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|

Nach weiteren Untersuchungen iiber Derivate, besonders aktivierter Ester, und Peptide
von NHPhe wurde ausgehend vom C-terminalen Tetrapeptid 5 mit Hilfe des Boc-NHPhe-hy-
droxysuccinimidesters (2 ¢) das [5-Asparagin, 7-L-a-Hydrazino-B3-phenyl-propionsiure] Eledoi-
sin-(4-11)-Octapeptid (als Bis-trifluoracetat9b) nach der Nitrophenylester-Methode aufgebaut.
|

In der vorstehenden Mitteilung wurde im Eledoisin-(4-11)-Octapeptid Glycin durch
Hydrazinoessigsdure ersetzt, d. h. die monotone Struktur der Polyamidkette
durch eine Hydrazidbindung unterbrochen. Die Synthese weiterer , Heterologer<
hat die Untersuchung der Abhédngigkeit der biologischen Wirkung von der Position
dieser Unterbrechung im Peptidriickgrat zum Ziel. Aus diesem Grunde wurde, fort-
schreitend in Richtung auf den nach Libke? fiir die Wirkung weniger essentiellen
N-terminalen Bereich, eine weitere Amidbindung alteriert und das Lys-Asp(NH»)-
Ala-NHPhe-Ile-Gly-Leu-Met-NH; (9) synthetisiert, Die an bDL-NHPhe-Peptiden
gemachten Erfahrungen3d lieBen sich dabei ohne Einschrinkungen auf r.-NHPhe4
libertragen. Der gegeniiber 1. ¢.1’ unterschiedliche Syntheseweg ergab sich aus dem
Verhalten der NHPhe-Peptide, speziell aus ihrer verminderten N*-Acylierbarkeit, Bei

“ungeschiitzten NHPhe-Peptiden ist deshalb der ausschlieBliche Einsatz von
aktivierten Estern ratsam3),

1. Weitere Derivate und Peptide von pL- und .-NHPhe

Dariiber hinaus waren weitere Untersuchungen itber NHPhe-Derivate notig. Z-
NHPhe-OH enthilt nach der iiblichen Aufarbeitung, dhnlich wie WinschS fur Z-Phe
berichtet, Z-NHPhe-Natriumsalz. Nat ist erst nach Behandiung mit einem HCI-
UberschuB zu entfernen. Dabei konnte auch N NE-Bis-benzyloxycarbonyl-NHPhe-
OH isoliert werden, das sich jedoch schon beim Umkristallisieren aus Methanol
teilweise zersetzt. Aus dem so gewonnenen Z-NHPhe war Z-NHPhe-ONSu3) nun-
mehr in 73 proz. Ausbeute erhiltlich.

1) IX. Mitteil.: H. Niedrich, Chem. Ber. 100, 3273 (1967), vorstehend. Abkiirzungen sieche
dort, weitere: NHPhe = «-Hydrazino-B-phenyl-propionsdure, ONSu = N-Hydroxy-suc-
cinimidester.

2) K. Liibke, R. Hempel und E. Schréder, Experientia [Basel] 21, 84 (1965).
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4) H. Niedrich und R. Grupe, J. prakt. Chem. 27, 108 (1965).
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Ausgehend von Z-NHPhe-ONSu und von Z-NHPhe (mittels DCCI), wurde Z-
NHPhe-Gly-Gly-OAt dargestellt, ein Modellfall fiir die Ankniipfung von Z-NHPhe
an Peptidester. Da eine Entfernung der Z-Schutzgruppe von Hydrazinopeptiden auch
nach der fiir Methioninpeptide erarbeiteten Variante von Medzihradszky-Schweiger®
nicht gelingt!), wurde ausschliefllich mit der Boc¢-Schutzgruppe weitergearbeitet. Wir
stellten Boc-DL-NHPhe-[p-Nitro-phenylester] und -[2.4.5-Trichlor-phenylester] in
43 bzw. 50proz. Ausbeute mittels DCCI? her, jedoch erwies sich der Boc-NHPhe-
[N-Hydroxy-succinimidester] (2¢) wegen seiner besseren Kristallisationseigenschaften
als vorteilhafter. Ausgehend von L-NHPhe-OAt- HCI®) wurden folgende Synthesen

ausgefiihrt:

