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Synthese ehes Tetradecapeptidarnid-Derivates mit der 
Aminosauresequenz 11-24 des Corticotropins (ACTH) 

Aus der Farbwerke Hoechst AG, vorm. Meister Lucius & Briining, Frankfurt (Main) 

(Eingegangen am 25. August 1962) 

Die Synthese des paitiell durch tert.-Butyloxycarbonyl-Gruppen (Abk. BOC) 
geschutzten Tetradecapeptidamids Nc-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycyl-Ne-BOC- 
lysyl-NL -BOC-lys yl-arginyl-arginyl-prolyl-valyl-N~ -BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-pro- 
linamid (siimtlich L-Konfiguration) nach dem Schema (4+2) + (3f5) wird 
beschrieben. Die Verbindung ist ein geeignetes Zwischenprodukt f i r  die Dar- 

stellung ACTH-wirksamer Tetracosapeptidamide. 

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

Wir beschaftigen uns seit langerer Zeit mit der Synthese von Eicosa- bis Tetracosa- 
peptiden, die in der Aminosauresequenz mit dern Aminoende der Corticotropine 
(ACTH) ubereinstimmen und deren Carboxyl-Gruppen beide in der Amidform 
vorliegen, da wir verrnuten, daD auch solche Verbindungen eine hohe ACTH-Aktivitat 
aufweisen. 

Ein wichtiges Zwischenprodukt dieser Synthesen ist das Tetradecapeptidamid- 
Derivat 11, dessen Darstellung im folgenden beschrieben wird: 

[ I  @ Hz-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Valr Lys-Val-Tyr-Pro-R 3 C P  1 BOC BOCBOC H@ H@ BOC 
I l l 1  I 

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

I:  R = OC(CH3)j 11: R = NH2 

Auch wir fanden nach zahlreichen Versuchen mit Nu-Tosyl-arginin und Na.N"- 
Dicarbobenzoxy-arginin die Nitrogruppe zum Schutz der Guanidinogruppe des 
Arginins als in diesem Falle am besten geeignet und setzten die h inos lu re  in Form 
des Na-Carbobenzoxy-Nu-nitro-Derivates ein. 

Fiir die Darstellung des bereits von R. SCHWYZER und W. R I ~ L ~ )  beschriebenen 
Na-Carbobenzoxy-Ne-BOC-lysins wahlten wir als neuen Weg die Umsetzung des 

1) Helv. cum. Acta 44, 1136 [1961]. 
2 )  In dieser und in den folgenden Formeln werden die Aminosaurereste nach dem Vorschlag 

von E. BRAND und J. T. EDSALL, Annu. Rev. Biochem. 16, 223 [1947] abgekurzt. - Alle 
Aminosiuren gehi3ren der L-Reihe an. 

3) Helv. chim. Acta 44, 159 [1961]. 
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auch im technischen MaBstab leicht zuganglichen Na-Carbobenzoxy-lysins4) mit 
BOC-Azida. 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 gewahlt, daB Zum Schutze der a-Amino- 
gruppen einheitlich der Carbobenzoxyrest Verwendung finden kann. 

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

Den Aufbau der Peptidkette haben wir gemal3 Schema 1 und 26) vorgenommen. 
Schema 1 

Z - E ( - - O H  H-Iq-NH2 -- Z-pyr------ . -Prol-NHz 
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I 
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Die Kondensationsverfahren wurden so ausgesucht, daB bei keinem Kupplungs- 
schritt mit einer nennenswerten Racemisierung gerechnet zu werden brauchte. In 
solchen Fallen, wo Carbodiimid- und gemischte Anhydridmethode ungefahr gleiche 
Ausbeuten lieferten, wie beispielsweise bei der Verknupfung 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. CARPINO, J. Amer. chem. SOC. 79, 98 [1957]. 
6) Abkiirzungen: DCD = Dicyclohexylcarbodiiniid, 2 = Carbobenzoxyrest, N3 = Azido- 

gruppe. 
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Die hydrogenolytische Abspaltung der Nitrogruppen und des Carbobenzoxyrestes 
aus diesem Octapeptid-Derivat verlauft 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 vollsthdig eliminiert. Die Hy- 
drierung wurde dann iiber Nacht in geschlossener Apparatur fortgefiihrt und ergab 
nur noch einen Wasserstoffverbrauch, der etwa 1/10 der fur beide Nitrogruppen 
benotigten Menge entsprach. Eine partielle Abspaltung der saurelabilen 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.) rnit der Azidmethode. Die beiden freien 
Guanidinogruppen der Aminokomponente wurden durch Salzbildung geschiitzt und 
das Octapeptidamid XVnI als Trihydrochlorid in die Synthese eingesetzt. 

