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101. Verdoppelungsreaktionen beim Ringschluss von Peptiden

IV. Die stereoisomeren Cyclo-phenylalanyl-glycyl-glycyl-
phenylalanyl-glycyl-glycyle und die stereospezifische Entstehung
der meso-Form. Konformationen cyclischer Polypeptide

11. Mitteilung {iber homodet cyclische Polypeptidel)
von R. Schwyzer und Aung Tun-Kyi?)
(6. I11. 62)

A. Eine stereospezifische Verdoppelungsreaktion. — Frithere Versuche iiber
die Cyclisierung aktivierter Ester3) von H-Gly-Gly-pL-Phe-OH, H-Gly-DL-Phe-
Gly-OH und von H-:Gly-Gly-pL-Phe-Gly-Gly-DL-Phe-OH4) hatten — sowohl aus
dem Hexapeptid (unbekanntes Diastereomerengemisch) als auch aus den beiden
Tripeptiden (Racemate) — dasselbe Isomere des Cyclohexapeptids, Cyclo-phenyl-
alanyl-glycyl-glycyl-phenylalanyl-glycyl-glycyl (I), als Hauptprodukt ergeben?®). Die
neue Verbindung wurde aus Eisessig kristallisiert und mittels ihres DEBYE-SCHERRER-
Diagrammes charakterisiert. Ein Cyclohexapeptid der angegebenen Struktur kann
in 3 stereoisomeren Formen vorkommen: zwei optisch aktiven (II, L-r; III, p-D) und
einer inaktiven meso-Form (IV, p-L; Schema 1). Um nun herauszufinden, ob in den
obencrwihnten Versuchen?), bei denen im Prinzip alle Sterecisomere entstehen kon-

Schema 7
R\C/CO - Gly—> Gly > NH\C’R H\C/CO - Gly > Gly—> NH\C ’H
PN N ~N PN
H NH « Gly < Gly «- CO H R NH <« Gly <~ Gly <« OC R
IT (L-v) IIT (p-p)
R\ /CO—> Gly > Gly—)NH\ ,H
C C
N PN
H NH « Gly <~ Gly <« OC R
IV (meso)
. Phe Phe _ 7/ \
Stereoisomere Formen von |_[ phe ]_ Gly- Gly-[ phe ]-Gly- Gly—l R = -CH, \_->

1) 10. Mitt.: Helv. 43, 1910 (1960).

2) Aung Tun-Kvi verdankt der Burmesischen Regierung ein Stipendium. N

3) R. ScHWYZER, B. IseLiNn & M. FEURER, Chimia &, 264 (1954); B. IserLin, M. FEURER & R.
SCHWYZER, ibid. 264; vgl. E. Bricas, Bull. Soc. chim. France 7967, 2001.

4) In dieser Arbeit werden die Namen der Aminosdurereste im wesentlichen nach dem Vor-
schlage von E. BRanD & J. T. EpsaLL, Annu. Rev. Biochemistry 76, 223 (1947), abgekiirzt;
gross geschriebene Symbole bedeuten die natiirliche (L-)Form, klein geschriebene die un-
natiirliche (p-). BOC- = ‘-Butyloxycarbonyl = (CH;);COCO-; Z- = Carbobenzoxy =
C¢H,CH,0CO—; PZ- = p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl- = p-(CgHy~N=N)-C;H~CH,0CO~;
DCCI = Dicyclohexyl-carbodiimid.

5) R. ScuwvyzER & P. S1EBER, Helv. 47, 2190 (1958).
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nen, das Racemat oder die meso-Form in bevorzugter Weise gebildet wird, haben wir
alle drei Isomere (II, IIT und IV) synthetisch hergestellt. Ein Vergleich der DEBYE-
SCHERRER-Diagramme beweist die meso-Konfiguration (IV) des bevorzugten Pro-
duktes (Fig.1).

Fig. 1. DEBYE-SCHERRER-Diagramme von: a) II (L-L-Isomeres), b) III (D-D-Isomeres), ¢} IV
(meso-Isomeres) und d) Racemat (dquimolare Mengen von II und II] zusammen aus Eisessig
umbkristallisiert)

Das Diagramm des frither erhaltenen Cyclohexapeptides®) stimmt in allen Einzelheiten mit
demjenigen von c) iiberein, wéihrenddem das Racemat ein vollig verschiedenes Diagramm liefert
(d). Die optisch aktiven Isomere geben identische Diagramme (a und b). Die intensivsten Reflexe
entsprechen folgenden Netzebenenabstinden (A):

a) und b) 4,8; 4,7 (sst); 4,4; 4,15 (st); 3,4 (m)
¢} 16 (<m); 4,65 (sst); 4,50; 4,00 (st); 3,60; 3,55 (m)
d) 16 (m); 4,5; 4,35 (st); 4,1; 3,58 (m)

