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42, Die Synthese von Insulinfragmenten mit intakter
interchenarer Disulfidbriicke A2-B1®

von B. Kamber
Chemische Forschungslaboratorien der Division Pharmazeutika der CIBA-GEIGY AG., Basel

(1. XI1. 70)

Summary. The synthesis of six insulin fragments is described, in which various sequences of
the two chains are linked by the disulfide bridge between A2 and B?®. The fragments in question
are: A20-2L Plo-21 A20-21_T18-21 A20-21 BI7-21 Ale-21 Plo-21 A16-21 RI8—21 ynd A20-21_pla-21

In order to build up the simpler fragments the 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 {-butyl and #-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 the 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 deprotecting step the disulfide 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 4 C-labelled glucose to CO, in vitro.

Zur Untersuchung der Struktur-Wirkungs-Beziehungen wurden von den meisten
bekannten Peptidhormonen auf synthetischem oder enzymatischem Weg Fragmente
hergestellt. Diese erwiesen sich in vielen Fillen noch als biologisch aktiv (fiir eine
Zusammenstellung siehe [1}).

Uber Fragmente des Insulins (Formelschema 1), die Teile beider Ketten enthalten,
ist bis heute nur wenig bekannt.

Formelschema 1. Strukturformel des Rindevinsulins (nach Sanger [2])1)

A-Kette
1 | 20
H-Gly-Tle-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Ala-Ser-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-OH
1 23 4 5 6 (7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 | 21

H-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala-OH
B-Kette 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Nach Rudwman et al. [4] fithrt die Inkubation von Insulin mit einem Homogenat aus dem Fett-
gewebe der Ratte zu biotogisch aktiven Bruchstiicken.

1) Abgekiirzte Schreibweise entsprechend den Empfehlungen der « IUPAC-IUB»-Commission on
Biochemical Nomenclature» [3]. Es Dedeuten ferner: Boc-: ¢-Butyloxycarbonyl-; But-:
#-Butyl-; DCCI-Dicyclohexylcarbodiimid; Hosu: N-Hydroxysuccinimid; GA: Methode der
gemischten Anhydride.
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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 Aktivitit kann daher ein-
deutiger durch Testierung synthetischer Priparate 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 Bruchstiicke der beiden Ketten durch die interchenare
Disulfidbriicke A2-B!? verbunden sind.

Zur Bestimmung der Insulinaktivitit dieser Fragmente wurde die Stimulierung
der Oxydation von [1-*C]-Glucose in isolierten Fettzellen der Ratte gemessen [5].
Bis zu einer Dosis von 100 ug/ml zeigte keines der Priparate Insulinaktivitit
(Insulin ist bei einer Konzentration von 10~2 gg/ml voll wirksam)2).

Die Synthese des Fragmentes A20-2_B17-21 (TTI} wurde kitrzlich von Veber et al. [6] beschrie-
ben. Das auf einem anderen Syntheseweg erhaltene Praparat dieser Autoren zeigte ebenfalls keine
Insulinaktivitat3).

Formelschema 2: Synthetische Insulinfragmente
H-Cys-Asn-OH
A20-21_Ris—21 | <«——XVII
H-Cys-Gly-Glu-OH
I

H-Cys-Asn-OH
A20-21_RIR-21 “«—-XX
H-Val-Cys-Gly-Glu-OH
II

H-Cys-Asn-OH

A20-21_PB17-21 | «——XXI
H-ILeu-Val-Cys-Gly-Glu-OH
III
H-Tyr-Cys-Asn-OH
Als—21_Rle-21 <« —XXII
H-Cys-Gly-Glu-OH
1A%

H-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn-OH
Al6-21_Bls—21 | <« XXXI
H-Val-Cys-Gly-Glu-OH
v

H-Cys-Asn-OH
A20-21_Rlz2-21 | <
H-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-OH
VI

XXXII

Anlage 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 Verkniipfung zweier Cysteinderivate zu einem asymmetrischen
Disulfid.

2)  Die biologische Testierung verdanke ich Herrn Dr. K. Miiller (CIBA-GEIGY AG., Basel).
3} Zum Vergleich der beiden Priparate siehe cxp. Teil.
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2. Unspezifische Verkniipfung von zwei Cysteinpeptiden und Isolierung des neben
den beiden symmetrischen in statistischer Ausbeute gebildeten asymmetrischen
Cystinderivates.

3. Synthese eines geeignet geschiitzten, asymmetrischen Cystinderivates (nach
einem der zwei obigen Konzepte) und Peptidkondensation mit 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
asymmetrischer Disulfide erlaubt (Strategie 1).

Die Synthesen wurden so geplant, dass in einem letzten Schritt die vom ¢-Butanol
abgeleiteten Amino- und Carboxyl-Schutzgruppen (Boc- und -OBut) durch milde
Behandlung mit Sdure entfernt werden konnten (die Phenolgruppe des Tyrosins blieb
ungeschiitzt). Unter diesen Bedingungen zeigten die asymmetrischen Cystinpeptide
keinerlei Tendenz zur Disproportionierung.

Die Mercaptogruppe des Cysteins wurde mit dem Tritylrest geschiitzt. Die direkte
Uberfithrung von S-Tritylderivaten in Cystinpeptide durch Reaktion mit Jod haben
wir bereits beschrieben [9]. Zudem war auch schon bekannt [10], dass sich die S-
Tritylbindung in Gegenwart des Boc-Restes mit Quecksilber(II}-Salzen spalten lisst.

Nebst den mit dem Boc- und OBut-Rest voll geschiitzten asymmetrischen Cystin-
derivaten synthetisierten wir auch solche, bei denen das Aminoende der einen Kette
mit der Tritylgruppe verschlossen war. Da sich letztere selektiv entfernen liess, er-
laubten dermassen geschiitzte Derivate die spezifische Verlingerung einer Kette
(Strategie 3).

Zum intermediiren Schutz der a-Aminogruppen beim Aufbau der Kettenfragmente
dienten der Benzoxycarbonyl- und der Tritylrest.

Synthese der geschiitzten Kettenfragmentet). — A%-21. Durch Hydrierung von
Z-Asn-OBut gelangte man zum kristallinen Asparagin-f-butylester (1). Acylierung
desselben mit Boc-Cys(Trt)-OH [11] (gemischtes Anhydrid) bzw. Trt-Cys(Trt)-OH
(DCCI) lieferte die kristallinen Dipeptide VII und VIII, letzteres in einer Ausbeute
von 76%59).

H,/Pd—C
Z-Asn-OBut — *—-——%» H-Asn-OBut (1)

GA
Boc-Cys(Trt)-OH + 1 ~——> ’ Boc-Cys(Trt)-Asn-OBut |
VIiI

DCCI
Trt-Cys(Trt)-OH + 1 ———> | Trt-Cys(Trt)-Asn-OBut |
VIII

4)  In den Formelschemata dieses Abschnittes sind die Verbindungen, welche weiter unten zum
Aufbau der Cystinderivate verwendet wurden, eingerahmt und mit rémischen Ziffern be-
zeichnet. Fur die Herstellung der nicht speziell beschriebenen Aminosdurederivate siehe [1].

5 Diese befricdigende Ausbeute steht im Widerspruch zu kiirzlich von Zak# et al. {12] gemachten
Angaben. Diese Autoren erzielten bei der Darstellung von Trt-Cys(Trt)-Asn-OBz] (ebenfalls
mit DCCI) bloss eine Ausbeute von 14%,. Es mag wesentlich scin, dass in diesem Fall die
Aminokomponcente ix situ aus dem Trifluoracetat freigesetzt wurde, wiahrend wir sic in der
freien Form einsctzten.
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AMY-21 Die N-Tritylgruppe in VIII wurde mit 80-proz. Essigsiure 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 (809%,)
VI ———— H-Cys{Trt)-Asn-OBut (2)

GA
Boc-Tyr-OH + 2 ——> | Boc-Tyr-Cys(Trt)-Asn-OBut |

IX

Ae1%, Zur Kondensation des aus dem bekannten Z-Glu(OBut)-Asn-Tyr-OMe [13]
durch Hydrierung erhaltenen 3 mit Boc-Leu-OH wandten wir die von Koenig &
Geiger {14] beschriebene Aktivierungsmethode an (DCCI/1-Hydroxybenzotriazol).
Der Methylester 4 wurde mit Hydrazinhydrat in Methanol in das kristalline Hydrazid
X iiberfiihrt.

H,/Pd—C
Z-Glu(OBut)-Asn-Tyr-OMe —— > H-Glu(OBut)-Asn-Tyr-OMe
3)
Boc-Leu-OH
Y
| Boc-Leu-Glu(OBut)-Asn-Tyr-NH-NH, | <«—— Boc-Leu-Glu(OBut)-Asn-Tyr-OMe
X )

BY¥-2t Der Di-¢-Butylester der Glutaminsiure 5 wurde direkt aus Glutaminsiure
durch Reaktion mit Isobutylen und Schwefelsiure hergestellt und tiber das bekannte
Hydrochlorid [15] gereinigt. Die nach der Methode der gemischten Anhydride durch-
gefithrte Kondensation mit Z-Gly-OH gab kristallines 6, dessen Aminoschutzgruppe
hydrogenolytisch entfernt wurde. Das resultierende 7 wurde mit Boc-Cys(Trt)-OH
und Trt-Cys(Trt)-OH kondensiert (DCCI). Die kristallinen Tripeptide XI und 8
fielen in Ausbeuten um 609, an.

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

] Z-Gly-OH
H-Glu-OH——> H-Glu(OBut), GA Z-Gly-Glu(OBut),
(8) ’ (6)
H,/Pd—C
Boc-Cys(Trt)-OH
Boc—Cys(Trt)—Gly—Glu(OBut)2‘ < DCCI 1I-Gly-Glu(OBut),

X1 (7)
Trt-Cys(Trt)-OH/DCCI

AcOH (80%,) .
H-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), <———————— Trt-Cys(Trt)-Gly-Glu{OBut),

9 ®

B18-21 {Jberraschend gut gelang die Verkniipfung der sterisch stark gehinderten
Komponenten Boc-Val-OH und 9. Nach der Methode der gemischten Anhydride
betrug die Ausbeute an kristallinem XII 709,.

GA
Boc-Val-OH + 9 —=-—> | Boc-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut}, |
XIT
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B2 Auch von diesem Pentapeptid stellten wir das am Aminoende sowohl mit
Trityl als auch mit ¢-Butyloxycarbonyl geschiitzte Derivat her. Dazu dienten die zwei
kristallinen Dipeptide 11 und 14, welche beide aus dem ebenfalls kristallinen Boc-Leu-
Val-OMe (10) zuginglich waren. Verseifung von 10 lieferte 11, wihrend Abspaltung
der Boc-Gruppe mit Chlorwasserstoff in Essigester, Tritylierung mit Triphenylmethyl-
chlorid und alkalische Verseifung zu 14 fiilirten.

Die Kondensationen von 11 bzw. 14 mit 9 nach der Methode von Weygand,
Hoffmann & Wiinsch [16] (DCCI/Hosu) fithrten in beiden Féllen zu einem komplexen
Gemisch. Aus dem Rohprodukt der Reaktion mit 11 wurde das amorphe XIII durch
Gegenstromverteilung in einer Ausbeute von 439, isoliert, wihrend XIV durch
Chromatographie an Silikagel kristallin erhalten werden konnte (379,).

