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126. Synthesen in der Polymyxin-Reihe 

Synthese von Polymyxin B, 
9. Mitteilungl) 

von K. Vogler, R. 0. Studer, P.  Lanz, W. Lergier und E. Bohni 

(15. V. 65) 

A. Einleitung 

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

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 mogliche 
Varianten einzuschranken. Da es damals sehr schwierig erschien, auf analytischem 
Wege eine endgultige 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 Aminosauren im Ring (8 bzw. 7) 
und der Art der Verknupfung der Seitenketten an der GC- oder y-Aminogruppe des 
Verzweigungsgliedes als 8cr oder 8y und 7a oder 7y bezeichneten [4], durch Total- 
synthese zu gewinnen. Zwei davon, 7u und 7y, waren irt vitro und in vivo hochaktiv, 
untereinander und relativ zum Naturprodukt in den physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften sehr ahnlich, aber mit diesem nicht identisch [7]. Es bedurfte indessen be- 
sonderer Anstrengungen, diese Nichtidentitat auf chemischem Wege zu erharten. 
Das wichtigste Instrument dam war die Rotationsdispersion der zuerst von BRINT- 
ZINGER [S] hergestellten Ni-Komplexe sowie die spezifische Drehung. 

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

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

8. Mitteilung vgl. [7]. Eine vorliiufige Mitteilung dieser -4rbcit ist in Experientia 20, 365 (1964) 
erschienen. ~ Abkiirzungen : Dab = a ,  y-Diaminobuttersaure, Z = Rcnzyloxycarbonyl, ROC = 
t-Butyloxycarbonyl, I3ut = t-Butylestcr, OF" = fi-Nitrophcnylester, PHT = l'htaloyl, 
DMF = Dimethylformamid. Anstelle der friiher verwcndeten Abkurzung n Ipelr) fur (+) -6-  
Methploctansaure (Isopelargonsaure) ziehen wir aus Griinden der korrekteren Schreibweise die 
im englischen Sprachgebrauch verwendete Ahkiirzung MOA vor. 
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HAUSMANN & CiiAIG [2] hatten nach Totalhydrolyse des naturlichen Polymyxins 
B, D-Phenylaldnin praparativ isoliert und eindeutig identifiziert. Der Drehwert des 
Monohydrochlorides der isolierten a,  y-Diaminobuttersaure von [a]g = + 20,3" (c = 

2, 6 x  HC1) war aber gegenuber dem Literaturwert [lo] von [a]'," = + 31,6" (c = 2, 
6~ HC1)Z) zu niedrig. Dies fuhrte sie zum Schluss, dass entweder eine partielle 
Racemisierung wahrend der Totalhydrolyse eingetreten war, oder aber, dass im ur- 
spriingliclien Peptid einer der sechs a, y-Diaminobuttersaurereste in der D-Form vor- 
liege. Eine ahnliche Beobachtung ist auch von uns nach Totalhydrolyse von Poly- 
myxin B, und Abbau der Dab-Fraktion rnit L-Aminosaureoxydase [7] gemacht wor- 
den. Ob es sich dabei um eine Partialracemisierung bei der Totalhydrolyse handelt, 
bildet nocli Gegenstand einer besonderen Untersuchung. RIZERTE & DAUTREVAUX 
berichteten [12] etwas spater uber die Isolierung des Fragmentes MOA + Dab der 
Seitenkette sowie iiber den Nachweis des Dab-Restes als zur D-Konfiguration ge- 
horend. Unsere synthetischen Produkte enthielten demzufolge zwei D-Aminosauren, 
u-Phenylalanin in der Ringsequenz und eine D-a, y-Diaminobuttersaure in Nachbar- 
stellung der Fettsaure. 

Kiirzlich konnten nun SUZUKI et al. [1.1] [13] nach Abbau von Polymyxin B, rnit 
dem Enzym Nagarse durch Gegenstromverteilung die drei Peptide MOA-Dab-Thr, 
MOA-Dab-Thr-Dab und Cyclo(y-Dab-Dab-D-Phe-Leu-Dab-Dab-Thr-) isolieren. Aus 
jedem der drei Peptide konnte praparativ a,  y-Diaminobuttersaure in optisch reiner 
Form isoliert werden, die rnit Hilfe der optischen Drehung, 1R.-Spektrum und 
D-Aminosaureoxydase als eindeutig nur zur L-Konfiguration gehorend bestimmt 
wurde. Aus diesen Fragmenten und den friiher von HAUSMANN [3] sowie BIZERTE & 
DAUTREVAUX [12] erhaltenen Bruchstiicken ergab sich die Struktur 7u. Zum gleichen 
Ergebnis ist unabhangig von den japanischen Forschern WILKINSON [14] mit anderer 
Methodik gekommen, wobei die Formel des Naturproduktes auf die zwei moglichen 
Strukturen 8y und 7a eingeengt werden konnte. 

Die Struktur 7a ist aus biogenetischen Grunden schon vor zwei Jahren nach dem 
Kesultat der biologischen Aktivitat als wahrscheinlichste Struktur des Naturproduk- 
tes in Erwagung gezogen worden [15]. Nun konnten rnit einem Schlage die damaligen 
Abweichungen in der spezifischen Drehung und in der Rotationsdispersion erklart 
werden. Ein Einbau von L-Dab in 1' (Fig. 1) musste den spezifischen Drehwert er- 
hohen und wiirde wohl auch die Maxima der COTTON-Kurven des Kupferkomplexes 
andern. 

Im Lichte dieser neuen Ergebnisse war unser fruher synthetisiertes Cyclodeca- 
peptid 7a ( 3  '-o-Dab) als ein Stereoisomeres des Naturproduktes (7a, all-L-Dab) anzu- 
syrechen. Dies ist nun durch die Totalsynthese bestatigt worden (vgl. Fig. 4). 

B. Synthese 

Tn Anleliriung an die Synthesen der cyclischen Decapeptide 8y 141, 8cr [ S ] ,  7a [6] 
unc17y 171 wiirde zuerst das vollstandig geschutzte, vcrzwcigte Decapeptid 7cr (XXIV) 
licrgestellt (Fig. 1). 

2) Dieser Wert ist abcr zu lioch. Eigenc Messungeri an einern analyscnreinen l'raiparat cles Mono- 
hydrochlorids von or,yDiaminobuttersaure ergaben [a]: = +24,5" f 1" (G = 2,5, 6 N  HCl), 
vgl. auch SUZUKI et al. [ l l j ,  dic L K ] ~  = -t22,5' & 1" (c = 0,9843, 6~ HC1) angeben. 
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Fig. 1. Decapeptid X X I V  

Im Gegensatz zu den fruher verwendeten Schutzgruppen (Forrnyl-, $-Toluol- 
sulfonyl-, Carbobenzoxy- bzw. Methylester) wurde diesmal zum Schutz der Amino- 
gruppe in 1-Stellung der t-Butyloxycarbonylrest, zum Schutze der Carboxylgruppe in 
7-Stellung der t-Butylester und fur die y-Aminogruppen der 2-Rest verwendet. Der 
dadurch bedingte veranderte Weg zur Synthese des geschutzten, verzweigten Deca- 
peptides (Fig. l) ist in Fig. 2 dargestellt. 

XX11 Octapeptid-methylester aus I+ I1 
XXIII Octapeptid-hydrazid 
XXIV Decapeptid aus XXII + I11 t 

MOA 

Fig. 2 .  Aufbauschema des geschiitzten Decapeptids 

Die drei Zwischenproduktc I, I1 und I11 mussten ebenfalls neu synthetisiert 
werden. 