(sst = sehr stark, st = stark; m = mittel)

Aufnahmen mit GuiNiEr-Kamera, @ 214 mm, Cu-K,-Strahlung

B. Syntheseweg. — 1) Carboxylschutz mit der BOC - NHNH-Gruppe. Im Gegensatz
zu den fritheren Versuchen haben wir in dieser Arbeit die Azid-Methode fiir den
Cyclisierungsschritt® angewandt. Es geschah dies in der Absicht, die Eignung der
i-Butoxycarbonyl-hydrazid-Gruppe (z.B. in Verbindung Nr.VII) fiir den Schutz der
Carboxylgruppe wihrend der Synthese und deren nachfolgende Uberfithrung in das
reaktionsfahige Carbonsdureazid?) an weiteren Beispielen zu studieren. Die Methode
hat sich hier ausgezeichnet bewdhrt und diirfte iiberall da zu empfehlen sein, wo die
nachfolgende Azid-Kupplung erwiinscht ist und ohne Nebenreaktionen (z.B. Cur-
TIUs 'sche Umlagerung?®)) verlduft.

6) J.C. SHEEHAN & W. L. RICHARDSON, J. Amer. chem. Soc. 76, 6329 (1954); J. C. SHEEHAN,
M. GoopmaN & W. L. RICHARDSON, ¢bid. 77, 6391 (1955).

7) R. ScawyzeERr, Angew. Chem. 77, 742 (1959); R. ScHwvYzER, E. SURBECK-Wegmann &
H. DietricH, Chimia 74, 366 (1960). K. HoFMaANN, A. LINDENMANN, M. Z. MaceE & N. H.
KuaN (]J. Amer. chem. Soc. 74, 470 (1952)] hatten frither zum gleichen Zwecke die Carbo-
benzoxy-hydrazid-Gruppe, F. WEvcaNnD & W. SteGLIcH [Chem. Ber. 92, 313 (1959)], die
Trityl-hydrazid-Gruppe verwendet. Inzwischen ist die BOC-Hydrazid-Methode auch von
anderer Seite angewandt worden, vgl Ubersichtsreferat von E. Bricas, Bull. Soc. chim.
France 7967, 2001.

8) Vgl dazu R. Scuwvyzer & H. KAPPELER, Helv. 44, 1991 (1961), wo die IR.-Absorption zur
Priifung der Reinheit des Azides herangezogen wird.
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Aus Griinden der Selektivitit wurden zum Schutze der «-Aminogruppen die
Carbobenzoxy- und die bei héheren Peptiden besonders giinstige, faibige p-Phenylazo-
benzyloxycarbonyl-(PZ-)%)-Gruppe gewihlt. Beide Gruppen, besonders leicht die
farbige10)11), kénnen in neutralem Medium unter Erhaltung der ¢-Butoxycarbonyl-
gruppe hydrogenolytisch entfernt werden.

2) Synthese der enantiomeren Tripeptidderivate X1 und X 11. Als Ausgangsmateria-
lien dienten Carbobenzoxy-glycyl-glycin (V) 12) und i-Butoxycarbonyl-hydrazin (VI) 13),
Ihre Kondensation erfolgte mittels Dicyclohexyl-carbodiimid4), wobei sich iiber-
raschenderweise Methanol als Losungsmittel besonders gut bewahrte. Hydrogenolyse
des Produktes VII e1gab das freie N!-(Glycyl-glycyl)-N2-(¢-butoxycarbonyl)-hydrazin
(VIII). Dieses wurde nun einerseits mit p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-L-phenyl-
alanin-cyanmethylester (IX), anderseits mit dem p-Enantiomeren dieser Verbindung
(X)19) umgesetzt, wobei die vorziiglich kristallisierten Tripeptidderivate N-(p-
Phenylazo-benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-glycyl-glycyl)-N2-(¢-butoxycarbonyl)-
hydrazin (XI) und sein D-Isomeres (XII) entstanden (Schema 2).

