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Synthesis of [D-alaninel, 4‘-azido-3‘,5‘-ditritio-~-phenylalanine~, norvaline*]a- 
melanotropin as a ‘photoaffinity probe’ for hormone-receptor interactions. - Summary. 
The synthesis of an or-MSH derivative containing 4’-azido-3’,5’-ditritio-~-phenylalanine is 
described: Ac . ~-Ala-Pap(~H~)-Ser-N~a-G1~-Hi~-Phc-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val . NH2. This hor- 
monc analogue is being used for specific photoaffinity labelling of receptor molecules. The synthesis 
was performed in a way to minimize the number of radioactive steps and to introduce the radio- 
active and the photoaffinity label exclusively into position 2 .  The dipeptide N(cc)-acetyl-D-alanyl- 
(4’-amino-3’, 5’-diiodo)-~-phenylalanine was tritriated and transformed into the azido compound, 
N(cc)-acetyl-~-alany1-(4’-azido-3’, 5’-ditritio)-~-phenylalanine which was then condensed with 
H * Ser-Nva-Glu(OtBu)-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys(BOC)-Pro-~al . NHz to the tridecapeptide. The 
c(-MSH analog displayed a specific activity of 11 Ci/mmol, and a biological activity of about 
4 - 109 U/mmol (10% of cc-MSH). 

Einleitung. - Das Hormon a-Melanotropin (a-MSH) ist ein lineares Trideca- 
peptid der P a r s  intermedia der Hypophyse. Es spielt eine wichtige Rolle fur die 
Pigmentierung der Haut, besitzt daneben aber eine Anzahl weiterer regulierender 
Funktionen in1 Zusammenhang mit dem Verhalten (Lernfahigkeit und Aufmerksam- 
keit), der Sebuni-Sekretion, dem fotalen Wachstum, der Somatotropin-Sekretion 
u. a. m. (Ubersicht [Z]). 

Fur die Ubertragung der hornionalen Information auf die Erfolgszellen und damit 
fur die Auslosung der genannten Wirkungen sind spezifische Rezeptoren verantwort- 
lich. Ihre chemische Natur ist noch weitgehend unbekannt [3 ] .  Die Hormone scheinen 
reversible Komplexe mit ihren Rezeptoren zu bilden (typische Assoziationskonstan- 
ten ca. 109 1 - mol-1 [4]). Konnte man ein Hormon oder ein biologisch aktives Hor- 
monderivat nach Einstellung des Gleichgewichtes so aktivieren, dass es an Ort und 
Stelle mit seinem Rezeptor zu einer kovalenten Verbindung reagieren wiirde, so hatte 
man die Maglichkeit, die Rezeptoren selektiv zu substituieren und aufgrund der 

l) Diese Arbeit wurde vom Schweizerischeiz Nationalfonds zur Forderung der missemchaftlichen For- 
schung unterstutzt. Nomenklatur und A4bkurzungen vgl. [l] . Phenylalanin-Derivate werden hier 
wie folgt abgekurzt : Phe(NO2) = 4’-Nitro-phenylalanin; Phe(NH2) = 4’-Amino-phenylalanin; 
Pap = 4’-Azido-phenylalanin; Phe(NH2,Iz) = 4’-Amino-3’, 5’-dijodo-phenylalanin; Pap(3Ht) 
= 4’-Azido-3’, 5’-ditritio-phenylalanin. Kleinschreibung in der Drei-Buchstaben-Abkirzung 
bedeutet o-Konfiguration. Weitere Abkurzungen : BOC = t-Butoxycarbonyl; BZL = Benzyl; 
DMF = Dimethylformamid; DCCI = N, AT’,-Dicyclohexylcarbodiimid; DCH = N, N’-Di- 
cyclohexylharnstoff ; HOBT = 1-Hydroxybcnzotriazol; MTP = 4-Methylthio-phenyl; MSP = 
4-Methylsulfonyl-phenyl; NP = 4-Nitrophenyl; Z = Benzyloxycarbonyl; i.V. = im Vakuum 
(ca. 10-20 Torr) ; HV. = ((Hochvakuumo (ca. 0,l-0,Ol Torr) ; RT. = Raumtemperatur. 
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lllarkierung zu isolieren. Als geeignete Methode bietet sicli liier die sogenannte Photo- 
affinitatsmarkierung an [5]. 

Zur Photoaffinitatsmarkierung von cl-MSH-Rezeptoren benotigen wir Hormon- 
derivate, die zugleich radioaktive Nuclide als auch eine durch Licht aktivierbare 
Gruppe enthalten. Als besonders geeignete Gruppe erweist sich das 9-Azido-phenyl- 
alanin [6]. Es ist iiusserlicli dem Tyrosin sehr ahnlich und lasst sich durch Licht von 
365 nni ins entsprechende reaktionsfahige Nitren verwandeln. Es eignet sicli - in 
Peptide eingebaut - zur I’hotoaffinitatsmarkierung von Chymotrypsin [7]. Zudem 
ist es leicht als Tritiumderivat erhaltlich : 4‘-Azido-3‘, 5’-ditritio-phenylalanin 121 IS]. 
Wir beschreiben liier die Synthese eines radioaktiven ((Photoaffinitats-Melanotro- 
pins )), des [D-Alaninl, 4‘-azido-3‘, 5’-ditritio-~-phenylalanin~, norvalin4:l x-melanotro- 
pins 

Ac * ala-Pap(3H~)-Ser-Nva-~~lu-His-Phe-Arg-Trp-(;l~-L~s-I-’ro-Val . NHz. 

0 
-.,$N+,.,Hp-. 

& -Pap(3Hz)- = 

9-i 
N3 

Allgemeine Uberlegungen. - Der Ort und die Art der Substitution in der 
x-MSH-Molekel muss so gewalilt werden, dass die hiologisclie Xktivitat erhalten 
bleibt. Folgende Uberlegungen waren bei der Wahl masgebend: Zwar ist die Amino- 
saurensequenz von or-MSH identisch mit derjenigen des K-terminalen Teils von 
ACTH (Adrenocorticotropin) , doch unterscheiden sicli die beiden Hormone bezuglich 
ilirer Informationsorganisatioii. Wahrend ACTH iiur eine Befehlssequenz besitzt 
(-Glu-His-Phe-Arg-Trp-), weist cl-MSH deren zwei auf (-Glu-His-Phe-Arg-Trp- und 
-Gly-Lys-Pro-Val . NHz) , die sowohl unabliangig als auch kooperativ die Wirkung 
auslosen konnen [9]. Bei der Herstellung von Derivaten sollten also diese Amino- 
saurensequenzen intakt gelassen werden. Nur die potenzierende Sequenz Ac * Ser- 
Tyr-Ser-Met- darf also - in gewissen Grenzen -- vergndert werden. 