1. Synthese des Tetra$e~tid-l)erivates I (1‘-2’4-5). Das Tetrapeptid-Dcrivat I 
wurde nach Schema 1 aufgebaut. 

Das Dipeptid VI wurde durch Umsetzung von N”-BOC-NJ’- 2-L-u, y-diamino- 
buttersaure-9-nitrophenylester V mit L-Threonin-methylester als olige Verbindung 
erhalten. Nach Abspaltung des BOC-Restes mit Trifluoressigsaure konnte das Di- 
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Schema 1. Synthese des T e t m p r ~ t ~ d - l ) e r i v a t ~ a  I 

1 '  2' 3' 5 
S - Z  L-IIab L-TII~ N)'-Z-L-I>ab N~- / -ROC-L-I>~~ 

-OH 

-OF" II--OCH, 

HOC- 
11- 

SOC- 
V 

HOC- 

H--. 

310 'I-. 

NO,\- 

MOA- 

ILTOA- 

MOA--- 

- 

I I I  

LOCH, 
1'1 

V I I  

VIII 

IX 

9 

XI  

-OCH, 

-OCI-I, 

-KHNH, -0 H 

-OCH, 

-OCH, 

-OCH, 

H----OCH, z- 

-OCH, z- 

--NHNHz H- 

XI1 

XI11 

x IV 

peytid-Derivat VII  als Hydrochlorid kristallin erhalten werden. Dieses wurde mit 
(+)-6-Methyl-octansaure rnit Hilfe von Carbonyldiimidazol zum NC(-(+)-6-Methyl- 
octanoyl-N~-Z-L-a,y-diaminobutyryl-~-threonin-methylester (VIII)  gekuppelt und 
nachfolgend mit Hydrazinhydrat ins entsprechende Hydrazid I X  verwandelt. Die 
Uberfuhrung von I X  in das Saureazid und anschliessende Kondensation mit Ny-Z- 
L-a, y-diaminobuttersaure-methylester lieferte Na-(+)-6-Methyl-octanoyl-NY-Z-~-a,y- 
diaminobutyryl-~-threonyl-N~'-Z-~-a,y-diaminobuttersaure-methylester (X).  Nach 
Herstellung der Hydrazides XI  wurde in einer weiteren Azidreaktion XI  mit NY-BOC- 
L-a, y-diaminobuttersaure-methylester (XIV) zum geschutzten Tetrapeptid I ver- 
Iangert . XIV wurde durch Carbobenzoxplierung von NY-BOC-L-a, y-diaminobutter- 
saure [16] zu XII, Veresterung von XI1 mit Diazomethan zu XI11 und anschliessende 
katalytische Hydrierung des letzteren uber PdjC crhalten und konnte als Hydro- 
chlorid kristallin gefasst werden. 

2 .  Syizthese des Tetrapeptides ZZ (I-2-3-d). Das Tetrapeptid I1 wurde durch stufen- 
weisen Aufbau vom N-Terminus her nach der P-Nitrophenylester-Methode [17] 
erhalten (Schema 2). 

Fur den Schutz der a-Aminogruppe wurde durchwegs der BOC-Rest gewahlt, der 
sich leicht selektiv durch Trifluoressigsaure entfernen liess. Die entstehende Esterbase 
XVI wurde als kristallines Hydrochlorid charakterisiert. 

3. Synthese des Uipeptides 111 (6-7). Die Synthese des Dipeptid-Derivates I11 
(Schema 3) konnte durch Kondensation von N"-Phtaloyl-N'-Z-L-c, y-diaminobutter- 
saure (XIX) rnit D-Phenylalanin-t-butylester (XX) und Dicyclohexlcarbodiimid er- 
reicht werden. Abspaltung der Phtaloylgruppe rnit Hydrazin fuhrte zu 111, das in 
Form seines Hydrochlorides kristallisiert werden konntc. 
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Schema 2. Synthese des I’etrape~tid-Derivates I I 

1 2 3 4 
L-Leu Pu;-Z-L-I)ab X - Z - L - D ~ ~  L-Thr 

BOC--OH 

XVII 

BOC- 

ROC- 

1165 

BOC--0PN H--OCH, 
v 

ROC- -OCH, 
VI  

BOG-OPN H OCH, 
V VII 

xv 

XVI 

BOC -OCH3 

BOC--0PN H -OCH3 

-OCH3 
XT’III 

I1 
-NHNH, 

PHT- 

H- 

Schema 3. Synfhese des Dipeptid-Derivates 111 

6 7 
W-Z-L-Lhb D-Ph 

H- 0But t XIX t XX 
PHT- OH 

- 0 1 3 ~ t  

-0RUt 

XXI 

111 

4. Synthese des Cyclodecape$tides 7a (all-L-Dab) ( X X V ) .  Die y-BOC-Gruppe im 
Tetrapeptid I (1’-2’-3‘-5) wurde rnit Trifluoressigsaure abgespalten und das erhaltene 
Produkt rnit dem Azid von I1 (1-2-3-4) (Fig. 2) zum geschutzten Octapeptid-methyl- 
ester XXII  umgesetzt. Dieser wurde rnit Hydrazinhydrat ins entsprechende Hydrazid 
XXIII  ubergefuhrt und nach dem Azidverfahren rnit I11 (5-6) zum vollstandig ge- 
schutzten Decapeptid XIV (Fig. l) verlangert. Die beiden Kettenenden l und 7 wur- 
den durch kurze Behandlung mit Trifluoressigsaure freigelegt und das erhaltene 
Produkt rnit uberschussigem Carbodiimid in hoher Verdunnung in Dimethylform- 
amid/Dioxan cyclisiert, 

Die Abspaltung der 2-Gruppen aus dem Cyclisierungsprodukt verlief mit Hilfe der 
katalytischen Hydrierung uber Pd/C in Eisessig bei Raumtemperatur nicht voll- 
standig. Eine vollstandige 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 n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 
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(40:10:5:45) und Fallung mit konz. NH, bei 0". XXV konnte anschliessend als 
Pentaphosphat kristallisiert erhalten werden (Fig. 3 ) .  

Fig. 3. Pentaphosphat von synthetischenz Polymyxin B ,  im polarisierten Licht (Vergrosserung 55 fach) 
(Photo in unserer mikroanalytischen Abteilung von Herrn nr. H. WALDMANN aufgenommen) 

SC, 
I:$ l*@N-O$jJ4 4++ 
P \ 

i 1 
q%Q*4 'kYiz$HCo /* b$% 

$-zpo-$ 
ru & &  

8 4+ +% 

.;% 

v co 

NH 
H CO 

OH NH 

H+:-CHZ-CH~-NH~ 

H~c+-+H 

$0 

YH 
$0 

H-$-CHz-CHflH2 

H g i 3  

g 
Fig. 4. Polynqxin B,  = cyclisches Decapeptid 7a (all-L-Dab) X X  I' 
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C) Vergleich des Endproduktes mit naturlichem Polymyxin B, 
Das kristalline Phosphat des synthetischen cyclo-Decapeptids 7a (XXV) wurde in 

Anlehnung an die Charakterisierung friiherer Syntheseprodukte nach dem Schema der 
Tabelle 1 mit dem kristallinen Phosphat des naturlichen 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 friiher zeigen konnten [7], 
bestand ein charakteristischer Unterschied in den Rotationsdispersionskurven der 
Nickelkomplexe von natiirlichem Polymyxin B, und den beiden synthetischen Pro- 
dukten 7a und 7y ,  die beide in der Seitenkette eine D-a,y-Diaminobuttersaure ent- 
hielten. Fig. 5 zeigt die erhaltenen Kurven, wobei als Vergleich das urspriingliche 
cyrh-Heptapeptid 7cl (l’-D-Dab) mitaufgefuhrt ist. 
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Fig. 5. Rotationsdispevsionskuruen der Nickelkomplexe des naturlachen Polymyxans B, und der 

Die Dispersionskurven von B, und dem synthetischen 7a (all-L-Dab) sind prak- 
tisch identisch, unterscheiden sich jedoch deutlich von der Kurve des Stereoisomeren 
7a (1’-D-Dab). Auch die friihere Beobachtung [7],  dass die Kurven der Losungen 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. 

synthetischen Produkte 7a (all-L-Dab) acnd 7u (I’-D-Dab) 
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Der enzymatische Abbau von B, und dem neuen 7a (all-L-Dab) rnit Hilfe des 
Enzyms Nagarse [9] und die nachfolgende plattenchromatographische Bestimmung 
der Bruckstucke zeigte, dass die beiden Substanzen zu identischen Fragmenten ab- 
gebaut werden. Diese Spaltstucke unterscheiden sich jedoch deutlich von denjenigen, 
die durch den Abbau von D-Dab enthaltenden 7a und 7y rnit Nagarse erhalten werden. 

