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228. Hormon-Rezeptor -Wechselwlrkungen. 
Synthese von a-Melanotropia und von informationstragenden 
Teilsequenzen unter Verwendung alkalilabiler Schutzgruppen 

von Alex Eberle, Jean-Luc Fauchere, Godefridus Ignatius Tesser 
und Robert Schwyserl) 

Institut far Molekularbiologie und Biophysik, 
Eidgcnilssische Tcchnischc Hochschulc, CH-8049 Ziirich 

(22, VIII. 75) 

Hormone- Receptor Interactions. Syntheses of a- Melaliotroph and of Katormational 
Sequences thereof with the Aid of Alcali-Labile Protectiirg Groups. Summary. Thc aim 
of this investigation waa to prepare a-melanotropin and partial sequences thereof for biological in- 
vestigatians in as pure a state as possible. Classical synthesis in solution was chosen an the general 
approach. because it allows for extcnsive purification and identiiication of all intermediates, thus 
warranting thc chemical idcntity of the products (in contrast to the solidphase methods). The 
scheme of protection was its follows: for the Na-amino groups mostly f-butoxycarbonyl (BOG), 
sometimes bcnzyloxycarbonyl (2-), for the Ne-amino group ot lysine-(11) 2-(rnethylsulfony1)- 
ethaxycarbonyl (MSOC-), and for the carboxylic acid group of Ctcrminal glycine-(10) 2-(4-tolyl- 
sulfony1)-cthoxy (-OTSE). This provides for facile and mild selecfive deprotection of either the a- 
amp0 grdups by acidolysis or of the 6-amino group (a-carboxyl group) byp-elimination in alcali. A 
slight molar oxass of 0 . 1 2 ~  HCI in HCOOK proved to be the mctbod of choice for removing BOG; 
MSOC- is stable in acid (even for 30 min in liquid HF) and easily removed in a few minutcs by 
0.05-0.1~ Ba(0H)e ; -OTSE is removed similarly. Condensation of amino-acid and peptide doriva- 
tives (formation of the peptide link) was performed using active csters (-ONP; -OSU), dicyclohexyl- 
carbodiimide (DCCI) with or without 1-hydroxy-benzotriazole (HDBT), or carboxylic acid azides 
wherever histidinc was the carboxylic component. 

More than 50 compounds are described. Thosc characterized by arabic numerals servcd to 
prove that a-MSH contains two message sequences that are able to trigger melanocytc responsc : 
one in the central region -His-Phe-Arg-Trp-, thc other in the C-terminal portion -Gly-Lys-~o-vzdl* 
NHs of the molecule [3]. 

Einlelltung. - a-Melanotropin (a-melanophorenstimulierendes Hormon, a-MSH, 1) 
ist ein Polypeptidhormon des Hypophysen-Vorderlappens und rhemisch nahc ver- 
wandt mit dem Adrenocorticotropin (ACTH). Es unterscheidet sich von diesem durcli 
seine geiingere Lange (13 gegeniiber 39 Aminosaurerestcn) und dadurch, dass seine 
-- 
1) Wir Janken Clem Schweizerischen Natiodfonds mr Fijrderung der wissens~haftlicherr Fcwschwag 

fur finanzielle Unterstfitzung dieser Arbeit, welche cinen Teil der Dissertation von A.E. dar- 
stellt; praktisch dic game e~perimcntelle Arbcit wurdc (rnit n u  wenigen Ausnahmen - J.L.F. 
und G.I.T.) von A.E. ausgcfithrt. Nomenkhtur und hbktirmngen entsprechen den in der 
Pcptid- und Proteinchcmie iibljchen Norrncn, vgl, E.  Wiinsch [l] (Drci-Buchstaben-Symbolik) 
und Margaret 0. Dayhoff [Z] (Ein-Buchstaben-Symbolik). Die bciden Systeme korrelieren 
folgendermassen: N a  = A, Arg = R, Asn = N, Asp = D, Cys = C, Gln = Q, Glu = E, Gly = 
G, His = H, Ile = I,.Leu = L, Lys = K, Met = M, Phe = F, F'ro = P, Ser = S, 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 : 
a-MSH (1) Ac. SYSMEHFRWGKPV.NH2 
ACTH (Mensch) S Y S M E H F R W G K Y V G K K R R P V K V Y P DG A E D E S 

AEAFPLEF 
Seine am besten untersuchte biologische Funktion ist die Steuerung der Hell- 

Dunkel-A&ptation der Ampbibienhaut : a-MSH bewirkt eine Ausbreitung des Mela- 
nins in den Melanocyten (Dunkelfarbung), sein Gegenspieler Melatonin bewirkt eine 
Agglomeration (Hellfiirbung). Die chemische Information fur die A zrsllisartzg der 
a-MSH-Wirkung ist im zentralen Heptapeptid -MEHFKWG- gespeichert. Diese 
Sequenz ist auch irn ACTH wirkungsauslosend (Steroidogenese, Lipolyse) ; dagegen 
ist im ACTH die Sequenz -KPVGKKRR- fur die ZeUspezijatat bestimmend, ohne eine 
andere Wirkung zu zeigen. In Analogie dazu kannte beim a-MSII  die Tripeptidse- 
quenz -KPV - NHs ebenfalls eine solche Ad~ess-Seq~enz sein, welche fiir die spezifische 
Wechsclwirkung des Hormons rnit Rezeptoren der Melanocyten verantwortlich ware. 

Zur K l h n g  dieser noch offenen Frage der sycbnologischen Tnformationsorgani- 
sation hat man verschiedene Teilsequenzen des a-MSH synthetisiert und sie an der 
tiberlebenden Froschhaut in vitro untersucht. Es stellte sich iiberraschenderweise 
heraus, dass -KPV NHa keine reine Adress-Sequenz ist, sondern - neben MEHFRWG 
- eine zweite BefchEsseqwm darstellt (Auslosung der Hormonwirkung) . Damit hat 
man erstmals das Vorhandensein zweier unabhgngiger Bcfehlssequenzen in ein und 
demselben Hormon demonstriert. Dieser Befund ist nicht nur fur die Analyse von 
Struktur-Wjrkungs-Beziehungen h i m  a-MSH widitig, 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 
& 'Schutyzev [3]. 
Wk beschreiben im folgenden die chemische Synthese der Iiir die biologischen 

Expimente benotigten Peptide. Weil die Reinheit der Produkte sehr wichtjg war, 
verzichteten wir auf die (Festkorpcr-Peptidsynthese IP nach Mewifidd [l] und ver- 
wendeten den klassischen Aufbau: nur dieser erlaubt dic Isolierung und Charakteri- 
sierung von Zwischenprodukten und gewahrleistet damit die chemische Identitat der 
Endprodukte. Die hicr beschriebenen Verbindungen und ihre chemischen Eigen- 
schaften sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengcstellt, wobei die auf ihre Hormon- 
wirkmg gepriiften Peptide wie in der biologischen Arbeit [3] mit arabischen Zahlen, 
alle Zwischenprodukte aber nit romischen gekennzeichnet sind. 

Syntheee von Peptiden, die rnit der C-terminalen a-MSH-Sequenr KPV NH, 
verwandt sind ( S c h a i u  7 ;urd 2). - Der Schutz von Scitenkettenfunktionen rnit 
siiurelabilen, mild abspaltbaren Gruppen (BOC- und tBu0-) hat viele kompliziertc 
Polypeptide der Synthese eqstmals zughglich gemacht 141, vgl. [l]. Die Vorteile der 
Kombination solcher Gruppen rnit andern, die rnit milder Alkalibehandlung rntfern- 
bar &en, wurden schon frfih erkannt , Schwyzer, Costo$umugiotis & Sieber [S] verwcn- 
&ten daher die Phthalylgruppe (PHT=) fur den Schutz der Lysinll-Seitenkette bei 
einer a-MSH-Synthese, die zum Ziel hatte, entweder die a-Aminogruppe von Serinl 
oder die e-Aminogruppe von Lysinll selektiv freizulegen. Weil die Abspaltung der 
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PHT-Gruppe nicht immer rnit befriedigenden Ausbeuten verlauft, haben wir - nach 
unsern gunstigen Erfahrungen mit der fl-Eliminicrung der 2-(4-Tolylsulfonyl)-iithoxy- 
gruppe (-OTSE) 161 - eine einfachere, nach demselben Mechanismus entfernbare 
Schutzgruppe gesucht. C. I. TESSH hat denn auch wahrend seines z. T. vom Schweizeri- 
s c h  Natioltacfonds finanzierten Gastaufenthaltes bei uns mit der Untersuchung dcr 
2-(MethyIsulfonyl)-athoxy-ca~bonylgruppe (MSOC-) begonnen und gefunden, dass 
sie sich vorzilglich dazu eignet [7]. Unabhangig von van Nispslz 181 haben wir in dieser 
Arbeit die MSOC-Gruppe rnit pehr gutem Erfolg fur den Seitenkettenschutz des Lysins 
verwendet. Die Gruppe verleiht den geschutzten Peptiden bessere Liislichkeitseigen- 
schaften; sie last sich durch sehr kurze Behandlung rnit NaOH oder Ba(0H)z ent- 
fernen. 

Die Schliisselverbindung I11 (Schema l), N"-t-Butoxycarbonyl-Ng-[2-(methyl- 
sulfony1)-athoxycarbonyl]-~-lysin, BOC - Lys(MS0C) - OH, wurde aus Na-t-Butoxy- 
carbonyl-L-lysin [5] durch Umsatz mit 0-[2-(methylsulfonyl)-athoxycarbcnyl]-jb- 
nitrophenol, 11, in kristallisierter Form hergestellt. Wcgen seiner zu guten Loslichkeit 
wurde ;I11 zusatzlich als Dicyclohexylaminsalz charakterisiert. Verbindung 111 konnte 
entweder direkt (Weg A) rnit Dicyclohexyl-carbodiimid (DCCI) oder iiber den aktiven 
Ester IV (Weg B) rnit Prolyl-valinamid 20 [5J zum vollstandig geschiitzten Tripeptid- 
derivat {Na-t-Butoxycarbonyl-Nu-[2-(methylsulfonyl)-at hoxycarbonyll-lysyl) -prolyl- 
valinamid (VII) umgesetzt werden. Die beiden Produkte warm identisch; dcr Weg 
B ergab die besere Ausbeute im Schrjtt der Pcptid-Verkniipfung, was sich - obwohl 
vielleicht die Gesamtausbeute uber den Aktivestcr nicht grosser ist - doch fur die 
Reinigung des Endproduktes von Vorteil envies. 13ie folgende Abspaltung der t- 
Butoxycarbonylgruppe zu VIII wurde mittels OJN HC1 in Arneisensaure 191 vorge- 
nommen. Diese Methode verwendeten wir in der Folge fast ausschliesslich; sie erwics 
sich als schnell, mild und prhktisch frei von Nebenreaktionen, besanders bei trypto- 
phanhaltigen Peptiden. 

