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255. Menschliches Calcitonin. VI1). Die Synthese yon Calcitonin M 2) 
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Chemische Forschungslaboratorien der Division Pharmazeutika der 

C I B A  -GEIGY AG.,  Base1 

(14. X. 70) 

Summary. A detailed account is given of the total synthesis of human calcitonin M, the 
hypocalcaemic hormone possessing the dotriacontapeptide sequence I. In  the build up of I, the 
protected sequences 1-10 and 11-32 served as intermediates for the preparation of the protected 
precursor dotriacontapeptide 1-32 (11). While the synthesis of the fragment 1-10 has been reported 
previously [l], the present account includes a detailed description of the build up of the inter- 
mediate 11-32. Racemisation encountered in the synthesis of this fragment is discussed and con- 
ditions indicated in which it is minimized. 

From the final coupling step using dicyclohexylcarbodiimide-N-hydroxysuccinimide 131, the 
protected dotriacontapeptide I1 was obtained pure in a yield of 65% after counter-current distribu- 
tion. 

In the removal by acidolysis of the protecting groups from I1 even under optimal conditions 
two side reactions occur: alkylation of the 8-methionine side chain and N to 0 acyl migration at  
the serine or threonine residues. By-products from these reactions were removed by counter- 
current distribution giving very pure I free of diastereoisomers and possessing the biological activity 
of highly purified natural calcitonin M. In the routine assay [4] after repeated testing its activity 
was evaluated a t  100 -J= 5 U/mg (calculated on content of free peptide). 

In einer Kurzmitteilung [a] haben wir die Synthese des aus menschlichem Schild- 
drusentumorgewebe isolierbaren hypocalcaemischen Hormons Calcitonin M [5], das 
die Dotriacontapeptidsequenz I besitzt [6], beschrieben. Die Synthese, die bereits 
zum biologisch voll aktiven, mit natiirlichem Calcitonin M identischen Hormon 
fuhrte, ist inzwischen mehrmals wiederholt worden. 

Im Folgenden beschreiben wir ausfuhrlich den vorteilhaftesten Syntheseweg. 
Besondere Aufmerksamkeit wurde dabei der Reinigung und Charakterisierung von 
Zwischen- und Endprodukten sowie dem Nachweis und der Unterdruckung von 
Nebenreaktionen gewidmet. 

Formelschema 1. I ,  Calcitonin M [6Is) 

I I 
H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met-Leu-Gly-Thr-Tyr-Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys-Phe-His- 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NH, 
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 

l) V. : siehe [l]. 
2, Vorlaufige Mitteilung vgl. [2]. 
3, Zur in dieser Arbeit verwendeten, abgekurzten Schreibweise fur Aminosauren, Peptide und 

ihre Derivate vgl. [7]. Weitere Abkiirzungen: Boc = t-Butyloxycarbonyl-; But = l-Butyl; 
DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid; Np = P-Nitrophenyl-; Su = 1-Succinimidyl-; Z = Ben- 
zylox ycarbonyl-. 
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Beschreibung der Synthese 

Die zur Synthese von I herangezogene Methodik folgte weitgehend derjenigen, die 
in unsern Laboratorien zum Aufbau des Schweine-u-Thyrocalcitonins entwickelt und 
ausfuhrlich beschrieben worden ist [B] . Die nachfolgende Diskussion kann deshalb auf 
die beim Aufbau der grosseren Teilsequenzen sowie bei den letzten Stufen gemachten 
Beobachtungen eingeschrankt werden. 

Herstellung des geschutzten Calcitonin M-( 1-32)-dotriacontapeptidamids I I .  Wie im 
Formelschema 2 angegeben, ging der letzte Aufbauschritt von den geschutzten Teil- 
sequenzen 1-10 (111) und 11-32 (IV) aus. Uber die Synthese von I11 wurde kurzlich [I] 
eingehend berichtet, diejenige von IV wird weiter unten beschrieben. 

Zur Herstellung von I1 verknupfte man diese beiden Fragmente nach der Methode 
von Weygand-Wiinsch [3]  mittels DCCI-HOSu. Nach Gegenstromverteilung des Roh- 
produkts erhielt man dabei reines I1 in 65% Ausbeute (berechnet auf die im Unter- 
schuss eingesetzte Komponente IV). Bei diesem Reinigungsverfahren wurden auch 
geringe Mengen des in I1 enthaltenen D-Histidinz0-1someren (zu seiner Entstehung 
vgl. unten) auf Grund seines starker polaren Verhaltens abgetrennt. 

Der Nachweis dieses Diastereomeren, das sich von I1 dunnschichtchromatographisch nicht 
unterscheiden lasst, ist umstandlich: dazu wurden die einzelnen Verteilungsfraktionen durch 
Acidolyse mittels konz. Salzsaure von den Schutzgruppen befreit und die freien Peptidfraktionen 
mit Trypsin inkubiert. Im D-Hiszo-Calcitonin M ist die Trypsinspaltung am Lysinrest 18 gegenubcr 
derjenigcn in I sehr stark verlangsamt. Dieses Diastereomere macht sich deshalb in Dunnschicht- 
chromatogrammen als etrypsinresistentes I I) bemerkbar. Dass es sich dabei tatsachlich um das 
D-Histidin-Isomere handelt, wurde durch Totalhydrolyse und Abbau mit L-Aminosaureoxydase 
nachgewiesen (Methodik vgl. exper. Teil). 

Bis auf eine Spur des Sulfoxidderivates wurden irn gereinigten I1 dunnschicht- 
chromatographisch keine Verunreinigungen nachgewiesen, dagegen wurde die Bildung 
von Artefakten beobachtet. 

Formelschema 2. Aufbau der geschiitzten CaEcitonzn M - (  1-32)-sepenz (11) 
__ 

But  But I 
I I 

Boc-I Cys I Gly I Asn I Leu I Ser I Thr I Cys I Met I Leu I Gly ]-OH + IV (geschiitzte Sequenz 11-32) 

1 
I11 [l] 

__ 
But But I 

10 
1. DCCI-HOSU [3] I 2. Gegenstromverteilung 

V 

But But But OBut 
I I l l  I l l  I 

Boc-1 Cys 1 Gly I -4sn I Leu 1 Ser I Thr I Cys I Met I Leu I Gly 1 Thr I Tyr I Thr I Gln I Asp 1 Phe I- 
1 
I1 

Boc But But 
I - I I -1 Asn I Lys 1 Phe I His I Thr I Phe I Pro I Gln 1 Thr 1 Ala 1 Ile I Gly I Val I Gly I Ala 1 Pro I-NH, 

32 

A u f b a u  des geschiitzten Calcitonin M-( 11-32)-docosapeptidamids ( I V ) ;  Racemisie- 
rung und Verseifung von Peptidaziden. Zunachst stellte man, meist in stufenweisem 
Aufbau, die im Formelschema 3 angegebenen Teilsequenzen 11-16 (X), 17-20 (VIII), 
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21-23 (V),  24-28 (VI) und 29-32 (XII),  dar. Diese Synthesen fiihrten ohne Schwierig- 
keiten in allen Fallen zu kristallinen Derivaten. Die weitere Verkniipfung erfolgte 
nach Formelschema 3. 

Kupplung der Teilsequenzen V und V I  mittels der Methode der gemischten 
Anhydride fuhrte zum kristallinen Benzyloxycarbonyl-methylesterderivat der Se- 
quenz 21-28, das ohne Schwierigkeiten verseift und dann zu VI I  hydriert wurde. 

Mehr Schwierigkeiten bot die weitere Kupplung der Fragniente VIII und VII 
nach der Azidmethode. Da diese unter optimalen Bedingungen, d. h. unter Isolierung 
des Azids, angewendet, bekanntlich [lo] praktisch ohne Racemisierung verlauft, ver- 
suchte man zunachst, das nach Honzl & Rudinger [9] aus VIII hergestellte Azid zu 
isolieren. Dabei trat aber weitgehende Verseifung zur freien Carbonsaure am Hisz0 ein. 
Offenbar wird die Hydrolyse durch die Imidazolgruppe katalysier t "). 

Wurde aber das aus VIII hergestellte Azid in iiblicher Weise im Eintopfverfahren 
mit VI I  umgesetzt, wobei man zur Neutralisation der Saure gerade so vie1 Triathyl- 
amin zusetzte, dass die Mischung auf feuchtem lndikatorpapier schwach alkalisch 
reagierte, so trat erhebliche Racemisierung des Histidinrests auf ; das so hergestellte 
Benzyloxycarbonylderivat von I X  enthielt bis zu 6 MOLY, D-Histidin (nachgewiesen 
durch Totalhydrolyse und Abbau mit L-Aminosaureoxidase) . Offenbar stellt die zu- 
erst von Weygand, Prox & K6nig 1111 sowie von Anderson und Mitarbeitern [12] in 
speziellen Fallen beobachtete Azidracemisierung durch Triathylamin auch unter den 
hier und vielfach andernorts verwendeten, nicht besonders drastisch erscheinenden 
Reaktionsbedingungen, eine nicht zu unterschatzende Gefahr dar. 

In  Modellversuchen wurde zunachst [13] versucht, Einfluss von Basentyp und 
-Konzentration auf den Grad der Racemisierung abzuklaren. Obwohl in einzelnen 
Fallen der Wechsel von Triathylamin zu Athyl-diisopropyl-amin (Hiinig-Base) die 
Racemisierung teilweise herabsetzte, so war im Fall des Azids von VIII die Ver- 
rneidung von jeglichem Basenuberschuss von grosserer Bedeutung. Fiigte man Zuni 
Azidansatz im Verlauf der Reaktion nur die genau zur Neutralisation der freien Salz- 
saure und zur Freisetzung der Aminogruppe des als inneres Salz zugegebenen VII 
notwendige Menge Hunig-Base zu, so fie1 der Gehalt an u-Histidin der Sequenz I X  
auf 1,5 M01-y~. Dieser geringe Gehalt an Diastereomerem liess sich in den nachsten 
Synthesestufen nicht abtrennen, konnte aber auf der Stufe des geschiitzten 
Dotriacontapeptids I1 durch Gegenstromverteilung entfernt werden. 

