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vorliegen. Durch Isomerisierung zur cis-Form klart das Zwei- 
phasensystem in ein Einphasensystem. 
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Wahrend der Polymerisation in tert-Butylalkohol fidllt das Polymer aus. Nach 
einer Reaktionsdauer von 8 h wurden die Losungen abgekuhlt und das Polymer 
abfiltriert oder im Falle der Polymerisation in DMSO in Ethanol ausgefillt. 
Beide Prdzipitate wurden dreimal je 12 h in Aceton geruhrt, um restliches Mono- 
mer und Losungsmittel zu entfernen und anschlieoend aus Wasser gefrierge- 
trocknet. 
Zur Erstellung einer Eichkurve wurde 4-Prop~onam~dodzobenzol, dessen UVI 
Vis-Spektrum identisch mit dem des Copolymeren ist, als Modellverbindung 
synthetisiert. Bei der Auswertung der Copolymerzusammensetzung wurde da- 
von ausgegangen, ddo die Modellverbindung und der polymergebundene Chro- 
mophor den gleichen Extinktionskoeffizienten haben. 
Als Lichtquelle wurde eine Stablampe ,,Spectroline Miniature UV Quartz Pencil 
Lamp" (Typ 36-380) verwendet. Die Lampe emittiert Licht von 310 bis 410 nm 
und hat zwei Intensitatsmaxima bei 350 nm (0.78 pWcm-2 nm-I) und 365 nm 
(1 pWcm-2nm-1). 

Photosensibilisierte Bildung von 8-Hydroxy- 
2'-desoxyguanosin in Lachs-Testes-DNA durch 
Furocumarinhydroperoxide: ein neuartiges, 
intercalierendes ,,Photo-Fenton"-Reagens fur 
oxidative DNA-Schadigung"" 
Waldemar Adam*, Jean Cadet, Francesco Dall' Acqua, 
Bernd Epe, Danaboyina Ramaiah 
und Chantu R. Saha-Moller 

Die oxidative DNA-Schadigung ['I, bei der durch reaktive 
Sauerstoffspezies wie Hydroxyl- und Alkoxy1radikale1'], Singu- 
lett-Sauer~toff[~l und Superoxid-Ionen['"] Oxidationsprodukte 
der DNA-Basen gebildet werden, spielt eine wesentliche Rolle in 
der Mutagenese und Canzerogenese ['I. Das als mutagen ausge- 
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~ i e s e n e I ~ - ~ ]  DNA-Oxidationsprodukt 8-Hydroxy-2'-desoxy- 
guanosin (8-OHdG)['I wurde in den vergangenen Jahren sehr 
intensiv untersucht[Z1. Da eine Beteiligung von Hydroxylradika- 
len als reaktive Spezies in der oxidativen DNA-Schadigung an- 
genommen wird['], war es von Interesse, die eigentliche Rolle 
der Hydroxylradikale bei der Bildung von 8-OHdG zu untersu- 
chen. Die herkommlichen chemischen Hydroxylradikal-Quel- 
len, 2.B. FeZ+/HzO, (Fenton-Reakti~n)~~] sind fur diesen 
Zweck nur bedingt geeignet, da sie neben Hydroxylradikalen 
weitere reaktive Agentien wie Superoxid-Ionen oder Metall- 
Sauerstoff-Spezies erzeugen [''I. Daher sind effiziente Methoden 
fur die Erzeugung von Hydroxylradikalen erforderlich, die 
Ubergangsmetalle vermeiden. 

HO HO 

8-OHdC 8-OxodG 

Vor kurzem haben wir daruber berichtet I' 'I, da13 die Furo- 
cumarinhydroperoxide 1 a und 1 a' sowie 2 a und 2 a', die durch 
Photooxygenierung['2] von Imperatorin 1 oder des Alloimpera- 
torin-Derivates 2 leicht zuganglich sind, bei der UV-A-Bestrah- 

