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32- Leucin- Analogon 

2. M i t t e i l u n g l :  D a r s t e l l u n g  de r  T e i l s e q u e n z e n  9 - - 1 4  u n d  
1 - - 8  
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Abteilung ffir Peptidchemie, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, 
D=8033 Martinsried bei Mfinchen, Bundesrepublik Deutschland 

(Eingegangen 4. April 1979. Angenommen 24. April 1979) 

The Syntheses of Human-Big Gastrin I and Its 32-Leueine-Analogue 
I1. Preparation of Fragments 9-14 and 1-8 

The syntheses of the hexapeptide and octapeptide derivative correspond- 
ing to the sequences 9-14 and 1 8 of human-big-gastrin I, respectively, are 
described. The two fragments obtained predominantly by stepwise procedures~ 
represent in the suitably protected form building blocks for the total syntheses 
of human-big-gastrin I and its 32-1eucine-analogue. 

( Keywords: Gastro-intestinal hormones; Human-Big-Gastrin; Peptide synthe- 
sis) 

Einleitung 

In  der vorhergehenden Mitteilung lb beriehteten wir fiber die 
Darstellung yon vier Pept id-Der ivaten  der Sequenzen 28--34, 23--27, 
21--22 und 15--20 der Kenner-Harris-Primgrstruktur des Human-Big-  
Gastrins I. In  der vorliegenden Arbeit  werden die Synthesen yon zwei 
weiteren verknfipfungsfs Fragmenten  der Sequenzbereiche 9- -14 
und 1--8 beschrieben. 

Abki~rzungen: Es werden hier die yon der IUPAC-IUB Commission on 
Biochemical Nomenclature empfohlenen Abkfirzungen ffir Aminos~uren und 
Schutzgruppen verwendet. Andere Abkfirzungen: DCCD = Dicyclohexylcar- 
bodiimid ; HONSu = N-Hydroxysuccinimid ; TFE = Trifluoressigss ; 
DMF = Dimethylformamid; DCHA = Dicyclohexylamin. 

0026-9247/79/0110/1317/$ 02.80 
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Synthese von Human-Big-Gastrin I 1319 

Ergebnisse und Diskussion 

1. Teilsequenz 9--14: Np~-Ser(Bu t)-Leu- Val-Ala-Asp(OBu t)-Pro-OH 
(Fragment V) 

Die Aminoacylierung von Prolin [14] mit Z-Asp(OBut)-ONSu [13] 
ergab Z-Asp(OBut)-Pro-OH [13--14 a], iso]iert als Dieyelohexylamin- 
salz (Schema 1). Die ansehliegende katalytische Hydrogenolyse der 
Benzyloxyearbonyl-Sehutzgruppe verlief einwandfrei, doeh zeigte sieh 
naeh dem Eindampfen des Hydrieransatzes im Vakuum in der Dfinn- 
schichtchromatographie eine geringe Menge cyelo-[-Asp(OBut)-Pro-] 
(etwa 5~o). (Dieses konnte dureh wiederholte Gelchromatographie an 
Sephadex LH-20 mit Isopropanol/Wasser 1:1 als FlieBmittel ab- 
getrennt werden ; die naehfolgende Gefriertroeknung des Filtrats verlief 
ohne erneute Bildung von Dioxoloiperazin). Ffir die weitere Umsetzung 
ist jedoch die Reindarstellung yon H-Asp(OBut)-Pro-OH [13--14b] 
nieht erforderlich. Die fibliche stufenweise Ankondensation des Alanin-, 
Valin- und Leuein.-Restes mittels Z-Ala-ONSu [12], Z-Val-ONSu [11] 
und Z-Leu-ONSu [t0] an das Dipeptid-Derivat [13--14 b], jeweils mit 
naehfolgender katalytiseher Hydrogenolyse, ffihrte fiber die Zwischen- 
stufen [12--14a], [12--14b], [ l l - -14a] ,  [ l l - - 1 4 b ]  und [10--14a] 
zum Pentapeptid-Derivat H-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [10--14b]. 
Dessen Verknfipfung mit Nps-Ser(But)-ONSu [9] lieferte sehlieBlieh 
das gewfinsehte 2-Nitrophenylsulfenyl-hexapeptid-Derivat [9--14]. 
(Gesamtausbeute fiber alle Stufen etwa 30~o.) 

2. Teilsequenz 1--8: < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His(Adoc)-Pro-OH 
(Fragment VI) 

Der stufenweise Aufbau des Fragments VI (Schema2), beginnend 
mit der Ankondens~tion yon N~-Benzyloxyearbonyl-Nim-adamantyl - 
oxycarbonyl-histidin-N-hydroxysuecinimidester an Prolin-benzylester 
seheiterte bereits bei der anschliegenden katalytischen Hydrierung des 
erhaltenen Dipeptid-Derivats infolge der Instabilit~t der Nim-Sehutz- 
gruppe; es konnten stets nur unreine Produkte erhalten werden. 
Deshalb wurde die Synthese dieses Octapeptid-Derivats durch Ver- 
knfipfung zweier Unterfragmente, und zwar <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln- 
Gly-OH [1--6 b ] u n d  H-His-Pro-OBut [7--8 b] mit folgender Abspal- 
tung der tert-Butylestergruppierung und letztlieh Einffihrung des Adoc- 
l~estes mittels Adamantyloxyearbonylfluorid ~ (naeh dem bei der Syn- 
these des DATA-Sekretins 3 erprobten Verfahren) ausgeffihrt. 

