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Peptide. VI 

Synthese einer Pentapeptids mit modifizierter potentieller 
Circulin E-Sequenzl) 

Von H. AROLD und 0. BARTH~) 

Mit 1 Abbildung 

Inhaltsiibersieht 
Es wird die Synthese des vollstandig geschiitzten Pentapeptids BOC- Orn(Z)-D- 

Leu-Ile-Orn(Z)-Orn(Z)-OMe beschrieben. Der Aufbau gelingt vorteilhaft durch 
stufenweise Synthese vom Carboxylende her unter Benutzung der Carbodiimid-, gemischten 
Anhydrid und Nitrophenylester-Methode. 

Im Zusammenhang mit unseren Arbeiten zur Synthese des Circulins B 
schien es nutzlich, auch analoge Sequenzen darzustellen, die an Stelle der 
in den Antibiotika der Polymyxin-Gruppe stets vorhandenen L-ix , y-Diami- 
nobuttersaure deren Homologes, das Ornithin enthalten. Da Ornithin als 
Baustein der Peptidantibiotika Gramicidin S, J,, J2, den Tyrocidinen A und 
B, sowie den Bacitracinen vorkommt, sollte auch in den Circulinen der Er- 
satz der oc, y-Diaminobuttersaure durch Ornithin zu moglicherweise antibio- 
tisch wirkenden Substanzen fuhren. 

In einer friiheren Arbeit3) konnten wir zeigen, dalj die von KOFFLER~) 

fur das Circulin B angegebene Struktur als cyclisches Dekapeptid offenbar 
nicht der wirklichen Struktur entspricht. Das synthetische Produkt mit 
diesem Aufbau erwies sich als biologisch vollstiindig inaktiv. 

1) Mitt. I-V: J. prakt. Chem. [4], 21, 27 (1963); ibid. 21, 53 (1963); ibid. 21, 59 (1963); 

2 )  Diplomarbeit 0. BARTH, Jena 1965. 
3, Z. Chemie 6, 316 (1966). 
4, H. KOFFLER, Science [Washington] 130, 1419 (1959). 

Acta Chim. Acad. Sci. Hung. 44, 155 (1965); Z. Chemie 6, 316 (1966). 
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Durch neuere analytische Untersuchungen 5, sowohl als auch durch die 
synthetischen Arbeiten von VOGLER~) scheint es erwiesen, da13 alle Antibio- 
tika der Polymyxin-Gruppe einem einheitlichen Bauprinzip gehorchen. 
Danach handelt es sich bei ihnen um ,,sigmoide" Dekapeptide, deren Ring- 
anteil aus sieben Aminosiiuren gebildet wird (Abb. 1). Die Ringverknupfung 
erfolgt; iiber die y-Aminogruppe der a, y-Diaminobuttersaure in Stellung 1 , 
iiber deren a-Aminogruppe das lineare Tripeptid (1' - 3') gebunden ist. Die 
a-Aminogruppe des endstandigen a, y-Diaminobuttersaurerestes tragt den 
Acylrest der Fettsaure. 
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Die einzelnen bisher bekannten Vertreter dieser Gruppe unterscheiden 
sich lediglich durch die verschiedenen Aminosauren X und Y, sowie durch 
die verschiedenen Acylreste, die an die endstiindige Dab gebunden erschei- 
nen. Fur das Circulin A konnte diese Struktur durch Synthese bewiesen wer- 
den. Die Strukturaufklkung und der Konstitutionsbeweis steht jndes fiir 
das Circulin B noch aus. 

Im folgenden wird iiber die Synthese des vollstandig geschutzten Penta- 
peptids. 

Boc- Om-D- Leu-Ile -Om-Om- OMe 
I I I  
2 z z  

berichtet, wie es der Sequenz 2-6 des cyclischen Anteils der Circuline ent- 
spricht. Die a, y-Diaminobuttersaure ist dabei durch das Ornithin ersetzt 
worden. 

5,  K. FUJIKAWA, Y .  SUKETA, K. HAYASHI u. T. SUZUKI, Experientia [Basel] 21, 307 
(1966); T. SUZUKI, K. HAYASHI, K. FUJIKAWA u. K. TSUKAMOTO, J. Biochem. [Tokyo] 
66, 336 (1964); S. WILKINSON u. L. A. LOWE, Nature [London] 202, 974 (1964). 

