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Zusammenfassung— Die Festphasen-Synthesen von drei Peptidamiden (H-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-
Met-NH, 1b, H-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH, 2b, H-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH, 3b mit den
natiirlichen Teilsequenzen von Physalaemin werden beschrieben. Die Synthesen werden mit Methionin-
harz begonnen. Stufenweise werden t-Butyloxycarbonyl(t-BOC)-Aminosduren an die Peptidharze
gekuppelt. Die gewiinschten Verbindungen werden mit DMF/NH; als Amide vom Harz getrennt. 2b
und 3b zeigten dieselbe biologische Aktivitit wie auf klassische Weise hergestellte Peptide.

Abstract— The solid phase synthesis of 3 peptide amides (H-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH, 1b,
H-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH, 2b, H-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH, 3b with the natural
sequences of physalaemin is described. Starting with methionine resin the t-butyloxycarbonyl (t-BOC)
amino acids are coupled stepwise to the peptides bound to the resin. The desired compounds were separated
by DMF/NH  as amides from the resin, 2b and 3b have the same biological activity as peptides synthesized
by classical methods.

Die Festphasensynthese nach Merrifield! kann nur unter Vorbehalt?~* zur Her-
stellung lingerer Peptidketten eingesetzt werden. Als verniinftiges Konzept bietet
sich die Synthese kurzer Teilstiicke nach Merrifield und deren Kupplung nach
klassischen Methoden zu ldngerkettigen Peptiden an. Auf Grund unzureichender
Erfahrung ist es heute noch schwierig, Grenzen und Méglichkeiten dieser Synthese-
methode fiir jedes beliebige Peptid im voraus abzuschitzen. Zur Reinheitspriifung
der nach der Festphasentechnik synthetisierten Oligopeptide sind die iiblichen
physikalisch-chemischen Untersuchungsmethoden meist ungeniigend. Andererseits
kann die Synthese bei vielen biologisch aktiven Peptiden durch biologische Tests
iiberpriift werden ; dies trifft fiir die hier beschriebenen Analoga des Physalaemins zu.

Physalaemin wurde erstmals von Erspamer et al.® aus der Haut der amerikanischen
Amphibie Physalaemus fuscumaculatus isoliert. Von derselben Arbeitsgruppe
stammt der erste Strukturvorschlag. Physalaemin besitzt folgende Aminosédure-
sequenz:

H-p-Glu-Ala-Asp-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH,.
Totalsynthesen von Physalaemin nach klassischen Methoden wurden von Bernardi
et al.® und Chillemi’ beschrieben.

Die hervorstechendsten Eigenschaften von Physalaemin sind seine gefdsser-

weiternde Wirkung und seine Erregung der extravascularen glatten Muskulatur.
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Die Arbeit beschreibt die Festphasensynthese des C-terminalen Hexa-, Hepta- und
Octapeptidamids von Physalaemin.

Die erste Stufe zur Synthese der hier beschriebenen Peptide ist die Verkniipfung
von BOC-Methionin mit chlormethyliertem Copolymerem aus Styrol und Divinyl-
benzol. Wie in einer vorangehenden Mitteilung beschrieben,? verlduft diese Reaktion
im Gegensatz zu Berichten in der Literatur® mit zufriedenstellenden Ausbeuten. Nach
Waschen des t-BOC-Methioninharzes mit Athanol, Wasser, Methanol und Methylen-
chlorid wird die Beladung mit Hilfe des Aminosidureanalysators zu 022 m Mol/g
bestimmi. Die t-BOC-Gruppe wird wie bei den spidter erwdhnien Pepiidharzen
innerhalb von 60 Minuten mit Trifluoressigsdure/Methylenchlorid (1:1) vollstindig
abgespalten. Nach verschiedenen Waschungen, Neutralisation mit Tridthylamin/
Methylenchilorid (2:1) und erneutem Waschen des Harzes wird eine zweifache Kuppl-
ung in Methylenchlorid mit einem fiinfzigprozentigen Uberschuss an t-BOC-
Aminosdure und Dicyclohexylcarbodiimid durchgefiihrt. Fiir jede neu zu kuppelnde
Aminosaure wird der Vorgang wiederholt. Die Peptide 1-3 werden nach folgendem
Schema synthetisiert :

