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SYNTHESE DER GESCHUTZTEN
INSULIN-TEILSEQUENZ B 1-8

G. LossE. M. MaCCK und H. STANGE
Scktion Chemie der Technischen Universitat Dresden. DDR

{Received in Germany X0 September 1976)

Zussmumesfassung—Der Aufbau des Oktapeptidderivates 2-Phe-Val-Asn-Gla-His(Trtr-Leu-Cys(SEU-Gly-OHt mit
der N-terminalen Sequenz -8 der Insulin-B-Kette aus den Untereinheiten 7-Phe-Val-OH, Boc-Asn-Gla-HistTr)-

OMe und Boc-Leu-Cys(SEN-Gly-OH wird beschricben.

Abstract—The synthesis of the octapeptide derivative 7-Phe-Val-Asn-Gln-HistTro3-Leu-Cys(SEQ-Gly-OH with the
terminal sequence 1-8 of the insulin B chain using the subunits Z-Phe-Val-OH. Boc-Asn-Gln-HistTr)}OMe and

Boc-1Leu-CysSEO-Gly-OH is reported

Ausgehend von den Erfahrungen der ersten Insulin-Ket-
tensynthesen' wurden neben den anderen Sequenz-
bereichen der A- und B-Kette auch fir das Teilstick B
1-8 mchrere ncucre Synthesewege crarbeitet, vorzugs-
weise. um bessere Moglichkeiten zum  Schutz  der
Seitenketten zu erproben.” *

Bei der Synthese der Insulin-B-Kette' wie des gesam-
ten Insulinmolekills” stellt sich ausser der Frage ins-

Nebenreaktionen, welche bei Kupplungsschritten unter
Mitwirkung von DCC am Imidazolkern eintreten kon-
nen' und lasst sich mit TFE," " HCOOH'" und anderen
Acidolysereagenzien™*  schonend  wicder abspalten.
Daneben  kann die  S-Athylmercaptogruppe”  durch
Thiolyse' oder Sulfitolyse™ " leicht entfernt werden.

Schema 1 zeigt den eingeschlagenen Syntheseweg
nach dem Prinzip 2+ 3) - 3:
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Schema 1.

besondere nach zweckmaissigen Thiolschutzgruppen'®
ein weiteres Problem in der Schwerloslichkeit des ge-
schiitzten N-terminalen B-Bereiches. Um beiden Aspek-
ten besonders Rechnung zu tragen, entschieden wir uns
fiir die Neusynthese des Sequenzabschnittes B 1-8 in der
geschiitzten  Form  Z-Phe-Val-Asn-Glin-His(Trt)-1.eu-
Cys(SEt)-Gly-OH.

Durch den hydrophoben N™.Trt-Rest” wird in Ver-
bindung mit der N°-Z-Gruppe die Laslichkeit dieses
Fragmentes in polaren organischen Solventien wesent-
lich erhoht.  Gleichzeitig  verhindert der  Tritylrest

* Abkiirzungen nach den Regein der IUPAC-IUB-Commission
on Biochemical Nomenclature, Hoppe-Sevier's Z. Physiol.
Chem. 348, 256 (1967). J. Biol. Chem. 247, 977 (1972): ferner

bedeutet:  TFE - Trifluoressigsaure,  DCC - Dicyclohexylear-
bodiimid,  HOBt = |.Hydroxybenzotriazol,  HMPT — Hexa.
methylphosphorsauretriamid.
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Obwohl die S-Athylmercaptogruppe bisher als weit-
gehend'* "™ und die N"-Tritylgruppe als hinreichend®"”
stabil unter den Acidolysebedingungen N°-stiindiger
Boc-Gruppen angesehen wurde, haben wir diese Selek-
tivititsfragen in Verbindung mit der vorgesehenen
Synthesekonzeption nochmals eingchender Gberpriift.