6, K. VOCLER, R. 0. STUDER, P. LANZ, W. LERCIER u. E. BOHNI, Helv. chim. Acta 
48, 1161 (1965); R. 0. STUDER, W. LERCIER, P. LANZ, E. BOHNI u. K. VOCLER, ibid. 48, 
1372 (1966); R. 0. STUDER, W. LERCIER u. K. VOOLER, ibid. 49, 974 (1966). 
4* 
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Der Ablauf der Synthese ist aus dem Schema 1 ersichtlich. Als gunstige 
Schutzgruppenkombination erweist sich die Benutzung der Benzyloxycarbo- 
nyl-Gruppe fur die 8-Aminogruppe des Ornithias in Verbindung mit der tert. - 
Butyloxycarbonyl-Gruppe fur alle a-Aminogruppen. Das dam notwendige 
N"-BOC-N'-Z-Ornithin (1) ist aus N'-Z-Oriiithin7-11) und BOC- 
Azid 12) als oliges, aber chromatographisch reines Produkt in ausgezeichneter 
Ausbeute leicht zuganglich. Diese Verbindung kanu als kristalliner p-Nitro- 
phenylester ( 2 )  gut charakterisiert werden. Durch Reaktion von 1 mit 
N'--Z-Ornithinmethyle~ter~)~) mittels DCCI entsteht das kristalline Di- 
peptid BOC-Orn(Z)-Orn(Z)-OMe (4). Daraus wird mit 1,s N HC1 in 
Methanol die BOC-Gruppe abgespalten und 5 in Form seines Hydrochlorids 
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7) R. L. M. SYNGE, Biochem. J. 42, 99 (1948). 
8 )  B. C. BARRAS u. D. T. ELMORE, J. chem. Soc. 1957, 3134. 
9 )  J. T. HARRIS u. T. S. WORK, Biochem. J. 46. 592 (1950) 
10) N. IZUMIYA, H. UCIIIO u. T. KAMATA, Bull. Chem. Soc. Japan 33, 66 (1960). 
11) J. NOGTJCHI, T. HAYAKAWA u. M. HIRAOKA, Nippon Kagaku Zasshi 82, 604 (1961). 
12) R. SCHWYZER, P. SIEBER u. H. KAPPELER, Helv. chim. Acta 42, 2622 (1959). 
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erhalten. Dieses wird rnit dem aus BOC-Ile l4) und Chlorkohlensaureiso- 
butylester hergestellten gemischten Anhydrid zum kristallinen Tripeptid 
BOC-Ile-Orn(Z)-Orn(Z)-OMe (6) umgesetzt. Die BOC-Gruppe wird 
daraus durch Behandlung rnit Trifluoressigsaure entfernt, das gebildete 
Trifluoracetat durch Verruhren mit NaHC0,-Losung in die freie Base 7 
iibergefiihrt und diese mit BOC-D-Leu-ONP (3) zum Tetrapeptid 
BOC-D -Leu-Ile - Orn(Z) - Orn(Z) -0Me (8) umgesetzt. Nach Abspal- 
tung der BOC-Gruppe mit Trifluoressigssiure wird aus 9 und BOC-Orn(Z) - 
ONP (2) das geschiitzte Pentapeptid BOC-Orn(2)-D-Leu-Ile- 
Orn(Z) -Orn(Z)-OMe (10) als kristalline Verbindung erhalten. Nach Ab- 
spaltung der BOC-Gruppe erweist es sich als chromatographisch und elek- 
trophoretisch einheitlich. 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte sind in der offenen Kapillare bestimmt und nicht korrigiert. Die 

angegebenen Werte fur die spezifische Drehung sind in einem visuellen Polarimeter er- 
mittelt und mit einem Fehler von & 1,5" behaftet. Die Reinheitsprufung der Substanzen 
erfolgte diinnschichtchromatographisch an Kieselgel G; (Merck) in mehreren Laufmitteln 
sowie papierelektrophoretisch bei pH 2,4 und 20 Volt/cm. 