0 a 
l b  : R'= do" , R2= H ; 2b : R'= ( 3 3 .  R2= hoH 

% , R2= H ; 2b': R'= CH3, R2= 

lung (A = 360 nm) in uberhelicaler PM2-DNA Strangbruche 
und Endonuclease-sensitive DNA-Modifikationen verursa- 
chen. Diese Schaden sind wahrscheinlich auf die oxidative Wir- 
kung von Hydroxylradikalen zuruckzufuhren, da die verschie- 
denen Modifikationen im gleichen Verhaltnis gebildet werden 
wie bei der y-Bestrahlung verdunnter DNA-Losungen[''I. Hier 
prasentieren wir neue Ergebnisse, die eindeutig belegen, da13 
diese DNA-intercalierenden Furocumarinhydroperoxide in der 
Tat photochemische Quellen fur Hydroxylradikale sind. Diese 
neuartigen Furocumarinhydroperoxide sind somit die ersten in- 
tercalierenden ,,Ph~to-Fenton"-Reagentien['~~ und erzeugen 
bei der UV-A-Bestrahlung (A = 350 nm) in Lachs-Testes-DNA 
in beachtlichen Mengen 8-OHdG. 

Unter den Furocumarinhydroperoxiden 1 a, a' und 2a, a' hat 
sich 2 a als das effektivste DNA-schadigende Agens in Endonu- 
clease-Untersuchungen erwiesen" 'I. Deshalb wurde beispiel- 
haft die Photochemie von 2a ausfuhrlich untersucht, um die 
Erzeugung von Hydroxylradikalen bei der Photolyse des Hy- 
droperoxids zu bestatigen und einen Einblick in den Bildungs- 
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mechanismus der Hydroxylradikale zu gewinnen. Die Bestrah- 
lung des Hydroperoxides 2 a (1 05 mg, 330 pmol) bei 350 nm 
(Rayonet Photoreaktor) unter Stickstoff in Acetonitril (70 mL) 
bei Raumtemperatur fuhrte innerhalb 3 h zum vollstandigen 
Umsatz des Hydroperoxides und lieferte nach der saulenchro- 
matographischen Reinigung des Reaktionsgemisches den Alko- 
hol 2 b (2 %) und ein 80 : 20-Diastereomerengemisch des Hy- 
droxyepoxids 2c (40%) sowie das Epoxid 2d (8 Yn) (Schema 1); 

" 0 3 0  

2 a in 5 mM Phosphatpuffer (1 mL) bei 0 "C 3 5 bis 30 min (Tabel- 
le 1) bestrahlt (1 = 350 nm). Nach Beendigung der Bestrahlung 
wurde die modifizierte DNA mit Nuclease PI und alkalischer 
Phosphatase verdaut und anschlieRend durch HPLC (ampero- 
metrische Detektion bei 650 mV)[22i unter Anwendung eines 
80: 20-Gemisches aus 0.05 M Natriumcitratpuffer (pH 5 )  und 
Methanol als Eluent analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 
zusammengefaBt. 

Das Hydroperoxid 2 a ist bei der Erzeugung von 
8-OHdG wesentlich effizienter als 1 a'. In Anwesen- 
heit von 2% tert-Butylalkohol, einem Abfanger 
von Hydroxylradikalen[' 'I, ist die Erzeugung von yo 
8-OHdG um ca. 30 % gehemmt (Tabelle 1, Eintra- 
ge 3-5 und 9-12). Da bei der Photolyse in Gegen- 
wart der Furocumarinalkohole 1 b' und 2b nur 

hv (350 nm) 

RT, 3 h 

2s 

OCH3 OCH3 
2b 2c 

Schema 1 

auljerdem entstand in beachtlichen Mengen (25 O/O) nicht nlher 
charakterisiertes Material. Die Quantenausbeute der photolyti- 
schen Zersetzung von 2 a wurde durch Kaliumferrioxalat-Acti- 
n~metr ie [ '~I  zu 4 = 0.85 0.04 bestimmt. Die Entstehung der 
Photoprodukte laljt sich durch die Homolyse der Hydroper- 
oxidgruppe erklaren. Diese wird durch intramolekularen Ener- 
gietransfer vom photoangeregten Furocumarin-Chromophor 
initiiert. Die Voraussetzung fur einen effizienten Energietransfer 
ist, daR die Triplettenergie ET des Furocumarin-Chromophors 
hoher ist als die der Hydroperoxidgr~ppe['~I (zum Vergleich: 
fur 8-Methoxypsoralen betrigt ET = 63 kcalmol-')['61. 

