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Die Synthese von Z-Ala-Gly-Ser-Leu-Gln-Pro-OH (N"-Benzyloxycarbonyl-Human-Proinsu- 
lin-C-Peptid-( 18-23)-hexapeptid) und Z-Leu-Ah-Leu-Glu(0Bu')-OH (NOL-Benzyloxycarbonyl- 
Cy 27-trrt-butoxy- Human- Proinsul tn-C-Peptid-(24-27)-tetrapeptid) wu.d bcschr ieben. 

Notes on the Synthesis of Peptides with the Properties of Human Proinsulin C-Peptide 
(hC-Peptide), 11') 

Synthesis of the Sequences 18-23 and 24-27 of Human Proinsulin C-Peptide 

The synthebes of Z-Ala-Gly-Ser-Leu-GIn-Pro-OH (Nu-benzyloxycarbonyl-human proinsulin 
C-peptide-(18-23)-hexapeptide) and Z-Leu-Ala-Leu-Cilu(OBu')-OH (h"-benzyloxycarbonyI- 
CYz7-i-butoxy-human proinsulin C-pcptidc-(24-27)-tetrapeptide) are described. 

Im Kahmen der Synthese cles Human-Proinsulin-C-Peptids 1 )  wird hier die Dar- 
stellung von Z-Ala-Gly-Ser-Leu-Gln-Pro-OH (6) und Z-Leu-Ala-Leu-Glu(0Bu l)-OH 
(9) beschrieben. 

1. Z-Ala-Gly-Ser-Leu-GIn-Pro-OH (6) ist das Na-Benzyloxycarbonyl-Human- 
Proinsulin-CPeptid-( 1 8-23)-hexapeptid, das der Sequenz 50 - 55 des Human-Pro- 
insulins entspricht. Wie das Schema 1 zeigt, wurde das Hexapeptid durch Konden- 
sation von drei Dipeptiden gewonnen. 

Urn eine bessere Loslichkeit in orgaiiischen Losungsmitteln zu erreichen und urn 
Nebenreaktionen zu vermeiden, wurden die y-Amidfunktion des Glutamins mit den1 
4,4'-DimethoxybenzhydryLRest 2) und die Hydroxygruppe des Serins mit dem tert- 
Butyl-Rest3.4) geschutzt. Durch die 4,4'-Dimethoxybenrhydryl-Gruppe wird amino- 
endstandiges Glutamin stabilisiert ; es neigt nicht inehr m r  Bildung von Pyroglutamyl- 
peptiden, die $onst oft als Verunreinigungen auftreten. 

1 )  I. Mitleil.: R. Geiger, C.  Jiiger, W. Konig und G. Treuth, Chem. Ber. 106, 188 (1973), 

2 )  W. K6nig und K. Geiger, Chem. Ber. 103, 2041 (1970). 
3) G. W. Anderson und F. M.  Callahan, J. Amer. chem. SOC. 82, 3359 (1960). 
4) E. Winsch und J. Jentsch, Chem. Ber. !V, 2490 (1964). 

vorstehend. 
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Schema l, Synthcsp dcr gcschCrTten Sequcnz I8  2 3  

A l a  G l y  Se I ,  Gln P TO 

(81%) 1 

Zur Synthese der Dipcptide und zur Verknupfung dieser Dipeptide zum Hexapeptid 
wurde ausschlieBlich die Dicyclohexylcarbodiimid/l-Hydroxybenzotriazol-Methode 
(DCC/HOBt)5) herangezogen. Das voll geschutzte Hexapeptid 5 wurde 2 h bei Rauni- 
temperatur mit Trifluoressigsaure/Anisol ( 10 : 1 )  behandelt. Oabei spalteten sich die 
tevt-Butyl-Gruppen und der 4,4'-Dimethoxybenzhydryl-Rest unter Erhaltung des N"- 
Benzyloxycarbonyl-Kestes ab, und es entstand 6. 

2. Z-Leu-Ala-Leu-C1u(OBut)-OH (9) ist das Nu- Benzyloxycarbonyl-CY27-teri- 
butoxy-Human-Proinsulin-C-Peptid-(24-27)-tetrapeptid, das der Sequenz 56-59 de9 
Human-Proinsulins entspricht. Diese Sequenz ist identisch mit dem Schweine-Pro- 
insulin-C-Fragment-(24-27)-tetrapeptid, das von uns schon fruher im Rahrnen der 
Synthese des Schweine-ProinsuIin-(3 1 -63)-triacoiitatripeptid56) beschrieben wurde. 

