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Das Adsorbat verhilt sich somit in beiden Grenzfillen einem Faraday’'schen De-
polarisatorsystem analog, ohne dass die fiir die Adsorbatbildung typischen Zusam-
menhédnge zwischen Aktivitit und Stoffumsatz im zeitlichen Verlauf des Nettostrom-
transienten zum Ausdruck kommen.

Wenn hingegen K iiber alle Grenzen wichst, geht (31) in die mit dem reversiblen
Ansatz (26) gleichbedeutende Gleichung

M — B (dy/dt) * 1 — (dy/ds) * (m#)12=0,
mit der Losung (27) und dem Nettostrom (28) iiber.
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2. S,S’-Bis-cyclo-gylcyl-1.-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl,
ein kiinstliches, bicyclisches Peptid mit Kationenspezifitiit?!)
15. Mitteilung iiber homodet cyclische Polypeptide [1]
von R.Schwyzer, Aung Tun-Kyi, M. Caviezel und (z.T.) P.Moser?)
Laboratorium fiir Molekularbiologie chemischer Richtung der Eidg. Techn. Hochschule Zirich

(28. X. 69)

Summary. Using only amino acids occurring in proteins it should, in principle, be possible to
synthetize peptide molecules capable of complexing metal cations. The approach described in this
contribution is to build cages of oxygen atoms that could contain A-cations of specific diameter
(in a manner similar to nigericin, nonactin, valinomycin. and other antibiotics) by binding together

1) Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds (Projekte Nr. 3426 und 4883) sowie aus
Mitteln des Offo-Ndgeli-Preises (1964) und eines Beitrages der CIBA Aktiengesellschaft mit-
finanziert.

2) Gegenwirtige Adresse von P. M.: J. R.Geigy 4.G., Basel.
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face-to-face and in the correct distance from one another two homodetic cyclic peptide rings. Using
alink that may be formed and broken in a reversible manner (for example oxidative formation on the
outside of the cell membrane and reductive cleavage on the inside), one should even be in a position
to construct a model for active, energy-coupled transport of cations across the cell membrane.

An example of this type of synthetic products is the bicyclic peptide S, S'-bis-cyclo-glycyl-
L-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl. This compound, the first to contain two homodetic peptide
rings bound together, was prepared by stepwise synthesis from the C-terminal of the S-protected
pentapeptide active ester, glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-proline-p-nitro-
phenyl ester, using active esters of protected amino acids, followed by cyclization of this inter-
mediate, cleavage of the diphenylmethyl protecting group, and final oxidation of the thiol group to
the disulfide function. EMF.-Measurements on membranes by Simoxn and Pioda according to the
method of Stefanac & Simon [4] revealed cation specificity in the order: K+ > Na* > Lit > Ca*++.
Optical rotatory dispersion shows that there is a conformational transition during complexation.
Circular dichroism points to a 75-90° dihedral angle and right-handed helicity of the disulfide bond.
On this basis the models shown in Fig.6 were constructed as hypothetical representations of the
potassium complexes with cages of eight or of ten oxygen atoms.

1. Problemstellung. — Die Wirkung etlicher Antibiotica mit Depsipeptid-, Poly-
ester- und Polydther-Struktur (z. B. Valinomycin, Nonactin, Nigericin u.a.m.) scheint
auf ihrer Fihigkeit zu beruhen, mit Kationen der Alkalimetalle spezifische Komplexe
zu bilden und damit die Durchlissigkeit von Membranen fiir solche Ionen gegeniiber
der physiologischen Norm zu verdndern [2]. Die spezifische Komplexbildung konnte
durch direkte Messung von Gleichgewichtskonstanten [3], EMF.-Messungen an Mem-
branen, welche aus einer Lésung des Antibioticums in einem hydrophoben Triger be-
standen [4], und Leitfdhigkeitsmessungen an kiinstlichen Phospholipidmembranen in
Gegenwart der Antibiotica [5] nachgewiesen werden. Kristallographische Unter-
suchungen [6] [7] und Untersuchungen mit Kernresonanz-Spektroskopie [8] ergaben,
dass das Alkalimetall-Ion jeweils im Innern eines Kéfigs sitzt, wo es von mehreren
Sauerstoffatomen (z.B. 6 oder 8 in oktaedrischer oder kubischer Anordnung) umge-
ben ist. Beim Eintritt in den Komplex verliert das Zentralatom seine Hydrathille und
die Liganden-Molekel dndert in einzelnen Fillen ihre Konformation [6] [8], um die
giinstigste Koordinationsschale zu lietern. Die fertigen Komplexe besitzen hydrophobe
Hiillen, was ihre Léslichkeit in den lipophilen Membranen erklidren mag.

Um den Zusammenhang der erwidhnten, mehr pharmakologischen Befunde mit
der Physiologie herzustellen, kann man sich fragen, ob nicht auch einfache Peptide aus
gewdhnlichen, in Proteinen vorkommenden Aminosduren solche Komplexe bilden
koénnten. Wire dies der Fall, so diirfte man spekulieren, dass dhnliche (nicht notwen-
digerweise identische) Peptid- und Proteinstrukturen von der Zelle zur Losung gewis-
ser Probleme des Ionentransports herangezogen werden.

