der Abspaltung einer Esterfunktion sehr viel geringer als beim
Angriff des Reagens am Phosphor.

o Q
TroO B Cl;CCHzoll;CIZ TrO OB
—_——
Br3CCH, OH
HO H H
(la-c) O=P~-OCH,CBr;
OCH,CCl,

{a), B = Thyminyl Tr = Trityl oder (2a-c)

(b), B = N4-Benzoylcytosy1 Monomethoxytrityl
(¢}, B = N>-Benzoyladenyl

Die geschiitzten Nucleoside (/a—c) wurden mit 2,2,2-Tri-
chlorethylphosphorsiuredichlorid'* und danach mit 2,2,2-Tri-
bromethanol umgesetzt. Die Triester ( 2a—c) lieBen sich durch
Chromatographie auf Silicagel in 85-90 % Ausbeute isolieren.
Die Detritylierung von (2a-c) gelingt mit 1 % Trifluoressig-
sdure in CH,Cl, oder mit BF;Et,O/MeOH in CH,Cl,'®l;
die resultierenden kristallinen Ester (4a-c) sind stabil und
lassen sich in 5'-Richtung verldngern.

Durch potentialgesteverte Elektroreduktion!” an einer
Quecksilberkathode ist es moglich, bei — 0.5 bis — 0.6 V die Tri-
bromethylschutzgruppe aus (2a4—c) quantitativ abzuspalten.
Die Reaktion wird in Acetonitril/Pyridin mit LiClO, als Leit-
salz durchgefiihrt; die entstandenen Diester (3a—¢) konnen
nach Extraktion mit CHCl; direkt fiir die Kondensationsreak-
tion verwendet werden. Mit TPS und den Triestern (4a—) wur-
de (6) in sehr glatter Reaktion erhalten. Die neun moglichen
Kombinationen (6) lassen sich dann weiter durch selektive
Elektroreduktion spalten und danach in 3’-Richtung verlin-
gern oder nach saurer Spaltung am 5'-Ende zu einer Blockkon-
densation verwenden.

TrO O. B TrO 0 B
O H ¢ H
| _
2e 0=P-OCH,CCl, O—I‘D—chzca3
-05V. A0 e}
2a-
(d C) 4o (30-6) TPs
I ¢ u
O=P—-OCH,CCl
(ONgS:} I 8
HO OCH,CBr,
I (6)
|
O:lID—OCHZCBra
OCH,CCl,
e (4a-c)
-12Vv
e}
O B
?l
o B TPS = 0-8=0
0=P-0%
e
(Sa-cj

Dic vollstdndige elektrochemische Entblockierung zu den
freien Phosphaten wurde an den Triestern (4a-c) durchge-
fiihrt. Bei der Reduktion in Dimethylformamid (DMF) mit
Tetrabutylammonium-tetrafluoroborat als Leitsalz lassen sich
bei —1.2bis —14V (4a) und (4c) glatt zu (5a) bzw. (5¢)
in 90 % Ausbeute reduzieren. Der Dichlorethylester, das in
14l zitierte Nebenprodukt, entsteht zu maximal 2% und ist
fast nicht vom Trichlorethylester (Edukt) zu trennen.
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Arbeitsvorschrift

Reduktion von (2a—c): In einer geteilten Elektrolysezelle!®!
(Pt-Anode, Hg-Kathode, Ag-Draht) mit Nafion 125 als Mem-
bran werden als Katholyt 0.5M LiClO, in Pyridin/CH;CN
(1:5) und 0.5-1 mmol (2a-c) vorgelegt und als Anolyt 0.5 M
LiClO4 und 1-2mmol Pyridin. Bei Raumtemperatur unter
Stickstoff wird das Kathodenpotential auf —0.5V (Ag-Draht)
potentiostatisch eingestellt und coulometrisch die Aufnahme
der Elektronen verfolgt. Wenn der Strom seinen Blindwert
erreicht hat, ist die Reaktion beendet. Durch Einengen des
Losungsmittels, Verteilen zwischen Wasser und Chloroform,
Extrahieren mit Chloroform, Trocknen der Chloroformphase
mit Na,SOy, sowie Filtrieren und Einengen wird (3 a—¢) erhal-
ten, das in Pyridin direkt weiter umgesetzt werden kann.

