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Peptide Synthesis, Peptides with Hydrolytic Activity

The synthesis by conventional methods of the peptides Z-Asp-Cys-NH,, Z-Asp-Gly-Cys-NH,,
Z-Glu-Gly-Cys-NH,, Z-His-Ala-Gly-Gly-Cys-NH,, Z-His-Ala-Asp-Gly-Cys-NH, and Z-His-Ala-Asp-
Gly-OCHj, is described. Cystin was used for SH-protection; reduction of the disulfides was per-
formed by mercaptoethanol. The hydrolytic activity of these peptides with p-nitrophenylacetate as
substrate was compared with the activity of a number of peptides described in the literature.

Zahlreiche hydrolytisch aktive Enzyme benétigen
keine Cofaktoren oder Cosubstrate; katalytisch wirk-
sam werden bei ihnen ausschlielllich die funktionel-
len Grupepn der Enzymproteine! 2. Wesentliche
Faktoren fiir das Verstidndnis des molekularen Me-
chanismus dieser Enzyme sind Orientierung, Koope-
ration und Nachbargruppeneffekte der unmittelbar
an der Katalyse beteiligten funktionellen Grup-
penl 3. Diese Vorstellungen werden durch Modell-
studien 4, Modifizierungsexperimente > und Rontgen-
strukturanalysen! zahlreicher Enzyme gestiitzt.
Unter den funktionellen Gruppen der Proteine neh-
men in Hinblick auf ihre mogliche Rolle bei der
Enzymkatalyse SH- und Carboxylgruppen sowie
Imidazolreste eine besondere Stellung ein, die sich
aus den chemischen und physikalisch-chemischen
Eigenschaften vor allem des Imidazolrestes ¢ und der
SH-Gruppe 7 ergeben.

Wihrend die katalytischen Eigenschaften der SH-
Gruppe und des Imidazols in monofunktionellen
Katalysen an zahlreichen Modellsystemen untersucht
wurden % 8, gibt es bisher nur wenige Untersuchun-
gen zur multifunktionellen, kooperativen Katalyse
unter Beteiligung von SH-, Imidazol- und Carboxyl-
gruppen 2715,

In Fortsetzung unserer fritheren Untersuchun-
gen % 11 zur kooperativen Katalyse mit niedermole-
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kularen Verbindungen wie 4 ($-Mercaptoithyl)imi-
dazol und 4-Mercaptomethylimidazol haben wir eine
Anzahl von Histidin-, Cystein- und Asparaginsdure-
haltigen Peptiden synthetisiert und versucht, Hin-
weise auf mogliche kooperative Effekte der funktio-
nellen Gruppen der Peptide aus einer eingehenden
kinetischen Analyse ihrer katalytischen Eigenschaf-
ten bei der Esterhydrolyse zu erhalten4. Wir be-
richten in der vorliegenden Arbeit tiber die Synthese
der Peptide und einen Vergleich ihrer katalytischen
Effektivitit mit der anderer in der Literatur be-
schriebener ,,Esterase-Modelle“ mit Peptidstruktur.

Synthese der Peptide

Die Synthese der Peptide Z-Asp-Cys-NH, , Z-Asp-
Gly-Cys-NH,, Z-Glu-Gly-Cys-NH,, Z-His-Ala-Gly-
Gly-Cys-NH,, Z-His-Ala-Asp-Gly-CysNH; und Z-
His-Ala-Asp-Gly-OCH; wurde nach konventionellen
Methoden durchgefiihrt, deren wesentliche Merk-
male sich wie folgt zusammenfassen lassen: In allen
Fillen wurde Cystin fiir die Synthese verwendet!?
und damit ein spezieller SH-Schutz umgangen. Re-
duktion der Peptiddisulfide erfolgte mit Mercapto-
dthanol. Als Schutz der f- bzw. y-Carboxylgruppe
der Asparaginsiure und Glutaminsdure wurde der
tert-Butylester 17 verwendet. Die Kupplung der Pep-
tidbindungen wurde hauptsiichlich nach der DCCI/
HOBt-Methode '8, in einigen Féllen auch tiber p-Ni-
trophenylester durchgefiihrt, Histidin wurde nur
iiber die Azidmethode ohne Schutz des Imidazol-
restes gekuppelt. Die N-terminale Aminogruppe und
C-terminale Carboxylgruppe der Endprodukte blie-
ben geschiitzt, um ihren moglichen Einfluf} bei der
Katalyse auszuschalten. Zur Synthese der Pentapep-
tide wurden verschiedene Wege beschritten; von die-
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sen erwies sich der in Schema I beschriebene am ge-
eignetsten: Dabei wurde Z-His-Ala-azid, das aus
dem Hydrazid nach dem Rudinger-Verfahren? her-
gestellt worden war, mit den Tripeptiddisulfiden
(Asp-Gly-Cys-NH,), bzw. (Glu-Gly-Cys-NH,), mit
freier f- bzw. p-Carboxylgruppe gekuppelt. Die
Kupplung des Dipeptidazids mit dem Disulfid (Glu-
Gly-Cys-NH,) , fiihrte zu einem sehr schwer loslichen
Pentapeptidderivat, dessen Loslichkeit auch durch
Reduktion mit Mercaptoidthanol nicht wesentlich ver-
bessert werden konnte. Wegen Loslichkeitsschwierig-
keiten und den sich daraus ergebenden Reinigungs-
problemen war dieses Peptid fiir katalytische Mes-
sungen nicht geeignet. Im Falle des geschiitzten
Pentapeptids Z-His-Ala-Gly-Gly-Cys-NH, fiihrte eine
schrittweise Synthese beginnend mit Cystindiamid
zum Ziel.

His Ala Asp Gly (C,ys)z
(Glu)
Z—t—0Me Z—1—0H =T—NH,
DCCI/HBT
Z——NHNH, z 2 NH,
OBut
Z——Ns —+—0Me  Z—~0OH NH,
OBut
DCCI/HBT
z OMe Z NH,
Z N3 NH,
z NH,

Synthese - Schema 1.

