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Synthesis of Human-Big-Gastrin 1. Revised Primary Structure

The synthesis of the tetratriacontapeptide amide corresponding to the
revised primary structure of human big gastrin I is described. For this purpose
the fragments were designed in view of the maximum use of those utilized in our
previous synthesis of human big gastrin I according to the first sequence
proposal. Consequently the key tripeptide -Pro-Pro-His- (sequence 7-9) was
prepared in suitably protected form to be used as amino or carboxyl component
for assembly of the segments 1-9 and 1-14, respectively. Final condensation of
the latter nona- and tetradecapeptide derivatives with the C-terminal segments
10-34 and 15-34 via the azide and the dicyclohexylcarbodiimide/N-hydroxy-
succinimide procedure, respectively, leads to crude fully protected human big
gastrin L. Upon deprotection by exposure to trifluoroacetic acid in presence of
ethanedithiol-(1,2) as scavanger, ion exchange chromatography and partition
chromatography, the desu"ed tetratriacontapeptide amide was isolated in
satisfactory yield with a high degree of purity. The identical immunological
behaviour of the synthetic material, if compared with that of natural human
big gastrin I, represents ulterior strong evidence for the correctness of the newly
proposed structure for this putative prohormonal form of the gastrins.

(Keywords: Gastrointestinal hormon, Human-Big-Gastrin I, revised struc-
ture; Synthetic peptide factors)

Einleitung

In fritheren Mitteilungen2~? haben wir iiber die Synthese von
Human-Big-Gastrin T gemifl dem Primar-Struktur-Vorschlag von

2 Gegenwirtige Adresse: Chemisch-Technologisches Institut der Universi-
tat Sofia, Bulgarien.
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Harris, Kenner und Gregory® und seinem 32-Leucin-Analogon be-
richtet. Das erhaltene synthetische Tetratriacontapeptid hatte im
Vergleich mit dem natiirlichen Hormon dieselbe biologische Aktivitit
{Stimulierung der Magensekretion® 19) und eine analoge Bindungs-
affinitat gegeniiber Antikdrpern, die mit Hilfe des Naturstoffs ge-
wonnen wurden und gegen dessen C-terminalen Bereich gerichtet
sind?® 1. Dagegen besall eine Naturstoff-Antiserum-Preparation mit
einer Spezifitit gegeniiber dem N-terminalen Bereich 1—17 kaum ein
signifikantes Bindungsvermogen fir das synthetische Material?. Dieses
letzte Ergebnis deutete nachdriicklich auf einen Fehler der Sequenz-
ermittlung im N-terminalen Bereich hin. Die Wiederholung der Struk-
turermittlung sowohl an Schweine- als auch Human-Big-Gastrin, die
Auffindung der Nucleotid-Sequenz von ersterem und vergleichende
immunologische Studien mit synthetischen Partialsequenzen des N-
terminalen Bereichs lieBen es letztlich GewiBheit werden, dalB3 die
Sequenzpositionen 7—9 fur beide Gastrin-Wirkstoffe -Pro-Pro-His-
lauten miissen und nicht -His-Pro-Pro- bzw. -His-Pro-Ser-9-13,

Ergebnisse und Diskussion *

Auf der Grundlage unserer bisherigen Human-Big-Gastrin-Synthe-
se3 haben wir die kiinstliche Darstellung des Tetratriacontapeptids (mit
der revidierten Struktur) auf zwei Wegen beschritten, wobei als
Schlisselsubstanz Z-Pro-Pro-His-NHNH (Boc) diente.

Erstellung der ., Schliisselsubstanz" Teilsequenz 7—9

Das Tripeptid-Derivat konnte aus Z-Pro-Pro-OH4 [7—8] — leicht
zuganglich aus den Komponenten Z-Pro-OH und H-Pro-OMe nach der
Goldschmidischen Phosphorazomethodel® und Verseifung des Acyldi-
peptidesters — und H-His-NHNH(Boc)18 [9] nach dem Alkylkohlen-
siure-Mischanhydrid-Verfahren?-1% gewonnen werden. Das amorph
anfallende Material wurde durch Saulenchromatographie an Kieselgel
60 (Merck) gereinigt; Z-Pro-Pro-His-NHNH(Boc) [7—9a] als Mono-
acetat isoliert.

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

Andere Abkirzungen: DCCD = N N'-Dicyclohexylcarbodiimid ;
HONS% = N-Hydroxysueccinimid; TFE = Trifluoressigsiure; MA = Mischan-
hydrid-Methode; HG-34 = Human-Big-Gastrin I; PG-34 = Schweine-Big-
Gastrin I.
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Weg a: Erstellung der Teilsequenzen 1—9 (Grofifragment 11 ) und 10—34
(Groffragment 1)

Teilsequenz 1—9

Z-Pro-Pro-His-NHNH{Boc) [7-—9a] wurde hydrogenolytisch ent-
acyliert; das resultierende H-Pro-Pro-His-NHNH(Boc¢) [7T—9b], iso-
liert als Diacetat, lie} sich ohne Schwierigkeit mit < Glu-Leu-Gly-Pro-
GIn-Gly-OH® [1—6] nach dem Hydroxysuccinimidester-Verfahren
zum Nonapeptid-(tert-butyloxycarbonyl)-hydrazid [1—9 a] umsetzen.
Das erhaltene Rohprodukt konnte durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel 60 (Merck) von nicht umgesetztem Ausgangsmaterial und
geringen Mengen Nebenprodukten befreit werden. Das chromato-
graphisch reine Material wurde ohne Charakterisierung zur Entfernung
des tert-Butyloxycarbonyl-Restes mit Trifluoressigsaure behandelt, das
isolierte < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-NHNH, [1—9b]
einer saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel 60 (Merck)
unterworfen und als Peptidhydrazid-monoacetat charakterisiert.

