
1965 E. SCHRODER 24 I 

Uber Peptidsynthesen, XXIX * 
4. Mitteilung iiber Glukagon-Teilsequenzen 

SYNTHESE DER GLUKAGON- 
TEILSEQUENZEN 12-19 U N D  1--19 

von EBERHARD SCHRODER 

Aus dem Hauptlaboratorium der Schering AG, Berlin-West 

Eingegangen am 18. Ju l i  1964 

Die Glukagonsequenz 12- 19 wurde als NE-BOC-Lys-Tyr-Leu-Asp(NH2)-Ser- 
Arg-Arg-Ala-OH '2CH3COOH .4  H2O aus Na-Cbo-NE-BOC-Lys-Tyr-N, und 
H-Leu-Asp(NH~)-Ser-(NO~)Arg-(NO~)Arg-Ala-OCH~C~H~~CF~COOH durch 
anschlielknde katalytische Hydrierung des Octapeptids synthetisiert . Umsetzung 
der Sequenz 12- 19 mit der bereits beschriebenen N-terminalen Sequenz 1 - 11  
lieferte das Glukagon-Teilstiick 1 - 19 als BOC-His-(O-tBu)Ser-Glu(NH2)- 
Gly -Thr - Phe -Thr - Ser - Asp(NH2) -Tyr-Ser-(W-BOCfLys-Tyr-Leu-Asp(NHz)- 
Ser-Arg-Arg-Ala-OH .2CH3COOH .9H20. (lm naturlichen Glukagon befindet 

sich in den Positionen 9 und 15 Asparagyl anstelle von Asparaginyl.) 

In fruheren Arbeiten wurde iiber die Synthese der Glukagon-Teilsequenn 
1 -61, *), 7 - 1 11-3) und 1 - 1 13) in Form verschieden substituierter Derivate be- 
richtet. Nachstehend beschreiben wir den Aufbau der Sequenz 12-19 und deren 
Kondensation mit der N-terminalen Aniinosaurefolge 1 - 1 1 zum partiell geschiitzten 
Nonadecapeptid I - 19. 

Entsprechend den] Schema 1 wurde Carbobenzoxy-nitro-L-arginyl-L-alanin- 
benzylester4) mit HBr/Eisessig selektiv decarbobenzoxyliert und der elektrophore- 
tisch einheitliche Dipeptidester nach der Anhydrid-Methodes) zum Carbobenzoxy- 
nitro-r-arginyl-nitro-L-arginyl-alaninbenzylester kondensiert (78 % Ausbeute). Er- 
neute Decarbobenzoxylierung durch Eiiileiten von HBr-Gas in eine Essigester-Losung 
des geschiitzten Tripeptids bei 0" lieferte Nitro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L-alaninbenzyl- 
ester. 1.5-hydrobromid. Das zur weiteren Kettenverlangerung verwendete tert.- 
Butyloxycarbonyl-L-leucyl-L-asparaginyl-L-serinhydrazid war durch katalytische Hy- 
drierung von Carbobenzoxy-L-asparaginyl-r-serinmethylester (nergestellt nach der 

* )  XXVIIl. Mitteilung: E. SCHRODER, Liebigs Ann. Chem.681, 231 (1965), zugleich 3. Mitt. 

1)  E. SCHRODER und H. GIBIAN, Liebigs Ann. Chem. 656, 190 (1962). 
2)  E. SCHRODER, Liebigs Ann. Chem. 670, 127 (1963). 
3) E. SCHRODER, Liebigs Ann. Chem. 681, 231 (1965), voranstehend. 
4) H. GIBIAN und E. SCHRODER, Liebigs Ann. Chem. 642, 145 (1961). 
5) R. A. BOISSOANNAS, Helv. chim. Acta 34, 874 (1951). 

iiber Glukagon-Teilsequenzen, voranstehend. 
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, 3 0 2  

H --/ 

7 0 2  NO2 
Cbo- 

/NO2 NO2 

,NO2 / N o r  
BOC 

OBz.HC1 

OBz 

OBZ.HBI 

OBz 

6 )  M. BODANSZKY, Acta chim. Acad. Sci. hung. 10, 335 (1956). 
7) J. C. SHEEHAN und G. P. HESS, J .  Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
8) M. BODANSZKY und V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. SOC. 81, 5688 (1959). 
9 )  J. HONZL und J. RUDINGER, Collect. czechoslov. chem. Commun. 26, 2333 (1961) [C. A. 

