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[Smp. 228-230" (Hexan), Ausbeute 84%; NMIC. (CDCIa): 0,GS (s, 12 H Methyl), 
0,93 (s, 1.2 H, Methyl), 7,53 (s, 2 H-arum.); MS. (70 cV): h41/5 (M+ - l), 613/50, 
557156, 501/100, 473127, 445154, 417154 I. 
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Die 1R.-Spektreri der Komplcxc (in Cyclohexan) zeigen ricbcn den charaktcristi- 
schen Banden des arornatisclien utid aliphatischcn Teils sowie von v( Si-CHB), dic 
Absorptionen terniinaler CO-Gruppen bci 2070-1975 cm-1, jedoch keitie 'Handen VOTI 

Hriicken-CO-Ligandcn . 
Die luftstabilcti, i n  unpolarcti Liisungsniitteln gut 1iislicli.cn Vcrbindungen kristal- 

lisieren in stark lichtbrechenden, farblosscn K.ristn.llcn. Auffallend ist die Iiohe tlwrrr1.i- 
sche Bestandigkcit von 2 (nur gcringe Zersetzung tieirri Sclimelzpunkt) sowie dcr bei 
allen Komplexen im NMR.-Spektrurri zu benbac.11 tcndc starke Abschirrnungseffekt 
der Fe(CO)&ruppe. 
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157. Photoaffinitatsmarkierung von Chymotrypsin. 
Synthese der photolysierbaren Liganden 
von Emanuel Escher uncl Robert Schwyzer') 

lnstitut fur Milolekularbiologiu uiitl Hiophysik 
Eitlgcniissischc Tcchnischc Hochschulc, CH -8049 %firich 

(6. VI. 75) 

Swmmavy. 'I'hc synthcscs of m-azi~lo-r~-~~honyla.l:tnint~. p-aziclo-n-nitro-~-plicnyl.zlaninc, 
Z * Ala-Ah-Xxx OH, and Z * hla.-Ala(~-3H)-Nxx O H ,  with Xxx Phc, Phe(p-NOa), Phc(p-Ns), 
Phe(m-Nt), and I'hc(+-N:<, o-NC)z) arc cicscri1)ccl. The  tripcptitlcs with substitulcd phcnylnlaninc 
residues arc reversible inhibitors 01 chytncrtr~lzsin i ti t . 1 ~  rlntk, niid jrrcvcrsiblc nncs in t h e  light. 
Ph.otoaffinity labclling of chymotrypsin hn.s hct:n rc.portor1 by t ho  authors in FEl3S Letters 4(i, 
347 (1974). 

Photoaffinitatsmarkicrung hzdcutct dcn covalcntcn 1Sinbau durch photolytische 
Yrozesse eines radioaktiv markierten oder sonstwie gekennzeichneten Ligsndcn in  

1) Wir danken ilciri Schweizcvischen Nationalfond.$ zuv Fiirdcvung dcv wissenschcrJlichen Forschung 
fur die Untc:rstiitrung dicscr Arbcit. Dic Abkiirxungcn cntsprcchcn dcn En~pfchlnngen rler 
TUPAC-TT:R IConimission lclr biochemische N'otiienklatur, vgl. B. Wiinsch : u Synthcsc: von 
k'cptidcn *, Hd. 15, 'l'ciI.1 von nffouben- W q l ,  Mclhoclcn dct orgatiisclicn Chcinicu, 7<. Miilbr,  
Herausgcbcr, Gcorg Tliieme Verlag, Stuttgart, 1074. 
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ein Protein, zu welchern der Ligand eine syezifische, reversible Affinitat besitzt. Die 
Methode konnte bedeutsam werden fur die exaktc chemisdie Charakterisierung der- 
jenigen Oberflachcnelemente eines Proteins, welche fur die Spezifitat - fur das 
uErkennen, des Liganden - verantwortlich sind. Uns interessiert sie besonders im 
Hinblick auf die chemischen Mechanismen der Hormon-Rezeptor-Wechselwirkung 
und der Informations-Transduktion durch die Zellmembran. 

