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Zusammenfassung: Die Synthese von drei Pep-
tiden aus der Sequenz des Mastzellen-degranu-
lierenden Peptids wird beschrieben. Die Frag-
mente

MCD(8-11) Boc-His(Trt)-Val-lle-Lys(Z)
MCD(5-7) Boc-Cys(SiPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)
und

MCD(1-4) Boc-lle-Lys(Z)-Cys(Trt)- Asn(Mbh) (V)
wurden nach klassischen Verfahren zur Synthese

(1)
av)

von Peptiden dargestellt. Ihre Reinheit wurde
durch Aminosdurenanalyse, Diinnschichtchroma-
tographie und Elementaranalyse gepriift. Sie er-
moglichen zusammen mit den Fragmenten
Boc-Lys(Z)-1le-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) )
und

Boc-Pro-His(Trt)-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos)  (ID)(2]

den Aufbau der Sequenz des MCD-Peptids an
einem mit Asparagin beladenen polymeren Trager.

Basic Peptides in Bee Venom, III. Synthesis of Peptide Fragments from the Sequence of the Mast-

Cell-Degranulating Peptide

Summary: The synthesis by conventional meth-
ods of the following three peptides is described:
MCD(8-11) Boc-His(Trt)-Val-lle-Lys(Z)
MCD(5-7) Boc-Cys(SiPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)
and

MCD(1-4) Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-Asn(Mbh) (V).

()
awv)

These peptides are fragments of the mast cell de-
granulating peptide from bee venom. The purity

of the fragments synthesized was examined by
thin-layer chromatography, amino acid and ele-
mentary analysis. Including the fragments
Boc-Lys(Z)-Ile-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) ()]
and

Boc-Pro-His(Trt)-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos) 1),

which were described earlier!2], the synthesis of
the mast-cell-degranulating peptide on a polyethy-
lene-asparagine support appears possible.

Key words: Bienengift, Mastzellen-degranulierendes Peptid, Peptidsynthese, N-Hydroxysuccinimidester.

Abkiirzungen: MCD-Peptid = Mastzellen-degranulierendes Peptid (= P401); Boc = ¢-Butyloxycarbonyl; DCC = Di-
cyclohexylcarbodiimid; Mbh = 4,4'-Dimethoxybenzhydryl; OMe = Methylester; ONP = p-Nitrophenylester; ONSu =
N-Hydroxysuccinimidester; SiPr = S-Isopropylthio; Trt = Trityl; Tos = Tosyl; Z = Benzyloxycarbonyl.
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Abbildung. Sequenz des MCD-Peptids.

1 5 15 1
Ile-Lys-Cy s—Asn%Cys-Lys—Arg-:His-Val-]le-Lys-:Pro—His—lle—Cys-A:g}Lys—lle-Cy
i | |

! 9

|22
s-Gly-Lys;Asn
I
11 1

Disulfidbriicken in Pos. 3- 15 und Pos. 5 - 19. I - V: Fragmente zum Aufbau der Sequenz

Zur Totalsynthese des Mastzellen-degranulieren-
den Peptids aus Bienengift wurde die Sequenz
von 22 Aminosduren in fiinf Peptidfragmente un-
terteilt (Abb.). Die Synthese der Fragmente I

und II wurde 1.c.[2] beschrieben. In der vorliegen-

den Arbeit wird die Synthese der Fragmente III,
IV und V nach den in den Schemata 1 - 3 darge-
stellten Methoden durchgefiihrt. Die Carboxyl-
endstiandige Aminosaure Asparagin (Pos. 22) soll
bei der Synthese des Gesamtpeptids als Poly-
athylenglykolester eingesetzt werden. Durch

schrittweises Ankuppeln der Fragmente [ bis V
soll dann das MCD-Peptid synthetisiert werden.