Das Hexapeptid [1--6 b] wurde naeh zwei Wegen erstellt: 

a) Dem Syntheseplan yon Kenner et al.4 folgend wurde H-Gly-OBut [6] mit 
Z-Gln-OPhC1 a [5] in 92~oiger Ausbeute zum Dipeptid-Derivat [5--6a] urn- 
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Synthese yon Human-Big-Gastrin I t321 

gesetzt. Die hydrogenolytisehe Abspaltung des Benzyloxyearbonyl-Restes 
(ohne jedweden Sgurezusatz !) lieferte tt-Gln-Gly-OBu t [5--6 h], das sofort und 
ohne jede Charakterisierung mit Z-Gly-Pro-ONSu [3--415 zu [3--6a] in 
90~oiger Ausbeute verkntipft wurde. Debenzyloxycarbonylierung mittels kata- 
lytiseh erregtem Wasserstoff erhrachte H-Gly-Pro-Gln-Gly-OBu t [ 3 4  b] als 
amorphes Material, das mit Z-Leu-ONSu [2 a] zum Benzyloxycarbonyl:Penta- 
peptid-tert-butylester [2~6 a] in 97~iger Ausbeute vereinigt werden konnte. 
Erneute hydrogenolytisehe Freisetzung der Aminofunktion ergab H-Leu-Gly- 
Pro-Gln-Gly-OBut [ 2 ~ b ] ;  dessen Umsetzungen mit <GIu-OH, sowohl in 
Form des Pivaloyl-Misehanhydrids als auch des Trichlorphenylesters [19] - -  
letzterer friseh hergesteilt und als I~ohprodukt eingesetzt - -  zum Hexapeptid- 
Derivat [ 1--6 a] verliefen einwandfrei ; anschliegende tert-Butylester-Spaltung 
mittels Trifluoressigs~ure lieferte das gewiinsehte Teilstiick [1--6b]  in 
chromatographisch und analytisch reiner Form. 

Schema 3. Teilsequenz 1--6 

Z-Gln[Bzh(OM@]-ONSu [1 b] H-Leu-OH [2] 
I ; 
Z-Gln[Bzh(OMe)2]-Leu-OH [1--2] 

[ 
H-Gly-Pro-Gln-Gly(OBu t) [3--6b] 

IDCCD/HONSu 

Z-Gln[ Bzh( O M e )~J- Leu-GIj~- Pro Gln-Gly-O Bu t [1--6 c] 

| i) H2/Pd 

~ 2) sled. TFE 

< Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OH [1--6 b] 

b) Der alternative Syntheseweg (Schema 3) bediente sieh einer yon K6nig und 
Geige@ crarbeiteten Methode zur Herstellung yon L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl- 
peptiden: N~-Benzyloxyearbonyl-3"v4,4'-dimethoxy-benzhydryl-L-glutaminyl-L-leuein 
- -  erstelIt naeh K6nig und Geiger 7 - -  wurde mit H-Gly-Pro-Gln-Gly-OBu t 
[3--6b] naeh dem Dicyelohexyloarbodiimid/N-Hydroxysueeinimid-Verfah- 
renS, 9 zum Hexapeptid-Derivat Z-Gln-[Bzh(OMe)2]-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly- 
OBu t [1--6c] in 77~oiger Ausbeute verkniipft. Entfernung des Benzyloxy- 
carbonyl-I~estes durch katMytisehe Hydrogenolyse und anschliegende AbspM- 
tung der tert-Butyl- und 4,4'-Dimethoxy-benzhydryl-geste dureh 30 Minuten- 
Einwirkung eines siedenden Trifluoressigsgure/Anisol-Gemisehes (10:1), wobei 
gleichzeitig ,,Pyrrolidoneyelisierung" eintrat, fiihrte zum gewiinsehten Teil- 
st/ick < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OH [1--6 b] in 79~iger Ausbeute. 

Zur Erstellung der Dipet idkomponente  [7- -8  b] wurde naeh dem 
von Honzl und RudingerlO modifizierten Azidverfahren Z - H i s - N H - N H  2 
[7] mit  H-Pro-OBu t [8] zum Z-His-Pro-OBut [7- -8  a] vereinigt. Die 
hydrogenolytisehe , ,Freisetzung" der Aminogruppe aus [7- -8  a.] lie- 
ferte den Dipeptid-tert-butylester H-His-Pro-OBut [7 - -8  b], isoliert in 
Form des 4-Toluolsulfats. 
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Dank 

Der deutsehen Forsehungsgemeinsehaft sind wir ffir die F6rderung dieser 
Arbeit dutch Gew/~hrung einer Sachbeihilfe (Wu20/ l l )  zu hohem Dank ver- 
pflichtet. 

Herrn J. Musiol danken wir ffir die ausgezeichnete technische Mitarbeit, 
FrAulein R. Scharf ffir die Ausffihrung der Aminosgureanalysen, den tech- 
nischen Assistenten im mikroanalytischen Laboratorium unter Leitmlg yon 
Herrn Dr. Thamra ffir die Durchffihrung der Elementaranalysen. 

Experimenteller Tell 

Die Schmelzpunkte wurden in offenen K~pillaren 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 Aminos~ureanalysen wurden nach saurer 
Hydrolyse mit 6M-HCl (20h) am Amino Acid Analyzer der Fi rma Beckmann 
Instruments (Model~ 120B mit, Digita~-Integraph bzw. Multichrom B) aus- 
gewertet, die CHN-Analysen mittels des ,,Elemental Analyzer" Perkin 
Elmer 240 bestimmt. Die Aminosguren wurden v o n d e r  Fa. Fluka AG, Buehs/ 
Schweiz bezogen. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Aminosgure-Derivate wurden nach 
Vorsehriften im Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie, Bd. XV/I  
und I I  (Hrsg. E. Wiinsch, G. Thieme-Verlag, Stuttgart ,  1974) hergestellt. 