Die meisten Peptid-Derivate konnten durch Umkristallisieren oder Umfdlen chro- 
matographisch einheitlich erhalten werden. In kristalliner Form fielen die Verbin- 
dungen IVY VI, VIIT, XI, XN und XVII an. Die stark basischen Peptidamide TI und 
XVIII wurden durch Chromatographie an der 15 -30fachen Gewichtsmenge Carboxy- 
methylcellulose gereinigt, ein Verfahren, das sich besonders bei Argininpeptiden 
bewahrt. K. HOFMANN und Mitarbb.7) demonstrierten dies bereits am Beispiel ahnlich 
gebauter, die Sequenz Arg-Arg enthaltender Peptide. 

Bei der Gradientenelution mit Ammoniumacetatpuffer erscheint das Tetradeca- 
peptidamid I1 im 0.10-0.12molaren, das Octapeptidamid XVIII im 0.15-0.18mo- 
laren Eluat. 

Der Gehalt der einzelnen Fraktionen wurde durch Messung der Tyrosinabsorption 
bei 275 mp bestimmt und die Peptide aus der Losung durch Lyophilisieren, frei von 
Ammoniumacetat, als wasserhaltige amorphe Triacetate isoliert. Zur hr fuhrung  
in die entsprechenden Hydrochloride stellten wir die ca. 1-proz. waDr. Losung der 
Acetate mit 1 n HCl auf pH 2.2 ein und lyophilisierten anschliel3end. Das Endprodukt 
ist chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich und zeigt die zu envartende 
Aminosaurezusammentzung. 

Herrn Dr. H. H. S C H ~ N E  machten wir fur die AusfUhrung der Aminosaureanalysen 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 D E R  VERSUCHE 
Die Schmelzpunkte wurden im Kupferblock bestimmt und sind unkorrrigiert. Fiir die 

System A = n-Butanol/Eisessig/Pi~/Wasser 
System B = MethylBthylketon/Pyridin/Wasser 

System D = sek.-Butanol/Isopropylalkohol/Chloressigsaure~asser (70 : 10 : 3 g : 40) 

Die Laufzeit in System B war 8 Stdn., in den iibrigen Systemen 16 Stdn. 

Die Elektrophorese wurde bei 100 Volt in Pyridin/Eisessig/Wasser (180 : 40 : 1800) bei 
pH 5.9 ausgefihrt. Die Angabe E5.9 = 2.0 (Lys) bedeutet beispielsweise, daD die betreffende 
Substanz unter diesen Bedingungen 2.0mal schneller wandert als Lysin. 

NO-Carbobenzoxy-N*-BOC-lysin: Die L6sung von 280 g Na-Carbobenzoxy-lysin4) (1 Mol) 
in 1.4 I Wasser wird bei Raumtemperatur mit 0.8 I Dioxan, 160 g BOC-Arid (1.1 Mol) und 
60 g fein gepulvertem Magnesiumoxyd (1.5 Mol) versetzt und die Mischung zunachst 8 Stdn. 
bei 40". dann tiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Man saugt vom iiberschiiss. 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 I Wasser verdiinnt und nach Zugabe von 3 I Eisessigester, 
unter jeweiligem Durchschiitteln, eine konzentrierte waDr. Zitronenslurel6sung portionsweise 
zugegeben, bis die wBBr. Phase pH 3 hat. Die organische Phase wird abgetrennt, mit 0.2 I 
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 
zurtick. RF (A) = 0.92. Der daraus mit tiberschiiss. Diazomethun in j'ither erhaltene Methylester 
kristallisiert im Laufe einer Woche durch und schmilzt nach Waschen mit Petrolather und 
Trocknen an der Luft bei 57". 

aufsteigende Papierchromatographie benutzten wir folgende L6sungsmittelgemische : 
(30: 6 :  20: 24). 
(65 : 15 : 20). 

