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Chem. Ber. 101, 326-335 (1968) 

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 fur EiweiR- und Lederforschung, Abteilung fur Peptidchemie, 
Miinchen 

(Eingegangen am 26. Juli 1967) 

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

tBu tBu OtBu tBu tBu BOC tBu OtBu tBu (HBr) (HBr) 

Thr - her - Asp - Tyr - her - t y s  - Tyr 
7 8 9 10 I 1  12 13 14 15 16 17 18 

H Leu Asp i e r  - Arg - Arg 

OtBu 

19 20 21 22 23 
- Ala -- Gln - Asp - -  Phe 

wird beschrieben. 

Val - OtBu, nach Schema 1 (S. 327) und Schema 2 (S. 328) 

In zwei vorausgegangenen Mitteilungen 2) hatten wir die Synthese von zwei Teil- 
stucken des Glucagons - die entsprechend geschutzten Sequenzen 1 - 8 bzw. 9 --23 - 
beschrieben. Unseren Versuchen, die Peptide BOC-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr- 
Ser-NHNH2 [l-8 b] und H-Asp(0tBu) -Tyr(tBu)-Ser(tBu)- Lys(B0C)-Tyr(tBu)-Leu- 
Asp(0tBu) - Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Val-Ot~u [9-23 c] 
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 :< Verknupfungsprodukt 
nachweisen. 

Zur Synthese der Glucagon-Sequenz 1--23 - -  der im Hinblick auf die Befunde 
Bromers3), nach denen die Sequenz 1 -22 volle biologische Hormon-Aktivitat besit- 
zen SOU, Bedeutung zukommt -- sind wir unter Beniitzung des uns in grol3erer Menge 
zur Verfugung stehenden Teilstuckes [9-23 b] einen neuen Weg gegangen, Durch 
Anbau von Z-Thr(tBu)-Ser(tBu)-OH [7-8d], auf ubliche Weise aus Z-Thr(tBu)-OH 
[7b] und H-Ser(tBu)-OCH3 [8e] erhalten, an den Pentadecapeptidester [9-23c] nach 

*) Gegenwirtige Anschrift : Istituto di Chimica Organica dell' Universita, Padova, Italien. 
1) XIV. Mitteil.: E. Wiirzsch und G .  Wendlberger, Chem. Ber. 100, 820 (1967). 
2) 2a) E. Wunsch und A .  Zwick, Chem. Ber. 99, 101 (1966): 2b) E. Wunsch, 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. 
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dem ,,Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren"4~ gelangten wir zum Nff-Benzyl- 
oxycarbonyl-heptadecapeptidester [7-23a] ; anschlieljende hydrogenolytische Entacy- 
lierung von [7-23a] ergab den freien Heptadecapeptidester [7-23c] in fast quan- 
titativer Ausbeute (s. Schema 2). Dessen Verknupfung mit einem geeigneten N'-Acyl- 
hexapeptid der Glucagon-Sequenz 1 ~~ 6 sollte grol3ere Erfolgschancen besitzen als 
die oben genannte Azid-Synthese aus [1-8b] und [9-23c] (s. dazu die nachstehende 
XVI. Mitteil.). 

tBu Schema 2 
I 

Z-Ser-OH [8c] 

JCHA 
t Bu Z = Benzyloxycarbonyl 
I ROC = tert.-Butyloxycarbonyl 

N P S  = 2-Nitro-phenylsulfenyl 
2-Ser-OCH3 [8d] 

P z f l d  OSU = N-Bydroxy-succln,m,deste; 
ONP = p-Nitro-phenylester tBu t Bu 

I I ODNP = 2.4-Dlnitro-phenylestei 
OPCP = Pentachlorphenylester 

[7b] 2-Thr-OH H-Ser-OCH3 [gel 

+ Dccn 7- 
tBu tBu 
I I  

Z-Thr-Ser-OCH3 [7-8c] 

tBu tBu 
Z-+hr-ber-OH + H - B - O t B u  

[7 -8dl 

Z - B - O H  + H - m - O t B u  

116-23b1 

+ DCCD/HOSU - r9-23~1 [7- 15al It 
2-17-231 -0tBu [7-23al 

L+ H2/Pd 
H - B - O t B u  17-23cI 

f+ HSCH,CO,H 
NPS-17-231-OtBu [7-23b] 

+ DCCD/HOSU L 
[7-15b] NPS-17-15]-OH + H - F l - O t B u  [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(0tBu)-Tyr(tBu)-Ser- 
(t Bu) - Lys(B0C) - Tyr(tBu) - Leu- Asp (OtBu) - Ser(tBu) - Arg(HBr) - Arg(HBr) - Ala - Gln- 
Asp(0tBu)-Phe-Val-0tBu [7-23c] noch zwei weitere Wege beschritten : 

4) E. Wiinsch und F. Drees, Chem. Ber. 99, 110 (1966); F. Weygand, D.  Hoffmunn und 
E. Wiinsch, 2. Naturforsch. 21 b, 426 (1966). 
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Z-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBLi)-Leu-Asp(OtBu)-OH [9-15b]5! 
wurde in fast quantitativer Ausbeute zum freien Heptapeptid [9-15c] 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(tBuj-OH unter Verwendung der ,,akti- 
vierten" Ester dieser Aminosiure-Derivate [8f-n]6) bzw. [7c-k]6) zum W-Benzyl- 
oxycarbonyl- bzw. ~Ya-[2-Nitro-pheny1sulfenyl]-nonapeptid [7-15a bzw. b] angebaut 
(s. Schema 1). 

