
336 Wunsch, Zwick und Jaeger Jahrg. 101 

Chem. Ber. 101, 336-340 (1968) 

Erich Wiinsch, Anton Zwick und Ernst Jaeger 

Zur Synthese des Glucagons, XVI 1)  

Darstellung der Sequenz 1 - 6 

Aus dem Max-Planck-Institut fur EiweiR- und Lederforschung, Abteilung fur Peptidchemie, 
Miinchen 

(Eingegangen am 26. Juli 1967) 

Die Synthese von N".Nim-Bis-adamantyloxycarhonyI-r-histidyl-O-tert.-hutyl-r-seryl-L-glut- 
aminyl-glycyl-O-tert.-hutyl-L-threonyl-L-phenylalanin, eine geeignete Kopfkomponente mit 
der Glucagon-Sequenz 1-6 zur Darstellung der jeweils allseits geschutzten Sequenz 1-23 
bzw. der Gesamtsequenz 1-29 des Pankreashormons durch Verkniipfung mit den entspre- 
chend geschutzten Glucagon-Bruchstiicken 7--23 und 7 29, wird beschrieben. 

In der vorausgehenden Mitteilung 1 )  hatten wir kurz von unseren Fehlschlagen, 
BOC-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-N3 (aus dem Hydrazid [l-8 b]) mit H-Asp- 
(Ot Bu)-Tyr(t Bu)-Ser(tBu)-Lys(B0C) - Tyr(tBu)-Leu - Asp(0tBu)- Ser(tBu)- Arg(HBr)- 
Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp(0tBu)-Phe-Val-OtBu [9-23c] zum Tricosapeptid-Derivat zu 
verkniipfen, und der daraufhin erfolgten Darstellung eines Heptadecapeptidesters 
[7-23c] berichtet. Fur die Synthese des allseits geschutzten Tricosapeptids mit der 
Sequenz 1 ~ 23 des Glucagons unter Verwendung von [7-23c] als ,,Aminokompo- 
nente" war der Aufbau einer zweckmaoigen ,,Kopfkomponente", d. h. eines ent- 
sprechend geschiitzten Hexapeptid-Derivats mit der Sequenz 1 -6 des Hormons 
erforderlich. 

In ublicheni stufenweisem Anbau von Z-Gln-OH [3] bzw. Z-Ser(tBu)-OH [2c] an 
H-Gly-OCH3 [4c] wurde Z-Ser(tBu)-Gln-Gly-OCH3 [2-4d] erhalten und dieses 
mittels n NaOH ,,titrimetrisch" zum Acyl-Tripeptid [2-4e] verseift. Die Vereinigung 
von [2-4e] nach dem Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren 2) niit H-Thr- 
(tBu)-Phe-OCH3 [5-6h] - durch Verkniipfung von Z-Thr(tBu)-OH [5c] und H-Phe- 
OCH3 [6f] und anschlienende hydrogenolytische Entacylierung des erhaltenen Z-Thr- 
(tBu)-Phe-OCH3 [5-6g] zuganglich und als Hydrochlorid in kristalliner Form iso- 
liert - erbrachte in hoher Ausb. Z-Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr(tBu)-Phe-OCH3 [2-6a]. 
Schonende alkalische Hydrolyse von [2-6a] fuhrte zum Benzyloxycarbonyl- 
pentapeptid [2-6b], dessen Behandlung mit katalytisch erregtem Wasserstoff zum 
,,freien" Pentapeptid [2-6c] (s. Schema). 

1) XV. Mitteil.: E. Wiinsch, A.  Zwick und A .  Fontunu, Chem. Ber. 101, 326 (1968), 

2) E. Wiinsrh und F. Drees, Chem. Ber. 99, 110 (1966); F. Weygund, D. Hoffmann und 
vorstehend. 