Die 2-(Methylsulfonyl)-athoxycarbonyl-Gruppc (MSOC-) ist unter solchen saurcn 
Bedingungen sehr stabil. SEe wurde aus {N"-( 2-(Mcthylsulfony1)-athoxycarbonylJ- 
lysy1)-prolyl-valinamid-hyddochlorid (VIII) mittels OJN NaOH in Dioxan/Methanol/ 
Wasser 2: 1 : 1 (v/o) bei Raumtemperatur in 30 Sek. eliminiert, wobei man das freic 
Lysyl-prolyl-valinamid (23) erhielt . Es erwies sich als identisch mit den Produkten, 
die man aus 2 - Lys(B0C)-Pro-Val - NHe l5j und aus BOC Lys(2)-Pro-Val NH2 
herstellte (im Schema 7 nicht aufgefiihrt). Andererscits ergab die Acetylierung von 
VIII Na-Acetyl-N'-MSOC-lysyl-prolyl-valinamid (IX) , welches alkalisch in Nu- 
Acetyl-lysyl-prolyl-valinamid (24) ubergefiihrt wurde. Zur Kontrolle wurde 24 auch 
Uber N~-t-Butoxycarbonyl-~"-benzyloxycarbonyl-lysyl-prolyl-valinamid durch acido- 
lytische Abspaltung der BO C-Gruppe, Acetylierung am freien N" und hydrogenoly- 
tische Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe hergestellt (im Schema 7 nicht auf- 
gefuhrt). Die auf den verschiedenen Wegen erhaltenen Produkte waren identisch. 

Die Synthese des Pentapeptidderivates 25 verlief jm Prinzip gleich und ohne be- 
sondere Schwierigkeiten nach Sckma 1. 

Na-Acetyl-L-lysinamid (22) wurde nach Sckma 2 aus dem differentiell geschiitzten 
Aktivester N"-t-Butoxycarbonyl-N"- benzyloxycarbonyl-r.-lysin-p-nitrophcnylester 
[lo] fiber die kristallinen Lysinamid-Derivrrte XII, XI11 und XIV hergestellt. Das 
Endprodukt 22 ist als Acetat ein dickes 81. 
133 
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Schcma 1. Synthese u o ~ l  Tri- und PentafieptidderiuateM dev C-teriinalcn u-MSH-Saquemerr 11-13 
und 9-73 water VerweIdung dev Sckutzgvzuppe 24 Mtdhylsulfodyl) -dlthoxycavborryl-(MSOC-) 

1 

IS 

111 

r4 

23 

I X  

24 

25 

Syntheee von Peptiden der zentralen Befehlssequenz MEHFRWO des a-MSH 
(Schema 3). . Der ofbersicht zuliebe wurde im Schema 3 die Ein-Buchstaben-Symbolik nach 
Fussnote 1 verwcndct, ‘und zwar in gleiclier Wcise wie die Drci-Buchstahen-Abkhrzungen : links 
N-Terminus und Na-Schutzgruppon, in Klammern, rechts vom Symbol bei basischcn. sauren. 
thiol- und hydroxylhaltigcn Aminosaurcn die Schutzgruppen der Scitenkettenfunktionen. Die 
Uuchstabcn der Schutzgruppen und Amid-Punktioncn wurden - urn Verwechslungen mit Amino- 
saurcnsyrnbolen zu vcrmeiden - 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 a-MSH-Sequenz) 
wurde die Veresterung rnit 2-(4-Tolylsulfonyl)-l-hydroxy-iithan (TSE a OH) [ 111 
(verbesprte Synthese s. exper. Ted) gewahlt, weil die B-Eliminierung rnit Alkali so 
milde verlauft , dass Racernisierung von a-ArninosPurercsten in Peptiden praktisch 
ausgesdhlossen werden kann [ 1. Der hier besclirieheiie Weg zum Aufbau von .Sequen- 
Zen dieses Teils von a-MSH nd ACTH war bcrcits zur Synthese von Peptiden mit 
ar-Pentafluoro-L-phenylalani [12] anstelle von Phc7 vcrwendet wordenz). 

Schema 3. Syrtthese voa Pe t idm dev xentralen BefehEssequcm MEHFRWG des or-MSH 

H.GIy*DTSE. HCI 

\ 
BCGPhe.OtP 

Arg 
+ xx soc.WG.OfsE ~oc.LG.a's~ YXVI 

:F 
XV Z . G l U ( t m - O W  

1 tieme 

1 ICLIHCOOH 1 
1 X X I  WG.OISE.HCI LG.OTSE. HCl )(xvfI 

XVI F Ett BumH.OMc 

1 N H 2 4  

-1 mi - 1  m BUC-FR.W 
xvri ZEC~BIJ~H~NHNH, 

K X ~  ~ . F ~ * O T S E . H C i  BoC.FRU;.~EE.HCi xxvlll 

Schwierigkeiten bietct nach wie vor die Einfuhrung von Arginin. Man wahlte 
den Weg der Kondensation von t-Butoxycarbonyl-L-phenylahnin-$-nitrophenylester 
mit freiem Arginin in Dimethylformamid und erhielt das partiell geschiitztc Djpeptid 
VIII in 95proz. Ausbeute. Dieses wurde einerseits rnit HCI in Ameisensiure seiner 
BOC-Gruppe entledigt und in Essigsaure rnit einem schwsch basischen Ionenaus- 
tauscher ins Dipeptid-diacetat XIX iibergefiihrt (inzwischen als 3a biologisch getestet 
und als schwach aktiv befynden [3]), andererseits eum Aufbau der Tetrapcptidderi- 
vate XXII und XXVIII jingesetzt. Hier wurden die Reaktionsbedingungen nach 
K h g  & Geiger [14] so geW,hlt, dass die Kacemisierung des Arginins vordussicMlicb 
minimal war. Die Kristallisation von XXII und XXIX diirfte eventuelle kleine 
Mengen (<5%) der Diastpreomeren (L-u-L) rnit den Mutterlaugen entfernt haben. 
Jedenfalls gaben die Dunnschichtchromatogramrnc keine Hinweise auf solche Verun- 

8)  Im Gegensatz zu FRWG (6) erwies sich das ~cntafluoto-phenylalanin-Analogon als vollkorri- 
men inaktiv im Froschhaut-Test, was auf cine entschcidende Holle des Phenyldanins hinwcist. 
Dartiber wird spater eingdender berichtct werden; vgl. [13]). 

-.___- 
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reinigupgen in den Tetrapeptid-Zwischen- und Endprodukten, XXII,. XXIII, 4, 5, 
XXVII1,XXIX und6. 

Die Synthese des Hexapeptid-Derivates 9 fuhrtte vom Tetrapeptidester XXIII 
durch Kondensation mit dem aus dem geschiitzten Dipeptid-Hydrazid XVII gewon- 
nenen Azid Uber das geschiitzte Hexapeptid XXIV. Dieses wurde zuerst in ublicher 
Weise durch kurze Alkalibehandlung von der TSE-Gruppe befreit und das entstan- 
dene partiell geschtltzte Peptid XXV durch HCl in HCOOH, Hydrogenolyse und 
Ionenawstausch in 9 tibergeftihrt. Acetylierung mit Essigsiiure-9-nitropfienylester 
ergab 10. Dieser letzte Ast der Synthese (XXIV + XXV 3 9 4 10) sol1 in anderem 
Zusammenhang, mit den entsprechenden hucing- (anstelle von Tryptophang) Ana- 
logen, im Detail veroffentlicht wcrden. Ebenso sollen 16 (Ac-Ser-Met-Glu-His-Phe- 
hg-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 halogen rnit verkurztem N-Terminue iiber Ne-[2- 
(Methyl~ulfouyl)-~tho~carbonyl]-~-lyein-Derivate ( ~ c h n u  4). - Als Ausgangs- 
material fur diese Synthesen diente das partiell geschiitzte, N-terminale Tripeptid- 
amid-Derivat VIII, N' -[2-Methylsulfonyl) -athoxycarbonyl]-~-lysyl-~-prolyl-~-valin- 
amid-hydrochlorid. Es wurde nach der DCCI-Hydroxybenztriazol-Methode von K h i g  
& Geiger [14] mit geeigneten, N-terminal gelegenen Peptidderivaten verbunden, wobei 
- wegen der Kondensationsstelle zwischcn Glycin und Lysin - keine Racemisierung 
zu befiirchten ist [4]. 

Schema 4. Synthese uon a-MSH und Asdogen mit verkurztem N-Terminus i4be.r Ns-[2-(Me!hyl- 
szr l fouyl)-~holcyear~~~l]-~-lysin-Dc*ivate  (L' = Norlewin) 
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Kondensation von VIII mit 5 (NR-Acetyl-phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycin) 
ftihrte u h r  XXX, dessen 2-(Methylsulfony1)-athoxycarbonyl-Gruppe rnit 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 Ne-Benzyloxycarbonyl-(COOH~-t-butyl)-glutamyl- 
histidyl-phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycin [I 5 1 ergab via XXXI, XXXII und 
XXXXJI die Nonapeptide 28 und 28a. 

Aus XXXIII wurden die Decapeptide Na-Acetyl-methionyl-glutamyl-histidyl- 
phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycyl-lysyl-prolyl-valinamid (29) - der natiirlichen 
Sequenz entsprechend - und Na-Acetyl-norleucyl-glutamyl-histidyl-ph~nylalanyl- 
arginyl-tryptoph yl-glycyl-lysyl-prolyl-valinamid (29 a) - Ersatz von Meth ionin durch 
Norvalin - hergestellt. In beiden Fiillen wurde die N-terminale Aminosaure als Hy- 
droxysuccinimidester ankondensiert. Acetylierung und Entfernung der Schutzgrup- 
pen verlief nach Schema 4 ttber die Zwischenprodukte XXIV oder XXV. 

Fur die Synthese des Tridecapeptids a - M S H  (1) wurde VIII mit Na-t-Butoxy- 
carbonyl-mryl-tyrosyl-seryl- (COOHY-t-butyl) -glutamyl- histidyl-phenylalanyl-argi- 
nyl-tryptophyl-glycin [16] kondensiert. Abspaltung von BOG, Acetylierung der nun- 
mehr freien N-terminalen a-Aminogruppe, Eliminierung von MSOC- mit Barytlauge 
und Uberfiihrung in das Diacetat von 1 verliefen ohne besondere Schwierigkeiten. 

Experimenteller Tell 

Allgcmsires. Die Reinheit dcr Produkte wurde mit mchrercn Dtlnnschichtchrornatographic- 
(DC.-) Systcmen gepruft, urn bei Peptiden und ihren 1)crivaten maglichst auch diastercomerc Vcr- 
bindungen ausschliessen zu Mnmn. Diese Prafung wurde bei cxtrcrn wasserloslichen Verbindungen 
durcb die Wnnschichtelektrop$orese (DE.) erganzt. Die Idcatifizierung wurde elementaranaly- 
tisch und durch Aminos&urenan&lyse votgenommen ; sie wurdc off. fur spezielle Fragcn durch UV - 
IR.- uad lH-NMR.-Spektro&bpie e rgbz t  (letztere auf einem Spektrometer VucrrianXL 100 
rnit Tetramethylsilan als internet Referenz; die cheinischen Verschiebungcn Rind in 8 (ppm) 
angegeben). Der weiteren Charakterisierung dienten Smp. (offcne Kapillarc; unkorr.) und optische 
Drehung. Alle Verhaltnis-Angaben beziehen sich auf Volumentcile. 

ffblichs Aufar&eifung bedeutet : Aufnehmen in cinem in Wasser schwerldslichen organischcn 
Llkungsmittel (ca. 25-1OOfacher Vberschuss), Waschen mit verd. Siiure (5prOZ. KHS@/Sproz. 
Ksso4 1 : Z ) ,  Sproe. NaHC08- und ma. NaCI-mung (Verhaltnis organischo Phase/Wasserphase je 
nach WasserlMlichkeit 5:  1 bis 2: 1). Trocknen dcr organischon Phase rnit Natriumsulfat oder Mag- 
nesiumsulfat (beide wasserfrei) und Verdampfcn dcr organischcn Phase im Rotationsverdampfer 
unter Wasserstrahl- oder Hoch-Vakuum. 