GA ©0OH
Boc-Leu-OH + H-Val-OMe ——————— % Boc-Leu-Val-OMe ———» Boc-Leu-Val-OH
(10) (11)
HC1
©0H Trt-Cl
Trt-Leu-Val-OH <————————— Trt-Leu-Val-OMc < H-T.eu-Val-OMe
(14) (13) (12)
Hosu/DCCI
11 +9 —— > | Boc-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), |
XIII
Hosu/DCCI
14+ 9 > | Trt-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), |
XIiv

Bt2-18 Der Pentapeptid-methylester 20 wurde durch Azidkupplung der Fragmente
17 und 19 erhalten. Hydrogenolyse des bekannten Z-Glu(OBut)-Ala-OMe [17] in
Gegenwart von Chlorwasserstoff gab das Hydrochlorid von 15, welches nach der
Methode der gemischten Anhydride mit Boc-Val-OH zu 16 kondensiert wurde. Diesen
Methylester iiberfithrte man mit Hydrazinhydrat in Methanol in das kristalline
Hydrazid 17.

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

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

, H,/Pd—C ,
Z-Glu(OBut)-Ala-OMe -—>———» H-Glu(OBut)-Ala-OMe
(15)
GA NH,NH,
Boc-Val-OH + 15 —> Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-OMe ————=» Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-
(16) NH-NH,
(n

GA HCl
Boc-Leu-OH + H-Tyr-OMe ——>» Boc-Leu-Tyr-OMe --——>» H-leu-Tyr-OMe
(18) (19)
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Azidmeth.

17 + 19 ———— > Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-OMe
(20)
NH,-NH, 1 ©0H
\
]Boc~Va1—G1u(OBut)—Ala-Leu—Tyr—NHrNHzj | Boc-Val-Glu{OBut)-Ala-Leu-Tyr-OH l
XV XVI

Bildung der Cystinbriicke und Verlingerung einer Kette. — Drei Methoden der
Verkniipfung 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 VII 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 [9].

Wesentlich schlechter verlief die Verkniipfung, wenn Abspaltung der Schwefel-
schutzgruppe und Oxydation in zwei getrennten Schritten durchgefiihrt wurden
(Weg b). Nach den Angaben von Zervas et al. [10]} detritylierte man VII und XI durch
Reaktion mit Quecksilber(II)-acetat und nachtrigliche Behandlung mit Schwefel-
wasserstoff.

Die Thiolderivate 21 und 22 erwiesen sich gegenitber Luftoxydation als bemerkenswert re-
sistent. So bildete sich zum Beispiel das Cystinderivat XVIII beim 24-stiindigen Durchleiten
eines Luftstroms durch eine methanolische Lésung von 21 nur zu ca. 109, (nach Diinnschicht-
chromatogramm)®).

Tabelle 1. Ausbeuten an asymmetrischem Cystinderivat XV II bei dvei Verkniipfungsmethoden
von VII und X1

Molverhiltnis
Verkniipfungsmethode VIIL XI Ausbeute an XVII1a)
a) Jod/Methanol 1 1 50%
2 1 63
b) Dijodathanb) 1 1 36
c¢) Dirhodan 1 1¢) 55
1 1 42
2 1d) 70

o

Die Ausbeuten beziehen sich auf die im Unterschuss eingesetzte I{omponente.
Nach Detritylierung von VII und XI mit Hg(OAc),/H,S.

VIIals S-Thiocyanat, XI detrityliert eingesetzt.

VII als S-Thiocyanat, XI als S-Tritylderivat eingesetzt.

[

o
== 22

Die Oxydation eines dquivalenten Gemisches von 21 und 22 wurde nach Weygand
& Zumach [20] mit Dijod4dthan durchgefiihrt. Die Gegenstromverteilung des Roh-
produktes lieferte das asymmetrische Derivat XVII in einer Ausbeute von 369, (729%,
der statistischen Ausbeute).

Schliesstich stellten wir XVII auch nach der von Hiskey et al. [8] ausgearbeiteten
Dirhodanmethode her (Weg c). Das aus 21 mit Dirhodan erhaltene S-Thiocyanat 23

%)  Hope et al. [18] und Photaki [19] haben ebenfalls beschrieben, dass amino- und carboxyl-
geschiitzte Cysteinderivate mit freier Mercaptogruppe mit Luft nur schwer zu oxydieren sind.
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wurde i sttw sowohl mit der detritylierten Komponente 22 als auch direkt mit XI
umgesetzt. Auch hier wurde XVII jeweils durch Gegenstromverteilung gereinigt.

Obwohl die Umsetzung von zwei S-Tritylderivaten mit jod a priori zu einem
Gemisch von drei Produkten fiihrt, zeigen obige Resultate doch deutlich, dass diese
Methode fiir die Darstellung asymmetrischer Cystinpeptide pridparativ durchaus
attraktiv ist. Dies trifft vor allem dann zu, wenn eine der beiden Komponenten leicht
zuginglich ist und daher in grossem Uberschuss eingesetzt werden kann. Da wir weiter
unten die Synthese von asymmetrischen Cystinderivaten beschreiben, in denen sich
eine Kette selektiv verlangern lisst, ist diese Forderung stets erfiillbar.

Mit jeweils nahezu statistischer Ausbeute gelang nach dieser Methode auch die
Synthese der drei geschiitzten Insulinfragmente XX, XXI und XXII (vgl. Formel-
schema 4). In allen Fillen liessen sich dieselben ohne Schwierigkeiten durch Gegen-
stromverteilung von den symmetrischen Derivaten abtrennen. Wie aus dem Schema
ersichtlich, wurden letztere iberdies separat aus den entsprechenden S-Tritylderivaten
dargestellt. Die erfolgreiche Umsetzung von IX zeigt zudem, dass sich die Reaktion
auch fiir die Synthese von Tyrosinpeptiden eignet.

Nach der gleichen Methode erhielt man auch die im Formelschema 5 aufgefiilirten
asymmetrischen Cystinderivate, in welchen eine Kette die N-Tritylgruppe enthilt.
Es erwies sich dabei als vorteilhaft, den bei der Reaktion gebildeten Jodwasserstoff
mit Pyridin abzufangen.

Die geschiitzten Insulinbruchstiicke XXVI, XXVII und XXVIII wurden auch
hier durch Gegenstromverteilung isoliert.

Formelschema 6. Verlingerung einev Kette in asymmetvischen Cystinpeptiden

80-proz. AcOH H-Cys-Asn-OBut Boc-Tyr-OH
XXVT — ——————— XXII
Boc-Cys-Gly-Glu(OBut), GA
(24)

H-Cys-Asn-OBut
XXvIltT, —m>

Boc-Val-Cys-Gly-Glu(OBut),
(25)

Azidmeth. | X

Boc-Leu-Glu(OBut)-Asn-Tyr-Cys-Asn-OBut

Boc-Val-Cys-Gly-Glu{OBut),
XXXI

Boc-Cys-Asn-OBut
XXVII _— |

H-Leu-Val-Cys-Gly-Glu(OBut),
(26)

mit XV

mit XVI

Azidmeth.
oder DCCI-Hosu

v
Boc-Cys-Asn-OBut

f
Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu(OBut),
XXXII
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In einem parallel durchgefiihrten 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 fiel bei der Gegenstromverteilung in einer Ausbeute von 509, an.

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

Das bei dieser Spaltung resultierende Acetat von 24 erwies sich als iiberraschend stabil. In
fester Form war bei Lagerung bei 0° auch nach Wochen im Diinnschichtchromatogramm keine
Verinderung feststellbar. In einer methanolischen Lésung hatten sich nach acht Tagen bei Raum-
temperatur ca. 209%, 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 aber 509 um.

Das Acetat von 24 wurde durch Kondensation mit Boc-Tyr-OH (Methode der ge-
mischten Anhydride) in das schon oben beschriebene geschiitzte Insulinfragment XXIT
iiberfiihrt.

Analog gelangte man durch Detritylierung von XXVIII zu 25. Dieses wurde
(ebenfalls in der Acetatform) durch Azidkupplung — ausgefiihrt in der von Honzl &
Rudinger [21] modifizierten Form — mit X zu XXXI umgesetzt, dessen Reinigung
sich wegen seiner geringen Loslichkeit in Methanol besonders einfach gestaltete.

Bei dem aus XXVII zugénglichen 26 nahm man die Verlingerung der Kette nach
zwel Kondensationsmethoden vor: Die wie in obigem Beispiel durchgefithrte Azid-
kupplung mit XV lieferte XX XTI in sehr guter Ausbeute. Zu einem uneinheitlicheren
Produkt fiihrte die Kondensation der Pentapeptidsdure XVI mit dem durch Natrium-
hydrogencarbonatextraktion erhaltenen Aminoderivat 26 nach der Methode von
Weygand-Wiinsch [16]. In diesem Fall wurden nicht nidher untersuchte Neben-
produkte durch Gelfiltration an einer Sdule von SEPHADEX LH 20 abgetrennt.
Die Ausbeute an XXXII betrug 55%,.

Stabilitat der geschiitzten asymmetrischen Cystinpeptide. Alle in dieser Arbeit be-
schriebenen geschiitzten, asymmetrischen Cystinpeptide erwiesen sich in neutralen
organischen Losungsmitteln bei Raumtemperatur tiber Wochen als vollkommen stabil.
Im weiteren zeigen obige Versuche, dass unter der Einwirkung von schwachen Sduren
{(d.h. Bedingungen, unter denen die Boc- und OBut-Schutzgruppen noch stabil sind)
keine Disproportionierung zu befiirchten ist. Die im Formelschema 6 wiedergegebenen
Umsetzungen illustrieren iiberdies, dass solche Derivate ohne stérende Neben-
reaktionen als Komponenten in Peptidkondensationen eingesetzt werden kénnen.

Als ausserordentlich schwierig durchfiihrbar diirfte 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. Tridthylamin in Methanol oder 1IN Ammoniak in Methanol) fithrten
hingegen ausschliesslich zu einer Disproportionierung der gemischten Disulfide.
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Im Falle der Verbindung XXVII wurde die Lage des Disproportionierungsgleich-
gewichtes durch Isolierung der Komponenten bestimmt. Dieses Beispiel wurde ge-
wihlt, weil sich hier die drei Cystinpeptide

i
[Boc-Cys-Asn-OBut],

Boc-Cys-Asn-OBut In NH, in CH,OH XVIIT
Trt-Leu-Val-Cys-Gly-Glu(OBut), < |
XXVII [Trt-Leu-Val-Cys-Gly-Glu(OBut),],
XXX

durch Gelfiltration an einer Saule von SEPHADEX LH 20 sauber und bequem ab-
trennen liessen. In zwei parallelen Versuchen wurde sowohl XXVII als auch ein
molares Gemisch von XVIIT und XXX mit 1N methanolischem Ammoniak bei 40°
umgesetzt. In beiden Fillen ergab sich ziemlich genau eine statistische Zusammen-
setzung des Germisches, d.h. 509, XXVII und je 25%, XVIII und XXX7), Das aus
den zwei Disproportionierungsversuchen isolierte XXVII zeigte den spezifischen
Drehwert des authentischen Materials. Da dieser Wert aber klein ist ([«]y, = + 3° £ 1°),
ldsst sich aus diesem Versuch die Frage nicht eindeutig beantworten, ob die Dispro-
portionierung teilweise zu einer Racemisierung des Cystins fiithrt 8).

