Monatshefte fiir Chemie 110, 1407—1428 (1979)  Nigiialshefte fiir Chemie

© by Springer-Verlag 1979

Zur Synthese von Human-Big-Gastrin I und seinem
32-Leucin- Analogon
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The Syntheses of Human-Big-Gastrin I and Its 32-Leucine- Analogue
111. Preparation of the Fully Protected Tetratriacontapeptide Amides

The syntheses of the fully protected tetratriacontapeptide amide de-
rivatives corresponding to the proposed primary structure of human-big-
gastrin I and its 32-leucine analogue by three different routes are described. In
addition, the synthesis of the N-terminal eicosapeptide derlvatlve (sequence
1-20) is reported.

(Keywords: Gastro intestinal hormones; Human-big-gastrin; Peptide. syn-
thesis)

Einleitung

In den zwei vorausgehenden Mitteilungen2 haben wir iiber die
Synthese von sechs verkniipfungsfihigen Peptidfragmenten der Se-
quenzen 28—34, 23—27, 21—22, 15—20, 9—14 und 1—8 der vor-
geschlagenen Primérstruktur des Human-Big-Gastrins I3 berichtet. In
Weiterverfolgung unseres Syntheseplans sollen nunmehr die erstellten
Teilsequenzen auf bestmoglichen Weg zu hoheren Fragmenten und

Abkiirzungen: Es werden hier die von der IUPAC-IUB Commission on
Biochemical Nomenclature empfohlenen Abkiirzungen fiir Aminosiduren und
Schutzgruppen verwendet.

Andere Abkiirzungen: DCCD = Dicyclohexylearbodiimid; HONSu =
N-Hydroxysuccinimid; 7TFE = Trifluoressigsiure; HMPA = Hexamethyl-
phosphorsiuretrisamid; DM F = Dimethylformamid.
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1408 G. Wendlberger u. a.:

diese letztlich zur Gesamtsequenz des Human-Big-Gastrins1 und
seines 32-Leucin-Analogons vereinigt werden. Hierfiir haben wir drei
Synthesewege gewahlt *,

Ergebnisse und Diskussion
1. Darstellung der Gesamtsequenz 1—34

Weg A (Schema 1)

Die Verkniipfung des Heptapeptidamids H-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-
Met-Asp(OBut)-Phe-NH, [28—34b]22 (FragmentI) mit Nps-Glu-
(0 Bu?)-Glu(0 But)-Glu(0 But)-Glu(O But)-Glu(OBut)-OH  [23—27 a]2a
(Fragment I1) leferte unter Anwendung des Wiinsch-Weygandschen
Carbodiimid/N-Hydroxysuccinimid-Verfahrens4.5 das allseits ge-
schiitzte Dodecapeptidamid-Derivat [23—34a] in hoher Ausbeute
(88,6%). Die Entfernung der 2-Nitrophenylsulfenyl-Schutzgruppe aus
dem tryptophan- und methioninhaltigen Peptid-Derivat erfolgte nach
bewdhrter Methode® mittels Chlorwasserstoff unter Zusatz eines 20mo-
laren Uberschusses an 2-Methylindol in Trifluorethanol und erbrachte
das Dodecapeptidamid-Derivat H-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-
Glu(OBut)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(O But)-Phe-NH,
[23—34 b] (Teilstiick I-—I1) in Form seines Hydrochlorids in ausge-
zeichneter Ausbeute (95,5%) und hoher analytischer Reinheit. Gleich-
zeitig mit obigen Arbeiten wurde Z-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-
Gly-Pro-OH [15—20a]22 (FragmentIV) nach dem N-Hydroxysuc-
cinimid-Ester-Verfahren mit H-Trp-Leu-OH [21—22b]7 (Fragment I1I)
zum Octapeptid-Derivat [15—22a] vereinigt. Die hydrogenolytische
Abspaltung des Benzyloxycarbonyl-Restes fithrte zum H-Ser(But)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-OH [15—22b], das mit dem
N-Hydroxysuccinimid-Ester des Fragments V Nps-Ser(But)-Leu-Val-
Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [9—14] — ohne dessen Isolierung und Charak-
terisierung — zum Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-
Liys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-OH [9—22] (Teilsttck 1I1—V)
mit einer Ausbeute von 89% kondensiert wurde. Die Fragmentkondensa-
tion der Teilstiicke I—IT [23-—34b] und III—V [9-—227 mittels Dicyclo-
hexylearbodiimid/N-Hydroxysuccinimid4 ergab das Nps-Hexacosa-
peptidamid-Derivat [9—34a], das nach Gelchromatographie-Reini-
gung an Sephadex LH-20 (FlieBmittel Dimethylacetamid) in 67,5%iger
Ausbeute rein erhalten werden konnte. AnschlieBende Entfernung der
2-Nitrophenylsulfenyl-Schutzgruppe (siehe oben) lieferte H-Ser(Bu?)-
Leu-Val-Ala-Asp(O Bu?)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gin-Gly-Pro-

* Uber die Herstellung der freien Peptidsequenzen und deren Reindar-
stellung soll in einer folgenden Arbeit (4. Mitteilung) berichtet werden.
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1410 G. Wendlberger u. a.: Synthese von Human-Big-Gastrin I

Trp-Leu-Glu (O But)-Glu(0 But)-Glu(0 But)-Glu (0 But)-Glu(0 But)-Ala-
Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH, [9—34 b], isoliert in Form
des Hydrochlorids. Dessen Kondensation mit <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-
Gly-His(Adoc)-Pro-OH [1—8¢] (Fragment VI) wiederum nach dem
Wiinsch-Weygand-Verfahren4.5 erbrachte schlieflich das gewiinschte
< Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His(4doc)-Pro-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp-
(O But)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O But)-
Glu(O Bu!}-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-
Met-Asp(QOBut)-Phe-NH, [1—34a], erhalten in 75%iger Ausbeute
durch kurzzeitiges Digerieren mit Wasser und Methanol.

Weg B (Schema 2)

Das in 22 beschriebene mittelstindige Peptidfragment IV, d.i. Z-
Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-OH [15—20a], wurde nach
katalytischer Hydrierung zu [15—20b] in das entsprechende 2-Nitro-
phenylsulfenyl-hexapeptid-Derivat [15—20¢] tibergefiihrt. (Dieses
diente als Schliisselfragment fir den Aufbau der Gesamtsequenz
[1—34]. auch fir die als Weg C bezeichnete dritte Syntheseroute.)

Das Hexapeptid-Derivat [15—20¢] wurde als N¥-Hydroxysucein-
imid-Ester (Rohprodukt) mit dem Dipeptid H-Trp-Leu-OH [21-—22b]7
(Fragment ITI) in 87%jiger Ausbeute zum Nps-Ser(Bu?)-Lys(Boc)-Lys-
(Boc)-GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-OH [15—22¢] (Teilstiick IIT—IV) kon-
densiert. Dessen Vereinigung mit der Teilsequenz [23—34 b] vermittels
Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hydroxysuccinimid4 fithrte zum ge-
wiinschten 2-Nitrophenylsulfenyl-Eicosapeptidamid-Derivat [15—34a].

Die Spaltung der Sulfenamid-Bindung am [ 15—34 a] mit Chlorwas-
serstoff in Gegenwart von itberschiissigem 2-Methylindol6 erbrachte in
hoher Ausbeute H-Ser(Buf)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-
Glu(OBu?)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-
Gly-Trp-Met-Asp(O.But)-Phe-NH, [15—34b], isoliert in Form seines
Hydrochlorids. An dieses Teilstiick I—IV wurde letztlich Nps-Ser(But)-
Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [9—14] (Fragment V) wiederum mit-
tels Dicyclohexylearbodiimid/N-Hydroxysuccinimid4 angebaut; nach
iiblicher Aufarbeitung wurde das gewtinschte 2-Nitrophenylsulfenyl-
Hexacosapeptidamid-Derivat [9—34a] in der gleichen analytischen
Reinheit wie das nach WegA hergestellte Produkt erhalten (vgl.
experimenteller Teil).