ElektrofiAorssen (Tabelle 2) wurden auf Mevck-Cellulosc-Pertigplattcn i n  einer Apparatur cler 
Firma Carnag mit folgenden Puffersystemen durchgefiihrt : pH 1,6, Amcisensaure/Essiigsaure/ 
Wasser 100: 100: 800; pH 2,4, Easigs!iure/Wasser 60: 940; pH 3,6, EssigsauFe/Pyridin/Wasscr 100 : 
10 :890; pH 5,6, Easimure/Pyridin/Wasser 6; 23: 970. Daucr gewohnlich 1 Std. bei 500 V (25 V/cin). 

D i i r r r s c k i c M c i v o ~ n a ~ ~ g ~ ~ ~ ~ e  (Tabelle 2 )  : Als Trager vcrwendete man DC.-Fertigplattcn F 254 
dcr Finna MncR AG, Darmstadt, rnit Kieselgel- (S) oder Aluminiumoxid- (A) Beschichtung. 
Fliessrnitte.1: AC: Aceton/Chlomform 70 : 30 ; BADW: l-Butanol/Aceton/Diathylamin/Wasser 40 : 
40:8:2O;BEW1:2-Butanol/E~gsiiure/Wa.sseri'2:7: 21 ;BEW2: l-Butanol/Essigsaure/Wasser67: 
10: 23; BPEW 1 : l-Butanol/Fyridin/Essgsaure/Wa~cr 50: 12: 12: 25; BPEW 2 :  l-Butanol/Py- 
ridin/E&g&urc/Wasser 42: 24:4: 30; BPEW 3: l-Rutanol/Pyridin/Essigsiiure/Wasser 38: 24: 
8: 30; BPW: l-Butanol/Pyridh/Wasser 22:lO: 11; HN: Z-Hutanol/Ammoniak(3proz.) 100:44; 
CME: Chlorofotm/Methand/Eesigriiure 95: 5: 3; CMP: Chloruform/Methanol/~idin 50 : 10 : 10 ; 
EBPEW: ~ ~ t e r / l - B u t a n c l I q n i d i n / B s s i g s 8 u r e / W ~ s ~ r  42 : 24: 21 : 6: 10; EPAW: Essigesterl 
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Pyridin/Pmeisensaure/Wasser 63 : 21 : 10 : 6 : M: Methylenchlorid; MMP: Methylenchlorid/Metha- 
nol/Pyridin 90: 5:5. 
Die Platten wurden jeweils mit  Jod, Ninhydrin, Reindel-Hoppe-Rcagens sowie jc nach Peptid auch 
mit Pauti- und SaRag.rcchi-Reagens entwickelt. 

Bekmnle Aminosdurenderivate and Peptide wurdcn, wenn nicht anders angcgeben, nach [l] 
und der dort ziticrten T-iterotur hergestellt. 

Abkdrmngen: DMF = Dimethylformamid; DMSO = Dirncthylsulfoxid; DCCI =I N, N'- 
nicyclohexyl-carbodiimid; DCW = N, N'-Dicydohcxyl-harnstoff ; IXHA = Dicyclohexylarnin ; 
HOBT = 1-Hydroxybonzotriiol; V, = Vakuum (ca. 10-20 Torr); HV. = tHochvakuum, (ca. 
0,l-0,001 Tom) ; RT. Raumtemperatur ; RV. = Rotationsvertlampfer. 

2-(4-TolylsulfonyZ)-d6kaZ (TSE * OH). Die Originalvorschrift [ll] (s. auch Diaswtation 
U. LzuZescher, ETH-2) wurde insofern modifizicrt, als das Rohprodukt auf einer Silicagelsiiulc mit 
Essigester chromatographiert und anschliessend itus EssigsBure-n-butylester kristallisiert wurde. 
Man erhielt so v6llig reines TSE - OH in 40% Ausbeute, Smp. 5 4 O .  

2-( Msthylssulfonyl) -Uthanol (I). Zu 92,l g (1 mol) (2-Hydrox y-iithyl-methylsulfid (Fluba, purum) 
in 100 ml Wasser gab man 1 g N%wo4,2 IIsO (Fluka, puriss.) in 25 ml Wasser. Unter intensivcrn 
Rtlhren wurden 110 g 9 , 0 5 ~  HzOn (1 mol) zugctropft, wobei dic Tempcratur dcr stark exothcrmcn 
Reaktion durch Kiihlcn zwischen 55" und 60" gehalten wurde. Man wiederholte die Zugabc von 
1 ma1 Wassorstoffpcroxid bei 80°, riihrte 3 Std. bei RT. wciter und verdampfte nun das Wasser i.V. 
Der olige Ruckstand wurde mehrmals in khanol/Renzoll: 1 aufgenommen und die Uisung jeweils 
im RV. wicder eingedampft (nicht lbsliche Antcile wurden abgctrennt). So konnte alles Wasser 
und Spuren von Pcroxid vollstsndig entfernt werden. Nach gutem Trockncn i.V. wurde das 01 in 
dcr 3fachen Mengc 2-Ropanol gel6st und dic L6sung zur Kristallisation bei - 2 5 O  aufbewahrt. 
Nach einom Tag war die Kristallisation quantitativ; das schnoeweissc Kristallisat wurdc in deer 
Kate  abgcnutscht, mit wenig eiskaltem 2-Propanol und mit &her gcwaschcn und in der Kalte 
getrocknet. Ausbeute: 112 g (90%). Das Produkt ist ausserordcntlich hygroskopisch. Smp. 26". - 
NMR. ((CDs)&O) : 2,9 s (CHs) : 3,l i (CH2) ; 3,7 t (CHB); 4,9 s (OR). - IR. (CHCls) : 1130,1300 cm-1 
(Sulfon-Stretch- Schwingung). 

Z-(MethyZs26lforryl)-Utlrytp-natro~hsn~~-~~rbo~~~ (MSOC . O N P )  (II). 31,04 g @,25 mol) I 
wurden in 140 rnl abs. Pyridin geltist, dazu unter gutem Rtkhren uncl Ruhlen 50,40 g (0.25 mol) 
Chlorameisensaure-p-nitrophcnylestcr (frisch zabcreitet) gegebcn und die klare Likung iiber Nacht 
stehen gelassen. Das Pyridin wurdc nun i.V. verdampft und der sirupiisc Hiickstand in 1~ HCl auf- 
genommen, wobei das Produkt allmwich kristallisierte. Ea wurde abgenutscht und nacheinandcr 
rnit 1,5 1 Wasser und 4mal mit 20 ml 5-Ropanol gewaschen. Nach gutem Trockncn lbste man das 
KristaUi~ak in 200 ml heissem Essigestm, gab zur klaren Usung 200 ml Mcthanol hinzu und l i e s  
sic bei RT. stehen. Dabei kristallisierte das Yrndukt in farblosen rhomboedrischen Plattchen. Aus- 
beute: 49 g (68%), IX. - einheitlich. - NMK. (cD8)~C.o: 3,O s (CHa) ; 3,6 t (CHI) ; 5,7 t (CHs) ; 7.4- 
8,4 (4 Sigriale, A A 'BB'-System der Phenyl-Protoncn). 

BOG -Lys(MSOC) - OH (111). 4,93 g (20 mmol) BOC Lys ..OH und 530 g (20 mmol) II 
in 40 ml DMF suspendicrt, wurden ubcr Nacht bei RT. geruhrt, wobei alles klar in m u n g  ging. 
Das DMF wurde i,HV. verdampft; zum Riickstand gab man SO ml Wasvcr und so vie1 ges. NaHCOa- 
Lijsung, M s  sich allcs klar Ioste. Dic gelbe Lasung tkberschichtetc man rnit Athcr, leitete COc-Gas 
durch die Mischphase und entferntc so das *Nitrophenol aus dcr Wasscrphase. Nachdcm dicse 
farblos geworden war, trennte man sie vom Ather ab, Mihlte mit Eis, sLuerte rnit 2~ &So4 auf 
pH 2 an und extrahierte 3mal mit 150 ml Essigester. INe Essigesterphase wurde rnit ges. NaC1-Lo- 
sung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und der Essigestw LV, verdampft. Man gewann so 
7,4 g (93%) Iarbloses 81, das IX-einheitlich war, sich aber nut schlecht kristallisicren liess. 
(Bei langem Stchenlassen unter Ather kristallisierte es ganz langsam, Smp. 83-86', DCHA-Salz 
(Tabelle 1) 135", DC.-einheitlich. - IR. (8Ussig) : 1120(s), 1280-130 cm-l (-sop). 

BOC * Z,ys(MSC)C) . ONP (IV), 4,04g (10,Z mmol) I11 wurden zusammcn rnit 1,43 g (10,2mmol) 
p-Nitrophcnol in 20 ml frisch dest. Pyridin gelfist, die Li)sung auf Oo abgcktlhlt, 2,30 g (11 mmol) 
DCCI hinzugefiigt und das Gemisch 3 Std. bei 0" und tiber Nacht bci HT. belassen. Das DCH wurde 
abfiltriert, das Pyridin i.V. verdampft und der Ruckstand in 400 ml Essigester geltist. Ubliche 
Aufarbsitung mit Essigester. Kristallisation dcs euruckbleibenden 01s aus Ather. Ausbeute : 4,O g 
(80%), DC.-einheitlich, 
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H - Val - NH8 - HCl (V). 43,26 g (200 mmol) BOC . Val . NHs [5] wurden in 1200 ml Essig- 
ester gel6st. mit 400 ml 4~ HC1 in Essigester versctzt, 0.5 Std. bei RT. belasscn und dann Z U r  
Kristallisation in dic KBltc gestellt; abnutschen und trockncn ubet NaOH. Es resulticrten 30,52 g 
(100%) Produkt in Form fcinster Nadeln, L)C.-einhcitlich, 

BOC * Pro-Val - NHe (VI). 15.26 g (100 mmol) V wurdcn zusamrnen mit 11,52 g (100 mmol) 
N-Athylmorpholin in 100 ml DMF gel6st und zu eincr Idsung von 21.52 g (100 mmol) BOC . Pro . 
OH in 200 rnl DMF gegeben. Zur geklihlten Lijsung (0') gab man 27,lO g (200 mmol) HOBT und 
nach einigen Min. 21,66 g (105 mmol) DCCI in 80 ml DMP. Nach 1 Std. bci 0" l i e s  man Ubnr Nacht 
bsi RT. weiterreagieren. Das ausgefallexie DCH wurde abfiltriert, das DMF i. HV. verdampft, der 
Ruckstand in Essigester gelost und wie iiblich aufgearleitet. Das Produkt wurde rnit Ather aus- 
gefallt and aus Z-Propanol/Diiaopropylather umkristallisicrt; farblose Narleln, Ausbcute: 16,5 g 
(53 yo), DC.-ciaheitlich. 

H - Pvo-VuZ* NUB, HCl (20) .  a) 13,O g (41,5 mmol) VI wurden in 300 ml Essigcster geltist, rnit 
100 m l 4 ~  HC1 in Essigester versetzt, 0,5 Std. bci RT. reagieren lassen und zur Kristallisation in 
den Kiihlschrank gestellt. Vo&tLudige Ausfallung mit AthcT, Filtration, waschen mit Ather. Aus- 
bcutc: 10.0 g (96%); sehr hygroskopisches Kristallisat, Rf (S) (RPEW 1) 0,44; bei 0,36 zeigtc sich 
cin kleines Nebenprodukt (ca. 5-10%). Dieses war im Untcrschied zum Hauptprodukt in hcissem 
2-Propqnol gut lhlich. So wurde die Substanz in 50 ml 2-F'ropanol suspendiert, erhitzt und heiss 
fiitriert ; DC.-einheitlich. 

b) 16,O g (51 mmol) VI wurden in 900 ml0,12N HC1 in Amciscnskure gelW und 15 Min. bei RT. 
belassen. Das Usungsmittcl wurde dann i.V. verdampft, dcr Ruckstand mehrmals in Methanol 
aufgenommen und die. Usung jeweils wieder eingedampft. Kristallisation aus Mcthannl/&her : 
11,8 g (92%), DC.-einheitlich, identisch mit Ma. 

