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175. Synthese von Peptid-Zwischenprodukten fiir den Aufbau des
B-Melanophoren-stimulierenden Hormons (3-MSH) des Rindes

I. Geschiitzte Peptidsequenzen 1-6 und 1-7
von B.Iselin und R.Schwyzer
(30. V. 1962)

In einer vorldufigen Mitteilung') haben wir iiber die Synthese und biologische
Aktivitit eines geschiitzten Octadecapeptids mit der Aminosiuresequenz des Rinder-
B-Melanotropins?) berichtet. Das Octadecapeptidderivat3):

NH2 Tos NH2 Tos OCHS

YA Asp Ser-Gly-Pro-Tyr- Lys -Met- Glu His-Phe-Arg-Try-Gly-Ser-Pro-Pro- Lys Asp OCH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
wurde aus drei geschfitzten Peptiden mit den Sequenzen 1-7, 8-13 und 14-18 aufge-
baut. Als Synthese-Variante planten wir den Aufbau durch Verkniipfung von Peptid-
derivaten mit den Sequenzen 1-6, 7-13 und 1418,

In der Zwischenzeit ist die Synthese der Peptid-Zwischenprodukte 8-134) und
7-13%), deren Aminosiurefolge derjenigen der Sequenzen 5-10, resp. 4-10 des Adreno-
corticotropins (ACTH) entspricht®), ausfiihrlich beschrieben worden. In der vorliegen-
den Arbeit wird tiber den Aufbau der geschutzten Peptid-Sequenzen 1-6 (I) und 1-7
(IT) berichtet.

NH, Tos
| I p
I R+ Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys * OH a) R=12
1 2 3 4 5 6 b) = H
NH, Tos

| I
II Z - Asp-Ser-Gly-Pro-Tyr-Lys-Met - OH
1 2 3 4 5 6 7

Diese Peptidderivate wurden aus je zwei Bruchstiicken aufgebaut, wobei Carbo-
benzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin (VIa) (Glycin am Carboxylende verunméglicht

} R. ScawvyzER, H. KAPPELER, B. IsELIN, W. RiTTEL & H. ZUBER, Helv. 42, 1702 (1959).

%) I.I1. GescuwinD, C. H. L1 & L. BarNaFI, J. Amer. chem. Soc. 79, 1003, 6394 (1957).

} Die Abkiirzungen der Aminoséurereste entsprechen weitgehend den Vorschligen von E. BRAND
& J. T. EpsaLy, Ann. Review Biochemistry 77, 223 (1947) ; weiterc Abkiirzungen: Z = Carbo-

benzoxy = ¢ M-CH,0CO-, MZ = p- ’-Methoxyphenylazo)-carbobenzoxy = CH,0-¢ S
N/ 2 p-(p pheny. Y sV _/”

-N =NUM‘ CHy,0CO-, Tos = Tosyl, BOC = ¢-Butyloxycarbonyl = (CH,); COCO-, NB =

p-Nitrobenzyl = *CHz‘O—N O,. In den Reaktionsschemen sind kristalline Verbindungen
durch eine stark ausgezogene Basislinie gekennzeichnet.
4) H. KAPPELER, Helv. 44, 476 (1961).
5) H. KaPpELER & R. SCEWYZER, Helv. 43, 1453 (1960).
Zusammenfassungen siehe C. H. L1, Adavances Protein Chemistry 72, 288 (1957); J. I. Har-
RIS, Brit. Med. Bull. 76, 189 (1960); R. ScHwYZzER in «Protides of the Biological Fluids (Pro-
ceedings of the IXth Coll., Bruges, 1961)», Ed. H. Peeters, Elsevier, Amsterdam, 1962, p. 27;
Pharmacological Vol. 7 (1st Internatl. Pharmacological Meeting, Stockholm, 1961), Pergamon
Press, London, in press.
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Racemisierungserscheinungen bei der Kondensation), mit r-Prolyl-L-tyrosyl-N°-
tosyl-L-lysin (X), resp. L-Prolyl-L-tyrosyl-N-tosyl-L-lysyl-L-methionin (XV) kon-
densiert wurde.

Die Synthese des Tripeptidderivats VIa erfolgte durch stufenweisen Aufbau, aus-
gehend vom Carboxylende (Schema I). Durch Verwendung der p-Nitrobenzylester-
gruppe?) zum Schutze der Carboxylfunktion des Glycins konnten alle Zwischenpro-
dukte in kristalliner Form gefasst werden. Auch die Abspaltung der Carbobenzoxy-
gruppe des geschiitzten Dipeptids III verlief ohne Verdnderung der p-Nitrobenzyl-
esterfunktion?) durch Behandlung mit HBr, wobei sich Essigester als Losungsmittel
schr bewihrte, um die bei Decarbobenzoxylierungen in Eisessig oft auftretende
Acetylierung des Serins®) zu vermeiden.

Schema 13)
1 2 3

Z-IIS;—‘-OH Z-|Ser|-oH H-I_Gfﬂ-ONB

111 2-1?er Gly |- ONB
v H | Ser Gly |-ONB
NH,
1
\% Z-| Asp Ser Gly |-ONB
171}12 a) R=12
VI R.| Asp Ser Gly ‘ oH b) =H

Als Kondensationsmittel fiir die Synthese der Zwischenprodukte IIT und V wurde
Dicyclohexyl-carbodiimid verwendet, wobei das geschiitzte Tripeptid V?®) allerdings
nur in miéssiger Ausbeute erhalten wurde, da wahrscheinlich die §-Amidgruppe des
L-Asparagins unter dem Einfluss von Dicyclohexyl-carbodiimid teilweise zur f-
Cyanogruppe dehydriert wird!?). Die Beobachtung, dass die Kondensation von
p-Estern der Asparaginsiure allgemein besser verlduft, als diejenige von Asparagin!?)
konnte im vorliegenden Falle bestitigt werden. So lieferte Carbobenzoxy-L-asparagin-
siure-B-methylester'?) oderdasentsprechendep-(p’-Methoxyphenylazo)-carbobenzoxy-
Derivat3) bei der Kondensation mit dem Dipeptidester IV die Tripeptidderivate

) a}) R. Scuwvzer & P. SIEBER, Helv. 42, 972 (1959); b) H. Scawarz & K. ARAKAWA, J. Amer.
chem. Soc. 87, 5691 (1959).

8} a) K. Oxkawa, Bull. chem. Soc. Japan 30, 976 (1957); b) St. GurTMANN & R. A. BoIssoNNas,
Helv. 47, 1852 (1958).

%) R. F. FischErR & R. R. WHETsTONE, J. Amer. chem. Soc. 77, 750 (1955) haben das entspre-
chende Athylesterderivat, Z - Asp(NH,)-Ser-Gly - OC,H; iiber das mit Chlorkohlcnsiure-
athylester hergestellte gemischte Anhydrid in einer Ausbeute von 169, erhalten.

10y . G. Karsovannis, D. T. Gisu, G. P. Hess & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 80,

2558 (1958); Ch. RessLErR & H. RaTzkIN, J. org. Chemistry 26, 3356 (1961).

