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42. ]Die Synthese von Insulinfragmenten mit intakter 
interchenarer Disulfidbrucke A20-Bl9 

von B. Kamber 
Cheniische Forschungslaboratorien der Division Pharniazeutika der Cf BA-GEIGY .4G., Basel 

(1. XII.  70) 

Summary. Th.e synthesis of six insulin fragments is described, in which various sequences of 
the two chains ara linked by the disulfide bridge between A20 and B19. The fragments in question 

In order to build up the simpler fragments thc disulfide bridge was established by oxidation 
with iodine of two S-trityl cysteine peptides in which the carboxyl and amino groups were pro- 
tected by the t-bntyl and t-butyloxycarbonyl residue. From the mixture obtained the unsymmet- 
rical cystine peptide was separated in all cases from the two symmetrical ones by counter-current 
distribution. 

In  thc synthesis of the more complex fragments advantageous use was made of smaller un- 
symmetrical fragments prepared as above but having one amino group protected by the N-trityl 
residue. After selective elimination of this group it was possible to lengthen the peptide chain at  
this position. 

The free peptides were obtained by removal of the protecting groups with strong acids, in 
particular concentrated hydrochloric acid. While in this dcprotecting step the disulfidc bond 
was stable, conditions are discussed under which disproportionation was observed. 

None of the six synthetic insulin fragments showed activity in stimulating rat adipose tissue 
to convert l4 C-labelled glucose to CO, in vitro. 

are : -420-21LB19-21 A20-21-B18-21 A20-21LBl7-21 A19-21LBlB-21 A418-21LB18-21 and AZO-Zl_B12-21. 

Zur Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden von den rneisten 
bekannten Peptidhornionen auf synthetischem oder enzymatischem Weg Fragmente 
hergestellt. Diese erwiesen sicli in vielen Fallen noch als biologisch aktiv (fur eine 
Zusamnienstellung siehe [l]). 

Uber Fragn-tente des Insulins (Formelschema l), die Teile beider Ketten enthalten. 
ist bis heute nur wenig bekannt. 

Formelschema 1. Strukturformel des HinderimuZins (nach Sanger [2])l) 
A-Kette 

H-C1y-Kle-Val-~~li~-~ln-~ys-Cys-~4la- Ser-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-l,eu-Glu-Xsn-Tyr-Cys-~sn-OH 
I I 20 

1 2 3 4 5 6 17 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 1 21 

-1 I- 
H-Phe-Val-~~sn-G~ln-His-Leu-Cys-Gly- Ser-His-Leu-Val-(;lu-~la-Leu-.l.yr-Leu-Val-~ys-~ly- 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13  14 15 16 17  18 19 20 

13-Kette 
Glu-Arg-C;ly-€’he-I’he-Tyr-Tyr-Thr-~ro-Lys-~~la-OH 
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

Nach KudmaE et al. [4J fiihrt die Inkubation von Insulin Init einem Homogenat aus dem Fett- 
gcwebc der Ratte zu biologisch alrtiven Rruchstucken. 

1 )  .lbgekurzte Schreibweise entsprcchend dcrn Eiiipfehlungen der (I IUPAC-IUB ))-Commission on 
Biochemical Nomenclature 1) [ 3j. Es bedcuten fcrncr : Boc- : t-Butyloxycarbonyl-; But-:  
f-I3nty1-; DCCI-l)icyclohexylcarbodiimid ; Hosu : N-tIvdroxysuccinimid; GA : Methodc tler 
gemischten .\nhydride. 
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Bei Fragmenten, die durch Abbau des natiirlichen Hormons gewonnen werden, 
kann die Anwesenheit von nicht oder nur teilweise abgebautem Material oft nicht 
ausgeschlossen werden. Vor allem sehr geringe biologische Aktivitat kann daher ein- 
deutiger durch Testierung synthetischer Praparate nachgewiesen werden. 

Wir beschreiben in dieser Arbeit die Synthese der sechs offenkettigen asymmetri- 
schen Cystinpeptide I-VI (Formelschema 2). Diese stellen Insulinfragmente dar, in 
welchen verschieden grosse Bruchstucke der beiden Ketten durch die interchenare 
Disulfidbrucke A2’3-B19 verbunden sind. 

Zur Bestimmung der Insulinaktivitat dieser Fragmente wurde die Stimulierung 
der Oxydation von [l-14C]-Glucose in isolierten Fettzellen der Ratte gemessen [5]. 
Bis zu einer Dosis von 100 pg/ml zeigte keines der Praparate Insulinaktivitat 
(Insulin ist bei einer Konzentration von ,ug/ml voll wirksam) ”. 

Die Synthese des Fragmentes A20-21-B17-21 (111) wurde kiirzlich von Veber et aE. [6] beschrie- 
ben. Das auf einem anderen Syntheseweg erhaltene Praparat dieser Autoren zeigte ebenfalls keine 
In~ul inakt ivi ta t~)  . 

Formelschema 2 : Synthetische Insul in  fragmente 

H-Cys- Am-OH 
I A20-21_BlS-21 

H-Cys-Gly-Glu-OH 
I 

H-Cys- Asn-OH 

H-Val-Cys-Gly-Glu-OH 
I1 

I A20-21-Rl8-21 

H-Cys- Asn-OH 
I A20-21-B17-21 

H-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-OH 
I11 

H-Tyr-Cys- Asn-OH 
I A19-211_BlS-21 

H-Cys-Gly-Glu-OH 
IV 

+-XVII 

f-xx 

+---XXI 

t---XXII 

H-Leu-Glu-A~n-Tyr-Cys-~sn-OH 
416-21 -B18-21 I +-XXXI 

H-Val-Cys-GI y-Glu-OH 
V 

H-Cys- Asn-OH 
A4Z0-21-B12-21 I 4-XXXII 

H-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-OH 
VI 

Adage der Synthesen. - Die sich bei der Synthese von asymmetrischen Cystin- 
peptiden stellenden Probleme wurden in den letzten Jahren vor allem in den Labora- 
torien von Zervas [7] und Hiskey [8] intensiv bearbeitet. Es konnen prinzipiell drei 
Strategien angewandt werden : 

1. Spezifische Verknupfung zweier Cysteinderivate zu einem asymmetrischen 
Disulfid. 
~~ 

*) 
3, 

Die biologische Testierung verdanke ich Hcrrn Jlr. K .  Miiller ( C I B 2 4 - G E / G Y  AG. ,  Basel). 
Ziiin Vergleich der beiden Praparate siehe exp. TeiI. 
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2. Unspezifische Verknupfung von zwei Cysteinpeptiden und Isolierung des neben 
den beiden synimetrischen in statistischer Ausbeute gebildeten asymmetrischen 
Cystinderivates. 

3. Synthese eines geeignet geschiitzten, asyminetrischen Cystinderivates (nach 
einem der zwei obigen Konzepte) und Peptidkondensation rnit einer daraus selektiv 
freigesetzten Amino- oder Carboxylgruppe. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden zuletzt genannten Strategien be- 
folgt. Vergleichsweise bedienten wir uns auch in zwei Beispielen der von Hiskey et 
al, [8] eingehend untersuchten Dirhodanmethode, welche die spezifische Bildung 
asyrnmetrischer Disulfide erlaubt (Strategie 1). 

Die Synthesen wurden so geplant, dass in eincni letzten Schritt die vom t-Butanol 
abgeleiteten Amino- und Carboxyl-Schutzgruppen (Roc- und -0But) durch milde 
Behandlung mit Saure entfernt werden konnten (die Phenolgruppe des Tyrosins blieb 
ungeschutzt) . Unter diesen Bedingungen zeigten die asynimetrischen Cystinpeptide 
keinerlei Tendenz znr Disproportionierung. 

Die Mercaptogruppe des Cysteins wurde mit dem Tritylrest geschiitzt. Die direkte 
Uberfiihrung von S-Tritylderivaten in Cystinpeptide durch Reaktion mit Jod haben 
wir bereits beschrieben [9]. Zudem war auch schon bekannt [lo], dass sich die S- 
Tritylbindung in Gegenwart des Boc-Restes niit Quecksilber(I1)-Salzen spalten lasst. 

Nebst den rnit dem Boc- und OBut-Rest voll geschutzten asyrnmetrischen Cystin- 
derivaten synt hetisierten wir auch solche, bei denen das Aminoende der einen Kette 
mit der Tritylgruppe verschlossen war. Da sich letztere selektiv entfernen liess, cr- 
laubten dermassen geschiitzte Derivate die spezifisrhe Verlangerung einer Kette 
(Strategie 3). 

Zum intermediaren Schutz der cr-Aminogruppen beim Aufbau der Kettenfragmente 
dienten der Renzoxycarbonyl- und der Tritylrest. 

Synthese der geschiitzten Kettenfragmente4). - A 20-21. Durch Hydrierung von 
2-Asn-OBut gelangte man zuin kristallinen Asparagin-t-butylester (1). Acylierung 
desselben mit Boc-Cys(Trt)-OH [ll] (gemischtes Anhydrid) bzw. Trt-Cys(Trt)-OH 
(DCCI) lieferte die kristallinen Dipeptide VII und VIII, letzteres in einer Ausbeute 
von 76% 5) .  

H,/Pd-C 
2-Asn-OBut ~ ~ + 13-Asn-OBut (1) 

Doc-Cys(Trt)-OH + 1 
GA 

-~ + I Boc-Cys(Trt)-Asn-OBut 1 
VII 

DCCI 
Trt-Cys(Trt)-OH + 1 __ + I Trt-Cys(Trt)-Asn-OBut 1 

VIII 

4) In den Fornielschemata dieses Abschnittes sind die Verbindungen, welche welter untcn zum 
Aufbau der Cystinderivate verwendet wurden, eingerahmt und mit romischen Ziffern be- 
zeichnet. Fur die Herstellung der nicht speziell beschriebenen Aminosaurederivate siehe [l]. 
Diese befriedigende Ausbeute steht im Widerspruch zu liurzlich von Zahn et nE. [12] gemachten 
hngaben. Diese Autoren erzielten bei der Darstellung von Trt-Cys(Trt)-Asn-OBzl (ebenfalls 
mit DCCI) Edoss eine Ausbcute von 14%. Es mag wesentlich scin, dass in diesem Fall die 
.4niinokomponente in situ aus dcm Trifluoracetat frcigesetzt wurdc, wahrend wir sic in der 
freien Form einsctzten. 

6) 
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A Die N-Tritylgruppe in VIII wurde mit 80-proz. Essigsaure bei Raum- 
temperatur in einer Stunde quantitativ abgespalten. Unter diesen Bedingungen er- 
wies sich die S-Tritylgruppe als vollkommen stabil. Das resultierende Acetat von 2 
wurde nach der Methode der gemischten Anhydride zum kristallinen IX kondensiert. 

AcOH (80%) 
V I I I  + H-Cys(Trt)-Asn-OBut (2 )  

G A 
Roc-Tyr-OH + 2 -__+ 1 Boc-Tyr-Cys(Trt)-Asn-OBut 1 

1X 

A 16-19. Zur Kondensation des aus den1 bekannten 2-Glu(0But)-Asn-Tyr-OMe [13] 
durch Hydrierung erlialtenen 3 rnit Roc-Leu-OH wandten wir die von Koenig & 
Geiger ,141 beschriebene Aktivierungsmethode an (DCCI/l-Hydroxybenzotriazol). 
Der Methylester 4 wurde mit Hydrazinhydrat in Methanol in das kristalline Hydrazid 
X uberfuhrt. 

H2/Pd-C 
Z-Glu(0But)-Asn-Tyr-OMe ~~ ~ H-Glu(O~ut) -Asn-Tyr-OMe 

(3) I 1 Boc-Leu-OH 
3 

I Boc-Leu-Glu(0But)-Asn-Tyr-NH-NH, I +- Boc-I~eu-Glu(OBut)-.4sn-Tyr-OMe 
x (4) 

E19-21. Der Di-t-Butylester der Glutaminsaure 5 wurde direkt aus Glutaminsaure 
durch Reaktion mit Isobutylen und Schwefelsaure hergestellt und uber das bekannte 
Hydrochlorid [15] gereinigt. Die nach der Methode der gemischten Anhydride durch- 
gefuhrte Kondensation niit 2-Gly-OH gab kristallines 6, dessen Aminosc~iutzgruppe 
hydrogenolytisch entfernt wurde. Das resultierende 7 wurde niit Boc-Cys(Trt)-OH 
und Trt-Cys(Trt)-OH kondensiert (DCCI). Die kristallinen Tripeptide XI und 8 
fielen in Ausbeuten urn 60°/0 an. 

Die selektive Abspaltung der N-Tritylgruppe von 8 zu 9 erfolgte auch hier durcli 
80-proz. Essigsaure bei Raumtemperatur. 

Roc-Cys(Trt) -OH 
I1 GIy-Slu(OBut), 
(7) , ncc I I Boc-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), I 4-  

XI  
~ Trt-Cys(Trt)-OH/UCCI 
4 AcCllI (80:/,)  

H-Cys(Trt)-Gly-Glu(ORut), + ~~ Trt-Cys(Trt) -Gly-Glu(OBut), 
(9) (8) 

B'8-21. Uberraschend gut gelang die Verknupfung der sterisch stark gehinderten 
Kornponenten Boc-Val-OH und 9. Nach der Methode der gemischten Anhydride 
betrug die Ausbeute an kristallinem XI1 70%. 

G A  
Roc-Val-OH t 9 -~ - --+ I Boc-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), I 

XI1 

26 
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B17-21. Auc’h von diesem Pentapeptid stellten wir das am Aminoende sowolil mit 
Trityl als auch init t-Butyloxycarbonyl geschutzte Derivat her. Dazu dienten die zwei 
kristallinen Dipeptide 11 und 14, welche beide aus dem ebenfalls kristallinen Boc-Leu- 
Val-OMe (10) zuganglich waren. Verseifung von 10 lieferte 11, wahrend Abspaltung 
der Boc-Gruppe niit Chlorwasserstoff in Essigester, Tritylierung mit Triphenylmethyl- 
chlorid und a1k:alisclie Verseifuiig zu 14 fiilirten. 

