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SYNTHESE EINES DEKAPEPTID-DERIVATES MIT DER
SEQUENZ B 21-30 DES RINDERINSULINS

G. Losse, B, MEISEGEIER. M. MAucK und H. KLENGEL
Sektion Chemie der Technischen Universitat Dresden. DDR

tRecenned in Genmany 30 September 1976 Received in the UK for publication 24 January 1971)

Zusammenfassung—-Fs wird dic Synthese des durch Schutzgruppen vom Benzyltyp abgedeckien Rinderinsulin-
Fragmentes B 21-30  Boo-GlutOBzD-ArgtH " )-Glyv-Phe-Phe- Ty rtBzD-Pro-Lys(Z)-Ala-OBz)*  npach dem  Auf-
bauprinzip 3 « 3 » 4 beschrieben. Fur dic Synthese des entsprechend geschutzten Sequenzbereiches B 24-30 wurde
ausserdem die Festphasentechmk herangezogen

Abstract—The synthesis of the benzyltype protected bovine insulin fragment B 21- 30 Boc-Glu(OBzh- Arg(H " 1-Gly-
Phe-Phe-Tar(Bz1-The(Bzh-Pro-L.ys(Z)- Ala-OBzl following the route X+ 3« 4 is described In addition, the sohd
phase technique is applied to the synthesis of the corresponding protected sequence B 24-30.

Nachfolgend mochten wir Gber die Synthese eines
neuen, kondensationsfihigen Dekapeptidderivates aus
der C-terminalen Sequenz 21-30 der Rinderinsulin-B-
Kette berichten. in welchem nach dem Prinzip des
maximalen Schutzes alle Seitenketten sowie die Car-
boxylfunktion durch Gruppen vom Benzyltyp abgedeckt
sind und die N®-Gruppe des Arginins durch Protonierung
blockiert ist. Iieses Konzept ermoglicht einmal die
wahlweise  Abspaltung aller  Schutzgruppen durch
HBr/TFE-Acidolvse oder nach Sakakibara.' zum anderen
ist der Hauptteil der geschiitzten Sequenz auch alternativ
durch die Festphasenmethode mit anschliessender Al-
koholyse zuganglich.

Zum konventionellen Aufbau des Teilstiickes 27-30
(Schema 1) wurde Alaninbenzylester nach dem Konig-
Geiger-Verfahren unter Anwendung von HOBUDCC in
DMF mit Boc-Lys(Z)-OH. Boc-Pro-OH und Boc-
Thr(Bzl)-OH verlingert, wober dic Abspaltung der N°-
Boc-Gruppe jeweils mit 1n HCl in FEisessig erfolgte.
Beim Teilfragment 24-26 gingen wir analog vor. wihlten
jedoch den Methylester des O-Benzyltyrosins, welcher
sich leichter als der Benzylester uber das Hydrazid in
das Azid uberfihren lasst. als  Ausgangsstoff. Die
Vereinigung beider Teilsequenzen Gber die 26-27-Bin-
dung zum Heptapeptidderivat erfordert eine race-

tAbkurzungen nach den Regeln der [UPAC-1UB-Commission
on Biochem. Nomenclature: Hoppe-Sevler's 7 Physiol. Chem.
M8, 256 (1967); J. Biol. Chem. 247, 977 (1972): ferner bedeutet:
TFE = Trfluoressigsaure,
HOBt ~ 1. Hydroxybenzotriazol,
phorsauretriamid.

HMPT - Hexamethy Iphos-

DCC = Dicyciohexylcarbodimid.

misierungsstabile  Kuppelungsmethode. Gegeniber der
Konig-Geiger’-Methode  mit  der  24-26-Peptidsiure
lieferte hier die Kuppelung des 24-26-Azids in DMF
nach dem Honzl-Rudinger Eintopfverfahren® unter An-
wendung von Isoamylnitrit fir die Azidbildung mit ca
50% Reinausbeute die besseren Ergebnisse.

Obwohl die Festphasentechnik bet der Totalsynthese
von Insulinketten insgesamt keine giinstigen Resultate
erbrachte.** so bietet sie sich doch weiterhin fiir den
Aufbau kondensationsfahiger Teilsequenzen an. Beson-
ders gecignet hierfur ist der Sequenzbereich B 24-30, den
wir parallel zum angefiihrien Synthesegang unter den in
Tabelle 1 wiedergegebenen Kenngrossen tragergebunden
und in dersclben derivatisierten Form aufgebaut haben.
Die cinzelnen Kuppelungsschritte wurden in CH,Cl; mit
jeweils 3 Aquivalenten Uberschuss an Kuppelungskom-
ponente ausgeflihrt und der Anteil nicht umgesetzter
NH:-Gruppen mit Pyridin-Hydrobromid® bestimmt. Der
nach basenkatalysierter Benzylalkoholyse in 43.6-proz.
Gesamtausbeute erhaltene  Boc-Heptapeptidester war
nach anschliessender gelchromatographischer Reinigung
identisch mit dem nach konventioneller Methode ge-
wonnenen Produkt.