Teilsequenz 10—34

Startmaterial zur Erstellung dieser Teilsequenz (GroBfragment I)
bildete das Eicosapeptidamid-Derivat H-Ser (Buf)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-
Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O But)-Glu(O Bu?)-Gla(O Bu)-Glu(0 Bu?)-
Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH, [15—34],
ein Zwischenfragment unserer ersten Human-Big-Gastrin-Synthese$;
an dieses wurde das Fragment Nps-Leu-Val-Ala-Asp(OBuf)-Pro-OH
[10—14 b] nach dem Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren2o.21
angefugt. Das in 807, Ausbeute anfallende Nps-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-
Pro-Ser{But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O Bu?)-
Glu(OBut)-Glu(OBu?)-Glu(0But)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-
Met-Asp(OBut)-Phe-NH, [10—34a] konnte in Trifluorethanol wie
iblich mit methanolischem Chlorwasserstoff unter Zugabe von 20
Aequivalenten Methylindol zum ,,aminofreien seitenkettengeschiitz-
ten Pentacosapeptidamid [10—34b] entacyliert werden (isoliert in
Form des Hydrochlorids in fast quantitativer Ausheute). Die fiir die
Synthese des Grofifragments 10—34 erforderliche Teilsequenz Nps-
{10—14]-OH war leicht durch Nitrophenylsulfenylierung des freien
Pentapeptid-Derivats [10—14a] zuginglich, letzteres wiederum ein
Zwischenprodukt unserer ersten Human-Big-Gastrin-Synthese5.

Weg b: Erstellung der Teilsequenz 1—I14 (Grofifragment I111)

Die Schliisselsubstanz Z-Pro-Pro-His-NHNH (Boc) [7—S8a] wurde
zur Abspaltung des tert-Butyloxycarbonyl-Restes mit Trifluoressig-

86 Monatshefte fiir Chemie, Vol. 112/11
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saure behandelt; das resultierende Z-Pro-Pro-His-NHNH, [7—9¢],
isoliert als Sesquitrifluoracetat, liel sich nach der Rudinger-
Homnzl-Azidmethode22 mit dem Pentapeptid-Derivat H-Leu-Val-Ala-
Asp(OBut)-Pro-OH4 [10—14a] in hoher Ausbeute zum Octapeptid-
Derivat Z-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(O But)-Pro-OH [7T—14 a] ver-
knipfen. Anschliefende Entfernung des Benzyloxycarbonyl-Restes —
unter Einhaltung eines pH-Wertes von 4—4,5 durch Zutropfen von
methanolischem Chlorwasserstoff — erbrachte in 959 Ausbeute H-Pro-
Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH [7-—14b], isoliert als Dihy-
drochlorid.

An diese Octapeptid-Teilsequenz wurde das Fragment < Glu-Leu-
Gly-Pro-GIn-Gly-OH [1—6] nach dem Hydroxysuccinimidester-Ver-
fahren (ohne Charakterisierung des Aktivesters) angebaut: < Glu-
Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(O But)-Pro-OH
[1—14] konnte nach Siulenchromatographie an Kieselgel 60 (Merck) in
Form des Tetrahydrats in hoher Reinheit und Ausbeute gewonnen
werden.

Als Verkniipfungskomponente wurde das aus der ersten Human-
Big-Gastrin-Synthese bekannte Hauptfragment 15—345 herangezogen.

Schema 2 (Weg b)

Z-7-9-NHNH(Boc) [7—9 a]
TFE
Z-[T-9]-NHNH, [7—8¢] H-—OH [10—14a]
HCl/tert-Butylnitrit
Z-{T-14]-0OH [7-14a]
H,/Pd
H-[1-6]-0H [t—6] H-[7-14-JOH [7—14b]
DCOD/HONSu
H-[1-14]-OH [1—14] H»-NHz [15—34]
DCCD/HONSu

H-|1-34-NH; [1—34a]
I
|
|
weitere Umsetzung siche Weg a

86
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Erstellung der Gesamisequenzen 1—34

Die Verkniipfung der GroBfragmente < Glu-Leu-Gly-Pro-Gin-Gly-
Pro-Pro-His-NHNH, [1—9b] (Fragment 1I) und H-Leu-Val-Ala-
Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gin-Gly-Pro-Trp-Leu-
Glu(OBut)-Glu(O But)-Glu(0 But)-Glu(O But)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-
Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH, [10—34b] (Fragment 1) nach
dem Rudinger-Honzl-Azidverfahren?l einerseits (Wega) sowie des
GroBfragments < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-
Asp(OBut)-Pro-OH [1—14] (Fragment [II) mit H-Ser(But)-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu (O But)-Glu(O But)-Glu (O But)-
Glu (O But)-Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(O But)-Phe-
N5 [15—34] (Fragment IV) nach dem Wiinsch-Weygand-Verfah-
ren19:20 andererseits (Weg b), erbrachten jeweils die Tetratriacontapep-
tidamid-Derivat-Rohprodukte [1—34a], die sich von begleitenden
Ausgangsmaterialien und Nebenprodukten auch unter grollen Ver-
lusten nicht trennen lielen.

Beide Rohprodukte wurden deshalb ohne weitere Reinigung der
iiblichen Schutzgruppenabspaltung mit Trifluoressigsdure zugefihrt.

