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Zusammenfassung: Synthese und LH-ausschiittende
‘Wirkung von [8-Homoarginin]LH-RH werden be-
schrieben und im Zusammenhang mit anderen
Analoga des LH-RH, die in Stellung 8 verandert
sind, diskutiert. Obwohl im Homoarginin die posi-
tive Ladung der Guanidinogruppe gegeniiber Argi-
nin nur um etwa 1.54 A verschoben ist, betrigt die

biologische Wirkung des [8-Homoarginin]LH-RH
nur noch /5 von der des LH-RH.

Es besteht eine iiberraschende Analogie zu ACTH,
wo beim Austausch von 8-Arginin gegen Lysin,
Ornithin und Homoarginin jeweils etwa derselbe
Abfall in der biologischen Aktivitit wie bei den ent-
sprechenden LH-RH-Analoga gefunden wurde.

[8-Homoargine ]( Luteinizing hormone releasing hormone)

Summary: The synthesis and LH-releasing activity
of [8-homoarginine]LH-RH are described. Its bio-
logical activity is discussed in relation to that of
other analogues with substitutions in position 8.
Although in homoarginine the positive charge of
the guanidino group of arginine is only displaced

Das Hypothalamushormon LH-RH (I) gehort
wenige Jahre nach seiner Entdeckung und Struktur-
aufklarung[l] zu den bestuntersuchten Peptiden.
[Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NHs
1 5 10

LH-RH (9]
Im Zuge der systematischen Untersuchung der ein-
zelnen Aminosduren im LH-RH auf ihren Beitrag
zur biologischen Wirkung galt unser Interesse auch

by 1.54 A, the LH-releasing activity is reduced to
209, of that of LH-RH.

There is a surprising analogy with ACTH. Re-
placing 8-arginine by lysine, ornithine, or homo-
arginine, nearly the same decrease in the biological
activity has been found as with the corresponding
analogues of LH-RH.

der Guanidinogruppe des Arginins. Diese Arbeiten
waren zunidchst durch die Frage angeregt worden,
ob die Ausschiittung von Luteinisierendem Hor-
mon (LH) und von Follikelstimulierendem Hormon
(FSH)allein durch dieses Dekapeptid hervorgerufen
wird, oder ob in Analogie zu den beiden Hormonen
Ocytocin und Vasopressin bestimmte Partialstruk-
turen der bevorzugten Ausschiittung von LH bzw.
FSH zuzuordnen sind.

Postanschrift: Dr. R. Geiger, Hoechst Aktiengesellschaft, Pharma Synthese G 838, D-623 Frankfurt (M) 80.
* Veterans Administration Hospital and Tulane University School of Medicine, New Orleans, La., U.S.A.

Abkiirzungen:

LH-RH = Luteinisierendes-Hormon-freisetzendes Hormon.

Die Abkiirzungen der Aminosiurereste entsprechen dem Vorschlag der IUPAC-IUB Commission on Biochemical
Nomenclature; vgl. (1967) diese Z. 348, 245 —255, 256 —261, 262 —265; (1972) Biochem. J. 126, 773 —780.

Weitere in der vorliegenden Arbeit beniitzte Abkiirzungen sind:

(Glu: L-Pyroglutaminsdure = 2-Pyrrolidon-5-carbonséure; Har: Homoarginin; Z: Benzyloxycarbonyl-, Bu’: tert.-
Butyl-, DCCI: Dicyclohexylcarbodiimid, HOBt: 1-Hydroxybenzotriazol, Pcp: Pentachlorphenyl, Tcp: 2,4,5-Tri-
chlorphenyl-, Mbh: 4,4’-Dimethoxybenzhydryl-, TosOH: p-Toluolsulfonsiure.
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Da alle bisher synthetisierten Analoga LH und FSH
in etwa demselben Verhiltnis freisetzen, ist diese
Fragestellung inzwischen in den Hintergrund ge-
treten.

Der Ersatz von 8-Arginin durch Lysin(23], Orni-
thin®31, Histidin4}, Norvalinf4), Leucin und Gluta-
minf5! wurde bereits von mehreren Seiten beschrie-
ben. Die mitgeteilten biologischen Daten stimmen
hinreichend mit den Werten iiberein, die wir an den
von uns synthetisierten 8-Lysin-, 8-Ornithin- und
8-Leucin-Analoga fanden*.

Der Verlust der positiven Ladung im [Leu®]JLH-RH
verringert die biologische Wirkung drastisch. Auch
beim Einsatz der stark basischen Guanidinogruppe
durch eine schwicher basische Aminogruppe unter
gleichzeitiger Strukturdnderung des basischen Zen-
trums geht sie stark zuriick.

Um zu kliren, ob die biologische Wirkung unter
Beibehaltung der Guanidinogruppe, aber Verlidnge-
rung um eine CHz-Gruppe nach ,,auBen* ebenfalls
zum Riickgang der Wirkung fithrt, wurde [8-Homo-
arginin]LH-RH ([Har8]LH-RH) (II) synthetisiert.
Anm. b. d. Korr. (30.11.1974): Nach Einsendung des
Manuskripts erschien eine Kurzpublikation, in der einige
Eigenschaften eines auf anderem Wege hergestellten
[Har8]LH-RH beschrieben sind(22],

Material und Methoden

1. Ausgangsstoffe

Aminosaure-Derivate fiir die Peptidsynthesen wurden
im eigenen Laboratorium hergestellt und geniigten den
geforderten Reinheitskriterien (Dunnschichtchromato-
graphie, Schmp., opt. Reinheit). Losungsmittel der Qua-
litdtsbezeichnung,,zur Synthese** und,,reinst* stammten
von den Firmen E. Merck, Darmstadt, und Riedel-De
Haen, Seelze. Hydrierungskatalysator war 109, Palla-
dium auf Bari Ifat der Fa. Engelhard, Hannover.
Fir die biologischen Versuche wurden Reagentien p.a.
der Firma E. Merck, Darmstadt, verwendet.

