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ERICH W U N S C H ,  HANS-GEORG HEIDRICH * )  

und WOLFGANG GRASSMANN 

Synthese von Lysl.9-Bradykinin und Lys2.lo-Kallidin 

Aus dem Max-Planck-lnstitut fur EiweiB- und Lederforschung, Munchen, 
Abteilung fur Peptidchemie 

(Eingegangen am 4. Januar 1964) 

Lysl.9-Bradykinin bzw. Lysz.lo-Kallidin werden durch Verknupfung der syn- 
thetisch aufgebauten Bruchstucke Dicarbobenzoxy-lysyl-prolyl-prolyl-glycin und 
Na-Carbobenzoxy-Nc-BOC~~-lysyl-prolyl-prolyl-glycin bzw. Na-Carbobenz- 
oxy-NE-BOC-lysyl-N~-BOC-lysyl-prolyl-prolyl-glycin mit Phenylalanyl-seryl- 
prolyl-phenylalanyl-Nf-carbobenzoxy-Iysinbenzylester zum geschiitzten Nona- 
bzw. Decapeptid, darauffolgende Abspaltung der Schutzgruppen und an- 
schlieaende Reinigung der Naturstoff-Analoga in der tragerfreien kontinuier- 

lichen Elektrophorese dargestellt. 

Unter Kininen versteht man niedermolekulare Polypeptide, welche isolierte glatt- 
muskulare Organe erregen und den Blutdruck senken konnen. Die ,,klassischen" 
Kinine der Saugetiere, Bradykinin und Kallidin, sind Substanzen, die aus Plasma- 
proteinen enzymatisch freigesetzt werden, und  zwar in einem Mechanismus, der dem 
der Blutgerinnung ahnlich ist. Kininfreisetzende Enzyme sind die Gruppe der Kalli- 
kreine, Trypsin und einige Schlangengiftkomponenten. Die pharmakologische 
Wirkung der Kinine erstreckt sich auf die Reizung glattmuskularer Organe, der 
BlutgefaDe. auf die Hemmung der Diurese und auf die Auslosung schmerzahnlicher 
Reaktionen. Die Aminosauresequenzen von Bradykinin (1)3) und  Kallidin (ll)4) 
unterscheiden sich nur durch ein zusatzliches Lysin am N-terminalen Ende des 
Kallidins: 

1 2 3 4 5 6 7 8 9  
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg I. Xradykinin 

1 2 3 4 5 6 7 - 8 9 1 0  
Lys- Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-  A r g  11. Kallidin 

Eine ausfiihrliche Literaturiibersicht uber das  Gebiet der Plasmakinine findet sich 
bei J. TRAUTSCHOLD und G. RUDELS). 

I )  Teil der Dissertat. H.-G. HEIDRICH, Univ. Munchen 1964. 
2) Folgende gebrluchliche Abkurzungen werden venvendet : BOC = tert.-Butyloxycarbonyl, 

Z == Carbobenzoxy, BZL = Benzyl, N P  = p-Nitro-phenyl, DCD = Dicyclohexylcarbo- 
diimid, TFE Trifluoressigsaure. 
D. F. ELIOTT, G. T. LEWIS und E. W. HORTON, Biochem. biophysic. Res. Commun. 3, 87 
[ 19601. 

4) E. WEHLE, J. TRAUTSCHOLD und G. LEYSATH, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 326, 174 
[1961]; J. V. PIERCE und M. E. WERSTER, Biochem. biophysic. Res. Commun. 5,353 [1961]. 

5 )  Klin. Wschr. 41, 297 119631. 
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Seit der Synthese von Bradykinins) und Kallidin7) sind in der Literatur verschiedent- 
lich synthetische Analoga dieser Peptide beschrieben worden *I, alle rnit dem Ziel, 
durch Veranderungen im Molekul Aussagen iiber die spezifische Wirkungsweise 
gewisser Arninosauren oder funktioneller Gruppen zu rnachen. Es erschien uns inter- 
essant, Kininanaloga herzustellen, in denen das Arginin durch Lysin ersetzt wurde, 
um eine evtl. Aussage iiber die Funktion der Guanidogruppe des Arginins zu machen. 
Beim Lysz-Angiotensin9) fuhrte das gleiche Experiment zu einem biologisch unwirk- 
sarnen Produkt. 

Die Synthese des Lys 1.9-Bradykinins (XXV) gelang auf folgendem Wege (Schema 
1): Carbobenzoxy-prolyl-prolin (111) 10) wurde rnit Hilfe von Carbodiimid rnit Glycin- 
benzylester (IV) 11) zu Carbobenzoxy-prolyl-pI olyl-glycinbenzylester (V) verbunden 
und nach Abhydrieren der Schutzgruppen das freie Tripeptid (VIII) rnit Dicarbobenz- 
oxy-lysin-nitrophenylester (VI) bzw. mit "l-Carbobenzoxy-N"-BOC-lysin-nitrophe- 
nylester (VII) zurn N-geschutzten Tetrapeptid IX bzw. X verknupft. 

Zum Aufbau der zweiten Halfte des Kininmolekiils wurde Carbobenzoxy-serin 
(x1) 12) mit Prolin-benzylester (XII) 13) nach der SHEEHAN-Methode zum Carbobenz- 
oxy-dipeptidester (XIV) vereinigt, die Schutzgruppen hydrogeriolytisch abgcspalten 
und das erhaltene Seryl-prolin (XVII) rnit BOC-Phenylalanin-nitrophenylester (XVI) 
urngesetzt. BOC-Phenylalanyl-seryyl-prolin (XIX) lieferte nach iiblichem Carbodiimid- 
Verfahren rnit Plienylalanyl-Ne-carbobenzoxy-lysinbenzylester (XX) - gewonnen aus 
BOC-Phenylalanin (XIII) und Ne-Carbobenzoxy-lysinbenzylester (XV) mit nach- 
folgender Trifluoressigsaure-Spaltung und als Tosylat kristallin isoliert - den 
gewiinschten BOC-Pentapeptidester XXI, der ohne nahere Charakterisierung proto- 
nensolvolytisch zum Phenylalanyl-seryl-prolyl-phenylalanyl-Ne-carbobenzoxy-lysin- 
benzylester (XXI I) entacyliert wurde. Diese Verbindung wurde als Tosylat kristallin 
isoliert. Die Verknupfung der Acyltetrapeptide IX und X mit dem Pentapeptidester 
XXll erbrachte die geschutzten Nonapeptidderivate XXIII und XXIV, die ohne 
Isolierung durch iibliche Abspaltung der Carbobenzoxy-, BOC- und Benzylester- 

6) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD, H. KONZEIT und E. STURMER, 
Experientia [Basel] 16,326 [1960]; R. A. ROISSO~NAS, ST. GUTTMANN und P.-A. JAQUENOUD, 
Helv. chim. Acta 43, 1349 [1960]. 

