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Synthese einiger der Eledoisinsequenz Lys-Asp-Afa-Phe 
analoger Tetrapeptide 

Von H. NIEDRTCH und E. LOWE 

Inhaltsiibersicht 
Durch schrittweisen Aufbau yom Carboxylende her rvurden nach verschiedenen Syn- 

these-Methoden, unter Verwendnng der BOC- nnd Z-Schutzgruppcn, Peptide der Struktur 
Lys-X-Y-Phe hergestellt. Die Verseifung der Ester erfolgte chymotryptisch. 

Die Eledoisinsequenz Lys- Asp(NH,)- Ala -Phe -1le -Gly -Leu - 
Met-NH, hat nach LUBKE~) am Blutdruck des Kaninchens eine starkere 
Wirksamkei t als Eledoisin sdbst. Auch am Meerschweinchenileum wirkt es 
in geringeren Konzentrationen (10-10 g/ml) als Eledoisin 3). 

Fur die Synthese von Analogen dieser Sequenz mit Hydrazinosiiuren 4)  als 
Heterobestandteil wahlten wir den Weg uber die Verkniipfnng zweier Te- 
trapeptide, ein Schema, wie es auch LUBKE 2, benutzte. 

Die Testung der Zwischenprodukte ergab auch fur das freie Tetrapeptid 
Ly-s-Asp(NH,)-Ala-Phe, allerdings erst in einer Konzentratjon yon 
10-6 g/ml, am 1S1S-Ileum eine Kontraktions). Zur Ermittlung der fur die 
Wirkung notwendigen Strukturmerkmale wurden Asp und Ala nacheinan- 
der durch Glycin und letztlich durch s-Aminocapronsaure ersetzt, so daR 
Lysin und Phenylalanin an den Enden durch versclziedene Zwischenglieder 
verbunden sind (Tab. I). 

l) Benutzte Kurzformen vgl. such ,,Peptidc Symposium" Oxford 1962 ed. by G. T. 
I-OUNG, S. 261. Pergamon Press Oxford 1963. Fur  die L-Aminosaurereste stehen: 
c-Acap = &-Aniinocaproyl-, Ala = Alanyl-,Asp = Asparagyl-,Gly = Glycyl-, Ile = Isoleucyl-, 
Leu = Leucyl-, Lys = Lysyl-, Met = Methiongl-, Phe = Phenylalanyl-, -0NP = 
p-Nitrophenylester, - 0 C P  = 2,4,5-Trichlorphenylester, - OtBu = tert. Rutylester, 
-OA&t = khylester ,  -0Me = Methylester, -NH, = Amid, Z -  = Benzyloxycarbonyl-, 
BOC- = tert. Butyloxycarbonyl-, NPS- = o-Nitrophenylsulfenyl-, DMF = Dimcthyl- 
formamid, THE" = Tetrahydrofuran, DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid. 

2, K. LUBKE, R. HEMPEL u. E. SCHRODER, Experientia 21, 84 (1965). 
3, G.  STOPP, unveroffentlicht. 
4, H. NIEDRICH, Chem. Ber., im Druck. 
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Tabelle 1 

Lys -Asp -Ala -Phe(III) 
Lys - Asp(NH,) -Ala -Phe( IV) 
Lys - Gly - Ala -Phe(VI) 
Lys - Gly - Gly -Phe(IX) 
Lys -6 - Acap -Phe( XI)  

Tabelle 2 

R - Ala -Phe - R‘ 

R -Asp - $la -Phe -R’ 
I 
R” 

l a  
I b  

I1 a 
I I b  
I1 c 
I1 d 
I1 e 

I11 a 
I I  111 b R R” 

R -Lys --Ssp - Ala - Phe -R’ 

R = NPS, R’ = ONe 
R = H - H C l ,  R’=OMe 

R = 2, R‘ = OMe, R“ = OtBu 
R = H, R‘ = OMe, R” = OtBu 
R = 2, R’ = OMe, R” = NH, 
R = BOC, R’ = OMe, R” = NH, 
R = H HBr, R’ = OMe, R” = NH, 

R = ROC, R‘ = OMe, R” = OtBu 
R = BOC, R’ = OH, R” = OtBu 

R-Lys -Asp - Ala -Phe -R‘ IVa 

IVc 

R = BOC, R’ = OMe 

R = Z ,  R‘ = OMe 
I /  I V b  R = BOC, R’ = OH 
R XH, 

1Vd K. = Z, R’ = OH 

R -Gly - Ala -Phe -R’ 

R-Lys - Gly-Ala -Phe -R’ 

Va 
Vb 

VIa  

R = Z, It’ = OMe 
R = H .  HBr, R’ = OMe 

R = ROC, R‘ = OMe 
I VIb  R = BOC, R’ = OH R 

R-Gly-Phe-R‘ V I I a  
VII b 

R- Gly -Gly -Phe -R’ 

R -Lys -Gly -Gly -Phe - R’ 

