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The synthesis of the protected peptides Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-ONp, Boc-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB
and Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (X) -Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB [X = p-methoxybenzyl, tert-
butylmercapto, tetrahydropyranyl-(2)] is described. These peptides are fragments of an active
center sequence of the streptococcal proteinase (EC 3.4.22.10) which contains the essential SH

group of the enzyme.

Wie in der vorangehenden Mitteilung ! bereits er-
wihnt, sind Loslichkeitsschwierigkeiten der Haupt-
grund fiir die bei der Synthese einer Partialsequenz
aus dem aktiven Zentrum der Stireptokokken Pro-
teinase aufgetretenen Probleme. Diese Probleme
konnten durch Anderung der Strategie der Gesamt-
synthese weitgehend tiberwunden werden 2. Wir be-

richten nachstehend iiber die Synthese der Frag-
mente Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-ONp, Ala-Thr-Ala-Thr-
Ala-ONB und Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (X)-Val-
Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB, wobei X = p-Methoxy-
benzyl, tert-Butylmercapto oder Tetrahydropyra-
nyl-(2) bedeutet. Diese Fragmente ermoglichen den
Aufbau eines geschiitzten Tricosapeptids?, einer
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Abkiirzungen: Boc, tert-Butyloxycarbonyl; DCCI, Dicyclo-
hexylcarbodiimid; DCH, Dicyclohexylharnstoff; DC,
Diinnschichtchromatogramm; DMF, Dimethylformamid;
HBT, 1-Hydroxybenzotriazol; HMPT, Hexamethylphos-
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Syntheseschema 1.

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. Fr. Schneider, phorsduretriamid; MBzl, p-Methoxybenzyl; NMM, N-

Methylmorpholin; ONB, p-Nitrobenzylester; ONp, p-Ni-
trophenylester; OSu, N-Hydroxysuccinimidester; S-t-Bu,
tert-Butylmercapto; TFA, Trifluoressigsdure; Thp, Tetra-
hydropyranyl-(2) ; THF, Tetrahydrofuran; TAA, Tri-
dthylamin; Zers., Zersetzung.
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Vorstufe der aus 27 Aminoséduren 3 bestehenden Ge-
samtsequenz. Der Syntheseplan fiir das Tricosapep-
tid ist aus Schema I ersichtlich. Das in der vorlie-
genden Mitteilung beschriebene Dodecapeptid um-
falit die Sequenz 12 — 23. Die Synthese der Gesamt-
sequenz 1 — 23 ist Gegenstand der nichsten Arbeit.

Synthese des Fragments Ala-Ala-Thr-Gly

Das Syntheseschema 1 zeigt, dall beim Aufbau
dieses geschiitzten und aktivierten Tetrapeptids mit
Glycin-p-Nitrophenylester gestartet wurde. Alle wei-
teren Kupplungsschritte verliefen in Chloroform
mit DCCI ohne Schwierigkeiten. Der Vorteil der
Verwendung des p-Nitrophenylesters als Carboxyl-
schutz und -Aktivierung wird bei einem Vergleich
mit einer Synthese iiber den Glycin-p-nitrobenzyl-
ester * deutlich: der aktivierte Peptidester wird nach
Schema 2 in einer Ausbeute von 28% erhalten ge-
geniiber 13% bei Start mit dem p-Nitrobenzylester
zum Aufbau des Peptidesters, hydrogenolytischer
Esterspaltung und anschlielender Synthese des p-
Nitrophenylesters. Der Drehwert des Endproduktes
stimmt fir beide Synthesewege iiberein 4.

Ala Ala Thr Gly
Boc—— —-ONp
DCCI/CHCl4
Boc ONp
Boc—— ONp
DCCI/CHCl3
Boc ONp
Boc—T1— ONp
DCCI/CHCly
Boc ONp

Syntheseschema 2.

