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228. Hormon-Rezeptor-Wechselwirkungen.
Synthese von a-Melanotropin und von informationstragenden
Teilsequenzen unter Verwendung alkalilabiler Schutzgruppen

von Alex Eberle, Jean-Luc Fauchére, Godefridus Ignatius Tesser
und Robert Schwyzer!)

Institut fiar Molekularbiclogie und Biophysik,
Eidgendssische Technische Hochschule, CH-8049 Zirich

(22, VIIL. 75)

Hormone-Receptor Interactions, Syntheses of a-Melanotropin and of Informational
Sequences thereof with the Aid of Alcali-Labile Protecting Groups, Summary. Tho aim
of this investigation was to prepare a-melanotropin and partial saquences thereof for biological in-
vestigations in as pure a state as possible. Classical synthesis in solution was chasen as the gencral
approach, becauss it allows for extensive purification and identification of all intermediates, thus
warranting the chemical identity of the products (in contrast to the solidphase methods). The
scheme of protection was as follows: for the N*-amino groups mostly ¢-butoxycarbonyl (BOC-),
sometimes benzyloXycarbonyl (Z-), for the Ne-amino group of lysine-(11) 2-(methylsulfonyl)-
ethoxycarbonyl (MSOC-), and for the carboxylic acid group of C-terminal glycine-(10) 2-(4-tolyl-
sulfonyl)-cthoxy (-OTSE). This provides for facile and mild selective deprotection of either the o-
amino groups by acidolysis or of the g-amino group (¢-carboxyl group) by f-elimination in alcali. A
slight molar excess of 0.12x8 HCl in HCOOH proved to be the method of choiee for removing BOC-;
MSOC- is stable in acid (even for 30 min in liquid HF) and casily removed in a few minutes by
0.05-0.1~ Ba(OH)a; -OTSE is removed similarly. Condensation of amino-acid and peptide deriva-
tives (formation of the peptide link) was performed using active csters (-ONP; -OSU), dicyclohexyl-
carbodiimide (DCCI) with or without 1-hydroxy-benzotriazole (HIOBT), or carboxylic acid azides
wherever histidinc was the carboxylic component.

More than 50 compounds are described. Those characterized by arabic numerals served to
prove that «-MSH contains fwo message sequences that are able to trigger melanocyte response:
one in the central region -His-Phe-Arg-Trp-, the other in the C-terminal portion -Gly-Lys-Pro-Val -
NHa of the molecule [3]. '

Einleitung. — «-Melanotropin («-melanophorenstimulierendes Hormon, «-MSH, 1)
ist ein Polypeptidhormon des Hypophysen-Vorderlappens und chemisch nahe ver-
wandt mit dem Adrenocorticotropin (ACTH). Es unterscheidet sich von diesem durch
seine geringere Linge (13 gegeniiber 39 Aminosdureresten) und dadurch, dass seine

1)  Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds sur Fivdeyung dey wissenschaftlichen Forschung
fur finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit, welche cinen Teil der Dissertation von 4.E. dar-
stellt; praktisch dic ganze experimentelle Arbeit wurde (mit nur wenigen Ausnahmen ~ J.L.F,
und ¢.I.T.) von A.E. ausgefithrt. Nomenklatur und Abktrzungen entsprechen den in der
Peptid- und Proteinchemie iiblichen Normen, vgl, E. Wiinsch [1] (Drei-Buchstaben-Symbolik)
und Margaret O. Dayhoff (2] (Ein-Buchstaben-Symbolik). Die beiden Systeme korrelieren
folgendermassen: Ala = A, Arg =R, Asn =N, Asp =D, Cys =C,GIn =Q,Glu = E, Gly =
G,His = H,Ile = [,Leu = L,Lys = K, Met = M, Phe = F,Pro = P, Ser = §, Thr = T,
Trp =W, Tyr =Y, Val = V.
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N-terminale a-Aminofunktion acetyliert und die C-terminale a-Carboxylgruppe als
Amid vorliegt:

e-MSH (1) Ac- SYSMEHFRWGKPV - NH;
ACTH (Mensch) SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYPDGAEDES
AEAFPLEF

Seine am besten untersuchte biologische Funktion ist die Steuerung der Hell-
Dunkel-Adaptation der Amphibienhaut: a-MSH bewirkt eine Ausbreitung des Mela-
nins in den Melanocyten (Dunkelfirbung), sein Gegenspieler Melatonin bewirkt eine
Agglomeration (Hellfirbung). Die chemische Information fiir die Awusldsung der
a-MSH-Wirkung ist im zentralen Heptapeptid -MEHFRWG- gespeichert. Diese
Sequenz ist auch im ACTH wirkungsauslésend (Steroidogenese, Lipolyse); dagegen
istim ACTH die Sequenz -KPVGKKRR- fiir die Zellspezifitit bestimmend, ohne eine
andere Wirkung zu zeigen. In Analogie dazu kdnnte beim «-MSH die Tripeptidse-
quenz -KPV - NHg ebenfalls eine solche Adress-Sequenz sein, welche fiir die spezifische
Wechselwirkung des Hormons mit Rezeptoren der Melanocyten verantwortlich wire.

Zur Kldrung dieser noch offenen Frage der sychnologischen Informationsorgani-
sation hat man verschiedene Teilsequenzen des x-MSH synthetisiert und sie an der
tiberlebenden Froschhaut ¢n vitro untersucht. Es stellte sich iiberraschenderweise
heraus, dass -KPV - NHz keine reine Adress-Sequenz ist, sondern —neben MEHFRWG
— eine zweite Befehissequenz darstellt (Auslosung der Hormonwirkung). Damit hat
man erstmals das Vorhandensein zweier unabhidngiger Befehlssequenzen in ein und
demselben Hormon demonstriert. Dieser Befund ist nicht nur fiir die Analyse von
Struktur-Wirkungs-Beziehungen beim a-MSH wichtig, sondern er wirft auch ganz
neue Fragen beziiglich der molekularen Evolution von Hormon-Rezeptor-Beziehun-
gen auf. Eine detaillierte Darstellung der biologischen Versuche findet sich bei Eberle
& Schwwyzer (3].

Wir beschreiben im folgenden die chemische Synthese der fiir die biologischen
Experimente bendtigten Peptide. Weil die Reinheit der Produkte sehr wichtig war,
verzichteten wir anf die «Festkorper-Peptidsyntheses nach Merrifield [1] und ver-
wendeten den klassischen Aufbau: nur dieser erlaubt die Isolierung und Charakteri-
sierung von Zwischenprodukten und gewihrleistet damit die chemische Identitit der
Endprodukte. Die hier beschriebenen Verbindungen und ihre chemischen Eigen-
schaften sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengestellt, wobei die auf ihre Hormon-
wirkung gepriiften Peptide wie in der biologischen Arbeit [3] mit arabischen Zahlen,
alle Zwischenprodukte aber mit rdmischen gekennzeichnet sind.

Synthese von Peptiden, die mit der C-terminalen a-MSH-Sequenz KPV . NH,
verwandt sind (Schemata 1'und 2). — Der Schutz von Seitenkettenfunktionen mit
sdurelabilen, mild abspaltbaren Gruppen (BOC- und ¢BuQ-) hat viele komplizierte
Polypeptide der Synthese erstmals zuginglich gemacht [4], vgl. [1]. Die Vorteile der
Kombination solcher Gruppen mit andern, die mit milder Alkalibehandlung entfern-
bar wiren, wurden schon frith erkannt . Schwyzer, Costopanagiotis & Sieber [5] verwen-
deten daher die Phthalylgruppe (PHT=) fiir den Schutz der Lysinll-Seitenkette bei
einer «-MSH-Synthese, die zum Ziel hatte, entweder die x-Aminogruppe von Serinl
oder die e-Aminogruppe von Lysin!! selektiv freizulegen. Weil die Abspaltung der
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PHT-Gruppe nicht immer mit befriedigenden Ausbeuten verlduft, haben wir — nach
unsern giinstigen Erfahrungen mit der g-Eliminierung der 2-(4-Tolylsulfonyl)-dthoxy-
gruppe (-OTSE) [6] — eine einfachere, nach demselben Mechanismus entfernbare
Schutzgruppe gesucht. G. I. Tesser hat denn auch withrend seines z. T, vom Schweizeri-
schen Nationalfonds finanzierten Gastaufenthaltes bei uns mit der Untersuchung der
2-(Methylsulfonyl)-dthoxy-carbonylgruppe (MSOC-) begonnen und gefunden, dass
sie sich vorztiglich dazu eignet {7]. Unabhingig von van Nispen |8] haben wir in dieser
Arbeit die MSOC-Gruppe mit sehr gutem Erfolg fiir den Seitenkettenschutz des Lysins
verwendet. Die Gruppe verlejht den geschiitzten Peptiden bessere Loslichkeitseigen-
schaften; sie lisst sich durch sehr kurze Behandlung mit NaOH oder Ba(OH)z ent-
fernen.

Die Schliisselverbindung III (Schema 1), N*-t-Butoxycarbonyl-N*-[2-(methy!-
sulfonyl)-dthoxycarbonyl]-L-lysin, BOC - Lys(MSOC) - OH, wurde aus N*-¢-Butoxy-
carbonyl-L-lysin [5] durch Umsatz mit O-|2-(methylsulfonyl)-dthoxycarbenyl]-p-
nitrophenol, II, in kristallisierter Form hergestellt. Wegen seiner zu guten Loslichkeit
wurde [1II zusitzlich als Dicyclohexylaminsalz charakterisiert. Verbindung I1I konnte
entweder direkt (Weg A) mit Dicyclohexyl-carbodiimid (DCCI) oder iiber den aktiven
Ester IV (Weg B) mit Prolyl-valinamid 20 (5] zum volistindig geschiitzten Tripeptid-
derivat {N*--Butoxycarbonyl-N*-[2-(methylsulfonyl)-4thoxycarbonyl]-lysyl} -prolyl-
valinamid (VII) umgesetzt werden, Die beiden Produkte waren identisch; der Weg
B ergab die bessere Ausbeute im Schritt der Peptid-Verkniipfung, was sich — obwohl
vielleicht die Gesamtausbeute tiber den Aktivester nicht grosser ist — doch fiir die
Reinigung des Endproduktes von Vorteil erwies. Die folgende Abspaltung der ¢-
Butoxycarbonylgruppe zu VIII wurde mittels 0,18 HCl in Ameisenséure |9] vorge-
nommen. Diese Methode verwendeten wir in der Folge fast ausschliesslich; sie erwics
sich als schnell, mild und praktisch frei von Nebenreaktionen, besonders bei trypto-
phanhaltigen Peptiden.

Die 2-(Methylsulfonyl)-dthoxycarbonyl-Gruppe (MSOC-) ist unter solchen sauren
Bedingungen sehr stabil. Sie wurde aus {N°-[2-(Mecthylsulfonyl)-dthoxycarbonyl|-
lysyl}-prolyl-valinamid-hydrochlorid (VIII) mittels 0,18 NaOH in Dioxan/Methanol/
Wasser 2:1:1 (v/v) bei Raumtemperatur in 30 Sek. eliminiert, wobei man das freie
Lysyl-prolyl-valinamid (23) erhielt. Es erwies sich als identisch mit den Produkten,
die man aus Z - Lys(BOC)-Pro-Val - NHg [5] und aus BOC - Lys(Z)-Pro-Val - NH;
herstellte (im Sckema 7 nicht aufgefithrt). Andererscits ergab die Acetylierung von
VIII N*-Acetyl-N*-MSOC-lysyl-prolyl-valinamid (IX), welches alkalisch in N%-
Acetyl-lysyl-prolyl-valinarmd (24) iibergefiihrt wurde. Zur Kontrolle wurde 24 auch
iiber N*--Butoxycarbonyl-N*-benzyloxycarbonyl-lysyl-prolyl-valinamid durch acido-
lytische Abspaltung der BOC-Gruppe, Acetylierung am freien N* und hydrogenoly-
tische Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe hergestellt (im Schema 7 nicht auf-
gefithrt). Die auf den verschiedenen Wegen erhaltenen Produkte waren identisch.