10) J. BARROLLIER, E. WATZKE und H. GIBIAN, Z. Naturforsch. 13b, 754 (1958). 
I t )  E. SCHRODER und S. MATTHES, J. Chromatogr. [Amsterdam], im Druck. 

55, 27108 (1961)]. 

16' 
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Mit Leucinanliriopeptidase konnte das Octapeptid quantitativ in die einzelnen 
Aminosauren aufgespalten werden. Nach Behandlung rnit Chymotrypsin und Trypsin 
war ebenfalls kein Octapeptid mehr nachweisbar. 

Eine Kupplungder N-terminalenTeilseqaenz 1 1 1, BOC-His-(O-tBu)Ser-Glu(NH2)- 
Gly-Thr - Phe -Thr - Ser - Asp(NH2) -Tyr - Ser- NHNH2 3)  (Azidbildung rnit tert.- Butyl- 
nitrit), rnit dem obigen Octapeptid lieferte mit ca. 50-proz. Ausbeute das N-ter- 
minale Nonadecapeptid: BOC- His- (0-  tBu)Ser -Glu(NH2)-Gly-Thr- Phe-Thr- Ser- 
Asp (NH2) -Tyr-Ser- (NE- BOC) Lys-Tyr-Leu-Asp(NH2)-Ser-Arg-Arg-AIa-OH . 9H20.  
Die Verbindung konnte durch Behandlung rnit warmem Athanol und Ammonium- 
acetatpuffer von anhaftender Amino- und Carboxylkomponente weitgehend befreit 
werden. Da im Elektropherogramm nur zwei Nebenbanden schwach sichtbar sind, 
ist das Nonadecapeptid fur eine weitere Kupplung geeignet. 

Fur die Durchfiihrung der praparativen Arbeiten danke ich Frl. D. THIELICKE, fur die 
enzymatischen Abbauversuche Herrn G. KLOSS. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  
Methodische Einzelheiten uber Schrnelzpunkte, Papier- und Diinnschichtchromatogramme 

und Elektropherogramme vgl. XXVIII. Mitteilung. Die Anfarbungen erfolgten rnit Nin- 
hydrin-Cd *2), nach der Chlor-MethodeI3), nach der SAKAGUCHI- 14) und PAuLbMethodeI5). 

Glukugon 12-19 
Nitro- L-orgin~l-1.-olaninbenz).lester-hydrobromid. - I .03 g Carbobenzoxj-nitro- L-orginyl- 

L-alaninbenzylesterj) werden 112 Stde. mit 3 ccm HBr-haltigem Eisessig (18-proz.) und 0.1 ccm 
Diathylphosphit stehengelassen. Nach dem Fallen mit absol. a the r  und 2maligem Umfallen 
aus Athanol/Ather erhalt man 820 mg (89%) schwach hygroskopisches Pulver. [a]:: = - 13.0" 
(c = 1, Wasser). 

C16H24N605.HBr (461.3) Ber. C41.65 H 5.46 Br 17.34 0 17.33 
Gef. 41.01 5.47 17.51 17.30 

Carbobenzox~-nitro-L-argitt~I-nitro-L-argin~l-~-oloninbenzylester. - Zu einer Losung von 
49.5 g (140 mMol) Corbubenzoxy-nitro-L-arginin 16) in 50 ccm Dimethylformamid, 150 ccm 
Tetrahydrofuran und 19.3 ccm Triathylamin werden be; - 10" 13.3 ccm Chlorkohlensiiure- 
athylester getropft. Nach 10 Min. Stehenlassen bei - 5" wird Nitro-L-argin) I-L-alaninbenzyl- 
ester (aus 140 mMol Hydrobromid rnit Triathylamin) in 100 ccm Dimethylformamid zu- 
gegeben, langsam auf Raumtemperatur erwarmt, nach Stehenlassen iiber Nacht vom Tri- 