2. Peptide

Das Syntheseschema fiir die Peptide V—VIII wird im
Rahmen der Versuchsergebnisse erldutert, experimen-
telle Angaben zu den einzelnen Syntheseschritten finden
sich in der Beschreibung der chemischen Versuche.

3. Biologische Wirkung

Die biologische Wirkung der in Stellung 8 variierten
Analoga von LH-RH wurde in vivo durch Stimulierung
der LH-Ausschittung ovarektomierter Ratten, die mit
Ostrogen und Progesteron vorbehandelt waren, be-

* Schally, A. V. & Sandow, J., unverdffentlicht.
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stimmt(6-8), LH wurde radioimmunologisch mit Anti-
Rinder-Serum Nr. 15 von Dr. G. Niswender gemes-
sen** (9] Die Blutserum-Spiegel von LH nach Gabe der
Proben wurden mit denjenigen verglichen, die nach
Injektion von physiologischer Kochsalzlésung und
natirlichem LH-RH erhalten wurden(6:7:101. Die Er-
hoéhung des LH-Spiegels nach Verabreichung der Probe
aber denjenigen nach Injektion von Kochsalz diente als
MaB far die LH-RH-Aktivitit. Natarliches LH-RH
(AVS-77-33215-269) wurde als 1009 angenommen.
Jede Probe wurde dreimal gemessen.

Ergebnisse
1. Synthese

Das Peptid II wurde nach Schema 1 aufgebaut. Der
Syntheseverlauf wich von dem unserer ersten LH-
RH-Synthese ab[l1l. Das Pentapeptid I11(11] wurde
zunédchst durch Behandeln mit Trifluoressigsdure
in IV iibergefiihrt, dieses Derivat nach hydrogeno-
lytischer Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe
(V) mit Z-His-N3 zum Hexapeptid VI umgesetzt.
Nach analoger Abspaltung der N*-Schutzgruppe
(VII) erhielt man mit Pyroglutaminsiure-penta-
chlorphenylester oder Pyroglutaminséiure-trichlor-
phenylester in Anwesenheit von 1-Hydroxybenzo-
triazol12] das Heptapeptid VIII.

Umsetzung mit dem Tripeptid IX nach der Dicyclo-
hexylcarbodiimid/1-Hydroxybenzotriazol-Metho-
dell3] ergab [Har8]LH-RH (II), das durch Vertei-
lungschromatographie an Sephadex LH 20 im
System n-Butanol/Essigsaure/Wasser 2:1:10 gerei-
nigt wurde.

Die Synthesen von [Leu8]JLH-RH, [Lys8]JLH-RH
und [Orn8]LH-RH, die hier nicht niher beschrieben
werden sollen, waren noch nach dem frither ange-
gebenen Schema 2+ 8 angelegt(11].

Zur Heistellung des Heptapeptids VIII war noch
ein zweiter Weg eingeschlagen worden (Schema 2).
Er unterschied sich von dem in Schema 1 aufgezeig-
ten dadurch, daB die Carboxylgruppe in den Zwi-
schenprodukten X-XIII bis zur Stufe des Hepta-
peptids als tert.-Butylester geschiitzt und erst vor
dem Umsatz mit IX zu II freigesetzt wurde.
Dieser Weg erwies sich jedoch als unvorteilhaft,
denn VIII fiel so stark verunreinigt an, daf3 es erst
nach Verteilungschromatogiaphie an Sephadex im
oben genannten System mit IX umgesetzt werden
konnte.

** Wir danken Herrn Dr. G. Niswender fur die freund-
liche Uberlassung des Antiserums und Herrn Weldon
H. Carter fiir experimentelle Unterstiitzung und stati-
stische Berechnungen.
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Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut jess
CF,CO,H
Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH v
H,(Pd/BaSO,)
Z-His-N3 + H-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH v
1 1
Z-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH VI
H.(Pd/BaSO,)
[Glu-OTcp +H-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH VII
1 1
+ HOBt

[Giu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH (VIII) + H-Har-Pro-Gly-NH2 X
I |

DCCI/HOBt
[Gly-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Har-Pro-Gly-NHz 11

Schema 1. Synthese von [8-Homoarginin]LH-RH (II).

Zur Synthese des Tripeptids IX setzten wir nach
Schema 3 zunichst das Dipeptidamid Z-Pro-Gly-
NHz (XIV) mit 4,4'-Dimethoxybenzhydrol in
Essigsdure, der eine katalytisch wirksame Menge
konz. HaSO4 zugesetzt war, zum entsprechenden
Benzhydrylamid XV umU4], Diese Amidschutz-
gruppe stabilisiert das Dipeptid und erleichtert die
Reinigung des Tripeptidderivats XVII, das nach
Abspaltung der Benzyloxycarbonylschutzgruppe
aus XV durch Umsatz von XVI mit Z-Har(NOg)-
OHI15] nach der Dicyclohexylcarbodiimid/Hydro-
xybenzotriazol-Methode(13] erhalten wurde. Ab-
spaltung der Benzhydryl-Schutzgruppe mit Tri-
fluoressigsaure/Anisol fithrte zum geschiitzten Tri-

Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut jits
lH,(Pd/BaSO.)
Z-His-N3 + H-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut? X
|

Z-His-Trp—Ser-'Iw‘yr-GIy-Leu-OBu‘ X1
H.(Pd/BaSO,)
LEi“-(')Pcp + H—His-Trp-Ser-T){r-Gly-Leu-OBul XII
(Giu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBu? XIIT
CF,CO,H + Thioglykol
[Giu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH VIII

Schema 2. Alternative Synthese des Heptapeptids VIII
aus dem geschiitzten Pentapeptid III.

peptid XVIII, aus dem IX durch katalytische Hy-
drierung an Palladium auf Bariumsulfat erhalten
wurde.

