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230. Verdoppelungsreaktionen beim Ringschluss von Peptiden.
I. Synthese von Gramicidin S und von bis-homo-Gramicidin S
aus den Pentapeptid-Einheiten
7. Mitteilung iiber homodet cyclische Polypeptidel)
von R. Schwyzer und P. Sieber
(5. IX. 58)

Bekanntlich fithren alle Versuche, «-Aminosiuren zu «-Lactamen zu
cyclisieren, zu einer Vereinigung zweier Molekeln unter Ringschluss zu Dioxo-
piperazinen?). Der sterisch ungiinstigere Reaktionsweg wird damit verlassen,
und es werden nur die sterisch giinstigeren Produkte erhalten. Dipeptidester
cyclisieren sich in normaler Weise ebenfalls zu Dioxopiperazinen:
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Dabei wird die in (kristallisierten) Dipeptiden normalerweise vorliegende
trans-Peptidbindung?®) zur cis-Peptidbindung (im Dioxopiperazinkristall4))
isomerisiert.

Bei Synthesen homodet cyclischer Polypeptide?®) wurde bei Versuchen zur
Herstellung von cyclo-Triglycyl®) eine dhnliche Verdoppelungsreaktion fest-
gestellt, indem als einziges Produkt cyclo-Hexaglycyl isoliert werden konnte
(die Reaktion ist in gewissem Sinne analog der Bildung von Pentaglycyl-
glycin-methylester”) aus Diglycyl-glycin-methylester). Diese Reaktionsweise
schien — da Synthesen anderer cyclischer Tripeptide von Bolssonnas®),
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FruTton?®), BROCKMANN!?) und SmiTH!!) gemeldet wurden — auf dieses Beispiel
beschrinkt zu sein, bis wir fanden, dass bei Versuchen, c-Glycyl-glycyl-DL-
phenylalanyl?) und c-Glycyl-glycyl-L-leucyl (die Synthese des Antipoden
wurde von BoissoNNas gemeldet) tiber aktivierte Ester herzustellen, ebenfalls
Verdoppelung zu cyclischen Hexapeptiden erfolgt!?).

Wie wir neuerdings nachkontrolliert haben, liefert die Cyclisierung von
aktivierten Estern des Triglycyl-glycins eindeutig cyclo-Tetraglycyl®s). Da-
gegen fanden wir iiberraschenderweise, dass bei Versuchen zur Herstellung der
dem Gramicidin S'%) und dem bis-homo-Gramicidin S?!) entsprechenden cyclo-
Pentapeptide (cyclo-L-Valyl-L-ornithyl-L-leucyl-D-phenylalanyl-L-prolyl und
cyclo-L-Valyl-L-lysyl-L-leucyl-D-phenylalanyl-L-prolyl) {iber aktivierte Ester
der offenkettigen Pentapeptide stets eine cyclisierende Verdoppelung eintritt
und die cyclo-Dekapeptide (Gramicidin S und bis-homo-Gramicidin S) ent-
stehen 50)122)14) Dariiber soll hier berichtet werden.

Hexapeptide wiederum lassen sich normal zu cyclo-Hexapeptiden cycli-
sieren, wie an den Beispielen des cyclo-Glycyl-pL-valyl-glycyl-glycyl-pL-valyl-
glycins 18), Glycyl-glycyl-pL-phenylalanyl-glycyl-glycyl-DL -phenylalanins %)
und Glycyl-L-leucyl-glycyl-glycyl-L-leucyl-glycins %) gezeigt werden konnte.

Bevor weitere Beispiele und eingehendere Untersuchungen vorliegen, ist es
noch zu frith, Griinde fiir die Erscheinung der Verdoppelung bei der Cyclisie-
rung anzugeben. Immerhin seien folgende Punkte festgehalten:

I. Die Tendenz zur Verdoppelungsreaktion scheint bei Peptidderivaten mit
ungerader Anzahl von Aminosiureresten besonders gross zu sein. Die End-
produkte (und Ubergangszustinde) mit zweimal einer ungeraden Anzahl
[2(2n + 1), n = positive ganze Zahl] von Aminosiureresten lassen sich in
Konstellationen anordnen, welche der Konformation der «plissierten Schicht
entgegengesetzt laufender Polypeptidketten» (antiparallel pleated sheet struc-
ture) von PaurLiNG & CoRreEv6) gleichen. Eine solche Struktur wurde fiir
kristallisiertes Gramicidin S auf réntgenanalytischem Wege bewiesent?). Es
scheint durchaus méglich, dass solche besondere Konstellationen die Ver-
doppelungsreaktionen begiinstigen.