Als Modellversuch bcschrieben wir kiirzlich I I]  die l’hotoaffinitatsmarkierung von 
Chymotrypsin rnit verschiedenen Liganden vum Berger-Bosshuyd’schen Tripeptid- 
Inhibitor-Typus Z Ala-Ala-Xxx * OH [2], wohei Xxx cntweder einen Phenylalanin-, 
p-Nitrophenylalanin-, p-Azido-phenylalanin-, m-Azidu-phenylalanin-, oder p-Aaido- 
o-nitro-phenylalanin-Rest der ~-Kcihe bedeutet . Der Zweck der Versuche war, fest- 
zustellen, ob fi-Azido-phcnylalanin [3] fur die Photoaffinitatsmarkierung (besonders 
bei relativ kleinen Affinitatskonstanten der Grossenordnung 104 l/rnol) brauchbar sei, 
und welche Parameter fur diese noch junge Technik xu beriicksichtigen waren. Das 
gewahlte System schien uns dazu besonders geeignet, weil bekanntlich aromatische 
Seitenketten von Chymotrypsin-Inhihitoren durch vurc der Waals-Krafte in besonders 
enge Wecliselwirkung rnit einer 4 Spezifitats-Tasdie )) der Enzymoberflachc tretsn [4]. 

Als wichtigste Ergebnisse erhielten wir : 1) Allc Tripeptide inhibieren Chymo- 
trypsin irn Dunkeln in kompetitiver Weise, im Lichte inhibiercn die ar-substituierten 
aber irreversibel; 2) $-Nitro-phenylalanin ist unerwarteterweise ein ausgezeichnct 
photolysierbarcs und covalent einhaubares Phenylalaninderivat, welches bei 365 nm 
rnit guter Quantenausbeute reagiert : 3) ~-hzido-phenylalanin und m-dzido-phenyl- 
alanin reagieren - obwohl sic niclit bathodirorri substituiert sind - ebenfalls rnit 
Licht von 365 nrn Wellenlange; die dabei entstehenden Nitrene sind geniigend 
rcaktionsfaliig, urn die Inhibitoren covalent einzubauen (vgl. unsere diesbeziiglichcn, 
fruheren Befurchtungen 151) (es criibrigt sich also dic Einfuhrung einer Nitrogruppe) ; 
4) Die Art und Wcisc der Keaktion mit der c Syezifitiitstasdie)) scheint von der Lage 
des stickstoffhaltigen Substituenten (m oder p) abhangig zu sein - was fur cincn 
wohldefinierten Komplex cigcntlich zu erwartcn w3t-c. 

In dieser Arbeit beschreiben wir die Synthese der Liganden und des m-Azido- 
phenylalanins sowie dcs ~-hzido-o-nitro-phenylalanins. Gegenstande kunltigcr Publi- 
kationen werden der Photolysemechanismus des +-Nitrophenylalanins und die Unter- 
suchung der Reaktionsproduktc mit Chymotrypsin scin. 

ar-Szcbstitzlierte Phenylalunine (siehe Schema). Ausgdngsprodukt fur alle Synthesen 
war @-Amino-phenylalanin (3), welches nach Bergel & Stock [6] aus Phenylalanin (1) 
via $-Nitro-phenylalanin (2) gewonnen und fruher schon zur Synthese von p-Azido- 
phenylalanin (3) verwendet worden war [33. Zur Herstellung von p-Azido-o-nitro- 
phenylalanin (6) wurde 2 in konz. Schwefelsiiure ungeschiitxt nitriert und das isolierte 
Produkt (5) durch Spektrenvergleich rnit Nj tro-tnluidin-Isomeren als p-Amino-0- 
nitro-phenylalanin identifizid. Die Diazoticrung und Umsetzung mit Natriurnazid 
zu 6 verlief glatt ; das Produkt war jedoch ausserst lichtempfindlich und durfte nur 
in der Dunkelkammer verarbeitet werden. Inzwischen haben Pahrenholz & Schiwmack 
[7] ebenfalls eine Synthese von 6 beschrieben; das I’rodukt scheint identisch rnit dem 
von uns fruher erhaltencn [l] zu sein. 