Benz yloxycarbonyl-L-asparagyl ( ~ 4ert-butylester ) - L-prolin-d i~ 
cyclohexylaminsalz [13--14 a ] 

Die LSsung yon 203,3g Z-Asp(OBut)-ONSu [13] in 2500ml Chloroform 
wird mit 55,7g H-Pro-OH [14] und 67,8 ml Triethylamin versetzt, 48 h bei 
Raumtemp. gerfihrt und nach Zugabe von 5 ml N-(2-Aminoethyl)-piperazin 
noch I h nachgerfihrt. Das LSsungsmittel wird sodann im Vak. abdestilliert und 
der Rfickstand zwischen 1000ml 5proz. Kaliumhydrogensulfat-LSsung und 
2000ml Ether verteilt. Die abgetrennte organische Phase wird mit Wasser 
extrahiert,  fiber Natriumsulfat  getrocknet und mit 87,7 g DCHA versetzt. Der 
Niederschlag wird mit Ether verrieben. Schmp. 128--129~ E~]20:_28,7 ~ 

2o bzw. E~]546: --34,4~ (c = 0,5: in DMF). Chromatographisch rein in Cyclo- 
hexan/Chloroform/Essigsi~ure (45:45: 10) (naeh Zerlegen einer Probe des 
DCHA-Salzes mit 5proz. Kaliumhydrogensulfat-LSsung unter Ether); Ausb. 
218,5g (75,1~ d. Th.). 

C21H2sN207"C12H23N (601,8). Ber. C65,86, H8,54, N6,98. 
Gef. C65,98, H8,60, N6,95. 

L-A sparagyl ( ~-tert-butylester )- L-prolin-hemihydrat [13--14 b ] 

215,2 g Z-Asp(OBut)-Pro-OH �9 DCHA E13--14 a] werden zwischen 1000 ml 
Ether und genfigend 51vroz. Kaliumhydrogensulfat-LSsung verteilt. Die ab- 
getrennte organische Phase wird mit Wasser extrahiert,  fiber Natriumsulfat  
getrocknet und im Vak. bis zur Gewichtskonstanz eingedampft. Der Rfickstand 
wird in 3 000 ml 80proz. w~i3rigem Methanol gel5st und an Palladium hydroge- 
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nolytisch entaeyliert. Das Fi l t ra t  vom Katalysator  wird im Vak. vom Methanol 
befreit. Das erhaltene Produkt  (103 g) enth/ilt eine geringe Menge (5~o) eyelo- 
[-Asp(OBut)-Pro -] (diinnsehieht-ehromatographisehe Untersuehung in n-He- 
xan/tert-Butanol/Essigsiiure 3:2: 1). Es kann ohne weitere Reinigung zur 
naehfolgenden Umsetzung eingesetzt, oder wie folgt abgetrennt werden : 0,450 g 
rohes Hydrogenolyse-Produkt werden durch Gelehromatogralohie an Sephadex 
LH-20 (200 x 3 era) in die Komponenten aufgetrennt (Fliel3mittel : Isopropanol/ 
Wasser 1 : 1 ; Flieggesehwindigkeit etwa 3 ml/h eme). Im Eluat  erseheint zuerst 
reines H-Asp(OBut)-Pro-Ott [13 14b], sp/iter reines Dioxo-piperazin-Deri- 
vat. Die Zwisehenfraktion wlrd nochmals auf die Sgule gegeben und auf- 
getrennt. Die gesammelten H-Asp(OBut)-Pro-OH enthaltenden Fraktionen 

20 . werden mit viel Wasser verdiinnt und lyophilisiert. [~.]~: - -73 ,5  ~ bzw. [a]54a 
87,7 ~ (c = 1, in Wasser). Chromatographiseh rein in n-Hexan/tert-Butunol/ 

EssigsS~ure (3:2: 1) und Cyelohexan/Chloroform/EssigsSmre (45:45: 10); Ausb. 
0,428 g (95~o des eingesetzten Rohproduktes). 

C13H22N205"l/2H20 (295,3). Bet. C52,87, H7,85, N9,49. 
Gef. C52,85, H7,68, N9,74. 

Benzyloxycarbonyl- L-alanyl- L-asparagyl ( ~-tert~butylester ) k L- 
prolin [12--14 a] 

102g H-Asp(OBut)-Pro-OH [13--14b]  (das mit etwa 5~o eyclo-[-Asp- 
(OBu t) Pro-] verunreinigt ist) werden in t 000 ml D MF  gel6st, mit 115 g Z-Aia- 
O:VSu [12] und 49,8 ml Triethylamin versetzt. Man r/ihrt zuerst 48 h und nach 
Zugabe yon 5 ml N-(2-Amino-ethyl)-piperazin noch 1 h bei Raumtemp. Dann 
wird das L6sungsmittel im Vak. abdestilliert und der Riickstand zwischen 
1 000ml Essigester und gentigend 5proz. Kaliumhydrogensulfat-L6sung ver- 
teilt. Die abgetrennte organisehe Phase extrahiert  man erschSpfend mit 5proz. 
Kaliumhydrogenearbonat-L6sung. Der wiigrige Ext rak t  wird unter Essigester 
mit 5proz. Kaliumhydrogensulfat-L6sung angesguert, die abgetrennte organi- 
sche Phase mit Wasser extrahiert,  fiber Natriumsulfat  getroeknet und im Vak. 
eingedampft. Der Riickstand kristallisiert beim Verreiben mit Ether. Schmp. 
156~ [~]~)~ - -79 ,0  ~ bzw [~]2~ ~ (c = 1, in Methanol). Chromato- 
graphiseh rein in Cyelohexan/Chtoroform/Essigsgure (45 : 45 : 10) ; Ausb. 150 g 
(90,2~d. Th. bezogen a.uf 95proz. Startmaterial).  

C24tI3aN30s (491~6). Ber. C58,65, H6,77, N8,55. 
Gef. C58,95, H6,66, N8,51. 

L- A lan yl- L-asparagyl ( ,g-tert-butylester ) - L-prol in [12--14 b] 

119,3 g Z-Al~-Asp(OBut)-Pro-OH [12--14a]  werden in 1000 ml 75proz. 
Methanol all Palladium hydrogenotysiert. Das Fi l t ra t  yore Kata lysa tor  wird im 
Vak. eingedampft und der Rtickstand mit heiBem Essigester verrieben. 

