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Die Synthese der partiell geschiitzten Sequenzen 9--31 des Human-Proinsulin-C-Peptids
(nC-Peptid) und seines [Glu®,GlInll]-Analogen wird beschrieben.

Notes on the Synthesis of Peptides with the Properties of Human Proinsulin C-Peptide
(LC-Peptide), VD

Synthesis of the Sequence 9—31 of the Human Proinsulin C-Peptide and its
[GIv®, GIn']Analogue

The syntheses of the partially protected sequences 9—31 of human proinsulin C-peptide and
its [Glu9,GIn!1junalogue are described.

In vorangehenden Publikationen beschrieben wir die Synthesen von Partialse-
quenzen des ,C-Peptids und seines [Glu®,GInll}-Analogenl—4,

In der vorliegenden Arbeit wird iber die Synthese der partiell geschiitzten Peptide
1 und 2, die der Sequenz 9 —31 des ,C-Peptids bzw. seines [Glu®,GlInl1]-Analogen ent-
sprechen, berichtet,

'
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D Tv. Mitteil.: G. Jdger, Chem. Ber. 106, 206 (1973).

2 1. Mitteil.: R. Geiger, G. Jiger, W. Kénig und G. Treuth, Chem. Ber. 106, 188 (1973).

3 II. Mitteil.: W. Konig, Chem. Ber. 106, 193 (1973).

4 I Mitteil.: R. Geiger und A. Volk, Chem. Ber. 106, 199 (1973).

5 Abkiirzungen entsprechend dem Vorschlag der IUPAC-IUB Commission on Biochemical
Nomenclature; vgl. Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 348, 245, 256, 262 (1967). Weitere
Abkiirzungen siche experimenteller Teil.
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In Formel 1 bzw. 2 sind die Verkniipfungsstellen durch Pfeile gekennzeichnet. Der
Aufbau der Peptide foigte Schema 1 und 2, wobei die in Tab. 1 aufgefihrten Fragmente
eingesetzt wurden.

Tab, 1. Geschiitzte Peptid-Fragmente aus der Sequenz 9-31
des ,C-Peptids und seines [Glu®, Gln''|- Analogen

H-Gly—Ser(Bu’)-Leu-GIln—0OBu’ (28-31)
Z—Leu—Ala—~Leu—Glu(OBu")—OH (24-27)

Z—Gly—Gly—Pro—Gly—-OH (14-17)
Z—Glu{OBu*)~Val-Gln—Leu—Gly—OH (9-13),

3
4
7—Ala—Gly-Ser—Leu—GIn—Tro—QH (18-23) 5
6
7
Nps—GlIn(Mbh)—Val-Glu(OBu’)-Lcu—Gly—OIl (9-13), 8

Schema 1. Synthese der geschiitzten Sequenz 9-31 des[Glu®, Gln”]hC—Peptids

z—[zﬁ»w]—oH 4) + 11—[28—311]—01311" (3)

lD(‘(‘,/HUI%t

Z—|24-31]-0Bu® (9)

ll{z(Pd)

Ze{18-23OH (§) + I1i-{24-311~OBu’ (10)
L 1

DCC/HOBL

Z—118-3110Bu’ (11)

lll;(m)

Z[14-1T-OH (6) + H-{18-31 OBuU® (12)

lm‘(\/nom

Z—(14-311-0Bu’ (13)

l}lz( Fd)

Z*!-‘JL*M%]“—OH (7) + H-{14-311-0Bu’ (14)
J

NCC/HOBE
Z—~{ 9-311},~0Bu* (15)
AP
H-9-31],—OBu’ (2)

Racemisierungsgefahr bestand nur bei der Synthese des Octapeptids 9. Sie wurde
durch Verwendung der DCC/HOBt-Methode® auf ein Minimum reduziert?. Die

0 W. Konig und R. Geiger, Chem. Ber. 103, 788 (1970).
7 W. Kénig und R. Geiger, Chem. Ber. 103, 2041 (1970).
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Schema 2, Synthese der geschitzten Sequenz 9-31 des ,C-Peptids

Nps—[9-13),—OH (8) + H—[14-31}0But (14)
L j

BCC/HOB
Nps—[9-31],—0Bu’ (16)
lNHm‘("N

H-[8-31],—OBu (1)

Kondensation von 10 mit dem Hexapeptid 5 war dagegen wegen des C-terminalen
Prolins schon nahezu racemisierungssicher, beim Ankondensieren von 6, 7 und 8
bestand bei C-terminalem Glycin keine solche Gefahr mehr.

