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Steroidal Peptides-?

_ All adrenocorticotropic hormones# of known structure,
including human corticotropin®, contain an L-arginyl-L-
arginine unit which appears necessary for high adreno-
Corticotropic activity®. The isolated and double arginine
Segments of corticotropin are accompanied by pl}epyL
aflanine, tryptophane, lysine and proline. The possibility
that steroids bearing peptide side-chains might alter or
otherwise interfere with established hormone production
or be involved in steroid transport has led us to prepare a
humber of steroidal peptides based, initially, on the argi-
nine and companion portions of ACTH. .

We now wish to summarize experiments which 1"1ave
led to formation of the first” synthetic steroidal peptides.
Synthesis of protected dipeptides IIT and IV illustrate
the general methods employed. Reaction (in gcetomtnle
at 25° for 24 h) between carbobenzoxy-L-proline and 3p-
hydmxy—l7ﬂ-amino-androst»5-ene (I, 4.6 g)® in the
Presence of N-ethyl-5-phenylisoxazolium 3’-sulfonate®
(with tricthylamine) led to hydroxy amide Ia (6.6 g,
m.p. 194-196°, [a]2f —104°)1. Catalytic (palladium sus-
Pended in methanol) hydrogenolysis of the carbobenzoxy
group afforded olefin 1Ib (62% yield, m.p. 22.5.—226").

reservation of nuclear unsaturation was verified by
results of proton magnetic resonance and mass spectral
studies. Repetition of the peptide-lorming sequence
using proline amide IIb (0.46 g) and Ne-carbobenzoxy-
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NG-tosyl-L-arginine ® yielded dipeptide 111 monohydrate;
0.55 g, m.p. 126-130°, [«]¥ —80.5°,
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W. CrerNey, G. R. Perrir, and J. €. Kxigur, Tetrahedron, in
press.

2 A preliminary report of this study was presented (April 9, 1964)
at the Third International Symposium on the Chemistry of
Natural Products, Kyoto (Japan).

3 This investigation was supported by National Science Foundation
Research Grant GB-2489,

4 K. H. Hormann, Pure appl. Chem. 6, 245 (19683).

5T. H. Lee and A. B. LErNER, J. Am. chem. Soc. &7, 6084 (1959).

8 K. H. Hormarnw, T. Liu, H. Yajima, N. Yanammara, and S.
Lanpg, J. Am. chem. Soc. 83, 2294 (1961). — F. Sorwm, Coll.
Czech. Chem. Comnmun. 26, 1180 (1961).

7 Steroids of the glycholic and turocholic acid-type appear to have
received the only prior study in this field: for example see, A, F.
HormaNN, Acta chem. scand. 17, 173 (1963).

8 L. Ruzicka and M. W. Goupperc, Helv. chim. Acta 19, 107
{1936). ~ P. pE Ruccleri, C. Gaxporrl, and D. CHIARAMONTI,
Gazz, chim. ital, 91, 665 (1961).

9{a) R. B, Woopwarp, R. A. OrLAFson, and H, MavyERr, J. Am.
chem. Soc, 83, 1010 (1961). — {b) C. H, L1, B. Gorur, D. CHUNG,
and J. RaMACHANDRAN, J. org. Chem. 28, 178 (1963). —~ (¢} R.
Scuwyzer and H, KapreLER, Helv. chim. Acta 46, 1550 (1963).

10 Satisfactory elemental analyses were obtained for each new com-
pound and, unless otherwise noted, optical rotation values were
determined in chloroform solution.
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Synthesis of the arginyl-arginine peptide IV was
achieved as follows. Reduction of 3-acetoxy-17-oximino-
5a-androstane* employing sodium in ethanol provided
38-hydroxy-178-amino-5a-androstane (m.p. 164-165°,
[e] H+17°) and the 178-amino steroid (2.6 g) was allowed
to react with N%-carbobenzoxy-NG-tosyl-L-arginine as
noted above. The resulting arginine amide (4.3 g, m.p.
215-216°, [«]}y —17.4° in dimethylformamide) was trans-
formed to protected dipeptide 1V, m.p. 75-80°, using the
procedures developed for synthesis of dipeptide I11.

Similar techniques have been utilized for synthesis of
longer-chain peptides based on intermediates 111 and IV
and related compounds. The steroidal peptides werc
generally purified by appropriate application of column
and preparative thin-layer chromatographic procedures
and removal® of the.tosyl groups was accomplished by
sodium in liquid ammonia. Construction of steroids with
peptide side-chains at other positions (e.g. C-3) is pres-
ently under investigation.