Die Bildung von Hydroxylradikalen bei der Photolyse[' 'I des 
Hydroperoxides 2a (3.1 6 mg, 10 pmol) in Benzol (70 mL) unter 
Stickstoff wurde durch die Detektion von Phenol (1.6%, bezo- 
gen auf das Hydroperoxid) bestatigt. Die niedrige Ausbeute an 
Phenol ist dadurch zu erklaren, daB Phenol mit Hydroxylradi- 
kalen zu hoher oxidierten Produkten wie Catechol und 1,4-Hy- 
drochinon weiterreagiert["j. 

Adamantan wird rnit Hydroxylradikalen zu 1- und 2-Ada- 
mantanol sowie Adamantanon oxidiert" 3 3  l9I.  Bei der Bestrah- 
Iung["] von 2a (3.16 mg, 10 pmol) in Anwesenheit von Ada- 
mantan (13.6 mg, 100 pmol) in Acetonitril (70 mL, entgast) 
konnten wir unter Stickstoff kein Adamantan-oxidationspro- 
dukt nachweisen ; unter Atmospharenbedingungen ergab die 
Photolyse jedoch 1- und 2- Adamantanol sowie Adamantanon 
in Ausbeuten von 3.3,0.3 bzw. 1.7 % (bezogen auf 2a). Vermut- 
lich sind die Adamantan-Oxidationsprodukte durch die Reak- 
tion des primar gebildeten Adamantylradikals rnit Sauerstoff 
entstanden" 8b1. 

AuDer durch Hydroxylierung von Benzol wurden Hydroxyl- 
radikale in der Photolyse von Furocumarinhydroperoxiden 
durch ein Spinabfangexperiment rnit $5-Dimethyl-I-pyrrolin- 
N-oxid (DMPO) ESR-spektroskopisch nachgewiesen. So wurde 
bei der Bestrahlung des Hydroperoxides 2 a in Anwesenheit von 
DMP0[201 das charakteristische["I 1 :2: 2: I-Quartett (aN = 
aH = 14.90 G und g = 2.0053) des Nitroxylradikals im ESR- 
Spektrum beobachtet. Ein ahnliches Spektrum wurde bei der 
Photolyse des Hydroperoxids 2a' erhalten. 

Nachdem gezeigt worden war, daD die Furocumarinhydro- 
peroxide eine ergiebige photochemische Quelle fur Hydroxylra- 
dikale sind, wurde die Erzeugung von 8-Hydroxy-2'-desoxy- 
guanosin (8-OHdG) in isolierter DNA durch diese neuartigen 
Photo-Fenton-Reagentien untersucht. Zu diesem Zweck wurde 
eine Losung (50 pgmL- I )  von Lachs-Testes-DNA (Testes = die 
Hoden) und Furocumarinhydroperoxid (20-50 p ~ )  1 a' oder 

0CH3 eine geringe Menge 8-OHdG beobachtet wurde 
(Tabelle 1, Eintrage 7 und 13) und die Furocuma- 
rinhydroperoxide la'  und 2a ohne Bestrahlung 
kein 8-OHdG erzeugten, sollte das bei Photolyse 
von 1 a' und 2a  gebildete 8-OHdG hauptsachlich 

durch Hydroxylradikale aus der photosensibilisierten Homo- 
lyse der Hydroperoxidbindung verursacht werden. 

2d 

Tabelle 1. Photoinduzierte Bildung von 8-OHdG durch Furocumarinhydroper- 
oxide in Lachs-Testes-DNA [a]. 

Hydroperoxid [b] Bestrah- 8-OHdG-Ausbeute 
Nr. Struktur Konz. [pM] tBuOH lungs- pmol pro [%] [el 

[YO] [c] dauer 50 pg 
[min] DNA [d] 

1 1 a' 20 0.0 15 4X (0.15) 0.24 
2 la' 20 0.0 30 58 (0.18) 0.29 
3 la' 30 0.0 30 72 (0.23) 0.24 
4 la' 30 0.5 30 62 (0.19) 0.20 
5 la'  30 2.0 30 48 (0.15) 0.16 
6 la'  50 0.0 30 100 (0.32) 0.20 
7 I b '  20 0.0 30 20 (0.06) 0.10 
8 2a 20 0.0 15 328 (1.05) 1.64 
9 2a 20 0.0 30 364 (1.16) 1.82 