Reindarstellung des synthetischen Human-Big-Gastrins |

Die nach den zwei Syntheserouten erhaltenen, allseits geschiitzten
Tetratriacontapeptidamid-Derivate [1—34a] wurden durch Einwirkung
von wasserfreier Trifluoressigsiure in Gegenwart von Ethandithiol-
(1,2) und Anisol unter Argonatmosphire von allen Schutzgruppen
befreit. Die isolierten, rohen Peptidamide HBG-A, d. s. < Glu-Leu-Gly-
Pro-GIn-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala- Asp-Pro-Ser-Lys-Lys-Gln-Gly-
Pro-Trp-Leu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Ala-Tyr-Gly-Trp-Met- Asp-Phe-
NH, [1—34b] wurden jeweils getrennt zunichst zur Entfernung der
Trifluoracetat-Lonen und zur Vorreinigung einer lonenaustauschchro-
matographie an DEAE-Sephadex A-25 unterworfen. Hierbei konnten
von dem ,,Weg a-Produkt*‘ ein Anteil Pentacosapeptidamids aus nicht
umgesetztem H-[10—34]-NH, [10—341b] (Abb. 1), von dem ,,Weg b-
Produkt® eine relativ grolle Menge Eicosapeptidamids aus nicht umge-
setztem H-[15—34]-NH, [15—34] abgetrennt werden. Durch an-
schlieBende Verteilungschromatographie an Sephadex G-25 lielen sich
die erhaltenen Hauptprodukte der Ionenaustauschchromatographie
(HBG-B) vom begleitenden Methionin-S-oxid-Derivat und einigen
anderen nicht naher charakterisierten. Verunreinigungen befreien
(Abb. 2). Dennoch erwiesen sich die isolierten Hauptfraktionen HBG-C
(beider Wege a und b) im dinnschichtchromatographischen Test nicht
einheitlich; sie wurden einer Tonenaustauschchromatographie, diesmal
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Abb. 1. Ionenaustauschchromatographie von rohem, synthetischem Human-
Big-Gastrin I (HBG-A, Weg a-Produkt) an DEAE-Sephadex A-25
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Abb. 2. Verteilungschromatographie von vorgereinigtem Human-Big-Gastrin T

(HBG-B, Weg a-Produkt) an Sephadex G-25 im Zweiphasensystem Butanol-

(2)/Ethanol/0,1 M Ammoniumacetat-Losung (2,5:0,08:2); pH 6.2 in der Un-
terphase
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Abb. 3. Ionenaustauschchromatographie des nach Verteilungschromatographie
erhaltenen Human-Big-Gastrins I (HBG-C, Weg a-Produkt) an DEAE-Cellulo-
se 23-SH

an DEAE-Cellulose 23-SH zugefiihrt (Abb. 3). Dabei gelang vom HBG-
D die Abtrennung u.a. eines Nebenproduktes, dessen Aminosiure-
zusammensetzung fir ein Peptid mit den Aminosdurebausteinen der
Gesamtsequenz bei Verdopplung der Positionswerte 10-—14 spricht.
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(Ob es sich hierbei um ein N%Peptidyl-Derivat handelt, das aus einer
Kondensation der Fragmente 10—14 und 15~—34 hervorgegangen ist,
konnte noch nicht geklart werden.) Die synthetischen Tetratriaconta-
peptide HBG-D [1—34b] — erhalten nach obigen Reinigungsopera-
tionen aus den Rohprodukten nach Weg a und b — waren chromato-

A280 HBG-A A280 HBG-D

I
36% ——36%

CHCN CHEN

PR T .

| P A T SR N N AR S P S S S
0 2 4 6 8 1012 1% 16 18 20 22 24 26 28 30Min 0 2 4 6 8 101'21‘4161820222A262830M|n

Abb. 4. Hochdruckflussigkeitschromatographie an p-Bondapak C18-Saule.

Elution: Linearer Gradient (20 min): 18—36%, Acetonitril/0,1 ¥ Ammonium-

acetat (pH 4,0); Durchflufigeschwindigkeit: 1,7 ml/min. Rohprodukt HBG-A
(Weg a-Produkt) und gereinigtes, synthetisches HBG-D

graphisch nach der Dimnschicht- und Hochdruck{liissigkeitsmethode
einheitlich (Abb. 4); sie enthielten (Tab. 1) jeweils eine geringe Menge
des Methionin-S-oxid-Derivats, moglicherweise gebildet durch ,,laufen-
de Nachoxidation im Verlauf der durchgefithrten Reinigungsopera-
tionen. Das ,synthetische Human-Big-Gastrin besall die dbliche
biologische Aktivitdt und nunmehr auch die gleiche Affinitét gegen-
iiber Antikorpern des Schweine-Big-Gastrins (PG-34), spezifisch ge-
richtet gegen das N-terminale Ende (als Antiserum L 33 bezeichnet) im
Vergleich zum menschlichen Wirkstoff (HG-34 vgl. Lit.1).
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Tabelle 1. Aminosdureanalyse von synthetischem Human-Big-Gastrin I HBG-D
mit revidierter Sequenz. a) nach saurer Hydrolyse mit 6 N-HCI (24 h; 110°C)
unter Zusatz von Thioglykolsiure (2,5%) b) nach enzymatischer Hydrolyse mit
Aminopeptidase M* (Fa. Boehringer, Mannheim, Koi.-Nr. 102768, Kontr.-Nr.