Siche z. B. Ubersicht in Tabellen 5 und 6 der Inauguraldissertation von E. SURBECK- WEG-

MANN, Universitat Ziirich, 1961,
12y H. Scawarz, F. M. Bumpus & I. H. I’AGE, J. Amer. chem. Soc. 79, 5697 (1957).
13) R. ScHwYZER, P. SieBER & K. ZaTsk6, Helv. 47, 491 (1958), und 72).

11)
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VIIa und VIIb in betrichtlich besserer Ausbeute (73, resp. 749%,), als sie bei der
Synthese von V erzielt wurde (459,).

Wihrend die Verseifung der Estergruppe in V cohne besondere Schwierigkeiten
verlief, gelang die urspriinglich geplante selektive Verseifung der p-Nitrobenzylester-
gruppe in VIIa oder VIIb nicht, wahrscheinlich infolge der dusserst leichten Zykli-
sierung der S-Ester von Asparaginsiurepeptiden zu zyklischen Imiden). In einem
Modellversuch konnte nach milder alkalischer Behandlung von Carbobenzoxy-L-
-aspartyl-(f-benzylester)-glycin-p-nitrobenzylester das zyklische Imid VIIT gefasst
werden.

OCH, a) R=17Z

VII?) |
R - Asp-Ser-Gly - ONB b) =MZ

CH,CO
“N-CH,COOCH, / ‘\—Noz
>7CH20CO—NH—CHCO/ N

Das zum Aufbau des Hexapeptidderivats Ia benétigte Bruchstiick L-Prolyl-L-
-tyrosyl-N*-tosyl-L-lysin (X, Schema 2) liess sich direkt aus dem entsprechenden
Carbobenzoxyderivat5) durch Hydrogenolyse gewinnen. Im Gegensatz dazu konnte
das geschiitzte Tetrapeptid Carbobenzoxy-L-prolyl-L-tyrosyl-N*-tosyl-L-lysyl-L-me-
thionin-methylester nur auf dem Umweg iiber das Methionin-sulfoxid-Derivat in das
fiir die Synthese von II bendtigte Bruchstiick L-Prolyl-L-tyrosyl-n®-tosyl-L-lysyl-L-
-methionin (XV) tibergefiihrt werden 1%).

Viil {

Eine Alternative zur Herstellung dieses Tetrapeptidderivats unter Ersatz der
Carbobenzoxy- durch die -Butyloxycarbonylgruppe auf der Stufe des Tripeptids ist
in Schema 2 gezeigt. Der Ester IX wurde mittels -Butyloxycarbonyl-p-nitrophenol 16)
in den #-Butyloxycarbonyl-tripeptidester XI tibergefiihrt, der zur Siure XII verseift
und mit 1-Methionin-methylester, resp. L-Methionin-p-nitrobenzylester umgesetzt
wurde. Diese letztere Verbindung liess sich iiberraschenderweise durch direkte De-
carbobenzoxylierung von Carbobenzoxy-L-methionin-p-nitrobenzylester mittels HBr
in einem unpolaren Losungsmittel herstellen. Wihrend sonst bei der Anwendung
dieser Methode auf Methionin enthaltende Carbobenzoxyverbindungen ein schwer
trennbares Gemisch von Methionin-und S-Benzyl-homocystein-Derivaten entsteht 80),
konnte im vorliegenden Fall das gewiinschte Reaktionsprodukt infolge seiner geringen
Loslichkeit, die durch Verwendung von Essigester oder Ather als Reaktionsmedium
noch weiter erniedrigt wurde, direkt in reiner Form isoliert werden.

Die ¢-Butyloxycarbonyl-tetrapeptidester XIIIa und b liessen sich nach Verseifung
zu XIV und anschliessender Abspaltung der #Butyloxycarbonylgruppe in das kri-

14) A. R. BartErsBY & J. C. RoBINSON, J.chem. Soc. 7955, 259; siehe anch E. SONDHEIMER &
R. W. HoLLEY, J. Amer. chem. Soc. 76, 2467 (1954); M. GoopMaN & G. W. KENNER, Ad-
vances Protein Chemistry 72, 497 (1957).

15) B. IseLiN, Helv, 44, 61 (1961).

18) G. W. ANDERSON & A. C. MCGREGOR, J. Amer. chem. Soc. 79, 6180 (1957). Zur Einfiihrung
des t-Butyloxycarbonylrests kénnte voraussichtlich auch #-Butyloxycarbonylazid verwendet
werden; vgl. R. ScuwvyzeRr, P. SIEBER & H. KAPPELER, Helv. 42, 2622 (1959); B. IsELIN &
R. ScawyzER, Helv. 44, 169 (1561).
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Schema 28)
Tos Tos
| 1
Z-lPro Tyr Lys|~OCH315) z-]Pro Tyr Lys|~OH15)

Tos Tos
i 1

IX H' Pro Tyr Lys l OCH, H-[Pro Tyr Lys I OH X
Tos
!

X1 BOC-|Pro Tyr Lys|- OCH,
Tos
|

XII BOC:|Pro  Tyr Lys|-OH + H-|Met|-OR R =CH,, CHZ—(—\, NO,
Tos
|

XIIT BOC-IPro Tyr Lys Met|-OR a) R = CHy

b = c,Hz/—_\No2

Tos =/
|

XIV BOC-|Pro  Tyr Lys MetI-OH
Tos
I

XV H-|Pro Tyr Lys Met|-OH

stalline L-Prolyl-L-tyrosyl-N*-tosyl-L-lysyl-L-methionin (XV) iiberfithren, das sich
als identisch mit dem auf anderem Wege15) hergestellten Material erwies.

Zur Synthese der Hexa- und Heptapeptidderivate Ia und IT wurde das Carbo-
benzoxy-tripeptid VIa mittels Isobutylchlorocarbonat in das gemischte Anhydrid
iibergefithrt und mit einer Losung der Tridthylammoniumsalze von X, resp. XV in
Dimethylformamid umgesetzt. Die erhaltenen amorphen Produkte liessen sich durch
Umfillen aus Alkohol reinigen, wobei das Hexapeptidderivat Ia direkt in papier-
chromatographisch reiner Form anfiel, wihrend das geschiitzte Heptapeptid II erst
nach Gegenstromverteilung diesen Reinheitsgrad aufwies.

Auffallenderweise ergab die Totalhydrolyse dieser Carbobenzoxyverbindungen
mit 6N Salzsiure Anlass zum Auftreten von Umwandlungsprodukten des Tyrosins,
eine Erscheinung, auf die in einer folgenden Arbeit!?) niher eingegangen werden soll.

Experimenteller Teil

Dieangegebenen Smp. sind in einer Kapillare im Heizbad bestimmt und nicht korrigiert.
Papierchromatographie: auf WHaTmAN-Papier Nr. 3, absteigend in den Systemen: I = £-Amyl-
alkohol (100 ml), Isopropanol (40 ml), Wasser (50 ml), Tridthylamin (0,8 ml), Diithylbarbitur-
sdure (1,8 g); 11 = sec-Butanol (70 ml), Isopropanol (10 ml), Wasser (40 ml), Monochloressig-
sdure (3 g); III = sec-Butanol (100 ml), Isopropanol (15 ml), Wasser (70 ml), Didthylbarbi-
tursiure-Na-Salz (0,5 g); IV = sec-Butanol (35 ml), Isopropanol (35 ml), Wasser (25 ml), Phos-
phatpuffer 1,5m, pH = 8 (10 ml); V = t-Amylalkohol (100 ml), Isopropanol (40 ml), Wasser
(55 ml); VI = n-Butanol (40 ml), Wasser (50 ml), Essigsidure (10 ml). Anfirbung mit Ninhydrin,
bei Anwesenheit von Tyrosin auch mit PAuLv-Reagens.

