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88. Hormon-Rezeptor-Beziehungen: Synthese und Eigenschaften von
N¢-Dansyllysin®*-adrenocorticotropin-(1-24)-tetrakosipeptid

von R. Schwyzer und P. W. Schiller

Institut fiir Molekularbiologie und Biophysik,
Eidgenéssische Technische Hochschule, 8049 Ziirich

(22. 11. 71)

Summary. We are investigating interactions between hormones and their potential receptor
molecnles by means of biologically active, synthetic hormone derivatives. The substituents are so
chosen that they can supply quantitative information about specific contacts or convertthe hormone
to an ‘affinity marker’. We describe the synthesis ot Né-dansyllysine?'-adrenocorticotropin-(1-24)-
tetrakosipeptide. In fat cells and in adrenal cells of the rat the dansyl substituent does not seem to
impair the interaction between the peptide moiety and its biological receptors. It allows for
affinity studies by fluorescence depolarisation and for measurement of intramolecular and inter-
molecular distances by means of energy transfer (fluorescence sensibilisation).

Potentielle Rezeptormolekeln. Das gingige Konzept der Hormonwirkung iiber
zelluldre Rezeptoren ruft nach Identifizierung von Rezeptormolekeln und nach Auf-
klirung des chemischen Mechanismus der Hormon-Rezeptor-Wechselwirkung [1].
Weder das eine noch das andere ist bisher gelungen. Zur Zeit untersuchen wir diesen
Problemkreis mittels synthetischer Derivate von Peptid- und andern Hormonen (z. B.
Diazoacetylcholin [2]). Wir gehen dabei von folgenden Annahmen aus: eine Rezeptor-
molekel muss imstande sein

1. ihr Hormon spezifisch zu erkennen (sog. Diskriminatorwirkung), und als Folge
davon

2. ein physikalisches oder chemisches Signal erzeugen (sog. «Transducer»Wir-
kung), welches die erste einer ganzen Serie biochemischer Reaktionen auslést, die zur
bekannten physiologischen Wirkung des Hormons fiihrt.

Jedein der Erfolgszelle vorhandene (Makro-)Molekel, die imstande ist, ein Hormon
spezifisch zu binden, kénnte im Prinzip zur Unterscheidung zwischen verschiedenen
Hormonen und somit als Diskriminator dienen: sie ist eine potentielle Rezeptormolekel.
Ob sie auch tatsichlich eine Rezeptormolekel ist, hdngt von ihrer Fahigkeit ab, das
oben erwihnte Signal zu erzeugen. Unser Vorgehen zielt darauf hin, durch Bindungs-
studien potentielle Rezeptoren aufzufinden und danach durch Signalstudien zu ver-
suchen, sie als tatsichliche Rezeptoren zu identifizieren oder auszuschliessen.
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Hormonderivate, mit deren Hilfe man potentielle Rezeptoren finden und studicren
kénnte, miissen solche Substituenten enthalten, welche

1. den spezifischen Kontakt als solchen physikalisch-chemisch leicht erkennen und
quantitativ gut auswerten lassen, und/oder

2. das Hormon covalent an die Bindungsstelle des Rezeptors zu kniipfen ver-
mogen: auf diese Weise konnte die Rezeptormolekel z. B. radioaktiv markiert werden
(hormonale Affinitdtsmarkierung)?).

Um fiir unsere Zwecke geeignet zu sein, haben solche Derivate noch eine andere
Bedingung zu erfiillen: sie miissen eine moglichst starke, mit der des natiirlichen
Hormons vergleichbare biologische Wirkung besitzen. Dadurch wird eine ¢normale»
Wechselwirkung mit den Rezeptoren angezeigt, bzw. nicht von vorneherein ausge-
schlossen. Eine Wirkung als Antagonist (im Gegensatz zur geforderten Wirkung als
Agonist) wire dagegen nur dann akzeptabel, wenn gezeigt werden konnte, dass ein
und dasselbe topographische Element der Rezeptormolekel sowohl den Agonisten als
auch den Antagonisten zu binden vermag (Demonstration einer homosterischen und
nicht einer allosterischen Wirkung des Antagonisten).

