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Zur Syiithese des h c  -Peptids werden Fragmcntc hergestcllt, ails denen sukzessive vom Carb- 
oxyleiide her dd\ Heiitriacontapeptid aufgcbaut wird. Die vorliegende Arbeit beschreibt den 
Syntheseplan und die Darstellung der geschutztcn Sequenz 28- 11, H-Gly-Scr(Buf)-Lco-Crln- 
OBitI1) (Cp 29-terr-Butyl-Human-Proinsulin-C-Peptid-(28-? 1)-tetrdpeptid-tert-butylester) 

Notes on the Synthesis of Peptides with thc Propertics of Human Proinsulin C-Peptide 
(&Peptide), I 
Plan of the Synthesis and Preparation of the Sequence 28-31 

For the synthesis OI &peptide fragments are prepared, from whxh the hentriacontapeptide 
is built up successircly, beginning at the carboxyl end The present paper dewibes the plan 
of the synthesis and the prcpardtion of the protected sequence 28 -31, H-Gly-Ser(Bu')-L eu- 
Gln-OBu' 1) (Cp 2W-butyl-human proinsulin C-peptide-(28-31)-tetrapeptide t-butylester). 

Die Entdeckung des Proinsulins durch Sfrinrr und Oyer2) warf eine Reihe von 
Fragcn auE, die auch die Rolle des C-Peptids betrafen, das im Proinsulin die Brucke 
zwischen Insulin-B- und -A-Kette bildet und neben Inulin aus dcr F-Zelle des Pan- 
kreas sezerniert w ird, 

Der [solierung von C-Peptid aus mcnschlichem Pankreas stehen wcgcn der schwercn 
Zugiinglichkeit des biologischcn Materials und der schon vor der Aufarbeitung begin- 
nenden Autolyse grol3e Hindernisse entgegen. Dennoch konnte eine fur die Konsti- 
tutionsaufklarung hinrcichende Menge der reinen Substanz erhalten und die Amino- 
siiurcsequcnz erinittelt werden3,4) : 

1 1 
H-Glu-Ala-Glu-Asp-Leu-Gln-Val-Gly-Gln-Val-Glu Leu-Gly-Gly-Gly- 

I 3 3 1 5 6 7 s 'i 10 1 1  12 11 1 4  15  

1 1 1 
Pro  - Gly - Ala- Gly-Ser- Leu  - Gln- P r o  - Leu - Ala - Leu- Glu-  Gly -Ser- Leu  - Gln- OH 1 

I (  i i  1 5  I O  2 0  2 1  ' 2  2.5 a d  25 at,  2 7  '"i 39 70 ' I  

1) Abkurzungen cntsprecheii dem Vorschlag der IUPAC-IUB Commission on Biochemical 
Yomcnilaturc; vgl. Hoppe-Seyler's Z .  physiol. Chem 348, 245, 256, 262 (1967) Weitere 
A bkurmngen siehe experimenteller Ted. 

2 )  D. I+. Steiner und P .  E U y w ,  froc.  nat. Acad. SCI. USA 57, 473 (1967). 
3 )  P. L. Oier,  S. Chu, J .  D. Peterson uiid D. F. Steiner, J biol. C hcmistry 246, 1175 (1971). 
4) A S. C. Ku, D. G' 5m) th, J .  Markussen und F. Simdby, Europ. J. Riochcm. 20, 190 (1971). 



1973 Peptide i d  Figenschaften des Human-Proinsulin-C-Peptids, I 189 

Das fur weitere Experimente benotigte Material versuchten wir auf synthetischem 
Wege herzustellen und berichten im folgenden uber den Verlauf unserer Synthesen. 

Wir benutzten ausschlieRlich die klassischen Verfahren der Peptidchemie mit der 
auf Schwyzer zuriickgehenden Strategie, funktionellc Gruppen in den Seitenketten 
der h i n o s k u e n  durch die protonensolvolytisch abspaltbaren fert-Butoxy- und 
ferf-Butyl-Keste zu blockieren. cr-Aminogruppen wurden durch den hydrogenoly- 
tisch abspaltbaren Benzyloxycarbonyl-Rest geschutzt, den wir auch bei der Synthese 
von Peptiden aus der Sequenz des Schweine-Proinsuhns mit Erfolg verwendet hattens). 
Nur in einem Fall, bei dem sterische Hinderung zu befurchten war, wurde der ZNitro- 
phenylsulfenyl-Rcst zum Schutz der ol-Aminogruppe eingesetzt. Das N-terminale 
Octapeptid ( I  -8) trug als N1-Schutzgruppe den terf-Butoxycarbonyl-Rest. 

