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Herrn Prof. Dr. Leonidas Zervas, em. Ordinarius fiir organische Chemie der Universitit Athen,
zu seinem 75. Geburtstag in Wiirdigung seiner groBen Verdienste um die Peptidsynthese gewidmet

Synthetic Peptide Hormones, Human Big Gastrin I

A new total synthesis of the tetratriacontapeptide amide corresponding to the proposed primary
structure of human big gastrin I is described. The synthetic route was based on the preparation
of six suitably protected fragments, related to sequence 28 —34, 23—27, 21—22, 15—20, 9—14,
and 1—8, to be used as building blocks for the total synthesis. The protecting groups were selected
according to the Schwyzer-Wiinsch strategy of maximum side chain protection based on tertiary
alcohols, also for the imidazol function of histidine. Subsequent assembly of the six fragments by
three different pathways using the highly efficient Wiinsch-Weygand condensation procedure to
ensure minimum racemization, followed by deprotection of the synthetic products via exposure to
trifluoroacetic acid and final purification by ion-exchange chromatography on DEAE-Sephadex A-25
and partition chromatography on Sephadex G-25, led to human big gastrin I, homogeneous within
the limits of the analytical methods used. The biological activity of the synthetic product proved
to be 50 percent higher than that of human little gastrin I. The 32-leucine analogue of human big
gastrin I was prepared in the same way.

Die Isolierung von natiirlichem Human-Big-Ga-
strin I in reiner Form aus Zollinger-Ellinson-Tu-
moren gelang R. A. Gregory und H. J. Tracy!; ge-
meinsam mit G. W. Kenner und R. A. Gregory
konnten J. I. Harris und M. Runswick die Primar-
struktur dieses Peptid-Wirkstoffes als lineares Poly-
peptid mit 34 Aminosédure-Resten in der Kette auf-
klaren, wobei die C-terminal stehenden 17 Amino-
saurereste die Sequenz des Human-Gastrins I dar-
stellen 2:

H-Pyr-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His-Pro-Ser-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, .

Fiir die Abkiirzungen der Aminosduren und Schutzgrup-
pen sowie fiir die Bezeichnung der Peptid-Analoga siehe
Houben-Weyl, Methoden der Organischen Chemie, Bd.XYV,
Synthese von Peptiden (Herausg. E. Wiinsch), Teil 1,
S.1—27, Georg-Thieme-Verlag Stuttgart, 1974.

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. E. Wiinsch, Max-
Planck-Institut fiir Biochemie, Abteilung fiir Peptidchemie,
D-8033 Martinsried bei Miinchen.

Eine 1.Totalsynthese dieses Human-Big-Gastrins I
wurde von uns gemeinsam mit G. W. Kenner und
seinen Mitarbeitern beschritten, wobei uns die Syn-
these eines C-terminalen Teils der Sequenz 20 — 34
zufiel. Dieses ,,Miinchner-Fragment® wurde dann
von G. M. Kenner mit einem ,Liverpooler-Frag-
ment“ der Sequenz 1—19 zur Gesamtsequenz ver-
einigt 375, Gleichzeitig wurde in unseren Laborato-
rien aber auch eine komplette Totalsynthese ange-
strebt.

Unter Verwendung unserer Erfahrungen bei der
Glucagon-% und 15-Leucin-Human-Gastrin-I-Syn-
these 7 haben wir unter Befolgung der ,Schwyzer-
Wiinsch-Strategie” die Totalsynthese von Human-
Big-Gastrin I meistern konnen in drei Etappen:

A. Erstellung von sechs zur weiteren Verkniipfung
geeigneten Fragmenten, wobei die Seitenkettenfunk-
tionen wie iiblich mit Schutzgruppen auf terz-Alko-
hol-Basis, d. h. Hydroxyl-Funktionen als terz-Butyl-
ather, Carboxyl-Gruppen als terz-Butylester, Amino-
Gruppen als tert-Butyloxycarbonyl- und Imidazol-
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Funktionen als Adamantyloxycarbonyl-Derivate ver-
sehen waren.

B. Verkniipfung dieser sechs Fragmente auf drei
verschiedenen Routen nach dem weitgehend racemi-
sierungsfreien Wiinsch-Weygandschen Verfahren ®
zur allseits maskierten Gesamtsequenz 1 — 34 und
Isolierung des Rohproduktes.

C. Reindarstellung des synthetischen Human-Big-
Gastrins I.

A. Erstellung der Fragmente
1. Teilsequenz 28 — 34 (Fragment I) (s. Schema 1)

H-Asp (OtBu)-Phe-NH, [33 —34], in Form des
Hydrochlorids ein Zwischenprodukt unserer 15-Leu-
cin-Human-Gastrin-I-Synthese und daraus freige-
setzt, wurde mit MBV-Met-OH [32] via Alkylkoh-
lensdure-Mischanhydrid-Verfahren zum Tripeptid-
Derivat[32 — 35a] aufgestockt. Die ,,Dane-N-Schutz-
gruppe” wurde mit n-HCl entfernt und H-Met-
Asp (OtBu) -Phe-NH, [32 — 34b] in 72-prozentiger

Ausbeute isoliert.

