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Die Verknupfung zweier Tetrapeptide nach der Azid-Methode liefert das Eledoisin-(4-11)- 
Octapeptid .2 TFA (6). Nach Kondensation (Phosphorazo-Methode) von 2- bzw. Boc-lle- 
NHGly(Na-Boc)-OH rnit Leu-Met-NHz erlaubt die gleiche Synthese mit dem Na-unge- 
schutzten Heterotetrapeptid 10, aus dem Reaktionsgemisch das [5-Asparagin, 9-Hydrazino- 
essigsaure]Eledoisin-(4- I I)-Octapeptid-Acetat (11) zu isolieren. 

a 
Durch die Einbeziehung von Hydrazinosauren als Heterobausteine in wirksame 

Peptide wird die RegelmaRigkeit der Polyamidstruktur unterbrochen. Die Beurteilung 
einer groBeren Anzahl solcher Analoga wirksamer Peptide mit Heterobindungen in 
der Peptidkette hilft mit bei der Klarung der Frage: hat die Polyamidkette nur eine 
stereochemische ,,Gerustfunktion" oder sind die Amidbindungen funktionell an der 
Entfaltung der Wirksamkeit im Rezeptorbereich beteiligt? 

Riniker und Schwyzerz) auI3ern im Zusammenhang rnit dem ,,Aza-a-homo-[Tyr4, 
Val~]Hypertensin" die Auffassung, daI3 weniger das ,,Peptidriickgrat" als die ,,Topo- 
graphic“ der Seitenketten fur die biologische Wirkung notig seien. Die von Cante3) 
grundlegend bearbeiteten a-Aza-peptide (-NH - CHR- CO -NH-NR- CO- 
NH --CHR -CO -) sind wegen ihrer minimalen sterischen Veranderung gegeniiber 

* )  Abkurzungen: NHGly = Hydrazinoessigsaure, Z = Benzyloxycarbonyl, Boc = tert.- 
Butyloxycarbonyl, Nps = o-Nitro-phenylsulfenyl, OCH3 = Methylester, OAt = k h y l -  
ester, ONp = p-Nitro-phenylester, tBuONO = tert.-Butylnitrit, TFA = Trifluoressig- 
saure, D M F  = Dimethylformamid, T H F  = Tetrahydrofuran, DCCI = Dicyclohexyl- 
carbodiimid. 

Bezeichnungen nach lUPAC Information Bulletin No. 25, S. 32 (1966), No. 26, S. 11 
(1966), No. 27, S. 16 (1966); abgedruckt auch in J. biol. Chemistry 241, 2491 (1966), 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 121, I (1966), und Biochemistry 5, 2485 (1966); 
6 ,  362 (1967); deutsche Ubersetzung: Hoppe Seyler's 2. physiol. Chem. 348, 256 (1967). 

1) VIII. Mitteil.: W. Knobloch und G. Suberr, J. prakt. Chem., im Druck. 
2 )  B. Riniker und R. Schwyzer, Helv. chim. Acta 47, 2375 (1964). 
3) J. Gunk, Fortschr. chem. Forsch., Bd. 6, Heft 2, S. 358, Springer-Verlag, Berlin 1966. 
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den Peptiden zur Klarung dieser Frage besonders geeignet. Bisher wurde jedoch nur 
ein Aza-Analoges eines wirksamen Peptides, das [3-u-Aza-valin]Angiotensin b e  
schrieben4). Der gleichen Fragestellung dient der Einbau von analogen Hydroxy- 
carbonsauren bzw. Esterbindungen in Bradykinin. 

Schukinu et. al.5) stellten vier Heterologe her und fanden beim [4-Glykolsaure]- 
und [6-Glycin, 8-Phenylmilchsaure]Bradykinin Wirkungen in der GraRenordnung des 
Bradykininss). 

A. Synthese yon Eledoisinpeptiden 

Eledoisinpeptide schienen uns fur solche Untersuchungen besonders geeignet, weil 
sie eine Vielzahl von Molekulveriinderungen ohne wesentliche Wirkungsabnahme 
zulassen (vgl. 1. c. 79, solange der carboxylendstandige ,,essentielle" Pentapeptid- 
bereich davon nicht beruhrt wirds). Da vom Aminoende her verkiirzte Eledoisin- 
peptide nach Liibke, Hempel und Schroder9) und anderen Autoren 10) in verschiedenen 
Testen sogar starkere Wirksamkeit zeigten als Eledoisin selbst, wahlten wir fur unsere 
Untersuchungen das Octapeptid Lys-Asp(NH2)-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NHz. 

2- bzw. Boc-I le  + Gly-ONp 

Anhydnd-hlethode 

Z -  bzw. Boc-l le-Gly-ONp + Leu-Met-NH2 2 

1. l a  bzw. l b  

Z -  bzw. Boc-I le -Gly-Leu-Met-NH2 3a bzw. 3b 

f i r  3a: H2/Pd-C + Cyclohexylamin 
I(lr 3b' ACl/Eisessig I 

Boc-Lys-Asp- 41a-Phe-NzH, + I le-Gly-Leu-Met-NHz( - HC1) 5 
I 1  
BOC NH2 4 1. HCI/THF/tBuONO/NAt, 

2 .  TFA I 
L,ys-Asp-Ala-Phe-I le-Gly-l ,eu-Met-NH~* 2 TFA 6 

I 
NH2 

4) H.J. Hess, W. T. Moreland und G. D.  Laubach, J. Amer. chem. SOC. 85, 4040 (1963). 
5 )  L. A. Schukina, A .  L. Zhuze, E. P. Semkin und S. N. Krasnowa, Izvest. Akad. Nauk 

SSSR. Ser. Khim 1964,685, C. A. 61,4469 g (1964); L. A. Schukina, G.  A.  Rawdel, M. P .  
Filatowa und A .  L.  Zhuze, Acta chim. Acad. Sci. Hung. 44, 205 (1965). 

