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Synthese einiger der Eledoisinsequenz Lys~Asp-Ala—Phe )
analoger Tetrapeptide

Yon H. NiepricH und E. LOwE

Inhaltsiibersicht

Durch schrittweisen Aufbau vom Carboxylende her wurden nach verschiedenen Syn-
these-Methoden, unter Verwendung der BOC- und Z-Schutzgruppen, Peptide der Struktur
Lys—X-—Y —Phe hergestellt. Die Verseifung der Ester erfolgte chymotryptisch.

Die FEledoisinsequenz Lys—Asp(NH,)—Ala—Phe—1Ile—Gly—Leu-—
Met—NH, hat nach LtBkE2) am Blutdruck des Kaninchens eine stirkere
Wirksamkeit als Eledoisin selbst. Auch am Meerschweinchenileum wirkt es
in geringeren Konzentrationen (1071¢ g/ml) als Eledoisin3).

Fiir die Synthese von Analogen dieser Sequenz mit Hydrazinoséuren 4) als
Heterobestandteil wahlten wir den Weg iiber die Verkniipfung zweier Te-
trapeptide, ein Schema, wie es auch LBRE?) benutzte.

Die Testung der Zwischenprodukte ergab auch fir das freie Tetrapeptid
Lys— Asp(NH,)—Ala—Phe, allerdings erst in einer Konzentration von
10~% g/ml, am MS-Ileum eine Kontraktion®). Zur Ermittlung der fiir die
Wirkung notwendigen Strukturmerkmale wurden Asp und Ala nacheinan-
der durch Glycin und letztlich durch e-Aminocapronsédure ersetzt, so dafl
Lysin und Phenylalanin an den IEnden durch verschiedene Zwischenglieder
verbunden sind (Tab. 1).

1) Benutzte Kurzformen vgl. auch ,,Peptide Symposium® Oxford 1962 ed. by G. T.
Youwe, 8. 261. Pergamon Press Oxford 1963. Fur die L-Aminosiurereste stehen:
e-Acap = e-Aminocaproyl-, Ala = Alanyl-, Asp = Asparagyl-, Gly = Glycyl-, Ile = Isoleucyl-,
Leu == Leucyl-, Lys = Lysyl-, Met = Methionyl-, Phe = Phenylalanyl., —ONP =
p-Nitrophenylester, —OCP = 2,4,5-Trichlorphenylester, —OtBu = tert. Butylester,
—O0At = Athylester, —OMe = Methylester, —NH, = Amid, Z— = Benzyloxycarbonyl-,
BOC— = tert. Butyloxycarbonyl-, NPS— = o-Nitrophenylsulfenyl-, DMF = Dimethyl-
formamid, THF = Tetrahydrofuran, DCCI = Dicyclohexylecarbodiimid.

2} K. LtBkE, R. HEMPEL u. E. ScHRODER, Experientia 21, 84 (1965).

3) G. Storp, uuverdffentlicht.

4y H. NrepricH, Chem. Ber., im Druck.
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Tabelle 1

Lys— Asp — Ala — Phe(I1I)

Lys— Asp(NH,) —Ala—Phe(IV)
Lys —Gly — Ala—Phe(VI)
Lys—Gly —Gly —Phe(1X)

Lys —&— Acap—Phe(XT)

Tabelle 2
R—Ala—Phe—R’ Ia R = NPS, R’ = OMe
Ib R = H-HCl, R’ — OMe
R—Asp—Ala—Phe—R’ IIa R =2 R = OMe, R” = OtBu
e IIb R =H, R = OMe, R” = OtBu
TIe R =12, R’ = OMe, R’ = NH,

IId R = BOC, R’ = OMe, R” = NH,

IIe R =H:HBr, R’ = OMe, B’ = NH,
R—Lys—Asp—Ala—Phe—R’ Illa R = BOC, R’ = OMe, R” = OtBu
| ' IITb R = BOC, R’ = OH, R” = OtBu

R R/l
R-—Lys—Asp—Ala—Phe—R’ IVa R = BOC, R’ = OMe
| | IVb R = BOC, R’ =O0H
R NH, IVe R =2 R =OMe
Ivd R =2Z, R = O0OH
R—Gly—Ala—Phe—R’ Va R =1Z, B = O0OMe
Vb R =H-:-HBr, R = OMe
R—Lys—Gly—Ala—Phe—R’ Via R = BOC, R’ = OMe
R Vib R = BOC, R’ = OH
R—Gly—Phe—R’ VIiIa R =2Z, R"= 0OMe
VIilIb R =H-HBr, R" = 0Me
R—Gly—Gly—Phe—R’ VIIla R =Z, R = OMe
VIIib R = H-HCIHBr, R’ = OMe
R—Lys—Gly—Gly —Phe-—R’ IXa R =1Z, R"=0Me
X IXb R=2Z, R =0H
IXe R =HH(C, R"=0H
R—¢—Acap—Phe—R’ Xa R=172Z, Rm=0Me
Xb R =H- -HBr, R = 0Me
R—Lys—e—Acap—Phe—R’ XIa R =Z R =0Me
’ l'?, XIb R=Z, R =0H
: XIe R=H-HC, R"=0H

Die Synthese erfolgte durch schrittweisen Aufbau vom Carboxylende her
(Tab. 2).
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Ala—Phe—OMe - HCl (Ih)?) wurde aus NPS-Alanin-dicyclohexylam-
moniumsalz und PheOMe - HCl mittels DCCL und anschlieBende NPS-
Abspaltung mit HCl/Ather erhalten. Ankniipfen von Z-—Asp(OtBu) an Ib
mit DCCI ergab den Ester Ila, der durch Hydrierung an Pd von der Z-
Schutzgruppe befreit wurde. Umsetzung mit BOC—Lys(BOC)—ONP lie-
ferte Ila.

