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Erich Wiinsch, Anton Zwick und Angelo Fontana®)
Zur Synthese des Glucagons, XV 1

Darstellung der Sequenzen 7—15 und 7—23 des Glucagons

Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Abteilung fiir Peptidchemie,
Miinchen

(Eingegangen am 26. Juli 1967)

Die Synthese der am Aminoende freien, sonst allseits geschiitzten Heptadecapeptid-Sequenz
7—23 des Glucagons,

tBu tBu OtBu tBu tBu BOC tBu ()tBu tBu (HBr) (HBr)
H - Thr - Ser - Asp Tyr - Ser - Lys - Tyr — Leu — Asp Ser — Arg — Arg -
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
OtBu

- Ala — Gln — Asp -- Phe — Val — OtBu, nach Schema 1 (S.327) und Schema 2 (S.328)
19 20 21 22 23
wird beschrieben.

In zwei vorausgegangenen Mitteilungen 2 hatten wir die Synthese von zwei Teil-
stiicken des Glucagons — die entsprechend geschiitzten Sequenzen 1—8 bzw, 923 —
beschrieben. Unseren Versuchen, die Peptide BOC-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-
Ser-NHNH, [1-8b] und H-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-
Asp(OtBu) - Ser(tBu)-Arg(HBr)- Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Val-OtBu  [9-23¢]
auf dem durch die Kopfkomponente vorgezeichneten Wege nach dem Azid-Verfahren
zum Tricosapeptid-Derivat mit der Glucagon-Sequenz 1 —23 zu vereinigen, war jedoch
kein Erfolg beschieden. Auch bei Anwendung eines fiinffachen Uberschusses an der
,,Kopfkomponente* [1-8b] konnten wir nur maximal 2—3 %, Verkniipfungsprodukt
nachweisen.

Zur Synthese der Glucagon-Sequenz 1--23 — der im Hinblick auf die Befunde
Bromers3), nach denen die Sequenz 1—22 volle biologische Hormon-Aktivitit besit-
zen soll, Bedeutung zukommt - sind wir unter Beniitzung des uns in gréoBBerer Menge
zur Verfiigung stehenden Teilstiickes [9-23b] einen neuen Weg gegangen. Durch
Anbau von Z-Thr(iBu)-Ser(tBu)-OH [7-8d], auf iibliche Weise aus Z-Thr(tBu)-OH
[7b] und H-Ser(tBu)-OCH3; [8¢] erhalten, an den Pentadecapeptidester [9-23¢] nach

*) Gegenwirtige Anschrift: Istituto di Chimica Organica dell’ Universita, Padova, Italien.

D X1V. Mitteil.: E. Wiinsch und G. Wendlberger, Chem. Ber. 100, 820 (1967).

2 2a) E. Wiinsch und A. Zwick, Chem. Ber. 99, 101 (1966); 2v) E. Wiinsch, A. Zwick und
G. Wendlberger, Chem. Ber. 100, 173 (1967).

3 W. W. Bromer und B. J. Remus, Abstract 6th Internat. Congress of Biochemistry, New
York 1964, Teil 11-24.



327

Zur Synthese des Glucagons (XV.)

1968

2 ewayosg ays1s usfunzanyqy

Qs1 -41 Eolamx_\-zwd-ﬁf_im%_q-pom_“-a%,w-am«_?pwm-xgrwnmpmz [esT-4| Eo-ama_?zwd-h%uﬂ-m%_ume_|.§+'am%-pwv_ﬁp£r_r-‘u
ngi0 ngl DOd ngi ngingio ngl ngl ng10 ngl pOd ngi ndgingio ngdl ngi
g I \ﬁ, 1 f g 1
PiL] dpao-) (8Ll [pL] (3]
_|f|v (fe) anao- NS0-24L-SdN {9s1-8] :o-%«-:w;-;,_ﬁ-mmw_Hme_-ir_ﬁ-%x_\me-m [dNaO-] A$0-IUL-Z
MLl anNoO- nel b ngi Dod nhdgl ngingio ngl ngi
13L) mo-ér_w-mmz
ngi ﬁ
a HE0O HOST ; Pd/ +H L) HO-IUL-Z
ngi
[3L] moLﬁT:
ne (9ST -8] HO-dsy-n3T-aLL -84 T~a8g-a4 [ -dsY-295-8dN jesy-8] mo-%«-:wq-u&-m%qumL\ﬁ-am«\me-N
1 ! | | | | | ] | | i
ngrO ngl Dod nad ngingid ngl ng10 ngl pog ndl ngingio ngi
(ug] aodo-) M8l h _ (38) (s8] '
[wg] JNTO- 150-495-SAN {961 -6] mo-mm/w-?ﬁ-gﬁ-m%_g-&m_-gﬁ-%/_?m [ANO-] NS0-198-7
(18] dNO- ngl ng10 ngl DOod ndl ngingio ngl
a E\:; ﬁ
{{8] HO-195-84N [4s1-61 mo-aﬂ_?:oq-ia_-m\nw_u-pmm_-ir_r-mm,_?m [a8] HO-195-7
g} ngio ngl pod ngl ngingio ngl
[q8] Eo-hmm_-m 1 BWaYdg
ngsl