6 )  M. M. Schemjakin, L. A. Schukina, E. J .  Winogradowa, G.  A.  Rawdel und Ju. A .  Ow- 
tschinnikow, Experientia [Basel] 22, 535 (1965); G. A .  Rawdel, M. P. Filatowa et al., J. 
Med. Chemistry 10, 242 (1967). 

7) The Peptides, by E. Schroder und K. Lubke, Vol. 11, S. 137, Academic Press, New York- 
London 1966. 

8 )  C. Sropp und N. Niedrich, Ztschr. f. iirztl. Fortbldg., Jena, 61, 315, 359 (1967). 
9) K.  Lubke, R. Hempel und E. Schroder, Experientia [Basel] 21, 84 (1965). 

10) L. Bernardi, G. Bosisio, F. Chillemi, G. de Caro, R .  de Castiglione, V. Erspamer, A .  Glaesser 
und 0. Goffredo, Experientia [Basell 20, 306 (1964); E. Stcrmer, E. Sandrin und R .  A .  
Boissonnas, ebenda 20, 303 (1964). 
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Nach den bisherigen Erfahrungen bei der Synthese von Hydrazinoessigsaure- 
peptiden11.12) erschien die von Lubke9) durchgefuhrte 4 + 4-Synthese vorteilhaft. 
Zunachst wurde das Stammpeptid auf folgendem Wege synthetisiert. 

Leu-Met-NH2 (2) wurde nach Bentfey et. al. 13) erhalten und nach Behandlung rnit 
Dowex 3 als freie Base eingesetzt. 

BocIIe-Gly-ONp (lb), das auch auf dem Wege Boc-Ile-Gly-OCH3 -+ Boc-Ile- 
Gly-OH + 1 b hergestellt wurde, wird vorteilhafter nach Goodman und Stuebenl4) 
synthetisiert (63 %). 

Das von Liibke et. a1.15) bereits auf anderem Wege erhaltene Tetrapeptid 3b wurde 
in 92% Ausbeute sofort rein isoliert. Analog 3b hergestelltes 3a konnte nach Medzi- 
hrudszky-Schweiger 16) durch Hydrierung an Pd-Kohle in Gegenwart von Cyclo- 
hexylamin von der Z-Schutzgruppe befreit werden. Das Tetrapeptidhydrazid 4 lie13 
sich aus dem entspr. Methylester% 17) nur unter Zusatz von 1.2.4-Triazolls,19) in 
verwertbaren Ausbeuten erhalten. 

4 wurde nach der modifizierten Azid-Synthese nach Honzl und Rudinger20) in 
nichtwaorigen Losungsmitteln rnit 5 kondensiert. Die Methode erwies sich nach un- 
seren Exfahrungen der Knupfung in dieser Position mittels DCCIg), auch unter Zusatz 
von N-Hydroxy-succinimid 21), iiberlegen. 

Als wesentlichste Verunreinigungen traten leicht abzutrennende Polykondensate 
auf. Die Boc-Abspaltung rnit Trifluoressigsaure, gefolgt von einer 40stufigen Gegen- 
stromverteilung in n-Butanol, Eisessig, Wasser (4 : 1 : 5), ergab 6 als einheitliches 
Lyophilisat. 

B. Eledoisinpeptide mit Hydrazinoessigsaure statt Glycin 
Nachdem Versuche zur Anwendung der o-Nitro-phenylsulfenyl(Nps)-Schutz- 

gruppe22) bei der Herstellung der Heterosequenz -1le-NHGly- keinen Erfolg hatten 
(vgl. Versuchsteil), wurde zunachst Z-Ile rnit NHGly(NE-Boc)-OAt 12) mittels DCCI 
zu 7a umgesetzt. 

Die Verseifung von 7a erforderte bei einem Uberschul3 von NaOH eine Dauer 
von 10 Stdn. Auch bei der Aktivierung der Carboxylgruppe in 8a und 8b fand sich 
ein von den entspr. Stammpeptiden (z. B. Boc-Ile-Gly-OCH3) stark abweichendes 
Verhalten. 

11) H. Niedrich und W. Knobloch, J. prakt. Chem. 17, 263, 273 (1962). 
12) H. Niedrich, Chem. Ber. 98, 3451 (1965). 
13) P. H. Bentley, H. Gregory, A .  H.  Laird und J.  S. Morley, J. chem. SOC. [London] 1964, 

14) M. Goodman und K. C. Stucben, J. Arner. chem. SOC. 81, 3980 (1959). 
15) K. Lubke, E. Schroder, R.  Schmiechen und H. Gibian, Liebigs Ann. Chem. 679, 195 (1964). 
16) H. Medziliradszky-Schweiger und K.  Medzihradszky, Acta Chim. Acad. Sci. Hung. 50, 

17) H. Niedrich und E. Liiwe, J. prakt. Chem. 35, 213 (1967). 
1 8 )  H. C. Beyerman und W. Maasen van den Brink, Proc. chem. SOC. [London] 1963, 266; 

19) R. Grupe und H. Niedrich, Chem. Ber. 99, 3914 (1966). 
20) J. Honzl und J. Rudinger, Collect. czechoslov. chem. Commun. 26, 2333 (1961). 
21) F. Weygand, D. Hoffmann und E. Wunsch, Z .  NaturForsch. 21 b, 426 (1966). 
22) L. Zervas, B. Borovas und E. Gaziu, J. Arner. chem. SOC. 85, 3660 (1963). 

6130, Suppl. 2. 

339 (1966). 

Recueil Trav. chim. Pays-Bas 84, 213 (1965). 
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Wahrend die Umsetzung von 8a rnit 2 nach der Methode der gemischten Anhydride nur 
geringe Ausbeute lieferte, waren bei Anwendung von DCCI erhohte Temperaturen fur eine 
vollstandige Umsetzung notig, was zu stark verunreinigten Produkten fiihrte (Acylharnstoff). 

Eine Herstellung des Hydroxysuccinimid- und des Nitrophenylesters von 8a inittels DCCI 
gelang nicht. 

