
Topochemische Untersuchungen an Peptidsystemen 1 * $1 

Von M. M. Shemyakin, Yu. A. Ovchinnikov und V. T. Ivanovr*1 

Fur topochemische Untersuchungen wurden Analoga naturlich vorkommender Pept ide 
synthetisiert, an denen sich zeigen IieJ, bis zu welchem Grad das biologisch aktive Peptid- 
system und der entsprechende Receptor stereoelektronisch komplementcir sein mussen. 
Fur die Depsipeptid-Antibiotika und ihre topochemischen Analoga wird die Brauchbarkeit 
derartiger Verbindungen bei Untersuchungen uber die physikalisch-chemischen Grund- 
lagen der Wirkungsweise biologischer Membranen demonstriert. Topochemische Prin- 
zipien lassen sich auch anwenden, um spezifsche kompetitive Inhibitoren fur proteoly- 
tische Enzyme zu gewinnen. 

1. Einleitung 

Die Beziehung zwischen Struktur und Wirkung bio- 
logisch aktiver Verbindungen ist ein Hauptproblem 
der modernen Chemie und Biologie. Die genaue 
Kenntnis dieser Beziehung ist nichl nur fur die ratio- 
nelle Suche nach Verbindungen mit wertvollen physio- 
logischen Eigenschaften wichtig, sondern auch fur die 
Aufklarung des Mechanismus der Wechselwirkung 
zwischen einer biologisch aktiven Substanz und ihrem 
zugehorigen Receptor. 
Voraussetzung fur eine derartige Wechselwirkung ist 
einerseits, daD sich die Molekiile in ihren sterischen 
Eigenschaften entsprechen und andererseits, daD 
sie ,,passende" Elektronendichteverteilungen haben. 
Wird die zweite Ekdingung nicht erfullt, dann ver- 
ringert sich die Wechselwirkung um einige GroDen- 
ordnungen oder tritt gar nicht mehr auf. Man muD 
also sowohl bei der rationellen Suche nach Verbin- 
dungen mit ahnlichen, modifizierlen oder entgegenge- 
setzten biologischen Eigenschaften als auch beim 
Versuch, ihre Wirkungsweise zu verstehen, die stereo- 
elektronischen Anforderungen kennen, die die an 
einem biologischen ProzeB teilnehmenden Molekule 
aneinander stellen. 
Um diese Anforderungen zu ermitteln, variiert man 
im allgemeinen das biologisch aktive Molekul schritt- 
weise und stellt anschlieknd fest, wie sich die Struk- 
turanderungen auf die biologische Wirksamkeit aus- 
wirken. Dieses weitgehend empirische Verfahren, das 
allerdings im Anfangsstadium dieser Untersuchungen 
das einzig sinnvolle war, erwies sich naturlich als nicht 
sehr wirkungsvoll. Nur gelegentlich erhielt man greif- 
bare Resultate und noch seltener ergaben sich Vor- 
stellungen, die es gestattet hiitten, Voraussagen zu 
treffen. 
Peptidsysteme bilden in dieser Hinsicht keine Ausnahme. 
und die empirischen Methoden sind noch immer weit verbrei- 
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tet. In biologisch aktiven Peptiden. hauptsiichlich Hormonen 
und Antibiotikarl-3J, wird haufig eine Aminosaure durch 
eine andere ersetzt. Wiihrend des vergangenen Jahmhnts 
wurden hunderte derartiger Verbindungen synthetisiert, doch 
erwiesen sich die meisten als vbllig inaktiv. Einige aktive Ver- 
bindungen, von denen manche sogar die Ausgangsverbin- 
dung an Aktivittit ubertrafen. sind m a r  auf diese Weise ge- 
funden worden - und einige werden auch praktisch verwen- 
det -, aber rationelle Methoden konnten sich aus einem der- 
artigen Verfahren nicht entwickeln. Zur Klarung der Prin- 
zipien, die das Verhalten biologisch aktiver Verbindungen 
bestimmen, war dieses Verfahren noch weitaus weniger g e  
eignet; bestenfalls lieBen sich einige begrenzte Zusammen- 
hiinge erkennen (vgl. z. B. [49. 

Auch unsere Arbeiten uber die Beziehung zwischen 
Struktur und antibakteriellem Verhalten der Enniatin- 
Antibiotika 15-71 trugen zunachst empirischen Charak- 
ter. Es gelang jedoch, erste topochemiscbe Gesetz- 
maDigkeiten zu erkennen. Weitere Versuche zeigten, 
daD sich die Prinzipien auf zahlreiche cyclische und 
lineare Peptidsysteme anwenden lassen. 