2. Mégliche Lésung mittels Cyclopeptiden. — Eine sehr einfache Moglichkeit,
geeignete Kifige aus (Keto-) Sauerstoffatomen um ein Zentral-Ion herum aufzubauen,
bietet die Kombination zweier kleiner, cyclischer Peptide nach Figur 1 A. Diese An-
ordnung entstiinde aus andern, in Losung realisierten Konformeren (Figur 1 B) bei der
Komplexbildung. Zwar erscheint diese Situation in der abgebildeten, bimolekularen
Form als energetisch sehr ungiinstig, doch kénnte sie durch covalente Verkniipfung
der beiden Ringe an einer oder mehreren Stellen — wenigstens in bezug auf den Entro-
pieterm ~ wesentlich verbessert werden. Reversible Bildung einer solchen Verkniip-
fung an der Aussenfliche der Zellmembran und deren Zerfall an der Innenfldche (z. B.
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durch Oxydation-Reduktion) ergibe ein naives Modell fiir aktiven, energieverkniipften
Ionentransport.

2 + @ = @

B A
Fig.1. Schematische Davsteliung dev Reaktion eines Zentralkations Z mit swei Cyclopeptidmolekeln
als Liganden

Die Binder stellen die Peptidringe dar; die Peptidbindungen (frans) liegen in der Bandflache; dic

Richtung der C=0O-Bindungen ist schematisch angegeben. In Figur 1B ist eine Anordnung darge-

stellt, die beziiglich der Dipol-Dipol-Interaktion der Peptidbindungen energetisch gunstig ist; in

1A ist die parallele Ausrichtung wegen der starken positiven Ladungsdichte auf Z als energetisch

giinstig angenommen. Die Anordnung in 1B dhnelt derjenigen in einer Faltblattstruktur [1], die

Anordnung in 1 A mehr derjenigen in einer a-Helix, was fiir die CD.- und ORD.-Charakteristik von
Bedeutung sein diirfte (siehe Text, Abschnitt 4b).

3. S,S8’-Bis-cyclo-glycyl-L-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl. — Ein erstes
System der beschriebenen Art (zwei miteinander verbundene, homodete Ringe, deren
Verkniipfungsstelle reversibel auflgsbar ist) haben wir im bicyclischen Peptid S, S’-
Bis-cyclo-glycyl-L-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl (9) gefunden. Diese neuartige Ver-
bindung (es sind bisher keine solche verbundene Ringsysteme bekannt geworden) haben
wir nach dem Schema S. 18 und Tab. 1 hergestellt. Das sehr schwer losliche Peptid
16st sich in Gegenwart von Kalium-, Natrium- und Lithium-Salzen leicht in Wasser.
Vorldufige Versuche von SiMoN & Piopa [9] mit Hilfe von kiinstlichen Membranen
[4] ergaben eine Ionenspezifitit in der Reihenfolge: K+ > Nat+ > Li+ > Cat+. Verdn-
derung der Spektren der optischen Rotationsdispersion und des Circulardichroismus
wihrend der Titration mit Alkalisalzen weisen auf eine Konformationséinderung beim
Ubergang zum Komplex hin (Figur 2; wahrscheinlich erfahrt die Menge der in Lésung
vorliegenden Topomeren, {T?:**} {10], eine Populationsverschiebung zugunsten sol-
cher Topomerer, welche zur Komplexbildung befihigt sind). Nach diesen vorldufigen
Versuchen (Figur 3) sind die Komplexbildungskonstanten recht klein und liegen fiir
KClin wissriger Lésung wahrscheinlich in der Gréssenordnung von 0,1 1/Mol. Die Ver-
suche lassen weder eindeutig erkennen, ob neben einem 1:1-Komplex auch solche mit
anderer Stochiometrie vorhanden sind, noch feststellen, inwiefern kooperative Effekte
beim Konfgrmationsiibergang eine Rolle spielen. Uber diese Fragen soll mit verfeiner-
ten Experimenten zuverldssigere Auskunft gesucht werden.

Aus der positiven Bande im Spektrum des Circulardichroismus bei 264 nm (nach
Korrektur wahrscheinlich bei 250 nm, Figur 4) kann man in Analogie zu andern Ver-
bindungen [11], Figur 5, schliessen, dass in der Population der in Losung vorliegenden
Konformeren solche mit «rechtsgédngiger» helikaler Chiralitit um die Disulfidbindung
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Herstellung von S, S’- Bis-cyclo-glycyl-L-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl (9); Gesamtausbeute ca. 15%,

Boc-Gly-ONp + H-Pro-OH -~ 2 owls. 1 2NHE | HeLH-Gly-Pro-OH
oc-Gly-ONp + H:Pro- EGN Boc-Gly-Pro-OH Essigester [HCl, H-Gly—Pro- ]
1 (86%)
Boc- Gly-Gly-Pro-OH B 2N HCL
Pyridin, Ef,N » Boc:Gly-Gly-Pro- OH “Essigester » (HCl, H- Gly-Gly—-Pro- OH]
2(85%)
Dpm