Abspaltung der Schutzgruppen und Charakterisierung der freien Cystinpep-
tide. — Als vorteilhaftester Weg zur Entfernung der Schutzgruppen erwies sich die
Acidolyse mit konzentrierter Salzsdure bei 0° (5 Min.) nach der von Riniker et al. |22)
beschriebenen Methodik (vgl. Formelschemata 2Zund 7). Eine Disproportionierung der
asymmetrischen Cystinpeptide war unter diesen Bedingungen nicht zu beobachten,
hingegen waren die erhaltenen Produkte jeweils mit lipophileren Nebenprodukten
schwach verunreinigt (fiir die Charakterisierung eines derselben vgl. unten). Die

I'ormelschema 7. Durch Acidolyse dev geschiitzien Derivate evhaltene symmetrische Cystinpepiide

|
XVIII _ [H-Cys-Asn-OH],
XXXIII
[
XIX —_—> [H-Cys-Gly-Glu-OH],
XXXIV
XXII1 —) > [H-Val-Cys-Gly-Glu-0O11],
XXXV
|
XXV > [H-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-OI1:,
NXXVI]
!
XXV — H-Tyr-Cys-Asn-OH],
XXXVII

7 Beiden hier behandelten gemischten und voll geschiitzten Cystinpeptiden ist die Asynunetrie
durch unterschiedliche Strukturelemente bedingt, die relativ weit von der Disulfidgruppierung
entfernt sind. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass bei asymmetrischen Disulfiden von diesem
Typus Disproportionierungsgleichgewicht und statistisches Gleichgewicht identisch sind.

%)  Jedenfalls zcichnet sich hier eine Moglichkeit ab, die bei ciner unspezifischen Bildung der
Disulfidbriicke anfallenden symmetrischen Derivate nachtraglich teilweise in die gewiinschten
asymmetrischen tberzufithren.
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Insulinfragmente I-VI wurden durch Chromatographie (siehe exp. Teil) in Ausbeuten
um 809%, diinnschichtchromatographisch und elektrophoretisch rein erhalten. Ausser
im Falle des symmetrischen Cystinpeptides (H-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-OH], (XXXVI)
waren simtliche auf diese Weise erhaltenen Hydrochloride gut wasserléslich. Sie wur-
den an einem Ionenaustauscher in die salzfreien Peptide iiberfiihrt. Mit Ausnahme des
Insulinbruchstiickes VI 1ésten sich alle auch in dieser Form leicht in Wasser. Fiir eine
Zusammenstellung der physikalischen und analytischen Daten siehe Tabellen 3 und 4
im experimentellen Teil.

Zu einer vermehrten Bildung obiger Nebenprodukte fithrte die Acidolyse mit 90-proz. Tri-
fluorcssigsaure. Die vollstindige Abspaltung der Schutzgruppen erforderte eine ungewd&hnlich
lange Reaktionszeit (2!/, Std. bei Raumtemperatur)®). Die besten Resultate erzielte man, wenn
das Peptid mit Ather aus der Trifluoressigsiurclosung ausgefillt wurde. Nach dieser Methodik
wurden die Schutzgruppen in XX entfernt. Dic Chromatographie des dabei crhaltenen Roh-
produktes an DEAE-SEPHADEX lieferte IT in 549, Ausbeute. Der Anteil an Nebenprodukten
vergrisserte sich noch, wenn das Peptid nicht mit Ather ausgefillt, sondern durch Eindampfen
der Trifluoressigsaurelésung gewonnen wurde. Es ist aber zu betonen, dass auch in diesem Falle
keine Disproportionierung nachzuweisen war.

Stabilitdt dev freien asymmetrischen Cystinpeptide. In Tabelle 2 sind die Resultate
von Versuchen zusammengestellt (ausgefiihrt an II), welche abkldren sollten, unter
welchen Bedingungeun in einem asymmetrischen Cystinpeptid Disproportionierung ein-
tritt bzw. unterbleibt. Wie schon bei den geschiitzten Derivaten zeigte sich auch hier,
dass die Neigung zum Disulfidaustausch vor allem im alkalischen Bereich stark ist.

In wisseriger Losung liess sich nach mehreren Tagen bei Raumtemperatur bei
allen sechs Insulinfragmenten (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. Tendenz des Insulinfragments 11 zur Disproportionterung)

Losungsmittel Temp. Zeit Disproportionierung
Wasser b) 20° 10 Tage 0
. 60° 3 Std. 0
0.1n HCI 20° 24 Std. 0
90-proz. CFF;COOH 20° 48 Std. 0
2n 1A 207 30 Min. +
konz. HCl1 0’ 30 Min. +
Pufferc) pH 8 20° 20 Std. 0
R pHO 20° 4 Std. +
. pH 10 20° 1 Std. +

3} Rine 10-proz. Losung von 1T unterwarf man den betreffenden Bedingungen, verdiinntc sie

dann mit Wasser auf 19, und prifie sie diinnschichtchromatographisch (auf Cellulose im
|
System 101D, vgl. exp. Teil) auf die Auwesenheit von [H-Cys-Asn-OHJ, (XXXIIT) und
!

[H-Val-Cys-Gly-Glu-OHj, (XXXV).

b Einc 5-proz. Losung hat pH 4,3.

¢y Puffer (Titvisol-Mevck): pH 8 (Borat-Salzsidurc); pH 9 und 10 (Borsidure-Kaliumchlorid-
Natronlauge).

%) Fiir Beispiele ahnlich langsam verlaufender acidolytischer Schutzgruppenabspaltungen sichc
[23].
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symmetrischen Cystinpeptide XXXIII und XXXVII, wihrend die aus Sequenzen
der B-Kette abgeleiteten XXXIV, XXXV und XXXVI vollkommen stabil waren.
Auf Grund des elektrophoretischen Verhaltens dieser Produkte handelt es sich bei der
langsam verlaufenden Umwandlung um die Hydrolyse der primiren Amidogruppe
des Asparaginrestes?). Auf diz besondere Labilitit dieser Gruppe im Insulin haben
Slobin & Carpenter [24) hingewiesen.

Cysteinsdurepeptide. Bei der Identifizierung der beschriebenen Insulinbruchstiicke
erwies sich deren Oxydation in Perameisensdure als sehr niitzlich. Wie am Beispiel
von I ersichtlich, liessen sich damit die asymmetrischen Cystinpeptide mit den ent-
sprechenden symmetrischen experimentell verkniipfen!!).

|
-~» H-Cys(O;H)-Asn-OH <——— [H-Cys-Asn-OH],

XXXIII
H-Cys-Asn-OH

\
H-Cys-Gly-Glu-OH
! i
—» H-Cys(O,H)-Gly-Glu-OH ——— [H-Cys-Gly-Glu-OH],

XXXIV

Die Rf-Werte der auf diese Weise dargestellten Cysteinsdurepeptide sind in
Tabelle 5 (exp. Teil) aufgefiihrt.

Experimenteller Teil

Die Smp. sind auf einem Apparat nach Dr. T'oftoli (der Firma Biichi, Flawil) bestimmt und
unkorrigiert.

Trar die Herstellung der verwendeten Aminosdurederivate siehe [17.

«Ubliche Aufarbeitung» bedeutet: Aufnehmen im betreffenden Losungsmittel, Waschen mit
verdinnter Zitronensidure, Wasser, verdiinnter NaHCO,-1.6sung und Wasscr, Trocknen iiber
Natriumsulfat, Filtrieren und Eindampfen.

Katalytische Hydrierung zur Entfernung der Benzyloxycarbonylgruppen: Schiitteln der im
betreffenden Losungsmittel gelésten Substanz mit 10 bis 20 Gew-%, Pd-Kohle (109, Pd) in
H,-Atmosphire (25°, 840 Torr) unter Auffangen des entstehenden CO, in einem zweiten, mit KOH
gefiillten Hydriergefass. Nach Beendigung der H,-Aufnahme Filtrieren und Eindampfen.

Fur die Gegenstromverteilung dienten folgende Losungsmittelsysteme (Angaben in Volumen-
teilen) : Tetrachlorkohlenstoff-Mcthanol-0,1M Ammoniumacetat {pH 7): I =4+ 5+ 1; Chloroform-
Tetrachlorkohlenstoff-Mcthanol-0,1M Ammoniumacctat: I = 14+3+4+1; 111l = 14+3+4+4+2;
IV =1474+4+2; V =14+8+5+1; Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff-Methanol-Puffer (19,3 g
Ammoniumacctat, 28,6 ml Eisessig, 11 Wasser): VI = 14+14+2+1.

Chromatogvaphische Reinheitskontrollen: Alle Rf-Werte beziehen sich auf Diinnschichichromato-
graphien auf folgenden Tragern:
S: Kieselgel (Fertigplatten SI. 254 der Firma Awtec, Birsfelden), C: Cellulose (DC-Fertigplatten
1440 der Firma Schieicher & Schiill).

10)  Beim Stchen einer wissrigen Loésung von T ist nach 10 Tagen bei Raumtemperatur im Diinn-
schichtchromatogramm ein Umlagerungsprodukt zu beobachten. Rf(C} = 0,47 (101D). Die-

[
ses zeigt in der Elektrophorese bei pH 4,0 und 7,6 dicselbe Mobilitat wie [H-Cys-Gly-Glu-OH],
(XXXIV).

1) Bei den Insulinfragmenten V und VI verlief die Oxydation nicht einheitlich. Dies ist wahr-

scheinlich auf eine Kettenspaltung der Tyrosinpeptide zuriickzufithren. Bei [H—Tyr-Cys—
Asn-OH), (XXXVI1) fiihrte die Oxydation hingegen zu einem diinnschichtchromatographisch
einheitlichen Produkt.
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Folgende Fliessmittel wurden verwendet (Volumenteile):

System 43 t-Amylalkohol-2-Propanol-Wasser 51421428
System 45 2-Butanol-3-proz. wésseriger NH, 70430
System 52 1-Butanol-Essigsdure-Wasser T1+7+22
System 52A  1-Butanol-Essigsiure-Wasser 67+10+23
System 87 2-Propanol-Ameisensiure-Wasser 77+4+19

System 100  Essigester-Pyridin-Essigsiure-Wasser 6242146411
System 101A 1-Butanol-Pyridin-Essigsiure-Wasser 42+24+4+30
System 101D 1-Butanol-Pyridin-Essigsiure-Wasser 34424412430
System 112A 1-Butanol-Pyridin-Ameisensiure-Wasser 42+ 2444420
System 112C 1-Butanol-Pyridin-Ameisensiure-Wasser 38+ 24+ 8+ 30
System 112D 1-Butanol-Pyridin-Ameisensiure-Wasser 34424412+ 30

Die Anfarbung der Platten erfolgte mit Reindel-Hoppe-Reagens in der Ausfithrung nach [25].

Die Elektrophoresen wurden auf DC-Fertigplatten 1440 ausgefiihrt. 90 Min., 16 Vjcm. 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 Ameisensdure, 1 1 Wasser); pH 4,0 (0,2m
Ammoniumacetat); pH 7,6 (55,5 ml Methylmorpholin, mit Wasser auf 51 auffiilllen; 370 ml 0,054
Essigsaure).

1. Synthese der geschiitzten Kettenfragmente. — H-Asn-OBut (1). 23,6 g (73,2 mMol)
Z-Asn-OBut wurden in 200 ml Essigester wie tiblich hydriert. Beim Einengen der vom Katalysator
abfiltrierten Losung kristallisierte 1 aus. Zugabe von Hexan und Stehenlassen bei 0° lieferten
13,0 g vom Smp. 96-98°. [«]E) = +2° (¢ = 2,2 in Methano}).

