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222. Die Synthese des 3-Melanotropins (3-MSH) mit der
Aminosdurensequenz des bovinen Hormons?)
von R.Schwyzer, B.Iselin, H. Kappeler, B. Riniker, W.Rittel und H. Zuber
(22. VI. 63)

Herrn Prof. Dr. KArr BERNHARD zum 60. Geburtstag gewidmet

In den Hypophysen von Wirbeltieren befinden sich im wesentlichen drei Hormon-
typen, welche eine Dispersion der Melaninkdérner in den Pigmentzellen (Chromo-
phoren) der Haut von Frdschen und andern Amphibien bewirken. Es sind dies
{(nach steigender biologischer Wirksamkeit geordnet):

1. das Corticotropin (adrenocorticotropes Hormon, ACTH);
2. das f-Melanotropin {f-melanophorenstimulierendes Hormon, f-MSH) und
3. das a-Melanotropin («-melanophorenstimulierendes Hormon, «-MSH).

Gemeinsame Aminosiurensequenzen (z. B. die Heptapeptidsequenz Met-Glu-His-
Phe-Arg-Try-Gly?)) sind offenbar verantwortlich fiir die melanophoretische Wirkung
aller dieser Polypeptide3)%). Die hauptsichliche physiologische Wirkung des ACTH
ist ohne Zweifel die Steuerung von Wachstum und Hormonausschiittung der Neben-
nierenrinde; seine melanotrope Wirkung scheint eher nebensichlich zu sein. Letztere
ist beim «-MSH und 8-MSH sehr ausgeprdgt und ist die einzige wirklich auffillige
biologische Wirkung dieser beiden Hormone, welche bisher beschrieben wurde?).

Wihrenddem beim «-MSH noch keine Speziesunterschiede entdeckt werden
konnten, sind solche beim f-MSH recht auffillig®). Das bovine §-MSH ist durch
eine N-terminale Sequenz Asp-Ser-Gly gekennzeichnet, die auch bei vielen hydro-
lytischen Enzymen anzutreffen ist und dort teilweise fiir die spezifische Wirkung
verantwortlich zu sein scheint.

Styvukiur und Wivkungsgrad der drei melanotropen Hormone")

H - Ser- Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Lys- Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-
Lys-Val-Tyr-Pro-Asp-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu(NH,)-Leu-Ala-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe - OH
I: f-Corticotropin (ACTH)8): 1,8 x 108 MSH-E /g% 39

1) An den VII Giornate Biochimiche Latine in S.Margherita Ligure am 25. V. 1963 vorgetragen
(R.S).

?) Fir Abkiirzungen von Aminosiuren, Peptiden, Schutzgruppen usw. sowie fiir di¢ Einleitung
zum experimentellen Teil vgl. die entsprechenden Fussnoten und Abschnitte in 9).

3) J. 1. HarRis, Brit. med. Bull. 76, 189 (1960).

4) R.ScrwvzER: «Chemical structure and biological activity in the field of polypeptide hormones»,
Pure appl. Chemistry 6, 265 (1963); « Synthetische Polypeptide mit physiologischer Wirkungy,
Ergebn. Physiol. 53 (1963), im Druck.

5) Vgl. aber ¢) fiir weitere Wirkungen.

6) Vgl. T. H. LEE, A. B. LERNER & V. BUETTNER-]JANUSCH, J. biol. Chemistry 236, 1390 (1961},
sowie %).

7) Gemeinsame Sequenzen sind kursiv gedruckt.

8) Aminosduresequenz nach R. G. SHEPHERD, S. D. WiLLson, K. S. Howarp, P. H. BELL,
D. S. Davigs, S. B. Davis, E. A, EIGNER & N. SHAKESPEARE, J. Amer. chem. Soc. 78, 5067
(1956).

9 R. ScHWYZER, A. COSTOPANAGIOTIS & P. SIEBER, Helv. 46, 870 (1963).
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H - Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Ser-Pro-Pro-Lys-Asp-OH
11: B-Melanotropin (bovines B-MSH): 2 x 10° MSH-E/g1%) 18

Ac: Ser-Tyr-Sev-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Lys- Pro-Val-NH,

111: a-Melanotropin (a-MSH): 2 x 1010 MSH-E/glY) 13

Frithere Versuche auf dem Gebiete des bovinen g-MSH hatten zur Synthese
eines geschiitzten Octadecapeptides mit etwa 19, der biologischen Wirksamkeit des
nativen Hormons gefithrt!?). Die dort gewihlten Schutzgruppen (Carbobenzoxy-,
Toluolsulfonyl- und Methylester-) licssen sich jedoch ohne Zerstérung der Peptid-
kette nicht entfernen. Diese Beobachtungen brachten uns zur Uberzeugung, dass die
damals angewandten Kondensationsprinzipien durchaus brauchbar seien, dass aber
neue, mildere Schutzgruppen und Kombinationen davon gesucht werden miissten.
Die systematische Anwendung von Schutzgruppen, welche sich vom #-Butanol ab-
leiten, erwies sich als ausserordentlich fruchtbar!3). Sie hat bisher die Synthese des
a-Melanotropins (I1I}®), des (hier beschriebenen) bovinen f-Melanotropins (II) und
neuerdings (neben aktiven Corticotropin-Teilsequenzen'?)) auch die Synthese des
ACTH (I) selbst1)14) erlaubt. Damit sind die Synthesen aller drei Hormontypen
(8-MSH und ACTH erstmals) dank dieser Methodik %) verwirklicht worden.

Reinstes, synthetisches «Rinder»-8-MSH (II) besitzt (innerhalb der Fehler-
grenze) den gleichen Verteilungskoeffizienten wie das Naturprodukt'®) (K = 0,56,
bestimmt durch multiplikative Verteilung tiber 1300 Verteilungsschritte im System
0,59, Trichloressigsdure-sec-Butanol). Es wird, nach Austausch der Trifluoracetat-
Ionen gegen Acetat-Ionen, durch Gefriertrocknung als farbloses Pulver erhalten,
welches 789, Peptid, 15,59, Wasser und 6,5%, Essigsdure enthilt. Durch scharfes
Trocknen bei 50° wird nicht ganz die Hilfte des Wassers abgegeben (7,19,); sie
wird beim Stehen an der Luft wieder adsorbiert. Die spezifische Drehung betrigt
(@] = —57,5° & 1° (¢ =1 in 1N Essigsdure), also —73° auf wasser- und acetat-
freies Peptid berechnet.

Herr Dr. DEsAauLLEs (CIBA AG., Biologische Abt.) bestimmte die melanotrope
Wirkung iz vitro zu etwa 1/,, derjenigen unseres synthetischen «-MSH ; in Einheiten
ausgedriickt, wiirde das bedeuten, dass 1 g unseres synthetischen f-MSH-Priparates
(mit Wasser und Acetat) ungefdhr 1,2—-4 x 10° MSH-E enthilt. Diese Zahl stimmt
gut mit der in der Literatur fiir das Naturprodukt angegebenen (2 x 10° MSH-
E/g)1%) iiberein. Wie beim «-MSH hat Herr Prof. LERNER (Yale School of Medicine)
in seiner in-vitro-Testanordnung eine unerwartet hohe Aktivitit gefunden (ca.

10y JIsolierung, Konstitutionsaufklarung: L. I. GEscawinD, C. H. L1 & L. BARNAFI, J. Amer. chem.
Soc. 79, 1003, 6394 (1957). Verteilungskoeffizient K = 0,53 (702 Schritte, 2-Butanol/0,5-proz.
Cl,CCOOH). Aktivitat vgl. auch C. H. L1, Lab. Investigation §, 574 (1959).

1y Isolierung, Konstitutionsaufklarung: J. 1. Harris & A. B. LERNER, Nature /79, 1346 (1957);
J. I. Harris, Biochem. J. 77, 451 (1959).

12) R. ScawvyzeR, H. KaprPELER, B. IseLiN, W. RiTTEL & H. ZUBER, Helv. 42,1702 (1959).

13y Vgl. dazu H. KaPpELER & R. SCHWYZER, Helv. 44, 1136 (1961} ; R. SCHWYZER & H. KAPPELER,
ibid. 46, 1550 (1963).

1) R. ScawvzeR & P. SieBER, Nature (London) 799, 172 (1963).

15) Unscre in den letzten vier Jahren entwickelten Methoden (vgl. ?) und 13)) sind unverindert von
den Arbeitsgruppen in Hoechst (K. STurM, R. GEIGER & W. SieDEL, Chem. Ber. 96, 609
(1963); R. GEIGER, K. STURM & W, SIEDEL, ibid. 96, 1080) und in Pittsburgh (K. HoFMANN,
R.D. WeLes, H. Yajima & J. ROSENTHALER, J. Amer. chem. Soc. 85, 1546 (1963]) — im letzte-
ren Falle ohne Hinweis auf unsere Vorarbeiten — tibernommen worden.
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2 X 10 MSH-E/g), obwohl die Aktivititen anderer Peptide im gewohnten Bereiche
lagen (z. B. '~#-Corticotropin = 1,8 X 108 MSH-E/g). Eine Erklirung fiir diese,
in vielen Versuchen bestitigte Erscheinung wurde noch nicht gefunden?®).

Verlauf der Synthese
Als gréssere Zwischenprodukte wollten wir drei Peptidderivate haben, welche

a) sterisch einheitlich,
b} ohne partielle Racemisierung verkniipfbar, und
c) im Besitze der richtigen, im «geschiitzten» Endprodukt erwiinschten Schutz-

gruppen sein sollten.
Um die Punkte a) und b) zu verwirklichen, haben wir, wie in unserem fritheren
Schema!?), die Gesamtkette von 18 Aminosiureresten in drei Teile, umfassend die
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V: Z-Glu(OBut)-His- Phe-Avg(H,®)-Try-Gly - 09
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VI: H- Ser- Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBul)- O Bu?

18) Beiden Herren méchten wir fiir die Mitteilung ihrer Resultate bestens danken.



1978 HELVETICA CHIMICA ACTA

Reste 1-7, 8-13 und 14 bis 18, aufgeteilt. Bei der Verkniipfung dieser Unterein-
heiten miteinander wird partielle Racemisierung dadurch vermieden, dass Rest
No. 13 Glycin ist und deshalb nicht racemisiert werden kann, und dass zur Kniipfung
der Peptidbindung No. 7 - 8 die CurTiUS’sche Azidmethode verwendet wird.
Unser erstes Ziel war also die Herstellung drei Zwischenprodukte (S- 1977).

1. Synthese des Heptapeptid-Derivates IV, Pos. -7, Das Heptapeptid-Derivat IV
wurde nach Schema 1 aufgebaut; als wichtige Zwischenprodukte waren das Tri-
peptid-Derivat VIII, Pos. 1-3, und das Tetrapeptid-Derivat XIV, Pos. 4-7, anzu-
sehen.

Bei der Synthese des ersteren (VIII) wurde bald klar, dass Derivate des Asparagin-
sdure-f-t-butylesters, bei denen die «-Carbonylgruppe peptidisch verkniipft ist,
gegeniiber Alkali bei weitem nicht so stabil sind wie z. B. Derivate des Glutamin-
saure-y-t-butylesters. Die {-Butylestergruppe wird mit merklicher Geschwindigkeit
hydrolysiert — allerdings lange nicht so schnell wie eine entsprechende Methylester-
gruppe. Dazu mag ein intramolekularer Mechanismus unter Beteiligung des mit der
o-Carboxylgruppe verbundenen Stickstoffs, sowie, in unserem speziellen Falle, auch
unter Beteiligung der Serin-Hydroxylgruppe, erheblich beitragen:

CH, CH,
| |
CH,~C~CH, CH,-C-CH, (CH,),CO®
| 1
Oy ¢ +
CH, =+ C=0 CO- CH,—C-§P CH,—C=0 HO®
| ~ o ~ —_— | | — | i
-NH-CH ——C “— _NH-CH N “— _NHCH N CHCO- > usw.
AN ~ ~N 7N ~ !
c H CH, c CH-CO- ¢~ CH,
1l \/ e It l‘ 1§ |
o} o e} CH, O OH
I 1
H OH® Ol+H,;0
-~
H

Ein solcher Mechanismus ist kiirzlich von BERNHARD und Mitarb.??) fiir die be-
schleunigte Hydrolyse anderer, veresterter Asparaginsdurepeptide vorgeschlagen
worden.

Aus diesem Grunde wurde durch Verkniipfung von ¢-Butoxycarbonyl-L-asparagin-
sdure-f-i-butylester und L-Seryl-glycin-p-nitrobenzylester, H . Ser-Gly - ONB8) (mit-
tels Carbodiimid) der Tripeptid-p-nitrobenzylester VII hergestellt. Dieser kann
nimlich leicht durch katalytische Hydrierung in die freie Sdure VIII verwandelt
werden.