Z-Gly-0SU [30]

Z-Gly-Trp-OH [30-31a]

Hp/Pd

Z-Tyr(tBu)-0SU [29]

Z-Tyr(tBu)-Gly-Trp-OH [29-31a]
Ho/Pd

NPS-Ala-0SU [28] H-Tyr(tBu)-Gly-Trp-OH [29-31b]

NPS-AIG-Tyr(tBy)-Gly—Trp-OH [28-31]

H-Gly-Trp-OH [30-31b]
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Gleichzeitig wurde in ,stufenweisem Anbauver-
fahren“ ausgehend von H-Trp-OH [31], Z-Gly-OSU
[30], Z-Tyr(tBu)-OSU [29] und NPS-Ala-OSU
[28] — unter ,Zwischen-Isolierung® der Peptid-
Derivate [30 —31a] und [29 —31a] und, nach hy-
drogenolytischer Entfernung der Benzyloxycarbonyl-
Schutzgruppen, der ,freien“ Peptide [30—31b]
und [29 —31b] — NPS-Ala-Tyr (tBu)-Gly-Trp-OH
[28 — 31a] synthetisiert (Ausbeute ~56% iiber alle
Stufen).

Die Verkniipfung der beiden Teilstiicke [28 —
3la] und [32 — 34b] vermittels Dicyclohexylcarbo-
diimid — N-Hydroxysuccinimid nach ,,Wiinsch-Wey-
gand“ verlief ebenso eindeutig wie die anschlieffende
Desulfenylierung des erhaltenen Heptapeptidamid-
Derivates [28 —34a] mit Chlorwasserstoff/2-Me-
thylindol in indifferenten Losungsmitteln zu H-Ala-
Tyr (tBu) -Gly-Trp-Met-Asp (OtBu) -Phe-HN, [28 —
34b], isoliert als Monohydrochlorid. Chromato-
graphisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser
3:1:1.

[a]®= —77,5° bzw. [a]?) = —92,8° (c¢=1 in Di-
methylformamid).

H-Trp-OH [31]

MBV-Met-OH (32 H-Asp(OfBLlJ)-Phe-NHZ [33-34]

MA
MBV-Met-Asp (0tBu)-Phe-NH, [32-34a]
1n HCl/Methanol

H-Met-Asp (0tBu)-Phe-NH, [32-34b]

DCCD/HOSU

NPS-Ala-Tyr (tBu)-Gly-Trp-Met-Asp (0tBu)-Phe-NH, [28-34al

HCl/2-Methylindol

H-Ala-Tyr (tBu)-Gly-Trp-Met- Asp (OtBu) -Phe-NH, [28-34b]

Schema 1: Teilsequenz 28-34 (Fragment I)
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Ausbeute: 90% iiber beide Stufen.

Analyse fiir C5;H,(NyO,, S CI (1036,7) :
Ber.: €C59,09 H6,81 N 12,16 S 3,09 Cl 3,42;
Gef.: C59,00 H 6,97 N 12,01 S 3,04 CI 3,45.

Aminosédure-Analyse: Ala 1,01, Tyr 1,01, Gly 0,99,
Met 0,98, Trp —, Asp 0,98, Phe 1,00.

2. Teilsequenz 23 — 27 (Fragment I1) (s. Schema 2)

Auf H-Glu(OtBu)-Glu(OtBu)-OH [26 —27c] —
in ca. 74-prozentiger Ausbeute zuginglich durch
Verkniipfung von H-Glu(OtBu)-OMe [27] und
Z-Glu (0OtBu)-0SU [26] zu Z-Glu (OtBu) -Glu (OtBu)-
OMe [26 —27a], folgende alkalische Verseifung
zum  Benzyloxycarbonyl-Dipeptid-Derivat  [26 —
27b] und dessen iibliche hydrogenolytische Entacy-
lierung — wurden dreimal Z-Glu (OtBu)-OSU [d. h.

Z-Glu(0tBu)-0SU [25]

25, 24 und 23] in bekannter ,,Synthese-Manier®,
d. h. jeweils Vereinigung zum Acylpeptid und an-
schlieBende Entfernung der N-Schutzgruppe, aufge-
stockt. Das so isolierte ,freie“ Pentapeptid-Derivat

H-Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -
Glu (OtBu)-OH [23 —27b]

war chromatographisch einheitlich in n-Butanol/Es-
sigsdure/Wasser 3:1:1; n-Butanol/Essigsiure/Was-
ser/Pyridin 60 : 6 : 24 : 20; n-Heptan/tert-Butanol/
Essigsdure 3:2:1 und Chloroform/Methanol 9:1.
Schmelzpunkt 194 —195°C; [a]i = —7,2° bzw.
[a]3%= —8,2° (c =1 in 80-prozentiger Essigsiure).
Ausbeute: ca. 657% iiber alle Stufen.

Analyse fiir C;zH,;N;0,4 (944,1) :

Ber.: C 57,25 H 8,22 N 7,42;
Gef.: C 57,19 H 8,27 N 7,43.

Z-Glu(0tBy)-0SU [26] H-Glu[0tBu)-OMe [27]

Z-Glu(0tBu)-Glu(0tBu)-0OMe [26-27q]
OH®
Z-Glu(OtBu)-Glu(0tBu)-0H [26-27b]

H, /Pd
H-Glu(0tBu)-Glu(0tBu)-OH [26-27c]

Z-Glu(0tBu)-Glu(0tBu)-Glu(Ot Bu)-0OH [25-27a]

Z-Glu(0tBu)-0SU [24]

Hp/Pd

H-Glu (0tBu)-Glu(0tBu)-Glu(0tBu)-0H [25-27b]

Z-Glu(0tBu)-Glu (0tBu)-Glu (0t Bu)-Glu(Ot Bu)-0H [24-27a]

Hp/Pd
Z-Glu(0tBu)-0SU [23]

H-Glu(0tBu)-Glu(0tBu):Glu(0tBu)-Glu(0tBu)-OH [24-27b]

Z-Glu (0tBu)-Glu(0tBu)-Glu(0tBu) -Glu(0tBu)-Glu(0tBu)=0H [23-27a]