Synthese des Fragments Ala-Thr-Ala-Thr-Ala

Der Pentapeptidester Boc-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-
ONB stellt das Carboxylende des oben erwihnten
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geschiitzten Tricosapeptids dar. Fiir seine Synthese
wurde der bereits frither beschriebene Tripeptidester
Ala-Thr-Ala-ONB® unter Verwendung von DCCI/
HBT mit Boc-Thr- bzw. Boc-Ala-ONp verlangert.
Bei diesen Synthesen traten keine Schwierigkeiten
auf; der Pentapeptidester ist in Athanol gut l6slich.

Synthese des Fragments Ala-Ala-Thr-Gly-His-
Cys(X)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala

Der Aufbau dieses Dodecapeptids erfolgte aus
den beiden oben beschriebenen Fragmenten und dem
in der Mitteilung VI! beschriebenen Tripeptid His-
Cys(X)-Val, wobei X = tert-Butylmercapto, p-
Methoxybenzyl und Tetrahydropyranyl-(2) bedeu-
tet (s. Schema 3).

Zur Kupplung der Fragmente wurden nur die
p-Nitrophenylester verwendet. Bereits auf der Stufe
des geschiitzten Oktapeptids Boc-His (Boc)-Cys (X)-
Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB machte sich der Ein-
flul der verschiedenen Schwefelschutzgruppen auf
die Loslichkeit bemerkbar. Wahrend das Oktapep-
tid mit X = tert-Butylmerpato bei geschiitzter
und freier Aminogruppe noch in Athanol I6slich
ist, sind die geschiitzten Peptide mit X = p-Meth-
oxybenzyl und Tetrahydropyranyl-(2) aus den gén-
gigen Losungsmitteln nicht mehr umkristallisierbar
und nur durch Auswaschen zu reinigen. Nach De-
blockierung der Aminogruppen erhalt man jedoch
auch in diesen Féllen in DMF losliche, kupplungs-
fahige Aminkomponenten, so daf} alle drei Peptide,
die sich nur durch die SH-Schutzgruppe unterschei-
den, mit Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-p-Nitrophenylester
zum geschiitzten Dodekapeptid Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-
His-Cys (X)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB  gekup-
pelt werden konnten. Die auf der vorangehenden
Stufe zu beobachtenden Léoslichkeitsunterschiede
aufgrund der verschiedenen Schwefelschutzgruppen
verwischen sich jetzt, denn alle Produkte sind
schwerléslich. Nach Abspaltung des Boc-Restes lafit

Ala Ala Thr Gly His Cys Val Ala Thr Ala Thr Ala
Boc ONB
Boc X
Boc ONp ONB
Boc X
Boc ONB
X
Boc ONp ONB
X
Boc -ONB

X=S-t-Bu,Thp,MBzl

Syntheseschema 3.
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sich sowohl der tert-Butylmercapto als auch der p-
Methoxybenzyl geschiitzte Peptidester aus Athanol
umkristallisieren. Damit sind beide Komponenten
fiir eine Kettenverlingerung am Aminoende geeig-
net. Da bereits bei der Acidolyse des Boc-Restes des
S-Tetrahydropyranyl- (2) -oktapeptidesters mit Tri-
fluoressigsdure Nebenreaktionen beobachtet wurden
(ein selektiver Abspaltungsversuch mit Bortrifluo-
rid-Atherat/Eisessig ¢ scheiterte am Léslichkeitspro-
blem2), und der Tetrahydropyranyl-(2)-rest im
Hinblick auf die Loslichkeit keine Vorteile erkennen
lie}, wurde dieser Peptidester zunichst nicht in die
weiteren Synthesen einbezogen.

Beschreibung der Versuche
Allgemeines s. V1. Mitteilung.

