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RESUME

Par oxydation de ptérines auxquelles est attribuée, A titre d’hypothése de travail,
structure de ptérines para-dihydrogénées, on obtient 3 paires de ptérines pro-

bablement diméres.

Institut de Chimije Organique de I'Université, Zurich

169. Synthese von Zwischenprodukten fiir den Aufbau corticotrop
wirksamer Polypeptide
V. Derivate des Pentapeptids H - Val-Lys-Val-Tyr-Pro - OH
(B*-=-Corticotropin) und des diastereoisomeren Peptids
H . Val-lys-Val-Tyr-Pro - OH")?)
von R. Schwyzer, B. Riniker und H. Kappeler
(11. V. 63)

Fiir die Synthese des corticotrop hochwirksamen Tetracosapeptides 1-#-Cortico-

tropin?)4) wurde das Pentapeptid-Derivat IX, H-Val-Lys (BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu?,
verwendet, welches die Aminosduresequenz 20-24 des S-Corticotropins®) umfasst.
Dieses Derivat haben wir auf verschiedenen Wegen aufgebaut, welche hier ausfiihr-
lich beschrieben werden sollen$).

R
%)

IV. Mitteilung: W. RiTTEL, Helv. 45, 2465 (1962).

Die abgekiirzte Formulierung folgt den Vorschligen des 5. Europ. Peptidsymposiums (Oxford,
Sept. 1962; Publikation in Vorbereitung). Aminosiuren werden mit drei Buchstaben ihres
Trivialnamens abgekiirzt (in dieser Arbeit bedeutet zusitzlich: Gro8schreibung = natiirliche
Konfiguration, Kleinschreibung = unnatiirliche [D-] Konfiguration am «-C-Atom). Amino-
sdurereste werden durch Anfiigen von Bindestrichen (oder Punkten) gekennzeichnet: ein
Strich rechts bedeutet Fehlen von Hydroxyl an der a-COOH-Gruppe, ein Strich links bedeutet
Fehlen eines Wasserstoffatoms an der a-NH,-Gruppe (z.B. H,NCH,CO-NHCH,COOH =
Gly-Gly oder H-Gly-Gly -OH). Das Fehlen dieser Partikel an entsprechenden Funktionen der
Aminosiureseitenkette wird durch einen oben (oder unten) gerichteten Strich angedeutet;
gegebenenfalls konnen Substituenten an Seitenkettenfunktionen auch in Klammern nach
dem Symbol fiir die Aminosdure erscheinen: CH,CO-NH-CH,CH,CH,CH,CH(NH,)COOH

Ac

= ILys oder Lys(Ac). Substituenten werden wie folgt symbolisiert: Z- = Carbobenzoxy;
Ac- = Acetyl; BOC- = ¢-Butyloxycarbonyl; -OBut = ¢-Butoxy.

H. KapPELER & R. ScHwYZER, Helv. 44, 1136 (1961).

R. ScuwvyzEiRr in «Protides of the Biological Fluids (PEETERs Ed.)», Elsevier, Amsterdam 1961,
S. 27; R. SCHWYZER, A. COSTOPANAGIOTIS & P. SIEBER, Chimia 76, 295 (1962); R. SCHWYZER &
H. KAPPELER, Helv. 46, 1550 (1963).

R. G. SHEPHERD, S. D. WiLLsoN, K. S. Howarp, P. H. BeLL, D. S. Davies, S. B, Davis,
E. A. E1GNErR & N. E. SHAKESPEARE, J. Amer. chem. Soc. 78, 5067 (1956).

Seit unserer ersten, vorliufigen Mitteilung®) haben sich auch andere Autoren mit dieser
Peptidsequenz beschiftigt; H-Val-Lys(BOC}-Val-Tyr-Pro- NH, wurde kiirzlich von K. STurM,
R. GEiGER & W. SiEDEL, Chem. Ber. 96, 609 (1963), beschrieben; Z-Val-Lys(TOS)-Val-Tyr-
Pro-OBZL sowie das freie Pentapeptid wurden von J. Ramacuanpran & C. H. L1, J. org.
Chemistry 28, 173 (1963), hergestellt.
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Ein erstes, wichtiges Zwischenprodukt unserer Synthesen war das Tripeptid-
Derivat IV, H-Val-Tyr-Pro-OBu’. Dieses wurde entweder durch Carbodiimid-
Kondensation?) von Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin (I)8) oder durch Azid-Kupp-
lung®) von Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin-hydrazid (Ia)!®) mit L-Prolin-¢-butyl-
ester (II)1) hergestellt (Schema 1). Im ersten Falle wird der Tyrosinrest zu etwa 259,
racemisiert; das «alles-L»-Tripeptid-Derivat III kann in etwa 60-proz. Ausbeute
isoliert werden [das diastereoisomere Peptid-Derivat Z-Val-tyr-Pro-OBu? (IIla)
wurde nicht in reiner Form isoliert, sondern nach Hydrolyse der Mutterlaugen von
III wurde im Hydrolysat D-Tyrosin nachgewiesen!!); dieses konnte in entsprechen-
den Hydrolysaten von III nicht aufgefunden werden].