Nachdem es nun gegluckt war, sowohl das naturliche B, als auch unser 7a (all-L- 
Dab) als Pentaphosphate zu kristallisieren, ist es merkwiirdig, dass dies bis jetzt fur 
die beiden fruher bescliriebenen Cyclodecapeptide 7a und 7y (1'-D-Dab) nocht nicht 
gelungen ist. Mikrobiologisch war das Verhalten von 7a (all-L-Dab) besonders gegen- 
uber Klebsiella pneumoniae interessant. Wahrend die friiheren Cyclodecapeptide 7a 
und 7 y  gegen Brucella bronchiseptica, Pseudomonas aeruginosa und Escherickia coli 
praktisch die gleiche Aktivitat aufwiesen wie natiirliches B, , waren beide gegen 
Klebsiella pneumoniae rund 5mal weniger aktiv. 

Tabelle 2. Antibaktevielle ' 4  ktivitat in vitro des synthetischen und das iaaturlichen Polymyxiri B ,  
(kristalline Pentaphasphate) 

Mikroorganismus 

Brucella broiachiseptica A T C C  4617 
Synthetischcs Polymyxin B, 
Natiirliches Polymyxin B, 

Synthetisches Polymyxin B, 
Natdrliches Polymyxin B, 

Synthetisches Polymyxin B, 
Natiirliches Polymyxin B, 

Escherichia coli 10536 

Klebsiella pneumoniae A T C C  10 131 

Mittlerc 
Aktivitat 
Ea) Img 

SEb) 
fr 

Vertrauens- p 
grenzen 

5928 
6297 

7150 
6398 

8546 
7522 

404 
270 

331 
191 

632 
527 

5120-6736 >- 0,OJ 
6297-6837 

6488-7 8 12 0,05 
6016-6780 

7282-9810 2 0,os 
6468-8576 

") Bezogen auf Hilfsstandard Polymyxin R-Sulfat rnit 7000 E/mg. 
b) Mittlerer Fehler vom Mittelwert. 

Wir bestimmten nach derselben Methodik [7] die Aktivitat des neuen syntheti- 
schen 7a (all-L-Dab) (als Pentaphosphat) in E/mg im Vergleich mit naturlichem Poly- 
niyxin B, (als Pentaphosphat) unter Benutzung unseres Hilfsstandards Polymyxin- 
R-Sulfat und unter Berucksichtigung aquimolarer Verhaltnisse. 

Aus Tabelle 2 geht hervor, dass wir vom neuen Produkt nicht nur gegen Brucella 
bronchiseptica und gegen Colibazillen praktisch identische Aktivitaten rnit dem Natur- 
produkt finden, sondern auch solche gegen Klebsiella pneumoniae.  Die Aktivitaten 
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 Aktivitat des neuen 
synthetischen Cycloheptapeptides derjenigen von naturlichem Polymyxin B, . Da sich 
das neue Cycloheptapeptid chemisch nur im Hinblick auf den Einbau von L-Diamino- 
buttersaureresten (anstelle von D-) unterscheidet, konnen wir folgern, dass wir in 
unserem Teststamm Klebsiella pneumoniae A TCC 10 137 einen Mikroorganismus 
haben, der auf Stereoisomeren anspricht. 
14 
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D) Diskusdon 
Auf Grund der vorliegenden Resultate besitzt Polymyxin B, die von SUZUKI u. 

Mitarb. [I 31 sowie etwas spater von WILKINSON [14] vorgeschlagene Struktur 7a 
(all-~-Dab). 

Es ist interessant, dass die fruher beschriebenen Verbindungen 8a, 8y, 7u und 7y, 
die alle eine D-Dab in Nachbarstellung zur Fettsaure besitzen, ebenfalls hochaktive 
Substanzen rnit dem Wirkungsspektrum der Polymyxine darstellen. Jedoch steht die 
Grossenordnung der Aktivitat rnit der Ringgrosse im Zusammenhang, indem eine 
Erweiterung des Kings von 7 auf 8 Aminosauren rnit einem Absinken der Aktivitat 
auf rund 12% verbunden ist. Sowohl bei den beiden Achterring- als auch bei den bei- 
den Siebnerring-Analogen spielt die Verknupfung der Seitenkette in u- oder y-Stellung 
der Verzweigungsdiaminobuttersaure fur die antimikrobielle Aktivitat praktisch 
keine Rolle. Die Einfuhrung einer D-Diaminobuttersaure anstelle der L-Diamino- 
buttersaure in Nachbarstellung zur Fettsaure wird signifikant nur von einem der 
gcpriiiten Organismen erfasst. 

Ahnlich wie beim Gramicidin S [17] [1.8] [19] durfte auch beim Polymyxin B, 
der ganze Charakter der Molekel fur seine antimikrobielle Aktivitat verantwortlich 
sein. Vermutlich wird auch die Polymyxinrnolekel eine Konformation einnehmen, bei 
welcher die hydrophilen NY-Aminoguppen und die hydrophoben Seitenketten mit der 
Fettsaure auf verschiedenen Seiten der Molekelebene angeordnet sind. Eine solche, 
dem Gramicidin S ahnliche Gestalt konnte ihre ahnliche Wirkung auf die Zellmem- 
branen erklaren. 

Experimenteller Teil4) 
Schema I 

1. N~-BOC-NY-Z-L-X, y-dzanzinobutterstiure ( I V ) .  17,7 g (0,07 Mol) Nr-Z-L-Dab-OH [20] werden 
in 100 ml Wasser und 6.4 g MgO suspendicrt und unter kraftigem Riihrcn bei 45" 20 g (0,14 Mol) 
t-Butyloxycarbonylazid 1201 in 210 ml Dioxan zugetropft. Die Mischung wird iiber Nacht liraftig 
bei 45" gerulirt und darauf im Vakuum auf ca. lia konzentriert. Das Konzentrat wird in einem 
Scheidetrichter auf Eiswasser gegossen, mit Essigester iiberschichtet, das p H  mit eiskalter Zitro- 
nensaure sauer gestellt und die Triibung mit Essigester extrahiert. Die Essigesterlosung wird rnit 
Wasser neutral gewaschen, iiber Na,SO, gctrocknet und eingedampft: 24 g 0 1  (97%). 

Charakterisierung von IV als DicycZohexylaminsaZz: 6,8 g (0,019 Mol) des 01s werden in 50 ml 
Ather gelost und in cler Kaltc mit 3,6 g (0,02 Mol) Dicyclohexylamin versctzt. Die erhaltencn 
Iiristallr merden abgenutscht und aus Ather umkristallisiert. Smp. 98-101". [a]E = - 6.2" (c = 1, 
DMF) . 

C28134,06Na (533,i) Ber. C 65,26 H 8,88 N 7,87% Gef. C 64,70 H 8,69 N 7,85% 

2 .  Nu-BOC-NY-Z-L-U. y-diaminobuttersuzLYe-p-nitrophenyZester ( V ) .  3,4 g (0,0063 Mol) Na-BOC- 
WKZ-L-U, y-diaminobuttersaurc (IV) werden zusammen mit 1,4 g (0,Ol Mol) +-Nitrophenol in 
40 ml Essigester gelost, in Eis gckiihlt und rnit 2, l  g (0,Ol Mol) DCCD versetzt. Nach 2stiindigem 
Riihren in Eis wird vom Harnstoff abgenntscht und zur Trockne vcrdampft. Der Riickstand wird 
aus Athano1 umkristallisiert. Snip. 110". [a]: = -26,5" (c = 2, DMF). 