Boc- Cys(Dpm)-OSu(4)
DMF, Et,N

|
» Boc:Cys-Gly-Gly-Pro-OH

HCOOH oder

2,58 HCl in Essigester >

5(91%)
Dpm Dpm
[HX,H C| Gly-Gly-Pro- OH] BOOG]Y_OS[I* Boc-Gl Cl Gly-Gly-Pro- OH HONp + DCCI >
,H-Cys-Gly—-Gly—Pro- By T - Gly-Cys-Gly-Gly-Pro- e yo TR
ye=ly=hly DMF, Et,N 0c: bly-Lys-ly-ly DME
6 (85%)
Dpm Dpm
o 2,5~ HCI l
Boc- Gly-Cys- Gly-Gly—Pro-ONp Essigoster [HCi, H- Gly--Cys—Gly-Gly - ONp)
7(73%) fest (92%)
Dpm H
Pyridin’ . | TFA J I
60° rG y—Cys—Glﬁy—Gly—Pro7 “sicden ” |__Gly-—Cys—Gly—G y-Pro —
8 (68%,)
| Gly-Cys-Gly-Gly-Pro—
J-CH,CH,-J .
EtOH 9 (~60%)
| —Gly-Cys-Gly-Gly-Pro -
Abkitrzungen : —ONp p-Nitrophenyloxy- HONp p-Nitrophenol
~O8u  N-Succinimidoxy- TFA  Trifluoressigsidure
Et,N Tridthylamin DCCI Dicyclohexylcarbodiimid
DMF Dimethylformamid Dpm- Diphenylmethyl-(Benzhydryl-)
DME 1,2-Dimethoxyéthan Boc-  ¢-Butoxycarbonyl-
HX HCl oder HCOOH

und einem mittleren Diederwinkel von ca. 75-90° iiberwiegen. Daraus, und aus der
vorliufigen Annahme von Kation:Peptid 1:1-Komplexen, kann man die in Figur 6
dargestellten Konformationen im Sinne einer Arbeitshypothese zur Erklirung der
Komplexbildung ableiten.

4. Circulardichroismus (CD) und Optische Rotationsdispersion (ORD) von
S, 8’-Bis-cyclo-glycyl-L-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl (9). — Zur Messung
diente ein JASCO-ORD.-CD.-UV -Instrument3), wobei man zur Aufzeichnung der
Spektren Mittelwerte aus mehreren Messungen verwendete.

a) Circulardichroismus (Figur 4) : Die molare Elliptizitat, [@],,, [12], von Lésungen
in Trifluordthanol weist je ein schwaches Maximum (4 167) bei 264 nm (37900 cm~1)
und ein Minimum (— 65000) bei 222 nm (45100 cm~!) auf. Das Minimum kann man
mit einer Kurve mit angendhert Gauss’schem Verlauf ([@], = —65000; 4, = 2800
cm™1) und v = 45100 cm1) wiedergeben. Die Differenzkurve, [@)],,, — [@];, weist ein

%)

exp
Jasco Instruments Lid., Tokio.
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Fig. 2. Optische Rotationsdispersion von 9
unterhalb 280 nm in verschiedemen Losungs-
mitteln (Konzentrationen zw. 2und 4 - 1074 M)

a) in H,O; b) in KCl-Lésungen verschiedener
Normalitat (0,5 bis 4,0N wie angegeben);
c) in Propylenglykol-H,O 20:80 v:v; d) in
Propylenglykol-H,O 65:35 v:v; e) Athanol-
H,0 65:35 v:v, 6M an Harnstoff; f) in Tri-
fluordthanol
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Fig.3. Abhdngigkeit des Rotationsdispersions-Mintmums von der Salzkonzentration
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Fig.4. Circulardichroismus von 9 in Tvifluordthanol

Kurzwelliger Teil mit eingezeichneter, berechneter Gauss-Kurve (siche Text). Langwelliger Teil
(Disulfid-Beitrag) mit Differenzspektrum

DISULFID - DIEDERWINKEL

o
o

r—-—r— 1 —T"T"T—rT—7—

250 300 350 A (nm)

nax #¢s CD .- Beitvages dev Disulfidgruppe vom Diedevwinkel

Anhand der bei Beecham, Loder & Russell [17] zusammengestellten Daten aus verschiedenen Lite-

raturquellen. Positive Werte der molaren Elliptizitit entsprechen rechtsgingiger helicaler Anord-
nung der Substituenten an der Disulfidgruppe und umgekehrt.

Fig.5. Abhdngigheitvon A

nach kiirzeren Wellen und grésserer Elliptizitit verschobenes Maximum der positiven
Bande, die sehr wahrscheinlich von der Disulfid-Absorption herriihrt, auf: [(@]%;; =
+1300, 4,,, = 250 nm.

b) Losungsmittelabhingigkeit der optischen Rotationsdispersion, Beeinflussung durch
Kationen (Figuren 2 und 3): Die molare Drehung, [®],,, [12], von Losungen in Propy-
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Fig.6. Kalottenmodelle moglicher Kaliumkomplexe von 9

Das Zentralkation ist bei a von acht, bei b von zehn Sauerstoffatomen umgeben. Alle Peptidbin-
dungen befinden sich in der #rans-Anordnung. Der Disulfid-Diederwinkel betrigt 80-90°; rechts-
helicale Anordnung der 8-C-Atome der Cysteinreste.

lenglykol-Wasser-(65:35 v:v) weist ein schwaches Maximum (4 390) bei etwa 400 nm
und ein Minimum (—26000) bei 239 nm auf. Die Null-Durchginge befinden sich bei
226 und 320 nm. Erhéhung des Wassergehaltes ergibt eine fiir n - n* Uberginge der
Peptidchromophore typische Blauverschiebung des Minimums. In Wasser liegt es bei
233 nm, also am selben Orte wie bei helicalen Polyaminosduren. Erwartungsgemass
liegt das Minimum von Lésungen in wasserfreiem 2, 2, 2-Trifluordthanol rotverschoben
bei 240-241 nm.