Aus demselben Grunde waren Schwierigkeiten bei der Hydrazinolyse des Hepta-
peptid-methylesters XV vorauszusehen. Tatsichlich wurden bei lingerdauernder
Einwirkung von Hydrazinhydrat in methanolischer Lésung auf XV etliche Neben-
produkte erhalten, welche diinnschichtchromatographisch nachgewiesen wurden.
Durch Beschrankung der Reaktionsdauer auf 4 Std. (Zimmertemperatur, fiinffacher
Uberschuss an Hydrazinhydrat) kénnen die Nebenprodukte auf etwa 109, einge-
schrinkt werden, und es gelingt, neben Ausgangsmaterial (XV), das gewiinschte,
kristallisierte Heptapeptid-hydrazid IV in ca. 60-proz. Ausbeute zu erhalten.

17) S. A. BERNHARD, A. BERGER, J. H. CARTER, E. KaTCcHALSKI, M. SELA & Y. SHALITIN, J. Amer.

chem. Soc. 84, 2421 (1962).
18) B. IseLiN & R. SCHWYZER, Helv. 45, 1499 (1962).
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Die Synthese des Tetrapeptid-Derivats XIV gestaltete sich auch schwierig.
Wegen des Methionins entschlossen wir uns fiir eine Schutzgruppenkombination
Trityl-(am N*) und #-Butoxycarbonyl-(am N¢) %) im vollstindig geschiitzten Tetra-
peptid-Derivat XIII. Um das Methionin méglichst spit einzufithren und um den
Schwierigkeiten, welche bei der Verkniipfung von N*-Tritylaminosiuren infolge
sterischer Hinderung auftreten, mdglichst nur einmal und moglichst zu Beginn
der Synthese begegnen zu miissen, wihlten wir eine stufenweise Synthese, welche
vom N-Terminus zum C-Terminus hin verlduft.

N=Trityl-L-prolin wurde aus N*-Trityl-L-prolin-benzylester durch selektive
katalytische Hydrierung in missiger Ausbeute gewonnen; bei der Kristallisation
entstehen immer Verluste, da durch die inhérente Aciditit der Verbindung ein Teil
der Tritylgruppen abgespalten wird (dieser Schwierigkeit begegnet man wieder bei
der Herstellung der Verbindungen Xa und XIIa, welche im kristallisierten Zustande
stabil sind, sich in organischen Losungsmitteln aber langsam zersetzen).

Eine ebenfalls missige Ausbeute wurde in der folgenden Stufe, der Kondensation
mittels Carbodiimid zu Trityl-L-prolyl-L-tyrosin-methylester (IX), erhalten: eine
Folge der sterischen Hinderung durch Trityl. Daneben entstehen betrichtliche
Mengen N’-(Trityl-prolyl-), N'N”-dicyclohexyl-harnstoff (bis 509,), welcher in
kristallisierter Form isoliert wurde.

Von nun an macht sich die sterische Hinderung kaum mehr bemerkbar; das
Trityl-L-prolyl-i-tyrosin (Xa) und sein Sdurehydrazid (Xb) werden in iiber 809,
Ausbeute erhalten. Die Siure X a zeigt eine auffallende Neigung, mit verschiedenen
Losungsmitteln Addukte zu bilden; sie kristallisiert z. B. mit 1 Molekel Aceton oder
mit 1 bis 2 Molekeln Dimethylformamid.

Die Uberfithrung von Xb in das Sdureazid und anschliessende Kondensation
mit N*¢-Butoxycarbonyl-L-lysin-methylester??) lieferte reinen Trityl-L-prolyl-L-
tyrosyl-(N*®-¢-butoxycarbonyl-)L-lysin-methylester (XI) in kristallisierter Form (Aus-
beute 47%,). Eine entsprechende Kondensation von Xa mittels Carbodiimid ergab
sogar 729, des Tripeptid-Derivates (XI) mit denselben physikalischen Eigenschaften
(eventuell entstandenes Tripeptid-Derivat mit D-Tyrosin scheint also in den Mutter-
laugen der Kristallisation zurfickzubleiben). Die optische Einheitlichkeit von XI
wurde durch Abspaltung der Schutzgruppen und Behandlung mit Chymotrypsin
bewiesen: das Peptid wurde vollstindig zu L-Prolyl-L-tyrosin und r-Lysin gespalten.

Wir versuchten, die schlechten Ausbeuten, welche zu Beginn der Synthese von
XI aufgetreten waren, zu verbessern, indem wir den Umweg iiber die entsprechenden
Ne¢-Carbobenzoxy-Verbindungen wéhlten (Schema 2). Carbobenzoxy-L-prolyl-L-
tyrosyl-(N*¢-butoxycarbonyl-)-L-lysin-methylester (XVI) wurde als kristallisierte
Verbindung durch Kondensation von Carbobenzoxy-L-prolyl-i-tyrosin2®) mit Ne-¢-
Butoxycarbonyl-L-lysin-methylester mittels Dicyclohexyl-carbodiimid erhalten
(699,). Katalytische Hydrierung ergab XVII (929%,), welches mit Triphenylchlor-
methan und Tridthylamin in das Trityl-tetrapeptid-Derivat XI tibergefiihrt wurde.
Da die Ausbeute auf dieser Stufe nur 329, betrug, ergab sich kein Vorteil von
Schema 2 iiber Schema 1.

19) R. Scawvzer & W. RitTEL, Helv. 44, 159 (1961).
20) B. IseLiN, Helv. 44, 61 (1961).
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Trityl-L-prolyl-L-tyrosyl-(N®-¢-butoxycarbonyl-)L-lysin (XIIa) (Schema 1) und
sein Hydrazid (XIIb) wurden analog Xa und Xb in guten Ausbeuten hergestellt.
Wihrenddem das Hydrazid XIIb schén kristallisiert ist, wurde die Sdure XIIa
nur amorph erhalten. Beide Verbindungen enthielten diinnschichtchromatographisch
nachweisbare Verunreinigungen: XIIa etwa 5%, L-Prolyl-L-tyrosyl-(N°¢-butoxy-
carbonyl-)L-lysin (durch autokatalytische Abspaltung der Tritylgruppe entstanden),
XIIb etwa 109, einer nicht ndher untersuchten Verbindung, welche durch Kristalli-
sation nicht entfernt werden konnte.

Trotzdem ergab die Kondensation des Hydrazids XIIb mit L-Methionin-methyl-
ester?!) (Azidmethode) reines, kristallisiertes Tetrapeptid-Derivat XIII. Dieselbe
Verbindung wurde in etwas besserer Ausbeute (48 statt 389,) aus XIIa mittels
Carbodiimid erhalten. Seine sterische Einheitlichkeit ergab sich nach Abspaltung
der Schutzgruppen aus der vollstindigen enzymatischen Spaltung mittels Trypsin
zu H - Pro-Tyr-Lys-OH und Methionin.

Schema 1. Synthese des Heptapeptid-Derivales 1V, Pos. 1-7
OBu? BOC

L S o
BOC-| Asp |OH H{ Ser-Gly -ONB TRI-| Pro ||OH H- Tyr -OCH, H{Lys |-ocH, H-
TRI-I Pro-Tyr ‘-OCHa X
-OH Xa
TRI-{ Pro-Tyr |-
ProTyr {-NHNH2 Xb
BOC
i
TRI- Pro-Tyr-Lys!-OCHa XI
BOC
i
———— (-OH XTla
TRI{Pro-Tyr-Lys|-|
Pro-Tyr ys‘l-NHNH2 XITb
BOC

[ -
VIt BOC—I Asp-Ser-Gly |-0NB TRI-l Pro-Tyr-Lys-Met |-OCH3 XI11I

[Met | oCH,

OBu!
|

OBu! BOC

N . Y
VIII  BOC-| Asp-Ser-Gly [-OH H-| Pro-Tyr-Lys-Met -OCH, XIV

OBu! BOC
i

1
Boc-] Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys-Met |-OCH3 Xv

OBu? BOC

i i
BOC-‘ﬁp—Ser—Gly-Pro-Tyr—Lys-Met ’—NHNH2 v
1 2 3 4 5 6 7

21y Betreffend die Herstellung einfacher Aminosiurederivate sei auf das Werk von J. P. GREEN-
STEIN & M. WinNITz, «Chemistry of the Amino Acids» (John Wiley & Sons, Inc., 1961), hinge-
wiesen.
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Schema 2. AHernative Synthese des Tripeptid-Devivates X I, Pos. 4-6

BOC
- R
z{ Pro-Tyr I-OH H Lys |-OCH3
BOC
|
Z-| Pro-Tyr-Lys|-OCH, XVI
H-{ Pro-Tyr-Lys|-OCH, XVII

BOC
I

TRI-| Pro-Tyr-Lys|-OCHj, XI

Das kristallisierte Tetrapeptid-Derivat mit freier a-Aminogruppe (XIV) wurde
auf einfache Weise und in ausgezeichneter Ausbeute durch selektive Spaltung der
N*Trityl-Schutzgruppe mittels Essigsdure erhalten.

Die Kondensation der beiden sterisch einheitlichen Komponenten VIII und X1V
(mittels Dicyclohexyl-carbodiimid) fithrte nun in 829, Ausbeute zum (sterisch ein-
heitlichen) Heptapeptid-Derivat XV, welches wie beschrieben ins Hydrazid IV ver-
wandelt wurde.

2. Synthese des Hexapeptid-Derivates V, Pos, 8-13. Zur Synthese des Hexapeptid-
Derivates Z-Glu(OBu‘)-His-Phe-Arg-Try-Gly (V) wurden nach Schema 3 die beiden
bekannten Verbindungen Carbobenzoxy-(f-t-butyl-)L-glutamyl-L-histidin-hydrazid
(XVIII) und L-Phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-methylester-monoacetat
(XIX) mittels der Azid-Methode kondensiert (Ausbeute 60-709,). Das kristallisierte,
vollstindig geschiitzte Hexapeptid-Derivat XX ergab durch Verseifung das eben-
falls kristallisierte V, mit freier Carboxylgruppe, in iber 90-proz. Ausbeute.

3. Synthese des Pentapeptid-Derivates VI, Pos. 14-18. Schema 4 zeigt den Aufbau-
weg, den wir eingeschlagen haben: eine stufenweise Synthese vom C-Terminus gegen
den N-Terminus hin. Dieser Weg, zusammen mit der grossen Zahl kristallisierter
Zwischenprodukte, bietet eine geniigende Garantie fiir die sterische Einheitlichkeit
des Endproduktes??). Fiir den Schutz der «-Aminogruppen wurde durchwegs der

Schema 3. Syntheso des Hexapeptid-Devivates V, Pos. 8-13

OBu* H,®
L N T
7] Glu-His |- NHNH, %)  H- Phe-Arg-Try-Gly | OCH,, CH,C00® #)
XVITI IX
vialAzid X
OBut H,®
| 1
z-] Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly |- OCH,, CH,CO0® XX
lNaOH
OBu! H,®
l 1
z-l Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly ’-09, H,0 v

22) F. WEYGAND, A. Prox, L. ScHMIDHAMMER & W. K6N1G, Angew. Chem. 75, 282 (1963).
26) R. ScHwYzER & H. KAPPELER, Helv. 44, 1991 (1961).
27) H. KAPPELER, Helv. 44, 476 (1961).
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Schema 4. Synthese des Pentapeptid-Derivates VI, Pos. 14-18
(Abspaltung des Carbobenzoxyrestes Z-, hydrogenolytisch; DCCI = Dicyclohexyl-carbodiimid)

BOC OBu!
Z-UL?-OH+D(‘CI H—I_:A—s;l-OBut XXI
BOC OBu!
z-_IlyT_AL_spl-OBut XXIT
BOC OBut
!
Z-| Pro]-0H + DCCI H| Lys—Asp |-0But XXIII
BOC OBut
Z—m—OBut XXIV
BOC OBut
Z{ Pro|-OH + DCCI H—m—;ﬂ-OBu‘ XXV
BOC OBut

! i
Z—l Pro-Pro-Lys—Asp '—OBu’ XXVI
BOC OBut?
|

—_ |
Z-| Ser |F-OH+ DCCI H- Pro-Pro-Lys—Asp |-OBu? XXVII
P
BOC OBu!

! |
Z~' Ser-Pro-Pro-Lys—Asp '—OBut XXVIII
BOC OBu!

| 1
H-| Ser-Pro-Pro-Lys—Asp |-OBut XXIX
14 15 16 17 18

Carbobenzoxy-Rest gewdhlt, der sich durch katalytische Hydrierung leicht selektiv
{(vor Butoxycarbonyl und #-Butoxy) abspalten lisst. Alle Kondensationen wurden
mit Carbodiimid ausgefiihrt. Fiir weitere Details verweisen wir auf den experi-
mentellen Teil.

4. Schlussphase der Synthese von §-MSH. Nachdem nun auf diese Weise die drei
gewiinschten Zwischenprodukte IV, V und VI (vgl. S. 1977) hergestellt worden
waren, schritten wir zu ihrer Kondensation zum geschiitzten Octadecapeptid-
Derivat XXXII, Schema 5.