Zur Herstellung des m-Azido-phenylahnins (10) wurcle die +-Stellung durch die 
Samheyer-Reaktion an 3 durch Chlor geschutzt. Anschlicssende Nitrierung, kataly- 
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Schema 

tischeHydrierung, Diazotierung und Urrisatz niit Natriuinazid fu'hrte ohnc Schwierig- 
keiten zum gewiinschten Produkt. 

Be~~~xycurbonyl- tr ipEpt~de.  Die Chymotrypin-l tihihitoren 2 * Ala-Ala-Xxx - 013 
wurden nach der Methodc: von Bosshard & Berger [Z] aus dem Aktivester Z - Ala- 
Ala OSU und der frcicn Aminosaure (H . Xxx - OH = 1, 2, 4, 6 oder 10) hergevtellt 
und als 1-1, 1-2, 13, 1-4, 1-6 und 1-10 bizeichnet. Fiir dic Herstellung radioaktiv 
mdrkierter Verbindungen wurde Z - Ala-Ala(F-3H) - OSU verwendet, urn vorderhand 
die Synthese radioaktiv markierter Phenylalanindnrivate zu verrneiden. Das Vor- 
liegen des substituierten Phenylalaninrcstcs in dcr r-Form wurde nicht strcng be- 
wiesen. Die Messung der Drehungen von 1-2 bis 1-10 ist naturlich von Zmetzung 
durch I'hotolyss begleitet (basonders b:i 365 und 436 nm). Die Werte sind iiberall 
gleich oder hoher als fur 1-1, welches zu mindesterls 95% 1.-Phenylalanin entlialt ; 
sin sind aber nicht beweisend, weil dic Kristallisation Diastereomere nicht unbcdingt 
abtrennt . I) ie 1) unnsc~licht c~iromdtogaphie de r Be nz y lox ycar bonyl-tripept ide zei t 
allerdings keine Anzeichen dcs Vnrlicgens einer diastereomeren Verbindung in 
nennenswertem Masse. 

Experllmenteller Teil 

A Zlgirnei%er. Smp. wurdcn in offcnen Rapillarcn bcstiinrrit nml sinti unkorr. (AminosBurcn 
zersetzen sich oberhalb etwa M O O ,  weshalb auf dic Bcstirnrnurig verzichtet wurdc). nil: Elcrncntar- 
analyson verdanken wir Henn Mansev, Laboratorium fur orgar>ischc Ghetnie dcr 1TI'H'-2. H-NMR.- 
Spektren (d in ppm) wurden rnit eincm Va'arian T60 Spektroincier, IRApektren (;in cm.1) mit 



1468 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 58, l'asc. 5 (197.5) - Nr. 157 

