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Herrn Professor Dr. Helmut Zahn zum 60. Geburtstag gewidmet

Zusammenfassung: Die Synthese zweier geschiitz-
ter Pentapeptide aus der Sequenz des Mastzellen-
degranulierenden Peptids wird beschrieben. Die

siert. Ein Disulfidaustausch, der bei Abspaltung
der Boc-Schutzgruppe an Boc-Ile-Cys(SiPr)-Gly-
-Lys(Z) mit starken Sauren auftritt, und die Bil-

Fragmente Boc-Lys(Z)-le-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) (I) dung von allo-Isoleucin bei saurer Hydrolyse einer

und Boc-Pro-His(Trt)-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos) (II)
wurden nach konventionellen Methoden syntheti-

Ile-Cys(Trt)-Bindung werden diskutiert.

Basic Peptides in Bee Venom, II. Synthesis of Two Pentapeptides from the Sequence of the

Mast-Cell-Degrading Peptide

Summary: The synthesis of two protected penta-
peptides is described. The peptides are fragments
of the sequence of a mast-cell-degranulating pep-
tide from bee venom. The fragments Boc-Lys(Z)-
-lle-Cys(SiPt)-Gly-Lys(Z) (I) and Boc-Pro-His(Trt)-
-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos) (II) were synthesised con-
ventionally. The deprotection of the a-amino

group by HCl/acetic acid of Boc-Ile-Cys(SiPr)-
Gly-Lys(Z) was accompanied by a disulfide ex-
change at the cysteine residue. After the hydro-
lysis of fragment II with 6n HCL, allo-isoleucine
could be detected by gas chromatography and
amino-acid analysis.

Key words: Mast-cell-degranulating peptide, peptide synthesis, disulfide exchange, allo-isoleucine.

Aus Bienengift wurden in den vergangenen 10 Jah-

ren mehrere basische Peptide isoliert(23]. Die
wichtigsten sind Melittin (27 Aminoséurereste),
Apamin (18 Reste) und das Mastzellen-degranu-
lierende Peptid (22 Reste). Die Synthese von

Melittin wurde bereits von Liibke et al.l4] durch
Kondensation von Fragmenten erfolgreich durch-
gefiihrt. Das neurotoxische Peptid Apamin wurde
mit Hilfe der Festkorpermethode an einem Poly-
[trifluorchlorithylen-g-(a-aminobenzyl) Jstyrol-

Abkiirzungen:

MCD-Peptid = Mastzellen-degranulierendes Peptid oder P401; Boc = t-Butyloxycarbonyl; DCC = Dicyclohexyl-
carbodiimid; OMe = Methylester; ONSu = N-Hydroxysuccinimidester; SiPr = S-Isopropylthio, Trt = Trityl;

Tos = Tosyl; Z = Benzyloxycarbonyl; alle = allo-Isoleucin.
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Abb. 1. Sequenz des MCD-Peptids.

Disulfidbriicken in Pos. 3- 15 und Pos. § - 19.

Harz als Triger dargestellt!S). Die schwierig her-
zustellende Sequenz des MCD-Peptids wurde bis-
her noch nicht synthetisiert.

Das Verhalten des Peptids an der Zellmembran
von Mastzellen und seine entziindungshemmenden
Eigenschaften machen seine Synthese und mog-
liche Sequenzvariationen interessant!:71. Das
Peptid enthilt 13 trifunktionelle Aminosiuren
und zwei Disulfidbriicken (Abb. 1). Die Kniip-
fung der beiden intramolekularen Disulfidbin-
dungen wird durch das giinstige Verhalten des
Peptids bei Reoxidationsreaktion erleichtert!!],
Die vorliegende Sequenz lifit es nicht ratsam er-
scheinen, die Festkorpermethode nach Merri-
field(®] oder eine klassische Fragmentkondensa-

I 1 I 1

1- V: Fragmente zum Aufbau der Sequenz.

tion anzuwenden. Beim ersten Verfahren ist es
unmoglich, Fehlsequenzen und Peptidriimpfe ab-
zutrennen und beim anderen ist hchst wahr-
scheinlich mit Loslichkeitsproblemen zu rechnen.
Einen gangbaren Weg bietet eine Methode von
Bayer et al.[%], Peptidfragmente an einem 16sli-
chen Triger zu kuppeln und Verunreinigungen
durch Umkristallisation des Reaktionsproduktes
abzutrennen.

Die Sequenz des MCD-Peptids wurde deshalb in
5 Fragmente unterteilt (Abb. 1). Vier Fragmente
enthalten je ein Cystein, was eine spatere saulen-
chromatographische Reinigung des Tetra-S-sul-
fonat-Peptids erleichtert. Die Synthese der Frag-
mente I und II und dabei auftretende Besonder-
heiten werden zunichst beschrieben.

Lys Ile Cys Gly Lys
z
Boc———OH H—F—O0Me
z
DCC
Boc OMe
Z SiPr z
Boc —f— OH H——+——O0Me Boc — ONSu H OH
Z SiPr VA
DCC
Boc OMe Boc OH
Z SiPr z
Boc - NH-NH, H OH
Z SiPr z
Boc OH
Azidsynthese

Synthese-Schema 1a
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Synthese der Fragmente

Die Fragmente wurden nach konventionellen Me-
thoden synthetisiert. Bei Kupplungen und Ver-
esterungen mit Dicyclohexylcarbodiimid wurde
zur Vermeidung von Racemisierung und zur Er-
hohung der Ausbeuten 1-Hydroxybenzotriazol
nach Konig zugefiigt!10). Die e-Aminofunktion
am Lysin wurde mit dem Z-Rest, der Stickstoff

am Imidazolring des Histidins wurde mit dem Tri-

tylrest und die SH-Funktion am Cystein wurde
mit dem Isopropylthio-Rest (Fragment I) und dem
Tritylrest (Fragment IT) geschiitzt.

