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The synthesis of the protected tricosapeptide Z-Val-Lys(Z)-Pro-Gly-Glu (OBzl) -Gln-Ser-Phe-Val-

Gly-Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (MBzl) -Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB

is described. The tricosa-

peptide was built up from the decapeptide Z-Val-Lys(Z)-Pro-Gly-Glu(OBzl)-Gln-Ser-Phe-Val-Gly-
ONp and the tridecapeptideester Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (MBzl) -Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB.
A further nonadecapeptide with tert-butylmercapto protection of the SH group was also synthetized.

Durch eine Anderung der Strategie! unseres
ersten Syntheseplans? und Verkiirzung der ur-
spriinglich angestrebten Sequenz von 273 auf 23
Aminosduren?! ist es uns gelungen, die enormen
Loslichkeitsschwierigkeiten, die sich trotz Variation
der Schutzgruppen einer Verkniipfung der die ge-
samte Partialsequenz umfassenden Fragmente ent-
gegenstellten, zu iliberwinden und das geschiitzte
Tricosapeptid Z-Val-Lys (Z)-Pro-Gly-Glu (OBzl) -Gln-
Ser-Phe-Val-Gly-Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(MBzl)-
Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB zu synthetisieren. In
der VII. Mitteilung* dieser Reihe wurde der Auf-
bau der Sequenz 12 — 23 (s. Schema) behandelt. Die
vorliegende Arbeit befaf3t sich mit der Synthese eines
geschiitzten Tricosapeptids nach dem in Schema 1
angegebenen Syntheseplan.

Synthese des Fragments Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-
His-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala

Der bereits in der VII. Mitteilung * beschriebene
Dodecapeptidester Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (MBzl) -
Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB wurde zunichst mit
Boc-GIn-ONp verlangert; fir die Kupplung des Gln
als Einzelaminosdure war vor allem unsere friithere
Beobachtung ® maflgebend, daf eine Verlidngerung
des Fragments Ala-Ala-Thr-Gly um ein Gln zwar
maoglich ist, aber der Versuch der Aktivierung auch
bei Verwendung von an der Amidgruppe geschiitz-
ten Gln-Derivaten zu erheblichen Léslichkeitsschwie-
rigkeiten gefithrt hat. Das gewonnene Tridecapep-
tid 11 —23, das sowohl mit p-Methoxybenzyl- als
auch mit tert-Butylmercapto-Schutz der SH Gruppe

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Val Lys Pro Gly Glu Gln Ser Phe Val Gly Gln Ala Ala Thr Gly His Cys Val Ala Thr Ala Thr Ala
MBz|,
Boc ONB
MBzl
Boc—1—ONp ONB
Z 0Bzl MBzl
Z OH Boc ONB
zZ 0Bzl MBzl
z ONp ONB
4 OBzl MBzl
Z ONB

Syntheseschema 1.
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des Cysteins erhalten wurde, ist ebenfalls sehr schwer
loslich in Dimethylformamid, und da es auflerdem
als Gallerte anfillt, schwer zu reinigen. Von den
beiden mit verschiedenen Schwefelschutzgruppen
vorliegenden Produkten wurde das besser zu ver-
arbeitende p-Methoxybenzyl-geschiitzte Bruchstiick
in der iiblichen Weise an der Aminogruppe deblok-
kiert und ein Tridecapeptidester erhalten, der noch
in DMF (1 g/50 ml) und Hexamethylphosphor-
siuretriamid ausreichend 16slich war, um als Amin-
komponente fiir weitere Kupplungsreaktionen zu
dienen.

Synthese des Fragments Glu-Gln-Ser-Phe-Val-
Gly-GIn-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(MBzl)-Val-
Ala-Thr-Ala-Thr-Ala

Der oben beschriebene Tridecapeptidester wurde
als Aminkomponente mit dem p-Nitrophenylester der
bereits friiher beschriebenen ¢ Acylpeptidsdure Boc-
Glu (OBzl) -Gln-Ser-Phe-Val-Gly zum Nonadecapep-
tidester gekuppelt. Dieses Fragment war auch nach
Deblockierung der Aminogruppe in den gingigen
Lésungsmitteln nicht mehr ausreichend 16slich und
konnte daher nicht als Aminkomponente fiir eine
weitere Verldngerung der Kette eingesetzt werden.
Fiir die Synthese der Sequenz 1—23 blieb daher
nur noch die Verkniipfung von 1 —10 mit 11 —23.
Dieser Weg konnte erfolgreich beschritten werden.