CZ3HB,0,N, (473,47) Ber. C 58,34 H 5,751 N S,S870 Gef. C 58,62 H 5,88 N 8,97% 

3. N~-BOC-NY-Z-L-~,  y-diaminobzltyryl-L-threonin-methylester ( V I ) .  4,75 g (0,Ol Mol) Ka-BOC- 
NY-Z-L-U,y-diaminobuttcrsaiire-p-nitrophenylester (V) werden zusammcn mit 1,4 g r-Thr-OCH, 

I )  Die Smp. wurden auf dcm KoFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Analysenmuster 
wurdcn 16 Std. uber P,O, bei 0,Ol Torr/50-10O0 getrocknet. Die Mikroanalyseri wurdcn in 
unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung der Herren Dres. H. WALDMANN und 
A.  DIRSCHERL ausgcfiihrt. Fur die sorgfaltige Mitarbeit danken wir den Herren K.  SCHWEIZER 
uncl W. BERNASCONI. 
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[19] (0,Ol Mol) in 20 ml kaltem DMF gelost, 1 Std. in Eis geriihrt und iiber Nacht bei Raum- 
temperatur aufbewahrt. Darauf wird mit 200 ml Essigester verdiinnt, niit eiskalter 5 proz. 
NaHCO, Ltisung, Wasser, eiskalter 5 proz. Zitronensaure und Wasser gewaschen, getrocknet und 
eingedampft : 4,5 g 01. Dieses wird direlit weiterverwendet. 

4. NY-Z-L-u, y-diaminobutyryl-L-tlareonilz meth~ilester-hydrochlorid ( V I I ) .  4,6 g (0,Ol Mol) 
N~-BOC-NY-Z-L-~, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester (VI) werden rnit 20 ml Trifluoressig- 
saure 40 Min. bei Raumtemperatur geschiittelt. Der durch Abdampfen erhaltene olige Riickstand 
wird in 20 ml 4~ HCl/Methanol gelost und die Losung erncut zur Trockne verdampft. Das an- 
fallende Hydrochlorid wird aus MethanollAther umkristallisiert. Ausbeute 3 g (75 %) VII. Smp. 
187". [ c z ] ~  = +22,1" (C = 2, DMF). 

C1,H,,O,N,Cl Ber. C 50,55 H 6,49 N 10,41 C1 8,78% 
(403,s) Gef. ,, 50,51 ,, 6,36 ,, 10,52 ,, 8,89% 

5. Na-( + )-6-Methyloctanoyl-N~-Z-r-cc, y-dianziiaobutyryl-~-thveonin-methylester ( V I I I ) .  4,6 ml 
(0,02 Mol) (+)-6-Methyloctansaure [21] werden in 10 ml DMF und 40 in1 Dioxan gelost. Die auf 0" 
gekiihlte Losung wird rnit 4,l g (0,025 Mol) Carbonyldiimidazol [22] versetzt und 30 Min. bei 0" 
geruhrt. Inzwischen werden 8,2 g (0,02 Mol) NY-Z-L-GC, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester- 
hydrochlorid (VII) in 20 ml DMF und 80 nil Dioxan gelost, auf 0" gekiihlt und rnit 2,8 ml (0,02 Mol) 
Triathylamin versetzt. Nach 10 Min. Ruhren wird vom ausgefallenen Triathylaminhydrochlorid 
abgenutscht und das Filtrat rnit der Reaktionslosung der Methyloctansaure vereinigt. Die Mi- 
schung wird 2 Std. bei 0" geriihrt und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird 
das Dioxan im Vakuum entfernt, der Riiclrstand in Essigester aufgenommen und die Losung mit 
1~ NH,, Wasser, 1~ HC1 und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet untl eingedampft. Der 
Riickstand wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert: 7,2 g (71%) VIII. Smp. 139-141". [a]$ = 

- 15,9O (c = 0,75, Methanol). 

C,,HI10,N, (507,6) Ber. C 61,52 H 8.14 N 8,28% Gef. C 60,99 H 7,94 N 8,07% 

6. Na-( + )-6-Methyloctaizoyl-h~-Z-~-cc,y-diaminob~~tyryl-~-threoninhydrazid ( I X ) .  3,4 g 
(0,0067 Mol) Na-( + )-6-Methyloctanoyl-NY-Z-~-cc,y-dianiinobutyryl-i-threonin-methylester (VIII) 
werden in 20 ml Methanol gelost, rnit 1.7 ml Hydrazinhydrat versetzt und iiber Nacht bei Haum- 
temperatur aufbewahrt. Das entstandene Gel wird mit Eiswasser verrieben, abgcnutscht, mit 
Wasser gewaschen und getrocknet. Das Hydrazid wird aus DMF/Wasser unikristallisiert. Rus- 
beute 3,l g (91%) IX. Smp. 215-218". [a33 = -9,4" (c = 2, UMF). 

C25H4106N5 (507,6) Ber. C 59,15 H 8,14 N 13,790/, Gef. C 59,07 H 7,99 N 13,83% 

7. Na-  ( + ) -6-Methyloctanoyl-NY-Z-~-cc, y-rlianzinobutyryl-r-threonyl- NY-Z-L-U, y-diaminobutter- 
suure-methylester ( X ) .  5 , l  g (0,Ol Mol) Na-( + )-6-Methyloctanoyl-N~'-Z-~-~,y-diaminobutyryl-~- 
threoninhydrazid (IX) werden in 100 ml6O-proz. Essigsaure und 7 ml (0.021 Mol) 3~ HC1 gelost, 
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 rnit Eiswasser gefallt, abgenutscht, mit eis- 
kalter 5-proz. NaHC0,-Losung und kaltem Vl'asser gewaschen und scharf abgepresst. In der 
Zwischenzeit werclen 4 g (0,013 Mol) NY-Z-L-CZ, y-diaminobuttersaure-methylester-hydrochlorid in 
20 ml DMF gelost, bei 0" rnit 1,85 ml (0,013 Mol) Triathylamin versetzt, 5 Min. bei 0" geriihrt und 
dann das Triiithylaminhydrochlorid abgenutscht. In  das ciskalte Filtrat wird das Azid eingetragen 
und his zur vollstandigen Losung unter Eiskuhlung geriihrt. Nach Stehen iiber Nacht im Eis- 
schrank wird dic Losung niit Essigester vcrdiinnt und rnit 3 N HCl, Wasser, 5-proz. NaHC0,-Lo- 
sung iind Wasser neutral gewaschen, iiber NsSO,  getrockne? und eingedampft. Das Tripeptid 
wird aus Methanol/Wasser kristallisiert. Ausbeute 5.2 g (70%) X. Smp. 178-180". [a]g = 

- 21" (C = 2, DMF). 

C,,H6501,N5 (741,s) Ber. C 61,52 H 7,47 N 9,440/, Gef. C 61,31 H 7,35 N 9,57% 

8. Na- ( + ) - 6 - M e t h y l o c t a n o y l - N ~ - ~ - ~ - ~ ,  y-diaminobutyryl-L-threonyl-NY-Z-L-cc, y-dinminobutter- 
saztrehydruzid ( X I ) .  2.4 g (0,0032 Mol) Na-( + )-6-Methyloctanoyl-NY-Z-~-a, y-diaminobutyryl-L- 
threonyl-NY-Z-L-u,y~iaminobuttersaure-methylester (X) werden in 25 ml Methanol gelost, mit 
1,7 ml Hydrazinhydrat versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das ent- 
standene Gel wird rnit Eiswasser verdiinnt, abgenutscht, mit Wasser, Athanol und Ather ge- 
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waschen, gctrocknrt und aus L)MF/.i\lkolio~ gefallt. Ausbeute 8 g (89%) XI. Smp. 249-251'. 
ra'22 - - - 7 5,2" (C = 0,5, DMF). 