Bei der Synthese der Sequenz 9—31 des [Glu%,GInll] C-Peptids verliefen alle
Reaktionsschritte unter Anwendung der DCC/HOBt-Technik mit guter Ausbeute,
und dank giinstiger Losungseigenschaften von Ausgangs- und Reaktionsprodukten
erbrachten einfache Reinigungsmethoden wie Auskochen mit Methanol und Di-
gerieren mit 1 ¥ NaHCOj3 und Wasser Produkte von bereits hoher Reinheit.

Auch die katalytische Hydrierung stie} auf keine Schwicrigkeiten, obwohl gerade
bei der Synthese hoherer Peptide gelegentlich sterische Hinderung oder unerwartcte
Schwerloslichkeit bei der katalytischen Abspaltung der Benzyloxycarbonyl-Gruppe
das Weiterfilhren einer Synthese verhindern konnen. Hier lagen allerdings schon
giinstige Erfahrungen vor, die wir bei der Darstellung des Schweine-Proinsulin-C-
Fragments gewonnen hatten?8).

So konnte schlieBlich das partiell geschiitzte Peptid der Sequenz 9—31 des [Glu?,
GIn!1],C-Peptids nach Schema 1 in sehr befriedigender Reinheit und mit guten analy-
tischen Daten erhalten werden.

Die Synthese der entsprechenden Sequenz des ,,C-Peptids selbst verlief weniger
giinstig. Bei der Umsetzung von 8 mit 14 nach Schema 2 waren auch bei der Verwen-
dung von 2 Moliquivv. DCC diinnschichtchromatographisch im Reaktionsprodukt 16
noch die Ausgangsprodukte zu erkennen. Beim Versuch, eine vollstindigere
Reaktion durch Erhthen der DCC-Menge zu erzwingen, traten zunehmend mehr
Nebenprodukte auf, so dal ein unvollstindiger Umsatz hingenommen werden muBte.

Versuche, das Reaktionsprodukt auf einfache Weise zu reinigen, schlugen ebenfalls
fehl. Zwar wurde durch Umlbsen aus Athanol ein guter Reinigungseffekt crzielt,
das Verfahren war aber zu verlustreich, denn die Hauptmenge von 16 blieb, nunmehr
starker verunreinigt, in der Mutterlauge zuriick. So entschlossen wir uns, an dieser
Stelle auf eine Reinigung zu verzichten und zunichst die Nps-Gruppe nach Wiinsch
und Spangenberg? mit Ammoniumrhodanid in Anwesenheit von 2-Methylindol ab-
zuspalten.

Die Reaktion verlief ohne Komplikationen und ergab rohes 1, in dem diinnschicht-
chromatographisch erwartungsgemifl neben 17 auch 14 und in geringerem Umfang

H-GIn(Mbh)-V al-Glu{OBu"~TLeu-Gly—OH 17

8) R. Geiger, G. Jiger, W. Kinig und A. Volk, Z. Naturforsch. 24 B, 999 (1969).
9 E. Wiinsch und R. Spangenberg, Chem. Ber. 105, 740 (1972).
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einige nichtidentifizierte Verunreinigungen zu erkennen waren. Digerieren mit 1 N
NaHCO; und Wasser entfernte neben iiberschiissigem Rhodanid auch einen Teil der
Verunreinigungen,

Zur weiteren Reinigung wurde die Substanz einer Gelchromatographie an Sepha-
dex LH-20®, einem vernetzten und partiell O-hydroxyalkylierten Dextranl®, mit
90 proz. Dimethylformamid (DMF) als Quell- und Elutionsmittel unterworfen. Dank
der Anwesenheit der Mbh-Schutzgruppe war das Peptid trotz der vergleichsweise
hohen Eigenabsorption des DMF an seiner Extinktion, die bei 254 nm gemessen
wurde, zu erkennen. Einzelheiten der chromatographischen Reinigung sind im experi-
mentellen Teil beschrieben.

