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11 6 .  Thyrocalcitonin IV. Die Totalsynthese des a-Thyrocalcitonins l) 

von B. Riniker, M. Brugger, B. Kamber, P. Sieber und W. Rittel 
Cheinische Forschungslaboratorien des Departments Pharmazcutika der 

CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Bascl 

(2. IV. 69) 

Summary. The total synthesis of the hypocalcaemic hormone a-thyrocalcitonin (I) isolatcd 
froin porcine thyroid glands is reported in detail. By the fragment condensation approach, using 
coupling procedures known to avoid racemisation, the fully protected dotriacontapeptide sequence 
I1 was synthesised. In the build up of I1 the disulfide ring bridge connecting the cysteine residues 1 
and 7 was preformed in the protected nonapeptide fragment 1-9. Simultaneous removal by acido- 
lysis of the nine protecting groups present in I1 yielded synthetic a-thyrocalcitonin (I) in a state of 
high purity and possessing full biological activity; the disulfide bond remained intact during the 
de-protection step. On repeated biological assay the synthetic preparation I in the test system of 
KUMAR el ul. [2] was found to possess an activity of 130.8 U/mg peptide. 

Die Gruppe der Calcitonin-Hormone (vgl. z.B. [3]) ist in den letzten Jahren 
intensiv bearbeitet worden, nachdem COPP et al. [4] 1962 die Existenz eines Blut- 
Calcium-senkenden Faktors, der als Gegenregulator zu Parathormon wirkt, nach- 
weisen konnten. Kurze Zeit darauf gelang es der Gruppe von MACINTYRE [S] sowie 
HIRSCH et al. [6] aus Schweineschilddrusen hochaktive Praparate zu isolieren. In  
diesen Arbeiten wurde auch die Peptidnatur des als Thyrocalcitonin bezeiclineten 
Horrnons nachgewiesen. 

Im Jahre 1968 beschrieben drei Arbeitsgruppen [ i ] fast gleichzeitig die Struktur- 
aufklarung des Schweine-Thyrocalcitonins. Danach besitzt das Hormon die aus 
32 Aminosauren aufgebaute Sequenz I, in der die beiden Cysteinreste 1 und 7 iiber 
eine Disulfidbriicke zu einem 23-gliedrigen Ring verbunden sind. 

Um eine zusatzliche Bestatigung der Resultate der Strukturaufklarung zu er- 
bringen, besonders aber um das aus natiirlichen Quellen nur schwer zugangliche 
Horrnon fur biologische und klinische Versuclie verfugbar zu machen, haben wir eine 
Synthese von I unternommen. In einer vorlaufigen Mitteilung [l] wurde bereits dariiber 
berichtet 2). 

In1 Folgenden geben wir eine ausfuhrliche Beschreibung des Synthesewegs, der 
inzwisclien mehrinals wiederholt wurde, und der die Herstellung von cc-Thyrocalcitonin 
im Gramm-MaBstab ohne grossere Schwierigkeiten moglich macht. 

Die verwendete Methodik hat sich aucli bei der vor kurzem [9] gelungenen Synthese 
des menschlichen Calcitonins M bestens bewahrt. 

Als Aufbauprinzip diente wie bei friihern [lo] Synthesen von Peptidhormonen des 
Hypophysenvorderlappens die Fragnientkondensationsmethode. Zum Schutz der 
cc-Aminogruppe und der Glutaminsaureseitenkette haben wir wieder die Boc- bzw. die 
OBut-Gruppe verwendet, wahrenddem die Arginin- und Histidin-Seitenketten unge- 

1) Vorlanfige Mitteilung siehe [l]. 
2) Inzwischen haben auch GUTTMANN und Mitarbeiter [8] in einer Kurzniitteilung eine Synthese 

von I beschrieben. 
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schutzt blieben. Zusatzlich wurden jetzt aber alle Seitenkettenhydroxylgruppen der 
Serin-, Threonin- und Tyrosinreste durch Veratherung mit t-Butanol geschutzt. Durch 
diese, von BEYERMAN & BONTEKOE 1111 eingefuhrte Methode, deren Vorteile WUNSCH 
[12] bei der Synthese des Glucagons nachgewiesen hat, lassen sich Nebenreaktionen 
bei der Kondensation grosserer Peptidfragmente merklich einschranken. In Kombi- 
nation mit diesen Schutzgruppen erwies sich die Verwendung der von SIEBER & ISELIN 
[13] beschriebenen Bpoc-Gruppe zum intermediaren Schutz der a-Aminogruppen 
(Serin 10 und Methionin 25) als besonders vorteilhaft. 

I But B u t B u t  I 
Boc-1 Cys- Ser-Asn-Leu- Ser-Thr-Cys-Val-Leu I-OH3) 

1 
I11 

R2 R2 R2 1T’2+ 
I I  I I 

RI-1 Cys- Ser-Xsn-Leu -Scr-Thr- Cys -Val-Leu- Ser- Ala -Tpr-Trp-Arg-Asn-Lcu-Asn-3sn -Phe -His- 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

H*+ R2 OR2 R2 

-Arg-Phe-Scr-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro I-NH, 
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 

konz. HC1 
11: R1 = Boc, R2 = But, geschutztes Dotriacontapeptid-(1-32) -p I: R’ = R2 = H, 

a-Thyrocalcitonin 

Fig. 1. Synthese von m- Thyrocalcitonin ( I )  4, 

Bei allen bisherigen Synthesen (vgl. z.B. [17]) der ahnlich wie I gebauten Peptid- 
hormone des Oxytocin- und des Vasopressin-Typs wurde der Disulfidring erst nach 
dem Aufbau der gesamten Peptidkette geschlossen. I m  Gegensatz dazu wurde bei der 
hier beschriebenen Synthese der Ring bereits auf der Stufe des Nonapeptids 1-9 ge- 
schlossen und die dabei erhaltene Sequenz I11 zum weitern Aufbau verwendet. Die 
S-S-Bindung erwies sich sowohl unter den Kondensationsbedingungen als auch bei 
der acidolytischen Abspaltung der Schutzgruppe als bestandig. 

Uber den Aufbau von 111 wird in einer separaten Arbeit berichtet [14] ; eine be- 
sonders einf ache Oxydationsmethode zur Herstellung von Cystinpeptiden des Typs 
111 haben wir unlangst beschrieben j 151. 

Aufbau des geschutzten Dotriacontapeptids 1-32 (11). - Zunachst stellte man 
die in den Fig. 3-6 angegebenen Aufbaufragmente V, VI, VII  und X her; dazu dienten 
Methoden, die Racemisierung weitgehend ausschliessen (stufenweiser Aufbau, Azid- 
kondensation, DCCI-Hosu [HI). Aus diesen 4 kleineren Fragmenten wurde sodann 

Herstellung der Sequenz 1-9 vgl. [14] [15]. 
Zu der in dieser Arbeit benutzten, abgckurzten Schreibweise vgl. [16] ; insbesondere bedeuten : 

Bpoc- (friiher [13] Dpoc) : 2-(p-Biphenylyl)-isopropyloxycarbonyl-, I A-b j-d-OCO ; 

Boc- : t-Butyloxycarbonyl- ; Rut- : t-Butyl- ; DCCI : Dicyclohexylcarbodiimid; Hosu : N-Hy- 
droxysuccinimid; - 0 N p  : p-Nitrophenoxy. 

CH, 

CH, 

_ _  

\=/ \a 1 
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die Sequenz 10-32 nach dem in Fig. 2 dargestellten Plan aufgebaut. Da auch geringer 
Gehalt an Essigsaure in Peptidfragmenten den Erfolg von Carbodiimid-Kondensa- 
tionen gefahrdet, wurden die Fragmente vor der Kupplung jeweils gas-chromato- 
graphisch auf Abwesenheit von Essigsaure gepruft (vgl. exp. Teil) . 

Iix letzten Syntheseschritt wurden dann, wie in Fig. 1 angegeben, die Fraginente 
1-9 (111) und 10-32 (IV) nach der Methode von WEYGAND, HOFFMANN & WUNSCH 

LlS], verknupft. Nach Gegenstromverteilung wurde I1 in einer Ausbeute von 61% 
erhalten. Dabei konnte zwar das irn Rohprodukt entlialtene Methionin-sulfoxidderivat 
auf Grund seiner etwas grosseren Verteilungszahl abgetrennt werden, trotzdem ent- 
hielt das aus der Verteilung gewonnene I1 wieder Spuren dieses Nebenprodukts, das 
dunnschichtchromatographisch leicht nachzuweisen ist. 

Aufbau der geschiitzten Sequenz 10-32 (IV) 
Sequenz 70-13 ( V I I )  (Fig.3) : in stufenweisem Aufbau vom Carboxylende her wurde zuerst der 

Tetrapeptid-methylester Bpoc-Ser (But)-Ala-Tyr (But)-Trp-OMe und dsraus das Hydrazid VII 
dargestellt ; beide Derivate sind kristallin. 