Herstellung ewnes biologisch aktiven Derivates des Adrenocorticotropins (ACTH) durch
Substitution am Lysin Nr. 21. Die ACTH-Molekel enthalt eine Reihe von Peptid-
sequenzen (sog. «zusammenhidngende Worter» [4]), welche je fiir einen Teil der ge-
samten biologischen Wirkung verantwortlich sind. Im Corticotropin-(1-24)-tetrakosi-
peptid (Synacthen® [5]) ist die gesamte Information fiir die Wirkung des ACTH auf
die Nebennierenrinde enthalten und nur das C-terminale « Wort» mit den Aminosduren
Nr. 25-39 ist weggelassen (dieses enthilt im Wesentlichen die Information fiir die
Speziesspezifitit und fiir die Transporteigenschaften im Blutstrom). Die aktive
Sequenz von 1-24 ist selbst wieder unterteilt in eine N-terminale Sequenz von etwa
18 Aminosidureresten (1-18), die zur Erzeugung der corticotropen Wirkung wesentlich
sind, und eine Hexapeptidsequenz (19-24), welche weniger wichtig ist, indem sie
hochstens einen relativ kleinen quantitativen Beitrag leistet. Lysin Nr. 21 scheint
also ein giinstiger Ort fiir eine Substitution im synthetischen Corticotropin-(1-24)-
tetrakosipeptid zu sein: es wire namlich nicht auszuschliessen, dass ein Substituent
aus dieser biologisch «entlegenen» Stellung heraus die starke Aktivitdt des restlichen
Teils der Peptidkette nur wenig beeintriachtigen wiirde.

Diese Erwartung wurde an einem typischen Derivat dieser Art erfillt: das N*-
Dansyllysin®-adrenocorticotropin-(1-24)-tetrakosipeptid (1), welches wir in dieser
Arbeit beschreiben, besitzt eine mit der des unsubstituierten Peptids vergleichbare,
hohe ACTH-Wirkung: bei den Adenyl-Cyclase-Rezeptoren der Fettzell- und Neben-

H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-
1 10

Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-l.ys-Val-Tyr-Pro-OH 12)
15 20 | 24
DNS

1) Die Affinititsmarkierung wurde bisher hauptsichlich bei Substrat-Enzym- und bei Antigen-
Antikorper-Wechselwirkungen untersucht [3].

2)  Dansyl (DNS) = 1-Dimethylaminonaphtalin-5-sulfonyl; andere hicr verwendete Abkiirzungen
vgl. European J. Biochem. 7, 375 (1967); Biochim. biophysica Acta 733, 1 (1967).



Herverica CHiMIca AcTa — Vol. 54, Fasc. 3 (1971) — Nr. 88 899

nierenrindenzell-Membranen ist sie qualitativ und quantitativ gleich, bei isolierten
Fettzellen, isolierten Nebennierenrindenzellen und Nebennierengewebe der Ratte ist
sie qualitativ gleich, aber quantitativetwa 5-bis 20 mal schwicher. In erster Naherung
nehmen wir an, dass mindestens ein Teil der Rezeptorenpopulation von beiden
Agonisten in gleicher Weise beeinflusst wird.

Herr Dr. Peter Bally {Pharmakologisches Institut der Universitit Bern) hat bei isolierten
Fettzellen der Ratten-Epididymis die Freisetzung von Fettsiuren und von Glycerin gemessen.
Die (log) Dosis-Wirkungskurven weisen dieselbe sigmoide Form und dieselbe maximale Wirkung
auf wie bei Synacthen®, nur sind sie zu etwa 20mal hoheren Konzentrationen des Derivates ver-
schoben?).

Herr Prof. Geovge Sayers (School of Medicine, Dept. of Physiology, Case Western Reserve
University, Cleveland, Ohio) fand bei isolierten Nebennierenrindenzellen [6], dass, in Bezug auf
Corticosteron-Freisetzung, der maximale Effekt von 1 gleich gross ist wie derjenige von
Synacthen®. Auch hier sind aber die Dosis-Wirkungskurven verschoben, und zur Erzeugung des
halbmaximalen Effektes braucht man etwa 5mal mehr Derivat als freies Tetrakosipeptid (498
anstelle von 100 Picogramm/ml)3).

