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Synthesis of human insulin. 11. Preparation of the A(1-13) fragment. - Summavjl. 
The present report gives a detailed account of the synthesis of the protected tridecapeptide 

.4( 1-1 3) ,  Boc - Gly -1le --Val-Glu (0But)-Gln-Cys-Cys(Acm) -Thr(But)-%-(But) -1le-Cys- 
Scr(But)-I~eu--OH (20), an esscntial intermediate in the recently published total synthesis of 
human insulin [I]. The main fcaturc in the synthesis of 20 was the specific formation of a 
disulfide bond bctwecn A6 and A l l  in the presence of an additional cystcine residue (A7).  The 
selective ring closure was accomplished with the segment A(G-13), EI-Cys(Trt)-Cys(Acm)- 
Thr(Hnt)-Scr(But)-Tle-Cys(Trt)-Scr(But)-Leu-OH (lS),  which was obtained by way of con- 
ventional synthesis routes. Treatment of 18 with iodine in trifluoroethanol formed the desired 
disulfide bridge from thc two S-trityl-cysteine residues without affecting the S-acetamidomethyl- 
protected cystcine h7 .  A final azide coupling with the Wterminal derivative A(1-5) (3) provided 
the tridecapeptide fragment 20 as a crystalline compound. 

I I 

In einer Kurzmitteilung berichteten wir uber eine Syntliese von Humaninsulin, 
in welcher die drei Disulfidbindungen erstmals in gezielter Weise gebildet wurden [l]. 
Bei diesem fragmentweise durchgefuhrten Aufbau war die Sequenz A(1-13), in wel- 
clrcr der intraclienare Ring A6-All bereits entlialten ist, ein wichtiges Zwischenpro- 
clukt. Die Syntlme clieses i\ufbaufragments (20) wird nachfolgend im Detail be- 
schrieben. 

Das Derivat 20 stellt ein cyclisclres Cystinpeptid dar, welches als Ringglied einen 
weiteren Cysteinrest enthalt. Bei der Synthese solcher Verbindungen besteht das 
Hauptproblcm im selektiven Schutz der drei Thiolgruppen, da die beiden Cysteine 
A6 und A l l  in Gegenwart eines dritten Cysteins (A7) in Cystin iibergefiihrt werden 
mussen. Ausserdem hat die spezifische Bildung der Disulfidbindung unter Bedin- 
gungen zu erfolgen, unter denen die zusatzlicli vorliandenen Schutzgruppen stabil 
sind. 

Synthesen von Insulinpeptiden dieses Sequenzbereiclis wurden bis lieute von 
Zervas et al. [ 3 ] ,  Hiskey et al. ‘41 und Wzttinghofer 1.51 ausgefulirt, wobei jeweils ver- 
schiedene Scliutzgruppenkombinationen beniitzt morden sind. 

1) I., siehc [l]. 
2) Zur hier verwendeten, abgekurzten Schreibweise fur Aminosauren, Peptide und ihrc Dcrivate 

vgl. [Z] ; ferner bedeuten : But :  d-Butylather; Acm-: Acetamidomethyl-; Bpoc-: Z-(p- 
Biphenyly1)-isopropyloxycarbonyl-; DCCI : Dicyclohexyl-carbodiimid ; HOBt : 1-I-lydroxy- 
bciizotriazol. 

96 
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In  der hier bescliriebenen Synthese wurdcn die Cystteinrestc 6 und 11 nls S- 
Trityl-[6] und der Cysteinrest 7 als S-Acetarnidomethyl-Derivat i 71 eingesetzt. Aus 
friiheren Untersucliungen war hekannt ' S ]  [Sj, dass Cysteinreste, gescliiitzt durcli eiiie 
dieser beiden Schutzgruppen, durcli Umsetzung n i t  Jod direkt ZII Cystinresten 
oxydiert werden koiineii. D:ibei 1 t sicli die nsydative Rildung der I)iiulfidbindung 
in Gegenwart von Schutzgruppen cles t-Rutyltyps durclifiiliren. 

In Modellversurhen wurtle fcstgestellt, dass das Verldtnis der (;eschr~~indiff.keiten 
der Reaktion von Jod mit S-Acin- bzw. S-Trt-Gruppen in vcrsrliietlcrien Liisungs- 
rnitteln stark variiert. In  'I'rifluor~itl~ariol war der Unterschiecl 10 gross, dass die 
selektive Rilduiig von Cystin aus S-Trt-Cystein in Gegenu-art von S-hem-Cystein 
mBglich wurde. Diese neue Methode zur sclektiven Rildung von Ilisulfidbindungen 
durcli Jodoxydation in i'luorierten Alkoholen, iiber die bercits kurz 1)ericlitct 1vurde3), 
werden wir demnachst ausfiihrlicli b&chreiben. 

Der Aufbm des Fragnients 20 erfolgte nacli dcm iin Scheinu wiedergegebenen 
Weg ; die selektive Jodoxytlation wurde clahci auf dcr Stufe cler S c y w t u  A(6--13) (18) 
durchgefiihrt . 

Sequenz A (7--5), Uoc.-GZ~~--ITc~-~aZ-GZu(OBz~~)-Gl~z--iVI-I-.\'I1~ (3). Ausgelicntl yon clcm van 
Zuhn el ul. [lo] beschriebenen H drazid 1 wurde durch einc Azitlliupplung niit 1 I- Gln --(>Me [IlI, 
der Mcthylestcr 2 erhalten, dcs n Hydrazinolysc zu 3 probleinlos verlief. 