BOC - Lys(MSOC)-Pvo-VaJ- NHa (VII). a) 12,35 g (31.2 mnol) I11 wurden in 200 ml abs. 
Pyridin gelost, auf - 10" gckuhlt, mit 8,38 g (62 mmol) HOBT untl nach 20 Min. mit 7,OO g (34 mmol) 
DCCIin20mlF'yridinvcrsctzt. 1 Std. bei -5°bclasscn,dannmit cincrLosungvon7,77g(31,2rnmol) 
20 und 3,58 g (31,2 mmol) N-Athylmorpholin in 20 ml Pyridin vercinigt und schliesslich 2 Std. bci 
0' und Uber Nacht bei RT. gehalten. Das Pyridin wurde nach den1 AbIiltrieren dcs DCH i.V. ver- 
dampft und der Rackstand in Chloroform wie ublich aufgcarheitet. Das Hige Produkt wurdc in 
EBsigester aufgenomrnen, unliislichc Nebenprnduktc abgctrcnnt und dcr Essigester im HV. cnt- 
fernt. Kristallisation aus 2-Propanol/Diixlpropylathcr: 12.5 g (680/,) festes, amorphes Produkt, 
DC.-einheitlich. - IR. (Nujol): 114Os, 1300s cm-1 (-SO2-). 

b) X,83 g (7,3 mmol) 20 wurden zusammcn rnit 0,84 g (7,3 mmol) N-Athyl-morpholin in 20 ml 
DMF geltist und nacheinander rnit 1,48 g (11 mmol) HOBT und 3,78 g (7,3 mmol) IV versetzt. Ma.n 
liess ilber Nacht bei RT. reagieren. Die Reaktion war dann tieendet (DC.-Kontrolle) ; das I W F  
wurde i. HV. verdampft und der Ruckstand in Chloroform wie iiblich aufgearbeitet. Das erhaltcnc 
01 wurde in 2-F'ropanol aufgenommen und mit Diisopropylather ausgefiillt. Es resultierte ein fcstcs, 
arnorphcs Tripcptid-Derivat, welches in kaltem Wasser fast nicht, dagegen in heissern Wasser 
lblich. ist; DC.-einheitlich, identisch rnit VIIa. 

H * Lys(MSOC)-Pro-Val* NHn HCZ (VIII). 2,97 g (5 mmol) VII wurden in 100 ml 0 J 2 ~  
HCI in Ameisensaure gelost. Nach 15 Min. bei RT. wurde rlas Liisungsmittel entfernt, der Ruck- 
stand mehrmals in Methanol gel8st und die Usung jeweils wiedcr eingcdampft. Das zuriickblei- 
bcnde 81  wurde unter Ather zu einem feinen Pulver verriebcn, Ausbcutc: 2,20 g (84%), DC.-ein- 
heitlich, hygroskopisch. - 1R. (Nujol) : 11405, 1300s cm-1. 

H * Lys-Pva-Val * NHz * 2 AoOH (23). a) 157 mg (0.3 ininol) VlII wurden in 3 ml Wasser gc- 
lost und mit einer Usung von 102 mg (0,33 mmol) Ba(OII)Z, 8 lI8O in 3 ml Wasser versetzt. Nach 
5 Min. gab man 1,1 rnl O , ~ N  SchwefelsBure hinzu (pH 3-4) und zcntrifugierte vom Bariumsulfat . 
Die Usung wurde nun durch e k e  schwach basische Inncndustauschcr-Saule (0.8 x 12 cm, Ionen- 
austauschcr MercRII, Elutionsmittel 0.1~ Essigsaure) durchgetropft und die vereinigten reinen 
Fraktionen lyophilisiert. Kristallisation aus Methanol/Ather ergab ein farbloses, ausserst hygrosko- 
pisches, an der Luft sofort zcrfliessendes Produkt: 110 mg (80%). 1)C.-einheitlich. ' 

b) 61 mg (0,l mrnol) H . Lys(B0C)-Pro-Val - NHs, TOS . OH (vgl. LS], Rf(S) 0,27 (BEW 1); 
0.41 (BEW 2); [a]g = - 3 6 P  (t = 1, MeCIH)) wurclen in 2 ml OJZN HCI in HCOOH gclost, 15 
Min. bei RT. belassen und das Gdmisch d a m  zur Trocknc cingcdampft. Man loste den Rlickstand 
in wenig Mcthanol und verdampfte dieses wiedcr (Entfernung liberschiissiger Siiure) . Das Produkt 
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llsste man in 1 ml 0 , l ~  Essig&ure und filtrierte es durch eine Dowex-3-Saule (0,8 x 10 cm). Aus- 
beute 40.mg (87%), DCAdentisch mit 23a. 

Ac * ~ys(MSOC)-Prd-Vaal . NHa (IX). 528 mg (1 mmol) VIII und 115 mg (1 mmol) N-khyl- 
morpholin wurden zusammen in 6 ml Pyridin gelat ,  mit 271 mg (1.5 mmol) p-Nitrophenylacetat 
versetzt und das C;emisch 15 Std. bei KT. bdasscn. nas  Pyridin wurdc i.V. vcrdampft und dcr 
KUckstand mehrmals rnit Athcr vcrricbcn. Das festc Produkt wurde nun in 300 ml Chloroform ge- 
ltist und mit ca. 20 ml halbgcsattigter NaC1-Lijsung gcwaschcn. Trocknen der organischen Phase 
rnit Natrjumsulfat. Nach dem Einengen der Chloroform-Phasc wurde das Produkt mit Ather ausge- 
fiillt. AuSbeute: 400 mg (75%), DC.-einheitlich. Das Peptid ist gut wamrlklich. 

Ac . Lys-Pro-Val* NHg. AcOH (24). a) 215 rng (0,4 mmol) IX  wurden in 2 ml Dioxan 4- 1 ml 
Methanol gelat. mit 1 m l O , 4 ~  Natronlauge versetzt und das Ccmisch nach 30 Sek. rnit 0 , l ~  Salz- 
saure nedtralisiert. Das Laungsmittel wurde verdampft, der Rockstand in 1 rn lO.1~ Essigsiiurc 
gclijst und iiber Dowex-3 in die Acetatform iibergefuhrk. Anschliessend wurde das hoduk t  auf 
einer Se+hadcx G-lS-Situle entsalzt (SBulendimensionen 2 x 60 cm; Bluierungsmittel 0 , l ~  Essig- 
sgure). Die Wasserphase wurde lyophilisiert und das zurllckbleibende Ham unter Ather zu eiaem 
F’ulver vcmiebcn. Das Produkt konnte nicht kristallisiert werden ; es ist ausserordentlich hygrorjko- 
pisch und verolt sehr rasch. Ausbeute: 138 mg (78% d. Th.), IX-cinhcitlich, 

b) 510 mg (1 mmol) H - Lys(Z)-Pro-Val - NHs. HCl. 115 mg (1 rnmol) N-Athylmorpholin und 
271 mg (1,5 mmol) p-Nitrophenylacetat wurden nachcinandcr in 6 ml F’yridin gellzat und iiber 
Nacht be8 RT. stehen gelassen. D& Pyridin wurde verdampft und das zuriickbleibende 01 gut rnit 
Ather extrahiert (Entfemung des Nitrophenols). Das feste, amorphe F’rodukt (Rf in BEW 2 0,70) 
w a d e  in 8 ml8Oproz. Essigsaure gelbt, rnit 80 mg loproz. Pd/C versetzt und 45 Min. im Durch- 
fluss hydriert . Nach dieser Zeitspanne war dic Ecnzyloxycarhonyl-Gruppe vollstiindig abgespal- 
tcn. Die Essigslurelllsung wurde fiber Celile filtriert und im RV. eingedampft. Die DC.-Keinheits- 
kontrolleergab, dass noch ca. 5-10% eines Nebenproduktes vorlag, welches dem freien, nicht ace- 
tylierten Tripeptid entsprach: Rf = 0,25 (BPEW 1). Die Abtrennmg gelang nur auf ciner Trocken- 
silule mit BPEW 1 als Laufmittel. Anschliesscnd wurde das Produkt noch abzr eine Sephadcx- 
LH-2O-Shlc chromatographiert (Abtrennung von anorga.nischen Anteilen). Die saubcrcn Frak- 
tioncn wurden veteinigt, das Methanol entfernt, das 01 in 15 ml OJN EssigsaSure gelost, lyophili- 
siert und unter &her zu einem DC.-einheitlichcn Pulvet vetrieben. 

BOC - Tv$-Gly OH (X). 272 mg (0,5 mmol) BOC - Trp-Gly OTSE (XX) wurden in 5 ml 
Uioxan gelijst und mit 5 mlO.2~ Natronlauge versetzt. Nach 5 Wn. siiuerte man in der Kaltc mit 
verd. Schwcfelsaure auf pH 2 an und schnttelte sofort mit Essi#ester gut durch. Djc organischc 
Phase warde mit Magnesiumsulfat getrocknet, i .V. eingedampft, der Ruckstand in 2-Propanol 
gclost und mit DiisopropylatherlPentan ausgcfallt. Ausbeute: 142 mg (SO%), DC.-einheitlich. 

BOC. ~v~-Gly-Lys(MSOC)-Pro-~uZ - NH2 (XI). 36 rng (0,l mmol) X und 53 mg (0,l mrnol) 
VlII wurdcn zusammen mit 12 mg (0,l mmol) N-khylmorpholin in 4 ml DMF gelost, rnit 27 mg 
(0,2 mmd) HOBT und 25 mg (0,12 mmol) DCCI versetzt und das Gemisch 24 Std. bei RT. geriihrt. 
Das ausgfallene DCH wurde abfiltriert, das DMF i. HV. entfernt und der Rftckstand mehrmals 
rnit Essigester cxtrahiert; das zurfickbleibende XI war DC.-einheitlich. Ausbeute: 69 mg (83%). 

Ac - Tup-GZy-Lys-Pro-Val NHa. HCZ (25). 68 mg XI  wurden in 2 mlO,12~ HCl in Amciscn- 
sauro geliist und 10 Min. bei RT, belassen. Das mungsmittcl wurde verdampft und dcr Rack- 
stand gut ubcr NaOH getrocknet, Rf(S) 0,51 (BPEW 1). Dam wurde das N,-ungeschfitztc Pcn- 
tapeptid in 2 ml Pyridin rnit 23 mg (0,12 mmol) p-Nitrophcnylacctat umgesetzt und nach Auf- 
arbeitung die MSOC-Schutzgruppe mit 3 ml X)ioxan/O,lN NaOH 1 : I abgespaltcn. Zur Reinigung 
wurde das Endprodukt auf einer Sephadex-LH-PO-Kolonne in Mcthanol/Wasser 9: 1 chromato- 
graphjert, die sauberen Fraktionen vereinigt, das LBsungsmittel i.V. cntfcrnt, der Rackstand in 
ganz wcnig Methanol gelost und das Produkt mit Ather ausgcfallt. Ausbeute: 33 rng (65%), DC.- 
und DE.-dnheitlich. - IJV. (0.1~ NaOH): Am, = 280 nm (E = 5100; Ber. 5225), 288 nrn (8 = 400; 
Ber. 4450). 

