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fur die Peptidsynthese : Die Synthese von Bradykinin ) 
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Gerhard-Domagk-Str 1, D-5300 Bonn 1 
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Tertiary Phosphane/Hexachloroethane as Condensing Agent in Peptide Synthesis: 
The Synthesis of Bradykinin" 

In order to  evaluate the usefulness of the tris(dimethylamino)phosphanejhexachloroethane/ 
1-hydroxybenzotriazole method in peptide synthesis, the nonapeptide bradykinin was synthesized. 

Urn die Leistungsfihigkeit des Tris(dimethylamino)phosphan/Hexachlorethan/l-Hydroxy- 
benzotriazol-Kombinationsverfahrens ", abgekiirzt THH, auch bei der Synthese von komplizierte- 
ren Oligopeptiden zu erproben, wurde das Peptidhormon Bradykinin synthetisiert. 

Basierend auf dem Syntheseschema von Nishimura und Fujino 3,  entwickelten wir einen Synthese- 
plan, bei dem alle Kondensationsschritte ausschlieBlich nach dem THH-Verfahren durchgefuhrt 
wurden. 

Die Auswahl der Schutzgruppen und der Syntheseplan sind aus Schema 1 ersichtlich. Die Hydro- 
xylgruppe von Serin blieb wahrend der ganzen Synthese ohne Schutz, da kein Angriff auf die 
Seitenkette dieser Aminosaure befiirchtet werden muBte. Die Guanidino-Funktion von Arginin 
wurde durch die Nitrogruppe blockiert. 

Zur Synthese der N-terminalen Sequenz 1 - 4 haben wir zunachst aus Benzyloxycarbonyl-L- 
prolin und Prolin-methylester das geschutzte Dipeptid Z-Pro-Pro-OMe4) hergestellt, das zu 
2-Pro-Pro-OH verseift und durch Kondensation mit H-Gly-OBu' in das Tripeptid 2-Pro-Pro- 
Gly-OBu' 3 ,  ubergefiihrt wurde. Die hydrogenolytische Abspaltung der Benzyloxycarbonyl- 
Schutzgruppe und die anschlieaende Umsetzung mit Z-Arg(N0,)-OH lieferte den Tetrapeptid- 
ester Z-Arg(N0,)-Pro-Pro-Gly-OBu' ([a];' = - 63.3" (c = 1, DMF)). Mit Trifluoressigsaure 
wurde die tert-Butylschutzgruppe zu dem N-geschutzten Tetrapeptid Z-Arg(N0,)-Pro-Pro- 
Gly-OH abgespalten, welches von Schwyzrr 5 ,  ohne Angabe analytischer Daten erwahnt worden 
ist ([a];" = - 105" (c = 1, Methanol)). 

und die 
Umsetzung mit H-Phe-Arg(N0,)-ONBzl (aus Z-Phe-Arg(NO,)-ONBzl durch Einwirkung 
von HBr/Eisessig freigesetzt) lieferte das Tetrapeptid Boc-Ser-Pro-Phe-Arg(N0,)-0NBzl. Dieses 
Derivat war bereits von Suzuki et al. auf einem anderen Weg erhalten worden". Der Drehwert 
([a];" = -52.8' (c = 0.9, Essigsaure)) wich in hohem MaBe von dem Literaturwert" 
([a];' = -35.2" (c = 0.9, Essigsiiure)) ab. Zur Uberprufung wurde das Tetrapeptid daher in einem 
Parallelversuch nach dem Dicyclohexylcarbodiimid/l-Hydroxybenzotriazol-Verfahren ') aufge- 
baut. Dieanalytischen Daten des so in 73 proz. Ausbeute erhaltenen Peptidderivates([a]:" = - 54.8" 
(c = 0.9, Essigsaure)) stimmten rnit den nach unserem Verfahren erhaltenen Werten iiberein. 

Aus dem Tetrapeptid Boc-Ser-Pro-Phe-Arg(N0,)-ONBzl lieB sich rnit Trifluoressigsaure die 
tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe abspalten und das erhaltene Hydrochlorid rnit Boc-Phe-OH 
in hoher Ausbeute (88%) zu dem geschiitzten Pentapeptid Boc-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg(N0,)- 

Die hydrogenolytische Abspaltung der Benzylschutzgruppe in Boc-Ser-Pro-OBzl 
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ONBzl umsetzen ([a]iO = -32.6-'(c = I ,  DMF)). Nach der Demaskierung mit Trifluoressigsaure 
wurde das erhaltene H-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg(NOZ)-ONBzl mit Z-Arg(N0,)-Pro-Pro-Gly-OH 
zum geschutzten Nonapeptid (89%) umgesetzt. Das Derivat war bezuglich der Schutzgruppen- 
kombination mit dem von Boissonnus '' und Arokd ') beschriebenen Peptid identisch, so daR die 
analytischen Daten direkt verglichen werden konnten: Schmp. 125- 135"C, [ c t ] 8 O  = -45.8" 
(c = 2.3, DMF); Lit.6' Schmp. 185"C, [a];' = -44.6 i 0.5" (c = 2.1, DMF);  Lit." Schmp. 
135- 138"C, [a],$' = -50.7" (c = 2.3, DMF). 