Z—Asp(NH,) und BOC—Asp(NH,) wurden nach der von M. ZAORAL®)
eingefithrten Variante der Anhydrid-Synthese mit Ala—Phe—-OMe zu Ile¢
und ITd verkniipft.

E. Saxprin?) hatte II¢ nach der Nitrophenylester-Methode erhalten.
Durch Umsetzung des Ile mit Z—Lys(Z)—ONP?) bzw. BOC—Lys(BOC)—
ONP konnten die Tetrapeptide IV a und IVe gewonnen werden.

Das Tetrapeptid VIa, das bei LtBKE2) ohne Angabe experimenteller
Daten erwihnt ist, wurde aus Ib und Z—Glycin-2, 4, 5-trichlorphenylester,
und weiter wie bei IVa beschrieben dargestellt.

Ebenso wurde Z—Lys(Z)—Gly—Gly—PheOMe (IXa) ausgehend von
PheOMe - HCl mittels Z—Gly—OCP aufgebaut. Die Verseifung der Tetra-
peptidester Ila, IVa, IVe, VIa und IXa erfolgte chymotryptisch nach
G. Kross?).

Die BOC-Schutzgruppen wurden mit Trifluoressigsdure, Z— durch Hy-
drierung an Pd abgespalten und die Tetrapeptide nach Uberpriifung der Ein-
heitlichkeit durch Elektrophorese zur Testung gegeben.

Zur Gewinnung von XIla setzten wir e-Benzyloxyearbonylamino-capron-
sdurel?) mit PheOMe nach verschiedenen Kniipfungsmethoden um. DCCI
lieferte ein stark mit N-Acylharnstoff verunreinigtes Produkt, die Methode
der gemischten Anhydride ergab 59, Ausbeute. Nach der Phosphorazo-
Methode') wurden dagegen 779, reines Xa erhalten. Die Verseifung von
XIla gelang nur bei Anwendung eines Aquivalentes NaOH. Uberschuf
NaOH fiihrte zur Zersetzung, Anwendung vom Chymotrypsin war ohne
Erfolg.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Bogrius bestimmt und sind
korrigiert.

5) L. K'/Bgg, E.ScERODER, R.ScomiecHEN u. H. Gieiax, Liebigs Ann. Chem.
679, 195 (1964).

6) M. Zaorar, Coll. Czech. Chem. Commun. 27, 1273 (1962).

7} Ep. SANDRIN u. R. A. Borssonnas, Helv. Chim. Acta 46, 1637 (1963).

8) E. Wiwscr, H.-G. HEIDRICH u. W. GrassmManw, Chem. Ber. 97, 1818 (1964).

%) G. Kross u. E. ScHRODER, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 836, 248 (1964).

10)- M. RoteE u. F. W. Kunirz, Liebigs Ann. Chem. 609, 88 (1957).

1) W, GrassMANN u. E. WoxscH, Chem. Ber. 91, 449 (1958).
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Die Analysenproben wurden bei 70 bis 100° und 0,5 Torr getrocknet. Die Reinheitsprii-
fung erfolgte nach Abspaltung der N-Schutzgrappen durch Papierelektrophorese in 7proz.
Essigsdure und in Pyridinacetat-Puffer vom pH = 5,6. Unter ,,iublicher Aufarbeitung* ver-
steht man 1. Lisen in Essigester oder Chloroform, 2. Ausschiitteln mit n HCl bzw. 5proz.
Zitronensdurelosung bei BOC-Verbindungen, mit n KHCO,-Losung (bei der Entfernung
von Nitrophenol oder Trichlorphenol viermal mit etwa 3n NH,-Losung) und mit Wasser,
3. Trocknen iiber Na,80, oder MgSO, und 4. Entfernen des Ldsungsmittels am Rota-
tionsverdampfer im Vakuum. Fiir die chymotryptischen Verseifungen wurde sowohl reines
krist. Enzym der Fa. Boehringer als auch ein angereichertes Fermentpriparat benutzt.

o-Nitrophenylsulfenyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (Ia)

12,7 g (30 mMol) NPS-Ala-dicyclohexylammoniumsalz1?) und 6,3 g Phe—OMe - HCI
werden in 150 cm? gereinigtem Chloroform geriihrt bis eine klare Losung entstanden ist. Die
Ausscheidung von Dicyclohexylammoniumchlorid beginnt alsbald. Nach 1 Stunde kiihlt
man auf 0° ab und gibt ungeachtet des ausgeschiedenen Nicderschlages portionsweise 7,0 g
DCCT dazu. Das Gemisch verbleibt noch 1 Stunde bei 0° und 16 Stunden bei Zimmertem-
peratur. Man gibt 1 cm?® 50proz. BEssigsdure hinzu, sangt vom Niederschlag ab, wischt mit
Chloroform nach, schiittelt das Filtrat mit 80 cm? Wasser, 100 em3 eiskalter n H,80,, sofort
mit gesittigter KHCO,-Losung (50 em?®) und trocknet iiber Natriumsulfat. Der nach dem
Entfernen des Lisungsmittels im Vakuum verbleibende Riickstand wird mit Ather/Hexan
kristallin gerieben. 11,6 g (95%,), Schmp. 112—116°. Die Reinigung erfolgt aus Essigester
durch portionsweise Zugabe von Hexan.