BOC a L y s ( l )  * NHs (XII). In einem 25O-ml-Sulfierkolbcn, versehen mit Rfihrcr, Gascinlci- 
tungsrohr und einern rnit KOH gefiillten Trockenrohr liitrte man in 100 ml ttockenem Acetoaitril 
6 g (12 mmol) UOC . Lys(Z) * ONP ([lo], Rf(S) 0,52 (CME); 0,80 (BEW 1) ;  [a]E = -25,8’ (6 = 
1, MeOH). Nun leitete man wahrcnd 30 Min. unter hcftigem Riihren Ammoniakgas (uber Na ge- 
trocknct) durch die Usung, wobei das Produkt auszuktistallisieran begann. Die Idsung wurde ein- 
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geengt und das Produkt rnit Ather quantitativ auskristallisicrt. Ausbeute: 3,9 g (87%), DC.-ein- 
heitlich. 

H Ly$(2) - NHs. HCZ (XIII). 3,s g (10 mmol) XI1 wurdcn in 100 ml(1 ,12~ HCI in HCOOH 
gelbt bnd 15 Min. bei RT. bel-n. Aufarbeitung wic bei 23b, aber 3mal rnit MeOH behandelt. 
Ausbeyte: 2,9 g (92%). DC.-einheitlich. 

Ao .Lys(Z) - NHs (XIV). 200 mg (0.64 mmol) XI11 wurden in 3 ml abs. Pyridin -k 1 ml abs. 
DMF geltist und nacheinander mit 74 mg (0.64 mmol) N-Athylmorpholin und 174 mg (0,96 mmol) 
BesigaBure-p-nitrophenyl-ester versetzt. Nach 16 Std. bei RT. verdampfte man das Usungsmittcl 
bei ca. 0,l Torr, l a t e  den Riicltstand in HCCla und schiittelte die Liisung mehrmale mit ges. 
NaHCq-wSung aus. Die orgaaische Phase wurde rnit Natriumsulfat gctrocknet, eingedampft m d  
das Produkt aus Ather kristalli&rt. Ausbeute: 145 mg (71%), DC.-cinhcitlich. 

Ac - Lys - NHa. AGOH (22). 500 mg (1.55 mmol) XIV wurdcn in 10 ml80proz. EssigsLure ge- 
lijst, mit 60 mg XOpror. Pd/C (nach EngcZkavd) versetzt und 60 Min. unter Durchperlcn von Was- 
sentoff hydriert. Filtration durch Gelits und Verdampfen der Lbung. Das Verdampfen wurde nach 
Zugabe von Methanol 2mal wiederholt und der Rackstand bei 0.1 Torr getrocknet. 01, Ausbcute 
310 mg (81%). DC.-einheitlich. 

2 GZu(tBuO) a OSU (XV) (Herstellung analog [17]). 5,O g (14,8 rnmol) '2 - Glu(tBu0) - OH 
(FZdtz, puriss.) wurden in 50 ml Essigester geliiat, mit 1,8Q ml N-~tthylmorpholin versetat 
(14,8 mmol) und im Kryostat auf - 1 5 O  abgekiihlt. Dann wurden zunLchst 1,93 ml (14,8 mmol) 
Chlmameiaerr&ureisobutylester (Fkwho) und nach ciner Aktivierungsdauer von 30 Sek. sofort 
1,87 g (16,8 mmol) N-Hydroxysuccinimid (Chsnzspcl;) hinzugcftigt, Die Temp. wurdc wahrend 
5 Min. kontinuierlich von - 15' auf 0" erhoht. Urn die Rcaktion zu vervollstandigen, wurde dcr 
Kolben warend 2 Min. in ein Wasserbad von 40" und dmach in cincm zweiten Bad von 15" 
wabrend 5 bis 10 Min. stehengelassen. Die Usung wurde filtricrt und das Filtrat eingedampft ; dcr 
6lige RUcketand wurde in Ather geltist und dcr Aktivestcr durch langsame Zugabe von Petrol- 
iither kristallisiert. Ausbeute: 5,6 g (88%). DC.-zersctzlich. Dic spezifischo Drehung ist 2,Q" gros- 
ser als die in El83 angegebene. 

Z GZlc(tBuO)-His - OM6 (XVI) (analog El] hergestellt). 1,69 g (10 mmol) Histidinmethylester 
(frisch hergestellt, als Dihydrochlorid kristallisicrt und in ammoniakalischem Chloroform frei- 
gesetzt) wurden in 40 ml Acetonitril gelat  und rnit 0" 4,34 g (10 mmol) XV versetzt. Das Gemisch 
wurde fiber Nacht bei RT. belassen, danach das Acetonitril i.V. verdampft, das zurackbleibende 
61 in 400 ml Chloroform aufgenommen und die Chloroform-Phasc 2mal rnit 100 ml ges. NaHCOa- 
Lbung, einmal rnit ges. NaC1-Lijsung gut durchgeschiittclt, mi t  Magnesiumsulfat getrocknet und 
auf 40 ml eingeengt. Nach Zugabe von 200 ml Ather und so vicl Pentan, dass die Usung auf dem 
W-rbad gerade noch. klar blieb. kristallisiertc bei 4" das Produkt quantitativ Bus. Es wurdc ab- 
genukscht und Uber Pa08 getrocknet. Ausbeutc: 4,0 g (82%), IX-einheitlich. 

2 - Gk(tBuO)-His - NHNHa (XVII) (analog [1] hergcstellt), 2,s g (5,1 mmol) XV1 wurdcn in 
25 rd Metbanol geliicst und die Usung rnit 1 ml Hydrazinhydrat versetzt. Man liess tiber Nacht bei 
RT. stehen und fallte das Hydrazid durch Zugabe der Jfachen Menge Ather aus. Umkristaltisation 
aus Methaaol/Ather. Nach gutem Trocknen i.V. wurden 2.1 g (84%) eines Produktcs rnit einer 
kleinen, im DC. langsamer wandernden Verunrcinigung (Smp. 120") erhalten. Zur woitercn Kcini- 
gung wurde das Produkt in 10 ml Methanol gelost und 120 ml Wasser zugegeben, wobei die Lasung 
milchig-trub wurde. Nachdem die Ltlsung auf ca. 15 ml Volumen eingeengt wurde, kristallisiertc 
das Hydrazid langsam durch. Ausbeute: 2,0 g ( S O X ) ,  nC.-einheitlich. 

BOc * Ph-Arg - OH (XVIXX). 3.65 g (21 mmol) Arginin (fwie Base) wurden in 120 ml DMF 
suspendiert, rnit 8,90 g (23 mmol) BOC . Phe - ONP vcrsetzt und 16 Std. bei ca. 3 5 O  geriihrt. l)ic 
Welang war nun viillig klar (gelb) geworden. enthiclt abcr noch DC. noch ganz wenig'Edukt. Man 
lie- die Reaktion weitere 24 Std. bei RT. laufen, wobei das Ubcrschtissige Arginin sich wieder aus- 
schied. Die Lasung wurde filtriert und dae DMF i. HY. verdampft. Der Rockstand wurde in 
Natriumhydrogencarbona~~suag aufgenommen, die @be Wasserphase irn Scheidetrjchtcr mit 
Ather tlbmschichtet und das Nitrophenol auf die iibliche Weise entfcrnt, indem man COP-Gas durch 
die Mischphaw hindurchleitete. Die Wasserphasc wurdc eingcdampft, der Kfickstand in 2-Propa- 
no1 gelbt und Unltidiches (anorganirche Salze) algctrennt. [:mkristallisation 2mal aus %Propa- 
nol/Ather, Ausbeute : 8,4 g (95%). DC.-cinheitlich. 

H a Phs-Arg - OH. 2 AcOH (XXX) (Daa Hydrogcnsulfat-Salz wurdc friihcr schon hergcstellt 
[l]). 421 mg (1 mmol) XVIII wurden in 20 ml OJZN HC1 in hmoisenstiure gelost und das Lijsungs- 
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mittel nach einer Heaktionsdaucr von' 15 Min. vcrdarnpft. Das Produkt wurde 2mal in 10 bis 
20 ml Methanol gelbst und dieses wiedcr verdampft (Entfernung von iiberschlisaigcm HCI). Nun 
loste man den digen Ruckstand in lproz. Essigsaurc untl tauschte die Chloridionen auf ciner 
schwach basiachen Ionentauschcrslule (0,8 x 12 cm, Ionentauschcr Me& 11, schwach basisch) 
gegcn Acctationen aus. Das Produkt wurde lyophilisiert (cs liess sich im Gcgensatz zum Hydro- 
gensulfat nicht kristallisieren) ; Ausbeutc: 350 mg (8U%), schr hygroskopisches Pulver, DC.-cin- 
heitlich. 

BOC - Gdy . OTSE, 8,76 g (50 mmol) ROC - Gly * OH wurden zusammen mit 10,U g (50 mmol) 
Z-(#-Toluyleulfonyl)-athanoI in 150 rnl Pyridin gclost, 10,83 g (52,5 mmol) DCCl hinzugeltlgt und 
das Gemisch uber Nacht h i  RT. gerahrt. Das ausgefallcne DCH wurde abfiltriert, das Pyridin im 
RV. entfcrnt und das Produkt in 300 ml Essigestcr wic Ublich aufgearbeitet. Nach Verdampfen 
des Essigcsters kristallisiertc das Yrodukt durch Kratzen unter Petrolather aus. Rekristdlisation 
aus frischcm Pctroliither. Ausbeute: 14,8 g (83%), DC.-cinheitlich. 

H *Gly OTSE. HCI. 12,O g (33,6 mmol) BOC * Gly * OTSE wurden in 125 rnl Essigestcr 
gclbst und rnit 25 m l 6 , 5 ~  HCl in Dioxan versctzt. Nach 1 Std. bei RT. stellte man das Gemisch 
zur volktandigen Kristallisation in die Kalte. Das Produkt wurdc dann abgenutecht, mit Ather ge- 
waschen uncl fiber NaOH gut getrocknet: 8,60 g (88%) rcines Ei m Gly - OTSE. HCI; DC.-cinhcit- 
lich. 

OTSE. HCI wurden in 35 ml DMF gel6st, die Ibsung auf 0" gekuhlt und hinteroinandcr mit 1,49 g 
(13 mmol) N-Athylmorpholin. 3,52 g (26 rnmol) HOBT und - nachdom sich des klar gclcst hatte - 
mit 2,90 g (14,5 mmol) DCCT. versctzt. Das Gemisch wurde R Std. bei 0' und 12 Std. bei RT. bclas- 
sen. Dee ausgefallene DCH wurde abfiltriert. das DMF i. HV. vprdampft und das Dipeptid in 
Chloroform wie ublich aufgearbeitct. Das Idsungsmittcl wurde im HV. vcrdampft und das zu- 
rtlckblcibendc 01 unter Pctrolather zu einem Festkorper vcrriehon. Kristallisation aus Essigesterl 
Petroyather. Ausbeute: 5,8 g (8279, DC.-einhcitlich. 

H - Tvp-GIy - OTSE. HC1 (XXI). 5,44 g (10 mmol) XX wurdcn in 120 m l 0 . 1 ~  HCI in Arneisun- 
saure (12 mmol HCI) gcltist und die Losung 10 Min. bei RT. bclassen. Dann wurdc die Arneisen- 
saure in der KUtc abdestilliert, der Ittickstand 2mal in Methanol gelost und das Losungsmittcl 
verdampft. Das 6lige Produkt kristallisierte durch Kratzen untcr Ather vullstandig durch. Um- 
kristallisation cinmal aus Z-l?ropanol/Diisopropyl~ther. Ausbcute : 4.75 g (9773, DC.-einheitlich. 