Weg C (Schema 2)

Durch 2-Nitrophenylsulfenylierung von H-Trp-Leu-OH [21—22b]7
(Fragment I11) wurde zunéchst das ,neue” Fragment Nps-Trp-Leu-OH
[21—22¢] erstellt. Dieses liel sich mit der Teilsequenz H-Glu(OBu?)-
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1412 G. Wendlberger u. a.:

Glu(0 But)-Glu(OBut)-Glu (0 But)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-
Met-Asp(OBut)-Phe-NH, nach bekanntem Wiinsch-Weygand-Ver-
fahren45 zum 2-Nitrophenylsulfenyl-Tetradecapeptidamid-Derivat
[21—34 a] umsetzen. N*-Demaskierung von [21—34 a] mittels Chlor-
wasserstoff/2-Methylindolé ergab das Hydrochlorid von H-Trp-Leu-
Glu(0But)-Glu(0But)-Glu(O But)-Glu(0 But)-Glu(0O But)-Ala-Tyr(But)-
Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH, [21—34b], das anschliefend mit
Nps-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-GIn-Gly-Pro-OH [15—20¢] wiederum
nach ' der Dicyclohexylearbodiimid/N-Hydroxysuccinimid-Methode4.5
zum 2-Nitrophenylsulfenyl-Eicosapeptidamid-Derivat [15—34a] kon-
densiert wurde. (Im chromatographischen Verhalten und in den analy-
tischen Daten mit dem auf Weg B synthetisierten Produkt gut
ibereinstimmend.} Der weitere Aufbau zum 2-Nitrophenylsulfenyl-
Hexacosapeptidamid-Derivat [9—34a] folgte Weg B.

Die erfolgreiche Vereinigung der beiden nach Weg B oder C gewon-
nenen Hexacosapeptid-Derivate [9—34 b] mit Fragment VI zum all-
seits geschiitzten Tetratriacontapeptidamid-Derivat [1—34 a] erfolgte
nach Weg A-Prozedur.

2. Darstellung der Gesamisequenz 1—34 des [32-Leucin J- Analogons*

Als Ausgangsfragment fiir den Aufbau (Schema 3) dieses Analogons
sollte das Dodecapeptidamid-Derivat Z-Glu(O But)-Glu(O But)-Glu(OBut)-
Glu(OBut)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(O But)-Phe-NH,
[LHBG 23—34 a] dienen, das bei unserer [15-Leucin]-Human-Little-
Gastrin-I-Synthese® erstmals erstellt, jedoch nicht chromatographisch
rein erhalten werden konnte. In Anlehnung an die kiirzlich beschrie-
bene [11-Leucin}-Human-Mini-Gastrin-Synthese® konnte nun das Do-
decapeptidamid-Derivat [LHBG 23—34 a] durch Fragmentkondensa-
tion von H-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(OBut)-Phe-NH, [LHBG
28—34b]? mit Z-Glu(OBut)-Glu(0 But)-Glu(0 But)-Glu(O But)-Glu(O But)-
OH [23—27 b]? nach Wiinsch-Weygand4.5 in guter Ausbeute (86%,) und
chromatographisch reiner Form erhalten werden. Katalytische Abspal-
tung des Z-Restes fithrte dann zum ,,amino-freien’ H-Glu(OBut)-
Glu(0OBut)-Glu(OBut)-Glu(0 But)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Leu-
Asp(OBut)-Phe-NH, [LHBG 23—34 b] (Ausbeute 95% d. Th.).

Eine Ubertragung der eingeschlagenen Synthesestrategie fiir das Human-
Big-GastrinI (siehe oben) auf die Erstellung des 32-Leucin-Analogons war

* Die zur Erstellung des [32-Leucin]-Human-Big-Gastrins I synthetisier-
ten Zwischenprodukte und Fragmente sind, soweit sie sich von der ,natdr-
lichen* Sequenz unterscheiden, mit dem Symbol LHBG zur Kurzkennzeich-
nung versehen; z. B. [LHBG 23—34 a] = Dodecapeptidamid-Derivat der Se-
quenz 23—34 des [32-Leucin]-Human-Big-Gastrins I.
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Schema 3. Gesamtsequenz 1—34 des [32-Leucin - Human- Big-Gastrins

7{23—27|-OH [23—27b] H-[28—34 |- NH, [LHBG 28—34b]

y
7-[23—34 |- NH, [LHBG 23—34a]

h 4
Nps._OH [9—-22] H[ 23—34 I»NHZ [LHBG 23-—34b]

J DCCD/HONSu

Yy

Nps{9—34 |-NH, [LHBG 9—34a]
HCl/2-Methylindol

y N
I»—OH [1—8¢] H{9—3¢ | NH, [LHBG 9—34b]

| peepmons

y

Hl 1-—34 l—NHz [LHBG 1-—34a]

jedoch nur teilweise von Erfolg gekront. Eine stufenweise Fragmentverkniip-
fung nach Weg B oder Weg C verlief schon im ersten Abschnitt, daff sind die
Verkntipfungen von [15-—22a], Teilstiick IIT—IV, bzw. Z-Trp-Leu-OH? mit
[LHBG 23—34 b] Teilstiick I—1I, mit unbefriedigenden Ergebnissen. Hiermit
bestatigte sich der frithere Befund, dafl das Dodecapeptidamid-Derivat mit
Koptkomponenten vom Typ Dipeptid- oder Pentapeptid-Derivat mittels dem
Dicyclohexylearbodiimid/N-Hydroxysuccinimid-Verfahren sich relativ schwer
umsetzen 1d8t. Bei der [15-Leucin]-Human-Little-Gastrin-Synthese® war z. B.
nur mit einem 4fachen UberschuB an Kopfkomponente < Glu-Gly-Pro-Tep-
Leu-OH die Umsetzung zum Heptadecapeptidamid-Derivat erzielbar. Auch
eine Verfahrensvariation unter Ersatz des N-Hydroxysucecinimids durch
1-Hydroxybenzotriazol10 fiihrte bei gleichgroBem Uberschuf an der wertvollen
Kopfkomponente (Teilsttick IIT—IV) nicht zum Erfolg; im Gegenteil, zu einer
weiteren Komplikation. Ein enormer Racemisierungseintritt an der C-termi-
nalen Verkniipfungsstelle (Leucin) war ein Begleiteffekt des 1-Hydroxybenzo-
triazol-Einsatzes (40% p-Leucin-Anteil im Saurehydrolysat, festgestellt mit
p-Aminosiure-oxidase)!l. Diese Ergebnisse veranlaBten uns zu einer Unter-
suchung der beiden Verkniipfungsmethoden Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hy-
droxysuccinimid bzw. Dicyclohexylearbodiimid/1-Hydroxybenzotriazol hin-
sichtlich Racemisierung, deren Ergebnisse anderswo beschrieben werden12.

Ein Aufbau des [32-Leucin]-Human-Big-Gastrins I in Analogie zu
Weg A der Human-Big-Gastrin I Synthese vorgenommen (siehe oben),
verlief dagegen ohne Schwierigkeiten: Die Verkniipfung von Nps-
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Ser(Bu?)-Leu-Val-Ala-Asp(O But)-Pro-Ser-(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-OH  [9—22] mit H-Glu(OBut)-Glu(OBut)-
Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(O Bu?)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(O But)-
Phe-NH, [LHBG 23—34b] fithrte zum chromatographisch und ana-
lytisch reinen Hexacosapeptidamid-Derivat [LHBG 9—34a] in iiber
68%iger Ausheute. Letztlich verlief auch die Abschlulistufe, die Aufkon-
densation des Fragments VI auf das N*-desacylierte Hexacosapeptidamid-
Derivat zum allseits geschiitzten Tetratriacontapeptidamid wie erwartet
[LHBG 1—34a].

3. Darstellung der Sequenz 1—20

Das Hexapeptid-Derivat H-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-
OH [15—20b] (siche Weg B) wurde mit dem N-Hydroxysuccinimid-Ester
von Fragment V, Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [9—14]
als Rohprodukt zum 2-Nitrophenylsulfenyl-Dodecapeptidamid-Derivat
[9—20a] in hoher Ausbeute (88%) verkniipft. Die iibliche Spaltung der
Sulfenamid-Bindung am [9—20a] mit Chlorwasserstoff fithrte zum
,,aminofreien* Dodecapeptid-Derivat [9—20b]. Dieses wurde mit Frag-
ment VI, das ist <Glu-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-His(Adoc)-Pro-OH [1—S8c]
nach der N-Hydroxysuccinimid-Ester-Methode zum geschiitzten Eicosa-
peptid-Derivat [1—20a] aufgestockt.

Dank

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Gewahrung einer
groBziigigen Sachbeihilfe (Wu 20/11) wiederum zu hohem Dank verpflichtet.

