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Erich Wiinsch, Anton Zwick und Gerhard Wendlberger

Zur Synthese des Glucagons, XIID
Darstellung der Sequenz 9—23

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

(Eingegangen am 4. Mai 1966)
|

Die Synthese von L-Asparagyl((3-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl-
Né-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparagyl(-tert.-butyl-
ester) -O- tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl(hydrobromid)-L-arginyl (hydrobromid)-r-alanyl-L-glu-
taminyl-L-asparagyl(B3-tert.-butylester)-L-phenylalanyl-L-valin-tert.-butylester, einer carboxyl-
geschiitzten Pentadecapeptid-Sequenz 9—23 des Glucagons, die sich fiir den Aufbau der
Hormonsequenz 1 —23 eignen sollte, wird beschrieben.

Mit Hilfe des von Wiinsch? erstmals aufgefundenen weitgehend racemisierungs-
freien Verkniipfungsverfahrens gelang die Vereinigung des aminogeschiitzten Hepta-
peptid-Derivats Z-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr-Leu-Asp(OtBu)-OH
[9-15]3 mit der carboxylgeschiitzten Octapeptid-[16-23]-Sequenz H-Ser(tBu)-Arg(HBr)-
Arg(HBr)-Ala-Glu(NH;)-Asp(OtBu)-Phe-Val-OtBu [16-23b]?) zum N-Acyl-penta-
decapeptidester Z-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr-Leu-Asp(OtBu)-Ser-
(tBu)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Glu(NH;)- Asp(OtBu)-Phe-Val - OtBu [9-23a] in 88-
proz. Ausbeute (s. Schema 2).

Demgegeniiber erbrachte die ,,klassische‘* Sheehan-Methode ein ,,Verkniipfungs-
Rohprodukt* in nur 55-proz. Ausbeute; dieses erwies sich als Gemisch von 85 + 5%
Benzyloxycarbonyl-pentadecapeptidester [9-23al und 15 + 5% N-[Benzyloxycar-
bonyl-heptapeptidyll-dicyclohexylharnstoff. (Prdp. Diinnschichtchromatographie so-
wie Stein- und Moore-Analyse der Hydrolysate.)

Das als Kopfkomponente eingesetzte Benzyloxycarbonyl-heptapeptid [9-15] war
zundchst am Tyrosin-[13]-Rest hydroxyl-unmaskiert. Um jedwede phenolhydroxyl-
bedingte Stérung bei den von uns noch geplanten Synthesen auszuschalten, haben wir
daher das auch am Tyrosin geschiitzte Z-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-
Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH [9-15b] in iblichem ,,stufenweisem‘ Aufbau aus H-
Asp(OtBu)-OMe [15b] und den entsprechenden Benzyloxycarbonyl-aminosiduren
[14b], [13b], [12b], [11a], [10] und [9b] hergestellt (s. Schema 1).

1) X1. Mitteil.: E. Wiinsch und G. Wendlberger, Chem. Ber. 100, 160 (1967), vorstehend.

2) E. Wiinsch, Patentanmeldung Farbwerke Hoechst AG 1. 3. 1966; s. ferner: E. Wiinsch
und F. Drees, Chem. Ber. 99, 110 (1966); F. Weygand, D. Hoffmann und E. Wiinsch, Z.
Naturforsch. 21b, 426 (1966).

3) E. Wiinsch und A. Zwick, Chem. Ber. 99, 105 (1966).
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(10-15dI

le/Pd
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Z-Asp-OSU[9b] H-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-OH [10-15¢]
[ i

OtBu}:Bu t‘Bu BOC tBu OtBu
Z-Asp-Tyr-Ser- Lys I‘yr Leu-Asp-OH [9-15b]