17) B. IseLIN, Helv, 45, 1510 (1962).
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A. Sequenz H - Asp(NH,)-Ser-Gl1- OH

Glycin-p-nitrobenzylester. Veresterung von Carbobenzoxy-glycin mittels p-Nitrobenzylbromid
in Gegenwart von Tridthylamin und anschliessende Decarbobenzoxylierung mittels Bromwasser-
stoffin Eisessig ergab das Glycin-p-nitrobenzylester-hydrobromid, Smp. 202-205° (aus Methanol),
dessen Herstellung von ScEwARz & ArRAKAVA7P) ausfiihrlich beschrieben worden ist.

Zur Uberfithrung in den freien Ester werden 58 g (0,2 Mol) des Hydrobromids in 100 ml
Wasser gelost, mit 300 ml Essigester tiberschichtet und bei 0° unter Umschiitteln mit 50 ml kalter,
gesittigter Kaliumcarbonatlosung versetzt. Die Essigesterphase wird abgetrennt und die wis-
serige Losung, nach Abséttigen mit festem Kaliumcarbonat, noch zweimal mit Essigester extra-
hiert. Die vereinigten Essigesterphasen werden getrocknet und ergeben nach vorsichtigem Ein-
dampfen im Vakuum bei Zimmertemperatur 36,4 g (879%,) Glycin-p-nitrobenzylester als kristal-
linen Riickstand vom Smp. 51-53°, der direkt weiter verarbeitet werden kann. Smp. unverindert
nach zweimaligem Umkristallisieren aus viel Ather.

CoH,,O,N, (210,2)  Ber. N 13,33%  Gef. 13,359,

Bei lingerem Stehen zyklisiert sich der freie Ester zu Diketopiperazin.

Carbobenzoxy-L-seryl-glycin-p-nitvobenzylestey (I111). 12 g (0,05 Mol) Carbobenzoxy-L-serin18)
und 10,5 g (0,05 Mol) frisch hergestellter Glycin-p-nitrobenzylester werden in 120 ml Methylen-
chlorid geldst und auf 0° gekiihlt, wobei sich rasch ein salzartiger Komplex der beiden Reaktions-
partner ausscheidet (diese Reaktion tritt in verstirktem Masse bei Verwendung von Acetonitril
als Losungsmittel auf, etwas langsamer in Dimethylformamid). Das Gemisch wird mit einer
Lésung von 11,3 g (0,055 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 20 ml Methylenchlorid versetzt und
itber Nacht bei 0° geschiittelt; dabei geht das Salz allméhlich in Losung und gleichzeitig scheidet
sich ein Gemisch des Reaktionsproduktes und Dicyclohexyl-harnstoff aus, das nach Zugabe von
0,5 ml Eisessig (zur Zerstérung von iiberschiissigem Carbodiimid) abfiltriert und mit Methylen-
chlorid gewaschen wird. Zur Abtrennung von Dicyclohexyl harnstoff wird das Material mit 150ml
Tetrahydrofuran verrithrt, der ungeloste Harnstoff abfiltriert und das Filtrat im Vakuum ein-
gedampft. Beim Versetzen des Riickstandes mit Essigester kristallisiert das Reaktionsprodukt
und wird nach Stehen iiber Nacht bei 0° abfiltriert. Nach Umkristallisieren aus Athanol werden
15,0 g (709,) reines Material vom Smp. 121-123° erhalten, [«]# = —8,5° + 0,5° (¢ = 2,0 in Eis-
essig), +1,5° & 0,5° (¢ = 2,0 in Tetrahydrofuran).

CopHg OgN, (431,4)  Ber. C 55,68 H 4,91 N 9,749  Gef. C5551 H4,95 N 9,869

Wird die Reaktion in Dimethylformamid ausgefiihrt, so entstehen als Nebenprodukt ca. 159,
Carbobenzoxy-L-seryl-N, N’-dicyclohexylharnstoff vom Smp. 170-171° (aus Mcthanol), der sich
nur schwer vom Hauptprodukt abtrennen lisst.

CyyHy; 05N, (445,5)  Ber. C 64,69 H 7,92 N 9,439  Gef. C64,51 H 8,00 N 9,399

Zur Priifung der optischen Reinheit des Carbobenzoxy-L-seryl-glycin-p-nitrobenzylesters
wurden 4,31 g (10 mMol) in Gegenwart von Palladiumkohle hydriert (Wasserstoff-Aufnahme:
5 Aquivalente). Das erhaltene L-Seryl-glycin (1,35 g entspr. 83%, nach Umbkristallisieren aus
30-proz. Alkohol) vom Smp. 215-216° (Zers.) zeigte [a)E = +31,6° £ 0,3° (¢ = 4,0 in 1x HCl);
Lit. ¥9): [a]f§ = + 30,2° (¢ = 6 in Ix HC]).

L-Seryl-glycin-p-nitrobenzylester (IV). 43,1 g (0,1 Mol) Carbobenzoxy-L-seryl-glycin-p-nitro-
benzylester (III) werden in 100 ml trockenem Essigester suspendiert und mit 200 ml einer frisch
bei 0° hergestellten 2~-Losung von Bromwasserstoff in Essigester versetzt. Das Ausgangs-
material geht beim Umschiitteln rasch in Losung und nach ca. 10 Min. beginnt dic Abscheidung
des kristallinen Reaktionsprodukts; nach 2 Std. wird das Lsungsmittel abdekantiert, das kristal-
line Material mit Essigester gewaschen, filtriert und im Vakuum getrocknet. Das rohe Ester-
hydrobromid, 30,0 g (79%), Smp. ca. 140-145°, ist fiir die nachfolgende Uberfiihrung in den
freien Dipeptidester geniigend rein. Nach Umkristallisieren ans Alkohol wird analysenreines
Material vom Smp. 157-159° erhalten; [«]f = + 127 4 0,5° (¢ = 2,0 in Wasser).

CoH,:06Ng, HBr (378,2)  Ber. N 11,11 Br 21,13%  Gef. N 10,73 Br 21,229,
18} Hergestellt in Gegenwart von MgO nach E. BAEr & J. MAURUKAS, J. biol. Chemistry 272, 25
(1955).
W) J. 8. FrRUTON, ]J. biol, Chemistry 746, 463 (1942).
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Dic Reaktion lisst sich auch mit Bromwasserstoff in Dioxan durchfithren, doch kristallisiert
dabei das Hydrobromid nicht aus der Reaktionslésung und ist dementsprechend schwieriger
isolierbar; mit Bromwasserstoff in Eisessig oder Nitromethan entsteht nur 6liges Material.