7 )  J .  PLESS, E. STURMER, ST. GUTTMANN und R.  A. BoissoNNas, Helv. chim. Acta 45, 394 
[ 19601. 

8)  E. D. NICOLAIDES, H. A. DE WALD, P. G .  SHORLEY und H. 0. J. COLLIER, Nature [London] 
187, 773 [1960]; R. SCHWYZEH, W. RITTEL, P. SIEBER, H. KAPPELER und H. ZULIER, Helv. 
chim. Acta 43, 1130 [1960]; R.  A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUI), H. KON- 
ZETT und E. STURMER, Experientia [Basel] 16, 326 [1960]; K. A. BOISSONNAS, ST. GUTT- 
MANN und P.-A. JAQUENOUD, Helv. chim. Acta 43, 1481 [1960]; ST. GUTTMANN und 
R. A. BOISSONNAS. ebenda 44, 1713 (19611; K. VOGLER, R. 0. STUDER und W. LERGIER, 
ebenda 44, 1495 119611; K. VOGLER, P. LANZ und W. LERGIER, ebenda 45, 561 [1962]; 
M. BODANSZKY, J. T. SHEEHAN, M. A. ONDEITI und S. LANDE, I. Amer. chem. SOC. 85. 
991 [1963]; M. ONDETTI, J. med. Chem. 6, 10 [1963]; E. SCHRODER, Vortrag 6. Europ. 
Peptidsymposium, Athen 1963; E. D. NICOLAIDES, H. A. DE WALD und M. K. CRAFT, 
J. med. pharmac. Chem. 6, 739 [1963]. 

9) R. SCHWYZER, Helv. chirn. Acta 44, 671 119611. 
10) E. WUNSCH, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 332, 288 [1963]. 

12) ST. GWTTMANN und R.  A. BOISSONNAS, Helv. chim. Acta 41, 1852 [1958]. 
1') L. ZERVAS, M. WINITZ und J. P. GREENSTEIN, J .  org. Chemistry 22, 1515 (19571. 

1 3 )  R .  E. NEUMAN und E. L. SMITH, J .  biol. Chemistry 193, 108 [1951]. 
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Schema 1 

I 
XVI XVII XVIII 

p F E  
Z 

I 
I 
I BOC-[Phe-See-Pro]-OH + H-[Phe--LystOBZL 

XIX XX 

I 
I 

I 
BOC-IPhe- S e r  - Pro-Phe-Lysl- 0 BZ L 

I 

I 
I 

I XXI 

i 1.F. Z 
I 

1X bzw. X + H-IPhe- Ser- Pro-Phe-Lysl-OBZL 

XXII 

1 
Z 

Z- Lys-Pro-Pro-Gly-Phder-Pro-Phe-LysI-OBZL 

\ XXIII: R = Z XXIV: R = BOC I 

Pd/Hz 1 1. TFE 
1. Pd/Hz 1 

1 2 . 9 4  5 6 I 8 B 
H-ILys- Pro- Pro-Gly-Phe-Ser- Pro-Phe-Lysl-OH 

XXV. Lys'.B-13radykinin 
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Schutzgruppen in das freie Lys 1.9-Bradykinin (XXV) iibergefiihrt wurden. Beide 
Produkte erwiesen sich nach Reinigung in der tragerfreien kontinuierlichen Elektro- 
phorese nach W. GRASSMANN und K. H A N N I G ~ ~ )  als rein und identisch. 

Fur die Synthese des Lys2JO-Kallidins (Schema 2) stand zur Darstellung der Sequenz 
1 - 5  mit dem Acyltetrapeptid X ein brauchbares Ausgangsmaterial zur Verfiigung. 
Nach hydrogenolytischer Decarbobenzoxylienmg lieD sich das erhaltene Tetrapeptid 
Ne-BOC-Lysyl-prolyl-prolyl-glycin (XXVI) mit NQCarbobenzoxy-N*-BOC-lysin- 
nitrophenylester (VII) nach der Nitrophenylestermethode in guter Ausbeute zum 
geschiitzten Pentapeptid XXVII umsetzen, das in Analogie zur Synthese des Lys1.9- 
Bradykinins mit dem Pentapeptidester XXII zum geschiitzten Decapeptidester 
XXVIII umgesetzt und dann in das freie Lys2JO-Kallidin (XXIX) iibergefiihrt wurde. 

Schema 2 

-OH Z- +d-oH Lys-Pro-Pro-G1 
Pd/Hz 

XXVI X 

UOC BOC 2 

Z-I Lys-Lys-Pro-Pro41 -OH + H- IPhe-Ser-Pro-Phe-Lysl-OBZL 

XXVII XXll 

BOC BOC z 

XXVIII 

1. TFE 

1 2 3 4 5  6 7 8 9 1 0  

H-I Lys-Lys-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Lysl4H 

XXIX. LysZ."-Kallidin 

Sowohl Lys 1.9Bradykinin als auch Lys2.lo-Kallidin wurden am isolierten Darm 
des Meerschweinchens, am Hund und am isolierten Rattenuterus auf biologische 
Aktiviat getestet und als biologisch unwirksam befunden. Uber diese Versuche 
sowie iiber den enzymatischen Abbau beider Verbindungen sol1 an anderer Stelle 
berichtet werden. 