Das Tripeptid Z-Ala-Leu-GIu(OBu,)-OMe (7) wurde nun jedoch auf andere Weise 
hergestellt. In unserer fruheren Synthese verknupften wir Z-Ala-Leu-OH niit H-Glu- 

7 )  MI. Konig und  R .  Geiger, Chem. Bcr. 103, 788  (1970). 
6 )  R .  Geiger, G. Juger, W. Kiitnig und A. Volk, Z. Naturforsch. 24b, 999 (1969). 
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(OBu')-OMe mittels DCC und N-Hydroxysuccinimid 7).  Bei der Neusynthese wurde 
das Peptid, wie das Schema 2 zeigt, schrittweise aufgebaut. 

Schema 2. S y n t h e s ~  tier g e s c h u t i t e n  Sfqrien7 2 4 - 2 7  

I 

t-- 

Wahrend unsere erste Synthese eine Gesamtausbeute von ca. 60 % lieferte, erbrachte 
der neue Weg ca. 75 %. Die weitere Umsetzung zum Tetrapeptid entsprach der fru- 
heren Synthese. 

Experimenteller Teil 
Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren bestimmt und sind nicht korrigiert. Die 

Drehwerte wurden in einem 1-dm-Rohr im lichtclektrischcn Polarimeter, Mod. 141 der Fa. 
Perkin-Elmer gemessen, die chromatographische Reinheit auf Diinnschichtplatten (Kieselgel 
F-254) der Fa. Mcrch in verschiedenen Laufmitteln gepruft. 

A b kurzungen : 
OSu N-Hydroxysuccinimidester Mbh 4,4'-Dimethoxybenzhydryl 
DCC Dicyclohexylcarbodiimid HOBt I-Hydroxybenzotriazol 
DCHA Dicyclohexylamin 

1. Ben~ylo~ycc1rbonyI-N~-~4,4'-dimethoxyberzzhydryl)-~-glutaminyI-~-prolin-tert-butylester 
(1): Zu einer Losung von 50.6 g (0.1 mol) ZGln(Mbh)-OH2), 20.7 g (0.1 mol) HC1.H-Pro- 
OBut (durch Hydricren yon Z-Pro-OBu'J) bei gleichzeitiger Zugabe von methanol. HCI bei 

7) E. Wiinsch und F. Drees, Chem. Ber. 99, 110 (1966); F. Weygand, D.  Hoffmann und 
E. Wiinsch, 2. Naturforsch. 21 b, 426 (1966). 

13' 
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pH 4.5 hergestellt, Schmp. 92 ~ 102") und 27 g (0.2 mol) l IOBt in200 ml DMF gibt inan 13  ml 
A'-Athylmorpholin und bei 0" eine kalte Liisung von 22 g DCC i n  DMF. Man IllJt I h bei 
0" und 1 h hei Raumtemp. ruhren, saugt den Niederschlag ab und engt das I'illrat i. V a k .  eiri. 
Der Ruckstand wird zwischen Essigester und gesiitt. P::idCO3-Losung verteilt. Die organische 
Phase wird abgetrennt und nacheinander mit Citronensaure, gesltt. NaHCO3-Liisung 
und Wasser gewaschen, uber NazSOd getrocknet und eingeengt. Zur weitercn Reiiiigung wird 
die Substanz in Essigester uber 700 g basischcs A I 2 0 3  (Woclm, Ak1.-Stufe 1) chromatogra- 
phierl. Das Eluat wird eingcengt und dcr Ruckstand mit Petrolather verrieben. Ausb. 61.7 g 
(9379, Schmp. 65-70" (unter Zers.), [a]L2: -- 25.5' Ic : I, in [)inietliylacetatnid). 

