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302. Synthese von Humaninsulin. 111. Aufbau des geschutzten 
zweikettigen Fragments A( 14-21) - B( 17-30)1)2) 

von Bruno Kamber, Bernhard Riniker, Peter Sieber und Werner Rittel 
Chemischc Forschungslaboratorien der Division I’liarma dcr 

Czba-Geigy A G ,  Base1 

(4. X. 76) 

Synthesis of human insulin. 111. Preparation of the A(14-21) - B(17-30) fragment. - 
Sumunary. In  the rccently published total synthesis of human insulin [l], one of the three principal 
intcrmcdiatrs is the prote’cted fragment in which sequence 14-21 of thc A chain is linked to 
sequence 17-30 of the B chain by the disulfide bridge between A 20 and B 19. The synthesis of 

this fragmcnt, [Bpoc-Tyr(But)-Gln-Lcu-Glu(OBut)-iZsn-Tyr(But)-Cys-Asn-OBut] [Trt-Leu-Val- 
-- 
Cys-Gly-Glu (OBut) -Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr (But) -Thr (But) -Pro-Lys (Boc) -Thr(But) -OBut, and its 
characterization arc described in detail in the present report. 

This open-chain asymmetrical cystine peptide was prepared by elongating the two chains 

in the alrcady published intermediate A(20-21) - B(17-ZO), [H-Cys-Asn-Oh$] [Trt-Leu-Val-Cys- 
Gly-OH:, first with fragment A(14-19), Bpoc-Tyr(But)-Gln-Lcu-Glu(OI~ut)-:~sn-Tyr(But)-NH-NH% 
(azide coupling), and secondly with fragment B(21-30), H-Clu (OBut)-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr(Uut)- 
Thr(But)-Pro-Lps(Boc)-Thr(But)-OBut (DCCI/HOBt). 

I 

I I 

In einer vorlaufigen Mitteiluiig berichteten wir uber eine Totalsyntliese des 
Humaninsulins, in welcher die drei Disulfidbindungen in separaten Reaktionssclirit- 
ten gebildet wurden [l]. Dies erreichte man durch Ver-kniipfung dreier Fragmente, 
von denen zwei je eine im Insulin vorliegende Cystingruppierung bereits enthielten. 
Der letzte Scliritt der Synthese bestand (nebst Entfernung der (( permanenten)) 
Scliutzgruppen) in der Bildung der dritten Disulfidbinduiig. 

Uber die Herstellung des Fragments A( 1-13) niit dem vorgebildeten Cystinring 
A6-All liaben wir kiirzlich bei-ichtet [2]. In der vorliegendeii Arbeit beschreiben wir 
die Syntliese des offenkettigen asymmetrischen Cystinpeptidderivates 5 (Schema I ) ,  
in welchem die Sequenz 14-21 der A-Kette iiber die interchenare Disulfidbriicke 
A420-B19 mit der Sequenz 17-30 der B-Kette verkniipft ist. 

In1 Fragment 5 siiid die heiden Amino-Enden rnit Bpoc (A 14) und Trt (B 17) 
gescliiitzt. MTie wir zeigen konnteii 141, l a s t  sicli bei dieser Kombination in einer 
pH-kontrollierteii Acidolyse mit HC1 in 9Oproz. Trifluoratlianol selektiv die Trityl- 
gruppe entfernen. Dies ermijglicht es, zuerst die B-Kette niit dem Fragment 1-16 zu 

1) 

2) 

I :  s. [lj, 11: s. [Zj. 
Zur hier vcrwendeten, abgekiirztcn Schrcibwcise fur .Iminosauren, Peptidc und ihre Derivate 
vgl. 131 ; ferner bedcuten: Roc: t-Butyloxycarbonyl; OBut : t-Butylester; But: t-Butyl- 
Zither ; llcm : ,~cetamidomethyl; Trt : Tritpl; Z :  Benzyloxycarbonyl; Bpoc: Z-(p-Bi- 
phcnylyl) -isopropyloxycarbonyl ; OSu : N-llydroxysuccinimidestcr ; OPcp : Pentachlor- 
plienylester ; DCCI : Dicyclohexyl-carbodiitnid; HOBt : 1-Hydroxybenzotriazol. 
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erganzen. In der folgenden Phase kann, wiederum selektiv gegenuher allen weiteren 
Schutzgruppen vom t-Butyltyp, die Bpoc-Gruppe entfernt und darauf die A-Kette 
komplettiert werden. 

Beim Aufbau von 5 stellte das Cystinpeptidderivat 1 eine Schliisselverbindung 
dar. Uber die Synthese von 1, bei der die asymmetriscli substituierte Disulfidgrup- 
pierung in einer spezifischen Weise gebildet wurde, bericliteten wir fruher [5]3). Die 
als inneres Salz, d. h. mit freier Aminogruppe an CysA20 und freier Carboxylgruppe an 
GlyB20 vorliegende Verbindung 1 ist einer gezielteri Verlangerung der beiden Ketten 
zuganglich: Zunaclist durch Verkniipfung mit dem Fragment A(14-19) (2) und in 
einer zweiten Kondensation mit dem Carboxyl-Ende der B-Kette, B(21-30) (4). 

A (14-19) (2) (Schema 2). Ausgehend von H-Tyr(But)-OMe baute man schritt- 
weise durcli Nitrophenylester-Kondensation das Pentapeptid 12 auf, wobei durch- 
gehend Benzyloxycarbonyl als a temporare)) Aminoscliutzgruppe verwendet wurde. 
Die Freisetzung der a-Aminogi-uppe erfolgte jeweils durcli katalytische Hydrogeno- 
lyse in neutralem Milieu. 12 und die vollgeschutzten Vorstufen 6, 8 und 10 liessen sich 
alle kristallisieren. 