Fragment I wurde zundchst nach Schema 1a syn-
thetisiert. Die Kupplung des Hydrazids Boc-
-Lys(Z)-1le-N,H; mit dem Tripeptid Cys(SiPr)-
-Gly-Lys(Z) zum Pentapeptid nach der Azidme-
thode lieferte ein Peptidgemisch, dessen Reini-
gung sehr aufwendig und dessen Ausbeute sehr ge-

ring war. Die Synthese dieses Fragments wurde
deshalb nach Schema 1b durchgefithrt. Dabei
trat ein bisher nicht beobachtetes Phinomen auf.
Bei der Abspaltung des Boc-Restes vom Tetrapep-
tid Boc-Ile-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) mit 1N HCI/Eis-
essig oder mit CH,Cl, [Trifluoressigsdure 1:1 er-
hilt man das in Abb. 2, Bahn 2, gezeigte Diinn-
schichtchromatogramm. Die beiden Produkte A
und B konnten durch Chromatographie an einer
Kieselgelsdule mit Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1
(V/V) als Elutionsmittel getrennt werden. Beide
Peptide zeigten eine identische Aminosiurenana-
lyse (Tabelle). In Peptid A konnte durch chemi-
sche Methoden Isopropylmercaptan nachgewie-
sen werden. Peptid B zeigt kein Mercaptan an.
Peptid A ist also das geschiitzte Tetrapeptid, wih-
rend es sich bei Peptid B um ein Octapeptid han-
delt, das aus zwei Peptiden der Sequenz des Te-
trapeptids besteht, die durch eine Disulfidbriicke

Lys 1le Cys Gly Lys
Z
Boc———— ONSu H———OH
z
Boc OH
SiPr z
Boc — ONSu H OH
iPr Z
Boc OH
SiPr , z
Boc——r—— ONSu H OH
SiPr VA
Boc OH
VA SiPr z
Boc—L ONSu H OH
z SiPr z
Boc OH

Syrthese-Schema 1b
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Abb. 2. Diinnschichtchromatogramm folgender Peptide:
1 = Boc-Ile-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z); 2 = Peptid 1 nach
Boc-Abspaltung mit 1N HCl/Eisessig; 3 = Cys(SiPr)-Gly-
-Lys(Z); 4 = aus Gemisch 2 abgetrennte Substanz A;

5 = aus Gemisch 2 abgetrennte Substanz B; 6 = Peptid 1
nach Boc-Abspaltung mit Bortrifluorid-dtherat. Lauf-
mittel: Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1.

A =1le-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z);
Ile-Cys-Gly-Lys(Z)

B= |
Ile-Cys-Gly-Lys(Z)

verkniipft sind. Lost man A in 1N HCl/CH30H
1:1 (V/V) bei Zimmertemperatur, so stellt sich
innerhalb 12 h ein Gleichgewicht zwischen A
und B ein.

Bei den oben beschriebenen sauren Abspaltungs-
methoden muf ein Disulfidaustausch stattgefun-
den haben. Dies wurde von uns bei anderen
Cys(SiPr)-haltigen Peptiden unter gleichen Bedin-
gungen in diesem Ausmaf nie beobachtet. Die
Abspaltung der Boc-Schutzgruppen von dem oben
genannten Tetrapeptid mit Bortrifluorid-dthe-
rat!11] ist giinstiger, da hierbei nur geringe Men-
gen an B entstehen, die sich durch Umfillen ab-
trennen lassen. Durch Umsetzen von Boc-Lys(Z)-
-ONSu mit dem Tetrapeptid A erhilt man in guter
Ausbeute Fragment 1.

Die Darstellung von Fragment IIerfolgte nach der
in Schema 2 aufgezeigten Methode. Verbesserte
Verfahren zur Darstellung von N™.Tritylhistidin-
methylester! 2] und N G-Tosylarginin!!3] werden
beschrieben.

Das Pentapeptid konnte in guter Ausbeute und
chromatographisch rein dargestellt werden. Die
Aminosiurenanalyse des Fragments brachte je-
doch ein erstaunliches Ergebnis. Nach saurer Hy-
drolyse des Peptids ergab sich am Analysator das
in Abb. 3 gezeigte Elutionsdiagramm und die in
der Tabelle aufgefiihrte Aminosdurenanalyse. Der
fiir Isoleucin um 40 - 50% zu niedrige Wert konn-
te zunéchst nicht erklart werden. Das Peptid wur-
de durch Fragmentkondensation aus Boc-Pro-
-His(Trt)-N,H3 und Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos) durch
Azidsynthese dargestellt. Da die Werte von Argi-
nin, Prolin und Histidin dquimolar sind, und das

Tabelle. Aminosdaurenanalysen der synthetisierten Peptide.

Die theoretischen Werte stehen jeweils in Klammern.