cincm Reckmutt I R  33 und die optischcn Ihchungcn mi t  ginem Perkin-Elmer 141 I'olarimctcr 
bestimmt. Zur 1)iinnscliichtchronI;utographic (I>C.) wurdcn Mep.ck-Silicagel-Platten und folgende 
Fliessmittcl vcrwendet : BAW = 1-Butanol/Eiscssig/Wasscr 5 : 2: 3 (w/v) und CME = Chloroform/ 
Methanol/Eisessig 95: 5 : 3 (u/w). Entwickclt wirdc rnit Jodclampfen, mit Ninhydrin, odcr rnit 
Rci~deZ-Ho#q5a Heagens. Radioaktive Diinnschichtplattcn wurdcn 3.0 Tage auf Ilfurd HP4-Film 
gclegt und diescr d a m  mit Microphen n/ord entwickelt. Dic Entsnlzung dcr Aminosauren wurde 
wie folgt ausgcftihrt : In eincr Schllttelapparatur vnn 1 1 Passungsvcrrnogcn wurden die Amino- 
saurelbsung und 100 g Tononnustauscher Dowex 50 W-8 h i  cincm totalcn Volumon von ca. 1.12 I 
wahrend 30 Mia. geschuttclt. Tjic aasserigc Phasc wurde abgesaugt und vcrworfcn, das Harz 
ncutral gewavchen unti 2mal mit jc  112 I l0pror. NIIs-L6sung wiihrend 30 Min. extrahicrt. I 'kht-  
schutz : Arbeiten Init 2. 4, 8 und 10 wurden unter Ausscliluss voti Tages- und Fluorcszcnzlampcn- 
Licht mit C;liitila.mpcn-Rzlcuchtuna, die Synthese von 6 in (let photog~nphischcn Dunkclkamnicr 
und l'eptidsynthcscn rnit 6 bei Natrium-Licht ausgefiihrt. 

p-Amiso-n-*itro-phenylalanin (5). 1,s g 3 (10 mmol) wurcle in 15 ml konz. Schwcfclsaurc 
gclost und ini Eis/Methanol-Bad gcruhrt. Nach Eintropfen von 1,0 ml 100proz. Salyctcrrdurc 
(25 mmol) wurdc h i  - 20" 4 Std. wcitcrgcrllhrt. 1)ic Mischung wurde auf SO0 g Eis gcgnsscm und 
in der Hitze Init Bariumhydroxid ncutralisicrt. I:)ns ausgefallene Uariumsulfat wurtle abfiltriert, 
dic gelbe L6sung eiIlgedamyft, cntsalzt iind dns Produkt nus Wasser mit 2-Propanol urnkristal- 
lisiert. DC. (BAW) einheitlich, Rf 0,50 (gclh). - TH.: 3440 ,c uncl 3340 s (N ..H); 1520 s und 1450 s 
(NOS). - NMR.: 7,O bis 7,2 (m, 3 H, s. Fig. 1); 3.1.5 his 3,35 (q, 1 H.); 2,9 bis 3,1 (m, 2 11). . Aus- 
beutc: 1,2 g (5,s mmol), 53%. 

5 b 

Fig. 1. Bestimmulzg k r  Substit26bntenanor~nung v im 5 miltels NMR.  (Aromatmzregiolt) durch Ver- 
gleich knit a w i d  b (a = J-Nitrir-p-toluiclin; b -.. 2-Nitrop-toluid~n) 

p-Aaido-o-nitvo-phelzyEaZa~~~ (6). 0,W g 5 (4 mmol) wurrlcn in 50 ml 6~ Sdzsaurc gclost. 
Untcr I?;iskiihlung wurdc cinc wasscrigc I.ijsiing von 305 nig Natriumnitrit zugotropft und 1 Std. 
wcitergcrnhrt. Znr  Entfcrniing von iiborschiissigom Nitrit wurrlc wlhrancl 10 Min. h i  10 Tom 
cntgast, Anschlicsseml wurdc cine wasscrigo T.0siing von 280 rng Natriumazid (4.4 rnmol) langsam 
cingcriihrt und nach 1 Std, dic SalzrAiirc im Hochvakniirn cingctlampft. Dcr Riickstancl wurde 
in Wasser aufgcnommcn und cntsalzt. Aus Z-Prc~panol wurdo urnkristallisiert und anschliessend 
getrocknct. DC. (RAW) cinhcitlich, Hf O,G5. - I R . :  2100 (Ns); 1530 und 1460 (NOz). - NMR.: 7,O 
bis 7,2 (m, 3 H) ; 3,15 bis 3,35 (m, 1 H) ; 2,U bis 3 , l  (m, 2 H). - Ausbeute: 669 111g (2,66 ~ n m d ) ,  66%. 