Tabelle 1 gibt Auskunft iber die hierbei nach der
Methode der grossten Verinnung gegen die ent-
sprechenden Refercnzverbindungen dunnschicht-
chromatographisch gemessenen Spaltungsgrade. Analog
wurden auch die Daten in Tabelle 2 und 3 erhalten.

Zur gleichzeitigen Abspaltung von Boc- und ferr.
Butylgruppe erweist sich demnach 1.1 n HCl in Fisessig
als brauchbares Reagenz. was jedoch cinen Disulfidaus-
tausch an der S-Athylmercaptogruppe von ca. 105 nicht
ausschliesst und die nachtragliche Abtrennung des ge-
bildeten Cystinderivates erfordert. .

Durch Zugabe eines 10- bis 20-fachen Uberschusses
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Tabelle 1. Acidolyseraten bei Boc-Cys(SEQ-Gly-OBu'(20°C)

Raten (%)*
Reagenz Min. Boc OBY SFE
TFA 30 100 100 28
1.1 n HCIJHOAC 60 100 100 10
4n HCl/Dioxan 30 100 S0 3
4 n HCl/D1oxan 30 100 - 63
4 n HCl/Dioxan 60 100 — 63
3.6 n HCl/Essigester 30 100 70 28

*Relative Standardabweichung 286,
tFur Boc-Leu-CystSEV-Gly-OH.

Tabelle 2. Disulfidaustausch der SFEi-Gruppe bei

Boc-Leu-CystSEN-Gly-OH  (4n HClDioxan,
30 Min,, 20°()
C,H,SH-Zusatz
{molarer Uberschuss bei0.2 m Ratet
Peptudkonzentration) (%)

0 6

5 <
10 2
20 I

tRelative Standardabweichung 25%.

Tabelle 3. Spaltungsraten der N™-Trt-Gruppe bei
Boc-His(Trt-OMe und Boc-Asn-Gin-His(Tr)-0Me

Q20°C)
Ratet
Reagenz Stdn. (%)
4n HCY/Dioxan 0.5 1
4 n HCl/Dioxan | 3
4n HCl/Dioxan 3 4
3.6 n HCl/Essigester 0.5 3
3.6 n HCl/Essigester 1 S
3.6 n HCl/Essigester 3 7

tRelative Standardabweichung 25%.

von Athylmercaptan kann diese Austauschreaktion aber
praktisch vollstindig unterbunden werden. Die auf der
Tripeptidstufe notwendige Deblockierung allein der N°-
Funktion lasst sich entsprechend Tabelle 1 beziglich der
S-Et-Gruppe noch schonender mit 4n HCl/Dioxan aus-
fuhren. Nach Tabelle 2 driangen auch hier steigende
Zusatze von Athylmercaptan die Spaltung der Thiol-
Schutzgruppe weiter zuriick.

Die Ubertragung der Acidolysebedingungen von Tabelle
1 auf dic N°-Deblockierungsschritte im Teilstick 3-5
Boc-Asn-Gln-His(Trt)-OMe zeigte, dass 4 n HCl/Dhoxan
auch furdie N"-Tritylgruppe das schonendste Reagenz ist.
Demgegenidber lassen sich mit 3.6n HClEssigester
{Tabelle 3) sowie entgegen unsercn friheren am N”-Boc-
N™.Tritylhistidin ermittelten Daten” auch bei lingerer
Einwirkung von 1 n HCl/Eisessig deutlich erhohte Spal-
tungsraten der N'"-Tritylgruppe nachweisen.