C37H45N30X (659.8) Ber. C 67.34 H 6.87 N 6.38 Cref. (: 67.7 H 7.00 N 6.1 

2. Benzyloxq.carboiiyl-O-tert - buty/- I.-ser,yl- i.-Ieu(:1'1- Nr- (4,4'-dii?ietho~.~ben=~iy~~,vli -IA-glu- 
trc~inyl-r-prolin-tert-but.vlester (4) 

a) Benr,vZo.~~~crrrhuny/-O-~erl-but)--l-~-sery/-~~-/ei~~in-~~f,t/zy/e.~f~~r (2) : 50 g (105 miiiol) Z-Ser- 
(Hu')-OI-I .DC[Hh4) werden hci 0" zwischcn Athcr und  2~ Citronensaure verriihrt, his alles 
gelost ist. Die ather. fhasc wird abgetrennt, zweinial init Wasser auqgeschuttelt, uber IVa2SOd 
getrocknet und eingeengt. Zur Losung des Ruckstandes in 200 ml absol. Tetrahydrofuran 
gibt man 18.1 g (100 mmol) HCI .H-Leu-OMep), 13 ml N-Athylniorpholin, 27 g HOB1 und 
bei 0" eine kalte Losung von 22 g DCC i n  Tetrahydrofuran. Man riihrt I h bei 0 und 1 11 
bei Raumtemp., saugt den Niederschlag ab u n d  engt das Filtrat ein. Der Riickstarid wird 
zwischen Essigester und NaHCOA-Losuiig verteilt. Die oryanische Phase wird abgetrennt, 
nacheinandcr init 2~ Citronenskure, gesatt. NaHC'OJ-Liisung und Wasser ausgeschuttelt, 
uber Na2S04 getrocknet und eingeenyt. Ausb. 43.8 g 01. 

b) Benzyluxycarbnizyl-O-tert-but.v l -~.-sPr?,  (3) : Die Losung des nach 2 a )  erhaltenen 
01s in 250 nil Diosan/Wasser (8 : 2) wird niit wenig Thyrnolphthalein vcrsetrl. Man gibt bis 
zur bleibenden Blaufarbung portionsweise 1 N NaOH 211. Nach beendeter Verseifung wird mit 
2 N  HC1 neutralisiert und eingeengt. Der Riickstaud wird bei 0" zwischen 2~ Citronensaurc 
und Ather verteilt. Die ather. Phase wird mit W'asser ausgeschuttelt, hber NazS04 getrocknet 
und eingeengt. Ausb. 37.4 g 0 1  (91 x, bczogen auf HCl. H-Leu-OMe). 

c) Benzyloxy~arbunyl- 0- terf  -1iutyl- r~-ser~l-~.-l~~uc.l;l-A:~'-(s1,4'-dinietliox,yhenzhy~r.v~~ -L-glufa- 
minyl-L-prulin-tert-but~lrster (4): Durch die Losung von 61.7 g (93.5 mmolj Z-Gln(Mbh)-Pro- 
OBuf (1) in 500 ml Methanol, der man etwas Pd(OH)2/HaSO4-KataIysstor mgcsctzt hat, leitet 
man WasserstofT, wobei durch Zutropfen von I N  methanol. HCI mit Hilfe eines Autotitrators 
pH 4.5 yehalten wird. Nach beendeter Hydrierung wird der Katalysator abtiltriert, das Filtrat 
wird eingeengt und der Ruckstand init k h e r  verrieben. Es bleiben 47 g amorphe Substanz 
zuruck (90%). Diese 47 g werden zusammen niit 34.4 g (85 mmol) Z-Seri~Bu')-Leu-OH (3), 
10.9 ml (85 mmol) N-Athylmorpholin und 28.1 g HOBt in 400 nil D M F  gclost. Bci 0" gibt 
man 23 g (110 mmol) DC'C, gelost in kaltem DMP,  zu, l 1 R t  1 h bei 0" und 1 h bci Raunitemp. 
ruhren, saugt den Niederschlag ab und engt das Filtrat i. Vak. ein. Dcr Riickstand wird in 
Essigcster aufgenonimeii. Die Losung wird filtriert, mit NaHCO3-LGsung, 2~ Citronensaure, 
NaHCO3-Losung und Wasser extrahiert, iiber NazSO4 getrocknet wid eingcengt. Dcr Rtick- 
stand wird mit Petrolather verriehen. Zur Reinigung wird in Essigester uber 250 g basisches 
A1203 (Woelni, Ak1.-Stufe I) chromatographiert. Ausb. 68.75 g (80>;, bezogen auf 2-Gln- 
(Mbh)-Pro-OBuf), amorph, [cr]io: - 25.6" (c = I ,  in Dimethylacetamid). 