Markierung 

Ac Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-L~~s-Pro-Val . NH2 

Potemierimg Befehlsseguenx I Befehlsseqzrenz 2 

Wir haben zunachst ctAffinitats))- und (( Pliotoaffinitiits-Melanotropineb) herge- 
stellt, die Veranderungen des Acetylrestes (Bromacetyl-, Diazoacetyl-) und des Tyro- 
sinrestes (3‘, 5‘-Dijodtyrosin ; 3‘, 5’-Ditritiotyrosin; 4’-Azido-phenylalanin und 4‘- 
Azido-3‘, 5’-ditritio-phenylalanin) aufweisen [ZJ. Zur Verhinderung iiiterner Reak- 
tionen und des enzymatischen Abbaus wurde nun bei etlichen Derivaten Serin(1) 
durch D-Alanin( 1) ersetzt, wobei allerdings ein gewisser Verlust an biologischer Akti- 
vitat hingenomnien werden musste. Eine weitere Vereinfachung braclite der Ersatz 
von Methionin(4) durch Norvalin(4), Nva (vgl. unten). 

4 . 1  
L- LL -L 
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Synthese von N ( a )  - Acetyl-D- alanyl- [4’- azido- 3’’ 5’-ditritio] -L -phenylalanin 
(Schema 7) .  - Strategie und Taktik der Synthese von [alal, Pap(3H@, Nva4ja-MSH 
wurden so gewahlt, dass die Anzahl radioaktiver und photolysegefahrdeter Stufen 
moglichst klein bleibt und dass die beiden markierenden Gruppen (3H und -N3) 
wirklich selektiv eingebaut werden konnen. Die Einfiihrung der Azidgruppe in das 
Phenylalanin darf deshalb erst nach der Tritiierung erfolgen und ist nur innerhalb 
eines geeigneten Fragmentes inoglich, welches leicht isolierbar, d. h.  moglichst in 
kristalliner Form herstellbar sein sollte. Das Tridecapeptid wurde deshalb in die 
Sequenzteile (1-2) und (3-13) zerlegt, und das Dipeptid so aufgebaut, dass es sich in 
fertiger Form (N(cc)-acetyliert, tritiiert, als Azid) mit den1 grosseren Fragment kon- 

Schema 1. Synthese uon Acetyl-D-alanyl-(4‘-azido-3’, 5’-ditritio)phenylalanin (Ac . ala-Pap(3Hz) * OH) 
und seinem nicht radioaktiven Analogen ( A c  . ala-Pap , OH) 

B O C - m -  OMTP 

1 1 HCI/AcOET 

H : - ~ - - o M T P ,  ci- 
2 -1 A c . O N P  

A ~ - ~ - O M T P  __ 

3 

jH204AcOH 

A c - m - O M S P  

4 

5 

1 BZLOH/TsOH/ 1 Toluol .fj, --- 
Hi-1 Phe(NO2) I-OBZL, TsO- -- 

I 6 
I i 

B O C - ~ - O B Z L  
J- 
8 7  

A 

I 

4 HCl/AcOEt 

H ; - \ ~ - o B z L ,  CI- 
8 

AC . ONP 

Ac-1 ala-Phe(NO2) 1-OBZL * 

Hz/Kat. ” 
9 1 Hz/Kat. 

i Ac-1 ala-Phe(NH2) I-OH 

10 -1 ICl/AcOH 

Ac-1 ala-Phe(NH2,I~) I-OH 

11 

1. sHz/I<at. 
2. NaNOz/HCl;NaNS 1 

1. NaNOz/HCl 
2. NaN3 

V 

Ac-lala-Pap(3Hz) I-OH 

12a 

i l c - m l - O H  

12 b 
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densierte und das gesc hutzte or-MSH-Dei-ivat dann in einem einziff.cn Schritt seiner 
Schutzgruppen entledigt werden konnte. 

Als Ausgangsprodukt fur die Tritiierung diente Ac - ala-Phe(NHz,Iz) * OH (ll), 
das iiber die beiden Vorstufen 9 und 10 aufgebaut wurde. Das W(or)-acetylierte Di- 
peptid Ac . ala-Phe(NO2) * OBZL (9) wurde auf zwei Wegen hergestellt, namlich 
a) durch Kondensation des optisch aktiven N(or)-Acetyl-~-alanin-[4-(methylsulfonyl)- 
phenyll-esters (4) mit 4’-Nitrophenylalanin-benzylester (6) bzw. b)  durch Acetylie- 
rung von ~-Alanyl-4-nitrophenylalanin-benzylester (8) mit Essigsaure-$-nitrophenyl- 
ester. Der Syntheseweg b) lieferte die bessere Ausbeute, vor alleni deshalb, weil die 
4-(Methylsulfonyl)pheiiylester-Gruppe (MSP) [lo] eine bedeutend schleclitere Anu- 
nolysefahigkeit besitzt als der entsprecliende $-Nitrophenylester (z. B. liess sich 
Diazoacetyl-alanin als MSP-Ester nicht mit einem Derivat des (2-13)-cc-MSH-Teils 
kondensieren, wohl aber als entsprecliender 9,-Nitrophenylester). Katalytische Hy- 
drierung von 9 entfernte die Ester-Schutzgruppe und reduzierte die Nitro- zur 
Aminogruppe ; das entstandene Dipeptid 10 war ausserordentlicli photolabil und 
osydationsenipfindlicli, weslialb die Hydrieruiig und alle \I-eiteren Schritte aus- 
scliliesslich unter Natriumdainpf-Beleuchtuiig ausgefuhrt wurden. Die Jodierung von 
10 zu 11 erfolgte rnit Jodmonochlorid ~ 111 und verlief in 20 Min. bei Raumteniperatur 
quantitativ. Katalytische Hydrierung von 11 lieferte zu 90-95% wieder 10. Diazo- 
tierurig von 10 niit Natriumnitrit in 1~ HC1 und anschliessende Substitution mit 
Natriumazid [6] lieferte 12 b,  das aus der Reaktionslosung auskristallisierte. 

Die Tritiierung von 11 erfolgte in einer Spezialapparatur [12] niit eiuem Gemisch 
von 5proz. Pd/C und Sproz. Rh/CaCOs [ l l ]  und lieferte zu 58:k das Ditritio- und zu 
42% das Monojodo-monotritio-Derivat. Das letztere blieb nach clcm Diazotierungs- 
schritt in LOs~i~ig und konnte so abgetrennt werdcn. Die spezifisclie Aktivitat des 
Dipeptides 12 a betrug 11,l Ci/mniol. 

