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Uber Peptidsynthesen, XLVI. Synthese kininliefernder Kininogensequenzen?

Aus peptischem Rinderserumkininogen-Hydrolysat
isolierte HABERMANN?2 zwei kininliefernde Peptide
(PKFL und PKFS)4, die direkt nur schwach auf glatt-
muskuldre Organe wirken. Fiir das zu 80-90%, entstehende
PKFL wurde nach Abbaustudien H-Met-Lys-Arg-Pro-
Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-Ser-Val-GIn-OH3 (1) fiir
das PKFS H-Met-Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-
Phe-Arg-Ser-Val-Gln-Val-Met( ?)-OH (I1) als Amino-
sduresequenz ermittelt®?.

Zur Bestitigung der von HABERMANN et al. publizier-
.ten Struktur haben wir PKFL auf 3 Wegen und PKFS
auf einem Weg synthetisiert (vgl. 8). Wéhrend auf dem
ersten Weg, einer Fragmentkondensation aus Di-BOC-
Met-Lys-Bradykinin®® und Tri- beziehungsweise Tetra-
peptid-tert. Butylester (1143 beziechungsweise 114 4),
Razemisierung am Arg'-Rest eintrat und auf dem zwei-
ten Weg fiir PKFL ausgehend vom C-terminalen Tri-
peptid-tert. Butylester auf der Stufe des Dodekapeptids
die katalytische Hydrierung des eingebauten Arg(NO,)!-
Restes nur dusserst unvollstindig gelang, brachte der
dritte Syntheseweg, die schrittweise Verlingerung um
Dipeptideinheiten mit protonierten Arg-Resten, befrie-
digende Ergebnisse.

1. Fragmentkondensation 11+ 3 beziehungsweise 77+ 4.
Cbo-Ser-Val-Azid wurde mit H-GIn-OtBu beziehungs-
weise H-GIn-Val-OtBu kondensiert und nach Hydro-
‘genolyse mit Di-BOC-Met-Lys-Bradykinin-OH. 2HCL®
nach der Carbodiimid-Methode in DMF umgesetzt
(40-509, Uberschuss Di- beziehungsweise Tripeptid).
BOC-Abspaltung mit 959%iger Trifluoressigsdure, Chro-
matographie an Carboxymethylzellulose und praparative
Elektrophorese lieferte elektrophoretisch einheitliches
PKFL (Ia) beziehungsweise PKFS (IIa). Aminosdure-
analyse (Hydrolyse 72h, 105°): PKFL: Mety 55, Lys; g
Argy, 75, Prog, s, Glyg,ee Phey g Sery g5, Valg oy, Glug, gy
PKES: Mety,qq, Lysy,g0, Argy,es, Prog,s;, Glypes Phes, g
Sery sy, Valy g, Glug g Nach enzymatischem Abbau
(LAP, Tr, CPA) sind beide Produkte zu ca. 5% am Arg!!
razemisiert und enthalten ca. 209%, Methioninsulfoxyd.

2. Synthesen iibey Dipeptideinhetten. a) Mit geschiitzter
Guanidinogruppe: Zur Synthese wurde H-Ser-Val-Gin-
OtBu Dbeziehungsweise H-Ser-Val-Gln-Val-OtBu mit
BOC-Arg(NO,)-OH kondensiert und nach BOC- und
tert. Butylester-Abspaltung mit Trifluoressigséure iber
Salzkupplung mit Cbo-Pro-Phe-NHNH, !, Cbo-Phe-Ser-
NHNH, 12, Cbo-Pro-Gly-NHNIH, 13, Smp. 142-143°,
[0)# = —61° (c = 1,95, AcOH) (Azidbildung mit tert.
Butylnitrit)* und schliesslich mit Cbo-Arg(NO,)-Pro-
OH? nach der Anhydrid-Methode zum w-geschiitzten
Cbo-Bradykinin-Ser-Val-GIn-OH beziehungsweise -Ser-
Val-Gln-Val-OH verlingert. Die Decarbobenzoxylierung

erfolgte jeweils durch HBr/Eisessig-Behandlung. Durch
unvollstindige katalytische Hydrierung des Arg(NO,(11-
Restes im Dodeca- bezichungsweise Tridecapeptid-Deri-
vat in Methanol/Eisessig/Wasser (6:1:1) mit Pd-Mohr
wurden nach priaparativer Elektrophorese nur ca. 109,
Bradykinin-Ser-Val-GIn-OH (IIIb): Arg, gm, Prog g,
Glyy, o3 Phes o, Sery,zo, Valy o3, Glug,ge; [ = —97,0°
(¢ = 0,5, H,0) beziehungsweise ca. 3% Bradykinin-Ser-
Val-GIn-Val-OH (IVb): Arg, 56, Prog -5 Glyy,ee Phey o,
Sery 5r, Valy 55, Glug g in reiner Form isoliert.