2. Enniatin-Antibiotika und ihre Analoga 

Die Untersuchungen begannen mit der Synthese 
hearer  und cyclischer Analoga der Enniatin-Anti- 
biotika, die sich in der GriSDe der Kette oder des Rin- 
ges sowie in der Art und Konfiguration der Amino- 
und Hydroxysaurereste unterschieden. 
Wie Tabelle 1 zeigt, hangt die antibakterielle Aktivitat 
dieser Cyclodepsipeptide stark von der Ringgrok ab. 
Cyclohexadepsipeptide [die naturlich vorkommenden 
Antibiotika (2) und (6) und ihre Analoga (3), (7) 
und (S)] haben die hochsten Aktivitaten und die brei- 
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Tabslle 1 [a]. Antibaktericllc Aktivitlt dcr Enniatine und cinigcr ihrcr Analoea [bl. 
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[a] Far die Aminosiurcn werden die Standardsymbolc und -abkiirzungen vcrwcndct; Me = 

Methyl; die Symbole HyIv, HyMcv und HyIc stehen filr u-Hydroxy-isovalerianslure, a-Hydroxy- 
P-methyl-valeriansBure bzw. a-Hydroxyisocapronsclure. Die Pfcilc zcigen Substitution einer Ami- 
no- oder Hydroxysilurc durch cine andcrc an: Verbindung (7) ist 2.B. ein Analogon des Enni- 
atini B, in dcm cin N-Methyl-L-valin-Rest durch cinen N-Methyl-L-lcucin-Rest crsctzt ist. 

[b] Allen lincarcn Analoga dcr hier aufgdiihrtcn Verbindungen fehlt die antibaktcrielle Aktivitit 
vOllig. 

testen Wirkungsspektren; die Cyclotetra- [ ( I ) ]  und 
-0ktadepsipeptide [(14)] zeigen entgegengesetztes Ver- 
halten. Weiterhin ist ersichtlich, daB die Struktur der 
Aminosaurereste innerhalb eines begrenzten Teils der 
Kette betrachtlich modifiziert werden kann, ohne daI3 
die Aktivitat stark abnimmt [Verbindungen (3) und 
(7)].  Andererseits verursacht eine Anderung der Hy- 
droxysaurereste [vgl. z. B. Verbindung (9 ) ]  einen star- 
ken Aktivitatsverlust. SchlieBlich fiihren kderungen 
der Konfiguration von nur einem Amino- oder Hy- 
droxysaurerest [Verbindungen (10) und ( I I ) ]  zu vo1- 
ligem Verlust der Aktivitat [8.91. 

Analoge Ergebnisse wurden fur das Cyclododeka- 
depsipeptid Valinomycin erhalten [lo]. 

2.1. Topochemie der Enniatine 

Diese Resultete zeigen die wichtige Rolle sterischer 
Faktoren fur die biologische Aktivitat. Offensichtlich 
beruht die Wirkung der EMiatin- und Valinomycin- 

Antibiotika darauf, daB wahrend des biologischen 
Prozesses das Peptidmolekiil als Einheit einer bestimm- 
ten Stelle des Receptors entsprechen muD. Wesentlich 
weitergehende SchluBfolgerungen erlauben die vor- 
liegenden Versuchsergebnisse jedoch nicht. Bei der 
Suche nach zusatzlichen Informationen wurde gefun- 
den, daD man nicht nur Teile, sondern das gesamte 
Molekiil verandern kann, solange nur die allgemeinen 
Kennzeichen der raumlichen Struktur, d. h. der Topo- 
logie des neuen und des urspriinglichen Molekiils, 
h l i c h  bleiben. Die Elektronendichteverteilungen in 
den funktionellen Gruppen unterscheiden sich jetzt 
jedoch mehr oder weniger stark voneinander. Diese 
,,topochemische" Betrachtungsweise der Beziehung 
zwischen Struktur und Aktivitat ist nicht nur auf 
Depsipeptide, sondern auch auf Peptide anwendbar 
(s. Abschnitte 3. und 4.). 