Katalytische Eigenschaften
Uber die pH-Abhingigkeit der scheinbaren und

wahren Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ord-
nung k, und k, der durch die beschriebenen Peptide
katalysierten Hydrolyse von NPA und zer¢-Butyloxy-
carbonyl-Ala-ONp wurde bereits in einer voran-
gehenden Arbeit 2 berichtet. Ein Vergleich der kata-
lytischen Aktivitdat der Peptide und derjenigen der
SH-Proteasen Papain und Streptokokken-Protease
hatte auBlerdem gezeigt, da} Papain 10°mal und
Streptokokken-Protease 10mal aktiver gegeniiber
Boc-Ala-ONp als Substrat sind, als die aktivsten der
hier beschriebenen Peptide 1* 20.

In der vorliegenden Arbeit wird die katalytische
Effektivitdat verschiedener, in der Literatur beschrie-
bener hydrolytisch aktiver Peptide unterschiedlich-
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ster Struktur mit NPA als Substrat mit der Aktivi-
tdt der von uns synthetisierten Peptide verglichen.
Dieser Vergleich ist anhand der nachstehenden Ta-
bellen I und II auf der Basis der Geschwindigkeits-
konstanten zweiter Ordnung der Hydrolyse von NPA
moglich.

In Tab.I sind Peptide zusammengefalit, die als
Modellverbindungen der Serinproteasen die Amino-

Tab. I. Geschwindigkeitskonstanten 2ter Ordnung der durch
Histidin — Peptide katalysierten Hydrolyse von NPA.

Peptide ks Bedingungen Lit.
[1-mol™
*min™]
c-His-Ser 8,3 pH 8,0; 24° 21
c-His-Tyr 10,6 pH 8,0;24° 21
c-His-His 11,4 pH8,0;24° 21
Ser-His-Asp 45,0 pH 7,5;25° 22
Ser-y-Abu-His-y-Abu-Asp 147,0 pH 7,5;25° 22
Gly-His-Ser 15,0 pH 7,8;28° 23
His-Ala-Asp-Gly-Ser 210,0 — 24
His-Ala-Glu-Gly-Ser 87,0 — 24
His-Ala-Gly-Ser 15,0 — 24
His-Gly-Asp-Ser-Phe 179,0 - 24
His-Gly-Glu-Ser-Phe 93,0 — 24
His-Asp-Gly-Ser 150,0 - 24
His-Glu-Gly-Ser 63,0 — 24
His-Gly-Tyr-Ser 21,0 — 24
Gly-His-Gly-Ser 17,0 — 24
Thr-Ala-Ser-His-Asp 92,0 pH 7,7; 25° 25
Glu-Ser-Gly-Gly-His- 5,3 pH 6,2; 20° 26
OCH;,
Glu-Gly-Gly-His-OCH, 53 pH 6,2;20° 26
Z-His-Ala-Asp-Gly-OCH, 19,8 pH 7,5; 25° 20
¢ (Gly-His-Ser-Gly-His- 7,0 pH 7,8;24° 22
Ser)
Ser-Gly-Gly-His-Gly- 9,0 pH7,7;27° 31
Gly-His-Gly-Asp
Ser-Gly-Gly-His-Gly-Gly- 12,0 pH 7,7;27° 31

His-Gly-Asp-OCH,4

sduren Histidin, Serin und Asparaginsdure im Mole-
kil vereinen, oder den Effekt eines Austausches
dieser Aminosduren auf die katalytische Effizienz
der Peptide wiedergeben. Tab. II fafit Cysteinpep-
tide zusammen, die fiir Modellstudien zum Mecha-
nismus der SH-Proteasen wie Papain, Ficin oder
Streptokokken-Protease herangezogen wurden; ein
grofler Teil von ihnen enthilt als weitere trifunktio-
nelle Aminoséure ebenfalls Histidin.

Unter den Peptiden in Tab.I fallen vier auf,
deren Geschwindigkeitskonstanten erheblich iiber 102
[1'mol~*-min~!] liegen. Gemeinsam ist diesen das
Vorkommen von Histidin, Asparaginsdure und
Serin in verschiedenen Positionen und Abstédnden.

Bei der Synthese des Ser-y-Abu-His-y-Abu-Asp streb-
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Tab. II. Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung der
durch Cystein-Peptide katalysierten Hydrolyse von NPA.

Peptide [1mol™  Bedingun- Lit.
‘min”!]  gen*
]
c-Cys-Gly 480 12
c-Cys-His 552 12
c-Cys-Ser 440 12
Glu-y-Cys-Gly 380 30
Ac-Cys-His-Asp 1226 10
Z-Asp-Cys-NH, 718 20
Z-Asp-Gly-Cys-NH, 859 20
Z-Glu-Gly-Cys-NH, 1221 20
Thr-Ala-Cys-His-Asp 30 ** pH 7,7;23° 27,28
Ac-Cys-y-Abu-His-y- 1940 10
Abu-Asp
Z-His-Ala-Gly-Gly-Cys- 1531 20
NH,
Z-His-Ala-Asp-Gly-Cys- 2534 20
NH,
¢ (His-Gly-Cys-D-Phe- 19,6 ** pH 7,7;24° 29
¥)e
Ser-Pro-Cys-Ser-Glu- 1350 pH8,3;25° 15
Thr-Tyr
* pH 7,5 25°C.