Zur Uberliihrung in den freien Ester werden 29,0 g (0,077 Mol) Hydrobromid in 450 ml
trockenem Chloroform suspendiert und bei 0° mit 40 ml einer 2,5N-Lésung von Ammoniak in
Methanol (ca. 1,3 Aquivalent) versetzt. Beim Rithren des Gemisches bei 0° geht das Hydrobromid
rasch in Loésung unter gleichzeitiger Ausscheidung von Ammoniumbromid. Nach 15 Min. wird
filtriert, das Ldsungsmittel im Vakuum bei Raumtemperatur abdestilliert und der kristalline
Riickstand mit kaltem Essigester und Ather gewaschen. Der rohe Ester, 16,9 g (74%), Smp. ca.
85°, kann direkt fiir weitere Umsetzungen verwendet werden. Zweimaliges vorsichtiges Umkri-
stallisicren aus Acetonitril ergibt den anaylsenreinen Dipeptidester vom Smp. 94-96°.

CioH 50Ny (297,3)  Ber. N 14,149  Gef. 14,429,
Bei lingerem Stehen oder beim Erwidrmen in Losung geht der Ester in das zyklische L-Seryl-
glycyl?0) iiber; Smp. 213-215°.
CHO;N, (144,1) Ber. N 19,44%  Gef. 19,109,

Der Umsatz des Esters mit iiberschiissigem Hydrazin in methanolischer Lésung (20 Std. bei
25°) liefert nach Eindampfen und Verrithren des Riickstands mit Alkohol das bisher nicht be-
schriebene L-Seryl-glycin-hydrazid (Ausbeute 859); nach Umkristallisieren aus Dimethyl-
formamid Smp. 140-141°; [a]f} = +8,8° & 0 5° (¢ = 2,6 in H;0).

C;H,,0,N, (176,2) Ber. N 31,80%  Gef. 31,77%

Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin-p-nitrobenzylester (V). 26,6 g (0,1 Mol) Carbobenz-
oxy-L-asparagin®!) und 19,3 g (0,065 Mol) frisch hergestellter L-Seryl-glycin-p-nitrobenzylester
(IV) werden in 100 ml Dimethylformamid gelést und unter Riithren bei —10° mit einer vorge-
kithlten Lésung von 20,6 g (0,1 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 200 ml Acetonitril versetzt.
Das Reaktionsgemisch wird innert 10 Min. mit weiteren 300 ml kaltem Acetonitril versetzt und
1 Std. bei —10° und iiber Nacht bei 0° geriihrt. Nach Zugabe von 0,5 ml Eisessig wird das aus-
geschiedene Gemisch von amorphem Reaktionsprodukt und Dicyclohexyl-harnstoff abfiltriert,
mit Dimethylformamid/Acetonitril 1:5, Acetonitril und Ather gewaschen und im Vakuum ge-
trocknet. Zur Abtrennung von eventuell noch vorhandenem Ausgangsmaterial wird das fein pul-
verisierte Gemisch mit 1n Salzsiure und darauf mit kalter 1x Natriumhydrogencarbonat-Ldsung
verriihrt, filtriert und mit Wasser und kaltem Alkohol gewaschen. Das trockene Material wird
mit 100 ml Dimethyiformamid verriihrt, der unlésliche Dicyclohexyl-harnstoff abfiltriert, mit
Dimethylformamid gewaschen und das Filtrat im Vakuum auf ca. 50 ml eingeengt. Bei Zugabe
von 150 ml heissem Methanol kristallisiert die Substanz in feinen Nadeln, Smp. 209-211°; Aus-
beute 15,8 g (45%); [2] = —12,2° (¢ = 2,4 in Eisessig), —1,5° + 0,5° (¢ = 2,0 in Dimethyl-
formamid). Zur Analyse wird nochmals aus Dimethylformamid-Methanol umkristallisiert: Smp.
210-212°.

CpHgyON; (545,5)  Ber. € 52,84 H 4,99 029,339  Gef. C52,54 H507 0 29,18%

Carbobenzoxy-L-aspartyl(-methylester)-L-seryl-glycin-p-nitrobenzylester (VIIa). Einc Ldsung
von 0,84 g (3 mMol) Carbobenzoxy L-asparaginsiure-§-methylester!?) und 0,90 g (3 mMol) L-
Scryl-glycin-p-nitrobenzylester (IV) in 20 ml Acetonitril wird bei 0° mit 0,68 g (3,3 mMol) Dicyclo-
hexyl-carbodiimid versetzt und iiber Nacht bei 0° stehengelassen. Das ausgeschiedene Gemisch
von Reaktionsprodukt und Dicyclohexyl-harnstoff wird abfiltriert, mit Acetonitril gewaschen und
mehrmals mit Mcthylenchlorid extrahiert. Der unlosliche Dicyclohexyl-harnstoff wird abfiltriert
und das Filtrat bei 0° mit 1N Salzsdure, 1n Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser ge-
waschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Bei Zugabe von Essigester scheidet sich das
Tripeptidderivat in Torm von Nadeln aus: 1,23 g (73%,); Smp. 132-135°. Nach Umkristallisieren
aus Essigester Smp. 136-137°; [a)f = —5,9° 4+ 0,5° (¢ = 3,2 in CHCly), —11,1° + 0,3° (¢ =
4,0 in Eiscssig.

Cos Hyg O N, (560,5) Ber. € 53,56 H 5,04 N 10,009, Gef. C 53,51 H 5,20 N 9,999,
20) Vgl. pL-Seryl-glycyl: A, I'iscierR & H. RousNER, Liebigs Ann. Chem. 375, 199 (1910); E. As-

DERHALDEN & A. Bann, Z. physiol. Chem. 234, 181 {1935).
2y M. BErRGMANN & L. Zrrvas, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932),
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p-(p’-Methoxyphenylazo)-carbobenzoxy-L-aspartyl(f-methylester)-L-sevyl-glycin-p-nitrobenzylester
(VIIb). Der Umsatz von (0,83 g 2 mMol) p-(p’-Methoxyphenylazo)-carbobenzoxy-L-asparagin-
saure-g-methylester®) mit 0,60 g (2 mMol) IV in 10 ml Methylenchlorid unter Verwendung von
0,45 g (2,2 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid ergibt nach der fiir das Dipeptidderivat III beschrie-
benen Aufarbeitung 1,19 g kristallines Material (aus Essigester) vom Smp. 142-145°, Nach Um-
kristallisieren aus Acetonitril: 1,02 g (74%); Smp. 149-151°.

CapHgaO15Ng (694.6)  Ber. N 12,10%  Gef. 12,06%,

Carbobenzoxy-L- asparaginyl-L-sevyl-glycin (VIa). Eine Suspension von 8,2 g (15 mMol) Carbo-
benzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin-p-nitrobenzylester (V) in 75 ml Dioxan wird unter Riihren
innert 30 Min. tropfenweise mit 36 ml 0,5~ Natronlauge versetzt (pH 11-11,2). Nach weiteren
15 Min. wird die klare Losung mit 1N Salzséure auf pH 7 gestellt und im Vakuum auf ca. 10 ml
eingeengt. Das ausgeschiedene kristalline Material wird durch Zugabe von 20 ml Wasser geldst,
die Losung zur Entfernung von p-Nitrobenzylalkohol zweimal mit Essigester extrahiert und bei
40° mit 15 ml 2N Salzsiurc angesduert (bei Raumtemperatur fillt amorphes Material aus). Bei
raschem Kiihlen scheidet sich das Reaktionsprodukt in Form von verfilzten Nadeln aus, die nach
1 Std. bei 0° abfiltriert und mit kaltem Wasser neutral gewaschen werden: 5,0 g, Smp. 176-178°,
Nach Umkristallisieren aus Wasser: 4,1 g (679%,) vom Smp. 185-186°; [«]§§ = —8,4° (¢ = 1,9 in
Eisessig).