Schema 2
DCCI H,/Pd
Z-GlyGly - OH + BOC- NHNH, __, Z-Gly-Gly- NHNH-BOoC _*% ,
v vi MeOH VII
CH,
H,NCH,CO-NHCH,CO - NHNH - CO - OC-CH,
VIII CH,
PZ - Phe - OCH.CN ; PZ - phe - OCH,CN
X / \ X
PZ - Phe-Gly-Gly - NHNH - BOC PZ - phe-Gly-Gly - NHNH - BOC
X1 XI11

3) Synthese der stereoisomeren Cyclohexapeptide 11, I11 und IV. Aus diesen 2 Tri-
peptidderivaten (XI bzw. XII) wurden duich saure Spaltung der BOC-Gruppen die
beiden enantiomeren PZ-Tripeptid-hydrazide, p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-L-
phenylalanyl-glycyl-glycyl-hydrazid (XIa) und p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-o-
phenylalanyl-glycyl-glycyl-hydrazid (XIIa), sowie durch neutrale Hydrierung N3-
(L-Phenylalanyl-glycyl-glycyl)-N2-(t-butoxycarbonyl)-hydrazin (XIb) bzw. sein D-

9 R. ScHWYZER, P. SIEBER & K. ZaTsKO, Helv. 47, 491 (1958).

10) a) R. ScHwYZER, Angew. Chem. 77, 742 (1959); b) R. SCcHWYZER, E. SURBECK-WEGMANN &
H. DierricH, Chimia 74, 366 (1960).

11) Arbeiten mit H. DieTrICH, noch unverdffentlicht.

12) M. BERGMANN & L. ZERvas, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932).

13) L. A, CarriNoO, J. Amer. chem. Soc. 79, 4427 (1957); L. A. CaRPINO, CH. A, G1za & BARBARA
A. CarpINo, 1bid. 87, 955 (1959); L. A. CarPINoO, tbid. 82, 2725 (1960); W. KLEE & M. BREN-
NER, Helv. 44, 2151 (1961).

1) J.C. SHEEHAN & G. V. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955); H. G. KuoraNa, Chem-
istry & Ind. 7955, 1087.

15) Aus PZ-phe-OH, welches analog PZ-Phe-OH?) hergestellt worden war, nach der allgemeinen
Vorschrift zur Herstellung von Cyanmethylestern: R. ScawvzER, M. FEURER, B. IseLiN &
H. Kigi, Helv. 38, 81 (1955).



862 HELVETICA CHIMICA ACTA

Isomeres (XIIDb) hergestellt (Schema 3). Geeignete Kombination dieser Bruchstiicke
mittels der Azid-Methode lieferte die drei isomeren Hexapeptidderivate, N*-(p-Phe-
nylazo-benzyloxycarbonyl- phenylalanyl-glycyl-glycyl-phenylalanyl-glycyl-glycyl)-
N2-(t-butoxycarbonyl)-hydrazin (XIII: 1-L; XIV: p-D; XV: L-D) in kristallisierter
Form. Ausbeuteunterschiede wurden dabei keine beobachtet. Hydrierung lieferte die
BOC-Hydrazide (XIIIa, XIVa und XVa) der drei freien Hexapeptide; Spaltung mit
Siure deren ungeschiitzte Hydrazide (XIIIb, XIVb, XVb).

Schema 3
X1, bzw. XII
HCI in Essigester / \ H,, Pd-C
PZ - X-Gly-Gly - NHNH,,HCl H - Y-Gly-Gly - NHNH - BOC
XIa: X = Phe XIb: Y = Phe
XIIa: X = phe : XIIb: Y = phe

' Kombination (Azid-Methode) |

v

PZ - X-Gly-Gly-Y-Gly-Gly - NHNH - BOC
XIITl: X =Y = Phe; XIV: X =Y = phe; XV: X = Phe, Y = phe

le, PdC

H - X-Gly-Gly-Y-Gly-Gly - NHNH - BOC
XIIla, XIVa, XVa: X und Y wie bei XIII, XIV und XV

v

H - X-Gly-Gly-Y-Gly-Gly - NHNH,
XIITb, XIVb, XVb: X und Y wie bei XIII, XIV und XV
1) HNO, iz) NaHCO,

II, 111, IV

Die Uberfithrung in die Sdureazide gelang in iiblicher Weise, die Cyclisierung
wurde in viel Wasser unter Zugabe von Natiiumhydrogencarbonat ausgefiihrt. Im
Verlaufe von 48 Std. kristallisierten die Cyclohexapeptide (II, 1-1; III, n-p; IV,
L-D) aus und wurden darauf durch Kristallisation gereinigt. Die meso-Verbindung
entstand dabei in etwas grésserer Ausbeute (239,) als die optisch aktiven Isomeren
(13%; 17%,; 10%:; 119, in verschiedenen Ansitzen). Beim Aufarbeiten der Mutter-
laugen konnten keine 1eine Cyclopeptide mehr isoliert werden, so dass auch diese
Ausbeuten auf eine bevorzugte Entstehung der L-p-Form hinweisen. Dies diirfte
eine Folge der speziellen innermolekularen sterischen Verhédltnisse sein, die wahr-
scheinlich auch bei der Cyclisierung der Tripeptide?) zur meso-Verbindung wirksam
sind.

