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Erich Wiinsch und Gerhard Wendlberger

Zur Synthese des Glucagons, XVIID

Darstellung der Sequenz 7—29

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei3- und Lederforschung, Abteilung fiir Peptidchemie,
Miinchen

(Eingegangen am 26. Juli 1967)
|

Die Synthese der am Aminocnde freien, sonst allscits geschiitzten Tricosapeptid-Sequenz
7—29 des Glucagons,
tBu tBu OtBu tBu tBu BOC tBu OtBu tBu (HBr)(HBr) OtBu
i ! | i | [ | | i i | '
H -~ Thr—Ser—Asp—Tyr—Ser—Lys—Tyr—Leu—Asp—Ser—Arg —Arg—Ala—Gln— Asp-
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
tBu

Phe—Val—Gln—Trp —Leu—Met— Asn—Thr—OtBu, nach Schema S. 342 wird beschrieben.
22 23 24 25 26 27 28 29

In einer fritheren Mitteilung hatten wir bereits die Synthese von PHT-Ser(tBu)-Arg-
(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Val-Gln-Trp-Leu- Met-Asn-Thr(tBu)- OtBu
[16-29a] beschrieben?), Die Dephthaloylierung von [16-29a] lieB sich zwar mittels
Hydrazinacetat3) einwandfrei durchfiihren; die Abtrennung des gebildeten Phthalhy-
drazids vom Tetradecapeptidester bereitete jedoch zunichst erhebliche Schwierigkei-
ten. Erst als wir durch Behandeln mit entsprechend-dquimolekularen Mengen Brom-
wasserstoffsdure den Peptidester in das Trihydrobromid iiberfiihrten, gelang die Rein-
darstellung von H-Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-GIn-Asp(OtBu)-Phe-Val-Gin-
Trp-Leu-Met-Asn-Thr(tBu)-OtBu- HBr [16-29¢-HBr] durch einfache Verteilung des
,»opaltansatzes in dem Zweiphasensystem Methanol/Wasser/Chloroform (1:1: 1);
[16-29c- HBr] konnte aus der wilr. Phase als Tetrahydrat chromatographisch und
analytisch rein isoliert werden.

Giinstiger gestaltete sich die Synthese von [16-29c-HBr] auf folgendem Wege:
NPS-Ser(tBu)-ONP [16f]4 wurde mit H-Arg(HBr)-Arg(AcOH)-Ala-Gln-Asp(OtBu)-
OH [17-21c]2 in 93proz. Ausbeute zum N%[2-Nitro-phenylsulfenyl]-hexapeptid
[16-21c], dieses dann mit H-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr(tBu)-OtBu- HBr
[22-29c- HBr] nach dem Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren3 in 70proz. Aus-
beute zum N*[2-Nitro-phenylsulfenyl]-tetradecapeptidester [16-29b] kondensiert.

D XVI. Mitteil.: E. Wiinsch, A. Zwick und E. Jaeger, Chem. Ber. 101, 336 (1968), vor-
stehend.

2 E. Wiinsch und G. Wendlberger, Chcm. Ber. 100, 820 (1967).

3) R. Schwyzer, A. Costopanagiotis und P. Sieber, Helv. chim. Acta 46, 870 (1963).

4 E. Wiinsch und A. Fontana, Chem. Ber. 101, 323 (1968).

S) E. Wiinsch und F. Drees, Chem. Ber.99, 110 (1966); F. Weygand, D. Hoffmann und
E. Wiinsch, Z. Naturforsch. 21b, 426 (1966).
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Die Desulfenylierung von [16-29b] konnte ohne Schwierigkeiten durch Einwir-
kung von ca. 2 Aquivv. 0.1 n methanol. Bromwasserstoffsiure in Gegenwart von
20 Aquivv. 2-Methyl-indol eindeutig vollzogen, H-Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-
GlIn-Asp(OtBu)-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr(tBu)-OtBu- HBr  [16-29¢- HBr]
als Trihydrat chromatographisch und analytisch rein in 90proz. Ausbeute isoliert
werden.

tBu
NPS-Ser-ONP [16f] + H-[17-21]-0H [17-21¢]

L —

l

NPS-|16-21|-OH [16-21¢] + H-{22-29({-OtBu- HBr [22-29c : HBr]
{ i
lDCCD/’HOSU

NPS-[16-29]-0tBu [16-29b]  PHT-[16-29|-0tBu [16-29a]

1HBr (+2-Methyl-indol)