Wie Wasser bewirkt auch Harnstoff (6M in 65-proz. Athanol-Wasser) eine Blau-
verschiebung des Minimums auf 233 nm. Von einer «denaturierenden» Wirkung ist
ausser einer Verringerung der molaren Drehung auf — 19500° und einer Verbreiterung
der Bande nichts zu merken. Insbesondere ist das Spektrum oberhalb 320 nm gegen-
iiber demjenigen in 65-proz. Propylenglykol fast unveridndert.

Kaliumchlorid, bis 4,0~ in Wasser, wirkt sich in zunehmender Vertiefung des Mini-
mums (bis —40800°) aus. Es kénnte dies die Folge der Parallelausrichtung der Keto-
Dipole der #rans-Peptidbindungen sein, wodurch eine grosse Ahnlichkeit zur Anord-
nung in der x-Helix entstiinde (der Peptidring wire als eine Windung einer Helix mit
der Steigung Null zu betrachten, vgl. Fig.1). Das wire ein weiteres Indiz fiir die Rich-
tigkeit der hier vorgeschlagenen Modelle.

Die molare Drehung beim Minimum dndert sich mit der analytischen Kaliumkon-
zentration (s. Fig. 3). Die Kurve sieht wie der Anfang (ca. 209,) einer Titrationskurve
aus, konnte aber wegen der beschrinkten Loslichkeit von KCI nicht weiter verfolgt
werden.

Die «Titrations-Kurve» mit Lithiumchlorid sieht anfinglich fast gleich aus (aber,
wie iibrigens mit NaCl, nach rechts verschoben, entsprechend einer kleineren Kom-
plexbildungskonstante; fiir gleiche Effekte werden etwa doppelt so hohe Konzentra-
tionen an LiCl benétigt). Oberhalb einer Lithinmkonzentration von etwa 3N nimmt
die molare Drehung aber plotzlich stark ab. Es diirfte dies ein spezifischer Effekt des
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Lithium-Kations sein, wie er bereits eingehend bei Polyaminosduren, die Glycin und
Prolin enthalten, beschrieben wurde ([13], Ausbildung von cis-Peptidbindungen?).

6. Synthese. — Ausgehend von freiem Prolin?) wurde durch stufenweise Synthese
unter Verwendung von aktiven Estern geschiitzter Aminosduren (Nitrophenylester
oder N-Hydroxysuccinimidester; a-Aminogruppen mit ¢-Butoxycarbonyl- geschiitzt)
das kristallisierte Pentapeptid-Derivat 6, N*-f-Butoxycarbonylglycyl-(S-diphenyl-
methyl}-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin, in guter Ausbeute (56,59, iiber alle Stufen)
hergestellt. Dieses hat man in den ebenfalls kristallisierten p-Nitrophenylester 7 iiber-
gefiihrt, aus welchem man nach selektiver Abspaltung der ¢-Butoxycarbonylgruppe
nach der iiblichen Zyklisierungsmethode [14] das geschiitzte Cyclopeptid 8 in 62,59,
Gesamtausbeute gewann.

Erhitzen mit Trifluoressigsdure entfernte die Schutzgruppe vom Schwefel des
Cysteinrestes. Die Verkniipfung der beiden Thiol-Reste hat man durch Oxydation mit
1,2-Dijoddthan nach Weygand & Zumach [15] vorgenommen. Das sehr schwerldsliche
Disulfid 9 (Loslichkeit in Wasser ca. 2-3 - 10-4 Mol/l) kann am besten aus Eisessig um-
kristallisiert werden.

Das Molekulargewicht wurde auf den Stufen des geschiitzten Cyclopentapeptids 8
und des Biscyclopeptids 9 mittels Kryoskopie in Dimethylsulfoxid [16] und Dampf-
druckosmometrie in o-Chlorphenol bestimmt. Die etwas geringe Genauigkeit geniigte,
um das Vorliegen von Produkten einer eventuellen Verdoppelungsreaktion auszu-
schliessen (s. Tabelle 1). Wie wir in spdteren Arbeiten ausfithren werden, sind sowohl
sterische Hinderung durch den grossen S-Diphenylmethyl-L-cysteyl-Rest als auch
die grosse Reaktionsfahigkeit der Aminogruppe des N-terminalen Glycinrestes fiir das
fast vollkommene Ausbleiben einer Verdoppelung zum Cyclodecapeptid verantwort-
lich.

