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76. Synthesen in der Polymyxin-Reihe 

Synthese eines verzweigten, geschutzten Dekapeptids 
von K. Vogler, P. Lam, W. Lergier und R. 0. Studer 

( 1 G  I. 60) 

3 .  Mitteilungl) 

Die vorliegende Mitteilung hat die Synthese des verzweigten, geschiitzten Deka- 
peptids XI11 zum Gegenstand, das durch Cyclisierung und Abspaltung der Schutz- 
gruppen in eine der moglichen Strukturen, die fur Polymyxin B, in Frage kommenz) 
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. Mitteilung3) war. 

1' 2' 6 7 8 

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-K~pplungsmethode~) (Keaktionsschenia 1) , das andere Ma1 
(Reaktionsschema 2) auch unter Zuzug der CrrRTIUS'SChen Azid-Methode vom Amino- 
ende her versucht. Beide Wege fiihrten zum Ziel, wobei das Keaktionsschema 2 
uber weniger Zwischenprodukte das direktere Verfahren darstcllt. 

1) 2. Mitteilnng: K. VOGLER & L. H. CEIOPARD-DIT-JEAN, Helv. 43, 279 (1960). t'ber tlic 
Abkiirznngen vgl. 1. Mitteilung3), Fnssnote 9, (l)ab=r, y-l)iaminobutters~iure, Ipel- Isopelargon. 
saure, ( + )-6-hfethyloctansaure). 

2) W. HAUSMANN, J. -4mer. chem. SOC. 78, 3063 (1950) ; G. BIZERTB & RI. L).\GTREVAUX, 

Bull. Soc. chim. biol. 39, 795 (1957). 
3, K. VOGLER & P. LANZ, Helv. 43, 270 (1960), 1. Mitt. 
4, J .  C. SHEEHAN & G. I'. HESS, J .  Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
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Nach dem ersten Verfahren wird D-Phenylalanin-methylester, hergestellt aus dem 
Hydrochloridb) nach HILLMANN~),  rnit Na-Formyl-NY-Z-L-cr,y-Diarninobuttersaure7) 
in Chloroformlosung mit einer Ausbeute von 74% in das Dipeptid I iibergefiihrt. 
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 Chloroformlosung mit Triathylamin in 70-proz. 
Ausbeute zu I11 tosyliert wird. Dieser Umweg ist notig, weil NY-tosylierte a,y-Di- 
aminobuttersaure-Derivate mit freier Carboxylgruppe mit Dicyclohexyl-carbodiimid, 
im Gegensatz zur Azid-Methode (siehe unten) in Gegenwart von Aminosaureestern, 

1' 2 '  6 7 8 

F o r 4  L - D a b H  L - D a b w  D-Phe ~ O C H ~  
4 I 

y -TOS 41i 

I Ipet  D-Dab L-Thr 
I 

Reaktaonsschema 2 

vorwiegend unter intramolekularem Ringschluss tosylierte Pyrrolidone ergeben g) .  

Deformylierung mit HCl/Methanol lo) fiihrt zum rohen Dipeptidester IV, der rnit 
einer zweiten Molekel N"-Formyl-NY-Z-~--cc, y-diaminobuttersaure in 60-proz. Aus- 
beute zum Tripeptidester V kondensiert wird. Die freie Aminogruppe, die zur Ein- 
fiihrung der NY-standigen Seitenkette notig ist, wird durch Abspaltung des Benzyl- 
oxycarbonyl-Restes in V rnit HBr/Eisessig erhalten (VI). 

Synthesen verzweigter Polypeptide mit a,o-Diaminocarbonsauren sind bisher 
nicht beschrieben worden. Hingeg-n gibt es Angaben iiber die Herstellung von 
&-Peptiden beim Lysin, die teils iiber gemischte Anhydride 11)12), iiber Saurechloride 13) 

und im speziellen Fall iiber das Anhydrid der Asparaginsaure bereitet wurden12). 
5, B. F. ERLANGER, H. SACHS & E. BRAND, J. hmer.  chem. SOC. 76, 1806 (1954). 
6, A.  HILLMANN, Z. Naturforsch. 1 b,  682 (1946). 
7, Vgl. 2. Mitteilung, in welcher der D-Antipode beschrieben ist. 
8) R. A.  BOISSONNAS & G. PREITNER, Helv. 36, 875 (1953). 
9, I<. PODU~KA & J .  RUDINGER, Chem. Listy 57, 616 (19.57); Chem. ,4bstr. 50, 15419. 

lo) S. G. WALEY, Chemistry & Ind. 72, 107 (1953). 
11) D. THEODOROPOULOS, J .  Org. Chemistry 23, 140 (1958). 
12) U. L. SWALLOW, I. M. LQCKHARDT & E. P. ABRAHAM, Riochem. J .  70, 359, 364 (1958). 
13) DONALD E. WOLF, JOHN VALIANT, ROBERT L. PECK & K. FOLKERS, J .  Amer. cheni. SOC. 