Synthese der Fragmente

Die Synthese von Fragment III [Boc-His(Trt)-Val-
-lleLys(Z)] wurde durch schrittweises Ankuppeln
jeweils einer Boc-geschiitzten Aminosidure, ausge-
hend von e-Benzyloxycarbonyllysin-methylester,
nach Schema 1 durchgefiihrt. Die Kondensation
erfolgte mittels Dicyclohexylcarbodiimid und
1-Hydroxybenzotriazol(3). Intermediir wurde der
Boc-Rest jeweils mit 1N HCl/Eisessig abgespal-
ten. Die Verseifung des Boc-Tetrapeptid-methyl-

His Val Ile Lys 3 o :
esters konnte nicht quantitativ durchgefiihrt wer-
z den. Auch bei Zugabe von 50% Uberschuf} an
Z Natronlauge und bei Verwendung verschiedener
Boct-OH  H-{-OMe Losungsmittel konnte keine vollstindige Versei-
fung erreicht werden. Die Abtrennung des Methyl-
z esters vom Endprodukt gelang durch mehrmaliges
DCC istallisi
Boc OMe Umkristallisieren.
A
Boc—rOH H OMe Cys Lys Arg
Z YA Tos
pCe Z Z
Boc OMe Boc—f— ONSu H—OH
Trt VA VA Tos
Boc—{-OH H OMe Boc OH
Trt Z SiPr Z Tos
DCC Z
Boc OMe Boc—f—ONSu H OH
Trt Z SiPr z Tos
Boc OH Boc —OH

Synthese-Schema 1.

Synthese-Schema 2.



Bd. 358 (1977)

Basische Peptide des Bienegifts, III

333

Fragment IV [Boc-Cys(SiPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)]
wurde durch Verwendung von Boc-Aminosiure-
hydroxysuccinimidestern{#:5) nach Schema 2 dar-
gestellt. Diese Methode bietet viele experimen-
telle Vorteile, da die Ausgangsprodukte leicht dar-
zustellen sind, die aktivierten Ester eine hohe
Aminolysebereitschaft zeigen und bei der Kniip-
fung der Peptidbindung kaum Racemisierung auf-
tritt!®). Bei der Reinheitspriifung der zur Synthe-
se eingesetzten aktivierten Ester mittels Diinn-
schichtchromatographie sollte beachtet werden,
daf sie sich durch Laufmittel- und Silikagelein-
fliisse zersetzen konnen!7].

lle Lys Cys Asn
z
Boc+ONSu H —ZOH
Z Trt
Boc OH H—OMe
Z Trt
Boc OMe
Z Trt Mbh
Boc NoHj H—ZOH
z Trt Mbh
Azid-
Boc OH
Synthese

Synthese-Schema 3.

Tabelle. Aminosidurenanalyse der synthetisierten Peptide.

Die theoretischen Werte stehen jeweils in Klammern.

Fragment V [Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-Asn(Mbh)]
wurde nach Schema 3 dargestellt. Eine andere
Strategie, bei der Boc-lle-Lys(Z)-N,H; durch
Azidsynthese mit Cys(Trt)-Asn verkniipft wer-
den sollte, mufdte aufgegeben werden, da Aspar-
gin wegen seiner schlechten Loslichkeit in den
iiblichen Losungsmitteln weder mit Boc-Cys(Trt)-
ONSu noch mit Boc-Cys(Trt)-ONP zur Reaktion
gebracht werden konnte. Bei der Reaktion von
Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-N,H3z mit Asparagin
nach der Azidmethode wurden ebenfalls keine
befriedigenden Ausbeuten erzielt. Fiir dieses Ver-
halten sind wahrscheinlich Wasserstoffbriicken
innerhalb des Asparaginmolekiils verantwortlich.
Zur Verbesserung der Loslichkeit wurde deshalb
der 4,4'-Dimethoxybenzhydrylrest als Amid-
schutzgruppe nach Kénig und Geiger eingefiihrt(8],
Die Einfiihrung dieser Schutzgruppe vermeidet
gleichzeitig eine mogliche Nitrilbildung, eine Di-
acylaminbildung und eine Transpeptidierung bei
der Kniipfung von Peptidbindungenl(9-10],

Die Fragmente III, IV und V konnten chromato-
graphisch rein erhalten werden und ergaben die
in der Tabelle aufgefithrten Aminosiurenanalysen.

Material und Methoden

Ausgangsstoffe

Die L-Aminosiuren wurden von Ajinomoto (Tokio),
Diamalt (Miinchen) und Merck (Darmstadt) bezogen.
Die Darstellung von Boc-Azid erfolgte nach 1.c.[11] die
Synthese von 4,4'-Dimethoxybenzhydrol nach 1.c.I8],
Zur Synthese und zur Umkristallisation wurden absolu-
tierte Losungsmittel eingesetzt. Alle iibrigen Reagenzien
waren p.a. Substanzen der Firma Merck (Darmstadt).