C3,H56C)9Ni (741,s) Her. C 59,90 I< 7,47 N 13,22% Gef. C 60,25 H 7,61 N 13,20% 

9. N"-%-N:'-ROC-L-E, y-dzianzinobuttersuz~re ( X I I ) .  4,5 g (0,022 Mol) NY-BOC-L-a,y-diamino- 
buttersaure [ lh ]  wcrden in 11 ml (0,022 Mol) 2 N NaOH gclost und unter Eiskiihlung und kraftigem 
Hiihren glcichzeitig rnit 3,5 g (0,022 Mol) Carbobenzoxychlorid und 11 ml 2~ NaOH innerhalb 
30 Min. versetzt. Nach 4 Std. Riihren in Eis wird 2mal rnit Ather extra.hiert, anschliessend die 
wasserige Phase rnit eiskalter Zitronensaure saucr gestellt und 2mal rnit kther cxtrahiert. Dieser 
wird mit Wasser neutral gewaschcn, iiber Na2S0, getrocknct und eingedampft: 6,8 g (92%) XII.  
Das entstandene 01 wird direkt weitcrverwendet. 

Charakterisierung von XI1 als nicyclohe~yluminsalz: 1 g (31, in 10 ml Ather geldst, wircl bei 0" 
rnit 0,55 g Dicyclohexylamin versetzt. Nach 1 Std. werden die Kristalle abgenutscht und aus 
kthanol/Atlier umkristallisiert. Smp. 198-200'. [ ~ ] g  = - 7,6" (c = 1,8, DMF). 

C29H4i06h'S (533.7) Rcr. C 65,26 H 8,88 N 7,870/, Gef. C 65,56 H 8,64 N 7,96% 

10. Na-Z-~7Y-BOC-~-a,y-diunzinobuttersaure-?~2ethyZester ( X I  11). 2,2 g (0,065 Mol) NU-Z-NY- 
nOC-r.-a, y-diaminobuttersaure (XII) werden in iiblicher Weise rnit Diazomethan vcrestert. Dcr 
crhaltenc Ester wird aus hher/Pctrolather umkristallisiert. Ausbeute 2,l g (90%) XIII.  Smp. 

Cl,H,60sN, (366,5) Bcr. C 58,98 H 7,15 N 7,68% Gef. C 59,23 H 7,lO K 7,67% 

11.  NY-BOC-LE, y-diiaminobz~ttersiiure-met~yZester-hydroc~l~rid ( X  T V) . 2 , l  g (0,058 Mol) Na-Z- 
K?'-nOc-~-cr, ;,4iaminobuttcrsaure-methylester (XIII) werden in 100 ml Methanol gelost und iiber 
Palladiumltohle hydriert. Each der Hydrierung wird eingeclampft, der olige Riickstand in 50 ml 
.&ther gelost, die Losung auf - 15" gekiihlt und rnit 1,65 ml(O.0065 Mol) 4~ HCl/Methanol versetzt. 
Nach 5 Min. bei - 15" wird niit 60 ml Ather verdiinnt, der Niederschlag abgenutscht, mit Ather 
gewaschen und aus Mcthanol/Ather umkristallisicrt. Ausbeute 1,5 g (85%) XIV. Snip. 167'. [E~R 
= + 1 7 , 5 O  ( r  = 2, Mcthanol). 

Cl,H210,N,C1 Ber. C 44,69 H 7,87 N 10,42 C1 13,19% 
(268,7) Gef. ,, 44,79 ,, 7,98 ,, 10,50 ,, 13,24% 

67-68". IE]: = -22" (C = 2,3, DMF). 

12. Nu-( + )-6-Methyzyloctiznoyl-NY-Z-~-cc, y-diaminobutyryl-~-threonyl-NY-Z-~-~, y-diaminobuty- 
ryl-Nr-B0C-1-~, y-diaminobutters.siiure-methyZester ( I ) .  3 g (0,004 Mol) Nu-( + )-6-Methyloctanoyl- 
NY-Z-L-cc,y-dianiinobutyryl-L-threonyl-NY-Z-L-cr,y-diaminobuttersaurehydrazid (XI) wrerclen in 
60 ml 60-proz. EssigsauIe, 2,s ml 3~ HC1 uncl 100 ml Essigester gelost. Nach Abfiltricren von 
wenig Unlijslichcm wird die Losung auf - 10" gekiihlt und rnit 276 mg (0,004 Mol) NaNO, in 2 ml 
Wasscr versetzt. Nach 10 Min. Riihren bei - 10" wird in einem Scheidetrichter auf Eiswasser ge- 
gossen, die Essigesterphase 3mal rnit eiskalter 5-prOZ.  NaHC0,-Losung gewaschen, mit Eiswasser 
nachgewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Eine mogliche Triibung kann mit wenig DMF wieder 
gelost werden. In  der Zwischenzcit werden 1, l  g (0,004 Mol) NY-BOC-L-E, y-diaminobuttersaure- 
methylester-hydrochlorid (XIV) in 5 ml DMF gelost, in der Ilalte mit 0,56 ml (0,004 Mol) Triathyl- 
amin versctzt, 5 Min. geschiittelt, das Triathylamin-hydrochlorid abfiltriert und mit 5 ml DMF 
nachgewaschen. Die beiden kalten Lasungen werden vereinigt, 1 Std. in Eis geriihrt und iiber 
Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Dann wird rnit 200 ml Essigester verdiinnt und unter steter Eis- 
kiihlung mit eiskaltcr 5-prOz. Zitronensaure, eiskalter 5-proz. NaHC0,-LCisung und Wasser gc- 
waschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Die Substanz wird aus Methanol/Wasser ge- 
f l l l t .  3,5 g (80%) I. Snip. 168-172". [E]: = -18,3" (c = 1,1, DMF). 
C4iII,,01,,N, (942,l) Ber. C 59,92 H 7,5Y N 10,41% Gef. C 59,99 H 7,58 N 10,68% 

Schema I1 
1. N U -  BOC-NY-Z-L-E, 1'-diaminobutyryl-NTr-Z-L-cc, y-diamiizobutyryl-L-threonin-meth~~lesfer ( X  1;). 

2,2 g (0,0047 Mol) W-BOC-NY-Z-L-E, y-diaminobuttersaure-p-nitrophenylester (V) und 1,9 g 
(0,0047 Mol) Nv-Z-r~-oc,y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester-hydrochloricl (VII) mcrden zu- 
sanimen in 20 nil D M F  gelost, auf 0" gekiihlt und mit 0,65 ml (0,0047 Mol) Triathylamin versetzt. 
Xach 3 Std. Riihren in Eis wird iiber Nacht bei Raumtempcratur stehengelassen. Darauf wird mit 
Eiswasser gefallt, der cntstandene Gummi in Essigester extrahicrt, diese Losung mit ciskalter 
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5-proz. Zitronensaure, eiskalter 5-prOz. NaHC0,-Liisung und Wasser gewaschen, uber Na,S04 
getrocknet und eingedampft. Die anfallende Substanz wird aus EssigesterlAther kristallisiert. 
Ausbeute 3 g (90%) XV. Smp. 163-165". [a]: = - 8 , O O  (c = 2, DMF). 

