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

(III)
(IV)

MCD(8-11) Boc-His(Trt)-Val-Ile-Lys(Z)
MCD(5-7)Boc-Cys(SzPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)
und
MCD(l-4) Boc-He-Lys(Z)-Cys(Trt>Asn(Mbh) (V)
wurden nach klassischen Verfahren zur Synthese

von Peptiden dargestellt. Ihre Reinheit wurde
durch Aminosäurenanalyse, Dünnschichtchroma-
tographie und Elementaranalyse geprüft. Sie er-
möglichen zusammen mit den Fragmenten
Boc-Lys(Z)-Ile-Cys(SzPr)-Gly-Lys(Z) (I)
und
Boc-Pro-His(Trt)-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos) (II)121
den Aufbau der Sequenz des MCD-Peptids an
einem mit Asparagin beladenen polymeren Träger.

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:

(III)
(IV)

MCD(8-11) Boc-His(Trt)-Val-Ile-Lys(Z)
MCD(5-7)Boc-Cys(SzPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)
and
MCD(l-4) Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-Asn(Mbh) (V).

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(SzPr)-Gly-Lys(Z) (I)
and
Boc-Pro-His(Trt)-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos) (II),
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, ./V-Hydroxysuccinimidester.

Abkürzungen: MCD-Peptid = Mastzellen-degranulierendes Peptid (= P401); Boc = f-Butyloxycarbonyl; DCC = Di-
cyclohexylcarbodiimid; Mbh = 4,4'-Dimethoxybenzhydryl; OMe = Methylester; ONP = p-Nitrophenylester; ONSu =
./V-Hydroxysuccinimidester; S/Pr = £Isopropylthio; Trt = Trityl; Tos = Tosyl; Z = Benzyloxycarbonyl.

Brought to you by | Milner Lib Bib Serv Per
Authenticated | 138.87.11.21

Download Date | 12/6/12 2:20 PM



332 P. Hartter Bd. 358 (1977)

l S 15 19 22
Ile-Ly s-Cy s-AsnjCy s-Ly s-Arg-jH is-Val-Ile-Ly s-JPro-H is-Ile-Cy s-ArgjLy s-Ile-Cy s-Gly-Ly s| Asn

IV III

Abbildung. Sequenz des MCD-Peptids.
Disulfidbrücken 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 Aminosäuren in fünf Peptidfragmente un-
terteilt (Abb.). Die Synthese der Fragmente I
und II wurde l.cJ2J beschrieben. In der vorliegen-
den Arbeit wird die Synthese der Fragmente III,
IV und V nach den in den Schemata l - 3 darge-
stellten Methoden durchgeführt. Die Carboxyl-
endständige Aminosäure Asparagin (Pos. 22) soll
bei der Synthese des Gesamtpeptids als Poly-
äthylenglykolester eingesetzt werden. Durch

His Val He Lys

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

Synthese der Fragmente

Die Synthese von Fragment III [Boc-His(Trt)-Val-
-IleLys(Z)] wurde durch schrittweises Ankuppeln
jeweils einer Boc-geschützten Aminosäure, ausge-
hend von e-Benzyloxycarbonyllysin-methylester,
nach Schema l durchgeführt. Die Kondensation
erfolgte mittels Dicyclohexylcarbodiimid und
l-HydroxybenzotriazolI3J. Intermediär wurde der
Boc-Rest jeweils mit IN HCl/Eisessig abgespal-
ten. Die Verseifung des Boc-Tetrapeptid-methyl-
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Bd. 358(1977) Basische Peptide des Bienegifts, III 333

Fragment IV [Boc-Cys(SzPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)]
wurde durch Verwendung von Boc-Aminosäure-
hydroxysuccinimidesternl4'5! 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 Knüp-
fung der Peptidbindung kaum Racemisierung auf-
trittl6!. Bei der Reinheitsprüfung der zur Synthe-
se eingesetzten aktivierten Ester mittels Dünn-
schichtchromatographie sollte beachtet werden,
daß sie sich durch Laufmittel- und Silikagelein-
flüsse zersetzen können^.

lie Lys Cys
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Synthese-Schema 3.