N"-tert.-Butyloxycarbonyl-Nd-bensyloxycarbonyl-L-ornithin (1) 
16,6 g (62,3 mMol) Na-Z-Ornithin werden in 125 ml Dioxan und 62,5 ml 1 N NaOH 

suspendiert, die Losung von 18 g (125 mMol) tert.-Butyloxycarbonyl-azid in 25 ml Dioxan 
zugegeben und unter Ruhren bei 45' langsam 126 ml 1 N NaOH zugetropft. Es wird noch 
42 Stunden bei dieser Temperatur weitergeriihrt. Danach wird nach Zugabe von 125 ml 
Wasser dreimal mit Essigester extrahiert. Die wiil3rige Phase wird auf 0" abgekuhlt, rnit 
fester Zitronensiiure auf pH 3 angesauert und mit vorgekuhltem Essigester dreimal extra- 
hiert. Der Extrakt wird mit gesatt. Kochsalzlosung neutral gewaschen, uber Na,SO, getrock- 
net und das Losungsmittel im Vakuum bei 25" abgedampft. Das BOC-Orn(Z) hinterbleibt 
als schwach gelber Sirup. Ausbeute 22,l g (97'36 d. Th.). 

Na-tertm. Butyloxycarbonyl-N6-benzyloxycarbonyl-L-ornithin-p-nitrophcnylester 

6,O g (16,4 mMol) BOC-Orn(Z) und 2,78 g (20 mMol) p-Nitrophenol werden in 30ml 
Essigester gelost, auf - 6" abgekiihlt und 3,38 g (16,4 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid 
(DCCI) in wenig Essigester geloat zugegeben. Man halt 2 Stunden bei dieser Temperatur 
und l L D t  uber Nacht im Eisschrank bei 3-5" stehen. Danach wird vom Dicyclohexylharn- 
stoff abgesaugt, mit Essigester nachgewaschen und das Losungsmittel im Vakuum abge- 
dampft. Der Ruckstand wird aus Athanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 5,8 g (72,5%) ; 
Schmp. 109-110'. [alD = -19,5" (c = 2; DMF). 

(2) 

C2,H,,N,0, (487,5) ber.: C 59,13; H 5,99; N 8,62; 
gef.: C 59,38; H 6,31; N 8,62. 

13) G. HILLMANN, Z. Naturforsch. 1, 682 (1946). 
14)  A. W. ANDERSON u. A. C. MCGREGOR, J. Amer. chem. SOC. 79, 6180 (1967). 
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tert.-Butyloxycarbonyl-D-leucin-p-nitrophenylester (3) 
6,Og (26 mMol) BOC-D-Leu**) werden zusammen mit 4,3 g (31 mMol) p-Nitrophenol 

in 40 ml Essigester gelost, bei - 5" 5,36 g (26 mMol) DCCI in wenig Essigester gelost zu- 
gegeben und die Mischung iiber Nacht im Eisschrank belassen. Vom ausgefallenen Dicyclo- 
hexylharnstoff wird abgesaugt, rnit Essigester nachgewaschen und das Filtrat im Vakuum 
eingedampft. Der Ruckstand wird am AthanoljWasser umkristallisiert. Ausbeute 6,3 g 
(68,8%). Schmp. 93-94". 

C,,H,,N,O, (352,4) ber.: C 76,94; H G,87; N 7,95; 
gef.: C 76,3O; H 6,99; N 8,07. 

Na-tert.-Bu tyloxy carbonyl-Nd-benzyloxycarbonyl-L-ornithyl-Nd-benzyloxycarbo- 
nyl-L-ornithinmethylester (4) 

Aus 6,33 g (20 mMol) Orn(Z) - OMe . HCl wird nach HILLMANN la) der freie Ester her- 
gestellt. Dieser wird in 15 ml Tetrahydrofuran gelost, die Losung von 7,32 g (20 mMol) 
BOC-.Orn(Z) (1) in 25 ml Tetrahydrofuran zugegeben, die Mischung auf -10" abgekiihlt 
und die vorgekuhlte Losung von 4,12 g (20 mNol) DCCI in 15 ml Tetrahydrofuran zugege- 
ben. Man halt 2 Stunden bei dieser Temperatur und anschlieBend 40 Stunden bei 5'. Danach 
wird vom Dicyclohexylharnstoff abgesaugt, mit Tetrahydrofuran nachgewaschen und das 
Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand wird dreimal mit Petroliither durchge- 
ruhrt, in Essigester aufgenommen, je dreimal rnit l0proz. Zitronensiiurelosung, gesatt. 
NaC1-Losung, 5proz. NaHC0,-Losung und gesatt. NaC1-Losung ausgeschiittelt, iiber Na,SO, 
getrocknet und die Losung im Vakuum eingedampft. Per olige Ruckstand kristallisiert aus 
Essigester/Petrolather. Ausbeute 9,3 g (74%). Schmp. 97-99'. Zur Analyse wird noch 
dreimal aus dem gleichen Losungsmittelgemisch umkristallisiert. Schmp. 111" ; [a19 = 

+ 4,8O (c = 2; Essigester). 

