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KARL STURM, ROLF GEIGER und WALTER SIEDEL

Synthese eines Tetradecapeptidamid-Derivates mit der
Aminosiiuresequenz 11—24 des Corticotropins (ACTH)

Aus der Farbwerke Hoechst AG, vorm. Meister Lucius & Briining, Frankfurt (Main)
(Eingegangen am 25. August 1962)

Die Synthese des partiell durch tert.-Butyloxycarbonyl-Gruppen (Abk. BOC)

geschiltzten Tetradecapeptidamids N®-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycyl-N¢-BOC-

lysyl-N&-BOC-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-valyl- N ¢-BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-pro-

linamid (samtlich L-Konfiguration) nach dem Schema (4+2) + (3+5) wird

beschrieben. Die Verbindung ist ein geeignetes Zwischenprodukt fiir die Dar-
stellung ACTH-wirksamer Tetracosapeptidamide.

Von H. KAPPELER und R. ScCHWYZERD wurde bereits die Synthese des Tetradeca-
peptidesters I nach dem Schema (4 + 5) + 5 beschrieben. Schliisselsubstanzen der
Synthesen sind N®-Nitro-arginin und N*-BOC-Lysin. Unter Verwendung bekannter
Amino-Schutzgruppen (Trityl-, Carbobenzoxy- und p-Phenylazo-carbobenzoxyrest)
und iiblicher Kondensationsverfahren (Azid-, Anhydrid- und Carbodiimidmethode)
werden diese Derivate in den Peptidverband der Formel 12) eingebaut.

Wir beschiiftigen uns seit lingerer Zeit mit der Synthese von Eicosa- bis Tetracosa-
peptiden, die in der Aminosduresequenz mit dem Aminoende der Corticotropine
(ACTH) iibereinstimmen und deren Carboxyl-Gruppen beide in der Amidform
vorliegen, da wir vermuten, daB auch solche Verbindungen eine hohe ACTH-Aktivitdt
aufweisen.

Ein wichtiges Zwischenprodukt dieser Synthesen ist das Tetradecapeptidamid-
Derivat II, dessen Darstellung im folgenden beschrieben wird:

[ BOC BOCBOC H® H® BOC

i | | | | |
®H,—-Lys—Pro—Val—-Gly-Lys—Lys—Arg—Arg—Pro—Val~ Lys-—Val—Tyr——Pro—R] 3CIe
1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

I: R=0C(CH;3); Il: R =NH,

Auch wir fanden nach zahlreichen Versuchen mit N®-Tosyl-arginin und N*.N®-
Dicarbobenzoxy-arginin die Nitrogruppe zum Schutz der Guanidinogruppe des
Arginins als in diesem Falle am besten geeignet und setzten die Aminoséure in Form
des N*-Carbobenzoxy-N“-nitro-Derivates ein.

Fiir die Darstellung des bereits von R. ScHwyzer und W. RITTEL? beschriebenen
N2*-Carbobenzoxy-N¢-BOC-lysins wihlten wir als neuen Weg die Umsetzung des

1) Helv. chim. Acta 44, 1136 [1961].

2) In dieser und in den folgenden Formeln werden die Aminoséurereste nach dem Vorschlag
von E. BRAND und J. T. EpsaLL, Annu. Rev. Biochem. 16, 223 [1947] abgekiirzt. — Alle
Aminosiuren gehdren der L-Reihe an.

3) Helv. chim. Acta 44, 159 [1961].
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auch im technischen Mafistab leicht zuginglichen N*-Carbobenzoxy-lysins4 mit
BOC-Azid5. Bei diesem Verfahren (Ausb. ca. 90%, d. Th.) wird, im Gegensatz zum
Schwyzerschen Verfahren, einmal das wertvolle BOC-Azid optimal ausgenutzt, zum
anderen das unangenehme Arbeiten mit Schwefelwasserstoff vermieden.

Das Synthese-Schema wurde ferner so gewihlt, daB zum Schutze der a-Amino-
gruppen einheitlich der Carbobenzoxyrest Verwendung finden kann.

Prolinamid war durch Aminolyse des recht stabilen Methylesters nur in méBiger
Ausbeute erhiiltlich. Wir haben daher N-Carbobenzoxy-prolin nach der Anhydrid-
methode in das entsprechende Amid iibergefiihrt und nachfolgend den Carbobenzoxy-
rest hydrogenolytisch abgespalten.

Den Aufbau der Peptidkette haben wir gemdB Schema 1 und 26) vorgenommen.