Um die Cyclisierung zu einem Pyroglutaminylderivat zu verhindern, fulirte man 
die Decarbobenzoxylierung von 12 in Gegenwart von Salzsaiure (kontinuierliche 
Zugabe mittels pH-Stat) durch. Die Acylierung von 13 mit Bpoc-Tyr(Bu6)-OPcp 
lieferte den kristallinen Hexapeptidniethylester 15, der mit Hydrazinhydrat ins ge- 
wunschte Hydrazid 2 ubergefuhrt wurde. 

B(21-30) (4) (Schema 3) .  Das Dekapeptid 4 bzw. dessen Vorstufe 32 erhielt man 
durch Verknupfung des Tripeptids 31 mit dem Heptapeptid 27. 

Die Vorstufe 26 der Aminokomponente wurde schrittweise aufgebaut. Ausser bei 
der Herstellung des Dipeptids 16 (Kondensation mit LXCIjHOBt), erfolgten samt- 
liche Kondensationen durch Einsatz der N-Hydroxysuccinimid-Ester der entsprechen- 
den N-Benzyloxycarbonylaminosauren. Die a-Aminogruppen setzte man jeweils 
durcli katalytische Hydrogenolyse (neutral) frei. Alle Zwischenprodukte der zu 26 
fiihrenden Synthese waren in lipophilen Losungsmitteln leicht loslich und zeigten nur 
eine geringe Tendenz zur Kristallisation. In der ganzen Reihe konnten nur die Deri- 
vate 18 und 22 in kristalliner Form gewonnen werden. Als bequemste Methode zur 
Reinigung der amorphen Kondensationsprodukte erwies sich die Chromatographie 
an Silikagel. Durch Eluierung mit lipophilen Losungsmitteln (Gemische von Petrol- 
at  her und Essigester) liessen sich uberschussige Acylkomponente und N-Hydroxy- 
succinimid schnell und vollstandig abtrennen. 

Das Hydrierungsprodukt 29 des als 01 angefallenen 2-Arg-Gly-OMe * HC1 (28) 
wurde mit 2-Glu(0But)-OH acyliert (DCCI/HOBt) . Das ebenfalls nicht kristallisier- 
bare Tripeptid 30 reinigte man durch Chromatographie an Silikagel. Die alkalische 
Hydrolyse dieses Methylesters fuhrte zu dem als inneres Salz vorliegenden, kristal- 
linen 31. 

3) Dic Verbinclung 1 1st in der Zwischcnzeit in kristallincr Form crhaltcn worden; vgl. exper. 
Teil. 
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Schema 2. Aufbau des geschiitzten Fragments A(14-19) (2) 
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Schema 3. Aufbau des geschutzten Fragnze?zts B(21-30) (4) 
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Die mittels DCCI und HOBt in Gegenwart eincs Aquivalentes HCl durchgefiihrte 
Kondensation von 31 und 27 lieferte das Dekapeptid 32, welches durch Gegenstroni- 
verteilung gereinigt wurde. Wegen des iin Verteilungssystem verwendeten Ammo- 
niumacetat-Puffers fiel das den Argininrest enthaltende 32 in der Acetatforin an. 
Da Essigsaure (und ein eventuell noch vorhandener Rest von Ammoniumacetat) in 
der spateren Kondensation zu 5 storeii wiirden, fiihrte inan die anschliessende Ent- 
fernung der Benzyloxycarbonylgruppe in Gegenwart von Salzsaure (pH-Stat) durch. 
Nach Digerieren mit Wasser fiel 4 als Diliydrochlorid an, in dem keine Essigsaure 
mehr nachweisbar war. 

A(14-27) - B(77-30) (3) (Schema 7). Zur Verlangerung der A-Kette im Fragment 1 
verkniipfte man mit 2 mittels einer nacli HonzZ& Rudinger [6] in Dimethylformamid 
durchgefuhrten Azidkondensation. Die beiden (( temporarenn Aminoscliutzgruppen 
Trt und Bpoc erwiesen sich als stabil, sowohl unter den Kondensationsbedingungen 
als auch bei der Reinigung von 3 durch Umfallen aus Dimethylformamid-Acetonitril. 

A(14-27) - B(77-30) (5). Die Fragniente 3 und 4 kondensierte man nach dcr von 
Geiger & Konig  eingefiihrten Methode mit DCCI in Gegenwart von HOBt [7]. Das 
Endprodukt 5 wurde durch Gegenstromverteilung in einem neutralen System ge- 
reinigt. Auch hier war keine Abspaltung der Bpoc- oder Tritylgruppe zu beobachtcn. 

Das gescliiitzte Insulinfragment 5 erwies sich als leicht loslich in Dimethylforma- 
mid und in Gemischen von Chloroform und Mctlianol. Aucli bei allen zu 5 fiilirenden 
Zwisclienprodukten traten nie Schwierigkeiten infolge zu geringer Loslichkeit auf. 

Zur Beurteilung der Reinheit  von 5 und seiner Vorstufen diente hauptsachlich die 
Diinnschichtcliromatographie in verschiedenen Fliessmitteln. Als zusatzliche 
Charakterisierung stellte man jeweils auch durch Abspaltung der Scliutzgruppen mit 
Trifluoressigsaure die freien Peptide her. Dabei zeigte sich, dass die Diinnschicht- 
chromatogramme der freien Peptide (auf Celluloseplatten) vielfacli aussageltrailtiger 
sind als diejenigen der geschiitzten Verbindungen. 

