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SYNTHESE EINES GESCHUTZTEN
HEXAPEPTIDES AUS DER
INSULINSEQUENZ B 9-14
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Zusammenfassung—Es wird die Synthese des kondensationsfihigen und an den Seitengruppen voll geschiitzten
Insulin B 9-14-Teilstiickes Boc-Ser(Bzl)-His(Trt)-Leu-Val-Glu(OBzl)-Ala-OH* nach dem Aufbauprinzip 2+2+2

beschrieben.

Abstract—The synthesis of the fully sidechain protected insulin B 9-14 partial sequence Boc-Ser(Bzl)-His(Trt)-Leu-
Val-Glu(OBzl)-Ala-OH which can be used for fragment condensation including the pathway 2+2+2 is described.

Auf der Suche nach vorteilhafteren Aufbaumdglich-
keiten fiir die beiden Insulinketten sind auch fiir das
geschiitzte Teilstiick B 9-14 verschiedene Synthesewege
bei Anwendung unterschiedlicher Schutzgruppenkom-
binationen erprobt worden.' Neuere Untersuchungen zu
diesem Sequenzbereich A - Ser(B) - His(C) - Leu - Val -
Glu(D) - Ala - E wurden von Titov und Mitarbeiter’
(A=Z, B=t-But, C=H, D=O0t-But, E=N,H,-Boc)
sowie von Schwartz und Katsoyannis® (A = Boc, B =Bz,
C =Tos, D= 0Bzl, E = OH) publiziert.

abspalten lidsst. Sie ist stabil gegen Alkali und Nucleo-
phile und erlaubt deshalb Verseifungsschritte sowie Azid-
kupplungen in bestimmten Syntheseabschnitten. Auch
ist die N™-Tritylgruppe nach fritheren Ergebnissen von
uns unter den Deblockierungsbedingungen N“-sténdiger
Boc-Gruppen bestiindig’ und 14sst sich quantitativ durch
1-2 stiindige Einwirkung von wasserfreier Ameisen- oder
Trifluoressigsiure bei 20° wieder abtrennen.*®
Schliesslich erhhen Tritylreste erheblich die Loslichkeit
der Fragmente in organischen Solventien.

9 10 11 12 13 14
Bzl T 1'ﬂt OBzl
Ser His Leu Val Glu Ala
Boe-—-0H H—{-OMe Booc~-0Su  H—3—OH
Boe OMe Bo OH
Boc——OH H—~OMe Boc OH i OH
Boc CMe Boc~ OH
Boo OH He ~OH
Boc OH
In dieser Arbeit wird der Aufbau des Fragmentes als Das Dipeptidderivat 13-14 H-Glu(OBzl)-Ala-OH

N“-Boc-Hexapeptid-Siure mit den acidolytisch abspalt-
baren Benzylgruppen an Serin und Glutaminsiure
beschrieben (Schema). Um grissere Disponibilitit fiir
spitere Syntheseschritte zu gewinnen, wurde auch die
N™.Funktion des Histidins blockiert, welche nach
neueren Erkenntnissen bei Kupplungsreaktionen, an
denen DCC beteiligt ist, Nebenreaktionen liefern kann.*
Unter den heute verfiigbaren N™-Schutzgruppen wihlten
wir die Tritylgruppe, die eine hinreichende Stabilitit
wihrend des gesamten Syntheseablaufes bietet und die
sich auch in Gegenwart von Cys-Schwefel schonend

t Abkiirzungen nach den Regeln der IUPAC-IUB-Commission
on Biochem. Nomenclature. Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem.
348, 256 (1967); J. Biol. Chem. 247, 977 (1972). Dariiberhinaus
gelten folgende Abkiirzungen: TFE = Trifluoressigsdure; DCC =
Dicyclohexylcarbodiimid; HOBt = N-Hydroxybenzotriazol;
HOSu = N-Hydroxysuccinimid; DCHA = Dicyclohexylamin,

(Schema) wurde durch DCC-Kupplung von Boc-Glu-
taminsdure-y-benzylester mit Alanin-tfert.butylester in
CH,Cl, oder besser durch Umsatz von Boc - Glutamin-
sdure - @ - N - hydroxysuccinimid - y - benzylester mit
Alanin in Dioxan/Wasser sowie nachfolgender De-
blockierung mit TFE/CH,Cl, (1:1) gewonnen. Die
Weiterverlidngerung zum Glu - y - geschiitzten Tetrapep-
tid 11-14 erfolgte ausgehend von N* - Boc - Leu - Val -
OMe, dessen anschliessender Verseifung und
DCC/HOBt-Kupplung® sowie erneuter Deblockierung
der N*-Funktion.

