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Zur Synthese von Human-Big-Gastrin I und seinem 
32- Leucin- Analogon 1 
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The Syntheses of Human-Big-Gastrin I and Its 32-Leucine-Analogue 
I. Preparation of Fragments 28-34, 23-27, 21-22 and 15-20 

Human-Big-Gastrin I, a peptide hormone of 34 amino acid residues, and 
the 32-1eucine analogue were synthesized. For this purpose six suitable peptide 
fragments were prepared at first, which subsequently were condensed to the 
total sequence. In this paper we describe the syntheses Of :four suitably 
protected peptide fragments corresponding to the sequences 28-34, 23 27, 21 22 
and 15-20 of human-big-gastrin I. For the protection of the side-chain functions 
tert-butanol derived groups removable in the final step by acidolytic cleavage 
were used. The ~-amino functions were selectively blocked as benzyloxycarbonyl- 
and 2-nitrophenylsulfenyl-derivatives, respectively. 

( K eywords : Gastro-intestinal hormones; Human- Big-Gastrin ; P eptide synthe- 
sis) 

Einleitung 

Seit einigen J ah ren  besehs sieh verschiedene Arbeitskreise 3 12 
mit  der Isolierung, Strukturaufkl/~rung,  Tota l synthese  und  der biolo- 
gisehen Un te r suchung  yon  Pept idwirks tof fen  der ,Gas t r infami l ie" .  

Abkiirzungen: Es werden hier vorwiegend die vonder IUPAC-IUB Commis- 
sion on Biochemical Nomenclature empfohlenen Abkfrzungen ftir Amino- 
ss und Schutzgruppen verwendet. Wegen der universellen Anwendbarkeit 
bedienen sich die Autoren auch der im Houben-Weyl 2 niedergelegten und 
eingehend erl~uterten Abkiirzungen. DCCD = N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid, 
HONSu = N-Hydroxysuccinimid. 
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Diese Wirkstoffe sind lineare Polypeptide untersehiedlicher Ketten- 
lgnge, wobei die niedermolekularen Gastrine in der Prims dem 
C-terminalen Sequenzbereieh der hShermolekularen entsprechen. 
Damit lgf~t sieh einmal mehr ein im biologischen Ablauf schon 5Rers 
beobachtetes Phgnomen einer Hormonaufspaltung yon Prg-pro- 
Hormon in Pro-Hormon, Hormon und kleinere Hormonbruehstficke 
bestgtigenla, 14. 

Das am lgngsten bekannte Gastrin, das Human-Little-Gastrin, ist ein 
Heptadecapeptidamid und wurde yon Gregory und Tracy a aus dem Anthrum 
des Magens isoliert. Es tritt in zwei Formen (Gastrin I und II) auf, die sich in 
Position 12 unterscheiden, wobei im Gastrin II  die phenolisehe Hydroxygruppe 
des Tyrosins gegeniiber I zusgtzlich mit einem Sulfat-Rest verestert ist 4 6. Der 
gleichen Arbeitsgruppe 15 gelang zehn Jahre spgter die Isolierung des Human- 
Mini-Gastrins aus Zollinger-Ellison-Tumoren, das zuerst als lineares Trideea- 
peptidamid besehrieben, spgter jedoeh als Tetradecapeptidamidl~ identifiziert 
wurde. Seine Primgrstruktur entspricht dem C-terminalen Sequenzbereich des 
Human-Little-Gastrins. Auf Grund biologiseher und physikalischer Unter- 
suehungen yon Extrakten aus Zollinger-Ellison-Tumoren wurde seit langem 
such die Existenz yon Big-Gastrin und Big-Big-Gastrin postuliert. Letzteres 
Prg-Pro-Hormon der Gastrinreihe hat sieh allerdings bislang einer Isolierung 
entzogen iv. Das Big-Gastrin hingegen konnte 1972 yon Gregory und Tracy is aus 
gastrinproduzierenden Tumoren in hSherer Reinheit isoliert werden; als Pri- 
ms wurde gemeinsam mit Kenner und Harris vorgesehlagen 19, ~0: 

< Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His-Pro-Ser-Leu-Val-Ala- 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1t 12 

Asp-Pro-Ser-Lys-Lys-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Glu- 
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

Glu-Glu-Glu-Ala~Tyr-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2. 
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

d.h. ein Tetratriacontapeptid mit linearer Anordnung der Aminos~urereste, 
wobei der C-terminale Tell der Sequenz die Aminos/iurefolge des Human-Little- 
Gastrins I besitzt. 

Eine erste Totalsynthese des Human-Big-Gastr insI  haben wir 
bereits 1976 gemeinsam mit Kenner und Mitarb. 20 22 durchgeffihrt. In 
dieser und den folgenden Arbeiten wird eine verbesserte Synthese dieses 
Peptidwirkstoffes beschrieben. Gleichzeitig wurde such die Synthese 
des 32-Leuein Analogons des Human-Big-Gastr insI  durchgefiihrt. 
Wegen de r  frfiher beobachteten Austausehb~rkeit der Methionin- 
durch Leucin-Reste unter Erhalt  der jeweiligen vollen biologischen 
Aktivit~t 9-11 sollte diesem Analogon ein6grSBere Stabilits gegenfiber 
oxidativen Einflfissen zukommen. Dies wfirde such einer Verwendung 
als ,,tracer" ffir die radioimmunologische Bestimmung des Peptid- 
wirkstoffes zugutekommen. 