328 Wiinsch, Zwick und Fontana Jahrg. 101

dem ,,Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren«4 gelangten wir zum N*-Benzyl-
oxycarbonyl-heptadecapeptidester [7-23a]; anschlieBende hydrogenolytische Entacy-
lierung von [7-23a] ergab den freien Heptadecapeptidester [7-23¢] in fast quan-
titativer Ausbeute (s. Schema 2). Dessen Verkniipfung mit einem geeigneten N*Acyl-
hexapeptid der Glucagon-Sequenz 1—6 sollte griBere Erfolgschancen besitzen als
die oben genannte Azid-Synthese aus [1-8b] und [9-23¢] (s. dazu die nachstehende
XVI. Mitteil.).

t|Bu Schema 2
Z-Ser-OH [8c]
lcr{zN2
‘%Bu Z = Benzyloxycarbony!
= tert.~
Z'SEI"OCH3 [8d] BOC ert.~Butyloxycarbonyl
NPS = 2-Nitro-phenylsulfenyl
le/Pd O8SU = N-Hydroxy-succinimidester

‘%Bu EBu
[7b] Z-Thr-OH H-Ser-OCHj; {8el

+ DCCD

ONP = p-Nitro-phenylester
ODNP = 2.4-Dinitro-phenylester
OPCP = Pentachlorphenylester

1|:Bu tIBu
Z-Thr-Ser-OCHj [7-8c]

|

tBu tBu
Z-Thr-Ser-OH + H-[9-23]-0tBu  z-[7-15]-OH + H-[16-23]-OtBu
[7-8d] [9-23c] [7-15a] [16-23b]

-« + DCCD/HOSU —>

7-[7-23]-OtBu [7-23a]
l+ H,/Pd

H-|7-23|-0tBu [7-23¢]
T+ HSCH,COH

NPS- -OtBu [7-23b]

+ DCCD/HOSU

[7-15b] NPS-(7-15]-OH + H-[16-23|-0OtBu [16-23b]

Im Hinblick auf die von uns letztlich als Ziel angestrebte Totalsynthese des Gluca-
gons haben wir zur Darstellung von H-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser-
(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu) - Ser(tBu)- Arg(HBr) - Arg(HBr)-Ala-Gin-
Asp(OtBu)-Phe-Val-OtBu [7-23¢] noch zwei weitere Wege beschritten:

49 E. Wiinsch und F. Drees, Chem. Ber.99, 110 (1966); F. Weygand, D. Hoffmann und
E. Wiinsch, Z. Naturforsch. 21b, 426 (1966).
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Z-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH [9-15b]>)
wurde in fast quantitativer Ausbeute zum freien Heptapeptid [9-15¢] hydrogenoly-
tisch entacyliert, an dieses in ,,stufenweiser* Synthese Z-Ser(tBu)-OH bzw. NPS-Ser-
(tBu)-OH und Z-Thr(tBu)-OH bzw. NPS-Thr(tBu)-OH unter Verwendung der ,,akti-
vierten“ Ester dieser Aminosidure-Derivate [8f-n]® bzw. [7e-k]® zum N*-Benzyl-
oxycarbonyl- bzw. N*-[2-Nitro-phenylsulfenyl]-nonapeptid [7-15a bzw, b] angebaut
(s. Schema 1).

Die Verkniipfung der N%*acylierten Nonapeptide [7-15a bzw. b] mit dem Octa-
peptid-tert.-butylester [16-23b]7 zum N*-Benzyloxycarbonyl-heptadecapeptidester
[7-23a] bzw. N*[2-Nitro-phenylsulfenyl]-heptadecapeptidester [7-23b] in 71- bzw.
85 proz. Ausbeute gelang nach dem Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren,

[7-23a] wurde schlieBlich durch katalytische Hydrogenolyse in den freien Hepta-
decapeptid-tert.-butylester [7-23¢] iibergefiihrt. Die Abspaltung der Nitrophenyl-
sulfenyl-Schutzgruppe aus [7-23b] lieB sich mittels 80proz. Thioglykolsidure voll-
zichen; [7-23¢] konnte in chromatographisch reiner Form als Thioglykolat isoliert
werden (s. Schema 2). Da jedoch die Freisetzung von [7-23¢] aus seinem Salz nur
unter groBem Aufwand und erheblichen Substanz-Verlusten moglich war, kommt
einer Herstellung des ,,amino-freien“ Heptadecapeptid-tert.-butylesters [7-23¢] auf
diesem Wege keinerlei Bedeutung zu.

Mit der gegliickten Darstellung von NPS-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-
Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH [7-15b] hatten wir nunmehr auch
eine zur Synthese der Sequenz 7—29 geeignete Kopfkomponente zur Hand (s. dazu
die nachstehende XVII. Mitteil.).

Den Farbwerken Hoechst AG sind wir wiederum fiir umfangreiche finanzielle und materielle
Unterstiitzung dieser und der folgenden Arbeiten zu héchstem Dank verpflichtet.