CgH1gN,O3  Ber. C51,05 H 8,57 N 14,889  Gef.C50,87 H 8,87 N 14,86%

Boc-Cys(Tvt)-Asn-OBut (VII). 18,52 g (40 mMol) Boc-Cys(Trt)-OH [11] in 200 ml absolutem
Tetrahydrofuran wurden bei —10° mit 5,6 ml (40 mMol) Tridthylamin und 5,4 ml (40 mMol)
Isobutylchlorocarbonat versetzt. Nach 20 Min. bei —10° wurde einc Lésung 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 Tridthylaminhydrochlorids und Eindampfen des Fil-
trats wurde der Riickstand in Essigester wie tiblich aufgearbeitet. Aus dem dabei resultierenden
oligen Produkt wurden durch Kristallisation aus Essigester-Petrolither 14,2 g (55%) vom Smp.
155-157° gewonnen. [a]® = +34° (¢ = 2,1 in Chloroform).

CysH 3 N3OS Ber. C66,33 H6,84 N6,63 S5,069
(633,8) Gef. ,,66,22 ,, 6,80 ,, 6,770 ,,509%

Tvt-Cys(Trt)-Asn-OBut (VIII). Zu einer auf 0° gekithlten 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 mMoly DCCI und beliess 15 Std. bei 0°. Dann nutschte man ab und arbeitete das Filtrat wie
iblich auf. Beim Einengen der Essigesterlésung und Zugabe von Hexan kristallisierte das Produkt
aus. Smp. 209-210°. Ausbeute 26,6 g (76%). [¢]} = +39° (¢ = 2,2 in Chloroform).

CyoHuN,0,4S Ber. C75,84 H6,36 N541 S4,139,
(776,0) sef. ,,7548 ,, 644 ,, 530 ,,4,209%

H-Cys(Tet)-Asn-OBut (2). Zu 1,16 g (1,5 mMol) Trt-Cys(Irt)-Asn-OBut (VIII) in 9 ml Eis-
essig wurden 1,5 ml Wasser gegeben und 1 Std. bei 20° gerithrt. Nach Zugabe von 7,5 ml Wasser
wurde abfiltriert, das Filtrat bei 40° und 0,01 Torr eingedampft, der Riickstand in Essigester auf-
genommen und mit 1N Natriumhydrogencarbonat und Wasser gewaschen. Eindampfen der mit
Natriumsuifat getrockneten Losung lieferten 840 mg (2), welches nach Diinnschichtchromato-
gramm noch Spuren von Tritylcarbinol enthielt. R{(S) = 0,43 (43A): 0,26 (Toluol-Aceton 1:1).

Boc-Tyr-Cys(Trt)-Asn-OBut (I1X). Zu 2,81 g (10 mMol) Boc-Tyr-OH in 250 ml absolutem
Tetrahydrofuran wurden bei —10° 1,4 ml (10 mMol) Triithylamin und 1,33 ml (10 mMol) Isobutyl-
chlorocarbonat gegeben und 20 Min. reagieren gelassen. Nach Zugabe einer auf - 10° gekithlten
Lésung von 5,4 g (10 mMol} H-Cys(Trt)-Asn-OBut (2) in 150 ml Tetrahydrofuran wurde noch
1 Std. bei —10° und 15 Std. bei 20° gehalten. Man filtrierte das Gemisch, dampite das Filtrat ein,
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16stec den Riickstand in Essigestcr und arbeitetc wie iiblich auf. Der gelbliche Schaum licferte
durch zweimalige Kristallisation aus Essigester-Petroldther diinnschichtchromatographisch ein-

heitliches IX vom Smp. 176-178°. []} = —8° (¢ = 1,9 in Methanol).
CyHynN,O,S Ber. C66,31 H6,58 N7,03 $4,029%
(797,0) Gef. ,,65,74 ,, 6,56 ,, 7,23 |, 3,979

H-Glu(OBut)-Asn-Tyr-OMe (3). 1,80 g (2,9 mMol) Z-Glu(OBut)-Asn-Tyr-OMe {13] wurden in
80 ml Methanol wie iiblich hydriert. Man filtrierte vom Katalysator ab und dampfte die Lésung
ein. Der resultierende weisse Schaum (1,52 g) wurde direkt weiter verwendet.

Boc-Leu-Glu{O But)- Asn-Tyr-OMe (4). Zu 11,9 g (24 mMol) (3) und 6,7 g (28,8 mMol) Boc-Leu-
OH in 200 ml Dimethylformamid wurden 5,93 g (28,8 mMol) DCCI und 3,89 g (28,8 mMol)
1-Hydroxybenzotriazol gegeben. Nach 24 Std. bei 20° filtrierte man, engte das Filtrat auf ca.
30 ml ein und tropfte es in 750 ml Ather; dabei fiel 4 als flockiger Nicderschlag aus. Er wurde
abfiltriert und aus 50-proz. Methanol umkristallisiert. 14,9 g (88%) 4. Smp. 170-172° [} = —23°
(¢ = 2,0 in Methanol).

CgHy N0y, (707,8)  Ber. C57,69 H7,55 N9899% Gef. C57,28 H7,58 NO9,789,

Boc-Leu-Glu(OBut)-Asn-Tyr-NH-NH, (X). Eine Losung von 1,42 g (2 mMol) 4 in 50 ml
Methanol versetzte man mit 5 ml Hydrazinhydrat. Nach 24 Std. wurde die Losung auf ca. 15 ml
eingeengt und bei 0° unter Rithren mit 150 ml Ather versetzt. Das ausgeschiedene Produkt wurde
aus Mcthanol-Wasscr umkristallisiert: 1,38 g (979%,) X Smp. 218-220°. [a]& = —42° (¢ = 0,97 in
Mcthanol).

CqgHegogN, (g (707,8)  Ber. C56,00 H7,55 N1385%  Gef. C5589 H7,52 N 13,839,

HCIl, H-Glu(OBut), (5). In cine in einem Rundkolben befindlichc Suspension von 4,41 g
(30 mMol) Glutaminsdure in 150 ml Chloroform wurden bei — 70° 150 ml Isobutylen kondensiert.
Nach Zugabe von 3,0 ml konz. Schwefelsdure wurde der Kolben verschlossen und die Temperatur
auf 20° gebracht. Durch gelegentliches Schiitteln entstand innert ca. 15 Std. eine klare Losung.
Nach 3 Tagen wurde der Kolben bei 0° gedffnet und das tiberschiissige Isobutylen im Rotations-
verdampfer bei 20° abgedampft. Bei 0° wurde dann mit einer Losung von 22 g Kaliumhydrogen-
carbonat in 50 ml Wasser versctzt und dic organische Phase mit Wasser neutral gewaschen.
Nach Abdampfen des Lasungsmittels und Trocknen bei 40° und 0,01 Torr resultierte cin dinn-
fliissiges Ol (10,72 g). Titration ciner Probe desselben ergab einen Gehalt an «freiem Ester» von
63,5%,. Zur Uberfithrung in das Hydrochlorid wurde das Produkt in 10 ml Methanol aufgenommen
und bei 0° mit der bercchneten Menge Chlorwasserstoif in Methanol versctzt. Die Losung wurde
cingedampft und der Riickstand aus Essigestcr-Hexan kristallisiert: 6,21 g (849,) 5 vom Smp.
112-113° (Lit. 116-117°). [a]2® = + 22° (¢ = 2,1 in Methanol) (Lit. [15]: 18,7°, ¢ = 2 in Athanol).

Cy3HogNO,C1(295,8)  Ber. C 52,79 H 8,86 N4,74%  Gef. €52,98 N 9,07 N4,809%

Z-Gly-Glu(O But), (6). Zu ciner Losung von 23,2 g (0,11 Mol) Z-Gly-OLI und 15,54 ml (0,11 Mol)
Tridthylamin in 200 ml Tetrahydrofuran wurden bei —10° 14,97 ml (0,11 Mol) Isobutylchloro-
carbonat gegeben und 20 Min. reagieren gelassen.

Ein Gemisch von 28,52 g (96,5 mMol) HCI, H-Glu(O)But), (5) und 13,5 ml (96,5 mMol) Tridthyl-
amin in 300 ml Tetrahydrofuran wurde vom ausgeschiedencn Tridthylamin-hydrochlorid ab-
filtriert und das IFiltrat zu obiger Losung gegeben (—10°). Nach 1 Std. bei — 10° und 15 Std. bei
20° wurde das Gemisch filtriert, das Filtrat cingedamplt und der Riuickstand in Essigester wic
iblich aufgearbeitct. Aus dem resulticrenden Ol wurden aus Essigester-Hexan 42,1 g (96%)
Kristalle vom Smp. 71-74° erhalten. [a]d = —17° (¢ = 2,2 in Methanol).

CoaHg,N,0, (450,6) Ber. C61,31 H 7,61 N6,22%  Gef. C61,08 H7,66 N6,45%

H-Glv-Glu(O But), (7). 2,7 g (6,0 mMol) Z-Gly-Glu{OBut), (6) wurden in 30 ml Essigester unter
iiblichen Bedingungen hydricrt. Es resultierte cin Ol (1,67 g), welches im Dinnschichtchromato-
gramm cinheitlich war. Rf(S) = 0,50 (43A), 0,27 {Toluol-Aceton 7:3), 0,37 (Chloroform-Methanol
9:1).

Boc-Cys(Tvt)-Gly-Glu{O But), (X 1). 18,52 g (40 mMol) Boc-Cys(Trt)-OH in 200 ml absolutem
Tetrahydrofuran wurden bei — 10° mit 5,6 ml (40 mMol) Tridthylamin und 3,4 ml (40 mMol)
Isobutylchlorocarbonat versetzt. Nach 20 Min. wurden 14,0 g (44 mMol) H-Gly-Glu(OBut), (7)
in 80 ml Tetrahydrofuran zugetropft; dann wurde noch 1 Std. bei —10° und 15 Std. bei 20° ge-
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rithrt. Nach Abnutschen des Tridthylamin-hydrochlorids wurde eingedampft und der Riickstand
aus Essigester-Petrolather kristallisiert: 18,66 g (61%,) X1. Smp. 108-110°. [«]¥ = +6° (¢ = 2,1

in Methanol). CieHggN;OS  Ber. C66,20 H7,28 N551 $4,21%
(762,0) Gef. ,,66,22 ,, 7,00 ,, 551 , 4,08Y%

Trt-Cys(Tt)-Gly-Glu(OBut), (8). Zu 224 g (0,37 Mol) Trt-Cys(Trt)-OH und 117 g (0,37 Mol)
H-Gly-Glu(OBut), (7) in 1 1 Essigester wurden bei 0° 83 g {0,40 Mol) DCCI gegeben. Nach 15 Std.
bei 0° wurde abfiltriert und das Filtrat wie aiblich aufgearbeitet. Kristallisation aus Essigester-
Hexan lieferte 216 g {65%) 8. Smp. 98-110°. [} = +8° (¢ = 2,0 in Methanol).