Die Konde:nsationen von 11 bzw. 14 init 9 nach der Methode von Weygand, 
Hoffmann & T.I/Wnsch [16] (DCCI/Hosu) fuhrten in beiden Fallen zu einem komplexen 
Gemiscli. Aus dem Rohprodukt der Reaktion mit 11 wurde das amorphe XI11 durcli 
Gegenstromverteilung in einer Ausbeute von 43% isoliert, wahrend XIV durch 
Chromatographie an Silikagel kristallin erhalten werden konnte (37%). 

GA eOH 
Boc-Leu-OH + H-Val-OMc ------- + Boc-Leu-Val-OMe - - .t Boc-Leu-Val-OH 

QOH Trt-C1 V 
Trt-Leu-Val-OH 4 Trt-Leu-Val-OMc +- H-1,eu-Val-OMc 

(14) (13) (12) 

Hosu/DCCI 
+ I Boc-Leu-Val-Cys(Trt) -Gly-Glu (OBut), I ~~~ 111 + 9 

XI11 

Hosu/UCCI 
14 + 9 - ___ ~ + I Trt-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), 1 

XIV 

B12-r6. Der Pentapeptid-methylester 20 wurde durch Azidkupplung der Fragmente 
17 und 19 erhalten. Hydrogenolyse des bekannten Z-Glu(0But)-Ala-OMe 1171 in 
Gegenwart von Chlorwasserstoff gab das Hydrochlorid von 15, welches nach cler 
Methode der gemischten Anhydride mit Boc-Val-OH zu 16 kondensiert wurde. Diesen 
Methylester iilberfiihrte man mit Hydrazinhydrat in Methanol in das kristalline 
Hydrazid 17. 

19 wurde durch Kondensation von Boc-Leu-OH und H-Tyr-OMe (gemischtes 
Anhydrid) uncl Deblockierung der Aminogruppe mit Chlorwasserstoff in Essigester 
erhalten. 

Die Azidkupplung von 17 und 19 fuhrte zum kristallinen Pentapeptid-methylester 
20. Dieser wurde zum Hydrazid XV umgesetzt oder zur Saure XVI verseift. 

H,/P’d-C 
2-Glu(0But)-Ala-OMe ----+ H-( ; lu(OBut) -~ l la -O~~c 

(15) 

GA NH,NH, 
Roc-Val OH + 15 -+ Boc-Val-(;lu(OBut)-hla-OMe + Hoc-Val-Glu (OBut) -Ma- 

(16) NH-NH, 
(17) 

GA HC1 
Boc-Leu-OH 4 H-Tyr-OMe -+ Boc-Leu-Tyr-OMe --+ H-Leu-Tyr-OMe 

(18) (19) 
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hzidmeth. 
17 + 19 + Roc-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-OMe 

I (20) I 
I 

j ,  

IVH,-NH2 - +- 
XV XVI 

I Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-I,eu-Tyr-NH-X7H, 1 1 Boc-Val-Glu(Ol3ut)-Ala-Leu-Tyr-OH I 

Bildung der Cystinbrucke und Verlangerung einer Kette. - Drei Methoden der 
Verknupfung zweier S-Tritylderivate zu einem asymmetrischen Cystinpeptid wurden 
am Beispiel der Synthese von XVII miteinander verglichen (siehe Formelschema 3 
und Tabelle 1) : 

Die Umsetzung der beiden Komponenten VI I  und XI  mit Jod (Weg a) und die 
Isolierung der drei in statistischer Ausbeute gebildeten Cystinderivate XVII, XVIII 
und XIX durch Gegenstromverteilung haben wir bereits beschrieben 191. 

Wesentlich schlechter verlief die Verkniipfung, wenn Abspaltung der Schwefel- 
schutzgruppe und Oxydation in zwei getrennten Schritten durchgefuhrt wurden 
(Weg b). Nach den Angaben von Zervas et al. [lo] detritylierte man VII und XI  durch 
Reaktion mit Quecksilber(I1)-acetat und nachtragliche Behandlung rnit Schwefel- 
wasserstoff. 

Die Thiolderivate 21 und 22 erwiesen sich gegeniiber Luftoxydation als bemerkenswert re- 
sistent. So bildete sich zum Beispiel das Cystinderivat XVIII beim 24-stundigen Durchleiten 
cines Luftstroms durch eine methanolische Losung von 21 nur zu ca. 10% (nach Dunnschicht- 
chromatogramm) 6 ) .  

Tabellc 1. Ausbeuten an asywwnetrischem Cystinderivat X V I I  bei drei Verklzu~fun,.smethoden 
von V I I  und X I  

Molverhaltnis 
Verknupfungsmethode VI I X I  Ausbeute an XVIIa) 

a) Jod/Methanol 1 1 

b) Dijadathanb) 1 1 
c) Dirhodan 1 1 ") 

1 1 *) 
2 1") 

2 1 
50% 
63 
36 
55 
42 
70 

a) 

b) 

c )  
*) 

Die Ausbeuten bcziehen sich auf die im Unterschuss eingesetztc Komponente. 
Nach Detritylierung von VII und XI  rnit Hg(OAc),/H,S. 
VII als S-Thiocyanat, X I  detrityliert eingesetzt. 
VII als S-Thiocyanat, XI als S-Tritylderivat eingesetzt. 

Die Oxydation eines aquivalenten Geniischcs von 21 und 22 wurde nach Weygad 
& Zumach [20] rnit Dijodathan durchgefiihrt. Die Gegenstromverteilung des Roh- 
produktes lieferte das asymmetrische Derivat XVII in einer Ausbeute von 36% (72% 
der statistischen Ausbeute). 

Schliesslich stellten wir XVII auch nach der von Hiskey et al. [S] ausgearbeiteten 
Dirhodanmethode her (Weg c). Das am 21 mit Dirhodan erhaltene S-Thiocyanat 23 

6 )  Hope et al. [18] und Photaki [19] haben ebenfalls beschrieben, dass amino- und carboxyl- 
geschutzte Cysteinderivate mit freier Mercaptogruppc mit Luft nur schwer zu oxydieren sind. 



404 HELVETICA CHIMIC.4 ACT.4 ~ VOl. 54, Fax. 1 (1071) - xr. 42 

8 
p?, 

N N l  t 

i 
N z 7 

4 
N 

-.) 



Fo
rm

el
sc

he
m

a 
4 

D
ur

ch
 R

ea
kt

io
iz

 m
af

 J
od

 e
vh

al
te

ne
 g

es
ch

ut
zt

e 
as

yi
nm

et
va

sc
he

 tu
zd

 s
ym

m
et

vk
sc

he
 C

ys
tz

it p
ep

ti
de

 

R
oc

-C
j-

s-
A

sn
-(

 )H
ut

 
+ 

X
V

II
I 

I 
[B

o
~

-T
~

al
-~

y
s-

G
ly

-G
lu

(O
B

u
t)

~
],

 
+-

---
-- 

R
oc

-V
al

-C
ys

(T
rt

) -
G

ly
-G

lu
 (O

B
ut

),
 
_

_
_

 +
 

X
X

II
I 

X
I1

 
V

I I
 

B
oc

-‘
i’

al
-C

ys
-G

lJ
.-C

;lu
(O

B
ut

), 
+ 

X
X

II
I 

xx
 

V
I I

 
B

oc
-C

ys
-A

sn
-O

B
u 

t 
+ 

X
T

’I
II

 
I 

[~
oc

-L
eu

-V
al

-~
ys

-G
ly

-G
lu

(O
B

ut
),

],
 +
-
 

Bo
c-
Le
u-
Va
l-
Cy
s(
Tr
t)
-G
ly
-G
lu
(O
Bu
t)
, -
 +
 

X
X

IV
 

X
I1

1 
Bo
c-
Lc
u-
Va
l-
Cy
s-

Gl
y-
Gl
u(
OB
ut
),
 + 

X
X

IT
’ 

X
X

I 

X
I 

R
oc

-T
yr

-C
ys

- A
sn

-O
B

ut
 

+ 
X

X
V

 

+ 
X

IX
 

[B
oc

-T
~

.r
-~

ys
-4

sn
-O

B
ut

l,
 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
 

B
oc

-T
yr

-C
ys

(T
rt

)-
A

sn
-O

B
ut

 
_

_
_

_
_

+
 

I 
X

X
V

 
IX

 
B

oc
-C

ys
-G

ly
-G

lu
 (O

B
ut

),
 

X
X

II
 

Fo
rm

el
sc

he
m

a 
5 

C
ys

tin
de

ri
va

te
 rn

it
 d

ev
 N
-
 Tr

ity
l-

Sc
hu

tz
gr

a4
pp

e 
du

rc
h 

Re
ak

ta
on

 m
it
 J

od
 in

 G
eg

en
w

ar
t Z

IO
N

 P
yr

id
in

 

I 
X

I 
T

rt
-C

ys
- A

sn
-O

B
ut

 
[T

rt
-C

ys
-h

sn
-O

B
ut

j, 
dp-
-.-
 

T
rt

-C
ys

(T
rt

)-
A

sn
-O

B
ut

 
-
 I 

+ X
X

IX
+

 X
IX

 
X

X
IX

 
V

II
I 

B
oc

-C
ys

-G
ly

 + 
G

lu
 (O

B
ut

),
 

X
X

V
I 

V
I I

 
B

oc
-C

ys
-A

sn
-O

B
ut

 
[T

rt
-L

eu
-V

al
-~

ys
-C

ly
-G

lu
(O

B
ut

),
],

 
4
- 

Tr
t-
Le
u-
Va
l-
Cy
s(
Tr
t)
-G
ly
-G
lu
(O
Bu
t)
, 

_
_
+

 
I 

+ X
X

X
+

 X
V

II
I 

T
rt

-L
eu

-V
al

-C
vs

-G
ly

-G
lu

 (O
B

ut
),

 
+ 

X
X

V
II

 
I 

B
oc

-C
vs

(S
C

N
I-

rl
sn

-O
B

ut
 (

23
1 

1 

X
X

X
 

x ?
 

P
 
N
 

V
II

I 
T

rt
-C

ys
-A

sn
-O

B
ut

 
I 

+ X
X

IX
+

 X
X

II
I 

B
oc

-V
al

-C
ys

(T
rt

) -G
ly

-G
lu

 (O
B

ut
),

 
X

I1
 

B
oc

-V
al

-C
ys

-G
ly

-G
lu

(O
B

ut
),

 
X

X
V

II
I 

P
 

0
 

ul
 



406 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 54, Fasc. 1 (1971) - Nr. 42 

wurde in situ sowohl mit der detritylierten Koniponente 22 als auch direkt mit XI  
umgesetzt. Auc:h hier wurde XVII jeweils durch Gegenstroinverteilung gereinigt. 

Obwohl die Umsetzung von zwei S-Tritylderivaten mit Jod a przori zu eineni 
Gemisch von drei Produkten fuhrt, zeigen obige Resultate doch deutlich, dass diese 
Metliode fur dlie Darstellung asymmetrischer Cystinpeptide praparativ durchaus 
attraktiv ist. Dies trifft vor alleni dann zu, wenn eine der beiden Komponenten leicht 
zuganglich ist u.nd daher in grossem Uberschuss eingesetzt werden kann. Da wir weiter 
unten die Synt hese von asymmetrischen Cystinderivaten beschreiben, in denen sich 
eine Kette sele.ktiv verlangern lasst, ist diese Forderung stets erfullbar. 

Mit jeweils nahezu statistischer Ausbeute gelang nach dieser Methode auch die 
Synthese der drei geschutzten Insulinfragmente XX, XXI  und XXII  (vgl. Formel- 
schema 4). In  allen Fallen liessen sich dieselben ohne Scliwierigkeiten durch Gegen- 
stromverteilung von den synimetrischen Derivaten abtrennen. Wie aus dem Schema 
ersichtlich, wurden letztere uberdies separat aus den entsprechenden S-Tritylderivaten 
dargestellt. Die erfolgreiche Umsetzung von I X  zeigt zudem, dass sicli die Keaktion 
auch fur die Synthese von Tyrosinpeptiden eignet. 

Nacli der gleichen Methode erhielt man auch die irn Formelscliema 5 aufgefuhrten 
asymmetrischen Cystinderivate, in welchen eine Kette die N-Tritylgruppe enthalt. 
Es erwies sich dabei als vorteilhaft, den bei der Reaktion gebildeten Jodwasserstoff 
mit Pyridin abzufangen. 

Die geschuitzten Insulinbruchstucke XXVI, XXVII und XXVIII wurden auch 
hier durch Gegenstromverteilung isoliert. 

Formelschema 6. Vevlangerung einer Kette i+z  asymmetvischen Cystinpeptiden 

XXVT 

XXVII I  

XXVII  

80-pro2 AcOH H-Cys-Asn-OBut Boc-Tyr-OH - X X I I  
GA I -+ ~~~~ ~~ 

Boc-Cys-Glv-Glu (OBut), 
(24) 

15-Cys- A s - O H u t  
d I - 

Boc-Val-Cys-Gly-Glu(OBut), 

I 
(25) 

Azidincth. X 1 
Boc-Leu-Glu (0But )  -Asn-l’yr-Cys-hsn-OBut 

I 
Boc-Val-Cps-C;ly-Glu(OBut), 

XXXI 

Roc-Cys-Asn-( )Rut  
__+ I 

;\zidmeth. init XV 

cider DCCI-Hosii mit  33-1 I 
V 

Hoc-C‘ys- Asn-OHut 
I 

Boc-Val-Glu(0But)-Ala 1,eu-Tyr-Tm Val-Cys-Gly-Glu(OBut), 
X X X I I  
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In einem parallel durchgefuhrten Versuch stellte man XXVII auch nach der 
Dirhodanmethode aus dem S-Tritylderivat XIV und dem schon weiter oben be- 
schriebenen S-Thiocyanat 23 her. Letzteres wurde in einem 50-proz. Uberschuss ein- 
gesetzt. XXVII fie1 bei der Gegenstromverteilung in einer Ausbeute von 50% an. 

Die selektive Freisetzung der tritylgeschutzten Aminogruppe in XXVI gelang 
durch Einwirkung von 80-proz. Essigsaure bei Raumtemperatur (siehe Formel- 
schema 6). 

