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The synthesis of the protected peptides Boc-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-Ile-OH and Thr-Ala-
Gln-Tle-Met-Lys (Z) -NH, is described. These sequences are fragments of an active center peptide

of the streptococcal proteinase (EC 3.4.22.10).

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber
die Synthese eines geschiitzten Hexa- und Okta-
peptids aus der carboxylendstindigen Region einer
Partialsequenz der Streptokokken-Protease! (EC
3.4.22.10). Es handelt sich um die Peptide Boc-Val-
Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-1le-OH  (Fragment VI)
und  Thr-Ala-Gln-Ile-Met-Lys (Z)-NH,  (Fragment
VII). Mit diesen Peptiden, die die Aminosduren
18 — 25 und 22 — 27 der aus insgesamt 27 Amino-
sduren bestehenden Partialsequenz umfassen ?, lie-
gen alle Fragmente der Gesamtsequenz vor. Die
Endphase der Synthese stellt uns vor die Aufgabe
der Verkniipfung der bisher beschriebenen Bruch-
stiicke ?; die Hauptschwierigkeiten ergeben sich da-
bei aus Loslichkeitsproblemen.

Synthese des Fragments VI:
Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-Ile

Die Synthese des aminoendstindigen Tetrapep-
tids Boc-Val-Ala-Thr-Ala wurde bereits in der IV.
Mitteilung ! beschrieben. Fiir den Aufbau des carb-
oxylendstdndigen Tetrapeptids Thr-Ala-Gln-Ile gin-
gen wir von Ile-ONB-Tos* aus. Die Kupplung mit
Boc-Gln ? erfolgte mit DCCI/HOBt. Das nach Ab-
spaltung des Boc-Restes erhaltene Peptid war hygro-
skopisch und wurde ohne Umbkristallisation weiter
verarbeitet, da beim Umkristallisieren
Pyroglutaminsdurebildung eintrat. Die Verldnge-
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rung des Peptids erfolgte mit Boc-Ala-ONp ¢ und
Boc-Thr 3/DCCI und verlief ohne besondere Schwie-
rigkeiten (s. Schema I).
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SYNTHESE-SCHEMA I.

Aus den beiden Teilstiicken 18 —21 und 22 — 25
liel} sich das Oktapeptid Boc-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-
Ala-Gln-1le-ONB in guter Ausbeute und Reinheit
durch Verkniipfung nach der Carbodiimidmethode
unter Zusatz von HOBt gewinnen. Das Produkt ist
in DMF schwerléslich, was bei der hydrogenolyti-
schen Spaltung des Nitrobenzylesters zu Schwierig-
keiten fiihrte. Nach 4-tdgiger Hydrierung wurde
schliefilich ein einheitliches Produkt erhalten (s.
Schema 11).

Abkiirzungen: Boc, tert-butyloxycarbonyl; DCCI, Dicyclo-
hexylcarbodiimid; DC-Harnstoff, Dicyclohexylharnstoff;
DCHA, Dicyclohexylamin; DMF, Dimethylformamid;
HMPT, Hexamethylphosphorsdauretriamid; HOBt, 1-Hy-
droxybenzotriazol; MBzl, p-Methoxybenzyl; OMe, Me-
thylester: ONB, p-Nitrobenzylester; ONp, p-Nitrophenyl-
ester; TAA, Tridthylamin; Z, Benzyloxycarbonyl.
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SYNTHESE-SCHEMA II,

Synthese des Fragments VII:
Thr-Ala-Gln-Ile-Met-Lys

Dieses Hexapeptid wurde aus dem oben beschrie-
benen geschiitzten Tetrapeptid (Schema I) und dem
Dipeptid Met-Lys(Z)-NH, aufgebaut. Das Dipeptid
liel sich mit guter Ausbeute aus Boc-Met-DCHA 7
und Lys(Z)-OMe x HCI® mit DCCI gewinnen. Bei
Verwendung von Boc-Met-ONp waren die Ausbeu-
ten wesentlich schlechter; die Aminolyse zum ge-
schiitzten Dipeptidamid mit methanol. Ammoniak
verlief ohne Komplikationen; Aufireten von Sulf-
oxid konnte nicht beobachtet werden. Bei der Ab-
spaltung des Boc-Restes mit TFA oder Methylen-
chlorid/TFA (1:1) trat geringfiigice Decarbenzoxy-
lierung an der e-Aminogruppe des Lysins ein. Nach
den Stabilitdtsprifungen von Lysinderivaten bei
Merrifield-Synthesen ? kam dieser Effekt nicht tber-
raschend. Bei Verwendung von wéaliriger TFA nach
Schnabel 1% trat keine Abspaltung des Z-Restes auf.
Die Kupplung des Tetrapeptidderivates Boc-Thr-
Ala-Gln-Ile mit Met-Lys(Z)-NH, mit DCCI/HOBt
ergab das schwerlosliche Hexapeptidamid, das das
Aminoende 2227 der Partialsequenz darstellt.
Die Verwendung von Boc-Gln(Pmb) 1! bei dieser
Synthese fiihrte nicht zu einer Verbesserung der
Léslichkeitseigenschaften des Endproduktes.