Analog fiihrten wir die Ankondensation des Teil-
stickes 9-10 aus. Hierzu wurde Histidinmethylester nach
Zervas und Mitarbb." iiber das N®, N™-Ditrityl-Derivat
in N'™-Trityl-histidinmethylester iibergefithrt und unter
Verwendung von DCC in CH,Cl, mit N* - Boc - O -
Benzylserin gekuppelt. Verseifung zu Boc - Ser(Bzl) -
His(Trt) - OH und DCC/HOBt-Kupplung® mit dem
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Tetrapeptidderivat 11-14 fiihrte zum Hexapeptidderivat
Boc - Ser(Bzl) - His(Trt) - Leu - Val - Glu(OBzl) - Ala -
OH, das sich gut iiber das DCHA-Salz reinigen liess. Die
Azidmethode versagte in diesem Kondensationsschritt
dhnlich wie an der Schnittstelle B 5/6° wegen sterischer
Hinderung am C-terminalen N™-Tritylhistidin.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die [a]p-Werte wurden mit einer Genauigkeit von +0.05°, die
{a)sss- und [a]s;s-Werte mit einer Genauigkeit von +0.01° bes-
timmt. Die Diinnschichtchromatographie erfolgte auf Kieselgel G
der Fa. Merck (K) sowie auf Silufol (Kavalier-CSSR) (S). Als
Laufmittelsysteme wurden verwendet: *Aceton: Benzol (50:80);
®n-Butanol: Eisessig: Wasser  (4:1:1);  °n-Butanol: Eisessig:
Wasser  (10:1:3); Tetra:n-Butanol: Eisessig  (85:10:5);
*Athanol: Wasser: Eisessig:Benzol ~ (8:4:1:2);  n-Butanol;
Eisessig: Wasser: Pyridin (30:6:24:20); ®Aceton: Benzol
4:1).

1. Boc-Glu(OBzl)-Ala-OH

Zu einer Suspension von 9.8 g (110 mMol) L-Alanin und 18.48 g
(220 mMol) NaHCO; in 350 ml Wasser und 100 ml Dioxan wer-
den 43.4g (100 mMol) Boc - Glu(OBzl) - OSu ([al,= —20.0°,
¢ =2.0 in Dioxan), Schmp. 102-104°C in 150 m! Dioxan addiert
und 4 Tage bei 20°C geriihrt. Die auf 200 ml eingeengte wissrige
Phase fiillt man mit Wasser auf 500 ml auf, extrahiert mit Es-
sigester, sduert die wiissrige Phase mit 5%-iger KHSO,-Losung
unter Kiihlen anf pH 3 an und extrahiert wieder mit Essigester.
Die vereinigten Extrakte werden mit Citronenséureldsung (pH 3)
und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und bei 10 Torr
eingeengt, wobei das chromatographisch reine Dipeptidderivat
auskristallisiert. Ausbeute: 31.8¢g (77.7% d. Th.) Schmp. 137-
139°C; [eln = —25.0° (c = 1.0 in Methanol); R; = 0.43 (Ka), R, =
0.92 (Kb); (Gef. C, 58.52; H, 6.60; N, 6.60. C;0H,sN,0; (408.44)
erfordert C, 58.81; H, 6.71; N, 6.87%). Zur N-Deblockierung
wird das Boc-Dipeptid 30 Min. bei 20°C mit 4n HCl/Dioxan
behandelt und nach Einengen mit abs. Ather gefallt. R, =0.59
(Sb).