C3,H,,OllNS (701,7) Ber. C 58.27 H 6.76 N 9,99% Gef. C 58,22 H 6,67 N 9,96y0 

2. NY-2-L-u, y-diaminobutyr3.l-NY-Z-L-u, y-diaminobzityryl-L-threonin-methylester-h~~drochlori~ 
(XVI). 2,5 g (0,0035 hlol) Na-BOC-NY-Z-~-or,y-diaminobutyr~.l-NY-Z-~-a,y-diaminobutyryl-L- 
threonin-methylester (XV) werden in 5 ml Trifluoressigsaure gelost. Nach 10 Min. stehen bei 
Raumtemperatur wird die Losung eingedampft. Der dlige Ruckstand wird in 20 ml 4 N  HCl/ 
Methanol gelost, nochmals zur Trocknc verdampft und der Ruckstand aus Methanol/Ather kri- 
stallisicrt. Ausbeute 2 g (90%). Smp. 249-250". [a]g = + 1 2 , l 0  (c = 1,9, DMF). 

C2BH400gN,C1 Ber. C 54,58 H 6,32 N 10,97 C1 5,560/6 
(638,l) Gef. ,, 54,51 ,, 6,39 ,, 11,14 ,, 5,73% 

3. ROC-L-leucin-p-nitrophenylester ( X  V I I ) .  2,19 g (0,Ol Mol) BOC-L-leucin [23] werdcn zu- 
sammen rnit 1,39 g (0,Ol Mol) p-Nitrophenol in 20 ml Essigester gelost, auf 0" gekiihlt und rnit 
2 , l  g (0,Ol 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". 
[m]g = -44" (C = 2, DMF). 

Cl,H,,02NB (352,3) Ber. C 57,94 H 6.86 N 7,95'7' Gef. C 57,69 H 6,92 K 7,93% 

4. BOC-L-leucyl-~rY-Z-L-a, y-diaminobutyy.~l-h'Y-Z-L-u, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester 
( X  V I I I ) .  1,6 g (0,0024 Mol) NY-Z-L-X, y-diaminobutyryl-NY-2-L-tx, y-diaminobutyryl-L-threonin- 
methylester-hydrochlorid (XVI) werden zusammen rnit 0,9 g BOC-1.-leucin-9-nitrophenylester 
(XVII) in 15 ml DMF gelost und bei 0" mit 0,34 ml (0,0024 Mol) Triathylamin versetzt. Die Lo- 
sung wird 1 Std. in Eis geriihrt und iiber Nacht bei Raumtcmperatur belassen. Nachher wird rnit 
Eiswasser gefallt, abgenutscht, rnit eiskalter 5.~1-02. NaHC0,-Losung, Wasser, eiskalter 5-proz. 
Zitronensaure und Wasser gewaschen und getrocknet. Die Substanz wircl aus Athanol/Wasscr 
umkristallisiert. Ausbeute 1,8 g (93%) XVIII. Smp. 223". [u]b = - 21,8" (c = 2, DMF). 

C,oH5,012N, (814,9) Ber. C 58,95 H 7,17 N 10,31% Gef. C 59,30 H 7,28 N 10,41?(, 

5. BOG-L-leucyl- NY-Z-L-u, y-dianainobutyryl- N Y - Z - L - ~ ,  y-diaminobutyryl-~-threonanhydrazid ( I I ) .  
6.3 g (0,0077 Mol) EOC-L-leucyl-NY-2-L-a, y-diaminobutyryl-NY-Z-La, y-diaminobutyryl-L- 
threonin-methylester (XVIII) werden in 30 ml DMF geltist, mit 4,5 ml Hydrazinhydrat versetzt 
und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird mit Eiswasser gefallt, abgenutscht, 
mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das Hydrazid wird aus Athanol/Wasser umgefallt. Aus- 
beute 6 g (95%) II. Smp. 231-232". [u]g = - 26,2" (c = 1,8, DMF). 

C,gH58011N8 (815,O) Ber. C 57,47 H 7,17 N 13,78% Gcf. C 57,63 H 6,88 N 13,70% 

Schema I11 
1. Nu-PH T-NY-Z-L-a, y-diaminobuttersdure ( X I X ) .  50,4 g (0,2 Mol) NY-Z-L-~, y-diaminobutter- 

saure [19] und 30 g (0,2 Mol) Phtalsaureanhydrid werden in 500 ml Dioxan 20 Std. unter Riickfluss 
bei cincr olbadtemperatur von 110" erhitzt und dann abgekiihlt. Nach Filtration wird im Vakuum 
eingedampft und der Ruckstand noch 2mal mit Essigester zur Trockne verdampft. Der gelbe Sirup 
wird in Essigester gelost, 6mal mit 3~ HC1, 2mal rnit 6~ HCl und 3mal rnit Wasser gewaschen, 
iiber MgSO, gctroclcnct, filtriert und eingedampft. Ausbeutc 75 g (97%) leicht gelber Honig. Er 
wird direkt zur weiteren Synthese verwendet. 

2. D-Phenylalanin-t-butyZester-h3,drochZo~id ( X X ) .  50 g (0.14 Mol) Z-n-phenylalanin-l-butyl- 
ester [24] werden in 500 ml Methanol gelost und iiber Palladiumkohle hydriert. Nach beendeter 
Wasserstoffaufnahme mird vom Katalysator abfiltriert und zur Trockne verdampft. Ausbcutc 
30 g 61 (93%). Dieses wird direkt weiterverwendet. 

Charalcterisierung von XX als Hydrochlorid. 2,2 g (0,Ol Mol) D-Phenylalanin-t-butylester wer- 
den in 100 ml Ather gelost, auf - 20" gekiihlt, mit 5 ml 2~ HCl/Methanol (0,Ol Mol) versetzt und 
das Ganzc 30 Min. bei - 20" aufbewahrt. Dann werden die Kristalle abgenutscht, rnit Ather ge- 
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waschen und getrocknet. Das Hydrochlorid wird aus MethanollAther umkristallisiert. Ausbeute 
2,3 g (90%). Smp. 208-211". [ c I . ] ~  = -41,l" (c = 2, DMF). 
C,,H,,O,NCI (257,7) Ber. C 60,57 H 7,82 C1 13,7676 Gef. C 60,57 H 7,61 C1 14,09% 

3. NE-PHT-NY-Z-L-X, y-dzaminobzttyryl-~-phenylalanin-t-butylester ( X X I ) .  3,8 g (0,Ol Mol) 
K"~-PHT-N~-Z-L-~,  y-diaminobuttersaure (XIX) werden zusammen rnit 2.2 g (0,Ol Mol) D-Phenyl- 
alanin-t-butylcster in 30 ml Acetonitril gelost und bei - 10" mit 2,l g (0 ,Ol  Mol) DCCD versetzt. 
Es wird 1 Std. bei - 10" geriihrt und iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Nachher wird vom 
llicyclohexylharnstoff abfiltriert, zur Trockne verdampft, der Riickstand in kther gelost und die 
Losung nacheinandcr rnit eiskalter 5-proz. Zitronensaure, eiskalter 5-proz. NaHC@,-Losung und 
Wasser gewaschen, iiber Na,S04 getrocknet und eingedampf t. Der Riickstand wird aus Aceton/ 
Ather/Petrolather kristallisiert. husbeute 5.7 g (95%) XX1. Smp. 105-106". [a]: = +26,l" 
(6 = 2,4, DMF). 