Unseren technischen Assistenten Friulein B. Scherer und Herrn O. Kraus (priparative
Arbeiten) sowie Friulein R. Scharf (analytische Arbeiten) danken wir fiir ihre ausgezeichnete
Mitarbeit. Die Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der Abteilung
(Leitung W. Beck) ausgefuhrt.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapiilaren im Apparat nach Dr. Tottoli bestimmt
und die spezif. Drehwerte im lichtelektrischen Polarimeter der Firma Carl Zeiss ermittelt; die
Werte der D-Linie wurden berechnet. Der chromatographische Reinheitstest der Zwischen-
und Endprodukte erfolgte nach iblichen Verfahren der Papier- und Diinnschichtchromato-
graphie jeweils mindestens mit zwei Losungsmittelsystemen.

1. L-Asparagyl(B-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl- N ¢-tert.-bu-
tyloxyearbonyl-L-lysyl - O-tert.- butyl-L- tyrosyl- L - leucyl - L - asparaginsiure - § - tert. - butvlester
[9-15¢]: 200 g (141 mMol) Z-Asp(OtBu)-TyritBu}-Ser(tBu)-Lys{BOC)-Tyr(tBu)-Leu-
Asp(OtBu)-OH [9-15b]5) in 2000 ccm Dimethylformamid/95proz. Methano! (1:1) und
3 com Eisessig werden bei 40° wie iiblich 72 Stdn. hydriert. Die Reaktionsmischung wird auf
dem Wasserbad erwiarmt, vom Katalysator abfiltriert und in der Kalte der Kristallisation

5 E. Wiinsch und A. Zwick, Chem. Ber. 99, 105 (1966).
6) NPS-Derivate s.: E. Wiinsch und A. Fontana, Chem. Ber. 101, 323, (1968), vorstehend.
7 E. Wiinsch und G. Wendlberger, Chem, Ber. 100, 160 (1967).
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tiberlassen. Das erhaltene Produkt wird mit Athanol digeriert und i. Vak. getrocknet.
Chromatographisch rein in n-Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30) bzw. in n-Buta-
nol/Eisessig/Wasser (6: 2: 2). Schmp. liber 250°; [a]i’: -1-3.5 1" bzw. {22 + 4.67 (¢ = 1.4,
in 80proz. Essigsidure). Ausb. 176.4 g (95%).

CesHiosNgO17-1 HoO (1301.7) Ber. € 60.90 H 8.36 N 8.61 Gef. C60.82 H 842 N 8.61

Nach Trocknen bei 90°/1073 Torr wird die wasserfreie Substanz erhalten.
CesH106NgO 7 (1283.6) Ber. C61.76 H 8.32 N 873 Gef. C61.78 H 8.40 N 8.73

2. Benzyloxycarbonyl-O-tert.~butyl-L-serin-i N-hydroxy-succinimidester j [8f]: 53.17 g Z-Ser-
(tBu)-OHS [8¢] und 20.72 g N-Hydroxy-succinimid® in 600 ccm Dioxan/Tetrahydrofuran
(5:1) werden bei 0° mit 37.14 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt und die Reaktionsmischung
5 Stdn. bei 0° geriihrt. Nach Stehenlassen {iber Nacht bei Raumtemp. filtriert man vom ausge-
fallenen Dicyclohexylharnstoff ab und dampft anschlieBend das Filtrat i. Vak. ein: fast farb-
loses Ol. Chromatographisch rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Essigsdure (3:2: 1) bzw.
n-Butanol/Eisessig/Wasser (6 : 2: 2). Ausb. quantitativ.

3. Benzyloxycarbonyl-O-tert.- butyl-L-seryl - L-asparagyl( - tert.- butylester)-O-tert. - butyl- L-
tyrosyl- O - tert.~butyl- L - seryl-N®- tert.-butyloxycarbonyl - L.- lysyl - O-tert.-butyl-L-tyrosyl - L-
leucyl-L-asparaginsiure-f-tert.-butylester [8-15a)

a) 8.21 g (6.32 mMol)y H-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys{BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp-
(OtBuj-OH [9-15¢] werden in 100 ccm Dimethylformamid mit 0.89 ccm Tridthylamin gelost
und bei Raumtemp. unter Riithren mit 3.42 g (8.2 mMol) Z-Ser(tBu)-ONP [8g]5) versetzt.
Nach 48stdg. Rithren wird die Reaktionsmischung mit 3.8 ccm Eisessig versetzt, anschlie-
Bend i. Vak. eingeengt, der erhaltene Riickstand mit verd. Citronensiure-Losung behandelt,
auf das Filter gebracht und zunichst mit Wasser und dann mit Didthyldther sorgfiltig gewa-
schen. Nach Umkristallisieren aus 90 proz. Methanol und Trocknen bei 80°/1073 Torr Schmp.
208--209°; [a]f’: - 12.8 :1° bzw. [«]20 1 —17.5° (¢ == |; in Methanol). Chromatographisch
rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30) bzw. in n-Butanol/Wasser/Eisessig (6: 2: 2).
Ausb. 8.75 g (889%).