2o Sehmp. 130--135 ~ (Erweichen bei etwa 120~ [~]~)0:__73,1 o bzw. [~]546: 
- -87 ,7  ~ (c = 2, in DMF). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert-But~nol/ 
Essigs/~ure (3:2 : 1) und in n-Butanol/Essigs:s (3 : 1 : 1) ; Ausb. 84,6 g 
(97,6% d. Th.). 

C16H~TN806 (357,4). Bet. C53,77, tt7,61, N l l , 76 .  
Gel. C53,91, H7,83, N l l , 73 .  
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Benzyloxycarbonyl-L-valyl-L-alanyl-L-asparagyl( ~-tert-butyl- 
ester) - n-2)rolin [11--14 a] 

Zur LSsung yon 79,8 g Z-Val-ONSu [11] in 1 000 ml DMF ffigt man 81,9 g 
H-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [12--14 b] und rfihrt bis zu dessen AnflSsung. Naeh 
Zugabe yon 64,1 ml Triethylamln wird 72 h bei l~aumtemp, und naeh Zugabe 
yon 5ml N-(2-Amino-ethyl)-piperazin noch 24h gerfihrt und danach das 
LSsungsmittel im Vak. abdestilliert. Den Rfickstand verteilt man zwischen 
1000 ml Essigester und der L5sung yon 40 g Kaliumhydrogensulfat in 500 ml 
Wasser. Die abgetrennte organische Phase wird in drei Portionen mit insgesamt 
30g Kaliumhydrogencarbonat in 1500ml Wasser extrahiert  und die ab- 
getrennte w~13rige LSsung unter 1000 ml Essigester mit 5proz. Kaliumhydro- 
gensulfat-L5sung angesiiuert. Die organische Phase wird mit Wasser ge- 
waschen, fiber Natrinmsulfat  getrocknet und im Vak. eingedampft. Der 
Rfickstand kristallisiert beim Erwttrmen mit Ether. Schmp. 105~ [a ]~ :  

2o - -53 ,6  ~ bzw. [~]546: --64,2~ (c = 1, in DMF). Chromatographisch rein in 
n-Heptan/tert-Butanol/Essigsgmre (3:2! 1); Ausb. 99,2g (73,3~o d. Th.). 

C29H42N409 (590,7). Ber. C58,97, H7,17, N9,49. 
Gef. C 59,06, H 7,29, N 9,34. 

L- Valyl- L-alanyl-L-asparagyl ( ~-tert-butylester ) -L-prolin- 
hemihydrat [11--14 b] 

96,0 g Z-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [11--14 a] werden in 1000 ml 80proz. 
Methanol an Palladium hydrogenolysiert.  Das F i l t r a t  vom Kata lysa tor  wird im 
Vak. eingedampft und der Rfickstand mit siedendem Ether behandelt, wobei 

20 Kristallisation eintritt .  [~]~)0: __ 66,2 ~ bzw. [~]546 : - -  79,8~ (c = 1,3, in DMF). 
Chromatographiseh rein in n-Heptan/tert-Butanol/Essigss (3:2:1) und in 
n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3 ! 1 ! 1) ; Ausb. 74,9 g (99~ d. Th.). 

CulH36NaOv-1/2H20 (465,6). Ber. C54,18, H8,01, N12,03. 
Gef. C 53,96, H 7,98, N 11,82. 

Benzyloxycarbonyl- L-leucyl- L-valyl- L-alanyl- L-asparagyl ( ~-tert- 
butylester )-L-prolin [10--14 a] 

Zur LSsung yon 72,0 g H-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH '1/2 H20 [ 11--14 b] 
in 1000 ml DMF werden 41,0 g Z-Leu-ONSu [10] und naeh dessen AuflSsung 
2 i,6 ml Triethylamin gegeben. Man rfihrt bei Raumtemp. 72 h und nach Zugabe 
yon 3 ml N-(2-Amino-ethyl)-piperazin noch 24h und destilliert das LSsungs- 
mittel im Vak. bis auf ein Endvolumen yon etwa 200 ml ab. Das zurfick- 
bleibende (31 wird zwischen 3 000 ml Essigester und 5proz. Kaliumhydrogen- 
sulfat-LSsung verteilt. Die organische Phase extrahiert  man mit Wasser 
(rasches Arbeiten verhindert vorzeitige Abscheidung des Pentapeptid-Deriva- 
tes}, trocknet kurz fiber Natriumsulfat  und dampft  im Vak. ein. Der Rfickstand 
wird aus 900ml Isopropanol umkristallisiert. Schmp. 202 ~ [~]~:  - -57 ,0  ~ 

2o bzw. [~]546: - -68 ,  5o (e = 2, in DMF). Chromatographisch rein in Cyclo- 
hexan/Chloroform/Essigs~ure (45:45:10) und n-Butanol/Essigss 
(3:1 : 1); Ausb. 79,5 g (73,1~ d. Th.). 

C~sHa3N5010 (703,9). Ber. C59,73, H7,59, N9,95. 
Gef. C59,66, H7,59, N9,99. 
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L- Leucyl- L~valyl- L-alanyl- L-asparagyl ( ~-tert-butylester ) - L- 
prolin-acetat [10--14 b] 

78,5g Z-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [10--14a]  werden in der Mi- 
schung von 750 ml DMF und 1000 ml Essigs~ure an Palladium hydrogenoly- 
siert. Das Fi l t ra t  yore Kata lysa tor  wird im Vak. bis auf ein Volumen von etwa 
200 ml eingedampft und der zuns 51ige l~tickstand durch Verreiben mit 

�9 �9 . 2 0  o 2 0  o Ether zur Krlstalllsatlon gebracht. [~]D : - -62 ,5  bzw. [~]546:--75,2 (c = 0,6, 
in Essigs/~ure). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert-Butanol/Essigss 
(3:2: 1); Ausb. 67,1g (95,5~od. Th.). 