Biologische Wirkung

Die Tabelle gibt iiber die LH-Ausschiittung Aus-
kunft, die durch die LH-RH-Analoga bewirkt wird.
Die Ubereinstimmung der in verschiedenen Labora-
torien gefundenen Werte ist befriedigend, obwoh!
die Bestimmungsmethoden teilweise voneinander
abweichen. Die biologische Wirkung der nicht in
unserem Laboratorium (Hoechst) hergestellten
Analoga Nr. 5—7[45] wird bei der Diskussion der

Z-Pro-Gly-NHz X1V
4,4’-Dimethoxy-
benzhydrol/H,SO,
Z-Pro-Gly-NH-Mbh XV
l H,(Pd)
Z~Har(II\IOg)-OH + H-Pro-Gly-NH-Mbh XVI
l DCCI/HOBt
Z-Har(NOg)-Pro-Gly-NH-Mbh XVII
CF,COH/Anisol
Z-Har(NOg)-Pro-Gly-NHg XVIII
H,(Pd)
H-Har-Pro-Gly-NHs IX

Schema 3. Synthese von H-Har-Pro-Gly-NHz (IX).
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Tabelle. LH-Ausschiittung durch LH-RH-Analoga mit Aminosdureaustausch in Position 8 (LH-RH = 100).

Analogon Biologische Wirkung
in vivo Vertrauensgrenze Vergleichswerte aus der
(LH-RH = 100) Literatur (LH-RH = 100)

1. [Har®]JLH-RH (1I) 21.7 (8.46—127) 90% 25-501(22]

2. [Lys8]LH-RH 7.6 3.5 —14.6) 95% 11-283]

3. [Orn8]LH-RH 5.5(.75— 9.4) 95% 6— 12031

4. [Leu?]LH-RH <1 - 0.761%)

5. [Nva8]LH-RH - - <14

6. [His!]LH-RH - - ~1-204]

7. [GIn®]LH-RH - - 4.8815)

Struktur-Wirkungsbeziehung 8-substituierter LH-
RH-Analoga in Betracht gezogen (vgl. Abb. 1).

Diskussion

Der weitgehende Vellust der biologischen Wirkung
bei Eliminierung der positiven Ladung in Stellung 8
bei [Leu8]JLH-RHI5:*] weist auf deren groBe Be-
deutung fiir die biologische Wirkung des Hormons
hin. Andererseits besteht nur ein geringer Wirkungs-
unterschied zwischen dem basischen [Orn8]LH-RH
und dem nichtbasischen [GIn8]LH-RH, wenngleich
auf stark verringertem Aktivitatsniveau(3.5.*], In
der Abbildung kommt ihre nahe strukturelle Ver-
wandschaft zum Ausdruck.

DaB strukturelle Bedingungen stark im Vorder-
grund stehen, unter die auch die Verschiebung einer
vorhandenen Ladung féllt, ergibt sich aus dem
beobachteten Wirkungsabfall bei [Har8]JLH-RH -
(I1) auf 22 % der Aktivitit von LH-RH (I). Hier ist

die Ladungsstarke gegeniiber I unverdndert und
nur der Schwerpunkt des Elektronendefizits um
etwa 1.54 A nach ,,auBen verschoben. In dieses
Bild fiigen sich auch die Lys8- und Leu8-Analoga
ein. Beim ersteren ist zwar noch eine Ladung vor-
handen, doch ist die Struktur gegeniibe: Arginin
stark verdndert. Beim letzteren fehlen beide fiir die
biologische Wirkung bedeutsamen Merkmale; ent-
sprechend sinkt die Aktivitat auf <19 (Tabelle).

-Leu-Arg-Pro-Gly-NHs LH-RH
7 10

8 9
-Phe-Arg-Trp-Gly- ACTH
7 8 9 10

Abb. 2. Sequenzen 7—10 bei LH-RH und ACTH.

Tesser und Mitarb.[18] haben bei Arginin in Stel-
lung 8 des adrenocorticotropen Hormons dhnliche
Verhiltnisse gefunden (Abb. 2). Bei beiden Hor-
monen ist dieser Bereich fiir die biologische Wir-
kung notwendig!17-20]. Ersatz von 8-Arginin durch

KN, o VHy
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1 1
Nb-b-co- Nenco-  Whbaco-  wnbuoo- Nabico-  Wedwco- NRLHcO-  -NW-CH-CO-
Har Arg Lys Orn Nval4l Glnl®) Leul®) Hisl4
(= LH-RH)
207 100 76 55 <i s 08 ~1-2

Biologische Wirkung des entsprechenden LH-RH-Analogon (LH-RH = 100)

Abb. 1. Strukturvergleich von Aminosiuren, die gegen 8-Arginin in LH-RH ausgetauscht wurden.