VIII  a 
VIII  b 

IX a 
I I X b  

I X  c R 

R - E --Amp ~ Phe -R‘ X a  
X b  

R - Lys --E - Acap -Phe - R’ X I  it 
I X I b  

X I  c R 

R = 2, R’ = OMe 
R = H . HBr, R’ = ODIe 

R = Z ,  R’ = OMe 
R = H * HC1 HBr, R’ = OMe 

R = Z, R’ = OMe 
R = Z ,  R ’ = O H  
R = HHCl, R’ = OH 

R = Z, R’ = OMe 
R = H .  HBr, R‘ = OMe 

R = Z, R‘ = OMc 
R = Z ,  R ’ = O H  
R = H .  HCl, R’ = OH 

Die Synthese erfolgte durch schrittweisen Aufbau vom Carboxylende her 
(Tab. 2). 
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Ala-Phe-OMe . HC1 (I b) 5) wurde aus NPS-Alanin-dicyclohexylam- 
moniurnsalz und PheOMe . HC1 rnittels DCCI und anschliel3ende NPS- 
Abspaltung mit HCl/Ather erhalten. Ankniipfen von Z-Asp(0tBu) an Ib 
mit DCCI ergab den Ester IIa, der durch Hydrierung an Pd von der Z- 
Schutzgruppe befreit wurde. Uinsetzung mit BOC-Lys(B0C) -0NP lie- 
ferte IIIa. 

Z-Asp(NH,) und BOC-Asp(NH,) wurden nach der von M. ZAORAL~) 
eingefuhrten Variante der Anhydrid-Synthese mit Ala-Phe-OMe zu IIc 
und IId verknupft. 

E. SANDRIN~) hatte 11 c nach der Nitrophenylester-Methode erhalten. 
Durch Umsetzung des IIc mit Z-Lys(Z)-ONPs) bzw. BOC-Lys(B0C)- 
ONP konnten die Tetrapeptide IVa und IVe gewonnen werden. 

Das Tetrapeptid VIa. das bei LUBKE,) ohne Angabe experimenteller 
Daten erwahnt ist, wurdc aus I b und Z-Glycin-2,4,5-trichlorphenylester, 
iind weiter wie bei IV a beschrieben dargestellt. 

Ebenso wurde Z-Lys(Z)-Gly-Gly-PheOMe (IXa) ausgehend voii 
YhcOMe . HC1 niittels Z-Gly-OCP aufgebaut. Die Verseifung der Tetra- 
peptidester IIIa, IVa, IVc, VIa und IXa erfolgte chymotryptisch nach 
(4. KrAoss9). 

Dia BOC-Schutzgruppen wurden mit Trifluoressigsaure, Z- durch Hy- 
drierung an Pd abgespalten und dic Tetrapeptide naeh Uberpriifung der Ein- 
heitlichkeit durch Elektrophorese zur Testung gegeben. 

Zur Geminnung von XII a setzten svir s-Benzyloxycarbonylamino-capron- 
saure10) mit PheOMe nach verschiedenen Kniipfungsmethoden um. DCCI 
lieferte ein stark mit N-Acylharnstoff verunreinigtes Produkt, die Methode 
der gemischten Anhydride ergab 5 '$(, Ausbeute. Nach der Phosphorazo- 
Methode1l) wurden dagegen 77% reines Xa erhalten. Die Verseifung von 
XI1 a gelang nur bei Anwendung eines Aquivalentes NaOH. UberschuB 
NaOH fuhrte zur Zersetzung, Anwendung vom Chymotrypsia war ohne 
Eriolg. 

Experimenteller Teil 
Die Sohmelzpunkte wurden auf den1 Mikroheiztisch naoh BOETIUS bestimmt und sind 

kori-igiert. 

5) L. KUBRE, E. SCHRODER, R.  SCIIMIECHEN 11. H. GIBIAK, Liebigs Ann. Chem. 

6 ,  M. ZAORAL, Coll. Czech. Chem. Commun. 27, 1273 (1962). 
') ED. SANDRIN u. R. A. BOIYSONNAS, Helv. Chim. Acta 46, 1637 (1963). 
8) E. WUNSCR, H.-G. HEIDRICH u. W. GRASSMANN, Chem. Ber. 97, 1818 (1964). 
s, G .  KLOSS u. E. SCHRBDER, Hoppe-Seylers Z .  physiol. Ch. 336, 248 (1964). 

l o )  M. ROTKE u. F. W. KUNITZ, Liebigs Ann. Chem. 609, 88 (1957). 
11) W, GRASSMANN u. E. WUKSCH, Chem. Ber. 91, 449 (1958). 

679,195 (1964). 
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Die Analysenproben wurden bei 70 bis 100" und 0.6 Torr getrocknet. Die Reinheitspru- 
fung erfolgte nach Abspaltung der K-Schutzgruppen durch Papierelektrophorese in 7proz. 
Essigsiure und in Pyridinacetat-Puffer vom pH = 5,6. Unter ,,ublicher Aufarbeitung" ver- 
steht man 1. Losen in Essigester oder Chloroform, 2. Ausschutteln mit n HCl bzw. 5proz. 
Zitronensiiurelosung bei BOC-Verbindungen, mit n KHC0,-Losung (bei der Entfernung 
r o n  Nitrophenol oder Trichlorphenol viermal mit etwa 3n NH,-Losung) und mit Wasser, 
3. Trocknen uber Na,SO, oder MgSO, und 4. Entfernen des Losungsmittels am Rota- 
tionsverdampfer im Vakuum. Fur die chymotryptischen Verseifungen wurde sowohl rcines 
krist. Enzym der Fa. Boehringer als auch ein angcreichertes Fermentpraparat benutzt. 