Herrn Prof. E. WERLE danken wir vielrnals fiir die biologische Austestung der Peptide. 
Den FARBWERKEN HOECHST AG sowie den FARBENPABRIKEN BAYER AG danken wir fur die 

Forderung der Arbeit durch uberlassung von Chemikalien. 

14) Dtsch. Bundes-Pat. 808999 v. 24. V. 1949; K. HANNIG, Z. analyt. Chem. 181, 244 [1961]. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren bestimmt; sie sind nicht korrigiert. 
Die spezif. Drehwerte wurden irn lichtelektrischen Polarimeter der Fa. Zeiss ermittelt, die 
Werte fur die D-Linie berechnet. Die chromatographische Reinheitsprufung wurde mit Hilfe 
des Dunnschichtverfahrens nach E. STAHLIS) auf Kieselgel G durchgefiihrt. Als Laufmittel 
wurden verwendet A:  Butanol/Eisessig/Wasser (6:2:2), B: Butanol/Eisessig/Wasser (I : I  :l), 
C: Hexan/Essigester/Eisessig (10: 5:0.5), D :  Heptan/tert.-Butylalkohol/Eisessig (3 :2:1), E: 
Butanol/Eisessig/Wasser/Pyridin (30: 6: 24: 20), F: tert.-Amylalkohol/lsopropylalkohol/Was- 
ser (10:4: 5 . 9 ,  G: Chloroform/Methanol(9:1). 

Lys 1.9-Bradykinin ( X X V )  

Curbobenzoxy-prolyl-prolyl-glycinbenzylester ( V )  : Zu 103.9 g Carbobenzoxy-prolyl-prolin (Ill) 
(0.3 Mol)lo) und 87.9 g Glycinbenzylesrer-tosylut (entspr. IV) 11) (0.3 Mol + 1.0 g), in 300ccm 
Dimethylformamid und 1500 ccm Acetonitril unter Erwiirmen gelast, werden nach Abkuhlen 
auf 0" 42.0ccm Triiirhylamin (0.3 Mol) unter Ruhren gegeben. Dazu fugt man nach Abkuhlen 
auf - 15" 64.8 g Dicyclohexykarbodiiniid (0.3 Mol + 3 g) und l2Dt das Reaktionsgemisch 
einige Stdn. bei 0" und dann 24 Stdn. bei Raumtemperatur stehen. Nach erneutem Abkuhlen 
saugt man ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab, engt das Filtrat i. Vak. ein und nimmt den 
Ruckstand in Essigester auf. Die Losung wird mit 1 n HCI, KHCOJ-Losung und Wasser wie 
iiblich gewaschen, uber Na2S04 getrocknet und i. Vak. eingedampft: dabei tritt Kristallisation 
ein. Aus Athanol Schmp. 120--122", [u]Lo: -115.06 f 0.5" bzw. [u]::,: -138.0" (c = 1. 
in Methanol), RP (A) 0.75, RP (E) 0.76, Ausb. 120.4 g (81.8% d. Th.). 

C27H31N306 (493.5) Ber. C 65.7 H 6.33 N 8.59 Gef. C 65.4 H 6.41 N 8.9 

Prolyl-prolyl-glycin ( VIII)  : 20.0 g Carbobenroxy-prolyl-prolyl-glycinbenzylester (V) in 
100 ccm lsopropylalkohol + 5 ccm Wasser und einigen Tropfen Eisessig werden in Gegenwart 
von Palladiumschwarz als Katalysator ca. 7 Stdn. bei Normaldruck hydriert. Das Filtrat 
wird mit vie1 trockenem Ather versetzt und einige Tage bei -10' aufbewahrt, der gebildete 
Niederschlag abgesaugt, mit absol. Ather gewaschen und im Vak.-Exsikkator scharf getrocknet. 
Nach Umkristallisieren aus eiskaltern Methanollhher ( 1  :I)  Schmp. 112- 114". [ u ] ~ ~ :  -97.9 
1.0.5" bzw. [a]::,: -- 117.0" (c = 1, in Methanol), RF (A) 0.14, RP (E) 0.24, Ausb. 10.8 g 
(100% d. Th.). 

C ~ ~ H I Y N ~ O ~ . H ~ O  (287.3) Ber. C 50.2 H 7.4 N 14.6 Gef. C 50.01 H 7.29 N 14.4 

Dicurbobenzoxv-lysin-nitrophenylester ( VI) : 4 I .4 g Dicarbobenzoxy-lysin 16) (0.1 Mol) und 
15.3 g p-Nirru-phenol(O.11 Mol) in 300ccm Essigester werden bei 0" mit 22.7 g Dicyclohexyl- 
rorbodiimid (0.1 1 Mol) versetzt, 1 Stde. bei 0" und 2 Stdn. bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 
Abkuhlen saugt man vom Dicyclohexylharnstoff ab, engt das Filtrat i. Vak. ejn und nimmt 
den Ruckstand in Essigester auf. Die erhaltene Losung wird mit 0.1 n HCI, 0.5 m KHCO:, 
und Wasser wie iiblich gewaschen, uber NazS04 getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der 
verbleibende Ruckstand wird n i t  absol. Ather ausgekocht, abfiltriert, im Vak.-Exsikkator 
getrocknet (iiber P205) und gepulvert: Schrnp. 75- 77°,[a]60: -23.7 k0.5'bzw. [u]::,: -29.5" 
(c = 1 ,  in Methanol), RP (A) 0.8, RP (C) 0.42, Ausb. 44.1 g (82.1 % d. Th.). 

