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KARL STURM, ROLF GEIGER und WALTER SIEDEL

Synthese von Peptidderivaten mit den Aminoséinresequenzen
11-20, 11-21, 1122 und 11-23 des Corticotropins (ACTH)

Aus der Farbwerke Hoechst AG, vorm. Meister Lucius & Briining, Frankfurt (Main)
(Eingegangen am 11. Oktober 1963)

Folgende Peptide (siémtlich L-Konfiguration), deren Aminogruppen in der
Seitenkette des Lysins durch die tert.-Butyloxycarbonylgruppe geschiitzt sind,
werden dargestellt: Das Decapeptidamid und der Decapeptid-tert.-butylester
mit der Sequenz 11-—20, das Undecapeptidamid mit der Sequenz 11—21,
der Dodecapeptid-tert.-butylester mit der Sequenz 11 —22 und das Tridecapep-
tidamid mit der Sequenz 11 —23 des Corticotropins. Sie sind geeignete Zwischen-
produkte zur Synthese corticotrop wirksamer Eicosa- bis Tricosapeptide.

In einer fritheren Veroffentlichungl) haben wir die Darstellung des an den e-Amino-
gruppen des Lysins durch tert.-Butyloxycarbonylgruppen geschiitzten Tetradecapeptid-
amids mit der Aminosiduresequenz 11— 24 des Corticotropins beschrieben. In An-
lehnung an das dort angewandte Aufbauprinzip und unter Verwendung der dort
beschriebenen Zwischenprodukte mit den Formeln Ib, II, VII und VIII wurden nun
gemiB Schema 1 und 2 die Deca- bis Tridecapeptidderivate VIa bis VIe dargestelit.

NO, NO,

Schema 1 z{Arg-Arg-ProtOH + H4{Val} NH,

II IIfa

lAnhydridknpplung
1;‘02 lfoz
Z{Arg-Arg-Pro————Val-NH,
IVa
1‘! . HBr/Eiseasig
2. bas. Austauscher
50C B(l)C B?C NO, NO,
Z-qLys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-OH + H{Arg-Arg-Pro————Val} NH,
Ia Va
11. Carbodiimid
2. Pd/H,
BOC BOC BOC H
1 1 ] IEI? 1?
H?*ﬂ...ys-Pro-Val~G1y-Lys-Lys———Arg-Arg-Pro—————Va]}-NHz 3 CI®

Via

D K. STurM, R. GEIGER und W. SieDeL, Chem. Ber. 96, 609 [1963).
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NO, NO,
Schema 2 ZOH + H{XIR
1 IIb-e
1Anhydn’dmethode
NO, NO,
karg-j'%Tg-Pro———gx}'R
IVb-e
lpd/u,
B?C Bcl)c BOLC E? H®
2{Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys} N;H; + H§{Arg-Arg-Pro————XFR 3 A°
ib Vb-e

1. Azidkupplung
3. Pd/H,

BCI)C B(I)C B(I)C 111‘29 HY
HP{Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys Arg-Arg-Pro——————X}R 3 o
Vib-e

BOC
b) X = {Val}, R = Ot.Bu ¢) X = {Val-Lyst, R = NH,

BOC B?C

d) X = {val-Lys-val}, R = Ot.Bu e) X = {Val-Lys-Val-Tyr}, R = NH,
A® = C1I° bzw. CHZCOOP

Z = Carbobenzoxy-, BOC = tert.~Butyloxycarbonyl-, t.Bu = tert.-Butylrest

Von den Aminkomponenten der Formel III waren Valin-tert.-butylester (I1Ib)2
und Valinamid (I11a)3 bereits bekannt. Fiir die Darstellung des Amids in pripara-
tivem MabBstab ist die von SMrTH und Mitarbb.3) beschriebene Ammonolyse von Valin-

Schema 3

BOC 1. NH, BOC

VI llc

NyHq4 BOC
l HOLBU

Bo¢ 1. Azidkupplung [d
ZN2H3 ~——2. Pd/H, BOC

VIl

1
H1Val- -Val- I- H
(VAT NE, La Lys-Val-TyrrNH,
Ille

2) G. W. ANDERrsoN und F. M. CaLLAHAN, J. Amer. chem. Soc. 82, 3359 [1959].
3 E. L. SmItH, D. H. SPacKMANN und W. J. PoLGLASE, J. biol. Chemistry 199, 801 [1952].
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methylester wenig geeignet. Wir haben daher N-Carbobenzoxy-valin nach der Methode
der gemischten Anhydride in das Amid iibergefiihrt und nachfolgend den Carbo-
benzoxyrest durch katalytische Hydrierung entfernt. Die iibrigen Basen IlIc—Ille
wurden gemiB Schema 3 gewonnen,

Nach Schema 1 und 2 wurde in erster Stufe jeweils das Tripeptidderivat 1l als
gemischtes Anhydrid mit den Aminkomponenten der Formeln II1a—IIle umgesetzt.
Als Losungsmittel fiir II bewihrte sich ein Gemisch von wasserfreiem Dioxan/Tetra-
hydrofuran/Dimethylformamid (3:3:1).

Nach dem iiblichen Abtrennen nicht umgesetzter Ausgangskomponenten waren die
Kupplungsprodukte IVa—IVe chromatographisch weitgehend einheitlich, so daB auf
eine weitere Reinigung durch Kristallisation verzichtet wurde.