* Schally, A. V. & Sandow, J., unveroffentlicht.
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Homoarginin bewirkt beim ACTH einen Wirkungs-
abfall auf 25%, durch Ornithin und Lysin einen
Abfall auf etwa 5%,

Die Fragz, ob diese selbst in quantitativer Hinsicht
verbliiffende Ubereinstimmung zufillig ist oder
einem Strukturprinzip bei Rezeptoren fiir diese
Hormone entspricht, muB offen bleiben.

Beschreibung der chemischen Versuche

Schmelzpunkte sind nicht korrigiert; sie wurden in

offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. Tottoli be-

stimmt, Die spezif. Drehwerte wurden im lichtelektri-

schen Polarimeter 141 der Firma Perkin Elmer gemes-

sen, Aminosiureanalysen mit dem Analysator Uni-

chrom der Fa. Beckman ausgefiihrt. pH-Werte wurden

mit einem Autotitrator der Fa. Hillerkus, Krefeld,

gemessen bzw. konstant gehalten.

Zur chromatographischen Reinheitspriifung dienten die

iblichen Verfahren der Diinnschichtchromatographie

(DC) auf Kieselgel-Fertigplatten ,,Merck'* (Dosierung:

20— 100 p.g Peptid). Als Laufmittel wurden beniitzt:

A. Methylidthylketon/Pyridin/Wasser/Eisessig
70:15:15:2

B. Butanol/Essigsdure/Wasser 2:1:1

C. n-Heptan/Pyridin/tert.-Butanol 5:1:1

Rr (A) bedeutet Rp-Wert im Laufmittel A.

1. Z-Gly-Leu-OBut

42 g (0.224 mol) H-Leu-OBu? und 46.8 g (0.224 mol)
Z-Gly-OH werden mit 30.2 g (0.224 mol) 1-Hydroxy-
benzotriazol in 400 m!/ Tetrahydrofuran gelést. Man
gibt bei 0°9C 49.2 g (0.238 mol) Dicylclohexylcarbodiimid
in 100 m/ Tetrahydrofuran zu und riihrt 5 h bei Raum-
temperatur. Dann filtriert man von ausgefallenem
Dicyclohexylharnstoff ab und entfernt das Losungs-
mittel im Vak. Der Riickstand wird in Essigester gelost,
die Essigesterlosung bei 0°C mit KHSO4/K2SO4 (50 g
KHSO4+100 g K2SO4 pro / Wasser), dann mit IN
NaHCOs und Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat
getrocknet und im Vak. eingedampft. Das zuriick-
bleibende Ol nimmt man in 100 m/ Ather auf und ver-
setzt die ggf. filtrierte Losung mit 1 / Petroldther. Der
gallertige Niederschlag wird abzentrifugiert und mit
Petroldther gewaschen. Ausb. 75.5 g (89% d. Th.).
[e}¥: —30.10 (c=1, in Methanol). Reinheitspriifung
durch DC in Heptan/Pyridin/tert.-Butanol 5:1:1.
C20Hs0N205 (378.5) C6346 H7.99 N 740
C637 HS81 N74

Ber.
Gef.

2. H-Gly-Leu-OBut

75 g der Z-Verbindung werden in Methanol an Palla-
dium hydriert, bis im Chromatogramm kein Ausgangs-
produkt mehr zu erkennen ist. Nach Abdestillieren des

R. Geiger, W. Konig, J. Sandow und A. V. Schally
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Methanols im Vak. bleibt ein Ol zuriick. Ausb. 47 g
(94% d. Th.).

3. Z-Trp-Ser-Tyr-OCH3
Man 16st 156.5 g (0.426 mol) Z-Trp-OH, 140 g (0.44 mol)
H-Ser-Tyr-OCH3 x HCl*, 60 g (0.44 mol) 1-Hydroxy-
benzotriazol und 67 m/ (0.53 mol) N-Athylmorpholin in
1.3 / Dimethylformamid und gibt bei 0°C die Lésung
von 100 g (0.484 mol) Dicyclohexylcarbodiimid in
150 m/ Dimethylformamid zu. Man rithrt 3 h bei Raum-
temperatur und filtriert nach weiterem mehrstiindigem
Stehenlassen bei etwa 4°C von Dicyclohexylharnstoff
ab. Dimethylformamid wird im Vak. abdestilliert, der
Riickstand in Essigester aufgenommen, die Essigester-
16sung mit 10proz. Zitronensidureldsung, 10proz. Soda-
16sung und Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat
getrocknet. Nach Eindampfen des Essigesters kocht
man den Riickstand erneut mit 600 m/ Essigester aus.
Es tritt keine vollstindige Lésung mehr ein, und beim
Abkiihlen beginnt die Kristallisation. Nach Kiihlen im
Eisbad werden die Kristalle abfiltriert. Ausb. 171 g
(64.5% d. Th.).
[x]®: —6.2° (c=1, in Dimethylformamid).
C32H34N4Og (602.6) Ber. C63.78 H 569 N 9.30
Gef. C641 HS58 NOo.1

4. Z-Trp-Ser-Tyr-N2H3
83 g (0.138 mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OCH3 werden in 850 m/
Methanol unter Erwédrmen gelost. Man kiihlt auf Raum-
temperatur und fiigt 33.5 m/ (0.67 mol) Hydrazin-
hydrat zu. Nach 24 h wird das ausgefallene Hydrazid
abfiltriert, mit Methanol gewaschen und tber HsSO4
im Vak. getrocknet.
Nach Pulverisieren des getrockneten Materials wird
nochmals mit Methanol ausgekocht und auf gleiche
Weise getrocknet. Ausb. 64.5 g (77% d. Th.), Schmp.
226—227°C.
[0]%: —14.30 (c=1, in Dimethylformamid).
C31H34aNgO7 (602.6) Ber. C 61.78 H 5.69 N 13.95
Gef. C61.5 HS59 Nl14.1

5. Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut (111)

60.2 g (0.1 mol) Z-Trp-Ser-Tyr-N2H3 werden in 190 m/
Dimethylformamid geldst. Man gibt bei —10°C 40 m/
(0.2 mol) 5N HCI zu und tropft dann bei dieser Tem-
peratur unter starkem Rithren die Losung von 7.25 g
(0.105 mol) NaNOg in 15 m/ Wasser ein. Nach 10 min
Riihren bei —10°C gibt man einige Kérnchen Harnstoff
zu, nach weiteren 2 min 450 m/ Essigester von —200C
und etwas NaCl. Die wiBrige Unterphase wird abge-
trennt und noch zweimal mit 80 m/ vorgekithitem Essig-
ester extrahiert. Die vereinigten Essigesterlosungen wer-
den mit 10proz. NaCl-Lésung gewaschen, iiber vorge-

* Aus der Z-Verbindung(?!) durch katalyt. Hydrierung
in Methanol in An heit der berect Menge
HCI hergestellt.
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kithitem Na2SOg4 getrocknet und mit 26.8 g (0.11 mol)

H-Gly-Leu-OBut versetzt. Nach 24 h (4°C) destilliert

man im Vak. die Hauptmenge des Losungsmittels ab,

versetzt den Riickstand mit Ather und filtriert die feste

Masse ab. Sie wird zur Reinigung mit 250 m/ Methanol

ausgekocht, abfiltriert und im Vak. getrocknet. Ausb.

54 g (66.5% d. Th.).

[«]F: —25.10 (c=1, in Methanol).

C13H353NgO1o (814.9) Ber. C 6337 H6.68 N 10.31
Gef. C632 H67 N10.2

6. H-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut x TosOH (X )

40.6 g (50 mmol) Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBu¢ (III)
werden in einer Mischung aus 800 m/ Methanol und
200 m/ Dimethylformamid katalytisch an Pd/BaSO4
hydriert, wobei der pH-Wert durch Zutropfen von 2N
p-Toluolsulfonsdure in Methanol bei 4 gehalten wird.
Nach 2 h ist die Hydrierung beendet. Man filtriert iber
eine Klirschicht vom Katalysator ab und dampft das
Filtrat im Vak. zur Trockene ein. Der harzige Riickstand
wird beim Digerieren mit Ather fest. Nach Abfiltrieren,
Waschen mit Ather und Trocknen iiber H2SO4 im Vak.
ist die Ausbeute theoretisch. DC: Ry (A) 0.84 X Aus-
gangsverbindung.

7. Z-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut ( XI)

Man 16st 59.3 g (197 mmol) Z-His-NaoHgz in 590 m/ IN
HCI bei 00C und gibt 600 m/ Essigester zu. Man tropft
nun bei 0°C unter Rithren die Losung von 14.5 g
(210 mmol) NaNOs in 30 m/ Wasser zu und rithrt noch
5 min bei 0°C. Dann versetzt man mit 220 m/ eiskalter
S0proz. K2COg-Ldsung, schiittelt und trennt die Essig-
esterphase ab. Die waBrige Phase wird noch zweimal
mit je 100 m/ Essigester bei 0°C extrahiert. Die ver-
einigten Essigesterlosungen werden tber vorgekiihitem
NasS0, getrocknet, filtriert und im Vak. bei 0°C Bad-
temperatur auf etwa 500 m/ eingeengt.

Diese Losung gibt man zur Losung von 85.5 g (0.1 mol)
X in 500 m/ Dimethylformamid. Man fiigt 12.8 m/
(0.1 mol) N-Athylmorpholin zu, bewahrt 20 h bei +4°C
auf und destilliert dann die Losungsmittel im Vak. ab.
Der Riickstand wird in 300 m/ Methanol gelost und mit
500 m/ 0.5~ NaHCOs ausgefillt. Der harzige Nieder-
schlag wird beim Verreiben mit Wasser fest. Man trock-
net das Produkt {iber PoOs im Vak., zuletzt bei 50°C,
dann wird es gemorsert und zweimal mit Essigester aus-
gekocht. Es ist dann nahezu chromatographisch rein in
den Laufmitteln A und B, in letzterem erkennt man aber
noch 2 Verunreinigungen mit hoherem und niedrigerem
Rs-Wert, die durch das Fillen und Auskochen nicht
vollstindig entfernt wurden. Die Filtrate enthalten diese
Verunreinigungen jedoch stark angereichert. Ausb.
87.4 g (82.7% d. Th.).

C49Hs1NgO11 X 0.4 C7HgOsS x 2 Ho0 (1057.0)

Ber. C58.86 H650 N11.93 S1.21
Gef. C588 H63 NI11L.7 S12
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8. H-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut x 2 TosOH ( XII)
87 g (82 mmol) XI werden in 1 / Methanol gelost und
unter Zutropfen von 2N methanol. p-Toluolsulfonsdure
bei pH 4.5 katalytisch hydriert. Nach beendeter Hydrie-
rung filtriert man und destilliert das Losungsmittel im
Vak. ab. Der Riickstand wird mit Essigester/Ather 1:1
verrieben und iber H2SO4 und KOH getrocknet. Ausb.
89.5 g (93.9% d. Th.).
[w)}: —18.5° (c=1, in Methanol).
Cq1H55N90g x 2 C7HgOgS (1162.3) Ber. N 10.84 S 5.52
Gef. N 10.8 S$5.2

Im DC erscheinen mehrere kleine Verunreinigungen,
die aber an dieser Stelle nicht durch einfache Methoden
abgetrennt werden konnten.

