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Festphasensynthese yon 2-L- und 3-D-Pipecolinsi~ure- 
bradykinin 

Von 

K. Neubert*, L. Bal~spiri und  G. Losse 
Aus der Sektion Chemie der Technischen Universit~t Dresden, DDR 

und dem Insti tut  ftir Organische Chemie der Universit/~t Szeged, Ungarn 

Mit 1 Abbildung 

(Eingegangen am 8. November 1971) 

Solid Phase Synthesis of 2-I~- and 3-D-Pipecolic Acid-Bradykinin 

2-L- and 3-D-Pipecolic acid-bradykinin were synthesized 
using the general procedure of Merrifield and the adsorption 
coupling method of Eslco and Karlsson. Acetic anhydride, 
3-nitrophthalie anhydride, and N-acetylimidazole were com- 
pared with respect to their efficiency as blocking agents for 
unreacted amino groups. 2-L-pipecolic acid-bradykinin was bio- 
logically active. 

2-L- und 3-D-Pipeeolins~ure-Bradykinin wurden nach der 
iiblichen Merri]ield-Technik bzw. nach dem ,,Adsorptions- 
kupplungs-Verfahren" yon Eslco und Karlsson dargestellt. Dabei 
wurde die Eignung yon Essigs~ureanhydrid, 3-Nitrophthals~ure- 
anhydrid und N-Acetylimidazol ffir die Bloekierung w~hrend 
der Synthese freigebliebener Aminogruppen verglichen. 2-L- 
Pipecolins~ure-bradykinin war biologisch aktiv. 

Der Austausch der Prolinreste in Posit ion 2 und  3 im Bradykinin-  
molekiil durch andere proteinogene Aminos~uren beeintr~ehtigt  die 
biologische Aktivi t~t  nur  geringfiigig 1. 

I m  Rahlnen  yon  St ruktur-Wirkungs-Untersuchungen interessierte 
der Austausch yon  Prolin in Posit ion 2 und  3 gegen die ~licht-proteino- 
gone L- bzw. D-Pipecolins~Lure ( ,Homoprol in") .  

I n  der Li tera tur  sind bisher drei Arbei ten fiber den Austausch yon  
L-Prolin gegen L-Pipeeolinss n~mlieh im Brac[ykinin 2, 0xy toe in  3 
und Angiotensia I I  4 bekannt .  Des von I ico la ides  und Mitarb. syntheti-  
sierte 3-L-Pipecolins~Lure-Bradykinin war biologisch makt iv  2. 

* Gegenw/~rtige Adresse: Martin-Luther-Universit~t Halle-Wittenberg, 
Sektion Biowissenschaften, Fachbereieh Biochemie, DDR-402 Halle (Saale). 

Abktirzungen entspr. IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomen- 
clature. J. biol. Chem. 241, 527, 2491 (1966); Pipee: Pipecolins~ure, DCCI: 
N,1N'-Dieyelohexylcarbodiimid, Boc: tort. Butyloxycarbonyl. 
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Zum Aufbau der beiden Analoga wurde die Festphasen-Methode 5, 6 
herangezogen. Ein wichtiges Problem bei dieser Technik ist ein quantita- 
tiver Umsatz auf j eder Kupplungsstufe, um Rumpf- uncl Fehlsequenzen 7,s 
zu vermeiden. Da selbst ein mehrfaeher OberschuB an Acylierungs- 
reagens keine Garantie fiir eine vollst/~ndige Kupplung darstellt 9-1e, 
sind in der Litcratur eine Reihe yon Methoden zur Blockierung noch 
freier Aminogruppen vorgeschlagen worden 5, la-17. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden einige Bloekierungsreagen~ien auf ihre Wirksamkei~ 
untersucht. Nach jedem Peptidkniipfungsschritt wurden die frei- 
gebliebenen Aminogruppen bei tier Syathese yon 2-L-Pipecolinsi~ure- 
bradykinin (I) mit Essigs/iureanhydri45, 1~, 17, beim 3-D-Pipeeolins/~ure- 
bradykinin (II) mit 3-Nitrophghals/~ureanhydrid 15 und N-Acetyl- 
imidazo116 umgesetzt. 

