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EriCH WUNsCH, FriTz DREES und JOACHIM JENTSCH

Zur Synthese des Glucagons, VIID

Darstellung der Sequenz 24—29

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

(Eingegangen am 2. September 1964)

Die Synthese von Trifluoracetyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L-leucyl-L-methionyl-
L-asparaginyl-O-tert.-butyl-L-threonin-tert.-butylester, der amino- und carb-
oxyl-geschiitzten Glucagonsequenz 24 —29, wird beschrieben.

Kernstiick der Synthese des im Glucagonmolekiil carboxylendstindigen Hexa-
peptids hatte eine zweckmiBige Darstellungsweise fiir ein carboxyl-geschiitztes
Methionyl-asparaginyl-threonin zu sein.

H. C. BEYERMAN und J. S. BONTEKOE 2) beschrieben vor kurzem die Synthese dieses
Tripeptids als tert.-Butyldther bzw. tert.-Butylester durch Hydrazinolyse des ent-
sprechenden Phthalyl-Derivats, Eine Nacharbeitung dieser Vorschrift erbrachte bei
der Stufe des O-tert.-Butyl-threonin-tert.-butylesters abweichende Ergebnisse.

Wir haben daraufhin die Bildung von Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-threonin-
tert.-butylester [29b] studiert und gefunden, daB nach ca. 5Stigiger Reaktionszeit eine
etwa 99-proz. Umsetzung von Benzyloxycarbonyl-threonin [29a] mit Isobuten zu
[29b] erzielt werden kann. Der Rest von etwa 1% verteilt sich auf zwei Begleit-
produkte, die wir aufgrund ihres chromatographischen Verhaltens als die Benzyloxy-
carbonyl-Derivate von O-tert.-Butyl-threouin bzw. Threonin-tert.-butylester ansehen.

Da auch eine lingere Reaktionszeit an dem prozentualen Verhiltnis der Reak-
tionsprodukte nichts inderte, miissen wir annehmen, daB ein Gleichgewicht zwischen
protonen-katalysierter Kondensation und Solvolyse besteht.

Nach hydrogenolytischer Abspaltung des Benzyloxycarbonyl-Restes wurde
O-tert.-Butyl-threonin-tert.-butylester [29¢] als Ol erhalten. Da auch dessen Hydro-
chlorid, Tosylat bzw. Acetat nur als Ole anfielen, blieb die Reindarstellung des
Threonin-Derivats vakant®, bis wir in Arylsulfimiden geeignete Salzbildner auf-
fanden.

O-tert.-Butyl-threonin-tert.-butylester-dibenzolsulfimidsalz lieB sich mit Benzyl-
oxycarbonyl-asparagin-[ p-nitro-phenylester] [28b}4 in Pyridin in Gegenwart von
1 Aquiv. Tridthylamin mit 902, Ausb. zum Benzyloxycarbonyl-dipeptidester[28-29a]

1) V1. Mitteil.: E. WUNscH, Chem. Ber. 98, 797 [1965], vorstehend.

2) Recueil Trav. chim. Pays-Bas 81, 699 [1962].

3) Die von H. C. BEYERMAN und J. S. BoNTEKOE (Recueil Trav. chim. Pays-Bas 81, 691
[1962]) zur Charakterisierung des Esters beschriebene Pikratbildung ist fiir praparative
Ansitze nicht verwertbar.

4) M. BopaNszky und V. pu VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 81, 5688 [1959].
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umsetzen; folgende hydrogenolytische Entfernung der Aminoschutzgruppe ergab
quantitativ kristallisierten Asparaginyl-O-tert.-butyl-threonin-tert.-butylester [28-29b].

Im Gegensatz zu BEYERMAN und BoONTEKOE 2 haben wir zunidchst den Dipeptid-
ester [28-29b] mit Trifluoracetyl-methionin-azid zum Trifluoracetyl-methionyl-
asparaginyl-O-tert.- butyl-threonin-tert.-butylester [27-29¢] verkniipft. Das Azid
wurde aus Trifluoracetyl-methionin [27b] und BOC-Hydrazid nach Abspaltung der
BOC-Gruppe vom Diacylhydrazid [27¢] mit Halogenwasserstoff und iiblicher Um-
setzung des Trifluoracetyl-hydrazids [27 d] hergestellt.

Erfolgreicher gestaltete sich jedoch die Synthese von [1-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-
methionyl-asparaginyl-O-tert.-butyl-threonin-tert.-butylester [27-29a] mit Hilfe des
erstmals von E. DANE und Mitarbb.5) beschriebenen Kondensationsproduktes
[27a] von Methionin-kalium und Benzoylaceton nach dem Alkylkohlensiure-
anhydrid-Verfahren (nach den Ergebnissen der Autoren handelt es sich hierbei nicht
um eine Schiffsche Base, sondern um ein Vinyl-amin-Derivat)6),

Das kristallisiert in 80-proz. Ausbeute anfallende, geschiitzte Tripeptid [27-29a]
lieB sich mit 70-proz. Essigsdure bei 40° unter Abspaltung von Benzoylaceton in
chromatographisch reinen Methionyl-asparaginyl-O-tert.-butyl-threonin-tert.-butyl-
ester {27-29 b] iiberfilhren.