o-Nitrophenylsulfcngl-L-alananyl-L-phenylalanin-methylester (Ia) 
12,7 g (30 mMo1) NPS-Ala-dicyclohexy1ammoniumsalz18) und 6,3 g Phe-OMe 4 HCl 

werdcn in 150 ema gereinigtem Chloroform geriihrt bis eine klare Losung entstanden ist. Die 
Ausscheidung von Dicyclohexylammoniumchlorid beginnt alsbald. Nach 1 Stunde kuhlt 
man auf 0" ab und gibt ungeachtet des ausgeschiedenen Niederschlages portionsweise 7,0 g 
DCCI dazu. Das Gemisch verbleibt noch 1 Stunde bei 0" und 16 Stunden bei Zimmertem- 
peratur. Man gibt 1 cm3 50proz. Essigsiure hinzu, saugt vom Niederschlag ab, wascht mit 
Chloroform nach, schuttelt das Filtrat mit 80 01113 Wasser, 100 01113 eiskaltcr n H,SO,, sofort 
mit gesattigter KHC03-Losung (50 cm3) und trocknet uber Natriumsulfat. Der nach dem 
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum verbleibende Ruckstand wird rnit Ather/Hexan 
kristallin gerieben. 11,6 g (95y0), Schmp. 112-116". Die Reinigung erfolgt aus Essigester 
durch portionsweise Zugabe von Hexan. 

Feinausbeute: 10,l g ( 8 3 O / , ) ,  Schmp. 113-115°. 
[a]: = -12" & lo, c = 1 in DMF. 

C,,H,,N,O,S (403,5) ber.: C 56,56; H 5,25; pu' 10,41; 
gef.: C 56,65; H 5,30; N 10,57. 

L-Alanyl-L-phenylalanin-methylester-hydroehlorid (Ib) 
10,l  g (25 mMol) NPS-Ala-Phe-OMe werden in 100 cmJ Methanol gelost, rnit 

20 cm3 etwa 4n HCl (75 mMol) in Athcr 15 Minuten geruhrt und schnell im Vakuum auf 
50 cm3 eingeengt (bis zur beginnenden Kristallausscheidung). Man gieBt unter Ruhren in 
300 cms absoluten Ather ein und riihrt noch 1 Stunde bei 0". Die Reinigung erfolgt durch 
Losen in Methanol und Busfillen rnit Bther. 

Ausbeute: G,0 g (85yo), Schmp. 155-156". 
[a]: = 4,2" & 0,5", c = 2 in Wasser. 

C,,H,,K,O, HC1 (28G,8) ber.: C1 12,38; 
gef.: C1 12,6. 

Benzyloxycarbonyl-L-asparagjl(/3-tcrt.butylester) -L-alanyl-L-phenylalanin- 
methylester (Ha) 

5,2 g (10 mYol) Z-Asp(OtBu)-dicyclohexylanimoniumsalz13) und 2,87 g Ib  murden in  
70 ern3 gereinigtem DMF 30 Minuten gcriihrt, anf 0" abgekuhlt und mit 2,2 g DCCI ver- 
setzt. Nach 1 Stunde bei 0" l a B t  man iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen, gibt 

12) L. ZERVAS, D. BOROVAS u. E. GAZIS, J. Arner. chem. SOC. 55, 3660 (1963). 
13) E. WUNSCH u. A. ZWICK, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 388, 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. Es verbleibt ein Sirup, der beim Verreiben mit Athcr kristallisiert. 

Ausbeutc: 4,O g = 72%, Schmp. 116-119". 
[a]: = -5,9" & 0,5", c = 1 in DMF. 

C*sHs,NsO, (55533 ber.: C 62,69; H 6,71; N 7,56; 
gef.: C 62,95; H 6,78; N 7,32. 

L-Asparaggl(P-tert.butylester)-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (IIb) 
2,22 g (4 mMol) IIa gelost in 80 cm3 Methanol wurden mit etwa 100 mg Palladium- 

schwarz 4 Stunden im Wasserstoffstrom mittels eines Vibromischers emulgiert. Nach Fil- 
t,ration uber Kieselgur wird Methanol sofort im Vakuum bei 20" entfernt und der Riickstand 
mit Ather kristallin gerieben. (1,28 g, 76%, Schmp. 103-108".) Zur Reinigung wird die 
Verbindung in 5 cms Athanol gelost, mit 40 01113 Wasser versetzt, sofort vom ausgefallenen 
Siederschlag (136 mg, Schmp. 190-198") abfiltriert und die Losung im Vakuum bei 40" 
am Rotationsverdampfer zur Trockene gebracht. Der gelbliche Sirup wird mit Ather kri- 
stallin gerieben. Farblose Nadeln, 950 mg (56%), Schmp. 108-110". 

I m  kristallinen Zustand ist die Substanz einige Wochen im Tiefkuhlschrank unverln- 
dert lialtbar. 

C,,H~,N,OB (42135) ber.: C 59,84; H 7,41; N 9,97; 
gef.: C 59,44; H 7,51; N 10,18. 

N", Ne-Di- (tert.butyloxyearbony1-)L-lysyl-L-asparagyl( @-tekbutylcster) - 
L- alan 3.1-L-phenylalanin-methylester (I11 a) 

842 mg (2  mMol) IIb und 934 mg BOC-Lys(B0C) -0NP werden in  5 cm3 DMF gelost 
und 3 Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die Losung wird in 50 em3 etwa 3 n 
Ammoniak-Losung eingetropft, wobei das Rohprodukt ausfiillt (1,45 g, Schmp. 95-110"). 
Man lost in 50 cm3 Essigest.er, arbeitet wie ublich auf und fallt durch Zugabe von 25 cm3 
n-Heptan das Endprodukt aus. 1,07 g (73%). 