Fiir die Darstellung des Teilstiickes 21-23 erwies sich
die Kuppelung von Boc-Glutaminsiure-y-benzylester mit
Arginylglycin unter Anwendung von Aktivester-Me-
thoden als am zweckmiissigsten. Ein alternatives Vor-
gehen ergibt sich bei diesem Sequenzabschnitt auch in
der Kuppelung von N°-Boc, N“-Z-Arginin' mit Glycin-
tert -butylester und nachfolgender Entfernung der beiden
tert. Butylschutzgruppen zum H-Arg(Z)-Gly-OH, was
cine analoge Weiterfithrung der Synthese mit einer durch

Tabelle 1 Festphascnsynthese des Sequenzbereiches B 24-30. Ausgangsharz: Polystyroli2%
Divinylbenzol (Merrifield-Typ). beladen mit $.3% Cl entspr. 1.8 mAqu.ig. Aminosiurebeladung-
045 mMol Boc-Ala-OHig, davon mit Benzylalkohol/ELN abspaltbar $7.3%

Mittlerer Umsatzgrad 1.d. R,
Kuppelung zur harzgebundenen  cinzelnen Kuppelungsschritten Boc-Pepuid-OR2
Sequeny bez. auf Startamiosiaure 1 il
Boc-Phe-Phe-Tyr(B2]) 0.86 0.24
The(Bz1)-Pro-l.ys(Z)Ala- 96.7% (0.82) (0.69)

DC mit ciner benzylalkoholytisch abgespaltenen Probe auf Kicselgel G (Merck) 1. n-
ButanolrEisessig/H,0 4-1:1 11: BenzoliAceton 8: ¢
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Scheme 1.

dic Z-Gruppe abgedeckien N“-Funktion ermdglichen
wiirde. In der auf das Tripeptidderivat bezogenen Aus-
beutebilanz steht dieser Weg aber gegeniber dem im
Schema wiedergegebenen nach.

Nach Uberfilhrung der Boc-Tripeptidsaure 21-23 aus
der Acetat in diec Hydrochlorid-Form bewihrte sich fir
die Kondensation mit dem N-deblockierten Heptapep-
tidderivat 24-30 DCC in Pyndin als Losungsmittel.
Hierdurch konnte nach Chromatographie an Kieselgel in
60% Ausbeute ein chromatographisch und clek-
trophotetisch einheitliches Dekapeptidderivat B 21-30
crhalten werden. Ebenso ergab die 8-Hydroxychinolin-
Methode'' gute, praparativ verwertbare Resultate. Die
HOBUDCC-, die Mischanhydrid-Methode mit Chlorkoh-
lensdure-isopropylester sowie die Nitrophenyl-ester-
Methode lieferten in diesem Kondensationsschritt
dagegen schwieriger zu reinigende Rohprodukte bzw.
unbefriedigende Kuppelungstraten.

EXPERIMFNTELLER TFIL

Die lal,,-Werte wurden mit ciner Genauigkeit von +0.01°
und die lal,-Werte mit =0.5° bestimmt. Die Dinnschicht-
chromatographie erfolgte auf Kieselgel-G-Schichten (Merck).
Laufmittelsysteme:  System  A:  n-Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:1); System B: sec.-Butanoll2S-pro:z. wgssr. NHJWasser
(85:7.5:7.5); System C: sec.-Butanol/Ameisensiure/Wasser
(75:15:10); System D: n-Butanol/Aceton/Wasser/25-proz. wissr.
NH, (40:8:15:95).

A. H-Thr(Bzl)-Pro-1.ys(Z)-Ala-OBzl

Boc-Lys(Z)-Ala-OBzl.  3.05g (10.2mMol) Tos-OH x Ala-
OBzl (Schmp. 114.5-115.5°C) wurden in 10 ml CH,Cl; sus-
pendiert und bei 0°C mit 1.12ml (10.2 mMol) N-Methylmorpholin
versetzt. Man fogle cinc Losung von 3.0g(10.2 mMol) Boc-
Lys(Z)-OH (DCHA-Salz: Schmp. 110-111°C) in 10ml CH,Cl,,
danach 1.37g (10.2mMol) HOBt, nach Abkidhlung auf -15°C
cine L.osung von 2.15g (10.2 mMol) DCC in 10 ml CH,Cl, hinzu
und rithrte 18h bei 0°C sowic 10h ber Raumtemp. Der aus-
gefallene Dicyclohexylharnstofl wurde abfiltriert, die 1.6sung bei
20 Torr zur Trockne eingedampft und der Rickstand in 100 ml
Essigester aufgenommen. Wie ublich wurde mit $-proz. KHSO,-
1.5sung, ges. NaHCO,-1.dsung und Wasser gewaschen, uber
MgSO, getrocknet und bei 20 Torr eingeengt. Ausbeute: 4.65¢g
(84.0% d. Th.) nach Umknstallisation aus Essigester/Petrolather:
Schmp. 112.5-113.5°C; [a]™ = —18.5° (¢ = 3.0 in DMF); R, 0.76
(A), 081 (C), 0.88 (D). (Gef. C, 64.46; H. 760. N, 7.49.
CrH N0y (541.63) erfordert C, 64.30; H, 7.26; N, 7.76%).