Fragment V [Boc-ne-Lys(Z>Cys(Trt>Asn(Mbh)]
wurde nach Schema 3 dargestellt. Eine andere
Strategie, bei der Boc-ne-Lys(Z)-N2H3 durch
Azidsynthese mit Cys(Trt)-Asn verknüpft wer-
den sollte, mußte aufgegeben werden, da Aspar-
gin wegen seiner schlechten Löslichkeit in den
üblichen Lösungsmitteln weder mit Boc-Cys(Trt)-
ONSu noch mit Boc-Cys(Trt)-ONP zur Reaktion
gebracht werden konnte. Bei der Reaktion von
Boc-De-Lys(Z>Cys(Trt)-N2H3 mit Asparagin
nach der Azidmethode wurden ebenfalls keine
befriedigenden Ausbeuten erzielt. Für dieses Ver-
halten sind wahrscheinlich Wasserstoffbrücken
innerhalb des Asparaginmoleküls verantwortlich.
Zur Verbesserung der Löslichkeit wurde deshalb
der 4,4'-Dimethoxybenzhydrylrest als Arnid-
schutzgruppe nach König und Geiger eingeführt^8!.
Die Einführung dieser Schutzgruppe vermeidet
gleichzeitig eine mögliche Nitrilbildung, eine Di-
acylaminbildung und eine Transpeptidierung bei
der Knüpfung von Peptidbindungenl9»10!.
Die Fragmente III, IV und V konnten chromato-
graphisch rein erhalten werden und ergaben die
in der Tabelle aufgeführten Aminosäurenanalysen.

Material und Methoden

Ausgangsstoffe
Die L-Aminosäuren wurden von Ajinomoto (Tokio),
Diamalt (München) und Merck (Darmstadt) bezogen.
Die Darstellung von Boc-Azid erfolgte nach LcJ11!, die
Synthese von 4,4'-Dimethoxybenzhydrol nach I.e. l8!.
Zur Synthese und zur Umkristallisation wurden absolu-
tierte Lösungsmittel eingesetzt. Alle übrigen Reagenzien
waren p.a. Substanzen der Firma Merck (Darmstadt).

Tabelle. Aminosäurenanalyse der synthetisierten Peptide.
Die theoretischen Werte stehen jeweils in Klammern.

Peptid

Val-Ile-Lys(Z)-OMe
Boc-His(Trt)-Val-Ile-
Lys(Z>OH
Boc-Cys(Trt)-Lys(Z)-
Arg(Tos)
Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-
Asn(Mbh)

Asn

-

-

-

0.93 (1)

Arg

-

-

0.97 (1)

-

Cys

-

-

0.81 (1)

0.78 (1)

His

-

1.00 (1)

-
-

lie

1.00 (1)

0.90 (1)

-

1.00 (1)

Lys

1.12 (1)

1.03 (1)

1.00 (1)

1.00 (1)

Val

1.00 (1)

0.92 (1)

-

-
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334 P. Hartter -Bd. 358(1977)

Methoden
Die Schmelz- und Sinterpunkte wurden in einem Gerät
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 5N HC1 bei 110 °C unter Stickstoff
wurden die Aminosäuren an einem Amino Acid Ana-
lyzer Unichrom der Firma Beckman quantitativ be-
stimmt. Zur Ermittlung der Elementaranalysen stand
ein Elemental Analyzer der Firma Perkin Eimer zur Ver-
fügung.
Zur Dünnschichtchromatographie 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 l und 2 konn-
ten Peptide mit Trt-geschützten Aminosäuren außerdem
im UV-Licht (Fluotest, Hanau) sichtbar gemacht werden.