Zu den ersten unter topochemischen Gesichtspunkten 
synthetisierten Verbindungen gehorte das Enantio- 
mere des Enniatins B (6), das Enantio-enniatin B (12), 
in welchem alle Amino- und Hydroxysaurereste Kon- 
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Chim. 38, im Druck. 
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perientia 21, 548 (1965). 161 /12/ 
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figurationen haben, die denjenigen des naturlichen 
Antibiotikums entgegengesetzt sind. 
Da Enantio-enniatin B das Spiegelbild der naturlich 
vorkommenden Verbindung ist, sollte man erwarten, 
daD ein stereoselektiver Receptor sich den beiden 
stereochemisch nicht aquivalenten Molekulen gegen- 
uber verschieden verhdt. Vorausgesetzt, daD kein 
grundsatzlich andersartiger Mechanismus fur die bio- 
logische Wirkung vorliegt (vgl. z. B. das L-Isomere des 
Antibiotikums Cycloserin [ill), ware anzunehmen, 
daR Enantio-enniatin B biologisch inaktiv ist. Gleiches 
gilt fiir die Antipoden naturlich vorkommender 
Peptide wie Bradykinin [12,131, Angiotensin [141, Oxy- 
tocin [151, Actinomycin C1 [I61 usw. 
Trotzdem kann aber Enantio-enniatin B eine biologi- 
sche Aktivitiit besitzen, die der von Enniatin B gleicht 
oder nahekommt. Dreht man namlich eine der For- 
meln (6) oder (12) in der Zeichenebene um einen Win- 
kel von 60°, dann kommen alle Zentren gleicher 
Chiralitat zur Deckung; jede Estergruppe nimmt den 
Platz einer N-Methylamidgruppe ein und umgekehrt. 
Dem Receptor gegenuber unterscheiden sich die Anti- 
poden also nicht von der Gestalt, sondern nur von 
der Struktur her. Die Estergruppe ist jedoch nicht nur 
raumlich, sondern auch elektronisch ein ziemlich gutes 
Modell der Amidgruppe [17*1aJ. Die beiden topoche- 
misch ahnlichen Antipoden sollten sich also demselben 
stereoselektiven Receptor gegenuber in gleicher Weise 
komplementar verhalten, und infolgedessen sollten sie 
vergleichbare Aktivitaten haben. DieseVermutung wird 
durch die Tatsache bestarkt, daD man bei mehreren na- 
turlich vorkommenden Peptiden die Amid- durch die 
Estergruppen ersetzen kann (und umgekehrt), ohne ihre 
biologische Aktivitat wesentlich zu beeinflussen [19-231. 

Enantio-enniatin B ( I2)  wurde nach den gleichen 
Methoden wie Enniatin B (6) dargestellt [61. Verbin- 
dung (12) war in allen physikalisch-chemischen 
Eigenschaften identisch mit dem Naturprodukt (mit 
Ausnahme der Rotationsdispersionskurven, die m a r  
gleichen Verlauf, jedoch entgegengesetzte Vorzeichen 
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hatten). Wie erwartet, zeigten bakterielle Untersu- 
chungen, daB Enantio-enniatin B sowohl qualitativ 
als auch quantitativ gegenuber allen untersuchten 
Mikroorganismen dieselbe Aktivitat wie Enniatin B 
besitzt [*41 (s. Tabelle 7). 
Dies ist das erste Beispiel fiir einen polyasymmetri- 
schen Naturstoff, dessen beide Antipoden im gesamten 
bakteriellen Bereich dieselbe Aktivitiit haben. Das Er- 
gebnis beweist, daD es in der Wirkungsweise der bei- 
den Verbindungen keine Unterschiede gibt. 
Bei Enniatin B und seinem Antipoden handelt es sich 
allerdings urn einen Sonderfall, da die Molekule so- 
wohl topologisch als auch in der Art ihrer funktionel- 
len Gruppen sehr iihnlich sind. Wenn man - unter 
Beibehaltung der funktionellen Gruppen - die effek- 
tive GroDe der Substituenten des Depsipeptidmolekuls 
variiert. kann man feststellen, bis zu welchem Grad 
sich die biologisch aktive Verbindung und der Recep- 
tor topologisch entsprechen mussen. So zeigt z.B. 
Enantio-enniatin A (4) [25J, der Antipode von Enni- 
atin A (2), dieselbe antibakterielle Aktivitat wie die 
Ausgangsverbindung (s. Tabelle 1). 

\ 
15) 113) 

Dieses Ergebnis uberrascht nicht, wenn man die topo- 
logische Ahnlichkeit der Valin- und Isoleucin-Seiten- 
ketten (bei Enniatin B bzw. A) bedenkt (Verzweigung 
am P-Kohlenstoffatom in beiden Verbindungen). In 
der Tat sind die Rotationsdispersionsspektren von 
Enniatin A (2) und B (6) iihnlich und fast unabhangig 
vom Losungsmittel (s. Abb. 1). Dieser Befund zeigt, 
dal3 die von den Verbindungen in den verschiedenen 
Losungsmitteln bevorzugten Konformationen ahn- 
lich sein mussen n61. 
Ersetzt man aber die N-Methyl-valin-Reste im Enni- 
atin B (oder die N-Methylisoleucin-Reste im Enniatin 
A) durch N-Methyl-leucin-Reste, dann entsteht das 
praktisch inaktive Enniatin C (13) [271 (s. Tabelle 1). 