System C = sek.-Butanol/3-proz. Ammoniak (100 : 44), 

Prolinamid (III ) :  In die L6sung von 249 g N-Carbobenzoxy-prolin (1 Mol) und 138 ccm 
wasserfreiem TriBthylamin (1 Mol) in 2 I absol. Tetrahydrofuran werden bei - 10" unter inten- 
sivem Riihren 96 ccm Chlorameisensiiure-athylester (1 Mol) und 10 Min. danach 100 ccm 
fliissiges Ammoniak auf einmal eingetragen. Man l2Bt noch 1 Stde. bei Raumtemperatur 
weiterreagieren, dampft ein und verteilt den Ruckstand zwischen 1 1 Wasser und 2 I Chloro- 
form. Die Chloroforml6sung wird mit je 0.2 I 2n HCI, 2n NazCO3 und Wasser gewaschen, 
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und eingedampft. Der sirup6se Eindampfriickstand kri- 
stallisiert aus 3 I siedendem Wasser beim Abklihlen 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 I Methanol gelbst 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 Losung ein und 
trocknet den Rtickstand i. Vak. iiber Calciumchlorid, bis er sich pulverisieren 1aBt. Ausb. 55 g 
(fastquantitativ). Schmp. 94-96'. [a]go: -95 f 1.5" (c = 2, j'ithanol). RF(A) =0.42. 

N-Carbobenzoxy-tyrosyl-prolinamid (IV): 34.2 g Prolinamid 011) (0.3 Mol) und 95 g 
N-Carbobenroxy-tyrosin (0.3 Mol) l6st man in einer Mischung von 0.5 I Acetonitril und 0.2 I 
Dimethylformamid und tropft dann bei +So unter RIihren die L6sung von 62 g Dicyclohexyl- 
curbodiimid (0.3 Mol) in 100 ccm Acetonitril innerhalb von 10 Min. ein. Nach Belassen im 
Kiihlschrank wird der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff (54 g = 81 % d. Th.) am andern 
Morgen abgenutscht und mit 50 ccrn Dimethylformamid gewaschen Die vereinigten Filtrate 
engt man i. Vak. unterhalb von 60" auf eine Drittel ein, schiittelt das Konzentrat mit 1 I 
1 n NaHCO3 durch und kocht die sirup6w FUung mit 0.5 I Essigester auf, wobei schon in der 
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Siedehitze Kristallisation eintritt. Nach eintagigem Stehenlassen bei 0" wird das Reaktions- 
produkt abgesaugt, mit 100 ccm Essigester und 50 ccrn Methanol gewaschen und bei 60" 
getrocknet. Man erhalt 75 g farblose Prismen (62% d. Th.) vom Schmp. 187-190'. [a]b: 
-31.3 * 2" (c = 1, Eisessig). Aus 95-proz. Athano1 kristallisiert die Substanz in Bliittchen 

Schmp' 19'". C22H2sN304 (411.4) Ber. N 10.2 Gef. N 10.1 

Curbobenzoxyvulyl-tyrosyl-prolinamid (Vfl): 86 g ZV (0.21 Mol) werden in 210 ccm einer 
37-proz. Lasung von Bromwasserstoff in Eisessig unter Riihren und FeuchtigkeitsausschluS 
gelost (etwa 30 Min.). Beim Durchschiitteln der Lasung mit 1.8 I Ather fKllt das Dipeptidarnid- 
hydrobromid harzig aus. Die iiberstehende Losung wird abgegossen und das Harz dekantierend 
mit zweima10.2 IAther gewaschen. Man verteilt es dann zwischen 150 ccm Wasser und 150ccm 
Ather, trennt die waSr. Phase ab, stellt sie mit festem Natriumcarbonat auf pH 5.0 ein und 
gibt nach dem Abkiihlen auf 0" noch 29 ccrn Triathylamin (0.21 Mol) zu. Inzwischen wird 
eine bereits auf - 10" abgekiihlte Losung von 50.2 g' N-Carbobenzoxy-vulin (0.20 Mol) und 
29 ccm Trigthylamin (0.21 Mol) in 0.8 1 absol. Tetrahydrofuran unter intensivem Riihren 
auf einmal rnit 19.7 g Chlorumeisensuure-uithylester (0.205 Mol) versetzt. Nach 10 Min. laSt 
man bei der gleichen Temperatur die obige eiskalte Lbsung der Aminokomponente innerhalb 
1 Min. einlaufen. Sofort anschlieSend wird das Kaltebad entfernt und die Reaktion durch 
1 stdg. Riihren bei Raumtemperatur zu Ende gebracht. Die L6sung wird i. Vak. auf etwa ein 
Drittel eingeengt, mit 1 I Chloroform verdiinnt und die Mischung mit je 0.2 I 1 n HCI, 1 n 
NaHCO3 und Wasser gewaschen. Den harzigen Eindampfriickstand nimmt man in 
0.2 I Essigester auf und rilhrt diese LBsung in 1 I Petrolather (40-80") ein. Die pulverige 
Fallung PiBt sich gut absaugen und wird nach dem Waschen rnit Petrolather zunachst an der 
Luft, dann bei 50°/15 Torr Uber Paraffin getrocknet. Das farblose, amorphe Pulver halt 
112 Aquiv. Essigester fest und besitzt keinen scharfen Schmp. Ausb. 96 g (87 % d. Th.), Rr (A) 

