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197. Synthese von [2,7-Cystin]-Gramicidin S, einem kiinstlichen 
homodet-heterodet-bicyclischen Decapeptid 

von Urs Ludescher u n d  Robert Schwyzer 
Institut fur Molckularbiologic und Biophysik, 

Eidg. Tcchnische Hochschule Zurich, 8049 Ziirich 

(10. VI .  72) 

St~wzn7ary. The first synthesis of a homodetic-heterodetic-bicyclic polypeptide, [2, 7-cystinel- 
gramicidin S, is describcd. For the  protection of the C-terminal carboxyl and the  cysteinc sulf- 
hydryl functions, the 2-(tolucne-p-sulfonyl)-ethyl- (Tsa) and the acetamidomethyl- (Acm) groups, 
resprctively, were used. Stcpwisc synthcsis from the  C-tcrniinus, using N“ Boc-amino acids, and 
selcctive removal of protecting groups yielded the two pentapeptide derivatives : Boc .Val-Cys- 
(~\cm)-Leu-plie-I’ro~ OH and H . Val-Cys(Acm) -Lcu-phc-T’ro. OTsa. Thcy were condensed with 
tlicycloliexyl-carbodiitiliclc and 1-liytlroxybcnzoiriazolc lo givc. the crystalline dccapeptitlc 
T3oc. [ Val-(:ys(,4c.ni)-Leu-ph(!-Pro], . OTsa. Rcuioval of the group b y  p-elimination a t  pH 11.5 
yielded the crystalline lrce acid, which was furthcr converted (by treatment with di-p-nitrophenyl 
sulfite followed by TI<.-l) to  TFA, I-I. [Val-Cys(Ac~n)-Lcu-phe-Pro~~ .ONp. Cyclization of the  active 
cster in warm pyridine gave a mixture of (2,7-bis-S-acctamido1nethyl-cystcine]-gramiciclin s 
(27% yicld) ant1 (2,7-~ysteine)-graiiiicidin S (40/). The former compound was readily converted 
t o  thc  latter by treatment with I, i n  MeOH. In  the  bicyclic pcptide, the decapeptide ring is con- 
tained in a @-type sccondary structure, identical xvith tha t  in gra~iiicidin S ;  the  disulfidc bridge 
shows P-helical chirality and givcs rise to ;I negative Cotton effect at 271 nm [ 3 ] .  

Einleitung. - Noch bevor die fur Gramicidin S vorgeschlagene P-Faltblattstruk- 
tur [l] in Losung durch NMR.-Studien erhartet worden war !2]  [3 ] ,  schien es uns 
sinnvoll zu versuchen, den Cyclodecapeptidring zwischen den Stellungen 2 und 7 
(beides Ornithinreste) mit einer Cystin-Disulfidgruppe zu uberbrucken. Im [a, 7- 
Cystin]-Gramicidin Sl) ware die Sekundiirstruktur des Peptidruckgrates voraussicht- 
lich im Sinne tler P-Faltblattstruktur stabilisiert. Mit dieser Verbindung ergabe sich 
daher die Moglichkeit, die physikalisch-chemischen Eigenschaften dieser Sekundar- 
struktur und die chiroptischen Eigenschaften der Cystin-Disulfidgruppe zu studieren, 

l) Nomenklatur und :Ibkurzungen nach den Regcln dcr ((IUPAC-TLW Commission on Bio- 
chemical Nonienclaturca, z. I3. Biochemistry 5, 2485 (1966); 6 ,  362 (1067); European J .  Bio- 
chemistry 7 ,  375 (1967). Zusatzlichc Abkurzungen : Acm -.= t\cetamidomcthyl-; Roc = t-Rut- 
oxycarbonvl- : UCCI = L)icyclohexyl-carhodiimid ; 1)CH.A = Dicyclohexylamin; DMF = 

I.)imethylformaniid; HOBT = 1-Hpdroxy-bcnzotriazol ; Np = p-Nitrcrphenyl-; phc 2 D-Phe- 
nylalanin (yl-) ; Su- = 1-Succinimidyl-; TF’I : Trifluorcssigsaure; Tsa = 2-(Toluol-p-sulfo- 
nyl) -athyl. 
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was inzwischen geschehen ist [3] [4]. Ferner konnten ahnliche, stabilisierte homodet- 
heterodet-bicyclische Peptide mit andern Aminosauren synthetisiert und zum Studium 
spezieller Nachbargruppeneffekte, wie sie 2. R. zvrischen den Seitenketten von Ami- 
nosauren in den mechanistischen Oberilachenbereichen von Enzymen wirksam sein 
sollen, herangezogen werden. 

Strategie. - Die Synthese von /2,7-Cystin]-Gramicidin S (Schema) stellt im 
wesentlichen drei Aufgaben : 1) Aufbau des offenkettigen Decapeptides, 2) Cycli- 
sieren der Peptidkette, 3) Schliessen der intramolekularen Disulfidbrucke. 