Z~Gly-OCH,CN
_ i e

L-NHPhe-OAt 1 Z-Gly-L-NHPhe-OAt 3

lBoc-ONp
Boc-L-NHPhe-OAt 2a -NHPhe- = -NH-NH-CH-CO-
lOH_ CH,-Cg¢Hy

Boc-L-NHPhe-OH 2b

lHONSu + DCCI

Boc-L-NHPhe-ONSu 2¢ —=29CHi,  Boc.L-NHPhe-Leu-OCH; 4

II. Synthese des Heterooctapeptides

Ile-Gly-Leu-Met-NH 1.9 (8) wurde zundchst mit 2c¢ umgesetzt und die Boc-
Schutzgruppe mit HCl in Eisessig abgespalten. Uberraschenderweise gelang die Boc-
Entfernung mit TFA hier nicht vollstindig. Das Heteropentapeptid 6b mit freier Hydra-
zinogruppe und Boc-Asp(NH;)-Ala-ONp (7), das nach der Anhydrid-Methode
unter Verwendung von Pivaloyichlorid nach Zaorall0) erhalten wurde, ergaben
909, Hydrazino-heptapeptid 8.

Behandlung mit TFA, Umsetzung mit Boc-Lys(Boc)-ONp1l) und Entfernen der
Schutzgruppen lieferten das Heterooctapeptid-bis-trifluoracetat 9b in elektrophoretisch
und chromatographisch einheitlicher Form, so daB eine weitere Reinigung nicht notig
war. Die Aminosidurezusammensetzung stimmte mit der erwarteten iiberein und der
Abbau mit Leucin-Aminopeptidase!2) gab keine Anhaltspunkte fiir eine Racemi-
sierung im Bereich Lys-Asp-Ala-NHPhe. Die biologische Wirkung, zunichst am
Meerschweinchenileum bestimmt, betrug ca. 1% der des Eledoisin-(4-11)-Octapep-
tides (vgl. 1. c.1)).
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9) K. Libke, E. Schroder, R. Schmiechen und H. Gibian, Liebigs Ann. Chem. 679, 195
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10) M. Zaoral, Collect. czechoslov. chem. Commun. 27, 107 (1962).
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12) Frau A. Wergin sei fir die Durchfiihrung des LAP-Abbaus gedankt.
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4 5 6 7 8 9 10 11
Lys Asp(NH,) Ala NHPhe Ile Gly Leu Met=-NH,
Boc—+OH H—+ONp Boc—+—ONSu H-+—+ t +— NH,
2c 5
Gt?m. Anhydr. Boe —+ + } + +— NH,
mit
(CHy),c-coci 6a

Boc+—————+ONp H— + —t t +—NH,
7 6b

Boc—+ $ + } 4 t +—NH,
8a

ll. TFA 2. NAt,

Bocj—ONp H~ t -+ —+ t + —+— NH,
Boc 8b
Boc T— + + + } -+ + +—NH,
Boc 93
TFAl
2 TFA-H+ —+ 1 + + + —+ +—NH,
9%

Fir technische Mitarbeit danken wir Friulein B. Glawe. Die Elementaranalysen wurden in
unserem mikroanalytischen Labor durch Frau U. Kréft und Frau N. Smirnowa angefertigt.

Beschreibung der Versuchel®

N®-Benzyloxycarbonyl-pr-a-hydrazino-B-phenyl-propionsiure: Die bei der Benzyloxycarbo-
nylierung von NHPhe3) (10.0 g = 56 mMol) ausgefallenen und die beim Ans#uern erhaltenen
Niederschlige werden vereinigt, mit Wasser gewaschen, getrocknet (15 g) und in 350 ccm
0.1 n NaOH gel6st. Unter kriftigem Riihren wird die Substanz durch schnellen Zusatz von
7 ccm konz. Salzsidure wieder ausgefillt, mit Wasser gewaschen und in reichlich Methanol/
Athanol (1:2) gelost. Bei Raumtemperatur kristallisieren 11.1 g aus, die nach Umkristalli-
sation aus Methanol/Athanol 10.0 g (57 %) reines Z-NHPhe, Schmp. 155—156°, liefern.