C,H, 004N, (410,4) Ber. C49,75 H 540 N 13,65%  Gef. C49,65 H 538 N 13,719,

Versuche zur selektiven alkalischen Hydrolyse der p-Nitrobenzylestergruppe in den Estern
VIIa und VIIb ergaben keine definierbaren Produkte.

Synthese und Verseifung von Carbobenzoxy-L-aspartyl(B-benzylester)-glycin-p-nitrobenzylester.
Eine Losung von 3,22 g (9 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginsiure-§-benzylester2?), 1,90 g (9 mMol)
frisch hergestelitem Glycin-p-nitrobenzylester und 2,06 g {10 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in
40 ml Methylenchlorid wird iiber Nacht bei 0° stehengelassen, von ausgeschiedenem Dicyclohexyl-
harnstoff abfiltriert, in iiblicher Weisencutral gewaschen, getrocknetund im Vakuum eingedampft.
Der nach Verriihren mit Ather erhaltene kristalline Riickstand wird aus abs. Alkohol umkristalli-
siert: 4,18 g (85%); Smp. 107-108°; [a]§ = +4.2° £ 0,3° (¢ = 3,7 in Chloroform).

CyHy 00N, (549,5)  Ber. N 7,65%  Gef. 7,66%

In einem typischen Versuch zur selektiven Verseifung der Estergruppen wurden 1,65 g
(3 mMol) des Dipeptidderivates in 50 ml Methanol suspendiert und unter Riihren innert 3 Std.
tropfenweise mit 15 ml 0,28 Kaliumhydrogencarbonat-Losung versetzt (pH 9,8-10,2). Nach
weiterem Rithren wihrend 1 Std. wurde die klare Losung im Vakuum von Methanol befreit und
die wisserige Losung mit Essigester extrahiert. Der nach Eindampfen (im Vakuum) der getrock-
neten Essigester-Ausziige erhaltene Riickstand lieferte nach Extraktion mit Ather (Entfernung
von p-Nitrobenzylalkohol) 0,30 g der kristallinen Succinimid-Verbindung VIII vom Smp. 91-93°.
Das nach Umkristallisieren aus abs. Alkohol erhaltene Material vom Smp. 95-96° enthielt 1 Aqui-
valent Athanol.

€y Hy0Ny, C,H,OH (487,5) Ber. C 56,67 H 5,17 N8,62% Gef.C5643 H512 N881%

Eine Probe zeigte nach Abspaltung der Schutzgruppen durch Hydrogenolyse im IR.-Spek-
trum eine in mehrere Maxima aufgespaltene Bande bei 5,7-5,9 p (dhnlich der Absorption von
Succinimid in dieser Region), wihrend die Amid-II-Bande bei 6,65 p fehlte (keine sekundire
Amidbildung vorhanden).

Aus der ecingeengten urspriinglichen wisserigen Losung schied sich beim Ansduern kristal-
lines Material ab, das nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Essigester bei 120-121° schmolz;
dieser saure Anteil (Aquivalentgewicht ca. 350) liess sich jedoch nicht in analysenreiner Form
gewinnen.

Bei Verseifungen mit der berechneten Menge Natronlauge (0,1~ bis 1N) konnte kein Neutral-
produkt VIII isoliert werden.

L-Aspavaginyl-L-seryl-glycin (VIb). 820 mg (2 mMol) des Carbobenzoxy-tripeptids V1a wer-
den unter leichtem Erwirmen in 20 ml 60-proz. Methanol gelést und in Gegenwart von 0,2 g
Palladiumkohle (10-proz.) bei Zimmertemperatur und Normaldruck hydriert. Nach Aufnahme

22) A. BERGER & E. KaTcHALSKI, J. Amer, chem. Soc. 73, 4084 (1951).
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der berechneten Menge Wasserstoff (gebildetes CO, in Natronlauge absorbiert) wird das ausge-
schiedene Material nach Zugabe von 50 ml Wasser heiss gelost, vom Katalysator abfiltriert und
das Filtrat im Vakuum vollstindig eingedampit. Der kristalline Riickstand liefert nach Losen
in Wasser und Zugabe der doppelten Menge Methanol 470 mg (859%,) des Tripeptids in Form von
feinen Nadeln vom Smp. 230-234° (nach Sintern bei ca. 220°; [a]¥ = —12,7° £ 1° (¢ = 0,95 in
Wasser), —9,0° 4 0,5° (¢ = 3,9in 0,1 N HCl); Rf-Werte in System I 0,10, II 0,27, III 0,21.

CoH,gO06N, (276,3)  Ber. € 39,13 H 584 N20,28%  Gef. C 38,88 H6,09 N 20,009

B. Sequenzen H-Pro-Tyr-Lys(Tos) - OH und H-Pro-Tyr-Lys(Tos)-Met:- OH

L- Prolyl-L-tyrosyl-Ne-tosyl-L-Lysin-methylester (1X). 50 g (0,07 Mol) Carbobenzoxy-L-prolyl-1.-
tyrosyl-Né-tosyl-L-lysin-methylester15) werden in 250 ml Methanol geldst, mit 1 Aquivalent einer
Losung von Chlorwasserstoff in Methanol versetzt und in Gegenwart von 1,5 g Palladiumkohle
(10-proz.) bei Zimmertemperatur und Normaldruck hydriert, wobei das gebildetec Kohlendioxid
in Natronlauge absorbiert wird. Nach Aufnahme der berechneten Menge Wasserstoff kommt die
Hydrierung zum Stillstand. Die vom Katalysator abfiltrierte Losung wird im Vakuum einge-
dampft und der teilweise kristalline Riickstand mit Essigester verrieben: 41,1 g; Smp. 176-178°.
Zweimaliges Umkristallisiercn aus Methanol liefert 37,0 g (879,) Tripeptidester-hydrochlorid vom
Smp. 178-180° (bei raschem Aufheizen), bzw. 198~200° (bei langsamem Aufheizen); {3 =
—19,4° 4+ 0,5° (¢ = 2,2 in Wasser); papierchromatographisch einheitlich (Rf-Werte in Syst. I1
0,75, 11T 0,82).

