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ERICH WUNSCH und ANTON ZWICK 
Zur Synthese des Glucagons, IV 1) 

Darstellung der Sequenz 12- 15 

Aus dem Max-Planck-Institut fur EiweiO- und Lederforschung, 
Abteilung fur Peptidchemie Munchen 

(Eingegangen am 5. Juni 1964) 

Die Synthese von Na-Benzyloxycarbonyl-N*-tert.-butyloxycarbonyl-~-lysy~-~- 
tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsiiure-8-te~.-butylester, einer verknupfungsfahigen 

Glucagon-Teilsequenz 12- 15, wird beschrieben. 

Zur Darstellung eines Peptid-Derivates der Glucagonsequenz 12 - 15 haben wir 
Benzyloxycarbonyl-0-benzyl-tyrosin [ 1 31 2) mit Leucin-methylester [ 141 nach der 
GoLDscHMIDTschen Phosphorazo-Methode mm Benzyloxycarbonyl-dipeptidester 
[ 13- 14a] vereinigt. Der Einsatz von N.O-Bis-benzyloxycarbonyl-tyrosin und Benzyloxy- 
carbonyl-tyrosin-hydrazid als Kopfkomponenten nach der SHEEHANsChen Carbodi- 
imid- bzw. Azidmethode hatte stets zu Produkten gefiihrt, aus denen die reinen Peptid- 
Derivate nur unter grokn Ausbeuteverlusten isolierbar waren. 
Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-tyrosyl-leucin-methylester [13-14a] lie0 sich mit fast 

quantitativer Ausbeute zum entsprechenden Hydrazid [13-14 b] umsetzen, dessen 
Azid-Verkniipfung mit Asparaginsaure-a-athylester-P-tert.-butylester [ 15 a]3) ein Ge- 
misch zweier prtiparativer nicht trennbarer Substanzen lieferte. Der nach alkalischer 
Hydrolyse iitherlosliche und mit Dicyclohexylamin salzbildende Anteil envies sich als 
der gesuchte Benzyloxycarbonyl-0-benzyl-tyrosyl-leucyl-asparaginsaure~-tert.-butyl- 
ester [ 13-1 5 b], der iitherunlosliche als Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-tyrosyl-leucin- 
amid oder Bis-~nzyloxycarbonyl-O-benzyl-tyrosyl-leucyl]-hydrazin vom Schmp. 187 
bis 189". 

Katalytische Hydrogenolyse der Amino- und Phenolhydroxyl-Schutgruppen fiihrte 
zum chromatographisch reinen Tripeptid [13-15c] (Weg A). 

Erfolgreicher war eine Carbodiimid-Synthese von Benzyloxycarbonyl-0-benzyl- 
tyrosyl-leucyl-asparag~siiurear-methylester-P-tert.-bu~lester [ 13- 15 d] aus Benzyloxy- 
carbonyl-0-benzyl-tyrosyl-leucin r13-14~1, das in fast quantitativer Ausbeute durch 
alkalische Verseifung des Acylpeptidesters [13-14a] erhalten werden konnte, und As- 
paraginsaiurediester [ 15 b]. 

Die Methodik besitzt den Vorzug des Einsatzes von Asparaginsiiure-a-methylester- 
@-tert.-butyIester3), der in freiem Zustand rasch zum Diketopiperazin-Derivat cyclisiert, 
durch die Anwesenheit des Acyl-dipeptids [ 13-14c] jedoch wahrend der Reaktionszeit 
geniigend stabilisiert wird (Protonierung). 

1)  111. Mitteil.: E. WUNSCH, G .  WENDLBERGER und J. JENTSCH, Chem. Ber. 97, 3298 [1964]. 

2) E. WUNSCH. G .  FRIES und A. ZWICK, Chem. Ber. 91. 542 [1958]. 
3)  E. WUNSCH und A. ZWICK, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 333, 108 [1963]. 
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Nach hydrogenolytischer Spaltung der Benzyloxycarbonyl- und Benzyliithergruppen 
konnte der Tripeptidester [13-1Se] als Acetat in bester Reinheit und Ausbeute isoliert 
werden (Weg B). 