Die Verkniipfung des in allen dritten Funktionen maskierten Benzyloxycarbonyl-
heptapeptids [9-15b] mit dem Octapeptidester [16-23b] konnte nach der eingangs
erwihnten Verfahrenstechnik auch in groBeren Ansitzen in hoher Ausbeute (85%)
erzielt werden; die Unloslichkeit des erhaltenen Benzyloxycarbonyl-pentadecapeptid-
esters [9-23b] in heilem Essigester und wiBrigem Dimethylformamid erlaubte eine
sichere Abtrennung unumgesetzter Ausgangskomponenten und damit die Rein-
darstellung von [9-23b]. Andererseits zeigte der Acylpeptidester [9-23b] noch gute
Léslichkeitseigenschaften in einem Gemisch von Dimethylformamid, Methanol und
wenig Wasser, so dal die hydrogenolytische Entfernung der Benzyloxycarbonyl-
Schutzgruppe keinerlei Schwierigkeiten bereitete, insbesondere wenn bei 30 —35° unter
Einhalten eines pH-Wertes von 4 (durch Zutropfen von 0.1 n HBr) gearbeitet wurde:
H-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)- Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu- Asp(OtBu)-Ser(tBu)-Arg-
(HBr)- Arg(HBr) - Ala - Glu(NH,) - Asp(OtBu)- Phe-Val-OtBu- Hydrobromid [9-23¢-
Hydrobromid] konnte in quantitativer Ausbeute (als Trihydrat) chromatographisch
und analytisch rein isoliert werden (s. Schema 2).

Schema 2
OtBu’I'Bu lBu OC R (PtBu Bu IEIBr Il{Br NH,
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[9-15] und [9-23a]: R = H
[9-15b], [9-23b] und [9-23¢]: R = tBu

Fraulein B. Scherer und den Herren O. Kraus und K. Friedrich danken wir fiir ibre aus-
gezeichnete Mitarbeit, Friulein R. Scharf fiir die Ausfiihrung der Aminosidure-Analysen,
Herrn W. Beck (Leiter des mikroanalytischen Laboratoriums der Abteilung) fiir die Ermittlung
der Elementaranalysen-Werte.
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Beschreibung der Versuche

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

Ausgangsaminosduren (Chem. Fabrik Fluka AG): spezif. Drehung 100 + 29, Fremdamino-
sduren unter 0.05% (nach Stein und Moore).

1. N9-Benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-asparaginsdure( B-tert.-butylester)-methylester [14-15a]:
198 g H-Asp(OtBu)-OMe-HC! [15b-Hydrochlorid]®, 230 g Z-Leu-OH (O [14b]9 und
115 cem Tridthylamin in 1.2 1 Dichlormethan werden bei —10° mit 170 g Dicyclohexylicar-
bodiimid versetzt, das Reaktionsgemisch bei dieser Temp. iiber Nacht geriihrt. Das Filtrat vom
Dicyclohexylharnstoff wird wie iiblich mit verd. Citronensiure-, Kaliumhydrogencarbonat-
Lésung und Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und schlielich i. Vak. ein-
gedampft. Das verbleibende 1 wird in wenig absol. Ather unter Erwdrmen gelost; dabei
tritt alsbald Kristallisation ein, die durch mehrstdg. Stehenlassen im Kiihlschrank vervoll-
stindigt wird. Farblose Nadeln aus Essigester/Ather/Petrolither: Schmp. 95--96°; [«]%:
—17.8 £ 1° bzw. [«]2) : —21.86° (¢ = 1.1; in Athanol). Ausb. 341 g (92%).

Cy3H34NO7 (450.5) Ber. C61.31 H7.61 N6.22 Gef. C61.25 H7.65 N6.12

2. L-Leucyl-L-asparaginsiure(B-tert.-butylester)-methylester-hydrochlorid [14-15b-HCI]:
300.2 g Z-Leu-Asp(OtBu)-OMe [14-15a] in 3 / Methanol werden in Gegenwart von Palladium-
schwarz wie tiblich hydriert, wobei durch Zutropfen von 217 HCl in Methanol pH 4.5 einge-
halten wird (ca. 333 ccm). Eindampfen des Filtrats i. Vak., gegen Ende unter Zusatz von ab-
sol. Benzol, hinterlaBt einen festen Riickstand, der aus Ather/Petroldther in farblosen Nadeln
kristallisiert: Schmp. 154—156°; [a]#: +5.0 £ 0.5° bzw. [a]2): +5.58° (¢ = 2; in Athanol).
Ausb. 234.8 g (fast quantitativ).