Z- bzw. Boc-I1e + HzN-N-CHz-CozCzH, 
I 

I D C C I  Boc 

I 
Z- bzw. Boc-I le-NHGly-OAt 7a bzw. 7b 

I 
Roc 

10 SMn. NaOll 

Z -  bzw. Boc-I le-NHGly-OH + Leu-Met-NHz 

/ & - A  
8a bzw. 8b 1 2 

Z-l le-NHGly-OH Z- bzw. Boc-Ile-NHyly-Leu-R.let-Nl1z 

8c 

Ile-NHGlV-L,eu-l\/let-ru’IIz 

Boc-Lys- A s p -  Ala-  Phe-NzH, 
I 1  
BOC NHz 4 

Boc 9a bzw. 9b 
I 

TFA/Dowex 3 (Acetat) I 
t I le-NIIGly-Leu-Met-NHz- Acetat 10 

1. HCI/THF/tRuONO/NAt) 
2.  TFA + Dowex 3 (Acetat) I 

L y s -  Asp-  Ala-  Phe-l le-N1-1Gly-Leu-Met-NH~-L4cetat  11 
I 

NH2 

Nach der Phosphorazo-Methode 2324) erhielten wir das gewunschte Tetrapeptid9a. 
Die Z-Schutzgruppe lie8 sich jedoch wie beim Stammpeptid nach 1. c. 16) nicht entfernen. 
Deshalb muDte, ungeachtet der Gefahr einer Na-Acylierung, das Tetrapeptid 10 rnit 
ungeschutztem a-Stickstoff, das analog von 7b ausgehend erhalten wurde, zur 
Azid-Synthese eingesetzt werden. Im Reaktionsprodukt waren elektrophoretisch und 
chromatographisch nach Boc-Abspaltung mit TFA funf Komponenten nachweisbar. 
Durch 80stufige Gegenstromverteilung wie bei 6 und Dunnschichtchromatographie 
konnte eine einheitliche Substanz rnit der fur 11 erwarteten Aminosaure-Zusammen- 
setzung isoliert werden. Die Eigenschaft der Hydrazinopeptide, bei der Chromato- 
graphie und Verteilung keine scharfen Flecke bzw. Maxima auszubilden, steht in 
Zusammenhang rnit der bei der Aufarbeitung zu beobachtenden Assoziationstendenz. 
Dadurch werden die Reinigungsoperationen erschwert . 

Die Wirksamkeit von 11 am Meerschweinchenileum, verglichen niit dem Stamm- 
peptid 6, betragt ca. 115. (ED 

23) St. Goldschmidt und H. Lautenschlager, Liebigs Ann. Chern. 580, 68 (1953); St. Gold- 
schmidt und G. Rosculet, Chern. Ber. 93, 2387 (1960). 

24) W. Grussmunn und E. Wiinsch, Chem. Ber. 91, 449, 455 (1958). 

von 6 ca. 7.9 ng/ccm, von 11 ca. 46 ng/ccm.) 
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Die  Gegenstromverteilung brachte eine Anreicherung der Aktivitat auf das 2.5 bis 
3 fache. 

Fur gewissenhafte technische Mitarbeit sei Fraulein B. Glawe, fur die Anfertigung der 
Mikroelementaranalysen Frau U. Kruft und Frau N .  Smirnowu gedankt. Die Durchfuhrung 
der pharmakologischen Prufungen lag in den Handen von Herrn F. Huckenberger. 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Boetius bestimmt und sind kor- 

rigiert. 
Die Analysenproben wurden bei 70 oder 100°/O.l Torr 5-8 Stdn. getrocknet. Die Ver- 

bindungen sind nach Abspaltung der Schutzgruppen elektrophoretisch in 7-proz. Essigsaure 
und Pyridinacetat-Puffer vom pH 5.6 bei 600 Volt sowie diinnschichtchromatographisch auf 
Kieselgel G in Essigester/Cyclohexan (3 : 1) (A), Butanol/Eisessig/Wasser- oder Methanol/- 
Essigester/Hexan-Gemischen auf Einheitlichkeit gepriift worden. Unter ,,iiblicher Aufarbei- 
tung" versteht man a) Entfernen des LiSsungsmittels i. Vak. am Rotationsverdampfer, 
b) Losen in Essigester oder Chloroform, c) Ausschutteln mit n HCI oder Citronensaure (bei 
Neutralstoffen), mit KHCO3-Losung und Wasser, d) Trocknen iiber MgS04 und e) wie a). 

Die [a]-Werte wurden rnit dem lichtelektr. Polarimeter der Fa. Bellingharn & Stanley 
bestimmt und konnen urn 0.5-1" vom angegebenen Wert abweichen. Das zur Verfiigung 
stehende lsoleucin enthielt 4 - 5 "/, allo-D-Isoleucin. 

A. Eledoisinpeptide 

L-Leucyl-L-methioninamid ( 2 )  wurde nach BentleyJ3) erhalten. Nps-Leu-Met-OCH3, Schmp. 
85-86", [@I'd: -29.3' (c  = 1, in DMF), 92%. Leu-Met-NH2, Schmp. 129--131", aus dem 
Hydrochlorid uber Dowex 3 und Umkristallisation aus Wasser [alg: -6.5" (c = 0.6, in 
Wasser), 75 %. 

tert.-But.vloxycarbonyl-L-isoleucyl-glycin-methylester: 4.0 g Boc-Ile25) (17 mMol) und I .61 g 
frisch dest. Gly-OCH3 in 10 ccm Acetonitril werden bei 0" mittels 3.5 g DCCf kondensiert 
und nach 12 Stdn. wie ublich aufgearbeitet. Aus 4.8 g siruposem Ruckstand werden durch 
kher/Hexan-Zugabe 1.6 g (32%) erhalten. Aus Cyclohexan Schmp. 83-84', [cr]$I: - 11.8" 
(c = I ,  in DMF). 