C27H34N406.1/2 C H J C O ~ C ~ H S  (554.6) Ber. C 62.9 H 6.9 N 10.1 Gef. C 62.8 H 7.0 N 10.2 

Valyl-tyrosyl-prolinumid (IX) : 5 1.1 g Vff . 112 C H ~ C O ~ C ~ H S  (0. I Mol) werden in 0.3 1 
Methanol geltist und in offener Apparatur rnit 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 Tom iiber 
Calciurnchlorid, bis er sich pulverisieren IaBt. Man gewinnt 37 g des leicht wasserloslichen, 
nicht hygroskopischen Tripeptidamid-sesquihydrats (92 % d. Th.). RP (A) = 0.69, [alto: 
-34.4 f 1" (c = 1, Methanol). 

= 0.95. 

C19H28N404.11/2 H20 (403.6) Ber. N 13.9 Gef. N 13.8 

Carbobenzoxyvalyl-N8-BOC-lysinmethylester ( Vf) : Die Losung von 21.6 g Curbobenzoxy- 
vulin (0.1 1 Mol) und 26.0 g frisch bereitetem NC-BOC-Lysinmethylesters) (0.10 Mol) in 150ccm 
Acetonitril wird bei -10" mit der Losung von 22.7 g Dicyclohexylcurbodiimid (0.1 1 Mol) 
in 100 ccrn Acetonitril versetzt. Nachdem die Mischung iiber Nacht bei +5" gestanden hat, 
wird der ausgefallene Dicyclohexylharnstofl(l8.8 g = 84 % d. Th.) abgenutscht und mit 50ccrn 
Acetonitril gewaschen. Man dampft die vereinigten Filtrate unterhalb von 80" ein und last 
den amorphen Eindampfriickstand in 0.8 I Essigester. Die rnit je 0.1 10.5 m Zitronensaure, 
1 n NaHCO3 und Wasser gewaschene und Uber Magnesiumsulfat getrocknete LBsung wird 
auf 0.1 I eingeengt und in der Warme rnit 0.4 I Petrolather (40-80") versetzt. Aus der zunachst 
klaren Mischung kristallisiert der Dipeptidester ilber Nacht bei Raumtemperatur aus. Nach 
dem Waschen rnit Petrolather wird er an der Luft getrocknet. Ausb. 38g (77% d.Th.), 
Schrnp. 111--113°. 

C2~H39N30, (493.6) Ber. C 60.8 H 8.0 N 8.5 Gef. C 60.8 H 8.1 N 8.5 
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Carbobenzoxyvalyl-NE-BOC-lysinhydrarid VIZZ: 49.4 g VI (0.1 Mo1):kocht man in einer 
Mischung von 0.5 I Methanol und 50 ccm 80-proz. Hydrarinhydrat 3 Stdn. unter RiicMuB, 
riihrt die Hare Reaktionslosung in 5 I Wasser ein und stellt die Mischung rnit Eisessig auf 
pH 8. Nach 3 stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wird das mikrokristallin abgeschiedene 
Hydrazid abgesaugt, mit Wasser neutral gewaschen und bei 70" i. Vak. getrocknet: 81.5 g 
farbloses Pulver (84% d. Th.) vom Schmp. 180- 182". 