Das Tetrapeptidderivat IV a enthilt auBer dem Carbobenzoxyrest keine siurelabilen
Schutzgruppen mehr. Fiir die Kettenverlingerung bot sich in diesem Falle als Ver-
fahrensvariante das Schema 1 an. Unter Erhaltung der beiden Nitroguanidino-Grup-
pierungen wurde die a-Aminogruppe durch HBr-Spaltung in Eisessig freigelegt. Nach
Kondensation mit dem Hexapeptidderivat 1a mittels Dicyclohexylcarbodiimids folgte
dann auf der Decapeptidstufe die gleichzeitige Eliminierung von Nitrogruppen und
Carbobenzoxyrest durch katalytische Hydrierung.

In den Zwischenprodukten IVb— IVe dagegen kiBt sich der Carbobenzoxyrest nicht
selektiv abspalten. Sie wurden nach Schema 2 umgesetzt und zunichst katalytisch
mit Palladiummohr hydriert. Als Lésungsmittel diente 90-proz. Methanol, das etwas
mehr als die zum Neutralisieren des gebildeten Ammoniaks und der freigelegten
Amino- und Guanidinogruppen erforderliche Menge Essigsdure enthielt oder auch
90-proz. Essigsiure. Die erhaltenen Basen der Formeln Vb— Ve wurden dann als Dihy-
drochloride oder Diacetate in 90-proz. Tetrahydrofuran mittels der Azidmethode mit
iiberschiissigem Hexapeptidderivat der Formel Ib kondensiert und in letzter Stufe
der Carbobenzoxyrest durch katalytische Hydrierung abgespalten.

Fiir die Reinigung der stark basischen Peptidderivate der allgemeinen Formeln V
und VI bewihrte sich wiederum die Chromatographie an Carboxymethylcellulose.
Bei der Gradientenelution von der Siule mit Ammoniumacetatpuffer wurden durch
einefh bis zu 0.10 m Puffer ausschlieBlich Nebenprodukte entfernt. Die Molaritits-
spannen, innerhalb derer dann die Vertreter der Gruppen V und VI vom Austauscher
desorbiert werden, hiingen vom Verhiltnis Peptid : Austauscher, der Elutionsgeschwin-
digkeit und auch von der Wahl des Molaritiitsgradienten ab. Werden nicht gerade
extreme Bedingungen gewihlt, so kann als allgemeine Regel gelten, daB Peptide der
Formel VI im 0.10—0.16 m und Peptide der Formel V im 0.16— 0.22 m Eluat erschei-
nen. Bei gleicher Zahl basischer Gruppen wird also das Peptid mit dem niedrigeren
Molekulargewicht stirker durch die Carboxymethylcellulose adsorbiert.

Kleinere Mengen V und VI (bis zu 5 g) lassen sich auch durch kontinuierliche,
trigerfreie Hochspannungselektrophorese in einem Ammoniumacetat-Essigsdure-
puffer von pH 5 (Elphor VaP-Apparatur der Fa. Bender & Hobein, Miinchen)
reinigen. ErwartungsgemiB werden die Verbindungen der Formel V stirker abgelenkt
als die héhermolekularen Basen der Formel VI.
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Die Endprodukte sind nach der Gefriertrocknung amorph. Der analytisch ermittelte
Wassergehalt kann daher nicht einem stGchiometrischen Verhiltnis entsprechen und
wurde bei der Auswertung der Analysen auf 0.5 Val abgerundet.

Herrn Dr. H. H. ScHONE danken wir fiir die Ausfiihrung und Auswertung der Amino-
saureanalysen.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die Schmelzpunkte der Verbindungen wurden im Kupferblock bestimmt und sind unkor-
rigiert. Fiir die aufsteigende Papierchromatographie auf Papier Nr. 2043 b der Fa. Schleicher &
Schiill wurde das Lésungsmitteigemisch n-Butanol/Essigsdure/Pyridin/Wasser (30:6:20:24)

benutzt. Re-Werte hinter dem Symbol E—> beziehen sich auf die in Giblicher Weise mit
wasserfreier Trifluoressigsdure von tert.-Butyl- und tert.-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppen
befreiten Substanzen. Bei Rg-Angaben von Rohprodukten ist der dem Hauptprodukt ent-
sprechende Wert kursiv gesetzt.

Zur Siulenchromatographie wurde eine Carboxymethylcellulose der Fa. Whatman (CM 70
powder) verwendet. Das Verhiltnis Durchmesser: Hohe der Saulen lag im Mittel bei 0.20.
Die Elution wurde bei tyrosinhaltigen Peptiden UV-spektrometrisch (kontinuierliche Absorp-
tionsmessung bei 254 my. mit dem Uvicord 4701 A der LKB Produkter AB, Stockholm),
bei den {ibrigen chromatographisch verfolgt.

Alle eingesetzten Aminosiduren gehéren der L-Reihe an.

A. Decapeptidderivat Via

1. Valinamid-hydrochlorid (Illa-HCl): In die Lésung von 25! g N-Carbobenzoxy-valin
(1 Mol) und 138 ccm Tridthylamin in 2/ absol. Tetrahydrofuran werden bei — 10° unter Riihren
im Abstand von 5 Min. 96 ccm Chlorameisensdure-dthylester und 100 ccm fliiss. Ammoniak
auf einmal eingetragen. Sofort anschlieBend dampft man die Mischung ein und verreibt den
Riickstand mit 1/ 1» NaHCOj;. Das ungeléste N-Carbobenzoxy-valinamid wird nachfolgend
aus 90-proz. wiBr. Methanol umkristallisiert. Ausb. 180 g (729 d. Th.), Schmp. 203 —204°,