Ein erster Peak {(Fraktion 1) enthielt das nunmehr annihernd reine Trikosipeptid 1.
Eine Schulter dieses Peaks (Fraktion 2) enthielt noch betrichtliche Mengen von 1,
wurde aber nicht mehr fir die spiter zu beschreibende Synthese des ;,C-Peptids ein-
gesetzt.

Die Aminosédureanalyse des aus Fraktion 1 erhaltenen Peptids entsprach nicht ganz
der erwarteten Zusammensetzung, sondern zeigte einen geringen Uberschul3 der im
Pentapeptid 17 enthaltenen Aminosiduren. Fraktion 1 war aber frei von 17, das erst in
Fraktion 4 erschien,

Die Erkliarung fiir diesen zunichst unerwarteten Befund kénnte eine Beobachtung
geben, die erstmals von Rudinger gemacht worden warll), Die Nps—N-Bindung
kann danach von dem nucleophilen, sauren 1-Hydroxybenzotriazol reversibel ab-
gespalten werden.

Neben der Hauptreaktion

Nps—A-OH + H-B — Nps—A-B
wiirden dann unter anderem die beiden Nebenreaktionen a) und b) in Schema 3
ablaufen, die beide zu mehrfachem Einbau der Komponente A fiihren.
Schema 3, Nebenreaktionen von Nps-Peptiden bei der Peptid-
synthese mit DCC/HOBt

- l\p<

a) Nps—A OH + H-A-oH

o

Nps—A-A—-OH + H-B
Nps—A—-A-B
b) Nps—A-B
-Nps
Nps—-A—OH + H-A-B

T

Nps—A—A-B

100 Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala.
11} J. Rudinger, persénliche Mitteilung.
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Durch die chromatographische Reinigung konnten entsprechende Nebenprodukte,
die sich in Fraktion 2 stdrker anreicherten, groBenteils entfernt werden.

Wir danken Herrn Prof. Dr. J. Rudinger fiir seine wertvollen Hinweise und Diskussionen.

Experimenteller Teil

Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren bestimmt und sind nicht korrigiert. Dreh-
werte wurden im lichtelektrischen Polarimeter Mod. 141 der Fa. Perkin-Elmer gemessen,
die chromatographische Reinhecit der Verbindungen auf Diinnschichtplatten der Fa. E.
Merck in folgenden Laufmitteln gepriift.

Methylidthylketon/Pyridin/Wasser/Essigsdure (70:15:15:2),
n-Butanol/Essigsdure/Wasser (6:2:2),
n-Heptan/Pyridin/tert-Butylaltkohol (3:1:1),
Chloroform/Methanol/Pyridin (5:2:3),
Chloroform/Methanol (8:2)

moaws»

Die Aminosdureanalysen wurden nach 24stdg. bzw. 48stdg. Hydrolyse mit 5 ~n HCI bei
110°C mit einem Beckman-Aminosidure-Analysator Unichrom vorgenommen.

Abkiirzungen:
DCC Dicyclohexylcarbodiimid HOBt 1-Hydroxybenzotriazol
Boc tert-Butoxycarbonyl Nps 2-Nitrophenylsulfenyl
Bu/ tert-Butyl DMF  Dimethylformamid

Mbh 4,4’-Dimethoxybenzhydry!
Rw(A): X x Y bedeutet Ry in System A = X mal Rr der Bezugssubstanz Y.