74, 2002 (1952). 
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In unserem Falle fuhrte die Kondensation von VI mit NY-(+)-Isopelargonyl-N"- 
2-u-a,y-diaminobutyryl-L-threonin l) nach dem Carbodiimid-Verfahren trotz Variieren 
der Bedingungen in einer Ausbeute von hochstens 30% zum gewiinschten geschutzten 
Pentapeptid VII. Auch die Methode des gemischten Anhydrids mit Kohlensaure 
ergab keine bcssere Ausbeute. Einzig die Azid-Mcthode (siehe unten) brachte einen 
Erfolg. Deformylierung mit HCl/Methanol in verschiedenen Losungsvermittlern, wie 
Dimethylsulfoxyd, Dimethylformamid und wasserfreier Trifluoressigsaure, fuhrte zuin 
rohen Pentapeptidester VIII, dessen freie Aminogruppe durch quantitative Nin- 
hydrin-Analyse gegen r--Leucin als Bezugssubstanz charakterisiert wurde. 

Das zweite, direktere Verfahren zur Gewinnung des substituierten Pentapeptids 
VII ist im Reaktionsschema 2 skizziert. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

For+L-Leu L-Dab L - D a b H  L-Thr L - D a b H  L - D a b H  L - D a b H  D-Phej-OCH3 
I I I I 

y y -TOS y - 2  y - 2  Y -z 

XI11 

Der zur Herstellung des Zwischenproduktes I X  benotigte NY-Tos-L-E, y-diamino- 
buttersaure-methylester wurde durch Veresterung der NY-tosylierten Aminosaure14) 
uber das kristallisierte Sulfat gewonnen. Das Dipeptid IX ist nach der Carbodiimid- 
Methode in ca. 60-proz. Ausbeute zuganglich. Die ifberfuhrung ins Hydrazid X 
gelingt leicht und in guter Ausbeute, wahrend die Koiidensation zu V in Gegenwart 
von Essigsaure nach POIXJ~KA & RuDINGER~~)  in einer Ausbeute von 60% ziim Ziel 
fiihrt. Die Abspaltung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe zu VI ist bereits im Reaktions- 
schema 1 enthalten. Der Seitenketten-Peptidester XI1) kann bei Kaumtemperatur in 
einer Ausbeute von 80°/, ins Hydrazid XI1 iibergefuhrt werden. Die Kondensation 
von XI1 mit VI uber das Azid verlauft gegenuber der Carbodiimid-Methode mit einer 
Ausbeute von 54% wesentlich besser. 

Schliesslich wird das durch Deformylierung von VII erhaltene rohe Pentapeptid 
VIII (Keaktionsschema 1) mit dem in unserer 1. iVIitteilung3) beschriebeneii Formyl- 
-r,-leucyl-NY-Z-r--y., y-diaminobutyryl-NY-Z-~,-~, y diaminobutyryl - L-threonyl-Nl'-Z-L- 
a,y-diaminobuttersaure:j) (1-5 in XIII)  mittels Dicyclohexyl-carbodiimid 4) in 40-proz. 
Ausbeute kondensiert. Das Dekapeptid wird in Form eines farblosen Pulvers, welches 
sich bei 245-249" zersetzt, durch Umf2llen aus Dimethylformamid/Methanol ge- 
wonnen. In  den meisten organischen Losungsmitteln ist es unliislich, mit Ausnahme 
von Dimethylformamid, Dimethylsulfoxyd, Eisessig und wasserfreier Trifluoressig- 
saure. XI11 wurde besonders sorgfaltig analysiert, und zwar ausser durch Mikro- 

In) K. P O D U ~ K A  & J .  RUDINGER, Coll. czech. d i e m .  Co111mun., 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 2-Peptiden wie bei Tos-Peptiden von grossem Nutzen, 
da in Eisessig auch schwerlosliche Derivate untersucht werden konnen. Das F bei 
256 mp ist in Eisessig in beiden Fallen, wie erwartet, nicht von demjenigen verschie- 
den, das fur eine Feinspritlosung erhalten wird. So fanden wir bei der angegebenen 
Wellenlange fur einen 2-Rest ein E = 207 in obereinstimmung rnit dem von LEUBE 
et al. 15) erhaltenen Wert, wahrend fur einen Tosyl-Rest 441 (gemessen an NY-Tos-L- 
or,y-diaminobuttersaure-methylester-sulfat) und fur Phenylalanin 187 (gemessen am 
L-Phenylalanin-methylester-hydrochlorid) gernessen wurde. Unser Dekapeptid XI11 
wies bei 256 mp ein E von 1507 auf, wahrend der berechnete Wert aus 4 2-, einem 
Tos- und einem Phenylalanin-Kest fur ein Molgewicht von 1954,2 1457 betragt 
(Abweichung 3%). 

Ausschlaggegend ist die quantitative Aminosaureanalyse nach STEIN & MOO RE^^), 
deren Ergebnisse wir in der folgenden Tabelle festhalten mochten : 

Thr . . . . 
Leu . . . . 
Phe . . . . 
Dab . . . . 

Aminosaure Ber. 