125 g des fein gepulverten Amids (0.5 Mol) verreibt man mit 1.0/ Methanol und leitet
nach Zugabe von 10 g Palladiummohr unter Vibromischung einen lebhaften Wasserstoffstrom
durch die Suspension, bis eine klare Losung entstanden und die Kohlendioxydentwicklung
beendet ist. Nach Abtrennen des Katalysators wird die Ldsung mit 0.5/ 1 » methanolischer
HCI versetzt und auf dem Wasserbad bis zur beginnenden Kristallisation eingeengt. Nach
mehrstiindigem Kiihlen in Eiswasser saugt man das Valinamid-hydrochlorid ab, wischt mit
wenig Methanol und trocknet auf dem Dampfbad. Durch Einengen der Mutterlauge wird
noch eine zweite Fraktion gewonnen. Gesamtausbeute 60 g (78 % d. Th.), Zers.-P. 252°,
[oe]3: +29.0 4 0.5° (¢ = 1, Wasser).

2. N°-Carbobenzoxy-N®-nitroarginyl-N®-nitroarginyl-prolyl-valinamid (iVa): 26.1g IIV
(40 mMol) 16st man unter Erwidrmen in 100 ccm Dimethylformamid und verdiinnt die Ldsung
mit je 300 ccm absol. Dioxan und Tetrahydrofuran. Nach Zugabe von 5.50 ccm Tridthylamin
kithlt man die Mischung auf —10° ab und gibt unter Vibromischung 3.90 ccm Chlorameisen-
sdure-dthylester und 10 Min. danach die eiskalte Ldsung von 6.85 g II1a (45 mMol) in 45 ccm
1n NaOH zu. Man 148t noch 1 Stde. bei Raumtemperatur reagieren und dampft dann die
Reaktionsmischung unterhalb von 60°i. Vak. ein. Das harzige Rohprodukt wird durch Um-
fillen aus Athanol/l n NaHCOj3 (1:10) gereinigt, dekantierend mit Wasser gewaschen und bei
60°/1 Torr iiber KOH bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Ausb. 13.6 g eines amorphen,
schwach gelblichen Pulvers (45 % d. Th.), Rr = 0.94.
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3. N®-Nitroarginyl-N®-nitroarginyl-prolyl-valinamid (Va): 13.5g fein gepulvertes IVa
(18 mMol) werden mit 50 ccm einer 37-proz. Lésung von HBr in Eisessig bei Raumtemperatur
unter Feuchtigkeitsausschiuf} geriihrt, bis eine klare Ldsung entstanden ist (ca. 30 Min.). Sofort
anschlieBend fillt man das Hydrobromid von Va mit 0.4 absol. Ather in pulvriger Form aus,
saugt ab und verteilt das stark hygroskopische Produkt sofort zwischen 0.1/ Ather und 0.5/
Wasser. Die wilirige Phase wird durch portionsweises Einriihren von stark basischem Aus-
tauscher (IRA 410 von R6hm & Haas) von Bromionen befreit und lyophilisiert. Ausb. 8.6 g
eines farblosen Pulvers (77% d. Th.), Rr = 0.58.

C22H41N1303 (615.7) Ber. N 29.6 Gef. N 29.4

4. NO9-Carbobenzoxy-N®-BOC-lysyl-prolyl-valyl-glycyl-N-BOC-lysyl-N®-BOC-lysin  (la):
11.1 g des Methylesters von Ia (10 mMol) 186st man in einer Mischung von 150 ccm Dioxan
und 90 ccm Wasser und gibt zu der Lésung 13 ccm 12 NaOH. Nach 2 stdg. Stehenlassen bei
Raumtemperatur wird die Mischung mit verd. Salzsiure auf pH 8 eingestellt, unterhalb von
40° i. Vak. auf ein Drittel eingeengt und mit 1.0 / Wasser verdiinnt. Zu der filtrierten Losung
gibt man 30 ccm 1 m Citronenséure und schiittelt das harzig abgeschiedene Verseifungsprodukt
in 0.3 / Essigester. Die mit Wasser gewaschene und getrocknete Essigesterldsung engt man
dann auf ein kleines Volumen ein und gieft das Konzentrat unter intensivem Rithren in 0.5/
Petrolédther. Die pulverige Fillung wird nach dem Waschen mit Petroldther zuniichst an der

Luft, dann bei 60°/1 Torr getrocknet. Ausb. 7.9g (73 % d. Th.), Zers.-P. 70°, [x]¥: —48.9 4- 1.5°

TFE
(¢ = 1, Methanol), Rr = 0.97 —— 0.39.

Cs3HgiNoO 5 (1090.0) Ber. N11.55 Gef. N11.4

5. Ne-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycyl-N¢-BOC-lysyl-N*- BOC-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-va-
linamid-trihydrochlorid (VIa)}: 10.90 g Ia (10 mMol) und 6.16 g Va (10'mMol) 18st man in
240 ccm Acetonitril/Dimethylformamid (3 : 1), gibt bei —10° 2.48 g Dicyclohexylcarbodiimid
(11 mMol) in 20 ccm Acetonitril zu und beldfit die Mischung iiber Nacht bei +5°. Nach Ab-
trennen des ausgefallenen Dicyclohexylharnstoffs zieht man das L&sungsmittel unterhalb

von 60° i. Vak. ab, 16st den amorphen Riickstand (R¥ = 0.93/0.55 IE—» 0.35/0.45/0.55) in
0.4 / 90-proz. Essigsdure und leitet in Gegenwart von 3 g Palladiummohr unter Vibromi-
schung Wasserstoff durch die L&sung, bis die Kohlendioxydentwicklung beendet ist. Nach
Zugabe von 3 g frischem Katalysator wird dann {iber Nacht in der Schiittelente weiterhy-
driert. Die vom Palladium abgetrennte L&sung engt man unterhalb von 30° im Rotations-
verdampfer stark ein, verdiinnt mit 0.4 /! Wasser und lyophilisiert. Ausb. 16.8 g farbloses

TFB
Pulver; Rv = 0.89/0.33 —— 0.11/0.33/0.45.