Das aus der Azidkondensation von VIII und VII erhaltene Benzyloxycarbonyl- 
derivat von IX  reinigte man durch Umfallen und entfernte die Benzyloxycarbonyl- 
gruppe durch katalytische Hydrierung. 

Bei der weitern Umsetzung mit dem aus der Sequenz 11-16 (X) hergestellten Azid 
nach dem Eintopfverfahren bewirkte Zusatz von uberschussigem Triathylamin bis zu 
20% Racemisierung des Phenylalaninrests 16. Auch hier konnte sie stark vermindert 
werden durch Verwendung von genau einem Aquivalent Hiinig-Base, berechnet auf 

*) Versuche, diese Reaktion praparativ zur Iterseifung von Aziden anzuwenden, mit dem Ziel, 
die Keaktionsfolge Methylester + Hydrazid -f Azid + Carbonsaure zur Verseifung schwer 
verseifbarer Peptidcster nutzbar zu machen, haben ergeben, dass Azide in organisch-wasseri- 
gem Milieu bei schwach basischen Bedingungen in Gegenwart von Imidazol quantitativ ver- 
seift werden. Dabei tr i t t  aber teilweise Racemisierung ein, wodureh die Anwendharkeit der 
Reaktion erheblich eingeschrankt wird. 
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die ZUI Bildung des Azids zugegebene Salzsaure. Der Gehalt an D-Phenylalanin im 
Endprodukt XI betrug dann noch 2%; allerdings war die Ausbeute unter diesen Be- 
dingungen etwas geringer, offenbar weil keine zusatzliche Base zur Freisetzung der 
Aminogruppe aus dem als essigsaures Salz eingesetzten I X  zugegen war. Auch hier 
konnte der Anteil an D-Phenylalanin-Diastereomeren erst auf einer spateren Synthese- 
stufe, bei Gegenstromverteilung des Benzyloxycarbonylderivates der Teilsequenz I V  
(11-32) entfernt werden. 

Die Sequenz XI reinigte man durch Umfallen und kondensierte sie nach [3] mit 
einem Uberschuss des Tetrapeptids 29-32 (XII) . Aus der Gegenstromverteilung des 
Rohprodukts erhielt man 56% reines Benzyloxycarbonylderivat von IV, wobei das 
D-Phel6-Diastereomere mit den hydrophileren Fraktionen abgetrennt wurde. Kataly- 
tische Hydrierung zur Entfernung der Renzyloxycarbonylgruppe fuhrte zu IV. 

Freies Calcitonin M-(  11-32)-docosapeptidamid. Abspaltung der Schutzgruppen aus 
IV durch Acidolyse mit konz. Salzsaure fiihrte zum freien Calcitonin M-(11-32)- 
peptidamid, das, wie wir bereits fruher berichtet haben [14], an der Ratte auch in 
hohen Dosen keine hypocalcaemische Aktivitat besitzt. 

Charakterisierung von Calcitonin M ( I ) .  Zur acidolytischen Abspaltung der Schutz- 
gruppen aus I1 eignete sich am besten die Einwirkung von konz. Salzsaure bei 0" 
(5-10 Min.). Das dabei erhaltene, rohe I besass zwar bereits volle biologische Aktivitat, 
enthielt aber neben ca. 5% Sulfoxidderivat zwei weitere, bei der Saurebehandlung 
entstandene Nebenprodukte. Nebenprodukt 1, das nur zu ca. 1% vorhanden ist, 
zeigt bei Elektrophorese (pH 1,9) gegeniiber I eine zusatzliche positive Ladung und 
verhalt sich bei Dunnschichtchromatographie starker polar. Auf Grund seiner 
Ladung, seines chemischen Verhaltens und anhand von Modellversuchen 5, handelt es 
sich dabei urn I, das an der Thioathergruppe des Methionin9 durch die bei der Ah- 
spaltung der Schutzgruppen gebildeten t-Butyl-Kationen alkyliert worden ist 
(Formelschema 4). 

Formelschema 4. Nebenprodukt 1 
CH3 

-HN-CH-CO- -HN-~H-CO 
-Mets- Nebenprodukt 1 

- 
I I 

6 )  Belasst man das freie Calcitonin M-(1-10)-decapeptid H-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Met- 
Leu-Cly-OH [l] in t-Butanol-haltiger Trifluoressigsaure, so wird es grosstenteils in ein Produkt 
umgewandelt, das wie Nebenprodukt 1 bei Elektrophorese (pH 1,9) eine positive Ladung mehr 
besitzt. Dass die Veranderung an der Methioninn-thioathergruppe stattgefunden hat, geht 
daraus hervor, dass das Uinwandlungsprodukt nicht mehr in das Sulfoxidderivat iiberfiihrt 

werden kann; ferner wird die sehr ahnlich gebaute a-Thyrocalcitoninsequenz 1-9, H-Cys-Ser- 
I 

Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-OH [15], die aber kein Methionin enthalt, unter obigeu Alky- 
lierungsbedingungen nicht verandert. 

Bedingungen, unter denen 2-Butylsulfoniumderivate in die entsprechenden Thioather zu- 
iiickverwandelt werden [16], wandeln sowohl das alkylierte Decapeptid wieder in das Aus- 
gangsmaterial um und fiihren auch Nebenprodukt 1 grosstenteils wieder in I iiber. 

_- 
I 
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Diese Nebenreaktion, die bei der Acidolyse der von t-Butanol abgeleiteten Schutz- 
gruppen auftritt, ist auch in andern Fallen beobachtet worden [17]. Bei optimalen 
Acidolysebedingungen sind im rohen I zusatzlich zum Nebenprodukt 1 ca. 10% 
Material enthalten, das bei der Elektrophorese ebenfalls eine positive Ladung mehr 
besitzt (vgl. Fig. 1, Nr. 1). Bei dem als ((Nebenprodukt 2 0  bezeichneten Produkt 
handelt es sich um Derivate, die aus I durch eine N -+ 0-Acylwanderung an einem der 
Serin- oder Threoninreste entstanden sind [HI.  Da potentiell die N-Acylgruppe jedes 
dieser 6 Aminosaurereste der Umlagerungsreaktion unterliegt, miissen wir annehmen, 
dass das in der Elektrophorese einheitlich erscheinende sNebenptodukt 20 in Wirk- 
lichkeit ein Gemisch mehrerer Verbindungen darstellt, die an je eiuer einzelnen dieser 
6 Stellen umgelagert wurden. Diese Annahme wird bestatigt durch die Beobachtung, 
dass bei langerdauernder Saureeinwirkung weitere Nebenprodukte mit 2 oder mehr 
zusatzlichen positiven Ladungen auftreten (((Nebenprodukt 2)) ;  Fig. 1, Nr. 5). Unter 
neutralen oder schwach basischen Bedingungen wird tNebenprodukt 20 wieder in I 
zuruckverwandelt, weshalb es sich bei Dunnschichtchromatographie der Beobachtung 
entzieht. 

Durch Gegenstromverteilung des rohen I werden alle Nebenprodukte abgetrennt ; 
das gereinigte Produkt enthalt aber wieder geringe Mengen des bei der Aufarbeitung 
entstandenen Sulfoxidderivates. Sein Gehalt, bestimmt nach [19], betrug 4%. 

Fig. 1 zeigt den diinnschichtelektrophoretischen Vergleich des Acidolyse-Roh- 
produkts von I (Nr. 1) mit dem durch Gegenstromverteilung gereinigten I (Nr. Z), 
sowie die vermehrte Bildung von Nebenprodukten bei langerdauernder Einwirkung 

Fig. 1. Cellulose-Diinnschichtelektrophorese (pH 1,9, 90 Min. 16 Vlcm) uon Calcitonin M u n d  dessen 
<( Nebenprodukt  20 

Details siehe Text; H = Harnstoff 

von konzentrierter Salzsaure bei Raumtemperatur (Nr. 3-5). Nr. 6 zeigt die Ruckver- 
wandlung des ((Nebenprodukts 2)) in Nr. 3 durch kurzes Stehen in wasseriger Losung 
bei pH = 7,5. 

Zur Priifung auf optische Reinheit baute man das Totalhydrolysat von I mit 
L-Aminosaureoxidase ab ; dabei wurden die durch das Enzym abbaubaren Amino- 
sauren (Lys, His, Ala, (Cys),, Val, Met, Ile, Leu, Tyr, Phe) in gleichem Masse oxydiert 
wie diejenigen eines Vergleichshydrolysates von natiirlichem Calcitonin M (Fehler- 
grenze f 0,5 Mol-%). Damit ist die optische Reinheit aller iin Verlauf der Synthese 
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racemisierungsgefahrdeten Aminosaurereste ( Leu4, LeuD, Thr', Phe16, His20) ge- 
sichert 6). 

Ober die Identifizierung des synthetischen mit naturlichem I haben wir bereits 
berichtet [2 ] .  Das synthetische Produkt zeigte in mehrfach wiederholter biologischer 
Testierung ') genau gleiche Wirkstarke und Wirkdauer wie hochgereinigtes, natur- 
liches I ; die Aktivitat betrug im Test nach Kumar et aZ. [4] 100 f 58) E/mg (berechnet 
auf Peptidtrockengewicht) g). 