Zur Kondensation der Fragmente wurde die Dicyclohexylcarbodiimid/l -Hydroxy- 
benzotriazol-Methode (DCC/HOBt)6) angewandt. 

In Formel 1 sind die Kndpfungsstellen durch Pfeile gekenweichnet. Tab. 1 fuhrt 
die Fragmente in geschutzter Form, in der sie sukzessive zur Kondensation eingesekt 
werden, auf. 

Tab. 1 .  CeschutLle Peptid-Fragmente Lur Synthese des hC-Peptid\ und \cines 
[Glue, Glnll]-Analogen 

H-Gly-Ser(But)-Leu-GIn-OBur (28-31) 
Z-Leu-Ala-Leu-Glu(0Bnt)-OH (24-27) 
2-Ala-Gly-Ser(But)-Leu-Gln-Pro-OH (1 8-23) 
Z-Gly-Gly-Pro-Gly-01 I ( 1  4- 17) 
2-Glu(OBuf)-Val-Gln-Leu-Gly-OH (9-1 3) a 
Nps-Gln(Mbh)-Val-C;1u(OBut)-OH (9-13) b 
Boc-Glu(OBu~)-Ala-G1u(OBut)-Asp(OBu~)-Leu-Gln-Val-Gly-OH (1 -8) 

Die Sequenz 9-13 muljtc in zwei Varianten hergcstellt werden, da aufgrund einer 
fruheren Publikation7) in Position 9 Glutaminsaure und in Position 11 Glutamin 
erwartet worden war. Nach Keniitnis der endgultigen Strukturformel3,4) wurde die 
Synthese entsprechend umgestellt. Allerdings war nun die Kupplungsstelle zwischen 
den Positionen 8 und 9 mit Glutamin in Stellung 9 wcgen der Gefahr der Cyclisierung 
von Glutamin zu Pyroglutaminsaure denkbar ungunstig. Wir begegneten ihr durch 
Verwendung des 4,4-Dimethoxybenzhydryl-Restes (Mbh)x) als Amidschulzgruppe 
fur Glutamin und des 2-N itrophenylsulfenyl-Restes (Npsj als cr-Amino-Schutzgruppe, 
um miigliche Schwierigkeiten bei der hydrogenolytischen Abspaltung der Benzyloxy- 
carbonyl-Gruppe zu vermeiden. 

Auch die Synthese des analogen [Glus, Glnll],C-Peptides wurde weitergefiihrt, urn 
klaren zu konnen, ob sich eine solche Umstellung im antigenen Verhalten nieder- 
schlagen wurde. 

5 )  R .  Geiger, C. Juger, W.  Konig und A. Volk, Z .  Naturforsch. 24b, 999 (1969). 
61 W. Konig uiid R. Geiger, Chem. Ber. 103, 788 (1970). 
7) P. C. Oyer, S. Cho und D. F. Steiner, Federat. Proc. 29, 531 (1970). 
8) W. Komg und R.  Geiger, Chem. Ber. 103, 2041 (1970). 
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Schema 1. Synthe5c cldr geichui7ten Sequenz 28-31 

7 Ser  Leu Gln 

OBut 2 

OBut 3 

OBu' 4 

ORUt 5 

OUu'  6 

OBu' 7 

OBu' 8 

83% 

7 8 %  

92% 

9 2 %  

84.5% 

9 0% 

Schema 1 zeigt die Synthese der geschiitzten Sequenz 28--31. Ausgehend von 
Z-Gln-OBu'Y) wird das Peptid stufenweise aufgebaut. Zur Kondensation mit Z-Leu- 
OH bzw. Z-Ser(Bu')-OH 10) wird DCC/HOBt6) verwendet, Z-Gly-OH wird als 2,4,5- 
Trichlorphenylester 11) aktiviert. 

Experimenteller Teil 
Die Schmelzpunkte wurdcn in offencn Kapillaren bestimmt und sind niLht korrigiert. Die 

Drehwerte wurden im lichtelektrischen Polarimeter Mod. 141 der Fa. Pcrkin-Elnicr gcmcssen, 
die chromatographische Reinheit auf Dunnschichtplatten der Fa. E. Merck in folgenden 
Laufmittcln gepriift : 

A MethylPthylketoiiiPyridin-Wasser/Essigsaure (70 : 15 : 15 : 2), B n-ButanollEssigsaureI 
Wasser (6 : 2 : Z), C n-Heptani'Pyridin/trP.t-RLitylalkohol ( 5  : 1 : 1 ) .  