Peptid Arg Cys Gly His Ile allo-Ile| Ile Lys Pro
gesamt
Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) - 0.88 1.00 - - - - 1.08 -
@ @) (€3]
Ile-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) (A) - 0.82 1.00 - 0.91 - - 1.01 -
@) @ [¢9] 1)
Ile-Cys-Gly-Lys(Z) ®) - 1.74 2.00 - 1.98 - - 1.90 -
Ile-Cys-Gly-Lys(Z) Q) ) () 2)
Boc-Lys(Z)-11e-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) — 0.84 1.00 - 1.03 - - 2.04 -
(Fragment I) (1) a) 1) )
Boc-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos) 1.00 | 0.92 - - 0.73 | 0.24 0.97 - -
1) 1) 1) 0) (1)
Boc-Pro-His(Trt)-Ile-Cys(Trt)- 1.00 | 0.91 - 1.04 0.6 0.47 1.07 - 1.07
-Arg(Tos) (Fragment II) ) 1) ) ) ©0) 1) (i)
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Abb. 3. Aminosiurenanalyse nach saurer Hydrolyse von Boc-Pro-His(Trt)-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos).
Siulenlinge 69 x 0.9 cm, Harz Typ M 82, Fiillhéhe 58 cm, Temp. = S5 °C. Geschwindigkeit: Puffer 68 mi/h, Ninhydrin
34 mlh
Puffer pH 3.26 Na-citrat 0.2N 0 - 120 min
pH 4.25 Na-citrat 0.2N 120 - 220 min
pH 6.4 Na-citrat 0.2N/IM NaCl 220 - 370 min

Pro His lle Cys Arg
| Trt
| Boc ——OH H ——L OMe
Trt
DCC
Boc OMe
Trt Trt Tos
Boc——~—— OH H——L OMe Boc N,Hj3 H—————L OH
Trt Trt Tos
DCC
Boc— OMe Boc OH
Trt Trt Tos
Boc NyHj3 H OH
Trt Trt Tos
Be OH
< Azidsynthese

Synttese-Schema 2
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Peptid in verschiedenen Laufmitteln chromato-
graphisch einheitlich ist, muf die richtige Se-
quenz vorliegen. Bei der Aminosdurenanalyse tritt
im Elutionsdiagramm vor dem Isoleucin-Gipfel
ein zusitzliches Gipfel auf. Es handelt sich dabei
weder um His(Trt) noch um Cys(Trt). Das legt
die Vermutung nahe, da8 der Gipfel von einem
Isoleucin-Derivat stammt. Durch vergleichende
Untersuchungen mittels Aminosiurenanalyse und
Gaschromatographie an einer optisch aktiven
Saule konnte gezeigt werden, daf} das auftreten-
de Produkt ein allo-Isoleucin darstellt (Abb. 4).
Durch Addition der Flichenwerte fiir Isoleucin
und allo-Isoleucin erhalt man fir Fragment II
eine gute Aminosdurenanalyse (Tabelle).

Die saure Hydrolyse von Fragment II deutet auf
innermolekulare Bedingungen hin, die dazu fith-
ren, daf das zweite Asymmetriezentrum am Iso-
leucin an C-3 racemisiert. Das bei der Hydrolyse
entstehende Trityl-Kation allein kann diesen Ef-
fekt nicht bewirken, da bei der Hydrolyse an-
derer Peptide, die Cys(Trt) und Ile, aber keine Ile-
Cys(Trt)-Bindung enthalten, kein allo-Isoleucin
nachgewiesen werden konnte. Eine Verunreini-
gung des zur Synthese verwendeten Isoleucins
durch allo-Isoleucin konnte ausgeschlossen wer-
den. Die Tatsache, dal nahezu 50% allo-Isoleucin
gefunden werden, spricht fiir einen Mechanismus,
bei dem das Proton, das sich nach der Abspaltung
des Tritylrestes am Cystein-Schwefel befindet,
nicht aus dem Losungsmittel, sondermn vom C-3
des benachbarten Isoleucins stammt. Das sich so
intermediir am Isoleucin bildende Anion wiirde
dann nach Sy, durch ein Losungsmittelproton
substituiert. Die Bildung von Isoleucin und allo-
Isoleucin kann so erklart werden. Die Méglichkeit
dieses Reaktionsmechanismus wird auch sichtbar,
wenn man das in Abb. 5a gezeigte Kalottenmo-
dell des Ile-Cys(Trt)-Molekiils betrachtet. Das Pro-
ton an C-3 des Isoleucins und das Schwefelatom
befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft, so
daf eine gegenseitige Uberlappung der Orbitale
moglich wird. Weiterhin zeigt das Molekiil in die-
sem Bereich ein lipophiles Zentrum, das durch
Tritylrest und Isoleucin-Seitenkette gebildet wird.
Dadurch kann eine Spaltung der S-Trityl-Bindung
durch H30° erschwert werden.

Das in Abb. 5b gezeigte Modell des Ile-Cys(SiPr)-
Molekiils zeigt fiir die Lage des Protons am Ile-C-3
und die Lage der Disulfidgruppe am Cystein eine

Uberlappungsméglichkeit der Orbitale, wie sie
am Ile-Cys(Trt)-Molekiil stattfinden kann. Der an
diesem Molekiil unter sauren Bedingungen beob-
achtete Disulfidaustausch kénnte durch diesen
Effekt begiinstigt werden.