Da die Isomerentrennung leicht auszufithren ist, bietet die Azidkupplung,
welche auch nur eine 60-proz. Ausbeute von kristallisiertem 11T lieferte, keine wesent-
lichen Vorteile.

Katalytische Hydrierung von III ergab reines IV.

Der Aufbau des Tripeptid-Derivates IV zum Pentapeptid erfolgte zuerst mittels
p-Phenylazo-benzyloxy-carbonyl-1-valyl-(N*-¢-butoxycarbonyl)-L-lysin (VII)3), vgl.
Schema 2. Die Verwendung von Dicyclohexyl-carbodiimid als Kondensationsmittel
fithrte zur partiellen Racemisierung des carboxylstindigen Lys(BOC)-Restes.
Wegen seiner leichteren Loslichkeit konnte aber das diasterecisomere Peptid VIIIa
vom kristallisierten, schwerléslichen, «alles-L»-Pentapeptid-Derivat VIII, PZ-Val-
Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu¢, gut abgetrennt werden. Die sterische Einheitlichkeit
des letzteren (in bezug auf Lys) wurde durch Hydrierung zu IX und, nach Ent-
fernung von BOC- und -Bu!, quantitative Spaltung mit Trypsin erwiesen. Die beiden
Spaltprodukte H-:Val-Lys-OH und H-Val-Tyr-Pro-OH konnten elektrophoretisch
sauber voneinander getrennt werden. Es liess sich auf diesem Wege keine Spur un-
gespaltenen Pentapeptides H-Val-lys-Val-Tyr-Pro-OH (XIIIa, Schema 3) nach-
weisen; VIII und IX sind also «alles-L»-Isomere.

Dieser Weg wurde in der Folge zugunsten des in Schema 3 dargestellten Aufbaus
verlassen, weil das PZ-Pentapeptid fiir praktische Zwecke etwas zu schwerlgslich ist.
Nach diesem Schema wird das Dipeptid-Derivat XI, Carbobenzoxy-L-valyl-(N*-¢-
butoxycarbonyl)-L-lysin, verwendet. Kondensation mittels Dicyclohexyl-carbo-
diimid in Acetonitril lieferte 609, des kristallisierten «alles-L»-Derivates Z-Val-
Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu* (XII), welches leicht vom ebenfalls kristallisierten
{(r-D-L-L-L)-Isomeren XIIa abgetrennt werden kann.

Die beiden Isomeren besitzen fast denselben Smp.; Hydrierung entfernt die
Carbobenzoxygruppe, wobei IX bzw. IXa entstechen. Aus diesen Verbindungen
wurden BOC- und -Bu‘ mittels HCl in Essigester gespalten. Von den entstandenen
diastereoisomeren Pentapeptiden (welche sich papierchromatographisch voneinander
unterscheiden) ist nur XIIT mittels Trypsin spaltbar, XIIIa wird nicht angegriffen.

7y J. C. SHEEHAN & G. P. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).

8) R. ScHwYZER, B. IseLIN, H. KAPPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 47, 1273
(1958).

%) TH. CurTius, Ber. deutsch. chem. Ges. 35, 3226 (1902).

10) H. Scuwarz, F. M. Bumpus & 1. H. Pacg, J. Amer. chem. Soc. 79, 5697 (1957).

11) B, RINIKER & R. ScHWYZER, Helv. 44, 658 (1961).
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Eine stereospezifische Synthese von Z-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu! (XII)
wurde durch stufenweisen Aufbau aus dem Tripeptid-Derivat IV f{iber die Tetra-
peptid-Derivate XVII und XVIII verwirklicht (Schema 4). Das Endprodukt XII
erwies sich als identisch mit der nach Schema 3 erhaltenen Verbindung.

Schema 1. Darstellung des Tripeptid-Derivates 1V, Aminosiuresequenz 22-24

) NH, 1) 1)
N —
z_I Val-Tyr ifoH H-| Pro[-OBuf Z-| Val-Tyr I—NH H—( Pro|-OBu!
I II Ia 11
DCCI !Acetonitril Azid- = Kondensation
|
Z-| Val-tyr-Pro |-OBu! 2| Val-Tyr-Pro |-OBut
I1Ta II1
lHCI H, lPd(C)
(Val, Pro, tyr [ca. 25%, H-{ Val-Tyr-Pro |-OBut
des eingesetzten Tyr]) _
v

Schema 2. Darstellung des Pentapeptid-Derivates 1X, Aminosduresequenz 20-24, iiber sein N%-
Phenylazo-benzyloxycarbonyl- (PZ-) Derivat

1) BOC 13) BOC
S I EtOCOCI 1) L
PZ~| Val|-OH + H-Lys|-OH > PZ-} Val-Lys |-OH
v VI VII
BOC

|
PZ~| Val-lys-Val-Tyr-Pro |~0Bu‘

+av 7 VIIIa

+DCCI BOC

I
PZ«! Val-Lys-Val-Tyr-Pro l—OBu’

VIII

Hzl Pd(C)

BOC

|
H—l Val-Lys-Val-Tyr-Pro |—0But

IX

12) R. ScuwYZER, P. SIEBER & K. ZaT1sk6, Helv. 47, 491 (1958).