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

[7-23a] wurde schliel3lich durch katalytische Hydrogenolyse in den freien Hepta- 
decapeptid-tert.-butylester [7-23 c] ubergefiihrt. Die Abspaltung der Nitrophenyl- 
sulfenyl-Schutzgruppe aus [7-23 b] lie13 sich mittels 8Oproz. Thioglykolsaure voll- 
ziehen ; [7-23c] konnte in chromatographisch reiner Form als Thioglykolat isoliert 
werden (s. Schema 2). Da jedoch die Freisetzung von [7-23c] ails seinem Salz nur  
unter grol3em Aufwand und erheblichen Substanz-Verlusten moglich war, konimt 
einer Herstellung des ,,amino-freien" Heptadecapeptid-tert.-butylesters [7-23c] auf 
diesem Wege keinerlei Bedeutung zu. 

Mit der gegluckten Darstellung von NPS-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(0tBu)-Tyr(tBu)- 
Ser(tBu)-Lys(B0C)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(0tBu)-OH [7-15b] hatten wir nunniehr auch 
eine zur Synthese der Sequenz 7---29 geeignete Kopfkomponente zur Hand (s. dazu 
die nachstehende XVII. Mitteil.). 

Den Fnrbwerkeiz Hoerhst AG sind wir wiederum fur umfangreiche finanzielle und materielle 
Unterstutzung dieser und der folgenden Arbeiten zu liochstem Dank verpflichtet. 

Unseren technischen Assistenten Fraulein B. Scherer und Herrn 0. Kraus (praparative 
Arbeiten) sowie Fraulein R .  Scharf (analytische Arbeiten) danken wir fur ihre ausgezeichnete 
Mitarbeit. Die Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der Abteilung 
(Leitung W .  Beclt) ausgcfuhrt. 

Beschreibung der Versuche 

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. Tottoli bestimnit 
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 iiblichen Verfahren der Papier- und Dunnschichtchromato- 
graphie jcweils mindcstens mit zwei Losungsmittelsystemcn. 

1 .  L-Asparagyl( /I- tert. -bu fylester) - 0 - tert. -but,yl-L- iyrosyl- 0 - tert. -butyl- L-seryl-N € -  teri.-bir- 
t~~loxyrarboriyl-L-Iysyl- 0- ter t . -  bntyl-L - tyrosyl- L - Iauryl -L - asparaginsaure - - tert. - butylaster 
[9-15c]: 200 g (141 mMol) 2-Asp(0tBu)- Tyr[tBu)- Ser(tBi1)-LysfBOCI-Tyr(fBu)-Leu- 
Asp(0tBu)-OH [9-15 b]5! in 2000 ccm Dimethylforniamid/95proz. Methanol (I  : I )  und 
3 ccm Eisessig werden bei 40" wie iiblich 72 Stdn. hydriert. Die Reaktionsmischung wird auf 
dem Wasserbad erwarmt, 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, (196S), vorstehend. 
7, E. Wiinsch und G. Wendlberger, Chem. Ber. 100, 160 (1967). 
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uberlassen. Das erhaltene Produkt wird niit Athanol digeriert und i. Vak. getrocknet. 
Chromatographisch rein i n  n-Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30) bzw. in n-Buta- 
nol/Eisessig/Wasser (6 : 2 : 2). Schmp. iibcr 250'; [XI::': - I  3.5 -r I' bzw. [x]:!~: t 4.6. (c  1.4; 
i n  80proz. Essigslure). Ausb. 176.4 g (95 "). 

C & l 0 h N ~ 0 1 7 . 1  HlO (1301.7) Ber. C 60.90 H 8.36 N 8.61 Gef. C 60.82 H 8.42 N 8.61 

Nach Trocknen bei 90"/10-3 Torr wird die wasserfreie Substanz erhalten. 

CboH~06N8017 (1283.6) Ber. C 61.76 H 8.32 N 8.73 Gef. C 61.78 H 8.40 N 8.73 

2. Ben~.l ; lo .~~~cnrbon~~l-O-tcrt . -hut ,~~l- l~-scr~ri-~~-h,vdr~~xy-~~ucci i i ini idester~ [Sf] : 53. I7 g Z-Srr-  
( tBu)-OHz)  [Sc] und 20.72 g N-Hvdroxv-succinimids) in 600 ccm DioxanITetrahydrofuran 
( 5  : 1)  werden bei 0" mit 37.14 g Dieyclohrxylcarhodiimid versetzt und die Reaktionsmischung 
5 Stdii. bei 0" geriihrt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Raumtenip. filtriert man vom ausge- 
fallenen Dicyclohexylharnstoff ab  und danipft anschlieRend das Filtrat i. Vak. ein: fast farb- 
loses 01. Chromatograpliisch rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Essigsiiure (3 : 2 : 1 j bzw. 
n-ButanollEisessigIWasser (6 : 2 : 2). Ausb. quantitativ. 

