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In 5 Fillen (v, =0, 5, 10, 15 und 20) wurden ausserdem mit Hilfe des modifi-
zierten und erweiterten Programms?®) die zu den Eigenwerten E; gehdrigen Linear-

kombinationen 119

2; ]u

n-0

bestimmt, auf deren Angabe jedoch aus Platzgriinden verzichtet werden muss. Hin-
gegen sind die aus den Koeffizienten ¢;, nach der Formel (4) berechneten Uber-
gangsintegrale Q;; fiir die 8 Energieniveaus (4,7 =0, 1.... 7) in der Tab. IT ange-
fithrt. Diese Werte fiir v, =0 und 7,7 = 0, 1... 5 stimmen bis auf die Betrige von
10~% mit den Integralen Q; iiberein, die friiher aus den Eigenfunktionen ¥;(£) gefunden
wurden (vgl. Tab. VI der 3. Mitteilung!)). In den Fig. 3a und 3b ist die Abhingigkeit
der Integrale Q}; von v, fiir Uberginge veranschaulicht, die von den zwei untersten
Niveaus (7 = 0 oder 1) aus erfolgen.

Die vorliegende Arbeit wurde vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS (Projekt Nr. 1918)
unterstiitzt.

SUMMARY

Potential functions of the form V(&) = &% — 1,42 can be useful in problems
involving two symmetrical energy minima. Eigenvalues, eigenvectors (linear combi-
nations) and transition integrals of such one-dimensional sixth power oscillators have
been calculated for a set of equidistant values of the parameter v,.

Organisch-chemisches Laboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich

9) Das Programm ist mir von Prof. Dr. H. RuTisHAUSER zur Verfiigung gestellt worden, dem
ich an dieser Stelle bestens danken méchte.

59. Synthese von L-Glutaminyl-L-histidyl- L-phenylalanyl-L-
-arginyl-L-tryptophyl-glycin
von H,Kappeler
(18. 1. 61)

Fiir Versuche zur Synthese des geschiitzten Octadecapeptides mit der Amino-
sduresequenz des (-Melanophoren-stimulierenden Hormons (f-MSH) des Rindes,
benétigten wir als Mittelstiick das Peptid 8-131), wobei anstelle der Glutaminsiure
vorerst Glutamin eingebaut wurde:

H - Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Ser-Pro-Pro-Lys-Asp «- OH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1z 13 14 15 16 17 18

B-MSH?)

1) R. Scawyzer, H. KaPPELER, B. IsELIN, W. RiTTEL & H. ZUBER, Helv. 42, 1702 (1959).
?) I.1. Gescawinp, C. H. Lt & L. Barnary, J. Amer. chem. Soc. 79, 1003, 6394 (1957).
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Im weiteren verfolgten wir das Ziel, die kleinsten Peptidsequenzen mit MSH-Aktivi-
tdten zu finden?3).

Nachdem von verschiedenen Autoren?) die Synthese von «-MSH und kleinern
Peptidsequenzen davon beschricben wurden, méchte ich in der vorliegenden Arbeit
eine Reihe von (im Laufe der letzten Jahre ausgefiihrten) Versuchen beschreiben, die

I Z - His(Bzl) -Phe-Arg-Try—Gly-O—CH2—’/ \ NO,

-

zum geschiitzten Pentapeptidderivat I und zum geschiitzten (Derivat IIa—d) oder
freien Hexapeptidamid II fithrten (Schemata 2, 3 und 4).

R - Glu(NH,)-His-Phe-Arg-Try-Gly - OR,
II, R=R, =-H

II a; R =Cbo, R; =-CH,

b; R = Cbo, R, = »CH2~<— )NO,

¢c; R =Cbo, R =-H

_ . o}
d; R= CH:,O/\ >,~N=N/\ >—CH2—O~P)—; R, = -CH,

MZ-Phenylalanin®) und Arginin-methylester-hydrochlorid wurden in abs. Tetrahydrofuran
nach der gemischten Anhydridmethode®) zum MZ-Dipeptidester 7B 2-3 kondensiert, Dieser,
wihrend 90 Min. mit 25 HBr in Eisessig bei Zimmertemperatur behandelt, ergab 7C 2-3
als Dihydrobromid. Na-Cbo-N(Im) —Bzl-Histidin?) liess sich mit dem Monohydrobromid von
7C 2-3 in Dimethylformamid mittels Dicyclohexyl-carbodiimid (DCCI)®) in unbefriedigender
Ausbeute zu 7D 7-3 kondensieren. Die Verseifung mit einem Uberschuss von 1~ NaOH fiihrte
zum Tripeptidderivat 7 E 7-3. Dieses, mit 7 E 4-5 mittels DCCI kondensiert, ergab in schlechter
Ausbeute den geschiitzten Pentapeptidester 7 F 7-5, so dass auf cine Weiterverfolgung diesecs
Syntheseweges verzichtet wurde.

Eine Probe 7 F 7-5 wurde mit Natrium in fliissigem Ammoniak zum freien Pentapeptid
gespalten, das die gleiche MSH-Wirkung?), wie das von ScawyzeErR & L1%) beschriebene Peptid
zeigte (3 x 104 E/g; K. HOFMANN ¢f al., J. Amer. chem. Soc. §2, 3721 (1960), geben 1,4 x 10* E/g
an).

3) R. ScHwYzER & C. H. L1, Nature 782, 1669 (1958)

4) S1. GUTTMANN & R. A, BOISSONNAS, Helv. 47, 1852 (1958), R. A. BoissonNNas, ST. GUTT-

MaNN, R. L. HUuGUENIN, P. A. JagueNouD & E. SaNDRrIN, Helv. 47, 1867 (1958); ST. GUTT-

MANN & R. A. Boissonnas, Helv. 42, 1257 (1959); K. HOFMANN ¢t al., J. Amer. chem. Soc. 80,

1486 (1958); 80, 6458 (1958); 82, 3715, 3721, 3727, 3732 (1960).

R. SCHWYZER, P. SieBer & K. Zatsk6, Helv. 47, 491 (1958).

8) R. A. BoissoNnas, Helv. 34, 874 (1951); Tu. WieLanD & H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem.
572, 190 (1951); J. R. VauGgHAN & R. L. Osato, J. Amer. chem. Soc. 73, 3547, 5553 (1951);
74, 676 (1952).

7) A. H. Coox, I. HEILBRON & A. P. MAHANDERAN, J. chem. Soc. 1949, 1061-4; B. G. OVERELL
& V. PETROW, bid. 1955, 232.

8) J.C. SHEEHAN & G. P. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).

%) Die Priifung wurde von Prof. C. H. L1 und Dr. I. I. GEscHwWIND im Hormone Research Lab.
der Universitit Kalifornien (Berkeley, Calif.) ausgefithrt, wofiir ich ihnen nochmals bestens
danken méchte.

o
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Schema 1: Aufbauprinzip des geschiitzten Pentapeptidesters 1

1 2 3 4 5
®
B 3 T
1A Z-{His -OH MZ- Phe|-OH H-| Arg|-OMe
H®
|
1B MZ-| Phe Arg J—OMe
H®
1
ic H—ﬁhe Arg|-OMe
Bzl H®
I 1
1D 24} His Phe Arg ‘—OMe
Bzl e
1 !
1E  zHis Phe Arg}QH H-| Try Gly |-ONB-HCl
vergl. Schema 2
Bl HO (verg ma2)
| {
1¥ zf| His Phe Arg Try Gly |~ONB

Abkiirzungen: Bzl- = Benzyl-; -ONB = p —Nitrobenzyl-
MZ- = p-(p’-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-
Z— = Carbobenzoxy-
— Dick unterstrichenc Formeln bedeuten kristalline Verbindungen.
— 1D 7-3 bedeutet: 1. Schema; Formelgruppe D; Aminosiuren 1-3.

Bei diesem Syntheseweg wurde versucht, w-protonisiertes Arginin?) anstelle von
w-Nitroarginin in das Peptid einzubauen, da die katalytische Hydrierung der w-Nitro-
gruppe bei grossern Peptiden oft langsam und uneinheitlich verlauft. Ebenso sollte
auch gepriift werden, ob die Verwendung von N(Im)-Benzyl-histidin?) fiir den
Aufbau von Histidinpeptiden Vorteile bietet, was jedoch nicht der Fall war, Gewisse
Vorteile (im Falle des Benzyl-histidins die Herabsetzung der Acylierbarkeit des
Imidazolringes) mussten durch die Anwendung der oft mit schlechten Ausbeuten
verlaufenden Spaltung mit Natrium in flissigem Ammoniak erkauft werden.

Die 3 folgenden Schemata (2, 3 und 4) beschreiben die Synthesewege fiir das
Hexapeptid IT und seine Derivate ITa-d.

Der Dipeptidester 2B 3-4 wurde mit Dicarbobenzoxy-histidinl?) 24 2, mittels DCCI®) in
Dimethylformamid in 709 Ausbecute zum Dicarbobenzoxy-dipeptidester 2C 2-4 kondensiert.
Nachfolgende Hydrierung in Methanol unter Zusatz von Salzsdure und in Gegenwart von 10-proz.
Pd-Kohle-Katalysator lieferte in guter Ausbeute das papierchromatographisch einheitliche Tri-
hydrochlorid von 2D 2-4. Die Chlorionen wurden mittels Amberlite 1R-4B gegen Acetationen

ausgetauscht, und das resultierende Acetat von 2D 24 mitCarbobenzoxyglutaminylazid %) in
Dimethylformamid in guter Ausbeute zum 2E 7-4 gekuppelt. Die Verseifung mit 1N Natron-

10 Vgl. D. T. Gisg & F. H. CARPENTER, J. Amer. chem. Soc. 75, 5872 (1953).

12) A. PATCHORNIK, A. BERGER & E. KATCHALSKI, J. Amer. chem. Soc. 79, 6416 (1957); S. ARA-
BORI, K. Oxawa & F. Sakrvama, Nature 787, 772 (1958).