ROC - Phe-Avg-Tvfi-GZy - OTSE. NCZ (XXII). 1,92 g (4 mmol) XXI und 1,69 g (4 mmol) 
XVIII wurden in 30 ml 1)MF gerfihrt, bis sich allcs klar gel6st hatt t  (Rotonierung der -COO-- 
Gruppe von XVIII). nic L&ung wurde auf 0" ahgcktihlt, mit 1.08 g (8 mmol) HOBT und 0.93 g 
(4,s mmol) DCCI versetzt und 3 Std. bei dicscr Temp. gehalten. Dann langsam auf RT. crwilrrncn 
lassen und 16 Std. weitergeriihrt. Mit cinem Tropfcn Eisesig wurde Gberschtissiges DCCl inak- 
tiviert, das Gemisch far 1 Std. in die Kalte gcstellt und das ausgefallene DCH abfiltriert. Nach 
Vcrdampfen dcs DMF wurdc der Rackstand in 400 ml Chloroform gellist, in dcr iiblichen Wcise 
aufgearbeitet, die Chloroform-Pbasc ehgecngt und das Produkt dtlrch Zugabe von Pc'cstan aus- 
gefi5llt. Ausbeutc: 2,9 g (82%). nas Tetrapeptid wurdc durch Chromatographie auf ciner Sephadex- 
LH-ZO-SiiuIe (9Ox 4 cm) rnit Methanol/Wasscr 9 : l  a15 Elujcrungsfnittel in zwei Portionon vun 
j e  1.2 g gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden vcrcinigt, das Elwierungsmittel vcrdampft und 
das Pcptid aus Z-l?ropanol/Ather kristallisiert (arnorphcs Produkt). 2,4 g Rohprodukt crgabcn 1,9 g 
(80%) XXTI, CC.-einhcitlich. 

H - Phe-Arg-Pi.#-Gly . OTSE. 2 HCZ (XXIII). 2,83 g (3,2 mtnol) XXII wurden in 40 ml0,l~ 
HCl in Ameiscnsaurc (4 mmol HCl) geltist und 15 Min. h i  RT. hclawen. Die Saure wurde im RV. 
entfernt, das zutriickbleibende 81 mehrmals in wenig Methdnd aufgenommcn und das Lijsungs- 
mittcl jewcils wicder vcrdampft. Schlicssljch fallte man das Frodukt aus der mothanolischen Lo- 
sung snit eincm grossen Uberschuss an Athex aus: mchrmaliges Umfiillen aus Mcthanol/Ather, 
Ausbeute: 2,0 g (74%). TX-einheitlich. -. UV. (Athanol) : Am,, = 273 nm (E - 5566) und 280 nm 
(E = 5556). 

H Phe-Arg-Tvp-Gly - O H .  AtOH (4). 164 mg (0,Z mmol) XXIIT wurden in 8 r n l 0 , l ~  NaOH 
geliist und nach 3 Min. mit OJN HCl wicdet neutralisicrt. Das weiterc Vorgehcn ist idcntisch rnit 
dem fI)r 6 bcschriebenen. Ausbeute 102 rng (82%), DC.- und DE.-einhsitlich, - UV. (0,OlN NaOH) : 
Amx = 280 nm (8 = 5295), Schulter bei 288 nm (x  = 4560). 

BOC - Tvp-Gly . OTSE ( X X ) .  3,95 g (13 mrnol) BOC Trp - OTd und 3,82 g (13 mmol) H Gly 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 58, Fmc. 7 (1975) - Nr. 228 2125 

Ac * Phe-Avg-Tvp-Gly . OH. HCZ (5). 820 mg (I mmol) XXIlI wurden in 6 ml abs. DMF + 
1 ml abs. Pyridin geltist, nachcinander rnit 115 mg (1 mmol) N-hhylmorpholin und 220 mg 
(1,Z mmol) Essig~ure-~-nitrophenylester (Merck) vemtzt untl 24 Stcl. geruhrt. Nun wurde die 
Ltisung auf -2 ml cingcengt, d- Produkt durch Zugabc von aha. Ather ausgcf&llt, dann abge- 
nutscht und gut mit kher gevtaschen. Man gewann SO 800 mg acctylierten Tetrapcptidestcr, 
Rf = 0,75 (BPEW 1). 

Das Produkt wurde 5 0 f O r t  w$iterverarbeitct : Abspaltung der OTSE-Gmppe durch /?-Eliminic- 
rung. Die LGsung von 800 mg Tewapeptid-ester in 8 ml Dioxan wurde rnit wenig Wasser versetzt. 
ihr pH im pH-Stat auf 11,s gebracht und die pH tiei fortschrcitcndcr Kcaktion durch Titrieren rnit 
O , ~ N  NaOR bei 11,5-12,0 behalten. Nach 40 Min. war clic Abspaltung quantitativ (Aufnahmc 
ekes Aquivalentes Base); die Wsung wurde dann mit 0 , l ~  HCI neutralisied, das Tdsungsmittel 
im RV. entfernt, dcr Riickstang in 5 ml Methanol/Wasscr 1 : 1 gcl&t und Uber Se+hadex-I.H-ZO 
chromatographiert (Kolonne 4 x  80 cm; Elutionsmittel Mcthanol/Wasser 1 : 1). Die saubercn 
Fraktionen wurden vereinigt, daa Usungsmittel abdcstilliert, dcr Hiickstand in khan01 Belast 
und mit 1,2 Aquiv. Pyridiniumhydrochlorid versetzt (quantitative ubcrfllhrung in die Hydro- 
chlorid-Form). Nach Verdampfen des Athanols wurdc das Produkt aus 0 , l ~  Essigsiiurelosung lyo- 
philisiert (Kriatallisation lieferte ein ausscrordentlich hygroskopischcs Produkt). Ausbeute: 515 mg 
(80%), DC.- und DE.-cinheitlich. - UV. (0 ,Ol~ NaOH): Amx =- 280 nm (e = SZSS),  Schulter tiei 
1 = 288 nm (e = 4444). 

H * Leu-Gly - OTSE. HCZ (XXVII). 2,32 g (10 mmol) BOC * Leu . OH und 234 g (10 mmol) 
H Gly * OTSE. HCl wurden zusammen in 35 ml Acetonitril plost, rnit 1,15 g (10 rnmol) N-Athyl- 
morpholin versetot und die Liisung euf O' abgekilhlt. Dem Gcmkch wutdcn hintoteinandcr 2,70 g 
(20 mmol) HOBT und 2,27 g (11 mmol) DCCI zugeftigt; nach 2 Std. hei 0' liess man die Tcmp. 
langsam auf 20" steigcn und rllhrte 16 Std. bei dieser Temp. wciter. Das ausgefallcne DCH wurdc 
abfiltriert, das Lbungsmittel i. V. verdampft und der Rackstand in Chloroform wie iiblich auf- 
gcarbeitet. Das Chloroform wurde verdampft und das Dipeptid untcc Ather zu cinem sehr hygro- 
skopischen Festkorper verrieben, dcr bci Luftzutritt augenblicklich zerfloss; IX.-ejnheitlich. 

Das Dipeptid XXVI wurde ohne weiterc Charaktcrisicrung sofort weiterverarbeitet : Es wurdc 
in 20 ml Essipster geltist und mit 10 rnl6nr HCI in Dioxan vcrsetzt. Nach 1 Std. verdampfte man 
das Ihungsmittcl im RV. und verriihrte das zuriickbleibcndc 01 mit Ather. Das Produkt kristalli- 
sierte nach htemivcrn Kratzcn vollstiindig durch. Es wurdc abfiltricrt. mit Ather gut gcwaschen 
und luber NaOH und PeOs lange getrocknct. Ausbcutc: 3,34 g (83% Uber beidc Stufen), UC.-cin- 
heitlich. 

BOG Phe-Avg-Leu-G.ly * OTSE. HCl (XXVIII). 2.10 g (5 rnmol) XVIII und 2.03 g (5 mmol) 
in 50 ml DMF wurden 10 Min. bei RT. gerohrt, die Lijsung auf 0' abgcktkhlt und nachcinander mit 
1,35jg (10 mmol) HOBT und 1,13 g (5,5 mmol) DCCI versctst. Das Gemisch wurde 3 Std. bei 0" 
gehqten, anschlicseend langsam auf RT. erwarmt und n w h  16 Std. weitergeriihrt. Die DC.-Kon- 
trolle ergab, dass die Reaktion beendet war (kcin Edukt mehr vorhanden). Dic Losung wurde 
dann mit 2 Tropfen Eisessig versetzt, 2 Std. in die Kaltc gestellt und hicrauf vom ausgefallencn 
DCH ffitfiert. Uas DMF wurdc bci 0,l Torr abgedamplt. dcr ijligc Ktickstand in 400 rnl Chloro- 
form aufgenommen und wie ablich aufgcarbeitet. Das 61jgc Tctrapcptid-Dcrivat XXVIII wurde in 
weqig 2-F'ropanol aufgenommen und rnit Diisopropyl&thcr ausgefallt. Mehrmaliges Umfallcn 
aus Z-Propanol/Diisopropyl&ther Jicferte ein praktisch sauberes Produkt : 3.1 g (77% d. Th.), DC.- 
einheitlich, 

H * Phe-Avg-Leu-Gly * OTSE. 2 HC1 (XXIX). 4,65 g (6 mmol) XXVIII wurden in 73 ml 
0 , l N  HCl in WCOOH (7,3 mpol HCI) gelht. Nach 15 Min. wurde die Siiure i. V. verdampft und 
der Ruckstand unter Ather &I einem Festkorper vcrricben. Durch Kriatallisation aus 2-Propmol/ 
Ather konntc ein kleines Nebenprodukt nicht eliminiett werdcn, weehalb das Produkt auf Finer 
Sephadrx-LH-ZO-SauIc (150 x 6 cm) in MethanollWasser 9 ;  1 weiter gercinigt wurde. Die saubcren 
Fraktionen wurden vereinigt, das Eluierungsmittel vcrdampft und das Produkt aus Z-Propanol/ 
Ather kristdlisiert. Ausbeute: 3.6 g (80%), 1X.-einheitlich. 

H - Pke-Arg-Lew-Gly 9 OH. AcOH (6). 150 mg (0,2 mmol) XXIX wurden in 8 ml OJN NaOH 
gelijst (0,8 mmol Basc : 0,4 -01 zur Neutralisation des Dihydrochlorids + 0,4 mmol (= doppeltcr 
thmchuss)  fur die &Elirniniernng) und nach 3 Min. rnit 0 , l ~  HCl wieder neutralisiert. Ucr pfi 
wurde mit verd. Essigsiiure auf 4,5 eingestellt, die wasserigc: Phase langsam durch eine Dowex-3- 
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Stlulc (0,B x 12 cm) durchgetropft uad rnit 0 , l ~  EssigsaurelBsung eluiert (Austausch der Chlorid- 
gegen Acetat-Ionen). Die wasserige Phase wurde im RV. eingcdampft, das Produkt erneut in 0 , l ~  
Essi@utel&ung aufgenommen und iiber einer Sa~~adcx-G-15-Kolonne (2 x 60 cm) chromato- 
graphiert. Dic sauberen Fraktionen wurden vercinigt und lyophilisiert. Ausbeute: 92 mg (84%), 
DC.-einheitlich. 