CpsHgsO,N,S, HCI (611,2)  Ber. C 55,03 H 6,43 C1580%  Geof. C 54,88 H 6,59 C15,95%

Zur Uberfithrung in den freien Ester werden 33,5 g (0,055 Mol) des Hydrochlorids in 350 ml
Essigester suspendiert, mit 30 ml einer 2,5N-Lésung von Ammoniak in Methanol versetzt und
30 Min. bei Zimmertemperatur geriihrt, wobei das Ausgangsmaterial vollstindig in Loésung geht.
Das ausgeschiedene Ammoniumchlorid wird abfiltriert, das Filtrat im Vakuum eingedampit und
der Riickstand in 100 ml Essigester aufgenommen. Beim Stehen iiber Nacht bei 0° scheidet sich
der Tripeptidester in kristalliner Form ab: 31,3 g (999%,); Smp. 82-84°. Nach zweimaligem Um-
lristallisicren aus Essigester Smp. 85-87°; [«]f§ = —15,8° 4+ 0,3° (¢ = 5,4 in Alkohol); papier-
chromatographisch einheitlich (Rf-Werte in Syst. IT und II1 wie Hydrochlorid).

CoeHgsO,N,S (574,7)  Ber. C 58,52 H 6,66 S 558% Gef. C5839 H6,87 S 5439

L= Prolyl-L-tyrosyl-Ne-tosyl-L-lysin (X). — a) Eine Losung von 6,11 g (10 mMol) Ester-hydro-
chlorid IX in 40 ml 1n Natronlauge wird 1 Std. bei 0° stehengelassen und darauf mit 1~ Salz-
sdure auf pH 5 gestellt. Das ausgeschiedene kristalline Material wird abfiltriert und mit Wasser
und Alkohol gewaschen: 4,67 g (839,), Smp. 222-224°. Zur weiteren Reinigung wird die Sub-
stanz in 20 ml heissem Dimethylformamid geldst, von wenig unléslichem Material abfiltriert und
mit 50 ml heissem Methanol versetzt, wobei sich das N&-Tosyl-tripeptid in Form von feinen
Nadeln vom Smp. 224-226° abscheidet: 4,40 g (79%); [«]}f = —16,6° (¢ = 4,0 in Dimethyl-
formamid), —36,4° (¢ = 2,7 in 0,5~ Kaliumhydrogencarbonat-Lésung); papierchromatogra-
phisch einheitlich: Rf-Werte in Syst. 1 0,73, II 0,79, III 0,77.

CyHzeO,N,S  Ber. C 57,84 H 647 N9 S 5729
(560,7) Gef. ,, 57,62 ,, 6,26 ,, 9,77 ,, 5,55%

b) 3,47 g (5 mMol) Carbobenzoxy-L-prolyl-L-tyrosyl-Ne-tosyl-L-lysin18) werden in 35 ml Me-
thanol geldst und in Gegenwart von 0,5 g Palladiumkohle (10-proz.) hydriert (gebildetes CO, in
Natronlauge absorbiert). Nach Aufnahme der berechneten Mcnge Wasserstoff wird das ausge-
schiedene Reaktionsprodukt durch Zugabe von 20 ml heissem Wasser geltst, heiss vom Kataly-
sator abfiltriert, das Filtrat im Vakuum eingedampft und der kristalline Riickstand mit Alkohol
gewaschen: 1,90 g (689%), Smp.219-222°. Nach Umkristallisieren aus Dimethylformamid-
Methanol Smp. 222-224°; identisch mit dem nach Methode a} hergestellten Material.

t- Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-tyvosyl- Né-tosyl-L-lysin-methylester (X I). Eine Lésung von 31,3g
(54 mMol) des freien Esters IX in 60 mi trockenem Pyridin wird mit 13,1 g (55 mMol) ¢-Butyloxy-
carbonyl-p-nitrophenol 1) versetzt und tiber Nacht bei 20° stehengelassen. Die Reaktionslosung
wird darauf im Vakuum auf ein kleines Volumen cingeengt, mit Essigester versetzt und unter
Eiskiihlung dreimal mit 2~ Salzsdure, zweimal mit 18 Natriumhydrogencarbonat-Lésung und mit
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Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand liefert nach mehr-
maligem Verreiben mit Ather 35,5 g (98%) schwach gelblichen Schaum. Die Substanz ist papier-
chromatographisch (nach Hydrolyse zu X mit konz. Salzsiure, 60 Min. bei 40°) und in der Gegen-
stromverteilung nach Craic (30 Stufen im System Methanol-Wasser-Chloroform-Tetrachlor-
kohlenstoff 8:2:5:5; K = 0,72) einheitlich.

t- Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-tyrosyl-Ne-tosyl-L-lysin (XII). 34,0 g (50 mMol) des Esters XI
werden bei ca. 10° in einem Gemisch von 50 ml Methanol und 150 ml 1~ Natronlauge geldst. Das
Reaktionsgemisch wird 1 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen, darauf mit 2~ Salzsiure
auf pH 7 gestellt, im Vakuum von Methanol befreit, mit Essigester iiberschichtet und bei 0° unter
Umschiitteln mit 2~ Salzsiure angesiuert. Die abgetrennte Essigesterphase wird mit Wasser
gewaschen und dreimal mit 0,5N Kaliumhydrogencarbonat-Lésung extrahiert. Nach Uber-
schichten der vereinigten wisserigen Extrakte mit Essigester wird wiederum bei 0° mit 2N Salz-
sdure schwach angesiuert (Kongo), die Essigesterlésung mit Wasser gewaschen (bis neutral),
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der als Riickstand erhaltene Schaum ergibt nach Ver-
reiben mit Ather 32,2 g (96%) eines farblosen Pulvers, das papierchromatographisch einheitlich
ist; Rf-Werte in Syst. I 0,71, III 0,84. Titration mit 0,1~ Natronlauge in Methanol ergibt das
erwartete Aquivalentgewicht von 660.

Zur Analyse wird eine Probe in wenig Essigester bei 30° gelost, auf 0° gekiihlt, das ausge-
schiedene 01 durch Abdekantieren von der iiberstehenden Losung getrennt und mit Ather ver-
rieben.

CyoH,yOpN, S (660,8) Ber. C 58,16 H 6,71 N 4,85% Gef. C57,90 H 6,98 N 4,93%

Carbobenzoxy-L-methionin-p-nitrobenzylester. Eine Lésung von 14,2 g (50 mMol) Carbobenzoxy-
L-methionin?®?) und 10,8 g (50 mMol) p-Nitrobenzylbromid in 100 ml Essigester wird mit 5,6 g
(55 mMol) Tridthylamin versetzt und 5 Std. unter Riickfluss erhitzt. Nach Kiihlen auf Zimmer-
temperatur wird das ausgeschiedene Tridthylamin-hydrobromid abfiltriert, das Filtrat bei 0° in
iiblicher Weise neutral gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Die Kristallisation
des Riickstands aus Ather/Petrolither liefert 17,4 g (839%,) kristallinen Ester vom Smp. 58-60°;
nach Umkristallisieren aus Ather/Petrolather: 15,2 g (73%); Smp. 63-65°; [«]f = —15,0°+0,5°
(¢ = 2,0 in Aceton), +2,5° 4 0,3° (¢ = 4,0 in Chloroform).