Analoge Cyclodecapeptide lassen sich auch direkt durch dimerisjerende Cycli- 
sierung des Pentapeptid-$-nitrophenylesters herstellen [5], doch entsteht dabei immer 
ein Gemisch von Cyclopenta- und Cyclodecapeptid, dessen Zusammensetzung von 
der Konzentration der Cyclisierungslosung abhangt [6].  Um eindeutige Resultate zu 
erzielen, wurde der Weg uber das lineare Decapeptid gewahlt. Zur Synthese des 
offenkettigen Decapeptides wurde vorerst das geschutzte Pentapeptid VIII stufen- 
weise vom Carbonylende her aufgebaut. Aus diesem Pentapeptidzwischenprodukt 
wurden, einerseits durch Verseifung der Carboxylschutzgruppe und anderseits durch 
Abspaltung der Aminoschutzgruppe, die Fragmente fur die Kondensation zum ge- 
schiitzten linearen Decapeptid X I  gewonnen, das nach Entfernung der Schutzgruppen 
mit der Nitrophenylester-Methode cyclisiert [7] wurde. Um Racemisierung bei der 
Fragmentkondensation und bei der Cyclisierung zu vermeiden, wurde als carboxyl- 
endstandige Aminosaure des Pentapeptides wiederum Prolin gewahlt [7]. Die beiden 
Hauptprobleme der Synthese waren der Schutz der Cystein-Seitenkette und der 
endstandigen Prolin-Carboxylgruppe. 

Fur die Cystein-Sulfhydrylgruppe kamen die bekannten Schutzgruppen Benzyl, 
Diphenylmethyl und Trityl, sowie die erst kiirzlich eingefuhrte und noch wenig 
erprobte Acetamidomethylgruppe [S] in Frage. Die Benzylgruppe fiel zum vorne- 
herein aus der Wahl, da  sie sich nur unter Inkaufnahme von Nebenreaktionen durch 
Natrium in flussigem Ammoniak wieder abspalten lasst. Vorversuche mit der Diphe- 
nylmethylgruppe zeigten, dass die Peptidcyclisierung durch diese sterisch ungiinstige 
Schutzgruppe stark erschwert wird ; deshalb wurde auf die Verwendung der Diphenyl- 
methyl- und der Tritylgruppe verzichtet. Die Wahl fiel auf die noch wenig erprobte 
Acetamidomethylgruppe, die sich nach den Angaben von Veber et al. LS] durch 
Quecksilber(I1)-Ionen bei pH 4 wieder abspalten lasst. Im Laufe der Synthese erwies 
sich diese Wahl als glucklich, da bekannt wurde, dass sich S-Acetamidomethyl- 
cystein enthaltende Peptide durch Behandlung mit Jod in Methanol direkt in die 
entsprechenden symmetrischen Cystinpeptide iiberfuhren lassen [9]. 

Fur den Schutz der endstandigen PIolin-Carboxylgruppe war die Verwendung 
eines konventionellen Esters, wie zum Beispiel des Methylesters, etwas riskant, da  
bei der Wiederabspaltung einer solchen Schutzgruppe durch alkalische Hydrolyse die 
Gefahr einer Racemisierung am Cystein und eventuell sogar eines Angriffes auf die 
S-Acetamidomethylgruppe bestand (nach den Angaben von Veber et al. [S] ist die 
S-Acetamidomethylgruppe in wasseriger Losung bis etwa pH 13 stabil). Da fur die 
Synthese des Pentapeptides der stufenweise Aufbau mit N"-Boc-geschiitzten Amino- 
sauren gewalilt wurde, kani die Verwendung eines acidolytisch spaltbaren Esters 
nicht in Frage. An einen Aufbau des Peptides mit ungeschiitzter endstandiger Carbo- 
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xylgruppe konnte wegen der gewahlten Kupplungsmethode niclit gedacht werden. 
So fie1 die Wahl auf die von Miller & Stirling [lo] beschriebene, aber his anhin in der 
Peptidchernie erst an wenigen Modellverbindungen erprobte 2-(Toluol-fi-sulfony1)- 
athyl-Schutzgruppe, die sich unter relativ milden alkalischen Bedingungen wieder 
abspalten lasst. 

Taktik der Synthese. - Zum Schutz der x-Aminofunktion wurde wahrend der 
ganzen Synthese der Boc-Rest verwendet, der durch Chlorwasserstoff in Essigester 
oder durch Trifluoressigsaure unter Bedingungen spaltbar ist, welche die S-Acetami- 
domethyl- und die 2-(Toluol-9-sulfony1)-athyl-Gruppe nicht angreifen. 

Als Kupplungsmethode fur den schrittweisen Aufbau des Pentspeptides VIII wie 
auch fur die Verknupfung zweier Pentapeptidfragmente zum linearen Decapeptid X I  
wurde die erst kurzlich von Konig & Geiger 1111 ausgearbeitete Kondensation mit 
Dicyclohexyl-carbodiimid (DCCI) in Gegenwart von 1-Hydroxy-benzotriazol gewahlt . 
Nach den Angaben der Autoren fuhrt die Methode auch in sterisch ungunstigen Fallen 
in hoher Ausbeute zu auch optisch sehr reinen Peptiden. Der gute Erfolg, den wir von 
Anfang an verzeichneten, machte die Erprobung anderer Kupplungsaethoden uber- 
flussig. 

Verlauf der Synthese. - (Schema). - Bei der Herstellung des geschutzten Dipep- 
tides BOC * phe-Pro * OTSA (11) wurde vom allgemeinen Schema abgewichen und 
nicht Boc . phe . OH mit H * Pro - OTsa, sonder Boc . phe OSu mit H . Pro.  OH gekup- 
pelt und anscbliessend das aminogeschiitzte Dipeptid verestert. Auf diese Weise liess 
sich eine Reaktionsstufe einsparen. Der weitere Aufbau his zum geschutzten Pen- 
tapeptid VIII  verlief glatt, indem jeweils die aminoterminalc Boc-Schutzgruppe des 
geschutzten Peptides durch Behandlung rnit Chlorwasserstoff in Essigester abge- 
spalten und die neue Boc-geschutzte Aniinosaure rnit DCCI unter Zusatz von 1-Hy- 
droxy-benzotriazol an den Peptidester gekuppelt wurde. Dipeptid, Tripeptid und 
Tetrapeptid konnten in ihrer geschutzten Form nur als Ole isoliert werden. Zur 
analytischen Charakterisierung der Zwischenprodukte wurden deshalb die kristallinen 
Peptidester-hydrochloride oder freicn Peptidester herangezogen. Das geschutzte 
Pentapeptid VIII liess sich hingegen muhelos kristallisieren. 

