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The synthesis of the protected pentapeptide tert-butyloxycarbonyl-Gln-Ile-Met-Lys (X)-Gly-p-
nitrobenzylester (X = benzyloxycarbonyl, 3-chlor-benzyloxycarbonyl) which is part of the carb-
oxylend of a partial sequence of the active center of the streptococcal proteinase is described. Side
reactions are observed if the teri-butyloxycarbonyl-protective group is cleaved by trifluoroacetic
acid, not with HCl/dioxane. Obviously the presence of methionine is responsible for the formation
of by products. Formation of methioninesulfoxide or tert-butylsulfoniummethionine could not be
proved. tert-butyloxycarbonyl-Gln-1-hydroxybenzotriazolylester was obtained in a crystalline state
from the reaction of tert-butyloxycarbonyl-Gln, dicyclohexylcarbodiimid and 1-hydroxybenzotriazol.

Unsere bisherigen Versuche!™8 zur klassischen
Synthese einer Partialsequenz aus dem aktiven Zen-
trum der Streptokokken Proteinase bestehend aus
den 27 Aminosiduren

Val-Lys-Pro-Gly-Glu-Gln-Ser-Phe-Val-Gly-GIn-Ala-

1 10
Ala-Thr-Gly-His-Cys-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-
20
Ile-Met-Lys
27

fiihrten zu einem geschiitzten Tricosapeptid 1 — 23,
das im Prinzip den Weg zum Aufbau der Gesamt-
sequenz eroffnet 8. Dieses ,,active-center-peptide®, das
die essentielle SH-Gruppe des Enzyms enthalt, soll
als weitere Modellverbindung zum Studium des Me-
chanismus SH-abhidngiger hydrolytischer Enzyme
dienen, mit denen wir uns seit ldngerem befas-
sen 9715,

Die vorliegende Arbeit hat einige Probleme zum
Gegenstand, die sich bei der Synthese des carboxyl-
endstandigen Tetrapeptids Gln-Ile-Met-Lys im Hin-

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. Fr. Schneider,
Physiol.-Chem. Institut der Universitait, Lahnberge,
D-3550 Marburg.

Abkiirzungen : Boc, tert-Butyloxycarbonyl; DC, Diinnschicht-
chromatogramm; DCCI, Dicyclohexylcarbodiimid; DCH,
Dicyclohexylharnstoff; DCHA, Dicyclohexylamin; DMF,
Dimethylformamid; HBT, 1-Hydroxybenzotriazol; HMPT,
Hexamethylphosphorsduretriamid; ONB, p-Nitrobenzyl-
ester; ONp, p-Nitrophenylester; TFA, Trifluoressigsdure;
TAA, Triithylamin; Z, Benzyloxycarbonyl; 3-ClIZ, 3-Chlor-
benzyloxycarbonyl.

blick auf die Wahl der &-Aminoschutzgruppe des
Lysins und des Schutzes des Carboxylendes ergaben
und ihre Hauptursache in Léslichkeitsschwierigkei-
ten groferer Bruchstiicke haben, die beim Aufbau
der Gesamtsequenz vom Carboxylende her auftraten.
So war bereits das Hexapeptidamid 22 —27 Boc-
Thr-Ala-Gln-Ile-Met-Lys (Z) -NH, in allen Losungs-
mitteln praktisch unl6slich und konnte daher nicht
weiterverarbeitet werden®. Obwohl der entspre-
chende Methylester giinstigere Loslichkeitseigen-
schaften besal}, war eine Esterschutzgruppe fiir die
Synthese der Gesamtsequenz nicht geeignet, da eine
alkalische Verseifung auf einer Zwischenstufe oder
am Ende der Synthese vermieden werden sollte.
Nachdem wir bei der Synthese des geschiitzten Tri-
cosapeptids im Hinblick auf die Loslichkeitseigen-
schaften der Zwischenstufen gute Erfahrungen mit
dem p-Nitrobenzylester gemacht hatten, war es nahe-
liegend auch fiir den Carboxylschutz des carboxyl-
endstidndigen Peptids der Gesamtsequenz denselben
Ester einzusetzen 8. Die Synthese eines Boc-Lys(X)-
ONB-Derivates (X Z; 3-Cl-Z) nach dem allge-
meinen Verfahren fiir Aminosdure-p-Nitrobenzyl-
ester 1617 verlief jedoch mit so schlechten Ergebnis-
sen, dal wir uns entschlossen, zunachst das Carb-
oxylende um Glycin zu verldangern und die Sequenz
Boc-Gln-Ile-Met-Lys (X) -Gly-ONB zu synthetisieren.
Vorversuche haben gezeigt, dafl dieses Carboxylende
fiir eine weitere Verlingerung ausreichend ,,16slich-
keitsvermittelnde“ Eigenschaften besitzt. So fanden
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wir 18, da die geschiitzte Sequenz 19 — 28 Boc-Ala-
Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-Ile-Met-Lys (X) -Gly-ONB  noch
in DMF bzw. siedendem Athanol 15slich und damit
als Kupplungskomponente fiir Verlangerungen am
Aminoende geeignet ist.

