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In 5 Fallen (vz = 0, 5, 10, 15 und 20) wurden ausserdem mit Hilfe des modifi- 
zierten und erweiterten Programms 9, die zu den Eigenwerten Ej  gehorigen Linear- 
kombinationen 119 

@jict) == C c j i ,  un(t) 
n 0 

bestimmt, auf deren Angabe jedoch aus Platzgrunden verzichtet werden muss. Hin- 
gegen sind die aus den Koeffizienten c j n  nach der Formel (4) berechneten Uber- 
gangsintegrale Qii fur die 8 Energieniveaus (i, j = 0, 1. . . . . 7) in der Tab. I1 ange- 
fuhrt. Diese Werte fur v2 = 0 und i, i = 0, l . . . 5 stimmen bis auf die Betrage von 

mit den Integralen Qii uberein, die fruher aus den Eigenfunktionen Y#) gefunden 
wurden (vgl. Tab. VI  der 3. Mitteilungl)). In den Fig. 3a und 3b ist die Abhangigkeit 
der Integrale Qt> von v2 fur Obergange veranschaulicht, die von den zwei untersten 
Niveaus (i = 0 oder 1) aus erfolgen. 

Die vurliegcnde Arbcit wurde vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS (Projekt Nr. 1918) 
unterstutzt. 

SUMMAFIY 

Potential functions of the form V(6) = F6 - v 2  E2 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 v2. 

Organisch-chemisches Laboratorium 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich 

9) Das I’rogramm ist mir von Prof. Dr. H. RUTISHAUSER zur Verfugung gestellt worden, dem 
ich an dieser Stelle bestens danken mochte. 

59. Synthese von L-Glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L- 
-arginyl-L-tryptophyl-glycin 

von H. Kappeler 
(18. I. 61) 

Fur Versuche zur Synthese des geschutzten Octadecapeptides mit der Amino- 
sauresequenz des /?-Melanophoren-stimulierenden Hormons (P-MSH) des Rindes, 
benijtigten wir als Mittelstiick das Peptid 8-13l), wobei anstclle der Glutaminsaure 
vorerst Glutamin eingebaut wurde : 

13 . Asp-Ser-(;ly-Pro-Tyr-Lys-Met-Glu-His-l’he-Rrg-Tr~-~ly-Scr-Pro-Pro-I,ys-Asp * OH 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 3  14 15 16 17 18 

,L?-MSH2) 
c____ 

1) K. SCHWYZER, H. KAPPELER, B. ISELIN, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 42,1702 (1959). 
2) I. I. GESCHWIND, C. H. LI & L. RARNAFI, J. Amcr. chcm. SOC. 79, 1003, 6394 (1957). 
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Im weiteren verfolgten wir das Ziel, die kleinsten Peptidsequenzen mit MSH-Aktivi- 
taten zu finden3). 

Nachdem von verschiedenen Autoren4) die Synthese von u-MSH und kleinern 
Peptidsequenzen davon beschrieben wurden, mikhte ich in der vorliegenden Arbeit 
eine Reihe von (im Laufe der ietzten Jahre ausgefuhrten) Versuchen beschreiben, die 

I Z . His(Bz1) -Phe-Arg-Try-Gly-O-CH*- r d  NO, \=/- 
zum geschutzten Pentapeptidderivat I und zum geschutzten (Derivat I1 a d )  oder 
freien Hexapeptidamid I1 fuhrten (Schemata 2, 3 und 4). 

R * Glu (NH,) -His-Phc-Arg-Try-Gly * OR, 

11; R = Rl = -H 

I1 a ;  R = Cbo, R, = -CH, 

b;  R = Cbo, Rl = -CH2 

C; R = Cbo, R, = -H 

MZ * Phenylalanin5) und Arginin-methylester-hydrochlorid wurden in abs. Tetrahydrofuran 
nach der gemischten Anhydridmethode6) zurn MZ . Dipeptidester 7 B 2-3 kondensiert, Dieser, 
wahrend 90 Min. rnit 2~ HBr in Eisessig bei Zimmertemperatur behandelt, ergab 7C 2-3 
als Dihydrobromid. Na-Cbo-N(Im) -BzI-Histidin') liess sich mit dem Monohydrobromid von 
7 C 2-3 in Dimethylformamid mittels Dicyclohexyl-carbodiimid (DCCI) 8) in unbefriedigendcr 
Ausbeute zu 7 D 7 3  kondensieren. Die Verseifung rnit einem il'berschuss von 1 N NaOH fuhrte 
zum Tripeptidderivat l E  7-3. Diesrs, mit 7 E 4-5 mittels DCCI kondensiert, ergab in schlechtcr 
Ausbeute den geschutzten Pcntapeptidester 7 I; 7-5, so dass auf rine Weiterverfolgung diescs 
Syntheseweges verzichtet wurde. 

Eine Probe I F  7-5 wurde mit Natrium in fliissigem Ammoniak zum freien Pentapeptid 
gcspalten, das die gleiche MSH-Wirkungg), wie das von SCHWYZER & Lr3) beschriebene Peptid 
zeigte (3 x l o 4  E/g; K. HOFMANN et  al., J. Amer. chem. SOC. 82, 3721 (1950), gcben 1,4 x lo4 E/g 
an). 

R. SCHWYZER & C. H. LI: Nature 782, 1669 (1958) 
ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 47, 1852 (1958), R. A. BOISSONNAS, ST. GUTT- 
MA", R. L. HUGUENIN, P. A. JAQUENOUD & E. SANDRIN, Helv. 47, 1867 (1958); ST. GUTT- 
MANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 42,1257 (1959) ; K. HOFMANN et al., J. Amer. chem. SOC. 80, 
1486 (1958); 80, 6458 (1958); 82, 3715, 3721, 3727, 3732 (1960). 

R. A. BOISSONNAS, Helv. 34, 874 (1951) ; TH.'WIELAND & H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem. 
572, 190 (1951); J. R. VAUGHAN & R. L. OSATO, J. Amer. chem. SOC. 73, 3547, 5553 (1951); 
74, 676 (1952). 
A. H. COOK, I. HEILBRON & A. P. MAHANDERAN, J. chem. SOC. 1949,10614;  B. G. OVERELL 
& V. PETROW, ibid. 1955, 232. 
J.  C. SHEEHAN t G. P. HESS, J .  Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
Die Priifung wurde von Prof. C. H. LI und Dr. I. I. GESCHWIND im Hormone Research Lab. 
der Universitat Kalifornien (Berkeley, Calif.) ausgefiihrt , wofiir ich ihnen nochmals bestens 
danken mBchte. 

R. ~CHWYZER, P. SIEBER & K. ZATSK6, Helv. 47, 491 (1958). 
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Schema 7 : Aufbau~rinzifi des geschiitzten Pentapeptidesters I 

1 2 3 4 5 

~ ~ 1 7 )  
51 

H@ 

MZ- Phe -OH U' 
H@ 

H-1 Phe Arg I-OMe -- 
Bzl H@ 

Z- His Phe Arg 1-OMe -- I 
Rzl H@ 

I -- - I 
Z-I His Phe ArgkOH H-1 Try Gly ONS.HC1 

RZl 
(vergl. Schema 2) 

I I 
2-1 His Phe Arg Try Gly 1-ONB 

Abkiirzungen: Bzl- = Bcnzyl-; -ONE = p -Nitrobenzyl- 
MZ- = p-(p'-Methoxyphcny1azo)-benzyloxycarbonyl. 
Z- = Carbobenzoxy- 

- Dick unterstrichenc Formeln bedeuten kristalline Verbindungen. 
- 7D 7-3 bedeutet : 1 .  Schema: Formelgruppe D ; Aminosauren 1-3. 

Bei diesem Syntheseweg wurde versucht, co-protonisiertes Argininlo) anstelle von 
o-Nitroarginin in das Peptid einzubauen, da die katalytische Hydrierung der o-Nitro- 
gruppe bei grossern Peptiden oft langsam und uneinheitlich verlauft. Ebenso sollte 
auch gepruft werden, ob die Venvendung von N(1m)-Benzyl-histidin ') fur 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 rnit Natrium in fliissigem Ammoniak erkauft werden. 

Die 3 folgenden Schemata (2, 3 und 4) beschreiben die Synthesewege fur das 
Hexapeptid I1 und seine Derivate IIa-d. 