Ac Plir-Arg-'Z'~~-GZy-Lys(lMSOC)-~~~-VaZ NHz. HCI (XXX). 193 mg (0,3 mmol) 6 und 
109 mg (03 mmol) VXII wurdcn zusammen rnit 35 mg (0,3 mmol) N-khylmorpholin in 3 ml a h .  
DMF gel6st. anschliessend nacheinander rnit 81 mg (0,6 mmol) HOBT und 72 mg (0,35 mmol) 
DCCI versetzt und 24 Std. gerlihrt. Das ausgefallene DCH wurde abfiltriert, das DMF im HV. 
rcrdampft und der Ruckstand in 3 ml Methanol/Wasser 2: 1 aufgenommen und durch einc Sspka- 
dsx-LH-20-Kolonnc (4 x SO cm) chromatographiert. (Eluierungarnittel: Methanol/Wa,sser 2 : 1). 
Die nach DC. sauberen Fraktionen wurden vcreinigt, das Eluieruogsmittel verdampft, der Riick- 
stand in wenig Methanol gelbst und das Produkt mit Ather ausgefgllt und iiber PsOs getrocknet: 
280 mg (84%), DC.-eirrheitlich. - UV. (IN AcOH): A- = 280 am (8 = 5850). Schulter bei 1 = 
288 nm (8 = 4900). 

Ao * Piee-Arg-TY~-GZy-LyS-~YO-~~'al - NHz.  2 AcOH (27). 112 mg (0,l mmol) XXX wurden in 
2,4 m l O . 1 ~  Bariumhydroxydl6sung geltist, 3 Min. bei RT. belassen und hierauf daa Gemisch mit 
2,4 ml0 , l s  Schwefelsiiure neutralisiert. Der p H  wurdc nach Abzantrifugation des Bariumsulfats 
rnit 0 . 1 ~  Essigsaure auf 4.5 eingestollt und die Lasung nun durch eine Dowcx-3-SBule (0.8 x 12 cm) 
durchgetrapft (Eluicrungsmittel : 0 . 1 ~  Essigdure) . Die vcreinigtm Fraktionen wurden lyophili- 
siert. Ausbeute: 95 rng (go%), DC.-einheitlich. - UV. ( 0 , 0 1 ~  NaOH: A- 280 nm (e - 5310). 
Schulter bei A = 288 nm (6 = 4390). 

Z . G~u(tBwCI)-His-Pbe-Arg-Tr~-Gly-Lys(MSOG)-Pro-Val* NHe. HC2 (XXXI). 1057 mg 
(1 mmol) 2 * Glu(tBu0)-His-Phe-Arg-Trp-Gly - OH. HCl und 555 mg (1.05 mmol) VTII wurdcn 
zusammen mit 121 mg (1,05 mmol) N-&hyImorpholin in 15 ml DMF gelbt, mit 270 mg (2 mmol) 
HOBT und - nachdem sich alles M a r  gel6st hatte - mit 227 mg (1.1 mmol) DCCI ia 2 ml DMP vcr- 
setzt; 36 Std. bei RT. reagieres Iaasen und hicrauf in dic Kalte gestellt. Das ausgefallene DCH 
wurde abfikriert und das DMF i. KV. verdampft. Dcr Rackstand wurde in Methanol gelbt und 
rnit h e r  ausgefUlt, abzentrifugiert und nochmals rnit Ather gewaschen. Man loste erneut in 
wen& Methano1 und chromatographiertc in zwei Teilen durch eine Se#hadsx-LH-20-S&ule (90 X 
4 cm) in Mdhanol. Die sauberen Fraktionen (DC.) wurdcn vereinigt, eingeengt und das FToduM 
wieder mit Ather ausgefiillt: 1410 mg (92%) festes, arnorphes I'rodukt. DC.-einheitlich. - UV. 
(Athanol): A- = 280 nm ( E  i- 5840), Schulter bei 290 nm (e = 4950). 

H - GJu(t13~0)-His-Phe-Arg-Z'~.p-Gly-Lys(MSOC)-Pro-Val- NHB. HCl (XXXII). 1400 mg 
(915 pmol) XXXI wurden in 25 ml Methanol gelaSt und dazu 120 mg 1Oproz. Pd/C in 2,5 ml Was- 
sef gegeben. Man hydrierte 12 Std. im Durchfluss, gab crneut 60 mg Pd-Katalysator hinzu und 
hydrierte untcr leichtem Druck wahrend 12 Std. weiter: vollstgndige Abspaltung der Z-Gruppe. 
(Die Abspdtung geht bei Zusatz von 5proz. EssigsKure wcsentlich schneller (ca. 10 Std.) ; man er- 
halt dann allerdings das Produkt in der Acetatform). Der Katalysator wurde durch Filtration 
fiber Celite entfernt und das Filtrat i. V. eingedampft. Der Rfickstd wurde in 30 rnl Wasser auf- 
genommen, die Usung durch Watte filtriert und lyophilisiert. Ausbcute: 1160 mg (91%). DC.- 
einhcitlich. - UV. (hhanol): A- = 280 nm (6 = 5390). Schulter bei 290 am (e = 4505). 

H G ~ u - ~ ~ s - F ~ E - A ~ ~ T ~ ~ - G ~ ~ - L ~ ~ ( ~ S O C ) - ~ ~ ~ - V ~ ~  . NHn. 2 HCi (XXXrrI). 252mg(180 pmol) 
XXXfI wurden in 4,5 mlO.12~ HC1 in Ameisenshre geltist, 15 Min. bei RT. re&eren laesen, auf 
0" abgeklihlt und die Lasung i. V. eingedampft. Der Rackstand wurde in einigen ml Methanol ge- 
lilst und durch cine Sephadex-LH-20-Kolonne chromatographiert. Das Eluierunp&tel wurde 
im RV. i. V. entfcmt und das Produkt aus Wasser lyophilisiert. Ausbeute: 200 mg (81%) XXXIII, 
das aber noch ca. 2-3% Nebenprodukt enthielt: Rf (Nebcnprodukt) 0,70 (BPEW 2). Das uV.- 
Spektrum in Athanol zeigt, dass keine Formylierung von Trp eingetrcten ist: & = 280 nm (a = 
5330). Schulter bei 290 nm (e = 4505). 

H Glw-His-Phe-Arg-Tr~-Gly-Lys-P~o-Val~ NHa, 3 AcON. 2 H20 (28a). 69 mg (50 pmol) 
XXXfXI wurden in 1 ml W a w r  gelbst und dazu 33 mg (100 vmol) Ba(0H)p. 8 He0 in 1 ml Wasser 
gegeben. Das Gemisch wurde 3 Min. bei RT. belassen und hierauf rnit 1 rn l0 , l~  Schwef&&ure suf 
pH 3-4 gestellt. Das ausgefallene Bariumsulfat wurde abzentrifugiert, das Wasser im Exsikkator 
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verdampft and der Rfickstand in 3 m10,Ol~ Ammoniumacetatpuffer pH 4.5 gelast. Diese Liiaung 
wurde, auf eine mit diesem .Puffer gut. gewaschene CM-Sc~kadcx-C-25-fle (1.2 X 30 cm) aufge- 
h g e n  und mit einem Ammcrniumacetatpuffer pH 6,5 (Konzentrationsgradient linear 0,01-1,0~) 
chromatographiert . Eine zweitc Chromatographie rnit einem f lacheren Gradienten (0,4~-1 ,OM) 
lief& ein nach DC. und DE. vSIlig rehes Peptid (das Produkt wurde bei cher  Puffcrkonzen- 
tration von etwa O,7-0,8~ aus deF SLule ausgewaschen), Die sauberen Fraktionen wurden jeweiIe 
lyophitisiert und das Ammoniuqaeetat bci ca. 56' i. HV. abaublimiert. Das Rodukt wurdc an- 
d i e e n d  mchmals in lproz. gesigsiiure gelOst und nochrnals lyophilisiert. Ausbeute: 38 mg 

A~.GZ~-His-Phc-Arg-TrP-Gy-Lys-Pro-Vd. 7 NHe.  2 AGOH. 4 Ha0 (28). 69 mg (50 p m l )  
(60%). - UV. (0,Ol~ NaOH) : 

XXXKII wurden in 2 ml Pyrid' gcI6st und dam 6 mg (50 pmol) N-Athylmorpholin und 18 mg 
(100 pmal) Essigaure-nitrophen t later gegeben. I>as Gemisch wurdc fiber Nacht bei RT. belasscn, 
hierauf das Pyridin i. V. verdappft und der RUckstancl mehrmals mit Essigeter extrahicrt. Es 
redtierten 60 mg (85%) festes, acetyliertea Nonapeptid; es enthiclt noch ganz wenig Ausgangs- 
produkt. Rf(S) 0,42.(BPEW 1); 0.56 (BPEW 2).  

Das ProduM wurde in 1 ml Wasser gelbst und dazu 20 mg Ba(0H)a. 8 H& (60 prnol) in 1 rnl 
Wasser geftigt. Nach 5 Min. bei RT. wurden 600 PI 0,l~ Schwefels%ure hinzugegeben (pH auf ca. 
4 gestcllt), der Niederschlag abzentrifugiert und das Wasscr im Exsikkator verdampft, Nun folgte 
ehe Reinigung auf CM-sspk&%-C-25 mit cinem linearen Gradienten von 0,01-1.0~ Ammonium- 
acetatpuffer pH 6,5 (vgl. Vorschriit far 28a). Das Produkt wurde bei einer Puffcrkonzentratioa 
von a. 0 , 5 ~  aus der SuIe eluiert. Lyophilisation, Sublimation dcs Ammoniumacctats (urn dieses 
vlulig zu entfernea, muss das Lyophilisat aber Nacht bei 4.5"-50° i. l iV.  belasscn werden) und er- 
neute Lyophilisatjon aus lproz. Essigshre. Ausbeute (iiber hidc  Stufen) : 35 mg (57%). -. TJV. 
(0.01~ NaOH): A- -- 280 nm (8 = 5150). Schulter h i  289 nm (E = 4370). 

H. M&Gl~-His-Phe-A~g-Tr+Gly-Lys(MS0C)-Pro- Val NHa. 2 HCI (XXXIV). 140 rng 
(100 gcmol) XXXIII wurden zusammen mit 43 mg (125 pmol) BOC - Met OSU in 5 ml Pyrjdin 
gol6st und dm Gemisch iiber Nacht bei RT. geriihrt; einc DC.-Kontrolle ergab, dass sitmtliches 
Edukt urngesetet war. Das Pyridin wurde i. V. vcrdampft und das geschiitzte Decapeptid ueter 
Bssigestergutverrieben.Manerhielt~eeinsauberes~rodukt: (Rf(S) 0,49 (BEW 1). 0.58 (BPEW 1)). 
welcbes gleich weiterverarbeitet wurde: Das h d u k t  wurde in 3 m l 0 , l Z ~  HCI in HCOOH gclast, 
die Utieung 15 Min. bei RT. belassen, dam auf 0' gekiihlt und die Saure i.V. verdampft. Uer Riick- 
s-4 wurdt in wenig Methanol gelht und auf cincr Se~hudex-LH-20-Kalonnc mit Methanol] 
W w r  9: 1 ds Eluierungsmittel chrornatographicrt. Die saubercn FraMionen wurden vereinjgt, 
daa QCisungsrnitteleingedampft und das M u k t  aus Wasser lyophilisicrt. 'Ausbeute: 102 mg (68%), 
zK'..+fnhe&kh. - uv. (0 ,Ol~ NaOH) : &- = 280 nm (t: .= W O )  und 289 nm ( E  =e 4540). 

dc * Ilds~Giu-Uis-Pkc-Aug-T~~Gly-~ys-Puo-Vai - NHa. 2AcOW (29). 45 mg (30 pmol) XXXIV 
WurQen in 1.5 ml DMF gelat, rnit 15 mg (75 pmol) Essigaure-#-nitrophenylester in 1,5 ml Pyridin 
versetzt, 36 Std. bei RT. stehen g e m ,  das Ltisungsmittel dann i. HV. abdestilliert und der 
Racketand gut mit Esaigester vemeben (mtlglichst quantitative Entfernung des Nitrophenols) 
und hierauf getrocknet. Zur Abspdtung der MSOC-Gruppc am Lysll wurde der unlodiche Riick- 
staqd in 1,5 ml0,lp Bariumhydmxydlirsung geltist, die Liisung 3 Min. bi RT. belassen und hier- 
auf durcb Zugabe von 1.5 ml 0 , l ~  Schwefelstiure neutralisiert (pN ca. 4,5). Das Bariumsulfat 
wutde abzeotrifugiert und die h u n g  auf eioe CM-S~fiLadex-C-25-Siiule (1 x 30 cm) aufgetragen, 
mlae euvor At einem 0 , O l M  Ammoniumacetatpuffcr pH 4.5 Quilibriert worden war. Die Chro- 
matographie erfolgte mit einem linearen Gradienten von 0,1-1,0~ Ammoniumacetat, pH 6.5. Die 
DC.-einheitlichen Fraktionen mrden  vcreinigt und lyophilisiert. Dann wurdc das Ammonium- 
acetat bei einer Badtemperatur von 45-50' i. HV. absublimiert und der Ruckstand crneut Iyo- 
pbilidert. Zur vollstbdigen Entsalzung wurde das Produkt noch durch eine SepAudex-G-25(me- 
dium)-Kolorme (1.2 x 35 cm) mit lproz. Eesigsaure als Eluierungsmittel filtriert und nochmals lyo- 
philisiert. Ausbeute: 25 mg (58%). DC- und DE.-einheitlich. - UV. (0 ,Ol~  NaOH): A,- = 280 nm 
(e = 5300). 