Bei der Reinigung des Rohproduktes durch Chromatographic an Carboxymethylcellulose
(200 g) in Ammoniumacetatpuffer (Molarititsgradient 0.02—0.22) erscheint das gewiinschte

Peptid im ca. 0.14—0.16 m Eluat und liegt nach wiederholtem Lyophilisieren als Triacetat-

TFE
hexahydrat vor. Ausb. 6.15g (35% d.Th.), Re = 0.89 ——— 0.11, [a]{’: —67.0 4- 0.5°

(¢ = 1, Wasser).
Quantitative Aminosdurebestimmung nach Totalhydrolyse mit HCl: 2.93 Lys, 2.00 Arg,
2.03 Pro, 1.87 Val, 0.92 Gly.

Cs7H1220N20016 - 3 C;H40; - 6 HO (1751.7) Ber. N 16.0 Essigsdure 10.7 Wasser 6.15
Gef. N 16.1 Essigsdure 10.9 Wasser 6.0

Zur Uberfithrung in das Trihydrochlorid versetzt man das Triacetat mit der 0.24fachen
Menge Tridthylamin-hydrochlorid (3.15 Val) und lyophilisiert zweimal mit je 0.1 / Wasser.
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B. Decapeptidderivat VIb

1. Arginyl-arginyl-prolyl-valin-tert.-butylester-trihydrochlorid (Vb): In die gemiB A. 2.
bereitete Losung des gemischten Anhydrids von 26.1 g II (40 mMol) gibt man bei — 10° unter
Vibromischung die eiskalte Losung von 15.2 g Valin-tert.-butylester?) (44 mMol) in 40 ccm
Dimethylformamid. Sofort anschlieBend wird die Reaktionsldsung i. Vak. auf etwa 100 ccm
eingeengt und das Konzentrat mit 1 / 0.52 NaHCOj; durchgeschiittelt. Das ausgefillte Harz

(ca. 30 g, Rr = 0.95 —TF—E—> 0.92) wird in 0.4 / 90-proz. Essigsdure nach Zugabe von 3 g Palla-
diummohr bis zur beendeten Kohlendioxydentwicklung in offener Apparatur (vgl. A. 1.) und
nach Zugabe von 2 g frischem Katalysator noch 18Stdn. in der Schiittelente hydriert. Nach
Einengen der Lésung unterhalb von 30° im Rotationsverdampfer, Verdiinnen mit 0.4 / Wasser
und Filtration wird lyophilisiert. Man erhilt 15.0 g eines rohen Triacetats, das aufgrund des
Chromatogramms noch 3 Nebenprodukte enthilt (Rr = 0.39/0.52/0.63/0.76), die zZusammen
etwa 10 %, ausmachen.

Zur weiteren Reinigung dient die Chromatographie an 300 g Carboxymethylcellulose, die
analog A. 5. ausgefiil_m wird. Das reine Triacetat 16st man zuletzt in 0.2 / Wasser, stellt die
Ldsung bei 0° mit 1 » HCI auf pH 2.2 ein und lyophilisiert. Nach wiederholtem Lyophilisieren

mit 0.1 / Wasser liegt das Peptid als Trihydrochlorid-sesquihydrat (mit ca. 0.15 Val freier HCI)
E

TF!
vor. Ausb. 12.5 g (43 % d. Th.), Rx = 0.63 ——— 0.33.
C26HsoN10Os - 3 HCI - 1.5 H,0 (719.1) Ber. N 19.4 CI® 14.8 Wasser 3.8
Gef. N19.2 CI® 15.5 Wasser 4.0

2. N5-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycyl-Né-BOC-lysyl-Ne-BOC-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-valin-
tert.-butylester-trihydrochlorid (VIb): Zu der Lésung von 11.05 g Ib (10 mMol) in 130 ccm
90-proz. wiBr. Tetrahydrofuran gibt man bei Raumtemperatur 11.0 ccm wiBr. 1 m NaNO,.
In die auf 0° abgekiihlte Mischung tropft man dann unter Riihren innerhalb einer Min. 11.0ccm
1 n HCI1 und nach 2 Min. weitere 10.0 ccm 172 HCI ein. Man 148t noch 5 Min. bei 0° reagieren
und neutralisiert dann die iiberschiissige Salzsiure durch Zugabe von 1.40 ccm Tridthylamin.
Zu der Azidlésung, deren Temperatur immer noch 0° betragen soll, gibt man sofort anschlie-
Bend die eiskalte Mischung von 5.05 g Vb (7 mMol), 50 ccm Dimethylformamid und 1.17 ccm
Tridthylamin (8.5 mMol). Nach zweitigigem Aufbewahren bei 0° wird die Reaktionslésung
eingedampft und der harzige Riickstand in iiblicher Weise in 1 / Methanol in Gegenwart von
3 g Palladiummohr bis zur beendeten Kohlendioxydentwicklung hydriert. Nach dem Ein-

dampfen der Losung befreit man das Rohprodukt (Rr = 0.96/0.63 T—FE—> 0.10/0.18/0.33/
0.44) durch Aufnehmen in 0.4/ 2-proz. Essigstiure und Lyophilisieren von schwerer 16slichen
Begleitstoffen (ca. 20 %) und reinigt es dann weiter durch Chromatographie an einer Siule
von 100 g Carboxymethylcellulose in Ammoniumacetatpuffer (Elutionsgradient 0.04 —0.18 m).
Das Hauptprodukt erscheint im ca. 0.14—0.16m Eluat und liegt nach dreimaligem Lyophili-
sieren als Triacetat-trihydrat vor. Ausb. 4.45 g (36 % d. Th.), Rr = 0.96 TF—E> 0.10, [eJ3’:
—76.3 +0.5° (¢ = 1, Wasser).