Herr Dr. Jiivg Miiller (Steroidlabor der Med. Universitatsklinik, Kantonsspital Ziirich) hat die
Freisctzung von Corticosteron in Nebennieren von Ratten ¢ witro untersucht (modifizierte
Technik von Saffran & Schally [7] unter Verwendung von radioaktivem Corticosteron). Er fand
eine Wirkung von 8 I.E. pro mg, d.h. etwa 7-8 Prozent derjenigen des internationalen Standards3).

Im Gegensatz zu diesen Versuchen, bei denen Transportphdnomenec cine gewisse Rolle spielen
konnten (zu den Zellen, in die Zellen, unspezifische Adsorption ?), ergaben Experimente mit dem
Adenyl-Cyclase-System von isolierten Membranen von Fett- und Nebennierenrinden-Zellen cine
volle Wirkung in den Konzentrationsbereichen 107 (Fett-Z.) und 10-% molar (NN.-Z,), identisch
mit derjenigen von Synacthen® (Versuche von Theodor Braun und Oscar Hechier, Institute for
Biomedical Research, Chicago, 111.)3).

Das Derivat 1 haben wir dazu verwendet, um eine spezifische Bindung an
kristallisierte Glucose-6-phosphat-dehydrogenase aus Nebennierenrinde (p-Glucose-6-
phosphat: NADP+-oxido-reductase, E.C. 1.1.1.49} [8] mit einer Assoziationskonstante
von 1,5 - 108 | - Mol-! mit Hilfe der Fluoreszenz-Depolarisation nachzuweisen. Mittels
Energieiibertragung (Fluoreszenz-Sensibilisierung) konnten wir ferner zeigen, dass in
der Verbindung 1 sowohl in Wasser und in Phosphatpuffer bei 25 und 70°C als auch
in denaturierenden Medien (6 M Guanidin-hydrochlorid und 8 m Harnstoff) der mittlere,
intramolekulare Abstand zwischen dem Indolring des Tryptophan?® und der Dansyl-
gruppe sich im engen Bereiche von 20 bis 26 A bewegt [9].

Diese Resultate zeigen nicht nur die spezifische Anwendbarkeit der Verbindung 1
fiir unsere Zwecke, sondern lassen vermuten, dass auch andere Derivate mit Substi-
tuenten am Lysin Nr. 21 biologisch aktiv und prinzipiell fiir Untersuchungen von
potentiellen Rezeptoren geeignet sein kénnten. Solche Verbindungen werden z.Zt.
in unserem Laboratorium hergestellt.

Anlage und Verlauf der Synthese. Es wurde im Prinzip die Methode der Fragment-
kondensation und des Seitenkettenschutzes von Lysin und Glutaminsdure mittels
t-Butoxycarbonyl- (Boc-) und ¢-Butylester (-OBu¢) verwendet, wie sie schon frither
von unserem Arbeitskreise entwickelt worden war [10]. Wir beniitzen im wesentlichen
dieselben Zwischenprodukte wie fiir die Synthese des Corticotropin-(1-24)-tetrakosi-
peptids [5], nimlich die geeignet geschiitzten Fragmente mit den Sequenzen 1-10 und
11-19. Im Unterschied zu jener Synthese mussten wir anstelle des dort beschriebenen

3)  Personliche Mitteilung, fiir die wir bestens danken.
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Fragmentes 20-24 das entsprechende Fragment mit bereits eingebauter Dansylgruppe,
H-Val-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBu‘ (6) einsetzen, da sich die Dansylgruppe spiter
nicht mehr selektiv einfiihren lisst (Dansylierung aller Aminogruppen und Tyrosin-
Hydroxyle).