Die Synthese des Pentapeptidderivates 25 verlief im Prinzip gleich und ohne be-
sondere Schwierigkeiten nach Schema 7.

N®-Acetyl-L-lysinamid (22) wurde nach Schema 2 aus dem differentiell geschiitzten
Aktivester N*-¢-Butoxycarbonyl-N°-benzyloxycarbonyl-L-lysin-$-nitrophenylester
[10] tiber die kristallinen Lysinamid-Derivate XII, XIIT und XIV hergestellt. Das
Endprodukt 22 ist als Acetat ein dickes Ol

133
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Schema 1. Synthese von Tri- und Penlapeptiddevivalen der C-teyminalen o-M SH-Seguenzen 17-13
und 9--13 unter Verwendung dey Schutzgruppe 2-(Methylsulfonyl)-dthoxycarbonyl-(MSOC-)

+*
Cleo-0<"-No, BOCVal-NH,,
v e
1 CHS0,CH,0H,000:0- ) NO, HCt H-ValNHy v
laoc-Lys-oH BOC-Pro-OH lnccn
m  BOC-LystMSOC)-OH A BOC:Pro-Val'NH, vi
V Hat
H NO.
avs ‘l oeel __\ HOLH-Pro-ValNH, 20
v BOCLys(MSOC)-ONP B = l

MSOC
23 Hlys-Pro-Val:NH, BOC-Lys-Pro-ValhHy va

OH" l"'ﬂ
MSOC MSOC
X AC-Ly.,-Pro-Va(-NHz ” we Hiys-Pro-Val-NH, VI
AcONP
(1) NaGH i(z) AcOH X BOCTrp:Gly-OH lnccl
MSoc
24 Aclys-Pro-ValNH, BOCTrp-Gly-Lys-Pro-ValNH,  xt
(N Hel (2) AcONP

™ NaOH  [WIHCL
25  AcTrp-Gly-lys-Pro-Val-NH, e

Schema 2 Synthese von N& -Acetyl-L-lysinamid (22)

\ NHj HCI ) .
BOC-Lys(Z)-ONP-EH—Bar BOC'LVS(Z)'NHZW HLys(Z)}-NH., 41
(10) XII X111

AcONP Hy
_— Ac~Lys(Z)‘NH2 RO Ac-Lys-NHz,AcoH

v 22

Synthese von Peptiden der zentralen Befehlssequenz MEHFRWG des a-MSH
(Schema 3). - Der Ubersicht zulicbe wurde im Schema 3 die Ein-Buchstaben-Symbolik nach
Fussnote 1 verwendet, und zwar in gleicher Weise wie die Drei-Buchstaben-Abktrzungen: links
N-Terminus und N%-Schutzgruppen, in Klammern, rechts vom Symbol bei basischen, sauren,
thiol- und hydroxylhaltigen Aminosiuren die Schutzgruppen der Seitenkettenfunktionen. Die
Buchstaben der Schutzgruppen und Amid-Funktionen wurden — um Verwechslungen mit Amino-
siurcnsymbolen zu vermeiden — mit Punkten abgegrenzt und sind kleiner als die Buchstaben der
Ein-Buchstaben- Symbolik.
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Als Carboxylschutz des C-terminalen Glycinrestes (No. 10 in der x-MSH-Sequenz)
wurde die Veresterung mit 2-(4-Tolylsulfonyl)-1-hydroxy-dthan (TSE - OH) [11]
(verbesserte Synthese s. exper. Teil) gewiihlt, weil die f-Eliminierung mit Alkali so
milde verliuft, dass Racemisierung von a-Aminosdureresten in Peptiden praktisch
ausgesdhlossen werden kann [6]. Der hier beschriebene Weg zum Aufbau von Sequen-
zen dieses Teils von «-MSH und ACTH war bereits zur Synthese von Peptiden mit
ar-Pentafluoro-L-phenylalanin [12) anstelle von Phe? verwendet worden?),

Schema 3. Synthese von Peptiden dev zeniralen Befehissequenz MEHFRWG des o-MSH

H-Gly- OTSE. HCl

XV Z- Glute But)-0SU / DeCl \

BOC-Phe-ote
1 H-OMe A yx BOCWG.OlsE  BOCLG OTSEE v
rg
X1 2-Ett ButH-OMe oot l 1 HEL/HCOGH l,
lNHzN“z xx1 WG.OTSE.HCt  LG-OTSE. HCL  xxviI
xvil Boc-FR.-oH

xvil  ZErBuoH NHNH, 1 oect hl
‘ — ‘ﬂ Xxg BoC:FRWG-OrSE, Hel  BOC-FRLG-OTSE MOt oovitl

- | xix  FR 2AcoH d .
XXiv  2Et BuHFRWG-oree. HCt | weuncoo 1
lNaOH L—————————xx]] FRWG-OISE.2HCt  FRUG-OTSE. 2HCL XXIX
XV 2 Et¢ BudHFRWG-0M, HCL 1 MaOH 1
1 Hy  RdIC 4 FRWG. AcOH FRUG. AcoH 6
9 EHFRWG . AcOH ] AcONP /% 20H
1 AcONP 5 AcFRNG. Htl

10  Ac-EHFRWG

Schwierigkeiten bietct nach wie vor dic Einfihrung von Arginin. Man wihlite
den Weg der Kondensation von #-Butoxycarbonyl-L-phenylalanin-p-nitrophenylester
mit freiem Arginin in Dimethylformamid und erhielt das partiell geschiitzte Dipeptid
VIII in 95proz. Ausbeute. Dieses wurde einerseits mit HCl in Ameisensiure sciner
BOC-Gruppe entledigt und in Essigsiure mit einem schwach basischen Ionenaus-
tauscher ins Dipeptid-diacetat XIX iibergefiihrt (inzwischen als 3a biologisch getestet
. und als schwach aktiv befunden [3}), andererseits zum Aufbau der Tetrapeptidderi-
vate XXII und XXVIII {ingesetzt. Hier wurden die Reaktionsbedingungen nach
Kinig & Geiger [14] so gewiblt, dass die Racemisierung des Arginins voraussichtlich
minimal war. Die Kristallisation von XXII und XXIX diirfte eventuclle kleine
Mengen (<<5%) der Diastereomeren (L-p-L) mit den Mutterlaugen entfernt haben.
Jedenfalls gaben die Diinnschichtchromatogramme keine Hinweise auf solche Verun-

%) Im Gegensatz zu FRWG (#) erwies sich das Pentafluoro-phenylalanin-Analogon als volikom-
men inaktiv im Froschhaut-Test, was auf cine entscheidende Rolle des Phenylalanins hinweist.
Darliber wird spiter cingehender berichtet werden; vgl. [13]).
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reinigupgen in den Tetrapeptid-Zwischen- und Endprodukten, XXII, XXIII, 4, 5,
XXVIII, XXIX und 6.

Die: Synthese des Hexapeptid-Derivates 9 fiihrte vom Tetrapeptidester XXIIT
durch Kondensation mit dem aus dem geschiitzten Dipeptid-Hydrazid XVII gewon-
nenen Azid fiber das geschiitzte Hexapeptid XXIV. Dieses wurde zuerst in iiblicher
Weise durch kurze Alkalibehandlung von der TSE-Gruppe befreit und das entstan-
dene partiell geschiitzte Peptid XXV durch HCl in HCOOH, Hydrogenolyse und
Ionenaystausch in 9 {ibergefithrt. Acetylierung mit Essigsiure-p-nitrophenylester
ergab 10. Dieser letate Ast der Synthese (XXIV — XXV — 9 —» 10) soll in anderem
Zusammenhang, mit den entsprechenden Leucin?- (anstelle von Tryptophan?) Ana-
logen, im Detail verdffentlicht werden, Ebenso sollen 16 (Ac-Ser-Met-Glu-His-Phe-
Arg-Trp-Gly - OH) und 17 (H - Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly - OH [3])
in anderem Zusammenhang beschrieben werden,

Synthese von a-MSH und Analogen mit verkiirztein N-Terminus tiber N:-[2-
(Methylsulfonyl)-#thoxycarbonyl]-L-lysin-Derivate (Sckema 4). — Als Ausgangs-
material fiir diese Synthesen diente das partiell geschiitzte, N-terminale Tripeptid-
amid-Derivat VIII, N° -[2-Methylsulfonyl)-dthoxycarbonyl]-L-lysyl-L-prolyl-L-valin-
amid-hydrochlorid. Es wurde nach der DCCI-Hydroxybenztriazol-Methode von Kénig
& Gesger [14] mit geeigneten, N-terminal gelegenen Peptidderivaten verbunden, wobei
~ wegen der Kondensationsstelle zwischen Glycin und Lysin - keine Racemisierung
zu befiirchten ist [4].

Schema 4. Synthese von o-MSH und Analogen mit verkiirztem N-Terminus iibey No-[2-(Methyl-
sulfonyl)-dthoxycarbonyl)-L-lysin-Devivate (L' = Norleucin)

5 Ac- FRWG-OH + VIII 1161 BOC-SYSME(f BuHFRWG-0H + VIII
4 peet Joca
XX Ac:FRWGK(MSOC)IPV-NH, , HCL xkxvl  BoC:SYSMEl BumHF RWGK(MSOCIPY NHy . HCL
| aoHn | et  ucoow
21 Ac-FRWGKPV NH, 2 AcOH xovi SYSMEHFRWGK (MSOCIPV:NH,. 2 HCl
lAcONP
XOVILL  Ac: STSMEHFRWOKMSOCIPV-NH, . HCL
Z-Etr BGHFRWG O +VII) |Ba;
: jocot 1 Ac - SYSMEHFRWOKPY ‘NHj. 2 AcoH
o Z-Er 50 HFRWGKMSOOPY'NH - . Hel
| Mg 1 pac
XXXIT Et¢ ButtHF RWGKMSOCIPV ‘NH,. HCL s XXXV MEHFRWGK(MSOCIPVNH, . 2HCI
- . , BaloH
| Hex 4 weoow 1Moy 1 AONP | 2.Ba(0H),

29 Ac-MEHFRWGKFV-NH,. 2 AcOH

o EHFRWGKIMSOCIPV:NH, . 2HCL
1.8ocL- 0sU

” BalOH)2 2.HCL/HCOOH

28. EHFRWGKPY-NH3. 3AcOH. 21,0 L-- XXXV LEHFRWOGKMMSOCIPY -NH, . 2 Hel

1. AcONP ) 2. BaloH); 1.AcONP | 2.820H;

28 AcEHFRWGKPV-NHy, 2 AcOH.4H0 20, Ac - LEHFRWGKPY- NH,. 2 AcOH
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Kondensation von VIII mit § (N®-Acetyl-phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycin)
fihrte iiber XXX, dessen 2-(Methylsulfonyl)-dthoxycarbonyl-Gruppe mit Barytlauge
(0,1, 3 Min., 20°) eliminiert wurde, zum Heptapeptid 27 (N*-Acetyl-phenylalanyl-
arginyl-tryptophyl-glycyl-lysyl-prolyl-valin-amid).