Aus VIII konnten sehr leicht die beiden Fragmente fur die Kondensation zum 
Decapeptid X I  gewonnen werden, einerseits durch Verseifung der Carboxylschutz- 
gruppe und andrerseits durch Rbspaltung der Aminoschutzgruppe. Die Kondensation 
der beiden .Peritapeptidfragmente zum gcschutzten Decapeptid XI  verlief zufriedcn- 
stellend, und das Produkt wurde nach der Reinigung durch Gelfiltrations-Chromato- 
graphie in guter Ausbeute isoliert. 

Die Carboxylschutzgruppe des Decapeptides X I  liess sich unter relativ milden 
Bedingungen alkalisch verseifen. Keste unverseiften Esters wurden rnit Hilfe eines 
schwach basischen Ionenaustauscliers von der freien Saure abgetrennt. Der Umsatz 
zum aktiven Ester XI11 verlief mit Di-(p-nitropheny1)-sulfit \ 121 bedeutend schneller 
und mit besscrer Ausheute als mit DCCI/fi-Nitrophenol [13]. Da sich der aktive Ester 
XI11 in Clilor~Nasserstoff/Essigester nicht loste, wurde die Abspaltung der Amino- 
schutzgruppe rnit Trifluoressigsaure vorgenommen. Das so erhaltene Salz des Deca- 
pcptid-fi-nitrophenylesters XIV wurde in heissem Pyridin nach dern Verdunnungs- 
prinzip cyclisiert 171. Nach Aufarbeitung und Reinigung des Cyclisierungsproduktes 
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Schema 
(Produkte mit unterstrichener Formcl konnten kristallisiert werden) 

Boc . phe . OSu t - 

DCCI + Tsa. OH 

HC1 in Essigcster 

Doc .  Leu ,  OH, I X H A  + - 
DCCI + HOBT 

H + Pro. OH 

2055 

+ 
Hoe . phc-Pro . OH 

J- I 
Boc . phe-Pro . OTsa 

I 11 V 

H . phe-Pro . OTsa, HC'I 

J- 111 

1 3 0 ~ .  Leu-phe-Pro . OTsa 
HC1 in Essigester J- IV 

DCCI + HOBT+ N-Methylinorpholin -1 v 

H . Leu-phe-Fro . OTsa, HC1 
- 

Boc . Cys(Acmj . OH + 

Hoe . Cys(Acm)-Leu-phe-Pro . OTsa 

HC1 in Essigester 

Boc . Val. OH, DCHA + - 
DCCI + HOBT 

J- VI 

H . Cys(Acn1)-Leu-phe-Pro . OTsa, HC1 

VI 1 I c 
Boc . Val-Cps(Acm)-Leu-phe-Pro . OTsa 

VIII 

VI I I  

XaOH, Dioxan, H,O HCI, Essigester 

Boc . Va1-Cys(A4cmj-Leu-phc-Pro . OH 

IX 
H . \.'al-Cys(Acm)-Leu-phe-l'ro . OTsa 

DCCI, HOBT, N-blethylinorpholin 

I v 
Boc . Val-Cys(Acm)-Leu-phe-Pro-Val C ys( 4cm)-Leu phe-Pro OTsa 

NaOH, McOH, H,O j. XI 

Di-(p-Nitrophenyl) -sulfit -1 XI1 

I F  \ .1 XI11 

Pyridin, 55" J- XIV 

Boc . Val-Cys( Acrn)-Leu-phe-Pro-Val-Cys(Acm) -1,cu-phe-Pro . OH 

Boc . Val-Cys(,5cin)-L.eu-phc-Pro-Val-Cys(Acm)-Leu-phc-Pro . ONp ~- 

T F A ,  H . \'al-Cps(ALin)-Leu-phe-Pro-Val-CysjXcm)-Leu-phe-Pro . ONp 

yVal-Cys( 4cin)-Leu-phe-I'ro Val-Cys(..\cm)-Leu-phe-Pro--, 

Jotl, MeOH J- XV 

I I 
,-Val-Cys -Leu-phc-Pro-T'al-C'ys - ] x u  -plie- Fro- I 

XVI 
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durch Gelfiltrations-Chromatographie wurden zwei Verbindungen isoliert, die im 
Dunnschichtchroniatogramm verschiedene Laufeigenschaften zeigten und beide mit 
Ninhydrin-Keagens negativ, mit Keindel-Ho~~e-Reagens jedoch positiv reagierten. 
Die weiteren Untersuchungen ergaben, dass das eine dieser Produkte das erwartete 
[2,7-Bis-S-acetamidomethyl-cystein)-Gramicidin S (XV) war (ca. 87% des isolierten 
Materials), das andere jedoch schon das oxydierte Endprodukt [Z, 7-Cystinl-Grami- 
cidin S (XVI) clarstellte (ca. 13% des isolierten Materials). 