Die Itir beide Synthesen verwendeten Aminosaure-Derivate, Boc- 
Arg(N02), Boc.Phe, Boc.Pro, Boc-Gly, Boc-Ser(Bzl), Boc-L- und Boc-D- 
Pipet waren diilmsehichtchromatographisch in mehreren Systemen ein- 
heitlich, Schmelzpunkte und I)rehwerte entsprachen den Literatur- 
wertenlS, 19 

O-Benzyl-Serin war nur fiber das aufwendige gaeemat-Spaltungs- 
verfahren nach ~.0 zug/~nglieh. 

Versuche einer direkten O-Benzylierung yon Boc-Seri~ (ansehlieBende 
Verseifung der Benzylesterbindung) bzw. dessen 2,4-Dinitrophenylester 
mit Benzyljodid in Dioxan in Gegenwart yon Triton 13 oder Bariumoxi4 
lieferten die gewfinschten Produkte in etwa 15~o Ausbeute. Dabei 
bcreitete die Abtreanung unerwtinschter Nebenprodukte Schwierigkeiten. 

Bei beiden Ket tea  wurde yon 5 g mit 2 ~o Divinylbenzol vernetztem 
Polystyrol (Chlormethylierungsgracl 1,13 mAq. Chlor/g IIarz) ausgegan- 
gen, welches mit /~quivMenten Mengen Boc-NG.Nitroarginin und Tri- 
/~thylamia in J~thanol bis zu 1,75 mMol Aminos/~ure beladen wurde 
(Methode 2, Tab. 1 : Beladungsgra4 auf 1 g Harz bezogen). 

Tabelle 1. A m i n o s ~ u r e b e l a d u n g  des T r s  

lYlethode mMol Aminos~ure/g 
subst. I-Iarz 

1. Chlor, Differenz vor und nach der Veresterung 
(potent. Titration naeh Eschka-Aufsehlul]) . . . . . . . .  0,47 

2. Chloridtitration naeh Boc-Abspal~ung und Behand- 
lung mit Tri/~hylamin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0, 35 

3. Ninhydrin-Kolorimetrie 2s (515nm) nach Total- 
hydrolyse mit 6n-w~iBr. I-IC1/Eisessig (24 S~dn.) . . . . .  0,36 

4. Ninhydrin-Ko]orimetrie (515 rim) naeh ItBr/T•A- 
Einwirkung (1 Stcte.) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,25 
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Die relativ groBe Diskrepanz der gelundenen Werte fiir die Amino- 
sgurebeladung am Tr~ger k6nnte so interpretiert  warden, dab Methocle 1 
die gesamte gebundene Aminos/~ure am Harz bestimrnt; Methode 2 und 3 
den zur Kettenverls nutzbaren und 4 den naeh Endabspaltung 
verfiigbaren Aminos&ure- (bzw. Peptid)-Anteil. 

Die Abspaltung der B o c - S e h u t z g r u p p e  wurde mit  n-I-IC1/Eisessig 
(Einwirkungsdauer 40Min.) vorgenommen; ansehliegend wurde mit  
10proz. Tri/~thylamin in D M F  neutralisiert. 

Dutch potentiometrisehe Titration des im Eluat  befindliehen Tri- 
&thylaminhydroehlorids wurden die fiir den n/~ehsten Synthesesehritt zur 

7,75 

~S2 

1 I I p I i [ I 

Arg Phe Pro get Phe Oly Pro l-Pipet Hrg 
g 8 7 6 5" 4 3 2 7 

Abb. 1. Titration yon Tri/ithylaminohydroehlorid im Verlauf der Synthese 
yon 2- r.-Pipec-Bradykinin 

Verfiigung stehenden freien Aminogruppen best immt (Abb. l ;  im Falle 
des 3-D-Pipec -Bradyk in ins  ergab sieh eine v611ig analoge Knrve).  

Danaeh ergibt sieh eine Verringerung an freien Aminogruppen um 0,23 (I) 
bzw. 0,25 (II). Fiiz' den anfangs besonders hohen AbfM1 k6nnten Stabilit/its- 
untersehiede (aeidolytisehe Selektierung) in der als Ankergruppe dienenden 
Benzylesterbindung (Stellung innerhalb der Polymerkette; o,p-Substitution) 
verantwortlieh sein. Tats~ehlieh fanden wir, wie sehon frfiher 21, naeh Ent- 
fernen der Boe-Gruppe yore Nitroarginin unter obigen Aeidolysebedingungen 
im Filtrat eine Benzylesterspaltung yon 1--2~o (Ninhydrin-Kolorimetrie), 
bei 3stdg. Einwirkung fiber 4O/o . 