Synthese von [alal, Pap(tz)z, Nva41a-MSH und seinem nicht radioaktiven 
halogen (Schema 2). - Neben dem Ersatz von Serin(1) durcli n-Alanin wur- 
de auch Metliioniii(4) gegen Norvalin ausgetauscht, insbesondere um eine mog- 
lichst koniplikationsfreie Kondeiisation des radioaktiven Fragments (1-2) mit der 
Sequenz (3-13) zu erreichen. Letztere wurde so aufgebaut, dass 13 und 14 mittels 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) zum Nonapeptid 15 verbunden wurden und dann 
- nach Abspaltung der N(or)-Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe - das Dipeptid 18 
durch eine Azidkupplung angehangt wurde. Das Undecnpeptid 19 wurde durch Ver- 
teilungschromatographie bzw. Ausschlusschromatographie auf Sephadex LH-20 in 
reiner Form isoliert. Die Benzyloxycarbonyl-Gruppe wurde dann ciurch katalytische 
Hyclrierurig entfernt, und das entstandene Undecapeptid 20 mit 12a bzw. 12b kon- 
densiert, wobei das Dipeptid jeweils in einem Uberschuss von 3074 vorlag, urn eine 
vollstandige Umsetzung des Iindecapeptids zu gewalirleisten. Uberschiissiges 12 a 
bzw. 12 b wurde mittels Chromatographie uber Sephadex LH-20 wieder abgetrennt 
und das Tridecapeptiti in reiner Form isoliert. Die Abspalturig der BOC- uiid 
OtBu-Gruppen gelang rnit 90proz. Trifluoressigsaure bzw. mit 0,12x HC1 in Ameisen- 
saure. Die spezifische Aktivitat des a-MSH-Derivates 22a entsprach derjenigen des 
Dipeptides 12a. (11,O Ci/mmol), d. h. es ist kein Tritiumverlust eingetreten. Die 
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Schema 2. Synthese von Ac ala-Pap(3H~)-Se~-Nua-Glu-His-Phe-Arg- Trp-Gly-Lys-Pro- Val * NHz 
und seinem nicht radioaktiven Analogen (a:  Pap (3', 5'ditritio) ; b : Pap  (3', 5'-dihydro)) 

OtBu 7; 
I 24 Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly I-OH, C1- 

13 

BOC 
I 

Hi-1 Lys-Pro-Val I-NH2, TsO- 

14 

2-1 Ser-Nva 1-OMe 

1 ncc1 
V 

0 t h  7; ROC 
I I 

2-1 Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val I-NHz, C1- 

18 

15 

-1 Hz/I<at. 

OtBu H; BOC 
I 

Hl-1 Glu-His-Phe- Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val FNHz,  2C1- 

16 

Ac-1 ala-Pap(3Hz) I-OH 

-4zid 1 
OtBu Hi BOC 
I 

2-1 Ser-Nva-Glu-His-Phe-arg-~~rp-Gly-~ys-~ro-Val I-NHz, C1- 

19 

-1 Hz/Kat 

BOC 
I 1 -  

OtBu 7; 
Hi-1 Ser-Nva-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val I-NHa, 2C1- 

20 

12a/b - ~~~ --I UCCI/HOBT 
V 

BOC 
1 -  

OtBu H; 
I 

Ac-1 ala-Pap (3Hz)-Ser-Nva-Glu-His-Phc-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val I-NHz, C1- 

21 a/b 

HCl/HCOOH 
f 

Hi 
I 1 -  
0- 

Ac-1 ala-Pap(3Hz) -Ser-Nva-Glu-His-Phc-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val F-NHz. 2C1- 

22 a/b 
156 
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melanotropen Aktivitaten von 22a und 22b waren identisch und erreichten 10% 
derjenigen von a-MSH. Die Bestimmung der melanotropen Aktivitaten wurde aller- 
dings bei Normalbeleuchtung durchgefiihrt (photolytische Zerstorung ?), weshalb die 
Potenz von 22a und 22b eventuell sogar hoher ist (-4 . l o 9  U/mmol). 

Experimenteller Teil 

.42lgeiizeiites. Snip. mu-den in offenen Kapillaren bcstimmt und sind unkorr. Die Elementar- 
analysen verdanken wir Hcrrn Manser, Laboratorium fiir organische Chcinie der ETHZ. Die 
Amino~auren-~4nalyscn wurden im Laboratorium von Prof. Dr. H .  Zz4bev durch Frau Zanivan 
nach Stein & :Iloore auf Apparaten der Fa. Becknmn,  Modclle 120B und 121, ausgefiihrt. NMR.- 
Spektren (6 in ppm) wurden mit einem Varian T60 Spektronieter, IR-Spektren (v” in cm-1) unit 
eincni Becknzan IR 33 und die optischen Drehungen mit einem Pei,kiiz-Elmev 141 Polarimeter 
bestimmt. UV-Spektren : Angabe von in nm, E in Klammern. Zur Dunnschichtchromato- 
graphie (DC.) wurden Mevck Silicagel-Plattcn (S) und folgende E’liessmittcl verwendet : BEW 
1 = 2-Butanol/Eisessig/Wasser 72: 7 : 21 (v:v), BEW 2 = 1-Butanol/Eisessig/Wasser 67 : 10 : 23, 
BPEW 1 = I-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 50 : 12: 12: 25, BPEW 2 == 1-Butanol/Pyridinj 
EisessigiWasser 42: 24 : 4 : 30, CME = Chloroform/Methanol/Eisessig 95 : 5 : 3, EBPEW = Essig- 
esterll-Butanol/Pyridin/Eisessig/W‘asser 42 : 24 : 21 : 6 : 10, EPAW = Essigester/Pyridin/Ameisen- 
saure/Wasser 63 : 21 : 10: 6 .  Dunnschichtclektrophoresen (DE.) wurden auf Merck Cellulose- 
Fertigplatten in einer Apparatur der Firma Camag mit folgendcn Puffersystemcn durchgefuhrt : 
pH 3,6: Eisessig/Pyridin/\Vasser 100: 10: 890 (v:v) und pH 5,G: Eiscssig/l’yridin/Wasser 6 :  23 : 970. 
Die Platten wurden jeweils niit Jod, Ninhydrin und Rei?trlel-Ho~pe-ReagecIis entwickclt ; radio- 
aktive Dunnschichtplattcn wurden auf einem Dunnschicht-Scanner .Actigraph 111 (Nuclear 
Chicago) analysicrt. 

ubliche Aufarbeitung bedeutct : Aufnehmen in einem in Wasscr sch~vcrl~slichen organischen 
Losungsmittel, Waschen mit verd. Saure (5prOZ. KHSO4-Losung/5proz. IizSOd-Losung 1 : 2 ) ,  
Sproz. NaHC03- und ges. NaCI-Losung, Trocknen dcr organischen Phase mit Natriumsulfat 
(wasserfrei) und Verdampfen der organischen Phase iin RV. unter Wasscrstralil-Vakuum. 