Die Disproportionierung offcnkettiger, asyminetrischer Cyst inpeptide stellt eine 
potentielle Gefahr beim Arbeiten mit dieser Verbindungsklassc dar. Zur Kontrolle 
wurden Proben von 3 und 5 Bedingungen ausgesetzt, unter denen Disproportionierung 
eintritt. Man erwarmte zum Beispiel Proben wahrend einer Stunde in einer l.proz. 
methanolischen Diathylamin-Losung auf 50" [S]. Nach dieser Behandlung liessen sich 
im Diinnschichtchromatogramm nebst unverandertein Ausgangsmaterial sowohl bei 
3 als auch bei 5 die entsprechcnden zwei symmetrischen Cystinpeptidderivate nach- 
weisen. Letztere konnten aber weder in den rohen Kondensationsprodukten von 3 
und 5 nachgewiesen werden, nocli traten sie wahrend der Reinigungsoperationen auf. 

Aufgrund der Aufbauweise diirfte die optische Reinheit  in 5 gesichert sein, wie 
auch ein Abbau des Totalhydrolysates mit L-Aminosaureoxydase zeigte. Alle durch 
das Enzym abbaubare Aminosauren (Tyr, Leu, Val, Arg, Phe, Lys) wurden bis auf 
einen Restgehalt von ca. 1% (bei der Totalhydrolyse entstehende D-Enantiomere) 
oxydiert . 

Experimenteller Teil 
Allgemeines. Die Smp. sind auf einem Rpparat nach Dr. Tottoli (Firma Biichi, Flawil) be- 

stimmt und unkorrigiert. - Zur Elm-stellung dcr nicht naher bcschriebcnen Aminosauredcrivate 
siehe [9]. - ({Ubliche Aufarbeitunga bcdeutet : Aufnehmen im betreffenden Losungsmittcl, Wa- 
schen mit verd. Citronensaure, Wasser, verd. NaHCO3-Losung und Wasser, Trocknen iiber Na- 
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triumsulfat, Filtrieren und Eindampfen. - Eindampfen bzw. Eincngen einer Losung : Dies er- 
folgte im Rotationsverdarnpfer (RV.) bei einer Badtcmpcratur von 35-40' unter vermindcrtem 
Druck (11 bzw. 0,l Torr bci hoher siedenden Losungsmitteln wie Dirncthylformainid und Was- 
ser) . - Katalytischc Hydrierung zur Entfernung der Benzyloxycarbonylgruppen : Schutteln der 
im betreffenden Losungsmittel gelosten Substanz niit 10 bis 20proz. Pd/C in Hn-Atomsphare 
(25", 840 Torr) unter .\uffangcn dcs cntstehendcn COz in eincni zweiten, Init KOH gefullten 
Hydriergcfass. Nach Beendigung der Hz-Aufnahme Filtricren und Eindampfen. Katalytische 
Hydricrung am pH-Stat : Durchfuhrung wie oben, wobci als 1,osungsniittel Methanol/Wasser 
bzw. Trifluorathano!/Wasser 9 : 1 verwendet wnrcle. 1)urch kontinuicrliches Zutropfen von ca. 1 N 

HCl im betreffcnden Losungsmittel mit Hilie eines pH-States hiclt inan den PI€-Wcrt des Rcak- 
tionsgeinisches konstant bei 4,5. 

Chromatographisclae ReiaReitskontvoZleiz. hlle Rf .-Wcrte beziehcn sich auf Duvzmchichtchroma- 
fographieit auf folgenden Tragermaterialien : S : Kieselgel (Fcrtigplatten SL 254 der Pirma Antec, 
Hirsfeldcn) ; C: Cellulose (Aviccl Fertigplatten der Firma Schleicher & Schucll). - Die Losungs- 
mittelsysteme hatten folgende Zusamincnsetzung (Volumcntcile) : System 3 : Essigester/Pyridin/ 
Wasser 65 : 20 : 15 ; System 45 : 2-Butanol/3proz. wasscriger NHZ-Losung 70 : 30; System 52A: 
1-Butanol/Essigsaure/Wasscr 67: 10 : 23; System 100 : Essigestcr/Pyridin/Essigsaure/Wasser 
62: 21 : 6 : 11 ; System 101 : 1-Butanol/Pyridin/Essi~saure/Wasscr 38 : 24: 8 : 30; System 101X : 
1-Butanol/Pyridin/Essigsaure/Wasser 42: 24:4: 30; System 1 1 1 :  l-Hutanol/Pyridin/konz.NH3- 
Losung/Wasser 42: 24:4: 30; System 111B: 1-Butanol/Pyridin/konz. NH3-Losung/Wasser 
40:24:6: 30; System 112.4: l-Butanol/Pyridin/,~meisensaure/Wasser 42:  24:4: 20; System 112E: 
l-Butanol/Pyridin/4ineiseiisaure/Wasscr 44 : 24 : 2 : 20 ; System 121 : 2-Propanol/konz. ;"u'€r~-Lo- 
sung/Wasser 7: 1 : 2 ;  Systcm 121A: 2-Propanol/konz. NHa-Losung/Wasser 85: 5 :  10; Systeni 155: 
iz-Xmylalkohol/Pyridin/Wasser/Methylathylketon/~~Incisensa~ire 40 : 28 : 15 : 11 : 5. Die Platten 
Lvurden mit TDM-Reagens nach [lo] angefarbt. 

1. Sequenz A(20-21) - B(l7-20). - 1 wurde wie in [5] beschricbcn hergcstcllt. Aus Methanol/ 
Diisopropylather kristallisicrtc die Substanz mit eiiicm niol Nethanol. Smp. 158-162" (Zcrs.). 
[ x ] g  = - 114" (c = 1,4, Methanol). 