Boc-Pro-Lys(Z)-Ala-OBz). 4.5g (8.3 mMol) Boc-Dipeptidester
wurden zur N-Deblockierung mit 30ml 1.2n HCl/Eisessig in
30 min. behandelt. Das l.osungsmittel wurde bei 25°C_und
0.01 Torr abgedampft und der Rickstand aus CH,Cl/Ather
umkristallisiert. Ausbeute: 394 (95.4% d. Th.): Schmp. 264°C
(Zers.); R, 050 (A). 050 (B). 0.53 (C). (Gef. CI, 753
C1Hy N, 04 x HCI (477.97) erfordert Cl, 7.42%).

3.8 (7.6 mMol) N-deblockierter Dipeptidester wurden in Es-
sigester aufgenommen, mit 0.01 n Na,CO,-1.osung und Wasser
gewaschen. getrocknet. i. Vak. zur Trockne ¢ingedampft, in 7 ml
DMF gelost, danach mit 24g (11.0mMol) Boc-Pro-OH™"
(Schmp. 136°C: [a]i% - 66.5° (¢=10 in HOAc). 148g
(11.0mMol) HOBt und nach Abkdhlung auf -15°C mit 2.3g
(11.0mMol) DCC in S m! DMF versetzt. Es wurde 3 h bei -15°C,
18h bei 4°C und 12h bei Raumtemp. gerBhrt, mit Essigester
versetzt, intensiv mit S-proz. KHSO,-Losung, ges. NaHCO,-
Losung und Wasser gewaschen. Der sirupose Rickstand (4.45 g,
92.0% d. Th.) wurde in 10 m! CH,Cl, aufgenommen und auf eine
Kicselgelsaule ($x30cm) gegeben. Nach 1-tagigem Durch-
waschen mit CH,Cl; wurde mit Essigester/Methanol (98:2)
eluiert. Nach dem Eindampfen der Eluate bei 20 Torr wurde aus
Essigester/Petrolather umkristallisiert. Ausbeute: 3.63 g (75.0% d.
Th.) Schmp. 83-90°C; (a]™ = -46.1° (¢ - 3.0 in DMF); R, 0.74
(A). 0.83 (B), 0.82 (C). 0.81 (D): (Gef. C. 64.21; H, 7.15; N, 8.86.
CHWNLO, (638.74) erfordert C, 63.93; H, 7.26; N, 8.77%).

Boc-Thr(Bzl)-Pro-Lys(Z)-Ala-OBz]l. 3.5g (5.SmMol) N-ge-
schiitzter Tripeptidester wurden in 20 ml 1.2 n HCY Eisessig gelost
und 35 Min. bei Raumtemp. gehalten. Man dampfte bei 25°C und
0.0! Torr ¢in und liess aus CH;Cl/Ather kristallisieren. Aus-
beute: 285 g (89.0% d. Th.): Schmp. 142-143°C; R, 0.46 (A). 0.53
(B). 0.54 (C): (Gef. C. 60.79; H, 7.09: N, 975, Cl. 634
CrHuNO X HCL (574.11) erfordert C, 60.67; H, 6.67; N, 9.65;
Cl, 6.18%).

2588 (4.5 mMol) Tripeptidester-Hydrochlorid wurden in Es-
sigester aufgenommen, mit 0.01 n Na,CO,-L.osung und Wasser
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, zur Trockne eingedampft. in
7ml DMF gelost und mit 278 g (9.0 mMol) Boc-ThriBzl)-OH'™
(Schmp. 113-115%; DCHA-Salz: Schmp. 154-155°C; [a)it -
+<29.0° (c - 2.0 in Mcthanol)], 1.82g (13.5mMol) HOBt sowie
nach Abkihlung auf -15°C mit 1.85g (9.0mMol) DCC in 3 ml
DMF versetzt. Es wurde 3h bei —15°C, 18 h ber 4°C und 12 h bei
Raumtemp. geriihrt, mit Fssigester nachgewaschen, das Filtrat
dann mit S-proz. KHSO,-Losung, ges. NaHCO,-Losung und
Wasser gewaschen. Nach Trocknen aber MgSo, und Findampfen
bliecben 3.58g (96.0% d. Th) siruposes dinnschlictch-
romatographisch einheitliches Tetrapeptidderivat zuriick. Dicses
wurde zur weiteren Reinigung an einer Kieselgelsaule (5 x 30 cm)
chromatographiert. Dabei wurde nach 1-tagigem Durchwaschen
mit CH,Cl, mittels Essigester/Methanol (98:2) cluiert. Nach
Einengen des Eluats und Umkristallisieren des Rickstandes aus
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Essigester/Ather/Hexan wurden 3.15g (85.0% d. Th) vom
Schmp. 73-74°C erhalten. [a)is = —62.5° bzw. [a]i% =-60.7°
(c = 2.0 in Methanol), R, 0.85 (C), 0.81 (D). (Gef. C. 64.82. H,
7.18; N, 8.45. C;H,WN,O,, (829.54) erfordert C, 65.15: H, 7.12: N,
8.44%).