Schema 1. Syntheseplan der Bradykinin-Gesamtsequenz 1 - 9 

(89%) 
NOz 

-OH n /-OBu'Boc, OH H 

NOz 
' O N B ~ ~  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Das geschutzte Bradykinin wurde durch katalytische Hydrierung in Methanol/Eisessig von 
allen Schutzgruppen befreit - hierbei wurde die Hydrierdauer von 30 Stunden nicht iiber- 
schritten - und das erhaltene Rohprodukt an Sephadex LH-20 chromatographiert. An- 
schlieBend wurde das Nonapeptid aus Methanol/Essigester umgefallt und lyophilisiert. Ausbeute 
86% ([cc]iO = -85.4' (c = 1.1, Wasser); Lit.'" = -82.8" (c = 1.1, Wasser)). Die Amino- 
saureanalyse des Bradykinin-acetat-hydrats stimmte mit den berechneten Werten gut iiberein. 
Im biologischenTest am isolierten Ratten-Uterus zeigte das synthetische Peptidhormon die gleiche 
Aktivitat wie natiirliches Bradykinin. 

Mit der beschriebenen Bradykinin-Synthese ist es gelungen, das THH-Verfahren erfolgreich bei 
der Synthese cines hoheren Peptids einzusetzen. An nahezu allen Stellen konnten die in der Literatur 
angegebenen Ausbeuten erheblich verbessert werden. Auch die Aufarbeitung der Reaktions- 
ansatze gestaltete sich bemerkenswert einfacb, da die meisten Peptidderivate durch einfaches 
Auswaschen und Umkristallisieren von Verunreinigungen befreit werden konnten. 

Wir danken Herrn Prof. Dr. H .  Zuhn und Herrn Dr. J .  Fohles, Deutsches Wollforschungsinstitut 
Aachen, fur die Durchfiihrung der Aminosaureanalyse, Herrn Dir. Dr. S. Schiitz und Herrn Dr. 
W P. Miirmunn, Bayer A. G. Wuppertal-Elberfeld, fur den biologischen Vergleich des Nonapeptids 
rnit naturlichem Bradykinin. 

Experimenteller Teil 
Die Kondensationen wurden nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift zur Peptidverknupfung 

mit R,P/C,CI,/N-Hydroxyverbindung ') unter Verwendung von je 1.1 Aquivalenten (Me2N)3P/ 
CzCl,/l-Hydroxybenzotriazol in Dimethylformamid/Dichlormethan-Gemischen durchgefuhrt. 
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1. Benzyloxycurbon~/-~-pro/yl-~-prolin-rnethylester: Ausb. 80%, Schmp. 72 - 75 "C (Lit.,' 
76 - 78 nC). 

2. Benzyloxycurbonyl-L-prop);/-r,-prolin: Aus 2-Pro-Pro-OMe durch Verseifen mit 2 N NaOH. 
Ausb. 90%. Schmp. 185 - 186'C, [a];' = - 102.5" (c = 2.2, Methanol) [Lit.,' Schmp. 185.5 his 
187"C, [ cL ]~ '  = -103.5" (c = 2.2, Methanol)]. 

3. Benz?.lox-~curho~i?.l-r-prolyl-r.-prol);/-g/?.cin-tert-but~lester: Aus Z-Pro-Pro-OH und 
H-Gly-OBu', Losungsmittel Dichlormethan. Ausb. 97%. Die Verbindung bleibt als Schaum 
zuruck. [a]6' = -108. (c = I ,  Ethanol). 

4. L-Prolyl-L-prolyl-ylycin-tert-butylester TosOH: Aus 2-Pro-Pro-Gly-OBu' durch katalytische 
Hydrierung an Palladiumschwarz unter gleichzeitiger Titration rnit 1 N methanol. p-Toluol- 
sulfonsaure bei pH4.5. Ausb. 93%. Schmp. 45-7O'C: [a];' = -73.4' (c = 1, DMF). 