Der Anbau des Lysins muDte sinnvoll als Na-Benzyloxycarbonyl-Ne-tert.-butyloxy- 
carbonyl-Derivat [12b] vollzogen werden. Diese Verbindung ist erstmals von SCHWY- 
ZER und Mitarb.4) durch Benzyloxycarbonylierng von Nc-BOC-Lysin erhalten und 
fur die Peptidsynthese herangezogen worden. Die Darstellung des gemischt-disubsti- 
tuierten Lysinss) erfolgt jedoch zweckmaDiger durch Umsetzung von Na-Benzyloxy- 
carbonyl-lysin [12a] - nach einem von L. ZERVAS und B. BEZAS~) gegebenen und von 
uns modifizierten Verfahren leicht zugiinglich - mit BOC-kid; wit konnten es als 
DCHA-Salz in kristallisierter Form isolieren. 
Na-Benzyloxycarbonyl-NL-tert.-butyloxycarbonyl-lysin [ 12 b] lief3 sich nach dem 

Alkylkohlensaureanhydrid- bzw. nach dem pNitrophenylester-Verfahren mit dem 
freien Tripeptid [13-15 c] zu identischem Na-Benzyloxycarbonyl-Nc-tert.-butyloxycar- 
bonyl-lysyl-tyrosyl-leucyl-asparagins?iu p-tert .-butylester [ 12-1 5 b] umsetzen (Weg A). 

Gunstigere Resultate konnten jedoch bei der Verknupfung des Tripeptidesters 
[13-15e] nach erstgenannter Methode zum N-geschiitzten Tetrapeptidester [12-15a] 
und anschlieknder hydrolytischer Spaltung der Methylestergruppierung erzielt werden 

Fraulein U. GRUBER und Hertn H. STOCKER danken wir fur ihre ausgezeichnete technische 
(Weg B). 

Mitarbeit. 

BESCHREIBUNG D E R  VERSUCHE 
Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. TOITOLI bestimmt, 

die spezif. Drehwerte im lichtelektrischen Polarimeter der Fa. Carl Zeiss ermittelt (Werte der 
D-Linie berechnet). 

1. Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-L-leucin-methylester [13-14al: Zu einer Phosphor- 
azo-Lasung von 18.2 g (0.1 Mol) Leucin-methylester-HCI [entspr. 141 und 4.36 ccm PCI3 in 
300 ccm Pyridin gibt man 42.5 g (0.1 Mol) 2-0-Benzyl-tyrosin [I31 und erhitzt 4 Stdn. auf 
dem Wasserbad. Nach Abkuhlen und Abdestillieren des Liisungmittels i. Vak. wird der ver- 
bleibende Ruckstand zwischen warmem Essigester und Wasser verteilt, die abgetrennte 
organische Phase wie ublich gewaschen, getrocknet und i. Vak. eingeengt. Auf Zugabe von 
k h e r  tritt Kristallisation ein. Aus Essigester/hher Nadeln vom Schmp. 132.5- 133O, [a]g: 
- 14.8 f 0.5" bzw. [a]::,: - 17.6" (c = 2, in Methanol). Ausb. 42.6 g (80% d. Th.). 

C31HsN206 (532.6) Ber. C 69.90 H 6.81 N 5.26 Gef. C 70.08 H 6.77 N 5.27 

2. Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-~-tyrosyl-~-leucin-hydrasid[13-14bl: 37.8 g (71 mMol) Z-O- 
Benryl-tyrosyl-leuci-methylester [I 3-14aI in 500 ccm Methanol werden mit 10.4 c a n  (234 
mMol) 100-proz. Hydrazinhydrat versetzt, das Gemisch 1 Stde. auf dem Wasserbad erwHnnt 
und 12 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Der gebildete Niederschlag wird abfiltriert 
und sorgfiiltig mit Methanol gewaschen, Schmp. 191--193", Ausb. 36.3 g (96% d. Th.). 

C3oH=N4O5 (532.6) Ber. C 67.65 H 6.81 N 10.52 Gef. C 68.04 H 6.82 N 10.33 

4) R. SCHWYZER und W. RITTEL. Helv. chim. Acta 44, 159 [196l]. 
5) Das Lysin-Derivat wurde auf gleichem Wege und unabhHngig von uns inzwischen von 

6) J. Amer. chem. Soc. 83.719 [196l]; vgl. E. WUNSCH, Collect. czechoslov. chem. Commun. 
K. STURM, R. GEIGER und W. SIEDEL, Chem. Ber. 96, 609 [1963] beschrieben. 

