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Chem. Ber. 106, 206 -210 (1973) 

Zur Synthese von Pcptiden mit Eigenschaften des Human-Proinsulin-C-Peptids 
(i,C-Peptid), TV 1 )  

Darstellung der Sequenz 1-8 des Human-Proinsulin-C-Peptids 

Georg Juger 

Farbwerke Hcechst AG, vormals Meister Ixcius & Briining, 
1)-6230 Frankfurt-Hdchst, Poxtfach 800320 

Eingegangen am 12. September 1972 

Die Syiithesc von Boc-Glu(OBuf)-Ala-Glu(OBu~)-Asp(OBuf)-Leu-G1n-Val-Gly-OH (lert- 
Butoxycarbonyl-CY1- tert-butoxy - CY3-tert-butoxy - i'fi1- fert-butoxy- Human-Proinsulin-C- 
Peptid-( 1-8)-octapcptld) wird beschriebeii. 

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

Synthesis of the Sequence 1 -8 of Human Proinsulin C-Peptide 

The syn thehi\ of Boc-Glu(OBu')-Ala-Glu( 0Bu')-Asp(OBu')- Leu- Gln-Val-Giy-OH (fert- 
bu toxy~arbonyl -C~ '~- rer t -b~~toxy-C~ '~- te r f -b i~ to~y-  CB4-terr-butoxy-human proinsulin C-pep- 
tide-(l-S)-octapeptide) I S  described. 

Der schrittweise Aufbau von Boc-Glu(0Ru' )-Ala-Glu(OBuz)-Asp(OBut )-Leu-Gln- 
Val-Gly-OH (15)2), das der Sequenz 33 -40 des Human-Proinsulins entspricht und 
als Teilstuck zur Synthese de5 Human-Proinsulin-C-Peptids3) diente, is1 aus Schema I 
ersichtlich. 

Zunachst wurde das 'Tripeptid Z-Gln-Val-Gly-OBu' ohne Schutz der Amidfunktion 
des Glutamins hergestellt. Die nachfolgende katalytische Hydrierung dieser Verbin- 
dung wurde in Essigsiiurc durchgcfuhrt, da das Peptid selbst in Dimethylacetamid 
schwer ioslich war. Dabei bildete sich jedoch in betrachtlichem U mfang Pyroglutamyl- 
peptid. Durch Verwendung der 4,4'-Dimethoxybenzhydryl-Gruppe4) zum Schutz de. 
Amidfunktion konnten wir diece Nebenreaktmn vermeiden und erhielten so bei 
der katalytischen Hydrierung des vollig geschiitztcn Tripeptids 4 in Essigsaure H- 
Gln(Mb1~)-Val-Gly-OBu' v C H ~ C O ~ H  (5)  i n  quantitativer Ausbeute 

1)  111. Mitteil.: R.  Geiger und A.  Vulk, Chem. Ber. 106, 199 (1973), vorstehend. 
2 )  Abkiirzungen entspr. IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, Hoppe- 

Seyler's Z. physiol. Chem. 348, 256, 262 (1 967). OSu N-Hydroxysuccinimidester, 
M b h = 4,4'-Dimethoxybenzhydryl, OOBt ~ 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-1,2,3-benzo- 
triazinester. 

3) R. Geiger, G. Jager, W .  K m i g  und G'. Trerrih, Chem. Ber. 106, 188 (1973). 
4) W. Kunig iind R.  Geiger, Chem. Ber. 103, 2041 (1970). 
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Das bei der weiteren Uinsetzung von 5 mit Boc-Lcu-OSu5) entstandene geschutzte 
Tetrapeptid 6 lieferte bei 5min Kochen mit TrifluoressigsaurelAnisol (10 : 1) glatt 
ddS freie Tetrapeptid 7. Da diescs Tetrapeptid mit aniinoendstiindigem Leucin infolge 
sterischer Hinderung mit Z-Asp(0Bu')-OSu 9) nur sehr langsam reagierte, wurde 
Z-Asp(OBut)-OH~~7~ mit 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin/~icyclo- 
hexylcarbodiiniid 10) voraktiviert und bci dcr U-msetzung mit 7 eine betrgchtliche 
Erhohung der Keaktionsgeschwindigkeit erreicht. Zur Herstellung dcs Octapeptids 15 
konnte irn lctzten Syntheseschritt Boc-Glu(0Bu')-OH 11) in Form des kristailinen 
3-Hydroxy-4-oxo-3,4dihydro- 1,2,3-benzotriazinesters 14 eingesetzt werden. 