C46Hs3N70gS~. CH30H Bcr. C 59,16 H 7,08 N 10,28 S 6,72% 
(954,l) Gef. ,, 59,29 ,, 6,95 ,, 10,57 ,. G,99% 

2. Sequenz A(14-19). - Z-Asn-Tyr(But)-OMe (6). 50 g (0,2 mol) H-Tyr(But)-OMc und 
77,5 g (0,2 mol) 2-Asn-ONp wurden in 250 ml Diriiethylforrnaniid gclost und 15 Std. bei 20" 
belassen. Die Losung wurde eingedampft, der Kuckstand in 250 ml Methanol aufgcnommen, in 
500 ml Ather gegossen und der Nicdersclilag aus lieisseni Methanol ninkristallisiert. Xusbcute : 
76 g (7G%). Snip. 167-169". [a]: = +2" (c = 1,0, Methanol). (Lit. Snip. 162-163", [ccjg = 
+3,2", c = 2,5, Dimethylformamid [l l]) .  

Cz~H33N307 (499,6) Ber. C 62,50 H 6,66 N 8,41% Gef. C 62,45 FI 6,58 N 8,51% 

HCZ * H-Asn-Tyr(Uut)-OMe (7). 71,G g (143,2 mmol) 6 wurden in 500 ml Methanol am pH- 
Stat hydriert. 7 wurde bcim Eindampfen dcr Losung als weisser Schaum erhalten. Rf(S) @,60 
(System 121). 

Z-GZu(OBut)-Asn-Tyr(llut)-O;l(le (8). 65,65 g (143,2 mmol) Z-Clu(OBut)-ONp und 57,5 g 
(143,2 mmol) HCI . H-Asn-Tyr(But)-OMe (7) wurden in 700 ml 1)iniethylforniamid aufgcnom- 
men, mit 18 ml (143,2 mmol) W-Athylmorpholin versetzt und 15 Std. bei 20" stehengelasscn. 
Die Losung wurde eingedampft, dcr Riickstand in Chloroform aufgenomincn und mit 50proz. 
gesdttigter Natrinmchloridlosung gcwaschen. Nach Eindampfen der organischen Phase wurde 
der Riickstand aus 2-Propanol umkristallisicrt. Ausbcutc: 74,5 g (76%). Snip.  192-193". [a]: = 
- 12" (c = 1,0, Nethanoli. (Lit. Smp. 193-195", [x]$' = +0,6", c = 5, Dimethylformamid [ l l ] ) .  

C ~ S H ~ ~ N ~ O I ~  (684,s) Ber. C 61,39 €1 7,@7 N 8,18y0 Gef. C 61,39 H 6,98 N 8,27% 

H-GZu(OBut)-Asn-?jr(But)-OMe (9). 13,7 g (20 mmol) 8 wurden in 250 ml Methanol kataly- 
tisch hydriert, wobei das Ausgangsprodukt zu Beginn der Hydrierung nicht vollstandig gelost 
war. Rf(S) 0,25 (Chloroform/Methanol 8 :  2). 

Z-Lez~-Glu(OBut) -Asn-Tyr(Llu t ) -O~~~e (10). Eine Losung von 33,32 g (8G,2 mmol) 2-Leu-ONp 
und 47,5 g (86,2 mmol) 9 in 200 ml Dimcthylformamid wurden nach 15 Std. bei 20" unter Ruhren 
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in l ,5 1 eisgekiihltcn Ather gegossen. Der Nicderschlag wurde mit 250 in1 Essigester angeriihrt, 
abfiltriert und aus 750 nil lieissein Acctonitril umkristallisiert. Ausbeute : 59,4 g (86%). Smp. 
185-190". [z]g = - 21" (c = 1,3, Met,hanol). 

C ~ I H ~ ~ N ~ O ~ I  (798,O) Ber. C 61,71 H 7,45 S 8,78% Gef. C 61,56 H 7,48 N 8,83% 
H-Leu-GZu(OBut)-Asn-Tyr(But)-OMe (11). 13,34 g (16,7 mmol) 10 wurden in 500 ml Methanol 

katalytisch hydricrt. Rf(S) 0,55 (Chloroform/Methanol 7 : 3). 
Z-GZn-Leu-GZu(OBzit)-Asn-Tyr(But)-OMe (12). Eine Losung von 11,62 g (29 mmol) 2-Gln- 

Oh'p und 19,34 g (29 mmol) 11 in 250 ml Dimethylformamid wurden nach 15 Std. bei 20" in 
1,5 1 eisgekuhltes Methanol gcgossen. Der Niederschlag wurde abgcnutscht und aus heissem 
Methanol (150 ml pro 1 g Substanz) umkristallisiert. Ausbeute: 22,s g (85%). Smp. 232-234". 
[z]g = - 13" (c = 1,2, Dimethylformamid). 

C46&7N7013 (926,l) Ber. C 59,66 H 7,29 N lo,%% Gef. C 59,96 H 7,22 N l0,82% 
HCZ . H-GZn-Leu-GZu(OBut)-Asn-Tyr(But)-OMe (13). 20,14 g (21,7 mmol) 12 wurden in 

450 ml 90proz. Trifluorathanol am pH-Stat katalytisch hydricrt. 13 fie1 beim Eindampfen der 
filtrierten Losung als weisser Schaum an. Rf(S) 0,50 (System 45); 0,45 (System 100). 

Bfioc-Tyr(Bzzt)-OPcp (14). 12,7 g (26,9 mmol) Bpoc-Tyr(But)-OH und 8,95 g (33,6 mmol) 
Pentachlorphenol wurden in 200 ml Essigester gelost und unter Eiskiihlung mit 6,l g (29,6 mmol) 
DCCI versetzt. Nach 15 Std. hei 4" wurde die Losung filtricrt und wie iiblich aufgearbcitet; 
das Produkt wurde mit 250 ml Ather und 250 ml Hexan angcruhrt, abgenutscht und aus Essig- 
ester/Petrolather umkristallisiert. Ausbcute: 13,O g (67%). Srnp. 121-123". [el;' = - 31" (c = 1,2, 
Chloroform). 