12)  J. BARROLLIER, Naturwissenschaften 42, 416 (1955). 
13)  H. ZAHN und E. REXROTH, Z. analyt. Chem. 148, 181 (1955/56). 
14) S. SAKAGUCHI, J. Biochemistry [Tokyo] 37, 231 (1950); vgl. H. FRAENKEL-CONRAT, J .  I .  

1s) R .  BLOCK, E. M. DURRUM und G. ZWEIG, A Manual of Paper Chromorography ond Poper 

1 6 )  K. HOFMANN, W. D. PECKHAM und A. RHEINER, J. Amer. chem. SOC. 78, 238 (1956). 

HARRIS und A. I-. LEVY, Methods biochem. Analysis 2,  377 (1955). 

Electrophoresis, Academic Press, New York 1955, S. 95. 
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Pthylamin-hydrochlorid abgetrennt und i. Vak. eingeengt. Der Ruckstand wird in einem 
n-Butanol/Essigester-Gemisch aufgelost und sorgfaltig mit 1 n HCI, gesatt. NaHCO3-Losung 
und Wasser ausgeschiittelt. Nach Einengen und Umfallen aus Athanol/Ather werden 78 g 
(78%) amorphes Produkt erhalten. [a]h2 = -17.2" (c = I ,  Eisessig). 

C ~ O H ~ I N I I O I O  (715.7) Ber. C 50.34 H 5.77 N 21.53 Gef. C 50.33 H 6.56 N 21.83 

Nitro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L-alaninbenz~les?er-hydrobromid. - In eine Suspension von 
20 g Carbobenzoxy-nifro-L-arginyl-nitro-L-arginyI-L-alaninbenzylester in 200 ccm Essigester 
wird bei 0" 25 Min. HBr-Gas eingeleitet. Dabei lost sich die Substanz vollstandig. Man fallt 
rnit kaltem absol. Ather und erhalt nach Auswaschen mit Ather und Trocknen iiber KOH 
19.6 g (lOOP/,) Ester, der 1.5 Mol HBr enthalt. 

C22H35N1108.1.5HBr (703.0) Ber. C37.58 H 5.23 Br 17.05 0 18.21 
Gef. 37.47 5.74 16.84 18.70 

Carbobenzoxy-L-asparagin) I-L-serinmethylesrer. - Eine Losung von 3.87 g (I0 mMol) 
Carbobenzoxy-L-asparagin-p-nitrophrnylesters) in 50 ccm Essigester + 4 ccm Dimethylform- 
amid wird rnit L-Serinmethylester (aus 11 mMol Hydrochloridl7) rnit Triathylamin) in 4 ccm 
Dimethylformamid vereinigt. Das Gemisch wird 50 Stdn. bei 35" und kurze Zeit bei Raum- 
temperatur und in der Kalte stehengelassen. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Essig- 
ester und Ather/Petrolather gewaschen und ergibt nach Umkristallisation aus Athanol 2.6 g 
(71 %). Schmp. 195- 196'. [aJh2 = + 18.2" (c = I ,  Eisessig). 

C I ~ H Z I N ~ O ~  (367.4) Ber. C 52.29 H 5.77 N 1 I .44 0 30.48 
Gef. 52.20 5.78 11.88 30.61 

L-Asparaginyl- L-serinme fhylester-hydrochlorid. - 18.37 g Carbobenzoxy-L-asparaginyl- 
L-serinmethylester in 450 ccm Methanol und 50 ccm I n  HCI werden mit Pd-Mohr hydriert. 
Der nach Einengen i .  Vak. und Trocknen verbleibende Riickstand wird aus Athanol/Ather 
umgefallt. Ausbeute 13.3 g (99%). [a]B = +20.5" (c = 1 ,  Eisessig). 