1. Benzyloxycarbonyl-v-leucyl-t-alanyl-r-leucyl-L-glutamyl{y-tert-butylester )-glycyl-O-tert-
butyl-r-seryi-r-lencyl-r-glutamin-tert-burylester (9): Zur Lésung von 26.6 g (42 mmol) 43 und
28.0 ¢ (39.7 mmol) 32 in 350 ml DMF gibt man 11.3 g (84 mmol) HOBt und 5.1 ml (39.7
mmol) N-Athylmorpholin und versetzt bei --5°C mit der Losung von 9.3 g (45 mmol) Di-
cyclohexylcarbodiimid in 30 m! DMF. Dann wird 3 h bei Raumtemp. gerithrt, vom aus-
gefallenen Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und das Filtrat i. Vak. eingedampft. Der Riick-
stand wird zweimal mit Tetrahydrofuran und einmal mit Essigester ausgekocht, wobei das
schwerlosliche Reaktionsprodukt jedesmal noch heil abfiltriert wird.

Beim Erwirmen mit 500 ml Tetrahydrofuran ging das Peptid teilweise in Ldsung, beim
Abkiihlen bildete sich eine Gallerte. Nach Zugabe von 500 ml Essigester und 500 ml Aceton
und 1stdg. Rithren bei Raumtemp. lieB sich das Produkt abfiltrieren. Es wurde mit Essigester/
Aceton (1:1) gewaschen und i. Vak. bei Raumtemp. {iber P;O; getrocknet. Ausb. 32.5 g
(72%). DC: rein in System C. [2]8# = —30.0° (¢ = 1, in DMF). Schmp. 218°C (Zers.).

Cs6HoaNyO15 (1132.9) Ber. € 59.41 H8.28 N 11.12 Gef. C59.3 H83 N11.0

2. r-Leucyl-r-alanyl-r-leucyl-r-glutamyl(y-tert-butylester )-glycyl-O-tert-butyl-L-ser yl- L-leu-
cyl-L-glutamin-tert-butylester - TosOH (10): 19.0g (18.65 mmol) 9 werden in 80 ml DMF
warm geldst. Man versetzt mit 350 ml Methanol und hydriert katalytisch an Palladiumschwarz
unter gleichzeitiger automatischer Titration mit | N methanol. TosOH bei pH 4.5. Nach
41/, h ist die Hydrierung beendet. Man filtriert vom Katalysator ab, engt das Filtrat i. Vak.
auf ein kleines Vol. ein und versetzt mit Ather. Der ausgefallene Niederschlag wiegt nach
dem Trocknen i. Vak. iiber P>Os 19.7 g (90%). Schmp. 192—197°C (Zers.). [«]3? = —19.5°
(¢ = 1, in DMF). DC: rein in den Systemen A und B. Rr (B): 0.8 x 9.

[CagHggNgO3]C7H7038 (1171.0) Ber. N 10.75 §2.74 Gef. N 11.0 S2.8
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3. Benzyloxycarbonyl-r-alanyl-glycyl- 1.-seryl-r-leucyl-L-glutaminyl- L-prolyl-r-leucyl-L-ala-
nyl-t-leucyl-L-glutamyl(y-tert-butylester j-glycyl-O-tert-butvl-1-seryl- t-leucyl- L-glutamin-tert-
burylester -2 0 (11): 7.24 g (10 mmol) 5, 11.7 g (10 mmol) 10, 2.7 g (20 mmol) HOBt und
1.28 ml (10 mmol) N-Athylmorpholin in 300 ml DMF werden bei —5°C mit 2.27 g (11 mmol)
DCC, geldst in 10 ml DMF, versetzt. Man riithrt 3 h bel Raumtemp. und 148t tiber Nacht
bei 4°C stehen. Die Losung, aus der kein Dicyclohexylharnstoff ausgefallen ist, wird i. Vak.
bei 40°C Badtemp. auf 100 m! eingeengt und auf 0°C gekihlt. Dabei fallt Dicyclohexyl-
harnstoff aus, der abfiltriert wird (1.6 g). Das Filtrat wird unter Riihren in 1.3 Liter Ather/
Petroliither (1:1) eingegossen. Der Niederschlag wird abfiltriert und mit Ather/Petrolither
(1:1) gewaschen. Zur Reinigung 16st man in 150 m] Methanol. Die Losung wird mit einem
Gemisch aus 20 ml 1 N~ NaHCO; und 300 ml Wasser versetzt. Der feine Niederschlag wird
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und iiber P,Os5 i. Vak. getrocknet. Ausb. 11.1 g (64.5%;).
Schmp. 211°C (Zers.). [} == —50.6° (¢ = 1, in Methanol). DC: rein in System E.