C35H32C15N05 Ber. C 58,07 H 4,46 C124,49 N 1,93% 
(723,9) Gef. ,, 58,14 ,, 4,62 ,, 24,54 ,, 2,10% 

Bpoc-Tyr(But)-GZn-Lez~-GZu(OBz~t)-Asn-Tyr(But)-OMe (15). Zu einer Losung von 22,3 g 
(30,8 mmol) Bpoc-Tyr(But)-OPcp (14) und 22,6 g (28 mmol) 13 in 460 ml Dimethylformamid 
gab man 3,53 ml (28 mmol) N-Athylmorpholin. Nach 15 Std. bei 20" wurde auf ca. 100 ml ein- 
geengt uncl mit 750 ml Ather ausgefallt. Dieses Rohprodukt enthielt zu 510% das Pyrogluta- 
minylderivat von 13, Rf(S) 0,SO (System 100). Zu seiner Abtrennung wurde das Material einer 
Gegenstromverteilung im System Methanol/O,l M Ainmoniumacetat (pH 7,0)/Chloroform/Tetra- 
chlorkohlenstoff 10: 3: 5 :  4 uber 500 Stufen unterworfen. K-Wert von 15: 0,14. Ausbeute: 24,87 g 
(71.%). Rf(S) 0,65 (System 3); 0,60 (Chloroform/Methanol 8 :2) ,  0,65 (Systcm 45). 15 wurde aus 
Chloroform/Methanol 1 : 1 unter grossem Verlust kristallisiert. Smp. 230-233.". [m]g = - 15' 
(c = 1,4, Methanol). 
C67H9~N&15 (1249,5) Ber. C 64,40 H 7,42 N 8,97% Gef. C 64,47 H 7,52 N 9,15% 

Bpoc-Tyr(But)-GZn-Leu-GZu(OBut)-Asiz-Tyr(But)-NH-NH2 (2). Zu 20 g (16 mmol) 15 in 
180 ml Dimethylformamid gab man unter Eiskuhlung 20 ml Hydrazinhydrat. Nach 7 Std. bei 
4" goss man die Losung in 1 1 Wasser, nutschte ab und trocknete das Produkt im Exsikkator 
iibcr Phosphorpentoxid. Zweimaliges Umlosen aus Dimethylformamid/Acctonitril gab 17,85 g 
(89%) 2. Rf(S) 0,55 (System 45); 0,60 (System 121 A). 

3. Sequenz B(21-30). - N-Thv(But)-OBut. 2-Thr-OH wurde nach Callahan et al. [12] mit 
Isobutylen umgesetzt. Z-Thr(But)-OBut wurde im Gegensatz zu [12] durch Saulenchromato- 
graphie an Silikagel (Eluierung mit Essigcster/Petrolather 1 : 2) vom ebenfalls anfallenden 
2-Thr-OBut abgetrennt (Rf(S) 0,60 im System Chloroform/Methanol 9 : 1). Katalytische Hy- 
drierung in Methanol lieferte KThr(But)-OBut als 01. Titration mit 0,l N Salzsaure ergab einen 
Gehalt von 92%. Rf(S) 0,40 (Chloroform/l\Iethauol 9:  1). 

Z-Lys(Boc)-Thv(But)-OBut (16). 137 g (0,36 mol) Z-Lys(Boc)-OH und 833 g (0,36 mol) 
H-Thr(But)-OBut wurden in 1 1 Essigcster gelost und unter Eiskiihlung 82,4 g (0,40 mol) DCCI 
trocken zugegeben. Nach 15 Std. bei 0" wurde die Losung filtriert und wie iiblich aufgearbeitet. 
Das resulticrende 0 1  wurde in 250 ml Essigester/Petrolather 1 : 3 aufgenommen und die Losung 
anf eine Saule von Silikagel (7 x 40 cm) gegeben. Das gleiche Losungsmittelgemisch eluierte 
166 g (77%) diinnschichtchromatographisch reines 16 als 01. Rf(S) 0,55 (Essigester). 

H-Lys(Boc)-Thr(But)-OBut (17). 65 g (0,11 mol) 16 wurden in 500 ml Methanol katalytisch 
hydriert. 17 fie1 als weisser Schaum an. Ausbeute: 50 g. Rf(S) 0,45 (Chloroform/Methanol 9 : l ) .  
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Z-Pvo-l.ys(Boc)-Th~(Lz~t)-OBut (18). 17,32 g (50 mmol) Z-Pro-OSu und 22,98 g (50 mmol) 
17 wurden in 200 ml Essigester aufgenommen und die Liisung nach 24 Std. bei 20" wie iiblich 
aufgearbeitet. Kristallisation clcs Rohprodukts aus ,qthcr/PetroSthcr gab 29,6 g (86%) 18 vom 
Smp. 107-109". [a]? = -46" (c = 1,1, Methanol). 

C36H58N4j409 (690,9) Ber. C 62,58 H 8,46 N 8,1176 Gef. C 62,38 H 8,527 N 8,1276 

H-Pro-~,ys(Boc)-Thr(B~~it)-OBzit  (19). 13,82 g (20  nmiol) 18 wurden iu 150 ml Essigester 
Icatalytisch hydriert. Rf(S) 0,32 (CiilorOforni/;Methanol 8 : 2).  

Z- Thv( Uu1) -Pro-Ly,j (Doc)  - Thr (But) -0But (20). 8 5 3  g (0,21 mol) Z-Thr (Rut)-OSu und 111,3 g 
(0,2 mol) 19 wurden in 300 in1 Essigcstcr gelest, 24 Std. bei 20" stehcngelasscn, mit 300 in1 Essig- 
ester verdunnt und wie iiblich aufgearbeitet. Das Roliprodukt wurde in 200 nil Essigester auf eine 
mit  dieseni 1,osungsmittcl bcreitetc SBule von Silikagcl (7 x 50 em) gcgeben. Nach eincm Vorlauf 
von 800 nil eluicrten 400 nil Essigester 146,2 g (86%) dunnschichtchromatogra~hisch reines 20 
als weissen Schaum. Rf(S) 0,55 (Toluol/Aceton 1 :I) ; 0,40 (Essigcstcr). 