CisH29N>0s]Cl (352.9) Ber. C51.06 H 8.28 C110.05 N 7.94
Gef. C 5098 H8.15 C!10.00 N 7.83

3. N@-Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl- L-tyrosyl-L-leucyl- L-asparaginsdure(B-tert.-butylester)-
methylester [13-15f]: 185.5 g Z-Tyr(tBu)-OH [13b}3, 176.5 g H-Leu-Asp(OtBu)-OMe-HC!
[14-15b-Hydrochlorid], 60 g N-Hydroxy-succinimid und 70 ccm Tridthylamin in 1500 ccm
Dimethylformamid/Acetonitril (1:1) werden bei —10° mit 105 g Dicyclohexylcarbodiimid
versetzt, die Reaktionsmischung bei dieser Temp. iiber Nacht geriihrt. Das Filtrat vom Di-
cyclohexylharnstoff wird i. Vak. eingedampft, diec Lésung des Riickstands in Essigester wie
iiblich mit Citronensidure-, Kaliumhydrogencarbonat-1.6sung und Wasser gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet und schlieBlich i. Vak., zum SchluB3 unter mehrfachem Zusatz von
Toluol, eingedampft. Nach Umkristallisieren aus Diisopropylester; Schmp. 115—116.5°;
[o]2: —20.9 +0.5 bzw. [«]2° : —24.9° (¢ = 2.8; in Athanol). Chromatogr. rein in n-Heptan/

546°

tert.-Butylalkohol/Pyridin (3:1:1). Ausb. 320 g (95 %).
C36Hs1N3Og (669.8) Ber. C 64.55 H 7.67 N 6.27 Gef. C 64.18 H 7.87 N 6.25
4. O-tert.-Butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsiure(p-tert.-butylester)-methylester [13-15g}:

345.0g Z-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OMe [13-15f} in 2000 ccm Methanol werden in Gegenwart
von Palladiumschwarz wie {iblich hydriert, wobei durch Zutropfen von 2» HCI in Methanol

4 E. Wiinsch und A. Zwick, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 333, 108 (1963).
S) M. Bergmann, L. Zervas und J. S. Fruton, J. biol. Chemistry 115, 593 (1963).
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pH 4.5 eingehalten wird. Der nach Eindampten des Filtrats i. Vak. erhaltene Riickstand wird
in Wasser aufgenommen, die' Losung mit Ather iiberschichtet und unter Eiskiih}ung und Schiit-
teln mit gesitt. Natriumcarbonat-Losung (in geringem UberschuB) versetzt. Die abgetrennte
Atherphase wiischt man mit Wasser alkalifrei, trocknet iber Natriumsulfat und dampft i.
Vak. bis zur Gewichtskonstanz ein. Dic Ausb. an 6liger Substanz ist nahezu quantitativ.

5. N@Benzyloxycarbonyl-N*-tert.-butyloxycarbonyl- L-lysyl-O-tert.-buiyl-L-tyrosyl-r-leucyl-
L-asparaginsdure( B-tert.-butylester)-methylester [12-15¢]: 190 g Z-Lys(BOC)-OH [12b]® und
270 g H-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OMe [13-15g] (nach 4. erhaltenes OI) in 2500 ccm Di-
chlormethan/Dimethylformamid (3:2) werden bei —10° mit 110 g Dicyclohexylcarbodiimid
versetzt. Die Reaktionsmischung wird 3 Stdn. bei —10° und anschlieBend 12 Stdn. bei Raum-
temp. geriihrt. Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff wird i. Vak. eingedampft, der Riick-
stand zweimal aus Athanol umkristallisiert: Schmp. 164.5—165°; [xJi: —25.82 & 0.5° bzw.
[«]38,: —33.52° (¢ = 2; in Athanol). Chromatogr. rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Pyridin
(5:1:1). Ausb. 419 g (93 %).