2. Boc-Leu-Val-OH

9.24 g (40 mMol) Boc-Leu-OH (Schmp. 76-77°C)"* und 6.68 g
(40 mMol) HC1x Val-OMe (Schmp. 167°C)'* werden in 50 ml
CH,Cl, bei —10°C aufgenommen, mit 4.4ml (40 mMol) N-
Methylmorpholin versetzt und 20 min. bei —10°C geriihrt. Ansch-
liessend gibt man 9.04 g (44 mMol) DCC in 15 ml CH,Cl, zu, riihrt
3—4h bei —10°C und 4 h bei 0°C, ldsst iiber Nacht bei Raumtemp.
stehen, filtriert den Dicyclohexylharnstoff ab und engt die
Losung bei 15 Torr ein. Der Riickstand wird in Essigester auf-
genommen, 8 X mit Citronensiurelosung (pH 3), 8 X mit Bicar-
bonatlosung (pH 8) und mit Wasser gewaschen, iber MgSO,
getrocknet und iiber eine Siule (3 x 50 cm), die jeweils eine 25 cm
Schicht von saurem und basischem ALO; enthielt, filtriert. Das
nach dem Umkristallisieren mit 10.75 g (74.5% d. Th.) Ausbeute
resultierende Produkt ist chromatographisch rein. Schmp. 144
145°C; (142-144°C)?; [a]p = —40.1° (c = 1.0 in Methanol) [alp=
—41.1° (¢ =0.527 in Methanol)'*; R, =0.66 (Ka) R; =0.93 (Sc)
R; =0.52 (Sd); (Gef. C, 59.40; H, 9.50; N, 8.11; C,;HsN,0s
(344.44) erfordert C, 59.28; H, 9.37; N, 8.13%). Die Verseifung
des Boc-Dipeptid-methylesters wird nach der Vorschrift von B.
Kamber® durchgefiihrt. Ausbeute: 3.0g (91% d. Th.), Schmp.
108-110°C; (109-111°C)" [a]p= -31.2° (¢=2.0 in Methanol)
[a]p = —32° (c = 2.0 in Methanol)**; R, = 0.49 (Sa); (Gef. C, 58.10;
H, 9.05; N, 8.45. CcH30N,0; (330.4) erfordert C, 58.16; H,9.15; N,
8.48%).

3. Boc-Leu-Val-Glu(OBzl)-Ala-OH

Die Losung von 1.21 g (3.7 mMol) Boc-Leu-Val-OH und 0.49 g
(3.7 mMol) HOBt in 9 ml DMF wird bei 0°C mit 0.76 g (3.7 mMol)
DCC versetzt und 4h bei 0°C gelassen. Dann filtriert man vom
Dicyclohexylharnstoff ab, gibt eine Losung von 3.3 mMol (0.93 g)
HCI x Glu(OBzl)-Ala-OH in 10ml DMF und 3.3 mi N-Methyl-
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morpholin zu. Nach 24-stiindigem Rithren bei 20°C wird das
DMF bei 1Torr entfernt, der Riickstand in 200 ml Essigester
gelost, mit Citronensiureldsung (pH 3) extrahiert, mit Wasser
gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Die filtrierte Essigester-
l16sung wird bei 10 Torr auf 30 ml eingeengt und der Vorgang
nach Hinzufiigen von jeweils 150ml Essigester mehrmals
wiederholt, wobei das Tetrapeptidderivat in farbloser, chroma-
tographisch einheitlicher Form anfillt. Es wird abgesaugt, mit
Petrolither gewaschen, i Vak. bei 20 Torr iiber CaCl, getrocknet
und aus Essigester und Hexan umkristallisiert. Ausbeute: 0.84 g
(41% d. Th.); Schmp. 161-163°C; [a]p= —48.5° (c=1.0 in
Methanol) {a]s. = —59.0° (c = 1.0 in Methanol) [a]s;s = —51.0°
(c=1.0 in Methanol); R, =0.32 (Ka); R; =0.90 (Kb); R, =0.94
(Ke); Ry =0.64 (Kf); (Gef. C, 60.04; H, 7.98; N, 9.06;C3,H4sN.Os
(620.73) erfordert C, 59.98; H, 7.79; N, 9.03%); Amino-
siureanalyse: Leu (1.00); Val (0.90); Glu (1.03); Ala (0.94). Zur N*-
Deblockierung wird 30 Min. bei 20°C mit 4n HCl/Dioxan be-
handelt.