N NE-Bis-benzyloxycarbonyl-pL-a-hydrazino-B-phenyl-propionsiure: Aus der Mutterlauge
vorstehender Verbindung werden beim Stehenlassen bei —15° 3.1 g Substanz gewonnen.
Vorsichtiges Umkristallisieren aus Methanol (kurz erwidrmen!) ergibt 2.5 g (10%), Schmp.
107 —108°,

Ca5H24N206 (448.5) Ber. C66.95 H5.39 N 6.25 Gef. C66.92 H5.44 N 6.24

13) Allgemeine Hinweise vgl. 1. c.D.
210#
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NB- Benzyloxycarbonyl-pr-a-hydrazino - - phenyl-propionsiure -[ N-hydroxy-succinimidester ]
(vgl. auch l. ¢.3)): Zu 1.57 g (5 mMol) Z-NHPhe in 12 ccm DMF werden 0.65 g N-Hydroxy-
succinimid und bei 0° unter kraftigem Rithren 1.13 g DCCI hinzugefiigt. Nach 20 Stdn.
Aufbewahrungszeit bei 0° und 4 Stdn. bei Raumtemperatur wird der ausgefallene Dicyclo-
hexylharnstoff abgesaugt und das Filtrat i. Vak. bei 55° eingeengt. Der Riickstand wird mit n-
Heptan verrieben, dieses dekantiert, dann wird mit wenig Ather iiberschichtet und tropfen-
weise mit Methanol versetzt. Bei —15° kristallisieren 1.5 g (73 %), Schmp. 127° (aus Methanol).

NPE-Benzyloxycarbonyl-pL-a-hydrazino-B-phenyl-propionyl-glycyl-glycin-ithylester

a) DCCI-Methode: 1.2 g (5 mMol) Gly-Gly-OAt- HBr (hergestellt analog Tos-Gly-Gly-
OAt!4) aus Z-Gly-OCH,CN, Gly-OAt und HBr/Eisessig (87 %), Schmp. 183 —185°) werden in
5.2¢ccm DMF mit 5 mMol Tridthylamin behandelt, das ausgefallene Tridthylamin-hydrobromid
abgesaugt, mit 1 ccm DMF gewaschen und das Filtrat mit einer Lésung von 1.72 g (5 mMol)
Z-pL-NHPhe in 14.5 ccm DMF vereinigt. Nach Zusatz von 1.13 g DCCI bei 0° und 1 Stde.
Rithren wird die Reaktionslosung iiber Nacht bei Raumtemperatur belassen, dann der aus-
geschiedene Dicyclohexylharnstoff abgesaugt und das DMF abdestilliert. Der Riickstand
wird wie iiblich aufgearbeitet. Das verbleibende Rohprodukt tiberliBt man bet —15° der
Kristallisation aus Athanol; 0.9 g (40%), Schmp. 103 —105°.

b} N-Hydroxy-succinimidester-Methode: Die getrennt bereiteten Losungen von 1.37 g
(3 mMol) Z-pr-NHPhe-ONSu und von 3 mMol Gly-Gly-OAr (wie bei a) gewonnen) in
insgesamt 10 ccm DMF werden 60 Stdn. bei Raumtemperatur belassen, auf 1/ des Vol.
eingeengt und mit Wasser versetzt. Dabei fillt das Peptid zunéchst 6lig aus, wird aber beim
Verreiben mit frischem Wasser kristallin. Ausb. 1.04 g (70 %), Schmp. 103 —105° (aus Athanol).

Cy3H25N40¢ (456.5) Ber. C60.51 H6.18 N 12.28 Gef. C60.47 H 6.43 N 12.36

NPB-tert. - Butyloxycarbonyl-pL- a - hydrazino - B - phenyl - propionséure - [ p-nitro - phenylester ] :
1.40 g (5 mMol) Boc-pr-NHPhe werden unter gelindem Erwéarmen in 10 ccm DMF gel6st.
Zu der abgekithlten Losung gibt man 0.792 g (6 mMol) p-Nitro-phenol und bei 0° unter Riihren
1.13 g DCCI. Nach 7 Stdn. bei Raumtemperatur wird der ausgeschiedene Dicyclohexylharn-
stoff abgesaugt, das Filtrat i. Vak. eingeengt und mit Wasser versetzt, Der sich ausscheidende
Sirup wird nach Dekantieren des Uberstandes getrocknet und mit reichlich n-Hexan, auch
unter gelindem Erwidrmen, verrieben. Die halbfeste Substanz wird mit Ather versetzt, wobei
0.75 g kristallines Produkt verbleiben. Weitere 0.1 g kristallisieren bei —15° aus dem Atherfiltrat.
Die Rohsubstanz (0.85 g = 43 %) wird bei Raumtemperatur in THF gelost, iiber Aktivkohle
filtriert und das Losungsmittel entfernt. Der kristalline Riickstand schmilzt aus Athanol bei
154—155°.