C47H71N5012 (898.1) Ber. C62.85 H7.97 N7.80 Gef. C62.56 H8.19 N7.79"

6. Ne-tert.-Butyloxycarbonyl-1-lysyl-O-tert.-butyl-1-tyrosyl-L-leucyl- 1-asparaginsdure(f-tert.-
butylester)-methylester [12-15d]): 98.8 g Z-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OMe [12-15¢]
in 600 ccm Methanol werden in Gegenwart von Palladiumschwarz wie iblich hydriert, durch
Zutropfen von 2n HCl in Methanol wird pH 4.5 eingehalten. Der nach Eindampfen des Fil-
trats i. Vak. erhaltene 6lige Riickstand wird mit Essigester und eiskalter Natriumcarbonat-
Ldsung (etwas mehr als die berechnete Menge) behandelt, die abgetrennte Essigesterphase mit
Wasser alkalifrei gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Aus
der dtherischen Losung fillt der Tetrapeptidester auf Zusatz von Petrolither aus; er wird aus
Diisopropylather umkristallisiert: Schmp. 67° (589); [«]¥: —10.56 4- 0.5° bzw. [oc]ggoz —13.13°
(¢ =2; in Athanol). Chromatogr. rein in n-Heptaun/tert.-Butylalkohol/Pyridin (5:1:1). Ausb.
82.9 g (969;).

Ca9HgsNsOqo+ 1 H,O (782.0) Ber. € 59.90 H 8.64 N 8.96 Gef. C 60.03 H 8.51 N 8.91

7. N@®-Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-p-seryl-N®-tert.-butyloxycarbonyl-r-lysyl-O-tert.-bu-
tyl-L-tyrosyl-L-leucyl-1-asparaginsdure(fi-tert.-butylester)-methylester [11-15¢]: 32.5g Z-Ser-
(tBu)-OH [11a} und 80.4 g H-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OMe- H,O [12-15d] in
660 ccm Dichlormethan/Dimethylformamid (10:1) werden bei —10° mit 22.7 g Dicyclohexyl-
carbodiimid versetzt; das Reaktionsgemisch wird 2 Stdn. bei dieser Temp. und anschlieBend
2 Stdn. bei Raumtemp. gerithrt. Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff wird i. Vak. weit-
gehend eingedampft; auf Zusatz von Wasser tritt Fillung ein. Der Niederschlag wird ab-
filtriert und zweimal aus Methanol umkristallisiert: Schmp. 188.5—189.5%; [o]¥®: —19.6 +
1° bzw. [@]2,: —24.7°(c = 1.1 in Athanol). Chromatogr. rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/
Pyridin (5:1:1) bzw. (7:1:1). Ausb. 105.8 g (91%).

CssHgsNgO14 (1041.3) Ber. C 62.28 H 8.13 N 8.07 Gef. C61.91 H 7.89 N 8.03

8. O-rert.-Butyl-L-seryl-N*®-tert.-butyloxycarbonyl-v-lysyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-1-
asparaginsdure( fi-tert.-butvlesier)-methylester [11-15d]: 101 g Z-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-
Leu-Asp(OtBu)-OMe [11-15¢], suspendiert in 1200 ccm Methanol, werden in Gegenwart
von 7 ccm Essigsdure und Palladiumschwarz bei 30° wie iiblich hydriert. Der nach Einengen
des Filtrats i. Vak. erhaltene Riickstand wird in Essigester und Kaliumhydrogencarbonat-
Lésung (im UberschuB) behandelt, die abgetrennte Essigesterphase iiber Natriumsulfat
getrocknet und i. Vak. zur Trockne gebracht. Das Rohprodukt wird zweimal aus Essigester/

6 E. Wiinsch und A. Trinkl, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 345, 193 (1966).
Chemische Berichte Jahrg. 100 12
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Ather umkristallisiert: Schmp. 138—140°; [x]2: —28.22 + 1° bzw. [a]igoz —33.6°(c = 13.3;
in Athanol). Chromatogr. rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Pyridin (7:1:1). Ausb. 86.5 g
(fast quantitativ).