CgiH2sNoO2( - 1/4H20 (1565.5) Ber. C62.15 H 8.08 N 8.05 Gef. C62.06 H8.11 N 8.0l

b) 171.5 g (133.5 mMol) Heptapeptid [9-15¢} in 2.5 Dimethylformamid und 18.5 ccm
Tridthylamin werden mit 62.7 g (160 mMol) dligem Z-Ser(tBu)-OSU [8f]in 100 ccm Dimethyl-
formamid, wie unter 3a) beschriecben, umgesetzt und aufgearbeitet. Schmp. 203 —205%; [o]¥:

-12.4 4-1° bzw. [x]20,: —17.0% (¢ == 1; in Methanol). Ausb. 205 g (97.5%;).

4. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl( §-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-
L-tyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl-N¢-tert.-butvloxycarbonyl-L-lysyi- O-tert.-butyl-L-tvrosyl-L-leu-
eyl-L-asparaginsiure-{3-tert.-butylester [8-15b]: 2.57 g (2 mMol) H-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser-
(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBuj)-Leu-Asp(OtBu)-OH [9-15¢] in 25 ccm Dimethylformamid wer-
den mit 0.28 cem Tridthylamin und 0.98 g (2.4 mMol) NPS-Ser(tBu)-OSU [8Kk]6) ver-
setzt; die Reaktionsmischung wird bei Raumtemp. 15 Stdn. gerithrt und anschlieBend i. Vak.
auf die Hélfte des Volumens eingeengt. Das auf Zugabe von 500 ccm sehr verd. Citronensiure-
Losung abgeschiedene feste Produkt wird gut verrieben, auf das Filter gebracht und gut mit
Citronensidure-Losung und Wasser gewaschen. Nach Trocknen i. Vak. iiber P,Os wird das
erhaltene Octapeptid-Derivat in der erforderlichen Menge Dimethylformamid gelost, die
Losung in viel Didthylather eingegossen und die abfiltrierte Fillung bei 25°/1073 Torr getrock-
net: Schmp. 227° (Zers.); []2%,: -~9.7° (¢ == 0.7; in Dimethylformamid). Chromatographisch

578"

8) E. Wiinsch und E. Jaeger, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 346, 301 (1966).
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rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30) bzw. in n-Propanol/Essigester/Wasser
(4:3:3)und in Chloroform/Methanol (7: 3). Ausb. 2.45 g (77.5%).
C79H22N1902:S (1579.9) Ber. C60.09 H 7.75 N 8.87 0 21.28 §2.02
Gef. € 53990 H7.91 N8.69 O21.27 S1.79

(Ahnlich gute Ergebnissc erhilt man bei der Verwendung der aktiven Ester NPS-Ser(1Buj-
ONP [81], NPS-Scr(tBu)-ODNP [§m] und NPS-Ser(tBu)-OPCP [8n].)

5. O-tert.-Butyl-L-seryl-L-asparagvl( f-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.-buiyl-
L-seryl-Ne-tert.-butyloxycarbonyl-1-lysyl-O-tert.-butvi-f.-tyrosyl- L-lencyl- L-asparaginséure-f-
tert.-butylester [8-15¢]

a) 50 g (32mMol) Z-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(1Buj-Ser{tBuj-Lys( BOC)-TyritBu)-Leu-
Asp(OtBu)-OH [8-15a] in 800 ccm Dimethylformamid/95 proz. Methanot (1: 1) und 3 ccm
Essigsiure werden bei 457 wie iiblich hydriert. Durch kurzes Erhitzen auf dem Wasserbad
wird das ausgefallene Produkt in Lésung gebracht, noch heil vom Katalysator filtriert und
das Filtrat anschlieBend mchrere Stdn. im Kiihlschrank bei --5° stehengelassen. Das abge-
schicdene Matcrial wird abgesaugt, mit Methanol gewaschen und iiber P2Os i. Vak. getrock-
net: Schmp. > 250°; [o«fg): —3.9 £1° bzw. [2 —4,5° (¢ = 1; in 80proz. Essigsiure).
Chromatographisch rein in n-Butanol/Eiscssig/Wasser (2: 2: 1) bzw. in Amylalkohol/Pyridin/
Wasser (35: 35: 30). Ausb. 40.9 g (80%).

Cs3H119NogOy9-1TH0 (1444.8) Ber. C 60.69 H 8.44 N 8.73 O 22.10
Gef. C60.79 H 8.58 N 8.73 O 21.9!

b) 0.5g (0.32 mMol) NPS-Ser(tBu)-Asp{OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys{ BOC)-Tyr(tBu)-
Leu-Asp(OtBuj-OH [8-15b] werden in 4 ccm Thioglykolsdure (80 %, Merck) unter leichtem
Erwirmen geldst und dann 60 Min. bei Raumtemp. stehengelassen. Durch Zusatz von Diédthyl-
dther fallt ein gallertiges Produkt aus; es wird abfiltriert, mit Petroldther gewaschen, das
erhaltene wei3e Pulver mit siedendem Methanol digeriert und anschlieBend bei 80°/10 3 Torr
tiber Nacht getrocknet: Schmp. > 250°; [o]f: —4.3 4.1° bzw. [2]20;: —5.0° (c =L} in 80proz.
Essigsdure). Chromatographisch rein in n-Butanol/Eisessig/Wasser (6:2:2) bzw. in Amyl-
alkohol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30). Ausb. 0.32 g (69%)).

6. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-threonin-{ N-hydroxy-succinimidester ; [Tc]: 5.0g (10
mMol) Z-Thr(tBu)-OH -DCHA [Tb-DCHAJ}® werden in 100 ccm Athylacetat suspendiert
und bei 0° unter Rijhren mit Citronensiure-Lasung (UberschuB) bis zur klaren Ldsung ver-
setzt. Die organische Phase wird abgetrennt, mit Wasser gewaschen und tiber Natrinmsulfat
getrocknet. Zu dieser Losung werden bei 0° unter Rithren 1.15g (10 mMol) N-Hydroxy-
succinimid und 2.06 g (10 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid gegeben. Dic Rcaktionsmischung
wird {iber Nacht bei 0° nachgeriihrt, dann vom ausgefallenen Harnstoff abfiltriert, 1. Vak.
eingedampft, der 6lige Rickstand in Diithylather aufgenommen, von geringen Mengen
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und dic Lésung crneut i. Vak. cingedampft: Ol Ausb.
quantitativ.

7. Benzyloxycarbonyt-O-tert.-butyl-L-threonin-; 2. 4-dinitro-phenylester j [7d]: 5.0 g (10 mMol)
Z-Thr(tBu)-OH -DCHA [7b-DCHA]?®, in 150 ccm Athylacetat suspendiert, werden bei
0° unter Rihren mit verd. Citronensidure-Lésung bis zur vollstindigen Lésung behan-
delt. Die abgetrennte organische -Phase wird mit Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat
getrocknet und schlieBlich i. Vak. auf 100 ccm eingeengt. Die so erhaltenc Essigesterlosung
von Z-Thr(tBu)-OH wird nach Abkiihlen auf 0° mit 1.84 g (10 mMol) 2.4-Dinitro-phenol und

9 E. Wiinsch und J. Jentsch, Chem. Ber. 97, 2490 (1964). DCHA == Dicyclohexylamin.
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2.06 g (10 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt und {iber Nacht bei 0° geriihrt. Das i. Vak.
eingedampfte Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff ergibt ein gelbliches 01, das beim Behandeln
mit Wasser fest wird. Das abfiltrierte Material wird nach Trocknen bei 10-3 Torr iiber P05
aus Didthylather/Petroldther umkristallisiert: Schmp. 87 —88%; [a]f’: —12.1 +1° bzw. [oc]:gh:
—14.3° (¢ = 1; in Methanol). Ausb. 2.93 g (62%).

C»:HysN3O9 (475.4) Ber. C 55.57 H 5.30 N 8.83 0 30.28
Gef. C55.48 H 5.39 N 8.83 03041

8. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-threonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl( f-tert.-bu-
tylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.~butyl-L-seryl-Né-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-O-tert.-
butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsiure-f-tert.-butylester [7-15a]

a) Das nach 6. erhaltene 6lige Z-Thr(tBu)-OSU [7¢] in 20 ccm Dimethylformamid wird bei
0° unter Rithren zu 5.8 g (4 mMol) H-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-
Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH [8-15¢] und 0.56 ccm (4 mMol) Tridthylamin in 150 ccm Di-
methylformamid gegeben. Nach Riihren {iber Nacht bei Raumtemp. wird die Reaktions-
mischung i. Vak. eingedampft. Der Riickstand wird beim Behandeln mit 300 ccm verd. Citro-
nensidure-Losung unter Eiskiihlung fest. Nach sorgfaltigem Verreiben wird das Produkt abfil-
triert, mit Wasser gewaschen, anschlieBend aus Methanol/Wasser umgefillt und letztlich
i. Vak. liber P05 getrocknet. Aus Methanol/Diidthyldther/Petrolither Schmp. 207--209°;
[)F: —5.6 £1° bzw. [a]20: —7.2" (¢ = 1; in Dimethylformamid). Chromatographisch rein
in Amylatkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30), n-Butanol/Wasser/Eisessig (6 : 2 : 2), n-Butanol/
Athanol/Wasser (2:2: 1) und n-Propanol/Essigester/Wasser (7:1:1). Ausb. 5.75 g (82%).

CsoH140N10023 (1718.2) Ber. C62.17 H 8.15 N 8.15 O 21.42
Gef. C61.80 H 8.30 N8.11 O 21.4t

b) 1.45 g (1 mMol) [8-15¢] und 0.16 ccm Tridthylamin in 40 ccm Dimethylformamid wer-
den bei Raumtemp. und unter Rithren 0.57 g (1.2 mMol) Z-Thr(tBu)-ODNP [7d] in 10 ccm
Dimethylformamid zugetropft. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt, anschlie-
Bend auf die Hilfte des Volumens i. Vak. eingeengt, das nach Behandeln mit sehr verd. Citro-
nensdure-Losung ausgefallene feste Produkt abfiltriert, mit Wasser gewaschen und i. Vak.
iiber P,Os5 getrocknet. Die Losung des rohen Nonapeptid-Derivates in Methanol wird zur
Entfirbung mit Aktivkohle behandelt, anschlieBend mit Difithylither/Petrolither (1: 1) ver-
setzt, das ausgefillte Material abfiltriert und i. Vak. iber P,Os getrocknet: Schmp. 208 —209°;
[a]®: —5.5 £1° bzw. [2]2): —6.8° (¢ == 1; in Dimethylformamid). Chromatographisch rein
in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30) und n-Butanol/Athanol/Wasser (2: 2: 1). Ausb.
1.2 g (70%).

9. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl- L-threonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl( f-tert.-
butylester) - O-tert.-butyl-L-tyrosyl- O-tert.-butyl- L-seryl-N¢-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-O-
tert.-butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsdure-f-tert.-butylester [7-15b}

a) 11.6 g (8 mMol) H-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-
Asp(OtBu)-OH [8-15¢] in 150 ccm Dimethylformamid werden mit 1.12 ccm Tridthylamin
und 4.2 g (8.8 mMol) NPS-Thr(tBu)-OSU [7g]% versetzt und die Reaktionsmischung bei
Raumtemp. 15 Stdn. bis zum gallertartigen Erstarren geriihrt. Beim Behandeln der Masse
mit 1000 ccm verd. Citronensdure-Losung (pH 4) fiockt das Produkt aus; es wird nach sorg-
filtigem Verreiben abfiltriert und mit Wasser gut nachgewaschen. Das noch feuchte Produkt
wird in wenig heiBem Methanol aufgeldst; beim Stehenlassen der Ldsung tiber Nacht bei 0°
scheidet sich reines, kristallines Nonapeptid-Derivat ab. Es wird abfiltriert und i. Vak. bei
1073 Torr getrocknet: [«]3’: —20.8 -£1° bzw. [«]2° : —23.0° (¢ = 0.9; in Dimethylformamid).

546 °

Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30), Chloroform/Methanol
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(7:3) bzw. n-Butanol/Eisessig/Wasser (6:2:2) bzw. n-Butanol/Athanol/Wasser (2:2:1).
Ausb. 12.4 g (899).
Cg7H137N110238 (1737.2) Ber. C60.15 H 7.95 N 8.87 0 21.19 S 1.81
Gef. C359.94 H8.05 N8.58 02143 S1.94
Aminosdurcanalyse:
Thr Ser Asp Tyr Lys Leu

Ber. 1 2 2 2 1 1
Gef. 095 1.81 2.06 1.85 1.02 1.03

b) 1.45 g (1 mMol) des Octapeprides [8-15¢] in 20 ccm Dimethylformamid werden mit
0.14 ccm Tricithylamin und 0.54 g (1.2 mMol) NPS-Thr(tBu)-ONP [Th]6), wic unter a) be-
schrieben, jedoch 30 Stdn. umgesectzt und aufgearbeitct. Nach Umkristallisieren aus Metha-
nol [)¥: —20.6 +1° bzw. fo25: —22.9° (¢ = |; in Dimethylformamid). Ausb. 1.3 g (75%%)-

(Ahnlich gute Ergebnisse erhilt man unter Verwendung der aktiven Ester NPS-Thr(tBu)-
ODNP [7j] und NPS-Thr(tBu)-OPCP [7k]}6).)

10. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-serin-methylester [8d}: 88.5 ¢ Z-Ser(tBu)-OH [8¢]9)
in 1000 ccm absol. Methanol werden bei 5° unter Rithren mit etwas mehr als der ber. Menge
ather. Diazomerhan-Losung tropfenweise versetzt. Die zum Schlull aufgetretene schwache
Gelbfirbung der Reaktionsmischung wird durch Zusatz von einigen Tropfen Essigsidure zer-
stort. Der nach Einengen i. Vak. erhaltene Riickstand wird in warmem Petrolbenzin (60 bis
80°) aufgenommen; beim Stehenlassen in der Kiihltruhe bei —10° tritt Kristallisation ein:
Schmp. 43 —43.5°%; [«]#: +6.3 +£0.5° bzw. [Ot]?jﬁ: +7.3° (¢ = 2.8; in Athanol). Chromato-
graphisch rein in n-Heptan/Pyridin/Wasser (3:1:1). Ausb. 91.0 g (98 %).

C16H23NOs5 (309.4) Ber. C62.12 H7.49 N4.53 Gef. C62.13 H7.28 N 4.53

11. O-tert.-Butyl-L-serin-methylester-hydrochlorid [8e-Hydrochlorid]: 89.0g Z-Ser(tBu)-
OCHj; [8d] in 1000 ccm Methanol werden wie {iblich hydriert, wobei durch Zutropfen von
2 n methanol. Salzsdure pH 4.5 eingehalten wird. Das Filtrat vom Katalysator dampft man
i. Vak. ein; der erhaltene Riickstand wird aus Essigester/Didthyldather oder aus Isopropyl-
alkohol/Didthyldther umkristallisiert. Schmp. 173.5—174.5%; [«]3’: +8.82 £1° bzw. o2, :
+4-10.17° (¢ = 1; in Athanol). Chromatographisch rein in n-Heptan/Pyridin/Wasser (3 : 1: 1).
Ausb. 59.2 g (97%).