Tlas bei dieser Spaltung resultierende Acetat von 24 erwies sich als iiberraschend stabil. In 
festcr Form war bei Lagerung bei 0' auch nach Wochen im Diinnschichtchromatogramm keine 
Veranderung feststellbar. In  einer methanolischen Losung hatten sich nach acht Tagen bei Raum- 
temperatur ca. 20% in zwei lipophilere Produkte umgewandelt. Die Reaktion verlief beim freien 
Amin 24 wesentlich schneller. Dieses liess sich zwar durch Extraktion einer Essigesterlosung mit 
Natriumhydrogencarbonat bei 0" rein darstellen, aber es wandelte sich in methanolischer Losung 
innert 24 Std. bei Raumtemperatur zu iiber 50% urn. 

Das Acetat von 24 wurde durch Kondensation mit Boc-Tyr-OH (Methode der ge- 
niischten Anhydride) in das schon oben beschriebene geschutzte Insulinfragment XXII  
uberfuhrt . 

Analog gelangte man durch Detritylierung von XXVIII zu 25. Dieses wurde 
(ebenfalls in der Acetatform) durch Azidkupplung - ausgefuhrt in der von Honzl & 
Rudinger [Zl] modifizierten Form - mit X zu XXXI umgesetzt, dessen Reinigung 
sich wegen seiner geringen Loslichkeit in Methanol besonders einfach gestaltete. 

Bei dem aus XXVII zuganglichen 26 nahm man die Verlangerung der Kette nach 
zwei Kondensationsmethoden vor : Die wie in obigem Beispiel durchgefuhrte Azid- 
kupplung mit XV lieferte XXXII  in sehr guter Ausbeute. Zu einem uneinheitlicheren 
Produkt fiihrte die Kondensation der Pentapeptidsaure XVI mit dem durch Natrium- 
hydrogencarbonatextraktion erhaltenen Aminoderivat 26 nach der Methode von 
Weygand- Wiinsch [ 161. In diesem Fall wurden nicht naher untersuchte Neben- 
produkte durch Gelfiltration an einer Saule von SEPHADEX LH 20 abgetrennt. 
Die Ausbeute an XXXII  betrug 55%. 

Stabilitiit der geschutzten asymmetrischen Cystanpeptide. Alle in dieser Arbeit be- 
schriehenen geschutzten, asymmetrischen Cystinpeptide erwiesen sich in neutralen 
organischen Losungsmitteln bei Raumtemperatur uber Wochen als vollkommen stabil. 
Im weiteren zeigen obige Versuche, dass unter der Einwirkung von schwachen Sauren 
(d. h. Bedingungen, unter denen die Boc- und OBut-Schutzgruppen noch stabil sind) 
keine Disproportioriierung zu befiirchten ist. Die im Formelschema 6 wiedergegebenen 
Urnsetzungen illustrieren uberdies, dass solche Derivate ohne storende Neben- 
reaktionen als Komponenten in Peptidkondensationen eingesetzt werden konnen. 

Als ausserordentlich schwierig durchfuhrbar durfte sich hingegen jegliche Um- 
setzung in auch nur schwach basischem Milieu erweisen. Vor allem sind die in der 
Peptidsynthese oft benutzte Verseifung und Hydrazinolyse eines Esters bei dieser 
Verbindungsklasse nicht anwendbar. Unter diesen Bedingungen trat  nicht nur 
Disulfidaustausch, sondern auch weitgehende Zersetzung ein. Mildere basische Be- 
dingungen (1-proz. Triathylamin in Methanol oder l x  Ammoniak in Methanol) fuhrten 
hingegen ausschliesslich zu einer Disproportionierung der gernischten Disulfide. 
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Iin Falle der Verbindung XXVII wurde die Lage des Disproportionierungsgleich- 
gewichtes durch Isolierung der Komponenten bestimmt. Dieses Beispiel wurde ge- 
wahlt, weil sich hier die drei Cystinpeptide 

LBo~-kys-~Asn-oRu tls 
Boc-Cys- Asn-OBut 1~ NH, in CH,OH XVII l  + - I 

' l ' r t-Leu-Val-C,ys-(l ly-Glu(~~ut),  t ~~~~~ . ~ 

XXVII ~Trt-l,cu-Val-~!y~-Gly-C;lu(OBut)~]~ 
x 

durch Gelfiltration an einer Saule von SEYHADEX LH 20 sauber und bequem ab- 
trennen liessen. In zwei parallelen Versuchen wurde sowolil XXVII 31s auch ein 
molares Gemisch von XVIII  und XXX mit 1~ methanolischein Amnioniak bei 40" 
umgesetzt. In beiden Fallen ergab sich zienilich genau eine statistische Zusammen- 
setzung des Gernisches, d . 1 ~  50% XXVII und je 25% XVIII und XXX'). Das aus 
den zwei Disproportionierungsversuchen isolierte XXVII zeigte den spezifischen 
Drehwert des authentischen Materials. Da dieser Wert aber klein ist = + 3" & 1 O), 

lasst sich aus diesem Versuch die Frage nicht eindeutig heantworten, ob die Dispro- 
portionierung teilweise zu einer Kaceniisierung des Cystins fuhrt 8). 

Abspaltung der Schutzgruppen und Charakterisierung der freien Cystinpep- 
tide. - Als vorteilhaftester Weg zur Entfernung der Schutzgruppen ercvies sich die 
Acidolyse init konzentrierter Salzsaure bei 0" (5 Min.) nach der von Kinikzr  et a l .  1221 
beschriebenen "ethodik (vgl. Formelschemata 2 und 7). Eine Disproportionierung der 
asymmetrischen Cystinpeptide war unter diesen Bedingungen nicht zu beobachten, 
hingegen waren die erhaltenen Produkte jeweils mit lipophileren Nebenprodukten 
schwach verunreinigt (fur die Charakterisierung eines derselben vgl. unten). Die 

XlX [H-Cys-Gly-Glu-OH], 
X X X I V  

XXV rH-'l'yr-~ps-rlsn-OH1, 
XXXVTI 

:) & i  den hier bchantleltc~n gcniis~~lilcn u i i c l  w)Il gc'scliiitzten ('ystinpc~pt~tlcn ist (lie .\syininc.trie 
tlurch untcrsc hiedliche Strukturelcnicnte betlingt, die relativ weit w n  dcr l)isuliidgrup~iei-ung. 
cntfernt sind. Es ist deshalb wdhrschcinlich, dass be; asymmctrischen Disulfiden von diesem 
Typus 1)isproportionierungsglcichgcwicIit und statistischcs (;Ieichge~\vicht idcntisch sintl. 
Jedenfalls zcischnet sich hier eine Moglichkeit ab, die bci ciner unspczifischcn Bildung clcr 
Disulficlbriicke an fallenclen svnimetrischcn I )erivntc nachtraglich teilweise in die gcwiinschten 
asymmctrischen iiberzufuhren. 

*) 
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Insulinfragmente I-VI wurden durch Chromatographie (siehe exp. Teil) in Ausbeuten 
um 80% dunnschichtchromatographisch und elektrophoretisch rein erhalten. Ausser 
ini Falle des symmetrischen Cystinpeptides [H-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-OH], (XXXVI) 
waren samtliche auf diese Weise erhaltenen Hydrochloride gut wasserloslich. Sie wur- 
den an eineni Ionenaustauscher in die salzfreien Peptide iiberfuhrt. Mit Ausnahme des 
Insulinbruchstuckes VI losten sich alle auch in dieser Form leicht in Wasser. Fur eine 
Zusaminenstellung der physikalischen und analytischen Daten siehe Tabellen 3 und 4 
irn experimentellen Teil. 

211 einer vermehrten Bildung obiger Nebenprodukte fiihrte die Acidolyse mit 90-proz. Tri- 
fluorcssigsaure. Die vollstandige Abspaltung der Schutzgruppen erforderte eine ungewohnlich 
langc Reaktionszeit (Piz Std. bei Raunitemperaturj 9).  Die besten Resultate erzielte man, wcnn 
das I'cptiil rnit Ather aus der Trifluoressigsaurclijsung ausgefallt wurde. Nach clieser Methodik 
wurtlcn die Schutzgruppen in XX entfcrnt. Die Chromatographie des dabei erhaltenen Roh- 
produktes an DE AE-SEPHAUEX lieferte I1 in 54% Ausbcute. Dcr Anteil an Nebenprodukten 
vergrijsserte sich noch, wenn das Pcptid niciit rnit Ather ausgefallt, sondern durch Eindampfen 
der Trifluoressigsaureliisung gewonnen wurdc. Es ist aber zu betonen, dass auch in diesem Falle 
kcine Disproportionierung nachzuiveisen war. 

Stabilitat der freien asymmetrischen Cystinpeptide.  In Tabelle 2 sind die Resultate 
von Versuchen zusammengestellt (ausgefuhrt an 11), welche abklaren sollten, unter 
welchen Bedingungen in einein asymmetrischen Cystinpeptid Disproportionierung ein- 
tritt  bzw. unterbleibt. Wie schon hei den geschutzten Derivaten zeigte sich auch hier, 
dass die Neigung zum Disulfidaustausch vor alleni im alkalischen Bereich stark ist. 

In wasseriger Losung liess sic11 nach mehreren Tagen bei Raumtemperatur bei 
allen sechs Insdinfragmenten (I-VI) das Auftreten eines Umwandlungsproduktes 
beobachten (nach 10 Tagen ca. 20%). Diese liessen sich schon unter den oben erwahn- 
ten Nebenprodukten der Acidolyse nachweisen. Analog verhielten sich auch die zwei 

Tabelle 2. Tevzdenz des InsulinfYagmevzts I I  ZUY 1)is~Yoportionieruvzg") 

Lijsungsmittel <. lemp.  Zeit Disproportionierung 

20" 
60" 
20" 
20" 
20' '  

0" 
20" 
20'' 
'0" 

10 Tage 
3 Std. 

24 Std. 
48 Sttl. 
30 Min. 
30 Mrn. 
20 Std. 
4 Std. 
1 Sttl. 

") Kine 10-proz. Losung von I I unterwarf man den betreffenden Bedingungen, verdunntc sic 
da.nn mit Wasscr auf 1 "/u nnd priifte sic dijnnschichtchromatographisch (auf Cellulose im 

Systcni 101 I), \,gl. i'sp. Tvil)  imf t l i c  :\nwcsenhcit von 1 tl-C:ys-Xsn-OH1, ( S S X I r I )  iintl 
I 

I 
1 ~ ~ - ~ ~ l l - ~ ~ ~ s - ~ ~ l ~ ~ - ~ ~ ~ u - ~  ) t I ) ,  (XXXV). 

'1) 

c') 

Einc 5-proz. Losung hat pH 4,3.  
Puffer (Z'ilvisol-MercK) : pH 8 (Rorat-Salzsaiirc) ; pH 9 und 10 (Borsaure-Kaliumchlorid- 
W a  t ron la u pc) . 

Fiir Heispiele ahnlich langsam verlaufendei- acidolytischer Schutzgruppenabspaltungen siehc 
!231. 

O j  
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symmetrischen Cystinpeptide XXXIII  und XXXVII,  wahrend die aus Sequenzen 
der B-Kette abgeleiteten XXXIV, XXXV und XXXVI vollkonimen stabil waren. 
Auf Grund des elektrophoretischen Verhaltens dieser Produkte handelt es sich bei der 
langsam verlaufenden Umwandlung um die Hydrolyse der primaren Amidogruppe 
des Asparaginrestes lo). Auf di-, besondere Labilitat dieser Gruppe im Insulin haben 
Slobin & Car$e.vr.ter [24] hingewiesen. 

Cysteinsaznre$e$tide. Bei der Identifizierung der beschriebenen Insulinbruchstucke 
erwies sich deren Oxydation in Perameisensaure als sehr niitzlicli. Wie am Beispiel 
von I ersichtlich, liessen sich damit die asymmetrischen Cystinpeptide init den ent- 
sprechenden symmetrischen experimentell verknupfen l l ) .  

H-Cys- Asn-OH 
I 

H-Cys-Gly-Crlu-OH 
I 

X X X I I I  

I 

Experimenteller Teil 
Die Smp. sind auf einem Apparat nach Dr. Z'ottoZi (der Firma Biichi, Flawil) bestimmt und 

l%ir die Herstellung der verwendeten Aminosaurcderivate siehe [l]. 
(I Ubliche Aufarbeitungr bedcutet : Aufnehmen im hetreffcndcn Losungsmittel, Waschen niit 

verdunntcr Zitronensaure, Wasser, verdiinnter NaHCO,-I.osung und Wasscr, Trocknen iiber 
Natriumsulfat, Filtrieren und Eindampfen. 

Iiatalytische Hydrierung zur Entfernung der Rcnzyloxpcarbonylgruppen: Schutteln der im 
betreffenden Losungsmittel gelosten Substanz init 10 bis 20 Gew-% Pd-Kohle (10% Pd) in 
H,-Atmosphare (25'", 840 Torr) unter Auffangen des cntstehenden CO, in eineni zweiten, mit KOH 
gcfullten Hydriergefass. Nach Beendigung der H,-Aufnahmc Filtriercn und Eindampfen. 

Fur  die Gegenr:tromverteiZung dienten folgendc Losungsmittelsysteme (Angaben in Volumen- 
tcilen) : Tetrachlorkohlcnstoff-Methanol-0,lM A4mnioniumacetat (pH 7) : I = 4+ 5 + 1 ; Chloroform- 
Tctrachlorkohlenstoff-Methanol-0,lM Ammoniumacctat: I1 = 1 + 3 + 4 + 1 ; 111 = 1 + 3 + 4+ 2 ; 
IV  = 1 + 7 + 4 +  2 ;  V = 1 + 8 + 5 + 1 ; Chloroform-Tetraclilorkohlenstoff-Methanol-Puffer (19,3 g 
Ammoniumacetat, 28,6 ml Eisessig, 1 1 Wasser) : V I  = 1 + 1 + 2 + 1. 

Chromatographische Reznheztskontrollclz : M e  Kf-Werte bcziehen sich auf Diinnschichtchrolnato- 
gyuphien auf folgenclen Tragern : 
S: Kieselgcl (Fertigplatten SI, 254 der Firma 24,bztec, Birsfeldcn), C :  Cellulose (DC-Fcrtigplatten 
1440 der Firma Schkicher & Srhiill), 

unkorrigiert. 