Pro Asn Lys Phe Tyr Gly Leu Met

t-BOC -~ Leu H- Met-OP

t-BOC - Gly H- Leu - Met-OP

Bzl

|
t-BOC - Tyrff H-Gly - Leu - Met-OP

| Bzl
| I
t-BOC - PhgH- Tyr - Gly - Leu - Met-OP
z Bzl
| !
t-BOC - Lys| H- Phe - Tyr - Gly - Leu - Met-OP
l z Bzl
| I
t-BOC - Asn H- Lys - Phe - Tyr - Gly - Leu - Met-OP
|Z Bzl
|
t-BOC - Prol H~ Asn - Lys - Phe - Tyr - Gly - Leu - Met-OP
V4 Bzl
i
t-BOC - Pro - Asn - Llys — Phe - Tyr - Gly - Leu - Met-OP

Das Oktapeptidamid 1a wird mit fliissigem Ammoniak/Dimethylformamid von dem
Trégerharz abgespalten :1©

t-BOC-Pro—Asn-Lys(Z)-Phe-Tyr(Bzl}-Gly-Leu—Met-OP

Ammoniak;/Dimethylformamid

t-BOC-Pro-Asn-Lys(Z)-Phe-Tyr(Bzl}-Gly-Leu—-Met-NH,
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Analog werden die Peptidamide 2a und 3a hergestellt:

t-BOC-Asn-Lys(Z)-Phe-Tyr(Bzl}-Gly-Leu-Met-NH,
2a

t-BOC-Lys(Z)-Phe-Tyr(Bzl}-Gly-Leu-Met-NH,
3a

Nach Abdampfen des Ammoniaks werden die Peptide 1a bis 3a aus Dimethyl-
formamid/Athanol (1:1) mit Ather/Petrolither (5:1) gefillt. Nach Abspalten der
restlichen Schutzgruppen mit Bromwasserstoff/Trifluoressigsdure'! erhilt man die

Peptidamide 1b bis 3b als Rohprodukte.
H-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu—Met-NH,
1b

H-Asn-Lys—Phe-Tyr-Gly-Leu—Met-NH,
2b

H-Lys-Phe-Tyr—Gly-Leu-Met-NH,
3b

Zur Reinigung werden die Rohprodukte 1b bis 3b auf eine Sephadex G 15 Siule
gebracht und mit Wasser eluiert. Die Elutionsdiagramme der Peptidamide 1b bis 3b

zeigen die Abb. 1-3.

Oktapeptidamid

280 nm

E,
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ABB 1. Elutionsdiagramm vom Festphasensyntheseprodukt des Peptids 1b (Sephadex G 15,
Wasser). Gemessen wird die Extinktion bei 280 nm.

Heptapeptidomd

280 nm
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ABB 2. Elutionsdiagramm vom Festphasensyntheseprodukt des Peptids 2b (Sephadex G 15.
Wasser). Gemessen wird die Extinktion bei 280 nm.
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ABg 3. Elutionsdiagramm vom Festphasensyntheseprodukt des Peptids 3b (Sephadex G 15,
Wasser). Gemessen wird die Extinktion bei 280 nm.

Die biologische Aktivitat der synthetisierten Peptide wird am isolierten Meersch-
weinchenileum im Vergleich zum Physalaemin der Firma Farmitalia, Mailand
ermittelt. Die Referenzsubstanz besitzt nach Angaben der Firma 709/ der Aktivitit
von reinem Physalaemin.