Das Hexapeptid-Derivat V ist ein inneres Salz, welches mit einer Mol. Wasser
kristallisiert. Um es in eine Form zu bringen, die mittels Carbodiimid kondensiert
werden kann, wurde es in Dimethylformamid mit 1 Aquivalent p-Toluolsulfonsdure
vorbehandelt (Protonisierung der Carboxylgruppe) und erst dann mit dem Penta-
peptid-Derivat VI umgesetzt.

Das Kondensationsprodukt (nach Uberfithrung ins Acetat = vollstindig ge-
schiitztes Undecapeptid-Derivat XXX) konnte mittels multiplikativer Verteilung
iber 230 Stufen in einem Methanol-Ammoniumacetat-Chloroform-Tetrachlor-
kohlenstoff-System gereinigt werden (Ausbeute 57%). Trotz einer kleinen, ca. 5%,
betragenden, diinnschichtchromatographisch nachweisbaren Verunreinigung wurde
die Verbindung weiterverarbeitet.
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Thre Hydrierung ergab das Undecapeptid-Derivat XXXI, mit freier «-Amino-
gruppe, in quantitativer Ausbeute. Es war, abgesehen von der 59, betragenden
Verunreinigung, die von XXX her iibernommen wurde, diinnschichtchromato-
graphisch einheitlich.

Kondensation dieses XXXI mit dem Azid aus dem Heptapeptid-hydrazid IV
ergab, nach Reinigung mit Gegenstromverteilung, das vollstindig geschiitzte
Octadecapeptid-Derivat XXXII. Obschon seine Elementaranalyse im Bereiche der
Fehlergrenze richtige Werte ergab, war das Produkt diinnschichtchromatographisch
nicht ganz einheitlich, sondern zeigte eine etwas langsamer wandernde Verun-
reinigung von ca. 10%,. Diese ist nicht das dem geschiitzten Octadecapeptid XXXII
entsprechende Sulfoxid (Vergleich mit einem oxydierten Priparat von XXXII),
konnte aber das Harnstoffderivat sein, welches sich aus dem Produkte der CurTIUS’-
schen Umlagerung des Azids von IV mit XXXI gebildet haben wiirde. Nach der
Aminosiureanalyse eines nach F,CCOOH-Behandlung (s. u.) angereicherten Neben-
produktes ist deutlich zu wenig Methionin vorhanden. Die endgiiltige Aufklirung
der Struktur steht noch aus.

Spaltung mit Trifluoressigsdure und Austausch der Trifluoracetat- gegen Acetat-
Ionen ergab ein Gemisch, welches aus 109, einer Verbindung, die aus der eben
genannten Verunreinigung von XXXII entstanden war, und 84-909, des freien
Octadecapeptids II bestand. Neben diesen Verbindungen waren nur Spuren dreier
anderer Substanzen nachweisbar, deren eine aus 8-MSH-Oxid bestand. Zur Reinigung
wurde das Gemisch einer 1300-stufigen, multiplikativen Verteilung unterworfen
(System 0,5-proz. Trichloressigsdure-sec-Butanol?)). Dabei bildeten sich neu in
jeder Fraktion der Verteilung f-MSH-Oxid und eine diinnschichtchromatographisch
sehr langsam wandernde Verbindung. Die vollstindige und endgiiltige Reinigung
wurde durch Chromatographie an Carboxymethyl-SEPHADEX® vorgenommen. Dabei
wurde ein $-MSH erhalten, welches diinnschichtchromatographisch absolut ein-
heitlich war (auch frei von Sulfoxid) und die eingangs beschriebenen Eigenschaften
besass. Es wurde weiter durch seine Ultraviolettabsorption?), durch sein Ver-
halten bei Diinnschichtchromatographie und Elektrophorese und durch quantitative
Aminosédure-analyse charakterisiert.

Experimenteller Teil?)

Losungsmittel fiitr Chvomatographie (zusdtzlich zu ?)):
42 = n-PrOH-EtOAc-H,0O (7:1:2 Vol.)
43¢ = $~-AmylOH-i-PrOH-H,0 (100:40:55 Vol))
46 = n-BuOH-Me-CO - Et-Dicyclohexylamin-H,O (10:10:2:5 Vol.)
54 == sec-BuOH-:-PrOH-CICH,COOH-H,O (70ml:10mi: 3 g:40 ml)
56 = sec-BuOH-i-PrOH-5-proz. Natrium-didthylbarbiturat-Losung-H,O (100:15:10:60 Vol.)
104 = CHCl;-MeOH-17-proz. NH; (20:20: 9 Vol))

BOC-Asp(OBut)-OH, t-Butoxycarbonyl-L-asparaginsiure-f-t-butylester: 9,5 g (50 mMol)
L-Asparaginsdure-f-i-butylester ) wurden in 25 ml 28 NaOH gelést und mit einer Losung von
8,6 g (60 mMol) t-Butyl-azidoformiat?®) in 25 ml Methanol versetzt. Anschliessend wurden unter

23) Vgl. G. H. BEavanN & E. R. HoLipAY, Advances Protein Chemistry 7, 319 (1952).

24) R. Scawvzer & H. DietricH, Helv. 44, 2003 (1961).

%) L. A, CarriNo, Abstracts of Papers, 129th Meeting, Amer. chem. Soc. 59-N (1956); J. Amer.
chem. Soc. 79, 98 (1957).
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Riihren bei 40° 7,7 ml (55 mMol) Tridthylamin in 30 ml Methanol innert 1 Std. zugetropft. Nach
weiterem Riihren wihrend 2 Std. bei 40° und 15 Std. bei 20° wurde die Losung mit 2N HCI auf
pH = 7 eingestellt und dann bei 12 Torr/30° vom Methanol befreit. Die wisserige Losung wurde
mit Ather iiberschichtet und bei 0° unter Umschiitteln mit 100 m1 1n HCl angesiuert. Die Ather-
phase wurde rasch abgetrennt, mehrmals mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen, getrocknet und
eingedampft. Der Riickstand kristallisierte nach Animpfen langsam; nach Verreiben mit Petrol-
dther wurden 12,9 g (89%) Rohprodukt, Smp. 59-63°, erhalten. Nach Umkristallisieren aus Petrol-
dther: 10 g (699;) verfilzte Nadeln, Smp. 63-66°; [a]¥ = +1,7° + 0,5° (¢ = 1,9 in Methanol).
DS einheitlich: Rf = 0,47 (43); 0,74 (101).
CisHgyOgN (289,3) Ber. C 53,96 H 8,01 N 4,849, Gef. C 54,24 H 8,14 N 4,859,

Zur Gewinnung von Impfkristallen empfiehlt sich die Reinigung iiber das Dicyclohexylamin-
salz: 2,6 g (9 mMol) Rohprodukt wurden in 15 ml Ather gel6st und mit 2,1 ml (10 mMol) Dicyclo-
hexylamin versetzt. Beim Stehen der Lésung begann das Salz langsam auszukristallisieren. Um-
Lkristallisation aus Acetonitril: 3,24 g (779%); Smp. 145-147°; [«] = +12,7° £ 0,5° (¢ = 2,0 in
Methanol).

CysH,g0gN, (470,6) Ber. C63,80 H 9,85 N 5,95% Gef. C63,60 H9,61 N6,019%

Zur Uberfithrung in die freie Siure wurden 2,35 g (5 mMol) dieses Salzes in 50 ml 50-proz.
Athanol mit 5 ml Dowex 50 X-8 (in der H+-Form) 15 Min. geschiittelt. Filtration und Verdampfen
der Losung ergaben (nach Verreiben des Riickstandes mit Petrolither) 1,28 g (89%) Kristalle,
Smp. 64-67°.

VII: BOC-Asp(OBu')-Ser-Gly-ON B, t-Butoxycarbonyl-(f-t-butyl-)L-aspartyl-L-seryl-glycin-p-
nitrobenzylester: 10 g (35 mMol) BOC: Asp(OBu?)-OH und 10,4 g (35 mMol) H- Ser-Gly -ONB18)
wurden in 200 ml Acetonitril gelsst und unter Riithren bei — 5° mit einer vorgekiihlten Ldsung von
7,8 g (38 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 50 ml Acetonitril versetzt. Nach weiterem Riihren
wiéhrend 30 Min. bei — 5° und 15 Std. bei 0° wurde 1 ml Eisessig zugegeben und vom Dicyclohexyl-
harnstoff abfiltriert (7,86 g = 92%,). Das Filtrat wurde bei 12 Torr eingedampft, der Riickstand
in Essigester aufgenommen und bei 0° mit 1x HCI, 1n NaHCO, und gesittigter NaCl-Lésung ge-
waschen. Nach dem Verdampfen verblieb ein Riickstand, der beim Verreiben mit Ather 14,2 g
kristallines Material lieferte: Smp. 124-128°, Umkristallisieren aus Essigester: 10,6 g (53%) nadel-
férmige Kristalle, Smp. 131-133°; [a 12)5 = —15,8° 4 0,5° (¢ = 2,0 in Methanol). UV.-Absorptions-
spektrum: A4_, = 267 myu, & = 9600 (in 98-proz. Alkohol). DS einheitlich: Rf = 0,76 (43); 0,45
(Benzol-Aceton 1:1).

CysHgyO N, (568,6) Ber. C52,61 H 6,38 N9,85% Gef. C5296 H 646 N 9779

VIII: BOC-Asp(OBu')-Ser-Gly-OH, t-Butoxycarbonyl-(8-t-butyl)-L-aspartyl-L-seryl-glycin:
5,7g (10 mMol) BOC-Asp(OBu’)-Ser-Gly-ONB (VII) wurden in 100 ml Methanol mittels1 g
Palladiumkohle (10-proz.) bei Zimmertemperatur und Atmosphirendruck hydriert, wobei das
entstehende CO, in einer zweiten Schiittelente absorbiert wurde. Wasserstoffaufnahme etwas mehr
als 4 Aquivalente. Die vom Katalysator abfiltrierte Losung wurde bei 12 Torr verdampft, der
Rickstand in Essigester aufgenommen und das Peptidderivat VIII mit 3 X 10 ml 1N KHCO,-
Lésung ausgezogen (Tolidin bleibt im Essigester). Die vereinigten alkalischen Extrakte wurden
mit 150 ml Essigester tiberschichtet und bei 0° mit 10 ml 5~ HCI versetzt. Die Essigesterphase
wurde rasch abgetrennt, die wisserige Phase wiederholt mit Essigester gewaschen. Die Essig-
esterextrakte wurden vereinigt, mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen, getrocknet und i. V. auf
ca. 10 ml eingeengt. Nun wurde bei 50° vorsichtig Petroliather zugegeben, worauf beim langsamen
Abkiihlen VIII in Form verfilzter Nadeln ausgeschieden wurde: 4,0 g (92%,), Smp. 132-134°.
Keine Verinderung beim Umkristallisieren aus Essigester-Hexan; [«]fy = —16,9° 4+ 5° (¢ = 1,9
in Methanol), —13,4° 4 0,5° (¢ = 2,0 in Eisessig). DS einheitlich: Rf = 0,32 (43); 0,65 (101).

C,sH3,OpN; (433,5) Ber. C49,87 H 7,21 N970% Gef. C50,06 H7,40 N 9,599,

Spaltung mit Trifluovessigsdure ergab ein einheitliches Tripeptid, H-Asp-Ser-Gly-OH. DS:
Rf = 0,20 (101); PC: Rf = 0,13 (49); 0,33 (54); 0,23 (87).

Uberschiissiges NaOH (5 mg BOC- Asp(OBu?)-Ser-Gly-OH in 0,1 ml 1n NaOH, 1 Std., 25°,
dann mit 0,1 ml 1~ Essigsiure neutralisiert) spaltet die :-Butylestergruppe vollstindig. BOC- Asp-
Ser-Gly - OH: DS einheitlich, Rf = 0,12 (43); 0,42 (101).

125
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Uberschiissiges Ammoniak (gleiche Bedingungen wie fitr NaOH) ergibt neben BOC: Asp-Ser-

Gly - OH ein zusatzliches, nicht identifiziertes Produkt (BOC- AspLSer-Gly-OH ?}: DS einheitlich,
Rf = 0,20 (43); 0,50 (101). Ein scheinbar identisches Produkt cntsteht auch nach lingerer Ein-
wirkung von 10-proz. Hydrazinhydrat in Methanol. Das freie Peptid H - Asp-Ser-Gly - OH ist unter
den angegebenen, alkalischen Bedingungen stabil,

TRI-Pyo-OBZL, Trityl-L-prolin-benzylester: Eine Losung von 97 g (0,4 Mol) L-Prolin-benzyl-
ester-hydrochlorid?!) in 800 ml HCCl; wurde bei 0° unter Riithren mit 125 ml (0,88 Mol) Triithyl-
amin versetzt. Anschliessend wurde bei gleicher Temperatur eine Ldsung von 123 g (0,44 Mol)
Triphenylchlormethan in 1,2 1 HCCl, innert 2 Std. zugetropft. Nach 15 Std. bei 25° wurde die
Lésung unter Eiskithlung mit 1n Zitronensdure, 18 NaHCO,-Losung und Wasser gewaschen, ge-
trocknet, eingedampft und der Riickstand aus Ather kristallisiert: 136 g (76%), Smp. 117-119°;
nach Umkristallisieren aus Ather-Petrolather 124 g (69%); Smp. 118-119°; ()% = —67,9° £ 0,5°
(¢ = 2,0 in HCCLy).