24. 112 [1959]. 
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3. Benzyloxycarbonyl-0-b~zyl-L-tyrosyl-L-leucin [13-14cl: 92.2 g ( I  73 mMol) Z-Dipeptid- 
csrer [13-14a] in 200 ccm Dioxan werden rnit 175 ccm n NaOH innerhalb von 30 Min. bei 
Raumtemperatur verseift und wie iiblich aufgearbeitet. Aus der i. Vak. eingeengten Essigester- 
h u n g  fallt das Peptid auf Zugabe von Petrolather aus. Aus Essigesterlkher Schmp. 133.5 
bis 135", [a]',": -9.0 f 0.5" bzw. [a]$: - 10.5" (c = 2, in Methanol). Ausb. 87.0 g (97 % d. Th.). 

C30H34N206 (518.6) Ber. C 69.48 H 6.61 N 5.40 Gef. C 69.67 H 6.57 N 5.59 

4. Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-t-ryrosyl-L-leucyl-L-asparaginsaure-~-terf.-butylester 

a) Benzyloxycarbonyl-0-benzyl- L-tyrosyl- L - leucyl- L - asparaginsaure- a - athylester -8- tert.- 
butylester [13-I5a]: 53.2 g (0.1 Mol) Z-0-Benzyl-tyrosyl-leucin-hydrazid [13-14b] in Essig- 
siiure und 150 ccm 2 n  HCl werden bei 0" mit 7.6 g Natriumnirrit in wenig Wasser umgesetzt. 
Das ausgefallene Azid nimmt man in Essigester auf, wascht unter Eiskiihlung mit Kalium- 
hydrogencarbonat-Lbsung neutral, trocknet kurz iiber Natriumsulfat und vereinigt rnit der 
Liisungvon 39.8 g (0.1 Mol) Asparaginsaure-a-athyhylester-~-tert.-butylester-tosylaf und 13.8 ccm 
Triiithylamin in Chloroform. Nach 24 Stdn. bei 0" und 24 Stdn. bei Raumtemperatur wird wie 
iiblich aufgearbeitet (Waschen rnit Citronensaure- und Kaliumhydrogencarbonat-Usung, 
Wasser und Natriumchloridlosung, Trocknen iiber Natriumsulfat und Eindampfen i. Vak.). 
Aus der erhaltenen Essigesterliisung kristallisieren auf Zusatz von Petrolather farblose Nadeln, 
Schmp. 130- 136". Ausb. 56.9 g (Rohprodukt, das sich auch durch Umkristallisieren nicht 
reinigen IaDt ; es wird zum Benzyloxycarbonyl-tripeptid weiter verseift). 

b) Benzyloxycarbunyl-O-benzyl-L-tyrosyl-~-leucyl-L-asparaginsaure-~-tert.-butylester-Dicy- 
clohexylammoniumsalr 113-15 b-DCHA-Salzl: 56.9 g roher Z-Tripepridester [13-15a] (her- 
gestellt unter 4.a) in 300ccm Dioxan und 50ccm Wasser werden mit n NaOH (unter Kontrolle 
des Laugenverbrauchs rnit Thymolphthalin als Indikator) verseift. Nach Entfernen des Losungs- 
mittels i. Vak. wird angesauert, das ausfallende dl in Essigester aufgenommen, die Essigester- 
extrakte wie iiblich gewaschen, getrocknet und i. Vak. eingedampft. Der erhaltene Riickstand 
wird 3 ma1 mit heikm k h e r  extrahiert, die Ausziige nach Abkiihlen mit Dicyclohexylamin 
versetzt. Die entstandene Fallung wird abfiltriert und aus Essigester umkristallisiert. Schmp. 
175- 177". Ausb. 40.8 g (47 % d. Th., bez. auf Asparaginsiure-a-Bthylester-P-tert.-butylester- 
tosylat). 