Der Ket tenaufbau erfolgte bei 2-n-Pipeeolins/iure-Bradykinin (I) 
naeh der Merr i f i e ld -Teehn ik  6, bei 3-D-Pipeeolins/iure-Bradykinin (II) 
naeh dem Adsorptionskupplungs-Verfahren yon Esko  und Karlsson  22. 

Um nahezu vollsts Umsatz  zu erreichen, wurde iI1 beiden F&llen 
jeder Peptidkniipfungsschrit t  unter gleichen Bedingungen wiederho]t. 
SchlieBlieh wurden ffeigebliebene Aminogruppen* am Harz bei (I) mit  

* Dorman-Analy t i k  ~. 
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Tabelle 2. mMol f r e i e  A m i n o g r u p p e n  im V e r l a u f  d e r  S y n t h e s e  y o n  
2 - L - P i p e c o l i n s / ~ u r e - B r a d y k i n i n  (bez. a u f  5 g  I ~ a r z )  

Kupplungs-/  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Blockierungs- 

methode Arg(N02) L-Pipec Pro Gly Phe Ser(Bzl)--Pro--Phe Arg(NO~) 

Merrifield-Tech- 
nik, 4 Aq. 
Boe-Aminos&ure, 
CHIC12, 1 h;  
4 J~q. DCCI 12 h 

0,30 0,20 0,17 0,13 0,19 0,14 0,07 

~qachkupplung, 
gl. Bedingungen 0,29 0,18 0,14 0,13 0,13 

Ac20/Et3N, 
10 Aq., 
CI-I2C12, 2 h 

0,27 0,17 0,14 0,13 0,12 0,i2 

Tabelle 3. mMol f r e i e  A m i n o g r u p p e n  im V e r l a u f  d e r  S y n t h e s e  y o n  
3 - ] ) - P i p e c o l i n s / ~ u r e - B r a d y k i n i n  (bez. a u f  5 g  H a r z )  

Kupplungs-/  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
t31ockierungs- 

methode Arg(NOu) Pro D-Pipec Gly Phe Ser(Bzl)~Pro--Phe Arg(NO)u 

Adsorptions - 
Kupplung 
5 Aq. Boc- 
Aminos~ure, 
CH2C12, 5 h 
(abgesaugt, 
nachgewaschen) ; 
2 J~q. DCCI 
CK2CI2, 2 h 

~N~chkupplung, 
gl. Bedingungen 

3-Nitrophthal- 
s/iureanhydri d/ 
Tria thylamin 
10 ~-q., DMt", 2 h 

N-Acetylimidazol 
10 J~q., CHIC12, 2 h 

0,32 0,21 0,20 0,15 0,23 0,13 0,07 

0,28 0,18 0,17 0,14 0,14 

0,28 0,18 0,16 0,14 0,12 0,11 

0,22 0,17 0,16 0,13 0,11 0,11 
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Essigs~ureanhydrid, bei (II) mit 3-Nitrophthals~ureanhydrid und 
N-Aeetylimidazol blockiert (Tab. 2, 3). 

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Methode der Adsorptionskupplung und 
die Merri]ield-Teehnik verglei~hbare Werte liefern. Bei beiden Verfahren 
bereitet die Anknfipfung yon Boc-Arg (NOu) an Prolin bzw. Pipeeolins/~ure 
besondere Sehwierigkeiten. Da auch eine Naehkupplung auf keiner Stufe 
quantitativen Umsatz braehte, mug gefolgert werden, dal~ die Guanidino- 
gruppen des Nitroarginins bei der Dorman.Methode zus/~tzlieh Protonen 
binden und l~estaminogruppen vort/~usehen. Ta~s/~chlieh wurden yon einer 
Probe Boc.Arg(NO2)-Polymeres naeh Behandlung mit Pyridinhydrochlorid 
dutch Trigthylamin 0,014 mMol Ctflorid/g I-Iarz eluiert. Auch unter Beriiek- 
siehtigung dieses Fehlbetrages ergeben sich aber fiir die einzelnen Peptid- 
kniipfungsschritte unvollstgndige Ums/~ze. 

Der Einsatz der drei hier untersuehten Acety]ierungsreagentien braehte 
zwar eine Verminderung, aber keine vSllige Bloekierung freier Amino- 
gruppen. Dabei erwies sich N-Aeetylimidazol wirksamer als At20 oder 
3-Nitrophthalsgureanhydrid. 