CyyHggON (447,6) Ber. C83,19 H 6,53 N 3,139  Gef. C83,36 H 6,65 N 3,04%

TRI:Pro-OH, Trityl-L-prolin: 135 g (0,3 Mol) TRI-Pro- OBZL wurden in 800 ml Essigester
geldst und in Gegenwart von 10 g Palladiummohr bei Zimmertemperatur und Atmosphirendruck
hydriert. Wasserstoffaufnahme: 81 (ber. 6,7 1) innert 7 Std. Die vom Katalysator und vom ausge-
schiedenen L-Prolin abfiltricrte Losung wurde bei 12 Torr schonend auf ca. 100 ml eingeengt und
angcimpft (Impfkristalle aus Ather). Die Kristalle wurden nach 30 Min. isoliert: 44,6 g (42%);
Smp. ca. 165°, dann Verfestigung und crncutes Schmelzen bei 218-220° (Prolin). Aus der Mutter-
lauge konnten weitere 8,2 g (7%,) der gleichen Substanz crhalten werden. DS fast einheitlich, Rf =
0,67 (43)+ 0,09 (Prolin). Beim Umkristallisieren grosscrer Substanzmengen wird, auch bei vor-
sichtigem Arbeiten, die Tritylgruppe immer teilweisc abgespalten. Zur Analyse wurde deshalb eine
kleine Probe rasch aus Lssigester umkristallisiert.

CoatlpqOpN (357,4)  Ber. C 80,64 H 6,49 N 3,929  Gef. C80,58 H 6,53 N 3,749,

1X.: TRI:Pyo-Tyr-OMe, Trityl-L-prolyl-L-tyrosin-methylester : 90 g (0,25 Mol) rohes TRI: Pro-
OH und 49 g (0,25 Mol) L-Tyrosin-methylester wurden unter schwachem Erwirmen in 1,5 1
Acetonitril gelést, unter Rithren bei — 5° mit 58 g (0,28 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt,
30 Min. bei 0° und 15 Std. bei 25° geriihrt. Zum Schluss wurde zur Zerstérung von iiberschiissigem
Carbodiimid 2 ml Eisessig zugegeben. Das ausgeschiedene Gemisch von Dicyclohexylharnstoff und
Dipeptidderivat IX wurde abfiltriert, mit Acetonitril gewaschen und mit 500 ml Dimethylform-
amid verriihrt: 32 g (519%) unloslicher Dicyclohcxylharnstoff. Das Filtrat wurde auf ca. 200 ml
cingeengt und mit 1 1 Methanol versetzt, worauf das Dipeptidderivat IX rasch auskristallisicrte:
47,5 g (35%), Smp. 222-224°; Umkristallisieren aus Dimethylformamid-Methanol: 39 g (29%,),
Smp. 226-228°; (&) = —85,2° 4- 0,5° (¢ = 2 in Dimethylformamid). DS cinheitlich: Rf = 0,77
(43); 0,76 (Benzol-Aceton 1:1).

CyqH3,O4N, (534,6) Ber. C76,33 H 6,41 N 5249  Gef. C76,42 H 6,43 N 5,299,

Aus den Mutterlaugen verschiedener Ansitze wurden bis zu 509% TRI-Pro-N(CgH,)-CO-
NHCGH,;, Smp. 163-164° (aus Ather oder aus Methanol), isoliert. DS einheitlich: Rf = 0,85
(Benzol-Aceton 1: 1).

CyHgsONy (563,7)  Ber. C 78,82 18,05 N 7,45% Gef. C 79,10 H 8,20 N 7,40%

Xb: TRI-Pro-Tyr-NHNH,, Trityl-L-prolyl-L-tyvosin-hydvazid: Eine Losung von 0,8 g
(1,5 mMol) TRI-Pro-Tyr-OMein 4 ml Dimethylformamid wurde mit 0,75 ml (15 mMol) Hydrazin-
hydrat versetzt, 24 Std. bei 25° aufbewahrt und dann bei 0° allméhlich mit 10 ml H,O versetzt. Das
anfinglich 6lig ausgeschiedenc Saurehydrazid kristallisierte beim Verreiben. Es wurde auf der
Zentrifuge abgetrennt und mit H,O gewaschen: 0,78 g, Smp. 216-218° (Zers.). Umbkristallisiercn
aus viel heissem Methanol (Einengen der heissen Losung auf ein kleines Volumen): 0,67 g (849%,),
Smp. 217-219°; [a]lz)s = —77,0° 4 0,5° (¢ = 2,0 in Dimethyliormamid). DS einheitlich, Rf =
0,71 (43).

Ca3HgyO3Ny (534,6) Ber. C74,13 H 6,41 N 10489  Gef. C74,04 H 6,71 N 10,37%,

Xa: TRI- Pro-Tyv-OH, Trityl-L-prolyl-L-tyrosin: 40 g (75 mMol) TRI-Pro-Tyr:OMe wurden
in 400 ml Methanol suspendiert und unter Rijthren mit 120 ml 28 NaOH versetzt, wobei durch
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leichte Kiihlung eine Temperatur von 20° eingehalten wurde. Das Ausgangsmaterial ging innert
30 Min. in Losung; nach weiteren 30 Min. wurde der Ansatz mit 100 ml Wasser verdiinnt, das
Mecthanol bei 12 Torr verdampft und dic wisserige Losung mit Essigester und Zitronensdurelosung
in iiblicher Weise aufgearbeitet. Der essigesterlosliche Anteil wurde aus Methanol kristallisiert:
34,7 g (889,), Smp. 163-166° (Zers.}. Zur Analyse wurde eine Probe aus Methanol umkristallisiert:
Smp. 169-171°, [oc],%s = —76,7° + 0,5° (¢ = 2,0 in Dimethylformamid).

C,eHg,O,N, (520,6) Ber. C 76,13 H 6,20 N 5,389  Gef. C75,76 H 6,53 N 5,399,

Beim Umkristallisieren aus Methanol wurde immer ein gewisser Anteil der Tritylreste abge-
spalten (vgl. TRI-Pro-OH). Durch vorsichtiges Losen des Rohproduktes (34 g) in 120 ml Tetra-
hydrofuran und anschliessende Zugabe des gleichen Volumens Ather liess sich die Spaltung weit-
gehend vermeiden, doch wurde ein Addukt mit Tetrahydrofuran erhalten (36,1 g!), Smp.157-161°
(Zers.). DS: Rf = 0,48 (43), mit Spuren von H:Pro-Tyr-OH bei 0,11.

CyaHy, Oy N, C,H O (592,7) Ber. C 74,97 H 6,80 N 4,739 Gef. C74,79 H 6,96 N 4,83%

Umbkristallisicren aus Aceton liefert ein analysenreines Kristallisat mit 1 Aquivalent Aceton:
Smp. 172-175°; aus Dimethylformamid-Ather wurde ein Addukt mit 1-2 Aquivalenten Dimethyl-
formamid erhalten, Smp. 132-134°.

X1I: TRI-Pro-Tyr-Lys(BOC)-OMe, Trityl-L-prolyl-L-tyrosyl-(Ne-t-butoxycarbonyl-)L-lysin-
methylester. — a) Azid-Methode: Eine Losung von 535 mg (1 mMol) TRI:Pro-Tyr-NHNH, in 7,5 ml
Dimethylformamid wurde unter Rithren bei — 15° mit 2 ml 2~ HCI und anschliessend mit 0,22 ml
ciner 5N wasserigen Losung von NaNO, versetzt. Nach weiterem Riihren wihrend 5 Min. bei
- 10° wurde iiberschiissiges Nitrit durch Zugabe einer Lésung von 60 mg Ammoniumsulfamat in
0,3 ml Wasser zerstort. Die Reaktionslésung wurde dann in 30 ml Eiswasser eingetropft, wobei das
Azid in fester Form ausgeschieden wurde. Es wurde abgenutscht, mit Eiswasser gewaschen, in
30 ml Dimethylformamid gelést und bei 0° widhrend einiger Minuten mit Magnesiumsulfat ge-
trocknet (IR.-Spektrum zeigt typische Azid-Bande bei 4,75 u). Nach Zugabe von 0,26 g (1 mMol)
Lys(BOC):-OMe'®) in 2 ml Dimethylformamid wurde die Losung 24 Std. bei 0° aufbewahrt und
darauf bei max. 35°/0,1 Torr eingedampft. Der 6lige Riickstand wurde wie iiblich bei 0° mit Essig-
cster, 1N Zitronensdure und 0,1n NaOH aufgearbeitet: 510 mg festes Material (Verreiben mit
Ather), Smp. 178-184°. Umkristallisieren aus Methanol: 360 mg (47%,), Smp. 204-206°; [«]¥ =
—66,8° + 0,5° (¢ = 1,9 in Dimethylformamid). DS einheitlich: Rf = 0,81 (43); 0,62 (Essigester);
0,74 (Benzol-Aceton 1: 1}); 0,39 (Benzol-Methanol 9: 1).

CyHy O N, (762,9) Ber. C70,84 H 7,13 N7349 Gef. C7061 H 712 N 7,26%

b} Carbodiimid-Methode: 29,6 g (50 mMol) TRI-Pro-Tyr-OH (Tetrahydrofuran-Addukt) und
13 g (50 mMol) Lys(BOC) -OMe wurden unter Rithren in einem Gemisch von 100 ml Dimethyl-
formamid und 250 ml Acetonitril gelést und bei — 5° mit 11,5 g (55 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid
versetzt. Nach 1 Std. bei — 5° und 15 Std. bei 0° wurde 0,5 ml Eisessig zugegeben. Dicyclohexyl-
harnstoff (10,4 g, 849,) wurdec abfiltriert und das Filtrat bei 0,1 Torr eingedampft. Der Riickstand
wurde in Essigester aufgenommen und wie sub. a) aufgearbeitet. Aus Methanol umkristallisiert:
27,6 g (72%), Smp. 203-205°. Spezifische Drehung und DS wie sub. a).

Abspaltung dev Schutzgruppen: 15 mg XI wurden in 0,2 ml konz. HC1 1 Std. auf 40° erwarmt,
dann mit 1 ml H,O versetzt, Triphenylcarbinol abfiltriert, Filtrat verdampft und Riickstand mit
Ather verrieben: 8 mg H-Pro-Tyr-Lys-OH. PC einheitlich: Rf = 0,50 (49); 0,28 (54); 0,38 (56);
0,37 (87).

Spaltung mit Chymotrypsin: 5 mg H-Pro-Tyr-Lys-OH in 0,5 ml 0,1m Tris-Puffer mit 0,1 mg
Chymotrypsin (0,2-proz. Losung in Tris-Puffer) bei 37° inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten je
0,05ml davon 1 Min. auf 100° erhitzt und im PC untersucht:langsame Spaltung zu H - Pro-Tyr-OH
(Rf = 0,63 [54]; 0,66 [87]) und Lysin. Nach 18 Std. vollstindige Spaltung: das Tyrosin liegt also
ganz in der L-Konfiguration vor.

c) Tritylierung von H- Pro-Tyv-Lys(BOC) OMe (XVII): Die Lésung von 7,2 g (14 mMol)
H - Pro-Tyr-Lys(BOC) -OMe (XVII; aus dem N%-Carbobenzoxy-Derivat hergestellt) in 60 ml HCCI,
wurde mit 2 ml (14 mMol) Tridthylamin versetzt und unter Riihren bei 0° tropfenweise mit der
Lésung von 4 g (14 mMol) Triphenylchlormethan in 60 ml1 HCCI, versetzt (30 Min.). Nach 15 Std.
wurde die Reaktionslésung wie iiblich bei 0° mit 1~ Zitronensdure, 1N NaHCO,-Lésung usw. auf-
gearbeitet. Kristallisation aus Ather: 4,7 g XI, Smp. 190-193°; nach Umkristallisation aus
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Methanol: 3,4 g (329%), Smp. 204-206°; vollkommen identisch mit dem sub. a) und b) erhaltenen
Material. Bei Verwendung von 2 Aquivalenten Triphenylchlormethan wird kein kristallines
Material erhalten (Verdtherung des Tyrosin-Hydroxyls ?).

XVI: Z:Pro-Tyr-Lys(BOC)-OMe, Carbobenzoxy-L-prolyl-L-tyrosyl-(Ne-t-butoxycarbonyl-)L-
lysin-methylester : 14,5 g (35 mMol) Z - Pro-Tyr-OH8) und 9,1 g (35 mMol) Lys(BOC) -OMe wurden
in 500 ml Acetonitril gelost, bei — 5° mit 7,8 g (38 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und
15 Std. bei 0° aufbewahrt. Nach Zugabe von 1 ml Eisessig wurde Dicyclohexylharnstoff (7,6 g,
899%) abfiltriert, das Filtrat bei 12 Torr eingedampft, der Riickstand wie iiblich aufgearbeitet
(Essigester, 0°, 1N HC1, 1N NaHCO, usw.). Ausfillen aus 150 ml Essigester mit Ather, umlgsen aus
Essigester: 15,8 g (69%), Smp. 105-108° (sintern bei 100°%); [«]¥ = —51,5° & 0,3° (¢ = 4,0 in
Athanol).