2,0 
1,0 
1,0 
6,O 

Gef. auf ein 
Mo1.-Gew. von 

1954 

1,87 
0,98 
0,94 
6,04 

Experimenteller Teill7) 
Reaktions-Schema 1 

1. Na-Formyl-NY-Z-L-cc,y-diamilzobutyryl-~-phenylalan~n-~ethylester (I). 43 g (0,2 Mol) D- 

Phenylalanin-methylester-hydrochlorid6) werden in 700 ml trockenem Chloroform suspendiert 
und unter Schiitteln rnit 30 ml (0,21 Mol) Triathylamin versetzt. In dieser Losung werden unter 
Erwarmen 56 g (0.2 Mol) Na-For-N~-Z-~-cc,y-diaminobuttersiiure~) 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 
rnit eiskalter 0,5 N Salzsaure, rnit Wasser, 1 N Ammoniak und Wasser gewaschen, uber Natrium- 
sulfat getrocknet und anschliessend im Vakuum bei 50" bis zur beginnenden Kristallisation ein- 
geengt. Der Kristallbrei wird rnit 150 ml Essigester aufgekocht, gut verrieben nnd nach dem 
Abkiihlen mit 200 ml Ather vermischt. Nach 4 Std. wird abgenutscht, die Kristalle mit Essig- 
ester-Ather (1 : 1) und rnit Ather gewaschen und im Vakuum bei 60" getrocknet. Ausbeute 50 g 
(740/,), Smp. 145-147". Zur Analyse wurde zweimal aus Alkohol umkristallisiert. Smp. 149-150"; 

C,,H,,N,O, (441,47) Ber. C 62,57 H 6,16% Gef. C 62,45 H 6,10% 
[a]? = +5,8". 

15) J .  LEUBE, H. RESTLE & M. WIEDEMANN, 2. Naturforsch. 9 b ,  186 (1954). 
lfi) ST. KOORE & W. H. STEIN, J .  biol. Chemistry 192, 663 (1951) ; 271, 893 (1954). - Die Be- 

stimmungen verdanken wir Herrn Prof. Dr. MAX BRENNER & Dr. R. WEBER von der Organisch- 
chemischen Anstalt der Universitat Basel. 

l') Die Smp. wwrden auf dem Apparat nach TOTTOLI der Firma W. B ~ C H I ,  Flawil/Schweiz, 
bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Drehungen wurden, wenn nichts anderes angegeben, in 
Uimethylformamid bei c = 2 bestimmt. Fehlergrenze & 2". Die Analysenmuster wurden 16 Std. 
iiber P,O, bei 0,Ol Torr und wenn nicht besonders angegeben bei 110" getrocknet. 

37 
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2 .  A~a-Fo~myl-~-sr,y-di~m~nobutyryl-~-phenylal~n~n-methyleste~-hyd~obromzd ( I I )  , 44 g (0, l  
Mol) Dipeptidester I werden mit 70 ml Bromwasserstoff/Eisessig (35-proz.) ubergossen und unter 
CaC1,-Verschluss zunachst 10 Min. im Eisbad und dann 11/, Std. bei 20" geschuttelt. Die Losung 
wird 30 Min. im Wasserstrahlvakuum entgast, mit 40 ml Aceton verdunnt und mit 300 ml abs. 
Ather ausgefallt. Nach 10 Min. wird die uberstehende Atherlosung durch Absyphonieren abge- 
trennt, der Riickstand mit 150 ml frischem abs. Ather durchgeschuttelt und der Ather erneut 
absyphoniert. Dieser Auswaschprozess wird noch funfmal wiederholt. Die restliche Athermenge 
wird im Vakuum entfernt und der Ruckstand im Vakuum bei 40" getrocknet. Ausbeute 35 g 
(90%). In dieser Form wird das Hydrobromid fur die nachfolgende Tosylierung eingesetzt. 

3. Na-Fovmyl-Nv- Tos-L-or,y-diaminobutyvyl-o-phenylalanin-methylestev ( I I I ) .  39 g (0,1 Mol) 
des Hydrobromides I1 werden in 400 ml trockenem Chloroform suspendiert und mit 19,l g 
(0,1 Mol) p-Toluolsulfochlorid versetzt. Dazu tropft man unter starkem Ruhren und Wasser- 
kuhlung bei 20-30" innerhalb 1 Std. eine Losung von 35 ml (0,25 Mol) Triathylamin in 100 ml 
Chloroform. Anschliessend ruhrt  man wahrend 18 Std. weiter. Die leicht alkalische Losung wird 
nun je zweimal mit Wasser, 0,5 N eiskalter Salzsaure, Wasser, 1 N Ammoniak und Wasser ge- 
waschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Chloroform wird im Vakuum bei 40" abde- 
stilliert, der Ruckstand in 30 ml heissem Methanol gelost und mit 150 ml Ather versetzt. Nach 
4-stdg. Stehen im Eisschrank wird abgenutscht, mit Ather griindlich gewaschen und im Vakuum 
bei 60" getrocknet. Ausbeute 32,2 g (700/), Smp. 145-147". 