Synthesen
DieTV-Boc-geschützten Aminosäuren wurden nach
I.e. t12 i synthetisiert. Das zur Synthese verwendete Di-
cyclohexylcarbodiimid wurde stets als 2N Lösung in
Methylenchlorid eingesetzt. Beim Arbeiten mit Dicyclo-
hexylcarbodiimid wurde zur Vermeidung von Racemi-
sierung und zur Erhöhung der Ausbeuten 1-Hydroxy-
benzotriazol zugefügt!3\

FRAGMENT III

Boc-His(Trt)^
100 mmol Boc-His(Trt)-OMe^ 131 werden in 250 ml
Äthanol gelöst und mit 55 ml 2N NaOH versetzt. Nach
l h wird mit 110 ml IN HC1 neutralisiert, im Vak. ein-
geengt und der Rückstand in 200 ml Wasser und 400 ml
Äthylacetat aufgenommen. Die wäßrige Phase wird noch
zweimal mit Äthylacetat extrahiert, die organischen
Phasen vereinigt und noch zweimal mit 0.5N NaHCO3,
zweimal mit verd. Citronensäurelösung und viermal mit
Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen über MgSC>4
wird das Lösungsmittel im Vak. abdestilliert und der
ölige Rückstand aus 2-Propanol mit Petroläther ausge-
fällt.
Ausbeute: 33 g (67% d.Th.); Schmp. 145 - 150 °C
Ms78: + 10° (c = 1» in Methanol)
C3oH31N304 (497.60)

Ber. C 72.41 C 6.28 N 8.44
Gef. C 71.83 C 6.09 N 8.32

Nf-Benzyloxycarbonyl-lysinmethylesteA141
600 m/ Methanol werden langsam bei - 15 °C mit 40 ml
Thionylchlorid versetzt. Dazu gibt man portionsweise
80 g (288 mmol) N€-Benzyloxycarbonyllysin und rührt
bei 0 °C 30 min. Dann erhitzt man 2 h auf 40 °C und
läßt 12 h bei Zimmertemperatur stehen. Das Lösungs-
mittel wird im Vak. abdestilliert und der Rückstand in
400 ml Wasser gelöst. Mit 4N NaOH stellt man den pH-
Wert der Lösung auf 9.0 ein, extrahiert dreimal mit je
250 ml Äthylacetat und filtriert von ausfallendem, nicht
umgesetztem Produkt ab. Die vereinigten Äthylacetat-
phasen werden noch einmal mit Wasser extrahiert, über
MgSÜ4 getrocknet und das Lösungsmittel im Vak. abge-
dampft. Der ölige Rückstand wird in 200 ml absolutem
Methanol gelöst und mit 60 ml 4N HCl/Methanol ver-
setzt. Nach Zugabe von Äther fällt der Methylester als
Hydrochlorid aus, wird abfiltriert und aus Äthanol/Äther
umkristallisiert.
Ausbeute: 85 g (89% d.Th.); Schmp. 111 -113 °C
[a]^g: + 14.5° (c = l, in Methanol)
C15H23N204C1 (330.82)

Ber. C 54.46 H 7.01 N 8T.47
Gef. C 54.25 H 7.12 N 8.58

Boc-Ile-Lys(Z)-OMe\ls\
33 g (100 mmo\)Ne-Benzyloxycarbonyl-lysinmethyl-
esterhydrochlorid werden in 200 ml Methylenchlorid
suspendiert und mit 14 ml Triäthylamin, 27 g 1-Hydroxy-
benzotriazol in 50 ml Dimethylformamid und mit 23.1 g
Boc-Ile versetzt. Bei 0 °C tropft man unter Rühren
100 mmol DCC zu und läßt über Nacht reagieren. Nach
der Zugabe von weiteren 300 ml Methylenchlorid wird
von ausgefallenem Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das
Lösungsmittel im Vak. abgedampft und der Rückstand
in 700 ml Äthylacetat unter Erwärmen gelöst. Die war-
me Äthylacetatlösung wkd einmal mit Wasser, zweimal
mit IN NaHC03, zweimal mit 0.5N HC1 und dreimal
mit Wasser extrahiert und über MgSC>4 getrocknet. Nach
dem Entfernen des Äthylacetats kann das Peptid aus
Äther/Petroläther kristallisiert werden.
Ausbeute: 38g (77% d.Th.); Schmp. 98 - 100 °C
[a]^8: - 25° (c = l, in Methanol)
C26H4lN307 (507.64)

