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Synthesis of the Hypothetical Active Site of the Nerve Growth Factor

The synthesis of an unsymmetrical cystine peptide corresponding to the
sequence 10-25/75-88 of mouse nerve growth factor was performed via the newly
developed sulfenohydrazide procedure. The triacontapeptide isolated at a high
degree of purity after Sephadex-LH 20 chromatography, did not exhibit in the
biological assays the expected nerve growth factor activity as reported by
Revoltella and coworkers.

(Keywords: Nerve growth factor; Peptide synthesis; Unsymmetrical cystine
peptides)

Abkiirzungen

Es werden hier die von der TUPAC-IUB Commission on Biochemical
Nomenclature empfohlenen Abkiirzungen fiir Aminosduren und Schutzgruppen
verwendet.

Andere Abkiirzungen: DCC = Dicyclohexylcarbodiimid; HONSu = N-
Hydroxysuccinimid; HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol; NWF = Nerven-Wachs-
tums-Faktor, in der englischen Literatur als nerve growth factor (NGF) bekannt.

Einleitung

1952 gelang Levi-Montalcini® die Tsolierung eines Proteins aus den
Speicheldriisen von Mausen, das spezifisch das Wachstum von Dendriten
aus embryonalen sensorischen und sympathischen Nervenzellen stimu-
liert. Die Aktivform dieses Nerven-Wachstums-Faktors (NWF) offenbar-

* Herrn Prof. Dr. K. Schlégl zum 60. Geburtstag gewidmet.
** Auszugsweise vorgetragen am 8. Amer. Peptid Symposium, Tucson (1983)!
und am 18. Europ. Peptid Symposium, Djurdnaset (1984)2.
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Abb. 1. Aminosauresequenz des Nervenwachstumsfaktors (NWF)

te sich als dimeres Polypeptid mit je 118 Aminosduren, dessen Primér-
struktur von Angeletti und Bradshaw* aufgeklart wurde (Abb. 1).

Spiter beschrieb die Revoltella-Gruppe eine Bromcyanspaltung des
Proteins am Methionin in Position 9 und den anschlieBenden tryptischen
Abbau des erhaltenen Proteinfragments 10-118: Das nach diesem Verfah-
ren isolierte unsymmetrische Cystinpeptid der NWF-Sequenz 10-25/75-88
sollin genannter biologischen Aktivitit den natiirlichen NWF bei gleicher
molarer Konzentration um das Hundertfache iibertreffen. Dieses iiberra-
schende — bis heute wohl auch einmalige — Ergebnis konnte aber in der
Folgezeit von anderen Forschungsgruppen trotz wiederholter Versuche
nicht reproduziert werden. Eine Aufklarung dieses strittigen Falles sollte
aber die biologische Austestung eines vollsynthetischen ,,doppelstrangi-
gen‘ unsymmetrischen Cystinpeptids der NWF-Sequenz 10-25/75-88
erbringen.

Methodik zar Synthese unsymmetrischer Cystinpeptide

Die Synthese unsymmetrischer ,,doppelstrangiger* Cystinpeptide ist
seit Aufklarung natiirlicher Peptidwirkstoffe dieser Klasse — in erster
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Linie bekannt das Insulinmolekill — eine Herausforderung an die
Peptidchemiker. Zwar lernte man alsbald, in einer ,,unspezifischen® Art
durch Oxidation zweier thiolfreier Cystein-Peptide oder durch Dispropor-
tionierung zweier unterschiedlicher symmetrischer Cystinpeptide — je-
weils unter folgender Auftrennung der erhaltenen Peptidgemische — die
,,doppelstrangigen unsymmetrischen Cystinpeptide zu gewinnen.

Die gezielte Bildung eines unsymmetrischen Disulfids sollte aber zu
bedeutend giinstigeren Ergebnissen fihren. Zwei Synthesemethoden
konnten dem geniigen:

a) Fin ,,Aufbau*‘, ausgehend von einem selektiv an den Amino- und
Carboxylfunktionen maskierten Cystin-Restes (selektive Kettenverldange-
rung) mit all seinen zwangsldufig bedingten Schwierigkeiten.

b) Die Synthese zweier unterschiedlicher Cysteinpeptide (thiolfrei oder
geeignet S-substituiert) und nach S-Aktivierung einer dieser Komponen-
ten die anschlieBende spezifische S—S-Verkniipfung.

Diese unterschiedlichen Synthesewege erschienen lange Zeit einer
relativ unkontrollierbaren Nebenreaktion unterworfen zu sein: der gro-
Ben Tendenz unsymmetrischer Disulfide zu disproportionieren. Nach den
in unserem Institut durchgefiihrten Untersuchungen lduft aber diese
Nebenreaktion nicht so schnell ab, wie dies lange Zeit angenommen
wurde. Zusitzlich konnte gezeigt werden, daf3 diese Disproportionierung
eines unsymmetrischen Cystin-Peptids zu den beiden symmetrischen
Disulfid-Verbindungen — neben dem schon bekannten Einflu} selbst
milder basischer Bedingungen — in relativer Zeitabhéngigkeit sehr stark
thiol-katalysiert ist.

Zur spezifischen S—S-Verkniipfung zweier sequenz-verschiedener
Cysteinpeptide stehen heute vier Methoden zur Verfiigung:

a) Die Rhodanolyse®: d.i. die Umsetzung von Thiolen oder speziell S-
substituierten Verbindungen mit Dirhodan zu Sulfenylrhodaniden; diese
werden meist im ,, Eintopfverfahren® erstellt und sofort mit einem zweiten
Thiol-Derivat (eventuell auch S-substituiert) zum unsymmetrischen Di-
sulfid umgesetzt. Neben dem ungesicherten Ablauf der gewiinschten und
gezielten S—S-Verkniipfung, noch dazu im Eintopfverfahren, ist der
Einsatz des hochreaktiven Dirhodans im UberschuB im Bereich der
Peptidsynthese als nicht ungeféhrlich einzustufen: Dirhodan kann unter
den vorliegenden Umsetzungsbedingungen durchaus mit zahlreichen
funktionellen Gruppen (auch im geschiitzten Zustand) reagieren.