But 
I 

Z-(-OH __ + H - m - O M e  

1. gem. Anhyclrid 1 2. H,/Pd-C 
V 

But 

Z-/-ONp + H-1 Tyr I Trp 1-OMe 
___ ~~ 

I dann H,/Pd-C 

But But 
I I 

H-1 -41s I Tyr I Trp 1-OMe 

1. gem. Anhydrid 2. Hydrazinolyse 

VII 

Fig. 3. Aufbau der geschiitzten Sequenz 10-13 ( V I I )  

Sequenz 74-79 ( V ) :  wic in Fig.4 dargestellt, baute inan nach der Methode cler geschiitzten 
Hydrazide 1191, ausgehcnd von H-Phe-NHNH-Boc, die Kette stufcnweise auf. Mit wachsendcr 
Zahl der eingebauten Asparaginreste sank die Loslichkeit der Derivate stark ab. .4us dcm Hcxa- 
peptidderivat Z-.-\rg-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-?;HNH-Boc erhielt man V durch Abspalten clcr Hot- 
Gruppe mit Trifluoressigsaure. 

Sequenz 20-24 ( V I )  ( P i g .  5) ; vom kristallinen Tripeptid 2-Phe-Ser (But)-Gly-OMe ausgehcnd, 
bautc man stufenweise den Pentdpeptid-methylestcr Z-His-Arg-Phe-Scr (But)-Gly-OMe auf, dcssen 
Reinigung besonders schwierig war uncl multiplikative Verteilung crforderte. Zur Uberfiihrung in 
VI wurde vorerst die Benzyloxycarbonyl- und dann die Methylcstergruppe abgespaltcn; wiederum 
musste das Produlrt clurch Gegcnstromverteilung gereinigt werden. Das aus VI durch Trifluor- 
essigsaure dargestellte freie Pentapeptid H-His-Arg-Phe-Ser-Gly-OH wurde durch Aininopeptidase 
M [2Oj vollstandig hydrolysiert. 
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z-W-ON~ + H - ~ - N H N H - B ~ ~  - - 
-1 d a m  H,/Pd-C 

Z - I - O N p  + H-1 hsn  I P h e  1-NHNH-BOC - 

i d a n n  H,/Pd-C 

Z - F l - O N p  + H-1 Asn 1 hsn 1 P h e  I-NHKH-Boc 

ldann H,/Pd-C 

2- I- Asn ONp + H-] Leu I Asn I Asn IPhe-NHKH-Boc 

%+ 
dann H,/Pd-C 1. 

Z - m - O H  + H-1 Asn I Leu 1 A A . 4 s n  I Phe I-XHNH-Boc 

Trifluorcssigsaure 
H,+ 

2-1 Arg I Asn Leu Asn Asn I Phe I-NHNH-BOC 1 1 . 1  ____ - - - - r v  
Fig. 4. Synthese der geschiitzten Sequenz 74-19 ( L’) 

But 

2-/-OH __ + H-@-OMe 

But 

2-1 Phe I Ser  I-NHNH, + H-1 Gly I-OMe 
____ ___ 

H*+ L 
Z-/ Arg [-OH 
__ 

1. Azidmethode 1 2. H,/Pd-C 

B u t  

+ H-1 Phe 1 Ser  1 Gly 1-OMe 

1 1.DCCI Z.H,/Pd-C 

Z-1 His  I-NHNH, + H-1 Arg 1 Phe 1 Ser I Gly 1-OMe 

1- 1. Azidmethode 2. H,/Pd-C 3 .  OH- 

VI 

- 

Fig..?. Aufbau der Sequenz 20-24 ( I’I) 
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Sequenz  25-32 ( X )  (Fig .6)  : Die Herstellung von X gelang ohne Schwierigkeiten; Kondensa- 
tion von Z-Gly-Phe-Gly-Pro-OH mit dem stufenweise aufgebauten Tripeptid H-Glu (OBut)-Thr- 
(But)-Pro-NH, gab das amorph, aber rein erhaltene Heptapeptid 26-32; Hydrierung und Umsatz 
mit Bpoc-Methionin fuhrte zum kristallinen Bpoc-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu (0But)-Thr (But)- 
Pro-NH,. Zur Uberfuhrung in X wurde die Bpoc-Gruppe nach [13] mit Monochloressigsaure abge- 
spalten. 

Z - m - O H  + H - P r o - O B u t  - 

1. gem. Anhydrid 1 2. Trifluoressigsaure 
v 

But 

I 

V 
1. DCCI 1 2. H,/Pd-C 

OBut But 
-~ 

Z - m - O N p  + H-( $hr 1 Pro 1-NH, 5, 

i dann H,/Pd-C 

OBut But 

2-1 GIy I Phe I Gly 1 Pro /-OH t H-1 Glu I Thr I Pro 1-NH, 

1. DCCI 2. H,/Pd-C 

OBut But 

B p o c - w - O H  + H-1 Gly I Phe I Gly I Pro - 

1. DCCI 2. Monochloressigsaure 

A 

Fig. 6. Aufbau der S e q u e n z  25-32 ( X )  

Sequenz 10-32 ( I V )  ( F i g . 2 ) :  Man fuhrte V nach [21] in das hzid uber und liess diesesmit 1,6 
Aquivalenten VI reagieren, um vollstandigen Umsatz diescs schwer herstellbaren Fragments 
zu erreichen. Zur Vermeidung von Nebenreaktionen liess man nur 5 Std. reagieren. Gegenstrom- 
verteilung gab 69% des 2-Derivates von VIII ; katalytische Hydrierung fuhrte zum Undecapeptid 
VIII, das nach Totalhydrolyse das richtige Aminosaurcverhaltnis zeigte. 

Dann liess man VIII mit einem funffachen oberschuss des Tetrapeptid-azids 10-13 (aus V1I 
nach [21] hergestellt) reagieren. Nach Gegenstromverteilung isolierte man aus dem Reaktionsge- 
misch die Sequenz 10-24 (IX) in 80% Ausbeute als essigsaures Salz. 

Fur die nachfolgende Kondensation wurde dieses in das Tosylat ubergefuhrt, in welchem sich 
gas-chromatographisch keine Essigsaure mehr nachweisen liess. 

Dann setzte man mittels DCCI-Hosu [18] das Tosylat von I X  mit X um zum Bpoc-Uerivat 
der Sequenz 10-32 (IV). Diese wurde durch Gegenstromverteilung gereinigt (Ausbeute 73%) und 
die Bpoc-Gruppe mit SOYo Essigsanre entfernt. Vor weiterer Umsetzung wurde IV in das toluol- 
sulfosaure Salz ubergefuhrt. 

Freie Sequenz 1-32 (I), a-Thyrocalcitonin. - In  Vergleichsversuchen erwies sich 
die Abspaltung der Schutzgruppen aus I1 mittels konz. Salzsaure (5-10 Min. bei 0') 
vorteilhafter als mittels Trifluoressigsaure. Das dabei erhaltene I war identisch mit 
dem bei Trifluoressigsaure-Spaltung gebildeten, zeigte aber einen hohern Reinheits- 

5 )  Das freie Dipeptidamid wurde wegen seiner starken Cyclisierungstendenz bei dieser Kondensa- 
tion aus dem Hydrochlorid in szfu dargestellt (vgl. exp. Teil). 
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grad. Ausser geringen Mengen des Methi~nin~~-Sulfoxidderivates waren diinnschicht- 
chromatographiscli keine Nebenprodukte nachweisbar. 

Beim Verfolgen des zcitlichen Vcrlaufs der Acidolyse von I1 mit 90-proz. Trifluoressigsaure 
hattc sich ergcben, dass zur vollstandigen Abspaltung aller Scbutzgruppen merklich rnehr Zeit 
(2-3 Std. bei Raumtempcratur) benotigt wird, als normalerweise beobachtet. Zudem trcten in] 
Zeitpunkt vollstandiger Freisetzung bercits Nebenprodukte auf, die durch crhohte elektrophoreti- 
sche Mobilitat gegen die Kathode charakterisiert sind. Raumliche Modclle von I1 zcigen, (lass die 
t-Butylathergruppe des Scrinrestes 2 in uninittelbarer Nahe der Aminogruppe des Cysteinrests 1 
liegt. Diese Aminogruppe wird, \vie Modellversuchc zeigten [22],  bei der Bchandlung mit Trifluor- 
essigsaure in wcnigen Minuten von ihrcm Boc-Rest befreit und lie@ dann protoniert vor. Es ist 
anzunehmen, class durch die Nahe dicser positiven Ladung die zur Acidolyse des t-Butyfrests am 
Serin 2 notwendige Protonierung des Athersauerstoffatoms erschwert und damit die Abspaltung 
vcrlangsamt wird. Diese Annahme wird bestatigt durch den Vcrgleich der Geschwindigkeit der 
Schutzgruppenabspaltung aus dem cyclischen Nonapcptid 1-9 (111) und dem geschiitzten Calci- 

tonin M-(1-10)-decapeptid [9] (Boc-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser (But)-Thr (But)-Cys-Met-Leu-Gly-OH). 
Reide Peptide sind in bczug auf ihre Schutzgruppcn im Bereich des Disulfidrings 1-7 gleich bis auf 
die Ser2 (But)-Gruppe, die irn Calcitonin M-decapeptid durch einen Glycylrcst ersctzt 1st. Wahrend 
aus dem Decapeptid niit 90-proz. Trifluoressigsaurc innert ca. 40 Minuten alle drei Schutzgruppen 
entfernt werden, benotigt 111 (wic auch 11) zur vollstandigcn Spaltung mehr als 2 Stunden. Bei der 
a m  langsamsten abgespaltenen Gruppe muss es sich deshalb urn den l-Butylrest am Serin 2 han- 
cicln. Ahnlichc Verlangsarnung acidolytischer Schutzgruppenabspaltung ist schon niehrfach beob- 
achtct ivorden 1231. 