Der Dipeptidester 2B 3-4 wurde mit Dicarbobenzoxy-histidin12) 2A 2, mittels DCC18) in 
Dimethylformamid in 70 yo Ausbeute zum Dicarbobenzaxy-dipeptidester 2C 2-4 kondensiert. 
Nachfolgende Hydricrung in Mcthanol unter Zusatz von Salzsaure und in Gegenwart von 10-proz. 
Pd-Kohle-Katalysator lieferte in guter Ausbeute das papierchromatographisch einheitlichc Tri- 
hydrochlorid von 2 D  2-4. Die Chlorionen wurden mittels Amberlite 1R-4B gegen Acetationen 
ausgetauscht, und das resultierende Acctat von 2 0  2-4 rnit Carboben~oxyglutaminylazid'~) in 
Dimethylformamid in guter Ausbeutc zum 2 E  1 - 4  gekuppelt. Die Verseifung mit 1~ Natron- 

10) Vgl. D. T. GISH & 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.AKA- 

13) E. SONDHEIMER & R. W. HOLLEY, J.  Amer. chem. Soc. 76, 2816 (1954). 
BORI, K. OKAWA & F. SAXIYAMA, Nature 781, 772 (1958). 
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Schema 2: I .  Aufbaujwinzip der geschiitzten Hexa+efitid-Derivate I I a  und 11 b, 
verseifbar zu 11 c. 

479 

1 2 3 4  5 6 

NH, 13) Z la) NO, 11) Y 
Glyl-OMe - 

NO, 

2B H - I P h e - O M e  

z NO, 

Z- 2 c  His Phe Arg -0Me 

H- His Phe 2 D  Arg-OMe 

2F Z- 

NH, HQ 
I I 

2E d?%~ His Phe Are[-OMe 

Glu His Phe Arg OH 

2G Z-1Glu His Phe Arg Try GIy 

2H 

-0Me 

2J T - T T ~ J - O N B  

2 K  H-( Try Gly 1-ONB . HCI 

2L Z-IGlu His Phe Arg Try Gly -0NB 

Abkurzungen: 2- = Carbobenzoxy-; T- = Trityl-; -0NB = p-Nitrobenzyl- 

11) K. HOFMANN, W. D. PECKHAM & A. RHEINER, J. Amer. chem. SOC. 78, 238 (1956). 
le) Durch saure kat. Hydrierung der entsprechenden Carbobenzoxy-Verbindung erhalten. Diese 

Verbindung wurde in der Zwischenzeit auch von K. HOFMANN et al., J. Arner. chem. SOC. 80, 
1486 (1 958), beschrieben . 

Is) Gleiches Verfahren wie von G. AMIARD, R. HEYMBS & L. VELLUZ, Bull. Soc. chim. France 
7955,1464, fur die Herstellung von P-Trityl-DL-Tryptophan angeben. Na-Trityl-L-tryptophan- 
methylester, krist. Smp. 156-157" (aus Methanol); [a15 = +45' f 1" (c = 1,075 in Metha- 
nol). Na-Trityl-L-tryptophan (amorph), Smp. 110-120'; [w]3 = +29" & 1" (c = 1,397 in 
Methanol). Die Spaltung des Trityl-L-tryptophans mit Mineralsaure ergab L-Tryptophan, 
[ a ] ~  = - 31' * 1" (c = 1,008 in Wasser). 

la) Von Dr. B. ISELIN hergestellt. 
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3 R  Z- Glu His (-0Me 2-1 Phe -4rg Try Gly-OMe 

NH, H@ 
I I 

3F H-1 Glu His Phc Arg Try Glyl-OH 

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

Das Carbobenzoxydipeptidll) 3A 3-4 wurde init dem Dipeptide~terl~) 3 A  5-6 im Gemisch 
Dimethylformamid/Acetonitril mittels DCCI8) in gutrr Ausbeute zum Cbo-tetrapeptidcster 
3 B 3-6 kondensiert. Die katalytische Hydrierung mit Pd-Kohle-Katalysator in Gegenwart von 
HC1 ergab 3C 3-6 als Dihydrochlorid. Das bei der Hydrierung der Nitrogruppe gebildete Ammo- 
niumchlorid storte die weitere Kondensation mit 3C 7-2 mittels DCC18) nicht. 30 7-6 ist mit 
2G 7-6 identisch und wurde ohnc Cegenstromverteilung papierchromatographisch rein crhalten. 
Die hydrogenolytische Spaltnng von 3 B  7-6 in neutralem Milieu (75-proz. Methanol) fuhrte zum 
freien Hexapeptid 3 F  7-6. Das Hcxapeptid ist ausscrst labil gegenuber basischen und schwach 
sauren Reagentien. Diese bewirkcn in den mcisten Fallen Ringschluss am Glutamin zur Pyrro- 
lidonverbindung (Ninhydrin-negativ). 

Papierchromatograpliischc Analyse, Hochspannungsclcktrophorcsc, Abbau mit Leucinamino- 
poptidase und quant. Aminosaurebestimmung nach MOORE, SPACKMANN &  STEIN^') zeigten, dass 
os sich um das (auch optisch) rcine l-iexapeptid 3 F  1-6 handelt. 

1') S. MOORE, D. H. SPACKMAN & W. H. STEIN, Analyt. Chemistry 30, 1185, 1190 (1958); die 
Analysen wurden in freundlicher Weise von Herm Prof. Dr. M. BRENNER und Dr. R. WEBER, 
Org. chcmische Anstalt der Universitat Rasel, ausgefiihrt und ausgewertet; dafiir mochtc ich 
auch an dieser Stelle bestcns danken. 

lauge in 60-proz. kthanol ergab in 75% Ausbeute 2 F  1-4, das sehr hygroskopisch ist und nach 
dem Stehen an der Luft Kristallwasser enthalt. 

2 E  7-4 wurde mit 2K 5-6 im Gemisch Dimethylformamid/IXathylphosphit mittels DCCI8) 
zu 21, 7-6 kondensiert und dieses durch (;egenstromverteilung zwischen n-Butanol und 1-proz. 
Essigsaure uber 70 Stufen verteilt (I< = 1). 

2 F  1-4, unter den gleiclien Bedingungeii rnit 2 A  5-6 kontlensiert, crgab 2 G  1-6. 2 L  1-6 und 
2G 1-6 lassen sich mit 1~ NaOH zu 3 E  7-6 verseifen. 

Da die Kondensationen von 2 F 1-4 mit 2 A 5-6 bzw. 2 K 5-6 in unbefriedigender 
Weise verliefen, und die Reinigung der geschutzten Hexapeptidester verlustreich war, 
wurde versucht, durch ein anderes Aufbauprinzip diese Mange1 zu beheben. 

Schema 3: 2. Aufbaz@rinzip de7 geschutzten Hexafiefitid-Derivate IIn und TI c,  
sowie des freien Hexa9eptidamids II 
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Das Hexapeptid 3F 1-6 zeigte in der isolierten Froschhaut ungefahr die gleiche 
MSH-WirkungQ) (2 x lo5 E/g) wie das Heptapeptidls) H - Met-Glu(NH,)-His-Phe- 
Arg-Try-Gly - OH (2,8 x lo5 E/g). 

M. P. DE GARILHE~~)  konnte nach der Methode von SAFFRAN & SCHALLY”) 
zeigen, dass das Hexapeptid 3 F 1-6 gegeniiber dem Heptapeptidls) keine nennens- 
werte CRF-Aktivitat ”) besitzt. 

Auf einem dritten Syntheseweg (4. Schema) wurde versucht, den geschutzten 
Hexapeptidester I1 d mit einer farbigen Aminoschutzgruppe 5, zu erhalten, urn auch 
diese Moglichkeit fur den Aufbau von grossern, MSH-ahnlichen Peptiden abzuklaren. 

Schema 4: 3. A.ufbazcprinzip des geschutzten Hexape#tid-Derivates 11 d 

1 2 3 4 5 6 
NH, 

4 A  MZ- Glu -OH H - m - O M e  n - 
NH, 

4 B  MZ-lGlu His I-OMe 

4 c  MZ- Glu His-OH H- Phe Arg Try Glyl-OMe 

Experimenteller Teil 
Smp. sind in der Kapillare bestimmt und nicht korrigiert. Sie sind jedoch stark abhangig 

von den Trocknungsbedingungen der betr. Substanz. Folgende Lasungsmittel wurden bei der 
papierchromatographischen Analyse venvendet (Zahlen ohne weitere Angaben bedeuten Volu- 
mina in ml) : 
System 43 = tert. Amylalkohol : Isopropylalkohol : Wasser = 100 : 40 : 55. 
System 45 = sec. Butanol: 3% Ammoniak = 1OO:eC. 
System 50 = tert. Amylalkohol: Isopropylalkohol: Triathylamin : Veronal: Wasser = 100 :40:0,8 : 

System 52 = n-Butanol : Essigsaure : H,O = 100 : 10 : ges. mit H,O - 30 ml. 
System 54 = sec. Butanol: Isopropylalkohol: Monochloressigsaure: Wasser = 70: 10: 3 g: 40. 
System 56 = sec. Butanol:Isopropylalkohol:5% Veronal-Na: Wasser = 100:15:10:60. 
System 59 = Methylathylketon : Pyridin: Wasser = 60: 15 : 25. 

1,s g:50. 