Peptid Asn Arg Cys His Ile Lys Val
Vallle-Lys(Z)-OMe _ _ _ _ 100 (1) 112 ()| 100 (1)
f;;gfgg'wal'"* - - - {100 @] 080 m|1.03 @] 092 @
i;’;gi:gmﬂ"“z* ~ o971 wy|ost | - -l | -
i‘:f;&:ti’s(zycysa‘”’ 093 )| - 078 (1| - 1.00 (1)] 1.00 (1) -
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Methoden

Die Schmelz- und Sinterpunkte wurden in einem Gerdt
nach Dr. Tottoli bestimmt und sind nicht korrigiert. Die
Bestimmung der Drehwerte erfolgte an einem lichtelek-
trischen Polarimeter der Firma Zeiss. Nach der Hydro-
lyse der Peptide mit SN HCI bei 110 °C unter Stickstoff
wurden die Aminosiuren an einem Amino Acid Ana-
lyzer Unichrom der Firma Beckman quantitativ be-
stimmt. Zur Ermittlung der Elementaranalysen stand
ein Elemental Analyzer der Firma Perkin Elmer zur Ver-
figung.

Zur Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgel-S-
beschichtete Aluminiumfolien mit und ohne Fluores-
zenzindikator der Firma Riedel de Haen verwendet. Als
Laufmittel dienten

1. n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1 (v/v)

2. n-Butanol/Eisessig/Wasser 2:1:1 (v/v)

3. n-Butanol/Eisessig/Pyridin/Wasser 30:6:20: 24 (v/v)
4. 2-Propanol/Eisessig/Pyridin/Wasser 10: 4:5:4 (v/v)

Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte nach

Fixierung mit Ninhydrin. Bei Laufmittel 1 und 2 konn-
ten Peptide mit Trt-geschiitzten Aminosiuren auflerdem
im UV-Licht (Fluotest, Hanau) sichtbar gemacht werden.

Synthesen

Die N-Boc-geschiitzten Aminosduren wurden nach
Lc.[12] synthetisiert. Das zur Synthese verwendete Di-
cyclohexylcarbodiimid wurde stets als 2N Losung in
Methylenchlorid eingesetzt. Beim Arbeiten mit Dicyclo-
hexylcarbodiimid wurde zur Vermeidung von Racemi
sierung und zur Erhéhung der Ausbeuten 1-Hydroxy-
benzotriazol zugefigt! 3],

FRAGMENT III

Boc-His(Trt)[13]
100 mmol Boc-His(Trt)-OMel13] werden in 250 m!
Athanol geldst und mit 55 m/ 2N NaOH versetzt. Nach
1 h wird mit 110 m/ IN HCl neutralisiert, im Vak. ein-
geengt und der Riickstand in 200 m/ Wasser und 400 m/
Athylacetat aufgenommen. Die wifrige Phase wird noch
zweimal mit Athylacetat extrahiert, die organischen
Phasen vereinigt und noch zweimal mit 0.5N NaHCO3,
zweimal mit verd. Citronensiurelésung und viermal mit
Wasser gewaschen, Nach dem Trocknen iiber MgSO4
wird das Losungsmittel im Vak. abdestilliert und der
olige Riickstand aus 2-Propanol mit Petroldther ausge-
fillt.
Ausbeute: 33 g (67% d.Th.); Schmp. 145 - 150 °C
[@]1254: +10° (¢ = 1, in Methanol)
C30H31N304 (497.60)

Ber. C7241 C6.28 NB844

Gef. C71.83 C6.09 NB8.32

NE€-Benzylox; ycarbonyl»lysinmethylester[ 14]

600 ml Methanol werden langsam bei — 15 °C mit 40 m/
Thionylchlorid versetzt. Dazu gibt man portionsweise
80 g (288 mmol) N€-Benzyloxycarbonyllysin und rihrt
bei 0 °C 30 min. Dann erhitzt man 2 h auf 40 °C und
148t 12 h bei Zimmertemperatur stehen. Das Losungs-
mittel wird im Vak. abdestilliert und der Riickstand in
400 mJ Wasser gelost. Mit 4N NaOH stellt man den pH-
Wert der Losung auf 9.0 ein, extrahiert dreimal mit je
250 m/ Athylacetat und filtriert von ausfallendem, nicht
umgesetztem Produkt ab. Die vereinigten Athylacetat-
phasen werden noch einmal mit Wasser extrahiert, iiber
MgS0O4 getrocknet und das Losungsmittel im Vak. abge-
dampft. Der olige Riickstand wird in 200 m/ absolutem
Methanol gelést und mit 60 m/ 4N HCl/Methanol ver-
setzt. Nach Zugabe von Ather fallt der Methylester als
Hydrochlorid aus, wird abfiltriert und aus Athanol/Ather
umkristallisiert.