Zur Synthese des zweiten Tripeptidbruchstiicks mit der Sequenz 24 —26 wurde
Benzyloxycarbonyl-tryptophyl-leucin-BOC-hydrazid [25-26¢] auf zwei Wegen mit
identischer optischer Reinheit hergestellt. Benzyloxycarbonyl-tryptophan [25a] und
Leucin-methylester [26d] lieBen sich nach dem Carbodiimid-Verfahren zum Acyl-
dipeptidester [25-26a] vereinigen; das daraus nach alkalischer Verseifung erhaltene
Benzyloxycarbonyl-tryptophyl-leucin {25-26b] konnte auf analogem Wege mit
BOC-Hydrazid zum Acyldipeptid-BOC-hydrazid [25-26c] umgesetzt werden. Er-
folgreicher jedoch verlief die Darstellung von [25-26c¢] aus Benzyloxycarbonyl-
tryptophan-p-nitrophenylester [25b]7’ und Leucin-BOC-hydrazid [26¢]. Letzteres war
mit guter Ausbeute aus Phthalyl-leucin [26 a] {iber das Phthalyl-leucin-BOC-hydrazid
[26 b]zuginglich. Ubliche hydrogenolytische Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Schutz-
gruppe fithrte zum Tryptophyl-leucin-BOC-hydrazid [25-26d], das nach der SHEEHAN-
Methode mit Trifluoracetyl-glutamin [24] zum Trifluoracetyl-tripeptid-BOC-hydrazid
[24-26a] verkniipft werden konnte. Trifluoressigsdure-Solvolyse von [24-26a] ergab
Trifluoracetyl-glutaminyl-tryptophyl-leucin-hydrazid [24-26b] in iiber 80-proz.
Ausbeute.

Schliefllich konnte Trifluoracetyl-glutaminyl-tryptophyl-leucyl-methionyl-aspara-
ginyl-O-tert.-butyl-threonin-tert.-butylester [24-29] durch Azidverkniipfung der
beiden Tripeptid-Bruchstiicke [24-26b] und {27-29b] gewonnen werden.

Friulein B. BouscHKA, Friaulein B. ScHerRerR und Herrn A.UHLEMAYR danken wir fiir
ihre ausgezeichnete technische Mitarbeit.

5) E. DaNg, F. Drees, P. KoNRAD und T. DockNER, Angew. Chem. 74, 873 [1962]; Angew.
Chem. internat. Edit. 1, 658 [1962].

6) Frau Prof. Dr. E. DaNg danken wir fiir wichtige Hinweise.
7 M. WiLcHeK und A. PATCHORNIK, J. org. Chemistry 28, 1874 [1963].
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Zur Synthese des Glucagons (VII.)
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Unter experimenteller Mitarbeit von Herrn A. VorLk, Farbwerke Hoechst AG,
Pharma-Forschung, Arbeitsgruppe Prof. Dr. W. SIEDEL

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. ToTToLi bestimmt
und die spez. Drehwerte im lichtelektrischen Polarimeter der Fa. Carl Zeiss ermittelt (Werte
der D-Linie berechnet).

1. Phthalyl-L-leucin [26a]: 131.2 g Leucin und 150 g PhthalsGureanhydrid werden, gut ver-
mischt, am Olbad auf 150° erhitzt. Die erkaltete Masse behandelt man mit Ather unter
RiickfluB, wobei weitgehende Losung erfolgt, filtriert vom unumgesetzten Leucin ab und fallt
das Phthalylderivat mit Petrolither. Aus Ather/Petrolither Schmp. 120.5—121°, [«]?°:
—23.33 4+ 0.5° bzw. [2]*® : —27.40° (¢ = 5, in Athanol). Ausb. 192.2 g (73.5%).

546°

2. Phthalyl-L-leucin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid [26b]: Eine LOsung von 190.7g
Phthalyl-leucin in 1.5 Tetrahydrofuran wird bei —10° mit 101.5 ccm Tridthylamin versetzt
und anschlieBend werden 70 ccm Chlorameisenséiiure-dthylester zugetropft. Man hilt 15 Min.
bei —10° unter Riihren und gibt schlieBlich 104 g BOC-Hydrazid in 250 ccm Tetrahydro-
furan zu. Es wird 2 Stdn. bei —10° und | Stde. bei Raumtemperatur geriihrt, nach Entfernen
des Losungsmittels i. Vak. der Riickstand zwischen Ather und Wasser verteilt, die abgetrennte
Atherphase wie iiblich mit Citronensdure-, Kaliumhydrogencarbonatlésung und natrium-
chloridhaltigem Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft.
Der Riickstand kristallisiert aus Ather/Petroldther mit Schmp. 138 —138.5°;{«]2°: — 14.34 +.0.5°
bzw. [2])2° : —16.76° (c = 5, in Methanol). Ausb. 180.1 g (76.4%,).