Schema 1 zeigt den Aufbau dieses Dansyl-Pentapeptides. N*-Benzyloxycarbonyl-
N¢-dansyl-L-lysin (2) wurde aus Dansylchlorid und Z-Lys‘OH hergestellt und als
amorphe Substanz erhalten. Als ebenfalls amorph erwiesen sich alle folgenden
Produkte. Kondensation des Lysinderivates 2 mit H-Tyr-Pro-OBu‘ [11] unter Ver-
wendung von Dicyclohexyl-carbodiimid (DCCI) crgab das Tetrapeptidderivat
Z-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBu‘ (3), welches durch neutrale, katalytische Hydrierung
in 4 iibergefithrt wurde. Dessen Kondensation zum vollstindig geschiitzten Penta-
peptidderivat 5, Z-Val-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBu?, erfolgte mittels ¢-Butoxy-
carbonyl-valin-p-nitrophenylester; die Benzyloxycarbonylgruppe zu 6 wurde wieder-
um hydrogenolytisch abgespalten.

Schema 1. Aufbaw der Pentapeptidsequenz 20-24

Analyse ber./gef. Spektrum
(Alkohol)
Smp. © C H N S Amay(mm) &
2 Z-Lys(DNS)-OH 115-117 60,81 6,08 8,18 335 4300
60,59 5,91 8,09
3 Z-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBut 127-129 9,05 3,45 335 4360
9,04 3,36
4 H-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBut 120-123 61,94 7,35 10,57 4,03 335 4380
61,74 7,36 10,33 4,11
5 Z-Val-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBut  120-122 63,07 7,16 9,54 3,12 335 4320
62,80 7,19 9,61 3,12
6 H-Val-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBu?* 118-121 61,79 7,55 10,97 3,59 335 4360

61,02 7,53 10,96 3,67

Schema 2 zeigt den Aufbau der Tetrakosipeptid-Sequenz ausgehend von 6. Das
geschiitzte Nonapeptid 11-19 7 wurde aus dem Sidureazid Z-Lys(Boc)-Pro-Val Gly-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-N;, welches zur Vermeidung der Racemisierung weder isoliert
noch mit alkalischen Reagenzien behandelt worden war [12]} [13], und dem Tripeptid-
derivat H-Arg-Arg-Pro-OH,HCI hergestellt. Die Kondensation des erhaltenen Nona-
peptidderivates 11-19 7 mit dem Pentapeptidderivat 20-24 6 zu 8 erfolgtc unter Ver-
wendung von DCCI und — um die Ausbeute zu steigern — N-Hydroxysuccinimid [14].
Die Benzyloxycarbonylgruppe wurde selektiv mittels katalytischer Hydrierung ab-
gespalten. Zur analytischen Kontrolle und um e¢in fiir die Energieiibertragungsver-
suche wichtiges Produkt zu erhalten (9a — mit dem Dansylrest, aber ohne Tryptophan)
wurde das erhaltene, geschiitzte Tetradekapeptid 11-24 9 mittels Trifluoressigsdure
von den restlichen Schutzgruppen befreit; 9a ist diinnschichtchromatographisch und
spektroskopisch rein und gibt eine richtige Aminosdureanalyse. Das aus 9 mit Boc- Ser-
Tyr-Ser-Met-Glu(OBu?)-His-Phe-Arg-Trp-Gly-OH |15] gewonnene, vollstindig ge-
schiitzte Tetrakosipeptid 10 wurde mittels Gegenstromverteilung gereinigt. Dabei zeig-
te es sich, dass die Dansylgruppe leicht oxydativ zerstért wird, falls man nicht unter
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Stickstoff und in der Dunkelheit arbeitet. Aus den reinen Fraktionen von 10 wurden
die Schutzgruppen mit Trifluoressigsiure {10] entfernt. Das N°-Dansyllysin?-adre-
nocorticotropin-(1-24)-tetrakosipeptid (1) wurde (nach Austausch von Trifluoressig-
sdure gegen Essigsdure) als reines Hexaacetat erhalten. Sowohl 10 als auch 1 konnten
in die entsprechenden Sulfoxide iibergefiihrt werden: diese erwiesen sich als ver-

schieden von den Photooxydationsprodukten.

Schema 2. Aufbau der Sequenz 1-24

Aminosdurenanalyse?)

9a

10

Z-Lys(Boc)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc}-Lys(Boc)-

11
Arg-Arg-Pro-OH, HCI
17 19

Z-Lys(Boc)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Arg-

11

Arg-Pro-Val-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBut, 2HCl

19 20 24

H-Lys(Boc)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Arg-

11

Arg-Pro-Val-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBut, 2HCI

24

H-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-

11
Lys{DNS)-Val-Tyr-Pro-OH, 5CH;O0H
24

Boc-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu(OBut)-His-Phe-Arg-

1

Trp-Gly-Lys(Boc)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc)-Lys(Boc)-

10

Arg-Arg-Pro-Val-Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OBut?,

20 24
3HC!