Feinausbeute: 10,1 g (839%,), Schmp. 113—115°.

[]2 = —12° + 1°, ¢ = 1 in DMF.

C1eH, N;0,8 (403,5) ber.: C56,56; H 5,25; N 10,41;
gef.: C 56,65; H 5,30; N 10,57.

L-Alanyl-L-phenylalanin-methylester-hydrochlorid (Ib)

10,1 g (250 mMol) NPS—Ala—Phe—0OMe werden in 100 cm® Methanol geldst, mit
20 cm?® etwa 4n HCl (75 mMol) in Ather 15 Minuten gerithrt und schnell im Vakuum auf
50 em? eingeengt (bis zur beginnenden Kristallausscheidung). Man gieBt unter Rithren in
300 ¢m® absoluten Ather ein und rithrt noch 1 Stunde bei 0°. Die Reinigung erfolgt durch
Lésen in Methanol und Ausfillen mit Ather.

Ausbeute: 6,0 g (859%), Schmp. 1565—156°.

[x]8 = 4,2° 4 0,5% ¢ = 2 in Wasser.

C3HsN,0, - HCL (286,8) ber.: C112,38;
gef.: C112,6.

Benzyloxycarbonyl-L-asparagyl(g8-tert.butylester)-L-alanyl-L-phenylalanin-
methylester (IIa)

5,2 g (10 mMol) Z-Asp(OtBu)-dicyclohexylammoniumsalz!?) und 2,87 g Ib wurden in
70 cm? gereinigtem DMF 30 Minuten gerithrt, aul 0° abgekiihlt und mit 2,2 g DCCI ver-
setzt. Nach 1 Stunde bei 0° 148t man iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen, gibt

12) L, Zgrvas, D. Borovas u. E. Gazis, J. Amer. chem. Soc. 85, 3660 (1963).
13y E. WuwscrE u. A. Zwick, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 828, 235 (1962).
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5 Tropfen Eisessig dazu und saugt nach 1 Stunde vom ausgeschiedenen DC-Harnstoff ab.
Das Filtrat wird im Vakuum bei 60° vom Losungsmittel befreit, und wie iiblich aufgearbei-
tet. Fs verbleibt ein Sirup, der beim Verreiben mit Ather kristallisiert.

Ausbeute: 4,0 g = 72%,, Schmp. 115—119°.

[#]8 = —5,9° 4 0,5°, ¢ =1 in DMF.

CooHN; 0 (555,6) ber.: C 62,69; H 6,71; N 7,56;
gef.: C62,95; H 6,78; N 7,32.

L-Asparagyl(8-tert.butylester)-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (ILb)

2,22 g (4 mMol) ITa geldst in 80 em® Methanol wurden mit etwa 100 mg Palladium-
schwarz 4 Stunden im Wasserstoffstrom mittels eines Vibromischers emulgiert. Nach Fil-
tration éiber Kieselgur wird Methanol sofort im Vakuum bei 20° entfernt und der Riickstand
mit Ather kristallin gerieben. (1,28 g, 769, Schmp. 103—108°.) Zur Reinigung wird die
Verbindung in 5 cm® Athanol geldst, mit 40 cm® Wasser versetzt, sofort vom ansgefallenen
Niederschlag (135 mg, Schmp. 190—198°) abfiltriert und die Ldsung im Vakuum bei 40°
am Rotationsverdampfer zur Trookene gebracht. Der gelbliche Sirup wird mit Ather kri-
stallin gerieben. Farblose Nadeln, 950 mg (569,), Schmp. 108 —110°.

Im kristallinen Zustand ist die Substanz einige Wochen im Tiefkithlschrank unverin-
dert haltbar.

Cy H,y N0, (421,5) ber.: € 59,84; H7,41; N 9,97;
gef.: ©59,44; H 7,61; N 10,18.

N, Ne-Di- (tert.butyloxyearbonyl-) L-lysyl-L-asparagyl (8 -tert.butylester) .
L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (IIIa)

842 mg (2 mMol) IIb und 934 mg BOC—Lys(BOC)—ONP werden in 5 cm?® DMF gelost
und 3 Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die Losung wird in 50 cm® etwa 3 n
Ammoniak-Lésung eingetropft, wobei das Rohprodukt ausfallt (1,45 g, Schmp. 95—110°).
Man l6st in 30 cm?® Essigester, arbeitet wie ablich auf und fallt durch Zugabe von 25 cm3
n-Heptan das Endprodukt aus. 1,07 g (789,).