C27H47NsOs'CH3COOH (629,9). Ber. C55,31, H8,16, N 11,12�9 
Gef. C55,39, H8,42, N 11,16. 

2-NitrophenyIsulfenyl-O-tert-butyl-L-seryl-L-leucyl-L-valyl- 
n-alanyL L-asparagyl ( ~-tert-butylester )- L-prolin-hemihydrat [9--14] 

Zur L5sung yon 15,7 g Nps-Ser(But)-ONSu [9] in 1000 ml DMF werden 
20,0g H-Leu-Val-Aia-Asp(OBut)-Pro-OH'CH3COOH [10--14b]  und 8,9ml 
Triethylamin gegeben und bis zur vollst~,ndigen AuflSsung geriihrt. Nach 48 h 
werden 3ml N-(2-Aminoethyl)-piperazin zugegeben. Man rfihrt noch 3h, 
destilliert das LSsungsmitte] im Vak. ab und verreibt den l~iickstand mit der 
LSsung yon 20g Kaliumhydrogensulfat  in 2000ml Wasser. Das nunmehr 
kristalline Produkt  wird dreimal mit Wasser verrieben und im Vak. getrocknet. 2O [~]~)0:__48,5 ~ bzw. [a]546:--51,8 ~ (c - -  1, in DMF). Chromatographisch rein in 
n-Heptan/tert-Butanol/Essigsg~ure (3:2 : 1); Ausb. 22 g (79~o d. Th.). 

C4oH63NTO12S'l/2H20 (875,1). Bet. C54,90, H7,37, N l l , 20 ,  83,66. 
Gel. C54,84, H7,40, N 11,24, 83,73. 

Aminoss : Asp Ser Pro Ala Val Leu 
Ber. 1 1 1 1 1 1 
Gef. 1,01 1,02 1,04 1,00 0,97 0,98 

< Glu-Leu-GIy-Pro-Gln-Gly-OH [1--6  bJ nach Weg a 

Benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-glycin-tert-butylester [ 5 4  a] 
37,70g H-Gly-OBut'HC1 [6] werden in 200 ml DMF gelSst und bei - - 5 ~  

mit 31,17 ml Triethylamin unter Rtihren versetzt. Nun wird bei - - 1 5  ~ eine 
LSsung yon 103,39 g Z-Gln-OPhC1 a [5] in DMF zugesetzt und die Reaktions- 
mischung 1 h bei - - 1 5  ~ und 24h bei Raumtemp. gertihrt. Nach Abzug des 
L6sungsmittels im Vak. wird der Rfickstand in Tetrachlorkohlenstoff/Wasser/ 
5proz. Kaliumhydrogencarbonat-LSsung und wieder in Wasser digeriert, ab- 
filtriert, im Vakg0 getrocknet und aus Acetonitril umkristallisiert. Schmp. 
174--175~ [~]D: - -18 ,  53o bzw. 2o [~]546: --22,06~ (c = 1, in DMF). Chro- 
mat0graphisch rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3! 1 : 1); Ausb. 81,4 g (92~o 
d. Th.). 

C19H27Na06 (393,4). Ber. C58,00, H6,92, N 10,68. 
Gef. C 58,03, H 6,95, N 10,45. 

Benzyloxycarbonyl-glycyl- L-prolyl-L-glutaminyl-glycin-tert- 
butylester [3--6 a] 

57~99 g Z-Gln-Gly-OBu t [5--6  a] in 1000 ml Methanol/DMF (19 : 1) werden 
48h bei 30~ in Gegenwart yon Palladium-Schwarz hydrogenolysiert. Das 
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erhaltene Produkt  [ehromatographiseh rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser 
(3 : 1 : 1)] wird, naeh Abzug des Methanols im Vak., zur weiteren Umsetzung in 
DMF gelSst, mit 11,89 ml Pyridin und bei 0 ~ mit einer LSsung yon 54,05 g Z- 
Gly-Pro-ONSu 5 [3--4] versetzt. Nach 24h Rfihren bei Raumtemp. und 
Abziehen des LSsungsmittels im Vak. wird der 51ige Rfickstand in Chloroform 
aufgenommen, die organisehe Phase mit 3proz. Kaliumhydrogensulfat-LSsung 
(die man mit Kaliumhydroxid vorher auf pH 2,8 gestellt hat), 5proz. Kalium- 
hydrogencarbonat-LSsung und mit ges/~ttigter Natriumchlorid-LSsung ge- 
wasehen. (Das Chloroform/Wasser-Verh/~ltnis soll wegen der relativ groBen 
WasserlSsliehkeit des l%eaktionsproduktes 10:1 betragen.) Naeh Trocknen der 
Chloroform-Phase fiber Natriumsulfat  destilliert man das LSsungsmittel im 
Vak. ab, nimmt das erhaltene Material in wenig Methanol auf und setzt Ether 
zu. Nach 12h wird das kristallisierte Produkt  abgesaugt und im Vak. ge- 

o 2 0  o 2 0  o troeknet. Schmp. 126--128 C; [~]D : - -52 ,5  bzw. [~]546: 63,0 ; (c = 1, in 
DMF). Chromatographiseh rein in n-Butanol/Essigsiiure/Wasser (3:1: 1); 
Ausb. 65,7g (90%d. Th.). 

C.~6H87NsOs (547,59). Ber. C57,02, H6,81, N 12,79. 
Gef. C 57,03, H 6,94, N 12,76. 

