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Zusammenfassung— Die Festphasensynthese eines Heptapeptidamids (H-Asp(OH)-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-
Met-NH,) mit der natiirlichen Teilsequenz 5-11 des Eledoisins wird beschrieben. Die Peptidkette wird
aus Methioninharz durch stufenweise Kupplung mit tert.-Butyloxycarbonylaminosduren synthetisiert
und mit DMF/NH, als Amid vom Harz getrennt. Nach Reinigung des Peptids entspricht seine Aktivitat
dem auf klassischem Weg synthetisierten Produkt.

Abstract-—The solid phase synthesis of a heptapeptideamide with the natural sequence 5-11 of eledoisin
is described. The peptide chain is built up stepwise by coupling methionine resin with tert.-butyloxy-
carbonyl-amino acids. The cleavage from the resin is achicved in DMF/NH,;. After purification thc
activity of the peptide is equivalent to a material which was synthesized by classical methods.

IM ZUSAMMENHANG mit Untersuchungen zur Wirkungsweise von Proteinhormonen -
und systematischen Untersuchungen zur Peptidsynthese an hochpolymeren
Trigern3~® synthetisierten wir ein Heptapeptidamid, das der Sequenz 5-11 des
Eledoisins entspricht.

Von Erspamer und Anastasi® ist die Aminosduresequenz von Eledoisin nach
dessen Isolierung aus den hinteren Speicheldriisen von Tintenfischen zuerst bestimmt
worden. Diese Struktur wurde durch Synthese von Sandrin und Boissonnas’
bestitigt. Weitere Totalsynthesen wurden von Liibke et al.® und Bajusz® durchgefiihrt.
In grosser Zahl wurden Eledoisinanaloga nach den klassischen Methoden der
Peptidsynthese®, -1 hergestellt.

Die Verkniipfung von t-Butyloxycarbonyl (Boc)-methionin mit dem polymeren
Triager ist die erste Stufe zur Synthese des Heptapeptids. Nach der Literatur soll
sich Boc-Methionin mit chlormethyliertem Copolymerem aus Styrol und Divinyl-
benzol nicht verestern lassen. Das Methioninderivat soll sich jedoch an eine Hydroxy-
methylharz mit Hilfe von Carbonyldiimidazol kniipfen lassen.2® Mit dieser Aussage
stimmt jedoch eine kiirzlich erschienene Publikation?! nicht iiberein. Um diesen
Widerspruch zu kldren, wird die Veresterung von Boc-Methionin mit Chlorid- und
Hydroxyharz bei Polymeren verschiedener Herkunft untersucht. Die Verkniipfung
mit dem Chlormethylharz erfolgt durch Erhitzen in absolutem EtOH/Et;N,2? die
mit dem Hydroxymethylharz in absolutem CH,Cl,/Carbonyldiimidazol.?* Das
Hydroxymethylharz wird aus chlormethyliertem Polystyrol durch Umsetzung mit
Kaliumacetat in Benzylalkohol und Verseifung der Acetoxymethylverbindung mit
alkoholischer Natronlauge hergestellt.2* Tabelle 1 zeigt eine Zusammenstellung des
Methioningehaltes von verschiedenen chlormethylierten Harzen und Hydroxy-
methylharzen nach Veresterung mit Boc-Methionin.
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TABELLE 1. METHIONINGEHALT VON CHLORMETHYLIERTEN HARZEN UND DARAUS HERGESTELLTEN
HYDROXYMETHYLHARZEN NACH VERESTERUNG MIT BOC-METHIONIN

Hersteller reaktive Gruppe Menge Methionin
mMol/g

Merck® —CH,Cl 0-53

selbst aus chlormethyliertem Harz Merck —CH,0H 0-56

Schwarz® —CH,CI 007

selbst aus chlormethyliertem Harz Schwarz —CH,0H 0-36

° E. Merck AG, Darmstadt
b Schwarz BioResearch, Inc., Orangeburg, N.Y.