Beide BradyMninanaloga warden vom Tr&ger mit HBr/CFaC02It 
abgespalten und anschlieBend die Nitrogruppen des Arginins mit 
wasserfr. HF 24, ~5 unter Zusatz yon Anisol entfernt. 

2-L-t)ipeeolins/~ure-Bradykinin fiel in 47proz., 3-D-Pipeeolins/~ure- 
Bradykinin in 52proz. Ausbeute, bezogen auf 1,75 mMo] harzgebundenes 
Nitroarginin, an. 

Diese Produkte wiesen bei der Diinnsehichtehromatographie in drei 
Laufmitteln (D, E, F) eine (I) bzw. zwei (II) Verunreinigungen auf. Naeh 
Reinigung 4urch Ionenaustausehchromatographie 26, 27 an einem schwach 
sauren Katioaenaustauscher (Gradientermlution mit Essigsi~ure; Ver- 
unreinigungen wurden vorher eluiert) betrug die Ausbeute, bez. auf 
trggergebundenes Nitroarginin, fiir 2-L-Pipec-31~o und fiir 3-D-Pipec- 
BradyM~in 28% (Physikal. Konstaaten:  Tab. 4). 

Die biologisehe Aktivits der Bradykinin-Analoga wurde am isolier- 
ten Meerschweinehenileum gepriift. Die statistische Auswertung erfolgte 

Tabelle 4. P h y s i k a l i s c h e  K o n s t a n t e n  der B r a d y k i n i n - A n a l o g a  

Schmp., [ ~ ] ~ o  Aminos/~ureverh/~ltnis N-Analyse** 
~ lm-AcOK Arg Pro Pipec* Gly Ser Phe Ber.: 16,8 

2-5-P@ec- --74, 2 ~ 
Bradykinin 183--187 (c = 0,44) 1,9 2,0 0,9 1,0 0,9 2,2 Gef.; 16,5 

3-D-P@ec- --57,2 ~ 
Bradykinin 192--196 (c = 0,35) 1,8 1,8 0,8 1,1 1,0 2,1 Gef.: 17,1 

* Bezogen auf Pipeeolins/~ure als Standard. 
** C51tt75N15Oll �9 3 CHaCOOH (1254,3). 

100" 
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n a e h  d e r  V a r i a n z a n M y s e .  Die  T e s t u n g  g e g e n  S t a n d a r d  , , B r a d y k i n i n  

B R S  640'% S A N D O Z  (Schweiz)  ( A k t i v i t ~ t  = 1 0 0 % )  e r g a b  f o l g e n d e  

E r g e b n i s s e  : 

2-L-Pipec-Bradykinin 4,6 • 6 %  

3-D-Pipec-Bradykinia i n a k t i v .  

U n s e r  D a n k  g i l t  H e r r n  P ro f .  Dr .  B. Wiegershausen, I n s t i t u t  f i i r  

P h a r m a k o l o g i e  a n d  T o x i k o l o g i e  d e r  U n i v e r s i t a t  l%ostock, f i i r  d ie  b io logi -  

s e h e n  A k t i v i t i i t s n n t e r s u c h u n g e n  u n d  F r a u  Dr .  I.  Marquardt, P h y s i o l o -  

g i s c h - C h e m i s c h e s  I n s t i t u t  d e r  U n i v e r s i t i ~ t  H a l l e - W i t t e n b e r g  ( D i r e k t o r :  

P ro f .  Dr .  H. Hanson) f i i r  d ie  A u s f i i h r u n g  d e r  A m i n o s ~ i u r e a n M y s e n .  

H e r r n  Dr .  R. Schwarz, V E B  B e r l i n - C h e m i e ,  d a n k e n  wi r  f i i r  d ie  B e r e i t -  

s t e l l u n g  d e r  F l u o r w a s s e r s t o f f - A p p a r a t u r .  

B e s c h r e i b u n g  d e r  V e r s u c h e  

Alle LSsungsmi t t e l  w a r e n  abso lu t  wasserfrei  u n d  dest i l l ier t .  Ff i r  die 
D f i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e  d i e n t e n  folgende L a u f m i t t e l :  

A : CI~ICI3 : CH8OH : Eisessig = 85 : 10 : 5 (v/v/v) 
B :  CI-tCla : Eisessig = 95 : 5 
C:  1 -Butano l  : Eisessig : H 2 0  ~ 67 : 16,5 : 16,5 
D :  2 -Bu tano l  : H C O O I t  : H 2 0  = 75 : 13,5 : 11,5 
E :  2 -Bu tano l  : 10proz. l~I ta  -= 85 : 15 
F :  1 -Bu tano l  : Eisessig : P y r i d i n  : H 2 0  ~ 50 : 12,5 : 12,5 : 25. 

