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Uber Peptidsynthesen, XLITD
Die Synthese der Melittin-Teilsequenz 1—20 und 7—20
von Eberhard Schroder

Aus dem Hauptlaboratorium der Schering AG, Berlin-West

Eingegangen am 23. Juli 1966%

Aus den Teilsequenzen 7--14 und 15—20 wurde nach der Azidmethode und durch nach-
folgende Abspaltung der Schutzgruppen die Melittinsequenz 7—20 synthetisiert. Kupplung
der partiell geschiitzten Sequenz 7—20 mit der N-terminalen Sequenz 1 —6 und Schutzgruppen-
abspaltung lieferte das Eicosapeptid, das nach pridparativer Elektrophorese als Acetat isoliert
wurde,

Im Verlauf unserer Arbeiten zur Totalsynthese der im Bienengift enthaltenen
Peptide Melittin I und II 2 wurden die mittelstindige Sequenz 7—20 und die N-termi-
nale Sequenz 1—20 nach dem angegebenen Schema synthetisiert und in freier Form
als Acetate isoliert. Zur Synthese des Eicosapeptids 1 —20 wurde zunichst aus den
(15—17)- und (18 —20)-Tripeptiden ** 6 und 3 nach der Azidmethode das (15—20)-
Hexapeptidderivat 7 synthetisiert. Es konnte mit 85-proz. Ausbeute kristallin erhalten
werden. Nach katalytischer Hydrierung zum ebenfalls kristallinen 8 wurde mit dem
substituierten (7—14)-Octapeptidhydrazid 9 (durch Hydrazinolyse des entsprechenden
Methylesters?? und Kristallisation) zum substituierten (7 —20)-Tetradecapeptid-
derivat 10 kondensiert. Katalytische Hydrierung und Umsetzung mit der doppelten
molaren Menge des N-terminalen Boc-(1 —6)-hexapeptid-hydrazids 15 lieferte das
vollgeschiitzte Eicosapeptid, von dem ohne weitere Reinigung sidmtliche Schutz-
gruppen mit Trifluoressigsdure entfernt wurden. Durch Chromatographie an Se-
phadex G 25 im System Methanol/Eisessig/Wasser (1:1:1) konnte ein Produkt
erhalten werden, das elektrophoretisch nur eine duBlerst schwache Nebenbande ent-
hilt. Priparative trigerfreie Elektrophorese (Pheroplan)3.4) bei pH 2 fiihrte schlieBlich
zu einer elektrophoretisch einheitlichen Verbindung.

*) Auf Wunsch des Autors erst jetzt verdffentlicht.

*%) Die Bezeichung der Teilsequenzen folgt den Empfehlungen der IUPAC-IUB Commission
on Biochemical Nomenclature, IUPAC Information Bulletin Nr, 27, 16 (1966).

1) Zugleich II. Mitteilung iiber Melittin. XLI. Mitteilung: K. Libke, Liebigs Ann. Chem.
702, 180 (1967).

2) E, Habermann und J. Jentsch, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 253,
40 (1966).

3) J. Barrollier, E. Watzke und H. Gibian, Z. Naturforsch. 13b, 754 (1958).

4) E. Schroder und S. Matthes, J. Chromatogr. [Amsterdam] 17, 189 (1965).
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Die Sequenz 7—20 wurde auf zwei Wegen erhalten: Durch Behandlung von 11
mit Trifluoressigsdure und aus dem der Verbindung 10 entsprechenden Di-Boc-
Derivat. Letzteres konnte aus Boc-Lys(Boc)-Val-Leu-NHNH, und H-Thr-Thr-Gly-
Leu-Pro-OMeV, Hydrazinolyse des Octapeptidmethylesters und Kupplung mit 8
gewonnen werden. Eine Reinigung der freien Peptide 7—20 gelang wiederum durch
priaparative Elektrophorese.