[Z, 7-Bis-acetamidomethyl-cystein]-Gramicidin S (XV) liess sich auf einfache 
Weise nach der von Karnber & Rittel [14] fur S-Tritylcystein enthaltende Peptide 
beschriebenen Methode in einem Schritt in das bicyclische [Z, 7-Cystinl-Gramicidin S 
uberfuhren. Zur Vermeidung der Bildung von Polymeren wurde die Losung des 
S-geschutzten Cyclodecapeptides langsam in eine methanolische Jodlosung einge- 
tropft. Nach Zerstorung des iiberschiissigen Jods niit Natriumthiosulfatlosullg und 
Eindampfen des Methanols in der Kalte wurde das Produkt mit Wasser ausgefallt, 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Umkristallisation aus Methanol/ 
Ather ergab cin hochschmelzendes Hydrat in Form von farblosen, feinen Nadeln, das 
bei der Elenientaranalyse nur unter Zusatz von Katalysator vollstandig verbrannt 
werden konnte, und auch nach langerem Trocknen unter drastischen Bedingungen 
infolge des imrrier noch zuruckgehaltenen Restwassers bei der dampfdruckosmome- 
trischen Molekulargewichtsbestimmung nur ein annahernd richtiges Molekulargewicht 
lieferte. Das Molekulargewicht und die Sequenz von [Z, 7-Cystin]-Gramicidin S 
konnten jedoch durch Massenspektroinetrie eindeutig bestatigt werden. 

Experimenteller Teil 
AlZgemeines. Ckhmelzpunkte wurden auf einem hpparat  nach Dr. TottoZz (der Firma Buchi, 

I'lawii) bcstimmt imd sind unkorrigicrt. Zur Diinnschichtchromatographie verwendcte man Silica- 
gel-Fertigplattcn I? 254 der Firma Merck. Drehwertc \vurden mit eincm photoelektrischen Polari- 
meter dcr Firma Zeiss gemessen. Analyscnproben hat  man waihrend 4 Std. bei ciner Temperatur 
von 40" uncl eineni Druck von 0,01 Torr getrocknet. 

Roc.phe-Pm-OH ( I ) .  2,54 g (22 mMol) Yrolin und 2,23 g (22 mMol) N-Methylmorpholin 
wurdcn in 20 ml f'yridin gelost. Die Losung wurde mit 7,24 g (20 mMol) Iioc.phe.OSu [lj] ver- 
sctzt und ubcr Nacht bei Zhmcrtemperatur stehengclasscn. Ijas I'yriclin wurdc im Vdkuuni 
destilliert und der Ruckstand bei 0" in einer Mischung von Essigester und 0,1 N SchwefelsHurc 
gelost. Die organische Phase wurde mit gcs. Natriunicliloridliisung gewaschen, uber Natriumsulfat 
getrocknct und im Vakuutn cingedanipft. Umkristallisation dcs Rucltstandes aus  Ather/Petrol- 
atlier ergab 6,68 g (94%) Boc.phc-Pro.OH, Smp. 179-180", [&IF = - 55,O" (c = 1,0 in Athanol). 

C,,H,,NT,O, (36:!,4) Ber. C G2,97 H 7,23 N 7.73% Gef. C G3,13 11 7,10 N 7,57?" 
2-( ToZuoZ-p-sulfonyl-uthanol[16]. 35,43 g (0,2 Mol) Toluol-4-sulfinsaure-natriumsalz und 48,30 g 

(0,G Mol) 2-Chlorathanol wurden in 300 ml DMF waihrend 48 Std. bei 90" gchalten. Die Losung 
wurde im Hochvakuum bei 40" cingedampft. Der Kiickstand wurde in 500 nil Methylenchlorid 
aufgenommen untl 1;nlosliches abfiltriert. Die Mcthylenchloridlosung wurdc mit zwei kleinen 
Portionen Wasser (das Produkt ist wasscrloslich ! )  gcwaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und 
im Vakuum cingedampft. Der IZiickstand wurde mit Diisopropyiather iiberschichtet und zur 
Kristallisation in den Kuhlschrank gestellt. Umkristallisieren aus Butylacetat ergab 1G,9 g (42%) 
2-(Toluol-~-sulfonyl)-Hthanol, Snip. 53-55'. 

HCI, H.pke-Pvo.OTsa ( I I I ) .  9,06 8 (25 mMo1) I und 5,6l) g (28  mMol) 2-(Toiuol-p-sulfoIi)l)- 
Ythanol wurden in  40 ml absolutem Pyridin gelost. I)ie Losung wurde auf 0" abgekuhlt, unter 
Ruhren init 5.77 g (28 mMol) IjCCI in 10 nil Pyritlin vcrsetzt und 4 Sttl. bci 0 '  sowie 36 Std. bei 
Zimmertemp. weitergcriihrt. Der ausgefallcne Ui lohcxylharnstoff wurcle abfiltriert und  das 
Pyridin im Vakuum vcrdampft. Der Ruckstand wurcle in Essigester aufgenommen und bei 0" 
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je dreimal mit 0 , l  N Schwefelsaure, ges. Natriumhydrogencarbonat- und Natriumchlorid-Losung 
gewaschen. Nach Trocknen uber Natriumsulfat und Verdampfen des Essigesters im Vakuum 
blieb ein farbloses 01 zuruck, das nicht kristallisierte. Dunnschichtchromatographie auf Silicagel 
rnit Aceton/Chloroform 7 : 3 ergab, mit Jod-Dampf oder Trifluoressigsaure/Ninhydrin entwickelt, 
cinen einzigen Fleck. 