C. Das Konformationsproblem (tertifire Strukturen). — 1) Uniersuchungen
am Molekelmodell. Wihrenddem die 1-L- und p-D-Cyclohexapeptide (IT und IIT) aus
siedendem Wasser umkristallisiert werden kénnen, braucht es einen Zusatz von
Methanol, um das meso-Isomere in Lésung zu bringen. Die Loslichkeitsunterschiede
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diirften auf die spezielle Lage der Phenylkerne in Bezug auf die hydrophilen Gruppen
zuriickzufiihren sein. Wihrenddem das Modell (Fig.2) mit cis-Peptidbindungen die
beiden optisch aktiven Peptide ohne weiteres zu konstruieren erlaubt, passt
die meso-Verbindung nicht in dieses Schema und miisste eine grundlegend andere

b)

Fig. 2. Kalottenmodelle (nach STUART-BRIEGLEB) it cis- Peptidbindungen®)

a): IT" (L-L-Isomeres). — b): IV (L-D-Isomeres) ohne die Benzylseitenkette des p-Phenylalanin-
restes, die bei -> einzufiigen wire, was sterisch unméglich erscheint.

Konfiguration besitzen. Ein Modell fiir Cyclohexapeptide, welches in Analogie zu
der von HoDGKIN und Mitarbeiterni?) fiir Gramicidin S vorgeschlagenen Konfor-
mation gebaut wurde®), lisst sowohl meso- als auch optisch aktive Isomere auf dem

18y Vgl. D. T. WaRrNER, Nature 790, 120 (1961).

17y G. M. J. ScamipT, D. C. HobgkIn & B. M. OugHTON, Biochem. J. 65, 752 (1957).

18) R, Scuwvyzer, Chimia 72, 53 (1958); CIBA-Foundation Symposium on Amino Acids and
Peptides with Antimetabolic Activity 7958, 171; Rec. Chem. Progress 20, No. 3, 147 (1959)
(Kresge-Hooker Science Library Associates); R. ScHwvzEr & P. SIEBER, Helv. 47, 2186
(1958).
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gleichen Grundskelett als moglich erscheinen und wiirde auch eine Erklirung fiir die
grossere Wasserloslichkeit der optisch aktiven Isomeren bieten (vgl. Fig.3). Die Ent-
scheidung iiber die wirkliche Konformation im Kristall und in Lésung kann wohl erst
mit andern, spezifischeren Methoden beantwortet werden.

Fig. 3. Kalottenmodell (STUART-BRIEGLEB) von II(a) und von 1V (b) mit trans- Peptidbindungen8)
und 2 intvamolekulaven Wasserstoffbriicken
Die nicht an diesen Wasserstoffbriicken beteiligten 4 >N—H-Protonen sind mit Kreuzchen
bezeichnet (b). Die Seitenketten der Phenylalanyl-Reste sind in den Abbildungen nach aussen
gerichtet; sie konnen auch gegeneinander gerichtet werden, wobei sie im Falle von II (a) fiber
den Ring, im Falle von IV (b} iiber (L) und unter (p) den Ring zu liegen kommen.

2) Ansiitze zur Evmittlung der terticiven Struktur in festem Zustande und in Losung.
Um eine réntgenanalytische Aufklirung der tertidren Struktur zu erleichtern, haben
wir Versuche unternommen, die drei stereoisomeren Peptide II, III und IV mit
p-Bromphenylalanin®) anstelle von Phenylalanin herzustellen 20).

18) R. ScuwvzeEr & E. SURBECK-WEGMANN, Helv. 43, 1073 (1960).

20) Unverdff. Arbeiten zusammen mit A. TuN-Kvi1, die krankheitshalber vorlaufig unterbrochen
werden mussten, aber bald wieder aufgenommen werden sollen.
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HuisgeN und Mitarbeiter?) hatten durch Vergleich von Mol-Polarisation und
IR.-Absorption zeigen konnen, dass bei cyclischen Lactamen der allgemeinen Formel
NH(CH,),CO in geléstem und in festem Zustande die czs-Konfiguration der Amid-
1 !

