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105. Synthesen zyklischer Polypeptide. 
c-Tetraglycyl und c-Hexaglycyl. Uber aktivierte Ester VII ') 

von R. Schwyzer, B. Iselin, W. Rittel und P. Sieber. 
(14. 111. 56.) 

Die Bahl bekannter, biologisch hochaktiver Naturstoffe mit der 
Struktur zyklischer Polypeptide hat sich in den letzten Jahren stark 
vergrossert. Diese Verbindungsklasse lBsst sich zweckmassig in zwei 
Gruppen unterteilen, welche sich chemisch prinzipiell voneinander 
unterscheiden. Die erste Gruppe umfasst Verbindungen wie z. B. 
Gramicidin S2), Tyrocidin A3), Tyrocidin B4) und Bacitraein A5) und 
ist durch ausschliesslich peptidartige Verknupfung von Aminosauren 
zum Ring gekennzeichnet. Zur zweiten Gruppe gehoren Stoffe wie 
Mutterkornalkaloide6), Ocytocin7) , Vasopressin8), Phalloiding ), Valino - 
mycinlO) und Actinomycin CZ1l) ,  bei denen die Ringbausteine nicht 
nur peptidartig, sondern auch auf andere Weise miteinander verbun- 
den sind (z.  B. mit Disulfid- oder Ester-Bindungen). Die Verbindungen 
der erst,en Gruppe konnen als homo d e t  e (gleichartig verknupfte) 
Cyclopolypeptide, die der zweiten Gruppe als he  t er  o de  t e (ungleich- 
artig verknupfte) Cyclopolypeptide bezeichnet werden12). 

Mit zunehmender Henntnis natiirlicher Cyclopolypeptide steigt 
auch das Bediirfnis nach entsprechenden, verallgemeinerungsfahigen 
synthetischen Methoden. Besonders auf dem Gebiete der homodeten 

I )  Auszugsweise der Chemischen Gesellschaft zu Heidelberg (29. 11. 1955) und der 
Schweiz. Chemischen Gesellschaft (26. 2. 1956) vorgetragen. VI. Mitt. Helv. 39, 57 (1956). 

2, R. Consden, A. Gordon, A.  J .  P. Martin & R. L. M .  Synge, Biochem. J. 41, 596 
(1947). 

3, A .  Paladini & L. C. Craig, J .  Amer. chem. Soc. 76, 688 (1954). 
4, T .  P. King& L. C. Craig, J. Amer. chem. Soc. 77, 6627 (1955). 
6 ,  Vgl. J .  R. Weisiger, W .  Hausmann & L. C. Craig, J. Amer. chem. Soc. 77, 3123 

8 )  A. Stoll, A. Hofrrmnn & [I'h. Petrzilka, Helv. 34, 1545 (1951). 
?) V.  d u  Vigneaud, Ch. Ressler, J. M .  Swan, C. T1'. Roberts & P. G. Katsoyannis, J.  

Amer. chem. SOC. 76, 3115 (1954); Schreibweise: E. Bricas & CZ. Fromageot, Advances in 
Protein Chemistry 8, 1 (1953). 

8) V.  du  V ipeaud ,  U .  T .  Gish & P. G. Katsoyannis, J. Amer. chem. Soc. 76, 4751 
(1954). 

Th. Wieland & W .  Schon, Liebigs Bnn. Chem. 593, 157 (1955). 

(1955); 1. M .  Lockhart, E. P. A4braham & G .  C. F .  Newton, Biochem. J. 61, 534 (1955). 

lo) H.  Rrockrnann, Angew. Chem. 67, 751 (1955). 
11) H.  Brockmann, Angew. Chem. 68, 66 (1956). 
12) Gebildet aus den griechischen Adv. d , u o i u ~  (gleichartig, in gleicher Weise) und 

ETkeoS (ungleichartig) einerseits und dem Verbaladjektiv &zds (gebunden, verkniipft, 
von &w, ich knupfe, binde) anderseits. Englisch am besten durch homo- und heterodetic 
wiederzugeben (von der oft iiblichen Adjektiv-Form auf -cxrjg, entspr. dentsch homo- 
und heterodetisch). 
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Cyclopolypeptide ist noch ein spurbarer Mange1 vorhanden. Das Pro- 
blem besteht in seiner einfachsten Form darin, Amin-Ende und Car- 
boxyl-Ende eines und desselben Polypeptides miteinander zu konden- 
sieren. Dazu muss eine der beiden Gruppen in genugend reaktions- 
fahige Form gebracht werden, die andere muss frei vorliegen oder zu- 
mindest wiihrend der Reaktion von schutzenden Substituenten be- 
freit werden kiinnen. 