Experimenteller Teil

1. t-Butoxycarbonylglycyl-L-prolin (1): 2,664 g (9 Millimole) :-Butoxycarbonyl-glycin-p-nitro-
phenylester [17] wurden in eine Ldsung von 1,140 g (9,9 Millimole) L-Prolin in 6 ml Pyridin
und 1,4 ml Tridthylamin eingetragen. Nach Stehen @éber Nacht bei Zimmertemperatur wurde
das Losungsmittel bei 40° im Vakuum verdampft, der Riickstand in 40 ml Ather und 30 ml
Wasser aufgenommen, und die Mischung mit CO, gesiittigt und geschiittelt. Die wissrige Phase
wurde abgetrennt, noch dreimal nacheinander (unter Zugabe von Ather und Sittigung mit CO,)
gleich behandelt und darauf im Vakuum bei 40° eingedampft. Der 6lige Riickstand wurde in 200 ml
Essigester aufgenommen, einmal mit 5 ml 0,1~ HCl und dreimal mit je 10 ml gesittigter Kochsalz-
16sung ausgeschiittelt. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat und Verdampfen des Essigesters im
Vakuum wurde der farblose, tlige Riickstand durch Zugabe von Ather kristallisiert erhalten und
aus Benzol-Petrolather umkristallisiert; 2,1 g farblose, diinne, lingliche Platten.

2. t-Butoxycarbonylglycyl-glycyl-L-prolin (2): Um die ¢-Butoxycarbonylgruppe zu entfernen,
wurde die Verbindung 1 in einige ml ungefahr 2,58 HCl in Essigester {trocken!) eingetragen. Nach
einer halben Std. Stehen bei Zimmertemperatur wurde das ausgeschiedene Peptid-hydrochlorid
abfiltriert, mehrmals mit absolutem Ather gewaschen und fiber NaOH-Platzchen im Vakuum ge-
trocknet. Ausbeute an Glycyl-L-prolin-hydrochlorid quantitativ.

0,728 g (3,5 Millimole) Glycyl-L-prolin-hydrochlorid wurden in 6 ml Pyridin und 0,49 ml (3,5
Millimole) Tridthylamin mit 0,964 g (3,2 Millimole) :-Butoxycarbonyl-glycin-p-nitrophenylester
[18] umgesetzt. Aufarbeitung wie im 1. Beispiel: Umkristallisieren aus Benzol-Petroliather; 0,90 g
farbloses, hygroskopisches, amorphes oder mikrokristallines Pulver.

4) Zur Vermeidung der Bildung von cyclo-Glycyl-prolyl auf der Stufe 1 - 2, welche bei Verwen-
dung eines Esters spontan eintritt,
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3. N-t-Butoxycarbonyl-(S-diphenylmethyl)-L-cystein (3)%) : Eine Suspension von 2,87 g (10 Milli-
mole) S-Benzhydryl-L-cystein [19] in einer Mischung von 50 ml Dioxan und 20 ml Wasser wurde
mit 1,56 g (11 Millimole) ¢-Butoxycarbonyl-azid versetzt. Unter starkem Riihren bei Zimmertem-
peratur wurde 2~ Natronlauge mit Hilfe eines modifizierten Autotitrators®) derart zugegeben, dass
der pH-Wert immer 9,6 betrug (allgemeine Methode vgl. Schnabel [20]). Nach iiblicher Aufarbei-
tung und Umkristallisation aus Ather-Petrolather erhielt man 3,16 g grosse, lange, farblose Kri-
stallnadeln.

4. N-t-Butoxycavbonyl-(S-diphenylmethyl)-L-cystein-N-hydvoxysuccinimid (4): 11,62 g (30 Milli-
mole) N-£-Butoxycarbonyl-S-benzhydryl-L-cystein (3) und 3,45 g (30 Millimole) N-Hydroxy-
succinimid 16ste man in 50 ml absolutem Dimethoxyithan. Die Losung wurde auf 0° gekiithlt und
unter Rithren mit 6,81 g (33 Millimole) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt (allgemeine Methode von
Andeyson et al. [21]). Man {iltrierte nach 20 Std. bei 0° den Dicyclohexylharnstoff ab und verdampi-
te die Losung im Vakuum. Der Riickstand ergab aus Isopropanol umkristallisiert 10 g {709 d.Th.)
farbloser Kristallnadel-Biischel.

5. N-t-Butoxycarbonyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin (5): 5,823 g (21,89
Millimole) Glycyl-glycyl-L-prolinhydrochlorid (aus 2 nach der allgemeinen Methode des Beispiels 2
erhalten), in 20 ml Dimethylformamid suspendiert, wurden mit 3,07 ml (21,9 Millimole) Tridthyl-
amin behandelt. Unter Rithren versetzte man die Mischung mit 10,608 g (21,89 Millimole) N-z-
Butoxycarbonyl-S-benzhydryl-L-cystein-hydroxysuccinimid-ester (4). Nach 15 Std. bei Zimmer-
temperatur filtrierte man vom ausgeschiedenen Tridthylamin-hydrochlorid ab, verdiinnte mit viel
Essigester, schiittelte bei 0° dreimal mit 0,1 N~ HCl aus, wusch mit Wasser neutral und trocknete mit
konzentrierter Kochsalzlosung und mit Natriumsulfat. Nach Eindampfen im Vakuum kristalli-
sierte man den Riickstand aus Aceton-Ather um: 11,9 g farbloses, amorphes Pulver.