Assoziation von I in  wasseriger Lowng. In Form seines Acetats oder Hydrochlorids 
ist I in Wasser leicht loslich. Im Gegensatz zu Schweine-a-Thyrocalcitonin neigt es 
aber in solchen schwach sauren Losungen zu Assoziation, ausserlich erkennbar an der 
Bildung gallertiger Fallungen oder an der starken Viskositatszunahme der Losung. 
Der Vorgang kann, ahnlich wie ein Kristallisationsprozess, durch uberimpfen be- 
schleunigt werden. Die flockig-gallertigen Fallungen sind ccspharokristallin D [23] ; im 
Polarisationsmikroskop sind doppelbrechende, zentrosymmetrische Partikel (Spharite) 
erkennbar. Die viskosen (fibrillaren) Losungen, die zumeist auch Spharite enthalten, 
weisen statische Doppelbrechung auf (Fig. 2). 

Fig. 2. Fibrillare Losung ztnd Spharite von Calcitonin M im Dunkelfeld des Polarisationsmikroskops 
Vergrosserung ca. 100 

6) Diejenige von Leu" und Thr? wurde bereits auf der Stufe des Decapeptids 1-10 nachgewie- 
sen [l] . 

7) Ftir die Uberlassung dieser Resultate danken wir Herrn Dr. R. Maier und Herrn W. Pignat. 
8 )  S.E.M. aus 41 Versuchen. 
O) Greven & Tax [20] fanden fiir ein auf anderem Syntheseweg hergestelltes I in der gleichen 

Testierungsanordnung 82 E/mg, ein Wert, der mit dem von uns gefundenen innerhalb der 
Fehlergrenze iibereinstimmen diirfte. Dagegen wurde kiirzlich [21] fur das von uns syntheti- 
sierte I eine biologische Aktivitat von 309 E/mg angegeben. Diese Differenz diirfte durch die 
verschiedene Applikationsweise bedingt sein: wahrend hier im Test nach [4] die Proben intra- 
vends appliziert werden, erfolgte bei [21] die Testierung nach subcutaner Injektion, bei der, 
wie frtiher gezeigt werden konnte [22], die Ratte eine mehrfach erhohte Empfindlichkeit gegen 
I aufweist im Vergleich mit dem als Standardpraparat verwendeten Schweine-Thyrocalci- 
tonin. 
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Im Elektronenmikroskoplo) (vgl. Fig. 3) sind Fibrillen rnit einem Durchmesser 
von etwa 80 if siclitbar, die hgufig zu spiralformigen Doppelfibrillen rnit einer Gang- 
hohe von ca. 1500 A vereinigt sind. 

Fig. 3. Elektronenmikroskopische Aufnahnze von Pt-beschatteten Calcitonin M-Fibrillen 

Die Assoziation von Calcitonin M ist physikalischer Natur und beruht nicht auf der 
Bildung kovalent gebundener Polymerer. Der Prozess ist vollstandig reversibel ; so 
erhalt man z.B. bei kurzem Erwarmen der Fibrillen oder Spharite in 50-proz. Essig- 
saure wieder das leichtlosliche monomere I zuriick. Eine analoge Assoziation zu 
Fibrillen wurde auch bei Insulin [23] [24] und Glucagon [25] beobachtet. 

Experimenteller Teil 
Allgemeines. - Die Smp. sind auf einem Apparat nach Dr. Tottoli (der Fa. Buchi, Flawil) 

Fur Literaturangaben zur Darstellung der hier verwendeten Aminosaurederivate vgl. [26]. 
B nbliche Aufarbeitungr bedeutet : Aufnehmen im angegebenen Losungsmittel, Waschen der 

Losung rnit 5-proz. wasseriger Zitronensaurelosung, Wasser, verdunnter NaHC0,-Losung und 
Wasser, Trocknen mit Natriumsulfat und Eindampfen. 

Hydrierungen unter B iiblishen Bedingungen zur Entfernung der 2-Gruppe wurden wie folgt 
ausgefiihrt: man schuttelte die Losung der Substanz in Gegenwart von 10-20 Gew.-% 
Palladiumkohle (10% Pd) in H,-Atmosphare bei 25" und 840 Torr. Das entstehende CO, wurde in 
einem zweiten, mit Natronlauge gefiillten Hydriergefass absorbiert. Nach beendeter H,-Aufnahme 
nutschte man den Katalysator ab und engte das Filtrat zur Trockne ein. 

Reinheitskontrolle durch Dunnschichtchromatographie: Alle angegebenen Rf-Werte beziehen 
sich auf Dlinnschichtchromatographien. Dam dienten folgende Tragermaterialien : S : Kieselgel 
(Fertigplatten SL 254 der Fa. Antec, Birsfelden). C:  Cellulose (Avicel Fertigplatten 1440 der Fa. 
Schleicher & Schiill) . Als Fliessmittel dienten die nachfolgenden Losungsmittelsysteme (Verhalt- 
nisse in Volumenteilen) : 

bestimmt und unkorrigiert. 

43E: 
45: 
52: 
52A: 
70: 
89 : 

100 : 
101 A: 
102E: 
107: 
115: 

t- Amylalkohol-2-Propanol- Wasscr 
2-Butanol-3-proz. wasseriges NH, 
1 -Butanol-Essigsaure-Wasser 
1-Butanol-Essigsaure-Wasser 
Oberphase aus  Essigester-Pyridin-Wssser 
Essigester- Aceton-Wasser 
Essigester- Pyridin-Essigsaure- Wasser 
1-Butanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser 
Essigester-2-Butanon-Essigsaure-Wasser 
Essigester-Pyridin-Wasser 
Essigester-Pyridin- Ameisensaure-Wasser 

32 + 32 + 36 
70+ 30 
71+ 7+22  
67+ 10+ 23 
40 + 20 + 40 
72+24+ 4 
62+21+ 6+11 
42+24+ 4+30 
50 + 30 + 10 + 10 
49+ 24+ 27 
63+21+10+ 6 

lo) Herrn Dr. W .  Stuubli, Biologische Forschungslaboratorien, sind wir fur die elektronenmikro- 
skopischen Untersuchungen sehr zu Dank verpflichtet. 
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Die Anfarbung der Platten erfolgte mit ReindeZ-Hoppe-Reagens oder mit spezifischen Farb- 
reaktionen nach [27]. 

Abbau mit L-Aminosaureoxidase: Man hydrolisierte 2 mg Peptid rnit 1.5 ml 6~ HCl wahrend 
15 Std. bei 105", loste das iiber KOH zur Trockne eingeengte Hydrolysat in 50 pl 0 , 2 ~  Trispuffer 
(pH = 7,5), stellte durch Zugabe von Z N  LiOH auf pH = 7.5 und erganzte mit weiterem Tris- 
puffer auf ein Volumen von 1OOpl. Dann gab man 8Opl2-proz. L-Aminosaureoxidasell)-Losung in 
Trispuffer und 20 p1 Antibioticamischung12) zu und inkubierte 24 Std. in 0,-Atmosphare bei, 
38". Proben dieser Losung gab man direkt auf den Aniinosaureanalysator. 

Die Blindwerte fur die wahrend der HC1-Totalhydrolyse auftretende Racemisierung wurden 
anhand von naturlichem Calcitonin M bestimmt; man fand hierbei die folgenden Mengen nicht 
oxydierbarer D-Aminosauren (Angaben in Mol-%) : His 2,0%, Ala 1,2yo, ( C ~ S ) ~  1,0-1,5%13), 
Val < 1%, Met < 1%, allo-Ile < 1%, Leu 0,9%, Tyr 1,0-1,5%, Phe l,O%l4). 

1. Sequenz 11-16,Z- Thr(But) - Tyr(But) - Thr(But)- Gln- Asp( OBut) - Phe - NHNH, (X). 
- 1.1. H-Asp(0But)-Phe-OMe.HCZ: 48,6g (0,l Mol) Z-Asp (0But)-Pbe-OMe "281 wurden in 700 ml 
Methanol nach Zugabe von 33,5 ml 3N HCl in Dioxan (0,l Mol) wie iiblich hydriert. Man erhielt 
38,7 g farbloses Harz, das direkt fur die nachste Umsetzung verwendet wurde. 

1.2. 2-GZn-Asp (0But)-Phe-OMe: Eine Losung von 38,6 g (0,l Mol) H-Asp (0But)-Phe- 
OMe.HC1 und 42,O g Z-Gln-ONp (0,105 Mol) in 210 ml Dimethylformamid wurde mit 13,9 ml 
(0,l Mol) Triathylamin versetzt. Die entstandene Suspension wurde dann 24 Std. hei 35" Bad- 
temperatur geriihrt, gektihlt und mit 200 ml Wasser gefallt. Der Niederschlag wurde genutscht 
und mit Wasser, Dimethylformamid-Wasser und Essigester gewaschen. Das Produkt kristallisierte 
aus Methanol bei 0", Ausbeute 53,5 g (87% d.Th.), Smp. 186-188": [u]g = -28" (c = 1,3 in 
Dimethyl formamid). 

C,1H40N40, (612,66) Ber. C 60,77 H 6 5 8  N 9,15% Gef. C 60,66 H 6,56 N 9,14% 
1.3. H-Gln-Asp (0But)-Phe-OMe. HCZ: 7,55 g (12,3 mMol) Z-Gln-Asp (0But)-Phe-OMe wur- 

den in 400 ml Methanol und 4,l ml Chlorwasserstoff in Dioxan ( 3 , 0 ~ ;  12,3 mMol) hydriert. Der 
Eindampfriickstand, ein farbloser, fester Schaum, wurde direkt in die nachste Stufe eingesetzt. 
Rf (S) = 0,13 (CHC1,-MeOH 9: l ) ,  0,22 (102 E). 