Ca0H23N306 (401.4) Ber. C59.84 H 5.78 N 10.47 Gef. C59.95 H 5.82 N 10.39

NB-tert.- Butyloxycarbonyl - DL-a - hydrazino - B - phenyl - propionsiure - [ 2.4.5 - trichlor - phenyl-
ester]: Wie vorstehend mit 1.18 g (6 mMol) 2.4.5-Trichlor-phenol. Der nach dem Abdestillieren
des DMF erhaltene feste Riickstand wird mit Ather digeriert und abgesaugt (0.49 g). Das
Atherfiltrat wird zur Trockne eingeengt und das halbfeste Produkt mit Petroliather festge-
rieben (0.65 g). Rohausb. 1.14 g (50%), Schmp. 144—145° (aus Methanol).

CaoH21Cl3N204 (459.8) Ber. C52.25 H4.60 N 6.09 Gef. C52.10 H 4.83 N 6.32

Die L-NHPhe-Derivate werden analog den pL-NHPhe-Derivaten3) hergestellt:

14) R, Schwyzer, B. Iselin, W. Rittel und M. P. Sieber, Helv. chim. Acta 39, 872 (1956).
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Verbindung poanalyse % Ausb. Schmp. [od22
L-NHPhe-OAt-HCI (entspr. 1) ca. 100 Sirup +5.3°
(¢ = 2, DMF)
Boc-L-NHPhe-OAt (2a) ca, 100 Sirup —2.9°
(c = 2, DMF)
Boc-L-NHPhe-OH (2b) C 59.98 C 59.91 64 (roh) 185—186° +21.0°
H 719 H 7.25 44 (aus (¢ = 1, DMF)
N 10.00 N 10.07 Athanol)
Boc-L-NHPhe-ONSu (2¢) C 57.29 C 57.11 60 145—146° —24.5°
H 6.14 H 6.33 (¢ = 1, DMF)
N 11.13 N 11.22
Z-Gly-L-NHPhe-OAt (3) C 63.14 C 63.12 68 58 —60° —15.2°
H 631 H 6.24 (c =1, Essig-
N 10.52 N 10.52 ester)
Boc-L.-NHPhe-L-Leu-OCHj; (4) C 61.89 C 61.90 92 (roh) 122—124° —59.1°
H 816 H 8.39 77 (aus (e =1,
N 10.32 N 10.40 Ather) Athanol)

NP-tert.- Buryloxycarbonyl-L-a-hydrazino - B-phenyl- propionyl-L-isoleucyl- glycyl-L-leucyl-L-
methioninamid (6a): Aus 1.56 g (3 mMol) lle-Gly-Leu-Met-NH,- HCI[1.9) in 9 ccm DMF wird
unter Eiskiihlung und Riithren mit 0.303 g (3 mMol) Tridthylamin das Tetrapeptid freigesetzt,
das ausgefallene Tridthylamin-hydrochlorid abgesaugt und mit 3 ccm DMF gewaschen. In den
vereinigten Filtraten werden 1.28 g (3 mMol) Boc-L-NHPhe-ONSu (2¢) geldst und 60 Stdn.
bei Raumtemperatur belassen. AnschlieBend wird ein Teil des DMF i. Vak. abdestilliert und
das Heteropentapeptid 6a mit Wasser ausgeféllt: 2.1 g (92%), Schmp. 208 —212°, [o]%: —23.0°
(c =1, in DMPF).

C33HssN7048 (693.9) Ber. C57.12 H 7.99 N 14.13 Gef. C 56.97 H 8.03 N 14.12

tert.-Butyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-alanin-[ p-nitro-phenylester ] (1): 1.16 g Boc-Asp(NH>)
(5 mMol) werden in 7 ccm CHC]ls unter Zusatz von 0.7 ccm N-Athyl-piperidin und 0.4 ccm
Pyridin in Lésung gebracht. Danach wird auf —10° gekiihlt und unter kriftigem Riithren
schnell mit 0.6 g Pivaloylchlorid in 1 ccm CHCl; versetzt, wobei die Temperatur +10° nicht
libersteigen darf. Man hilt 5 Min. zwischen +5 und +10° und gibt bei —20° 1.45 g frisch
bereitetes Ala-ONp- HBr (bereitet aus Z-Ala-ONp mit HBr/Eisessig, Schmp. 169—171°) in
die Losung, das dann durch Zusatz von 0.7 ccm N-Athyl-piperidin unter kraftigem Riihren
freigesetzt und mit dem gemischten Anhydrid zur Reaktion gebracht wird. Dabei fiillt das
Boc-Asp(NH;)-Ala-ONp als Gel aus. Das Chloroform wird zwischen +50° und --60° i. Vak.
abdestilliert und der feste Riickstand zweimal mit 5 proz. Citronensiure, mit KHCO3-Losung,
dann mehrmals mit Wasser im Morser verrieben und iiber P;Qs i. Vak. getrocknet. Ausb.
1.33 g (63 %), Schmp. 212—215° (aus Nitromethan), [¢]#: —23.0° (c = 1, in DMF).