[13-15b] 

C~oH70N409 (871.1) Ber. C 68.64 H 8.10 N 6.43 Gef. C 68.67 H 7.79 N 6.44 

Als atherunloslich werden 11.85 g einer Substanz Schmp. 187 - 189" (Z-O-Benzyl-tyrosyl- 
leucinamid?) isoliert. 

c) Benzyloxycarbonyl- 0 - benzyl- L - tyrosyl- L - leucyl- L - asparaginsaure- p-  tert. - butylester 
/13-156/: 75.0 g (86 mMol) Z-Tripeptid-Dicyclohexylammoniumsalz werden, in Essigester 
suspendiert, mit etwas mehr als der berechneten Menge wlDr. Citronensuurelosung bis zur 
Losung geschiittelt. Die abgetrennte Essigesterphase wird mit wenig Wasser und Natrium- 
chloridliisung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Aus Essig- 
esteilPetrolather Schmp. 78". Ausb. 58.7 g (99 % d. Th. bzw. 46.5 %. bez. auf eingesetztes 
Asparaginsaure-a-Bthylester-B-tert.-butylester-tosylat). 

C38H47N309 (689.8) Ber. C 66.16 H 6.87 N 6.09 Gef. C 66.02 H 6.72 N 6.33 

5. Benzyloxycarboriyl-O-benzyl-L-tyrosyl-~-leuc.vl- L - asparaginsaure - a - methylester-B - tert.- 
butylester /13-15dl: 65.0 g (125 mMol) Z-0-Benzyl-tyrosyl-leucin [13-14c] in 700 ccm Aceto- 
nitril werden bei - 10" rnit 17.4 ccm Triathylamin und 30.5 g (130 mMol) Asparaginsuure- 
a-methylester-8-tert.-butylester-hydrochlorid zur LBsung geriihrt und danach mit 26.8 g 
Dicyclohexylcarbodiimid umgesetzt. Der Ansatz wird 4 Stdn. bei - 10" geriihrt und 12 Stdn. 
bei 0" stehengelassen. Das Filtrat wird i. Vak. eingedampft, der Riickstand zwischen Wasser 
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und Essigesterlkher verteilt. Die abgetrennte organische Phase wascht man rnit Citronen- 
siurelbsung, 0. I n NH3 und Wasser, trocknet iiber Natriumsulfat und engt i. Vak. weitgehend 
ein. Beim Behandeln des Riickstandes mit absol. Ather tritt Kristallisation ein. Aus Essigesterl 
Ather Nadeln, Schmp. 128-1129". [a l l :  -117.4 0.5" bzw. [a]&: -20.9' (c = 1.7, in 
Methanol). RP 0.71 (n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Pyridin 3 : 1 : I ) ,  Ausb. 71.5 g (81 % d. Th.). 

C ~ Q H ~ ~ N ~ O Q  (703.8) Ber. C 66.55 H 7.02 N 5.97 Gef. C 66.83 H 6.84 N 6.07 

6. L-Tyrosyl-~-leucyl-L-asparaginsaure-a-merhylester-~-tert.-butylester-acetaf [13-15e-Ace- 
rat]: 46.0 g (64 mMol) 2-Tripeptidester [13-15d] in Methanol werden in Gegenwart von 
Palladiumschwarz und Essigsaure 10 Stdn. hydriert. In dem i. Vak. eingeengten Filtrat leitet 
Atherzusatz Kristallisation ein. Aus MethanollAther Nadeln vom Schmp. 152- 154", [a]&O: 

- 19.7 f 0.5" bzw. -23.5' (c = 1.6, in Methanol). RP 0.69 (Pyridin/Wasser 65 : 35). 
Ausb. 31.1 g (-90% d. Th.). 
C ~ ~ H ~ ~ N ~ O ~ . C Z H ~ O Z  (539.6) Ber. C 57.87 H 7.66 N 7.79 Gef. C 58.14 H 7.40 N 7.79 

7. L-Tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsaure-~-tert.-butylester [13-15 c]: 59.0 g 2-Tripeptid [ 13- 
15 b] (hergestellt unter 4.) in Methanol werden in Gegenwart von Palladiumschwarz und Essig- 
siiure 22 Stdn. hydriert und wie iiblich aufgearbeitet. (Die hydrogenolytische Entfernung der 
0-Benzyllther-Gruppe wird nach Ende der COz-Entwicklung diinnschicht-chromatographisch 
verfolgt.) Aus der i. Vak. eingeengten Lbsung fellt das Tripeptid auf Zugabe von Diisopropyl- 
ether als amorphes Pulver. RF 0.88 (Lutidin/Collidin 3 : 1). Ausb. 39.5 g (97 % d. Th.). 