BOC ala . O M T P  (1). 2,85 g (15 mmol) BOC . D-Ala. OH [ Z ]  loste man zusammen mit 
2,13 g (15 mmol) 4-(Methylthio)phenol (Fluka, puriss.) in 60 ml Methylenchlorid, lriihlte auf 0’ 
und versetztc die Losung rnit 3,40 g (16,5 mmol) DCCI. Xach 2 Std. bei 0’ und 16 Std. bei RT. 
wurde der DCH abfiltriert, das Methylenchlorid i.V. verdampft, der Riickstand in 400 ml Essig- 
ester gclost und wie iiblich aufgearbeitet. Kristallisation aus Essigestcr/l’ctrolather bei 0” (24 Std.) 
ergab 2,65 g (85%) 1, Smp. 88-89”, [ a ] g  = 53,7” (c = 1, Methanol). EK’. einheitlich: Rf (S) 0,71 
(REW 2), 0,75 (CME), 0,76 (BEW 1). 

CIsH21NO4S Ber. C 57,86 H 6,80 N 4,50 S 10,30u,d 
(311,4O) Gef. ,, 57,50 ,, 6,86 ,, 4,65 ,, 10,1.1”/6 

H . ala . O M T P ,  HCZ ( 2 ) .  3,11 g (10 mmol) 1 wurden durch Einwirkung von 100 ml 1~ HCI 
in Essigester (30 Min. bei RT.) ihrer BOC-Schutzgruppc entledigt. Kristallisation bei 0” aus 
Essigesterldther und Trockiien uber NaOH lieferte 2,lO g (85%) 2, Smp. 171-172”, = - 5,5” 
(c = 1, Methanol). Im DC. je nach Laufmittel nicht stabil: Rf(S) 0,49 (BEW l), 0,52 (BEW 2). 

CloH14ClN02S (247,74) Ber. C 48,48 H 5,70 N 5,65% Gcf. C 48,48 1-1 5,71 N 5,69% 

A c  . ala * O M T P  (3). 1,72 g (7 mmol) 2 ,  0,81 g (7 nimol) l\r-Athylniorpholin und 1,27 g 
(7 mmol) Essigsaurc-p-nitroplienylestcr (.Wev~.ck) wurden in 20 ml DMF gelost und 24 Std. bei RT. 
geruhrt. Das DMF wurde i.HV. verdampft und der Ruckstand in 100 ml Essigester gelost. Nach 
3 Std. Stehenlassen kristallisierten ca. 0,3 g Edukt wicder aus; es wurdc abfiltriert, die Essig- 
cstcrphase auf 250 ml verdunnt und wic iiblich aufgearbeitct. Nach dem Verdampfen des Essig- 
esters i.V. loste man das zuriickbleibencle 01 in Ather, worauf 3 quantitativ auskristallisiertc 
(nach einigcn Std. wurde nochwenig Pentan hinzugegeben) : 1,27 g (727;), Snip. 114”, [a]k5 = 96,5 
(c = 1, Methanol). DC. cinheitlich: Rf(S) 0,52 (CME), 0,68 (BEW l), 0,69 (DEW 2);  Chlor- 
platinsaure-Reagens [13]: Schwefel positiv + Thiogruppe). ~ IR .  (CHC13 und Kujol): keine Ban- 
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den bei 1140 und 1300 (+ kein -S02-). - NMR. (CDC13) : 1,6/d (CH3, Ma), 2,O/s (CH3, Acetyl), 
2,5/s (CH3, Thiomethyl), 4,8/m (CH), 6,9-7,4 (4 Signale, AA'BB'-System der Phenyl-Protonen). 

C I ~ H ~ ~ N O ~ S  Ber. C 56,91 €I 5,97 N 5,53 S 12,66y0 
(253,32) Gef. ,, 56,71 ,, 6,04 ,, 5,62 ,, 12,75% 

A c  . aZa . OMSP (4). 0,78 g (3,l mmol) 3 wurden in 30 ml Eisessig gelost und mit 3 ml30proz. 
Wasserstoffperoxid-Losung versetzt. Eine DC.-Kontrolle nach 12 Std. ergab, dass das Edukt je 
etwa zur Halfte zum Sulfoxid (Rf(S) 0,22 (CME)) und zum Sulfon 4 (Rf(S) 0,33 (CME)) oxydiert 
worden war. Nach weiteren 18 Std. bci RT. war die Oxydation zu 4 quantitativ abgelaufen. Die 
Essigsaure wurdc i.V. verdampft, dcr Ruckstand mehrmals in Athanol/Benzol gelost und wiedcr 
eingedampft. Kristallisation aus 2-Propanol/Diisopropylathcr : 0,65 g (74%) pilzformige Nadeln, 
[ c L ] ~  = 79,4" (c = 1, Methanol). DC. einheitlich: Rf(S) 0,33 (CME), 0,73 (BEW l ) ,  0,74 (BEW 2) 
(negativ niit Chlorplatinsaure-Reagens + kein Sulfid mehr vorhanden). - IR. (Chloroform) : 1140, 
1300s (-SOz-). - NMR. (CDC13) : 1,5/d (CH3, Ala), 2,O/s (CH3, Acetyl), 3,0/s (CH3, Sulfonylmethyl), 
4,6/m (CH), 6,9-7,8 (4 Signale, AA'BB'-System der Pheny-Protonen). 

C12H15N05S Ber. C 50,52 H 5,30 N 4,91 S 11,24% 
(285,32) Gcf. ,, 49,94 ,, 5,28 ,, 4,72 ,, 11,26% 

H Phe(NO2) . OBZL, TsOH (6). 21,O g (100 mmol) 4'-Nitrophenylalanin (5) j14] und 20,O g 
(105 mmol) p-Toluolsulfonsauremonohydrat (Fluka, puriss.) wurden in 300 ml Toluol gelost und 
SO ml Benzylalkohol (Fluha, puriss.) hinzugegeben. Dann wurde das Gemisch 12 Std. bei 130" 
unter Riickfluss in einem mit Wasserabscheider und Kiihler versehenen Kolben gekocht. Nach 
Beendigung der Reaktion fie1 beim Abkuhlen ein Teil des Produktcs aus. Das Ganze wurde zur 
Trockene eingedampft, der Ruckstand in Methanol gelost, Unlosliches &us der heissen Losung 
abfiltriert (= Edukt), Ather zur methanolischen Losung hinzugegeben und diese zur Kristalli- 
sation von 5 in die Kalte gestellt. Das Kristallisat wurde abfiltriert, erneut in Mcthanol gelost, mit 
wenig Aktivkohle gekocht und durch einen Mikrofilter filtriert. Kristallisation aus Methanol/ 
Ather: 28 g (59%) filzige Nadeln, Smp. 186", [ c L ] ~  = - 10,O" (c = 1, Methanol). DC. einheitlich : 
Rf(S) 0,52 (BEW I), 0,81 (BPEW 1). 