Als Schutzgruppe fiir die &-Aminofunktion des
Lysins wurden der Z-rest und der 3-Cl-Z-rest, der
sich durch eine groflere Saurestabilitit gegeniiber
dem Z-rest auszeichnet?, verwendet. Nach unseren
Versuchen waren beide Schutzgruppen gegen eine
halbstiindige Behandlung mit 4 N HCl/Dioxan bei
20 °C auf allen Stufen der Synthese stabil. Da das
geschiitzte Pentapeptid Boc-Gln-Ile-Met-Lys (X) -Gly-
ONB in 4~ HCl/Dioxan nur schlecht 16slich war,
wurden Abspaltungsversuche der Boc-Schutzgruppe
auch in 70 Vol.% TFA/Wasser bzw. 50 Vol.% TFA/
Methanol durchgefiihrt. Dabei wurde bereits nach
einer halben Stunde ein zusatzliches neues Reaktions-
produkt neben dem erwarteten in etwa derselben
Menge, auflerdem weitere Nebenprodukte in gerin-
ger Menge chromatographisch nachgewiesen. Sowohl
das Z- als auch das 3-Cl-Z-geschiitzte Peptid zeigten
dasselbe Verhalten. Reinigung der Reaktions-
mischung durch Umkristallisation oder Umféllen
war nicht moglich.

Bei dem Nebenprodukt kann es sich nicht um ein
Pyroglutaminsdurederivat handeln, da es ninhydrin-
positiv reagiert. Auch eine Abspaltung der e-Amino-
schutzgruppe kann nach den Ergebnissen von Schna-
bel 1% 20 und Merrifield 2! ausgeschlossen werden. Da
Boc-Met-OH und Boc-Ile-Met-OH bei Behandlung
mit TFA ebenfalls zwei Hauptprodukte liefern (mit
HCl/Dioxan nicht), muf} eine Nebenreaktion am
Methionin angenommen werden. Zusatz von Kat-
ionenfiangern (Anisol) oder Reduktionsmitteln (Di-
thiothreitol) zu den Abspaltungsansidtzen mit TFA
konnte die Nebenreaktion nicht verhindern. Wir neh-
men daher an, daf} weder die Bildung von Methio-
ninsulfoxid noch von tert-Butyl-sulfoniummethio-
nin ?? fiir das Auftreten der Nebenprodukte verant-
wortlich ist. Die Struktur des Nebenproduktes ist
noch nicht bekannt, da wir es bisher nicht in reiner
Form isolieren konnten. Die acidolytische Abspal-
tung von Schutzgruppen in methioninhaltigen Pep-
tiden fiihrt bei Verwendung von TFA oder TFA/
Wasser zu Nebenprodukten, die man z. B. mit HCl/
Dioxan nicht beobachtet. Bei methioninhaltigen
Peptiden, die nicht mehr in HCl/Dioxan 16slich sind,
tritt daher das Problem einer geeigneten Abspal-
tungsmethode fiir die Boc-Schutzgruppe auf.
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Das geschiitzte Pentapeptid Gln-Ile-Met-Lys-Gly
wurde auf zwei Wegen synthetisiert, die aus
Schema 1 und 2 ersichtlich sind.