Unter Beriicksichtigung dieser Messwerte fithrten wir
den Aufbau des Oktapeptid-Derivates auf folgendem
Wege aus: S-Athylmercaptocysteinyl-glycin wurde mit
Boc-Leucin gekuppelt, wobei sich die N-Hydroxysuc-
cinimid-Methode als besonders vorteilhaft erwies. Die
Peptidsiure wurde mit 4 n HCl/Dioxan/C;H.SH von der
N*-Boc-Gruppe befreit (Sequenzabschnitt 6-8). Zur

G. Losse ¢ al.

Darstellung des Teilstickes 3-5 wurde von N™-Trityl-
Histidin-methylester® ausgegangen, welcher schrittweise
mit Boc-GIn-OH und Boc-Asn-OH ebenfalls unter An-
wendung von 4 n HClDioxan als Deblockierungsreagens
weiterveriangert wurde. Da die Aktivestermethoden in
beiden Kniipfungsschritten vermutlich infolge sterischer
Hinderung der N™-Trt-Gruppe versagten, musste zu an-
deren Methoden der Carboxylaktivierung iibergegangen
werden. Gute Kupplungsausbeuten lieferte hier das DCC-
HOBt-Verfahren, welches  ebenfalls  frei von  De-
hydratisierungseffekten an w-Amidbindungen ist.™* ™

Ein sehr geeigneter Weg ist auch der Aufbau dieses
Sequenzabschnittes in zunachst N™-freier Form als Boc-
Asn-Gin-His-OMe aus Histidinmethylester nach der
Nitrophenylestermethode und anschliessende  Trity-
lierung der N™-Funktion mittels Tritylchlorid in HMPT.

Da dic Weiterverlangerung dieses Teilstickes (3-5) mit
7-Phe-Val (1-2) durch Azidaktivierung am Valin wenig
vorteithaft erschien.” wurde auch fiir diesen Schritt die
praktisch  racemisicrungsfreie™ DCC/HOBt-Methode
herangezogen und so nach anschliessender Kieselgel-
chromatographie der Z-Pentapeptidmethylester rein er-
halten. Versuche, diesen nach Uberfilhrung in das
Hydrazid durch die Azidmethode®™** mit dem Teilfrag-
ment H-Leu-Cys(SEt)-Gly-OH (6-8) 2u kondensieren,
blieben ohne priparativ verwertbare FErgebnisse und
fahrten ledighch zu Curtius-Abbauprodukten des Z-Pea-
tapeptidazids. Ahnliche Schwierigkeiten bei der Her-
stellung der offenbar sterisch gehinderten  Bindung
zwischen C-terminalen N™-Trityl-histidin und lLeucin
durch Azidkupplung beobachteten wir auch in der Posi-
tion B 10-11."* Deshalb wurde der Z-Pentapeptidester
zundchst verseift, was in Gegenwart der w-Amid-
bindungen schonend ausgefihrt werden muss und prak-
tisch quantitativ mit 0.2 n Ba (OH), in 1 herreicht wird. Die
so erhaltene Z-Pentapeptidsaure liess sich dann mit dem
Tripeptidderivat 6-8 durch die DCC/HOBt-Methode zum
Oktapeptidderivat  kondensieren, das nach erfolgter
Reinigung durch Chromatographie an Sephadex LH 20 in
chromatographisch reiner Form anfiel.

EXPERIMENTFLLFR TEIL

Dic lal,-Werte wurden mit einer Genauigkeit von +0.5°, die
lalue- und lal.-Werte mit einer Genauigkeit von »0.01° bes-
timmt. Dic Diinnschichtchromatographic erfolgte auf Kieselgel G
der Fa. Merck (K) sowie auf Silufol (Kavalier-CSSR) (S).

Als Laufmittelsysteme wurden verwendet: Aceton:Benzol

(50:80) (A); n-Butanol:Fisessig:Wasser  (4:1:1) (B}
Chioroform : Methanol 9: 1 (W sek. Butanol:
Ameisensdure: Wasser  (75:15:100  (D);  n-Heptan:ten.

Butanol: Eisessig (3:2:1) (E); Chioroform: Mcthanol (2:1)
1F). Athanol: Wasser: Benzol: Eisessig (40:20:10: %) (G).