CBII~N& (Z51,ZO) Hcr. C .55,72 11 2.81 N 21~57% &f. C 55,85 H 2.91 N 21,51% 
p-CliEor-m-lzitro-phenylaEanin (8). 54,O g 3 (300 mmol) wurden in 600 ml 4 N  Salxslurc !$lost, 

irn Mcthdnol-Eisbdd gekiihlt und unter Riihren cine wiisserige LLbsung von 20,7 g Natriumnitrit 
(300 mmol) langsam zugcgckn. hnschlicsscnd wiitcle 1 Stcl. evakuiert (bis Nitritprobe mit Jod- 
starkcpapicr ncgativ). 13icee lliaznniuinlfisung wurdc langsam in 400 ml 2Oproz. Salzsaure, 10 g 
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Kupfer(1)-chlorid und 3 g Kupfcqmlvcr enthaltcnd, cingetragcn. Nach becndeter Gasentwicklung 
wurde das Gemisch lmi 4" filler Nacht stchen gclassen, clas Unliislichc abfiltriert und die Mutter- 
lauge in1 Vakuurn eingeengt und nvchmals filtrkrt. Aushutcn:  1. 1;allung 53,O g getrocknetes 
Hydrochlorid, 2. Fallung 9,2 g. Gesamtausbeuk 61,2 g (260 mmol), 860/oo. Das braune Hydro- 
chlorid war irn DC. cinhcitlich (RAW), Rf 0,60. DC., NMH. und 1K. identisch mit rat.-? von BDH 
London. 

4,5 g freies 7 (22,5 mmol durch Entsalzen hcrgeslellt) wurdcn in 15 ml konr. Schwefclsiiure 
gelfist und untcr Ruhren irn Eis/Mcthanol-Bad I ,O 1n1 I OOproz. Salpetcrsiiure (25,5 mmol) zuge- 
geben. Die Mischung wurde 2 Std. weitergeriihrt und dann auf das Sfache Volumen Bis @gOSSUlk. 
Die cntstandenc Fallung wurde iiber Nacht stchen gclassen, aldiltricrt und dirckt als nicht- 
stijchiometrischeu Hydrosulfat wciterverwcndet. hus oincm andcrcn Ansatz wurde dic hminvslurc 
isolkrt und charaktcrisiert: 1zC. (BAW), RI 0,60 Ninhydrin gelb. .- IR.: 1450 und 1520 ( N ~ Z ) .  - 
NMR.: 7,2 (br. s, 1 H); 7,O (s, 2 H, s. Fig. 2); 3,l bis 2,2 (m, 3 H (a und 8)) .  

m-Amino-+hmaylala+z~~ (8). Die saurc Hydricrung von 8 fiihrte jc nach Katalysator 111 ver- 
schicdenen Produktcn. Platinoxid ergab Hinghydricrung n c k n  dcm gowiinschten Proclukt, 
Haney-Nickcl mduzicrte nur dic Nitrogruppe, Palladium aul hktivkohle iilhrte zum gew Unsditen 
Arnin 9. A h  Hydricrungsprodukte wurden mit DC. (RAW) unrl NMR. charakterisictt. 
Ni: 
ROB: Rf 0.04, starko Schwanzbildung. - NMK.: 2,0 bis 1.5 (m); 
Pd/C: Rf 0.23 einheitlich. - NMR.: 7,4 bis 7,l (m, 1 H); 6.9 bis 6.6 (m, 3 H). - IR.: 3340 (Phonyl- 

Das nassc Hydrosulfat des vorhergchcnclen Vcrsuchcs wurdc in 250 ml 50proz. Essigsgure 
plost, 100 mg Pd/C zugegebcn und bci 22" ilbcr Nacht h i  Atrnospharcndruck liydricrt. Der 

Rf 0,57 cinhdtlich. - NMR.: 7,2 bis 6,l (kompliziertcs m, 3 H); 3,2 bis 2,2 (m, 3 H): 