Zur  Analyse wurde zweimal aus Alkohol umkristallisiert. Smp. 147-148; [a];: = + 4,64"; E 

bei 257 m p  = 612, ber. 628 (Feinsprit, 40,6 mgyb). 

C,,H,,O,N,S (461,52) Rer. C 57,25 H 5,91 S 6,95% Gef. C 57,49 H 5,98 S 6,99'3" 
4. NY- Tos-L-cr,y-diaminobutyuyl-n-phenylalanin-methylestev (I V )  . 30 g (0,065 Mol) des Dipep- 

tidesters 111 werden mit 24 0 ml 1 N methanolischer Salzsaure ubergossen, unter CaC1,-Verschluss 
bis zur vollstandigen Losung geschuttelt und 24 Std. bei 20" stehengelassen. Das Methanol wird 
im Vakuum bei 40" abdestilliert, der Ruckstand wird noch zweimal mit frischem Methanol im 
Vakuum bei 40" abgedampft und der so anfallende zahlfllssige Sirup im Vakuum bei 40" ge- 
trocknet. Das Harz wird in 80 ml Eiswasser unter Schiitteln gelost, filtriert, rnit 200 ml Essig- 
ester iiberschichtet, nach Zugabe von Eis rnit konz. .4mmoniak alkalisch gestellt und extrahiert. 
Die Essigesterlosungen werden rnit Wasser gewaschen, iiber Xatriumsulfat getrocknet. im Va- 
kuum bei 45" eingedampft und im Wdsserstrahl- und Hochvakuuni bei 45" bis zur Cewichts- 
konstanz getrocknet. Man erhalt 27 g (96oj,) eincs zahfliissigen Harzes, welches ohne weitere Heini- 
gung fur die Synthese von V eingesetzt wird. 

5. Na-Formyl-NY-Z-L-cr,y-diun~inobutyryl-Nv- Tos-L-cc,y-diaminobutyvyl-n-phenylalani~~-m~thyl- 
estev ( V ) .  28 g (0,1 Mol) Na-I'or-r\T'-Z-L-a,y-diaminobuttersaure und 43,3 g (0,l  Mol) Dipeptid- 
ester 1V werden in 350 ml Dimethylformamid unter Erwarmen gelost, auf - 10" abgekuhlt, 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 vonl Dicyclohexyl- 
harnstoff a b  ; dieser wird noch mit 1Xmethylformamid nachgewaschen, worauf das Filtrat in 
2,5 1 Eiswasser ausgeruhrt wird. Nach dem Erstarren der Fallung wird diese abgenutscht, rnit 
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 abgekuhlt und von 
einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff abgenutscht. Nun wird das Filtrat in 21 0,1 N 

Ammoniak ausgeruhrt. Der Niederschlag wird abgenutscht, rnit viel Wasser und mit Ather 
gewaschen und iIn Vakuum hei 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"; [sr]? = 
- 9,2"; E bei 2.57 m p  = 818, ber. 835 (Feiusprit, 51 Ingo/). 

C,,H,,@,N,S (695.77) Ber. C 58,69 H 5,94 S 4,61% Gef. C 59,16 H 6,23 S 4,61% 

6. .Va-Formyl- L-K, y-diaminobutysyl-iW - Tos-L-M, y-diaminobutyvyl-n-phenylalunin-methylestes 
( V I ) .  20,9 g (0,03 Mol) Tripeptidester V werden pulverisiert, mit 75 ml 35-proz. Bromwasser- 
stoff/Eisessig ubergossen, unter CaCI,-Verschlnss 10 Min. bei 0" und dann Z1/, Std. bei 20" ge- 
schuttelt. Die Losung wird 30 Min. im Wasserstrahlvakuum entgast, mit 30 ml Aceton verdiinnt 
und durch Zusatz von 200 ml abs. Ather ausgefallt. Nach 10 Min. wird der uberstehende Ather 
absyphoniert, die Fallung mit 100 ml frischem abs. :ither durchgeschuttelt und erneut ab- 
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syphoniert. Dieser Auswaschprozess wird noch funfmal 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 wasserigen Losung auf 10-11 gestellt 
und mit Essigester extrahiert. Die Essigesterlosungen werden rnit Wasser gewaschen, uber 
Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum bei 45" eingedampft und der Ruckstand bei 45" im Wasser- 
strahl- und Hochvakuum getrocknet. Ausbeute 15,7 g (93%) Kohprodukt, welches sofort fur das 
Pentapeptid VII eingesetzt wird. 