** Scheinbare Geschwindigkeitskonstante zweiter
ky': kyfc.

Ordnung

ten die Autoren 22 an, die Flexibilitit und damit die
Mébglichkeit von Wechselwirkungen der funktionel-
len Gruppen zu erhéhen. Aus der im Vergleich zu
anderen, ahnlich gebauten Peptiden erheblich ge-
steigerten Aktivitat schlieflen sie, daf} bei der Kata-
lyse kooperative Effekte wirksam werden. Die Se-
quenz Thr-Ala-Ser-His-Asp 2 ist Teil des aktiven
Zentrums der Phosphoglucomutase. Die hydrolyti-
sche Aktivitdt dieses Peptids wurde wegen des Vor-
kommens von Serin, Histidin und Asparaginsdure
gemessen. Besonderes Interesse verdient an diesem
Peptid die Beobachtung, dal mit N-Methoxycarbo-
nyl-phenylalanin-p-nitrophenylester als Substrat eine
Stereoselektivitit der Hydrolyserate beobachtet wird,
indem die L-Verbindung mit der doppelten Ge-
schwindigkeit wie die D-Verbindung umgesetzt wird:
ky =62 [I'mol™'-min~!] fiir die L-Verbindung; k,
=32 [I'mol™!min!] fiir die D-Verbindung 2.
An drei Beispielen wird der Effekt des Austau-
sches von Asparaginsiure gegen Glutaminséure deut-
lich 24, Dieser Austausch fiihrt immer zu einem deut-
lichen Abfall der k,-Werte, prozentual um etwa
50 — 60%. Peptide, in denen eine saure Aminosiure
iberhaupt fehlt, erreichen meistens nur geringe
ky-Werte; auf diesen Punkt weisen besonders Ka-
poor und Trimboli?* hin. Es gibt aber auch Bei-
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spiele, bei denen trotz Vorhandensein von Histidin,
Serin und Asparaginsdure nur sehr geringe Aktivi-
titen beobachtet werden 3!.

Nach den aus der Tabelle zu entnehmenden Akti-
vitdten der cyclischen Peptide fithrt eine Einschrin-
kung der Flexibilitit durch Cyclisierung eher zu
einer Erniedrigung der katalytischen Effektivitat; es
gibt allerdings auch andere Beobachtungen 28.

Tab. II gibt eine Ubersicht iiber die katalytischen
Konstanten der durch verschiedene Cyteinpeptide
katalysierten Hydrolyse von NPA. Generell liegen
die Konstanten wegen der grofleren nucleophilen
Reaktivitit von SH-Verbindungen?®® im Vergleich
zum Imidazol eine GroBlenordnung iber denen der
Histidinpeptide der Tab. I. Besonders zu erwdhnen
ist, dall bei den Verbindungen Thr-Ala-Cys-His-
Asp 2728, Z-His-Ala-Asp-Gly-Cys-NH, 1+ 20, Z.His-
Ala-Gly-Gly-Cys-NH, 2 und ¢ (His-Glu-Cys-D-
Phe-Gly), 2° mit steigenden NPA-Konzentrationen
eine Sattigungskinetik beobachtet wird und aus den
Lineweaver-Burck-Diagrammen scheinbare K,,-Werte
fir NPA bestimmt werden konnen. Wie man aus
Tab. II weiter erkennt, werden die hochsten Aktivi-
taten mit Peptiden beobachtet, die Cystein, Histidin
und Asparaginsdure im Molekiil enthalten; auller-
dem wird deutlich, dal mehrere Sequenzen Cystein-
Analoge der Peptide aus Tab. I darstellen, in denen
Serin gegen Cystein ausgetauscht wurde 2 1%, Dabei
beobachtet man auf einem hoheren Aktivitatsniveau
dieselbe Abstufung der Aktivitdt wie bei den Serin-
peptiden.

Ser-Pro-Cys-Ser-Glu-Thr-Tyr 1* stellt die Sequenz
159 — 165 der Carboxypeptidase dar. Fir den Wir-
kungsmechanismus dieses Peptids bei der Ester-
hydrolyse formuliert Fridkin!> eine konzertierte
SdureBasen-Katalyse unter Beteiligung einer Carb-
oxylgruppe und Tyrosin-OH-Gruppe.

In einigen Fillen wurde auch die pH-Abhéngig-
keit der ky,-Werte untersucht. Bei dem einzigen Cy-
clopeptid der Tabelle wurde eine glockenformige
pH-Abhingigkeit mit einem Optimum bei 7,6 gefun-
den?*; das Cyclopeptid war aulerdem dreimal akti-
ver als das entsprechende lineare Peptid 2. Bei eini-
gen anderen Peptiden zeigt %k, ebenfalls deutliche
pH-Abhéngigkeit, wobei die Werte mit sinkendem
pH-Wert ansteigen 2% 14: 12,

Aus Tab. IT wird ersichtlich, daf} die in dieser
Arbeit beschriebenen Pentapeptide Z-His-Ala-Asp-
Gly-Cys-NH, und Z-His-Ala-Gly-Gly-Cys-NH, zu den
aktivsten bisher bekannten Cysteinpeptiden gehoren.
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Da sie auflerdem Sattigungskinetik bei der Ester-
hydrolyse zeigen!* und die nukleophile Reaktivi-
tat ihrer SH-Gruppen iiber das hinausgeht, was man
aufgrund der pK-Werte erwarten solte 14, wire eine
Untersuchung ihrer Konformation in Lésung von
Interesse.

Eine eingehende kinetische Analyse des katalyti-
schen Verhaltens der in dieser Arbeit synthetisierten
Peptide wird in einer nachfolgenden Arbeit beschrie-
ben.

Beschreibung der Versuche

Allgemeines

Die Schmelzpunkte wurden in dem Gerat nach Dr.
Tottoli in offenen Kapillaren bestimmt, sie sind
nicht korrigiert. Optische Drehungen wurden mit
dem lichtelektrischen Polarimeter 141 Perkin Elmer
bestimmt. C,H,N-Analysen wurden in der zentralen
Analytik des Fachbereichs Chemie ausgefiihrt.
Aminoséureanalysen wurden am Beckman Unichrom
durchgefiihrt. Die Peptide wurden in 6 N HCI nach
Begasung mit Argon 24 Stunden bei 110 °C hydro-
lysiert. Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden
Kieselgel-beschichtete Aluminiumfolien der Firma
Riedel de Haen verwendet. Als Laufmittel dienten:

I: n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1; II: n-Buta-
nol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30:20:6:24; III: n-Bu-
tanol / Eisessig/ Methanol / Pyridin / Methylenchlorid /
Wasser 4:1:1:1:2:1; IV: Propanol/Ammoniak/
Wasser 6:3:1; V: Chloroform/Eisessig 9:1; VI:
Chloroform/Cyclohexan/Eisessig 9:9:2.

Als Spriihreagenzien dienten:

5-prozentige Ninhydrinlésung in n-Butanol zum
Nachweis von Verbindungen mit freier Amino-
gruppe.

Pauly Reagenz (Diazosulfanilsdure)®? zum Nach-
weis histidinhaltiger Peptide.