Experimenteller Teil 
Die Schrnelzpurikte wurcien im Apparat nach Dr. Tottoli bestinlint und sind nicht korri- 

giert. Die spez. Drchwerte wurden im Polarimeter 141 von Perkin-Elmer gemessen. Ilie Rein- 
heitspriifung der Substanzcn erfolgte dunnschichtchromatographisch in melireren Systemen. 
Alle Produkte w,urdcn i. Hochvak. iiber P205 gelrocknet. 

Die Aminosaure-Analyse wurde nach 24stdg. Hydrolyse mit 6 s  HCI (bei 120") init 
einem Deckman-Aminoslure- Analysator vorgenomnien. 

1. Benz,c.lox.vcurhonyl- i~-valyl-glycin-Irrt-hut~lester (1) : 26.23 g (0.20 mol) H-Gly-OBu'ci) 
und 69.64 g (0.20 mol) 2-Val-OSuj) werden in 200 ml DMF unter Kuhlen gelost. Nach 
4sldg. Stchcnlassen bei Raumtemp. wird dic Lasung i. Hochvak. eingedampft, dcr feste Kuck- 
stand in Chloroform aufgenommen, die Losung mit wl8r. C'itronenslure, NaHC03-Losung 
und Wasser gcwaschen, tiber Na2SO1 gctrocknet und i. Vak. eingedampft. Ausb. 71.18 g 
(95%). Schmp. 146.5- 147.5"; [%IF: --7.6" (c ;--- I ,  in Chlorororm). 

C19HZ~N205.1/2 H 2 0  (373.5) 

2. B e ~ ? z ~ l ~ ~ . ~ ~ ~ c u r b a n ~ ~ - ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ l u ~ t i ~ ~ z y ~ - ~ - ~ ~ u ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ c ~ n - t e r t - h u t , ~ ~ ~ e s t e r  : 1 8.22 g (48.8 mmol) Z-Val- 
Gly-OBuf.1/2 H 2 0  (1) werdcn in 50 ml Dimethylacetainid in Ciegcnwarl von Palladiuin- 
schwarz 61i2 h hydriert. Dann wird filtriert, der Filterruckstand niit 12 ml DMF gewaschen 
und das Fillrat mit 20.87 g (52 mmol) Z-Gln-ONplZ) versetzt. Nach dem Verdiinnen mit 
300 ml DMP riihrt man 20 h bei Kaumlemp. und yiel3t anschlieBend die Suspension in 
500 ml Athylacetat. Den Niedcrschlag saugt man ab  und wascht mit Athylacetat. Ausb. 
17.06 g (7IxJ .  Schnip. 223" (Zers.); [XI??: +31.8" (c = I ,  in Eisessig). 

Ber. c'61.11 H 7.83 N 7.50 Gef. C 60.8 H 7.6 N 7.7 

C24H3&i407 (492.6) Ber. C 58.52 H 7.37 N 11.38 Gef. C: 58.4 H 7.5 N 11.4 

Hei der katalytischen Hydrierung vorstehender Vcrbindung in Eisessig entstand nin hydrin- 
positives €1-Gln-Val-Gly-ORd, das aber bercits iiach einer Hydriertingsdauer von 2 h betr lcbt- 
liche Mengen an ninliydrin-negativem Pyroglutamylpeplid enthielt; nach Entfernung des 
Palladium/Bariumsulfat-Katalysators und Eindampfen i. Hochvak. zeigte das Winnschicht- 
chromatogramm l'ast ausschliefilich nur noch ninhydrin-negative Substanz an. 

3. .~~-Bertz~loxycurhonyl-N~-(4,4'-dimethoxyhe~ilzhl .c lry~l)-1~-glut~n~in-~N-hydro.~.v-succin-  
imjdester,' (3jlU: 15.20 g (30 mmol) Z-Ciln(Mbh)-OH4) und 3.45 g (30 mmol) N-Hydroxy- 
succinimid werden in 60 nil D M F  bei 0 mit 6.6 g (32 mmol) DCC versetzt. Man riihrt 2 h bei 
0" und I h bei Raumtemp., saugt iiach Abkuhlen vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstofl'ab, 
dampft das Filtrat i. Hochvak. ein und kocht den Riickstand dreimal n i i t  Isopropylalkohol 
ILLS. Ausb. 14.6 g (81 %). Schmp. 197--199O; [el?: -16.3' (c  = 1 ;  in Dimethylacetamid). 