Das Dipeptid Boc-Lys(Z)-Gly-ONB wurde sowohl
iiber den p-Nitrophenylester als auch nach der DCCI/
HBT Methode 23 erhalten, wobei im ersten Fall
60%, auf dem zweiten Weg 90% Ausbeute erzielt
wurden. Boc-Lys (3-Cl-Z) -Gly-ONB wurde daher nur
iiber DCCI/HBT dargestellt. Die weiteren Kupp-
lungsreaktionen nach Schema 1 mit Boc-Ile-Met-
ONP ¢ und Boc-GIn-ONP 24 verliefen ohne Schwie-
rigkeiten. Bei der Synthese des Tripeptids Boc-Gln-
Ile-Met-OH, das tuber die p-Nitrophenylester mit
HBT als Katalysator aufgebaut wurde, trat in der
letzten Stufe eine Nebenreaktion auf. Bei Umsetzung
von Boc-GIn-ONP mit Ile-Met-OH x HCI in Gegen-
wart von dquimolaren Mengen HBT und zwei Aqui-
valenten Tridthylamin bildet sich ein Nebenprodukt,
das beim Ansduern der alkalischen Losung zwischen
pH 6 und 7 auskristallisiert. Die Elementaranalyse
ergab, dal} es sich dabei um den Boc-Gln-1-hydroxy-
benzotriazylester handelt. Der IR-spektroskopische

Gln Ile Met Lys Gly
42(3-02)
Boc—f-OH —ONB
42
Boc—1—ONp Boc—1=ONp
- i R Z(3-Cc12) -
c P BocTpcct /nBT
DCCI/CHCI3 Z(3-ClZ)
Boc ONp ONB
Z(3-ClZ)
Boc ONB
Z(3-C1Z)
Boc——ONp (
Z(3-Cl Z
Boc ) ONB
Syntheseschema 1
Gln Ile Met Lys Gly
Boc—T—ONp —T-OH
éZ
Boc OH Boc—fOH —T-ONB
B ON OH = ONB
oc P Bococer/nBT
Z
Boc OH ONB
Z
Boc DCCI/HBT ONB

Syntheseschema 2
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Nachweis eines Hydroxybenzotriazylesters bei der
durch HBT katalysierten Aminolyse eines p-Nitro-
phenylesters wurde bereits von Kénig und Geiger 2
gefiihrt.

Im Hinblick auf die Léslichkeit des geschiitzten
Pentapeptids Boc-Gln-Ile-Met-Lys (X)-Gly-ONB sind
der Z und 3-Cl-Z-Rest etwa gleichwertig. Zur Abspal-
tung des Boc-Restes ist das 3-Cl-Z Derivat in 4N
HCl/Dioxan aber etwas besser loslich als das analoge
Z-geschiitzte Peptid. Welche der beiden Schutzgrup-
pen fiir die Synthese der Gesamtsequenz die geeig-
netste ist, werden unsere weiteren Experimente zei-
gen miissen.

Beschreibung der Versuche

Allgemeines

Die angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf das
gereinigte Produkt mit den angegebenen physikali-
schen Daten. Die Schmelzpunkte wurden mit dem
Geridt von Dr. Tottoli bestimmt, optische Drehungen
mit dem Polarimeter 141 Perkin Elmer. Die Elemen-
taranalysen wurden in der zentralen Analytik des
Fachbereichs Chemie der Universitat Marburg durch-
gefithrt. Fir die Dunnschichtchromatogramme wur-
den mit Kieselgel SiF beschichtete Aluminiumfolien
der Firma Riedel de Haen, Hannover, benutzt. Als
Laufmittel dienten: I. n-Butanol/Eisessig/Wasser —
4:1:1; II. n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser —
30:20:6:24; III. Chloroform/Cyclohexan/Eisessig
= 45:45:10; IV. PropanolAmmoniak/Wasser —
6:3:1; V. n-Butanol/Eisessig/Methanol/Pyridin/Me-
thylenchlorid/Wasser = 4:1:1:1:2:1. Schwerlds-
liche Verbindungen wurden zur Chromatographie
in Trifluordthanol gelost. Spriithreagenzien waren
Ninhydrin (5-prozentig in Butanol/2 N Essigsdure
= 95:5) ; Chlor-Tolidin %6, PaulyReagenz *? (Diazo-
sulfanilsdure) . Aminosduren wurden von der Firma
Merck bezogen. Aminosdureanalysen wurden mit
dem Beckman Unichrom Analysator durchgefiihrt.

