Die '3C-NMR-Spektroskopie liefert somit als Ergebnis,
daB von den mesomeren Grenzformen (1)—(4) des Ketens
die Struktur (2) wesentlich zur Beschreibung des Grund-
zustandes beitriigt — in Ubereinstimmung mit Messungen
des molekularen g-Wertes und der paramagnetischen Sus-
zeptibilitit entlang der C—C—O-Bindungsachse, wonach
die C—O-Bindung praktisch zylindrische Symmetrie be-
sitzt[6),
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Festphasensynthese von Peptiden mit
carboxyterminalen Amidgruppen —
Thyrotropin-freisetzendes Hormon (TRF)™!

Von Erhard Gross, Kosaku Noda und Bruce Nisula™

Herrn Professor Theodor Wieland zum 60. Geburtstag ge-
widmet

Die o,B-ungesittigte Aminosdure Dehydroalanin!!!
H,C=CNHR—COOH, R=Acyl oder Aminoacyl, kann
auf verschiedene Weise zur Synthese von Peptiden an
fester Phase!*) herangezogen werden. Sie kann z.B. zur
Verkniipfung des Peptids mit dem unldslichen Tréger
dienen [siehe (1)] und/oder mit ihrem Stickstoff Amid-
gruppen bilden [siehe (2)]'l. Die letztere Reaktion
lduft in saurer Losung in Gegenwart von dquimolaren
Mengen Wasser ab und wird dann durchgefiihrt, wenn die
gewiinschte Anzahl von Aminosédureresten der wachsenden
Peptidkette hinzugefiigt worden ist.

B9 't @_E
R-N-CH-C-NH-C-C-O-CH; (1)
CH,
lﬂzo
B9 ?q é
R-N-CH-C-NI, + g—c—o—cnz@—

CHj3

(2) (3)
(la), R=Boc;R'=R"=H
(1b), R=Boc-Leucylalanyl; R’=R"=H
(Ic), R=Boc; R"—R"=—CH,~CH,—CH,—
(1d), R =Boc-Pyroglutamythistidyl; R"—R” =—CH,—CH,—CH,—
(2a), R=Leucylalanyl; R"=R"”"=H
(2b), R =Pyroglutamylhistidyl; R'—~R"”=—CH,—CH,—CH,—

Das Modellpeptid Leucylalanylglycinamid und das Thy-
rotropin-freisetzende Hormon (TRF oder TRH), Pyro-
L-glutamyl-L-histidyl-L-prolinamid (L-5-Oxo-2-pyrrolidi-
nylcarbonyl-L-histidyl-L-prolinamid)!®-°), wurden synthe-
tisiert, um das neue Verfahren zu priifen.

Boc-Glycyldehydroalanin  (Boc=tert.-Butyloxycarbonyl)
[Fp=157-159°C (Zers), Am(CH,OH)=241 nm (e=
5560); Gly 1.00, NH; 1.03], in 84-proz. Ausbeute aus Boc-
Glycyl-O-tosylserinmethylester durch B-Eliminierung her-
gestellt!'®), wurde an das chlormethylierte (1.25 mmol
Cl/g) Copolymere aus Styrol und Divinylbenzol (2 % 1!

[*] Dr. E.Gross, Dr. K. Noda und Dr. B. Nisula
Section on Molecular Structure
Reproduction Research Branch
National Institute of Child Health and Human Development
National Institutes of Health
Bethesda, Maryland 20014 (USA)

[**] Festphasensynthese mit o,B-ungesittigten Aminosiuren, 1. Mit-
teilung.
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in Dimethylformamid in Gegenwart von Triithylamin
(40°C; 48 h) gekuppelt und gab das Peptidharz (/a)
(0.41 mmol Boc-Dipeptid/g).

Das Boc-Leucylalanylglycyldehydroalaninharz (7 b) wurde
in zwei aufeinanderfolgenden Zyklen der Festphasensyn-
these!**! (Boc-Schutz der Aminosduren) und unter Ein-
haltung der in Tabelle 1 angegebenen Reaktionsbedingun-
gen erhalten. Die Behandlung von (7b) in Gegenwart von
1 Aquivalent Wasser mit 1 N HCI in Eisessig (30 min,
50°C) resultierte a) in der Spaltung des Dehydroalanin-
rests unter Bildung des Amids (2a) und des Brenztrauben-
sdureharzes (3); b) in der gleichzeitigen Entfernung der
Boc-Schutzgruppe vom H,N-Terminus.

Tabelle 1. Festphasensynthese der durch Dehydroalanin an den Triger
gebundenen Peptide. Boc-Aminosiduren und DCC wurden in fiinffachem
UberschuB eingesetzt. Abkiirzungen: TFA = Trifluoressigsiure; NEt; =
Tridthylamin ; Boc=tert.-Butyloxycarbonyl; DCC = Dicyclohexylcarbo-
diimid ; EtOH =Athanol, AA = Aminoséure.