[24] M. M .  Shemyakin, Yu. A. Ovchinnikov, V. T. Ivanovu. A. V. 
Evsrratov, Nature (London) 213, 413 (1967). 
[251 Yu. A. Ovchinnikov, V.  T. Ivanov, A. V. Evstratov, I.  I. 
Mikhaleva, L.  V. Sumskaya u. E. E. Meshcheryakova, noch un- 
veroffentlicht. 
[26] M .  M. Shemyakin, Yu. A. Ovchinnikov, V. T. Ivanov. V.  K. 
Antonov, A. M .  Shkrob, I.  I .  Mikhaleva, A.  V. Evstratov u. G. G. 
Malenkov, Biochem. biophysic. Res. Commun. 29, 779 (1967). 
[27] PI. A. Plartncr u. U. Nagcr, Helv. chm. Acta 31, 2203 
(1 948). 
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Abb. 1 .  Rotationsdispersionsspektren von Enniatin A (21, Enniatin B 
(6) und Enniatin C (13). Losungsmittel: __ Heptan; * - - * * * Hep- 
tanlkhanol (946); - - - - Heptan/Athanol(92:8); - - - Hcptanl 
Athanol (50:50). 

Dieser Befund wird anscheinend durch die stereoche- 
mische Spezifitat der Valin- und Isoleucin-Reste ver- 
ursacht, deren @-verzweigte Ketten, im Gegensatz zu 
den y-verzweigten Ketten des Leucins, einen starken 
sterischen Abschirmungseffekt ausuben [281. Man 
konnte deshalb erwarten, daR die Seitenketten von 
Enniatin A und B die relativen Orientierungen der 
Ringglieder fixieren, so daI3 eine hinreichend starre 
Konformation entsteht. Andererseits sollte Enniatin C 
flexibler sein und damit seine Konformation leichter 
andern. Die Rotationsdispersionsspektren von Enni- 
atin A, B und C[261 bestatigen diese Vermutungen. 
Wie Abb. 1 zeigt, haben alle drei Enniatine in einem 
nicht-polaren Losungsmittel (Heptan) ahnliche Kon- 
formationen., Losungsmittel groBerer Polaritat (Hep- 
tan n i t  steigenden Zusatzen an Athanol) beeinflussen 
die Konformationen von Enniatin A und B nur sehr 
wenig, verandern jedoch die Konformation von Enni- 
atin C erheblich. Offensichtlich nimmt Enniatin C 
unter biologischen Bedingungen eine Konformation 
ein, die fiir eine Wechselwirkung rnit dem Receptor 
fur Enniatin A und B ungeeignet ist. 
In diesem Zusammenhang muD betont werden, daO man bei 
derartigen topochemischen Analoga natiirlich vorkommen- 
der Peptide eine biologische Aktivitat nur dann erwarten 
kann, wenn diese Modifikationen keine binderung der bio- 
logisch aktiven Konformation des Peptids zur Folge haben. 
Da sehr kleine strukturelle binderungen starke konformative 
hderungen hervorrufen kbnnen, ist es mbglich, daD ledig- 
lich auf formalen Strukturprinzipien beruhende Anderungen 
des Molekiilbaus zu einem schlagartigen Wechsel oder zum 
Verschwinden der biologischen Aktivitat fiihren. 
A u k r  durch Enniatin C wird dieses Verhalten sehr 
eindrucksvoll durch das Cyclohexadepsipeptid (5) [251 

illustriert. Dieses Depsipeptid entspricht einem Enni- 
atin A, in dem alle Estergruppen durch N-Methyl- 
amidgruppen ersetzt sind und umgekehrt. 
Formal scheinen fast alle Bedingungen fiir topochemi- 
sche Korrespondenz erfullt zu sein, aber die kleinen 
strukturellen Abweichungen zwischen Verbindung (5) 
und Enantio-enniatin A (4) oder Enantio-enniatin B 
(22) reichen aus, urn auiuBerst unterschiedliche Konfor- 
mationen zu erzeugen (vgl. hierzu die in Abb. 2 ge- 
zeigten Rotationsdispersionsspektren). 
Die Verbindungen unterscheiden sich deshalb sehr 
stark in ihren antibakteriellen Eigenschaften. Verbin- 

[28] E. R. Blout, C. de Loze, S. M. Bloom u. C. D. Fasman, 
J. Amer. chem. SOC. 82, 3787 (1960). 
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Abb. 2. Rotationsdispersionsspektren von ,,lalschem" Enniatin A (5). 
Enantio-cnniatin A (4) und Enancio-enniatin B (12). L3sungsrnittel: 
Heptan/Athanol (5050). 

dung (5) zeigt im Gegensatz zu Enniatin A und B und 
ihren Enantiomeren eine niedrige Aktivitat gegenuber 
allen untersuchten Mikroorganismen (s. Tabelle I). 
Aus diesem Grund wird sie auch als ,,falsches" Enni- 
atin A bezeichnet. 