Abkiirzungrn: 
Nps 2-Nitrophenylsulfenyl HOBt 1 -Hydroxybenzotriazol 
OTcp 2,4,5-Trichlorphenylestcr TosOH p-Toluolsulfonsaure 
DCC Dicyclohexylcarbodiiniid 

1. L-Clufnmin-tert-6Mtylcster - H C l ( 2 ) :  101 g (0.3 mol) Z-Gln-OBu'9) werden in 3 I Metha- 
nol an Palladiumschwarz untcr gleichzeitiger automalischer Titration mit 2~ methanol. 
HCI bei pH 4.5 katalytisch hydriert. Nach Anfnahme von etwa 145 ml ZN HCI wird vom 

9)  G. W. Anderson und F. 144. Callahan, J .  Amcr. chem. SOC. 82, 3359 (1960). 
10) E. Wiinsch und J.  Jenrsrh, Chem. Bcr. 97, 2490 (1964). 
7 1 )  J. Pless und R.  A .  Buissunnus, Helv. chirn. Acta 46, 1609 (1963). 
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Katalysator abfiltriert, das Filtrat i. Vak. abdestilliert und der Ruckstand nus Isopropyl- 
alkohol umkristallisiert. Ausb. 49.5 g (69:4); DC:  Reirl in System €3; [cc]~:: -15.6" (c = 1, 
in Methanol). 

2. Benzylo~ycarbunyI--~-leucyl-~-gl~it~ii~ii~-tt.rt-hu~ylester (3): Zu eincr Losung von 47.7 g 
(0.2 mol) 2, 53.0 g (0.2 mol) 2-Leu-OF1 und 27.0 g (0.2 mol) HOBt in 500 ml DMF gibt man 
bei 0" 25.6 ml (0.2 mol) N-Athylmorpholin und 43.3 g (0.21 mol) DCC. Nach 6 h Riihrcn bei 
Raumtemp. wird voni Dicyclohexyiharnstoff abfiltriert und das liosungsmittel bei I Torr 
abdestilliert. Dcn Riickstand nimmt man in 350 ml Essigestcr auf, wascht die Losung nach- 
einander jc zwcimal mit 5proz. KHS04-Losung **), gesatt. NaHCOi-Losung und Wasser, 
trocknci iibcr Na2S04 und destilliert den Essigester i. Vak. ab. Der gallertige Ruckstand wird 
mit Ather verrieben, abfiltriert und i. Vnk. iibcr P2O5 gctrocknet. Ausb. 74.6 g (83 x). DC: 
Rein in System B urid C ;  [%I$*: -34.8" (c = 1, in Mcthanol). Zur Aiialyse wird aus Isopropyl- 
alkohol,Tetrolither umkristallisicrt. Schmp. 116- 118'. 

CZ3H&l306 (449.5) Ber. C 61.45 H 7.85 N 9.36 Gel. C 61.3 H 7.9 N 9.3 

3. ~ - L e u c ~ ~ - ~ - g ~ i i t ~ ? ? i i n - t e r t - b ~ t y ~ ~ s t e ~ ~  TosOH (4) : 67.4 g 3 werdcn in 1 1 Methanol unter 
Titration mit 2~ methanol. TosOH bei pH 4.5 analog Versuch 1. katalytisch hydriert. Das 
Reaktionsprodukt wird uus Acetonitril nmkristallisiert. Ausb. 57.0 g (78 3;). DC: Rein in 
System B. Schmp. 156-158". [3]h0: -6.8" (c = 1, in Methanol). 

