilutionsverfahren unter Verwendung von Glucose- und Eiweiss-hal-
tigen Ndhrmedien gepriift, und die Hemmungs- und Abtdtungswerte wurden in Ta-
belle 5 zusammengestellt. Als Beispiel wurde die Aktivitdt von N*-Palmitoyl-L-lysyl-L-
lysin-dthylester-dihydrochlorid (12) verglichen mit zwei quaterniren Ammonium-
basen und zwei Breitspektrum-Antibiotica. Vertreter der GRaM-positiven Bakterien-
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gruppe wurden durch Priparat 12 ungefihr in gleichem Ausmass gehemmt wie durch
die beiden quaterniren Ammoniumverbindungen. Fiir die totale Abtétung der Keime
wurden von Praparat 12 etwas héhere Konzentrationen benétigt als von den quater-
niren Ammoniumbasen. Die beiden Antibiotica sind gegen die ndmlichen Erreger
durchschnittlich weniger aktiv. Im Unterschied zu den quaterniren Ammonium-
basen ist Priparat 12 gegen die GRaM-negativen Erreger im Mittel sowohl hemmend
als auch abtotend wirksamer, wobei Pseudomonas aeruginosa in relativ geringen
Konzentrationen beeinflusst wird. Nr. 12 ist jedoch gegen Proteus vulgaris inaktiv
im Gegensatz zu den beiden Antibiotica. Gegen die {ibrigen GRAM-negativen Keime
entfaltet 12 ungefihr die gleiche Aktivitit wie Oxytetracyclin; dem Chloramphenicol
ist es deutlich tiberlegen.

Tuberkelbazillen vom Typus humanus und bovinus oder Pilze der Gattung Tvi-
chophyton®) werden von 12 nicht gehemmt; dagegen sind Vertreter der Hefen (Can-
dida albicans, Candida tropicalis und Cryptococcus meoformans) in missigem Grade
beeinflussbar?).

No. 12 hat somit ein relativ breites antimikrobielles Spektrum. Derivate derselben
Aktivitit bewerteten wir {Tabellen 1, 2 ,3 und 6) mit dem Zeichen + 4.

B) Toxizitdt und Abbau. Das als Beispiel gewdhlte Priaparat 12 ist bei oraler Ver-
abreichung besser vertrdglich als Tolytrimonium-methylsulfat und nihert sich un-
gefdhr der Vertriglichkeit des Antibiotikums Chloramphenicol (Tabelle 6).

Tabelle 6. Akute ovale Toxizitit von Dipeptiden an dev Maus

Praparat oL 909% oL 50% DL 10Y%
mg/kg  mg/kg  mglkg

12 L —>1) 4300 3500 2800

33 oL 1900 1300 900

32 (b > D) 2200 1800 1400

Tolytrimonium-methylsulfat 850 600 440

Chloramphenicol 5000 2875 1000

Die Toxizitat dndert sich mit der sterischen Konfiguration: Die p-Form 32 und
das Racemat 33 sind deutlich weniger gut vertriglich. Dieses Verhalten kénnte mit
der verminderten Proteolyse dieser Verbindungen in Zusammenhang stehen (vgl.
I11/C).

C) Proteolytischer Abbau in vitro mit Enzymen und Meerschweinchen-Darmsaft.
Von einigem Interesse war das Verhalten der aktiven Peptide gegeniiber proteolyti-
schen Enzymen. Dabei wurde insbesondere der Einfluss der Konfiguration studiert,
eine Fragestellung, die mit dem Verwendungszweck solcher Derivate eng zusammen-
héngen diirite.

Zur Untersuchung gelangten optisch einheitliche Antipoden, z. B. 12 und 32,
sowie optisch inaktive Diastereomerengemische, in denen das eine Racemat ange-

3) Unverdffentlichte Untersuchungen von Dr. J. R. FrReEY & H. GELEICK.
1) Unveréffentlichte Versuche von Dr. A. ScHOLER & Dr. M. Gav.
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reichert war (33 und 34). Als Enzyme verwendeten wir Trypsin sowie Magen- und
Darmsaft von Meerschweinchen?). Bei den quantitativen Ansitzen wurde das wih-
rend der 3- bis 48-stiindigen Inkubation freiwerdende Lysin nach papierchromato-
graphischer Abtrennung als Ninhydrin-Cu-Komplex photometrisch bestimmt.

Vorversuche mit Trypsin und Magensaft ergaben bei den Priparaten 6 und 9
praktisch keinen Abbau, ausser der quantitativen Esterspaltung im Priparat 9. Dies
steht im Einklang mit der Beobachtung, dass Polylysin durch Trypsin [11] nur zu
Tri- bzw. Dipeptiden abgebaut wird, nicht aber zu freiem Lysin.

Meerschweinchen-Darmsaft spaltet allfillige Estergruppen und die carboxyl-
stindige Amidgruppe mit grosser Geschwindigkeit, wihrend die Peptidbindung zwi-
schen den beiden Lysinresten langsamer angegriffen wird. Die Hydrolyse der Fett-
sdureamidgruppe verlduft mit noch geringerer Geschwindikgeit. In Tabelle 7 ist der
Spaltungsgrad nach 24 Stunden bei 37° — bezogen auf den Totalabbau (2 Lys =
1009;,) — festgehalten. Die Lysinbestimmung allein erlaubt jedoch keine klare Dif-
ferenzierung zwischen den Hydrolyseraten der Peptidbindung einerseits und der Bin-
dung des langkettigen Acylrestes anderseits. Durch diinnschichtchromatographische
Kontrolle des Abbaus erhielten wir jedoch die folgenden zus4tzlichen Informationen:

Beiden L -> L-Verbindungen 12 und 6 verlduft die Hydrolyse der carboxyl-end-
stindigen Funktion und der Peptidbindung quantitativ; die Abspaltung des Fett-
sdurerestes dagegen ist nach 24 h noch nicht vollstindig (Nachweis von N*-Palm-Lys
neben Lys auf dem Diinnschichtchromatogramm, jedoch keine intakte Dipeptid-
siure). Das Amid 6 ist etwas bestindiger als der Athylester 12. Der wohl im Mess-
fehler unserer Methodik liegende geringe Lys-Gehalt im Inkubat von 32 weist darauf
hin, dass die b - p-Verbindung praktisch nicht angegriffen wird. Tatsichlich konnte
diinnschichtchromatographisch nur unverindertes Ausgangsmaterial nachgewiesen
werden; interessanterweise wurde auch die Estergruppe nicht hydrolysiert. Die

Tabelle 7. Antibakterielle Wirkung in vitro und Einfluss dev Konfiguration auf die Proteolyse von
Dipeptiden mit Meerschweinchen-Darmsaft

Nr. Praparat Antibakterielle Wirkung Spaltungsgrad
GraM-positiv GraM-negativ i % bei 37°
nach 24 Std.
bez. auf

2 Lys = 1009

12 N*Palm-L-Lys > L-Lys-OC,H;-HCl ++++ ++++ 909,

32  N@%-Palm-p-Lys - p-Lys-OC,H, - 2HCl +++ + +++ + <5%

6 NoPalm-L-Lys > r-Lys-NH,-2HCI 4+ + + 4+ + 70%

33 N%-Palm-pL-Lys > pL-Lys-OC,H;-2HCl +++ + ++ + + 179,
(D>1L;L>D)

34 N%-Palm-pr-Lys - pL-Lys-OC,H,-2HCl ++ 4+ +++ + 349,
(L>1L; D>D)

5) Magen- und Darmsaft von Meerschweinchen wurde uns in verdankenswerterweise von Hr. Prof.
Dr. J. RIEDER aus unserer medizinischen Forschungsabteilung zur Verfiigung gestellt.
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Spaltungsverhiltnisse der beiden Racemate sind nicht ohne weiteres interpretier-
bar, doch ist zu erwarten, dass 34 zur Hilfte (geméss seinem Gehalt an L > L-Ver-
bindung) und 33 sicherlich weniger als zur Hilfte abgebaut werden. Die erhaltenen
Resultate weisen in diese Richtung. Da auf dem Chromatogramm neben intakter
Dipeptidsdure und Lysin auch noch gréssere Mengen N*-Palm-Lys-OH gefunden
wurden, wird angenommen, dass der ermittelte Lysingehalt hauptsichlich aus der
Spaltung der Peptidbindung herstammt.