CyoH132N14023 -2 HoO (1723.0) Ber. € 55.76 H 7.96 N 13.01
Get. €559 HB1 N13.2

4. t-Alanyl-glyeyl-1-seryl-r-leucyl- L-glutaminyl-L-prolyl-L-leucyl-t-alanyl- t-leucyl- L-glut-
amyl(y-tert-butylester)-glycyl-O-tert-butyl-L-servi- i-leucyl-L~glutamin-tert-burylester - TosOH -
H,0 (12): 9.0 g (5.2 mmol) 11 werden in 125 ml Methanol unter Titration mit 1 N methanol.
TosOH bei pH 4.5 analog Versuch 2. katalytisch hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird
vom Katalysator abfiltriert und das Filtrat i. Vak. zur Trockene eingeengt. Der Riickstand
wird mit 40 ml Acetonitril ausgekocht und heiB} abfiltriert. Ausb. nach Trocknen iber P05
i. Vak. 8.2 g (90.59%). Schmp. 192°C (Zers.). [x]8 = —55.2° (¢ = 1, in Methanol). DC: rein
in den Systemen A und E.

[C73H126N160211C7H703S - H,O (1742.1) Ber. C54.46 H 7.82 N 12.86 S 1.84
Gef. C544 HB80 NI126 S$S2.0

Aminosaureanalyse: Scr 1.65 (2), Glu 2.95(3), Pro 0.96 (1), Gly 2.00 (2), Ala 1.97 (2),
Leu 4.12 (4).

5. Benzyloxycarbonyl-glycyil-glycyi-1-prolyl-glycyi- L-alanyl-glycyl-1-seryl-r-leucyl-r-glut-
aminyl-L-prolyl-L-leucyl-L-alanyl- t-leucyl- L-gluramyl(y-tert-butylester )-glycyl-O-rert-butyl-1. -
seryl-r-leucyl-r-glutamin-teri-butylester -2 H>O (13): 5.9 g (3.4 mmol) 12 und 2.26 g (5.4 mmol)
64 werden, in 150 ml DMF gelost, mit 0.51 mi (4 mmol) N-Athylmorpholin und 1.35g
(10 mmol) HOBt versetzt. Bei --5°C trdgt man 2.06 g (10 mmol) DCC ein, riihrt 16 h bei
Raumtemp. und fallt dann mit 800 ml Ather/Petrolither (1:1) das Reaktionsprodukt aus,
das nach dem Trocknen mehrmals mit 0.5 N NaHCO3 und Wasser gewaschen wird. Trocknen
i. Vak. iiber P»Os. Ausb. 5.6 g (82.5%;). DC: rein im System A. [x]§ -= —44.4° (¢ - 0.5, in
Methanol). Schmp. 208 —209°C (Zers.).

CoHiagN29037-2 HoO (1991.3) Ber. C54.92 H 7.71 N 14.06
Gef. C551 H7.9 NI39

Aminosdureanalyse: Ser 1.75 (2), Glu 3.10 (3), Pro 1.81 (2), Gly 5.00 (5), Ala 2.12(2),
Lew 4.28 (4).