Ber. C 61.52 H 8.14 N 8.27
Gef. C 61.47 H 8.31 N 8.37

Ile-Lys(Z)-OMe-Hydrochlorid
19 g (50 mmol) Boc-Ile-Lys(Z)-OMe werden bei Zim-
mertemperatur in 200 ml IN HCl/Eisessig gelöst. Nach
30 min wird der Eisessig bei 35 °C Badtemperatur im
Vak. abdestilliert und der ölige Rückstand in Methanol
gelöst, das Peptid mit Äther ausgefällt und aus Metha-
nol/Äther umkristallisiert.
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ffid. 358(1977) Basische Peptide des Bienengifts, III 335

Ausbeute: 21 g (95% d.Th.); Schmp. 147 - 148 °C
I[a]^8: + 6° (c = l, in Methanol)
(C2iH32N3CvHCl (442.98)

Ber. C 56.94 H 7.51 N 9.49
Gef. C 56.89 H 7.65 N 9.58

JBoc- Val-Ile-Lys(Z)-OMe
44 g (100 mmol) Ile-LysfZJ-OMe-HCl werden in 300m/
Methylenchlorid suspendiert, mit 14 ml Triäthylamin
versetzt und auf 0 °C gekühlt. Dazu gibt man unter Rüh-
iren 27 g 1-Hydroxybenzotriazol, gelöst in 50 ml Dimethyl-
formamid, 22g Boc- Valin und 100 mmol DCC. Nach 12h
wird von ausgefallenem Dicyclohexylharnstoff abfiltriert,
der Rückstand gut mit Methylenchlorid gewaschen, die
organische Phase im Vak. eingeengt, der Rückstand in
700 m/ warmem Äthylacetat gelöst und der nachträg-
lich-ausfallende Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Nach
dem Abdampfen des Lösungsmittels wird der ölige Rück-
stand in 200 ml Dimethylformamid gelöst und die Lö-
sung unter starkem Rühren in 2 / IN NaHCO3-Lösung
gegossen. Das fest ausfallende Tripeptid wird abfiltriert,
gut mit Wasser gewaschen, getrocknet und aus Äthyl-
acetat/Petroläther kristallisiert.
Ausbeute: 44 g (70% d.Th.); Schmp. 160 - 161 °C
[<*]^78: - 50° (c = l, in Methanol)
C31H5oN408 (606.74)

Ber. C61.36 H 8.31 N 9.23
Gef. C61.22 H 8.31 N 9.26

Val-Ile-Lys(Z)-OMe-Hydrochlorid
31 g (70 mmol) Boc· Val-Ile-Lys(Z)-OMe werden in
250 m/ IN HCl/Eisessig gelöst und 30 min gerührt. Dann
wird der Eisessig abrotiert, der Rückstand zur Entfer-
nung überschüssiger HC1 noch einmal in Eisessig gelöst
und wieder im Vak. einrotiert, und das Peptid aus Me-
thanol/Äther kristallisiert.
Ausbeute: 34 g (92% d.Th.); Schmp. 213 °C
Ms78: - 15° (c = l, in Methanol)
C26H42N406-HC1 (543.12)

Ber. C 57.50 H 7.98 N 10.32
Gef. C 57.43 H 7.92 N 10.18

Aminosäureanalyse siehe Tabelle.