Seqzienz A (6-L)), Trt-Cys ( Trt )  -C>/s (A c m )  - Thr(  Bzit)-.Ser( B z c  t )  --SH--I\;Hz (9) , Die Umse t- 
zung von Trt-Cys(Trt)-ONSu init H-Cys(Acm)-OMc4) fiihrte Zuni kristallinen Dipeptid 4, 
welclies zur Carboxylkomponcnte 5 verscift wurdcj). Aus den1 ;ils 0 1  erhalteneii IXpcptid 6 ent- 
stand durch katalytische I-lydricrung die Aminokomponentc 7. Die \'erliniipfung von 5 untl 7 
wurcle iiiittels DCCI/HOBt [12j vorgenomnien. Sowohl 8 wie tlns t1nr:tus crhaltcnc I~pdrazit l  9 
waren lri-istallin. 

Sequenz A (/0-73), li--lZe-~C:)is(2"it)-SE1,(U31.lt)--Le1~--OH (16). Die Hy(1rogcnolyse des als c)l 
erhaltencn Z-Ser(But)-Leu-OIMe (10) lieferte kristallincs 11, dcsscil Vmsetzung mit Trt-Cys 
(Trt)-ONSu zum amorphen Tripeptid 12 fiihrte. Abspaltung der N-Tritylgruppe init Essigsaure 
nnd Icondensation mit Bpoc-Ile-OH (Gemischtes A2nhydrid) ergab kristallines Bpoc-Ile- 
Cys(Trt)-Ser(Rut)-Leu-OMe (14). 14 wurde m n i  kristallincn Sii,ureclcri\%t 15 verseift und 
Ictzteres durch Abspaltung der Bpoc-Gruppe mit Essigsaure bci 50" in das cbcnfalls kristalline 
innere Salz 16 iibergefiihrt. Da die Synthese von 16 die alkalische Hydrolysc cks Methylesters 14 
enthielt, musste mit einer teilweisen Racemisierung dcs Cvsteiiirestes gcrcchnet werden. Die 
nichrfache Umkristallisation der zwei Folgcproduktc 15 und 16 bewirkte abcr keine h d e r u n g  
ihrer optischen Drehung, so dasr; es sich uni optisch rcine Verbindungen handcln durftc. 

Synthese des offenkcttigen Octapeptids 18. Kupplung von 16 rnit den1 ails 9 berciteten Azid 
liefcrte das Octapeptid 17, welches [lurch Abspaltung der ,\r-TrityIgrap~~e rnit Essig-sii~ire in d a s  
kristalline inncrc Salz 18 iibergefiilirt wurdc. 

3) 

4)  

5 )  

Vorgetragen von A ,  Huvtvnaiziz an tlcr Ilcrbstversaminlung tlcr Schwci7crischcn Chemisehen 
Gesellschaft am 3 .  10. 1975 in ilarau. 
Das von uns friiher als amorplies Produkt beschriebcnc HCl . H--Cys(:Zcni) -0Lle [Ol murtle 
in der Zwischenzeit kristallin erhalten (vgl. cxper. Tcil) . 
5 war such direkt aus Trt--Oys(Trt)--ONSu und H-Cys(Acm)---O€i zugiinglich. Wegen der 
grosseren 1,ahilitat der N-Tritylgruppe in 5 crwies sich dcssen Rcinhcrstcllung jedoch als 
vcrlustrcich. Auf diesem Weg syntlietisiertcs 5 fiihrte bci dcr liondcnsatioti niit 7 ebenfalls 
zum Tetrapeptid 8, welches :sich mit den1 iiber 4 erhaltencn als iclentisch erwies. Ilainit war 
sichergestcllt, dass bei der Verseifung von 4 eventuell gebildcte r)iastcrromc,re bei den nach- 
folgenden Rcinigungsoperationen entfernt wurdcn. 
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Schema. Aufbau des geschiitzten cyclischen Insulznfragments A (1-13) (20) 

Gly Ilc Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Cys Ilc Cys Ser Leu 
1 2 3 4  5 6 7  8 9 11 10 11 12 13 

But 
z -- I OM0 

lo 

Trt But 
Trt I I - OMe 

12 

Trt Acrn But But Trt But 
Trt OMc Z 11 OMe 11 I I - OMe 

4 6 13 

Trt Acm But But  Trt But 
Trt !-.--A OH 1-1 U O M c  Bpoc I I OMe 

5 7 14 

OBut Trt Acm But But Trt But 
Roc INH-NHz Trt I I 1  1 1 -  OH 

1 m i  17 

OBut Trt Acm But But Trt But 
Boc I- o m  HI I I I  I I  OH 

2 18 

OBut /Acm But But / But 
Boc I-NH-NH~ I I /  1 I I  1 1 -  OH 

3 19 

OBut /-Acm But But  / But 

20 
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Die selektive Bildung des Disulfidrings A6-All unter Erhaltung des S-Acm- 
Cysteinrestes erfolgte mit Jod in stark verdiinnter Losung von 18 in Trifluoratlianol, 
dem zur besseren Auflosung des Jods Meth~7lencliloritl (ca. 10%) zugesctzt wurcle. 
Das Roliprodukt wurde mittels Gelfiltration an Sephadex-LH20 gereinigt und gab 
19 in einer Ausbeute von 63%. 

