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175. Synthese von Peptid-Zwischenprodukten fur den Aufbau des 
P-Melanophoren-stimulierenden Hormons (P-MSH) des Rindes 

I. Geschiitzte Peptidsequenzen 1-6 und 1-7 
von B. Iselin und R.  Schwyzer 

(30. V. 1962) 

In einer vorlaufigen Mitteilung l) haben wir iiber die Synthese und biologische 
Aktivitat eines geschutzten Octadecapeptids mit der Aminosauresequenz des Rinder- 
/?-Melanotropins z, berichtet. Das Octadecapeptidderivat 3) : 

Tos NH, Tos OCH, 
I 

NH, 
Z * Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys-Met-~lu-His-Phe-Arg-Try-Gl~-Ser-Pro-Pro-Lys-Asp . OCH, 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

wurde aus drei geschutzten Peptiden mit den Sequenzen 1-7, 8-13 und 14-18 aufge- 
baut. Als Synthese-Variante planten wir den Aufbau durch Verknupfung von Peptid- 
derivaten mit den Sequenzen 1-6, 7-13 und 14-18. 

In  der Zwischenzeit ist die Synthese der Peptid-Zwischenprodukte 8-13 4, und 
7-13 5), deren Aminosaurefolge derjenigen der Sequenzen 5-10, resp. 4-10 des Adreno- 
corticotropins (ACTH) entspricht 6), ausfiihrlich beschrieben worden. In der vorliegen- 
den Arbeit wird uber den Aufbau der geschutzten Peptid-Sequenzen 1-6 (I) und 1--7 
(11) berichtet. 

NHa Tos 
I R * Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-I!ys * OH a) R = Z  

1 2 3 4 5 6  h) = H 

NH2 Tos 
I1 Z Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys-Met * OH 

1 2 3 4 5 6 7  

Diese Peptidderivate wurden aus je zwei Bruchstucken aufgebaut, wobei Carbo- 
benzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin (VIa) (Glycin am Carboxylende verunmoglicht 

1) R. SCHWYZER, H. KAPPELER, B. ISELIN, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 42, 1702 (1959). 
a) I. I. GESCHWIND, C. H. LI & L. BARNAFI, J .  Amer. chem. SOC. 79, 1003, 6394 (1957). 
,) Die Abkurzungen der Aminosaurereste entsprechen weitgehend denVorschlagen von E. BRAND 

& J. T. EDSALL, Ann. Review Biochemistry 77,223 (1947); weiterc Ahkiirzungen: Z = Carbo- 

-- 

benzoxy = CH,OCO-, MZ = p-(+’-Methoxypheny1azo)-carbobenzoxy = CH 0 n v ,7,r 
-N=N -\=rCH,OCO-, n Tos = Tosyl, BOC = t-Butyloxycarbonyl = (CH,), COO-,  NB = 

+-Nitrobenzyl = - C H 2 a - N 0 2 .  In den Reaktionsschemen sind kristalline Verbindungen 
durch eine stark ausgezogene Basislinie gekennzeichnet. 

4, H. KAPPELER, Helv. 44, 476 (1961). 
5, H. KAPPELER & R. SCHWYZER, Helv. 43, 1453 (1960). 
6 )  Zusammenfassungen siehe C. H. LI, Adavances Protein Chemistry 12, 288 (1957); J .  I .  HAR- 

RIS, Brit. Med. Bull. 76, 189 (1960); R. SCHWYZER in tProtides of the Biological Fluids (Pro- 
ceedings of the IXth Coll., Bruges, 1961))), Ed. H. Peeters, Elsevier, Amsterdam, 1962, p. 27; 
Pharmacological Vol. 7 (1st Internatl. Pharmacological Meeting, Stockholm, 1961), Pergamon 
Press, London, in press. 
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Racemisierungserscheinungen bei der Kondensation), rnit L-Prolyl-L-tyrosyl-N"- 
tosyl-L-lysin (X), resp. L-Prolyl-L-tyrosyl-N"-tosyl-Id-lysyl-L-methionin (XV) kon- 
densiert wurde. 

Die Synthese des Tripeptidderivats VIa erfolgte durch stufenweisen Aufbau, aus- 
gehend vom Carboxylende (Schema I). Durch Verwendung der #-Nitrobenzylester- 
gruppe 7, zum Schutze der Carboxylfunktion des Glycins konnten alle Zwischenpro- 
dukte in kristalliner Form gefasst werden. Auch die Abspaltung der Carbobenzoxy- 
gruppe des geschiitzten Dipeptids I11 verlief ohne Veranderung der 9-Nitrobenzyl- 
esterfunktion 7, durch Rehandlung mit HBr, wobei sich Essigester als Losungsmittel 
sehr bewahrte, urn die bei Decarbobenzoxylierungen in Eisessig oft auftretende 
Acetylierung des Serinss) zu vermeiden. 

Schema l a )  
I 2 3 

NH, 

z . $ q . O H  - z . m . O H  - H./C;G-I .ONB ~ 

H .  

I11 

I V  Ser Gly 1 .  ONB 

1; Z . I Asp Ser Gly 1 .  ONB 

v 1 

__ 

NH, a) K = Z  
R . I asp  Ser Gly/. OH b) = H 

Als Kondensationsmittel fur die Synthese der Zwischenprodukte I11 und V wurde 
Dicyclohexyl-carbodiimid verwendet, wobei das geschutzte Tripeptid V9) allerdings 
nur in massiger Ausbeute erhalten wurde, da wahrscheinlich die ,&Arnidgruppe des 
 a as para gins unter dem Einfluss von Dicyclohexyl-carbodiimid teilweise zur p- 
Cyanogruppe dehydriert wird lo). Die Reobachtung, dass die Kondensation von 
8-Estern der Asparaginsaure allgemein besser verlauft, als diejenige von Asparagin 11) 
konnte im vorliegenden Falle bestatigt werden. So lieferte Carbobenzoxy-L-asparagin- 
saure-fl-methylesterla) oderdasentsprechendep- (6'-Methoxypheny1azo)-carbobenzoxy- 
Derivat 13) bei der Kondensation mit dem Dipeptidester IV die Tripeptidderivate 

. 

7, a) K. SCHWYZER & P. SIEBER, Helv. 42,972 (1959) ; b) H. SCHWARZ & K. ARAKAWA, J. Amer. 
chem. SOC. 87, 5691 (1.959). 
a) K. Ox.4w.4, Bull. chcm. SOC. Japan 30, 976 (1957) ; b) St. GUTTMANN & R. A.  ROISSONNAS, 
Helv. 41, 1852 (1958). 

") R. F. FISCHER & R. R. WHETSTONE, J .  Amer. chcm. SOC. 77, 750 (1955) haben das entspro- 
chende Athylesterdcrivat, Z . hsp(NkI,)-Ser-Gly . OC,H, iiber das mit Chlorkohlcnsaure- 
iithylester hergestellte gcmischte Anhydrid in einer Ausheutc von 3 6% erhalten. 

2558 (1958); Ch. RESSLER & H. RATZKIN, J. org. Chemistry 26, 3356 (1961). 

MA", IJniversitat Zurich, 1961. 

'") 1'. G. KATSOYANNIS, D. T. (>lSH, G .  P. HI.;SS & V. DU VIGNliAUD, J .  Amer. chem. S O C .  80, 

11) Sichc z. B. Ubcrsicht in Tabellen 5 und 6 dcr Inauguraldissertation von E. SURBECK-WEG- 

12) 13. SCHWARZ, F. M. BLIMPUS & I. H. I'AGE, J .  Amer. chem. Soc. 79, 5697 (1957). 
13) R. SCIIWYZER, P. SIEHER & K. Z A T S I C ~ ,  Hclv. 47, 491 (1958), und 7 5 ) ,  
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VIIa und VIIb in betrachtlich besserer Ausbeute (73, resp. 74%), als sie bei der 
Synthese von V erzielt wurde (45%). 