Die Urokinase des Meerschweinchens

Bei Verwendung von Fibrinogen zur Messung des
proteolytischen Potentials des Harnes finden sich weitaus
hohere Aktivitdten als bei Verwendung anderer Substrate
Dies wird bedingt durch die Fibrinolysokinase des Harnes,
welche das im Fibrinogen enthaltene Profibrinolysin ak-
tiviert. Uber die Herkunft der Fibrinolysokinase des
Harnes, die auch als Urokinase bezeichnet wird, herrscht
noch keine einheitliche Auffassung. Einige Autoren be-
trachten die Urokinase als eine Ausscheidungsform des
im Plasma vorhandenen Profibrinolysinaktivators; an-
dere Autoren sehen den Ursprung der Urokinase im Zell-
debris der abfithrenden Harnwege?.

Bei verschiedenen Sdugetieren bestehen betrdchtliche
Unterschiede beziiglich der Eigenschaften der Urokinase®.
Die Urokinase einer Spezies aktiviert nur Profibrinolysin
ganz bestimmter anderer Spezies. Das Profibrinolysin der
ersten Spezies muss jedoch nicht unbedingt von der Uro-
kinase der anderen Spezies aktiviert werden. Uber die
Urokinase des Menschen liegen ausfiihrliche Unter-
suchungen vorl; ferner finden sich mehrere Arbeiten
iiber die Urokinase von Rindern, Katzen, Hunden, Rat-
ten, Kaninchen und Hamstern. Auffallend ist, dass sich
bis auf einen kurzen Hinweis bei UNGarR und Havasui?
keinerlei Angaben iiber die Urokinase des Meerschwein-
chens finden.

Die proteolytische Theorie der Allergie beruht zum
Teil auf dem Befund der bei allergischen Reaktionen er-
hohten proteolytischen, beziehungsweise fibrinolytischen
Aktivitit in verschiedenen XKorperfliissigkeitent. Eine
Erhohung des fibrinolytischen Potentials des Meer-
schweinchenharnes findet sich beim anaphylaktischen
Schock?5, beim Arthusschen Phidnomen®% und beim
allergischen EkzemS5. Diese Befunde beim Meerschwein-
chen sind von besonderem Interesse, da dieses Versuchs-
tier bei allergischen Reaktionen die beste Vergleichbarkeit
mit den Verhiltnissen beim Menschen zeigt.

In eigenen Versuchsserien erfolgte die Bestimmung der
proteolytischen Aktivitit des Meerschweichcnharnes mit
der Clot-Lyse-Methode®. Da dic verwendete Fibrinogen-

Bréves communications — Kurze Mitteilungen

ExperIENTIA XX/[10

Zusammenfassung. Es wird die Moglichkeit erwogemh
dass Steroide mit geeignet gebauten Peptidseitenketten
am Aufbau oder Transport von Hormonen beteiligt sein
kénnten., Uber die erstmalige Darstellung von Steroid-
peptiden wird berichtet. Als Beispiele werden die Syn-
thesen der beiden geschiitzten Steroidpeptide 111 und v
beschricben.

G. R. PrrTtIT, A. K. Das GUPTA,
H. KLINGER, and J. OccoLoWITZ

Department of Chemistry, University of Maine, Orono
(Maine USA), May 19, 1964.

11 J, Scumint-THoME, Chem. Ber. &8, 895 (1955).

priaparation Profibrinolysin enthielt, erfolgte gleichzeitig
eine Bestimmung der Urokinase. Es scheint nun von In-
teresse festzustellen, ob bei allergischen Reaktionen eine
Erhshung der Urokinaseausscheidung eintritt oder ob
die Erhshung des fibrinolytischen Potentials des Harnes
nur auf cine Vermehrung tryptischer Fermente zuriick-
zufiihren ist; aus solchen Bestimmungen kénnten auch
weitere Hinweise iiber die Herkunft der Urokinase er-
langt werden. Zu diesem Zwecke wurde versucht, die
Urokinase des Meerschweinchens mit der caseinolytischen
Methode nach v. Kavira und RiGGENEBACH® zu bestim-
men. Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Nach-
weis der caseinolytischen Wirkung des durch Urokinase
aktivierten menschlichen Profibrinolysins.

Wenn sich auch im Einzelversuch eine lineare Korrela-
tion zwischen Harnmenge und aktiviertem menschlichem
Profibrinolysin feststellen liess, ergab die Verfolgung der
Urokinaseausscheidung bei 10 Meerschweinchen iiber
viele Wochen so stark schwankende Werte, dass Zweifel
auftauchten, ob die caseinolytische Methode fiir die vor-
liegende Fragestcllung gecignet sei. Es wurden deshalb
Versuche angestellt, um dic Wirksamkeit von Meer-
schweinchenurokinase auf Profibrinolysin des Menschen,
des Kaninchens und des Meerschweinchens zu priifen. Die
Befunde zeigten einc hochgradige Artspezifitit der Meel~
schweinchenurokinase: nur bei Einwirkung auf Meer-
schweinchenprofibrinolysin tritt cine konstante und gut
reproduzierbare Aktivierung ein. Lisst man Meerschwein-
chenurokinase auf menschliches Profibrinolysin ein-
wirken, findet nur eine schwache Aktivierung statt. Die
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