546°

C19H2sN;305 (375.4) Ber. C60.79 H6.71 N 11.19 Gef. C60.91 H 6.87 N 11.08

3. L-Leucin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid [26c]: 155 g Phthalyl-leucin-tert.-butyloxycar-
bonylhydrazid in 700 ccm Methanol werden mit 21 g Hydrazinhydrat 20 Stdn. bei Raum-
temperatur stehengelassen. Abgeschiedenes Phthalhydrazid wird abgesaugt, das Filtrat
i. Vak. eingedampft, der Riickstand in Essigester aufgenommen und vorsichtig mit Petrol-
ather gefallt: Schmp. 114 —116°; [a}3: +21.544-0.5° bzw. [a]¥: +25.52° (c = 2.2, in Me-
thanol). Ausb. 97.8 g (95.4%). .

C11H23N30; (245.3) Ber. € 53.85 H9.45 N 17.12 Gef. C53.70 H9.61 N 17.21

4. Benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-leucin-methylester [25-26a]: 36.3 g Leucin-methyl-
ester-hydrochlorid [26d-HCI] in 150 ccm Dimethylformamid werden bei —10° mit 27.8 ccm
Tridthylamin versetzt; nach 5 Min. saugt man ausgefallenes Tridthylaminhydrochlorid
ab und vereinigt das Filtrat mit 67.6 g Benzyloxycarbonyl-tryptophan [25a] in 100 ccm Di-
methylformamid. Unter Riihren wird bei —15° eine Ldsung von 44 g Dicyclohexylcarbo-
diimid in 100 ccm Acetonitril zugesetzt, 1 Stde. bei —10° nachgeriihrt und nach 12stdg.
Stehenlassen im Kiihischrank ausgefallener Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Die Essigester-
losung des nach Eindampfen des Filtrats i. Vak. erhaltenen Ols wird wie iiblich mit verd.
Citronensiure-, Natriumhydrogencarbonatlssung und Wasser gewaschen, iiber Natrium-
sulfat getrocknet und schlieBlich i. Vak. zur Trockne gebracht. Der 6lige Riickstand, geldst in
100ccm Athanol, erstarrt auf Zusatz von 500 ccm Wasser zu einer halbfesten Masse. Sie wird
nach Trocknen i. Vak. iiber P2Os mit 100 ccm Diisopropylither verrieben, erneut getrocknet
und schlieBlich aus Diisopropyldther/Athanol umkristallisiert: Schmp. 113—114°. Ausb.
66.1 g (71%).

Ca6H3N;O5 (465.5) Ber. C67.08 H6.71 N9.03 Gef. C67.16 H 6.89 N 8.99

S. Benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-leucin [25-26b]: 63.6 g Benzyloxycarbonyl-trypto-
phyl-leucin-methylester in 500 ccm Dioxan werden wie iiblich mit 120 ccm n NaOH innerhalb



1965 Zur Synthese des Glucagons (VII.) 807

von 45 Min. verseift und nach Zugabe von 120 ccm n HCl aufgearbeitet. Den Riickstand
nimmt man in 200 ccm n NaHCOj auf, extrahiert die Natriumsalzldsung 2mal mit 50 ccm
Essigester und siuert mit 2n HSO4 an. Farblose Kristalle aus 50-proz. Athanol: Schmp.
144 —146°. Ausb. 45.6 g (74%).

CysH29N305 (451.5) Ber. C66.50 H 6.47 N 9.31 Gef. C66.61 H6.62 N9.44
6. Benzyloxycarbonyl-1-tryptophyl-L-leucin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid [ 25-26 ¢]

a) 11.87 g Benzyloxycarbonyl-tryptophyl-leucin [25-26b]) und 3.50 g BOC-Hydrazid in
50 ccm Acetonitril und 50 ccm Dimazthylformamid werden bei —20° mit 5.5 g Dicyclohexyl-
carbodiimid in 25 ccm Acetonitril versetzt, 1 Stde. bei —20° geriihrt und 12 Stdn. im Kiihl-
schrank stehengelassen. Nach 24 Stdn. bei Raumtemperatur wird vom ausgeschiedenen
Dicyclohexylharnstoff abgesaugt und das Filtrat i. Vak. eingedampft. Die Essigesterlosung
des erhaltenen Ols wird mit verd. Citronensdure-, Natriumhydrogencarbonatldsung und
Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsungsmittel befreit.
Der Riickstand kristallisiert nach Versetzen mit 150 ccm absol. Ather und Stehenlassen im
Kiihlschrank. Aus Essigester farblose Nadeln, Schmp. 121-—123°, Ausb. 8.10g (549%).
(Eine Probe ergibt aus absol. Athano! farblose lange Nadeln vom Schmp. 127 —130°; [«]2:
—39.9 4+ 0.8°, ¢ = 2, in Methanol.)