C~~H26N204  (286.4) Ber. N 9.78 Gef. N 9.91 

tert.-Butyloxycurbonyl-L-isoleucyl-glycin: 575 mg (2 mMol) Boc-Ile-Gly-OCHj in 5 ccrn 
Methanol + 2.5 ccm n NuOH werden nach 1 Stde. i. Vak. eingeengt, in Wasser aufgenom- 
men, filtriert und mit 2 n  HCI auf p H  2.5 gebracht. Der Sirup, mit AtherlHexan kristallin 
gerieben, ergibt 495 mg (91 %), Schmp. 132-134". 

C13H24N204 (272.3) Ber. N 10.29 Gef. N 10.17 

tert.- Butyloxycurbonyl-L-isoleucyZ-glycin-[p-tiifro-phenylesier 1 (1 b) 
a)26) 535 mg (2 mMol) Boc-Ile-Gly-OH und 272 mg p-Nitro-phenol in 6 ccm Essigester 

werden bei 0" mit 430 mg DCCf versetzt. Nach 48 Stdn. gibt man 25 ccm Essigester zu, 
saugt vorn Dicyclohexylharnstoff (430 mg) ab, engt i. Vak. auf 5 ccm ein und setzt 40 ccm 
Hexan zu. Ausb. 695 mg (85:/,), Schmp. 159-161", [a ]g :  -24.5" ( c  = I ,  in DMF). 

C19H27N307 (409.4) Ber. C 55.73 H 6.65 N 10.26 Gef. C 55.85 H 6.42 N 10.36 

25)  R .  Schwyzer, P .  Sieber und M. Kappeler, Helv. chim. Acta 42, 2622 (1959). 
26) M. Bodanszkv und V. du Vigneaud, J. Amer. chem. SOC. 81, 5688 (1959). 



3278 Niedrich Jahrg. 100 

b)14) 2.5 g siruposes Boc-lle (ca. 10 mMol) in 30 ccm gereinigtem Chloroform werden mit 
1.74 ccm Triiithylamin (12 mMol) versetzt. Bei -10" tropft man 1.7 g (12 mMol) Chlor- 
nnieisensaure-sek.-butylester zu, halt 10 Min. bei 0" und kiihlt dann auf -15". Nach Zu- 
gabe von 3.0 g Glycin-[p-nitro-phenylesferl-hydrohroniid tropft man in 5 Min. 1.45 ccm Tri- 
iithyloniirr (10.5 mMol) m, wobei -5" nicht iiberschritten werden diirfen. Es wird noch 
1 Stde. bei -5", 2 Stdn. bei 20" aufbewahrt und nach Zugabe von 30 ccm Chloroform zweimal 
mitje40 ccm 2-proz. Citronensaure und Wasser ausgeschiittelt, iiber Natriumsulfat getrocknet, 
i. Vak. zur Trockne gebracht und mit Ather kristallin gerieben. Ausb. 2.6 g (63 :,<), Schmp. 
157 - 161". 

tert.-But~~loxycnrbonyl-L-isoleuc.vl-gl.vcyl-L-leucyl-meihioninnmid (3 b) : 2.46 g (6 m Mol) 
Boc-Ile-Gly-ONp (lb) und 1.57 g Leu-Met-NH2 (2) werden unter Zusatz von 2 Tropfen 
Eisessig in 10 ccm D M F  gelost. Nach 3 Tagen tropft man die Reaktionsmischung unter Ruhren 
in 200 ccm Ather ein, saugt den voluminosen Niederschlag ab  und wlscht zweimal mit Ather. 
Ausb. 2.95 g (92%), Schmp. 214-216" (Lit.15): 207-209"); [a]io: -20.8" (c  = 1, in 
DMF), [a]3 :  -32.9" (c = 1, in Eisessig). 

Die Abspaltung der Boc-Gruppe erfolgt nach 1. c.15) durch Losen in Eisessig und Einleiten 
von HCI. 

Benzyloxyrarbonyl-L-isoleucyl-glycin-[p-~~itro-phenylesferJ (1 a) : Aus 1.42 g Z-Ilc werden 
wie vorstehend (Methode b) 1.2 g (50%) vom Schmp. 212-213" erhalten. 

C22HzsN307 (443.5) Ber. N 9.48 Gef. N 9.38 

Beiizylox.vcarbonyl-L-isoleucyl-glycyl-L-leiic.vl-L-niethioninnmid (3 a) : Aus 886 mg (2 mMol) 
l a  und 567 mg 2 werden analog 3b 1.1 g (97%) vom Schmp. 225-227" erhalten. Nach Um- 
fallen mit Ather aus D M F  SO%, Schmp. 235-136", [a]h0: -18.1" (c = 1, in DMF). 

C Z ~ H ~ ~ N ~ O ~ S  (565.7) Ber. N 12.38 S 5.67 Gef. N 12.51 S 5.88 

L-lsoleucyl-glvcyl-L-leucyl-L-niefhioniriamid (entspr. 5) (nach 1. c.16)) : 283 mg (0.5 mMol) 
Z-lle-Glv-Leii-Met-NHZ (3a) lost man in 14 ccm DMF,  gibt 25 ccm Methanol und 8 ccm 
Wasser hinzu, fiigt die Losung zu einer a m  200 mg Pd-Oxidj'Kohle frisch bereiteten Auf- 
schlammung von 10-proz. Pd-Kohle in ca. 10 ccm Methanol, gibt 0.5 ccm Cyclohexylamin 
hinzu, spiilt mit etwas Methanol nach und hydriert. Nach 30 Min. (24") ist die Wasserstoff- 
Aufnahme beendet. Bei 45-50" wird (nach Filtration iiber eine diinne Schicht Kieselgur) 
das Losungsmittel i. Vak., zuletzt an der Olpumpe, entfernt. Den Riickstand lost man noch 
zweimal in 10 ccm Wasser und engt zur Trockne ein, wobei zuletzt zur Zerstorung evtl. noch 
vorhandenen Carbaminats mit Eisessig auf pH 6 gestellt wird. Der Riickstand wird iiber Nacht 
im Vakuumexsikkator iiber P4O10 getrocknet. Auf Zugabe von Methanol kristallisiert das 
Endprodukt langsam aus. Die Ausscheidung wird durch Ather-Zugabe vervollstandigt. 
Gereinigt wird durch Losen in Methanol und Fallen mit Ather: 167 mg (7773, Schmp. 
145-1147", [or];': -33.7" (c = 1, in DMF). Bei vergroRerten Ansatzen blieb die Hydrierung 
unvollstandig. 