IV. Synthesen. - Vorliegende fettsiurehaltige Oligopeptide wurden nach den
iiblichen Methoden der Peptidchemie hergestellt. Bei den Vertretern mit N*-stindiger
Fettsdure tritt das Problem der partiellen Racemisierung auf, das aus der Literatur
z. B. vom N*-Acetyl-Rest [12] her hinreichend bekannt ist. Da schon friih im Verlaufe
der Untersuchungen festgestellt wurde, dass die Konfiguration der fettsdurehaltigen
Peptide auf die tn-vitro-Aktivitit (Tabelle 7) keinen oder mindestens einen mit un-
serer Methodik nicht fassbaren Einfluss hat, wurde das N*-stindige Acyl generell als
Schutzgruppe verwendet und der Partialracemisierung vorerst keine besondere Be-
achtung geschenkt, wenigstens nicht bei der Untersuchung der Konstitution und
Wirkung.

Fir besondere Zwecke wurden einzelne Vertreter dieser Stoffklasse, z. B. 6 (Ta-
belle 1), 9 und 12 (Tabelle 2) sowie 32 (Tabelle 7), auch in dieser Beziehung niher
untersucht. Mit der Carbodiimid- und Carbonyldiimidazol-Methode wurde bei 0° bis
— 5° mit N*-Palmitoyl-lysyl-lysinen eine ca. 30-prozentige Racemisierung der N-
endstindigen Aminosdure beobachtet, die sich nur mit der Azid-Methode vermeiden
liess. Besonders deutlich liess sich dies bei Priparat 12 (Tabelle 2) zeigen, welches
durch mehrmalige Kristallisation aus Athanol optisch rein gewonnen werden kann
mit ()3} = — 24° (¢ = 2, H,0). Mit der Carbodiimid-Methode erhilt man z. B. ein
Endprodukt mit [«]F = — 17° (¢ = 2, H,0), wihrend mit der Azid-Methode mit sehr
guter Ausbeute ein [oj# = — 23° (¢ = 2, H,0) erzielt wird. Beim entsprechenden
Methylester 9 ist eine optische Reinigung durch Umkristallisieren nicht moglich.
Auch hier wird mit der Azid-Methode der gleiche Drehwert beobachtet; mit anderen
Methoden ein wesentlich tieferer Wert.

Vicle Vertreter der Tabelle 3 wurden hergestellt iiber N*-For-(N*-Z)-Lys-(N*-Z)-
Lys-OCH; durch Ersatz der Formylgruppe durch den entsprechenden homologen
Acylrest. Auch hier wurde geméiss dem Drehwert Partialracemisierung beobachtet,
die im Endpunkt kleiner sein mag als bei der direkten Kondensation von N*-Palm-
(N*-Z)-Lys-OH mit dem entsprechenden Ester. Eine allfillige optische Reinigung
bei der Isolierung der Zwischenstufen ist in diesem Verfahren nicht untersucht wor-
den, so dass diese Frage einstweilen offen bleibt.

Diese Betrachtungen beweisen erneut die ausserordentliche Leistungsfihigkeit
der Azid-Methode, die in dieser Reihe zur Herstellung optisch reiner Vertreter unbe-
dingt herangezogen werden muss.

Bei der Herstellung eines Racematgemisches von N%-Palm-pr-Lys > DL-Lys-
OC,H, erméglichte fraktionierte Kristallisation aus Alkohol eine teilweise Trennung
in eine Fraktion mit Smp. 226-230° (schwerer l6slich) und in eine Fraktion mit Smp.
200-206° (leichter 16slich). Durch Kristallisieren dquimolekularer Mengen von 12
und 32 wurde ein Racemat mit Smp. 226-230° gefunden, wodurch fiir das schwerer
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losliche Racemat die Struktur (D > p; L > L) (33) bewiesen wird, wihrend im leichter
loslichen Racemat das Isomere (D - L; L - D) (34) angereichert ist.

Eine chromatographische Trennung von Diastereomeren ist in dieser Reihe in-
folge der ausgleichenden Wirkung des langen Acylrestes schwierig.

Vorliegende Peptidderivate zeigen eine starke Oberflichenaktivitit in wisseriger
Losung mit betrdchtlicher Netzwirkung. Ausgelesene Vertreter stehen zur Zeit in
praktischer Priifung.

Experimenteller Teil?)

A) Verbindungen der Tabelle 1.

a) H-(N*-Palm)-Lys-OH (1). 24 g (0,13 Mol) H-Lys-OH - HCl werden in 1500 ml Wasser mit40 g
basischem Kupfercarbonat 2 Std. unter Riickfluss erhitzt. Nach Filtration bchandelt man bei 0°
in der iiblichen Weise mit 40 g (0,145 Mol) Palmitinsdurechiorid und der entsprechenden Menge
2N NaOH. Nach Isolierung des ausgefallenen Kupferkomplexecs und Waschen mit Wasscr, Accton
und Ather wird in der iiblichen Weise mit H,S zerlegt und die Aminosiure durch Neutralisation
isoliert. 15 g, Smp. 240-241° (aus Eisessig). Sehr schwer lgslich.

b) H-(Né-Palm)-Lys-OCH4- HCI (2). Hergestellt nach der Methode von BRENNER [13]. Aus-
beute 80%; Smp. 142-143° (aus MeOH/Ather), [a]?} = +7,2° (¢ = 1, Methanol).

¢) H-Lys = (N Palm)-Lys-OCHy- 2HCI (3). Nach der Carbodiimid-Mcthode aus N*-N¢-Di-Z-
Lys-OH [14] und 2 mit DCCD in DMF. Nach Ausschiitteln mit Essigester wird das N®-N&-Dji-Z-
Lys—>(Né-Palm)-Lys-OCHg aus Methanol/Wasser kristallisiert; Smp. 151-153°. Ausbeutc 50%;
[0]® = —1,9° (¢ = 0,6, MeOH).

CysH,00gN, (795,00 Ber. C67,97 H 887 N 7,059 ef. C67,91 H 908 N7,17%

Hydrogenolyse: Mit Pd in Methanol und 1 Aqu. HCL. Smp. 170° (aus Methanol/Ather), [zx]f)s =
+2,2° (¢ = 1,1, Methanol) ; Ausbeute 869%,.

dy H-Lys—>Lys—>(N* Palm)-Lys-OCHy-3HCI (4). — N¥ N&-Di-Z-Lys—>(N®-Z)-Lys-(Né-Palm)-
Lys-OCHy: 20,7 g (0,03 Mol) N%, N#-Di-Z-Lys—>(N°®-Z)-Lys-NHNH, [15] werden in 100 ml Eis-
essig, 100 ml 60-proz. Essigsaure, 21 ml 3~ HCI und 300 ml Essigcster gelost, auf — 5° gekiithlt und
tropfenweise mit einer Losung von 2,1 g (0,03 Mol) NaNO, in 5 ml H,O versetzt. Nach 5 Min.
Riihren bei — 5° wird mit Eiswasser verdiinnt, die Essigcsterlosung abgetrennt, mit eiskalter
5-proz. NaHCO,-Losung und H,O gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Unterdessen werden
13 g (0,03 Mol) (N&-Palm)-L-Lys-OCH, - HCl in 180 ml Dimethylformamid suspendiert, mit 4,15 ml
(0,03 Mol) Tridthylamin versctzt und 20 Min. kriftig geriihrt. Darauf wird abgenutscht, mit wenig
DMF nachgewaschen, auf — 5° gekiihlt und mit der Losung des Azids in Essigester vercinigt. Einc
allfillige Tritbung wird durch Zusatz von DMF gelost. Die Losung wird iiber Nacht im Eiskasten
aufbewahrt. Darauf wird zur Trockne verdampft, in Essigester geldst, mit 5-proz. NaHCO,-1L.6-
sung, Wasser, 1N HCI und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknct und eingedampft. Der
Riickstand wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 23,8 g (75%); Smp. 152-153°,
[ = —11,2° {¢ = 1, DMF).
CyoHgsO1, N (1057,3) Ber. C67,02 H 8,39 N7,95% Gef. C67,14 H 8,27 N 8,10%

Hydvogenolyse: In tiblicher Weise mit Pd in McOH und HCI. Ausbeute 909, ; Smp. 223-224°
(aus Methanol/Ather), [a]} = —5,0° (¢ = 1,4, DMF).

¢) H-Dab—>vp-Dab->D-Dab—>(NV-Palm)-Dab-NHNH,-4H By {5). — H-(N7-Palm)-o,p-Dab-OH :
77,2 g (0,5 Mol) H-«,p-Dab-OH-HCI [16], 600 m! Wasser und 66,5 g (0,3 Mol) basisches Kupfer-
carbonat werden 21/, Std. unter Riickfluss erhitzt, dann wird abgenutscht und die Losung des Cu-
Komplexes zuerst mit 109 g (1,3 Mol) NaHCO, versetzt, darauf wird unter Riihren bei 20° inner-
halb 20 Min. eine Losung von 151 g (0,55 Mol) Palmitinsdurechlorid in 400 ml Aceton zugetropft
und iiber Nacht weitergeriihrt. Der Kupferkomplex wird nach Isolierung mit H,S zersetzt und die
Aminosiure wie iiblich aufgearbeitct. Aus Eisessig/Wasser umkristallisiert. Ausbcute 459%,, Smp.
208-210°.
CooH 005N, (356,54) Ber. C 67,37 H 11,31 N 7,86% Gef. C 67,27 H11,27 N 7,819%

H-(N?-Paim)-a,p-Dab-OCH,- HCl: Hergestellt mit SOCl, und MeOH. Smp. 144-146° {aus
Methanol/Ather). Ausbeute 70%,.
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N®-Foy-(NY-Z)-a,y-D-Dab=>(N?- Palm)-Dab-OCHy: Aus N%For-(N7-Z)-a,y-p-Dab-OH [17]
und dem entsprechenden Ester mit DCCD in DMF. Smp. 163-166°; Ausbeute 509%,.