Die opt .  D r e h u n g  wurde  m i t  e inem Ze i s s -Kre i spo la r ime te r  (Genau igke i t  
• 0,05 ~ gemessen.  

Darstellung der Aminosgiure-Derivate 

Alle Boc.Aminosauren w u r d e n  n a c h  der  , , p H - S t a t " - M e t h o d e  yon  
Schnabel is syn the t i s i e r t .  Sie w a r e n  d f i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i s c h  in  den  
L a u f m i t t e l n  A,  B,  C e inhe i t l i ch  u n d  w u r d e n  fiber P 2 0 5 / K O H  i m  Vak.  
getrocknet. 

Schmp. ,  
Aminos /~ure-Der iva t  ~ korr .  [~]~)0 Ausb. ,  % 

Boc-Arg(Iq02) 118- -120  
Boc-Phe 8 7 - - 8 8  
Boc-Ser (Bzl) 

aus  d e m  ~ DCHA-Salz 01 
Boc-Gly 8 8 - - 9 0  
Boc-Pro 136- -138  
Boc-Pipec 124- -125  
Boc-D-Pipec 123- -124  

- -  6 ~ (c = 2; DMF) 79 
- - 4 , 2  ~ (c = 4; Eisessig) 84 

+ 19,6 ~ (c = 2; ~_thanol 80%)  74 
83 

- -  70 ~ (c = 1 ; Eisessig) 95 
- -  56 ~ (c --  1 ; Eisessig) 77 
+ 57 ~ (c = 1; Eisessig) 80 
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Chlormethylierung des Harzes 

50 g Styrol/2~o D VB-Copolymerisat (ttersteller : Chemie-Kombinat 
Bitterfeld, DDR), Teilehendurchmesser 40--80 ~, wurden unter Rfihren mit  
Dioxan, Methanol, Methanol/HClkonz. (5: 1), Wasser, Dioxan und Methanol 
gewasehen und  im Vak. bei 90 ~ C getroeknet. 

25 g dieses Materials werden in 150 ml Monoehlordimethyl/~ther (etwa 
85proz.) 90 Min. gequollen und nach Merri]ield ~7 chlormethyliert ; das t tarz 
wurde mit  400 ml Dioxan/Wasser (3 �9 1); 400 ml Dioxan/3n-HC1 (3 : 1); 
200 ml Dioxan/Wasser (1 : 1); 500 ml Wasser; 200 ml Dioxan/Wasser (1 �9 1); 
400 ml Dioxan ; 200 ml Dioxan/Methanol (1 : 3); 400 ml Methanol gewaschen, 
bei 80 ~ im Vak. getrocknet und naeh Eschl~a-Aufseh]ul] potentiometrisch 
titriert. Beladung: 1,13 mP[q. Chlor/g Harz ~ 4% Chlor. 

Boc- Arg(N O2)--O--CH2--C6I-I4--Polymer ( Veresterung ) 

In  eine LSsung yon 7,2g (22,6mMol) Boc-Arg(N02) und 3,15ml 
(22,6 mMol) Et3N in 40 ml Athanol werden 20 g Chlormethylharz (22,6 mMol 
C1) suspendiert und 60 Stdn. bei 75 ~ geriihrt. 

Das Harz wird abgesaugt, mit  Athanol, Wasser, Methanol gewasehen 
und im Vak. bei 40 ~ getroeknet. Zur Bestimmung des Nitroarginin- 
Gehaltes wurde die Boc-Sehutzgruppe mit n-HCl/Eisessig entfernt, das 
t{ydrochlorid mit  Trigthylamin zersetzt und im Fil trat  C1- potentiometriseh 
bestimmt: 0,35 mMol/g Harz; Ninhydrin/Hydrindantin-Kolorimetrie 2s bei 
515 nm ergab naeh Totalhydrolyse einer Harzprobe mit  6n-w~gr. HCI/ 
Eisessig (1 : 1) dureh 24stdg. Koehen unter  Rfickflug 0,36 mMol/g Harz. 