CsH15N305.HCl (269.7) 

tert.-Bufyloxycarbonyl-~-leucyl-L-asporaginyl-L-serinmethylester. - a) Carbodiimid-Me- 
thode: 7.49 g (30 mMol) terf.-Butyloxycarbonjl-L-leucin. H2018) in 30 ccm Tetrahydro- 
furan werden mit L-Asparaginyl-L-serinmethylesfer (aus 33 mMol Hydrochlorid rnit Tri- 
athylamin) in 20 ccm Dimethylformamid und nach Abkuhlen auf -20" rnit 7.5 g (36 mMol) 
N. N'-Dicyclohexyl-carbodiimid in 20 ccm Tetrahydrofuran vereinigt. Nach ca. 3 Stdn. bei 
0" und 24 Stdn. bei Raumtemperatur wird vom N.N'-Dicyclohexyl-harnstoff abfiltriert, ein- 
geengt, mehrmals rnit Petrolather digeriert, in Essigester aufgelost und rnit wenig Citronen- 
saure-Losung, gesatt. NaHCO3-Losung und wenig Wasser ausgeschiittelt. Aus Essigester/ 
Petrolather 7.4 g ( 5 5  %) vom Schmp. I28 - 130". [a]$2 = - 14.8" (c  = 1 ,  Dimethylformarnid). 

b) Anhydrid-Methode: 59.6 g (0.24 Mol) fert.-Butylox~carbonyl-L-leucin. H 2 0  18) in 200 ccm 
Tetrahydrofuran $- 33.2 ccm Triathylamin werden bei - 10" mit 22.8 ccm Chlorkohlensuure- 
ufhylester und nach 10 Min. rnit L-Asparaginyl-L-serinmethylester (aus 0.28 Mol Hydro- 

Ber. C 35.63 H 5.97 CI 13.15  Gef. C 35.24 H 6.42 C1 13.25 

17) ST. G U ~ M A N N  und R. A. BOISSONNAS, Helv. chim. Acta 41, 1852 (1958). 
Is) G. W. ANDERSON und A. C. MCGREGOR, J. Amer. chem. SOC. 79,6180 (1957). 
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chlorid mit Triathylamin) in 200 ccm Dimethylformamid versetzt. Das Gemisch wird lang- 
Sam auf Raumtemperatur erwarmt und nach Stehenlassen iiber Nacht wie iiblich aufgearbeitet. 
Ausbeute aus Essigester 75.5 g (71 %) amorphes Produkt, Schmelzpunkt unscharf. [a]kz = 
- -  14.2" (c = I ,  Dimethylformamid). 

C19H34N408 (446.5) Ber. C 51.10 H 7.67 N 12.55 Gef. C 51.31 H 8.15 N 12.42 

ferf.-Butylox~carbonyl- L-leucyl- r-asparaginyl- L-serinhydrazid. - 4.9 I g terf .-Butyloxy- 
carbonyl-~-leucyl-L-asparaginyl-L-serinmefhylesfer in 20 ccm Athano1 werden mit 2.2 ccm 
NzH4.HzO 24 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das ausgefallene Produkt wird ab- 
gesaugt, mit Athanol und Ather nachgewaschen, iiber H2S04 getrocknet und aus k h a n o l /  
Dimethylformamid umkristallisiert. Ausbeute 4.0 g (81 %). Schmp. 194- 196", nach erneuter 
Umkristallisation 195 - 196.5". [a]i* = -26.0" (c = 0.5, Dimethylformamid). 