Schema 1
— DCD
Z-fTyt-OH  H-[Pro]-NH, ———> Z-[Tyr————--—Pro|-NH;
11 v
lHBr/Eisessig
BOC
o !
Z-{Val-OH  H-|Lys-OCH; Z-[Val-OH  H-{Tyr——————Pro|-NH,
v
DCD , l Anhydridmethode
+ BOC v
1
Z—Val ——— —Lys|-OCH3 Z-|val Tyr --—Pro|-NH;
VI VII
Hydrazinl ! Pd/H;
BOC ¥
|
Z-|Val-————Lys-N;H; H-|[Val———— —Tyr— ———Pro|~-NH;
Vi 1X
! Azidmethode
BOC v
|
Z~|Val Lys Val Tyr Pro|-NH»
20 21 22 23 24
X

Die Kondensationsverfahren wurden so ausgesucht, daB bei keinem Kupplungs-
schritt mit einer nennenswerten Racemisierung gerechnet zu werden brauchte. In
solchen Fillen, wo Carbodiimid- und gemischte Anhydridmethode ungefahr gleiche
Ausbeuten lieferten, wie beispielsweise bei der Verkniipfung von XV und XVI zum
Octapeptid, gaben wir der letzteren den Vorzug und bringen auch nur diese eine
Methode im Versuchsteil.

4 B. Bezas und L. Zervas, J. Amer. chem. Soc. 83, 719 [1961].

5) L. A. CArRPINO, J. Amer. chem. Soc. 79, 98 [1957].

6) Abkiirzungen: DCD = Dicyclohexylcarbodiimid, Z = Carbobenzoxyrest, N3 = Azido-
gruppe.
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Die hydrogenolytische Abspaltung der Nitrogruppen und des Carbobenzoxyrestes
aus diesem Octapeptid-Derivat verlduft iiberraschend glatt. Bei der Hydrierung bei
Raumtemperatur in Methanol/Wasser/Eisessig (100:10: 2) in Gegenwart von Palla-
diummohr war nach 5 Stdn. der Carbobenzoxyrest volistindig eliminiert. Die Hy-
drierung wurde dann iiber Nacht in geschlossener Apparatur fortgefiihrt und ergab
nur noch einen Wasserstoffverbrauch, der etwa 1/,¢ der fiir beide Nitrogruppen
bendtigten Menge entsprach. Eine partielle Abspaltung der siurelabilen BOC-Schutz-
gruppe wurde unter diesen Bedingungen nicht beobachtet.

Bei der Kondensation von XVII mit XVIII zum Tetradecapeptid-Derivat erzielten
wir die besten Ausbeuten (ca. 30% d. Th.) mit der Azidmethode. Die beiden freien
Guanidinogruppen der Aminokomponente wurden durch Salzbildung geschiitzt und
das Octapeptidamid XVIII als Trihydrochlorid in die Synthese eingesetzt.

Die meisten Peptid-Derivate konnten durch Umkristallisieren oder Umfillen chro-
matographisch einheitlich erhalten werden. In kristalliner Form fielen die Verbin-
dungen IV, VI, VIII, XI, XIV und XVII an. Die stark basischen Peptidamide II und
XVIII wurden durch Chromatographie an der 15 —30fachen Gewichtsmenge Carboxy-
methylcellulose gereinigt, ein Verfahren, das sich besonders bei Argininpeptiden
bewihrt. K. HoFrMaNN und Mitarbb. 7? demonstrierten dies bereits am Beispiel dhnlich
gebauter, die Sequenz Arg-Arg enthaltender Peptide.

Bei der Gradientenelution mit Ammoniumacetatpuffer erscheint das Tetradeca-
peptidamid II im 0.10—0.12molaren, das Octapeptidamid XVIII im 0.15—0.18 mo-
laren Eluat.

Der Gehalt der einzelnen Fraktionen wurde durch Messung der Tyrosinabsorption
bei 275 my. bestimmt und die Peptide aus der Losung durch Lyophilisieren, frei von
Ammoniumacetat, als wasserhaltige amorphe Triacetate isoliert. Zur Uberfithrung
in die entsprechenden Hydrochloride stellten wir die ca. 1-proz. wiflir. Losung der
Acetate mit 1n HCl auf pH 2.2 ein und lyophilisierten anschlieBend. Das Endprodukt
ist chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich und zeigt die zu erwartende
Aminosiurezusammensetzung.

Herrn Dr. H. H. ScH6NE mdchten wir fiir die Ausfiihrung der Aminosidureanalysen bestens
danken.

7 K. HOFMANN, TEH-YUNG Liu, H. YAJIMA, N. YANAIHARA und S. LANDE, J. Amer. chem.
Soc. 83, 2294 [1961].
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die Schmelzpunkte wurden im Kupferblock bestimmt und sind unkorrrigiert. Fiir die
aufsteigende Papierchromatographie benutzten wir folgende Ldsungsmittelgemische:

System A = n-Butanol/Eisessig/Pyridin/Wasser (30:6:20:24),
System B = Methylithylketon/Pyridin/Wasser (65:15:20),
System C = sek.-Butanol/3-proz. Ammoniak (100 : 44),

System D = sek.-Butanol/Isopropylalkohol/Chloressigsdure/Wasser (70:10:3 g: 40)
Die Laufzeit in System B war 8 Stdn., in den ilbrigen Systemen 16 Stdn.