NPS-[7-15]-OH [7-15b] + H-[16-29]-OtBu- HBr [16-29¢ * HBr] < iz AcOH

(HBr)
L i

l 1) (CoHs);N

2} DCCD/HOSU

NPS- -OtBu [7-29a]

lHBr (+ 2-Methyl-indol)

H-[7-29]-OtBu- HBr (7-29b - HBr]

SchlieBlich war es moglich, die sowohl aus dem Phthaloyl- [16-29a] als auch aus
dem 2-Nitro-phenylsulfenyl-Derivat [16-29b] hergestellten und bis auf ihren Wasser-
gehalt identischen Tetradecapeptidester [16-29¢] mit NPS-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp-
(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH  [7-15b]%' zum
N®[2-Nitro-phenylsulfenyl]-tricosapeptid [7-29a] zu vereinigen, und dieses anschlie-
Bend mittels # methanol. Bromwasserstoffsdure (2.2 Aquivv.) unter Zusatz grofBer
Mengen 2-Methyl-indol (100 Aquivv.) zum H-Thr(tBu)-Ser(1Bu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-
Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu) - Leu- Asp(OtBu) -Ser(tBu) - Arg(HBr) - Arg(HBr)-Ala-
Glin-Asp(OtBu)-Phe-Val-GlIn-Trp-Leu-Met-Asn-Thr(tBu)-OtBu- HBr [7-29b- HBr]
zu entacylieren. Dieser Zusatz von 2-Methyl-indol verhindert nicht nur die
bekannte Nebenreaktion-am Tryptophan-Rest der Peptid-Sequenz (Thio-indol-Bil-
dung)?, er,,puffert dariiber hinaus den pH-Wert der Reaktionslosung so weitgehend
ab, daf3 nur noch die nucleophile Sprengung der Sulfenamid-Bindung durch die Brom-
Anionen erfolgt, nicht aber ein protonensolvolytischer Angriff auf die tert.-Butyloxy-
carbonyl-Maskierung der e-Amino-Funktion des Lysin-Restes ablaufen kann®

(‘? E. Wiinsch, A. Zwick und A4. Fontana, Chem. Ber. 101, 326 (1968).
7 E. Wiinsch, A. Fontana und F. Drees, Z. Naturforsch. 22b, 607 (1967).
® Vgl. hierzu: W. Kessler und B. /selin, Helv. chim. Acta 49, 1330 (1966).
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Unseren technischen Assistenten Friulcin B. Scherer (priaparative Arbeiten) sowie Friu-
Iein R. Scharf (analytische Arbeiten) dankcen wir fiir ihre ausgezeichnete Mitarbeit. Die Ele-
mentaranalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium der Abteilung (Leitung W. Beck)
ausgefithrt.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. Tottoli bestimmt,
dic spezif. Drehwerte im lichtelekirischen Polarimeter der Firma Carl Zeiss ermittelt; die
Werle der D-Linie wurden terechnet. Der chromatographische Reinheitstest der Zwischen-
und Endprodukte erfolgte nach iiblichen Verfahren der Papier- und Diinnschichtchromato-
graphie jeweils mindcstens mit zwei Losungsmittelsystemen *),

1. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl-r-seryi-L-arginyl hydrobromid) - L-arginy!-1.-alanyi-1.-
glutaminyl-r-asparaginsdure-p-tert.-butylesier [16-21¢]**)

15.8 g H-Arg{ HBr)-Arg{ AcOH-Ala-Gln-Asp( OtBu)-OH [17-21¢]2 in 200 ccm Dimethyl-
formamid werden bei —10° mit 10 g NPS-Ser(tBu)-ONP [16f]% versetzt. Die Reaktions-
[6sung wird 24 Stdn. bei 0" und 40 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt, anschlieBend in viel Didthyl-
dther eingeriihrt, das ausgefallene Material abfiltriert, in wenig Dimethylformamid gelost und
erneut in Didthyldther eingerithrt; die Prozedur wird nochmals wiederholt, das abgeschiedene
Material auf das Filter gebracht und mit Essigester und Didthylither sorgféltig gewaschen.
Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Methanol/Athanol Zers.-P. ab 170°; [2]28,: ~31.1

11" (¢ == 1; in Dimethylformamid). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsiure/ Wasser

(6:2:2). Ausb. 18.4 g (93 %).
C41HgoN14013S]Br-H,O (1096.1)  Ber. €44.93 H 6.53 Br7.29 N 17.90 O 20.44 S 2.93
Gef. C44.97 H6.78 Br7.05 N 17.54 O 20.39 S 2.88

2. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl-L-seryi-1.-arginyli hydrobromid) - 1 -arginyli hydrobro-
midj-r-alanyl-r-glutaminyl-r-asparagyl( B-tert.-butvlester) - L-phenylalanyl- t-valyl- L-glutaminyl-
L-tryplophyl- 1-leucyl-1.-methionyl - [ - asparaginyl- O - tert. - butyl- L-threonin - tert. - butylester
[16-29b]

16.5 g NPS-Ser(tBu)-Arg HBr)-Arg-Ala-Gla-Asp(OtBu)-OH [16-21¢], 18.5 g H-Phe-Val-
Gin-Trp-Leu-Met-Asn-The(tBu)-OtBu- HBr [22-29¢-HBr] - - hergestellt aus dem freien Octa-
peptid [22-29¢]? in Dimethylformamid durch Umsetzen mit der ber. Menge 0.1 » HBr --
und 1.73 g N-Hydroxy-succinimid in 300 ccm DimethyHormamid werden bei —15" mit3.42 g
Dicyclohexylcarbodiimid verselzl. Die Reaktionsldsung wird 60 Stdn. bei 0% und 24 Stdn. bei
Raumtemp. gerithrt. Das Filtrat vom abgeschiedcnen Dicyclohexylharnstoff rithrt man in
2000 ccm Essigester ein; der erhaltene Niederschlag wird abfiltriert und anschlieBend 2mal
aus wenig Methanol/Wasser umgefilit. (Die gebildete Fillung wird zweckmiBig durch Zen-
trifugieren abgetrennt.) Das so erhaltene Produkt wird letztlich durch dreimaliges Umfillen
aus Dimethylformamid/Essigester/Wasser (200: 2500 : 20 ccm) weiter gereinigt: Schmp.
230--232° (Zers.); [o}y's ~~18.83 =-1° bzw. [x]2] : —20.80° (¢ = 1; in Dimethylformamid).
Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30) bzw. tert.-Butylalko-
hol/Essigsdure/ Wasser/Pyridin (60 : 6 : 24: 20). Aush. 24.4 g (70%).
CogH55N2502452]Bry - H0 (2309.5)  Ber. C30.57 H 6.85 Br6.92 N I5.16 O 17.32 S2.78

Gef. C50.94 H6.94 Br6.36 N 14,96 O 17.69 S 2.79

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

*#) Dic formulierte Ausbildung des bromwasscrstoff-sauren Salzes fiir den Arginin-Rest in
Pos. 17 ist willktirlich gewihlt,

9 FE. Wiinsch und F. Drees, Chem. Ber. 100, 816 (1967).
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Aminosiureanalyse:

Ser Arg Ala Glu Asp Phe Val Ileu Met Thr NH;
Ber. 1 2 1 2 2 1 1 1 1 1 3
Gef. 0.84 198 097 2.0 201 1.02 103 1.04 1001 096 3.26

3. O-tert.-Butyl-r-seryl-L-arginyl( hydrobromid)-rL-arginyl( hydrobromid)-r-alanyl- 1-glutami-
nyl-r-asparagyl( p-tert.-butylester)-L-phenylalanyl-L-valyl-L-glutaminyl-1-tryptophyl-L-leucyl-L-
methionyl-L-asparaginyl-O-tert.-butyl-L-threonin-tert.-butylester-hydrobromid [16-29 ¢ - HBr]

a) 4.1 g PHT-Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg( HBr)-Ala-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Val-Gln- Trp - Leu-
Met-Asn-Thr(tBu)-OtBu [16-29a] 2 in 1100 ccm Methanol/Dimethylformamid (10: 1) wer-
den unter Rithren mit 0.428 ccm Eisessig und anschlieend 0.356 ccm Hydrazinhydrat (100-
proz.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird unter Riihren 15 Stdn. auf 60° erwdrmt, an-
schlieBend auf 0° abgekiihlt und danach mit 71.5 ccm 0.1 » HBr versetzt. Nach Abdampfen
des Methanols i. Vak. wird die verbleibende Losung in viel heilen Essigester gegossen, die
gebildete Fillung abfiltriert, das erhaltene Rohproduki einer einfachen Verteilung in dem
Zweiphasengemisch Methanol/Chloroform/Wasser (I : 1: 1) unterworfen; die abgetrennte
willr. Phase dampft man i. Vak. zur Trockene. Der erhaltene Riickstand wird schliellich aus
Methanol/Essigester umgeféllt: Schmp. 212—-213% [«}f: —32.95 +1° bzw. [«]20: —39.3°
(¢ = 1; in 80proz. Essigsiure). Chromatographisch rein in tert.-Butylalkohol/Essigsiure/
Wasser/Pyridin (60: 6 : 24 : 20) (Whatman Nr. 1, aufsteigend). Ausb. 3.4 g (83.5%).
CoyoH|53N2407,S]Br3 -4 H,0O (2291.3) Ber. C 48.20 H 7.05 Br 10.48 N 14.67 O 18.15 S 1.40