Das Oktapeptidamid, das nach Bernardi!? 150mal stirker biologisch aktiv ist
als das gesamte Physalaeminmolekiil, besitzt nur 12 9/ der Aktivitit der authentischen
Referenzsubstanz. Obwohl die Aminosdurezusammensetzung keinerlei Abweichung
von der zu erwartenden zeigt und im Elutionsdiagramm der Gelfiltration an Sephadex
G 15nurein Peak auftritt (vgl. Abb. 1), scheint hier auf Grund der geringen biologischen
Aktivitdt grosstenteils eine Fehlsequenz vorzuliegen. Als mégliche Ursache dafiir
kommt in Frage, dass an einem bereits fehlerhaft gekuppelten Asparagin das folgende
Prolin ebenfalls in eine Fehlposition eingekuppelt wird.

Bei der Gelfiltration des rohen Heptapeptidamids an Sephadex G 15 wurden 3
Fraktionen (F-1, F-2 und F-3) eluiert, von denen F-1 379, F-2 2009, und F-3 339,
Aktivitat im Vergleich zur Referenzsubstanz zeigten. Zu erwarten ist nach den
Untersuchungen von Bernardi'? eine Aktivitit von etwa 35%, Bei der Variabilitit
dieses biologischen Tests kommen sowohl F-1 als auch F-3 als gesuchtes Synthese-
produkt in Frage. Fiir das Auftreten dieser 3 durch Gelfiltration zu trennenden und
unterschiedlich biologisch aktiven Fraktionen kann es verschiedene Griinde geben,
die u.a. in der Struktur des beim Hexapeptid N-terminalen Lysins zu suchen sind.
Das als nichste Aminosdure anzukuppelnde Asparagin kann nach eventueller
Abspaltung der &-Lysinschutzgruppe sowohl an die a-Aminogruppe, als auch an
die e-Aminogruppe von Lys oder mit beiden verkniipft werden.

Das wiederholt gefillte und gereinigte Rohprodukt des Hexapeptids ldsst sich
mit Hilfe der Gelfiltration an Sephadex G-15 in 2 Fraktionen (F-1 und F-2) trennen.
Beide Fraktionen sind im biologischen Test etwa so aktiv, wie es die Untersuchungen
von Bernardi'? erwarten lassen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Siimtliche Chemikalien und Diinnschichtchromatographieplatten (DC-Fertigplatten, Kiesel F 254) sind
Produkte der Firma E. Merck AG, Darmstadt.

Athanol wird {iber CaO vorgetrocknet, destilliert, durch ein Grignardreagens vollends absolutiert und
erneut destilliert. Methylenchlorid wird nach Vortrocknen iiber Calciumchlorid iber eine Kolonne
destilliert. Dicyclohexylcarbodiimid wird durch Hochvakuumdestillation, Tridthylamin durch frak-
tionierte und Dimethylformamid durch azeotrope Destillation (250 g Dimethylformamid, 30 g Benzol
und 12 g Wasser, unter Lichtausschluss!) gereinigt.
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Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Bei der Herstellung der BOC-Aminosiduren werden zum Kon-
stanthalten des pH-Wertes cin pH-Meter (Typ E 512) und ein Impulsomat Typ E 473 der Firma Metrohm
(Herisau, Schweiz) verwendet. Dic Drehwerte werden mit einem Digitalpolarimeter OLD S der Firma
Zeiss, Oberkochen gemessen. Die [a],-Werte werden durch Extrapolieren bestimmt. Die Aminosiure-
analysen werden mit einem automatischen Aminosdureanalysator, Modell Unichrom, der Firma Beck-
mann Inst., Miinchen, durchgefiihrt.

N-tert- Butyloxycarbonylaminosduren. Die eingesetzten t-BOC-Aminoséuren werden im wesentlichen
nach der pH-Stat-Methode von Schnabel'? hergestellt Herstellungshedingungen. Ausheute und Schmelz-
punkte sind in der Tabelle 1 zusammengestelt.