Herrn Stocker sowie Frau Konrad-Grandl und Frau Bader-Beurer danken wir
fiir die gute technische Mitarbeit, den Assistenten der analytischen Abteilung
unter Leitung von Herrn Dr. Thamm fiir die Ausfithrung der Elementar- und
Aminosdure-Analysen.

Experimenteller Teil

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte in offenen Kapillaren im
Apparat nach Dr. Tottoli. Die Drehwerte wurden im lichtelektrischen Polari-
meter, Modell 241 MC der Firma Perkin-Elmer, ermittelt. Der chromatographi-
sche Reinheitstest der Zwischen- und Endprodukte wurde mittels Diinn-
schichtchromatographie auf DC-Fertigplatten, Kieselgel 60 der Fa. E. Merck,
Darmstadt, vorgenommen. Die Aminosiureanalysen wurden nach saurer Hy-
drolyse mit 6 M-HC] unter Thioglykolsiure-Zusatz fiir tryptophanhaltige Pep-
tide® am ,,Amino Acid Analyzer® der Firma Beckmann Instruments (Beck-
mann 120B bzw. Multichrom B), die Elementaranalysen mittels des ,,Ele-
mental Analyzer, Modell 240 der Firma Perkin-Elmer durchgefiihrt.
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Weg A zur Erstellung der Gesamtsequenz [ 1—34 ] des Human-Big-Gastrins I

2-Nitrophenylsulfenyl-L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl

(y-tert-butylester ) - L-glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl

(v-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-alanyl-O-

tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl- L-methionyl-L-asparagyl

( B-tert-butylester )-L-phenylalaninamid [23—34a]

Zu 5,7 g H-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met- Asp(O But)-Phe-NH, - HCI [28-—34 b]22.
0,77 ml Triethylamin, 6.58 g Nps-Glu(OBu?)-Glu(O But)-Glu{O But)-Glu (0 But)-
Glu{OBu!)-OH [23—27 a]2% und 1,15 g N-Hydroxysuccinimid in 200 ml DM F/
HMPA (3:1) gibt man bei —10°C 1,34 g DCCD und rihrt 20 h bei 4 °C. Nach
weiterem dreitdgigen Riihren bei Raumtemp. wird die Reaktionsmischung auf
60°C erwiarmt und in 2000 ml heien Essigester eingeriihrt. Der gebildete
Niederschlag wird abfiltriert, mehrmals mit heiBem Methanol und warmem
Wasser digeriert und letztlich im Vak. getrocknet. [oc]ZDO: -—19,42°
{c=1, in HMPA). Chromatographisch rein in Chloroform/Triflucrethanol
{3:1); Ausb. 10,1g (88,6% d.Th.).

CroeHy47N1505:8, (2079.5). Ber. C58,91, H7,12, N 10,10, §3,08.
Gef. (158,98, H 17,26, N 10,06, 83,12

Aminosdureanalyse: Asp Glu Gly Ala Met Tyr Phe
Ber. 1 5 1 1 1 1 1
Gef. 1,01 506 097 098 1,02 1,00 1,00

L-Glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (v-tert-butylester ) -1~
glutamyl(y-tert-butylester ) -L-glutamyl(y-tert-butylester ) - -
glutamyl(y-tert-butylester )- L-alanyl-O-terl-bulyl-L-tyrosyl-
glycyl-1-tryptophyl-L-methionyl-1-asparagyl ( 3-tert-butylester ) -
r-phenylalaninamid-hydrochlorid [23—34b]

Zu einer Losung von 83g Nps-Glu(OBut)-Glu(0But)-Glu(OBut)-
Glu(0 But)-Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(O But)-Phe-NH,
[23—34a] und 10,5g 2-Methylindol in 300 ml Trifluorethanol tropft man bei
5°C innerhalb 30 min unter Riihren 2,85ml (1,68 N) methanol. Chlorwasser-
stoff. Nach weiteren 5h Rithren bei Raumtemp. wird das Trifluorethanol im
Hochvak. weitgehend entfernt, der Riickstand mit Ether digeriert. abfiltriert
und mehrmals mit Ether gewaschen. [a]%): —10,6° bzw. [a]ggﬁz —126° (c =1,
in HMPA). Chromatographisch rein in Chloroform/Trifluorethanol (3:1) und
Chloroform/Trifluorethanol (3:2); Ausb. 7,5g (95,5%d. Th.).

CoH,0aN1,0058 - HCL (1962,8). Ber. 58,75, H7,45, N 9,99, 81,63, ('11.80.
Gef. (5845, H7.51. N9.91, 81.74. ('11.89.

Aminoséureanalyse: Asp Glu Gly Ala Met Tyr Phe
Ber. 1 5 1 1 1 1 1
Gef. 1,02 502 1,00 1.00 098 100 098

Benzyloxycarbonyl-O-tert-butyl-1-seryl- N*-tevt-butyloxycarbonyl -

L-lysyl- N=-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl- L-glutaminyl-glycyl-1.-

prolyl-i-tryptophyl-i-leucin [15—22a]

In eine auf 0 °C gekiihlte Losung von 7,76 g Z-Ser(Bu!)-Lys{ Boc)-Lys(Boc)-
Gln-Gly-Pro-OH [15—20a]22 und 1,29g N-Hydroxysuceinimid in 50 ml DM F
gibt man bei 0°C 1,70 g DCCD und 1aBt 15 h bei 4 °C rihren. Danach gieit man
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das Reaktionsgemisch in 750 ml Ether, filtriert den gebildeten Niederschlag ab
und wischt mit Ether nach. Den erhaltenen Filterkuchen bringt man zu-
sammen mit 2,86g H-Trp-Leu-OH [21—22b]7 und 1.26 ml Triethylamin in
50 ml DMF in Losung und rithrt weitere 3 Tage bei Raumtemp. AnschlieBend
wird das Reaktionsgemisch in eine wélBrige Losung von 1.75¢ Kaliumhydro-
gensulfat in" 500ml Wasser filtriert, der entstandene Niederschlag abge-
nutscht und aus DMF/ESSlgester sowie DM F/Methanol umgefallt. Schmp.
217—218°C; [a]}y: —31.6° bzw. [a]3ge: —37.7° (c =1, in DMF). Chro-
matographisch rein in n- Butanol/ESSIgsaure/Wasser (3:1:1) und n-Butanol/
Essigsiure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20); Ausb. 7,48¢g (759, d. Th.).

CesHi0oN 12017 (1333.6). Ber. (59.44, H7,56, N 12,60.
Gef. ('59.39, H7.52, N 12.63.

Aminoséureanalyse: Lys Ser Glu Pro Gly Leu
Ber. 2 1 1 1 1 1
Gef. 2,01  0.98 1.00 1.04 1,00 099

O-tert- Butyl--seryl- N -tert-butyloxycarbonyl-1-lysyl- N=-tert-
butyloxycarbonyl-L-lysyl- 1-glutaminyl-glycyl- 1-prolyl-L-lryptophyl-
L-leucin-monohydrat [15—22b]

2,0g Z-Ser(Bul)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-OH [15—22a]
in 30 ml DM F werden in Gegenwart von Palladium-Schwarz hydrogenolytisch
entacycliert. AnschlieBend wird die vom Katalysator abfiltrierte Losung im
Vak. eingedampft, der Riickstand mit Ether behandelt, abfiltriert und ge-
trocknet. Schmp. 195—197°C; [a]fy : —42,8° baw. [a]526 —51,8 (c=1, in
DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsdure/Wasser (3:1:1) und
n-Butanol/Essigsidure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20); Ausb. 1,79 g (999, d. Th.).

CogHoyNipOps - HyO (1217,5). Ber. €57,22, H7.95, N 13,80.
Gef. 57,02, H7,99, N 13.51.

2- Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl-1-seryl-L-leucyl-L-valyl-1-
alanyl-L-asparagyl( B-tert-butylester ) - L-prolyl-O-tert-butyl-1-
seryl-N°--tert-butyloxycarbonyl-1-lysyl-N°--tert-butyloxycarbonyl-
L-lysyl-L-glutaminyl-glycyl-1-prolyl- L-tryptophyl-L-leucin [9—22]

Eine auf 0°C gekiihlte Losung von 1,13g Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-
Asp(OBut)-Pro-OH -1/, H;,0 [9—14]2° in 10ml DMF wird mit 0,18g N-
Hydroxysuccinimid und 0,29 g DCCD versetzt und 15h bei 4 °C geriihrt. Dic
durch Zusatz von Ether abgeschiedene Substanz wird abfiltriert, mit Ether
gewaschen und dann zusammen mit 1,20 g H-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-
Gly-Pro-Trp-Leu-OH - H,0 [15—22 b} und 0,14 ml Triethylamin in 10 ml DM F
geldst. Das Reaktionsgemisch rithrt man 3 Tage bei Raumtemp., filtriert vom
unléslichen Material ab und 148t das Filtrat in eine Losung von 0,17g
Kalinmhydrogensulfat in 200 ml Wasser einfliefen. Das ausgefallene Produkt
wird abgenutscht, mit Wasser gewaschen, zweimal aus DMF/Essigester
umgefillt, 3h mit Ethanol digeriert, abermals abfiltriert, mit Ethanol. Ether
gewaschen und getrocknet. Schmp. 216—218°C (Zers.}); [a]DO —40,4° bzw.
[zx]gg(i —45,8° (¢ = 1, in DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essig-
siure/Wasser (3:1:1), n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20) und
Chloroform/Methanol (3:1); Ausb. 1,79g (89% d. Th.).

CosHyssN 150065 (2047,51). Ber. (57,49, H7,63, N 13,00.
Gef. (57,60, H7,52, N 12,84.
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Aminosdureanalyse:
Lys Asp Ser Glu Pro Gly Ala Val Leu Trp
Ber. 2 1 2 1 2 1 1 1 2 1

Gef. 1,95 1,03 2,02 1,02 2,00 098 1,00 09 196 099

2- Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl- L-seryl- L-leucyl- L-valyl-L-
alanyl-r-asparagyl( B-tert-butylester ) - L-prolyl-O-tert-butyl-1-
seryl-N°-tert-buiyloxycarbonyl- L-lysyl- N -tert-butyloxycarbonyl-
1-lysyl--glutaminyl-glycyl- L-prolyl-L-tryptophyl- -leucyl-L-
glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-
glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-
glutamyl(y-tert-butylester ) - L-alanyl-O-tert-butyl-i-tyrosyl-
glycyl-L-tryptophyl-L-methionyl-L-asparagyl( B-tert-butylester )-
-phenylalaninamid-tetrahydrat [9—34a]

0,520g H-Glu(0But)-Glu(0Bu?)-Glu(OBut)-Glu(0But)-Glu(OBut)-Ala-
Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(O But)-Phe-NH, - HCI [23—34 b] und 0,037 ml Tri-
ethylamin werden in 40ml Dimethylacetamid/HMPA (3:1) verrithrt und
anschliefend nacheinander mit 0,614 g Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-
Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-OH  [9—22], 0,052¢
N-Hydroxysuccinimid und nach Abkihlen auf —10°C mit 0,062 g DCCD
versetzt. Man rihrt 24 h bei 4 °C, dann 2 Tage bei Raumtemp. und gibt dann
nochmals 0,102g Nps-[9—22]-OH, 0,012 ¢ N-Hydroxysuccinimid sowie
0,010 g DCCD hinzu. Nach weiterem 24stdg. Riihren wird das Dimethylacet-
amid im Hochvak. entfernt, die verbliebene Losung mit Wasser versetzt, der
gebildete Niederschlag mehrmals mit warmem Methanol digeriert und abfil-
triert. Der Filterkuchen wird in Dimethylacetamid gelost und durch
eine Sephadex-Saule LH-20 (200 x 3 cm,” Elutionsmittel: Dimethylacetamid,
FlieBgeschwindigkeit 4,3 ml/h-cm?) geschickt. Die zuerst aus der Sdule aus-
tretenden Fraktionen (je7,6 ml) enthalten reines Nps-[9—34]-NH,, spitere
Fraktionen sind durch H-[23—34]-NH, verunreinigt und Werden unter den
oben angegebenen Bedingungen rechromatographiert. [oc]D —14,9° bzw.
[“1326 —17,1° (¢=0,5, in DMF). Chromatographisch rein in Chloro-
form/Triﬂuorethanol (3:1) und n-Butanol/Essigsaure/Wasser (3:1:1); Ausb.
0,72¢g (67,5%d.Th.)

0194H99,N3305032 4H20 ( 027, 885) Ber. 05785 H 7,63 N 1148
Gef. ('58.02. H7.50. N 11.20,

O-tert- Butyl-L-seryl- L-leucyl-L-valyl- L-alanyl- L-asparagyl
( B-tert-butylester ) - L-prolyl-O-tert-butyl- L-seryl- N*-teyt-
butyloxycarbonyl-L-lysyl-N°-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl-1.-
glutaminyl-glycyl-L-prolyl-L-tryptophyl-L-leucyl- L-glutamyl
(y-tert-butylester ) - L-glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl
(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (v -tert-butylester ) - L-glutamyl
(v-tert-butylester ) - L~alanyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl-1.-
trypltophyl-L-methionyl-L-asparagyl ( B-tert-butylester ) - 1-
phenylalaninamid-hydrochlorid-hexahydrat [9—34b]
0,44g Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys-
(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O But)-Glu(0 But)-Glu(OBut)-Glu (0 But)-
Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBuf)-Phe-NH, -4 H,O [9—344a] und
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0,303 g 2-Methylindol in 60 ml DM F/Methanol (5:1) werden unter Riihren
allmahlich mit 0,145 m] (1,83) methanol. Chlorwasserstoff in 10 m] Methanol
versetzt. Nach 6h Rithren wird Methanol und DMF im Vak. bis auf ein
Volumen von 15 ml entfernt und die Restlgsung in 500 ml Ether eingerithrt. Der
gebildete Nledelschlag wird abfiltriert, mit Ether mehrmals gewaschen und
getrocknet, [oc]DO —15,1° bzw. [oc]g —18,5° (¢ =05, in DMF). Chro-
matographisch rein in Chloroform/Trifluorethanol (3:1): Ausb. 0.378¢
(88% d. Th.).

CiesHopa N3z 04eS - HCL- 6 H,0 (3947,210). Ber. 57,20, H7,84, N 11.35.
Gef. C57,23, H754, N 11.36.

Aminoséureanalyse:

Lys Asp Ser Glu Pro Gly Ala Val Met Leu Tyr Phe
Ber.2 2 2 6 1 2 2 1 1 2 1 1
Gef. 1,96 1,96 1,96 6,20 096 2.00 198 095 105 195 1.04 098

L-2- Pyrrolidon-5-carbonyl-L-leucyl-glycyl-L-prolyl-1-glutaminyl-
glycyl-L-histidyl ( Nim-adamantylorycarbonyl ) - 1-prolyl-O-tet-
butyl-r-seryl-L-leucyl- 1-valyl- L-alanyl-L-asparagyl ( B-tert-
butylester ) -1-prolyl-O-tert-butyl- L-seryl-N*-teri-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl- N -tert-butyloxycarbonyl- L-lysyl-1-glutaminyl-
glycyl-L-prolyl-L-trypthophyl-L-leucyl- L~-glutamyl (y-tert-butyl-
ester ) -L-glutamyl (y-tert-butylester )- L-glutamyl (v-tert-butyl-
ester ) -L-glutamyl (v-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butyl-
ester )-L-alanyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl-L-tryptophyl-L-
methionyl-L-asparagyl(B-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid [I—34a]

0,450g H-Ser(Bu!)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys
(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(OBut)-Glu(0OBut)-Glu(O But)-Glu(O But)-
Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(O But)-Phe-NH, - HC1- 6 H,O [9—34 D]
werden in 40 ml DM F/HMP A (25:15) gelost, 10 min mit 0,016 ml Triethylamin
verrithrt und dann nacheinander mit 0,349g <Glu-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-
His(Adoc)-Pro-OH-H,O [1—8¢], 0,060g N-Hydroxysuccinimid und nach
Abkiihlen der Reaktionsmischung auf —10°C mit 0,072g DCCD versetzt.
Nach viertigigem Rithren bei Raumtemp. wird DMF im Hochvak. ab-
destilliert, der Riickstand mit Wasser digeriert, abfiltriert und anschlieBend
zweimal mit warmem Methanol behandelt. In der Dinnschichtchromatogra-
phie zeigen sich im Losungsmittelsystem n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1)
neben dem Tetratriacontapeptid [1»34 a] nur noch Spuren von Octapeptid
[1—8c]; Ausbh. 0,410g (~ 75%,d. Th.)

0235H359N4306()S (4778.758).

