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Die C-terminale Octapeptidsequenz 42—49 des Hullproteins vom Phagen fd wurde als
geschiitztes Derivat Z-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Thr(tBu)-Ser(tBu) - Lys(Boc) - Ala - Ser(tBu)-
OtBu ** durch Azidkupplung aus Teilstiicken mit der Sequenz 42—44 und 45—49 erhalten.
Fiir den Aufbau der Teilstiicke waren die 2.4.5-Trichlor-phenylester der Acylaminosiuren
den analogen N-Hydroxy-succinimidestern durchweg iiberlegen. — Bei der Hydrierung von
Z-Lys(Boc)-Phe-OCH3 konnte die Dioxopiperazinbildung durch Zusatz einer dquimolaren
Menge Pyridiniumchlorid vollstandig unterdriickt werden.

Braunitzer und Mitarbb. 1.2) zeigten, dal3 das Hiillprotein des Phagen fd mit nur 49
Aminosdureresten im Verhéltnis zu anderen Virusproteinen relativ klein ist. Auf-
fallig ist die Unterteilung des Proteins in eine saure, eine hydrophobe und eine basische
Region. Der Aufbau der Polypeptidkette sollte mit bekannten Syntheseprinzipien
moglich sein.

Mit zunehmender Kettenlinge jedoch sind die Giblichen analytischen Methoden nicht mehr
hinreichende Charakteristika von Polypeptiden. Ahnlich steht es mit dem Verhalten von
Polypeptidwirkstoffen in biologischen Systemen. Der Beweis, daf§ eine mit einem synthetischen
Polypeptid erzielte biologische Wirkung tatsichlich von der Substanz der vermuteten Struktur
herriihrt, ist praktisch oft nicht zu fiihren.

*) 72, Mitteil. iiber Peptide; 71. Mitteil.: s. D. Brandenburg, Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 350, 741 (1969).

**) Abkiirzungen nach den Regeln der TUPAC-IUB-Commission on Biochem. Nomenclature,
Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 348, 256 (1967). OTcp = 2.4.5-Trichlor-phenylester.

1) G. Braunitzer, F. Asbeck, K. Beyreuther, H. Kéhler und G.von Wettstein, Hoppe-Seyler’s
Z. physiol. Chem. 348, 725 (1967). '

2) G. Braunitzer, F. Asbeck, K. Beyreuther, H.Kéhler und G.von Wettstein, Hoppe-Seyler’s
Z. physiol. Chem. 348, 1689 (1967).
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Die Synthese des Phagen-Hillproteins soll daher so gelenkt werden, dal mit den zur Ver-
fiigung stehenden Analysenmethoden moglichst viele Informationen tiber den Syntheseverlauf
zu erhalten sind. Damit scheidet der Aufbau durch schrittweise Kettenverlingerung, z. B.
mit der experimentell sehr einfachen Methode von Merrifield® aus, da auch solche Peptid-
synthesen uneinheitlich verlaufen49 und Polypeptidgemische innerhalb der analytischen
Fehlergrenze stets ,,richtige’ Aminosdureanalysen liefern. Beim Aufbau des Proteins durch
Fragmentkondensationen jedoch ist der Syntheseverlauf sicher und einfach durch Aminosiure-
analysen zu kontrollieren, wenn sich die zu verkniipfenden Fragmente in der Aminoséduren-
zusammensetzung charakteristisch unterscheiden.

Das Teilstiick der Sequenz 42—49 des Phagen-Hiillproteins wurde zunichst vom
C-Ende her schrittweise unter Verwendung aktivierter Ester aufgebaut, wegen zu-
nehmender Reinigungsschwierigkeiten jedoch nur bis zur Pentapeptid-Stufe. Die
nachfolgenden drei Aminosdurereste wurden durch Azidsynthese mit einem ent-
sprechenden Tripeptid-Derivat angefiigt. Bei Verwendung der N-Hydroxy-succin-
imidester 10) der Benzyloxycarbonylaminosiduren als aktivierte Ester waren die Aus-
beuten nicht immer befriedigend, die Reinigung der Rohprodukte oft aufwendig.
Insbesondere erforderte die Kupplung mit Z-Ser(tBu)-OSu (im Eintopf-Verfahren mit
N-Hydroxy-succinimid/Dicyclohexylcarbodiimid nach Schnabelll)) stets eine nach-
folgende Gegenstromverteilung. Wesentlich giinstiger verliefen die Synthesen unter
Verwendung der 2.4.5-Trichlor-phenylester12) anstelle der N-Hydroxy-succinimid-
ester.