5. Benzyloxycarbonyl-nitro-~-arg~nyl-~~-proly~-r,-prop~l-glycin-tert-butylester: Aus Z-Arg(N0,)- 
O H  und H-Pro-Pro-Gly-OBu', Losungsmittel Acetonitril. Zur Reinigung wurde das Rohprodukt 
uber Kieselgel (Woelm 0.063 -0.1 mm) in Essigester/Methanol (9: 1) chromatographiert und aus 
EssigesterjDiethylether umgefillt. Ausb. 70%, Schmp. 50-8O'C; [a];' = -63.3" (c = 1, DMF). 

C30H44NK09.  H,O (678.8) Ber. C 53.08 H 6.83 N 16.51 Gef. C 52.77 H 6.81 N 16.62 

6. Benzyloxq~carbonyl-nitro-L-arginyl-r,-prol~l-r~-p~oly~-~~yc~n; 1 3.5 g(20 mmol) Z-Arg(N0,)-Pro- 
Pro-Gly-OBu' werden 30 min in 60 ml wasserfreier Trifluoressigsaure bei Raumtemp. geruhrt. 
Danach destilliert man die Trifluoressigslure i. Vak. ab, nimmt den Ruckstand in 150 ml 1 N 

K H C 0 3  auf, wIscht rnit Essigester und sauert bei 0°C rnit I N H,SO, an. Die waRrige Phase wird 
intensiv rnit Essigester extrahiert, die Extrakte werden uber Na,SO, getrocknet, eingeengt und 
der Ruckstand aus Aceton/Diethylether umgefallt. Ausb. 9.89 g (79%). Laut ' H-NMR-Integration 
enthalt die Verbindung ca. 0.25 Aquivalente Essigester. Schmp. 120- 150°C; [a]8' = - 105' 
(c = 1, Methanol). 

CZ,H,,N,0,.0.25C,H,02 (626.7) Ber. C 51.75 H 6.11 N 17.88 
Gef. C 51.29 H 6.23 N 17.80 

7. tert-But4iloxycarbonyl-/~-seryl-L-prolin: 15.7 g (40 mmol) Boc-Ser-Pro-OBzl 21 werden in 
400ml Methanol nach Zugabe von 2 g Palladium-Aktivkohle bis zur Beendigung der C0,-Ent- 
wicklung hydriert (ca. 4 h). Das Filtrat wird einrotiert, der Ruckstand mit n-Hexan verrieben und 
aus Essigester/Petrolether (60/80'C) umkristallisiert. Ausb. 9.78 g (81 %), Schmp. 141 - 143 'C, 
[a];' = -53.8" (c = 0.56, DMF) [Lit.,' Schmp. 147- 148'C, [a]; '= -52.6" (c = 0.56, DMF)]. 

8. tert-Buty/oxycurbonyl-r,-.~er?;l-L-prol~l-L-phenylalunyl-nitro-L-urg~nin-p-nitrohenzylester: Zu 
einer Losung von l o g  (16 mmol) H-Phe-Arg(N0,)-ONBzl . HBr - hergestellt aus 2-Phe- 
Arg(N0,)-ONBzl nach Lit. ') - in 60 ml Dimethylformamid werden bei 0°C 3.4 ml (24 mmol) 
Triethylamin gegeben. Nach 30 min wird vom ausgefallenen Hydrobromid abfiltriert und das 
Filtrat rnit 4.85 g Boc-Ser-Pro-OH (16mmol), 2.5 g (18.5 mmol) HOBt und bei -20°C rnit 4.1 ml 
N-Ethylmorpholin und 17.5 ml 1 N (Me2N),PC1,-Losung - aus (Me,N),P/C,CI, in Dichlor- 
niethan nach Lit.'' erzeugt - versetzt. Man llif3t 2 h bei -20'C und 24 h bei Raumtemp. ruhren, 
dampft i ,  Vak. ein, nimmt den Ruckstand in Essigester auf und wiischt rnit 0.2 N HCI, gesittigter 
NaHC0,-  und geslttigter NaC1-Losung. Der nach Eindampfen verbleibende Schaum wird durch 
Chromatographie an SiO, in Essigester/Methanol (8: 1) gereinigt und aus EssigesterjDiethyletherj 
Petrolether bei -20'C umgefallt. Ausb. 10.72 g (85%),  Schmp. 93- IIO'C, [a];' = -52.8- 
(c = 0.9, Essigsaure) [Lit." Schmp. 91 - llO'C, [a];' = -35.2' (c = 0.9, Essigsaure)]. 