2.2. Zur Wirkungsweise der Enniatine 

AuBer bei den bisher beschriebenen allgemeinen Un- 
tersuchungen uber Enniatin-Antibiotika erwiesen sich 
die topochemischen Prinzipien auch beim Studium der 
Wirkungsweise der Enniatine und anderer Depsipep- 
tid-Antibiotika als nutzlich. Nach Pressman konnen 
Depsipeptid-Antibiotika selektiv den aktiven Trans- 
port einiger einwertiger Ionen in Mitochondrien indu- 
zieren[z9,3oJ. Pressman und wir fanden bei einer ge- 
meinsamen Untersuchung uber einige Valinomycin- 
und Enniatin-Analoga, daB eine Parallelitat zwischen 
der antibakteriellen Aktivitat der Depsipeptide und 
ihrer Eigenschaft, den aktiven Kationentransport 
auszulosen (aktiver Transport von Kalium-, nicht 
jedoch von Natriumionen), besteht. Beide Erschei- 
nungen verlaufen zudem nicht nur qualitativ, sondern 
bis zu einem gewissen Grade auch quantitativ parallel. 
Zwischen den antibiotischen Eigenschaften der Depsipeptide 
und der Wechselwirkung zwischen ihnen und den Receptoren 
(Lipoproteiden) der biologischen Membranen, welche den 
aktiven Kationentransport kontrollieren, scheint es also 
einen Zusammenhang zu geben [a. 10.311. Die Depsipeptid- 
Antibiotika beeidussen den Ionentransport dabei nicht nur 
durch stereospdsche Wechselwirkung mit dem Receptor 
der Membran, sondern auch durch Wechselwirkung mit dem 
entsprechenden Kation. Cyclodepsipeptide scheinen Kom- 
plexe mit einwertigen Jonen zu bilden, in denen die Ionen im 
Inneren des cyclischen Molekiils durch Ionen-Dipol-Wech- 
selwirkung mit den Amid- bzw. Estergruppen festgehalten 
werden [schematisch wiedergegeben in den Formeln (15a) 
bzw. ( I S ) ] .  

A 
I15al 

h 
11561 

[29] C. Moore u. B. C. Pressman, Biochem. biophysic. Res. 
Commun. IS, 562 (1964). 
1301 B. C. Pressman, Proc. nat. Acad. Sci. USA 53, 1076 (1965). 
1311 B. C. Pressman, personliche Mitteilung. 
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DaD diese Annahmen richtig sind, konnte experimentell 
gezeigt werden r26332.331. Es ergab sich nicht nur, daD 
es in Losung zur Komplexbildung kommt und da13 
Estergruppen dabei eine Rolle spielen [*I, sondern 
auch ein Zusammenhang zwischen der Fahigkeit der 
Enniatin-cyclodepsipeptide, Komplexe zu bilden, 
ihren Konformationen in Losung und ihrer antibio- 
tischen Aktivitat. (Die Komplexe wurden entweder 
kristallin isoliert oder ihre Bildung in Losung wurde 
durch Messung der elektrischen Leitfihigkeit und der 
optischen Rotationsdispersion nachgewiesen.) 
Die zu einer topochemischen Gruppe gehorenden Ver- 
bindungen Enniatin A und B sowie deren Enantio- 
mere bilden leicht Komplexe mit Kaliumionen, wah- 
rend das Cyclohexapeptid (5) im allgemeinen nicht in  
der Lage ist, Komplexe mit Alkalimetallionen zu bil- 
den. Diese Beobachtung ist mit den Rotationsdisper- 
sionsspektren und den biologischen Eigenschaften der 
genannten Verbindungen im Einklang (vgl. Abb. 1 
und 2). 
Diese Resultate konnen als Ausgangspunkt fur Unter- 
suchungen des Verhaltens von Membranen dienen. 
Zu den ersten Ergebnissen gehorte die Entdeckung, 
daD sich die Komplexe zwischen Enniatinen oder 
Valinomycin und Kationen nur in einem lipophilen 
Medium bilden (261. Die Komplexe entstehen also erst 
an der Membran, nachdem das Depsipeptidmolekul 
an diese gebunden ist. 