1. H-Leu-Cys(SEV-Gly-OH

Boc-Cys(SEU-Gly-OH. 281g (10mMol)  Boc-Cys(SEN-OH
(Schmp. 71°C)*™ und 1.67g (10 mMol) Gly-OBu'HCY (Schmp.
136-138°C)"" werden in 38 ml CH.Cl, bei - 10°C gelost, mit 1.1 mi
(10 mMoh N-Mcthylmorpholin versetzt und 15 Min. bei  10°C
geriihrt. In Sl CH,CL, werden 2.26g t11 mMol) DOC gelost
und zugegeben. Es wird 2 h bei —10°C, 3 h bei 0°C gerohrt, dber
Nacht bei Raumtemp. stehengelassen. der Dicyclohexylharnstoff
abfiltriert und die gelbe Losung bei 1S Torr cingeengt. Der
Ruckstand wird in Essigester aufgenommen, 8 x mit Citronen-
saurclosung (pH 3). 8 x mit Bicarbonailosung (pH 8) und mit
Wasser gewaschen, iber MpSQ, getrocknet, abfiltriert und bei
0.1 Torr cingeengt. Es crfolgt eine Reinigung durch Saulen-
chromatographie [Saule: 40x2Scm: Kieselgel 0.2-0.5mm:
Aktivitatsstufe 2; Elutionsmittel: Aceton/Benzol (0:80)]. Das
geschiltzte Dipeptidderivat, Boc-Cys(SEO-Gly-OBU', knistallisiert
bei 0°C unter n-Hexan.



Synthese der geschitzien Insulin-Teilsequens B 1-8

Ausheute: 31.38g (85.6% d. Th: Schmp. $2-58°C: [a],™ =
=763 (=10 i Mcthanoll, R, =07%A), R, - 061 (B,
{Kieselgell: R, 066 (A} R, - 0.72 (B), (Silufoly: Elimann ne-
gativy (Gef. C, 4872 H, 779 N, 706 8, 1621, C, HLNOLS,
(394.2) erfordert C. 4875 H, 7.62) N 711 S, 16.24%).

Zur Abspaltung der N*-Schutzgruppe und der Carboxyl-
schutzfunktion versetzt man 197 g (S mMol) Boc-Cys(SED-Gly-
OBy mit “3¢ml (100 mMol) AthyImercaptan und 25ml 1 1n
HCliEisessig. Nach 60 Min. wird ¢ Vak. ber 1¢ Torr ¢ingeengt,
das Peptidhydrochiorid mit Ather gefallt, abfiltriert. mehrere
Male mit Ather gewaschen und i Vak. bei 0.1 Torr Uuber KOH
getrocknet. R, - 0.51 (B). R, = 0.68 (G). (Silufoh.

Boc-Leu-Cys(SED-GIv-OH. 1.38g (S mMoh HCIx CysiSEt-
Gly-OH werden mit 1.1 mi (10 mMol) N-Methylmorphohin versetst
und mit 1.6 g t5.6 mMoh Boo-Leuw-OSu (Schmp H2-18°CH" n
2Sml DME zunachst ber 0°C (2 hi. dann ber Raumtemp (8 hn
unter Ruhren umgesetzt.

Das Reaktionsgemisch wird i Vak bet 0.1 Torr cingeengt. in
Essigester aufgenommen. mit Citronensaurelosung (pH Y und
Bicarbonatlosung (pH R) gewaschen. die Bicarbonatiosung auf
pH 2-3 angesauert und mit Essigester extrahiert. Die vereiniglen
Extrakte werden uber MgSO, getrocknet, abfiltriert und
i.Vak bei 1% Torr cingeengt Die geschiitzte Tripeptidsaure kris-
talisiert  aus  Essigester- Ather-Petrolather.  Ausbeute: 1,58y
(70.5% d. Th.}; Schmp. 13- 138°C, [a],,™  -106.0° (¢ - 1.0 in
Mcthanol). R, 087 (1) R, = 0.68 (E), (Kieselgell, R, - 078 (I,
R, - 0.62 (E), (Silufoh; Ellmann negativ. (Gef. €. 47.13: H. 7.29;
N. B8BTS, 1B CLLHWNLOSHE2H,0) 1460.34) erfordert (.
47000 HO 738N, 91 S, 1398y