Eine weitere Untersuchung dieser Befunde soll
durch Synthese und Stabilitatsuntersuchungen an
weiteren Modellen durchgefiihrt werden. Sie zei-
gen eventuell neue Gesichtspunkte auf, die bei
Uberlegungen zur Basizitit von SH-Funktionen
und Disulfidbindungen in Peptiden und Proteinen
beriicksichtigt werden miissen.

t-Pro

t-lle
alle

Abb. 4. Gaschromatographische Analyse von Frag-
ment II. Siule: Glaskapillare 23 m, n-Docosanoyl-L-
valin-tert.-butylamid; Temperatur: 100 °C isotherm,
Trigergas: H,, Dedektor: FID.
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a) -lle-Cys(Trt)-

Abb. 5. Kalottenmodelle zum Mechanismus der allo-Isoleucin-Bildung.

Ich danke Frau Dr. A. M. Fretzdorff und Herrn G. Nichol-
son fiir die Aminosaurebestimmungen und die Durchfiih-
rung der Analysen, sowie der Deutschen Forschungsge-
meinschaft fir finanzielle Unterstiitzung.

Material und Methoden

Ausgangsstoffe

Die L-Aminosiuren wurden von folgenden Firmen be-
zogen: Ajinomoto (Tokio) und Diamalt (Miinchen).

Das Kieselgel zur Séulenchromatographie (Korngréfie

50 - 100 p) lieferte Serva (Heidelberg). Alle iibrigen Rea-
genzien waren Substanzen p.A. der Firma Merck (Darm-
stadt). Die Darstetlung von Boc-Azid erfolgte nach
1.c.l14] Alle verwendeten Losungsmittel wurden nach
bekannten Verfahren absolutiert.

Methoden

Die Schmelzpunkte wurden in einem Gerit nach Dr. Tot-
toli bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Bestimmung
der Drehwerte erfolgte an einem lichtelektrischen Polari-
meter der Fa. Zeiss. Zur Aminosdurenanalyse wurden
die Peptide 48 h unter Stickstoff im Einschlufirohr mit

b) -lle-Cys(SiPr)-

6N HCl bei 110 °C hydrolisiert. Die quantitative Bestim-
mung der Aminosiuren konnte an einem Amino Acid
Analyzer Unichrom der Fa. Beckman vorgenommen
werden. Unter den Hydrolysebedingungen wird S-Iso-
propylthiocystein teilweise zerstort. Die Elementar-
analysen wurden an einem Elemental Analyzer der

Fa. Perkin-Elmer durchgefiihrt.

Fiir die Diinnschichtchromatogramme verwendeten wir
Kieselgel-S-beschichtete Aluminiumfolien mit und ohne
Fluoreszenzindikator der Fa. Riedel de Haen. Als Lauf-
mittel dienten

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

2. n-Butanol/Eisessig/Pyridin/Wasser 30:6:20:24 (v/v)
Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte nach
Fixierung mit Ninhydrin. Bei Laufmittel 1 konnten Pep-
tide mit Trt-geschiitzten Aminosduren aufderdem im UV-
Licht (Fluotest, Hanau) sichtbar gemacht werden.

Synthesen

Die N-Boc-geschiitzten Aminosduren wurden mit Boc-
Azid nach 1.c.[15] synthetisiert. Das zu Synthesen ver-
wendete Dicyclohexylcarbodiimid wurde stets als 2N
Lésung in CH,Cl, eingesetzt.



1690

P. Hartter

Bd. 357 (1976)

FRAGMENT I
Boc-Lys(Z)-ONSu
140 g (250 mmol) Boc-Lys(Z)-Dicyclohexylammonium-
salz werden in Athylacetat suspendiert, mit Citronen-
sdure und Wasser gewaschen, die Esterphase getrocknet
und auf 500 m/ einrotiert. Man kiihlt auf 0 °C, gibt 29 g
N-Hydroxysuccinimid zu und tropft unter Rithren
250 mmol DCC zu. Man lifit 1 h bei 0 °C, 2 h bei Zim-
mertemperatur und iiber Nacht im Kiihlraum bei 4 °C
reagieren. Der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wird
abgesaugt, die Losung bei 35 °C im Vak. eingeengt und
der Riickstand wieder in Athylacetat gelst. Von unge-
lostem Dicyclohexylharnstoff wird nochmals abfiltriert,
eingeengt und der dlige Riickstand aus Athanol/Petrol-
ather kristallisiert.
Ausbeute: 69 g (58% d.Th.); Schmp. 94 - 95 °C
la]“s’gs: —23° (¢ = 1, in Methanol)
Cy3H3)N30g (477.56)

Ber. C57.84 H6.54 NB8.80

Gef. CS791 H6.44 NB8.66

Boc-Cys(SiPr)-ONSu

28.5g (100 mmol) Boc-ny(SiPr}“s] werden mit

100 mmol N-Hydroxysuccinimid in 300 ml Athylacetat
geldst und bei 0 °C unter Rithren mit 100 mmol DCC
versetzt. Man Lifit 1 h bei 0 °C, 2 h bei Zimmertempera-
tur und 12 h bei 4 °C reagieren, erwérmt auf 40 - 50 °C,
filtriert vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab,
wischt mit warmem Athylacetat nach, engt ein und kri-
stallisiert aus Athanol.