Letztlieh wurde auch noch die N-terminale Sequenz 1--20 des 
Human-Big-Gastrins I bearbeitet, um die Frage der spezifisehen Anti- 



Synthese von Human-Big-Gastrin I 11303 

kSrperbildung sowohl gegen dan C-terminalen Tail als aueh den amino- 
endstgndigen Sequenzbereich klS~ran zu kSnnen. Wegan der relativen 
Konzentrationsunterschiede yon Big-, Little- und Mini-Gastrin im 
Blutplasma yon gesunden oder kranken Menschen (mit Tumoren im 
Magen-, Darmtraktbereieh) k6nnta deren Erfassung mittals spazifi- 
scher l~adioimmunoassays ffir die diagnostisehe Fr~herkennung yon 
gastrinproduzierendan Tumoren grof~e Bedautung haben. 

Ergebnisse und l)iskussion 

Erster Syntheseabschnitt war die Erstellung von sechs Peptid- 
fragmenten mit den Sequenz-Bereichen 28--34, 23--27, 21--22, 
15--20, 9--14 und 1--8 der vorgesehlagenen Prim~rstruktur des 
Human-Big-GastrinsI, wobei Fragment-Auswahl und -Aufbau auf 
Grund unserer friiheren Erfahrungen in der Synthese von Peptid- 
naturstoffen23 26 vorgenommen wurden. 

Um eina Synthese des 32-Leucin-Analogons gleichzeitig mitzu- 
ziehen (siehe oban), wurden neben 2-Nitrophenylsulfeny127, 2-[Biphe- 
nyl-(4)]propyl-(2)-oxyearbonyl~S und 1-Methyl-2-benzoyl-vinyl-Resten~ 
auch die ffir Methionin-freien Peptide ausreichende Benzyloxyearbo- 
nyl-Maskierung als N-terminale Schutzgruppe der Fragmente banutzt. 

1. Teil~equenz 28--34; H-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe- 
NH~ 

(Fragment 1) 

Das vorliegende Teilst~ek [28--34 b] (Fragment I, Schema 1) wurde 
dutch Verkn/ipfung zweier Unterfragmente, d.h. des Tripeptidamids 
[32--34 b] und des Nps-Tetrapeptids [28--31 a] mit Erfolg vorgenom- 
men. Damit weieht der Aufbau des C-terminalen Endes von den 
bisherigen Gastrinsynthesen 9,10 __ dutch die erstmals vorgenommene 
Verkn~pfung zweier Fragmente zwischen Trytophan und Methionin - -  
stark ab. Eine Variation des ~-Aminoschutzes durch den Bpoc-Rest 
ffihrte dagegen nicht zum Erfolg (siehe unten). 

a) H-Met-Asp(OBut)-Phe NHz [32--34 b] 

H-Asp(OBut)-Phe-NH2 [33--34b], erstmals bei unserer [15-Leucin]- 
Human-Gastrin-I-Synthesel0 synthetisiert, wurde mit dem schon bei der 
Glucagonsynthese bew~hrten MB V-Met-OH [32] 29 naeh dem Mischanhydrid- 
Verfahren in 86~oiger Ausbeute zum [l-Methyl-2-benzoyl-vinyl]-tripeptidamid 
[32--34 a] umgesetzt. Der MB V-Rest liel3 sich diesmal am gtinstigsten mittels 
1N-Salzsgure in Methanol entfernen. 
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b) Nps-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-OH [28--31 a] 

Die Umsetzung von Z-Gly-ONSu [30] mit H-Trp-OH [31] lieferte nach 
Anderson etal. '~~ in 85~oiger Ausbeute das Benzyloxycarbonyl-dipeptid 
[30--31a]. Nach hydrogenolytischer Abspaltung der N-Schutzgruppe wurde 
das freie H-Gly-Trp-OH [30---31b] mit Z-Tyr(But)-ONSu [29] zum 
Z-Tyr(But)-Gly~Trp-OH [29--31a] kondensiert; die k atalytische Hydrierung 
fiihrte in quantitativer Ausbeute zum ,,aminofreien" Tripeptid [29--31 b], das 
anschliei~end mit Nps-Ala-ONSu [28] in guter Ausbeute (78~o) zum gewfinsch- 
ten Nps-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-OH [28--31 a] vereinigt werden konnte. 

c) Bpoc-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-OH [28--31 b] 

H-Tyr(But)-Gly-Trp-OH [29--31b], hergestellt wie unter b) beschrie- 
ben, wurde mit Bpoc-Ala-ONSu [28] zum Bpoe-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-OH 
[28--31 b] umgesetzt (Ausb. 91~o). 

d) H-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)~pbe-NH2 [28- -34b]  

~) Die Vereinigung der beiden Teilstficke Nps-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-OH 
[28--31 ~] mit H-Met-Asp(OBut)-Phe-NH2 [32--34 b] zum Nps-Ala-Tyr(But) - 
Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH2 [28--34a] gelang mittels des DCCD/ 
HONSu-Verfahrens31, ~ in hoher Ausbeute (95~o). Die anschliel~ende Abspal- 
tung des 2-Nitrophenylsulfenyl-Restes vom tryptophanhaltigen Heptapeptid- 
amid-Derivat mit zwei Aequivalenten Chlorwasserstoff in Methanol/Dimethyl- 
formamid unter Zugabe yon 20 Aequivalenten 2-Methylindo133 verlief auch hier 
einwandfrei. Aus dem lCeaktionsmedium konnte das gewiinschte Heptapeptid- 
amid [28--34 b] in Form seines Hydrochlorids durch einfaehes Ausf~llen mit 
Diethylether gewonnen werden. 