CaaHggOgNy (654,7)  Ber. C 62,37 H 7,08 N 8,569  Gef. C62,27 H 7,20 N 8,799,

XVII: H: Pro-Tyr-Lys(BOC)-OMe, L-Prolyl-L-tyvosyl-L-lysin-methylester: 9,8 g (15 mMol)
Z - Pro-Tyr-Lys(BOC) - OMe wurden in 150 ml Methanol gelsst und in Gegenwart von 1,5 g Palla-
diumkohle (10-proz.) bei 25° und Atmosphirendruck hydriert (Absorption von CO, in einer zweiten
Schiittelente). Die Wasserstoffaufnahme kam nach etwa 1 Std. zum Stillstand. Nach Filtration
und Verdampfen des Losungsmittels wurde der Riickstand mit Ather verrieben: 7,2 g (92%), Smp.
unscharf bei 95-100°; PC einheitlich: Rf = 0,88 (54); 0,83 (56). Die Substanz lisst sich in kleinen
Mengen aus Essigester kristallisieren, doch wird der Smp. nicht erhsht und es treten Zersetzungs-
erscheinungen auf. [m]]z)5 = —16,4° 4 0,5° {¢ = 1,9 in Athanol).

CoellgoO;N, (520,6) Ber. N 10,76%  Gef. N 10,509,

X11b: TRI:Pro-Tyr-Lys(BOC)y- NHNH,, Trityl-L-prolyl-L-tyrosyl-(Ne-t-butoxycarbonyl-)L-
lysin-hydvazid: Eine Suspension von 760 mg (1 mMol) TRI-Pro-Tyr-Lys(BOC)+-OMe in 15 ml
Methanol und 1,5 ml Hydrazinhydrat wurde 30 Min, unter Riickfluss erhitzt (vollstindige Lisung).
Nach 15 Std. bei 25° wurde bei 12 Torr eingedampft. Der Riickstand wurde mit Wasser mehrmals
verrieben, getrocknet und in 10 ml Essigester gelst; nach lingerer Zeit scheidet sich das Siure-
hydrazid in kristalliner Form aus: 530 mg (70%), Smp. 142-150° (Sintern bei 130°). DS: Rf —
0,79 (43); 0,08 (Benzol-Methanol 9: 1); Nebenfleck (ca. 109,), Rf = 0,17 (Benzol-Methanol 9: 1).
Weiteres Kristallisieren aus Essigester oder Acetonitril ergibt keine weitere Reinigung.

CoqHyOgNg (762,9)  Ber. N 11,02%  Gef. N 10,829

XIla: TRI-Pro-Tyr-Lys(BOC)-OH, Trityl-L-prolyl-L-tyrosyl-(Ne-t-buloxycarbonyl-)L-lysin:
21,5 g (28 mMol) TRI-Pro-Tyr-Lys(BOC)-OMe wurden in 150 ml Methanol suspendiert und unter
Riihren bei ca. 15° mit 45 ml 28 NaOH versetzt. Die Mischung wurde 1 Std. weiter geriihrt, wobei
cine klare Losung entstand. Diese wurde i.V. vom Methanol befreit. Aus der wisserigen Phase
wurde in iiblicher Weise (Essigester, 0°, 1N Zitronensiureldsung, usw.) die Siure als ziher Schaum
isoliert. Verreiben mit Ather (zweimal) und mit Petrolither ergibt 19,5 g (939) amorphes, farb-
loses Pulver. DS: Rf 0,53 (43); zusitzlich noch ca. 59 H-Pro-Tyr-Lys(BOC)-OH, Rf = 0,28.
In trockenem Zustande ist die Verbindung stabil (Kontrolle mit DS); in organischen L&sungs-
mitteln erfolgt eine allmahliche Abspaltung der Tritylgruppe.

XIII: TRI-Pro-Tyr-Lys(BOC)-Met- OCHyg, Trityl-L-prolyl-L-tyrosyl-(N&-t-butoxycarbonyl-)L-
lysyl-L-methionin-methylester. —a) A zid-Methode : 762mg (1mMol) TRI - Pro-Tyr-Lys(BOC) - NHNH,
wurden, wie fiir TRI-Pro-Tyr- NHNH, beschrieben, ins Azid iibergefiihrt. Das mit Wasser aus-
gefallte Azid wurde abfiltriert, in 40 ml Essigester geltst, die Loésung bei 0° mit 1N NaHCO,-Lésung
und Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und auf ca. 10 ml eingeengt (eine mit der 10fachen
Menge Methylenchlorid verdiinnte Probe zeigte im IR.-Spektrum die Azid-Bande bei 4,75 x4 und
ca. 5% Isocyanat bei 4,50 u; nach 15 Std. bei 0° ist etwa die Hilfte des Azids umgelagert). Die
Losung des Azids wurde sofort mit 205 mg (1,25 mMol) L-Methionin-methylester (frisch aus dem
HCl-Salz hergestellt und destilliert, Sdp. 58-60° bei 0,02 Torr) versetzt und 24 Std. bei 0° aufbe-
wahrt. Das gallertig ausgeschiedene Material wurde auf einer kalten Nutsche gesammelt, gut
abgepresst, mit wenig kaltem Essigester und Ather gewaschen und aus viel Essigester umkri-
stallisiert: 340 mg (389%,) verfilzte Nadeln, Smp. 172-174° (keine Erhéhung beim Umkristallisieren
aus Methanol); [«}#f = —60,1° & 0,5° (¢ = 2,0 in Dimethylformamid). DS: Rf = 0,87 (43);
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0,47 (Essigester); 0,19 (Benzol-Methanol 9: 1); einheitlich bis auf Spuren des entsprechenden
Sulfoxid-Derivates: Rf = 0,80; 0,03 und 0,12 in den angegebenen Systemen.

CeoHesOgNsS  Ber. C67,16 H 7,10 N 7,83 S 3,599
(894,2) Gef. ,, 66,98 ,, 7,25 , 7,93 ,, 3,71%

b) Carbodiimid-Methode: 20 g (ca. 26 mMol) rohes TRI-Pro-Tyr-Lys(BOC)-OH und 6 g
(37 mMol) frisch destillierter L-Methionin-methylester wurden in einem Gemisch von 200 ml
Acetonitril und 25 ml Dimethylformamid geldst, bei —5° mit 6,2 g (30 mMol) Dicyclohexyl-
carbodiimid versetzt und wiahrend 1 Std. bei — 5° und 20 Std. bei 0° geriihrt. Festes Material wurde
abgetrennt und daraus mit 100 ml Dimethylformamid das Peptidderivat extrahiert (unléslich:
6,6 g Dicyclohexylharnstoff). Das Filtrat wurde bei 0,1 Torr eingedampft und der Riickstand aus
100 ml warmem Essigester kristallisiert: 9,6 g (41%,) verfilzte Nadeln, Smp. 169-171°. Das 1. Filtrat
der Reaktionslésung wurde nach Zusatz von 0,2 ml Eisessig verdampft und der Riickstand mit
Essigester wie iiblich aufgearbeitet. Das Produkt wurde griindlich mit Ather gewaschen und aus
wenig Methanol kristallisiert: 3,1 g (13%), Smp. 170-172°. Beide Kristallisate wurden vereinigt
und umkristallisiert: 10,1 g (489%,), Smp. 172-174°; Drehung und DS wie beim Azid-Ansatz a).

Abspaltung dev Schutzgruppen: 35 mg wurden in 0,5 ml konz. HC1 1 Std. auf 40° erwdrmt, das
nach Zusatz von 2 ml H,O ausgeschiedene Triphenylcarbinol abfiltriert, das Filtrat verdampft und
der Riickstand mit Ather verrieben: 22 mg H-Pro-Tyr-Lys-Met-OH. PC: Rf = 0,55 (49); 0,52
(54); 0,50 (56); 0,52 (87) - schwache Verunreinigung mit Sulfoxid-Derivat (ca. 5%): Rf = 0,37
(49); 0,25 (54; 87).

Spaltung mit Trypsin: 5 mg des freien Tetrapeptids in 0,5 ml 0,1m Tris-Puffer mit 0,1 mg
Trypsin (0,2-proz. Lésung in Tris-Puffer) bei 37° inkubiert und nach verschiedenen Zeiten je
0,05 ml Lésung 1 Min. auf 100° erhitzt und auf Papier chromatographiert: vollstindige Spaltung
innert 15 Min. zu H-Pro-Tyr-Lys-OH (Rf-Werte sieche dort) und Methionin. Im kristallisierten
Tetrapeptid-Derivat liegt das Lysin in der L-Konfiguration vor, was auch aus dem Vergleich mit
dem unter a) hergestellten Priaparat hervorgeht.

XIV: H-:Pyo-Tyr-Lys(BOC)-Met-OCHgy: L-Prolyl-L-tyrosyl-(Né-t-butoxycarbonyl-)L-lysyl-L-
methionin-methylester: 5,8 g (6,5 mMol) TRI-Pro-Tyr-Lys(BOC)-Met-OCH, wurden in 40 ml 75-
proz. Essigsiure suspendiert und 1 Std. bei 25° geschiittelt; dabei ging das Material in Lésung und
Triphenylcarbinol wurde. ausgeschieden. Nach Zugabe von 20 ml H,O wurde filtriert, das Filtrat
i.V. eingedampft und der Riickstand bei 0,1 Torr getrocknet und mehrmals mit Ather verrieben:
4,42 g Pulver. Zur Bereitung des «freien Esters» wurde dieses Acetat in 25 m! H,O gelost, die
Losung mit viel Essigester iiberschichtet und bei 0° unter Schiitteln mit 2x5 K,CO,-Losung alkalisch
gestellt. Die Essigesterphase wurde wie iiblich aufgearbeitet. Beim Eindampfen begann bei einem
Volumen von ca. 100 ml die Abscheidung festen Materials; diese wurde durch Zugabe von Ather
(200 ml) vervollstindigt: 3,3 g (78%,), Smp. 177-180°; DS: Rf = 0,52 (43); 0,32 (HCCl,-CH3;OH,
5:1); Spuren des Sulfoxid-Derivats: Rf = 0,36 und 0,12. Umkristallisieren aus Acetonitril: DS

einheitlich; Smp. 181-183°; [¢)¥ = ~19,2° 4 0,5° (¢ = 1,5 in Dimethylformamid).
CuHyuOgN, S Ber. C57,12 H 7,58 N 10,74 S 4,92%
(651,8) Gef. ,, 56,94 ,, 7,69 ,, 10,54 ,, 4,96%

XV: BOC- Asp(OBu')-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys(BOC)-Met- OCH,, t- Butoxycarbonyl-(f-t-butyl-)L-
aspartyl-L-seryl-glycyl-L-prolyl-L-tyrosyl-( Ne-t-butoxycarbonyl-)L-ly syl-L-methionin-methylester: 1,52
g (3,5mMol) BOC- Asp(OBu?)-Ser-Gly - OH und 2,28 g (3,5 mMol) H - Pro-Tyr-Lys(BOC)-Met-OCH,
wurden in einem Gemisch von 50 ml Acetonitril und 10 ml Dimethylformamid gelést und bei —10°
mit 0,87 g (4,2 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt (alles unter N,). Nach 1 Std. bei —10° und
15 Std. bei 0° (Riihren) wurden einige Tropfen Eisessig zugegeben, filtriert und bei 0,1 Torr ein-
geengt. Ubliche Aufarbeitung des Riickstandes ergab 3,21 g festes Material (aus Essigester mit -
Ather ausgefallt), Smp. 115-125°; nach Umfillen aus Essigester-Ather: 3,13 g (829%,), Smp. 123-
130°; [«]# = —48,3° + 0,5° {¢ = 1,9 in Methanol); DS: Rf = 0,86 (43); 0,75 (HCCl,~CH,OH,
5:1); Spuren von Sulfoxid-Derivat: Rf = 0,64 und 0,45.