NHd* 

a 8 b 

Fig. 2. Bestincmung dtw Substituwttwtmmrdmufig vow 8 mitlcls N~14lZ. (A romatewegion), dumb Ver- 
gleich mit a und b (a = 2-Nitro-pchlor-tolzrol; b =; 3-Nitro-p-chlor-tolual) 

Katalysator wurde abbfiltricrt, das Gcniisch schonend cingedampft, der Kiickstand in Wasscr 
aufgenomrnen und mit Dowex 50 cntsalzt, Uas Produkt wwrdc init 5-Propaad aus Wasver gcfiillt 
und getrocknet. Austxute: 2,25 g (12,5 mmol), 56%. 

rn-Azido-phenylalanin (10). 3,O g 9 (16,7 mmol) wurdcn rnit 1,27 g Natriumnitrit (18,5 mmol) 
in 200 m l 6 ~  Salzsiure wie tlblich diazotiurt und mit einer wasscrigen Ibsung von 1,24 g Natrium- 
azid (1.95 mmol) vcrwtzt. Uas Gemisch wurtle schonmtl cingoclamplt, dcr Ruckstand in Wasser 
aufgenommen und cntsslzt. Das Azid wurdc aus W'asscr Ilkit 2-Prclpanol urnkristallisicrt und ge- 
trocknet. Ausbcute: 1,34 g (6,5 mmol) 39%. J X .  (XJAW): Rf 0,64. - IR.: 2100 s (Ns). - NMR.: 
'7,4-6,8 (m, 4 1.1); 3,6-2,8 (m, 3 H). 

Cd-h~N408  (206,21) Bey. C 64,74 H 3.62 N Z0.140/, Gef. C 6 4 3 5  H 3.68 N 20.03% 
Sydhess der l'ripe+tide, ollgemeines Vevjuhren. 1 mrnol tler Aminosgurcn 1, 2, 4, 6 oder 10 

wurde in 2 ml abs. Dimethylformamid suspendicrt, 111 pl. N-Methyl-morpholin zugegebcn und 
irn Eisbad geruhrt. 391,4 mg (1 mmol) Aktimster Z . Ah-Ala OSU [Z] wurden in 2 ml Dimethyl- 
formamid gelbt, zur AminoGure-Suspension gegcbcn, r n i t  2 ml Essigestcr nachgcspult und Uber 
Nacht im auftauenden Eisbad weitergcriihrt. Das Gemisch wurde eingcdampft, in Essigester aul- 
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genommen und iiber Kaliumhydrogcnsulfat-Losung bci pH 2 ausgeechuttelt. Nach Trocknung 
der organischen Phase wurde das Produkt iius Essigczter/Diiaopropylather umkristdlisiert. 

1-1 1-2 1-4 1-6 1-10 

Ausbcuten 68 so 70 71 48% 
DC. (CME) : Rf 0,s 0,15 0,25 023 0.26 
Smp. 1 7 8 O  192" (165') (1.400) (163') 
() bedcutct Zersetzung 

NMH. - 1-1 in DMSO: 7,2 (s, 5 H). 1-2 in Dimctli.yl€ormamid/Trifluoressigsaure: 7.8 (AA'BB'. 
4 H). 1-4 in DMSC): 7.1 (AA'BH', 4 H). 2-6 in DMW: 8,2-7,4 (m, 3 H). 1-10 in I.)MSO: 7,36,8 
(m, 4 HI. 

Fur all8 Verbindungen gilt: 5,O (s, 2 11); 1,2 (2 m, 6 H). 
IR.  (in Nzcjol). - 1-1: 3260 s (Amid-NH, Carbonsaurc); 1-2: 3260 s (Amid-NH, Carbonsaure); 

1350 m (Nos); 1-4: 3260 s (Amid-NH, Cxbonsaure), 2100 $ (Na): 1-6: 3260 s (Amid-NH, Carbon- 
sgure), 2100 s (Na), 1350 m (NOz); 1-10: 3260 s (Amid-NH, Carbonsaure), 2090 s (N8). 