18) R. ScHwYZER & W, RiTTEL, Helv. 44, 159 (1961).

14) R. A. BoissonNas, Helv. 34, 874 (1951); Tu. WiELaND & H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem,
572, 190 (1951).
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Schema 3. Darstellung des Penlapeptid-Derivates 1X, Aminosduresequenz 20-24, iiber sein N®-
Carbobenzoxy- (Z-) Derivat. Trennung der Diastereoisomeren X11I und X1la

15 BOC 1)
z_] Val I—OH H-i Lys l—OH
X l VI
BOC
TR _
Z-| Val-Lys [-OH H—I Val-Tyr-Pro |-OBu?
XI v

DCCI ‘ Acetonitril

60% /\ 239,

BOC BOC
| |
Z-| Val-Lys-Val-Tyr-Pro l—OBu‘ Z Val-lys-Val-Tyr-Pro ’~0But
XII XIla
HzlPd(C) HalPd(C)
BOC BOC
|- )
H-| Val-Lys-Val-Tyr-Pro l—OBu’ H-| Val-lys-Val-Tyr-Pro l—OBu‘ —
HCI
IX IXa l
(Val, lys, Tyr, Pro)
HCI, Essigester Nachweis mit L-Amino-
v siure-Oxydasell)
H—i Val-Lys-Val-Tyr-Pro '—OH H—\ Val-lys-Val-Tyr-Pro '—OH
XIII XIITa
lTrypsin Trypsin: kein Abbau
H-| Val-Lys [—OH H-| Val-Tyr-Pro |-OH
X1V XV

Die optische Einheitlichkeit von H-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu* (IX) wurde
zur Sicherheit durch Totalhydrolyse und Abbau der entstandenen Aminosiuren
mit L-Aminosdureoxydase!!} nachgewiesen.

Wihrenddem die relativ starke Neigung des Tyrosins in der Kombination Val-
Tyr zur partiellen Racemisierung wihrend der Carboxyl-Aktivierung bekannt
warl), ist die starke Racemisierung des Lys(BOC) (ca. 259%,) eher erstaunlich.
RitTEL hatte bei der Kondensation von TRI-Lys(BOC)-Lys(BOC)-OH mit H-Arg

15) R. L. M. SYNGE, Biochem. J. 42, 99 (1948).
16) B. IseLiN & R. ScawvYzER, Helv. 43, 1760 (1960).
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(NOy)-Arg(NO,)-Pro-OBu* (mittels Carbodiimid) nur etwa 10-129, Racemisierung
beobachtet!). Vermutlich spielt die Verlangsamung der Kondensationsreaktion
wegen sterischer Hinderung durch das N-terminale Valin eine gewisse Rolle: in dem
hier beschriebenen Beispiel miisste daher das C-terminale Lys(BOC) linger im
aktivierten Zustande verharren, was die Moglichkeit der Racemisierung nach irgend-
einem Mechanismus (z. B. iiber Azlactonel?)) begiinstigt. '

Schema 4. Darstellung des Pentapeptid-Devivates XI1I, Awminosduresequenz 20-24, iiber das
Tetrapeptid-Derivat XVII

BOC 1)
I
z- OH H~| Val-Tyr-Pro l—OBu‘
XVI v
DCCI l Acetonitril
BOC

o
z_l Lys-Val-Tyr-Pro |—0Bu‘

XVII
CH, CH,
e HzlPd(C)
|
%
BOC
@ S
z_| Val l—O—C=O H~] Lys-Val-Tyr-Pro I-OBut
XIX XVIII

l

BOC
I
Ll Val-Lys-Val-Tyr-Pro |-OBu?

XI11

Die Analysen wurden in den mikroanalytischen Laboratorien unserer Firma (Leitung: Dr.
W. Papowerz), die Papierchromatographien und die Diinnschichtchromatographien im Chro
matographie-Labor (Dr. R. NEHER und Herr E. voN ARrX) ausgefiihrt, wofiir wir bestens danken.

Experimenteller Teil

Smp. wurden in der Kapillare im Smp.-Apparat nach Dr. TorToLl (Fa. W. Bicni, Flawil)
bestimmt und sind nicht korrigiert. Losungsmittel wurden durchwegs im Wasserstrahl-Vakuum
(ca. 10-15 Torr) im Rotationsverdampfer entfernt, sofern nichts anderes angegeben.