HCl x Thr(Bzl)»-Pro-Lys(Z)-Ala-OBzl (B 27-30). 298g
(3.6 mMol) Boc-Tetrapeptidester wurden in 30ml 10n
HCl/Fasessig 20 Min. bei Raumtemp. behandelt. Der beim Ein-
dampfen bei 25°C und 0.01 Torr verbliebene Rickstand wurde
mehrmals mit Ather verrieben und erncut zur Trockne eingeengt.
Aus dem Oligen Rickstand kristallisierten unter Petrolather all-
mahlich 2.68g (97.5% d. Th.) mit dem Schmp. 80-82°C: (@)% -
- 43.5° bzw. [a)ih = —38.0° (¢ = 1.0 in Mcthanol); (Gef. C1, 4.78.
CuoHaNLO, x HCI (766.35) erfordert Cl, 4.63%).

B. Boc-Phe-Phe-Tyr(BzI}-OH und Boc-Phe-Phe-Tyr(B2))-N,H,

Boc-Phe-Tyr(Bzl)}OMe. Zu einer Suspension von 3.22g
(10.0mMol)  HCIx Tyr(Bz))-OMe'"  [Schmp. 192 [a)i% -
+1275° bzw. (@)% - +11.0° (c - 4.0 in Methanol)] in 10ml
CH;Cl; wurden bei 0°C 1.1 ml (10.0 mMo!) N-Methylmorpholin.
danach $.07g (15.0mMol) Boc-Phe-OH™'" [Schmp. BS-86°C;
la)=-38C bzw. [a)i=-4.3° (¢c=1.0 in HOAC)] in Sml
CH,C1; und 2.70g (20.0 mMol) HOBt gegeben. Bei —15°C fagte
man eine Ldsung von 2.91g (15.0mMol) DCC in 3ml CH,CI,
hinzu, rohrte 3h bei -15°C, hielt 18h bei 4°C und 20h bei
Raumtemp. Vom ausgefallenen Harnstoff wurde abgetrennt, wie
ublich mit KHSO,-Losung, NaHCO,-1.osung und Wasser ge-
waschen, tiber MgSO, getrocknet, im Wasserstrahlvakuum ein-
gedampft und aus Essigester/Petrolather umknistallisiert. Aus-
beute: 5.2g (98.0% d. Th.): Schmp. 145°C; [a|¥% = -4.67° bzw.
[a)e = -5.00° (c = 3.0 in DMF): R, 0.88 (A). 0.85 (B), 0.82 (C):
(Gef. C.70.25; H, 7.01: N, 5.36. C,,H,uN,0, (532.65) erfordert .
69.90. H, 682, N, 5.27%).

Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl)»OMe. Zur Deblockierung wurden $.0g
(9.4mMol)  N-geschutzter  Dipeptidester mit 80 ml 1.1n
HCl/Eisessig 30 Min. bei Raumtemp. behandelt. Nach Eindamp-
fen und Umkristallisieren aus CH,Cl,/Ather wurden 4.64g
(99.0%) HC] x Phe-Tyr(Bz21)-OMe vom Schmp. 200°C (Zers.) et-
halten. [a)ie = +18.5° bzw. [a}i% - +16.0° (c = 2.0 in DMF); R,
0.60 (A), 0.78 (B), 0.72 (C). (Gef. C. 66.76, H, 6.36; N, 6.07; (1,
7.73. CHuN,0, x HCI (468.99) erfordert C, 66.59; H. 6.23: N,
5.97; CL. 7.56%).

4.48 g (9.0 mMol) Dpeptidester-Hydrochlorid wurden in S0 ml
Essigester aufgenommen, bei 0°C mit 20ml 1n NH,-1.osung,
anschliessend mit Wasser neutral gewaschen, dber MgSO,
getrocknet, zur Trockne i. Vak. eingedampft, getrocknet und 1n
10 ml DMF gelost, danach mit 2.65 g (13.5 mMol) Boc-Phe-OH'* "
und 2.42g (18.0 mMol) HOBt in 7ml DMF versetzt. Nach Ab-
kihlung auf -15°C fogte man 2.78g (13.SmMol) DCC in 3Iml
DMF hinzu, rdhrte 3h bei -15°C. 18 h bei 0°C und liess 20 h bei
Raumtemp. stehen. Nach dblicher Aufarbeitung wurden 5.9¢g
(98.0% d. Th.) amorpher Boc-Tripeptidester und nach mehr-
maligem Fallen aus Essigester/Petrolather 4.4g (72.0% d. Th.)
Knistalle vom Schmp. 186-187°C erhalten. [a]i% = -11.5° baw.
(@)% = -10.5° (c = 2.0 in DMP): R, 0.87 (A), 0.90 (B), 0.84 (C):
(Gef. C. 70.75; H. 6.85: N. 6.22. C uH,N,0, (679.82) erfordert C,
70.67, H, 6.67: N, 6.18%).

Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl)}-OH (B 24-27). Zu 4.07g (6.0 mMo!)
Boc-Phe-Phe-Tyr(Bz1-OMe in 35 ml Dioxan wurden S ml Wasser
und 8 ml | n NaOH gegeben. Nach 1 h Stehen bei 25°C gab man
2ml 1 n HCI zu und engte die 1.0sung auf etwa 15 ml ein, figte
S0 ml Essigester zu und stellte bei 0°C mit 1 n HCl auf pH 3 ein.
Nach mehrmaligem Waschen der Essigesterphase mit Wasser
wurde im Wasserstrahlvakuum abgedampft und aus Acetonitnl
umknistallisiert. 3.43g (86.0 d. Th.); Schmp. 203-204°C (Zers.);
l@]3% = =3.4° bzw. [@]3% = 3.3° (¢ = 4.0 in DMF): R, 0.89 (A),
0.50 (B): (Gef. C. 70.14; H, 6.43; N, 6.21. C,,H.,N,0, (665.80)
erfordert C. 70.36; H, 6.52; N, 6.31%).

Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl)-NH-NH, (B 24-27). Eine Losung von
407g (6.0mMol) Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl)-OMe in 30 m! DMF
wurden mit 15 ml Hydrazinhydrat versetzt. Nach 4 h begann das
Hydrazid auszufallen. Es wurde 24h bei Raumtemp. stehen
gelassen, die gelartige Masse mit eiskaltem Wasser behandelt,
der Niederschlag bei 0°C dber Nacht kristallisieren gelassen,
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abgesaugt, mit Wasser gewaschen und bei 0.01 Torr dber P,O,
getrocknel. Ausbeute: 3.6 g (88% d. Th.); Schmp. 225°C: (a) =
—18.3° bzw. (a]i% - -16.0° (¢ - 3.0 in DMF); R, 0.32 (B); (Gef.
C. 68.61; H, 6.57;. N, 10.38. C,,H.N,O. (679.83) erfordert C.
6891; H. 6.67: N, 10.33%).

C. Boc-GlutOBzl)-Arg(H" »-Gly-OH

7-Arg(NO,)-Gly-0OBz1. Eine Suspension von 7.0g (30.0 mMol)
TosOH x Gly-OBz21"* (Schmp. 132-135°C) in 100ml Essigester
wurde unter Rihren bei 0°C mit 4.2 ml (30.0 mMol) Triathylamin
versetzt. Nach 1 h wurde abfiltriert und mehrmals mit Essigester
gewaschen. Der nach Finengen der Essigesterlosungen im Was-
serstrahlvakuum crhaltene Rickstand wurde in 140ml abs.
Tetrahydrofuran  aufgenommen. die Lasung mit  10.5g
130.0 mMol) Z-ArgtINO,-OH™ [Schmp. 134-135°C): [a]n™ =
-4.0° (¢ - 1.0 in Methanol) 8.0g (60.0 mMol) HOBt und nach
Abkihlung auf -20°C mit 6.15g (30.0mMol) DCC in 60ml
Tetrahydrofuran versetzt. Man rihrte Sh bei -20°C, liess 24 h
bei 4°C und 48 h bei 20°C stehen. filtrierte vom Harnstofl ab,
engte bei 20 Torr zur Trockne ein und nahm in 300 ml Essigester
auf. Die Essigesterlosung wurde mehrmals mit 1 n HCI, Wasser,
ges. NaHCO,-Losung und Wasser gewaschen und dabei bereits
ausgefallenes Dipeptidderivat abgesaugt. Dic Essigesterphase
wurde GUber MgSO, getrocknet und bei 20 Torr eingeengt. Nach
Umkristallisation aus Methanol/Wasser und Trocknen ¢ Vak
wurden 11.40g (76.0% d. Th.) Z-Dipeptidester vom Schmp. 151-
153°C"* erhalten: (@)™ - 13.0° (¢ = 1.0 in Mcthanol); {a)e™ -
-13.9° (c " 1.0 in Methanol);'* R, 0.62 (A).

Arg(2 x HOAC)-Gly. 4.5g (9.0 mMol) Z-Dipeptidester wurden
in 80ml Methanol und 10m! Eisessig suspendiert, mit 1.0g
Pd-Schwarz versetzt und 2 Tage hydriert. Das Reaktionsgemisch
wurde in 3x100ml Alkohol aufgenommen, vom Ruckstand
abfiltriert und dic 1.0sung i Vak. bei 20 Torr cingeengtl. Das
Rohprodukt wurde aus Eisessig/Essigester umkristallisiert. Aus-
beute: 2.7g (85.5% d. Th.). Schmp. 160-162°C; [Schmp. 167-
170°C):™ (@)™ = +32.4° (¢ -+ 1.0 in Wasser); [a],™ = +38.3° (¢ -
1.0 in Wasser).™

Boc-Glu(OB2)-Arg(HOAC)-Gly-OH (B 21-23). Zu der L.asung
von 1.08 g (3.0 mMol) Arg(2HOA<)-Gly in 1.8 ml DMF und 1.5 ml
Wasser wurden bei —10°C 0.66 ml (6.0 mMol) N-Methylmor-
pholin und 2.6g (6.0 mMol) Boc-Glu(OBz1)»-0OSu [Schmp. 100-
103°C): (@), = -20.4° (¢ =2.0 in Dioxan) in 6ml DMF und
1.5 ml Wasser gegeben. Man rihrte 2 Tage bei 20°C, engte die
Losung & Vak bei 0.1 Torr ein, nahm den Rickstand in
Methanol. das 2 ml Eisessig enthielt, auf und chromatographierte
au einer Kieselgelsdule (Kieselgel G, 0.2 bis 0.5 mm; Siule 50 x
2.5 cm) mit dem Elutionsmittel Chloroform/Methanol (2:1). Nach
dem Umknstallisieren aus Mecthanol/Ather erhiclt man 1.4g
(77.8% d. Th.) Tripeptidsaure vom Schmp. 133-136°C: (@)% -
-18.5° [a]i% = -16.0° (¢ = 2.0 in Mcthanol); R, 0.40 (A).R, 0.58
(n-But./HOAc/Wasser: Pyridin 30:6:24:20); R, 0.35 (Chloro-
form/Methanol 2:1). (Gef. N, 14.08. C,.H 4N, O, x CH,-COOH
(610.68) crfordert N. 13.76%).