1.4. 2-Thv(But)-GZn-Asp (0But)-Pha-OMet 15,6 g (39,8 mMol) 2-Thr (But)-OSu und 13,7 g 
(26,6 mMol) H-Gln-Asp (0But)-Phe-OMe. HCl wurden in 40 ml Dimethylformamid gelost und bei 
0" rnit 3,7 ml (26.6mMol) Triathylamin versetzt. Man riihrte 20 Std. bei 24" und arbeitete dann in 
Essigester wie iiblich auf. Man kristallisierte zweimal aus Athanol urn, Smp. 155-161"; [u]g = - 17" 
(c = 1,84 in Athanol). 

C39H55N5011 (769,89) Ber. C 60,84 H 7,20 N 9,10% Gef. C 60,66 H 7,15 N 9,07% 
1.5. H- Thr (But)-Gln-Asp (OBut)-Phe-OMe: 781 mg (1,O mMol) 2-Thr(But)-Gln-Asp(0But)- 

Phe-OMe wurden in 150 ml Methanol wie iiblich hydriert. Man erhielt 640 mg (99%) farblosen, 
festen Schaum, Rf (S) = 0,75 (Chloroform-Methanol 1 : l), 0,23 (102 E). 

1.6. 2- Tyr (But)-Thr (But)-GZn-Asp (0But)-Phe-OMe: 460 mg (1,24 mMol) 2-Tyr (But)-OH 
(aus dem DCHA-Salz freigesetzt) wurden rnit 0,139 ml (12 mMol) N-Methylmorpholin in 6,5 ml 
Tetrahydrofuran gelost und bei - 22" mit 0,17 ml (1,3 mMol) Chlorameisensanre-isobutylester ver- 
setzt. Man ruhrte 30 Min. bei - 10" und liess dann die Losung von 395 mg (0,62 mMol) H-Thr (But)- 
Gln-Asp (0But)-Phe-OMe in 20 ml Tetrahydrofuran, auf 0" vorgekiihlt, einlaufen. Nach 30 Min. 
Riihren erwarmte man auf  23" und liess w;ihrend 15 Std. reagieren. Nun wurde im Vakuum einge- 
engt und dann wie ublich aufgearbeitet. Das Rohprodukt fallte man aus Essigester-Ather und kri- 

Rohes Schlangengift der Fa. Nutritional Biochemical Gorp. 
Losung bzw. Suspension von je 1 mg Penicillin-G, Streptomycin, Chlortetracyclin und Nysta- 
tin in 1 ml H,O. 
Ein wesentlicher Teil (ca. 20yo ?) des L-Cystins wird unter den totalhydrolytischen Bedingun- 
gen an einem der beiden C-Atome racemisiert, d. h. es bildet sich meso-Cystin. Dieses wird von 

L-Aminosaure-Oxydase zu NH,CH-COOH (n-Form) abgebaut und erscheint 
im Aminosaure-Analysator als Pik zwischen Asparaginsaure und Threonin. 
Lysin wurde ebenfalls abgebaut, doch konnte die geringe Restmenge von n-Lysin wegen der 
fast gleiclizeitigen Elution mit einem Fremdpik aus Trispuffer nicht genau bestimmt werden. 

CH2-S-S-CH2-COOH 
I 
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stallisierte dann aus Methanol; man erhielt 460 mg (75%) Prismen, Smp. 169-173"; [a]g  = -4, 
(c = 2,0 in Dimethylformamid). Rf (S) = 0,46 (Chloroform-Methanol 9:  I), 0,73 (102 E). 

C,,H,,N,O,, (989,18) Ber. C 63,14 H 7,34 N 8,50% Gef. C 63,OO H 7,31 N 8,65% 
1.7. H-Tyr (But)-Thr(But)-GZn-As~ (OBut)-Phe-OMe:2,36g (2,38mMol) Z-Tyr (But)-Thr(But)- 

Gln-Asp (0But)-Phe-OMe wurden in 450 in1 Methanol wie iiblich hydriert. Es resultierten 2,02 g 
(99%) farbloser Schaum, der sich diinnschichtchromatographisch als einheitlich erwies; Rf (S) = 
0,22 (Chloroform-Methanol 95: 5), 0,42 (89). 

1.8.2- Thr (But)- Tyr (But)-Thr (But)-GZn-Asp (0But)-Phe-OMe: 4,33g ( 1 1 , O  mMol) 2-Thr (But)- 
0% und 6,31 g (7,38 mMol) H-Tyr(But)-Thr (But)-Gln-Asp(0But)-Phe-OMe wurden in 13 ml 
Dimethylformamid 21 Std. bei 25" geriihrt. Anschliessend wurde rnit Essigester wie ublich aufge- 
arbeitet. Das Rohprodukt wurde aus Methanol-dther umgefallt und dann aus Methanol bei 0" 
kristallisiert: 6,67g (79%) Produkt vom Smp.180-182"; [a]g  = +9" (c = 2,l  in Dimethylforma- 
mid) ; Rf (S) = 0,55 (Chloroform-Methanol 9 :  l), 0,60 (Chloroform-Aceton 1: 1). 
C,,H,,N,O,,~H,O (1164,41) Ber. C 61,89 H 7,70 N 8,42% Gef. C 62,02 H 7,55 N 8,37y0 

1.9. Z-Thr(But)-Tyr(But)-Thr(But)-GZn-Asp(OBut)-PJze-NH-NH, (X) : 5,71 g (4,91 mMol) 
Z-Thr (But)-Tyr (But)-Thr (But)-Cln-Asp (0But)-Phe-OMe.H,O wurden in 250 ml Methanol ge- 
lost und bei 20" rnit 25 ml Hydrazin-hydrat vermischt. Nach 3 Std. Riihren bei 20" und nach Ste- 
hen iiber Nacht, wurde die mikrokristalline Fallung abfiltriert und rnit Methanol gewaschen: 
4,6 g, Smp. 226-229" (Zers.). [a]$ = + 5" (c = 1,0 in Dimethylformamid) ; Rf (S) = 0,32 (Chloro- 
form-Methanol 9 :  l ) ,  0,34 (89). 
C,,H,,N,O,,~H,O (1164,4) Ber. C60,86 H7,70 N10,83% Gef. C60,66 H7,56 N10,80% 

2. Sequenz 17-20, 2-Asn-Lys(Boc)-Phe-His-NHNH, (VIII). - 2.1. Z-Lys (Boc)-Phe- 
NHNH,: Eine Losung von 142 g (0,26 Mol) 2-Lys(Boc)-Phe-OMe [29] in 700 ml Methanol wurde 
unter Kuhlung rnit 130 ml Hydrazinhydrat versetzt. Das Hydrazid begann nach kurzer Zeit aus- 
zufallen. Nach 18 Std. Stehen bei 25" wurde rnit Wasser zerrieben, abgenutscht und rnit Wasser 
Hydrazin-frei gewaschen. Man erhielt 139 g (98%) Hydrazid vom Smp. 173-174'. Zur Analyse 
wurde aus Methanol-Wasser umkristallisiert, Smp. unverandert; [m]bO = - 34" (c = 1,2 in Metha- 
nol) ; Rf (S) = 0,22 (Chloroform-Methanol 95: 5). 

C,,H,,N,O, (541,6) Ber. C 62,09 H 7,26 N 12,93% Gef. C 62,17 H 7,23 N 12.73% 
2.2. 2-Lys (Boc)-Phe-His-OMe: Eine Losung von 54 g (0,l Mol) 2-Lys(Boc)-Phe-NHNH, in 

440 ml Dimethylformamid wurde bei - 20" mit 59 m l 4 , 2 ~  HCl in Dioxan und 15 ml t-Butylnitrit 
versetzt. Nach 10 Min. ruhren bei - 15" wurden 28 ml N-Methylmorpholin zugetropft, dann 36 g 
(0,15 Mol) H-His-OMe.2 HCl zugegeben, weitere 33 ml N-Methylmorpholin zugetropft und iiber 
Nacht bei 0" geriihrt. Die Suspension wurde unter Riihren in kleinen Portionen in 600 ml eiskaltes 
Wasser eingegossen, wobei man durch Zusatz von Natriumhydrogencarbonat auf pH 8 stellte. 
Nach langerem Riihren bei 0" wurde die feste Fallung ahgenutscht und rnit Wasser chloridfrei ge- 
waschen. Das erhaltene Rohprodukt (61,7 g; 91%) wurde zur Reinigung an Silicagel chromato- 
graphiert; die reine Substanz wurde rnit Chloroform-Methanol 95: 5 eluiert und aus Essigester um- 
kristallisiert, Smp. 136-137"; [a]? = - 15" (c = 1 in Dimethylformamid) ; Rf (S) = 0,42 (Chloro- 
form-Methanol 9 : 1). 

C,,H,,N,O, (6783) Ber. C 61,93 H 6,83 N 12,38% Gef. C61,66 H 6,79 N 12,38% 
2.3.2-Asn-Lys (Boc)-Phe-His-OMe: 68 g (0,l Mol) Z-Lys (Boc)-Phe-His-OMe wurden in 700 ml 

Methanol und 12 ml Eisessig wie ublich hydriert. Der erhaltene Riickstand (64 g, Rf (S) = 0,2 
(Chloroform-Methanol 85: 15) wurde in 120 ml Dimethylformamid gelost und mit 42,5 g Z-Asn- 
ONp versetzt. Nach 18 Std. bei 25' zerrieb man die entstandene feste Gallerte mit viel kther. 
nutschte ab und wusch mit Ather und Essigester nach (77.4 g; 98%). Zur Reinigung kristallisierte 
man zweimal aus Methanol, Smp. 183-184"; [a]g = - 28" (c = 1, l  in Dimethylformamid) ; 
Rf(S) = 0,55 (100). 