Losungsmittel fiir Papierchromatographie (PC) und Diinnschichtchromatographie (auf
Kieselgel G = DS); Zahlenangaben = Volumenteile, wo nichts anderes angegeben:

40: n-Butanol, Athanol, H,O (10:10:5),
43: -Amylalkohol, iso-Propanol, H,O (10:4:1),

17} F. WEYGAND, A. Prox, L. ScuMIDHAMMER & W. KO6N1G, Angew. Chem. 75, 282 (1963).
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45: sec-Butanol, 3-proz. Ammoniak (100:44),
54: sec-Butanol, iso-Propanol, Chloressigsdure, HyO (70 ml: 10 ml: 3 g: 40 ml)
(Die Systeme sind jeweils in Klammern nach den Rf-Werten angegeben).

Der Nachweis auf Chromatogrammen erfolgte jeweils mit REINDEL-HoprPE, Ninhydrin- oder
PauLy-Reagens. ‘

Oft wurden Peptid-Derivate mit konz. HCI (45°/45 Min.) behandelt, um vor der Chromato-
graphie Z-, BOC- und Bu’-Gruppen zu entfernen (Behandlung mit HCI).

A, Schema 1. — III. Z-Val-Tyr-Pro-OBut, Benzyloxycarbonyl-L-valyl-L-tyvosyl-L-prolin-t-
butylester. — a) Die Lésungen von 4,65 g (27,4 mMol) L-Prolin-t-butylester?) in 25 ml Acetonitril
und von 11,25 g (27,4 mMol) Z-Val-Tyr-OH (I; Benzyloxycarbonyl-L-valyl-L-tyrosin®)) in 100 ml
Acctonitril wurden vereinigt, auf 0° gekiihlt und mit 6,21 g (30,4 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid
in 10 ml Acetonitril versetzt. Nach 15 Std. bei 0° wurde der ausgeschiedene Dicyclohexylharnstoff
(5,5 g) abfiltriert und die klare Losung mit 1 ml Eisessig versetzt. Der Ansatz wurde mit viel
Essigester verdiinnt, nochmals filtriert und bei 0° mit 25 HCI und 2~ Natriumcarbonat-Lésung
extrahiert. Sobald beim Ansiuern der alkalischen Extrakte kein Niederschlag mehr auftrat, wurde
die organische Schicht mit Wasser neutral gewaschen und iiber Na,S0, getrocknet. Nach Ver-
dampfen des Losungsmittels wurde der Riickstand (13,5 g) aus Acetonitril umkristallisiert: 8 g
(51,5% d.Th.), Smp. 170-171°. [«]® = —70,0° + 0,5° (¢ = 2,015 in Methanol).

CyHyN,O, (567,66) Ber. C6559 H 7,28 N7,40% Gef. C6533 H717 N7,64%

Nach der Totalhydrolyse mit 7,18 HCI bei 115° wihrend 15 Std. wurde das entstandene
Aminosauregemisch mit L-Aminosiureoxydase in der iiblichen Weise!) untersucht: das kristalli-
sierte Tripeptidderivat enthilt kein p-Tyrosin, das amorphe Produkt aus der Mutterlauge da-
gegen sehr erhebliche Mengen (Racemisierung des Tyrosin-Restes betrigt total ca. 25%,).

b) 12,9 g Z-Val-Tyr-NHNH, (Ia; Benzyloxycarbonyl-L-valyl-L-tyrosin-hydrazid'?) wurden
in einem Gemisch von 60 ml 2~ HCl und 120 m]l Dimethylformamid geldst und nach Kiihlen auf
—15° mit 7 ml einer 5N, wisserigen Losung von NaNO, versetzt. Das Gemisch wurde weitere
5 Min. bei —10° belassen und dann in viel Eiswasser gegossen. Das ausgeschiedene Sidureazid
wurde abfiltriert, in kaltem Essigester geldst, bei 0° nacheinander mit NaHCO,-Lésung und H,O
gewaschen und schnell iiber Magnesiumsulfat getrocknet. In dieser Azid-Losung (Vol. ca. 300 ml)
wurden sofort 5,15 g L-Prolin-z-butylester?) aufgelést. Nach 5 Std. bei 0° und 15 Std. bei 20°
wurde die Losung i. V. auf die Hélfte eingeengt, wobei der grésste Teil des Tripeptid-Derivates 111
auskristallisierte. Es wurde abgenutscht und mit Essigester und Benzol gewaschen: 7,95 g (46,5%,),
Smp. 173-175°. Die Mutterlauge wurde nacheinander mit 10-proz. Weinsdure-Losung, verd.
NaHCO,-Lasung und H,O gewaschen und dann i. V. zur Trockne eingeengt. Aus dem 6ligen Riick-
stande wurden durch wiederholte Kristallisation aus heissem Acetonitril und aus Methanol-Essig-
ester weitere 2,22 g (13%,) Z-Val-Tyr-Pro - OBu?(I11), Smp. 173-175°, gewonnen. — [a]p = —69,8° 4-
1° (¢ = 1,5 in Methanol). PC (nach HCl-Behandlung): Rf = 0,65 (40); 0,48 (45); 0,71 (54), Nach-
weis mit PauLy-Reagens.