10 2 a  20 0.5 30 300 (0.96) 1.50 
11 2 a  20 2.0 30 254 (0.81) 1.27 
12 Za  50 0.0 30 420 (1.34) 0 84 
13 2b 20 30 30 24 (0.07) 0.12 

[a] DNA (50 pgmL-') wurde in 5 mM Phosphatpuffer (1 mL) rnit Furocumdrinhy- 
droperoxid bei 0 "C bestrahlt. [b] Zum Vergleich wurden die Furocumarinalkohole 
1 b' und 2b untersucht. [c] Volumen der Reakionslosung. [d] Blindwert betriigt 
6 pmol pro 50 pg DNA; in Klammern sind die Ausbeuten in Prozent, bezogen auf 
Guanin angegeben (50 pg DNA enthilt ca. 31.2 nmol Guanin). Fehlergrenze ca. 
f 10% der angegebenen Werte. [el Ausbeute bezogen auf Furocumarinhydroper- 
oxid. 

Fur das Furocumarinhydroperoxid 2 a wurde die maximale 
Ausbeute von 8-OHdG (1.8 YO, bezogen auf Hydroperoxid) bei 
einer Hydroperoxidkonzentration von 20 p~ nach 30 min Be- 
strahlung erreicht (Tabelle 1, Eintrdg 9). Eine Verlangerung der 
Bestrahlung (bis zu 90 min) fuhrte zu keiner signifikanten Ver- 
anderung der 8-OHdG-Ausbeute. In der Tat konnte in der Re- 
aktionslosung nach 30 min kein Peroxid durch KI-Test nachge- 
wiesen werden. Die geringe Ausbeute an 8-OHdG kann dadurch 
erklart werden, daR durch Hydroxylradikale weitere DNA-Mo- 
difikationen, wie Strangbruche, basenfreie Stellen und zahlrei- 
che Basenoxidationsprodukte, entstehen[23. 241. 

Vor kurzem wurde berichtet, daB bei der Bestrahlung von 
DNA (260 pgmL-') rnit y-Strahlen (SO Gy) in Phosphatbuffer 
unter Sauerstoffatmosphare 8-OHdG in 0.1 4 YO Ausbeute ent- 
steht["I. Da die Photolyse des Furocumarinhydroperoxids 2 a 
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in Gegenwart von DNA unter Atmospharenbedingungen zu 
hoheren 8-OHdG-Ausbeuten (1.8 % fur 2a, bezogen auf Hy- 
droperoxid) fiihrt (Tabelle 1, Eintrage 9 und 12), ist es moglich, 
daB ein Teil der Hydroxylradikale in der DNA-Matrix erzeugt 
wird und das Hydroperoxid 2a in die DNA intercaliert. Die 
geringe Hemmung der 8-OHdG-Erzeugung (ca. 30 YO) durch 
tert-Butylalkohol bei der Photolyse der Furocumarinhydro- 
peroxide deutet auch auf diese Moglichkeit hin und steht in 
Einklang mit unseren fruheren Befunden iiber DNA-Schadi- 
gung durch Furocumarinhydroperoxide. Unter vergleichbaren 
Reaktionsbedingungen wurden die durch y-Strahlung (freie 
Hydroxylradikale) erzeugten DNA-Schaden um ca. 70 % ge- 
hemmtc’ ‘1. 

Daher wurde iiberpruft, ob die Furocumarinhydroperoxide 
wirklich in die DNA intercalieren, eine Voraussetzung fur direk- 
te photochemische Aktivitat der Hydroperoxide in der DNA- 
MatrixCz6’ ”]. In der Tat wurde die Bildung von molekularen 
Komplexen zwischen Lachs-Testes-DNA und den Furocumari- 
nen 1 a’ und 1 b‘ durch starke Fluoreszenzloschung[281, wie sie 
friiher mit anderen intercalierenden Furocumarinen beobachtet 
worden war[”], bestatigt. Aus den Fluoreszenzdaten wurden 
die Bindungsparameter der DNA-Komplexe nach McGhee und 
von Hippe1[291 berechnet (Tabelle 2). 

Tabelle 2. Parameter der Bindung [a] von Furocumarinen an Lachs-Testes-DNA. 