Synthesen
Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-ONp
Boc-Thr-Gly-ONp

0,02 M (4,4 g) Boc-Thr? und 0,02 M (5,6 g)
Gly-ONp x HBr (HCI) 1 werden in 80ml Chloro-
form aufgeschlimmt, auf —20°C gekiihlt, mit
0,02m (2,8ml) NMM und mit 0,021M (4,3 g)
DCCI in 20 ml Chloroform versetzt. Man lafit nach
zehn Minuten auf Zimmertemperatur ansteigen und
weitere 12 Stunden riithren. Nach erneuter Abkiih-
lung wird der ausgefallene DCH abfiltriert. Das
Filtrat wird mit Eiswasser, kalter 5-prozentiger
NaHCO;- und gesittigter NaCl-Losung gewaschen,
iber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und emoedampft
Das Produkt wird in wenig Essigester aufgenom-
men und vorsichtig bis zur schwachen Triibung mit
Petrolather versetzt. Die Kristallisation wird mit
weiteren Gaben Petrolather vervollstindigt und
dauert mehrere Tage. Die Umkristallisation erfolgt
aus Essigester/Petrolither.

DC: I, II, III einheitlich.

Ausbeute: 6,9 ¢ (87%). Schmelzpunkt: 90 — 95 °C.
[a]} = —7,4° (¢ = 1, DMF).

Cy;H53N304 (397,38) :

Ber. C 51,38 H 5,83 N 10,57;
Gef. C 51,26 H 5,86 N 10,70.
Thr-Gly-ONp x HCI

0,01m (4,0g) Boc-Thr-Gly-ONp werden eine
halbe Stunde mit 20 ml 4 N HCl/Dioxan bei Zimmer-
temperatur behandelt, eingedampft, zweimal mit
absolutem Ather bis zur Trockene verrieben, abfil-
triert und aus absolutem Athanol/Ather umkristalli-
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siert. Das stark hygroskopische Produkt kann nur
tiber P,0O; gelagert werden.

DC: I, II, VI einheitlich.

Ausbeute: 3 l§ (94%) . Schmelzpunkt: 95 — 105 °C.
[a]}= +6,8° (c = 1, DMF).

C1,H N3504Cl (333,73).

Boc-Ala-Thr-Gly-ONP

0,015Mm (5,0 g) Thr-Gly-ONp x HCI und 0,015 M
(2,9 g) Boc-Ala? werden in 100 ml Chloroform auf-
geschlammt. Bei — 20 °C werden 0,015M (2,1 ml)
NMM und 0,016 M (3,3 g) DCCI in 40 ml Chloro-
form zugegeben. Nach zehn Minuten a6t man auf
Zimmertemperatur ansteigen und rithrt noch 12
Stunden. Der ausgefallene DCH wird abfiltriert, die
Losung einrotiert, mit Essigester aufgenommen, ge-
kiihlt, ungelostes Produkt abfiltriert und das Filtrat
mit Eiswasser, gekiihlter 5-prozentiger NaHCOj;-
und gesattigter NaCl-Losung ausgewaschen und iiber
Na,SO, getrocknet. Nach dem Eindampfen wird das
Produkt in wenig Essigester aufgenommen, mit Pe-
troldther gefallt und aus Athanol/Ather umkristalli-
siert.

DC: I, II, IIT einheitlich.
Ausbeute: 4,2 g (60%). Schmelzpunkt: 161 —
162 °C.
[al} = —16,3° (¢ = 1, DMF).
CogHusN,0, (468,46) :
Ber. C 51,28 H 6,02 N 11,96;
Gef. C 51,11 H 5,92 N 12,10.

Ala-Thr-Gly-ONp x HCI

0,01 M (4,7 g) Boc-Ala-Thr-Gly-ONp werden eine
halbe Stunde mit 50 ml 4 N HCl/Dioxan bei Zim-
mertemperatur behandelt. Das Reaktionsprodukt
beginnt schon nach wenigen Minuten auszufallen.
Die Reaktionsmischung wird einrotiert, zweimal mit
absolutem Ather verrieben und gewaschen und aus
absolutem Athanol mit absolutem Ather gefillt.
DC: I, II, VI einheitlich.

Ausbeute: 3,7g (92%). Schmelzpunkt: 183 —
185 °C (Zers.).

[a]? —8,8° (c= 1, DMF).