Ausbeute: 28 g (69% d.Th.); Schmp. 124 - 125 °C
1a)23g: — 117° (¢ = 1, in Methanol)

Cy5H4N206S, (392.51)

Ber. C4589 H6.16 N7.14 S16.34
Gef. C4581 H6.30 N7.21 S1645
Boc-Gly-ONSul17]

26.2 g (150 mmol) Boc-Gly werden in 500 m/ Athyl-
acetat gelost. Man fiigt 17.4 g N-Hydroxysuccinimid zu,
kiihlt auf 0 °C und gibt unter Rithren 150 mmol DCC
hinzu. Nach 1 h bei 0 °C wird 2 h bei Zimmertemperatur
und 12 h bei 4 °C geriihrt, 300 m/ Athylacetat zugege-
ben, erwidrmt und vom ausgefallenen Dicyclohexylharn-
stoff abfiltriert. Die Losung wird bei 35 °C im Vak. ein-
geengt und das zuriickbleibende Ol aus Athylacetat kri-
stallisiert.

Ausbeute: 37 g (91% d.Th.); Schmp. 168 - 170 °C

C11H16N,Og (272.27)

Ber. C4853 HS5.92 N10.29
Gef. C48.59 H6.01 N10.39
Boc-Ile-ONSu

69 g (300 mmol) Boc-Ile werden in 600 m/ Athylacetat
geldst, mit 34.8 g N-Hydroxysuccinimid versetzt und auf

0 °C gekiihlt. Man tropft 300 mmol DCC zu, 1afit 1 h bei
0 °C, 2 h bei Zimmertemperatur und 12 h bei 4 °C rea-
gieren, filtriert den ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff
ab, engt im Vak. bei 35 °C ein und kristallisiert das zu-
riickbleibende Ol aus Athanol/Petrolither.

Ausbeute: 62 g (63%); Schmp. 101 - 103 °C

[@]25g: —42° (c = 1, in Methanol)

Cy5Hy4N206 (328.37)

Ber. C54.87 H7.37 NB8S3
Gef. C54.69 H7.45 NB8.S5S
Gly-Lys(Z)

28 g (100 mmol) N€-Benzyloxycarbonyllysin werden in
100 m! Wasser suspendiert, mit einer Losung von
200 mmol NaHCOj3 in 100 m/ Wasser versetzt, 1 h ge-
riihrt und langsam mit einer Losung von 27.2 g Boc-Gly-
-ONSu in 200 m/ Dioxan versetzt. Man lat zwei Tage
reagieren, gibt 200 mmol Essigsdure hinzu und engt im
Vak. ein. Der Riickstand wird in 600 m/ Athylacetat
aufgenommen und die Esterphase zweimal mit Wasser,
zweimal mit 0.SN HCI und wieder mit Wasser gewa-
schen, iiber MgSO4 getrocknet und einrotiert. Das er-
haltene Ol 13t sich nicht kristallisieren, ist aber chroma-
tographisch rein. Zur Abspaitung des Boc-Restes 16st
man das erhaltene Ol in 200 m/ 1N HC/Eisessig und
1aBt 30 min reagieren. Die Essigsdure wird im Vak. ent-
fernt, das zuriickbleibende Ol in wenig Chloroform auf-
genommen und die Losung unter starkem Riihren in
1.5 I Ather gegossen. Das ausfallende Dipeptid-hydro-
chlorid wird abfiltriert, mit Ather gewaschen und ge-
trocknet. Das trockene, hygroskopische Hydrochlorid
wird in 250 ml Wasser geldst und der pH-Wert mit ver-
diinnter NaOH auf 7 eingestellt. Das Dipeptid fillt aus,
wird abfiltriert und getrocknet.
Ausbeute: 20 g (60% d.Th.); Schmp. 198 - 200 °C (Zers.)
[alggs: +2° (¢ = 1, in Methanol/2N HCl14:1)
C16Ho3N305 (337.38)
Ber. C56.96 H6.87
Gef. C56.76 H6.77

N 12.46
N 1245

Boc-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z)-Diithylammoniumsalz

33 g (50 mmol) Gly-Lys(Z) werden in 100 m/ Wasser/
100 m!/ Dioxan suspendiert und mit einer Losung von
100 mmol NaHCOg3 in 50 m! Wasser versetzt. Nach

30 min gibt man eine Losung von 39 g Boc-Cys(SiPr)-
-ONSu in 100 m! Dioxan zu und rithrt 3 Tage bei Zim-
mertemperatur. Die klare Losung wird mit 100 mmol
Essigsdure versetzt und einrotiert. Der Riickstand wird
in 500 m/ Athylacetat aufgenommen, die organische
Phase mit Wasser, verdiinnter Citronensdure und Wasser
extrahiert, getrocknet und einrotiert. Das zuriickblei-
bende Ol wird in Aceton/Ather 1:1 geldst, mit

100 mmol Digthylamin bei 0 °C versetzt und das aus-
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gefallene Diithylammonsalz abfiltriert. Aus Essigester/
Athanol wird umkristallisiert.
Ausbeute: 71 g (61 % d. Th.); Schmp. 107 - 108 °C
1213381 ~ 14° (¢ = 1, in Methanol)
Cp7H4N50gS, - CaH N (687.94)

Ber. CS54.12 H7.77 N10.18

Gef. C53.89 H7.98 N10.23

Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z)

50 mmol Boc-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) (aus 34.4 g des oben
beschriebenen Salzes freigesetzt) werden 30 min mit
100 m/ 1N HCl/Eisessig behandelt. Der Eisessig wird im
Vak. abgedampft, das zuriickbleibende Ol noch zweimal
mit Eisessig nachrotiert und der Riickstand in wenig
Chiloroform geldst. Man giefit unter starkem Rithren in