1 a’ 6130 
1 b’ 3 900 
2a 23 900 
8-MOP [el 740 

~~ 

60 1.7 
45 2.2 
22 4.5 

8 12.8 

[a] Nach der Methode von McGhee und von Hippel [29] berechnet. [b] Bin- 
dungskonstante. [c] Anzahl der Nucleotide, die an einem gebundenen Furocumar- 
inmolekiil okkludiert sind. [d] Frequenz der gebundenen Stellen. [el Entnommen 
aus der Lit. [27]. 

Die hier untersuchten Furocumarine sind bei der Bildung von 
molekularen Komplexen rnit DNA mindestens so effektiv wie 
8-Methoxypsoralen (8-MOP). 2 a bindet an DNA wesentlich 
starker als 1 a’. Die hohere Effzienz des Hydroperoxids 2a (im 
Vergleich zu 1 a’) bei der Bildung von 8-OHdG (Tabelle 1, Ein- 
trage 2 und 9) hangt vermutlich rnit ihrer hoheren DNA-Bin- 
dungskonstante zusammen. 

Um herauszufinden, ob diese Furocumarine wie P ~ o r a l e n [ ~ ~ ]  
in die DNA-Matrix eindringen und nicht nur rnit dem Makro- 
molekiil assoziieren, wurden Linear-Flow-Dichroismus(LD)- 
Messungen durchgefiihrt. Das LD-Spektr~m[~’] einer wal3rigen 
Losung des Furocumarinhydroperoxides 2 a weist in Anwesen- 
heit von DNA einen charakteristisch negativen Dichroismus 
zwischen 310 und 360 nm auf. Dies deutet darauf kin, dal3 das 
komplexierte Hydroperoxid 2 a eine parallele Anordnung zu 
den DNA-Basen einnimmt[301. Ahnliche LD-Spektren wurden 
fur die Furocumarine 1 a’ und 1 b’ beobachtet. 

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die bequem zuganglichen, interca- 
lierenden Furocumarinhydroperoxide 1 a’ und 2 a ergiebige 
photochemische Quellen zur Erzeugung von Hydroxylradikalen 
sind. Bei UV-A-Bestrahlung induzieren diese neuartigen Photo- 
Fenton-Reagentien sehr wirksam das mutagene DNA-Oxida- 
tionsprodukt 8-Hydroxy-2’-desoxyguanosin (8-OHdG). Die 
wesentlichen Vorteile dieser Photo-Fenton-Reagentien bestehen 
darin, dal3 Hydroxylradikale direkt in der DNA-Matrix durch 
Photosensibilisierung gebildet werden und die konzentrations- 

abhangige Erzeugung von 8-OHdG quantitativ bestimmt wer- 
den kann. Aufgrund dieser gunstigen Eigenschaften bieten diese 
Furocumarinhydroperoxide, vor allem das 8-Methoxypsoralen- 
Derivat 2 a, interessante Anwendungsmoglichkeiten als effekti- 
ve Hydroxylradikal-Quellen zur Untersuchung von biologisch 
wichtigen Reaktionen wie DNA-Oxidation und -Spalt~ng[’~. 321, 

Pr~teinspaltung[~~],  Vernetzung von Bi~polymeren[~~]  sowie 
Lipidperoxidati~n[~~I. Fur die Entwicklung noch effizienterer 
photoaktiver Hydroxylradikal-Quellen wird die Optimierung 
der Photosensibilisierungs- und Intercalationseigenschaften sol- 
cher Reagentien erforderlich sein. 
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Eine vielseitige Festphasensynthese von 
N-verkniipften Glycopeptiden 
Dirk Vetter*, David Tumelty, Sunil K. Singh und 
Mark  A. Gallop 

Die Entdeckung neuer Glycopeptidliganden fur wichtige bio- 
logische Rezeptoren wird dadurch erschwert, daB die Synthese 
von Glycopeptiden sehr aufwendig ist[" 'I. Eine konvergente 
Synthese wiirde einen vereinfachten Zugang zu Glycopeptiden 
ermoglichen, aber nur in wenigen Arbeiten wurde diese Strate- 
gie verfolgt. Zwar gelang die 0-Glycosylierung von immobili- 
sierten serinhaltigen Peptiden durch Umsetzung rnit peracety- 
liertem Glucoseo~azolin~~],  doch eine vollstandige N-Glyco- 
sylierung wurde bislang nur in Losung erreichtL4. 'I. Ein Beispiel 
aus jungerer Zeit ist die Synthese von Glycoproteinfragmenten 
durch Kupplung von N-Acetylglucosaminylamin und verwand- 
ten Oligosaccharidylaminen an Asparaginsaureseitenketten ent- 
sprechender PeptideL6. 'I. 