Synthesen
Sequenz 27 — 28, Lys-Gly
Boc-Lys(Z)-Gly-ONB

0,01 M (2,9 g) Gly-ONBx HBr2® und 0,01 M
(6,6 g) Boc-Lys(Z) x DCHA ?® werden zusammen
mit 0,012 m (1,6 g) HBT in 80 ml DMF bei
20 °C mit 0,012M (2,4 g) DCCl in 20 ml DMF
versetzt. Nach 10 min wird das Kaltebad entfernt
und der Reaktionsansatz 8 h geriihrt, filtriert und in
Eiswasser gegossen. Das ausgefallene Produkt wird
abfiltriert, in Essigester aufgenommen, mit 1 N
NaHCO;-, 2N KHSO4-Losung, Wasser und gesit-

tigter NaCl-Losung gewaschen. Nach dem Trocknen
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iber Na,SO, wird das Produkt mit Petrolither ge-
fallt und aus Methanol mit Ather und Petrolather
umbkristallisiert.

DC: I, III, IV einheitlich. Ausbeute 5,2 ¢ (91%).

m.p.: 73—74°C. [a]3 = —13,5° (c— 1, DMF).

CosHyeN,0, (572,62) :
ber. C 58,73
gef. C 59,03

Boc-Lys (3-C1Z) -Gly-ONB

Dieses Dipeptid wurde analog der obigen Syn-
thesevorschrift aus Boc-Lys(3-ClZ)-OH x DCHA *?
hergestellt. Die Umsetzung ist auch in Essigester
ohne HBT moéglich. Das Produkt wird aus Essig-
ester mit Ather vorsichtig gefillt und mit Petrol-
ather nachgefallt.

DC: I, III, IV einheitlich.
Ausbeute: (84%). m.p.: 81 —83 °C.
[a]} = —9,2°.
CygH35N,04Cl (607,06)
ber. C 55,40
gef. C 55,61

Lys (Z)-Gly-ONB x HCI

0,01 M (5,7g) Boc-Lys(Z)-Gly-ONB werden 30
min bei Raumtemperatur mit 4 N HCl/Dioxan be-
handelt und im Vacuum eingedampft. Da das Pro-
dukt stark hygroskopisch ist, wurde es nach kurzem
Trocknen iiber P,O; sofort weiterverarbeitet.

DC: 1,1V, V einheitlich.
Cs3HogN,0,Cl (507,94).

Lys (3-CIZ)-Gly-ONB x HCI

Die Abspaltung des Boc-Restes von Boc-Lys(3-
CIZ)-Gly-ONB erfolgt wie oben. Das Produkt wurde
mit absolutem Ather bis zur Trockene verrieben und
aus absolutem Methanol/Ather umkristallisiert. Die
Substanz ist hygroskopisch.

DC: I, 1V, V einheitlich. m.p.: unscharf, 59 — 70 °C.
Ausbeute: (97%). [a]} = +15,2° (c=1, DMF).
Cy3H,y,N,0,Cl, (542,40)

H 6,34
H 6,29

N 9,78;
N 9,70.

H 5,81
H 5,87

N 9,23;
N 9,24.

ber. C 50,93 H 5,02 N 10,33;
gef. C 50,97 H 527 N 10,23.
Sequenz 24 — 26, Gln-Ile-Met
Met-ONp x HCI

0,01M (3,7g) Boc-Met-ONp 3° werden wie iib-
lich mit 4~ HCl/Dioxan behandelt, eingedampft,
mit absolutem Ather zur Trockene verrieben, gewa-
schen und aus absolutem Methanol mit absolutem

Ather gefillt.

DC: I, IV, V einheitlich. m.p.: 136 —138 °C.
Ausbeute: 2,6g (86%). [a]P = +40,1° (c=1.
Methanol).
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C,1H,5N,0,SCl (306,76)

ber. C 43,07 H 4,93 N 9,13;
gef. C 42,81 H 4,78 N 8,91.
Boc-Ile-Met-ONp

0,01 M (2,3 g) Boc-Ile-OH 3! und 0,01 M (3,1 g)
Met-ONp x HC] werden in 80 ml Chloroform gelst
und bei —20°C mit 0,01m (1,4ml) N-Methyl-
morpholin und 0,011M (2,2g) DCCI in 20ml
Chloroform versetzt. Nach 10 min wird das Kilte-
bad entfernt, der Reaktionsansatz 6 h bei Zimmer-
temperatur geriihrt, der ausgefallene DCH abfiltriert
und das Filtrat eingedampft. Das erhaltene Ol wird
in Essigester aufgenommen, mit eisgekiihlter 1~
NaHCOj3- und halbgesittigter NaCl-Losung gewa-
schen, iiber Na,SO, getrocknet, eingedampft und aus
Essigester mit Petrolather umkristallisiert.