CzaH29N308 (535.6) Ber. C 62.80 H 5.46 N 7.85 Gef. C 63.06 H 5.66 N 7.98 

' 5 )  E. STAHL, Z. analyt. Chem. 181, 244 [1961]. 
1 6 )  R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, R. L. HUGUENIN, P.-A. JAQUENOUD und ED. SANDRIN, 

Helv. chim. Acta 41, 1878 [1958]. 
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Na- Carbobenzoxy- NL- BO C-lysin-nitrophenylester ( VII) 1 7) : 40.6 g NO- Carbobenzoxy- N c- 

BOC-lysin 18) (0.105 Mol) - freigesetzt mit Citronensaure aus 60.0 g des Dicyclohexylammo- 
niumsalzes (0.105 Mol), Schmp. 156-157", [a]ia: +7.82 10.5" (c = 1, in Athanol) - und 
15.6 g p-Nitro-phenol (0.11 Mol) in 600ccm Essigester/Acetonitril (1 :1) werden bei 0' rnit 
24.0 g Dicyclohexylcarbodiimid (0.1 1 Mol) versetzt, 1 Stde. bei 0" und 2 Stdn. bei Raumtempe- 
ratur geruhrt. Nach Abkuhlen auf - 5" wird abgeschiedener Dicyclohexylharnstoff abgetrennt, 
das Filtrat i. Vak. zur Trockne gebracht und der Ruckstand in Essigester aufgenommen. 
Die Losung wird unter Kuhlung mit Citronensawelasung, einem Gemisch aus I TI. 0.5 m 
K2CO3 und 2 Tln. 0.5 m KHCOJ und Wasser wie ublich gewaschen,,iiber Na2S04 getrocknet 
und i. Vak. eingedampft. Aus Essigesterlbither Schmp. 88-90', [alga: -17.2 i O . 5 "  bzw. 
[a]:$: -20.5" (c  = 1, in Aceton), RP (A) 0.8, RF (C) 0.75, Ausb. 52.9 g (93% d. Th.). 

C25H35N3010 (537.6) Ber. C 59.87 H 6.23 N 8.38 Gef. C 60.21 H 6.35 N 8.45 

Dicarbobenzoxy-lysyl-prolyl-prolyl-glycin (IX) : 1 1.4 g Dicarbobenzoxy-lysin-nitrophenyl- 
ester (VI) (0.021 Mol) und 5.75 g Prolyl-prolyl-glycin (VIII) (0.021 Mol) in 150 ccm Chloro- 
form/Essigester (1 : I )  werden mit 6 ccrn Triiithylamin (0.042 Mol) versetzt und 24 Stdn. bei 
Raumtemperatur geriihrt. Nach Eindampfen i. Vak. wird der Ruckstand in 150 ccrn 1 n 
KHCO, aufgenommen, die Lbsung erschapfend rnit Essigester ausgezogen (Nitrophenol), 
mit Citronenslure angesauert und mit Essigester ausgeschiittelt. Die Essigesterextrakte 
werden uber Na2S04 getrocknet, i. Vak. eingeengt und der Ruckstand rnit absol. Ather ver- 
rieben. Zers. ab 190°, [a]&O: -102.68 *0.5" bzw. [a]::6: -123.0' ( c =  1, in Methanol), 
Ra (A) 0.64, RP (E) 0.59, Ausb. 12.1 g (85.2% d. Th.). 

C34H43N509 (665.8) Ber. C 61.14 H 6.51 N 10.51 Gef. C 60.79 H 6.46 N 10.53 

Na-Carbobenzoxy-Ne-BOC-lysyl-prolyl-prolyl-glycin (X) : 16.0 g Na-Carbobenzoxy-Ng- 
BOC-lysin-nitropAenylester (VII)  (0.03 Mol) und 10.05 g Prolyl-prolyl-glycin (VlI1) (0.035 Mol) 
in 300 ccm Chloroform/Essigester (1 :1) werden in Gegenwart von 8.4 ccrn Triiithylamin (0.06 
Mol), wie fur IX beschrieben, umgesetzt und aufgearbeitet. Der i. Vak. iiber P 2 0 ~  scharf 
getrocknete Ruckstand wird nach Verreiben rnit absol. Ather beim Stehenlassen im Kuhl- 
schrank fest. Zers. ab 170°, [a]F: -109.3 *0.5" bzw. [a]::s: -131.25"(c = 2, in Methanol), 
RP(A) 0.64, RF(G) 0.13, Ausb. 18.5 g (96% d. Th.). 

C ~ ~ H ~ S N S O ~ . ~ / ~ H ~ O  (640.7) Ber. C 58.12 H 7.08 N 10.93 
Gef. C 57.82 H 7.16 N 10.96 

Carbobenzoxy-seryl-prolinbenzylester (XI V) : Zu 1 1.9 g Carbobenzoxy-serin ( X I )  (0.05 Mol) 
und 11.3 g Prolinbenzylester-hydrochlorid (entspr. XII) (0.05 Mol) 13) in 100 ccrn Acetonitril 
werden bei 0" 7 ccm Triiithylamin (0.05 Mol) und danach bei - 10" 11.0 g Dicyclohexylcar- 
bodiimid (0.053 Mol) gegeben. Nach 24 Stdn. bei - 10" saugt man ausgefallenen Dicyclo- 
hexylharnstoff ab, dampft das Filtrat i. Vak. zur Trockne und nimmt den Ruckstand in Essig- 
ester auf. Die Lasung wird wie ublich rnit verd. Salzsaure, KHCO3-Lasung und Wasser 
gewaschen, uber Na2S04 getrocknet und i. Vak. eingeengt. Aus Essigester/Petrolather 
Schmp. 105- 107", [a]&a: -77.28 *0.5" bzw. [a]z6 :  -93.6" (c  = 1, in Methanol), RP (A) 

C23H26N206 (426.4) Ber. C 64.78 H 6.15 N 6.57 Gef. C 64.81 H 6.02 N 6.80 
0.77, R F ( D ) O . ~ ~ , A U S ~ .  18.5g(87%d.Th.). 

Seryl-prolin (XVII): 10.0 g Carbobenzoxy-seryl-prolinbenzylester (XIV) in Methanol/ 
Wasser + einigen Tropfen Essigsiiure werden in Gegenwart von Palladiumschwarz als 

17) E. WUNSCH und A. ZWICK, Chem. Bet. (in Vorbereitung) rnit gleichen analyt. Daten; 
R. SCHWYZER und W. RIITEL~~) :  Schmp. 88-91', [alga: -14.8 f1.0" (c = 1.13, in Aceton). 