b) Aus Benzyloxycarbonyl-tryptophan-{ p-nitro-phenylester] [25b] und Leucin-tert.-butyloxy-
carbonylhydrazid [26c]: 2.45g Leucin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid in 25ccm Pyridin
werden bei Raumtemperatur mit einer Lésung von 4.62 g Benzyloxycarbonyl-tryptophan-
[ p-nitro-phenylester]7) in 25 ccm Pyridin versetzt und 24 Stdn. bei Raumtemperatur auf-
bewahrt. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels i. Vak. nimmt man den Riickstand in
Essigester auf, wischt mit verd. Citronensidure-, Natriumhydrogencarbonatlésung und
Wasser und dampft nach Trocknen {iber Natriumsulfat i. Vak. ein. Das erhaltene Ol kri-
stallisiert beim Behandeln mit heiBem Diisopropyldther rasch nach Animpfen, Schmp.
130°; [a)%: —40.0 + 0.8° (¢ = 2, in Methanol). Ausb. 4.65 g (83.3%, bez. auf Leucin-tert.-
butyloxycarbonylhydrazid).

C3yH3NsO¢ (565.6) Ber. C63.70 H 6.95 N 12.38 Gef. C63.58 H7.20 N 12.17

7. L-Tryptophyl-L -leucin-tert.- butyloxycarbonylhydrazid [25-26d]: 17.0 g Benzyloxycar-
bonyl-tryptophyl-leucin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid in 150 ccm Methanol werden wie
iiblich in Gegenwart von Palladiumschwarz hydriert (Vibromischer) und aufgearbeitet. Der
erhaltene Riickstand wird iiber P,Os bei 0.01 Torr getrocknet: amorphes Pulver. Ausb.
12.85 g (fast quantitativ).

8. Trifluoracetyl-L-glutamin [24]: 58.5 g Glutamin in 400 ccm n NaOH und 83 g Trifluor-
thioessigsdure-S-ithylester werden 5 Stdn. bei 25° geriihrt (Ultra-Turrax). Nicht umgesetztes
SCHALLENBERG-CALVIN-Reagenz wird ausgedthert, die widBr. Phase mit 8% ccm 4.52 HCI
angesduert und mit Natriumchlorid gesittigt. Das abgeschiedene Ol wird in Essigester auf-
genommen, die abgetrennte organische Phase mit natriumchloridhaltigem Wasser sdurefrei
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und schlieBlich i. Vak. eingeengt. Auf Zusatz
von Petrolither tritt Kristallisation ein, die im Kiihischrank vervollstindigt wird; farblose
Kristalle, Schmp. 152.5°. Ausb. 73.0 g (72.39%).

C7HgF3N704-1/ H,O (251.2) Ber. C33.47 H4.01 N 11.15 Gef. C33.5 H4.1 N11.2

9. Trifluoracetyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L-leucin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid [ 24-26 a] :
12.77 g Tryptophyl-leucin-BOC-hydrazid (hergestellt unter 7.) in 30ccm Acetonitril wer-
den mit 8.28 g Trifluoracetyl-glutamin in 50 ccm Tetrahydrofuran vereinigt und bei
—20° mit 6.18 g Dicyclohexylcarbodiimid in 20 ccm Acetonitril versetzt. Nach 12 Stdn.
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Stehenlassen bei —3° wird die neben Dicyclohexylharnstoff abgeschiedene dicke Gallerte
mit 150 ccm Dimethylformamid in Lésung gebracht (3 Stdn. Rithren bei Raumtemperatur).
Das Filtrat wird nunmehr i. Vak. konzentriert, nochmals von wenig ausgeschiedenem Harn-
stoff befreit und mit 200 ccm Wasser behandelt. Nach 4 Stdn. bei 0° wird die ausgefallene
Substanz abfiltriert, mit Wasser gewaschen und iiber P,Os bei 0.01 Torr getrocknet. Das
Rohprodukt erwirmt man 30 Min. mit 250 ccm absol. Athanol/Pyridin (4 :1) auf 90°. Nach
mehrstdg. Stehenlassen im Kiihlschrank filtriert man ab, wischt mit Athanol und trocknet
iiber P,O5 bei 0.03 Torr; Schmp. 265° (Zers.); [«]¥: —26.9 4+ 0.8° (¢ = 2, in Dimethylform-
amid). Ausb. 12.45 g (64.29%, bez. auf Tryptophyl-leucin-BOC-hydrazid).