6. Glycvl-glyeyl-r-prolyl-glycyl-L-alanyl-glycyl-1.-seryl-r-leucyl- L-glutaminyl- v-prolyi- 1 -leu-
cyl-L-alanyl-1-leucyl-L-glutamyl(y-tert-butylester }-glycyl-O-tert-butyl- L-seryl-r-leucyl-r-glut-
amin-tert-butylester - TosOH - H,O (14): 3.9 g 13 werden in 100 ml Methanol bei pH 4 wmit
0.1 n methanol. TosOH wahrend 2 h un Pd katalytisch hydriert. Verbrauch 19.5 ml 0.1 N
TosOH (theoret. 19.4 ml). Man filtriert vom Katalysator ab, entfernt das Losungsmittel
i. Vak. und verreibt den Riickstand mit Ather. Ausb. 3.7 g (94 %). DC: fast rein in System A.
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Kein Ausgangsprodukt, nur cine Spur einer nicht identifizierten Substanz mit etwas hoherem
Rp-Wert.
[CsaH142N20025]C7H7035 - H,0 (2011.4) Ber. N 1391 S1.59 Gef. N13.8 S 1.8

7. Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(y-tert-butylester)-vL-valyl- L-glutaminyl-r-leucyl-glycyl-
glycyl-glycyl-L-prolyl-glycyl-L-alanyl-glycyl- L-seryl-L-leucyl- L-glutaminyl- L-prolyl-1-leucyl-L-
alanyl- L-leucyl-L-glutamyl(y-tert-butylester)-glycyl-O-tert-butyl-1-seryl-L-leucyl- L-glutamin-
tert-butylester - Hy, (15): Zur Lésung von 2.83 g (1.4 mmol) 14 und 1.12 g (1.5 mmol) 74
in 60 ml DMF gibt man 0.18 ml (1.4 mmol) N-Athylmorpholin, 405 mg (3 mmol) HOBt und
bei —5°C 412 mg (2 mmol) DCC zu und rithrt 6 h bei Raumtemp. Nach dem Einengen i.
Vak. auf ein kleines Vol. fallt man mit 500 ml Ather/Petrolither (1:1) ein Rohprodukt aus,
das durch zweimaliges Auskochen mit je 10 ml Methanol gereinigt wird. Ausb. 2.46 g (69 %).
DC: rein in den Systemen A und D. [«x]¥ = --31.1° (¢ = 1, in DMF).

Cy1sH 94N2O35 - HaO (2556.1) Ber. C 55,52 H 7.74 N 14.24  Gef. C55.7 H 7.9 N 14.1

8.L-Glutamyl(y-tert-butylester)-L-valvl-L-glutaminyl-L-leucyl-glycyl-glycyl-glycyl-1-prolyl-
glycyl-r-alanyl-glycyl-L~-seryl-L-leucyl-r-glutaminyl-1.~prolyl-r-leucyl- 1.-alanyl-r-leucyl-1-glut-
amyl(y-tert-butylester )-glycyl-O-tert-butyl- L-seryl- L-leucyl- i-glutamin-tert-burylester - TosO H -
H>0 (2): 1.8 g (0.7 mmol) 15 werden in 60 ml DMF warm gelost. Man verdiinnt mit 100 ml
Methanol, gibt c¢a. 1 g Pd auf BaSO,4 hinzu und hydriert analog Beispiel 2. unter Zugabe von
0.1 N TosOH bei pH 4.5. Man filtriert vom Katalysator ab, klart das Filtrat durch erneute
Filtration iiber Kieselgur, engt i. Vak. auf ein kleines Vol. ein und versetzt mit Ather. Der
Niederschlag wird mit Ather gewaschen und iiber P,Os i. Vak. getrocknet. Ausb. 1.69 g
(92.59%). DC: bis auf eine Spur einer etwas héher wandernden Verbindung rein in System D.
Ausgangsprodukt war nicht mchr zu erkennen.

[C110H183N26033]C7H7OJS-H20 (25943) Ber. N 14.03 S1.24 Gef. N 139 S1.4

Aminosdureanalyse: Ser 1.79 (2), Glu 5.08 (5), Pro 1.90(2), Gly 6.00 (6), Ala 2.10(2),
Val 0.96 (1), Leu 5.19 (5).