Cy;H,N,0,Cl (404,81) :

Ber. C 44,51 H 5,23 N 13,84;
Gef. C 44,27 H 5,27 N 13,76.
Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-ONp
0,01 m (4,0 g) Ala-Thr-Gly-ONp x HCl und

0,011 M (2,1 g) Boc-Ala? werden in 200 ml Chloro-
form aufgeschlaimmt und bei —20 °C mit 0,01 M
(1,4ml) NMM und 0,011 M (2,3 g) DCCI in 50 ml
Chloroform versetzt. Das Reaktionsgemisch wird
nach 10 min auf Zimmertemperatur gebracht und
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noch 12 Stunden geriihrt. Man filtriert den Riick-
stand ab, wascht die Losung zweimal mit eisge-
kiihlter 1 N NaHCOg-Lésung, mit Eiswasser neutral
und einmal mit gesattigter NaCl-Losung, trocknet
iiber Na,SOy , filtriert und engt die Losung ein. Der
Riickstand wird in Athanol aufgenommen und der
Peptidester mit Ather ausgefallt Die Umfallung
aus Athanol durch EingieBen in Eiswasser ist eben-
falls moglich. Die Umkristallisation erfolgt aus
Athanol/Ather.
DC: I, II, III einheitlich.
Ausbeute: 3,3g (61%).
(Zers.).
[a]l¥ = —19,0° (¢ = 1, DMF).
Cy3H33N;040 (539,54) :

Ber. C 51,20 H 6,17 N 12,98;

Schmelzpunkt: 190 °C

Gef. C 51,03 H 6,12 N 13,09.
Aminoséureanalyse:

Ber. Ala 2,0 Thr 1,0 Gly 1,0;

Gef. Ala 2,00 Thr 0,99 Gly 1,04.
Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB
Boc-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB

0,01 M (4-3g) Ala-Thr-Ala-ONB x HCI %, 0,01 M
(2,2 g) Boc-Thr?® und 0,012 M (1 6 g) HBT werden
in 60 ml DMF gelost, auf — 20 °C gekiihlt, 0,01 M
(1,4ml) TAA zugegeben und mit 0,011 M (2,3 g)
DCCI in 20 ml DMF versetzt. Nach 10 min 1t man
auf Zimmertemperatur ansteigen und ruhrt noch
weitere 12 Stunden. Die Losung wird auf 0 °C ge-
kiihlt, der ausgefallene DCH abfiltriert und das Fil-
trat in eisgekiihlte gesattigte NaCl-Losung gegossen,
wobei das Tetrapeptid ausfillt. Es wird abgesaugt,
gewaschen, aus Athanol/Wasser gefillt und nach
sorgfiltigem Trocknen aus Athanol/Petrolither um-
gefillt. Das gallertige Produkt wird iiber P,O; ge-
trocknet.

DC: I, ITI, IV einheitlich.
Ausbeute: 5,0 g (84%). Schmelzpunkt: 124 —
125 °C.
[a]} = —14,5° (c =
CoeH3oN5044 (597,62) :
Ber. C 52,25 H 6,58 N 11,72;
Gef. C 52,02 H 6,52 N 11,55.
Aminosaureanalyse:
Ber. Ala 2,0 Thr 2,0;
Gef. Ala 2,00 Thr 2,06.

Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x TF A

0,01 M (6,0 g) Boc-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB wer-
den eine halbe Stunde mit 40 ml TFA bei Zimmer-
temperatur behandelt und einrotiert. Das Ol wird
mit Ather aufgenommen und verrieben bis alles
Produkt fest ist und zweimal mit Ather griindlich

1, DMF).
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aufgeschlimmt und gewaschen. Das Trifluoracetat,
das sich nicht aus Athanol/Ather/Petrolither um-
kristallisieren laBt, wird iiber P,O5 getrocknet.
DC: I, II, IV einheitlich.
Ausbeute: 5,9 g (98%). Schmelzpunkt: 164 —
166 OC (Zers.).
[a]} = —8,8° (c = 1, DMF).
CysH3oN;04,F5 (611,53) :

Ber. C 45,17 H 5,27 N 1145;

Gef. C 45,88 H 5,23 N 11,64.