C24H3gN506 (493.6) Ber. N 14.2 Gef. N 14.1 

Carbobenzoxyvalyl-NE-BOC-lysyl-valyl-tyrosyI-prolinamid ( X )  : Die Losung von 19.8 g VIII 
(40 mMol) in 40 ccm Dimethylformamid wird bei Raumtemperatur rnit 200 ccm Eisessig 
verdiinnt. In diese Mischung trBgt man bei - 10" unter Riihren kurz nacheinander 44 ccm 
1 n NUN02 und 40 ccm 1 n HCI und nach 2 Min. weitere 40 ccm 1 n'HC1 ziemlich rasch ein, 
riihrt noch 5 Min. bei -10" und gieI3t die Reaktionslosung dann in 2 I Eiswasser ein. Vom 
harzig abgeschiedenen Azid wird dekantiert, dieses in eiskalter 1 n NaHC03 gut abgepreat 
und dekantierend mit Eiswasser gewaschen. Das feuchte, wachsartige Reaktionsprodukt und 
20.2 g Valyl-tyrosyl-prolinamid-sesquihydmt (50 mMol) werden bei 0" unter RUhren in 200ccm 
Dimethylformamid innerhalb von etwa 3 0  Min. in Losung gebracht. Die trllbe Mischung 
belaBt man 2 Tage bei + 5", saugt dann von wenig Ungelostem ab und dampft das hellgelbe 
Filtrat i. Vak. ein. Das Rohprodukt wird in 50 ccm Essigester unter Erwarmen gelost, aus 
dem Konzentrat mit 300 ccm Essigester als Harz ausgef'dllt und durch Dekantieren isoliert. 
Durch Losen in 100 ccm Methanol und Einriihren der Losung in 0.4 I Wasser wird die Ver- 
bindung schliealich pulverig erhalten. Nach dem Waschen niit Wasser und Trocknen i. Vak. 
iiber Calciumchlorid Ausb. 25.2 g (60% d. Th.), Schmp. 148-153, [a]$?: -60.4 f 1" 
(c = 1, Methanol), RF (A) nach HBr-Behandlung = 0.57, RF (A) nach Trifluoressigsaure- 
behandlung = 0.88. 

C43Ht3N7010 (838.2) Ber. C 61.6 H 7.6 N 11.7 Gef. C 60.6 H 8.2 N 11.7 

Valyl-N8-BOC-lysyl-valyl-tyrosyI-prolinamid ( X V I )  : 16.8 g X (20 mMol) werden in 0.4 I 
Methanol in Gegenwart von 2 g Palladiummohr wie iiblich hydriert. Die Methanollosung 
wird dann unterhalb von 40" eingedampft, der amorphe Eindampfriickstand rnit 100 ccm 
Essigestcr aufgenommen und diese Losung unter intensivem Riihren in 0.5 1 Ather eingetropft. 
Die pulverige Fallung saugt man ab und trocknet nach dem Waschen rnit Ather zuniichst 
an der Luft, dann bei 40°/1 Torr iiber KOH. Ausb. 13.4 g (95% d. Th.). Das amorphe Penta- 
peptidamid XVI ist nicht hygroskopisch und kaum loslich in Wasser. Es lost sich gut in Di- 
methylformamid, wasserhaltigem Acetonitril und verd. Essigsaure. Schmp. 130" (Zen.). 
[a]%: -62.1 & 2" (c = 1, Methanol), RF (A) = 0.93, RF (A) nach Trifluoressigsaurebe- 
handlung = 0.61. - C~sH57N708 (704.2) Ber. N 13.9 Gef. N 13.4 

~-Carbobenzoxy-N"-nitro-arginyl-N"-nitro-argin~l-prolin ( X V )  : Die Losung von 43.3 g 
Na-Carbobenzoxy-N"-nitro-arginyl-N"-nitro-arginyl-prolin-methylesfer 1) (XIII) (RF (A) = 0.91, 
RF (A) nach HBr-Behandlung = 0.60) (65 mMol) in 300 ccrn 95-proz. waBr. Dioxan wird 
mit 100 ccm 1 n NaOH versetzt und die Mischung 2 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen. 
Die Reaktionslosung wird anschlieBend mit Kohlendioxyd gesattigt und unterhalb von 30" 
auf 100ccm eingeengt. Man verdiinnt das Konzentrat rnit 400 ccm Wasser, saugt von wenig 
harziger Fiillung ab und stellt das Filtrat rnit 2n HCI auf pH 2 ein. Die amorphe Fallung wird 
mehrmals dekantierend mit Wasser gewaschen, meimal mit &hanol/Benzol(2 : I )  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 enthalt noch 112 Aquiv. hhanol. [a]$?: -37.7 f 1' 
(c = 1, Methanol), RB (A) = 0.78, RF (D) = 0.83, 2ers.-P. 105" (Sintern bei 96"). 