4-= MZ- 

18) H. KAPPELER & R. SCHWYZER, Experientia 76, 415 (1960); Helv. 43, 1454 (1960). 
19) M. P. DE GARILHE, C. GROS, J. PORATH & E. B. LINDNER, Experientia 76, 414 (1960); fur 

m) M. SAFFRAN, A. V. SCHALLY & B. G. BENFEY, Endocrinology 57, 399 (1957). 
el) CRF = Corticotropin Releasing Factor, vgl. la). 

die Ausfuhrung mochte ich auch an dieser Stelle bestens danken. 

31 

Glu His Phe Arg Try GlytOMe 

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 (40 9-6)  erhalten wurde. 
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Rf 43 z. B. bedeutet den Rf-Wert im System 43 auf WHATMAN-Papier Nr. 3 (dieses wurde 

K ist der Verteilungskoeffizient (durch multiplikative Verteilung bestimmt) . 
Die Analysenpraparate 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-L-tryptophyl-glycin-p-nitrobenzylester. (2 J 5-6). 1,84 g (8,75 mMol) Glycin-p-nitro- 
benzylesterle) in 10 ml frisch destilliertem Acetonitril gibt man zur Losung von 4,3 g (9,6 mMol) 
Na-Trityl-tryptophans) in 10 ml Acetonitril, kiihlt auf 0' und riihrt mit einem Magnetriihrer. 
Hierauf versetzt man mit der ebenfalls vorgekiihlten L6sung 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 (gallcrtigen) N-Trityl-dipeptidester ( 2 1  5-6) aus. Man lasst 4 Std. bei 
0' reagieren, dampft anschliessend das Losungsmittel im Vakuum a b  und zerreibt den Ver- 
dampfungsriickstand (zur Entfernung des nicht umgesetzten Carbodimids) mit  viel Petrolather. 
Durch wiederholtes Extrahieren des Reaktionsproduktes rnit 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 fallt den Trityl-dipeptid- 
ester rnit viel tiefsiedendem Petrolather aus. Durch Umkristallisieren aus 85 ml95-proz. Athanol 
erhalt 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 wascht rnit eiskalter Zitronensaurelosung, lmal mit eiskalter 1~ Salzsaure, 1~ Na- 
triumhydrogencarbonat-Losung und zum Schluss rnit Wasser neutral. Nach dem Trocknen der 
Chloroformextrakte iiber Natriumsulfat und Verdampfen im Vakuum erhalt 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 (74%). Das Analysenpraparat, noch einmal aus 95-proz. 
Athanol kristallisiert, schmilzt bei 170-171" [m]3 = - 10" & 1" (c = 0,95 in Methanol). 

C,,H,,O,N, (638,69) Ber. C 73,37 H 5,37 0 12,5376 Gef. C 73,05 H 5,58 0 12,82% 

N-Ca&obenzoxy-L-tryptophyZ-glycin-benzyZester, 1 g (3 mMol) Carbobenzoxy-L-tryptophanzZ) 
in 20 ml trockenem Essigester wird rnit der Losung von 660 mg (4 mMol) Glycinbenzylester") in 
5 ml Essigester vereinigt. Die Losung wird auf 0" gekiihlt und rnit 650 mg (3J5 mMol) N,N'- 
Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach 15 Min. beginnt die Abschcidung von N, N'-Dicyclo- 
hexylharnstoff. Man lasst 16 Std. bei 0" reagieren, filtriert vom Dicyclohexylharnstoff ab, wascht 
die Essigester-Losung im Scheidetrichter rnit 1~ Salzsaure, 1 , 4 ~  Ammoniumhydroxyd-Losung 
und rnit Wasser neutral. Die iiber Natriumsulfat getrocknete Essigester-Losung dampft man im 
Vakuum auf ein kleines Volumen ein, versetzt rnit ticfsiedendem Petrolather bis zur bleibenden 
Triibung und lasst bei 0" stehen. Der Carbobenzoxy-dipeptid-benzylester scheidet sich dabei als 
gallertiges Produkt ab. Durch Zugabe von mehr Petrolather und intensives Kratzen - unter 
ofterem Aufwarmen auf 40' - erhalt man ein fein mikrokristallines Pulver: 950 mg (66% d. Th.), 
Smp. 117-118". [a]g = - 19" f 1' (c = 0,950 in Methanol). 

C,,H,,O,N, (485.52) Ber. C 69,26 H 5,61 N 8,86% Gef. C 69,151 H 5,75 N 9,13% 

p-(p'-Methoxy-phenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-try~to~hyl-glycin-be~zyles~er. 950 mg (2 mMol) 
MZ-Tryptophan6) werden untcr gelindem Erwamen in 20 ml abs. Essigester gelost, wiedcr auf 
Zimmertemperatur abgekiihlt und mit der Losung von 500 mg (3 mMol) Glycin-benzylestcr23) 
in 5 ml abs. Essigester vereinigt. nazu gibt man 500 mg (2, l  mMol) 1-Cyclohexyl-3-morpholinyl- 
athyl-carb~di imid~~) in 2 ml Essigester und lasst 16 Std. bei Zimmertemperatur reagieren. Die 
Essigesterlosung wascht man mit 0,5 N Salzsaure, 1~ Natriumhydrogencarbonat-Losung und mit 
Wasser neutral. Die getrocknete Essigesterlosung dampft man auf ein kleines Volumcn ein und 
fallt den MZ-Dipeptidester rnit viel Petrolather aus. Nach dem Trocknen im Hochvakuum erhalt 
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, 

durchwegs verwendet). 

22) E. L. SMITH, J. biol. Chemistry 775, 39 (1948). 
23) H. K. MILLER 8 H. WAELSCH; J. Amer. chem. SOC. 74, 1092 (1952). 
m) J.  C. SHEEHAN & J. J .  HLAVKA, J. org. Chemistry 21, 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 mp ( E  = 38000) und 
348 mp ( E  = 20800). 
C,,H,,O,N, (619,65) Ber. C 67,90 H 5,64 N 11,60% Gef. C 67,84 H 5,37 N 11,30% 

L- Tryptophyl-glycin-p-n~trobenzylester-hydrochlorid. (2K 5-6). 1,7 g (2,65 mMol) N-Trityl- 
tryptophyl-glycin-p-nitrobenzylester (ZJ 5-6) werden in 10 ml Eisessig mit 1,45 ml 2~ Salzsaure 
5 Min. im Wasserbad von 50" detrityliert. Anschliessend dampft man das Losungsmittel bei 30" 
im Vakuum ab und trocknet den Riickstand 2 Std. im Hochvakuum bei 45". Das Triphenyl- 
carbinol lost man mit viel hither aus dem kristallinen HCl-Salz des L-Tryptophyl-glycin-p-nitro- 
benzylesters. Ausbeute: 1,15 g (100%) ; Smp. 150-153". 

C2,H,,0,N,C1 (432,51) Ber. N 12,95 C1 8,19% Gef. N 12,77 C1 8,21% 

p-(p'-Methoxyphenylazo) -benzyloxycarbonyl-L-ph~nylalanyl-L-a~g~n~n-methylester-hydrochlor~d. 
( 7  B 2 3 ) .  Zu einer Losung von 8,66 g (20 mMol) MZ-Phenylalanin5) in 150 ml absolutem Tetra- 
hydrofuran gibt man bei - 10" 2,8 ml (20 mMol) Triathylamin und nach 10 Min. bei der gleichen 
Temperatur 2.0 ml (20 mMol) Chlorameisensaure-athylester. Nach weiteren 15 Min. versetzt man 
rnit der gekiihlten Losung von Arginin-methylester-hydrochlorid, hergestellt aus 5,s g (22 mMol) 
Arginin-methylester-dihydrochlorid und 3,06 ml (22 mMol) Triathylamin in 30 ml Dimethyl- 
formamid. Man l a s t  30 Min. bei - 10" und 1 Std. bei Zimmertemperatur reagieren, filtriert vom 
Triathylamin-hydrochlorid ab (5,2 g) und verdampft das Losungsmittel bei 50" im Vakuum. Zum 
Ruckstand gibt man viel Ather, dekantiert ab, trocknet das olige Produkt im Vakuum und vcr- 
reibt es rnit viel Wasser. Dabei erstarrt die rohe MZ-Verbindung. Die wasserige Phase wird ab- 
zcntrifugiert, der Riickstand 2mal rnit jc 50 ml frischem Wasser durchgeknetet und lyophilisiert: 

Diese bringt man, in 70 ml95-proz. Athanol geltist, auf eine 23 cm lange Aluminiumoxydsaule 
( 0  5 cm) und eluiert rnit viel 95-proz. Alkohol. Neben einer kleinen Vorfraktion (110 mg) kristalli- 
sieren 5,05 g MZ-Dipeptidester-hydrochlorid aus der alkoholischen Losung aus, Smp. 185-186". 
Aus der Mutterlauge gewinnt man noch weitere 3,36 g; Smp. 184-185'; Gesamtausbeute 8,41 g 

Das Sulfat, Smp. 145-146", laisst sich durch Zugabe von verd. Schwefelsaure 1 : l  zu einer 
alkoholischen Losung von MZ-Phenylalanyl-argininmethylester-hydrochlorid quantitativ er- 
halten. 