CacH7sNgO12 (907.2) Ber. C 60.90 H 8.67 N 9.27 Gef. C60.51 H 8.57 N9.16

9. N9-Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl- L-tyrosyl-O-tert.-butyl-r-seryl-N°®-tert.-butyloxycar-
bonyl-L-lysyl-O-tert.-butyl- L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsdure( - tert.-butylester)-methylester
[10-15¢): 34.1 g Z-Tyr(tBu)-OH [10] und 83.2 g H-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-
Asp(OtBu)-OMe [11-15d] in 750 ccm Dimethylformamid werden mit 20.8 g Dicyclohexyl-
carbodiimid versetzt ; die Reaktionsmischung wird 2 Stdn. bei —10°und anschlie8end 4 Stdn. bei
Raumtemp. geriihrt. Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff dampft man i. Vak. zur Trockne
ein. Der Riickstand wird aus 80-proz. Athanol umkristallisiert: Schmp. 205—206.5°%;
[0]3’: —19.5 £ 1° bzw. [a}2%: —23.7°(c = 1.2; in Athanol). Chromatogr. rein in n-Heptan/
tert.-Butylalkohol/Pyridin (7:1:1) bzw. (5:1:1). Ausb. 104.7 g (90%).

C67H101N7016 (1260.6) Ber. C 63.84 H 8.08 N 7.78 Gef. C63.68 H 7.96 N 7.69

10. N¢-Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-1-tyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl-N°®-tert.-butyloxycar-
bonyl-1-lysyl-O-tert.-butyl-1-tyrosyl-i-leucyl- L-asparaginséure-f-tert.-butylester [10-15d]: 92 g
Z-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OMe [10-15¢] in 500 ccm Di-
oxan/Wasser (9:1) werden mit 73 ccm » NaOH innerhalb von 5 Stdn. wie {iblich verseift
(Thymolphthalein als Indikator). Beim Ansfuern der Ldsung mit 70 ccm n HCI und 5 cem
S-proz. Citronensdure-Losung tritt Fillung ein, die durch kurzzeitiges Stehenlassen im Kiihl-
schrank vervollstindigt wird. Das abfiltrierte und i. Vak. getrocknete Material wird in Essig-
ester aufgenommen; der auf Zusatz von 31 g Dicyclohexylamin gebildete Niederschlag wird
abfiltriert und aus Acetonitril umkristallisiert: Schmp. 199 —200° (Zers.). Ausb. 87.5 g.

Die Suspension des erhaltenen Dicyclohexylammoniumsalzes (87.5 g) in 1500 ccm Essig-
ester wird mit tiberschiiss. 10-proz. Citronensdure-Losung unter Eiskithlung bis zur Losung
geschiittelt. Die abgetrennte Essigesterphase wird mit wenig Wasser gewaschen, iiber Natrium-
sulfat getrocknet und schlieBlich i. Vak. zur Trockne gebracht. Nach Umkristallisieren aus
Methanol Schmp. 200—201° (Zers.). Chromatogr. rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser
(35:35:30) bzw. in Amylalkohol/Isopropylalkohol/Wasser (100:40:55). Ausb. 75 g (83 %).

CesHooN7016 (1246.6) Ber. C63.49 H 8.10 N 7.87 Gef. C63.15 H 8.18 N 8.06

11. O-tert.-Butyl-L-tyrosyl-O-tert.-butyl-r-seryl-N&-ter1.-butyloxycarbonyl- L-lysyl-O-tert.-bu-
tyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsiure-f-tert.-butylester [10-15e]: 54.9 g Z-Tyr(tBu)-Ser-
(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH [10-15d] in 2000 ccm Methanol werden in
Gegenwart von 10 ccm Eisessig und Palladiumschwarz wie iiblich hydriert, wobei das freie
Hexapeptid ausfillt. Der Filterriickstand wird mit 1000 ccm Dimethylformamid auf dem sie-
denden Wasserbad behandelt; aus dem Filtrat (vom Katalysator!) scheidet sich beim Stehen-
lassen im Kiihlschrank das Hexapeptid ab. Es wird abfiltriert und i. Vak. bei 1073 Torr ge-
trocknet: [¢]¥: 4+16.44 + 1° bzw. [o]2,: +19.33° (¢ = 1.1; in Essigsdure). Chromatogr. rein
in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30), n-Butanol/Eisessig/Wasser (6:2:2), n-Propanol/
Essigester/Wasser (4:3:3) und n-Heptan/Pyridin/Wasser (3:1:1). Ausb. 46.9 g (96 %,).