7. Na-Forrnyl-NY-[N"-( + ) -isopelargonyl-N~-Z-~-a,y-diaminobutyryl-L-threonyl~-L-cr,y-diamino- 
butyryl-N?iv-Tos-L-a,y-diaminobutyryl-~-phenylalanin-methylester ( V I r ) .  - a) SHEEHAN-Methode: 
16,8 g (0,03 Mol) Tripeptid-esterbase VI und 14,7 g (0,03 Mol) Na-( + )-Isopelargonyl-NY-2-D- 
cc,y-diaminobutyryl-L-threoninl) werden in 70 ml 1)imethylformamid unter Erwarmen gelost, 
auf - 10" abgekuhlt und mit 6,5 g (0,031 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Die Losung 
wird 24 Std. im Eisschrank stehengelassen, rnit 2 ml Eisessig versetzt, 1 Std. bei 20" belassen, 
vom Dicyclohexylharnstoff abgenutscht und dieser rnit Dimethylformamid nachgewaschen. Das 
Filtrat wird in 1 10,01 w eiskalter Essigsaure unter langsamem Zutropfen ausgeriihrt, der stark 
gequollene Niederschlag nach 30 Min. abgenutscht und rnit viel Wasser gewaschen. Der noch 
feuchte Nutschenriickstand wird anschliessend in Dimethylformamid unter Erwarmen gelost, 
auf 0" abgekuhlt und von einer w-eiteren Menge Dicyclohexylharnstoff abgenutscht. Nun wird 
das Filtrat in 1 1  eiskaltem 0,1 N Ammoniak unter langsamem Zutropfen ausgeriihrt. Nach 
2-stdg. Stehen im Eisschrank wird abgenutscht, mit vie1 Wasser und dann noch mehrmals rnit 
Ather gewaschen und die Substanz im Vakuum bei 70" bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Nun wird aus Dimethylformamid-Ather und aus Dimethylformamid-Aceton umgefallt. Aus- 
beute 9,3 g (30%), Smp. 213-215" (Zers.), 210" sintern. Dieser Smp. ist deutlich tiefer als der- 
jenige des Produktes, das uber die gemischte Anhydrid-Methode (b) bzw. uber 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; [c]b = - 2,6"; E bei 
256 mp = 810, ber. 835 (Eisessig, 51 mg yo). 

C,,H,,O,,N,S Ber. C 59,05 H 7,00 N 10,80 S 3,09% 
(1037,21) Gef. ,, 58,81 ,, 7,02 ,, 10,77 ,, 3,16% 

b) Uber das gemischte Anhyduid:  14,7 g (0,03 Mol) Na-( + )-Isopelargonyl-NY-Z-D-cc-y-diamino- 
butyryl-L-threoninl) werden in 300 ml Dioxan-Tetrahydrofuran (1 : 1) unter Zusatz von 4,6 ml 
(0,03 Mol) Triathylamin unter Riihren gelost. Bei -10" tropft man unter Riihren 3,15 ml 
(0,03 Mol) Chlorameisensaure-athylester zu und lasst 15 Min. bei - 10" weiterreagieren. Das Tri- 
athylamin-hydrochlorid wird nun mittels vorgekuhlter Nutsche und Saugflasche abgenutscht 
und zum Filtrat eine auf 0" gekuhlte 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 vorubergehend auf 0" ansteigt. Es  wird nun 1 Std. bei - 5" und 
16 Std. bei 20" weitergeruhrt. Der stark gequollene Niederschlag wird abgenutscht, rnit Aceton, 
Ather und Petrolather gewaschen und im Vakuum bei 60" getrocknet. Die Substanz wird aus 
Dimethylformamid-Aceton umgefallt. Ansbeute 9,3 g (30%) ; Smp. 225-227" (Zers.), 223" 
sintern; [c]g = - 3,9". 

8. NY[Na-( + ) - Isopelargonyl -NY-Z-~-a,y-diaminobutyryl-~-threonyl] -L-c,y-diaminobut3,ryl-Nr- 
Tos-L-c,y-diaminobutyryl-~-phenylalanin-methylester ( V I I I )  , - a) Mit HClIMethanol 2 N in Di- 
rnethylsulfoxyd: 5,2 g (0,05 hfol) For-pentapeptidester VII werden in 25 ml Dimethylsulfoxyd 
unter Erwarmen gelost, bei Zimmertemperatur rnit 25 ml Chlorwasserstofflhfethanol 2 N ver- 
setzt und nach 10 Min. noch dreimal je 25 ml Chlorwasserstoff/Methanol zugegeben. Unter 
CaC1,-Verschlnss laisst man die Losung 28 Std. bei 20" stehen. Nun wird filtriert und das Methanol 
im Vakuum bei 35" so weit als moglich abdestilliert. Die Losung wird mit 50 ml Methanol ver- 
diinnt, auf 0" abgekuhlt und rnit Triathylamin auf p H  9 gestellt, worauf in 300 ml Eiswasser 
ausgeruhrt und der Niederschlag nach 30 Min. abgenutscht wird. Nach Verreiben in Eiswasser 
wird erneut abgenutscht, rnit viel Wasser gewaschen und im Wasserstrahl- und Hochvakuum bei 
50" getrocknet. Zum Schluss wird aus Dimethylformamid/Ather umgefallt, abgenutscht, mit viel 
Ather und Petrolather gewaschen und im Vakuum bei 60" getrocknet. Ausbeute 4,l g ( 8 2 0 / ) ,  
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Smp. 193-196" (Zers.). Dieses Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung fur die Synthese des 
Dekapeptids eingesetzt. 