CagH4gF3N707 (655.7) Ber. C53.11 H6.14 N 14.96 Gef. C53.1 H6.6 N 15.1

10. Trifluoracetyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L-leucin-hydrazid [24-26b]: 10.0 g Trifluor-
acetyl-glutaminyl-tryptophyl-leucin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid (hergestellt unter 9.) wer-
den mit 20 ccm Trifluoressigsdure versetzt. Nach erfolgter Lésung und beendeter Gasent-
wicklung (45 Min.) wird Gberschiiss. Trifluoressigsiure i. Vak. entfernt. Beim Verreiben mit
200 ccm absol. Ather wird der Riickstand fest; er wird abfiltriert, mit absol. Ather gewaschen
und iiber P,Os bei 0.1 Torr getrocknet. Nach Verreiben mit Natriumhydrogencarbonat-
16sung, Abfiltrieren, sorgfialtigem Waschen mit Wasser und Trocknen iiber P;Os bei 0.05Torr
Schmp. 249 —252° (Zers.); {x]¥: —23.8 4+ 0.8° (¢ = 2, in Dimethylformamid). Ausb. 7.0 g
(82.5%).

C14H3,F3N;0s (555.6) Ber. C51.89 H 5.80 N 17.69 Gef. C 52.30 H 6.0l N 17.40

11. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-threonin-tert.-butylester [29b]): 100g Benzyloxy-
carbonyl-threonin [29a) in 1000 ccm Dichlormethan werden bei 0° mit 900 ccm trockenem
Isobuten und 10 ccm konz. Schwefelsiure versetzt und verschlossen 5 Tage (unter anfing-
lichem Schiitteln) bei Raumtemperatur aufbewahrt. Danach gie8t man das stark gekiiplte
Gemisch in eiskalte 5-proz. Natriumcarbonatldsung und wischt die abgetrennte Dichlor-
methanphase 2mal mit obiger Carbonatldsung und anschlieBend mit Wasser neutrai. Nach
Eindampfen i. Vak. hinterbleibt ein farbloses )1, das mehrere Tage im Vakuumtrocken-
schrank ilber P,Os getrocknet wird; Rr 0.74 mit n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Pyridin
(5:1:1). (2 Verunreinigungen unter 1% sind vermutlich die beiden Monosubstitutions-
produkte Z-Thr(tBu)-OH und Z-Thr-OtBu.) Ausb. 143 g (99 %).

12. O-tert.-Butvl-L-threonin-tert.-butylester-dibenzolsulfimidsalz [ 29 c-Dibenzolsulfimidsalz ]

a) 50 g Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-threonin-tert.-butylester [29b] in 300 ccm Methanol
werden, wie iblich, in Gegenwart von Palladiumschwarz entacyliert. Nach Entfernen des
Losungsmittels i. Vak. erhdlt man O-tert.-Butyi-threonin-tert.-butylester {29c} als blaBgelbes
Ol; Ry 0.88 mit tert.-Butylalkohol/Athanol/Wasser (1:1:1). Ausb. 31.0 g (98.2%).

b) 30 g des Ols in 50 ccm Ather werden mit einer Losung von 42.2 g Dibenzolsulfimid in
200 ccm Ather vereinigt; es erfolgt alsbald Abscheidung des kristallisierten Salzes. Farblose
Nadeln vom Schmp. 82--83°; Ry 0.49 mit n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Eisessig/Wasser/
Pyridin (25: 50: 6: 24 : 20). Ausb. 57 g (83.1%).

C12H6NO3])C1oH oNO4S, (528.7) Ber. N 5.30 S12.13 Gef. N 5.43 S11.90

13. Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-[p-nitro-phenylester] [28b]: 184 g Benzyloxycarbonyl-
asparagin [28a] in 1000 ccm Dimethylformamid versetzt man unter Kiihlung und Riithren
mit 115.8 g p-Nitro-phenol, fugt bei 0° 143 g Dicyclohexylcarbodiimid allmihlich zu, 148t
1 Stde. bei 0° und iiber Nacht bei Raumtemperatur rithren. Aus der vom Dicyclohexyl-
harnstoff befreiten Ldsung kristallisiert der Nitrophenylester auf Zugabe von Wasser im
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Kihlschrank aus. Aus Dimethylformamid/Wasser Schmp. 153 —154°; [«]?: —34.6 + 0.5°
bzw. [0]3%,: —-41.8° (¢ = 2, in Dimethylformamid); Rr 0.90 mit Methyldthylketon/Pyridin/
Wasser (2:1: 2). Ausb. 160 g (60%).

14. Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-O-tert.- butyl-L-threonin-tert.-butylester [28-29a]:
47.5 g (90 mMol) O-tert.-Butyl-threonin-tert.-butylester-dibenzolsulfimidsalz (hergestellt unter
12.) und 34.8 g (90 mMol) Benzyloxycarbonyl-asparagin-[p-nitro-phenylester] (hergestellt
unter 13.) in 135 ccm Pyridin 148t man nach Zugabe von 12.5 ccm (90 mMol) Tridthylamin
2 Tage bei Raumtemperatur stehen. Das Filtrat vom ausgefallenen Dibenzolsulfimidsalz
des Tridthylamins wird bei 35° Wasserbadtemperatur i. Vak. eingeengt, die L3sung des er-
haltenen Ols in 500 ccm Benzol mit verd. Citronensiureldsung und Wasser ausgeschiittelt,
iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der verbleibende feste Riickstand
wird aus Benzol/Petroldther umkristallisiert; farblose Nadeln vom Schmp. 120-—-121°;
[o}3: —8.96 + 0.5° bzw. [¢]?, : —9.61° (¢ = 1, in Methanol). Ausb. 38.8 g (90.0%;).

346"

Cy4H37N304 (479.6) Ber. N 8.76 Gef. N 8.79

15. L-Asparaginyl-O-tert.-butyl-L- threonin-tert.-butylester [28-29b]: 39.5g Benzylcar-
bonyl-asparaginyl-O-tert.-butyl-threonin-tert.-butylester [28-29a] in Methanol werden in
Gegenwart von Palladiumschwarz wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert und aufgearbeitet.
Der erhaltene Riickstand kristallisiert aus Athanol/Ather/Petrolither in farblosen, ver-
filzten Nadeln vom Schmp. 150—150.5°; [a]%: +3.0° bzw. [“]:40«,: +334+05 (¢c= 1.8, in
Dimethylformamid) (Lit.2): Schmp. 149°; [a]}!: +3.0°, ¢ = 1.27, in Dimethylformamid);
Rr 0.83 mit tert.-Butylalkohol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30), Ausb. 28.1 g (99%).

Ci6H31N3Os (345.4) Ber. N 12.16 Gef. N 12.19

16. Kaliumsalz von [l-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-L-methionin [27a-Kaliumsalz]*): In einer
Losung von 6.57 g Benzoylaceton (40.5 mMol) in 100 ccm absol. Athanol und 20 ccm
2.025n methanol. KOH (40.5 mVal) werden 6.04 g L-Methionin (40.5 mMol) suspendiert.
Das Reaktionsgemisch erhitzt man unter RiickfluB auf dem Wasserbad, bis die Aminosiure
vollstindig in Loésung gegangen ist. Beim Abkiihlen der Losung kristallisiert das N-ge-
schiitzte Methioninkalium in feinen farblosen Nadeln aus. Das abfiltrierte Produkt wascht
man mit wenig kaltem absol. Athanol, anschlieBend mit absol. Ather (1. Frakt., 11.3 g).
Aus der Mutterlauge erhdlt man nach Einengen i. Vak. eine 2. Fraktion, die aus absol.
Athanol umkristallisiert wird (0.9 g); Schmp. 225° (Zers.). Ausb. 12.2 g (91 %).

Spaltung zu L-Methionin: Eine Probe [ 1-Methyl-2-benzuyl-vinyl]-methionin-kalium wird bei
40° mit 70-proz. Essigsidure 4 Stdn. behandelt. Vom ausgefallenen Benzoylaceton wird ab-
filtriert, das Filtrat mehrfach mit Ather ausgeschiittelt und die wiBr. Phase i. Vak. eingeengt.
Nach zweimaligem Umfillen des Riickstandes aus Wasser/Athanol isoliert man chromat.
reines Methionin. [a]: +23.01 £ 0.5° bzw. [a]33;: +27.33° (¢ = 1.97, in 5n HCI). Ausgangs-
material: [«]%: +22.8 (¢ = 2, in 5n HC}).