Hp IPd

H-Glu (0t Bu)-Glu(0tBu)-Glu(0tBu)-Glu(0tBu)-Glu (0t Bu)-OH [23-27b]

lNPS-CU(EH3N

NPS-Glu (0tBu)-Glu(Ot Bu)-Glu(0tBu)-Glul0tBu)-Glu (0tBu)-0H [23-27c]

Schema 2: Teilsequenz 23-27 (Fragment II)
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Anschlieflende Acylierung von [23 —27b] mit 2-Ni-
trophenylsulfenylchlorid in Dimethylformamid unter
Tridthylamin-Zusatz erbrachte das gewtinschte Frag-
ment II, d.i. NPS-Glu (OtBu)-Glu(OtBu)-Glu(OtBu)-
Glu (OtBu)-Glu (OtBu)-OH [23 —27c¢], chromato-
graphisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Py-
ridin 60:6:24:20, Cyclohexan/Chloroform/Essig-
sdure 45:45:10 und n-Heptan/tert-Butanol/Pyridin
2:1:1. Schmelzpunkt 160 — 162 °C; [« ) = —16,8°
bzw. [a] %)= —15,6° (c=1 in Dimethylformamid).

Ausbeute: 77%.
Analyse fiir C5;HgoNgOgS (1097,3) :
Ber.: C 55,82 H 7,35 N 7,66 S 2,92;
Gef.: C 55,85 H 7,39 N 7,65 S 2,89.
3. Teilsequenz 21 — 22 (Fragment I11)

H-Trp-Leu-OH [21 —22b] wurde aus Z-Trp-OSU
[21] und Leucin [22] via Intermedidrprodukt

Z-GIn-OH [18]

Z-Lys(BQOC)-0SU [17]

Z-Trp-Leu-OH [21 —22a] auf dem gleichen Wege
erhalten, der fiir das Dipeptid als Zwischenprodukt
unserer 15-Leucin-Human-Gastrin-I-Synthese frither
beschrieben worden war.

4. Teilsequenz 15— 20 (Fragment IV) (s. Schema 3)

H-Gly-Pro-OtBu [19 — 20b] — durch hydrogeno-
lytische Entacylierung von Z-Gly-Pro-OtBu [19 —
20a] zuginglich — wurde mit Z-GIln-OH [18] nach
dem ,,Pivalinsdure-Mischanhydrid-Verfahren“ zum
stark wasserloslichen Tripeptid-Derivat Z-Gln-Gly-
Pro-OtBu [18 —20a] verkniipft; nach aufeinander-
folgenden tublichen Spaltungen der tert-Butylester-
und Benzylurethan-Gruppierungen konnte das Tri-
peptid H-Gln-Gly-Pro-OH [18 — 20c] analytisch rein
in 67-prozentiger Ausbeute (bezogen auf [19 — 20a])
isoliert werden. Die Aufstockung der weiteren drei
Aminosédure-Reste in ,,Sequenz-Folge®“ auf H-Gln-

Z-Gly;0H [19] H-Pro-0tBu [20]

lDCCD
Z-Gly-Pro-0tBu [19-20al

Hp/ Pd
H-Gly - Pro-0tBu [19-20b]

MA
Z-GIn-Gly-Pro-0tBu [18-20al

TFE
Z-Gln-Gly-Pro-OH [18-20b]
Hy/Pd

H-GIn-Gly-Pro-OH [18-20c]

Z-Lys(BOC)-GIn-Gly-Pro-OH [17-20al

Z-Lys(BQC)-0SU [16]

Hp/Pd

H-Lys(BOC)-GIn-Gly-Pro-OH [17-20b]

Z-Lys(BOC)-Lys (BOC)-GIn-Gly-Pro-0H [16-20al

Hp/Pd
Z-Ser(tBu)-ONP [15]

H-Lys (BOC)-Lys (BOC)-GIn-Gly-Pro-OH [16-20b]

Z-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Lys(BOC)-GIn-Gly -Pro-OH [15-20a]

Schema 3: Teilsequenz 15-20 (Fragment IV)
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Gly-Pro-OH [18 —20c] verlief unter Einsatz von
(2x) Z-Lys(BOC)-OSU [17 bzw. 16] zu den Pep-
tid-Derivaten [17 —20a] bzw. [16 —20a] mit je-
weils folgender hydrogenolytischer Entfernung der
N,-Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe zum freien, nur
»seitenketten-blockierten” Tetrapeptid [17 —20b]
bzw. Pentapeptid [16 —20b] und letztlich von
Z-Ser (tBu)-ONP [15] zum gewiinschten verkniip-
fungsfahigen Fragment IV, d. i.

Z-Ser (1Bu) -Lys (BOC) -Lys(BOC)-GIn-Gly-Pro-OH
[15—20a].
Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsiure/

Wasser 3:1:1, n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyri-
din 60:6:24: 20.

[a]® = —29,2° baw. [a]X% = — 35,3° (c=1 in Di-
methylformamid).
Ausbeute: ca. 51% iiber die letzten 5 Stufen.
Analyse fur C4oH,gNgO,5 (1034,2) :
Ber.: C 56,91 H 7,70 N 12,19;
Gef.: C 56,63 H 8,03 N 12,12.

Z-Ala;0sU [12]

Aminosédure-Analyse: Ser 1,03, Lys 1,95, Glu 1,00,
Gly 1,00, Pro 0,99.

5. Teilsequenz 9 — 14 (Fragment V) (s. Schema 4)

Die Aminoacylierung von Prolin [14] mit
Z-Asp(OtBu)-OSU [13] fihrte zu Z-Asp(OtBu)-
Pro-OH [13 — 14a], isoliert als Dicyclohexylammo-
nium-Salz. Die folgende Entfernung der Benzyloxy-
carbonyl-Schutzgruppe gelang auf iiblichem Wege
zwar einwandfrei, doch bei der ,,Aufarbeitung des
Hydrieransatzes“ wurde eine anscheinend sehr leicht
eintretende Dioxopiperazin-Cyclisierung beobachtet.
Das cyclische Nebenprodukt kann durch Gelchro-
matographie an Sephadex LH-20 abgetrennt wer-
den; fiir die weitere Umsetzung ist jedoch eine Rein-
darstellung von H-Asp (OtBu)-Pro-OH [13 —14b]
nicht erforderlich.