Haupterfordernis jeder Synthese von Insulin peptiden ibt dcr Nachweis, dass (lie 
Disulfidbindungen in der richtigen Weise gekniipft worclen sind. Dalrer wurde dt:m 
Strukturbeweis des cyclisclien Insulinfragmentes 19 besondere :2ufnierltsamkeit gc- 
sclienkt. 

Einen direkten Nachweis dafur, dass der Acin-Rest an Cysteiii A7 bei der Jod- 
oxydation nicht angegriffen wurde, lieferte das NMR.-Spektrum voii 19. l\:ie sclioii 
hei der Vorstufe 18 war aucli liier das Signal der Xethylprotonen dieser Schutzgruppe 
bei 1,SS ppm deutlicli von deli iibrigen I h i e n  getrcnnt. ffeiterhin belcgte das Felilcn 
von Signalen im Bereich der aromatischcn Protonen die Abwcsenlieit von Trityl- 
gruppen an Cystein A6 und A l l .  

Weitere Strukturbeweise wurden am Phe~iyltliiocarl~amoyl-l>cri~~at 19b durcli- 
gefiihrt. Der zu dieser Verbindung fiihrende Methylester 19a wurdc auf zwei w r -  
schiedenen Wegen erhalten, iiamlich durch Aufbau aus den Fragmcntcn 9 und 14 

I I 
R-Cys-Cys (Acm)-Thr (But)-Ser(Rut) -1le-C yq -Ser( Rut) -T.cu-01<2 

19 I i l=  R2= H 
19a R1= H, R2 = CH3 
19b R1= Ptc, R2 = CH3 

(diese Synthese wird hier niclit beschrieben) sowie durcli Verestcrung von 19 mit 
Diazomethan. Die Umsetzung von 19a mit PlienylisotliiocyaIiat fiihrte zum Pt c- 
Derivat 19 b. 

Eine Molekulargewiclitsbestimniung von 19b (vaporometrisclie Methode [13]) 
ergab einen Wert von 1280 (her. 1215), wodurch tlas Vorliegcn einer dinieren oder 
polymeren Verbindung ausgeschlossen wurde. Wurde 19 b einem abbau  nach Edmnn 
j14] unterworfen, so konnte nach dem ersten Abbauzyklus erwartungsgemass kein 
Phenylthiohydantoin-Derivat einer Aminosaure nachgewiesen werden, da das ent- 
standene Phenylthioliydantoin-Cystin iiber die (S-S)-Bindung init Clem Rest der 
Molekel verbunden ist. Nach dem zweiteii Zyklus koniite dagegen das Phenylthio- 
hyclantoin-Derivat \‘on S-Acm-Cystein nachgewiesen und rnit einem autlieiitischen 
I’raparat identifiziert werden. 

Die niit der ,4zidmethode durchgefiihrte Verknupfung der Fragmcnte A(1-5) (3) 
und *4(6-13) (19) ergab nacli Reinigung durch Gegenstromvrrteilung die geschiitzte, 
cyclische Sequenz A(l-13) (20) in einer Ausbeute von 40% in rciner Form. Da uiiter 
diesen Bedingungen kein Di~iulfidaustausch auftritt [15], gilt der Strukturbeweis fur 
die Verbindung 19 auch fur 20. 20 wurde aus Athanol/Wasscr kristallisiert. Ver- 
hrennungsanalyse und Titrationswerte zeigtcii, class die Vcrliindiing i r n  Kristall niit 
zwei MoI-Ayuivalenten Wasser vorliegt. 

Das geschiitzte Insulinfragment 20 erwies sich als leiclit liislicli in Dimethyl- 
formamid uric1 Chloroform/Methanol. Die guten LGs1ic:likeitscigcrisclinften ~ 0 1 1  20 
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und aller zu dieser Verbindung fiilirenden Zwisclienprodukte lassen den eingeschla- 
genen Syntheseweg im Liclite frdlierer Erfalirungen 141 [5] als besonders vorteilhaft 
erscheinen. 

Experimenteller Teil 

Allgemeines. - IXc Smp. sind auf einem Apparat nach Dr. Tc~ltoli (Firma BUcJzi, Flawil) be- 
stininit und unkorrigicrt. 

Fur die Herstellung der cingcsctztcn und hicr nicht naher beschriebenen Aiiiinosaurederivate, 
siehe [16j. 

aubliche Aufarbeitung H bedeutet : -4ufnchnicn im bctrcffcnden 13sungsmitte1, Waschen mit 
verdunnter Zitronensaure, IVasscr, verdiinnter XaHCOs-Losung und Wasser, Trocknen uber 
Natriumsulfat, Filtriercn und Eindampfcn. 

Katalytische Hydricrung zur Entfernung der Benzyloxycarbonylgruppen: Schuttcln der itn 
bctreffenden Losungsrnittel gclosten Substanz niit 10 bis 20 Gew.-% l0proz. Pd/C in Hz-Atmo- 
spharc (25", 840 Torr) unter huffangen dcs cntstchenden COz in einem zweiten, mit KOH gefull- 
tcn Hydriergefass; nach Bccndigung der II~-Aufnahine Filtriercn und Eindampfen. 

Chvoma2ogruphische lieinheitskontvollen : Allc angcgebenen Kf-M'crte beziehcn sich auf Diinii- 
schichtchroinatographicn auf Kieselgel (Fertigplatten SL 254 der Firma Antec, Birsfelden). 
Folgende Fliessmittel wurdcn verwcndet (Volumenanteile) : System 52 : 1-Butanol/Essigsaure/ 
Wasser 71 : 7 : 22; System 3 : Essigester/Pyridin/Wasscr 13 : 4 :  3 ; System 100: Essigester/Pyridin/ 
EssigsaurclWasser 62 : 21 : G : 11. Ilie Anfarbung der Platten erfolgtc mit ReindeZ-HoPpe-Reagens 
in der husfuhrung nach [17]. 