Optische Urehzlng [a'@. 
A 365 nrn 436 nm 546 nm 578 nm 589 nm 

1-1 1,9O 1,7 1J 0,98 0,96 
1-2 @wO 8,3- 1-1 O J  0,s 
1-4 (15,g)' 15,6 G, 1 5,l  4 3  
1-6 (90,4)" (91.,4) 17,0 12,5 11,l 
1-10 (1 5,2)" 14,9 6,3 51 4,7 
() bedeutet Zcrsctzung, allc Mcssunpn rnit c = 1 in 50 mM Tris-Puffer, y H  8. 

Synthesc der radioaktiven Tv@e+tide. - Z - Ada-Ala(,PH) - 018. 10 mg Alanin ( P - W )  (5 mCi, 
0,112 mmol) wurdc in 0,5 ml halbgcssttigter Hydrogencarhonatlasunp gclost, in ein Hcagensglas 
transferiert und rnit 4 5  ml Dioxan nctchgespiilt. 45 mg 2 - A h  * OSU (0,14 mmol) wurdcn fest bei 
Raumtemperatur zugcgcben und 2 Std. weitergwiihrt. Die 1-6snng wurdc i.V. eingedampft. ange- 
siiuert und mchrmals rnit Essigcstcr ausgezogcn. Die organischen Phascn wurden vcrcinigt, gc- 
trocknet und mit DC. (CME) und Autoradiographie kontrolliert: einheitlich, Rf wic bei 2 - Ala- 
Ala s OH. Das radioaktivc Dipeptitl wurdc mit 50 mg gc?wi3hnlichcrn Dipeptid verdiinnt. aus 
EssigestcrlYetro~~ther umkrktallisiert und getrocknct. Ausbeute 71,l mg (0,242 mmol), 86%. 
Sperifische Aktivitat 13,84 mCi/mrnol, Gcsanit-Aktivitiit 3,35 InCi. 

2 - Ala-Alu(fi-SH) * OSU. 35 rng Z . AIa-hla(,!hW) - OH (1,65 mCi, 0,119 mmol) wurdcn mit 
112.5 mgunmarkicrtcm Peptid (0,381 mmol), 11.5 mg N-1Iydroxy-succinimid (1 mmol) und 125 mg 
Dicyclohexyl-carsbodiimid (0,G mmol) zusammeugegei:bcn, in 2 ml Dimcthylforrnamidll~sigester 
1 : 1 (v/v) gclost, rnit 2 ml Essigcster nachgespult und in1 Eisbad fiber Nacht weitergeriihrt. Der 
ausgefalkne N, N'-XXcyclohexyl-harnstoff wurch abfiltriert, die IAsung eingedarnpft, in Essig- 
cster wieder geltist und mit Natriumhydrogencarbonat ausgcschfittelt. Dic organische Phase wurde 
iibcr Natriumsulfat getrocknct, eingedampft, in 5 ml Dirncthyl forniarnid aufgenommen und in 5 
glcichc Portionen aufgeteilt. 

2 - Ala-Ala(P-3fl)-Xxx * OH. ]c 0,15 mmol dcr Aminosaurcn 1, 2, 4, 6 odcr 10, je 15,6 pI 
N-M&qhnorpholin (0,12 mmol) wurden in 0,s rnl I)iuiethylforrnarnid swipcndicrt, je eiu Teil dcs 
radioaktiven 2 * Ala-Alalg-3H) - OSU untcr Htihren dazugcgebn und iibcr Nacht weitcrgertihrt. 
Die I&ungcn wurden eingedampft, in halbgesiittigtcr 1iydrogL.ncarbonatl~sung aufgcnommen 
und mit 1 N Salzsaure wiedcr ausgefallt. Dic Fallungen wurden abfiltriert, in Essigester auf- 
genommen, getrocknet, rnit Petrolather ausgelPllt und im Hochvakuum getrocknet, Kontrolle 
mit DC. (CME) und Autoradiographie: einheitlich, Rf jcweils wie bci 7. * AIa-Ah-Xxx OH. 
Ausbeute : 1-1 1-2 1-4 1-6 1-10 