IV: H-Val-Tyr-Pro-OBw, L-Valyl-L-tyvosyl-L-prolin-t-butylester: 4,83 g (8,5 mMol) Z-Val-
Tyr-Pro-OBu? (III) wurden in 150 ml Methanol in Gegenwart von 500 mg Palladium-Kohle
(109% Pd) innerhalb 1 Std. aushydriert (freigesetztes CO, wurde in einer zweiten Schiittelente {iber
KOH aufgefangen). Nach Abfiltrieren des Katalysators und Verdampfen des Losungsmittelsi. V.
hinterblicben 3,6 g (989%,) harziges Material: [¢]% = ~47,4° &+ 1° (¢ = 1,4in Methanol}; DS: Rf =
0,85 (54); 0,90 (45); 0,90 (43), PC: Rf = 0,87 (40); 0,92 (45); 0,85 (54), PC (nach HCI-Behandlung):
Rf = 0,65 (40); 0,48 (45); 0,71 (54), alles einheitliche Flecken (Ninhydrin, PAuLy).

B. Schema 2. — VII: PZ-Val-Lys(BOC)-OH, p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-L-valyl-(N*-t-
butoxycarbonyl)-L-lysin: Eine Losung von 4,75 g (13,4 mMol) p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-L-
valin1?) in 65 ml abs. Dioxan wurde mit 3,45 m! (14,5 mMol) Tributylamin und 1,38 ml (14,5 mMol)
Chlorameiscnsiure-athylester versetzt (dabei wird die Reaktionsmischung nur soweit abgekiihlt,
dass nur ein relativ kleiner Teil des Dioxans gefroren ist): Umsetzungsdauer 15 Min. Zu dieser
Losung des gemischten Anhydrids wird unter kriftigem Riihren die auf +10° gekiihlte Losung
von 4 g (16,2 mMol) Né&-¢-Butoxycarbonyl-L-lysin13) und 2,45 ml Tridthylamin in 26,5 ml Wasser
gegossen. Man lisst die Mischung 30 Min. bei 20° reagieren, dampft dann das Dioxan i. V. ab und
versetzt die stark konzentrierte Reaktionslosung mit 70 ml Wasser und 70 ml 10-proz. Zitronen-
sdurc-Losung. Das Reaktionsprodukt fillt dabei als zihes Harz aus; beim Verrciben mit Ather
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wird es kristallin und kann aus Essigester umkristallisiert werden; 5,48 g (709,) orangerote
Kristalle, Smp. 167-169°. Ultraviolett-Absorptionsspcktrum in 96-proz. Athanol: 4,,,,: 230 my
(e = 13400); 322 mu (¢ = 23000).

CyHy; O;N; (583,67) Ber. C61,75 H 7,08 019,199  Gef. C61,88 H 7,36 O 19,42%

VIII: PZ-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pyo+-OBut, Phenylazo-benzyloxycarbonyl-L-valyl-(N&-t-but-
oxycarbonyl)-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-t-butylester : Die Losungen von 10,36 g (17,7 mMol)
PZ-Val-Lys(BOC)-OH (VII) in 63 ml Dimethylformamid und von 7,6 g (17,7 mMol) H-Val-Tyr-
Pro-OBu? (IV) in 76 ml Dimethylformamid wurden vermischt, auf 0° gekiihlt und mit 4,05 g
{19,5 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 3 Tagen bei 0° wurde von auskristallisiertem
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, mit 0,5 ml Eisessig versetzt und i.V. auf ein kleines Volumen
cingedampft. Der Riickstand wurde in Essigester aufgenommen und nacheinander mit 0,2n
Ammoniak, Wasser, 10-proz. Zitronensaurelosung und Wasser gewaschen. Nach Trocknen mit
Na, SO, und Verdampfen i. V. verblieben 17,2 g rohes, orangefarbenes Reaktionsprodukt.