C I ~ H ~ ~ N ~ O ~ S  (431.7) Ber. C 52.86 H 8.65 N 16.22 0 14.82 
Gef. C 52.38 H 8.52 N 16.28 0 15.00 

Nu. NE-Bis- [ tert.-ButyloxycnrbonylJ-L-lys~~l-L-asparaginyl-L-nlanyl -L- phenylnlnriin - hydrnzid 
(4): 2.07 g (3 mMol) Boc-Lys(Boc)-Asp(NH2)-Ala-Phe-OCH~9.'7) werden in 12 ccm sie- 
dendem Athanol gelost, nach dem Abkiihlen sofort mit 1.5 ccm 90-proz. Hydrnzinhydrut 
und 30 mg I.2.4-Trinzol versetzt und iiber eine Schicht Kieselgur klarfiltriert. Mit 2 ccm 
heiRem Athano1 wird nachgewaschen. Nach 12-15 Stdn. bei Raumtemperatur gibt man noch 
5 ccm k h a n o l  hinzu, verreibt und belafit 4 Stdn. bei 35-40". Das Gemisch wird zur Ver- 
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vollstandigung der Ausscheidung iiber Nacht bei -20" aufbewahrt, dann unter Ruhren in 
ca. 80 ccm Wasser eingegossen, abgesaugt, mehrmals mit Wasser gewaschen und iiber konz. 
Schwefelsaure getrocknet. Ausb. 1 . 5 3  g (7479, Schmp. 208-21 1". 

Die Reinigung kann, wenn unbedingt niitig, durch Losen in warrnem DMF, Zugabe von 
2-3 Tropfen Triathylamin und Ausfallen durch Wasser erfolgen, 59 %, Schmp. 213-215" 
(Zers.), [a]',": -38.6' (c = 1 ,  in DMF). 

Ohne Zusatz von Triazol dauerte die Umsetzung 3 Tage, und es wurde ein Rohprodukt 
vom Schmp. 188 - 196" erhalten, dessen Reinigung verlustreich war. 

C32H51N809 (691.8) Ber. C 55.56 H 7.43 N 16.20 -NH-NH227) 4.05 
Gef. C 55.49 H 7.52 N 16.04 --NH-NHz 4.16 

N'.NE-Bis - [tert.- Bu tyloxycarhonyl] - L- lysyl-L-asparaginyl-L-alanyl- L - phenylalanyl- L - iso- 
leucyl-glycyl-L-leucyl-L-methioninumid (nach der Azid-Methode 20)) : 1.38 g (2 mMol) Boc- 
Lys(Boc)-Asp(NH2)-Ala-Phe-N2H3 (4) werden unter schwachem Erwarrnen in 5 ccm DMF 
gelost, auf -20" abgekiihlt und unter kraftigein Riihren rnit 5 mMol HCl in absol. THF 
(4 ccm) versetzt. Man tropft sofort 0.25-0.3 ccm tert.-Butylnitrit hinzu, so daB Jodstiirke- 
papier eben blau wird, und riihrt 4 Min. bei -20" (Innentemperatur). Es wird auf -50" 
abgekuhlt und mit Triathylamin (ca. 0.5 ccm) auf pH 7-8 gestellt. Mit einem Tropfen Eis- 
essig stellt man auf pH 6-7 zuriick. 

Eine inzwischen bereitete Losung von 940 mg Ile-Gly-Leu-Met-NHZ. HCl(5)  und 0.28 ccni 
Triiithylamin (oder der aquiv. Menge Base) in 2.2 ccm DMF (unter Zusatz eines Tropfens 
Eisessig) wird vorgekiihlt zu der Azid-Losung gegeben, rnit 0.5 ccm DMF nachgespiilt, 
1 Stde. bei -20" geriihrt und bei -20" aufbewahrt. Nach ca. 10 Stdn. setzt man noch 6 ccm 
THF hinzu und laBt 10-20 Stdn. bei 0" stehen. Das ausgeschiedene Produkt wird abgesaugt, 
mit einer Mischung von Essigester und 0.2n HCI verrieben, mehrmals mit Wasser gewaschen 
und getrocknet: 1.33 g, Schmp. 247-251" (Lit.9): 239-240'). Aus dem Filtrat fallt man niit 
HC1-haltigem Wasser noch etwas Octapeptid, das nach Elektrophorese nicht unreiner ist als 
das Hauptprodukt: 0.17 g, Schmp. 234-245", Rohausb. insges. 70 %. Die Reinigung erfolgt 
durch Losen in ca. 20 ccm warmem DMF und Filtration iiber Kieselgur. Das unlosliche Gel 
wascht man rnit DMF und tropft die Filtrate in ca. 200 ccm Wasser ein, saugt ab und trocknet 
i. Vak.: 670 mg aus 1.33 g Rohprodukt. Schmp. 251 -254". 

(Aus dem getrockneten Gelriickstand sind nach Boc-Abspaltung rnit Trifluoressigsaure 
und Absaugen von Polykondensaten noch 67 % sehr reines Octapeptid-bis-trifluoracetat zu 
erhalten.) 

C51H85N11013S (1092.4) Ber. C 56.08 H 7.84 N 14.11 Gef. C 56.13 H 8.19 N 14.06 

Aus Boc-Lys(Boc)-Asp(NH&Ala-Phe-OH und 5, unter Zusatz vonTri-n-butylarnin in DMF 
bei -lo", entstanden rnit DCCI iiberwiegend DMF-unliisliche Produkte. Erst nach TFA- 
Behandlung wurde 6 in ca. 20% Ausb., frei von Dicyclohexylharnstoff, aber weniger rein 
als nach der Azid-Methode, erhalten. 