Eine 10-prozentige Losung von Ellman Reagenz 33
in Phosphatpuffer pH 8 zum Nachweis von Verbin-
dungen mit freier SH-Gruppe. AuBlerdem wurde die
Chlor-Tolidin-Reaktion 3¢ angewandt. Die aus den
Disulfiden durch Reduktion mit Mercaptodthanol
gewonnenen Thiolverbindungen wurden vorwiegend
durch Diinnschichtchromatographie und Bestimmung
des SH-Gehaltes charakterisiert, da sich die C,H,N-
Analysen von S—S- und SH-Verbindungen nicht

unterscheiden.
Synthese der Peptide
(Z-Asp-Cys-NH,) »

4 g Cystindiamid x 2 HBr* (10 mmol) werden
in 100 ml DMF gel6st, mit 2,8 ml TAA versetzt und

Synthese und katalytische Eigenschaften hydrolytisch aktiver Peptide
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solange auf 40 °C erhitzt, bis alles ausgefallene Cy-
stindiamid wieder gelost ist. Anschlieflend tropft
man 7,5g Z-Asp-Anhydrid 3¢ (30 mmol) in 50 ml
THF zu. Man lat den Reaktionsansatz unter stin-
digem leichten Erwarmen tiber Nacht rithren, kiihlt
ab, filtriert und fillt mit Ather. Zur Entfernung des
iiberschiissigen Z-Asp-Anhydrid bzw. Z-Asp riihrt
man das Produkt mehrmals mit 200 ml Essigester
bei 60 °C. Nach Abfiltrieren versetzt man den Nie-
derschlag zweimal mit je 100 ml 5-prozentiger Zitro-
nenséure, um nicht umgesetztes Cystindiamid zu ent-
fernen, danach wird mit Wasser neutral gewaschen
und getrocknet. Zur weiteren Reinigung kristallisiert
man aus Methanol um.

Ausbeute: 5,0g (68%). Schmelzpunkt: 199 °C.

[a]}f = —95,9; (¢ = 1; DMF). DC: I, II, III
einheitlich.
C3oH36Ng02S, (736,8)
C H N
ber. 48,90 4,89 11,41;
gef. 48,68 4,65 11,42.
Z-Asp-Cys-NH,
Reduktion des Disulfids

1 g Disulfid wird in 5ml DMF gel6st und mit
10 ml Mercaptodathanol versetzt. Man rithrt das
Reaktionsgemisch 3 Stunden bei 35 °C und iiber
Nacht bei Raumtemperatur. Die reduzierte Verbin-
dung wird mit Ather ausgefillt und zweimal aus
Methanol/Ather umkristallisiert. Wegen der schlech-
ten Loslichkeit des Disulfids in Mercaptodthanol ist
die Reduktion ohne Zusatz von DMF nicht zufrie-
denstellend.

Ausbeute: 700mg (70%). Schmelzpunkt 161 —
162 °CDC: I, II, III einheitlich, aber vom Di-
sulfid chromatographisch nicht zu unterscheiden.

CisH gN306S (369,4).

SH-Gehalt nach zweimaliger Reduktion: 90%.

(Z-Gly-Cys-NH,) »

12 g Cys-diamid x 2 HBr (30 mmol), 18,6 g Z-
Gly 37 (80 mmol) werden in 150 ml DMF gelost,
auf —10 °C abgekiihlt und nacheinander mit 9,2 g
HOBt (66 mmol), 8,4 ml TAA (60 mmol) und
12,1 g DCCI (66 mmol) in 30 ml DMF versetzt.
Man ldaft das Reaktionsgemisch iiber Nacht auf
Raumtemperatur kommen, saugt den ausgefallenen
DC-Harnstoff ab und gieit die DMF-Losung in Eis-
wasser. Die wiirige Phase wird mit viel Essigester
ausgeschiittelt. Man wischt die Essigester-Phase
nacheinander mit 5-prozentiger NaHCO;-Losung
5-prozentiger Zitronensdure und mit Wasser sdure-
frei. Die Reinigungsschritte miissen schnell erfolgen,

da das Produkt sehr schlecht in Essigester 16slich ist



538

und zunehmend ausfdllt. Das aus dem Essigester
ausgefallene Produkt wird, nachdem es vollstindig
getrocknet ist, zur weiteren Reinigung mit Essigester
ausgekocht.

Ausbeute: 12,3g (65%). Schmelzpunkt: 165 °C.

[a]} = —93,9 (¢ = 1; DMF). DC: I, II, III,
IV einheitlich.
Co6H3:08NgS, (620,68)
C H N
ber. 50,31 5,16 13,54;
gef. 50,51 5,02 13,54.
(Gly-Cys-NH,), x 2 HBr

Zu einer Suspension von 12,5 g (Z-Gly-Cys-NH,),
(20 mmol) in 80ml Eisessig gibt man 40ml 4N
HBr/Eisessig; es tritt sofort Losung ein. Nach
5—10min Rithren bei Raumtemperatur beginnt
das Reaktionsprodukt auszufallen. Der Niederschlag
wird nach 60 min abgesaugt und mit viel Ather ge-
waschen. Zur Reinigung kristallisiert man aus Me-
thanol/Ather um.

Ausbeute: 9,4 g (90%). Schmelzpunkt: 221 °C
unter Zesetzung. DC: I, II, IV einheitlich.

CyoH5004NgS, x 2 HBr (514,3)

Die Substanz ist sehr hygroskopisch.