gruppe durch das Fehlen der Amid-II-Absorption, die #rans-Konfiguration dagegen
durch ihr Auftreten indiziert ist. Eigenen Versuchen??)?23) konnen wir entnehmen,
dass diese Regel wahrscheinlich auch bei cyclischen Peptiden giiltig ist : Diketopipera-
zin, welches im Kristall in der cis-Peptid-Konfiguration vorliegt?), zeigte im IR.-
Spektrum nur eine Andeutung einer Amid-II-Bande ??), alle htheren cyclischen Pep-
tide besitzen eine sehr starke Amid-II-Absorption (ca. 779, derjenigen der Amid-I-
Bande). Innerhalb der Grenzen der Beweiskraft der Methode sprechen insbesondere
die Spektren des Gramicidins S%) sowie diejenigen unserer hier beschriebenen meso-
(IV)%) und p-p-Verbindungen (III, Fig.4) fiir das Vorhandensein von #rans-Peptid-
bindungen im festen Zustande und gegen Konformationen mit cis-Bindungen, wie
sie von WARNER) u.a. auch fiir Gramicidin S angegeben worden sind.

o0 00 %0 ) o o o e o 9w s "o - ™ o

: e e e e e T o
e 1 7 i T '

Fig. 4. IR.-Spektrum (Nv.33275) von cyclo-(phe-Gly-Gly-phe-Gly-Glyy (111, »-D, aus Eisessig
kristallisiert) in KBy
Amid I bei 1670 cm~1, Amid II bei 1543 cm~!

In speziellen Fillen diirfte sich auch die Protonenresonanz-Spektroskopie eignen,
um Einblicke in die Konformation von Peptiden zu erhalten 29).

Experimenteller Teil

Ubliche Aufarbeitung bedeutet ausschiitteln mit eiskalter, verdiinnter Zitronensdurel6sung,
Wasser, verdiinnter Natriumhydrogencarbonat-Lgsung und mehrmals mit Wasser, trocknen der,
organischen Phase und verdampfen in einem Rotationsverdampfer i. V. bei ca. 40° Badtempera-
tur. Zur Analyse wurden alle Verbindungen wihrend 4 Std. bei 90-95° und 10-3 Torr iiber P,O;
getrocknet.

Z-Gly-Gly - NHNHBOC}[,H,0 (VII): 1,170 g Z-Gly-Gly-OH?'?) (V} und 0,528 g #-Butoxy-
carbonyl-hydrazin (VI)18) wurden in 30 ml trockenem Methanol aufgeschlimmt und die Mischung
bei 0° langsam mit einer Losung von 0,906 g Dicyclohexyl-carbodiimid unter Riihren versetzt.

21) R. HuisGeN, H. BrRapg, H. Warz & 1. GLoGGER, Chem. Ber. 90, 1437 (1957).

22) R, ScHwvYzER, B. IsELiN, W. RITTEL & P. SIEBER, Helv. 39, 872 (1956).

23) N, B. ABBoTT & E. J. AMBROSE, Proc. Roy. Soc. (London) 4279, 17 (1953); R. SCHWYZER &
P. SIEBER, Helv. 40, 624 (1957).

24) R, B. CorEY, J. Amer. chem. Soc. 60, 1598 (1938); cf. L. PavLiNGg & R. B. CoreY, Proc. nat.
Acad. Sci. USA. 38, 86 (1952).

55
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Nach 1 Std. bei 0° und 15 Std. bei Zimmertemperatur wurde das Gemisch wieder auf 0° gekiihlt
und mit 0,5 ml Eisessig versetzt. Nach 1 Std. wurde der Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das
Filtrat zur Trockene verdampft. Der Riickstand wurde in sehr wenig Tetrahydrofuran geldst
und nach einiger Zeit bei 0° wieder vom ausgeschiedenen Harnstoff abgetrennt. Die Tetrahydro-
furan-Lésung wurde darauf mit Essigester versetzt und in iiblicher Weise aufgearbeitet. Das
Produkt wurde aus MeOH/H,O kristallisiert: 1,31 g (86%,), Smp. 99-101°. Zur Analyse wurde
cine Probe mit Chloroform als Lésungsmittel durch eine Siule von Silicagel (Davison, Nr. 922)
filtriert und wicder aus MeOH/H,O kristallisiert: Smp. 100-101°.
C;H,, 06N, [,H,O  Ber. C52,47 H648 N 14,39% Gef. C52,54 H6,75 N 14,319

H-Gly-Gly-NHNHBOC (VIII): 3,95 g Z-Gly-Gly: NHNHBOC (Smp. 99-101°) wurden in
160 ml trockenem Methanol mit 0,80 g 10-proz. Palladium-Kohle-Katalysator und Wasserstoff
hydriert. Nach 4 Std. wurde vom Katalysator abfiltriert und das Losungsmittel i. V. verdampft.
Der Riickstand wurde in wenig Wasser gelgst und von einer geringen Triibung abfiltriert. Das
Filtrat wurde bei 60° i. V. verdampft und der Riickstand (VIII) ohne weitere Reinigung fiir die
folgenden Umsetzungen verwendet.