Uberfihrung in das Hydrochlorid: 610mg (1 mMol) Boc-
Glu(OB21)- Arg(HOAC)HGly-OH, in Dioxan gelost, werden bei 0°C
mit S ml (1 mMob 0.2n HCl/Dioxan versetzt, dic Losung i. Vak.
auf 10 ml eingeengt und ber 0°C mit 100 mi absol. Ather versetzt.
Das hygroskopische Tripeptid-Hydrochlorid wird abzentrifugiert
und i Vak iber KOH getrocknet.

D. Boc-Phe-Phe-Tyr(B21)-Th(B21)-Pro-1.ys(2)-Ala-OBzl

(a) Azid-Methode.’ Einc auf 20°C gekiihlte Lsung von
0.678g (1.0mMol) Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl)»-N,H, in 6 ml DMF
wurde mit 2.22ml (4.0mMol) 1.8n HCl/Essigester und 0.2 ml
(1.52 mMol) Isoamylnitrit versetzt, 30 Min. bei --20°C geriihrt und
ber -50°C mit 0.57ml (5.18 mMol) N-Methvimorpholin neu-
tralisiert. Zu der Azidlosung gab man bei —$0°C cine Losung von
0.536g (0.70mMol) HCIx Thr(Bz1)-Pro-L.ys(Z)-Ala-OBzl  und
0.07ml (0.70 mMol) N-Methylmorpholin in 4m!l DMF, hicl
1Tag dic Temperatur bei -40°C, liess dann langsam auf 0°C
ansteigen und hiclt sie 4 Tage bei 0°C konstant. Es wurde mit
40 ml Essigester verdinnt, mit KHSO,-1.osung und Wasser ge-
waschen, iber MgSQ, getrocknet und bei 12 Torr auf 10 ml ein-
geengt. Diese Losung wurde in 2.5 ml-Portionen auf eine mit
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Essigester aquilibrierte Sephadex-LH-20-Saule (2 x 120cm) ge-
bracht und mit Essigester zu Fraktionen von Sm! bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 28 ml/h eluiert. Dic Fraktionen
24-32 enthielten insgesamt 0.608g (60.5% d. Th.) chromato-
graphisch reinen Boc-Heptapeptidester. Nach Umknistallisation
aus Essigester/Petrolather: 0.536g (53.0% d. Th.): Schmp. 163-
165°C; [a)ia=-21.2° bzw. (@] =-202° (c=0.5 in DMF);
lali = =27.0° (¢ = 1.0 in CHC),): R, 0.84 (B). R, 0.88 (C); (Gef.
C. 6888, H, 6.77: N, 8.13. C»Hs;N,O,, (1377.67) erfordert C,
68.61: H, 6.96; N, 8.30%). Aminosaureananlyse: Phe (2.00), Tyr
(0.91), Thr (0.95), Pro (1.06), Lys (0.99), Ala (1.04).

(b) Festphasenmethode. Boc-Ala-O«P): 373g (19.7 mMol)
Boc-Ala-OH wurden in 65 ml Athanol geldst, 2.49 ml (17.7 mMol)
Triathylamin und 128g Chlormethylpolystyrol’' (5.3% Cl.
19.7mMol Cl) zugegeben und 48h bei 75°C gerdhrt. An-
schliessend wurde je 3 x mit Athanol, Methanol und 4 x mit Dioxan
gewaschen. Die Bestimmung des angeesterten Anteils erfolgte
nach Abspaltung der Boc-Gruppe (s.u) mit Hilfe von Pyn-
dinhydrobromid® oder durch Totalhydrolyse mit anschliessender
Ninhydrinkolorimetnie.” Der benzylalkoholytisch von der Matrix
abspaltbare Boc-Ala-OH-Anteil wurde durch Behandeln einer
Harzprobe mit der 4-fachen Menge 1 n Tnathylamin in Ben-
zylalkohol bei 20°C und Gber 48 h erhalten (Tabelle 1).

Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl)-Thr(Bzl)-Pro-Lys(Z)-Ala-O-(P):  Das
aus dem obigen Ansatz gewonnene Boc-Ala-O«P) (13.7g=
5.8 mMol Ala) wurde 30 Min. mit 4 n HCl/Dioxan geschiittelt, je
3x mit Dioxan. Methylenchlorid und Dimethylformamid gewa-
schen, die Aminogruppen mit 10-proz. Tnathylamin in Dimethyl-
formamid (15 Min.) freigesetzt (Neutralisationsschritt), 3 x mit
Dimethylformamid und mit Methylenchlorid gewaschen und die
Losung von 6.64g Boc-Lys(Z)}-OH (17.4 mMol, 3 Val) in 40 mi
Methylenchlorid zugegeben. Nach 20 Min. Schiitteln folgten die
Zugabe von 3.58 (17.4 mMol) DCC und weiteres 12-stiindiges
Schitteln. Es wurde je 3 xmit Methylenchlorid, Eisessig/Me-
thylenchlorid 1:1 und Methylenchlorid ausgewaschen, ein Neu-
tralisationsschnitt zwischengeschaltet und dic nicht umgesctzten
frecien Aminogruppen mit Hilfe von Pyndinhydrobromid be-
simmt.* Anschliessend wurde der Kuppelungsschritt unter glei-
chen Bedingungen noch cinmal wicderhoit. Dieser Zyklus wurde
bis zum Aufbau der harzgebundenen Heptapeptidsequenz
nacheinander mit je 17.4 mMol Boc-Pro-OH, Boc-Thr(Bzl)-OH,
Boc-Tyr(B2l)-OH und Boc-Phe-OH (Verlangerung um 2 Phe-
Einheiten) unter Anwendung von jewells 17.4mMol DCC
wiederholt. Danach wurde das Peptidharz 6 x mit Methylen-
chlorid gewaschen und 1 h bis zu einem Druck von 0.5 mm Hg
getrocknet: 2503g.

Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl}Thr(Bzl)»-Pro-Lys(Z)-Ala-OBzl: 2.50g
(10.0%) des grob getrockneten Peptidharzes wurden mit 10ml 1 n
Triathylamin in Benzylalkohol versetzt und 48 h geschittelt, nach
Beendigung der Reaktion abgesaugt und das Harz 6 xmit
Chioroform gewaschen. Das Filtrat der Benzylalkoholyse und die
Waschlésungen wurden vereinigt und 2 x mit S0 ml H,0, dic mit
S-proz. KHSO, auf pH 3-4 cingestellt waren, 1 x mit H,0, 2 x mit
gesatigter NaHCO,-Lasung und H,0 ausgeschittelt, die or-
ganische Phase mit MgSO, getrocknet, das Chloroform im
Vakuum abgezogen und dann bei 0.1 mm Hg bis zur Trockne
eingeengt: 0.345g (43.6% d. Th.). bezogen auf harzgebundene
Startaminosaure Ala.Nach der Rcinigung durch Gelchromato-
graphic an Sephadex LH 20 in Chloroform (Séule 1000 x 23 mm;
15 ml/h) wurde das dannschichtchromatographisch einheitliche
Peptidderivat  Boc-Phe-Phe-Tyr(Bzl)-Thr(Bzl)-Pro-Lys(Z)-Ala-
OBzl erhalten. Schmp. 163-165°C (Chloroform/Ather); [a]it =
-21.2 (¢ = 0.5 in DMP); (@)% = -27.0° (¢ = 1.0 in Chloroform);
R, 0.86 (A), R, =~ 0.24 (Benzol/Aceton 8:5). Phe (2.0), Tyr (0.9),
Thr (09). Pro (0.9). Lys (1.0), Ala (1.0); (Gef. N, 841
CrHe:NgO(4 (1377.67) erfordert N, 8.30%).

E. Boc - Glu(OBzl) - Arg(H") - Gly - Phe - Phe - Tyr(Bzl) -
Thr(Bzl) - Pro - Lys(Z) - Ala - OBzl

HClx Phe - Phe - Tyr(B2l) - Thr(Bzl) - Pro - Lys(Z) - Ala -
0Bzl (B 24-30). 2.06g (1.5 mMol) Boc-Heptapeptidester wurden
in 60mi 1.2n HCI/Eisessig bei Raumtemp. geldst und nach
SO Min. in 400 m] eiskaltem Ather innerhalb weniger Minuten
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tropfenweise unter Rihren eingetragen. Der Niederschlag wurde
abgetrennt, aus CH,Cl,/Ather umgefallt und i. Vak. getrocknet
(1.42 g, 72.0% d. Th., Schmp. 113-119°C). Zur weiteren Reinigung
wurde das Rohprodukt in 20 ml CH,Cl, aufgenommen und auf
cinc Kieselgelsaule (5x30cm) gegeben. Es wurde 1Tag mit
CH,Cl; gewaschen und danach der Heptapeptidester mit
CH,Cl,/Methanol  (97:3) eluiert. Nach Umfallen aus
CH.Cl,/Ather wurden 1.0g (50.6% d. Th.) chromatographisch
reines Produkt vom Schmp. 118-120°C erhalten. (a]2, = -38.0°
bzw. (@)% =-32.5° (¢ =05 in Methanol); R, 0.68 (A), 0.82
(n-Butanol/Fisessig/Wasser/Pyndin  30:6:24:20), 0.61 (n-Pro-
panol/Wasser 7:3), 0.67 (Chloroform/Methano! 2:1). (Gef. C.
61.41; H, 6.72; N, 7.71. C,.HuN,O,: x HCI x TH,0 (1440.13) er-
fordert C, 61.72; H. 6.93. N, 7.78%).

Boc - Glu(OBz2l) - Arg(H®) - Gly - Phe - Phe - Tyr(Bzl) -
Thr(Bal) - Pro - Lys(Z) - Ala - OBzl (B 21-30).