H-Thv(B~<t)-Pro-LysjBoc)-Thv(Bz.lt)-ORut (21). 84,81 g (0,l mol) 20 wurdcn in 800 nil Essig- 
ester katalytisch hydriert. Rf(S) 0,35 (Chloroforin/Xlethanol 9:  1). 

Z-Tyr (Bu t ) -Thr (Bzc t ) -PYo-Lys (Boc) -Thv (Bu~  (22). Eine Losung von 4,69 g (10 mniol) 
Z-Tyr(But)-OSu und 7,14 g (10 mmol) 21 in 100 ml Essigcster wurde nach 15 Std. bei 20" wie 
ublich aufgcarbcitet und das erhaltene Proclukt aus Ather umkristallisiert. Ausbeute : 8,25 g 
(77,5%). Smp. 113-116". [a:;; = -15" (c = 1,1, Chloroform). 

C571-lg~N60~3 (1067,8) ber .  C 64,14 H 8,50 N 7,870/, Gcf. C 63,87 H 8,49 N 7,7574 

IT- Tyr (But) - Thv (But)-Pvo-Lys( 1306)- Thv( But) -0 D z ~ t  (23). 53,39 g (50 mmol) 22 wurclen in 
500 ml Methanol katalytisch hydriert. R€(S) 0 , 5 0  (Chloroforiii/Mc.thanol 9:  1). 

Z-rhe-llyr(Uzct)-Thv(Bzit)-Pvo-Lys(Bor)-TiZr(Bzi')-Ol~ut (24). 3.9,O g (48 mmol) Z-Phe-OSu 
nnd 41,O g (44 mmol) 23 wurdcn in 100 nil Dimethylformamid gclost, 1.5 Std. bei 20" stchcn- 
gelassen, die Losung weitgrhend eingecngt, clas l'rodulit durch Zugabc von 500 nil Wasser aus- 
gelallt, in 500 ml Essigcster aufgenommen und wie iiblich aufgearbeitet. Zur Reinigung wurde 
es in 1.50 nil Essigcster auf cine in Essigester bereitetc Siiule von Sililragcl (S x 40 cm) gegeben. 
Xach eincm Vorlauf von 250 ml eluicrtcn 1,5 1 Essigcstcr 44,5 g (830,;) 24. Rf(S) 0,25 (Toluol/ 
Aceton 7 :  3) ; 0,50 (Chloroform/Methanol 95 : 5) ; 0,40 (Essigcstcr). 

H-Phc- 7:lir(iZzit)- Thv(But ) -Pro-~ys(Boc)-  Thr(Bzct)-OUat (25). 24,3 g (20 mmol) 24 wurden 
in 200 ml Methanol lintalytisch hydriert. Kf(S) 0,50 (Toluol/Accton 1 : I ) ;  0,70 (System 100). 

Z- €'he- Plze- 2 y r (  B zit)- T h y (  But) -Pvo-Lys( Boc) - Z'hr (But)-OBut (26). Eiiic 1,Bsung von 17,4 g 
(44 mniol) Z-Phc-OSu und 43,2 g (40 mmol) 25 in 200 ml l~inicthylforma~nitl  wurde iiacli 20 Std. 
bci 20" auf [-a. 100 ml eingeengt und dann in 700 nil Wasser gegossen. Der Niederschlag wurde in 
400 nil Essigcstcr wic iiblich aufgearbeitet. Der resultierende Schauni \vurde in 20 ml Essigester 
i d  eine in Essigester/Petroliithcr 1 : 1 zubercitcte Silikagclsiiule (7 x 50 em) gegeben und mit 
clieseni T~osungsmittelgemisch eluiert. Nach eincm Vorlauf v u n  750 ml wurden mit meiteren 4,5 1 
45,2 g (83%) 26 eluiert. Das beim Eindampfcn dcr Lijsung als weisser Schauni anfallende Produkt 
war leicht lijslich in Athcr und licss sich nicht kristallisiercn. Rf(S) 0,3 (Toluol/Aceton 7 :  3). 

H-Phe-Phe- 7 j r ( B z < t )  - Thv(But)-Pvo-Lys ( B o c )  - Thr(But) - 0 B d  (27). 13,GZ g (10 nimol) 26 
wurden in 200 in1 Methanol katalytisch hytlriert. Rf(S) 0,30 (Chlorofor~ii/Methanol 95 : 5) ; 0,53 
(Toiuol/Aceton 1 : 1). 

Freies Pept id:  Zur Abspaltung der t-Butylschutzgruppen wurdcn zu 1,0 mg 27 0,05 ml 
95proz. Trilluorcssigsaure gcgeben. Nach 1 Std. bei 20" wurde init 1,5 nil Ather ausgefallt, zen- 
trifugiert und der Ruckstand uber Natriuinhydroxicl-I'illen gctrocknct. Kf(C,) 0,65 (System 111 B) ; 
0,50 (System 155) ; 0,GO (System 101 A ) .  

Z-Arg-GZyOMc . HCZ (28). Zu 308,3 g (1 mol) Z-Arg-OH (inneres Salz) und 125,6 g (1 mol) 
HC1. H-Gly-OMe in 1,9 1 Dimethylformamid wurden unter Eiskiihlung 227 g (1,l mmol) DCCI 
gegebm. Nach 2 Std. bci 4" und 20 Sttl. bci 20" wurde abfiltriert, tlas Filtrat eingedampft und 
der Kiickstantl in 300 1111 Wasser gelost. Dicsc wasserige Losung wurde 31nd mit je 200 ml Chloro- 
form extrahicrt und dann eingedampft. Das als 01  anfallende Produkt (270 g, 65%) wurde direkt 
wciter verwendet. Rf(S) 0,35 (System 52 A ) ;  0,20 (System 100). 
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2HCZ . H-i2rg-GZy-OMe (29). 7,95 g (19,13 mmol) 28 wurden in 100 ml Methanol am pH-Stat 
katalytisch hydriert. 29 fie1 als 01 an, welches direkt in der folgenden Kondensation eingesetzt 
wurde. 