Cz5H37N11010.1/2 CzHsOH (674.7) Ber. N 22.8 Gef. N 22.3 
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Na-Carbobenzoxy-NO-nitro-arginyl-N"-nitro-arginyl-prolyI-vaIyl-~- BOC-lysyl-valyl-tyrosyl- 
polinamid: Die auf -5" abgekiihlte UIsung von 6.75 g XV (10 mMol) und 1.38 ccrn Triathyl- 
amin in 150 ccrn Dioxan/Dimethylformamid (1 : 1) wird unter intensivem Riihren mit 0.97ccm 
Chlorameisensaure-athylester und 5 Min. danach mit der eiskalten Lasung von 7.04 g Valyl- 
N~-BOC-lysyl-valyl-tyrosyl-proli~mid (XVI) (10 mMol) in 30 ccrn 90-proz. walr. Dimethyl- 
formamid versetzt. Sofort anschlieI3end entfernt man das Kaltebad und lU3t noch 2 Stdn. bei 
Raumtemperatur reagieren. Die ReaktionslBsung wird unterhalb von 50" i. Vak. eingedampft, 
der Eindampfruckstand bei 0" mit einer Mischung von 30 ccrn Methanol und 3 ccm Eisessig 
aufgenommen und diese Lasung in 0.3 I Wasser eingeruhrt. Der pulverige Niederschlag wird 
abgesaugt, in 80 ccrn Methanol gelBst und durch Einruhren dieser L6sung in 0.6 11 n NaHCO3 
erneut ausgefallt. Nach Waschen mit Wasser und Trocknen bei 60'115 Tom ilber KOH erhalt 
man 10.3 g eines farblosen, amorphen Pulvers (77% d. Th.), das nicht weiter gereinigt wird. 
Zers.-P. 167" (Sintern bei 147"). [a]l,o: -81.7 f 2" (c = 1, Methanol). 

C60Hg~N18017 (1337.8) Ber. C 53.8 H 6.9 N 18.9 Gef. C 52.7 H 7.2 N 17.8 

Arginyl- arginyl-prolyl- valyl- W- BOC- lysyl- valyl-tyrosyl-prolinamid-trihydrochlorid-hexa- 
hydrut (XVIZI): 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 anschlielend, nach Zugabe von 
2 g frischem Katalysator, noch 18 Stdn. bei Raumtemperatur in der Schtittelente hydriert. 
Die vom Palladium abgetrennte LBsung wird auf 100 ccrn eingeengt, mit 0.5 I 0.2-proz. 
Essigsaure verdunnt. filtriert und lyophilisiert. Man erhalt 19.6 g farbloses, schwach 
hygroskopisches Pulver. [a]g: -72.6 f 1' (c = 1. Hz0). 

Das gesamte Rohprodukt wird in 100 ccm 0.01 m Ammoniumacetatpuffer gelast und auf 
eine mit dem gleichen Puffer aquilibrierte Saule (7.5 X 35 cm) von 250 g Carboxymethyl- 
cellulose gegeben. Bei der Gradientenelution rnit insgesamt 15 I 0.01 -0.20 m Ammonium- 
acetatpuffer (Durchflulgeschwindigkeit 15 ccm/Min.) wird das reine Octapeptidamid irn 
0.15 -0.18 m Eluat erhalten (Messung der Absorption bei 275 mp in Fraktionen von 200 ccrn) 
und durch dreimaliges Lyophilisieren frei von Ammqpiumacetat als Triacetat-tetrahydrat 
isoliert. Ausb. 11.0 g (40% d. Th.). [a]ko: -82.4 rt 1" (c = 1, HzO), Am= = 275 mp, 
RP (A) = 0.68, RP (D) = 0.62, RF (A) nach Trifluoressigsaurebehandlung 0.36. 
C52H88N16011-3 CH3COzH-4 H2O (1365.8) Gef. N 16.4 HzO 5.5 

Zur uberfiihrung in das Hydrochlorid wird die LBsung des Acetats in 250 ccm Wasser bei 
Raumtemperatur mit 1 n HCI auf pH 2.2 eingestellt und sofort lyophilisiert. Nach Trocknen 
i. Vak. iiber KOH bei Raumtemperatur enthalten drei verschiedene Praparationen 3.3 -3.5 
Aquivv. Chlorion. [a]$': -81.0 f 1" (c = 1, HzO), E5.g = 2.3 (Lys), RF(A) = 0.68, &(B) 
=0.48, RF (C) = 0.41. Nach Trifluoressigsaurebehandlung: RF (A) = 0.36, RB (B) = 0.08, 
RF (C) = 0.07. 