DC: I, III, V einheitlich. m.p.: 135 —136 °C.

Ausbeute: 3,5g (72%). [alp'= —55,7° (c=1,

DMF).

C,5Hy5N;0,S (483,58)
ber. N 8,69;

Boc-Ile-Met-OH

0,06 M (7,5g) Met-OH werden zusammen mit
0,05M (7,0ml) TAA in 100 ml DMF bei 0 °C sus-
pendiert und mit einer Losung von 0,05M (17,6 )
Boc-1le-ONp 2 und 0,05M (7,0 g) HBT in 100 ml
DMF versetzt. Nach drei Tagen wird das nicht um-
gesetzte Met-OH abfiltriert, das Filtrat in ca. 500 ml
Eiswasser eingeriihrt, die noch alkalische Lésung
mit Ather zweimal gewaschen, mit 1 N KHSO, unter
Eiskiihlung auf pH 3 vorsichtig angesiuert und mit
Essigester dreimal extrahiert. Die vereinigten Ex-
trakte werden iiber Na,SO, getrocknet, eingedampft
und das Produkt wird aus Essigester mit Petrolither
gefillt.

DC: I, II, IV einheitlich. m.p.: 146 — 147 °C.

Ausbeute: 10,6 g (58,5%). [2]d= +5,5° (c=1,

DMF).

Ci6H3oN-O5 (362,49)
ber. N 7,73;

Ile-Met-OH x HCl1

0,01 M (3,6 g) Boc-Ile-Meth-OH werden 30 min
bei Zimmertemperatur mit 4N HCl/Dioxan behan-
delt, eingedampft und mit absolutem Ather bis zur
Trockene verrieben und gewaschen. Die Umkristalli-
sation erfolgte aus absolutem Methanol mit absolu-
tem Ather.

DC: I, IV, V einheitlich. m.p.: 179 —181 °C.

Ausbeute: 2,7g (91%). [2]'= +3,7° (c=1, Me-

thanol).

C;;H»3N,05SCl (298,83)
ber. N 9,38;

N 8,23.

gef.

N 7,78.

gef.

gef. N 9,41.

Partialsequenz der Streptokokken-Proteinase

421

Boc-Gln-Ile-Met-OH

0,01 m (3,0 g) Ile-Met-OH x HCI und 0,015 M
(5,5 g) Boc-Gln-ONp?* werden zusammen mit
0,012M (1,6 g) HBT in 50 ml DMF gelost und im
Abstand von 16 h zweimal mit je 0,01 M (1,4 ml)
TAA versetzt. Die Reaktionsdauer betrigt bei Zim-
mertemperatur 48 h. Die Losung wird filtriert, in
600 ml gekiihlte 1 N NaHCOj-Losung eingeriihrt,
mit Ather gewaschen und mit 2N KHSO,-Lésung
unter Eiskiihlung vorsichtig auf pH 3 angeséuert.
(Der bei pH 6 bis 7 auskristallisierende Boc-Gln-[1-
hydroxybenzotriazyl]-ester wird abfiltriert.) Das
sich abscheidende Ol wird durch dreifache Extrak-
tion in Essigester aufgenommen. Die vereinigten Ex-
trakte werden mit eisgekiihlter, halbgesattigter NaCl-
Lésung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und ein-
gedampft. Die Umkristallisation erfolgt aus Essig-
ester/Petrolither.

DC: I, IV, V einheitlich. m.p.: 155 —158 °C.

Ausbeute: 3,5g (72%). [a]p'= —16,9° (c=1,

DMF).

Cs;H3sN,0,S (490,62)
ber. C 51,47
gef. C 51,52

H 7,81
H 7,58

N 11,42;
N 11,61.