Nach erneuter Umfillung aus Essigester/Heptan war der Schmp. 86—8

[x]3 — —19,8° 4+ 1°, ¢ = 1 in DMF.

Cy H, N0y (748,9) ber.: C 59,27; H 7,92; N 9,34;
gef.: C59,62; H §,06; N 9,17,

70

N=,Ne.Di(tert.butyloxyearbonyl) -L-lysyl-L-asparagyl(3-tert.butylester)-
L-alanyl-L-phenylalanin (IIIb) aus (IIla)
durch chymotryptische Verseifung

Zu einer Losung von 5 mg krist. Chymotrypsin 10 mg Ammoniumacetat und 5 cm?
DMF in 30 em® Wasser, tropft man langsam 500 mg (0,66 mMol) vorst. Ester, gelost in
5 cm® DMF. Am pH-Staten wird durch Zutitrieren von 0,2 n NaOH der pH auf 7 gehalten,
Die Zugabe muB so erfolgen, daB es zu keiner Ausscheidung eines Niederschlages kommt!
Nach etwa 2 Stunden ist die Reaktion beendet. Man stellt mit 0,1 n HCI den pH auf 5—6,
entfernt im Vakuum bei 55° Wasser (wobei starkes Schiumen auftritt) und DMF, 15st den
Rickstand unter Zugabe von KHCO; bei pH = 8 in 20 cm3 Wasser auf und filtriert die
tritbe Losung iiber eine 1 cm starke Schicht Kieselgur.
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Beim Ansduern der gekiihlten Lésung mit n HCI auf pH = 2,5 fiillt das Produkt kri-
stallin aus.

Ausbeute: 380 mg = 77%,. Nach Umfillen aus Essigester mit n Heptan war der
Schmp. 126-—-128°.

[x]® = —18,6° & 1°, ¢ = 0,75 in DMF.

CyHy,N;O,, (785,9) ber.: ©58,77; H 7,79; N 9,52;
gef.: €59,13; H 7,92; N 9,47.

Benzyloxyearbonyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (Iie)

5,32 g (20 mMol) Z—Asp(INH,) (fein gepulvert) werden bei starkem Rihren in 25 em?®
frisch gereinigten absol. trockenen Chloroform unter Zusatz von 2,49 g (2,99 cm3, 22 mMol)
N-Athylpiperidin und 1,76 g (22 mMol) Pyridin gelost. Evtl. ist leichtes Erwirmen not-
wendig, '

Bei —5 bis —10° tropft man 2,60 g (22 mMol) Pivaloylchlorid in 5 cm? Chloroform
hinzu (10 Minuten), spiilt mit 1 cm?® Chioroform nach, erwarmt 5 Minuten auf + 5 bis 410°
und kithlt schnell auf —20° ab. Eine klare Lésung von 5,7 g Ala—Phe—OMe - HC1
{20 mMol) und 2,72 em® N-Athylpiperidin in 20 em? Chloroform wird auf etwa —10° vor-
gekiihlt und unter starkem Riithren in einem GuB zu dem Anhydrid gegeben. Die Kithlung
ist s0 zu regulieren, dafl die Temperatur 0° bis +10° betrigt.

Nach kurzer Zeit erstarrt die Mischung. Bei Beginn der Ausscheidung des gelartigen
Niederschlages gieBt man auf — 20° gekiihltes DMF hinzu, um die Mischung rithrfahig zu
erhalten. Es wird noch 30 Minuten bei 0° und 2 Stunden bei 20° geriihrt und die Losungs-
mittel im Vakuum zum groBten Teil entfernt (60° Badtemperatur). Man gibt die Mischung
in 150 em? n HCl und schitttelt kriftig. Der isolierte Niederschlag wird im Morser mit
gesittigter KHCO,-Losung (50 cm?) anschlieBend mit Wasser verrieben und im Exsikkator
getrocknet. Rohausbeute: 559, Schmp. 185—190°. Das Rohprodukt wird fein gepulvert
aus Athanol (700 ecm?® pro 1 g) umkristallisiert. Die Mutterlauge wird auf!/,,des Volumens
eingeengt und liefert weiteres Ile, insges. 4,45 g = 449, Schmp. 219—-221°, Lit.7) 217°.

(6] = —15,6° & 1°, ¢ = 1 in DMF.

tert.Butyloxyearbonyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (1Id)

1,15 g (5 mMol) BOC— Asp(NH,) wurden wie bei IT¢ mit 1,43 ¢ Ib umgesetzt. Roh-
ausbeute: 1,35 g. Nach Umkristallisation aus Essigester 1,11 g (489), Schmp. 179—181°,
[Lit. 176°7)].

[6] = —20,2° + 1°, ¢ = 2 in DMF.

L-Asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester-hydrobromid (Ile)

2,5 g e (5 mMol) werden in 12 ml absolutem Eisessig gelost, bei 20° mit 15 cm3 4 n
HBr/Eisessig versetzt, und 40 Minuten gerithrt. Im Vakuum hei 45° wird auf 10 cm? ein-
geengt und mit absolutem Ather gefillt. Der Niederschiag wird mit frischem Ather kri-
stallin gerieben. Reinigung erfolgt durch Losen in wenig absolutem Methanol und vorsich-
tige Zugabe von Ather.