18) R. SCHWYZER und W. RITTEL, Helv. chim. Acta 44, 159 [1961]; K. STURM, R. GEIGER 
und W. SIEDEL, Chem. Ber. 96, 609 [1963]. 
Chcmische Berichtc Jahrg. 97 118 
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Katalysator wie ublich hydriert. Beim Einengen i. Vak. und Versetzen mit bithanol tritt 
Kristallisation ein. Nadeln aus Wasser/khanol, Schmp. 189O, [a]%o: - 108.37 50.5" bzw. 
[a]za: -130.0" (c = 1. in Wasser), RF (A) 0.17, RF (E) 0.3, Ausb. 4.7 g (98% d. Th.). 

C~H14N204 (202.2) Ber. C 47.52 H 6.79 N 13.85 Gef. C47.21 H 7.08 N 13.73 

BOC-Phenylalanin (XIII )  : 8 1 .O g Phenylalaninrnethylester (0.45 Mol) - hergestellt aus 
98 g Phenylalaninmethylester-hydrochlorid (0.45 Mol) nach G. HILLMANN 19) - werden 
mit 200.0 g BOC-Aridlo) (1.35 Mol) 24 Stdn. bei 40-45" aufbewahrt, uberschuss. Azid i. Vak. 
abdestilliert und der verbleibende blige Ruckstand in Essigester aufgenommen. Die erhaltene 
Liisung wird wie ublich mit KHCO3-Losung, Citronensgurelbsung und Wasser gewaschen, 
uber Na2S04 getrocknet und i. Vak. eingeengt: 1 10.0 g BOC-Phenylalaninmefhylester (0.394 
Mol) als gelbliches 01. 

Es wird in Dioxan/Wasser gelbst und rnit 395 ccm I n  NaOH unter pH-Kontrolle mit Thy- 
molphthalein verseift. Nach Entfernen des Lbsungsmittels sauert man mit Citronensaure an 
und nimmt das abgeschiedene 61 mit Essigester auf. Nach Trocknen und Einengen der 
Lbsung i. Vak. kristallisiert man den Ruckstand aus absol. AtherlPetrolather um: Schmp. 
83.5-85.5", [a l l :  +23.85 *0.5" bzw. [a]:,: $29.1" (c = 2, in bithanol)21), RF (A) 0.74, 
R F ( D )  0.6, Ausb. 81.2g (68% d. Th.). 

C14H19N04 (265.3) Ber. C 63.4 H 7.24 N 5.28 Gef. C 63.5 H 7.04 N 5.5 

BOC-Phenylalanin-nitrophenylester ( X V I ) :  39.8 g krist. BOC-Phenylalanin (XIII) (0.1 5 
Mol) und 22.3 g p-Nitro-phenol (0.16 Mol) in 600ccm Essigester werden bei -5" rnit 33.0g 
Dicyclohex)./car~odirnid (0.26 Mol) versetzt, eine Stde. bei 5", dann eine Stde. bei Raum- 
temperatur geruhrt. Nach Abkuhlen auf -. 5" filtriert man Dicyclohexylharnstoff ab, engt die 
Lbsung i .  Vak. zur Trockne ein und nimmt den Ruckstand in Essigester auf. Nach ublicher 
Aufarbeitung wird das Rohprodukt aus heiRem Athanol und wenig Petrolather umkristal- 
lisiert: Schmp. 126-127", [a]%0: --19.82 k0.5" bzw. [a]?,: -25.0' (c = 0.5, in Methanol), 
RF (A) 0.81, RF (C) 0.75, Ausb. 45.5 g (78% d. Th.). 

C20H22N206 (386.4) Ber. C 62.45 H 5.74 N 7.38 Gef. C 62.49 H 5.75 N 7.53 

BOC-Phenylalanyl-seryl-prolin (XIX) : Z u  einer Lbsung von 2.02 g Seryl-prolin (XVII) 
(0.01 Mol) in 20ccm Wasser und 10ccm I n  NaOH (0.01 Mol) gibt man 3.7 g BOC- 
Phenylalaninnitrophenylester (XVI) (0.01 Mol) in 40 ccm Dioxan und laDt bei Raumtem- 
peratur unter Ruhren, C02-AusschluD und unter Einhalten von pH 9.5 I n  NaOH zu- 
tropfen. (Innerhalb von 5 -6 Stdn. werden 11 ccm 1 n NaOH verbraucht). Die gelb gefarbte 
Lasung wird unter kraftigem Riihren und Eiskuhlung vorsichtig rnit 11 ccm 1 n HCl versetzt, 
nach Abziehen des Dioxans i. Vak. mit Wasser verdunnt und zur Entfernung von p-Nitro- 
phenol erschiipfend mit Ather ausgezogen. Die waI3r. Phase scheidet nach Ansiiuern rnit 
Citronensaure ein t)l ab, das in Essigester aufgenommen wird. Die iiber Na2S04 getrocknete 
und i. Vak. eingedampfte Losung hinterlaat ein festes Produkt, das nach Aufnehmen in 
heilJem Essigester, Zugabe von Ather und schlieDlich (unter Eiskuhlung und Ruhren) von 
Petrolather amorph ausfiillt. Nach langerem Ruhren wird die Substanz kristallin. Aus heioem 
Essigester Schmp. 122-124" (Zers.), [a]2,O: -58.7 *0.5" bzw. [a]:,: ,-70.5" (c = 1, in Metha- 
nol), RF (A) 0.66, RF (D) 0.32, Ausb. 3.3 g (65.2% d. Th.). 

C22H31N307 (449.5) Ber. C 58.78 H 6.94 N 9.35 Gef. C 59.26 H 7.18 N 9.34 

19) 2. Naturfonch. 1, 682 [1946]. 
20) L. A. CARPWO, J. Amer. chem. SOC. 79, 98 [1957]. 
21) E. WUNSCH und G. WENDELBERGER (Chem. Ber., in Vorbereitung) geben einen Schmp. 
85-8P und [a]g: +24.74" (c = 1.5, inkhanol)  bei Synthese der Verbindung uber den 
bithylester an. 
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NL-Carbobenzoxy-lysinbenzylester-hydrochlorid (entspr. XV) : wurde in Anlehnung an die 
von B. F. ERLANGER und E.  BRAND^^) bzw. R. A. BOISSONNAS und Mitarbb.23) gegebenen 
Vorschriften (Benzyl- bzw. Methylester-hydrochlorid) dargestellt. 