Fiir die sorgfiltige Durchfithrung der priaparativen Arbeiten danke ich Herrn M. Lehimann
und Friulein D. Thielicke, fiir die quantitativen Aminosidureanalysen Herrn G. Klof.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden mit dem Apparat nach Tottoli (Fa. W. Biichi, Schweiz) bestimmt
und sind nicht korrigiert. — Die Drehwerte wurden mit dem lichtelektrischen Prézisions-
polarimeter 0.005 (Fa. Zeiss) gemessen, Fehlergrenze + 1°. — Die Analysen wurden in unserem
analytischen Laboratorium (Dipl.-Ing. J. Huber) ausgefiihrt. — Zur Reinheitskontrolle
wurden alle Verbindungen diinnschichtchromatographisch in Butanol/Eisessig/Wasser
(75:13:12), Methanol/Chloroform (1:1) und Methylenchlorid/Aceton (1:1) und die
Verbindungen mit freier Aminogruppe elektrophoretisch bei pH 2 (Essigsdure/Ameisensiure)
und pH 5 (Pyridiniumacetat), jeweils mit Propylenglykol als Losungsvermittler, untersucht.
Die Anfiarbungen erfolgten nach der Chlormethode und mit Ninhydrin-Cd. — Literatur zu
den verwendeten Aminosiurederivaten s. Lit. 1.

Melittin-Sequenz 1—20 iiber Benzyloxycarbonyl-geschiitzte Bausteine

Z-1-Ser-L-Try-OMe. — 7.5 g (30 mMol) Z-1-Ser-NHNH, in 15ccm DMF werden bei
—20° 5 Min, mit 30 ccm HCl-haltigem THF 3- 3.7 ccm tert.-Butylnitrit stark gerithrt, mit
30 ccm kaltem Essigester versetzt, mit Tridithylamin neutralisiert und mit 33 mMol H-L-Try-
OMe (aus 8.6 g Hydrochlorid mit Tridthylamin freigesetzt) 1 Tag bei 0° stehengelassen. Es
wird eingeengt, in Essigester aufgenommen, mit gesitt. NaHCO;3-Lésung, 10-proz. Citronen-
sdure und Wasser ausgeschiittelt (iibliche Reinigung), iiber Na;SO4 getrocknet und einge-
dampft. Der &lige Riickstand wird mit Wasser verrieben und aus Athanol/Wasser umkristalli-
siert. Ausbeute 12.3 g (93%) Nadeln vom Schmp. 101.5—-103.5%; [«]3 = +7.1° (¢ =1,
Methanol).

C23HysN306 (439.5) Ber. C62.86 H 5.73 N9.56 Gef. C62.87 H 6.09 N 9.24

Z-1-Ser-L-Try-NHNH; (1). — 8.8 g des voranstehenden Methylesters in 100 ccm Methanol
werden 2 Tage bei Raumtemperatur mit 7 ccm Hydrazinhydrat stehengelassen, abgesaugt
und mit Ather verrieben. Aus DMF/Athanol/Wasser kristallisieren 7.0 g (80%) vom Schmp.
234—234.5°; {03 = —14.9° (¢ = 1, Eisessig), +2.2° (¢ = 1, DMF).

Ca2HysNsOs (439.5) Ber. C60.13 H 573 N 15.94 Gef. C59.89 H 595 N 15.62

Z-1-Ser-L-Try-r-Ile-OBu* (2). — 880 mg (2 mMol) 1 in 4 ccm DMF - 2 ccm HCl-haltigem
THF (2.2n) werden 5 Min. bei —20° mit 0.24 ccm tert.-Butylnitrit gerithrt. Nach Verdiinnen
mit 10 ccm kaltem Essigester wird mit Tridthylamin neutralisiert und mit 410 mg (2.2 mMol)
H-r-lle-OBd' in 3 ccm Essigester 2 Tage bei 0° stehengelassen. Nach iiblicher Reinigung
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kristallisiert aus Essigester/Hexan 1.0g (84%) vom Schmp. 152~-153°; [o]¥ = —33.8°
(¢ = 1, Methanol).