Bei der katalytischen Hydrierung von Z-Lys(Boc¢)-Phe-OCHj in Methanol ver-
wandelte sich der freigesetzte Dipeptidester durch intramolekulare Esteraminolyse
momentan in das entsprechende Dioxopiperazin. Eine Zugabe von Eisessig konnte
die Reaktion nicht verhindern. Die Unterdriickung der Cyclisierung durch vorsichtige
Zugabe von Chlorwasserstoff in Methanol13) verbot sich hier wegen der Sdureemp-
findlichkeit der verwendeten tert.-Butylschutzgruppen. Erfolgreich war jedoch Zusatz
von Pyridiniumchlorid14) als Protonendonator: ein Aquivalent im Hydrieransatz ver-
hinderte die Bildung von cyclo-(-Lys(Boc)-Phe-) vollstéindig. Pyridin ist dariiber hinaus
fluchtig und inert. ‘

Diese Arbeitsweise hat sich inzwischen bei vielen Hydrierungen bewihrt, auch
so leicht cyclisierende Dipeptidester wie Phe-Tyr(tBu)-OCH3 und Ser(tBu)-His-

3 Ubersicht bei 7. Okuda, Naturwissenschaften 55, 209 (1968).

4) R. B. Merrifield, J. Amer. chem. Soc. 85, 2149 (1963).

5) W. Kessler und B. Iselin, Helv. chim. Acta 49, 1330 (1966).

6 J.D. Young, E. Benjamini, J. M. Stewart und C. Y. Leung, Biochemistry 6, 1455 (1967).

7 P. Jolles und J. Jolles, Helv. chim. Acta 51, 980 (1968).

8) H. Klostermeyer, Chem. Ber. 101, 2823 (1968); O.Grahl-Nielsen und G. L. Tritsch, Bio-
chemistry 8, 187 (1969).

9) B. Gutte und R. B. Merrifield, J. Amer. chem. Soc. 91, 501 (1969).

10 G. W. Anderson, J. E. Zimmerman und F.M. Callahan, J. Amer. chem. Soc. 85, 3039
(1963).

11 E. Schnabel, Liebigs Ann, Chem. 696, 220 (1966).

12) J. Pless und R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 46, 1609 (1963); E. Sandrin und R. A4.
Boissonnas, ebenda 46, 1637 (1963).

13 K. B. Mathur, H. Klostermeyer und H. Zahn, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 346, 60
(1966).

14) Vgl. die dhnliche Verwendung bei Th. Wieland, J. Faesel und H. Faulstich, Liebigs Ann.
Chem. 713, 201 (1968).
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OCH31% sind als Salze starker Sduren gut zu handhaben. Je nach Kristallisierbarkeit
der Dipeptidester-Salze kénnen den Hydrierungen anstelle von Pyridiniumchlorid auch
Pyridiniumbromid oder Pyridiniumperchlorat zugesetzt werden. Die Hydrierung des
Pyridins zum — fiir unsere Zwecke unbrauchbaren — Piperidin wurde unter den
bisher benutzten Reaktionsbedingungen nicht beobachtet.

Herrn Prof. Dr. H. Zahn danke ich fiir sein Interesse an dieser Arbeit, Friulein M. Z. von
Zombatfalva und Herrn G. Morrys fir fleillige Mitarbeit. Die Arbeit erfolgte mit Unter-
stiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, der ich dafiir danke. Dem
Verband der Chemischen Industrie e. V. danke ich fiir Chemikalien im Rahmen von Hoch-
schullieferungen, dem Landesamt fiir Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen fir die
Ubernahme der Allgemeinkosten.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Monoskop bestimmt und sind nicht korrigiert. Die
Aminosidureanalysen wurden im Einsdulen-Verfahren mit einem Biocal BC 200-Ger4t durch-
gefiihrt und sind nicht korrigiert; alle Hydrolysen erfolgten in 6 2 HCI 24 Stdn. bei 105°. Zur
diinnschichtchromatographischen Kontrolle dienten die Laufmittel Butanol-(2)/Ameisen-
siure/Wasser (75:13.5:11.5), Chloroform/Methanol/Eisessig (95:5:3), Chloroform/
Methanol/Eisessig/Essigsdure-methylester (75:4: 3: 3) und Heptan/tert.-Butylalkohol/Pyri-
din (5:1: 1, alle v/v}16).