Cy~H69N5011 (916.1) Ber. C 65.56 I1 7.59 N 7.64 GeT. C 66.0 H 8.00 N 7.6 

3. Benzyluxycurbonyl-L-u1urzyl-glycyl-O-trrt-butyl-L-sc~ryl-~-leirc.vl-N~'-(4,4'-dir~1ethoxybenz- 
hydrylj-L-glutamin.vl-~,-pru/iirr-tert-hutylester (5) : Durch die Losung von 68.75 g (75 mmol) 4 

8) M. Brenner und W. Ruber, I'lelv. chim. Acta 36, 1109 (1953). 
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in Methanol, der man etwas rdfOH)ZiBeS03-Katalysator 7ugesetzt hat, leitet man Wasser- 
stoff, wobei durch Zutropfen yon I N  methanol. HCI mit Hilfe eines Autotitrators pH 4.5 
gehaltcn wii-d. Nach bccndctcr Hpdricrung wird dcr Katalysator abgesaugt. Ilas Filtrat wird 
eingeengt, dcr Ruckstand init Athcr verricben und abgcsaugt. Zur Losung der amorphen 
Substanz (53.55 g) ~ u ~ a m i ~ i c i i  init 21.0 g (75 inniol) Z-Ala-GIy-OHQ) in 300 nil DMF gibt 
m a n  9.6 ml (75 nimol) N-Athylmorpholin, 20.2 g (150 niniol'l HOBt und bei 0" eine kalte 
Ldsung von 16.4 g f80 mmol) DCX in DMF.  Zur Aufarbeitung wird wie bei Beispiel 1. ver- 
fahren. Ausb. 57 g (73:(,, hezogen auf 4). Zers. ah 108"; [TI??: ~ -25.5" (c - - 1, in Dimethyl- 
acetamid). 

C55H77N7013 (1044.3) Ber. C 63.26 13 7.43 N 9.39 Gef. C 63.3 11 7.7 N 9.2 

rrrhonyl- ~ - ~ i t r n . y l - g l ~ ~ . ~ i - ~ - s e r ~ ~ f - z . - l r ~ ~ c ~ ~ l - ~ . - p i o t c r ~ ~ ~ i n ~ ~ l - ~ - p r o l i n  (6) : Die Losung 
von 30 g 5 und 10 ml Anisol in 100 ml Trifluoressigsiiure IiiMt man bei Raumtemp. 2 h stehen 
und engt anschlicBend bei cincr Badtcrnp. von 20" i. Vak. ein. Dcr Ruckstand wird mit Athcr 
vcrricbcn und abgcsaugt. Man f i l l t  ails Acetnii,'Petroliither um. IXe Verbindung kristalhiert 
aus Isopronylalkohol. Ausb. 14.3 g (h9%,), Zers. ab 1x1": [2]6": -34.0" (c ~ 1, in Dimethyl- 
acetamid). 

C ~ ~ T J ~ ~ N ~ O I ~  ,H20 (723.8) Ber. C 53.1 I H 6.82 N 13.55 Gef. C 53.2 T I  7.1 N 13.3 

5 .  Bcn~?lo .~-~~carbon~~l-  I.-alunyl- r-lei~cvl-~~-giutcmiinsiiuure (y-fert-butvlester) -nzethykster (7) : 
Zu einer auf 0' abgekiihlten Losung von 26.5 g (0.1 mol) Z-Leu-OI-llo) und 27 g (0.2 mol) 
HOBt in 200 rnl Tetrahydrofuran gibt man 25.4 g (0.1 mol) HCI .H-Glu(OBuf)-OMell), 
12.8 ml (0.1 mol) N-Athylmorpholin und danach eine eiskalte Losung von 22 g (0.106 mol) 
DCC in etwas Tetrahydrofuran. Man l5Bt 1 h bei 0- und 1 h bei RaumtemD. ruhren, saugt den 
Niederschlag ah und engt das Fillrat ein. Der Ruckstand wird wie i n  Beispiel 1. aufgearbeitet 
und zur Reinigung in Essigester iiber basisches A1203 fWoelm, Akt.-Stufe I) chromatogra- 
phiert. Ausb. 44.85 g 0 1  (96.6%). Die Verbindung wird in Methanol, wie in Beispiel 2. c) 
bcschrieben, katalytisch hydriert. Das resultierende Dipeptidester-hydrochlorid (34.8 g -- 
95 mmol HCI -H-l_eu-Glii!OBu')-OMe), das cbenfalls olig ist, wird mit 21.2 g (95 mmol) 
2-Ala-OH und 26.6 g (190 mmol) HOBt in 200 rnl DMF gclost. Bci 0" gibt man 12.2ml 
(95 nimol) h'-Athylmorpholin und cine ciskaltc Losung 'von 20.9 g DCC in DMF ZU. Man 
ldBt I h bei 0" untl I h bei Raumtenip. stehen, saugt dcn Nicderschlag a b  und arbeitet das 
Filtrat wie in Reispiel I .  auf. Der Ruckstaiid wird zur wcitcreii Reinigung in Tetrahydrofuran 
iiber basisches A1203 chromatographiert. I l as  Eiuat wird cingcengt und mit PetrolSther ver- 
rieben. Ausb. 40 g (75"/,, hezogen auf Z-Leu-OH), Schmp. 96 ~98",  [crlt': -- 54.1" (c -- 2, 
in Methanol). 