TABELLE 1. REAKTIONSDATEN ZUR HERSTELLUNG VON t-BOC-AMINOSAUREN; CHARAKTERISIERUNG DER
ISOLIERTEN t-BOC-VERBINDUNGEN

Reaktions- Lésungs-
Aminosiurederivat pH-Wert zeit Ausbeute  Schmp.°C  [«]3%(c=1) ungs
mittel
(Stunden) %
t-BOC-L-Methionin 98 10 96 01 +17.0° (DMF)*
t-BOC-L-Leucin 10:0 12 95 82-85 —275° (EY
(EE/PAY
t-BOC-Glycin 100 4 93 93-94 — —
(EE/PA)
t-BOC-L{O-Benzyl)- 100 48 72 108-110 +11° (Acy*
Tyrosin (EE/PAY
t-BOC-L-Phenylalanin 10-2 18 90 81-84 —4° (Ey
(EE/PAy
t-BOC-L+eN-Carbo- 104 50 55 Ol -9° (Ey
benzoxy)-Lysin
t-BOC-L-Asparagin 9-6 36 80 173-175 -75° (DMF)®
(EE/PAY
t-BOC-L-Prolin 86 1 95 132-134 —64° (Ey
(EE/PAY

2 Essigester-Petroldther (30-50°)
® Dimethylformamid

¢ Essigsiure

Aceton

O- Benzyl-tyrosin. Die Verbindung wird iber den Kupferkomplex nach Wiinsch et al.'* hergestellt.
Ausbeute 3-0 g (80%); Schmp. 226-230°, {«]2°: — 8°, ¢ = 2 (Essigsiure, 80%).

eN-Carbobenzoxy-lysin wird nach Schidgel und Fabitschowitz'® hergestellt. Ausbeute 4-5 g (65%);
Schmp. 231-237° (Athanol/H,0); [«]2°: — 9°. ¢ = 1 (Essigsdiure).

t- BOC-L-Methioninharz. 10 g chlormethyliertes Harz (104 mMol Chlorid), 3 g (12 mMol) BOC-
Methionin, 1-3 ml (94 mMol) Trilithylamin und 20 ml absolutes Athanol werden 25 Stunden bei 90°
umgesetzt. Anschliessend wird mit Athanol, Wasser, Methanol und Methylenchlorid gewaschen und im
Hochvakuum getrocknet. Die Beladung wird durch Aminosdureanalyse festgestellt und betrigt 0-22
mMol/g.

t- BOC-Pro-Asn—Lys(Z)- Phe—Tyr( Bel)-Gly- Leu—Met—O-Polymer. Die Synthesesc dieses Polymeren
erfolgt nach dem Schema von Tab. 2. Die Kupplungsreaktionen werden zweimal hintereinander mit
einem fiinfzigprozentigen Uberschuss an geschiitzter Aminosdure durchgefithrt.

t- BOC-Asn-Lys(Z)-Phe-Tyr( Bel}-Gly-Leu-Met—O-Polymer. Die Synthese wird analog zu der des
Oktapeptidpolymeren durchgefiihrt (vgl. oben).

t- BOC-~Lys(Z)-Phe—Tyr{ Bzl)}-Gly- Leu-Met—O—Polymer. Wird analog zum Oktapeptidpolymeren syn-
thetisiert (vgl. oben).
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TABELLE 2. SYNTHESESCHEMA

Arbeitsgang Reagens Dauer [ Minuten]
Waschen CH,Cl, 5
t-BOC-Abspaltung TFAYCH,Cl, (1:1) 60
Waschen 2 x CH,Cl,

1 x C,H,OH } je 5
2 x CH,Cl,
Neutralisieren CH,CL/AC,H,);N
(1:2) 2x15
Waschen 1 x CH,Cl,
2 x C,H;OH } je 5
3 x CH,Cl,
Kupplung (2 x) BOC-Aminosiure
(50%iger Uberschuss in je 60

CH,Cl,); DCC?

° Trifluoressigsiure
* Dicyclohexylcarbodiimid

t- BOC-Pro—Asn- Lys(Z)-Phe- Tyr( Bzl}-Gly-Leu-Met—N H, (1a). 4 g Peptidharz werden in einer Ampulle
in 20 ml DMF aufgeschlimmt und 50-60 ml Ammoniak zukondensiert. Die Ampulle wird abgeschmolzen,
auf Zimmertemperatur erwdrmt und nach viertdtiger Reaktionszeit wird der Ammoniak abgedampft. das
Peptid in Dimethylformamid/Athanol (1:1) aufgenommen und mittels Ather/Petrolather (5:1) gefallt.
Ausbeute: 780 mg (61-5%,); Schmp. 175°C Aminosiureanalyse vgl. Tab. 3.