b) Die Sulfensiure-diacylamid-thiolyse': d.1i. eine zweistufige Synthese
von Sulfenylphthalimiden aus symmetrischen Disulfiden via Sulfenylbro-
mide und Umsetzung der ersteren mit Thiolen zu unsymmetrischen
Disulfiden. Der umsténdlichen Erstellung der S-Aktivzwischenstufe unter
Einschluf} des nicht problemlosen Arbeitens mit freiem Brom steht aber
der Vorteil ihrer Isolierbarkeit gegeniiber.
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¢) Die Sulfensiure-alkylkohlensiureanhydrid-thiolyse®: d.1. die Gewin-
nung eines isolierbaren Thioanhydrids aus Thiol oder dessen speziell S-
substituierten Derivat und seine Umsetzung mit dem zweiten Thiol zum
unsymmetrischen Disulfid. Als Nachteil dieses Verfahrens muf3 allerdings
die Entstehung von freiwerdendem Chlorwasserstoff wahrend der Akti-
vierungsreaktion — cine Neutralisation ist wegen der groBen Basenemp-
findlichkeit der Thioanhydride nicht méglich — genannt werden; dies
erfordert die Vornahme der S-Aktivierung mittels Alkoxycarbonyl-
sulfenyl-chlorid in neutralem oder schwach saurem Milieu. Unter diesen
Voraussetzungen reagiert aber auch dic Indolgruppierung des Trypto-
phans in hohem Umfang mit Sulfenylchlorid unter Bildung von 2-Thio-
indol-Derivaten.

d) Die Sulfenohydrazid-thiolyse®: d.i. die Erstellung gut isolierbarer
Sulfenohydrazide aus Thiolen und Azodicarbonsidurederivaten und deren
Umsetzung mit einer zweiten Thiolkomponente. Dieses S-Aktivierungs-
verfahren wie auch die anschlieBende Thiolyse ist durchfithrbar in
Gegenwart von Indol-, Thioether- (auch spezicll geschiitzten Cystein-
Derivaten) und Imidazol-Gruppierungen.

Da in der Teilsequenz des NWF 10-25/75-88 zwei Tryptophane (je
Kette ein Rest), zwei Histidine und eine hohe Anzahl anderer mehrfunk-
tioneller Aminosduren vorkommen, sollte sich hierfir das ,, Wiinsch-
Romani-Verfahren* am geeignetesten erweisen; dies um so mehr als sich
auch ,,freie** Cystein-Peptide, d. h. a-Amino-, Carboxyl- und Drittfunk-
tionen unmaskiert, nach unseren Erfahrungen mit Azodicarbonsaure-
Derivaten zu Sulfenohydrazide umsetzen lassen, wobei im Fall der
Wasserloslichkeit das Azodicarbonsiuredimorpholid'® das Reagenz der
Wahl ist. Auch die folgende Thiolyse mit einem zweiten ,,freien®
Cysteinpeptid 1duft ohne Nebenreaktionen ab.

Ergebnisse und Diskussion

Synthese des ,,doppelstrangigen’* NWF-Peptids 10-25/75-88
Weg A

Basierend auf unseren umfangreichen Erfahrungen sollte als einfach-
ster Weg einer Synthese der NWF-Teilsequenz 10-25/75-88 die vorherge-
hende getrennte Erstellung der beiden Cysteinpeptide der A-Kette
(Sequenz 10-25) und B-Kette (Sequenz 75-88) nach der Schwyzer-Wiinsch-
Strategie!! unter Verwendung eines S-tert-Butylthio-Schutzes'? fiir Cy-
stein und letztlich deren gezielte S—S-Verkniipfung nach der Sulfeno-
hydrazid-Methode sein.



Nervenwachstumsfaktor — Aktivzentrum 509

1. Darstellung der A-Kette

Das S-geschiitzte Hexadecapeptid der NWF-Teilsequenz 10-23, d.i.
H-Gly-Glu-Phe-Ser-Val-Cys(SBu')-Asp-Ser-Val-Ser-Val-Trp-Val-Gly-
Asp-Lys-OH, wurde auf folgendem Weg synthetisiert:

a) Erstellung der Fragmente

Fragment A-I, d.i. H-Trp-Val-Gly-Asp(OBu')-Lys(Boc)-OBu'[21-—
25b], war durch stufenweisen Aufbau ausgehend von H-Lys(Boc)-O By’
mit den N-Hydroxysuccinimidestern der N-Benzyloxycarbonyl-Derivate
von Asp(OBu’), Gly, Val und Trp* in Sequenzfolge (jeweils mit interme-
didrer N*-Deblockierung der Benzyloxycarbonyl-Peptide) in einer Aus-
beute von 43% zuginglich (s. Schema 1):

Schema 1. Teilsequenz 21—25 (Fragment A-1)

Z-Asp(0But)-ONSu [24) + H-Lys(Boc}-OBut-HCl [23]

Z-Asp(OBut)-Lys{Boc)-0But [24-25]
Ha/Pd/HCI

Z-Gly-ONSu 23+ H-Asp(0But}-Lys(Boc)-OBut- HCl [24-251]

Z-Gly-Asp(OBut)-Lys{Boc)-0But [23-250]

Ho/Pd/HCE

Z-Vgl-ONSu[22] + H-Gly-Asp(OBul)-Lys(Boc)-0But-HCI [23-25b)

Z-Val-Gly-Asp{OBu)-Lys(Boc)-0But [22-25¢]

Ho/Pd/HCL

Z-Trp-ONSu [2] + H-val-Gly-Asp(OBut)-Lys(Boc)-0But.HCl [22-25h]

Z-Trp-Val-Gly-Asp{OBut)-Lys (Boc)-0But [21-254]

Ho/Pd

H-Trp-Val-Gly-Asp(OBut)-Lys(Boc}-OBut [21-25b)]

* Die angewandten Aminosdure-Derivate wurden nach bekannten Verfahren
hergestellt !4,

35 Monatshefte fiir Chemie, Vol.116,/4
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Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1) und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60: 6:24:20); Schmp. 94—
98 °C; [0]3): —18.5° bzw. [a]%: —22.3° (¢ = 1, in Methanol); Aminosiureanaly-
se des 6 M HCI-Hydrolysats (24 h; 110 °C unter Thioglykolsdure-Zusatz): Trp 0.92
(1) val 0.92 (1) Gly 1.01 (1) Asp 1.06 (1) Lys 1.09 (1); gaschromatographische
Enantiomeren-Bestimmung®; D-Val 0.4%; D-Asp 1.7%; D-Lys 2.4%; D-Trp
<1%.

CyH¢sN,Oy4-1/2 H,O (825.04). Ber. C59.69 H8.06 N 11.88.
Gef. C59.85 H8.11 N11.77.