Wahrend die Verseifung der Estergruppe in V ohne besondere Schwierigkeiten 
verlief, gelang die ursprunglich geplante selektive Verseifung der 9-Nitrobenzylester- 
gruppe in VIIa oder VIIb nicht, wahrscheinlich infolge der ausserst leichten Zykli- 
sierung der 8-Ester von Asparaginsaurepeptiden zu zyklischen Imiden 14). In einem 
Modellversuch konnte nach milder alkalischer Behandlung von Carbobenzoxy-L- 
-aspartyl-(P-benzylester)-glycin-~-nitrobenzylester das zyklische Imid VIII gefasst 
werden. 

VIP)  OCH, a) R = Z  
R . .isp-Ser-Gly. ONB b) = hlZ 

CH,CO 

N-CH,COOCH, /--NO1 
\ - 

VITI 1 ~-CH,OCO-NH-CHCO I /  7 1  
\=/ 

Das zum Aufbau des Hexapeptidderivats Ia benotigte Bruchstuck L-Prolyl-L- 
-tyrosyl-N"-tosyl-L-lysin (X, Schema 2) liess sich direkt aus dem entsprechenden 
Carbobenzoxyderivat '3 durch Hydrogenolyse gewinnen. Im Gegensatz dazu konnte 
das geschutzte Tetrapeptid Carbobenzoxy-~-prolyl-L-tyrosyl-N6-tosyl-~-lysyl-~-me- 
thionin-methylester nur auf dem Umweg iiber das Methionin-sulfoxid-Derivat in das 
fur die Synthese von I1 benotigte Bruchstuck r.-Prolyl-L-tyrosyl-N"-tosyl-L-lysyl-L- 
-methionin (XV) ubergefuhrt werden '3. 

Eine Alternative zur Herstellung dieses Tetrapeptidderivats unter Ersatz der 
Carbobenzoxy- durch die t-Butyloxycarbonylgruppe auf der Stufe des Tripeptids ist 
in Schema 2 gezeigt. Der Ester IX wurde mittels t-Butyloxycarbonyl-9-nitrophenolIs) 
in den t-Butyloxycarbonyl-tripeptidester XI ubergefuhrt, dei zur Saure XI1 verseift 
und mit L-Methionin-methylester, resp. L-Methionin-P-nitrobenzylester umgesetzt 
wurde. Diese letztere Verbindung l ies  sich uberraschendenveise durch direkte De- 
carbobenzoxylierung von Carbobenzoxy-L-methionin-9-nitrobenzylester mittels HBr 
in einem unpolaren Losungsmittel herstellen. Wahrend sonst bei der Anwendung 
dieser Methode auf Methionin enthaltende Carbobenzoxyverbindungen ein schwer 
trennbares Gemisch von Methionin- und S-Benzyl-homocystein-Derivaten entsteht 
konnte im vorliegenden Fall das gewunschte Reaktionsprodukt infolge seiner geringen 
Loslichkeit, die durch Verwendung von Essigester oder Ather als Reaktionsmedium 
noch weiter erniedrigt wurde, direkt in reiner Form isoliert werden. 

Die t-Butyloxycarbonyl-tetrapeptidester XIIIa und b liessen sich nach Verseifung 
zu XIV und anschliessender Abspaltung der t-Butyloxycarbonylgruppe in das kri- 
_~ 
14) A. K. BATTERSBY & J.  C. ROBINSON, J. chem. SOC. 7955, 259; siehe auch E. SONDHEIMER & 

R. W. HOLLEY, J. Amer. chem. SOC. 76, 2467 (1954); M. GOODMAN & G. W. KENNER, Ad- 
vances Protein Chemistry 12, 497 (1957). 

15) B. ISELIN, Helv. 44, 61 (1961). 
18) G. W. ANDERSON & A. C. MCGREGOR, J .  Amer. chem. SOC. 79, 6180 (1957). Zur Einfiihrung 

des t-Butyloxycarbonylrests konnte voraussichtlich auch t-Butyloxycarbonylazid verwendet 
werden; vgl. R. SCHWYZER, P. SIEBER & H. KAPPELER, Helv. 42, 2622 (1959); H. ISELIN Lk 
R. SCHWYZER, Helv. 44, 169 (1961). 
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Schema 28) 

Tos Tos 

IT; 

XI 

XI1 

XI11 

XIV 

XV 

2 .  

H 

ROC 

ROC 

Tos 
1 

1 Pro Tyr Lys 1 
Tos 
I I Pro Tyr LysI 

O C H , ~  z 

OCH, H 

OCH, 

Tos 
I 

1 Pro Tyr Lys 1 .  OH + H 

Tos 
I 

SOC.-I  Pro Tyr Lys Met I .OR 

Tos 
I 

BOC.-I Pro Tyr Lys Met 1 .  OH 
I I 

1 Pro Tyr Lys 1 .  OH15) 

Tos 

1 Pro Tyr LYS 1 .  OH x 

I Met I * OR R = CH,, CH,J \NO, 
-- \J 

a) R = CH, 

b) = C € r - ~ N O ,  

stalline L-Prolyl-L-tyrosyl-N8-tosyl-L-lysyl-L-methionin (XV) iiberfiihren, das sich 
als identisch mit dem auf anderem Wege 15) hergestellten Material erwies. 

Zur Synthese der Hexa- und Heptapeptidderivate Ia und I1 wurde das Carbo- 
benzoxy-tripeptid VIa mittels Isobutylchlorocarbonat in das gemischte Anhydrid 
iibergefiihrt und mit einer Losung der Triathylammoniumsalze von X, resp. XV in 
Dimethylformamid umgesetzt. Die erhaltenen amorphen Produkte liessen sich durch 
Urnfallen aus Alkohol reinigen, wobei das Hexapeptidderivat Ia direkt in papier- 
chrornatographisch reiner Form anfiel, wahrend das geschiitzte Heptapeptid I1 erst 
nach Gegenstromverteilung diesen Reinheitsgrad aufwies. 

Auffallendenveise ergab die Totalhydrolyse dieser Carbobenzoxyverbindungen 
mit 6~ Salzsaure Anlass zum Auftreten von Umwandlungsprodukten des Tyrosins, 
eine Erscheinung, auf die in einer folgenden Arbeit 17) naher eingegangen werden soll. 

Experimenteller Teil 
Dieangegebenen Smp. sind in eincr Kapillare im Hcizbad bestimmt und nicht korrigiert. 

Papierchromatographie: auf WHATMAN-Papier hTr. 3, absteigend in den Systemen: 1 = f-Amyl- 
alkohol (100 ml), Isopropanol (40 ml). Wasser (50 ml), Triathylamin (0,s ml), Diathylbarbitur- 
saure (1,s g) ;  I T  = sec-Butanol (70 ml), Isopropanol (10 ml), Wasser (40 ml), Monochloressig- 
siiurc ( 3  g) ;  I11 = sec-Butanol (100 ml), Isopropanol (15 ml), Wasser (70 ml), Diathylbarbi- 
tursaure-Na-Salz (0,5 9); I V  = sec-Butanol (35 ml), Isopropanol (35 ml), Wasser (25 ml), Phos- 
phatpuffer 1,5x, pH = 8 (10 ml); V = t-Rmylalkohol (100 ml), Isopropanol (40 ml), Wasser 
(55 ml); VI = n-Butanol (40 ml), Wasser (50 ml), Essigsaure (10 ml). Anfarbung mit Ninhydrin, 
bci Anwesenhcit von Tyrosin auch rnit PAULY-Reagens. 