C,,H,,N,O,,~l/,H,O Ber. C 58,42 H 6,66 N 13,97y0 
(801,9) Gef. ,, 58,62 ,, 6,94 ,, 13,72% 

2.4.2-Asn-Lys (Boc)-Phe-His-NHNH, ( V I I I )  : 79,3 g (0.1 Mol) 2-Asn-Lys (Boc)-Phe-His-OMe 
wurden in 160 ml warmem Dimethylformamid gelost, bei 25" mit 240 ml Methanol und 50 ml 
Hydrazinhydrat versetzt und 18 Std. bei 25" belassen. Die breiige Suspension wurde mit viel 
Wasser versetzt, die Fallung abfiltriert und Hydrazin-frei gewaschen. Ausbeute 67,6 g (85%). Dae 
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Rohprodukt wurde aus 2,5 1 Methanol umkristallisiert, Smp. 201-202"; [a12 = - 27" (c = 1 in 
95-proz. Essigsaure); Rf (S) = 0,43 (52), 0,55 (45). 

C38H,,Nl,0,~1/2H20 Ber. C 56,91 H 6,66 N 17,47% 
(801.9) Gef. ,, 56,86 ,, 6,75 ,, 17,25% 

3. Sequenz 21-28, H-Thr(But)-Phe-Pro-Gln-Thr(But)-Ala-Ile-Gly-OH (VIL). - 

3.1. H-Phe-Pro-OH: 94'5 g Z-Phe-Pro-OH [30] wurden in 90-proz. Methanol wie iiblich hydriert. 
Das Rohprodukt brachte man nach Einengen der Hydrierlosung durch Zugabe von Wasser- 
Aceton zur Kristallisation und nutschte ab. Nach Gewinnung einer 2. Kristallmenge aus der Mut-  
terlauge erhielt man total 58 g H-Phe-Pro-OH .H,O, Smp. 123-124" (Zers.) ,15) 

3.2.Z-Thr(But)-Phe-Pro-OH ( V ) :  - a) Triat'thydaminsalz: 61 g H-Phe-Pro-OH.H,O in 400 mf 
Dimethylformamid wurden rnit 30,2 ml Triathylamin und 107 g Z-Thr (But)-OSu versetzt. Man 
riihrte bei Raumtemperatur bis Losung eintrat und beliess dann 18 Std. Dann dampfte man im 
Hochvakuum zu oliger Konsistenz ein, nahm in Essigester auf, wusch die Losung mehrmals mit 
5-proz. Weinsaurelosung und Wasser und dampfte sie dann zur Trockne ein. Den Riickstand loste 
man in 800 ml Ather und gab 61 ml Triathylamin und 5 ml Wasser zu, wobei Kristallisation ein- 
trat. Nach Abnutschen und Trocknen erhielt man 123 g des Triathylaminsalzes von Z-Thr(But)- 
Phe-Pro-OH (Hemihydrat), Smp. 90-93". 

C,H,,N,O,.l/,H,O Ber. C 65,13 H 8,35 N 8,44y0 
(6639) Gef. ,, 65,38 ,, 7,32 ,, 8,23% 

b) freies 2-Tlzr (But)-Phe-Pro-OH: Man verteilte das unter a) erhaltene Triathylaminsalz zwi- 
schen Essigester und 5-proz. wasseriger Zitronensaurelosung, wusch die Essigesterlosung mehrmals 
mit Wasser und dampfte zur Trockne ein. Man erhielt nach Trocknung bei 40" im Hochvakuum 
105 g amorphes Pulver vom Smp. ca. 85", dessen Peptidgehalt gemass Titration mit NaOH 92% 
betrug. Rf(S) = 0,68 (115). 

3.3. 2-Ala-lle-Gly-OMe: 24,O g (0,l Mol) HCl H-Ile-Gly-OMe [31) und 37,8 g (0,ll Mol) 
Z-Ala-ONp wurden in 130 ml Dimethylformamid bei 40" gelost. Bei 20" wurde die Mischung unter 
schwacher Kiihlung rnit 11,l ml (0,l Mol) N-Methylmorpholin versetzt und gerilhrt bis sie er- 
starrte. Nach 18 Std. wurde mit Ather zerrieben, abgenutscht, mit Ather Nitrophenol-frei und mit 
Wasser chforidfrei gewaschen: 37,2 g (91%), Smp. 189-190". Zur Analyse wurde aus Essigester- 
Hexan umkristallisiert, Smp. unverandert; [a]g  = - 59" (c = 1 in Methanol) ; Rf (S) = 0,40 
(Chloroform-Methanol 95 : 5). 

C,,H,,N,O, (407,5) Ber. C 58,95 H 7,17 N 10,31% Gef. C 58,80 H 7,14 N 10,24y0 
3.4. Z-Thr(But)-Ala-Ile-Gly-OMe: 56,O g (0,137 Mol) Z-Ala-Ile-Gly-OMe wurden in 450 ml Di- 

methylformamid wie iiblich hydriert. Ohne das Produkt (Rf(S) = 0,38 (loo), 0,l (Chforoform- 
Methanol 95 : 5)) zu isolieren, versetzte man die Dimethylformamidlosung unter Kiihlnng rnit 
61,9 g 2-Thr(But)-OSu in 100 ml Dimethylformamid. Nach kurzer Zeit trat Verfestigung ein. 
Nach 18 Std. bei 25" wurde mit k h e r  zerrieben, abgenutscht und rnit Wasser und Ather gewa- 
schen : 62,5 g (80%) 2-Thr (But)-Ala-Ile-Gly-OMe, das man zur Analyse aus Athanol umkristalli- 
sierte, Smp. 229-230"; [ct]ho = -43" (c = 1 in Methanol); Rf (S) = 0,51 (Chloroform-Methanol 

C,,H,,N,O, (564,7) Ber. C 59,55 H 7,85 N 9,92% Gef. C 5928 H 7,61 N 9,95% 
3.5. 2-Gln- Thr (But)-Ala-Ile-Gly-OMe: 22,6 g (40 mMol) 2-Thr(But)-Ala-Ile-Gly-OMe wurden 

in 300 ml Dimethylformamid wie iiblich hydriert. Die erhaltene Dimethylformamidlosung wurde 
im Hochvakuum auf 130 ml eingeeng und dann mit einer Losung von 19 g 2-Gln-ONp in 50 ml 
Dimethylformamid versetzt. Nach kurzer Zeit trat Verfestigung ein. Nach 18 Std. bei Raum- 
temperatur wurde unter Eiskuhlung mit 200 ml Wasser versetzt, die Fallung abgenutscht und 
rnit 50-proz. Dimethylformamid, Wasser und Ather ausgewaschen. Das Rohprodukt wurde mit 
1 1 Acetonitril-Wasser (1 : 1) 30 Min. unter Riihren ausgekocht, dann wurde auf 40" abgekiihlt und 
die Fallung abgenutscht: 26.3 g (95%) Z-Gln-Thr (But)-Ala-Ile-Gly-OMe, Smp. 260-262" (Zers.). 
Zur Analyse wurde aus Acetonitril-Wasser umkristallisiert. Smp. unverandert ; [a]: = - 26" 
(c = 1 in 95-proz. Essigsaure) ; Rf (S) = 0,36 (Chloroform-Methanol 9:  1). 

C,,H,,N,,O,,~l/,H,O Ber. C 56,48 H 7,61 N 11,98% 
(7013) Gef. ,, 56,57 ,, 7,73 ,, 11,95% 

(95 : 5). 

16) Beim Schmelzen Umwandlung in cyclo-(-Phe-Pro-) . 
135 
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3.6. H-Gln-Thr (But)-Alu-lle-Gly-OMe ( V l )  : Eine Suspension von. 37,4 g (54 mMol) Z-Gln- 
Thr (But)-Ala-Ile-Gly-OMe in 800 in1 80-proz. t-Butanol wurde bei 40" wie iiblich hydriert. Nach 
Lyophilisieren erhielt man 30 g (100%) VI, Smp. 242-245" (Zers.) ; Gehalt (durch Titration rnit 
0 , l ~  Perchlorsaure in Eisessig) : 98% ; Rf (S) = 0,33 (100). Das Produkt enthalt Spuren des Pyro- 
glutamyl-Derivats, Rf (S) = 0,71 (100). 

3.7.2-Thr (But)-Phe-Pro-GZn-l'hr(But)-Ala-Ile-GZy-OMe: Zu einer Losung von 30 g (54 mMol) 
VI, 37 g (63 mMol) 92-proz. V und 15,6 g HOSu in 290 ml Dimethylformamid gab man bei 5" 16,s g 
DCCI, ruhrte 2 Std. bei 0" und beliess 18 Std. bei 25". Nach Verdunnen der Suspension mit 160 ml 
Dimethylformamid und 1 Std. Riihren bei Raumtemperatur wurde der Dicyclohexylharnstoff ab- 
genutscht und das Filtrat bei 0" mit 1,7 1 Wasser gefallt. Die abgenutschte Fallung wurde rnit 
Wasser und dther gewaschen. Nach Losen des Rohprodukts in 650 ml siedendem Methanol 
wurde heiss filtriert und durch sehr langsames Abkuhlen auf Raumtemperatur zur Kristallisation 
gebracht. Man erhielt 41 g (69%) Octapeptidderivat, Smp. 231-234", sowie aus der Mutterlauge 
eine zweite, etwas weniger reine Fraktion von 4,2 g (7%). Zur Analyse wurde nochmals aus Me- 
thanol umkristallisiert, Smp. unverandert; [u]g = - 57" (c = 1 in Methanol) ; Kf (S) = 0,33 (89), 
0,70 (115). 
C,5Hs,NBOi,~H,0 (1112,3) Ber. C 59,39 H 7,70 N 11,33% Gef. C 59,3 H 7,6 N 11,6% 