3. Renz)~loxyc.cirhonyI-O-fert.- hutyl-L-seryl- L-usparagyl(@- tert.- butylesterj-0-tert. - butyl- 1.- 

tyrosyl- 0 - teri.-hntyl- L-seryl-N"- tert.-hui,vlox?~c~rrhonyl- L - lysyl- O-teri.-hutJJ/-L- t.vrosyI- I.- 
Iei~cyl-~~-aspurcrginsi iure-~-tert . -bi~~~lester  [S-15 a] 

a) 8.2 I g (6.12 mMol) H-AspiOtBu) -Tyr (tBuj -Ser(tBiii -L,ys(BOC) - TyrjtBu) -Leu-Asp- 
/ OfRui-OH [9-15c] werden i n  100 ccm Dimethylformamid mit 0.89 ccm Triuthylaniin gelost 
und bei Raumtenrp. unter Riihren mit 3.42 g (8.2 mMol) Z-Seri tBui-ONP [Sg]5) versetzt. 
Nach 48 stdg. Ruhren wird die Reaktionsmischung mit 3.X ccm Eisessig versetzt, anschlie- 
fiend i. Vak. eingeengt, der erhaltene Riickstand mit verd. Citronensiiure-Losung behandelt, 
auf das Filter gebracht und zunachst mit Wasser und daiin init Diathylather sorgfaltig gewa- 
schen. Nach Umkristallisieren aus 90proz. Methanol und Trocknen bei 80' !  10-3 Torr Schmp. 

rein in AmylalkohollPyridin/Wasser (35 : 35 : 30) bzw. in n-Butanol:Wasser/Eisessig (6 : 2 : 2). 
Ausb. 8.75 g (88 "/,). 

C ~ ~ H ~ ~ S N ~ O ~ L . ~ ~ ~ H ~ O  (1565.5) Ber. C 62.15 H 8.08 N 8.05 Gef. C 62.06 13 8.1 I N 8.01 

b) 171.5 g (133.5 mMol) Ifeptapeptid [9-15c] in 2.5 1 Dimethylformamid und 18.5 ccni 
Trridthylamin werden mil 62.7 g ( I60 mMolj oligem Z-Ser(tBu) -0SU [Sf] in 100 ccm Dimethyl- 
formamid, wie untei' 3 a) beschrieben, umgesetzt und aufgearbeitet. Schmp. 203 ~~ 205'; [ IX]~ ' :  

208 -209'; [~]6": ~ 12.8 -)I" bzw. [ K ] . ] : : ~ :  --17.5" ( C  I : in Methanol). Chromatographisch 

- 12.4 2 1 ' bzw. [z]:t6: - 17.0" (c I ; in Methanol). Ausb. 205 g (97.5 7"). 
4. 2-Riitro-plierrylsiil/i.nL.l-0-tert.-hutyl-~-seryl-~.-irspuragyI/B-tert.-butylester)-0-iert.-hutyl- 

L-ryrosyl-O-tert.-but~vl-L-,seryI- N'-t~~rt.-hu~ylox.~cl.cUrhon.~~I-L-/ys.vi- O-teri.-hutyl-L- tvrosyl- L-leu- 
cy1-L.-cispurugins8i~rc~-~-tert.-hut?;lrster [S-15 b] : 2.57 g (2 mMol) H-AspI OrBu) -Tj,r/tBu)-Ser- 
/ t B I ~  I -Lys ( BO Ci - Tyr i r Bui -Leu- A .cp ( 0 t Buj -OH [9- 1 5 c] in 2 5 ccm Dimeth y I f orinami d we r - 
den mil 0.28 ccm Triiifhylarnin und 0.98 g (2.4 mMol) NPS-Ser/'fBu)-OSU [Sk]6) ver- 
setzt: die Reaktionsmischung wird bei Raumtemp. 15 Stdn. geriihrt und ansclilieRend i. Vak. 
a d  die Hiilfte des Volumens eingeengt. Das auf Zugabe von 500 ccm sehr verd. Citronensiiurc- 
Losung abgcschiedene feste Produkt wird gut verrieben, auf das Filter gebracht und gut mit 
Citronensiiure-Losung und Wasser gewaschen. Nach Trocknen i. Vak. uber P205 wird das 
erhaltene (J)cta~eptid-Drrivut in der erforderlichen Meiige Dimethylformamid gelost, die 
Losung i n  vie1 Diathylather cingegossen und die abfiltrierte Fallung bei 25'jI0-:3 Torr getrock- 
net: Schmp. 227' (Zers.); [XI$ : . -9.7' (c - 0.7; in Dimethylformamid). Chromatograpliisch 

*) 6. Wuritch und C. Joeger, Hoppe-Seyler's Z .  physiol. Cheni. 346, 301 (1966). 
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rein in AmylalkoholjPyridin/Wasser (35 : 35 : 30) bnw. in 11-Propanoli Essigesteri Wasser 
(4 : 3 : 3 )  und in Chloroform/Methanol (7 : 3). Ausb. 2.45 g (77.5 %). 

C79H122N1002lS (1579.9) Bcr. C 60.09 H 7.75 N 8.87 0 21.28 S 2.02 
Gcf. C' 59.90 H 7.91 N 8.69 0 21.27 S 1.79 

(Ahnlich gutc Ergcbnissc crhalt man bci dcr Verwendung der aktiven Ester NPS-Ser(1Bu;- 
ONP [Sl], NPS-Scr(tBu)-ODNP [Bm] und NPS-Ser(tHu)-OPCP [8n].) 