C27H41NiOX (535.6) Hcr. C 60.54 H 7.72 N 7.84 Gef. C 59.7 H 7.9 N 8.0 

6. B m , - y l o ~ ~ ~ ~ o r h o n . ~ l -  ~ - ~ ~ l c r n , v I -  1.- leurvl- r.-,~lutnrrtinsiiurei 1)- tart -butvlrsteri (8) : 1 5.8 5 g 
(28.65 mmol) 7 werden in einer hlischung aus 100 ml LXoxan und 16 nil Wasser suspendiert. 
Unter Riihren lCBt man langsam innerhalb von 2 ~ - 3  h 29 nil I N  NaOH zutropfen (Thymol- 
phthalein alr Indikator). Anschlielleiid wird mit 2~ Citroncnsiurc neutralisiert und eingeengt. 
Der Ruckstand wJird zwischen 2~ Citronensiiurc und Essigester verteilt. Die Essigesterlosung 
wire! mit Wasser gewasclxn, uher NazSOl gctrocknct utid eingeengt. Der Ruckstand kristalli- 
siert aus EssigesteriPelrolather. Ausb. 14.05 g (91 %,), Sclinip. 142-145". Nach Umkristalli- 
sation aus EssigesteriPetrolather Schmp. 1 4 5  148", [a];?: -45" (c = 2, in Methanol). 

( '2hH39N308 (521.6) Ber. C 59.87 Ff 7.53 N 8.06 Gef. C 59.5 H 7.6 N 8.2 

9) G. F. Holland und L .  A .  Coken, J .  Amer. chem. SOL 80, 3765 (19%). 
10) M .  Bprgmcrnn und L. Zertas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
11) b. Klieger und H Gibiun, Liebigs Ann. Chem. 655, 195 (1962). 
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7 .  Benzyloxycnrbor~yl-L-leucyl- L-alanyl-L-lel~cyl- c-gbtamiiisaurely-tert-butylester) (9) : 1 1 g 
8 werden in einer Mischung aus 50 ml Methanol und 50 ml Eisessig nach Zugabe von Palla- 
dium-Katalysator katalytisch hydriert. Der Katalysator wird nach beendeter Hydrierung 
abfiltriert, das Filtrat wird eingeengt und der Ruckstand mit Ather verrieben. Ausb. 7.95 g, 
Schmp. 214-215". Zur Suspension des Produktes in 50 ml DMF gibt man 7.25 g Z-Leu- 
OSul2) (ca. 20% UberschuO) nnd riihrt 1 Tag bei Raumtcmp. Man engt die Liisung ein und 
verteilt den Ruckstand zwischen Essigestcr und 2~ Citronensaure. Die Essigesterphase wird 
mit Wasscr gewaschen, uber Na2S04 getrocknet und eingeengt. Nach Umkristallisieren aus 
Essigester/Petrolathcr Ausb. 10.45 g (82%), Schmp. 186-- 189", [X I??:  -49.5" (u  = 2, in 
Methanol). 

C32H50N409 (634.8) Ber. C 60.55 H 7.94 N 8.83 Gef. C 60.0 H 7.8 N 8.8 

12) C. W. Anderson, J. E. Zimmerman und F. M. Calluhun, J. Amer. chem. SOC. 86, 1839 

[343/72] 
(1964). 