9. [Gly-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut ( XI1I)

46.5 g (40 mmol) XII werden in 600 m!/ Dimethyl-
formamid geldst und mit 18.1 g (48 mmol) [G},-OPcp
und 10.24 m! (80 mmol) N-Athylmorpholin versetzt.
Man rihrt iber Nacht bei Raumtemperatur und destil-
liert dann das Losungsmittel im Vak. ab. Der Riickstand
wird in 200 m/ Isopropanol in der Hitze gelost. Man
kiihlt auf Raumtemperatur und fillt das Produkt mit
Essigester aus. Die Fillung wird wiederholt. Ausbeute
nach dem Trocknen 30.1 g (81% d. Th.).

[a]}): —22.70 (c=1, in Methanol).

Eine nicht gut stimmende Analyse zeigte an, da3 die
Substanz nicht villig rein war. Dies wurde durch die
DC bestitigt. Zwar ist iberwiegend XIII vorhanden, in
den Systemen A und B, besonders aber in C zeigten
sich nach dem Anfdrben (Reindl-Hoppe) mehrere
Nebenflecken, darunter auch etwas Ausgangsprodukt
XI1I. Weitere Versuche zur Reinigung der Verbindung
durch Umfillen brachten keinen Erfolg.

10. (Gly-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH ( VIII)

30 g XIII werden in 120 m/ Trifluoressigsiure geldst, die
5% Thioglykol enthilt. Nach 50 min fillt man mit
Ather. Man filtriert den Niederschlag ab, wischt ihn
mit Ather, trocknet und behandelt ihn zur Entfernung
restlicher Trifluoressigsdure mit Wasser und trocknet
erneut ber P2Os.

Die Verbindung ist nach DC uneinheitlich. Neben einem
Hauptfleck treten in A und B zwei starke Nebenflecken
und einige kleinere Verunreinigungen auf.

Die Verbindung war fiir weitere Synthesen in dieser
Form nicht verwendbar. Da ihre Reinigung durch Um-
féllung und Extraktion nicht gelang, muBte sie durch
Verteilungschromatographie an Sephadex LH 20 im
System n-Butanol/Essigsdure/Wasser 2:1:10 gereinigt
werden.

10 g LH-RH~(1 — 7)-heptapeptid VIII werden in 200 m/
Sproz. Pyridin erwdrmt. Man befreit von Ungeldstem
durch Filtration dber eine Kldrschicht und destilliert
das Losungsmittel im Vak. ab. Der Riickstand wird in
25 m/ Unterphase, der etwas Essigsdure zugegeben wird,
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geldst. Man bringt auf eine Sdule 200 x4 ¢cm auf und
eluiert mit Unterphase. Man vereinigt nach Kontrolle
durch DC in den Systemen A und B alle Fraktionen,
welche die reine, mit der nach 15. hergestellten Substanz
chromatographisch identische Verbindung enthalten.
Ausb. nach Gefriertrocknung und Trocknen iiber P2Os
im Vak. 2.5 g.
Ca2H52N10011 % 3 H20 (926.5)
Ber. C54.45 H 631
Gef. C542 H6.2

N 15.12  Acetat 0
N 153  Acetat < 0.3

11. Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH (1V)
40.8 g (0.05 mol) Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBut (III)
werden in 120 m/ Trifluoressigsdure 45 min bei Raum-
temperatur aufbewahrt. Man destilliert dann die Tri-
fluoressigsdure im Vak. ab und verreibt den Riickstand
mehrmals mit Ather. Nach dem Trocknen wird mehr-
mals mit Wasser verrieben und im Vak. bei 50°C iiber
Natronkalk getrocknet. Ausb. quantitativ. DC: Rr (A)
0.88 x Ausgangsverbindung.
C39H4eNgO19 % 2 H20 (794.8)
Ber. C58.93 H6.34 N 10.57
Gef. C59.0 H6.3 N10.7

12. H-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH (V)

20 g IV werden in 200 m/ 90proz. Essigsdure geldst. Man
hydriert unter Durchleiten von Hz 3 h an Pd/BaSOy,
filtriert den Katalysator ab und bringt das Filtrat im
Vak. zur Trockene. Der harzige Riickstand wird mit
100 m!/ Isopropanol ausgekocht, wobei nicht alles in
Losung geht. Man kiihlt auf 4—59C ab. Der Nieder-
schlag wird abfiltriert und im Vak. iiber P2Os getrock-
net. Ausb. 13.35 g. Chromatographisch nahezu einheit-
lich und frei von Ausgangsprodukt. Acetatgehalt
< 0.3%.

13. Z-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH (VI)
Man stellt aus 13.3 g (44 mmol) Z-His-NgHs analog 7.
das Azid her, das in 100 m/ Essigester enthalten ist, und
vereinigt die Losung mit der Losung von 14.1 g
(22 mmol) V in 100 m/ Dimethylformamid und 24 m/
Phosphorsdure-tris(dimethylamid), die 2.82 m/ 22
mmol) N-Athylmorpholin enthilt. Man 1Bt iiber Nacht
bei 49C stehen, fillt mit Ather, digeriert den Nieder-
schlag mit Ather und kocht ihn zweimal mit Essigester
aus. Ausb. 17.4 g. Zur weiteren Reinigung wird in
wenig Methanol geldst und unter Rithren in 1proz.
Essigsdure eingetropft. Der noch feuchte Niederschlag
wird ohne Trocknung fiir die nichste Stufe verwendet.
Zur Analyse wird eine Probe getrocknet und aus Iso-
propanol umkristallisiert. Schmp. 174 —1760C (Zers.).
[«]®: —8.99 (c=1, in 90proz. Essigsiure).
Cq5H53NgO1; X CgHgO (956.0)

Ber. C60.30 H 643 N 13.19

Gef. C60.1 H64 NI133
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DC: Rein in den Systemen A und B; eine sehr geringe
Verunreinigung mit niedrigerem Rg-Wert ist gerade
noch zu erkennen.