Sequenz 24 — 28, Gln-Ile-Met-Lys-Gly
Boc-Ile-Met-Lys (Z) -Gly-ONB

6mM (2,5g) Lys(Z)-Gly-ONB x HCl und 5 mm
(2,4 g) Boc-Ile-Met-ONp werden zusammen mit 5,5
mM (0,7 g) HBT in 60 ml DMF gelost, bei 0 °C mit
5mM (0,7 ml) TAA versetzt und bei Zimmertempe-
ratur gerithrt. Nach zwei Tagen wird die Losung fil-
triert, das Filtrat in Eiswasser eingeriithrt und das
ausfallende Produkt in Essigester aufgenommen. Der
Essigesterextrakt wird mit 1 N NaHCOs-, 2 N
KHSO,-L6sung und halbgesittigter NaCl-Losung ge-
waschen, iiber Na,SO, getrocknet, auf ein kleines
Volumen eingedampft und das ausfallende Produkt
mit Petroldther vollstindig ausgefallt. Die Umkri-
stallisation erfolgt aus Athanol/Ather/Petrolither,
danach aus Essigester.

DC: I, IT, II1, V einheitlich. m.p.: 127 — 130 °C.

Ausbeute: 3,8g (92%). [2]p = —22,0° (c=1,

DMF).

CyoH5NgO,,S (816,97)
ber. C 57,34
Gef. C 57,60

H 6,91
H 6,91

Boc-Ile-Met-Lys (3-C1Z) -Gly-ONB

Dieses Peptidderivat wird analog der obigen Vor-
schrift ausgehend von 5 mMm (2,7 g) Lys(3-ClZ)-Gly-
ONB x HCI synthetisiert. Die Fallung des Produk-
tes erfolgt durch Einrithren der DMF-Losung in

N 10,29;
N 10,17.
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Ather. AnschlieBend wird es aus Methanol und aus
Athanol umkristallisiert.

DC: I, II, III, V einheitlich. m.p.: 130 — 132 °C.
Ausbeute: 7,4 g (98%). [2]P'= +1,6° (c=1,
DMF).
CaoH;5Ng0,,SCl (851,42)
ber. C 55,02 H 6,51
gef. C 54,92 H 6,38

Ile-Met-Lys (Z) -Gly-ONB x HCl

0,01 M (8,2 g) Boc-Ile-Met-Lys (Z)-Gly-ONB wer-
den /2 h bei Zimmertemperatur mit 4 N HCl/Dioxan
behandelt, eingedampft, mit absolutem Ather verrie-
ben, gewaschen und aus absolutem Methanol/Ather
umgefallt.

DC: I, IV, V einheitlich. m.p.: 175 —180 °C.
Ausbeute: 7,4g (98%. [a]d' = +1,6° (c=1,
DMF).
Cy,H,oNgoSCI (753,31)
ber. C 54,21 H 6,56
gef. C 5396 H 645

Ile-Met-Lys (3-C1Z) -Gly-ONB x HCI
Die Abspaltung des Boc-Restes erfolgt wie beim
entsprechenden Z-Derivat.

DC: I, IV, V einheitlich. m.p.: 169 —170 °C.
Ausbeute: (97%). [a]¥ = +3,4° (¢=1, DMF).
CyH,sNs0,SCl, (787,76)
ber. C 51,84 H 6,14
gef. C 51,61 H 6,14

Boc-Gln-Ile-Met-Lys (Z) -Gly-ONB
a. 0,01 M (7,5g) Ile-Met-Lys(Z)-Gly-ONB x HCI
und 0,01M (3,7g) Boc-GIn-ONp ?* werden zusam-
men mit 0,012M (1,6 g) HBT in 100 ml DMF ge-
16st und bei 0 °C mit 0,01 M (1,4 ml) TAA versetzt.
Nach 48h bei Zimmertemperatur wird das Reak-
tionsgemisch filtriert und die Losung in Ather ein-
erithrt. Das ausgefallene Rohprodukt wird aus
Athanol und Methanol umkristallisiert.

DC: I, I1, V einheitlich. m.p.: 216 —217 °C.

Ausbeute: 6,1 g (65%). [a]p' = —23,2° (c=1,

DMF).
ber.

gef.

N 9,87;
N 9,86.

N 11,16;
N 10,87.

N 10,67;
N 10,66.