13) E. SoNDHEIMER & R. W. HoLLEY, J. Amer. chem. Soc. 76, 2816 (1954).
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Schema 2: 1. Aufbauprinzip der geschiitzten Hexapeptid-Derivate IIa und ITb,
verseifbar zu I1c.
1 2 3 4 5 6
IQ'I-I2 13) VA 12) NO2 11) 14)

ZA z_[(l;ﬁJ_Na Z—El-lis |-on Z-{ Phe Plxrg |-oMe H-|Try Gly |-OMe
b
2B H-{Phe Arg|-OMe

z NO,
! !
2C Z-| His Phe Arg|-OMe
H®
]
2D H—LHis Phe Arg |_0Me
NH, H®
1 1
2E z-| Glu His Phe Arg|-OMe
NH, HO
| |
2F Z-{Glu His Phe ArglOH
NH, H®
1 !
2G z-[ Glu His Phe Arg Try Gly—,—OMe

15) 16)

2H T—l Try|~-OH H-|Gly |-ONB
2] T Try Gly |-ONB
2K H—I Try Gly I—ONB - HCI

NH, H®
I |
2L z_| Glu His Phe Arg Try Gly [-OoNB

Abkiirzungen: Z- = Carbobenzoxy-; T- = Trityl-; -ONB = p-Nitrobenzyl-

11) K. HorMaNN, W. D. PEckaaM & A. RHEINER, J. Amer. chem. Soc. 78, 238 (1956).

14) Durch saure kat. Hydrierung der entsprechenden Carbobenzoxy-Verbindung erhalten. Diese
Verbindung wurde in der Zwischenzeit auch von K. HOFMANN ¢f gl., J. Amer. chem. Soc. 80,
1486 (1958), beschrieben.

Gleiches Verfahren wie von G. Amiarp, R. HEymis & L. VErruz, Bull. Soc. chim. France
7955, 1464, fiir die Herstellung von No-Trityl-pL-Tryptophan angeben. Ne-Trityl-L-tryptophan-
methylester, krist. Smp. 156-157° (aus Methanol); [x]¥ = +45° & 1° (¢ = 1,075 in Metha-
nol). Ne-Trityl-L-tryptophan (amorph), Smp. 110-120°; [a] = +29° 4 1° (¢ = 1,397 in
Methanol). Die Spaltung des Trityl-L-tryptophans mit Mineralsiure ergab rL-Tryptophan,
[elp = —31° & 1° (¢ = 1,008 in Wasser).

18) Von Dr. B. ISELIN hergestellt.
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lauge in 60-proz. Athanol ergab in 75%, Ausbeute 2F 74, das sehr hygroskopisch ist und nach
dem Stehen an der Luft Kristallwasser enthilt.

2 F 1-4 wurde mit 2K 5-6 im Gemisch Dimethylformamid/Diithylphosphit mittels DCCIS)
zu 2L 7-6 kondensiert und dieses durch Gegenstromverteilung zwischen n-Butanol und 1-proz.
Essigsdure iiber 70 Stufen verteilt (K = 1).

2F 7-4, unter den gleichen Bedingungen mit 24 5-6 kondensiert, crgab 2G 7-6. 21. 7-6 und
2G 7-6 lassen sich mit 1N NaOH zu 3 E 7-6 verseifen.

Da die Kondensationen von 2 F /-4 mit 2 A 5-6 bzw. 2 K 5-6 in unbefriedigender
Weise verliefen, und die Reinigung der geschiitzten Hexapeptidester verlustreich war,
wurde versucht, durch ein anderes Aufbauprinzip diese Médngel zu beheben.

Schema 3: 2. Aufbauprinzip der geschiitzten Hexapeptid-Derivate I11a und Ilc,
sowte des freien Hexapeptidamids 11

1 2 3 4 5 6
_|N_H_2 13) - 17102 1) 14)

3A Z—Iﬂlj~OH H_El_is_l_OMe z_l Phe Arg|l-OH H—| Try  Gly l—OMe
NH, NO,

3B z-{Glu His| OMe Z-|Phe  Arg Try  Gly|-OMe
NH, H®

3C z{élu His| OH H-|Phe 1’\rg Try  Gly|-OMe
NH, HO®

3D Z—' IGlu His Phe j&rg Try Gly I—OMe
NH, e

3E Z—I élu His Phe J&rg Try Gly I—OH
NH, Ho

3F H-| Cl;lu His Phe :'Xrg Try  Gly|-OH

Bei diesem Aufbauprinzip wurde zuerst das Tetrapeptidderivat 3 B 3-6 synthetisiert und das
Arginin in Form von e-Nitroarginin bis auf diese Peptidgrosse beibehalten.

Das Carbobenzoxydipeptid!l) 34 3-4 wurde mit dem Dipeptidester®) 34 5—6 im Gemisch
Dimethylformamid/Acetonitril mittels DCCI®) in guter Ausbeute zum Cbo-tetrapeptidester
3B 3-6 kondcnsiert. Die katalytische Hydrierung mit Pd-Kohle-Katalysator in Gegenwart von
HCl ergab 3C 3-6 als Dihydrochlorid. Das bei der Hydrierung der Nitrogruppe gebildete Ammo-
niumchlorid stérte die weitere Kondensation mit 3C 7-2 mittels DCCI®) nicht. 3D 7-6 ist mit
2G 7-6 identisch und wurde ohne Gegenstromverteilung papierchromatographisch rein crhalten.
Die hydrogenolytische Spaltung von 3E 7-6 in neutralem Milieu (75-proz. Methanol) fiihrte zum
freien Hexapeptid 3F 7-6. Das Hexapeptid ist dusserst labil gegeniiber basischen und schwach
sauren Reagentien. Diese bewirken in den meisten Fillen Ringschluss am Glutamin zur Pyrro-
lidonverbindung (Ninhydrin-negativ).

Papierchromatographische Analyse, Hochspannungsclektrophorese, Abbau mit Leucinamino-
peptidase und quant. Aminosiurebestimmung nach MooRE, SPACKMARN & STEINYY) zeigten, dass
¢s sich uin das (auch optisch) reine Hexapeptid 3 F 7-6 handelt.

17y S, MooRrE, D. H. SpAckMAN & W. H. STEIN, Analyt. Chemistry 30, 1185, 1190 (1958); die
Analysen wurden in freundlicher Weise von Herrn Prof. Dr. M. BRENNER und Dr. R. WEBER,
Org. chemische Anstalt der Universitat Basel, ausgefiihrt und ausgewertet; dafiir mochte ich
auch an dieser Stelle bestens danken.
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Das Hexapeptid 3F 7-6 zeigte in der isolierten Froschhant ungefahr die gleiche
MSH-Wirkung?) (2 x 10% E/g) wie das Heptapeptid®) H - Met-Glu(NH,)-His-Phe-
Arg-Try-Gly - OH (2,8 x 105 E/g).

M. P. DE GARILHE®) konnte nach der Methode von SAFFRAN & SCHALLY )
zeigen, dass das Hexapeptid 3F 7-6 gegeniiber dem Heptapeptid1®) keine nennens-
werte CRE-Aktivitdt ) besitzt.

Auf einem dritten Syntheseweg (4. Schema) wurde versucht, den geschiitzten
Hexapeptidester I1d mit einer farbigen Aminoschutzgruppe?®) zu erhalten, um auch
diese Moglichkeit fiir den Aufbau von gréssern, MSH-dhnlichen Peptiden abzukliren.

Schema 4: 3. Aufbanprinzip des geschiitzten Hexapeptid-Derivates I1d

1 2 3 4 5 6
NH,
o —
4A MZ—I Glu|-OH H-| His|-OMe
NH,
{
4B Mz-l Glu His| OMe
NH, o
{ !
4C MZ-{ Glu His|-OH H-|Phe Arg Try Gly |-OMe
NH, H®
| [
4D MZ-{Glu His Phe Arg Try Gly |-OMe

Abkiirzungen: MZ~ = p-(p’-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-

Dieser Weg unterscheidet sich gegeniiber dem vorhergehenden nur dadurch, dass
anstelle von Z-Glutamin die entsprechende MZ-Verbindung verwendet wurde, wobei
ein kristallisiertes Derivat des Hexapeptidesters (4D 7-6) erhalten wurde.

Experimenteller Teil

Smp. sind in der Kapillare bestimmt und nicht korrigiert. Sie sind jedoch stark abhingig
von den Trocknungsbedingungen der betr. Substanz. Folgende Losungsmittel wurden bei der
papierchromatographischen Analyse verwendet (Zahlen ohne weitere Angaben bedeuten Volu-
mina in ml):

System 43 = tert. Amylalkohol: Isopropylalkohol: Wasser = 100:40:55.

System 45 = sec. Butanol: 3%, Ammonijak = 100:44.

System 50 = tert. Amylalkohol:Isopropylalkohol: Tridthylamin: Veronal: Wasser = 100:40:0,8:
1,8 g:50.

System 52 = n-Butanol: Essigsiure: H,O = 100:10:ges. mit H,0 ~ 30 ml.

System 54 = sec. Butanol: Isopropylalkohol: Monochloressigsdure: Wasser = 70:10:3 g:40.

System 56 = sec. Butanol: Isopropylalkohol:5%, Veronal-Na:Wasser = 100:15:10:60.

System 59 = Methylidthylketon: Pyridin: Wasser = 60:15:25,

18) H. KAPPELER & R. SCHWYZER, Experientia 76, 415 (1960); Helv. 43, 1454 (1960).

19) M. P. pE GariLHE, C. Gros, J. Porata & E. B. LINDNER, Experientia 76, 414 (1960); fiir
dic Ausfithrung méchte ich auch an dieser Stelle bestens danken.

20) M. SAFFRAN, A. V. ScHALLY & B. G. BENFEY, Endocrinology 57, 399 (1957).

2y CRF = Corticotropin Releasing Factor, vgl. 19).