CgHgNO;JCl (211.7) Ber. C45.39 H 8.57 C116.75 N 6.62
Gef. C45.51 H8.55 C117.03 N 6.68

12. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-threonyl-Q-tert.-butyl-L-serin [7-8d]: 61.8 g Z-Thr-
(tBu)-OH [7b] — in Ublicher Weise durch Zerlegung des Dicyclohexylammoniumsalzes als
kristalline Masse hergestellt —, 42.5 g H-Ser(tBu)-OCH;- HC! [8e-HCI] und 27.8 cem Tri-
dthylamin in 600 ccm Dichlormethan werden bei —10° mit 45.4 g Dicyclohexylcarbodiimid
versetzt; die Reaktionsmischung rithrt man 3 Stdn. bei —10° und 6 Stdn. bei Raumtemp.
Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff wird i. Vak. eingedampft, die Losung des erhaltenen
Rickstandes in Didthyldther wie iiblich mit verd. Citronensidurc-, Kaliumhydrogencarbonat-
Lésung und Wasser gewaschen, iber Natriumsulfat getrocknet und letztlich i. Vak. einge-
dampft: Ol (Z-Thr(tBu)-Ser(tBu)-OCHj3 [7-8c]). Ausb. quantitativ.

Das erhaltene olige [7-8¢] in 250 cem Dioxan/Wasser (4: 1) wird mit 200 cem » NaQH
»titrimetrisch¢¢ wie iiblich verseift (Thymolphthalein als Indikator). AnschlieBend tropft man
unter Kihlung und Rilthren 200 ccm 7 HSOy4 zu, entfernt den groBten Teil des Dioxans
1. Vak. und extrahiert mit Essigester. Die abgetrennte organische Phase wird mit Wasser
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und schlieBlich i. Vak. eingedampft: 1. Ausb.
78 g (989%) nach Trocknen bei 10-4 Torr.
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13. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-buiyl-L-threonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl( f-tert.-bu-
tylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl-Né-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-O-tert.-
butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparagyl( f-tert.-butylester) - O-tert.-butyl-L-servl-L-arginyl( hydro-
bromid) - L-arginyl({ hydrobromid) - L-alanyl- L-glutaminyl-L-asparagyl( §-tert.-butylester)-L-phe-
aylalanyl-L-valin-tert.-butylester [7-23a)

a) 6.64 g (16.3 mMol) Z-Thr(tBu)-Ser(tBu)-OH [7-8d] und 17.6 g (6.5 mMol) H-Asp-
(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys{BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp{OtBu)-Ser(tBu)-Arg( HBr)-Arg-
(HBr)-Ala-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Val-OtBu [9-23¢} 2b) werden in 220 ccm Dimethylformamid
warm gelost, auf --10° abgekithlt und mit 1.12 g (9.7 mMol) N-Hydroxy-succinimid und
1.68 g (8.15 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Man riihrt zunichst 18 Stdn. bei 0°,
dann weitere 12 Stdn. bei Raumtemp. Nach Entfernen des Lésungsmittels i. Vak. wird der
Rickstand mit Wasser behandelt, das gebildete feste Material abfiltriert und iiber P,Os
getrocknet. Der rohe Acy]-peptidester wird zweimal mit je 150 ccm heiBem Essigester/Athanol
(4 : 1) digeriert und anschlieBend dreimal aus 50 proz. Athanol umkristallisiert: Schmp. 230 bis
230.5° (Zers.); [«]%: —12.1 +1° bzw. fo]20,: -~15.2° (¢ = 1.3; in 80proz. Essigsaure). Ausb.
13.45 g (70%).

Das so gewonnene Produkt enthilt max. 1% an nicht umgesetztem Pentadecapeptidester.
(Elektropherogramm des nach 3stdg. Behandeln mit Trifluoressigsidure ,,deblockierten‘¢ Pep-
tid-Derivats; 8S 2034 A, Natriumacetatpuffer pH 4.9 (0.1 m), 110 V/1.5 mA, 6 Stdn.).

Cy38H223N25035]Bry (2952.3) Ber. € 56.14 H 7.61 Br 5.41 N 11.86
Gef. C56.16 H7.81 Br541 N11.91