E. Wiinsch, Z .  Naturforsch. 21b, 426 (1966). 
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Z-Gln-OH 131 H-Gly-OCHs [4c] 

ANM = Anhydridrnethode 

HOSU = N-Hydroxy-auccinimid 

Z - Gln-Gly - OC H3 [ 3 - 4c] AdOC = hdamantyloxycarbonyl 
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~ B u  i ~ B u  

%-Ser-OH 12cI H-Gln-Gly-OCH, [3-4d] %-Thr-OH [Sc] H-Pha-OCH3 [6f] 
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AdOC - His -OH [Id] Z-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-OH [2-6b] 
~ C D / H O S U  LH,/Pd 

+dOC ~ B u  ~ B u  
AdOC-His-OSU [ lel  H-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-OH [2-6c] 

+dOC \Bu ~ B U  
AdOC-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-OH [ 1-6al 

Da bei Peptidsynthesen der Einsatz von Kopfkomponenten mit Nim-ungeschutzten 
Histidin-Resten in der Sequenz generell Schwierigkeiten bereitet - rnoglicherweise 
liegt darin der Grund fur das Scheitern oben genannter Azidverknupfung -, schien 
uns fur den Anbau des amino-endstandigen Histidins an das Pentapeptid [2-6c] ein 
Na.NIm-diblockiertes Histidin-Derivat zweckmaflig. Aus verschiedenen Grunden, 
hauptsachlich jedoch wegen der durch Protonensolvolyse moglichen Demaskierung, 
haben wir uns fur das von Haas und Mitarbb.3) erstmals beschriebene NQ.Nim-Bis- 
adamantyloxycarbonyl-L-histidin [l d] entschieden. 

Mit Hilfe von AdOC-His(Ad0C)-OSU [l el, auf ubliche Weise aus [ld] zuganglich, 
verlauft der Anbau der ,,Sequenz-Position 1 " an das Pentapeptid [2-6c] erfolgreich; 
chroniatographisch und analytisch reines AdOC-His(Ad0C)-Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr- 
(tBu)-Phe-OH [1-6a] konnte in 80proz. Ausbeute isoIiert werden. 

3) W. L. Haas, E. V. Krunzkalns und K.  Gerzon, J. Amer. chem. SOC. 88, 1988 (1966). 
Chemische Berichte Jahrg. 101 22 
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Unsereii technischen Asistenten I raulein B Bouschku, Herrn 0 Krrruc u n d  J Murrol 
(praparative Arbeiten) wu ie  Fraulein R Schrrrf (dndlytische Arbeiten) danken R ir fur ihre 
ausgezeichnete Mitarbeit Ferner danken wir der Belegschaft de\ mikrodnalytiachen Ldbord- 
toriums der Abteilung (Leitung W Beck) fur die Ausfuhrung der Ekmentdrdndlysen 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. Tottoli bestimnit 

und die spezif. Drehwerte in1 lichtelektrischen Polarimeter der Firma Carl Zeiss ermittelt ; 
die Werte der D-Linie wurden berechnct. Der chromatographische Reinheitstest der Zwischen- 
und Endprodukte erfolgte nach iiblichen Verfahren der Papier- und Dunnschichtchromato- 
graphie jeweils mindestens mit zwei Losungsmittelsystemen *). 

1 .  Benz~~/o;\-4carhc~nyl-O-tert.-hut~l-~.-threonyl-~-yhen~lulunin-rnelhylesrer [§-6g]: Zu einer 
Losung von 70 g (226 mMol) Z - T h r l r B u j - O H  [5cl**) in 500 ccm Dichlormethan werden bei 

5' nacheinander 31.4 ccm Triurhylurnirz. 49 g (227 mMol) H-Phe-OCH2.  H C ' I  [6f,HCI] und 
51 g (248 mMol) Dirycle)hex~~leurbodiimid gegeben. Man ruhrt 4 Stdn. bei - 5  und  weitere 
10 Stdn. bei Raumtemp. Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstof wird i. Vak. eingedampft, 
der Ruckstand zwischen Essigester und Wasser verteilt, die abgetrennte organische Phase 
wie iiblich mit verd. Citronensaure-, Kaliumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen 
iind iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Eindamplen i. Vak. erhalt man  ein 01, das mehrere 
Stdn. i. Hochvak. getrocknet wird. Ausb. 80.0 g (75";). 