C J ~ H ~ O N ~ O ~ ~ C ~ H ~ O ~ S  (487.6) Bcr. C 54.20 H 7.65 N 8.62 S 6.58 
Gcf. C 54.0 H 7.6 N 8.8 S 6.4 

4. B e n z ~ ~ l o . ~ - ~ ~ c a r h u n ~ ~ l - O - t e r t - h u t y l - ~ - ~ e r y I - ~ - I ~ ~ ~ ~ ~ I - ~ - g l i ~ t n m i n - t e r t - b ~ r t y l e s t e r  (S): Man gibt 
ZLIT Losung von 29.5 g (0.1 mol) Z-Ser(13ut)-O€I lo) ,  48.8 g (0.1 mol) 4 und 1.35 g (0.1 mol) 
HOBt in 300 ml IIMF bei 0 12.8 ml (0.1 mol) N-Athylmorpholin und 22.5 g (0.11 mol) DCC 
zu und riihrt 5 h bei Raumtemp. Dann filtriert man vom Dicyclohexylharustoff ah, briiigt 
das Filtrat bei I Torr Liir Trockene und nimmt den Ruckstand in 300 ml Essigcstcr auf. Die 
Essigesterlijsung wird nacheinander j e  zweinial mit 5yroz. KHSO4-LOsung, gesatt. NaHC03- 
Ltisung und Wnsscr gewaschen ~ i n d  iiber Na2S04 gctrocknet, Man destilliert den Essigester 
i .  Vak. ab  und kristzllisiert den Ruckstand aus tsopropylalkohol/Diisopropyl&ther uni. Das 
leicht gallertige Produkt wicgt 5 4 . 5 ~  (92y'). DC: Rcin in System C'; [xlk': --33.9" ( c z  1,  in 
Methanol). 

C30H48N40Y (592.7) Ber. C 60.79 H 8.17 N 9.45 Gcf. C 60.6 H 8.1 N 9.45 

5. O-tert-Ri~t~l-L-ser)~l-~.-lelbc~l-~.-gli~trrmin-tert-hut?;leste~ . TosOH (6 ) :  54 g (0.09 niol) 5 
werden in 400 ml Methanol unter Zugabe von ZN methanol. TosOH bei pH 4.5 analog Ver- 
such 3. kulalytisch hydriert. Das Reaktionsprodukt ist sshaumig und wird Lur Reinigung 
kurz mit Acetonitril in der Warme verriebcn. Nach Abkiihlen wird abfiltricrt und mit Acc- 
tonitril gewaschen. Trocknen i. Vak. ubcr PzOs. Ausb. 52.2 g (92%). DC: Rein in System A. 
Schmp. 183--184" (Zcrs.). [m]',": -24.7" ( r  == 1, in Methanol). 

C22H4~N&]C7H703S (630.8) Ber. C 55.21 H 7.99 N 8.88 S 5.08 
Gef. C 55.4 H 7.9 N 8.9 S 5.1 

6.  Renzyloxyca~buiiyl-~lycq'I- 0- tert-hutyl- L-seryl- L- lei~cyl- L-gliitallliii-tert-bntylester (7) : 
50.5 g (0.08 mol) 6 und 38.8 g (0.1 mol) Z-Gly-OTCP11) wcrden in 500 1111 DMF mit 10.25 ml 
(0.08 mol) N-Athylmorpholin versetzt und 24 h bci Raumtemp. gcruhrt. Man destilliert das 
Losungsmittel bei 1 Torr ah, nimmt den Ruckstand in  Essigcstcr auf, wascht die Losung nach- 
einander je zweimal mit 5proz. KHS04-Losung, gesiitt. NaHCOi-Losung und Wasser, trock- 

12) R .  Spangenberg, P. Tliamm und E. U'iinsch. Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 352, 655 
(1971). 
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net uber NaZS.04 und destilliert den Essigzster i. Vak. ab. Der Riickstand wird griindlich mit 
Athcr vcrrieben. Ausb. nach Trocknen i.  Hochvak. uber P205 und K O H  44.0 g (84.5 %). 
DC: In System R bis auf eine Spur ‘Trkhlorphenol rein. Schmp. 139-142”. 

C3?H5,N5O9 (649.8) Ber. C 59.20 H 7.92 N 10.78 CI 0.0 
Gef. C 58.7 H 7.8 N 10.5 C1 0.8 

7.  Gl~c)~I-O-terr-butyl-i.-serq’l- i .-leuc~~l-r-~lutamin-tert-but.vle.~i~r . Tos0 H .  H20 (8) : 43 g 
(66 mmol) 7 werden in 1 / Methanol unter Zugdhe von 1~ methanol. TosOH bei pH 4.5 
analog Versuch 3.katalyfisch hydriert. Das Reakfionsprodukt ist schaumig und leicht hygro- 
skopisch. Es wird mit Ather digeriert, nach mehrstiiudigem Stehenlassen uiiter Ather abfil- 
triert und uber KOH und P2O5 i. Vak. getrocknet. Ausb. 42 g (90%). DC: Rein i n  System B: 
[n]gO: ~~ 33.8’ (L .  :- 1 ,  in Methanol). 

C24H46N5071C7H703S HzO (705.9) Ber. C 52.78 H 7.85 N 9.93 S 4.55 
Gcf. C 53.0 H 7.9 N 10.0 S 4.5 

13421721 