C23H24N207S Ber. C 58,46 H 5,12 N 5,93 S 6,78% 
(472,52) Gef. ,, 58,24 ,, 5 , l O  ,, 5,89 ,, 6,89% 

BOC . aZa-Phe(NO2) . OBZL (7). Zu 9,4 g (20 mmol) 6 und 2,3 g (20 mmol) N-Athylmorpholin, 
gelost in 100 ml DMF, gab man 6,2 g (20 mmol) BOC . n-Ala. ONP [2], ruhrte 3 Std. hei 0" und 
20 Std. bei RT., verdampfte das DMF i.HV. und arbeitete in Chloroform wie iiblich auf. Kristalli- 
sation (3 x ) aus 2-Propanol/Diisopropylathcr --jr filzige Nadeln. Trocknen uber P~05: 6,4 g (68%) 
7, Smp. 133", [a]g  = 1,3" (c = 1, Methanol). DC. einheitlich: Rf(S) 0,78 (BEW l), 0,80 (BPEW 1). 

C24H29H307 (471,52) Ber. C 61,14 H 6,20 N 8,9l% Gef. C 61,21 H 6,18 N 8,75y0 

OBZL, HCZ (8).  6 , O  g (13 mmol) 7 wurden in 80 ml Essigester gelost und 
mit 30 ml 3 , 8 ~  HCl in Essigestcr versetzt. Nach 1 Std. bei RT. wurde das Gemisch mit Ather 
versetzt und zur Kristallisation in die Kaltc gestellt. Das Kristallisat wurde abfiltriert, getrocknet 
und 1 x aus 2-Propanol/Diisopropylather umkristallisiert: 4,5 g (99%) 8, Smp. 182", [ c L ] ~  = 
-15,O" (c = 1, Athanol). DC. einheitlich: Rf(S) 0,SO (BEW l), 0,62 (BPEW 1). 
C19H22C1N305 (407,85) Ber. C 55,95 H 5,44 N 10,30% Gef. C 55,85 H 5,40 N 10,18% 

A c  * aZa-Phe(NO2) * OBZL (9). - a )  143 mg (0,5 mmol) 4 und 236 nig (0,5 mmol) 6 loste nian in 
6 ml DMF, fiigte 53 mg (0,s mmol) AT-Athylmorpholin hinzu und liess iiber Nacht bei RT. reagic- 
ren. Nach Verdampfen des DMF wurde der Ruckstand in CHC13 gelost und wie ublich aufgearbci- 
tet. Das olige 9 wurde nun in wenig 2-Propanol gelost, mit der 9fachen Menge Diisopropylather 
versetzt und 24 Std. bei 4' aufbewahrt. Es resultierte ein pilzformiges Kristallisat: 105 mg 
(61%) 9, Smp. 178", [ c L ] ~  = 5,O" (c = 1, Methanol). DC. einheitlich: Rf(S) 0,70 (BEW l ) ,  0,69 
(BPEW 1). - UV. (Athanol): 269 (10300). 

CzlHZ3N3O6 (413,43) Ber. C 61,Ol H 5,61 N 10,16% Gcf. C 61,06 H 5,66 N 10.11% 

H . ala-Phe(NO2) 

b) 4,0 g (13 mmol) 8 wurden mit 1,51 g (13 mmol) N-Athylmorpholin und 2,54 g (14 mmol) 
Essigsaure-p-nitrophenylester in 40 ml DMF analog a)  umgesetzt, aufgearbeitet und kristallisiert : 
3,55 g (66%) 9, Smp. 179-180", [or]? = 4,7" (c = 1, Methanol). DC. einheitlich, identisch mit a). 
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A c  . aZa-Phe(NH2) . OH (10). 0.83 g (2 mmol) 9 wurden in 12 ml abs. Methanol gelost, rnit 
150 mg 10proz. Pd/C FZuha) versetzt und - wegen der Photosensibilitat des entstehenden 10 - 
unter Lichtausschluss (bzw. unter Natriumdampflicht) 2 Std. unter Icicht erhohtem Druck 
hydriert. Der Katalysator wurde uber CeZite abfiltriert, das Losungsmittel i.T-. cingeengt und das 
Produkt niiC Athcr ausgefallt: 530 mg (90%) 10, Smp. 204-205', [xjg = 67,O" (c = 0,5, Athanol). 
DC. einheitlich: Rf(S) 0,25 (BEW 1), 0,43 (EKPEW). - UV. (Athanol): 240 (18400), 291 (1200). 

C14HlgN304 (293,32) Ber. C 57,33 H 6,53 N 14,33% Gef. C 57,18 H 6,43 N 14,11% 

A c  . aZa-Phe(NFI2, 12) . OH (11). Zu 220 mg (0,8 mmol) 10 in 5 ml Eisessig wurden (ebenfalls 
unter I,ichtausschluss bzw. Na-Licht) 520 mg (3,2 mmol) ICl (Fluka, prakt.)  gegeben. Xoch 20 
Min. bei RT. wurde das Gemisch i.RV. zur Trockene eingcdampft, dcr Riickstand mehrmals in 
Methanol aufgenommen und wieder eingedampft (Entfernung von Spuren von Essigsaurc). Losen 
in Chloroform, husfallen mit Petrolathcr, und Umkristallisicrcn aus Chloroform/Petrolather 
crgab 380 mg (87%) 11, !Smp. 228-229" (Zcrs.), [a]: = 9,8" (c = 0,5, Dhll;). DC. einheitlich: 
Rf(S) 0,5l (KI'EW l) ,  0,52 (REW l), 0,57 (EBPEW) - UX'. (Athanol): 305 (450). 