Zu einer Suspension von 155.3 g Dicarbobenzoxy-lysin16) (0.375 Mol) in 750 ccrn absol. 
Ather 1aBt man bei -10" unter Ruhren innerhalb von 30 Min. 70 ccrn Thionylchlorid tropfen, 
riihrt 3 Stdn. bei Raumtemperatur. dann 3 Stdn. unter RuckfluB. wobei das N-Carbonsaure- 
Anhydrid ausfallt. Nach 2 Stdn. im Kuhlschrank wird das Produkt abgesaugt. mit trockenem 
Xther gewaschen und i. Vak. bei Raumtemperatur getrocknet: Schmp. 98'. 
Zu einer Aufschlammung des N-Carbonsaure-Anhydrids in 750 ccrn absol. k h e r  laBt man 

unter Ruhren 750 ccrn absol. Benzylalkohol tropfen und ruhrt das Reaktionsgemisch 16 Stdn. 
Dabei erfolgt zunachst Lasung, dann Abscheiden kristallinen Esterhydrochlorids. Aus wenig 
heiBem Wasser Schmp. 138-140", [.IF: -4.8 f03, [a]::,: -7.03" (c = 0.5, in 0.1 n HCI), 
RF (A) 0.69, RF (E) 0.65, Ausb. 119.8 g (78.3% d. Th.). 

C21H26N204.HCl (406.9) Ber. C 61.99 H 6.69 N 6.89 Gef. C 62.05 H 6.68 N 6.85 

BOC-Phenylalanyl-N'-carbobenzoxy-lysinbenzylester (X VIII) : 26.53 g BOC-Phenylalanin 
(XIII) (0.1 Mol) und 40.7 g NC-Carbobenzoxy-lysinbenzylester-hydrochlorid (entspr. XV) 
(0.1 Mol) in 1 OOOccm Acetonitril werden bei - 10" unter Ruhren mit 13.95 ccm Triiithylamin 
(0.1 Mol) und nach 15 Min. mit 20.7 g Dicyclohexylcarbodiimid (0.1 Mol) versetzt. Der An- 
satz wird 24 Stdn. bei -lo", dann 24 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt, mit 400ccm Di- 
methylformamid versetzt, nach Stehenlassen bei - 10" auskristallisierter Dicyclohexylharnstoff 
wird abgetrennt. Das Filtrat dampft man bei Raumtemperatur/ca. 10-2Torr ein und nimmt den 
Ruckstand in Chloroform auf. Nach ublicher Aufarbeitung (Waschen rnit Citronenslure-, 
KHCO3-Lasung und Wasser, Trocknen iiber NazSO4 und Eindampfen i. Vak.) wird der feste 
Ruckstand aus heiBem bithanol umkristallisiert: Schmp. 131 - 133", [a]2,: - 10.40 -10.5" bzw. 
[a]&: - 13.0" (c = 1, in Methanol), RF (A) 0.87, RF (D) 0.62, Ausb. 46.0 g (74.5 % d. Th.). 

C35H43N30, (617.7) Ber. C 68.05 H 7.02 N 6.89 Gef. C 68.26 H 7.13 N 7.00 

Phenylalanyl- Nc-carbobenzoxy-lysinbenzylester-tosylat (entspr. XX) : 30.9 g BOC-Phenyl- 
alanyCNc-carbobenzoxy-lysinbenzylester (XVIII) (0.05 Mol) werden mit 50 ccm eiskalter 
Trifluoressigsaure ubergossen und 30 Min. bei Raumtemperatur belassen, wobei Liisung 
erfolgt. Uberschiiss. Trifluoressigsiiure wird i. Vak. abgezogen, der Ruckstand mit 1 m KHCO, 
und Essigester behandelt, die abgetrennte Essigesterphase mit NaCl-Lbsung neutral gewaschen, 
uber Na2S04 getrocknet und i. Vak. eingeengt. 

Die Lbsung in absol. khan01 wird rnit 9.6 g p-Toluolsulfonsaure (0.05 Mol) versetzt; auf 
Zusatz von absol. bither kristallisiert das Pepridester-tosylat aus: Schmp. 146- 1473,  

-6.19 k0.5' bzw. [a]$: -7.5" (c = 1, in Methanol), RF (A) 0.27, RP (D) 0.15, Ausb. 
34.1 g (97 % d. Th.). 

C37H43N308S (689.8) Ber. C 64.42 H 6.28 N 6.09 Gef. C 64.28 H 6.50 N 6.15 

Phenylalanyl-seryl-pro1yl-phenylalanyl-Nc-carbobenzoxy-lysinbenzylester-tosylat (entspr. 
XXII)  : 6.57 g BOC-Phenylalanyl-seryl-prolin (XIX) (0.01 5 Mol) und 10.5 g Phenylalanyl- 
Nc-carbobenzoxy-lysinbenzylester-tosylat (entspr. XX) (0.01 5 Mol) in 200 ccm Acetonitril 
werden bei 0" mit 2.1 ccm Triiithylamin (0.015 Mol) versetzt und bei Raumtemperatur geruhrt, 
bis alles in Lasung geht (15 Min.). Nach Zugabe von 3.3 g Dicyclohexylcarbodiimid (0.016 Mol) 
wird das Reaktionsgemisch 10 Stdn. bei 0", danach 24 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt, 
mit 125 ccm Dimethylformamid versctzt und auf -5" abgekuhlt. Die vom Dicyclohexylharn- 

22) J. Amer. chem. SOC. 73, 4025 [1951]. 
2) R. A. BOISSONNAS und Mitarbb., Helv. chim. Acta 41, 1867 [1958], und zwar 1878. 