€3. ISELIN, Helv. 45, 1510 (1962). 
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A. Sequenz H .Asp(NH,)-Ser-Gl. OH 

1503 

Glycin-p-nitrobenzyleester. Veresterung von Carbobenzoxy-glycin mittels @-Nitrobenzylbromid 
in Gegenwart von Triathylamin und anschliessende Decarbobenzoxylierung mittels Bromwasser- 
stoff in Eisessig ergab das Glycin-@-nitrobenzylester-hydrobromid, Smp. 202-205" (aus Methanol), 
dessen Herstellung von SCHWARZ & ARAKAVA' b, ausfuhrlich beschrieben worden ist. 

Zur uberfiihrung in den freien Ester werden 58 g (0,2 Mol) des Hydrobromids in 100 ml 
Wasser gelost, mit 300 ml Essigester iiberschichtet und bei 0" unter Umschiitteln mit 50 ml kalter, 
gesattigter Kaliumcarbonatlosung versetzt. Die Essigesterphasc wird abgctrennt und die was- 
serige Losung, nach Absattigen rnit festem Kaliumcarbonat, noch zweimal mit Essigester extra- 
hiert. Die vereinigten Essigesterphasen werden getrocknet und ergeben nach vorsichtigem Ein- 
dampfen im Vakuum bei Zimmertemperatur 36,4 g (87%) Glycin-@-nitrobenzylester als kristal- 
linen Riickstand vom Srnp. 51-53', der direkt weiter verarbeitet werdcn kann. Smp. unverandert 
nach zweimaligem Umkristallisieren aus vie1 Ather. 

C,H,,O,N, (210,Z) Ber. N 13,33% Gef. 13,3.5%. 

Bei langerem Stehen zyklisiert sich der freie Ester zu Diketopiperazin. 
Cavbobenzoxy-L-SevyZ-glycin-p-nitrobenzyZeste~ (111). 12 g (0.05 Mol) Carbobcnzoxy-L-serin's) 

und 10,5 g (0,05 Mol) frisch hergestellter Glycin-P-nitrobenzylester werden in 120 ml Methylcn- 
chlorid gelost und auf 0" gekiihlt, wobei sich rasch ein salzartiger Iiomplex der beiden Reaktions- 
partner ausscheidet (dicse Reaktion tritt in verstarktem Massc bei Verwendung von Acetonitril 
als Losungsmittel auf, etwas langsamer in Dimethylformamid). Das Gemisch wird mit einer 
Losung von 11.3 g (0,055 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 20 ml Methylenchlorid versctzt und 
iiber Nacht bei 0" geschiittelt; dabei geht das Salz allmahlich in Losung und gleichzeitig scheidet 
sich ein Gemisch des Reaktionsproduktes und Dicyclohexyl-harnstoff aus, das nach Zugabe von 
0.5 ml Eisessig (zur Zerstorung von uberschussigem Carbodiimid) abfiltriert und rnit Methylen- 
chlorid gewaschen wird. Zur Abtrennung von Dicyclohexyl- harnstoff wird das Material mit 150 ml 
Tetrahydrofuran verriihrt, der ungeloste Harnstoff abfiltriert und das Filtrat im Vakuum ein- 
gedampft. Beim Versetzen des Ruckstandes mit Essigester kristallisiert das Reaktionsprodukt 
und wird nach Stehen iiber Nacht bei 0" abfiltriert. Nach Umkristallisieren aus Athanol werden 
15.0 g (70%) reines Material vom Smp. 121-123' erhalten, [a18 = - 8,5" f 0,5" (c = 2,0 in Eis- 
essig), +1,5' 5 0,5" (c = 2,0 in Tetrahydrofuran). 

C,,H,,O,N, (431,4) Ber. C 55.68 H 4.91 N 9.74% Gef. C 55.51 H 4,95 N 9.86% 

Wird die Reaktion in Dimethylformamid ausgefuhrt, so entstehen als Nebenprodukt ca. 15% 
Carbobenzoxy-L. seryl-N, N'-dicyclohexylharnstoff vom Smp. 170-171' (aus Mrthanol), der sich 
nur schwer vom Hauptprodukt abtrennen lasst. 

C,,H,,O,N, (445,5) Ber. C 64,69 H 7,92 N 9,4374 Gcf. C 64.51 I-I 8 , O O  N 9,39% 

Zur Prufung der optischen Reinheit des Carbobenzoxy-L-seryl-glycin-@-nitrobenzylesters 
wurden 4,31 g (10 mMol) in Gegenwart von Palladiumkohle hydriert (Wasserstoff-Aufnahme : 
5 Aquivalcnte). Das erhaltene L-Seryl-glycin (1,35 g entspr. 8374, nach Umkristallisieren aus 
30-proz. Alkohol) vom Smp. 215-216" (Zers.) zeigte [a]g  = +31,6O f 0,3" (c = 4,O in IN HCl); 
Lit. Is) : [RIB = + 30.2" (c = 6 in 1~ HCl). 

L-Seryl-glycin-p-nitrobenzyzest~r ( I  V ) .  43,l g (0.1 Mol) Carbobenzoxy-L-seryl-glycin-@-nitro- 
benzylester (111) werden in 100 ml trockenem Essigester suspendiert und rnit 200 ml einer frisch 
hei 0" hergestellten 2 N-LBsung von Bromwasserstoff in Essigester versetzt. Das Ausgangs- 
material geht beim Umschiitteln rasch in Losung und nach ca. 10 Min. beginnt die Abscheidung 
des kristallinen Reaktionsprodukts ; nach 2 Std. wird das Lijsungsmittel abdekantiert, das kristal- 
line Material mit Essigester gewaschen, filtriert und im Vakuum getrocknet. Das rohe Ester- 
hydrobromid, 30,O g (79%), Smp. ca. 140-145', ist fur dic nachfolgende Uberfuhrung in den 
freien Dipeptidester genugend rein. Nach Umkristallisieren aus Alkohol wird analysenreines 
Material vom Smp. 157-159" erhalten; [c(]a = + 12' f 0.5" (c = 2,0 in Wasser). 

C,,H,,O,Ns,HBr (378,Z) Ber. N 11, l l  Br 21.13% Gef. N 10,73 Br 21.22% 

ls) Hergestellt in Gcgenwart von MgO nach E. BAER & J.  MAURUKAS, J.  hiol. Chemistry 212, 25 
(1955). 
J. S. FRUTON, J. biol. Chemistry 746, 463 (1942). 
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Dic Reaktion lasst sich auch mit Bromwasserstoff in Dioxan durchfuhren, doch kristallisiert 
dabei das Hydrobromid nicht aus der Reaktionslosung und ist dementsprechcnd schwieriger 
isolicrbar ; mit Bromwasserstoff in Eisessig oder Nitromethan entsteht nur oliges Material. 