C3oHoN4O7 (594.7) Ber. C64.63 H7.12 N9.42 Gef. C64.83 H7.27 N9.18

H-1L-Ser-L-Try-L-Ile-OBu' (3). — 3.0 g 2 in 50 ccm Methanol werden mit 1 g Pd-Mohr
hydriert, filtriert und eingeengt. Ausbeute 2.35 g (100%;) erstarrter Schaum. [¢]¥® = —21.4°
(¢ = 1, Methanol).

CysH3gN4O5-1/, HyO (469.6) Ber. C61.39 H7.94 N 11.93 Gef. C61.46 H 8.02 N 11.87
Aminosdureanalyse (Hydrolyse 24 Stdn., 105°): Serg g9, 1le1.go-

Boc-L-Leu-1-1le-OEt (4). — 5.0 g (20 mMol) Boc-L-Leu-O H werden mit 2.8 ccm (20 mMol)
Tridthylamin und 2.0 ccm Chlorameisensduredthylester in THF bei —15° in das gemischte
Anhydrid Ubergefithrt und mit einer Mischung von 4.8 g (24 mMol) H-r-lle-OEr- HCI und
3.4 ccm (24 mMol) Tridthylamin in DMF umgesetzt. Nach 12 Stdn. wird i. Vak. eingeengt,
in Essigester aufgenommen und in iiblicher Weise ausgeschiittelt und aufgearbeitet. Ausbeute
6.1 g (80%). Aus Methanol/Wasser Schmp. 108 —110°; [«]¥ = —34.4° (¢ = 0.8, Methanol).

C19H36N205 (372.5) Ber. C61.26 H9.74 N 7.52 Gef. C60.92 H9.74 N 7.64

Z-1-Ala-r-Leu-r-Ile-OEt (5). — 5.6 g (15 mMol) 4 werden in 15 ccm Essigester gelost und
30 Min. bei 0° mit HCI-Gas behandelt. Nach 30 Min. bei Raumtemperatur wird i.Vak.
eingeengt. Das elektrophoretisch einheitliche 01 wird sofort in DMF gelost, mit 2.1 cem
(15 mMol) Tridthylamin versetzt und mit dem gemischten Anhydrid aus 2.9 g (13 mMol)
Z-1-Ala-OH, 1.8 ccm (13 mMol) Tridthylamin und 1.3 ccm (13 mMol) Chlorameisensdure-
dthylester umgesetzt. Nach iiblicher Aufarbeitung und Umkristallisation aus Essigester/
Petroldather werden 4.4g (71%) erhalten. Schmp. 132—-134°; [«]}®® = —53.6° (¢ = 0.7,
Athanol).

CssH39N30¢ (477.7) Ber. C62.86 H 8.24 N 8.80 Gef. C62.80 H 7.93 N 9.08
Z-1-Ala-1-Leu-L-Ile-NHNH> (6). — 48 g 5 in 300 ccm Methanol -+ 35 ccm NpHy-H,0
werden 4 Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt, abgesaugt und aus DMF kristallisiert.
Ausbeute 36 g (78 %) vom Schmp. 243 —244°; [«]3* = —55.1° (¢ = 1, Eisessig).
Cy3H37N5O5 (463.6) Ber. C59.59 H 8.04 N 15.11 Gef. C59.87 H 8.27 N 15.09

Aminosdureanalyse (Hydrolyse 120 Stdn., 105°): Ala; g9, Leuy.os, Ile;.go.

Z-1-Ala-L-Leu-1-lle-1-Ser-L-Try-L-Ile-OBu* (7). — 1.85g (4 mMol) 6 werden in 8§ ccm
DMF suspendiert und mit 5 ccm HCl-haltigem THF (2n) + 0.5 ccm tert.-Butylnitrit 7 Min.
bei —15° geriihrt. Die klare Losung wird mit 10 ccm Essigester versetzt, mit Tridthylamin
neutralisiert und mit 2.05 g (4.4 mMol) 3 in 5 ccm Essigester + 1 ccm DMF vereinigt. Nach
24 Stdn. Stehenlassen bei 0° wird eingeengt und der Riickstand aus Methanol kristallisiert.
3.0 g (84 %) Nadeln vom Schmp. 231 —232°; [«]3’ = —26.4° (¢ = 0.5, DMF).