14. H-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH (VI1)

Das noch feuchte Produkt der vorangehenden Stufe
wird in 100 m/ 90proz. Essigsiure an Pd/BaSO4 3 h
katalytisch hydriert. Man destilliert das Lésungsmittel
im Vak. ab, 16st den Riickstand in Methanol und filtriert
uber eine Kldrschicht. Die klare, rosa gefirbte Lésung
wird auf ein kleines Volumen eingeengt. Man fallt mit
Ather einen Niederschlag aus, der abfiltriert, mit Ather
gewaschen und im Vak. iiber P2Os und KOH getrocknet
wird. Ausb. 10.7 g. DC: fast einheitlich. In System B
Nebenflecken mit etwas hoherem Rp-Wert, unter dem
Hauptfleck undeutliche, schwache Spur zum Start.

15. CGly-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OH (V1II)
4.8 g (5.36 mmol) VII werden in einer Mischung aus
25 m/ Dimethylformamid und 5 m/ Phosphorsiure-
tris(dimethylamid) gelost. Man gibt 2.47 g (8 mmol)
[Glu-OTcp, 675 mg (5 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol
und 0.6 m/ (4.7 mmol) N-Athylmorpholin zu, 148t 2 h
bei Raumtemperatur stehen und fillt mit Ather 4.9 g
Rohprodukt aus.
Zur Entfernung eines Nebenprodukts, bei dem [gj, ver-
mutlich auch die OH-Gruppe des Tyrosins acylierte,
wird in 20 m/ Methanol geldst. Man gibt 2.3 m/ Hydra-
zin-hydrat zu, versetzt nach 3 h mit 5.6 m/ Aceton und
fillt nach 2 min mit Ather. Der Niederschlag wird aus
100 m/ Isopropanol umkristallisiert. Ausb. 2.1 g (40%
d. Th.).
[a]®: —11.5% (¢=1, in 90proz. Essigsdure).
DC: fast einheitlich, Verunreinigungen sind nur andeu-
tungsweise zu erkennen. Die Verbindung ist mit der
nach 10. hergestellten nach deren Reinigung identisch.
Aminoséureanalyse korrekt.
In einem weiteren Versuch wurde ohne [Gjy-OTcp-
UberschuB gearbeitet. Das erwihnte Nebenprodukt trat
dann nicht auf und die Reinigung durch Behandeln mit
Hydrazin-hydrat war nicht erforderlich. Ausb. nach
Lésen in heiBem Isopropanol und Abkihlen 2.9 g
(56% d.Th.), identisch mit der oben erhaltenen Ver-
bindung.
C42H52N10011 X C3HgO % 2 H20 (969.0)

Ber. C5577 H 6.66 N 14.46

Gef. C553 H67 NI146

16. Z-Pro-Gly-NHs (X1V)

125 g (0.5 mol) Z-Pro-OH und 55 g (0.5 mol) H-Gly-
NHz x HCI werden zusammen mit 64 m/ (0.5 mol) N-
Athylmorpholin in 1 / Pyridin gelost. Man kiihlt auf
00C, gibt 110 g (0.53 mol) Dicyclohexylcarbodiimid zu
und rohrt 5 h bei Raumtemperatur. Man filtriert aus-
gefallenen Dicyclohexylharnstoff ab, engt die Losung
im Vak. zur Trockene ein und nimmt den Riickstand in
Methylenchlorid/Wasser auf. Die Wasserphase wird
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nach Abfiltrieren von wenig restlichem Dicyclohexyl-

harnstoff abgetrennt, die Methylenchloridphase mit

etwas Wasser gewaschen.

Die vereinigten Wasserphasen werden nochmals mit

etwas Methylenchlorid extrahiert, das Methylenchlorid

wird mit der Hauptmenge vereinigt.

Nun trocknet man die Losung iiber NagSO4 und destil-

liert das Ldsungsmittel ab. Es bleibt ein Ol zuriick, das

man in 300 m/ heiBem Essigester 15st. Beim Abkiihlen

fillt Z-Pro-Gly-NHz kristallin aus. Man wischt die

Kristalle mit Ather und trocknet im Vak. Ausb. 106 g

(69% d. Th.), Schmp. 142—1430C,

[@]3: 38.9% (c=1, in Methanol).

CisHi19N304 (305.3) Ber. C59.1 H629 N 13.77
Gef. C592 H64 NI138

17. Z-Pro-Gly-NH-Mbh (XV)

Zu einer Losung von 30.5 g (0.1 mol) Z-Pro-Gly-NH;
und 24 g (0.1 mol) 4,4’-Dimethoxybenzhydrol in 200 m/
Eisessig gibt man 0.5 m/ konz. HaSO4 und 148t einen
Tag bei Raumtemperatur stehen. AnschlieBend wird
mit 850 m/ Wasser ein Ol ausgefallt, das im Laufe von
24 h kristallisiert. Die Substanz wird abfiltriert und in
Essigester gelost. Die Essigesterlosung wird zweimal mit
gesitt. Natriumhydrogencarbonatlosung ausgeschiit-
telt, mit Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Der
Riickstand wird aus Essigester/Petrolather kristallisiert.
Ausb. 46.3 g (87% d. Th.), Schmp. 108°C.