C2,H3sN307.1/2H20 (474.6) Ber. C 58.21 H 7.64 N 8.85 Gef. C 58.34 H 7.64 N 8.72 

8. Na-Benzyloxycarbonyl-Nc-rert.-butyloxycarbonyl-t-lysin-Dicyclohexylammoniumsa[z 
a) Na-Benzyloxycarbonyl-L-lysin [12aJ: 175.7 g (0.75 Mol) Nc-Benzyliden-lysin in 375 ccm 

2n NaOH und 375 ccm Tetrahydrofuran werden bei ca. 0" unter Riihren gelbst, auf -3 bis-5" 
gekuhlt und mit 127.50 g Chlorameisensuure-benzylesrer und 375 ccm 2n NaOH bei pH 8.8 
acyliert. (Die Reaktionstemperatur sol1 dabei 0" nicht iibersteigen.) Nach beendeter Zugabe 
wird 10 Min. bei -3", dann weitere 10 Min. bei Raumtemperatur nachgeriihrt. Nach Zugabe 
von 150 ccm eiskalter 10n HCI erhitzt man 5 Min. auf 50°, destilliert anschlieI3end Tetrahydro- 
furan i. Vak. ab und extrahiert die verbleibende Lbsung 2mal mit Ather. Danach wird rnit 
2 n  NaOH auf pH 6.2 gestellt, nach kurzem Aufbewahren im Kiihlschrank die filtrierte Lasung 
i. Vak. auf ca. 100 ccrn eingeengt und im Kiihlschrank aufbewahrt. Die entstandene Flllung 
wird abfiltriert und iiber P20~ getrocknet, [a]b: -13.7 f 0.5" bzw. [a]?,: -16.1" (c = 2, in 
0.2n HCl), RF 0.71 (Pyridin/Wasser 80 : 20) [Nc-BenzyloxycarbonyI-lysin RF 0.811. Ausb. 
101.5 g (ca. 48.5% d. Th.). 

b) Na- Benzyloxycarbonyl- NL- tert. - butyloxycarbonyl- L - lysin - Dicyclohexylammoniumsalz 
[12b-DCHA-Salz]: Eine Lbsung von 56 g Na-Z-Lysin [12a] in 200 ccm Dioxan und 100 ccm 
2n NaOH werden mit 32 g (ca. 0.22 Mol) tert.-Butyloxycarbonyl-arid und 1 g Magnesiumoxyd 
versetzt und 24 Stdn. bei 45' geriihrt. Das i. Vak. eingeengte Filtrat sILuert man mit Citronen- 
slurelbsung an, nimmt das ausgefallene 6 1  in Essigester auf, wlscht die Essigesterphase rnit 
wenig Wasser. trocknet iiber Natriumsulfat und dampft i. Vak. ein. Der in absol. k h e r  auf- 
genommene Riickstand wird mit 36.2 ccm Dicyclohexylamin in Ather versetzt, der gebildete 
Niederschlag abfiltriert und aus Athanol/Wasser umkristallisiert, Schmp. 156- 157", [alb: 
+7.82 f 1" bzw. [a]&: +9.0° (c = 1, in khanol), Ausb. 99.5 g (88.5% d. Th.). 

C31H~1N306 (561.7) Ber. C 66.28 H 9.15 N 7.48 Gef. C 66.07 H 9.07 N 7.76 

9. Na-Benzyloxycarbonyl-Nc-terf.-butyloxycarbonyl-~-lysin-p-nitrophenylester [ldcl: 59.0g 
(0.105 Mol) Z-Nc-terr.-Butyloxycarbonyl-lysin-Dicyclohexylammoniu~alz (hergestellt unter 
8. b) werden zwischen Ather und wiiI3r. Citronenslurelbsung verteilt, die abgetrennte Ather- 
phase wie iiblich gewaschen, getrocknet und i. Vak. eingeengt. 40.5 g des so erhaltenen 01s in 
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I50 ccrn absol. Pyridin werden mit 37.3 g Bis-[p-nitro-phenyll-sulfir versetzt und 16 Stdn. bei 
25" geruhrt. AnschlieRend wird Pyridin i. Vak. abdestilliert, der verbleibende Ruckstand in 
Methylenchlorid aufgenommen und die Usung unter Eiskuhlung wie ublich mit Citronen- 
saure-, mit 0.5 m Kaliumcarbonat- und 0.5 m Kaliumhydrogencarbonat-Lasung (1 : 1) und 
Wasser gewaschen, getrocknet und i. Vak. eingedampft. Der Ruckstand kristallisiert aus 
AcetonlAther, Schmp. 93.5 -94.5' nach Umkristallisieren aus dem gleichen Lasungmittel- 
gemisch (Lit.: Schmp. 88-91'4) bzw. 88-90"7)). Ausb. 44.2 g (ca. 84% d. Th.). 