5.  O-fert . -Butyl-L-seryl-L-~sparag,vl~~-tert . -bi~~y~ester)-O-tert . -Dutyl-L-t~r~.~yl-O-te~t . -bi i t~~l-  
~~-ser;r~l-N"-fert.-bI*ty.luxrcnrboti.vl-i.-ly~yl-O-tert.-hu~?;l- f.- iyrosyl- L-  lcueyl- L-nspnraginsawe-P- 
terb.-butylester [8-15c] 

(32 mhlol) a) SO g Z-SeritBu) -Asp( Ot 5u) -Tyr ir Bn j -Seri tBuj -Lyr( BO Cj - Tyr i tRu) -Leu- 
Asp(UtBu)-OH [8-15a] in 800 ccm Dimethylformamid!95proz. Mcthaiiol ( 1  : I )  und 3 ccm 
Essigsaure werden bei 45' wie uhlich hydriert. Durch kurzes Erhitzen auf dem WdSserbad 
wird das ausgcfallcnc Produkt in Losung gebracht, noch hein vom Katalysator fillriert und 
das Filtrat anschlicRcnd mchrcre Stdn. im Kiihlschrank bei - -5' stehengelassen. Das ahge- 
schicdcne Matcrial wird abgcsaugt, init Methanol gewaschen und uber P205 i. Vak. getrock- 
nct: Schnip. > 250"; [ r ] ' $ O :  -3.9 &lo bzw. [XI:,",: -4.5" (c -= I ;  in 80proz. Essigsiiure). 
Chromatographisch rcin in n-Rutanol!Eiscssig/Wasscr (2 : 2 : 1) b ~ w .  in Aniylalkohol/Pyridin~ 
Wasser (35 : 35 : 30). Ausb. 40.9 g (80%). 

C73H119N9019.1 H2O (1444.8) Ber, C 60.69 H 8.44 N 8.73 0 22.10 
Gel. C 60.79 1-1 8.58 N 8.73 0 21.91 

b) 0.5 g (0.32 m Mol) NPS-Ser ( t  Buj -Asp(OtBz/ )  -Tvr( tBuj -Ser( tBu) -Lys( BO C) - T y :  r 5 ~ j  - 
Leu-AspiOtBuj-OH [8-15b] werden in 4 ccm Thioglykolsuure (80 "/6, Merck) unter leichtem 
Erwarmen gelost und dann 60 Min. bei Raumtemp. stehengelassen. Durch Zusatz von Di5ithyl- 
ather fallt ein gallertiges Produkt aus; es wird abfiltriert, mit Petrolather gewaschcn, das 
erhaltene weiBe Pulver mit siedendem Methanol digeriert und anschlieRend bei 80/10 3 Torr 
uber Nacht getrocknet: Schmp. 1 250"; [ X ] & ~ O :  --4.3 j I" bzw. - 5 . 0  (e-= I ;  i n  80proz. 
Essigsiiure). Chromatographisch rein in n-ButanoljEisessig/Wasser (6  : 2 : 2) bzw. i n  Amyl- 
alkoholjPyridinlWasser (35 : 35 : 30). Ausb. 0.32 g (69:;). 

6. Benzylu~yccrrhonyl-O-tert . -hutyl-L-tAreonii i -~hi-h~~dru.w~~-succi i~i~~i~~ster~ [7 c] : 5 .O g ( I 0 
mMol) Z-ThrjtBui-OH.DCHA [7b.DCHA]9) werden in 100 ccm hhylacetat  suspendiert 
und bei 0" unter Riihren mit Citronensaure-Losung (UberschuD) bis zur klaren Liisung vcr- 
setzt. Die organische Phase wird abgetrennt, mit Wasser gewaschen und iibcr Natriumsulfat 
getrocknet. Zu dieser Losung werden bei 0 unter Riihren 1.15 g (10 mMol) N-Hydroxy- 
succinimid und 2.06 g (10 mMol) Dicq'clokex~lcarhodiimid gegeben. Die Rcaktionsmischung 
wird uber Nacht bci 0" nachgeruhrt, dann vom ausgefallenen Harnstoff ahtiltriert, i. Vak. 
eingedampft, der oligc Ruckstand in Diathylather aufgenommenl von gcringcn Mcngen 
Dicydohexylharnstoff abfiltriert und dic Liisung crneut i. Vak. eingedanipft : 01. Ausb. 
quantitativ. 

7. Rer~z~lox.vearbon).1-O-ferr.-butyl-L-thrronin-, 2.4-dinirro-pheii~,~~ster: [7d] : 5.0 g ( 10 mMol) 
2-ThrjtBuJ-OH. D C H A  [7b,DCHA]P), in 150 ccm Kthylacetat suspcndicrt, werden bei 
0" unter Riihren mit verd. Citronensiiure-l,osU17g bis zur vollstandigen Losung hehan- 
delt. Die abgetrennte organische Phase wird init Wasser gcwaschcn, uber Natriumsulfat 
getrocknet und schlieRlich i. Vak. auf 100 ccm eingeengt. Die so crhaltcnc Essigcstcrlosung 
von Z-Thr(tBzc)-OH wird nach Abkiihlcn auf 0" mit 1.84 g (10 mMol) 2.4-Dinilro-p/ze/iol und 