II. Das Vorhandensein von D-Phenylalanin und von L-Prolin diirfte die
Ausbildung der fiir Gramicidin S gefundenen Konstellation (und einer &hn-
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12) a) R. ScHWYZER, P. SIEBER & B. Gorupr, Chimia 12, 90 (1958) sowie Bb). b)
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lichen im Ubergangszustand der Reaktion von zwei Molekeln Pentapeptid-
derivat) erleichtern und damit ebenfalls die Verdoppelung begiinstigen ).

III. Ringschliisse zu cyclischen Tripeptiden diirften durch ungiinstige
sterische Verhdltnisse solcher Makrocyclen (9gliedrige Ringe mit cis-Peptid-
bindungen, sterische Behinderung der «axialen» Wasserstoffatome?®)) gegen-
iiber solchen zu cyclo-Hexapeptiden (18gliedrige Ringe, #rans-Peptidbindun-
gen, besondere Konstellationsmgglichkeiten, s. 0.) benachteiligt sein®).

Trityl-L-valyl-L-(NJ-tosyl-Jornithyl-L-leucyl-D-phenylalanyl-L-prolin3) und Trityl-L-
valyl-L-(N*-tosyl-)lysyl-L-leucyl-D-phenylalanyl-L-prolin}) wurden mittels Di-(p-nitro-
phenyl)-sulfit?) in ihre p-Nitrophenyl-ester iibergefiihrt. Die Abspaltung der Tritylreste,
die Cyclisierung in warmem Pyridin und die Aufarbeitung der cyclischen Reaktions-
produkte erfolgte wie bei den Dekapeptid-Derivaten!315). Kristallform, Smp., spezifische
Drehung, multiplikative Verteilung und DeBYE-ScHERRER-Diagramme bewiesen die
Identitdt der erhaltenen cyclischen Peptide mit den Ditosylderivaten der cyclo-Deka-
peptide Gramicidin S$13) und bis-homo-Gramicidin S1).

Experimenteller Teil

Trityl-Val-Tos- Lys-Leu-Phe-Pro-OCH,NO, (p) (L-L-L-D-L): 1,16 g Trityl-Val-Tos-
Lys-Leu-Phe-Pro-OH?') in 3 ml Pyridin wurden mit 1,9 g Di-(p-nitrophenyl)-sulfit ver-
setzt und ca. 1 Tag bel Zimmertemperatur stehengelassen. Das Gemisch wurde dann mit
iiberschiissiger Citronensiure-Losung versetzt und 1 Std. bei 0° stehengelassen. Die Fal-
lung wurde in Essigester gelost, diese Losung mit Citronensdure-Losung gewaschen und
das Lésungsmittel nach dem Trocknen verdampft. Der Riickstand wurde gut mit Ather-
Petrolather 1:2, 1:1 und 2:1 verrieben, wobei er fest wurde. Die Ausbeute betrug 1,21 g
(939, d. Th.). Die spektroskopische Gehaltsbestimmung (vgl. 13)) ergab eine Reinheit von
96,5% (gemessen in einer Losung von Athanol+ 1-n. NaOH 1:1).

CF,COOH,H-Val-Tos-Lys-Leu-Phe-Pro-OC,HNO,p (L-L-L-p-L}: 2,33 g Trityl-Val-
Tos-Lys-Leu-Phe-Pro- OC{H,NO,, gelsst in 46 ml Trifluoressigsiure, wurden bel —5 bis
—10° langsam mit 46 ml Wasser versetzt. Dabei fiel Triphenylcarbinol aus. Das Gemisch
wurde noch 15 Min. bei 0° stehengelassen, dann mittels Aceton-Trockeneis gefroren und
im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wurde mit Ather-Petrolither 1:2, 1:1 und
Ather verrieben, wobei er sofort fest wurde. Ausbeute: 2,03 g (98%).

Cyclo-(Val-Tos - Lys-Leu- Phe- Pro), (L-L-L-D-L)y: 420 mg CF,COOH,H-Val-Tos-Lys-
Leu-Phe-Pro-OC,HNO,, gelost in 8 ml Dimethylformamid unter Zusatz von 10 Tropfen
Eisessig, wurden unter Riihren bei 55° innert 5 Std. in 84 m! Pyridin eingetropft. Es wurde
noch 2 Std. weitergeriihrt, dann die Lésungsmittel im Vakuum vollstdndig verdampft
und der Riickstand in 150 ml Methanol-Isopropanol-Wasser 1:1:1 geldst. Diese Lésung
wurde, wie beil) beschrieben, durch Ionenaustauscher filtriert und mit 200 mi Lésungs-
mittel ausgewaschen. Der Riickstand, nach dem Verdampfen des Lésungsmittels, gab
nach Umbkristallisieren aus Methanol-Wasser 70 mg Rohprodukt. Aus der Mutterlauge
konnten nach Chromatographie an Aluminiumoxyd, Elution mit Chloroform und Um-
kristallisieren aus Methanol-Wasser noch 15 mg Substanz gewonnen werden. Ausbeute
roh: 27%,. Dieses Produkt wurde iiber 30 Stufen zwischen Tetrachlorkohlenstoff-Methanol-

18) L. PauLiNnGg & R. B. CorEY, Proc. Nat. Acad. Sci. (U.S.A.) 38, 86 (1952); J.T.
Epwarp, Research 85, 38 (1955); G. W. KENNER & J. M. TURNER, Chemistry and Ind.
1965, 602.