Boc-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB

0,05 M (30,5 g) Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x TFA,
0,05 m (15,5 g) Boc-Ala-ONp' und 0,055 M
(7,5g) HBT werden in 400ml DMF gelost, auf
— 20 °C gekiihlt und mit 0,05 M (7,0ml) TAA ver-
setzt. Nach 10 min wird das Kaltebad entfernt und
die Reaktlonslosung iiber Nacht geriihrt. Nach kur-
zem Kiihlen auf 0 °C wird abfiltriert und die Lé-
sung in eisgekiihlte, gesittigte NaCl-Losung gegos-
sen. Das Produkt ist nach drei Stunden ausgefallen,
wird abgenutscht und griindlich mit Wasser nachge-
waschen. Der noch feuchte Filterkuchen wird in
Athanol unter Erwdrmen gelost und mit Wasser er-
neut geféllt. Nach dem Absaugen wird scharf ge-
trocknet, aus absolutem Athanol/Petrolidther umge-
fallt und wie iiblich getrocknet.

DC: L, IIL, IV einheitlich.

Ausbeute: 23,4 g (70%). Schmelzpunkt: 211 —
213 9¢,

[al} = —19,6° (¢ = 1, DMF).

C29H44N6012 (668,70) o

Ber. C 52,08 H 6,63 N 12,56;

Gef. C 51,93 H 6,56 N 12,51.
Aminosdureanalyse:

Ber. Ala 3,0 Thr 2,0;

Gef. Ala 3,00 Thr 1,92.

Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x TF A

Eine halbe Stunde werden 0,01 M (6,7 g) Boc-Ala-
Thr-Ala-Thr-Ala-ONB mit 100 ml TFA bei Zimmer-
temperatur behandelt und einrotiert. Der feste Riick-
stand wird mit Ather zweimal griindlich aufge-
schlimmt und gewaschen. Die Umfillung erfolgt
aus absolutem Athanol/absolutem Ather. Die
amorphe Substanz wird iiber P,O5 getrocknet.

DC: I, I, IV einheitlich.
Ausbeute: 6,2 g (98%). Schmelzpunkt:
186 °C.
[a]l} = —4,6° (c = 1, DMF).
C26H37N6012F3 (682,60) H
Ber. C 45,74 H 546 N 12,31;
Gef. C 45,63 H 5,30 N 12,33.

183 —
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Boc-His (Boc) -Cys (X)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-
ONB

Boc-His(Boc)-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-
ONB

4 mMm (2,7 g) Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x TFA,
4,4mMm (3,5 g) Boc-His(Boc)-Cys(MBzl)-Val-ONp !
und S5mM (0,65g) HBT werden in 300 ml DMF
gelost und bei 0 °C 4 mm (0,6 ml) TAA zugetropft.
Nach 24 Stunden bei Raumtemperatur beginnt das
Produkt auszufallen. Nach weiteren 24 Stunden wird
der flockige Niederschlag abgesaugt und mit Atha-
nol, Essigester und Ather nacheinander griindlich
aufgesdllammt und sorgfiltig gewaschen, Umkri-
stallisation ist nicht moglich. Nach dem Zerreiben
der getrockneten Masse im Morser erhilt man ein
weilles Pulver.

DC: II, VI einheitlich.

Ausbeute: 3,5g (71,4%). Schmelzpunkt: 226 °C
(Zers )s

[a]® = 25,3° (¢ = 1, HMPT).

C56HgN;104¢S (1228,39) :

Eine Elementaranalyse wurde auf der nachsten Stufe

durchgefiihrt.
Aminosédureanalyse:
Thr  Ala Cys Val His
Ber. 2,0 3,0 1,0 1,0 1,0;
Gef. 1,98 3,00 nb. 1,02 1,01.