CooH3,06N,S (418,5)  Ber. C57,40 H 5,30 S$7,669  Gef. C57,16 H 537 S 8,00%

L-Methionin-p-nitrobenzylester. 21 g (50 mMol) Carbobenzoxy-L-methionin-p-nitrobenzylester
werden in 200 ml trockenem Ather suspendiert und mit 30 mli einer 5N-Lésung von Bromwasser-
stoff in Eisessig versetzt, wobei das Ausgangsmaterial sofort in Losung geht. Nach ca. 15 Min.
beginnt die Abscheidung eines Ols, das sich langsam (etwas rascher nach Animpfen) verfestigt.
Nach 5 Std. wird die iiberstehende Losung abdekantiert und das rohe Ester-hydrobromid mehr-
mals mit Ather verrieben und im Vakuum getrocknet: 10,75 g (59%); Smp. 148-149°; umkristal-
lisiert aus Acetonitril: 9,68 g (53%,); Smp. 149-151°; [«]8] = +4,1° 4 0,5° (¢ = 2,0 in Methanol);
langsame Gelbfiarbung beim Aufbewahren bei Zimmertemperatur.

Cy3H;40,N,S, HBr (365,3) Ber. C 39,46 H 4,69 Br 21,889 Gef.C39,53 H4,65 Br22219%

Die Decarbobenzoxylierung mit Bromwasserstoff in Essigester unter den flir den Dipeptid-
ester IV angegebenen Bedingungen liefert das Ester-hydrobromid in 439, Ausbeute; mit Brom-
wasserstoff in Eisessig oder Dioxan entsteht nur 6liges Material.

Zur Uberfithrung in den freien Ester werden 4,4 g (12 mMol) Hydrobromid in einem Gemisch
von 15 ml Wasser und 50 ml Essigester gelést und bei 0° mit 15 ml 2~ Kaliumhydrogencarbonat-
Losung ausgeschiittelt. Die abgetrennte Essigesterphase wird zweimal mit Wasser gewaschen,
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der slige Riickstand wird mit Petroldther gewaschen:
2,82,g (839%) gelbliches Ol, das direkt weiter umgesetzt wird.

t- Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-tyrosyl-Ne-tosyl-L-lysyl-L-methionin-methylester (X111a). Eine
Losung von 33,0 g (50 mMol) ¢-Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-tyrosyl-Né-tosyl-L-lysin (XII) und
9,0 g (55 mMol) frisch hergestelltem L-Methionin-methylester??) in 250 ml Acetonitril wird auf
— 10° gekiihlt und mit 11,4 g (55 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Nach 15 Std. bei — 5°

2) M. BRENNER & R. W. PrIsTER, Helv. 34, 2085 (1951); K. HoFmManN, A, J6HL, A. E. FURLEN-
MEIER & H. KAPPELER, J. Amer. chem. Soc. 79, 1636 (1957).
24y M. BRENNER & W. HUBER, Helv. 36, 1109 (1953).



1508 HELVETICA CHIMICA ACTA

und 24 Std. bei 0° wird 1 ml Eisessig zngegeben, der ausgeschiedene Dicyclohexyl-harnstoff ab-
filtricrt und das Filtrat im Vakuum cingedampft. Der Riickstand wird in Essigester aufgenommen,
unter Eiskiihlung mit 1N Salsdure, 0,58 Kaliumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen,
getrocknet, im Vakuum eingedampft und das als Ol crhaltene Material mit Ather verrieben. Das
gelbliche, amorphe Pulver (38,3 g, 959%,) zeigt bei der papierchromatographischen Priifung (nach
Abspaltung der ¢-Butyloxycarbonyl- und der Estergruppe mit konz. Salzsdure, 1 Std. bei 40°)
dic Rf-Werte von XV und zusidtzlich ca. 5-109, eincs langsamer laufenden Nebenprodukts.
Durch Gegenstromverteilung nach Craig (60 Stufen im System Methanol- Wasser- Chloroform-
Tetrachlorkohlenstoff 12:3:4:8; K = 1,18) wird keine weitere Reinigung erzielt.

Beim Umsatz von XII mit L-Methionin-p-nitrobenzylester unter den oben angegebenen Be-
dingungen wird der z-Butyloxycarbonyli-L-prolyl-L-tyrosyl-Ne-tosyl-L-lysyl-L-methionin- p-nitro-
benzylester (XIITb) in 96-proz. Ausbeute als gelblicher Schaum crhalten, der cinen dem obigen
Mecthylester entsprechenden Reinheitsgrad aufweist.

t-Butyloxycarbonyl-L-prolyl-L-tyvosyl-Ne-tosyl-L-lysyl-L-methionin (XIV ). 20,1 g (25 mMol)
des Esters XIIla werden in 40 ml Methanol gelost, bei ca. 10° mit 75 ml 1N Natronlauge versetzt
und 45 Min. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Aufarbeitung in der fiir das Tripeptid-
derivat XII angegebenen Weise ergibt das als Schaum crhaltenc Rohprodukt beim Verreiben mit
Ather 15,4 g (789,) eines schwach gelblichen Pulvers, das dirckt weiter verarbeitet wird. Aqui-
valentgewicht 824 (ber. 791); Rf-Werte in Syst. I 0,80, IIT 0,82.

Das gleiche Produkt entsteht bei der Verseifung des entsprechenden p-Nitrobenzylesters
XTIlb (Ausbeute 839%,).

L- Prolyl-L-tyrosyl-Né-tosyl-L-lysyl-L-methionin (X V). 15,0 g (19 mMol) XIV werden in 75 ml
warmem Essigester geldst, auf Zimmertemperatur gekithlt und unter Umschiitteln in 300 ml
ciner 2,5N Losung von Salzsdure in Essigester eingegossen. Nach 1 Min. beginnt die Abscheidung
eines anfanglich oligen, dann kristallisierenden Materials, das nach 30 Min. abfiltriert und mit
Essigester und Ather gewaschen wird. Das etwas hygroskopische Hydrochlorid (12,6 g) wird zur
Uberfithrung in das freie Tetrapeptid-Derivat in 40 ml Methanol gelost und mit 8 ml einer 2,5n-
Losung von NH, in Methanol versetzt. Das ausgeschicdenc kristalline Material wird abfiltriert,
mehrmals mit heissem Methanol gewaschen und im Vakuum getrocknet: 8,9 g (679,); Smp. 223~
226°; [a]ff = —42,0° + 1° (¢ = 2,0 in 0,58 KHCO,-Lésung); Analyse und Rf-Werte: siehe 1%);
die Substanz enthilt ca. 5%, Methionin-sulfoxid-Derivat (Rf-Werte: siehe %)), das sich durch
Umkristallisieren aus Dimethylformamid/Methanol nicht entfernen ldsst.

Die Totalhydrolyse mit 6N Salzsdure (18 Std. bei 120°) ergibt Prolin, Tyrosin, Methionin,
Lysin und Spuren von Né-Tosyl-lysin (bestimmt durch zweidimensionale Methode: Hochspan-
nungselektrophorese bei pH 1,9, 50 V/cm, 75 Min., und Papierchromatographie im System VI.