2. 0-tert . -  B/it~l-L-threonyl-L-pherr~.lulanin-meth~~/esrer-h,vdroclilorid [5-6 h .  HCl] : X0.0 g 
(170 mMol) oliges Z-Thr!tBui-Phe-OCH3 [5-6g] i n  400 ccm Methanol werden wie ublich 
unter Zutropfen von n methanol. Salzsaure bei pH 4 hydriert. Das Filtrat vom Katalysator 
wird i. Vak. eingeengt und der Ruckstand aus Methanol!Diathylather ~imltristallisiert : 
Schmp. 162 163"; [XI;": i 26.6 + l "  bzw. [c(]:e6: f 33.1- (c 1.3; in Athanol). Chromatc- 
graphisch rein in tert.-Butylalkohol/EisessigiWasserjPyridin (30 : 6 : 24 : 20) bzw. tert.-Butyl- 
alkohol:Eisessig/Wasser (6 : 2 : 2). Ausb. 59.1 g (93 "/,). 

C1~HpN204]CI  (372.9) Ber. C 57.98 H 7.84 N 7.51 Gef. C 57.79 H 7.85 N 7.31 

3. B e n z ~ l r ~ x y c a r h o n ~ ~ l - ~ - ~ l ~ ~ t ~ ~ ~ ~ ~ i r ~ . ~ l - ~ / ~ c ~ n - ~ ~ e f h y l e s t c ~ r  [3-4c] : Zu 84.0 g (0.3 Mol) Z-Gln- 
OH [3] und 41.7 ccm Triiirhylurnin in 400 ccm TetrahydrofuraniAcetonitriI ( 1  : 1) werden bei 
- 15" langsam unter Riihren 28.6 ccm Chlor~rrnei~en~Bure-uth.~/ester getropft. Dann fiigt man 
37.8 g (ca. 0.3 Mol) H - G I y - O C H ~ ~ H C l  [4c.HCI] und 41.7 ccin Triiithylamin in 200ccm 
Dimethylformamid zu, riihrt I Stde. bei ~ 10" und weitere 4 Stdn. bei Raumtemp. Danach 
destilliert man die Losungsmittel i. Vak. ab. Der Ruckstand wird mit 1000 ccm 0.5 n HCI 
behandelt, das gebildete feste Material abfiltriert, anschlieljend mit 0.512 KHCOj-Liisung 
digeriert, erneut auf das Filter gebracht und mit Wasser gut gewaschen. Das i. Valc. iiber 
P205 getrocknete Produkt kristallisiert aus Methanol mit Schmp. 174.5 ~ 175.5"; [cxjg': ~ 16.2 
t I '  bzw. [a]:'&: I ;  in 

Eisessig). Ausb. 80.3 g (76:i). 
183 '  (,c ~~ 0.8; i n  Athanol); [cx];': ~~ 6.6 ! 1 ' bzw. [XI?',: --7.7" (c  

C16H2iN306 (351.4) Ber. C 54.70 H 6.02 N 11.96 Gef. C 54.48 H 6.1 I N 11.71 

4. r . -Glutnmin~l-glycin- inet i i .~ lester- i~~dr~~hlor~d [3-4d' HCI] : Eine Aufschlammung von 
88.0 g (235 mMol) Z-GIn-GIy-OCH3 [3-4c] in 400 ccm Methanol wird in Gegenwart von 
Palladiumschwarz und unter Zutropfen von I I  methanol. Salzsiiure bei p H  4 12 Stdn. wie 
iiblich hydriert. Das Filtrat vom Kalalysator wird i. Vak. eingedampft, der Ruckstand aus 

*) Die Angabe von LBsungsmittelsystemen erfolgt nur dann, wenn damit auch eine einwand- 
freie Trennung von den Ausgangsmaterialien moglich ist. 