~) Die analog vorgenommene Vereinigung des Acyltetrapeptids [28--31 b] 
mit H-Met-Asp(OBut)-Phe-NH2 [32--34b] nach dem DCCD/HONSu-Ver- 
fahren zum Bpoc-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met~Asp(OBut)-Phe-NH2 [28--34c] 
verlief mit etwas geringerer Ausbeute (78~) als die Erstellung des analogen 
NPS-Heptapeptidamid-Derivates [28--34a]. Die Abspaltung des 2-[Biphe- 
nyl-(4)]-propyI-(2)-oxycarbonyl-Restes fiihrte trotz umfangreicher Variation 
der Spaltungsbedingungen und LSsungsmittelsysteme2S, ~4 (100~ige Essig- 
s/~ure; Essigss163 [7:1:2]; 70~ige und 80~oige Mono- 
chloressigs~ure/Diehlormethan [40:60] sowie mit 0,5N-Salzs~ure in 96~oigem 
whi~rigen Trifluorethanol bei ,,scheinbarem" pH = 0,5 bis 1) zu einem Material, 
das diinnschichtchromatographisch haupts~chlich aus zwei Komponenten 
bestand; dieser Weg fiihrte deshalb nieht zum gewiinschten Erfolg. 

2. Teilsequenz 23--27: Nps-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut) - 
Glu(OBut)-Glu(OBut)-OH (Fragment II) 

H-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Ott (ein 
bekanntcs Zwischenprodukt unserer [11-Leucin]-Human-Mini-Gastrin-L 
Synthese 35) wurde mit  2-Nitrophenylsulfenylchlorid zum Nps-Penta- 
pept id-Der ivat  [23--27 a] in 77~oiger Ausbeute acyliert. 
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3. Teil~'equenz 21--22: H-Trp  Leu-OH (Fragment 1 i i )  

Teilsequenz H-Trp-Leu-OH [21- -22b]  m ist auf bekanntem Wege 
dutch Aminoaeylierung yon Leucin mittels Z-Trp-ONSu [22] trod 
anschlieBende katalyt ische Hydrierung des erhaltenen Z-Trp-Leu-OH 
[21--22 a] leicht zugSmglich. 

4. Teilsequenz 15--20: Z-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)~Gln-Gly-Pro-OH 
(Fragment I V) 

Die Aminoacylierung des H-Gly-Pro-OBut [19 20b]  u~ mit  Z-Gln- 
OH [18] lieferte nach dem ,,Pivalins&ure-Mischanhydrid-Verfahren" 
das Z-Gln-Gly-Pro-Ol?u t [18 20a].  Anschliel~ende Acidolyse des tert- 
Butylrestes mittels Trifluoressigsgure und Hydrogenolyse der Benzyl- 
oxycarbonyl-Schutzgruppe ergab H-GlmGly~Pro-OH [18--20c] ,  das 
sieh dutch zweimaliges stufenweises Ankondensieren yon Z-Lys(Boc)- 
OH mittels Z-Lys(Boc)-OSTSu in Position 17 und 16 und jeweils 
nachfolgende katalyt ische Hydrogenolyse in das freie Pentapept id-  
Der ivat  [ 1 6 ~ 0 b ]  /iberf/ihren liel3. Dieses wurde letztlich mittels 
Z-Ser(But)- ONp [15] zum angestrebten Z-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)- 
Gln-Gly-Pro-OH [15- -20a]  aufgestoekt  (Schema2). 

Dank 

Der deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Gew/ihrung einer 
Sachbeihilfe [Wu20/ll]  zu grogem Dank verpflichtet. Unseren technischen 
Assistenten Heiwn H. Stocker und Herrn J. Musiol danken wir f/ir die wertvolle 
Mitarbeit, Frgulein R. Scharf fiir die Ausfiihrung der Aminosgureanalysen und 
den Assistenten des mikroanalytischen Laboratoriums unter Leitung von Dr. 
P. Thamm fiir die Durehftihrung der Elementaranalysen. 

Experimenteller Teil 

Die Schmclzpunkte wurden in offenen Kapillaren im Schmelzpunktapparat 
naeh Dr. Tottoli bestimmt; sie sind nicht korrigiert. Die 'Drehwerte wurden im 
lichtelektrischen Polarimeter yon Perkin-Elmer, Modell 241 MC, ermittelt. Der 
chromatographische Reinheitstest der Zwischen- und Endprodukte erfolgte in 
der Dfinnschichtchromatographie auf DC-Fertigplatten Kieselgel 60 der 
Fa. E. Merck, Darmstadt. Die Aminosgureanalysen wurden nach saurer 
Hydrolyse mit 6M-HC1 (20 h) am Amino Acid Analyzer der Firma Beckmann 
Instruments (Modell 120 B m i t  Digital-Integraph bzw. Multichrom B) ausge- 
wertet, die CHN-Analysen mittels des ,,Elemental Analyzers" Perkin 
Elmer 240 bestimmt. Die Aminosguren wurden yon der Fa. FlukaAG, 
Buchs/Schweiz bezogen. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Aminos/iure-Derivate wurden nach 
bekannten Vorschriften 2 hergestellt. 
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[1- Methyl- 2-benzoyl-vinyl ]- L- methionyl- L-asparagyl 
( ~-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid [32--34 a] 

ZU 13 g MB V-Met-OH [32], (hergestellt aus dem entspreehenden Kalium- 
salz 2~ mittels Essigs~ure) und 6,16 ml Triethylamin in 200 ml THF werden bei 
- -  15 ~ unter Rfihren 4,2 ml Chlorameisens&ureethylester getropft. Nach 5 min 
ffigt man bei - -  10 ~ eine LSsung yon 13,4 g H-Asp(OBut)-Phe-NH2 [33--34 b] 
in 200ml THF zu. Das Reaktionsgemisch wird 2h gerfihrt und 14h bei 
Raumtemp. stehengelassen. Der nach Eindampfen im Vak. erhaltene Rfick- 
stand wird zwischen Essigester und Wasser verteilt, die abgetrennte organische 
Phase naeheinander mit 5proz. Kaliumhydrogencarbonat-LSsung und Wasser 
gewaschen. Nach dem Trocknen fiber Natriumsulfat  wird das LSsungsmittel im 
Vak. abgedampft. Der Rfiekstand kristallisiert aus Methanol/Wasser. Sehmp. 
192--193 ~ [~]~:  + 57,2 ~ bzw. [~]2~ + 77,3 ~ (c = 1, in Methanol). Chro- 
matographiseh rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyridin (60 : 6 : 24 : 20) und 
Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35:30); Ausb. 19 g (78~o d. Th.). 