H-Leu-CyuSED-GIv-OH. Zur N-Deblockicrung versetzt man
IMomg 03mMol Boo-Leu-Cys(SEO-Gly-OH  mit 044 mi
th mMoht Athylmercaptun und 1.06 ml 408 HCUDioxan. Nach
30 Min wird mit abs. Ather versetzt, der Niederschlag abfiltrient,
mit Ather gewaschen und i Vak bet 0.1 Torr dber KOH ge-
trocknel. R, = 0.62 (I R, - 018 (E). (Silufolr; (Gef. C, 3942 H,
677N 10325, 1607 C HLOSORIZHAO) (396 70) erfordert
Co937 H, 6.8, N 0SSR S, 16,177,

2. Boc-Asn-Gln-Hist Trt)-OMe aus His(Tr-OMe

Boc-Gln-His(Tri-OMe. 224 g (S mMol) N'™-Tri-His-OME x
HCliSchmp. 145-146°C™ werden in 20 ml CHCL, suspendiert, mat
I'n NH, und H;O gewaschen, getrocknet, in Sml DMF uber.’
gefuhrt. sowie 1.23g (SmMoh Boo-Gln-OH (Schmp. 116~
HECY™ und 135 g (10mMoly HOBt hinzugefigt. Bei  20°C
werden 1 13g (S.5mMobh DCC i I mUEDME zugegeben, das
Reaktionsgemisch uber Nacht ber £2C stehengelassen und 8 b bei
Raumtemp geschittelt. e Losung wird i Vak ber 0.1 Torr
eingeengt, der Rickstand in Essigester aufgenommen. vom ge-
bildeten Dicyclohexyiharastofl abfiltnert. mit $%iger KHSO,-
Losung,  NaHCO,-Losung und  mit Wasser  gewaschen
Geringe Mengen des in dic KHSO,-Phase cingetretenen Dipep-
tidderisates wurden nach Einstellen auf pH 8 mit Esuigester
extrahiert, dic vereimgien Essigesterphasen iiber MgSO, ge-
trocknet, 1 Vak. ber 1€ Torr eingeengt und aus Essigester-Ather-
Petrolather knstallisiert Ausbeute: 1.48 g (407 d. Th.), Schmp
93-97Ci(aln™ - <43 (¢ 10 DMF1 R, 0.60(D) (Kieselgel)
R, 060 (B) R =050 (D). (Silufoly, Pauly negativ. (Gef C,
6724, H, 6.2, N 1070 C H 0N (63930 erfordert . 6788
H. 6.42: N, 1095

Zur N-Deblockierung werden 0.64g (1 0mMoli Boc-Gin.
His{Trt-OMe 1n 3mi 40 HCEDioxan ber Raumtemp. gelost und
nach 30 Min dus Pepidhydrochlond mit eiskaltem wasserfreien
Ather gefallt. mit Ather gewaschen und i Vak bei 0.1 Torr sber
KOH getrockaet R, - 028 (D Pauly negativ

Boc-Asn-Gln-HistTriOMe 0578 (ImMol) HCIx Gine
HistTrt1-OMe werden in 10 ml CHCL, suspendiert, mit 1n NH,
und H.O gewaschen, getrocknet, i 30mi DMF Ubergefihn,
0.23g (1 mMob Boc-Asn-OH 1Schmp. 172-173C1™ somie 027 g
(2mMol) HOBt 7ugegeben und hei - 20°C it 0.226 g (1.1 mMol)
DCCn 1 ml DMF versetzt. Man Lasst S h bei 0°C, dann cinen Tag
bei Raumtemp stchen, engt die Losung iVak bei 0.1Torr cin,
mmmt das resultierende O in Essigester auf, filtriert som aus-
gefallenen Dicyclohexylharnstoff ab, engt erncut £ Vak bei 18
Torr ein und fallt das Peptid mit Ather aus. Die Umkristallisation
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erfolgt aus Essigester-Ather-Petrolather Das erhaliene Produkt
wird an ciner Kieselgelsaule (50 x 25 ¢cm) chromatographiert; Elu-
tionsmittel:  Chioroform/Methanol (2.1). Ausbeute: 4520mg
(60.0% d. Th), Schmp. 11S-120°C: [a),™ -4 =10 m
DMBY, R, - 0.5 (D). (Kieselgel) R, - 0.62 (F), (Silufoly; Pauly
negativ: (Gel. N, 12.66. CoH,-0N-(2H.0) (789.32) erfordert N,
12.42%).