Quantitative Aminosiurebestimmung nach Totalhydrolyse mit HCl:
2.95 Lys, 2.04 Arg, 2.04 Pro, 1.93 Val, 1.00 Gly.

C71H 29N 19017 - 3 C;H4O; - 3 HyO (1754.9) Ber. Essigsdure 10.25 Wasser 3.1
Gef. Essigsdure 10.4 Wasser 3.3

Zur Uberfiihrung in das entsprechende Trihydrochlorid wird mit der 0.24-fachen Gewichts-
menge Tridthylamin-hydrochlorid (3.15 Val) lyophilisiert.
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C. Undecapeptidderivat VIc

1. Valyl-N*-BOC-lysinamid (IlIc): Die L8sung von 50 g VIIV (0.1 Mol) in 0.8/ Methanol
sdttigt man bei —5° mit Ammoniak und belaBt sie gasdicht verschlossen 4 Tage bei Raum-
temperatur. Nach Abdampfen des Ldsungsmittels wird das in fester Form anfallende N-
Carbobenzoxy-valyl-N®-BOC-lysinamid aus 90-proz. wiBr. Athanol umkristallisiert. Ausb.

TF
35 g (73 % d. Th.), Schmp. 200°, Rr = 0.97 ———» 0.90.
C24H3sN4Og (478.6) Ber. N11.7 Gef. N11.9

24 g dieses Carbobenzoxyderivates (0.05 Mol) werden in 0.5 / Methanol/Dimethylformamid
(4:1) in iblicher Weise in Gegenwart von 2 g Palladiummohr hydriert. Nach beendeter
Kohlendioxydentwicklung saugt man vom Katalysator ab, dampft das Filtrat unterhalb von
40° i. Vak. ein und kristallisiert den Riickstand aus ca. 0.1 / Wasser um. Das lufttrockne

Peptid schmilzt bei 146°. Ausb. 14.0g (81 % d. Th.), Rr = 0.90 E—» 0.35, [«]°: —8.5
+0.5° (¢ = 1, Methanol).

2. Arginyl-arginyl-prolyl-valyl-N®-BOC-lysinamid-trihydrochlorid (Vc): In die gemaB A. 2.
bereitete Ldsung des gemischten Anhydrids von 26.1 g I/ (40 mMol) gibt man unter Vibro-
mischung in einem GuB die eiskalte Lésung von 13.8 g II/c (40 mMol) in 50 ccm 90-proz.
wifr. Dimethylformamid. Das Kéltebad wird entfernt und, sobald die Mischung auf Raum-
temperatur gekommen ist, das Lésungsmittel unterhalb von 40° i. Vak. weitgehend abgezogen.
Das beim Durchschiitteln mit 1 / 1 7 NaHCOj3 ungeldst bleibende Harz hydriert man in 0.4 /
90-proz. Essigsdure in Gegenwart von 5 g Palladiummohr wie unter B. 1. beschrieben. Die
Ldsung wird dann im Rotationsverdampfer unterhalb von 30° auf ein Volumen von 100 ccm
eingeengt, mit 0.5 / Wasser verdiinnt und lyophilisiert. Rohausb. 15.6g, Rr = 0.27/0.36/0.58.
Zur weiteren Reinigung wird das Produkt in Ammoniumacetatpuffer (Elutionsgradient
0.04—0.30 m) an Carboxymethylcellulose (200 g) chromatographiert. Durch dreimaliges
Lyophilisieren der dem Hauptprodukt entsprechenden Fraktion erhilt man das Pentapep-

E
tidderivat als Triacerat-trihydrat. Ausb. 11.5g (29 % d. Th.), Rr = 0.58 L 0.16. [«¥:
—58.7 +£2° (¢ = 1, Wasser).
Ci33Hg3N1307 - 3 C;H402 - 3 H2O (986.8) Ber. N 18.4 Essigsdure 18.2 Wasser 5.5
Gef. N 18.3 Essigsaure 18.4 Wasser 5.1

Zur Uberfiihrung in das Trihydrochlorid gibt man zu diesem Triacetat die 0.43fache
Menge Tridthylamin-hydrochlorid (3.15 Val) und lyophilisiert dreimal mit je 0.2 / Wasser.