Zur Therfiihrung in den freien Ester werden 29,O g (0,077 Mol) Hydrobromid in 450 ml 
trockenem Chloroform suspendiert und bei 0" mit 40 ml einer 2 ,5~-Losung von Ammoniak in 
Methanol (ca. 1,3 Aquivalent) vcrsetzt. Beim Riihren des Gemisches bei 0" geht das Hydrobromid 
rasch in Losung unter gleichzeitiger Ausscheidung von Ammoniumbromid. Nach 15 Min. wird 
filtricrt, das Losungsmittel im Vakuum bei Raumtemperatur abdestilliert und der kristalline 
Kiickstantl mit kaltem Essigester und dther gewaschcn. Der rohe Ester, 16,9 g (74%), Smp. ca. 
Ma, kann direkt fur weitere Umsetzungen vcrwcndet werden. Zweimaliges vorsichtigcs Umkri- 
stallisicrcn aus Acetonitril ergibt den anaylscnrcinen Dipeptidester vom Smp. 94-96". 

C12H,,0N, (297,3) Ber. N 14,14% Gef. 14,42y0 

Rci langerem Stehen oder beim Erwarmen in Liisung gcht dcr Ester in das zyklischc L-Seryl- 
glp~y12~) iiber; Smp. 213-215". 

C,H80,N, (144,l) Ber. N 19,44% Gef. 19,10% 

D1.r Umsatz des Estcrs mit uberschussigem Hydrazin in methanolischer Losung (20 Std. bei 
25") licfert nach Eindampfen und Verriihren des Ruckstands mit Alkohol das bisher nicht be- 
schriebene L-Seryl-glycin-hydrazid (Ausbeute 85 %) ; nach Umkristallisieren aus Dimethyl- 
formamid Smp. 140--141"; [a]g  = +8,8" f 0 5. (G = 2,G in H;O). 

C,H,,O,N, (176,Z) Ber. N 31,80% Gef. 31,77% 

Carbobenzo~y-L-aslbaraginyl-L-seryl-gbycCeste~ ( V ) .  26,6 g (0,l  Mol) Carbobenz- 
oxy-L-asparagin ,l) und 19.3 g (0,065 Mol) frisch hergcstellter L-Seryl-glycin-p-nitrobenzylester 
( IV) werden in 100 ml Dimethylformamid gclijst und unter Kiihren bei - 10" mit einer vorge- 
kiihltcn Lijsung von 20,6 g (0,l Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 200 ml Acetonitril versetzt. 
Ilas Rcaktiousgemisch wird innert 10 Min. mit weiteren 300 ni l  kaltem Acetonitril versetzt und 
1 Std. bei - 10" und ubcr Nacht bei 0" geriihrt. Nach Zugabe von 0,5 ml Eisessig wird das aus- 
gcschiedene Gemisch von amorphem Reaktionsprodukb und Dicyclohcxyl-harnstoff abfiltriert, 
mit DiniethyIformamid/A~~etonitril 1 : 5 ,  Acetonitril und dther gewaschen und im Vakuum ge- 
trocknet. Zur -4btrennung von eventuell noch vorhandenem Ausgangsmaterial wird das fein pul- 
verisiertc Gemisch rnit l~ Salzsaurc und darauf mit kalter l~ Natriumhydrogencarbonat-Losung 
vcrruhrt, filtriert und rnit Wasser und kaltem Alkohol gewaschen. Das trockenc Material wird 
rnit 100 ml Dimethylformamid verruhrt, der unlosliche Dicyclohexyl-harnstoff abfiltriert, mit 
Dimethylformamid gewaschen und das Filtrat im Vakuum auf ca. 50 ml eingeengt. Bei Zugabe 
von 150 ml heisscm Methanol kristallisiert die Substanz in feinen Nadeln, Smp. 209-211O; Aus- 
beute 15,8 g (45%); [u]g = - 12,9" (c = 2,4 in Eisessig), - 1.5" 0 , 5 O  (c = 2,0 in Dimethyl- 
formamid). Zur Analysc wird nochmals aus Dimethylformamid-Methanol umkristallisiert : Smp. 
2 10-212". 
C24H2,01aN5 (545,5) Ber. C 5234 H 4,99 0 29,33% Gef. C 52,54 H 5,07 0 29,18% 

Crcrbobenzoxy-L-aspartvl(~-methylester)-L-seryl-glycin-p-nitrobenzylester ( V I I a ) .  Einc Losung 
von 0,84 g (3 mMol) Carbobenzoxy L-asparaginsaure-B-methylester12) und 0,90 g (3 mMol) L- 

Scryl-glycin-p-nitrobcnzylcster (IV) in 20 ml Acetonitril wird bei O" mit 0,68 g (3,3 mMol) Dicyclo- 
hexyl-carbodiimid vcrset z t  und iiber Nacht bci 0" stehengelassen. Das ausgeschiedene Gemisch 
von Keaktionsprodukt und Dicyclohexyl-harnstoff wird abfiltriert, mit Acetonitril gewaschen und 
mehrmals rnit Mcthylenchlorid extrahiert. Der unlosliche Dicyclohexyl-harnstoff wird abfiltriert 
und das Filtrat bei 0" rnit 1~ Salzsaure, 1~ Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser ge- 
waschen, gctrocknet und im Vakuum eingedampft. Bci Zugabc von Essigester scheidet sich das 
Tripcptidderivat in Form von Nadeln aus: 1,23 g (73%) ; Smp. 132-135O. Nach Umkristallisieren 
aus Essigcstcr Smp. 136-137"; [ a l g  = - 5,9" 0,s" (c = 3,2 in CHCl,), - 11,l" + 0,3O (c = 
4,O in Riscssig. 
C,,H,,O,,N, (560,s) l+r. c' 53,56 1-1 5,04 N 10,OOX Grf. C 53,51 H 5,20 W 9,99y0 

2") Vgl. m-Seryl-glycyl: A. FISCHER & H. ROESNEK, Tdebigs Ann. Chcm. 375, 199 (1910); E.  AR- 
DERHALDEN & A. BAHN, 2. physiol. Chcm. 234, 181 (1935). 
M. TJERTrnIARix CCI 1.. %nliv;zs, Err. dcutsch. chem. Ges. 6.5, 1192 (1932). 
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p-(p'-Methoxyphenylazo) -carbobeneoxy-L-aspartyl(b-methylester) -L-seryl-glycin-p-nitrobenzylester 
( V I I  b). Der Umsatz von (0,83 g 2 mMol) P-(P'-Methoxyphenylazo)-carbobenzoxy-L-asparagin- 
sa~re-p-methylester~~) rnit 0,60 g (2 mMol) IV in 10 ml Methylenchlorid unter Verwendung von 
0,45 g (2,2 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid ergibt nach der fur das Dipeptidderivat 111 beschrie- 
benen Aufarbeitung 1,19 g kristallincs Material (aus Essigestcr) vom Smp. 142-145'. Nach Um- 
kristallisieren aus Acetonitril: 1,OZ g (74%) ; Smp. 149-151". 

C,,H,,O,,N, (694.6) Ber. N 12, lO% Gef. 12,06% 

Carbobenzoxy-L. asparaginyl-L-seryl-glycin ( Vla). Eine Suspension von 8,2 g (15 mMd) Carbo- 
benzoxy-L-asparaginyl-L-seryl- glycin-p-nitrobenzylester (V) in 75 ml Dioxan wird unter Riihren 
iunert 30 Min. tropfenweise rnit 36 ml 0 , 5 ~  Natronlauge versetzt (pH 11-11,2). Nach wciteren 
15 Min. wird die klare Losung rnit 1~ Salzsaure auf pH 7 gestellt und im Vakuum auf ca. 10 ml 
eingeengt. Das ausgeschiedene kristalline Material wird durch Zugabe von 20 ml Wasser gelost, 
die Losung zur Entfernuug von p-Nitrobenzylalkohol zweimal mit Essigester extrahiert und bei 
40' mit 15 ml ZN Salzsaurc angesauert (bei Raumtemperatur fallt amorphes Material aus). Bei 
raschem Kiihlen scheidet sich das Reaktionsprodukt in Form von verfilzten Nadeln aus, die nach 
1 Std. bei 0" abfiltriert und rnit kaltem Wasser neutral gewaschen werden: 5,O g, Smp. 176-178O. 
Nach Umkristallisieren aus Wasser: 4.1 g (67%) vom Smp. 185-186'; [m]g = -8,4" (c = 1,9 in 
Eisessig) . 
C,,H,,O,N, (410,4) Bcr. C 49,75 H 5,40 N 13,65% Gcf. C 49,65 H 5,38 N 13,710/, 

Versuche zur selektiven alkalischen Hydrolyse der p-Nitrobenzylcstergruppe in den Estern 
VII a und V I I b  ergaben keine definierbaren Produkte. 