3.8.2-Thr (But)-Phe-Pro-Gln-Thr(But)-Ala-lle-Gly-OH: 44 g (40 mMol) 2-Thr (But)-Phe-Pro- 
Cln-Thr (But)-Ala-Ile-Gly-OMe wurden unter Erwarmen in 800 ml 90-proz. Methanol gelost. Man 
kuhlte auf Raumtemperatur und gab unter Ruhren 120 m l 1 ~  NaOH zu;  nach 10 Min. fugte man 
670 ml Wasser innerhalb 15 Min. zu und filtrierte nach total 30 Min. von einer geringeren Trubung 
ab. Das Filtrat fallte man durch Eintropfen in 2,4 1 0 , 0 5 ~  eiskalte Salzsaure. Die Fallung wurde 
abgenutscht, mit Wasser gewaschen und im Hochvakuum bei SO" getrocknet: 42 g (97%) Octapep- 
tidderivat, Smp. 221-223"; Gehalt (durch NaOH-Titration) 98%. Zur Analyse wurde aus Ace- 
tonitril-Wasser umkristallisiert, Smp. 223-225"; [a]E = - 18" (c = 1 in Dimethylformamid) ; 

C,,H,,N,01,.2H,0 Ber. C 58,lO H 7,68 N 11,29% 
(1116,3) Gef. ,, 58,24 ,, 7,50 ,, 11,53% 

3.9. H-Thr(But)-Phe-Pro-GZn-Thr(But)-Ala-Ile-Gly-OH ( V I I )  : 38 g (34 mMol) Z-Thr(But)- 
Phe-Pro-Gln-Thr (But)-Ala-Ile-Gly-OH .2H,O wurden in 1100 nil 80-proz. Essigsaure wie ublich 
hydriert. Nach Verdampfen der Essigsaure im Vakuum wurde der Ruckstand aus 90-proz. 
t-Butanol lyophilisiert. Man erhielt 34 g eines weissen Pulvers, das nach Perchlorsaure-Titration 
einen Gehalt von 95% an freiem Peptid aufwies. Auf Grund einer NaOH-Titration enthielt das 
Produkt 0,26 Mol Essigsaure pro Mol Peptid; Rf (S) = 0,30 (100). 

4. Sequenz 29-32, H-Val-Gly-Ala-Pro-NH,(XII). -4.1. Z-Alu-Pro-NH,: Man loste 2,28 g 
H-Pro-NH, und 7,57 g Z-Ala-ONp in 20 ml Dimethylformamid, beliess 20 Std. bei 25", dampfte in] 
Bad von 40" unter 0 , O l  Torr ab und kristallisierte den Ruckstand aus Ather: 5,5 g, Smp. 168-169"; 
[a]hO = -94" (c = 2 in Methanol). 
Cl,H,,N,O,, (319,35) Ber. C 60,17 H 6,63 N 13,16% Gef. C 60,lO H 6,82 N 13,33% 

4.2.Z-GZy-Ala-Pro-NHZ: Eine Losung von 27,9 g Z-Ala-Pro-NH, in 425 ml dthanol wurde mit 
85 ml  ON wasseriger Salzsaure versetzt und wie ublich hydriert. Man loste das Rohprodukt bei 
40" in 40 ml Dimethylformamid, kuhlte auf Z O O ,  gab 29,l g 2-Gly-ONp zu und tropfte nach voll- 
standiger Losung innert 45 Min. 11,2 ml Triathylamin unter Riihren zu. Man ruhrte noch 20 Std. 
bei 20", dampfte dann im Bad von 40" unter 0,Ol Torr ein und verteilte den Ruckstand zwischen 
Wasser und Ather. Man wusch die wasserige Schicht mehrmals rnit Ather nach, extrahierte die 
Atherphasen rnit Wasser zuriick, vereinigte die wasserigen Phasen und dampfte sie ab. Nach Auf- 
nehmen des Riiekstands in Essigester filtrierte man von Triathylamin-hydrochlorid ab und 
brachte durch Zugabe von Ather zur Kristallisation, Smp. 105-106". Nach Umkristallisieren 
&us Aceton-Methanol-Ather, Smp. 144,55145,s" (Kristallpolymorphie) ; [u]g = - 93" (c = 1,0 in 
Methanol). 

ClsH,,N,O, (376,40) Ber. C 57,43 H 6,43 N 14,89% Gef. C 57,59 H 6,62 N 15,19% 

4.3. Z-Val-Gly-Ah-Pro-NH,: Man loste 18,8 g Z-Gly-Ala-Pro-NH, in 400 nil Dimethyl- 
formarnid und hydrierte wic ublich. Dann gab man 20,l g 2-Val-ONp zu. Nach 18 Std. bei 22" 
dampfte man im Bad von 50" linter 0,Ol Torr ab, zerrieb den Ruckstand mit Ather, nutschte ab 

Rf (S) = 0,55 (100). 
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und trocknete. Das Pulver suspendierte man in 200 ml Wthanol, ruhrte 15 Min. bei 80", kuhlte auf 
0" und nutschte ab. Das Produkt wurde aus einem Gemisch von 170 ml Tetrahydrofuran, 25 ml 
Wasser und 110 ml Ather kristallisiert, Smp. 209-211"; [a]g = - 31" (c = 2,0 in Dimethylforma- 
mid). 
C23H33N506 (475,53) Ber. C 58,09 H 7,00 N 14,73y0 Cef. C 58,08 H 7,11 N 14,83% 

4.4. H-Val-Gly-Ala-Pro-NH, ( X I Z )  : 1, l  g 2-Val-Gly-Ala-Pro-NH, wurden in 50 ml 80-proz. 
Methanol wie tiblich hydriert. Das Produkt ist ein arnorphes, hygroskopisches Pulver, Rf (S) Y 

0,20 (CHC1,-MeOH 1 : 1). 

5. Sequenz 17-28, H- Asn- Lys (Boc)- Phe - His- Thr (But)- Phe- Pro- Gln- Thr (But) - 
Ala-Ile-Gly-OH (IX). - 5.1.2-Derivat von I X .  Eine Losung von 21 g (26 mMol) VIII in 84 ml 
Dimethylformamid wurde bei - 20" rnit 21 ml (70 mMol) 3,35 N HCl in Dioxan und bei - 15" mit 
3,85 ml t-Butylnitrit versetzt und 10 Min. bei - 10" belassen. Hierauf tropfte man bei - 15" einc 
Losung von 17 g (18 mMol) VII  in 320 mi Dimethylformamid zu. Nach Zugabe von 12 ml(70 mMol) 
Athyl-diisopropyl-amin (Hiinig-Base) wurde 24 Std. bei 0" belassen, wobei man in den ersten 
6 Std. jede Std. 0,5 ml Hiinig-Base (insgesamt 6 Portionen) zugab. Zum Schluss fallte man das 
Peptid durch Eingiessen in 1,8 1 eiskalte 1-proz. Essigsaure. Das nach Trocknen erhaltenc Roh- 
produkt (23 g, 75%) wurde in 150 ml wasserigem 80-proz. Acetonitril gelost, filtriert, in der Warme 
mit 600 ml Acetonitril versetzt und das gefallte Material isoliert: 20,5 g (67%) praktisch reines 
Produkt, Smp. 218-221" (Zers.). Zur Analyse wurde aus heissem 60-proz. Methanol kristallisiert, 
Smp. unverandert; [CX]&~ = -26' (c = 1 in Dimethylformamid); Rf(S) = 0,35 (loo), 0,50 (70). 
0,40 (Isopropanol-konz. Ammoniak 9: 1). 
C,4H,,,N,,0,1 (1707,O) Ber. C 59.10 H 7,26 N 13,95% Gef. C 59,00 H 7,31 N 13,67% 

Abbau des Totalhydrolysats rnit L-Aminosaureoxidase ergab 1,5 Mol-% D-His (nach Abzug des 
Hydrolyse-Blindwertes) 18). 

5.2. Hydrierung zu I X :  15,O g des unter 5.1. erhaltenen 2-Derivates wurden in 1 1 80-proz. 
Essigsaure wie iiblich hydriert. Der nach Verdampfen der Essigsaure im Vakuum erhaltene 
Ruckstand wurde zweimal aus 80-proz. t-Butanol lyophilisiert. Man erhielt 15,O g I X  (Gehalt an 
freiem Peptid 93%, bestimmt durch Perchlorsaure-Titration, neben 1,5 Mol Essigsaure pro Mol 
Peptid, durch Titration mit NaOH bestimmt). Rf (S) = 0,15 (100). Aminosaure-Analyse (Hydro- 
lyse 24 Std., 110", 6~ HC1) (ber. Werte in Klammern): Ala 1,07 ( l ) ,  Asp 0,98 (l), Glu 1,02 ( l ) ,  
Gly (Bezugswert) 1.00 (l), His 1,09 (l), Ile 1,06 ( l ) ,  Lys 1,19 (l), Phe 2,15 (2), Pro 1,04 ( l ) ,  Thr 
1,92 (Z) ,  NH, 2,25 (2). 