Bei Zusatz von 3 Aquivv. N-Hydroxy-succinimid21) wurden analog 40%, Schmp. 242 bis 
244", erhalten. 

[5-,4sparagin]Eledoisin-(4-1 I )  -0ctapeptid (6) 
650 mg vorstehendes, geschutztes Octapeptid in 3 ccm TFA werden 40 Min. bei Raum- 

temperatur belassen. Danach saugt man iiber eine G4-Fritte vom unloslichen Schleim ab und 
fallt durch Zugabe von absol. Ather das Octapeptid-tripuoracetat aus. Ausb. 540 mg (81 %), 
Schmp. 235-238". 

27) H. Medzihradszky-Schweiger, A d a  chim. Acad. Sci. Hung. 34, 213 (1962). 
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Das Produkt zeigte bei der Elektrophorese in 7-proz. Essigsaure eine schneller laufende, in 
Pyridinacctat zusatzlich eine langsamer laufende, geringfiigige Verunreinigung, ebcnso im 
DS-Chromatogrdmm. Eine Reinigung durch Gegenstromverteilung (400 mg) in n-Butanol/ 
Eisessig/Wasser (4 : 1 : 5) erforderte 40 Stufen, k = 1.05, und ergab ein einheitlichcs Produkt: 
190 mg Lyophilisat, dessen Elementaranalyse auf ein Bis-trifluoracetat-pentahydrat zu- 
trifft. 

C41H69N110gS.2 CF3C02H.5 HzO (1210.3) Ber. C 44.64 H 6.75 N 12.71 
Gef. C 44.65 H 6.89 N 12.86 

Die Aminoslureanalyse nach 48stdg. Hydrolyse mit 6n HCI bei 110" ergab: Asp 0.99, 
Gly 1.02, Ala 1.0, Ile 1.05 (ca. 5 % allo-D), Leu 1.01, Phe 0.99, Met 0.89, Lys 0.97, NH3 1.90, 
und aus den molaren Extinktionen ein Molgewicht von 1250. 

B. Eledoisinpeptide rnit Hydrazinoessigsaure statt Glycin 

No-[o-Nitro-phenylsuIfbny1-L-leucyll- hydrazinoessigsaure-athylester: 5.7 g (20 mMol) Nps- 
Leuzz), in ca. 25 ccm Dioxan unter gelindem Erwarmen gelost, werden bei 0" rnit 3.3 g frisch 
dcst. Hydrazinoessigsaure-athylester11) und rnit 4.2 g DCCI versetzt. Nach 18 Stdn. bei ca. 20" 
wird wie iiblich aufgearbeitet. Ausb. 5.1  g (7473, Schmp. 110-112°. Gereinigt wird durch 
Losen in Essigester und langsame Zugabe des gleichen Vol. Hexan. [a]2,t: -29.9" (c  = 1 ,  in 
DMF). Auf Kieselgur (Merck) rnit fisigester/Cyclohexan (3 : 1) (A) RF 0.28. 

C16H24N405S (384.5) Bet. C 49.99 H 6.29 N 14.57 Gef. C 50.16 H 6.26 N 14.63 

Nfi- l o  - Nitro-phenylsulfenyl- L - leucyll - Na- benzyloxycarbonyl- hydrazinoessigsaure - dicyclo - 
hexylammoniumsalz: Zu einer Mischung von 3 ccm Chlorameisensaure-benzylester in 80 ccm 
Ather und 3 g KHC03 in 80 ccm Wasser, die mittels eines Vibromischers emulgiert wird, 
tropft man wlhrend 1 Stde. 3.85 g (10 mMol) Nps-Leu-NHGly-OAr, gelast in 8 ccm DMF. 
Nach 30 Min. gibt man 2 ccm Pyridin zu, emulgiert 10 Min., schuttelt die kherschicht 
(100ccm) mit eiskalter 0.5n H2S04 (50ccm) und sofort rnit KHC03. Der erhaltene Sirup 
(5.3 g) war einheitlich, RF (A) 0.62. Die Losung in 20 ccm Athanol + 5 ccm 2n NaOH 
laBt man 2 Stdn. stehen, schuttelt rnit Essigester aus, saucrt mit Citronensaure an und extrahiert 
rnit Essigester. 

Aus der Losung des Destillations-Riickstandes in Ather werden mit Dicyclohexylamin 
3.67 g (55 %) gelber kristalliner Niederschlag gefallt. Schmp. 165-166', [a]&': - 18.5" (c  = 2, 
in DMF). 

C ~ ~ H ~ ~ N I C ~ ~ H ~ S N ~ O ~ S  (671.9) Ber. C 60.78 H 7.35 N 10.42 
Gef. C 60.60 H 7.30 N 10.17 

NB-lo-Nitro-phenylsuIfenyl- L-leucyll- N'-tert. -butyloxycarbonyl- hydrazinoessigsaure-aihyl- 
ester: Aus Nps-Leu (2.85 g )  und NOL-Boc-NHGly-OAt in 20 ccrn Dioxan rnit 2.1 g DCCI wie 
bei Nps-Leu- NHGly-OJt. Aus Essigester/Hexan 1.08 g (22 %), Schmp. 147- 148", RF (A) 
0.65, [alg: -19.4' (c = I ,  in DMF). 

C21H32N407S (484.6) Ber. C 52.95 H 6.66 N 11.56 Gef. C 51.74 H 6.89 N 11.62 

N~-[o-Nitro-phenylsulfenyl-L-isoleucyll-hydrazinoessigs~ure-athylester: Nps-Ile, aus 4.7 g Di- 
cyclohexylammoniumsalz rnit 0.2 n H2S04 in Ather freigcsetzt, wird wie bei Nps-Leu-NHGly- 
OAt umgesetzt. Ausb. 1.55 g (47%), Schmp. 125-127", RF (A) 0.25. 