C ~ S H ~ ~ N ~ O ~  (501.5) Ber. C 59.87 H 6.23 N 8.38 Gef. C 59.80 H 6.36 N 8.47 

10. Na-Benzyluxycarbonyl-Nc-tert.-butyloxycarbonyl-~-lysyl-L-tyrosyl-~-leucyl-L-asparagin- 
saure-B-tert.-butylester [ 12-15 b] 

a) Aus Na-BenzyloxycarbonyI-NC-tert.-butyloxycarbonyI-lysin [ 1261 und Tripeptid [13-15 c]: 
27.4 g Z-Nr-tert.-ButyIoxycarbunyl-lysin (hergestellt wie unter 9. beschrieben) und 10 ccm 
TriPthylamin in 250 ccm Tetrahydrofuran werden mit 6.85 ccm Chlorameisensaure-iithylester 
(je 72 mMol) bei - 10" umgesetzt. Nach 10 Min. tropft man eine Lasung von 33.5 g (72 mMol) 
Tyrosyl-leucyl-asparagins~ure-~-tert.-butylester [ 13-1 5c) und 10 ccm TriiIthylamin in 600 ccm 
Tetrahydrofuran und wenig Dimethylformamid bei - IO"zu, riihrt 1 Stde. bei - I0"und 2 Stdn. 
bis Erreichen von Raumtemperatur. Der nach Eindampfen i. Vak. erhaltene Ruckstand wird 
zwischen Essigester und Wasser verteilt, die abgetrennte Essigesterphase wie ublich gewaschen, 
uber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Das verbleibende 61 nimmt man in 
wenig Essigester auf und kRt in Ather einRieRen. Auf Zugabe von Petrolather erfolgt amorphe 
Fallung, Schmp. 132--137", [a]?: -25.4 f 0.5" bzw. [a]:,: -30.9' (c = 2, in Methanol). 
Ausb. 32.2 g (54% d. Th.). 

C42H61N5012 (827.9) Ber. C 60.92 H 7.43 N 8.46 Gef. C 60.54 H 7.47 N 8.59 

b) Aus Na- Benzyloxycarbonyl-Ne-tert.-butyloxycarbonyl-lysin-p-nitrophenylester [ 12cI und 
Tripeptid [I3-I5c]: 4.65 g (10 mMol) Tyrosyl-leucyl-asparaginsaure-B-tert.-butylester [ I  3-1 5c] 
in 60 ccm Dioxan und 20 ccm n NaOH werden mit 5.0 g (10 mMol) Z-NC-BOC-Lysin-p- 
nitrophenylester versetzt und 6 Stdn. geruhrt, wobei mit n NaOH p H  10.6 eingehalten wird. 
Das Dioxan wird i. Vak. weitgehend abdestilliert, die Restlasung mit Citronensiture ange- 
sauert und die entstandene FPllung in Essigester aufgenommen. Nach Saurefreiwaschen und 
Trocknen uber Natriumsulfat wird i. Vak. eingedampft. Der erhaltene Ruckstand wird mit 
k h e r  unter RuckfluR digeriert und schlieRlich aus Essigester/hher umgefPllt, Schmp. 130 bis 
136", [a]l,o: - 25.5 -k 0.5" bzw. [a]&: -31.0" (c = 2, in Methanol), Ausb. 4.8 g (70% d. Th.). 

c) Aus Na-BenzyloxycarbonyI-Nf-tert.-butyloxycarbonyl-lysin /12bl und Tripeptid-methyl- 
ester [13-15ei 