6. Sequenz 11-28, 2-Thr(But)-Tyr(But)-Thr(But) - Gln-Asp(0But)- Phe-Asn- 
Lys(Boc) -Phe- His- Thr(But)-Phe- Pro- Gln- Thr(But) - Ala- Ile - Gly- OH (XI). - Eine Lo- 
sung von 12,O g (10,5 mMol) X in 70 ml Dimethylformamid wurde bei - 20" rnit 6,6 ml (28 mMol) 
4 , 2 ~  HC1 in Dioxan und bei - 15" rnit 1,55 ml (13 mMol) t-Butylnitrit versetzt. Nach 10 Min. bei 
- 10" wurde eine Losung von 11,8 g (7 mMol) IX (93-proz.) in 200 ml Dimethylformamid bei - 15" 
zugetropft. Nach Zugabe von 4,8 ml (28 mMol) Athyl-diisopropyl-amin wurde auf 0" erwarmt und 
24 Std. geriihrt. Man fallte durch Eingiessen in Ather, nutschte ab und wusch mit Ather und Essig- 
ester. Nach Losen in 100 ml Dimethylformamid wurde durch Eintropfen in eiskalte 0 , 0 2 ~  Salz- 
saure gefallt. Nach Abnutschen und Waschen mit Wasser erhielt man 13,9 g (74%) XI, das 
35 Mo1.-% Chlorid enthielt (bestimmt durch Perchlorsaure-, Natronlauge- und Silbernitrat- 
Titrationen). Nach Diinnschichtchromatogramm enthielt das Produkt noch etwa 5% Verun- 
reinigungen. Rf (S) = 0,52 (70) ; 0,42 (100). Aminosaure-Analyse (Hydrolyse 15 Std., 105", 
6N HCl) (ber. Werte in Klammern): Ala 1,03 (l), Asp 2,25 (2), Glu 2,18 (2), Gly (Bezugswert) 
1,OO (l), His 0,94 (l), Ile 0,97 (l), Lys 1,lO ( l ) ,  Phe 326  (3), Pro 0,98 (l), Thr 4 2 4  (4), Tyr 1,05 (l), 
NH, 2,69 (3). Nach Abbau mit L-Aminosaure-Oxidase wurden 2 Mol-% u-Phe gefunden (nach 
Abzug des Hydrolyse-Blindwertes). 

7. Sequenz 11-32, H-Thr(But)-Tyr(But)-Thr(But)-Gln-Asp(OBut)-Phe-Asn- 
Lys (Boc)-Phe-His - Thr (But) - Phe- Pro-GIn-Thr(But) - Ala- Ile- Gly- Val -Gly - Ala- Pro- 
NH, (IV).  - 7.1.2-Derivat von I V :  Eine Losung von 12,l g (4,5 mMol) XI und 2,3 g (6,75 mMol) 

le) Wurde bei der Azid-Kondensation an Stelle der portionenweisen Zugabe von 1 Aq. Hiinig- 
Base, 1,7 Aq. Triathylamin zugegeben, so enthielt das Produkt 3 Mol-% D-Histidin. 
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XI1 in 130 ml Dimethylformamid bei 45" wurde mit 0,78 g HOSu und 1,4 g DCCI versetzt und 
16 Std. bei 45" geruhrt. Das durch Ausfallen mit Ather erhaltene Rohprodukt wurde durch Craig- 
Verteilung im System Methanol-Puffer-Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff (10 + 3 + 5 + 6, Puffer: 
29 ml Eisessig, 19 g Ammoniumacetat, 1 1 Wasser) gereinigt. Nach 1600 Verteilungsschritten 
(Apparatur : 200 Rohre, Kreislaufverfahren) ergab eine diinnschichtchromatographische Analyse, 
dass sich die reine Substanz in den Elementen r = 260-340 befand. Es wurden Fraktionen von je 
10 Elementen vereinigt, eingedampft und aus t-Butanol lyophilisiert. Das reine Produkt befand 
sich in r = 260-320 ( K  = 0,22), wahrend das D-Phele-Isomere in Y = 321-340 ( K  - 0,27) nach- 
weisbar warl'). Die Elcmente Y = 260-320 ergaben 7,6 g (56%) reine Substanz; Smp. : ab 220' 
Zers. ; [u]g = - 35" (c = 1 in Chloroform-Methanol-Wasser 25 + 70 + 5) ; Rf (S) = 0,65 (70) ; 0,42 
(100). Abbau mit L-Aminosaure-Oxidase ergab, nach Abzug des Hydrolyse-Rlindwertes, den inner- 
halb der Fehlergrenze liegenden Wert von 0,5 Mol-% D-Phc. 

7.2. Hydrierung zu IT.': 6 g (2 mMol) des unter 7.1. erhaltenen Produkts wurden in GOO ml 
80-proz. Essigsaure wie iiblich hydriert. Zur Entfernung von Essigsaure wurde der Ruckstand 
zweimal aus Methanol-Natriumcarbonatlosung unigefallt. Ausbeute 5,28 g (92%) ; Rf (S) = 0,33 
(52A);  0,30 (100). 

7.3. Freies Calcitonin M-(7 1-32)-docosapeptidamid, H -  Thr-Tyr- Thr-Gln-Asp-Phe-Asn-Lys- 
Phe-His- Thr-Phe-Pro-Gln- Thr-Ala- Ile-GEy- Val-Gly-A la-Pro-NH,: 60 mg I V  wurden untcr Eis- 
kiihlung mit 1,2 ml eiskalter konz. Salzsaure versetzt. Nach 8 Min. gab man 20 ml Eisessig zu und 
lyophilisierte. Man erhielt 50 mg Docosapeptid als Trihydrochlorid, Rf (C) = 0,45 (45), 0,55 
(101A). Aminosaure-Analyse (Hydrolyse 24 Std., 110", 6~ HCl) (ber. Werte in Klammern): 
Ala 2,06 (Z), Asp 1,80 (Z), Glu 1,99 (2), Gly 1,98 (Z),  His 0,93 (l), Ile 0,97 (l), Lys 1,03 (l), Phe 
3,06 (3), Pro 1,99 (Z) ,  Thr 4,37 (4), Tyr 0,98 (l), Val (Bezugswert) 1 , O O  (l), NH, 3,61 (4). 

I 
8. Geschiitztes Calcitonin M- (1-32) - dotriacontapeptidamid, Boc- Cys - Gly - Asn- Leu- 

Ser( But)-Thr(But) - Cys-Met- Leu-Gly-Thr( But) -Tyr(But) -Thr(But)- Gln- Asp( 0But)- 
Phe- Asn- Lys (Boc)- Phe- His- Thr (But) -Phe- Pro- Gln- Thr (But) - Ala- Ile- Gly-Val- Gly- 
Ala-Pro-NH, (11). - Eine Losung von 2,51 g (2,08 niMol) 111 in 50 ml Dimethylformainid 
wurde im Hochvakuum auf etwa 35 ml eingeengt. I n  dieser Losung wurden 5 , O  g (1,74mMol) 
IV bei 45" unter N, gelost. Dann wurden nacheinander 480 mg (4,17 mMol) HOSu und 650 mg 
(3,15 mMol) DCCI zugegeben und das ganze 3l/, Std. bei 45" geriihrt. Das durch Fallen rnit 
peroxidfreiem Ather erhaltene Rohprodukt wurde iin Gemisch Methanol-Puffer-Chloroform- 
Tetrachlorkohlenstoff (11 + 3 +  6+ 7; Puffer: 29 ml Eisessig, 19 g Ammoniumacetat, 1 I Wasser) 
einer Craig-Verteilung iiber 1150 Stufen unterworfcn (Apparatur niit 200 Elementen, Kreislauf- 
verfahren). Reine Substanz enthielten die Elemente r = 415485 ( K  = 0,65); das D-HistidinZ0- 
Isomere18) liess sich in den Elementen r = 470-485 ( K  - 0,73) nachweisen. Der Inhalt der Ele- 
mente mit Y = 415470 wurde vercinigt; man erhielt daraus 4,6 g (65%) reines 11, Smp. ca. 250" 
(Zers.); [a]g = -49" (c = 0,775 in Chloroform-Methanol-Wasser 25+70+5);  Rf (S) = 0,38 
(52A), 0,35 (loo), 0,55 (43E), 0,65 (107). (In allen Systemen bilden sich leicht Artefakte.) 

I 
- 

I I 
9. Calcitonin M, H- Cys- Gly- Asn- Leu- Ser- Thr- Cys- Met- Leu- Gly -Thr -Tyr- Thr- 

Gln-Asp-Phe -Am-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr -Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala- 
Pro-NH, (I). - 2,0 g (0,49 mMol) I1 wurden unter N, und Eiskiihlung unter kraftigem Riihren 
mit 40 ml eiskalter, konz. Salzsaure @.a,) versetzt. Nach 8 Min. gab man 400 ml Eisessig zu, 
lyophilisierte, loste den Ruckstand in Wasser und lyophilisierte abermals, dann aquilibrierte man 
mit Luftfeuchtigkeit. Man erhielt 1.87 g (97%) rohes I, das nach Diinnschichtchromatogramm 
(Rf (A) = 0,36 (45) ; Rf (C) = 0,50 (101 A)) wenig Sulfoxid (Rf (A) = 0,32 (45) ; Rf (C) = 0,46 (101 A)) 

Zum Nachweis des D-PhelG-Peptids wurden Proben der verschiedenen Fraktionen hydriert, 
mit konz. Salzsaure bei 0" behandelt und rnit Trypsin inkubiert, wobei Spaltung am Lys18 er- 
folgte. Die dabei erhaltenen isomeren ~ - P h e ~ ~ - l l - 1 8 -  und ~-Phel~-l1-18-Peptide untcrscheiden 
sich bei Diinnschichtchromatographie; D-Peptid, Rf (C) = 0,32 (101A); L-Peptid = 0,27. 
Die analytische Auswertung erfolgte ahnlich wie beim Z-Derivat von IV beschrieben (vgl. 7.1). 
Das D-HisZ0-Peptid wird durch Trypsin nur sehr langsam gespalten; im Dunnschichtchromato- 
gramm verhalt es sich wie das Ausgangsmaterial, Rf (C) = 0,55 (101 A).  
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enthiclt. Diinnschicht-Elektrophorese (C, p H  = 1,9, 2 Std., 16 Vjcm) zeigte ((Nebenprodukt 2a, 
Laufstrecke - 60 mm (I : - 45 mm). Das rohe I fiihrte man durch Filtration uber eine Saule von 
Merck-Ionenaustauscher Nr. I1 (Acetatform) in das Acetat iiber und unterwarf letzteres einer 
Gegenstromverteilung iiber 300 Stufen im System n-Bntanol-Eisessig-Wasser (4+ 1 + 5 Volum- 
teile). Die Elemente r = 80-130 enthielten das reine I ( K  = 0,52), wahrend HNebenprodukt 21) 
( K  - 0.2) sowie das Sulfoxid von I ( K  = 0,'30) in den Elementen r = 0-70 angereichert waren. 
Nach Vereinigen der reinen Fraktionen, Eindampfen, Aufnahme in Wasser, Lyophilisieren und 
Aquilibrieren mit Luftfeuchtigkeit erhielt man 1,60 g gereinigtes I. Das Produkt enthielt nach 
jodometrischer Titration [19] 4,O yo Sulfoxidderivat. Peptidgehalt (Mittelwert aus Aminosaure- 
analysc, UV.-Spektrum und CH- und N-Bestimmung) : 90%. UV.-Spektrum: EiFm = 4,7 (A,,, = 