Aminosaureverhaltnis im Saurehydrolysat (40 Stdn. 110" in halbkonz. Salzsaure): Lysl.03 

Ber. N 16.4 HzO 5.3 

Arg1.w Proz.10 Valz.00 Tyr0.99 NH3 1.06 (vgL S. 618 und Anm.8)). 
C~zH88N16011.3 HC1.6 HzO (1330.8) Ber. N 16.8 Cle8.0 H2O 8.1 

Gef. N 16.7 Cle9.0 H2O 7.8 

"Warbobenzoxy-Ne-BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycln (XI) : Die Lasung von 66.2 g Na- 
Carbobenzoxy-N*-BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycinafhylesfer (0.1 Mol)3) in 500 ccrn Methanol wird 
rnit 110 ccm 1 n NaOH versetzt. Nach 1 stdg. Belassen bei Raumtemperatur sattigt man das 
Reaktionsgernisch mit Kohlendioxyd und engt es im Rotationsverdampfer unterhalb von 
40" auf 1/3 ein. Beim Verdiinnen mit 0.8 I Wasser fallt ein harziges Nebenprodukt aus, von 

8) Analytic. Chem. 30. 1190 [1958]. 
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dem abfiltriert wird. Das Filtrat wird rnit 1 m Zitronensaure aufpH 2.5 eingestellt, die Fallung 
in 0.8 I Essigester geschiittelt und die org. Phase mit Wasser gewaschen und Uber Magnesium- 
sulfat getrocknet. Beim Verdiinnen der auf 100 ccrn eingeengten Essigesterlasung fallt das 
Verseifungsprodukt tilig aus, kristallisiert aber im Laufe einiger Stdn. bei Raumtemperatur 
durch. Nach Waschen mit Petrolather und Trocknen an der Luft werden 52 g (82% d. Th.) 
vom Schmp. 116-118' erhalten. -81.4 f 2" (c = 1. Methanol), RB (A) = 0.92, 
Rp (A) nach TrifluoressigsiIurebehandlung = 0.63. 

C31H47N~09 (633.7) Ber. N 11.0 Gef. N 11.1 

P - Carbobenzoxy -NE-BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycyl-Nd-BOC-lysyl-W-BOC-lysinmethylester 
(XI Y) : Die Mischung von 29.3 g frisch bereitetem NC-BOC-Lysyl-NE-BOC-lysfn-methyl- 
ester3) (XU) (60 mMol) in 200 ccrn Acetonitril und 31.7 g XI(50 mMol) in 100 ccm Dimethyl- 
formamid wird bei -10' rnit der Lasung von 11.3 g Dicyclohexylcarbodiimid (55 mMol) in 
50 ccrn Acetonitril versetzt. Nach eintggigem Stehenlassen bei 0" wird die LBsung 10 Min. 
zum Sieden erhitzt (um teilsweie abgeschiedenes Kondensationsprodukt in Lbsung zu bringen) 
und heil vom Dicyclohexylharnstof abgesaugt. Der EindampfrCLckstand wird in 1 I Chloro- 
form mit 0.5 m Zitronensaure, 1 n NaHCO3 und Wasser gewaschen und nach dem Trocknen 
iiber Magnesiumsulfat das LBsungsmittel abgedampft. Man nimmt den harzigen Ruckstand 
mit 200ccm siedendem Essigester auf, filtriert von wenig Dicyclohexylharnstoff ab, und la l t  
iiber 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 (81 % d. Th.) vom Schmp. 112-114". [a]io: -49.4 f 1.5" 
(c = 1, Methanol), RF (A) = 0.96, RF (A) nach Trifluoressigstiurebehandlung = 0.60, RF (A) 
nach HBr-Behandlung = 0.25. 

Cs4H89N9015 (1104.0) Ber. C 58.8 H 8.1 N 11.4 Gef. C 58.9 H 8.1 N 11.6 

No- Carbobenzoxy - NE-BOC-lysyl-prolyl- valyl-glycyl-N8- BOC-lysyl- N8-BOC-lysinhydrazid 
(XVII): 50 g XIV (45 mMol) werden in einer Mischung von 50 ccrn 80-proz. Hydrazinhydrat 
und 0.5 I Methanol 2 Stdn. unter RUckfiuB gekocht. AnschlieBend verdiinnt man die klare 
ReaktionslBsung mit 6 I 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 gelast. Nach Einengen der wasser- 
gesattigten Essigesterlasung auf 0.7 I laDt man ilber Nacht bei 0" stehen. Das gebildete Gel 
wird scharf abgesaugt, rnit 0.5 I Petrolather gewaschen und an der Luft getrocknet. Man erhalt 
39 g eines farblosen Pulvers (78% d. Th.) vom Schmp. 139-141". [a]l,o: -56.2 f 2" (c = 1, 
Methanol). 