Die Elektrophorese wurde bei 100 Volt in Pyridin/Eisessig/Wasser (180 :40:1800) bei
pH 5.9 ausgefiihrt. Die Angabe Es9 = 2.0 (Lys) bedeutet beispielsweise, daB die betreffende
Substanz unter diesen Bedingungen 2.0mal schneller wandert als Lysin.

N%-Carbobenzoxy-N&-BOC-lysin: Die Ldsung von 280 g N®-Carbobenzoxy-lysin® (1 Mol)
in 1.4 / Wasser wird bei Raumtemperatur mit 0.8 / Dioxan, 160 g BOC-Azid (1.1 Mol) und
60 g fein gepulvertem Magnesiumoxyd (1.5 Mol) versetzt und die Mischung zunéchst 8 Stdn.
bei 40°, dann tiber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt. Man saugt vom tiberschiiss. Mag-
nesiumoxyd ab und engt das Filtrat i. Vak. unterhalb von 60° auf ein Drittel ein, wobei sich
2 Phasen bilden. Sodann wird mit 2 / Wasser verdiinnt und nach Zugabe von 3 / Eisessigester,
unter jeweiligem Durchschiitteln, eine konzentrierte wiBr, Zitronensdureldsung portionsweise
zugegeben, bis die wilir. Phase pH 3 hat. Die organische Phase wird abgetrennt, mit 0.2 /
Wasser gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. unterhalb von 60° einge-
dampft. Es bleiben 330 g des BOC-Derivates (86% d. Th.) als schwach gelbliches Harz
zurlick. R (A) = 0.92. Der daraus mit iberschiiss. Diazomerhan in Ather erhaltene Methylester
kristallisiert im Laufe einer Woche durch und schmilzt nach Waschen mit Petroldther und
Trocknen an der Luft bei 57°.

Prolinamid (III): In die Ldsung von 249 g N-Carbobenzoxy-prolin (1 Mol) und 138 ccm
wasserfreiem Tridthylamin (1 Mol) in 2 / absol. Tetrahydrofuran werden bei — 10° unter inten-
sivem Rithren 96 ccm Chlorameisensiiure-ithylester (1 Mol) und 10 Min. danach 100 ccm
flissiges Ammoniak auf einmal eingetragen. Man 148t noch 1 Stde. bei Raumtemperatur
weiterreagieren, dampft ein und verteilt den Riickstand zwischen 1/ Wasser und 2 / Chloro-
form. Die Chloroformldsung wird mit je 0.2/ 2n HCI, 21 Na,CO3 und Wasser gewaschen,
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und eingedampft. Der sirupdse Eindampfriickstand kri-
stallisiert aus 3 / siedendem Wasser beim Abkiihlen auf 0° in farblosen Prismen vom Schmp.
90—91°. Ausb. 200 g (80% d. Th.) N-Carbobenzoxy-prolinamid.

124 g N-Carbobenzoxy-prolinamid (0.5 Mol) werden in 0.5 / Methanol geldst und in offener
Apparatur in Gegenwart von 5 g Palladiummohr hydriert, bis die Kohlendioxydentwicklung
beendet ist (etwa 10 Stdn.). Man filtriert vom Katalysator ab, dampft die Ldsung ein und
trocknet den Riickstand i. Vak. tiber Calciumchlorid, bis er sich pulverisieren 1a8t. Ausb. 55 g
(fast quantitativ), Schmp. 94 —96°. [a]2: —95 + 1.5°(c = 2, Athanol), Rr(A) =0.42.

N-Carbobenzoxy-tyrosyl-prolinamid (1V): 34.2 g Prolinamid (1II) (0.3 Mol) und 95¢g
N-Carbobenzoxy-tyrosin (0.3 Mol) 18st man in einer Mischung von 0.5 / Acetonitril und 0.2/
Dimethylformamid und tropft dann bei + 5° unter Riihren die Ldsung von 62 g Dicyclohexyl-
carbodiimid (0.3 Mol) in 100 ccm Acetonitril innerhalb von 10 Min. ein. Nach Belassen im
Kithlschrank wird der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff (54 g = 81% d. Th.) am andern
Morgen abgenutscht und mit 50 ccm Dimethylformamid gewaschen Die vereinigten Filtrate
engt man i. Vak. unterhalb von 60° auf eine Drittel ein, schiittelt das Konzentrat mit 1/
11 NaHCO3 durch und kocht die siruptse Fallung mit 0.5 / Essigester auf, wobei schon in der
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Siedehitze Kristallisation eintritt. Nach eintigigem Stehenlassen bei 0° wird das Reaktions-
produkt abgesaugt, mit 100 ccm Essigester und 50 ccm Methanol gewaschen und bei 60°
getrocknet. Man erhilt 75 g farblose Prismen (62% d. Th.) vom Schmp. 187 —190° [o]%’:
—31.3 +2° (c = 1, Eisessig). Aus 95-proz. Athanol kristallisiert die Substanz in Blittchen