17. [1-Methyl-2-benzoy!-vinyl ]-L-meihionyl -L-asparaginyl-O-tert.- butyl-L-threonin-tert.- bu-
tylester [27-29a]: Zu 9.95 g Kaliumsalz von [1-Methyl-2-benzoyl-vinyl ]-methionin (30mMol)
in 100 ccm Tetrahydrofuran und 10 ccm Dimethylformamid werden bei —10° 2.86 g Chlor-
ameisensdure-dthylester (30 mMol) in 10 ccm Tetrahydrofuran getropft. Nach 1!/;stdg.
Rithren gibt man langsam eine Lésung von 10 g Asparaginyl-O-tert.-butyl-threonin-tert.-
butylester [28-29b) (29 mMol) in 100 ccm Tetrahydrofuran und 20 ccm Dimethylformamid
zu und rithrt 5 Stdn. bei —10° sowie 24 Stdn. bei Raumtemperatur. Der nach Eindampfen
i. Vak. erhaltene Riickstand wird zwischen Essigester und Wasser verteilt, die abgetrennte

*) Hergestellt nach einer, uns von Frau Prof. E. Dane freundlicherweise iiberlassenen,
Vorschrift.
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organ. Phase mit 20-proz. Natriumhydrogencarbonatiésung und Wasser gewaschen und
tiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels erhdlt man 17.5g (97%)
eines blaBgelben amorphen Pulvers vom Schmp. 160 —163°. Aus absol. Athanol farblose
Nadeln, Schmp. 161.5—163°; [«]%°: +78.22 + 0.5° bzw. [a]ggo: +103.59°(¢ = 2, in Athanol).
Ausb. 14.5 g (80%,).
C31H4gN404S (620.8) Ber. C59.97 H7.79 N 9.03 S5.16
Gef. C60.07 H 7.68 N9.18 S 5.06

18. L-Methionyl-L-asparaginyl-O-tert.-butyl-L-threonin-tert.-butylester [27-29b]: 931 g
[1-Methyl-2-benzoyl-vinyl ]-methionyl-asparaginyl -O-tert.-butyl-threonin-tert.- butylester (15
mMol) werden unter Rithren bei einer Badtemperatur von 40° in 30 ccm 70-proz. Essigsdure
gelost. Nach 48 Stdn. wird das Filtrat vom Benzoylaceton mit Wasser verdiinnt, wobei sich
weitere Mengen Benzoylaceton sowie etwas Ausgangsmaterial abscheiden. Die filtrierte wifir.
Losung wird i. Vak. eingedampft, der Riickstand in Wasser aufgenommen, mit Natrium-
carbonatldsung auf pH 8 gestellt und das abgeschiedene Ol in Essigester aufgenommen.
Die organische Phase widscht man mit wenig Natriumchlorid-gesattigtem Wasser neutral,
trocknet iiber Natriumsulfat und dampft i. Vak. ein. Man erhilt 6.0 g eines festen, farblosen
Schaumes, der zur Reinigung in Ather aufgenommen und mit Petroldther wieder ausgefallt
wird. Das erhaltene Ol geht beim Trocknen i. Hochvak. bei Raumtemperatur in eine amorphe
Masse iiber, die sich nur schwer von Lésungsmittelresten befreien 1aBt. [«]?°: —7.46 £+ 0.5°
bzw. [&]?®,: —9.36° (¢ = 2, in Athanol).

546°

Ci1H4oN4OgS (476.7) Ber. C52.92 H8.46 N 11.75 Gef. C53.4 H8.68 N 11.33

19. Trifluoracetyl-L-methionin [27b]: 60.0 g Methionin in 400 ccm n NaOH werden mit
83 g Trifluorthioessigsdure-S-dthylester, wie fir Trifluoracetyl-glutamin unter 8. beschrieben,
umgesetzt und aufgearbeitet; farblose Kristalle vom Schmp. 65°, Ausb. 77.2 g (78.8%).

C7H;oF3NO3S (245.2) Ber. C34.28 H4.11 N 571 Gef. C34.5 H4.5 N5.5

20. Trifluoracetyl-L-methionin-tert.-butyloxycarbonylhydrazid [27c]: 49.0 g Trifluoracetyl-
methionin [27b} und 26.4 g BOC-Hydrazid in 175 ccm Dimethylformamid und 140 ccm
Acetonitril werden bei —20° mit 42 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt, 2 Stdn. bei dieser
Temperatur gerithrt und iiber Nacht bei —5° stehengelassen. Das Filtrat wird i. Vak. ein-
gedampft; als Riickstand verbleibt ein Ol, dessen Essigesterlésung bei 0° wie iiblich mit
verd. Citronensiure-, Natriumhydrogencarbonatldsung und Wasser gewaschen und iiber
Natriumsulfat getrocknet wird. Nach Einengen i. Vak. erhilt man ein Ol, das aus Athanol/
Wasser beim Aufbewahren im Kiihlschrank kristallisiert, Schmp. 75°. (Das Rohprodukt ist
ohne weitere Reinigung fiir die folgende Umsetzung geeignet.) Ausb. 54.0 g (759%,).