C33Hg3N[307 - 3 HC1 - 2 H,0 (898.3) Ber. Wasser 4.0 Gef. Wasser 4.3

3. N.-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycyl- N*- BOC-lysyl- Né- BOC-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-
valyl- N¢-BO C-lysinamid-trikydrochlorid (VIc): 11.05 g 16 (10 mMol) und 6.28 g ¥ ¢ (7 mMol)
werden analog B. 2. nach der Azidmethode kondensiert und das Reaktionsprodukt, wie dort
beschrieben, katalytisch hydriert und an Carboxymethylcellulose chromatographiert. Ausb.
4,40 g chromatographisch reines Peptidderivat als Triacerat-tetrahydrat (32% d. Th.),

TFE
Re =092 —— 0.06, [«]¥: —67.5 42° (c = 1, Wasser).
Quantitative Aminosdurebestimmung nach Totalhydrolyse mit HCl: 4.03 Lys, 1.90 Arg,
2.00 Val, 2.14 Pro, 1.00 Gly, 1.27 NHj3;.
C13H)42N220)9 -3 C2H402 -4 H20 (1944.0) Ber. N 15.8 Essigséure 9.25 Wasser 3.7
Gef. N 15.7 Essigsiure 10.0 Wasser 3.5

Zur Verdringung des Acetations durch Chlorion wird mit der 0.22fachén Menge Tridthyl-
amin-hydrochlorid (3.15 Val) lyophilisiert.
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D. Dodecapeptidderivat VId

I. Valyl-N®-BOC-lysyl-valin-tert.-butylester (I11d): Die Lbsung von 49.4 g VIII1) (0.1 Mol)
in 100 ccm Dimethylformamid wird bei Raumtemperatur mit 500 ccm Eisessig verdiinnt.
In diese Mischung triigt man bei —10° unter Riihren kurz nacheinander 110 ccm 1 m wiSr.
NaNO; und 200 ccm 1 7 HCI ein, riihrt noch 5 Min. bei —10° und verdiinnt die Reaktions-
18sung dann mit 5/ Eiswasser. Vom harzig abgeschiedenen Azid wird dekantiert, dieses in
eiskalter 1 » NaHCO3; gut abgepreBt und dekantierend mit Eiswasser gewaschen. Das feuchte
Azid und 20.6 g Valin-tert.-butylester (0.11 Mol) 18st man unter Eiskiihlung in 400 ccm
Dimethylformamid und beld8t die Mischung 3 Tage im Kiihlschrank. AnschlieBend wird
das Dimethylformamid i. Vak. abgezogen, der Riickstand in 150 ccm Methanol aufgenommen
und die Losung in 1/ Wasser eingeriihrt. Die pulverige Fillung wird auf der Nutsche gut
mit Wasser gewaschen und luftgetrocknet. Zur Reinigung 16st man das Rohprodukt (5t g,

Schmp. 140—142°) in warmem Essigester und fillt es mit dem dreifachen Volumen Petroldther

TFE
wieder aus. Ausb. 31 g (49 % d. Th.), Schmp. 146—147°, Rp = 0.96 —— 0.83, [«]}’: —37.2

+0.5° (¢ = 1, Methanol).

29 g dieses Carbobenzoxyderivates (0.045 Mol) werden in 130 ccm Methanol mittels
Palladiummohrs in iiblicher Weise katalytisch hydriert. Durch Eindampfen der Methanol-
16sung, zuletzt bei 40°/0.1 Torr, erhilt man die Base als farbloses Ol. Ausb. 23 g (quantitativ),
Re = 09325, 037,

2. Arginyl-arginyl-prolyl-valyl-N-BOC-lysyl-valin-tert.-butylester-triacetat (Vd): In die
gemiB A. 2. bereitete Losung des gemischten Anhydrids von 26.1 g I1 (40 mMol) gibt man
bei -- 10° unter Vibromischung die auf +5° abgekiihlte Lésung von 21.1 g II1d (42 mMol) in
50 ccm Dioxan. Nach dem Eindampfen der Reaktionsl¥sung verteilt man den harzigen Riick-
stand zwischen 1 / Essigester und 0.5 / Wasser, wischt die Essigesterldsung mit je 0.2 /0.5 m
Citronensiure,  n NaHCO3 und Wasser, trocknet sie kurz iiber wasserfreiem Magnesium-
sulfat und dampft ein. Das amorphe Rohprodukt (ca. 50 g, Rr = 0.96) wird in 1/ einer
Methanol/Wasser/Eisessig-Mischung (10:2:1) in Gegenwart von Palladiummohr in iiblicher
Weise katalytisch hydriert (insgesamt 20 Stdn.). Nach Abtrennen des Katalysators neutralisiert
man die Losung mit konz. wiABr. Ammoniak und dampft ein. Den harzigen Riickstand 13st

man in 50 ccm warmem Methanol, fillt durch Zugabe von 100 ccm 5-proz. Essigsdure

TFE ..
unvollstindig hydrierte Nebenprodukte (ca. 6 g, Rp = 0.97 ——— 0.83) aus und reinigt

das geloste Peptid durch Chromatographie in Ammoniumacetatpuffer (Elutionsgradient 0.04 —
0.28 m) an einer Sdule von 200 g Carboxymethylcellulose. Ausb. 12.9 g (28.5 % d. Th.),
Re = 0.80 X2, 0.22, []i: —76.1 +0.5° (c = 1, Wasser).
C42H19N1309 - 3 C;H O, - 2 H,0 (1126.1) Ber. N 16.2 Essigsdure 16.0 Wasser 2.7
Gef. N 16.2 Essigsdure 16.5 Wasser 2.7
3. Ne-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycy!l-N¢-BO C-lysyl-N®-BO C-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-valyl-
N&-BOC-lysyl-valin-tert.-butylester-trihydrochlorid (VId): 11.05g Ib (10 mMol) werden
analog B. 2. in 90-proz. wiBr. Tetrahydrofuran in das Azid iibergefiihrt und die L8sung
bei —5° mit der vorgekiihiten Mischung von 5.65 g Vd (5 mMol), 6.9 ccm Tridthylamin
(5 mMol) und 50 ccm Dimethylformamid versetzt. Nach zweitiagigem Aufbewahren bei 0°
dampft man i. Vak. ein und hydriert den Riickstand in 0.5/ Methanol in iblicher Weise
(ca. 3 g Palladiummohr) katalytisch bis zur beendeten Kohlendioxydentwicklung. Das rohe