Synthese der Sequenz Val-Lys-Pro-Gly-Glu-Gln-
Ser-Phe-Val-Gly-Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys
(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala

Wie aus dem Syntheseschema hervorgeht, wurde
das geschiitzte Tricosapeptid aus dem oben beschrie-
benen Tridecapeptidester als Aminkomponente und
dem aktiven Ester des bereits frither beschriebenen €
Dekapeptids Z-Val-Lys (Z)-Pro-Gly-Glu (OBzl) -Gln-
Ser-Phe-Val-Gly-OH erhalten. Wihrend die Carb-
oxyl- und Aminkomponente noch eine ausreichende
Loslichkeit besaBen (0,7 g/70 ml DMF), war das
Reaktionsprodukt selbst in Hexymethylphosphor-
sduretriamid kaum noch loslich, konnte aber durch
Waschprozeduren mit verschiedenen Losungsmitteln
gereinigt werden und ergab eine gute C,H,N-Ana-
lyse sowie eine befriedigende Aminosdureanalyse;
die Kupplungsausbeute auf dieser Stufe betrug
70%. Fiir die Abspaltung der Schutzgruppen
kommt schon wegen der Schwerléslichkeit nur die An-

wendung von Fluorwasserstoff in Frage. Mit diesen
Experimenten sind wir zur Zeit beschéftigt. Das nun
vorliegende Tricosapeptid unterscheidet sich von
der 27 Aminosduren umfassenden Gesamtsequenz®
durch das Fehlen des Carboxyl-endstindigen Tetra-
peptids Gln-Ile-Met-Lys. Daher sind unsere weiteren
Experimente auf die Synthese der Gesamtsequenz
gerichtet. Dabei ist davon auszugehen, da} wir uns in
der Endphase der Synthese des Tridecapeptids be-
reits an mehreren Stellen an der Grenze der Loslich-
keit der Fragmente befanden.

Beschreibung der Versuche
Allgemeines s. VI. Mitteilung .

Synthesen

Boc-Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (S-t-Bu) -Val-Ala-
Thr-Ala-Thr-Ala-ONB

1 mm (1,4 g) Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (S-t-Bu)-
Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x 2 TFA ¢ werden zu-
sammen mit 2mM (0,72 g) Boc-Gln-ONp und 1,1
mM (0,15g) HBT in 250 ml DMF gelost und bei
0 °C mit 2mmM (0,28 ml) TAA versetzt. Dabei wird
die Lésung sofort triib, geliert, wird innerhalb von
30 min aber wieder klar. Das Eisbad wird entfernt
und der Reaktionsansatz 48 Stunden bei Zimmer-
temperatur heftig geriihrt. Die nun wieder triibe
Lésung wird in 1,61 Eiswasser eingeriihrt, 12 Stun-
den im Kiihlschrank stehen gelassen und der flok-
kige Niederschlag auf einer Nutsche gesammelt. Der
noch feuchte Filterkuchen wird sorgfaltig mit Me-
thanol, Athanol, Essigester und Petrolither nach-
gewaschen. Das so erhaltene Produkt ist schmierig
und glasig und wird tiber CaCl, und P,05 getrock-
net. Da das Produkt nur schwer abzusaugen ist und
in siedendem DMF nur wenig 16slich ist, konnten
weitere Reinigungsoperationen nicht durchgefiihrt
werden.

DC: I, II, IV, VI einheitlich.

Ausbeute: 1,1 g (72,4%). Schmelzpunkt: 244 °C
(Zers.).

[a]} = —60,6° (¢ = 1, HMPT).
CesH191N17055S, (1524,73)

Ber. C 50,42 H 6,68 N 15,62
Gef. C 49,48 H 6,66 N 14,83.
Aminosédureanalyse:
Thr Glu Gly Ala Cys Val His
Ber. 3,0 1,0 1,0 50 1,0 1,0 1,0;

Gef. 2,91 0,96 0,92 5,00 n.b. 1,05 0,99.
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Boc-Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (MBzl)-Val-Ala-
Thyr-Ala-Thr-Ala-ONB *

1,5mm (2,15 g) Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (MBzl) -
Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x 2 TFA * werden zu-
sammen mit 3mM (1,1 g) Boc-Gln-ONp und 2 mm
(0,27 g) HBT in 150 ml DMF gelost und bei 0 °C
mit 3,0mm (0,42ml) TAA versetzt. Der triibe und
anfangs geleeartige Reaktionsansatz wird aus dem
Eisbad entfernt und bei Raumtemperatur 48 Stun-
den heftig geriihrt. Dann wird das Reaktionsgemisch
in 1,51 Essigester eingerithrt und nach sechs Stun-
den Stehen im Kiihlschrank das ausgefallene Pro-
dukt abfiltriert. Die Reinigung erfolgt durch Wa-
schen mit Athanol, Ather und Petrolither. Die Los-
lichkeit in siedendem DMF ist gering.
DC: I, I1, IV, VI einheitlich.
Ausbeute: 2,0 g (85,7%). Schmelzpunkt: 238 —
240 °C (Zers.).
[a]¥ = —22,1° (¢ = 1, HMPT).
CesH101N17025S (1556,71) :