H-(N7-Z)-a,y-D-Dab->(NY- Paim)-a, y-Dab-OCH,: Durch Deformylierung mit 4§ HCl/MeOH
bei Zimmertemperatur. Rohprodukt.

N*-For-(N?V-Z)-a,y-Dab—>(NY-Z)-o,y-bD-Dab-NHNH,: 56 g (0,2 Mol) N*-For-(N?-Z})-a,y-Dab-
OH [17] werden in einer vom Tridthylamin-HCl abgenutschten Ldsung von 60,4 g (0,22 Mol)
(N?-Z)-a, y-p-Dab-OCH, - HCI [18] in 150 ml DMF 4 28,8 ml (0,2 Mol) Tridthylamin gelost, bei
—10° mit 40,8 ml (0,2 Mol) DCCD versetzt und 20 Std. bei 0° aufbewahrt. Nach Filtration vom
Harnstoff wird das Lésungsmittel durch Essigester ersetzt, wie iiblich aufgearbeitet und der
Dipeptidester als Rohprodukt mit Ather gefillt: 52 g Rohprodukt, Smp. 138-140°, Diese 52 g
Ester werden in 200 ml Alkohol und 52 ml 80-proz. Hydrazinhydrat unter Erwdrmen gelst, iiber
Nacht bei 25° aufbewahrt, abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen, getrocknet und aus
DMF/Wasser umgefillt. Ausbeute 819, (bezogen auf Rohprodukt), Smp. 198-200°.

N%For-(NV-Z)-a,y-Dab->(NV-Z)-a,y-D~Dab—>(NV-Z)-o,y-D-Dab-> (N?- Palm)-o,y-Dab-OCHy :
9,1 g (15 mMol) N*-For-(N¥-Z})-a, y-Dab-(N¥-Z)-e, y-p-Dab-NHNH, werden in 100 ml Eisessig, 50 ml
Wasser, 100 ml Essigester und 12,7 ml 3~ Salzsiure bei 0° unter starkem Riihren gelost. Bei — 10°
tropft man unter Rithren eine Losung von 1,09 g (15,8 mMol) NaNQ, in 15 m]l Wasser langsam zu,
extrahiert nach 15 Min. bej 0° mit Essigester, wischt mit Wasser und 1~ Natriumhydrogencarbonat
und trocknet die Losung bei 0° iiber Natriumsulfat. Diese Azidlésung wird mit einer Lisung von
11 g H-(N?-Z}-a,y-D-Dab—> (N?-Palm)-a,y-Dab-OCH; (Rohprodukt) in 65 ml DMF versetzt, 20
Std. bei 0° und 6 Std. bei 20° stehengelassen, im Hochvakuum bei 45° konzentriert und mit 400 ml
Ather ausgefillt. Nach Filtration wird mit Ather gewaschen und aus DMF/Alkohol umgefallt.
Smp. 222-224°,

CsgHg O3 Ng (1101,32)  Ber. € 63,25 H 7,69 N 10,179  Gef. C63,58 H 791 N 10,119,

Uberfithrung in das Hydvazid: 11 g N%-For-(N¥-Z)-g,y-Dab->(N?-Z}-a,p-D-Dab>(N?-Z)-
¢, y-D-Dab—>(N?-Palm)-a, y-Dab-OCH, werden in 90 ml DMF und 11 ml 100-proz. Hydrazin-
hydrat unter Erwiarmen geldst. Nach 20 Std. wird mit 200 ml Wasser vermischt, abgenutscht, mit
Wasser gewaschen und im Vakuum bei 80° getrocknet: Ausbeute 959, Smp. 240-242° (aus
DMF/Alkohol umgefillt).

Cg;Hg O, Ny (1101,32)  Ber. C 62,16 H 7,69 N12,72% Gef. C62,20 H 7,89 N 12,559%

Decavbobenzoxylievung mit HBv|Eisessig: 8 g N*-For-(N?-Z)-a,y-Dab—>(N7-Z)-e,¥-D-Dab—>
(N?-Z)-&, y-D-Dab—>(N?-Palm)-g,y-Dab-NHNH, werden mit 80 ml 33-proz. Bromwasserstoff/Eis-
essig fibergossen und 2 Std. unter Feuchtigkeitsausschluss geschiittelt. Die Suspension wird mit
300 ml abs. Ather ausgefillt, abgenutscht, der Riickstand mehrmals mit frischem Ather behandelt,
in 80 ml Wasser aufgenommen, vom restlichen Ather durch Evakuieren befreit und 2 Std. bei 20°
(Deformylierung) stehengelassen. Die wéasserige Lésung wird lyophilisiert und der Riickstand aus
Methanol mit Ather ausgefillt. Man 16st in Methanol, neutralisiert mit Pyridin auf pH 7 und fallt
diec Losung in Alkohol aus. Nach dem Trocknen wird die Substanz in 50 ml Wasser gclost und
lyophilisiert. Man erhilt das Tetrahydrobromid als farbloses Pulver vom Smp. 245-250° (Zers.).

f) No-Palm-Lys—>Lys>NH,+ HCl (). - N%- Palm-(N*-Z)-Lys—>(N*-Z)-Lys-NH,: Eine Losung
von 50 g (63 mMol) N%-Palm-(N¢&Z)-Lys—>(N¢-Z)-Lys-OMe (Azidmethode; vgl. B, a) in 300 ml
Methanol wird in einem Riihrautoklaven mit 100 g fliissigem Ammoniak versetzt und 20 Std. bei
40° und 30 atii N, geriihrt. Das ausgefallenc Amid wird abgenutscht, mit Alkohol und Wasser ge-
waschen, im Vakuum getrocknet und 2mal aus DMF/Methanol umkristallisiert. Ausbeute 70%,;
Smp. 186-188°, [«}¥ = —11° (¢ = 2, DMF).

CyHgO;N; (780,03) Ber. N 8,98 OCH; 0%  Gef. N 8,90 OCH, 0%

Hydvogenolyse: 58 g (74,5 mMol) N®-Palm-(N*-Z)-Lys—>(N*®Z)-Lys-NH, werden in 300 ml
Eisessig nach Zusatz von 7 g 5-proz. Palladiumkohle hydriert. Nach Abtrennen des Katalysators
dampft man die Lésung auf 100 ml ein und leitet bei 20° trockenen Chlorwasserstoff bis zu ciner
Gewichtszunahme von 5,4 g ein. Man evakuiert 15 Min. und falltin Essigester unter Umriihren aus.
Nach Trocknen im Vakuum bei 50° wird die Substanz aus 90-proz. wisserigem IsopropanoljAccton
unter Riihren ausgefillt, abgenutscht, mit Aceton gewaschen und getrocknet. Ausbeute 889
Smp. 242-244° (Zers.), [o]ff = —16° (¢ = 3, Wasser) (optisch rein).

g H-Lys—>(N®Palm)-Lys-NH,-2HBrv (7). — N* N®-Di{-Z-Lys—>(N¢-Palm)-Lys-NH,: 719 g
(0,01 Mol) N¥%, N¢-Di-Z-Lys—>(NéPalm)-Lys-OCH, (vgl. ¢} werden ir 100 ml Methanol gelést und
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bei 0° mit Ammoniak gesittigt. Die Losung wird gut verschlossen 2 Tage bei Raumtemperatur
aufbewahrt und darauf abgedampft. Umkristallisation aus Methanol. Ausbeute 6,5 g (82%);
Smp. 201-202°, ()} = —8,0° (¢ = 1,8, DMF).

CuHgoO7N; (780,00 Ber. C 67,75 H 892 N 8979  Gef. C67,80 H 9,25 N 9,23%

Decarbobenzoxylievung mit HBr|Eisessig: 6 g des geschiitzten Dipeptides werden mit 30 ml
HBr/Eisessig wie iiblich decarbobenzoxyliert. Ausbeute 4,6 g (88%,) aus Athanol/Ather. Hygros-
kopisches Pulver, das plattenchromatographisch einheitlich ist. [«}}f = +13,1° (¢ = 1,2, DMF).

i) H-Lys~>(N¢-Palm)-Lys-NHNH,-3,2HByv (8). - Hydrazid : Aus N% N¢-Dji-Z-Lys->(N*-Palm)-
Lys-OCH, und Hydrazin in Methanol. Ausbeute 96%; Smp. 178-180° (aus Methanol), [«]}} =
—9,1° (¢ = 2, DMF).