Beiin Stehen einer wassrigen Losung von T ist nach 10 Tagcn bei Kaumtemperatur im TXinn- 
schichtchromatogranini cin Umlagerungsprodukt zu beobachten. Kf(C) = 0,47 (101 U).  Die- 

scs zeigt in der IElcktrophorese bei pIi  4,O und 7,6 dicselbe Mobilitat \vie [H-Cys-Gly-Glu-OH], 

Rci den Insulinfragmenten V und VT verlief die Oxydation nicht einhcitlich. Dies is1 wahr- 

schcinlich auf cine Kettenspaltung der Tyrosinpcptidc zuriickzufuhren. Bei [H-Tyr-kys- 
Asn-OH!, (XXXVII)  fuhrte die Oxydation hingegcn zu eincni diinnschichtchromatographisch 
einheitlichen Produkt. 

I 

(XXXIV) .  



HELVETICA CHIMICA -%CTA - Vol. 54, Fasc. 1 (1971) - Nr. 42 

Folgende Fliessniittel wurden verwendet (Volumenteile) : 

System 43 t-Amylalkohol-2-Propanol-Wasser 51 + 21 + 28 
System 45 2-Butanol-3-proz. wasseriger NH, 70+30 
System 52 1-Butanol-Essigsaurc-Vl'asscr 71  + 7 + 22 
System 52K 1-Butanol-Essigsaure-Wasser 67 + 10 + 23 
System 87 2-Propanol- Ameisensaure-Wasser 77+4+19 
System 100 Essigester-Pyridin-Essigsaure-Wasser 62 + 21 + 6 + 11 
System l 0 l A  1-Butanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser 42+ 24 + 4+ 30 
System lOlD I-Btitanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser 34+ 24+ 12+ 30 
System 112A 1-Butanol-Pyridin-Ameisensaurc-Wasser 42+ 24+ 4+ 20 
System 112C 1-Butanol-Pyridin-Ameisensaure-Wasser 38 + 24 + 8 + 30 
System 112D 1-Butanol-Pyridin-Ameisensaure-Wasser 34+ 24+ 12 + 30 
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Die Anfarbung der Platten erfolgte niit Reifadel-Hoppe-Reagcns in der Ausfiihrung nach [ZS]. 
Uie Elektvophoresen wurden auf DC-Fertigplatten 1440 ausgefiihrt. 90 Min., 16 V/cm. Die 

Laufstrecken sind in cm gegen die Kathode ( - ) bzw. Anode (+ ) angegeben. Folgende Puffer 
wurden verwendet: pH 1,9 (95,2 ml Eissessig, 26,5 ml Ameisensaure, 1 1 Wasser); pH 4,0 ( 0 , 2 ~  
Ammoniumacetat) ; pH 7,6 (55,5 ml Methylmorpholin, mit Wasser auf 5 1 auffiillen; 370 ml 0,05w 
Essigsaure) . 

1. Synthese der geschiitzten Kettenfragmente. - H-Asn-OBut (1).  23,6 g (73.2 mMol) 
Z-ilsn-OBut wurden in 200 ml Essigester wie iiblich hydriert. Beim Einengcn dcr vom Katalysator 
abfiltrierten Losung kristallisierte 1 aus. Zugabe von Hexan und Stehenlasscn bei 0' lieferten 
1 3 , O  g vom Snip. 96-98". [a]? = + 2' (c = 2,2 in Methanol). 

C,HlBN,03 Ber. C 51,05 H 8,57 N 14,88y0 Gef. C 50,87 H 8,87 N 14,86% 

Boc-C?.s(Trt)-Asn-OBut ( V I I ) .  18,52 g (40 mMol) Boc-Cys(Trt)-OH [ l l ]  in 200 ml absolutem 
Tetrahydrofuran wurden bci - 10" mit 5,6 ml (40 mMol) Triathylamin und 5,4 ml (40 mMol) 
Isobutylchlorocarbonat versctzt. Nach 20 Min. bei -loo wurde eine Losung von 7,52 g (40 mMol) 
H-Asn-OBut (1) in 150 ml Tetrahydrofuran zugetropft und die Mischung 1 Std. bei - 10' und 15 
Std. bei 20" gelassen. Nach Abnutschen des Triathylaminhydrochlorids und Eindampfen des Fil- 
trats wurde der Riickstand in Essigester wie iiblich aufgearbeitct. Aus dem dabei resultierenden 
digen Produkt wurden durch Kristallisation aus Essigester-Petrolathcr 14,2 g (55 %) vom Smp. 
155-157" gewonnen. [a]&" = +34" (c = 2,1 in Chloroform). 

C,,H4,N,0,S Ber. C66,33 H 6,84 N6,63 S 5,06% 
(633.8) Gef. ,, 66,22 , , 6,80 , , 6,70 , , 5,09% 

Tvt-Cys(Trt)-Asn-OBzit ( V I Z I ) .  Zu einer auf 0" gekiihlten Losung von 27,26 g (45 mMol) 
Trt-Cys(Trt)-OH und 8,37 g (45 mMol) H-Asn-OBut (1) in 400 ml Essigester gab man 10,32 g 
(50 mMol) LXCI uiid beliess 15 Std. bei 0". Dann nutschte man a b  und arbeitete das Filtrat wie 
iiblich auf. Beim Einengen der Essigcstcrlosung und Zugabe von Hexan kristallisierte das Produkt 
aus. Smp. 209-210". Ausbeutc 26,6 g (76%). [a];; = + 39" (c = 2,2 in Chloroform). 

C4,H4,N304S Ber. C75,84 H6,36 N5,41 S4,13% 
(776,O) Gef. ,, 75,48 ,, 6,44 ,, 5,30 ,,4,20% 

H-Cys(Trt)-Asn-OH~.l t  (2). Zu 1,16 g (1,s niMol) Trt-C?rs('l'rt)-Asn-ORut (VIII) in 9 1111 Eis- 
cssig wurden 1,5 ml Wasser gegeben und 1 Std. bci 20" gcriihrt. Nach Zugabe voii 7,5 ml Wasser 
wurde abfiltriert, das Filtrat bei 40" und 0,01 Torr eingedampft, der Riickstand in Essigester auf- 
genommcn und mit 1~ Natriumhydrogencarbonat nnd Wasser gewaschen. Eindampfen der mit 
Natriumsulfat getroclrnctcn Losung lieferten 840 mg (2), wclchcs nach Diinnschichtchromato- 
gramm noch Spuren von Tritylcarbinol cnthiclt. Rf(S) = 0,43 (43h) : 0,26 (Toluol-Aceton 1 : 1). 

Uoc-?yv-Cys(~v t ) -Asn-OBut  ( I X ) .  Zu 2,81 g (10 mMol) Roc-Tyr-OH in 250 in1 absolutem 
Tetrahydrofuran wurden h i  - 10" 1,4 nil (10 mMol) 'rriathybdmin und 1,33 nil (10 mMol) Isobutyl- 
chlorocarbonat gegeben und 20 Min. reagiercn gelassen. Xach Zugabe einer auf - 10" gekiihlten 
Losung von 5,4 g (10 mMol) H-Cys(Trt)-Asn-ORut (2) in 150 ml Tetrahydrofuran wurde noch 
1 Std. bei - 10" und 15 Std. bei 20" gehalten. Man filtriertc das Gcmisch, dampfte das Filtrat ein, 
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liistc den Ruckstand in Essigestcr und arbeitetc wie ublich auf. Der gelbliche Schaum licferte 
durch zweimalige ."histallisation aus Essigestcr-Petrolather dunnschichtchromatographisch ein- 
heitliclics IX vom Smp. 176-178". [a]: = - 8" (c = 1,9 in Methanol). 

C,4H,,N40,S BCI. C66,31 H6,58 N7,03 54,0204 
(797,O) Gef. ,, 65.74 ,, 6,56 , ,  7,23 ,, 3,97a/, 

H-GZu(OBut)-As12-2'yr-OMe (3). 1,80 g (2,9 mMol) Z-~lu(C)Rut)-hsn-Tyr-OMe [13] wurdcn in 
80 nil Methanol wic ublich hytlricrt. Man filtriertc vom Katalysator ab und darnpfte die Losung 
ein. Der resultiercnde weme Schaum (l ,52 g) wurde direkt wciter vercvendct. 

Boc-LeM.-GZzI(OBut)-Asl.i-~ir-OiMe (4). Zu 11,9 g (24 inRlol) (3) und 6,7 g (28,8 mMol) Boc-Leu- 
OH in 200 ml Dimethylforinamid wurdcn 5,93 g (28.8 niiVol) DCCl und 3,89 g (28,8 mMol) 
1-Hydroxybenzotriazol gegeben. Nach 24 Std. bei 20" filtricrte man, engtc das Filtrat auf ca. 
30 tnl eiri und tropfte es in 750 in1 Ather; clabci iicl 4 als flockiger Nicderschlag aus. C ' r  wurde 
abfiltriert und aus 50-proz. Methanol umkristallisiert. 14,9 g (88%) 4. Smp. 170-172" [ a ] g  = - 23' 
(c = 2,0 in Methanol). 

C,,H,,NSO,, (707,8) Ber. C 57,69 H 7 3 5  N 9,89% Gef. C 57,28 H 7,58 N 9,780/, 

Roc-Leu-GZ,u(OBut)-Asn-Tyr-NH-MN, ( X ) .  Eine Iiisung von 1,42 g (2 mMol) 4 in 50 ml 
Methanol versetztc man niit 5 ml Hydrazinhydrat. Nach 24 Std.  wurdc die Iiisung auf ca. 15 nil 
eingccngt und bei 0" unter Ruhren mit 150 ml Ather versctzt. Das ausgcschiedcne I'rodukt wurde 
aus Methanol-Was:;cr unikristallisicrt: 1,38 g (97%) X Sinp. 218-220". [a]:" = -42" (c = 0,97 in 
Methanol). 

C,,H,,N,O1, (707,8) Ber. C 56,00 H 7,55 X 13,850/, Gef. C S5,89 H 7,52 N 13,830;" 

HCZ, H-Glu(OS'ut), ( 5 ) .  I n  cine in einem Rundkolbcn befindlichc Suspension von 4,41 g 
(30 inMo1) Glutaminsaure in 150 in1 Chloroform wurden bci - 70" 150 ml Isobutylen kondensiert. 
Nach Zugabc van 3,0 nil konz. Schwcfelsaure wurde dcr Kolben verschlossen und die Teinperatur 
auf 20" gebracht. l lurch gelegentliches Schutteln entstand innert ca. 15 Std. einc klare Liisung. 
Nach 3 Tagen wurtle der Kolben bci 0" gcoffnet und das uberschussige lsobutylen im Rotations- 
vcrdampfer bei 20" abgedampft. Rei 0" wurde dann mit eincr Losung von 22 g Iialiumhydrogen- 
carbonat in SO ml Wasser versctzt und die organische Phase init Wasscr neutral gcwaschen. 
Nach Abdanipfcn des Likongsmittels und Trockncn 40" und 0,01 Torr resultiertc ein tlunn- 
fliissiges 0 1  (10,72 8). Titration ciner Probe dcsselbcn ergab enien Gehalt an efreiem Ester)) von 
63,574. Zur Ubcrfuhrung in das Hydrochlorid wurcle das I'rodukt in 10 ml Methanol aufgenoinmen 
und be1 0" mit der berechneten Menge Chlorwasserstofi in Methanol versctzt. Die Liisun? wurde 
cingedanipft niid c'ler Ruckstand aus Essigestcr-llexan kristallisiert : 6,21 g (84%) 5 vom Smp. 
112-113" (Lit. 116-~117"). [cc];: = +22"  (c : 2 , l  in Methanol) (Lit. [ l j ] :  18,7", c = 2 in Athanol). 

C1,H,,N04Cl (295,8) Ber. C 52,79 H 8,S6 S 4,740,6 Gcf. C; 52,98 N 9,07 N 4,800/6 

2-GZy-GZu(OBut), (6). Zu ciner Losung von 23,2 g ( 0 , l l  Mol) Z-GlyOlI und 15,54 ml ( 0 , l l  Mol) 
Triathylamin in 200 ml Tetrahydrofuran wurden bei - 10" 14,97 ml (0,11 Mol) Isobutylchloro- 
carbonat gegcben und 20 Min. rcagieren gelassen. 

Ein Gemisch von 28,52 g (96,s mMol) HCI, H-C;lu(OHut), (5) uncl 13,5 nil (96,5 mMol) Triathyl- 
ainin in 300 ml Tetrahydrofuran wurdc voni ausgeschietlencn Triathylainin-hydrochlorid ab- 
filtriert und das l'iltrat zu obiger Losung gegeben ( -  10'). Nacti 1 Std.  bei - 10" und 1.5 Std. be1 
20' wurdc das Gcmisch filtriert, tlas Filtrat cingedzmpft und  dcr Ruckstdild in Essigcster wic 
ublich aulgrarbeitck. :\us dcm resulticrcnden 01 wurdcn aus Essigrster-Hexan 42,l g (96%) 
Kristallc vom Smp. 71-74" erhaltcn. [ m ] E  = - 17" (c = 2 ,2  in Methanol). 