Bisher sind funf homodete Cyclopolypeptide synthetisch hergestellt worden. Zwei 
davon, die Cyclotripeptide c-Leucyl-glycyl-glycyl ( D ) ~ ~ )  und c-Phenylalanyl-glycyl-gly- 
cy114), wurden nur als amorphe Produkte gefasst, und die Identitat, mindestens der ersten 
Verbindung, erscheint fraglich. Das erate kristallisierte Cyclotripeptid c-Glycyl-alanyl- 
phenylalanyl erhielten H.  Rrockmann, H .  Tummes & F.-A.  v. Metzsch15) als Nebenprodukt 
bei der Polykondensation von Glycyl-DL-alanyl-DL-phenylalanin-methylester in Methanol- 
Ammoniak. Das Molekulargewicht der sehr schwerloslichen Verbindung entsprach der 
Formulierung als Cyclotripeptid, dagegen wurde die Stereochemie nicht naher unter- 
suchtls). 

Eindeutig identifizierte, kristallisierte Cyclopolypeptide erhielten erst D. G. H .  Bal- 
lard, C. H .  .Barnford & 3’. J .  Weymouthl7) und G. W. Kenner & J .  M .  Turnerls). c-Hexa- 
glycyl (I) wurde zuerst als Ncbenprodukt der (mit LiCl katalysierten) Polykondensation 
von N-Carboxyglycinanhydrid (11)”) und spater ebenfalls durch Kondensation von 
Triglycin-azid ( 1 I I ) l g )  und von Hexaglycin-azid (IV)zo) in sehr verdiinnt wasseriger Lii- 
sung erhalten (Schema 1). Besonders elegant und eindeutig verlief die Synthese von 

Schema 1 .  
CH, 

OC’ ‘NH 
CHz-CO 

1 1  
(Lie], CH,--IkH OC-CH, 

6 NH 0 

“NH 
~ 

CHz-CO HN-CH, 

0c” 
‘GO 11 

-2HN,  1 
2 H(NHCH,CO),N, --- HN 

\ 
I 

I CH, 
HN\ ,Ao 

1 H(NHCH,CO),N, IT1 9 
IV 

c-Glycyl-leucyl-glycyl-leucyl-glycyl (L, L) (V)1*). Aus dem p-Nitro-thiophenylester des 
N-Carbobenzyloxy-glycyl-leucyl-glycyl-leucyl-glycins (VI) wurde mittels Bromwasser- 
stoffsaure in EisessigZ1) der Carbobenzyloxyrest abgespalten und der erhaltene Thioester 
_ _ _ _ ~  

13) R. A .  Boissonnus & I .  Schumann, Helv. 35, 2229 (1952). 
14) M .  Winitz & J .  S. Fruton, J .  Amer. chem. SOC. 75, 3041 (1953). 
l5)  Natw. 41, 37 (1954). 
l 6 )  Handelt es sich tatsachlich urn ein Cyclotripeptid, so diirfte aus sterischen Grun- 

den ein LL-DD-Racemat vorliegen (ohne DL-LD), wo in derselben Molekel nur Amino- 
sauren gleicher Konfiguration enthalten sind, vgl. 18), ,”). 

l 7 )  Proc. Roy. SOC. (London) A 227, 155 (1954-1955). 

lo) J. C. Sheehan & W .  L. Richardson, J. Amer. chem. Soc. 76, 6329 (1954); 77, 

,O) D. G. H .  Ballad, C. H .  Barnford C& F. J .  Weyrnouth,, J. Amer. chem. Soc. 77, 

Chemistry and Ind. 1955, 602. 

6391 (1955). 

6368 (1955). 
R. Schzcyzer, Helv. 37, 647 (1954). 
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des Peptidhydrobromids (VII) in verdiinnt waissriger Losung (Zusatz von MgO) zyklisiert 
(Schema 2 ) .  

H’2O 
C,H,CH,Br + CO,+ HBr . H[Gly. Leu. Gly . Leu. G l y l d  \\-NO, + \ /  MgO 

VII 

(CH,),CH ,KH-CH,-CO CH (CH,), 
\ / 
‘CH, ,CO 

\CH 
/ 

HSJ k - N O , + N H  

‘co 
\ /  \CO 

/ ,xH 
/ 

V ‘CH, NH CO- CH, 

Anschliessend an unsere Versuche zur Herstellung von Thioestern 
freier Peptide21) haben wir nun auch Cyanmethylester freier Peptide 
hergestellt und beide Verbindungsarten zur Synthese homodeter Cy- 
clopolypeptide verwendet. Dabei durften besonders die aktivierten 
Sauerstoffester22) Vorteilc aufweisen : die Herstellung der Cyanmethyl- 
ester ist sehr einfach, und zwar auch dann, wenn das Ausgangsniaterial 
in den ublichen organischen Lijsungsmitteln schwer loslich ist j Race- 
misierung der carboxylendstgndigen Aminosgure ist weder bei der 
Herstellung noch bei der aminolytischen Umsetzung dcs aktivierten 
Esters zu e r ~ a r t e n ~ ~ ) .  

Das bekannte c-Hexaglycyl (I) entstand bei der Zyklisierung von 
S-Triglycyl-thioglykolsaure-hydrobromid (VIII) ”) und von Triglycin- 
cyanmethylester-hydrochlorid ( IX)  in heissem Pyridin nach dem 
Verdunnungsprinzip in guten Ausbeuten (Schema 3 ) .  
Schema 3. 