Cs2H42N406S (610,78). Ber. C62,92, H6,93, N9,17, $5,25. 
Gel. C63,07, H7,06, N9,04, $5,13. 

L- M ethionyl- L-asparagyl ( ,~-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid [32--34 b] 

Zu einer Suspension yon 18,3 g MB V-Met-Asp(OBut)-Phe-NH2 [32--34 a] 
in 250 ml Methanol werden unter Rfihren 32 ml l~V-Salzs~ure gegeben. Nach 
20 h t r i t t  klare LSsung ein, naeh weiteren 48 h wird das LSsungsmittel im Vak. 
abgedampft. Der verbleibende Rfiekstand wird zwischen Wasser und Ether 
verteilt, die abgetrennte Wasserphase noch zweimal mit Ether gewaschen. Zur 
ws LSsung wird unter Rfihren 1N-Natronlauge bis pH 8 gegeben. Der 
gebildete Niederschlag wird abfiltriert, mehrmals mit Wasser, letztlieh mit 
Ether gewaschen und im Vak. fiber P4010 getrocknet. Sehmp. 152--153 ~ 

20 [~]~)0: __ 28,0 ~ bzw. [~]546 : - -  33,9 ~ (c = 1, Methanol). Chromatographiseh rein 
in n-Butanol/Essigss (60:6:24:20). Ausb. 12,9g (92~o 
d. Th.). 

C~2H34Na05S (466,60). Ber. C56,63, H7,34, N 12,00, $6,87. 
Gef. C 56,87, H 7,43, N 11,94, S 6,86. 

Aminos~ureanalyse : Met Asp Phe 
Ber. 1 1 1 
Gef. 1,04 0,97 0,99 

Benzy loxycarbonyl-glycyl- L-tryptophan [30--31 a] 

124g H-Trp-OH ]-31] werden in einem Gemisch yon 300 ml Dioxan und 
600 ml 1N-Natronlauge gel6st, mit 92 g Z-Gly-ONSu [30] versetzt und 48 h bei 
Raumtemp. gerfihrt. Danach wird das Dioxan im Vak. entfernt, der Rfickstand 
mit Essigester fiberschiehtet, die Reaktionsmischung mit 2N-Sehwefels~ure 
anges/iuert und vom unlSslichen Material abfiltriert. Die abgetrennte Essig- 
esterphase wird mit Wasser neutral gewaschen, im Vak. konzentriert und mit 
Petrolether versetzt ; Kristalle vom Schmp. 136--137 ~ ; [~]~)0 : + 32,8 ~ bzw. 

2o [~]546: + 39,8~ (c = 1, in Ethanol). Chr0matographiseh rein in n-Butanol/ 
Essigs~ure/Wasser (3:1: 1) und Cyclohexan/Chloroform/Essigs~ure (45:45: 10). 
Ausb. 100 g (86~ d. Th.), [Lit. 30 : Sehmp. 142--143 ~ ; [~]~0 : + 32,9 ~ (c = 2,3 

in Ethanol), Ausb. 70~o d. Th.]. 
C21H21N305 (395,4). Ber. C63,79, H5,35, N 10,63. 

Gel. C 63,62, H 5,37, N 10,60. 
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Glycyl- L-tryptophan-hemihydrat [30--31 b] 

98g Z-Gly-Trp-OH [30--31a]  in 800ml Methanol/Wasser (3:1) werden 
naeh Zusatz von Pallaflium-Schwarz hydrogenolytisch entacyliert. Das vom 
Kata lysa tor  befreite Fi l t ra t  wird im20Vak, eingedampfto u~d der Rfickstand aus 
Methanot/Wasser kristallisiert. [~]D : + 34,4 bzw. [~]546: + 42,2 (c = 1, in 
80proz. Essigs~ure). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsgmre/Wasser 
(3:1 : 1). Ausb. 61 g (91% d. Th.). [Lit.~7 : [~]~:  + 29,7 ~ (c = 1, in 5N-HC1)]. 

ClaH15NaO3"l/2H20 (270,3). Ber. C57,77, H5,96, N15,55. 
Gef. C57,80, H5,97, N 15,59. 

Benzyloxycarbonyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophan [29--31 a] 
60 g H-Gly-Trp-OH- 1/2 H20 [30--31 b] in 220 ml 1N-Natronlauge werden 

mit einer L6sung von 108g Z-Tyr(But)-ONSu [29] in 800 ml Dioxan versetzt 
und 36 h bei Raumtemp. gerfihrt. Der nach Entfernen des Dioxans im Vak. 
erhaltene Rfickstand wird mit Essigester iibersehichtet, die erhaltene L6sung 
mit 1N-Sehwefels~ure anges~uert, die Essigesterphase mit Wasser gewaschen, 
fiber Natriumsulfat  getrocknet und im Vak. eingedampft. 