C',,H,,S,O, (450,6) Rer. C 61,31 H 7,6l N 6,22% Gef. C 61,08 H 7,66 N 6,45% 
/ ~ - ( ; ~ ~ - ( ; ~ ~ ~ ( O ~ ~ , ~ I ~ ) ~  (7 ) .  2,7 g ( G , O  inSlo1) ~ - ~ ~ l v - ~ ; l u ( ~ ) l ~ ~ i t ) ,  (6) wurden in 30 in1 Essigestcr unter 

iiblichcn l 'dingungcn hytlricrt. Es resultiertc cin i j l  (1 .h7 g ) ,  welches iin L)unnschichtchrorriatn- 
grainin cinlieitlich war. Kf(S) = 0,SO (43A), 0,27 (Toluol-.\ccton 7 : 3 ) ,  0,37 (Chloroform-Metlianol 
9:l) .  

f?oc-C:vs( - f ' r t ) - ( ; lv-(; l~(OI~i . t t ) ,  (Xi). 1X,52 g (40 inMol) lioc-Cys('l'rt)-C)H in 200 nil absolutcm 
Tetrahydrofuran wurden bei - 10" mit S,G ml (40 mlLIol) Triathylamin und .5,4 ml (40 mMol) 
isobutvlclilorocarbonat versctzt. Nach 20 LIin. wurdcn 14,O g (44 mMol) H-C;ly-Glu(OHut), (7) 
in 80 ml Tetrahydrofuran zugctropft; dann wurdc noch 1 Stcl. 1x5 - 10" untl 15 Std. bei 20" gc- 
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riihrt. Xach Abnutschen des Triathylamin-hydrochlorids wurde eingedampft und der Riickstand 
aus Essigestcr-Petrolather kristallisiert: 18,66 g (61%) X l .  Smp. 108-110". [ m ] g  = +6" (c = 2 , l  
in 3Zethano1). C,,H,,N,O,S Ber. C66,20 H7,2S N5,51 S4,21% 

(762,O) Gef. ,, 66,22 ,, 7,09 ,, 551 ,,4,0Su/6 

Trt-Cys(Trt)-GZy-GZu(OBut), (8). Zu 224 g (0,37 Mol) Trt-Cys(Trt)-OH uncl 117 g (0,37 Mol) 
H-Gly-Glu(OBut), (7) in 1 1 Essigester wurden bei 0" 83 g (0,40 Mol) DCCI gegcben. Ndch 15 Std. 
bei 0" wurde abfiltriert und das Filtrat mie iiblich aufgearbeitet. Kristallisation aus Essigestcr- 
Hexan liefcrte 216 g (65%) 8. Smp. 95-110". [ m j g  = + 8" ( G  = 2,0 in Methanol). 

C56HS1N306S Ber. C 74,39 H 6,80 N4,65 S 3,55% 
(9042) Gef. ,, 74,14 ,, 6,79 ,, 4,43 ,, 3,43% 

H-Cys(Trt)-GZy-GZu(OBut), (9). Zu 3,16 g (3,s mMol) Trt-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (8) in 20 ml 
Eisessig wurden unter Ruhrcn bei 20" 5 ml Wasser derart getropft, dass sich der anfanglich gc- 
bildete Nicderschlag stcts wieder loste. Nach 1 Std. wurdc mit 15 ml Wasser versetzt, filtriert und 
das Filtrat bei 40"/0,01 Torr eingedampft. Den Riickstand nahm man in Essigester auf und 
extrahierte die Ibsung bei 0" mit 0 , 5 ~  Natriumhydrogencarbonat und Wasser. Abdampfen des 
Losungsmittels licferte einen weisseii Schauiii (2,23 g) welcher sich im Diinnschichtchromatogramm 
(abgesehen von Spuren von Triphenylcarbinol) als einheitlich erwies. Rf(S) = 0,55 (Toluol- 
Aceton 1 : l), 0,40 (Chloroform-Methanol 95 : 5). 

Boc-I7al-Cys(Trt)GZy-GZu(ORut), ( X I 1 ) .  Rei - 10" wurden 7,17 g (33 mMol) Boc-Val-OH und 
4,62 in1 (33 mMo1) Triathylamin in 80 ml Essigester mit 4.4 ml (33 mMol) Isobutylchlorocarbonat 
versetzt. Nach 20 Min. bei - 10" tropfte man 21,92 g (33 niMol) H-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (9) in 
200 ml Essigester zu. Nach 1 Std .  bei - 10" und 15 Std. bei 20" wurde filtriert und das Filtrat ein- 
gedampft. Uer Riickstand wurde mil Wasser verriihrt, abfiltriert und iiber Kaliumhydroxyd ge- 
trocknet. Kristallisation aus heisscm Methanol lieferte 19,87 g (70%) XI1 vom Smp. 213-215". 
[ c L ] ~  = + 19" (c = 2,2 in Chloroform). 

C,,H,4N,0,S Ber. C65,56 H 7,49 N6,51 S3,72% 
(861,l) Gef. ,, 65,45 ,, 7,46 ,, 6,52 ,, 3,90% 

Boc-Leu-VaE-OMe (10). 21,86 g (94,46 mMol) Boc-Leu-OH und 13,22 ml (94,46 mMol) Triathyl- 
amin in 300 ml Acetonitril wurden bei - 10" mit 12,56 ml (94,46 mMol) Isobutylchlorocarbonat 
versetzt. Nach 20 Min. wurde eine Suspension von 15,8 g (94,46 mMol) HCl, H-Val-OMe und 13,22 
in1 (94,46 mMo1) Triathylamin in 160 ml Acetonitril in diese Losung hinein filtriert. Nach 1 Std. 
bei - 10" und 15 Std. bei 20" wurde abfiltriert, das Filtrat eingcdampft und der Riickstand in 
Essigester wie iiblich aufgearbeitet. Einengen dcr Essigesterlosung und Zugabe von Petrolather 
lieferten 26,2 g (81 %) 16 vom Smp. 143-144". [a]: = - 44" (c = 2,4 in Methanol). 

C,,H,,N,O, (344,5) Bcr. C 59,28 H 9,37 N 8,13% Gef. C 59,03 H 9,34 N 8,13% 
Boc-Leu-L7aZ-OH (11). Zu 13,76 g (40 mMol) Boc-Leu-Val-OMe (10) in 260 ml Dioxan-Wasser 

(3 : 1) wurden 24 ml 2~ Natronlauge gegeben. Nach 1 Std. Stehcn bei 20" engte man die Losung auf 
ca. 100 mi ein, gab 400 mi Essigester zu und stcllte bei 0" mit 2~ Salzsaure auf pH 2,5. Nach drei- 
maligem Waschen der Essigesterlosung mit Wasser wurde eingedampft. Der resultierende weisse 
Schaum wurde aus Benzol-Hexan umkristallisiert: 11,70 g (89%), Snip. 109-111". [a]$ = -32" 
(c = 2,0 in Methanol). 

C,,H,N,O, (330,4) Bcr. C 58,16 H 9,15 N 8,48% Gef. C 58,16 H 9.06 N 8,5474 
HC1,H-Leu-Val-OMe (12). Eine Losung von 1,03 g (3 mMol) Boc-Leu-Val-OMe (10) in 20 ml 

llssigrstar wurde bei 0" mit 20 ml 4~ Salzsaure in Essigester versetzt, 30 Min. bei 0" und 1 Std. 
bei 20" geruhrt, dann im Rotationsverdampfer bei 35" eingeengt und durch tropfenweise Zugabe 
von Petrolather zur Kristallisation gebracht: 818 mg (97%) 12. Snip. 173-175". [a]; = +3" 
(c = 2,4 in Methanol). 

C,,H,,CIN,O, (280,8) Ber. C 51,32 H 8,97 N 9,970/, Gcf. C 51,32 H 8,97 N 10,16% 
l 'rt-Leu-Val-OMe (13). Zu 8,42 g (30 mMol) HC1,H-T.eu-Val-OMc (12) und 8,4 ml (60 niMol) 

Triathybdnlin in 100 ml Chloroform (alkoholfrei) wurdcn Linter Kfihrcn bei 0" 12,55 g (45 mMol) 
Tritylchlorid in 100 ml Chloroform derart getropft, dass die Temperatur nie uber 5" stieg. Nach 
bcendetem Eintragen und 1 Std. Stehen bei 20" wurde wic ublich aufgearbeitet. Das Rohprodukt 
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wurtle aus  Essigcster-Hcxan uinkristallisiert: 12,6 g (86%) 13. Snip. 170-172". [a]: = - 51" 
(c = 1,s in Chloroform). 

C31H38N203 (486,6) Ber. C 76,51 H 7.87 N 5,76% Gcf. C 76.20 H 7,67 N 5,520/6 
Trt-Leu- Vat-OH (14). 10,77 g (22 ,2  mMol) Trt-Leu-Val-OMe (13) in 150 nil Dioxan-Wasser 

(3: 1) wurden mit 14.3 nil 2~ Natronlauge wahrend 3 Std. bei 20" verseift. Im Rotationsver- 
dampfcr dcstillierte man bei 35" das Dioxan weitgehcnd ab, gab 300 ml Essigester und 100 nil 
Wasser hinzu und sauertc be1 0" mil 1~ Zitronensaure auf pH 3 an. Die organische Phase wurde 
inehrmals mil Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Ruckstand 
ergab a u s  Essigester-Hexan 8,73 g (83%) 14 voni Smp. 148-151". [a];" = -40" (c = 2,0 in 
Methanol). 

C30H,,X\T,03 (47.2,6) Ber. C 76,24 H 7,68 N 5,93'j6 Gef. C 76,32 H 7,64 iY 5,82% 
Boc-Leu- Val-C,ys( Trt)-GZy-Glu(OBut)2 ( X f f I ) .  13,4 g (40 mMol) Boc-Leu-Val-OH (11) und 

26,5 g (40 mMol) EL-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (9) in 500 in1 Dimethylformamid wurdcn bei 0" mit 
9,2 g (80 mMol) IIoim und 12,37 g (60 mMol) DCCI versctzt. Nach 15 Std. bei 0" murde filtriert und  
das Filtrat bei 40" und 0,01 Torr eingedampft. Der Ruckstand wurde ciner Gcgenstromverteilung 
iin S y s t e m  I unterworfen. Nach 550 Schritten befand sich XI11 in den Elemcnten 30-64 (ymas = 
47; I< = -0,l). Der Inhalt dieser Kohre wurde vereinigt, bci 40" ini Wasserstrahlvakuum ein- 
gedampft und durch 4 Std. Erwarmen bei 40"/0,01 Torr vom Animoniumacetat befreit. Der 
amorphe Ruckstand (17,l g XIII ,  43%) erwies sich im Dunnschichtchromatogramm als einhcit- 
lich. Rf(S) = 0,51. (Chloroform-Methanol 95: 5) ;  0,71 (Toluol--Aceton 1 : 1). Die Aminosaure- 
analyse ties Totalhydrolysates ( 6 ~  HCl, 24 Std., l l O O j  einer Probe gab folgendes molares Ver- 
haltnis (berechncte Werte in Klamtnern) : Leu 0,92 ( l ) ,  Val 0,87 (11, i/2(Cys), 0,54 (l), Gly 0,99 (l) ,  
Glu 1 (Bezugswert). 

Trt-Leu-VaZ-Cys( Trt)-GZy-GZu(OBut), ( X I V ) .  14,2 g (30 mMol) Trt-Leu-Val-OH (14) und 
19,86 g (30 niMol) fi-Cys(Trt)-Gly-C;lu(ORut)\T, (9) in 300 ml 1)imcthylformamid wurden bei 0" niit 
6,9 g (60 mhlol) Hosu und 9,3 g (45 InMol) DCCI versetzt. Nach 15 Std. bei 0" wurtle abfiltriert, 
das Filtrat bei 40"/0,01 Torr eingedampft und der Ruckstand in Essigestcr wie ublich aufgearbei- 
tet. Der Ruckstand wurdc an einer in Essigester bcreitcten Saule (5,3 x 60 cm) von Silicagel 
chrotnatographiert. 450 ml dieses Losungsmittels eluierten zunachst lipophile Ncbenprodukte. Die 
folgenden 1,8 1 gaben dann 12,4 g (37%) reines XIV, welches aus Essigester-Hexan kristallisiert 
wurde. Smp. 155-1519". [a]b" = 0" (c = 2, l  in Methanol). 

C,,H,,O,N,S Bcr. C72,08 H7,31 N6,27 S2,870/6 
(1 116,;) Gcf. ,, 72,08 ,, 7,56 ,, 6,13 ,, 3.05% 

HCZ, H-Glu(OBut)-Ala-OMe (15). 6,33 g (15 niMol) Z-Glu(OBut)-Ma-OMe wurden in 70 ml 
Methanol, welches l 7  mMol HC1 enthielt, wie ublich hydriert. Die vom Katalysator abfiltrierte 
Losung wurde bei 35" in1 Rotationsverdampfer eingedampft. Der iiber lialiumhydroxyd bci 0,01 
Torr getrocknete weisse Schauni (4,85 g 15, 98%) erwics sicli in1 IXinnschichtchroniatogramm als 
einhcitlich. Rf(S) = 0,56 (45); 0,58 (Methanol); 0,35 (Toluol-Accton 1:  1). 

tioL-Val-C;lu(OHut)-Ala-Oil're (16). Eine Losung von 3,91 g (18 mMol) Roc-Val-OH in 60 ml 
absoluteni Tetrahydrofuran wurden bei - 10" init 2.52 In1 (18 mMol) Triathylamin und 2,39 g 
(18 niMol) Isobutylchlorocarbonat versetzt und 20 Min. bei dieser Tempcratur geruhrt. Unter 
Eiskuhlung wnrden zu 4,80 g (14,s mMol) HCl, H-Glu(0But)-Ala-OMe (15) in 40 ml Tetrahydro- 
furan 2,07 ml (14,8 mMol) Triathylamin gcgebcn und in obige Losung bci - 10" filtriert. Nach 
1 Std. bei - 10" und 15 Std. bci 20" wurde filtriert, das Filtrat cingedampft und in Essigestcr wie 
iiblich aufgearbcitet.. Umkristallisation aus Essigester-Ilexan gab 5,17 g (72%) 16 vom Snip. 
134-135". [a]b" = - .19" (c = 1,9 in Methanol). 

C,,H,,N,O, (487,6) Ber. C 56,66 H 8,48 N 8,62% Gef. C. 56,48 H 8,19 N 8,70% 
Roc- Val-Glu(0But)-AZa-NH-NH, (17). Eine 1,osung von 4,87 g (10 mMol) Boc-Val-Glu(0But)- 

Ala-OMe (16) in 60 rnl Methanol wurde mit 10 ml Hydrazinhydrat versetzt. Innert 15 Std. bei 20" 
kristallisierte 17 aus. Umkristallisation aus heissem Methanol gab 4, l  g (84%) vom Smp. 226-227". 
[a ]g  = - 49" (c = 2.0 in Methanol). 