vom Schmp. 193°. 1y N4O4 (411.4) Ber. N102 Gef. N 10.1

Carbobenzoxyvalyl-tyrosyl-prolinamid (VII): 86 g IV (0.21 Mol) werden in 210 ccm einer
37-proz. Losung von Bromwasserstoff in Eisessig unter Rilhren und Feuchtigkeitsausschluf3
gelost (etwa 30 Min.). Beim Durchschiitteln der Ldsung mit 1.8 / Ather fillt das Dipeptidamid-
hydrobromid harzig aus. Die iiberstehende L6sung wird abgegossen und das Harz dekantierend
mit zweimal 0.2 / Ather gewaschen. Man verteilt es dann zwischen 150 ccm Wasser und 150ccm
Ather, trennt die wiBr. Phase ab, stellt sie mit festem Natriumcarbonat auf pH 5.0 ein und
gibt nach dem Abkiihlen auf 0° noch 29 ccm Triéthylamin (0.21 Mol) zu. Inzwischen wird
eine bereits auf —10° abgekiihlte Losung von 50.2 g° N-Carbobenzoxy-valin (0.20 Mol) und
29 ccm Tridthylamin (0.21 Mol) in 0.8 / absol. Tetrahydrofuran unter intensivem Riihren
auf einmal mit 19.7 g Chlorameisensdure-iithylester (0.205 Mol) versetzt. Nach 10 Min. 148t
man bei der gleichen Temperatur die obige eiskalte Losung der Aminokomponente innerhalb
1 Min. einlaufen. Sofort anschlieBend wird das Kiltebad entfernt und die Reaktion durch
1stdg. Rithren bei Raumtemperatur zu Ende gebracht. Die L8sung wird i. Vak. auf etwa ein
Drittel eingeengt, mit 1 / Chloroform verdiinnt und die Mischung mit je 0.2/ 1n HCI, 1n
NaHCO; und Wasser gewaschen. Den harzigen Eindampfriickstand nimmt man in
0.2/ Essigester auf und rithrt diese Losung in 1/ Petroldther (40—80°) ein. Die pulverige
Fillung l4Bt sich gut absaugen und wird nach dem Waschen mit Petrolither zunichst an der
Luft, dann bei 50°/15 Torr {iber Paraffin getrocknet. Das farblose, amorphe Pulver hilt
1/, Aquiv. Essigester fest und besitzt keinen scharfen Schmp. Ausb. 96 g (87% d. Th.), R¥ (A)
= 0.95.

C27H34N40¢- 1/ CH3CO2C,H;s (554.6) Ber. C62.9 H6.9 N 10.1 Gef. C62.8 H7.0 N 10.2

Valyl-tyrosyl-prolinamid (IX): 51.1g VII-1/, CH3;CO,C2Hs (0.1 Mol) werden in 0.3/
Methanol geldst und in offener Apparatur mit 3 g Palladiummohr hydriert, bis die Kohlen-
dioxydentwicklung beendet ist (etwa 3 Stdn.). Man trennt vom Katalysator ab, dampft die
Losung i. Vak. unterhalb von 40° ein, und trocknet den Eindampfriickstand bei 1 Torr iiber
Calciumchlorid, bis er sich pulverisieren 148t. Man gewinnt 37 g des leicht wasserl8slichen,
nicht hygroskopischen Tripeptidamid-sesquihydrats (929, d. Th.). Rr (A) = 0.69, [x]¥:
—34.4 1 1° (¢ = 1, Methanol).

C|9H28N404' 11/2 Hzo (403.6) Ber. N139 Gef. N 138

Carbobenzoxyvalyl-N¢-BOC-lysinmethylester (VI): Die Losung von 27.6 g Carbobenzoxy-
valin (0.11 Mol) und 26.0 g frisch bereitetem N°-BOC-Lysinmethylester? (0.10 Mol) in 150ccm
Acetonitril wird bei —10° mit der Lésung von 22.7 g Dicyclohexylcarbodiimid (0.11 Mol)
in 100 ccm Acetonitril versetzt. Nachdem die Mischung iiber Nacht bei 4+ 5° gestanden hat,
wird der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff (18.8 g = 84 % d. Th.) abgenutscht und mit 50ccm
Acetonitril gewaschen. Man dampft die vereinigten Filtrate unterhalb von 80° ein und 16st
den amorphen Eindampfriickstand in 0.8 / Essigester. Die mit je 0.1/ 0.5 m Zitronensiure,
1 n NaHCO3; und Wasser gewaschene und ilber Magnesiumsulfat getrocknete Lésung wird
auf 0.1 / eingeengt und in der Wirme mit 0.4 / Petrolidther (40 —80°) versetzt. Aus der zunéchst
klaren Mischung kristallisiert der Dipeptidester iiber Nacht bei Raumtemperatur aus. Nach
dem Waschen mit Petrolither wird er an der Luft getrocknet. Ausb. 38 g (77% d. Th.),
Schmp. 111 —113°,