{@]¥: —9.7° (c=1, in Dimethylacetamid).

CaoHaNzOg (531.6) Ber. C67.78 H 626 N 791

Gef. C674 H64 NB8.1

18. H-Pro-Gly-NH-Mbh x HCI (XVI)

45 g (84.7 mmol) Z-Pro-Gly-NH-Mbh werden in Me-
thanol geldst. Dazu gibt man Pd/BaSOg4-Katalysator
und leitet unter Rithren Wasserstoff durch. Mit Hilfe
eines Autotitrators wird durch Zugabe von 1N methanol.
HCI ein pH-Wert von 4.5 gehalten. Nachdem keine
Salzsdure mehr aufgenommen wird, filtriert man den
Katalysator ab und engt das Filtrat ein. Der Riickstand
wird mit Ather verrieben. Ausb. 33.7 g (91% d. Th.),
Schmp. 2330C.
Eine Probe wurde zur Analyse aus Methanol/Ather
umgefillt: Schmp. 2360C.
[o}®: —24.70 (c=1, in Dimethylacetamid).
Ca2H27N304 X HCI (433.9)
Ber.
Gef.

C 60.88 H 6.51
C608 H6.6

N 9.69
No9.7

19. Z-Har(NOg)-Pro-Gly-NH-Mbh (XVII)

3.67 g (10 mmol) Z-Har(NO2)-OHI16, 4,34 g (10 mmol)
H-Pro-Gly-NH-Mbh x HCI und 1.35 g (10 mmol) 1-
Hydroxybenzotriazol werden in 60 m! Dimethylform-
amid geldst. Man gibt 1.28 m/ (10 mmol) N-Athyl-
morpholin und bei 0°C 2.2 g (10.6 mmol) Dicyclohexyl-
carbodiimid zu, riihrt 1 h bei 09C und 3 h bei Raum-
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temperatur. Dann filtriert man vom Harnstoff ab,
nimmt nach dem Abdestillieren des Losungsmittels im
Vak. den Riickstand in Essigester auf und wéscht nach-
einander mit eiskalter 5proz. KHSO4-Losung, IN
NaHCOs3 und Wasser, trocknet iiber NagSO4 und de-
stilliert den Essigester ab. Der feste Riickstand wird mit
Ather digeriert. Man saugt auf einer Nutsche trocken
und erhdlt 7.1 g (95% d. Th.). Zur Analyse wird eine
Probe aus Isopropanol umkristallisiert. Schmp. 118 bis
1200C.
[w]®: +7.8% (c=1, in Methanol).
C37H4eNgOg (746.8) Ber. C 594 H6.21 N 15.0
Gef. C59.4 H64 N 140

20. Z-Har(NO3)-Pro-Gly-NHz (XVIII)

5.9 g (7.9 mmol) XVII werden 2 h in 35 m/ Trifluoressig-
séure/Anisol (9+1) bei Raumtemperatur aufbewahrt.
Man fallt mit Ather und fillt den Niederschlag aus
Methanol/Ather um. Ausb. 3.3 g (80% d. Th.). Bis auf
eine Spur einer ninhydrinpositiven Verbindung Ry (B)
< 0.1; chromatographisch einheitlich.

C22H32NgO7 (520.6) Ber. C 50.75 H 6.20 N 21.53

Gef. CS05 H63 N214

21. H-Har-Pro-Gly-NHz % 2 TosOH (1X)

3.3 g (6.34 mmol) XVIII werden in 50 m/ Methanol an
Pd(BaSO4) unter Zutropfen von IN p-Toluolsulfon-
sdure in Methanol bei pH 4.5 katalytisch hydriert.
Nach 41/ h ist die theoret. Menge Toluolsulfonsiure
verbraucht. Man filtriert vom Katalysator ab, bringt
das Filtrat im Vak. zur Trockene und verreibt den
Riickstand mit Ather. Ausb. 3.3 g (77% d. Th.). Bis auf
eine sehr geringe ninhydrinpositive Verunreinigung mit
etwas hoherem Rr (A) chromatographisch einheitlich.
C14H27N703 x 2C7HgO3S (685.8) Ber. N 14.30 S 9.35

Gef. N 141 S92

22. (Gly-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Har-Pro-Gly-NHz x
TosOH (1)
435 mg (0.5 mmol) VIII und 412 mg (0.6 mmol) IX wer-
den in 10 m! Dimethylformamid gelést. Man gibt
135 mg (1 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol und 0.038 m/
N-Athylmorpholin zu und versetzt bei 0°C mit 165 mg
(0.75 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid in wenig Di-
methylformamid. Man rithrt 1 h bei 0°C und iiber Nacht
bei Raumtemperatur, filtriert von etwas Harnstoff ab
und bringt das Filtrat im Vak. zur Trockene. Der Riick-
stand wird mit Essigester und Ather digeriert und ge-
trocknet. Rohausb. 975 mg. Die Reinigung erfolgt durch
Verteilungschromatographie an Sephadex LH 20 im
System n-Butanol/Eisessig/Wasser 2:1:10 in einer Sdule
100 % 4 cm analog Beispiel 10. Man erhilt 240 mg (34 %
d. Th.) der reinen Verbindung als Tosylat.
[edi): —47.3 4 20 (¢=0.6, in 1proz. Essigsiure).
Cs6H77N317013 X TosOH x 2 H20 (1404.6)

Ber. C53.87 H6.39 N1695 S2.28

Gef. C537 H65 N166 S25
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