3. Topochemische Untersuchungen an weiteren 
cyclischen Peptiden 

Die topochemische Methode ist nicht nur auf der- 
artig hochsymmetrische Systeme wie die Enniatin- 
Antibiotika anwendbar, sondern eignet sich im Prinzip 
auch fur andere Cyclopeptide, gleichgiiltig welcher 
Symmetrie. Dieses wird im folgenden fiir die Trans- 
formationen des hypothetischen Cyclopeptids (16a) 

R' A' 

116al 11661 

R' 

1321 P. Mueller u. D. 0. Rudin, Biochem. biophysic. Res. Com- 
mun. 26, 398 (1967). 
(331 H. K.  Wipx L. A. Pioda, 2. Srefanac u. W. Simon, Helv. 
c h i .  Acta 51, 377 (1968). 
[*I Diese Tatsache zeigt, weshalb die biologischen Eigenschaften 
der Enniatine und des Valinomycins so stark von der Natur der 
Hydroxysaurereste, nicht aber der Natur der Aminosaurereste 
beeinflu& werden. 

gezeigt. (Aus Grunden der ubersichtlichkeit wurde 
hier ein Tripeptid gewahlt. Die SchluDfolgerungen 
gelten jedoch fur Ringe jeder GroBe und fur samtliche 
Konfigurationen der Aminosaurereste.) 
Die Verbindungen (16a) und (166) sind Antipoden, 
und die [mit (16d) identische] Verbindung (16c) ist 
die Retroform von (166) mit umgekehrter Richtung 
der Acylierung. [Nach Prelog bezeichnet man (166) 
und (16c) als Cyclodiastereomere [34,351.] Man sieht 
sofort, dal3 die Cyclopeptide (16a) und ( I6d)  topo- 
logisch sehr iihnlich sind. Sie unterscheiden sich nur 
in der Anordnung der Atome der Amidgruppen 
(-CO -NH- und -NH-CO-); die Verbindungen 
sind also topochemisch analog. Die Ahnlichkeiten 
und Unterschiede zwischen Cyclopeptid ( Ida)  und 
seinem Retro-enantiomeren (16d) sind besonders gut 
in Abbildung 3 erkennbar. Verbindung ( I6d)  ist hier 
als ,$chatten" von Verbindung ( Ida)  gekennzeichet; 
man sieht leicht, warum ( I6d)  die Rolle eines ,,Doub- 
les" von (16a) in biologischen Prozessen spielen und 
biologische Eigenschaften haben kann, die denen der 
Ausgangsverbindung ahneln. 

n 

Abb. 3. 
clotripcptid und seinem Retro-cnantiomeren. 

Strukturelle und riumlichc Bcziehungcn zwischen cincm Cy- 

Einen weiteren Beweis fur die Richtigkeit dieser 
Annahmen [361 liefern das biologisch sehr aktive 
Gly5-Glylo-Gramicidin S (17) [37,381 und sein Retro- 
enantiomeres (18). 
Gly5-Glylo-Gramicidin S wurde statt des naturlich 
vorkommenden Gramicidins S verwendet, da der 
Verbindung die Prolin-Reste, die bei den topochemi- 
schen Transformationen zusatzliche Komplikationen 
verursachen wiirden, fehlen. Ein Prolin-Reste ent- 
haltendes Retro-enantiomeres wiirde sich topoche- 
misch wesentlich starker von der Ausgangsverbin- 

[34] V. Prelog u. H. Gerlach, Helv. chim. Acta 47, 2288 (1964). 
[35] H. Gerlach, J .  A .  Owtschinnikov u. V. Prelog, Helv. chim. 
Acta 47,2294 (1964). 
[36] M .  M .  Shemyakin, Yu. A.  Ovchinnikov, V .  T. Ivanovu. I.  D.  
Ryabova, Experientia 23, 326 (1967). 
[37] H. Aoyagi, T.  Kato, M. Ohno, M. Kondo u. N. Izumiya. 
J. h e r .  chern. SOC. 86. 5700 (1964). 
[38] H. Aoyagi, T. Kafo, M. Ohno, M. Kondo, M. Waki, S. 
Makisumi u. N. Izumiya, Bull. chem. SOC. Japan 38. 2139 
(1965). 
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dung unterscheiden. Dies sieht man an einern prolin- 
haltigen Cyclotripeptid; wie Abbildung 4 zeigt, kom- 
men beim ubereinanderlegen der beiden Molekule die 
Prolinringe nicht zur Deckung. 

Abb. 4. 
Cyclotripeptid und seinern Retro-enantiomeren. 

Topologischcr Untcrschied rwischcn einem prolinhaltigen 

Retro-enantio-Glys-Glylo-Gramicidin S (18) wurde 
durch stufenweisen Aufbau der Peptidkette bis zum 
linearen Pentapeptid und anschliefiendes Cyclisieren 
durch eine Dimerisierungsreaktion dargestellt. Wie 
vorhergesagt, hatte die entstandene Verbindung hohe, 
mit der des Gramicidins S vergleichbare antibakterielle 
Aktivitat. 