9, fi. Iz/iinsch und J. Jentsch, Chem. Ber. 97, 2490 (1964). DCHA == I~icyclohe?cylaiiiin. 
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2.06 g (10 mMol) Dicyclohexylcarbodiirnid versetzt und uber Nacht bei 0" geriihrt. Das i. Vak. 
eingedampfte Filtrat vom Dicyclohexylharnstolf ergibt ein gelbliches 0 1 ,  das beim Behandeln 
mit Wasser fest wird. Das abfiltrierte Material wird nach Trocknen bei 10-3 Torr iiber P205 
aus Diathylather/Petrolather umkristallisiert: Schmp. 87 -88'; - 12.1 3 1" bzw. [a]:&: 
--14.3" (c = 1 ;  in Methanol). Ausb. 2.93 g (62%). 

C22H25N309 (475.4) Ber. C 55.57 H 5.30 N 8.83 0 30.28 
Gef. C 55.48 H 5.39 N 8.83 0 30.41 

8. Benzyloxycnrbonyl-O-tert.-butyl-L-threonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl(~-tert.-hu- 
tylester) -0-tert.-butyl-L-tyrosyl-0-tert.-butyl-L-seryl- NE-tert.-butyloxycarhonyl-L-lysyl-O-tert.- 
hutyl-L-tyrosyl-L-leuc.yl-L-asparaginsaure-~-tert.-hutylester [7-15 a] 

a) Das nach 6. erhaltene olige Z-Thr(tBu)-OSU [7c] in 20 ccm Dimethylformamid wird bei 
0' unter Riihren zu 5.8 g (4 mMol) H-Ser(tBu)-Asp(0tBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(B0C)- 
Tyr(tBu)-Leu-Asp(0tBu)-OH [8-15c] und 0.56 ccm (4 mMol) Triathylamin in 150 ccm Di- 
methylformamid gegeben. Nach Ruhren uber Nacht bei Raumtomp. wird die Reaktions- 
mischung i. Vak. eingedampft. Der Ruckstand wird beim Behandeln rnit 300 ccm verd. Citro- 
nensaure-Losung unter Eiskuhlung fest. Nach sorgfaltigem Verreiben wird das Produkt abfil- 
triert, mit Wasser gewaschen, anschlieflend aus Methanol/Wasser umgefallt und letztlich 
i. Vak. iiber P2O5 getrocknet. Aus Methanol/Diathylather/Petrolather Schmp. 207 -209"; 
[cr]2,O: -5.6 i l "  bzw. [a]::6: -7.2, (c = 1 ;  in Dimethylformamid). Chromatographisch rein 
in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30), n-ButanollWasseriEisessig (6 : 2 : 2), n-Butanol/ 
khanol/Wasser (2 : 2 : 1) und n-Propanol/Essigester/Wasser (7 : I : I ) .  Ausb. 5.75 g (820,;). 

Cs9H140N10023 (1718.2) Ber. C 62.17 H 8.15 N 8.15 0 21.42 
Gef. C61.80 H 8.30 N 8.11 021.41 

h) 1.45 g ( I  mMol) [8-15c] und 0.16 ccm Triiithylamin in 40 ccm Dimethylformamid wer- 
den bei Raumtemp. und unter Riihren 0.57 g (1.2 mMol) Z-ThrltBuj-ODNP [7d] in 10 ccm 
Dimethylformamid zugetropft. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt, anschlie- 
Bend au€ die Halfte des Volumens i. Vak. eingeengt, das nach Behandeln mit sehr verd. Citro- 
nensaure-Losung ausgefallene feste Produkt abfiltriert, rnit Wasser gewaschen und i. Vak. 
iiber PZOS getrocknet. Die LGsung des rohen Nonapeptid-Derivates in Methanol wird zur 
Entfarbung mit Aktivkohle behandelt, anschlieRend mit Diathylather/Petrolather (1 : 1) ver- 
setzt, das ausgefallte Material abfiltriert und i. Vak. iiber P205 getrocknet: Schmp. 208 -209"; 
[tc]26): --5.5 & I "  bzw. [cc]:'&: -6.8" (c = 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 Yi). 

9. 2-Nitro-phenyl.~ulfenyl-O-tert.-biityl-L-threo~tyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl~~-tert.- 
butylester) - 0 - tert. - butyl- L- tyrosyl- 0 - tert. - hutyl- L -seryl-NE-tert.-hutyloxycarhonyl- L-lysyl- 0- 
tert.-hutyl-L-tyrosyl-L-leucyl- L-asparaginsaure-fl-tert.-hutylester [7-15 b] 

a) 1 1.6 g (8 m Moll H-Ser (tBu) -Asp(OtBu) - Tyr (iBu) -Ser (tBu) -Lys(BO C) - Tyr( tBu) -Leu- 
Aspl0tBu)-OH [8-15c] in 150 ccm Dimethylformamid werden rnit 1.12 ccm Triuthylamin 
und 4.2 g (8.8 mMol) NPS-ThrftBu)-OSU [7g]6) versetzt und die Reaktionsmischung bei 
Raumtemp. 15 Stdn. bis zum gallertartigen Erstarren geruhrt. Beim Behandeln der Masse 
rnit 1000 ccm verd. Citronensaure-Losung (pH 4) flockt das Produkt aus; es wird nach sorg- 
faltigem Verreiben abfiltriert und rnit Wasser gut nachgewaschen. Das noch feuchte Produkt 
wird in wenig heiBem Methanol aufgelost; beim Stehenlassen der Losung iiber Nacht bei 0" 
scheidet sich reines, kristallines Nunapepiid-Derivot ab. Es wird abfiltriert und i. Vak. bei 
10-3 Torr getrocknet: [ C I ] ~ ~ :  -20.8 & I "  bzw. -23.0 (c = 0.9; in Dimethylformamid). 
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/~thanol/Wasser (2 : 2 : I ) .  
Ausb. 12.4 g (89 ",). 