C,,H,,O,N,, H,SO, Ber. C 57,04 H 5,87 N 15,02 S 2,46% 
(652,73) Gef. ,, 57,06 ., 6,15 ,, 15,26 ,, 2,52% 

11,7 g. 

(66%). 

NQ - Carbobenzoxy - N (  Im)  - benzyl-L- histidy1-L- phenylulunyl- L- urginin - methylester - carbonat. 
( I D  7-3). Zu 5,32 g (14 mMol) Ncc-Carbobenzoxy-N(Im)-benzyl-histidin7) 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- 
dihydrobromidZ5) in 20 ml Dimethylformamid rnit 2,15 ml (15,4 mMol) Triathylamin ins Mono, 
hydrobromid iibergefiihrt, auf 0" abgekiihlt und zur NwCarbobenzoxy-N(1m)-benzyl-histidin- 
Ldsung gegeben. Nach 20stiindigem Stehen wird der Dicyclohexylharnstoff (2,27 g entspr. 74%) 
abfiltriert, das Filtrat mit 0,6 ml Eisessig versetzt und nach 15 Min. auf ein kleines Volumen 
eingedampft, nochmals vom auskristallisierten Salz befreit und dann vollstandig zur Trockne 
eingedampft. Den amorphen Ruckstand behandelt man mit viel Ather und trocknet den Riick- 
stand anschliessend 4 Std. bei 50". 

Das pulverige Rohprodukt wird 3mal rnit je 40 ml und einmal mit 30 ml O , ~ N  Ammonium- 
hydroxydlosung in der Kalte zerrieben, die iiberstehende Fliissigkeit jewcils gut abzentrifugiert 
und mit 100 ml Butanol/Chloroform 1 : l  versetzt. Mit zwei ma1 20 ml 2N Salzsaurc stcllt man 
kongosauer und wascht anschliessend zuerst mit 2N Natriumhydrogencarbonat und dann mit 
Wasser neutral. Die getrockneten Extraktionslosungen werden im Vakuum zur Trockne ein- 
gedampft, der Verdarnpfungsriickstand in 135 ml 0 , 2 5 ~  Salzsaure aufgelost, filtriert und unter 
Eiskiihlung rnit 2~ Natriumhydrogencarbonat-Msung auf pH 7-8 gestellt. 

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

25) Durch HBr-Spaltung von MZ-Phe-Arg-OCH,-HC1 7 B 2-3 gewonnen. 
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das Butanol-Chloroformgemisch auf ein kleines Volumen ein. Zweimaliges Umfallen aus Chloro- 
form-Petrolather ergeben 7,16 g (70%) Na-Carbobenzoxy-N(Im)-benzyl-histidyl-phenylalanyl- 
arginin-methyl-ester-carbonat. Das Analysenpraparat schmilzt nach zweimaligem Umkristalli- 
sieren aus 50-proz. Methanol bci 131-135". "13 = - 13" f 1" (c = 0,7822 in Methanol). 

C,,H,,O,N,, H,CO, Ber. C 61,88 H 6,23 N 15,40% 
(727,83) Gef. ,, 62,Ol ,, 6,40 ,, 15,68y0 

Nu-Carbobenzoxy-N( Im)-benzyl-L-histidyl-L-~henylalanyl-L-arg~nzn-hydrat. ( 1  E 1-3). 6,52 g 
(8,9 mMol) Carbobenzoxy-(Im)-benzyl-histidyl-phenylalanyl-arginin-methylester-carbonat ( 1  D 
7-3) in 50 ml Methanol werden mit 19.5 ml 1~ Natronlauge 1 Std. bei Zimmertemperatur verseift. 
Mit 1~ Salzsaure 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 5O-pi-02. Methanol. Ausbeute: 4,27 g (70%); Smp. 154-56". [M]E = 
- 10,5" -& 0,9' (c = 1,062 in Methanol). 

C,,H,,O,N,, H,O (700,81) Ber. C 61,70 H 6,33 N 15,99y0 Gef. C 61,65 H 6,96 N 16,12y0 

Nu-Carbobenzoxy-N ( Im)  -benzyl-L- histidyl-L-~henylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-~-nitro- 
benzyzester-carbonat. ( 7  F 7-5). 4,2 g (6 mMol) Carbobenzoxy-(1m)-benzyl-histidyl-phenylalanyl- 
arginin und 2,87 g (6,6 mMol) L-Tryptophyl-glycin-p-nitrobenzylester-hydrochlorid (2 K 5-6) lost 
man in 20 ml frisch destilliertem N, N-Dimethylformamid und versetzt unter Eiskiihlung mit der 
Losung 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; 67%) und verdampft das Losungsmittel im Vakuum. Man erhalt 8,3 g 
Rohprodukt, das noch rnit Dicyclohexylharnstoff verunreinigt ist. 

6,3 g Rohprodukt werden zwischen 500 ml Essigester und 50 m l 1 ~  Natriumhydrogencarbonat- 
Losung verteilt, die Essigesterphasen werden rnit Wasser, 5mal rnit je 10 ml 10-proz. Essigsaure- 
losung, dann wiederholt rnit 1~ und 2 N Natriumhydrogencarbonat-Losung und zum Schluss mit 
Wasser neutral gewaschen. Beim Eindampfen der getrockneten Essigesterlosung kristallisiert 
ein Teil des Produktes aus dem Losungsmittel &us. Durch Zugabe von tiefsiedendem Petrolather 
erreicht man eine vollstandige Ausfallung dcs Carbobenzoxy-pentapeptidesters : 4,6 g. 

Zur weiteren Reinigung werden 3,5 g an 100 g Aluminiunioxyd der Aktivitat I11 chromato- 
graphiert. Mit Methanol werden 2,78 g Carbobenzoxy-pentapeptidester eluiert. Das Analysen- 
praparat, aus Chloroform/Petrolather umkristallisiert, schmilzt bei 133-136". [a13 = - 13" & 1" 
(c = 1,265 in Methanol). 

C,6H,,01,N,,, '1, H,CO,, 2 H,O = C,l,Hl,60,,N,, (2220,45) Ber. C 61,12 H 5,72 N 15,14% 
Gef. ,, 61,47 ,, 6,OO ,, 15,16y0 

L-Phenylalanyl-nitro-L-arginin-methylester. (2 B 3-4). 25,14 g (49 mMol) Carbobenzoxy-L-phe- 
nylalanyl-nitro-L-arginin-methylesterli) werden in 50 ml Eisessig unter gelindem Erwarmen 
gelost und mit 50 ml4N Bromwasserstoff in Eisessig 60 Min. bei Zimmertemperatur decarbobenz- 
oxyliert. 

Die Reaktionslosung dampft man bei 40" im Vakuum auf ein kleines Volumen ein und tragt 
den siruposen Ruckstand unter starkem Riihren in 1 1 abs. 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 Halfte des Volumens ein. Dabei kristallisiert der Dipeptidester als Dihydro- 
bromid aus. Nach dem Trockncn bei 40" im Vakuum betragt die Ausbeute 27,17 g (100% ; 26,6 g 
als Dihydrobromid) . Der Bromgehalt der Verbindung ist stark von den Trocknungsbedingungcn 
abhangig. Z. B. 5 Std. bei 50" im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet ergeben: 

CI6H,,O,N6, HBi- Ber. Br 17,32 - OCH, 3,26y0 Gef. Br 26,98 - OCH, 2,75% 
C&,,O,N6, 2 HBr ,, ,, 29,48 2,7770 
Nach 16stiindigem Trocknen unter den gleichen Bedingungen sinkt der Bromwert auf 21,34y0 

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 rnit 2~ Sodalosung phenolphtaleinalkalisch und extrahiert zuerst 3mal mit 
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je 100 ml Ather - zur Entfernung der Verunreinigungen - und anschliessend rnit j e  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 halbgesattigter Natriumchloridlosung gewaschen und zum 
Schluss rnit Magnesiumsulfat getrocknet. Im Vakuum dampft man das Losungsmittel bei 40-45" 
a b  und f a t  den freien Dipeptidester mit viel Ather aus. Man filtricrt durch eine feine Glasnutsche 
ab, wascht rnit viel Ather nach und trocknet den Ruckstand bei 40" im Hochvakuum. Ausbeute: 
16 g amorpher L-Phenylalanin-nitro-L-arginin-methylester (71 yo), 

N U s  N ( I m )  -Dicarbobenzyloxy-L-histidyl-L-phenylalanyl-n~t~o-L-arginan-me~hy~ester. (2C 2-4). 
16 g (42 mMol) L-Phenylalanyl-nitro-L-axginin-methylester ( 2 B  3-4) in 50 ml Acetonitril 
werden auf - 10" gekiihlt und mit der ebenfalls vorgekiihlten Liisung von 19,2 g Dicarbo- 
benzoxy-L-histidinl2) (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 kraftigem Durchschutteln tritt  wieder klare Losung ein. Hierauf tragt man die vor- 
gekuhlte Liisung von 9,7 g Dicyclohexyl-carbodd (47 mMol) in 45 ml Acetonitril ein und lasst 
bei 0" reagieren. Nach kurzcr Zeit beginnt die Abscheidung von Dicyclohexylharnstoff neben 
Dicarbobenzoxy-dipeptidester. Das Reaktionsgemisch wird mit 100 ml Acetonitril/Dimethyl- 
formamid 9: 1 verdiinnt und uber Nacht bei 0" stehengelassen. Das kompakte, gallertige, z. T. 
kristalline Reaktionsgemisch zerreibt man gut rnit weiteren 100 ml Acetonitril, filtriert durch 
eine Glasfritte G-2 und wascht noch 2 weitere Male rnit 50 ml Acetonitril gut nach. 