Boc-His(Trt)-Val-Ile-Lys(Z)-OMe
15.9 g (30 mmol) Val-Ile-Lys(Z)-OMe-Hydrochlorid
werden in 150 ml Methylenchlorid suspendiert, mit
4.2 ml Triäthylamin, 8.1 g 1-Hydroxybenzotriazol in
30 ml Dimethylformamid, 14.7 g Boc-His(Trt) und
30 mmol DCC versetzt und 12h gerührt. Von ausgefal-
lenem Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert, der Rück-
stand in 500 ml Äthylacetat gelöst und die organische
Phase mit l N NaHCO3-Lösung und Wasser extrahiert,
getrocknet und eingeengt. Der Rückstand wird aus Ätha-
nol/Äther kristallisiert.

Ausbeute: 19 g (65% d.Th.); Schmp. 112-l 15 °C
Ms78: - 27,5° (c = l, in Methanol)
C56H71N709 (986.24)

Ber. C68.20 H 7.26 N 9.94
Gef. C 67.91 H 7.37 N 9.93

Boc-His(Trt)- Val-Ile-Lys(Z)
29.7 g (30 mmol) Boc-His(Trt)-Val-Ile-Lys(Z)-OMe wer-
den in 150 ml Dioxan gelöst und mit 17 ml 2N NaOH
versetzt. Nach l h wird mit 34 ml IN HC1 neutralisiert,
im Valc eingeengt und der Rückstand in 500 ml Äthyl-
acetat gelöst. Die organische Phase wird mit Wasser mehr-
mals extrahiert, getrocknet und das Lösungsmittel ab-
destilliert. Der Rückstand wird in wenig Chloroform ge-
löst und die Lösung unter starkem Rühren in l / Äther
eingegossen. Das ausgefallene Peptid wird abfiltriert.und
aus Aceton, dem wenig Äthanol zugefügt wird, umkri-
stallisiert.
Ausbeute: 12g (42% d.Th.); Schmp. 193- 195 °C

157 8: - 24.5° (c = l, in Methanol)
CS5H69N709 (972.21)

Ber. C 67.95 H 7.36 N 10.08
Gef. C 67.69 H 7.21 N 9.98

Aminosäurenanalyse siehe Tabelle. „

FRAGMENT IV

Boc-Lys(Z)-Arg(Tos)
16.4 g (50 mmol) NG-Tosylarginin werden in 250 ml
Dioxan gelöst. Dazu gibt man eine wäßrige Lösung von
100 mmol NaHCO3 und 100 mmo\Boc-Lys(Z)-ONSu
und läßt 2 Tage reagieren. Man gibt dann 7 ml Eisessig
hinzu, dampft das Lösungsmittel im Vak. ab und nimmt
den Rückstand in 300 ml Äthylacetat auf. Die organi-
sche Phase wird einmal mit Wasser, zweimal mit 0.5N
HC1 und wieder dreimal mit Wasser extrahiert, getrock-
net und im Vak. eingeengt. Der Rückstand wird aus
Chloroform/Petroläther kristallisiert.
Ausbeute: 32 g (91% d.Th.); Schmp. 66 - 67 °C
[a]|78: - 6° (c = l, in Methanol)
C32H46N609S (690.83)

Ber. C 55.63 H 6.71 N 12.17
Gef. C 56.08 H 7.07 N 12.03

LysfZ)-Arg(Tos)
17 g (25 mmol) Boc-Lys(Z)-ArgfTos) werden in 60 ml
IN HCl/Eisessig gelöst und 30 min gerührt. Nach dem
Entfernen des Eisessigs wird der Rückstand in wenig
Chloroform aufgenommen und in Äther gegossea Das
Dipeptid fällt dabei ölig aus. Man dekantiert den Äther
ab, löst in Äthanol, neutralisiert mit Pyridin und gießt
unter Rühren in Petroläther ein. Das ölig ausfallende
Produkt wird in Äthanol/Aceton (1:1) gelöst und kann
mit Petroläther fest ausgefällt werden.
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336 P. Hartter Bd. 358 (1977)