C47HgoN701¢ (892.1) Ber. C63.28 H 7.80 N 10.99 Gef. C63.38 H7.90 N 11.26

H-r-Ala-1-Leu-r-lle-L-Ser-L-Try-1-lle-OBu* (8). — 2.86 g 7 in 50 ccm DMF werden mit
0.64 g Pd-Mohr hydriert. Es wird filtriert und i.Vak. eingeengt. Aus Athanol kristallisieren
2.1 g (879%) Nadeln vom Schmp. 253 —254°; [«]¥* = —24.9° (¢ = 0.5, DMF).

C39Hg3N703 (758.0) Ber. C61.80 H 8.38 N 12.94 Gef. C61.66 H 8.52 N 12.82
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Z-1-Lys(Boc)-L-Val-L-Leu-L-Thr-L-Thr-Gly-1-Leu-1-Pro-NHNH,(9). — 3.8g Z-1-Lys(Boc)-
L-Val-L-Leu-L-Thr-L-Thr-Gly-L-Leu-1-Pro-OMeV in 25 ccm Methanol werden mit 2.6 ccm
NaH,- H,0 2 Tage auf 35° erwiarmt. Es wird i. Vak. eingedampft, das verbleibende Ol iiber
H,S804 getrocknet und 2mal aus Athanol kristallisiert. Ausbeute 3.3 g (87%) vom Schmp.
185—187°; [0]E = —29.7° (¢ = 0.5, DMF).

Cs51HgsN 11014 (1076.3) Ber. C56.91 H7.96 N 14.32 Gef. C 56.68 H 8.10 N 14.37

Z-1-Lys(Boc)-L-Val-L-Leu-L-Thr-L-Thr-Gly-L-Leu-L-Pro-1-Ala-1-Leu-L-1le-1-Ser-L-Try-L-
Ile-OBu* (10). — 1.74 g (1.65 mMol) 9 in 8 ccm DMF werden 5 Min. bei —15° mit 1.7 ccm
HCl-haltigem THF (2.2n) + 0.203 ccm tert.-Butylnitrit gerithrt. Nach Verdiinnung mit 10 ccm
kaltem DMF wird mit Tridthylamin neutralisiert, mit 1.27 g (1.7 mMol) 8 in 10 ccm DMF
vereinigt und 2 Tage bei 0° belassen. Es wird eingeengt und 2mal aus Athanol kristallisiert.
Ausbeute 1.95 g (66 %) vom Schmp. 193 —195°; []3} = —37.2° (¢ = 0.5, DMF).

CooH144N16022 (1802.2) Ber. C59.99 H 8.06 N 12.44 Gef. C 59.48 H 8.00 N 12.58

H-1L-Lys(Boc)-rL-Val-1-Leu-1-Thr-L-Thr-Gly-L-Leu-1-Pro-1-Ala-1-Leu-1-Ile-L-Ser-L-Try-L-
Ile-OBu' (11). — 1.26 g 10 in 80 ccm Methanol, 10 ccm Eisessig + 10 ccm Wasser werden
mit 600 mg Pd-Mohr hydriert, filtriert und eingeengt. Nach Umfilien aus Athanol/Ather und
24stdg. Trocknen bei 30°/0.01 Torr werden 1.1 g (829%) vom Schmp. 170-—-174° erhalten;
[ = —34.3° (¢ = 0.5, DMF).

Cs2H 38N 16020-3.5 CH3CO,H-2H,0 (1914.3)

Ber. C55.84 H8.21 N 11.71 H,0 1.88 COCHj; 7.87

Gef. 5561 820 11.93 1.81 7.29
Aminosdureanalyse (Hydrolyse 72 Stdn., 105°): Lys; 10, Valy.g4, Leus.g, Thryes, Glyi.eo,
Prog.gg, Alaj oo, Iles.q7, Sero,7s.