CyH,30,4NsS  Ber. C 5514 H 7,37 N 10,50 S 3,00%
(1067,3) Gef. ,, 55,04 ,, 7,58 ,, 10,39 ,, 2,96%

IV : BOC- Asp(OBut)-Ser-Gly- Pro- Tyr-Lys(BOC)-Met- NHNH,, t-Butoxycarbonyl-(B-t-butyl-)

L-aspartyl-L-seryl-glycyl-L-prolyl-L-tyrosyl-(Ne-t-butoxycarbonyl-)L-lysyl-L-methionin-kydrvazid: Eine
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Lésung von 3 g (2,8 mMol) BOC-Asp(OBu?)-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys(BOC)-Met-OCH, in 7 ml
Methanol wurde mit 0,7 ml (5 Aquivalenten) Hydrazinhydrat versetzt und 4 Std. unter N, bei 25°
aufbewahrt (lingeres Reagieren schadet, es entsteht mehr Nebenprodukt s.u.). Das gallertig aus-
geschiedene Hauptprodukt wurde durch Verrithren mit 40 ml Ather fein suspendiert und dann
abfiltriert, mit Ather gewaschen und anschliessend 2mal mit je 40 ml Wasser verrieben: 2,47 g,
Smp. 178-183°; DS: Rf = 0,77 (43); 0,32 (HCCl;-Methanol, 5:1); enthilt zusitzlich wenig Aus-
gangsmaterial sowie ca. 10%, eines Nebenproduktes, Rf = 0,65 und 0,0. Umbkristallisieren aus
Wasser-Methano! und Methanol-Ather liefert vollkommen einheitliches Material: 1,78 g (59%),
Smp. 187-190°; () = —48,5° £ 0,5° (¢ = 1,9 in Methanol).
CyeHqg015NgS  Ber. €C54,02 H 7,37 N 13,12 S 3,009
(1067,3) Gef. ,, 53,92 ,, 7,55 ,, 13,21 ,, 3,299,

Schema 3

XX: Z-Glu(OBu'y-His-Phe-Avg-Try-Gly-OMe, AcOH ; Cavbobenzoxy-(y-t-butyl-)L-glutamyl-L-
histidyl-L-phenylalanyl-L-avginyl-L-try ptophyl-glycin-methylestev-monoacetat: 6,34 g Z-Glu(OBuf)-
His-NHNH,?) wurden in 19,5 ml 1,9~ HCI bei 0° gelsst, mit 40 ml H,O verdiinnt und bei — 5° bis
0° tropfenweise mit 14,3 ml 1N NaNO,-Lésung versetzt. Man liess die Mischung 5 Min. bei dieser
Temperatur stchen, neutralisierte sie mit 52 ml 1,1, eiskalter Na,CO,-Losung und extrahierte das
ausgeschiedene Azid mit kaltem CH,Cl,. Die Extrakte wurden mit gesittigter NaCl-Lésung neutral
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und bei 12 Torr auf 100 ml eingedampft (dic Lésung zeigt im
IR.-Spektrum die Azidbande bei 4,75 ¢ und keine Isocyanatbande bei 4,5 u; Eindampfen eines
Aliquots ergab eine Ausbeute von 909, (letztere Probe zeigt im IR. nur sehr wenig Isocyanat, also
scheint das Azid relativ stabil zu sein). Diese Azidlgsung wurde mit einer kalten Lésung von 6,38 g
H-Phe-Arg-Try-Gly - OMe,1CH3COOH?%) in 50 m]l Dimethylformamid vermischt und 20 Std. bei
0° belassen. Darauf fillte man das Reaktionsprodukt mit 200 ml Essigester aus und wusch den
gallertigen Niederschlag auf der Zentrifuge mit Essigester: 7,6 g (709,) rohes Hexapeptid-Derivat
(XX). DS zeigt noch Spuren einer langsamer laufenden Substanz neben dem Hauptprodukt, Rf =
0,4 (100; positive Reaktion mit PAuLy-, EARLICH- und REINDEL-HoprPE-Reagentien). Umkristalli-
sieren aus Acetonitril ergab ein reines Produkt, Smp. 175-180° (Zers.; vorheriges Erweichen bci
173%; (0] = —34,3° + 1° (¢ = 1 in Methanol).

CgoH O, N1 o, CH;COOH  Ber. € 59,22 H 6,44 N 15,359,
(1095,23) Gef. ,, 58,83 ,, 6,30 ,, 15479,

V:Z-Gu(OBu')-His- Phe-Avg-Tvy-Gly - OH,H,0; Cavbobenzoxy-(y-t-butyl)L-glutamyl-L-histidyl-
L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-L-glycin-hydral: 9,6 g (8,7 mMol) Z-Glu(OBuf)-His-Phe-Arg-
Try-Gly-OMe,HOAc (XX) wurden in 150 ml 75-proz. Dioxan mit 18 ml 1¥ NaOH w#hrend 20 Min.
bei 20° verseift. Das Produkt wurde mit 150 ml Eiswasser und 30 ml 10-proz. Essigsidure ausgefallt:
8g (90%), Smp. 204° (Zers.). Aus der Mutterlauge liessen sich noch 780 mg weniger reines Material
gewinnen, Smp. 180°. Umkristallisieren aus 90-proz. Methanol: Smp. 206°. DS einheitlich, Rf =
0,2 (52); 0,75 (101); [a]f} = —27,8° & 1° (¢ = 0,924 in Methanol).

C5iHeqOy Ny, HyO  Ber. € 58,95 H 6,40 N 16,17%
(1021,11) Gef. ,, 59,13 ,, 6,57 ,, 15,85%

Schema ¢

XXI: H-Asp(OBu')-OBut, L-Asparaginsiure-di-t-butylester. — a) Hydrochlorid: In einem
Druckgefass wurden 3,0 g (22,5mMol) getrocknete L-Asparaginsiure, 100 m! trockenes Chloroform
und 3 ml konz. H,SO, bei — 20° mit 100 ml fliissigem Isobutylen versetzt und die Mischung unter
Verschluss bei 25° geschiittelt, bis klare Losung eintrat (2-3 Tage). Hierauf wurdc wicder auf — 20°
gekiihlt und das Isobutylen bei 12 Torr unter Feuchtigkeitsausschluss abdestilliert. Die verblei-
bende Losung wurde mit 200 ml HCCl, verdiinnt und bei 0° mit halbgesittigter K,CO,-Losung ge-
waschen, mit Na, SO, getrocknet und eingedampft. Zur Gehaltsbestimmung des 6ligen Riickstandes
an sfreiem Ester» (XXI) wurde eine Probe mit Saure titriert (gef. 17,6 mMol entspr. 78%, d. Th.).
Die restliche Menge Ester wurde darauf in Methanol geldst und bei — 20° mit der berechneten
Menge HCI in Mcthanol versetzt, Nach Eindampfen wurde Ather zugegeben, wobei 4,5 g (719,) des
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Hydrochlorids von XXI in Form von Stédbchen kristallisierten: Smp. 152-155°. Umkristallisieren
aus Aceton und Aceton-Ather: Smp. 156-158°; [«]%¥ = +6,6° 4 1,1° (¢ = 0,9 in Methanol).

CigHpONHCL  Ber. N 4,97 Cl12,58%  Gef. N 5,07 Cl12,529%

b) Freter Ester (XX1I): Dieser wurde mit Ather-K,CO, in 90% Ausbeute als Ol erhalten und
ohne weitere Reinigung verwendct.

Das kristalline Hydrochlorid ist PC einheitlich: Rf = 0,87 (42); 0,85 (87). H- Asp(OBu?) - OBu!
wird bei 20° von konz. HC] innert 1-2 Min. vollstindig zu Asparaginsiure abgebaut; F;CCOOH
(+0,5% H,0) spaltet beide Estergruppen innert 2 Std.; zu Beginn der Hydrolyse tritt ein Zwi-
schenprodukt auf, vermutlich Asparaginsdure-a-f-butylester (PC, Rf = 0,79 [87]); Asparagin-
siurc-f-t-butylester) (PC, Rf = 0,69 [87]) konnte dabei nicht beobachtet werden.

XX11:Z-Lys(BOC)-Asp(OBu*)OBut, Carbobenzoxy-(N&-t-butoxycarbonyl-)L-lysyl-L-asparagin
saure-di-t-butylester: 7,81 g (31,9 mMol) H- Asp(OBu?)-OBu‘ und 13,4 g (35,2 mMolj Z-Lys{BOCj)-
OH?'%) wurden in 180 ml Acetonitril geldst und bei —20° mit 8,6 g (41,8 mMol) Dicyclohexyl-
carbodiimid versetzt. Nach 30 Min. bei —20° und 3 Tagen bei + 2° wurde vom ausgeschiedenen
Dicyclohexylharnstoff filtriert, cingedampft und der Riickstand wie iiblich aufgearbeitet. Zur Ab-
trennung von unverbrauchtem Dicyclohexyl-carbodiimid wurde mit Petrolather verrieben, wobei
auch eine kleine Menge von XXII gelst wurde; beim Eincngen des Petroldtherauszugs kristalli-
sierten 3,88 g XXII, Smp. 90-95°. Der Petrolither-unlésliche Anteil wurde aus Ather-Petrolither
kristallisiert: 11,6 g, Smp. 73-76° (aus den Mutterlaugen: 1,7 g, Smp. 78-90°). Umkristallisieren
aus Methanol-Wasser ergab insgesamt 15,6 g (819%,), Smp. 95-99°. Analysenprobe nochmals um-
kristallisicrt, Smp. 96-99°; [a}2D5 = —14,8° &+ 0,5° (¢ = 2 in Methanol). DS einheitlich: Rf == 0,56
(Butylacetat); 0,74 (Essigester); 0,81 (Chloroform-Methanol 19: 1).

Cy HygOgN; (607,73)  Ber. C61,26 H 8,13 N691%  Gef. C61,44 H 8,26 N692%

XXIII: H-Lys(BOC)-Asp(OBu?)-OBu?, N&-t-Butoxycarbonyl-L-lysyl-L-asparaginsdure-di-t-
butylester: Eine Losung von 17,2 g (28,3 mMol) Z-Lys(BOC)-Asp(OBut)-OBu’ in 250 ml reinem,
96-proz. Athanol wurde in Gegenwart von 1,0 g Palladiumkohle (10% Pd) hydriert; CO, wurde in
einer zweiten Ente absorbiert. Nach 50 Min. (Verbrauch: 630 ml H,, ber. 635 ml} war die Hydrie-
rung fertig. Filtrieren und Eindampfen crgab 12,7 g (959%,) XXIII als farbloses Harz, welches
sofort weiter verarbeitet wurde.

Hydrolyse mit konz. HCI (2 Min., 40°) ergab H-Lys-Asp-OH; PC einheitlich: Rf = 0,05 (45);
0,30 (54); Laufstrecke 5,2 cm im System 46 (40 Std. Laufzeit).

XXIV: Z-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu?)-OBut, Carbobenzoxy-L-prolyl-(Ne-t-butoxycarbonyl-)L-
lysyl-L-asparaginsiure-di-t-butylestey: Eine Losung von 12,5 g (26,4 mMol) H-Lys(BOC)-Asp-
(OBu?)-OBu? und 7,23 g (29,1 mMol) Z:-Pro-OH in 100 m! Acetonitril wurde bei — 20° mit 6,53 g
(31,7 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und 30 Min. bei —20° und 38 Std. bei + 2° be-
lassen. Nach Abnutschen des Dicyclohexylharnstoffs (6,22 g) wurde das Filtrat eingedampft und
der Riickstand wie {iblich aufgearbeitet. Verreiben mit Pctrolither und mit Ather, Umfillen aus
Essigester-Ather: 12,83 g (699%), Smp. 103-105°. Kristallisation aus ¢-Butanol-Wasser, Smp. 104-
105°; [a]} = —43,6° 4 0,6° (¢ = 1,7 in Athanol). DS einheitlich: Rf = 0,46 (Essigester); 0,64
(Benzol-Aceton 1:1); 0,78 (Chloroform-Methanol 19: 1}.

CyeHge0pN, (708,84)  Ber. C61,3¢ H 8,01 N7,95% Gef. C61,64 H 8,14 N 8,08%

Aus den Atherextrakten und aus der Essigester-Ather-Mutterlauge konnten durch Chromato-
graphie an 55 g Al,O4 (Aktivitit 1) mit Benzol-Chloroform weitere 500 mg XXIV, Smp. 103-104°,
isoliert werden. Gesamtausbeute: 729%,.

XXV:H- Pyo-Lys(BOC)-Asp(OBu?)-OBut, L- Prolyl-L-(Né-t-butoxycarbonyl-)L-lysyl-L-aspara-
ginsdure-di-t-butylester: 12,0 g (17,0 mMol) Z-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu?)-OBuf wurden in 700 ml
Athanol mittels 1 g Palladiumkohle (109, Pd) hydriert. Verbrauch: ber. 377 ml H,, gef. 380 ml in
5 Std. Farbloses Harz, 9,10 g (949%,).

Hydrolyse mit konz. HCI (2 Min., 40°) ergab H-Pro-Lys-Asp-OH; PC einheitlich: Rf = 0,07
(45); 0,38 (54); Laufstrecke: 10 cm in 40 Std. (46).