In stufenweisem Verfahren wurden auf vorge-
nanntes ca. 95% reines H-Asp(OtBu)-Pro-OH [13
—14b] die vier Aktivester-Derivate Z-Ala-OSU [12],
Z-Val-OSU [11], Z-Leu-OSU [10] wund NPS-

Z-Aspl0tBu)-0SU [13] H-Pro-OH [14]

Z- Asp (0tBu)-Pro-OH [13-14al
Hp/Pd
H- Asp (0tBu)-Pro-OH [13-14b]

Z-Ala-Asp(0tBu)-Pro-0OH [12-14a]
Ho/Pd

Z-Val-0sU [11] H-Ala-Asp(0tBu)-Pro-0H [12-14b]

Z-Val-Ala-Asp(OtBu)-Pro-OH [11-14a]
le/Pd

Z-Leu-0SU [10] H-Val-Ala-Asp(0tBu)-Pro-OH [11-14b]

Z-Leu-Val-Ala-Asp(0tBu)-Pro-0H [10-14a]
Ho/Pd

NPS-Ser HIBu)-OSU [9] H-Leu-Val-Ala-Asp (0tBu)-Pro-0H [10-14b]

NPS-Ser{tBu)-Leu-Val-Ala-Asp (0tBu)-Pro-OH [9-14]

Schema 4: Teilsequenz 9-14 (Fragment V)
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Ser (tBu)-OSU [9] angebaut — unter ,,Zwischen-
Isolierung® der Peptid-Derivate [12 —14a], [11 —
14a] und [10-—14a] sowie nach hydrogenolyti-
scher Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Schutz-
gruppen dann der ,freien” Peptide [12 — 14b], [11
—14b] und [10—14b] — und letztlich das Frag-
ment V, d.i. NPS-Ser (tBu)-Leu-Val-Ala-Asp(OtBu)-
Pro-OH [9 — 14], erhalten. Chromatographisch rein
in n-Heptan/tert-Butanol /Essigsiure 3:2:1.

[a]} = —48,5° bzw. [a]?)s= —51,8° (¢=1 in Di-

methylformamid).

Ausbeute: 25% iiber alle Stufen.
Analyse fir C40H63N701<_)S' 1/2 HEO (875,1) :

Aminosdure-Analyse: Ser 1,02, Leu 0,98, Val 0,97,
Ala 1,00, Asp 1,01, Pro 1,04.

6. Teilsequenz 1 — 8 (Fragment VI) (s. Schema 5)

Weitgehend den Versuchen von Kenner et al.?
folgend, wurde die Teilsequenz 1 —6 wie folgt auf-
gebaut: H-Gly-OtBu [6] lieB sich mit Z-Gln-OTCP
[5] gut zum geschiitzten Dipeptid-Derivat [5 — 6a]
vereinigen; nach hydrogenolytischer Entfernung der
Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe wurde der resul-
tierende H-GIn-Gly-OtBu [5 —6b] sofort mit Z-Gly-
Pro-OSU [3 —4] zum Tetrapeptid-Derivat [3 — 6a]
verkniipft.

Nach erneuter hydrogenolytischer Freisetzung der
Aminofunktion zu H-Gly-Pro-GIn-Gly-OtBu [3 — 6b]
geschah die Aufstockung der restlichen Sequenzposi-

H-Gly-0tBu (6]

Ber.: C 5490 H 7,37 N 11,20 S 3,66;
Gef.: C 54,84 H 7,40 N 11,24 S 3,73.
Z-Gln'pTCP [5]
Z-Gln-Gly-0tBu [5-60]
H /Pd
Z-Gly-PrOEOSU [3-4] H-Gln-Glyl-OtBu [5-6b]
Z-Gly-Pro-Gln-Gly-0tBu [3-6al
Hp/Pd
Z-LEU-IOSU [2] H-Gly-Pro-Gsn-Gly-OtBu [3-6b]
Z-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-0tBu [2-6a]
Hp/Pd
Pyr-0TCP [1] H-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-0tBu [2-6b]

Pyr-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-0tBu [1-6al

Z-His-NH-NH» [7] H-Pro-0tBu (8]

HCl/tert.-Butylnitrit
Z-His-Pro-0tBu [7-8a]

TFE Ho /Pd
Pyr-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-OH  [1-6b] H-His-Pro-0tBu [7-8b]
lDCCD/HOSU
Pyr-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His-Pro-0tBu [1-8al
TFE
Pyr-Leu-Gly-Pro-GlIn-Gly - His-Pro-0OH [1-8b]

AdOC-F
Pyr-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-His(AdOC)-Pro-OH [1-8c]

Schema 5: Teilsequenz 1-8 (Fragment VI)
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tionen 2 bzw. 1 mittels Z-Leu-OSU [2] bzw. H-Pyr-
OTPC — iiber die Zwischenprodukte [2 —6a] und
[2—6b] — zum Teilstick H-Pyr-Leu-Gly-Pro-Gln-
Gly-OtBu [1 — 6a].

Gleichzeitig wurde Z-His-Pro-OtBu [7 —8a] nach
dem von Rudinger modifizierten Azid-Verfahren aus
den hierfiir iiblichen Ausgangsmaterialien Z-His-
NH-NH, [7] und H-Pro-OtBu [8] gewonnen; nach
hydrogenolytischer Entfernung des Benzyloxycarbo-
nyl-Restes konnte H-His-Pro-OtBu [7 —8b] in Form
des 4-Toluol-sulfonats isoliert werden (Ausbeute
iiber beide Stufen: >84%).