TABELLE 3. AMINOSAUREANALYSE DES OKTAPEPTIDAMIDES VOR UND NACH DER REINIGUNG

Peptid 1a, umgefallt Peptid 1b, Eluat

Aminosdure (gefunden) (gefunden berechnet
Methionin 1 1 1
Leucin 1 1 1
Glycin 1 1 {
Tyrosin 06 085 1
Phenylalanin 075 095 1
Lysin 0-80 099 1
Asparaginsdure 093 oS 1
Prolin 099 0-6 1

t- BOC-Asn-Lys(Z)-Phe- Tyr( BzI}-Gly-Leu-Met NH, (2a). 2 g Peptidharz werden analog zu la
behandelt. Ausbeute: 340 mg (58 %): Schmp. 175°; Aminosiureanalyse vgl. Tab. 4.

t-BOC-Lys(Z)-Phe-Tyr(Bzly-Gly-Leu-Met-NH , (3a). 2 g Peptidharz werden analog zu la behandelt
Ausbeute 295 mg (57 %,); Schmp. 197°; Aminosiureanalyse vgl. Tab. 5.

H-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met~NH, (1b). 50 mg 1a werden in 30 ml Trifluoressigsiure (mit
10% Thioglykolsdure!) gelost. Man leitet dann 1 Stunde lang gereinigten Bromwasserstoff (uber eine
vorgeschaltete Waschflasche mit 30 ml Trifluoressigsdure und 5 g Resorcin) ein. Das von den Schutz-
gruppen befreite Peptid wird durch Ather/Petrolither (1:1) gefallt. Ausbeute: 32 mg (83 %) Schmp.
205-215°. Das Peptidamid wird auf einer Sephadex-G-15-Sdule (1-5 x 90) mit Wasser als Elutionsmittel
gereinigt. Zur Aminosiureanalyse vgl. Tab. 3.
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TABELLE 4. AMINOSAUREANALYSE DES HEPTAPEPTIDAMIDES

Peptid 2a, umgefillt Peptid 2b Eluat

Aminosdure (gefunden) (gefunden) berechnet
Methionin | 068 1
Leucin 1 1 1
Glycin 1 1 1
Tyrosin 0-89 0-89 1
Phenylalanin 1 1 1
Lysin 1 092 {
Asparaginsdure 085 092 1

H-Asn-Lys—Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH, (2b). Von 50 mg 2a werden die Schutzgruppen wie bei la
abgespalten (vgl. oben). Ausbeute: 38 mg (92 9;), Schmp. 222-234° (Zers.). Zur Reinigung wird eine Sepha-
dex-G-15-Sdule (1-5 x 90) und Wasser als Elutionsmittel verwendet. Zur Aminosaureanalyse vgl. Tab. 4.

H-Lys—Phe-Tyr-Gly—Leu-Met-NH, (3b). Von 50 mg 3a werden die Schutzgruppen wie bei 1a abge-
spalten. Ausbeute: 29 mg (86 %). Die Reinigung erfolgt iiber eine Sephadex-G-15-Sdule (Elutionsmittel :
Wasser). Zur Aminosaureanalyse von 3a, b vor und nach der Reinigung vgl. Tab. 5.

TABELLE 5. AMINOSAUREANALYSE DES HEXAPEPTIDAMIDES VOR UND NACH DER REINIGUNG

Peptid 3a umgefillt Peptid 3b, Eluat

Aminosiure (gefunden) (gefunden) berechnet
Methionin 0-89 1 1
Leucin t 1 1
Glycin 1 1 1
Tyrosin 0-86 095 |
Phenylalanin 090 092 1
Lysin 093 1 1
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