Zur Mutterlauge gibt man 0,5 ml Eisessig, lasst 15 Min. reagieren und verdampft anschlies- 
send zur Trockne. Als Ruckstand bleibt wenig rnit Ausgangsmaterial verunreinigtes Produkt, das 
nicht weiter aufgearbeitet wurde. Den feuchten Nutschenriickstand extrahiert man rnit total 
60 ml Dimethylformamid und trennt auf diese Weise 9,3 g unloslichen Dicyclohexylharnstoff 
(98%), Smp. 226-228", ab. Die Dimethylformamidlosung dampft man bei 40" im Hochvakuum 
zur Trockene ein und gewinnt 26,7 g rohes 2 C  2-4. Nach einmaligem Umkristallisieren aus 100 ml 
Methanol erhalt man 23,l g (70%) Dicarbobenzoxy-tripeptidester. Das Analysenpraparat kristal- 
lisiert rnit 1 Mol Kristallmethanol, Smp. 125-128". [.]a = - 19" & 1,5" (c = 0,9787 in Methanol). 

CseH4,0,,N, (817,88) Ber. C 57,27 H 5,79 0 21,52% Gef. C 57,30 H 5,73 0 21,22% 

L-Histidyl-L-~henyZaZanyl-L-arginin-~et~ylester-ucetut. (20 2-4). 16,5 g (20 mMol) Dicarbo- 
benzoxy-L-histidyl-L-phenylalanyl-nitro-L-ar~nin-methylester werden in 300 ml abs. Methanol 
unter Zusatz von 4,4 Aquivalenten methanolischer Salzsaure 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, lost den Ruckstand in 20 ml Wasser 
und Iasst die Losung langsam durch eine Ionenaustauschersaule von 120 ml Amberlite IR-4B 
(Acetatform) laufen. Man wascht mit Wasser (360 ml) so lange nach, bis die Eluate nicht mehr 
Ninhydrin-positiv reagieren. 

Die wikserige Lijsung wird bei 40' im Vakuum zur Trockcne verdampft und der gut getrock- 
nete Ruckstand mit abs. Ather aus der Methanollosung ausgefallt. Ausbeute: 13,l  g amorphes 
Tripeptidester-monoacetat. Trocknen 15 Std. bei 80" und 10-2 Torr. uber P,O,. 

C,,H,,O,N, (532,59) Ber. -OCH, 2,82 CH,COOH Z,SZ% Gef. -OCH, 2,91 CH,COOH 2,81% 

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

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-~-~~stidyl-~-~henylalanyl-~-arg~nin-methylester-acetat. (2E 7-4). 
13,l  g (22 mMol) L-Histidyl-L-phenylalanyl-L-arginin-methylester-acetat werden in 60 ml Dime- 
thylformamid auf - 10" gekuhlt und portionenweise mit 6,1 g Carbobenzoxy-L-glutaminylazidls) 
(20 mMo1) versetzt. Dabei geht das Azid sofort in Losung. Man likst 2 Tage bei Oo reagieren und 
fallt anschlicssend den rohen Carbobenzoxy-tetrapeptidester mit 1 lEssigester aus. Den gallertigen 
Niederschlag filtriert man ab und wascht 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- 
praparat schmilzt nach einer weiteren Kristallisation aus dem gleichen Losungsmittelgemisch bei 
169-71". [a13 = -22,l" f 0,8" (c = 1,039 in Eisessig); = -39,7" f 1,3" (c = 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. 

C,H,,O,N,,, CH,COOH Ber. C 55,91 H 6,34 N 17.62% 
(794.89) Gef. ,, 55,64 ,, 6,45 ,, 17,39q0 

N-Carbobenzoxy-L-gluta?ninyl-L-hislddyl-~-phenylalanyl-~-argi~~in-~ydrat. (2 F 1-4). 2,5 g (3,l 
mMol) Carbobenzoxy-tetrapeptidester-acctat 2 E  7-4 werden in 80 ml 60-proz. Athanol unter 
Erwarmen gelost und bei Zimmertemperatur rnit 6,5 ml 1~ Natronlauge verseift. Nach 10 Min. 
triibt sich die Losung und es beginnt sich gallertigc Substanz abzuscheiden. Das pH betragt 
wahrend der 60miniitigen Verseifung 11,5. Die rnit 6.5 ml IN Salzsaure neutralisierte Liisung wird 
bei 40' zur Trockene eingedampft. Den gallertigen Ruckstand nimmt man in 50 ml heissem Wasser 
auf, filtriert durch Watte, engt auf 20 ml ein und lasst 16 Std. bei 0" stehen. Die gallcrtige Aus. 
fallung wird durch eine Glasfritte G-2 filtriert, mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen und iiber 
Phosphorpcntoxyd im Vakuum getrocknet. Ausbeute 1.65 g (75 yo). Smp. 167-169". 

Das Analyscnpraparat, aus Wasser umkristallisiert, zeigt nach dem Trocknen im Hoch- 
vakuum und anschliesscndem Stehenlassen an der Luft den Gchalt von 4 Kristallwasser, Smp. 
159-160". K = 0,16 (n-Butanol: 1% AcOH 1 : 1) ; [a]B = - 33,6" 5 1,3" (c = 0,923 in 1~ Salz- 
saure). Rf-Werte : 43/0,47 ; 54/0,60 ; 56/0,65. 

C3,H,,0,N,, 4H,O Rer. C 51,51 H 6,61 N 17,67% 
(79237) Gef. ,, 51.40 ,, 6,78 ,, 17,50% 

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

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidin-met~~ylester. (3 B 1-2). - a) Mit Dicyclohexylcarbodi- 
imid. 15,l g (54 mMol) Carbobenzoxy-L-glutaminls) werden im Gemisch von 18 ml Dimcthyl- 
formamid und 81 ml Acetonitril gelost, auf 0" gekuhlt und rnit der ebenfalls vorgekuhlten Losung 
von 9,81 g Histidin-methylester (58 mMol) in 9 ml Dimethylformamid und 36 ml Acetonitril vcr- 
setzt. Dabei scheidet sich wieder ein Tcil der gelosten Substanz ab. Durch Zugabe von wciteren 
20 ml Dimethylformamid erhalt man eine klare Losung. Dazu gibt man 12,2 g (59 mMol) Dicyclo- 
hexylcarbodiimid in 13 ml Dimethylformamid und l&st 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 schlammt man in 35 ml 2~ Salzsaure auf, nutscht vom unloslichen Harnstoff ab und 
wascht noch rnit 11 ml 2~ Salzsaure nach. Die salzsaure Losung wird rnit der berechneten Menge 
1~ Natronlauge neutralisiert ; dabei scheidet sich der Carbobenzoxy-dipeptidester als dicke Gal- 
lerte aus, so dass rnit weiteren 150 ml Wasser verdiinnt werden muss. Das gallertige Produkt 
wird mit der Mutterlauge gut durchgeknetet und durch eine G-2-Glasfritte filtriert. Zur vollstan- 
digen Neutralisation vcreinigt man den Filterriickstand nochmals mit der alkalisch reagierenden 
Mutterlauge und knetet wiederum gut durch (pH der Mutterlauge = 8).  Nach dem Trocknen er- 
halt man 14,5 g geschiitztcn Dipeptidester (63%), Smp. 167-169'. Zur Analysc wird aus Wasser 
umkristallisiert, Smp. 171-174"; [a]g = - 32,4' & 0,6" (c = 1,17 in 1~ Salzsaure). 
C,,H,,O,N, (431.44) Ber. C 55.67 H 5,84 N 16,23% Gef. C 55,95 13 6,03 N 16,05% 

A4us der Mutterlauge lassen sich noch wcitere 2,4 g papierchromatographisch reiner Carbo. 
benzoxy-dipcptidester, Smp. 158", gewinnen, Rf 56 = 0,85. Die Halogenprobe ist aber bei diescr 
Fraktion positiv. 

b) Mit N, N'-CarbonyFdiimida~oZa6). 140 mg (0,5 mMol) Carbobenzoxy-L-glutamin (iibcr 
Phosphorpentoxyd getrocknet) werden in 1,5 ml frisch destilliertem Dimethylformamid gelost 
und unter Feuchtigkeitsausschluss rnit 97 mg (0,6 mMol) Carbonyl-diimidazol versetzt. Sobald die 
Kohlendioxydentwicklung aufgehort hat, gibt man die Losung von 85 mg Histidin-methylester 
(0,5 mMol) in 1 ml Dimethylformamid dazu und lasst iiber Nacht bei 0" reagieren. 