1 Boc-Asn-Gln-HistTri-OMe aus Hiv-OMe

Boc-Gla-His-OME 4.84 g (20 mMol) His-OMe x 2HC1 (Schmp.
201-204°C)Y" werden in S@ml CHCI, suspendiert, der Ester mit
44ml 40mMolhr N-Mcthyimorphohin  freigesetzt, mit 7 3¢
(20 mMob) Boc-Gin-ONp (Schmp. 138-143°)"" versetzt und 3 Tage
ber Raumtemp. stehengelassen. Die Reaktionslosung wird @ Vak.
bei 18 Torr cingeengt, der feste Ruckstand X x mit Essigester
ausgekocht und i Vak bei 15 Torr Gber P.OJKOH getrocknet,
Zweimaliges Umfillen aus Athanol-Ather-Petrolither licfert das
chromatographisch embheitliche Dipeptidderivat, Ausbheute: 694 ¢
(87.5% 4. Thy. Schmp. ISSSISKRC (136 138°C™ 161-162°C")
{@ls™ 49 (¢ = 1.0 in Mcthanol), [{e}.” = -S8C tc- 10 in
Methanoh.™ R, - 035 B), (Kieseigel): Pauly positiv; 1Gef. €,
STA2 H, 684N 1745 €L HLONL (397 1 herfordernt €, 81.40: H.
6.81: N, 17.63%).

H-Gin-His-OMe. Zur N-Deblockicrung  werden  4.0g
(10mMoli Boc-Gln-His-OMe in 4n HClLiDioxan gelost und nach
W Min. mut wasserfrerem Ather gefallt, abgesaugt. mit Ather
gewaschen und uber KOH i Vak. ber 0.1 Tore getrocknet.

Boc-Asn-Glin-His-OMe. 4.1 g 110 mMol) 2HCx Gin-His-OMe
werden in 40 mi DME gelost, der Ester mut 20 mMol N-Methyl-
morpholin freigesetzt und mit 7.08 g Boc-Asn-ONp (Schmp. 148
1S°CH™ umgesetst. Das Reaktionsgemisch wird nach 3 Tagen
iVak. ber 0.1 Torr eingeengt. der feste Rickstand 3 xmit Es-
sigester ausgekocht und i Vak ber 15 Torr iber PLOGKOH
getrocknel. Zweimaliges Umknistallisieren aus Athanol-Essiges-
ter hefert das chromatographisch einheithche  Peptiddenivat.
Ausheute: 3.27g (640% d. Th). Schmp [165-168°C (147-
WECOYE' {al,™ 2.8 (¢ - 1.0 1in Methanol), R, 030 (I,
thaeselgelt R 0.30 (F). (Silufol): Pauly positiv: (Gef. €, 43 20;
H, 710, N7 3 C HLONGEH 0 (58313 erfordert: C, 43.25;
H. 7.04; N, 16.80%)