His-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB
x2TFA

2,5mM (3,0g) des oben beschriebenen Okta-

peptidderivates werden eine halbe Stunde bei Raum-
temperatur mit 30 ml TFA behandelt. Nach dem
Einrotieren wird das olige Rohprodukt mit absolu-
tem Ather verrieben und die dabei entstehende
Kristallmasse noch zweimal sorgféltig mit absolutem
Ather aufgeschlammt und griindlich gewaschen
Auf Grund der geringen Loslichkeit ist eine Umkri-
stallisation aus Athanol nicht geeignet. Eine Um-
fillung aus DMF mit Ather zeigt keine zusitzliche
Reinigung.
DC: I, II, IV einheitlich, in VI eine schwache Toli-
dinpositive Bande zusitzlich.
Ausbeute: 2,9g (92,3%). Schmelzpunkt: 200 —
202 °C (Zers.).
[a]} = —20,7° (c = 1, DMF).
C;50Hg7N110,4SFg (1256,20) :

Ber. C 47,81 H 5,38 N 12,27;

Gef. C 49,31 H 5,51 N 12,73.

Boc-His(Boc)-Cys(S-t-Bu)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-
Ala-ONB

4mMm (2,7g) Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x TFA,
4,2 mm (3,2 g) Boc-His(Boc)-Cys(S-t-Bu)-Val-

749

ONp! und 5mm (0,65g) HBT werden in 300 ml
DMF gelost und bei 0 °C mit 4mm (0,6 ml) TAA
versetzt. Die Reaktionslosung wird 48 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, in 2,51 Eiswasser gegos-
sen und nach sechs Stunden Kiihlung abfiltriert. Das
gewonnene Produkt wird zweimal aus siedendem
Athanol umkristallisiert und mit Ather und Petrol-
ather gewaschen .

DC: I, II, IV je eine zusitzliche schwache Pauly-
positive Band; evtl. Mono-Boc-Derivat.
Ausbeute: 3,1g (65,4%). Schmelzpunkt:
(Zers ).

[a]D = —33,4° (¢ = 1, HMPT).
C5oHgyN1;04,S, (1196,40) :

Eine Elementaranalyse wurde auf der néchsten Syn-
thesestufe durchgefiihrt.

223 °C

Aminosédureanalyse:
Thr  Ala Cys Val His
Ber. 2,0 3,0 1,0 1,0 1,0;
Gef. 1,96 3,00 n.b. 1,01  0,95.

His-Cys(S-t-Bu)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB
x2TFA

2,5mM (2,8g) des oben beschriebenen Okta-

peptidderivates werden eine halbe Stunde bei Zim-
mertemperatur mit 20 ml TFA behandelt und ein-
rotiert. Das erhaltene Ol wird mit absolutem Ather
bis zur Trockene verrieben, filiriert und nochmals
mit absolutem Ather sorgfiltig aufgeschlimmt und
gewaschen. Die weile Kristallmasse wird in 300 ml
siedendem absolutem Athanol geldst, langsam abge-
kiihlt, auf ca. 50 ml einrotiert und vorsichtig durch
langsame Zugabe von absolutem Ather ausgefillt.
DC: I, II, IV einheitlich.
Ausbeute: 2,6 g (81,7%). Schmelzpunkt: 201 —
202 °C (Zers.).
[a]® = —44,2° (c = 1, DMF).
CyeHg7N1104,S.F¢ (1224,22) :

Ber. C 45,13 H 5,52 N 12,59;

Gef. C 4543 H 5,36 N 12,60.