C 5592 H 683 N 11,86;
C 55,37 H 6,73 N 11,71.

b. 0,01 m (5,1 g) Lys(Z)-Gly-ONB x HCl und
0,01 M (4,9 g) Boc-Gln-Ile-Met-OH werden zusam-
men mit 0,012M (1,6 g) HBT in 80 ml DMF ge-
16st und bei —20 °C mit 0,012M (2,4 g) DCCI in
20 ml DMF versetzt. Der Ansatz wir 6 h bei 0°C
und 6 h bei Zimmertemperatur geriihrt. Der ausge-
fallene DCH wird abfiltriert, und das Filtrat in ge-
sattigte NaCl-Losung eingeriihrt, wobei das Produkt
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ausfillt. Es wird abgesaugt und mit Wasser sorg-
faltig nachgewaschen, getrocknet und aus Athanol
und Methanol umkristallisiert.

DC: I, II, V einheitlich. m.p.: 204 — 205 °C.
Ausbeute: 4,6 g (49%). [a] = —19,5° (c=1,
DMF).

Cy4yHgsNgOysS (945,10)
ber. C 55,92
gef. C 55,65

Aminoséureanalyse:

H 6,83
H 6,75

N 11,86;
N 11,94.

Glu Gly Met Ile Lys
Ber. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0;
Gef. 1,05 1,00 1,01 1,00 1,02.

Boc-Gln-Ile-Met-Lys (3-CIZ) -Gly-ONB

0,01 m (7,9 g) Ile-Met-Lys(3-CIZ)-Gly-ONB x
HCI, 0,012M (4,4 g) Boc-Gln-ONp 2* und 0,012 M
(1,6 g) HBT werden in 100ml DMF gelost, bei
0°C mit 0,01M (1,4ml) TAA versetzt und 48h
bei Zimmertemperatur geriihrt. Das Produkt fallt
wihrend der Reaktion aus; es wird abgesaugt, in
noch feuchtem Zustand mit Athanol ausgekocht, ab-
gesaugt und getrocknet. Das Filtrat der Reaktions-
losung wird in 11 Eiswasser eingeriihrt und das aus-
gefallene Produkt nach 1 h abgesaugt. Der noch
feuchte Filterkuchen wird mit Athanol ausgekocht,
abgesaugt und zur Reinigung in heiled DMF gelost,
wieder in Eiswasser eingeriihrt und nach dem Ab-
saugen mit Athanol und Ather gewaschen.

DC: I, II, V einheitlich. m.p.: 223 —224 °C.
Ausbeute: 7,3 g (75%). [al3= —10,1° (c=1,
HMPT).

C,44HgsNg0,5SCl
ber. C 53,95 H 6,48 N 11,44;
gef. C 54,07 H 647 N 11,55.
Aminosdureanalyse: ~ Glu Gly Met Ile Lys
Ber. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0;
Gef. 0,99 1,00 0,97 0,94 1,02.

Gln-Ile-Met-Lys (Z) -Gly-ONB x HCl

Zur Abspaltung des Boc-Restes mit 4 N HCI/Di-
oxan unter den tiblichen Bedingungen muf} das
Pentapeptidderivat vorher sorgfiltig pulverisiert
werden, da es nur schwer in Lésung geht. Die Um-
kristallisation des Peptidesters erfolgt aus absolutem
Methanol/Essigester.

DC: I, II, IV eine schwache Nebenbande vom Aus-
gangsprodukt. Ausbeute: (93%).
CsoH;,Ng0,,SCl (881,45)

ber. N 12,71; N 12,34.

Gln-Ile-Met-Lys (3-CIZ) -Gly-ONB x HCl

5 mM (4,9 g) Boc-Gln-Ile-Met-Lys(3-ClZ) -Gly-
ONB werden pulverisiert, eine halbe Stunde bei Zim-

gef.
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mertemperatur mit 4 N HCl/Dioxan behandelt, ein-
gedampft und mit absolutem Ather bis zur Trockene
verrieben. Das abfiltrierte Produkt wird in absolu-
tem Methanol gelst und mit Ather ausgefillt.

DC: I, II, IV einheitlich. m.p.: ab 179 °C (Zer-
setzung. Ausbeute: 4,4g (94%). [alD'= —7,5°
(c=1, DMF).
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