Reduktion von (4a—c): In obiger Zelle werden als Katholyt
0.5™m Tetrabutylammonium-tetrafluoroborat in
DMF/CH;CN (1:1) und 0.5-1 mmol (4a—-c¢) verwendet, im
Anolyten noch zusitzlich -2 mmol 2,6-Lutidin. Bei Raumtem-
peratur unter Stickstoff wird das Kathodenpotential auf
— 1.2V (Ag-Draht) eingestellt. Die Aufarbeitung erfolgt durch
Extraktion des Leitsalzes mit Chloroform und durch Chroma-
tographie der willrigen Phase, die (5a—c) enthilt, iiber RP8-
oder RP18-Silicagel mit Wasser oder Wasser/Ethanol als
Eluens.
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Synthese des Mastzellen-degranulierenden (MCD-)Pep-
tides aus Bienengiftl™"]

Von Christian Birr und Margot Wengert-Miiller["]

Das Mastzellen-degranulierende Peptid (MCD-Peptid) ist
eine Minimalkomponente (1-3 %) des Bienengiftes!'!. Die aus
22 Aminosduren bestehende, einstringige Sequenz?! (vgl.
Schema 2) wird von zwei Disulfidbindungen iiberbriickt und
enthilt 5 Lysin-, 2 Arginin- und 2 Histidin-Reste ; der isoelektri-
sche Punkt liegt bei pH=12. In niedriger Dosierung
(< 0.1 mg/kg) bewirkt der Naturstoff an Mastzellen eine Hist-
aminausschiittung (Degranulierung)!!, die bei héheren Dosen
(1 mg/kg) durch eine entziindungshemmende Wirkungl®! iiber-
kompensiert wird. Das MCD-Peptid scheint stirker entziin-
dungshemmend zu wirken als alle sonstigen Pharmaka, ohne
jedoch neurotoxisch zu sein. Diese Eigenschaft verleiht der
Verbindung therapeutische Bedeutung bei rheumatischen Pro-
zessen!*] aber auch bei allergischen Reaktionen, und begriin-
det unser Interesse an der Totalsynthese des NaturstofTs.

Zur Synthese des MCD-Peptides (siche Schema 1) wurden
vier Fragmente (I-IV)nach der von uns weitgehend modifizier-

[*] Priv.-Doz. Dr. Ch. Birr, Dr. M. Wengert-Miiller
Max-Planck-Institut fir Medizinische Forschung
Abteilung Naturstoff-Chemie
JahnstraBe 29, D-6900 Heidelberg 1

[**] Ch. Birr, Vortrag auf dem Deutsch-Sowjetischen Peptid-Symposium,
Eibsee 1978. — Wir danken Prof. Dr. E. Habermann, GieBen, fiir MCD-Peptid.
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Schema 1. Synthese der Fragmente und des tragergebundenen, vollgeschiitzten
MCD-Peptides (VII). Die Ausbeuten an I-IV beziehen sich aufl dic An-
fangsbeladung am Triger. Das in 60 %, Ausbeute erhaltene Fragment IIT wurde
zusdtzlich in Losung hergestellt. Schutzgruppen: Acm: Acetamidomethyl;
Boc: tert-Butyloxycarbonyl; Bzl: Benzyl; Ddz: 3,5-Dimethoxy-a,x-dimethyl-
benzyloxycarbonyl; StBu: rert-Butylthio; Tos: Toluolsulfonyl; Z: Benzyloxy-
carbonyl.

ten Merrifield-Methode'” an einer Polystyrol-Gelphase
(<0.5% vernetzt) aufgebaut: Dank der spektroskopischen
Eigenschaften der sidurelabilen Ddz-Schutzgruppe lieB sich
jede Operation kontinuierlich photometrisch auf vollstindige
Umsetzung hin beobachten und auf einem Schreiber darstel-
len'®.. Keine der Fragmentsynthesen wurde beziiglich der Se-
quenzldnge vorprogrammiert. Vielmehr wurde der automati-
sierte Syntheseprozel3 beendet, wenn die Umsetzungen an der
Polystyrol-Gelphase unter durchschnittlich 70 % abfielen. Da-
durch resultierten hochstens Heptapeptide. Dank der Spalt-
barkeit der 2-Oxoethylesterbindung —O—CH ,—CO—Poly-
mer der Peptide am Polystyroltriager mit Base (0.1 N Benzyltri-
methylammoniumhydroxid in wasserfreiem Methanol/Dioxan
1:3, v/v) konnten die Peptide ohne Verlust der basestabilen
Schutzgruppen an Seitenfunktionen zur Zwischenreinigung
vom Tréger abgeldst und anschlieBend dort zu groBeren Frag-
menten kondensiert werden. So wurden I mit I1 am Triger
zu V (53 %, bezogen auf II-Gelpolymer) und III mit IV am
Triger zu VI (24 %, bezogen auf 1V-Gelpolymer) umgesetzt.
V wurde erneut vom Tréger abgelost, gereinigt und mit VI
am Triger zum vollgeschiitzten Endprodukt VII vereinigt
(32 %, bezogen auf VI-Gelpolymer). Das Schema der Frag-
mentsynthesen und der Aufbau der vollgeschiitzten Sequenz
VII wurden schon kurz beschrieben!”].