Boc-His(Boc)-Cys(Thp)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-
Ala-ONB

4mMm (2,7g) Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB x TFA,
4,4mm (3,1g) Boc-His(Boc)- Cys(Thp) -Val-ONp !
und 5mm (0,65g) HBT werden in 300 ml DMF
gelost und bei 0°C werden 4mm (0,6 ml) TAA
zugetropft. Nach 48 Stunden Reaktionszeit bei Zim-
mertemperatur wird die leicht triibe, dickﬂiissige
Losung in 21 Eiswasser gegossen, noch zwei Stun-
den gekiihlt und das ausgefallene Produkt abfiltriert.
Der mit Wasser, Athanol und Essigester gewaschene
Filterkuchen wird iiber Nacht in Athanol suspendiert,
abgesaugt und mit Ather und Petroldther nachgewa-
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schen. Das Produkt lafit sich nicht in siedendem
Athanol oder Tetrahydrofuran lésen.

DC: I, II, IV einheitlich.

Ausbeute: 3,4g (71,4%). Schmelzpunkt: 225 °C
(Zers.).

[a]l} = —24,5° (¢ = 1, HMPT).

Cy3HgiN{1046S (1192,35).

Eine Elementaranalyse wurde auf der néchsten Stufe

durchgefiihrt.
Aminosaureanalyse:
Thr  Ala Cys Val His
Ber. 2,0 3,0 1,0 1,0 1,05
Gef. 2,03 3,00 nb. 1,03 1,04.

His-Cys(Thp)-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-ONB
x2TFA

2,5mM (2,8¢g) des oben beschriebenen Oktapep-
tidderivates werden eine halbe Stunde bei Zimmer-
temperatur mit 20 ml TFA behandelt. Nach dem Ein-
rotieren wird das entstandene Ol mit absolutem
Ather bis zur Trockene verrieben, filtriert und noch-
mals mit absolutem Ather sorgfiltig aufgeschlimmt.
Die amorphe Substanz wird in 600 ml siedendem
absolutem Athanol gel6st, langsam abgekiihlt, auf
ca. 60ml eingeengt und langsam mit absolutem
Ather bis zur Kristallisation versetzt.
DC: I, II, IV einheitlich.
Ausbeute: 0,9g (29,5%). Schmelzpunkt: 205 —
207 °C (Zers.).
[a]} = —20,0° (¢ = 1, DMF).
Cy;Hg,N1;0,55F, (1220,17) :

Ber. C 46,27 H 5,53 N 12,63;
Gef. C 46,22 H 5,50 N 12,97.

In Athanol unléslich sind 1,1 g chromatographisch
einheitliche Substanz, die auf der Startlinie ver-
bleibt und UV-, Ninhydrin-, Pauly- und Tolidin-

positiv ist.

Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys (X)-Val-Ala-Thr-Ala-
Thr-Ala-ONB

Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(MBzl)-Val-Ala-T hr-
Ala-Thr-Ala-ONB

2,5mM (3,1g) His-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-
Thr-Ala-ONB x 2 TFA werden zusammen mit 3 mM
(1,6 g) Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-ONp und 2,5 mMm
(0,34 g) HBT in 80 ml DMF gelost und bei 0 °C
werden 5mm (0,7 ml) TAA zugetropft. Nach weni-
gen Minuten wird das Eisbad entfernt und die gal-
lertige Losung drei Tage bei Zimmertemperatur
heftig geriihrt. Dann wird der Reaktionsansatz in
1,41 Eiswasser gegossen, 12 Stunden in der Kilte
stehengelassen und das ausgefallene Produkt auf
einem Filter gesammelt. Es wird mit Methanol,
Athanol, Essigester und Petrolither nachgewaschen
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und der Filterkuchen erneut in Athanol aufgeriihrt,
mit der halben Menge Ather versetzt, 12 Stunden

im Kiihlschrank belassen, abgesaugt und getrocknet.
DC: I, II, VI einheitlich.

Ausbeute: 2,6 ¢ (72,8%). Schmelzpunkt: 241 °C
(Zers.).