9. 2-Nitrophenylsulfenyl-NY - (4,4'-dimethoxybenzhydryl) glutaminyl-L-valyl- -glutamyl(y-
tert-butylester )-L-leucyl-glycyl-glycyl-glycyl-r-prolyl-glycyl-L-alanyl-glycyl-L-seryl-L-leucyl- .-
glutaminyl-L-prolyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl- L-glutamyl(y-tert-butylester )-glycyl-O-tert-but y -
L-seryl-1-leucyl-L-glutamin-tert-butylester (16): Zur Losung von 1.21 g (0.6 mmol) 14 in 40 ml
DMF gibt man 665 mg (0.66 mmol) 8%, 180 mg (1.33 mmol) HOBt sowie 0.1 ml (0.78 mmol)
N-Athylmorpholin und versetzt bei —5°C mit 145 mg (0.7 mmol) DCC. Nach 2 h Rithren
bei Raumtemp. gibt man nochmals 145 mg (0.7 mmol) DCC und 0.04 ml (0.31 mmol) N-
Athylmorpholin zu, rithrt iiber Nacht bei Raumtemp.und fillt dann mit 300 ml Ather/
Petrolither (1:1) 1.78 g rohes Reaktionsprodukt aus. DC: neben dem geschiitzten Tricosi-
peptid ( Ry 0.68) waren im System B noch unumgesetztes Octadecapeptid (Rp 0.29) und Nps-
Pentapeptid (Rr 0.86) zu erkennen.

10. N¥-(4,4'-Dimethoxybenzhydryl)-r-glutaminyl-r-valyl- L-glutamyl(y-tert-butylester)- -
leucyl-glycyl-glyeyl-glyeyl-L-prolyl-glycyl-r-alanyl-glycyl-L-seryl-vL-leucyl- L-glutaminyl- L-
prolyl-L-leucyl-L-alanyl-L-leucyl-L-glutamyl(y-tert-butylester )-glycyl-O-tert-butyl-r-seryl-1.-
leucyl-1-glutamin-tert-butylester - H,O (1): Zu 1.65 g (0.59 mmol) 16, in 25 ml Methanol
suspendiert, gibt man 354 mg Ammoniumrhodanid, 153 mg 2-Methylindol und 7.35 ml
Essigsiure, riihrt 3 h bei Raumtemp., destilliert das Losungsmittel i. Vak. ab und verreibt
den Riickstand mit Ather. Nach Abfiltrieren vom Ather wird der Riickstand so lange mit
1 N NaHCO; digeriert, bis in der abdekantierten Losung die Rhodanidprobe mit FeCly
negativ ausfillt. Man wischt nun das schwerlosliche Reaktionsprodukt mit Wasser neutral,
trocknet bei 40°C uber P,Os i. Vak. und erhilt 1.326 g (84 %) rohes 1, das nach diinnschicht-
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chromatographischer Priiffung noch die beiden Ausgangsprodukte 14 und 17 enthilt, aller-
dings in geringerem Mafle als das bei der entsprechenden rohen Nps-Verbindung 16 der Fall
Wwdr.

Zur weiteren Reinigung wurde das Rohprodukt in 6 ml 90proz. DMF gelost und itber eine
Saule (100 x 2.5 cm) an Sephadex LH-?_O® chromatographiert. Quellmedium und Eluans
waren 90proz. DMF. Infolge der hohen Peptidkonzentration im Eluat konnte die Konzen-
tration dcs Peptids gurch Extinktionsmessung bei 254 nm mit Hilfe eines Uvicord der Fa.
LKB, Stockholm, verfolgt werden.

Elutionsgeschwindigkeit 0.3 ml/min.

C133/732 Flut-Vol—=

Fraktion 1 enthielt das partiell geschiitzte Tricosipeptid, das diinnschichtchromatographisch
im System B nahezu einheitlich war. Ausb. in Frakt. 1:840 mg (63 "%, bez. auf Rohprodukt)
nach Trocknen bet 40°C iiber P,Os5 i. Vak.

C125H202N26035 -H20 (2664-1) Ber. N 13.67 S0 Gef. N13.7 S <0.3%

Aminosédureanalyse: Ser 1.68 (2), Glu 5.32(5), Pro 1.86(2), Gly 6.00(6), Ala 1.94(2),
Val 1.07 (1), Leu 5.25 (5).

[133/73]