Ausbeute: 2,15 g (96%), Schmp. 150—152°.

[oc]ig = —16,7° + 1°, ¢ = 1 in Wasser.

C,,H,,N,0, - HBr (445,3) ber.: N 12,58;
gef.: N 12,63,
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N«,Ne-Di- (tert.butyloxycarbonyl)-L-lysyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-phenyl-
alanin-metbylester (IVa)

2,23 ¢ Ile (3 mMol) werden unter Zusatz von 0,7 em® Tridthylamin in 15 ¢m® DMF
gelost. Nach Zugabe von 2,34 g BOC—Lys(BOC)—ONP und 3 Tropfen Eisessig steht die
Mischung 72 Stunden bei Zimmertemperatur. Vom Niederschlag wird abgesaugt, mit wenig
DMTF gewaschen und in ein Gemisch von 50 em? 4 n NH;-Lasung und 50 cm?® Essigester
eingetropft. Die Emulsion wird noch zweimal mit 4 n NH;, 2 n Zitronensdure und Wasser
ausgeschiittelt. Es wird abgesaugt, die Essigesterphase getrocknet und im Vakuum zur
Trockene gebracht. Der Ritckstand und der Niederschlag werden im Exsikkator getrocknet,
in 5 em® DMF gelést und in Ather cingetropfs.

Ausbeute: etwa 759, Schmp. beim schnellen Erhitzen 165°, beim langsamen Erhitzen
178—180°.

[x]2 — —18,4° L 1°, ¢ =1 in DMF; {a]¥ = —9,9° & 1°, ¢ = 1 in Eisessig.

CysHy N, 050 (691,8) ber.: C57%,29; H 7,53; N 12,15;
gef.: C57,25; H 7,78; N 11,98.

Ne,N¢ Di(tert.butyloxyearbonyl) -L-lysyl-L-asparaginyl-L-alanyl- L-phenylalanin
(IVh)

690 mg (1 mMol) IVa in 5 cm® DMF werden am pH-Staten in 15 Minuten zu einer
Losung von 10 mg rohem Chymotrypsin in (25 cm3 Wasser + 3 om® DMF) getropft, so daB
die entstehende Triabung sofort in Lésung geht. Mit 0,2 n NaOH wird der pH auf 7 gehalten
{Verbrauch insges. 4,9 cm?®).

Nach 30-—40 Minuten ist die Reaktion beendet. Man filtriert iiber Kieselgur klar und
siuert mit HC! auf pH 2,5 an. Nach 1 Stunde Riihren ist der Niederschlag kristallisiert.
540 mg = 809, Schmp. 189 —190°. Reinigung kann durch Lésen in DMF und Fillen mit
Ather erfolgen.

Nach Abspaltung der Schutzgruppen waren elektrophoretisch nur geringfagige Spuren
von IV a nachweisbar (etwa 195).

[x]0 = —11,1° 4+ 1°, ¢ = 1 in DMF.

Oy HoN, Oy (677,8) ber.: C 56,70; H 7,29; N 12,40;
gef.: C56,53; H 7,42; N 12,46.

N«,Ne-Di- (benzyloxycarbonyl) - L-1ysyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin-
methylester (IVe)

2,2 g Asp(NH,)--Ala—Phe—OMe + HBr werden unter Zusatz von 0,68 em3 Tridthyl-
amin und 3 Tropfen Eisessig in 25 cm? reinem DMF gelost. Nach 10 Minuten gibt man 2,6 g
Z—Lys(Z)—ONP (5 mMol) hinzu, rithrt noch 3 Stunden und 140t 48 Stunden stehen. Die
erstarrte Masse wird mit 150 cm33n NH; 30 Minuten gerithrt, abgesaugt und getrocknet. 3,4 g
Schmp. 216 —219°.

Zur Entfernung des restlichen Nitrophenols wird in DMF gelost, mit Ather gefillt (ver-
lustreich) und abgesaugt. Schmp. 217—221°. Der gelartige Niederschlag erlangt erst nach
2stiindigem Riihren in Wasser einen absaugfihigen Zustand. Nach dem Trocknen iiber
P,0,: 2,66 g (66%).

[x]% = —14,5° + 1°, ¢ = 1 in DMF.

CoH, N0, (760,8) ber.: C 61,56; H 6,36; N 11,05,
gef.: C61,48; H 6,77; N 10,568.
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N#,Ne-Di-(benzyloxyearbonyl)-L-lysyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin
(Iva)

1g IVe, in 10 cm? DMF gelost, 1aBt man unter Rithren langsam am pH-Staten zu
30 mg Rohchymotrypsin in 40 cm® Wasser -+ 10 cm3 DMF tropfen, Da die Reaktion sehr
langsam abliuft, wurde der pH auf 8,0 erhoht. Bei der Reaktion schied sich ein Gel aus.
Nach 4—5 Stunden war die Reaktion beendet. Die Losung wurde wie unter IVh aufgear-
beitet. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und im Exsikkator
getrocknet. 540 mg, Schmp. 193—198°.