Das zurfickgebliebene Material wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert. 
c 20 o 20 ~ o " - �9 Schmp. 110 C; [~]D: + 12,9 bzw. [~]546: + 1o,8 (c = 1, m 80proz. Esslg- 

s/rare). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert-Butanol/Essigss (3: 1:1) 
und Cyelohexan/Chloroform/Essigss (45:45 : 10). Ausb. 121 g (89% d. Th.). 

C34HssN407 (614,7). Ber. C66,43, H6,23, N9,11. 
Gel. C 66,26, H 6,09, N 8,98. 

O-tert-ButyL L-tyro6"yl-fiycyl- L-tryptophan [29--31 b] 
120 g Z-Tyr-(But)-Gly-Trp-OH [29--31 a] werden in 1500 ml 80proz. Essig- 

s~ure in Gegenwart von Palladium-Schwarz katalytisch hydriert. Nach 
Enffernen des Katalysators  wird das Fi l t ra t  im Vak. eingedampft, der 

2o Rfiekstand mit Ether digeriert und abfiltriert. [~]~:  + 58,0 ~ bzw. [a]546: 
+ 69,3 ~ (c = 1, in 80proz. Essigs~ure). Chromatographisch rein in n-Butanol/ 
Essigss (3:1 : 1) und n-Heptan/tert-Butanol/Essigsiiure (3:1 : 1). 
Ausb. 89 g (95% d. Th.). 

C26H32N405 (480,6). Ber. C64,98, H6,71, N 11,66. 
Gef. C64,68, H6,66, N 11,49. 

2- N itrophenylsulf enyl- L-alanyl-O-tert-butyl- L-tyro~yl- 
glycyl- i-tryptophan [28--31 a] 
Zu 9,6g H-Tyr-(But)-Gly-Trp-OH [ 2 9 - - 3 t b ]  in 400ml Dioxan/Wasser 

(1:1), 20ml 1N-Natronlauge und 1,68g Natriumhydrogencarbonat  gibt man 
unter Eiswasserkfihlung 7,65g Nps-Ala-ONSu [28], rfihrt 4h  bei 10~ und 
weitere 15 h bei Raumtemp. Danach wird das Dioxan im Vak. entfernt, der 
Rfickstand zweimal mit Essigester extrahiert  und die zurfickgebliebene w~g- 
rige Phase zwischen Essigester und 0,5N-Schwefels~ure verteilt. Nach Waschen 
der Essigester-L6sung mit 0,5N-Schwefels/~ure und Wasser enffernt man das 
L6sungsmittel im Vak. und t~13t das erhaltene Material aus Essigester/Ether 

o 20 kristallisieren. Schmp. 132--134 C; [~]I) : - -  14, 9o bzw. [~]52~ : -  10 ~ (c = 1, in 
DMF) oder [~]~:  - -23 ,8  ~ bzw [~]~~ 6 21 ~ (c = 1, in Methanol). Chro- 
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matographiseh rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3: 1: 1) und Amylatko- 
hol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30). Ausb. 10,9 g (78~ d. Th.). 

C~sH40N~OsS (704,8). Ber. C59,65, H5,72, N 11,92, 84,55. 
Gel. C 59,54, H 6,02, N 11,67, S 4,49. 

2- N itrophenylsulf enyl- L~alanyI-O tert-butyt- L-tyrosyl- 
glycyl- L-tryptophyl- L- methionyl- L-asparagyl ( ~-tert-butyle~ter ) - 
]~phenylalaninamid [28--34 a] 

Zu einer LSsung yon 10g Nps-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-OH [28 31a], 5,6g 
H-Met-Asp(OBut)-Phe-NH2 [32--34 b] und 1,75 g HONSu m 200 ml DMF gibt 
m~n bei - -  10~ 3,09g DCCD, rfihrt; 15h bei 5~ und ansehlie~3end 24h bei 
Raumtemp. Danach wird a u f - -  15 ~ abgekfihlt, die Reaktionsmisehung dureh 
Fil trat ion vom N,N'-Dicyelohexylharnstoff befreit und d~s L5sungsmittel im 
Hochvak. entfernt. Der erhaltene Riiekstand wird mehrmals mit heil3em 
Methanol behandelt mit Ether ~ewaschen und im Hochvak. bei 60~ ge- 
troeknet. Sehmp. 215--216~ [ ~ : -  18 8 ~ bzw [~]2~ ~ (e = 0,5 in 
Trifluorethanol). Chrom~tographiseh rein in n-Butanol/Essigss 
(3 : 1 : 1) und Amylalkohol/Pyridin/Wasser (35:35 : 30). Ausb. 13,15g (95~ 
d. Th.). 

C57H72N10012S2 (1153,4). Ber. C59,36, H6,29, N 12,14, $5,56. 
Gef. C59,57, H6,53 ~, N 12,12, $5,63. 

L- A lanyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl- L- methionyl- L-a4'paragyl- 
( ~-tert-butylester )- L-phenylalaninamid-hydrochlorid [28--34 b] 

5,8g Nps-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-Ntt2 [28--34a]  wer- 
den in 75 ml DMF gel6st, 7,9 g 2-Methylindol zugesetzt und ansehlie!3end unter 
Eiswasserkiihlung und Rfihren innerhalb 45rain 3,47 ml (3,16N) methanoli- 
seher Chlorwasserstoff zugetropft. Nach weiteren 30rain Rtihren bei Raum- 
temp. wird das Reaktionsgemiseh in 1200 ml Ether eingerfihrt, der entstandene 
Niedersehlag abfiltriert und mehrere Male mit Ether gewaschen. [a]20 : __ 77,5 ~ 

. 2 0  9 2  Q~ bzw. [~J546: - -  ,~ (c = 1, in DMF). Chromatogr~phiseh rein in 
n-Butsonol/Essigss (3:1 : 1). Ausb. 4,9 g (95~ d. Th.). 