Der geschiitzte Dipeptidcster wird rnit vie1 Ather ausgefallt. Die Ausbeutc betragt nach dem 

") G. W. ANDERSON & R. PAUL, J. Amer. chem. SOC. 80. 4423 (1958); H. A. STAAB, Angew. 
Chem. 71, 194 (1959). 
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Trocknen 190 mg (88%) Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidin-methylester. Smp. 170-173" 
(Zers.) ; [a18 = - 32,2' & 1 , l "  (c = 1,025 in 1~ Salzsaure). 

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidin. (3 C 7-2). 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 gekuhlt und mit 3 5 3  mlO,45 N Bariumhydroxyd- 
losung versetzt. Nach 5 Min. beginnt sich das Bariumsalz als dicker weisser Niederschlag abzu- 
scheiden. Man verdiinnt rnit weiteren 140 ml Wasser, riihrt mit einemMagnetriihrer und lasst total 
45 Min. verseifen. Mit der berechneten Menge 1~ Schwefelsaure (15 ml) stellt man die Losung 
neutral, filtriert vom Bariumsulfat ab und dampft die Losung zur Trockne ein. Den glasigen 
Ruckstand nimmt man in wenig Dimethylformamid auf, filtriert die Usung nochmals durch eine 
Glasfritte G-4 und fal l t  hierauf das Carbobenzoxydipeptid mit viel Essigester aus. Nach dem 
Trocknen im Hochvakuum crhalt man 5,72 g amorphes, papierchromatographisch reines Carbo- 
benzoxy-dipeptid. Kristallisation aus Methanol ergibt 5 , l  g Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L- 
histidin, Smp. 196-197' (Smp. unverandert bei wiederholter Kristallisation aus 95-proz. Athanol) . 
[a]g = -21,4" 0.3" (c = 5,154 in 1~ Salzsaure). K = 4,6 (Methano1:Wasser:Tetrachlor- 
kohlenstoff: Chloroform = 8: 2 : 5 : 5) ; Rf-Werte: 54/0,75 : 56/0,65. 

C,,H,,O,NS (417,41) Ber. C 54,67 H 55.5 N 16,78% Gef. C 54,43 H 5,51 N 16,64% 

p-(p'-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaman (MZ-L-Glutamin). (4A 7). 11,7 g (51 
mMol) ~-Glutamin-hydrobromid~~) werden in 75 ml Wasser gelost, rnit 200 ml Aceton verdiinnt 
und in die Losung 5 g Magnesiumoxyd (20% uberschuss) eingetragen. Anschliessend gibt man 
bei 0" 17 g p-(p'-Methoxypheny1azo)-benzyloxycarbonylchlorid (56 mMol) wahrend 1 Std. in 
kleinen Portionen dazu, verdunnt rnit 200 ml Wasser und riihrt weitere 90 Min. bei Zimmer- 
temperatur. Das Reaktionsgemisch stellt man mit 2 N Salzsaure kongosauer, lasst 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 am, 237 mp ( E  = 13100) und Am 349 mp 
( E  = 26000). 

C,,,H,,O,N, Ber. C 57,96 H 5,35 N 13,512 - OCH, 3,62% 
(414,41) Gef. ,, 57,98 ,, 5,64 ,, 13,50 ) )  3751% 

p-(p'-Methoxyphenylazo) -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-hist~d~n-methylester. (4 B 7-2). 2.86 g 
MZ-Glutamin (6,9 mMol) lost man in 10 ml Dimethylformamid und gibt die Msung von 1,3 g 
L-Histidin-methylester (7,s mMol) in 15 ml Dimethylformamid dazu, kiihlt auf 0" ab und ver- 
setzt rnit 1,6 g (7,s mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 3 ml Dimethylformamid. Man lasst iiber 
Nacht bei 0" reagieren, filtriert vom Harnstoff ab, zersetzt das nicht umgesetzte Carbodiimid rnit 
3 Tropfen Eisessig und dampft das Losungsmittel im Vakuum zur Trockne ein. Den Riickstand 
zerreibt man mit viel Essigester und lasst 2 Tage bei 0" stehen, filtriert und trocknet das orange- 
rote F'rodukt bei 40" im Vakuum. Ausbeute 2,s g. Zur Reinigung ltjst man 2,5 g Rohprodukt in 
10 ml rnit Wasser gesattigtem sek. Butanol und filtriert durch eine Aluminiumoxydsaule. Eluat : 
2,3 g reiner MZ-Dipeptidester 4 B  7-2; das nicht umgesetzte MZ-L-Glutamin bleibt am Anfang 
der Aluminiumoxyd-SLule haften. Krist. aus 90-proz. Athanol; Smp. 167-169'. Das Analysen- 
praparat schmilzt nach einerweiteren Kristallisation aus dem gleichen Losungsmittel bei 168-169". 

Das Ultraviolett-Spektrum zeigt: A,, 237 mp ( E  = 12700), A,,,,, 348 mp (e  = 21200) und 
A,,, 435 mp ( E  = 2000). 
C,,H,,O;N, (565,60) Ber. C 57,34 H 5,52 N 17,34% Gef. C 57,13 H 5,67 N 17,23% 

p-(p'-Methoxyphenyzylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidin. (4 R 1-2). 1,13 g (2 mMol) 
MZ-Dipeptidester 4B 7-2 lost man in 30 ml 60-prOZ. Dioxan und verseift wahrend 60 Min. rnit 
2,4 ml 1~ Natronlauge. Unter Kiihlung gibt man 30 ml 10-proz. Essigsaure zu und dampft das 
Losungsmittel im Vakuum ab. Den gallertigen Ruckstand trocknet man bei 50" im Vakuum und 
verreibt ihn rnit 100 ml Wasser. Durch Zentrifugieren trennt man ihn von der Mutterlauge ab, 
wascht ihn noch gut rnit Wasser nach und lyophilisiert: 750 mg (68%). Zur Entfernung anhaf- 
tender Verunreinigungen wascht man das MZ-Dipeptid mit 50-prOz. Methanol und zum Schluss 

27) Durch Decarbobenzoxylierung der entsprechenden Carbobenzoxyverbindung gewonnen. 



488 HELVETICA CHIMICA ACTA 

rnit viel Ather. Es bleiben 670 mg, Smp. 207-208'. Das Analysenpraparat schmilzt nach zwei- 
maligem Kristallisieren aus 75-proz. Dioxan bei 214-215'. 

C,,H2e0,N, (551,57) Ber. C 56,62 H 5,30 N 17,77% Gef. C 56,38 H 5,41 N 17,55% 

N-Carbobenzoxy-L-phenylalanyl-nitro-~-arginyl-L-tryptophyl-glycin-methylester. (3 B 34). 8 g 
(16 mMol) Carbobenzoxy-L-phenylalanyl-nitro-L-argininll) werden im Gemisch von 8 ml Dime- 
thylformamid und 45 ml Acetonitril unter Erwarmen gelost, dann auf 0" gekiihlt und mit der 
vorgekiihlten Losung von 5,71 g (20 mMol) ~-Tryptophyl-glycin-methylester~~) in 4,5 ml Di- 
methylformamid und 18 ml Acetonitril versetzt. Man verdiinnt rnit 45 ml Acetonitril und ruhrt 
wahrend 15 Min. weiter. Bei 0" werden 4,l 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 dligen Riickstand lost man in Essigestcr, filtriert vom abgeschiedenen Harnstoff 
ab und w%cht die organischen Phasen 3mal rnit 1~ Salzsaure, 2mal mit Wasser, dann 3mal mit 
1~ Natriumhydrogencarbonat-Losung und zum Schluss rnit 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 erhalt man 7,97 g geschutzten Tetrapeptid- 
ester, Smp. 126-130". Totalausbeute 9,42 g (78%). Das Analysenpraparat schmilzt nach einer 
weiteren Kristallisation aus Essigester bei 130-133O. [a13 = - 18,5" & 0,5" (G = 1,336 in Mctha- 
nol). K = 1,2 (Methanol: Wasser : Tetrachlorkohlenstoff : Chloroform = 8 : 2 : 5 : 5). 

C,,HoOeN, (757,82) Ber. C 58,64 H 5,72 N 16,64% Gef. C 58,57 H 6,OO N 16,45% 

Der Carbobenzoxy-tetrapeptidester, aus verschiedenen Losungsmitteln kristallisiert, zeigt 
verschiedene Smp. ; aus Methanol Smp. 136-140O. 