PZ-phe-OCH4CN (X): 4,03 g PZ-phe-OH?), 2,10 ml Triithylamin und 4,02 ml Chlor-
acetonitril wurden miteinander vermischt und 15 Std. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die
Aufarbeitung erfolgte nach der frither gegebenen, allgemeinen Vorschrift?). Das Produkt wurde
aus Essigester-Petrolidther kristallisiert: 3,29 g (81%,), Smp. 117-118°.

C,H,,0,N, Ber. C67,86 H 501 N12,67% Gef. C67,95 H 538 N 12,849

PZ - phe-Gly-Gly - NHNHBOC (X11I): 0,884 g PZ-phe-OCH,CN (X) und 0,540 g H-Gly-Gly-
NHNHBOC wurden in 7 ml Acetonitril gelost und 48 Std. bei Zimmertemperatur aufbewahrt.
Dann wurden eine kleine Menge Wasser und einige Tropfen Tridthylamin zugegeben und das
Gemisch eine weitere Stunde aufbewahrt, um iiberschiissigen aktivierten Ester zu zerstoren.
Dann wurde viel Essigester zugegeben und in iiblicher Weise aufgearbeitet. Kristallisation erfolgte
aus Tetrahydrofuran-Petrolither: 1,042 g (829,), Smp. 183-184°,

C;,Hy,0,N,  Ber. C60,84 H 590 N 15,529, Gef. C60,55 H 597 N 15,41%

H-phe-Gly-Gly- NHNHBOC (XI11Ib): 948 mg PZ-phe-Gly-Gly-NHNHBOC (XII) wurden
in 15 ml absolutem Methanol geldst und bei Zimmertemperatur und Atmosphirendruck 4 Std.
in Gegenwart von 180 mg 10-proz. Pd-Kohle hydriert. Die farblose Losung wurde unter Wasser-
stoff durch eine kleine Glasfilternutsche in ein mit Wasserstoff gespiiltes Gefiss hiniibergedrickt,
wo sie dann i. V. zur Trockene verdampft wurde. Der Riickstand wurde mit Ather-Petrolither
(2:1) gut verrieben (um aromatische Amine zu entfernen) und dann abgenutscht und aus Essig-
ester-Petrolither umkristallisiert: 0,560 g (969%), Smp. 181-182°,

CgHyON;  Ber. C54,91 H691 N17,799%  Gef. C54,81 H 7,22 N 17,629%

PZ-phe-Gly-Gly - NHNH,,HC! (X11a): 948 mg PZ-phe-Gly-Gly-NHNHBOC (XII) wurden
in 15 ml einer 2,5N-Lésung von HCI in Essigester??) gelést und 2 Std. bei Zimmertemperatur
aufbewahrt, wobei ein Niederschlag ausgeschieden wurde. Nach Zugabe von 15 ml Ather wurden
die Kristalle abgenutscht und aus Methanol-A ther umkristallisiert: 0,822 g (96%), Smp. 194-195°.

Cy;H,,O;N,C1  Ber. C57,07 H 5,32 N 17,28 Cl16,249,
Gef.,, 57,06 ,, 5,58 ,, 17,30 ,, 6,339,

PZ-phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly- NHNHBOC (XI1V): 1,136 g PZ'phe—Gly-Gly-NHNHZ,HCI
(X1Ia) wurden in einer Mischung von 30 ml 2~ wisseriger HCl, 60 ml Essigester und 30 ml Eis-
essig gelost?®) und auf — 10° gekiihlt. Nun wurde die Lésung unter Riihren tropfenweise mit einer

25) Analog der Vorschrift fiir PZ-Phe-OH?) dargestellt, Smp. 164-167°.

%6) R. ScHwvYzER, M. FEURER, B. IseLIN & H. KAar, Helv. 38, 81 (1955).

27) G. W. ANDERsON & A.C. McGREGOR, J. Amer. chem. Soc. 79, 6183 (1957), beniitzten zur
Abspaltung der BOC-Gruppe eine gesittigte Losung von HBr in Didthylphosphit, bzw. HBr
in Eisessig; wir verwenden meistens Trifluoressigsiure (vgl. z. B. R. Scawvzegr, W. RITTEL,
H. KAPPELER & B. ISsELIN, Angew. Chem. 72, 915 (1960)).