I I 

Uber die Identifizierung des Syntheseprodukts mit natiirlichem K-Thyrocalcitonin 
haben wir bereits berichtet [l]. Obwolil das Praparat nach Freisetzen aus der Vor- 
stufe I1 bereits die volle biologisclie Aktivitat des naturlichen Hormons aufwies, hat 
man eine Probe zur zusatzlichen Reinheitskontrolle multiplikativ verteilt. Dabei 
wanderte das Material als einheitliches Maximum, und es wurden nur Spuren von 
Verunreinigungen abgetrennt. Die biologische Aktivitat von I vor und nach der Ver- 
teilung war gleich. Sie betrug im Test nach [a] (Vergleich mit dem Standardpraparat 
MRC-B) 130,s E/mg Peptid (Mittelwert von 9 Bestinimungen ; 95:/, Vertrauens- 
bereich 11 9,6-143,0) 6) .  

Nach der hier beschriebenen Methode, und weitgehend unter Verwendung gleicher 
Aufbaufragmente, wurden auch eine Anzahl cc-Thyrocalcitoninsequenzen verschiede- 
ner Kettenlange dargestellt. Uber Syntliese und biologische Aktivitat dieser Stoffe 
werden wir in Kurze berichten. 

Experimenteller Teil 

Die Smp. sind auf einern Apparat nach Dr. TOTTOLI (dcr Pirlna BUCHI, I’lawil) bestimmt und 
unkorrigiert ; Sinter- odcr Urnwandlungspunkte sind in Klammern nach (1 Smp. 1) angegeben. 

Literaturangaben zu den als Ausgangsmaterialien verwendeten Aminosaurederivdtcn findcii 
sich bei [ Z S ] .  

aUbliche Aufarbeitung)) bedeutet: -4ufnehmen im betreffenden Losungsniittcl, Waschen (hei 
0”) mit verdunnter Zitronensanrelosung, Wasser, vcrdiinnter NaHC0,-LBsung und Wasser, 
Trocknen mit Natriumsulfat, Filtriercn und Eindampfen. 

6 )  U‘ir clanken Herrn Dr.  R.MAIER fur die Ausfuhrung dieser Brstimmungen und Herm Ur. 
K. MULLEN fur deren statistische Auswcrtung. Der Pcptidgehalt dcs Praparats wurde aus der 
Aminosaurcanalyse berechnct. Uer friihcr fiir das natiirliche a-Thyrocalcitonin [24] angegebene 
Wert von 200 E/mg beruhtc auf einer einmaligen Testierung. 
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Katalytische Hydrierungen zur Entfernung der Benzyloxycarbonylgruppen unter dublichen 
Bedingungene bedeutet : Schiitteln der ini betreffenden Losungsmittel gelosten Substanz mit 10 
bis 20 Gew -% Pd-Kohle (10% Pd) in H,-Atmosphare (25", 840 Torr) unter Auffangen des ent- 
stehenden CO, in einem zweiten, rnit KOH gefiillten Hydriergefass. Nach Beendigung der H,- 
Aufnahme Filtrieren und Eindampfen. 

Zu Gegenstroinverteilungen dienten folgende Losungsrnittelsystemc (hngaben in Volumentei- 
1en):l-Butanol-Essigsaure-Wasser:I = 4 + 1 + 5 ; I I  = 6 + 1 + 4 ; I I I  = 1 1 + 2 + 8 ; I V  = 8 + 1 + 5 ;  
Methanol-Puffer-Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff (Puffer: 19,3 g Ammonacetat, 28,6 ml Eis- 
essig, 1 1  Wasser): V = 1 0 + 3 + 7 + 4 ;  VI = 1 0 + 3 + 6 + 5 .  

Chrornatographische Reinheitskontrollen: Alle angegebenen Rf-Werte bezichen sich auf Diinu- 
schichtchromutogruphien. Es wurden die folgenden Trager verwendet : 

S: Kieselgel (Fertigplatten SL 254 der Firma ANTEC, Birsfelden), 
A :  Aluminiumoxid (D-O dcr Firma CAMAG, Muttenz, mit Zusatz von 12% Gips), 
C: Cellulose ( Avicel-Fertigplattcn 1440 der Firma SCHLEICHER & SCHUELL). 

Die Fliessmittel hatten folgenrle Zusammensetzung (Volumenteile) : 

System 43 C 
System 45 
System 52 
System 52 A 
System 96 
System 100 
System 101 A 
System 101 B 
System 104 
System 107 
System 121 

tcrt.-Amylalkoho1-2-Propanol-Wasser 
2-Butanol-3-proz. wassr. NH, 
1-Butanol-Essigsaure-Wasser 
1-Butanol-Essigsaure-Wasser 
2-Butanol-Essigsaure-Wasser 
Essigester-Pyridin-Essigsaure-Wasser 
1-Bntanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser 
1-Butanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser 
Ch1oroform-Methano1-17-proz. wassr. NH, 
Essigester-Pyridin-Wasscr 
2-Propanol-konz. wassr. NH,-Wasser 

51+ 21+ 28 
70+ 30 
71+ 7+22 
67 + 10 + 23 
67+ 10+ 23 
62+21+ 6+11 
42+24+ 4+30  
40+24+ 6+30 
20+20+  9 
20+ 10+ 11 
70+10+20  

Die Anfarbung der Platten erfolgte rnit RErNoIsL-HoPPE-Reagcns oder spezifischen Farbrcak- 
tionen in dcr Ausfuhrung nach [26]. 

1. Bpoc-Ser(But)-Ala-Tyr(But)-Trp-NHNH, (VII). - 1.1. % - ? j r ( B u t ) - T r p - O M e :  24,O g 
(55 mMol) 2-Tyr (But)-OH wurden in 200 ml Tetrahydrofuran und 7,s ml Triathylamin gelost. Zu 
dicser Losung wurde bei - 13" die Losung von 7,2 ml (55 mMol) Chloranieisensaure-isobutylester 
in 100 nil Tetrahydrofuran im Verlauf von 15 Min. getropft. Man ruhrte die Suspension noch 15 
Min. bei - lo", vcrsetzte sie dann mit einer auf 0" gekuhlten Losung von 10,9 g H-Trp-OMe (50 
mMol) in 200 ml Tetrahydrofuran, ruhrte noch eine Std. bei 0" und iiber Nacht bei 25", filtriertc 
und dampftc das Filtrat ein. Die Losung des Ruckstands in 500 ml Essigester wurde wie iiblich 
neutral gewaschen und eingedampft. Der Ruckstand wurde an der siebenfachen Menge Kieselgel 
chromatographicrt, wobci das Dipeptidderivat sich mit Toluol/Chloroforni 1 : 1 eluieren liess. Das 
Produkt ist amorph, aber dunnschichtchromatographisch einheitlich; Smp. 92-94" ; [XI: = 

+ 3,7" (c = 2,2 in Alkohol) ; UV. (Alkohol) : A,,, = 274 (6300) ; 281 (6400) ; 290 (5450) nm ( E )  ; 
Rf(S) = 0,61 (Chloroform-Methanol 19: 1).  

C,,H,,N,O, (571,6) Bcr. C 69,33 H 6,52 N 7,35% Gef. C 69,49 H 6,69 N 7,22% 
1.2. Z - A Z a - T y r ( B u t ) - ~ r p - O M e :  28,6 g Z-Tyr (But)-Trp-OMe wurden in 500 ml Methanol ge- 

lost, unmittelbar vor Beginn der Hydrierung mit 50 nil l~ HCl versetzt und dann wie ublich hy- 
driert. Im  DC. war kein '\usgangsmaterial mehr nachweisbar; Rf (S) = 0,45 (Chloroform-Aceton 
1 : 1). Uas quantitativ erhaltene Produkt wurde mit 19 g Z-Ala-ONp und 50 ml Dimethylformamid, 
dann unter Riihren und lcichtem Kiihlen mit 6,9 ml Triathylamin versetzt und uber Nacht bci 
Raumtcmperatur geruhrt. Nach Verdunnen mit 500 ml Essigester wurdc erst bei 0" rnit Kalium- 
carbonatlosung das p-Nitrophenol ausgewaschen und dann wie iiblich neutral gewaschen. Den 
Ruckstand kristallisierte man aus Essigester-Hexan: 24,5 g (76% d.Th.);  Smp. 110" (Zers.); [XI? 
= - 16' (c = 1 in Methanol) ; UV. (Alkohol) : A,,, = 275 (6100) ; 283 (6200) ; 291 (5300) nm ( F )  ; 
Rf(S) = 0,5 (Chloroform-Aceton 1 : l ) .  

C,,H,,N,O, (642,7) Rer. C 67,27 H 6,59 N 8,72% Gef. C 67,19 H 6,71 N 8,4776 
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1.3. Bpoc-Ser (But)-Ala-Tyr (But)-Trp-OMe: 16,7 g Z-Ala-Tyr (But)-Trp-OMe wurden in Mc- 
thanol wie ublich hydriert, Ausbeute quantitativ; Rf(S) = 0,3 (Chloroform-Methanol 9: 1). Der 
schaumige Ruckstand wurde in 30 ml Dimethylformamid gelost, auf 0" gekuhlt und zu der wic 
folgt bereiteten Losung des gemischten Anhydrids gegeben: Eine Losung von 16,9 g Bpoc-Ser- 
(But)-OH-Cyclohexylaminsalz [13] in 200 ml Essigcster wurde bei 0" mit 1~ Zitronensaure ausge- 
schuttelt, rnit Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum auf ca. 40 ml eingeengt. Nach Ab- 
kiihlcn auf - 13' wurden 4,7 ml Triathylamin und 4,45 ml Chlorameisensaure-isobutplester zuge- 
tropft und 5 Min. bei - 10" reagieren gelassen. Darauf wurde die obige Losung von H-Ala-Tyr- 
(But)-Trp-OMe zugegeben und die Mischung noch 2 Std. bei 0" und iiber Nacht bei Raumtempe- 
ratur geruhrt. Nach Verdiinnen mit Essigester wurde wie ublich aufgearbeitet : Aus Essigester- 
Hexan 19,l g (83%). Zur Analyse wurde nochmals gleich kristallisiert, Smp. 148-149" (Zers.) ; [a]? 

