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SYNTHESE EINES KONDENSATIONSFAHIGEN
INSULIN-B15-20-HEXAPEPTIDDERIVATES
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Zusammenlassung—Fs wird dic Synthese des geschiitzten, sur Fragmentkondensation geeigneten Hexapeptides
Boc-Leu-TyrBzh-Leu-Val-Cyn(SED-GIv-OH? mit der Sequenz 15-20 der Insulin-B-Kette beschricben.

Summary—The synthesis of the protected hesapeptide Boc-Leu-Tyr(Ba)-Leu-Val-CysiSEN-Gly-OH with the
sequence 15220 of the imsulin B chan suitable for fragment coupling 1s described.

Aus dem Insulin-Sequenzbereich B 15-20 wurden bisher
verschiedene zur Weiterverlingerung geeignete Derivate
der allgemeinen Form A-Leu-Tyr(Brleu-Val-Cys(C)-
Gly-D (Tabelle 1) dargestellt und zur Gesamtsynthese
der B-Kette herangezogen.

Wie bei der Teilsequenz B 1-8 ergibt sich auch hier
beziiglich eines 2weckmissigen Schutzes fir Cystein-
Schwefel ein generelles Problem der Insulinsynthese.” In
den dlteren Publikationen wurde zum Aufbau dicses
Hormons ausschliesslich der S-Benzylrest angewendet,
was zur Wiederabspaltung die destruktive Na/NH,-"™ ™
oder HF-Behandlung'" erfordert. Man hat deshalb zum
Aufbau von Insulinketten oder deren Teilsequenzen an-
dere S-Schutzgruppen wie den p-Methoxybenzyl- "
Benzhydryl:® und Trityl-Rest™ ™ erprobt, welche mit
HE™ durch andere  Acidolysercaktionen'™ "™ oder
jodolytisch™ entfernbar sind. Die Tritylgruppe lisst sich

ausserdem  durch  Schwermetallsalze™™  und  mit
Dirhodan™ ™ abspalien. .
Andere  S-Schutzgruppen’™™  erfordern  wiederum

spezielle, threm chemischen Verhalten angepasste Auf-
bautaktiken. Unter kombinierter Anwendung von S-
Acm mit S-Trityl-Gruppen gelang so kirzlich die To-
talsynthese des Insulins.™

Zwecks Neusynthese des Teilstickes B 15-20 ent-

# Abkirzungen nach den Regeln der HUPAC-IUB-Commisvion
on Biochemical Nomenclature: Hoppe-Sevler's £ Physiol
Chem. 348. 256 {1967y J. Biol Chem. 247, 977 (19721 ferner

Tabelle 1.

k B C ] Lis

z Bzl Bzl CE: 1

z Bzl r‘zx} 2

z Bzl 3.4

z Disulfid OMe 5
Kye Disultid OMe Y

A 321 Bzl OMe 7
Boc Bzl Bz2h 8

schieden wir uns fir dic S-Athylmercaptogruppe® als
schutz fir Cystein-Schwefel. cin Substituent. der sich
schonend durch Thiolyse® oder Sulfitolyse’™ wieder
abtrennen lisst. Er ist hinreichend stabil unter den
Bedingungen der N“-Boc-Deblockierung™ und wurde
auch bei Festphasensynthesen von Insulinketten™"
verwendet.

Die Synthese des Hexapeptidderivates B 15-20 er-
folgte entsprechend Schema 1 aus den beiden Tripeptid-
derivaten Boc-l.eu-Tyr(Bzl)-Leu-OH (15-17) und H-
Val-Cyo(SEO-Gly-OH  (18-20). Man erhalt so  das
Gesamtfragment direkt als Peptidsdure mit freier Car-
boxvifunktion und vermeidet die wenig schonende Es-
terverseifung oder Hydrazinolyse in Gegenwart der §-