Selektive Entfernung dey t- Butoxycarbonylgruppe aus 5: Man liess eine Losung von 2,160 g (3,6
Millimole) N-z-Butoxycarbonyl-S-benzhydryl-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin (5} in 60 ml Amei-
sensdure 2!/, Std. bei Zimmertemperatur stehen (allgemeine Methode von Halpern & Nitecki [22]).
Nach Entfernen der Ameisensiure im Vakuum im Bad von weniger als 30° wurde der Riickstand
beim mehrmaligen Verreiben mit Ather fest. Aus Methanol {mit sehr wenig Ather) erhielt man
1,884 g (969%,) S-Benzhydryl-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin-formiat als farbloses, amorphes Pul-
ver vomn Smp. 164-171° (Zers.). Dunnschichtchromatographie auf Silicagel mit »-Butanol: Eis-
essig: Wasser-(100:15:35 v), ergab bei der Entwicklung mit Ninhydrin oder mit Jod-Dampf nur
einen einzigen Fleck.

Das Hydrochlorid des S-Benzhydryl-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolins wurde durch viel Ather
aus der Losung geféllt, dic man durch Behandeln des N-t-Butoxycarbonyl-Derivats wihrend !/,
Std. bet Zimmertemperatur mit einer trockenen, etwa 2,58 Losung von HC] in Essigester erhielt.

Sowohl das Formiat als auch das Hydrochlorid wurden fiir die weitere Synthese verwendet.

6. N-t-Butoxycarbonyl-glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin (6). 6,874 g
(12,83 Millimole) S-Benzhydryl-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin-hydrochlorid wurden in 15 ml Di-
methylformamid bei Zimmertemperatur geldst. Nach Zusatz von 1,80 ml (12,8 Millimole) Tridthyl-
amin und (darauf) von 3,51 g (12,9 Millimole) ¢-Butoxycarbonyl-glycin-hydroxysuccinimidester
[21] liess man iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen; Aufarbeitung analog Beispiel 5. Nach
Verreiben mit Ather und mit Petroldther und Ausfillen aus Benzol-Diisopropyldther: 7,35 g (85%)
farbloses, amorphes Pulver.

Aus 8,305 g (15,24 Millimole) S-Benzhydryl-L-cysteinyl-glycyl-glycyl-L-prolin-formiat erhielt
man durch analogen Umsatz mit 2,13 ml (15,2 Millimole) Tridthylamin und 4,145 g (15,24 Milli-
mole) ¢-Butoxycarbonyl-glycin-hydroxysuccinimidester 8,9 g (909%) 6.

7. N-t-Butoxycarbonyl-glycyl-(S-dip henylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-pryolin-p-nitvophenyl-
sster (7): 2,864 g (4,37 Millimole) N-t-Butoxycarbonyl-glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-
glycyl-L-prolin (6) und 0,667 g (4,8 Millimole) p-Nitrophenol wurden in 25 m]l Dimethoxy&than ge-
5) Nach Abschluss unserer Versuche wurde die Herstellung dieser Verbindung von Zahn & Ham-
wmerstrom verdifentlicht [18]. Diese Autoren erhielten einen um 4,5° héheren Smp., aber eine
wesentlich kleinere Drehung von nur o] = —6,6° (¢ = 1 in Athanol), obschon ihre Vorschrift
zur Einfithrung der #-Butoxycarbonylgruppe mit unserer fast identisch ist.

8) Fa. Radiometer AB, Kopenhagsn.
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16st, auf 0° gekithlt und mit einer Losung von 0,99 g (4,8 Millimole) Dicyclohexylcarbodiimid im
gleichen Losungsmittel versetzt. Nach 15 Std. bei 0° und 4 Std. bei Zimmertemperatur hat man den
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt., Den 6ligen Riick-
stand kristallisierte man aus Essigester: 2,492 g (739%,) farblose Biischel diinner Nadeln. Dinn-
schichtchromatographie auf Silicagel mit Chloroform: Methanol: Eisessig (95:5:3 v) ergab, mit
Jod-Dampf entwickelt, einen einzigen Fleck.

Selektive Abspaltung der t-Buloxycarbonylgruppe aus 7: 3,8 g (4,9 Millimole) des geschiitzten
Pentapeptid-p-nitrophenylesters 7 hat man, fein verrieben, in 70 ml ca. 2,55 HCl in Essigester ein-
getragen und 40 Min. bei Zimmertemperatur reagieren lassen. Die nach wenigen Minuten begin-
nende Ausscheidung von N-Glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin-p-nitro-
phenylesterhydrochlorid wurde am Ende der Reaktionszeit durch Zugabe von viel Ather vervoll-
stindigt. Das Produkt hat man abfiltriert, mit Ather gewaschen und iiber NaOH-Plitzchen im
Vakuum getrocknet: 3,224 g (929%,).