Ausbeute: 9 g (60% d.Th.); Sinterpunkt 90 - 95 °C
Ia)s78: + 13° (c = l, in Methanol)
C27H38N607S (590.72)

Ber. C 54.89 H 6.48 N 14.23
Gef. C 54.23 H 6.31 N 13.97

Boc-Cys(SiPr)-Lys(Z)-Arg(Tos)
29.5 g (25 mmol) Lys(Z)-Arg(Tos) werden unter Er-
wärmen in 200 ml Dioxan gelöst und mit 100 mmol
NaHCO3, gelöst in 80 ml Wasser, versetzt. Nach 4 h gibt
man eine Lösung von 50 mmol Boc-Cys(SiPr)-ONSu in
80 ml Dioxan zu und läßt 3 Tage reagieren. Nach der Zu-
gabe von 100 mmol Eisessig wird das Lösungsmittel im
Vak. abgedampft, der Rückstand in 500 ml Äthylacetat
gelöst und die organische Phase mit 0.5N HC1 und Was-
ser extrahiert. Nach dem Trocknen über MgSÜ4 wird
eingeengt und der ölige Rückstand in wenig Chloroform
aufgenommen. Beim Eingießen dieser Lösung in 1.2 /
Äther fällt das geschützte Tripeptid aus und wird ab-
filtriert.
Ausbeute: 23 g (55% d.Th.); Sinterpunkt 90 - 92 °C
[a]|7g: - 29° (c = l, in Methanol)
C38H57N7010S2 (836.02)

Ber. C 54.59 H 6.87 N 11.72 S 7.67
Gef. C 54.00 H 6.62 N 11.39 S 7.32

Aminosäurenanalyse siehe Tabelle.

FRAGMENT V

Asn(Mbh)
49g (100 mmol) Z-Asn(Mbh)^ werden in 250 ml
Eisessig/200 ml Methanol suspendiert und mit Palla-
dium/Aktivkohle als Katalysator hydriert. Nach 3 h war
die Reaktion beendet. Von der klaren Lösung wird der
Katalysator abfiltriert, das Lösungsmittel im Vak. bei
35 °C Badtemperatur abgedampft, der Rückstand in
Wasser gelöst und unter Rühren in eine l M Natriumace-
tatlösung gegossen. Das ausgefallene Produkt wird abge-
saugt und getrocknet.
Ausbeute: 25 g (70% d.Th.); Schmp. 193 - 195 °C
HsTV + 5° (c = l, in Methanol/Eisessig 4:1)
C19H22N2°5 (358.40)

Ber. ' C 63.67 H 6.19 N 7.82
Gef. C 63.13 H 6.22 N 7.62

Boc-Ile-Lys(Z)-Diäthylammoniumsalz
28 g (100 mmol) Lys(Z) werden in 200 ml Dioxan
suspendiert. Dazu gibt man eine konzentrierte Lösung
von 200 mmol Natriumhydrogencarbonat in Wasser und
nach 30 min 32.8 g (100 mmol) Boc-Ile-ONSu. Nach
2 Tagen wird mit 13m/ Eisessig versetzt und im Vak.
eingeengt. Der Rückstand wird in Äthylacetat gelöst, die
organische Phase mit Wasser, 0.5N HC1 und wieder mit
Wasser extrahiert und über MgSO4 getrocknet. Nach dem

Entfernen des Äthylacetats wird der ölige Rückstand in
500 ml Äther gelöst und bei 0 °C mit 100 mmol Diäthyl-
amin versetzt. Durch Zugabe von Petroläther fällt das
Diäthylammoniumsalz fest aus, wird abfiltriert und aus
Aceton/Petroläther umkristallisiert.
Ausbeute: 35 g (62% d.Th.); Schmp. 112- 114 °C
[ ]|·>8: - 7° (c = l, in Methanol)
C2SH39N3O7-C4HHN (566.75)