(100 pmol) XXXIII wurden in 5 ml abs. Pyridin gel&& Dazu gab man 40 mg (120 pmoI) BOC * 
We * OSU (hergestellt nach der ablichen Methodc; Smp. 9SU, [a]g = - 41.7" (c = 1, Methanol)) 
und rtilute &a Gemisch tiber Nacht bei RT. Eine DC.-Kontrolle ergab, das alles Edukt umgcsetzt 

5 280 nm (6 = 5140), Schulter bei 288 nm (6 = 4360). 

H N~-Glu-His-P~-Arg-Trp-Giy-LyS(MSOC)-Puo-V~l. NHe. 2 HCi (XXXV). 140 mg 
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war. Das Pyridin wurde i. V. verdarnpft und dcr Rackstand mehrmals mit Essigester extrahiert; 
Rf(S) 0,45 (BPEW 1). 

Das geschtitzte Decapeptid (160 mg) wurde sofort wciterverarbcitet: Man ltistc e8 in 3 ml 
0,12~ HC1 in HCOOH und beliess es 10 Min. bei RT. Dam wurde die Saure i. V. cntfcmt, das 
Prduk t .  zuntichst fibcr NaOH gut getrocknct, dann in 2 ml Methanol gelijst und durch eine 
SepLdex-LH-20-Kolonne (4 x 90 cm) chromatographicrt (Eluierungsmittel Methanol/Wasser 9: 1). 
Die DC.-einheitlichen Fraktionen wurden vereinigt, das Wsungsmittel verdampft. der Rficbbnd 
in 20 ml Wasser gebst und lyophilisiert. Ausbeute: 106 mg (71%). - UV. (0 ,Ol~  NaOH): 
b = 280 nm ( E  = 5440) und 289 nm ( E  = 4680). 

Ac * Nle-Wis-Phe-Avg-Tvp-Gly-Lys-Pvo-Va2 - NHP. 2 AcOH (29a). 45 mg (30 pwl) XXXV 
wurden in 1 ml DMF gelost und mit 18 mg (100 bmol) AcONP in 1 rnl Pyridin versetzt. Nach 24 
Std. Rcaktjonsdauer bei RT. wurde das Wsungsmittcl i. liV. entfernt und der Ruckstand 2mal 
rnit Essigester gut verricben und anschliesscnd getrocknct. I)as Aodukt wurde nuu in 1,5 ml 
OJN BariumhydroxydltJsung geltist und nach 2 Min. mit 1,s ml 0.1~ Schwcfelsaurc neutralisiert. 
Uas Bariumsulfat wurde abzentrifugiert. dcr pH dcr Ltisung auf 4,5 gebraht und diesc nun auf 
cine C~~SepLadez-C-25-S~ule (1 x 25 cm) (iiquilibriwt rnit 0 , O h  Ammoniumacetatpuffer pH 43) 
aufgctragen. Die Saulc wurde rnit dern glcichcn Puffer gut durchgewaschen, dann mit einem 
linear ansteipnden Gradienten von O,l-l,Ora Ammoniumacctat pH 6,5 cntwickelt. Das Produkt 
wurde bci einer Pufferkonzentration von 0 . 5 ~  aus der Siiulr: eluiqrt. Lyophilisation, Sublimation 
und emeute Lyophilimtion, Ausbeute: 30 mg (70%). UC.- und! DE.-einhcitlich. - UV. (0,Ol~ 
NaOH): ;rlmax = 2Wnm (6 = 5200) nnd 289 nrn (E = 4500). 

BOG Ser-Tyr-Sev-Met-Glzr(tBuO)-His-Plte-A~~-Trp-G2y-I.ys( S0C)-Pro- Val * NHs. HCZ 
(XXXVI), 728 mg (0,5 mmol) BOC - Ser-Tyr-Ser-Met-Glu(1B 0)-His-Phe-Arg-Trp-Cy OH 
[16] und 230 mg (0,55 rnmol) VIII wurden in 10 ml a b .  DMF su pendiert und so lange geriihrt, 
bis alles Uar geliist war. Nun ftkgtc man hintereinander 135 mg (1 mmol) HOBT und 124 mg 
(0,6 mmol) DCCI hinzu, beliess das Gemisch 36 Std. bci 45-50', st Ite cs abcr Nacht in don Ktkhl- 
schrank, filtricrte das ausgefalhne DCH ab m d  chromatographicr das Produkt in zwei Fortionen 
llber eine SepLadex-LH-20-Saule (2,5 cm x 100 cm, Eluicrungsmit 1: DMF/Wasser 9: 1). Dadurch 
konnten die niedermolekularen Anteile angetrennt werden. W c  erc Reinigung durch Gcgen- 
stromverteilung: Das Prndukt wurde in je 30 ml OBer- und Unterp aae des System lproz. Essig- 
siiure[n-Butanol geldst und fiber225 Schritte vcrteilt. Die Fraktionen 0&120warenDC.-einheitlich. 
Sic wurden. vereinigt, das LBsungsmittd i. V. vcrdampft, der R" 1 kstand in wen& UMF geldst 
und rnit peroxydfreiem Ather ausgefillt: 685 mg (70%) weisses Pulvcr, DC.-einheitlich. - UV. 
(in 10% ACOH): 

H - Sevt Tyv-Ser-MeCGlY-His-Pke-Av~Tvp-Gly-Lys(MSOC)-~v~-Val* NHs. 2HCI (XXXVII). 
590 mg (0,3 mmol) XXXVI wurden in 12 ml OJZN HCI in Ameisejv$i.ure gel&&, 20 Min. bei RT. 
belassen und im KV. i. V, (in der Kate) wieder cingedampft. ner Rackstand wurde mehrmals in 
Wasser/Meiihanol gelost und die L6sung jewcile wiedcr eingedampft. Dam wurdc dau Yrodukt in 
25 ml lproz. Essigsaure gclaSt und lyophilisiert. Ausbeutc : 505 mg! (93%). DC.-einheitlich. 

A c * Ser- Tyr-Ser-Met-Gh-His- P k d  rg-TvpGly- Lys( MSOC)-Pro- Val - NHZ. HCI (XXXVIII). 
544 mg (0,3 mmol) wurden in 4 rnl DMF gellist, mit 1 ml abs. Pyridin und mit 35 m g  (0,3 mmol) 
N-Athylmorpholin versctzt. Nach Zugabe von 91 rng (0,5 mmol) Essigsiiure-p-nitrophenylester 
wurde das Gemisch 30 Std. bci RT. belassen. Hierauf wurde das Usungsmittel i. v. verdampft, 
der Rlickstand in ca. 3 ml DMF/HrU 9: 1 galat  und mit demselbdn Eluierungsmittel fiber einc 
Se~~ade~-l;W-20-Kolonnc (5 x 100 cm) chromatographiert. Die BC.-einheitlichen Fraktionen 
wurden vereinigt. rlas Eluierungsmittel im RV. entfernt und der Rackstand is 30 mk 0 , l ~  Essig- 
shre geltist und lyophilisiert. Ausbeutc: 505 mg (91%). DC.- und DE.-einheitlich. - UV. (in 1N 
AcOH) : A- = 280 nm (e = 6700). 

a-MSH, 2 AGOH (1). 185 mg (0,l mmol) XXXVIII wurden ip 5 ml HgO kuspendiert und 
tropfesweise' mit 5 ml 0.1~ Bariumhydroxydlijsung versetzt, w o k  das Produkt voustiindig in 
Wsung ging. Nach 6 Min. totalcr Reaktionsdauer bei 18" wurde die 4 sserige Lijsullg durch Zugabc 
von 5 ml 0.1~ Schwefelaure (im Eisbad) neutralisiert, das ausgef4lene Bariurnsulfat abzentri- 
fugiert, der Uberstand rnit konz. Essigssure auf pH 4.5 gcbracht undl nun auf eine CM-Sephadcx- 
C-25-Sade (1.5 x 30 cm) aufgetragen. Die Saule wurde gut rnit 0.01~ Ammoniumacetatpuffer 
pH 4.5 gewachen (Aquilibrierungspuffcr) ; das Produkt wurde ansafeasend mit einem Kanzen- 

i 

=' 280 nm (e = 6410). 
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trationsgradienten von 0.1~ bis 1 . 0 ~  Ammoniumacetat pH 6,5 cluicrt (tot. Eluierungsvolumen: 
250 ml; Eluierungskonzentratio~ des Puffers itif u-MSH : 0 , 4 ~ ) .  Die DC.-einheitlichen Fraktionen 
wurden vereinigt, lyophilisicrt, das Ammoniumacetat iibcr Nacht bei 4 5 O  sublimiert, der Ruck- 
stand erneut in lproz. AcOH geltist und nochmals lyophilisiert und das a-MSH nun in 6 ml wasser 
g-t, mit 110 mg frisch dest. Thioglykolsaure versetzt (20 Aquiv.) und 5 Std. bei RT. inkubiert 
(Reduktion von Methionin-sulfosid). Erneutes Lyophilisieren der wwcrigen Liisung und Schluas- 
chromatographie auf Se#Aades--LH-20-S%ule (2,5 x 100 ern) mit UMF/I&O 9: 1 als Eluierungs- 
mittel. Die sauberen Fraktionen wurden vercinigt, cingeengt und das Produkt mit Ather ausgc- 
fhllt: 103 m g  (58%) in DC. und DE. sehr saubcres (x-MSH, welchcs nur eine ganz geringc Spur 
(-1%) oxydiertes Material enthielt. - UV. (in 0 , l ~  NaO€l) Amsx = 281 nm ( E  3 6860, Her. 6800), 
289 nrn (8 = 6550, Ber. 6507). 

Wir danksn Herrn Willy Hiibscher fur seinc ausgczeichnetc Hilfe als Laborant. hndytlsche 
Arbeiten verdanken wir Herrn W. Mamar, Labratoriurn fur organische Chcmie der ETII-2, 
H m  Prof. Dr. H .  Zubsv, Prof. Dr. K .  Wiithrich und P. D. Dr. H. C. Wedsr in diescrn Institut. 
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