Aus der Tabelle geht hervor, dass dic Beladungen nach der Veresterung mit
Methionin beim Harz der Firma Merck fiir das kdufliche chlormethylierte Harz
und das daraus hergestellte Hydroxymethylharz nahezu gleich hoch sind. Dies gilt
nicht fiir das Harz von Schwarz. Die widerspriichlichen Berichte?%:2! in der
Literatur iiber den Umsatz von Boc-Methionin mit chlormethyliertem Harz sind
vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass Harze mit verschiedener Struktur eingesetzt
wurden. Die Synthese des Heptapeptids wird folgendermassen durchgefiihrt: Das
C-terminale Methionin wird als Boc-Met-OH?* mit chlormethyliertem Harz
(E. Merck AG, Darmstadt) in Et;N/EtOH verestert.2> Das Boc-Methioninharz
wird mit EtOH, H,0, MeOH und CH,Cl, gewaschen und hat eine Beladung von
053 mMol/g. Die Boc-Schutzgruppe wird in einer Reaktionszeit von 75 Minuten
mit Trifluoressigsdure-CH,Cl, abgespalten. Vor und nach der Neutralisation mit
Et;N wird mit CH,Cl, und Athylalkohol gewaschen. Bei der Kupplung wird
Dicyclohexylcarbodiimid und ein fiinfzig-prozentiger Uberschuss an Boc-Amino-
sdure verwendet. Unter diesen Bedingungzn wird die Kupplungsreaktion jeweils
zweimal nacheinander durchgefiihrt.

Muit fliissigem Ammoniak wird das Heptapeptid vom Trigerharz abgespalten.2!- 25
Bei der Ammonolyse ist die Amino- und Carboxylgruppe der Asparaginsiure durch
die tert.-Butyloxy-carbonyl- bzw. tert.-Butylester-Gruppe geschiitzt: diese Schutz-
gruppen werden anschliessend mit Trifluoressigsdure/CH,Cl, entfernt :

Boc-Asp(OBu')-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-O- P
NH,|DMF
Boc-Asp(OBu')-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH,
CF,COOH|CH,C),
H-Asp(OH)-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NH,

Die Gesamtausbeute an Heptapeptid, bezogen auf die Beladung von Methionin
am Harz, betragt 7-5%. Zur sdulenchromatographischen Reinigung des Peptids
wird der Geltyp Sephadex G-25 Superfine verwendet.

Die verwendeten Boc-Aminosiuren werden nach Schnabel?® hergestellt. Die am
Autotitrator eingestellten pH-Werte und die Reaktionszeiten sind in Tabelle 2



Festphasensynthese eines biologisch aktiven Eledoisinanalogons 2651

zusammengefasst. Der N-tert.-Butyloxy-carbonyl-1-asparaginsaure-f-tert.-butylester
wird nach folgendem Schema synthetisiert :2”

H-L-Asp(OH)-OH
Z-1-Asp(OH)-OH
Z-1.-Asp-O
Z-1-Asp(OC,H,)-OH Z-1-Asp(OH)-OC,H;
Z-1-Asp(OBu")-OC,H;
Z-L-Asp(OBu')-OH
H-L-Asp(OBu')-OH

Boc-L-Asp(OBu')-OH

Die biologische Aktivitdt von 3 synthetischen Peptiden im Vergleich zu authenti-
schem Eledoisin (Deutsche Farmitalia) wurde am isolierten Meerschweinchenileum
ermittelt. Dabei betrug die relative biologische Aktivitit bezogen auf Eledoisin
(=100%):

H-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH ,* 10%
H-Asp-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH, - TFA* 20%
Boc-Asp(OBu')-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-Met-NH, 13%