H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-
1 10

Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-
20
Lys(DNS)-Val-Tyr-Pro-OH, 6 CH,COOH
24

Avg 2,00 (2) Gly 0,90 (1) Lys 3,63 (3)
Pro 1,96 (2) Val 0,84 (1)

Arg 2,03 (2) Gly 7,00(7) Lys 3,21 (3)
Pro 2,95 (3) Val 3,00 (3) Tyr 0,95 (1)
NH, 0,88 (0)

Arg 3,00 (3) Glu 1,00 (1) Gly 1,92 (2)
His 0,89 (1) Lys 3,12 (3) Met 0,91 (1)
Phe 0,92 (1) Pro 2,92 (3) Ser 1,71 (2)
Tyr 1,79 (2) Val 2,96 (3)

6CH,COOH 10,4%, (11,4%)

o B ow

-
=

Experimenteller Teil

Smp. wurden auf einem Automaten der Firmna Mettler (Modell FP 1) gemessen und sind un-
korrigiert. Analysen verdanken wir den Analytischen Laboratorien und dem Chromatographie-
labor der CIBA-Aktiengesellschaft, Basel (Leitung: Dr. W. Padowetz und Herr E. von Arx).
Ditnnschichichvomatogvaphische Reinheitskontvollen. — Trager:

: Kieselgel (Fertigplatten Kieselgel F 254 der Firma Merck AG., Darmstadt);
© Aluminiumoxid (D-0 der Firma CAMAG, Muttenz, mit Zusatz von 129, Gips);
. Cellulose (Avicel Fertigplatten 1440 der Firma Schleicher & Schuell).

Bezugsaminosdure kursiv; ber. Werte in Klammern; Hydrolyse 20 Std., 110°, 6§ HCl; Essig-

sdure gas-chromatographisch bestimmt.
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Zusammensetzung der Fliessmittel (Volumenteile):

CM 1 Chloroform-Methanol 9 +1

BEW 1 2-Butanol-Essigsiure-Wasser 67 + 10 + 23

EPW 1 Essigester-Pyridin-Wasser 20 + 10 + 11

BPEW 1 1-Butanol-Pyridin-Essigsdure-Wasser 38 + 24 +8 + 30
BPEW 2 1-Butanol-Pyridin-Essigsdure- Wasser 42 + 24 +4 + 30
BPEW 3 1-Butanol-Pyridin-Essigsdure-Wasser 30 +20 +6 + 24
EPAW 1 Essigester-Pyridin-Ameisensiure-Wasser 63 +21 +10 +6
EPEW 1 Essigester-Pyridin-Essigsaurc-Wasser 62 +21 +6 +11
EBPEW 1 Essigester-1-Butanol-Pyridin-Essigsaurc-Wasser 42 + 24 +21 + 6 + 10

Die Platten wurden mit Reindel-Hoppe-, Sakaguchi-, Pauly- und Ninhydrin-Rcagens angefarbt.

Dic Ultraviolett-Spektren wurden mit cinem Spektrophotometer Beckman, Modell DK 2A,
aufgenommen.

2. — 2,80 g (10 mMol) Z-Lys-OH wurden in 50 ml H,O geldst und das pH mit gesdttigter
NaHCO,-Losung auf 9 gestellt. Zu dieser Losung wurde bei Raumtemperatur eine Lésung von
6,75 g (25 mMol) Dansylchlorid in 50 ml Acecton im Verlaufc von 5 Min. getropft. Nachdem sich
anfanglich orange, zihfliissige Klumpcn gebildet hatten, resultierte nach 2 Std. cine hellgelbe
Suspension, die noch 15 Std. bei Raumtemperatur gerihrt wurde. Das ganze Gemisch wurde dann
eingedampft und der Riickstand in 100 ml H,0 aufgenommen. Die Lésung wurde mit 25 HCI auf
pH 6 gebracht und drecimal mit Essigestcr extrahiert. Dic vereinigten Essigesterextrakte wurden
mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Das erhaltene Produkt
wurde aus Benzol-Petroldther umgefallt: 4,15 g (819, d.Th.) 2, amorph, Rf (S) = 0,60 (BPEW 1).