Zur Reinigung wurde es in CHCI; gel6st und auf eine Saule von 570 g mit 109, Wasser inakti-
viertem Silikagel aufgezogen. Ein Gemisch von CHCl,-Essigester (2: 1) eluierte die Hauptmenge
(12,63 g) des Pentapeptidderivates VIII, welches papierchromatographisch aber noch leicht ver-
unreinigt war (PC und DS siehe unten). Ein zweites Chromatogramm ergab die reine Verbindung,
welche aus Acetonitril umkristallisiert wurde: 8,8 g (509%,) optisch reines Produkt (siche unten:
Trypsinspaltung), Smp. 174-179°. [«]® = —59,8° & 9° (¢ = 0,137 in Methanol). Ultraviolett-
Absorptionsspektrum in 96-proz. Athanol: 4,,,, = 227 mu (¢ = 20700); 322 my (e = 21000).
PC: Rf = 0,23 (HCClg-Aceton, 95:5 Vol); 0,60 (Benzol-Accton, 1:1 Vol). DS: 0,30 (HCCl,-Aceton,
7:3 Vol); 0,65 (Benzol-Aceton, 1:1 Vol); 0,65 (Essigester); 0,75 (Dioxan-H,0, 9:1). Nachweis mit
Eigenfarbe und unter UV.-Licht.

CeeH,yON;  Ber. C63,71 H 7,46 017,61 N11,21%
(999,24) Gef. ,, 63,57 ,, 7,52 ,, 17,39 ,, 11,26%,

C. Schema 3. - XI: Z-Val-Lys(BOC)-0OH, Carbobenzoxy-L-valyl-(Ns-t-butoxycarbonyl)-L-
lysin: 25,1 g Z-Val-OH®) und 15,4 ml Triithylamin wurden in 500 m! absolutem Dioxan geldst
und auf 4 12° abgekiihlt. Wihrend 4 Min. wurden nun 13,1 ml Chlorameisensidure-isobutylester
zugetropft (Riihren). Nach weiteren 10 Min. bei +12° wurden eine auf 0° gekiihlte Losung von
19,7 g Ne-¢-Butoxycarbonyl-L-lysin!3) und 11,9 ml Tridthylamin in 250 ml Wasser zugegeben. Dic
entstandene, klarc Losung wurde 10 Min. bei 10° und 4 Std. bei 20° aufbewahrt, dann auf 150 ml
eingeengt, mit 50 ml Wasser und (bei 0°) mit 27 g Zitronensdure in 50 ml Wasser vermischt. Das
so ausgefillte schmierige Reaktionsprodukt wurde mit 500 ml Essigester extrahiert. Die Essig-
esterlosung wurde mit Wasser neutral gewaschen, itber MgSO, getrocknet und eingedampft. Der
Riickstand wurde in wenig Essigester gelost und mit Benzol gefillt: 30,9 g Rohprodukt, Smp.
103-112°. Kristallisation aus Essigester-Benzol: 28,8 g (75%,) Z-Val-Lys(BOC)-OH, Smp. 107-
109°. [alp = —9° £ 1° (¢ = 1,1 in Methanol). PC (nach HCl-Behandlung): Rf = 0,20 (45); 0,32
(54).

CyaHyO,N, (479,56)  Ber. C60,11 H 7,78 N876% Gef. C60,24 H 7,73 N 8789

XII: Z-Val-Lys(BOC)-Val-Tyy-Pro-OBu!, Benzyloxycarbonyl-L-valyl-(N°¢-t-butoxycarbonyl)-
L-lysyl-L-valyl-L-tyvosyl-L-prolin-t-butylester: 2,3 g (4,8 mMol) Z-Val-Lys(BOC)-OH (XI) und
1,73 g (5,1 mMol) H-Val-Tyr-Pro- OBu? (IV) wurden in 25 ml Acetonitril unter Riithren mit 1,06 g
(5,1 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid umgesetzt. Die Ausscheidung von Dicyclohexylharnstoff
beginnt sofort; spiter scheidet sich auch das Pentapeptid-Derivat aus. Die Reaktionsmischung
wird nach 15 Std. bei 20° mit 25 ml Benzol verriihrt und (nach Ausfillung des Reaktionsproduk-
tes) filtriert. Der unlgsliche Riickstand wird noch zweimal mit je 5 ml Benzol-Acetonitril (1:1 Vol)
und mit Benzol gewaschen. Der feste Riickstand (3,5 g) wird mit 10 ml Dimethylformamid unter
schwachem Erwirmen digeriert. Beim Abkiihlen auf 0° scheiden sich 1,1 g Dicyclohexylharnstoff
aus. Nach Filtration und Verdampfen des Lésungsmittels wird das Pentapeptidderivat aus 50 ml
Aceton umkristallisiert: 2,1 g, Smp. 158-161°. Aufarbeitung aller Benzol-Acetonitril-Mutterlaugen
in der iiblichen Weise (Essigester, Waschen mit Zitronensiurelésung, Natriumhydrogencarbonat-
l6sung und Wasser) und Kristallisation aus Aceton ergab nochmals 500 mg. Umkristallisieren aus
Aceton: 2,58 g (60%), Smp. 162-165°. PC (nach HC]): Rf = 0,40 (40); 0,36 (45); 0,47 (54). [} =
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—72,3° 4 0,5° (¢ = 1,99 in Methanol). Ultraviolett-Absorptionsspektrum in 96-proz. Athanol:
Aoz = 280 mu (e = 1650).