Die Aktivitdt entspricht im wesentlichen der von Bernardi?® und von Stiirmer
et al.'> angegebenen. Sowohl der blutdrucksenkende Effekt am Hund als auch die
spasmogene Wirkung am isolierten Meerschweinchenileum von Eledoisinhomologen
verhalten sich synchron, d.h. dass bei einer Kettenlinge von neun Aminosiuren in
beiden Fillen die Aktivitdt weit iiber der von Eledoisin liegt, und dass bei einer
Kettenldnge von weniger als sechs Aminosiuren die Peptide biologisch inaktiv
sind.?8 Die Tatsache, dass auch das geschiitzte Heptapeptidamid (vgl. oben) biologisch
aktiv ist, spricht ebenfalls dafiir, dass fiir die Wirkung von Eledoisin der Bereich der
Aminosiuren sechs bis elf vorhanden sein sollte. Uber die biologische Funktion der
restlichen Aminosduren lassen sich keine Aussagen machen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Dicyclohexylcarbodiimid, Carbonyldiimidazol, Dicyclohexy-
lamin (alle mit demReinheitsgrad *‘zur Synthese™) und samtliche Aminosduren (fiir biochemische Zwecke)
sind Produktc der Firma E. Merck AG, Darmstadt. Dic Reinheit der Aminoséure- und Peptidderivate
wird durch Ditnnschichtchromatographic (DC-Fertigplatten, Kivselgel F 254,E. Merck AG, Darmstadt)
und Drchwert itberpriift.

CH,Cl, wird iiber CaCl, getrocknet und iber eine Vigreuxkolonne destilliert, EtOH iber CaO
vorgetrocknet, destilliert und das Destillat durch cin Grignardreagens vollstindig absolutiert. Dicyclo-

* Peptide verschiedener Ansitze
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hexylcarbodiimid wird durch Hochvakuumdestillation gereinigt, EtyN durch Destillation fraktioniert
und DMF durch azeotrope Destillation (Gemisch DMF (250 g): Benzol (30 g): Wasser (12 g)) unter
Ausschluss von Licht gereinigt. Dic Drchwertmessungen werden mit einem Zciss Polarimeter 0:01°, die
Aminosdureanalysen mit einem automatischen Aminosdureanalysator, Modcll Unichrom, der Fa. Beck-
mann Instr., Miinchen, durchgefiihrt.

TABELLE 2. pH-WERTE UND REAK TIONSZEITEN BEl DER HERSTELLUNG VON BOC-AMINOSAUREN
SCHMELZPUNKTE UND DREHWERTE DER BOC-VERBINDUNGEN

Aminosdurederivat pH-Wert Reaktionszeit  Ausbeute Schmp.°C [=]3° c=1)
(Stunden) %
Boc-L-Methionin 98 10 96 Ol +17-0° (DMFY
Boc-L-Leucin 100 12 95 82-85 -27'5°  (EY
(EE/PAy
Boc-Glycin 10-0 4 93 93-94
(EE/PAy
Boc-L-Isoleucin 10-0 9 90 62 (Hemihydrat) + 3 (Ey
(EE/PAY
Boc-L-Phenylalanin 10-2 18 90 81-84
(EE/PAy -4 (E¥
Boc-L-Alanin 10-3 10 95 79-80
(A/PAY —24° (EY

° Essigester-Petrolather (30-50°)
¢ Ather-Petrolather (30-50°)

¢ DMF

¢ Essigsaure

N-tert-Butyloxycarbonylaminosduren. Die Boc-Aminosduren wurden nach Schnabel?® hergestellt.
pH-Wert und Rcaktionszeit werden leicht modifiziert (Tabelle 2). Ausbeuten, Schmelzpunkte, Drchwerte
und Literaturangabcn sind in Tabelle 2 zusammengestelit.

N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-asparaginsdure-B-tert.-butylester?”. (1) N-Carbobenzoxy-L-asparaginsdure.
Aquimolare Mengen von Asparaginsdure und Carbobenzoxychlorid wurden zur Carbobenzoxyamino-
sdurc umgesctzt. Ausbeute: 33%, Schmp. 112-114%: [a]3°: 10° (AcOH, ¢ = 1): '3C-Resonanzsignale
(6-Werte in ppm gegen Tetramethylsilan (TMS)): —173-08, —172-0, —156-25, —137-25. —128-90, — 12795,
—65-80, —50-80, —36-35.