2 HBr.H[GlyJ,.SCH,COOH . 700, 

2 HCI.H[Gly],.OCH,CN 4 f  
V I I l  ww 

P Y  I 

I X  

Ein bcsonderer Vorteil dieses Verfahrens bestelit darin, dass das 
zyklische Peptid (mit hohermolekularen Produkten verunreinigt) wlih- 
rend der Reaktion auskristallisiert. Bur Reinigung wurde die Verbin- 
dung in siedendem Wasser gelost und uber je einen starken Anionen- 
und Kationenaustauscher (OH- und H-Form, Merck I und111) filtriert 
(Entfernung nicht zyklisierter Verbindungen). Bus dem farblosen Fil- 

R. Schwyzer, l?. Iselin & Jl. B’curer, Helv. 38, 69 (1955). 
z 3 )  R. Isdin, M .  Feurer & R. Schuyzer ,  Helv. 38, 1508 (1955). 
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trat kristallisierte das c-Hexaglycyl nach dem Einengen in analysen- 
reiner Form. Die in millimeterlangen Stabchen erhaltene Verbindung 
lieferte beim partiellen Verseifen mit LiOHl7) Glycin, Di-, Tri-, Tetra, 
Penta- und Hexaglycin. Das c-Hexaglycyl zeigt eine momentan ein- 
tretende violette Biuretreaktion, die wochenlang bestehen bleibt 
(0,5-n. NaOH). 

Analoge 21 yklisierung von Tetragly cin- cyanmet h yles ter -hydro - 
chlorid (X) und von Tetraglycyl-thioglykolsaure-hydrobromid (XI) in 
Pyridin ergab in 12  yo Ausbeute das bisher unbekannte c-Tetraglycyl 
(XII; Schema 4). Die Verbindung kristallisierte BUS Wasser (nach der 
Schema 4. 

HHr.H[Gly14. SCH,COOH 
CO-NHCH,CO-NH 

XI ---- I I 
Py (95O), 13% CH, CHZ 

~H-COCH~NH-CO I 
HCl.H[Gly],.OCH,CN 

X XI1 

Reinigung durch Ionenaustauscher) in Form sehr kleiner, farbloser 
Nadeli (Fig. 1). Die partielle Verseifung ergab Glycin, Di-, Tri- und 
sehr vie1 Tetraglycin. Hohere Peptide waren papierchromatographisch 
nicht nachweisbar. Die Molekulargewichtsbestimmung (isopiestisch, 
Dioxopiperazin als Vergleichssubstanz, Trifluoressigsaure als Losungs- 
mittel, vgl. 24), la)) ergab als Mittel voii 8 Messungen 226,8 19 (ber. 
228,2). c-Tetraglycyl gibt eine violette Biuretreaktion. 

0,05 mm 
If +I  

Fig. 1. 

Die 1R.-Spektren von Dioxopiperezin, c-Tetra- und c-Hexaglycyl sind in Fig. 2 
wiedergegeben. Wegen der Schwerloslichkeit der Verbindungen wurden sie in Nujol auf- 
genommen und lassen deshalb leider keine Schlusse auf die Konformation und intra- 
molekulare Wasserstoffbrucken-Bindungen zu. Banden in Gebieten starker Eigenabsorp- 
tion des Nujols wurden nicht wiedergegeben. Die Absorption der C = 0-Valenzschwingung 

24) R. A. Robinson & D. A. Sinclnir, J. Amer. chem. Hoc. 56, 1830 (1934). 
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ist bei allen drei Verbindungen (infolge der H-Briicken ?) aufgespalten; ihr Schwerpunkt 
liegt beim c-Hexaglycyl (1663 cm-l) und beim c-Tetraglycyl (1669 cm-l) im Bereiche 
ungespannter Lactame und etwas langerwellig als beim Diketopiperazin (1996 em-'). Die 
Amid-11-Absorption ist beim c-Tetra- und c-Hexaglycyl recbt intensiv und ebenfalls auf- 
gespalten (1565-1524 cn-l). 

S @  G g $ z  2 01 - 4 -  3 %  $ 3 s  - -9 $ e s  * 9 4 

Fig. 2. 

Die Ausgangsmaterialien Triglycin-cyanmethylester-hy drochlorid 
(IX) und Tetraglycjn-cyanmethylester hydrochlorid (X)  wurden aus 
N-Trityl-glycin-cyanmethylester (XIV) und Glyein-athylester (XIII) 
nach der Cyanmethylester-Methode in der in Tab. 1 angegebenen 
Weise aufgebaut. Dss Reaktionsprodukt dieser beiden Verbindungen, 
Trityl-diglycin-athylester (XV), wurde nach einer bekannten Vor- 
schrift verseiftZ5) und die Saure XVI zum Trityl-diglycin-cyanmethyl- 
ester (XVII) umgesetzt. Durch Wiederholung der Reaktionsfolge wur- 
den Trityl-triglycin-athylester (XVIII), Trityl-triglycin (XIX) und 

25)  G. Amir trd ,  K .  Hcyniis & L. VeZZuz, Bull. Soc. chim. France 1955, 191. 
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Trityl-triglycin-cyanmethylester (XX)  aufgebaut. Eine zweite Wieder- 
holung ergab via Trityl-tetraglycin-athylester (XXI)  und Trityl- 
tetraglycin (XXII) den Trityl-tetraglycin-cyanmethylester (XXIII). 