C18H34N607 (446.5) Ber. C48.41 H 7.68 N 18.82 Gef. C47.77 H 8.26 N 18.46 

fert.-Bufyloxycarbonyl-L-seryl-nirro-L-arginyl-nifro-L-arginyl-L-alaninbenzylesfer. - Einer 
Suspension von 1.32 g terf.-Bufylo.rycarbonyI-~-serinhydrazid 19) in 3 ccm Dimethylformamid 
+ 5.8 ccm HCI-haltigem Tetrahydrofuran (2.2n) werden bei -20" 0.73 ccm fert.-Bufyl- 
nifrir9) zugesetzt. Nach 5 Min. Reaktion (vollstandige Losung) wird rnit ca. 15  ccm Essig- 
ester verdiinnt, mit Triathylamin neutralisiert und nach Absaugen des Triathylamin-hydro- 
chlorids mit Nifro-L-arginyl-nifro-L-arginyl-L-alaninbenzylesfer (aus dem Hydrobromid rnit 
Triathylamin) in Dimethylformamid vereinigt. Nach je 24stdg. Stehenlassen in der Kalte 
und bei Raumtemperatur wird i .  Vak. eingeengt, der Riickstand in n-Butanol aufgelost, 
wie ublich gereinigt und nach Abdestillieren aus AthanollAther umgefallt. Ausbeute 2.3 g 
(50%). [a]bz = - 19.0" (c = I ,  Dimethylformamid). 

C ~ O H ~ ~ N I Z O I Z  (768.8) 

L-Seryl-nitro- L-arginyl-nifro-L-arginyl-L-alaninbenzylesfer-hydrochlorid. - 3.08 g ferf .- 
Bu~yloxycarbonyl-r-seryl-ni~ro-r-arginyl-ni~ro-L-arginyl-L-alaninbenzylesfer werden 80 Min. 
mit 20ccm 4 n  HCI in Athanol geschiittelt. Man fallt mit Ather und erhalt nach Urnfallen 
aus AthanollAther 2.6 g (88%). Die Substanz enthalt 2 Mol HCI. [a]i2 = - 12.9" (c  = I ,  
Dimethylformamid). 

Ber. C 46.86 H 6.29 N 21.87 Gef. C 46.85 H 6.58 N 22.20 

C ~ ~ H ~ O N I ~ O I O . ~ H C I  (741.6) Ber. C1'9.56 0 21.56 Gef. CI 10.26 0 21.32 

Carbobenzoxy-~-asparagin~l-~-seryl-nitro-L-arginyl-nifro-r-arginyl-~-alaninbenzylesfer. - 
770 mg (2 mMol) CarBobenzoxy-Lasparaginnitrophenylesters) in 10 ccm Essigester + 2 ccm 
Dimethylformamid werden mit L-Seryl-nifro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L-alaninbenzylesfer 
(aus 2.2 Mol Hydrochlorid rnit Triathylamin) in 8 ccm Dimethylformamid 3 Tage auf 35" 
erwarmt. Die Losung wird eingeengt. Da der olige Riickstand in Essigester sehr schwer, in 
Wasser aber zum Teil loslich ist, wurde der iiblichen Reinigung eine Behandlung rnit Ionen- 
austauschern vorgezogen. Dazu wurde die Substanz in 60 ccm Dioxan und 20 ccm Wasser 
gelost und 2 Stdn. mit Dowex 50 (He-Form) geruhrt. Nach Umfallen aus AthanollAther 
wurden 1.5 g (82%) amorphes Produkt erhalten. [a]" = -20.4" (c = 1 ,  Dimethylformamid). 

C37H~~N14014 (916.9) Ber. N 21.39 0 24.43 Gef. N 20.87 0 24.55 

19) B. ISELIN und R. SCHWYZER, Helv. chim. Acta 44, 169 (1961). 
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~-Asparaginyl-~-seryI-nitro-L-arginyl-nitro-~-arginyl-~-alaninbenz~lester-hydrobromid. - In 
eine Losung von I .  1 g des voranstehenden Eenzylesters in 20 ccrn Trifluoressigsaure wird bei 
0" 30 Min. HBr-Gas eingeleitet. Die Trifluoressigsaure wird abdestilliert und durch Zusatz 
von Ather das Produkt in fester Form ausgefallt. Ausbeute 1.2 g (100%). [a]&z = -12.0" 
(c  = 0.5, Dimethylformamid). 