4. Topochemische Untersuchungen an 
h e a r e n  Peptiden 

Von besonderem Interesse ist die Ausdehnung der 
hier diskutierten Prinzipien auf lineare Peptide, da 
sich dadurch vielleicht neue Moglichkeiten fur die 
Untersuchung zahlreicher wichtiger Peptid-Bioregula- 
toren ergeben konnen. Zunachst mussen bestimrnte 
Bedingungen erfullt sein, wenn die topochemischen 
Prinzipien auch im Bereich der linearen Peptide an- 
wendbar sein sollen. Beispielsweise lassen sich die 
Prinzipien nicht auf Peptide mit freien, endstandigen 
Carboxy- und Aminogruppen anwenden. Es bleibt 
zwar eine gewisse topologische Ubereinstimmung be- 
stehen, wenn man das hypothetische lineare Peptid 
(19) und sein Retro-enantiomeres (20) antiparallel 
iibereinanderlegt, aber die beiden Peptidketten unter- 

scheiden sich durch die vertauschten Positionen ihrer 
geladenen Endgruppen. (Bei Cyclopeptiden konnen 
solche Effekte nicht auftreten.) Dieser Unterschied 
zwischen Verbindungen vorn Typ (19) und (20) sollte 
zu einem unterschiedlichen Verhalten gegenuber dem 

000 

(20) 

Receptor fiihren. Es ist also nicht zu erwarten, daB das 
Retro-enantiomere (20) die biologische Aktivitat des 
linearen Peptids (19) aufweist. Aus diesem Grund hat 
wahrscheinlich das von Vogler et al. [I31 und Stewart 
et al. 1391 synthetisierte Retro-enantio-bradykinin keine 
wesentliche biologische Aktivitat (vgl. auch [MI). 

Wahrscheinlich konnte man derartige Schwierigkeiten 
durch Blockierung der Endgruppen uberwinden. Da- 
mit wurden sich die Molekule topochemisch genauso 
entsprechen wie dies bei den Cyclopeptiden beobachtet 
wurde. Bei den substituierten Amiden der Acylpeptide 
unterscheiden sich die topochemisch analogen Verbin- 
dungen (21) und (22) nur durch die vertauschten 
Amidgruppen (Endgruppen eingeschlossen). 
Man kann also die Suche nach Analoga der biolo- 
gisch aktiven linearen Peptide ebenfalls nach ratio- 

R ) q F  R ) q F  R ) q F  

RCONH CONH CONH CONHR 

(22) 
[39] J.  M. Stewart u. D. W. Woolley u. E. Erdos, N. Back u. 
F. Sicuteri: Hypotensive Peptides. Springer-Verlag, New York 
1966, S. 23. 
[40] D. Chung u. C. H.  Li, Biochim. biophysic. Actaa 135, 570 
(1967). 
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nellen Gesichtspunkten vornehmen. (Dies gilt beson- 
ders fur einige Peptidhormone und Antibiotika, z. B. 
fur das a-Melanophoren-stimulierende Hormon, fur 
Gastrin und seine hochaktiven Bruchstucke rnit end- 
standigem Kohlenstoffatom sowie fiir Gramicidin A). 
Da die Retro-enantiomeren derartiger Peptide nur aus 
D-Aminosaure-Resten aufgebaut sind, sollten sie der 
Inaktivierung durch die proteolytischen Enzyme des 
Organismus widerstehen und infolgedessen eine langer 
anhaltende biologische Wirkung haben. 
Besonders interessant ist die Anwendung der topo- 
chemischen Gesichtspunkte auf die Synthese hearer 
Peptide, die als spezifische Substrate oder Inhibitoren 
fur proteolytische Enzyme geeignet sind. Mit diesen 
Verbindungen sollte es moglich sein, weitere wertvolle 
Informationen uber die Wechselwirkung zwischen 
Substrat und Enzym zu erhalten. 
Dient z. B. das geschutzte Peptid (23) als spezifisches 
Substrat, dann ist die topochemisch analoge Verbin- 
dung (24) in ihren hydrophoben Eigenschaften sowie 
ihren funktionellen Gruppen praktisch gleich; beide 
Verbindungen (s. Tabelle 2) unterscheiden sich nur 
durch die vertauschten Atome in den Amidgruppen. 
Ein Analogon dieser Art [(24)] sollte daher wahr- 
scheinlich mit gleicher Wirksarnkeit wie Verbindung 
(23) am gleichen Ort des Enzyms gebunden werden 

1231 

Pepsin 

mol/l) 
Nr. Peptid (KM oder KI. 

Abb. 5. Schematische Darstellung der Anlagerung einw spezifischcn 
Substrats [Peptid (2311 und seines Retro-enantiomeren [124j] an ein 
proteolytisches Enzym. 