Au]bau yon Boc -Arg(NO2) - -P ipec - -Pro - -Gly - -Phe - -Ser (Bz l ) - -Pro - -Phe - -  
Arg(NO2)--OCH2--C6Ha--Polymer 

5g  Boc-Arg(NO2)-Polymer [1,75mMol Arg(N02)] wurde in einem 
100-em3-t~eaktionsgef~13 nach Merri]ield 6 8real den in Tab. 5 aufgefiihrten 
Reaktionsschritten eines Verl~ngerungseyclus unterworfen. 

In  den WaschlSsungen der Schritte 6 und 7 wurde nach Ans/~uern mit  
n-~I2SO4 das eluierte Chlorid potentiometriseh bestimmt. 

Nach jedem Synthesecyclus wurde das Harz mit 25 ml 0,3m-LSsung yon 
Pyridinhydrochlorid in CIt2C12 10 Min. behandelt, 4real mit jeweils 35 ml 
CH2C12, Athanol und D M F  nachgewasehen, ansehliel3end 10 Min. 2,5 ml 
Tri/~thylamin in 25 ml D M F  einwirken gelassen und  4real mit  35 ml D M F  
gewaschen. Das im Elua~ enthaltene Chlorid wurde nach Ansguern potentio- 
metrisch titriert. 

Naeh Wasehen des Harzes mit Athanol wurde der Peptidknfipfungs- 
schritt (l~eaktionsschritte 8--14, Tab. 5) wiederholt. 

Blockierung ]reier A minogruppen mit A c~O / Et~N 5, la, 14 

Man schfittelt das Harz mit  einer L6sung yon je 10Aq. (17,5 mMol) 
Essigss (1,79 g) und  Tri/~thylamin (2,45 ml) in 25 ml Ctt2C12 
2 Stdn. bei Raumtemp. Danach wird 4real mit 35 ml CH2C12 und ~_thanol 
gewaschen. 
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Tabelle 5. S c h e m a  e i n e s  V e r l / ~ n g e r u n g s c y c h s  n a c h  M e r r i ] i e l d  

Wieder- Min., 
l~eaktionsschrit~e I~eagens ml holung je 

Abspaltung d. 1 Eisessig 35 4 5 
Boc-Gruppe 2 n-ttC1/Eisessig 35 - -  40 

3 Eisessig 35 4 5 
4 ~thanol  35 4 5 
5 DM2'  35 4 5 

Freisetzen d. 6 DM_F/T'rigthylamin 35+ 3,5 - -  15 
Aminogruppe 7 D M 2  ~ 35 4 5 

8 CHIC12 35 3 5 

Peptid-I4niipfung 9 7 mMol Boc-Amino- 
s/iure in CH2C12 * 25--30 - -  60 

10 7 mMol DCCI; CH~CI~ 5 - -  12 Std. 
1 t CH2C12 35 4 5 
12 Athanol 35 3 5 
13 D M F  35 3 5 
14 Athanol 35 3 5 

* Boc-Arg(N02) wurde in D M F  eingesetzt. 

Aufbau yon Boc- -Arg(NO2)- -Pro- -D-Pipec - -Gly - -Phe- -Ser (Bz l ) - -Pro- -  
Phe--Arg(NO2)--O--CH~,--C6H4--Polymer 

Mit 5 g Boc-Arg(NO2)-Polymer [1,75 mMol Arg(NO~)] wurden bis auf 
den Peptidknfipfungssclndt~ die gleichen Operationen wie bei der Synthese 
yon 2-L-Pipecolins/~ure-Bradykinin beschrieben, ausgefiihrt. Im l~eaktions- 
sehritt 9 (Tab. 5) warde das I tarz mi~ 8,75 mMoi Boc-Aminoss in 30 ml 
CH~CI~ 5 Stdm. geschii~elt, abgesaugt und 3real mit  25 mI CH2C12 gewaschen 
(Filtrag enthielt durchschnittlich 5 mMol eingesetztes Aminos/iure-Derivat). 

Danach wurden 3,5 mMol DCCI in 30 ml CHuCI~ zugegeben, 2 Stdn. 
geschflttelt, abgesaug~ und gewaschen. 