CysH39N307 (493.6) Ber. C60.8 H8.0 N85 Gef. C60.8 H8.1 N8.5
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Carbobenzoxyvalyl-N¢-BOC-lysinhydrazid VIII: 49.4g VI (0.1 Mol):kocht man in einer
Mischung von 0.5 / Methanol und 50 ccm 80-proz. Hydrazinhydrat 3 Stdn. unter Riickflu},
rithrt die klare Reaktionslésung in 5 / Wasser ein und stellt die Mischung mit Eisessig auf
pH 8. Nach 3stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wird das mikrokristallin abgeschiedene
Hydrazid abgesaugt, mit Wasser neutral gewaschen und bei 70° i. Vak. getrocknet: 81.5g
farbloses Pulver (84 % d. Th.) vom Schmp. 180—182°.

C24H39Ns0¢ (493.6) Ber. N 14.2 Gef. N 14.1

Carbobenzoxyvalyl-N%BO C-lysyl-valyl-tyrosyl-prolinamid (X ) : Die L6sung von 19.8 g VIII
(40 mMol) in 40 ccm Dimethylformamid wird bei Raumtemperatur mit 200 ccm Eisessig
verdiinnt. In diese Mischung trigt man bei —10° unter Riihren kurz nacheinander 44 ccm
1n NaNO; und 40 ccm 12 HCl und nach 2 Min. weitere 40 ccm 12'HCl ziemlich rasch ein,
rithrt noch 5 Min. bei —10° und gieBt die Reaktionsldsung dann in 2 / Eiswasser ein. Vom
harzig abgeschiedenen Azid wird dekantiert, dieses in eiskalter 1n NaHCOj; gut abgeprefit
und dekantierend mit Eiswasser gewaschen. Das feuchte, wachsartige Reaktionsprodukt und
20.2 g Valyl-tyrosyl-prolinamid-sesquihydrat (50 mMol) werden bei 0° unter Rithren in 200ccm
Dimethylformamid innerhalb von etwa 30 Min. in Ldsung gebracht. Die triibbe Mischung
beldaBt man 2 Tage bei +5°, saugt dann von wenig Ungeldstem ab und dampft das hellgelbe
Filtrat i. Vak. ein. Das Rohprodukt wird in 50 ccm Essigester unter Erwdrmen gelost, aus
dem Konzentrat mit 300 ccm Essigester als Harz ausgefillt und durch Dekantieren isoliert.
Durch Lésen in 100 ccm Methanol und Einrithren der Losung in 0.4 / Wasser wird die Ver-
bindung schlieBlich pulverig erhalten. Nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen i. Vak.
iiber Calciumchlorid Ausb. 25.2 g (609% d. Th.), Schmp. 148—153, [a]¥’: —60.4 +1°
(c = 1, Methanol), Rr (A) nach HBr-Behandlung = 0.57, R (A) nach Trifluoressigsiure-
behandlung = 0.88. '

C43H3N701p (838.2) Ber. C61.6 H7.6 N11.7 Gef. C60.6 H8.2 N11.7

Valyl-N¢-BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-prolinamid (XVI): 16.8 g X (20 mMol) werden in 0.4/
Methanol in Gegenwart von 2 g Palladiummohr wie iiblich hydriert. Die Methanollosung
wird dann unterhalb von 40° eingedampft, der amorphe Eindampfriickstand mit 100 ccm
Essigester aufgenommen und diese Lésung unter intensivem Riihren in 0.5 / Ather eingetropft.
Die pulverige Fillung saugt man ab und trocknet nach dem Waschen mit Ather zunidchst
an der Luft, dann bei 40°/1 Torr iiber KOH. Ausb. 13.4 g (95% d. Th.). Das amorphe Penta-
peptidamid X VI ist nicht hygroskopisch und kaum 13slich in Wasser. Es 18st sich gut in Di-
methylformamid, wasserhaltigem Acetonitril und verd. Essigsaure. Schmp. 130° (Zers.).
[o]30: —62.1 £2° (c =1, Methanol), Rr(A) = 0.93, Rr(A) nach Trifluoressigsiurebe-
handlung = 0.61.