Kondensation von VIII mit N*-Benzyloxycarbonyl-(COOH?-f-butyl)-glutamyl-
histidyl-phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycin [15] ergab via XXXI, XXXII und
XXXIII die Nonapeptide 28 und 28a. .

Aus XXXIII wurden die Decapeptide N®-Acetyl-methionyl-glutamyl-histidyl-
phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycyl-lysyl-prolyl-valinamid (29) — der natiirlichen
Sequenz entsprechend — und N@*-Acetyl-norleucyl-glutamyl-histidyl-phenylalanyl-
arginyl-tryptophyl-glycyl-lysyl-prolyl-valinamid (29a) — Ersatz von Methionin durch
Norvalin — hergestellt. In beiden Fillen wurde die N-terminale Aminosédure als Hy-
droxysuccinimidester ankondensiert. Acetylierung und Entfernung der Schutzgrup-
pen verlief nach Schema 4 tber die Zwischenprodukte XXIV oder XXV,

Fir die Synthese des Tridecapeptids a-MSH (1) wurde VIII mit N*-z-Butoxy-
carbonyl-seryl-tyrosyl-seryl-(COOH?Y-{-butyl) - glutamyl - histidyl- phenylalanyl-argi-
nyl-tryptophyl-glycin [16] kondensiert. Abspaltung von BOC-, Acetylierung der nun-
mehr freien N-terminalen a-Aminogruppe, Eliminierung von MSOC- mit Barytlauge
und Uberfithrung in das Diacetat von 1 verliefen ohne besondere Schwierigkeiten.

Experimenteller Teil

Algemsines. Die Reinheit der Produkte wurde mit mehreren Ditnnschichtchromatographic-
(DC.-) Systemen gepriift, um bei Peptiden und ihren Derivaten méglichst auch diastercomere Ver-
bindungen ausschliessen zu kunen. Diese Priifung wurde bei cxtrem wasserldslichen Verbindungen
durch die Dtinnschichtelektrophorese (DE.) erginzt. Die Identifizierung wurde elementaranaly-
tisch und durch Aminosiurenanalyse vorgenommen ; sie wurde oft fiir spezielle Fragen durch UV -
IR.- und 'H-NMR.-Spektroskopie erginzt (letztere auf einem Spektrometer VarianXL 100
mit Tetramethylsilan als interner Referenz; die chemischen Verschiebungen sind in 4 (ppm)
angegeben). Der weiteren Charakterigsierung dienten Smp. (offene Kapillare; unkorr.) und optische
Drehung. Alle Verhiltnis- Angaben beziehen sich anf Volumenteile.

Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Aufnehmen in cinem in Wasser schwerldslichen organischen
Losungsmittel (ca. 25-100facher Uberschuss), Waschen mit verd. Saure (5proz. KHSQy/5proz.
KgS0q4 1:2), 5proz. NaHCOy- und ges. NaCl-Lésung (Verhiiltnis organische Phase/Wasserphase je
nach Wasserloslichkeit 5:1 his 2:1), Trocknen der organischen Phase mit Natrinmsulfat oder Mag-
nesiumsuifat (beide wasserfrei) und Verdampfen der organischen Phase im Rotationsverdampfer
unter Wasserstrahl- oder Hoch-Vakuum.

Elehtrophoresen (Tabelle 2) wurden auf Merck-Cellulose-Fertigplatten in einer Apparatur der
Firma Camag mit folgenden Puffersystemen durchgefiihrt: pH 1,6, Ameisensiure/Essigsiure/
Wasser 100:100:800; pH 2,4, Essigstiure/Wasser 60:940; pH 3,6, Essigsiure/Pyridin/Wasser 100:
10:890; pH 5,6, Essigsaure/Pyridin/Wasser 6:23:970. Daucr gewohnlich 1 Std. bei 500 V(25 V/em).

Diinnschichichromatographie {Tabelle 2): Als Triger verwendete man DC,-Fertigplatten F 254
der Firma Merck AG, Darmstadt, mit Kieselgel- () oder Alumininmoxid- (A) Beschichtung.
Fliessmittel: AC: Aceton/Chloroform 70:30; BADW: 1-Butanol/Aceton/Difthylamin/Wasser 40:
40:8:20; BEW1:2-Butanol/Essigsiure/Wasser72:7: 21 ; BEW 2: 1-Butanol /Essigsiure/Wasser 67 :
10:23; BPEW 1: 1-Butanol/Fyridin/Essigsiure/Wasser 50:12:12:25; BPEW 2: 1-Butanol/Py-
ridin/Essigsiure/Wasser 42:24:4:30; BPEW 3: 1-Butanol/Pyridin/Essigsiure/Wasser 38:24:
8:30; BPW: 1-Butanol | Pyridin | Wasser 22:10:11; BN: 2-Butanol [ Ammoniak(3proz.) 100:44;
CME: Chloroform|Methanol/Essigsiure 95:5:3; CMP: Chloroform/Methanol/Pyridin 50:10:10;
EBPEW: Essigester/l-Butanal/Pyridin/Essigsiure/Wasser 42:24:21:6:10; EPAW: Essigester/



2120 HEeLVETICA CHIMICA AcTa — Vol. 58, Fasc. 7 (1975) — Nr, 228

Pyridin/Ameisensiure/Wasser 63:21:10:6; M: Methylenchlorid; MMP: Methylenchlorid/Metha-
nol/Pyridin 90:5:5.

Die Platten wurden jeweils mit Jod, Ninhydrin, Reindel-Hoppe-Reagens sowie je nach Peptid auch
mit Pauli- und Sakaguchi-Reagens entwickelt.

Bekannte Aminosdurenderivate und Peptide wurden, wenn nicht anders angegeben, nach [1]
und der dort ziticrten Literatur hergestellt.

Abkilrsungen: DMF = Dimethylformamid; DMSO = Dimethylsulfoxid; DCCI = N,N’-
Dicyciohexyl-carbodiimid; DCH = N, N'-Dicyclohexyl-harnstotf; DCHA = Dicyclohexylamin;
HOBT = 1-Hydroxybenzotriazol; V. = Vakuum (ca. 10-20 Torr); HV. = «Hochvakuums (ca.
0,1-0,001 Taorr); RT. == Raumtemperatur; RV. = Rotationsverdampfer.

2-(4-Tolylsuifonyl)-dthanol (TSE - OH). Die Originalvorschrift [11] (s. auch Dissertation
U. Ludescher, ETH-Z) wurde insofern modifiziert, als das Rohprodukt auf einer Silicagelsiule mit
Essigester chromatographiert und anschliessend aus Essigsdure-n-butylester kristallisiert wurde.
Man erhielt s¢ villig reines TSE - OH in 409, Ausheute, Smp. 54°.

2-(Methylsulfonyl)-dthanol (I). Zu 92,1 g (1 mol) (2-Hydroxy-ithyl-methylsulfid (Fluke, purum)
in 100 ml Wasser gab man 1 g NazWOQy, 2 HO (Fluhka, puriss.) in 25 ml Wasser. Unter intensiven
Ruhren wurden 110 g 9,05m H3Oj (1 mol) zugetropft, wobei dic Tempcratur der stark exothcrmen
Reaktion durch Ktihlen zwischen 55° und 60° gehalten wurde. Man wiederholte die Zugabe von
1 mol Wasserstoffperoxid bei 80°, rithrte 3 Std. bei RT. weiter und verdampfte nun das Wasseri.V.
Der blige Riickstand wurde mehrmals in Athanol/Benzol 1:1 aufgenommen und die Losung jeweils
im RV. wicder eingedampft (nicht losliche Antcile wurden abgetrennt). So konnte alles Wasser
und Spuren von Peroxid vollstindig entfernt werden. Nach gutem Trocknen i.V, wurde das Ol in
der 3fachen Menge 2-Propanol geldst und dic Loésung zur Kristallisation bei —25° anfbewahrt.
Nach einom Tag war die Kristallisation quantitativ; das schneeweisse Kristallisat wurdce in der
Kilte abgenutscht, mit wenig eiskaltern 2-Propanol und mit Ather gewaschen und in der Kalte
getrocknet, Ausbeute: 112 g (90%). Das Produkt ist ausserordentlich hygroskopisch. Smp. 26°. —
NMR. {((CD3)S0): 2,95 (CHg); 3,12 (CHy); 3,7 ¢ (CHy); 4,9 s (OH). -~ IR, (CHClg): 1130, 1300 cm—}
{Sulfon-Stretch- Schwingung).

2-(Methylsuifonyi)-dthyl-p-nitrophenyl-carbonat (MSOC - ONP) (II). 31,04 g (0,25 mol) I
wurden in 140 ml abs. Pyridin geldst, dazu unter gutem Ruhren und Kithlen 50,40 g (0,25 mol)
Chlorameisensidure-p-nitrophenylester (frisch zubcreitet) gegeben und die klare Ldsung ilber Nacht
stehen gelassen. Das Pyridin wurde nun i.V. verdampft und der sirupisc Riickstand in 1x HC] auf-
genommen, wobei das Produkt allméhlich kristallisiertc. Es wurde abgenutscht und nacheinander
mit 1,51 Wasser und 4mal mit 20 ml 2-Propanol gewaschen. Nach gutem Trockncn 18ste man das
Kristallisat in 200 ml heissem Essigester, gab zur kiaren Lésung 200 ml Mcthanol hinzu und liess
sie bei RT. stehen, Dabei kristallisierte das Produkt in farblosen rhomboedrischen Plittchen. Aus-
beute: 49 g (68%), DC. — einheitlich. - NMR. (CDg)eCO: 3,0 s (CHg); 3,6 # (CHg); 5.7 ¢ (CHy); 7,4—
8,4 (4 Signale, 4A4’BB’-System der Phenyl-Protoncn).

BOC - Lys(MSOC) - OH (I1I). 4,93 g (20 mmol) BOC « Lys - OH und 5,80 g (20 mmol) II
in 40 ml DMF suspendicrt, wurden iiber Nacht bei RY. geriihrt, wobei alles klar in Lésung ging,
Das DMF wurde i, HV. verdampft; zum Rlickstand gab man 80 m] Wasscr und so viel ges. NaHCQa-
Lasung, bis sich allcs klar 18ste. Dic gelbe Losung tiberschichtete man mit Ather, leitete CO2-Gas
durch die Mischphase und entferntc so das p-Nitrophenol aus der Wasserphase. Nachdem dicse
farblos geworden war, trennte man sie vom Ather ab, kithlte tnit Eis, siuerte mit 28 HgSO4 auf
pH 2 an und extrahierte 3mal mit 150 ml Essigester. Die Essigesterphase wurde mit ges. NaCl-L6-
sung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und der Essigester 1.V, verdampft. Man gewann so
7.4 g (93%,) farbloses Ol, das DC.-einheitlich war, sich aber nur schlecht kristallisieren liess.
(Bei langem Stchenlassen unter Ather kristallisierte es ganz langsam, Smp. 83-86°, DCHA-Salz
(Tabelle 1) 135°, DC.-einheitlich. ~ IR, (flassig): 1120(s), 1280-1300 cm—1 (-SOg-).