CoeHyN,0,S  Ber. C74,39 H6,80 N4,65 $3,55%
(904,2) Gef. ,,74,14 ,, 6,79 ,, 4,43 ,, 3,439%

H-Cys(Tvt)-Gly-Glu(OBut), (9). Zu 3,16 g (3,5 mMol) Trt-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (8) in 20 ml
Eisessig wurden unter Rithren bei 20° 5 ml Wasscr derart getropft, dass sich der anfinglich ge-
bildete Niederschlag stets wieder 16ste. Nach 1 Std. wurde mit 15 ml Wasser versetzt, filtriert und
das Filtrat bei 40°/0,01 Torr eingedampft. Den Riickstand nahm man in Essigester auf und
extrahiertc die Losung bei 0° mit 0,58 Natriumhydrogencarbonat und Wasser. Abdampfen des
Losungsmittels licferte einen weissen Schaum (2,23 g} welcher sich im Dinnschichtchromatogramm
(abgesehen von Spuren von Triphenylcarbinol) als einheitlich erwies. Rf(S) = 0,55 (Toluol-
Aceton 1:1), 0,40 (Chloroform-Methanol 95:5).

Boc-Val-Cys(Tvt)Gly-Glu(O But), (X11). Bei —10° wurden 7,17 g (33 mMol) Boc-Val-OH und
4,62 ml (33 mMol) Tridthylamin in 80 ml Essigester mit 4,4 ml (33 mMolj Isobutylchlorocarbonat
versetzt. Nach 20 Min. bei — 10° tropfte man 21,92 g (33 mMol) 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. Der Riickstand wurde mit Wasser verrithrt, abfiltriert und iiber Kaliumhydroxyd ge-
trocknet. Kristallisation aus heissem Methanol lieferte 19,87 g (70%) XII vom Smp. 213-215°.
[a]y = +19° (¢ = 2,2in Chloroform).

CyHgyN,OgS Ber. C65,56 H749 N6,51 S3,729%
(861,1) Gef. ,,6545 ,, 746 ,, 6,52 ,, 3,909

Boc-Leu-Val-OMe (10). 21,86 g (94,46 mMol) Boc-Leu-OH und 13,22 ml (94,46 mMol) Tridthyl-
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) HCI, H-Val-OMe und 13,22
ml (94,46 mMol) Tridthylamin in 160 ml Acetonitril in diese Losung hinein filtriert. Nach 1 Std.
bei —10° und 15 Std. bei 20° wurde abfiltriert, das Filtrat eingedampft und der Riickstand in
Essigester wie uiblich aufgearbeitet. Einengen der Essigesterlosung und Zugabe von Petroldther
lieferten 26,2 g (81%,) 16 vom Smp. 143-144°. [¢]} = —44° (¢ = 2,4 in Methanol).

CysHgoaN,O5 (344,5) Ber. C59,28 H9,37 N8,13%  Gef. C59,03 H9,34 N 8,139

Boc-Leu-Val-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. Stehen bei 20° engte man die Losung auf
ca. 100 ml ein, gab 400 ml Essigester zu und stcllte bei 0° mit 2N Salzsdure 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%), Smp. 109-111°. [a]3? = —32°
(¢ = 2,0in Methanol).

CigHgoN,O5 (330,4)  Ber. C58,16 H 9,15 N848Y%  Gef. C5816 H906 NB854%

HCI, H-Leu-Val-OMe (12). Eine Losung von 1,03 g (3 mMol) Boc-Leu-Val-OMe (10) in 20 ml
LEssigester wurde bei 0° mit 20 ml 4~ Salzsdure in Essigester versetzt, 30 Min. bei 0° und 1 Std.
bei 20° gerithrt, dann im Rotationsverdampfer bei 35° eingeengt und durch tropfenweise Zugabe
von Petroldther zur Kristallisation gebracht: 818 mg (97%) 12. Smp. 173-175° [a]¥ = +3°
(¢ = 2,4 in Methanol).

CyoHp;CIN,Oy4 (280,8)  Ber. C51,32 H 8,97 N997% Gef. C51,32 HB8,97 N10,16%

Trt-Leu-Val-OMe (13). Zu 8,42 g (30 mMol) HCI, H-T.eu-Val-OMe (12) und 8,4 ml (60 mMol)
Tridthylamin in 100 ml Chloroform (alkoholfrei) wurden unter Rithren bei 0° 12,55 g (45 mMol)

Tritylchlorid in 100 ml Chloroform derart getropft, dass die Temperatur nie iiber 5° stieg. Nach
beendetem Eintragen und 1 Std. Stehen bei 20° wurde wic tblich aufgearbeitet. Das Rohprodukt
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wurde aus Essigester-Hexan umkristallisiert: 12,6 g (869%) 13. Smp. 170-172°. [o]® = —51°
{¢ = 1,8 in Chloroform).

CygqHggN,O4 (486,6)  Ber. C76,51 H 7,87 N5769%  Gef. C76,20 H7,67 N 5529%

Tvt-Leu-Val-OH (14). 10,77 g (22,2 mMol) Trt-Leu-Val-OMe (13) in 150 ml Dioxan-Wasser
(3:1) wurden mit 14,3 ml 2~x Natronlauge wahrend 3 Std. bei 20° verseift. Im Rotationsver-
dampfer destillierte man bei 35° das Dioxan weitgehend ab, gab 300 ml Essigester und 100 ml
Wasser hinzu und sdunerte bei 0° mit 1~ Zitronensiure auf pH 3 an. Die organische Phase wurde
mehrmals mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Riickstand
ergab aus Essigester-Ilexan 8,73 g (83%) 14 vom Smp. 148-151° [a]}) = —40° (¢ = 2,0 in
Methanol).

CgoHagN,O4 (472,6)  Ber. C76,24 H 7,68 N50939% Gef. C76,32 H764 N5829

Boc-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XI111). 13,4 g (40 mMol) Boc-Leu-Val-OH (11) und
26,5 g {40 mMol) H-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (9) in 500 mi Dimethylformamid wurden bei 0° mit
9,2 g (80 mMol) Hosu und 12,37 g (60 mMol) DCCI versctzt. Nach 15 Std. bei 0° wurde filtriert und
das Filtrat bei 40° und 0,01 Torr eingedampft. Der Riickstand wurde ciner Gegenstromverteilung
im System I unterworfen. Nach 550 Schritten befand sich XTI1 in den Elementen 30-64 (rq5 =
47; K = ~0,1). Der Inhalt dieser Rohre wurde vereinigt, bei 40° im Wasserstrahlvakuum ein-
gedampft und durch 4 Std. Erwarmen bei 40°/0,01 Torr vom Ammoniumacetat befreit. Der
amorphe Rickstand (17,1 g XIII, 439%,) erwies sich im Diuinnschichtchromatogramm als einheit-
lich. Rf(S) = 0,51 (Chloroform-Methanol 95:5); 0,71 (Toluol-Aceton 1:1). Die Aminosdure-
analyse des Totalhydrolysates {(6n HCI, 24 Std., 110°) einer Probe gab folgendes molares Ver-
hiltnis (berechnete Werte in Klammern) : Leu 0,92 (1), Val 0,87 (1), 1/,(Cys), 0,34 (1), Gly 0,99 (1),
Glu 1 (Bezugswert).

Tyi-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu{(OBut), (XIV). 14,2 g (30 mMol) Trt-Leu-Val-OH (14) und
19,86 g (30 mMol) H-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (9) in 300 ml Dimethylformamid wurden bei 0° mit
6,9 g (60 mMol) Hosu und 9,3 g (45 mMol) DCCI versetzt. Nach 15 Std. bei 0° wurde abfiltriert,
das Filtrat bei 40°/0,01 Torr eingedampft und der Riickstand in Essigester wie tiblich aufgearbei-
tet. Der Rickstand wurde an einer in Essigester bereiteten Sdule (5,3 x 60 cm) von Silicagel
chromatographiert. 450 ml dieses Losungsmittels eluierten zunéchst lipophile Nebenprodukte. Die
folgenden 1,8 1 gaben dann 12,4 g (379%,) reincs X1V, welches aus Essigester-Hexan kristallisiert
wurde. Smp. 155-159°. [a]% = 0° (¢ = 2,1 in Methanol).

CgrHy10N;S Ber. C72,08 H7,31 N6,27 $2,879%
(1116,5) Gef, ,,72,08 ,, 7,56 ,, 6,13 ,, 3,05%

HCI, H-Glu(OBut)-Ala-OMe (15). 6,33 g (15 mMol) Z-Glu(OBut)-Ala-OMe wurden in 70 ml
Methanol, welches 17 mMol HCI enthielt, wie iblich hydriert. Die vom Katalysator abfiltrierte
Losung wurde bei 35° im Rotationsverdampfer cingedampit. Der iiber Kaliumhydroxyd bei 0,01
Torr getrocknete weisse Schaum (4,85 g 15, 989%,) erwies sich im Diinnschichtchromatogramm als
einheitlich. R{(S) = 0,56 (45); 0,58 (Methanol); 0,35 {Toluol-Acecton 1:1).

Boo-Val-Glu(OBut)-Ala-OMe (16). Eine Losung von 3,91 g (18 mMol) Boc-Val-OH in 60 ml
absolutem Tetrahydrofuran wurden bei —10° mit 2,52 ml (18 mMol) Triathylamin und 2,39 g
(18 mMol) Isobutylchloroecarbonat versetzt und 20 Min. bei dieser Temperatur geriithrt. Unter
Eiskiithlung wurden zu 4,80 g (14,8 mMol) HCI, H-Glu(OBut)-Ala-OMe (15) in 40 ml Tetrahydro-
furan 2,07 ml (14,8 mMol) Tridthylamin gegeben und in obige Losung bei — 10° filtriert. Nach
1 Std. bei —10° und 15 Std. bei 20° wurde filtriert, das Filtrat cingedampft und in Essigester wie
iiblich aufgearbeitet. Umkristallisation aus Essigester-Iexan gab 5,17 g (72%) 16 vom Smp.
134-135°. [a]E = —49° (¢ = 1,9 in Methanol).

CogHygy NyOyg (487,6)  Ber. C56,66 H 848 N8,62%  Gef. C.56,48 H 819 N 8,70%

Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-NH-N H, (17). Eine Losung von 4,87 g {10 mMol) Boc-Val-Glu{OBut)-
Ala-OMe (16) in 60 ml Methanol wurde mit 10 ml Hydrazinhydrat versetzt. Innert 15 Std. bei 20°
kristallisierte 17 aus. Umkristallisation aus heissem Methanol gab 4,1 g (849%,) vom Smp. 226-227°.
[a]} = —49° (c = 2,0 in Methanol).

CopoHyy N5 O, (487,6) Ber. C 54,19 H 8,48 N 14,369  Gef. C 54,07 H 8,68 N 14,229,

Boc-Leu-Tyy-OMe (18). 2,31 g (10 mMol) Boc-Leu-OH in 30 ml Essigester wurden bei
—10° mit 1,4 m] (10mMo}) Tridthylamin und 1,33 ml {10mMol) Tsobutylchlorocarbonat versetzt.
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Nach 20 Min. bei —10° wurde ein auf — 10° abgekiihltes Gemisch von 2,31 (10 mMol) HCI, H-Tyr-
OMe und 1,4 ml (10 mMol) Tridthylamin in 40 ml Essigester in ¢.ige Lésung filtriert. Nach 1 Std.
bet —10° und 15 Std. bei 20° wurde vom ausgeschiedenen Tridthylamin-hydrochlorid abfiltriert
und das Filtrat wie tiblich aufgearbeitet. Kristallisation aus Ather gab 3,31 g (819%,) (18} vorn Smp.
106-108°. [2]% = — 20° (¢ = 2,3 in Methanol}.