Synthese und Veneifung von Carbobenzoxy-L-aspartyl(~-benzylester)-glycin-p-nitrobenzylester. 
Eine Losung von 3,22 g (9 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginsaure-p-benzylesteraa), 1,90 g (9 mMol) 
frisch hergestelltem Glycin-9-nitrobenzylester und 2,06 g (10 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 
40 ml Methylenchlorid wird iiber Nacht bei 0" stehengelassen, von ausgeschiedenem Dicyclohexyl- 
harnstoff abfiltriert, in iiblicher Weisencutral gewaschen, getrocknet und imVakuum eingedampft. 
Uer nach Verriihren mit Ather erhaltene kristalliue Ruckstand wird aus abs. Alkohol umkristalli- 
siert: 4,18 g (85%); Smp. 107-108"; [a]g = +4,2" f 0,3" (c = 3,7 in Chloroform). 

C,,H,,O,N, (549,5) Ber. N 7,65% Gef. 7,660/, 
In cinem typischen Versuch zur selektiven Verseifung der Estergruppen wurden 1,65 g 

( 3  mMol) des Dipeptidderivates in 50 ml Methanol suspendiert und unter Riihren innert 3 Std. 
tropfenwcise rnit 15 ml 0,2 N Kaliumhydrogencarbonat-Losung versetzt (pH 9,s-10,2). Nach 
weiterem Ruhren wahrend 1 Std. wurde die klare Lijsung im Vakuum von Methanol befreit und 
die wasserige Losung mit Essigester cxtrahiert. Der nach Eindampfen (im Vakuum) der getrock- 
neten Essigester-Ausziige erhaltene Riickstand lieferte nach Extraktion mit Ather (Entfernung 
von p-Nitrobcnzylalkohol) 0,30 g der kristallinen Succinimjd-Verbindung VIII vom Smp. 91-93'. 
Das nach Umkristallisieren aus abs. Alkohol erhaltene Material vom Smp. 95-96' enthielt 1 Aqui- 
valent kthanol. 
C,,H,,0,N3,C,H,0H (487,5) Ber. C 56,67 H 5,17 N 8,62% Gef. C 56,43 H 5,12 N 8,817' 

Eine Probe zeigte nach Abspaltung der Schutzgruppen durch Hydrogenolyse im IR.-Spek- 
trum eine in mehrere Maxima aufgespaltene Bande bei 5,7-5,9 p (ahnlich der Absorption von 
Succinimid in dieser Region), wahrend die Amid-11-Bande bei 6,65 18 fehltc (keine sckundare 
Amidbildung vorhanden) . 

Aus der eingeengten ursprunglichen wdsserigen Losung schied sich bcim Ansauern kristal- 
lines Material ab, das nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Essigester bei 120-121" schmolz ; 
dieser saure Anteil (kquivalentgewicht ca. 350) liess sich jedoch nicht in analysenreincr Form 
gewinnen. 

Bei Verseifungen rnit der berechneten Menge Natronlauge (0,1 N bis 1 ~ )  konnte kein Neutral- 
produkt VIII isoliert werdcn. 

L-A sparaginyl-L-seryl-glycin ( V I  b ) .  820 mg (2 mMol) des Carbobenzoxy-tripeptids VI a wer- 
den unter leichtem Erwarmen in 20 ml 60-proz. Methanol gelost und in Gegenwart von 0,2 g 
Palladiumkohle (10-proz.) bei Zimmertemperatur und Normaldruck hydriert. Nach Aufnahme 

22) A. BBRGER & E. KATCHALSKI, J. Amer. chem. SoC. 73, 4084 (1951). 
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der berechneten Menge Wasserstoff (gebildetcs CO, in Natronlauge absorbiert) wird das ausge- 
schicdcne Material nach Zugabe von 50 ml Wasser hciss gelost, vom Katalysator abfiltriert und 
das Viltrat im Vakuum vollstandig eingedampft. Der kristallinc Ruckstand liefert nach Loscn 
in Wasser und Zugabe der doppelten Menge Methanol 470 mg (85%) dcs Tripeptids in Form von 
feinen Nadeln vom Smp. 230-234" (nach Sintern bei ca. 220"); [ x ] g  = - 12,7" & 1' (c = 0,95 in 
Wasscr), -9,O" & 0.5" (c = 3,9 in 0 , l  N HCl); Rf-Wertc in System I 0,10, I1 0.27, 111 0.21. 

C,H,,O,N, (276,3) Ber. C 39,13 H 5,84 N 20,28% Gcf. C 38,88 H 6,OO N Z0,000,/, 

B. Sequenzen H . Pro-Tyr-Lys(Tos) OH und H . Pro-Tyr-Lys(Tos)-Met . OH 

L-Prolyl-L-tyrosyl-NE-tosyl-L-lysin-methylester ( I X ) .  50 g (0,07 Mol) Carbobenzoxy-L-prolyl-L- 
tyrosyl-N~-tosyl-~-lysin-methylester~~) werden in 250 ml Methanol gclost, mit 1 dquivalcnt einer 
Iasung von Chlorwasserstoff in Methanol vcrsetzt und in Gcgenwart von 1,5 g Palladiumkohlc 
(10-proz.) bci Zimmcrtcmpcratur und Normaldruck hydriert, wobei das gebildctc Kohlcndioxid 
in Natronlauge absorbicrt wird. Nach Rufnahme dcr bercchnetcn Menge Wasserstoff kommt die 
Hydrierung zum Stillstand. Die vom Katalysator abfiltriertc Idsung wird im Vakuum einge- 
dampft und dcr teilweise kristalline Ruckstand rnit Essigcstcr vcrrieben: 41,l g; Smp. 176-178". 
Zwcinialigcs LJmkristallisiercn aus Methanol liefert 37,O g (87 %) 'Tripcptidester-hydrochlorid vom 
Smp. 178-180' (bci raschem Aufheizen), bzw. 198-200" (bei langsamem Aufheizcn) ; [ c L ] ~  = 
- 10,4O f 0,5" (c = 2,2 in Wasser) ; papierchromatographisch einheitlich (Rf-Werte in Syst. I1 
0,75, 111 0,82). 