C35H4iN9012 (785.8) Ber. C 53.49 H 6.03 N 16.04 Gef. C 53.24 H 5.97 N 16.01 

Zur Uberprufung wurde die gleiche Substanz nach dem DCCI/HOBt-Verfahren synthetisiert. 
Ausb. 73%, Schmp. 95 - 1 IO.'C: [a];' = - 54.8" (c = 0.9, Essigsiure). 
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9. tert-Butylox-ycarbonyl-/.-phenylalanyl-~-ser~l-L-prolyl-z,-phenylalanyl-nitro-~,-arginin-p-nitro- 
benzylester : Aus H-Ser-Pro-Phe-Arg(NOJ-ONBz1 - hergestellt aus Boc-Ser-Pro-Phe-Arg(N02)- 
ONBzl nach Lit. 'I - und Boc-Phe-OH. Ausb. 88%, Schmp. 110 - 1 15 "C (EssigesterIPetrolether); 
[E];' = -32.6" (c  = 1, DMF). 

C4,H5,N,,0,,.H,0 (951.0) 

10. Benzyloxycarbonyl-ni tro-~-argin~~l-~-pro/yI-~-prol~~l-glycyl-~-phenylalanyl-~-seryl-~-prolyl-~-  
phenylalanyl-nitro-L-arginin-p-nitrobenzyIester ~ 4.75 g (5 mmol) Boc-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg(N02)- 
ONBzl werden in 20 ml eiskalter Trifluoressigslure gelost. Nach 30 min engt man die Losung i. Vak. 
ein, lost den Ruckstand in 20 ml Methano1,versetzt rnit 1.3 ml 3.95 N HCl/Dioxan und engt i. Vak. 
ein. Der Ruckstand wird mit absol. Ether verrieben und i. Hochvak. uber P,05 und KOH ge- 
trocknet. Das Produkt wird ohne Charakterisierung mit 2.82 g (4.5 mmol) Z-Arg(N0,)-Pro-Pro- 
Gly-OH und 1.25g HOBt in 50ml Acetonitril/20ml DMF gelost und bei -20°C mit 1.9ml 
N-Ethylmorpholin und 4.7 ml 1 N (Me2N),PC1,-Losung2' versetzt. Man laljt 2 h bei -2O"C, 
14 h bei 0°C und 24 h bei Raumtemp. ruhren und engt auf ca. 40 ml ein. Nach Zugabe von 400 ml 
n-Butano1/400 ml Essigester wird die Losung mit 0.2 N HCl, 1 N NH, und gesatt. NaCI-Losung 
gewaschen, uber Na2S04 getrocknet und auf ca. 100 ml eingeengt, wobei das Peptidderivat aus- 
fillt. Nach Absaugen wird aus 600ml n-Butanol umkristallisiert und i. Hochvak. uber P,05 
getrocknet. Ausb. 5.89g (89%), Schmp. 125-135"C, [u]:' = -45.8' (c = 2.3, DMF) [Lit6) 
Schmp. 185"C, [a]:' = -44.6 j ,  0.5" (c = 2.1, DMF), Lit.9' Schmp. 135- 138"C, [c(]6' = -50.7" 
(c = 2.3, DMF)]. 
CS5H82Nl8OI9. 3 H,O (1473.5) Ber. C 52.98 H 6.02 N 17.11 Gef. C 52.86 H 5.99 N 16.72 

1 1. ~-Arginyl-~-proIy~-~-prolyl-glycyl-~-phenylalany/-L-seryl-r-pro/yl-~-phenyla2anyl-L-arginin-di- 
acetat : 1.0 g (0.68 mmol) Z-Arg(NO,)-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg(NO,)-ONBzl werden 
in 80 ml Eisessig/40 ml Methanol 30 h an 1 g Pd/BaSO, (Zugabe in vier Portionen) hydriert. 
Der Katalysator wird abgetrennt, die Losung einrotiert, der Ruckstand in Wasser aufgenommen, 
die Losung filtriert, einrotiert und der Ruckstand in 10 ml Methanol gelost. Nach Reinigung uber 
Sephadex LH-20 (120 x 2 cm, Laufmittel Methanol) wird die Substanz aus Methanol/Essigester 
zweimal umgefillt und lyophilisiert. Ausb. 0.72 g (86%), Schmp. 165 - 170"C, [a];' = -85.4' 
(c = 1.1, Wasser) [Lit.'"Schmp. 15O-16O0C, 
C54H81N15015. 3 H 2 0  (1234.4) Ber. C 52.54 H 7.10 N 17.02 Gef. C 51.34 H 7.15 N 16.84 

Aminosaureanalyse (Totalhydrolyse in 6 N HCI, IIO'C, 24 h; Analysator LC 6000 E der Fa. 

Ber. C 55.57 H 6.15 N 14.73 Gef. C 55.73 H 5.98 N 14.89 

= -82.8" (c = 1.1, Wasser)]. 

Biotronik): 
Ber. Arg 2.00 Phe 2.00 Pro 3.00 Ser 1.00 Gly 1.00 O m  0.00 
Gef. Arg 1.92 Phe 2.00 Pro 2.93 Ser 0.93 Gly 1.02 O m  0.06 
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