Fragment A-II, d.i. Z-Val-Ser(Bu')-Val-OH[18—20], wurde nach
gleichem stufenweisen Aktivester-Anbau von Z-Ser(Bu')-ONSu und Z-
Val-ONSu ausgehend von Valin in 81% Ausbeute synthetisiert (s.
Schema 2):

Schema 2. Teilsequenz 18—20 (Fragment A-II)

Z-Ser(Bu')-ONSu[18] + H-Val-0H [20]

Z-Ser(But)-val-OH [19-204]

Hy/Pd

Z-Val-ONSufi§] + H-Ser(But)-Val-OH [19-208)

Z-Val-Ser{But)-Val-OH [18-20]

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1) und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60: 6 : 24 : 20); Schmp. 139—
142°C; [o]®: —11.6° bzw. [«]%: —13.9° (¢ = 1, in Methanol); Aminosiureana-
lyse des 6 M HCl-Hydrolysats (24 h; 110°C): Val 1.97 (2) Ser 1.01 (1).

C,HyN,0, (493.61). Ber. C60.83 H7.96 N8.51.
Gef. C60.72 H8.09 N'8.58.

Fragment A-III, d.i. Nps-Cys(SBu")-Asp(OBu')-Ser(Bu')-OH [15—
17 a], konnte in iiblicher Weise aus O-tert-Butyl-serin durch Ankniipfung
von Z-Asp(OBu")-ONSu und Nps-Cys(SBu')-ONSu in 90% Ausbeute
erhalten werden (s. Schema 3):

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in Cyclohexan/Chloroform/Es-
sigsdure (45:45:10) und Methanol/Essigester/Methylenchlorid (1:2: 3); Schmp.
69—74°C; [a]®: —31.4° bzw. [a]¥: —32.0° (¢ = 1, in Methanol); Aminosiure-
analyse des 6 M HCI-Hydrolysats (24 h; 110 °C unter Thioglykolsidurezusatz): Cys
1.06 (1) Asp 0.97 (1) Ser 0.92 (1):

CyH,N,O,S, (676.86). Ber. C49.68 H6.55 N8.28 S14.21.
Gef. C49.50 H6.46 N8.20 S 14.12.
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Schema 3. Teilsequenz 15—17 (Fragment A-IIT)

Z-Asp(0Bu!)-ONSul1g] + H-Ser(Bub)-OH[17]

Z- Asp{OBUY-Ser(But)-OH[i6-17d]

Hop/Pd

Nps-Cy}i(SBut)—ONSuBS] + H-Asp(ogzut)-Ser(But)-OH[16-17b]

Nps-Cys{SBut)-Asp(OBut)-Ser(But)-OH[15-17q]

511

Fragment A-1V, d.1. Boc-Gly-Glu(OBu')-Phe-Ser(Bu')-Val-OH [10—
14], wurde in gleicher Weise ausgehend von Valin durch stufenweisen
Umsatz mit Z-Ser(Bu')-ONSu, Z-Phe-ONSu, Z-Glu(OBu')-ONSu und
letztlich mit Boc-Gly-ONSu in 63% Ausbeute gewonnen (s. Schema 4):

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in Cyclohexan/Chloroform/Es-
sigsdure (45:45:10) und iso-Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30); Schmp.

Schema 4. Teilsequenz 10—14 (Fragment A-1V)

Z-Ser(Bub)-ONSu 13 + H-val-OH [i4]
1. ]

Z-Ser(But)-Val-OH [13-14q]

Hy/Pd

Z-Phe-ONSu [12] + H-Ser(But)-Val-OH [13-145]
| F—

Z-Phe-Ser{Bul)-Val-OH fi2-14d

Ho/Pd

Z-Glu(0But)-ONSu [i1] + H-Phe-Ser(But)-Val-OH fi2-14t)

Z-Glu(OBuY- Phe-Ser(But)-Val-OH [11-14d

Ho/Pd

Boc-Gly-ONsulig + H-Glu(OBuY)- Phe- Ser(Buf)-Val-OH [11-14b]

PE———

Boc- Gly- Glu[OBul)-Phe-Ser(But)-Val-OH [i0-14]
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218—219°C; [a]%: ——12.9° bzw. [0]%: —15.4° (¢ = 1, in Methanol); Aminosiu-
reanalyse des 6 M HCI-Hydrolysats (24 h; 110 °C): Ser 1.01 (1) Glu 1.04 (1) Gly
0.96 (1) Vval 0.99 (1) Phe 1.00 (1); gaschromatographische Enantiomeren-
Bestimmung: D-Val 0.2%; D-Ser 0.1%; D-Phe 0.8%; D-Glu 0.8%.

Cy;HyN;O,, - H,0 (767.94). Ber. C57.87 H8.00 N9.12.
Gef. C57.79 H8.07 N9.19.

b) Verkniipfung der Fragmente

Die Fragmente A-I, A-I1, A-II und A-IV wurden laut Schema 5 nach
dem Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hydroxysuccinimid-'>!® bzw. 1-Hy-
droxybenzotriazol’-Verfahren zur vollgeschiitzten A-Kette verkniipft.
Alserstes fiihrte die Kondensation der Fragmente A-I und A-1I zu Z-Val-
Ser(Bu")-Val-Trp-Val-Gly-Asp(OBu')-Lys(Boc)-OBu' [18—25a] in 77%
Ausbeute:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in Methanol/Essigester/Methy-
lenchlorid (1:2:3) und n-Heptan/ters-Butanol/Essigsdure (3:2: 1); Schmp. 228—
232°C; [a]%: —21.4° bzw. [0]25;: — 25.6° (¢ = 1, in Methanol); Aminosdureana-
lyse des 6 M HCI-Hydrolysats (48 h; 110 °C): Asp 1.03 (1) Ser 0.97 (1) Gly 1.00 (1)
Val 2.99 (3) Lys 1.00 (1); nach 24 h Hydrolyse: Trp 0.91 (1).

CeH 102N 10016 - 1/2 H,0 (1300.6). Ber. C60.95 H7.98 N10.77.
Gef. C60.84 H7.95 N10.38.