Beschreibung der Versuche

Allgemeines

Ausbeuten beziehen sich, wenn nicht anders ver-
merkt, auf das gereinigte Produkt mit den angege-
benen physikalischen Daten. Schmelzpunkte wurden
mit dem Gerét nach Dr. Tottoli (Biichi) bestimmt.
Die Werte sind unkorrigiert. Optische Drehungen
wurden mit dem Polarimeter 141 (Perkin-Elmer)
bestimmt. Elementaranalysen wurden von Frau Dr.

A. M. Fretzdorff, Tibingen, Physiologisch-chemi-

sches Institut, somie im Analytischen Labor Robert
Glier, Rothlein tib. Schweinfurt, durchgefihrt. Fir
Diinnschichtchromatogramme wurden mit Kieselgel
SIF beschichtete Aluminiumfolien der Firma Riedel
de Haen, Hannover, verwendet. Als Laufmittel dien-
ten:

I. n-Butanol/Eisessig/Wasser — 4:1:1; II. n-Bu-
tanol/Pyridin/Eisessig/Wasser = 30:20:6:24; TII.
n-Butanol/Eisessig/Methanol/ Pyridin / Methylenchlo-
rid/Wasser 4:1:1:1:2:1; IV. Chloroform/Eis-
essig = 9:1; V. Chloroform/Cyclohexan/Eisessig —
45:45:10; VI. Diisopropyldther/Chloroform/Eis-
essig = 6:3:1.

Spriihreagenzien waren Ninhydrin (5-prozentig
in Butanol/2 N Essigsiure 95:5; Chlor-Toli-
din ?; zur Chromatographie wurden schwerlésliche
Verbindungen in Trifluordthanol gelost. Wegen sei-
ner guten Losungseigenschaften und seines relativ
niedrigen Siedepunktes eignet es sich wesentlich
beser zum Auftragen als DMF.

Synthesen
Boc-Gln-Ile-ONB

24,6 ¢ Boc-GIn® (0,1 mol) und 16,5g HOBt
(0,12 mol) in 200 ml DMF wurden bei —5 °C mit
22 g DCCI (0,12mol) in 50 ml DMF versetzt. Es
wurde 1 Stunde lang geriihrt, wihrend dieser Zeit
fiel DC-Harnstoff aus, man gab eine Suspension von
43,8 g 1le-ONBxTos* (0,1 mol) in 100 ml DMF
und 12 ml N-Methylmorpholin (0,1 mol) hinzu,
liel iiber Nacht auf Zimmertemperatur kommen,
trennte den DC-Harnstoff ab und gofl in 1,51 ge-
sittigte NaCl-Losung von 0 °C ein. Es setzte sich ein
zihes Ol ab, das mit warmem Athylacelat extrahiert
wurde. Nach Trocknen und Einengen kristallisierte
das Peptid aus Essigester durch vorsichtige Zugabe
von Petrolather.

Ausbeute: 45 g (90%).
134 °C. [a]P -21,8 (c
VI, VII einheitlich.

Cy3Hyy N,Og (494,6)
Ber. C 55,78 H 6,92 N 11,33,
Gef. C 55,39 H 6,95 N 11,18.

Schmelzpunkt 132 —
1, Methanol). DC:
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Gln-11e-ONB xHCI

25 g Boc-Gln-1le-ONB (0,05 mol) wurden mit
150 ml 4 N~ HCl/Dioxan iibergossen und unter
Feuchtigkeitsausschlufl und gelegentlichem Umschiit-
tel 1/2 Stunde stehen gelassen. Es wurde eingeengt
und der 6lige Riickstand mit 500 ml abs. Ather be-
handelt, wodurch sich ein festes Produkt erhalten
lieB. Es wurde abgesaugt, mit abs. Ather gewaschen
und sofort iiber KOH/P,0; 1 Stunde getrocknet
(das Produkt war hygroskopisch). Ein Umkristalli-
sierungsversuch aus Wasser {iithrte zu einem Ge-
misch von Ninhydrin-positivem und -negativem Ma-
terial, was auf eine teilweise Pyroglutaminsiure-
bildung zuriickzufiihren ist.