Ber. C 52,47 H 6,54 N 15,30;
Gef. C 52,04 H 6,54 N 14,99.
Aminosaureanalyse:
Thr Glu Gly Ala Cys Val His
Ber. 3,0 1,0 1,0 50 1,0 1,0 1,0;

Gef. 2,90 0,95 0,92 5,00 n.b.

Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-
Ala-Thr-Ala-ONB x 2TFA

1mMm (1,6 g) des acylierten Tridexapeptids wer-
den wie iiblich mit 10 ml TFA behandelt. Die Rei-
nigung erfolgt durch griindliches Waschen mit abso-
lutem Ather.
DC: I, II, IV einheitlich.
Ausbeute: 1,65 g (98%). Schmelzpunkt: 211 —
212 °C (Zers.).
[a]l} = —22,7° (c = 1, HMPT).
C67H95N170255F6 (1684‘,64‘) :
Ber. C 47,77 H 5,68
Gef. C 47,48 H 5,79

Boc-Glu(OBzl)-Gln-Ser-Phe-Val-Gly-Gln-Ala-Ala-
Thr-Gly-His-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-
ONB

a. Boc-Glu(OBzl)-Gln-Ser-Phe-Val-Gly-ONp

5 mm (4,3 g) Boc-Glu(OBzl)-Gln-Ser-Phe-Val-
Gly-OH® und 7mm (1,0g) p-Nitroghenol werden
in 50 ml DMF gel6st und bei —20 “C mit 0,5 mm
(1,13 g) DCCI in 20 ml DMF versetzt. Nach einer
halben Stunde wird das Kaltebad entfernt und iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach kurzer
Kiihlung wird der ausgefallene DCH abfiltriert und
das Filtrat in ca. 400 m] Essigester eingeriihrt. Das

1,03 0,91.

N 14,13;
N 13,98.

ausgefallene Produkt wird abgesaugt und aus Atha-
nol umkristallisiert.

DC: I, III minimale Verunreinigung mit Ausgangs-

produkt, die auch durch mehrfache Umkristallisation

nicht entfernt werden kann.

Ausbeute: 3,2 g (65,5%). Schmelzpunkt: 217 —

227°C.

[a]l} = —16,9° (c = 1, DMF).

Cy;HgoNgOy5 (977,04) :
Ber. N 11,47;

Gef. N 11,48.

b. Kupplungsreaktion

0,6 mM (1,0 g) Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys-
(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x 2 TFA wer-
den in 50ml DMF gelost. AnschlieBend werden
Imm (1,0g) Boc-Glu(OBzl)-Gln-Ser-Phe-Val-Gly-
ONp und 1mm (0,14g) HBT, gelost in 20 ml
DMF, zugegeben. Bei 0°C werden 1,2mM (0,17
ml) TAA zur Reaktionslosung getropft. Es bildet
sich ein klares Gel, das mit 50 ml DMF verfliissigt
wird und 48 Stunden bei Raumtemperatur geschiit-
telt wird. Der gallertige Ansatz wird in 1,51 Essig-
ester eingerithrt und nach 12 Stunden der weifle
Niederschlag abgesaugt und mit Athanol, Ather und
Petrolather nachgewaschen. Das weille Pulver wird
nochmals zur Entfernung von tiberschiissigem Hexa-
peptid in 50 ml DMF aufgeriihrt, bis sich ein klares
Gel gebildet hat und die Reinigungsprozedur wie-
derholt. Dabei fallt das Produkt in reiner Form an.
DC: I I1, IV, VI einheitlich.

Ausbeute: 1,0g (72,5%). Schmelzpunkt: 245 —
246 °C (Zers.).

[a]} = —15,8° (¢ = 1, HMPT).
Ci04H14gN24035S (2294,52) :

Ber. C 54,44 H 6,50 N 14,65;

Gef. C 53,97 H 6,41 N 14,37.

Aminosédureanalyse:

Ber.

Thr Ser Glu Gly Ala Cys Val Phe His
30 1,0 30 20 50 1,0 2,0 1,0 1,0;
Gef.