Schema 5. Teilsequenz 10—25 ( A-Kette)

z-[18-20]-0H [18-20] + H—-OBu' [21-25b]

lDCC/HONSu

2-[18-25]-08But [18-25q]
Ho/Pd

Nps~ -OH [i517q] H——OBu‘ [18-25b]

DCC/HONSu
Nps-(15-25]-0But [15-254]

HBr/2-Methylindol

Boc-!-OHDo-u.] + H-!-oau![15-25b]
DCC/HOBt
Boc-[10-25]-0But [10-25q]
ﬁCOOH/Anisol/2-Methylindo(

H-Gly-Glu-Phe-Ser-Val-Cys(SBul)-Asp-Ser-Val-Ser-Val-Trp-Val-Gly-Asp-Lys -OH [10-25b)]

{C4Hg)3P

H-Gly- Glu-Phe-Ser-Val-Cys- Asp-Ser-Val-Ser-Vai-Trp-Val-Gly-Asp-Lys - OH [10-25¢]
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Folgende hydrogenolytische Entfernung der N*-Schutzgruppe zum
aminofreien Sequenzteilstiick A-[T-11] und Ankniipfung des Fragments
A-IIT an dieses lieferte das gewiinschte Nps-Cys(SBu')-Asp(OBu')-Ser(Bu')-
Val-Ser(Bu')-Val-Trp-Val-Gly-Asp(OBu)-Lys(Boc)-O Bu' [15—25a] in 82%
Ausbeute:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in Methanol/Essigester/Methy-
lenchlorid (1:2:3) und Cyclohexan/Chloroform/Essigsdure (45:45:10); Schmp.
235—238°C (Zers.); [a]¥: + 63.6° bzw. [«]¥: + 79.1° (¢ = 0.3, in N-Methylpyr-
rolidon); Aminosiaureanalyse des 6 M HCI-Hydrolysats (48h; 110°C unter
Thioglykolsdure-Zusatz): Cys 0.98 (1) Asp 1.99 (2) Ser 1.91 (2) Gly 1.01 (1) Val
2.99 (3) Lys 1.01 (1) Trp 0.90 (1).

CyeH 35N 14,05,8; (1816.36). Ber. C56.87 H7.66 N 10.80 S5.30.
Gef. C56.88 H7.63 N10.89 S5.18.

Abspaltung des 2-Nitrophenylsulfenyl-Restes vom Sequenzteilstiick
A-[I-IT1] mittels Bromwasserstoff unter Zusatz von 2-Methylindol und
anschlieBender Anbau des Fragmentes A-IV an das aminofreie Undeca-
peptid-Derivat [15—25b] fithrte zur vollgeschiitzten A-Kette, d.i.
Boc-Gly-Glu(OBu')-Phe-Ser(Bu')-Val-Cys(SBu')-Asp(O Bu')-Ser(Bu')-
Val-Ser(Bu')-Val-Trp-Val-Gly-Asp(OBu')-Lys(Boc)-OBu' [10—25a] in
90% Ausbeute:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in n-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1) und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60: 6: 24 : 20); [«]¥: —23.4°
bzw. [0]35: —26° (¢ = 0.2 in Trifluorethanol); Aminosdureanalyse des 6 M HCI-
Hydrolysats (24 h; 110 °C unter Thioglykolsdure-Zusatz): Asp 2.02 (2) Ser 2.88 (3)
Glu 0.99 (1) Gly 1.84 (2) Cys 1.06 (1) Val 3.52 (4) Phe 0.99 (4) Lys 1.03 (1);
nach 48 h-Hydrolyse: Val 3.93 (4) Gly 1.93 (2); Peptidgehalt: 96% ber. fur
M, = 2395.09.

Die Aufhebung der sdurelabilen Seitenkettenmaskierung mit Ausnah-
me der S-tert-Butylthio-Gruppierung am Cystein gelang ohne Schwierig-
keiten mit Trifluoressigsdure unter Zusatz von 2-Methylindol und Anisol
als Scavenger (der bekannte Einsatz von Thiolen als effiziente Kationen-
fanger ist wegen der anwesenden Disulfid-Gruppierung ausgeschlossen);
der S-tert-Butylthio-Schutz des Cystein-Restes bleibt unter den eingehal-
tenen Bedingungen voll erhalten. AnschlieBende Gelfiltration an Sepha-
dex LH20 (Elution mit 0.15M Ammoniumacetat-Puffer, pH8.2/n-
Butanol, 93:7) und Rechromatographie unter den gleichen Bedingungen
ergab das S-tert-Butylthio-Derivat der A-Kette [10—25b]:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsdure/Pyridin-
/Wasser (50:10:50:40); einheitlich in der Hochdruckfliissigkeitschromatogra-
phie an u-Bondapak C18 (Elution mit Acetonitril/Natriumphosphat-Puffer,
pH 5.0, 28: 72 bei einer FlieBgeschwindigkeit von 1.5 ml/min; Detektion: UV,,);
Aminosdureanalyse des 6 M HCl-Hydrolysats (48 h; 110°C): Asp 2.11 (2) Ser 2.97
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(3) Glu 1.00 (1) Gly 1.93 (2) Val 3.80 (4) Phe 0.93 (1) Lys 1.01 (1) (Peptidgehalt:
73% ber. fiir M, = 1802.97) und des Aminopeptidase M-Abbaus: Asp 1.98 (2) Ser
2.85(3) Glu 1.08 (1) Gly 2.00 (2) Cys(SBu) 1.06 (1) Val 3.84 (4) Phe 1.03 (1) Lys
1.05 (1) Trp 1.05 (1) (Spaltung: 71% ber. flir M, = 1802.97).

2. Darstellung der B-Kette

Gut zuginglich wurde das S-geschiitzte Tetradecapeptid der NWF-
Teilsequenz 75-88, d.i. H-His-Trp-Asn-Ser-Tyr-Cys(SBu)-Thr-Thr-Thr-
His-Thr-Phe-Val-Lys-OH, durch folgende Schritte:

a) Erstellung der Fragmente

Fragment B-I, d.i. H-His-Thr(Bu')-Phe-Val-Lys(Boc)-OBu' [84—
88 b], wurde ausgehend von H-Lys(Boc)-OBu' im stufenweisen Aufbau-
Verfahren mittels Z-Val-ONSu, Z-Phe-ONSu, Z-Thr(Bu")-ONSu und
letztlich Z-His-Nj in einer Ausbeute von 49% synthetisiert (s. Schema 6):

Schema 6. Teilsequenz 84—88 (Fragment B-I)

Z-Val-ONSu87] + H-Lys(Boc)-OBut-HCI [88]

Z-Val-Lys(Boc)-0But [87-88q]

Ha/Pd/HCL

Z-Phe-ONSu[86] + H-Val-Lys(Boc)-OBut-HCl [67-88
l_———\

Z-Phe-Val-Lys(Boc)-OBut [86-88d]

Ho/Pd/HCL

Z-TrIIr(But)—ONSu B9 - H-PrE—Val-Lys(Boc)—OBut'HCl [66-88

Z-Thr(But)-Phe-Val-Lys(Boc)-0But [85-884]

Hy/Pd/HCH

Z-HEs—N2H3|:84] + H-Thr{But)-Phe-Val-Lys(Boc)-OBut-HC! [85-88

HCL/ tert-Butyinitrit

Z-His-Thr(BuY)-Phe-Val-Lys{Boc)-OBut [84-884]

Ho/Pd

H-His—Thr(But)-Phe—Val-Lys(Boc)-OBut [84-88@
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Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1) und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60: 6: 24 : 20); Schmp. 115—
118°C; [o]®: —24.1° bzw. [«]%: —28.9° (¢ = 1, in Methanol); Aminosdureana-
lyse des 6 M HCl-Hydrolysats (48 h; 110 °C): His 1.01 (1) Thr 0.99 (1) Phe 1.01 (1)
Val 1.03 (1) Lys 0.97 (1); gaschromatographische Enantiomeren-Bestimmung: D-
Val < 0.5%; D-allo-Thr < 0.5%; D-Phe 1.0%; D-Lys 1.9%; D-His 2.9%.