0,65 (Chloroform-Methanol 9: 1). 
- - - 33" (c = 1 in Methanol) ; UV.-Spektrum (Feinsprit) Amax = 255 nm ( E  = 21 000) ; Rf(S) = 

C,,H,,N,O, (890,l) Ber. C 68,82 H 7,13 N 7,87% Gef. C 68,89 H 7,03 N 7,900/6 

1.4. Bpoc-Ser(Bzit)-Ala-Tyr(Bzit)-Tr~-NHNH, ( V I I )  : Eine Losung von 29,4 g Bpoc-Ser- 
(But)-Ala-Tyr (But)-Trp-OMe in 160 ml Methanol wurde mit 16 ml Hydrazinhydrat versetzt und 
24 Std. bci Raumtemperatur bclasscn. Nach Verdiinnen mit 160 in1 Methanol wurde langsam mit 
320 ml Wasser versetzt, wobci das Produkt auskristallisierte. Nach Abnutschen, Waschen mit 
Methanol-Wasser 1 : 1 und Trocknen erhielt man 28,O g (957;) VII. Zur Analyse wurde nochmals 
aus Methanol-Wasser kristallisiert, Smp: 136" (Zers.); [a]: = - 2" (c = 1 in Methanol); Rf(S) = 
0,35 (Chloroform-Methanol 9:  1).  

C,,H,,N,O, (890,l) Ber. C67,47 €17,13 N11,02% Gef. C67,09 H 7 , l l  i V l l , l l ? &  

2. Z- Arg- Asn-Leu- Asn- Asn- Phe-NHNH, (V). - 2.1. Z-Asn- Phe-NHNH-Boc: 15,4 g 
H-Phe-NHNH-Boc [27], 21,4 g Z-Asn-ONp und 34 ml Dimethylformamid wurden bei Raumtempe- 
ratur geruhrt. Nach kurzer Zeit bildete sich eine klare Losung, aus dcr nach 30 Min. das Produkt 
auszufallen begann. Nach 18 Std. wurde mit vicl Ather zerrieben und die Fallung abgenutscht. 
Durch Umfallen aus Dimethylformamid-Athcr wurde das Dipeptidderivat rein erhalten, Ausbeute : 
22,7 g (78%). Doppel-Smp. : 209- 210" (Zcrs.), 235-236". Zur Analyse wurde aus Athanol umkristal- 
lisiert; [a]:' = -44" (c = 1 in Methanol); Rf(S) = 0,55 (Chloroform-Methanol 8:2).  

C,,H,,N,O, (527,6) Ber. C 59,19 H 6,31 N 13,280/6 Gef. C 58,93 H 6,38 N 13,14y0 
2.2.Z-Asn-Asn-Phe-NHNH-Boc: 29 g Z-Asn-Phe-NHNH-Boc wurden in Methanol wie iiblich 

hydriert. Das Produkt (Rf(S) = 0,15 (Chloroform-Mcthanol8: 2 ) )  wurde bei 70" in 45 ml Dimethyl- 
formamid gelost, auf Raumtemperatur gekuhlt und unter Riihren mit 23,5 g Z-Asn-ONp versetzt. 
Wahrend kurzer Zeit bildete sich eine Losung, nach wenigen Minuten erstarrtc die Mischung. Nach 
18 Std. wurde durch Zusatz von 200 ml Dimethylformamid bei 70" gelost, und die Losung unter 
Riihren in 1200 ml Ather eingetropft. Man filtrierte die entstandene, gallertige Masse ab und be- 
freite sie von p-Nitrophenol durch Waschen mit Ather und Aceton. Das erhaltene Produkt (31,6 g;  
90%) enthielt nach DC. noch Spuren von Verunreinigungen. Zur Analyse wurde aus Dimethyl- 
formamid-Aceton umgefallt, Smp. 243" (Zers.) ; [ a ] g  = - 27" (c = 1 in Dimethylformamid) ; Rf(S) 
= 0,24 (Chloroform-Methanol 8 :  2 ) .  
C,oH,,N,O,.l/,H,O (650,7) Ber. C 55,38 H 6,20 N 15,07% Gef. C. 55,28 H 6,27 K l j , 39% 

2.3. 2-Leu-Asn-Asn-Phe-NHNH-Boc: 35,s g Z-Asn-Asn-Phe-NHNH-Boc wurden in Dime- 
thylformamid wie ublich hydriert. Nach Abfiltrieren des Katalysators wurde eine durch kolloidal 
gelostes Pd braun gefarbte Losung erhalten. Sie wurde auf ca. 100 ml eingeengt, in 1 1 Ather ge- 
gosscn und das ausgefallene Produkt abfiltriert: 26,5 g (94%); Rf(S) = 0,35 (100). 

Das graue Pulvcr wurde bei 70" in 80 ml Dimethylformamid gelost, bei Raumtemperatur mit 
24,2 g Z-Leu-ONp versetzt und fiber Nacht stehengelassen. Die gallertig erstarrte Mischung wurde 
mit Ather zerrieben und abgenutscht. Umfallen aus Dimethylformamid-Ather gab 36,O g (91 %) 
Tetrapeptid. Zur Analyse wurde aus Dimethylformamid-Aceton umgefallt, Smp. ca. 260" (Zers.) ; 
[a]: = - 55' (c = 0,6 in Methanol) ; Rf(S) = 0,45 (Chloroform-Methanol 7 : 3). 

C,,H50N,0,, (754,s) Ber. C 57.28 H 6,68 N 14,84% Gef. C 56,60 H 6,65 N l5,09% 

2.4. 2-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-NHNH-Boc: 36 g Z-Leu-4sn-Asn-Phe-NHNH-Boc wurden bei 
80-90" in 800 ml Diniethylformamid gelost und dann bei Raumtemperatur wie ublich hydriert. 
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Nach Abfiltrieren des Katalysators wurde die braune Losung im Hochvakuum auf ca. 170 ml ein- 
geengt, durch Eintropfen in 2.5 1 Ather gefallt und die Fallung isoliert: 27,9 g (94%), Rf(S) = 0,35 
(100). Das Produkt wurde bei 80" in 165 ml Dimethylformamid gelost, bei Raumtemperatur mit 
21,6 g 2-Asn-ONp versetzt und uber Nacht belassen. Nach etwa 30 Min. war die Losung gallertig 
erstarrt. Durch Zerreiben mjt Ather wurde das Produkt nutschbar; es wurde mit Ather und Ace- 
ton gewaschen, und nochmals analog umgefallt und gewaschen: 34,2 g (88%) graues Pulver, wel- 
ches nach DC. noch Spuren von Verunreinigungen enthielt; Smp. 272-273" (Zers.); Rf(S) = 0,5 

2.5.Z-Arg-Asn-Leu-Asn-Asn- Phe-NHNH-Boc . HCI: 34,2 g Z-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-NHNH- 
Boc wurden bei 90" in 850 ml Dimethylformamid gelost und bei Raumtemperatur wie ublich hyd- 
riert. Nach Abfiltrieren des Katalysators wurde das braune Filtrat im HV. auf etwa 500 ml ein- 
geengt und mit 23,6 g 2-Arg-OH sowie 21,4 ml 3 , 6 ~  HCl in Dioxan versetzt. Dann gab man 17,4 g 
DCCI zu und beliess 24 Std. bei Raumtemperatur. Zur Abtrennung von kolloidal gelostem Pd gab 
man 10 g Kohle zu, nutschte ab und dampfte das Filtrat im HV. auf ca. 250 ml ein. Nach Eintrop- 
fen in 2 1 Ather wurde die Fallung abfiltriert und mit Ather gewaschen. Das Rohprodukt wurde in 
270 ml warmem Dimethylformamid gelost und bei Raumtemperatur mit 2,5 1 10-proz. Kochsalz- 
losung gefallt. Die flockige Fallung nutschte man ab. Nach Waschen mit 10-proz. Kochsalzlosung 
loste man das noch feuchte Material in 1 1 Diniethylformamid und entwasserte durch Einengen auf 
das halbe Volumen. Man nutschte das ausgefallene NaCl ab und gab zum Filtrat 2,4 1 Acetonitril. 
Die flockige Fallung wurde abgenutscht und mit Acetonitril gewaschen: 33,6 g (82%). Zur Analyse 
fallte man zweimal aus Dimethylformamid-Acetonitril um, Smp. 239-241" (Zers.) : [a]$ = - 34" 
(c = 0,5 in Dimethylformamid); Rf(S) = 0,25 (100). 

C4GH,,N,,01,~HCl~11/2H20 Ber. C 50,751 H 6,67 N 18,02 C13,26% 
(1088,6) Gcf. ,, 50,73 ,, 6,57 ,, 18,38 ,, 3,08% 

(100). 