b) Mat HClIMethanol 4 N in Dimethylforwarnid: 5,2 g (0,05 Mol) For-pentapeptidester VII 
werden in 15 ml Dimethylformamid unter Erwarmen gelost, ahgekiihlt, innerhalb 1 Std. portio- 
nenweise mit 110 ml Chlorwasserstoff/Methanol 4 N versetzt und unter CaC1,-Verschluss 48 Std. 
bei 20" belassen. Die Losung wird filtriert und im Vakuum bei 35" auf das halbe Volumen einge- 
dampft. Das Konzentrat wird bei 0" rnit Triathylamin auf pH 9 gestellt und in 500 ml Eis- 
wasser ausgeruhrt. Nun wird abgenutscht, mit Eiswasser gewaschen und im Vakuum bei 60' 
getrocknet. Das Reaktionsprodukt wird in 15 ml Dimethylformamid unter Erwiirmen gelost und 
a u s  300 ml Eiswasser umgefallt. Der Niederschlag wird nach 20 Min. abgenutscht, rnit viel Was- 
ser, Ather und Petrolather gewaschen und im Vakuum bei 60" getrocknet. Ausbeute 3,9 g 
Smp. 200-203" (Zers.). 

Um die Deformylierung abzuschatzen, wurde versucht, die Ninhydrin-Reaktion, die zur 
quantitativen Bestimmung van Aminosauren mit Erfolg herangezogen wurde16), zu verwenden. 
Zu diesem Zweck werden je 2% yMol der Suhstanz und des Vergleichspraparates (Leucin oder 
ein reines Peptid rnit einer or-Aminogruppe) in Reagensglasern rnit 10,O ml Ninhydrin-Reagens 
versetzt und 60 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt. Dann mird 10 Min. in fliessendem Wasser 
abgekiihlt, in 100 ml Messkolbchen iiberfdhrt und mit lieinsprit aufgefullt. Nach 15-60 Min. 
wird in einem Spektralphotometer (z. €3. BECKMAN B) hei 540 my rnit dem Standard verglichen. 
(Ninhydrin-Reagens: 500 mg Ninhydrin gelost in 17,5 ml Methylcellosolve und 7,5 ml Acetat- 
puffer mit pH 5,4. Acetatpuffer: 108,s g Natriumacetat krist. in 80 ml Wasser+ 20 ml Eisessig 
aufgefullt rnit Wasser dest. auf 300 ml.) Auf diese Weise wurden 98% einer freien Aminogruppe 
fur VI I I  bestimmt. Die Methode scheint um so quantitativer zu sein, je ahnlicher die Test- 
substanz gegenuher dem zu hestimmenden Material ist. 

c) Mit HCl/Methanol 4 N und Trifluoressigsuure: 5,2 g (0,05 Mol) For-pentapeptidester VII 
werden rnit 30 ml wasserfreier Trifluoressigsaure iibergossen und bis zur vollstandigen Losung 
unter Verschluss geschiittelt. Bei 0" werden 30 ml Chlorwasserstoff/Methanol 4 N zugesetzt und 
die Losung unter Verschluss 20 Std. bei 20" geschuttelt. Ilierbei hilden sich offenhar durch Ver- 
esterung der Trifluoressigsaure 2 Phasen. Die Mischung wird im Vakuum bei 25" eingedampft 
und der Ruckstand dreimal mit frischem lLlethanol unter vermindertem Druck bei 25" abge- 
dampft. Der Ruckstand wird mit 20 ml Dimethylformamid gelost, filtriert, bei 0" rnit Triathyl- 
amin auf pH 9 gestellt und die Mischung in 500 ml Eiswasser ausgeruhrt. Der Niederschlag wird 
abgenutscht, rnit Eiswasser gewaschen und im Vakuum hei 60" getrocknet. Nun wird nochmals 
in 15 ml Dimethylformamid unter Erwarmen gelost und in 300 ml Eiswasser ausgeriihrt. Nach 
20 Illin. wird ahgenutseht, mit viel Wasser, Ather und Petrolather gewaschen und im Vakuum 
bei 60" getrocknet. Ausbeute 3,7 g (74%), Smp. 200-203", Ninhydrinwert 102%. 