CarHqOpNg (895,13)  Ber. C 63,07 H 7,88 N9,39% Gef. C63,05 H7,94 N925%

Nach katalytischer Hydrierung und Totalhydrolyse (6N HCI, 21 Std., 115°) wurden die frei-
gesetzten Aminosduren mit L-Aminosiureoxydase behandelt!l). Lys, Val und Tyr wurden voll-
stindig abgebaut.

XIla: Z-Val-lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBut, Carbobenzoxy-L-valyl-(N®-t-butoxycarbonyl)-p-
lysyl-L-valyl-L-tyyosyl-L-prolin-t-butylester : Aus einem grossen Ansatze von 12,9 g Z-Val-Lys(BOC)-
OH, 11,44 g H-Val-Tyr-Pro-OBu’ und 6,55 g Dicyclohexyl-carbodiimid in Acetonitril wurde das
«alles-L» Pentapeptidderivat nach XII isoliert. Das urspriingliche Filtrat des Reaktionsgemisches
(Benzol und Acetonitril enthaltend) wurde bis fast zur Trockne eingeengt, in heissem Benzol auf-
genommen und mit Petrolither gefillt. Die Fillung (7,06 g) wurde wiederholt aus Acetonitril
und aus Methanol-Benzol-Petrolither umbkristallisiert, wobei jedesmal die schwerer ldsliche
«alles-L»-Form abgetrennt wurde.

Der ganze Ansatz liefcrt insgesamt 14,2 g (60%) des «alles-L» Pentapeptid-Derivates XII
sowie 5,45 g (23%,) des (L-D-L-L-L)-Diastereoisomeren XIIa mit p-Lysin, Smp. 165-166° (Misch-
Smp. ca. 150°). Das neue Isomere XIIa weist noch folgende Eigenschaften auf: [e]p = —39,8° &+
1° (¢ = 2,1 in Methanol). PC (nach HCl-Behandlung): Rf = 0,56 (40); 0,36 (45); 0,48 (54); es
unterscheidet sich vom XII also hauptsiachlich im System 40.

CyH;OyN;  Ber. C63,07 H 7,88 019,66 N 9,39%
(895,13) Gef. ,, 63,09 ,, 7,96 ,, 19,57 ,, 9,20%

Nach katalytischer Hydrierung und Totalhydrolyse (6 HCI, 21 Std., 115°) wurden die frei-
gesetzten Aminosduren mit L-Aminosiureoxydase behandelt!l). Lysin blieb vollstindig erhalten,
Val und Tyr wurden abgebaut.

I1X: H-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu', 1-Valyl-(N®-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-valyl-L-
tyrvosyl-L-prolin-t-butylester : 4,5 g (5 mMol) Z-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu! (XII) wurden in
150 ml Methanol in Gegenwart von 500 mg Palladium-Kohle (109, Pd) hydriert. Nach 1 Std. kam
die Wasserstoffaufnahme zu Ende (CO, wurde in einer zweiten Schiittelente iiber KOH aufge-
fangen). Der Katalysator wurde abfiltriert, mit viel Methanol gewaschen und das Losungsmittel
des Filtrates i. V. verdampft: 3,7 g (97%,) farbloses Harz.

Tyypsin-Spaltung von IX: Eine Probe des Hydrierungsproduktes wurde zur Entfernung der
t-Butoxycarbonyl- und der {-Butyl-Gruppen mit HCI in Essigester behandeit und dann in der
iiblichen Weise mit Trypsin bei 37° inkubiert. Proben, die nach 6, 12 und 24 Std. entnommen wur-
den, waren alle in zwei Teile gespalten (Trennung elektrophoretisch, pH = 6,3, ca. 50 V/cm):

H-Val-Lys-OH 17 cm (Laufstrecke in 1 Std.) identisch mit aus (XI) und (IV)
H-Val-Tyr-Pro-OH Zcm gewonnenem Vergleichsmaterial

H-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-OH 9cm (enzymatisch unbehandeltes Peptid)

Das diastereomere Peptid H-Val-lys-Val-Tyr-Pro-OH wurde unter identischen Bedingungen
von Trypsin nicht angegriffen.

Die optische Einheitlichkeit des PZ-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu? (VIII) in bezug auf
Lysin wurde in dhnlicher Weise sichergestellt (die diastereomere Verbindung wurde in diesem
Falle nicht isoliert).