**) Freigesetzt aus dem Dicyclohexylammoniumsalz. 



1968 Ztir Syiithzse des Glucagons (XVI.) 339 

absol Athanol umkristallisiert Schmp 110 113 , t 16 6 4 1 bz\+ [z]:!, 19 7 
( c  - 2 3 in  Methanol) Aush 56 3 g (94 S O , )  

C ~ H J ~ Y , O ~ ] C I  ( 2 5 3  7 )  Ber C 37 87 H 6 36 CI 17  98 N 16.56 
Clef C 17 66 H 6 32 Cl 13 97 N 16 38 

5 BenzJ I r~xyravhon~l-O-tert  -hut)/- I -rrr~I-L-gli~taminy(-glvtrw-lwcrk blevter [2-4d] ZLI 62 5 g 

(212 rnMol)  Z-Jer( tBi i ] -OH [ZC]~)  triid 29.4 ccm Triathbhrnin in 400 cLm Tetrahydroturan 
werdcn bei 10 untcr Ruhrcn 20 2 ccni Ch/orai i~rr~rn~arrrc-arhy/e~/er  getropft rind zur erhal- 
teneii Losung des asynini Atlhwfrids 57 6 g (212 mMol) H-Glrr-Cly-OCH3 HCI [3-4d HCI] 
und 29 4 ccm 1 ridthylamin in 100 ccm Dinicthylfornian~id gegeben. Man ruhrt I Stde bei 

1 0  , dann 2 Stdn bei Rdumtemp. und dampft anschlieljend I Yak. em Der Ruckstand 
wird rnit verd. Citronenyaure-Losung behdndelt, dds gebildete teste Produkt auf das Filter 
gebracht, mit Wasser saurefrei gewdwhen, i Vdk uber P 2 0 <  gctrocknet und dLlS Athanol 
umkristallisiert Schrnp. 185 I86 : [r*]ko -9 2 + 0 5 bzw. [r*J:&, -10 7 (c  - 1 6: in 

Athanol), [~]6' -15 6 1 brw [XI$, 18 9 ( c  = 1 ,  i n  80pror Essigsaure), nach Tiock- 
lien be1 90 I 10 3 Torr Chronidtographisch rein i n  n-Amylalkohol,'Pyrid~n'Waiser (15 7 

husb  83.6 g (SO"/,) 
C 2 3 H 3 4 h 4 0 8  (494 6) Ber C 55  86 H h 93 h 11 33 Clef C' 55  68 H 7 01 N 11 3 5  

6 Benr?Iox~carbow~l-O-terr -blltvdL-~ert/-L-g/Ulamr?iv/-g~~fiiZ [2-4e]. 32 7 g (66 mhilol) 
Z--SeritBu)-Gln-GII.-OCH~ [2-4d] i n  150 ccni Ilioxan werden niit 66 ccrn n NaOH u i e  ublich 
vcrseift Nach Ansauern mil 66 ccm n HzSOJ bird dic Losung i Vak bis m r  Trockene einge- 
dampft und der Ruckstnnd mit Aceton behandelt, uobei Natiiunisulfnt ungelost bleibt Dab 
I Vdk eingedainptte Filtrat hinterlaBt einen fezten Ruckstand, dei  LIE wenig Wa\\er urnkri- 
stallisiert wird Schmp. 158 I59 (145 ),  [r]'; 9 0 t I "  bzw. [XI:,", 10 3 (c ~ 1 2 ,  in 

Athanol). Chromatographi\ch rein in  terl -Butylalkohol Eiyessig/Wasser/Pq rillin ( 30 6 24 20) 
Ausb 29 2 g (9075) 

Cz2Hi2N408 1/2H2O 1489 5 )  Ber C 53 98 H 6 80 N 11 43 Cief. C 54 06 H 6.89 N 1 I 39 