1248215)

a) b)
Lys 1,96 2,05
His 0,94 0,92
Trp 2,00 2,04
Asp 1,97 2,00
Ser 1,00 1,00
Glu 7,83 5,08%
Gln — 1,98
Pro 5.05 5.16
Gly 3,86 3,99
Ala 1,88 1,84
Val 1,03 1,09
Met 0,97 0,95
Leu 2,96 2,00%
Tyr 1,00 1,05
Phe 1,01 1,01
Met-S-oxid — 0,03

* Die enzymatische Hydrolyse mit der verwendeten Enzym-Charge wird
durch Abspaltung des Dipeptids < Glu-Leu-OH eingeleitet; 1 Glu und Leu
werden deshalb bei der Aminosdureanalyse nicht erfaB$t; vgl. Lit.7.
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HPTLC-Fertigplatten, Kieselgel 60 der Fa. E. Merck, Darmstadt, bzw. durch
Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) tiberpraft. Fur die HPLC
diente ein Gerdt der Fa. Waters (Konigstein/Ts.), bestehend aus Steuergerat
Modell 660, Eingpritzblock U6K, 2 Pumpen Modell 6000 A und UV-Spektral-
photometer Modell 450. Die Aminoséureanalysen wurden nach saurer Hydroly-
se mit 6 V-HC] unter Thioglykolsiure-Zusatz fiir tryptophanhaltige Peptide
am ,,Amino Acid Analyzer* der Fa. Beckman Instruments (Modelle 120 B bzw.
Multichrom B) durchgefihrt, die Elementaranalysen mittels des ,,Elemental
Analyzer Perkin-Elmer Modell 240 bestimmt.

Die fiir die Sdulenchromatographie erforderlichen Gelmaterialien Sephadex
G-25, DEAE-Sephadex A-25 wurden von der Fa. Deutsche Pharmacia (Frei-
burg) bzw. DEAE-Cellulose 23-SH von der Fa. Serva (Heidelberg) bezogen. Die
Ermittlung der Peptidverteilung in den Eluaten nach der Siulenchromato-
graphie erfolgte durch kontinuierliche Absorptionsmessung mit Durchfluf3-
photometern der Fa. LKB-Produkter (Stockholm), Modelle Uvicord I (254 nm)
oder Uvicord ITT (206 nm). Zur Fraktionierung der Eluate wurde Fraktions-
sammler der Fa. Serva-Technik (Heidelberg), Modell Linear IT, verwendet.

Erstellung der Teilsequenz 7—9

Benzyloxycarbonyl- L-prolyl- L-prolyl- L-histidin- ( tert-butyl-oxycarbonyl ) -hydra-
zid-monoacetat [7—9a]

Eine Losung von 1,282 Z-Pro-Pro-OH [7—8] in 20ml DMF/THF (3:1)
und 0,52ml Triethylamin wird bei —15°C unter Rihren tropfenweise mit
0,35 ml Chlorameisensiureethylester versetzt. Nach 10 min figt man zu dem
°C gekithlte Losung von 1g H-His-
NHNH{Boc¢) [9] in 20 ml THF und 188t weitere 6 h bei Raumtemp. rithren. Die
nach Abfiltrieren des ausgeschiedenen Salzes erhaltene Losung wird im Vak.
eingedampft, der erhaltene Riickstand zwischen Essigester und 5proz. Na-
triumhydrogencarbonat-Losung verteilt und die neutral gewaschene, iiber
Natriumsulfat getrocknete Essigester-Phase im Vak. eingeengt. Der durch
Zugabe von Diisopropylether erhaltene Niederschlag wird an Kieselgel-60
(Merck; KorngroBe 0,063—0, me) mittels n-Butanog JESSlgsaure/VVasser
(3:1:1) saulenchmmatographlert [oc]DO- —66,5° bzw. [a]546 —784° (c=11in
DMF). Ausb. 1,80g (73,9% d.Th.).

CpoHzoN, 0, - CH;COOH (657,7). Ber. C56,61, H6,58, N 14,91.
Gef. ©56,36, H6,67, N 15,08.

Weg a: Erstellung der Grofifragmente 1 und 11

1-Prolyl-1-prolyl- I- histidin- (tert-butyloxycarbonyl ) - hydrazid-diacetot
[7—9b- AcOH]
1,5g Z-Pro-Pro-His-NHNH(Boc) - CH;COOH [7—9a] in 50 ml Essigséure
werden iiher Palladium katalytisch hydriert. Das Filtrat vom Katalysator wird
im Vak. eingedampft und der erhaltene Riickstand mit Ether digeriert und
abfiltriert. Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsaure/Wasser (3:1:1)
und #- Butanol/Esmgsaure/Wasser/Pvrldm (60:6:24:20). Ausbh. 1,064g (80%
d.Th.).
Cyy HgsN,05 - 2CH;CO0H (583,6). Ber. 51,44, H7,08, N 16,80.
Gef. C51,59, H7,23, N 16,80.



Synthese von Human-Big-Gastrin 1 1307

1-8-Pyrrolidon--carbonyl- t-levcyl-glycyl- 1-prolyl- t-glutaminyl-glycyl- 1-prolyl-
L-prolyl- i-histindinhydrazid-monoacetat-monohydrat [1—9b- AcOH |