XXVI: Z- Pro-Pro-Lys(BOC)Asp(OBut)-OBut, Carbobenzoxy-L-prolyl-L-prolyl-(Ne-t-butoxy-
cavbonyl-)L-lysyl-L-asparaginsdure-di-t-butylester : 9,10 g (16,0 mMol) H - Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu?) -
OBu! und 4,40 g (17,7 mMol) Z-Pro-OH wurden in 80 ml Acetonitril gelést und bei —20° mit 4,0 g
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(19,4 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Nach 1 Std. bei —20° und 3 Tagen bei + 2° wurde
vom ausgeschiedenen Dicyclohexylharnstoff (3,7 g) abfiltriert, eingedampft und wie iiblich aufge-
arbeitet. Verreiben mit Petrolither (Abtrennung von Dicyclohexyl-carbodiimid). Unlgsliches
(12,81 g) in Benzol-HCCl,-(1:1) an 600 g Silicagel chromatographiert. Waschen mit Benzol-
HCCly-(1: 1) und -(1: 2); Elution mit -(1 : 4)- und (1 : 9)-Gemisch. Kristallisation nach Versetzen
mit Petroldther innert 3—4 Tagen bei 35-40°: 9,20 g (72%,), Smp. 77-84°. Zweimal aus Ather um-
kristallisiert: Smp. 78-85°; [¢]# = ~72,9° & 0,5° (¢ = 2 in Athanol). DS einheitlich: Rf = 0,17
(Essigester); 0,47 (Benzol-Aceton, 1:1); 0,82 (Dioxan-Wasser, 9: 1).
CyHgsOy Ny (801,99)  Ber. C61,40 H 7,93 N 8,739  Gef. C61,37 H 8,02 N 8,939,
XXVII: H-Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBut)-OBu!, L- Prolyl-L-prolyl-(N&-t-butoxycarbonyl-)L-
lysyl-L-asparaginsdure-di-t-butylester: 7,06 g (8,80 mMol) Z-Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu?)-OBu!
wurden mit Palladiumkohle in 100 m]l Methanol hydriert (H,-Aufnahme: ber. 197 ml, gef. 185 ml in
90 Min.). Das Rohprodukt wurde aus Ather kristallisiert: 5,19 g nadelférmige Kristalle, Smp. 146~
149° (889%). Umkristallisieren aus Methanol-Ather: Smp. 147-149°; [@]® = —73,1° £ 0,7° (c =
1,4 in Methanol). DS einheitlich: Rf = 0,12 (Dioxan-Wasser, 9:1); 0,18 (Methanol). Léslich in
verdiinnten wisserigen Siduren.
CyaHy, O Ny (667,86) Ber. C 59,35 H 8,60 N 10,499, Gef. C 59,46 H 8,82 N 10,469,

Behandlung mit konz. HCI (2 Min., 40°) ergab H - Pro-Pro-Lys-Asp- OH. PC einheitlich: Rf =
0,05 (45); 0,33 (54); 0,11 (56); Laufstrecke nach 30 Std.: 4,9 cm (46).

XXVIII:Z-Seyr-Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu’) -0 But, Carbobenzox y-L-seryl-L-prolyl-L-prolyl-
(N*-t-butoxycarbonyl-)L-lysyl-L-asparaginsdure-di-t-butylester : Eine auf — 20° gekiihlte Losung von
5,18 g (7,75 mMol) H-Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu?)-OBu? und 2,22 g (9,30 mMol) Z-Ser OH in
60 ml Acetonitril wurde mit 2,88 g (14,0 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und 65 Std. bei
+ 2° aufbewahrt. Aufarbeitung wie bei Z - Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu?) - OBu! (XXVTI) beschrie-
ben: 7,40 g in Petrolather unloslicher Neutralteil. Chromatographie an 350 g Silicagel aus Benzol-
HCCl; (1: 4), Fraktionen je 500 ml:

Eindampf-
Fraktion Gemisch riickstand Habitus
1-3 Benzol-HCCly (1: 4) -
4-5 Benzol-HCCl; (1:9)
68 Benzol-HCCl,; (1:9) 280 mg Krist.,, Smp. 165-168° (a. Aceton)
9-11 HCCl, 40 mg Harz
12-15 HCCl1,-CH,;OH (99: 1) 40 mg Harz
16 HCCl,-CH;OH (98 : 2) 112 mg Harz
17-22 HCCl,—~CH,OH (98 : 2) 5360 mg Harz
23-25 HCCL-CH,OH (19:1) 130 mg Harz
26-28 HCCl,-CH,0H (9:1) 40 mg gelbes Harz

Der Riickstand der Fraktionen 17-22 (5,36 g, 78%,) wurde aus Ather-Petroldther umgefallt:
amorphes Pulver, [a]¥ = —96,6° & 0,7° (¢ = 1,4 in Methanol). DS einheitlich: Rf = 0,22
(HCClawCHS'OH, 19:1); 0,62 (Dioxan); 0,66 (HCCl;-CHZOH, 9:1). In den meisten organischen
Losungsmitteln ausser Petrolidther leicht 16slich.

XXIX: H-Ser-Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBut)-OBu?, L-Seryl-L-prolyl-L-prolyl-(Né-t-butoxy-
carbonyl-)L-lysyl-L-asparaginsdure-di-t-butylester: 550 mg (0,62 mMol) Z-Ser-Pro-Pro-Lys(BOC)-
Asp(OBuf) -OBuf wurden in 30 ml Methanol mit Palladiumkohle hydriert: 463 mg XXIX als
farbloses Harz. Das Material enthielt nach DS eine Spur unhydriertes XXVIII. Zweimal aus
Ather-Petrolither umgefillt : DS einheitlich, Rf = 0,11 (HCCL,-CH,0H, 9:1); 0,20 (CH,OH);
0,26 (52); 0,71 (101). [«]fy = —92° & 0,5° (¢ = 2,0 in Methanol); Smp. unscharf ca. 80-90°. In
organischen Ld&sungsmitteln (ausser Petrolather) leicht 16sliches Harz, schwer loslich in H,O,
l6slich in verdiinnten Siuren.

Behandlung mit konz. HCl (2 Min., 40°) ergab H: Ser-Pro-Pro-Lys-Asp-OH. DS einheitlich:
Rf = 0,03 (45); 0,20 (54); 0,18 (56).



Volumen xLvi, Fasciculus vi (1963) — No. 222 1993

Schema 5

XXX :Z-Glu(OBu')-His- Phe-Avg-Try-Gly-Ser- Pro- Pro-Lys(BOC)-Asp(OBut) - OBu!,CH;COOH :
Carbobenzoxy-(y-t-butyl-)L-glutamyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycyl-L-seryl-L
prolyl-L-prolyl-(N&-t-butoxycarbonyl-)L-lysyi-L-asparaginsdure-di-t-butylester: 1,271 g (1,25 mMol)
Z-Glu(OBu')-His-Phe-Arg-Try-Gly-OH und 0,237 g (1,25 mMol} p-Toluolsulfonsdure (Hydrat)
wurden unter Erwarmen auf 50° in 3,5 ml absolutem Dimethylformamid geldst, auf 20° abgekiihlt
und mit einer Ldsung von 0,89 g (1,18 mMol) H:Ser-Pro-Pro-Lys(BOC)-Asp(OBu?):-OBu! in
3,5 ml HCCl, versetzt. Unter Rithren wurde sodann 0,315 g (1,53 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid
in fester Form zugegeben und die Mischung iiber Nacht bei 22° und dann noch wéhrend 8 Std. bei
40° geriihrt. Nach Abkiihlen auf 0° filtrierte man den ausgeschiedenen Dicyclohexylharnstoff ab
(260 mg), engte das Filtrat bei 12 Torr und 40° soweit wie moglich ein und fallte das Kondensations-
produkt mit 35 ml Benzol und 35 ml Petrolather als zihe Masse aus. Diese wurde in 4 ml Methanol
gelost und durch Zugabe von 40 ml Ather als Pulver ausgeschieden: 2,26 g (Toluolsulfonat). Um-
wandlung ins Acetat an einer Siule (2 X 15 cm) von schwach basischem Ionenaustauscher
(MERcK Nr. IT) in der Acetatform (Auftragen in Gemisch von 32 ml Methanol und 16 ml H,O;
Elution mit Methanol-Wasser, 1 : 1). Das Eluat wurde vom Methanol und einem Teil des Wassers
befreit und dann lyophilisiert: 2,08 g rohes Acetat. Reinigung durch multiplikative Verteilung
iiber 230 Stufen im System Methanol/0,1M Ammoniumacetat (pH = 7)/Chloroform/Tetrachlor-
kohlenstoff (2:1:1:1) mit Phasenvolumina von 25 ml pro Stufe. Die Verteilung wurde mittels
DS kontrolliert. Der Inhalt der Elemente Nr. 5685 (Maximum bei Nr. 68; K = 0,42) ergab 1,22 g
(57%, bezogen auf eingesetztes Pentapeptid-Derivat) geschiitztes Undecapeptid-acetat (XXX).
Das Produkt wies bei der Chromatographie noch ca. 5%, einer Verunreinigung auf, wurde aber
trotzdem weiterverarbeitet. DS: Rf = 0,29 (52); 0,81 (101).

XXXI: H-Glu(OBu')-His- Phe-Arg-Tvy-Gly-Ser- Pro- Pro-Lys(BOC)-Asp(OBut)-OBu!,
nCHZCOOH ;(y-t- Butyl-)L-glutamyl-L-histidyl-L-p henylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycyl-L-seryl-
L-prolyl-L-prolyl-( Ne-t-butoxycarbonyl-)L-lysyl-L-asparaginsdure-di-t-butylester : 1,21 g Carbobenzo-
xyverbindung XXX wurde in 30 ml Methanol in Gegenwart von 0,04 ml Eisessig und 300 mg
Palladiumkohle (109, Pd) bei 30° und Atmosphirendruck in einem Kolben mit Magnetrithrer ohne
CO,-Absorption hydriert, wobei der Verlauf mittels DS kontrolliert wurde. Die Abspaltung der
Carbobenzoxygruppe war nach 4 Std. beendet, und die Lésung wurde nach Abfiltrieren des Kataly-
sators zur Trockne eingeengt, der amorphe Riickstand pulverisiert und bei 40°/0,01 Torr ge-
trocknet: 1,076 g (96%). DS: abgesehen von einer Verunreinigung von ca. 5%, einheitlich, Rf =
0,12 (52); 0,67 (101).

XXXII: BOC-Asp(OBu')-Ser-Gly- Pro-Tyy-Lys(BOC)-Met-Glu(OBut)-His- Phe-Avg-Try-Gly-
Ser- Pro- Pro-Lys(BOC)-Asp(OBut) -0 Bu!,CH,COOH ; t- Butoxycarbonyl-(f-t-butyl-)L-aspartyl-L-
seryl-glycyl-L-prolyl-L-tyrosyl-(Ne-t-butoxycarbonyl-yL-lysyl-L-methionyl-(y-t-butyl-)L-glutamyl-L
histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-gly cyl-L-sevyl-L-prolyl-L-prolyl-( Ne-t-butoxycarbonyl-)
L-lysyl-L-asparaginsdure-di-t-butylester: 814 mg (0,763 mMol) BOC- Asp(OBu?)-Ser-Gly-Pro-Tyr-
Lys(BOC)-Met-NHNH, (IV) wurden in 8 ml absolutem Dimethylformamid gelést und im Eis-
Kochsalz-Bad (—12°) mit 3,05 ml 1x HCl und 0,632 ml 10-proz. NaNO,-Losung (0,916 mMol) ver-
setzt, Die klare Losung wurde 5 Min. bei — 12° belassen und dann fillte man das Azid durch Zugabe
von 38 ml auf —12° vorgekiihlter, 20-proz. Kochsalzlésung aus. Der flockige Niederschlag wurde
bei 0° abfiltriert, auf der Nutsche mit 10 ml eiskalter, 5-proz. NaHCO,-Lésung und zuletzt viermal
mit H,O gewaschen. In feuchtem Zustande wurde er in 16 ml Dimethylformamid bei 0° geldst und
mit einer Loésung von 1,07 g (0,635 mMol) H-Glu(OBu?)-His-Phe-Arg-Try-Gly-Ser-Pro-Pro-
Lys(BOC)-Asp(OBu?) - OBu/,nCH;COOH in 10 ml Dimethylformamid vereinigt. Die klare Loésung
wurde 18 Std. bei 0° aufbewahrt, kurz evakuiert (15 Min., Entfernung von HN;) und noch wahrend
23 Std. bei 20° stehengelassen. Das Losungsmittel wurde sodann bei 0,01 Torr/40° grosstenteils
verdampft, der honigartige Riickstand in 60 m] heissem Benzol gel$st und durch Zugabe von 60 ml
Petrolather ausgefillt: 1,88 g. Vorreinigung durch Lésen in 60 ml Methanol und Ausfillen mittels
48 ml Essigester und 80 ml Petroldther: 1,63 g. Reinigung durch multiplikative Verteilung {iber
500 Stufen im System Methanol/0,1M Ammoniumacetat (pH = 7)/Chloroform/Tetrachlorkohlen-
stoff (17 : 7 : 8 : 8) mit Phasenvolumina von je 25 ml. Die Verteilung wurde mittels DS kontrolliert.
Die Rohrchen Nr. 110-149 (Maximum bei Nr. 130; K = 0,35) ergaben 952 mg (559%,, bezogen auf
Undecapeptid-Derivat) geschiitztes 3-MSH-Acetat. Weisses Pulver, Smp. 220-225° (Zers.). DSim
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System 52 zeigte die Anwesenheit von ca. 109, cines unbekannten Nebenproduktes mit kleinerem
R{-Wert, welches einen etwas grossern Vertcilungskoetfizienten aufweist (Maximum im Roéhrchen
Nr. 140, K = ca. 0,39). Nicht nachweisbar war hingegen das Sulfoxid-Derivat. DS: Hauptprodukt
(XXXII), Rf = 0,56 (43c); 0,45 (52); Nebenprodukt, Rf = 0,56 (43c); 0,39 (52). Zum Vergleich
wurde eine Probe des Materials mit einer 1-proz. HyO,-L6sung in 90-proz. Methanol zum Sulfoxid
oxydiert: Rf = 0,45 (43c); 0,26 (52).