Reaktions-Schema 2 

9. N Y -  Tos-L-r*,y-diawinobutters~u~e-methylester-sul~at. 54,4 g (0,2 Mol) NY-Tos-L-cr,:,-diamino- 
h u t t e r s a ~ r e l ~ )  werden in einer bei - 10" hergestellten Mischung von 160 ml (4 Mol) Methanol 
und 14,6 ml (0,22 Mol) Thionylchlorid gelost und 3 Std. am Riickflusskuhler unter CaCI,-Ver- 
schluss auf 50" erwarmt. Die Losung wird bei 45" im Vakuum eingedanipft und der zahfliissige 
Ruckstand noch zweimal rnit frischem Methanol abgedampft. Das zuruckbleibende 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 uber Natriumsulfat ge- 
trocknet. Das Chloroform wird im Vakuum bei 45" abdestilliert und das zahflussige 01 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. Schwefelsaure his zu &em pH von 
4 versetzt. Die kristalline Fallung wird nach 3 Std. abgenutscht, rnit Aceton und ather  gewaschen 
und im Vakuum bei 60" getrocknet. Ausbeute 42 g (620/), Smp. 189-191" (Zers.). Zur Analyse 
wurde dreimal aus Wasser-Methanol umkristallisiert, 16 Std. hei 70' und 0,01 Torr iiber P,O, 
getrocknet. Die Suhstanz enthalt wechselnde Mengen Kristallwasser, die bestimmt wurden 
(2,65%). Die Analyse bezieht sich auf die wasserfreie Substanz. Smp. 191-193" (Zers.) ; [r*jg = 
+ 21,6" (c = 1, in Wasser); E bei 256 my = 882 (Feinsprit, 20,6 mg%). 

C,,H,80,,N,S, (670,76) Ber. C 42,99 H 5,71 S 14,33o/b Gef. C 43,12 H 5,95 S 14,4276 
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Der freie Ester wird durch Ausschiitteln der eiskalten rnit Ammoniak auf pH 10 gestellten 
Losung mit Chloroform erhalten, er ist ein zahfliissiges 01. 

10. Nz-Formyl-NY-2-L-a, y-diaminobutyryl-N/- Tos-L-a, y-diaminobuttersaure-methylester ( I X )  . 
56 g (0,2 Mol) N~-Formyl-N~-Z-~-cc,y-diaminobuttersaure~) und 57,2 g (0,2 Mol) NY-Tos-~-a,y- 
diaminobuttersaure-methylester werden unter Erwarmen in 300 ml DioxanjTetrahydrofuran 
(1 : 1) gelost, auf - 10" abgekiihlt, rnit 43,2 g (0,Zl Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und 
20 Std. im Eisschrank aufbewahrt. Die Mischung wird rnit 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 rnit 100 ml Essigester 
aufgekocht, abgekiihlt und rnit dem dreifachen Volumen Ather vermischt. Das kristalline Di- 
peptid wird nach 3 Std. abgenutscht, rnit Ather gewaschen und im Vakuum bei 60" getrocknet. 
Ausbeute 68 g (62%), Smp. 152-154". Zur Analyse wurde zweimal aus Methanol umkristallisiert. 
Smp. 156-157"; [ a ] g  = - 21,8". 

C,,H,,O,N,S (548,60) Ber. C 54,73 H 538 N 10,2174 Gef. C 54,93 H 6,06 N 10,3074 

11. Na-Fornzyl-Nv-Z-L-a.y-diaminobutyryl-NY- Tos-L-a,y-diaminobuttersauyehydrazid (X). 55 g 
(0,l Mol) Dipeptidester (IX) werden in 165 ml Alkohol erwarmt, rnit 55 ml (0,9 Mol) 80-proz. 
Hydrazinhydrat versetzt, erhitzt bis alles gelost, filtriert und 20 Std. bei 20" belassen. Das 
Hydrazid 'wird abgenutscht, rnit 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 ] g  = - 19,2". 

C,,H,,O,N,S (548,60) Ber. C 52,55 H 5,88 N 15,320/, Gef. C 52,36 H 5,97 N 15,41% 

12. Na-Formyl-Ny-Z-L-a,y-diaminobutyryl -NY-Tos-L-~, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-me- 
thylester (V). 27,4 g (0,05 Mol) Hydrazid X werden in 160 ml 50-proz. Essigsaure, 250 ml Essig- 
ester und 35 ml (0,Ol Mol) 3 N Salzsaure unter Ruhren gelost, auf - 5" abgekiihlt, tropfenweise 
rnit einer Losung von 3,63 g (0,053 Mol) Natriumnitrit in 15 ml Wasser versetzt und 10 Min. bei 
- 5" weitergeriihrt. Das Azid wird bei 0" mit Essigester extrahiert und die Essigesterlosungen 
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,s g (0,05 Mol) D-Phenylalanin-methylester-hydrochlorid unter Er- 
warmen in 15 ml Dimethylformamid gelost, abgekiihlt, rnit 7,6 ml (0,055 Mol) Triathylamin ver- 
setzt, 6 Min. bei 0" geschuttelt, rnit 20 ml Essigester verdiinnt, vom Triathylamin-hydrochlorid 
abgenutscht, mit 20 ml Essigester gewaschen und das Filtrat auf - 5" abgekuhlt. Diese Losung 
des Esters wird rnit 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, wascht mit vie1 Ather und Petrolather und trocknet im Vakuum bei 70". Ausbeute 
20,9 g (60%), Smp. 192-194", [ a ] g  = - 9,l" (vgl. 5). 