C,sH,;CIN,0, (430,5).

Boc-Ala-Gln-Ile-ONB

Das oben erhaltene Gln-1le-ONB x HCl wurde in
250 ml DMF gelost, mit 15,5 g Boc-Ala-ONp ¢
(0,05 mol) und bei 0 °C mit 7ml TAA (0,05 mol)
versetzt. Nach 24 Stunden bei 0 °C und 24 Stunden
bei Zimmertemperatur wurde in 1,51 eiskalte ge-
sittigte NaCl-Losung eingegossen, wobei sich ein
Ol abschied, das nach 2 Stunden fest wurde. Der
Uberstand wurde 3-mal mit Athylacetat extrahiert
und der fest ausgefallene Anteil damit gelost. Die
vereinigten Essigester-Losungen wurden mit 5-pro-
zentiger NaHCO;-Losung, H,O und NaCl-Losung
intensiv ausgeschiittelt, getrocknet iber Natrium-
sulfat und eingeengt zu einem Ol. Aus Essigester/
Ather/Petrolither erhielt man ein gallertiges Pro-
dukt. Es wurde aus Methanol/Wasser umkristalli-
siert.

Ausbeute: 21 g (74,5%). Schmelzpunkt 150 —
152°C. [a] ' = —37,6 (¢ = 1, Methanol). DC:
V, VI, VII einheitlich.

Cy6HgoN;04 (565,6)
Ber. C 55,21 H 6,95 N 12,38,
Gef. C 55,43 H 7.04 N 12,60.
Ala-Gln-T1le-ONB x TFA

14 g (0,025 mol) Boc-Ala-Gln-1le-ONB wurden
eine halbe Stunde lang mit Trifluoressigsdure unter
Feuchtigkeitsausschlufy stehen gelassen. Nach Ein-
engen im Vakuum wurde mit abs. Ather versetzt
und gut durchgeknetet. Der Ather wurde dekantiert
und der Riickstand aus Methanol vorsichtig mit
Ather gefillt. Das Produkt ist gallertig, lieB sich
aber gut absaugen.

Ausbeute: 11,8 g (84%). Schmelzpunkt 158 —
160°C. [a]y} = —15,3 (¢ = 1, Methanol).
Co3H3oF3N;04 (579).

Die Abspaltung des Boc-Restes mit 4 N HCI/
Dioxan fithrte zu einem Produkt, das sich durch
Verreiben mit Ather zwar in fester Form erhalten
lie}, das jedoch nicht umkristallisierbar war.
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Boc-Thr-Ala-GIn-1le-ONB

14,5 g (0,05 mol) Ala-Gln-1le-ONB xTFA, 10,2 g
(0,075 mol) HOBt und 11 g Boc-Thr® (0,05 mol)
wurden in 250 ml DMF gelost, bei — 10 °C zuerst
mit 6 ml N-Methylmorpholin (0,05 mol) neutrali-
siert und dann mit 11 g DCCI (0,055 mol) in 50 ml
DMEF versetzt. Nach Riihren tiber Nacht, wobei man
langsam auf Zimmertemperatur kommen liel3, wurde
vom ausgefallenen DC-Harnstoff abgetrennt und die
DMF-Losung in 1200 ml eiskalte Kochsalzlosung
eingeriihrt. Das Peptid fiel als Schmiere aus. Nach
Extraktion mit Athylacetat und dem iiblichen Aus-
schiitteln der Losung wurde erst aus Essigester/Pe-
troldther, dann aus Essigester umkristallisiert.

Ausbeute: 10,8 g (63%). Schmelzpunkt 153 —
155°C. [a] 3 = —41,5 (¢ = 1, Methanol). DC:
I, II, V einheitlich.
C30HyNgOyy (666,8)

Ber. C 54,04 H 6,96 N 12,60,
Gef. C 54,61 H 7,06 N 12,37.

Thr-Ala-Gln-1le-ONB xTFA

6,7 g Boc-Thr-Ala-Gln-1le-ONB wurden wie ib-
lich mit TFA von der Boc-Gruppe befreit. Nach Ein-
engen und Verreiben mit abs. Ather erhielt man ein
weilles Pulver.