Boc-Asn-Gln-Hist(Trt)-OMe. 1.22¢
His-OMe werden in 12 ml HMPT bei  10°C gelost und mit 167 g
(6mMol}  frisch  umkristalhsicrtem  Triphenvimethylchlond
{Schmp. 109-110°C) und mit 0.84 ml (6 mMol) EUN unter Ruhren
umgesetzt. Man lasst zunachst ber 0°C stehen (2 h) und schiittelt
dann 1 Tage bei Raumiemp Das Reaktonsprodukt wird mit
200mi kaltem Ather-Petrolather-Gemisch tf: 1 gefalit, mit Es-
sigester intensiv extrahiert, Gber MgSO, getrocknet, 1.V ak. ber 15
Torr eingeengt und durch Digericren mit abs Ather knistallisiert.
Das Produkt wird aus Essigester-Ather umkristallisiert. Aus-
beute: 1.06g (70.29% 4. Thy Schmp H9-127C: {a},™ - 2
(c=10 i DME)Y R, =05 (D). (Kieselgehh R, 062 (F),
(Stlufoly, Pauly negativ: (Gef. €. 6080, H. 6.53; N, 1230
CuHeONIHO1 (789.32) erfordert . 60.77) H, 6470 N,
12.42).

H-Asn-Gln-His(Trt:-OMe. Zur - N-Deblockierung  werden
3%6.6mg (0.5 mMol) Boc-Asn-Gla-HistTrt):OMe in 3ml 40n
HCl/Dioxan gelost und 30 Min. bei Raumtemp. stehengelassen,
mit kaltem Ather das Estersalz gefallt, abfiltriert, mit Ather
gewaschen und uber KOH £ Vak. bei 0.1 Torr getrocknet. R,
020 (Fy R, — 0.10{Cy. (Stlufoby.

2mMol}  Boc-Asn-Gin-

4. Z-Phe-Val-OH

Nach der DCC-Methode in 31 $%iger Ausbeute hergestellter
7-Phe-Val-OMe {Schmp. HO-1IVC, (1H-HYCY a)n™ -
0.1 = 10in DMFL [[a]n™ 89 tc 100 DMFEY] wurde
in Dioxan/Wasser mit In NaOH i 1h sur Dipeptidsiure
Z-Phe-Val-OH  [Schmp. 144 145°C, [a),™ 6% (¢ 20 in
Methanoh)] verseift

S, Z-Phe-Val-Asn-Gln-His(Trt)-OMe

W49 mg (0.5 mMoh HClx Asn-Gln-His(Trt)-OMe werden in
10ml CHCI, suspendiert. mit In NH, und H,00 gewaschen,
getrocknet, in 2 ml DMF ubcergefihrt und bei  20°C mit 398 4 mg
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(1.0mMol) Z-Phe-Val-OH. 135 mg (1.0 mMol) HOBt sowie mit
204 mg (1.0mMol) DCC in 2ml vorgekGhltem DMF versetzat.
Man liasst Gber Nacht bei 0°C stehen und rithrt einen Tag bei
Raumtemp. Nach dem Abfiltrieren des gebildeten Dicyelohexyl-
harnstoffes engt man i. Vak. bei 0.1 Torr cin und fillt das Produkt
mit abs. Ather aus. Ausbeute: 312mg (60.5% d. Th), Schmp.
210-220°C. Zur Reimigung chromatographiert man an Kieselgel
(0.2-0.5mm) (Saule: BOx2S5cm) mit Chloroform, dem 13%
Methanol zugesetzt sind. Schmp. 222-224Ci {al, " = -1 (¢ =
1.0 in DMB) R, - 0.56 (D). (Kieselgel) R, =066 (A) R, - 078
(F). (Silufoh: Pauly negativ; (Gef. N, 1225 CuHLNO
(1033.47) erfordert N, 12.20°%) Aminosaureanalyse: Phe (0971
Val 1t0.97); Asn (1.0); Gin (1.03); His (895