Das olige Dipeptid 11 wurde mit 120 ml ca. 2 , 5 ~  Chlorwasserstoff in Essigestcr versetzt. Nach 
20 Min. wurdc die Losung in der Kalte im Vakuum auf das halbe Volumen eingecngt und rnit 
300 ml abs. Ather versetzt. Das ausgefallene Hydrochlorid wurde abfiltriert, mit Ather gewaschen 
und uber Natriumhydroxid im Vakuum getrocknet. Umkristallisation a m  Isopropylalkohol ergab 
10,lO g (82%) 111, Smp. 152-153", [ a ] g  = - 1 0 6 , O O  (c = 1,0 in Eisessig). 

C,,H,,N,O,S,HC1,l/,HzO Ber. C 56,38 H 6,17 0 17,96 N 5.72 S 6,54 C1 7,23% 
(490,O) Gef. ,, 56,49 ,, 6,15 ,, 18,11 ,, 5,72 ,, 6,61 ,,6,94% 

HC1,H.Leu-phe-Pro.OTsn ( V ) .  980 mg (2 mMol) 111 und 825 mg (2 mMol) Boc.Leu.OH, 
DCHA wurden unter Zusatz von 541 mg (4 mMol) 1-Hydroxy-benzotriazol [ll] in 15 ml DMF 
gelost. Das Reaktionsgemisch wurde auf - 10" abgekuhlt, mit einer Losung von 515 mg (2,5 mMol) 
DCCI in 5 ml D M F  versetzt, 4 Std. bei - 10" und 48 Std. bei Zimmertemp. geruhrt. Die Losung 
wurde durch Filtration vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff und nicyclohexylammonium- 
chlorid befreit und im Hochvakuum eingedampft. Dcr Ruckstand wurdc in Essigester gelost und 
bci 0" je dreimal mit 0 , l  N Schwefclsaure, ges. Natriumhydrogencarbonat- und ges. Natrium- 
chlorid-Losung gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat und Verdampfen des Essigestcrs 
im Vakuum blieb ein farbloses 0 1  zuruck, das nicht kristallisierte. Dunnschichtchromatographie 
auf Silicagel mit Aceton/Chloroforni 7 : 3 ergab nach Entwicklung rnit Jod-Dampf oder Trifluor- 
essigsaiurelNinhydrin einen einzigcn Fleck. 

Das olige Tripeptid I V  wurdc mit 4 ml ca. 2 , 5 ~  Chlorwasserstoff in Essigester versetzt Nach 
20 Min. wurde das Hydrochlorid mit 50 ml abs. Ather ausgefallt, abfiltriert, rnit Ather gewaschen 
und uber Natriumhydroxid im Vakuum getrocknet. Umfallen aus Chloroform/Diisopropylather 
ergab 765 mg (63%) V, Smp. 96-97", das direkt in dcr nachsten Stufe weiterverwendet wurde. 
Dunnschichtchromatographie auf Silicagel mit n-Butanol/Eisessig/Wasser 100 : 15 : 35 ergab nach 
Entwicklung mit Jod-Dampf oder Ninhydrin einen einzigen Fleck. Fur die analytische Charakte- 
risierung wurde einc Probe aus Essigesterlkther umkristallisiert, wobei der Smp. auf 101-102" 
stieg; [.]a5 = -27,5" (c = 1,0 in Eisessig). 

C,sH,SN,O,S,HC1,l/,H,O Rcr. C 57,74 H 6,85 0 17,24 N 6,97 S 5,32 C1 5,88% 
(603,2) Gcf. ,, 57,33 ,, 6,97 ,, 17,19 ,, 7,06 ,, 5,33 ,, O , O l %  

HCZ, H.Cys(Acm)-Leu-phe-Pro.OTsa ( V I I ) .  4,51 g (7,5 mMol) V wurden in 20 ml DMF gelost 
und mit 0,76 g (7,5 mMol) N-Methylmorpholin versetzt. Nach Zugabe von 2,19 g (7,s mMol) 
Boc.Cys(Acm) .OH [8] und 1,62 g (12 mMol) 1-Hydroxy-benzotriazol wurde das Reaktions- 
gemisch auf - 10" abgekuhlt, mit einer Losung von 1.70 g (8,25 mMol) DCCI in 5 ml DMF versetzt 
und 4 Std. bei - lo", dann 48 Std. bei Zimmertemp. geruhrt. Dcr ausgefallene Dicyclohexylharn- 
stoff wurde abfiltriert und das Losungsmittel im Hochvakuum verdampft. Der Ruckstand wurde 
in Essigester gelost und bei 0" je dreimal mit 0 , l  N Schwefelsaure, ges. Natriumhydrogencarbonat- 
und ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen. Nach Trocknen uber Natriumsulfat und Verdampfen 
des Essigesters im Vakuum blieb ein farbloses 01 zuruck, das nicht kristallisierte. Dunnschicht- 
chromatographic auf Silicagel rnit Aceton/Chloroform 7 : 3 ergab nach Entwicklung init Jod- 
Dampf oder TrifluoressigsaurelNinhydrin einen einzigen Fleck. 