2.6.Z-Arg-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-NHNH2. (HCl,  CF,COOH) ( V )  : 31,8 g Z-Arg-Asn-Leu-hsn- 
Asn-Phe-NHNH-Boc. HC1 wurden unter Ruhren bei 0" in 150 ml 90-proz. Trifluoressigsaure ein- 
getragen. Die Losung wurde 20 Min. auf 20" erwarmt. Dann goss man in 1,5 1 eiskalten Ather. 
nutschte die Fallung ab und wusch mit Ather nach. Das Rohprodukt riihrte man 30 Min. mit 300 
ml Dimethylformamid, wobci der grosste Teil in Losung ging, und fallte aieder mit Ather aus. Die 
abgenutschte Fallung wurde 1 Std. bei 25' mit 1,5 1 Isopropanol geruhrt, dann wurde das unlosliche 
Produkt abgenutscht und mit Isopropanol und Ather gewaschen: 26,7 g (93%), Smp. 234-235" 
(Zers.); Rf(S) = 0,38 (96). Die Substanz liegt als nicht eindeutig definiertes Gemisch des Chlorid- 
und Trifluoracctatsalzes vor. Aus  seinem N-Gehalt (gef. 19,1yo ; ber. fur das freie Peptidderivat 
C,lHG,N,40,,: 21,21%) berechnet sich ein Peptidgehalt von 90% ; titrimetrische Bestinimungen 
der Sauren ergaben einen relativen Gehalt von 96 Mol.-% C1- und 7 Mol.-Yo CF,COO-. 

3. H-His-Arg-Phe-Ser(But)-Gly-OH (VI). - 3.1.Z-Phe-Ser(But)-OMe: 27,O g (90 mMol) 
Z-Phe-OH und 12,5 ml (90 mMol) Triathylamin wurden in 250 ml absolutem Tetrahydrofuran ge- 
lost, bei - 18" mit 14,7 in1 Chlorameisensaure-isobutylester (112,5 mMol, 1,25 ns.) und nach 30 
Min. bei - 18" mit der auf - 10" vorgekiihlten Suspension von 18,l g H-Ser(But)-OMe.HC1 
(85,5 mMol, 0,95 as.) in 360 ml Tetrahydrofuran versetzt. Unmittelbar darauf wurde eine Losung 
von 15,O ml (108 mMol) Triathylamin in 100 ml Tetrahydrofuran zugetropft. Man liess drei Std. 
bei - 10" und uber Nacht bei Raumtemperatur riihren, engte dann im Vakuum ein und arbeitete 
in Essigester in iiblicher Wcise auf. Das Rohprodukt kristallisierte man bei 0" aus 200 ml Essigester- 
Hexan 1 : 1 um: 26,8 g kugelige Drusen vom Smp. 92,5-94,O"; [a]g = + 3" (c = 2,2 in Athanol) ; 
Rf(S) = 0,70 (Chloroform-Methanol 95: 5). 

C26H,2N,0G (456,5) Ber. C 65,77 H 7,07 N 6,14% Gef. C 65,85 H 7,10 N 6,27% 
3.2. Z-Phe-Ser(But)-NHNH,: Man loste 15,3 g (33,6 mMol) Z-Phe-Ser(But)-OMe in 150 ml 

Methanol und gab bei 2' 16,4 ml (336 mMol) Hydrazinhydrat zu. Nach 95 Std. bei 2" hatte sich ein 
dicker Kristallkuchen gebildet. Nach Abnutschen, Einengen des Filtrates und Abnutschen einer 
zweiten Fraktion erhiclt man 13,s g (88%) vom Smp. 158-160"; [ a ] g  = + 16' (c = 2,3 in Essig- 
saure) ; Rf(S) = 0,27 (Chloroform-Methanol 19: 1). 

C2,HszN40, (456,5) Ber. C 63,14 H 7,07 N 12,27y0 Gef. C 63.02 H 6,86 N 12,37% 
3.3. Z-Phe-Ser(But)-Gly-OMe: 18.4 g (40,4 mMol) 2-Phe-Ser (But)-NHNH, wurden in 100 ml 

Dimethylformamid gelost und bei - 20" mit 41,6 ml (101 mMol) 2 , 4 3 ~  HCl in Ather versetzt. Man 
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gab 7.15 ml t-Butylnitrit in 60 ml Dimethylformamid zu und belicss 10 Min. bei - 10". Dann wurde 
eine Losung von 14,O ml (101 mMol) Triathylamin in 60 ml Dimethylformamid zugetropft und da- 
nach 8,85 g (70 mMol) H-Gly-OMe-hydrochlorid eingetragcn. Innert 10 Min. gab inan weitere 
16,s ml (121 mMol) Triathylamin zu, liess drci Std. bei 0" und 18 Std. bei 25" stehen, engte sodann 
cin und arbeitcte in Essigester wie ublich auf. Das Produkt kristallisierte aus Essigester-Ather 
(bci 0"). Ausbeutc 14.7 g, Smp. 140-141"; [a]g = +13" (c = 2,3 in Essigsaure); Rf(S) = 0,72 

C27H35N307 (513,5) Ber. C 63,14 H 6,87 N 8,18% Gef. C 63,43 H 6,89 N 8,34% 

3.4. H-Phe-Ser(But)-GZ~~-On/le; 7,4 g (14,4 mMol) Z-Phe-Ser (But)-Gly-OMe wurden in 300 ml 
Methanol wie iiblich hydriert. Man crhielt 5,4 g (99%) farbloses 01; Rf(S) = 0,26 (Chloroform- 
Methanol 95 : 5). Das TosyZat wurde aus Essigester kristallin erhalten, Smp. 161-163" (Zers.) ; [x]g 
= + 18" (c = 2,0 in Athanol). 

C2,H,,N30,S (551,6) Bcr. C 56,61 H 6,76 N 7,62% Gef. C 56,54 H 6,90 K 7,68% 

(43 C). 

3.5. Z-Arg-Phe-Ser(But)-GZy-O1Zile,HBr; 5,3 g (17,3 mMol) Z-Arg-C)H wurden in 40 ml Di- 
methylformamid bei - 19" unter Zugabe von 5,9 in1 3,0x HBr (18 mMol) in Methanol gelost, dann 
wurden 5,6 g (14,4 mMolj H-Phe-Ser (But)-Gly-OMc zugegeben. Nach Zusatz einer Losung von 
3,85 g (18,7 mMol) DCCT in 5 ml Methylcnchlorid ruhrte man 3 Std. bei 0" und 18 Std. bei 25". 
Nach Wiederabkiihlen auf 0" nutschte man den Dicyclohexylharnstoff ab, dampfte das Filtrat zur 
Halite ein und goss es in 600 ml Ather. Die erhaltene Fallung wurde abgenutscht und nochmals aus 
Methanol-Ather umgefallt. Das Produkt war aber nach Dunnschichtchromatographie noch nicht 
ganz rein; Rf(S) = 0,48 (52), 0,54 (loo), 0,42 (43C); Rf(C) = 0,81 (45). 

3.6. H-Arg-Phe-Ser(Butj-GZy-OMe. (HCI,  H B r ) ;  6,3 g (8,5 niMol) Z-t\rg-Phe-Ser (But)-Gly- 
OMc-HBr wurdcn in 350 nil Methanol unter Zusatz von 2,9 ml 3 , l ~  HC1 (8.9 mMol) in Dioxan in 
ublicher Weise hydriert. Das erhaltenc Produkt wurdc zweimal aus Methanol-Ather umgefallt : 
5,4 g (9876) farbloscs Pulver; Rf(S) = 0,38 (96), 0,13 (100); Rf(C) = 0,58 (45). 

3.7. Z-His-Arg-Phe-Ser (But)-GZy-OMe. CH,COOH: Zu eincr Losung von 10,O g (33,O mMol) 
Z-His-NHNH, in 80 ml Dimethylformamid und 33,O in1 3 , 0 ~  HC1 (99,O mMol) in Dioxan tropftc 
man bei - 10" 4,56 ml (39,6 mMol) t-Butylnitrit in 14 ml Dimethylformamid und riihrte 10 Min. 
bei - 10". Dann wurden 13,8 ml (99,O mhfolj Triathylamin in 40 ml Dimethylformamid so zuge- 
tropft, dass die Temperatur nicht uber - 10" sticg. Die Mischung wurde nun in eine vorgekuhltc 
Losung von 10,l g (15,5 mMol) H-Arg-Phe-Ser (But)-Gly-OMe. (HBr,HCl) in 110 nil lknethyl-  
fornianiitl gegosscn. Dann gab man 3,45 ml (24,8 niMol) Triathylamin zu und ruhrtc 3 Std. bei 0" 
und 13 Std. bei 24". Nach Abfiltriercn von ungeliistem Material danipfte man im Vakuum auf etma 
100 ml ein und goss die Losung in 1 1 Essigester. Von dcr cntstandenen Fallung dekantierte inan ab. 
Das Kohprodukt unterwarf man einer Gegcnstromverteilung im System I1 (Phasenvolumen 25 nil). 
Nach 430 Schritten befand sich das Produkt in dcn Gefassen 170-210 (Y,,, = 190, K = 0,79). 
Diese Fraktionen wurden vereinigt und aus Methanol-Ather gefallt. Man erhielt ein Pulver vom 
Smp. (76) 115-120" (Zers.), Ausbeute: 9,l g ;  [ x ] g  = - 9" (c = 2 in Dimethylformamid). Die hy- 
groskopische Substanz war diinnschichtchromatographisch einhcitlich, Rf(S) = 0,37 (43C), 0,23 
(52Aj, 0,45 (96). 