Cs3H89N11014 (1104.0) Ber. N 14.0 Gef. N 14.0 

P- BOC-Lysyl-prolyl- valyl-glycyl-W- BOC-lysyl-NB- BOC-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-valyl- 
NE-BOC-lysyl-valyl-tyrosyI-prolinamid-~rihydr~hl~id-~etrahydra~ (II) : Die Lasung von 22.1 g 
XVII (20 mMol) in 250 ccrn 9o-proz. wiiDr. Tetrahydrofuran wird bei -5" unter Rihren mit 
22 ccrn 1 m NaN02. anschlielend rnit 22 m 1 n HCI und 5 Min. danach mit weiteren 
22 ccrn 1 n HCI versetzt. Nach 5 Min. neutralisiert man die iiberschiiss. Salzsaure durch Zugabe 
von 3.05 ccrn Trigthylamin (22 mMol) und llDt in die Reaktionslasung bei -5' die eiskalte 
Mischung von 13.3 g XYIZZ (10mMol). 200ccm Dimethylformamid und 1.8 Ccm Trigthylamin 
(13 mMol) innerhalb einer Min. einlaufen. Nach zweitagigem Stehenlassen bei +5" wird das 
Lbsungsmittel i.Vak. abgezogen, der Ruckstand in 1 I Methanol gelast und in Ublicher Weise 
mit 8 g Palladiummohr bis zur beendeten Kohlendioxydentwicklung (ca. 5 Stdn.) hydriert. 
Nach Abdampfen des Methanols nimmt man das harzige Hydrierungsprodukt rnit 0.4 10.1 n 
Essigsaure a d ,  filtriert die Lasung und gibt das Filtrat auf eine SBule (7.5X 35 cm) von 250g 
Carboxymethylcellulose in der He-Form. Bei der nachfolgenden Gradientenelution 15 ( a m /  
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Min.) mit insgesamt 15 I 0.01 -0.15 m Ammoniumacetatpuffer wird das gewiinschte Peptid 
(ha, = 275 my) im 0.10-0.12 rn Eluat erhalten und durch dreimaliges Lyophilisieren als 
Acetat isoliert. Ausb. 7.6 g, RF (A) = 0.95, RF (B) = 0.77, RF (C) = 1.0. Kurz vor der Haupt- 
fraktion erscheint im ca. 0.10 m Eluat ein ebenfalls bei 275 my absorbierendes Nebenprodukt 
mit RF (A) = 0.74, RF (B) = 0.42 und RF (C) = 0.46. 
Zur Uberfuhrung in das Hydrochlorid wird das Acetat in 0.5 I Wasser gelast, die L6sung 

mit 1 n HCI bei 0" auf pH 2.2 eingestellt und sofort lyophilisiert. Auch nach mehrtagigem 
Trocknen bei 20"/15 Torr ilber KOH enthalt die Substanz noch 0.5 Val freie HCI und 4 Val 
HzO. Die Ausb. betragt 7.4 g (31 % d. Th.) eines farblosen, amorphen, leicht wasserlaslichen 
Pulvers. Das Peptidderivat ist chromatographisch und elektrophoretisch einheitlich. RF (A) 
= 0.96, RF (B) = 0.66, RQ (C) = 1.0; nach Trifluoressigsaurebehandlung: RQ (A) = 0.08, 
RF (B) = 0, RF (C) = 0.04; nach 5 Stdn. in 0.1 n HC1 bei 20" (I-proz. Lhung): RP (A) = 0.76/ 
0.51/0.29/0.08 (ca. 2:3:2: 1). [a]2,0: - 85.5 & 0.5' (c = 1, HzO). 

Das Aminosaureverhaltnis im Hydrosysat (40 Stdn. 110" in halbkonz. Salzsiiure) wurde im 
automatischen Aminosaureanalysator nach D. H. SPACKMANN, W. H. STEIN und S. MOO RE^) 
bestimmt und betrug: Lys4.02 Argl.85 Pro3.16GIy~ .ooVal3,03 Tyro.90. Die Summe der erfafiten 
Aminosauren entsprach 71 % des eingesetzten Materials. 

C97H167N25023*3 HC1.4 H20 (2232.9) Ber. Cle4.8 N 15.7 H20 3.2 
Gef. ClO 5.7 N 15.7 Hz0 3.5 