C,,H,,N,O, (487,6) Ber. C 54,19 H 8,48 N 14,36% Gef. C 54,07 H 8.68 N 14,22% 
Boc-Leu-Tyr-OAde (18). 2,31 g (10 mMol) Roc-Leu-OH in 30 ml Essigcster wurden bei 

- 10" mit 1,4 ml (10mMol) Triathylamin und 1,33 in1 (10mMol) Isobutylchlorocarbonat versetzt. 
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Nach 20 Min. bei - 10' wurde ein auf - 10" abgekuhltes Gemisch von 2,31 (10 mMol) HCI, H-Tyr- 
OMe und 1,4 ml (10 mMol) Triathylamin in 40 ml Essigester in c, jige Losung filtriert. Nach 1 Std. 
be1 - 10" und 15 Std. bei 20" wurde vom ausgeschiedenen Triathylamin-hydrochlorid abfiltriert 
und das Filtrat wie ublich aufgearbeitet. Kristallisation aus Ather gab 3,31 g (81 yo) (18) vom Smp. 
106-108". [ c L ] ~  = - 20" (c = 2,3 in Methanol). 

C,lH32N,0, (408,5) Ber. C 61,74 H 7,90 N 6,860/, Gef. C 61,80 H 7,90 N 7.03% 

HCZ,H-Leu-Tyr-OMe (19). 4,08 g (10 mMol) Boc-Leu-Tyr-OMe (18) in 40 ml Essigester wur- 
den bei 0" rnit 40 ml4N HCl in Essigester versetzt. Nach 30 Min. bei 0" und 2 Std. bei 20" wurde im 
Rotationsverdampfer bei 35' auf ca. 15 ml eingeengt und durch Zugabe von 120 ml Petrolather 
ein klebrigcs Produkt ausgefallt, welches uber Kaliurnhydroxyd bei 0,01 Torr getrocknet wurde. 
Die hydroskopische Substanz (3,36 g) erwics sich im Dunnschichtchrotnatogramm als einheitlich 
und wurde direkt weiter verwendet. Rf(S) = 0,20 (Chloroform-Methanol 9 :  1). 

Boc- I/al-Glzt(OBut)-AIn-Leu-?jr-OMe (20). Zu 4.25 g (8,67 mMol) Roc-Val-Glu(0But)-Ala- 
NH-NH, (17) in 100 ml Dimethylformamid wurden bei - 15" 30,34 ml 1~ Salzsaurc (auf - 15" 
gekiihlt) und 1,9 ml einer 5 N  Losung von Natriumnitrit in Wasser gegeben. Nach 15 Min. bei - 10" 
versetzte man rnit einem Gemisch von 3,0 g (8,67 mMol) HC1,H-Leu-Tyr-OMe (18) und 1,21 ml 
(8,67 mMol) Triathylamin in 35 ml Chloroform. Nach 1 Std. bei - 10" und 15 Std. bei 0" wurde die 
klare Losung eingedampft, der Ruckstand in Essigcster aufgenommen und wie ublich aufgearbei- 
tet. Kristallisation aus Essigester-Petrolather gab 5,46 g (82%) 20 vom Smp. 191-192". [a12 = 
- 43" (c = 2, l  in Methanol). 

C3,H,,N,01, (763,9) Ber. C 59,75 H 8,05 N 9,17y0 Gef. C 59,76 H 7,99 N 9,32% 

Boc- Val-GZu(0But)-A la-Leu- Tyr-NW-NH, ( X  V ) .  1,15 g (l,5 mMol) Roc-Val-Glu(OBut)-Ala- 
Leu-Tyr-OMe (20) wurden in 25 ml Methanol rnit 2,5 ml Hydrazinhydrat umgesetzt. Nach ca. 
1 Std. bei 20" begann XV ausznkristallisieren. Nach 24 Std. wurde abfiltriert und der Niederschlag 
aus heissem Methanol umkristallisiert: 850 mg (74%) vom Smp. 215-216". [a]g = - 46" (c = 0.87 
in Methanol). 

C,,H,,N,O,, (763,9) Ber. C 58,17 I-I 8,05 N 12,83% Gef. C 58,Ol H 8,17 N 12,75% 

Boc-VaZ-GZu(OBut)-AZa-Leu-Tyr-OH ( X V I ) .  Zu 1,15 g (1,5 mMol) Boc-Val-Glu(OBut)-Ala- 
Leu-Tyr-OMe (20) in 15 ml IXoxan-Wasser ( 3 :  1) wurden 3,37 ml 1~ Natronlauge gegeben. Nach 
1 Std. bei 20" tropfte man unter Eiskiihlung 3,35 ml 1~ Salzsaure zu und nahm das Gemisch in 
150 ml Essigester auf. Die organische Phase wurde dreimal rnit Wasser extrahiert, iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und eingedampft. IJmfallen des Ruckstandes &us Essigester-Hexan lieferte 
1 , O l  g diinnschichtchromatographisch reines XVI als weisses Pulver. Rf (S) = 0,35 (43) ; 0,67 
(100). 

2. Bildung der Disulfidbriicke und Verlangerung der Ketten. ~ Boc-Cys-An-OBut 
(21). 2,54 g (4 mMol) Boc-Cys(Trt)-Asn-OBut (VII) und 1,40 g (4,4 mMol) Quecksilber(I1)-acetat 
wurden in 40 ml Essigestcr-Methanol (1 : 1) unter Stickstoff wahrend 4 Std. bci 20" stehenge- 
lassen. Durch die klare Losung leitete man Schwefelwasserstoff (30 Min.) und Stickstoff (15 Miti.), 
filtrierte vom schwarzen Niederschlag ab und dampfte das gelbe Filtrat bei 40" zu einem 01 ein, 
welches zweimal rnit je 10 ml Petrolather extrahiert wurde. Der olige, in Petrolather unlosliche 
Ruckstand (1,42 g)  zeigte im Dunnschichtchromatogramm (Toluol-Aceton 1 : 1) das Haupt- 
produkt (21) mit Rf(S) = 0,37 sowie zu ca. 10% dessen Oxydationsprodukt XVIII. 

Boc-Cys-GZy-GZu(OBut), (22). 3,05 g (4mMol) Boc-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XI) wurden wie 
bei 21 detrityliert. 22 fie1 als 61  an (1.94 g), das nach Dunnschichtchromatogramm ebenfalls zu 
ca. 10% das Cystinpeptid XIX enthielt. Ilf(C) = 0,50 (Chloroform-Methanol 95 : 5). 

X V I I .  ~ a) Oxydation mit  Dijodathan. Rohes 21 und 22, erhalten aus  je 4 mMol VII bzw. XI ,  
wurden in 30 mi Essigester-Methanol 1 : 1 gelost und rnit 1,12 nil (8 mMol) Triathylamin und 1,69 g 
(6 mMol) frisch umkristallisiertem Dijodathan versctzt. Nach 15 Std. bei 20" dampfte man ein 
nnd verricb den Ruckstand mit Petrolather und dann rnit Wasser. Das erhaltene Rohprodukt, 
wie in [9] beschrieben einer Gegenstromverteilung im System I1 unterworfen, ergab 1,34 g (36%) 
reines XVII. [a]g  = - 103" (c = 1,9 in Dimethylformamid). 

b) Dirhodanmethode. Zu einer geriihrten Suspension von 905 mg (2.8 mMol) Pb(SCN), in 6 ml 
Essigester wurde bei 0" unter Ruhren cine Losung von 336 mg (2, l  niMol) Brom in 6 ml Essigester 



derart gctropft, class dic anfangliche Rraunfarbung jcweils verschwand. Xach bcendetctn Ein- 
tragcn (15 Min.) riihrtc man noch 15 Min. und filtricrte dam.  Zu dein schwach riitlichcn Filtrat 
wurde cine Losung von l3oc-Cys-.4sn-OBut (21) (erhaltcii aus  1,27 g (2 mMo1) VII) in 15 ml 
Essigestcr inncrt 15 Min. bei 0" getropft. Nach weitcren 15 Min. bci 0" vcrsetzte man init 164 mg 
(2 nihlol) wasserfreicrn Natriumacetat und tropftc dann rohes Roc-Cys-Glv-Glu(OBut), (22) (aus 
1,52 g (2 mMol) X1) in 15 ml Essigester inncrt 30 Min. z u  und ruhrte noch 10 Min. bei 0" und 2 Std. 
bei 20". Die braune Losung murde niit 50 ml Essigestcr verdiinnt und iiiit 1x Natriumhydrogcn- 
carbonat iind Wasser gcwaschen. Die iibcr Satriumsulfat getrockncte IAsung gab beim Ein- 
dampfen cincn gelben Schaum. Aus diescm wurde wic oben durch C;egeiistromvcrteilung 1,0 g 
(55y0) XVII isoliert. 

In wcitcren Ansatzen wurden anstelle von (22) bei sonst glcicher Ausfiihrung 1,52 g (2 rnMol) 
l m v .  762 mg (1 tnMol) Boc-Cys(Trt)-Gly-Clu(OBut), (XI )  cingesctzt. Die Ausbeuten an XYTT l w  
trugen 760 nig (42%) und 630 mg (70%). 

X X .  Zu 1 ,0 g (4 mMol) Jod in 5 ml Illethanol wurde cine Liisung \.on 1,27 g (2 niilol) Boc- 
Cys(Trt)-Asn-OHut) (VII) und 1,72 g (2 mhfol) Boc-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XII) in 15 tnl 
Essigcstcr-Methanol 2 : 1 gegebcn. Nach 1 Std. bei 20  ~ wurdcn 100 nil Essigestcr zugegcben, die 
Il isung durch Schutteln niit 0 , 5 N  Natriumthiosulfat entiarbt, mit Wasser gcwaschcn, iiber 
Natriumsulfat getrocknet und eingcdampft. Dcr Kiickstand wurde zweimal init Petrolather ver- 
rieben und dann einer Gegenstrornverteilung ini System IT1 unterworfcn. Xach 400 Schritten 
beland sich X X  in den Rohrcn 14-41 (r,,, = 26; K = 0,07). Eindampfen des Inhalts dieser 
Elcmente und Absublimieren voii Ammoniumacctat bci 40'/0,01 Torr liefcrte 960 nig (statistisch 
1,0 g) diinnschichtchrornatographisch reines XX. KI(S) = 0,28 (Toluol-Xceton 1 : 1) ; 0,47 (Chloro- 
form-Methanol 9:  1). [ c x ] ~  = - 64" (c = 1,9 in Methanol). 

X X I .  Zu ciner Losung von 1,52 g (6 mMol) Jod in 15 in1 Methanol wurden 1,27 g ('2 mXlol) 
Hoc-Cys(Trt)-i\sn-OHut (VII) und 975 mg (1 mMol) Boc-Leu-Val-Cys(Trt)-Cly-(;lu(OBat), (XIII) 
in 20 in1 Chloi-oforni-1L2ethaiiol 1 : 1 gegeben. Nach 1 Std. bei Raumtemperatur wurde auf 0 ' ge- 
kiihlt und die Losung mit l w  Thiosulfat entfarbt. Nach Entiernen dcs C,hlorofornis im Rotations- 
vcrdampfer durch drcirnaligcs Einengen und erneute Zugabc von Methanol wurdc die resultierende 
rnethanolische Losung (ca. 10 ml) mit 50 nil Wasscr versetzt. Der Niederschlag w-urde abfiltriert, 
iiber Kaliumhydr'oxyd getrocknet und mit Petrolather verrichen. Dieses I'rodukt unterzog man 
eincr Gegenstrom.Jertcilung im System 1V. Nach 560 Schritten befand sich XXT in den Elemcnten 
7-35 (vma, = 18;  K = 0,035). Eindampfen des Inhalts dieser Elcmente und .%bsublimiercn von 
Amnioniumacetat crgab 680 mg (statistisch: 750 mg) reines XXI. Kf(S) = 0,52 (Chloroforn- 
Methanol 95: S ) ,  0,57 (Toluol-Aceton 1 : 1). [XI: =- - 80" (c = 2,O in Dimetlrylformamid). 

X X f f .  1,59 g (2 mnlol) Boc-Tyr-Cys(Trt)-Asli-~But (IS) und 1,52 g (2 mMol) Boc-Cys(Trt)- 
(~Iy-Glu(OBut), (XI)  wurden in 30 ml Methanol init 1 g (4 mMol) Jod umgesetzt. Nach Rcduktion 
ties iiberschiissigcn Jods mit 1~ Thiosulfat bei 0" falltc man mit 100 ml Wasser aus. Der ubcr 
Kaliumhydroxyd getrocknctc Niederschlag wurtlc rnit Petrolather ausgeriihrt und dann eincr 
C;egcnstromvcrtcilung irn System V1 untcrworfen. "ach 200 Schritten wurde die Substanz aus 
den Elementen 7---24 ( K  = 0,05) erhalten. I h s e  Fraktioneii wurden vereinigt, eingedampft uncl 
bei 40"/0,01 Torr vom Ainmoniumacetat befreit. Es resulticrten 920 mg (statistisch: 1,07 g) 
reines XXII. Rf(S) = 0,37 (Toluol-Aceton 1 : 1) ; 0,46 (Chloroform-Methanol 9 :  1). [a]F = - 67" 
(c Y 1,8 in Methanol). 

[Boc-  I/aZ-Cys-Gly~Clu(013znt),], ( X X I  I I ) .  1,72 g (2 mMol) Boc-Val-Cps(Trt)-Gly-Glu(OBut), 
(Xl l )  in 15 1111 Chloroform wurdcn init 1,0 g (4 mnIol) Jod in 5 in1 Methanol vcrsetzt. Each 1 Stcl. 
bci 20" vcrcliinntc man mit 50 ml Chloroform und wusch die Losung mit 0,5x Thiosulfat und Was- 
ser. Eindanipfen cler Losung lieferte X X I I I ,  aus welchem durch Cmiallen aus Essigester-Hcxan 
800 mg (65O/,) amorphes Pulver erhalten wurde. Rf(S) = 0,34 (Toluol-Accton 1 : 1).  [u]: = - 68'' 
(c = 1,8 in Methanol). 