1 I Ather, filtriert das ausgefallende Hydrochlorid ab
und trocknet iiber KOH im Exsikkator.

Zur Reinigung 16st man das Hydrochlorid in 200 m/
Wasser und stelit mit einer dquivalenten Menge NaHCO3
den pH-Wert auf 7 ein. Das Peptid wird abfiltriert, in
Aceton suspendiert, wieder abgesaugt und getrocknet.
Ausbeute: 22 g (83% d. Th.); Schmp. 200 - 202 °C (Zers.)
(@128 4: — 20° (¢ = 1, in Methanol/IN HCI9:1)
Cp2H34N406S, (514.68)
Ber. C51.34 H6.66
Gef. CS51.26 H6.63

N 10.88 S12.46
N10.97 S1232

Boc-Ile-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z)
25.5 g (50 mmol) Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) werden in
150 ml Dioxan suspendiert und mit einer Losung von
8.4 g NaHCOj3 in 100 m/ Wasser versetzt. Nach 30 min
gibt man unter Rithren eine Losung von 16.4 g Boc-Ile-
-ONSu in 150 m! Dioxan zu und 14t 3 Tage reagieren.
Durch Zugabe von 100 mmol Eisessig wird neutralisiert
und die Losung eingeengt. Der Riickstand wird in 500 m/
Athylacetat aufgenommen. Unlésliches, nicht umgesetz-
tes Tripeptid wird abzentrifugiert, der Uberstand er-
wirmt und mit verdiinnter Citronensdure und Wasser
gewaschen. Das Tetrapeptid kann aus Athylacetat/Ather
kristallisiert werden.
Ausbeute: 21 g (58% d.Th.); Schmp. 189 - 192 °C
[0125g: ~ 67° (¢ = 1, in Methanol)
C33H53N509S,; (727.96)
Ber. C5445 H7.34
Gef. C54.24 HT7.27

N9.62
N 9.57

S 8.81
S 8.99

lle-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z)

18.1 g (25 mmol) Boc-Ile-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) werden
in 25 ml Eisessig gelost und mit 4.2 m/ (33.5 mmol) Bor-
trifluorid-dtherat versetzt. Nach 2.5 h wird im Vak. bei
30°C das Losungsmittel abgezogen, der Riickstand noch-
mals in Eisessig gelost, wieder abrotiert und in wenig
Chioroform aufgenommen. Man giefit in 1 / absol. Ather

und filtriert das ausfallende Peptid ab. Zur Reinigung
wird in Wasser gelost und mit NaHCO3 auf pH 7 ge-
bracht. Das Peptid fallt aus, wird abfiltriert und noch-
mals in Wasser mit wenig Citronensdure in Losung ge-
bracht. Durch Neutralisieren fallt das Tetrapeptid wie-
der aus, wird abgesaugt und iiber P,Og5 getrocknet.
Ausbeute: 12 g (77% d. Th.); Schmp. 180 - 182 °C (Zers.)
{01234: — 48° (c = 1, in Methanol/IN HCl 9:1)
Der Drehwert wurde sofort nach Losen des Peptids be-
stimmt.
CygHg5N5048, (627.84)
Ber. C53.57 H7.22 NI11.1S5
Gef. C53.28 H7.15 N1092
Aminosdureanalyse siehe Tabelle.

§$10.21
$10.48

Boc-Lys(Z)-1le-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z)
6.2 g (10 mmol) fle-Cys(SiPr)-Gly-Lys(Z) werden in
100 m/ Dioxan suspendiert und mit einer Losung von
1.6 g NaHCOj3 in 30 m/ Wasser versetzt. Nach 1 h gibt
man 4.8 g Boc-Lys(Z)-ONSu in 100 m/ Dioxan zu und
1aBt 2 Tage reagieren. Zu der klaren Losung gibt man
20 mmol Eisessig und engt im Vak. ein. Das gallertig-
fest ausfallende Peptid wird durch Erwdrmen in Athyl-
acetat gelost, die organische Phase mit verd. Citronen-
saure und Wasser extrahiert, getrocknet und eingeengt.
Das fest ausfallende Peptid wird aus Aceton/Ather kri-
stallisiert, abfiltriert und auf der Nutsche mit Ather ge-
waschen.
Ausbeute: 6.5 g (66% d.Th.); Schmp. 108 - 112 °C
[alggsz - 64° (¢ = 1, in Methanol)
C47H71N704,S, (990.27)

Ber. CS57.01 H7.23 N9.90

Gef. C56.78 H7.12 N9.83
Aminosdurenanalyse siehe Tabelle.

S 6.48
$6.23

FRAGMENT 1II

Boc-His(Trt)-OMel 12]

26.9 g (100 mmol) Boc-His-OMel 18] werden in 150 m!
Methylenchlorid geldst und bei 0 °C mit 16 m/ Tridthyl-
amin und 54 g Tritylchlorid versetzt. Man rithrt 12 h bei
Zimmertemperatur, gibt weitere 300 m/ Methylenchlorid
hinzu und wischt die organische Phase mit Wasser, zwei-
mal mit Citronensdurelosung, zweimal mit Wasser, funf-
mal mit 1N NaHCO3-L6sung und Wasser. Nach dem
Trocknen itber MgSO4 wird das Losungsmittel abge-
dampft und der Riickstand in 150 m/ Methanol geldst.
Im Kiihischrank fillt Tritylalkohol aus, der abfiltriert
wird. Das Methanol wird im Vak. abgedampft. Das zu-
riickbleibende dlige Produkt kann nicht kristallisiert wer-
den.,

Ausbeute: 40 g (78% d.Th.)