C,,H,,O,N, (585,6) Ber. C 67,68 H 6,02 N 7,18% Gef. C 67,94 H 6,14 N 7,18% 

4. NY-Z-~-a,~~-diaminobutyr~~l-D-phen~~lalanin-t-butylester-~~ydrochlorid ( I I I ) .  6,3 g (0,013 Mol) 
N~-PHT-N/-Z-L-C~, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-t-butylester (XXI) werden in 50 ml Athanol 
gelost, rnit 0,7 ml(O,Ol3 Mol) Hydrazinhydrat versetzt und 1 Std. unter Riickflms 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 01. niescs 
wird in 100 ml Ather gclost, auf - 15" gckiihlt und rnit 6 ml 2 N HC1 in Methanol versetzt. Nach 
Zusatz von Petrolather bis zur Triibung wird bei - 15" aufbewahrt, wobei Kristallisation eintritt. 
Es wird abgenutscht und getrocknet. Das Hydrochlorid wird aus wenig Methanol und vie1 kther 
umkristallisiert. Ausbeute 5.5 g (83%) 111. Smp. 185-188". [ m ] g  = +29,4" (c = 2, DMF). 
CB6HB40,N,C1 (492,O) Ber. C 61,02 H 6,96 C1 7,2076 Gef. C 60,79 H 7,16 Ci 7,38% 

Synthese des cyclischen Decapeptides 7a XXV (Fig. 4) 
1. ,Va- ( + ) -6-Methyloctanoyl. NY-Z-hx, y-diaminobutyryl-L-threonyl-NY-Z-L-a, y-dzaminobutyryl- 

NY- [BOC-r=leucyl- NY-Z-L-CC, y-diarninobutyryl-NY-Z-L-a, y-diaminobutyvyl-L-threonyq -L-a, y-di- 
aminobuttersiiure-rnethybster ( X X I I ) .  6,6 g (0,007 Mol) Nu-( + )-6-Methyloctanoyl-N~-Z-~-a,y- 
diaminobutyryl-L-threonyl-Nr-Z-L-m, y-diaminobutyryl-NY-:BOC-L-a, y-diaminobuttersaure-me- 
thylester (I) werden rnit 30 ml Trifluoressigsaure 40 Min. bei Raumtemperatur geschiittelt, wobei 
vollstandige Losung eintritt. Dann wird in Eis gekiihlt, init eiskaltem Ather gefallt. Der Nicder- 
schlag wird abgenutscht, rnit Ather gewaschen, getrocknet, dann in Methanol gelfist und die 
Losung rnit 1.9 ml (0,0075 Mol) 4N HC1 in Methanol versetzt und abgedampft. Der Riickstand 
wird in Methanol gelost, die Losung rnit Ather gefallt, der Niederschlag abgenutscht, mit Ather ge- 
waschen und getrocknet. Das Ninhydrin-positive, plattenchromatographisch reine Tetrapcptid- 
hydrochlorid wird direkt verwendet. 

2,3 g (0,0027 Mol) BOC-L-leucyl-Nv-Z-L-cr, y-diaminobutyryl-NY-2-L-m, y-diaminobutyryl-L- 
threonin-hydrazid (11) werden in 40 ml DMF gelost, auf - 12' gekiihlt und tropfenweise mit 
10,8 ml (0,0108 Mol) 1~ HCl versetzt. Anschliessend wird die Lasung tropfenweise mit 3,2 ml 
(0,0032 Mol) IN NaN0,-Losung versetzt und 5 Min. bei - 12" gcriihrt. Nun wird das Azid langsam 
init auf - 12" vorgekuhlter 20-proz. NaC1-Losung ausgefallt, abgenutscht, rnit eiskalter 5-proz. 
NaHC0,-Liisung und Eiswasser gewaschen und scharf abgepresst. Inzwischen werdeii 2,4 g 
(0,0027 Mol) cles obigen Tctrapeptid-hydrochlorids in 20 ml DMF gelost und bei 0" mit 0,38 ml 
(0,0027 Mol) Triathylamin versetzt. Nach 5 Win. Riihren wird filtriert und das Azid in das Filtrat 
eingetragen. Die Reaktionsmischung wird bis zur vollstandigen Lijsung 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 
UMF/Athanolumgefallt. Ausbeute 2,8g (61%) XXII .  Smp. 216-218". [a];: = - 26,l" (c = 2, DMF). 
C,lHll,O,,N,, (1624,8) Ber. C 59,87 H 7,26 N 11,21% Gef. C 59,94 H 7,03 N 11,22% 

2. ATE- ( + )-6-Methylortanoyl-Nv-%-~-a, ~-diaminobutyryl-~-threonyl-~V~-Z-~-c, y-diarninobutyryl- 
~ ~ Y - ~ I 3 U C - L - l e u c y l - N Y - Z - L - u ,  y-diaminobutyr~,l-N'/-Z-L-a, y -  diaminobut~wyl-~-threonyl] -L-GC, y-di- 
aminobi~ttevsuurehydrazid ( X X I I I ) .  6 g (0,0037 Mol) Octapeptidester XXII  werden in 50 ml DMF 
gelost und bci Raumtemperatur mit 2 ml Hydrazinhydrat versetzt. Nach Stehen der Losung iibcr 
Nacht wird das cntstandene Gel rnit Wasscr verrieben, abgenutscht, mit Wasser gewaschen und 
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getrocknet. Das Hydrazid wird aus DMF/Wasser umgefallt. Ausbeute 5 g (84%) XXIII. Smp. 

C,,H11,021Nl, (1624,8) Rer. C 59,13 H 7,26 N 12,93% Gef. C 5833 H 7 2 2  N 13,000/, 

3. Nor-( + ) -6-Methyloctanoyl-NY-Z-~-cr, y-diaminobutyryl-~-threonyl-~y-%-L-cr, y-diaminobutyryl- 
NY- [BOC-L-leucyl-NY-Z-L-cr, y-diamiizobut~iryl-N~-Z-L-cr, y-diaminobutyryl-L-threonyll -L-c(, y-di- 
aminobutyryl-h'Y-Z-L-a, y-diamznobutyryl-D-fihenylalanin-t-butylester ( X X I  V )  (Fig.  I ) .  0,s g (0,49 
mMol) Octapeptid-hydrazid XXIII werden in 15 ml DMF gelost, auf - 12' gekiihlt, langsam rnit 
1,96 ml (1,96 mMol) 1~ HCl und anschliessend mit 0.58 ml (0,58 mMol) 1~ NaN02-I,osung ver- 
setzt. Nach 5 Min. Riihren bei - 12" wird das Azid rnit auf - 12" vorgekuhlter 20-proz. NaC,I- 
Losung gefallt, abgenutscht, mit eiskalter 20-proz. NaHCO,-Losung und Eiswasser gewaschen und 
scharf abgepresst. Unterdessen werden 246 mg (0,49 mMol) NY-Z-L-~, y-diaminobutyryl-D-phenyl- 
alanin-t-butylester-hydrochlorid (111) in 5 ml DMF gelost und bei 0" rnit 0,068 ml (0,49 mMol) 
Triathylamin versetzt. Nach 5 Min. Riihren wird abfiltriert und das Azid im eiskaltcn Filtrat ge- 
lost. Nach vollstandiger Ldsung wird uber 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 umgefallt. Ausbeute 0,7 g (69%) 
XSIV. Smp. 224" (mit 2 DMF). [or]g=: -20,3" (c = 1,2, DMF). 

C,,,Hl,,0~N,,.2C,H,0N Ber. C 60,75 H 7,35 N 11,497; 
(2194,6) Gef. ,, 60,79 ,, 7,21 ,, 11,460,; 

238-239'. [XI? = - 18,5" (C = 0,8, DMF). 

4 .  Abspaltung der Schutzgruppen an X X I V  an den  Kettenenden I und 7 und Cyclisierung. 2 g des 
geschiitzten Decapeptides XXIV werden 15 Min. rnit 4 ml Trifluoressigsaure bei Raumtemperatur 
geschuttelt, wobei voIIstandige Losung eintritt. Darauf wird in Eis gekiihlt, rnit eiskaltem dther 
gefallt, der Niederschlag abgenutscht, rnit dther gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird 
anschliessend in wenig DMF gelost. Die Losung wird rnit etwas Pyridin alkalisch gestellt und dann 
mit Wasser gefalt. Der Niederschlag wird abgenutscht, niit 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 6,5 1 wird unter kraftigem Riihren zu einer JAsung 
von 208 g DCCD in 26 1 Dioxan getropft. Die Lbsung wird 3l/, Tage bei Raumtemperatur geruhrt, 
darauf rnit 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 
Riickstand wird in 500 ml DMF geltist, die Losung von einer weitercn Menge Dicyclohexylharn- 
stoff abgenutscht und erneut bei 35" zur Trockne verdampft. Dieser Prozess wird noch 3mal wie- 
derholt. Dann wird in 100 ml DMF gelost und in 1,s 1 Ather/Petrolather 2:  1 ausgeruhrt, der Nie- 
derschlag abgenutscht, rnit Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute an Rohprodukt 4,2 g. 