Z-Ala-Ser(tBu)-OtBa (1): Z-Ser1D wurde in Methylenchlorid oder zweckmaBiger in 3-
Methylbutanon-(2) mit Zsebutylen und einigen Tropfen konz. Schwefelsdure zum Oligen
Z-Ser(tBu)-OtBul8) umgesetzi. Dieses wurde in Methanol mit Palladizmmohr als Kata-
lysator hydriert, das resultierende flitssige Ser(¢Bu)-OrBu18) durch Destillation bei vermin-
dertem Druck (Sdp.14 94°, Sdp.; 67°) gereinigt.

56.0g Z-Ala-0Su1% wurden in 200ccm Tetrahydrofuran suspendiert und 37.5g Ser{tBu)-
OtBu hinzugefiigt, dabei erfolgte sofort Reaktion. Nach 2 Stdn. wurde i.Vak. eingeengt,
das Ol in 300 ccm Ather und 300 ccm Essigester gelost, jeweils dreimal mit 1 Essigsiure,
1n NaOH und gesittigter Natriumchloridldsung gewaschen, iiber Na,SQ4 getrocknet und
i. Vak. cingeengt. Das farblose Ol kristallisierte aus Cyclohexan/n-Heptan bei 0°; Ausb. 62.9 g
(86 %), Schmp. 77—79°, [a]¥: —10.4° (¢ = 1, in Methanol).

CosHigNyOp (422.5) Ber. C62.5 H8.11 N6.63 Gef. C63.0 H8.30 N 6.95
Z-Lys(Boc)-Ala-Ser(tBu)-OtBu (2)

a) 32.0 g 1 wurden in 200 ccm Methanol an Palladiummohr (aus 2 g PdCly) hydriert, das
Filtrat dieser Losung i. Vak. eingeengt, der Riickstand in 100 ccm Pyridin aufgenommen und
mit 42.0 g Z-Lys(Boc)-OTcp 29 umgesetzt. Nach 2 Tagen wurde i.Vak. eingeengt, der Riick-
stand mit Ather verricben und ¢in gleiches Volumen Cyclohexan zugefiigt. Nach Abfil-

15) R. Lange, Diplomarbeit, Techn. Hochschule Aachen 1969; J. Dahimans, Dissertation,
Techn. Hochschule Aachen 1968.

160 E. Wiinsch und J. Jentsch, Chem. Ber. 97, 2490 (1964).

17 J. §. Fruton, J. biol. Chemistry 146, 463 (1942).

18) H. C. Beyermann und J. S. Bontekoe, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 81, 691 (1962);
F. M. Callahan, G. W. Anderson, R. Paul und J. E. Zimmerman, J. Amer. chem. Soc.
85, 201 (1963).

19 G. W. Anderson, J. E. Zimmerman und F. M. Callahan, J. Amer. chem. Soc. 86, 1839
(1964).

200 W. Broadbent, J. S. Morley und B. E. Stone, J. chem. Soc. [London] C 1967, 2632.

23(*
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trieren wurde mit Ather und Cyclohexan gewaschen, durch Eindunsten der Mutterlauge
eine zweite Fraktion gewonnen. Ausb. 46.3 g (95%), Schmp. 134 —136°, [a]20: —21.0° (¢ = 1,
in Methanol).

C33Hs4N3O0g (650.8) Ber. C 60.9 H 8.36 N 8.61 Gef. C60.4 H 8.36 N 8.21

b) Im Parallelversuch wurde mit Z-Lys(Boc)-OSu2D) anstelle von Z-Lys(Boc)-OTcp
gearbeitet, Aufarbeiten des Reaktionsansatzes wie bei 1; Ausb, 81%, Schmp. 135--139°,
[x}d: —19.2° (¢ == 1, in Methanol).