31
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Rf 43 z. B. bedeutet den Rf-Wert im System 43 auf WrATMAN-Papier Nr. 3 (dieses wurde
durchwegs verwendet).
K ist der Verteilungskoeffizient (durch multiplikative Verteilung bestimmt).

Die Analysenpriparate wurden durchschnittlich 10 Std. bei 60° im Hochvakuum iiber
Phosphorpentoxyd getrocknet. Viele Substanzen erwiesen sich als ausserordentlich hygroskopisch.
Sie wurden 1 Tag bis zur Gewichtskonstanz an der Luft stehengelassen.

N-Trityl-v-tryplophyl-glycin-p-nityobenzylester. (2 J 5-6). 1,84 g (8,75 mMol) Glycin-p-nitro-
benzylester8) in 10 ml frisch destilliertem Acetonitril gibt man zur Lbsung von 4,3 g (9,6 mMol)
Ne-Trityl-tryptophan8) in 10 ml Acetonitril, kiihlt auf 0° und rijhrt mit einem Magnetriihrer,
Hierauf versetzt man mit der ebenfalls vorgekiihlten Losung von 2 g (9,7 mMol) N, N’-Dicyclo-
hexyl-carbodiimid in 8§ ml Acetonitril. Dabei scheidet sich momentan der gebildete N, N’-Dicyclo-
hexylharnstoff neben dem (gallertigen) N-Trityl-dipeptidester (2 J 5-6) aus. Man lisst 4 Std. bei
0° reagieren, dampft anschliessend das Losungsmittel im Vakuum ab und zerreibt den Ver-
dampfungsriickstand (zur Entfernung des nicht umgesetzten Carbodimids) mit viel Petroldther.
Durch wiederholtes Extrahieren des Reaktionsproduktes mit eiskaltem Methylenchlorid und
Methylenchlorid-Ather-Gemisch trennt man 1,7 g N, N’-Dicyclohexylharnstoff ab. Die Methylen-
chlorid-Ather-Extrakte dampft man auf ein kleines Volumen ein und fillt den Trityl-dipeptid-
ester mit viel tiefsiedendem Petrolither aus. Durch Umkristallisieren aus 85 ml 95-proz. Athanol
erhilt man 5,3 g N-Trityl-L-tryptophyl-glycin-p-nitrobenzylester als feine Nadeln; Smp. 169-70°.
Die Mutterlauge dampft man zur Trockene ein, nimmt dem Verdampfungsriickstand in Chloro-
form auf und wischt mit eiskalter Zitronensiurelosung, 1mal mit eiskalter 1N Salzsiure, 1N Na-
triumhydrogencarbonat-Losung und zum Schluss mit Wasser neutral. Nach dem Trocknen der
Chloroformextrakte iiber Natriumsulfat und Verdampfen im Vakuum erhilt man 1,3 g schaumiges
Produkt, das aus 95-proz. Athanol kristallisiert noch weitere 500 mg Trityldipeptidester vom
Smp. 165-167 liefert. Totalausbeute 4 g (749%). Das Analysenpriparat, noch einmal aus 95-proz.
Athanol kristallisiert, schmilzt bei 170-171° [0)f = —~10° & 1° (¢ = 0,95 in Methanol).

CyHg OgN; (638,69)  Ber. C 73,37 H 537 012,539  Gef. C73,05 F 558 O 12,82%

N-Carbobenzoxy-L-tryptophyl-glycin-benzylestey. 1 g (3 mMol) Carbobenzoxy-L-tryptophan??)
in 20 m] trockenem Essigester wird mit der Losung von 660 mg (4 mMol) Glycinbenzylester?) in
5 ml Essigester vereinigt. Die Losung wird auf 0° gekiihlt und mit 650 mg (3,15 mMol) N,N’-
Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 15 Min. beginnt die Abscheidung von N, N’-Dicyclo-
hexylharnstoff. Man lasst 16 Std. bei 0° reagieren, filtriert vom Dicyclohexylharnstoff ab, wischt
die Essigester-Ldsung im Scheidetrichter mit 1N Salzsdure, 1,48 Ammoniumhydroxyd-Lésung
und mit Wasser neutral. Die {iber Natriumsulfat getrocknete Essigester-Lésung dampft man im
Vakuum auf ein kleines Volumen ein, versetzt mit ticfsiedendein Petroldther bis zur bleibenden
Triibung und lisst bei 0° stehen. Der Carbobenzoxy-dipeptid-benzylester scheidet sich dabei als
gallertiges Produkt ab. Durch Zugabe von mehr Petrolither und intensives Kratzen — unter
ofterem Aufwirmen auf 40° — erhédlt man ein fein mikrokristallines Pulver: 950 mg (669, d. Th.),
Smp. 117-118°. [a]F = —19° & 1° (¢ = 0,950 in Methanol).

CagHyyO5N, (485,52) Ber. C69,26 H 561 N 8,86% Gef. C69,15 H 575 N 9,139

p-(p’-Methoxy-phenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-glycin-benzylester. 950 mg (2 mMol)
MZ-Tryptophan®) werden unter gelindem Erwirmen in 20 ml abs. Essigester gelost, wieder auf
Zimmertemperatur abgekiihlt und mit der Lésung von 500 mg (3 mMol) Glycin-benzylester 23)
in 5 ml abs. Essigester vereinigt. Dazu gibt man 500 mg (2,1 mMol) 1-Cyclohexyl-3-morpholinyl-
athyl-carbodiimid®4) in 2 ml Essigester und lisst 16 Std. bei Zimmertemperatur reagieren. Die
Essigesterlosung wascht man mit 0,5~ Salzsdure, 1N Natriumhydrogencarbonat-Lésung und mit
Wasser neutral. Die getrocknete Essigesterlosung dampft man auf ein kleines Volumen ein und
fillt den MZ-Dipeptidester mit viel Petroldther aus. Nach dem Trocknen im Hochvakuum erhilt
man 1,2 g Rohprodukt, das noch mit Ausgangsmaterial verunreinigt ist. Einmaliges Umkristalli-
sieren aus 30 ml heissem Acetonitril ergibt 610 mg reines Produkt, Smp. 152-153°; die Aufarbei-

23) E. L. Smits, J. biol. Chemistry 775, 39 (1948).
%) H. K. MiLLER & H. WaELscH; J. Amer. chem. Soc. 74, 1092 (1952).
24y J. C. SmEEHAN & J. J. HLAVRA, J. org. Chemistry 27, 439 (1956).
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tung der Mutterlauge ergibt weitere 170 mg MZ-Dipeptidester, Gesamtausbeute 770 mg (63%);
Smp. 152-153°. UV.-Absorptionsspektrum in Methanol: Maxima bei 220 my (¢ = 38000) und
348 myu (e = 20800).

CysHgsOpN;s (619,65)  Ber. C 67,90 H 564 N 11,60% Gef. C 67,84 H 5,37 N 11,30%

L-Tryptophyl-glycin-p-nitrobenzylester-hydrochlovid. (2K 5-6). 1,7 g (2,65 mMol) N-Trityl-
tryptophyl-glycin-p-nitrobenzylester (2 J 5-6) werden in 10 ml Eisessig mit 1,45 ml 2N Salzsiure
5 Min. im Wasserbad von 50° detrityliert. Anschliessend dampft man das L&sungsmittel bei 30°
im Vakuum ab und trocknet den Riickstand 2 Std. im Hochvakuum bei 45°. Das Triphenyl-
carbinol 18st man mit viel Ather aus dem kristallinen HCl-Salz des L-Tryptophyl-glycin-p-nitro-
benzylesters. Ausbeute: 1,15 g (1009,); Smp. 150-153°.

CaoH,ON,Cl (432,51)  Ber. N 12,95 C18,10%  Gef. N 12,77 C18,219

p-(p’-Methoxyphenylago)-benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-arginin-methylester-hydrochlorid.
(7 B 2-3). Zu einer Losung von 8,66 g (20 mMol) MZ-Phenylalanin®) in 150 ml absolutem Tetra-
hydrofuran gibt man bei —10° 2,8 ml (20 mMol) Tridthylamin und nach 10 Min. bei der gleichen
Temperatur 2,0 ml (20 mMol) Chlorameisensdure-iathylester. Nach weiteren 15 Min. versetzt man
mit der gekiihlten Lésung von Arginin-methylester-hydrochlorid, hergestellt aus 5,8 g (22 mMol)
Arginin-methylester-dihydrochlorid und 3,06 ml (22 mMol) Tridthylamin in 30 ml Dimethyl-
formamid. Man ldsst 30 Min. bei —10° und 1 Std. bei Zimmertemperatur reagieren, filtriert vom
Tridthylamin-hydrochlorid ab (5,2 g) und verdampft das Losungsmittel bei 50° im Vakuum. Zum
Riickstand gibt man viel Ather, dekantiert ab, trocknet das 6lige Produkt im Vakuum und ver-
reibt es mit viel Wasser. Dabei erstarrt die rohe MZ-Verbindung. Die wisserige Phase wird ab-
zentrifugiert, der Riickstand 2mal mit je 50 ml frischem Wasser durchgeknetet und lyophilisiert:
11,7 g.

Diese bringt man, in 70 ml 95-proz. Athanol geldst, auf eine 23 cm lange Aluminiumoxydsaule
(2 5 cm) und eluiert mit viel 95-proz. Alkohol. Neben einer kleinen Vorfraktion (110 mg) kristalli-
sieren 5,05 g MZ-Dipeptidester-hydrochlorid aus der alkoholischen Lésung aus, Smp. 185-186°.
Aus der Mutterlauge gewinnt man noch weitere 3,36 g; Smp. 184-185°; Gesamtausbeute 8,41 g
(66%)-

Das Sulfat, Smp. 145-146°, lasst sich durch Zugabe von verd. Schwefelsiure 1:1 zu einer
alkoholischen Losung von MZ-Phenylalanyl-argininmethylester-hydrochlorid quantitativ er-
halten.