Die Abspaltung des Tritylrestes (aus X X  und XXIII)  wurde in 
siedendem Acetonitril mit etwas mehr als der berechneten Menge HC1 
vorgenommen (Schema 5) .  I n  weniger polaren Losungsmitteln, wie 
z. 13. Aceton und bei rascher Zugabe der Salzsaure bei Zimmertempe- 
ratur kristallisierten statt der gesuchten Reaktionsprodukte (IX) und 
(X)  die Hydrochloride der Triphenylmsthylderivate XXTV und XXV. 
Schema 5 

(C,H,),C-[NHCH,CO],;,OCH,CN - (C,H,),CCl+ HCl.H[NHCH,CO],;,OCH,C" 2 HC1 

CH,CN, 8l0 IX; x xx; XXIII v H-.&N; 8 1 O  

HCl. (C,H5)3C-[NHCH2CO],,40CH,CPU' 
XXIV; xxv 

Tetraglycyl-thioglykolsaure-hydrobromid (XI) wurde aus N- 
Carbobenzyloxy-tetraglycin 26) analogTriglycy1-thioglykolsaure-hydro - 
bromid (VIII) 21) hergestellt ; auf die Reindarstellung der hygrosko- 
pischen Verbindung wurde verzichtet. 

Interessant ist die bevorzugte Entstehung von c-Hexaglycyl aus 
aktivierten Derivaten des Triglycins an Stelle des immer noch unbe- 
kannten c-Triglycycls. Schon E. PischerZ7) hat den leicht erfolgenden 
obergang von Triglycin-methylester in Hexaglycin-methylester unter 
Abspaltung von Methanol beobachtet. Niedrige Aktivierungsenergie 
( A E *  = 5,s Kal/Mol) und Aktivierungsentropie ( A S +  = - 63 Clau- 
sius) der Reaktion in methanolischer Losung haben zur Postulierung 
eines reaktionsfahigen Assoziates aus 2 Molekeln Triglycin-methyl- 
ester gefuhrt (Schema 6)2s) : 
Schema 6. 

CH, K H  CO CH, 

H,N C CH, , COOCH, 
II 
0 H 

H 0 
I /I 

CH,OOC N CH, C NH, 

CH, NH CH, 

Da die Reaktion kein c-Hexaglycyl crgibt, sondern nach ,,ein- 
seitiger" Aminolyse stehen bleibt, muss angenommen werden, class 

Z6) M .  Bergmann, L. Zervas &: J .  S. Pruton, J. biol. Chemistry I I I, 225 (1935). 
27) Rer. deutsch. chem. Ges. 39, 471 (1906). 
28) P. R. Rers, D. P. Tong & C.  P. Young, J. chem. SOC. 1954, 662. 
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der entstandene Hexaglycin-mcthylester sofort in einen Zustand uber- 
geht, in welchem die weitere Ringschlussreaktion verhindert ist. In  
Ubereinstimmung damit liess sich nach eigenen Beobachtungen Tri- 
glycin-methylester-hydrochlorid in Pyridin nicht zu c-Hexaglycyl um- 
setzen; ebenso scheint Hexaglycin-methylester nicht zu zyklisieren29), 
wahrend ein starker aktiviertes Derivat, Hexaglycin-azid, leicht in c- 
Hexaglycyl iibergefuhrt werden konnteZ0). Ob fur diese Sachlage eine 
besondere Unstabilitat des c-Triglycyls rnit zwangslaufig 3-&-Amid- 
bindungen30) neben den erwahnten kinetischen Einflussen massgebend 
ist, lasst sich zurZeit nicht entsaheiden. Die Befunde vonBrockman.n15) 
uber die Bildung des c-Tripeptides c- Glycyl-alanyl-phenylalanyl sowie 
von Winitx & B u t o d 4 )  iiber das amorphe c-Phenylalanyl-glycyl-glycyl 
legen die Vermutung nahe, die Reaktionsweise der Triglycinderivate 
bilde eine Ausnahme. 

Eine ahnliche Ausnahmestellung scheinen die Derivate des Tri- 
glycins auch in der Reihe der hoheren Glycinpeptide einzunehmen, da 
Tetraglycin-methylester im Unterschied zu Triglycin-methylester auch 
unter verscharften Bedingungen bekanntlich nicht rnit sich selbst 
kondensiert, sondern schliesslich in anderer Weise31) reagiert ; bei der 
Zyklisierung von Tetraglgcin-cyanmethylester und von Tetraglycyl- 
thioglykolsaure entsteht demgemass c-Tetraglycyl und nicht c-Octa- 
glycyl. Modelle des c-Tetraglycyls lassen sich nicht nur rnit cis-Amid- 
bindungen aufbauen, sondern mit bis zu vier trans-Amidbindungen. 
In  diesem letzten Falle konnte die Molekel in der gefalteten Form 
mit intramolekularen Wasserstoffbrucken vorliegen, ahnlich wie fur 
Gramicidin S p o s t , ~ l i e r t ~ ~ )  (siehe Fig. 3). 