C14H1512N304 Ber. C 30,85 H 3,14 N 7,71 I46,56 
(545,lZ) Gef. ,, 30,65 ,, 3,03 ,, 7 3 1  , ,46,32, ,  

27 mg (50pmol) 11 wurden in 1 ml DMF gelost, rnit je 25 nig 5proz. Pd/C und 5proz. Rh/CaCOs 
(Eizgelhavd) versctzt und wahrend 1 Std. bei leichtem Untcrdruck (ca. 550 Torr) hydriert. Das 
Hydrierungsprodukt wurdc im DC. rnit 10 und 11 verglichen: etwa 90--95:4 dcs dijodierten 11 
sind zu 10 reduziert worden. 

Ac . nZa-Pafi(3N2) . OH (12a). (Durchfuhrung der Tritiierung ausschliesslich unter Katrium- 
dampflicht bzw. -- bei hciklrn Manipulationen - unter Gliihlampenlicht) 33 mg (60 pmol) 11 wur- 
den in 1 In1 abs. DMF gcldst, unter Feuchtigkeitsausschluss mit j e  30 mg I'd/C und Rh/CaC03 
(wic obon) vcrsetzt, das Realrtionsgcfass an die Tritiierapparatur [12] angrschlossen und mit 
10 Ci Tritiumgas (98%) tritiiert. Der Icatalysator wurdc uber Celite abfiltriert, das DMF i.HV. 
vertlampft und der Ruckstand mehrmals in Methanol/\Vasser aufgcnommm und wieder ein- 
gedampft (Austausch lose gebnndener Tritiumatome). Der trockenc Riickstand (20,s mg) wurde 
im DC. analysiert (UV. und liadioaktivitat) : 58% der Radioaktivitat entfiel auf das 3', 5'- 
ditritiicrte 10 und 42% auf das 3', 5'-Monojodo-monotritio-Analoge. Somit ergaben sich 11.9 mg 
10 (Ausbeute: 67%;  Rf(S) 0,19 in BEW 1) und 8,6 nig des monojodicrtcn Nchcnproduktes Rf(S) 
0,48 in BEW 1). 

Das Gemisch dcr beiden tritiierten Dipeptide wurde bci 0" in 200 pl IN HCI gclost, mit 6 mg 
(1,2 Aqu.) Natriumnitrit versetzt, 10 Min. bei 0" geriihrt und cntgast. D a m  wurden 7 mg (1,4 
Aqu.) Natriuniazid liinzugefugt und das Gemisch wahrcnd 30 Min. cbcnkills bei 0" reagieren 
gclassen. Dabci kristallisiertc 12 a in feinen Nadelchen aus. Es wurdc auf eincr tarierten Nutsche 
abfiltriert, mit wenig eiska.lter 0 , 0 1 ~  HCI gewaschen und uber KOH getrocknet: 4 , l  mg (32% 
bezuglich Azidbildung; 21 76 beziiglich 11) 12a. Im DC. vollkomnien einhcitlich: Rf(S) 0,54 (BEW 
l), 0,78 (BPEW 2). Spezifische hktivitat:  36 mCi/mg bzw. 11,l Ci/mmol 5%. Das Produkt 
wurde in der Yutschc aufbewahrt und fur den nachsten Schritt mit DMF herausgelost. 

Die spezifische Aktivitat unmittelbar nach der Xuiarbeitung der Trit iierung lag bei 126 
mCi/mg & 5%. Dies entspricht eincr spczifischen Aktivitat van 160 mCi/mg bzw. 53,s Ci/mmol 
fur das 3',5'-Ditritio-Analoge von 10. Somit sind 2,5 Ci oder rund ein Vicsrtel dcs angebotenen 
Tritiums in das Dipeptid eingebaut worden. Tritium-Wasscrstoff-Austnuscli wahrend der Azid- 
bildung (1 Std. in 1~ HC1): - 80%. 

. 4 6 .  ala-Pap. OH (12b). Zu 98 mg (0,33 mmol) 10 in 1 ml 1iv HC1 \vurden bci 0" 28 mg 
(0,40 mmol) NaNOz ( N e v c k ,  puriss.) gcgebcn. Das Gemisch w-urde 15 Min. gcruhrt, i.V. entgast, 
rnit 32 mg (0,50 mmol) NaN3 (Fluha, puriss.) versetzt und weitere 30 Min. hei 0" geriihrt. Das 
ausgefallene 12b wurdc abfiltriert, mit 0,011~ HC1 gewaschen und uber KOH getrocknet: 61 mg 
(5S%), Snip. 176-177" (Zers.), [ m ] g  = 61,9" (c = 0,33, Athanol). (Eine Essigesterextraktion der 
u-asserigcn Phase ergab weitere 20 mg (20%) Produlit.) DC. einhcitlich: Rf(S) 0,53 (BEW l), 
0,62 (EKPEW), 0,74 (KPEW 2). - UV. (Bthanol): 253 (12900). 

C14H17N504 (319,32) Ber. C 52,66 1-1 5,37 N 21,93% Gef. C 52,44 H 5,18 N 21,680/, 
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2 .  GZza(OtBzc)-His-Phe-Arg-Trp-GZy-Lys(BOC)-Pro-VaZ. NH2, HCZ (15). 1057 mg (1 mmol) 
2 . Glu(0tBu)-His-Phc-Arg-Trp-Gly . OH, HC1 13, 650 mg (1,OS mmol) H * Lys(B0C)-Pro-Val . 
NH2, TsOH (14) und 121 mg (1,05 mmol) N-Athylmorpholin wurden in 15 ml DMF gelost, niit 
270 mg ( 2  mmol) HOBT und 227 nig (1,l mmol) DCCI versctzt. Nach 36 Std. bei RT. wurde in 
die Kalte gcstellt, das ausgefallene DCH abfiltriert und das DMF i.HV. verdampft. Der Riick- 
stand wurde in Methanol gelost, mit Ather ausgefallt, abzcntrifugiert, rnit Athcr gewaschen, 
crneut in wenig Methanol gelost und durch eine Sephadex-LI-I-20-Saule chromatographiert. Die 
sauberen Fraktionen wurden vereinigt, eingcengt und das Produkt wieder niit Ather ausgefallt : 
1360 mg (92%) festes, amorphes Produkt, [a]$ = -42,9" (c = 0,33, Methanol). DC. einheitlich: 
Rf(S) 0,62 (BPEW I), 0,65 (BPEW 2). - UV. (Methanol): 280 (5050), 289 (4270). 