BOC + Lys(MSOC) - ON P (IV). 4,04 g (10,2 mmol) 11 wurden zusammen mit 1,43 g (10,2mmol)
p-Nitrophcnol in 20 ml frisch dest. Pyridin gelést, die Lésung anf 0° abgekuhlt, 2,30 g (11 mmol)
DCCI hinzugefitgt und das Gemisch 3 Std. bei 0° und (iber Nacht bei RT. belassen. Das DCH wurde
abfiltriert, das Pyridin i.V, verdampit und der Rackstand in 400 m] Essigester geldst. Ubliche
Aufarbeitung mit Essigester. Kristallisation des zurfickbleibenden Ols aus Ather. Ansbeute: 4,0 g
(80%), DC.-einheitlich.
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H+ Val+ NHg+ HCI (V). 43,26 g (200 mmol) BOC - Val - NHj (5] wurden in 1200 ml Essig-
ester gelést, mit 400 ml 48 HCI in Essigester versctzt, 0,5 Std. hei RT. belasscn und dann zur
Kristallisation inh die K&ltc gestellt; abnutschen und trocknen iiber NaOH. Es resultierten 30,52 g
(100%,) Produkt in Form feinster Nadeln, DC.-einheitlich,

BOC + Pro-Val - NHy (VI). 15,26 g (100 mmol) V wurden zusammen mit 11,52 g (100 mmol)
N-Athylmorpholin in 100 ml DMF gelést und zu einer Lisung von 21,52 g (100 mmol) BOC - Pro -
OH in 200 ml DMF gegeben. Zur gekiihlten Lasung (0°) gab man 27,10 g (200 mmol) HOBT und
nach einigen Min. 21,66 g (105 mmol) DCCI in 80 ml DMF. Nach 1 Std. bei 0° liess man tiber Nacht
bei RT. weiterreagieren. Das ausgefallene DCH wurde abfiltriert, das DMF i, HV. verdampft, der
Riickstand in Essigester gelsst und wie tiblich aufgearbeitet. Das Produkt wurde mit Ather aus-
gefallt und aus 2-Propanol/Diisopropylither umkristallisicrt; farblose Nadeln, Ausbcute: 16,5 g
(539%), DC.-cinheitlich,

H - Pro-Val + NHa, HCI (20). a) 13,0 g (41,5 mmal) VI wurden in 300 ml Essigester geldst, mit
100 ml 4x HCl in Essigester versetzt, 0,5 Std. bei RT. reagieren lassen und zur Kristallisation in
den Kithlschrank gestellt. Vollstindige Ausfillung mit Ather, Filtration, waschen mit Ather. Aus.
beute: 10,0 g (96%) ; sehr hygroskopisches Kristallisat, Rf (S) (BPEW 1) 0,44; bei 0,36 zeigte sich
cin kleines Nebenprodukt (ca. 5-10%). Dieses war im Unterschied zum Hauptprodukt in heissemn
2-Propanol gut l8slich. So wurde die Substanz in 50 ml 2-Propanol suspendiert, erhitzt und heiss
filtriert; DC.-einheitlich.

b) 16,0 g (51 mmol) VI wurden in 900 ml 0,128 HCl in Ameiscnsiure geldst und 15 Min. bei RT.
belassen, Das Losungsmittcl wurde dann i.V. verdampft, der Riickstand mehrmals in Methanol
aufgenommen und die Lésung jeweils wieder eingedampft. Kristallisation aus Methanol/Ather:
11,8 g (929,), DC.-einheitlich, identisch mit 20a.

BOC - Lys(MSOC)-Pro-Val - NHy (VII). a) 12,35 g (31,2 mmol) III wurden in 200 ml abs.
Pyridin gel6st, anf — 10° gckithlt, mit 8,38 g (62 mmol) HOBT und nach 20 Min. mit 7,00 g (34 mmol)
DCCIin 20 ml Pyridin versetzt. 1 Std, bei — 5° belassen, dann mit ciner Lésung von 7,77 g (31,2 mmol)
20 und 3,58 g (31,2 mmol) N-Athylmorpholin in 20 ml Pyridin vercinigt und schliesslich 2 Std. bei
0° und fiber Nacht bei RT. gehalten. Das Pyridin wurde nach dem Abfiltrieren des DCH i.V. ver-
dampft und der Rickstand in Chloroform wie iiblich aufgearbeitet. Das #lige Produkt wurde in
Esasigester aufgenommen, unldsliche Nebenprodukte abgetrennt und der Essigester im RV. ent-
fernt. Kristallisation aus 2-Propanol/Diisopropyldther: 12,5 g (689,) festes, amorphes Produkt,
DC.-einheitlich. — IR. (Nujol): 1140s, 1300s cm~1 (-SQg-).

b) 1,83 g (7.3 mmol) 20 wurden zusammen mit 0,84 g (7,3 mmol) N-Athyl-morpholin in 20 ml
DMF geldst und nacheinander mit 1,48 g (11 mmol) HOBT und 3,78 g (7,3 mmol) IV versetzt. Man
liess iiber Nacht bei RT. reagieren. Die Reaktion war dann beendet (DC.-Kontrolle); das DMF
wurde i. HV. verdampft und der Rtickstand in Chloroform wie iiblich aufgearbeitet. Das erhaltcnc
Ol wurde in 2-Propanol aufgenommen und mit Diisopropylither ausgefallt. Es resultierte ein festes,
amorphes Tripeptid-Derivat, welches in kaltem Wasser fast nicht, dagegen in heissem Wasser
léslich ist; DC.-einheitlich, identisch mit VIIa.

H - Lys(MS0OC)-Pro-Val - NHa+ HCi (VI1I). 2,97 g (5 mmol) VII wurden in 100 ml 0,12~
HCl in Ameisenséure gelost. Nach 15 Min. bei RT. wurde das Lisungsmittel entfernt, der Ruick-
stand mehrmals in Methanol geldst und die Losung jeweils wieder eingedampft. Das zuriickblei-
bende Ol wurde unter Ather zu einem feinen Pulver verrieben, Ausbeute: 2,20 g (84%), DC.-ein-
heitlich, hygroskopisch. — IR. (Nujol): 1140s, 1300s ¢m~1.

H - Lys-Pro-Val - NHy - 2 AaOH (23). a) 157 mg (0,3 inmol) V1II wutden in 3 ml Wasser ge-
16st und mit einer Ldsung von 102 mg (0,33 mmol) Ba(O})z, 8 11z0 in 3 ml Wasser versetzt. Nach
3 Min. gab man 1,1 ml 0,2n Schwefelsiure hinzu (pH 3—4) und zentrifugierte vom Bariumsulfat.
Die Lésung wurde nun durch eine schwach basische Ionenaustauscher-Siule (0,8 x 12 em, Ionen-
austauscher Merckll, Elutionsmittel 0,1v Essigsiure) durchgetropit und die vereinigten reinen
Fraktionen lyophilisiert. Kristallisation aus Methanol/Ather ergab ein farbloses, 4usserst hygrosko-
pisches, an der Luft sofort zerfliessendes Produkt: 110 mg (80%), DC.-einheitlich. '

b) 61 mg (0,1 mmol) H - Lys(BOC)-Pro-Val - NH,, TOS - OH (vgl. [5], R{(S) 0,27 (BEW 1);
0,41 (BEW 2); [x}}f = —36,8° (¢ = 1, MeOH)) wurden in 2 ml 0,125 HC] in HCOOH gclast, 15
Min. bei RT. belassen und das Gemisch dann zur Trockne cingedampft. Man 1éste den Riickstand
in wenig Mcthanol und verdampifte dieses wicder (Entfernung tiberschiissiger Siure). Das Produkt
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15ste man in 1 ml 0,1~ Essigsiure und filtrierte es durch eine Dowex-3-Sdule (0,8 x 10 cm). Aus-
beut¢ 40 -mg (87%), DC.-identisch mit 23a.

Ac » Lys(MSOC)-Pro-Val - NHg (IX). 528 mg (1 mmol) VIII und 115 mg (1 mmol) N-Athyl-
morpholin wurden zusammen in 6 ml Pyridin gelést, mit 271 mg (1,5 mmol) p-Nitrophenylacetat
versetzt und das Gemisch 15 Std. bei RT. balassen. Das Pyridin wurde iV, verdampft und der
Ritickstand mehrmals mit Ather verricben. Das feste Produkt wurde nun in 300 ml Chloroform ge-
18st und mit ca. 20 ml halbgesittigter NaCl-Losung gewaschen, Trocknen der organischen Phase
mit Natrjumsulfat. Nach dem Einengen der Chloroform-Phase wurde das Produkt mit Ather ausge-
fallt, Ausbeute: 400 mg (75%), DC.-einheitlich. Das Peptid ist gut wasserloslich.

Ac - Lys-Pro-Val - NHg. AcOH (24). a) 215 mg {0,4 mmol) IX wurden in 2 ml Dioxan + 1 ml
Methanol geltst, mit 1 ml 0,45 Natronlauge versetzt und das Gemisch nach 30 Sek. mit 0,1N Salz-
sdure neutralisiert. Das Lasungsmittel wurde verdampft, der Roickstand in 1 ml 0,15 Essigsiure
gelost und itber Dowex-3 in die Acetatform iibergefilhrt. Anschliessend wurde das Produkt auf
einer Sephadex G-15-S#ule entsalzt (Siulendimensionen 2x 60 cm; Eluierungsmittel 0,1N Essig-
siure), Die Wasserphase wurde lyophilisiert und das zurtickbleibende Harz unter Ather zu einem
Pulver verrieben, Das Produkt konnte nicht kristallisiert werden; es ist ausserordentlich hygrosko-~
pisch und verdlt sehr rasch. Ausbeute: 138 mg (78% d. Th.), DC.-cinbeitlich,

b) 510 mg (1 mmol) H - Lys(Z)-Pro-Val - NHg. HCI. 115 mg (1 mmol) N-Athylmorpholin und
271 mg (1,5 mmol) p-Nitrophenylacetat wurden nacheinander in 6 ml Pyridin gelist und iiber
Nacht bei RT. stehen gelassen. Das Pyridin wurde verdampft und das zurfickbleibende Ol gut mit
Ather extrahiert (Entfernung des Nitropbenols). Das feste, amorphe Produkt (Rf in BEW 2 0,70)
wurde in B ml 80proz. Essigsiure gelést, mit 80 mg 10proz. Pd/C versetzt und 45 Min. im Durch-
fluss hydriert. Nach dieser Zeitspanne war dic Benzyloxycarbonyl-Gruppe vollstindig abgespal-
ten. Die Essigsiureltsung wurde tiber Celite filtriert und im RV, eingedampft. Die DC.-Reinheits-
kontrolle ergab, dass noch ca. 5-10% eines Nebenproduktes vorlag, welches dem freien, nicht ace-
tylierten Tripeptid entsprach: Rf = 0,25 (BPEW 1). Die Abtrennung gelang nur auf ciner Tracken-
sdule mit BPEW 1 als Laufmittel. Anschliessend wurde das Produkt noch ber eine Sephadex-
LH-20-Séule chromatographiert (Abtrennung von anorganischen Anteilen). Die sauberen Frak-
tionen wurden vereinigt, das Methanol entfernt, das Ol in 15 ml 0,1N Essigsiure gelost, lyophili-
siert und unter Ather zu einem DC.-einheitlichen Pulver verrieben.