Ausbeute: 85g (89% d.Th.); Schmp. 111-113 °C
[@)254: +14.5° (c = 1, in Methanol)

578

CysHy3N204C1 (330.82)
Ber. C54.46 H7.01 NB847
Gef. CS54.25 H7.12 N858

Boc-Tle-Lys(Z)-OMel 15}
33 g (100 mmol) N€-Benzyloxycarbonyl-lysinmethyl-
esterhydrochlorid werden in 200 m/ Methylenchlorid
suspendiert und mit 14 m/ Tridthylamin, 27 g 1-Hydroxy-
benzotriazol in 50 m!/ Dimethylformamid und mit 23.1 g
Boc-Ile versetzt. Bei 0 °C tropft man unter Rithren
100 mmol DCC zu und 148t iiber Nacht reagieren. Nach
der Zugabe von weiteren 300 m/ Methylenchlorid wird
von ausgefallenem Dicy clohexylharnstoff abfiltriert, das
Losungsmittel im Vak. abgedampft und der Riickstand
in 700 m/ Athylacetat unter Erwirmen gelost. Die war-
me Athylacetatldsung wird einmal mit Wasser, zweimal
mit 1N NaHCOj3, zweimal mit 0.5N HCl und dreimal
mit Wasser extrahiert und iiber MgSO4 getrocknet. Nach
dem Entfernen des Athylacetats kann das Peptid aus
Ather/Petrolither kristallisiert werden.
Ausbeute: 38g (77% d. Th.); Schmp. 98 - 100 °C
[a]234: — 25° (c =1, in Methanol)
Cp6Hg1 N304 (507.64)

Ber. C61.52 H8.14 NB8.27

Gef. C61.47 HB831 NB837

Ile-Lys(Z)-OMe-Hydrochlorid

19 g (50 mmol) Boc-lle-Lys(Z)-OMe werden bei Zim-
mertemperatur in 200 m/ IN HCI/Eisessig gelost. Nach
30 min wird der Eisessig bei 35 °C Badtemperatur im
Vak. abdestilliert und der 6lige Riickstand in Methanol
geldst, das Peptid mit Ather ausgefillt und aus Metha-
nol/Ather umkristallisiert.
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.Ausbeute: 21 g (95% d.Th.); Schmp. 147 - 148 °C

[[«)234: + 6° (c = 1, in Methanol)

(C21H3;N305-HCl (442.98)
Ber. C56.94 H7.51
Gef. C56.89 H7.65

N 9.49
N9.58

iBoc-Val-lle-Lys(Z)-OMe
44 g (100 mmol) lle-Lys(Z)-OMe - HCI werden in 300 m/
Methylenchlorid suspendiert, mit 14 m/ Tridthylamin
wersetzt und auf 0 °C gekiihlt. Dazu gibt man unter Rih-
ren 27 g 1-Hydroxybenzotriazol, gelost in 50 m/ Dimethy!-
formamid, 22 g Boc- Valin und 100 mmol DCC. Nach 12 h
wird von ausgefallenem Dicyclohexylharnstoff abfiltriert,
der Riickstand gut mit Methylenchlorid gewaschen, die
organische Phase im Vak. eingeengt, der Riickstand in
700 m/ warmem Athylacetat gelost und der nachtrag-
Lich-ausfallende Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Nach
dem Abdampfen des Losungsmittels wird der 6lige Riick-
stand in 200 m/ Dimethylformamid geldst und die L&-
sung unter starkem Rithren in 2/ 1IN NaHCO3-Losung
gegossen. Das fest ausfallende Tripeptid wird abfiltriert,
gut mit Wasser gewaschen, getrocknet und aus Athyl-
acetat/Petrolither kristallisiert.
Ausbeute: 44 g (70% d.Th.); Schmp. 160- 161 °C
[1254: = 50° (c = 1, in Methanol)
C3;H50N40g (606.74)
Ber. C61.36 H8.31
Gef. C61.22 HB8.31