H-1-Ala-1-Val-1-Leu-OMe- HCI (12-HCl). — 9 g Z-L-Ala-L-Val-L-Leu-OMe?) in 180 ccm
Methanol + 20 ccm Irn HCI werden mit 4 g Pd-Mohr hydriert, filtriert und eingeengt. Aus
Athanol/Ather werden 7 g (97%) vom Schmp. 191 —192° erhalten. [x]2* = —16.2° (¢ =1,
DMF).

C15Hy9N304-HCL-1/, H,O (360.9) Ber. C49.92 H 8.66 C19.82 N 11.64 H,0 2.50
Gef. 49.73 9.00 9.46 11.56 3.09

Boc-Gly-L-Hle-Gly-NHNH, (13). — 1.8 g Boc-Gly-L-Ile-Gly-OMe1) werden in 10 ccm
Methanol gelést und mit 1 ccm Ny Hy- HoO 2 Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach
Animpfen kristallisieren 1.7 g (95%) vom Schmp. 149 —150°; [¢]3® = +4.3° (¢ = 1, DMF).

CisHy9N50s5 (359.4) Ber. C50.13 H8.13 N 19.49 Gef. C50.16 H8.19 N 19.22

Boc-Gly-L-lle-Gly-1-Ala-L-Val-1-Leu-OMe (14). — 720 mg (2 mMo}) 13 4 3 ccm DMF
werden bei —15° 5 Min. mit 2 ccm HCl-haltigem THF (2.2n) + 0.24 ccm tert.-Butylnitrit
geriihrt. Die klare Losung wird mit 10 ccm kaltem DMF verdiinnt, bei —25° mit Tridthylamin
neutralisiert und mit 2.2 mMol 12 (aus 780 mg Hydrochlorid + 0.31 ccm Tridthylamin) in
5 ccm DMF vereinigt. Nach 1 Tag bei 0° wird mit Essigester das Hexapeptid ausgefillt.
Ausbeute 1.1 g (86%), aus Athanol/Essigester umgefillt, vom Schmp. 222—223°; [«]% =
—22.6° (¢ = 1, DMF).

C30Hs4NgOg (642.8) Ber. C56.06 H 8.47 N 13.07 Gef. C56.35 H 8.40 N 12.89
Aminosdureanalyse (Hydrolyse 120 Stdn., 105°): Glyz.g9, Iley.g0, Alaj g1, Valy g4, Leui.gg.
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Boc-Gly-L-lle-Gly-1-Ala-1-Val-1-Leu-NHNH, (15). — 1.4 g14in 10 ccm DMF + 0.77 ccm
NyHy4- H,0 werden 1 Tag bei Raumtemperatur belassen. Die ausgefallene Verbindung wird
abgesaugt und gut mit Athanol -~ Ather gewaschen. Ausbeute 1.25 g (80%) vom Schmp.
259-—-260°; [«)3 = —42.0° (¢ = 0.5, Dimethylsulfoxid).

Co9Hs54NgOg (642.8) Ber. C54.19 H 8.47 N 17.43 Gef. C53.98 H 8.54 N 17.58

H-Gly-1-lle-Gly-1-Ala-1-Val-L-Leu-1-Lys-L-Val-1-Leu-1-Thr-1-Thr-Gly-1-Leu-L-Pro-L-Ala-
r-Leu-r-Ile-1-Ser-L-Try-L-1le-OH. — 640 mg (1 mMol) 15 werden in 10 ccm DMF suspendiert
und bei —15° mit 1 ccm HCl-haltigem THF (2.2n) + 0.15 ccm tert.-Butylnitrit versetzt. Nach
5 Min. wird die klare Azidlosung mit 10 ccm DMF vereinigt, mit Tridthylamin neutralisiert
und mit 950 mg (0.5 mMol) 11 + 0.24 ccm Tridthylamin 2 Tage bei 0° aufbewahrt. Es wird
eingeengt und der Riickstand mit 20 ccm Trifluoressigsdure 15 Min. bei Raumtemperatur
stehengelassen. Das freie Eicosapeptid wird mit Ather ausgefillt und auf einer Sephadex-G-
25-Saule (800 g, System: Methanol/Eisessig/Wasser = 1:1:1) gereinigt; Ausbeute 1.0 g. Die
Endreinigung zur elektrophoretisch einheitlichen Verbindung erfolgt durch préparative
Elektrophorese (Pheroplan) bei pH 2. Ausbeute: 409, lyophylisiertes Pulver. [a}} = —95.0°
(¢ = 0.5, 2n Essigsdure).