Glycyl- L-prolyl- L-glutaminyl-glycin-tert~butylester [ 3 4  b] 

37,4g Z-Gly-Pro-Gln-Gly-OBu t [3--6  a] werden in 1000 ml Methanol bei 
30 ~ in Gegenwart von Palladium-Schwarz 12 h hydriert. Nach Abfiltrieren des 
Katalysators  entfernt man das LSsungsmittel im Vak., suspendiert den 
Rfickstand in Essigester, erw/~rmt die Suspension auf 40~ und rfihrt an- 
schliel~end 12 h bei Raumtemp. Das hygroskopische Material wird abgesaugt, 
mit Essigester gewasehen und im Vak. getrocknet. Sehmp. 168--170 ~ [~]~)0: 

2o --56,52 ~ bzw. [~]5~6 --67,36~ (c = l, in DMF). Chromatographisch rein in n- 
Butanol/Essigs/iure/Wasser (3:1 : 1); Ausb. 25,7 g (91~ d. Th.). 

C18H31Ns06 (413,47). Ber. C52,28, H 7,56, N 16,94. 
Gef. C 52,47, H 7,45, N 16,77. 

Benzyloxycarbonyl- L-leucyl-glycyl- L-prolyl- L-glutaminyl-glycin- 
tert-butyle8ter [ 2~6 a] 

Zu einer a u f - -  5 ~ gekfihlten LSsung yon 22,20 g H-Gly-Pro-Gln-Gly-OBu t 
[3--6  b] und 3,77 ml Pyridin in 200 ml DMF gibt man 16,92 g Z-Leu-ONSu 
[2a].  Nach 48h Rfihren bei Raumtemp. wird das LSsungsmittel im Vak. 
abgedampft, der Rfickstand in Essigester aufgenommen, die Essigester-LSsung 
mit 3proz. Kaliumhydrogensulfat-LSsung (die mit Kaliumhydroxid a u f p H  2,8 
eingestellt wurde), 5proz. Kaliumhydrogencarbonat-LSsung und ges~ttigter 
Natriumchlorid-LSsung extrahiert. Die fiber Natriumsulfat  getrocknete Essig- 
ester-Phase wird im Vak. abdestilliert und der verbliebene Rfickstand im Vak. 

2o getrocknet. Schmp. 79--81 ~ [ ~ ] ~ : - - 5 4 , 1 7  ~ bzw. [~]546:--64,73~ (c = 1, in 
DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3:1:1); 
Ausb. 30g (97~d. Th.). 

C3.~H48N609 (660,76). Ber. C58,17, H 7,32, N 12,72. 
Gef. C58,23, H7,38, N12,85. 



Synthese yon Human-Big-Gastrin I 1327 

L- Leucyl-glycyl- L-prolyl- L-glutaminyl-glycin-tert-butyl-ester [24-6 b] 

18~1 g Z-Leu-Gly-Pro-Gln:Gly-OBu t [2--6a] in 200 ml Methanol werden 12 h 
bei 30 ~ in Gegenwart yon Palladium-Schwarz hydriert.  Nach Abfiltrieren des 
Katalysators  entfernt man das LSsungsmittel im Vak. und trocknet das 
zurfckbleibende amorphe Material im Vak. Chromatographisch rein in 
n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3 : 1 : 1); Ausb. 13,75 g (95~ d. Th.). 

L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl- L-leucyl-glycyl- L-prolyl-L-glutaminyl- 
glycin-tert-butylester [1--6 a] 

via Aktive~ter 
6,8 g < Glu-OH [1] in 400 ml Dioxan werden mit 11,5 g 2,4,5-Triehlorphenol 

und 12,3 g DCCD versetzt und 12 h bei Raumtemp.  gerfihrt. Danach wird vom 
N,N'-Dieyclohexylharnstoff abfiltriert, das L6sungsmittel im Vak. entfernt 
und der Rfickstand mit Ether digeriert ; Ausb. an < Glu-OPhC13 [1 a] 12 g (73~o 
d. Th.). 

12 g des erhaltenen < Glu-OPhC1 u [1 a] werden ohne weitere Reinigung mit 
13,75 g H~Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OBu t [2- -6  b] in 100 ml DMF gelSst und bei 
0~ 10h bei l~aumtemp, geriihrt. Danach wird das LSsungsmittel im Vak. 
entfernt, der Rfickstand zwischen Wasser und Essigester verteilt und die 
Wasserphase im Vak. eingedampft. Das erhaltene Produkt  wird wiederholt mit 
Essigester ausgekocht, heil~ filtriert und schlieBlieh im Vak. getrocknet. Scbmp. 
155~157~ [~]~:  A51,14 ~ bzw. [~ ]~~  ~ (c = 0,7, in DMF). Caro- 
matographiseh rein in n-Butanol/Essigss (3 ! 1 ! 1) ; Ausb. 15,45 g 
(93~o d. Th.). 

C29H47Nv09 (637,76). Bet. C54,62, H7,43, N 15,38. 
Gef. C 54,57, H 7,53, N 15,34. 

via Mischanhydrid 
Zu einer LSsung von 0,774g <Glu-OH [1] in 10ml DMF gibt man bei 

10 ~ zuerst 0,606 g N-Methylmorpholin, dann 0,687 g Pivaloylehlorid und 
nach 15min t~iihren 3,0g H-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OBu t [ 2 ~ 6 b ]  in 20ml 
DMF hinzu. Ansehlief~end wird 2h bei - -10~  und 10h bei Raumtemp. 
geriihrt. Nun wird das L6sungsmittel im Vak. entfernt, der l~iiekstand im 
Gegenstromverfahren zwischen n-Butanol (5 x 80 ml) und Wasser (5 x 80 ml) 
verteilt und die vereinigten Butanol-Phasen im Vak. eingeengt. D~s erhaltene 
Material nimmt man in Wasser auf und extrahiert  die w~l~rige L6sung 
noehmals mit Essigester. Nach Entfernen des Wassers im Vak. wird das 
Produkt  getrocknet. Sehmp. 154--156 ~ Chromatographiseh rein in n-Buta- 
nol/Essigss (3 : 1 : 1) ; Ausb. 3,0 g (83~ d. Th.). 