Aminosauren-Xnalyse: Glu 1,05 His 0,96 Phe 1,Ol Arg 1,05 Trp 0,87 
Gly 1,02 Lys 1,04 Pro 1,06 Val 1 , O O  (Bezugswcrt) 

H . GZu(OtBu)-His-Phe-A~.g-T~~p-GZ~-Lys(BOC)-Pro-V~Z . lVHz,ZHCl(l6). 1333 mg (0,9mmol) 
15 in 20 ml 80proz. Essigsaure wurden iiber 300 nig l0proz. Pd/C Fluka) 45 Min. im Durchfluss 
hydriert. Nach Filtration durch Celzte, Verdampfen der Essigsaure i.V., mehrmaligem Aufnehmen 
in Methanol und Eindampfen wurde der olige Riickstand erneut in 10 ml Methanol gelost, mit 
2,2 wquiv. HC1 versetzt, zur Trockene eingedampft und aus Methanol/Ather kristallisiert : 
1190 mg (96%) 16, [a]: = -33.9" (c = 0,33, Methanol). DC. einheitlich: Rf(S) 0,54 (BPEW 2), 
0,57 (BPEW 1).  - UV. (Methanol): 280 (5050), 289 (4270). 

Aminosauren-Analyse: Glu 1,08 His 0,98 Phe 0,99 Arg 1,03 Trp 0,89 
Gly 1 , O O  Lys 1,05 Pro 1,05 Val 1,00 (Bezugswert) 

2 .  Ser-Nva . O M e  (17). 4,78 g (20 mmol) 2 . Ser . OH, 3,33 g (20 mmol) H * Nva - OMe, 
HCl (Smp. 109-110"; [ a ] g  = 21,2" (c = 1, MeOH); Rf(S) 0,56 (BEW 1)) und 2,30 g (20 nimol) 
N-Athylmorpholin wurdcn in 50 ml abs. Pyridin gelost, auf 0" gekuhlt und rnit 5,40 g (40 mmol) 
HOBT und 4,54 g (22 mmol) DCCI versetzt. Nach 2 Std. bei 0" wurde langsam auf RT. erwarmt 
und 1.5 Std. lang weitergeriihrt. Die gelbe Losung wurde mit wenig Eisessig versetzt, abgekuhlt, 
zur Abtrennung des ausgefallenen DCH durch eine Nutsche filtriert und eingedampft. Der 
Ruckstand wurde in Essigester wie iiblich aufgearbcitet. Kristallisation aus Essigcster/Petrol- 
ather: 6,l  g (87%) 17, Smp. 85-84", [a]g  = -26,2" (c = I ,  Methanol). DC. einheitlich: Rf(S) 
0,40 (CME), 0,67 (EPAW), 0,75 (BEW 2). 

C ~ ~ H Z ~ N Z O ~  (352,39) Ber. C 57.95 H 6,87 N 7,96% Gef. C 58,19 H 6,92 W 8,07% 

Z . Ser-Nua . NHNHz (18). 1,59 g (4,5 mrnol) 17 wurden in 25 ml Methanol gelost und 0,80 ml 
(15 mmol) Hydrazinhydrat hinzugegeben. Nach 16 Std. Reaktion bei RT. wurde das ausgefallene 
18 abgenutscht, niit Methanol und Athcr griindlich gewaschen und iiber HzSO4 getrocknet: 1,413 g 
(S8'7;), Smp. 227-228", [a]g = 6,O" (c = 0,5, DMF). DC. einheitlich: Rf(S) 0,90 (EBPEW). 

CleH24N40j (352,39) Ber. C 54,53 H 6,86 N 15,910/, Gef. C 54,35 H 6,84 N 15,57% 

Z * Ser-Nva-Glu(0tBu)-His- Plae-Arg-Trp-Gly-Lys(B0C)-Pro-Val . NH2, HC1 (19). 88 mg (0,25 
mmol) 18 wurden in 2 ml DMF suspcndiert und rnit 0,16 ml (0,62 mmol) 3 , 8 ~  HCl in Dioxan ver- 
setzt, wobei sich das Hydrazid klar loste. Nach Abkuhlen des Gefasscs auf - 20" wurden 36 pl 
(0,3 mmol) t-Butylnitrit hinzugefiigt und die Losung 15 Min. bei - 15" geriihrt. Daneben wurden 
346 mg (0,25 mmol) 16 und 112 mg Hiiaig-Base in 1,5 in1 DMF gelost und langsam zum Geniisch 
getropft (Feuchtigkeitsausschluss, pH-Kontrolle). Nach 1 Std. bei - 15" wurde langsam auf 0" 
erwarmt und die Losung 16 Std. bei dieser Temp. belassen. Nun wurde das DMF i.HV. verdampft 
und das Produkt uber Sephadex LH-20 gereinigt (Eluierungsmittel; DMF/Wasser 9 :1). Die 
sauberen Fraktionen wurden vereinigt, das Eluierungsmittel i.HV. eingeengt und das Produkt rnit 
Ather ausgefallt: 363 mg (87%) 19, Smp. 190-193", [a]: = -35,4" (c = 0,33, AcOH). DC. ein- 
heitlich: Rf(S) 0,623 (BPEW 2 ) ,  0,70 (BPEW 1). - UV. (5proz. AcOH): 280 (5280), Schulter bci 
289 (4400). 

Aminosiuren-hnalyse: Ser 0,94 Nva 0,98 Glu 1,06 His 0.96 Phe 1,02 Arg 1,03 
Trp 0,86 Gly 1,Ol Lys 1,03 Pro 1,04 Val 1,OO (Bezugswert) 

H . Ser-Nva-GZu(OtBu)-His-Phe-Arg-Trp-GZy-Lys(BOC)-Pro-Val ' NHz, 2HCl (20). 333 mg 
(0,2 mmol) 19 in 6 ml 80proz. Essigsaure wurden iiber 60 mg 10proz. PdjC (FZztka) 1 Std. im 
Durchfluss hydriert. Der Katalysator wurde iiber Celite abfiltriert, die Essigsaure i.V. verdampft, 
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dcr Ruckstand 2 x in Methanol/Wasser gelost und wieder eingedampft und anschliessend in 
30 ml DMF gelost. Diese Losung wurdc mit 4 Aquiv. Pyridiniunichlorid versctzt und i.HV. wieder 
eingedampft. Kristallisation aus DMF/dther:  251 mg (80%) 20, Smp. 174-175", [a13 = - 50,2' 
(c = 0,33, 1~ AcOH). DC. einheitlich: Rf(S) 0,51 (BPEW 2), 0,58 (BPEW I ) .  DE.:  R(Arg) 0,42 
(pH 3,G). - UV. ( l ~  AcOH): 280 (5285), Schulter bci 289 (4500). 