Hydrierungsprodukt (9.4 g, Rr = 0.91 —TF—E—> 0.06/0.10/0.16) nimmt man in 10 ccm Dime-
thylformamid auf, verdiinnt mit 90 ccm 1-proz. Essigsidure und filtriert. Diese LYsung wird im
Laufe von 200 Stdn. durch kontinuierliche Hochspannungselektrophorese (Elphor VaP von
Fa. Bender & Hobein) aufgetrennt (Puffer: 50 g Ammoniumacetat/25 ccm Eisessig in 107
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Wasser, Puffergeschwindigkeit 60 cm/Stde., Spannung 1300 Volt). Das gewiinschte Peptid
befindet sich in den Fraktionen 22—32 (insges. 48 Fraktionen, Fraktion 1 = Kathode). Sie
werden vereinigt und dreimal lyophilisiert. Ausb. 3.75 g chromatographisch reines Peptid

als Triacetat-trihydrat (36 %, d. Th.), Rr = 0.88 —E» 0.10, [«]3: —80.1 40.5° (c =1,
Wasser).

Quantitative Aminosidurebestimmung nach Totalhydrolyse mit HCl: 3.90 Lys, 1.91 Arg,
1.96 Pro, 1.00 Gly, 3.03 Val.

C37H153N2202| -3 C2H402 -3 Hzo (2082.3) Ber. N 14.8 Essigsﬁure 8.6 Wasser 2.6
Gef. N 14.9 Essigsdure 8.2 Wasser 2.8

Zur Uberfiihrung in das Trihydrochlorid wird das Triacetat mit der 0.205fachen Gewichts-
menge Tridthylamin-hydrochlorid (3.15 Val) lyophilisiert.

E. Tridecapeptidderivat VIe

1. Valyl-tyrosinamid: Die Suspension von 41.6 g fein gepulvertem N-Carbobenzoxy-valyl-
tyrosinamid® (0.1 Mol) in 0.5/ Dimethylformamid/Athanol (1:1) wird in Gegenwart von
4 g Palladiummobhr in offener Apparatur hydriert, bis das Peptid in Losung gegangen und die
Kohlendioxydentwicklung beendet ist. Man engt die Losung unterhalb von 50° i. Vak. auf ein
Viertel ein und schiittelt das Konzentrat mit dem vierfachen Volumen trockenem Ather
durch. Die pulverige Fillung wird abgesaugt, gut mit Ather gewaschen und luftgetrocknet.
Ausb. 23.4 g (84 % d. Th.), Schmp. 200°, nach Umkristallisieren aus Dimethylformamid 208°.
Re = 0.72, [o)3°: +16.3 £0.5° (¢ = 1, Methanol). Die Base ldst sich bei Raumtemperatur
klar in 5-proz. Essigsidure.

C14H21N303 (279.3) Ber. N 15.1 Gef. N 15.2

2. N-Carbobenzoxy-valyl-N®-BOC-lysyl-valyl-tyrosinamid: 49.4 g VIII (0.1 Mol) werden
gemdB D. 1. in das Azid umgewandelt. Man l6st das feuchte Produkt in 0.3 / eiskaltem
Dimethylformamid und gibt dann die vorgekiihlte Lésung von 28.0 g Valyl-tyrosinamid
(0.1 Mol) in 0.2 { Dimethylformamid zu. Die Mischung, aus der sich bereits nach 10 Min.
das Kupplungsprodukt gelartig abzuscheiden beginnt, 148t man noch 18 Stdn. bei + 5° stehen,
erwiarmt sie dann auf dem Dampfbad bis zur klaren L&sung, gibt in der Wirme das gleiche
Volumen Essigester zu und 148t 3 Stdn. bei Raumtemperatur kristallisieren. Das Gel wird
scharf abgenutscht, mit 0.3 / Dimethylformamid/Essigester (1:2) gewaschen. Nach dem Ver-
reiben mit 0.5/ 5-proz. Essigsiiure wird erneut abgenutscht und mit Wasser gewaschen.

Getrocknet wird zunidchst an der Luft und dann bei 50°/0.1 Torr bis zur Gewichtskonstanz.

TFE
Ausb. 46 g (62 % d. Th.), Zers.-P. 236—-237°, R¢ = 0.93 ——— 0.85, [«]¥: —18.8 +0.5°

(c = 1, Dimethylformamid).
C33HsgNgO9 (742.9) Rer. C62.8 H7.7 N11.3 Gef. C62.6 H8.0 N11.4

3. Valyl-N*-BOC-lysyl-valyl-tyrosinamid (Ille): Man suspendiert 14.9 g des Carbobenz-
oxyderivates aus E. 2. (20 mMol) in 150 ccm Dimethyiformamid und hydriert katalytisch
in offener Apparatur in Gegenwart von 2 g Palladiummohr, bis das Peptid in Lésung gegangen
und die Kohlendioxydentwicklung beendet ist. Nach Abtrennen des Katalysators engt man
die Losung auf die Hilfte ein und schiittelt sie mit 0.4 / Ather durch. Die amorphe, pulverige

Fillung wird auf der Nutsche gut mit Ather gewaschen und luftgetrocknet. Ausb. 12.0 g (fast

TFE
quantitativ), Zers.-P. 248 —250°, Ry = 0.88 ——— 0.57, [«]¥’: —31.6 £+0.5° (¢ =1, S-proz.