118. 
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stoff abgetrennte Losung dampft man i. Vak. bei 10-2 Torr zur Trockne ein, nimmt den Riick- 
stand in Essigester auf und wlscht die erhaltene Losung wie iiblich mit Citronenslure, 
KHCO3-Losung und Wasser. Nach Trocknen iiber Na2S04 und Abdestillieren des LBsungs- 
mittels i. Vak. wird ein fester Riickstand erhalten (BOC-Pentapeptidester), der, wie oben fur 
BOC-Phenylalanyl-lysinbenzylester beschrieben, mit Trifluoressigsuurc entacyliert wird. Der 
erhaltene Ruckstand wird in 200 ccm absol. Isopropylalkohol gelost, mit 2.9 g p-Toluolsulfon- 
siiure (0.015 Mol) und schliel3lich bei -20" unter Riihren mit absol. Ather versetzt, wobei das 
Ester-tosylat ausflllt. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus Isopropylalkohol/Ather ist 
das Produkt chromatographisch rein: Schmp. 136- 138", [.IF: -36.97 10.5" bzw. [a]&: 
-44.5" (c  := 2, in Methanol), RF (A) 0.68, RF (F) 0.7, Ausb. 12.5 g (81.5% d. Th.). 

C=,~H,~~N@I~S (1021.2) Ber. C 63.41 H 6.32 N 8.23 Gef. C 62.98 H 6.30 N 8.29 

Lysin 1.U-Brudykinin ( X X V )  
a) Zu 2.1 I g Dicurbobenzoxy-IysyI-prolyl-prolyl-glycin (IX) (3 mMol) und 3.09 g Phenyl- 

uluriyl-seryl-prolyl-phenylalunyl-NL-carbobenzoxy-lysyl-benzylesfer-fos~~luf (entspr. XXI 1) (3.03 
mMol) in IOccm Dimethylformamid werden bei0" unter RiihrenO.42ccm Triiithylumin(3 mMol) 
gegeben, die resultierende Losung mit 80 ccm Acetonitril verdiinnt, 0.7 g Dicyclohexylcar- 
bodiimid (3 mMol + 0.08 g) zugefiigt, 2 Stdn. bei 0" und 4 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. 
Nach kurzem Stehenlassen bei -5' wird vom Dicyclohexylharnstoff abgetrennt, das Filtrat 
i. Vak. zur Trockne eingeengt, die Essigesterlosung des Ruckstandes wie iiblich mit Citronen- 
siure-. KHC03-LOsung und Wasser gewaschen, uber NazSO4 getrocknet und i. Vak. ein- 
geengt. Der Ruckstand (in der Hauptmenge Carbobenzoxy-nonapeptidester XXIII) wird in 
50ccm Methanol gelost, mit 5 ccm Wasser und 5 ccm Eisessig versetzt und in Anwesenheit von 
Palladiumschwarz als Katalysator bei Normaldruck 24 Stdn. hydriert. Nach Einengen i. Vak. 
resultiert ein Rohprodukt, das in 40ccm Pyridin/Eisessig-Puffer pH 4.9 gelost und bei 2000 kV 
und 200 mA der tragerfreien kontinuierlichen Elektrophorese14) unterworfen wird (Ninhydrin- 
Test bei 565 mp): 
1. Frakt. (22-30): RF (A) 0.23, mit Spuren Hauptprodukt 
2. Frakt. (31 -36): RP (A) 0.05, Hauptprodukt 
3. Frakt. (37--42): RF (A) 0.13, mit Spuren Hauptprodukt 

Die 2. Frakt. (31 -36) dampft man i. Vak. bei moglichst tiefer Temperatur zur Trockne ein. 
Nach Entfernen des Puffers (Pyridinacetat) i. Hochvak. nimmt man den Riickstand in ca. 
IOccm I n Essigsaure auf und lyophilisiert. Das i. Vak. iiber PzOs getrocknete feste Produkt 
wird in absol. Methanol gelost und unter Riihren bei -10" mit absol. Ather gefallt: Schmp. 
145- 149". [a]2,: -66.88 10.5" bzw. [a]::6: -80.0" (c  = 0.5, in Methanol), RF (B) 0.28, 
RF (E) 0.38, Ausb. 1.2 g (52% d. Th.). 

C S O H ~ ~ N L I O I I  .2CH3COzH.2H20 ( I  160.4) 

b) I .28 g Na-Curbobenroxy-N'-BOC-lysyl-prolyl-prolyI-gly~in (X) (2 mMol) und 2.06 g 
Phenylulunyl-seryl-prolyl-phenylalanyl- N'-carbobenzoxy-lysinbenzylesrer-rosylur (entspr. XXI I )  
(2.02 mMol) werden, wie unter. a) beschrieben, mit 0.45 g Dicyclohexylcurbodiimid 
(2 mMol t. 0.05 g) zum Curbobenzoxy-BOC-nonupepridester (XXIV) umgesetzt. Das i. Vak. 
zur Trockne eingeengte Filtrat wird bei Raumtemperatur mit 50 ccm Trqluoressigsiiure iiber- 
gossen. Nach 1 stdg. Stehenlassen, wobei Losung erfolgt, wird uberschiiss. Trifluoressigsaure 
i. Vak. abgezogen, der Ruckstand in 20ccm 70-proz. Methanol aufgenommen und die 
Losung iiber eine kleine Saule mit Dowex I1 (Acetatform) gegeben. Das Eluat wird wie iiblich 
innerhalb von 24 Stdn. bei Normaldruck hydrogenolytisch decarbobenzoxyliert und aufge- 
arbeitet. Das erhaltene Rohprodukt wird, in 30ccm Pyridin/Eisessig-Puffer pH 4.9 gelast, wie 
unter a) der freien kontinuierlichen Elektrophorese unterworfen (Ninhydrin-Test bei 565 mp) : 
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I .  Frakt. (20-28): RF(A) 0.21, rnit Spuren Hauptprodukt 
2. Frakt. (29-34): RP (A) 0.05, Hauptprodukt 
3. Frakt. (35-40): RF (A) 0.12 

Die 2. Frakt. (29-34) wird, wie unter a) beschrieben, aufgearbeitet: Schmp. 146-149', 
[a]?: -66.74 *0.5" bzw. [a]z6: -79.2" (c = 0.5, in Methanol), RF (B) 0.29, RF (E) 0.38, 
Ausb. 0.85 g (55 % d. Th.). 