(Z-Asp- ($-OBut) -Gly-Cys-NH,) ,

8,1 g Z-Asp(B-OBut) 3 (25 mmol) und 5,2 g
(Gly-Cys-NH,)  x 2 HBr (10 mmol) werden in 100
ml DMF gelost, auf — 20 °C gekiihlt und nachein-
ander mit 3,0 g HOBt (22 mmol), 2,8 ml TAA und
4,5g DCCI (22 mmol) versetzt. Nach sechsstiindi-
gem Riihren, bei langsamer Erwdrmung auf Raum-
temperatur, wird der ausgefallene DC-Harnstoff
abfiltriert und der Ansatz wie iiblich aufgearbeitet.
Laflt man den Ansatz 8 —10 Stunden riihren, so
kommt es unter Braunfiarbung zu erheblichen Neben-
reaktionen. Die Essigester-Phase wird eingeengt, das
Reaktionsprodukt fallt dabei aus. Nach Absaugen
wird mit Petroliather nachgefillt. Das Endprodukt
wird in viel Essigester unter Zusatz von moglichst
wenig Methanol gelost und mit wenig Ather gefillt.
Ausbeute: 6,3 g (66%). Schmelzpunkt: 189 —191

°C. [a]} = —86,3 (¢ = 1; DMF). DC: I, III,
IV einheitlich.
CyoH3gNg044S, (963,1)
C H N
ber. 52,38 6,07 11,64;
51,80 5,92 11,60.
(Z-Asp-Gly-Cys-NH,) ,

1lg (Z-Asp-Gly-Cys-NH,), wird mit 10 ml TFA
iibergossen und bei Raumtemperatur gerithrt. Nach
20 min wird das Reaktionsprodukt zur Trockne ein-
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rotiert. Beim Uberschreiten der Reaktionszeit tritt
ein leichter Ninhydrin-positiver Schatten im Chro-
matogramm auf. Der trockne Riickstand wird mit
Ather solange nachgewaschen, bis kein TFA-Geruch
mehr feststellbar ist. Zur weiteren Reinigung wird
aus Methanol/Ather umkristallisiert.

Ausbeute: 600 mg (70%). Schmelzpunkt: 196 —
199 °C. [2]% — —98,0 (¢ = 1; DMF). DC:

I, II, III einheitlich.
C34HysNg04,S, (850,9)
C H N
ber. 47,98 4,98 13,17;
gef. 47,83 4,92 12,98.
Z-Asp-Gly-Cys-NH,
Reduktion des Disulfids

1 g des Disulfids wird mit 10 ml Mercaptodthanol
versetzt. Nach zwei-stiindigem Riihren bei 50 °C ist
alles gelost, zur Vervollstaindigung der Reaktion
laBt man den Ansatz tiber Nacht bei Raumtempera-
tur riithren. Das Reaktionsprodukt fillt man mit
Ather aus und wischt solange bis kein Mercapto-
dthanol-Geruch mehr feststellbar ist. AnschlieBend
kristallisiert man aus Methanol/Ather um.
Ausbeute: fast quantitativ. Schmelzpunkt: 165 —

167 °C. DC: I, IV einheitlich, in III auch nach

mehrfachem Umbkristallisieren leichter Schatten

(vermutlich Disulfid).

C,1HuN,0,5 (426,).
SH-Gehalt: 92%.

(Z-Glu (y-OBu') -Gly-Cys-NH,) ,

Der Ansatz wird analog der Asparaginsidurever-
bindung durchgefiihrt. Statt Z-Asp (5-OBu') werden
dquimolaren Mengen (8,4 g) des entsprechenden
Glutaminséureesters 3% eingesetzt.

Ausbeute: 8,2 g (63%). Schmelzpunkt: 189 — 190
°C. DC: I, IV einheitlich, II, III zwei Banden.

CyqHgoNg04,S, (991,2)

C H N
ber. 53,32 6,31 11,31;
gef. 52,79 6,18 11.,46.
(Z-Glu-Gly-Cys-NH,) ,

Die Spaltung des tert-Butylesters erfolgte analog
zur Asparaginsdure-Verbindung mit TFA. Die Reak-
tion verlief mit gleicher Ausbeute.

[e]l} = —91,7 (¢ = 1; DMF). Schmelzpunkt:

181 —185°C. DC: I, II, III einheitlich.
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C36H46N801452 (87899)

C H N
ber. 49,19 5,28 12,755
48,53 4,93 12,37.

Z-Glu-Gly-Cys-NH,

Die Reduktion des Disulfids erfolgte analog zur
Reduktion des Asparaginsdure-haltigen Dipeptids.
Der Ansatz mul} allerdings eine Stunde unter Riick-
flul gekocht werden, um vollstindige Reduktion zu
erhalten.

DC: I, 1I, III einheitlich bis auf leichten Disulfid-
schatten. Schmelzpunkt: 174 —176 °C.

CisH5sN,O0;S (440,5)

SH-Gehalt nach mehrfacher Reduktion: 947.

(Glu-Gly-Cys-NH,) 5 x 2 HBr
5 g (Z-Glu(y-OBu')-Gly-Cys-NH,) » (5 mmol) wer-

den in 30 ml Essigsdure suspensiert, mit 20 ml 4 N
HBr/Eisessig versetzt und eine Stunde bei Raumtem-
peratur geriihrt. Anschliellend engt man zur Trockne
ein, nimmt den Riickstand in Ather auf und riihrt
30 min. Nach Absaugen kristallisiert man aus Me-
thanol/Ather um.

Ausbeute: 3,3 g (83%). Schmelzpunkt: 191 °C Auf-

schaumen; 197 °C Schmelzen unter Zersetzung.

DC: I, II, II1, IV einheitlich.
CaHgeNgOy9S:Brs (772,5)

(Asp-Gly-Cys-NH,) , x 2 HBr

5 g (Z-Asp(p-OBu')-Gly-Cys-NH,), werden in
30 ml Essigsaure mit 20ml 4 N HBr/Eisessig ver-
setzt und 90 min bei Raumtemperatur geriihrt. Der
Reaktionsansatz wird bei niedriger Temperatur zur
Trockne eingedampft, der feste Riickstand in Metha-
nol gelost und mit Ather gefillt. Man kristallisiert
das Reaktionsprodukt mehrere Male aus Methanol/
Ather um.

Ausbeute: 3,5 g (90%). Schmelzpunkt: 219 °C.

DC: I, II, III, IV einheitlich. [a]} = —100,7
(¢ = 1; DMF).
C18H32N801082Br2 (74‘4‘,5)
C H
ber. 29,04 4,33;
gef. 28,96 4,36.