Zu einer Lésung von 0,794 ¢ < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OH - 2H,0 [1—6]
und 0,185g HONSu in 5m] DMF gibt man bei 0°C 0,287g DCCD. Nach
4h Rithren bei Raumtemp. werden dem auf 0°C abgekiihlten Reaktions-
gemisch eine Losung von 0,747g H-Pro-Pro-His-NHNH(Boc¢)-2CH;COOH
[7—9b- 4¢c0H] in 0,36 ml Triethylamin und 3ml DMF zugefiigt, und dann
wird weitere drei Tage bei Raumtemp. geriihrt. Nun wird das Lésungsmitte] im
Hochvak. abdestilliert und das nach Umféllen aus Methanol/Essigester erhal-
tene Rohprodukt [1—9a] (= 1,3g) einer Sdulenchromatographie an Kiesel-
gel 60 (Merck; KorngréBie 0,063—0,2mm) im Losungsmittelsystem n-Buta-
nol/Essigsaure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20) zugefiihrt. Der nach Abdestillie-
ren des Elutionsmittels erhaltene Riickstand (1,25¢g) wird mit 15 ml eiskalter
Triftuoressigsdure ibergossen und 1h bei Raumtemp. aufbewahrt. Nach
Abdestillieren des Losungsmittels im Vak. wird das erhaltene Material (1,20g)
abermals an Kieselgel 60 (s. 0.) siulenchromatographiert. [a]]z)oz —91,4° bzw.
[oc]ggﬁ: —109° (¢=0,5 in Essigsiure). Chromatographisch rein in n-Buta-
nol/Essigsaure/Wasser (3:1:1). Ausb. tiher beide Stufen 0,885¢g (69,2% d. Th.).

G HeNy, 0y, - CHoCOOH - HyO (1005,1). Ber. C51,38, H6,82, N 19,51.
Gef. C51,21, H6,69, N 19,44,

Aminosdureanalyse: Glu Pro Gly Leu His
Ber. 2 3 2 1 1
Gef. 2,00 2,90 2,00 1,02 0,89

2-Nutrophenylsulfenyl- 1-leucyl- r-oalyl- 1-alanyl- r-asparagyl ( B-tert-
butylester )-r-prolin [10—14b]

Zu eier Losung von 0,648 g H-Leu-Val-Ala-Asp(O But)-Pro-OH - CH,COOH - H,0
[10—14a] in 50 ml DMF und 0,280 ml Triethylamin figt man unter Rihren
innerhalb 40 min 0,283 g 2-Nitrophenylsulfenylchlorid und 0,210 ml Triethyl-
amin hinzu. Nach 12h wird das Reaktionsgemisch im Hochvak. auf ein
Volumen von 20ml eingeengt und dieses in @iberschiissige waBrige Kalium-
hydrogensulfat-Lésung eingerahrt. Der gebildete Niederschlag wird abfiltriert,
mit Wasser gewaschen, mit Ether digeriert und getrocknet. Schmp.
142-145°C; [o]%: —58,1° baw. [a]0g: —57,9° (c=1 in DMF). Chromato-
graphisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1), n-Butanol/Essigsiiu-
re/Wasser/Pyridin (60:6:24:20) und Chloroform/Trifluorethanol (3:1). Ausb.
0,699 ¢ (96,87, d.Th).

C33H50N601()S (722‘8) Ber. 05483 H6,97, N 11.62
Gef. C54,84, H6,79, N 11,57.

2-Nitrophenylsulfenyl- 1-levcyl- r-valyl- -alanyl- 1-asparagyl( 8-tert-butylester )-1-
prolyl-G-teri-butyl- t-seryl-N -tert-butylozycarbonyl- i-lysyl-N=-ters-
butyloxzycarbonyl- L-lysyl- .-glutaminyl-glycyl- i-prolyl- i-tryptophyl- r-leucyl-1-
glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester ) - t-glutomyl {y-tert-
butylester )- i-glutamyl (-tert-butylester ) - L-glutamyl( y-tert-butylester ) - 1-
alanyl-0-tert-butyl- 1-tyrosyl-glycyl- i-tryptophyl- 1-methionyl- L-asparagyl( 5-
tert-butylester )- L-phenylalaninamid-tetrahydrat [10—34 a]

1,62g H-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O But)-
Glu(0But)-Glu(0 Bu?)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-
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Asp(OBut)-Phe-NH,- HCl- 6 H,O [15—34-HCI], 1,08g Nps-Leu-Val-Ala-
Asp(OBut)-Pro-OH [10—14b], 0,07 ml Triethylamin und 0,230g HONSu in
120ml DMF werden bei 0°C mit 0,309g DCCD versetzt und die Reaktions-
mischung 15h bei 4°C geriihrt. Nach 3tigigem Ruhren bei Raumtemyp. wird
das Losungsmittel im Hochvak. entfernt, der Riickstand mit Wasser digeriert
und abfiltriert. Der Filterkuchen wird aus Metha.nol%Wasser umgefallt, das
erhaltene Produkt mit wenig Methanol digeriert. [oc]DO : —15,8° bzw. [m]§26:
—16,20° (¢=0,56 in DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsiu-
re/Wasser (3:1:1) und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20).
Ausb. 1,55g (80% d.Th.).

CrarHagsNgp 046y - 4 H,0 (3884,7). Ber. ©57,82, H7,57, N 11,54, S1,65.
Gef. 057,90, H7,61, N 11,60, 81,75.

- Leucyl- L-valyl- t-alanyl- r-asparagyl ( R-tert-butylester ) - L-prolyl-0-tert-butyl- -
seryl-N°-tevt-butyloxycarbonyl-r-lysyl-N *-tert-bulyloxycarbonyl- L-lysyl-
-glutaminyl-glycyl- -prolyl- i-tryptophyl- L-leucyl- L-glutamyl (y-tert-butyl-
ester ) - i-glutamyl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (y-tert-butylester )- L-gluta-
myl(y-tert-butylester ) - L-glutamyl (v-tert-butylester ) - L-alanyl-0-tert-butyl-
L-tyrosyl-glycyl- L-tryptophyl- L-methionyl- r-asparagyl ( B-tert-butylester ) -
i-phenylalaninamid-hydrochlorid-tetrahydrat [10—345-HCl]

Zu einer Losung von 1,32g Nps-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-
Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(0 But)-Glu(0 But)-Glu (O Buf)-
Glu(0Bu?)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(But)-Phe-NH, - 4 H,0
[10—34a] und 0,891¢g 2-Methylindol in 150 ml Trifluorethanol tropft man
unter Rithren bei 0°C 0,408 ml 1 N methanolischen Chlorwasserstoff. Nach 15h
Riihren bei Raumtemp. wird die Losung im Vak. auf ein kleines Volumen
eingedampft und mit Ether versetzt. Der entstandene Niederschlag wird
abfiltriert, mit Ether mehrmals gewaschen und getrocknet. [«]p) : —11,1° bzw.
[oc]§26: —13,5° (¢=1 in DMF). Chromatographisch rein in n-Butanol/
Essigsdure/Wasser (3:1:1) und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20).
Ausb. 1,23¢g (969 d.Th.).