1.  Sequenz A(1-5). - HCZ . H-GZn--OMe. 17,1 g (58 mniol) Z-Gln-OMe [18j wurden in 
300 in1 Methanol hydricrt, wobei der pl-I-Wert der Losung durch kontinuicrlichcs Zutropfen von 
lix inotlianolischcr Salzsiiurc aul 5 golinltcn wurde (Glaselcktrocle, pIl-Stat) .  liristallisation aus 
ilIctlianol/,~tlicr crgab 7,1 g (62%) I-lC1 . H-Gln-OMe vorn Smp. 141-143" ([11] : 141"), [XI: = 
+ 29" (G = 1,0 ,  Methanol). 

C6lilzNz03. HC1 Ber. C 36,68 H 6,67 C1 18,05 P*; 14,26% 
(196,6) Gef. ,, 36,7 ,, 6,8 ,, 18,O ,, 14,4 % 

Uuc--Gly--lle-~ul-Glu(OU~~~)-Glvz--O~l.~e (2). Zu ciner Suspension von 8,80 g (15 nl~nol) 
Boc--Gl)---llc--T.'al--Glu(OI3u~)--NH-NH~ (1) [lo] in 60 nil IXrncthylformamid wurden bei 
- 35" 15 nil 3~ HC1 in Dioxan und 2,24 ml (18,8 nimol) t-Butylnitrit gegeben. Nach 15 Win. bei 
- 20" wurdcn zu der klarcn Losung nacheinander 2,95 g (15 mmol) HC1 . H-Gln-OMe und 10 1111 
(90 mmol) N-Mcthylmorpholin hinzugefugt. Dic Suspension wurde 1 Std. bei - 10" und dann bei 
0' gehaltcn. Nach 5 Std. wurdcn noch jc 10% dcr eingesetzten hminokoinponente und Base zu- 
gegeben. Die gallertige Masse wurde nach weiteren 24 Std. Riihrcn mit 450 ml Eiswasser versetzt, 
dcr Niederschlag abfiltricrt, gut gewaschen und getrocknct. Nach niehrfachem Zerreiben mit 
Mcthanol/Essigester 1 : 20 verblicbcn 8,60 g (80%) cincs farbloscn Pulvers von Kf 0,70 (System 52), 
[w]: = - 13" (c = 1,0, Dimethylforrnainid). 

C3&158N&il Ger. C 55,54 H 8,18 N 11,76 0 24,62% 
(714,9) Gef. ,, 55,51 ,, 8,40 ,, 11,70 ,, 24,54% 

Uuc-Gly-Ile-VVal--Glu(OBut)-Gln--NH--NH~ (3). 13,7 g (19,2 mmol) 2 wurden in eineni 
Gcniisch \-on 180 in1 l~imcthylformaniid und 20 in1 Methanol gelost uncl untcr Ruhrcn mit 20 ml 
(-1-00 inmol) Hydrazinhydrat versctzt. Nach 24 Std. bei 20" wurde die feste Masse mit 150 ml 
hlcthanol vcrdiinnt und nach 2 Std. Kiihren im Eisbad filtricrt. Das Rohprodukt (13 g) wurdc 
31nal rnit jc 70 in1 Methanol zerrieben. ilusbeute 12,4 g (91%), Rf = 0,40 (System 52), [m]g = 
- 37" (c = O , S ,  Trifluorathanol). 

C32H58N8010 Bcr. C 53,77 H 8,18 N 15,67 0 22,38% 
(714,9) Gcf. ,, 53,70 ,, 8,34 ,, 15,71 ,, 22,27% 
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2. Sequenz A(6-9). - HCZ * H-Cy~(~4cnz-OMe.  Uic Vcrbindung wurctc narh [9J hcrgestcllt 
und aus 2-Propanol kristnllisicrt: Smp. 132-134", [ M ] E  = - 11" (c == l,3, Mctlianol). 

CVH15ClN203S Her. C 34,64 1-1 6,23 C1 14,61 N 11,54 S 13,2174 
(242,7) Ckf. ,, 34,58 ,, 6,20 ,, 14,55 ,, 11,44 ,, 33,27% 

Trt-Cys( Z'rt)-Cys(Aci,z)--C)~~~e (4). Zu 3,91 g (5 minol) Trt-Xys('1i-t)~~- ONSu.  Ccki6 und 
1,21 g (5 mmol) HCl . H-Cys(.lcm)--OMe in 25 nil Uimeth!-lforiiianiid nxrtlen 0,63 ml (5 mniol) 
N-Athylmorpholin gcgeben. Nach 15 Std. bei 20" n.urde dic LOsung einget1;inipft und clcr Ruck- 
stand wie ublich mit Essigester aufgearbcitct. Icristallisation aus Essigestcr/Xthcr gab 2,67 g 
(67%) 4 voni Smp. 194-195", [ u ] g  = + 32" (G = 0,5, Methanol). 