C3sHs7N70g (704.2) Ber. N 13.9 Gef. N13.4

N®-Carbobenzoxy-N®-nitro-arginyl-N®-nitro-arginyl-prolin (XV): Die Lésung von 43.3 g
NO9-Carbobenzoxy-N®-nitro-arginyl-N®-nitro-arginyl-prolin-methylester ) (XIII) (Re (A) = 0.91,
Rr (A) nach HBr-Behandlung = 0.60) (65 mMol) in 300 ccm 95-proz. wiflir. Dioxan wird
mit 100 ccm 1 7 NaOH versetzt und die Mischung 2 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen.
Die Reaktionsldsung wird anschlieBend mit Kohlendioxyd gesittigt und unterhalb von 30°
auf 100 ccm eingeengt. Man verdiinnt das Konzentrat mit 400 ccm Wasser, saugt von wenig
harziger Fillung ab und stellt das Filtrat mit 27 HCI auf pH 2 ein. Die amorphe Fillung wird
mehrmals dekantierend mit Wasser gewaschen, zweimal mit Athanol/Benzol (2 : 1) abgedampft
und bei 60°/1 Torr iiber KOH getrocknet, bis sie pulverisierbar ist. Die in einer Ausb. von
35.0 g (78% d. Th.) erhaltene Substanz enthilt noch !/2 Aquiv. Athanol. []®: —37.7 +1°
(c = 1, Methanol), Rs (A) = 0.78, Rr (D) = 0.83, Zers.-P. 105° (Sintern bei 96°).

CasH37N 1 O+ 1/2 C2HsOH (674.7) Ber. N 22.8 Gef. N 22.3
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N8-Carbobenzoxy-N®-nitro-arginyl-N®-nitro-arginyl-prolyl-valyl-N*- BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-
prolinamid: Die auf — 5° abgekiihlte L&sung von 6.75 g XV (10 mMol) und 1.38 ccm Tridthyl-
amin in 150 ccm Dioxan/Dimethylformamid (1 : 1) wird unter intensivem Riihren mit 0.97ccm
Chlorameisensdiure-dithylester und 5 Min. danach mit der eiskalten Ldsung von 7.04 g Valyl-
Ne-BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-prolinamid (XVI) (10 mMol) in 30 ccm 90-proz. wifr. Dimethyl-
formamid versetzt. Sofort anschlieBend entfernt man das Kiltebad und 148t noch 2 Stdn. bei
Raumtemperatur reagieren. Die Reaktionsldsung wird unterhalb von 50° i. Vak. eingedampft,
der Eindampfriickstand bei 0° mit einer Mischung von 30 ccm Methanol und 3 ccm Eisessig
aufgenommen und diese Losung in 0.3 / Wasser eingeriihrt. Der pulverige Niederschlag wird
abgesaugt, in 80 ccm Methanol gelést und durch Einrithren dieser Losung in 0.6 / 12 NaHCO3
erneut ausgefillt. Nach Waschen mit Wasser und Trocknen bei 60°/15 Torr ilber KOH erhiilt
man 10.3 g eines farblosen, amorphen Pulvers (77% d. Th.), das nicht weiter gereinigt wird.
Zers.-P. 167° (Sintern bei 147°), [a]3’: —81.7 & 2° (¢ = 1, Methanol).

CsoHoaN 017 (1337.8) Ber. C53.8 H6.9 N 189 Gef. C52.7 H7.2 N17.8

Arginyl-arginyl-prolyl-valyl- N*- BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-prolinamid- trihydrochlorid-hexa-
hydrat (XVIII): 26.8 g des vorstehenden Rohprodukts (20 mMol) werden in 888 ccm
Methanol/Wasser/Eisessig (100:10:2) in Gegenwart von 4 g Palladiummohr in offener
Apparatur bis zur beendeten Kohlendioxydentwicklung und anschlieBend, nach Zugabe von
2 g frischem Katalysator, noch 18 Stdn. bei Raumtemperatur in der Schilttelente hydriert.
Die vom Palladium abgetrennte Lésung wird auf 100 ccm eingeengt, mit 0.5/ 0.2-proz.
Essigsdure verdiinnt, filtriert und lyophilisiert. Man erhilt 19.6 g farbloses, schwach
hygroskopisches Pulver. [«]¥: —72.6 + 1° (¢ = 1, H20).

Das gesamte Rohprodukt wird in 100 ccm 0.01 m Ammoniumacetatpuffer geldst und auf
eine mit dem gleichen Puffer dquilibrierte Sdule (7.5%35cm) von 250 g Carboxymethyl-
cellulose gegeben. Bei der Gradientenelution mit insgesamt 157 0.01—0.20 m Ammonium-
acetatpuffer (DurchfluBgeschwindigkeit 15 ccm/Min.) wird das reine Octapeptidamid im
0.15—0.18 m Eluat erhalten (Messung der Absorption bei 275 my. in Fraktionen von 200 ccm)
und durch dreimaliges Lyophilisieren frei von Ammagiumacetat als Triacetat-tetrahydrat
isoliert. Ausb. 11.0g (40% d.Th.). [«]¥: —824 +1° (¢ =1, Hz0), Apax =275 mp,
Rr (A) = 0.68, Rr (D) = 0.62, Rr (A) nach Trifluoressigsiiurebehandlung 0.36.