L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl-L-leucyl-glycyl-L-prolyl-L-glutaminyl- 
~lycin- sesquihydrat [ 1 4  b] 

15,45 g < Glu-Leu-Gty-Pro-Gln-Gly-OBu t [1--6  a] werden in 50 ml TFE 1 h 
bei Raumtemp. aufbewahrt. Danaeh wird die TFE im Vak. abdestilliert, de r  
l%iickstand nach Digerieren mit Ether abfiltriert und getroeknet. Das Material 
wird in wenig Wasser aufgenommen und aus der L6sung durch Zugabe von 
Methanol das Produkt  ausgef~llt. Das abfiltrierte Material wird mit kaltem 
Methanol gewasehen und im Vak. getroeknet. Schmp. 165--168~ [~]~:  
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1328 G. Wendlberger u. a.: 

2O --56,21 ~ bzw. [~]546: --66,95~ (e = 1, in DMF). Chromatographisch rein in n- 
Butanol/Essigs/iure/Wasser (3 : 1 : 1); Ausb. 12,08 g (82~o d. Th.). 

C2~H~gNTOg'll/eH20 (608,68). Ber. C49,33, H6,96, N16,11. 
GeL C 49,45, H 6,69, N 16,29. 

Aminos/iureanalyse : Gin Pro Gly Leu 
Ber. 2,0 1,0 2,0 1,0 
Gel. 2,04 1,01 1,96 1,00 

<Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OH [1--6 b] nach Weg b 

N% Benzyloxycarbonyl- NL4,4'-dimethoxy-benzhydryl- L-glutaminyl- n- 
leucyl-glycyl- n-prolyl-L-glutaminyl-glycin-tert-butylester [1--6 c] 

2,17 g Z-Gln [Bzh(OMe)2]-Leu-OIt [1--2]  7 und 1,45g H-Gly-Pro-Gln-Gly- 
OBut [3--6  b] in 50 ml DMF werden nach Abkfihlen a u f - -  10 ~ naeheinander 
mit 0,48 g HONSu und 0,76 g DCCD versetzt. Die Reaktionsmischung wird 48 h 
bei 4 ~ gertihrt und eingedampft. Der Rfickstand wird zwisehen Chloroform 
und lproz, w/il3riger Kaliumhydrogencarbonat-LSsung verteilt, die abge- 
trennte organische Phase mit 5proz. w/~Briger Natrinmcarbonat-LSsung und 
Wasser gewaschen und anschliel3end im Vak. eingeengt. Die erhaltene Gallerte 
wird aus 90proz. Ethanol umkristallisiert. Schmp. 188--191 ~ [~]~0: __ 33,1 ~ 
bzw. [~]2~ ~ (e = l, in DMF). Chromatographisch rein in Methanol/ 
Chloroform (2:8) und n-Butanol/Essigsi~ure/Wasser (3 : 1 : 1); Ausb. 2,74 g (77~ 
d. Th.). 

C52HToNs01s (1015,18). Ber. C61,52, H 6,95, N ll,04. 
Gel. C61,57, H6,91, N l l , 06 .  

L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl-L-leucyl-glycyl- L-prolyl-L-glutaminyl- 
glycin-dihydrat [1--6 b] 

2,5g Z-Gln[Bzh(OMe)~]-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OBu t [1---6c] in 120ml 
Essigs/~ure und 1 ml Wasser werden in Gegenwart yon Palladium-Sehwarz 
hydriert. Nach beendeter Reaktion wird die vom Katalysator  befreite LSsung 
zur Trockene eingedampft, der R/iekstand mit Ether verrieben, abfiltriert und 
getrocknet. Das amorphe Material (2,3 g) wird in 22 ml TFE/Anisol 10 : 1 30 min 
unter Rfickflul3 gekocht. Dann wird im Vak. eingeengt und der 51ige Rfickstand 
mit Ether verrieben. Das feste Material wird abgesaugt, mit Ether gewaschen 
und letzlich zwischen Wasser und Essigester verteilt. Die abgetrennte w/tl3rige 
Phase wird im Vak. zu einem 51igen R/ icks tand eingeengt. Das Produkt  

o 2 0  ~ o 2 0  kristallisiert aus Methanol. Sehmp. 165n166 C; [~]D: - -55 ,9  bzw. [~]546: 
- -66 ,5  ~ (c = 0,7, in DMF). Chromatographiseh rein in n-Butanol/Essigs~ure/ 
Wasser (3:1 : 1); Ausb. 1,13 g (79~ d. Th.). 

C2~H39NvOg'2H20 (617,68). Ber. C48,61, H7,02, N15,87. 
Gel. C48,42, H6,78, N 15,78. 

Benzyloxycarbonyl-L-histidyl- z-prolin-tert-butylester [7--8 a] 

Eine LSsung von 6,0g Z-His-NH-NH2 [7] in 100ml DMF und 15,18ml 
einer 5,21N-Chlorwasserstoff/Dioxan-LSsung wird bei - - 2 0  ~ mit 2,62 ml tert- 
Butylni%rit versetzt und 10min geriihrt. Die Reaktionsmischung wird bei 
- -  50 ~ mit 11,13 ml Triethylamin neutralisiert und dann bei 0 ~ 5,40 g H-Pro- 
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OBu t" HC1 [8] und 3,15 ml Triethylamin in 100 ml DMF zugegeben. Nach 12 h 
I~fihren bei 0~ und 6h bei Raumtempl wird das LSsungsmittel im Vak. 
abdestilliert, der Rfiekstand zwischen Essigester und einer 10proz. Natrium- 
ehlorid-Lfsung verteilt, die Essigester-Phase mit 10proz. Natriumcarbonat-  
und ges/~ttigter Natrinmchlorid-Lfsung gewasehen, fiber Natriumsulfat  ge- 
troeknet und im Vak. eingeengt. Der lqiiekstand kristallisiert ans Ess~-  
ester/Ether sowie Essigester/Diisopropylether. Sehmp. 140--141~ [~]~)': 

20 - -  59,3 ~ bzw. [~]546 : - -  70,4 ~ (c = 1, in Methanol). Chromatographiseh rein in n- 
Butanol/Essigsaure/Wasser (3 : 1} 1); Ausb. 7,5 g (86~o d. Th.). 