Z-GZu(OHzit)-Arg-GZy-OMe. HCZ (30). Zu G,0 g (19 mmol) 29 und 6,36 g (19 mmol) Z-Glu- 
(ORut)-C)H in 100 ml Dimethylformamid wurden unter Eiskiihlung 2,39 ml (19 mmol) N-Athyl- 
morpholin, 2,89 g (19 mmol) HOBt und 4,13 g (20 mmol) DCCI gegeben. Nach 2 Std. bei 4" und 
15 Std. bei 20" wurde abgenutscht und das Filtrat eingedampft. Der Riickstand wurde in 50 ml 
Methanol/Wasser 1:l aufgenommen und die Losung in 3 Portionen von je 75 ml Chloroform 
extrahiert. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Das 
Produkt wurde in Chloroform auf eine in diesem Losungsmittel zubereitete Silikagelsaule (3 x 30 
cm) aufgetragen. Nach einrm Vorlauf von 400 ml mit dem Gemisch Chloroform/Methanol 95 : 5 
eluierten 500 ml Chloroform/Methanol 9 : l  9,12 g (80%) 30. Rf(S) 0,30 (System 3). Die Chlorid- 
titration ergab einen Gehalt von 96%. 

Z-Glu(OBut-Arg-GZy-OH (31). 9,12 g (15,17 mmol) 30 wurden in 44 ml Methanol und 27 ml 
Wasser gelost. Mit 2~ NaOH wurde der pH-Wert der Losung auf l l , 5  gestellt und mittels pH-Stat 
konstant gehalten. Nach 35 Min. (Verbrauch an Natronlauge: 7,8 ml) wurde durch Zugabe von 
1 N HC1 auf pH 6,7 gestellt. Beim Einengen der Losung kristallisierte das Produkt aus. Umkristal- 
lisation aus heissem Wasser lieferten 6,63 g (79%) 31 vom Smp. 177-185" (Zers.). [ a ] g  = - 23" 
(c = 1,0, Methanol). 

C Z ~ H ~ ~ N ~ O Z .  HzO (598,G) Eer. C 5231 H 7,09 N 14,78% Gef. C 53,O H 7,0 N 14,8% 

Wasserbestimmung nach K.  Fischer: 3,1% (Ber. 3,17%). 

Z-GZu( 0 B u t )  -A rg-Gly- Phe- Phe- Tyr (But) - Thr (But) -Pro-Lys (Boc) - Thr (But) -0 But (32). 6,25 g 
(11 mmol) 31 in 60 ml Dimethylformamid gingen nach Zugabe von 2,75 ml 4~ HC1 in Essigester 
klar in Losung. Dam wurden 12,28 g (10 mmol) 27 in 45 ml Dimethylformamid gegeben. Die 
Losung wurde auf 0" gekiihlt und untcr Ruhren mit 1,68 g (11 nimol) HOBt und 2,47 g (12 mmol) 
DCCI versetzt. Nach 20 Std. bei 4" wurde das Gemisch auf ca. 30 nil eingeengt, filtriert und die 
Losung in 300 ml Wasser gcgossen. Der Niedcrschlag wurde in 100 ml95proz. wasserigem Methanol 
iiber eine Saule (3  x 25 cm) Mevck-Ionenaustauscher Nr. I1 (Acetatform) fiitriert. Das Eluat 
wurde eingedampft und der Riickstand einer Gegenstromverteilung im System Methanol/Puffer/ 
CHC13/CC14 10 : 3 : 5: 4 unterworfen (Puffer: 19,3 g hmmoniumacetat, 28,6 ml Essigsaure, mit Wasser 
auf 2 1 aufgefiillt). Nach 1000 Stufen befand sich 32 in den Elementen 195-255 (r,,, = 222, 
I< - 0,3). Ausbeute 15,25 g (84%). Rf(S) 0,G5 (System 3);  0,70 (System 100). 

2 HCZ . H-GZu (OBut)-A rg-GZy- Phe-Phe- T y r (  But) -Pro-Lys( BOG)- Thy(  But) -0But (4). 7,5 g 32 
wurdcn in 170 nil 95proz. wasserigem Methanol am pH-Stat katalytisch hydriert. Das erhaltene 
Produkt, das aus der Verteilung von 32 her noch Essigsaure enthalt, wurde in 2 Portionen mit 
je 20 in1 Wasser angeriihrt, ahgenutscht und iiber NaOH und P z 0 5  getrocknet. Ausbeute: 5,4 g. 
Gas-chromatographische Essigsaurebestimmung nach [13] : < 0,050/, . Gehalt an 4 aufgrund einer 
Chlorid-Titration mit Silbernitrat: 92%. Rf(S) 0,25 (System 100) ; 0,ZO (System 45). Aminosaure- 
Analyse (IIydrolyse 24 Std., 110", 6~ HC1) (Ber.-Werte in Klammern) : Lys 1,01 ( l ) ,  Arg 1,06 (l), 
Thr 1,85 (2), Glu 0,92 ( l ) ,  Pro 0,961 (l), Gly 1,00 (Bezugswert), Tyr 0,93 ( l ) ,  Phe 2,11 (2). 

Das durch Abspaltung der Schutzgruppen (durchgefiihrt wie bei 27) erhaltene freie Peptid 
zeigte folgende lif(C)-Werte: 0,40 (System 101 A ) ;  0,45 (System 112 A ) ;  0,50 (System 111 B). 