9 )  E. Wunsch und A. Zwick, Chem. Ber. 99, 105 (1966). 
10) W. Ko.nig und R .  Geiger, Chem. Ber. 103, 2034 (1970). 
11)  E. Schnuhel, Liebigs Ann. Chem. 702, 188 (1967). 
12) M .  Bodunszky und V. du Vigneaud, J. Anier. chem. Soc. 81, 5688 (1959). 
13) Vgl. W. Kfinig und R. Geiger, Chem. Ber. 105, 2872 (1972). 
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4. &r-Renzj l o x ~ c a r h o n y l - ~ ~ - ( 4 , 4 ' - d i m r t h o ~ y h e n z h y d r ~ . I )  -L-glutaminyl-! -vrrlyl-glJ.cin-tert- 
hutylester (4) 1 1  20 g (30 mmol) Z-Val-Gly-OBut 1/2 H2O (1) werden in 50 ml Dimethyldcet- 
amid 1 h in Gegenuart \on Palladium/Bariumsulfat hydriert. Man saugt vom Kdtdlysator ab, 
wascht mit 30 ml D M F  und versetzt da? Filtrat mit 18.11 g (30 mrnol) Z-GInfMbh)-OSu (3) 
hdch dem Verdunnen mit 220 ml D M F  ruhrt man 4 h bei Raurnlemp , gieBt die Suspension 
in 350 ml Athyl'tcetat, saugt den Niederschlag ndch 2stdg. Ruhren ab  und wascht mit Athyl- 
acetat. Das getrocknctc Produkt uird dann in Wasser verrieben, abgesaugt und mit Wasser 
gcwascheii. Ausb. 16 8 g (78::) Schmp. 228 -230" (Zers ), [a]&2. -19.4" (c - 0.5, in En- 
essig). 

C39H50N409 (718 9) Ber. C 65.16 H 7.01 N 7.79 Gef C 64 X H 6.9 N 7.9 

5. tert-Butu UJ. c arbonyl- I -ieuc 1- I- NY-(4,4'-dimrtho 'i ybenzhydryl) - L-glutaminyl- I - valyl-glycrn- 
terl-butylater (6) 

d) 16.17 g (22 5 mmol) Z-Gln(Mbh)-Val-Gly-OBut (4) uerden in 750 nil hiscssig in Gegen- 
wart von PalladiumiBariumsulfat 2112 h hydriert. Nach Fntl'ernung des Katalysators wird 
I Hochvak. eingeengl, dcr Ruck5tand in Ather verrieben, abgesaugt uiid I. Hochvak. uber 
KOH und PzOs getrocknet 14 5 g (100"/,) H-Gln(Mbh)-Val-Gly-OBu' CH3C02H (5) vom 
Schmp 154 - 155". 

b) 14 5 g (22 5 mmol) H-Gln(Mbh)-Val-Gly-OBu' C H ~ C O I H  (5) und 7 39 g (22.5 mmol) 
Boc-Lcu-OSu5) werdcn in 250 nil D M F  gclost. Nach der Zugabe \on 2 88 ml (22 5 minol) 
N-Athylmorpholin bei 0 und 4stdg Kuhren bet Raumtemp. versetzt man die Losung unter 
Kuhlen mit Wasser und saugt deli Niederschlag ab. Ausb 16 60 g (92%). SLhnip. 222 -222.5' 
(Lers ), [a]? - 34 6" (c 1, In Eisessig). 

C ~ ~ H ~ + I & ) I O  (798.0) Ber C 63.22 H 7.96 N 8.78 Gef C 62 9 H 8 0 N 8.9 

6 Benzylox ~ ~ a r b o n y l -  L-~zspartv~(~-tert-hi i t~~ieSter)  - L-leuccj I- I -glutuminyl- i.-vaIyl-&-hcin (8) 
a) 7 98 g (10 mmol) Boc-Leu-Gln(Mbh)-Val-C;ly-OBut (6) mcrden in 20 ml Tnfluoressig- 

saure/Anisol (10 1) 5 nun untcr schwachem RuckfluB gekodit Nach dcin Einengen 1. Vak 
wird der olige Ruckstand rnit absol Ather verrieben, dekdntiert, mit Athylacetat ausgekocht, 
die fdrblosen Kri\tdlk dbgeSaUgt und uber KOH und P2Os I. Hochvak getroiknet. Ausb 
4 85 g (92%) ~l-Leu-Gln-Vd1-Gly-OH C'FxCO2H (7) vom Schmp 175-178" (Zers.) 