CssHgaN7O14 (1112.4) Ber. C62.63 H 8.43 N 8.82 Gef. C62.56 H 8.48 N 9.01

12. N@-Benzyloxycarbonyl-L-asparagyl( B-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.-bu-
tyl-L-seryl-N°®-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-O-tert.-butyl-r-tyrosyl-L-leucyl- L-asparaginséure-
B-tert.-butylester [9-15b): 40.5 g H-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-
OH [10-15¢] und 5.06 ccm Tridthylamin in 600 ccm Dimethylformamid werden mit 18.4 g
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Z-Asp(OtBu)-OSU {9B]3 in 100 ccm Dioxan versetzt; das Reaktionsgemisch wird 1 Stde.
bei 30° gerithrt, wobei der pH-Wert der Losung von 8.5 auf 7 abfillt. Nach Eindampfen i.
Vak. wird der verbleibende Riickstand mit 5-proz. Citronensdure-Losung (im UberschuB)
unter Eiskiihlung behandelt; das abfiltrierte und i. Vak. getrocknete Material wird aus Aceto-
nitril umkristallisiert: Schmp. 198 —200°; [«]#: —17.9 -+ 1° bzw. [o]25,: —21.6° (¢ = 1.3; in
Athanol). Chromatogr. rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30) bzw. n-Butanol/Eis-
essig/Wasser (6:2:2) bzw. n-Propanol/Essigester/ Wasser (4:3:3) bzw. n-Heptan/Pyridin/Was-
ser (3:1:1). Ausb. 48.0 g (93 %).

C74H112NgO19 (1417.8) Ber. C62.69 H 7.96 N 7.90 Gef. C62.65 H7.95 N 7.89

13. N®-Benzyloxycarbonyl-L-asparagyl(B-rert.-butylester)-O-tert.-butyl-1-tyrosyl-O-tert.-bu-
tyl-i-seryl-N®-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-L-tyrosyl-u-leucyl-L-asparagyl( B-tert.-butylester)-
O-tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl( hydrobromid)- L-arginyl( hydrobromid)-L-alanyl-L-glutaminyl-L-
asparagyl(B-tert.-butylester)-r-phenylalanyl-L-valin-tert.-butylester [9-23a]: 600 mg Z-Asp-
(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr-Leu-Asp(OtBu)-OH [9-15]3, 600 mg H-Ser-
(tBu)-Arg( HBr)-Arg( HBr)-Ala-Glu( NH3)-Asp( OtBu)-Phe-Val-OtBu [16-23b]V und 60 mg
N-Hydroxy-succinimid in 10 ccm Dimethylformamid werden bei —15° mit 100 mg Dicyclo-
hexylcarbodiimid versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 Stdn. bei —5° nach Zusatz von
15 cem Dimethylformamid 24 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt und schlieBlich auf —10° ab-
gekiihlt. Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff wird. i. Vak. zur Trockne eingedampft, der
Ritckstand nacheinander mit Ather, Essigester und Wasser digeriert. Nach Umfillen aus
Dimethylformamid/Wasser (1:1) Schmp. 230°. Chromatogr. rein in n-Butanol/Eisessig/
Wasser (6:2:2) bzw. n-Propanol/Essigester/Wasser (7:1:2) bzw. Amylalkohol/Pyridin/Wasser
(35:35:30). Ausb. 970 mg (88%).