Ber. C 61.45 H 8.89 N 9.89
Gef. C 60.97 H 8.98 N 10.04

Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-OMe
42.5g (75 mmol) Boc-Ile-Lys(Z)-Diäthylammoniumsalz
werden in 300 ml Äthylacetat suspendiert und mit einer
3M Citronensäurelösung zweimal extrahiert. Die organi-
sche Phase wird dann säurefrei gewaschen, getrocknet
und auf 100 ml eingeengt. Dazu gibt man eine Lösung
von 20 g 1-Hydroxybenzotriazol in 30 ml Dimethyl-
formamid, 31 g (75 mmol) Cys(Trt)-OMe-Hydrochlorid
und 75 mmol Triäthylamin, kühlt auf 0 °C und tropft
unter Rühren 75 mmol DCC zu. Nach 12h wird der aus-
gefallene Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, und nach Zu-
gabe von weiteren 200 ml Äthylacetat die organische
Phase mit IN NaHCOs-Lösung und Wasser extrahiert.
Nach dem Trocknen über MgS(>4 wird das Lösungsmittel
im Vak. abdestilliert und der Rückstand aus Äther kri-
stallisiert.
Ausbeute: 43 g (68% d.Th.); Schmp. 114-l 16 °C
MsTV - 18° (c = l, in Methanol)
C48H60N408S (853.11)

Ber. C 67.58 H 7.09 N 6.57 S 3.76
Gef. C67.28 H 7.17 N 6.70 S 3.46

Boc-ne-Lys(Z)-Cys(Trt)-N2H3

45 g (53 mmol) Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-OMe werden in
250 ml Methanol gelöst und mit 15m/ Hydrazinhydrat
versetzt. Nach 3 Tagen wird das Lösungsmittel im Vak.
abgedampft und das dabei ausfallende Hydrazid abfil-
triert. Das Produkt wird aus 250 ml Methanol umkristal-
lisiert.
Ausbeute: 43 g (95% d.Th.); Schmp. 194 - 196 °C
[o;]l7g: — 23° (c = l, in Dimethylformamid)
C47H60N607S (853.11)

Ber. C 66.17 H 7.09 N 9.85 S 3.76
Gef. C 65.83 H 6.91 N 9.69 S 3.41

Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-Asn(Mbh)
17 g (20 mmol) Boc-Ile-Lys(Z)-Cys(Trt)-N2H3 werden
in 60 ml Dimethylformamid gelöst und auf - 20 °C ge-
kühlt. Dazu gibt man 24 ml 4N HC1 in Tetrahydrofuran
und 3 ml Isoamylnitrit und hält bei - 20 °C. Nach
20 min wird nochmals l ml Isoamylnitrit zugegeben
und nach insgesamt 30 min auf - 50 °C gekühlt und mit
13.2 ml Triäthylamin neutralisiert. Dazu gibt man eine
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Lösung von 7.2 g Asn(Mbh) in 20 ml Dimethylformamid/
10m/ Wasser, der man zuvor 2.8 ml Triäthylamin zuge-
fügt hat. Man rührt 3 h bei - 50 °C, 12 h bei - 25 °C,
24 h bei 0 °C und 12 h bei Zimmertemperatur und gießt
dann die klare Lösung auf 1.5 / Wasser, dem etwas Ci-
tronensäure zugesetzt wurde. Das Peptid fällt fest aus,
wird gut mit Wasser auf der Nutsche gewaschen, getrock-
net und aus Chloroform/Äther umkristallisiert.
Ausbeute: 13 g (60% d.Th.); Schmp. 114-118 °C
Ia's78: + 3° (c = l, in Methanol)
C66H78N6012S (1179.46)

Ber. C 67.21 H 6.66 N 7.13 S 2.72
Gef. C 67.01 H 6.68 N 6.97 S 2.42

Aminosäurenanalyse siehe Tabelle.

Ich danke Frau Dr. A.M. Fretzdorff für die Aminosäure-
bestimmungen und die Durchführung der Analysen so-
wie der Deutschen Forschungsgemeinschaft für finanzielle
Unterstützung.
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