Dieses Dipeptid-Derivat [7 —8b] wurde nunmehr
mit H-Pyr-Leu-Gly-Pro-GIn-Gly-OH [1 —6b] — er-
halten aus der Hexapeptid-tert-Butylester-Verbin-
dung [1 —6a] durch acidolytische Esterspaltung —
nach dem ,Hydrosuccinimid-Ester“-Verfahren zu
H-Pyr-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His-Pro-OtBu [1 —8a]
vereinigt. Nach Trifluoressigsdure-Spaltung der tert-
Butylester-Gruppierung konnte das freie Oktapep-
tid-Trifluoracetat [1 —8b] erhalten werden; zwecks
spaterer ,imidazol-ungestorter“ Fragmentverkniip-
fung wurde die Nj,-Funktion des Histidins durch

Z-[15-20]-0H [15-20a]

via Aktivester
Z-[15-22]-0H [15-22a1
Hp/Pd

NPS-[S-14]-0H [9-14] H-[15-22]-0H [15-22b]

via Aktivester

NPS-[9-22]-0H [9-221]

501

Acylierung mit Adamantyloxycarbonyl-Fluorid

maskiert und H-Pyr-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His(AdOC)-

Pro-OH [1—8c] als kristallisiertes Monohydrat iso-

liert. Chromatographisch rein in n-Butanol/Essig-

sdure/Wasser 3:1:1.

Schmelzpunkt: 183 °C
bzw. [a]3is= —50,5°
(¢ =1 in Dimethylformamid).

Ausbeute: ~ 13% iiber alle Stufen.

Analyse fiir C4;Hg;N;;0,5-H,0 (1012,16) :
Ber.: C 55,77 H 6,87 N 15,22;
Gef.: C 55,80 H 6,83 N 15,05.

Aminosédure-Analyse: Glu 2,00, Leu 0,98, Gly 1,95,
Pro 2,06, His 0,98.

(Zers.); [a]® = —42,5°

B. Verkniipfung der Fragmente

1. Erstellung der Gesamtsequenz 1 — 34 nach Weg A
(s. Schema 6)
Die Vereinigung der Fragmente I und II, d.s.
H-Ala-Tyr (tBu)-Gly-Trp-Met-Asp (OtBu) Phe-NH,
[28 — 34b] und NPS-Glu(OtBu)-Glu(OtBu)-
Glu (OtBu)-Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -OH [23 — 27¢]

H-[21-22]-0H [21-22b]

NPS-[23-27)-0H [23-27c] H-[28-34]-NH,, [28-34b]

DCCD/HOSU

NPS-[23-34]-NH; [23-34al
HCL/2-Methylindol

H-[2334-NH, [23-34b]

‘DCCD/HOSU

NPS-[S-34]-NH, [9-34a]

H-[1-8]-0H [1-8c]

HCl/2-Methylindol

H-{9-32]-NH5 [9-34b]

DCCD /HOSU

H-[1-34]-NHjp [1-34al

TFE / Anisol / Aethandithiol-(1,2)

H-[T=3%]-NH, [1-34b]

Schema 6: Gesamtsequenz 1-34, Weg A
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zum allseits geschiitzten Sequenzteilstiick I —1II [23
—34a] lie sich nach dem Wiinsch-Weygandschen
Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren bewerk-
stelligen; fiir die anschliefende Entfernung der
2-Nitrophenylsulfenyl-Schutzgruppe von [23 — 34a]
erwies sich die Einwirkung von Chlorwasserstoff/
2-Methylindol in Trifluorithanol als Methode der
Wahl:

H-Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -

Glu (OtBu)-Ala-Tyr (tBu) -Gly-Trp-Met-

Asp (OtBu) -Phe-NH, [23 — 34b]

konnte in Form des Hydrochlorids fast quantitativ
isoliert werden. Chromatographisch rein in Chloro-
form/Trifluorithanol 3:1 bzw. 3:2.

[a]} = +10,6° bzw. [a]3ls= +12,6° (c=0,5 in
Trifluordthanol).

Ausbeute: ca. 85% iiber beide Stufen.

Analyse fiir CygH,45N;,0,5SCl (1962,8) :

Ber.: C58,75 H7,45 N9,99 S1,63 Cl1,80;
Gef.: C58,45 H7,51 N9,91 S1,74 Cl1,89.

Aminosaure-Analyse: Glu 5,02, Ala 1,00, Tyr 1,00,
Gly 1,00, Trp —, Met 0,98, Asp 1,02, Phe 0,98.

Gleichzeitig wurden die Fragmente III und IV,
d. s. H-Trp-Leu-OH [21 —22b] und Z-Ser(tBu)-
Lys(BOC)-Lys (BOC)-Gln-Gly-Pro-OH [15—20a]
nach dem ,Hydroxysuccinimid-Ester“-Verfahren
zum Oktapeptid-Derivat [15 —22a] verkniipft, des-
sen quantitative hydrogenolytische Entacylierung
zu

H-Ser (tBu)-Lys (BOC) -GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-OH
[15—22b]
gelang. An dieses Teilstiick wurde dann Fragment V,
d.i. NPS-Ser(iBu)-Leu-Val-Ala-Asp (OtBu) Pro-OH
[9 —14], ebenfalls nach dem Aktivester-Verfahren
angebaut zum Sequenzteilstiick III -V, d. i.
NPS-Ser (tBu)-Leu-Val-Ala-Asp (OtBu) -Pro-
Ser (tBu)-Lys (BOC) -Lys (BOC) -GIn-Gly-Pro-Trp-
Leu [9 —22].

Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsiure/
Wasser 3:1:1, n-Butanol/Essigsidure/Wasser/Pyri-
din 60:6:24:20 und Chloroform/Methanol 3:1.
Schmelzpunkt: 216 — 218 °C (Zers.); [a]}) = — 40,4°
bzw. [a]3% = —45,8° (¢ =1 in Dimethylformamid).

Ausbeute: 66% iiber drei Stufen.

Analyse fir CygH55N19056S (2047,51) :
Ber.: C 57,49 H 7,63 N 13,00;
Gef.: C 57,60 H 7,52 N 12,84.

Aminosédure-Analyse: Ser 2,02, Leu 1,96, Val 0,96,
Ala 1,00, Asp 1,03, Pro 2,00, Lys 1,95, Glu 1,02,
Gly 0,98, Trp 0,99.

Die Vereinigung der Sequenzteilstiicke I—1II
[23 —34b] und III -V [9 — 22] zum Hexakosapep-
tidamid-Derivat, d.i. [9 —34a] konnte wieder ein-
mal nach dem bewihrten Wiinsch-Weygand-Verfah-
ren vollzogen werden; ein reines Material wurde in
ca. 67,5-prozentiger Ausbeute nach Gelchromato-
graphie an Sephadex LH-20 (Elutionsmittel: Di-
methylformamid) gewonnen. Chlorwasserstoff/2-Me-
thylindol-Spaltung der Sulfenamid-Bindung von
[9 — 34a] erbrachte

H-Ser (tBu) -Leu-Val-Ala-Asp (OtBu) -Pro-

Ser (tBu) -Lys (BOC) -Lys (BOC) -Gln-Gly-Pro-Trp-

Leu-Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -

Glu (OtBu) -Glu- (OtBu) -Ala-Tyr (tBu) -Gly-Trp-

Met-Asp (OtBu) -Phe-NH, [9 — 34b]
isoliert in Form des Hydrochlorids.
Chromatographisch rein in Chloroform/Trifluor-

dthanol 3:1; [a]}= —15,1° bzw. [a]¥)=

—18,5° (¢=0,5 in Dimethylformamid).
Ausbeute: 88% iiber beide Stufen.

Analyse fir C;ggHs95N350,SCl-6 HyO (3947,21) :
Ber.: C 57,20 H 7,84 N 11,35;

Gef.: C 57,23 H 7,54 N 11,36.
Aminosédure-Analyse: Ser 1,96, Leu 1,95, Val 0,95,

Ala 1,98, Asp 1,96, Pro 0,96, Lys 1,96, Glu 6,20,

Gly 2,00, Trp —, Tyr 1,04, Met 1,05, Phe 0,98.

Letzte Fragmentkondensation des Weges A war
der Anbau von Fragment VI, d.i. H-Pyr-Leu-Gly-
Pro-GIn-Gly-His (AdOC) -Pro-OH [1 —8c] an oben-
genanntes Hexakosapeptid-amid [9 —34b] — frei-
gesetzt in iiblicher Weise aus einem Hydrochlorid —
unter Anwendung der Carbodiimid-Hydroxysuc-
cinimid-Methode:

H-Pyr-Leu-Gly-Pro-Gln-Gly-His (AdOC) -Pro-

Ser (tBu)-Leu-Val-Ala-Asp (OtBu) -Pro-Ser (tBu) -

Lys (BOC)-Lys (BOC) -GIn-Gly-Pro-Trp-Leu-

Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -

Glu (OtBu)-Ala-Tyr (tBu) -Gly-Trp-Met-

Asp (OtBu)-Phe-NH, [1 — 34a]
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konnte in hoher Reinheit (lediglich geringe Mengen
an Oktapeptid-Derivat [1 —8c] im chromatographi-
schen Test n-Butanol/Essigsdure/Wasser 3:1:1 nach-
weisbar) und ca. 75-prozentiger Ausbeute erhalten
werden.

Aminosédure-Analyse: Glu 8,08, Leu 2,87, Gly 3,96,
Pro 4,17, His 0,92, Ser 1,98, Val 0,97, Ala 1,97,
Asp 2,05, Lys 1,95, Trp 1,79, Tyr 1,04, Met 1,07,
Phe 1,02.

2. Erstellung der Gesamtsequenz 1 — 34 nach Weg B
(s. Schema 7)

Voraussetzung fir die nach Weg B geplanten
Fragmentverkniipfungen war eine ,,Umformung
von Fragment IV [15-—20a], d.h. ein ,, Tausch“
der a-Aminoschutzgruppe an diesem Teilstiick. Zu
diesem Zweck wurde Fragment IV [15—20a] hy-
drogenolytisch entacyliert und das erhaltene freie,
aber ,seitenkettenmaskierte“ Hexapeptid [15 — 20b]

z-[15-20]-0H [15-20a]

Weg 8 HpIPd

H-[15-20]-0H [15-20b]

*NPS-C[
H-[21-22]-0H [21-22b]

NPS-[15-20]-OH [15-20c]
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in bekannter Manier mit 2-Nitrophenylsulfenyl-
chlorid zu NPS-Ser (tBu)-Lys (BOC)-Lys (BOC) -Gln-
Gly-Pro-OH [15—20c] umgesetzt. Dieses ,abge-
anderte“ Fragment IV wurde via Aktivester mit
H-Trp-Leu-OH [21 —22b] (= Fragment III) zum
»neuen“ Sequenzteilstiick ITI — IV, d. 1.
NPS-Ser (tBu) -Lys (BOC) -Lys (BOC) -GIn-Gly-
Pro-Trp-Leu-OH [15 —22c]
verkniipft. Chromatographisch rein in n-Butanol/
Essigsidure/Wasser 3:1:1, n-Butanol/Essigsiure/

Wasser/Pyridin 60:6:24:20 und Chloroform/
Methanol 3:1.