BOC - Typ-Gly - OH (X). 272 mg (0,5 mmol) BOC - Trp-Gly + OTSE (XX) wurden in 5 ml
Dioxan geldst und mit 5 ml 0,2N Natronlauge versetzt. Nach 5 Min. siuerte man in der Kélte mit
verd. Schwefelsiure anf pH 2 an und schiittelte sofort mit Essigester gut durch. Dic organische
Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet, i.V. eingedampit, der Riickstand in 2-Propanol
gelost und mit Diisopropyliather/Pentan ausgefillt. Ausbeute: 142 mg (80%), DC.-einheitlich.

BOC « Typ-Gly-Lys(MSOC)-Pyo-Val - NHg (XT). 36 mg (0,1 mmol) X und 53 mg (0,1 mmol)
V11I wurden zusammen mit 12 mg (0,1 mmol) N-Athylmorpholin in 4 ml DMF gelost, mit 27 mg
(0,2 mmal) HOBT und 25 mg (0,12 mmol) DCCI versetzt und das Gemisch 24 5td. bei RT. geriihrt.
Das ausgefallene DCH wurde abfiltriert, das DMF i. HV. entfernt und der Rickstand mehrmals
mit Essigester cxtrahiert; das zurfickbleibende XI war DC.-einheitlich. Ausbeute: 69 mg (839).

Ac » Trp-Gly-Lys-Pro-Val - NHy. HCI (25). 68 mg XI wurden in 2 ml 0,12~ HCl in Ameciscn-
siure geldst und 10 Min. bei RT. belassen. Das Losungsmittel wurde verdampft und der Riick-
stand gut iiber NaOH getrocknet, Rf(S) 0,51 (BPEW 1). Dann wurde das N ,-ungeschiitztc Pen-
tapeptid in 2 ml Pyridin mit 23 mg (0,12 mmol) p-Nitrophenylacetat umgesetzt und nach Aut-
arbeitung die MSOC-$chutzgruppe mit 3 ml Dioxan/0,18 NaOH 1:1 abgespalten. Zur Reinigung
wurde das Endprodukt auf einer Sephades-LH-20-Kolonne in Methanol/Wasser 9:1 chromato-
graphiert, die sanberen Fraktionen vereinigt, das Lésungsmittel i.V. entfernt, der Rickstand in
ganz wenig Methanol gelést und das Produkt mit Ather ausgefillt, Ausbeute: 33 mg (65%), DC.-
und DE.-cinheitlich. - UV. (0,1¥ NaOH): Amax = 280 nm (¢ = 5100; Ber. 5225), 288 nm (g = 4400;
Ber. 4450).

BOC - Lys(7) - NHy (XII). In einem 250-ml-Sulfierkolben, verschen mit Riihrer, Gascinlei-
tungsrohr und einem mit KOH gefiillten Trockenrohr 1gste man in 100 ml trockenem Acetonitril
6 g (12 mmol) BOC - Lys(Z) - ONP ([10], Rf(S) 0,52 (CME); 0,80 (BEW 1); (o]l == —25,8° (c =
1, MeOH). Nun leitete man wihrend 30 Min. unter heftigem Rithren Ammoniakgas (iber Na ge-
trocknet) durch die Lasung, wobei das Produkt auszukristallisieren begann. Die Lésung wurde ein-
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geengt und das Produkt mit Ather quantitativ auskristallisicrt. Ausbeute: 3,9 g (87%), DC.-ein-
heitlich.

H ' Lys(Z) - NH3. HCJ (XI11), 3,8 g (10 ramol) XII wurden in 100 ml 0,12x HCI in HCOOH
geltst und 15 Min. bei RT. belassen, Aufarbeitung wic bei 23b, aber 3mal mit MeOH behandelt.
Ausbente: 2,9 g (92%), DC.-einheitlich.

Ao - Lys(Z) - NHg (X1V). 200 mg (0,64 mmol) XI1IT wurden in 3 ml abs. Pyridin + 1 ml abs.
DMF geltst und nacheinander mit 74 mg (0,64 mmol) N-Athylmorpholin und 174 mg (0,96 mmol)
Essigafiure-p-nitrophenyl-ester versetzt. Nach 16 Std. bei RT. verdampfte man das Lésungsmittel
bei ca. 0,1 Torr, 16ste den Rickstand in HCCly und schiittelte die Losung mehrmals mit ges.
NaHCOs-Lsung aus. Die organische Phase wurde mit Natrinmsulfat getrocknet, eingedamptt und
das Produkt aus Ather kristallisiert. Ausbeute: 145 mg (71%), DC.-cinhcitlich.

Ac+ Lys » NHy. AcOH (22). 500 mg (1,55 mmol) XIV wurdcen in 10 ml 80proz. Essigsiure ge-
lost, mit 60 mg 10proz. Pd/C (nach Engelhard) versetzt und 60 Min. unter Durchperlen von Was-
serstoff hydriert, Filtration durch Celite und Verdampfen der Losung. Das Verdampfen wurde nach
Zugabe von Methanol 2mal wiederholt und der Riickstand bei 0,1 Torr getrocknet. 001, Ausbcute
310 mg (819%,), DC.-einheitlich.

Z - Glu(tBuO) « OSU (XV) (Herstellung analog [17]). 5,0 g (14,8 mmol) Z - Glu({¢{Bu0O) - OH
(Fluka, puriss) wurden in 50 ml Essigester gelost, mit 1,80 ml N-Athylmorpholin versetzt
(14,8 mmol) und im Kryostat auf —15° abgekithit. Dann wurden zunéichst 1,93 ml (14,8 mmol)
Chlorameisensfureisobutylester (Fiuka) und nach ciner Aktivierungsdauer von 30 Sek. sofort
1,87 g (16,8 mmol) N-Hydroxysuccinimid (Chemspec) hinzugeftigt, Die Temp. wurde wihrend
5 Min. kontinuierlich von —15° auf ° erhoht. Um die Rcaktion zu vervollstindigen, wurde der
Kolben wihrend 2 Min. in ein Wasserbad von 40° und danach in einem zweiten Bad von 15°
withrend 5 bis 10 Min. stehengelassen. Die Lsung wurde filtriert und das Filtrat eingedampft; der
tlige Rtckstand wurde in Ather gelést und der Aktivester durch langsame Zugabe von Petrol-
ather kristallisiert. Ausbeute: 5,6 g (88%), DC.-zersctzlich. Dic spezifische Drehung ist 2,9° gros-
ser als die in {18] angegebene.

Z + Glu(iBu0)-His - OMe (XVI) (analog [1) hergestellt). 1,69 g (10 mmol) Histidinmethylester
(frisch hergestellt, als Dihydrochlorid kristallisiert und in ammoniakalischem Chloroform frei-
gesetzt) wurden in 40 ml Acetonitril geldst und mit 0° 4,34 g (10 mmol) XV versetzt. Das Gemisch
wurde Gber Nacht bei RT. belassen, danach das Acetonitril i.V. verdampft, das zuriickbleibende
01 in 400 m! Chloroform aufgenommen und die Chloroform-Phase 2mal mit 100 ml ges. NaHCO,-
Losung, einmal mit ges. NaCl-Losung gut durchgeschitttelt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und
auf 50 m] eingeengt. Nach Zugabe von 200 m] Ather und so vicl Pentan, dass die Lasung auf dem
Wasgerbad gerade noch klar blieb, kristallisierte bei 4° das Produkt quantitativ aus. Es wurde ab-
genutscht und fiber PyOy getrocknet. Ausbeute: 4,0 g (829%,), IDC.-einheitlich.

Z - Glu(tBu0)-His - NHNHjy (XVII) (analog [1] hergestellt), 2,5 g (5,1 mmol) XV1 wurden in
25 mil Methanol geldst und die Lésung mit 1 ml Hydrazinhydrat versetzt. Man liess tiber Nacht bei
RT. stehen und fillte das Hydrazid durch Zugabe der 5fachen Menge Ather aus. Umkristallisation
aus Methanol/Ather. Nach gutem Trocknen i.V. wurden 2,1 g (84%,) cines Produktcs mit einer
kleinen, im DC. langsamer wandernden Verunrcinigung (Smp. 120°) erhalten. Zur weitercn Reini-
gung wurde das Produkt in 10 ml Methanol geldst und 120 ml Waseer zugegeben, wobei die Lésung
milchig-trisb wurde. Nachdem die Losung auf ca. 15 ml Volumen eingeengt wurde, kristallisierte
das Hydrazid langsam durch. Ausbeute: 2,0 g (80%), DC.-einheitlich.

BOC « Phe-Arg - OH (XVIII). 3,65 g (21 mmol) Arginin (freie Base) wurden in 120 m] DMF
suspendiert, mit 8,90 g (23 mmol) BOC - Phe - ONP versetzt und 16 Std. bei ca. 35° gerithrt. Dic
Lé&sung war nun vollig klar (gelb) geworden, enthielt aber nach DC. noch ganz wenig Edukt, Man
liess die Reaktion weitere 24 Std. bei RT. laufen, wobei das ibcerschiissige Arginin sich wieder aus-
schied. Die Ldsung wurde filtriert und das DMF i. HV. verdampit. Der Rockstand wurde in
Natriumhydrogencarbonatlésung aufgenommen, die gelbe Wasserphase im Scheidetrichter mit
Ather tiberschichtet und das Nitrophenol auf die fibliche Weise entfernt, indem man COs-Gas durch
die Mischphase hindurchleitete. Die Wasserphase wurde eingedampft, der Rackstand in 2-Propa-
nol geldst und Unldsliches (anorganische Salze) abgetrennt. Umkristallisation 2mal aus 2-Propa-
nol/Ather. Ausbeute: 8,4 g (95%,), DC.-einheitlich.

H - Phe-Avg - OH. 2 AcOH (XIX) {Das Hydrogensulfat-Salz wurde frither schon hergestellt
[1)). 421 mg (1 mmol) XVIII wurden in 20 m1 0,125 HC! in Amcisensiure gelost und das Losungs-
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mittel nach einer Reaktionsdauer von 15 Min. verdampft. Das Produkt wurde 2mal in 10 bis
20 ml Methanol geltst und dieses wieder verdampft (Entfernung von ftiberschilssigem HCl). Nun
16ste man den &ligen Riickstand in lproz. Essigsiurc und tauschte die Chloridionen auf einer
schwach basischen Ionentauschersiule (0,8 x12 cm, Tonentauscher Merck 11, schwach basisch)
gegen Acctationen aus. Das Produkt wurde lyophilisiert (cs liess sich im Gegensatz zum Hydro-
gensulfat nicht kristallisieren); Ausbeute: 350 mg (80%), sohr hygroskopisches Pulver, DC.-cin-
heitlich,

BOC - Gly - OTSE. 8,76 g (50 mmol) BOC - Gly + OH wurden zusammen mit 10,01 g (50 mmol)
2-(p-Toluylsulfonyl)-4thanol in 150 m! Pyridin gelost, 10,83 g (52,5 mmol) DCCI1 hinzugefiigt und
das Gemisch #iber Nacht bei RT. gerithrt. Das ansgefallene DCH wurde abfiltriert, das Pyridin im
RV, entfernt und das Produkt in 300 ml Essigestor wic tblich anfgearbeitet. Nach Verdampfen
des Lssigesters kristallisierte das Produkt durch Kratzen unter Petrolither aus. Rekristallisation
aus frischem Petroliither. Ausbeute: 14,8 g (839,), DC.-cinheitlich.