Aminosdureanalyse:

Glu Leu Gly Pro His Ser Val Ala Asp Lys Tip
Ber. 8 3 4 4 1 2 1 2 2 2 2
Gef. 8,08 2,87 396 4,17 092 198 097 197 205 195 1.79

Tyr Met Phe
1 1 1
1,04 1,07 1,02



Synthese von Human-Big-Gastrin 1 1419

Weyg B zur Erstellung der Gesamtsequenz 1—34

O-tert- Butyl-L-seryl- N*-tert-butyloxycarbonyl- L-lysyl-N°-tert-
butyloxycarbonyl- L-lysyl-1-glutaminyl-glycyl- L-prolin-monohydrat
[16—20b]

10,34 g Z-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-GIn-Gly-Pro-OH [15—20a]2a in
450 ml Methanol/Wasser (4:1) werden iiber Palladium-Schwarz hydriert. Die
vom Katalysator befreite Losung wird im Vak. cingeengt, der erhaltene
Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Schmp.
201—212%; [a]f: —29.3° bzw. [«]2: —34.8° (¢ = 1. in DMF). Chromato-
graphisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1) und n-Butanol/Essig-
sdure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20): Ausb. 7,93 g (88% d. Th.).

CpHNgO1- HoO (918,1). Ber. (53,63, H8.23, N 13.73.
Gef. ('53.67. H8.37. N 13.74.

2-Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl-L-seryl- N*-tert-butyloxy-
carbonyl--lysyl- N*-teri-butyloxycarbonyl- 1-lysyl-L-glutaminyl-
glycyl-r-prolin [15—20¢]

Zu 6,30 g H-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gin-Gly-Pro-OH - H,0 [15—20 b]
und 0,98 ml Triethylamin in 30 ml DM F werden unter Rithren innerhalb 60 min
1,99 g frisch kristallisiertes 2-Nitrophenylsulfenylchlorid und 1,47 m] Triethyl-
amin in fiinf gleichen Portionen gegeben. Nach 15h wird das Reaktionsgemisch
im Vak. eingeengt, das verbliebene Ol mit Chloroform verdiinnt, die erhaltenc
Losung mit 1,05g Kaliumhydrogensulfat in Wasser geschiittelt, mit ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und diber Natriumsulfat getrocknet. Nun
wird das Chloroform im Vak. abgedampft, die entstandene Gallerte mit wenig
Methanol verdiinnt und im Vak. zur Trockene gebracht. Das amorphe Material
wird in wenig Methanol geldst, die Losung in Ether eingeriihrt, der gebildete
Niederschlag abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet. Schmp.
215218 °C; [y : —40° baw. [o]o0;: —43.9° (¢ = 1, in DM F). Chromatogra-
phisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1), n-Butanol/Essigsaure/
Wasser/Pyridin (60:6:24:20) und Chloroform/Methanol (9:1): Ausb. 6.12¢
(85%d.Th.).

CrH76N10458 (1053,2).  Ber. ('53.60. H7.27. N 13.30.
Gef. ©53,42, H7,29, N 13,23.
Aminoséureanalyse : Lys Ser Glu Pro Gly
Ber. 2 1 1 1 1

Gef. 2,00 1.01 1.00 1.00 0.98

2-Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl-L-seryl- N=-tert-butyloxycar-
bonyl-L-lysyl- N*-tert-butyloaycarbonyl- i-lysyl-L-glutaminyl-
glyeyl-L-prolyl-L-tryptophyl-1-leucin [15—22¢]

Eine auf 0°C gekiihlte Losung von 2,63 g Nps-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
Gln-Gly-Pro-OH {15—20c¢] und 0,35g N-Hydroxysuccinimid in 10ml DMF
wird mit 0,57 g DCC'D versetzt und 15 h bei 4 °C geriihrt. Das durch Zugabe von
Ether abgeschiedene Produkt wird abfiltriert, mit Ether gewaschen und
anschlieBend in 15 ml DM F gelost. Zu der Losung fiigt man 0,95g H-Trp-Leu-
OH [21-22b]7 sowie 0,42 ml Triethylamin und 148t drei Tage bei Raumtemp.
rithren. Dann wird vom Unléslichen abfiltriert, das Filtrat in eine Lésung von
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0,45g Kaliumhydrogensulfat in 200ml Wasser eingerihrt, der gebildete
Niederschlag abgenutscht, mit Wasser und Ether gewaschen und letztlich
zweimal aus DMF/ESSlgester umgefillt. Schmp. 216—218°C; [oc]DO —36,9°
bzw. [a]ggﬁ —42,1° (¢ = 1, in DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/
Essigsaure/Wasser/Pyridin  (60:6:24:20) und Chloroform/Methanol (3:1):
Ausbh. 2,94 ¢ (87%d. Th.).

CesHy Ny50108 (1352,6). Ber. 056,83, H7,23, N 13,46.
Gef. 056,78, H7,34, N 13,29.

Aminosdureanalyse: Lys Ser Glu Pro Gly Leu Trp
Ber. 2 1 1 1 1 1 1
Gef. 2,11 1,03 098 1,02 098 1,00 1,00

2- Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl-L-seryl- N*-tert-butyloxycar-
bonyl-1-lysyl- N -tert-buiyloxycarbonyl- 1-lysyl- L-glutaminyl-
glycyl- L-prolyl-L-tryptophyl- L-leucyl- L-glutamyl (y-tert-
butylester )- L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl (v-tert-
butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - i-glutamyl (v-tert-
butylester )-L-alanyl-O-tert-butyl-L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl-
L-methionyl-L-asparagyl( B-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid-
dihydrat [15—34a]

0,73 g H-Glu(O Bw?)-Glu(0.But)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Glu(0But)-Ala-Tyr
(But)-Gly-Trp-Met- Asp(O But)-Phe-NH, - HCI [23—34b] werden in 75ml Di-
methylacetamid/ DMF/HMPA (8:4:3) gelost, mit 0,053 ml Triethylamin ver-
setzt, dann nacheinander 0,51 g Nps-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gin-Gly-Pro-
Trp-Leu-OH [15—22¢], 0,075¢g N-Hydroxysuccinimid und schlieBlich bei
—10°C 0,085 g DCCD zugegeben. Nach 24 h Rithren bei 4 °C wird vier Tage bei
Raumtemp. geriihrt. Anschlieflend entfernt man DM F und Dimethylacetamid
im Hochvak., behandelt den Riickstand mit viel heiBem Essigester (1000 ml),
mehrere \/Iale mit Methanol, Wasser und Wasser/Methanol filtriert ab und
wischt mit Methanol nach. [a]l)() —10,4° bzw. [“]526 —11.9° (¢ =07, in
Trifluorethanol). Chromatographisch rein in Chloroform/Trifluorethanol (3:1)
und (3:2) sowie n-Butanol/Essigsdure/Wasser (3:1:1): Ausb. 0,9g (73%d. Th.).

Cia0Ha23oN9, 04185 -2 H,O (3296,98).  Ber. 58,29, H7,43, N 1147.
Gef. (58,44, H7.38, N 11,40.
Aminosdureanalyse:

Lys Asp Ser Glu Pro Gly Ala Met Leu Tyr Phe
Ber. 2 1 1 6 1 2 1 1 1 1 1
Gef. 195 1,06 1,00 6,05 1,00 197 1,00 1,00 096 1,00 1,00

O-tert-Butyl- L-seryl-N°-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl- N°-tert-
butyloxycarbonyl-i-lysyl- L-glutaminyl-glycyl- L-prolyl-L-
tryptophyl-r-leucyl-L-glutamyl (y-teit-butylester ) -L-glutamyl
(-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl
(v-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-alanyl-
O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl- L-methionyl-1-
asparagyl(B-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid-hydrochlorid-
hexahydrat [15—34b]

0,6g Nps-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O But)-
Glu(OBut)-Gla(0But)-Glu(0But)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-
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Asp(OBut)-Phe-NH,-2H,0 [15—34a] werden durch mehrstdg. Rithren in
20ml DMF gelost, dann 0,482¢g 2-Methylindol zugesetzt und unter Rihren
innerhalb 30 min 0,238 ml (1,84 N) methanol. Chlorwasserstoff in 10 ml absol.
Methanol zugetropft. Nach 3h Rihren bei Raumtemp. entfernt man das
Methanol im Vak., versetzt den Riickstand mit 600m] absol. Ether und
dekantiert die tberstehende Flussigkeit vom o¢ligen Produkt ab. Das in-
zwischen erstarrte Material wird in wenig warmem Methanol §elﬁs‘c, mit viel
Ether versetzt und der gebildete Niederschlag abfiltriert. [a]% : —16,2° bzw.
[a]§26: —19,6° (¢ = 0.6, in Trifluorethanol). Chromatographisch rein in Chloro-
form/Trifluorethanol (3:1) und n-Butanol/Essigsdure/Wasser (3:1:1); Ausb.
0.515g (87%,d.Th.).