7. Beriij lo 'ci  ccirbon) I- 0-terr .  -hu t )  1-1 - wn I-1 -ql~rtamrr7,vI-~lqc)I- (1-tert -1iutyl-f -f/ireonj I- L-  

p h a r ~ j l a I ~ m r n - ~ ~ i e / h ~ l e r t e ~  [2-hs] Z u  42 2 g (88 mMol) Z-SrritBui-CIn-GII -OH [2-4e] und 
12 25 ccm Triath)/arnrn in  300 ccm DimeLhylforinamid werden be1 5" 7 2  9 g (88 mMol) 
H-Thrl tBu)-Phe-UCH? HCI [5-6h HCI], 1 5  2 g (132 mMol) N-HI droxi-ruccinrmid und 
20 0 g (97 mMol )  Z ~ L J  Lloherv~~urboriirmrd gegeben Die Reaktion\rni\chung wird 4 Stdn. 
bei 5 und 14 Stdn. be1 Raumtemp. geruhrt, voin dusgefdllenen Dicyc lohe~y lh~rn~ t~ i f l  ab- 
filtriert und i Vdk euiigedampft Der erhaltene Ruckstand wird nxheindnder mit Sproz 
Citronensaure- bzw. I Oproz Kaliumhydrogencarbonat-Losung digeriert, duf day Filter ge- 
bracht und sorgldltig niit Wasscr geudsLhen Aus 70proz Mcthdnol Schmp. I78 5 18 l .5 , 
[a];," 5.4 i I bzw [XI::, +6 5 ( (  - I I ~ in Methdnol). Chromatographisch rein i n  n-Hep. 
tdn/ii-ButanoliEisessig (3 1 1 )  b7w il-Propanot~Es~igester,Wdsser (7 1 2) Au5b 65 g 

C 4 0 H 3 8 h b 0 1 1  (798 9) Ber. C 60.17 H 7.32 N 10.52 0 22 01 
Gef C 60 07 H 7.28 N 10.60 0 21 99 

(91"") 

8 Beizzb lo x pcurhuii>I- 0 - t r r t  -hut) I- L - w r )  I- I -glutnmriryI-g/jc \ / -  0 - t e r t  -hut] I- I -tlzrPunj I-L- 
phrrrv~rzlunrn [2-6bl Die Losung von 20 0 g (25 mMol) Z-SerjtBIl,-Gl~i-C/j-T/lr(tBui.Pilr- 
UCH3 [2-6aj in 40 ccm Dioxan wird mit 25 5 ccm 11 MrOll innerhdlb 70 Min wie ubhch 
verseift. Nach Ansaucrn nut 25 5 ccm n HCI entfernt man das Dioxan weitgehend I Vak.; 
bcim Stehenlamn der Restlorung ber +2' tritt Knstallisation a n .  Uas ausgefdlene Produkt 
wird abfiltriert, uber P2O5 I.  Vak getrockiict tind schliefilich aus Athdnol Essigcster oder 

4) L Wunsrh und A .  L K I C ~ ,  C hcm Ber. 99, 105 (1966). 
22 * 
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AcetonitriIumkristallisiert: Schmp. 155.5 ~ 157";[a]2,0: 4-16.7 + l"bzw. [XI::,: 
in Methanol). Ausb. 16.3 g (83%). 

C39H56N6011 (784.9) Ber. C 59.68 H 7.19 N 10.71 0 22.42 
Gef. C 59.67 H 7.33 N 10.62 0 22.47 

19.1' (c ~~ 1 :  

9. O-ieri.-Butyl-L-seryl-~.-glutomin.vl-glycyl-O-iert.-huiyl-r.-threonyl-~-phenylolu~~in [2-6 c] : 
15.7 g (20 mMol) Z-Ser(tBu)-Cln-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH [2-6h] in 300 ccm wiifir. Methanol 
und 1 ccm Essigsaure werden wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert. Das Filtrat vom Kata- 
lysator hinterlafit nach Eindampfen i. Vak. einen Ruckstand, der aus Methanol/Propanol-(2)/ 
Diathylather kristallisiert: 1-7.33 31' '  bzw. [a]&: f 9.13" (c z- 0.9; in Wasser). Chro- 
matographisch rein in tat.-Butylalkohol/Eisessig/Wasser (4 : I : 5) bzw. Amylalkohol/Pyri- 
dinjwasser (35 : 35 : 30). Ausb. 10.85 g (80%). 