Z-His-Ala-OCHg
1) Vorbereitung der Carboxylkomponente

33 g Z-His-Hydrazid4® (110 mmol) werden in
150 ml 2N HCI gelost und auf —5 °C abgekiihlt.
Zu dieser Losung tropft man 7,7 g NaNO, in 50 ml
Wasser. Fiinf min nach Zugabe wird die Reaktions-

16sung mit 300 ml kaltem Essigester tiberschichtet.
Man setzt auf einmal 200 ml 50-prozentige K,CO3-
Lésung zu. Nach Abtrennen der Essigester-Phase
extrahiert man das Azid noch zweimal mit je 200 ml
Essigester und trocknet die vereinigten Essigester-
phasen kurz im Eisband tiber Natriumsulfat.

2) Vorbereitung der Aminkomponente

14 g Ala-OCH; x HCI#! (0,1 mol) werden in 150
ml DMF gelost, mit 14 ml TAA neutralisiert und
auf 0 °C gekiihlt.

Kupplung

1) wird in 2) filtriert, nach einigen Stunden der
Essigester bei Raumtemperatur i. Vak. eingedampft
und weitere 50 ml DMF zugesetzt. Nach 48 h Riih-
ren filtriert man den weilen Niederschlag ab, engt
das Filtrat ein und versetzt mit 21 Ather. Nach eini-
gen Stunden im Eisbad setzt Kristallisation ein. Zur
weiteren Reinigung wird noch zweimal aus wenig
abs. Athanol umkristallisiert.

Ausbeute: 30 g (80%). Schmelzpunkt: 132 °C.

[a]} = —16,2 (¢ = 1; DMF). DC: I, II, III,
IV einheitlich.
C,sHpO,N, (374,4)
C H N
ber. 57,74 5,92 14,96;
gef. 56,83 593  14.84.

Z-His-Ala-Hydrazid
18,7 g Z-His-Ala-OCH; (0,05 mol) werden in

moglichst wenig Methanol gelost und nach Zugabe
von 26 ml Hydrazinhydrat tiber Nacht bei Raum-
temperatur geriithrt. Der grofite Teil des Produkts
fdllt wihrend der Reaktion aus, der Rest wird mit
Ather gefdllt. Zur Reinigung kristallisiert man aus
wenig Athanol um.

Ausbeute: 16,6 g (89%). Schmelzpunkt: 178 °C.

[a]} = —5,4 (¢ = 1; DMF). DC: 1, 11, III
einheitlich.
Ci7H55NgO, (374,4)
G H N
ber. 54,55 5,88 22,40;
gef. 54,73 6,05 22,33.

(Z-His-Ala-Asp-Gly-Cys-NH,) ,

3,74 g Z-His-Ala-Hydrazid (10 mmol) werden in
10 ml 4 N~ HCl/Dioxan und 40 ml DMF gelst und
auf — 40 °C abgekiihlt. Man setzt 1,62 ml iso-Amyl-
nitrit (12 mmol) zu und rithrt 30 min bei — 40 °C.
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Danach wird der Reaktionsansatz mit 5,6 ml TAA
(40 mmol) in 10 ml DMF neutralisiert und sofort
mit einer vorgekiihlten Losung von 2,23 g (Asp-
Gly-Cys-NH,), (3,3 mmol) in 30 ml DMF und
1,84 ml TAA versetzt. Man ldBt den Reaktionsansatz
zwei Stunden bei —40 °C, je 12h bei — 20 °C und
0°C und einen Tag bei Raumtemperatur riihren.
Durch gelegentliche tropfenweise Zugabe von TAA
wird der pH zwischen 7,5 und 8,0 gehalten. Nach
24 Stunden ist im Chromatogramm keine Aminkom-
ponente mehr nachweisbar. Zur Aufarbeitung kiihlt
man auf —30 °C ab, um die Ausfillung des Salzes
zu vervollstdndigen. Nach Abtrennung vom ausge-
fallenen Salz wird das Reaktionsprodukt mit viel
Essigester aus der Losung gefillt. Die im Chromato-
gramm zahlreichen histidinhaltigen Nebenprodukte
bleiben neben weiteren Reaktionsprodukten in L&-
sung. Zur Vervollstandigung der Ausbeute fallt man
nach Einengen mit Ather, 15st die Atherfillung in
wenig DMF und setzt nochmals Essigester zu. Die
vereinigten Essigester-Féallungen werden mit Metha-
nol ausgekocht; wegen der schlechten Léslichkeit in
organischen Losungsmitteln konnte das Produkt auf
diesem Wege nicht weiter gereinigt werden. Wegen
der Loslichkeitsschwierigkeiten wurde das Pentapep-
tid-Disulfid in das Hydrochlorid umgewandelt. Das
mehrfach durch Auskochen mit verschiedenen orga-
nischen Losungsmitteln gereinigte Produkt wird mit
4N HCl/Dioxan tibergossen, 10 min bei Raumtem-
peratur geriihrt und am Rotationsverdampfer einge-
engt. Das entstandene Hydrochlorid war aus Metha-
nol/Ather umkristallisierbar.

Ausbeute: 2g (45%). Schmelzpunkt: 157 °C Zer-
setzung, [a]3 = —73,5 (¢ = 1; DMF). DC:
I, II, III, IV bis auf leichten Pauly-positiven
Schatten einheitlich.

C55HgeN 10155 x 2 HCI (1340,3)

C H N
ber. 46,60 5,11 16,72;
gef. 46,91 5,08 16,06.
Aminosdureanalyse:
His Ala Asp Gly Cys
ber. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00;
gef. 1,09 1,01 0,96 1,00 1,00.

Z-His-Ala-Asp-Gly-Cys-NH,
Reduktion des Disulfids

1g Disulfid wird in 5ml DMF unter Erhitzen
gelost, danach setzt man 10 ml Mercaptoédthanol zu
und rithrt 24 Stunden bei 40 °C, es bildet sich im
Verlauf der Reaktion eine Gallerte. Zur Vervollstan-
digung der Reduktion setzt man nochmals Mercapto-
dthanol zu und erhitzt eine Stunde auf 80 °C. Beim
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Abkiihlen fallt das Reaktionsprodukt als Gallerte

an. Nach Zusatz von Ather und lingerem Stehen

im Eisbad wird abgesaugt und mehrfach unter Zu-

satz von wenig Wasser aus Methanol umkristalli-

siert.