Z-Ser(tBu)-Lys(Boc)-Ala-Ser(tBu)-OtBu (3)

a) 16.9 g Z-Ser(tBu)?2? und 15.0 g 2.4.5-Trichlor-phenol wurden in 200 ccm Tetrahyrdo-
furan bei —10° mit 11.8 g Dicyclohexylcarbodiimid umgesetzt. Die Lésung wurde nach einem
Tage eingeengt, der Riickstand mit 50 ccm Aceton verrieben und mit 250 ccm Cyclohexan
aufgeschlammt, abfiltriert und gut mit Cyclohexan gewaschen (Auswaage 12.5g2>98%
Dicyclohexylharnstoff). Das Filtrat wurde i.Vak. eingeengt und in 300 ccm Ather aufge-
nommen. Die Losung von Z-Ser(tBu)-OTcp wurde dann mit der Aminkomponente, welche
durch katalytische Hydrierung von 37.2 g 2 in 250 ccm Methanol und nachfolgendes Ein-
engen erhalten worden war, vereinigt. Es kam rasch zur Reaktion und Kristallisation des
Reaktionsproduktes, dieses wurde mit Aceton/Cyclohexan (1:4) gewaschen; Ausb. 42 g
(93%), Schmp. 171—173°, aus Aceton/Ather 37.4 g (82%) vom Schmp. 172 --174°, [«]2:
—20.4° (¢ = 0.5, in Methanol).

b) Aus 4.75 g Z-Ser(tBu) wurde nach Schrabelll) intermedidr Z-Ser(1Bu)-OSu dargestelit
und mit Lys(Boc)-Ala-Ser(tBu)-OtBu (aus 10.0 g 2) umgesetzt. Nach 2 Tagen wurde i. Vak.
zur Trockne eingeengt, der Riickstand mit 500 cem Aceton aufgekocht, von Dicyclohexyl-
harnstoff abfiltriert (87% Ausb.)) und auf 200 ccm eingeengt, dann mit 400 cem Wasser
gefallt. Ausb. 11.4 g (909) vom Schmp. 157--173%, chromatographisch sehr uneinheitlich.
Zur Reinigung wurde im System CHCly/CClLy/CH3OH/HOH (5:5:8:2, v/v) iiber 250
Stufen gegenstromverteilt, dabei wanderte die Substanz mit K = 0.25. Ausb. 7.4 g (58%)),
Schmp. 173 -175.5°, [«}¥: —20.6° (¢ = 0.5 in Methanol) bzw. 4 6.0° (¢ = 0.5, in Chloro-
form).

C40Hg7N50; (794.0) Ber. C 60.5 H 8.51 N 8.82 Gef. C 60.5 H 8.45 N 8.50

Aminosdureanalyse: 1.98 Ser, 1.00 Ala, 1.02 Lys

Ser(tBu)-Lys{ Boc)-Ala-Ser(1Bu)-OtBu (4): 36.8 g 3 wurden in 500 ccm Methanol suspendiert
und in Gegenwart von Palladiummohr (aus 2.5 g PACly) bei Rauvmtemp. hydriert, dabei ging
das Peptid-Derivat in Losung. Der Katalysator wurde iber Supercel abfiltriert, das Filtrat
i. Vak. eingeengt, der Riickstand aus Cyclohexan/n-Hexan kristallisiert. Ausb. 29.0 g (95%),
Schmp. 115—116°, [«]#: —24.8° (¢ = 1, in Methanol).

C32HgoNsOg (659.9) Ber. C58.3 H9.32 N10.6 Gef. €582 H 895 N10.1

Z-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Lys( Boc)-Ala-Ser(tBu)-OtBu (5): 25.0 g 4 wurden in 100 ccm Di-
methylformamid mit einer Losung von 15.5g frisch pripariertem Z-Thr(¢Bu)-OSul3) in
100 ccm Dimethylformamid vereinigt. Anderntags wurde der erstarrte Kolbeninhalt durch
Erhitzen im Wasserbad gelost, die Losung mit 200 ccm Methanol verdiinnt und in der Siede-
hitze mit 1 / Wasser versetzt. Der feinkristalline Niederschlag wurde noch zweimal mit jeweils
500 ccm Wasser aufgekocht und heill abfiliriert. -Ausb. 35.7 g (99°%;), Schmp. 198 —200°,
[a]®: —12.6° (¢ = 0.5, in Methanol).