(a) Oxin-Methode. 580 mg (1 mMol) Boc - Glu(OBz2l) - ArgtHCl) -
Gly - OH wird mit 145 mg (1 mMol) 8-Hydroxychinolinin | m| DMF
gelost und bei -10°C 204 mg (1 mMol) DCC in 0.5ml DMF
hinzugefigt. Nach 2-stindigem Stehenlassen bei 0°C wird mit
630 mg (0.5 mMol) Heptapeptidester H - Phe - Phe - Tyr(Bzl) -
Thr(Bzl)- Pro-Lys(Z)- Ala- OBzlin | ml DMF versetzt, welcher in
Chloroform durch Waschen mit kalter 0.5n NH,OH-1.0sung,
anschliessendem Neutralwaschen und Trocknen erhalten wurde.
Danach wurde 2 hbei0°C und 2 Tage bei Raumtemp. gelhalten sowie
mit $ ml DMF verdiinnt. ausgefallener Dicyclohexylharnstoff ab-
gesaugt, das Filtrat i. Vak. bei 0.1 Torr auf etwa 2 ml eingeengt und
unter Rithren bei 0°C in Ather/Petrolather (3:1) eingetragen. Der
ausgefallene Niederschlag wird abgesaugt, in 100 ml Chloroform
aufgenommen, mehrmals mit 0.5n NH,OH-Losung und H,0
gewaschen, getrocknet upd auf ein Volumen von etwa 3Iml
eingeengt. Durch Chromatographie an Kieselgel (“Merck™, 0.2-
0.5 mm, 3 x 50 cm) mit Chloroform/Methanol 97: 3 wurden 182 mg
(42% d. Th.) chromalographisch reines Dekapeptidester-Hydroch-
lorid erhalten. Schmp. 157-160°C: [a)i2=-190° (¢ =10 in
Chloroform/Methanol 8:2) bzw. [a]i% = ~16.0° (c = 1.0in Chloro-
form/Methanol 8:2). R, =0.56 (A), 0.58 (C), 0.15 (Chioro-
form/Methanol 9:1), 0.65 (Chloroform/Methanol 2:1); (Gef. C,
60.08; H, 7.05. N, 9.71; CoH 30N ,.0,0 x HCI x TH,0 (1972.62)
erfordert C, 60.28. H, 6.85. N, 9.94%). Aminosaureanalyse: Glu
(1.00). Arg (0.92). Gly (1.00), Phe (2.05) Tyr (0.80), Thr (0.89). Pro
(0.97), Lys (0.90). Ala (1.00).

(b) DCC in Pyndin. $80mg (1 mMol) Boc - Glu(OBazl) -
Arg(HCl) - Gly - OH wurden in 1 ml trockenem Pyridin gelost.
nach Abkthlung auf -10°C mit 100.0 mg (0.5 mMol) DCC in
0.3 ml Pynidin versetzt und dazu 315.0 mg (0.25 mMol) H - Phe -
Phe - Tyr(Bzl) - Thr(Bzl) - Pro - Lys(Z) - Ala - OBzl. welcher in
Essigester durch Waschen mit kalter 0.5n NH,OH-Losung und
anschliessendem Neutralwaschen, Trocknen und Einengen aus
dem Hydrochlori erhalten wurde. in 0.2 ml Pynidin zugegeben.
Anschlissend wurde 2 h bei —10°C, 2 Tage bei 0°C und 1 Tag bei
Raumtemp. stehengelassen. Nach erneutem Abkdhlen auf -10°C
wurden weitere 100 mg (0.5 mMol) DCC in 0.3 ml Pyndin zuge-
fogt, 1 Tag bei 0°C und 2 Tage bei Raumtemp. stehengelassen.
Das Reaktionsgemisch wurde mit S ml kaltem Pyndin verdiinnt,
vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das Filtrat i.
Vak. bei 10Torr cingeengt. der Riickstand in 3ml Chloro-
form/Methanol (9:1) aufgenommen und in Portionen zu je 1 ml
auf eine mit Chloroform &quilibrierte Gelsaule (Kieselgel
“Merck™, 0.2-0.5mm, 2.2 x45cm) gegeben. Es wurde zunachst
mit 200 m! Chloroform durchgewaschen und dann mit Chloro-
form/Methanol (97:3) eluiert. Anschiiessend chromatographiert
man mit Chloroform/Methanol (8:2) bei einer Durchflussge-
schwindigkeit von 15 mi/h und gewinnt insgesamt 261 mg (60% d.
Th.) des Dekapeptidester-Hydrochlorids vom Schmp. 145-150°C.
Nach Umfillen aus Chloroform/Methanol (8:2) mit Ather wurde
kristallines Dekapeptidester-Salz vom Schmp. 157-160°C  er-
halten. (@), = —19.2° (¢ = 1.0 in Chloroform/Methanol 8:2) baw.
[@)%% =-166° (c = 1.0 in Chloroform/Methanol 8:2); R, 0.5§
(A), 0.60 (C), 0.12 (Chloroform/Methanol 9:1), 0.63 (Chloro-
form/Methano! 2:1). (Gef. N, 9.59; CuuH,N,.0,s x HCI x TH;0
(1972.62) erfordert N, 9.94%). Aminosaureanalyse: Glu (1.00),
Arg (0.90), Gly (1.00), Phe (2.00). Tyr (0.80), Thr (0.95). Pro
(1.03), Lys (0.92), Ala (0.97).
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