C48H47N\7304.$2 Bcr. C 72,61 H 5.97 X 
(794,O) Gef. ,, 72,43 ,, 5,98 ,, 

Trl-Cys( Tvt)-Cys(Acm---011 ( 5 ) .  Zu eincr Losung \'on 39,7 g (50 mniol) Trt-Cys(Trt)- 
Cys(f\cni)-OMe (4) in 1,15 1 Dioxan und 265 nil XVasscr wurden L7,5 in1 2~ NaOH gegcbcn. Sach 
1 Std. bei 20' gab man unter Eiskuhlung 14,5 ml 2~ Salzsaure zu, cngtc die Losung auf ca. die 
Halfte ein und gab nach dem Verdiinnen mit 500 ml Essigester und 100 nil IVasser hei 0" weitere 
13,O ml 2~ HCl zu.  Die organische l'hase wurde init wasscriger hTaC1-1iisung (halbgesattigt) gc- 
waschen, iiher Katriumsulfat gctrockrict und eingedampft. Dcr rcsulticrc:ndc Schaum (Rf = 0,s.; 
(Chloroform/Methanol 7:3)) wurdc direkt in der Icondensation init 7 cingcwtzt. 

Z-?'hr(But)-Ser(Bzit)-OJ.le (6). 40.6 g (0,l mol) Z-Thr(I<ut)-ONSu nnd 17,5 g (0 , l  mol) 
kI-%-(But)-OMc xvurclcn in 500 in1 Essigester gelost und die Losung na.ch 15 Std. hci 20" !vie 
ublich aufgearbeitct. 6 (45 g) fiel als leicht gelbliclies, dunnflussiges 01 an: Rf = 0,55 (Essigcstc:i-). 

H--Tlzr(But)--Ser(But)-Oll.Je (7). 38,9 g (83,5 nimol) 6 xvurden in 625 nil  Methanol wie ublich 
hyclriert. 7 fiel als gelblichcs 0 1  a n :  Ausbeutc 26,35 g, Rf = 0,45 (Chlorciforin/nlcthanol 9 :  1). 

Trt-Cys(Trt)-Cys(Acm)-T2'hr(13Lit)-Scr(But)-OMe (8). Zu ciner LRsung von 75,5 g (97 
inmol) Trt-Cys(Trt)-Cys(Acm)-OH (5 ) ,  32,3 g (97 mniol) H - - T ~ ~ ~ ( B ~ ~ ) - - S ~ ~ ( I ~ ~ I ~ ) - O M C  (7) und 
16,3 g (106,7 mmol) HOBt in 680 ml Dimethylformamid wurden untcr Eiskiihlung 22,O g (106,7 
nimol) l)CCI gegeben. Nach 15 Std. bci 4" wurcle abfiltriert, die I,Rsting auf  ccc. cingecrigt und 
in 2 1 Eiswasser gegossen. Der hierbei entstandene Niederschlag wurtlc ahfiltricrt uncl \\. ic ublich 
niit Essigester aufgearbeitet. Das I'rodukt wurdc 4111al &us Alcctonitril uiiikristallisicrt, wobci 
schon nach dcr zweitcn Kristallisation lronstantcr optischer Drchwcrt nntl Schmclzpunkt er- 
reicht xrurdcn. Ausbcute 44,O g (41,5%), Snip. 128--130", [a]: = + 70 (i. = 1 ,1 ,  Chloroform), 

C63H75N5O8& Ber. C 69,14 H 6,91 N 6,40 S 5,8676 
(1094,45) Gef. ,, 69,02 ,, 6,77 ,, 6,31 ,, 5,80% 

Trt-Cys ( Trt)-Cys ( A  cm) - Thy( But) --Ser( But) --NH-NH2 (9). U iitcxr lcichtcm Erwarin cn 
wurden 30,4 g (27,8 mniol) 8 in 30 nil Dimethylformamid und 84 nil Methanol gelost. Bci 0 '  wur- 
den 13, j  ml (278 mmol) Hydrazxnhydrat zugetropft. Nach 8 Sttl. hei 20' goss inan die Losung in 
600 ml Eiswasser und filtricrte ab. Ilcr Ruckstand wurde 3mal aus Acetonitril unikristallisicrt. 
Ahsheutc  22,s g (75%), Sinp. 200-203", [a]: = + G8" (c = 1,0, Chloroform). 

C S ~ H ~ ~ N , O ~ S ~  Bcr. C 68,04 H 6,91 N 8.96 S 5,86"j, 
(1094,5) Gei. ,, 67,97 ,, 7,11 ,, 9,06 ,, 6,05y, 

3. Sequenz A(10-13). - Z-.Ser(Bzit)-Lez.l-Ole (10). 5,9 g (20 111mol) %--  St~r(But)--OH wur- 
(fen in 25 ml Essigcster geliist und bci - 15' init 2,52 nil (20 mniol) S-,~thyliii"rl)lioIin und  2,64 in1 
(20 inmol) Chloi-ameisensaure-isobutylester versetzt. Nach 10 Min. bci - 10" wurclcn 4 , U  g (22 
inniol) HC1 * H-Leu-OMe und 2,78 1111 (22 inmol) N-~&thylinorpholin in 10 nil Essigestcr zuge- 
tropft. Nach 1 Std. bci - 10" und 15 Std. bei 0" wurde abfiltriert und das Filtrat \vie iihlich anf- 
gearbeitet. Es resultierte ein zah.flussiges 0 1  (8,43 g) vom Rf 0,65 (Essigester). 

HC1 . If--.Ser(~ut)--LEz~---0~2Ze (11). 11 wurde ails 7,05 g (16,7 miiiol) ~ - - S c r ( l ~ i i ~ ) ~ - l , c i i ~ - O ~ ~ ~  
(10) in 80 ml 95proz. wasscrigeni Methanol \vie HC1 . H-Gln-OMc hergcstcllt [vgl. Kap. 1). 
liristallisation aus Toluol/Hexan ergab 4,63 g (850/,) 11 vom Smp. 109-110", [a]: = -25" 
(c = 1,0, Methanol). 