C31H33N304 (511.63)
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His(Trt)-0Mel 12]
25.5 g (50 mmol) Boc-His(Trt)-OMe werden mit 100 m/
1IN HCl/Eisessig 30 min lang behandelt. Nach dem Ab-
dampfen des Eisessigs bleibt ein Ol zuriick, das in wenig
Chloroform gelést wird. Die Losung gieBt man unter
Riihren in 1/ absol. Ather. Das fest ausfallende, rohe Hy-
drochlorid wird abfiltriert und iiber KOH getrocknet.
Zur Abtrennung von Histidin-methylester, der als Ne-
benprodukt entsteht, wird das Hydrochlorid in Wasser
gelost, mit NaHCO3 neutralisiert und die waBrige Phase
dreimal mit Chloroform extrahiert. Die Chloroform-
phase wird dann noch dreimal mit Wasser extrahiert und
getrocknet. Die Verunreinigung bleibt bei diesem Verfah-
ren in der wifrigen Phase. Nach dem Abdampfen des
Chloroforms kann das Produkt aus Ather kristallisiert
werden.
Ausbeute: 13 g (63% d.Th.); Schmp. 122 °C
[a]§§78: +7° (¢ = 1, in Methanol)
Ca6Ha5N30, (411.51)
Ber. C75.88 H6.12
Gef. C7536 H6.23

N 10.26
N 10.09

N G—Tosylarginin[ 13]

100 g (324 mmol) V' "‘-Benzyloxycarbonylarginin[ 19]
werden in 500 m/ Wasser/600 m/ Aceton suspendiert.
Durch Zugabe von NaOH wird das Produkt bei pH 13 in
Losung gebracht. Man kiihlt auf 0 °C, stellt mit verd. HC1
den pH-Wert zuriick auf 11 und gibt dann 250 m/ Tosy!-
chlorid-Lésung (50 g Tosylchlorid in 250 m/ Aceton)
hinzu. Durch einen pH-Stat wird der pH-Wert durch Zu-
gabe von 4N NaOH konstant bei 11 gehalten. Nach einer
Stunde gibt man weitere 250 ml/ Tosylchlorid-Losung
hinzu. Nach 2 h werden die letzten 250 m/ Tosylchlorid-
Losung zugetropft. Man lafit iiber Nacht bei pH 11 wei-
terreagieren und dampft dann das Aceton im Vak. ab,
fiillt mit Wasser auf (ca. 1.6 /) und extrahiert viermal mit
je 250 m! Ather. Die wifirige Phase wird auf pH 7 ge-
bracht, nochmals zweimal mit Ather extrahiert und mit
SN HCI auf pH 2 angesauert. Das ausfallende Ol wird
mit Athylacetat extrahiert. Die vereinigten Essigester-
phasen werden dann mit Wasser sdurefrei gewaschen.
Nach dem Trocknen und Abdampfen des Essigesters
bleibt N*-Benzyloxy-N G-tosylarginin als Ol zuriick.

Zur Abspaltung des Z-Restes wird das Ol in 250 m/ Eis-
essig durch Erwirmen geldst. Man kiihlt dann auf 0 °C,
gibt 250 m/ 4N HBr/Eisessig zu und 143t 2 h bei Zim-
mertemperatur reagieren. Der Eisessig wird abrotiert
und der 6lige Riickstand in 1.5 ! Wasser durch Erwir-
men gelost. Von Unloslichem wird abfiltriert und die
wifrige Phase fiinfmal zur Entfernung des Benzylbro-
mids mit Ather extrahiert. Die wifrige Phase wird im
Vak. auf 300 m! eingeengt und auf pH 6 gebracht. Im
Kiihischrank kristallisiert das NC- Tosylarginin aus. Es
wird aus Wasser umkristallisiert.

Ausbeute: 45 g (43% d.Th.); Schmp. 80 - 82 °C

[a)25g: + 3 (c = 1, in Dimethylformamid)

C3H,004N4S (328.40)
Ber. C47.55 H6.14
Gef. C47.72 H6.06

N 17.06
N 16.92

Boc-Pro-His(Trt)-OMe

20.5 g (50 mmol) His(Trt)-OMe werden in 100 m/ Me-
thylenchlorid gelost. Dazu gibt man 13.5 g (100 mmol)
1-Hydroxybenzotriazol (gelost in 50 m/ Dimethylforma-
mid) und 11 g Boc-Pro. Bei 0 °C gibt man unter Rithren
50 mmol DCC zu, 1afit iber Nacht reagieren und filtriert
den ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab. Nach dem
Abdampfen des Lésungsmittels nimmt man in Athylace-
tat auf, extrahiert mit Wasser, verdiinnter Citronensiure,
1N NaHCO3-Losung und Wasser, trocknet und engt ein.
Man erhilt ein Ol, das sich nicht kristallisieren laft.

Ausbeute: 42 g (69% d.Th.)
C36HaoN40s (608.75)

Boc-Pro-His(Trt)-NH 3

Das oben erhaltene Ol wird in 250 m/ Methanol geldst,

mit 12 m/ 90proz. Hydrazinhydrat versetzt und 3 Tage

bei Zimmertemperatur gehalten. Das bei der Reaktion

ausfallende Hydrazid wird abfiltriert und aus Methanol/

Ather umkristallisiert.