C,,H;, 00N, 1/, H,S0, Ber. C57,04 H 587 N 1502 S2469%
(652,73) Gef. ,, 57,06 ,, 6,15 ,, 15,26 ,, 2,529,

No-Carbobenzoxy - N (Im) - benzyl-L- histidyl-L- phenylalanyl - L- arginin - methylestey - carbonat.
(7D 7-3). Zu 5,32 g (14 mMol) Na-Carbobenzoxy-N(Im)-benzyl-histidin?) in 110 ml Dimethyl-
formamid gibt man bei 15° die Losung von 3,02 g (14,7 mMol) N, N’-Dicylcohexylcarbodiimid in
5 ml Dimethylformamid. Gleichzeitig werden 7,7 g (15,4 mMol) Phenylalanyl-arginin-methylester-
dihydrobromid 2%) in 20 ml Dimethylformamid mit 2,15 ml (15,4 mMol) Tridthylamin ins Mono-
hydrobromid iibergefiihrt, auf 0° abgekiihlt und zur Ne«-Carbobenzoxy-N(Im)-benzyl-histidin-
Lssung gegeben. Nach 20stiindigem Stehen wird der Dicyclohexylharnstoff (2,27 g entspr. 749,)
abfiltriert, das Filtrat mit 0,6 ml Eisessig versetzt und nach 15 Min. aunf ein kleines Volumen
eingedampft, nochmals vom auskristallisierten Salz befreit und dann vollstindig zur Trockne
eingedampft. Den amorphen Riickstand behandelt man mit viel Ather und trocknet den Riick-
stand anschliessend 4 Std. bei 50°.

Das pulverige Rohprodukt wird 3mal mit je 40 ml und einmal mit 30 ml 0,58 Ammonjum-
hydroxydlésung in der Kilte zerrieben, dic {iberstehende Fliissigkeit jewcils gut abzentrifugiert
und mit 100 ml Butanol/Chloroform 1:1 versetzt. Mit zwei mal 20 ml 2N Salzsdurc stellt man
kongosauer und wischt anschliessend zuerst mit 2N Natriumhydrogencarbonat und dann mit
Wasser neuntral. Die getrockneten Extraktionslésungen werden im Vakuum zur Trockne ein-
gedampft, der Verdampfungsriickstand in 135 ml 0,258 Salzsdure aufgelost, filtriert und unter
Eiskiihlung mit 28 Natriumhydrogencarbonat-Lésung auf pH 7-8 gestellt.

Den abgeschiedenen Carbobenzoxy-tripeptidester (7 D 7-3) nimmt man wieder im Gemisch
Butanol/Chloroform 1:1 auf, wischt mit Wasser neutral, trocknet iiber Natriumsulfat und dampft

25) Durch HBr-Spaltung von MZ-Phe-Arg-OCH,-HCI 7 B 2-3 gewonnen.
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das Butanol-Chloroformgemisch auf ein kleines Volumen ein. Zweimaliges Umfillen aus Chloro-
form-Petrolither ergeben 7,16 g (70%) N«-Carbobenzoxy-N(Im)-benzyl-histidyl-phenylalanyl-
arginin-methyl-ester-carbonat. Das Analysenpriparat schmilzt nach zweimaligem Umkristalli-

sieren aus 50-proz. Methanol bei 131-135°. [a]§ = —13° -+ 1° (¢ = 0,7822 in Mcthanol).
CgrHyyOgNg, 1/, H,CO;  Ber. C 61,88 H 6,23 N 15,409,
(727,83) Gef. ,, 62,01 ,, 6,40 ,, 15,689,

No-Carbobenzoxy-N (Im)-benzyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginin-hydvai. (1E71-3). 6,52 g
(8,9 mMol) Carbobenzoxy-{Im)-benzyl-histidyl-phenylalanyl-arginin-methylester-carbonat (7 D
7-3) in 50 ml Methanol werden mit 19,5 ml I~ Natronlauge 1 Std. bei Zimmertemperatur verseift.
Mit 1~ Salzsiure stellt man das pH auf 6 und gibt zum Verseifungsprodukt 300 ml Wasser. Nach
einstiindigem Stehen bei 0° filtriert man vom Carbobenzoxytripeptid ab und kristallisiert das
noch feuchte Produkt aus 50-proz. Methanol. Ausbeute: 4,27 g (70%); Smp. 154-56°. [«]} =
—10,5° + 0,9° (¢ = 1,062 in Methanol).

CaeH1306Ng, H,O (700,81) Ber. C 61,70 H 6,33 N 15,99% Gef. C61,65 H 6,96 N 16,12%

No-Carbobenzoxy-N (I'm)-benzyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-avginyl-L-tryptophyl-glycin-p-nitro~
benzylester-cavbonat. (1 F 1-5). 4,2 g (6 mMol) Carbobenzoxy-(Im)-benzyl-histidyl-phenylalanyl-
arginin und 2,87 g (6,6 mMol) L-Tryptophyl-glycin-p-nitrobenzylester-hydrochlorid (2 K 5-6) 1st
man in 20 ml frisch destilliertem N, N-Dimethylformamid und versetzt unter Eiskiihlung mit der
Loésung von 1,35 g (6 mMol) N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid in 7 ml Dimethylformamid. Das
Reaktionsgemisch lasst man 24 Std. bei Zimmertemperatur stehen, filtriert vom Dicyclohexyl-
harnstoff ab (890 mg; 679%) und verdampft das Lésungsmittel im Vakuum. Man erhilt 8,3 g
Rohprodukt, das noch mit Dicyclohexylharnstoff verunreinigt ist.

6,3g Rohprodukt werden zwischen 500 ml Essigester und 50 ml 1~ Natriumhydrogencarbonat-
Losung verteilt, die Essigesterphasen werden mit Wasser, 5mal mit je 10 ml 10-proz. Essigsdure-
l6sung, dann wiederholt mit 18 und 2~ Natriumhydrogencarbonat-Lésung und zum Schluss mit
Wasser neutral gewaschen. Beim Eindampfen der getrockneten Essigesterlésung kristallisiert
ein Teil des Produktes aus dem Loésungsmittel aus. Durch Zugabe von tiefsiedendem Petroldther
erreicht man eine vollstindige Ausfillung des Carbobenzoxy-pentapeptidesters: 4,6 g.

Zur weiteren Reinigung werden 3,5 g an 100 g Aluminiumoxyd der Aktivitidt III chromato-
graphiert. Mit Methanol werden 2,78 g Carbobenzoxy-pentapeptidester eluiert. Das Analysen-
priparat, aus Chloroform/Petroldther umkristallisiert, schmilzt bei 133-136°. [«]F = —13° 4 1°
(¢ = 1,265 in Methanol).

Cs6HeO10Nya Ly HyCOy, 2 HyO = CygH g60g5 Ny, (2220,45)  Ber. C 61,12 H 572 N 15,149
Gef, ,, 61,47 ,, 6,00 ,, 15169

L-Phenylalanyl-nitro-L-arginin-methylester. (2B 3-4). 25,14 g (49 mMol) Carbobenzoxy-L-phe-
nylalanyl-nitro-L-arginin-methylester!l) werden in 50 ml Eisessig unter gelindem Erwirmen
geldst und mit 50 ml 4~ Bromwasserstoff in Eisessig 60 Min. bei Zimmertemperatur decarbobenz-
oxyliert.

Die Reaktionslésung dampft man bei 40° im Vakuum auf ein kleines Volumen ein und tragt
den siruposen Riickstand unter starkem Riihren in 1 1abs. Ather ein. Nach 15miniitigem Riihren
lasst man den flockigen Niederschlag absitzen und trocknet den Riickstand bei 40° im Vakuum
iiber Phosphorpentoxyd.

Das rohe Decarbobenzoxylierungsprodukt nimmt man in 200 ml abs. Aceton auf und engt
die Losung auf die Hilfte des Volumens ein. Dabei kristallisiert der Dipeptidester als Dihydro-
bromid aus. Nach dem Trocknen bei 40° im Vakuum betrigt die Ausbeute 27,17 g (100%; 26,6 g
als Dihydrobromid). Der Bromgehalt der Verbindung ist stark von den Trocknungsbedingungen
abhingig. Z. B. 5 Std. bei 50° im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet ergeben:

CeHyO;Ng, HBr  Ber. Br17,32 —OCH, 3,26%  Gef. Br 26,98 — OCH, 2,75%
Cy6H,,O5Ng, 2 HBr oo 29,48 . 2,77%,

Nach 16stiindigem Trocknen unter den gleichen Bedingungen sinkt der Bromwert auf 21,349,
Rf 54 = 0,77; Rf 56 = 0,67.

Das kristallisierte Dihydrobromid nimmt man in 40 ml eiskaltem Wasser auf, stellt die mit
Eis gekiihlte Losung mit 2N Sodalésung phenolphtaleinalkalisch und extrahiert zuerst 3mal mit
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je 100 ml Ather — zur Entfernung der Verunreinigungen — und anschliessend mit je 200 ml, 100 ml
und 50 ml eines Gemisches von n-Butanol-Chloroform 1:9. Die Chloroform-Butanol-Extrakte
werden noch 2mal mit je 10 ml halbgesittigter Natriumchloridldsung gewaschen und zum
Schluss mit Magnesiumsulfat getrocknet. Im Vakuum dampft man das Losungsmittel bei 40-45°
ab und fillt den freien Dipeptidester mit viel Ather aus. Man filtricrt durch eine feine Glasnutsche
ab, wischt mit viel Ather nach und trocknet den Riickstand bei 40° im Hochvakuum. Ausbeute:
16 g amorpher L-Phenylalanin-nitro-r-arginin-methylester (719,).