Das so gereinigte, geschiitzte §-MSH besitzt [«]}§ = —36° 4+ 1° (¢ = 1,06 in Methanol).
UV.-Absorption in Methanol-1x NaOH (9:1): 4 . == 283 mu (¢ = 7550); 289 my (¢ = 7400);
Try/Tyr = 1,05%).

CyooH 106056 N56S Ber. C56,98 H 7,27 02118 N13,39 S1,18 AcOH 2,21%

(Monoacetat; 2719,1)  Gef. ,, 56,53 ,, 7,55 ,, 20,84 , 13,10 ,, 1,28 . 2,109

II: H-Asp-Sev-Gly-Pro-Tyv-Lys-Met-Glu-His- Phe-Avg- Tvy-Gly-Sev- Pro- Pro-Lys-Asp-OH, L-
Aspartyl-L-seryl-glycyl-L-prolyl-L-tyrosyl-L-lysyl-L-methionyl-L-glutamyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-1L-
arginyl-L-try ptophyl-glycyl-L-seryl-L-prolyl-L-prolyl-L-lysyl-L-asparaginsduve, B-MSH: 440 mg ge-
schiitztes Octadecapeptid X XXII wurden in 8,8 ml 97-proz. F,CCOOH gelost und wahrend 1 Std.
im Dunkeln bei 20° aufbewahrt. Dic Losung wurde schonend cingeengt, mit 4 ml H,O verdiinnt,
wieder eingeengt und dann lyophilisiert: 565 mg Trifluoracetat, das wiederum in Wasser gel6st und
durch Filtration durch eine Saule (0,9 x 15 cm) von schwach basischem Ionenaustauscher
(MERCK Nr. 1I) in der Acetatform ins Acetat verwandelt wurde: 389 mg. DS ergab folgendes Bild
(System 104):

Rf = 0,07 Spuren Struktur unbekannt
0,18 Spuren fB-MSH-Sulfoxid
0,26 ca. 10% Struktur unbeckannt (vgl. 109, Verunreinigung in [XXXII])
0,31 85-909%,  p-MSH
0,52 Spurcn Struktur unbekannt.

Diescs Gemisch wurde durch cine multiplikative Vertcilung iiber insgesamt 1300 Stufen im
System 0,59, Trichloressigsdurc-sec-Butanol gereinigt. IDiec Apparatur, bestehend aus 100 Ver-
teilungselementen (Nr. 0-99) fiir je 10 ml Unter- und Oberphase, wurde mit einer Vorrichtung zur
kontinuierlichen Begasung mit Stickstoff verschen und erlaubte das Umschalten auf Kreislauf.
Nach Auflésen der 389 mg Rohprodukte im Element (Nr. 0) wurden 205 Schritte ausgefiihrt und
die austretenden Oberphasen verworfen. Dic Lage des Substanzmaximums wurde nun durch
Proben von je 0,2 ml Unterphase bestimmt, dic mit 2,5 ml H,O verdiinnt und bei 280 mu photo-
metriert wurden (Maximum bei Nr. 75). Alle Elecmente mit Ausnahme von Nr. 63-85 wurden nun
geleert und mit frischem Losungsmittel beschickt, worauf im Kreislauf weitere 505 Schritte aus-
gefithrt wurden. Das Maximum lag jetzt im Réhrchen Nr. 58 (entsprechend g, ., = 258). Die
Apparatur wurde mit Ausnahme der Elemente Nr. 18-87 wiederum entleert und frisch beschickt.
Nach weiteren 590 Stufen (total 1300) lag das Maximum bei Nr. 68 (| = 468; K =

468+ 0,5

1300-468+0,5

nommen, im Vakuum schonend auf ein kleines Volumen eingeengt und lyophilisiert, Bei der DS
(System 104) waren die Proben aus den Elementen 53-87 frei vom Nebenprodukt mit Rf = 0,26.
Dicses war in den Elementen Nr. 8-32 angereichert (Mischfraktionen mit f-MSH ; Maximum des
Nebenproduktes bei Nr. 16, ¢, = 416, K = 0,47). Samtliche Fraktionen zeigten jedoch wieder,
wie schon das eingesetzte Rohprodukt, Spuren von Verunreinigungen mit Rf = 0,07 und 0,18
(Sulfoxid), dic offenbar im Laufe der Verteilung, bzw. wihrend des Aufarbeitens frisch gebildet
worden waren.

Die Fraktionen aus den Elementen Nr. 53-87 wurden vereinigt und mit schwach basischem
lonenaustauscher behandelt (Ersatz von Trichloracetat- durch Acetat-Ionen): 188 mg. Zur end-
gliltigen Reinigung wurde das Produkt an ciner Siule von Carboxymethyl-SEPHADEX C-25, medium
grade (Pharmacia, Uppsala), wie folgt chromatographiert: Die Saule (1 = 17,5 cm; @ 0,96 cm)
wurde vorerst mit 0,05 Ammoniumacetatpuffer (pH = 5,5) dquilibriert und nach Auftragen der
in 0,5 ml H,yO gelosten Substanz mit weitercn 30 ml 0,05 Pufferlosung gewaschen (Eluat ver-
worfen), Danach wurde cin linear steigender Konzentrationsgradient angesetzt (erhalten durch
Mischen des Inhaltes von 2 offenen, zylindrischen Gefdssen mit je 80 ml 0,05M bzw. 0,6 M Am-

Qmax

= 0,56). Die Losung wurde in Fraktionen von je 5 Vertcilungselementen ent-
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moniumacetatpuffer vom pH = 3,5. Die optische Dichte (254 mpu) des Eluats wurde mit Hilfe
eines « Uvicorp» (LKB-Produkter A, B., Stockholm) kontinuierlich registriert. Die verschiedenen
Fraktionen wurden auf cin kleines Volumen konzentriert, lyophilisiert und chromatographisch
untersucht:

Fraktion Volumen Pufferkonz. Gewicht

Nr. (ml) (mg) Beurtcilung (DS, 104)

1 51 0,05-0,22 Spuren

2 9 0,22-0,25 4,5 B-MSH (409%,), Sulfoxid (509%)

3 15 0,25-0,30 96 P-MSH + 1-2%, Sulfoxid

4 9 0,30-0,33 94 reines 8-MSH )
5 8 0,33-0,36 6 B-MSH (209%,) + Nebenprod. (80%, Ri = 0,07)
6 9 0,36-0,39 4,5 Nebenprodukt, Rf = 0,07

7 18 0,39-0,45 5 -

8 16 0,45-0,51 2 —

Die beiden f-MSH-Fraktionen 3 und 4 verloren beim Nachtrocknen (40°/0,001 Torr) kein
Gewicht, obwohl sie noch betrachtliche Mengen Feuchtigkeit und Essigsdure sowie Spuren von
Ammoniak (NEsSLER’sche Probe schwach positiv) enthielten. Fraktion 4 wurde deshalb erneut in
2 ml Wasser gelst, lyophilisiert und 15 Std. bei 50°/0,01 Torr iiber KOH getrocknet. Das erhaltene
Material war stark hygroskopisch und nahm beim Stehen an der Luft in kurzer Zeit wieder 7,19%,
Fcuchtigkeit auf. In diesem Zustande wurde dic Probe analysiert.

Uliraviolett-Absovption in 0,18 NaOH ;

2,134 mg in 10 ml (M = 2134)

Dogs,4 = 0,380-0,011 (Basisabsorption) = 0,369

Dygy = 0,582--0,013 (Basisabsorption) = 0,569

Daraus ergibt sich nach 23): M’l‘ry+M’l‘yr = 1,56 x 10~ Mol pro 1;

1,56 100
Peptidgehalt = 62------ = T78%.

My /Moy, = 1,27.
Essigsdure- Bestimmung : Destillation mit Schwefelsdure und Titration mit NaOH: 6,59%,.
Spezifische Dyehung: [o]ff = ~57,5° + 1° {¢ = 0,99 in 1~ Essigsiure); bei 100%, Peptidgehalt
also [a]p = —73°.

Aminosdure- Bestimmung im Totalhydrolysat (16 Std. 110°, 20-proz. HCI), theoretische Werte
in Klammern:

His (1) 1,07; Lys (2) 1,98; Arg (1) 0,96; Asp {2) 2,07; Ser (2) 1,83; Glu (1) 0,97; Pro (3) 3,20; Glu (2)
2,03; Met (1) 0,91; Tyr (1) 1,05; Phe (1) 1,00 (Bezugswert).
DS: Rf = 0,23 (101); 0,31 (104); fiir das Sulfoxid ergibt sich Rf = 0,17 (101}; 0,18 (104).
Papierelektrophorese (WHATMAN-Papier Nr. 1):
pH = 2 (Ameisensiurc-Essigsaure) 50 Vicm, 1 Std. —11 cm
pH = 6,3 (Pyridinacetat) 75 Vicm, 2 Std. — 4,9 cm

Fiir die Ausfithrung spezieller analytischer Arbeiten danken wir den Herren Dres. HURZELER,
NenER und PApowETZ, sowie Herrn E. vON ARX.

SUMMARY

The synthesis of an octadecapeptide with the amino-acid sequence of bovine
f-melanotropin (seryl-f-MSH?1%)) has been accomplished using the same scheme
for the protection of amino and carboxyl groups as in the case of a-melanotropin
(x-MSH)?), B-corticotropin (ACTH)!) ), and active sequences of f-corticotropin
(e.g. p'~*-corticotropin?®) = CIBA 30920-Ba, SYNACTHEN ®). The compound has
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been obtained in a very pure state, as shown by thin-layer chromatography, electro-
phoresis, counter-current distribution, chromatography on carboxymethyl-Se-
PHADEX ® and amino-acid analysis. The amino-acid residues are in the correct (L-)
configuration, this being ascertained by the methods of synthesis and by enzymic
degradation. Synthetic seryl-8-MSH has a distribution coefficient in 2-butanol/0.5
per cent trichloroacetic acid of 0.56 (1300 transfers) corresponding very closely to
that reported for the natural product (same solvents: 0.53; 702 transfers?));
[0 = —57.5° 4 1° (¢ = 1 in 1x acetic acid). The product contains 789, peptide,
15.59, water and 6.5%, acetic acid (both solvents firmly bound). Its biological ac-
tivity is 1/,, that of synthetic «-MSH?9).

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung

223. Chemische Korrelation von Condylocarpin mit Akuammicin
von D. Schumann und H. Schmid
Herrn Prof. Dr. F. LEUTHARDT zum 60. Geburtstag gewidmet

(22. V1. 63)

Vor einiger Zeit wurde aus Diplorrhynchus condylocarpon (MUELL. ARG.) PICHON
ssp. mossambicensis (BENTH.) DuviGN. (Apocynaceae) das a-Methylenindolin-
Alkaloid Condylocarpin?) isoliert, dem auf Grund chemischer und namentlich
massenspektrometrischer Befunde die Konstitution 12%)3) zugewiesen wurde. Relative
und absolute Konfiguration dieses Alkaloides blieben unbestimmt. Ein damit ver-
wandtes Alkaloid, das Tubotaiwin (= 19,20-Dihydrocondylocarpin (11)), wurde kiirz-
lich aus den Bléttern von Pleiocarpa tubicinat) (Apocynaceae) und aus den Wurzeln
von Aspidosperma limae®) (Apocynaceae) gewonnen. Diese beiden Alkaloide sind
strukturell sehr nahe verwandt dem Akuwammicin (III)®) bzw. dem 19,20-Dihydro-
akuammicin (IV)%)7). Relative und absolute Konfiguration der beiden letzteren
Alkaloide sind durch Korrelierung mit Strychnin bzw. Dihydrostrychnin gesichert®).
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4 W. G. Kump, B. Pater & H. Scuwmip; iiber die Isolierung und Strukturbestimmung der
Alkaloide wird spater berichtet.
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W. ArnoLD, CH. WEissMaNN, H. Scamip & P. KARRER, Helv. 43, 717 (1960); J. Levy,
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7}y CH. WErIssMaNN, H. Scamip & P. KarRER, Helv. 44, 1877 (1961).

8) Uber die chemische Ableitung der absoluten Konfiguration des Strychnins s. K. NAGARAJAN,
CH. WEIssMANN, H. ScuMiD & P. KARRER, Helv. 46, 1212 (1963).