C,,H4AO, (628,7) ber.: C 61,14; H 7,06; N 8,90; 
gef.: C 60,96; H 7,Ol ;  N 8,83. 

Na-Benzyloxycarbonyl-L-ornithyl-Nd-benzyloxycarbonyl-L-ornithinmothylester- 
hydrochlorid (5) 

6,O g (9,5 mMol) BOC-Orn(Z)-Orn(Z)-OMe (4) werden in 9,6ml absolutem Methanol 
gelost, 10,5 ml 2,88 N HCl in Methanol zugegeben und die Mischung 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur belassen. Danach wird im Vakuum eingedampft und das Eindampfen mit ab- 
solutem Methanol noch dreimal wiederholt. Siruposer gelblicher Ruckstand. Ausbeute 4,62 g 
(86%). 

tert.-Butyloxycarbonyl-L-isoleucyl-Nd-benzyloxycarbonyl-L-ornithyl-NG- benzyl- 
oxycarbonyl-L-ornithinmethylestor (6) 

Zu einer Losung von 1,89 g (8,17 mMol) BOC-1lel4) in 30 ml Tetrahydrofuran werden 
0,83 g (8,17 mMol) Triathylamin zugegeben, auf -15" abgekuhlt und unter Ruhren 0,99 g 
(8,17 mMol) Chlorkohlensiiureisobutylester zugetropft. Nach 10 Minuten wird die ebenfalls 
auf -15" gekiihlte Losung von Orn(2)-Orn(Z)-OMe (aus 4,58g Hydrochlorid 5 und 0,83 g 
Triiithylamin) in 20 ml Tetrahydrofuran zugegeben. Die Mischung wird noch 3 Stunden 
bei -lo", iiber Nacht bei 0" und anschlieaend 2 Stunden bei Zimmertemperatur gehalten. 
Danach wird abgesaugt, der Ruckstand mit Tetrahydrofuran nachgewaschen und das Fil- 
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trat im Vakuum abgedampft. Der Riickstand wird in einer Mischung aus Essigeater und 
n-Butanol (8 : 2) aufgenommen, mit lOproz. Zitronensiiurelosung, Wasser, 5proz. NaHC0,- 
Losung und Wasser ausgeschiittelt, uber Ka,SO, getrocknet und im Vakuum bis auf 20 ml 
eingeengt. Das Tripeptid wird durch Zusatz von Petrolather ausgefallt, abgesaugt, mit 
Petrolather nachgewaschen und getrocknet. Ausbeute 4,12 g (67,9%). Schmp. 168-161'. 
Zur Analyse wird noch zweimal aus Essigester/Petroliither umkristallisiert. Schmp. 162 bis 
163"; [a]% = - 24,5" (c = 2; Methanol). 

C,,H,,N501, (742,s) ber.: C 61,43; H 7,60; N 9,43; 
gef.: C 61,09; H 7,32; N 9,68. 

L-Isoleucyl-Nd- benzyloxyearbonyl-L-ornithyl-IYg-benzyloxycarbonyl-L-ornithin- 
methylester-Trifluoracetat (7)  

2,s g (3,77 mMol) BOC-Ile-Orn(Z)-Orn(Z)-OMe (6) werden mit l U m l  eiskalter Tri- 
fluoressigsiiure ubergossen und 1 Stunde bei Zimmertemperatur belassen. Danach wird im 
Vakuum eingedampft und der Riickstand rnit absolutem Ather verrieben, wobei sich das 
kristalline Trifluoracetat abscheidet. Es wird abgesaugt und mit absolutem Ather nach- 
gewaschen. Ausbeute 2,7 g (94,8%) ; Schmp. 179- 181". Durch Umkristallisation aus 
absolutem Methanollkher iindert sich der Schmelzpunkt nicht. 

tert.-Butyloxyoarbonyl-D -leucyl-L-isoleucyl-N-kenzyloxycarbonyl-L-ornithyl- 
N-benzyloxycarbonyl-L-ornithinmethylester (8) 