Gef. C48.15 H7.03 Br 10.70 N 14.54 O 18.19 S 1.35

b) 11.5g NPS-Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp(OtBu)-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-
Met-Asn-Thr(tBu)-OtBu [16-29b) und 13.1 g 2-Methyl-indo! in 850 ccm Dimethylformamid/
Methanol (16: 1) werden unter Eiskiihlung tropfenweise mit 110 ccm 0.1 # methanol. Brom-
wasserstoffsdure versetzt. Unter weiterer Eiskiihlung wird 2 Stdn. und anschlieBend 5 Stdn.
bei Raumtemp. nachgeriihrt, anschlieBend in viel absol. Diidthylidther eingegossen, der ausge-
fallene Niederschlag abfiltriert und 2mal aus Dimethylformamid/Methanol/Diithylither
unter Zusatz von 2-Methyl-indol umgefillt. Das nunmehr farblose Produkt wird auf das
Filter gebracht, mit absol. Difithyldther gewaschen und bei 10~3 Torr getrocknet: Schmp.
216--218° (Zers.); [o]¥: —34.1 --1° bzw. [2]28,: —41.1° (c = 1; in 80proz. Essigsdure).
Chromatographisch rein in tert.-Butylalkohol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60 6: 24 : 20)
(Whatman Nr. 1, aufsteigend). Ausb. 10 g (909)).

Co2H{53N2402251Br3-3 H,0 (2273.3) Ber. C 48.61 H 7.05 Br 10.55 N 14.79 O 17.60 S 1.47
Gef. C48.93 H 7.04 Br 10.51 N 14.76 O 17.57 S 1.46

Aminosiureanalyse:

Ser Arg Ala Glu Asp Phe Val Leu Met Thr NH;
Ber. 1 2 1 2 2 1 1 1 1 1 3
Gef. 089 195 1.0 202 205 1.0 1.01 1.02 094 096 3.15

4. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butvl-L-threonyl-O-tert.-butyl-r-seryl-L-asparagyl( B-tert.-
butylester)- O-tert.-butyl- L-tyrosyl-O-tert.-butyl- L-seryl-N¢-tert.-butyloxycarbonyl-r-lysyl-O-
tert.-butyl-v1-tyrosyl- 1-leucyl-L-asparagyl( i-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl( hy-
drobromid) - L-arginyl( hydrobromid) - L-alanyl- L-glutaminyl-L-asparagyl( B- tert.-butylester)-L-
phenylalanyl-1-valyl-1-glutaminyl- 1-tryptophyl- L-leucyl- L-methionyl- L-asparaginyl-O-tert.~bu-
tyl-L-threonin-tert.-butylester [7-29a]

7.32g H-Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp(OtBu) - Phe- Val-Gln- Trp-Leu-Mei-
Asn-Thr(tBu)-OtBu- HBr [16-29¢-HBr] und 5.25 g NPS-Thr(tBuj-Ser(tBuj-Asp( OtBu)-Tyr-
(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-OH [7-15b]® werden in 150 ccm Dime-
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thylacetamid unter Erwidrmen und Rithren geldst. Die auf Raumtemp. abgekiihlte Mischung
wird nunmehr tropfenweise mit 0.42 ccm Tridthylamin und anschlieBend mit 0.52 g N-Hydro-
xy-succinimid, nach Abkthlen auf —{0° schlieBlich mit 0.93 g Dicyclohexylcarbodiimid unter
Ruhren versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 60 Stdn. bei 0° und weitere 40 Stdn. bei Raum-
temp. unter Magnetrithrung gehalten, anschlieBend bei 10-2 Torr zu einem zdhen Brei einge-
dampft, das nach Verrithren mit bidest. Wasser erhaliene feste Material wird abfiltriert, in
wenig Dimethylacetamid suspendiert und erneut mit bidest. Wasser ausgefillt. Das nach
sorgfiltigem Waschen mit Wasser trockengesaugte Produkt digeriert man anschlieBend mehr-
fach mit heiBem Essigester, bringt es auf das Filter und wéscht mit Essigester und Didthyl-
dther nach. Das so erhaltene Rohprodukt wird zur Entfcrnung von nicht umgesetzter Kopf-
komponente [7-15b] 18 Stdn. mit absol. Tetrahydrofuran und anschlicBend ca. 9 Stdn. mit
absol. Methano! im Soxhlet extrahiert, dann mit Diithylither auf das Filter gebracht und an-
schlieBend bei 80°/10~3 Torr 24 Stdn. iiber P2Os getrocknet: ab 250° allmahliche Zers.,
chromatographisch rein in tert.-Butylalkohol/Eisessig/Wasser/Pyridin (60: 6: 24 : 20) bzw.
in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30). Ausb. 7.85 g (68%).
C179H3287N350448]Br; (3857.5) Ber. C55.73 H 7.50 Br4.14 N 12.70 O 18.25 S 1.66
Gef. C55.64 H 7.44 Br3.78 N 12.69 O 18.67 S1.67