879 

H----- 0 

Fig. 3. 
trans-Konformation von c-l'etraglycyl 

z9) E. Pucsu, Nature 144, 551 (1939). 
3 0 )  L. Pauling & R. B. Corey, Proc. Natl. Acad. Sci. (New York) 38, 86 (1952); 

J .  5". Edward, Research 85, 38 (1955). 
31) Bildung von N-Methyl- und N-Dimethyl-glycyl-triglycin: L. A. Ae. Sluyterman 

& H .  J. Veenendaal, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 71, 137 (1952); vgl. auch H. Brockmunn 
B H. Musso, Chem. Ber. 87, 581 (1954); H. LV. Rydon & P. W .  G. Smith, .J. chem. Soc. 
1955, 2542. 

N .  R. Abbott & E. J .  Ambrose, Proc. Roy. Soc. (London) 219 A, 17 (1955). 
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E x p e r i m e 11 t e 1 1 e r T r i 1. 
Car b o b enz o x y - t e t r ag  1 y c i n  - me t h yle  s t e r  : 3,2 g Diglycyl-glycin-methylester- 

h y d r ~ c h l o r i d ~ ~ )  und 3,7 g Carbobenzoxy-glycin-cyanmethyle~ter~~) wurden in 50 ml ab- 
solutes Tetrahydro-furan unter Riihren eingetragen und mit 5 ml Triathylamin und 10 
Tropfen Eisessig versetzt. Nach 24 Std. bei Zimmertemperatur wurde das Losungsmittel 
im Vakuum entfernt und der Riickstand aus Methanol urnkristallisiert. 4,2 g (80%) farb- 
lose Kristalle, Smp. 214,5O. Trocknen 2 Std. bei 110°/10-3 mm Hg. 

C,,H,,O,N, Ber. C 51,77 €I 5,62 N 14,2116 
Gef. ,, 51,89 ,, 5 3 0  ,, 14,33% 

Car b o b enz o x y - t e t r a g  1 y c in  : 2,s g Carbobenzoxy-tetraglycin-methylester wur- 
den in ein Gemisch von 20 ml Methanol, 12  ml Wasser und 8,4 ml I-n. NaOH eingetragen 
und bei Zimmertemperatur geriihrt. Nach 10 Min. hatte sich der Ester fast vollstandig 
gelost und der pH-Wert der Losung war auf 8,5 gesunken. Nach insgesamt 15 Min. wurde 
die Losung atr ier t  und im Vakuum vom Methanol befreit. Mit 15 ml 1-n. HC1 wurde die 
Saure in kristallisierter Form gefallt und anschliessend mit Wasser, Aceton und Ather 
gewaschen. Nach dem Trocknen im Vakuum iiber festem NaOH wog die kristallisierte, 
farblose Substanz 1,94 g (74%). 

Car bobenzox y - t e  t r a g l  yc y l -  t hiogl  y kolsaur  e: 250 mg Carbobenzoxy-tetra- 
glycin wurden in 5 ml Dimethylformamid unter Zugabe von 80 mg Triathylamin gelost. 
Bei - 10° wurden 80 mg Chlorameisensaure-athylester zugegeben; nach 10 Min. wurde 
die Losung in ein Gemisch von 200 mg Triathylamin und 100 mg Thioglykolsaure in 2 ml 
Dimethylformamid einfiltriert. Nach % Std. bei Zimmertemperatur wurde die klare 
Losung in 100 ml 2-n. HC1 eingegossen, wobei das farblose Reaktionsprodukt in Form 
kleirier Blattchen auskristallisierte. Aus Eisessig kristallisierte die Carbobenzoxy-tetra- 
glycyl-thioglykolsaure als farblose Korner, die eine ,,verzogerte" Reaktion mit Nitro- 
prussidnatrium in Ammoniak zeigten. 160 mg (54%) analysenreine Substanz. Trocknen 
2 Std. bei 110°/10-3 mm Hg. 

C,,H2,0,N,S Ber. C 47,57 H 4,88 N 12,33y0 
Gef. ,, 47,75 ,, 4,75 ,, 12,31% 

Tri ty l -g lyc in-cyanmethyles te r  ( X I V ) :  50 g Trityl-glycinZ5) wurden bei Oo 
mit einer Mischung von 69 ml Triathylamin und 43 ml Chloracetonitril iibergossen und 
unter Umriihren gelost. Nun wurde die Losung auf 40° erwarmt und durch zeitweilige 
Kiihlung dafiir gesorgt, dass die Temperatur infolge der Reaktionswarme nicht iiber 45O 
stieg. Nach 40 Min. war die Umsetzung fast fertig und das breiige Reaktionsgemisch wurde 
weitere 2 Std. auf 45O erwarmt. Der aktivierte Ester wurde in Essigester aufgenommen und 
niit Wasser, mit Zitronensaurelosung, mit Piatriumhydrogencarbonatlosung und mit ge- 
sattigter Kochsalzlosung gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat wurde der 
Essigester im Vakuum abdestilliert und der Riickstand aus 150 ml Ather durch Zugabe 
von 150 ml Petrolather umkristallisiert. 54,5 g prismatische, schwere Kristalle (98%). 