Cy7H164N220724-2 Acetat -8 H,O (2286.7)
Ber. C53.05 H 8.29 N 13.48 COCH;3.76 H,0 6.30
Gef. 53.19 8.15 12.89 3.81 5.86

Aminosdureanalyse (Hydrolyse 120 Stdn., 105°):

Ber. Glyj.o0, 1les.0, Alaz oo, Leus.o0, Lysi.o0, Valz.00, Thrz.0, Proy.o0, Sery.oo
Gef. Gly; go, Ilez.04, Alaj g5, Leus.og, Lysi.00, Valy.os, Thry go, Prog.gs, Sero.es

Melittin-Sequenz 7—20 iiber tert.-Butyloxycarbonyl-geschiitzte Bausteine

Boc-r-Lys(Boc)-1-Val-1-Leu-OMe. — 3.46 g (10 mMol) Boc-L-Lys(Boc)-OH in 20 ccm
THF + 1.38 ccm Tridthylamin werden bei —10° 15 Min. mit 0.95 ccm Chlorkohlenséure-
dthylester gerithrt und anschlieBend mit H-r-Val-L-Leu-OMeD (aus 3.26 g < 12 mMol
Hydrochlorid mit Tridthylamin) in 20 ccm THF 4 2 ccm DMF versetzt. Nach Erwidrmen
auf Raumtemperatur und Stehenlassen {iber Nacht wird wie tiblich aufgearbeitet. Aus Essig-
ester/Petrolither kristallisieren 3.0 g (53 %) von unscharfem Schmelzpunkt, [«]3?* = —56.0°
(¢ = 0.5, Eisessig).

CogHs5pN4Og (572.7) Ber. C58.72 H9.15 N 9.78 Gef. C 58.35 H9.40 N 9.94

Boc-1-Lys(Boc)-L-Val-L-Leu-NHNH,. — 2.5g Boc-1-Lys(Boc)-L-Val-L-Leu-OMe in
20 ccm Athanol + 1.1 ccm NHy-H,O werden 4 Stdn. auf 50° erhitzt und 20 Stdn. bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Nach Eindampfen i.Vak. und Trocknen tber H,SO4 wird
aus Athanol/Ather umgefillt: 2.2 g (88%) amorphes Produkt vom Schmp. 188—190°;
[]3? = —54.6° (¢ = 0.5, Eisessig).

Cy7H55NgO7 (572.7) Ber. C56.62 H9.15 N 14.67 Gef. C56.11 H9.19 N 14.94

Boc-1-Lys({Boc)-L-Val-L-Leu-L-Thr-L-Thr-Gly-L-Leu-L-Pro-OMe. — 2.87 g (5 mMol) Boc-
L-Lys(Boc)-L-Val-L-Leu-NHNH> in 7 ccm DMF - 5 ccm HCl-haltigem THF (2.2n) werden
5 Min. bei —15° mit 0.61 ccm tert.-Butylnitrit gerithrt. Nach Verdiinnen mit 7 ccm DMF
wird mit Tridthylamin neutralisiert und 2 Tage bei 0° mit H-1-Thr-1-Thr-Gly-L-Leu-L-Pro-OMe



1968 Uber Peptidsynthesen, XLII 233

(aus 5.5 mMol Hydrochlorid? mit Tridithylamin) in 15 cem THF -+ 2 ccm DMF stehen-
gelassen. Es wird i. Vak. eingedampft, der Riickstand in Butanol/Essigester-Gemisch geldst
und mit 17 HCl und gesitt. NaHCO;-Losung ausgeschiittelt. Aus Butanol/Petrolidther
wurden 4.0 g (779%) amorphes Pulver vom Schmp. 193—195° erhalten. [«}}* = —67.0°
(¢ = 0.5, Eisessig).