N, N(Im)-Dicarbobenzyloxy-L-histidyl-L-phenylalanyl-nitro-L-arginin-methylester. (2C 2—4).
16 g (42 mMol) L-Phenylalanyl-nitro-L-arginin-methylester (2B 3-¢) in 50 ml Acetonitril
werden auf —10° gekiihlt und mit der ebenfalls vorgekiihlten Lésung von 19,2 g Dicarbo-
benzoxy-L-histidin1?) (42 mMol) in 140 ml Acetonitril vereinigt, wobei sich wieder ein Teil der
gelosten Substanzen ausscheidet. Nach der Zugabe von 10 ml Dimethylformamid und anschlies-
sendem kriftigem Durchschiitteln tritt wieder klare Losung ein, Hierauf trigt man die vor-
gekiihlte Losung von 9,7 g Dicyclohexyl-carbodiimid (47 mMol) in 45 ml Acetonitril ein und lisst
bei 0° reagieren. Nach kurzer Zeit beginnt die Abscheidung von Dicyclohexylharnstoff neben
Dicarbobenzoxy-dipeptidester. Das Reaktionsgemisch wird mit 100 ml Acetonitril/Dimethyl-
formamid 9:1 verdiinnt und iiber Nacht bei 0° stehengelassen. Das kompakte, gallertige, z. T.
kristalline Reaktionsgemisch zerreibt man gut mit weiteren 100 ml Acetonitril, filtriert durch
eine Glasfritte G-2 und wischt noch 2 weitere Male mit 50 ml Acetonitril gut nach.

Zur Mutterlauge gibt man 0,5 ml Eisessig, lisst 15 Min. reagieren und verdampift anschlies-
send zur Trockne. Als Riickstand bleibt wenig mit Ausgangsmaterial verunreinigtes Produkt, das
nicht weiter aufgearbeitet wurde. Den feuchten Nutschenriickstand extrahiert man mit total
60 ml Dimethylformamid und trennt auf diese Weise 9,3 g unléslichen Dicyclohexylharnstoff
(98%), Smp. 226-228°, ab. Die Dimethylformamidlésung dampft man bei 40° im Hochvakuum
zur Trockene ein und gewinnt 26,7 g rohes 2C 2-4. Nach einmaligem Umkristallisieren aus 100 ml
Methanol erhilt man 23,1 g (709%,) Dicarbobenzoxy-tripeptidester. Das Analysenpriparat kristal-
lisiert mit 1 Mol Kristallmethanol, Smp. 125-128°. [¢]§# = —19° + 1,5° (¢ = 0,9787 in Methanol).

CgyHy;OnN, (817,88)  Ber. C 57,27 H 5,79 O 21,529  Gef. C57,30 H 573 0 21,22%

L-Histidyl-L-phenylalanyl-L-arginin-methylester-acetat. (2D 2-4). 16,5 g (20 mMol) Dicarbo-
benzoxy-L-histidyl-L-phenylalanyl-nitro-L-arginin-methylester werden in 300 ml abs. Methanol
unter Zusatz von 4,4 Aquivalenten methanolischer Salzsiure und in Gegenwart von 4 g 10-proz.
Palladiumkohle-Katalysator aushydriert. Das gebildete Kohlendioxyd wird in einer zweiten
dazwischen geschalteten Hydrierente mit Kalilauge absorbiert. Nach 10 Std. sind 2515 ml Wasser-
stoff verbraucht (berechnet 2700 ml) und die Wasscrstoffaufnahme ist beendet. Die vom Kata-
lysator befreite Losung dampft man bei 40° im Vakuum ein, 16st den Riickstand in 20 ml Wasser
und lisst die Losung langsam durch eine Ionenaustauschersiule von 120 ml Amberlite IR-4B
(Acetatform) laufen. Man wischt mit Wasser (360 ml) so lange nach, bis die Eluate nicht mehr
Ninhydrin-positiv reagieren.

Die wiisserige Losung wird bei 40° im Vakuum zur Trockene verdampft und der gut getrock-
nete Riickstand mit abs. Ather aus der Methanollosung ausgefillt. Ausbeute: 13,1 g amorphes
Tripeptidester-monoacetat. Trocknen 15 Std. bei 80° und 10—2 Torr. iiber P,0;.

CpeHysO6Ng (532,59) Ber.—OCH, 2,82 CH,COOH 2,82% Gef.-OCH, 2,91 CH,COOH 2,819,

Im Papierchromatogramm zeigt der Tripeptidester in den Systemen 56 und 59 nur einen
Ninhydrin-, PAULY- und SakacucHi-positiven Fleck, Rf-Werte: 56/0,60; 59/0,80.

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-kistidyl-L-phenylalanyl-L-arginin-methylester-acetat. (2E 1-4).
13,1 g (22 mMol) L-Histidyl-L-phenylalanyl-L-arginin-methylester-acetat werden in 60 ml Dime-
thylformamid auf — 10° gekiihlt und portionenweise mit 6,1 g Carbobenzoxy-L-glutaminylazid13)
(20 mMol) versetzt. Dabei geht das Azid sofort in Lésung. Man lisst 2 Tage bei 0° reagieren und
fallt anschlicssend den rohen Carbobenzoxy-tetrapeptidester mit 11Essigester aus. Den gallertigen
Niederschlag filtriert man ab und wischt mit viel Essigester und Ather.

Einmaliges Kristallisieren aus Methanol/Essigester liefert 11,3 g papierchromatographisch
reinen Carbobenzoxy-tetrapeptid-methylester, Smp. 162-165° (Sintern bei 155°). Das Analysen-
prdparat schmilzt nach einer weiteren Kristallisation aus dem gleichen L&sungsmittelgemisch bei
169-71°. [a]f = —22,1° & 0,8° (¢ = 1,039 in Eisessig); = —39,7° + 1,3° (¢ = 0,982 in Metha-
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nol). K = 5,9. (Methanol: Wasser: Chloroform: Tetrachlorkohlenstoff = 8:2:5:5); Rf-Werte:
54/0,59; 56/0,82; 59/0,85.

CysHygOpNyey CH,COOH  Ber. C 5591 H 6,34 N 17,62%
(794,89) Gef. ,, 55,64 ,, 6,45 ,, 17,39%

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-avginin-hydvat. (2F 7-4). 2,5g (3,1
mMol) Carbobenzoxy-tetrapeptidester-acetat 2E 7-4 werden in 80 ml 60-proz. Athanol unter
Erwdrmen gelost und bei Zimmertemperatur mit 6,5 ml 1n Natronlauge verseift. Nach 10 Min.
triibt sich die Lésung und es beginnt sich gallertige Substanz abzuschciden. Das pH betragt
wiihrend der 60miniitigen Verseifung 11,5. Dic mit 6,5 ml 1~ Salzsdure neutralisierte Losung wird
bei40° zur Trockene eingedampit. Den gallertigen Riickstand nimmt man in 50 ml heissem Wasser
auf, filtriert durch Watte, engt auf 20 ml ein und ldsst 16 Std. bei 0° stehen. Die gallertige Aus.
fallung wird durch eine Glasfritte G-2 filtriert, mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen und iiber
Phosphorpentoxyd im Vakuum getrocknet. Ausbeute 1,65 g (75%). Smp. 167-169°.

Das Analysenpriparat, aus Wasser umkristallisiert, zeigt nach dem Trocknen im Hoch-
vakuum und anschliessendem Stehenlassen an der Luft den Gchalt von 4 Kristallwasser, Smp.
159-160°, K = 0,16 (n-Butanol: 1% AcOH 1:1); [a] = —33,6° £+ 1,3° (¢ = 0,923 in 1N Salz-
siure). Rf-Werte: 43/0,47; 54/0,60; 56/0,65.

CoaHuOsNyp, 4H,0  Ber. C51,51 H 6,61 N 17,67%
(792,87) Gef. ,, 51,40 ,, 6,78 ,, 17,50%

Eine Probe des reinen 2F 7—4, mit 2N Bromwasserstoff in Eisessig decarbobenzoxyliert, lisst
sich mit Leucinaminopeptidase unter den Standardbedingungen quantitativ in die 4 Aminosduren
aufspalten.

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidin-methylester. (3B 1-2). — a) Mit Dicyclohexylcarbodi-
imid. 15,1 g (54 mMol) Carbobenzoxy-L-glutamin8) werden im Gemisch von 18 ml Dimethyl-
formamid und 81 ml Acetonitril geldst, auf 0° gekiihlt und mit der ebenfalls vorgekiihlten Losung
von 9,81 g Histidin-methylester (58 mMol) in 9 ml Dimethylformamid und 36 ml Acetonitril ver-
setzt. Dabei scheidet sich wieder ein Teil der gelésten Substanz ab. Durch Zugabe von weiteren
20 ml Dimethylformamid erh&lt man einc klare Lésung. Dazu gibt man 12,2 g (59 mMol) Dicyclo-
hexylcarbodiimid in 13 ml Dimethylformamid und lasst 16 Std. bei 0° reagieren. Dabei scheidet
sich der Carbobenzoxy-dipeptidester neben dem Harnstoff als gallertiger Niederschlag ab. Die
gallertige, z. T. kristalline Abscheidung wird abfiltriert, gut mit Acetonitril gewaschen und im
Hochvakuum getrocknet. Das Gemisch von Carbobenzoxy-dipeptidester und Dicyclohexyl-
harnstoff schlimmt man in 35 ml 2§ Salzsiure auf, nutscht vom unldslichen Harnstoff ab und
wischt noch mit 11 ml 2nx Salzsdure nach. Die salzsaure Lésung wird mit der berechneten Menge
1~ Natronlauge ncutralisiert; dabei scheidet sich der Carbobenzoxy-dipeptidester als dicke Gal-
lerte aus, so dass mit weiteren 150 ml Wasser verdiinnt werden muss. Das gallertige Produkt
wird mit der Mutterlauge gut durchgeknetet und durch eine G-2-Glasfritte filtriert. Zur vollstin-
digen Neutralisation vereinigt man den Filterriickstand nochmals mit der alkalisch reagierenden
Mutterlauge und knetet wiederum gut durch (pH der Mutterlauge = 8). Nach dem Trocknen er-
hilt man 14,5 g geschiitzten Dipeptidester (63%,), Smp. 167-169°, Zur Analysc wird aus Wasser
umkristallisiert, Smp. 171-174°; [a]ff = —32,4° £ 0,6° (¢ = 1,17 in 1N Salzsiure).