b) Zu 1.72g (1 mMol) Z-Thr(tBu)-Ser(tBuj-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu}-Lys(BOC)-
Tyr(tBu)-Leu-Asp/OtBu}-OH [7-15a] und 1.51 g (1.15 mMol) H-Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg-
(HBr)-Ala-Gln-Asp{ OtBu)-Phe-Val-OtBu [16-23b]7) in 40 ccm Dimethylformamid werden
bei —15° 0.18 g (1.55 mMol) N-Hydroxy-succinimid und 0.24 g (1.15 mMol) Dicyclohexylcar-
bodiimid gegeben. Uber Nacht erstarrt die Reaktionsmischung zu einer gallertigen Masse.
Man bringt durch Zugabe von 150 ccm Dimethyiformamid wieder in Losung, rithrt weitere
20 Stdn. bei Raumtemp. und dampft anschlieBend i. Vak. ein. Das erhaltene Produkt wird
mit Essigester und Didthyldther ausgekocht, auf das Filter gebracht und i. Vak. getrocknet.
Nach erneutem Digerieren mit Wasser, Didthyldther sowie heiBem Essigester und Trocknen
bei 50°/1073 Torr Schmp. 242° (Zers.); [o]¥: —12.4 4-1° bzw. [o]28,: —15.8°(c = 1; in 80proz.
Essigsidure). Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35: 35 : 30), n-Pro-
panol/Essigester/Wasser (7:1:1) und n-Butanol/Athanol/Wasser (2:2:1). Ausb.2.1g
(71%).

Cr3gH223N25035]Bry (2952.3)  Ber. C 56.14 H 7.61 Br 5.41 N 11.86 O 18.79
Gef. C56.17 H7.64 Br5.43 N 11.76 O 19.04

Aminosdureanalyse:
Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glu Phe Val NH;
Ber. 1 3 3 2 1 1 2 1 1 1 1 1

Gef. 096 270 299 1.72 099 1.0 202 1.0 099 099 1.02 1.42

14. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl-L-threonyl- O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl( B-tert.-
butylester) - O-tert.-butyl-L-iyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl- N*-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-O-
tert.-butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparag yl( B-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl( hy-
drobromid) - 1.-arginyl( hydrobromid) - L-alanyl- L-glutaminyl-L-asparagyl( B-tert.-butylester)-1.-
phenylalanyl-L-valin-tert.-butylester [7-23b]

8.7g (5 mMol) NPS-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr-
(tBuj-Leu-Asp(OtBu}-OH [7-15b] und 7.5 g (5.75 mMol) H-Ser{tBu)-Arg( HBr)-Arg( HBr)-
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Ala-Gln-Asp( Ot Bu)- Phe-Val-OtBu [16-23b)7) in 120 ccm  Dimethylformamid werden bei
-=15" mit 1.15 g (10 mMol) N-Hydroxy-succinimid und 1.18 g (5.75 mMol) Dicyclohexylicar-
bodiimid verselzt. Nach 40stdg. Riihren bei 0° und 20 Stdn. bei Raumtemp. wird vom ausge-
fallenen Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das Filtrat i. Vak. eingedampft, der feste Riick-
stand nach sorgliltigem Verreiben mit Wasser aufl das Filter gebracht und 1. Vak. sofort
getrocknet. Nach Umkristallisieren aus Methanol/Essigester/Diathylather und Trocknen bel
50°/1073 Torr Schmp. 238° (Zers.); [o]F: —4.9 £ 17 bzw. []fS: -—6.3° (¢ = 1; in Methanol).
Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35: 30), Chloroform/Methanol
(7: 3) und n-Butanol/Athanol/Wasser (2: 2: 1). Ausb. 12.75 g (85%/).
CiasH220N26035S]Bry (2971.3)  Ber. C 54.97 H 7.33 Br5.37 N 12.26 O 18.85 $1.05
Gef. € 55.03 H 7.43 Br531 N11.81 019.14 Sti.11

Aminosiureanalyse:

Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glu Phe Val NH;
Ber. 1 3 3 2 i 1 2 1 1 1 i 1
Gef. 1.01 279 3.09 1.73 1.04 099 198 1.00 1.02 1.00 098 1.51

15. O-fert.- Butyl-L-threonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl( p-tert.-butylester)-O-tert.-
butyl-L-tyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl- Né-tert.-butyloxycarbonyi-L-[ysyl- O-tert.-butyl-L-tyrosyl-
L-leucyl-L-asparagyl( B-tert.-butylester)-O-tert.-hutyl-L-seryl-L-arginyl{ hydrobromid) -L-arginy!-
{ hydrobromid} - L-alanyl- L-glutaminyl-L-asparagyl (f-tert.-butylester}-r-phenylalanyl-r-valin-
tert.~butylester [7-23¢]

12 g (4.07 mMol) Berzyloxycarbonyl-peptidester [7-23a] in 200 ccm  Dimethylformamid
und 200 ccm 80proz. Athanol werden wie iiblich 12 Stdn. bei 40° hydriert. Der nach Einengen
der filtrierten Reaktionslosung i. Vak. erhaltene Rickstand wird mit Didthylather behandelt,
auf das Filter gebracht nnd i. Vak. bei 50° getrocknet: Schmp. 223° (Zers.); [«]}¥: —16.2
+1° bzw. [¢]25,: —20.2° (¢ = 0.8; in 80proz. Essigsiure). Chromatographisch rein in
Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30) und tert.-Butylalkohol/Essigsdure/Wasser/Pyridin
(60:6:24:20). Ausb. 11.2 g (98 °/).

Cy3gH217N25033]Bry (2818.2) Ber. € 55.40 H7.76 N 12.43 O 18.74
Gef. C 5543 H7.99 N 12.22 O 18.83

[333/67]