C51H69N9010S.HC1 (1036,7). Ber. C59,09, H6,81, N 12,16, $3,09, C13A2. 
Gel. C59,00, H6,97, N 12,01, $3,04, C13,45. 

Aminos~ureanalyse : Asp Gly Ala Met Tyr Phe 
Ber. 1 1 1 1 1 1 
Get ~. 0,98 0,99 1,01 0,98 1,01 1,00 

2-[ Biphenyl- (4) ]-propyl- ( 2 )-oxycarbonyl- L-alanyl-O-tert-butyl- 
L-tyrosyl-glycyL L-tryptophan [28--31 b] 
17 g H-Tyr(But)-Gly~Trp-OH [29--31 b] werden mit 36 ml 1N-Natronlauge 

in 400ml Dioxan gelSst und mit Bpoc-Ala-ONSu [28a] versetzt. Nach 24h 
Rfihren beim Raumtemp. wird das L5sungsmittel im Vak. abdestilliert, der 
l:~fickstand zwischen Essigester und K~liumhydrogensulfat-L5sung verteilt 
und die abgetrennte Essigesterphase mehrmals mit Wasser gewaschen. Nach 
Troeknen fiber Natriumsulfat  wird das LSsungsmit~el im V~k. entfernt und der 
Riiekstand aus Essigester/Petrolether umgef~llt. Sehmp. 108 ~ (Zers.); [~]~:  
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20 - -  14,8 ~ bzw. [~]546: 17,4 ~ (c = 1, DMF). Chromatographischrein in Dioxan/ 
Wasser (9 : 1) und Chloroform/Methanol (3 : 1). Ausb. 26 g (91~o d. Th.). 

C45H51N50s (789,9). Bet. C68,42, H6,51, N8,87. 
Gef. C 68,60, H 6,80, N 8,57. 

2~[ Biphenyl- (4) ]-propyl- (2) -oxyearbonyl- L-alanyl- O-tert-butyl- L- 
tyrosyl-glycyI- L-tryptophyl- L- methionyl- L-asparagyl ( ~-tert~butylester ) - 
L-phenylalaninamid [28--34 e] 

11,7 g H-Met-Asp(OBut)-Phe-NHz [32--34 b], 21,7 g Bpoc-Ala-Tyr(Bvt) - 
GIy-Trp-OH [28--31 b] und 2,9g HONSu werden in 400ml DMF gelfst, auf 
0 ~ abgekfihlt und mit 5,15 g DCCD versetzt. Nach 10 h Riihren bei 4 ~ und 
15h Rfihren bei Raumtemp. wird vom ausgefallenen Dicyelohexylharnstoff 
abfiltriert. Das Filtrat wird im Hochvak. eingedampft, der 61ige Rfickstand in 
Essigester gelfst und mit Petrolether versetzt. Der gebildete Niederschlag 
wird auf die Nutsche gebraeht und anschliegend aus Methanol umkristallisiert. 

2o Schmp. 196~ (Zers.); [~]~: - -25,4  ~ bzw. [~]546: --29,9~ (c = 1, DMF). 
Chromatographiseh rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3:1:1) und Chloro- 
form/Methanol (5: 1). Ausb. 24 g (78~o d. Th.). 

C67HssN9012S (1238,5). Ber. C64,98, H6,75, N 10,17, $2,59. 
Gel. C 65,10, H 6,86, N 10,25, S 2,62. 

2-N itrophenylsulf enyl- L-glutamyl ( y tert-butylester ) - L-glutamyl 
( y-tert-butylester )- L-gluta myl ( y-tert-butylester )- L-glutamyl 
( y-tert-butylester ) - L-glutaminsdiure ( y-tert-butylester ) [23--27a] 

7,6g H-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-OH [23~27] ~ 
in 200 ml DMF und 1,13 ml Triethylamin werden unter Rfihren bei Raumtemp. 
w/ihrend 30 min mit 2,26 g 2-Nitrophenylsulfenylchlorid und 1,68 ml Triethyl- 
amin versetzt. Man rfihrt weitere 12 h hei 20~ entfernt das L6sungsmittel im 
Hochvak. und verteilt den Rfiekstand zwischen Essigester und verd. Zitronen- 
s/iure~L6sung. Die organisehe Phase wird mit Wasser gewaschen fiber Natrium- 
sulfat getrocknet, im Vak. zur Troekene gebracht und der Rfickstand aus 

2o Essigester/Ether umgef/~llt. Sehmp. 160--162~ [ ~ ] 2 0 : _  16,8 ~ bzw. [~]546: 
--15,6 ~ (c = 1, in DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigs/~ure/ 
Wasser/Pyridin (60 : 6:24 : 20), Cyelohexan/Chloroform/Essigss (45:45 : 10) 
und n-Heptan/tert-Butanol/Pyridin (2:1:1). Ausb. 6,8g (77~od. Th.). 

C51Hs0OlsN6S (1097,3). Ber. C55,82, H7,35, N7,66, $2,92. 
Gef. C 55,85, H 7,39, N 7,65, S 2,89. 

Glycyl-5-prolin-tert-butylester-hydroehlorid [19--20 b] 

72g Z-Gly-Pro-OBu t [19--20a] 36 in 1000ml Methanol/Wasser (9:1) 
werden in Gegenwart yon Palladium-Sehwarz unter Zutropfen von 195 ml 1N- 
Salzs/iure bei pH 4,5--5,0 hydriert. Naeh zwei Tagen wird die vom Katalysator 
befreite Lfsung im Vak. eingedampft und der Rfickstand aus Methanol/Ether 

.. o 20 o 20 o " �9 umgef/illt. Sehmp. 162--162,5 C; [~]D : - -91,9 bzw. [~]546: -  109,4 (e = 1, m 
Methanol). Chromatographiseh rein in n~Butanol/Essigss (3: 1: 1) 
und n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyridin (60 : 6:24 : 20). Ausb. 49,6 g (94~ 
d. Th.). 