T r  i t y 1 - dig 1 y c in  - a t  h y le  s t e r  ( X V  ) 25)  : 20 g Trityl-glycin-cyanmethylester, 20 ml 
Triathylamin, 6 Tropfen Eisessig und 20 g Glycinathylester-hydrochlorid wurden in 80 ml 
Tetrahydro-furan eingetragen und '/z Std. auf 60° erwiirmt. Die Mischung wurde in 500 ml 
Wasser eingegossen, das Reaktionsprodukt abgenutscht, griindlich mit Wasser gewaschen 
und iiber NaOH im Vakuum getrocknet. 22,3 g farblose Kristalle (99%). 

T r i t y l - d i g l y c i n  ( XVI)z5):  Trityl-diglycin-athylester wurde nach den Angaben 
von Arniard, Heym2s & VeZluzz5) verseift. Ausbeute quantitativ. 

T r  i t y 1- dig1 y cin - c y a n  met  h y le  s t e r  ( X V I  I ) : 31,9 g Trityl-diglycin wurden mit 
1 8 ml Triathylamin und 13 g Chloracetonitril, wie fur Trityl-glycin-cyanmethylester be- 
schrieben, umgesetzt und aufgearbeitet, 34 g verfilzte Kristallnadeln (96%). 

T r i  t y l  - t r i g  1 y c in  - a t  h y les  t e r  ( X V I I I  ) : 24,8 g Trityl-diglycin-cyanmethylester, 
12,6 g Glycin-athylester-hydrochlorid, 20 ml Triathylamin und 0,4 ml Eisessig wurden in 

33) E. Fischer, Ber. deutsch. chem. Ges. 39, 453 (1906). 
34) R. Schwyzer, M .  Fewer ,  B. Iselin & H .  Kugi, Helv. 38, 80 (1955). 
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75 ml Tetrahydro-furan miteinander zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet wie bei der 
Darstellung von Trityl-diglycin-athylester beschrieben. 24,7 g farblose Kristallnadeln (90%). 

T r i t y l - t r i g l y c i n  ( X I X ) :  22,7 g Trityl-triglycin-athylester wurden in 200 ml 
Nethanol aufgeschlammt und mit 30 ml 2-n. NaOH versetzt. Kach 11/, Std. war eine 
klare Losung entstanden, welche mit Wasser verdiinnt und im Vakuum von Methanol 
befreit wurde. Die Saure wurde mit 4,5 ml Eisessig ausgefallt, abgenutscht und griindlich 
mit Wasser gewaschen. 20,6 g farblose Kristalle (97%); die Verbindung schmilzt bei 
114-115O, wird bei ca. 138" wieder fest und schmilzt endgiiltig u. Zers. bei 205". 

T r  it y l -  t r  igl  y c i n  - c y a n m e  t h yle  s t e r  ( X X ) : 5,4 g Trityl-triglycin wurden wie 
fur Trityl-glycin beschrieben mit 3,5 ml Triathylamin und 2,84 g Chloracetonitril umge- 
setzt. 4,92 g (84%) farblose Kristalle. 

Tr ig  1 ye i n  - c y a n  m e t  h y les  t e r  - h y d r o  c h l  or i d  ( I X ) : 5,07 g Trityl-triglycin-cyan- 
niethylester wurden in 30 ml siedendem Acetonitril gelost und in der Siedehitze rnit 28 ml 
1.2-11. HC1 in Essigester versetzt. Sofort begann die Kristallisation des Reaktionsproduktes. 
Nach 15 Min. wurde dieses abgenutscht und mit Essigester und Ather gewaschen. 2,75 g 
(96%) farblose, analysenreine Kristalle. 

T r i  t y l -  t e  t r  ag l  y c in  - a t  h yles  t e r  ( X X I )  : 9,5 g Trityl-triglycin-cyanmethylester, 
5 g Glycin-athylester-hydrochlorid, 7 ml Triathylamin und 0,l ml Eisessig wurden 2 5i Std. 
in 40 ml Tetrahydro-furan auf 60O erhitzt. Dann wurde so vie1 Wasser zugegeben, dass 
eine klare Losung entstand, und diese zur Verseifung noch unumgesetzten Cyanmethyl- 
eEters 1 Std. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Das Reaktionsgemisch wurde langsam 
in 250 ml Wasser eiugegossen, wobei der Trityl-tetraglycin-athylester auskristallisierte. 
8,4 g (79%; unter Beriicksichtigung von 1,17 g Trityltriglycin, welche durch Ansauern aus 
der Mutterlauge zuriickgewonnen wurden : 92 yo). 

T r i t y l - t e t r a g l y c i n  ( X X I I ) :  8,4 g Trityl-tetraglycin-athylester wurden in 50 ml 
Dioxan aufgeschliimmt und mit 10 ml2-n. NaOH versetzt, worauf sofort eine klare Losung 
entstand. Diese wurde 1 Std. bei Zimmertemperatur aufbewahrt, mit etwas Wasser ver- 
diinnt und i. V. von Dioxan befreit. Die verdiinnte, wasserige Losung wurde rnit Essig- 
saure angesauert und das kristallisierte Trityl-tetraglycin gesammelt, 7,66 g (96 %). 