5. Entfernung der Schutzgrufifien aus dem Roh-Cyclisierungsfirodukt. 3.5 g dieses Rohproduktes 
werden in 800 ml fliissigem Ammoniak gelost und rnit Na bis zu einer 20 Min. bestehenden Blau- 
farbung reduziert. Dann werden 2,3 g Rmmoniumchlorid zugegeben, das Ammoniak verdampft 
und letzte Spuren durch Evakuieren im Wasserstrahlvakuum entfernt. Der Riickstand wird in 
100 ml Eiswasser gelost, die Lijsung bei 0' rnit 6~ HCI auf p H  6 gestellt, filtriert und das Filtrat 
lyophilisiert. Man erhalt 7,4 g Rohprodukt mit einer Aktivitat von 340 E/mg gegen Brucella 
bronchiseptica A TCC 461 7. 

6. Reinigung des Cyclisierungs~roduktes. - a) Gegenstromvcrteilung: Das Rohprodukt (7,4 g 
entsprechend ca. 2,5 Millionen Einheiten) wurde einer multiplikativen Verteilung uber 188 Stufen 
im System n-Hutanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40: 10: 5 : 45) unterworfen (Fig. 6). Die Vcrteilungs- 
kurve erhiclten wir durch Umsetzen von je 0,2 ml unterer Phase mit FoLIN-DENIS-Reagens und 
Bestimmung der optischen Dichte bei 750 nm [25]. Die vereinigten Glascheninhalte 115-134 wur- 
den im Hochvalruum bei 20" konzentriert und anschliessend lyophilisiert. Nach 2maligem Lyophi- 
lisieren erhalt man 300 mg farbloses, lockeres Pulver rnit einer Aktivitat von 2450 E/mg gegen 
Brucella bronchiseptica A TCC 4617. 

b) Urnfallen uber die freie Base: Die lyophilisierte Verteilungs-Hauptfraktion wurde in ca. 
5 ml Wasser gelost und unter Eis-Kochsalzkiihlung 15-20 Min. NH, eingeleitet. Anschliessend 
wurde die Fallung abzentrifugiert, 3mal mit 5-proz. eiskaltem Ammoniak gewaschen, in Wasser 
suspendiert und 2mal lyophilisiert. Darauf wurde die Base in der berechneten Menge O , ~ N  HC1 
gelost und die ganze Operation des Umfallens uber die freie Base noch 2mal wiederholt. Nach der 
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3 .  1;allung wrbleiben ca. 70 mg farblose Base rnit ciner Aktivitat in  vitro von 5520 E/mg gegen 
lilehsielln pizezmoniae A T C C  10131. 

ca 50 248 2'450 1'333 Aktivitat in E mg. 

6'300 430 300 410 Gewicht pro Frakl.in mg. 

315'900 107'500 735'000 457'000 Aktivitat pro Fraktion 

0-60 61-104 115-134 +135-160 zusammengefasste 

total 1'704500 E 
105-114 

A A , Glaschen 
I r I I I  

0.4 1 I I I  I I 

i t  I I 
I 1  I I 

I ;;;I 
- 0.1 

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

Fig. 6. Gegenstromvevteilung des Cvclzsierungs-l~ohprorluktes am System n- Butanol/Py'yridin/Eis- 
essigjWasser (40: 10:5:45) 

c,) Krzstallisafion als Orthopkosphat: Eine Losung von 56 mg Rase in 0,75 ml H,POd-J.osung 
(2,Z g 85-proz. H,W4 mit Wasser auf 50 ml aufgefiillt) wurde in der Siedehitze bis zur beginnenden 
Trubung tropfenweise rnit abs. Athano1 versetzt, dann wurde langsam auf Raumtemperatur ab- 
gekuhlt und uber Nacht im Kiihlschrank aufbcwahrt. Darauf wurde das Kristallisat abgenutscht, 
mit lcaltem abs. Alkohol gewaschen und bei Raumtemperatur im Vakuumexsikkator iihcr konz. 
H,S04 getrocknet. Ausbeute 54 mg. Zum Umkristallisieren wurde es in 2 ml abs. Alkohol suspen- 
diert und unter Erhitzen auf dem Dampfbad durch tropfenwcisen Zusatz von heissem Wasser in 
Idsung gebracht. Die Losung wurdc filtriert, das Filtrat in der Siedehitse his zur bleibenden 
Triibung mit abs. Alkohol vrrsetzt, die Trubung mit 1-2 Tropfen der verdiinnten H,PO,-l.osung 
ebcn zum Verschwinden gebracht und die Losung langsam abgekuhlt und darauf iiber Nacht im 
Eiskasten aufbewahrt. Each hbnutschen, Waschen rnit eiskaltem Alkohol und Trocknen bei 
Raumtcmperatur im Vakuuniexsiccator iiber konz. H,SO, verblieben 45 mg farblose, feine 
Kadeln, deren analytische Charakterisierung in Tabelle 1 zusammcngefasst ist. 

7 .  Abbnuversiiche init Nagarse. hnsatze: Je  2 nig natiirliches R,-Pentaphosphat und syntheti- 
sches 7cr-(alI-~-Dab)-pentaphosphat und Cycloheptapeptid 7c( (l'-D-Dab) wurdcn in jc 0,75 ml 
.~mnioniuniacetat/NaHCOa-Puffer, pH 8,0 ( 0 , 0 5 ~ ) ,  gelost und je rnit 0,25 rnl Enzymlosung, ent- 
haltentl 0,08 mg Nagarse (Enzym-Substrat-Gcwichtsverhaltnis 1 : 25) versetzt. Wahrend der 
Tulrubation bci 37' wurden nach 3, 6 und 24 Std. aliquote Proben von jc 0,20 nil entnommen, mit 
1 Tropfen Ameiscnsaure versetzt, im Vakuumexsikkator iiber KOH eingedampft, in 0,2 ml Wasser 
wiecler geliist und von dicscr Liisuug zur Dunnschichtchromatographic je 2 pl aufgetragen. Lauf- 
mittcl : ~~-Hutanol/Pyridin/Eisessig/Wasscr 30 : 20 : 6: 24 ; Anfarbung: Ninhydrin-Keagens, 

Ergehnissc: Das naturlichc €3, und das synthctischc 7a. (all-L-Dab) B, verhalten sich unter- 
einantler, sowohl im qualitativen wie im quantitativcn hblauf der Spaltung, vollstandig gleich, 
nahrcntl das cyclische Dccapeptid 7% (1 '-D-Dah) cin anderes Abbaubild ergibt. 

8. I iers te l lu~~g der NickelkonzPEexe zind UotulionsdisPevsionsnzessung. Die Nickelkoniplcxc wur- 
tlcn durch Zusammengebcn von aquiniolaren Mengen Peptid und Nickelsulfat sowie Einstcllcn cles 
pH mil 0 , 1 ~  NaOH auf pH 9,4 hergestellt. Die Peptidkonzentration (Pentahydrochlorid) in dcr 
Endlosung bctrug ctwa 0,l yo. 

I)ic KI>.-Spektren wurden in unsercr physikalisch-chemischen Abtellung von 1)r. F. BURK- 
HARDT mit cinem automatischen, selbstabgleichendcn Polarimcter aufgenommen. 
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SUMMARY 

The synthesis of the cycloheptnpeptide 7u (Fig. 4) containing the u, 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, . 

Chemische Forschungsabteilung der 
F. HOFFMANN-LA KOCHE & Co. A.G., Base1 
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