(2) N-Carbobenzoxy-l.-asparaginsdureanhydrid. Aus Carbobcnzoxy-L-asparaginsdure crhilt man mit
Dicyclohexylcarbodiimid das Anhydrid. Ausbeute: 989, Schmp. 108-109°: [«]2°: —39° (AcOH, ¢ = 1):
13C-Resonanzsignale (6-Werte in ppm gegen TMS): —179-15, —172-40, —156-10, —128:70, —128-20,
—136-60, — 6655, — 50-70, — 35-05.

(3) N-Carbobenzoxy-L-asparaginsdure-{a,B)-dthylester. Aus Carbobenzoxy-asparaginsédureanhydrid wer-
den mit EtOH dic o- und B-Ester hergestellt. Der a-Athylester wird als Dicyclohexylammoniumsalz
getrennt. Ausbeute: 30%: Schm. 81-82°; [a]3°: 14-8 (EtOH, ¢ = 2): '>C-Resonanzsignale (5-Werte in
ppm gegen TMS): —171:65, —171-25, — 15600, —137-00, —128:50, —127-75, — 6570, —60-95, — 50-80,
—36-15, — 14-05.

(4) N-Carbobenzoxy-L-asparaginsdure-a-dthyl-p-tert.-butylester. Der Carbobenzoxy-asparaginsaure-o-
dthylester wird mit Isobutylen/H,SO, zum Asparaginsidure-a-athyl-B-tert.-butylester umgesetzt. Aus-
beute: 79%: Schmp. 35-37°: [«]3°: —13° (EtOH, ¢ = 2): '*C-Resonanzsignale (6-Werte in ppm gegen
TMS): —174-05, —170-80, — 15545, —137-45, — 12840, —127-65, —79-30, —65-15, —60-95, —53-05,
—27-85, —14-05.

(5) N-Carbobenzoxy-1-asparaginsdure-B-tert.-butylester (Dicyclohexylammoniumsalz). Der Aspaiagin-
saure-a-athyl-B-tert.-butylester wird alkalisch zum Monoester verseift und als Dicyclohexylammoniumsalz
umkristallisiert. Ausbeute: 86%, Schmp. 122-123¢.

(6) L-Asparaginsdure-B-tert.-butylester. Vom N-Carbobenzoxy-L-asparaginsdure-B-tert.-butylester wird
die Carbobenzoxygruppe mit Palladium/Aktivkohle abhydriert. Ausbeute: 88%,: Schmp. 195° unter
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Zersctzung: [2]3°: 75° (AcOH, ¢ = 1): '3C-Resonanzsignale (3-Werte in ppm gegen TMS): —170:35,
—82-10, — 50-35, —35-90, —27-95.

(7) N-tert.-Butyloxycarbonyl-1-asparaginsdure-p-tert -butylester. Der L-Asparaginsiure-B-tert.-butyl-
ester wird mit t-Butyl-azidoformiat in alkalischem Medium umgesetzt. Ausbeute: 92%, Schmp. 57-62°:
{2]3° = —20° (DMF, ¢ = 1): '*C-Resonanzsignale (5-Werte in ppm gegen TMS): —169-50, —172:85,
—155-25, —80-25, —78-35, —50-30, —37-55, —28-25, —27-75.

Hydroxymethylharz. 2 g chlormethyliertes Harz (1-5 mMol Chlorid/g) und 2-94 g (30 mMol) Kalium-
acctat -beide Substanzen werden zuvor gut iiber P,O. im Hochvakuum getrocknet-— werden mit 10 ml
frisch destilliertem Benzylalkohol am Olbad bei eincr Temperatur von 80° 14 Stunden lang erhitzt. Das
Produkt wird anschliessend mit 1-8 g (30 mMol) Kaliumhydroxid in 50 ml EtOH 4 Stunden lang gekocht,
dann mit Wasser und MeOH gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

Boc-L-Methioninharz: (a) Umsatz mit chlormethyliertem Harz. 2 g Harz (2-08 mMol Chlorid), 06 g
(2:4 mMol) Boc-Mecthionin, 0-3 ml (2:1 mMol Et,N und & ml absolutes EtOH werdcen 25 Stunden bei 90°
umgesctzt. Anschliessend wird mit EtOH. H,0, McOH und CH,Cl, gewaschen und im Hochvakuum
getrocknet. Die Beladung an Methionin wird durch Aminosdurcanalyse festgestellt und betragt 0-53
mMol/g.