Ausbeute: 300 mg. Schmelzpunkt: 181 °C. DC: I,
I1, IIT einheitlich.

CoH34NgOyS (634,7)

C H
ber. 49,21 5,40;
gef. 49,00 5,45.

(Z-His-Ala-Glu-Gly-Cys-NH,)

Die Umsetzung erfolgte analog dem entsprechen-
den Asparaginsiure-Peptid. Die Reinigung erfolgte
durch mehrfaches Auskochen mit verschiedenen or-
ganischen Losungsmitteln. Selbst in heilem DMF ist
das Reaktionsprodukt unloslich. Die Umwandlung
in das entsprechende Hydrochlorid brachte eine ge-
ringe Verbesserung der Loslichkeitseigenschaften.
[¢]f = —51,4 (¢ = 1; DMF). Schmelzpunkt:

180 °C unter Zersetzung. DC: I, II, III leichter

Pauly-positiver Schatten.

C54H;5N;6S,045Cl, (1367,4)

C H N
ber. 47,50 5,27 16,38;
gef. 47,68 4,98 15,67.
Aminosdureanalyse:
His Ala Glu Gly Cys
ber. 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00;
gef. 1,05 1,08 0,99 1,00 n.b.

(Z-Gly-Gly-Cys-NH,) »

5,2 g (Gly-Cys-NH,) , x 2HBr (10 mmol) und
6,4 g Z-Gly (30 mmol) werden in 100 ml DMF ge-
16st, auf — 20 °C abgekiihlt und nacheinander mit
4,5¢ HOBt (33mmol), 2,8ml TAA und 6,2¢
DCCI (30 mmol) versetzt. Man 1aft iiber Nacht bei
Raumtemperatur rithren; der ausgefallene DC-Harn-
stoff wird abfiltriert und das Filtrat in 11 Eiswasser
gegossen. Nach 60 min im Eisbad scheidet sich eine
feinkristalline Masse aus, die nach dem Trocknen
zur weiteren Reinigung nacheinander mit Essigester
und Methanol ausgekocht wird.

Ausbeute: 5,0g (69%). Schmelzpunkt: 224 —226

°C unter Zersetzung. [a] = —83,2 (¢ = 1;

DMF). DC: I, II, III, IV einheitlich.

CsoHzs04oNgS, (734,8)

C H N
ber. 49,03 5,21 15,25;
gef. 48,77 5,02 15,21.
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(Gly-Gly-Cys-NH,) , x 2 HBr

7,4 g (Z-Gly-Gly-Cys-NH,), (10 mmol) werden
in 40ml Eisessig suspensiert; nach Zugabe von
20 ml 4 N HBr/Eisessig tritt sofort Losung ein und
fast gleichzeitig beginnt das Reaktionsprodukt aus-
zufallen. Der Niederschlag wird nach 1 h Riihren bei
Raumtemperatur abgesaugt, mit viel Ather gewa-
schen und aus Methanol/Ather umkristallisiert.

Ausbeute: 6,0g (95%). Schmelzpunkt: 186 — 190
°C unter Zersetzung. DC: I, II, III, IV einheit-
lich.

C14H5gNgOgS,Br, (628,4)

C H
ber. 26,75 4,49,
gef. 26,70 4,51

(Z-Ala-Gly-Gly-Cys-NH,) »

3,2 g (Gly-Gly-Cys-NH,), x 2 HBr (5 mmol) und
5,2 g Z-Ala-ONp 52 (15 mmol) werden in 100 ml
DMF gelost und auf 0 °C gekiihlt; dann setzt man
1,4ml TAA (10 mmol) zu und liBt 8 Stunden bei
0 °C riihren. Nach Stehen iiber Nacht bei Raumtem-
peratur laft sich im Reaktionsgemisch chromatogra-
phisch keine freie NH,-Gruppe mehr nachweisen.
Die DMF-Losung wird in 300 ml kalten Ather ge-
tropft; nach kurzem Stehen setzt Kristallisation ein.
Zur Reinigung wird zweimal aus DMF/Ather um-
kristallisiert und mehrfach mit Essigester ausge-
kocht.

Ausbeute: 3,9¢ (88%). Schmelzpunkt: 178 —180

°C. [a]} = —714 (¢ = 1; DMF). DC: II,

II1, IV einheitlich, I leichter Schatten am Start.

CsHys015N10S, (877,0)

C H N
ber. 49,30 5,52 15,97;
gef. 49,00 5,45 15,72.
Aminosiureanalyse:
Ala Gly Cys
ber. 1,00 2,00 1,00;
gef. 1,02 2,00 n.b.

(Ala-Gly-Gly-Cys-NH,) , x HBr

8,8 g (Z-Ala-Gly-Gly-Cys-NH,), (10 mmol) wer-
den in 100 ml 2N HBr/Eisessig 1 h bei Raumtem-
peratur geriithrt. Das Ausgangsprodukt 16st sich so-
fort und nach ca. 10 min beginnt das Reaktionspro-
dukt auszufallen. Nach Absaugen und Nachwaschen
mit Ather wird aus Methanol/Ather umkristallisiert.
Ausbeute: 5,1 g (83%). Schmelzpunkt: 210 °C Auf-

schiumen, 222 °C Zersetzung. DC: II, III, IV
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einheitlich, I leichter
Schatten lauft vor.

C20H38N100852Br2 (77 1 ,8)

(Z-His-Ala-Gly-Gly-Cys-NH,) »

Aus 12 g Z-His-Hydrazid (40 mmol) wird wie
iiblich das Azid hergestellt. Die das Azid enthaltende
Essigester-Phase filtriert man zu einer Liisung von
6,14 g (Ala-Gly-Gly-Cys-NH,), (10 mmol) in 100
ml DMF und 2,8 ml TAA. Der Essigester wird i.
Vak. bei Raumtemperatur abgezogen und die Reak-
tionslésung 48 h geriihrt. Wihrend dieser Zeit fallt
der grofite Teil des Reaktionsproduktes als weiller
Niederschlag aus, der nach dem Absaugen zur Ent-
fernung mitausgefallener Salze mehrfach mit Wasser
gewaschen w1rd Zur Reinigung wird wiederholt aus
DMF/Ather und Methanol/Ather umkristallisiert.
Die Reaktionslosung wird zur Vervollstindigung
der Ausbeute mit viel Ather versetzt, und der resul-
tierende Niederschlag ebenfalls nach Behandlung mit
Wasser mehrfach umkristallisiert.