Schmelzpunkt: 216 — 218 °C; [a]® = —36,9° bzw.
[a]gd% = —42,1° (c=1 in Dimethylformamid).

Ausbeute: >65% iiber drei Stufen.

Analyse fir CgsHy;N;304,S (1352,6):
Ber.: C 56,83 H 7,23 N 13,46;
Gef.: C 56,78 H 7,34 N 13,29.

H-[21-22-0H [21-22b]
NPs-CI

WegC

NPS-21-22]-OH [21-22¢] H-23-32] -NH, [23-34b]

"DCCDIHOSU
NPS-[21-34]-NH; [21-34al
HCl/2-Methylindol
H-[21=34]-NHj [21-34b]

via Aktivester

H-[23-34]-NH, [23-34b]  NPS-[15-22]-0H [15-22c]

DCCD/HOSU

DCCD/HOSU

NPS--OHA[9-14]

= NPS-[5-34-NH, [15-34a]
HCI/2-Methylindol
H{15-34-NH, [15-34b]

"DCCDIHOSU

NPS-[S=34]-NH, [9-34al
1

weitere

Schema 7:

Gesamtsequenz 1-34,

Umsetzung siehe Weg A

Wege B und C
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Aminoséure-Analyse: Ser 1,03, Lys 2,11, Glu 0,98,
Gly 0,98, Pro 1,02, Trp 1,00, Leu 1,00.

Oben beschriebenes Sequenzteilstiick IIT -1V [15
—22c] wurde nun mit dem Sequenzteilstiick I —1I
[23 —34b] nach dem Wiinsch-Weygandschen Ver-
fahren zum seitenkettengeschiitzten Nitrophenyl-
sulfenyl-Eikosapeptidamid [15 — 34a] kondensiert.
Die Abspaltung des 2-Nitrophenylsulfenyl-Restes
von diesem Peptid-Derivat gelang wiederum ein-
wandfrei mittels Chlorwasserstoff/2-Methylindol:

H-Ser (tBu)-Lys (BOC) -Lys (BOC) -GIn-Gly-Pro-

Trp-Leu-Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -

Glu (OtBu)-Glu (OtBu)-Ala-Tyr (tBu) -Gly-Trp-

Met-Asp (OtBu) -Phe-NH, [15 — 34b]
wurde in Form des Hydrochlorids isoliert. Chro-

matographisch rein in Chloroform-Trifluordthanol
3:1, 2-Butanol/Essigsidure/Wasser 3:1:1.

[a]}= —16,2° bzw. [a]3ls= —19,6° (c=0,6 in
Trifluorathanol).

Ausbeute: 63,5% iiber beide Stufen.

Analyse fiir C;5,H53;N5405,SCl-6 H,0 (3252,355) :

Ber.: C 56,87 H 7,72 N 11,20;
Gef.: C 56,76 H 7,55 N 11,20.

Auf das erstellte Sequenzteilstiick I — IV [15 — 34b]
wurde, wiederum nach genanntem Verkntipfungsver-
fahren, Fragment V [9 —14] angebaut und so auf
diesem Wege B das schon vorher beschriebene (s. o.
Weg A) 2-Nitrophenylsulfenyl-Hexakosapeptidamid
[9 — 34a] in gleicher Reinheit und mit weitestgehend
analogen analytischen Daten zugiéinglich gemacht.
Chromatographisch rein in Chloroform/Trifluor-
idthanol 3:1 und n-Butanol/Essigsiure/Wasser 3:1:1.
[a]f = —14,6° bzw. [alfls= —16,9° (c=0,5 in
Dimethylformamid).

Ausbeute: 82%.

Analyse fiir Cyg4H,9;N3305S,-4H,0 (4027,885) :
Ber.: C 57,85 H 7,63 N 11,48;
Gef.: C 57,88 H 7,49 N 1145.

Aminosédure-Analyse: Ser 1,95, Leu 2,01, Val 1,03,
Ala 2,06, Asp 1,93, Pro 2,03, Lys 1,94, Glu 6,07,
Gly 2,05, Trp 2,03, Tyr 1,05, Met 0,97, Phe 1,04.

Von dieser Stufe an folgt diese Synthese der vor-
gezeichneten Route nach Weg A mit identischem Er-

folg (Abspaltung des 2-Nitrophenylsulfenyl-Restes;
Kondensation des erhaltenen Sequenzteilstiicks I — V

[9 — 34b] mit Fragment VI [1 —8c]).

3. Erstellung der Gesamtsequenz 1 — 34 nach Weg C.
(s. Schema 7)

Aufbauend auf dem bei Weg A bereits beschrie-
benen Sequenzteilstick I—1II [23—34b] wurde
durch Ankondensation eines ,,neuen“ Fragments III,
d. i. NPS-Trp-Leu-OH [21 —22¢] — erhalten in
71-prozentiger Ausbeute durch ibliche Sulfenylie-
rung von H-Trp-Leu-OH [21 —22b] (= Fragment
III) —, das Sequenzteilstiick I —1III in Gestalt des
2-Nitrophenylsulfenyl-Tetradekapeptid-Derivats [21
— 34a)] erstellt, daraus nach N,-Demaskierung mit-
tels Chlorwasserstoff/2-Methylindol

H-Trp-Leu-Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -

Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Ala-Tyr (tBu) -Gly-Trp-

Met-Asp (OtBu)-Phe-NH, [21 — 34b]

in Form des Hydrochlorids gewonnen.