Cs2HggN;601-3 CH3CO2H -4 HyO (1365.8) Ber. N 16.4 H,0 53  Gef. N 16.4 H;0 5.5

Zur Uberfuhrung in das Hydrochlorid wird die L8sung des Acetats in 250 ccm Wasser bei
Raumtemperatur mit 1 n HCI auf pH 2.2 eingestellt und sofort lyophilisiert. Nach Trocknen
i. Vak. itber KOH bei Raumtemperatur enthalten drei verschiedene Priaparationen 3.3 —3.5
Aquivv. Chlorion. [«]: —81.0 £ 1° (¢ = 1, H20), Esg = 2.3 (Lys), Rr (A) = 0.68, Rr (B)
=0.48, Rr (C) = 0.41. Nach Trifluoressigsiurebehandlung: Rr (A) = 0.36, Rr (B) = 0.08,
Rr (C) =0.07.

Aminosiureverhiltnis im Shurehydrolysat (40 Stdn. 110° in halbkonz. Salzsdure): Lys;,o3
Arg; a4 Proz.10 Valago Tyro.oo NH3 06 (vEL S. 618 und Anm.8)).

Cs2HggN16011-3 HCl-6 H0 (1330.8) Ber. N 16.8 C1©8.0 Hz0 8.1
Gef. N 16.7 C199.0 H,0 7.8

N®-Carbobenzoxy-N¢-BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycin (XI): Die Lésung von 66.2 g N°-
Carbobenzoxy-Ne-BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycindithylester (0.1 Mol)3! in 500ccm Methanol wird
mit 110 ccm 172 NaOH versetzt. Nach 1stdg. Belassen bei Raumtemperatur sittigt man das
Reaktionsgemisch mit Kohlendioxyd und engt es im Rotationsverdampfer unterhalb von
40° auf 1/3 ein. Beim Verdiinnen mit 0.8 / Wasser fillt ein harziges Nebenprodukt aus, von

8 Analytic. Chem. 30, 1190 [1958].
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dem abfiltriert wird. Das Filtrat wird mit 1 m Zitronensidure auf pH 2.5 eingestelit, die Fillung
in 0.8 7 Essigester geschiittelt und die org. Phase mit Wasser gewaschen und iiber Magnesium-
sulfat getrocknet. Beim Verdiinnen der auf 100 ccm eingeengten Essigesterldsung fillt das
Verseifungsprodukt $lig aus, kristallisiert aber im Laufe einiger Stdn. bei Raumtemperatur
durch. Nach Waschen mit Petroldther und Trocknen an der Luft werden 52 g (829 d. Th.)
vom Schmp. 116—118° erhalten. [«]®: —81.4 +2° (¢ =1, Methanol), Rr(A) = 0.92,
Rr (A) nach Trifluoressigsdurebehandlung = 0.63.

C3;H47NsOg (633.7) Ber. N11.0 Gef. N 11.1

N@. Carbobenzoxy-N®BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycyl-Né-BOC-lysyl-N*-BO C-lysinmethylester
(XIV): Die Mischung von 29.3 g frisch bereitetem N®-BOC-Lysyl-N®-BOC-lysin-methyl-
ester?) (XII) (60 mMol) in 200 ccm Acetonitril und 31.7 g X7 (50 mMol) in 100 ccm Dimethyl-
formamid wird bei —10° mit der L&sung von 11.3 g Dicyclohexylcarbodiimid (55 mMol) in
50 ccm Acetonitril versetzt. Nach eintigigem Stehenlassen bei 0° wird die Lésung 10 Min.
zum Sieden erhitzt (um teilsweie abgeschiedenes Kondensationsprodukt in Lésung zu bringen)
und heiB vom Dicyclohexylharnstoff abgesaugt. Der Eindampfriickstand wird in 1/ Chloro-
form mit 0.5 m Zitronensédure, 1 n NaHCO3; und Wasser gewaschen und nach dem Trocknen
iiber Magnesiumsulfat das Lsungsmittel abgedampft. Man nimmt den harzigen Riickstand
mit 200 ccm siedendem Essigester auf, filtriert von wenig Dicyclohexylharnstoff ab, und 146t
liber Nacht bei 0° kristallisieren. Das gelartig abgeschiedene Peptidderivat wird scharf ab-
gesaugt, mit 100 ccm Essigester gewaschen und bei 60°/1 Torr iiber Paraffin getrocknet. Man
gewinnt 44.7 g farbloses Pulver (819 d. Th.) vom Schmp. 112—114°. [o]?’: —49.4 &+ 1.5°
(¢ = 1, Methanol), Rr (A) = 0.96, Rr (A) nach Trifluoressigsiurebehandlung = 0.60, Rr (A)
nach HBr-Behandlung = 0.25.