28} Dieses homogene Gemisch 19st auch relativ schwerltsliche Siurehydrazide gut (vgl. Disser-
tation E. SURBECK-WEGMANN, Universitit Ziirich, 1961 ; ScHwWYZER, SURBECK-WEGMANN &
DIETRICH®), wo Trifluoressigsiure als Losungsmittel dient); beim Entmischen mit Wasser
(nach der Reaktion) bleibt das leichter 16sliche Saurcazid in der Essigesterphase.
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Lésung von 0,140 g NaNO, in 2 ml H,O versetzt. Nach etwa 10 Min. wurden je 40 ml kalter Essig-
ester und kalte 2N HCI zugefiigt, wobei eine Phasentrennung eintrat. Die organische Phase wurde
abgetrennt und je zweimal mit kalten, gesittigten Losungen von NaHCO, und NaCl gewaschen.
Danach wurde sie bei —5° 1 Std. iiber MgSO, getrocknet, filtriert und mit einer Lésung von
0,786 g H-phe-Gly-Gly-NHNHBOC (XIIb) in 15 ml Essigester versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde 3 Tage bei — 5° aufbewahrt und daraufin der iiblichen Weise aufgearbeitet. Der Riickstand
wurde aus Tetrahydrofuran-Petrolither kristallisiert: 1,53 g (869%,), Smp. 180-181°.

CisHsy00N;y  Ber. C60,53 H 587 N1569% Gef. C 60,46 H 643 N 1545%

PZ- Phe-Gly-Gly- Phe-Gly-Gly- NHNHBOC '(XIII) : Wurde auf gleiche Weise wie das D-D-
Enantiomere hergestellt, Smp. 180-181°.

PZ- Phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly- NHNH BOC (X V) :Wurde aus 2,272 g PZ -Phe-Gly-Gly -NHNH,,
HCI (XIa), 0,280 g NaNO, und 1,576 g H-phe-Gly-Gly- NHNHBOC (XIIb) in einem Gemisch
von 50 ml 2Nx HCI, 50 ml Eisessig und 100 ml Essigester, wie fiir das p-p-Diastereomere beschrie-
ben, hergestellt. Die Verbindung erwies sich aber als schwerer 16slich, weshalb sie aus Methanol-
Wasser umkristallisiert werden musste: 3,0 g (85%,), Smp. 194-~195°.

CisHy0p0Ny,  Ber. C60,53 H 587 N1569% Gef. C 60,32 H 599 N 1585%

H - Phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly- NHNHBOC (XVa)®): 3,19 g PZ-Phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly -
NHNHBOC (XV) wurden in 250 ml trockenem MeOH gel6st und mit 600 mg 10-proz. Pd-Kohle
und Wasserstoff hydriert. Nach 4 Std. war die Lésung farblos. Sie wurde in H,-Atmosphire fil-
triert und eingedampft. Der Riickstand ergab beim Verreiben mit einer Mischung von Ather-
Petrolather (2:1) 2,27 g pulvriges, farbloses Rohprodukt, welches als solches weiterverarbeitet
wurde. Eine Probe wurde aus Methanol-Ather umgefallt: Smp. 142-145°.

CuHOgN, Ber. C 56,82 H 6,47 N 17,10% Gef. C56,56 H 7,01 N 17,01%

H: Phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly - NHNH,, 2HCl (XVb): 2,27 g H-Phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly-
NHNHBOC (XVa) wurden in 60 ml 2~ methanolischer HCI gelést und 2 Std. bei Zimmertempe-
ratur aufbewahrt. Das Losungsmittel wurde daraufi. V. verdampft, mit Ather trituriert, filtriert,
und der Riickstand im Hochvakuum bei 90° (4 Std.) getrocknet: 2,02 g Harz.

 Phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly— (IV): 2,02 g H-Phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly - NHNH,,2HC} (XVb)
wurden in 17,5 ml 0,2N Salzsdure gel6st und bei 0° mit der Lésung von 240 mg NaNO, in 2 ml
H,0 versetzt. Nach 15 Min. wurde die Losung in 2,5 1 eiskaltes Wasser gegossen. Nach Zugabe
von 12 g Natriumhydrogencarbonat wurde die Reaktionsmischung wihrend 48 Std. bei 0° geriihrt.
Mit 2~ HCl wurde sie darauf auf pH = 5 neutralisiert; nach 1 Std. bei 0° wurde der Niederschlag
abfiltriert, mit Wasser und Aceton gewaschen und aus Eisessig kristallisiert: 412 mg (23%,),
Smp. > 300° (Zers.). Zur Analyse wurde einmal aus MeOH/H,0 (2:1) und zweimal aus Eisessig
umkristallisiert.

CheHyOsN, Ber. C59,76 H 579 N 16,08%  Gef. C 59,70 H 6,14 N 15,75%,
 Phe-Gly-Gly- Phe-Gly-Gly— (I1): 2,12 g H-Phe-Gly-Gly-Phe-Gly-Gly - NHNH,,2HCI (XIII b)

wurden auf gleiche Weise cyclisiert: 0,240 g (13%), Krist. aus H,O und Eisessig, Smp. > 300°
(Zers.), [alp = —79,8° £+ 1° (¢ = 1, Dimethylformamid).