CaoHgsOpNy (431,44)  Ber. C5567 H 584 N 16,23%  Gef. C5595 H 6,03 N 16,059

Aus der Mutterlauge lassen sich noch wcitere 2,4 g papierchromatographisch reiner Carbo-
benzoxy-dipeptidester, Smp. 158°, gewinnen, Rf 56 = 0,85. Die Halogenprobe ist aber bei dieser
Fraktion positiv.

b) Mit N, N’-Carbonyl-diimidazol?%). 140 mg (0,5 mMol) Carbobenzoxy-L-glutamin (iiber
Phosphorpentoxyd getrocknet) werden in 1,5 ml frisch destilliertem Dimethylformamid gelost
und unter Feuchtigkeitsausschluss mit 97 mg (0,6 mMol) Carbonyl-diimidazol versetzt. Sobald die
Kohlendioxydentwicklung aufgehért hat, gibt man die Losung von 85 mg Histidin-methylester
(0,5 mMol) in 1 ml Dimethylformamid dazu und lisst iiber Nacht bei 0° reagieren.

Der geschiitzte Dipeptidester wird mit viel Ather ausgefillt. Die Ausbeute betrigt nach dem

26) G. W. ANDERSON & R. PauL, J. Amer. chem. Soc. 80, 4423 (1958); H. A. StaaB, Angew.
Chem. 77, 194 (1959).



Volumen xt1v, Fasciculus 11 (1961) — No. 59 487

Trocknen 190 mg (889%) Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidin-methylester. Smp. 170-173°
(Zers.); [a]® = —32,2° 4 1,1° (¢ == 1,025 in 1IN Salzsdure).

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidin. (3C 1-2). 5,9 g Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-
histidin-methylester werden in einem Gemisch von 42 ml Methanol und 28 ml Wasser unter
Erwarmen gelost, wieder auf Raumtemperatur gekiihlt und mit 35,5 ml 0,45 N Bariumhydroxyd-
I6sung versetzt. Nach 5 Min. beginnt sich das Bariumsalz als dicker weisser Niederschlag abzu-
scheiden. Man verdiinnt mit weiteren 140 ml Wasser, rithrt mit einem Magnetriihrer und lisst total
45 Min. verseifen. Mit der berechneten Menge 1N Schwefelsdure (15 ml) stellt man die Lésung
neutral, filtriert vom Bariumsulfat ab und dampft die Losung zur Trockne ein. Den glasigen
Riickstand nimmt man in wenig Dimethylformamid auf, filtriert die Lésung nochmals durch eine
Glasfritte G-4 und fillt hierauf das Carbobenzoxydipeptid mit viel Essigester aus. Nach dem
Trocknen im Hochvakuum crhilt man 5,72 g amorphes, papierchromatographisch reines Carbo-
benzoxy-dipeptid. Kiristallisation aus Methanol ergibt 5,1 g Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-
histidin, Smp. 196-197° (Smp. unverindert bei wiederholter Kristallisation aus 95-proz. Athanol).
[w]l = —21,4° 4+ 0,3° (¢ = 5,154 in 1N Salzsiure). K = 4,6 (Methanol: Wasser: Tetrachlor-
kohlenstoff: Chloroform = 8:2:5:5); Rf-Werte: 54/0,75; 56/0,65.

CoHy O Ny (417,41) Ber. C 54,67 H 5,55 N 16,789, Gef. C 5443 H 5,51 N 16,649,

p-(p'-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutamin (MZ-L-Glutamin). (44 7). 11,7 g (51
mMol) L-Glutamin-hydrobromid?’) werden in 75 ml Wasser gelést, mit 200 ml Aceton verdiinnt
und in die Lésung 5 g Magnesiumoxyd (20% Uberschuss) eingetragen. Anschliessend gibt man
bei 0° 17 g p-(p’-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonylchlorid (56 mMol) wihrend 1 Std. in
kleinen Portionen dazu, verdiinnt mit 200 ml Wasser und riihrt weitere 90 Min. bei Zimmer-
temperatur. Das Reaktionsgemisch stellt man mit 2~ Salzsdure kongosauer, ldsst 2 Std. bei Zim-
mertemperatur stehen, zentrifugiert den gallertigen Riickstand ab und trocknet ihn bei 50° im
Vakuum. Rohprodukt aus 500 ml 95-proz. Methanol kristallisiert: 13,48 g, Smp. 183-184°.
Aus der Mutterlauge lassen sich noch weitere 2,56 g, Smp. 183-184° isolieren. Gesamtausbeute
16,04 g (76,3%). Das Ultraviolett-Spektrum zeigt 4, 237 mu (¢ = 13100) und 4,,,, 349 mu
(e = 26000).

CyoHpaOgN, Ber. C5796 H 535 N 13,52 - OCH, 3,629%
(414,41) Gef. ,, 57,98 ,, 5,64 ,, 13,50 » 3,519

p-(p’-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidin-methylester. (4 B1-2).2,86g
MZ-Glutamin (6,9 mMol) 16st man in 10 ml Dimethylformamid und gibt die Losung von 1,3 g
L-Histidin-methylester (7,8 mMol) in 15 ml Dimethylformamid dazu, kiihlt auf 0° ab und ver-
setzt mit 1,6 g (7,8 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 3 ml Dimethylformamid. Man lisst iiber
Nacht bei 0° reagieren, filtriert vom Harnstoff ab, zersetzt das nicht umgesetzte Carbodiimid mit
3 Tropfen Eisessig und dampft das Losungsmittel im Vakuum zur Trockne ein. Den Riickstand
zerreibt man mit viel Essigester und lidsst 2 Tage bei 0° stehen, filtriert und trocknet das orange-
rote Produkt bei 40° im Vakuum. Ausbeute 2,8 g. Zur Reinigung 18st man 2,5 g Rohprodukt in
10 ml mit Wasser gesittigtem sek. Butanol und filtriert durch eine Aluminiumoxydsiule. Eluat:
2,3 g reiner MZ-Dipeptidester 4B 7-2; das nicht umgesetzte MZ-L-Glutamin bleibt am Anfang
der Aluminiumoxyd-S4ule haften. Krist. aus 90-proz. Athanol; Smp. 167-169°. Das Analysen-
praparat schmilzt nach einer weiteren Kristallisation aus dem gleichen Losungsmittel bei 168-169°.

Das Ultraviolett-Spektrum zeigt: A,,,, 237 mu (& = 12700), 1., 348 mu (& = 21200) und
Anaz 435 mu (e = 2000).

CyH, OpN, (565,60)  Ber. C 57,34 H 552 N17,34%  Gef. C57,13 H 567 N 17,23%

p-(p’-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidin. (4 B 1-2). 1,13 g (2 mMol)
MZ-Dipeptidester 4 B 7-2 16st man in 30 ml 60-proz. Dioxan und verseift wihrend 60 Min. mit
2,4 ml 1x Natronlauge. Unter Kiihlung gibt man 30 ml 10-proz. Essigsdure zu und dampft das
Loésungsmittel im Vakuum ab. Den gallertigen Riickstand trocknet man bei 50° im Vakuum und
verreibt ihn mit 100 ml Wasser. Durch Zentrifugieren trennt man ihn von der Mutterlauge ab,
wischt ihn noch gut mit Wasser nach und lyophilisiert: 750 mg (68%). Zur Entfernung anhaif-
tender Verunreinigungen wischt man das MZ-Dipeptid mit 50-proz. Methanol und zum Schluss

27) Durch Decarbobenzoxylierung der entsprechenden Carbobenzoxyverbindung gewonnen.
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mit viel Ather. Es bleiben 670 mg, Smp. 207-208°. Das Analysenpriparat schmilzt nach zwei-
maligem Kristallisieren aus 75-proz. Dioxan bei 214-215°,

CyeHgoO,N, (551,57)  Ber. C 56,62 H 530 N 17,77% Gef. C 56,38 H 541 N17,55%

N-Carbobenzoxy-L-phenylalanyl-nitro-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-methylester. (3B 3-6). 8 g
(16 mMol) Carbobenzoxy-L-phenylalanyl-nitro-L-arginin1!) werden im Gemisch von 8 ml Dime-
thylformamid und 45 ml Acetonitril unter Erwirmen gelost, dann auf 0° gekiihlt und mit der
vorgekiihlten Lésung von 5,71 g (20 mMol) L-Tryptophyl-glycin-methylester!4) in 4,5 ml Di-
methylformamid und 18 ml Acetonitril versetzt. Man verdiinnt mit 45 ml Acetonitril und riithrt
wahrend 15 Min. weiter. Bei 0° werden 4,1 g (20 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 9 ml Aceto-
nitril eingetragen und 24 Std. bei dieser Temperatur stehengelassen. Der abgeschiedene Harnstoff
(3,22 g) wird abfiltriert, die Losung mit 0,5 ml Eisessig versetzt und nach 15 Min. zur Trockene
verdampft. Den 6ligen Riickstand 16st man in Essigester, filtriert vom abgeschiedenen Harnstoff
ab und wischt die organischen Phasen 3mal mit 1N Salzsiure, 2mal mit Wasser, dann 3mal mit
1IN Natriumhydrogencarbonat-L.§sung und zum Schluss mit Wasser neutral. Beim Waschen mit
Natriumhydrogencarbonat scheiden sich 1,45 g gallertiges Material ab. Der Schmelzpunkt ist
identisch mit demjenigen des Carbobenzoxy-tetrapeptidesters 3 B 3-6.