8. cyclo-Glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolyl (8): Die Losung von 0,733 g
Glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin-p-nitrophenylester-hydrochlorid in 10
ml Dimethylformamid hat man im Verlaufe von 4 Std. in 200 ml Pyridin bei 60° eingetropft (allge-
meine Methode von Schwyzer et al. [14]). Nach 2 Std. bei 60° wurde die Lésung im Vakuum vom
Pyridin befreit. Den Riickstand hat man in 200 ml Chloroform aufgenommen und nacheinander
mit 0,18 HCl (4mal), gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung (5mal) und Wasser (6fters)
ausgeschiittelt. Nach Trocknen mit Natriumsulfat und Verdampfen eines grossen Teils des Chloro-
forms begann das Produkt sich langsam auszuscheiden. Nach 15 Std. wurde es abfiltriert; durch
Zugabe von Ather zur Mutterlauge wurde noch eine kleine Portion erhalten. Das Rohprodukt hat
man in wenig Chloroform suspendiert und dann, auf dem Wasserbade, durch Zugabe von Athanol
gerade gelost. Aus der klaren Losung kristallisierte das Cyclopeptid nach Zusatz von 3 Volumina
Athanol beim Stehen tiber Nacht bei Zimmertemperatur aus: 378 mg farblose, lange, diinne
Nadeln. Diunnschichtchromatographie an Silicagel mit Chloroform:Methanol (4:1 v) oder #-
Butanol: Eisessig: Pyridin: Wasser (4:1:1:2 v [23]) ergab einen einzigen, ninhydrinnegativen, mit
Jod-Dampf und Reindel-Hoppe-Reagens [24] reagierenden Fleck. 8 kann auch aus 65-proz. Athanol
Wasser kristallisiert werden.

9. S,S’-Bis-cyclo-glycyl-L-hemicystyl-glycyl-glycyi-L-prolyl (9): Eimne Lésung von 1,075 g
(2 Millimole) cyclo-Glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolyl und 200 mg Phenol
in 35 ml Trifluoressigsdure wurde 3/, Std. unter Riickfluss erhitzt (allgemeine Methode von Zervas
& Photaki [25]) und dann im Vakuum eingedampft. Durch Behandlung mit Ather wurde der &lige
Riickstand fest. Die Losung dieses Produktes in 200 ml Athanol hat man mit Wasserstoff durch-
stromt und mit 0,56 ml (4 Millimole) Triithylamin und 0,422 g (1,5 Millimole) frisch umkristalli-
siertem 1, 2-Dijod4than (in einigen ml Athanol gelést) versetzt (allgemeine Methode von Weygand
& Zumach [15]). Nach 15 Std. Stehen bei Zimmertemperatur wurde der farblose Niederschlag ab-
filtriert, mit Wasser gewaschen und aus Athanol-Wasser (65-proz.) umkristallisiert: 0,444 g (60%)
farbloser, feiner Nadeln. Diinnschichtchromatographie an Silicagel mit n-Butanol: Eisessig: Wasser
(100:15:35 v) und Entwickeln mit Jod-Dampf ergab einen einzigen, ninhydrinnegativen Fleck.

10. Molekulargewichisbestimmungen. — a) Dampfdruckosmometrie: Die Messungen wurden mit
der Knauer-Messbriicke und -Osmometerzusatz?) und o-Chlorphenol als Lésungsmittel bei 61° aus-
gefithrt; minimale Anheizzeit 1,5 Std. Nach 24 Std. Vorwarmung wurde das Gerat geeicht: Auf-
tragen eines Tropfens o-Chlorphenol auf den rechten Thermistor, sodann eines Tropfens auf den
linken. Der Tropfen rechts wurde abgewaschen und durch einen neuen ersetzt (Anordnung des Auf-
tragens wichtig). Nun wurde der Skalawert am Messinstrument jede Minute abgelesen. Nach 6 Min.
wurde mit dem Wendelpotentiometer auf Null abgeglichen; Wiederholung bis Nullpunkt stabil
(Tropfengrosse wichtig). Nun wurden nacheinander verschiedene Konzentrationen von Benzil
(Molekulargewicht 210,23) in o-Chlorphenol gemessen, wobei mit der niedrigsten Konzentration
begonnen und jeweils 5-10 Messungen vorgenommen wurden. Nach 6 Min. war jeweils das Mini-
mum des Skalenwertes erreicht. Ergebnisse (nach Ausmittlung; Empfindlichkeit = 128): 0,025M;
0,05m; 0,075M; 0,10M Benzil; 23,5; 47,0; 65,2; 85,0 Skalenteile.

Resultate der analog ausgefithrten Messungen mit unseren Cyclopeptiden s. Tab. 2.