3. — Eine Lésung von 617 mg (1,2 mMol) 2 und 520 mg (1,2 mMol) H-Val-Tyr-Pro-OBu? [11] in
5 ml Acetonitril wurde mit 297 mg (1,44 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und zunichst
30 Min. bei 0° und dann 16 Std. bei Raumtemperatur gerithrt. Nach Kihlen auf 0° wurde vom
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das Filtrat abgedampft und der amorphe Riickstand an der 60-
fachen Menge Kiesclgel chromatographiert, wobei das Tetrapeptidderivat 3 sich mit Chloroform-
Methanol 19 + 1 (Vol.-Tl) cluieren liess. Das ebenfalls amorphe, diinnschichtchromatographisch
einheitliche Produkt wurde aus Essigester-Petrolather umgeféllt: 722 mg (65%). Rf (S) = 0,61
(CM1); 0,80 (BFEEW 3).

4. — Einc Loésung von 4,7 g (5,06 mMol) 3 in 20 ml Methanol wurde nach Zugabc von 900 mg
Palladiuni-Kohle (109, I’d) in der Schiittelente unter Absorption des gebildeten CO, 5 Std. lang
hydriert. Iierauf wurde vom Katalysator abfiltriert, das I'iltrat abgedampft und der Riickstand
(3,35 g) an der 70fachen Mengc Kieselgel chromatographiert, wobei 4 mit Chloroform-Methanol
19 + 1 (Vol.-Tl.) eluiert wurde. Nach zweimaliger Umfillung aus Essigester-Petrolither crhielt
man 1,76 g (449%,) amorphes, aber diinnschichtchromatographisch einheitliches Produkt: Rf (S) =
0,21 (CM 1); 0,66 (BPIEW 3).

5.-1,20 g (1,51 mMol) 4 und 0,675 g (1,81 mMol) Z-Val-ONp wurden in 6 ml Dimethylform-
amid (DMF) gelost. Nach 15 Std. Rithren bei Raumtemp. wurde dic Lésung im Vakuum auf 1 ml

eingeengt und mit Ather im Ubcrschuss versetzt. Die erhaltenc Fallung wurde abgenutscht und
wiederholt mit Ather verricben: 1,32 g 5 {85%,), amorph. Rf (S) = 0,62 (CM 1); 0,87 (BPEW 3).

6. - 1,046 g 5 wurdcen in 50 ml Methanol geldst und nach Zugabe von 400 mg Palladiumkohle
(109, Pd) wiahrend 4 Std. hydriert. Der Katalysator wurde abfiltriert, das Filtrat abgedampft und
der Riickstand zwcimal mit Ather verrieben: 808 mg (919% 6, amorph. Rf (S) = 0,32 (CM 1);
0,76 (BPEW 3).

7. - 4,55 g (4,12 mMol) Z-Lys(Boc)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc)-Lys(Boc)-NHNH, [12] wurden bei
Raumtemperatur in 40 ml DMF gelost. Die klare Losung wurde bei — 157 unter gutem Rithren
innerhalb von 10 Min. mit 8,25 ml (16,5 mMol) ciskalter 25 HCI versetzt. Hierauf liess man bei
- 10° 0,91 ml (4,55 mMol) 58 NaNO,-Losung zutropfen und rithrte noch 15 Min. weiter. Die
Azidlgsung wurde darauf mit ciner Losung von 1,60 g (3,43 mMol) H-Arg-Arg-Pro-OH, 2HCI [16]
in 50 ml DMF-Wasscr (5:1) bei -~ 10° vereinigt. Zu dieser Mischung wurden 2,65 ml (18,9 mMol)
Tridthylamin getropft. Nach 16 Std. bei 0° wurde dic Losung im Hochvakuum abgedampft. Der
Riickstand wurde mit 50 ml Essigester verrieben und dann portionenweise abgenutscht, wobel
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jeweilen sofort mit Ather nachgewaschen wurde. Das amorphe Produkt wurde in 15 ml Chloroform
aufgenommen. Nach Abfiltrieren von 300 mg unléslicher Substanz und Einengen auf 5 ml wurde die
klare Losung an der 50fachen Menge Kieselgel chromatographiert, wobei sich das Nonapeptid mit
Chloroform-Methanol 4:1 eluieren liess: 3,36 g (63%,) amorphes 7, diinnschichtchromatographisch
einheitlich. Rf (S) = 0,52 (EPW 1); 0,36 (BEW 1).