Das olige Tetrupeptid V I  wurde in 20 ml ca. 2 , 5 ~  Chlorwasserstoff in Essigester gelost. Nach 
20 Min. wurde das Hydrochlorid mit 200 in1 abs. Ather ausgefallt, abfiltriert, mit Ather gewaschen 
und uber Natriumhydroxid im Vakuum getrocknet. Umfallen aus Chloroform/Diisopropylather 
ergab 5,21 g (89%) VII,  Smp. 116-117", das im Diinnschichtchromatogramm auf Silicagel mit 
n-Butanol/Eisessig/Wasser 100 : 15 : 35 nach Entwicklung mit Jod-Dampf oder Ninhydrin noch 
Spuren cincr Verunreinigung zeigte. Dieses Produkt wurde ohne weitcre Reinigung in der nachsten 
Stufc cingesetzt. Eine Probe des Hydrochlorids wurde mit einem kleinen Uberschuss von 3proZ. 
Ammoniak in Chloroform behandelt und der freie Tetrapeptidester aus AthanollDiisopropylathcr 
umkristallisiert: Smp. 75-76", [a1L5 = - 26,4" (c = 1,04 in Eisessig). 

C,,H,,N50,S2, H,O Ber. C 56,06 H 6.85 N 9,34 S 8,55% 
(749,9) Gef. ,, 55,65 ,, 6,81 ,, 9,05 ,, 8,5594 
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H o c .  C'u2-CyF(flrnz)-Leu-p~~e-Pro.OTsa ( V I I I ) .  4,61 g (6 mMolj V I I  und 2,40 g (6 m;llol) 
Boc.Val.Ot1, DGHA wurdcn in 50 ml DMF gel2jst. Nach Zugahe von 1,35 g (10 mMol) 1-Hydroxy- 
benzotriazol wurde das Rcaktionsgemisch auf - 10' gekuhlt, mit eincr Losung von 1,45 g (7 mR.101) 
DCCI in 10  nil D M F  versetzt, 2 Std .  be1 - 10" und 48 Std.  bei Zimmertemp. geriihrt. Die Losung 
wurdc durch l'iltration voin ausgefallenen 1)ic~clohcxylliarnstoff und 1)icyclohexylammonium- 
chlorid befreit und in1 Hochvakuurn eingcdampft. l k r  Ruckstand n urde in Essigester aufgenom- 
men und bei 0" je dreimal mit 0 , l ~  Schwefelsaure, ges. Xatriumhydrogencarbonat- und ges. 
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Nach Trocknen uber Natriumsulfat wurde der Essigester im 
Valcuum vcrdampft. I Jnilcristallisation dcs Kuckstandes aus McthanollUiisopropylather crgab 
5,18 g (93%) V111, Smp. 122-123", [u ]g  = - 39,O" (c = 1,OO in Athanol). 

C,,H,,N,01,S2 Ber. C 58,04 I3 7,14 N 9,03 S 6,8Y% 
(9312) Gef. ,, 57,87 ,, 7,10 ,, 9,lO ,, 6.95% 

BOG. ~uZ-Cy:;(nc~~z)-Lez~-phe-Pro.OH ( I X ) .  931 mg (1 mMol) V I I I  wurden in 9 nil 1)ioxan 
untl 6 1111 W'asscr gelost uncl mit Hilfe cines Xntotitrators bcim lionstantcn pH-Wert von 11,s 
mahrcnd 1 Std. durch Zugabe \'on O , ~ N  N;ttronlrtuge verseift. Die Losung wurde zur Entfernung 
unreagierten Esl.ers mit Ather cxtrahiert, bci 0" niit 1 N Schw-efclsaure his pH 2 angesaucrt und 
niit drci Portioncn Essigester ausgezogen. Der Essigester wurde zweimal rnit ges. Natriumchlorid- 
losung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und im Valcuum verdampft. Unikristallisation 
des l*uclrstantle!; atis Athanol/Wasser crgab 596 rng (79y0) IX,  Snip. 138-139" (Zers.), = 

-48,7" (c = 1,01 in Athanol). 
C,,H,,N,O,S,l/,€-l,O Bcr. C 57,05 k1 7,58 0 20,M N 11,09 S 4,23% 

(757,')) Gcf. ,, 57,44 ,, 7 3  ,, 20,09 ,, 10,86 ,, 4,26% 
HCZ,H. lia~-C~~s(Acnz)-Lcu-phe-Pro~OTsa ( X ) .  931 nig (1 mhlol) VIII  wurden in 4 ml abs. 

Essigestcr gelost und mit 5 nil ca. 2,5 N Chiorwasserstoff in Essigestcr versetzt. Nach 30 Min. wurde 
das Hydrochlorid mit 50 ml abs. Ather ausgefallt, abfiltriert, niit Athei- gcwaschen und iiber 
Natriumliydroxid im Vakuuni getrocknet: 841 nig (977;). 

Boc~[Va/-Cys(Acmj-Leu-phe-Pro],~OTsa ( X I ) .  7.58 m g  (1 niMol) IX,  868 nig (1 inMol) X, 
101 mg (1 mMol) N-Methylmorpholin und 270 mg (2 mMol) 1-Hydroxy-benzotriazol wurdcn in 
10 ml DMF gel6st. Die Losung wurde auf - 10" gekuhlt, mit einer Losung von 247 mg (1,2 mMol) 
DCCl in 2 ml DMF versetzt, 2 Std. bei - 10" und 48 Std. bei Zinimertemp. geruhrt. Der ausgc- 
fallenc 1)icyclohcxS.lharnstoff wurdc abfiltricrt und tlas Losungsmittel ini  Hochvakuum verdampft. 
Uer Ruckstand wurdc in Essigester gelost und  1)ci 0' jc dreimal mit 0 , l ~  Schwefelsiiure, ges. 
Natriumhydrogencarbonat- und ges. Natriumchlorid-1,osung gewaschen. Nach Trocknen iibcr 
Xatriumsulfat wurtlc der Essigester im Vakuuni verdampft. I>er Ruckstand wurde im kleinst- 
miiglichcn V d u r n e n  DMlJ gcliist und an  cincr Sephadex-I~H-ZO-Saule (2 ,5  x 100 cm) niit UMF 
nls Elutionsmittcl (lurch Gelliltration gereinigt. L~iiikristallisation aus Illcthanol/Diisopropylather 
ergab 1,07 g (67(1/6) XI ,  Snip. 150-151 ', [u]f; = - 107,s '  (c r: 1 , O O  in Athanol). 