13. Na-( + )-Isopelargonyl-Nv-Z-D-a,y-diaminobutyryl-L-threon~nhyd~azid ( X I I ) .  25,3 g (0,05 
Mol) Na-( + )-Isopelargonyl-N~-Z-D-a,y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester l) (Rohprodukt) 
werden in 130 ml Alkohol unter Erwarmen gelost, rnit 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,s g (90%), Smp. 199-201". 
Zur Analyse wurde aus Methanol umkristallisiert, Smp. 200-201", [ a ] b  = + 11,4". 

C,,H,,O,N, (507,61) Ber. C 59,14 H 8,14 N 13,79% Gef. C 58,89 H 8,15 N 13,70% 

14. Na-Fovmyl -NY- [ N a -  ( + ) -Isopelargonyl -NY-Z-D-U, y-diaminobutyryl-L- threonyl] -L-E, y-di- 
aminobutyryl-N~-Tos-L-a,y-diaminobutyryl-o-phenylalanin-methyleste~ ( V I I ) .  14,7 g (0,029 Mol) 
Na-( +)-Isopelargonyl-NY-Z-D-a,y-diaminobutyryl-L-threoninhydrazid werden unter Riihren in 
150 ml 50-proz. Essigsaure, 21 ml (0,063 Mol) 3 N Salzsaure und 150 ml Essigester gelost und auf 
- 5" abgekuhlt. Unter starkem Riihren tropft man bei - 5" eine Losung von 2,18 g (0,03 Mol) 
Natriumnitrit in 10 ml Wasser zu und ruhrt 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 rnit einer vorgekiihlten Losung von 16,8 g Roh- 
produkt der Tripeptid-esterbase VI in 25 ml Dimethylformamid versetzt. Man lasst 24 Std. im 
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Eisschrank und 8 Std. bei 20" stehen, versetzt rnit dem gleichen Volumen Ather, nutscht nach 
20 Std. ah, wascht rnit AcetonlAther (1 : l), rnit Ather und Petrolather und trocknet im Vakuum 
bei 60". Die Substanz wird aus Dimethylformamid/Aceton umgefallt, Ausbeute 16,8 g (54y0), 
Smp. 221-223", [ a ] g  = -4,l" (vgl. 7 ) .  

Dekapeptid 
15. I;ormyl-L-leucyl-NY-Z-L-ct,y-d~aminobutyryl-N?-Z-L-ct,y-diaminobutyryl-~-threonyl-Nv-Z-L- 

a, y - diaminobutyryl-NY-[Na-( + ) - i s o p e l a ~ g o n y l - N Y - Z - ~ - a , y - d ~ a ~ ~ n o b u t y r y l - ~ - t h ~ e o n y l ] - ~ - u , y - d ~ a m ~ -  
nobutyryl- NY-Tos-~-a,y-diaminobutyryl-~ -phenylalanin-methylester ( X I I I ) .  9,63 g (0,Ol Mol) 
Formyl-L-leucyl-NY-Z-L-ct, y-diaminobutyryl-NY-Z-L- tl, y-diaminobutyryl-L-threonyl-N?-Z-L- a, y- 
diaminob~ttersaure~)  und 10 g (0,01 Mol) Pentapeptidester VIII werden unter Erwarmen in 50 ml 
Dimethylformamid gelost, auf - 10" abgekiihlt, rnit 4,32 g (0,021 Mol) Dicyclohexyl-carbodi- 
imid versetzt und 48 Std. im Eisschrank stehengelassen. Die gelartige Masse wird rnit 120 ml 
Alkohol verrieben, rnit 5 ml Eisessig und nach 30 Min. mit weiteren 120 ml Alkohol versetzt 
und 5 Std. bei 20" aufbewahrt. Nun wird abgenutscht, mit vie1 Alkohol, Ather und Petrolather 
gewaschen und im Vakuum bei 50" getrocknet. Das Rohprodukt wird in moglichst wenig Di- 
methylformamid gelost, filtriert und mit dem vierfachen Volumen Methanol ausgefallt. Nach 
5 Std. wird abgenutscht, mit Methanol, Ather und Petrolather gew-aschen und im Vakuum bei 
50" getrocknet. Anschliessend wird in gleicher Weise ein zweites Ma1 umgefallt und getrocknet. 
Ausbeute nach Aufarbeitung der Umfallmutterlaugen 7,6 g (39%), Smp. 245-249" (Zers.). Zur 
Analyse wurde aus Dimethylformamid/Methanol umgefallt. Smp. 246-249" (Zers.) ; [ a ] g  = 
- 15,1"; e bei 257 m p  = 1507 (Eisessig 92 mg"/). 

C,,H,,,O,,N,,S Ber. C 59,61 H 6,81 N 11,47 S 1,65% 
(1954,Zl) Gef. ,, 59,18 ,, 6,92 ,, 11,63 ,, 1,66% 

Quantitative Aminosaurezusammensetzung nach STEIN & MOO RE^^) : 
Ber. Thr 2,0 Leu 1,0 Phe 1,0 Dab 6,0 
Gef. ,, 1,87&1,5% ,, 0,9812,2% ,, 0,936+2,2% ,, 6,0414% 

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

SUMMARY 

The protected open decapeptide XIII, 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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