H -Gly - OTSE. HCL 12,0 g (33,6 mmol) BOC -+ Gly - OTSE wurden in 125 ml Essigester
geldst und mit 25 ml 6,58 HCI in Dioxan versetzt. Nach 1 $td. bei RT. stellte man das Gemisch
zur vollstdndigen Kristallisation in die Kilte, Das Produkt wurde dann abgenutscht, mit Ather ge-
waschen und &ber NaOH gut getrocknet: 8,60 g (88%,) reines H - Gly - OTSE. HCl; DC.-¢inheit-
lich.

BOC - Trp-Gly - OTSE (XX). 3,95 g (L3 mmol) BOC - Trp - OH und 3,82 g (13 mmol) H « Gly -
OTSE. HCl wurden in 35 mi1 DMF geldst, die T.osung auf 0° gekithl{ und hintercinander mit 1,49 g
(13 mmol) N-Athylmorpholin, 3,52 g (26 mmol) HOBT und - nachdem sich alles klar gelést hatte —
mit 2,90 g (14,5 mmol) DCCT versetzt. Das Gemisch wurde 8 Std. bei 0° und 12 8td. bei RT. belas-
sen. Dag ausgefallene DCH wurde abfiltriert, das DMY i. HV. verdampft und das Dipeptid in
Chloroform wie iiblich aufgearbeitet. Das Lbsungsmittel wurde im RV, verdampft und das zu-
riackbleibendo O1 unter Petroldther zu cinem Festkorper verrieben, Kristallisation aus Essigester/
Petroliather. Ausbeute: 5,8 g (829%), DC.-einheitlich.

H - Trp-Gly - OTSE. HCI (XXI). 5,44 g (10 mmol) XX wurden in 120 ml 0,ix HClin Ameisen-
sdure (12 mmol HCl) gclbst und die Losung 10 Min. bei RT. belassen. Dann wurde die Ameisen-
séure in der Kilte abdestilliert, der Riickstand 2mal in Methanol gelést und das Losungsmittel
verdampit. Das dlige Produkt kristallisierte durch Kratzen unter Ather vollstdndig durch. Um-
kristallisation einmal aus 2-Propanol/Diisopropylither. Ausbeute: 4,75 g (97%), DC.-einheitlich.

BOC - Phe-Avg-Trp-Gly - OTSE, HCI (XXII). 1,92 g {4 mmol) XXI und 1,69 g (4 mmol)
XVTIII wurden in 30 ml DMF gerithrt, bis sich allcs klar geldst hatte (Protonierung der -COO—-
Gruppe von XVII1). Die Lasung wurde anf 0° abgckihlt, mit 1,08 g (8 mmol) HOBT und 0,93 g
(4,5 mmol) DCCI versetzt und 3 Std. bei diescr Temp. gehalten. Dann langsam auf RT. crwiarmen
lassen und 16 Std. weitergerithrt. Mit cinem Tropfen Eisessig wurile Gberschiissiges DCCI inak-
tiviert, das Gemisch fir 1 Std. in die Kilte gestellt und das ausgefallene DCH abfiltriert. Nach
Verdampfen des DMF wurde der Riickstand in 400 ml Chloroform geldst, in der diblichen Weise
aufgearbeitet, die Chloroform-Phasc eingecngt und das Produkt durch Zugabe von Pentan aus-
gefallt. Ausbeute: 2,9 g (829%,). Das Tetrapeptid wurde durch Chromatographie auf ciner Sephadex-
LH-20-54ule (90 x 4 ¢m) mit Methanol/Wasser 9:1 als Eluicrungstnittel in zwei Portionen von
je 1,2 g gereinigt. Die sanberen Fraktionen wurden vercinigt, das Elnierungsmittel verdampft und
das Peptid aus 2-Propanol/Ather kristallisiert (amorphes Produkt). 2,4 g Rohprodukt ergaben 1,9 g
(809%,) XXII, ©C.-einhcitlich.

H - Phe-Arg-Trp-Gly - OTSE. 2 HCI (XXIII). 2,83 g (3,2 mmol) XXIT wurden in 40 m[ 0,18
HCl in Ameiscnsiure (4 mmol HCI) gelsst und 15 Min. bei RT. belassen, Die Sure wurde im RV.
entfernt, das zuriickbleibende 01 mehrmals in wenig Methanol aufgenommen und das Losungs-
mittel jeweils wicder verdampft. Schliesslich fillte man das Produlkt aus der methanolischen L6-
sung mit eincm grossen Uberschuss an Ather aus; mchrmaliges Umfillen aus Methanol/Ather,
Ausbeute: 2,0 g (749%), DC.-einheitlich. -- UV. {Athanol): Amax = 273 nm (& = 5566) und 280 nm
(e = 5556).

H + Phe-Arg-1rp-Gly - OH. AcOH (4). 164 mg (0,2 mmol) XXIIT wurden in 8 ml 0,18 NaOH
gelost und nach 3 Min. mit 0,18 HC] wicder neutralisicrt, Das weiterc Vorgehen ist identisch mit
dem ftr 6 beschricbenen, Ausbeute 102 mg (82%), DC.- und DE.-einheitlich. — UV. (0,018 NaOH):
Amax = 280 nm (¢ = 5295), Schulter bei 288 nm (¢ = 4560).
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Ac + Phe-Arg-Trp-Gly - OH. HCI (5). 820 mg (1 mmol) XXIII wurden in 6 ml abs. DMF +
1 ml] abs. Pyridin gelost, nachcinander mit 115 mg (1 mmol) N-Athylmorpholin und 220 mg
(1,2 mmol) Essigsiure-p-nitrophenylester (Merch) verseizt und 24 Std. gerihrt. Nun wurde die
Losung auf ~2 ml cingcengt, das Produkt durch Zugabe von aks. Ather ausgefillt, dann abge-
nutecht uand gut mit Ather gewaschep. Man gewann so 800 mg acetylierten Tetrapeptidester,
Rf = 0,75 (BPEW 1).

Das Produkt wurde sofort weiterverarbeitct : Abspaltung der OTSE-Gruppe durch f-Eliminie-
rung. Die Losung von 800 mg Tetrapeptid-ester in 8 ml Dioxan wurde mit wenig Wasser versetzt,
ihr pH im pH-Stat auf 11,5 gebracht und die pH bei fortschreitender Reaktion durch Titrieren mit
0,1n NaOH bei 11,5-12,0 behalten. Nach 40 Min. war dic Abspaltung quantitativ (Aufnahme
eines Aquivalentes Base); die Lijsung wurde dann mit 0,1N HCl neutralisiert, das T.ésungsmittel
im RV, entfernt, der Riickstand in 5 ml Methanol/Wasser 1:1 gelsst und iiber Sephadex-1.H-20
chromatographiert (Kolonne 4.x 80 cm; Elutionsmitte] Mcthanol/Wasser 1:1). Die sauberen
Fraktionen wurden vereinigt, das Lésungsmittel abdestilliert, der Riickstand in Athanol geldst
und mit 1,2 Aquiv. Pyridininmhydrochlorid versetzt (quantitative Uberfthrung in die Hydro-
chlorid-Form). Nach Verdampfen des Athanols wurde das Produkt aus 0,1~ Essigsfurelosung lyo-
philisiert (Kristallisation lieferte ein ausserordentlich hygroskopisches Produkt), Ausbeute: 515 mg
{80%), DC.- und DE.-cinheitlich, -~ UV. (0,018 NaOH): Amax = 280 nm (¢ = 5255}, Schulter bei
A = 288 nm (¢ = 4444).

H « Leu-Gly - OTSE. HC! (XXVII). 2,32 g (10 mmol) BOC + Len - OH und 2,94 g {10 mmo})
H - Gly - OTSE. HCl wurden zusammen in 35 ml Acetonitril gelést, mit 1,15 g (10 mmol) N-Athyl-
morpholin versetzt und die Lisung anf 0° abgekithlt, Dem Gemisch wurden hintereinander 2,70 g
(20 mmol) HOBT und 2,27 g (11 mmol) DCCI zugefugt; nach 2 Std. bei 0° liess man di¢ Temp.
langsam auf 20° steigen und rithrte 16 $td. bei dieser Temp. weiter. Das ausgefalicne DCH wurde
abfiltriert, das Losungsmittel i, V. verdampit und der Riickstand in Chloroform wie tiblich aui-
gearbeitet, Das Chloroform wurde verdampft und das Dipeptid untcr Ather zu cinem sehr hygro-
skopischen Festkérper verrieben, der bei Luftzutritt augenblicklich zerfloss; DC.-einheitlich.

Das Dipeptid XXVI wurde ohne weiterc Charakterisierung sofort weiterverarbeitet: Es wurde
in 20 ml Essigester gelost und mit 10 ml 6n HCl in Dioxan versetzt. Nach 1 Std. verdampite man
das Lisungsmittel im RV. und verrihrte das zurisckbleibende Of mit Ather. Das Produkt kristalli-
sierte nach intensivem Kratzen vollstindig durch, £s warde abfiltriert, mit Ather gut gewaschen
und fiber NaOH und PgOj lange getrocknet. Ausbeute: 3,34 g (83% uber beide Stufen), DC.-cin-
heitlich.

BOC + Phe-Arg-Leu-Gly » OTSE. HCI (XXVILI). 2,10 g (5 mmol) XVIII und 2,03 g (5 mmol)
in 50 m] DMF wurden 10 Min. bei RT. geriihrt, die Ladsung auf 0° abgekth}t und nacheinander mit
1,35, ¢ (10 mmol) HOBT und 1,13 g (5,5 mmol) DCCI versctzt. Das Gemisch wurde 3 $td. bei 0°
gehglten, anschlicssend langsam auf RT. erwidrmt und noch 16 Std. weitergeriihrt. Die DC.-Kon-
trolle ergab, dass die Reaktion beendet war (kecin Edukt mehr vorhanden). Die Lésung wurde
dann mit Z Tropfen Eisessig versetzt, 2 Std. in die Kiltc gestellt und hicrauf vom ausgefallencn
DCH filtriert. Das DMF wurde bei 0,1 Torr abgedampit, der dlige Riickstand in 400 ml Chioro-
form aufgenommen und wie itblich aufgearbeitet, Das dlige Tetrapeptid-Derivat XXVIII wurde in
wenig 2-Propancl aufgenommen und mit Diisopropyfdther ausgefillt. Mehrmaliges Umfdllen
aus 2-Propanol/Diisopropyldther lieferte ein praktisch sanberes Produkt: 3,1 g (77% 4. Th.), DC.-
einheitlich,

H - Phe-Arg-Lew-Gly - OTSE, 2 HC! (XXIX). 4,65 g (6 mmol) XXVIIT wurden in 73 ml
0,15 HCl in HCOOH (7,3 mmol JIC]) gelost. Nach 15 Min. wurde die Séure i. V. verdampft und
der Ruickstand unter Ather zu einemn Festkérper verrichen. Durch Kristallisation aus 2-Propanol/
Ather konnte ein kleines Nebenprodukt nicht eliminiert werden, weshalb das Produkt auf ciner
Sephadex-LH-20-Sidule (150 x 6 ¢m) in Methanol/Wasser 9:1 weiter gercinigt wurde. Die sauberen
Fraktionen wurden vereinigt, das Eluierungsmittel verdampft und das Produkt aus 2-Propanol/
Ather kristallisiert. Ausbeute: 3,6 g (80%), DC.-einheitlich.