19) Im Lichte dieser Befunde muss man sich fragen, ob iiberhaupt eines der bisher
beschriebenen «cyclo-Tripeptide» diese Struktur besitzt; sie sollte sich besonders im
IR.-Spektrum durch Fehlen der Amid-II-Banden erkennen lassen: vgl. R. HUISGEN,
H. Brabpg, H. Warz & I. GLOGGER, Chem. Ber. 90, 1437 (1957).

20y B. IseLIN, W. RiTTEL, P. SIEBER & R. SCHWYZER, Helv. 40, 373 (1957).
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Wasser 10:9:1 verteilt, K = 0,65. Die reinen Fraktionen wogen 70 mg (229,) Smp.
263° (Zers.), (]} = —225°, —227° £ 4° (c = 0,622 in Eisessig). Trocknen 3 Std., 110°,
10—2 Torr.
CreH10s014 NSy, H,O  Ber. C61,02 H 7,37 S 4,299,
Gef. ,, 60,88 ,, 7,46 ,, 4,249

Tvityl-Val-Tos:Orn-Leu- Phe- Pro- OC;HyNO,(p) (L-L-L-D-L): 450 mg Trityl-L-valyl-L-
(N9-tosyl)-ornithyl-L-leucyl-D-phenylalanyl-L-prolin!3) wurden in 1 ml Pyridin mit 300 mg
Di-(p-nitrophenyl)-sulfit bei Zimmertemperatur aufbewahrt (ca. 3 Tage). Die Losung
wurde genau gleich wie oben fiir das entsprechende Lysin-Derivat angegeben aufgearbeitet.
Die Ausbeute betrug 450 mg amorphe Verbindung mit einem (spektroskopisch bestimm-
ten) Gehalt (vgl. 13)) von 799, Nitrophenylester.

Cyclo-(Val-Tos-Ovn-Leu- Phe-Pro),, 2H,0: 435 mg des oben beschriebenen, rohen
Trityl-Val-Tos-Orn-Leu-Phe-Pro-OC;H,NO,(p} wurden auf iibliche Weise mit Tri-
fluoressigsaure-Wasser ¥} von Tritylrest befreit und in das Trifluoracetat iibergefiihrt.
Dieses (340 mg) wurde in 6 ml Dimethyiformamid gelést und im Lauf von 43/ Std. in
77 ml Pyridin (55°) unter Riihren eingetropft. Nach weiteren 2 Std. wurden die Losungs-
mittel i. V. verdampft und der Riickstand wie fiir die Cyclisierung des Dekapeptides be-
schrieben?) aufgearbeitet. Durch Kristallisation aus Methanol-Wasser wurden 88 mg
cyclo-(Val-Tos-Orn-Leu-Phe-Pro), 2ZH,O erhalten: Smp. 318° (Zers.); [a]} = —191°,
—189° 4 10° (c = 1 in Eisessig); DEBYE-SCHERRER-Diagramm vgl. Fig. 1.

402

802

Fig. 1
DEBYE-SCHERRER-Diagramme von Ditosylgramicidin S aus Dekapeptid (402) und aus
Pentapeptid (802). Aufnahme mit GuiNiER-Kamera, @ 214 mm, Cu-Kg-Strahlung

Die Analysen wurden in unsern mikroanalytischen Laboratorien unter der Leitung
von Dr. H. GYsiL ausgefiihrt. Die R6NTGEN-Diagramme verdanken wir Herrn P. D. Dr.
H. LABHARDT aus unserem Physiklaboratorium.

SUMMARY

Attempts to cyclize the p-nitrophenyl esters of the pentapeptides L-valyl-
L-(N%-tosyl}-ornithyl-L-leucyl-D-phenylalanyl-L-proline and 1-valyl-L-(N*tosyl)-
lysyl-L-leucyl-D-phenylalanyl-L-proline lead to a condensation and cyclization
reaction of 2 molecules each of activated esters. The cyclic products are identi-
cal with those obtained from the corresponding derivatives of the linear
decapeptides.

This kind of doubling reaction during cyclization seems to play a greater
réle in the synthesis of homodetic cyclo-polypeptides than anticipated. The
phenomenon might be expected to occur especially well with peptides con-
taining an odd number of amino acid residues.
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