CllH20N2Q HC1 (264,75). Bet. C49,90~ H 7,99, N 10,58, C1 13,39. 
Gel C 49,91, H 8,09, N 10,61, C1 13,36. 
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Benzyloxycarbonyl- L-glutaminyl-glycyl- L-prolin-tert-butylester 
[18--20 a] 
30 g Z-Gln-OH [18] und 11,8 ml N~Methylmorpholin in 500 ml absol. THF 

werden bei - - 1 0  ~ R~ihren mit 12,8 ml Pivaloylehlorid versetzt. Nach 
5 min ffigt man der Reaktionsmischung 25,8 g H-Gly-Pro~OBu t" HCI [19--20 b] 
und 10,7 ml N-Methylmorpholin hinzu, rfihrt 2 h bei - -  10 ~ und l~Itt dann die 
Temp. auf 20 ~ ansteigen. Nach weiteren 15 h wird yore unl5slichen Material 
abfiltriert, das Fi l t ra t  im Vak. eingedampft und der P~iickstand zwischen 
Essigester und Wasser verteilt. Die Essigesterphase wird mit 5proz. Kalium- 
hydrogensulfat-, 5proz. Natriumhydrogencarbonat-L5sung sowie mit ges. Na- 
triumchlorid-L5sung gewaschen und ~iber Natriumsulfat  getrocknet. Die Essig- 
esterl5sung wird im Vak. eingedampft und der erhaltene Rfickstand aus 
Methanol/Ether kristallisiert. Schmp. 158,5--159~ [~]~0:__78,3 ~ bzw. 
[~]2~ ~ (c = 1, in Methanol). Chromatographisch rein in n-Butanol/ 
Essigs~ure/Wasser (3 : 1 : 1) und n-Butanol/Essigsgure/Wasser/Pyridin 
(60:6:24:20). Ausb. 35,5g (74~d. Th.). 

C24H34:N407 (490,6). Ber. C 58,76, H 6,99, IN" 11,42. 
Gef. C58,74, H7,04, N 11,40. 

Benzyloxycarbonyl- L-glutaminyl-glycyl- L-prolin [18--20 b/ 
60,73 g Z-Gln-Gly-Pro-OBu t [18 -20 a] werden mit 90 ml Triflu0ressigs/~ure 

fibergossen, die Reaktionsmisehung 90min bei Raumtemp. aufbewahrt und 
dann in viel Ether eingerfihrt. Der gebildete Niederschlag wird abfiltriert, mit 

2o Ether gut gewasehen und getrocknet. [~]~)0:__68,1 ~ bzw. [~]546:--81,2 ~ 
(c = 1, in Methanol). Chromatographiseh rein in n-Butanol/Essigss 
(3 : 1 : 1) und n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20). Ausb. 52,7 g 
(98% d. Th.). 

C~0H26N407 (434,4). Ber. C55,29, H6,03, N 12,90. 
Gef. C 55,60, H 6,07, N 12,75. 

L-Glutaminyl-glycyl- L-prolin [18--20 c] 
52,5g Z-Gln-Gly-Pro-OH [18--20b]  in 1000ml Methanol/Wasser (9: 1) 

werden unter Zusatz yon Palladium-Schwarz hydrogenolytisch entacyliert. 
Anschliel~end wird die vom Katalysator  befreite LSsung im Vak. eingedampft, 
das erhaltene Material mit Ether digeriert und getrocknet. [~]~:  - -32 ,0  ~ bzw. 

20 [~]546: --38,3~ (c = 1, in Wasser). Chromatographisch rein in n-Butanol/ 
Essigs~ure/Wasser (3: 1: 1) und n-Butanol/Essigsiture/Wasser/Pyridin 
(60:6:24:20). Ausb. 35,6g (98~d. Th.). 

C12H2oN405 (300,3). 

Aminos/tureanalyse : Glu Pro Gly 
Ber. 1 1 1 
Gel. 0,98 1,02 1,00 

N% Benzyloxycarbonyl- N%tert-butyloxycarbonyl- L-lysyl- L-glutaminyl-glycyL 
L-prolin [17--20 a] 
35,4g H-Gln-Gly-Pro-OH [18--20c],  16,5ml Triethylamin und 61,92g 

Z-Lys(Boc)-ONSu [17] werden in 350 ml DMF drei Tage bei Raumtemp. und 
nach Zusatz yon 3.1 ml N-(2-Aminoethyl)-piperazin noch weitere 6h geriihrt. 
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Danaeh wird das LSsungsmittel im Vak. entfernt, der R~ekstand zwisehen 
Essigester und 5proz. Kaliumhydrogensulfat-LSsung verteilt, die Essigester- 
LSsung mit Wasser und ges. Natriumehlorid-LSsung gewasehen und fiber 
Natriumsulfat  getroeknet. Das naeh Abdestillieren des L6sungsmittels erhal- 
tene Produkt  wird zweimal aus Methanol/Ether und letzlieh aus Methanol/ 
Essigester umgef/~llt. Sehmp. 140--141 ~ [~]~0: __ 57,8 ~ bzw, [c~]2~ : - -  68,9 ~ 
(e = 1, in Methanol). Chromatographiseh rein in n-Butanol/Essigsi~ure/Wasser 
(3 : 1 : 1) und n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyridin (60 : 6 : 24 : 20). Ausb. 57,7 g 
(74% d. Th.). 