H - Phe-Arg-Leu-Gly - OH. AcOH (6). 150 mg (0,2 mmol) XXIX wurden in 8 ml 0,1 NaQH
gelast (0,8 mmol Basc: 0,4 mmol zur Nentraligation des Dihydrochlorids -+ 0,4 mmol (= doppelter
Uberachuss) firr die f-Eliminiernng) und nach 3 Min. mit 0,1x HCl wieder neutralisiert, Der pH
wurde mit verd. Essigstiure auf 4,5 eingestellt, die wisserige Phase langsam durch eine Dowey-3-
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Siule (0,83 12 cm) durchgetropft und mit 0,1n Essigsiureldsung eluiert (Austausch der Chlorid-
gegen Acetat-Ionen). Die wisserige Phase wurde im RV. eingedampft, das Produkt erneut in 0,1N
Essigsiutelisung aufgenommen und fiber einer Sephadex-G-15-Kolonne (2x 60 cm) chromato-
graphiert. Dic sauberen Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert. Ausbeute: 92 mg (84%,),
DC.-einheitlich.

Ag + Phe-Arg-Trp-Gly-Lys(MSOC)-Pro-Val + NHp. HCl (XXX). 193 mg (0,3 mmol) 5 und
109 mg (0,3 mmol) VIII wurden znsammen mit 35 mg (0,3 mmol) N-Athylmorpholin in 3 ml abs.
DMF geldst, anschliessend nacheinander mit 81 mg (0,6 mmol) HOBT und 72 mg (0,35 mmol)
DCCI versetzt und 24 Std. gertihrt. Das ausgefallene DCH wurde abfiltriert, das DMF im HV.
verdampft und der Riickstand in 3 ml Methanol/Wasser 2:1 aufgenommen und durch eine Sepia-
dsx-LH-20-Kolonno (4 x 80 cm) chromatographiert. (Eluierungsmittel: Methanol/Wasser 2:1).
Die nach DC. sauberen Fraktionen wurden vereinigt, das Eluierungsmittel verdampft, der Riick-
stand in wenig Methanol geldst und das Produkt mit Ather ausgefillt und iiber POy getrocknet:
280 mg (84%), DC.-einheitlich. — UV. (1N AcOH): Amax = 280 nm (¢ = 5850), Schulter bei 4 =
288 nm (8. = 4900).

Ac+ Phe-Avg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val - NHz. 2 AcOH (27). 112 mg (0,1 mmol) XXX wurden in
2,4 ml 0,1n Bariumhydroxydldsung geldst, 3 Min. bei RT. belassen und hierauf das Gemisch mit
2,4 ml 0,1x Schwefelsiiure neutralisiert. Der pH wurde nach Abzentrifugation des Bariumsulfats
mit 0,1~ Essigsdure auf 4,5 eingestellt und die Ldsung nun durch eine Dowex-3-Siule (0,8 x 12 cm)
durchgetropft (Eluicrungsmittel: 0,1x Essigsiure). Die voreinigten Fraktionen wurden lyophili-
siert, Ausbeute: 95 mg (90%,), DC.-einheitlich. — UV. (0,018 NaOH: Agax = 280 nm (¢ = 5310),
Schulter bei 4 = 288 nm (¢ = 4390).

Z - Glu(t BuQ)-His- Phe-Arg-Trp-Gly-Lys(M SOG)-Pro-Val - NH,, HCl (XXXI), 1057 mg
(1 mmol) 2 - Glu(tBuO)-His-Phe-Arg-Trp-Gly - OH. HC] und 555 -mg (1,05 mmol) VIII wurden
zusammen mit 121 mg (1,05 mmol} N-Athylmorpholin in 15 ml DMF geldst, mit 270 mg (2 mmol)
HOBT und - nachdem sich alles klar gelost hatte — mit 227 mg (1,1 mmol) DCCI in 2 ml DMF ver-
setzt; 36 Std. bei RT. reagieren lassen und hicrauf in dic Kilte gestellt. Das ausgefallene DCH
wurde abfiltriert und das DMF i. HV, verdampft. Der Riickstand wurde in Methano! geltst und
mit Ather nusgefallt, abzentritugiert und nochmals mit Ather gewaschen. Man léste erneut in
wenig Methanol und chromatographierte in zwei Teilen durch eine Sephadex-LH-20-Sdule (90 x
4 ¢m) in Methanol. Die sauberen Fraktionen (DC.) wurden vereinigt, eingeengt und das Produkt
wieder mit -Kther ausgefillt: 1410 mg (929%,) festes, amorphes Produkt, DC.-einheitlich. — UV,
(Athanol): Apax = 280 nm (¢ == 5840), Schulter bei 290 nm (& = 4950).

H - Glu(t BuO)-His- Phe-Arg-1vp-Gly-Lys(MSOC)-Pro-Val - NHy. HCl (XXXII). 1400 mg
(915 ymol) XXXI wurden in 25 ml Methanol gelést und dazu 120 mg 10proz. P4/C in 2,5 ml Was-
ger gegeben. Man hydrierte 12 $td. im Durchfluss, gab croneut 60 mg Pd-Katalysator hinzu und
hydrierte unter leichtem Druck wihrend 12 Std. weiter: vollstindige Abspaltung der Z-Gruppe.
(Die Abspaltung geht bei Zusatz von 5proz. Essigsiure wesentlich sehneller (ca. 10 Std.); man er-
halt dann allerdings das Produkt in der Acetatform). Der Katalysator wurde durch Filtration
tiber Celite entfernt und das Filtrat i, V. eingedampft. Der Ruckstand wurde in 30 ml Wasser auf-
genommen, die Lésung durch Watte filtriert und lyophilisiert. Ausbeute: 1160 mg (91%), DC.-
einheitlich, = UV. (Athanol): Amex = 280 nm (¢ = 5390), Schulter bei 290 nm (e = 4505).

H » Gly-His- Pha-drg-Trp-Gly-Lys(M SOC)- Pro-Val - NHy. 2 HCL{XXXIII). 252 mg(180 mol)
XXXI1I wurden in 4,5 ml 0,125 HCI in Ameisensdure gelost, 15 Min. bei RT, reagieren lassen, aut
0° abgekfihlt und die Ldsung i. V. eingedampit. Der Ritckstand wurde in einigen ml Methanol ge-
165t und durch cine Sephadex-LH-20-Kolonne chromatographiert. Das Eluiernngsmittel wurde
im RV. i. V. entfernt und das Produkt aus Wasser lyophilisiert. Ausbeute : 200 mg (81%) XXXIII,
das aber noch ca. 2-3%, Nebenprodukt enthielt: Rf (Nebenprodukt) 0,70 (BPEW 2). Das UV.-
Spektrum in Athanol zeigt, dass keine Formylierung von Trp eingetreten ist: Amax = 280 nm (¢ =
5330), Schulter bei 290 nm (g = 4505).

H - Glu-His- Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val « NHy, 3 AcOH. 2 Hz0 (28a). 69 mg (50 pmol)
XXXI1II wurden in 1 ml Wasser geldst und dazu 33 mg (100 umol) Ba(OH)s. 8 HaO in 1 ml Wasser
gegeben. Das Gemisch wurde 3 Min. bei RT. belasscn und hierauf mit 1 m1 0,1m Schwefelsdure auf
pH 34 gestellt. Das ausgefallene Bariumsulfat wurde abzentrifugiert, das Wasser im Exsikkator
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verdampit und der Rfickstand in 3 ml 0,01 Ammoniumacetatpuffer pH 4,5 geldst. Diese Losung
wurde auf eine mit diesem Puffer gut gewaschene CM-Sephadex-C-25-Siule (1,2x 30 cm) auige-
tragen und mit einem Ammoniumacetatpuffer pH 6,5 (Konzentrationsgradient linear 0,01-1,0M)
chromatographiert. Eine zweite Chromatographie mit einem flachcren Gradienten (0,4m-1,0m)
lieferte ein nach DC. und DE. vollig reines Peptid (das Produkt wurde bei einer Pufferkonzen-
tration von etwa 0,7-0,8M aus der Siule ausgewaschen). Die sauberen Fraktionen wurden jeweils
lyophilisiert und das Ammoniumacetat bei ca. 50° i. HV. absublimiert. Das Produkt wurde an-
schliessend nochmals in 1proz. Essigaiure geldst und nochmals lyophilisiert. Ausbeute: 38 mg
(60%). = UV, (0,018 NaOH): Amax = 280 nm (¢ = 5140), Schulter bei 288 nm (¢ = 4360).

Ac -« Glu-His- Phe-Avg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val - Nfls. 2 AcOH. 4 Ha0 (28). 69 mg (50 umol)
XXXIII wucrden in 2 ml Pyridin gelost und dazu 6 mg (50 pmol) N-Athylmorpholin und 18 mg
(100 wmol) Essigsiure-nitrophenylester gegeben. Das Gemisch wurde tiber Nacht bei RT, belasscn,
hierauf das Pyridin i. V. verdampit und der Rickstand mehrmals mit Essigester extrahicrt. Es
resultierten 60 mg (859%) festes, acetyliertes Nonapeptid; es enthiclt noch ganz wenig Ausgangs-
produkt. R{(S) 0,42 (BPEW 1); 0,56 (BPEW 2).

Das Produkt wurde in 1 ml Wasser geldst und dazu 20 mg Ba(OHjs. 8 HaO (60 gmol) in 1 ml
Wasser geftgt. Nach 5 Min. bei RT. wurden 600 pl 0,14 Schwefelsiure hinzugegeben (pH auf ca.
4 gestellt), der Niederschlag abzentrifugiert und das Wasser im Exsikkator verdampft, Nun folgte

" eine Reinigung auf CM-Sephadex-C-25 mit cinem linearen Gradienten von 0,01-1,0M Ammonium-
acetatpuffer pH 6,5 (vgl. Vorschrift fir 28a). Das Produkt wurde bei einer Pufferkonzentration
von ¢a. 0,5M aus der Siule eluiert, Lyophilisation, Sublimation des Ammoniumacetats (um dieses
villig zu entfernen, muss das Lyophilisat &ber Nacht bei 45°~50° i. IIV. belasscn werden) und er-
neute Lyophilisation aus 1proz. Essigsiure. Ausbeute (iiber beide Stufen): 35 mg (57%). - UV.
(0,01x NaOH): Amsx = 280 nm (¢ = 5150), Schulter bei 289 nm (¢ = 4370),

H - Met-Glu-His-Phe-Arg-Typ-Gly-Lys(MSOC)-Pro-Val - NHy. 2 HCI (XXXIV). 140 mg
(100 pmol) XXXIII wurden zusammen mit 43 mg (125 ymol) BOC - Met - OSU in 5 ml] Pyridin
geldst und das Gemisch jiber Nacht bei RT. gerithrt; einc DC.-Kontrolle ergab, dass simtliches
Edukt umgesetzt war. Das Pyridin wurde i. V. verdampft und das geschiitzte Decapeptid unter
Essigester gut verricben. Man erhielt 80 ein sauberes Produkt (Ri(S) 0,49 (BEW 1), 0,58 (BPEW 1)),
welches gleich weiterverarbeitet wurde: Das Produkt wurde in 3 ml 0,125 HCI in HCOOf] gelost,
die Lisung 15 Min. bei RT. belassen, dann anf 0° gekiihlt und dic Siure i.V, verdampft. Der Riick-
stand wurde in wenig Methanol geldst und auf ciner Sephadex-LH-20-Kolonne mit Methanol/
Wasger 9:1 als Eluierungsmittel chromatographicrt. Die saubercn Fraktionen wurden vereinigt,
das Idsungsmittel eingedampft und das Produkt aus Wasser lyophilisiert. Ausbeute: 102 mg (68%,),
DC.lnheitlich. - UV. (0,018 NaOH): Amax = 280 nm (¢ = 5400) und 289 nm (¢ == 4540).