3.8. H-His-Arg-Phe-Ser (But)-GIy-OMe.  2 CH,COOW: 2,51 g (2,9 niMol) Z-His-Arg-Phe-Ser- 
(But)-Gly-OMe.CH,COOH wurden in 300 ml Methanol-Essigsaure (9: 1) wie iiblich hydriert. Man 
falltc das Produkt mehrmals aus Methanol-Ather urn. Zur Reindarstellung chromatographiertc 
inan eine Probe an ciner Saule (2 x 30 cm) von Sephadex CM-25, wobei man mit cincni linearen 
Gradienten von 0,OS bis 0,5 M AInrrioniumacetatlijsung (pH = 6,O) eluicrte. Die mit eincr Konzen- 
tration von etwa 0,3 &I cluierten Fraktioncn enthielten reine Substanz ; nach Absublimation des 
Amtnoniumacetats bei 40"/0,01 Torr, Stnp. (80) 138-145" (Zcrs.); [alg = + 16" (c = 2 in Eis- 
essig); Rf(S) = 0,lO (96j, 0,43 (101 A) ,  0,31 (104). 

3.9.H-His-Arg-Phe-Sev(But)-Gly-OH ( V l )  : 2,84 g (3,3 mMol) H-His-hrg-Phe-Ser (But)-G1>7- 
ON1e.2CH3COOH wurden in 40 ml Wasser gelost und 15 ml 2~ wassriger Piperidinlosung zugegc- 
hen. Nach 15 Min. versetzte man mit 15 ml 2~ Essigsaurc und lyophilisierte die Losung. .\us dem 
Lyophilisat wurde irn Hochvakuum bei 60" das Piperidinacetat teilweise abgetrieben. Dann fallte 
man aus lLlethano1-Essigester zweimal urn: 2,0 g (910/,) Pulver votn Smp. 194-200" (Zers.). Nach 
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DS. sind noch Nebenprodukte anwesend. Das Produkt ururde durch multiplikative Verteilung 
iiher400 Schritteim System 111 gereinigt ( K  = 0,17); Rf(S) = 0,45 (101B), 0,47 (121), 0,53 (104); 
Rf(C) = 0,48 (45). 0,36 (96), 0,8O (121). 

3.10. H-His-Arg-Phe-Ser-Gly-OH: 17 mg VI ivurden in 0,5 ml90-proz. Trifluoressigsaure 1 Std. 
bei 25" belassen. Dann fallte man mit Ather, nutschte ab, loste in 5-prOZ. Essigsaure, eluierte uber 
eine Saule Amberlite CG-45 (Acetatform) und lyophilisierte das Eluat;  Rf(S) = 0,26 (101 B), 0,27 
(121), 0,28 (104) ; Rf(C) = 0,25 (45). - Aminosaureanalyse des Hydrolysates mit Aminopeptidase 
M [20] (Werte der Totalhydrolyse mit 6~ HCI (24 Std. 110") in Klammern) : Arg 1,07 (0,971, His 
1,05 (0,97), Ser 1,03 (0,82), Phe 1 , O O  (1,04), Gly (Bezugswert) 1,00 (1 ,OO).  

4. H- Met- Gly- Phe- Gly -Pro- Glu(0But)-Thr(But)- Pro- NH, (X) . - 4.1. 2- Thr (Bu t )  - 
Pro-NH,: 3,l g Z-Thr(But)-OH und 1,14 g H-Pro-NH, wurden bei 0" in 45 nil Acetonitril gelost, 
mit 2,27 g DCCI versetzt und eine Std. bei 0" und 18 Std. hei 25" geriihrt. Dann kuhlte man wieder 
auf O"ab, nutschte den Dicyclohexylharnstoff ab und dampfte das Filtrat ein. Der Ruckstand wurde 
in Essigestcr gelost und wie ublich neutral gewaschen. Man fallte das Rohprodukt aus Benzol- 
Hexan um:  3,15 g amorphes Pulver, das noch ca. 3% Dicyclohexylharnstoff enthielt; [ m ] g  = 
- 14" (c = 1,6 in Methanol); Rf(S) = 0,29 (Toluol-Aceton l : l ) ,  0,67 (45), 0,64 (52). 

4.2. H-Thr(But)-Pro-NH,.HCZ: 2,03 g (5 mMol) Z-Thr(But)-Pro-NH, wurden in 70 ml Me- 
thanol unter Zugahe von 5 m l 1 ~  HCl wie iiblich hydriert. Man kristallisierte aus Athanol-Ather: 
1,24 g Dipeptidhydrochlorid (kristallwasserhaltig), Smp. 168" (Zers.) ; [XI? = - 39" (c = 1,s in 
Methanol); Rf(S) = 0,22 (43C), 0,43 (45), 0,20 (52). 

Cl,H,,N,U,~HCl~l/,H,O Ber. C 49,28 H 8,59 N 13,26 C1 11,19% 
(316,s) Gef. ,, 49,21 ,, 8,73 ,, 13,29 ,, 11,57% 

Wurde die obige Hydrierung ohne Zusatz von Salzsaure vorgenommen, so erhielt man nach 
Aufarbeitung ein Gemisch von H-Thr (But)-Pro-NH, und dessen Diketopiperazin cyclo-(Thr (But)- 
Pro-); Rf(S) = 0,64 (45), 0,32 (52). 

4.3. 2-Glu (OBut)-Thr(But)-pro-NH,: Zu einer Suspension von 7, l  g Z-Glu (OBut)-Oh-p und 
4,3 g fein gepulvertem H-Thr (But)-Pro-NH,.HC1.l/,H,O in 10  ml Dimethylformamid wurden 
wahrend 1 Std. bei 20" 1,94 ml Triathylamin getropft. Nach Ruhren uber Nacht gab man Essig- 
ester und Wasser bis zur vollstandigen Losung zu, extrahierte die Essigesterlosung zuerst bei 0" 
mit 0 , 2 ~  NaOH und wusch sie dann wie ublich neutral. Der kristalline Ruckstand wurde aus 
Essigester-Hexan umkristallisiert: 6.5 g Tripeptidderivat vom Smp. 164-165"; [XI: = - 23" (c = 
0.94 in Methanol); Rf(S) = 0.70 (43C). 0.77 (52). 

C,,H,6N40, (590,7) Ber. C 61,00 H 7,85 N 9,49% Gef. C 60,59 H 7,90 N 937% 

4.4. H-Glu (0 But)-l 'hr (But)-Pro-NH,: 4,4 g Z-Glu (0 But)-Thr (But)-Pro-NH, wurden in 120 
ml Methanol wie iiblich hydriert. Der kristalline Riickstand wurde aus Essigester-Hexan umkri- 
stallisiert: 3 , l  g, Smp. 165-167"; [a]% = - 22" (c = 1,l in Chloroform) ; Rf(S) = 0,50 (Chloroform- 
Methanol 9: 1). 

C,,H4,N,0, (456,6) Ber. C 57,87 H 8,83 N 12,27% Gef. C 57,69 H 8,79 N 12,14% 

4.5. 2-Gly-Phe-Gly-Pro-0 But :  18,0 g Z-Gly-Phe-Gly-OH [28] und 5,s ml Triathylamin wurden 
in 120 ml ahsolutem Tetrahydrofuran gelost, auf - 20" gekuhlt und durch Zutropfen von 5,4 ml 
Chlorameisensaure-isobutylester zum gemischten Anhydrid umgesetzt. Man riihrte 10 Min. bei 
- 10" und gab dann eine eiskalte Losung von 8,55 g H-Pro-OBut in 30 ml Dimethylformamid zu. 
Uic Mischung wurde eine Std. bei 0" und 18 Std. hei 20" geriihrt, hierauf vom ausgeschiedenen Tri- 
athylammoniumchlorid befreit und im Vakuum eingeengt. Den oligen Ruckstand 16ste man in 
Essigester und wusch wie iiblich neutral. Das Rohprodukt kristallisierte man zweimal aus Essig- 
ester-Hexan: 16,O g. Smp. ca. 75-80"; Rf(S) = 0,68 (43C), 0,70 ( 5 2 ) ,  0,47 (Chloroform-Methanol 
9:1), 

C~,,H,8N40, (566,6) Rer. C 63,59 H 6,76 N 9,890/, Gef. C 63,74 H 7,03 N l O , O l O / ,  

4.6. 2-Gly-Phe-Gly-Pro-OH: 1.5 g 2-Gly-Phe-Gly-Pro-OBut wurden in 150 ml 90-proz. Tri- 
fluoressigsaure gelost und 20 Min. bei 22" belassen. Dann dampfte man bei 25" im Vakuum his zur 
oligen Konsistenz ein, zerrieb den Ruckstand mit Eiswasser, dekantierte und trocknete im Hoch- 
vakuum bei 30". Nach Zerreiben mit Ather-Hexan 1 : 1, Abfiltrieren und Trocknen uber KOH er- 
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hielt man 12,5 g amorphes Pulver vom Smp. ca. 90-100'; "18 = - 68" (c = 1 in Methanol) ; Rf(S) 
= 0,22 (43C), 0,30 (45), 0,39 (52). 