Aus IIIb-2HCl und BOC-Met-Lys(BOC)-Azid?, Ab-
spaltung der Schutzgruppen mit 95%iger Trifluoressig-
sdure unter N, und Carboxymethylzellulose-Saulenreini-
gung wurde einheitliches PKFL (Ib) erhalten: Mety,q,
Lyso g7 A8y 78, Pr0g 13, Glyy e, Phe, g Sery, g6 Valg, o,
Gluy gg; [ = —98,7° (¢ = 0,5, H,0).

b) Mit freier Guanidinogruppe: Kondensation von Cbo-
Arg(NO,)-OCO,C,H; mit H-Ser-Val-Gln-OtBu und an-
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schliessende Hydrierung mit Pd-Mohr in Methanol/
Eisessig/Wasser (6:1:1) lieferte H-Arg-Ser-Val-Gln-OtBu-
Acetat. Nach Protonierung der freien Guanidinogruppe
mit einem Aquivalent HCI lieferte eine stufenweise Kon-
densation von Dipeptideinheiten und nachfolgende Hy-
drogenolysen Bradykinin-Ser-Val-Gin-OtBu-HCI, das
mit Cbo-Lys(BOC)-OH (DCCI/N-Hydroxysuccinimid)
zum Tridecapeptid-Derivat und nach Hydrierung mit
BOC-Met-Azid zum Di-BOC-Met-Lys-Bradykinin-Ser-
Val-GIn-OtBu verlangert wurde: Mety g5, LyS; go, AT82,18
Prog,ss, Glyies Pheygrn Serygs, Valye, Gluge; [fJF =
—129,5° (¢ = 0,5, H,0). Nach Entfernung der Schutz-
gruppen mit 959%iger Trifluoressigsiure unter N, und
Reinigung durch préiparative Elektrophorese bei pH 2

Peptid Trypsin Crotalus- Pankreas- CPA Meer-
adamanteus- Kallikrein schweinchen-
Gift ileum

(direkt)

Natiirlich I 350 300 80 920 2

Ia 160 80 60

Ib —2 175 -2 —a 3

Ic 400 175 100 100 3

IIa —a 40 - —= 3

1I1b —2 500 -2 -2 1,5

IIic 500 500 500 600 0,5

1Vb -2 450 -2 —a 0,4

a nicht getestet.
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wurde einheitliches PKFL (Ic) isoliert; Ausbeute 609%,.
Metg,s7, Lysy.05 AT81.06 Pros,08 Glyiee Phepgs, Seryes,
Valy,o1, Glug,ge; [0] = —93° (¢'= 0,5, H,0). Tert.-Butyl-
ester-Abspaltung von Bradykinin-Ser-Val-GIn-OtBu mit
Trifluoressigsiure und Uberfiithrung in das Azetat lieferte
freies Bradykinin-Ser-Val-GIn-OH (I1Ic): Argy,gs, Prog.qe,

Glygo1, Phey,gs Sefyg, Valyg, Gluggg; [o]ff = —89,5°
(¢ = 0,5, H,0).
Von den synthetisierten Verbindungen Ia-c, IIa,

IIIb, ¢ und IVb wurden direkt und nach Inkubation mit
Trypsin, Crotalus-adamanteus-Gift, Pankreas-Kallikrein,
Carboxypeptidase A die Aktivitdtsdquivalente (y Brady-
kinin/mg Peptid} am Meerschweinchenileum bestimmt,
vgl. 8)18,

Summary. H-Met-Lys-bradykinin-Ser-Val-Gln-OH and
H-Met-Lys-bradykinin-Ser-Val-Gln-Val-OH, sequences of
bovine serum kininogen have been synthetized by different
approaches. The natural and synthetic peptides were
tested for their kinin liberating potency.

E. ScurODER
unter Mitarbeit von M. LEEMANN

Hauptlabovatovium dey Scheving AG.,
D-7 Beviin-West (Deutschland), 14. Juli 1969.

16 Herrn Prof. Dr. E. HABERMANN danken wir fiir die Ausfithrung
der biologischen Teste.

Solid Phase Synthesis and Some Pharmacological Properties of 8§-Glutamine-Oxytocin: a Possible
Intermediate in the Evolution of the Neurohypophysial Hormones?

It has been suggested that 8-glutamine-oxytocin could
be an intermediate in the evolution of the neurohypo-
physial hormones?. The isolation and characterization
of an 8-glutamine substituted analog of oxytocin,
glumitocin (4-Ser-8-Gln-oxytocin), from the elasmo-
branchs Raia clavaia®, R. batis, R. fullonica and R. naevus*
gave further support to this hypothesis. Thus it had been
suggested that an unidentified oxytocic principle, de-
signated as EOP 1 (elasmobranch oxytocin-like principle
1)5 which has recently been shown not to be glumitocin®
might in fact be 8-glutamine-oxytocin?. To determine
whether or not this might be the case, the synthesis of
8-glutamine-oxytocin was carried out by the MERRIFIELD
solid phase method® as applied to the synthesis of oxy-
tocin® and glumitocin®. The synthetic product has been
pharmacologically evaluated by methods previously
described® 1. The results obtained together with the
corresponding data for EOP 1 are presented in the
Table.

The required protected nonapeptide amide intermediate
was synthetized in a stepwise manner beginning with
3.0 g of t-butyloxycarbonylglycyl resin containing 0.591
mmole of glycine according to the general procedure of
MEeRRIFIELD Y%, using the modification previously de-
scribed %19, 8 cycles of deprotection, neutralization and
coupling were carried out with appropriate Boc-amino
acids?® producing the protected nonapeptide esterified
to the resin. Boc-amino acids with protected side chains
were 5-Bzl-Cys, and O-Bzl-Tyr. The final cysteine residue
was added as the N-Carbobenzoxy-S-Benzyl (N-Z-S-
Bzl) derivative. All coupling reactions to form peptide

bonds were mediated by dicyclohexylcarbodiimide! in
methylene chloride except those involving the carboxyl
groups of Asn and Gln, which were allowed fo react in
dimethylformamide (DMF) as their nitrophenyl esters?s.
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