C29H46Nl4012.2.75 HBr.HzO (1023.3) Ber. Br 21.48 0 20.33 Gef. Br 21.46 0 20.72 

tert.-Butyloxycarbonyl- L - leucyl- L - asparaginyl- L-seryl-nitro- L-arginyl-nitro- L-arginyl- L-ah- 
tiinbenzylester. - a) A u s  3 + 3: 1.34 g (3 mMol) tert.-Butyloxycarbonyl-L-leucyl-L-asparaginyl- 
L-serin-hydrazid in 18 ccm Eisessig, 12ccm 2n HCI und 10ccm Wasser werden bei 0-5" 
mit 210 mg NaNOz in 3 ccm Wasser versetzt. Das entstandene Azid wird nach Zugabe von 
NaCl 2mal rnit Essigester extrahiert und nach Neutralwaschen rnit NaHCO3-Losung ufld 
Trocknen iiber Na2S04 rnit einer Losung von Nitro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L-nlaninbenzyl- 
ester (aus 3.3 mMol Hydrobromid rnit Triathylamin) in 30 ccm Dimethylformamid versetzt. 
Nach je 24stdg. Stehenlassen in der Kalte und bei Raumtemperatur wird eingeengt, der 
Riickstand in Butanol/Essigester aufgelost und wie iiblich ausgeschiittelt. Aus Athanoll 
Ather erhalt man 1.8 g (60%) amorphes Pulver. [a]&* = -26.2" (c = 0.5, Dimethylformamid). 

C40H65N15015 (996.0) Ber. C 48.23 H 6.58 N 21.10 Gef. C48.53 H 6.78 N 20.95 

b) A u s  I + 5 :  374 mg (1.5 mMol) tert.-Butyloxycarbon).l-L-/eucin.H2018) in 5 ccmTetra- 
hydrofuran + 0.21 ccm Triathylamin werden bei - 15" mit 0.14 ccm Chlorkohfensiiure- 
athylester und nach 10 M in. mit L-Asparaginyl-L-seryI-nitro-L-arginyl-nifro-L-arginyl-L-alanin- 
benzylester (aus 0.75 mMol Hydrobromid mit Triathylamin) in 3 ccm Dimethylformamid 
vereinigt. Nach 2Ostdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur wird vom Triathylamin-hydro- 
chlorid abgesaugt, i. Vak. abdestilliert, in Essigester/Butanol gelost und wie iiblich gereinigt. 
Aus Athanol/Ather umgefallt, erhalt man 330 mg (46%). [a]Lz = -26.8" (c = 0.5, Dimethyl- 
formamid). 

L-Leucyl- ~-asparaginyl-L-seryI-nitro-~-arginyl-nitro-~-arginyl-~-aianinbenzylester-hydrochlo- 
rid. - 4.96 g des voranstehenden Esters werden 90 Min. mit 25 ccm 4n HCI in Athanol 
geschdttelt. Das auf Zusatz von Ather ausgefallte Produkt ergibt nach mehrmaligem Um- 
fallen aus Athanol/Ather 4.5 g (95%) Substanz, die 1.5 Mol HCI enthalt. [a]&z = -13.3" 
( c  = 1 ,  Dimethylformamid). 

C ~ ~ H ~ ~ N I ~ O I ~ . I . S H C I  (950.6) Ber. C44.22 H 6.20 C1 5.59 Gef. C44.22 H 6.34 C1 5.08 

L-Leucyl- L-asparuginyl- L-seryl-nitro- L-arginyl-nitro- L-arginyl- L-alaninbenzyles t er- trifluorace- 
tat. ~ 236 mg des voranstehenden tert.-Butyloxycarbonyl-hexapeptidbenzylesters werden 
90 Min. rnit 2.1 ccm Trif7uoressigsaure behandelt. Nach Ausfallen mit Ather erhalt man 
0.23 g (91 %). [a]" = -12.0" (c = 0.5, Dimethylformamid). 