C16H24N405S (384.5) Ber. C 49.99 H 6.29 N 14.57 Gef. C 49.74 H 6.45 N 14.39 
Die Einfiihrung der Z-Gruppe an Na gelang nicht. 

NP -[Benzyloxycarbonyl -L- isoleucyll-Na- tert.- butyloxycarbonyl- hydrazinoessigsaure - athyl- 
ester (7a): 4.5 g ca. 88-proz. siruposes Benzyloxycarbonyl-L-isoleucin und 3.28 g (15 mMol) 
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Na-tert.-But.vloxycarbonyl-hydrazinoessigsaure-athyles~er in I 5 ccm Acetonitril werden bei 0" 
rnit 3.2 g DCCI versetzt. Man riihrt noch 1 Stde. bei 0" und laBt iiber Nacht bei Raumtem- 
peratur stehen. Mit ein paar Tropfen Eisessig wird der Carbodiimid-UberschuI3 zerstort, 
nach 1 Stde. der Dicyclohexylharnstoff abgesaugt und das darin zum Teil enthaltene End- 
produkt mit Methylenchiorid ausgewaschen. Nach Zugabe von mehreren Portionen n-Hexan 
zum wie iiblich erhaltenen Ruckstand (insges. 40 ccm) kristallisiert das Produkt langsam aus. 
Ausb. 5.45 g (78%), Schmp. 95-96', [a]',": -1.5" (c = 1, in DMF). 

C23H35N307 (465.6) Ber. C 59.34 H 7.58 N 9.03 Gef. C 59.48 H 7.69 N 9.25 

NP-[Benzyloxycarbonyl-L-isoleucyl] -Na-  tert. - brityloxycarbonyl- hydrazinoessigsaure (8a) : 
4.65 g (10 mMol) 7a in 60 ccm k h a n o l  werden rnit 15 ccm n NaOH vermischt. Nach 10 Stdn. 
wird der Alkohol i. Vak. entfernt, der sirupose Ruckstand in Wasser gelost, von ca. 100 mg 
unloslichem Produkt abfiltriert und langsam unter Riihren bei 0" mit 2n HC1 auf p H  2.5-3 
angesauert. Das ausgeschiedene Produkt wird in Essigester aufgenommen, die Losung auf 
10 - 15 ccm eingeengt und durch langsame n-Hexan-Zugabe unter Ruhren kristallin aus- 
gefallt. Ausb. 3.92 g (go%), Schmp. nach nochmaliger Umfallung 100-102", [a]Lo: -2.7" 
(c = 1, in DMF). 

C21H31N307 (437.5) Ber. C 57.65 H 7.14 N 9.61 Gef. C 57.73 H 7.22 N 9.71 

N~-[BenzyIoxycarbonyl-L-isoleucyl]-hydrazinoessigsaure (8c) : 1 .O g 8 a werden in 2 ccrn Tri- 
fluoressigsaure gelost und 1 Stde. bei Raumtemperatur belassen. Durch Zugabe von 20 ccm 
Wasser erhalt man 550 mg (71 %) Niederschlag, Schmp. 179- 182"; aus Nitromethan Schmp. 

C16H23N305 (337.4) Ber. C 56.96 H 6.87 N 12.46 Gef. C 56.89 H 7.16 N 12.66 

NB-itert. - Butyloxycnrbonyl- L - isoleucyl] - N u  - tert. - butjdoxycarbonyl- hydrazinoessigsaure- 
athylester (7b): 3.5 g (15 mMol) Boc-Ile und 3.27 g NHGly(Na-Boc)-OAt in 10 ccm Aceto- 
nitril werden unter Riihren bei 0" rnit 3.2 g DCCI versetzt. Weitere Aufarbeitung wie bei 7 a  
liefert 3.45 g (5379, Schmp. 112-118". Aus Ather/Hexan Schmp. 121--122", [a]LO: -14.5" 
(c = 1, in DMF). 

C20H37N307 (431.5) Ber. C 55.67 H 8.64 N 9.74 Gef. C 55.87 H 8.52 N 10.03 

NP-[tert.- Butyloxycarbonyl-L-isoleucyll-N~-tert.-brifyloxycarbonyl-/~~drazinoessigsaure (8 b) : 
2.15 g (5 mMol) des Esters 7 b  in 25 ccm Athanol werden mit 7.5 ccm n NaOH 10 Stdn. 
bei Raumtemperatur belassen. AuFarbeitung erfolgt wie bei 8a. Der Sirup wird in Essig- 
ester + Cyclohexan gelBst und durch portionsweise Zugabe von Hexan zur Kristallisation 
gebracht. Ausb. 1.71 g (84%), Schmp. 136- 137", [a]',": -17.0" (c = 1, in DMF). 

ClgH33N307 (403.5) Ber. C 53.58 H 8.24 N 10.42 Gef. C 53.53 H 8.00 N 10.30 

181-183". 

Nfl-[BenzylgxycarbonyI-L-isoleucyllT- N'-iert.-butyloxycarbonyl-hydrazinoacetyI-L- Icucyl- L- 

methioninnmid (9a) 
a) Nach der Phosphorozo-Methode~3~24)~ 1.04 g (4 mMol) 2 in 20 ccm absol. Pyridin 

werden bei -10" mit 0.3 ccm PC13 versetzt und 20 Min. bei 20" aufbewahrt. Nach Zugabe 
von 1.5 g (3.4 mMol) 8a erhitzt man auf dem siedenden Wasserbad 3 Stdn. und arbeitet wie 
iiblich auf. Durch Verreiben rnit k h e r  1.3 g (56%), Schmp. 162-169", nach Umkristalli- 
sation aus Essigester 500 mg vom Schmp. 178-181" und 280 mg rnit Schmp. 170-174". 
Analysenprobe: Schmp. 180-182", [a]i3: -32.1" (c = 1, in DMF). 