Cyg Hogi N3 0465 - HCL- 4 H,0 (3767,9).
Ber. €57,69, H7.76, N 11,52, 80,85, C10,94.
Gef. (57,42, H7,61, N 11,35, 50,87, C10,96.

Aminosidureanalyse: Asp  Ser Glu Pro Gly Ala
2

Ber. 2 1 6 2 2
Gef. 2,07 1,04 586 1,97 1,92 2,03
Val Met Leu Tyr Phe Lys Trp
Ber. 1 1 2 1 1 2 2

Gef. 0,94 0,99 1,93 1,00 1,00 1,95 2,04.

Weg b: Erstellung des Groffragments 111
Benzyloxycarbonyl- 1-prolyl- I-prolyl- - histidinkydrazid-sesquilrifluoracetat
[7—89¢- TFE]
0,583 g Z-Pro-Pro-His-NHNH(Boc)  CH;COOH {7—9a] werden in 20ml
Trifluoressigsiure gelsst und 1 h bei Raumtemp. aufbewahrt. AnschlieSend wird
das Losungsmittel im Vak. abdestilliert, der 6lige Riickstand dureh Digerieren
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mit Ether zur Kristallisation gebracht, der entstandene Nieders schlagoabhltuert
und tiber KOH bei 60 °C im Vak. getrocknet. [oc]D —42,1° bzw. [a] g5 —47.9°
{c=1 in DMF). Chromatographisch rein in n- Butanol/Esmgsa,ure/Wabser
(3:1:1), n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20) und Amylalkohol/
Pyridin/Wasser (35:35:30). Ausb. 0,518¢ (87,65, d.Th.).

(o, Hy N,0, - 11/, CF,CO0H (668,6). Ber. (48,50, H 4,89, N 14,66.
Gef. 048,30, H4,83, N 14,61.

Benzyloxycarbonyl- L-prolyl- L-prolyl- L-kistidyl- i-leucyl- r-valyl- L-alanyl-1-
asparagyl( p-tert-butylester )- -prolin [7T—I14 a]

1,20 g Z-Pro-Pro-His-NHNH, - 11/,CF;COOH [7—9c¢-TFE], gelost in 20 ml
DMF und 0,89ml] 4N Chlorwasserstoff/Dioxan-Losung, werden bei —2 °C mit
0,256 ml tert-Butylnitrit versetzt und 40 min bei —2 °C gertihrt (Hydrazid-Test!).
Dann neutralisiert man das Reaktionsgemisch bei — 30 °C mit 0,875 ml Triethyl-
amin und setzt bei 0°C eine Ldsung von 0,97 g H-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-
OH -CH3;COOH - HyO [10—14a] in 30 ml DM F und 0,42 ml Triethylamin hinzu.
Nach 12h Riihren bei 0°C und weiteren 12h bei Raumtemyp. wird das Lésungs-
mitte] im Vak. abdestilliert und der Riickstand zwischen n—Butanol/Essig—
sdure/Wasser (7:1:2) verteilt. Die Butanol-Phase wird mit Wasser gewaschen, im
Vak. eingedam Z%ft und das erhaltene_Material zweimal aus Methanol/Essigester
umgefallt. [zx] —72,3° bzw. [“];;26 —86,8° (¢=1 in DMF). Chromato-
graphisch rein in n- Butanol/Esmgsaule/Wasser (6:3:4) und n-Butanol/Essig-
sdure/Wasser/Essigester (3:1:1:5). Ausb. 1,29¢ (90% d. Th.).

C5lH74N10013 (1035,2). Ber. 059,17, H720, N 13,53.
Gef. ©58,96, H7,24, N13,31.

1-Prolyl- .-prolyl- i-kistidyl- i-leucyl- 1-valyl- i-alanyl- i-asparagyl( 8-tert-
butylester )- r-prolin-dihydrochlorid-pentahydrat [7—14b- HCL]

0,687 g Z-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Agp(OBut)-Pro-OH [7—14 a] in 100 ml
Methanol/Wasser (96:4) werden in Gegenwart von Palladium-Schwarz unter
Zutropfen von 13,26 ml 0,1 N Salzsdure bei pH 4—4.,5 hydriert. Danach wird die
vom Katalysator befreite Losun gg im Vak. eingedamopft und der Riickstand aus
Methanol/Ether umgefallt [e]y: —63,6° bzw. [a}gmi —763°(c=1in DMF).
Chromatographisch rein in »- Butanol/Essigséiure/\Vasser (3:1:1) und n-Buta-
nol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20). Ausb. 0,670¢ (95%d. Th.).

CusHegsN1oOy, - 2HOL 5H,0 (1064,1).  Ber. C48,54, H 7,58, N 13,16, C16,67.
Gef. (48,62, H7,83, N 13,14, C16,75.