C,,H,,07N4S, HC1 (611,Z) Ber. C 55,03 H 6,43 C1 .5,80Yu Grf. C 54,88 H 6,59 C1 5,95Oj, 

Zur ubcrfiihrung in dcn frcicn Ester werden 33,5 g (0,055 Mol) des Hydrochlorids in 350 ml 
Essigester suspendicrt, mit 30 ml einer 2,5~-Lasnng von Ammoniak in Methanol versetzt und 
30 Min. bei Zimmertemperatur geriihrt, wobei das Ausgangsmatcrial vollstandig in Losung geht. 
Das ausgeschiedcne hmmoniumchlorid wird abfiltriert, das Filtrat im Vakuum eingedampft und 
der Ruckstand in 100 ml Essigcster aufgenommen. Beim Stehen iibcr Nacht bei 0' scheidet sich 
der Tripcptidcstcr in kristallincr Form ab:  31,3 g (99%); Smp. 82-84'. Nach zweimaligem Um- 
lrristallisicrcn itus Essigester Smp. 85-87"; [a13 = - 15,8" 0.3" (c = 5,4 in Alkohol) ; papier- 
cliromatographisc~i einheitlich (Rf-Wertc in Syst. I1 und I11 wie Hydrochlorid) , 

C,,H,,O,N,S (.574,7) Ber. C 58,52 H 6,66 S 5,5876 Gef. C 58,39 H 6,87 S 5,43% 
1.- Proly l -~- l j , ro~yZ-N€. /~~yZ-~-Zy~Z~ (IT). - a) Eine Llisung von 6 , l l  g (10 mMol) Ester-hydro- 

chlorid IX in 40 ml 1~ Natronlauge wirh 1 Std. bei 0" stehengelassen und darauf mit 1 N Salz- 
saurc auf pH 5 gcstellt. Das ausgeschiedenc kristalline Material wird abfiltriert und mit Wasser 
und Alkohol gewaschen: 4.67 g (830/,), Smp. 222-224". Zur weiteren Reinigung wird die Sub- 
stanz in 20 ml heissem Dimethylformamid gclost, von wenig unloslichem Matcrial abfiltriert und 
mit 50 ml hcissem Methanol versetzt, wobei sich das N&-Tosyl-tripeptid in Form von feincn 
Nadeln vom Smp. 224-226" abscheidet: 4,40 g (79%); [a18 = -16,6" (c = 4.0 in Dimethyl- 
formamid), - 36.4" (c = 2,7 in 0,5 N Kaliumhydrogcncarbonat-Losung) ; papierchromatogra- 
phisch einheitlich : Kf-Wcrte in Syst. 1 0,73, I1 0,79, I11 0,77. 

C,,H,,O,N,S Ber. C 57,84 H G,47 N 9,09 S .5,72% 
(560,7) Gef. ,, 57,62 ,, 6,26 ,, 9,77 ,, 5,55% 

b) 3,47 g ( 5  mMol) Carbobcnzoxy-~-prolyl-~-tyros~l-NF-tosyl-~-lysin~~) werden in 35 ml Me- 
thanol gelost und in Gegenwart von 0,5 g Palladiumkohlc (10-proz.) hydriert (gebildetes CO, in 
Natronlaugc absorbicrt). Nach Aufnahmc der berechneten Mcngc Wasserstoff wird das ausgc- 
scliicdenc Reaktionsprodukt durch Zugabe von 20 ml heissem Wasser geldst, hciss vom Kataly- 
sator abfiltriert, das Filtrat ini Vakuum eingedampft und dcr kristallinc Riickstand mit Rlkohol 
gewaschcn: 1,90 g (680/,), Smp. 219-222". Nach CJmkristallisicrcn aus l~imethylformamid- 
Methanol Smp. 222-224" ; identisch rnit dem nach Methode a) hergestellten Material. 

t- Butyloxycarbonyl-L-prolyl- L-tyrosyl. NE-tosyl-L-lysin-methylester ( X I ) .  Eine Losung von 31,3 g 
(54 mMol) des freicn Esters IX in 60 ml trockenem Pyridin wird mit 13,l g (55 mMol) t-Butyloxy- 
carbonyl-p-nitrophenol16) versctzt und iibcr Nacht bci 20" stchengelassen. Die Reaktionslosung 
wird darauf im Vakuum auf ein klcines Volumen cingeengt, mit Essigester vcrsetzt und unter 
Eiskuhlung drcimal mit Z N  Salzsaure, zweimal mit I N  Natriumhydrogencarbonat-Losung und rnit 
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Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand liefert nach mehr- 
maligem Verreiben rnit Ather 35,5 g (98%) schwach gelblichen Schaum. Die Substanz ist papier- 
chromatographisch (nach Hydrolyse zu X rnit konz. Salzsaure, 60 Min. bei 40") und in der Gegen- 
stromverteilung nach CRAIG (30 Stufen im System Methanol-Wasser-Chloroform-Tetrachlor- 
kohlenstoff 8 : 2 : 5 : 5 : K = 0,72) einheitlich. 

t-Butyloxycarbonyl-~-prolyl-~-tyrosyl-~~-tosyl-~-lysin ( X I  I ) .  34.0 g (50 mMol) des Esters XI 
werden bei ca. 10" in einem Gemisch yon 50 ml Methanol und 150 ml 1 N Natronlauge gelost. Das 
Reaktionsgemisch wird 1 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen, darauf mit 2 N Salzsaure 
auf pH 7 gestellt, im Vakuum von Methanol befreit, mit Essigester uberschichtet und bei 0' unter 
Umschutteln mit 2 N Salzsaure angesauert. Die abgetrennte Essigesterphase wird rnit Wasser 
gewaschen und dreimal rnit 0,5 N Kaliumhydrogencarbonat-Losung extrahiert. Nach uber- 
schichten der vereinigten whserigen Extrakte mit Essigester wird wiederum bei 0" mit 2~ Salz- 
saure schwach angesauert (Kongo), die Essigesterlosung rnit Wasser gewaschen (bis neutral), 
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der als Riickstand erhaltene Schaum ergibt nach Ver- 
reiben rnit Ather 32,2 g (96%) eines farblosen Pulvers, das papierchromatographisch einheitlich 
ist; Rf-Werte in Syst. I 0,71, I11 0,84. Titration mit 0 , l ~  Natronlauge in Methanol ergibt das 
erwartete Aquivalentgewicht von 660. 

Zur Analyse wird eine Probe in wenig Essigester bei 30" gelost, auf 0" gekiihlt, das ausge- 
schiedene 01 durch Abdekantieren von der uberstehenden Losung getrennt und mit Ather ver- 
rieben. 

C,,H,,O,N,S (660,8) Ber. C 58,16 H 6,71 N 4,85% Gef. C 57.90 H 6,98 N 4,9374 

Carbobenzoxy-L-methionin-p-nitrobenzylester. Eine Losung von 14,2 g (50 mMol) Carbobenzoxy- 
L-methionina*) und 10,s g (50 mMol) p-Nitrobenzylbromid in 100 ml Essigester wird rnit 5,6 g 
(55 mMol) Triathylamin versetzt und 5 Std. unter Riickfluss erhitzt. Nach Kuhlen auf Zimmcr- 
temperatur wird das ausgeschiedene Triathylamin-hydrobromid abfiltriert, das Filtrat bei 0" in 
iiblicher Weise neutral gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Die Kristallisation 
des Ruckstands aus Ather/Petrolather liefert 17,4 g (83%) kristallinen Ester vom Smp. 58-60"; 
nach Umkristallisieren aus Ather/Petrolather: 15,2 g (73%); Smp. 63-65"; [ ~ ] g  = - 15,0° & 0,5" 
( G  = 2,0 in Aceton), +2,5' & 0,3" (c = 4,0 in Chloroform). 