CsHooNyOy - 1.5H,0 (870.12). Ber. C359.36 H8.46 N 12.88.
Gef. C59.48 H8.30 N 12.54.

Fragment B-II, d.i. Nps-Cys(SBu')-Thr(Bu')-Thr(Bu')-Thr(Bu')-OH
[80—837, war nach oben genannten Aktivester-Verfahren unter Riick-

griff auf O-zert-Butyl-threonine, Z-Thr(Bu')-ONSu (zweimal) und letzt-
lich Nps-Cys(SBu')-ONSu in 65% Ausbeute zuginglich (s. Schema 7):

Schema 7. Teilsequenz 80—83 ( Fragment B-11)

Z-Thr(Bu!)-ONSuBZ + H-Thr(But)-OMe HCI[B3d]

-

Z-Thr(Bu!)-ONSuRZ + H-Thr(Bub)-OH[83] Z-Thr{But)-Thr(But)-OMe [82-83d]

NaOH

Z-Thr(But)-Thr(But)-OHB2-838)
Hy/Pd

z-TrLr(But)-ONSu[aﬂ + H-Thr(But)-Thr(But)-OH[82-83¢]

Nps-Cys(SBut)-OH[8G Z-Thr{But)-Thr{Bu!)-Thr(But)-OH{B1-83d]
DCC/HONSu Ho/Pd/HCL
Nps-Cys(SBut)-ONSu [80d] + H—Thr(Bu'f)—Lhr(But)-Thr(But)—OH-HCI[81-83b:|

Nps-Cys(SBut)-Thr(But)-Thr(Bub)-Thr(But)-OH [80-83

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1) und r-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60: 6:24:20); Schmp. 95—
99°C; [a]®: —11.0° bzw. [a]2: —7.0° (¢ = 1 in Methanol); Aminosiureanalyse
des 6 M HCIl-Hydrolysats (24 h; 110 °C unter Thioglykolsiure-Zusatz): Cys 0.96
(1) Thr 3.09 (3); gaschromatographische Enantiomeren-Bestimmung: D-allo-Thr
< 0.5%; D-Cys nicht bestimmt.

CyHgN5O S5 (834.15). Ber. C€53.28 H7.62 N8.40 S 11.33.
Gef. €52.99 H7.42 N8.33 S 11.45.
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Fragment B-III, d.i. Adoc-His(Adoc)-Trp-Asn-Ser(Bu)-Tyr(Bu")-OH
[75—79], wurde wiederum nach dem bewihrten stufenweisen Anbauver-
fahren mit Hilfe der Aktivester Z-Ser(Bu')-ONSu, Z-Asn-ONp, Z-Trp-
ONSu und letztlich Adoc-His(Adoc)-ONSu unter Verwendung von
O-tert-Butyl-tyrosin als Startmaterial in 49% Ausbeute erhalten (s.
Schema 8):

Schema 8. Teilsequenz 75—79 (Fragment B-111)

Z-Ser(Bu')-ONSu [78] + H-Tyr(But)-OH[7q]

Z-Ser(But)-Tyr(But)-OH [78-794]

Ho/Pd

Z-Asn-ONp[77 + H-Ser(Bul)-Tyr(But)-OH[78-791]

Z-Asn-Ser{Bul)-Tyr(But)-OH [77-79q]

Ho/Pd

Z-Trp-ONSu [76] + H-Asn-Ser(Buh)-Tyr(But)-OH [77-79b]

Z-Trp-Asn-Ser(Bul)-Tyr(But)-OH [76-794]

Hy/Pd

Adoc-Hjs(Adoc)—ONSuDS] + H-Trp-Asn-Ser(But)-Tyr(But)-OH[76-798]

n|

Adoc-His(Adoc)-Trp-Asn-Ser(But}-Tyr(But)-OH[75-79]

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1) und n-Heptan/tert-Butanol/Essigsdure (3:2:1); Schmp. 179—180°C;
[o]2: +2.4° bzw. [w]%,: +2.7° (¢ = 1, in Methanol); Aminosiureanalyse des 6 M
HCI-Hydrolysats (24 h; 110 °C unter Thioglykolsdure-Zusatz): Asp 1.03 (1) Ser
0.99 (1) Tyr 0.98 (1) His 0.99 (1) Trp 0.90 (1); gaschromatographische Enantiome-
ren-Bestimmung: D-Ser < 0.5%; D-Asp 1.3%; D-Tyr 1.3%; D-Trp < 1%; D-His
0.9%.

CosHgsNyO 3 - .S H,0 (1201.43). Ber. C62.98 H7.22 N10.49.
Gef. C62.75 H7.05 N 10.36.
b) Verkniipfung der Fragmente (s. Schema 9)

In Sequenzfolge wurden zuerst die Fragmente B-I und B-II nach
dem Dicyclohexylcarbodiimid/Hydroxysuccinimid-Verfahren zu Nps-
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Schema 9. Teilsequenz 75—88 ( B-Kette)

Nps--OH [80-83) + H-[84-88]-0Bu! [84-88b)]
DCC/HONSu
Nps-[80-88]-0But [80-88a]
HBr/2-Methylindal
Adoc--OH[75-79] + H-[80-88]-0But [80-88b)]

lDCC/HONSu

Adoc- [75-88]-0But [75-884]
CF3CO0H/Anisol / 2-Methylindol

H-His-Trp-Asn-Ser-Tyr-Cys(SBuf)-Thr-Thr-Thr-His-Thr-Phe-Val- Lys-OH [75-88b)

l(c,, HglaP

H-His-Trp-Asn-Ser- Tyr-Cys-Thr-Thr-Thr-His-Thr-Phe-Val-Lys-OH [75-88¢|

Cys(SBu')-Thr(Bu')-Thr(Bu)-Thr(Bu')-His-Thr(Bu')-Phe-Val-Lys(Boc)-
OBy’ [80—88a] in 60% Ausbeute verkniipft:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in Methanol/Essigester/Methy-
lenchlorid (1 : 2: 3) und n-Heptan/tert-Butanol/Essigsdure (3:2: 1); Schmp. 151—
154°C; [o]8): —21.4° bzw. [a]25:: —22.8° (¢ = 1 in Methanol); Aminosiureanaly-
sedes 6 M HCl-Hydrolysats (24 h; 110 °C unter Thioglykolsdure-Zusatz): Thr 3.74
(4) Cys 1.00 (1) Val 1.00 (1) Phe 1.02 (1) His 1.00 (1) Lys 1.01 (1); gaschromatogra-
phische Enantiomeren-Bestimmung: D-Val 1.2%; D-allo-Thr < 0.5%; D-Phe
1.2%; D-Lys 2.2%; D-His 4.3%.