N9.23
N9.26

Val-Ile-Lys(Z)-OMe-Hydrochlorid
31 g (70 mmol) Boc-Val-Ile-Lys(Z)-OMe werden in
250 m! 1N HCl/Eisessig gelost und 30 min geriihrt. Dann
wird der Eisessig abrotiert, der Riickstand zur Entfer-
nung iliberschiissiger HCI noch einmal in Eisessig gelost
und wieder im Vak. einrotiert, und das Peptid aus Me-
thanol/Ather kristallisiert.
Ausbeute: 34 g (92% d.Th.); Schmp. 213 °C
[al%?,s: —15° (¢ = 1, in Methanol)
CaeH4aN40g - HCl (543.12)

Ber. CS57.50 H7.98 N10.32

Gef. C57.43 H17.92 N10.18
Aminosiureanalyse siehe Tabelle.

Boc-His(Trt)-Val-Ile-Lys(Z)-OMe

15.9 g (30 mmol) Val-Ile-Lys(Z)-OMe-Hydrochlorid
werden in 150 m/ Methylenchlorid suspendiert, mit
4.2 ml Tridthylamin, 8.1 g 1-Hydroxybenzotriazol in
30 m! Dimethylformamid, 14.7 g Boc-His(Trt) und

30 mmol DCC versetzt und 12 h geriihrt. Von ausgefal-
lenem Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert, der Riick-
stand in 500 m! Athylacetat gelst und die organische
Phase mit 1IN NaHCO3-Lésung und Wasser extrahiert,
getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird aus Atha-
nol/Ather kristallisiert.

Ausbeute: 19 g (65% d.Th.); Schmp. 112-115°C

(21255 - 27,5° (¢ = 1, in Methanol)

CsgHqyN7Og (986.24)
Ber. C68.20 H17.26
Gef. C67.91 H17.37

N 9.94
N9.93

Boc-His(Trt)-Val-Ile-Lys(Z)
29.7 g (30 mmol) Boc-His(Trt)- Val-Ile-Lys(Z)-OMe wer-
den in 150 m/ Dioxan geldst und mit 17 m/ 2N NaOH
versetzt. Nach 1 h wird mit 34 m/ 1N HCI neutralisiert,
im Vak. eingeengt und der Riickstand in 500 m/ Athyl-
acetat gelost. Die organische Phase wird mit Wasser mehr-
mals extrahiert, getrocknet und das Losungsmittel ab-
destilliert. Der Riickstand wird in wenig Chloroform ge-
16st und die Losung unter starkem Rithren in 1/ Ather
eingegossen. Das ausgefallene Peptid wird abfiltriertund
aus Aceton, dem wenig Athanol zugefiigt wird, umkri-
stallisiert.
Ausbeute: 12 g (42% d. Th.); Schmp. 193 - 195 °C
(@]25g: — 24.5° (c = 1, in Methanol)
Cs5HggN70g (972.21)

Ber. C67.95 H7.36 N10.08

Gef. C67.69 H7.21 N 9.98
Aminosiurenanaly se siche Tabelle.

FRAGMENT IV

Boc-Lys(Z)-Arg(Tos)

16.4 g (50 mmol) N G—Tosylarginin werden in 250 m/
Dioxan geldst. Dazu gibt man eine wifirige Losung von
100 mmol NaHCO3 und 100 mmol Boc-Lys(Z)-ONSu
und lift 2 Tage reagieren. Man gibt dann 7 m/ Eisessig
hinzu, dampft das Losungsmittel im Vak. ab und nimmt
den Riickstand in 300 m/ Athylacetat auf. Die organi-
sche Phase wird einmal mit Wasser, zweimal mit 0.5N
HCI und wieder dreimal mit Wasser extrahiert, getrock-
net und im Vak. eingeengt. Der Riickstand wird aus
Chloroform/Petrolither kristallisiert.