C. Hexa- und Heptapeptidsequenzen I und 11

Carbobenzoxy-L-aspavaginyl-L-sevyl-glycyl-L-prolyl-L-tyvosyl-Né-tosyl-L-lysin (Ia). Einc Losung
von 3,10 g (7,5 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin (VIa) und 1,10 ml (8 mMol)
Tridthylamin in 15 ml frisch destilliertem Dimethylformamid wird unter Feuchtigkeitsausschluss
auf —10° gekithlt und unter Riithren innert 10 Min. tropfenweise mit einer Losung von 1,05 g
(7,5 mMol) Isobutylchlorocarbonat in 5 ml trockenem Tetrahydrofuran versetzt. Die Losung wird
weitere 10 Min. bei — 10° und 20 Min. bei 20° geriihrt und wieder auf 0° gekiihlt; anschliessend
wird unter Rithren innert 10 Min. tropfenweise eine Losung von 4,20 g (7,5 mMol) L-Prolyl-L-
tyrosyl-N#-tosyl-L-lysin (X} und 1,17 ml (8,5 mMol) Tridthylamin in 25 ml Dimethylformamid
{Losung hergestellt durch kurzes Erhitzen in verschlossenem Geféss auf ca. 120° und rasches
Kiihlen auf Zimmertemperatur) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 1 Std. bei 0° und tber
Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen und darauf bei 0,1 Torr und ca. 30° zum Sirup
eingedampft. Bei Zugabe von 30 ml 1N Essigsiure scheidet sich ein zihes Ol aus, das mehrmals
mit weiteren Mengen verdiinnter Essigsdure und anschliessend mit Wasser gewaschen und im
Vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet wird. Zweimaliges Umfillen aus Alkohol ergibt 3,48 g
(48%,) eines amorphen Pulvers vom Smp. 138-143° (leichtes Sintern bei 133°); [a]3% = —31,9° |
0,5° (¢ = 2,1 in Dimethylformamid),’ -~ 38,9° + 1° (¢ = 1,0 in Eisessig). Die Substanz ist papier-
chromatographisch einheitlich, Rf-Werte in Syst. I 0,65, I1 0,92, I11 0,75, V 0,69. Bei der Gegen-
stromverteilung {iber 60 Stufen im System Methanol-0,1-proz. Essigsdure-Chloroform-Tetrachlor-
kohlenstoff 3:1:3:1 entspricht die Gewichtskurve der theoretischen Verteilung mit K = 1,22.
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Die Substanz enthdlt 1 Aquivalent Wasser, das sich durch Trocknung bei 0.05 Torr und 60°
nicht entfernen lisst.
CyeH;60, NS, 1,0  Ber. C 54,42 H 6,02 N 11,54 S 3,309,
(971,1) Gef. ,, 54,62 ,, 6,26 ,, 11,52 ,, 3,30%
L-Asparaginyl-L-seryl-glycyl-L-prolyl-L-tyrosyl-Né-tosyl-L-lysin (Ib). 0,34 g (0,35 mMol) der
Carbobenzoxyverbindung Ia werden in 20 ml Methanol unter Erwirmen gel6st und in Gegenwart
von 0,1 g Palladiumkohle (10-proz.) bei Zimmertemperatur und Normaldruck hydriert (Wasser-
stoff-Aufnahme 8,6 ml; ber. 7,8 ml), wobei sich das Reaktionsprodukt in fester Form abscheidet.
Das Gemisch von Katalysator und Substanz wird abfiltriert, anschliessend mit 10 ml heisscm
Wasser extrahiert und der filtrierte wisserige Extrakt im Vakuum vollstindig eingedampft.
Das als Riickstand erhaltene farblose Pulver (0,25 g) liefert nach zweimaligem Umfillen aus
Dimethylformamid/Methanol 121 mg (42%,) amorphes Material vom Smp. 198-201° (nach Sin-
tern bei 194°); [a]f = —67,9° 4+ 1° (¢ = 1,0 in Dimethylformamid); Rf-Werte in Syst. I 0,40,
110,67, I11 0,68, IV 0,67, V 0,47. Die Substanz ist leicht hygroskopisch; nach Trockhung wihrend
6 Std. bei 60° und 0 05 Torr. enthilt sie 1 Aquivalent Wasser.

CasH5001NgS, H,0  Ber. C51,66 H 6,26 N 13,39 S 3,839%
(836,9) Gef. ,, 51,50 , 6,24 ,, 13,50 ,, 3,89%

Carbobenzoxy- L-aspavaginyl L-seryl-glycyl-L-prolyl-L-tyvosyl-Ne-tosyl-L-lysyl-L-methionin ([ I).
3,10 g (7,5 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-seryl-glycin (VIa) werden cntsprechend der zur
Herstellung des Hexapeptidderivats Ia angegebenen Methode in das gemischte Anhydrid iiber-
gefithrt und mit einer Losung von 5,20 g (7,5 mMol) L-Prolyl-L-tyrosyl-Né-tosyl-L-lysyl-L-methio-
nin (XV) und 1,23 ml (9 mMol) Tridthylamin in 75 ml Dimethylformamid umgesetzt. Das nach
Abdampfen des Losungsmittels und mehrmaligem Verreiben des 6ligen Riickstands mit 1~ Essig-
sdure und Wasser bei 0° erhaltene pulverige Material wird abfiltriert, getrocknet und zweimal aus
Methanol umgefillt: 2,65 g (319,) farblose amorphe Substanz vom Smp. 173-176° (nach Sintern
bei 170°); Rf-Werte in Syst. 10,72, II > 0,9, 111 0,77, V 0,74 und zusitzlich ca. 5%, ciner lang-
samer laufenden Verbindung (wahrscheinlich Methionin-sulfoxid-Derivat). Weitere Reinigung
durch Gegenstromverteilung iiber 60 Stufen im System Methanol-Wasser-Chloroform-Tetrachlor-
kohlenstoff 3:1:3:1 (K = 0,63) und Umfillen der Spitzenfraktionen aus Methanol liefert papier-
chromatographisch einheitliche Substanz vom Smp. 179-183°; [«] = —31,5° 4+ 0,5° (¢ = 2,1
in Dimethylformamid), —31,7° 4+ 0,5° (¢ = 2,2 in Eisessig). Das bei 0,05 Torr und 60° getrock-
nete Produkt enthilt 1 Aquivalent Wasser.

CyoHgzO1s NS, H,O Ber. €53,39 H 6,13 023,22 N 11,44 S 5,829,
(1102,3) Gef. ,, 53,66 ,, 6,21 ,, 23,11 ,, 11,43 ,, 5,699,

Dic Totalhydrolyse mit 6N Salzsiure (18 Std. bei 120°) ergibt die erwarteten Aminosiuren
(Bestimmung wie bei Hydrolyse von XV), zusitzlich wenig Ne-Tosyl-lysin und zwei neue Sub-
stanzen'?), wovon cine mit PauLy-Reagens und beide mit Ninhydrin anfirbbar sind.

Wir danken Herrn Dr. H. ZUBER fiir dic Ausfithrung und Auswertung der Totalhydrolysen.
Die analytischen Daten verdanken wir Herrn Dr. W. PapowEgTz und dic Ausfithrung der Papier-
chromatogramme Herrn E. voN ARX.

SUMMARY

Protected peptides incorporating the amino acid residues 1-6 (I) and 1-7 (II) of
beef MSH have been synthesized starting from intermediates comprising the se-
quences 1-3 (VIa), 4-6 (X) and 4-7 (XV) respectively.
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