C, H,,O,Ng (795,0) Ber. C66,46 H 887 N 10,579  Gef. C66,72 H 891 N 10,75%

Decarbobenzoxylierung: Mit HBr/Eisessig. Ausbeute 60%; Smp. 194-196°, [o]¥ = +8,7°
(¢ = 1,4, DMF). ’
B) Verbindungen der Tabelle 2
a) N%- Palm-Lys-»Lys-OCHy-2HCI (9). — N*- Palm-(N¢-Z)-Lys-OH : In eine Losung von 280 g
(1 Mol) H-(N¢-Z)-Lys-OH [19] und 129 g (2,3 Mol) KOH in 6 1 Wasser tropft man unter Riihren bei
Raumtemperatur eine Losung von 288 g (1,05 Mol) Palmitinsaurechlorid in 400 ml Aceton. Nach
4 Std. wird mit 6 1 Wasser verdiinnt, abgenutscht, das Filtrat mit konz. HCI kongosauer gestellt,
die Fallung abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen, getrocknet und aus Essigester kristallisiert.
Ausbeute 85%; Smp. 107-109°, [o]}} = —2,2° (¢ = 5, DMF).
CyoH;pO;N, (518,72)  Ber. C69,46 H 9,72 N 540%  Gef. C09,58 H 9,76 N 5,69%
N Palm-(N6-Z)-Lys-OCH,: Eine Losung von 147 g (0,5 Mol) H-(N¢-Z)-Lys-OCH, [20] in
500 ml Tetrahydrofuran und 77 ml (0,55 Mol) Tridthylamin wird unter Riithren bei 15-20° inner-
halb 45 Min. mit einer Lésung von 137,5 g (0,5 Mol) Palmitinsdurechlorid in 150 ml Tetrahydro-
furan versetzt. Nach 20 Std. wird in 2 1 ciskalter 1n HC] ausgefillt, abgenutscht, in 1,2 1 Alkohol
gelost, in einer eiskalten Losung von 50 g NH,Cl in 2 1 3N Ammoniak gefillt, abgenutscht, mit
Wasser gewaschen, getrocknet und aus Essigester umkristallisiert. Ausbeute 90%,, Smp. 90-91°.
CyiHgoO5N, (532,74) Ber. C 69,88 H 9,84 N 5,26%  Gef. C69,90 H 10,12 N 5,479,

N@-Palm-(N¢-Z)-Lys-NHNH,: Eine Lésung von 244 g (0,46 Mol) N*-Palm-(N¢é-Z)-Lys-OCH,
in11DMF wird mit 112,5 ml (2,3 Mol) Hydrazinhydrat versetzt. Nach 48 Std. wird das Hydrazid
abgenutscht, wihrend 3 Std. in 2 1 Wasscr gertihrt, abgenutscht, mit Wasser gewaschen, ge-
trocknet und aus Dimethylformamid/Wasscr umgefdllt. Ausbeute 90%,; Smp. 152-154°, [a]}} =
—6,8° (¢ = 2, DMF).

CyH;,04N, (532,75) Ber. C67,63 H 9,84 N 10,529, Gef. C67,28 H 9,56 N 10,529,

N Palm-(Ne-Z)-Lys-»(N¢-Z)-Lys-OCH, (Carbodiimid-Methode): 100g (0,193 Mol) N#*-Palm-
(N®-Z)-Lys-OH und 57 g (0,195 Mol) H-(Né-Z)-Lys-OCH, [20] werden in 230 ml DMF gelost, bei
—10° mit 40,8 g (0,198 Mol) DCCD versetzt und 16 Std. bei 0° stehengelassen. Das gebildete dicke
Ol wird mit 50 ml DMF verdiinnt, auf 50° erwirmt, auf 20° abgekiihlt und vom Dicyclohexyl-
harnstoff abgenutscht. Man fallt das Filtrat in 4 1 5-proz. Natriumchloridlésung, nutscht nach
1 Std. ab, wischt mit Wasser, trocknet und kristallisiert aus Essigester/Petrolither. Ausbeute
85%; Smp. 123-125°, [«]} = —7° (¢ = 2, DMF).

N@-Palm-(N¢-Z)-Lys—>(N*-Z)-Lys-OCH, (Azidmethode) [21]: Eine auf —10° abgekiihlte
Loésung von 266 g (0,5 Mol) N*-Palm-(N*-Z)-Lys-NHNH, in 2,51 DMF und 417 ml 6~ HCl-Gas/
Tetrahydrofuran (2,5 Mol HCl) wird unter Rithren innerhalb von 40 Min. mit 69 ml (0,512 Mol)
Isoamylnitrit in 120 ml DMF versetzt und anschliessend 1 Std. bei —10° gerithrt. Dann tropft
man innerhalb 40 Min. bei —10° eine vorgekiihlte Lésung von 150 g (0,51 Mol) H-(Né&-Z)-Lys-
OCH, [20] in 300 ml DMF und 357 ml (2,55 Mol) Tridthylamin dazu, riihrt 6 Std. bei —10° und
einem pH von 8-8,5 und lasst iiber Nacht langsam auftauen. Die Reaktionsmischung wird mit 61
ciskalter 5-proz. Natriumhydrogcncarbonat-Lésung ausgefdllt, abgenutscht, mit Wasser ge-
waschen, in 3 1 Methanol gelost und in 6 1 eiskalter 1N Salzsaure ausgefillt, abgenutscht, mit
Wasser gewaschen und aus Alkohol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 88%,; Smp. 123-125°,
() = —8,4° (¢ = 2, DMF).

CysHyqOgN, (795,04) Ber. C 67,98 H 887 N 7,059%  Gef. C68,15 H 8,96 N 7,33%
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Hydrogenolyse: 50 g N*-Palm-(N°®-Z)-Lys—>(N¢-Z)-Lys-OCH, (Azidmethode) werden in 200 ml
Eisessig mit 8 g 5-proz. Palladiumkohle hydriert. Nach Abtrennen des Katalysators wird der Eis-
essig abdestilliert, der Sirup mit 4~ HCl/Mcthanol gelést und auf ein pH von 2 gebracht, durch
Zusatz von Accton kristallisiert und anschliessend aus Methanol/Aceton umkristallisiert. Ausbeute

75%; Smp. 221-222°, [a]¥ = -23,0° (¢ = 2, H,0). — Ein vollstindig analog hergestelltes Produkt
aus der Carbodiimid-Methode hat einen Smp. von 210-212° und [o]3} = —17° (c = 2, H,0).

b) N%-Palm-Lys—>Ser-OCHy-HCl (10). — N%* Palm-(N®-Z)-Lys—>Ser-OCH,: Aus N*Palm-
(Ne-Z)-T1.ys-OH und H-Ser-OCH,- HCI [22] mit DCCD. Kristallisiert aus Alkohol. Ausbeute 659%,;
Smp. 125-127°.

Hydyogenolyse: In Mcthanol/Eiscssig in Gegenwart von Pd, Uberfithren in das Hydrochlorid
und Umbkristallisieren aus Methanol/Ather und Chloroform/Ather. Smp. ab 139° (Zers.), [¢]3 =
—8,25° (¢ = 2, Hy0). Die Substanz enthalt 0,3 Mol Wasser und 0,06 Mol Chloroform.

¢) Palm-Glu—>Glu-OH (17). — Palm-(y-OCH,)-Glu—>(y-OCH,)-Glu-OCH,: Aus Palmitinsiure-
chlorid und H-(y-OCHj)-1-Glu-(y-OCHy)-L-Glu-OCHj [23] wie fiir N%-Palm-(Né-Z)-Lys-OCH, be-
schrieben. Kristallisation aus Essigester/Ather. Smp. 116-118°; Ausbeute 639%,.

Verseifung: In Methanol mit NaOH, Umbkristallisieren aus Alkohol/Petrolather. Ausbeute
52%; Smp. 139-140°, [a]# = —13,7° (¢ = 2,8, Alkohol).

d) N% Palm-Lys—>Lys-OC,Hy-2HCI (12). — N*-Palm-(N*®-Z)-Lys—>(N®&-Z)-Lys-OC,H: Nach
der Azid-Methode aus N*Palm-(N¢-Z)-Lys-NHNH, und H-(N°®-Z)-Lys-OC,H; [24] hergestellt,
analog dem cntsprechenden Dipeptid-OCH,. Umkristallisiert aus Alkohol. Ausbeute 909% ; Smp.
124-126°, [o]2 = —8.4° (¢ = 2, DMF).