C,,H,,N,O,,S, Ber. C54,44 H 8,00 N9,07 S 5,19% 
(1235,6) Gef. , ,  53,97 , ,7 ,99 , ,9 ,11 , ,5,11% 

1 

[Boc-Lez~-I.'aZ-Cyys-Gly-GZu(ORut),l, ( X X I  V ) .  3,9 g (4 mMol) Boc-I;eu~Val-Cys(Trt)-C;l~- 
Glu(OBut), (XIII) wurden in 70 in1 Essigestcr-Methanol 1 : l  mit 2,0 g (8 millol) Jod versetzt. 
Nach 1 Std. bci 20" wurde die Losung auf 0" gclruhlt nnd mit 1~ Thiosulfat entfarht. L)urch drci- 
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maliges Einengen im Rotationsverdampfer bei 40" und jeweiliges Verdiinnen rnit Methanol be- 
freite man das Gemisch vom Chloroform und fallte dann mit Wasser aus. Der iiber Kalium- 
hydroxyd getrocknete Niederschlag wurde mit Petrolather verrieben und schliesslich aus heissem 
Methanol umgelost. So wurden 2,40 g (82%) XXIV als in allen organischen Losungsmitteln nur 
sparlich losliches, amorphes Pulver erhalten. Rf(S) = 0,40 (Chloroform-Methanol 95 : 5). [K]% = 
- 42" (c = 0,75 in Dimethylformamid). 

C,,H,,,N,,O,,S, Ber. C55,87 H8,27 N9,58 S4,39y0 
(1461,9) Gef. ,, 56,16 ,, 8,51 ,, 9,59 ,,4,46yo 

[BOG-Tyr-Cys-Asn-OBut], ( X X V ) .  Zu 500 mg (2 mMol) Jod in 2 ml Methanol wurden 800 mg 
(1 mMol) Boc-Tyr-Cys(Trt)-Asn-OBut (IX) in 8 ml Methanol gegeben. Nach 1 Std. bei 20" ent- 
farbte man die Losung rnit 1~ Thiosulfat bei 0" und fallte dann rnit 25 ml Wasser aus. Der flockige 
Niederschlag wurde nach dem Trocknen iiber Kaliumhydroxyd mit Petrolather ausgeriihrt und 
dann ans Methanol umkristallisiert: 490 mg (89%) XXV vom Smp. 187-189". [m];' = -24" 
(c = 1,8 in Methanol). 

CS,,H,4N8016S2 Ber. C54,23 H6,74 N10,12 S 5,79y0 
(1107,8) Gef. ,, 54,44 ,, 6,83 ,, 9,93 ,, 5,64% 

X X V I .  Zn einem geriihrten Gemisch von 3,18 g (12,5 mMol) Jod und 1,38 g (17,5 mMol) 
Pyridin in 75 in1 Methanol wurden 1,94 g (2,5 mMol) Trt-Cys(Trt)-Asn-OBut (VIII) und 1,90 g 
(2,5 mMol) Boc-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XI) in 50 ml Essigester-Methanol (1 : 1) gegeben. Nach 
2 Std. bei 20' entfernte man das uberschussige Jod rnit 1~ Thiosulfat bei O",  engte im Rotations- 
verdampfer bei 40" anf ca. 20 ml ein, gab 50 ml Methanol zu, engte nochmals auf 20 ml ein und 
goss dann auf 150 ml Eiswasser. Der Niederschlag wurde iiber Kaliumhydroxyd getrocknet, rnit 
Petrolather ausgeriihrt und dann einer Gegenstromverteilung im System V unterworfen. Nach 
410 Schritten entnahm man den Elementen 45-69 ( K  = 0,15) 1,11 g (statistisch: 1,32 g) reines 
XXVI. Rf(S) = 0,60 (Chloroform-Methanol 9 : l ) ;  0,55 (Toluol-Aceton 1: 1). [K]F = - 19" (c = 1,8 
in Methanol). 

X X V I I .  - a) Oxydation mit Jod in Methanol und Pyridin. Zu einem geriihrten Gemisch von 
1,9 g (7,5 mMol) Jod und 830 mg (10,5 mMol) Pyridin in 15 ml Methanol wurden 1,12 g (1 mMol) 
Trt-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XIV) und 1.27 g (2 mMol) Boc-Cys(Trt)-Asn-OBut (VII) 
in 30 ml Methanol gegeben. Das Gemisch wurde 2 Std. bei 20" gehalten, dann bei 0" rnit 1~ Thio- 
sulfat entfarbt und rnit 60 ml Wasser ausgefallt. Der Niederschlag wurde iiber Kaliumhydroxyd 
getrocknet, rnit Petrolather ausgeriihrt und dann einer Gegenstromverteilung im System I iiber 
178 Schritte unterworfen. XXVII befand sich in den Elementen 44-64 (r,,, = 52; K = 0,45). 
Aus dem Inhalt dieser Rohre wurden 720 mg (statistisch: 835 mg) reines XXVII erhalten. Rf(S) = 

0,38 (Chloroform-Methanol 95: 5);  0,53 (Toluol-Aceton 1 : 1). [K]E = + 3" (c = 1,3 in Chloroform). 

b) Dirhodanmethode. 1,94 g (3 mMol) Boc-Cys(Trt)-Asn-OBut (VII) wurden wie oben be- 
schrieben zu rohem Boc-Cys-Asn-OBut (21) detritylicrt, das rnit Dirhodan [aus 1,36 g Pb(SCN), 
und 505 mg Brom in 14 nil Essigestcr] wie bci XVII angegeben in das S-Thiocyanat (23) iiber- 
gefiihrt wurde. Dieses wurde ohne Isolieruiig rnit 2 ,23  g (2 mMol) Trt-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly 
Glu(OBut), (XIV) umgesetzt und wie oben beschrieben aufgearbeitet. Aus dem Rohprodukt 
(2,84 g) erhielt man durch Gegenstromverteilung wie unter a) 1,20 g (50%) reines XXVII. 

X X V I I I .  Zu 1.0 g (4 mMol) Jod und 635 mg (8 mMol) Pyridin in 5 ml Methanol gab man 1,55g 
(2 mMol) Trt-Cys(Trt)-Asn-OBut (VIII) und 1,72 g (2 mMol) Roc-Val-Cys(Trt)-Giy-GlujORut), 
(XII)  in 30 ml Essigester-Methanol 1 : 1. Ndch 2 Std. bei 20" wurde auf 0" gekiihlt und rnit 1~ Thio- 
sulfat entfarbt. Durch dreimaliges Einengen im Rotationsverdampfer, wobei jedesmal mit Me- 
thanol verdiinnt wurde, befreite man vom Essigester und fallte dann rnit Wasser aus. Nach dem 
Trocknen iiber Kaliumhydroxyd und Ausriihren rnit Petrolather wurde das Rohprodukt im 
System V verteilt. Nach 430 Stufen befand sich XXVIII  in den Elementen 48-65 ( K  = 0,15). 
Durch Eindampfen dieser Fraktionen und Absublimieren dcs Ammoniumacctats bci 40"/0,01 Torr 
wurde 1,0 g (statistisch: 1,15 g) reines XXVIII erhalten. Rf(S) = 0,25 (Toluol-Aceton 7:3).  
[K]F = - 20" (c = 1,0 in Methanol). 

I 

I 
[Trt-Cys-Asn-OBut], (XXIX). Zu 625 uig (2,5 mMol) Jod und 277 mg (3,5 mMol) Pyridin in 

5 ml Methanol gab man 776 mg (1 mMol) Trt-Cys(Trt)-Asn-OBut (VIII) in 10 ml Diniethyl- 

27 
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formamid. Nach 2 Std. bei 20" wurde bei 0" mit 1~ Thiosulfat entfarbt und dann bei 40' und 0,Ol 
Torr auf ca. 3 in1 aingeengt. Das Produkt wurde mit 20 ml Wasser ausgefallt und nach dem 
Trockncn uber Kaliumhydroxyd mit Petrolather ausgeriihrt. Urnfallen aus Essigester-Petrolather 
gab 410 mg (77%) rcines XXIX. Rf(S) = 0,45 (Chloroform-Methanol 95 : 5). [a]:; = + 11" (c = 1,s 

in CGOH,,N,08S, Ber. C 67,64 H 6,43 N 7 3 9  S 6,020/6 
(1065,4) Gef. ,,67,15 ,, 6,46 ,, 7,71 ,, 5,77% 

[Trt-Leu-VaZ-C~ys-GZy-GZu(OBut),1, ( X X X ) .  1,27 g (5 mMol) Jod und 554 mg (7 mMol) Pyridin 
in 10 ml Methanol wurden mit 2,23 g (2 mMol) Trt-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XIV) in 
20 ml Methanol umgesetzt. Nach 1 Std. bei 20" entfarbte man mit 1~ Thiosulfat und engte im 
Rotationsverdampfer auf ca. 5 ml ein. Man fallte dann mit Wasser aus, verriihrte den iiber 
Kaliumhydroxyd getrockneten Niederschlag mit Petrolather und kristallisierte aus Methanol- 
Essigester u m :  1,3 g (75%) XXX vom Smp. 224-225". [a]g  = - 25" (c = 1,9 in Chloroform). 

C,,H1,,N1,O,,S, Ber. C66,03 H 7,62 N 8,02 S 3,67% 
(1746,3) Gef. ,,65,86 ,, 7,78 ,, 8,01 ,, 3,69% 

24. 1,OS g (1 mMol) XXVI u-urden in 8 ml Eisessig gelost und 2 ml Wasser zugegeben. Nach 
1 Std. bei 20" verdtinnte man mit 6 ml Wasser, filtrierte vom ausgeschiedcncn Triphenylcarbinol 
ab, gab zum Filtrat 100 ml Eisessig und lyophilisierte. Das hcetat von 24 fiel dabei als voluminoses 
weisses Pulver an (900 mg). welches noch Spuren von Triphenylcarbinol enthielt. Rf(S) = 0,50 
(Chloroform-Methanol 8 : 2 ) .  

X X I I  (aus 24). Zu 310 nig (1,l  mMol) Boc-Tyr-OH in 8 ml Tetrahydrofuran gab man bei 
- 15' 1,l ml 1~ Trigthylamin in Tctrahydrofuran und 1.1 ml 1~ Isobutylchlorocarbonat in Tetra- 
hydrofuran. Nach 6 Min. bei - 10" wurde das Gemisch mit 890 mg 24 in 4 ml Tetrahydrofuran 
versetzt und nach P Std. Stehen bei - 10" und 15 Std. Stehen bei 20" in 100 ml Essigester wie 
iiblich aufgearbeitet. Umfallcn aus Essigester-Petrolather ergab 920 mg reines XXII .  

25. 576 mg (0,s mMol) XXVIII  wurden in 5 ml 80-proz. Essigsaure, wie bei 24 beschrieben, 
dctrityliert. Es resultierten 525 nig rohes 25, welches direkt wciter umgesetzt wurde Rf(S) = 0,22 
(Chloroform-Methanol 9:  1). 

X X X I .  42.5 mg (0,G mMol) Boc-Leu-Glu(OBut)-Asn-Tyr-NH-NH, (X) in 5 ml Dimcthyl- 
forinamid versetzte man bei - 10" mit 0,97 ml (1,5 niMol) 1,55N HC1 in Essigester und 0,083 ml 
t-Butylnitrit. Nach 10 Min. bei - 10" gab man die gekiihlte Losung von obigem 25 und 0,28 (2 niMol) 
Triathylamin in 5 ml Dimethylformamid zu und liess 1 Std. bei - 10" und 15 Std. bei 5" reagieren. 
Dic Losung wurde dann bei 40" und 0.01 Torr eingedanipft und der olige Ruckstand Init Wasscr 
verrieben. Das dabei entstandene Pulver wurde nach Trocknung iiber Kaliumhydroxyd aus 
heissem Methanol umgefallt: 720 mg (91%) reincs XXXI.  Rf(S) = 0,32 (Chloroform-Methanol 
9:  1) ; 0,72 (Essigester-Methanol 8 :  2). [ a ] g  = - 91" (c = 1,0 in Dimethylformamid), 

26. 636 mg (0,5 mMol) XXVII wurden wie oben in 5 ml 80proz. Essigsaure detrityliert. Das 
rohc Acetat von 26 fiel als voluminoses, farbloses Pulver an (553 mg). Zur Uberfuhrung in das 
freie Ainin wurde in 100 nil Essigester aufgenommen und bei 0" drcimal mit je 10 ml O,SN Natrium- 
hydrogencarboriatlbsung und tlreinial mit je 10 ml Wasser gewaschen. Eindampfen der iiber 
Natriumsulfat getrockneten Losung gab 518 mg Smin 26 als weissen Schaum. Rf(S) = 0,25 
(Chloroform-LMcthariol 9:  1).  

X X X I I .  ~~ a) .ilzidmethode. 460 mg (0.6 mMol) Boc-Val-C;lu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-NH-NH, 
(XV) in 5 nil Uiniethylforrnamitl versctzte man bei - 10" init 0,94 ml (1,5 mMol) 1 , 5 9 ~  HCl in 
Essigcstcr und 0,083 nil (0,72 niMol) t-Butylnitrit. Nach 10 Min. bei - 10" gab man die Msung dcs 
Acetates von 26 (erhalten aus 0,5 mMol XXVII) und 0,28 in1 (2 mMol) Triathylamin in 5 ml 
Dimethylformamid zu und liess 1 Std. bei - 10" und 15 Std. bci 5" stehen. Die Losung wurde dann 
unter starkem Ruhren in 100 in1 Wasser getropft und der Niederschlag nach dem Trocknen iiber 
Kaliumhydroxyd ails Methanol- Ather umgefallt : 785 mg (89%) diinnschichtchromatographisch 
reines XXXII.  Rf(S) = 0,29 (Chloroforn-Methanol 9:  I ) :  0,55 (Essigestcr-Methanol 8 :  2 ) .  [m]$ = 

- 78" (G = 1,7 in Methanol). 
Cs2H137N1~1024S2 (1753,Z) Ber. N 10.39 S 3,66% Gef. N 10,35 S 3,550/, 

b) Hosu-DCII .  Zu 480 mg 26 (als freies Amin; erhalten aus 0,s mMol XXVII) und 375 mg 
(0,s rnMol) ~oc-Val-Glu(OBut)-;~la-T.cu-Tyr-OI-I (XVI) in 8 ml Dimethylformamid gab man bci 

I 
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0" 115 mg (1 mMol) Hosu und 15.5 mg (0,75 mMol) DCCI. Nach 4 Std. bei 0" und 15 Std. bei 20' 
wurde bei 40"/0,01 Torr eingedampft und der olige Riickstand init Wasser verrieben. Das als Pulver 
erhaltcne Rohprodukt wurde in 3 ml Methanol gelost auf eine, mit Methanol aquilibrierte Saule 
( 2  X 100 cm) SEPHADEX LH 20 gebracht und mit Methanol eluiert. Nach einem Vorlauf von 100 
ml fing man Fraktionen zu 5 ml auf. Die Fraktionen 5-10 enthielten 465 mg (55%) reines XXXII. 