Ausbeute: 32 g (91% d.Th.); Schmp. 66 - 67 °C
[a]g';’s: —6° (c =1, in Methanol)

C32Hg6Ng0gS (690.83)

Ber. CS§5.63 H6.71 N1217
Gef. C56.08 H7.07 N12.03
Lys(Z)-Arg(Tos)

17 g (25 mmol) Boc-Lys(Z)-Arg(Tos) werden in 60 m!
1N HCI/Eisessig gelost und 30 min geriihrt. Nach dem
Entfernen des Eisessigs wird der Riickstand in wenig
Chloroform aufgenommen und in Ather gegossen. Das
Dipeptid fillt dabei 6lig aus. Man dekantiert den Ather
ab, 18st in Athanol, neutralisiert mit Pyridin und gieft
unter Riihren in Petrolither ein. Das 6lig ausfallende
Produkt wird in Athanol/Aceton (1:1) geldst und kann
mit Petroldther fest ausgefillt werden.
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Ausbeute: 9 g (60% d.Th.); Sinterpunkt 90 - 95 °C

[e)25g: +13° (c = 1, in Methanol)

Cp7H3gNgO4S (590.72)
Ber. C54.89 H6.48
Gef. C54.23 H6.31

N 14.23
N 13.97

Boc-Cys(SiPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)
29.5 g (25 mmol) Lys(Z)-Arg(Tos) werden unter Er-
wirmen in 200 m/ Dioxan geldst und mit 100 mmol
NaHCOj3;, gelost in 80 m/ Wasser, versetzt. Nach 4 h gibt
man eine Losung von 50 mmol Boc-Cys(SiPr)-ONSu in
80 m/ Dioxan zu und 143t 3 Tage reagieren. Nach der Zu-
gabe von 100 mmol Eisessig wird das Losungsmittel im
Vak. abgedampft, der Riickstand in 500 m/ Athylacetat
gelost und die organische Phase mit 0.5N HCl und Was-
ser extrahiert, Nach dem Trocknen iiber MgSO4 wird
eingeengt und der dlige Riickstand in wenig Chloroform
aufgenommen. Beim Eingiefien dieser Losung in 1.2/
Ather fillt das geschiitzte Tripeptid aus und wird ab-
filtriert.
Ausbeute: 23 g (55% d.Th.); Sinterpunkt 90 - 92 °C
[a125g: — 29° (¢ = 1, in Methanol)
C3gH57N7040S, (836.02)

Ber. C54.59 H6.87 N11.72 S7.67

Gef. C54.00 H6.62 N11.39 S§S7.32

Aminosdurenanalyse siehe Tabelle.

FRAGMENT V

Asn(Mbh)
49 g (100 mmol) Z-Asn(Mbh)lsl werden in 250 m/
Eisessig/200 m/ Methanol suspendiert und mit Palla-
dium/Aktivkohle als Katalysator hydriert. Nach 3 h war
die Reaktion beendet. Von der klaren Losung wird der
Katalysator abfiltriert, das Losungsmittel im Vak. bei
35 °C Badtemperatur abgedampft, der Riickstand in
Wasser geldst und unter Rithren in eine 1M Natriumace-
tatlosung gegossen. Das ausgefallene Produkt wird abge-
saugt und getrocknet.
Ausbeute: 25 g (70% d.Th.); Schmp. 193 - 195 °C
[alggsz +5° (¢ = 1, in Methanol/Eisessig 4:1)
C19H22N,05 (358.40)
Ber. C63.67 H6.19
Gef. C63.13 H6.22

N7.82
N 7.62

Boc-lle-Lys(Z)-Diithylammoniumsalz

28 g (100 mmol) Lys(Z) werden in 200 m/ Dioxan
suspendiert. Dazu gibt man eine konzentrierte Losung
von 200 mmol Natriumhydrogencarbonat in Wasser und
nach 30 min 32.8 g (100 mmol) Boc-Ile-ONSu. Nach

2 Tagen wird mit 13 m/ Eisessig versetzt und im Vak.
eingeengt. Der Riickstand wird in Athylacetat geldst, die
organische Phase mit Wasser, 0.5N HC1 und wieder mit
Wasser extrahiert und iiber MgSO4 getrocknet. Nach dem

Entfernen des Athylacetats wird der dlige Riickstand in
500 m/ Ather geldst und bei 0 °C mit 100 mmol Diithyl-
amin versetzt. Durch Zugabe von Petrolather fillt das
Didthy lammoniumsalz fest aus, wird abfiltriert und aus
Aceton/Petroldther umkristallisiert.