Umfillung aus DMF mit 4—>5facher Menge Wasser, Analysenprobe einmal aus Nitro-
methan: Schmp. 193—195°. )

CaH g NgOy, (746,8) ber.: C61,11; H 6,21; N 11,25;
gef.: C60,56; H 6,44; N 11,14.

Das Produkt enthielt neben Ester noch geringfiigige andere Verunreinigungen.
Der Versuch einer alkalischen Verseifung von IVe war ergebnislos.

Benzyloxyecarbonyl-glyeyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (Va)

1,43 g (5 mMol) Ib, 1,38 cm?® Tridthylamin und danach 1,95 g Z-Glycin-2, 4, 5-trichlor-
phenylester [analog Bopanszry ), 63,29, Ausbeute: Schmp. 99—105°] wurden in 50 cm?
Essigester gelést und 3 Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das Reaktionsgemisch
mit dem darin enthaltenen Niederschlag wird dreimal mit 20 cm?® 2 n Ammoniak in 2bproz.
NaCl-Lésung ausgeschiittelt (Na-Nitrophenolat fallt aus) und dann wie iiblich aufgearbeitet.

Durch Zugabe von n-Hexan zu der nicht vollstindig eingeengten Essigesterlosung fallt
das Produkt kristallin aus. Ausbeute: 1,46 g (669%), Schmp. 123—-125°.

[%1% = —10,1° + 1°, ¢ = 1 in DMF.

CyH2, N, O, (441,5) ber.:  62,57; H 6,16; N 9,52;
gef.: C62,61; H 6,29; N 9,38.

Glyeyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester-hydrobremid (Vb)

1,33 g Va werden in 7 cm?® etwa 4 n HBr in Eisessig gelost. Nach 40 Minuten bei Zim-
mertemperatur fallt man das Hydrobromid durch Zugabe von absolutem Ather. 1,14 g
(989;), Schmp. 218—220°. Umfillen aus Methanol mit Ather bringt keine weitere Reini-

gung.
¢, H,,N,0, - HBr (387,3) ber.: N 10,82;
gef.: N 10,81.

N#,Ne-Di- (tert.butyloxyearbonyl) - L-1ysyl-glycyl-L-alanyl-L-phenylalanin-
methylester (VIa)

580 mg (1,5 mMol) Vb, 0,21 em?® Tridthylamin, 700 mg BOC—Lys(BOC)—ONP und
1 Tropfen Eisessig werden nacheinander in 2 cm?® DMF unter Rithren gelost. Nach 3 Tagen
bei Zimmertemperatur werden 5 cm? Ather zugegeben und vom Tridthylaminhydrochlorid
{230 mg) abgesaugt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels bei 60° im Vakuum wird in
Essigester gelost und wie tiblich aufgearbeitet. Der nach Entfernen des Essigesters verblei-
bende Riickstand erstarrt beim Verreiben mit Ather zu einem voluminésen, feinkristallinen

14) M. BopaNszKY 1. V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. §1, 5688 (1959).
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Produkt. 810 mg (849,), Schmp. 121—126°. Nach Reinigung aus Essigester mit Ather war
der Schmp. 126--128°,

[6]2 = —12,9° + 1°, ¢ = 0,85 in DMF.

Cy H N, Oy (635,7) ber.: C58,66; H 7,77; N 11,02;
gef.: C58,75; H 7,83; N 11,23.

N=,N*-Di- (tert.butyloxycarbonyl)-L-lysyl-glyeyl-L-alanyl-L-phenylalanin (VIh)
vgl. auch IVhb

635 mg (1 mMol) VIa in 3 cm® DMF wurden bei pH = 7 in 20 Minuten zu 2 mg Chy-
motrypsin und 5 mg Ammoniumacetat in 15 em® Wasser getropft. Verbrauch an n NaOH:
0,93 om3. Dauer 30 Minuten. Ausbeute: 530 mg (859), Schmp. 100—105°. Die Analysen-
probe wurde aus wenig Nitromethan umkristallisiert. Schmp. 101 —104°,

x5 = —4,3° + 0,5° ¢ = 1 in DMF.

CyoHyN,0, (621,7) ber.: € 57,95; H 7,62; N 11,27;
gef.: C57,81; H 7,88; N 11,33.

Benzyloxyearbonyl-glycyl-L-phenylalanin-methylester VIiIa)

6,05 g (15,6 mMol) Z—Gly—OCP und 3,36 g Phe—OMe - HCl werden unter Zugabe
von 2,17 em?® Tridgthylamin in 80 ¢m3® DMF gelost und 4 Tage bei Zimmertemperatur belas-
sen. Das ausgefallene Tridthylamin-hydrochlorid wird abgesaugt und DMF am Rotations-
verdampfer im Vakuum entfernt. Man arbeitet wie iiblich auf. Es hinterbleibt ein braunge-
farbter Sirup, der direkt fir die Darstellung von VIIb eingesetzt wird. 4,8 g (83,29).

Glycyl-L-phenylalanin-methylester-hydrobromid (VIIb)

4,8 g (13 mMol) VIIa werden in 16 ml etwa 4 n HBr in Eisessig gelost. Die Reaktions-
16sung wird 15 Minuten unter Rithren auf 40° erwiarmt und anschlieBend noch 45 Minuten
bei Raumtemperatur gerithrt. Danach fallt man bei Zimmertemperatur das Hydrobromid
durch Zugabe von absolutem Ather. 3,35 g (80,5%) farblose Kristalle vom Schmp. 175 bis
177° werden nach Umfillen aus Methanol mit Ather erhalten.