Nach erneuter Umfallung aus Essigester/Heptan war der Schmp. 86-87". 
[a]; = -19,s' & lo, c = 1 in DMF. 

~3,H,SpI;O,, (74879) ber.: C 59,27; H 7,92; N 9,34; 
gef.: C 59,6-2; H 8,06; E 9,17. 

Xu, Ne-Di (tert. butyloxycarbonyl) -L-lysyl-L-asparagyl( P-tert.butylest.er) - 
L-alanyl-L-phenylalanin (IIIb) aus (IIIa) 
durch chyniotryptische Verseifung 

Zu einer Losung von 5 mg krist. Chymotrypsin 10  mg Ammoniumacetat und 5 cm3 
DMF in 30 em3 Wasser, tropft man langsam 500 mg (0,66 mMol) vorst. Ester, gelost in 
5 cm3 DMF. Am pH-Staten wird durch Zutitrieren von 0,2 n NaOH der p H  auf 7 gehalten. 
Die Zugabe mu13 so erfolgen. dal3 es zu keiner Ausscheidnng eines h'iederschlages kommt ! 
Nach etwa 2 Stunden ist die Reaktion beendet. Man stellt mit 0 , l  n HC1 den p H  auf 5-6, 
entfernt im Vakuum bei 55" Wasser (wobei starkes Schaumen auftritt) nnd DMF, lost den 
Ruckstand unter Zugabe von KHCO, bei p H  = 8 in 20 ems Wasser auf und filtriert die 
triibe Losung uber eine 1 cm starke Schicht Kieselgur. 
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Beim Ansauern der gekiihlten Losung mit n HCl aiif p H  = 2,5 fallt das Produkt kri- 

Ausbeute: 380 mg = 77%. Nach Umfalleri aus Essigester mit n Heptan war der 

[a]: = -13,s" i lo, c = 0,75 in DMF. 

CsH57X5011 (735,9) 

stallin aus. 

Schmp. 126-128'. 

ber.: C 58,77; H 7,79; N 9,52; 
gef.: C 59,13; H 7.92; PIT 9,47. 

Bcnzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (IXc) 
5,32 g (20 mMol) Z--Asp(P\'H,) (fein gepulvert) werden bei starkem Ruhren in  26 em3 

frisch gereinigten absol. trockencn Chloroform unter Zusatz von 2,49 g (2,99 em3, 22 mMol) 
N-Athylpiperidin und 1,76 g (22 mXo1) Pyridin gelost. Evtl. ist leichtes Erwarmen not- 
wcndig. 

Rei - 5 bis -10" tropft man 2,65 g ( 2 2  mMol) Pivaloylchlorid in 5 om3 Chloroform 
hinzu (10 Mumten), spult mit 1 cm3 Chloroform nach, erwarmt 5 Minuten auf + 5 bis + 10' 
und kuhlt schnell auf - 20" ab. Eine klare Losung von 5,7 g Ah-Phe-OMe . HCl 
(20 mMol) nnd 2,72 em3 N-Athylpiperidin in 20 01113 Chloroform wird auf etwa -10' vor- 
gekiihlt und unter starkem Ruhren in einem GuB zu dem ,4nhydrid gegeben. Die Kiihlung 
ist so zu regulieren, daB die Temperatiir 0" bis +lo '  betragt. 

Nach kurzer Zeit erstarrt die Mischung. Bei Beginn der Russcheidung des gelartigen 
Niederschlages giel3t man auf - 20" gekiihltes DMF hinzu, urn die Mischung riihrfiihig zu 
erhalten. Es wird noch 30 Minuten bei 0" und 2 Stunden bei 20" geruhrt und die Losungs- 
mittel im Vakuum zum groBten Teil entfernt (GO" Badtemperatur). Man gibt die Mischung 
in 150 om3 n HCI und schuttelt krlftig. Der isolierte Niederschlag wird im Morse, mit 
gesattigter KHC0,-Losung (50 cm3) anschlieBend mit Wasser verrieben und im Exsikkator 
gctrocknet. Rohausbeute: 55%, Schmp. 185 - 190". Das Rohprodukt wird fein gepulvert 
aus Athano1 (700 em3 pro 1 g) umkristallisiert. Die Mutterlauge wird auf l/lodes Volumens 
eingeengt und liefert weiteres IIc, insges. 4,45 g = +to/,, Schmp. 219-221', Lit.7) 217". 

[a]$' = -15,6' & lo, c = 1 in DMF. 

tert.Butyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-alan~l-J~-phenylalanin-methylester (XId) 
1 , E  g (6  mMol) BOC-Asp(NH,) wurden wie bei IIc mit 1,43 g I b  umgesetzt. Roh- 

ausbeute: 1,35 g. Nach Umkristallisaticn aus Essigester 1,11 g (48%), Schmp. 179-181", 
[Lit. 17607)]. 

[a]: = -20,2" 5 lo, c = 2 in DNF. 

L-Asparaginyl-L-alanyl-l-phenylaIanin-methylestcr-hydrobromid (IIe) 
2,5 g 110 (5 mMol) werden in 1 2  ml absolutem Eisessig gelost, bei 20" mit 15 cm3 4 n 

HBr/Eisessig versetzt, und 40 Minuten geruhrt. I m  Vakuum bei 45" wird auf 10 cm3 ein- 
geengt und mit absolutem Ather gefallt. Der Niederschlag wird mit frischem Ather kri- 
stallin gerieben. Reinigung erfolgt durch Losen in wenig absolutem Methanol nnd vorsich- 
tige Zugabe von Ather. 