Ausbeute: 12 g (40% d.Th.) bezogen auf eingesetztes

Boc-Pro; Schmp. 106 - 108 °C

[alggsz — 41° (¢ = 1, in Methanol)

C35H4q9NgO4 (608.75)
Ber. C69.06 H6.62
Gef. C69.21 HG6.51

N13.81
N 13.76

Boc-Ile-Cys(Trt)-OMe

41 g (100 mmol) Cys(Trt)-OMe - HCIl20] werden in
300 m/ Methylenchlorid gelost, mit 15 m! Tridthylamin,
13.5 g 1-Hydroxybenzotriazol und 23 g Boc-Ile versetzt
und auf 0 °C gekiihlt. Man tropft 100 mmol DCC hinzu,
143t iiber Nacht reagieren, filtriert den ausgefallenen Di-
cyclohexylharnstoff ab und dampft das Losungsmittel
ab. Der Riickstand wird in Essigester geldst, mit Wasser,
Hydrogencarbonat und Wasser extrahiert, getrocknet
und einrotiert. Das Peptid kann aus Athylacetat/Petrol-
ather kristallisiert werden.

Ausbeute: 38 g (65% d.Th.); Schmp. 145 °C

[€)254: — 17° (c = 1, in Methanol)

C34H4,N2058  (590.79)

Ber. C69.13 H7.16 N4.74
Gef. C69.24 H7.22 N4.65
Boc-le-Cys(Trt)-NoHz

11.8 g (20 mmol) Boc-lle-Cys(Trt)-OMe werden in
100 m! Methano! geldst und mit 6 m! Hydrazinhydrat
versetzt. Man 1aBt 3 Tage rithren, impft die Losung an
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und stellt kalt. Das ausgefallene Hydrazid wird abfil-
triert., getrocknet und aus Methanol umkristallisiert.
Ausbeute 9g(76%d.Th.); Schmp. 162 - 163 °C
(°‘|578 — 28° (¢ = 1, in Methanol)
C33H42N404S (590.79)

Ber. C67.09 H7.16 N9.48

Gef. C67.31 H7.21 NO.54

Boc-Ile-Cys(Trt)-Arg(Tos)

11.8 g Boc-Ile-Cys(Trt)-NoH3 (20 mmol) werden in

80 mJ Dimethylformamid geldst, bei — 20 °C mit 3 m/
Isoamylnitrit und 24 m/ 4N HCl/Tetrahydrofuran ver-
setzt und 30 min bei — 20 °C gehalten. Danach kiihit
man auf — 50 °C, gibt 13.2 m!/ Tridthylamin zu und ver-
setzt mit einer Losung von 6.6 g Arg(Tos)-Tridthylam-
moniumsalz in 40 m/ Dimethylformamid. Man halt 4 h
bei — 50 °C, 12 h bei ~ 20 °C, 24 h bei 0 °C und 12 hbei
Zimmertemperatur, gieBt dann langsam in 1.5 / Wasser,
dem etwas Citronensiure zugefiigt ist und filtriert das
fest ausfallende Peptid ab. Durch mehrmaliges Suspen-
dieren in Wasser wird das Peptid gewaschen und dann
iiber P,Og getrocknet.

Ausbeute: 12.5 g (73% d. Th.); Schmp. 141 - 142 °C
{@123g: - I7° (¢ = 1, in Methanol)
C46HsgNgOgS, (887.15)

Ber. C62.28 H6.59 N9.47

Gef. C61.98 H6.70 N9.28

lle-Cys(Trt)-Arg(Tos)-Hydrochlorid
13 g (15 mmol) Boc-lle-Cys(Trt)-Arg(Tos) werden mit
50 m/ 1N HCl/Eisessig 30 min lang behandelt. Nach dem
Abdampfen des Lésungsmittels bei 30 °C nimmt man
den Riickstand in Chloroform auf und giefit die Losung
in 1/ absol. Ather. Das Tripeptid-hydrochlorid fillt fest
aus, wird abfiltriert und aus Methanol umkristallisiert.
Ausbeule 11 g (90%); Schmp. 132 °C
[a]575 +11° (¢ = 1, in Methanol)
C4q1Hs50NgOgS2 - HCl (823.49)

Ber. C59.80 H6.24 N10.21

Gef. C59.13 H6.08 N10.07

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

12.2 g (20 mmol) Boc-Pro-His(Trt)-NoHz werden in

60 m/ Dimethylformamid gelost und mit 3 m/ Isoamyl-
nitrit und 24 m/ 4N HCl/Tetrahydrofuran bei — 20 °C
versetzt. Nach 30 min wird auf — 50 °C gekiihlt und mit
13.2 m! Tridthylamin versetzt. Zu dieser Losung gibt
man eine Losung von 20 mmol lle-Cys(Trt)-Arg(Tos)-
Tridthylammoniumsalz in 40 m!/ Dimethylformamid,
hilt 4 h bei — 50 °C, riihrt 12 h bei — 20 °C, 24 h bei

0°C und 12 h bei Zimmertemperatur. Man giefit dann
unter starkem Riihren in 1.5 I Wasser, das etwas Citro-
nensiure enthilt und filtriert das ausfallende Peptid ab,
trocknet und kristallisiert aus Methanol um.

Ausbeute: 16 g (61 %); Schmp. 138 - 140 °C
[@125g: - 22° (c = 1, in Methanol)
C76HgeN10010S2 (1363.74)
Ber. C66.97 H6.36 N10.27 §4.70
Gef. C6598 H6.29 N10.14 S4.28

Die Aminosdurenanalyse befindet sich in der Tabelle.
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