C ~ ~ H ~ ~ N G O ~ S  (680.9) Ber. C 56.45 H 7.70 N 12.34 Gef. C 56.30 H 7.93 N 12.51 

b) Nach der Methode der gemischten Anhydride (vgl. l b )  unter Verwendung von Tri-n- 
butylamin und Chlorameisensdure-isobutylester (1 mMol-Ansatz) wurden 20 % Ausb. erzielt 
(Schmp. 178-181"). 
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c) Nach der DCCI-Methode rnit und ohne Zusatz von N-Hydroxy-succinimid21) war fur 
eine einigermaaen vollstandige Umsetzung nach dem ublichen Reaktionsablauf noch mehr- 
stdg. Erwarmen auf 45" notig. Das Produkt enthielt stets Anteile hoherschnielzender Harn- 
stoff-Derivate. Ausb. 3 10 mg (45 %). 

NP-[tert.-Butyloxycurbonyl- L-isoleucylJ-NOL-tert.-butyloxycarbonyl -hydruzinoucetyl-L-leucyl- 
L-methioninamid (9 b) : 1.56 g (6 mMol) Leu-Met-NH2 (2) in 20 ccm absol. Pyridin werden bei 
- 15" rnit 0.53 g (6.6 mMol) PCl3 versetzt und 25 Min. bei 20" belassen. Nach Zugabe von 
2.02 g (5 mMol) Boc-Ile-NHGly(Boc)-OH (Sb) wird 3 Stdn. auf 100" erhitzt und wie bei 9a 
aufgearbeitet: 2.02 g (62%), Schmp. 195- 198". Gereinigt wird durch Losen in ca. 15 ccm 
Chloroform und Fallen rnit Ather (40 ccm): 1.72 g (53 %), Schmp. 201 -202". 

C2gH54N60gS (646.9) Ber. C 53.85 H 8.41 N 12.99 Gef. C 54.10 H 8.65 N 12.84 

N~-L-lsoleucyl-hydruzinoucetyl-L-leucyl-~-methioninumid-acetat (10) : 1.94 g 9 b (3 mMol) wer- 
den in 8 ccm TFA gelost, 40 Min. bei Raumtemperatur belassen und in 75 ccm absol. Ather 
eingetropft. Den rnit Ather mehrmals gewaschenen Niederschlag (1.90 g, aus Methanol/Ather 
umgefallt, Schmp. 100- 105") lost man in 60 ccm Wasser, fugt Dowex 3/Acetur) unter Ruhren 
hinzu, bis pH 7 erreicht ist, und gibt uber eine kurze SIule rnit dem gleichen Ionenaustauscher. 
Das Eluat wird mit ein paar Tropfen Essigsaure versetzt und i. Vak. zur Trockne gebracht : 
1.26 g (83 %) amorphes Produkt. 

C I ~ H ~ ~ N ~ O ~ S . C H ~ C O ~ H  (506.6) Ber. C 49.78 H 8.35 N 16.59 
Gef. C 50.01 H 8.53 N 16.64 

Die Aminosaureanalyse nach 45 Stdn. Hydrolyse ergab: Ile 1.0, Leu 0.94, Met 0.72, NH3 
1.62, Gly 0.05 (das sich bei der Hydrolyse von NHGly-Peptiden stets bildet). 

NP-iL-Lysyl -L-aspuraginyl -L-ulanyl -L-phenylulunyl -L-isoleucyl]-hydrazinoacetyl -L-leucyl-L- 
methioninamid-acetat-hydrat (11): Wie bei der Herstellung von 6 werden 1.24 g 4 (1.8 mMol) 
rnit 910 mg 10 nach der Azid-Methode kondensiert. Die 1.29 g ausgefallenes Reaktionsprodukt 
losen sich nur teilweise in DMF (20 ccrn). Die Losung wird von der Gallerte abfiltriert und 
in 150 ccm schwach rnit HCl angesauertes Wasser getropft, wobei sich 400 mg ausscheiden. 
Aus dem Filtrat der Reaktionslosung fallen auf Wasserzugabe noch 150 mg braunliches 
amorphes Produkt aus. In der Gallerte war laut Elektrophorese (nach TFA-Abspaltung) 
neben Polykondensaten und Verunreinigungen noch ein wesentlicher Anteil Heteroocta- 
peptid erhalten. 

Auf 450 mg des umgefallten Anteiles (gut getrocknet) laBt man 5 ccm TFA 40 Min. ein- 
wirken, filtriert uber eine G4-Fritte, fallt mit Ather 410 g unreines 11-Trifluoracetat und uber- 
fuhrt es wie bei 10 iiber Dowex 3 in das 11-Acetat, wobei 330 mg Lyophilisat erhalten werden. 

Das Produkt enthielt nach den Befunden der Elektrophorese noch 3 schnellerwandernde 
und eine langsamere Komponente. Gegenstromverteilung (200 mg) in n-Butanol/Eisessig/ 
Wasser (4: 1 : 5) erlaubte nach 80 Schritten eine Auftrennung, wobei sich das gesuchte 
Produkt (ca. 50 mg) aus den Fraktionen 15 -35 nahezu einheitlich isolieren lie13, obwohl nach 
Ninhydrinfarbung kein Maximum zu erkennen war. In Fraktion 22-28 war zusatzlich ein 
kleines Maximum enthalten, das durch gelartiges Produkt gebildet wurde. Durch Dunnschicht- 
chromatographie konnte das Produkt in 2 Flecke getrennt werden. In Essigester/Pyridin/ 
Eisessig/Wasser (60 : 20 : 6 : 11) RB 0.61 und 0.73, in Essigester/Pyridin/Ameisens%ure/Wasser 
(60: 20: 6 :  5.5) RF 0.34 und 0.53; der starke Fleck rnit dem hoheren RF-Wert enthielt die 
biologische Aktivitlt. Aminosaureanalyse: Lys 0.97, Asp 1.13, Ala 1.17, Ile 1.0. Leu 1.0, 
Phe 0.97, NH3 3.5 und Gly 0.05. [182/67] 