C,,H,,,IT,,O,,S,,H,O Ber. C 57,77 H 7,27 0 18,23 X 10,64 S 6,020,; 
( L580,O) Gef. ,, 57,70 ,, 7,49 ,, 18,24 ,, 10,53 ,, 5,85y0 

Uoc.[Val-Cys(Arm)-leu-plze-Pro],.OH ( X I I ) .  790 mg (0,S mhfol) XI wurden in 10 ml Metha- 
nol nnd 5 ml TNasscr gelost und mit Hilfc cines Autotitrators beim konstantcn pH-Wert von 11,5 
wahrcnd 40 Min. durch Zugabe von 0 , l  N Xatronlaugc verseift. Das Methanol wurde in dcr Kalte 
irn Vakuum abdestilliert, die wasserige Losung bei 0" vorsichtig mi t  1 N Schwefelsaurc bis pH 2 
angesaucrt und niit drci Portioncn Essigester ausgczogen. I h -  Essigester wurde zweimal mit ges. 
Satriumchloridl6sung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet u n d  im Vakuuni vcrdampft. 
L)er Ruckstand, der noch unversciften Ester enthielt, wurdc in moglichst wcnig 70proz. wasseri- 
gem Methanol gclost und auf cine kleinc Saule (0,8 x 30 cm) mit schwach basischem loncnaus- 
tauscher TIEAE-Scphadex h 25 (5 g, Acetatform) aufgetragen. Der unvcrseifte Ester wurde mit 
70proz. wasscrigem Methanol eiuicrt. Rnschlicsscnd wurdc das vcrseifte Produkt mit  70proz. 
wisscrigcm Methanol unter Zusatz von 10% Eisctssig cluiert. Ths Eluat wurde in der l ialte im 
Vakuurn vom Methanol bcfreit und lpophilisiert. ikristallisation dcs Lyophilisates aus Metlia- 

54 nig (75%) XT1, Snip. 160--1 (Zers.), Sintvrn bci 140 '. 

I,,,N,,01,S,,3H20 Rcr. C.53,13 117,.59 N11.,72 S4,47:4 
(1433,s) Gcf. ,, 53,31 ,, 7,62 ,, 11,98 ,, 5,000/6 
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BOG. [ VaZ-Cys(Acm)-Lez~-phe-Pro],~UNp ( X I I I ) .  717 mg (0,5 mMol) XI1 wurden in 5 1111 
Pyridin gelost, rnit 811 mg (2,s mMol) Di-(p-nitropheny1)-sulfit [la] versetzt und 24 Std. bei 
Zimmertemp. stehengelassen. Das Pyridin wurde bei 30" im Hochvakuum verdampft, der Ruck- 
stand in Essigester gelost, bei 0" je dreimal mit 0,l  N Schwefclsaurc und ges. Natriumchlorid- 
losung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Der Essigcstcr wurde im Vakuum ver- 
dampft und der Ruckstand mehrmals mit Ather/Petrolather 1 : 1 verrieben, bis 639 mg (80%) 
fast farblose, feste Substanz zuruckblieben. Dunnschichtchromatographie auf Silicagel mit Chloro- 
form/Methanol 6 : 1 ergab nach Entwicklung mit Jod-Dampf oder Trifluoressigsaure/Ninhydrin 
einen einzigen Fleck. Eine Probe wurde fur die Elementaranalyse aus Essigester/Diisopropylather 
umkristallisiert : Smp. 148-149". 

C,,H,,,Nl,01,Sz,5H,0 Ber. C 55, l l  H 7,29 N 11,45 S 4,0376 
(1590,9) Gef. ,, 54,88 ,, 6,83 ,, 11,50 ,, 4,53% 

T F A ,  H~[VaZ-Cys(Acm)-Leu-phe-Pro],~U,~p ( X I V ) .  639 mg (0,4 mMol) XI11 wurden in 10 ml 
Trifluoressigsaure gelost und wahrend einer Stunde bei Zimmertenip. stehengelassen. Die Losung 
wurde in der Kalte im Vakuum auf etwa das halbe Volumen eingeengt und mit 50 ml abs. Ather 
versetzt. Der ausgefallenc Niederschlag wurde abfiltriert, niit Ather gewaschen und im Vakuum 
uber Natriumhydroxid getrocknet: 565 mg (92%). 