b) 7 23 g (10 mmol) Z-Asp(OBut)-OHg,7) und 1.63 g (10 nimol) ?-Hydroxy-4-0~0-3,4-dthy- 
dro-l,2,7-beii7otriaziii~4) uerdcn in 40 ml DMF nach h g d b e  von 2.06 g (10 mmnl) DCC bei 
0" 1 h be1 0" und I h be1 Raumtcmp geruhrt. Ddnn werden 4 76 g (9 mmol) H-Leu-Gln-Val- 
Gly-OH CE3C02H (7) und bei 0" 2 30 ml (18 rnmol) N-Athylmorpholin zugegeben und der 
Aiisdtz nadi Verdunncn niit 40 ml DMF 5 h bei Raumtemp. gcruhit. Man engt I .  Hochvak. 
ein, verreibt den Ruckstand mit NaMCO3-Lo\ung, saugt ab, wascht zunaLhst niit Wasscr, 
ddnn mit waBriger Citroncnsaurc und schlreBlich mit Wasser Das gelrocknete Kohprodukt 
wird du4 Methanol umkristdlhslert Ausb 4 38 g 165%) 8 S~hnip.  230 -231" (Zers); [a]:': 

C34H52NfiO11 l /2  HzO (747.8) Her. C 54 61 H 7.41 N 11 24 Gef. C 54 6 H 7.2 N 11.4 

7 B e n ~ v l o ~ ~ c a r b o n y I - ~ - ~ I i t t ~ i t n v I ( y - f e r t - b i ~ t j I e s t c r ~ - ~ - ~ ~ s ~ ~ ~ r i ~ I ( ~ - t e r t - b c t t ~ l e s t c r ) - ~ - l e u r , v l - r -  
glutaminvI-L- valvl-glycin (10) 

a) 4.49 g (6 mmol) Z-Asp(ORu')-Leu-Gln-~al-Gly-C)H 1/z H20 (8) werden in 500 ml EIS- 
essig in Gegenwart von Pdllddiiim/Bariumsulfat 2 h hydricrt. Nach Enlfernung des Kataly- 
sators und Eindampfen I. HoLhvak. verreibt man den fcstcn Ruckstand 111 Ather: 3.88 g 
(1 00 %) H-Asp(OBu')-Leu-Gln-Vdl-Gly-OH CHjC02H (9) ; Zers. bci ca. 225". 

14) L). Harrison und A .  C. B. Smith, J. Lhcrn. SOC. [London] 1960, 2157. 

37.8" ( r  - 1, in Eisessig). 

Chemirche Berichte J'ihrg 106 14 
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b) 3.88 g (6 mmol) H-Asp(0Bu')-Leu-GIn-Val-Gly-OH .CH3C02H (9) und 2.87 g (6.6 
mmol) Z-G~U(OBU')-OSU 8) versetzt man in 150 ml D M F  bei 0" mit 1.54 ml (12 mmol) N- 
Athylniorpbolin. Nach 18 stdg. Riihren bei Raumtcmp. dampft man die filtrierte Losung 
i. Hochvdk. ein. Den Ruckstand verreiht man init wal3r. Citroncnsaurc, saugt die gebildeten 
Kristalle ab  und wiischt mit Wasser. Das getrocknete Kohprodukt wird mit Mcthanol ausge- 
kocht. Ausb. 4.29 g (78%) 10. Schmp. 210 -21 1.5" (Zers.): [r]&*: ~-40.0" (c: I ,  in Eisessig). 

C43H67iV7014.1/2 H2O (915.1) Ber. C 56.44 H 7.49 N 10.72 Gef. C 56.6 H 7.4 N 10.4 

8. Benz.~loxycrrrho~iyyl-~~-alatz,vl-~.-gluttrmyljy-tert-hut~vlrsterJ-~-nspart~l(~-trrt-biit~~lesr~~r)-~- 
IeucyI- L-glutaminyl- L-  valyl-glycin (12) 

a) 4.26 g (4.65 mmol) Z-Glu(OBu')-Asp(OBuf)-Leu-Gln-Val-Gly-OH 112 H20 (10) wer'den 
in 175 ml Eisessig in Gegenwart von PalladiumiBariumsulfat wie ublich hydriert. Ausb. 3.6 g 
(93 %) H-Glu(OBLi')-Asp(OBu')-Leu-Gln-Val-Cly-OH . CH3C02H (11). 

b) 3.58 g (4.3 mniol) H-GIu(0Bu')-Asp(0Bu')-Leu-GIn-Val-Gly-OH 'CH3C02H (11) uiid 
1.52 g (4.75 minol) Z-Ala-OSus) werden nach Zugabe von 1.10 ml (8.6 mmol) N-Athylmor- 
pholin in 150 ml DMF 18 h bei Raumtemp. geriihrt. Nach dem Eindampfen i. Hochvak. ver- 
rcibt man den Ruckstand mit waBr. Citronensaure, saugt ab, wascht mit Wassser und kocht 
iiach dein Trockiieii mit Mcthanol aus. Ausb. 3.01 g (70%) 12. Zcrs. ab 242"; [ x ] g :  -46.1" 
(c  :-- I, in Eisessig). 