C2aHa0N405 (442,53). Ber. C 62,43, H6,83, N 12,66. 
Gef. C62,41, I-I6,87, N 12,61. 

L-Histidyl-L-prolin-tert-butylester-p-toluol~ulfonat [7--8 b] 

18,08g Z-His-Pro-OBut [7 - -8a ]  werden in 200ml Methanol gelSst, mit 
7,77 g p-Toluolsulfons~ure-monohydrat versetzt und in Gegenwart von Patla- 
dium-Schwarz 12h ihydrogenolysiert. Nach Abdestillieren des Methanols im 
Vak. wird der Rfickstand 4 h bei Raumtemp. mit Pentan verrfihrt, abfiltriert 

o 20 ' mit Pentan gewaschen und im Vak. getrocknet. Schmp. 86--88 C; [~]D: 20 - -42 ,5  ~ bzw. [~]546: --50,1~ (c = 1, in DMF). Chromatographisch rein in 
n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3 : 1 : 1) und Chloroform/Methanol (2: 1); Ausb. 
19,15g (98~o d. Th.). 

CI~H2aN403"CH3CfH4SOzH (480,60). Bet. C54,98, H6,71, N 11,66. 
Gef. C 54,82, H 6,85, N 11,59. 

L-2-P yrrolidon-5-carbonyl- L-leucyl-glycyl- L-prolyl- L-glutaminyl- 
glycyl- L-histidyl-L-prolin-tert-butylester-hemihydrat [1--8 a] 

Zu einer LSsung yon 2,19 g < Glu-Leu-Gly-Pro~Gln-OH. 11/2 H20 [1--6  b] 
und 0,537 g HONSu in DMF gibt man bei 0 ~ 0,778 g DCCD. Naeh 2 h Rtihren 
bei Raumtemp. werden 1,44 g H-His-Pro-OBu t [7--8  b] zugeffigt und weitere 
24h bei Raumtemp. gerfihrt. Dann wird das DMF im Vak. abgezogen, der 
Rfickstand zwisehen n-Butanol (5 • 80 ml) und Wasser (5 • 80 ml) verteilt und 
die vereinigten Butanot-Phasen im Vak. eingedampft. Das erhaltene Material wird 
mit Ether verrieben, 4 h mit heigem Essigester extrahiert und abfiltriert. Der Riiek- 
stand kristallisiert aus wenig Methanol/Essigester, Sehmp. 162~ (Zers.): [~]~: 
- -59 ,7  ~ bzw. so [c~]546:--71,0 ~ (c = 1, in DMF). Chromatographisch rein in 
n-Butanol/Essigss (3: 1:1) ; Ausb. 2,01 g (64~o d. Th.). 

C4oH61NllO11"l/2H20 (881,03). Ber. C54,53, H7,09, N 17,49. 
Gef. C54,56, H7,23, N 17,18. 

Aminos~ureanalyse : His Glu Pro Gly Leu 
Ber. 1 2 2 2 1 
Gef. 1 ,00 1,98 2,08 2,01 1,00 

L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl-L-leucyl-glycyl-L-prolyl-L-glutaminyl- 
glycyl- L-histidyl-L-prolin-trifluoracetat-dihydrat [1--8 b] 

2,0g <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His:Rro=OBut [ l - - S  a] werden l h bei 
Raumtemp. in TFE aufbewahrt. Naeh Abdestillieren der TFE im Vak. wird 
der Rfickstand mit Ether digeriert, anschliegend zwischen n-Butanol 
(5 • 80ml) und Wasser (5 x 80ml) verteilt. Die vereinigten Wasser-Phasen 

86* 
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werden im Vak. eingedampft und der Rfiekstand getroeknet. Schmp. 156 ~ 
20 (Zers.); [~]~)0:__51,7 ~ bzw. [e]546: --61,9~ (c = 1, in DMF). Chromatogra- 

phisch rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3: 1:1); Ausb. 2,06 g (96~ d. Th.). 

Ca6Ha3NllOIvCF3COOH'2H20 (965,97). Bet. C47,25, H6,05, N15,95. 
Gef. C47,10, H6,05, N15,75. 

L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl- L-leueyl-glycyl-L-prolyl- L-glutaminyl- 
glycyl- L-histidyl ( N ~m-adamantyloxycarbonyl )-i-prolin-monohydrat [1--8 e] 

1,97 g < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His-Pro-OH' CFsCOOH- 2 H20 [1--8 bJ 
werden in 15 ml D M F  gel6st und bci - - 5  ~ 0,95 ml Triethylamin und 0,504g 
Adamantyloxycarbonylfluorid zugesetzt. Die Reaktionsmischung wird 2 h bei 
- - 5  ~ und 10h bei I~aumtemp. gerfihrt. Anschliegend wird DMF im Vak. 
abdestilliert, das erhaltene Produkt zwischen Chloroform und 3proz. Kalium- 
hydrogensulfat-L6sung, die mit Kaliumhydroxid auf pH 4 gestellt ist, verteilt, 
die Chloroform-Phase mit Wasser gewaschen, fiber Natriumsulfat getrocknet 
und im Vak. eingeengt. Der Rfickstand wird mit Ether digeriert und abfiltriert. 

2o Schmp. 183~ (Zers.); [a]~)0:__42,5 ~ bzw. [~]546: --50,5~ (c = 1, in DMF). 
Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigs~ure/Wasser (3!1!1); Ausb. 1,23 g 
(58,4~ d. Th.). 

C47H6~NnO13.H20 (1012,16). Ber. C55,77, H6,87, N15,22. 
Gef. C 55,80, H 6,83, N 15,05. 

Aminosgureanalyse : His Glu Pro Gly Leu 
Ber. 1 2 2 2 1 
Gef. 0,98 2,00 2,06 1,95 0,98 
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