[a]} = —25,7° (¢ = 1, HMPT).
CgsHgsN1505,S (1428,58) :

Ber. C 52,97 H 6,56 N 14,71;

Gef. C 52,54 H 6,55 N 14,24.
Aminoséureanalyse:

Thr Gly Ala Cys Val His

Ber. 3,0 1,0 50 1,0 1,0 1,05

Gef. 2,83 0,90 5,00 nb. 1,03 0,97.
Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(MBzl)-Val-Ala-Thr-Ala-
Thr-Ala-ONB x 2 TFA x H,0

1,4mm (2,0g) des oben beschriebenen Dodeca-

peptidderivates werden wie iblich mit 20ml TFA
eine halbe Stunde bei Raumtemperatur behandelt,
einrotiert und mit absolutem Ather trocken gerie-
ben. Die Umkristallisation erfolgt aus siedendem
absolutem Athanol und Zugabe von Ather.
DC: I, II, IV einheitlich.
Ausbeute: 1,9 g (94%). Schmelzpunkt: 191 —
193 °C (Zers.). ’
[a]} = —24,3° (c = 1, DMF).
CgoHggN;505,SF¢ (1574,52) :

Ber. C 47,30 H 5,70 N 13,34;

Gef. C 47,25 H 547 N 12,73.

Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(S-t-Bu)-Val-Ala-Thr-
Ala-Thr-Ala-ONB

2,0mM (2,5¢g) His-Cys(S-t-Bu)-Val-Ala-Thr-Ala-
Thr-Ala-ONB x 2 TFA werden zusammen mit 2,2 mM
(1,2 g)  Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-ONp und 2 mm
(0,27 g) HBT in 40 ml DMF gelost und bei 0 °C
mit 4 mM (0,56 ml) TAA versetzt. Nach kurzer
Zeit beginnt die Losung zu gelieren und es werden
nochmals 60 ml DMF zugefiigt. Das Kaltebad wird
entfernt und bei Zimmertemperatur wird drei Tage
heftig gertihrt. Der Ansatz wird in 1,41 Eiswasser
eingeriithrt, 12 Stunden in der Kalte stehen gelassen,
tiber eine Nutsche abgesaugt und mit Methanol,
Athanol, Essigester und Petrolither griindlich
nachgewaschen. Der Filterkuchen wird erneut in
Athanol aufgeriihrt, mit der halben Menge Ather
versetzt, 12 Stunden im Kiihlschrank belassen, ab-
gesaugt und getrocknet.

DC: I, II, VI einheitlich.

Ausbeute: 1,9 g (68%). Schmelzpunkt: 236 —
237 °C (Zers.).

[a]} = —33,9° (c = 1, HMPT).
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Cs9HggN;504S, (1396,60).

Ber. C 50,74 H 6,71 N 15,04;

Gef. C 50,53 H 6,55 N 14,62.
Aminosiureanalyse:

Thr Gly Ala Cys Val His

Ber. 3,0 1,0 50 1,0 1,0 1,0;

Gef. 2,88 091 5,00 nb. 1,02 1,02.
Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(S-t-Bu)-Val-Ala-Thr-Ala-
Thr-Ala-ONB < 2 TFA x H,0

1,3mMm (1,8 g) des oben beschriebenen Dodeca-

peptidderivates werden wie tblich mit 20 ml TFA
eine halbe Stunde bei Raumtemperatur behandelt,
einrotiert und mit absolutem Ather bis zur Trockene
verrieben. Die Umkristallisation erfolgt aus sieden-
dem absolutem Athanol und Nachfillung mit Ather.
DC: 1, II, IV einheitlich.
Ausbeute: 1,6 g (82%). Schmelzpunkt: 196 —
197 °C (Zers.).
[a]l} = —37,5° (¢ = 1, DMF).
CsgHggN;5055S,Fg (1542,55) :

Ber. C 45,16 H 5,82 N 13,62;

Gef. C 44,89 H 5,71 N 13,19.

Boc-Ala-Ala-Thr-Gly-His-Cys(Thp)-Val-Ala-Thr-
Ala-Thr-Ala-ONB

0,7 mm (0,8 g) His-Cys(Thp)-Val-Ala-Thr-Ala-
Thr-Ala-ONB «x 2 TFA werden zusammen mit
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