8.~ 230 mg (0,150 mMol) 7 wurden in 1 ml DMF geldst. Nach Zutropien von 0,15 ml 1n HCI
wurden 98 mg (0,11 mMol) 6 und 21,5 mg (0,187 mMol) N-Hydroxysuccinimid zugegeben. Die
Mischung wurde dann auf 10° gekithlt und mit 47,5 mg (0,232 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid
versetzt. Nach 8stdg. Rithren bei 40° wurde in der Kalte vom ausgeschiedenen Dicyclohexylharn-
stoff abfiltriert, das Filtrat im Hochvakuum eingeengt und mit Ather im Uberschuss gefillt. Das
amorphe Rohprodukt wurde an der 50fachen Menge Kieselgel chromatographiert, wobei nach
griindlichem Waschen mit Chloroform das Tetradecapeptid-Derivat mit Chloroform-Methanol 4:1
eluiert wurde: 156 mg (589%,) amorphes, diinnschichtchromatographisch einheitliches 8. Rf (S) =
0,39 (EPEW 1); 0,54 (BEW 1); 0,52 (EPW 1). 4 = 335 nm, ¢ = 4180 (EtOH).

" Tm

9. — 280 mg (0,115 mMol) 8 wurden in 20 ml Methanol gelést und in Gegenwart von 50 mg
10-proz. Pd-Kohle 5 Std. bei Raumtemp. hydriert (Auffangen des CO, tiber Kalilauge). Hierauf
wurden nochmals 30 mg Katalysator beigefiigt und wiahrend 3 Std. weiterhydriert. Anschliessend
filtrierte man die Losung und dampfte sie im Vakuum ein. Der Riickstand wurde einmal aus
DMF-Ather umgefillt: 252 mg (95%) amorphes Produkt, welches nach Diinnschichtchromato-
gramm noch eine geringe Spur von unveridndertem Ausgangsprodukt 8 enthielt. Durch Chromato-
graphie an Sephadex LH 20 mit Methanol konnte das Hydrierungsprodukt 9 vom Ausgangs-
material getrennt werden: 234 mg (889,) amorphes, diinnschichtchromatographisch einheitliches
Produkt. Rf (S) = 0,19 (EPEW 1); 0,45 (BEW 1). 1 = 335 nm, ¢ = 4100 (EtOH).

9a. - 20 mg (0,009 mMol) 9 wurden in 0,5 ml 90-proz. Trifluoressigsdure gelost. Nach 25 Min.
Stchen bei Raumtemperatur wurde mit Ather im Uberschuss gefallt. Die Fallung wurde abzentri-
fugiert, zweimal mit Ather gewaschen, in 1-proz. Essigsiure gelost und die Losung durch eine
Ionenaustauschersidule (Merck 1T, schwach basisch) in der Acetatform filtriert. Das Filtrat wurde
dirckt lyophilisiert: 17 mg (90%) diinnschichtchromatographisch einheitliches 9a: Rf (A) =
0,53 (BPEW 1), 0,41 (BPEW 2); Rf (C) = 0,50 (BPEW 1). Elektrophorese auf «Avicel Fertig-
platten 1440» (1 Std./300 V), Laufstrecken: — 6,0cm (pH 1,9), —4,2cm (pH 6,5), —3,7cm (pH9,1).
Amar = 327 nm, £ = 3790 (H,O), Peptidgehalt: 84%, (aus UV.-Spektrum berechnet).