C14H28N204 . HC1 Eer. C 51,76 K 9 , O O  N 8,62 C:l 10,91 ';, 
(3248) Gef. ,, 51,73 ,, 9,12 ,, 8,47 ,, 10,92:,; 
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Trt-Cys( Trt)--Ser(But)--Leu-Oll.le (12). 11,O g (14,2 rnniol) Tr-Cys(Trt)-ONSu . CsHs, 
4,62 g (14.2 mmol) I-ICl. €l-Ser(Dut)-Leu--C)Mc (11) und 1,79 ml (14,2 mmol) N-Athylmorpholin 
in 42 ml Dimethylformamid wurden 18 Std. bci 20" stehcngclasscn. Dann wurde auf ca. die 
Halfte eingeengt, in 200 ml Eiswasser gegossen und filtriert. Das Rohprodukt wurde durch Chro- 
niatographie an einer Silicagelsaule gercinigt. Essigester/Petrolather 1 : 1 eluierte 6,95 g (56%) 
diinnschichtchromatographisch reines 12 vom Rf 0,45 (Essigcster/Hcxan 1 : 1).  

H-Cys( Trt)-Ser(But)--Leu-OJle (13). 33,O g (37,7 mmol) Trt-Cys(Trt)-Ser(But)-Leu-- 
OMe (12) wurden in 240 ml Eisessig gelost und tropfenweise niit 60 ml Wasser versetzt. Aus der 
anfanglich klaren Losung schied sich innert 1 Std. bei 20" ein dichter Niederschlag aus (Triphenyl- 
methanol). Man filtricrtc ab, dainpfte ein, nahm den Riickstand in Essigester auf und wusch die 
Losung mehrmals mi: 1 N Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser. Die organische Phase 
wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft, wobei 13 als 01 anfiel: Rf = 0,17 (Chloro- 
form). 

Bpoc-IZe-Cys( Trt)-Sev(But)-Leti-Ollie (14). 31,O g (83,6 mmol) Bpoc-Ile-OH wurden in 
280 ml Dimethylformamid gelost und bci - 15" mit 10,5 ml (83,6 mmol) N-Athylmorpholin und 
11,l ml (83,6 mmol) Chlorameisensaure-isobutylester versetzt. Nach 10 Min. bei - 10" wurden 
53,O g (83,6 mmol) H-Cys(Trt)-Ser(But)-Leu-OMe (13) in 500 ml Dimethylformamid zuge- 
tropft. Nach 1 Std. bei - 10" und 15 Std. bei 0" wurde die Losung eingedampft und der Riick- 
stand init Essigcster wie iiblich aufgearbeitet. Tiristallisation aus Acctonitril gab 57,5 g (70%) 
14: Snip. 183-184", [NIB = - 12" (c = 1,0, Chloroform). 

Cp,FI72N408S Ber. C 70,70 H 7,37 N 5,69 S 3,25% 
(985,3) Gef. ,, 70,57 ,, 7,45 ,, 5,62 ,, 3,21% 

Bpoc--lZe-Cys(Trt)-Ser(Bzit)-Lcu-OII (15). Zu 9,85 g (10 mmol) 14 in 240 ml Dioxan und 
50 nil Wasscr wurden unter Eiskiihlung 5,5 ml 2 N Natronlauge gegeben. Nach l l / z  Std. bei 20" 
gab man bei 0" 3,0 nil 2~ Salzsaurc zu. Das Gcmisch wurde bei 35" am lliasserstrahlvakuum auf 
ca. die Halftc eingeengt, init 200 ml Essigester und 100 ml Wasscr vcrdiinnt und unter Eiskiihlung 
untl Ruhren niit weitcren 2,5 ml 2 x  Salzsaure versetzt. Die organische Phase wurde init Wasser 
gcwaschen, uber Katriumsulfat getrocknet, cingedampft und der Riickstand 3mal aus Essigestcr/ 
Hcxan kristallisiert. Ausbeute 6,32 g (6.50/,), Smp. 143-146", [XI: = - 3 "  (c = 1,3, Chloroform). 

C57H7&408S Her. C 70,49 H 7,26 K 5,77 S 3,30% 
(971,3) Gcf. ,, 70,44 ,, 7,28 ,, 5,72 ,, 3,42% 

H--lZe-Cys(l'rt)-Sev(Hut)-Leu-OH (16). Eine Losung von 2,91 g (3,O mmol) 15 in 25 ml 
8Oproz. Essigsaure wurde 1 Std. bei 50" gchaltcn. Nach dem Vcrdiinncn mit 100 ml Eisessig wurde 
lyophilisiert und der Ruckstand 2mal init je 50 nil Ather zerrieben. Der unlosliche Anteil wurdc 
3mal aus Methanol/Wasser umliristallisiert. Ausbeute 1,62 g (700/,), Smp. 191-194", [ ~ ] g  = - 71" 
(c = 1,0, Chloroform). 