Die Essigesterphasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und zur Trockne verdampft.
Nach einmaligem Umkristallisieren aus viel Essigester erhilt man 7,97 g geschiitzten Tetrapeptid-
ester, Smp. 126-130°. Totalausbeute 9,42 g (789,). Das Analysenpriparat schmilzt nach einer
weiteren Kristallisation aus Essigester bei 130-133°, [a]f§ = —18,5° & 0,5° (¢ = 1,336 in Metha-
nol). K = 1,2 (Methanol: Wasser: Tetrachlorkohlenstoff : Chloroform = 8:2:5:5).

CyrHysOgNy (757,82)  Ber. C 58,64 H 572 N 16,64%  Gef. C 5857 H 6,00 N 16,45%

Der Carbobenzoxy-tetrapeptidester, aus verschiedenen Ld&sungsmitteln kristallisiert, zeigt
verschiedene Smp.; aus Methanol Smp. 136-140°,

L-Phenylalanyl - L- arginyl - L-try ptophyl-glycin-methylester-dihydrvochlorid. (3C 3-6). 7 g (9,2
mMol Carbobenzoxy-tetrapeptidester 3B 3-6 werden in 180 ml Athanol unter Zusatz von 5 Aq.
methanolischer Salzsdure und in Gegenwart von 2 g 10-proz. Palladiumkohle-Katalysator bis zur
Sdttigung hydriert. Das gebildete Kohlendioxyd wird in einer zweiten dazwischen geschalteten
Hydrierente mit Kaliauge absorbiert. Nach 12 Std. ist die Wasserstoffaufnahme beendet. Total
werden 997 ml Wasserstoff verbraucht (ber. 1035 ml). Man filtriert vom Katalysator ab und
dampft zur Trockne ein. Den Verdampfungsriickstand nimmt man in 15 ml absclutem Methanol
auf und fillt das Produkt wieder mit viel abs. Ather aus: 6,68 g rohes Dihydrochlorid 3C 3-6,
Rf-Werte: 54/0,65; 50/0,80.

Das Produkt enthilt noch Ammoniumchlorid, ist aber geniigend rein und wird direkt zur
Umsetzung zum Carbobenzoxy-hexapeptidester 3D 7-6 verwendet.

N-Carbobengoxy-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-try ptop hyl-glycin-nitvoben-
zylester, HC1,2H,0. (2L 1-6). 2,0 g (2,5 mMol) Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenyl-
alanyl-L-arginin, 4 H,O (2F 7—4) werden unter Erhitzen in 45 ml Dimethylformamid geldst,
wieder auf Zimmertemperatur abgekiihlt und mit 1,93 g (4,5 mMol) L-Tryptophyl-glycin-nitro-
benzylester-hydrochlorid (2K 5-6) versetzt. Das Gemisch riithrt man mit einem Magnetrithrer
wiahrend 50 Min.; dabei 16st sich der grosste Teil der Suspension. Anschliessend kithlt man im
Eisbad auf 0° ab, gibt die vorgekiihlte Losung von 620 mg Dicyclohexyl-carbodiimid (3 mMol)
in 5 ml Dimethylformamid zu und ldsst 3 Tage bei 0° reagieren. Die Reaktionslésung befreit
man dann vom Harnstoff (370 mg; 669%,), versetzt mit 3 Tropfen Eisessig und dampft im Hoch-
vakuum auf ein kleines Volumen ein. Das rohe Reaktionsprodukt fillt man mit viel Essigester
aus, filtriert und trocknet es im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd. Rohausbeute 3,1 g.
Zur Abtrennung der Ausgangsstoffe verteilt man das Rohprodukt zwischen n-Butanol und 1-proz.
Essigsdure iiber 30 Stufen. Dic Fraktionen 0-8 (730 mg) sind zur Hauptsache Carbobenzoxy-
tetrapeptid, wihrend sich in den Elementen 10-26 neben dem Carbobenzoxy-hexapeptid-nitro-
benzylester auch noch L-Tryptophyl-glycin-nitrobenzylester befindet. Zur weiteren Reinigung
werden die Fraktionen 10—26 nochmals zwischen n-Butanol und 1-proz. Essigsdure iiber 40 Stufen
verteilt und die Fraktionen 16-19, 20-23, 24-27 und 28-31 vereinigt. Die Fraktionen 12-15 ent-
halten noch wenig Carbobenzoxy-tetrapeptid, wihrend die tibrigen im Papierchromatogramm
nur Carbobenzoxy-hexapeptid-nitrobenzylester anzeigen.
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Die Ausbeute der vereinigten Fraktionen ist 1,4 g (50%). K der analytisch reinen Verbindung
ist 1 (n-BuOH/1-proz. AcOH), [a18 = —27,3° + 1,4° (¢ = 1,064 in Dimethylformamid). Ri-
Werte 43/0,48; 54/0,70; 56/0,75. Das Analysenpriparat wird 10 Std. bei 80° im Hochvakuum
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und anschliessend 1 Tag an der Luft stehengelassen.

CyqHgy01,Nyy, HCL 2 H,O  Ber. € 55,30 H 576 N 16,74 Cl3,03%
(1171,70) Gef. ,, 55,02 ,, 580 ,, 16,72 ,, 2,94%

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryplophyl-glycin-methyl-
ester-hydyochlorid. (2G 1-6, 3D 1-6). a) Aus Cbo-Glu(NH,)-His-Phe-Arvg - OH+ H - Try-Gly-OCH,
+ HClL. 5 g (6,25 mMol) Carbobenzoxy-tetrapeptid 2F 7—4 werden in einem Gemisch von 70 ml Di-
methylformamid und 15 ml Didthylphosphit unter Erwirmen geldst; die Losung kiihlt man
wieder auf Zimmertemperatur ab und versetzt hierauf mit 3,7 g (12 mMol) L-Tryptophyl-glycin-
methylester-hydrochlorid 4). Anschliessend rithrt man 3 Std. bei Zimmertemperatur und lisst
iiber Nacht bei 0° stehen. Zur gekiihlten Losung gibt man 1,85 g (9 mMol) Dicyclohexyl-carbo-
diimid in 10 ml Dimethylformamid und lisst 77 Std. bei 0° und 6 Std. bei Zimmertemperatur
reagieren. Den abgeschiedenen Harnstoff filtriert man ab (780 mg; 56%), versetzt das Filtrat
mit 0,1 ml Eisessig, dampft das Dimethylformamid auf wenige ml ein und fillt mit viel Essigester
aus. Nach dem Filtrieren und Trocknen im Hochvakuum erhilt man 8,3 g Gemisch von Carbo-
benzoxy-hexapeptidester und Ausgangsmaterial.,

Das gesamte Rohprodukt wird zwischen n-Butanol und 1-proz. Essigsiure in einer CRAIG-
Apparatur mit 100 ml Phasenvolumen verteilt.

Die Fraktionen 11-35 reagieren positiv auf PaurLv-Reagens und 15-35 zeigen positive EHR-
LicH-Reaktion. Die Elemente 11-14 und 15-16 enthalten zur Hauptsache Carbobenzoxy-tetra-
peptid neben wenig Carbobenzoxy-hexapeptidester, wihrend die Fraktionen 19-35 reinen ge-
schiitzten Hexapeptidester enthalten.

Die Phasen der Fraktionen 19-35 werden vereinigt, zur Trockne eingedampft und das Pro-
dukt einmal aus Dimethylformamid-Essigester ausgefillt. Die Ausbeute an amorphem, papier-
chromatographisch einheitlichem Carbobenzoxy-hexapeptidester-hydrochlorid ist 3,8 g. [«]f =
—16,4° & 0,3° (¢ = 0,793 in Pyridin); [«]® = —21,8° & 0,8° (¢ = 1,008 in DMF). Rf-Werte:
43/0,72; 54/0,69; 56/0,85.

b} Aus Cbo-Glu(NH,)-His-OH + H- Phe-Avg-Try-Gly-OCH,, HCI. 680 mg (0,95 mMol) L-
Phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-methylester-dihydrochlorid (3C 3-6), das noch Am-
moniumchlorid von der katalytischen Hydrierung des Cbo-tetrapeptidesters 2F 7-4 enthilt, 16st
man in 4,5 ml Dimethylformamid, kiihlt im Eisbad und gibt 0,139 ml Tridthylamin (1 mMol)
dazu. Nach 20 Min. beginnt die Abscheidung von Tridthylamin-hydrochlorid. Man l4dsst 50 Min.
reagieren, filtriert anschliessend vom abgeschiedenen Salz ab und gibt die auf 0° gekiihlte Losung
von 630 mg (1,5 mMol) Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidin (3C 7-2) in 3,5 ml Dimethyl-
formamid zu. Nach weiteren 30 Min. versetzt man mit dem Dicyclohexyl-carbodiimid (310 mg in
1 ml Dimethylformamid = 1,5 mMol). Nach 3tigigem Stehen bei + 3° filtriert man vom Harnstoff
ab (260 mg) und fillt anschliessend mit viel Essigester aus.

Man erhilt 1,1 g noch mit Ausgangsmaterial verunreinigtes Produkt. Zur Entfernung der
Ausgangsmaterialien behandelt man das Rohprodukt 1mal mit 5 ml, 4mal mit 2 ml 1~ Salzsdure
und zum Schluss 2mal mit 2 ml Wasser. Das {iber Phosphorpentoxyd getrocknete Produkt wiegt
600 mg entspr. 60%, der Theorie. Der Carbobenzoxy-hexapeptidester fillt dabei als amorphes
Dihydrochlorid an und ist leicht rosa gefarbt. Zur Analyse fillt man noch einmal aus Dimethyl-
formamid/Essigester um, trocknet 10 Std. bei 80° im Hochvakuum iiber P;O5 und ldsst das
Praparat 1 Tag an der Luft stehen. [«]¥ = ~15,5° 4 1,7° (¢ = 0,961 in Pyridin); [«]F =
—22,0° & 0,9° (¢ = 0,996 in DMF).