1-2-Pyrrolidon-5-carbonyl-r-leucyl-glycyl- t-prolyl- i-glutaminyl-glycyl- -prolyl-i-
prolyl-L-histidyl- 1-leucyl- L-valyl- L-alanyl- 1-asparagyl ( 8-tert-butylester )- 1-
prolin-tetrahydrat [ 1—14]

Eine Lésung von 0,266g < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-OH - 2H,0 [1—6] in
5ml DMF wird bei 0°C unter Rithren mit 0,074 g HONSu% und 0,098g DCCD
versetzt. Nach 12h Riihren bei Raumtemp. wird der ausgefallene Harnstoff
durch Filtration entfernt, das Filtrat im Hochvak. eingedampft, der Riickstand
mit Ether digeriert und abfiltriert. Der erhaltene ,,rohe** N-Hydroxysuccinimid-
ester wird zusammen mit 0,459 g H-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(O But)-Pro-
OH-2HCI-5H,0 [7-—14b-HCL] in 5ml DMF gelost und nach Zugabe von
0,181 ml Triethylamin und 0,034 ml Pyridin drei Tage bei Raumtemp. geriihrt.
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Das nach Abdestillieren des Losungsmittels im Hochvak. erhaltene Material wird
an Kieselgel 60 (Merck; KorngroBe 0,063—0,2 mm) im Lasungsmittelsystem -
Butanol/Essigsaure/Wasser/Pyridin (60:6:24:20) siulenchromatographiert. Die
gesammelten, reinen Fraktionen werden im Hochvak. eingedampft, der Riick-
stand in Methanol gelést, vom Unldslichen abflltnert und die klare Lésung im
Vak. zur Trockene gebracht [oc]DO‘ —56,3° bzw. [oc]546 —67,7° c=1in DMF).
Ausb. 0,612¢g (929 d.Th.)

CSBH105N17019‘4H20 (1536,7) Ber. 053,15, H 7,41, N 15,49
Gef. C53,18, H7.38, N 15,32.

Aminosaureanalyse: Asp Glu Pro Gly Ala Val Leu His
Ber. 1 2 4 2 1 1 2 1
Gef. 1,00 2,21 392 200 097 09 211 0,88

Erstellung der Gesamtsequenz
L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl- i-leucyl-glycyl- t-prolyl- i-glutaminyl-glycyl- L-
prolyl-L-prolyl-1-histidyl--lewcyl-1-valyl- 1-alanyl- t-asparagyl( -tert-
butyleste?" ) - I-prolyl-0-tert-butyi- 1-seryl- N *-tert-butyloxycarbonyl- 1-lysyl-

N=-tert-butyloxycarbonyl-t-lysyl- 1-glutaminyl-glycyl- L-prolyl- L-tryptophyl- 1-

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

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

butylester )- L-alanyl-0-tert-butyl- L-tyrosyl-glycyl- r-tryptophyl- L-methionyl- .-
asparagyl(B-tert-butylester ) - 1-phenylalaninamid [1—34a]

a) 0,232g < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-NHNH, - CH;COOH-H,0
[1—9Db-4cOH] in 5ml DMF und 0,092ml 5,03 N Chlorwasserstoff/Dioxan-
Losung werden bei —5°C mit 0,033 ml teri-Butylnitrit versetzt und das
Reaktionsgemisch solange gerihrt { ~ 30 min) bis kein Hydrazid mehr nachzu-
weigen ist (Hydrazid-Test!). Nun wird das Gemisch auf — 20 °C abgekiihlt, mit
0,097 mi Triethylamin neutralisiert und mit einer auf — 5 °C gekithlten Losung
von 0,435g H-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys({Boc)-Gln-
Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(O But)-Glu(0 But)-Glu(0 But)-Glu (O But)-Glu (0 But)-
Ala-Tyr(Bu!)-Gly-Trp-Met-Asp(OBut)-Phe-NH, - HCI - 4 H,0 [10—34b - HCI]
in 10ml DMF und 0,016 ml Triethylamin versetzt. Nach jeweils 24 h Riih-
ren bei 0°C und Raumtemp. wird das Lésungsmittel im Hochvak. entfernt,
der Riickstand mit Wasser digeriert und getrocknet. Das so erhaltene Tetra-
triacontapeptidamid ist chromatographisch nicht rein in n-Butanol/Essig-
saure/Wasser (3:1:1) und n-Butanol/Essigsinre/Wasser/Pyridin (60:6:24:20).
Ausb. 0,492 ¢ Rohprodukt.

CaooHazgHys 05,8 (4564,5).

b) Eine Losung von 0,936 g H-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-
Trp-Leu-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Glu(O But)-Glu(0 But)-Ala-
Tyr(But)-Gly-Trp-Met-Asp(OBu?)-Phe-NH, - HCl-6 H,O [15—34b-HCI], 0,04 ml
Triethylamin, 0,067g HONSu und 0,531 g < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-
Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(OBut)-Pro-OH - 4H,0 [1—14] in 20mil DMF wird
bei — 5 °C mit 0,075 g DCCD versetzt. Nach 5tagigem Rihren bei Raumtemp.
wird das Losungsmittel im Hochvak. entfernt, der Riickstand zuerst mit
Wasser und anschlieBend mit Methanol und Ether digeriert. Das erhaltene
Material ist chromatographisch nicht rein in n-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1) und n- Butanol/Essxgsauxe/Wasser/Pyrldm (60:6:24:20). Ausb. 0,947 g
Rohprodukt.