Ausbeute: 2,l5 g (960/,), Schmp. 150-152". 
[a]: = -16,7' & lo, c = 1 in Wasser. 

C,,H,,N,O, . HBr (445.3) ber. : R 12,58 ; 
gef.: K12,63. 
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N", W D i -  (tort.butylorycarbony1) -L-l3 sgl-L-asparag inyl-L-alanyl-L-phenyl- 
alanin-methylester (IV a) 

2,23 g IIe (5 mMol) verden unter Zusatz von 0,7 om3 Triathylamin in 15 cm3 DXF 
gelost. Nach Zugabe von 2,34 g BOC-Lys(B0C)-ONP und 3 Tropfen Eisessig steht die 
Xschung 72 Stunden bei Zimmcrtcmperatur. Vom Niederschlag wird abgesaugt, mit wenig 
DMF gewaechcn und in ein Gemisch von 50 cm3 4 n NH,-Ldsung und 50 cm3 Essigester 
eingctropft. Die Emulsion wird noch zweiinal mit 4 n NH,, 2 n Zitronensaure und Wasser 
ausgeschdttelt. Es wird abgesangt, die Essigcsterphasc getrocknet und im Vakiium zur 
Trockene gebrarht. Der Ruckstand und der Niedrrschlag werden im Exsikkator getrocknet, 
in 5 cm3 DMF gelost und in Ather cingetropft. 

Ausbente: etwa 75"/,, Schmp. beim schnellen Erhitzen 165", beim langsamen Erhitzen 
178-180". 

[m]: = -18,4" + lo, c = 1 in DMF; [a]: = - - ,go f lo, c = 1 in Eisessig. 

C33H51Klj010 (69138) bcr.: C 67,29; H 7,53; N 12,15; 
gef.: C S7,25; H 7,78; N 11,98. 

N",Ne Di(tert.butyloxyearbony1) -L-lysJil-L-aspara,ginyl-L-alanyl- L-phenylalanin 

690 mg (1 niiifol) IVa in 5 cm3 D&fF werden am pH-Stat,en in 15 Minuten zu einer 
Losung von 10 mg rohem Chyniotrypsin in (25 em3 Wasser + 3 cm? DMF) getropft, so daB 
die entstehende Trubnng sofort in Losung geht. Ifit 0,2 n NaOH wird der p H  auf 7 gehalt.cn 
{Verbrauch ixisges. 4,9 om3). 

Nach 30--40 Minuten ist die Reaktion beendet. Man filtriert iiber Kieselgur klar und 
sauert mit HCl auf pH 2,5 an. Kach 1 St,unde Riihren ist der Niederschlag kristallisiert. 
540 mg = SOY0, Schmp. 189-190°. Reinigixng kann durch Losen in DMF und Flillen mit 
At her erf ol gen . 

Nach Abspaltung der Schutzgruppen waren elektrophoretisch nur geringfugige Spuren 
von I V s  nachweisbar (e tva lob). 

[(XI'," = --11,l0 & lo, c = 1 in DMF. 

C32H39N6010 (677,8) 

(IVb) 

ber.: C 56,70; H 7,29; N 12,40; 
gef.: C 56,53; H 7,42; N 12,46. 

Na, N8-Di- (benzyloxycarbongl) -L-lysyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin - 
methylestcr (We) 

2,2 g Asp(NH,)--Ala-Phe-OMe - HBr werden unter Zusatz von 0,68 cm3 TriLthyl- 
amin und 3 Tropfen Eisessig in 25 cm3 reinem DMF gelost. Nach 10 Minuten gibt man 2,6 g 
Z-Lys(Z)-ONP ( 6  mMol) hinzu, riihrt noch 3 Stunden und 1aBt 48 Stunden stehen. Die 
erstarrte Massewirdmit 150 cm33n KH330Minutengeriihrt, abgesaugt iind getrocknet. 3,4 g 
Schmp. 216-219". 

Zur Entfernung des restlichen Nitrophenols wird in  DMF gelost, mit Ather gefiillt (ver- 
lustreich) iind abgesaugt. Schmp. 217-221'. Der gelartige Kiederschlag erlangt erst nach 
%tundigern Riihren in Wasser einen absaugfahigen Zustand. Nach dem Trocknen iiber 
P,O,,: 2 , S  g (66o/b). 

[XI: = -14,5" 

C,H*,~fjO,O (76028) 

lo, c = 1 in DMP. 

ber.: C 6l$G; H 6,36; N 11,05; 
gef.: C 61,48; H 6,77; K10,58. 
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Nu, Ne -Di - (bmz yloxycarbonyl) -L-lysgl-L - asparaginyl-L-alanyl-L-phenylalanin 
(IVd) 

1 g IVc, in  10 em3 DMF gelost, ldDt man unter Ruhren langsam am pH-Staten zu 
30 mg Rohchymotrypsin in 40 ems Wasser + 10 em3 DMF tropfen. Da die Reaktion sehr 
langsam ablkuft, wurde der p H  auf 8,O erhoht. Bei der Reaktion schied sich ein Gel au8. 
Xach 4-3 Stunden war die Reaktion beendet. Die Losiing wurde wie unter IVb aufgear- 
beitet. Der Niederschlag wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen und im Exsikkator 
getrocknet. 540 mg, Schmp. 193-198". 