CyHo,oOyN, (809,07) Ber. C 68,28 H 897 N 6,929  Gef. C68,62 H 8,80 N 6,959,

Hydrogenolyse: In Eisessig tiber Pd und Uberfiihrung ins Hydrochlorid. Umkristallisiert aus
Alkohol. Smp. 245-250° (Zers.), [@])% = —24° (¢ = 2, H,O) (optisch rein).
¢) N* Palm-Lys—>Lys-OH-HCl (13). — N% Palm-(N8-Z)-Lys—>(N®Z)-Lys-OH: Durch Ver-
seifen von N®-Palm-(N¢-Z)-Lys—>(N¢-Z)-Lys-OCH, (sieche B, a) in Methanol mit NaOH. Um-
kristallisicren aus Essigester/Pctrolather. Ausbeute 909,, Smp. 129-131°.
CuHgOgN, (791,02) Ber. C67,66 H 8,78 N 7,179  Gef, C67,92 H 9,14 N 7,239

Hydrogenolyse: In Eisessig/Wasser mit Pd. Nach der Operation wird zur Trockne verdampft,
in wenig Wasser gelost, das pH mit 1x HCl auf 7 gestcllt, mit Aceton gefillt, abgenutscht und
getrocknet. Ausbeute 859,. Zersetzung oberhalb 180°; [«]} = —5° (¢ = 2, H,0).

f) N Palm-Orn—>0rn-OCH,- 2HCI (14). — N®-Palm-(N%-Z)-Orn-OH : Man suspendiert 26,6 g
(0,1 Mol) H-(N%-Z)-Orn-OH [25] in 150 ml 1,58 KOH und 100 ml THF, tropft unter Riithren bei
2-5° 30 g (0,11 Mol) Palmitinsdurechlorid zu und lasst noch 40 Min. bei Raumtemperatur riithren
unter nochmaligem Zusatz von 25 ml 28 KOH. Dann wird mit 3~ HCI angesiuert, das Tetra-
hydrofuran im Vakuum entfernt, der Riickstand mit 500 ml Essigester und etwas konz. HCI ver-
diinnt, die Essigesterphase mit 45 HCI, Wasser und konz. NaCl-Lésung gewaschen und nach
Trocknen cingedampft. Nach Umfillen aus Methanol/Wasser erhélt man 39 g (78%,). Smp. 91-96°,
[w]d) = +4,8° (c = 1, Alkohol).

CygHygOsN, (504,6) Ber. C69,01 H 9,59 N 5,559  Gef. C69,44 H 9,57 N 5,45%

No-Palm-(N9-Z)-Orn—>(NS-Z)-Orn-OCHy: Aus N*-Palm-(N%-Z)-Orn-OH und H-(N%-Z)-Orn-
OCH,-HCI [26] in Essigester/DMF mit DCCD. Umkristallisiert aus Essigester. Ausbeute 62%,;
Smp. 121-124°, [a]3} = —1,9° (¢ = 1, DMF).

CatHggOgN, (766,9) Ber. C67,33 H 8,67 N 7,319% Gef. C67,52 H 8,49 N 7,569,

Hydyogenolyse: In Eisessig und anschliessende Uberfiithrung in das Dihydrochlorid, kristalli-
sation aus Methanol/Aceton. Ausbeute 749 ; Smp. 230-233°, [«]§} = —12,2° (¢ = 2, Methanol).

g) N%Palm-Lys—>Dab-OCH4-2HCI (15). — N% Palm-(N¢-Z)-Lys—>(N?-Z)-Dab-OCH,: Herge-
stellt aus N*-Palm-(N*-Z)-Lys-OH und H-(N?-Z)-Dab-OCH, {18] mit DCCD in DMF. Ausbeute
70%; Smp. 141°, [«]}} = —15,95° (¢ = 2, DMF).

CyaHggOgN, (766,9) Ber. C 67,33 H 8,67 N 7,319, Gef. C67,31 H 8,69 N 7,55%

Hydyogenolyse: In Methanol mit Aqu. HCl. Aus Methanol/Aceton umgefillt. Ausbeute 85%,;
Smp. ab 200° (Zers.), []f = —14,3° (¢ = 1, Methanol).
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h) N®-Palm-Orn->Arg-OCH,-2HCI (16). — N% Palm-(N%-Z)-Orn—>(NO,)-Arg-OCH,: Herge-
stellt aus N®-Palm-(N3-Z)-Orn-OH und H-(NG-NO,)-Arg-OCH, [27] in DMF mit DCCD. Umkri-
stallisiert aus Essigester. Ausbeute 69%; Smp. 135-139°, [} = —2,5° (¢ = 1, Methanol}.

CogHlOgN, (719,9)  Ber. C 60,06 H 8,54 N 13,629  Gef. C 60,50 H 8,37 N 13,399

Hydrogenolyse: In Eisessig bei 50° mit Pd und anschliessende Ubcrfithrung ins Hydrochlorid
mit HCl/Methanol. Umbkristallisiert aus Methanol/Ather. Ausbeute 51%; Smp. 217-220° (Zers.),
[a]¥ = —5,2° (¢ = 1, Methanol).

1) N& Palm-Arg—>Avg-OCyHy-2HCI (17). — N%Z-(NG-NO,)-Arg—>(NG-NO,)-Arg-0C,Hy:
35,3 g (0,1 Mol) N*-Z-(NG-NOQ,)-Arg-OH [28] werden in 400 ml THF bei —10° mit 16,2 g (0,1 Mol)
Carbonyldiimidazol versetzt und 40 Min. bei —10° geriihrt. Dann wird eine Lésung von Nitro-
arginin-dthylester®) in 150 ml DMF (erhalten durch Umsetzen des Hydrochlorides mit Tridthyl-
amin) zugegeben und 4 Std. bei 0° geriihrt. Nach Eindampfen wird in Essigester und 1x HCI auf-
genommen, wobei sich der Hauptteil als schweres 1 abscheidet, das mit Wasscr verrieben cr-
starrt. 22,3 g (389%). Aus der Essigesterlosung erhilt man nach Neutralwaschen, Trocknen und
Eindampfen 5,6 g (109,). Beide Fraktionen werden vercinigt und aus Alkohol/Wasser umkristalli-
siert. Ausbeute 17,2 g (30%); Smp. 123-125°, [«]}} = —7,8° (¢ = 1, Alkohol).

CooHy OgN, (582,5) Ber. C45,35 H 5,88 N 24,05%  Gef. C45,37 H 594 N 24,049,

No-Palm-(NG-NO,)-Arg—>(NGC-NO,)-Arg-OC,Hg: 14,6 g (0,025 Mol) der obigen Verbindung
werden mit 50 ml 25-proz. HBr in Eisessig wihrend 1 Std. decarbobenzoxyliert, anschliessend mit
Ather gefillt und der Riickstand nach mehrmaligem Auswaschen mit Ather und Alkohol zur
Trockne verdampit. Der Riickstand wird in 150 ml Alkohol gelést, mit Tridthylamin alkalisch ge-
stellt, zur Trockne verdampft und der Riickstand noch 2mal mit Toluol abgedampft. Dann wird in
150 ml Pyridin aufgenommen, mit 4 ml Tridthylamin versetzt und bei —10° bis —15° rasch unter
Rithren mit 7,2 g (0,026 Mol) Palmitinsiurechlorid versetzt. Nach 30 Min. Riihren bei 0° wird zur
Trockne verdampft, in Essigester anfgenommen und neutral gewaschen, wobei bereits ein Teil der
Substanz ausfillt. Der Essigester wird nach Filtration zur Trockne verdampft und die vereinigten
Produkte aus Alkohol/Ather kristallisiert. Ausbeute 7,7 g (45%,); Smp. 179-182°.

CsoHssOgNyo (686,8)  Ber. C 52,46 H 851 N 2040%  Gef. C51,97 H8,32 N 19,90%

Hydrogenolyse: In Eisessig/Wasser iiber Pd, Uberfithrung in das Hydrochlorid und Umkristalli-
sicren aus Alkohol/Ather. Ausbeute 48%,; Smp. 225-230°, [«]?) = —13,7° (¢ == 2, Alkohol).