mg 23,3 32,2 293 22,l 30,l 
yo der Theoric 52,8 G G 2  6 1 3  41.4 62,4 

spez. Aktivitat mCi/mmol 2,80 2,74 2,72 2,72 2,76 
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158. Herstellung von DL-N-Benzyloxycarbonyl-y -carboxy-glutamin- 
saure-y, y’-di-t -butyl-a-methyl-ester, einem fur die Peptidsyntheae 

geeigneten Derivat der neuen Aminotricarbonsaure aus Prothrombin 
von Walter MPrki und Robert Schwyzerl) 

Institut fiir Molekularbiologie und Uioph ysik, 
EitlgenlSssische Technische Hochschule, C:l1--8049 Zurich 

(6. VI. 75) 

Summary. Thc first synthesis of a sclcctivcly, fully protectcd derivative of the new amino- 
tricarboxylic acid found in prothrombin and other homologous blood-clotting factors, y-carboxy- 
glutamic acid (Gla), is described. The compound nL-N-bcnxyloxycarbonyl-y-carboxy-glutamic 
acid y, 7’-di-f-butyl-a-methyl-ester is potentially useful for peptidc synthesis. The frcc amino-acid 
(DL-Gla) and D,-pyroy-catboxy-~lutamic acid dimethyl-ester were also prepared. 

Kiirzlich wurde die Struktur einer neuen Aminosaurc irn N-terminalen Teil des 
(Vitamin K)-abhlngigen Blutgerinnungsfaktors Prothrombin vorgeschlagen [I] [Z] 
und durch Synthese bestatigt [3]. Sic wurde im N-tcrminalen Polypeptid (1-42) den 
Stellungen 7 und 8 [l] [Z] ,  sowie 15, 17,20,21, 26,27,30 und 33 rl] zugeordnct. Diesc 
ungewijhnliche y-Carboxy-glutaminsaure &la) f indet man auch in der ‘light chain’ 
von Bovine Factor X1 ( S t w ~ t  Factor) [4]. Factor IT (Protlirombin) und Factor X 
besitzen hornologe Cd2+-Bindungsstellen [4] [5], rnit Bindungskonstanten von log 
K,, = 3,5 f i i r  6 Bindungsstellen im Prothrornbin-Aktivierungsfragment (Mr = 
23000) [7]. Ein Model1 fur die Koordination cincs Calcium-Ions mit den Carboxyl- 
gruppen von zwei y-Carboxyglutaminsaureresten als Calciumbindungsstelle wird in [4] 
vorgeschlagen. Durch Einbau von mit 14C radioaktiv rnarkiertem C02 in Prothrombin 
i% uivo konnte biosynthetisch gezeigt werden, dass im (Vitamin K)-abhlngigen 
Schritt Glutaminsaurereste carboxyliert werden I 61. Nach enzymatischem Abbau des 
Proteins wurde die Radioaktivitat in cincr cinzclncn, sauren Aminosaurc (Ma) ge- 
funden, welche durch die ubliche saure Totalhydrolyse zu Glutaminsaure decarboxy- 
liert wurde [l] [Z]. 

1) D i e  Arbeit ist ein Teil der Dissertation von W .  i%f&ti. Wir danken dem Schwcizevischrn 
Nationalfonds aur Forderung dcr wissenschaJ#lichen Forschung Iiir die gewahrte Untersttitzung. 
Nomcnklatur und AbkUrzungen entsprechen den in der Pepticl- und Roteinchemie ublichen 
Normcn, vgl. E .  Wunsch: tsynthese von Peptiden,, Ud. 15 von rHouberr-Weyl, Methoden der 
organischcn Chcrniea. E. MuNer, Herausgeber, Georg Thierrie VGIbg, Stuttgart 1974. 