C4gHgaNgO13 (951.2) Ber. C60.6 H 8.69 N 8.84 Gef. C59.9 H 8.49 N 8.60

Aminosdureanalyse: 0.97 Thr, 1.85 Ser, 1.00 Lys, 1.00 Ala

21 M. Léw und L. Kisfaludy, Acta chim. Acad. Sci. hung. 44, 61 (1965).
22) E. Schroder, Liebigs Ann., Chem. 670, 127 (1963).
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‘Wenn fiir die Kupplungiltere Priparate von Z-Thr(tBu)-OSu (Schmp. <<91°) benutzt wurden,
kam es zur Bildung zahlreicher Nebenprodukte, die nur durch Gegenstromvertcilung (System
wie bei 3, K == 0.28) abgetrennt werden konnten. Die Ausbeuten betrugen dann maximal
889, fur das gereinigte Material wurden Schmp. 199—201° und [«]¥: —12.6° (¢ = 0.5, in
Methanol) gefunden.

Thr{tBu)-Ser(tBu)-Lys(Boc)-Ala-Ser(tBu)-OtBu (6): 30.0g 5 wurden in 400 ccm Methanol
wie bei 4 hydriert. Das Reaktionsprodukt kristallisierte nicht aus organischen Lésungsmittcin
und wurde daher aus der warmen Losung in 100 ccm Dioxan und 10 ccm Wasser mit 300 ccm
Wasser als rasch erstarrendes O1 gefallt. Ausb. quantitativ, Schmp. 164 —166°, [«]2°: —25.3°
(¢ == 1, in Methanol).

CaoH76NgO11 (817.1)  Ber. C58.8 H9.38 N 10.3 Gef. C60.0 H9.32 N 10.2

Z-Lys{ Boc)-Phe-OCH 3(7):23.8 g Z-Lys( Boc)-OSu21) ynd 10.8 g HCI- Phe-O CH323) wurden
in 50 cem Dimethylformamid durch Zugabe von 7.0 ccm Tridthylamin zur Reaktion gebracht.
Anderntags wurde in 500 ccm angesiuertes Wasser (pH 3, Citronensiure) gegossen, die
Fliissigkeit dekantiert, der feste Riickstand in Essigester gelost und jeweils dreimal mit Natrium-
hydrogencarbonat- und Natrimnchloridlésung gewaschen. Nach Trocknen iiber Natrium-
sulfat wurde auf 100 cem eingeengt und durch Zugabe von Hexan kristallisiert. Ausb, 24.3 g
(909), Schmp. 98—100° (in Gegenwart von Wasser wird eine tieferschmelzende Modifikation,
Schmp. 87—89°, erhalten), [x]¥: —12.0° (¢ = 1, in Mcthanol).

CroH1gN307 (541.7) Ber. C64.3 H7.26 N7.76 Gef. C64.4 H7.02 N 7.94

Bei Verwendung von Z-Lys( Boc)-0Tcp20 anstelle von Z-Lys(Boc)-OSu und Kupplung in
Pyridin werden ebenfalls Ausbeuten von 85—959% crhalten.

Z-Lys(Boc)-Lys{ Boc)-Phe-OCH3 (8): 20.0 g 7 wurden in Gegenwart von 4.5 g Pyridinium-
chlorid in 250 cem Methanol an Palladiummohr hydriert. Nach Abfiltricren des Katalysators
wurde i. Vak. eingeengt, der 6lige Riickstand durch Verreiben mit absol. Ather kristallisiert,
abfiltriert und sofort in 200 ccm Dimethylformamid gcldst. (HCI-Lys(Boc)-Phe-OCHj3 er-
wies sich als sehr hygroskopisch und wurde daher nicht ndher charaktcrisicrt.) Diese Losung
wurde mit 17.6 g Z-Lys(Boc)-0OSu2l) und 5.4 ccm Tridthylamin versetzt und nach 24 Stdn.
in 1.5 / schwach angesiiuertes Wasser gegossen, die kristalline Fillung abgesaugt und gut mit
Wasser gewaschen. Ausb. 27.3 g (96°%) vom Schmp. 163--165°. Aus FEssigester/n-Hexan
Schmp. 165—166°, [«]¥: —15.1° (¢ = 1, in Methanol).