Aminosauren-Rnalyse: Ser 0,93 Nva 0,99 Glu 1,05 IIis 0,9.5 P h c  0,99 Arg 1,03 

HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 59, Fasc. 7 (1976) - Nr. 260 

Trp 0,82 Gly 1,02 Lys 1,04 Pro 1,05 Val 1 , O O  (Bezugswert) 

A G  ' a l a - P a ~ ( ~ H ~ ) - S e r - ~ v a - G l z ~ - H i s - P h e - A v g - ~ r p - G l y - L y s - P ~ ~ -  Val . AY€3z, 2AcOH (22a). 4,l 
mg (13 pmol; 148 mCi) 12a wurdcn mit 2,5 nil DMF aus dcr Nutsche direkt in einen 5 nil Rund- 
kolben ausgclost und das I,osungsmittel i.HV. verdampft (samtliche Arbciten unter Na-Licht !). 
Dcr Ruckstand wurde in 200 pl DMF aufgenommen, in melche man zuvor 16 nig (10 pmol) 20 und 
1,l ing (10 pmol) N-Athylmorpholin eingewogen und gclost hatte. Das Gemisch wurde bei 0" 
nacheinander mit 2,7 mg (20 pmol) I-IOBT und 4 mg (20 pmol) DCCI versctzt, einige Std. bei 0" 
und uber Nacht bei RT. gcruhrt und dann direkt auf eine Sepliadex-LH-20-Kolonne (2 x 80 cm) 
aufgetragen, mobei gleichzeitig der DCH durch Wattcfiltration (in Pasteurpipette) cntfernt wurde. 
Das Produkt wurde mit DMF/Wasscr 9 : l  eluiert: Eluierungskurvc s. Figur. Die sauberen Frak- 
tionen wurdcn vereinigt und i. €I\'. eingedampft. Das iiberschiissige 12a (ca.  1,2  mg; 44 mCi) wurde 

A B  C 
n n  7 mCi/ml 

30 50 70 90 110 130 ml Eluat 
-0-0- Radioaktivitats-Pik 

Eliiieraingspvofil der Chvoniatographie von 21 a au/ Sephadex LN-20 (vgl. Text). A:  rcincs 21 a, 
B : zuruckgewonnencs 12a, C:  niedermolelrularc Anteilc (HORT, DCIl etc.) 

zuruckgewonncn (ilufbewahrung bei - 196" in DMF/T;Vasscr 9 :1 mit 2% Athanol). Das gcschiitzte 
21awurdc in 1 ml90proz. Trifluorcssigsaure gelost, 15 Min. bci RT. bclassen und i. HV. eingedampft. 
hlchrmaliges Aufnehmen in W-asser/Methanol und Eindampfen cntfcrnte Saurcreste und tauschte 
unspczifisch gcbundenes Tritium aus. Der Ruckstand wurde in 2 nil lproz. Essigsaure gelost, die 
Losung durch einen schwach basischcn Ionentauscher (Ionentauscher 11, Mcrck )  filtriert und i.V. 
eingedampft: 15, l  mg (860/;) 22a, IX. vollig cinheitlich: Rf(S) 0,33 (BPE\V l), 0,35 (BPEW 2). 
DE.: R(Arg) 0,57 (pH 3,6).  - UV. ( 0 , 0 1 ~  NaOH) : 254 (17650), Schulter bci 380 (8900). 

Xminosauren-Analyse: Ala 1,03 Pap  (nicht hestimmt) Scr 0,92 Xva 0,99 Glu 1,09 
His 0,98 Phe 1,Ol h r g  1,05 Trp 0,83 Gly 1,03 Lys 1,06 
Pro 1 , O G  Val 1,00 (Bezugswert). 

22a wurde in wenig lproz. Essigsaurc gelost, mit Wasscr (bidest.) und 0,s nil a thanol  auf ein 
Totalvolunicn von 25 nil gcbracht und auf 25 Ampullen verteilt (Aufbcwahrung in flussigem 
Stickstoff, - 196"). Spezifische Aktivitat: 6,2 mCi/mg bzm. 1 1 , O  Ci/mniol 

c . ala- Pap-Ser-h~~ia-Glzk-His-~he--~ rg-TrP-GIj-Lys-Pro- Val . d\TH~. 2HCL (22 b). Dic Losung 
von 16 mg (50 pmol) 12 b und 58 mg (50 pmol) 20 in 1 nil DMF wurde zunachst niit 6 mg (50 pmol) 

5"/0. 
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N-Athylniorpholin und nach Abkiihlen auf 0" mit 13,5 nig (100 pniol) HOBT und 12 mg (60pmol) 
DCCI versetzt. Nach 3 Std. bei 0" liess man die Temp. uber Nacht langsam auf 0" stcigen und 
ruhrte noch 8 Std. weiter. Nach Entfernung des DCH wurde die Losung auf eincr Sephadex-LH- 
20-Saule (2,5 x 100 cm, Eluierungsmittel : DMF/Wasser 9 :I) chromatographiert, die sauberen 
Fraktionen wurden xweinigt und das Losungsmittel i. HV. verdampft. Rf (S) des geschutzten 
Tridecapeptid-Derivates 21b: 0,73 (BPEW 1). Der Ruckstand wurde in 5 ml 0 , 1 3 ~  HCl/HCOOH 
gelost, 15 Min. bei RT. belassen und die Saure i.V, wieder verdampft. Die vollstandige Entfernung 
der Saure erfolgte durch mehrmaliges Aufnehmcn in Wasser/Methanol und anschliessendem 
Vcrdampfen i.V. Der saurefrcie Ruckstand wurde in 4 ml DMF gelost und mit Ather wieder 
ausgefallt: 68 mg (83%) 22b, [ a ] g  = -65,3" (c = 0,33, 1~ AcOH). DC. einheitlich: Rf(S) 0,33 
(RPEW I), 0,35 (BPEW 2). DE.: RfArg) = 0,57 (pH 3,6), UV. ( 0 , O l ~  NaOH): 254 (17300), 
Schulter bei 280 (9100). 

Aminosauren-Analyse: Xla 0,99 Pap (nicht bestimmt) Ser 0,95 Nva 1 , O l  Glu 1 , O G  
His 0,9G Phc 0,99 Arg 1,04 Trp 0,82 Gly 1,05 Lys 1,02 
Pro 1,06 Val 1 , O O  (Bezugswert). 

Melanotrope Aktivitaten der Peptide 22a und 22 b rvurden mit dem modifizierten reflekto- 
metrischen Testsystem 191 nach Shizunze, Lerner & Fitzpatrick [15] an der isolierten Haut des 
Leopardenfrosches Rana pipiens bcstimmt. 

Wir danken Herrn Wzlly Hiibscher fur ausgezeichnete technischc Hilfe bei den Synthesen, 
Fraulein Ruth Kuhn fur das Schreiben des Manuskriptes. 
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