Cs4HgsNgOys (1104.0) Ber. C58.8 H8.1 N11.4 Gef. C58.9 H8.1 N11.6

NO. Carbobenzoxy- N%- BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycyl-N¢- BOC-lysyl- N®- BO C-lysinhydrazid
(XVII): 50 g XIV (45 mMol) werden in einer Mischung von 50 ccm 80-proz. Hydrazinhydrat
und 0.5/ Methanol 2 Stdn. unter RitckfiuB gekocht. AnschlieBend verdiinnt man die klare
Reaktionsldsung mit 6 / Wasser und stellt sie mit Eisessig auf pH 6 ein. Nach Aufbewahren
iiber Nacht bei Raumtemperatur wird das ausgeschiedene Hydrazid abgesaugt, mit Wasser
gewaschen und sofort wieder in 1.5 I siedendem Essigester geldst. Nach Einengen der wasser-
gesittigten Essigesterldsung auf 0.7 / 1i8t man iiber Nacht bei 0° stehen. Das gebildete Gel
wird scharf abgesaugt, mit 0.5 / Petrolather gewaschen und an der Luft getrocknet. Man erhilt
39 g eines farblosen Pulvers (78% d. Th.) vom Schmp. 139—141°. [«]%: —56.2 £ 2° (c =1,
Methanol).

Cs3HgoN 1014 (1104.0) Ber. N 14.0 Gef. N 14.0

N°®-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycyl- N®- BO C-lysyl-N®- BOC-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-valyl-
Ne-BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-prolinamid-trikydrochlorid-tetrahydrat (II): Die Losungvon 22.1 g
XVII (20 mMol) in 250 ccm 90-proz. wiBr. Tetrahydrofuran wird bei —5° unter Riithren mit
22 ccm 1m NaNO,, anschlieBend mit 22 ccm 1n HCl und 5 Min. danach mit weiteren
22 ccm 1 n HCl versetzt. Nach 5 Min. neutralisiert man die iiberschiiss. Salzsdure durch Zugabe
von 3.05 ccm Tridthylamin (22 mMol) und 14Bt in die Reaktionsldsung bei —5° die eiskalte
Mischung von 13.3 g XVIII (10 mMol), 200 ccm Dimethylformamid und 1.8 ccm Tridthylamin
(13 mMol) innerhalb einer Min. einlaufen. Nach zweitigigem Stehenlassen bei +5° wird das
Ldsungsmittel i.Vak. abgezogen, der Riickstand in 1/ Methanol geldst und in tiblicher Weise
mit 8 g Palladiummohr bis zur beendeten Kohlendioxydentwicklung (ca. 5 Stdn.) hydriert.
Nach Abdampfen des Methanols nimmt man das harzige Hydrierungsprodukt mit 0.4 /0.1 »
Essigsdure anf, filtriert die Losung und gibt das Filtrat auf eine S3ule (7.5 35 cm) von 250 g
Carboxymethylcellulose in der H®-Form. Bei der nachfolgenden Gradientenelution 15 (ccm/
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Min.) mit insgesamt 157 0.01 —0.15 m Ammoniumacetatpuffer wird das gewiinschte Peptid
(Amax = 275 my) im 0.10—0.12 m Eluat erhalten und durch dreimaliges Lyophilisieren als
Acetat isoliert. Ausb. 7.6 g, Rr (A) = 0.95, Rr (B) = 0.77, Rr (C) = 1.0. Kurz vor der Haupt-
fraktion erscheint im ca. 0.10 m Eluat ein ebenfalls bei 275 my absorbierendes Nebenprodukt
mit Rr (A) = 0.74, Rr (B) = 0.42 und Rr (C) = 0.46.

Zur Uberfithrung in das Hydrochlorid wird das Acetat in 0.5 / Wasser geldst, die Losung
mit 12 HCI bei 0° auf pH 2.2 eingestellt und sofort lyophilisiert. Auch nach mehrtigigem
Trocknen bei 20°/15 Torr itber KOH enthilt die Substanz noch 0.5 Val freie HCI und 4 Val
H,0. Die Ausb. betriigt 7.4 g (319 d. Th.) eines farblosen, amorphen, leicht wasserldslichen
Pulvers. Das Peptidderivat ist chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich. R (A)
= 0.96, Rr (B) = 0.66, Rr (C) = 1.0; nach Trifluoressigsiaurebehandlung: Rr (A) = 0.08,
Ry (B) =0, Rr (C) = 0.04; nach 5 Stdn. in 0.1 » HCl bei 20° (1-proz. L8sung): Rr (A) = 0.76/
0.51/0.29/0.08 (ca. 2:3:2:1). [a]¥: — 85.5 £+ 0.5° (¢ = 1, H,0).

Das Aminosiureverhiltnis im Hydrosysat (40 Stdn. 110° in halbkonz. Salzsdure) wurde im
automatischen Aminosdureanalysator nach D. H. SPACKMANN, W. H. STEIN und S. MOORE®)
bestimmt und betrug: Lyss.02 Arg;.gs Pros,16Gly;.ooVals.o3 Tyrg.90. Die Summe der erfaBten
Aminosiduren entsprach 71 % des eingesetzten Materials.

C97H,67N25023+ 3 HC1-4 H,0 (2232.9) Ber. CI24.8 N 15.7 H,0 3.2
Gef. CI®5.7 N 15.7 H»03.5