C8,H13,N11023S (1737.2) Ber. C 60.15 H 7.95 N 8.87 0 21.19 S 1.81 
Gef. C 59.94 H 8.05 N 8.58 0 21.43 S 1.94 

Aminosiurcanalyse: 
Thr Ser Asp Tyr Lys Leu 

Ber. I 2 2 2 1 1 
Get. 0.95 1.81 2.06 1.85 1.02 1.03 

b) 1.45 g (1 mMol) des Octnpeptides [8-15c] in 20 ccni Dimethylformamid werden mit 
0.14 ccni Triiifhylnmin und 0.54 g (1.2 mMol) NPS-Thr(rBr0-UNP [7h]6), wic unter a) be- 
schrieben, jedoch 30 Stdn. umgesctzt und aufgearbeitct. Nach Umkristallisieren aus Metha- 
nol [alto: -20.6 + I '  bzw. [a];:': -22.9' (c = 1 ;  in Dimethylformamid). Ausb. 1.3 g (7573. 

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

10. Benzq.loxycarbonyl-O-tert.-but.vl-L-serin-methylester [Sd]: 88.5 g 2-Ser( tBiij-OH [ S C ] ~ '  
in 1000 ccm absol. Methanol werden bei 5" unter Ruhren mit etwas mehr als der ber. Menge 
ather. Diazonrerhan-Losung tropfenweise versetzt. Die zum SchluB aufgetretene schwache 
Gelbfarbung der Reaktionsmischung wird durch Zusatz von einigen Tropfen Essigsaure zer- 
start. Der nach Einengen i. Vak. erhaltene Riickstand wird in warmem Petrolbenzin (60 bis 
80") aufgenommen; beim Stehenlassen in der Kiihltruhe bei -- 1 0  tritt Kristallisation ein: 
Schmp. 43-43.5"; [a]2,0: $6.3 k0.5" bzw. [a]:;6: +7.3" (c = 2.8; i n  Athanol). Chromato- 
graphisch rein in n-Heptan/Pyridin/Wasser (3 : 1 : 1). Ausb. 91 .O g (98 %). 

CI6H23N05 (309.4) Ber. C 62.12 H 7.49 N 4.53 Gef. C 62.13 H 7.28 N 4.53 

I 1. 0-tert.-Biityl-L-serin-methylester-hydrochlorid [Se-Hydruchlorid] : 89.0 g Z-Ser(tBu)- 
OCH3 [Sd] in 1000 ccm Methanol werden wie ublich hydriert, wobei durch Zutropfen von 
2n methanol. Salzsaure pH 4.5 eingehalten wird. Das Filtrat vom Katalysator dampft man 
i .  Vak. ein; der erhaltene Ruckstand wird aus Essigester/Diathylather oder aus Isopropyl- 
alkohol/Diathylather umkristallisiert. Schmp. 173.5-174.5"; [u]h0: -k8.82 i 1" bzw. [u](I:4o6: 
-1- 10.17" (c = 1 ; in hhano l ) .  Chromatographisch rein in n-Heptan/Pyridin/Wasser (3 : 1 : 1). 
Ausb. 59.2 g (97 %). 

C ~ H I ~ N O ~ ] C I  (21 1.7) Ber. C 45.39 H 8.57 C1 16.75 N 6.62 
Gef. C 45.51 H 8.55 C1 17.03 N 6.68 

12. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-but)tl-L-threoizyl-O-tert.-butyl-L-serin [7-8d] : 61.8 g Z-Thr- 
ItBrd-OH [7 b] - in ublicher Weise durch Zerlegung des Dicyclohexylammoniumsalzes als 
kristalline Masse hergestellt -, 42.5 g H-Ser(tBu)-OCH3.HCl [Se-HCI] und 27.8 ccm Tri- 
irhylumin in 600 ccm Dichlormelhan werden bei - 10" rnit 45.4 g Dicycbhexylcarbodiimid 
versetzt; die Reaktionsmischung riihrt man 3 Stdn. bei ---lo' und 6 Stdn. bei Raumtemp. 
Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff wird i. Vak. eingedampft, die Losung des erhaltenen 
Ruckstaiides in Diathylather wie ublich mit vcrd. Citronensaurc-, Kaliumhydrogencarbonat- 
Losung und Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und letztlich i. Vak. einge- 
dampft: 0 1  (Z-Thr(tBu)-Ser(tBu)-UCHJ [7-8c]). Ausb. quantitativ. 