Syntheseschritt Zeit
[min]
1. CH,Cl,, Waschen (4 x) 1.5
2. 25%/, TFA—CH,Cl,, Vorwaschen (1 x ) 1.5
3. 25°/, TFA—CH,Cl,, Schutzgruppenabspaltung (1 x) 30.0
4. CH,Cl,, Waschen (5 x) 1.5
5. 10°/, NEt;—CH,Cl,, Vorwaschen (1 x) 1.5
6. 10°/, NEt,;—CH,Cl,, Neutralisieren (1 x) 100
7. CH,Cl,, Waschen (5x) 1.5
8. Boc—AA—CH,Cl, (1 x) 10.0
9. DCC~—CH,CI, (1 x) 180.0
10. CH,Cl,, Waschen (3 x) 1.5
11. EtOH, Waschen (3 x) 1.5

Leucylalanylglycinamid (2a) wurde durch Anreiben mit
Ather verfestigt. Umkristallisieren aus Methanol/Ather
gab ein Produkt (91°/, Ausbeute), das im Diinnschicht-
chromatogramm an Silicagel nur einen Fleck und die an-
gegebenen R-Werte in den folgenden Losungsmittelsyste-
men zeigte!'2l: A 0.14, B 0.62, C 0.35; Gly 1.00, Ala 0.98,
Leu 1.00, NH; 0.98. Die Elementaranalyse gab korrekte
Werte.

Boc-Prolyldehydroalanin [Fp=154-156°C; A,,,.(CH,OH)
=240 nm (e=5300); Pro 1.00, NH,1.01], in 59-proz.
Ausbeute aus Boc-Prolyl-O-tosylserinmethylester unter
den Bedingungen der B-Eliminierung hergestellt!!], wurde
an das chlormethylierte (2.3 mmol Cl/g) Copolymere
aus Styrol und Divinylbenzol (29%)*! unter den fiir
(1a) angegebenen Bedingungen gekuppelt (25°C,
48 h) und gab das Boc-Prolyldehydroalaninharz (1c¢)
(0.51 mmol Boc-Dipeptid/g).

Boc-Pyroglutamylhistidylprolyldehydroalaninharz  (/d)
wurde nach dem fiir (7/b) angegebenen Verfahren unter
Verwendung von Boc-geschiitzten Aminosduren syntheti-
siert.

Pyroglutamylhistidylprolinamid (TRF) (2b) wurde nach
Behandlung von (Id) mit 1 Aquivalent Wasser in 1 N HC]
in Eisessig und Aufarbeitung gemiB (2 a) isoliert. Eine ge-
ringfiigige Verunreinigung wurde durch Verteilungschro-
matographie an Silicagel im Losungsmittelsystem Chloro-
form/Methanol entfernt. Das gereinigte Tripeptidamid
(TRF) zeigte im Diinnschichtchromatogramm jeweils nur
einen Fleck und die angegebenen R;-Werte in den folgen-
den Lsungsmittelsystement!?: A 0.03, B 046, D 0.27,
E 0.27; Glu 1.00, Pro 1.02, His 0.99, NH, 1.00; [«]3°=
—451 (c 0.25 Eisessig); Ausbeute 63 7, .
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Die biologischen Aktivitdten von (2b) und einer Probe
eines auf anderem Weg synthetisierten TRF'!3 (Abbott
Laboratories, North Chicago, Illinois) wurden im Miuse-
test verglichen!'*'5], Die Wirkungsstiarke wurde nach dem
Verfahren von Brownlee!'®) abgeschitzt, die 95%-Ver-
travensgrenzen (V.G.) nach Finney!™ festgelegt. Ein
Nanogramm des am Dechydroalaninharz synthetisierten
TRF entsprach 1.2 Nanogramm (95% V. G. 0.67-2.20 ng)
der Bezugssubstanz.

Eingegangen am 6. Juni 1973 [Z 861]
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Silyl-, germyl- und stannyl-
substituierte Ketene

Von S. V. Ponomarev™

1965 wurde Trimethylsilylketen als erstes Keten-Derivat,
in dem ein H-Atom durch ein Homologes von K ohlenstoff
ersetzt ist, synthetisiert!'. Bei der Untersuchung der Pyro-
lyse von Germyl- sowie Stannyl-alkoxyacetylenen fanden
wir, dal die Germyl- und Stannyl-Verbindungen unter-
schiedlich reagieren. So ergeben z. B. Germyl-dthoxyacety-
lene monosubstituierte Germylketene:

H

130°C
R3Ge—Cz C-OC3Hy —— > :C'=C =0
R3Ge

R = CHs, C2H5

Hingegen entsteht bei der Pyrolyse von Trimethylstannyl-
dthoxyacetylen das Bis(trimethylstannyl)keten.

Wir haben eine variationsfahige Methode zur Darstellung
solcher Bis(organoelement)-Derivate von Keten entwik-
kelt; hierbei wird Alkoxyacetylmagnesiumbromid mit

[*] Doz. Dr. S. V. Ponomarev [**]
Chemische Fakultit der Moskauer Staatlichen Universitit
Moskau B-234 (UdSSR)

[**] Zur Zeit Gastdozent am Lehrstuhl fir Organische Chemie der
Universitit, 46 Dortmund, Postfach 500.
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Trialkylzinn- oder Trialkylgermanium-halogenid im Uber-
schull umgesetzt{?l:

R3E-X + Br-Mg-C=COR' — R3gE-C=C—-OR'

+ RyE-X N .
Mg L=C=0 + RX
E = E' = Ge, Sn;

o S R = Me, Et, Pr; R' = Et, Bu
E = Si, B' = Ge, Sn;

Die Stannyl-germyl- oder Stannyl-silyl-ketene reagieren
leicht mit Germyl- und Borylhalogeniden; dabei wird die
Stannyl-Gruppe gegen Germyl- bzw. Boryl-Gruppen aus-
getauscht!3.

(CH3)3E - (CHs)3E
c-cro I, X=c-0
(CHg)gbn/ - (CHp,8nCL R

E = Si, Ge; R = CliGe, (C4Hg)2B

Mit wéBrigem Dioxan lassen sich Bis(organoelement)kete-
ne in dic entsprechende Essigsdure iiberfithrent*l.
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