C) Verbindungen der Tabelle 3

a) N*-Acetyl-Lys—>Lys-OCHy+2HCl (18). — N%For-(N&-Z)-Lys—>(N®-Z)-Lys-OCHg: 26,3 g
(0,085 Mol) N*-For-(N¢-Z)-Lys-OH [29] werden in 150 ml Tetrahydrofuran bei — 10° unter Riihren
mit 13,8 g (0,085 Mol) Carbonyldiimidazol versetzt. Nach 30 Min. setzt man 25,5 g (0,085 Mol)
H-(N¢-Z)-Lys-OCH, [20] in 50 ml THF zu und lisst noch 4 Std. bei Raumtemperatur weiterriihren.
Danach wird das Losungsmittel eingeengt, mit Essigester versetzt, mit eiskalter Weinsdure,
KHCO,;-Lésung und Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum cingedampft. Umkristalli-
sieren des Riickstandes aus Aceton/Ather. 29,2 g (58%,); Smp. 147-149°, [¢)?} = —16,9° (¢ = 1,0,
Methanol). :

CyoHygOgN, (584,65) Ber. C61,63 H 690 N 9,58%  Gel. C61,96 H 6,75 N 9,449,

No-Acetyl-(N®-Z)-Lys—>(N&Z)-Lys-OCH: Der Formyl-dipeptidester wird in der 5fachen
Mecnge 1IN methanolischer HCl-Losung 5 Std. bei Raumtemperatur geschiittelt, im Vakuum ver-
dampft, 3mal mit Ather verrieben und dekantiert. 5,9 g (0,01 Mol) des so deformylicrten Produktes
werden in 20 ml Essigester geldst, auf 0° gekiihlt und mit 1,4 ml (0,01 Mol) Tridthylamin versetzt.
Nach Filtration vom Triidthylammoniumsalz gibt man 2,2 g (0,012 Mol) p-Nitrophenylacetat [30]
zu, bewahrt 2 Tage bei Raumtemperatur auf, nutscht ab, wischt die gelartige Masse mit Essig-
ester, KHCO;-Losung und Wasser und trocknet im Vakuum. Aus Mcthanol/Wasser erhdlt man
4,2 g (70%). Smp. 141-143°, [a]}} = —11,5° (¢ = 2,2, DMF).

CqHypOgN, (598,7) Ber. C62,18 H 7,07 N9,369% Gef. C62,26 H7,12 N9,35%

%) N-(NG-NO,)-Arg-OC,H, - HCl wurde als Ol in analoger Weise wie der Methylester [27] hergestellt
und direkt verwendet.
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Hydrogenolyse: 3,6 g {0,006 Mol) des geschiitzten Dipeptids werden in 100 ml Mcthanol und
2 ml 3~ HCl mit Pd-Kohle hydrogenolysiert. Der nach Filtration und Eindampfen erhaltene
Riickstand wird noch 4mal mit Methanol zur Trockne verdampft, unter Ather verrieben und ge-
trocknet. Es verbleiben 2 g (829,) cines sehr hygroskopischen Pulvers, das sich plattenchromato-
graphisch einheitlich verhilt. [«)3 = —19,3° (¢ = 1,5, Methanol).

b) N%-Butyryl-Lys>Lys-OCH3-2HBr (19). — N%Butyryl-(N®-Z)-Lys>(N*-Z)-Lys-OCH,:
11,8 g (0,02 Mol) deformyliertes Dipeptidester-hydrochlorid werden in 40 ml Essigester mit 2,8 ml
(0,02 Mol) Triathylamin (geméss C, a) freigesctzt, mit 1,8 ml (0,021 Mol) Buttersiure und 4,5 g
(0,022 Mol) DCCD versetzt und 16 Std. bei Raumtemperatur belassen. Nach Filtration vom
Harnstoff wird der Essigester gewaschen, getrocknet und im Vakuum verdampft. Der Riickstand
wird aus AlkoholfWasser umgefallt und liefert 7 g (569,) des geschiitzten Zwischenproduktes.
Smp. 104°, [x]ff = —15,2° (c = 1, DMF).

CyaHgOgN, (626,7) Ber. C 63,24 H 7,39 NB894% Gef. C63,01 H743 N 80959

Decarbobenzoxylievung: 5,7 g (0,009 Mol) des geschiitzten Dipeptids werden mit 25 ml 30-proz.
Bromwasserstoff in Ejsessig 1 Std. bei Raumtemperatur geschiittelt, danach mit Ather gefillt,
dekantiert und mehrere Male mit Ather verrieben. Nach 4maligem Abdampfen mit Methanol und
Umfillen aus Athanol/Ather erhilt man 4 g (85%) eines hygroskopischen Pulvers, wclches auf dem
Plattenchromatogramm nur einen Fleck zeigt. ()3 = —11,6° (¢ = 1,3, Methanol).

¢) N*%-Caprylyl-Lys—>Lys-OCHy-2HBr (20). — N®-Caprylyl-(N®-Z)-Lys—>(N*-Z}-Lys-OCHg:
11,8 g (0,02 Mol) deformylierter Dipeptidester werden gemdss C, b) mit 3,2 ml (0,02 Mol) Capryl-
siure acyliert. Man erhalt 8 g (59%) aus Methano!/Wasser umgefalltes Produkt vom Smp. 112—
115°; [a]ff = —8,7° (¢ = 1,2, DMF).

CyH; 0N, (682,8) Ber. C6507 H 7,97 N820% Gef. C6521 HS8,14 N 843Y%

Hydrogenolyse: 1,36 g (0,002 Mol) des geschiitzten Dipeptides lieferten in HCl/MeOH mit Pd
0,8 g (829%) umgefilltes Produkt vom Smp. 195-197° (Alkohol/Ather); [)% = —12,2° (¢ = 2,3,
DMF).

d) N®-Lauroyl-Lys—>Lys-OCH4-2HCI (21). — N*Lauroyl-(N¢-Z)-Lys-OH : Laurylsiurechlorid
[31] wird gemdss B, a) mit H-(N*-Z)-Lys-OH umgesetzt. Der Riickstand wird mittels einiger
Tropfen Mcthanol in Losung gebracht und nach Zugabe von Petrolather kristallisiert. Ausbeute
78%; Smp. 102-104°, []} = +2,8° (¢ = 2,0, Alkohol).

CyeHy05Np (462,61)  Ber. C 67,50 H 9,15 N6,06% Gef. C67,61 H 9,09 N 6,06%

N*-Lauvoyl-(Ne-Z)-Lys—>(N¢-Z)-Lys-OCH,: 23,1 g (0,050 Mol) N*Lauroyl-(Né-Z)-L-Lys-OH
werden mittels Carbonyldiimidazol mit H-(N*-Z)-Lys-OCH, [20] verkniipft und auf iibliche Art
aufgearbeitet. Aus Methanol/Wasser werden 15,8 g (439%,) geschiitzter Lauroyl-dipeptidester vom
Smp. 137-139° erhalten. [¢]}2 = —11,6° (¢ = 2,0, Methanol).

CyHgOpN, (738,94)  Ber. C 66,64 H 846 N 7,58% Gef. C 6648 H 838 N 7,55%

Hydrogenolyse: 13 g (0,018 Mol) dieses Dipeptidderivats hydrogenolysiert man in 750 ml Eis-
essig und 6 ml konz. HCI mittels Pd-Kohle bei Raumtemperatur. Nach Filtration und Verdampfen
im Vakuum crhilt man aus Mcthanol/Ather 4,1 g (43%,) Endprodukt mit Smp. 212-214°, [« B =
—20,0° (¢ = 2,0, Methanol).

e) N®-Tvidecanoyl-Lys—>Lys-OCHy-2HCl (22). — Ne-Tvidecanoyl-(N®-Z)-Lys—>(N&-Z)-Lys-
OCHj: Tridecanoylchlorid wird aus der Siure und Thionylchlorid erhalten [31]. 29 g (0,050 Mol)
Formyl-dipeptidester werden nach C, a) deformyliert und in Tetrahydrofuran mit 20 ml Tridthyl-
amin versetzt. Nach Filtration wird unter Rithren bei —10° tropfenweise mit 11,9 g (0,050 Mol)
Tridecanoylchlorid versetzt und noch 20 Min. bei 0° geriihrt. Man dampft die Hélfte des Tetra-
hydrofurans ab, gibt Essigester zu und wischt mit 1x HCl und Wasser. Nach Trocknen, Ein-
dampfen und Umbkristallisieren aus Essigester/Petrolither erhédlt man 20,9 g (56%,) geschiitzten
Dipeptidester vom Smp. 135-137°. [o]§f = —13,7° (¢ = 2,0, Methanol).

CpaHg OgNy (752,96)  Ber. C 66,99 H 8,57 N 7,449  Gef. C66,96 H 8,35 N 7,58%

Hydrogenolyse: Die Hydrogenolyse mit Pd in Eisessig liefert aus Mcthanol/Ather 6,9 g (569%,)
Tridecanoyl-dipeptidester-dihydrochlorid. Smp. 215-219°, [a]f} = —18,4° (¢ = 2,0, Methanol).
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f) N*-Myristoyl-Lys—>Lys-OCHg-2HCI (23). — N*-Myrisioyl-(N8-Z)-Lys—>(N®-Z)-Lys-OCH,:
Hergestellt aus Myristoylchlorid [31] nach Mcthode C, e). Aus Essigester/Petrolither umkristallisiert
erhilt man 76%, des geschiitzten Dipeptids. Smp. 128-132°, [«]} = ~11,1° (¢ = 2,0, Methanol).