Hier wird eine neue Methode zur Festphasensynthese von 
N-verknupften Glycopeptiden vorgestellt. Ziel weiterfiihrender 
Arbeiten ist es, mit diesem Ansatz auch Glycopeptidbibliothe- 
ken durch Anwendung kombinatorischer Methoden zu erhal- 
ten[']. 

Der Schliisselschritt unserer Strategie ist die Verknupfung ei- 
nes ungeschutzten Glycosylamins rnit einem Pentafluorphe- 
nyl(Pfp)-Carbonslureester der Seitenkette eines immobilisier- 
ten Peptids. Eine groae Zahl von Glycosylaminen ist 
kommerziell erhaltlich oder durch Umsetzung der freien Sac- 
charide mit waBrigem Ammoniak in einem Schritt leicht zu- 
giingli~h[~]. Die resultierenden 1-Amino-I -desoxyzucker sind 
P-Anomere; nur wenn eine axiale 2-Hydroxygruppe benachbart 
ist, wie in Mannose oder Lyxose, wird das a-Anomer erhal- 
ten['']. Fur die Aktivierung der Fluorenylmethoxycarbonyl- 
(Fmoc)- und tert-Butyl(tBu)-geschiitzten immobilisierten 
Peptide werden Glutamin- oder Asparaginsaure eingebaut, die 
an der y- bzw. P-Carboxygruppe als Allyl(Al1)-Ester geschiitzt 
wurden. Anschlierjend werden die Allylester hydrolysiert und 
die Pfp-Ester gebildet" 'I. Nach der Verkniipfung des Peptids 
rnit einem Glycosylamin werden die restlichen Schutzgruppen 
entfernt und die freien Glycopeptide durch Abspalten von der 
Festphase erhalten. 

[*] Dr. D. Vetter, Dr. D. Tumelty. Dr. S .  K. Singh, Dr. M. A. Gallop 
Affymax Research Institute 
4001 Miranda Avenue, Palo Alto, CA 94304 (USA) 
Telefax: Int. + 415/424-9860 

Dieses Vorgehen wurde am Beispiel Gln(Ga1)-Tyr-Gly-Gly- 
Phe-Leu 5 optimiert["I. Durch Verwendung eines Polystyrol- 
harzes, das rnit einem sehr saurelabilen Linker modifiziert wor- 
den war (super acid sensitive resin, SASRIN), konnte das 
jeweilige Peptid auf jeder Stufe der Reaktionssequenz abgespal- 
ten (-+ 1-5) und dann charakterisiert werden[13]. Schema 1 
zeigt den Reaktionsverlauf, Abbildung 1 die entsprechenden 
HPL-Chromatogramme der Rohprodukte. 

Fmoc-E(OAII)Y(t Bu)GGFL-SASRIN 

I 

Fmoc-E(OH)Y(t Bu)GGFL-SASRIN 
I 

CF~COOC~FS 
in DMF 

Fmoc-E(OPfp)Y(t Bu)GGFL-SASRIN 

1% TFA, 

amin in 
DMSOi 
DIENHOBt 

Fmoc-Q(Gal)Y ( t  Bu)GGFL-SASRIN 

I 

Piperidinl 
DMF 

H-Q(Gal)Y(t Bu)GGFL-SASRIN 

-A 

I 
5 

Schema. 1. Beispiel fur die Festphasensynthese N-verknupfter Glycopeptide. 
Die Reaktionsfolge Desallylierung-Esteraktiv~erung-Glycosylaminkondensation 
(eingerahmter Bereich) wurde an dem synthetisierten immobilisierten Peptid 
durchgefuhrt. Jeder Schritt, einschlielich der Pfp-Esterbildung, lieD sich durch 
Charakterisieren des jeweils abgespaltenen Peptids (1-5) verfolgen (siehe Abh. 1) 

Die Synthese begann rnit dem Aufbau des vollstandig ge- 
schiitzten Peptids an der Festphase. Dann wurde der Allylester 
in einem Gemisch aus Chloroform, N-Methylmorpholin 
(NMM) und Essigsaure unter Erhaltung der N-terminalen 
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