a) Na-Benzyloxycarbonyl-N'- tert.- butyloxycarbonyl- L- lysyl- L- tyrosyl-L-leucyl- asparagin- 
saure-u-methylester-B-tert.-butylester [12-15 a]: 25.4 g (67 mMol) Z-Nc-BOC-Lysin (herge- 
stellt wie unter 9. beschrieben) und 9.3 ccm Trilthylamin in 250 ccm Tetrahydrofuran werden 
mit 6.4 ccm Chlurameisensaure-athylester bei - 10" wie ublich umgesetzt und 32.2 g (67 mMol) 
Tyrosyl-leucyl-asparaginsaure-a-methylester-~-tert.-butylester-acetat (hergestellt wie unter 6.) 
in 100 ccm Tetrahydrofuran/Dimethylformamid ( I  : 1) unter Riihren bei - 10" zugegeben. Nach 
3 Stdn. Ruhren bei - 10" und 5 Stdn. bei Raumtemperatur dampft man i. Vak. ein und verteilt 
den Ruckstand zwischen Essigester und Wasser. Die abgetrennte Essigesterphase wird wie 
ublich gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt, wobei Kristallisation 
eintritt. Aus wenig Essigester Schmp. 188-189", [a]?: -31.6 f I" bzw. [a]$: -37.9" (c = 
1.4, in Methanol), Ausb. 34.0 g (1. Frakt.). 

C43H63N~012 (842.0) Ber. C 61.34 H 7.54 N 8.32 Gef. C 61.57 H 7.42 N 8.57 

7) E. WUNSCH, H . 4 .  HEIDRICH und W. GRASSMANN, Chem. Ber. 97, 1818 [1964]. 
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Aus der Mutterlauge wird beim Aufarbeiten eine 2. Frakt. erhalten, Schmp. 175- 177", der 
sich durch Umkristallisieren nicht steigern lien. Ausb. 14.3 g (2. Frakt.). (Die Fraktionen 
werden getrennt verseift.) 

p) Na- Benzyloxycarbonyl- NL-tert.-butyloxycarbonyl-r-lysyl- L-tyrosyl-L-leucyl- L - asparagin- 
saure-B-tert.-butylester [12-15 bl 

1) 34.0 g (38.4 mMol) Benzyloxycarbonyl-tetrapeptid-methylester (1. Frakt., hergestellt wie 
unter I0.c.a)) in 100 ccm Dioxan werden bei Raumtemperatur mit 81 ccrn n NaOH uber 
1 Stde. verseih. Unter Eiskuhlung und Riihren neutralisiert man mit 81 ccm eiskalter n HCI, 
zieht Dioxan i. Vak. ab und nimmt das abgeschiedene 61 in Essigester auf. Nach Waschen mit 
Wasser und Trocknen uber Natriumsulfat wird i. Vak. eingedampft, wobei Ktistallisation 
eintritt. Aus Essigester Nadeln vom Schmp. 142- 144" (Zen.). [a]?: -25.7 f 0.5" bzw. [a]z6: 
-31.5" (c = 2, in Methanol), Ausb. 32.55 g. 

2) 14.3 g Benzyloxycarbonyl-tetrapeptid-methylester (2. Frakt., hergestellt wie unter 1O.c, z)) 
werden, wie oben unter 1) beschrieben, rnit 34.2 ccrn n NaOH verseift und aufgearbeitet. Die 
erhaltene Essigesterltkung versetzt man mit 3.42 ccm Dicyclohexylumin, filtriert nach kurzem 
Stehenlassen im Kuhlschrank den gebildeten Niederschlag ab und wiischt. mit eiskaltem Essig- 
ester. Nach Trocknen i. Vak. uber Phosphorpentoxyd, Schmp. 192- 194". Ausb. 14.82 g. 

C54H84N6012 (1009.3) Ber. C 64.26 H 8.39 N 8.33 Gef. C 64.24 H 8.37 N 8.50 

14.8 g des Dicyclohexylammoniumalzes werden in Essigester suspendiert und rnit eiskaltcr 
Citronensuurelirsung geschuttelt, bis klare Phasen entstehen. Die abgetrennte Essigester-Phase 
wird rnit Wasser und Natriumchloridl6sung gewaschen. uber Natriumsulfat getrocknet und 
i. Vak. eingedampft. Aus Essigester Nadeln vom Schmp. 142- 144O(Zers.), [c#: -25.6 f 0.5' 
bzw. [a]$: -31.4" (c = 3, in Methanol), Ausb. 11.7 g. 

Gesamtausb. 44.25 g (ca. 80% d. Th., bez. auf eingesetzten Tripeptidester [13-15e]) uber 
beide Stufen. 

C4zHalNsOlz (827.9) Ber. C 60.92 H 7.43 N 8.46 Gef. C 60.89 H 7.21 N 8.31 

Chcmische Berichte lahrg. 97 21 3 