CoaHesOaN, (766,99)  Ber. C 67,33 H 867 N7,31% Gef. C67,52 H 869 N7,11%

Decarbobenzoxylierung : Der geschiitzte Myristoyl-dipeptidester wird nach C, b) mittels Brom-
wasscrstoff in Eisessig behandelt, anschliessend mit eiskalter 20-proz. Ammoniakldsung versetzt
und mit Essigester extrahiert. Die Essigesterausziige werden nach gutem Waschen und Trocknen
mit 3 Aqu. 4~ HCl in Methanol versctzt und im Vakuum eingedampft. Aus Methanol/Ather erhilt
man 689% der Verbindung 23 vom Smp. 214-220°. [)} = ~19,9° (¢ = 2,0, Methanol).

&) N%- Pentadecanoyl-Lys—>Lys-OCHgy-2HCl (24). — N%- Pentadecanoyl-(N6-Z)-Lys—>(N®-Z)-Lys-
OCHj,: Pentadecanoylchlorid [31] wird analog C, e) umgesctzt und aufgearbeitet. Aus Methanol/
Wasser erhilt man in 509, Ausbeute den geschiitzten Pentadecanoyl-dipeptidester vom Smp. 129
133° [0]¥ = —11,7° (¢ = 2,0, Methanol).

CyHgOgN, (781,02) Ber. C67,66 H 878 N 7,17%  Gef. C67,82 H 848 N 7,299

Hydrogenolyse : Ergibt cin Endprodukt mit Smp. 209-215° (Zers.); [oc]%)“ = —194° (¢ = 2,0,
Methanol).

h)y N®-Margavoyl-Lys—>Lys-OCHy-2HCI (25). - N*-Margaroyl-(N¢-Z)-Lys—>(N¢-Z)-Lys-OCH,:
Margarinsdaurechlorid [31] wird analog C, e) hergestellt und aufgearbeitet. Ausbeute 569%,; Smp.
130-132°, [o]¥ = —11,8° (¢ = 2,0, Methanol).

CyHp9OgNy (809,07) Ber. C 68,28 H 897 N 6,939, Gef. C6835 H 8,98 N 7,00%

Hydrogenolyse: Liefert das Endprodukt in 379, Ausbeutc mit Smp. 216-220° (Zers.) aus
Methanol/Ather. [0]¥ = ~16,4° (¢ = 2,0, Methanol).

i) N&-Steavoyl-Lys—>Lys-OCH,-2HCL (26). — N%-Stearoyl-(N®-Z)-Lys-OH : Herstellung aus
Stearinsiurechlorid [31] und H-(N*-Z)-L-Lys-OH analog der Vorschrift fiir N*-Palmitoyl-(N¢-Z)-
Lys-OH (B, a)). Umkristallisiert aus Essigester/Petroldther, Smp. 95-97°, [a]f = 0° (¢ = 2,08,
Alkohol).

CypHy O;N, (546,76)  Ber. C70,29 H 9,96 N 5,13%  Gef. C70,53 H 971 N 5,01%

N®-Siearoyl-(N*-Z)-L-Lys-(N®-Z)-L-Lys-OCH,: Hergestellt aus N*-Stearoyl-(N*-Z)-L-Lys-OH
und H-(N*-Z)-Lys-OCH, mittels DCCD (analog C, ¢). Umkristallisiert aus Alkohol/Wasser, Smp.
105-108°.

CuH,OgN, (837,12) Ber. C 68,88 H 9,15 N6,709%  Gef. C68,54 H 887 N661%

Hydrogenolyse: Mit Pd in Eisessig, Uberfilhrung ins Dihydrochlorid. Umkristallisiert aus
Alkohol/Ather, Smp. ab 235°, langsame Zersetzung; [«]fy = —19° (¢ = 2,3, H;0).

k) N%-Arachoyl-Lys-»Lys-OCH,-2HCL (27). — N*-Avachoyl-(N®-Z)-Lys—>(N®-Z)-Lys-OCHy:
Arachinsdurechlorid, dargestellt aus Arachinsiure mittels Thionylchlorid, Smp. 28-31°.
CyoH3pOCl (330,97) Ber. C72,57 H 11,88 C110,71%  Gef. C 72,84 H 11,79 C110,969%

Dieses wird mit H-(N¢-Z)-Lys->»(N%-Z)-Lys-OCH,; umgesetzt und aufgearbeitet. Ausbcute
569%,. Smp. 120-123° aus Essigester/Petrolather.

CpoHOgN, (851,14) Ber. € 69,13 H 9,24 N 6,58%  Gef. C69,37 H 9,12 N 6,63%

Hydrogenolyse: Exgibt in 819, Ausbeute das Dipeptidester-dihydrochlorid. Smp. 220-223° aus
Methanol/Ather; [a]ff = —16,5° (¢ = 2,0, Methanol).

{) N%-Phytanoyl-Lys—>Lys-OCH - 2HCI (28). — N*- Phytanoyl-(N®-Z)-Lys—>(N®-Z)-Lys-OCHy:
Phytanoylchlorid aus racemischer Phytansiure [32] wird mit H-(N®-Z)-Lys->{N®-Z)-Lys-OCH,
umgesetzt und wie iiblich aufgearbeitet. Ausbeute 61%. Smp. 115-118° aus Essigester/Petrol-
ather; (o)) = —12,9° (¢ = 2,0, Methanol).

C;pH,eOgN, (851,14) Ber. C69,13 H 9,24 N 6,58%  Gef. C69,04 H 9,15 N 6,77%

Hydrogenolyse: Diese ergibt ein Endprodukt (649%) mit Smp. 215-219°; [ = —19,5° (c =
2,0, Methanol).

D) Verbindungen der Tabelle 4

a) Palmitinsdure (29). Zur Verwendung gelangte ein Handelspriparat der FLuka AG.
b) N Palm-Lys->HBr (30). 5,2 g N*-Palm-(Né-Z)-Lys-OH werden mit 30 ml 33-proz. Brom-
wasserstoff/Eisessig 2 Std. unter CaCl,-Verschluss geschiittelt, 15 Min. im Vakuum entgast, mit
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250 ml Ather verdiinnt, 2mal mit 30 ml Wasser extrahiert, die wisserigen Phasen mit Ather ge-
waschen und im Vakuum bei 35° bis zur reichlichen Kristallbildung eingedampft. Nach Abnutschen
und Trocknen wird aus Alkohol/Essigcster/Petrolither umgefillt, Ausbeute 75%,; Smp. 109-112°
(Zers.), [)f2 = —9,9° (¢ = 1,6, Alkohol).
CyeHyO4Np HBr (465,52)  Ber. N 6,03 Br17,179%  Gef. N 6,03 Br 16,91%
¢) H-Lys-OCH,-2HCI (31)7).

E) Verbindungen der Tabelle 7

@) N%Palm-D-Lys—>D-Lys-OCyHy2HCI (32). — N%-Palm-(N¢-Z)-D-Lys-OCH,: Herstellung
analog der L-Verbindung [B, d)]. Smp. 90-91°.

N Palm-(N¢-Z)-p-Lys-NHNH,: Herstellung analog der L-Verbindung aus N#-Palm-(N®-Z)-
p-Lys-OCH, und Hydrazinhydrat. Smp. 152-154°, [0}® = +6,8° (¢ = 2, DMF).

N® Palm-(N¢-Z)-D-Lys—>(N*¢-Z)-D-Lys-OC,H,: Herstellung analog der entsprechenden L—>>L-
Verbindung. Smp. 124-126°, [ahz_)z = +8,4° (¢ = 2, DMF).

Hydrogenolyse: Analog der L-»L-Verbindung. Smp. 245-250° (Zers.), [«l}} = +24° (¢ = 3,
H,0) (optisch rein).

CyoHgoO4N,Cly (613,74)  Ber. C111,55 OC,Hg 7,34%  Gef. C111,30 OC,H; 7,179,

b) N%-Palm-DL-Lys—>DL-Lys-OCyH-2HCl (L—>L; D>D) (34). — N* Palm-(N¢-Z)-pDL-Lys-OH :
Herstellung analog der rL-Verbindung [B, d)]. Umkristallisiert aus Methanol/Essigester, Smp.

134-136°. CioHgO;N, (518,70)  Ber. N 540%  Gef. N 5,55%

N® Pglm-(N¢-Z)-pDL-Lys—>(N¢-Z)-DL-Lys-OCyHy ( Racemalgemisch) : Herstellung aus N*-Palm-
(N¢-Z)-pL-Lys-OH und H-(N®-Z)-pL-Lys-OC,Hy mit DCCD analog der entsprechenden L—>1-Ver-
bindung. Umbkristallisiert aus Alkohol/Wasser, Smp. 103-108°.