CosHgyOgN,  Ber. € 59,76 H 579 N 16,08% Gef. C 59,74 H 6,15 N 1584
[~phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly— (111): 0,970 g H - phe-Gly-Gly-phe-Gly-Gly - NHNH,,2HCI (XIVb)

crgab unter denselben Cyclisierungsbedingungen 0,150 g (17,59%,) Cyclohexapeptid, Smp. > 300°
(Zers.). Die Verbindung kristallisierte aus Eisessig wasserfrei, aus Wasser mit (ca. 1/, Mol) Wasser;
{alp = +71,1° & 2° (¢ = 0,5, Dimethylformamid).

CagHgoOgN, Y /,H,0  Ber. C 59,25 H 583 N 1594% Gef. C59,10 H 6,15 N 1575%

‘Weitere Versuche wurden mit 1,55 g und 230 mg des p-p-Hexapeptid-hydrazids unter genau
gleichen Bedingungen ausgefiihrt; sie ergaben je 0,138 g (10%) und 0,022 g (119%,) Cyclohexa-
peptid. :

29) Die beiden Diastereomeren dieser Verbindung (r-L und p-p-Hexapeptide) wurden in dieser-
und der nichsten Stufe genau gleich behandelt.
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Die Mikroanalysen wurden in verdankenswerter Weise im analytischen Laboratorium des
Ziircher Institutes unter der Leitung von Herrn H. FRoHOFER ausgefiihrt; die DEBYE-SCHERRER~
Diagramme wurden von Herrn Dr. R. MGLLER und die IR.-Spektren von Herrn Dr. E. GaNz in
den Physik-Laboratorien der CIBA AG. aufgenommen, wofiir wir auch an dicser Stelle bestens
danken méochten.

SUMMARY

Cyclisation of active esterss) of the racemic tripeptides glycyl-glycyl-pL-phenyl-
alanine and glycyl-DL-phenylalanyl-glycine as well as of the hexapeptide glycyl-
glycyl-DL-phenylalanyl-glycyl-glycyl-DL-phenylalanine (unidentified mixture of dia-
stereoisomers) has yielded as main product the meso-cyclohexapeptide, cyclo-glycyl-
L-phenylalanyl-glycyl-glycyl-p-phenylalanyl-glycyl (IV)®%). This is proven by com-
parison of the X-ray powder diagram of the said product with those of the correspond-
ing meso, L-L, D-D, and racemic cyclohexapeptides (Fig.1). The synthesis of these
isomers by the azide procedure®) is described. The hydrazide function was introduced
in a protected form?) early in the synthesis (as -NHNH:CO-0OC(CH,;)y) and the
blocking group (f-butoxy-carbonyl) removed in one of the last steps (schemes 2 and 3).

The reported reactions constitute the fiist observation of stereospecific cyclisation
in the peptide field. Obviously, in our case, a D-tripeptide reacts preferentially with
an r-tripeptide, and vice versa.

Models for the conformation of cyclohexapeptides are discussed: that proposed
by Scawyzer (Fig.3)'8) allows construction of the optically active as well as of the
meso-cyclohexapeptides on the same basic ring structure, and is supported by IR.

data. Organisch-chemisches Institut der Universitit Ziirich,

und
Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung

102, Zur Struktur der Zuckerkomponente des Digitoxins
47. Mitteilung iiber Herzglykoside?)
von H.Lichti, M.Kuhn und A.von Wartburg
(6. II1. 62)

Im Zusammenhang mit der kiirzlich beschriebenen Konstitutionsermittlung der
Digilanidobiose!) und neuen Untersuchungen iiber die isomeren Acetyldigitoxine?)
interessierte uns die exakte Struktur der Zuckerkomponente des Digitoxins. Obschon
das therapeutisch wichtige Digitoxin eines der iltesten Reinglykoside aus Digitalis-
arten darstellt3), erschienen erst in den letzten Jahren experimentelle Arbeiten, die
sich speziell mit dem Bau seines Zuckerteils befassten. Digitoxin zerfillt bekanntlich

1) 46. Mitt.: H. Licatt & A. voN WARTBURG, Helv. 44, 238 (1961).

2) Vgl. folgende Mitteilung, Helv. 45, 881 (1962).

3) Altere Literatur iiber Digitoxin siche z. B. bei A. StoLL & J. RENz, Verh. naturforsch. Ges.
Basel 67, 392 (1956).