4. Boc-Ser(Bzl)-His(Trt}-OH

1.48g (SmMol) Boc-Ser(Bzl)-OH (Schmp. 55-56°C)"* und
223g (SmMol) N™Trt-His-OMe X HCl (Schmp. 140°C)'**¢
werden bei —10°C in 15 m! CH,Cl, gelost, mit 0.6 ml (5 mMol)
N-Methyl-morpholin  versetzt, 15Min. geriihrt und 1.13¢g
(5.5 mMol) DCC in 2.5 ml CH,Cl, zugegeben. Dann wird 2 h bei
—10°C, 3h bei 0°C und 8h bei 20°C geriihrt, der ausgefallene
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und die anfallende Losung bei
15 Torr eingeengt. Den resultierenden Sirup nimmt man in 100 ml
Acetonitril auf, filtriert von Dicyclohexylharnstoff-Resten ab,
entfernt das Losungsmittel bei 15 Torr, nimmt den Riickstand in
200ml Essigester auf, extrahiert in der Kélte mit Citronen-
siureldsung und Bicarbonatlosung, wischt mit Wasser und
trocknet die Essigesterphase iiber MgSO,. Ausbeute: 3.5g (95%
d. Th); [alo= +1.78 (c = 1.0 in Methanol); R; = 0.6 (Ka) R, =
0.73 (Kb); Pauly-negativ. Die Verseifung des Boc-Dipeptid-
methylesters erfolgt analog der Verseifung von Boc-Leu-Val-
OMe nach B. Kamber.” R, = 0.61 (Kb).

5. Boc - Ser(Bzl) - His(Trt) - Leu - Val - Glu(OBzl) - Ala - OH
(B 9-14)

1.35g (2mMol) Boc - Ser(Bzl) - His(Trt) - OH und 0.29g
(2mMol) HOBt werden in 6 ml DMF geldst, bei —25°C unter
Riihren mit 412 mg (2 mMol) vorgekiihlter DCC-Losung in 2 ml
DMEF versetzt und 3 h bis zum Ansteigen der Temperatur auf 0°C
geriihrt. Dann kiihlt man auf —25°C, gibt 780 mg (1.5 mMol)
HCl x Leu-Val-Glu(OBzl)-Ala-OH und 34ml (3.0mMol) N-
Methylmorpholin in 4.5 ml DMF hinzu, rithrt den Ansatz 2 h bei
—25°C, dann noch 24 h bei auf 20°C ansteigender Temperatur.
Der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wird abgesaugt, das
DMF bei 1 Torr abdestilliert, der resultierende Sirup in 200 ml
Essigester aufgenommen, mit KHSO;-Losung und Wasser ge-
waschen, getrocknet, die auf 30ml konzentrierte Essigester-
16sung mit abs. Ather bis zur Triibung versetzt, der nach ca. 2h
ausgefallene Niederschlag abgesaugt, mit Ather gewaschen und
bei 20 Torr getrocknet. Zur Entfernung der Ausgangsstoffe wird

. mit Methano! ausgewaschen, in Chloroform/Methanol geldst und

nach Zugabe der #quivalenten Menge Dicyclohexylamin als
DCHA-Salz gefallt, Schmp. 240°C—Freie Carboxylkomponente:
Reinausbeute 0.80g (43% d. Th.), Zers.-Pkt. 170-172°C; [alp =
—-35.7 (c=1.0 in DMF); R; =0.94 (Sb) R, =0.74 (Sf) R; =0.65
(Sg); (Gef. N, 9.35; CosHsoNsO,, (1177.36) erfordert N, 9.52%);
Aminosiureanalyse: Ser (0.90); His (0.90); Leu (1.05); Glu (1.02);
Val (0.99); Ala (1.00).
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