CyoH,3N 50,685 (1659.23). Ber. C57.91 H7.96 N10.97 S 5.80.
Gef. C57.86 H7.93 N11.01 S 5.60.

AnschlieBende Abspaltung der 2-Nitrophenylsulfenyl-Schutzgruppe
mittels Bromwasserstoff/2 Methylindol und Verkniipfung des resultieren-
den aminofreien Nonapeptid-Derivats [80—88b] mit Fragment B-III
wiederum nach der Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hydroxysuccinimid-Me-
thode lieferte die vollgeschiitzte B-Kette, d.i. Adoc-His(Adoc)-Trp-Asn-
Ser(Bu')-Tyr(Bu")-Cys(SBu')-Thr(Bu')-Thr(Bu")-Thr(Bu')-His-Thr(Bu')-
Phe-Val-Lys(Boc)-OBu' [75—88 a] in 78% Ausbeute:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in Chloroform/80% Essigsiure/
Trifluorethanol (2:0.5:0.5) wund Chloroform/80%  Essigsdure/Methanol
(2:0.5:0.5); Schmp. 180—185°C; [o]%: —11.2° bzw. [a]¥: —13.7° (c =1, in
Dimethylformamid); Aminosdureanalyse des 6 A HCIl-Hydrolysats (48 h; 110°C
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unter Thioglykolsaure-Zusatz): Asp 1.06 (1) Thr 3.61 (4) Ser 0.89 (1) Cys 0.95 (1)
Val 1.02 (1) Tyr 1.03 (1) Phe 1.03 (1) His 1.88 (2) Lys 1.01 (1) Trp 0.96 (1), bei 24 h-
Hydrolyse: Thr 3.90 (4) Ser 0.97 (1); Peptidgehalt: 94% ber. fiir M, = 2662.45.

Die Abspaltung der sdurelabilen Schutzgruppen unter Erhalt der S-
tert-Butylthio-Gruppe des Cystein-Restes erfolgte wiederum mittels Tri-
fluoressigsdure unter Zusatz von 2-Methylindol und Anisol als Scavenger
(s. 0.); Gel-Filtration des Rohproduktes an Biogel P 6 (Elution mit 0.1 M
Ammoniumacetat-Puffer, pH 4.0) und nachfolgende Verteilungschroma-
tographie an Sephandex G-25 (Elution mit der Oberphase des Losungs-
mittelsystems n-Butanol / 0.25 MAmmoniumacetat-Puffer, pH4.5/Etha-
nol, 1:1:0.04) lieferte die S-geschiitzte B-Kette, d.i. H-His-Trp-
Asn-Ser-Tyr-Cys(SBu')-Thr-Thr-Thr-His-Thr-Phe-Val-Lys-OH  [75—
88 b]:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in r-Butanol/Essigsidure/Pyri-
din/Wasser (45:10:15:20 und 50:10: 50: 40); einheitlich in der Hochdruckfliis-
sigkeitschromatographie an Rad Pak C18 (10 x 0.8cm) mit Acetonitril/1%
Trifluoressigsdure Dibutylammonium-Salz, 26 : 76, als Eluens (FlieBgeschwindig-
keit 1.4 ml/min; Detektion: UV,); Aminosdureanalysen des 6 M HCl-Hydroly-
sats (24 h, 110 °Cunter Thioglykolsiure-Zusatz): Asp 1.01 (1) Thr 3.63 (4) Ser 0.91
(1) Cys 0.89 (1) Val 0.81 (1) Tyr 1.00 (1) Phe 0.87 (1) His 2.02 (2) Lys 0.79 (1) Trp
0.95 (1); bei 48 h-Hydrolyse: Phe 1.01 (1) Val 0.97 (1) Lys 1.02 (1) (Peptidgehalt:
87% ber. fiir M, = 1 813.13) und des Aminopeptidase M-Abbaus: Ser 0.97 (1) Cys
(SBut) 1.02 (1) Val 1.01 (1) Tyr 0.99 (1) Phe 1.01 (1) His 1.89 (2) Lys 0.99 (1) Trp
0.99 (1); Asn und Thr nicht bestimmt.

3..Synthese des unsymmetrischen Cystinpeptids nach Weg A (s. Schema 10)

Durch Reduktion mit Tributylphosphin18 wurde sowohl die S-
geschiitzte A-Kette [10—25b] als auch die S-geschiitzte B-Kette [75—
88 b] unter dhnlichen Bedingungen [ A-Kette: in 0.5 M Ammoniumacetat-
Puffer, pH7.7 (6 M in Harnstoff); B-Kette: in 80% Essigsdure (6 M in
Harnstoff und in Gegenwart eines hohen Uberschusses an Ammonium-
acetat)] in die entsprechenden Cysteinpeptide [10—25c¢] und [75—88c] "
iibergefiihrt.

Fir die S-Aktivierung, d.1i. die Umsetzung der Cystein-Komponente
mit Azodicarbonsiuredimorpholid*, war wegen der giinstigeren Loslich-
keitseigenschaften — die aber trotzdem ein Arbeiten in 6 M Harnstoff
erforderten — die erstellte B-Kette besser geecignet als die relativ
schwerlosliche A-Kette. Trotz der wohl bislang einmaligen Synthese
,,doppelstrangiger* unsymmetrischer Cystinpeptide aus zwei verschiede-
nen vollig ,,freien*, d. h. in allen Funktionen ungeschiitzten Cysteinpepti-
den konnte, wenn auch nur in bescheidenem MaBe, das gewiinschte N WF-
Sequenzteilstiick 10-25/75-88 durch Chromatographie des Reakuonsge—
misches erhalten werden.
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Weg B

Wegen der unbefriedigenden Ergebnisse des Synthesewegs A — vor
allen Dingen die letzte Stufe betreffend -— wurde der Schwerpunkt der
synthetischen Arbeiten auf einen alternativen Weg gesetzt; unter Einbezie-
hung der unter Weg A erstellten Fragmente fiir die A-Kette und der
aufgebauten vollgeschiitzten B-Kette wurde das NWF-Sequenzteilstiick
10-25/75-88 wie folgt zuginglich:

1. Verkniipfung der A-Ketten-Fragmente zu ,,héheren’ Teilstiicken

Teilstick A-[III-IV] d.i. Boc-Gly-Glu(OBu')-Phe-Ser(Bu’)-Val-
Cys(SBu')-Asp(OBu)-Ser(Bu')-OH [10—17a], wurde durch Konden-
sation von Fragment A-IV, [10—14], mit dem durch Nps-Abspaltung

. gewonnenen Tripeptid-Derivat H-Cys(SBu')-Asp(OBu)-Ser(Bu')-OH
[15—17b] — im silylierten Derivatisierungszustand — nach dem
Mischanhydridverfahren in 68% Ausbeute erhalten (s. Schema 11):

Schema 11. Teilsequenz 10—17 ( A-Kettenteilstiick) A-[III-VI]

Nps-Cys{SBut)-Asp(0But)-Ser(But)-OH [15-17a]

HCl/Dioxan
Boc-Gly-Glu(0But)-Phe-Ser (Bul)-val- OH [10-14] H-Cys(SBut)- Asp{OBut}-Ser(But}-OH-HCI [i5-17b]
Chlerameisensdure-
iso-butylester + N,0-bis~(Trimethylsilyl jacetamid

Boc-Gly-Glu{OBut)-Phe - Ser{But)-Val- Cys(SBut)-Asp(OBut}-Ser{But)-OH [10-17q]

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in n-Butanol/Essigsaure/Wasser/
Pyridin (60: 6: 24 : 20); Schmp. 262—265 °C (Zers.); [«]%: —48.7° bzw. [a]%s: —
58.3° (¢ = 0.3, in Dimethylformamid); Aminosidureanalyse des 6 M HCIl-Hydroly-
sats (24 h; 110 °C unter Thioglykolsdurezusatz): Asp 1.00 (1) Ser 1.98 (2) Glu 1.03
(1) Gly 1.00 (1) Cys 0.94 (1) Val 0.94 (1) Phe 1.04 (1); gaschromatographische
Enantiomeren-Bestimmung: D-Val 2.8%; D-Ser <0.5%; D-Asp 1.82%; D-Phe
0.68%; D-Glu 0.83%.

CyoHysN;O5S, (1255.61). Ber. C56.44 H7.87 N8.92 $5.17.
Gef. C55.97 H7.75 N8.99 S5.11.

Teilstiick A-[I-IT], d.i. H-Val-Ser(Bu')-Val-Trp-Val-Gly-Asp(OBu)-
Lys(Boc)-OBu' [18—25b] war leicht durch hydrogenolytische Entfer-
nung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe aus dem entsprechenden Octapep-
tid-Derivat [18—25a] des Wegs A (s.0.) in 92% Ausbeute zuginglich:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsaure/Wasser
(3:1:1) und n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20); [«]%: —17.0
bzw. [a]%; —21.7 (¢ = 0.5, in Dimethylformamid).

CssHy;N0,Cl (1193.92). Ber. C60.19 H8.36 N12.10.
Gef. C59.97 H8.19 N'11.89.



Nervenwachstumsfaktor — Aktivzentrum 521

2. Synthese des unsymmetrischen Cystinpeptids nach Weg B

Tributylphosphin-Abspaltung der S-zert-Butylthio-Schutzgruppe von
der allseits geschiitzten B-Kette (s. Schema 12) erbrachte das thiolfreie
Tetradecapeptid ~ Adoc-His(Adoc)-Trp-Asn-Ser(Bu')-Tyr(Bu')-Cys-Thr(Bu)-
Thr(Bu")-Thr(Bu')-His-Thr(Bu)-Phe-Val-Lys(Boc)-OBu', [ 75—88 d]; das
diinnschichtchromatographisch einheitliche Produkt wurde ohne weitere
Charakterisierung als Thiol-Komponente der Disulfid-Verkniipfung zu-
gefiihrt. Teilstiick A-[TII-IV] wurde durch analoge Tributylphosphin-
Reduktion in das thiolfreie Octapeptid-Derivat Boc-Gly-Glu(OBu')-Phe-
Ser(Bu")-Val-Cys-Asp(OBu')-Ser(Bu")-OH [10—17b] in fast quantitati-
ver Ausbeute iibergefiihrt; seine Umsetzung mit Azodicarbonsiure-di-
tert-butylester in Dimethylformamid in das S-aktivierte Sulfenohydrazid-
Derivat [10—17¢] war mit 82% Ausbeute erfolgreich:

Diinnschichtchromatographisch rein in iso-Amylalkohol/Pyridin/Wasser
(35:35:30) und n-Heptan/tert-Butanol/Essigsaure (3:2:1); [a]®: —21.5° bzw.
[o]%: —24.7° (¢ = 0.5, in Dimethylformamid).

CysHi0sN1g05S (1397.72). Ber. C55.86 H7.79 N10.02 §2.29.
Gef. C55.86 H7.69 N9.65 S2.26.

Das gewonnene S-aktivierte Octapeptid-Derivat [ 10—17 ¢] wurde mit
dem thiolfreien Tetradecapeptid [75—88d] im Verhéltnis 1.5:1 in
Dimethylformamid verkniipft (unter diinnschichtchromatographischer
Verfolgung der Umsetzungsrate der Thiolverbindung: quantitativ) (s.
Schema 12). Die Abtrennung der iiberschiissigen S-Aktivkomponente
[10—17¢] gelang durch einfache Gelfiltration an Sephadex LH 20
(Elution mit Dimethylformamid bei einer FlieBgeschwindigkeit von
1 ml/min). Die iibliche Aufarbeitung des Eluats durch Einengung und
Fillung mit Ether erbrachte das unsymmetrische Peptid-Derivat [10—
17/75-88 a] in 72% Ausbeute:

Schema 12. Teilsequenz 10-17/75-88 ( gezielte Disulfidbriickenbildung nach Weg B)

0 15
Boc-Gly—Cys(SBut) Ser(But)-OH [10-17a]
(CHg)P
10 17 5 80 B8
Boc-Gly—Cys — ———_Sar(But)-OH [10-17) Adoc-His(Adoc) — Cys{SBut)—Lys(Boc)-0But [75-88d]
Boc-N=N-Bec (C4HghyP

10 75
Boc-Gly— CyS(NBoc-NHBoc)—Ser(Bul)-OH [i0-17]  +  Adoc-His{Adoc) —Cy® {ys(Boc)-0But [75-88b)

10 17
Boc-Gly Ser(Bul)-OH

Cye

Adoc-His(Adoc)—Cye J5(Boc)-0But [10-17/75-88a]
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Diinnschichtchromatographisch einheitlich in #-Butanol/Essigsiaure/Wasser
(3:1:1) und Chloroform/80% Essigsdure/Methanol (2:0.5:1); Schmp. 202—
206 °C; [«]¥: —3.4° bzw. [e]¥: —4.6° (¢ = 0.2, in Dimethylformamid); Amino-
sdureanalyse des 6 M HCl-Hydrolysats (24h; 110°C unter Thioglykolsidure-
Zusatz): Asp 1.93 (2) Thr 4.00, Ser 3.06 (3) Glu 1.02 (1) Gly 1.01 (1) Cys 1.83 (2)
Tyr 0.97 (1) Phe 1.84 (2); nach 48 h — Hydrolyse: Val 1.92 (2) Phe 2.00 (2) His 1.71
(2) Lys 0.98 (1); Peptidgehalt: 99% ber. fiir M, = 3739.71.