Ausbeute: 35 g (62% d.Th.); Schmp. 112- 114 °C
{1234 — 7° (¢ = 1, in Methanol)
C,5H39N307-C4Hy N (566.75)

Ber. C61.45 HB889 N9.89

Gef. C60.97 H898 N10.04

Boc-lle-Lys(Z)-Cys(Trt)-OMe
42.5 g (75 mmol) Boc-lle-Lys(Z)-Didthylammoniumsalz
werden in 300 m/ Athylacetat suspendiert und mit einer
3M Citronensaurelosung zweimal extrahiert. Die organi-
sche Phase wird dann siurefrei gewaschen, getrocknet
und auf 100 m/ eingcengt. Dazu gibt man eine Losung
von 20 g 1-Hydroxybenzotriazo! in 30 m/ Dimethyl-
formamid, 31 g (75 mmol) Cys(Trt)}-OMe-Hydrochlorid
und 75 mmol Tridthylamin, kiihlt auf 0 °C und tropft
unter Rithren 75 mmol DCC zu. Nach 12 h wird der aus-
gefallene Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, und nach Zu-
gabe von weiteren 200 m/ Athylacetat die organische
Phase mit 1IN NaHCO 3-Losung und Wasser extrahiert.
Nach dem Trocknen iiber MgSO4 wird das Losungsmittel
im Vak. abdestilliert und der Riickstand aus Ather kri-
stallisiert.
Ausbeute: 43 g (68% d.Th.); Schmp. 114 -116 °C
[ulgggz —18° (¢ = 1, in Methanol)
C4gHgoN3g0gS (853.11)
Ber. C67.58 H7.09
Gef. C67.28 H7.17

$3.76
S 3.46

N 6.57
N6.70

Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-NoHz
45 g (53 mmol) Boc-lle-Lys(Z)-Cys(Trt)-OMe werden in
250 m/ Methanol geldst und mit 15 m/ Hydrazinhydrat
versetzt. Nach 3 Tagen wird das Losungsmittel im Vak.
abgedampft und das dabei ausfallende Hydrazid abfil-
triert. Das Produkt wird aus 250 m/ Methanol umkristal-
lisiert.
Ausbeute: 43 g (95% d.Th.); Schmp. 194 - 196 °C
[alggsr — 23° (¢ = 1, in Dimethylformamid)
Cga7HgoNgO4S (853.11)
Ber. C66.17 H7.09
Gef. C65.83 H®6.91

N9.85
N 9.69

$3.76
$3.41

Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-Asn(Mbh)

17 g (20 mmol) Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-N, Hz werden
in 60 m/ Dimethylformamid geldst und auf — 20 °C ge-
kiihlt. Dazu gibt man 24 m/ 4N HCl in Tetrahydrofuran
und 3 m/ Isoamylnitrit und hilt bei — 20 °C. Nach

20 min wird nochmals 1 m!/ Isoamy!nitrit zugegeben
und nach insgesamt 30 min auf — 50 °C gekiihlt und mit
13.2 m/ Tridthylamin neutralisiert. Dazu gibt man eine
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Lésungvon 7.2g Asn(Mbh) in 20 m/ Dimethylformamid/
10 m/ Wasser, der man zuvor 2.8 m/ Tridthylamin zuge-
figt hat. Man rithrt 3 h bei — 50°C, 12 h bei — 25 °C,
24 h bei 0°C und 12 h bei Zimmertemperatur und gie3t
dann die klare Losung auf 1.5 / Wasser, dem etwas Cr
tronensiure zugesetzt wurde. Das Peptid fallt fest aus,
wird gut mit Wasser auf der Nutsche gewaschen, getrock-
net und aus Chloroform/Ather umkristallisiert.
Ausbeute: 13 g (60% d.Th.); Schmp. 114-118°C
[alggsr +3° (¢ = 1, in Methanol)
CgH7gN6012S (1179.46)

Ber. C67.21 H6.66 N7.13

Gef. C67.01 H6.68 N6.97
Aminosdurenanaly se siehe Tabelle.

S$272
$242

Ich danke Frau Dr. A. M. Fretzdorff fur die Aminosiaure-
bestimmungen und die Durchfihrung der Analysen so-
wie der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir finanzielle
Unterstiitzung.
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