C41H&406S . 21120 Bcr. C 64,04 I1 7,86 N 7,28 0 16,64 S 4,17y0 
(769,0) Gef. ,, 63,98 ,, 7,86 ,, 7,34 ,, 16,58 ,, 4,26% 

4. Sequenz A(6-13). - Trt-Cys ( Trt)-Cys ( A  c m )  - T h y  (But) --Sev( But) -1Ze-Cys ( Trt )  --Ser 
(But)--Le14--Off (17). Zu 1,09 g ( 1 , O  mmol) Trt-Cys(Trt)-Cys(Acm)-Thr (But)-Ser (Bu$)-NH- 
KH2 (9) in 10 nil I>imethylformaniid wurden bei - 10" 1,28 ml (3,O mmol) 2 , 3 4 ~  Salzsaure in 
Essigcster und 0,131 nil (1,l mmol) t-Hutylnitrit gegeben. Nach 10 Min. wurden unter Kiihrcn bei 
- 10" 770 mg ( 1 , O  mmol) H-Ile-Cys(Trt)-Ser(But)-Leu-OH (16) und 0,57 in1 (4,5 mmol) 
N-kthylmorpholin in 7 ml Dimethylformamid zugetropft. Nach 1 Std. bei - 10" und 15 Std. bei 
0" wurde auf 100 ml Eiswasser gegossen, der Niederschlag abfiltriert und getrocknet. 2mal Um- 
fallen aus Uinicthylformamid gab 1,47 g (82%) diinnschiclitchro~natographisch reines 17 vom 
Kf 0,68 (Systcni 3 )  bzw. 0,75 (Chloroforni/Methanol 7:  3) .  

H-Cys( Trt)-Cys(A cm)-Thr (But)-Ser( But)-IZe-Cys ( Trt)-Ser( But)--Leu-OH (18). 27,O g 
(15 mmol) 17 wurden in 192 ml Eisessig gelost und 48 in1 Wasscr zugegeben. Nach 1 Std. bei 20" 
cngte man auf ca. 100 ml ein, gab 150 ml Eisessig zu und lyophilisierte. Der Riickstand wurde zu- 
uachst 2mal rnit je 50 ml -&ther/Petrolather 1 : 1 zerrieben und dann aus Chloroform/Methanol 
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umkristallisicrt. Ausbeute 16,3 g (700/,), Smp. 207-210”. - SRIR. (1,MSO-de) : u.a. 1,88 ppni l,s, 
CO--CH3). 

C S ~ I I ~ I ~ X & ~ ! S ~  Her. C 64,96 H 7,33 N 8,12 S 6,19’:[, 
(1553,l) Gcf. ,, 64,67 ,, 7.46 ,, 8,23 ,, f,,2.jn” 

I 
~~ 

I 
Il--Cys-Cys(Acin)-7’ltl.(Dzit)-.Sev(Bul)-lle-Cys-Scv(Ut)-~Lcii- O f I  (10) .  Xu ciner stark 

geruhrtcn Mischung von 180 in1 TrifluorLthanol und 20,5 nil ciner gcs‘itt igtc.11 I.iisung voii Jod in 
Mcthylenchlorid ( 0 , 3 5 2 ~ ,  3,6 niiiiol Jod) wurdc bei 20” iniicrt 10 Min. cinc Ihsung von 466 nig 
(0,3 mmol) 18 in 25 ml Trifluorithanol gctropft. 2 Min. nach dcr Zugabc p s s  man das Gemisch in  
vine eisgekiihlte Losung van 3,2 g Ascorbinsaure und  2,3 g Ahinioniumacctat in 90 ml 1Vasscr. 
Es wurde dann bis zur  beginncnden Ausfallung eingcengt und das noch als 1.6sung vorlicgenrlc 
Gernisch 2mal mit j e  120 nil Chloroform/Methanol 95 : 5 extrahicrt. Die organische Phase wurde 
3mal mit j c  50 ml Wasser gewaschcn, iiber Natriumsulfat getrocknet und cingcdampft. I k r  
Ruckstand (523 mg) wurde in 3 ml Chloroform/Mcthanol 1 : 1 gelijst und auf cine in dicsem LosuIigs- 
inittelgcmisch bereitcte Saulc von Scphadex LH-20 (2 x 100 cni) gcgcsbcii. Nach cincm Voi-lauf 
von SO ml wurden Fraktioiien zu 2 ml cntnoiiiincn. Ilie Fraktioncn 35++1 ergabcn 43 nig von 
(wahrschcinlich) polymeren Disulfidcn, wahrcnd die Fraktioncn 4S--56 202 m g  (637;) 19 cnt- 
hielten: Rf = 0,25 (System 3 ) ,  0,32 (Systcm loo),  0,50 (System 52).  - S33I<. ( l ~ ~ I S O - ~ 1 6 ) :  u .a .  
1,88 ppni ( s ,  CO-CH3). 

19 a .  Xusgehcnd voii Trt--C ys(Trt)-Cys( hcm) --‘l’hr (Bu t ) -  -Scr ( I <iti)--X I I -KHz (9) UII d 
Bpoc-lle--Cys(Trt)-Ser(Bu~)-l~cu-OMe (14) wurde in analogcr Kcakticrnsfolgc wie bci der oben 
beschriebenen Synthese von 19 auch der Mcthylester 19a hcrgcstcllt. Ycrcstcrung von 19 niit 
lliazomethan (Versctzen einer methanolischen Losung von 19 niit eincrn Ubcrschuss an Diazo- 
inethan in Ather und Eindampfen ergab cbenfalls 19a: Rf = U,55 (Systcm 3),  0 , 3 3  (Chloroform/ 
Nethanol 85:15). 