Aminosdureanalyse:
Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glu Phe Val Met NH;
Ber. 2 3 4 2 1 2 2 1 2 [ 1 1 3

Gef. 192 273 415 195 094 203 197 1.0 200 1.04 1.03 1.02 3.09

5. O-tert.-Butyl-i-threonyl-O-tert.-butyl- L-seryl- L-asparagyl( i-tert.-butylester)-O-tert.-bu-
tyl-L-tyrosyl-O-tert.-butyl- r.-seryl- Né-tert.-butyloxycarbonyl-r-lysyl-O-tert.-butyl-1-tyrosyl-1.-
lencyl-L-asparagyl( 3-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-seryl- L-arginyl{ hydrobromid)-L-arginyl-
{ hydrobromid) - L-alanyl- L-glutaminyl-L-asparagyll - tert.-butylester ) - 1.-phenylalanyl-1-valyl-r-
glutaminyl-1-tryptophyl- t-leucyl-r-methionyl- L-asparaginyl-O-tert.-butvl-L-threonin-tert.-butyl-
ester-hydrobromid [7-28b-HBr]

3.85 g NPS-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(OitBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-
Asp{OtBu)-Ser(tBu)-Arg{ HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln-Asp{ OtBu)- Phe- Val-Gin- Trp-Leu-Met-
Asn-Thr(tBu}-OtBu [7-29a] und 13 g 2-Methyl-indo! werden in ca. 500 ccm Dimethylacet-
amid unter Rithren geldst, die Mischung nach Abkiihlen auf 0° mit 100 ccm eiskaltem Metha-
nol und unter Riihren und Eiskiihlung anschlieBend mit 2.2 ccm 1 # methanol. Bromwasser-
stoffsiiure, verdiinnt mit 100 ccm Methanol, tropfenweise versetzt. Nach 3stdg. Riihren bel
0° und 22 Stdn. bei Raumtemp. destilliert man das Methanol i. Vak. bei 15° Badtemp. ab,
rithrt anschlieBend die verbleibende Lgsung in 2800 ccm absol. Diathylather/Petroldther
(25 :10) ein; die gebildele Fillung wird nach mehrstdg. Stehenlassen im Kiihlschrank abfil-
triert und anschlieBend zweimal aus Dimethylacetamid/Didthylidther umgefillt. Nach Trock-
nen bei 80°/103 Torr iber P2Os ab 220” allmihliche Zers.; [«])3: +15.27 £2" baw. [«]2:
+17.36° (¢ = 0.6; in Dimethylacetamid/Phosphorsidure-tris-dimethylamid, 9: 1). Chromato-
graphisch rein in tert.-Butylalkohol/Eisessig/Wasser/Pyridin (60: 6 : 24 : 20) bzw. Amylalko-
hol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30). Ausb. 3.4 g (88%)).

C173H285N340425])Bry - 2H,0 (3821.2) Ber. C 54.37 H 7.62 Br 6.33 N 12.58 O 18.43 S0.85
Gef. C 54.52 H7.69 Br6.28 N 12.39 0 18.65 S0.99

Aminosdureanalyse:
Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glu Phe Val Met NH;
Ber. 2 3 4 2 1 2 2 1 2 1 1 I 3

Gef. 1.86 272 394 (.87 098 203 195 [0 1.94 1.03 1.03 0.97 3.63
[335/67)