CisHp2OpN, (809,07)  Ber. C 68,28 H 8,97 N 6,929, Gef. C69,08 H 895 N7,179%

Hydrogenolyse: Analog der L—->L-Verbindung. Das Dihydrochlorid stellt ein Racematgemisch
dar, Smp. 210-220° (Zers.). 150 g dieses Racematgemisches werden in 2,5 | siedendem Alkohol ge-
16st und iiber Nacht bei 0° aufbewahrt. 1. Fraktion: 77 g, Smp. 224-230° (Zers.); 2. Fraktion: 35 g,
Smp. 226-230° (Zers.); 3. Fraktion: 38 g, Smp. 200-206° (Zers.). (3. Fraktion aus der Mutterlauge
der 2. Fraktion durch Eindampfen und Ausfillen mit Aceton erhalten.) Die 1. und 2. Fraktion
werden gemeinsam aus siedendem Alkohol umkristallisiert. Man erhalt 105 g eines schwerlsslichen
Racemates, Smp. 226-230°.

CyoHeON,Cly (613,74)  Ber. N 9,13 Cl111,55%  Gel. N 9,03 (111,579,

Durch Eindampfen gleicher Mengen gleichkonzentricrter alkoholischer Lésungen von authen-
tischem N%-Palm-Lys—>Lys-OC,Hy+2HCl (12) und N*-Palm-p-Lys—>D-Lys-OC,Hg-2HCL (32)
erhilt man das gleiche Racemat, das im Smp. und in der Loéslichkeit dem obigen schwerldslichen
Racemat entspricht. Es handelt sich somit um das Racemat der Zusammensetzung: (L—>L; b—>D).

¢) N%-Palm-pL-Lys>DL-Lys-OC,Hy-2HC! (D—>L; 1—>D) (33). Dic 3. Fraktion aus dem Race-
matgemisch von N®-Palm-DL-Lys—>nL-Lys-OC,Hy - 2ZHC1 (Verbindung 34, Hydrogenolyse) wird in
wenig kaltem Alkohol gel6st und durch Zusatz von Aceton kristallisiert. Man erhilt 35 g leicht-
1ésliches Racemat, das vorwiegend die Zusammensctzung D—>L; L—>D aufweist. Smp. 200-206°.

CyoHgoO,N,Cl, (613,74)  Ber. N 9,13 C111,55%  Gef. N 9,07 Cl11,629,

F) Antibakterielle Wirkung (Tabelle5). - Die Dilutionsteste fithrten wir bei der Pritfung der
wasserloslichen Praparate gegen anspruchsvolle Keime auf dem Ndhrmedium Brain Heart Infusion
(Difco 0037), und gegen gut wachsende Erreger auf gewohnlicher Nahrbouillon (Difco 0003) durch.
Nach der Impfung mit 1 Tropfen ciner 18- bis 24-stiindigen Inoculumskultur pro 5 ml Nihrmedium
wurden die Verdiinnungsreihen bei 37°C wiahrend 24 Std. bebriitet, die sichtbare Hemmung abge-
lesen, danach aus jeder Konzentrationsstufe eine Ose auf cine Agarplatte (je nach den Anspriichen
des Erregers mit oder ohne Blutzusatz) verimpft, um die abtttenden Titer nach 24-stdg. Bebriitung
der Subkulturen zu bestimmen.

G) Abbauversuche (vgl. Tabelle 7). - a) Versuche mit Trypsin: Die Praparate wurden mit
Trypsin im Gewichtsverhiltnis 20 :1 bei pH 8,0 inkubiert (37°). Die Priifung auf allfillige Spalt-
produkte erfolgte periodisch durch Papierchromatographie in #-Butanol/Eisessig/Wasser 4 :1:1.

%) Analog hergestellt wie D-Lysin-methylester-2HCI [33].
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b) Abbau mit Meerschweinchen-Daymsaft: Ansitze zur papierchromatographischen Lys-Be-
stimmung: Je 10 uMol Substanz wurden in 0,50 ml Darmsaft bei 37° inkubiert; periodisch wurden
aliquote Probchen von 0,10 ml entnommen, 5 Min. auf 100° erhitzt, im Vakuum eingedunstet, mit
1-2 Tropfen 2~ HCl aufgenommen und erneut iiber KOH zur Trockne gebracht. Nach Loésen in
0,20 ml Wasser wurden zur Papierchromatographie 10 ul (0,1 uMol cingesetzter Substanz ent-
sprechend) strichférmig aufgetragen. Auf den gleichen Papieren liefen ferner entsprechende Mengen
Darmsaft allein, sowie Lysin-Standardlésungen (0,02-0,2 uMol) mit. Chromatographiert wurde auf
ScHLEICHER & ScHULL-Papier 2043b gewaschen, 15 Std. absteigend mit x-Butanol/Eisessig/
Wasser 4:1:1 und »-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30:20:6:24. Die fertigen Chromatogramme
wurden 1 Std. in der Kapelle getrocknet und dann durch folgende Ldsung [34] gezogen: 1 g
Ninhydrin in 180 ml Aceton + 10 ml Wasser + 10 ml Eisessig. Die Chromatogramme liess man wie-
derum 1 Std. in der Kapelle hingen und erwdrmte anschliessend im Trockenschrank 10 Min. auf
70°. Die violetten Lysinbanden wurden dann beidseitig mit Kupferreagens bespriiht, bis die Farbe
durchgehend in Rot umschlug.

Kupferreagens [34]: 1 ml gesittigte, wasserige Cu-Nitratlosung+ 0,05 ml 20-proz. HNO,; mit
Aceton auf 100 ml stellen.

Die Banden wurden ausgeschnitten, fein zerschnitzelt, mit 3-6 ml abs. Methanol eluiert und
innerhalb 90 Min. im Spektralphotometer (BEckmMaN B) bei 504 myu gemessen. Bei der Auswertung
wurden Papier- und Darmsaft-Blindwerte beriicksichtigt (die Darmsaftproben enthielten oft
geringe Mengen freies Lys).

¢) Diinnschichtchvomatographie dev freien Palmitinsduve: Die 24-Std.-Prébchen wurden mit
0,2 ml Benzol extrahiert und 5-10 ul Benzolextrakt auf eine Kieselgel-G-Platte aufgetragen; zum
Vergleich liess man 2-10 ug Palmitinsaure mitlaufen (ein Darmsaft-Blindversuch ergab keine freie
Palmitinsiure). Mobile Phase: Petrolather tiefs./Ather abs./Eisessig p.a. 100:20:1. Laufstrecke:
10 cm; Dauer: ca. 30 Min. Anfarbung: Die Platte wurde zuerst mit einer LLésung von 50 mg Nilblau
(S1EGFRIED AG.) in 50 ml Athanol und 20 ml Didthanolamin, und anschliessend mit Wasser (sehr
fein vernebelt!) bespriiht: dunkelblaue Flecke; Empfindlichkeit ca. 1 ug. Der Rf-Wert der Pal-
mitinsdure liegt je nach Wassergehalt der Losungsmittel und dem Sattigungsgrad des Troges
zwischen 0,6 und 0,8.

Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Dr. A. DIRSCHERL
ausgefiihrt.

SUMMARY

The synthesis of a new class of surface active agents consisting of basic peptides
containing on one amino group a large aliphatic acyl residue is outlined. There are
some definite relations between constitution and antibacterial properties. The struc-
tural conditions for maximum activity are:

1) The peptide has to consist of strongly basic amino-acids. Lysine as an inex-
pensive constituent seems to be the material of choice.

2) Lengthening of the peptide chain in the oligo series is associated with increa-
sing activity, but lysine dipeptides show optimal properties.

3) The aliphatic fatty acid residue has to contain preferably 1418 carbon atoms,
palmitic acid representing the optimum. It should be attached to the N*-amino
group.

4) The carboxyl end has to be protected, e. g. by an ester or amide function, in
order to avoid a decrease in basicity.

5) Lower units such as acylated basic amino-acids exhibit lower activity, especially
against GRAM-negative pathogens.

The in vitro antibacterial activity of the prototypes such as N*-palmitoyl-L-lysyl-
L-lysineethyl ester dihydrochloride is specified in comparison with quaternary am-
monium salts and broad spectrum antibiotics.
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HELVETICA CHIMICA ACTA

Studies on degradation iz vitro by intestinal juice (guinea pig) and proteolytic

enzymes are reported. Intestinal proteolysis depends mainly on the configuration
of the amino-acid moieties. The D-form resists proteolysis. These results conform
with the LDgg figures, which are lower in the D-series and racemic products as com-
pared with the corresponding r-forms.
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