HAc » Met-Glu-His-Phe-Avg-Trp-Gly-Lys- Pro-Val + NHy. 2 AcOH (29). 45 mg (30 pmol) XXXIV
wurden in 1,5 ml DMF gelost, mit 15 mg (75 pmol) Essigsiure-p-nitrophenylester in 1,5 ml Pyridin
versetzt, 36 Std. bei RT. stehen gelassen, das Losungamittel dann i, HV. abdestilliert und der
Rickstand gut mit Essigester verrieben (mdglichst quantitative Entfernung des Nitrophenols)
und hierauf getrocknet. Zur Abspaltung der MSOC-Gruppe am Lys!! wurde der unldsliche Riick-
stand in 1,5 ml 0,1N Bariumhydroxydlésung gelsst, die Losung 3 Min, bei RT. belassen und hier-
auf durch Zugabe von 1,5 ml 0,18 Schwefelsiiure neutralisiert (pH ca. 4,5). Das Bariumsulfat
wurde abzentrifugiert und die Lasung auf eine CM-Sephadsx-C-25-Sdule (1 x 30 cm) aufgetragen,
welehe zuvor mit einem 0,01 Ammoniumacetatpuffcr pH 4,5 iquilibriert worden war. Die Chro-
matographie erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0,1-1,0M Ammoniumacetat, pH 6,5. Die
DC.-einheitlichen Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert. Dann wurde das Ammonium-
acetat bei einer Badtemperatur von 45-50° i. HV. absublimiert und der Riickstand erneut lyo-
philisiert. Zur vollstindigen Entsalzung wurde das Produkt noch durch eine Sephades-G-25(me-
dium)-Kolonne (1,2 x 35 ¢m) mit 1proz. Essigsiure als Eluierungsmittel filtriert und nochmals lyo-
philisiert. Ausbeute: 25 mg (589%), DC.- und DE.-¢inheitlich. — UV. (0,018 NaOH) : Apax = 280 nm
(e = 5300).

H  Nie-Glu-His- Phe-Avg-Trp-Gly-Lys(MSOC)-Pro-Val - NHg, 2 HCl (XXXV). 140 mg
(100 ymol) XXXIII wurden in 5 m] abs. Pyridin gelost. Dazu gab man 40 mg (120 pmol) BOC -
Nie - OSU (hergestellt nach der tiblichen Methode; Smp. 98°, [a]R, = —41,7° (¢ = 1, Methanot))
und riihrte das Gemisch fiber Nacht bei RT, Eine DC.-Kontrolle ergab, das alles Edukt umgesetzt
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war. Das Pyridin wurde i. V. verdampft und der Rilckstand mehtmals mit Essigester extrahiert;
Ri(S) 0,45 (BPEW 1).

Das geschittzte Decapeptid (160 mg) wurde sofort wcltervera.rbeltet Man ldste es in 3 ml
0,12nx HCI in HCOOH und beliess es 10 Min. bei RT, Dann wurde die Sdure i, V. entfernt, das
Produkt  zundchst fiber NaOH gut getrocknet, dann in 2 ml Methanol gelést und durch eine
Sephades-LH-20-Kolonne (4 x 90 cm) chromatographicrt (Eluierungsmittel Methanol/ Wasser 9:1).
Die DC.-einheitlichen Fraktionen wurden vereinigt, das Lésungsmittel verdampft, der Ruickstand
in 20 ml Wasser geldst und lyophilisiert. Ausbeute: 106 mg (71%). — UV. (0,015 NaOH):
Amgx = 280 nm (¢ = 5440) und 289 nm (¢ = 4680).

Ac + Nle-His- Phe-Arg-Typ-Gly-Lys-Pro-Val - NHe, 2 AcOH (29a). 45 mg (30 pmol) XXXV
wurden in 1 ml DMF gelést und mit 18 mg (100 ymol) AcONP in 1 ml Pyridin vetsetzt. Nach 24
Std. Reaktionsdauer bei RT. wurde das Losungsmittel i. HV. entfernt und der Rickstand 2mal
mit Essigester gut verricben und anschliesscnd getrocknct. Das Produkt wurde num in 1,5 ml
0,1 Bariumhydroxydleung geltst und nach 2 Min. mit 1,5 ml 0,1N Schwefelsdure neutralisiert.
Das Bariumsulfat wurde abzentrifugiert, der pH dor Lisung auf 4,5 gebracht und diesc nun auf
cine CM-Sephadex-C-25-Séule (1 x 25 cm) (dquilibriert mit 0,01M Ammoniumacetatpuifer pH 4,5)
aufgetragen. Die Siule wurde mit dem gleichen Puffer gut durchgewaschen, dann mit einem
linear ansteigenden Gradienten von 0,1-1,0m Ammoniumacctat pH 6,5 entwickelt. Das Produkt
wurde bei einer Pufferkonzentration von 0,5M aus der Siule eluiert. Lyophilisation, Sublimation
und erneute Lyophilisation, Ausbeute: 30 mg (70%), DC.- und DE.-einheitlich. - UV, (0,018
NaOH): Amax = 2680 nm (¢ = 5200) nnd 289 nm (¢ = 4500).

BOC « Sev-Tyvr-Ser-Met-Glu(t BuO)-His- Phe-Arg-Tvp-Gly-Lys(MSOC)-Pro-Val - NHy. HCI
(XXXVI), 728 mg (0,5 mmol) BOC - Ser-Tyr-Ser-Met-Glu(fBuO)-His-Phe-Arg-Trp-Gly « OH
(16] und 290 mg (0,55 mmol) VIII wurden in 10 ml abs. DMF suspendiert und so lange gerithrt,
bis alles klar gelost war. Nun fiigte man hintereinander 135 mg (1 mmol) HOBT und 124 mg
(0,6 mmol) DCCT hinzu, beliess das Gemisch 36 Std. bei 45-50°, stellte es itber Nacht in den Knihl-
schrank, filtrierte das ausgefallene DCH ab und chromatographicrte das Produkt in zwei Portionen
liber eine Sephader-LH-20-S4ule (2,5 cm x 100 cm, Eluicrungsmittel: DM¥F/Wasser 9:1). Dadurch
konnten die niedermolekularen Anteile angetrennt werden. Weiterc Reinigung durch Gegen-
stromverteilung: Das Produkt wurde in je 30 ml Ober- und Unterphase des Systems 1proz. Essig-
siure/n-Butanol gelést und ber 225 Schritte verteilt. Die Fraktionen 106-120 waren DC.-einheitlich.
Sie wurden vereinigt, das Losungsmittel i. V. verdampft, der Riickstand in wenig DMF geldst
und mit peroxydfreiem Ather ausgeféllt: 685 mg (70%) weisses Pulver, DC.-einheitlich. — UV.
(in 10% AcOH): Amax = 280 nm (e = 6410).

H - Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His- Phe-Avg-Trp-Gly-Lys(M SOC)-Pro-Val - NH. 2 HCI (XX XVII).
590 mg (0,3 mmol) XXXVI wurden in 12 ml 0,125 HCl in Ameisefisiure geldst, 20 Min. bei RT.
belassen und im RV. i. V. (in der KAilte) wieder cingedampft. Der Riickstand wurde mehrmals in
Wasser/Methano! gelost und die Lésung jewcils wieder eingedampft. Dann wurde das Produkt in
25 ml lproz. Essigsdure geltst und lyophilisiert. Ausbeute: 505 mg! (93%), DC.-einbeitlich,

Ac « Ser-Tyr-Sey-Met-Glu-His- Phe-Arg-Typ-Gly-Lys(MSOC)-Pra-Val - NHg. HC} (XX XVIII).
544 mg (0,3 mmol) wurden in 4 ml DMF gelsst, mit 1 ml abs. Pyridin und mit 35 mg (0,3 mmol)
N-Athylmorpholin versetzt. Nach Zugabe von 91 mg (0,5 mmol) Essigsiure-p-nitrophenylester
wurde das Gemisch 30 $td. bei RT. belassen. Hierauf wurde das Ldsungsmittel i. V. verdampft,
der Rtickstand in ca. 3 ml DMF/H3O 9:1 geltst und mit demselben Eluierungemittel tber eine
Sephadex-LH-20-Kolonne (5x 100 cm) chromatographiert. Die NC.-einbeitlichen Fraktionen
wurden vereinigt, das Eluierungsmittel im RV. entfernt und der Rilckstand in 30 m! 0,1~ Essig-
siure geldst und lyophilisiert, Ausbeute: 505 mg (91%), DC.- und DE.-einheitlich, — UV. {in 1~
AcOH): Apex =~ 280 nm (& = 6700).

a-MSH, 2 AcOH (1). 185 mg (0,1 mmol) XX XVIII wurder in 5 m! HpO suspendiert und
tropfenweise mit 5 ml 0,1 Bariumhydroxydldsung versetzt, wobel das Produkt vollstindig in
Ldsung ging. Nach 6 Min. totaler Reaktionsdauer bei 18° wurde die wilsserige Lasung durch Zugabe
von 5 ml 0,1¥ Schwefelsinre (im Eisbad) neutralisiert, das ausgefallene Bariumsulfat abzentri-
fugiert, der Uberstand mit konz. Essigsiure auf pH 4,5 gebracht und nun auf eine CM-Sephadex-
C-25-Séule (1,5x 30 cm) aufgetragen. Die Siule wurde gut mit 0,0lM Ammoniumacetatpuffer
PpH 4,5 gewaschen (Aquilibrierungspuffer); das Produkt wurde anschliessend mit einem Konzen-
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trationsgradienten von 0,1M bis 1,0M Ammoniutacetat pH 6,5 cluiert (tot. Eluierungsvolumen:
250 m]; Eluierungskonzentration des Puffers fir e-MSH: 0,4M). Die DC.-einheitlichen Fraktionen
wurden vereinigt, lyophilisicrt, das Ammoniumacetat fiber Nacht bei 45° sublimiert, der Riick-
stand erneut in 1proz. AcOH geldst und nochmals lyophilisiert und das «-MSH nun in 6 ml Wasser
geldst, mit 110 mg frisch dest. Thioglykolsdure versetzt (20 Aquiv.) und 5 Std. bei RT. inkubiert
{Reduktion von Methionin-sulfoxid). Erneutes Lyophilisieren der wisscrigen Losung und Schluss-
chromatographie auf Sephades-LH-20-S4ule (2,5x 100 cm) mit DMF/[H,0 9:1 als Eluierungs-
mittel. Die sauberen Fraktionen wurden vercinigt, cingeengt und das Produkt mit Ather ansge-
fallt; 103 mg (589%) in DC, und DE, schr saubcres a-MSH, welches nur eine ganz geringe Spur
{~19%) oxydiertes Material enthielt. — UV. (in 0,1N NaOll) imax = 281 nm (¢ = 6860, Ber. 6800),
289 nm (g = 6550, Ber. 6507).

Mryy: _ 0,5920204,4 — 0,263Dggg

= = (0,96
Mo 0,263D98p — 0,170Dg04 4
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Arbeiten verdanken wir Herrn W. Manser, Laboratorium fiir organische Chemie der ETH-Z,
Herrn Prof. Dr. H, Zuber, Prof. Dr. K. Wiithyich und P. D. Dr. H. G. Weder in diesem Institut,
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