T r  i t y 1 - t e t r ag  1 y c i n  - c y a n  m e t  h y l o  s t e r  ( X X I  I I ) : 2,0 g Trityl-tetraglycin, 
1,13 ml Triathylamin und 0,93 g Chloracetonitril wurden zusammen 4 %  Std. auf 57-58' 
erwarmt. Nach der iiblichen Aufarbeitung wurde der Riickstand aus Essigestcr-Ather 
umkristallisiert, 1,7 g (79%). 

T e t r a  g 1 y c i n - c y a n m  e t h y le  s t e r - h y d r o  c h l  o r  i d  ( X ) : 1,27 g Trityl-tetraglycin- 
cyanmethylester wurden in 5 ml warmem Acetonitril gelost und langsam in 3,5 ml sieden- 
des 2,08-n. HC1 in Essigester eingetropft. Zum Schluss wurde mit 3 ml Acetonitril nach- 
gespiilt und die Mischung 15 Min. gekocht. Zuerst schied sich ein Harz aus, welches als- 
bald kristallisierte. 0,76 g farblose analysenreine Kristalle (98%). 

c -Hexaglycyl  (I): a) 1,5 g Triglycyl-thioglykolsaure-hydrobromid21) wurden in 
15 ml Dimethylformamid gelost, mit 1 Tropfen Eisessig versetzt und die Losung wahrend 
10 Std. in 400 ml Pyridin (Riihren, 60°) eingetropft. Dazu hat sich untenstehende einfache 
$pparatur (Fig. 4) bcstens bewahrt. Die Losung befindet sich in einer Pipette rnit Aus- 
flussrohr von ca. 1 mm lichter Weite. Die Austropfgeschwindigkeit wird durch Einlassen 
von Luft durch das Nadelventil via Niveaurohr reguliert. 

Nach einiger Zeit begann das Reaktionsprodukt auszukristallisieren (neben amor- 
phen Anteilen). Die Reaktionsmischung wurde nach Beendigung des Eintropfens noch 
1 Std. wciter erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde abgenutscht, mit Pyridin, Aceton und 
Ather gewaschen und getrocknet. Es wurde in ca. 30 ml siedendem Wasser gelost und von 
unloslichen Bestandteilen filtriert. Mittels zwei kleinen Kolonnen eines Anionenaustau- 
schers (Merck 111, OH--Form, 1 g) und eines Kationenaustauschers (Merck I, Hf-Form, 
3. g) wurden saure und basische Begleitstoffe entfernt. Aus dem klaren Filtrat kristalli- 
sieren nach Einengen auf ein kleines Volumen 515 mg millimeterlange, schmale Prismen 
(69%). Trocknen 2 Std./11OU/10-3 mm Hg. Smp. > 300° u. Zers. 

C,H,O,N, Bor. C 42,10 H 5,30 N 2435% 
Gef. ,, 41,84 ,, 5,48 ,, 24,61y0 
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Nach IR.-Spektrum (Xujol) identisch mit der sub b) erhaltenen Verbindung. 
b) Durch Eintropfen einer Liisung von 200 mg Triglycin-cyanmethylester-hydro- 

chlorid (IX) in 4 ml Dimethylformamid ( + 2 Tropfen Eisessig) unter Ruhren in 40 ml 
heisses Pyridin (95O) wahrend 5 Std. und weiterer Aufarbeitung wie sub a) beschrieben, 
wurden 47 mg analysenreine Substanz erhalten. IR.-Spektrum vgl. Fig. 2.  

C,H,O,N, Ber. C 42J0 H 5,30 N 24,557L 
Gef. ,, 41,87 ,, 5,57 ,, 24,49% 

Partielle Verseifung einer kleinen Probe rnit 11/15 LiOH 1 Std. bei 100" 17), Neutrali- 
sation mit 0.1 -n. HC1 und Papierchromatographie (aufsteigend) mit Phenol-Wasser (75: 25) 
ergab Flecken von Glyein + Diglycin, Tri-, Tetra-, Penta- und Hexaglycin (Rf-Werte: 
0.41 ; 0,47; 0,54; 0,61; 0,65). Molekulargewicht : Gef. 322, Ber. 342. 

Fig. 4. Fig. 5. 

Beim Ersatz des Pyridins durch andere basische Kondendationsmittel unter sonst 
gleichen Bedingungen wurden folgende Resultate erzielt : Tributylamin 23 % c-Hexaglycyl ; 
Collidin 5% c-Hexaglycyl + viel hoher polymere Substanz ; Essigester-Triathylamin 
(siedend) 5oj, c-Hexaglycyl + viel hoher polymere Substanz ; Dimethylformamid + 
schwach basisclier Anionenaustauscher ,,Merck 11" 14% c-Hexaglycyl + viel haher poly- 
mere Substanz. 

c - T e t r a g l y c y l  ( X I I ) :  a) Eine Losung von 510 mg Tetraglycin-cyanmethylester- 
hydrochlorid (X) in 10 ml Dimethylformamid + 5 Tropfen Eisessig wurde in 5 Std. unter 
Riihren in 100 ml Pyridin bei 95O eingetropft und das Reaktionsgemisch weitere 12  Std. 
erhitzt. Das Pyridin wurde i. V. verdampft, der Ruckstand mit siedendem Wasser aus- 
gezogen und die Losung durch eine Glassinternutsche und je 1 g Ionenaustauscher ,,Merck I 
und 111" filtriert. Nach Einengen kristallisierten 45 mg (12,5%) c-Tetraglycyl (Fig. 1 ). 
Trocknen 4 Std./100°/10-3 mm Hg. 