L-Phenylalanyl - L- arganyl- L-tryfitophyl-glycin-methylester-dihydrochlorid. (3  C 3-6). 7 g (9,2 
mMol Carbobenzoxy-tetrapeptidester 3 B  3-6 werden in 180 ml Athano1 unter Zusatz von 5 Aq. 
methanolischer Salzsaure und in Gegenwart von 7. g 10-proz. Palladiumkohle-Katalysator bis zur 
Sattigung hydriert. Das gebildete Kohlendioxyd wird in einer zweiten dazwischen geschalteten 
Hydrierente rnit Kaliauge absorbiert. Nach 12 Std. ist die Wasserstoffaufnahme beendet. Total 
werden 997 ml Wasserstoff verbraucht (ber. 1035 ml). Man filtriee vom Katalysator ab und 
dampft zur Trockne ein. Den Verdampfungsruckstand nimmt man in 15 ml absolutem Methanol 
auf und fallt das Produkt wieder mit viel abs. k h e r  aus: 6,68 g rohes Dihydrochlorid 3C 3-6, 
Rf-Werte: 54/0,65; 50/0,80. 

Das Produkt enthalt noch Ammoniumchlorid, ist aber geniigend rein und wird direkt zur 
Umsetzung zum Carbobenzoxy-hexapeptidcster 3 0  7 - 6  verwendet. 

N-Carbobensoxy-~-glutaminyl-~-histidyl-~-phenylalanyl-~-arg~nyl-~-tryfi~ofihyl-glycin-n~troben- 
zylester, HCl,ZH,O. (2L 1 4 ) .  2,0 g (2,5 mMol) Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenyl- 
alanyl-L-arginin, 4 H,O ( 2 F  1-4) werden unter Erhitzen in 45 ml Dimethylformamid gelost, 
wieder auf Zimmertemperatur abgekiihlt und mit 1,93 g (4,5 mMol) L-Tryptophyl-glycin-nitro- 
benzylester-hydrochlorid (2K 5-6) versetzt. Das Gemisch ruhrt man mit einem Magnetriihrer 
wahrend 50 Min.; dabei lost sich der grosste Teil der Suspension. Anschliessend kiihlt man im 
Eisbad auf 0" ab, gibt die vorgekiihlte Losung von 620 mg Dicyclohexyl-carbodiimid (3 mMol) 
in 5 ml Dimethylformamid zu und l a s t  3 Tagc bci 0' reagieren. Die Reaktionslosung befreit 
man dann vom Harnstoff (370 mg; 66Oj,), versetzt rnit 3 Tropfen Eisessig und dampft im Hoch- 
vakuum auf ein kleines Volumen ein. Das rohe Reaktionsprodukt fdl t  man mit viel Essigcstcr 
aus, filtriert und trocknet es im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd. Rohausbeute 3,l g. 
Zur Abtrennung der Ausgangsstoffe verteilt man das Rohprodukt zwischen n-Butanol und 1-proz. 
Essigsaure iiber 30 Stufen. Dic Fraktionen 0-8 (730 mg) sind zur Hauptsache Carbobenzoxy- 
tetrapeptid, wahrend sich in den Elementen 10-26 neben dem Carbobenzoxy-hexapeptid-nitro- 
benzylester auch noch L-Tryptophyl-glycin-nitrobenzylester befindct. Zur weiteren Reinigung 
werden die Fraktionen 10-26 nochmals zwischen n-Butanol und 1-proz. Essigsaure iiber 40 Stufen 
verteilt und die Fraktioncn 16-19, 20-23. 24-27 und 28-31 vereinigt. Die Fraktionen 12-15 ent- 
halten noch wenig Carbobenzoxy-tetrapeptid, wahrend die iibrigen im Papicrchromatogramm 
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/l-proz. AcOH), [=I3 = - 27,3O & 1,4O (c = 1,064 in Dimethylformamid). Rf- 
Werte 43/0,48; 54/0,70; 56/0,75. Das Analysenpraparat wird 10 Std. bei 80' im Hochvakuum 
uber Phosphorpentoxyd getrocknet und anschliessend 1 Tag an der Luft stehengelassen. 

C,4HenOl,N,4, HCl, 2 H,O Ber. C 55,30 H 5,76 N 16,74 C1 3,03% 
(1171,70) Gef. ,, 55,02 ,, 5,80 ,, 16,72 ,, 2,94y0 

N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-histidyl-L-~henylalanyl-L-argilzyl-L-try~~o~hy~-glyc~n-methy~- 
ester-hydrochlorid. (2G 1 4 , 3 D  14). a) Aus Cbo-Glu(NH,)-His-Phe-Arg . OH+ H . Try-Gly . OCH, 
* HCZ. 5 g (6,25 mMol) Carbobenzoxy-tetrapeptid 2 F  7-4 werden in einem Gemisch von 70 ml Di- 
methylformamid und 15 ml Diathylphosphit unter Erwarmen gelost; die Losung kuhlt man 
wieder auf Zimmertemperatur ab und versetzt hierauf rnit 3.7 g (12 mMol) L-Tryptophyl-glycin- 
methylester-hydr~chloridl~) . Anschliessend riihrt man 3 Std. bei Zimmertemperatur und lasst 
uber Nacht bei OD stehen. Zur gekuhlten Losung gibt man 1,85 g (9 mMol) Dicyclohexyl-carbo- 
diimid in 10 ml Dimethylformamid und lasst 77 Std. bei 0" und 6 Std. bei Zimmertemperatur 
reagieren. Den abgeschiedenen Harnstoff filtriert man ab (780 mg; 56%), versetzt das Filtrat 
mit 0,l ml Eisessig, dampft das Dimethylformamid auf wenige ml ein und fallt mit viel Essigester 
aus. Nach dem Filtrieren und Trocknen im Hochvakuum erhalt man 8,3 g Gemisch von Carbo- 
benzoxy-hexapeptidester und Ausgangsmaterial. 

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

Die Fraktionen 11-35 reagieren positiv auf PAuLY-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, wahrend die Fraktionen 19-35 reinen ge- 
schutzten Hexapeptidester enthalten. 

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

b) Aus Cbo-Glu(NH,)-His.OH+ H, Phe-Arg-Try-Gly-OCH,, HC1. 680 mg (0,95 mMol) L- 
Phenylalanyl-~-arginyl-~-tryptophyl-glycin-methylester-d~ydrochlorid (3 C 3 4 ,  das noch Am- 
moniumchlorid von der katalytischen Hydrierung des Cbo-tetrapeptidesters 2F 7-4  enthalt, lost 
man in 4,5 ml Dimethylformamid, kiihlt im Eisbad und gibt 0,139 ml Triathylamin (1 mMol) 
dam. Nach 20 Min. beginnt die Abscheidung von Triathylamin-hydrochlorid. Man last 50 Min. 
reagieren, filtriert anschliessend vom abgeschiedenen Salz ab und gibt die auf 0" gekuhlte Losung 
von 630 mg (1,5 mMol) Carbobenzoxy-I-glutaminyl-L-histidin ( 3 C  7-2) in 3,5 ml Dimethyl- 
formamid zu. Nach weiteren 30 Min. versetzt man rnit dem Dicyclohexyl-carbodiimid (310 mg in 
1 ml Dimethylformamid = 1,5 mMol). Nach 3tagigem SCehen bei + 3" filtriert man vom Harnstoff 
ab (260 mg) und fallt anschliessend rnit viel Essigester aus. 

Man erhalt 1,l g noch mit Ausgangsmaterial verunreinigtes Produkt. Zur Entfernung der 
Ausgangsmaterialien behandelt man das Rohprodukt lmal rnit 5 ml, 4mal rnit 2 ml 1~ Salzsaure 
und zum Schluss 2mal mit 2 ml Wasser. Das uber Phosphorpentoxyd getrocknete Produkt wiegt 
600 mg cntspr. 60% der Theorie. Der Carbobenzoxy-hexapeptidester fallt dabei als amorphes 
Dihydrochlorid an und ist leicht rosa gefarbt. Zur Analyse fallt man noch einmal aus Dimethyl- 
formamid/Essigester um, trocknet 10 Std. bei 80" im Hochvakuum uber P,O, und lasst das 
Praparat 1 Tag an der Luft stehen. [a]g = -15,5O f 1,7" (c = 0,961 in Pyridin); [a]g  = 
- 22,0° & 0,9" (c = 0,996 in DMF). 