(b) Hydroxymecthylharz 1 g Harz (1-5 mMol Chlorid/g) und 1-55 g Boc-Methionin (6 mMol) werden
mit 0-96 g (6 mMol) Carbonyldiimidazol, geldst in 10 ml CH,Cl, versetzt. Nach beendeter K ohlendioxident-
wicklung wird noch eine Stunde lang gekocht und anschlicssend wie iiblich gewaschen und getrocknet.
Die Beladung betrégt 0-5-0-6 mMol Aminoséure pro g Harz.

TABELLE 3. SYNTHESESCHEMA

Arbeitsgang Reagens Dauer [Minuten]
Waschen CH,Cl, S
Boc-Abspaltung TFA®/CH,Cl, (50:50) 75
Waschen 2 x CH,Cl,

1 x C,H;OH jes

2 x CH,Cl,
Neutralisicren CH,CI,AC,H,),N 2 x 15
Waschen 1 x CH,Cl,

2 x C,H;OH jes

3 x CH,Cl,
Kupplung(2 x) Boc-Aminoséure

(50%iger Uberschuss 60

in CH,Cl,): DCCI*

@ Trifluoressigsaure
* Dicyclohexylcarbodiimid

Boc-Asp(OBu')-Ala-Phe-1le-Gly-Leu-Met-O-Polymer. Das Boc-Methioninharz wird nach dem in
Tabelle 3 zusammengestellten Syntheseschema behandelt. Die Kupplungsschritte werden jewcils zwcimal
nacheinander mit einem fiinzigprozentigen Uberschuss an geschiitzter Aminosiure durchgefiihrt.

Boc-Asp(OBu')-Ala-Phe-1le-Gly-Leu-Met-NH,. 22 g Peptidharz werden in einer starkwandigen 100 ml
Ampulle in 20 m] DMF aufgeschlammt und ca, 50-60 ml Ammoniak hinzukondensiert. Man lasst dic
abgeschmolzene Ampulle 4 Tage bei Raumtcmperatur stehen. Anschlissend wird der Ammoniak abge-
dampft und das Peptid aus der Lsung mit iiber Natrium getrocknetem Ather gefillt und abzentrifugiert.
Ausbeutc: 200 mg: Schmp. 213-216° (unter Zersetzung): [«]3°: —18° (DMF, ¢ = 0-5).

H-Asp(OH)-Ala-Phe-1le-Gly-Leu-Met-NH,. 200 mg getrocknetes Peptid (Boc-Asp(OBu')-Ala-Phe-Ilc-
Gly-Leu-Met-NH,) werden mit je 15 m! Trifluoressigsdure und CH,Cl, versetzt und eine halbe Stunde
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann wird mit absolutem Ather ausgefallt und abzentrifugiert.
Ausbeute: 190 mg: Schmp. ~220° (unter Zersetzung): [a]2?: —16° (DMF, ¢ = 1). Das Peptidamid wird
auf einer Siule vom Geltyp G-25 Superfine gereinigt.
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Zur Aminosédureanalyse wird das chromatographierte Peptid 12 Stunden lang mit 6 n Salzsdure bei
115° hydrolysiert. Das Resultat zeigt Tabelle 4.

TABELLE 4. AMINOCSAUREANALYSE VON H-ASP(OH)-
ALA-PHE-ILE-GLY-LEU-MET-NH,

Aminosaure gefunden berechnet
Asparaginsaure 090 1
Glycin 1-0 1
Alanin 1-02 1
Methionin 1-01 1
Isoleucin 094 1
Leucin 1-19 1
Phenylalanin 096 1
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