bedeutet: TFF = Trifluoressigsaure. DCC Dicyclohexylearbo-  Athylmercaptogruppe.
dimid. HOBt  N-Hydroxybenzotriazol. Das bereits im Teilstick B 1-8" verwendete
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H-Cys(SEU-Gly-OH wurde hierbei mit Boc-Valin zum
Tripeptidderivat verlangert, wobei sich die N-Hydroxy-
succinimid-Methode als besonders geeignet erwies, und
ihnlich wie im Sequenzabschnitt B 6-8" die Boc-
Gruppe mit 4 n HCl in Dioxan tn Gegenwart ¢ines 10- bis
20- fachen Uberschusses von Athylmercaptan entfernt.
Unter diesen Bedingungen st keinerlei Angnff auf die
S-Athylmercaptofunktion nachweisbar, wahrend in Ab-
wesenheit des Mercaptans unter denselben Bedingungen
Spaltungsraten bis immerhin 6% auftreten konnen. Die
Kondensation dieses Tripeptidderivates B 18-20 mit der
ausgehend von Leucin-methylester durch schritiweisen
Aufbau nach der DCC-Methode gewonnenen Tripeptid-
siure B 15-17 fihrte unter Anwendung der race-
misierungsarmen™ DCC/HOBt-Methode™ zum chroma-
tographisch einheitlichen Gesamtfragment B 15-20.

Fine Verlegung der Schatttstelle zwischen die Posi-
tionen 18/19 im Sinne eines 4 + 2-Aufbaues erwies sich
wegen der damit verbundenen Aktivierung der sterisch
starker gehinderten Valin-Carboxylgruppe als weniger
gunstg.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die [a)i-Werte wurden mit ciner Genauigkeit von =0.5°, die
[a)ea UNd [ali-Werte mit ciner Genauigkeit von <0.01° bes-
tnmmt,

e Dunnschichtchromatographie erfolgte auf Kieselgel G der
Fa. Merck (K) sowie auf Silufol (Kavalier-CSSR)y (S). Als
Laufmittelsysteme wurden verwendet: *Aceton: Benzol (50:80):
“Athanol:H,0:Benzol : Eisessig (40:20:10:5);  *n-Butanol:
Eisessig: H.0:Pyridin ~ (30:6:24:20):  “n-Propanol* NH,OH
(70:30);  “Athanol:NH,OH  (4:1);  'n-Butanol: Eisessig:
H.0 4:1. 1) *Chloroform : Methanol (9:1).

1. Boc-Val-Cys(SEN-GIv-OH

192 (8 mMolh HClx Cys(SE)-Gly-OH" werden in 1$ml
DMF gelost. mit 1.76 ml (16 mMobh) N-Methylmorpholin versetat,
ber -13°C 1.2g (8 mMol) HOBt und 2.52g (9 mMol) Boc-Val-
OSu (Schmp. 126-127°C)™ in S ml DMF hinzugefogt und 3 h bei
-1¥C, 4h ber 0°C und 4 Tage bei Raumtemp. zur Reaktion
gebracht. Das Losungsmittel wird ber 10 °* Torr abgedampft, das
resulicrende Produkt in Essigester aufgenommen, mit Citronen-
saurclosung pH 3 mehrmals in der Kilte extrahiert, mit Wasser
neutral gewaschen und tber MgSO, getrocknet. Die Essigester-
phase extrahiert man dann mehrmals in der Kalte mit Bicar-
bonatlosung pH 8. die gesammelten Bicarbonatextrakie werden
in der Kalte mit KHSO, auf pH 3-4 angesauert und 8 x mit
Essigester extrahiert. Nach dem Neutralwaschen der Essiges-
terphase und dem Trocknen uber MgSQO, wird ber 20 Torr e¢in-
geengtl. in wenig Essigester aufgenommen und vorsichtig mit
Petrolather gefallt. Als erste Fraktion fallt Tripeptidsiure Boc-
Val-Cys(SEU-Gly-OH an. die Ober das DCHA-Salz (Schmp.
148-150°) aus Methanol/Ather gereinigt wird. Reinausbeute:
1.04 g (40% d. Th.). Schmp. 122-129C: [a]iy = -102.0° (¢ - 1.0 in
Mcthanol): R, - 0.70 (Kf) R, -0.30 (Ka). Ellmanns-Reaktion
negativ: (Gef . 46,90, H. 6.80. C,-H,,N,0.S; (437.57) erfordernt
C. 4670, H. 7 08%). Aminosaureanalyse: Gly (1.00); Cys (0.97);
Val (09%)

Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe werden 812mg Boc-
Val-Cys(SEU-Gly-OH mit $n HCl/Dioxan und 3.1Sml Athyl-
mercaplan versetzt und 30 Min. bei Raumtemp. gehalten. Dann
gibt man viel Ather hinzu und dekantiert ab. Das ausgefallene
Peptid-Hydrochlorid wird Gber PO, bei 10 * Torr getrocknet.
R, 05580

2. Boc-TvriBzlrleu-OMe

1.82g (10mMol) Leu-OMe x HCl werden in 20m! CH,CI,
gelost und bet  10°C die aquivalente Menge N-Methylmorpholin
sowie 3.71g (10 mMol) Boc-Tyvr(Bz1)-OH in 10 ml CH,Cl, hin-
zugefiigt. Nach Zugabe von 2.26 g (12 mMol) DCC in 4 ml CH (1,
wird der Ansaiz 2h ber 10°C, 12h ber 0FC und 3 Tage bei
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Raumtemp. geruhrt. Das iiberschissige DCC wird mit einigen
Tropfen FEisessig zerstort und der Dicyclohexyvlharnstofl ab-
gesaugt. Nach Entfernen des Losungsmittels bei 20 Torr wird in
Essigester aufgenommen und mit Bicarbonatlosung pH & sowie
Citronensaurelosung pH 3 je 10 x extrahiert. Die mit Wasser
neutral gewaschene Essigesterlosung wird Ober MgSQO, ge-
trocknet, filtriert und ber 20 Torr cingeengt. Das geschitzte
Dipeptidesivat  Boc-TyriBzl)-Leu-OMe  wird  aus  Essiges-
teriPetrolather knistallisiert.  Ausbeute: 295g (59% d. Tho,
Schmp. 116-117°C: [a]y = - S8 (¢ = 1.0 in Methanol): R, - 0.80
(S). R, 080 (Sa): (Gef. C, 6747 H. 773, N, 8,65 C.H,WN0,
(498.60) erfordert C. 67.44: H, 768, N, S.62%).

Zur Abspaltung der N*-Schutzgruppe versetzt man cine
Losung von 0.7 g (1.46 mMol) Boc-Tyr(Bzh-Leu-OMe mit einem
Gemisch aus j¢ 3ml CH.Cl und TFE und lasst 30 Min. bei
Raumtemp stehen. Bei 20 Torr werden anschlicssend TFE
und CH.Cl. abdestilliert, mchrmals mit wenig CH,(l, des-
tilliert und das resulticrende Produkt getrocknet. Umfallen mit
Ather liefert ein weisses kristallines Produkt. Ausbeute: 670 mg
(90% d. Th), Schmp. 97-100°C; R, —0.72 ($f1. R, =0.90 (8d).
(Gef. N, §34. C,,H,,0N,F, (512.50) erfordert N. 5.46%).

3. Boc-lLeu-TvrB:ly-1.eu-OH

J4g (6mMol TFE x Tyr(Bzl-lLeu-OMe werden m 20ml
CH;Cl, suspendiert, mit 0.84ml (6 mMol) ELN  versetat,
mehrmals mit gesattigter NaHCO,-1.0sung und Wasser extrahicrt
und getrocknet. Nach dem Entfernen des Trockenmittels setzt
man bei —10°C 231g (10mMol) Boc-Leu-OH und 226g
(11 mMol) DCC in $ml CH,Cly zu und rihrt 2h bei =10°C. 3h
bei 0°C und uUber Nacht bei Raumtemp. Der Dicyclohexyl-
harnstofl wird abfiltriert, das 1.osungsmuttel ber 20 Torr ab-
destilliert, der Rickstand in Essigester aufgenommen, mit Bi-
carbonatlosung pH 8 und Citronensaurclosung pH 3 je 10 xext-
rahiert. die Essigesterphase mit Wasser neutral gewaschen und
Ober MgSO, getrocknet. Nach dem Finengen der Essigester-
losung ber 1S Torr wird das Tnpeptidderivat Boc-Leu-Tyr(Bzl)-
leu-OMe aus Essigester-Petrolather kristallisiert und ansch-
liessend gut mit Petrolather gewaschen. Ausbeute: 2.94 g (80°% d.
Th). Schmp. 152-18%°C: [a]y = 332 (c = 1.0 in Methanol);
@) =41.0° (¢ = 1.0 in Mecthanol); [a]3e - 350° (¢-1.0 1n
Mcthanol): R, - 0.63 (Sa), R, - 0.87 (S{). (Gef. C, 66.71; H, 8.25,
N, 686, C, HLN,0. (611.76) erfordert C, 66.75; H, 8.07. N,
6.87%). Aminosaurcanalyse: Leu (2.08); Tyr (1.00).