Blockierung ]reicr Aminogruppen mit 3-Nitro-phthalsSureanhydrid 1~ 

])as Polymcre wurde mit  10 Aq. (17,5 m2r ~ 3,38 g) Blockierungs- 
reagens in 30 ml DM_F zungchst 20 Min. naeh Zugabe yon 2,45 ml (17,5 mMol) 
Tri/~thylamin 2 Stdn. geschiittelt und 4mal mit  jeweils 35 ml D M E ,  Dioxan 
und Athanol nachgewaschen. 

Blockierung ]reier A minogruppen mit N- A cetyl imidazo116 

10 Jkq. Acetylierungsmittel (17,5 m2r 9_ 1,93 g) werden in 30 ml CI-I2C12 
mit  dem I-Iarz und 2 Stdn. geschiittelt. Anschliel~end wird 4real mit  Ctt~C]2 
und Athanol (jeweils 35 ml) gewaschen. 
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Abspaltung der Nonapeptide veto Tr(tger 

Das Peptidharz wird in der ffir die Synthese benutzten Apparatur in 
40 ml Trifluoressigs~ure suspendiert und unter Schfitteln 50Min. IKBr 
(sorgfiiltig fiber Tetralin und Phenol/Eisessig gereinigt; hergestellt aus 
Tetralin und Brom) durehgeleitet. Naeh Absaugen und 4maligem Wasehen 
mit 25 ml TJFA wurden die Filtrate im Vak. bei 20 ~ eingedampft, der 
l~fiekstand mit ~_~her verrieben, abiiltriert, mit Ather gewaschen und im 
Vak. fiber P205/KOI-I getroeknet.  Da beide Sequenzen nur in etwa 40% Aus- 
beute anfielen, wurde die Abspal tung unter  gleiehen Bedingungen wiederholt. 

Gesamtausbeute,  bezogen auf 1,75 mMol harzgebundenes Nitroarginin 
ffir 2-L-Pipee-Bradykinin 1,0 g (47% d. Th.) und 3-D-Pipec-Bradykinin 1,11 g 
(52% d. Th.). 

Bei dieser Behandlung wird gleichzeitig die O-Benzylsehutzgruppe veto 
Serin entfernt.  

Abspaltung der NG-Nitrogruppen von Arginin 

Die Entfernung der NG-Nitro-Sehutzgruppen des Arginins erfolgte in 
der von Sakakibara 2~, 35 beschriebenen Appara tu r  mit  wasserir. Fluor-  
wasserstoff in Gegenwart yon Anisol bei 20 ~ innerhalb yon 30 Min. Der 
Rfickstand wurde mit  J~ther verrieben, abfiltriert,  mit  Ather  gewasehen und 
fiber P205/KOH im Vak. getroeknet;  Einsatz jeweils 610rag (0,5mMol), 
Ausb., bez. auf eingesetztes Produkt ,  etwa 98%. 

Reinigung der Bradykinin-Analoga mittels Ionenaustauschchromatographie 

Die t~einigung erfolgte am schwach sauren Kationenaustauscher  Wofat i t  
CP. 115 mg (0,1 mMol) Rohpeptid,  gel6st in 1,2 ml lm-Essigsi~ure wurde auf 
eine S/~ule (1,6• 100 era), gquilibriert  mit  lm-Essigs~ure, aufgetragen und 
bei einer Durchflul?gesehwindigkeit yon 15 ml/Stde, mit  100ml 6proz., 
250ml 12proz., 250ml 20proz., 200ml 30proz., 200ml 351oroz., 200ml 
40proz. und 200 ml 45ioroz. Essigsgure e]uiert. 

Die Detekt ion erfolgte dureh U]traviolet tabsorpt ion bei 254 nm gegen 
lm-Essigs/~ure sowie spektralphotometr isch nach Anf/~rbung aliquoter Teile 
(0,3 ml) dureh die Sakaguchi-Reaktion ~9 bei 515 nm. 

Die Frakt ionen (jeweils 5 ml) zwischen 0,92 und 1,13 1 wurden gesammelt 
und bei 25 ~ im Vak. eingeengt, der Rfickstand mit  Jkther gewaschen und 
fiber P2Os/KOI-I im Vak. getroeknet.  

Ausb., bezogen auf eingesetztes I{ohpeptid, f fir 2-L.Pipec-Bradykinin 
74 mg (59% d. Th.) ~__ 31%; f(ir 3-D-Pipee-Bradykinin 68 mg (55% d. Th.) 

28% (bez. auf 1,75 mMol harzgeb. Nitroarginin). 
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