C,,II,,OBN,S (418,5) Rer. C 57,40 H 5,30 S 7,66% Gef. C 57,16 H 5.37 S 8.00% 

~-Methionin-p-nitrobenzylester. 21 g (50 mMol) Carbobenzoxy-L-methionin-p-nitrobenzylestei 
werden in 200 ml trockenem Ather suspendiert und mit 30 ml einer 5~-Losung von Bromwasser- 
stoff in Eisessig versetzt, wobei das Ausgangsmaterial sofort in Losung geht. Nach ca. 15 Min. 
beginnt die Abscheidung eines ols, das sich langsam (etwas rascher nach Animpfen) verfestigt. 
Nach 5 Std. wird die iiberstehende Losung abdekantiert und das rohe Ester-hydrobromid mehr- 
mals mit Ather verrieben und im Vakuum getrocknet: 10,75 g (59%): Smp. 148-149"; umkristal- 
lisiert aus Acetonitril: 9,68 g (53%) ; Smp. 149-151"; [x]E = +4,1" 0.5' (c = 2,0 in Methanol) : 
langsame Gelbfarbung beim Aufbewahren bei Zimmertemperatur. 
C,.2H,,04N2S,HBr (365,3) Ber. C 39,46 H 4,69 Br 21,88% Gef. C 39,53 H 4,65 Br 22,21yo 

Die Decarbobenzoxylierung mit Bromwasserstoff in Essigester unter den fur den Dipeptid- 
ester IV angegebenen Bedingungen liefert das Ester-hydrobromid in 43% Ausbeute; rnit Brom- 
wasserstoff in Eisessig oder Dioxan entsteht nus oliges Material. 

Zur efberfuhrung in den frcien Ester werden 4.4 g (12 mMol) Hydrobromid in einem Gemisch 
von 15 ml Wasser und 50 ml Essigester geldst und bei 0" rnit 15 ml Z N  Kaliumhydrogencarbonat- 
Losung ausgeschiittelt. Die abgetrennte Essigesterphase wird zweimal rnit Wasser gewaschen, 
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der olige Ruckstand wird rnit Petrolather gewaschen : 
2,82 g (83%) gelbliches 01, das direkt welter umgesetzt wird. 

t- Butyloxycarbonyl-~-prolyl-~-tyrosyl-N~-~osyl-~-lysyl-~-meth~onin-methylester ( X I  I I a). Eine 
Usung von 33,O g (50 mMol) t-Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-tyrosyl-NE-tosyl-L-lysin (XII) und 
9,0 g (55 mMol) frisch hergestelltem ~-Methionin-methylester~~) in 250 ml Acetonitril wird auf 
- 10" gekuhlt und mit 11,4 g (55 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Nach 15 Std. bei - 5" 

23) M. BRENNER & R. W. PFISTER, Helv. 34, 2085 (1951) ; K. HOFMANN, A. JOHL, A. E. FURLEN- 

24) M. BRENNER & W. HUBER, Helv. 36, 1109 (1953). 
MEIER & H. KAPPELER, J. Amer. chem. SOC. 79, 1636 (1957). 
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und 2 1  Std. bei 0" wird 1 ml Eisessig zugegcben, der ausgeschiedene Dicyclohexyl-harnstoff ab- 
filtricrt und das Filtrat im Vakuum cingedampft. Der Riickstand wird in Essigester aufgenomnien, 
unter Eiskiihlung mit 1~ Salsaure, 0,5 N Kaliumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, 
gc>trocknet, im Vakuum eingedampft und das als 01 erhaltene Material mit Ather verrieben. Das 
gclblichc, arnorphe Pulver (38,3 g, 95%) zcigt bci der papicrchromatographischen Priifung (nach 
Xbspaltung der t-Butyloxycarbonyl- und der Estergruppc mit konz. Salzsaure, 1 Std. bei 40") 
dic  Rf-Werte von XV und zusatzlich ca. 5-10y0 eincs langsamcr laufenden Nebenprodukts. 
I h r c h  Gegenstromverteilung nach CRAIG (GO Stufen im System Methanol- Wasser- Chloroform- 
Tetrachlorkohlenstoff 12  : 3 : 4:  8 ; K = 1,18) wird keine weitere Reinigung erzielt. 

Rcim Umsatz von XI1 mit L-Mcthionin-p-nitrobenzylester unter den oben angegebcnen Bc- 
dingungen wird der t-Butyloxycarboiiyi-L-prolyl-L-tyrosyl-N~-tosyl-L-lysyl- L-methionin-p-nitro- 
hcnzylester (XIIIb) in 96-proz. Ausbcute als gelblicher Schaum erhalten, der cincn clcm obigcn 
Mrthylester entsprechetiden Reinhcitsgrad aufweist. 

t-Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-tyrosyl-NE-tosyl-L-lysyl-L-rneth~onin ( X I  V ) .  20,l g (25 mMol) 
dcs Esters XII la  werden in 40 ml Methanol gelost, bei ca. 10' mit 75 ml 1N Natronlauge versetzt 
und 45 Min. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Auiarbeitung in der fur das Tripeptid- 
tlerivat XI1 angegebenen Wcise ergibt das als Schaum erhaltenc Rohprodukt bcim Vcrrcibcn mit 
iither 15,4 g (78%) eines schwach gclblichcn Pulvrrs, das dirckt wciter verarbcitct wird. A q u -  
valentgewicht 821 (ber. 791) ; Rf-Werte in Syst. I O,80, I11 0,82. 

Das gleiche Produkt entsteht bei der  Verseifung des entsprcchendcn -p-Nitrobenzylesters 
XTIlb (husbeute 83%). 

L-Pr~Zyl-L-t~i~usyZ-N~-tosyl~~-lysyl-~.rnethzoizin (X i ' ) .  15,O g (19 mMol) XIV werdcn in 75 ml 
warmcm Essigester gelost, auf Zimmertemperatur gekuhlt uncl unter Umschiitteln in 300 ml 
ciner 2,5 N LBsung von Salzsaure in Essigester eingegossen. Nach 1 Min. beginnt die Abscheidung 
tines anfinglich oligen, dann kristallisierenden Materials, das nacli 30 Min. abfiltriert und mit 
Essigester und Ather gewaschen wird. Das etwas hygroskopische Hydrochlorid (12,6 g) wird zur  
Uberfiihrung in das freie Tetrapeptid-Dcrivat in 40 ml Methanol gelost nnd rnit 8 ml einer 2 , 5 ~ -  
Losung von NH, in Methanol versetzt. Das ausgcschiedenc kristalline Matcrial wird abfiltriert, 
mehrmals mit heissem Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet: 8,9 g (h7Y') ; Smp. 223- 
226"; 1" ( c  = 2,0 in 0 , 5 ~  KHCO,-ldosung); Analyse und lif-Werte: siehe 15); 
die, Substanz enthalt ca. 5% Methionin-sulfoxid-l)erivat (Rf-Werte : siehe 15) ) ,  das sich durch 
Utnkristallisieren aus Dimethylformamid/Metlianol nicht entferrien Iasst. 

Die Totalhydrolyse mit 6~ Salzsaure (18 Std. bei 120") ergibt Prolin, Tyrosin, Methionin, 
1,vsin und Spuren von NE-Tosyl-lysin (bcstimmt durch zweidirnensionale Methode : Hochspan- 
nungsclrktrophorese bei p H  1.9, 50 V/cm, 75 Min., und Papierchromatograpliie im System VI. 