CaoH37NgOys (1042.3) Ber. C 56.48 H 8.41 N 12.10 Gef. C 56.23 H 8.42 N 12.00

Boc-L-Lys(Boc)-L-Val-L-Leu-L-Thr-L-Thr-Gly-L-Leu-L-Pro-NHNH,. — 0.5 g des voran-
stehenden Methylesters in 10 ccm Methanol werden mit 0.48 ccm NoHy- H,O 5 Stdn. bei 80°
und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Mit Ather werden 0.4 g (80%) weiBles

Pulver ausgefillt. Schmelzpunkt unscharf; [«]3? = —64.8° (¢ = 0.5, Eisessig).
CsgHg7N(1014-2H,0 (1078.3) Ber. C 53.48 H 8.51 N 14.29 H,0 3.34
Gef. 5370 8.28 14.72 3.09

Boc-L-Lys(Boc)-L-Val-1-Leu-1-Thr-L-Thr-Gly-L-Leu-1-Pro-L-Ala-1-Leu-L-1le-L-Ser-1-Try-
L-lle-OBu*. — 374 mg (0.36 mMol) des voranstehenden Hydrazids in 3 ccm DMF + 0.35 ccm
HCl-haltigem THF (2.2n) werden bei —15° mit 0.036 ccm tert.-Butylnitrit versetzt. Nach
5 Min. wird mit 3 ccm DMF verdiinnt, mit Tridthylamin neutralisiert und nach Abfiltrieren
des Tridthylamin-HCl mit einer kalten Lésung von 228 mg (0.3 mMol) 7 in 3 ccm DMF
versetzt. Nach 24 Stdn. bei 0° wird i. Vak. eingeengt, der Riickstand mit Essigester verrieben,
abgesaugt und durch 1stdg. Rithren in 15 ccm 10-proz. wafir. Methanol mit Dowex-50
(H®-Form) weitgehend gereinigt. Ausbeute 410 mg; diese wurden, da diinnschichtchromato-
graphisch nicht einheitlich, ohne Identifizierung zur Schutzgruppenabspaltung eingesetzt.

H-r-Lys-L-Val-1-Leu-L-Thr-L-Thr-Gly-L-Leu-L-Pro-L-Ala-1-Leu-1-1le-L-Ser-L-Try-L-Ile-
OH-2Acetat-2 H,0. — a) 410 mg der voranstehend beschriebenen Verbindung werden mit
4 ccm Trifluoressigsdure 1 Stde. aufbewahrt. Nach dem Fillen mit Ather wird abgesaugt
und mit Ather gewaschen. Ausbeute 410 mg. Das Rohprodukt wird durch priparative
Elektrophorese in Essigsdure/Ameisensdure-Puffer (pH 2) gereinigt: 186 mg (459%) einheit-
liches Produkt. [«]3? = —94.0° (¢ = 0.5, Wasser).

C73H125N16015-2 Acetat-2H,0 (1668.0) Ber. C55.45 H 8.10 COCHj 5.16
Gef. 55.69 8.34 4.54

Aminosdureanalyse (Hydrolyse 18 Stdn., 105°%):
Ber. Thry 0, Ser.1.00, Pro.o0, Gly1.00, Alag.o0, Valy o, Ilez.00, Leus oo, Lysi.oo
Gef. Thry 92, Serg.g3, Proo.e3, Glyo.o7, Alay oo, Valo.g6, Ile1.o6, Leuz.92, Lyso.os
b) 191 mg (0.1 mMol) 11 werden 1/, Stde. mit 4 ccm Trifluoressigsdiure stehengelassen, mit
Ather versetzt und bei pH2 im Pheroplan gereinigt. Ausbeute 115mg (69 %), [1J% = —97.6°

(c = 0.5, Wasser).
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