275 nm in 10-proz. Essigsaure) ; [XI? = - 77" (c = 0,9 in 10-proz. Essigsaure). Aminosaure- 
Analyse (Hydrolyse 15 Std., 105", 6~ HC1) (ber. Werte in Klammern) : Ala 1,99 (2);  Asp 3,07 (3); 
l jZ  ( C Y S ) ~  1,94 (2) ; Glu 2,OO (2) ; Gly 4,05 (4) ; His 0,98 (1) ; Ile 1,02 (1) ; Leu 2,09 (2)  ; Lys 1,03 (1) ; 
Met 0,98 (1); Phe 2,98 (3) ; Pro 1,93 (2) ; Ser 1,06 (1) ; Thr 4,74 (5) ; Tyr 0,88 (1); Val (Bezugswert) 
1 , O O  (1); NH, 4,88 (5). Abbau mit Aminosaureoxidase: Inkubation des Totalhydrolysates mit L- 
Aminosaureoxidase (Bedingungen s. S. 2143) ergab folgende Restmengen nicht oxydierbarer D- 

Aminosauren (Angaben in M01-y~): His 2,3%, Ala l , O % ,  (Cys)* I,8%. Val 0,8%, Met 0,5%, 
allo-Ile 0,6%, Leu l ,l%, Tyr 1,5%, Phe I,-%%. Diese Werte stimmen innerhalb der Fehlergrenzen 
(&  0,5%) rnit den Blindwerten aus der Totalhydrolyse von natiirlichem Calcitonin M uberein. 

Den Herren K.Eisler, Dr. B. Iselin und Dr. W.Kessleu danken wir fur die Uberlassung verschie- 
dener Zwischenprodukte. Den Herren R. Baumann, H .  Briickner, D.Good, H .  R. Keller und 
A .  Stauffer sind wir fur sorgfaltige, technische Mitarbeit sehr zu Dank verpflichtet. Dunnschicht- 
chromatographien, Elektrophoresen und Aminosaureanalysen wurden in verdankenswerter Weise 
in unserem Chromatographielabor (Leiter: Herr E. uon A m )  durch Frl. J .  Keller, Frau K .  Reist und 
Frau M .  Rist, sowie die Herren D. Faupel und R. Seiner, ausgefiihrt. Mikroanalysen und Bestim- 
mung der optischen Drehung verdanken wir unsern Speziallaboratorien unter der Leitung der 
Herren Dres. W.  Padowetz und H .  Hiirzeler. 

LITERATURVERZEICHNI S 

[I] B.Kamber, H .  Briickner, B .  Rinikev, P.Sieber & W .  Rittel, Helv. 53, 556 (1970). 
[Zj P. Sieber, M.Brugger, B. Kamber. B .  Riniker & W .  Rittel, Helv. 51, 2057 (1968). 
[3] F .  Weygand, D. Hoffmann & E. Wiinsch, Z. Naturf. 21b, 426 (1966). 
141 M .  A .  Kumar, E .  Slack, A .  Edwards, H .  A .  Solzman, A .  Baghdiantz, G. V .  Foster & I .  MacIntyre. 

[5] B .  Riniker, R. Neher, R. Maier, F .  W .  Kahnt, P.G.H. Byfield, T .  V.Gudmundsson, L.Galante & 

[6j R.Neher, B .  Riniker, M7. Rittel & H.Zuber, Helv. 57, 1900 (1968). 
[7] IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, Biochim. biophysic. Acta 127, 1 

[8] B. Riniker, M .  Brugger, B .  Kamber, P. Sieber & W .  Rittel, Helv. 52, 1058 (1969). 
191 J .  Howl  & J .  Rudinger, Coll. Czech. chem. Commun. 26, 2333 (1961). 

J .  Endocrinol. 33, 469 (1965). 

1. MacIntyre, Helv. 57, 1738 (1968). 

(1966). 

[lo] I .  Antonouics, A .  L .  Heard, J .  Hugo, 121. W .  Williams & G. T.  Young, u Peptidesa, p. 121, Proc. 
Sixth Europ. Peptide Symposium, L.  Zervas, Ed., Pergamon Press, Oxford 1966; D .  S .  Kemp, 
S .  W .  Wang, G. Busby & G. He@, J.  Amer. chem. SOC. 92, 1043 (1970). 

[ l l ]  F.Weygand, A .  Prox & W .  Konig, Chem. Ber. 99, 1451 (1966). 
1121 G. W.Anderson, J.E.Zimmermann & F.M.Callahan, J. Amer. chem. SOC. 88, 1338 (1966). 
[13] P. Sieber, M .  Brugger & W .  Rzttel, #Peptides 1 9 6 9 ~ ,  E. Scoffone, Ed., North-Holland Publ. Co., 

[14] P. Sieber, M .  Brugger, B .  Kamber, B .  Riniker, W.  Rittel, R. Maier & M .  Staehelin. tcalcitonin 

[15] B. Kamber & W.  Rittel, Helv. 52, 1074 (1969). 
[16] E.D.  Hughes & C .  K .  Ingold, J. chem. SOC. 7933, 1571. 
[17] P. Sieber, ((Peptides 1968 s, p. 236, E .  Bricas, Ed., North-Holland Publ. Co., Amsterdam 1968; 

D .  F .  Veber. S.  L. Varga, J .  D. Milkowski, H.  Joshna, J .  B. Lonn, R. Hirschmann & R.G. 
Denkewalter, J. Amer. chem. SOC. 97, 506 (1969). 

Amsterdam 1970, in press. 

1969a, p. 28; S. Taylor & G. V .  Foster, Eds., W. Heinemann, London 1970. 



2150 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 53, Fasc. 8 (1970) - Nr. 255-256 

D. F .  Elliott, Biochem. J. 50, 542 (1952). 
B. Riniker & W .  Rittel, Helv. 53, 513 (1970). 
H .  M.Greuen & L .  J .  lli. M .  Tax,  op.  czt. [14], p. 34. 
A . M .  Tashjian & E .  F .  Voelkel, J .  clin. Endocrinol. 31, 116 (1970). 
R .  Maier, R. Neher, W .  Rittel & M .  Staehelin, op.  cit. [14], p. 381. 
D.F.  Waugh, J .  Amer. chem. SOC. 68, 247 (1946). 
J .  L .  Farrant & E.  H .  Mercer, Biochim. biophysic. Aced 8, 355 (1952). 
A .  Staub, L.  Sinn & 0. K .  Behwns, J. biol. Chemistry 274, 619 (1955). 
E.  Schroder & K .  Liibke, #The Peptides I), Vol. I, Academic Press, New York 1965. 
E.uonArx & R.Neher, J. Chromatogr. 12, 329 (1963). 
Z.A .  Hylton, J .  Preston & B. Weinstein, J. org. Chemistry. 31, 3400 (1966). 
H .  Klostermeyer, Chem. Bcr. 702, 3617 (1969). 
‘R.E.Neumann & E.L.Smith,  J .  biol. Chemistry 193, 95 (1951). 
H.Determann & Th .  Wieland, Makromol. Chem. 44-46, 312 (1961). 

256. Synthhses dans la s6rie des bis-indCno-anthrachnes, I 
Le tCtraoxo-5,10,15,16-tCtrahydro-5,10,15,16-bis-indCno [2.1-a; 2’.1’-cJ 

anthrachne et le dihydro-5,16-bis-indbno [2.1-a;2’.1’-c] anthrachne 
par Louis Chardonnens, Franq-ois Schorderet, Luc Salamin 

et Paul Sunder-Plassmann 
Institut de chimie inorganique et  analytique de l’Universit6 de Fribourg 

(15 X 70) 

Summary. Starting from 5-carboxy-6-methyl-7,12-dioxo-7,12-dihydro-indeno [l. 2-a] fluorene 
(phthalacone-carboxylic acid) the first title compound, XI, has been synthesized in 4 steps (over- 
all yield 2 8 % ) .  By an independent way the corresponding hydrocarbon (second title compound, IV) 
has been obtained in 3 steps (overall yield 35%) starting from 2,3’-bi-indenyle and  1,4-naphtho- 
quinone. 

Les trois systiimes mono-indkno-anthrackniques, rCsultant formellement de l’accole- 
nient d’une molkcule d’indkne B la molkcule d’anthrackne avec mise en commun de deux 
atomes de carbone du cycle pentagonal de I’indkne et de deux atomes de carbone d’un 
noyau hexagonal de l’anthraciine, sont connus, entre autres, sous la forme des trois 
phtaloylfluorknones isomitres I [l], I1 [Z] et 111 [3], en nomenclature rationnelle 
respectivement trioxo-6,11,l3-dihydrod,ll-13H-ind6no[l.Z-b]anthrackne, trioxo- 
7,12,13-dihydro-7,12-13H-indkno[2.1-a]anthrac~ne et trioxo-5,8,13-dihydro-5,13- 
8H-indknorl .Z-aj-an thrackne. 

Les systemes bis-inddno-anthrackniques rksultent, de maniiire analogue, de l’ac- 
colernent de deux molkcules d’indkne B une molkcule d’anthrackne. Si l’on se limite 