7 Fa. H. Knauer, Wissenschaftl. Geritebgu, Davoser Strasse 2B, 1 Berlin 33, Deutschland.
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Tabelle 2. Dampfdruckosmometrisch bestimmie Molekulargewichte

Peptid Einwaage Skalateile Molaritat Molgewicht
mg/ml gefunden gefunden berechnet

8 9,25 17,2 0,01825 507 537,64
21,3 43,9 0,0468 456

9 2,05 3,0 0,0030 683 740,82
20,24 28,0 0,0300 675

b) Kryoskopie: Fur unsere Zwecke erwies sich das Knauer-Kryoskopie-Zusatzgerit wegen
seiner zu kleinen Kiihlleistung als ungeeignet. Daher wurde mit einem Kryostaten, einer Umwilz-
pumpe und einem Vibromischer ein externer Aufbau gemacht. Die Messzelle, ein spitzes Zentrifu-
genglas, wurde am Vibromischer befestigt. Gemessen wurde mit einem Platin-Widerstandsfiihler
von Minco®), der einen linearen Temperatur/Widerstands-Verlauf aufwies. Als Kithlaggregat ver-
wendete man das Gerit von Kontron?). Temperaturschwankungen zwischen Ein- und Ausschalten
der Regelung wurden zu + 0,1° ermittelt, bei einer Temperatur von +12°. Der Thermistor wurde
in der Buchse I der Messbriicke (Knauer) angeschlossen. Am Schreiberausgang schlossen wir einen
Hitachi QPD 53-Schreiber an, der bei einer Empfindlichkeit von 0,1 V auf den Skala-Ausschlag
abgeglichen wurde. Der Empfindlichkeitsdrehknopf an der Messbriicke wurde auf 509, eingestellt.

Geeicht haben wir nach 24-stiindiger Einlaufzeit. Wir haben Versuche mit o-Chlorphenol, Eis-
essig und Dimethylsulfoxid gemacht, wobei sich letzteres [16] als am gunstigsten erwies. Man gab
0,7 ml Dimethylsulfoxid in die Messzelle und unterkithlte bis zum Skalawert 90. Durch kurzes Vi-
brieren wurde die Kristallisation ausgeldst, und die Temperatur stieg an. Beim Maximum der Tem-
peratur wurde mit dem Wendelpotentiometer auf 0 Skalateile abgeglichen. Dies wurde so oft wie-
derholt, bis der Nullpunkt stabil war. Nun hat man 3 Lésungen mit verschiedenen Konzentratio-
nen von Benzoxycarbonyl-phenylalanyl-prolin (Mol.-Gew. 396,44) gemessen. Der Vorgang war
gleich wie bei der Eichung, nur dass bei hoherer Konzentration die Kristallisation erst bei einer
Unterkithlung von iiber 100 Skalateilen ausgelost werden konnte und bei niedriger Konzentration
die Kristallisation oft spontan unter 100 Skalateilen eintrat, was offenbar einen Einfluss auf die
Messergebnisse (erreichtes Temperaturmaximum) hatte. Im Bereich der Messungen war diese Ab-
hingigkeit von der Konzentration linear (Auftragen der Messergebnisse bei jeder der drei Konzen-
trationen gegen die Unterkiihlung). Aus jeder Messreihe wurde das Temperaturmaximum bei einer
Unterkithlung von 100 Skalateilen graphisch bestimmt und auf die Eichkurve iibertragen.

Bei 100 Skalateilen Unterkithlung und einer Empfindlichkeits-Einstellung von 128 ergab sich
fiir Z-Phe-Pro-OH:

0,025M 14,5 Skalenteile, 0,050M 32,25 Skalenteile, 0,100M 59,2 Skalenteile.

Die Messungen mit den Cyclopeptiden wurden genau gleich ausgefithrt und ergaben fiir cyclo-
Glycyl-(S-diphenylmethyl)-L-cysteyl-glycyl-glycyl-L-prolin (8) bei 10,3 mg/ml 11,7 Skalateile, was
einer Molaritit von 0,0190 und einem Molekulargewicht von 542 entspricht (ber. 537,6). Bei 9 ver-
hinderte die schlechte Léslichkeit eine geniigend genaue Molekulargewichtsbestimmung nach dieser
Methode.

Friulein Dr. Pioda und Herrn Prof. Simon [9] verdanken wir orientierende Versuche iiber die
Kationenspezifitit. Den Herren Dr. Padowetz (CIBA Aktiengesellschaft) und H.Frohofer, Org.-
Chemisches Institut der Universitidt Ziirich, verdanken wir die Elementaranalysen.
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3. Inhaltstoffe der Wurzeln von Margaretta rosea Oliv.!)
Glykoside und Aglykone, 323. Mitteilung?)

von D, Sierp, W. Stécklin und T.Reichstein
Institut fiir Organische Chemie der Universitit Basel

(29. X. 69)

Summary. The roots of Margaretta vosea Oliv., subsp. rosea Bullock contain cardenolides mixed
with Kedde negative ester glycosides. 6 Cardenolides were identified by paper chromatography
(PC) and thin layer chromatography (TLC). Three of them were free aglycones (uzarigenin (1),
corotoxigenin (3) and coroglaucigenin (5), the other three their corresponding 6-deoxy-f-p-allo-
pyranosides (ascleposide (2), gofruside (4) and frugoside (6). Only two cardenolides (1 and 5) were
isolated in crystalline form. The behaviour of the more polar portion of the glycoside mixture shows
that p-gluco derivatives of at least 5 of the 6 cardenolides mentioned were also present.

The Kedde negative glycosides were a complicated mixture containing mainly 2,6-dideoxy-
sugars linked to esterified polyhydroxy-pregnanes. After mild acid hydrolysis cymarose, oleandrose

1) Auszug aus Diss. D. Sierp, Basel 1967.
2y 322.Mitt.: Elber et al. [1].