CarHyoNpO4g (408,5)  Ber. C61,74 H 7,90 N6869%  Gef.C61,80 H7,90 N 7,039

HCl, H-Leu-Tyr-OMe (19). 4,08 g (10 mMol) Boc-Leu-Tyr-OMe (18) in 40 ml Essigester wur-
den bei 0° mit 40 ml 48 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 Petrolither
ein klebriges Produkt ausgefillt, welches iiber Kaliumhydroxyd bei 0,01 Torr getrocknet wurde.
Die hydroskopische Substanz (3,36 g} erwies sich im Dannschichtchromatogramm als einheitlich
und wurde direkt weiter verwendet. Rf(S) = 0,20 (Chloroform-Mecthanol 9:1).

Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-OMe (20). Zu 4,25 g (8,67 mMol) Boc-Val-Glu{OBut)-Ala-
NH-NH, (17) in 100 ml Dimethylformamid wurden bei —15° 30,34 ml I~ Salzsiure (auf —15°
gekiithlt) und 1,9 ml einer 5N Lésung von Natriumnitrit in Wasser gegeben. Nach 15 Min. bei — 10°
versetzte man mit einem Gemisch von 3,0 g (8,67 mMol) HC], 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 Riickstand in Essigester aufgenommen und wie iiblich aufgearbei-
tet. Kristallisation aus Essigester-Petrolather gab 5,46 g (82%) 20 vom Smp. 191-192°. [a]} =
—43° (¢ = 2,1 in Methanol).

CagHgy N5Oyy (763,9)  Ber. €59,75 H 8,05 N9,179, Gef. C59,76 H 7,99 N 9,329

Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-Len-Tyr-NH-NH, (XV). 1,15 g (1,5 mMol) Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-
Leu-Tyr-OMe (20) wurden in 25 ml Methanol mit 2,5 ml Hydrazinhydrat umgesetzt. Nach ca.
1 Std. bei 20° begann XV auszukristallisieren. Nach 24 Std. wurde abfiltriert und der Niederschlag
aus heissem Methanol umkristallisiert: 850 mg (749%) vom Smp. 215-216°. [«]} = ~46° (¢ = 0.87
in Methanol).

CgHg N, Oy (763,9)  Ber. C 58,17 118,05 N12,83%  Gef. C58,01 H8,17 N 12,75%

Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-OH (XVI). Zu 1,15 g (1,5 mMol) Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-
Leu-Tyr-OMe (20) in 15 ml Dioxan-Wasser (3:1) wurden 3,37 ml 1N Natronlauge gegeben. Nach
1 Std. bei 20° tropfte man unter Eiskithlung 3,35 ml 1x Salzsiure zu und nahm das Gemisch in
150 ml Essigester auf. Die organische Phase wurde dreimal mit Wasser extrahiert, iiber Natrium-
sulfat getrocknet und eingedampft. Umfillen des Riickstandes aus Essigester-Hexan lieferte
1,01 g diinnschichtchromatographisch reines XVI als weisses Pulver. Rf(S) = 0,35 (43); 0,67
(100).

2. Bildung der Disulfidbriicke und Verlingerung der Ketten. - Boc-Cys-Asn-OBut
(21). 2,54 g (4 mMol) Boc-Cys(Trt)-Asn-OBut (VII) und 1,40 g (4,4 mMol) Quecksilber(II)-acetat
wurden in 40 ml Essigester-Methanol (1:1) unter Stickstoff wihrend 4 Std. bei 20° stehenge-
lassen. Durch die klare Lésung leitete man Schwefelwasserstoff (30 Min.) und Stickstoff (15 Min.),
filtrierte vom schwarzen Niederschlag ab und dampfte das gelbe Filtrat bei 40° zu einem Ol ein,
welches zweimal mit je 10 ml Petroldther extrahiert wurde. Der 6lige, in Petroldther unlosliche
Riickstand (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-Gly-Glu(OBut), (22). 3,05 g (4mMol) Boc-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XI) wurden wie
bei 21 detrityliert. 22 fiel als Ol an (1,94 g), das nach Diinnschichtchromatogramm ebenfalls zu
ca. 109, das Cystinpeptid XIX enthielt. Rf(C) = 0,50 (Chloroform-Methanol 95:5).

XVII. — a) Oxydation mit Dijodithan. Rohes 21 und 22, erhalten aus je 4 mMol VII bzw. X1,
wurden in 30 ml Essigester-Methanol 1:1 gelost und mit 1,12 ml (8 mMol) Tridthylamin und 1,69 g
(6 mMol) frisch umkristallisiertem Dijoddthan versetzt. Nach 15 Std. bei 20° dampfte man ein
und verricb den Riickstand mit Petrolither und dann mit Wasser. Das erhaltene Rohprodukt,
wie in [9] beschrieben einer Gegenstromverteilung im System II unterworfen, ergab 1,34 g (36%,)
reines XVII. [¢]}y = —103° (¢ = 1,9 in Dimethylformamid).

b) Divhodanmethode. Zu einer gerithrten Suspension von 905 mg (2,8 mMol) Pb(SCN), in 6 ml
Essigester wurde bei 0° unter Rithren eine Lésung von 336 mg (2,1 mMol) Brom in 6 ml Essigester
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derart getropft, dass dic anfingliche Braunfirbung jeweils verschwand. Nach beendetemn Rin-
tragen (15 Min.) rithrtc man noch 15 Min. und filtrierte dann. Zu dem schwach rétlichen Filtrat
wurde cine Losung von Boc-Cys-Asn-OBut (21) (erhalten aus 1,27 g (2 mMol) VII) in 15 ml
Essigester innert 15 Min. bei 0° getropft. Nach weiteren 15 Min. bei 0° versetzte man mit 164 mg
(2 mMol) wasserfreicm Natriumacetat und tropfte dann rohes Boc-Cys-Gly-Glu(OBut), (22) (aus
1,52 g (2 mMol) XI) in 15 ml Essigester inncrt 30 Min. zu und rithrte noch 10 Min. bei 0° und 2 Std.
bei 20°. Die braune Losung wurde mit 50 ml Essigester verdinnt und mit 18 Natriumhydrogen-
carbonat und Wasser gewaschen. Die fiber Natriumsulfat getrockncte Losung gab beim Ein-
dampfen cinen gelben Schaum. Aus diesem wurde wic oben durch Gegenstromverteilung 1,0 g
(55%) XVTI isoliert.

In weitcren Ansidtzen wurden anstelle von (22) bei sonst gleicher Ausfithrung 1,52 g (2 mMol)
bzw. 762 mg (1 mMol) Boc-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XT) cingesctzt. Die Ausbeuten an XVTT be-
trugen 760 mg (429,) und 630 mg (709,).

XX.Zu 1,0 g (4 mMol) Jod in 5 ml Mecthanol wurde eine Lisung von 1,27 g (2 mMol) Boc-
Cys(Trt)-Asn-OBut) (VII) und 1,72 g (2 mMol) Boc-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut), (XL1I) in 15 ml
Essigester-Methanol 2:1 gegeben. Nach 1 Std. bei 20° wurden 100 ml Essigester zugegeben, die
Losung durch Schiitteln mit 0,58 Natriumthiosulfat entfarbt, mit Wasser gewaschen, iber
Natriumsulfat gctrocknet und eingedampft. Der Riickstand wurde zweimal mit Petroliather ver-
rieben und dann ciner Gegenstromverteilung im System IIl unterworfen. Nach 400 Schritten
befand sich XX in den Rohren 14-41 (rper = 26; K = 0,07). Eindampfen des Inhalts dieser
Elemente und Absublimieren von Ammoniumacetat bei 40°/0,01 Torr lieferte 960 mg (statistisch
1,0 g) dinnschichtchromatographisch reines XX. Rf(S) = 0,28 (Toluol-Accton 1:1); 0,47 (Chloro-
form-Mecthanol 9:1). [a]% = — 64° (¢ = 1,9 in Methanol).

XXI. Zu ciner Lésung von 1,52 g {6 mMol) Jod in 15 ml Methanol wurden 1,27 g (2 mMol)
Boc-Cys(Trt)-Asn-OBut (VII) und 975 mg (1 mMol) Boc-Leu-Val-Cys{Trt)-Gly-Glu(OBut), (XIII)
in 20 ml Chloroform-Methanol 1:1 gegeben. Nach 1 Std. bei Raumtemperatur wurde auf 0° ge-
kithlt und die Losung mit 1~ Thiosulfat entfarbt. Nach Entfcrnen des Chloroforms im Rotations-
verdampfer durch dreimaliges Einengen und erneute Zugabe von Mcthanol wurde die resultierende
methanolische Losung (ca. 10 ml) mit 50 ml Wasser versetzt. Der Niederschlag wurde abfiltriert,
tiber Kaliumhydroxyd getrocknet und mit Petrolither verricben. Dieses Produkt unterzog man
ciner Gegenstromverteilung im System IV, Nach 560 Schritten befand sich XXT in den Elemcnten
7-35 (rmaz = 18; K = 0,035). Eindampfen des Inhalts dieser Elecmente und Absublimieren von
Ammoniumacetat crgab 680 mg (statistisch: 750 mg) reines XX1. Rf(S) = 0,52 (Chloroform-
Mecthanol 95:5), 0,57 (Toluol-Aceton 1:1). [a]}y == — 80” {¢ = 2,0 in Dimethylformamid).

XX11.1,59 g (2 mMol) Boc-Tyr-Cys(Trt)-Asn-OBut (IX) und 1,52 g (2 mMol) Boc-Cys(Trt)-
Gly-Glu(OBut), (XI) wurden in 30 ml Methanol mit 1 g (4 mMol) Jod umgesctzt. Nach Reduktion
des @berschiissigen Jods mit 1x Thiosulfat bei 0° fillte man mit 100 ml Wasser aus. Der iiber
Kaliumhydroxyd getrocknectc Niederschlag wurde mit Petrolather ausgerithrt und dann einer
Gegenstromverteilung im System V1 unterworfen. Nach 290 Schritten wurde die Substanz aus
den Elementen 7-24 (K = 0,05) erhalten. Diese Fraktionen wurden vereinigt, eingedampft und
bei 40°/0,01 Torr vom Ammoniumacetat befreit. Es resulticrten 920 mg (statistisch: 1,07 g)
reines XXII. Ri(S) = 0,37 (Toluol-Aceton 1:1); 0,46 (Chloroform-Methanol 9:1). [} = -67°
(¢ = 1,8 in Mecthanol).

[Boc- Val~Cyls—Gly—Glu(OBW)2]2 (XXITT). 1,72 g (2 mMol) Boc-Val-Cys(Trt)-Gly-Glu(OBut),
(XI1) 1n 15 ml Chloroform wurden mit 1,0 g (4 mMol) Jod in 5 ml Methanol versetzt. Nach 1 Std.
bei 20° verdimnte man mit 50 ml Chloroform und wusch die I.ésung mit 0,58 Thiosulfat und Was-
ser. Eindampfen der Losung lieferte XXI11II, aus welchem durch Umféllen aus Essigester-Hexan
800 mg (65%,) amorphes Pulver erhalten wurde. Rf(S) = 0,34 (Toluol-Accton 1:1). [a]¥ = — 68>
(¢ =1,81in Methanol).