C,H,,O,N, Ber. C 42J0 H 5,30 N 24,55% 
Gef. ., 42,22 ,, 5,52 ,, 24,85% 

Molekulargewichtsbestimmung : 4,11 mg c-Tetraglycyl und 2,63 mg Diketopiperazin 
wurden je in ein kleines Priiparatenglaschen, das zur Wagung mit einem Polyathylen- 
Stopfen verschlossen werden konnte und einen kleinen Riihrer (Eisendraht in Glas) ent- 
hielt, einge,wogen. Die Substanzen wurden in reinster Trifluoressigsaure gelost (je ca. 0,5 ml) 
und die Einstellung des Gleichgewichtes in einem kleinenvakuumexsikkator ( 0 5 em) unter 
magnetischem Riihren im Thermostatbad bei 25" vorgenommcn (s. Fig. 5). Der Konzen- 
trationsausgleich war gewohnlich nach 15-24 Std. erreicht. Durch Wagen der verschlos- 
senen Gliischen wurde die Konzentration der Diketopiperazinlosung bestimmt (Einwaage 
El, Losungsgewicht Ll, und Molgewicht MI) und daraus und aus dem Gewicht der c-Tetra- 
glycyl-Losung (Einwaage E,, Losungsgewicht L2) das Molekulargewicht (M,) bestimmt. 

M, = Ll.Ml.E,/E,.L,. 
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8 Bestimmungen ergaben als Mittelwert 226,s i 19 (ber. 228,2). Naeh Verdampfen 
des Losungsmittels konnte das e-Tetraglycyl durch Kristallisation aus Wasser unveran- 
dert zuruckgewonnen werden. 

Partielle Verseifung mit n/ l5  LiOH ergab Glycin + Diglycin, Triglycin und vie1 Te- 
traglycin (Papierchromatographie, Phenol-Wasser 75 : 25, Rf-Werte 0,41; 0,47 ; 0,55). 

b) 360 mg N-Carbobenzyloxy-tetraglycyl-thioglykolsiie wurden in 5 ml Eisessig- 
HBr (ca. 1-n.) gelost und 1 Std. bei 3040O aufbewahrt. Naeh Beendigung der C0,- 
Entwicklung wurde das Losungsmittel i. V. verdampft. der Ruckstand mit Ather ge- 
waschen und kurz bei 60O i. V. getrocknet. Er wurde in 8’ml Dimethylformamid gelost, 
filtriert und wahrend 4 Std. unter Riihren in 100 ml Pyridin + 0,1 ml Eisessig bei 95O ein- 
getropft. Zum Schluss wurde noch 1 Std. weiter erhitzt. Aufarbeitung wie sub a) : 23 mg 
(12,7%) kristallisierte Substanz, identisch mit dem sub a) erhaltenen c-Tetraglycyl (IR.). 

Die Analysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium unter der Lei- 
t,ung von Herrn Dr. H .  Gysel dnrchgefuhrt. Die 1R.-Spektren verdanken wir den Herren 
Drs. E. Ganz und H. Labhart in unseren physikalischen Laboratorien. 

SUMMARY. 

Naturally occurring cyclo-polypeptides may be subdivided into 
two groups, according t o  whether the rings contain only peptide 
linkages or not. The adjectives homodetic and heterodetic are pro- 
posed t o  differentiate these two types of cyclo-polypeptides. 

c-Tetraglycyl has been prepared for the first time using activated 
0- and S-esters of tetraglycin. This synthesis, as well as the synthesis 
of c-hexaglgcyl, demonstrates the special usefulness of the cyano- 
methyl ester method for the cyclisation of peptides. 

Forschungslaboratorien der CIBA-Aktiengesellscha~t, Basel, 
Pharmazeutische Abtcilung. 

106. Zur Mikrotitration organischer Verbindungen. 
Teil IV : Mikroburette konstanter Ausflussgeschwindigkeit fur 

automatische Titrationsanlagen 
von W. Simon. 

(14. 111. 56 . )  

Die zunehmende Wichtigkeit der Mikrotitration in der qualita- 
tiven und quantitativen organischen Analysel) hat zur Folge, dass ein 
Bedurfnis zur weitgehenden Automatisierung des Titrationsprozesses 
besteht. In  der vorliegenden Arbeit sol1 uber eine Burette berichtet 

T. V .  I’arke g? W .  W’. Davis, Anal. Chemistry 26, 642 (1954); J. A. Riddick, ibid. 
26, 77 (1954). 