CrsaHogeNog 0308 - HCI- 6 Hy,O (3252,355). Ber. €56,87, H7,72, N 11,20.
Gef. €56,76, H 7,55, N 11,20.

2-Nutrophenylsulfenyl-O-tert-butyl-L-seryl-i-leucyl- L-valyl-1-
alanyl-L-asparagyl( B-tert-butylester ) - L-prolyl-O-tert-butyl-
-seryl-N=-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl- N*-teri-butyloxycar-
bonyl-L-lysyl-L-glutaminyl-glycyl- L-prolyl- L-tryptophyl-1-
leucyl-L-glutamyl (-tert-butylester ) - L-glutamyl (v-tert-butyl-
ester ) -L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butyl-
ester )-L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-alanyl-O-tert-butyl-
L-tyrosyl-glycyl-L-tryptophyl- L-methionyl-L-asparagyl ( B-tert-
bulylester ) -L-phenylalaninamid-tetrabydrat [9—34a]

0,314g  H-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O But)-
Glu(OBut)-Glu{O But)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met- Asp-
(OBut)-Phe-NH, - HCl- 6 H,O [15—34Db] werden in 30ml frisch destilliertem
DMF gelost, mit 0,014 m] Triethylamin versetzt, 10 min gerithrt, dann 0,260 g
Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH - 1/, H,0 [9-—14], 0,038 ¢ N-Hy-
droxysuccinimid und nach Abkithlen auf — 10 °C 0,062 g DCCD zugegeben. Die
Reaktionsmischung wird 24h bei 5°C und anschlieBend drei Tage bei
Raumtemp. gerithrt. Nun entfernt man DMF im Hochvak.bbehandelt den
Riigkstand mehrmals mit heilem Methanol und filtriert ab. [oc]DO: — 14.6° bzw.
[m]%&;: —16,9° (¢c=0,5, in DMF). Chromatographisch rein in Chloro-
form/Trifluorethanol (3:1) und n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1); Ausb.
0.320g (82%d. Th.).

C19sHg7N330508: - 4 HyO (4027,885). Ber. 57,85, H7,63, N11,48.

- Gef. C57.88, H7.49, N 11,45.
Aminogdureanalyse:

Lys Asp Ser Glu Pro Gly Ala
Ber. 2 2 2 6 2 2 2
Gef. 194 193 195 6,07 203 205 2,06

Val Leu Tyr Phe Trp Met

1 2 1 1 2 1

1,03 2,001 1,06 1,04 2,03 0,97

Zur weiteren Umsetzung siche Weg A.

Weg C zur Erstellung der Gesamtsequenz 1—34
2-Nitrophenylsulfenyl-1-tryptophyl-1-leucin-dicyclohexylominsalz [21—22¢]

Zu 1,27g H-Trp-Leu-OH [21—22b]7 in 125 m] Dioxan/Wasser (4:1) und
4ml 1 N-Natronlauge werden bei Raumtemp. unter Riihren 0,76 g 2-Nitrophe-
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nylsulfenylchlorid und 4 ml 1 N-Natronlauge bei pH 8 gegeben. Die Reaktions-
mischung wird 15 min nachgeriihrt, mit 200 mi Wasser verdiinnt, mit Ether
tiberschichtet und mit wiBriger Zitronensiure-Losung bis pH 4 angesduert. Die
abgetrennte organische Phase wird mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat
getrocknet und mit Dicyclohexylamin versetzt. Das abﬁltrlerte Material wird
aus_Acetonitril umkristallisiert. Schmp. 134—136°C: [oc]D —24,4° bzw.
[a]ggﬁz —13,3° (¢ = 1, in Methanol). Chromatographisch rein in n-Butanol/
Essigsdure/Wasser (3:1:1) und n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyridin
(60:6:24:20) sowie Cyclohexan/Chloroform/Essigsdure (45:45:10); Ausb.
1,852 (71%,d. Th.).

CpsHaN, 0,8 - CpoHpsN (651.9). Ber. 64,49, H7,58, N 10,74, S4,92.
Gef. 64,53, H7,70, N 10,55, S$4,89.

2- Nitrophenylsulfenyl-1-tryptophyl- L-leucyl- L-glutamyl (y-tert-
butylester )-L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-
butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl ( v-tert-
butylester )- L-alanyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl-
r-methionyl-r-asparagyl (B-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid-
dihydrat [21—34a]

0,980 g .H-Glu(OBut)-Glu(0But)-Glu(0But)-Glu(0O Bu?)-Glu(OBut)-Ala-Tyr
(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH, - HC] [23—34b], 0,07ml Triethyl-
amin, 0,705 g (des aus seinem Dicyclohexylaminsalz mit 1N-Schwefelsdure in
Freiheit gesetzten) Nps-Trp-Leu-OH [21—22c¢] und 0,230g N-Hydroxysuc-
cinimid werden in 40 ml DM F/Dimethylacetamid/HMPA (2:1:1) gelost, auf
—10°C abgekiihlt, mit 0,309 g DCCD versetzt und 24 'h bei 4 °C geriihrt. Nach
weiterem zweitigigem Rithren bei Raumtemp. wird die Reaktionsmischung
10 min auf 60°C erwirmt und anschlieBend in 800 ml Ether eingerithrt. Der
erhaltene Nledersehlag wird mit bidestilliertem Wasser verriihrt, abfiltriert
und getrocknet. [a]f): —6.9° baw. [o]2%: —2,6° (¢ = 0,2, in HMPA). Chro-
matographisch rein in Chloroform/Trlﬂuorethanol (3:1) und Chloroform/Me-
thanol/Trifluorethanol (18:1:2); Ausb. 1,07g (88%d.Th.).

CpioH166N150068 - 2 HoO (2414,9). Ber. 59,19, H7.18, N 10,44.
Gef. ©59,09, H7.36, N 10.47.

1-Tryptophyl-v-leucyl- L-glutamyl (y-tert-butylester )- L-glutamyl
" (y-tert-butylester ) - L-glusamyl (y-tert-butyester ) - L-glutamyl
(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - 1-alanyl-O-
tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl- L-methionyl- L-aspara-
gyl ( B-tert-butylester )- L-phenylolaninamid-hydrochlorid-trikydrat
[21—34b]

0,948g  Nps-Glu(0Bu?)-Glu(0But)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(O Bu')-Ala-
Tyr(But)-Gly-Trp-Met- Asp(OBut) -Phe-NH,-2H,0 [21—34a] und 1,05g
2-Methylindol werden in 50ml Trifluorethanol in der Wirme gelést und
anschlieBend bei Raumtemp. mit 0,285 m! (1,68 N) methanol. Chlorwasserstoff
unter Rithren innerhalb 30min versetzt. Nach weiterem 2h Rithren bei
Raumtemp. wird Trifluorethanol im Vak. entfernt, der Riickstand mehrmals
mit Ether digeriert, abfiltriert und getrocknet. [a]%’ —9,7° bzw. [“]546
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—12,3° (¢ = 0,2, in HMPA). Chromatographisch rein in Chloroform/Metha-
nol/Trifluorethanol (18:1:2); Ausb. 0,8¢ (88,6%d. Th.).

Cr1sHigN1,05,8 - HCL- 3 H,0 (2316.2). Ber. €58,60, H 7,48, N 10,24.
Gef. 58,60, H7.,63, N 10,27.