Ausbeute: 6,7 g (98%). Schmelzpunkt unscharf
ab 50 —90°C. [a] 3 = —29,2 (¢ = 1, Methanol).
DC: I, II, V einheitlich. Cy;Hz9F3NO; (680,6).

Das Produkt wurde ohne Analyse verwendet.

Boc-Thr-Ala-Gln-Ile-OH

6,7 g Boc-Thr-Ala-Gln-Ile-ONB (0,01 mol) wur-
den in 150 ml Methanol + 1ml Eisessig mit Pd/
Aktivkohle katalytisch hydriert. Nach Filtrieren und
Einengen erhielt man ein Ol, das nach intensivem
Verreiben mit abs. Ather fest wurde. Das schlecht
absaugbare Produkt wurde iber P,O; getrocknet.
Es war hygroskopisch und wurde ohne Analyse
weiterverarbeitet. Cy3Hy;N;O0q (531,6).

Boc-Met-Lys(Z)-OMe

43 g Boc-Met-DCHA 7 (0,1 mol) und 33 g Lys(Z)-
OMe x HCI1® (0,1 mol) wurden in 350 ml Methylen-
chlorid aufgeschlimmt. Bei —5°C gab man 22¢
DCCI (0,11 mol) in 50 ml Methylenchlorid hinzu.
Unter Riihren liel man tber Nacht auf Zimmer-
temperatur kommen. Es wurde abgesaugt, der Nie-
derschlag gut gewaschen und das Filtrat eingeengt.
Nach Aufnahme in Essigester filtrierte man noch
einmal etwas Harnstoff ab, wusch die Essigester-
Losung wie tiblich, trocknete iiber Na,SO,, engte
ein und kristallisierte 2-mal aus Athylacetat/Petrol-
dther um.

Ausbeute: 40 g (76%). Schmelzpunkt 73 — 75 “C.
[alp = —14,3° (¢ = 1, Methanol). DC: VI und
VII einheitlich.
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Cy5H3oN3;0,S (525,7)
Ber. C 57,13 H 747 N 7,99 8§ 6,09,
Gef. C 56,84 H 7,51 N 7,84 S 5,95.
Die gleiche Reaktion mit freiem Boc-Met und
TAA als Base fiihrte in gleicher Ausbeute zum glei-
chen Produkt. Mit Boc-Met-ONp erhielt man nur ca.
50% Ausbeute.

Boc-Met-Lys(Z)-NH,

10,5 g Boc-Met-Lys(Z)-OMe (0,02 mol) wurden
in 200 ml abs. Methanol gelost und im Eisbad Am-
moniak bis zur Sattigung eingeleitet. Man lie} den
verschlossenen Kolben 3 Tage bei Zimmertempera-
tur stehen, engte ein und kristallisierte aus Athanol/
Petroladther.

Ausbeute: 9,2 ¢ (90%). Schmelzpunkt 147 —
149 °C. [a]} = —18,5° (¢ = 1, Methanol). DC:
V, VI und VII einheitlich.

Co H3sN,O6S (510,7)
Ber. C 56,42 H 7,50 N 10,97 S 6,28,
Gef. C 56,46 H 7,67 N 10,75 S 6,72.

Met-Lys(Z)-NH, xTFA

10,2 g Boc-Met-Lys(Z)-NH, (0,02 mol) wurden
in 40 ml Methylenchlorid aufgeschlimmt und mit
40 ml TFA versetzt, nach 20 min wurde am Rota-
tionsverdampfer eingeengt, der Riickstand mit abs.
Ather versetzt und verrieben. Nach Stehen im Eis
wurde der Niederschlag fest. Es wurde 2-mal aus
Athanol/Petrolither umkristallisiert.

Ausbeute: 9g (88%). Schmelzpunkt 179 — 180
°C. [a]® = 8,2° (¢ = 1, Methanol). DC: I, II
einheitlich.

Cy Hj1F3N,O4S (524,6)

Ber. C 48,08 H 594 N 10,67 S 6,11,

Gef. C 48,41 H 6,09 N 10,44 S 6,16.

Erfolgt die Abspaltung mit 70-prozentiger wélri-
ger Trifluoressigsdure (3 Stunden), so erhielt man
sofort ein chromatographisch einheitliches Produkt.