[x]h = +6,9° 4+ 1° ¢ =1 in DMF,
[218 = 4+11,1° 4 1°, ¢ = 1 in Methanol.

C,,H,(N,0, - HBr (317,2) ber.: C 45,44; H 5,40; N 8,83;
gef.: 0 45,30; H 5,50; N 8,88.

Benzyloxyecarbonyl-glyeyl-glycyl-phenylalanin-methylester (VIIIa)

5,4 g (13,9 mMol) Z—Gly—OCP und 4,4 g VIIb werden in 70 cm3 DMF gelést. Nach
Zuagabe von 4 cm?® Tridthylamin 148t man den Ansatz 3 Tage bei Raumtemperatur stehen.
Tridthylaminhydrochlorid wird abgesaugt. Den siruposen Riickstand, der nach Entfernung
von DMF im Vakuum erhalten wird, versetzt man mit 80 ml Essigester und arbeitet wie
iblich auf. Zum SchluB schiittelt man noch mit gesittigter NaCl-Losung durch. Es verbleibt
ein 01, das in wenig Athanol aufgenommen wird und auf Zugabe von Hexan eine halbkri-
stalline Fillung gibt. Der Niederschlag wird mehrmals aus Athanol umgefillt und direkt zur
nichsten Stufe eingesetzt. 8,65 g (59,5%,), Schmp. 50—60°.
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Glyeyl-glycyl-L-phenylalanin-methylester-hydrobromid (VIIIb)

1 g (2,34 mMol) VIIIa werden wie bei Vb beschrieben mit 4 n HBr/Eisessig behandelt.
Man erhilt nach 2maligem Umlosen aus Methanol 0,7 g (809,) farblose hygroskopische Kri-
stalle vom Schmp. 161—162,5°.

[a]f = —0,8° ¢ = 1 in DMF.

O, H,,N;0, - HBr (374,2) ber.: C 44,93; H 5,39; N 11,23;
gef.: C44,74; H 5,56; N 11,46,

N2, Ne-Di- (henzyloxyearbonyl)-L-lysyl-glyeyl-glyeyl-L-phenylalanin-
methylester (IXa)

800 mg (2,14 mMol) VIIIb und 1,145 g Z—Lys(Z) — ONP werden in 8 em® DMF gelost.
Nach Hinzufiigen von 0,296 cm? Tridthylamin wird die Lésung 1 Stunde bei Raumtempera-
tur gerithrt und 3 Tage stehengelassen. Tridthylamin-hydrochlorid wird abgesaugt und die
DMF-Losung zu 45 cm® 3 n NH,OH getropft. Nach 30 Minuten kénnen 1,45 g gelbliche,
klebrige Kristalle abgesaugt werden. Das Rohprodukt wird wie iblich aufgearbeitet. Der
sirupdse Riickstand wird in wenig Athanol aufgenommen und mit absolutem Ather werden
850 mg (58%,) farblose Kristalle vom Schmp. 108 —110° gefillt. Die Umfallung aus Athanol/
Ather wurde 2mal wiederholt.

[*]5 = —0,8° ¢ =1 in DMF.

CaeH,,N,0, (689,8) ber.: C62,69; H 6,28; N 10,15;
gef.: C62,49; H 6,42; N 10,28.

N=,Ne.Di-(benzyloxycarbonyl)-L-lysyl-glyeyl-glyeyl-L-phenylalanin (IXb), aus
IX a durch chymotrypt. Verseifung

689,8 mg (1 mMol) IXa werden wie unter IVb verseift. (Verbrauch: 4,4ml 0,2 n

NaOH.) Nach Stehen iiber Nacht im Kiihlschrank ist IXb auskristallisiert. 480 mg (699,)
Schmp. 125—128°. Die Reinigung erfolgte durch Umfillen aus Athanol mit Ather.

CuxHyuN;Oy (675,8) ber.: N 10,36;
gef.: N 10,38.

L-Lysyl-glycyl-glyeyl-L-phenylalanin-dihydrochlorid (IX¢)

480 mg (0,69 mMol) IXb in 25 em? absolutem Methanol werden unter Zusatz eines
Aquivalentes HCl mit etwa 150 mg Pd-Mohr 5—7 Stunden im Wasserstoffstrom mittels
eines Vibromischers emulgiert. Nach Filtration @ber Kieselgur wird das Methanol im Va-
kuum bei 30° entfernt, 250 mg (539%,) leicht zerflieBliche Kristalle vom Schmp. 32—35°. Die
Elektrophorese zeigt einen kleinen Fleck (etwa 2,5%,) des Tetrapeptidesters. ‘

() = +2,8° ¢ = 0,5 in DMF.

e-Benzyloxyearbonylaminocaproyl-L-phenylalanin-methylester (Xa)
nach der Phosphorazomethode?)