CalH46N60m (662,7). Bet. C56,18, H7,00, N 12,67. 
Gef. C 56,34, H 7,44, N 12,60. 

N%tert- Butyloxycarbonyl- L-lysyl- L-glutaminyl-glycyL L-prolin [17--20 b] 
57,3g Z-Lys(Boc)-Gln-Gly-OH [17--20 a] werden in 1000 ml Methanol/ 

Wasser (9:1) gelSst und in Gegenwart yon Palladium-Sehwarz hydriert.  Naeh 
Abfiltrieren des Katalysators  wird das LSsungsmittel im Vak. entfernt, das 
hinterbliebene 01 mit Ethanol/Ether behandelt,  der gebildete Niedersehlag 

o 2(v abfiltriert, mit Ether gewaschen und getroeknet. Sehmp. 168--171 C: [~]D: 
o z 20 o . �9 - -53 ,6  b w. [e]546:--64,0  (c = 1, m Wasser). Chromatographiseh rein in 

n-Butanol/Essigsgmre/Wasser (3: 1: 1) und n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyri- 
din (60:6:24:20). Ausb. 44,31g (97~od. Th.). 

CeaH40Nr (528,6). Bet. C52,26, H 7,63, N 15,90. 
Gef. C51,93. H7,68, N 15,80. 

N~-Benzyloxycarbonyl- N%tert-butyloxycarbonyl=L-lysyl- N%tert-butyl - 
oxycarbonyl- L-lysyl- L-glutaminyI-glycyl- L-prolin [16--20 a] 

40,5g H-Lys(Boc)=Gln-Gly-Pro-OH [17--20b]  werden zusammen mit 
10,73 ml Triethylamin in 300 ml DMF gel6st, dazu 38,42 g Z=Lys(Boc)-ONSu 
[16] gegeben und die ReaktionslSsung 48 h bei Raumtemp. gerfihrt. Danach 
entfernt man das L5sungsmittel im Vak., verteilt den Rfickstand zwisehen 
Chloroform und 5proz. Kaliumhydrogensulfat-L5sung, w~seht die organisehe 
Phase mit Wasser und ges. Natriumehlorid-LSsung und bringt im Vak. zur 
Troekene. Das aus Methanol/Ether erhaltene Produkt  wird  noehmals aus 
Methanol/Essigester umgef~tllt. Sehmp. 166--170~ [~]~)0:__50,9 ~ bzw. 

20 [a]546:--60,7  ~ (c = 1, in Methanol). Chromatographiseh rein in n-Butanol/ 
Essigs~ure/Wasser (3 : 1 : 1) und n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyridin 
(60:6:24:20). Ausb. 62,4g (91~od. Th.). 

C4~H~NsOla (891,0). Bet. C56,62, H7,47, N 12,58. 
Gef. C56,72, H7,51, N 12,63. 

N%tert-Butyloxycarbonyl- L-lysyl- N%tert-butyloxycarbonyl- L-lysyl - 
L-glutaminyl-glycyl-L-prolin [16--20 b] 

60,65g Z-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-G]y-Pro-OH [16--20a] werden in 1000ml 
Methanol/Wasser (9:1) der katalytisehen Hydrogenolyse mittels Palladium-Schwarz 
unterworfen. Die vom Kata lysa tor  abfiltrierte L6sung wird im Vak. ein- 
gedampft und der Rtiekstand aus IsoDropanol/Wasser kristallisiert. Sehmp. 
186__187oc; [~]~)0:__47,3 ~ bzw. [ ~ ] ~ 6 : - - 5 6 , 6 ~  (c = 1, in Wasser). Chro- 
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matographisch rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3: 1:1) und n-Butanol/ 
Essigs~ure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20). Ausb. 45,95 g (89~ d. Th.). 

C~4H60NsOll (756,9). Bet. C53,95, H 7,99, N 14,80. 
Gel. C53,78, H8,21, N 14,44. 

N- B enzyloxycarbonyl-O-tert-butyl- L- seryl- N~-tert~butyloxycarbonyl- L-lysyl - 
N~-tert-butyloxycarbonyl- L-lysyl- L-glutaminyl-glycyl- L-prolin [15--20 a ] 

38, l g  H-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-OH [16--20 bJ, 7,04 ml Triethyl- 
amin und 4,05 ml Pyridin werden in 300 ml DMF  gctSst, 23,05g Z-Ser(But)- 
ONp [153 zugesetzt und die LSsung drei Tagc bei Raumtemp. gerfihrt. Danach 
wird die ReaktionslSsung im Vak. konzentriert, mit 200ml Chloroform ver~ 
dfinnt, mit 5proz. Kaliumhydrogensulfat-LSsung und Wasser gewaschen und 
nach Trocknen fiber Natriumsulfat das LSsungsmittc] im Vak. entfernt. Das 
zurfickgebliebene Material wird zweimal aus Methanol/Essigestcr und zuletzt 

f" t . . . . .  aus Methanol/Wasser umge all . [~]D : - -29 ,2  bzw. [~3546:--35,3 (c = 1, in 
DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3:1:1) und 
n-Butanol/Essigs~ure/Wasser/Pyridin (60 : 6 : 24:20). Ausb. 46,03 g (88~od. Th.). 

C49Hv9N9015 (1034,2). Bet. C56,91, H7,70, N 12,19. 
Gef. C56,63, H8,03, N 12,12. 

Aminos/~ureanalyse : Lys Ser Glu Pro Gly 
Ber. 2 1 1 1 1 
Gef. 1,95 1,03 1,00 0,99 1,00 
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