Umfallung &us DMF mit 4- 5facher Menge Wasser, Analysenprobe einmal aus Nitro- 
niethan: Schmp. 193-195". 

C,,H,,~,0,, (74698) ber.: C 61, l l ;  H 6,21; N 11,26; 
gef.: C 60,56; H 6,44; N 11,14. 

Dns Produkt enthielt neben Ester noch geringfdgige andere Verunreinigungen. 
Der Versuch einer alkalischen Verseifung yon IVc war ergebnislos. 

Benzyloxycarbonyl-~lyeyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester (Va) 
1,43 g (5 mMol) Ib, 1,38 cm3 Triathylamin und danach 1,95 g Z-Clycin-2,4,5-trichlor- 

phenylester [analog BODARSZKY14), 63,2o,b Ausbeute: Schmp. 99-105'1 wurden in 50 em3 
Essigester gelost und 3 Tage bei Zimmertemperatnr stehengelassen. Das Reaktionsgcmisch 
mit dem darin enthaltenen Niederschlag wird drcimal mit 20 em3 2 n Ammoniak in 25proz. 
NaC1-Losung ausgeschiittelt (Pu'a-Nitrophenolat fallt aus) und dann wie iiblich aufgearbeitet. 

Durch Zugabe von n-Hexan zu der nicht vollstiindig eingeengten Essigesterlijsung fallt 
das Produkt. kristallin aus. Ausbeute: 1,46 g ( l iG%),  Schmp. 123-125". 

[9]g = -10,l" 6 lo, c = 1 in DMF. 

C,,H,,N,O, (441,5) ber.: C 62,57; H 6,16; N 9,52; 
gef.: C 68,61; H 6,29; N $38. 

Glgcyl-L-alanyl-L-phenylalanin-methylester-hydrobromid (Vb) 
1,33 g \'a werden in 7 cm3 etwa 4 n HBr in Eisessig gelost. Nach 40 Minuten bei Zini- 

mertemperatur fallt man das Hydrobromid durch Zugabe von absolutem Sther. 1,14 g 
(!38%), Schmp. 218-20". Umfallen aus Methanol mit Ather bringt keine weitere Reini- 
gung. 

C,,H,,N,O,. HBr (387,3) ber.: N 10,82; 
gef.: N 10,81. 

Xu,  W-Di- (tert.butyloxyearbony1) -L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-phcnylalanin- 
methylester (VI a) 

580 mg (3,6 mlMol) Vb, 0,21 om3 Triathylamin, 700 mg BOC-Lys(B0C)-ONP und 
1 Tropfen Eisessig werden nacheinander in 2 em3 DMF untcr R,uhren gelost. Nach 3 Tagcn 
bei Zimmerteniperatur werden 5 em3 Ather zugegeben und vom Triathylaminhydrochlorid 
(2330 mg) abgesaugt. Xach dem Entfernen des Losungsmittels bei 60" im Vakuum wird in 
Essigester gelost und wie iiblich aufgearbeitet. Der nach Entfernen des Essigesters verblei- 
bende Riickstand erstarrt beim Verreiben mit Ather zu einem volumindsen, feinkristallinen 

Id) M. BODAHSZKY u. V. DU VIGHEACD, J. Amer. chern. SOC. 81, 3688 (1959). 
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Produkt. 810 mg (84%), Schmp. 121-126". Nach Reinigung aus Essigester mit dther  war 
der Schmp. 126-128". 

[m]: 5 -12,9O f lo, c = 0,85 in DMF. 

C,,H,PU',O, (635,7) ber.: C 58,56; H 7,77; N 11,02; 
gef.: C 58,75; H 7,83; N 11,23. 

N", N"-Di- (tert.butyloxyearbony1) -L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-phenylalanin (VI b) 
vgl. auch IVb 

635 mg (1 mMol) VIa in 3 em3 DMF wurden bei p H  = 7 in 20 Minuten zu 2 mg Chy- 
motrypsin und 5 mg Ammoniumacetat in 15 erns Wasser getropft. Verbrauch a n  n KaOH: 
0,53 om3. Dauer 30 Minuten. Ausbeute: 530 mg (8573, Schmp. 100-105". Die Analysen- 
probe wurde aus wenig Nitromethan umkristallisiert. Schmp. 101 - 104". 

[a]; = -4,3" & 0,5", c = 1 in DMF. 

C,H,,N,O, (62197) ber.: C 5735; H 7,62; N 11,27; 
gef.: C 57,81; H 7,88; N 11,33. 

Renzyloxyearbonyl-glycyl-L-phenylalanin-methylester VIIa) 
6,05 g (15,6 mMol) Z-GIy-OCP und 3,36 g Phe-OMe . HCl werden unter Zugabe 

von 2,17 om3 Triathylamin in 80 em3 DMF gelost und 4 Tage bei Zimmertemperatur belas- 
sen. Das ausgefallene Triathylamin-hydrochlorid wird abgesaugt und DMF am Rotations- 
vcrdampfer im Vakuum entfernt. Man arbeitet wie ublich auf. Es hinterbleibt, ein braunge- 
firbter Sirup, der direkt fur die Darstellung von VIIb eingesetzt wird. 4,8 g (83,2%). 