Aminoséureanalyse:

Asp Glu Gly Ala Met Leu Tyr Phe
Ber. 1 5 1 1 1 1 i 1
Gef. 1,02 510 1,00 1,00 1,00 095 1,00 1,00

2-Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl- L-seryl- N=-tert-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl-N°-tert-bulyloxycarbonyl- L-lysyl- L-glutamingl-
glycyl-L-prolyl-L-tryplophyl- L-leucyl- L-glutamyl (v-tert-butyl-
ester )-L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl ( v-tert-butyl-
ester }-L-glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (v-tert-butyl-
ester )-L-alanyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl- -
methionyl- L-asparagyl( 8-tert-butylester ) - L.-phenylalaninamid-
dikydrat [15—34a]

Zu einer Losung von 0,6 g H-Trp-Leu-Glu(0Bu?)-Glu(0 But)-Glu(OBut)-Glu-
(0O Bu!)-Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(O Bu!)-Phe-NH, - HCI - 3 H,0
[21—34b] und 0,036 ml Triethylamin in 50ml DM F/Dimethylacetamid/
HMPA (20:20:10) gibt man nacheinander 0,558g Nps-Ser(But)-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-OH [15—20¢], 0,115 g N-Hydroxysuccinimid und nach
Abkiihlen auf —10°C 0,109 g DCCD. Die Reaktionsmischung wird 24 h bei 5 °C
und zwei Tage bei Raumtemp. gerihrt. Danach wird DMF und Dimethyl-
acetamid im Hochvak. entfernt, der Riickstand zuerst mit Wasser, dann mit
Wasser/Methanol und schlieBlich_mit heiBem Methanol digeriert und ab-
filtriert. [a]%o: —10,9° bzw. [zx]gge: —12,1° (¢ = 0,5, in Trifluorethanol).
Chromatographisch rein in Chloroform/Trifluorethanol (3:1) bzw. (3:2) und
n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1); Ausb. 0,7¢g (82% d. Th.).

CreoHa3oNo; 04185 - 2 H0 (3296,98). Ber. €58.29, H7.43, N 11,47
Gef. C58,31, H7,34, N 1148,

Zur weiteren Umsetzung vgl. Weg B.

Erstellung der Gesamtsequenz 1—34 des [32- Leucin J- Human- Big-Gastrins [

Benzyloxycarbonyl- L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl

(v-tert-butylester ) - L-glutomyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl

(y-tert-butylester ) - L-glutamyl(v-tert-butylester ) - L-alanyl-O-

tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl- L-leucyl-L-asparagyl

(B-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid [ LHBG 23—34a]

6,5g Z-Glu(OBut)-Glu(OBu?)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Glu(OBu?)-OH [23—27b]°
und 4,0g H-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(OBut)-Phe-NH, - H,O0 [LHBG
28—34b]° werden in 60 m! Dimethylacetamid/HMPA (3:1) unter Rithren
geldst. Zu der auf 0°C abgekihiten Mischung gibt man 0,760g N-Hydroxy-
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succinimid, nach Abkithlen auf —10°C 1,24 g DCCD. Das Reaktionsgemisch
wird 24 h bei 0°C, dann 26 h bei Raumtemp. belassen ; nach dieser Zeit erstarrt
es zu einem festen Gel. Nach Zugabe von 250 ml Methanol und 15 min Rithren
wird abgesaugt. Das erhaltene Produkt digeriert man zweimal mit je 300 ml
warmem Methanol, filtriert, wischt den Filterkuchen mit Methanol und Ether
und trocknet im Vak. bei 40 °C. Schmp. 234—235 °C (Zers.). [oc]DO —11,4° bzw.
[a]ggﬁ —14,3° (¢=1,2, in HMPA). Chromatographlsch rein in Chloro-
form/Triﬂuorethanol (3:1); Ausb. 7,0¢ (86% d.Th.).

CiosH152N14 057 (2042.4). Ber. C61,75, H7,50, N 9,60.
Gef. C61,43, H7,41, N 9,69.

Aminosdureanalyse: Asp Glu Gly Ala Leu Tyr Phe
Ber. 1 5 1 1 1 1 1
Gef. 091 535 1,04 1,03 098 094 1,00

L-Glutamyl (v-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - L-
glutamyl(y-tert-butylester ) -L-glutamyl (y-tert-butylester }-1.-
glutamyl (y-tert-butylester ) - i-alanyl-O-tert-butyl-L-tyrosyl-
glycyl-L-tryptophyl- L-leucyl- L-asparagyl ( 8-tert-butylester )- L-
phenylalaninamid [ LHBG 23—34b]

6,85g Z-Glu(0But)-Glu(0But)-Glu(0But)-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Ala-Tyr
(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(O But)-Phe-NH, [LHBG 23—34a] in 200ml HMPA
werden unter gleichzeitigem Zutropfen von 8,4 ml 0,4N-Salzséure bei pH 5 in
Gegenwart von Palladium-Schwarz katalytisch hydriert. Nach 7 Tagen Reak-
tionsdauer wird das Filtrat vom Katalysator unter Rithren in eine Lisung von
3.9¢g Kaliumhydrogencarbonat in 2000 ml Wasser gegossen. Der gallertige
Niederschlag wird abfiltriert, mit Wasser, Methanol, Ether gewaschen und im
Vak. bei 40°C getrocknet. [oc]DO —12,5° bzw. [a] 26 —149° (c=1, in
HMPA). Chromatographisch rein in Chloroform/TI1ﬂuorethanol (3:1): Ausb.
6,1g (95%d.Th.).

CorHi6N 14025 (1908,3). Ber. 61,05, H7,71, N 10,27.
Gef. 60,71, H7,90, X 10,17.

Aminosaureanalyse: Asp Glu Gly Ala Leu Tyr Phe
Ber. 1 5 1 1 1 1 1
Gef. 094 524 1,03 1,03 097 095 1,00

2-Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl-L-seryl- L-leucyl- L-valyl-L-
alanyl-L-asparagyl ( B-tert-butylester )- L-prolyl-O-tert-butyl-1-
seryl- N*-tert-butyloxycarbonyl-L-lysyl-N°=-tert-butyloxycarbonyl-
1-lysyl-r-glutaminyl-glycyl-L-prolyl-L-tryptophyl- L-lewcyl-1-
glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl (v-tert-butylester ) - L-
glutamyl (y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - 1-glutamyl
(y-tert-butylester ) - L-alanyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl-
L-tryptophyl-L-leucyl- L-asparagyl ( B-tert-butylester ) - L-phenylala-
ninamid-tetrahydrat [ LHBG 9—34a]

0,672 g H-Glu(OBut)-Glu(0O But)-Glu(O But)-Glu(0 Bu?)-Glu(O But)-Ala-Tyr
(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(O But)-Phe-NH, [LHBG 23-—34b] werden in 45ml]
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HMP A/Dimethylacetamid (25:20) gelost, dann 0,716 g Nps-Ser(But)-Leu-Val-
Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-OH
[9—22], 0,058 ¢ N-Hydroxysuccinimid und nach Abkiihlen auf — 10°C 0,074 ¢
DCOCD zugesetzt. Man rithrt 24h bei 4°C, anschlieBend zwei Tage bei
Raumtemp., gibt nochmals 0,204g [9—22], 0,023g N-Hydroxysucecinimid
sowie 0,021 g DCCD hinzu und halt das Reaktionsgemisch weitere zwei Tage
bei Raumtemp. Nun wird das Dimethylacetamid im Hochvak. entfernt, der
Rickstand unter Rithren mit Wasser versetzt, der gebildete Niederschlag
abfiltriert und zweimal mit warmem Methanol digeriert. Das isolierte Material
wird nach Lésen in Dimethylacetamid einer Gelfiltration durch Sephadex
LH-20 unterworfen und in gleicher Weise wie bei Weg A [9—34 a] beschrieben,
aufgearbeitet. [oc]D —15.9° bzw. [0]52 —18.3° (¢ = 0,6, in Dimethylform-
amid). Chromatographisch rein in Chloroform/Triflucrethanol (3:1) und
n-Butanol/Essigsaure/Wasser (3:1:1); Ausb. 0,820¢g (68%d. Th.).