C,,H,QO,,N,,, 2HC1, 3H,O Ber. C 52,17 H 6,11 N 16,48 C1 6,42y0 
(1105,08) Gef. ,, 51.96 ,, 5,79 ,, 16.23 ,, 6,01% 

In  den Systemen 43.54 und 56 zeigt die Verbindung nur einen PAULY- und EHRLICH-pOSitiVCn 
Fleck und die gleichen Rf-Werte wie das unter a) beschriebene Produkt. In diesem Fall ist eine 
Verteilung nach CRAIG nicht notwendig. 

p -  (p'-Methoxyfihenylazo) -benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-h~st~dy~-~-phenylalanyl-~-arg~nyl-~- 
tryptophyl-glycin-methylester-hydrochlorid. (40 1-6). 470 mg (0,85 mMol) p-(p'-Methoxyphenyl- 
am-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidin (4  C 1-2) in 14 ml Dimethylformamid werden mit 
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der Losung von 510 mg (0,84 mMol) ~-Phenylalanyl-~-arginyl-~-tryptophyl-glycin-methylester- 
hydrochlorid (363-6) in 2 ml Dimethylformamid vcreinigt, auf 0' gekiihlt und mit 210 mg 
(1 mMol) Dicyclohexyl-carbodiid in 2 ml Dimethylformamid versetzt. Nach 3tagigem Stehen 
bei 0" lasst man Zimmertemperatur annehmen, filtriert vom Harnstoff ab, zersetzt das nicht um- 
gesetzte Carbodiimid mit 0,l ml Eisessig und dampft auf ein kleincs Fliissigkeitsvolumen ein. Mit 
viel Essigester fallt man das Rohprodukt aus: 760 mg. 

Zur Reinigung lost man 500 mg Substanz in 10 ml 75-proz. Dioxan und filtriert durch eine 
Aluminiumoxydsaule (8 g ) .  Am oberen Ende bleibt die Verunreinigung als orange-rote Zone 
haften. Die eluierten 420 mg werden zwischen n-Butanol und 1-proz. Essigsaure 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. 
Essigsaure iiber 40 Stufen verteilt. Die Fraktionen 11-19 werden aus 95-proz. Methanol nmkristal- 
lisiert. Man erhalt 180 mg p-(p'-Methoxyphcnylazo)-benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-histidyl- 
~-phcnylalanyl-~-arginyl-~-tryptophyl-glycin-meth~~lester-hydrochlorid, Smp. 202-203". Aus 95- 
proz. Athanol umkristallisiert, Smp. 204-205°. UV.-Absorptionsspektrum: A,,, 284 mp ( E = 
9800). A,,, 290 mp ( E  = 10000). A,,, 349 m p  ( E  = 21200) und A,,, 435 mp ( E  = 2000). 

C,,H,,O,,N,,, HCI, H,O Ber. C 55.76 H 5,96 N 17,74 C1 2,69% 
(1184,73) Gef. ,, 55,76 ,, 6,Ol ,, 17,32 ,, 2,99% 

N-Carbobenzoxy -~ -g lu taminy l -~ -h i s l idy l -~ -~he~ay la lany l -~ -arg~ny~-~- t ry~ to~hy l -g l yc~n-ace ta t .  
(3E 1-6). 450 mg (0,39 mMol) Carbobcnzoxy-hexapeptid-nitrobenzylester werden in 10 ml 
50-proz. Dioxan gelost und 45 Min. mit O , ~ N  Natronlauge verseift. Die Natronlauge gibt man 
portionenwcise zu, so dass das pH der Losung immcr zwischen 10,5 und 11 ist. Nach der Zugabe 
der ersten 3 ml O , ~ N  Natronlauge beginnt die Abschcidung von gallertiger Substanz. Zur Ver- 
diinnung der Losung werden nochmals 10 ml 50-prOz. Dioxan zugegeben. Es werden total 7 ml 
O , ~ N  Natronlauge verbraucht. Zum Schluss verdiinnt man rnit Wasser, neutralisiert mit 1~ Salz- 
saure und stellt die Liisung rnit Eisessig auf pH 5,5. Man filtriert das gallertige Produkt ab, 
wascht rnit 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". [alga = 
- 15.9' f 1, l"  (c = 0,9444 in AcOH). 

C4,H,,Ol0Xl3, CH,COOH, H,O Ber. C 55.51 H 6,18 N 17,18 CH3COOH 1,43% 
Gef. ,, 55,35 ,, 6,Ol ,, 17,57 8 ,  1>43% 

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. 203-205O, nur 
teilweise als Acetat vor, was eindeutig aus den Acetylbestimmungen hervorgeht. 

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

~-Glu2aminyl-~-hislidyl-~-pkenylal~nyl-~-a~g~nyl-~-try~to~hy~-glyc~n-acetat.  (3 F 7-6). 1,23 g 
(1,2 mMol) 3 E  7 4 j 2 9  werden in 150 ml75-proz. Methanol in Gegenwart von 400 mg Palladium- 
kohle-Katalysator hydrogenolytisch gespalten. Die vom Katalysator befreite Losung wird im 
Vakuum bei 40" zur Trockene eingedampft. Den Verdampfungsriickstand (900 mg) liist man in 
3.5 ml Wasser unter Zusatz von 0,5 ml 1~ HC1 und lasst die Losung durch eine Saule von 15 ml 
Amberlite IR-4B (Acetatform) laufen. Anschliessend eluiert man mit 30 ml Wasser und 
lyophilisiert. (Ansbeute: 700 mg). Zur Analyse lost man eine Probe nochmals in viel Wasser, 
filtriert durch Celit und lyophilisiert. Anschliessend wird noch 8 Std. bei 60" iiber P,O, im Vakuum 
getrocknet und dann 1 Tag an der Luft iquilibriert. [a18 = - 23,6" & 1,8O (c = 0,466 in 1~ HCl), 
Rf-Wcrte: 45/0,47; 43/0,35. 

C,,H,,N,,O,, CH,COOH, 3H,O Ber. C 52,16 H 6,51 N 19,29 AcOH 1,69% 
(944,03) Gef. ,, 52.33 ,, 6.30 ,, 19,GZ ,, 1,49% 

Die quant. Aminosaurebestimmung17) (Totalhydrolyse rnit konz. HCl)' ergibt die folgende 
A4minosaurezusammensetzung: Glul, Hisl, Phel, Argl, Gly', NH,lp2 (Tryptophan wird bei der 
Hydrolyse zerstort) . 
,*) Rohprodukt. 
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Mit Leucinaminopeptidase wird das Hexapeptid vollstandig in die Aminosauren gespalten. 
Die Hochspannungselektrophorcse bei 3000 Volt, pH 1,9, ergiht nur 1 Band, das sich sowohl 

mit PAuLY-Rcagens und mit Ninhydrin als auch mit SAKAGUCHI-ReagenS anfarben 1asst. Der 
zuriickgelegte Weg betragt nach 60 Min. 15 cm. 

Herrn Prof. Dr. R. SCHWYZER mochte ich fur seine Anregungen und Unterstutzung wahrend 
dieser Arbeit recht herzlich danken, ebenso meinen Kollegen fur anregende Diskussionen. Herrn 
H. R. KELLER danke ich fur seine wertvolle Mitarbeit, H e m  Dr. W. PADOWETZ fur die analy- 
tischen Daten und Herrn E. VON ARX fur die Ausfiihrung der Papierchromatographie. 

SUMMARY 

The synthesis of the pentapeptide derivative Na-Cbo-N (1m)-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 u- and B-MSH along various pathways is described in detail. This com- 
pound shows a very weak MSH-activity (2 x 105 U/g) 3). 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel 
Phannazeutische Abteilung. 

60. Die Alkaloide von Buphane disticha (L. f.) HERB. 
2. Mitteilung uber Amaryllidaceen-Alkaloidel) . 

von H. Hauth und D. Stauffacher 

(18. I. 61) 

Bu#hane disticha (Bu#hane toxicaria (L. f .) HERB., Haemanthus toxicarius 
THUMB.), auch Cape poison bulb oder Gifbol genannt, gilt als einer der giftigsten 
Vertreter aus der Familie der Amaryllidaceen. Die Eingeborenen Sudafrikas ver- 
wenden die Zwiebeln zur Herstellung von Pfeilgift, das besonders zur Jagd von Wild 
dient, das fur Nahrungszwecke bestimmt ist. 

An fruheren Beobachtungen uber die biologische Wirkung der Alkaloide aus 
Bybhane disticha finden sich in der Literatur die folgenden Angaben : JURITZ,) 
(1903-1911) : stark toxisch fur Miiuse, Brucin-ahnliche Wirkung. TUTIN~) (1911) : 
Hyoscin-ahnliche Wirkung, Krampfgift. LEWIN~) (1912) : Lahmung des Atemzen- 
trums, narkotische Wirkung ahnlich 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. Wahrend aus B. fischeri die Alkaloide Lycorin, Bz@hanamim, Bupha- 
nidrin, Buphanisilz, Ambellin und Crinim (auch Crinidin genannt) isoliert werden 

1) 1. Mitteilung uber Amaryllidaceen-Alkaloide: J. RENZ, D. STAUFFACHER & E. SEEBECK, Helv. 

a) C.  F. JURITZ, South African J. Sci. 8, 92 (1911). 
*) 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). 

38, 1209 (1955). 