C ~ ~ H ~ ~ N I ~ O I ~ . C F ~ C O O H  (1010.0) Ber. F 5.64 Gef. F 5.89 

Na- Curbobenzoxy- N E -  tert. - butyloxycarbonyl- L-lysyl-L-tyrosinmethylester. - 38 g (100 
mMol) N~-CarbobenzoxL.-NE-tert.-butyloxycarbottL.l-L-lysin 20) in 150 ccm Tetrahydrofuran 

20) R. SCHWYZER und W. RITTEL, Helv. chim. Acta 44, 159 (1961). 
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+ 13.8 ccm Triathylamin werden bei - 10" mit 9.5 ccm Chlorkohlensaurearhylesfer und nach 
10 Min. mit L-T.vrosinmerhylesrer (aus 110 mMol Hydrochlorid 21) mit Triathylamin) in 
30 ccrn Dimethylformamid und 50 ccm Tetrahydrofuran vereinigt. Nach 20stdg. Stehenlassen 
bei Raumtemperatur wird vom Triathylamin-hydrochlorid abgesaugt, eingeengt, in Essigester 
aufgenommen und wie ublich gereinigt. Ausbeute 46.9 g (84%) bl. 

N -Carbobenzoxy-NE-terf .-buryloxycarbonyl-L-lysyl-L-ryrosinh~drazid. - 56 g Na-Carbo- 
benzoxy-Ne-terf.-bicryloxycarbonyl-L-lysyl-L-t)~rosinmethylester in 250 ccm Athanol werden 
mit 20 ccm NZH4'HzO I Stde. auf 80" erhitzt und sodann 24 Stdn. bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit Athanol und Ather gewaschen. Aus- 
beute 45.6 g (8 I .5 %). Schmp. 206-2207", nach Umkristallisation aus Dimethylformamid/Was- 
ser 207-208". [a]iz = - 12.9' (c = I ,  Dimethylformamid). 

C28H39N~07 (557.6) Ber. C 60.31 H 7.05 N 12.56 Gef. C 59.77 H 7.05 N 12.77 

Na-Carbobenzoxy- NE-terf .-butyloxycarbonyl- ~-1ysyl- L-ryrosyl- L-leucyl- t-asparaginyl- L-seryl- 
nifro-L-arginyI-nifro-L-argitiyl-L-alaninbenzylester. - Zu einer Losung von 2.36 g (4.2 mMol) 
des voranstehenden Hydrarids in 4 ccm Dimethylformamid + 4 ccm HCI-haltigem Tetra- 
hydrofuran (2.2~1) werden bei -15" 0.51 ccm tert.-Burylnirrit9) gegeben. Nach 10 Min. wird 
rnit 30 ccm kaltem Essigester verdiinnt, mit gesatt. NaHCO3-Losung neutral gewaschen, iiber 
Na2S04 getrocknet und mit r-Leucyl-L-asparaginyl-L-seryl-nitro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L- 
alaninbenzylester (aus 4.2 mMol Hydrochlorid rnit Triathylamin) in 15 ccm Dimethylforma- 
mid vereinigt und mit weiteren I5 ccm Dimethylformamid verdiinnt. Das Reaktionsgemisch 
wird 24 Stdn. bei 5" und 24 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Gallertig ausgefallenes 
Produkt wird abgesaugt und mit Essigester gewaschen: 1 . I  g (I8 %), Schmp. 207-2208". 
[alg = -27.8" ( c  = 0.5, Dimethylformamid). Das Filtrat wird eingeengt, der Riickstand in 
n-Butanol aufgelost, rnit Citronensaure-Losung und gesatt. NaHCO3-Losung ausgeschiittelt 
und eingeengt. Man erhalt nach 2maligem Umkristallisieren aus Dimethylformamid/Wasser 
2.7 g (45 %). Schmp. 198-206". = -25.2" (c = 0.5, Dimethylformamid). 