C40H59N5010 (770.0) Ber. €624 H7.72 N9.10 Gef. C62.6 H8.04 N9.15

Aminosiureanalyse: 1.97 Lys, 1.00 Phc

“yelo-(Lys(-Boc)-Phe-) (9): Die Verbindung entsteht beim Hydrieren von 7 in Methanol ohne
Zusatz eines starken Protonendonators, Ausb. quantitativ. Schmp. 244 —246°, [a]°: —24.7°
(¢ = 0.5, in Dimethylformamid).

CoHa9N3O4 (375.5) Ber. C64.0 H7.79 N 11.2 Gel. C 63.2 H 7.51 N 109

Aminosdureanalyse: 0.99 Lys, 1.00 Phe

Z-Lys{Boc)-Lys{Boc)-Phe-NHNH; (10): 15.0 g 8 wurden in 400 ccm absol. Methanol mit
15 ccm Hydrazinhydrar umgesetzt. Anderntags wurden 10.3 g, nach Finengen dcr Mutter-

lauge auf 150 cem weitere 0.8 g 10 abfiltriert und mit Methanol/Ather gewaschen. Ausb. 74 %,
Schmp. 192 —194°, [«]¥: —11.5° (¢ = 1, in Eisessig).

CyoH5oN704 (770.0) Ber. C60.8 H7.72 N 12.7 Gef. C 61.0 H 7.83 N 13.0

29 R. A. Boissonnas, S. Guttmann, P. A. Jaquenoud und J. P. Waller, Hely. chim. Acta 39,
1421 (1956). '
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Z-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Phe-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Lys{Boc)-Ala-Ser(tBu)-OtBu (11) (geschiitzie
Sequenz 42—49): 850 mg (1.12 mMol) feingepulvertes 10 wurden unter Erwirmen in 10 ccm
Dimethylformamid geldst, auf —30° abgekiihit und unter Rithren mit 1.68 ccm 2.00 » ACI
(3.36 mMol) in Tetrahydrofuran und 0.18 ccm (1.35 mMol) Isoamylnitrit umgesetzt. Die
Ldsung wurde noch 40 Min. bei —25° geriihrt, dann mit 0.46 ccm (3.36 mMol) Tridthylamin
neutralisiert und 850 mg (1.05 mMol) 6 in 10 ccm Dimethylformamid zugefiigt. Der Ansatz
wurde innerhalb von 24 Stdn. auf Raumtemperatur gebracht, dann das Tetrahydrofuran i. Vak.
abgedampft, der Riickstand mit 100 ccm Methanol und 100 ccm Wasser erhitzt, das flockige
Reaktionsprodukt abfiliriert und getrocknet (1.45 g), dann in Methanol/Chloroform (1: 1)
geldst. Der Niederschlag, der sich beim Eindunsten auf 60 ccm gebildet hatte, wurde abfiltriert
und mit Methanol/Ather (1 : 1) gewaschen. Ausb. 1.16 g (71%%); die Substanz sintert ab 230°
und zersctzt sich bei etwa 275°, [«]¥: —12.7° (¢ = 0.5, in Methanol/Chloroform (1 : 1)).

Cr9H133N11020 (1555.0) Ber. C61.0 H8.49 N 991 Gef, Co6l.4 H8.40 N 991
Aminosdureanalysc: 3.15 Lys, 1.02 Phe, 0.98 Thr, 1.91 Ser, 1.00 Ala
Das korrckte Verhiltnis Phe/Ala und der Stickstoffgehalt zeigen, daB die Kupplung ohne

Curtius-Umlagerung des Azids verlief.
[192/69]