C,,H,,N,O, (510,5) Ber. N 10,98 0 21,94% Gef.  N 10,80 0 22,21% 

4.7. 2-GZy-Phe-Gly-Pro-Glu (0 But)-Thr (But)-Pro-NH,: 4,47 g Z-Gly-Phe-Gly-Pro-OH und 
3,0 g H-Glu (0But)-Thr (But)-Pro-NH, wurden in 40 ml Acetonitril gelost und bei 20" mit 1,76 g 
DCCI versetzt. Es  fie1 sofort Dicyclohexylharnstoff aus, der nach 15 Std. abfiltriert wurde. Das 
Filtrat wurde zur Trockene eingeengt und der Ruckstand in Essigester wie ublich neutral gewa- 
schen. Zur Reinigung fallte man mehrmals aus Essigester-Petrolather : 4,9 g amorphes Pulver; 
Rf(S) = 0,58 (43C), 0,56 ( 5 2 ) ,  0,65 (loo), 0,55 (Chloroform-Methanol 8:2) .  

4.8. H-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu (0 But)- Thr(But)-Pro-NH,: 3,26gZ-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu (0 But)- 
Thr(But)-Pro-NH, wurden in 60 ml Methanol wie iiblich hydricrt. Man fallte den Riickstand aus 
Benzol-Pctrolather: 2,65 g amorphes Pulver; Rf(S) = 027  (43C), 024  (SZ), 0,19 (loo), 0,11 
(Chloroform-Methanol 8 : 2). 

4.9. Bpoc-Met-GZy-Phe-Gly-Pro-GEu (0 But)-Thr (Llut)-Pro-NH,: 3,72 g Bpoc-Met-OH'), 5,21 g 
H-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu (0 But)-Thr (But)-Pro-NH, und 1,98 g DCCI wurden in 30 nil Acetonitril 
unter Stickstoff iihcr Nacht bci 30" geriihrt. Zum Losen des teilweise auskristallisierten Octapepti- 
des wurden 45 nil Methanol zugefiigt, die Mischung auf 40" erwarmt und vom unliislichen Dicyclo- 
hexylharnstoff abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum eingcengt und der Ruckstand in Essig- 
ester gelost und bei 0" wie iiblich neutral gewaschen. Das amorplie Rohprodukt wurde zweimal aus  
Essigestcr-Petrolather umgefallt und anschliessend aus  Essigester-Hexan kristallisiert : 6,3 g vom 
Snip. 178-180" (Zers.); [ o L ] ~  = - 59" (c = 1 in Methanol); Rf(S) = 0.60 (43C), 0,62 ( S Z ) ,  0,30 
(Chloroform-Methanol 9 : 1). 

C,,H,,N,O,,S Ber. C 61,86 H 7 2 3  N 10,64 S 2,71% 
(1184,5) Gef. ,, 6158 ,, 7,20 ,, 10,61 ,, 2,83% 

4.10. H-Met-Gly-Fhe-Gly-Pro-GZu (0 But)-Thr (Bztl)-Pro-NH, ( X )  : 3 g Bpoc-Met-Gly-Phe- 
Gly-Pro-Glu (0But)-Thr (Rut)-Pro-NH, wurden in 35 ml Methylenchlorid gelost und rnit 28 in1 
75-proz. Monochloressigsaure versetzt. Nach 10 Min. wurden 170 ml eiskaltc 2 N Sodalosung zuge- 
gebcn, das ausgeschiedene Peptid mit 1-Butanol-Essigester (1 : 1) extrahiert und die organische 
Phase mit Wasscr neutral gewaschen. Ilas beim Einengcn zur Trockne erhaltene Rohprodukt 
wurde zweimal aus Essigester-Hexan umgefallt und crgab 1.93 g amorphes Pulver. Rf(S) = 0,45 
(43C), 0,26 ( S Z ) ,  0,27 (100). 

5 .  H-Arg-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-His-Arg-Phe-Ser(But)-Gly-OH. CH,COOH 
(VIII). - 5.1.Z-Deriuat: 6,7 g Z-Arg-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-"H, wurden bei 80" in 100 ml90- 
proz. Dimethylformamid suspendiert, bei 0" rnit 4,5 ml 3 , 6 ~  HCI in Dioxan versetzt und dann bei 
Raumtemperatur bis zur vollstandigen Losung geriihrt. Bci - 15" wurden sodann 0,95 ml t-Butyl- 
nitrit zugetropft und 20 Min. bei - 10" geriihrt. 1)as Azid fallte man durch Eingiessen in 900 ml 
Ather von -20" als 01. Lhrch zmeinialiges Zcrreibcn rnit Ather bei -- 20" erhielt man ein Pulver, das 
man nach Abdckanticren des Athers im Vakuum bci - 20" kurze Zeit trocknete. Das Azid wurde 
darauf in 64 ml Dimethylformamid bei - 10" gelost, rnit 2,56 g H-IHis-Arg-Phe-Ser (But)-Gly-OH 
(VI) und 1,8 ml Triathylamin versetzt und die Mischung S Std. bei 0" geruhrt. Wahrend dicser 
Zeit wurde durch portionenweise Zugabe von wenig Triathylamin cin pH-Wert von 7--8 eingestellt. 
Nach Abfiltrieren des Triathylammoniumchlorids fallte man durch Eintropfen in 800 ml Ather und 
lostc nach Abgiessen der Atherlosung den Ruckstand in 100 ml Methanol. Dann fallte man erneut 
mit Ather. Das Rohprodukt (8,3 g) wurde durch multiplikative Verteilung (25 ml Phasenvolumcn) 
im System I gereinigt. Nach 770 Vertcilungsschritten wurde das reine Produkt aus den Vertei- 
lungselementen 192-230 ( K  = 0,48) erhalten. niese Frdktioncn wurden vereinigt, im Vakuum bei 
40" auf ein kleines Volumen eingeengt und nach Zugabc von t-Butanol lyophilisiert : 3,97 g (69%) ; 

5.2. V I Z I ;  3,97 g des unter 5.1. erhaltenen Z-~~rg-Asn-Leu-Asn-Xsn- he-His-Arg-Phe-Ser- 
(But)-Gly-OH. CH,COOH wurden in 900 ml 80-proz. Dimethylformand wie iiblich hydriert. Die 

Rf(S) = 0,56 (101B), 0,07 (104); Rf(C) = 0,37 (45), 0,85 (104); Rf[A) = 0,45 (121). 

7)  Aus dcm lrristallinen Dicyclohexylaminsalz [13] hergestellt durch Aufnehmen in Essigester und 
Extrahicren rnit 5-proz. Zitronensaurelosung. 
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nach Abnutschen des Katalysators erhaltene, braune Losung wurde im Hochvakuum bei 40" auf 
50 ml eingeengt und direkt fur die nachste Stufe verwendet. 

Eine Probe wurde zur Trockerle verdainpft, der Riickstand in Wasser gelost, das ausgefallene 
Pd abzentrifugiert und die farblose Losung lyophilisiert. Rf(S) = 0,42 (101 B), 0,34 (101.4) ; Rf(C) 
= 0,27 (45); Rf(A) = 0,51 (52A), 0,27 (121). Aniinosaure-Analyse (Hydrolyse 20 Std., 110", 6 N  
HC1) (ber. Wert; in Klammern) : Arg 2,05 (2), Asp 3,14 (3), Gly (Bezugswert) 1 ,OO ( l ) ,  His 0,91 (l), 
Leu 0,96 (l), Phe 1,97 (2), Ser 0,91 (l), NH, 4,11 (3). 

6. Bpoc- Ser (But) -Ala-Tyr (But) -Trp-Arg- Asn-Leu- Asn- Asn-Phe-His -Are-Phe- 
Ser(But)-Gly-OH.2 TosOH (IX). - 10,6 g Bpoc-Ser (But)-Ala-Tyr (But)-Trp-NHNH, wurden 
in 210ml Dimethylformamid gelost. Bei -30" gab man 8 , 4 m l 3 , 6 ~  HCl in Dioxan und anschliessend 
1,74 ml t-Butylnitrit zu und liess 15 Min. bei - 15O stehen. Dann wurden unter guter Kuhlung 25 ml 
2~ Natriumcarbonatlosung zugetropft bis das pII 6-7 bctrug. Das Azid wurde mit 300 ml Eis- 
wasser gefallt und abgenutscht. Das feuchte Azids) wurde unter Riihren in die oben erhaltene, auf 
0" gekuhlte Losung von VIII eingetragen, mit 60 ml Dimethylformamid und 27 ml Essigester nach- 
gewaschen und das pH clurch Zugabc von etwas Triithylamin auf ca. 7-8 cingestellt. Man riihrte 
4 Std. bei 0" und fallte Init 600 nil Ather aus. Das zuerst olig anfallende Produkt wurde nach zwei- 
maligem Ausruhren niit je 600 ml Ather fest. Man loste in 80 ml Methanol-Dimethylformamid = 
4:  1 und fallte wieder mit Athcr aus, wobei man ein pulvriges Produkt erhielt. Dieses wurde durch 
Gegcnstrom-Vrrtcilung iiber 250 Stufen im System V gereinigt. Die Elemente 120-200 enthielten 
das reine Produkt, K = 1,5. Uiese Phasen wurden vereinigt, im Vakuurn bei 4U" auf eiii kleines 
Volumen eingeengt und dann nach Zusatz von vie1 t-Butanol ly~phi l is ier t~) .  Das Produkt war 
chromatographisch einheitlich, Ausbeute 4,6 g (80% ber. als Monoacetat). Rf(S) 5 0,25 (45), 0,55 
(101A), 0,45 (107). 