4.  Sequenz A(14-21) - B(17-30). - A(74-21) - B(77-20) (3). Zu einer auf -10" gekiihlten 
Losung von 10,62 g (8,5 mmol) 2 in 80 ml Dimethylforinamid wurden 10,O ml 2 , 0 9 ~  HCl in 
Essigester und 1,18 ml (10,2 mmol) t-Butylnitrit gegeben. Nach 10 Min. wurde mit 8,11 g (8,5 mmol) 
1 und 5,50 In1 (43,G5 mmol) N-Athylmorpholin in 55 ml Dimethylformamid versetzt. Nach 1 Std. 
bei - 10" und 15 Std. bci 4" wurde die Losung in 850 ml eisgekiihlte lproz. Essigsaure gegossen, 
der Niederschlag abgenutscht und iiber Natriumhydroxid-Pillen und Phosphorpentoxid getrock- 
net. Das Produkt (Rohausbeute 17,56 g) wurde 3mal aus Dimethylformamid-Acetonitril um- 
gcfallt. Ausbcute 11,85 g (G6%). Rf(S) 0,50 (System 3), 0,75 (System 100). Freies Peptid (zur 
Abspaltung der Schutzgruppen vgl. 27) : Rf(C) 0,45 (System 111 A), 0,55 (System 101). 

A(74-27) - B(77-30) ( 5 ) .  Zu einer Losung von 5,84 g (2,73 mmol) 3, 5 3  g (3 mmol) 4 und 
0,387 ml (3 mmol) N-Athylmorpholin in 55 ml Dimethylformamid wurden 0,625 g (4 mmol) 
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HOBt und 3,67 g (12 mmol) DCCI gegeben. Nach 2 Std. bei 40" wurde abfiltriert, das Filtrat auf 
ca. 20 ml cingeengt und dann in 200 ml Wasser gegossen. Der abgenutschte und getrocknete 
Niederschlag wurde durch Gegenstromverteilung im System Nethanol/O,l N Ammoniunlacetat 
(pH 7)/Chloroform/Tetrachlorkohlenstoff 10 : 3 : 5 : 4  gercinigt. Nach 1250 Schritten befand sich 
5 in den Rohren 1 6 4 0  ( K  = ca. 0,023). Der Inhalt dieser Elemente wurde vereinigt, eingedampft 
und bei 40"/0,01 Torr getrocknet. Zur uberfiihrung der Acetat- in die Chlorid-Form wurde das 
Produkt in 100 ml Dimethylformamid gelost und unter Riihrcn in 450 ml 3prOz. wasserige NaC1- 
Losnng gegossen. Es wurde abgenutscht, mit Wasser gewaschen und iiber Natriumhydroxid- 
Pillen und Phosphorpentoxid bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Gas-chromatographische 
Essigsaurebestiinmung nach [13]: < 0,05%. Ausbeute 8,12 g (78,5%). Rl(S) 0,60 (System 3), 
0,70 (System 100). 

Freies Peptid (Abspaltung der Schutzgruppen, sielie bei 27) : RfjC) 0,30 (System 155), 0,45 
(System 112 E). 

Elektrophorese auf Celluloseacetatfolie: pH 1,9 (1,67 M Essigsaure + 0,7 M Ameisensaure), 
90 Min., 20 V/cm: Laufstrecke 9 cm kathodisch. pH 8,6 (Veronalpuffer, cnthaltend 0,28% EDTA 
+25% Harnstoff), 90 Min., 20 V/cm: Laufstrecke 4 cm anodisch. 

Chromatographie auf Celluloseacetatfolie nach [14] : (Fliessmittel : 0,05 M NH3, Laufdauer : 
3 Std., Rnfarben der Folien mit modifiziertem Barton-Reagens nach [14]) : Laufstrecke 4,5 cm. 

Aminosuureanalyse. Hydrolyse 24 Std., 110", 6~ HCI. (Ber. Werte in Klammern) : Lys 0,95 (l), 
Arg 0,94 (l), Asp 2,06 (2), Thr 1,95 (2), Gln (3,04 (3), Pro 1 , O O  (1). Gly 2,00 (Bezugswcrt), Cys 
1,82 (2), Val 0,97 (l), Leu 1,99 (Z),  Tyr 3,08 (3), Phe 2,08 (2). 

Abbau mit L-Aminosuureoxydase: 1 pmol freies Peptid wurde in 1 nil 6~ HC1 wahrend 15 Std. 
bei 105" hydrolysiert und dann iiber Kaliumhydroxid zur Trockne eingeengt. Der Trockenriick- 
stand wurde in 100 p1 0 , 2 ~  Trispuffer (pH 7,52) gelost, mit 2~ LiOH das pH auf ca. 7,5 gestellt 
und dann das Volumen mit weiterem Trispuffer auf 250 ~1 erganzt. Von dieser Stamnilosung 
wurden 50 pl mit 50 pl 2proz. Enzymlosung (rohcs Schlangengift der Firma A'utvitional Bio- 
chemical Corp.) und 10 p1 Tolnol in 02-Atmosphare wahrend 24 Std. bei 37" inkubiert. Der 
Aniinosauregehalt wurde mit demjenigen der Staminlosung verglichen. 

Fur wertvolle technische Mitarbeit dankcn wir Frau V .  von Arx, Frau I .  Zimmermann sowie 
den Herren H .  R. Keller, R. Stoll und R. Ebevle. 

Die analytischen Arbeiten wurdcn in verdankenswerter Weise in unsercm Chromatographie- 
Laboratorium (Leiter: Herr E.  uon A m )  durch Frau I .  Deyber, Frl. A .  Grosshans, Frau J .  Hohler 
somie die Herren D. Faupel und W .  Morgenthaler ausgefiihrt. 
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