CycZo-[VaZ-Cys(Acm)-Le~-phe-Pro]~, [Z, 7-Bis-S-acetamzdo~aethyl-~yystei?z]-Granzzcidiuk S ( X V )  . 
565 mg (0,37 mMol) XIV wurden in 40 ml absolutein DMF unter Zugabe von 10  Tropfen Eisessig 
gelost und wahrend 6 Std. unter Ruhren in 300 nil abs. Pyridin bei 55" eingetropft. Die Losung 
wurde iiber Nacht bei 55" geruhrt, das Losungsmittel im Hochvakuuni verdampft und der Ruck- 
stand in 300 ml Chloroform gelost. Das bei der Cyclisierung entstandene +Nitrophenol wurde mit 
ges. Natriumhydrogencarbonatlosung ausgewaschen. Die Chloroformlosung wurde je dreimal rnit 
0,l N Schwefelsaure und ges. Natriumchloridlosung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet 
und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand wurde im kleinstmoglichen Volumen 
Athanol gelost und an einer Sephadex-LH-20-Saule (2,5 x 100 cm) mit Athanol als Elutionsmittel 
durch Gclfiltration gereinigt. Es wurden zwei verschiedene ninhydrin-negative und ReindeZ-Hoppe- 
positive Produkte isoliert, die beide aus Methanollkther umkristallisiert werden konnten. 

Erstes Produkt: 128 mg (27%) XV, Smp. 181-182". 

C6,H,,N,,O,,S,,2H,O Ber. C 57,39 H 7,46 N 12,9576 
(1297,7) Gef. ,, 5721 ,, 7,23 ,, 12,66% 

Die Eleinentaranalyse bereitete Schwierigkeiten, (la sich das Produkt nur unter Katalysator- 
zusatz vollstandig verbrennen liess. Aminosaurcnanalyse (Hydrolyse 48 Std., 110", 1 2 ~  HCl/ 
Eisessig 1 : l )  :liZ (Cys), 0,77, Leu 1,02, Phe 0,93, Pro (Bczugswert) 1,00, Val 1 , O j .  

Das zweite Produkt (18,5 mg; 4%) war identisch mit [ 2 ,  7-Cystinj-Gramicidin S. 
[2,7-Cystin]-G.vamicidin S ( X V I ) .  60 mg (0,046 mMol) XV wurden in 8 in1 Methanol gelost 

und wahrend 2 Std. unter Ruhren in eine Losung von 120 mg (0,46 niMol) Jod in 20 nil Methanol 
eingetropft. Nach 5 Std. bei Zimmerteinp. wurde das Reaktionsgemisch auf 0" abgekuhlt und 
durch vorsichtiges Zutropfen von 1 N Natriumthiosulfatlosung entfarbt. Das Methanol murde in 
der Kalte im Vakuum bis zur beginnenden Triibung der Losung abgesogen und das Peptid durch 
Zugabc cines Uberschusses von Wasser ausgefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit W'asser 
gewaschen und mehrmals aus Methanol/Ather umkristallisiert, 34 mg (65%) farblose, kine Ka- 
deln, Smp. 325" (Zers.), [CY.]? = - 227" (G = 0,81 in Methanol). 

C,,H,,N,,O1,S,,H,O Ber. C 59,24 H 7,28 N 12,34 S 5,65'% 
(1135,5) Gef. ,, 5835 ,, 7,06 ,, 11,90 ,, 6,00% 

Die Elemcntaranalyse bereitete Schwierigkeiten, da sich das Produkt nur unter Katalysator- 
zusatz vollstandig verbrennen liess. Aminosaurenanalysc (Hydrolyse 48 Std., 110", 12 N HCl/Eis- 
essig l : l ) : I / ,  (Cys), 0,79, Lcu 1,00, Phe 0,99, Pro (Bczugswert) 1,00, Val 1,02. 

huch die Molekulargewichtsbestimmung (dampfdruckosmometrisch in Mcthanol) bereitctc 
Muhe, da sich das itn Peptid gelnmdenc Wasscr auch tlui-ch liingcrcs Trockncn iiber I'hosphor- 
pentoxid bei hoherer Temperatur im Hochvakuum nicht vollstandig entfernen licss. In  hbhangig- 
keit dcr Trocknungszeit und -temperatur erhielt man folgende Wcrte fur das Molekulargewicht : 
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Trocknungszeit Tempcratur Druck Molekulargewicht 

4 h  40" 
12 h 40 " 
48 h 60" 
Berechnetes Molekulargewicht 

0,01 Torr 
0,01 Torr 
0,01 Torr 

798 & .5 
946 5 5 

1037 & 10 
1117,5 

Molekulargcwicht und dic Sequenz wurden durch Massenspektrometrie hestatigt, wobei fol- 
gcnde charaktcrisitische Signale erhalten wurden: M = 1116; M - H S  = 1083; M - H S S H  7 
1050; M-HSSH-C,H, = 1007; M - H S S ~ I - C C , H , - ~ l i e - I ' r o  = 763. 

Folgenden Da.men und Herren sind wir fur ihre Hilfe zu Dank verpflichtet : Prof. G. W .  Iieiznev 
und n r .  R. Johnstowe (University of Liverpool) fur die Massenspektren; Dr. W .  Padowetz ( C I R A -  
G E T G Y  A G ,  Easel) und H7. Mansev (0rg.-chem. Mikrolabor ETH) fur die Mikroanalysen; Fraulein 
H.  Schizeider fur die Aminosaurenanalysen ; C .  ZJs t  (Laboratoricn fiir Organische Chemie ETH) 
fur die Molekulargewichtsbcstiinmungen. 

Finanzielle Unterstutzung verdankcn wir der Eidgeizbssischen Stiftung zur Fvrderung der 
schweizerischen Volkswirtschaft duvch wissenschaftltche Forschung und dem Schweiz. Nationalfonds 
ztir Fiirderung der wissenschaftlichen Forschung (Gesuche No. 4883 und 3.374.70). 
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