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- 

liisung wird 15 Minuten unter Ruhren auf 40" erwarmt und anschlieaend noch 45 Minuten 
bei Raumtemperatur geriihrt. Danach f d l t  man bei Zimmertemperatur das Hydrobromid 
durch Zugabe von absolutem Ather. 3,36 g (80,5%) farblose Kristalle vom Schmp. 176 bis 
177" werden nach Umfallen aus Methanol mit Ather erhalten. 

[a]: = 
[XI: = +11,1" & la, c = 1 in Methanol. 

C,,H1,N20, * HBr (317,2) ber.: C 45,44; H 5,40; N 8,83; 
gef.: C 45,30; H 5,50; N 8,88. 

+ 6,9" & lo, c = 1 in DMB', 

Benzyloxyearbonyl-~lycyl-glycyl-phenylalanin-methylcster (VIIIa) 
$4 g (13,9 mMol) 2-Gly-OCP und 4,4 g VIIb werden in 70 om3 DMF gelost. Each 

Zugabe von 4 cmR Trigthylamin l&Bt man den Ansatz 3 Tage bei Raumtemperatur stehen. 
Triathylaminhydrochlorid wird abgesaugt. Den siruposen Riickstand, der nach Entfernung 
von DMF im Vakuum erhalten wird, versetzt man mit 80 ml Essigester und arbeitet, wie 
ublich auf. Zum SchluB schuttelt man noch mit gesattigter NaCl-Lbsung durch. Es verbleibt 
ein 01, das in wenig Athanol aufgenommcn wird und auf Zugabe von Hexan eine halbkri- 
stalline FaIlung gibt. Der Kiederschlag wird mehrmals aus Atha.nol umgedllt und direkt. zur 
nachstcn Stufe eingcsetzt. 3,55 g (59,5%), Schmp. 50--60". 
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Glyeyl-glyeyl-L-phenylalanin-methylestor-hydrobromid (VIIIb) 
1 g (2,34 mMo1) VIIIa werden wie bei Vb beschrieben mit 4 n HBr/Eisessig behandelt. 

Man erhalt nach 2maligem Umlosen aus Methanol 0,7 g (80%) farblose hygroskopische Kri- 
stallc vom Schmp. 161-162,5 O. 

[a]: = -0,8", c = 1 in DMF. 

C,,H,JS30,~ HBr (374,2) ber.: C 44,93; H .5,39; N 31,23; 
gef.: C 44,74; H 5,56; N 11,46. 

h'", NE-Di- (benzyloxycarbon yl) -L-lysyl-glycyl-glgcyl-L-phenylalanin- 
melhylester (IXa) 

800 mg (2,14 mMol) VIlIb und 1,146 g Z-Lys(Z)-ONP werden in 8 cm3 DMF gelost. 
Nach Hinzufugen von 0,296 cm3 Triiithylamin wird die Losung 1 Stunde bei Raumtempera- 
tur  geriihrt und 3 Tage stehengelassen. Triiithylamin-hydrochlorid wird abgesaugt und die 
DMF-Losung zu 45 cm3 3 n NH,OH getropft. Nach 30 Minuten konnen 1,46 g gelbliche, 
klebrige Kristalle abgesaugt werden. Das Rohprodukt wird wie iiblich aufgearbeitet. Der 
sirupose Ruckstand wird in wenig Athanol aufgenommen und mit absolutem Ather werden 
850 mg (58%) farblose Kristalle vom Schmp. 108-110" gefallt. Die Umfallung aus Athano]/ 
Ather wurde 2mal wiederholt. 

[a]g = -0,8", c = 1 in DMF. 

C,H43N5o, (689,8) ber.: C 62,69; H 6,28; N 10,15; 
gef.: C 62,49; H 6,42; N 10,28. 

Nu,N~-Di-(benzyloxycarbonyl)-L-lysyl-glycyl-glycyl-L-phenylalanin (IXb), am 
IXa durch chymotrypt. Verseifung 

689,8 mg (1 mMol) IXs werden wie unter IVb verseift. (Verbrauch: 4,4ml 0,2 n 
NaOH.) Nach Stehen iiber Nacht im Kiihlschrank ist IXb auskristallisiert. 480 mg (69%) 
Schmp. 125-128". Die Reinigung erfolgte durch Umflillen aus Athanol mit Ather. 

C.dLN50, (67598) ber.: N 10,36; 
gef. : N 10,38. 

L-Lysyl-glgcyl-glycyl-L-phenylalanin-dihydrochlorid (IXc) 
480 mg (0,69 mMol) IXb in 25 cm3 absolutem Methanol werden unter Zusate eines 

Aquivalentes HCl mit etwa 150 mg Pd-Mohr 5-7 Stunden im Wasserstoffstrom mittels 
eines Vibromischers emulgiert. Nach Filtration uber Kieselgur wird das Methanol im Va- 
kuum bei 30" entfernt, 250 mg (53%) leicht zerflieSliche Kristalle vom Schmp. 32-35". Die 
Elektrophorese zeigt einen kleinen Fleck (etwa 2,576) des Tetrapeptidesters. 

[a]: = + 2,8", c = 0,5 in DMF. 