C31H50Ne09.1.5 H20 (677.8) Ber. C 54.96 H 7.86 N 12.41 0 24.71 
Gef. C 54.94 H 8.07 N 12.48 0 25.03 

10. Na. Nim-Bis-ndunianiyloxyeorbony/-L-histidin-! N-hydroxy-succinimidesrrrj [l el : 25.6 g 
AdOC-HislAdOCl-OH [l d]3) und 7.0 g N-Hydroxy-succinimid in 250 ccm Dioxan werden 
bei 0" mit 11 g Dicyclohexylcorbodiimid versetzt. Dann wird 2 Stdn. bei 0.' und 12 Stdn. bei 
Raumtemp. geriihrt, nach erneutem Abkiihlen auf 0" vom abgeschiedenen Dicyclohexylharn- 
stoff filtriert und der nach Eindampfen des Filtrats i. Vak. erhaltene Ruckstand mit 100 ccm 
Dichlormethan behandelt, wobei geringe Mengen Dicyclohexylharnstoff ungelost bleiben. 
Die erwarmte Dichlormethan-Losung versetzt man vorsichtig mit wenig Petrolither; nach 
Einsetzen der Kristallisation wird mit Petrolather uberschichtet und zuerst bei Raumtemp. 
und anschliefiend bei ~ 5" zur Vervollstandigung der Kristallisation stehengelassen. Das 
abfiltrierte Produkt wird i. Vak. bei 60" getrocknet: Schmp. 164.5-167.5" (151"). Ausb. 
22.6 g. (Das erhaltene AdOC-His(Ad0C)-OSU enthalt noch etwas N-Hydroxy-succinimid, 
ist jedoch fur die weitere Umsetzung geniigend rein.) 

Na.Nim-Bis-odumontyloxyeorbonyl-L-histidyl- 0-tert.-hutyl- 1.-seryl- r-glnioniinyl-glye.~l- 
O-~err.-butyl-~-ihreonyl-i,-phenylulunin [1-6a]: 6.78 g ( 1 mMol) H-SerltBul-Gln-Gly- Thr- 
(tBu)-Phe-OH [2-6 c] und 1.4 ccm Triuthylomin in 150 ccm Pyridin werden bei - 5' mit 
9.2 g (ca. 1.5 mMol) AdOC-His(Ad0C)-OSU [le] (Rohprodukt) versetzt; die Reaktions- 
losung wird 2 Stdn. bei 0" und weitere 8 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt, i. Vdk. eingedampft, 
der Ruckstand mit absol. Diathylather behandelt und auf das Filter gebracht. Die Losung 
des erhaltenen Produktes in 100 ccm Methanol laBt man in 500 ccm Wasser, das 4.3 g Citro- 
nensaure enthalt, einflieBen. Die gebildete Fallung wird abfiltriert, nach sorgfaltigem Waschen 
mit Wasser i. Vak. getrocknet und schlieblich in 300 ccm Essigester/Methanol (5 : 1 )  aufge- 
nommen. In diese Losung lafit man unter Riihren 100 ccm absol. Digthylather langsam ein- 
flieBen. Nach mehrstdg. Stehenlassen im Kiihlschrank bei ~~ 5" wird der Niederschlag abfil- 
triert und i. Vak. bei 40" getrocknet*): [a]$0: t 16 .63  * l o  bzw. [CC]:;~: + 19.94' (c  = 0.9; in 
Methanol). Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30), n-Butanol/ 
EisessigiWasser (6 : 2 : 2) bzw. n-Heptan/n-ButanoliEisessig ( I  : 2 : I). Ausb. 9.45 g (SO"/>,). 

1 1. 

C ~ ~ H ~ ~ N ~ O I ~ . C H ~ O H  (1 176.4) Ber. C 61.26 H 7.63 N 10.72 0 20.40 
Gef. C 60.90 H 7.87 N 10.87 0 20.33 

Aminosaureanalyse: 
His Ser Glu Gly Thr Phe NH3 

B e r . 1  1 1  I 1  I I 
Gef. 0.96 0.96 1.0 1.0 1.0 0.96 1.21 

*) Beim Umkristallisieren aus Acetonitril und Trocknen der Flllung bei 60"/10-3 Torr erhalt 
man das Acyl-hexapeptid mit 1 Mol. Wasser und 1/2 Mol. Acetonitril. 

C ~ ~ H ~ S N ~ O ~ ~ . H ~ O . ~ / Z  CH3CN (I 182.9) Ber. C 60.92 H 7.54 N 11.25 0 20.29 
Gef. C 60.88 H 7.61 N 11.24 0 20.09 

13341671 