Das erhaltene olige [7-8c] in 250 ccm Dioxan/Wasser (4: I )  wird mit 200 ccm n NaOH 
,,titrimetrisch" wie iiblich verseift (Thymolphthalein als Indikator). Anschlieflend tropft man 
unter Kuhlung und Ruhren 200ccm n H2S04 zu, entfernt den groDten Teil des Dioxans 
i. Vak. und extrahiert mil Essigester. Die abgetrennte organische Phase wird mit Wasser 
gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und schliefllich i .  Vak. eingedampft: 01. Ausb. 
78 g (98 7;) nach Trocknen bei 10-4 Torr. 
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13. Beni~~loxycorboti~~l-O-tert.-h~ii.yl-L-tl~reonyl-O-tert.-b~ityl-~.-seryl-L-asp~rug~~l~~-tert.-bu- 
tylcster) -0-tert.-butvl-L~-t,vros,vl-0-rert.-butyl-L-seryl-NE-tert.-butyloxycurbonyl-L-lysyl-0-tert.- 
butyl- L-tyrosyl- L-leucyl-L-nspurugyl(~- tert. -butylester) - O-lert.-butyl-L-ser.vl-L-arginyl(hydro- 
bromid) - L-arginyljhydrohromid) -L-alanyl-L-glutnmin~~l-I.-asparagyl(B-tert.-butylester) -"-phe- 
nylulunyl-L-~ulin-trrt.-butylester [7-23 a] 

a) 6.64 g (16.3 mMol) Z-Thr(tBui-Ser(tBu)-OH [7-8d] und 17.6 g (6.5 mMol) H-Asp- 
! O t B u ~ - T y r ( t B u ) - S r r ( t B u ) - L y s ~ B O C ) - T ~ r i t B u j - L e u - A . ~ p ( 0 t B i r ) - S e r ( t B u ~ - A r g ( H B r ) - A r g -  
(HBr)-Alr-Gliz-AspiOtBu)-Plie- Vul-OtBu [9-23c] 2b) werden in 220 ccrn Dimethylformamid 
warm gelost, auf - 10' abgekuhlt und mit 1.12 g (9.7 mMol) N-Hydroxy-succinimid und 
1.68 g (8.15 mMol) Dicycluhexylcarbudiimid versetzt. Mail ruhrt zunachst 18 Stdn. bei O', 
dann weitere 12 Stdn. bei Raumtemp. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird der 
Ruckstand mit Wasser behandelt, das gebildete feste Material abfiltriert und iiber P 2 0 5  

getrocknet. Der rohe Acyl-peptidester wird zweimal mit je 150 ccm heinem Essigester/Athanol 
(4  : I )  digeriert und anschlieRend dreimal aus 50proz. Athanol umkristallisiert: Schmp. 230 bis 
230.5" (Zers.); [x]Lo: ---12.1 3 I"  bzw. [x]:&: - 15.2" (c = 1.3; in 80proz. Essigsaure). Ausb. 
13.45 g (707;). 

Das so gewonnene Produkt enthalt max. 1 :d an nicht umgesetztem Pentadecapeptidester. 
(Elektropherogramm des nach 3 stdg. Behandeln mit Trifluoressigsaure ,,deblockierten" Pep- 
tid-Derivats; SS 2034 A, Natriumacetatpuffer p H  4.9 (0.1 m), 110 Vjl.5 mA, 6 Stdn.). 

C138H223N2503s]Br2 (2952.3) Ber. C 56.14 H 7.61 Br 5.41 N 11.86 
Gef. C 56.16 H 7.81 Br 5.41 N 11.91 

b) Zu I .72 g (1 mMol) Z-Thr(tBu) -Ser(tBu) - Asp( OtBu) -Tyri tBu)-Ser itBu) -Lys(BOC) - 
Tyr(tBLi)-Lrii-Asp!OtBii/-OH [7-15a] und 1.51 g (1.1 5 mMol) H-Ser(tBu)-Argj HBr)-Arg- 
iHBrj-Alu-Gln-Asp( OtBul-Phe- Vul-OtBu [16-23h]7) in 40 ccm Dimethylformamid werden 
bei ~-15" 0.18 g (1.55 mMol) hr-Hydroxy-succinimidund 0.24 g (1.15 mMol) Dic,vclohexylcur- 
bodiimid gegeben. U her Nacht erstarrt die Reaktionsmischung zu einer gallertigen Masse. 
Man bringt durch Zugabe r o n  150 ccm Dimethyiformamid wieder in Losung, ruhrt weitere 
20 Stdn. bei Raumtemp. und dampft anschlienend i. Vak. ein. Das erhaltcne Produkt wird 
rnit Essigester und Diathyliither ausgekocht, auf das Filter gebracht und i. Vak. getrocknet. 
Nach erneutem Digerieren mit Wasser, Diathyliither sowie heinem Essigester und Trocknen 
bei 50"/10-J Torr Schmp. 242" (Zers.); [all: --12.4 & l o  bzw. [x]:,O,: - 15.8" (c = 1 ; in 80proz. 
Essigsaure). 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. 2.1 g 
(71 7;). 