Essigs#ure) und 22.5 +0.5° (¢ = 1, Dimethylformamid).
C3oHs;NgO, (608.8) Ber. C59.1 H8.6 N 13.8 Gef. C59.0 H9.0 N 13,7

4 R.L. M. SYNGE, Biochem. J. 42, 99 [1948].
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4. N9-Carbobenzoxy- N®-nitroarginyl-N®-nitroarginyl-prolyl-valyl-N¢-BOC-lysyl-valyl-tyro-
sinamid (IVe): 26.1g II (40 mMol) werden gemidB A.2. in das gemischte Anhydrid
ubergefiihrt. In die Reaktionsldsung gibt man bei —10° die eiskalte Lésung von 24.3 g Ille
(40 mMol) in 250 ccm 95-proz. wiBr. Dimethylformamid und liBt die Mischung innerhalb
1 Stde. auf Raumtemperatur kommen. Nach Stehenlassen iiber Nacht verreibt man das
gebildete Gel mit 2 /0.5 n NaHCO;, zentrifugiert und wischt auf der Zentrifuge mit Wasser.
Das feuchte Produkt wird in gleicher Weise mit 1/ 5-proz. Essigsdure behandelt und dann
bei 50°/15 Torr iiber KOH bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Ausb. 31 g (63 % d. Th.),
Zers.P.213—215°, Ry = 0.94 = » 0.86, [aJi: —28.0 +-0.5° (c = 1, Dimethylformamid).-

5. Arginyl-arginyl-prolyl-valyl-Né-BOC-lysyl-valyl-tyrosinamid-trihydrochlorid (Ve): 12.4 g
1Ve (10 mMol) werden in 0.5 / 90-proz. wiBr. Essigsiure in Gegenwart von 3 g Palladiummohr
6 Stdn. in offener Apparatur (Durchleiten von Hz unter Vibromischung) und nach Zugabe
von 3 g frischem Katalysator noch 18 Stdn. in der Schiittelente hydriert. Die Lésung wird
dann bei einer Badtemperatur von 40—45° i. Vak. auf 50 ccm eingeengt, mit 0.5 / Wasser ver-

diinnt, filtriert und lyophilisiert. Das Rohprodukt (10.5 g, Re = 0.70/0.84 ———» 0.38/0.50)
wird in Ammoniumacetatpuffer (Elutionsgradient 0.04 —0.40 m) an Carboxymethylcellulose
(100 g) chromatographiert. Das insgesamt dreimal lyophilisierte Hauptprodukt (ca. 0.15—~
0.25 m Eluat) wird zuletzt in 0.4/ Wasser geldst, die Losung bei 0° mit 22 HCl auf
pH 2.2 eingestellt und lyophilisiert. Ausb. 7.7 g Trihydrochlorid-hexahydratr (62 % d. Th.),

TFE
Ry = 0.70 ——— 0.38, [2}¥: —68.0 +1° (¢ = 1, Wasser).

C47Hg1N1sO10 - 3 HCl - 6 H,O (1233.8) Ber. N 17.0 CI® 8.6 Wasser 8.75
Gef. N 17.1 CI® 9.7 Wasser 9.3

6. N®-BOC-Lysyl-prolyl-valyl-glycyl-N¢-BOC-lysyl-N?-BOC-lysyl-arginyl-arginyl-prolyl-va-
lyl-N&-BOC-lysyl-valyl-tyrosinamid-trihydrochlorid (Vle): 22.1 g Ib (20 mMol) werden
gemiB B. 2. in 90-proz. wilBr. Tetrahydrofuran in das Azid iibergefithrt und die LSsung bei
0° mit der eiskalten Mischung von 12.4 g Ve (10 mMol), 200 ccm Dimethylformamid und
1.80 ccm Tridthylamin (13 mMol) versetzt. Nach zweitigigem Stehenlassen bei -+ 5° wird
einggdampft und der Riickstand in 1.5/ Methanol in Gegenwart von 3 g Palladiummohr
bis zur beendcten Kohlendioxydentwicklung hydriert. Man engt die Methanollésung auf
ein kleines Volumen (ca. 50 ccm) ein, verdiinnt das Konzentrat mit 100 ccm 2-proz. Essigsiure
und trennt von harzig abgeschiedenen Nebenprodukten (iiberschiissige Hexapeptid-Kupp-
lungskomponente) ab. Das durch Lyophilisieren isolierte Rohprodukt gibt man auf eine Séule
von 300 g Carboxymethylcellulose und eluiert mit einem Ammoniumacetatpuffer steigender
Molaritit (0.02—0.22 m). Ausb. an chromatographisch reinem Triacetar-hexahydrat (dreimal
lyophilisiert) 7.95 g (36 % d. Th.), Re = 0.96 ———» 0.12, [«}i®: —77.1-£ 0.5° (c = 1, 1-proz.
Essigsiure).

Quantitative Aminosiurebestimmung nach Totalhydrolyse mit HCl:
4.00 Lys, 1.83 Arg, 2.15 Pro, 3.14 Val, 1.04 Gly, 0.88 Tyr.
Co2H60N24022 -+ 3 C;H40; - 6 H20 (2212.4) Ber. N 15.2 Essigsdure 8.1 Wasser 4.9
Gef. N 15.4 Essigsiure 8.0 Wasser 4.7

Zur Umwandlung in das Trihydrochlorid 16st man das Triacetat in 0.4 / Wasser, versetzt
die Losung mit 3.15 Val Tridthylamin-hydrochlorid (19 ¢, des Peptidgewichtes) oder stellt
sie mit 2n HCI bei 0° auf pH 2.2 ein und lyophilisiert zweimal.