C ~ ~ H ~ ~ N I ~ O ~ O . ~ H Z O  (1457.5) Ber. C 51.91 H 6.63 N 17.30 HzO 2.47 
Gef. 52.19 6.59 17.86 2.36 

N =- /err. - Bufy/oxycarbony/-L-/ysyl-L-fyrosyl-L-leucyl-L-aspa~aginyI-L-seryl-f.-arginyl-r-argi- 
nyl-L-alanin.2CH3COOH.4 H 2 0 .  - 1.4 g des voranstehenden Benzylesters werden i n  
30 ccm 90-proz. Essigsaure rnit Pd-Mohr bei 35" hydriert. Nach Einengen i. Vak. und Trock- 
nen iiber KOH wird dks Produkt mittels praparativer Elektrophorese (Pheroplan) 10,ll) In 
Pyridiniumacetat-Puffer bei pH 5 gereinigt. Hierbei werden 475 mg (37 %) elektrophoretisch 
einheitliches Produkt erhalten. [3]LZ = -31.6" (c  = 0.5, Wasser). 

C ~ ~ H ~ ~ N I C ~ O I ~ . ~ C H ~ C O O H  . 4 H 2 0  (1299.4) 
Ber. C 48.06 H 7.60 N 17.25 HzO 5.53 COCH3 6.61 
Gef. 48.32 7.69 17.23 5.70 6.25 

Aminosaureanalyse (48 Stdn., Hydrolyse 105"): Lysl.11; Tyro.74; Leul.0"; Asp1.03; Ser0.83; 
Arg1.84; Alal.ol. 

21) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD und J.-P. WALLER, Helv. chim. Acta 
38, 1491 (1955). 
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tert. - Butyloxycarbonyl-L-histidyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-plulaminyI-glycyl-L-threonyl-L-phe - 

nylalanyl- L-threonyl- L-seryl- L-asparaginyl- L-tyrosyl- L-seryl-NL-tert. - butyloxycarbonyl- L-lysyl- 
L - ryrosyl- L-leucyl-L-asparaginyl-L-seryl-L-arginyl-L-arginyl- L- alanin. 2 C H 3 C O O H .  9 H 2 0 .  - 
280 mg (0.2 mMol) tert.-Butyloxycarbonyl-~-histidyl-O-tert.-butyl-~-seryl-~-glutaminyl-glycyl- 
r-threonyl-L-phenylalanyl-L-rhreonyl-L-seryl-~-asparaginyl-~-tyrosyl- ~-serinhydrazid3), in 2 ccm 
Dimethylformamid + 0.5 ccrn Dimethylsulfoxyd gelost,werden bei - 15" mit 0.3 ccm HCI- 
haltigem Tetrahydrofuran (2.2n) und 0.025 ccm tert.-Butylnitrit versetzt und ca. 10 Min. in der 
Kalte geriihrt. Nach Verdiinnen mit 4 ccm Dimethylformamid wird mit Triathylamin neutrali- 
siert, vom Triathylamin-hydrochlorid abgesaugt und rnit einer Losung von 260 mg (0.2 mMol) 
N'- tert. - Butploxycarbonyl- L-lysyl- L-tyrosyl- L-leucyl- L-asparaginy I- L-seryl- L-arginyl- r-arginyl- 
~ - a l a n i n . 2 C H 3 C O O H . 4 H 2 0  in 2.5 ccm Dimethylformamid vereinigt. Nach 24 Stdn. bei 0" 
und 24 Stdn. bei Raumtemperatur wird das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand 
zur Entfernung der Aminokomponente 2-3 Stdn. mit heiDem .Kthanol (ca. 50") geriihrt. Das 
nach Absaugen und Trocknen erhaltene Produkt wird kurze Zeit mit 3 ccm 7.5 m Ammonium- 
acetat-Puffer erwarmt, abgesaugt, auf der Nutsche schnell mit wenig kaltem 0. I rn Ammo- 
niumacetat gewaschen, in Wasser unter Zusatz von einigen Tropfen Essigsaure aufgelost und 
gefriergetrocknet. Ausbeute 262 mg (47.6%). [alg = -38.0" (c = 0.5, 2n Essigsaure). 

C109H169N31035 .2CH,COOH .9  H20 (2756.1) 
Ber. C 49.25 H 7.13 N 15.75 COCH3 3.12 H20 5.89 
Gef. 50.18 7.23 15.37 2.96 5.73 