CisHggOpNys, 2HCL, 3H,0  Ber. € 52,17 H 6,11 N 16,48 Cl16,42%
(1105,08) Gef. ,, 51,96 ,, 579 ,, 16,23 ,, 6,01%

In den Systemen 43, 54 und 56 zeigt die Verbindung nur ¢inen PauLy- und EHRLICH-positiven
Fleck und die gleichen Rf-Werte wie das unter a) beschriebene Produkt. In diesem Fall ist eine
Verteilung nach Cralc nicht notwendig.

p-(p’-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-
tryptophyl-glycin-methylester-hydrochlorid. (4D 7-6). 470 mg (0,85 mMol} p-(p’-Methoxyphenyl-
azo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidin (4 C 7-2) in 14 ml Dimethylformamid werden mit
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der Ldsung von 510 mg (0,84 mMol) r-Phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-methylester-
hydrochlorid (3C 3-6) in 2 ml Dimethylformamid vereinigt, auf 0° gekiihlt und mit 210 mg
(1 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 2 ml Dimethylformamid versetzt. Nach 3tigigem Stehen
bei 0° lisst man Zimmertemperatur annehmen, filtriert vom Harnstoff ab, zersetzt das nicht um-
gesetzte Carbodiimid mit 0,1 ml Eisessig und dampft auf ein kleincs Fliissigkeitsvolumen ein. Mit
viel Essigester fallt man das Rohprodukt aus: 760 mg.

Zur Reinigung 16st man 500 mg Substanz in 10 ml 75-proz. Dioxan und filtriert durch eine
Aluminiumoxydsiule (8 g). Am oberen Ende bleibt die Verunreinigung als orange-rote Zomne
haften. Die eluierten 420 mg werden zwischen n-Butanol und 1-proz. Essigsiure iiber 30 Stufen
verteilt. Die Hauptmenge des MZ-Hexapcptidesters befindet sich in den Elementen 8-19 (K =
0,88). Die Fraktionen 10-18 werden vereinigt und nochmals zwischen sek. Butanol und 1-proz.
Essigsiure iiber 40 Stufen verteilt. Die Fraktionen 11-19 werden aus 95-proz. Methanol umkristal-
lisiert. Man erhilt 180 mg p-(p’~-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidyl-
L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-methylester-hydrochlorid, Smp. 202-203°. Aus 95-
proz. Athanol umkristallisiert, Smp. 204-205°. UV.-Absorptionsspektrum: 1,,, 284 mu (¢ =
9800), 1,0, 290 mu (e = 10000), 2,4, 349 mp (¢ = 21200) und 4,,,, 435 mu (¢ = 2000).

CysHgy01aNy5, HCL, H,O  Ber. C 5576 H 596 N 17,74 Cl2,69%
(1184,73) Gef. ,, 55,76 ,, 6,01 ,, 17,32 ,, 2,99%

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryplophyl-glycin-acetat.
(3E 7-6). 450 mg (0,39 mMol) Carbobenzoxy-hexapeptid-nitrobenzylester werden in 10 ml
50-proz. Dioxan geldst und 45 Min. mit 0,5N Natronlauge verseift. Die Natronlauge gibt man
portionenweise zu, so dass das pH der Lésung immer zwischen 10,5 und 11 ist. Nach der Zugabe
der ersten 3 ml 0,5~ Natronlauge beginnt die Abscheidung von gallertiger Substanz. Zur Ver-
diinnung der Lésung werden nochmals 10 ml 50-proz. Dioxan zugegeben. Es werden total 7 ml
0,5N Natronlauge verbraucht. Zum Schluss verdiinnt man mit Wasser, neutralisiert mit 1~ Salz-
siure und stellt die Losung mit Eisessig auf pH 5,5. Man filtriert das gallertige Produkt ab,
wischt mit eiskaltem Wasser nach und trocknet den Filterriickstand im Vakuum iiber Kalium-
hydroxyd und Phosphorpentoxyd. Das trockene Produkt wiegt 200 mg, Smp. (199°) 203-205°.
Zur Analyse wird noch einmal aus 50-proz. Methanol umkristallisiert, Smp. 206°. [«]§f =
—15,9° 4 1,1° (¢ = 0,9444 in AcOH).

C47H3;010N 3, CH;COOH, H,O  Ber. €55,51 H 6,18 N 17,18 CH,COOH 1,43%
Gef. ,, 55,35 ,, 6,01 ,, 17,57 . 1439

Aus der Mutterlauge lassen sich noch weitere 150 mg Carbobenzoxy-hexapeptid isolieren,
Smp. 155-163°. Diese Fraktion liegt aber, im Gegensatz zur Fraktion vom Smp. 203-205°, nur
teilweise als Acetat vor, was eindeutig aus den Acetylbestimmungen hervorgeht.

Im Papierchromatogramm zeigen die beiden Fraktionen die gleichen Rf-Werte: 43/0,45;
54/0,55; 56/0,62.

L-Glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptop hyl-glycin-acetat. (3F 1-6). 1,23 g
(1,2 mMol) 3E 7-6%) werden in 150 ml 75-proz. Methanol in Gegenwart von 400 mg Palladium-
kohle-Katalysator hydrogenolytisch gespalten. Die vom Katalysator befreite L&sung wird im
Vakuum bei 40° zur Trockene eingedampft. Den Verdampfungsriickstand (900 mg) 16st man in
3,5 ml Wasser unter Zusatz von 0,5 ml 1N HCI und lisst die Losung durch eine Siule von 15 ml
Amberlite IR-4B (Acetatform) laufen. Anschliessend eluiert man mit 30 ml Wasser und
lyophilisiert. (Ausbeute: 700 mg). Zur Analyse 16st man eine Probe nochmals in viel Wasser,
filtriert durch Celit und lyophilisiert. Anschliessend wird noch 8 Std. bei 60° iiber P,Og im Vakuum
getrocknet und dann 1 Tag an der Luft dquilibriert. [a]¥ = —23,6° 4+ 1,8° (¢ = 0,466 in 1~ HCI),
Ri-Werte: 45/0,47; 43/0,35.

CyeH;, N304, CH,COOH, 3H,0 Ber. C 52,16 H 6,51 N 19,29 AcOH 1,699,
(944,03) Gef. ,, 52,33 ,, 6,30 ,, 19,62 » 1,499,
Die quant. Aminosidurebestimmungl?) (Totalhydrolyse mit konz. HCI) ergibt die folgendc
Aminosdurezusammensetzung: Glul, His!, Phe!, Arg!, Gly!, NH,? (Tryptophan wird bei der
Hydrolyse zerstort).

28) Rohprodukt.
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Mit Leucinaminopeptidase wird das Hexapeptid vollstandig in die Aminosiuren gespalten.

Die Hochspannungselektrophorese bei 3000 Volt, pH 1,9, ergibt nur 1 Band, das sich sowohl
mit PavLy-Reagens und mit Ninhydrin als auch mit SakacucHIi-Reagens anfirben lisst. Der
zuriickgelegte Weg betriagt nach 60 Min. 15 cm.

Herrn Prof. Dr. R. ScawyzER méchte ich fiir seine Anregungen und Unterstiitzung wihrend
dieser Arbeit recht herzlich danken, ebenso meinen Kollegen fiir anregende Diskussionen. Herrn
H. R. KeLLER danke ich fiir seine wertvolle Mitarbeit, Herrn Dr. W, PapoweTz fiir die analy-
tischen Daten und Herrn E. voN ArxX fiir die Ausfithrung der Papicrchromatographie.

SUMMARY

The synthesis of the pentapeptide derivative N*-Cbo-N{Im)-Bzl-His-Phe-Arg-
Try-Gly-ONB and the synthesis of the hexapeptide H - Glu(NH,)-His-Phe-Arg-Try-
Gly - OH (acetate) comprising the sequence of six amino acid residues common to
ACTH and «- and B-MSH along various pathways is described in detail. This com-
pound shows a very weak MSH-activity (2 x 10% U/g)?3).

Forschungslaboratorien der CIBA AXKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung.

60. Die Alkaloide von Buphane disticha (L.f.) HERB.
2. Mitteilung iiber Amaryllidaceen-Alkaloidel)
von H, Hauth und D. Stauffacher
(18. 1. 61)

Buphane disticha (Buphane toxicaria (L.}|) HERB., Haemanthus toxicarius
TauMs.), auch Cape poison bulb oder Gifbol genannt, gilt als einer der giftigsten
Vertreter aus der Familie der Amaryllidaceen. Die Eingeborenen Siidafrikas ver-
wenden die Zwiebeln zur Herstellung von Pfeilgift, das besonders zur Jagd von Wild
dient, das fiir Nahrungszwecke bestimmt ist.

An fritheren Beobachtungen {iber die biologische Wirkung der Alkaloide aus
Buphane disticha finden sich in der Literatur die folgenden Angaben: JuriTz?)
(1903-1911): stark toxisch fiir Miuse, Brucin-dhnliche Wirkung. Tutin3) (1911):
Hyoscin-dhnliche Wirkung, Krampfgift. LEwin4) (1912): Lihmung des Atemzen-
trums, narkotische Wirkung dhnlich Atropin, am Menschen: Mydriase, lachrymator.
Wirkung.

Von der besonders in Afrika verbreiteten Amaryllidaceen-Gattung Buphane
wurden bisher sowohl Buphane disticha (L. f.) HERB. als auch B. fischeri BAKER
untersucht. Wihrend aus B. fischeri die Alkaloide Lycorin, Buphanamin, Bupha-
nidrin, Buphanisin, Ambellin und Crintn (auch Crinidin genannt) isoliert werden

1) 1. Mitteilung iiber Amaryllidaceen-Alkaloide: J. RENz, D. STAUFFACHER & E. SEEBECK, Helv.
38, 1209 (1955).

2) C. F. Juritz, South African J. Sci. &, 92 (1911).

3) F. TutiN, J. chem. Soc. 99, 1240 (1911} ; Arch. exp. Path. Pharm. 69, 314 (1912).

4) L. Lewin, Arch. exp. Path. Pharm. 68, 333 (1912).