Thr Ser Glu Gly Ala Cys Val Phe His
2,91 0,97 3,02 2,00 5,00 n.b. 1,98 0,98 1,01.

Glu(OBzl)-Gln-Ser-Phe-Val-Gly-Gln-Ala-Ala-Thr-
Gly-His-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB
x2TFA

0,3 mM (0,7 g) des acylierten Nonadecapeptids
werden wie iiblich mit 10 ml TFA behandelt. Die
Reinigung erfolgt durch griindliches Waschen mit
absolutem Ather. Man erhilt ein Produkt, das nur
schwer in heiBem DMF und HMPT I6slich ist.

DC: Die Substanz bleibt in allen getesteten Laufmit-
teln auf der Startlinie liegen.
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Ausbeute: 0,7 g (96,3%). Schmelzpunkt: 233 —
234.°C (Zers.).

[a]¥ = —10,4° (c = 1, HMPT).
CiosH145N240355F (2422,45) :
Ber. C 51,07 H 591 N 13,88;
Gef. C 49,47 H 5,69 N 13,16.

Z-Val-Lys(Z)-Pro-Gly-Glu(OBzl)-Gln-Ser-Phe-Val-
Gly-Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(MB:zl)-Val-Ala-
Thr-Ala-Thr-Ala-ONB

a. Z-Val-Lys(Z)-Pro-Gly-Glu (OBzl) -GIn-Ser-Phe-

Val-Gly-ONp

2 mM (2,8 g) des Acylpeptids® und 4 mm
(0,56 g) p-Nitrophenol werden in 50ml DMF ge-
16st und bei —20°C mit 3mm (0,6 g) DCCI in
20 ml DMF versetzt. Nach einer halben Stunde wird
das Kiltebad entfernt und iiber Nacht bei Raumtem-
peratur geriihrt. Nach kurzer Kithlung wird der aus-
gefallene DCH abfiltriert und das Filtrat in ca.
500 ml Essigester eingeriihrt. Nach weiteren sechs
Stunden Kiihlung wird der feine, flockige Nieder-
schlag abzentrifugiert und nacheinander je zweimal
in Athanol, Essigester und Ather aufgeschlimmt
und abzentrifugiert. Dann wird das Produkt in Pe-
troldther aufgeriihrt und abfiltriert; man erhilt ein
lockeres weif3es Pulver.
DC: 1, VI einheitlich.
Ausbeute: 2,5¢ (82%). Schmelzpunkt: 210 —
215 °C (unscharf).
[a]} = —16,6° (¢ = 1, DMF).
C,6HosN1505; (1526,66) :

Ber. C 59,79 H 6,27 N 11,93;
Gef. C 59,28 H 6,23 N 11,86.

b. Kupplungsreaktion

0,3 mM (0,5 g) Gln-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys-
(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x 2 TFA wer-
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den in 50ml DMF gelost. Dazu gibt man eine Lo-
sung von 0,33 mM (0,5 g) der Carboxylkomponente
und 0,35mMm (0,05g) HBT in 20ml DMF; bei
0 °C werden 0,6 mm (0,08 ml) TAA zugesetzt. Die
gelierende Losung wird dann 48 Stunden bei Raum-
temperatur geschiittelt und in ca. 800 ml Athanol
eingerithrt. Nach zweistiindigem Rithren unter Kiih-
lung wird der feine, flockige Niederschlag abzentri-
fugiert, je zweimal in Athanol, Essigester und Ather
aufgeschlimmt, abzentrifugiert und zuletzt in Petrol-
dther aufgeriihrt und abfiltriert. Das so erhaltene
lockere weifle Pulver ist nur noch bedingt in war-
mem HMPT loslich.

DC: Das Produkt bleibt in allen getesteten Fliel3-
mitteln auf der Startlinie liegen.

Ausbeute: 0,6 g (71%). Schmelzpunkt: 241 —

242 °C (Zers.).

[a]d = —23,3° (¢ = 1, HMPT).
Cy33Hg5N2g 039S (2829,14) :

Ber. C 56,46 H 6,48 N 13,86;

Gef. C 56,47 H 6,80 N 13,69.
Aminosédureanalyse:

Thr Ser Glu Pro Gly Ala Cys Val
Ber. 3,0 1,0 3,0 1,0 3,0 50 1,0 3,0

Phe Lys His

1,0 1,0 1,03

Thr Ser Glu Pro Gly Ala Cys Val
Gef. 3,00 0,98 3,01 0,96 3,00 5,14 n.b. 2,86

Phe Lys His

1,05 0,99 1,03.
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