C. Hexa- und Heptapeptidsequenzen I und I1 
Carbohe~zzo,~y-~-asparaginyl-L-s~ryl-gl~y~yl-~-prolyl-~-tyrosyl-N~-tosyl-L-lyysin [ Ia) . Einc Losnng 

von 3 , l O  g (7,s niMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin (VI a) und 1,10 ml (8 mMol) 
Triiithylamin in 15 ml frisch destilliertem Dimethylformamid wird unter I'euchtigkeitsausschluss 
xuf - 10" gekiihlt und  unter Ruhren innert 10 Min. tropfcnweise mit einer Losung von 1,05 g 
(7,s niMol) Isol~utylchlorocarbonat in 5 ml trockenem Tctrahydrofuran versetzt. Die Losung wird 
weitere 10 Min. bei - 10" und 20 Min. bei 20" geriihrt und wieder auf 0" gekiihlt; anschliessend 
wird unter Riihren innert 10 Min. tropfenweise eine Losung von 4,20 g (7,5 mMol) L-Prolyl-L- 
tyrosyl-NE-tosyl-L-lysin (X) und 1,17 ml (8,5 mMol) 'Iriathylamin in 25 ml Dimethylformamid 
(LBsung hergestellt durch kurzes Erhitzen in verschlossenem Gefiss auf ca. 120" und rasches 
Kiihlen auf Zimmertemperatur) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 1 Std. bei 0" und iiber 
Nacht bci Zinimertemperatur stehengelassen und darauf bei 0 , l  Torr und ca. 30" zum Sirup 
c,ingedampft. Bei Zugabe von 30 ml 1~ Essigsaure scheidet sich ein zahes 01 aus, das mehrmals 
mit weitereti Mengen verdiinntcr Essigsaure uncl anschliessend mit Wasser gewaschen und im 
Vakuum bci Zimmcrtcmpcratur gctrocknet wird. Zwcimaliges Urnfallen aus Alkohol ergibt 3,48 g 
(4874) eines amorphen I'ulvers vom Smp. 138-143" (leichtes Sintern bei 133") ; [,XI: = - 31,9" i 
0,5' (c = 2,1 in Dimethylformamid),' - 38,9" 1" (c = 1,0 in Eisessig). Die Substanz ist papier- 
cliromatographisch einheitlich, Rf-Werte in Syst. I 0,G5, I1 0,92, Ill 0,75, V 0,69. Bei der Gegen- 
stromverteilung iibcr 60 Stufrn im Systcm Methanol-0,l-proa. Essigsaure-Chloroform-'Letraclilor- 
kohlenstoff 3 :  1 : 3 : 1 mtspricht die Gewichtskurvc dcr thcoretischen T'erteilung mit K = 1,22. 

= -42,O" 
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Die Substanz enthalt 1 Aquivalent Wasscr, das sich durch Trocknnng bei 0.05 Torr untl 60' 
nkht  entfernen lasst. 

C44Hj6014N8S,II~0 Uer. C 54.42 H 6,02 N 11,54 S 3,30% 
(971.1) Gcf. ,. 54,62 ,, 6,26 ,, 11,52 ,, 3,30% 

~-Aspa~aginyl-~-se~yl-glycy2-~-p~oCyC-~-ty~osyl-~~~-tosyC-~-lys~n ( I  h)  . 0.34 g (0.35 mMol) der 
Carbobenzoxyvcrbindung I a wcrdcn in 20 ml Methanol unter Erwarmen gelost und in Gegenwart 
von 0,l g Palladiumkohlc (10-proz.) bci Zimmcrtcmpcratur und Normaldruck hydriert (Wasscr- 
stoff-Aufnahme 8.6 ml; ber. 7,s ml), wobci sich das Reaktionsprodukt in fester Form abscheidct. 
Das Gemisch von Katalysator und Substanz wird abfiltriert, anschliessend mit 10 ml heisscm 
Wasser extrahiert und dcr filtrierte wasscrigc Extrakt im Vakuum vollstandig eingedampft. 
Das als Ruckstand erhaltcne farblose Pulvcr (0,25 g) liefert nach zweimaligem Umfallen aus 
Dimethylformamid/Mcthanol 121 mg (42%) amorphcs Material vom Smp. 198-201" (nach Sin- 
tern bei 194') ; [a13 = - 67,9" f 1" (G = 1,0 in Dimethylformamid) ; Rf-Wertc in Syst. I 0,40, 
I1 0,67, I11 0,68, IV 0,67, V 0,47. Die Substanz ist lcicht hygroskopisch; nach Trocknung wahrcncl 
6 Std. bei 60" und 0 05 Torr. enthalt sie 1 Aquivalcnt Wasscr. 

C,,H,,O,,N,S,H,O Ber. C 51,66 H 6,26 N 13,39 S 3,83% 
(836,9) Gef. ,, 51,SO ,, 6,24 ,, 13,50 ,, 3,890/, 

Carbohenzoxy L-asparaginyl L-seryl-glycyl-L-prolyl-L-tyrosyl- Ne-tosyl-L-lysyl-L-methionin ( I  I ) .  
3,lO g (7,5 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin (VI a) werden entsprcchend der zur 
Hcrstellung des Hexapeptidderivats I a angegebcncn Methode in das gemischte Anhydrid iiber- 
gcfuhrt und mit cincr Losung von S,20 g (7,s mMol) L-Prolyl-L-tyrosyl-N~-tosyl-L-lysyl-L-metliio- 
nin (XV) und 1,23 ml (9 mMol) Triathylamin in 75 ml Dimethylformamid umgesetzt. Das nach 
Abdampfen des Losungsmittels und mehrmaligem Vcrrciben des oligen Riickstands mit 1 N Essig- 
saure und Wasser bei 0" erhaltcne pulverige Material wird abfiltriert, getrocknet und zweimal aus 
Methanol umgefallt: 2,65 g (31 yo) farblosc amorphe Substanz vom Smp. 173-176' (nach Sintern 
bei 170") ; Rf-Werte in Syst. I 0,72, I1 > 0.9, I11 0,77, V 0,74 und zusatzlich ca. 5% ciner lang- 
samer laufenden Verbindung (wahrschcinlich Mcthionin-sulfoxid-Derivat). Wcitcrc Reinigung 
durch Gegenstromverteilung iiber 60 Stufcn im System Methanol-Wasser-Chloroform-Tctrachlor- 
kohlenstoff 3 : 1 : 3 : 1 (K = 0,63) und Umfallen dcr Spitzenfraktionen aus Methanol liefert papier- 
chromatographisch einheitliche Substanz vom Smp. 179-183'; [a]g = - 31,5" f 0,5" (G = 2,l 
in Dimethylformamid), - 31.7" f 0.5" (G = 2,2 in Eisessig). Das bei 0,05 Torr und 60" gctrock- 
nete Produkt enthalt 1 Aquivalcnt Wasser. 

C49H,,601SN9S2,Hz0 Bcr. C 53,39 H 6.13 0 23,22 N 11,44 S 5,82% 
(1102.3) Gef. ,, 53,66 ,, 6,21 ,, 23,ll ,, 11,43 ,, 5,69% 

L)ic Totalhydrolyse mit 6~ Salzsaure (18 Std. bei 120') ergibt die erwartetcn Aminosauren 
(Bestimmung wie bei Hydrolysc von XV), zusatzlich wcnig N8-Tosyl-lysin und zwei neue Sub- 
stanzenl'), wovon cine mit PAuLu-Keagens und beide mit Ninhydrin anfarbbar sind. 

Wir danken Herrn Dr. H.  ZUBER fur die Ausfiihrung und Auswertung der Totalhydrolyscn. 
Die analytischen Daten verdanken wir Herrn Dr. W. PADOWETZ und dic Ausfiihrung der Papier- 
chromatogramnic Hcrrn E. VON ARX. 

SUMMARY 

Protected peptides incorporating the amino acid residues 1-6 (I) and 1-7 (11) of 
beef MSH have been synthesized starting from intermediates comprising the sc- 
quences 1-3 (VIa), 4-6 (X) and 4-7 (XV) respectively. 
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