2,156 g (10 mMol) Phe—OMe - HCl werden in 40 cm?® absolutem Pyridin gelost und
auf —10° abgekiihlt. Unter Rithren tropft man innerhalb 10—15 Minuten 0,437 cm?® PCl,,
gelost in 10 em?® absolutem Pyridin hinzu. Die Reaktionslésung bleibt 15 Minuten bei Raum-
temperatur stehen, und anschlieBend fiigt man 2,65 g (10 mMol) Z—s— Acap?®) hinzu und
erhitzt auf dem siedenden Wasserbad fiir 3 Stunden (Feuchtigkeitsausschiuf!). Nach dem
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Erkalten wird die rétliche Losung von wenig Poly-meta-phosphoriger Siure getrennt und
das Pyridin im Vakuum bei 40— 50° abdestilliert. Der gelbbraunlich gefirbte sirupose Riick-
stand wird nach Zugabe von 30 cm? H,0 dreimal mit je 50 ml Essigester extrahiert. Die
vereinigten Essigesterextrakte werden wie iiblich aufgearbeitet. Der kristallisierende Riick-
stand wird aus Essigester/Hexan umgefillt und liefert 8,3 g (77,6%) farblose Kristalle vom
Schmp. 86—88°.

[x]B = —4,0°, ¢ = 0,5 in Methanol.
[x]2 = —2,8° ¢ = 0,5 in DMF.
CpHy N, O, (426,5) ber.: C67,58; H 7.09; N 6,567;

gef.: C67,47; H 7,25; N 6,84.

g-Aminocaproyl-L-phenylalanin-methylester-hydrobromid (Xh)

1,7 g (4 mMol) X a werden in 5 ml etwa 4 n HBr in Eisessig gelost und unter Feuchtig-
keitsausschluB 1 Stunde stehengelassen. Nach dem Abdestillieren von HBr und Eisessig im
Vakuum und Umfillen aus Methanol mit Ather konnte keine Kristallisation herbeigefithrt
werden. 1,35 g (90%,) briaunlich gefirbter Sirup fallen an, der in der nachsten Reaktionsstufe
weiter umgesetzt wurde.

N#,Ne-Di- (benzyloxycarbonyl)-lysyl-s-aminocaproyl-L-phenylalanin-
methylester (XIa)

5g (1,34 mMol) Xb und 7,15 g Z—Lys(Z) —ONP3) werden in 40 cm® DMF gelost.
Danach fiigt man 2 ¢m3 Tridthylamin und 8 Tropfen Eisessig hinzu und belifit 3 Tage bei
Raumtemperatur. Triithylamin-hydrobromid wird abgesaugt, die Losung auf 10 em® kon-
zentriert und in 40 ¢cm® 3 n Ammoniak-Losung eingetropft. Die schmierige Kristallmasse
wird in Essigester aufgenommen und wie iiblich aufgearbeitet. Der kristallisierte Riickstand
wird aus Essigester/Hexan umgefillt. 4,2 g (65%,) schwach gelbgefirbte Kristalle, Schmp.
114,5—117°. -

[x]5 = —3,0, ¢ = 1 in DMF.

C3sH,sN,O; (688.8) ber.: C 66,26; H 7,02;

gef.: C 66,33; H 7,47.

N>, N-Di-(benzyloxycarbonyl)-L-lysyl-z-aminocaproyl-L-phenylalanin (XIb)

1,37 g (2 mMol) werden in 16 cm® Methanol geldst und iber 17 Stunden mit
der dquimolaren Menge 2 n NaOH bei Raumtemperatur unter Rithren verseift. Danach wird
das Methanol bei 30° im Vakuum abdestilliert, der Ruckstand mit destilliertem Wasser ver-
getzt und mit n HCl angesiduert. Man extrahiert die salzsaure Losung mit Essigester, itber-
nimmt die Siure in n NaHCO,-Losung, siuert die n NaHCO,-Losung wiederum an und
nimmt erneut in Essigester auf. Der Essigesterextrakt wird wie iiblich weiterbehandelt.
Nach Umkristallisieren aus Essigester erhilt man 1,3 g (969,) farblose Kristalle vom Schmp.
139—142°, ‘

[x]h = +1,7°, ¢ = 0,5 in DMF.

CyH,N,04 (674,8) ber.: C 65,86; H 6,87; N 8,30;

gef.: C66,33; H 7,01; N 8,49.

L-lysyl-¢-aminocaproyl-L-phenylalanin-dihydrochlorid (XIe)
674,8 mg (1 mMol) XIb werden wie bei IX ¢ beschrieben hydriert. Beim Einrotieren zur
Trockene verbleiben 420 mg (87,6%) farblose Kristalle, Schmp. 42--45°, die stark hygro-
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skopisch sind. Das Elektropherogramm zeigt einen langsamer wandernden, unbedeutenden
Fleck.
[x3] = +4,4°, ¢ = 0,5 in DMF.
[639] = +5,7°, ¢ = 0,5 in Methanol.
€, H,,N,0, - 2HCl - 2H,0 (515,6) ber.: C 48,93; H 7,82; N 10,87;
gef.: C 48,85; H 8,14; N 10,61.

Die Elementaranalysen wurden in unserem mikroanalytischen Labor
durch Frau U. KrArT und Frau N. Smmmnowa durchgefiihrt. Frl. B. GLawe
danken wir fiir technische Mitarbeit.
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