Zur Verscifung werden 2 32 g (3.8 mMol) Methylester in ¢inem
Gemisch von 20 ml Dioxan und 7 ml Wasser gelost, mit 2.5ml 2n
NaOH versetzt und 1 h bei Raumtemp. verseift.

Der Ansatz wird bei | Torr auf ca. 10 ml cingeengt, mit S0 ml
Essigester versetzt, bet 0°C mat 1 n HCI auf pH 3 angesauert. die
Essigesterphase mit Wasser neutral gewaschen und uber MgSO,
getrocknet. Nach dem Einengen der Losung bei 1€ Torr wird in
wenig Essigester aufgenommen und mit wemg Petrolather ver-
setzt. Die Tripeptidsaure Boc-l.eu-Tyr(Bzl-l.cu-OH kristal-
lisiert beir 0°C aus. Ausbeute: 2.1g (93% d. Th.). Schmp. 178-
177°C; [y = -27.4° (¢ — 1.0in Methanol): (@)%, =-29.0° (¢
1.0 in Methanol); [a]i%  34.0° (¢ = 1.0 in Methanol); R, 0.8
(S1), R, = 0.46 (Sa). (Gef. C, 6631 H, 7.9%. N, 697 (,\H,.N\O»
(5897 73 erordert C. 6631, H. 793, N, 7.03%).

4. Boc -Leu-TvrB:ly-Leu-Val-Cvs(SEU-GIv-OH (B 15-20)

600 mg (1 mMobh Boc-leu-Tyr(Bzl-l.eu-OH und 135 mg
(1 mMol) HOBt werden bei  18°C 1in 3ml DMF gelost und mit
206 mg (1 mMol) DCC in 2 ml DMF versetzt. Innerhalb von 2 $h
lasst man die Temperatur auf (°C ansteigen und kdhlt dann
wieder auf  18°C ab. gibt 338 mg (1 mMoh) HC1 x Val-CystSEt)-
Gly-OH, das mit 2mMol N-Mcthylmorpholin versetzt wurde. in
2 ml DMF zu. Die Reaktion lauft Shbei  13°C, 12h ber °C und
30h bei Raumtemp. ab Der Harnstoff wird abfiltnert und dic
DMF-1.6sung mit wenig trockenem Ather versetzt. Hierber fallt
als crste Verbindung das Hexapepuidderivat Boc-Leu. Tyr(Bz-
Len-Val-Cys(SED-Gly-OH (B 152201 aus  Der Niederschlag
wird in Methanol aufgenommen und durch Kieseigelchromato-
graphic (80 x 2¢¢m. Elutionsmuttel: Chloroform: Methanol (9-1)
gereinigl. Reinausbeute: 350 mg (38% d. Tho). Schmp. 236" tzers ):
@i 604° t(c=04 1n DMF) {al  SOF (¢ -04 in
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DMF); [a]i? = -47.1° (¢ - 0.4 in DMF); R, = 0.50 (Ka), R, - 0.80
(Kc). R, = 084 (Sf); Aminosaureanalyse: Leu (1.04); Tyr (0.95),
Leu (1.03). Val (0.97); Cys (0.96); Gly (1.00). (Gef. N, 9.30.
CoHeaN.O6S; (917.2) erfordert N, 9.04).
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