10. - Zu einer Suspension von 265 mg (0,182 mMol} geschiitztem Decapeptid-Derivat 1-10 [15]
in 3 ml entgastem DMF wurden bei 0° 0,19 ml 1~ HCI getropft. Die gebildete klare, leicht gelbliche
Losung wurde mit einer Lgsung von 300 mg (0,125 mMol) reinem Tetradecapeptid-Derivat 9 in
3 ml DMF bei Raumtemperatur versetzt. Nach Zugabe von 27 mg (0,200 mMol) 1-Hydroxy-
benzotriazol [17] hat man die Temp. auf 45° erh6ht und dann 56 mg (0,273 mMol) Dicyclohexyl-
carbodiimid zugesetzt. Nach 17stdg. Rithren bei 45° wurde in der Kilte vom Harnstoff abfiltricrt,
das Filtrat im Hochvakuum stark eingeengt und schliesslich mit einem Uberschuss von eiskaltem,
peroxidfreiem Ather gefillt. Das Rohprodukt wurde durch multiplikative Verteilung im System
Methanol-Puffer-Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff (8:4:5:2 Vol; Puffer: 14,3 ml Eisessig +
9,62 g Ammoniumacetat + 480 ml Wasser) unter Ausschluss von Licht bei stindiger Stickstoff-
zufuhr iiber 380 Schritte gercinigt. Nach Diinnschichtchromatographie enthielten die Elemente
75-90 reines Produkt (K = 0,22). Diese Phasen wurden vereinigt und nach Zugabe von wenigen
Tropfen Octanol im Vakuum bei 40° eingedampft. Anschliessend wurde das noch vorhandene
Ammoniumacetat bei 40° im Hochvakuum wegsublimiert, der Riickstand in ¢-Butylalkohol aufge-
nommen und diese Losung lyophilisiert: 218 mg (439%) amorphes, hellgelbes Produkt. 4
335 nm, ¢ = 4020 (EtOH). Rf (A) = 0,71 (EPAW 1), 0,37 (EBPEW 1).

Oxydationsprodukt von 10: Behandlung mit 30-proz. Hy0O,-Lésung in CHCl;-MeOH-H,O
(5:10:1) lieferte das Meit-sulfoxid-Derivat vow 10. Dinnschichtchromatographisch cinheitlich:
Rf (A) = 0,60 (EPAW 1), 0,21 (EBPEW 1).

max

max

1. - 210 mg (0,055 mMol) reines, geschiitztes Tetrakosipeptid-Derivat 10 wurden in 3 ml frisch
zubereiteter 90-proz. Trifluoressigsdure geldost und 20 Min. bei Raumtemperatur aufbewahrt.
Hierauf wurde mit eiskaltem, peroxidfreiem Ather im Uberschuss gefillt. Die abzentrifugierte
Fillung, in 1-proz. Essigsiure gelost, wurde durch eine lonenaustauschersaule (Merck 11, schwach
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basisch) in der Acetatform filtriert. Das Filtrat wurde lyophilisiert und der Riickstand bis zur
Gewichtskonstanz an der Luft stehengelassen: 175 mg (91%) 1 als hellgelbes Pulver: 4, = =
327 nm, ¢ = 3850 {H,O). Peptidgehalt: 84,5%, (aus UV.-Spektrum berechnet). Diinnschicht-
chromatographisch einheitlich: Rf (A) = 0,47 (BPEW 2), 0,58 (EBPEW 1); Rf (C) = 0,61 (EPEW1).
Elektrophorese auf «Avicel-Fertigplatten 1440» (1 Std./300 V), Laufstrecken: — 5,6 cm (pH 1,9),
—2,5cm (pH 6,5), —0,8 cmm (pH 9,1).

Oxydationsprodukt von 1: Das Mett-sulfoxid-Derivat von 1 wurde in gleicher Weise wie das-
jenige von 10 erhalten: Rf (A) = 0,45 (BPEW 2), 0,57 (EBPEW 1); Rf (C) = 0,59 (EPEW 1).

Diese Arbeit wurde vom Schweiz. Nationalfonds {Ges. Nr. 4883} unterstiitzt; sie ist ein Teil der
Dissertation von P. Schilley. Herrn Dr. W. Rittel, CIBA-GEIGY AG., Basel, danken wir fiir dic
gewdhrte Gastfreundschaft wihrend einzelner Phasen der Experimente.
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