Ausbeute: 3,7 g (32%). Schmelzpunkt: 207 °C.
[a]} = —49,5 (¢ = 1; DMF). DC: I, IV ein-
heitlich, II, III schwacher, ebenfalls Pauly-positi-
ver Fleck.

CysHgoN16014S, (1151,2)

Chlor-Tolodin-positiver

C H N
ber. 50,07 5,43 19,47;
gef. 49,43 5,34 18,67.
Aminosiureanalyse:
His Ala Gly Cys
ber. 1,00 1,00 2,00 1,00;
gef. 0,92 1,00 2,03 n.b.
Z-His-Ala-Gly-Gly-Cys-NH,
Reduktion des Disulfids

1 g Disulfid wird mit 10 ml Mercaptoéthanol iiber
Nacht reduziert. Nach vollstaindigem Losen bildet
sich eine Gallerte. Man gieB in Ather und riihrt
einige Zeit bei Raumtemperatur, es bildet sich ein
feiner kristalliner Niederschlag. Nach Absaugen
wird mehrfach aus Methanol/Ather umkristallisiert.

Ausbeute: fast quantitativ. Schmelzpunkt: 163 —
165 °C. DC: I, I1, IV einheitlich bis auf eine Spur
Disulfid.

CyH3,NgO,S (576,7)

C H N
ber. 49,98 5559  19,43;
gef. 49,04 540  18,85.

SH-Gehalt: 98%.
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Z-Asp (3-OBzl)-Gly-OCH,

7,0 g Gly-OCH; »« HCI®*® (50 mmol), 17.9¢ Z-
Asp(f-OBzl) 43 und 7,5 g HOBt werden in 200 ml
DMF gelost, in der Kalte mit 7,0 ml TAA und
11,3 g DCCI versetzt, iiber Nacht geriihrt und nach
Abfiltrieren des ausgefallenen DC-Harnstoffs in 11
Eiswasser gegossen. Nach Ausschiitteln mit Essig-
ester reinigt man wie ublich, engt ein und fallt mit
Petroldther. Es wird mehrfach aus Essigester/Petrol-
ather umkristallisiert.

Ausbeute: 17,1 g (79%). Schmelzpunkt: 118 °C.

[a]} = —15,3 (c = 1; DMF). DC: I, III, IV
einheitlich.
C.,H,,N,0, (428,5)
C H N
ber. 61,66 565  6,54;
gef. 61,53 540  6,69.

Asp-Gly-OCH, » CH;COOH

4,4 g Z-Peptidester werden in 200 ml Methanol
gelost und nach Katalysatorzugabe hydriert. Um
Nebenreaktionen zu verhindern, wird dem Ansatz
eine dquimolare Menge Essigsdure zugesetzt. Nach
beendeter Wasserstoffaufnahme filtriert man vom
Katalysator ab und engt die Losung ein. Das zurtick-
bleibende 01 wird in Methanol gelést und mit Ather
gefallt.

Ausbeute: 2,3 ¢ (83%). Schmelzpunkt: 134 —136

°C. [a]} = —20,35 (¢ = 1; DMF). DC: I,

II, III einheitlich.

CoH,0,N, (264,0).

Z-His-Ala-Asp-Gly-OCH, » HCI

3,74 g Z-His-Ala-Hydrazid (10 mmol) werden in
50 ml DMF gel6st und nach Zugabe von 10 ml
4~ HCl/Dioxan bei —40 °C mit 1,62 ml Isoamyl-
nitrit (12 mmol) versetzt. Nach 30 min neutralisiert
man langsam mit 5,6 ml TAA (40 mmol), dabei
fallt ein weiller Niederschlag aus, wahrscheinlich
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handelt es sich um Tridthylammoniumchlorid. Zu
der so vorbereiteten Carboxylkomponente gibt man
sofort nach der Neutralisation 2,64 g Asp-Gly-OCH,
< CH;COOH (10 mmol), das man zuvor in 40 ml
DMF 16st und mit 2,8 ml TAA versetzt. Nach 2h
Riihren bei — 30 °C riihrt man je 12h bei — 20 °C
und bei 0°C und ldBt anschlieBend langsam auf
Raumtemperatur kommen. Nach Filtration wird das
Reaktionsprodukt mit Ather gefillt. Das Rohpro-
dukt wird mehrfach aus Methanol umkristallisiert.
Da das Peptid in Methanol stark quillt, ist der Rei-
nigungseffekt nicht grol}, so daf} zur Entfernung der
Pauly-positiven Nebenprodukte mehrere Reinigungs-
schritte notwendig sind. Es erweist sich als glinstig,
das Hydrochlorid herzustellen, das ohne Gallerte-
bildung gut in Methanol 16slich ist.

Ausbeute: 2,9 g (50%). Schmelzpunkt: 160 — 161

°C. [a]® = —22,2 (¢ = 1; DMF). DC: I, II,
IV einheitlich.
Cy4HoNO,Cl (583,01)
C H N
ber. 49,44 5,36 14,41;
gef. 49,24 5,29 13,84.
Aminosiureanalyse:
His Ala Glu Gly
ber. 1,00 1,00 1,00 1,00;
gef. 0,95 1,02 1,00 1,00.

Kinetische Messungen

Die Bestimmung der pK-Werte der Imidazol- und
SH-Gruppen der Peptide und die kinetischen Mes-
sungen finden sich in l.c. 20 und 14. Die Ge-
schwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung errechnen
sich nach ky=1Fk,/a"c, wobei k; die Geschwindig-
keitskonstante erster Ordnung darstellt, ¢ die Kata-
lysatorkonzentration und o den Dissoziationsgrad
der katalytisch aktiven Gruppe, die bei Kenntnis des
pK-Wertes aus der Henderson-Hesselbach-Gleichung
pH —pK =0a/(1 —a) errechnet wird.
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