Der Anbau der A-Ketten-Restsequenz [18—25b] an das vorgehend
erstellte unsymmetrische Cystinpeptid-Derivat [10-17/75-88 a] erfolgte
— als Resultat unserer Versuchsansitze — nach einer vorausgehenden
Blockierung der Imidazolfunktion des Histinrestes-84 der B-Kette als
N'"™-Adamantyloxycarbonyl-Derivat (Acylierung nach bekanntem Ver-
fahren mittels Adoc-F'%) (s. Schema 13). Das entsprechende Peptid-
Derivat [10-17/75-88b] wurde durch einfache - Ausfillung aus dem
Acylierungsansatz in fast quantitativer Ausbeute erhalten:

Diinnschichtchromatographisch rein in n-Heptan/tert-Butanol/Essigsdure
(3:2:1) und Chloroform/80% Essigsdure/Methanol (2:0.5:1); Schmp. 211—
215°C; [o]®: —1.6° bzw. [a]2%: — 1.1° (¢ = 0.2, in Dimethylformamid); Ausb.:
95% d.Th.).

C1o9H303Np0,;S, (3917.89). Ber. C61.01 H7.80 N 10.37 S1.64.
Gef. C60.80 H7.70 N 10.07 S 1.66.

Schema 13. NWF-Teilsequenz 10-25/75-88 (Weg B)

10 15 17
Boc-Gly Cys—Ser(But}-OH
V&l 88
Adoc-His(Adoc}— Cye——His ——Lys(Boc)-OBut [10-17/75-88d]
Adoc-F
10 15 17
Boc-Gly———Cys —Ser{But)-OH

75 ’80 84 88
Adoc-His{Adoc)— Cys—-His(Adoc) —Lys(Boc)-0But 50—17/ 75—88b]

Chlorameisensdure~
iso-butylester

18 25
\ H-val LysfBoc)-0But [18-25b)
10 J!S 17 18 25
Boc-Gly————Cys Ser(But)-Val——————Lys(Boc)-OBut

75 80 84 88
Adoc-His(Adoc)—— Cys——His{Adoc) —Lys(Boc)-0But [10-25/75-884]

CF3COOH

H-Gly-Glu-Phe-Ser-Val -Cys-Asp-Ser-Val-Ser-Val-Trp-Val-Gly-Asp-Lys-OH

H-His-Trp-Asn -Ser-Tyr-Cys-Thr - Thr-Thr-His-Thr-Phe-Val-Lys-OH [‘I0~25/75—88b]
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Die Verkniipfung der beiden Teilstiicke [10-17/75-88 b] und [18-25 b]
nach dem Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hydroxysuccinimid- oder auch
Mischanhydrid-Verfahren verlief erfolgreich. Das gewiinschte vollge-
schiitzte unsymmetrische Cystinpeptid-Derivat [10-25/75-88 a] konnte
nach Gelfiltration an Sephadex LH-20 (Elution mit Dimethylformamid)
in 88% Ausbeute gewonnen werden:

Diinnschichtchromatographisch einheitlich in Methanol/Essigester/Methy-
lenchlorid (1:2:3) und Chloroform/80% Essigsdure/Methanol (2:0.5:1); [a]2:
+ 18.2° bzw. [a]¥,: + 21.8° (¢ = 0.2, in Dimethyl formamid); Aminosiureanalyse
des 6 M HCI-Hydrolysats (48 hi; 110 °C unter Thioglykolsiure-Zusatz): Asp 3.06
(3) Thr 4.09 (4) Ser 3.77 (4) Glu 1.05 (1) Gly 2.00 (2) Cys 2.10 (2) Val 4.74 (5) Tyr
0.96 (1) Phe 2.06 (2) His 1.89 (2) Lys 1.95 (2); Peptidgehalt: 98% ber. fiir
M, = 5057.35; gaschromatographische Enantiomeren-Bestimmung: D-Val 1.8%;
D-allo-Thr 0.2%; D-Ser 0.2%; D-Asp 1.7%; D-Phe 0.6%; D-Glu 1.0%; D-Lys
1.0%; D-Trp 2.2%; D-His 1.3%; D-Tyr 5.4% (hydrolyse-bedingt fiir die Tyr-Cys-
Sequenz).

Die Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen gelang durch Behan-
deln von [10-25/75-88 a] mit Trifluoressigsdure unter Zusatz von 2-
Methylindol und Anisol als Scavenger. Das nach {iblicher Aufarbeitung
erhaltene Rohprodukt wurde einer zweifachen Sephadex-LH-20-Chro-
matographie mit ! M Ammoniumacetat-Puffer (pH 3.7)/2-Butanol, 10: 2,
als Eluens unterworfen und das unsymmetrische Cystin-Peptid [10-25/75-
88 b] in lyophilisiertem Zustand isoliert:

Diinnschichtchromatographisch weitgehend einheitlich in #-Butanol/Essig-
sdure/Pyridin/Wasser (45:10:15:20 und 50: 10: 50 : 40); Aminosiureanalyse des
6 M HCl-Hydrolysats (48 h; 110 °C): Asp 2.95(3) Thr4.07 (4) Ser 3.91 3) Glu 1.12
(1) Gly 2.04 (2) Val 4.68 (5) Tyr 0.92 (1) Phe 2.06 (2) His 1.76 (2) Lys 2.00 (2); Cys
und Trp nicht bestimmt; Peptidgehalt: 50% ber. fiir M, = 3436.88.

Die nach Weg B synthetisierte NWF-Teilsequenz 10-25/75-88, d. 1. das
sogenannte Revoltella-Spaltstiick, erwies sich in umfangreichen biologi-
schen Untersuchungstests als nicht aktiv.
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