C~oH73N11011.2 CH3COzH.2 HzO (1160.4) Ber. C 55.98 H 7.3 N 13.28 
Gef. C 56.20 H 7.11 N 13.27 

Aminosaureanalyse : Gly Ser Phe Pro LYS 

Ber. 1 1 2 3 2 
Gef. 1.0 1 .o 2.0 2.99 2.0 

Lysz. lO-Kallidin ( X X I X )  
NE-BOC-Lysyl-prolyl-prolyI-glycin (XX VI) : 7 g Na-Carbobenzoxy-NC-BOC-lysyl-prolyl- 

prolyl-glycin ( X )  in 50 ccm Methanol + einigen Tropfen Eisessig werden in Anwesenheit von 
Palladiumschwarz als Katalysator bei Normaldruck hydriert. Dei nach Eindampfen i. Vak. 
erhaltene Ruckstand wird mit absol. Ather verrieben; das Produkt (XXVI) ist fur die weitere 
Umsetzung genugend rein. RF (A) 0.31, Ausb. 5.5 g (100% d. Th.). 

G3H39N507 (498.6) 

Na-Carbobenzoxy- Ne-BOC-lysyl- Ne-BOC-lysyl-prolyl-prolyl-glycin (XX VI I )  : Z u  2.5 g 
Na-Carbobenzoxy-Nc-BOC-lysin-nifrophenylesrer (VII) (5 mMol) und 2.6 g N'-BOC-Lysyl- 
prolyl-prolyl-glycin (XXVI) ( 5  mMol Rohprodukt) in 15 ccrn Tetrahydrofuran/Dioxan/Wasser 
(2:4:1) wird unter Ruhren ein Gemisch von 1 n NaOH/Dioxan (1 :1) so lange zugegeben. 
bis der pH-Wert der Lasung uber einige Stdn. konstant bleibt. Nach weitgehender Entfernung 
der organischen Losungsmittel i. Vak. wird die verbleibende waRr. Losung mehrmals rnit 
Essigester extrahiert, mit Citronensaurelasung angeshuert und das abgeschiedene 01 in 
Essigester aufgenommen. Nach Auswaschen der Saure rnit Wasser und Trocknen uber 
Na2S04 wird die Lbsung i. Vak. zur Trockne gebracht, der erhaltene Ruckstand in wenig 
tert.-Butylalkohol/Dioxan aufgenommen und in vie1 absol. k h e r  bei -20" unter Ruhren 
einfiltriert. Der abgesaugte Niederschlag wird i. Vak. uber P20s getrocknet. Zers. ab 140", 
[a]io: -88.87 &0.5" bzw. -106.25" (c = 2, in Methanol), RF (A) 0.68, RF (E) 0.64, 
Ausb. 3.4 g (85.9% d. Th.). 

C42H6~N7012*1/2 H20 (689.0) Ber. C 58.05 H 7.66 N 11.38 
Gef. C 57.88 H 7.32 N 11.42 

Lys2.lo-Kallidin ( X X I X )  : I .74 g Na-Carbobenzoxy-NL-BOC-lysyl-N'-BOC-lysyl-prolyl- 
prolyl-glycin (XXVIl) (2 m Mol) und 2.4 g Phenylalanyl-seryl-prolyl-phenylalanyl- NC-carbo- 
benzoxy-lysinbenzylesfer-fosylar (entspr. XXIl) (2 mMol) in 10 ccm Dimethylformamid werden 
bei 0' unter Ruhren rnit 0.28 ccm Triathylarnin (2 mMol) versetzt, die resultierende Lasung rnit 
70 ccm Acetonitril verdunnt, 0.45 g Dicyclohexylcarbodiimid (2 mMol + 0.03 g) zugefiigt, 
2 Stdn. bei 0" und 4 Tage bei Raumtemperatur geruhrt. Nach kurzem Stehenlassen bei -5" 
wird vom Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das Filtrat i. Vak. zur Trockne eingeengt und die 
Essigesterbsung des Ruckstandes wie ublich rnit Citronenshurelosung, KHCO3-Usung und 
Wasser gewaschen, uber Na2S04 getrocknet und i. Vak. eingeengt. Das gelbliche Rohprodukt 
wird rnit 30 ccm Trifluoressigsaure ubergossen und 1 Stde. bei Raumtemperatur bis zur Usung  
stehengelassen. Uberschuss. Trifluoressigsaure zieht man i. Vak. ab, nimmt den Ruckstand 
in 20 ccm 70-prOZ. Methanol auf, gibt die Lbsung uber eine kleine Saule rnit Dowex I1 (Acetat- 
form), versetzt das Eluat rnit 5 ccm Eisessig und decarbobenzoxyliert hydrogenolytisch (24 
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Stdn. bei Normaldruck). Das nach ublicher Aufarbeitung rcsultierende Rohprodukt wird in 
20 ccm Pyridin/Eisessig-Puffer pH 4.9 geltist und bei 2000 kV und 200 mA der tragerfreien 
kontinuierlichen Elektrophorese unterworfen (Ninhydrin-Test bei 565 mp) : 
1. Frakt. (22-28): R F ( B )  0.74 
2. Frakt. (30-44): RF (B) 0.21, Hauptprodukt 
3. Frakt. (45): RF (B) 0.21 

RF (B) 0.42 
4. Frakt. (46-47): RF (B) 0.42 

Die 2. Frakt. (30-44) wird lyophilisiert, der Ruckstand in l o r n  Wasser gelht, mit 0.5 ccm 
Eisessig versetzt und nochmals lyophilisiert. Aus der methanol. Ltisung fiillt die Verbindung 
auf Zusatz von absol. Ather; sie wird abgesaugt und i. Vak. getrocknet: Schmp. unscharf 
bei 138", [a]$: -77.29 &0.5" bzw. [a]$: -93.0" (c = 0.5, in Methanol), RF (B) 0.21, RF (E) 
0.29, Ausb. 1.6 g (59% d. Th.). 

Ca2HlosNl3Ozl.3 CH3COzH.4 H20 (1398.6) Ber. C 53.44 H 7.57 N 13.02 
Gef. C 53.84 H 7.57 N 13.05 

Aminoslureanalyse : Gly Ser Phe Pro Lys 
Ber. 1 1 2 3 3 
Gef. 1.03 1.02 2.07 3.08 2.81 