CJbH72N8015.H20 (995.2) Ber. C 55.51 H 7.49 N 11.26 Gef. C 55.5 H 7.5 N 11.2 

9. fert-B~toxyr~rbon~/-l-~-glutn~~~yl(~-tert-butylest~r)-~-olunyl-~-~lrrtur~i,vl/;~-trrt-brt~)ilester)-  
I -uspurt.vl~~-tert-bi~rtylesrer) -L-lrucyl- L-glutaminyl-r-valyI-gl~cin (15) 

a) 2.99 g ( 3  minol) Z-Ala-Glu(OBuf)-Asp(OBu')-Leu-Gln-Val-Gly-OI~~ HzO (12) werden 
i n  200 ml 90proz. Essigsaure in Gegenwart von Palladiuiii/Bariunisulfat hydricrt; nach Ent- 
fernung des Katalysators dampft man i .  Hochvak. ein und verreibt den Ruckstand mit Athcr. 
Ausb. 2.53 g (93 %) H-Ala-Glu(OHu')-Asp(O~u~)-Leu-Gln-Val-Gly-OH .CH3COzH (13). 
Zers. ab 235". 

b) a) tert-Biitoxyc~rbonyl-~~-glr~tamyliy-tert-brrt~lesfer)-u-13-hydrox~-4-oxo-3,4-dihydr~- 
/,2,3-benzotriaziizester) (14): Die Losuiig von 4.55 g (15 mmol) BOC-GIU(OBL~')-OH~') und 
2.44 g ( I  5 mmol) 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-l,2,3-benzotriazin in 90 ml Tetrahydrofuran 
vcrsctzt man bei 0" mit 3.09 g (1 5 mmol) DCC. Nach 1 stdg. Riihren bei 0" und 1 stdg. Riihren 
bei Raumtemp. saugt man vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab, dampft das Filtrat 
i .  Vak. cin und kristallisicrt den Riickstand aus Isopropylalkohol um. Ausb. 5.6 g (83 %). 
Schnip. 136.5-138"; [x] 'D':  -79.6" (c = 1, in Dioxan). 

C~lH28N.107 (448.5) Ber. C 56.24 H 6.29 N 12.49 Gef. C 56.5 H 6.2 N 17.6 

$) 1.99 g (2.2 mmol) H-Ala-Glu(OBuf)-Asp(OBuf)-Leu-Gln-Val-GIy-OH - C H 3 C 0 2 H  (13) 
und 1.12 g (2.5 mmol) Boc-Glu(OBu')-OOBt (14) vcrsetzt man in 100 ml D M F  bei 0' mit 
0.56 nil (4.4 mmol) N-Athylmorpholin. Nach 4stdg. Iiiihren hei Raumtemp. dampft man 
i. Hochvak. ein, verreibt den halhfesten Ruckstand mit NaHC03-Losung, saugt ab, verreibt 
dann mit K H S O ~ / I ( ~ S O ~ - L ~ ~ S U ~ ~ ~ ~ ) ,  saugt erneut ah und wascht mit Wasser. Das getrocknete 
Rohprodukt wird zwcimal mit je 50 ml Methanol/Wasser (9: 1)  ausgekocht. Aush. 1.64g 
(66%) 15. Schmp. 242" (Zers.); [a]?,2: ---46.1" (c  = 1, in Eisessig). 

C ~ ~ H R ~ N ~ O I ~  (1 128.4) Ber. C 55.35 H 7.95 N I I .  17 Gef. C 55.2 H 8.0 N 11.0 

Aminosaureanalysc: Ber. Glii 3.0 Ala 1.0 Asp 1.0 Leu 1.0 Val 1.0 Gly 1.0 

Gef. Glu 3.13 Ala 0.98 Asp 1.03 Leu 1.04 Val 1.02 Gly 1.00 

R.  Spnngenberg, P. Thnmtn und E. Wiinsch, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 352, 655 
( I97 I ) .  [345/72] 