Zur Uberfiihrung in clas Ditosylal wurdcn 3.0 g des obigen Produkts in 45 ml Pyridin bei 40" 
grossteateils gelost, bei 0" mit einer Losung von 47.5 mg fi-Toluolsulfonsaurehydrat in Pyridin vcr- 
setzt und im Valruum eingedampft. Nach nochmaligem Eindampfen mit Pyridin wurde der Ruck- 
stand in Wasser und t-Butanol gelost und lyophilisiert. Nach Zerreihen mit Ather wurden 3,18 g 
(95%) des Ditosyluts VOR I X  erhalten, welches sich nach Diinnschichtchromatographie als unver- 
andert erwies; gas-chromatographischl") war keine Essigsaure nachweisbar. 

7. H-Ser(But) -Ala -Tyr (But) -Trp -Arg -Asn - Leu -Asn -Asn - Phe -His  -Arg - Phe- 
Ser(But)-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu(OBut)-Thr(But)-Pro-NH,. tritosylat (IV). -. 
7.1. BFoc-Derivat: 3,13 g IX-Ditosylat, 1,s g X und 275 mg Hosu wurden unter N, bei 45" in 16 ml 
Dimethylformamid gelost, mit 370 mg DCCI versetzt und das Ganze 12 Std. bei 45" geriihrt. Das 
durch Ausfillen mit Ather erhaltene Rohprodukt wurde durch Gegenstromvcrteilung iiber 270 Stu- 
fen im Systcm VI gereinigt. Die in den Elementen 116-178 enthaltene reinc Substanz ( K  = 1,25) 
wurde, wie bei IX beschrieben, gewonnen; 2,9 g (73%). UV.-Spektrum (Feinsprit) :,I,,, = 259 nm; 
aus der Extinktion ('her. = 21 000) berechnet sich der Peptidgehalt zu 91%. Rf(S) = 0,25 (52A) ; 
0,42 (96), 0,52 (107). 

C,,,H,,,TU',,O,,S.2CII,COOH (3324) Ber. S 0,96% Gef. S l,ll% 

7.2. T-~ZtusyZut VOYI I V :  2,84!g des unter 7.3. erhaltenen Bpoc-Derivates wurden unter N, in 
200 ml 50-proz. Essigsaure gelost und 5l/, Std. bei 25" belassen. Nach Eindampfen im HV. bei 30" 
wurdc der Riickstand in 160 ml 90-proz. Pyridin gelost und mit 470 mg Toluolsulfosaurehydrat 
versetzt. Danii dampfte man im HV. bei 30" zur Trockene ein. Nach nochmaligem Losen in 90- 
proz. Pyridin und Eindampfen wurde der Riickstand in 20 nil Wasser und 30 nil t-Butanol gelost 
und lyophilisicrt. Uas Lyophilisat fallte man aus Dimethylformamid-Ather um. Die flockige Fal- 

8 )  Eine 0 , l ~  Losung des ilzids in Dimcthylformamid zcigte erst nach 4 Tagen bei - 5" eine gerin- 
ge Bande des Isocyanates (2235 cm-l) ini 1R.-Spektrum; zur Hauptsache lag noch das Azid 
vor (starke Bande bei 2140 cm-l). 

9) Trotz der Anwesenheit von Essigsaure beobachtetc man keine Abspaltung der Bpoc-Gruppc; 
in Gegenwart von Losungsmitteln wie Methanol oder t-Rutanol ist die Abspaltungsgeschwindig- 
keit verschwindend klein . 

1") Man injizierte 1-2 pl einer 10-proz. Losung in Uimethylformamid-Wasser (9: 1, enthaltcnd 0,1% 
llioxan als interner Standard) auf eine Porapak-9-Saule (2 x 1900 mm) (Gas-Chromatograph 
Typ 1520 FID der Fa. AEROGRAPH). Nachweisgrenze: 0,05 y Essigsaure. 

____- 
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lung wurde abgenutscht und rnit Ather ausgcwaschen: 2,79 g (94%). Das Produkt war nach Gas- 
Chromatographielo) frei von Essigsaure. Rf(S) = 0,27 (96), 0,15 (52A), 0,58 (101A). Die Abspal- 
tung der Rpoc-Gruppe gelang auch mit Essigsaure-83-proz. Ameisensaure-Wasser 7 : 1 : 2 in 1 Stcl. 
bei 30". 

I I 
8. Boc-Cys-Ser(But) -Asn-Leu-Ser(But)-Thr(But) -Cys -Val-Leu -Ser (But) -Ala- 

Tyr(But)-Trp-Arg-Asn-Leu-Asn-Asn-Phe-His-Arg-Phe- Ser(But)-Gly-Met-Gly-Phe- 
Gly-Pro-Glu(0But)-Thr(But)-Pro-NH,. 2 CH,COOH (11). - 2,46 g IV-Tritosylat, 1,28 g 
I11 [14], 325 mg Hosu und 0,118 ml N-Methylmorpholin wurden untcr N, bei 60" in 16 ml Dime- 
thylformamid gclost. Nach Abkuhlen auf 10" wurden 360 mg DCCI zugegeben und die Mischung 
18 Std. bei Raumtemperatur geruhrt. D a m  nutschte man den Dicyclohexylharnstoff a b  und fallte 
durch Eintropfen des Filtrats in Ather. Das Rohprodukt wurde durch multiplikativc Verteilung 
ubcr 430 Stufen im System VI gereinigt. Nach nunnschichtchromatographie enthielten die Ele- 
mente 143 bis 177 reines Produkt ( K  = 0,63), die Elemente 178-184 enthielten I1 im Gemisch 
mit seinem Sulfoxidderivat. Die Substanz wurde wie bei IX beschrieben, isoliert: 1,85 g (61%). 
Rf(S) = 0,2 ( 5 2 ) ,  0,44 (96), 0,25 (100); Rf(A) = 0,67 (45). 

I I 
9. H-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser -Thr-Cys -Val-Leu -Ser -Ala -Tyr -Trp -Arg -Am-Leu- 

Asn-Asn-Phe-His-Arg-Phe-Ser-Gly-Met-Gly-Phe-Gly-Pro-Glu-Thr-Pro-NH,. 
3 CH,COOH (I). - Man iibergoss 1,05 g I1 unter Stickstoff rnit 21 ml eiskalter, konz. Salzsaure 
und riihrte 10  Min. bei 0". Dann evakuierte man zur Entfernung des gasformig gelosten HCl bei 
0" 5 Min. auf 0,Ol Torr, verdunnte dann mit 300 ml t-Butanol und lyophilisierte. Der Ruckstand 
(Trihydrochlorid von I) wurde in O , ~ N  Essigsaure gelost und uber eine Saule (2 x 15 cm) MERCK- 
Ionenaustauscher Nr. I1 (Acetatform) filtriert. Das Eluat wurdc lyophilisiert und der Ruckstand 
bis znr Gewichtskonstanz an der Luft stehengelassen : 890 mg (96%) farbloses, nicht hygroskopi- 
sches Pulver; Rf(A) = 0,33 (45), 0.59 (52), 0,56 (104); Rf(C) = 0,63 (101A);  Elelrtrophorese bei 
pH 1,9 (Puffer: 95,2 ml Eisessig, 26,5 ml Ameisensaure, 1 1  Wasscr), 90Min. 16V/cm: auf aAvicel- 
Fertigplatten 1440)) Laufstrecke - 4,9 cm; auf Celluloscacetat (c(Cellogel-Folie)) d.  Fa. CHEMETRON, 
Mailand) - 3,6 ctn. Peptidgehalt : 81% (aus Aminosaureanalyse [I] berechnet) : UV.-Spektrurn [29] 
( 0 , l ~  NaOH) : Verhaltnis Tyr/Trp = 0,97 ; Essigsauregehalt (gas-chromatographischlO)) ber. 
(Triacetat) 4.75, gef. 5,5%. 

Zur Kontrolle der Reinheit wurden 100 mg 1 einer Gegenstromverteilung uber 140 Stufen im 
System IV unterworfen (Phasenvolumen je 3 ml). Die Elemente 50-80 gaben nach Eindampfen 
und Lyophilisation 90 mg 1 zuriick ( K  -0,s). Die biologischc Aktivitat war gleich wie die des un- 
vcrteilten I. 

Die Abspaltung ckr  Schntzgruppen aus I1 kann auch rnit 90-proz. Trifluoressigsaure vorge- 
nommen werden. Nach 2 Std. bei 25" ist dabei noch wcnig cines erst teilweise hydrolysierten Zwi- 
schenproduktes nachweisbar ; gleichzeitig bilden sich Umwandlungsprodukte, die bei Dunnschicht- 
chromatographie langsamer, bei Diinnschichtelcktrophorese schnellcr zur Kathode, wandern. 

Fur sorgfaltige technische Mitarbeit danken wir den Herren R. BAUMANN, H. BRUCKNER, H. R. 
KELLER, B. KREIS, A. STAUFFER und B. WETLI. 

Chromatographische Analysen wurden in unserem Chromatographielabor (Leiter : Herr E. VON 

ARX) in verdankenswerter Weise durch Frau K. REIST, Frau M. RIST und die Herren D. F.4UPEL, 

H.MULLER und R. STEINER ausgefuhrt. 
Mikroanalysen und Spektren verdanken wir unseren Speziallaboratorien unter dcr Leitung 

der Herren Dres. W. PADOWETZ und H. HURZELER. 

Den Herren Dr. B. ISELIN und Dr. W. KESSLER danken wir fur die uberlassung von Zwischcn- 
produkten bestens. 
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