Dislbroportionierungsversuc~e. Ein Gemisch von 39 mg (0,05 mMol) [Boc-Cys-Asn-OBut], 
(XVIII) und 87 mg (0,05 mMol) [Trt-Leu-Val-Cys-Gly-Glu(OBut),], (XXX) wurde in 5 ml 1~ 
NH, in Methanol 2 Std. bei 40" gehalten. Man gab dann 5 ml 1~ Essigsaure zu, dampfte ein und 
trocknete bei 40"/0,01 Torr. Zur Auftrennung des Gemisches wurde in 3 ml Methanol aufgenom- 
men, auf eine in diesem Losungsmittel bereitete Saule ( 2  x 100 cm) von SEPHADEX LH 20 ge- 
bracht und mit Methanol eluiert. Nach einem Vorlauf von 100 ml entnahm man Fraktionen zu 
2 ml. Es enthielteu: Frakt. 16-19: 14 mg XVIII; Frakt. 22-28: 54 mg XXVII; Frakt. 29-35: 
32 mg XXX. 

Die analog ausgefiihrte Disproportionierung von 126 mg (0,l mMol) XXVII lieferte 1.5 mg 
XVIII, 56 mg XXVII und 29 mg XXX. 

I 

3. Abspaltung der Schutzgruppen und Charakterisierung der Cystinpeptide. - Alle 
Insulinfragmente und symmetrischen Cystinpcptide (Formelschemata 2 und 7) wurden durch Ab- 
spaltung der Schutzgruppen rnit konzentrierter Salzsaure bei 0" gewonnen. Im folgenden wird die 
Methodik am Beispiel von I11 illustriert. Bei den iibrigen Insulinfragmenten wird nur die Reini- 
gungsoperation beschrieben. Die symmetrischen Cystinpeptide wurden nicht chromatographiert. 
Samtliche freien Peptide wurden als farblose, nicht hygroskopische Pulver erhalten. Die analyti- 
schen Daten sind in den Tabellen 3 und 4 zusammengefasst. 

H-Cys-Asn-OH 
1 

3.1. Acidolyse rnit konz. Salzsaure, H-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-OH ( I I I ) .  205 mg XXI wurden mit 
2 ml eiskalter, konz. Salzsaure iibergossen und 5 Min. bei 0" geriibrt. Zur Entfernung eines Teils 
des gelosten Chlorwasserstoffs evakuierte man bei 0" wahrend 5 Min. auf 0,01 Torr, verdiinute 
dann mit 25 nil t-Butanol und lyophilisiertelz). Das als weisses Pulver erhaltene Dihydrochlorid 
wurde in O , ~ N  Essigsaure gelost iiber eine Saule (1,3 x 7 cm) Merck-Ionenaustauscher Nr. 111 
(Acetatform) filtriert. Man dampfte das Eluat bei 0,01 Torr und 40" Badtemperatur cin, nahm den 
Riickstand in Wasser auf und lyophilisierte. Das so erhaltene Rohpeptid wurde in wasseriger 
Losung an einer Saule ( 2  x 100 cm) SEPHADEX G 25 (aquilibriert mit Wasser) unter Elution mit 
Wasser chromatographiert (Fraktionen zu 6 ml). Die Fraktionen 11-17 enthielten reines 111. Sie 
wurden lyophilisiert und das erhaltene Produkt bis zur Gewichtskonstanz an der 1,uft stehen- 
gelassen. Es resultierten 114 mg 111. Die Verunreinigungen wurden in den Fraktionen 20-23 
eluicrt. 

A20--21-H10-z1 (I). 300 mg XVIl lieferten bei der Acidolyse 151 mg leicht verunreinigtes I. 
Reinigung an einer Saule (1,2 x 13 em) DEAE-SEPHADEX A 25 (aquilibriert rnit 0,5-proz. 
Essigsaure). 40 ml 0,j-proz. Essigsaure eluierten die Vcrunrcinigungen, 55 ml 1,O-proz. Essigsaure 
155 mg reines I .  

C,,H,,N,O,,S, . H,O Ber. C36,55 H5,41 N 15.05 S11,48% 
(558,6) Gef. ,, 36,39 ,, 5,50 ,, 1 5 , O O  ,, 11,43% 

z48°-21-B18--21 ( I I ) .  Die Acidolyse von 300 mg XX lieferten 208 mg rohes 11. Chroniatographic 
an eincr Saule (1 x 12 em) DEAE-SEPHADEX A 25 (aquilibriert mit 0,5-proz. Essigsaure) unter 
Elution mit 0,5-prOz. Essigsaure ergab aus dcn Fraktionen 18 -26 186 mg reines 11. 

L419--21-B19-21 ( I V ) .  Bei dem aus 100 mg XXIl durch .4cidolyse erhaltenen I V  (62 m.g) er- 
iibrigte sich cine chromatographische Reinigung. 

A1~--2*-Rls-,l ( V ) .  150 mg XXXI lieferte 118 mg rohcs V. Chromatographie an einer Saule 
(1 x 12 cm) DEAE-SEPHADEX h 25 (aquilibriert rnit 0,5-proz. Essigsaure). Mit 25 ml 0,5-proz. 

12) Anmcrkung bei dcr Korrektur: Die hier beschriebene Methode zur Entfernung der Salzsaure 
ist gunstiger als das in [26], S. 2148 beschriebene Vorgehen, wo Eiscssig anstelle von t-Bu- 
tanol verwendet wurde. Bei Serin enthaltenden Peptiden kann unter nicht optimal durch- 
gefiihrten Lyophilisationsbedingungen (zeitweises Auftaucn dt.r Mischung) eine geringe Rce- 
tylierung der Hydroxylgruppen eintretm. 

_____ 
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'Tahelle 3. Analytische Dalen der synthetischen Znsulinfragmente 

Rf(C)-Werte Elektrophorese Aminosaure-Analyses) [El$ 

pH 1,9 pH 4,0 Val Glu Ala Leu Tyr Cys Gly Asp 

I 0,45 (112D) -6,l  +2,0 Ber. 1 2 1 1 -45" 
0,12 (101D) 1. 1,10 1,86 l , O O B  1,02 (C =0,48 
0,30 (112C) 2. 1,09 1,73 l , O O B  1 , O O  in H,O) 

I1 0,10 (101A) -5,8 + 1 , 3  Ber. 1 1 2 1 1 -62' 
0,20 (101D) 1. l , O O B  1,08 1,96 1,06 1,03 (C = 0,5 
0.62 (112D) 2. l , O O B  0,99 1,81 0,97 0,95 CH,COOH) 
0,45 (112C) 

I11 0,60 (112C) -5,3 +1,2 Ber. 1 1 1 2 1 1 -68'b) 
0,10 (52) 1. l , O O B  1,06 0,98 1,98 1,10 1,06 (C =0,49 
0,37 (101D) 2. 1,00B 1,03 0,96 1,64 0,98 1,02 in 1-proz. 
0,18 (101A) CH,COOH) 

~ 

IV 0,42 (112C) - 5 , 3  +1,6 Ber. 1 1 2 1 1 -34" 
0,15 (101A) 1. 1,02 0,85 2,02 l,OOB 0,91 ( G  =0,47 
0,25 (101D) 2. 1,02 0,86 1,90 1,0OB 0,88 inH,O) 
0,517 (112D) 

V 0,28 (87) -4,5 +1,2  Ber. 1 2 1 1 2 1 2 -52" 
0,25 (101A) 1. 0,98 2,16 1,03 0,96 1,94 l,OOB 2,06 (C = 0 5 8  
0,18 (52A) 2. l , O O B  2,09 1,03 0,82 1,84 0,97 2,00 in H,O) 

VI 0,50 (101D) -3,9 +1,7 Ber. 2 2 1 2 1 2 1 1 -10" 
c )  0,22 (101A) 1. 2,00* 1,98 0,92 1,93 0,77 1,99 0,92 0,99 (C =0,48 

0,15 (45) 2. 2,00B 2,00 0,91 1,81 0,68 1,83 0,99 0,97 inH,O) 

Hydrolyse mit 6 w  HC1 bei 105". Die Hydrolysezeit betrug bei der ersten Analyse 24 Std., bei 
der zweiten 72 Std. Die rnit 
Veber et al. [5] puhlizierten [a]? = - 8,O". Wie uns R. Hirschmann brieflich niitteilte, ergahen 
nachtragliche Bestimmungen einen Wert von - 80" 5 8". 

a) 

b) 

c )  41s Hpdrochlorid. 

versehenen Werte sind die Bezugswerte. 

Essigsaure wurden die Vcrunreinigungen eluiert, wahrend anschliessend init 7 ml 1,O-proz. Essig- 
saure 95 mg reines V erhalten wurden. 

AZO-2i1B12-21 (VI) .  Aus 195 mg XXXII wurden 165 nig rohes VI in der Hydrochloridform er- 
halten. Als solches wurde es an einer Saule (1,6 x 80 cm) SEPHADEX G 100 (aquilibriert rnit 
0 , 0 1 ~  HCl) gereinigt. Die Substanz wurde in 0 , 0 1 ~  HCI aufgetragen und mit 0 , 0 1 ~  HC1 eluiert 
(Fraktionen zu 5 nil) .  Fraktionen 19-23 lieferten 11 5 mg reines VI. 

H-Cys-A sn-OH 
1 

3.2. A cidolyse mit 9 0 - p o z .  Trzfluovessigsaure, H -  Val-Cys-Gly-Glu-OH (IZ). Man versetzte 
300 mg XX bei 0" mit 5 ml 90-proz. Trifluoressigsaure. Nach vollstandiger Losung der Substanz 
(ca. 1 Min.) liess man die Temperatur auf 20" ansteigen. Nach Z1/, Std. kiihlte man wieder auf 0" 
und fallte mit 30 ml kaltem Athcr aus. Das Trifluoracetat wnrde in 0 , 5 ~  Essigsaure gelost und 
durch eine Saule (1 x 7 ctn) von Merck-Ionenaustauscher Nr. I11 (Acetatform) filtriert. Das er- 
haltene Rohprodukt wurde wie oben heschrieben an UEAE-SEPHADEX .4 2.5 chromatographiert 
und ergab 105 mg reines 11. 

3.3. Oxydatioiz der Cystinpeptide mat Pevanzeisensaure. Losung von Perameisensaure nach 
Hirs [27] : 0,5 ml30-proz. Perhydrol und 9,s ml 99-proz. Arneisensaure 2 Std. hei 25" stehen lassen. 
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Tabelle 4. Analytische Daten der symmetrischen Cystinpeptide 
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Rf (C)-Werte Elektrophorese Aminosaure-Analyses) 

pH 1,9 pH4,O Leu Val Cys Gly Glu Tyr Asp 

XXXIII  0,22 (112C) -6,6 0 
0,33 (112D) 
0,lO (101D) 

2 
2,08 

2 
2,00b 

XXXIV 0,55 (112D) -5,5 +3.3 
0,15 (101D) 
0,40 (112C) 

2 2 2  
2,OO 1,94 2,00B 

XXXV 0,lO (52) -5 , l  +2 ,2  2 2 2 2  
0,40 (101D) 1,81 1,55 1,94 2,00B 
0,63 (112C) 

XXXVIb) 0,25 (52) -4,5 f1 .6  2 2 2 2 2 
0,65 (101D) 2,00B 1,98 2,03 2,02 2,07 
0,35 (101A) 

XXXVII 0,17 (45) - 4,9 0 
0,40 (101D) 
0,60 (112D) 

2 2 2  
2,14 1.93 2,OO 

a) 
") als Hydrochlorid 

Hydrolyse: 24 Std. bei 105" mit 6~ HCI. Die mit versehenen Werte sind Bezugswerte. 

1 mg Cystinpeptid wurde mit 0,l ml der obigen Losung versetzt. Nach 3 Std. Stehen bei 0" 
wurde die Losung bei 40"/0,01 Torr eingedarnpft und der Ruckstand iiber Kaliumhydroxyd ge- 
trocknet. Fur die Diinnschichtchromatographie wurde das glasigc Produkt in 0 , l  ml Wasser ge- 
lost. (Rf-Werte siehe Tabelle 5.) 

Tabelle 5. R f ( C ) -  Werte der Cysteinsaurepeptide 

Cysteinsaurcpeptid 
LBsungsmittelsystem 

45 52 l O l A  lOlD 112A 112C 112D 

H-Cys(0,H)-Asn-OH 0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45 
H-Tyr-Cys( 0,H)-Asn-OH 0,58 0,68 
H-Cys( O,H)-Gly-Glu-OH 0,40 0,60 0,55 0,64 
H-Val-Cys(0,H)-Gly-Glu-OH 0,50 0,65 0,75 
H-Leu-Val-Cys(0,H)-Gly-Glu-OH 0,27 0,37 0,50 0,70 

Den Herren H .  R. Keller & A .  Fischer bin ich fiir die wertvolle Mitarbeit im Labor zu Dank 
verpflichtet. Dunnschichtchromatogramme, Elektrophoresen und Aminosaureanalysen wurden in 
verdankenswerter Weise in unserem Chromatographielabor (Leiter : Herr E.  von A r x )  durch Frau 
K. Reist, Frau M .  Rist und die Herren D .  Fau$el& R. Steiner ausgefiihrt. Die Mikroanalysen und 
optischen Drehungen vcrdanke ich unseren Speziallaboratorien (Leitung : Dr. W .  Padowetz und 
Dr. H .  Hueweler). 
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