Chymo- 
trypsin 
(Kit mol/l) 

(s. Abb. 5). Diese Annahme gilt um so mehr, als zahl- 
reiche Untersuchungen zeigen, daR die bydrophoben 
Wechselwirkungen die Hauptrolle im Bindungsvor- 
gang spielen. Das aus D-Aminosauren aufgebaute 
Retro-enantiomere (24) sollte aber der rnit hoher kon- 
figurativer Spezifitat verlaufenden enzymatischen Hy- 
drolyse (s. Pfeil) nicht unterliegen (vgl. jedoch 1411). 

Eine derartige Verbindung muRte sich also als kom- 
petitiver Inhibitor erweisen. Die Inhibitionskonstante 
KI des Inhibitors sollte der Michaelis-Konstanten KM 
des entsprechenden Substrats gleichen (KI M KM). 
Um diese Uberlegungen experimentell zu prufen, 
wurden einige an den endstandigen Kohlenstoff- und 

1411 G. E. Hein u. C. Niemann, J. h e r .  chem. SOC. 84, 4487 
(1960). 

Stickstoffatomen geschutzte, Leucin und Tyrosin ent- 
haltende Dipeptide dargestellt [s.  Verbindungen (23) 
bis (29) in Tabelle 21 und eine kinetische Untersu- 
chung ihrer Wechselwirkung rnit Pepsin [4*1 und Chy- 
motrypsin [431 durchgefuhrt. Die nach Lineweaver und 
Burk ausgewerteten Ergebnisse sind in Tabelle 2 zu- 
sammengefdt. 

Ac-Leu-Tyr-NHCH, LL 
Ac-Tyr-Leu-NHCH, DD 

Ac-Leu-Tyr-NHCH, LD 

Ac-Tyr-Leu-NHCH, LD 

Ac-Leu-Tyr-NHCH, DL 

Ac-Leu-Tyr-NHCH, DD 
Ac-Tyr-Leu-NHCH, DL 

[a] Kompetitive Inhibition. [bl Gcmischtc Inhibition. 

Wie vorhergesagt, erwies sich das Dipeptid (24), das 
Retro-enantiomere der Verbindung (23), als wirksamer 
kompetitiver Inhibitor von Pepsin. Die Inhibitions- 
konstante ist ungefahr so groR wie die Michaelis- 
Konstante des Substrats. 
Ein ahnliches Verhalten wurde fur die beiden Peptid- 
paare (25) und (26) sowie (27) und (28) beobachtet, 
die in einer Retro-enantio-Beziehung zueinander 
stehen; ihre K1-Werte sind praktisch identisch. Diese 
Resultate sind besonders bedeutsam im Hinblick auf 
das Verhalten aller Dipeptide (25) bis (29), die keine 
topochemischen Analoga der Verbindung (23) sind. 
Ihre Wechselwirkung rnit Pepsin kann man nicht 
durch Gleichungen fur kompetitive Inhibition be- 
schreiben. Diese Peptide zeigen ,,gemischte" Inhibi- 
tion, in der die Komponente der nicht-kompetitiven 
Inhibition stark uberwiegt (a = 1.8-3.2). 
Noch eindeutigere Resultate ergaben sich aus Unter- 
suchungen uber die Wechselwirkung zwischen den 
geschutzten Dipeptiden (23), (24), (26) und (29) rnit 
Chymotrypsin. Hier wurde die Inhibitionswirkung 
der Dipeptide auf die chymotrypsin-katalysierte Hy- 
drolyse von p-Nitrophenyl-pivalat untersucht. Die 
Inhibitionskonstanten KI der Dipeptide konnen hier 
direkt verglichen werden; auf die Bestimmung der 
Michaelis-Konstanten, die nur einen ungefahren Ein- 
druck von der Bindung zwischen Substrat und Enzym 
gibt, wird hier verzichtet. Wie Tabelle 2 zeigt, stimmen 
die KI-Werte fur die Retro-enantiomeren (23) und 
(24) innerhalb der experimentellen Fehlergrenzen 
uberein. Das Dipeptid (26) wird schwlcher an das 
Chymotrypsin gebunden, und Verbindung (29) [ein 
Antipode des Dipeptids (23)1, die meistens als Inhibi- 
tor angesehen wird, hat unter den Versuchsbedingun- 
gen keinen Inhibitionseffekt. 

[A 7061 
obersetzt von Dr. H. Hop/, Karlsruhe 

[42] V .  I .  Tsetlin, E. N. Shepel, V. T. Ivanov u. Yu. A.  Ovchinnikov, 
noch unveroffentlicht. 
[43] E. M. Bogomolnaya. N. F. Kazanskaya, I .  V.  Beresin, V. I. 
Tsetlin. E. N. Shepel, V. T.  Ivanov u. Yu. A .  Ovchinnikov, noch 
unveroffentlicht. 
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