21. Trifluoracetyl-L-methionin-hydrazid [27d]: 54.0 g rohes Trifluoracetyl-methionin-BOC-
hydrazid {27c) werden mit 450 ccm 0.8 n HCl/Essigester 5 Stdn. bei 45° behandelt. Trifluor-
acetyl-methionin-hydrazid-hydrochlorid scheidet sich als dicke volumindse Masse ab; es wird
nach mehrstdg. Stehenlassen im Kiihlschrank abfiltriert und mit Essigester und absol. Ather
gewaschen. Nach Trocknen iiber KOH bei 0.1 Torr erhilt man 29.0 g (65%, bez. auf rohes
Trifluoracetyl-methionin-BOC-hydrazid) hellbeiges, amorphes Pulver; Schmp. (159—-161)
164° (Zers.).

Die Lésung von 24.0 g des Hydrochlorids in 50 ccm Wasser wird nach Entfirbung mit
Tierkohle mit festem Kaliumhydrogencarbonat gesittigt. Nach 2stdg. Aufbewahren im
Kiihlschrank filtriert man den Niederschlag ab, wischt mit wenig Eiswasser und trocknet
iiber P,Os bei 0.03 Torr; farblose Kristalle vom Schmp. 116°; {a]3*: —17.6 + 0.8° (¢ = 2, in
Methanol); Ausb. 17.1 g (54.3%, bez. auf rohes Trifluoracetyl-methionin-BOC-hydrazid).

C7H12F3N30,8 (259.3) Ber. N 16.21 §12.3 Gef. N16.4 S12.3
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22. Trifluoracetyl-L-methionyl-L-asparaginyl-O-tert .-butyl-L-threonin-tert.-butylester { 27-29¢] :
13.0 g Trifluoracetyl-methionin-hydrazid [27d] in 110 ccm n HCI werden mit 125 ccm Essig-
ester liberschichtet und bei —5° tropfenweise unter Rithren mit 3.50 g Natriumnitrit in
50 ccm Wasser versetzt. Nach 5 Min. wird die Essigesterphase abgetrennt, 2mal mit wenig
Eiswasser geschiittelt und kurz {iber MgSO4 bei 0° getrocknet. Die Azid-Losung filtriert
man in eine auf —10° gekiihlte Suspension von 17.25 g Asparaginyl-O-tert.-butyl-threonin-
tert.-butylester (hergestellt unter 15.) in 375 ccm Essigester und 1aBt 48 Stdn. bei — 5° stehen.
Danach wischt man die Essigesterreaktionsldsung wie {iblich mit verd. Citronensiure-,
Natriumhydrogencarbonatléosung und Wasser, trocknet iiber Natriumsulfat und dampft
i. Vak. ein. Das erhaltene zihe, gelbliche O1 wird in 30 ccm heilem Athanol geldst und mit
200 ccm Wasser versetzt. Nach Animpfen tritt alsbald Kristallisation ein, die durch mehrstdg.
Stehenlassen im Kiihlschrank vervollstindigt wird; farblose Kristalinadeln vom Schmp.
124°; [o]3: —21.9 4 0.8° (¢ = 2, in Methanol). Ausb. 10.3 g (36%, bez. auf eingesetzten
Dipeptidester).

C23H3gF3N4O4S (572.6) Ber. N9.78 §$5.60 Gef. N9.5 S5.8

23. Trifluoracetyl-L-glutaminyl-L-tryptophyl-L-leucyl-L-methionyl-L-asparaginyl-O-tert.-bu-
tyl-L-threonin-tert.-butylester [24-29]: 2.77 g (5.00 mMol) Trifluoracetyl-glutaminyl-trypto-
phyl-leucin-hydrazid (hergestellt unter 10.) in 10 ccm Dimethylformamid und 10 ccm 22 HCI
werden bei —5° tropfenweise mit einer Losung von 0.345 g Narriumnitrit in 3 ccm Wasser
und 100 ccm vorgekiihltem Essigester unter Schiitteln versetzt. Darauf wird auf —25° ge-
kithlt und die Essigester- von der gefrorenen wiBr. Phase dekantiert. Die Azid-Losung wird
mit eiskalter Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser siurefrei gewaschen, bei 0° kurz
iiber Natriumsulfat getrocknet und mit 2.62 g Methionyl-asparaginyl-O-tert.-butyl-threonin-
tert.-butylester (5.5 mMol) in 25 ccm Dimethylformamid bei —10° vereinigt. Das Reaktions-
gemisch bleibt 48 Stdn. bei —6° stehen; danach wird die ausgeschiedene dicke Gallerte ab-
genutscht, mit Essigester und Wasser gewaschen und {iber P,Os bei 45°/0.03 Torr getrocknet;
hellbeiges, hornigess Pulver vom Schmp. 231 —234° (Zers.); [a]¥: —16.4° (¢ = 1, in Dimethyl-
formamid); Ausb. 3.40 g (68 %).

C4sHesFaNgO11S (1000.1) Ber. C54.04 H 6.85 N 12.61 S 3.20
Gef. C54.0 H7.2 NI126 S3.2