19b. 114 mg (0,l  rnmol) 19a wurdcn in 5 in1 Pyritlin 1 Sttl. h i  40’ init 0,12 nil (1 mniol) 
t’he~iylisothiocyanat behandclt. I)as niit I lcsnn  ausgcf&lltc: un(1 gciv;tsclicric 1’1 r i t l i i k t  wui.dc atis 
I-BuLylallrohol lyopliilisicrt. h11!jbcutc IU‘J nlg ( O O ~ & ) ,  Kf = 0,5l ( ~ l i l i ~ ~ i ~ l ~ i ~ i ~ i / ~ ~ c t l i ~ t i i o l  9: 1). 
Rlolekulargeirichtsbcstiiniiiung (vaporoiiictrisch in ~Icthylenchlr~ricl nacli 1131) : 1280 (bcr. 121 5) .  

Edman-A bbau. 19b wurde nach dcr ublichcn Mcthodik [14] einein z\vcilachcm Ednzan-Abbau 
unterworfen. Nach dem erstcn Zyklus liess sich diinnschichtchroma.tograiisch kcin Phcnplthio- 
hydantoin-Derivat einer Aminosiiurc iiachweiscn (UV. und f ~ e z i r d e Z - H o ~ ~ e - l i e a f c n s ) .  1111 zwci ten 
.ibbauschritt bildcte sich das Phcnyltliiohydantoiii-1)crivat von S-~~i:ni-(:!.sti!in. 1 tcrstcllung cles 
authentischcn Priparatcs nach [14j. Smp. 140-150”, l < f  == 0,32 (Chloroloi-iii/1-I’rop~~iiol/\2~asser 
70:8:2). 

i-- 

,:Bz~t)-lZe-Cys-Ser(Bzlt)-Leu-OH (20). Zu 3,30 g (4,66 mmol) ~oc--Gly--lle--~al-Glu(OBut I-- 

Gln-NH-NHZ (3) in 40 ml Dixnetliylformamid wurdcn bci - 10” 5,59 in1 (13,98 mmol) 2 . 5 ~  
Salzsaiurc in Essigcster und 0,70 in1 (6,06 mmol) I-Butylnitrit gegcbcn. X ~ c h  15 Min. tropftc m i n  
unter Ruhren bci - 10” cine Llisung von 2,49 g (2,33 intiiol) 19 und 2.64 ml (20,97 mmol) -4.‘- 
.<thylmorpholin in 12 in1 L)imcthylformamid zu. Nach 1 Std. bci - 10‘ unrl 15 Std. bci 0” xi-urdc 
die Losung auf cn. 15 ml eingeertgt und dann in 100 ml Ather gcgossen. Ilcr abfiltricrte Niedcr- 
schlag wurde in 10 ml Dimethyiformainid aufgenomiiicn und die Lijsung in 100 1111 IVasscr ge- 
tropft. Uas gctrocknete Kohprodukt (4,93 g) wurde eincr Gcgenstromvertcilung iin System 
Chloroform/Tctrachlorkohlenstolf/Mcthanol/Puffcr 8 : 4: 1 0 :  3 (Puffer: Z8,6 nil Essigsaurc, 19,3 g 
.\mmoniuiiiacetat, 1 1 Wasser) untcrworfen. Nach 1300 Vcrteiluiigssclirittcn I)cf:Lnd sich das rcine 
20 in den Iiohrcn 456-~486 ( K  = cn. 0,58). Der Inhalt dieser Rohre wurdc vercinigt, das Losungs- 
inittel abgedampft und der Ruckstand zur Entfernung des Amnioniuinacetats bei 40’/0,01 To~-i-. 
getrocknet. Um die letzten Kcstc dicses Sakes z u  entfernen, wurde tlas Produlit in 3 ml Dimethyl- 
formamid aufgenommen, die LBsung unter Eiskiihlung in 40 nil 0,05 N Salzsaurc getropft, der 
Niederschlag abfiltriert, griindlich mit Wasscr gewaschen und getrocknet. Die Xusbeute an rcincm 
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20 bctrug 1,92 g (41%). Das Produkt kristallisiertc aus Xtlianol/\Vasscr in feinen I'adcln vom 
Snip. 211-215" (Zcrs.): Rf = 0.35 (System 3), 0,70 (Systcm 100). 

C78H137hT15023S3. 2Hz0 Ber. C 52,48 I €  7,96 S 11,77 S 5,39y0 
(1785,3) Gef. ,, 52,55 ,, 8,lO ,, 11,79 ,, 5,45% 

:~ii~inosaureverlialtnis nach Hydrolpsc iiiit 6 N HCI, wiihrcnd 48 Std. bei 110" (in I<lanimcrn 
bercchnete Wcrtc): Thr 0.98 (1), Scr 1,65 (2), Clu 2,07 ( Z ) ,  Gly 0,98 (l), Cps 3,11 ( 3 ) ,  Val 1 , O O  
(Uczugswert), Ile 1,93 (Z) ,  Leu 1,09 (1). 

Fur wertvolle technischc Mitarbeit dankcn wir Frau V. von A Y X ,  Frau Y .  Rudin ,  Frau I .  Zim- 
wzernzann sowie den Herren J .  R. Frei, D .  Good, H .  R.  Keller und A .  Stauffer. 

Die analytischen Arbeiten wurden in verdankcnswerter Weise in unserem Chroniatographie- 
Laboratorium (Leiter: Herr E. von Arx) durch Frau H. Deybev, Frl. A .  Grossham, Frau J .  Holzler 
soivie die Herren I ) .  Faupel, .4. Linclev und W .  Morgenthaler ausgefuhrt. 
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