C138H223N250351Br2 (2952.3) Ber. C S6.14 H 7.61 Br 5.41 N 11.86 0 18.79 
Gef. C 56.17 H 7.64 Br 5.43 N 11.76 0 19.04 

Aminosaureanalyse: 

Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glu Phe Val NH3 
Ber. 1 3 3 2 1 1 2 1 1 1 1 1 
Clef. 0.96 2.70 2.99 1.72 0.99 1 .0  2.02 1.0 0.99 0.99 1.02 1.42 

14. 2-Nitro-ph~ri.~~lsulfenyl-O-ter~.-butyl-~.-threonyl- O-tert.-butyl-L-ser~~l-~-uspurugyljp-tert.- 
hutvlester) - 0 - tert. - butyl- I. - tyrosyl- 0 - tert.-butyl- L - seryl- N "-tert.-butyloxycarbonyl-~-l~vsyl-O- 
tert.-hut.vG~=-t~rosyl-~-leucyl-~-uspmrugyl(~-tert.-butylester) -0-tert.-hiityl-L-seryl-L-arginylihy- 
drobromid) -J.-arginyl(hydrobromid) -L-alunyl- L-glutamin,vl-L-asparugyl(~- tert. -butTlester) -I.-  

phenylulunyl-L- ,alin-tert.-butylester [7-23 b] 

NPS- Thr i tBul  -Ser (tBui -Asp (0 t Bui - Tyr i tBu) - Ser (tBu) -Lys ( BO C)  - Tyr- 
( t Bu) -Leu- Asp ( Ot Bu j -0 H [7-15 b] und 7.5 g (5.75 m Mol) H-Ser(tBu) -Arg( HBr )  -Arg( HBr )  - 

8.7 s ( 5  m M 01) 
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Alu-Gln-Aspi0tBa)-Phe- VuI-0:Du [16-23b] 7 ,  in 120 ccm Dimelhylrormamid werden bei 
-~~ 15,- mit 1. 15 g ( 1  0 mMol) N-  Hl.droxy-succinin;id ~ t n d  I .  113 g (5.75 mMol) Dipclohexylcnr- 
hodiimid verselzt. Nach 40stdg. Riihren bei 0' und 20 Sldn. bei Raumtemp. wird vom ausge- 
fallenen Dicyclohexylharnstoff abfiltrierl, das Filtral i. Vak. eingedampft, der feste Riick- 
stand nach mrgliiltigern Verreiben mil W er aul das Filter gebracht und i. Vak. sorort 
getrocknet. Nach Umkristallisieren aus R;lethanol/Essigester/Di~thyl8ther und Trocknen bei 
50/10-3 Torr Schmp. 238" (Zers.); [.I&": -4.9 + I  bzw. [.I::,: ~~ 6.3'' ( c  = 1 : in Methanol). 
Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 301, Ch1oroform:Methanol 
(7 : 3) und n-Butanol/~thanol~Wasser (2 : 2 : 1). Ausb. 12.75 g ( 8 5  76). 

Ci~hH210N~b035S]Br2 (2971.3) Ber. C 54.V7 H 7.33 Br 5.37 N 12.26 0 18.85 S 1.05 
Qef. C 55.03 H 7.43 Br 5.31 N 11.81 0 19.14 S 1.1 I 

Aniinosiiureanalyse: 

B c r . 1  3 3 2 1 1  7- 1 1  1 I 1 
Gef. 1.01 2.79 3.09 1.73 1.03 0.99 1.98 1.00 1.02 1.00 0.98 1.51 

15. 0- iert. - Bufyl-  L- threonyl- 0 - rer:.-butyl-L -seryl- L - ~ a . ~ p n r a ~ ~ ~ l ( ~ - ? e r t . - b i i ~ ~ l e . s t e r )  -O-?er?.- 
hiityl-L-tyrusyl-0-tert. -brrtyl-L-ser~l-NL-ter~. -bur~ln~~~corhonylL-l .vsyl-  0- r,vf.-butyl-L- i.vrosjd- 
~ - l a i ~ c y l - ~ - ~ i s p ~ r r r ~ ~ l ( ~ - t e r t . - h r i t y l e s t e r )  -O-tert.-hrrt,vl-L-seryl-L-urgin.~l~ hJ.drohroinidl -L-urgiii.yl- 
ihydrobrainidj-L-alan~l-L-glatnmii~~l-L-u.~puru~yl  !~- ter t . -huryle~ster~-t , -p/ ien~~lrlm~l-r . -val i i i -  
tert.-biqlester [7-23c] 

I2 g f4.07 mMol) Benzylux~rurbonyfepti~1~s:er [7-23a] in 203 ccni Dimethylformamid 
und 200 ccm 8Oproz. Athanol werden wie ublich 12 Stdn. bei 4 G  hydriert. Der nach Einengen 
dcr filtrierten Reaktionsliisung i. Vak. erhaltene Ruckstand wird niit Diiithyliither behondelt, 
auf das Filter gebracht und i. Vak. bei 50' getrocknet: Schmp. 223" (Zers.): [z]&": ~ 16.2 
?:I" bzw. -20.2' (c := 0.8; in 80proz. Essigshre). Chromatographisch rein jn 

Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30) und tert.-Rutylalkol~ol/Essigsiiure:Wasser/Py 
ih0 :6 :24 :20) .  Ausb. 11.2g(98"/,). 

C13,lH~17N25033]Br: (2818.2) Ber. c'55.40 H 7.76 N 12.43 0 18.74 
Gef. C 55.43 H 7.99 N 12.22 0 18.83 

Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glti Phe Val N1-13 

[333:'67] 