CrosHapoNa3050S - 4 H,O (4009.8). Ber. C58,41, H7.72, N 11.53.
Gef. C58,65, H7,57, N 11.51.
Aminosaureanalyse :
Lys Asp Ser Glu Pro Gly
Ber. 2 2 2 6 2 2
Gef. 2,03 2,03 1,98 6,09 2,03 1.96
Ala Val Leu Tyr Phe Trp
2 1 3 1 1 2

2,04 0,99 2.90 1,00 1,00 2.01

O-tert- Butyl-L-seryl- L-leucyl- L-valyl- L-alanyl- L-asparagyl
(3-tert-butylester ) -L-prolyl-O-tert-butyl-L-seryl- N*-teri-
butyloxycarbonyl-L-lysyl-N--tert-butyloxycarbonyl-1-lysyl-1-
glutaminyl-glycyl-1-prolyl-L-tryptophyl- 1-leucyl- L-glutamyl
(y-tert-butylester ) -L-glutamyl (v-tert-butylester ) - L-glutamyl
(y-tert-butylester ) L-glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl
(v-tert-butylester ) - L-alamyl-O-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl-
L-tryptophyl-L-leucyl-L-asparagyl ( B-tert-butylester ) - L-phenyl-
aloninamid-hydrochlorid-hexahydrat [ LHBG 9—34b]

0,197 g Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys
(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(0 But)-Giu (O But)-Glu(0 But)-Glu(O But)-
Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(O But)-Phe-NH;« 4 H,0 [LHBG
9—34a] und 0,131g 2-Methylindol in 22ml DM F/Methanol (10:1) werden
innerhalb 20 min unter Rihren mit 0,066 ml (1,83N) methanol. Chlorwasser-
stoff versetzt. Die Reaktionsmischung wird 6 h nachgeriihrt, anschlieBend das
Losungsmittel bis auf ein Volumen von 5ml im Vak. entfernt und die
Restlosung mit Ether verrihrt. Der geblldete Niederschlag wird abfiltriert und
getrocknet. [oc]DO —17,2° bzw. [tx]g —19,0° (¢ =05, in DMF). Chro-
matographisch rein in Chloroform/Trxﬂuorethanol (3:1); Ausb. 0,180¢g
(94%,d. Th.).

0189H396N32048 : HCI -6 Hzo (3929,2). Ber. C5777 H7, 93 N 11A41
Gef. C57,66, H7,66, N 11.45.

92%
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1-2-Pyrrolidon-5-carbonyl-i-leucyl-glycyl-1-prolyl- -glutaminyl-
glycyl-L-histidyl( Nim-adamantyloxycarbonyl ) - L-prolyl-O-tert-
butyl-r1-seryl-1-leucyl- 1-valyl-L-alanyl- L-asparagyl( B-tert-
butylester )-L-prolyl-O-tert-butyl-1-seryl- N -tert-butyloxy-
carbonyl-i-lysyl- N*-tert-butyloxycarbonyl-1-lysyl-1-glutaminyl-
glycyl-L-prolyl-i-tryptophyl-L-leucyl- L-glutamyl (y-tert-butyl-
ester )-L-glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butyl-
ester )-L-glutamyl(y-teri-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butyl-
ester )-L-alanyl-O-tert-butyl-L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl-
L-leucyl-r-asparagyl( 3-tert-butylester ) - L-phenylalaninamid
fLHBG 1—34aj

0,250 g H-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys
(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(0 But)-Glu(Q.But)-Glu(0 But)-Glu (0 But)-Gla
(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Leu-Asp(OBu!)-Phe-NH, - HC1-6 H,0 [LHBG
9—34b] in 25ml DMF/HMPA (15:10) werden mit 0,009 ml Triethylamin
versetzt, 15 min gerithrt und dann nacheinander 0,194g <Glu-Leu-Gly-Pro-
GIn-Gly-His(Adoc)-Pro-OH - H,0O [1—S8¢], 0,034 g N-Hydroxysuccinimid und
bei —10°C 0,040 g DCCD zugegeben. Die Reaktionsmischung wird vier Tage
bei Raumtemp. gerithrt, anschlieBend DM F im Hochvak. abdestilliert und die
Restlosung mit Wasser verrihrt. Das isolierte Produkt wird 2h mit heiBem
Methanol digeriert, abfiltriert und getrocknet. Das so erhaltene Tetratriaconta-
peptid ist im Lésungsmittelsystem n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1) mit
geringen Mengen Octapeptid verunreinigt. Ausb. 0,230¢g (~ 75%d. Th.).

CozeHzs:1 Ny30g0 (4760,725).
Aminosiureanalyse:
Glu Leu Gly Pro His Ser Val Ala Asp Lys
4

Ber. 8 4 4 1 2 1 2 2 2
Gef. 815 398 397 4,15 096 199 098 198 2,03 196

Trp Tyr Phe
2 1 1
1.80 1,02 1,04

Darstellung der Sequenz 1—20 des Human-Big-Gastrins 1

2-Nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl- L-seryl-1-leucyl- L-valyl-
r-alanyl-L-asparagyl( B-tert-butylester )-1-prolyl-O-tert-
butyl-L-seryl-N°*-tert-butyloxycarbonyl--lysyl- N°-tert-
butyloxycarbonyl- L-lysyl- L-glutaminyl-glycyl- L-prolin [9—20a]

Eine auf 0°C gekithlte Losung von 1,13g Nps-Ser(Bu!)-Leu-Val-Ala-
Asp(OBut)-Pro-OH -1/, H,0 [9—14] in 5m] DM F wird mit 0,18 g N-Hydroxy-
succinimid und 0,29 g DCCD versetzt und 16 h bei 4 °C! gerithrt. Der Aktivester
wird mit Ether gefillt, abfiltriert, mit Ether gewaschen und schlieBlich zur
Losung von 0,9g H-Ser(Bu!)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-OH - HyO
[15~—20b] und 0,14 m] Triethylamin in 10 ml DM F gegeben. Das Reaktions-
gemisch rithrt man drei Tage bei Raumtemp., filtriert vom unléslichen Material
ab und 148t das Filtrat in eine Losung von 1,7g Kaliumhydrogensulfat in
200m! Wasser einflieBen. Das ausgefallene Produkt wird abgesaugt, mit
Wasser und anschlieBend mit Ether digeriert und letztlich aus DM F [Essigester
umgefillt. Schmp. 218°C (Zers.); [o]5 : —39,5° bzw. [a]ags: —44.0° (¢ = 1, in
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DM F). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsdure/Wasser (3:1:1) und
n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20): Ausb. 1,54¢g (88% d.Th.).

Cg Hy3aN 160248 (1748,15).

Aminosdureanalyse
Lys Asp Ser Glu Pro Gly Ala Val Leu
Ber. 2 1 2 1 2 1 1 i 1

Gef. 1,93 1,01 2,05 1,00 2,08 098 099 097 1,01

1-2- Pyrrolidon-5-carbonyl-L-levcyl-glycyl-L-prolyl- L-glutaminyl-
glycyl-r-histidyl ( Nim-adamantyloxycarbonyl ) - L-prolyl-O-tert-
butyl-L-seryl-L-leucyl-L-valyl- L-alanyl- L-asparagyl ( 8-tert-
butylester )- L-prolyl-O-tert-butyl-L-seryl-N*-tert-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl- N*-tert-butyloxycarbonyl- L-lysyl- L-gluteminyl-
glycyl-L-prolin [1—20a]

Zu einer auf 0°C gekithlten Losung von 1,22 g Nps-Ser(But)-Leu-Val-Ala-Asp
(O But)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-OH [9—20a] in 50 ml DM F
werden unter Riihren innerhalb 30 min 0,54 ml (2,58 N)methanol. Chlorwasser-
stoff in 10 ml absol. Methanol zugetropft. Nach 2h Rithren bei Raumtemp.
wird die Lésung eingeengt und mit Ether versetzt. Der Niederschlag wird
abfiltriert, mit Ether digeriert und getrocknet. Das erhaltene Produkt
[9—201b] ist chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsaure/Wasser (3:1:1)
und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20). Ausb. 0,99¢g
(87%d.Th.). 0,7¢ <Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His(Adoc)-Pro-OH [1—8¢] in
51l DMF werden bei 0°C mit 0,1g N-Hydroxysuccinimid und 0,16 g DCC'D
versetzt und iiber Nacht bei 4°C gerithrt. Das Losungsmittel wird im Vak.
abgedampft und der Rickstand mit Ether verrieben. Der rohe Aktivester wird
in 20ml DMF mit 0,82g [9—20Db] und 0,14 ml Triethylamin versetzt und bei
Raumtemp. drei Tage gerithrt. Man filtriert vom unléslichen Material ab und
lafit das Filtrat in eine Losung von 75 mg Kaliumhydrogensulfat in 100 m}
Wasser einflieBen. Der Niederschlag wird abgesaugt, sorgfaltlg mit Wasser
gewaschen und schlieBlich aus DM F/[Essigester umgefillt. [y]D —42,1° bzw.
[a]ggﬁ —50,8° (¢ = 1, in DM F). Chromatographisch rein in n- Butanol/Essxg—
saure/Wasser (3:1:1); Ausb. 0.88g (69%d. Th.).

Cy92H196N3g034 (2571.1).

Aminosdureanalyse:
Lys His Asp Ser Glu  Pro Gly Ala Val Len
Ber. 2 1 1 2 3 4 3 1 1 2

Gef. 195 091 1,01 2,08 280 385 294 099 095 188
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