0222H3391\43057k (45()4 ) )
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L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl- L-levcyl-glycyl- 1-prolyl- 1-glutaminyl-glycyl- 1-prolyl-
rprolyl- I-histidyl- i-leucyl- -valyl- 1-alanyl- r-asparagyl- t-prolyl- -seryl- -
lysyl- 1-lysyl- v-glutaminyl-glycyl- t-prolyl- -tryptophyl- i-leucyl- i-glutamyl- .-
glutamyl- -glutamyl- L-glutamyl- L-glutamyl- i-alanyl- T-tyrosyl-glycyl- -
tryptophyl-i-methionyl- L-asparagyl- i-phenylalaninamid (HBG-4)
[1—34b]

0,384 ¢ < Glu-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro-Pro-His-Leu-Val-Ala-Asp(O But)-
Pro-Ser(But)-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Gln-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu(0 Bu! - Glu (O But)-
Glu(0 But)-Glu(OBut)-Glu(O But)-Ala-Tyr(But)-Gly -Trp-Met- Asp(O But)-Phe-
NH, [1—34a] (erhalten nach Weg a oder b), 0,3ml Ethandithiol-(1,2) und
0,3 ml Anisol werden unter Argonatmosphire mit 50 m! wasserfreier, eiskalter
Trifluoressigsdure tibergossen und 2h bei Raumtemp. geriihrt. AnschlieBend
wird das Lésungsmittel im Vak. bis auf ein Volumen von 10 ml entfernt, die
Restlosung mit 100 ml abs. Ether versetzt, der gebildete Niederschlag nach 1h
abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet. Ausb. 0,322 ¢ Rohprodukt.

CrreHos Hy30558 (3849,2).

Reinigung von Roh-Human-Big-Gastrin I
a) Durch Ionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephadex A-25 (s. Abb. 1)

Ein mit 0,25 Ammoniumacetat-Losung (pH 6,8) dquilibriertes DEAE-
Sephadex A-25 (Acetat-Form) wird in eine Chromatographiesiule von 40 cm
Lénge und 2 cm Innendurchmesser gebracht. Dann gibt man 0,3 g rehes HBG-
A [1—34b] in 15ml 1% Ammoniak auf die Siule, eluiert zunichst mit 1,81
0,25 ¥ Ammoniumacetat-Lisung (Startpuffer) bei einer Durchflufigeschwin-
digkeit von 80 ml/h und anschlieflend mit 1,.810,5 ¥ Ammoniumacetat-Lésung
(pH 6.8). Das Eluat wird in Fraktionen zun je 20 mi gesammelt. Die Fraktionen
124—131 werden zusammengefaBt, lyophilisiert und dabei 0,140 g vorgereinig-
tes Human-Big-Gastrin I (HBG-B) erhalten. Chromatographisch nicht ein-
heitlich in Butanol-(2)/Essigsaure/Wasser/Pyridin (50:6:20:50) auf HPTLC-
Fertigplatten (Merck) und Butanol-(2)/Propanol-(2)/0,9proz. wilrige Mono-
chloressigsaure (30:4:23).

b) Durch Vertetlungschromatographie an Sephadex (-25 (s. Abb. 2)

Sephadex G-25 (fine) wird in der Unterphase des Losungsmittelsystems
Butanol-(2)/Ethanol/0,1 M Ammoniumacetat-Puffer pH 6.2 (2,5:0,08:2) suspen-
diert, dann mehrere Stunden darin gequollen und in eine Siule von 200cm
Linge und 4 cm Innendurchmesser gefiillt. Nun wird die Sdule mit 2,51 0. g.
Unterphase aquilibriert und anschlieBend bis zum Durchbruch mit der ent-
sprechenden Oberphase gespiilt. Dann bringt man die Losung von 0,135g des
vorgereinigten HBG-B in 20ml Oberphase auf die Sidule und eluiert mit
Oberphase bei einer Durchflufigeschwindigkeit von 80 ml/h. Das Eluat wird in
Fraktionen zu je 40 ml gesammelt. Die Fraktionen 48—55 werden vereint, im
Vak. vom Butanol-(2) befreit, der Riickstand in 0,5%, Ammoniak aufgenommen
und die erhaltene Losung lyophilisiert. Dabei werden 0,105 ¢ HBG-C erhalten.
Diese sind diinnschichtchromatographisch noch nicht rein Butanol-(2)/Essig-
sdure/Wasser/Pyridin (50:6:20:50).

) Durch Ionenaustouschchromatographie an DEAE-Cellulose 23-SH (s. Abb. 3)

In eine Chromatographie-Saule von 30 cm Lénge und 0,9 em Durchmesser
wird ein mit Startpuffer (0,154 Ammoniumacetat-Lésung pH 7 :2) dquilibrier-
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ter Ionenaustauscher DEAE-Cellulose 23-SH (Acetat-Form) gefiillt. Man trigt
eine Losung von 0,100 ¢ HBG-C in 5 ml 1%, Ammoniak auf die Sdule auf, eluiert
bei einer Durchflufigeschwindigkeit von 20 ml/h (20 h) mit 0,15 M Ammonium-
acetat-Losung pH 7,2 und anschliefend mit 0,24 Ammoniumacetat-Losung
pH 6,15 (30h). Das Eluat wird zu je 10 ml-Fraktionen gesammelt. Die Frak-
tionen 46—62 werden zusammengefallt, lyophilisiert und dabei 0,068 ¢ End-
produkt HBG-D erhalten. Dieses erwies sich bis auf eine geringe Menge
Methionin-S-oxid-Derivat chromatographisch rein in Butanol-(2)/Essigsaure/
Wasser/Pyridin (50:6:20:50) auf HPTLC-Fertigplatten und in der Hoch-
druckfliissigkeitschromatographie (s. Abb. 4) (Aminosiurezusammensetzung s,
Tab. 1).
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