Ci23H105N23031]Br; (2651.9) Ber. C55.71 H7.41 Br6.03 N 12.15
Gef. C56.01 H7.60 Br5.66 N 11.86

14. N@-Benzyloxycarbonyl-L-asparagyl( f-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.-bu-
tyl-L-seryl-Nt-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl- L-leucyl- L-asparagyl( 8-
tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl(hydrobromid)-L-arginyl( hydrobromid)-L-alanyl-
L-glutaminyl-L-asparagyl(B-tert.-butylester)-L-phenylalanyl-L-valin-tert.-butylester [9-23b]:
46.25 g Z-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH [9-15b),
43.0 g H-Ser(tBu)-Arg( HBr)-Arg(HBr)-Ala-Glu(NH3)-Asp(OtBu)- Phe-Val-OtBu [16-23b]
und 5.0 g N-Hydroxy-succinimid in 600 ccm Dimethylformamid werden bei —15° mit 8.2 g
Dicyclohexylcarbodiimid versetzt; die Reaktionsmischung wird 30 Stdn. bei —5°, anschlie-
Bend 40 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt und schlieBlich auf —15° abgekiihlt. Das Filtrat vom
ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff engt man i. Vak. auf ein kleines Vol. ein; beim Ein-
rithren in heien Essigester resultiert ein flockiger Niederschiag. Dieser wird abfittriert, mit
Essigester gut gewaschen und aus Dimethylformamid/Wasser umgefillt. Das abzentrifu-
gierte Material wird mit Wasser verrithrt und erneut zentrifugiert. Das mit Essigester auf
das Filter gebrachte Produkt wird schlieBlich bei 80° i. Vak. bei 1072 Torr getrocknet:
Schmp. 237° (Zers.); [x]3: —24.2 £ 1° bzw. [«]2: —29.2° (¢ = 1.3; in 80-proz. Essigsiure).
Chromatogr. rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30) bzw. n-Butanol/Eisessig/Wasser
(6:2:2). Ausb. 76.2 g (85%).

C127H293N2303]Br; (2708.0) Ber. C56.33 H7.65 Br 5.90 N 11.90
Gef. C56.37 H7.68 Br5.80 N 11.98
Aminosidureanalyse: Asp Tyr Ser Lys Leu Arg Ala Glu Phe Val NH;
Ber. 3 2 2 1 1 2 1 1 1 3 1

Gef. 306 202 187 1.0 103 202 1.0 1.01 1.0 099 1.20
12¢
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15. L-Asparagyl(p-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-O-tert.-butyl-L-seryl-N¢-tert.-bu-
tyloxycarbonyl-L-lysyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-L-leucyl- L-asparagyl( f-tert.-butylester)-O-tert.-
butyl-L-seryl-L-arginyl( hydrobromid)-L-arginyl( hydrobromid)-vL-alanyl-L-glutaminyl-L-aspara-
gyl(B-tert.-butylester)-L-phenylalanyl-L-valin-tert.-butylester-hydrobromid [9-23c-Hydrobro-
mid]: 35 g Z-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(QOtBu)-Ser(tBu)-
Arg(HBr)-Arg( HBr)-Ala-Glu( NH;)-Asp(OtBu)-Phe-Val-OtBu [9-23b] in 1000 ccm Dime-
thylformamid, 100 ccm Wasser und 2000 ccm Methanol werden in Gegenwart von Palladium-
schwarz bei 30 —35° wie Giblich hydriert, wobei durch Zutropfen von 0.1 » HBr pH 4 aufrecht-
erhalten wird (Verbrauch 130 ccm). Das Filtrat wird bei 20° Badtemp. i. Vak. eingedampft.
Die verbleibende gallertartige Masse geht beim Verreiben mit Ather in ein leicht filtrierbares
Granulat iiber; es wird abfiltriert und bei 80°/10-3 Torr getrocknet: Schmp. 207°; [«]3: —22.33
+1°bzw. [«]%, : —26.85° (¢ = 1.3;in 80-proz. Essigséure). Chromatogr. rein (Whatman Nr. 1) in

546"

Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30). Ausb. 35 g (quantitativ).
Ci19H19gN23099]Brs + 3 H,O (2708.9) Ber. C 52.90 H 7.52 Br 8.85 N 11.90
Gef. C 52.90 H 7.54 Br8.85 N 12.02
[186/66]