2,Gg Ile-Orn(Z) -Orn(Z)-OMe-Trifluoracetat werden mit 200mllM NaHC0,-Losung 
bei 0-5" etwa 2 Stunden geriihrt, anschlieJ3end abgesaugt, der Ruckstand im Morser mit 
etwas NaHC0,-Losung verrieben, erneut abgesaugt und mit Wasser neutral gewaschen. 
Busbeute 1,85 g (84%) nach dem Trocknen im Vakuum uber PzO,. 1,85 g vorstehender Ver- 
bindung werden in 30ml Dimethylformamid gelost, die Losung von l ,53g BOC-D-Leu- 
ONP (3) in 10 ml Dimethylformamid und einige Tropfen Eisessig zugegeben. Die Misehung 
bleibt 24 Stunden im Eisschrank und noch 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Es werden 
100 ml n-Butanol zugegeben, mit 1 N Ammoniak, Wasser, loproz. Zitronensaure bei - 5" 
und Wasser ausgeschiittelt, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum auf 25 ml eingeengt. 
Dabei scheidet sich bereits das Tetrapeptid ab. Die FLllung wird durch Zugabe von Petrol- 
ather vervollstiindigt, nach dem Stehen im Eisschrank abgesaugt und mit Petrolather nach- 
gewaschen. Ausbeute 2 , l l  g (85,4%); Schmp. 169-174'. Zur Analyse wird noch zweimal 
aus Dimethylformamid/Wasser umkristallisiert. Schmp. 174,3-175,3'; [a12 = + 7,5' 
(C  = 2; DMF). 

C,,H,,N,O,, (855,l) ber.: C 61,80; H 7,78; N 9,83; 
gef.: C 61,64; H 8,Ol; N 9,86. 

D-Leucyl~L-isoleueyl-~~-benzyloxycarbonyl-L-ornithyl-Nd- benzyloxycarbonyl- 
L-ornithinmethylester-Trifluoracetat (9) 

1,28g ( l ,5  mMol) BOC-D-Leu-Ile-Orn(Z)-Orn(Z)-O~fe (8) xi-erden in 11 ml eis- 
kalter Trifluoressigsaure gelost, 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen und die 
iiberschiissige Trifluoressigsaure im Vakuum abgedampft. Der Ruckstandwird durch Ver- 
reiben mit absohtem Ather teilweise kristaltin. Der Ather wird abdekantiert und der Ruck- 
stand aus absolutem Methanol/Ather umkristallisiert. Ausbeute 0,GG g (60,7%). Schmp. 
205- 207' (Zers.). 
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Iv~-tert.-Butyloxycarbonyl-Nd-benzyloxyc~rbonyl-L-ornit~yl-D-leucyl-L-isoleu- 
cyl-N8-benzyloxycarbonyl-L-ornithyl-N8- benzyloxy carbon yl-L-ornithinmethyl- 
ester (10) 

650 mg (0,718 niMol) D- Leu-Ile- Orn(Z)-Orn(Z)- OMe-Trifluoracetat (9) werden 
zusammen mit HGmg (1,12 mMol) BOC-Orn(Z)-ONP (2) in 26 ml Dimethylformamid ge- 
lost und 0,076 g (0,75 mMol) Trigthylamin zugegeben. Die Mischung bleibt 50 Stunden bei 
Zimmertemperatnr stehen. Kach Zusatz von 80 ml n-Butanol wird bis zur Entfernung des 
p-Nitrophenols mit 1 N Ammoniak gewaschen, auf - 5" abgekuhlt, mit l0proz. Zitronen- 
skurelosung ausgeschuttelt und mit gesatt. h'aC1-Losung neutral gewaschen. Die Losung 
wird iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum auf 15 ml eingeengt. Durch vorsichtige Zu- 
gabe von Petroliither wild das Pentapeptid ausgefiillt. Ausbeute an  Rohprodukt 596 mg 
(72%) .  Schmp. 15.5 - 1GO". Kach dreimaliger Umkristallisation aus Dimethylformamid/ 
Wasser ist die Verbindung anelysenrein. Ausbeute 416 mg (G5,1%). Schmp. 1.39- 160'; 
[%I$' = +7,5" (C = 2; DRIF). 

C,,HB2N8O,, (1103,4) ber.: C 62,05; H 7,49; K 10,16; 
gef.: C 62,03; H 7 ,G i ;  N 9,87. 

Jena, Institut; fur Organische Chemie uiid Biochemie der Friedrich- 
Schiller-Universitat . 

Bei der Redaktion eingegangen am 30. Oktober 19G7. 