6. Z-Phe-Val-Asn-Gin-His(Trt)-N H,

$16.0 mg (0.5 mMob) Z-Phe-Val-Asn-Gln-His(Trt1-0OMe werden
in 10 ml DMF geldst. dazu 2.0 ml Hydrazinhydrat gegeben und 3
Tage bei Raumtemp. stehengelassen. Durch Zugabe von Ather
wird das Hydrazid gefallt. abfiltnert. mit Ather und kaltem
Methanol gewaschen und i.Vak. bei 0.1 Torr uber KOH/P,0,
getrocknet, Ausbeute: 350 mg (72.0% d. Th: Schmp. 217-219C.
@}~ =38° (¢ - 1.0 in DMF); R, =0.40 (D), (Kiesclgel) R, -
0.35 (1), (Silufol). Pauly negativ, (Gef. N, 14.20. C HOON,,
(1033.56) erfordert N, 13.95%).

7 Z-Phe-Val-Asn-Gin-His(Tri-OH

$16.7 mg (0.5 mMol} Z-Phe-Val-Asn-Gla-His{Tr1r-OMe werden
in $ml Methanol/Wasser {3:2) bei 30°C gelost, auf 10°C ab-
gekdhit. mit 4.5ml 0.22n Ba(OH), versetzt und | h bei Raum-
temp. stehengelassen. Man neutralisiert mit 4.5ml 0.22n H,S0,,
filtriert vom ausgefallenen BaSO, ab. wischt intensiv. mut
Mecthanol und Wasser, engt das Filtrat i Vak. bei | Torr ¢in und
trocknet bei 0.1 Torr Gber KOH/P,0.. Ausbeute: 437 mg (86.1%
d. Th.): Schmp. 236-238°C; [al,™ = -10.5° (¢ - 0.5 in DMF);
R, 045 (D), (Kieselgel) R, — 0.56 (A), (Silufol). Pauly negativ.
(Gef. C,6590: H, 6.57: N, 12.68; C..H. N0, (1019.46) erfordert
C.6590; H, 6.57: N, 12.37%).

8 7-Phe-Val-Asn-Gln-Hisi Trt>Leu-CystSED-Gly -OH

102.0mg (0.1 mMol) Z-Phe-Val-Asn-Gla-HistTrt-OH werden
in 1Oml DMF gelost, auf  20°C gekihit. 20 2 mg (0.1S mMol
HOBt und 204 mg (0.1 mMol) DCC in 1.0ml DMF zugegeben
und 3h bei ~5°C bis 0°C gehalten. Das Reaktionsgemisch wird
erneut au{ -20°C gekihit und mit einer Losung von 77.54mg
(6.2 mMol) HCE x Leu-Cys(SED-Gly-OH und 0.22 ml (0.2 mMol)
N-Mcthyimorpholin in 1.0 ml DMF versetzt. Man lasst die Tem-
peratur auf O°C ansteigen, rithrt 2 Tage bei Raumtemp., sen-
trifugiert den ausgefallenen Dicyclohexylharnstofl ab und fallt
mit abs. Ather ein Rohprodukt. das zur Reinigung an Scphades
LH-20 (Saule 2.5x100cm) mit Methanol chromatographiert
wird. Die geschitzte Oktapeptidsaure wird aus Methanol! Ather
gefallt und i Vak. bei 0.1 Torr Uber PO, getrocknet. Ausheute:
70.7mg (82.2% 4. Th.: Schmp. 208-212°C: {el,™ - 13.6°C (¢ =
0.5 in DMP)Y R, © 0.73(B), R, - 069 (C). R, = 0.62 (F1. (Kiesel-
gelin Pauly negativ: (Gef, €, 6140; H. 613 N, 1203
ConHad00NLS, (138282 erfordert C, 61.20: HU 621 N, 12,429,
Aminosaureanalyse: Phe (0.9%): Val (1.04), Asn (1021 Gln (1091
His (1.07): Leu (1O1x Cys (0981 Ghv (1.00). Die Paprerclek-
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trophorese  an  Filtrak-Papier  FN 4 in Pyridin.  05n
Ammoniak : Wasser (700 : 100 200)-Puffer ergab bei 100 Viem in
2 h eine einheitliche. anodisch wandernde Bande
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