CisH24N4O3 (424.4) Ber. C50.94 H 5.70 N 13.20 Gef. C 5092 H 5.94 N 13.24

tert.-Butyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-a-hydrazino-f-phenyl-propionyl-L-isoleucyl-
L-glycyl-L-leucyl-L-methioninamid (8a)

1.73 g (2.5 mMol) 6a in 10 ccm Eisessig werden unter Wasserkiihlung ca. 45 Min. mit
Chlorwasserstoff gesittigt. Danach wird mit absol. Ather das Heteropeptid-hydrochlorid
(6b - HCI) ausgefallt und mit frischem absol. Ather kristallin gerieben. Ausb. 1.55 g (96%),
Schmp. 144—147°, elektrophoretisch einheitlich.

Ohne weitere Reinigung werden zu 1.51 g (2.4 mMol) 6b-HCl in 17.5 ccm DMF, 0.245 g
(2.4 mMol) Tridthylamin getropft, dem Filtrat (nach Absaugen des Triithylamin-hydro-
chlorids) 1.01 g (2.4 mMol) 7 zugesetzt und 60 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Bei
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Zugabe von 25 ccm Essigester zu der auf 16 ccm i. Vak. eingeengten Reaktionslésung fallen
1.93 g (90%) 8a aus. Nach Umtillen aus DMF/Ather Schmp. 225—227°, [a]3: —42.5°
(c =1, in DMF).

C40HggN10010S Ber. C54.65 H 7.57 N 1593 Gef. C54.91 H 7.89 N 15.88

N NB_Bis-tert.~butyloxycarbonyl-L-lysyl- L-asparaginyl-L-alanyl-L-a-hydrazino-f-phenyl-pro-
pionyl-L-isoleucyl-glycyi-L-leucyl-L-methioninamid (9a): Durch 30 Min. Behandeln von
1.63 g 2 mMol) 8a mit 3 ccm TFA bei 40° spaltet man die Boc-Gruppe ab und fillt das
Heteroheptapeptid 8b mit absol. Ather als Trifluoracetat aus. Ausb. 1.6 g (ca. 97%), elektro-
phoretisch einheitlich.

1.6 g8b (Trifluoracetat), 0.184 g Tridthylamin, 0.84 g Boc-Lys( BOC)-ONp11) (je 1.8 mMol)
und 1 Tropfen Eisessig 1a63t man in 22 ccm DMF 70 Stdn. bei Raumtemperatur stehen und
t4llt durch Zusatz von Ather 1.93 g (97 %) 9a aus, das durch Umfiillen aus DMF mit Ather
gereinigt wird. Schmp. 244 —246°, [«]3?: —31.3° (¢ = 1, in DMF).

Cs51HggN12013S (1107.4) Ber. C55.31 H7.83 N 1518 Gef. C55.34 H 8.03 N 15.13

[5-Asparagin, 7-L-a- Hydrazino-f3-phenyl-propionsiure] Eledoisin-(4-11)-Octapeptid( Bis-trifluor-
acetat) (9b): Aus 1.2 g 9a werden durch 30 Min. Einwirkung von 4 ccm 7FA und Aus-
fillen mit Ather 1.2 g (95%) 9b als Bis-trifluoracetat erhalten. Schmp. 138 —148°,

9b crwies sich bei der Papierelektrophorese und der Diinnschichtchromatographie als
einheitlich. Nach 48stdg. Hydrolyse mit 6n HCI bei 110° ergab die Aminosdureanalyse:
Asp 1.06; Gly 1.11; Ala 1.05; Met 0.91; Ile 1.0; Leu 0.95; Lys 0.91; NH3 2.9 und Phe 0.12.
Phe entsteht bei der Hydrolyse von NHPhe ebenso wie Gly aus NHGIy1).
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