Boc-Thr-Ala-Gln-Ile-Met-Lys(Z)-NH,
2,66 g (0,005 mol) Boc-Thr-Ala-Gln-Ile und 2,6 g
Met-Lys(Z)-NH, x TFA (0,005 mol) wurden in
100 ml DMF gelost unter Zusatz von 1 g HOBt
(0,0075). Bei —5°C gab man zuerst 0,6 ml N-
methylmorpholin (0,005 mol) und dann 1,1 g
(0,0055 mol) DCCI in 20 ml DMF hinzu und liefl
unter Rithren iiber Nacht auf Zimmertemperatur
kommen. Nach 3 Stunden begann das Produkt und
DC-Harnstoff auszufallen. Es wurde abgesaugt und
der Riickstand mehrmals mit Propanol ausgekocht.
Ausbeute: 3,5 g (77)%. Schmelzpunkt 248 —
250°C. [a] H = —11,2 (¢ = 0,5, DMF). DC: I,
I1, I1I einheitlich.
C42HgoNgO4,S  (908,1)
Ber. C 55,55 H 7,66 N 13,88 S 3.53,
Gef. C 56,05 H 7,89 N 13,71 S 3,55.
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Thr-Ala-Gln-Ile-Met-Lys(Z)-NH,
xTFA

9,1 g Boc-Thr-Ala-Gln-Ile-Met-Lys (Z)-NH, (0,01
mol) wurden iiber Nacht mittels 70-prozentiger wil-
riger Trifluoressigsdure deblockiert. Nach Ein-
engen und Versetzen mit Athanol erhielt man ein
weilles Produkt, das in allen gepriiften Losungs-
mitteln — auller heiBem HMPT -- sehr schwer los-
lich ist.

Ausbeute: 9,2¢g (100%). Schmelzpunkt 255 °C.
[a]}f = —8,4° (¢ = 0,5, HMPT). DC: I, 1I, IIT -
einheitlich.
CyoHgoFsNgO4,S (922,1)

Ber. C 50,80 H 6,77

N 13,67 S 3,48,

Gef. C 50,21 H 6,92 N 13,29 S 3.41.
Aminosédureanalyse
Thr  Ala Gln Ile Met  Lys
Ber. 1 1 1 1 1 1
Gef. 0,90 1,00 1,00 1,07 0,97 1,05

Boc-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-
Ile-ONB

4,6 g Boc-Val-Ala-Thr-Ala-OH (0,01 mol), 6,7 ¢g
Thr-Ala-Gln-1le-ONB x TFA (0,01 mol) und 9,5 g
HOBt (0,015 mol) wurden in 150 ml DMF gelost
und bei —10 °C erst mit 1,2 ml (0,01 mol) N-Me-
thylmorpholin und dann mit 2,2g DCCI (0,011
mol) in 20 ml DMF versetzt. Unter Riihren lieB3
man iiber Nacht auf Zimmertemperatur kommen.
Dabei war DC-Harnstoff und Peptid ausgefallen.
Nach Absaugen und Waschen mit kaltem DMF, Iso-
propanol und Wasser wurde 3-mal mit Isopropanol
ausgekocht.

Ausbeute: 7,8g (78%). Schmelzpunkt 245 °C.
[a]l® = —15,0 (¢ = 0,5, DMF). DC: I, II, III
einheitlich.

Cy5H,5N;0046 (1009,2)

Ber. C 53,56 H 7,19 N 13,88,
Gef. C 52,88 H 7,08 N 13,51.
Aminoséureanalyse
Val  Ala Thr  GIln Ile
Ber. 1 3 2 1 1
Gef. 0,99 3,10 2,00 1,00 1,01

Boc-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-
Ile-OH

4 g (0,004 mol) Boc-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-
Gln-1le-ONB wurden in 250 ml DMF auf ca. 100 °C
erwarmt, bis sich der grofite Teil gelost hatte. Nach
Abkiihlen auf Zimmertemperatur wurde mit PdO,
als Katalysator hydriert. Das Erwdarmen und Ab-
kithlen wurde mehrmals wiederholt bis eine klare
Losung bestehen blieb und kein Wasserstoff mehr
aufgenommen wurde. Dann wurde filtriert, im Va-
kuum eingeengt und mit Methanol gefallt.

Ausbeute: 3,1 g (86%). Schmelzpunkt 227 —
228°C. [a]lp = —12,4 (¢ = 0,5, DMF). DC: 1,
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II, III, V einheitlich.

CysHg;:NoOy4 (902,2)
Ber. C 50,58 H 7,49 N 13,97,
Gef. C 49,73 H 7,19 N 14,35.
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