NH,
Z Acm StBu 2 Y?S z

¢ Bu 2 Aem Tos 7 StBu z

7 | | S
Ve L5 —Cys—Asn—Cys — Lys—Arg—His — Val — ile — Lys—Pro— His — (le— Cys—Arg—Lys — ue—cys—sly—Lys—Asp@—cH,——c—l
3 5 x 19 ()

| 0821
4 N, /Dioxan

NHy
z acm stey 7 Tos z Aem Tes 7 StBu z
i
lle—Lys —Cys—Asn—Cys —Lys — Arg—His —Val — Ile —Lys —Pro—Mis —ile —Cys —Afg—Lys — lle ~Cys —Oly —Lys—Asn—NH;
5 | 5 19
FqC- 50,48
Acm StBu Agm 518y
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3 5 Np/lCiHglgP 15 1
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3 15 19
I,/AcOH
—— |
1 1
lle—Lys~Cy: ys—Lys —Arg ol — lte—Ly: tle—Cy g—lys y: y—Ly MCO
3 5 15 )

Schema 2. Freisetzung des MCD-Peptids aus dem trigergebundenen, voll-
geschiitzten Endprodukt VIL

Das Produkt VII der Merrifield-Synthese wurde mit Ammo-
niak-gesittigtem Dioxan vom Triger als Diamid abgelost
(Schema 2). Die Ablésung von VII vom Polystyrol-Get verlief
mit 98.5 % praktisch vollstindig und erbrachte nach Chroma-
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tographie auf Sephadex LH 20/Dimethylformamid 1 g allseits
geschiitzten MCD-Peptides (MG: 4067). Unter Erhaltung der
Schwefelschutzgruppen in den Positionen 3, 5, 15 und 19
wurden mit Trifluormethansulfonsdure alle Benzyloxycarbo-
nyl- und Toluolsulfonyl-Gruppen abgespalten. Ein 'H-NMR-
Spektrum zeigte keine Signale aromatischer Protonen, wih-
rend die Signale der Schwefelschutzgruppen unveriindert er-
halten blieben.

Nach Ionenaustausch- und Gelchromatographie wurden
507mg Cys(Acm)*'?, Cys(StBu)*>1°-MCD-Peptid (VIII) ge-
wonnen (71 %, bezogen auf das vom Triiger abgeloste VII).

Durch Reduktion mit Tributylphosphan!®! wurden in den
Positionen 5 und 19 selektiv die StBu-Schutzgruppen abgespal-
ten und bei pH=8 unter Luftoxidation die Disulfidbriicke
5-19 geschlossen; es entstanden 276 mg Cys(Acm)*13-MCD-
Peptid (IX) (61 %, bezogen auf VIII).

Zur selektiven Einfithrung der Disulfidbriicke 3-15 wurden
aus 126 mg IX mit lod in essigsaurer Losung!® die Acm-
Schutzgruppen abgespalten. Die Oxidation wurde mit Ascor-
binsdure gestoppt und das Endprodukt sofort in 0.1 N Essig-
sdure auf Sephadex G 25 chromatographiert. Aus der an syn-
thetischem MCD-Peptid reichsten Fraktion isolierten wir nach
weiterer Reinigung vorerst 16 mg reinen Produktes. Es erwies
sich elektrophoretisch (Papier-, Polyacrylamid-Normal- und
-SDS-Gel) und chromatographisch (HPLC, Zorbax ODS;
Acetonitril-Wasser 35/65, isokratisch) als identisch mit dem
Naturstoff. Aminosiurenanalyse (berechnete Werte in Klam-
mern): Cys 4.2 (4); Ile 4.0 (4); Lys 5.0 (5); Arg 2.3 (2); His
1.8 (2); Val 0.8 (1); Pro 1.4 (1); Gly 1.5 (1); Asp 2.4 (2).

Im CD-Spektrum zeigt das synthetische MCD-Peptid die
gleichen vier Banden zwischen 190 und 240 nm wie der Natur-
stoff; die Spektren sind jedoch nicht deckungsgleich. Hieraus
kann auf eine graduelle Racemisierung an besonders gefithrde-
ten Zentren (Histidin, Cystein) geschlossen werden. Die
degranulierende Wirkung des Syntheseproduktes wurde an
Mastzellen der Ratte getestet. Das synthetische MCD-Peptid
zeigte hierbei 35 % der Histamin-freisetzenden Wirkung des
Naturstoffes.
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Acetylendicarbonsiure-di-tert-butylester und seine
Cyclotrimerisierung

Von Wolfgang Sucrow und Fritz Liibbel']

Fiirdie Synthese von Enhydrazinen'") benétigten wir Acety-
lendicarbonsdure-di-tert-butylester (2), der iiberraschender-

[*] Prof. Dr. W. Sucrow, Dr. F. Liibbe
Fachbereich Naturwissenschalten II der Gesamthochschule
Warburger StraBe 100, D-4790 Paderborn
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