CoeHpgNgO5S, Ber. C54,44 HS8,00 N9,07 S$5,19%
(1235,6) Gef. ,,53,97 ,,7,99 ,,9,11 ,,5119

!
[Boc-Leu-Val-Cys-Gly-Glu(OBut),], (XXIV). 3,9 g (4 mMol) Boc-Leu-Val-Cys(Trt)-Gly-
Glu(OBut), (XIIl) wurden in 70 ml Essigester-Methanol 1:1 mit 2,0 g (8 mMol) Jod versetzt.
Nach 1 Std. bei 20° wurde die Losung auf 0° gekiihlt und mit 1n Thiosulfat entfirbt. Durch drei-
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maliges Einengen im Rotationsverdampfer bei 40° und jeweiliges Verdiinnen mit Methanol be-
freite man das Gemisch vom Chloroform und fillte dann mit Wasser aus. Der iiber Kalium-
hydroxyd getrocknete Niederschlag wurde mit Petrolither verrieben und schliesslich aus heissem
Methanol umgeldst. So wurden 2,40 g (829,) XXIV als in allen organischen Lisungsmitteln nur
spérlich 18sliches, amorphes Pulver erhalten. Rf(S) = 0,40 (Chloroform-Methanol 95:5). [a]¥ =
—42° (¢ = 0,75 in Dimethylformamid).

CosHioN19OS, Ber. C5587 HB8,27 N9,58 $4,39%
(1461,9) Gef. ,,56,16 ,, 8,51 ,, 9,59 ,,4,46%
|

[Boc-Tyr-Cys-Asn-OBut]y (XX 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-
firbte man die Lésung mit 1N Thiosulfat bei 0° und fillte dann mit 25 ml Wasser aus. Der flockige
Niederschlag wurde nach dem Trocknen iiber Kaliumhydroxyd mit Petrolither ausgerithrt und
dann aus Methanol umkristallisiert: 490 mg (89%) XXV vom Smp. 187-189° [a]} = —24°
(¢ =1,8 in Methanol).

CsoH7NgOS, Ber. C54,23 H6,74 N10,12 S 579%
(1107,8) Gef. ,,5444 ,, 6,83 ,, 993 , 564%

XXVI. Zu einem gerithrten Gemisch von 3,18 g (12,5 mMol) Jod und 1,38 g (17,5 mMol)
Pyridin in 75 ml 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 iiberschiissige Jod mit 1N Thiosulfat bei 0°, engte im Rotations-
verdampfer bei 40° auf 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, mit
Petrolidther 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 9:1); 0,55 (Toluol-Aceton 1:1). [«]% = —19° (c =1,8
in Methanol).

XXVII. - a) Oxydation mit Jod in Methanol und Pyyidin. Zu einem gerithrten 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° mit 1N Thio-
sulfat entfarbt und mit 60 ml Wasser ausgefillt. Der Niederschlag wurde iiber Kaliumhydroxyd
getrocknet, mit Petroldther ausgertihrt und dann einer Gegenstromverteilung im System I {iber
178 Schritte unterworfen. XX VII befand sich in den Elementen 44-64 (vmas = 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). [a]}} = +3° (¢ = 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) detrityliert, das mit Dirhodan [aus 1,36 g Pb(SCN),
und 505 mg Brom in 14 ml Essigester] wie bei XVII angegeben in das S-Thiocyanat (23) iiber-
gefitlhrt wurde. Dieses wurde ohne Isolierung mit 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 X XVII.

XXVIII. Zul,0g (4 mMol) Jod und 635 mg {8 mMol) Pyridin in 5 ml Methanol gabman 1,55g
(2 mMol) Trt-Cys(Trt)-Asn-OBut (VIII)} und 1,72 g (2 mMol) Boc-Val-Cys(Trt)-Gly-Giu(OBut),
(XII) in 30 ml Essigester-Methanol 1:1. Nach 2 Std. bei 20° wurde auf 0° gekiihlt und mit 1~ Thio-
sulfat entfarbt. Durch dreimaliges Einengen im Rotationsverdampfer, wobei jedesmal mit Me-
thanol verditnnt wurde, befreite man vom Essigester und fillte dann mit Wasser aus. Nach dem
Trocknen tiber Kaliumhydroxyd und Ausrithren mit Petrolither 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 des Ammoniumacetats bei 40°/0,01 Torr
wurde 1,0 g (statistisch: 1,15 g) reines XXVIII erhalten. Rf(S) = 0,25 (Toluol-Aceton 7:3).
[} = —20° (¢ = 1,0 in Methanol).

i
[Trt-Cys-Asn-0But], (XXIX). Zu 625 mg (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 Dimethyl-

27
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formamid. Nach 2 S$td. bei 20° wurde bei 0° mit 1§ Thiosulfat entfirbt und dann bei 40° und 0,01
Torr auf ca. 3 ml eingeengt. Das Produkt wurde mit 20 ml Wasser ausgefillt und nach dem
Trocknen aiber Kaliumhydroxyd mit Petrolither ausgerithrt. Umféllen aus Essigester-Petrolather
gab 410 mg (77%,) reines XXIX. R{(S) = 0,45 (Chloroform-Methanol 95:5). [aJ3{ = +11°(c =1,8

in Methanol). CeoHgsNgOsS,  Ber. C67,64 H6,43 N7,80 $6,02%
(1065,4) Gef. ,,67,15 ,, 646 ,, 7,71 ,,577%

[Twt-Leu- Val—(lj_'ys-(;ly-Glu(()Bmf)z]2 (XXX). 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° entfirbte man mit 1x Thiosulfat und engte im
Rotationsverdampfer auf ca. 5 ml ein. Man fillte dann mit Wasser aus, verrithrte den iiber
Kaliumhydroxyd getrockneten Niederschlag mit Petrolither und kristallisierte aus Methanol-
Essigesterum: 1,3 g (75%) XXX vom Smp. 224-225°. [« = — 25° {¢ = 1,9 in Chloroform).

Coal135N10016S, Ber. €66,03 H7,62 NR§,02 S3,67%
(1746,3) Gef. ,,6586 ,, 7,78 ,, 8,01 ,, 3,69%

24.1,05 g (1 mMol) XXVI wurden in 8 ml Eisessig gelést und 2 ml Wasser zugegeben. Nach
1 Std. bei 20° verdiinnte man mit 6 ml Wasser, filtrierte vom ausgeschiedenen Triphenylcarbinol
ab, gab zum Filtrat 100 ml Eisessig und lyophilisierte. Das Acetat von 24 fiel dabei als volumindses
weisses Pulver an (900 mg), welches noch Spuren von Triphenylcarbinol enthielt. Rf(S) = 0,50
(Chloroform-Methanol 8:2).

XXIT (aus 24). Zu 310 mg (1,1 mMol) Boc-Tyr-OH in 8 ml Tetrahydrofuran gab man bei
—15°1,1 ml 1~ Tridthylamin in Tetrahydrofuran und 1,1 ml 1N Isobutylchlorocarbonat in Tetra-
hydrofuran. Nach 6 Min. bei —10° wurde das Gemisch mit 890 mg 24 in 4 ml Tetrahydrofuran
versetzt und nach 1 Std. Stehen bei —10° und 15 Std. Stehen bei 20° in 100 ml Essigester wie
iblich aufgearbeitet. Umfillen aus Essigester-Petroldther ergab 920 mg reines XX11.

25. 576 mg (0,5 mMol) XXVIII wurden in 5 ml 80-proz. Essigsdure, wie bei 24 beschrieben,
detrityliert. Es resultierten 525 mg rohes 25, welches direkt weiter umgesetzt wurde Ri(S) = 0,22
(Chloroform-Methanol 9:1).

XXXI. 425 mg (0,6 mMol) Boc-Leu-Glu(OBut)-Asn-Tyr-NH-NH, (X) in 5 ml Dimethyl-
formamid versetzte man bei —10° mit 0,97 ml (1,5 mMol) 1,558 HCI in Essigester und 0,083 m!
¢t-Butylnitrit. Nach 10 Min. bei — 10° gab man die gekiithlte Lésung von obigem 25 und 0,28 (2 mMol)
Tridthylamin in 5 ml Dimethylformamid zu und liess 1 Std. bei —10° und 15 Std. bei 5° reagieren.
Dic I.osung wurde dann bei 40° und 0,01 Torr eingedampft und der 6lige Riickstand mit Wasser
verrieben. Das dabei entstandene Pulver wurde nach Trocknung iber Kaliumhydroxyd aus
heissemn Methanol umgefillt: 720 mg (919%) reines XXXI. R{(S) = 0,32 (Chloroform-Methanol
9:1); 0,72 (Essigester-Methanol 8:2). [«]} = —91° (¢ = 1,0 in Dimethylformamid).

26. 636 mg (0,5 mMol) XXVII wurden wiec oben in 5 ml 80proz. Essigsdure detrityliert. Das
rohe Acetat von 26 {iel als volumindses, farbloses Pulver an (553 mg). Zur Uberfithrung in das
freie Amin wurde in 100 ml Essigester aufgenommen und bei 0° dreimal mit je 10 ml 0,5~8 Natrium-
hydrogencarbonatlésung und dreimal mit je 10 ml Wasser gewaschen. Eindampfen der iiber
Natriumsulfat getrockneten L&sung gab 518 mg Amin 26 als weissen Schaum. Rf(S) = 0,25
(Chloroform-Methanol 9:1).

XXXII. — a) Azidmethode. 460 mg (0,6 mMol) Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-NH-NH,
(XV} in 5 ml Dimethylformamicd versetzte man bei —10° mit 0,94 ml (1,5 mMol) 1,59~ HCI in
Essigester und 0,083 ml (0,72 mMolj {-Butylnitrit. Nach 10 Min. bei — 10° gab man die Losung des
Acetates von 26 (erhalten aus 0,5 mMol XXVII) und 0,28 ml (2 mMol) Tridthylamin in 5 ml
Dimethylformamid zu und liess 1 Std. bei —10° und 15 Std. bei 5° stehen. Die Losung wurde dann
unter starkem Rihren in 100 1l Wasser getropft und der Niederschlag nach dem Trocknen iiber
Kaliumhydroxyd aus Methanol-Ather umgefillt: 785 mg (89%) diinnschichtchromatographisch
reines XXXILI. R{(S) = 0,29 (Chloroform-Methanol 9:1); 0,55 (Essigester-Methanol 8:2). [a]®) =
—78° (¢ =1,7 in Methanol).

CgoH 3;N130545, (1753,2) Ber. N 10,39 $3,66%  Gef. N 10,35 S 3,559,

b) Hosu-DCII. Zu 480 mg 26 (als freies Amin; erhalten aus 0,5 mMol XXVI1) und 375 mg
(0,5 mMol) Boc-Val-Glu(OBut)-Ala-Leu-Tyr-OH (XVI) in 8 ml Dimethylformamid gab man bei
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0° 115 mg (1 mMol) Hosu und 155 mg (0,75 mMol) IDCCI. Nach 4 Std. bei 0° und 15 Std. bei 20°

wurde bei 40°/0,01 Torr eingedampit und der 6lige Riickstand mit Wasser verrieben. Das als Pulver

erhaltene Rohprodukt wurde in 3 ml Methanol gelost auf eine, mit Methanol 4dquilibrierte Siule

(2% 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 (559%,) reines XX XII.
!