IX: [a]p = —69,2° + 1° (¢ = 1,7 in Methanol). PC: Rf = 0,92 (40); 0,94 (45); 0,94 (54).
CapHgaOpNg (760,95) Ber. C 61,55 H 8,48 N 11,05% Gef. C61,14 H 842 N 11,16%

D.Schema4.-XVII:Z-Lys(BOC)-Val-Tyr- Pro-OBut, Carbobenzoxy-(Ne-t-butoxycarbonyl)-
L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-t-butylester : 19,15 g Z-Lys(BOC)-OH (XVI)15) und 21,8 g H-Val-
Tyr-Pro-OBuf (IV) wurden in 200 ml Acetonitril gelést und mit 11,4 g Dicyclohexyl-carbodiimid
versetzt. Zuerst wurde die Mischung kurze Zeit mit Eis gekiihlt, dann 15 Std. bei 20° aufbewahrt.
chrschiissiges Carbodiimid wurde mit 1 ml Eisessig zerstort; darauf wurde das Gemisch auf 0°
gekiihlt und durch Filtration vom Dicyclohexylharnstoff abgetrennt. Das Filtrat wurde zur
Trockne eingeengt und der amorphe Riickstand einmal aus Essigester-Petrolather und zweimal
aus Benzol-Petrolither umgefilit. Trocknen bei 45° und 0,001 Torr: 37,94 g (91,5%,) amorphes
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Tetrapeptid-Derivat XVIII, Smp. ca. 110°. [«]p = —62,3° £ 1° (¢ = 1,9 in Methanol). PC (nach
HCl-Behandlung): Rf = 0,40 (40); 0,28 (45).
CypHgOgN; (795,98) Ber. C 63,38 H 7,72 N 8,80% Gef. C63,51 H 7,80 N 9,059
XVIII: H:Lys(BOC)-Val-Tyy-Pro-OBut, (Né-t- Butoxycarbonyl)-L-Lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-
prolin-t-butylester: 36,2 g Z-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu? (XVII) wurden in 100 ml Methanol
gelost und nach Zugabe von 3 g Palladium-Kohle (10%, Pd) in der Schiittelente unter Absorption
von CO, hydriert. Nach beendigtem H,-Verbrauch wurde der Katalysator abfiltriert und das
Filtrat zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde pulverisiert und bei 45° und 0,001 Torr
getrocknet: 29,6 g (98% ) Tetrapeptid-Derivat XVIII, amorph, Smp. ca. 95-100°. [a]p = —61,8° £+
1° (¢ = 2,0 in Methanol). PC: Rf = 0,86 (40); 0,94 (45); 0,93 (54).
Cy Hy50g Ny (661,82)  Ber. C61,70 H 8,38 N 10,58%,  Gef. C 61,49 H 8,42 N 10,569,
X11:Z-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr- Pro-OBut, stufenweiser Aufbau (Schemad):8,73g Z-Val-OH )
und 5,09 ml Tridthylamin wurden in 85 ml abs. Essigester gelost und auf — 10° gekiihlt. Unter
Rilhren wurden dazu wihrend 2 Min. bei —10° 4,57 ml Chlorameisensiure-isobutylester getropit
und das Gemisch weitere 15 Min. bei —10° geriihrt. Darauf wurde eine Lésung von 21,92 g
H-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBuf {XVIII) in 70 ml Essigester wihrend 5 Min. bei — 5° zugetropft.
Nach 30 Min. bei 0° und 1 Std. bei 20° wurde das Reaktionsgemisch mit Essigester verdiinnt,
nacheinander mit HyO, 10-proz. Weinsidure-Losung, verd. NaHCO,-Losung und 10-proz. Na,SO,-
Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft: 29,9 g amorphes Rohprodukt.
Dieses wurde aus 300 ml Acetonitril kristallisiert. Durch Suspendieren des fein kristallinen
Miiterials in siedendem Acetonitril und Kiihlen auf 0° kann es von kleinen Mengen leichter Ioslicher
Verunreinigungen befreit werden: 22,55 g (769%,) Pentapeptid-Derivat XII, feine Nidelchen,
Smp. 162-165°. [a]lp = —71,4° & 2° (¢ = 0,9 in Methanol). PC (nach HCl-Behandlung): Rf =
0,40 (40); 0,36 (45); 0,47 (54).

CyHpOpN, Ber. C63,07 H7,88 019,66 N 9,39%
(895,13) Gef. ,, 6297 ,, 7,75 ,, 19,64 ,, 9,56%

SUMMARY

Various syntheses of L-Valyl-(N*t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-
proline #-butyl ester (IX) are described. Condensations involving dicyclohexyl carbo-
diimide and either p-phenylazo-benzyloxycarbonyl-L-valyl-(N*¢-butoxycarbonyl)-
L-lysine (VII), carbobenzoxy-L-valyl-(N*{-butoxycarbonyl)-L-lysine (XI), or carbo-
benzoxy-L-valyl-L-tyrosine (I} produce about 25 per cent racemisation of the C-
terminal amino acids. Carbobenzoxy-L-valyl-(N*-f-butoxycarbonyl)-p-lysyl-L-valyl-
L-tyrosyl-L-proline #-butyl ester (XIIa) was isolated as a cristalline compound with
the same m.p. as the «all-L»-isomer. Configurations were determined by the action
of trypsin on lysyl peptides and by the action of L-amino-acid oxidase on acid
hydrolysates!!).

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung





