574 HELVETICA CHIMICA ACTA

76. Synthesen in der Polymyxin-Reihe
3. Mitteilung?)

Synthese eines verzweigten, geschiitzten Dekapeptids
von K. Vogler, P.Lanz, W.Lergier und R. O. Studer
{16. 1. 60)

Die vorliegende Mitteilung hat die Synthese des verzweigten, geschiitzten Deka-
peptids XIIT zum Gegenstand, das durch Cyclisierung und Abspaltung der Schutz-
gruppen in eine der mdglichen Strukturen, die fiir Polymyxin B, in Frage kommen?2)
iibergefiihrt werden soll. Dieses Dekapeptid wird aus den zwei Pentapeptiden 1 bis 5
und Ipel-1'-2'-6-7-8 (vgl. XIII) zusammengesetzt, von denen das erstere Gegenstand
der 1. Mitteilung?) war.
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Reaktionsschewma 1

Das zweite Pentapeptid (VII) kann im Prinzip auf zwei Wegen erhalten werden.
Einmal wurde sein Aufbau vom Carboxylende her unter ausschliesslicher Verwen-
dung der Carbodiimid-Kupplungsmethode?) (Reaktionsschema 1), das andere Mal
(Reaktionsschema 2) auch unter Zuzug der CUrTIUS schen Azid-Methode vom Amino-
ende her versucht. Beide Wege fithrten zum Ziel, wobei das Reaktionsschema 2
iiber weniger Zwischenprodukte das direktere Verfahren darstellt.

1) 2. Mitteilung: K. VocLer & L. H.CuoPARD-DIT-JEAN, Helv. 43, 279 (1960). Uber die
Abkiirzungen vgl. 1. Mitteilung?®), Fussnote ?) (Dab=gx, y-Diaminobuttersidure, Ipel=Isopelargon -
sdure, (+ )-6-Methyloctansiure).

2) W. Hausmany, J. Amer. chem. Soc. 78, 3663 (1950); G. BizerTE & M. DAUTREVAUK,
Bull. Soc. chim. biol. 39, 795 (1957).

3} K. VoGLER & P. Lanz, Helv. 43, 270 (1960), 1. Mitt.

4) J.C. SErEHAN & G. P. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).
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Nach dem ersten Verfahren wird p-Phenylalanin-methylester, hergestellt aus dem
Hydrochlorid®) nach HiLLMANNS), mit N*-Formyl-N”-Z-L-o,-Diaminobuttersaure?)
in Chloroformlésung mit einer Ausbeute von 749, in das Dipeptid I tibergefiihrt.
Daraus wird mit HBr/Eisessig nach BoissonNAs & PREITNER®) der Benzyloxycar-
bonyl-Rest in Gegenwart des Formylrestes in ca. 90-proz. Ausbeute entfernt (II),
worauf die freie y-NH,-Gruppe in Chloroformlésung mit Tridthylamin in 70-proz.
Ausbeute zu III tosyliert wird. Dieser Umweg ist notig, weil N”-tosylierte o,y-Di-
aminobuttersiure-Derivate mit freier Carboxylgruppe mit Dicyclohexyl-carbodiimid,
im Gegensatz zur Azid-Methode (siehe unten) in Gegenwart von Aminosiureestern,
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Reaktionsschema 2

vorwiegend unter intramolekularem Ringschluss tosylierte Pyrrolidone ergeben®).
Deformylierung mit HCl/Methanol%) fiihrt zum rohen Dipeptidester IV, der mit
einer zweiten Molekel N*-Formyl-N?-Z-L-o,y-diamincbuttersiure in 60-proz. Aus-
beute zum Tripeptidester V kondensiert wird. Die freie Aminogruppe, die zur Ein-
fithrung der N”-stindigen Seitenkette nétig ist, wird durch Abspaltung des Benzyl-
oxycarbonyl-Restes in V mit HBr/Eisessig erhalten (VI).

Synthesen verzweigter Polypeptide mit o,w-Diaminocarbonsduren sind bisher
nicht beschrieben worden. Hingegen gibt es Angaben iiber die Herstellung von
e-Peptiden beim Lysin, die teils tiber gemischte Anhydride*)!2), iber Sdurechloride'3)
und im speziellen Fall {iber das Anhydrid der Asparaginsiure bereitet wurden?!?).

) B. F. ERLANGER, H. Sacas & E. BranD, J. Amer. chem. Soc. 76, 1806 (1954).

6) A. HiLLMANN, Z. Naturforsch. 75, 682 (1946).

7) Vgl. 2. Mitteilung, in welcher der p-Antipode beschrieben ist.

) R. A. Boissonnas & G. PREITNER, Helv. 36, 875 (1953).

) K. PopuSka & J. RUDINGER, Chem. Listy 57, 616 (1957); Chem. Abstr. 50, 15419,

10y S. G. WaLey, Chemistry & Ind. 72, 107 (1953).

1) D. THEODOROPOULOS, J. Org. Chemistry 23, 140 (1958).

12) D. L. SwarLow, I. M. LockHarRDT & E. P. ABRAHAM, Biochem. J. 70, 359, 364 (1958).
B) DonaLp E. WoLF, JouN Variant, RoBerT L. PEck & K. FOLKERS, J. Amer. cheni. Soc.
74, 2002 (1952).
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In unserem Falle fithrte die Kondensation von VI mit N*-(+)-Isopelargonyl-N¥-
Z-p-a,y-diaminobutyryl-L-threonin!) nach dem Carbodiimid-Verfahren trotz Variieren
der Bedingungen in einer Ausbeute von hochstens 309, zum gewiinschten geschiitzten
Pentapeptid VII. Auch die Methode des gemischten Anhydrids mit Kohlensdure
ergab keine bessere Ausbeute. Einzig die Azid-Methode (siehe unten) brachte einen
Erfolg. Deformylierung mit HCl/Methanol in verschiedenen Ldsungsvermittlern, wie
Dimethylsulfoxyd, Dimethylformamid und wasserfreier Trifluoressigsiure, fithrte zum
rohen Pentapeptidester VIII, dessen freie Aminogruppe durch quantitative Nin-
hydrin-Analyse gegen 1-Leucin als Bezugssubstanz charakterisiert wurde.

Das zweite, direktere Verfahren zur Gewinnung des substituierten Pentapeptids
VII ist im Reaktionsschema 2 skizziert.
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Der zur Herstellung des Zwischenproduktes IX benétigte N¥-Tos-L-«,y-diamino-
buttersdure-methylester wurde durch Veresterung der N¥-tosylierten Aminosdure!4)
iiber das kristallisierte Sulfat gewonnen. Das Dipeptid IX ist nach der Carbodiimid-
Methode in ca. 60-proz. Ausbeute zuginglich. Die Uberfithrung ins Hydrazid X
gelingt leicht und in guter Ausbeute, wihrend die Kondensation zu V in Gegenwart
von Essigsdure nach PopuSka & RUDINGERM) in einer Ausbeute von 60%, zum Ziel
fithrt. Die Abspaltung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe zu VI ist bereits im Reaktions-
schema 1 enthalten. Der Seitenketten-Peptidester XI1) kann bei Raumtemperatur in
einer Ausbeute von 80%, ins Hydrazid XII {bergefithrt werden. Die Kondensation
von XII mit VI iiber das Azid verlduft gegeniiber der Carbodiimid-Methode mit einer
Ausbeute von 54%, wesentlich besser.

Schliesslich wird das durch Deformylierung von VII erhaltene rohe Pentapeptid
VIII (Reaktionsschema 1) mit dem in unserer 1. Mitteilung?) beschriebenen Formyl-
-L-leucyl-N?-Z-L-a,y-diaminobutyryl-N?-Z-1-, - diaminobutyryl - L-threonyl-N*-Z-1.-
a,y-diaminobuttersaure?) (1-5 in XIII) mittels Dicyclohexyl-carbodiimid %) in 40-proz.
Ausbeute kondensiert. Das Dekapeptid wird in Form eines farblosen Pulvers, welches
sich bel 245-249° zersetzt, durch Umfillen aus Dimethyiformamid/Methanol ge-
wonnen. In den meisten organischen Losungsmitteln ist es unléslich, mit Ausnahme
von Dimethylformamid, Dimethylsulfoxyd, Eisessig und wasserfreier Trifluoressig-
saure. XIII wurde besonders sorgfiltig analysiert, und zwar ausser durch Mikro-

X111

14y K. Popuska & J. RUDINGER, Coll. czech. chem. Commun., 24, 3449 (1959).
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analyse, bei welcher vor allem der S-Gehalt von Bedeutung ist, noch durch UV.-
Messung.

Letztere Messung ist bei Z-Peptiden wie bei Tos-Peptiden von grossem Nutzen,
da in Eisessig auch schwerlgsliche Derivate untersucht werden kénnen. Das & bei
256 my. ist in Eisessig in beiden Féllen, wie erwartet, nicht von demjenigen verschie-
den, das fiir eine Feinspritlsung erhalten wird. So fanden wir bei der angegebenen
Wellenlinge fiir einen Z-Rest ein & = 207 in Ubereinstimmung mit dem von LEUBE
et al.1%) erhaltenen Wert, wéhrend fiir einen Tosyl-Rest 441 (gemessen an N”-Tos-L-
o, y-diaminobuttersdure-methylester-sulfat) und fiir Phenylalanin 187 (gemessen am
L-Phenylalanin-methylester-hydrochlorid) gemessen wurde. Unser Dekapeptid XIII
wies bei 256 my ein & von 1507 auf, wihrend der berechnete Wert aus 4 Z-, einem
Tos- und einem Phenylalanin-Rest fiir ein Molgewicht von 1954,2 1457 betrigt
(Abweichung 39%,).

Ausschlaggegend ist die quantitative Aminosdureanalyse nach STEIN & MOORE!S),
deren Ergebnisse wir in der folgenden Tabelle festhalten moéchten:

Gef. auf ein
Aminosdure Ber. Mol.-Gew. von rel. Fehler
1954
Thr . . . . 2,0 1,87 + 1,5%
Leuw . . . . 1,0 0,98 42,29,
Phe . . . . 1,0 0,94 + 2,29,
Dab . . . . 6,0 6,04 +4,0%

Experimenteller Teill?)
Reaktions-Schema 1

1. N@-Formyl-NV-Z-L-o,y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester (I). 43 g (0,2 Mol) D-
Phenylalanin-methylester-hydrochlorid®) werden in 700 ml trockenem Chloroform suspendiert
und unter Schiitteln mit 30 ml (0,21 Mol) Tridthylamin versetzt. In dieser Losung werden unter
Erwirmen 56 g (0,2 Mol) N*-For-N?-Z-L-,py-diaminobuttersiure?) gelost. Bei —5° werden 43 g
(0,21 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid zugegeben und die Reaktionsmischung 24 Std. im Eis-
schrank stehengelassen. Nach Zugabe von 10 ml Eisessig wird 1 Std. bei 20° stehengelassen, vom
Dicyclohexylharnstoff abgenutscht und mit Chloroform gewaschen. Das Filtrat wird je zweimal
mit eiskalter 0,5 N Salzsdure, mit Wasser, 1 N Ammoniak und Wasser gewaschen, iiber Natrium-
sulfat getrocknet und anschliessend im Vakuum bei 50° bis zur beginnenden Kristallisation ein-
geengt. Der Kristallbrei wird mit 150 ml Essigester aufgekocht, gut verrieben und nach dem
Abkiihlen mit 200 ml Ather vermischt. Nach 4 Std. wird abgenutscht, die Kristalle mit Essig-
ester-Ather (1:1) und mit Ather gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet. Ausbeute 50 g
(749%,), Smp. 145-147°. Zur Analyse wurde zweimal aus Alkohol umkristallisiert. Smp. 149-150°;
[2]®) = +5,8°.

CyaHy;,N;Op (441,47)  Ber. C 62,57 H 6,169  Gef. C 62,45 H 6,109,

15) J. LeuBg, H. REsTLE & M. WIEDEMANN, Z. Naturforsch. 95, 186 (1954).

16y St. Moore & W. H. StEIN, J. biol. Chemistry 792, 663 (1951); 277, 893 (1954). — Die Be-
stimmungen verdanken wir Herrn Prof. Dr. Max BRENNER & Dr. R. WEBER von der Organisch-
chemischen Anstalt der Universitat Basel.

17} Die Smp. wurden auf dem Apparat nach TorroLl der Firma W. Bucui, Flawil/Schweiz,
bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Drehungen wurden, wenn nichts anderes angegeben, in
Dimethylformamid bei ¢ = 2 bestimmt. Fehlergrenze 4- 2°. Die Analysenmuster wurden 16 Std.
itber P,Oy bei 0,01 Torr und wenn nicht besonders angegeben bei 110° getrocknet.

37
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2. N*-Formyl-L-o,y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester-hydrobvomid (II). 44 g (0,1
Mol) Dipeptidester I werden mit 70 ml Bromwasserstoff/Eisessig (35-proz.) {ibergossen und unter
CaCl,-Verschluss zunichst 10 Min. im Eisbad und dann 11/, Std. bei 20° geschiittelt. Die Losung
wird 30 Min. im Wasserstrahlvakuum entgast, mit 40 ml Aceton verdinnt und mit 300 ml abs.
Ather ausgefillt. Nach 10 Min. wird die iiberstehende Atherlésung durch Absyphonieren abge-
trennt, der Riickstand mit 150 ml frischem abs. Ather durchgeschiittelt und der Ather erneut
absyphoniert. Dieser Auswaschprozess wird noch fiinfmal wiederholt. Die restliche Athermenge
wird im Vakuum entfernt und der Riickstand im Vakuum bei 40° getrocknet. Ausbeute 35 g
(90%,). In dieser Form wird das Hydrobromid fiir die nachfolgende Tosylierung eingesetzt.

3. N*-Formyl-N7-Tos-L-a,y-diaminobutyryl-o-phenylalanin-methylester (III). 39 g (0,1 Mol)
des Hydrobromides II werden in 400 ml trockenem Chloroform suspendiert und mit 19,1 g
(0,1 Mol) p-Toluolsulfochlorid versetzt. Dazu tropft man unter starkem Riihren und Wasser-
kithlung bei 20-30° innerhalb 1 Std. eine Lésung von 35 ml (0,25 Mol) Tridthylamin in 100 ml
Chloroform. Anschliessend rithrt man wihrend 18 Std. weiter. Die leicht alkalische Losung wird
nun je zweimal mit Wasser, 0,5 N eiskalter Salzsiure, Wasser, 1 N Ammoniak und Wasser ge-
waschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Chloroform wird im Vakuum bei 40° abde-
stilliert, der Riickstand in 30 ml heissem Methanol gelést und mit 150 ml Ather versetzt. Nach
4-stdg. Stehen im Lisschrank wird abgenutscht, mit Ather griindlich gewaschen und im Vakuum
bei 60° getrocknet. Ausbeute 32,2 g (70%,), Smp. 145-147°.

Zur Analyse wurde zweimal aus Alkohol umkristallisiert. Smp. 147-148; [a]¥ = + 4,64°; ¢
bei 257 my. = 612, ber. 628 (Feinsprit, 40,6 mg9%,).

CooH,,OgN5S (461,52)  Ber. C 57,25 H 5,91 5 6,959, Gef. C 57,49 H 5,98 S 6,99%

4. Nv-Tos-L-o,y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester (IV). 30 g (0,065 Mol) des Dipep-
tidesters III werden mit 240 ml 1 N methanolischer Salzsdure iibergossen, unter CaCl,-Verschluss
bis zur vollstindigen Losung geschiittelt und 24 Std. bei 20° stehengelassen. Das Methanol wird
im Vakuum bei 40° abdestilliert, der Riickstand wird noch zweimal mit frischem Methanol im
Vakuum bei 40° abgedampft und der so anfallende zdhlfliissige Sirup im Vakuum bei 40° ge-
trocknet. Das Harz wird in 80 ml Eiswasser unter Schiitteln gelost, filtriert, mit 200 ml Essig-
ester tiberschichtet, nach Zugabe von Eis mit konz. Ammoniak alkalisch gestellt und extrahiert.
Die Essigesterlosungen werden mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet. im Va-
kuum bei 45° eingedampft und im Wasserstrahl- und Hochvakuum bei 45° bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet. Man erhalt 27 g (969,) eines zahflussigen Harzes, welches ohne weitere Reini-
gung fir die Synthese von V eingesetzt wird.

5. N%-Formyl-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyyyl-Nv-Tos-L-o,p-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methyl-
ester (V). 28 g (0,1 Mol) N*-For-Nv-Z-L-¢,y-diaminobuttersiure und 43,3 g (0,1 Mol) Dipeptid-
ester IV werden in 350 ml Dimethylformamid unter Erwdrmen geldst, auf — 10° abgekiihlt, mit
21,6 g (0,105 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und 24 Std. im Eisschrank aufbewahrt.
Nach Zugabe von 5 ml Eisessig lasst man 1 Std. bei 20° stehen und nutscht vom Dicyclohexyl-
harnstoff ab; dieser wird noch mit Dimethylformamid nachgewaschen, worauf das Filtrat in
2,51 Eiswasser ausgerithrt wird. Nach dem Erstarren der Fillung wird diese abgenutscht, mit
viel Wasser und zweimal mit Ather gewaschen und bei 50° im Vakuum getrocknet. Anschlies-
send wird mit Dimethylformamid in der Warme wieder gelost, im Eisbad abgekiihit und von
einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff abgenutscht. Nun wird das Filtrat in 21 0,1 ~
Ammoniak ausgeriihrt. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit viel Wasser und mit Ather
gewaschen und iin Vakuum bei 70° getrocknet. Nach 2 Std. wird abgenutscht, mit Ather und
Petrolather gewaschen und im Vakuum bei 70° getrocknet. Ausbeute 42 g (60%), Smp. 190-193°.
Zur Analyse wurde aus Methanol und aus Dioxan umkristallisiert. Smp. 194-196°; {oc]%’ =
—9,2°; ¢ bei 257 my. = 818, ber. 835 (Feinsprit, 51 mg%) .

CysH, 0N, S (695,77)  Ber. C 58,690 H 594 S 4,619  Gef. C 59,16 H 6,23 S 4,61%

6. N®-Formyl-L-a,y-diaminobutyyryl- NV -Tos-L-u, y-diaminobutyryl-n-phenylalanin-methylester
(VI). 20,9 g (0,03 Mol) Tripeptidester V werden pulverisiert, mit 75 ml 35-proz. Bromwasser-
stoff/Eisessig iibergossen, unter CaCl,-Verschluss 10 Min. bei 0° und dann 2/, Std. bei 20° ge-
schiittelt. Die Lésung wird 30 Min. im Wasserstrahlvakuum entgast, mit 30 m! Aceton verdinnt
und durch Zusatz von 200 ml abs. Ather ausgefillt. Nach 10 Min. wird der iiberstehende Ather
absyphoniert, die Fallung mit 100 ml frischem abs. Ather durchgeschiittelt und erneut ab-
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syphoniert. Dieser Auswaschprozess wird noch finfmal wiederholt, zum Schluss wird der Ather
im Vakuum bei 40° entfernt und das pulverige Hydrobromid kurz im Vakuum bei 45° getrocknet.
Darauf wird es in Eiswasser gelost, filtriert und mit 300 ml Essigester iiberschichtet. Unter Eis-
zusatz wird durch Zugabe von konz. Ammoniak das pH der wisserigen Losung auf 10-11 gestellt
und mit Essigester extrahiert. Die Essigesterlosungen werden mit Wasser gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum bei 45° eingedampft und der Riickstand bei 45° im Wasser-
strahl- und Hochvakuum getrocknet. Ausbeute 15,7 g (93%) Rohprodukt, welches sofort fiir das
Pentapeptid VI1I eingesetzt wird.

7. N®-Formyl-Nv-[Ne-(+ )-isopelargonyl-Nv-Z-D-a,y-diaminobutyryl-L-thveonyl]-L-a,y-diamino-
butyryl-NY-Tos-L-a,y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylestey (VII). — a) SHEEHAN-Methode:
16,8 g (0,03 Mol) Tripeptid-esterbase VI und 14,7 g (0,03 Mol) N%-(+)-Isopelargonyl-N¥-Z-p-
o,y-diaminobutyryl-L-threoninl) werden in 70 m! Dimethylformamid unter Erwédrmen gelost,
auf —10° abgekiihlt und mit 6,5 g (0,031 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Die Lésung
wird 24 Std. im Eisschrank stehengelassen, mit 2 ml Eisessig versetzt, 1 Std. bei 20° belassen,
vom Dicyclohexylharnstoff abgenutscht und dieser mit Dimethylformamid nachgewaschen. Das
Filtrat wird in 11 0,01 ~ eiskalter Essigsdure unter langsamem Zutropfen ausgeriihrt, der stark
gequollene Niederschlag nach 30 Min. abgenutscht und mit viel Wasser gewaschen. Der noch
feuchte Nutschenriickstand wird anschliessend in Dimethylformamid unter Erwédrmen gelost,
auf 0° abgekiihlt und von einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff abgenutscht. Nun wird
das Filtrat in 11 eiskaltem 0,1 N Ammoniak unter langsamem Zutropfen ausgeriihrt. Nach
2-stdg. Stehen im Eisschrank wird abgenutscht, mit viel Wasser und dann noch mehrmals mit
Ather gewaschen und die Substanz im Vakuum bei 70° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.
Nun wird aus Dimethylformamid-Ather und aus Dimethylformamid-Aceton umgefillt. Aus-
beute 9,3 g (30%), Smp. 213-215° (Zers.), 210° sintern. Dieser Smp. ist deutlich tiefer als der-
jenige des Produktes, das iiber die gemischte Anhydrid-Methode (b) bzw. iiber das Azid (14)
erhalten wurde. Das vorliegende Produkt scheint noch etwas Dicyclohexylharnstoff als Verun-
reinigung zu enthalten, das den Smp. entsprechend driickt. — Zur Analyse wurde zweimal aus
Dimethylformamid-Aceton umgefallt. Smp. 215-217° (Zers.), 212° sintern; [a]}} = — 2,6°; ¢ bei
256 my. = 810, ber. 835 (Eisessig, 51 mg 9%).

CyHp05NgS  Ber. C 59,05 H 7,00 N 10,80 S 3,09%
(1037,21) Gef. ,, 5881 ,, 7,02 , 10,77 ,, 3,16%

b) Uber das gemischte Anhydrid: 14,7 g (0,03 Mol) N®-(+ )-Isopelargonyl-Nv-Z-p-a-p-diamino-
butyryl-v-threonin?) werden in 300 ml Dioxan-Tetrahydrofuran (1:1) unter Zusatz von 4,6 ml
(0,03 Mol) Tridthylamin unter Riihren gelést. Bei —10° tropft man unter Riihren 3,15 ml
(0,03 Mol) Chlorameisensdure-dthylester zu und lasst 15 Min. bei — 10° weiterreagieren. Das Tri-
ithylamin-hydrochlorid wird nun mittels vorgekiihlter Nutsche und Saugflasche abgenutscht
und zum Filtrat eine auf 0° gekiihlte Losung von 16,8 g (0,03 Mol) Rohprodukt der Tripeptid-
esterbase VI in 300 ml Dioxan-Tetrahydrofuran (1:1) zugegeben, wobei unter Kohlendioxyd-
Entwicklung die Temperatur voribergehend auf 0° ansteigt. Es wird nun 1 Std. bei —5° und
16 Std. bei 20° weitergerithrt. Der stark gequollene Niederschlag wird abgenutscht, mit Aceton,
Ather und Petroliather gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet. Die Substanz wird aus
Dimethylformamid-Aceton umgefillt. Ausbeute 9,3 g (309%); Smp. 225-227° (Zers.), 223°
sintern; [cx]%)E = —3,9°

8. NY[Ne-(+)-Isopelavgonyl-Nv-Z-p-a,y-diaminobutyryl-L-threonyl]-L-u,y-diaminobutyryl-N7-
Tos-L-a,y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester (VIII). — a) Mit HCl[Methanol 2 N in Di-
methylsulfoxyd: 5,2 g (0,05 Mol) For-pentapeptidester VII werden in 25 ml Dimethylsulfoxyd
unter Erwidrmen geldst, bei Zimmertemperatur mit 25 ml Chlorwasserstoff/Methanol 2 N ver-
setzt und nach 10 Min. noch dreimal je 25 ml! Chlorwasserstoff/Methanol zugegeben. Unter
CaCl,-Verschluss lasst man die Losung 28 Std. bei 20° stehen. Nun wird filtriert und das Methanol
im Vakuum bei 35° so weit als méglich abdestilliert. Die Lésung wird mit 50 ml Methanol ver-
diinnt, auf 0° abgekiihlt und mit Triithylamin auf pH 9 gestellt, worauf in 300 ml Eiswasser
ausgerithrt und der Niederschlag nach 30 Min. abgenutscht wird. Nach Verreiben in Eiswasser
wird erneut abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen und im Wasserstrahl- und Hochvakuum bei
50° getrocknet. Zum Schluss wird aus Dimethylformamid/Ather umgefillt, abgenutscht, mit viel
Ather und Petrolidther gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet. Ausbeute 4,1 g (829,),
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Smp. 193-196° (Zers.). Dieses Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung fiir die Synthese des
Dekapeptids eingesetzt.

b) Mit HCl[Methanol 4 X in Dimethylformamid: 5,2 g (0,05 Mol) For-pentapeptidester VII
werden in 15 ml Dimethylformamid unter Erwiarmen gelést, abgekiihlt, innerhalb 1 Std. portio-
nenweise mit 110 ml Chlorwasserstoff/Methanol 4 N versetzt und unter CaCl,-Verschluss 48 Std.
bei 20° belassen. Die Lésung wird filtriert und im Vakuum bei 35° auf das halbe Volumen einge-
dampft. Das Konzentrat wird bei 0° mit Tridthylamin auf pH 9 gestellt und in 500 ml Eis-
wasser ausgeriihrt. Nun wird abgenutscht, mit Eiswasser gewaschen und im Vakuum bei 60°
getrocknet. Das Reaktionsprodukt wird in 15 ml Dimethylformamid unter Erwirmen geldst und
aus 300 ml Eiswasser umgefiallt. Der Niederschlag wird nach 20 Min. abgenutscht, mit viel Was-
ser, Ather und Petroldther gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet. Ausbeute 3,9 g (78%),
Smp. 200-203° (Zers.).

Um die Deformylierung abzuschitzen, wurde- versucht, die Ninhydrin-Reaktion, die zur
quantitativen Bestimmung von Aminosiuren mit Erfolg herangezogen wurdel$), zu verwenden.
Zu diesem Zweck werden je 2--5 pMol der Substanz und des Vergleichspraparates (Leucin oder
ein reines Peptid mit einer x-Aminogruppe) in Reagensglidsern mit 10,0 m! Ninhydrin-Reagens
versetzt und 60 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt. Dann wird 10 Min. in fliessendem Wasser
abgekiihlt, in° 100 ml Messko6lbchen iiberfithrt und mit Feinsprit aufgefiillt. Nach 15-60 Min.
wird in einem Spektralphotometer (z. B. BEckman B) bei 540 my mit dem Standard verglichen.
(Ninhydrin-Reagens: 500 mg Ninhydrin geldst in 17,5 ml Methylcellosolve und 7,5 ml Acetat-
puffer mit pH 5,4. Acetatpuffer: 108,8 g Natriumacetat krist. in 80 ml Wasser + 20 ml Eisessig
aufgefullt mit Wasser dest. auf 300 ml.) Auf diese Weise wurden 989, einer freien Aminogruppe
fiir VIII bestimmt. Die Methode scheint um so quantitativer zu sein, je dhnlicher die Test-
substanz gegeniiber dem zu bestimmenden Material ist.

¢) Mit HCl|Methanol 4 N und Trifluovessigsiure: 5,2 g (0,05 Mol) For-pentapeptidester VII
werden mit 30 ml wasserfreier Trifluoressigsaure iibergossen und bis zur vollstindigen Losung
unter Verschluss geschiittelt. Bei 0° werden 30 ml Chlorwasserstoff/Methanol 4 N zugesetzt und
die Losung unter Verschluss 20 Std. bei 20° geschiittelt. Hierbei bilden sich offenbar durch Ver-
esterung der Trifluoressigsdure 2 Phasen. Die Mischung wird im Vakuum bei 25° eingedampft
und der Riickstand dreimal mit {rischem Methanol unter vermindertem Druck bei 25° abge-
dampft. Der Riickstand wird mit 20 m! Dimethyliormamid gelost, filtriert, bei 0° mit Tridthyl-
amin auf pH 9 gestellt und die Mischung in 500 m] Eiswasser ausgeriihrt. Der Niederschlag wird
abgenutscht, mit Eiswasser gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet. Nun wird nochmals
in 15 ml Dimethylformamid unter Erwirmen gelost und in 300 ml Eiswasser ausgeriihrt. Nach
20 Min. wird abgenutscht, mit viel Wasser, Ather und Petrolither gewaschen und im Vakuum
bei 60° getrocknet. Ausbeute 3,7 g (749,), Smp. 200-203°, Ninhydrinwert 1029, .

Reaktions-Schema 2

9. N7-Tos-L-a,y-diaminobutlersdure-methylester-sulfat. 54,4 g (0,2 Mol) N7-Tos-L-o,y-diamino-
buttersiure') werden in einer bei — 10° hergestellten Mischung von 160 ml (4 Mol) Methanol
und 14,6 ml (0,22 Mol) Thionylchlorid gelést und 3 Std. am Riickflusskithler unter CaCl,-Ver-
schluss auf 50° erwidrmt. Die Losung wird bei 45° im Vakuum eingedampft und der zéhfliissige
Riickstand noch zweimal mit frischem Methanol abgedampft. Das zuriickbleibende Harz wird in
600 ml Chloroform und 200 ml Wasser aufgenommen, nach Eiszusatz mit konz. Ammoniak alka-
lisch gestellt, mit Chloroform extrahiert, mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat ge-
trocknet. Das Chloroform wird im Vakuum bei 45° abdestilliert und das zihfliissige Ol im Va-
kuum bei 45° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Ester wird in 500 ml Aceton gelost,
auf 0° abgekiihlt und unter Riihren tropfenweise mit konz. Schwefelsdure bis zu einem pH von
4 versetzt. Dic kristalline Fallung wird nach 3 Std. abgenutscht, mit Aceton und Ather gewaschen
und im Vakuum bei 60° getrocknet. Ausbeute 42 g (629,), Smp. 189-191° (Zers.). Zur Analyse
wurde dreimal aus Wasser-Methanol umkristallisiert, 16 Std. bei 70° und 0,01 Torr iiber P,O
getrocknet. Die Substanz enthilt wechselnde Mengen Kristallwasser, die bestimmt wurden
(2,65%2). Die Analyse bezieht sich auf die wasserfreie Substanz. Smp. 191-193° (Zers.); [} =
+21,6° (¢ = 1, in Wasser); & bei 256 my. = 882 (Feinsprit, 20,6 mg9%,).

CpHegO1aN, Sy (670,76) Ber. C 42,99 H 571 S 14,33% Gef. C 43,12 H 5,95 S 14,429
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Der freie Ester wird durch Ausschiitteln der eiskalten mit Ammoniak auf pH 10 gestellten
Losung mit Chloroform erhalten, er ist ein zahfliissiges Ol.

10. N#-Foymyl-NY-Z-L-o,y-diaminobutyryl-N7- Tos-L-a,y-diaminobuttersiure-methylester (IX).
56 g (0,2 Mol) N%-Formyl-N¥-Z-L-a,p-diaminobuttersiure?) und 57,2 g (0,2 Mol) N?-Tos-L-a,y-
diaminobuttersiure-methylester werden unter Erwirmen in 300 ml Dioxan/Tetrahydrofuran
(1:1) gelost, auf —10° abgekiihlt, mit 43,2 g (0,21 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und
20 Std. im Eisschrank aufbewahrt. Die Mischung wird mit 10 ml Eisessig versetzt, 1 Std. bei 20°
belassen, vom Dicyclohexylharnstoff abgenutscht und mit Tetrahydrofuran nachgewaschen. Das
Filtrat wird im Vakuum bei 50° bis zu einem Sirup eingedampft, dieser mit 100 ml Essigester
aufgekocht, abgekiihlt und mit dem dreifachen Volumen Ather vermischt. Das kristalline Di-
peptid wird nach 3 Std. abgenutscht, mit Ather gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet.
Ausbeute 68 g (629,), Smp. 152-154°. Zur Analyse wurde zweimal aus Methanol umkristallisiert.
Smp. 156-157°; [«]& = —21,8°.

CysHys0N,S (548,60) Ber. C 54,73 H 5,88 N 10,21% Gef. C 54,93 H 6,06 N 10,309%

11. N&-Formyl-Nv-Z-L-a,y-diaminobutyyyl-Nv-Tos-L-o,y-diaminobutterséurehydvazid (X). 55 g
(0,1 Mol) Dipeptidester (IX) werden in 165 ml Alkohol erwarmt, mit 55 ml (0,9 Mol) 80-proz.
Hydrazinhydrat versetzt, erhitzt bis alles gelgst, filtriert und 20 Std. bei 20° belassen. Das
Hydrazid wird abgenutscht, mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum bei 80° ge-
trocknet. Ausbeute 46 g (82%,), Smp. 194-196°. Zur Analyse wurde zweimal aus Methanol um-
kristallisiert. Smp. 196-197° (Zers.); [a]¥ = —19,2°.

CoqHyeO; NS (548,60) Ber. C 52,55 H 5,88 N 15,329 Gef. C 52,36 H 5,97 N 1541¢,

12. N%-Formyl-NV-Z-L-o,y-diaminobutyryl -NV-T os-L- o, y~-diaminobutyryl-D-phenylalanin-me-
thylester (V). 27,4 g (0,05 Mol) Hydrazid X werden in 160 ml 50-proz. Essigsidure, 250 ml Essig-
ester und 35 ml (0,01 Mol) 3 ~ Salzsdure unter Riithren gelost, auf — 5° abgekiihlt, tropfenweise
mit einer Lésung von 3,63 g (0,053 Mol) Natriumnitrit in 15 ml Wasser versetzt und 10 Min. bei
— 5° weitergerithrt. Das Azid wird bei 0° mit Essigester extrahiert und die Essigesterlésungen
unter Eiszusatz mit Wasser, 1 N Natriumhydrogencarbonat und Wasser gewaschen. Die immer
noch schwach essigsaure Losung wird bei 0° iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und bei 0°
aufbewahrt. :

Unterdessen werden 10,8 g (0,05 Mol) p-Phenylalanin-methylester-hydrochlorid unter Er-
warmen in 15 ml Dimethylformamid geldst, abgekiihlt, mit 7,6 ml (0,055 Mol) Tridthylamin ver-
setzt, 6 Min. bei 0° geschiittelt, mit 20 ml Essigester verdiinnt, vom Tridthylamin-hydrochlorid
abgenutscht, mit 20 ml Essigester gewaschen und das Filtrat auf — 5° abgekiihlt. Diese Lésung
des Esters wird mit der Losung des Azides vereinigt und 24 Std. im Eisschrank und 12 Std. bei
20° aufbewahrt. Man versetzt mit dem gleichen Volumen Ather und nutscht das Tripeptid nach
1 Std. ab, wischt mit viel Ather und Petrolither und trocknet im Vakuum bei 70°. Ausbeute
20,9 g (60%,), Smp. 192-194°, [a]& = —9,1° (vgl. 5).

13. N@-(4)-Isopelargonyl-NV-Z-D-o,y-diaminobutyryl-L-threoninhydrazid (XI11I). 25,3 g (0,05
Mol) N&-(+)-Isopelargonyl-N¥-Z-p-a,y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester!) (Rohprodukt)
werden in 130 ml Alkohol unter Erwirmen geltst, mit 12,7 ml (0,20 Mol) 80-proz. Hydrazin-
hydrat versetzt und heiss filtriert. Nach 20 Std. wird das Hydrazid abgenutscht, mit Alkohol
und Ather gewaschen und im Vakuum bei 80° getrocknet. Ausbeute 22,8 g (909%,), Smp. 199-201°.
Zur Analyse wurde aus Methanol umkristallisiert, Smp. 200-201°, [a]3 = + 11,4°.

CosHyON; (507,61)  Ber. C 59,14 H 8,14 N 13,79% Gef C 58,80 H 8,15 N 13,70%

14, N*-Formyl-N7-[N%- (+)-Isopelargonyl-NY-Z-D-u,y-diaminobutyryl-L- threonyl] -L-«, y-di-
aminobutyryl-Nv-Tos-L-a,y-diaminobutyryl-p-phenylalanin-methylester (VII). 14,7 g (0,029 Mol)
N&-(+)-Isopelargonyl-N7-Z-p-a,y-diaminobutyryl-L-threoninhydrazid werden unter Riihren in
150 ml 50-proz. Essigsdure, 21 ml (0,063 Mol) 3 N Salzsdure und 150 ml Essigester gelost und auf
— 5° abgekiihlt. Unter starkem Riihren tropft man bei — 5° eine Lésung von 2,18 g (0,03 Mol)
Natriumnitrit in 10 ml Wasser zu und rithrt 10 Min. bei — 5° weiter. Das Azid wird bei 0° mit
Essigester extrahiert und die Essigesterlosungen unter Eiszusatz mit Wasser, 1 N~ Natrium-
hydrogencarbonat und Wasser gewaschen. Die immer noch essigsaure Essigesterlosung wird bei
0° iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und mit einer vorgekiihlten Loésung von 16,8 g Roh-
produkt der Tripeptid-esterbase VI in 25 ml Dimethylformamid versetzt. Man lisst 24 Std. im
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Eisschrank und 8 Std. bei 20° stehen, versetzt mit dem gleichen Volumen Ather, nutscht nach
20 Std. ab, wischt mit Aceton/Ather (1:1), mit Ather und Petroldther und trocknet im Vakuum
bei 60°. Die Substanz wird aus Dimethylformamid/Aceton umgefillt, Ausbeute 16,8 g (54%),
Smp. 221-223°, (a1} = —4,1° (vgl. 7).

Dekapeptid

15. Formyl-L-leucyl-Nv-Z-L-o,y-diaminobutyryl- Nv-Z-L-o,y-diaminobutyryl-L-threonyl-Nv-Z-L-
o,y - diaminobutyryl-Nv-[N%-(+ ) -isopelargonyl-Nv-Z-D-o,y-diaminobutyryl-L-threonyl]-L-o,y-diami-
nobutyryl - Nv-Tos - L-a,y ~ diaminobutyryl - D - phenylalanin - methylester (XIIT). 9,63 g (0,01 Mol)
Formyl-L-leucyl-N¥-Z-L-a, y-diaminobutyryl-NY-Z-L-o, y-diaminobutyryl-L-threonyl-N¥-Z-L- o, y-
diaminobuttersidure?) und 10 g (0,01 Mol) Pentapeptidester VIII werden unter Erwidrmen in 50 ml
Dimethylformamid gelést, auf —10° abgekiihlt, mit 4,32 g (0,021 Mol) Dicyclohexyl-carbodi-
imid versetzt und 48 Std. im Eisschrank stehengelassen. Die gelartige Masse wird mit 120 ml
Alkohol verrieben, mit 5 m! Eisessig und nach 30 Min. mit weiteren 120 ml Alkohol versetzt
und 5 Std. bei 20° aufbewahrt. Nun wird abgenutscht, mit viel Alkohol, Ather und Petrolather
gewaschen und im Vakuum bei 50° getrocknet. Das Rohprodukt wird in méglichst wenig Di-
methylformamid gelést, filtriert und mit dem vierfachen Volumen Methanol ausgefillt. Nach
5 Std. wird abgenutscht, mit Methanol, Ather und Petrolither gewaschen und im Vakuum bei
50° getrocknet. Anschliessend wird in gleicher Weise ein zweites Mal umgefillt und getrocknet.
Ausbeute nach Aufarbeitung der Umfillmutterlaugen 7,6 g (399%), Smp. 245-249° (Zers.). Zur
Analyse wurde aus Dimethylformamid/Methanol umgefillt. Smp. 246-249° (Zers.); [a]f =
—15,1°; ¢ bei 257 mp = 1507 (Eisessig 92 mg%,).

Cy7H 5,05 N 1S Ber. € 39,61 H 6,81 N 11,47 S 1,65%

(1954,21) Gef. ,, 59,18 ,, 6,92 ,, 11,61 ,, 1,66%
Quantitative Aminosidurezusammensetzung nach STEIN & MooRE!®):
Ber. Thr 2,0 Leu 1,0 Phe 1,0 Dab 6,0
Gef. ,, 1,8741,5% ., 0,9842,29 ., 0,9364-2,29% . 6,04449

Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung der
Herren Drs. H. WALDMANN und A. DIRSCHERL ausgefiihrt.

SUMMARY
The protected open decapeptide XIIT, related to one of the four possible structures
for polymyxin B; has been synthesized by condensing together the pentapeptides
1-2-3-4-5 and 1'-2'-6-7-8 using either the azide method or the carbodiimide procedure.
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