~-Benzyloxycarbonylaminoca~royl-L-phenylalanin-methyIester (Xa) 
nach der Phosphorazomethadel*) 

2,15 g (10 mMol) Phe-OMe - HCl werden in 40 om3 absolutem Pyridin gelost und 
auf -10" abgekiihlt. Unter Ruhren tropft man innerhalb 10-16 Minuten 0,437 cm3 PCl,, 
gelijst in 10 cm3 absolutem Pyridin hinzu. Die Reaktionslosung bleibt 15 Minuten bei Raum- 
temperatur stehen, und anschliefiend fiigt man 2,65 g (10 mMol) Z-.s-AcaplO) hinzu und 
erhitzt auf dem siedenden Wasserbad fur 3 Stunden (FeuchtigkeitsausschluB !). Nach dem 
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Erkalten wird die rotliche Losung von wenig Poly-meta-phosphoriger Siiure getrennt und 
das Pyridin im Vakuum bei 40- 50" abdestilliert. Der gelbbraunlich gefarbte sirupose Ruck- 
stand wird nach Zugabe von 30 cm3 H,O dreimal mit je 50 ml Essigester extrahiert. Die 
vereinigten Essigesterextrakte werden wie ublich aufgearbeitet. Der kristallisierende Riick- 
stand wird aus Essigester/Hexan umgefallt und liefert 3,3 g (77,5%) farblose Kristalle vom 
Schmp. 86-88'. 

[a]: = - 4,0", c = 0,5 in Methanol. 
[.-I% = --,So, c = 0,6 in DMF. 
C24H30N20, (4265) ber.: C 67,58; H 7,09; N 6,57; 

gef.: C 67,47; H 7,25; N 6,84. 

s-Aminocaproyl-L-phenylalanin-methylcster-hydrobromid (Xb) 
1,7 g (4 mMol) X a  werden in  5 ml etwa 4 n HBr in  Eisessig gelost und unter Feuchtig- 

keitsausschluh 1 Stunde stehengelassen. Nach dem Abdestillieren von HBr und Eisessig im 
Vakuum und Umfallen aus Methanol mit Ather konnte keine Kristallisation herbeigefiihrt 
werden. 1,35 g (90%) briiunlich gefiirbter Sirup fallen an, der in der nachsten Reaktionsstufe 
weiter umgesetzt wurde. 

R", Ne-Di- (benzyloxycarbonyl) -1ysyl-s-aminocaproyl-L-phenylalanin- 
methylester (XIa) 

5 g (1,34 mMol) Xb und 7,15 g Z-Lys(Z)-ONP13) werden in 40 cm3 DMF gelost. 
Danach fiigt man 2 cm3 Triathylamin und 3 Tropfen Eisessig hinzu und belaBt 3 Tage bei 
Raumtemperatur. Triathylamin-hydrobromid wird abgesaugt, die Losung auf 10 cm3 kon- 
zentriert und in 40 om3 3 n Ammoniak-Losung eingetropft. Die schmierige Kristallmasse 
wird in Essigester aufgenommen und wie ublich aufgearbeitet. Der kristallisierte Riickstand 
wird aus Essigester/Hexan umgefallt. 4,2 g (55o/b) schwach gelbgefarbte Kristalle, Schmp. 
114,5-117'. 

[a]g = -- 3,0, c = 1 in DMF. 

C.&&8N40, (688,8) ber.: C 66,26; H 7,02; 
gef.: C 66,33; H 7,47. 

Nu, N8-Di- (benzyloxyearbongl) -L-lys yl-e-aminocaproyl-L-phen ylalanin (XI b) 
1,37 g (2 mMol) werden in 16 cms Methanol gelost und iiber 17 Stunden mit 

der aquimolaren Menge 2 n NaOH bei Raumtemperatur unter Riihren verseift. Danach wird 
das Methanol bei 30" im Vakuum abdestilliert, der Ruckstand mit destilliertem Wasser ver- 
setzt und mit n HC1 angesauert. Man extrahiert die salzsaure Losung mit Essigester, uber- 
nimmt die Siiure in nNaHCO,-Losung, sauert die nNaHC0,-Losung wiederum an und 
nimmt erneut in Essigester auf. Der Essigesterextrakt wird wie iiblich weiterbehandelt. 
Nach Umkristallisieren aus Essigester erhiilt man 1,3 g (96%) farblose Kristalle vom Schmp. 
139 - 142". 

[a]: = + 1 , 7 O ,  c = 0,5 in DMF. 

C,HWN~O, (67438) ber.: C 65,86; H 6,87; N 8,30; 
gef.: C 66,33; H 7,01; N 8,49. 

L-lysyl-~-aminocaproyl-L-phenylalanin-dihydroehlorid (XIc) 
674,s mg (1 mMol) XIb werden wie bei IXC 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 Elektropherogratnm zeigt einen langsamer wandernden, unbedeutenden 
Fleck. 

[a3 = +4,40, G = 0,6 in DMF. 
[a:] = + 5,7", c = 0,s in Methanol. 

C,,H,N,O, - 2HC1 * 2H,O (615,6) ber.: C 48,93; H 7 8 2 ;  B 10,87; 
gef.: C 48,85; H 8,14; N 10,til. 

Die Elementaranalysen wurden in unserem mikroanalytischen Labor 
durch Frau U. KRAFT und Frau N. SMIRNOWA durchgefuhrt. Brl. B. GLAWE 
danken wir fur technische Mitarbeit. 

Berlin - B u c h , Institut fiir Pharmakologie, Forschungsgemeinschaft der 
natunviss., t e c h .  und med. Institute der Deutschen Akademie der Wissen- 
schaften zu Berlin. 
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