Disproportionierungsversuche. 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 IN
NH, in Methanol 2 Std. bei 40° gehalten. Man gab dann 5 ml 1N Essigsiure zu, dampite ein und
trocknete bei 40°/0,01 Torr. Zur Auftrennung des Gemisches wurde in 3 ml Methanol aufgenom-
men, auf eine in diesem Ldsungsmittel bereitete Saule (2x 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 enthielten: Frakt. 16-19: 14 mg XVIII; Frakt. 22-28: 54 mg XXVII; Frakt. 29-35:
32 mg XXX.

Die analog ausgefiithrte Disproportionierung von 126 ing (0,1 mMol) XXVII lieferte 15 mg
XVIII, 56 mg XXVII und 29 mg XXX.

3. Abspaltung der Schutzgruppen und Charakterisierung der Cystinpeptide. - Alle
Insulinfragmente und symmetrischen Cystinpeptide (Formelschemata 2 und 7) wurden durch Ab-
spaltung der Schutzgruppen mit konzentrierter Salzsidure bei 0° gewonnen. Im folgenden wird die
Methodik am Beispiel von III 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

3.1. Acidolyse mit konz. Salzsduve, H-Leu- Val—Clys—Gly—Glu—OH (III). 205 mg XXI wurden mit
2 m] eiskalter, konz. Salzsiure fibergossen und 5 Min. bei 0° geriihrt. Zur Entfernung eines Teils
des gelosten Chlorwasserstoffs evakuierte man bei 0° wihrend 5 Min. auf 0,01 Torr, verdiinnte
dann mit 25 ml #-Butanol und lyophilisierte1?). Das als weisses Pulver erhaltene Dihydrochlorid
wurde in 0,5~ Essigsdure gelost tiber eine Saule (1,3x7 cm) Merck-Ionenaustauscher Nr. II1
(Acetatform) filtriert. Man dampite das Eluat bei 0,01 Torr und 40° Badtemperatur ¢in, nahm den
Riickstand in Wasser auf und lyophilisierte. Das so erhaltene Rohpeptid wurde in wisseriger
Losung an einer Siule (2x 100 cm) SEPHADEX G 25 (dquilibriert mit Wasser) unter Elution mit
Wasser chromatographiert (Fraktionen zu 6 ml). Die Fraktionen 11-17 enthielten reines I1I. Sie
wurden lyophilisiert und das erhaltene Produkt bis zur Gewichtskonstanz an der Iuft stehen-
gelassen. Es resultierten 114 mg IIT. Die Verunreinigungen wurden in den Fraktionen 20-23
eluiert.

A-21_R16-21 (1) 300 mg XVII lieferten bei der Acidolyse 151 mg leicht verunreinigtes I.
Reinigung an einer Sdule (1,2x13 cm) DEAE-SEPHADEX A 25 (dquilibriert mit 0,5-proz.
Essigsidure). 40 ml 0,5-proz. Essigsdure eluierten die Verunreinigungen, 55 ml 1,0-proz. Essigsdure
155 mgreines I.

Cr1HggNgOpS, - H,O Ber. €36,55 H5,41 N15,05 $S11,489,
(558,6) Gef. ,,36,39 ,, 5,50 ,, 15,00 ,,11,439,

A20-21_p18-21 (T ). Die Acidolyse von 300 mg XX lieferten 208 mg rohes IT. Chromatographic
an einer Sdule (1x 12 cm) DEAE-SEPHADEX A 25 (dquilibriert mit 0,5-proz. Essigsdure) unter
Elution mit 0,5-proz. Essigsiure ergab aus den Fraktionen 18-26 186 mg reines I1.

A19-2_p19-21 (TV). Bei dem aus 100 mg XXII durch Acidolyse erhaltenen IV (62 mg) er-
iibrigte sich cine chromatographische Reinigung.

Ate-21_pis-2l (V) 150 mg XXXI lieferte 118 mg rohes V. Chromatographie an einer Siule
(1x12cm) DEAE-SEPHADEX A 25 (4dquilibriert mit 0,5-proz. Essigsdure). Mit 25 ml 0,5-proz.

12} Aumevkung bei dev Kovrekluy: Die hier beschriebene Methode zur Entfernung der Salzsdure
ist giinstiger als das in [26], S. 2148 beschriebene Vorgehen, wo Eisessig anstelle von ¢t-Bu-
tanol verwendet wurde. Bei Serin enthaltenden Peptiden kann unter nicht optimal durch-
gefiihrten Lyophilisationsbedingungen (zeitweises Auftauen der Mischung) eine geringe Ace-
tylierung der Hydroxylgruppen eintreten.
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Tabelle 3. Analytische Dalen dev synthetischen Insulinfragmente

Ri(C)-Werte Elektrophorese Aminosdure-Analyse?) %
pH 1,9 pH 4,0 Val Glu Ala Leu Tyr Cys Gly Asp

I 045{112D) -6,1 +2,0 Ber. 1 2 1 1 —45°
0,12 (101D) 1. 1,10 1,86 1,008 1,02 (c =0,48
0,30 (112C) 2. 1,09 1,73 1,008 1,00 in H,O)

IT 0,10 (101A) -58 +1,3 Ber. 1 1 2 1 1 —62°
0,20 (101D) 1. 1,00B 1,08 1,96 1,06 1,03 (c=0,5
0,62 (112D) 2. 1,008 0,99 1,81 0,97 0,95 CH;COOH)
0,45 (112C)

III 0,60 (112€) -5,3 +1,2 Ber. 1 1 1 2 1 1 —68°P)
0,10 (52) 1. 1,00B 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) -53 +1,6 Ber. 1 1 2 1 1 —34°
0,15 (101A) 1. 1,02 0,85 2,02 1,00B 0,91 (¢ =0,47
0,25 (101D) 2. 1,02 0,86 1,90 1,00B 0,88 in H,0)
0,57 (112D)

V0,28 (87) -45 +1,2 Ber. 1 2 1 1 2 1 2 —52°
0,25 {101A) 1. 098 216 1,03 0,96 1,94 1,00B 2,06 (c=0,58
0,18 (52A) 2. 1,00B 2,09 1,030,82 1,84 0,97 2,00 in H,0)

VI 0,50 (101D) -39 +1,7 Ber. 2 2 1 2 1 2 1 1 —10°

¢) 0,22 (101A) 1. 2,008 1,98 0,92 1,930,77 1,99 0,92 0,99 (c=0,48
0,15 (45) 2. 2,008 2,00 0,91 1,810,68 1,83 0,99 0,97 in H,0)

a)  Hydrolyse mit 65 HCI bei 105°. Die Hydrolysezeit betrug bei der ersten Analyse 24 Std., bei
der zweiten 72 Std. Die mit B versehenen Werte sind die Bezugswerte.

by Veber et al. [5] publizierten [a)® = — 8,0°. Wie uns R. Hirschmann brieflich mitteilte, ergaben
nachtréigliche Bestimmungen einen Wert von — 80° + 8°.

¢} Als Hydrochlorid.

Essigsaure wurden die Verunreinigungen elniert, wihrend anschliessend mit 7 ml 1,0-proz. Essig-
sdure 95 mg reines V erhalten wurden.

A20-21_p12=21 (T, Aus 195 mg XXXI1 wurden 165 mg rohes VI in der Hydrochloridform er-
halten. Als solches wurde es an einer Siule (1,6 X 80 cm) SEPHADEX G 100 (4quilibriert mit
0,01x HCI) gereinigt. Die Substanz wurde in 0,01x HCI aufgetragen und mit 0,01x HCl eluiert
(Fraktionen zu 5 ml). Fraktionen 19-23 lieferten 115 mg reines V1.

H-Cys-Asn-OH

3.2. Acidolyse mit 90-proz. Trifluovessigsdure, H- Val-Clys-Gly~Glu—0H (II). Man versetzte
300 mg XX bei 0° mit 5 il 90-proz. Trifluoressigsdure. Nach vollstindiger Losung der Substanz
(ca. 1 Min.) liess man die Temperatur auf 20° ansteigen. Nach 21/, Std. kithlte man wieder auf 0°
und fallte mit 30 ml kaltem Ather aus. Das Trifluoracetat wurde in 0,58 Essigsaure gelost und
durch eine Saule (1x7 cm) von Merck-Ionenaustauscher Nr. II1 (Acetatform) filtriert. Das er-
haltene Rohprodukt wurde wie oben beschrieben an DEAE-SEPHADEX A 25 chromatographiert
und ergab 105 mg reines I1.

3.3. Oxydation dev Cystinpeptide mit Pevameisensiure. Ldsung von Perameisensiure nach
Hiys [27]: 0,5 ml 30-proz. Perhydrol und 9,5 ml 99-proz. Ameisensiure 2 Std. bei 25° stehen lassen.
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Tabelle 4. Analytische Daten dev symmetvischen Cystinpeptide

Rf(C)-Werte Elektrophorese Aminosiure-Analyse3)

pH19 pH40 Leu Val Cys Gly Glu Tyr Asp

XXXIIT 0,22 (112C) 6,6 0 2 2
0,33 (112D) ©2,08 2,008
0,10 (101D)

XXXIV 0,55 (112D) -55 433 2 2 2
0,15 (101D) 2,00 1,94 2,008
0,40 (112C)

XXXV 0,10 (52) -51 +2,2 2 2 2 2
0,40 (101D) 1,81 1,55 1,94 2,008
0,63 (112C)

XXXVIb) 0,25 (52) —-4,5 +1,6 2 2 2 2 2
0,65 (101D) 2,008 1,98 2,03 2,02 2,07
0,35 (101A)

XXXVIT 0,17 (45) —4,9 0 2 2 2
0,40 (101D) 2,14 1,93 2,00
0,60 (112D)

3} Hydrolyse: 24 Std. bei 105° mit 6~ HCl. Die mit B versehenen Werte sind Bezugswerte.
by als Hydrochlorid

1 mg Cystinpeptid wurde mit 0,1 ml der obigen L&sung versetzt. Nach 3 Std. Stehen bei 0°
wurde die Losung bei 40°/0,01 Torr cingedampift und der Riickstand iiber Kaliumhydroxyd ge-
trocknet. Fiir die Diinnschichtchromatographie wurde das glasige Produkt in 0,1 ml Wasser ge-
lést. (Rf-Werte siehe Tabelle 5.)

Tabelle 5. Rf(C)-Werte dev Cysteinsdurepeptide

Losungsmittelsystem
Cysteinsdurepeptid 45 52 101A 101D 112A 112C 112D
H-Cys(OgH)-Asn-OH 0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45
H-Tyr-Cys{O;H)-Asn-OH 0,58 0,68
H-Cys(OzH)-Gly-Glu-OH 0,40 0,60 0,55 0,64
H-Val-Cys(O4H)-Gly-Glu-OH 0,50 0,65 0,75

H-Leu-Val-Cys(O4H)-Gly-Glu-OH 0,27 0,37 0,50 0,70

Den Herren H. R. Keller & A. Fischer bin ich fur die wertvolle Mitarbeit im Labor zu Dank
verpflichtet. Diinnschichtchromatogramme, Elektrophoresen und Aminosdureanalysen wurden in
verdankenswerter Weise in unserem Chromatographielabor (Leiter: Herr E. von Arx) durch Frau
K. Reist, Frau M. Rist und die Herren D. Faupel & R. Steiner ausgefithrt. Die Mikroanalysen und
optischen Drehungen verdanke ich unseren Speziallaboratorien (Leitung: Dr. W. Padowetz und
Dr. H. Huerzeler).
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