Dieses Tetradekapeptidamid [21 —34b] wurde
mit dem bei Weg B beschriebenen ,,abgednderten®
Fragment IV [15—20c] nach dem iiblichen Car-
bodiimid-Hydroxysuccinimid-Verfahren vereinigt zu

NPS-Ser (tBu) -Lys (BOC) -Lys (BOC) -GIn-Gly-

Pro-Trp-Leu-Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -

Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Ala-Tyr (tBu) -Gly-Trp-

Met-Asp (OtBu) -Phe-NH, .

Chromatographisch rein in Chloroform/Trifluor-
dthanol 3:1 bzw 3:2 und n-Butanol/Essigsiure/
Wasser 3:1:1; [a]d= —10,9° bzw. [a]2)=
—12,1° (¢=0,5 in Trifluordthanol) in guter Uber-
einstimmung mit dem nach Weg B erhaltenen Ma-
terial.
Ausbeute: 64% iiber drei Stufen.
Analyse fiir C160H239N2704152'2H20 (3296,98) .
Ber.: C 58,29 H 7,43 N 11,47;
Gef.: C 58,31 H 7,34 N 11,48.
Nunmehr folgt Weg C der nach Weg B bzw. Weg A

vorgezeichneten Route jeweils mit weitestgehend
identischen Ergebnissen je Stufe.

C. Reindarstellung des synthetischen Human-
Big-Gastrins I

Das erhaltene seitenkettengeschiitzte Tetratri-

akontapeptid-amid [1 —34a] wurde durch tbliche
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Einwirkung von Trifluoressigsdure in Gegenwart
von Anisol und Athandithiol als ,,Scavenger* von
allen Schutzgruppen befreit, das erhaltene Rohpro-
dukt (HBG-A) einer Ionenaustauschchromatogra-

A254 05M AcONH

40 50 60 70

Frakt. Nr.

Abb. 1. Tonenaustauschchromatographie von rohem, syntheti-
schem Human-Big-Gastrin I an DEAE-Sephadex A-25; Elu-
tionskurve. Sdule: 40X2 cm. 180 mg Rohprodukt HBG-A
gelost in 10 ml 1-prozentigem Ammoniak. Elutionsmittel:
1. 0,25 M Ammoniumacetat-Losung (pH 6.,8); 2. 0,5M Am-
moniumacetat-Losung (pH 6,8) ; W = Pufferwechsel. Durch-
fluBgeschwindigkeit: 76 ml/Std.; 38 ml Fraktionen.
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Abb. 2. Verteilungschromatographie von vorgereinigtem Hu-
man-Big-Gastrin 1 an Sephadex G-25 im Zweiphasensystem
Butanol- (2) /Athanol/0,1 M Ammoniumacetat-Losung (25 :
0,8:20); pH 8,0 in der Unterphase. Elutionskurve. Séule:
2002 cm. 60 mg Fraktion HBG-B; geldst in 15 ml Ober-
phase; Elution mit Oberphase. Durchflulgeschwindigkeit:
24 ml/Std.; 12 ml Fraktionen.

Abb. 3. Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel-60-Fertig-
platte (Merck) in Butanol-(2)/Propanol-(2)/0,9-prozentige
Monochloressigsdure (30:4:26); Anfirbung mit Chlor/Toli-
din-Reagens. a) Roh-Human-Big-Gastrin I (= HBG-A);
b) Reines synthetisches Human-Big-Gastrin I (= Fraktion
HBG-C,). c¢) Fraktion HBG-C; (nach Verteilungschromato-
graphie) ; d) Fraktion HBG-C, .

phie an DEAE-Sephadex A-25 unterworfen (s.
Abb. 1). Die abgetrennte Fraktion HBG-B, liel} sich
durch anschliefende Verteilungschromatographie an
Sephadex G-25 von zwei Nebenprodukten — ge-
nannt HBG-C, und HBG-C; — befreien (s. Abb. 2).
Die isolierte Hauptfraktion HBG-C; wurde nach Gel-
filtration an Biogel P-6 (zwecks vorteilhafter Ent-
fernung von ,,Fremdstoffen“, die bei den voran-
gehenden Chromatographie-Prozessen eingeschleppt
wurden; Elutionsmittel 0,025 M Ammoniumacetat,
pH 8.0) durch Gefriertrocknung in fester Form er-
halten. Ausbeute 60 mg [1—34b] aus 200 mg
[1—34a].

HBG-C, zeigte sich diinnschichtchromatographisch
einheitlich vor allem im System Butanol-(2)/Propa-
nol-(2) /0,9-prozentige Monochloressigsdure (30:4:
26), wobei die Wanderungsgeschwindigkeit der zwei
isolierten Nebenfraktionen HBG-C, und -C; von der
des Hauptflecks deutlich differierten (s. Abb. 3) und
diinnschichtelektrophoretisch einheitlich im System
Pyridin/Ameisensiure/Wasser (10:1:89; pH 6,0).

Eine doppelte Aminosdureanalyse des erhaltenen
gefriergetrockneten  synthetischen Human-Big-Ga-
strins [ (=HBG-C,) erbrachte einwandfreie Werte
fir die Aminosdure-Bestandteile und einen Peptid-
gehalt von ca. 80% (s. Tab.1). Ferner wurde bei
einer fiir das Hormon sehr spezifischen Circular-
dichroismus-Kurve (Minimum bei 198 nm (in Was-
ser) : [O]uin= — 17900 [Grad:cm?/Dezimol] ; Ge-

halt an a-Helix ca. 12—15%, berechnet nach

Tab. I. Aminosdureanalysen von synthetischem Human-Big-
Gastrin I nach saurer Hydrolyse mit 6 N HCl (24 h; 110 °C)
unter Zusatz von Thioglykolsdure (2,5%); Doppelbestim-

mung.
Analyse Analyse Ber. Verh.
A B fiir Human-Big-

Gastrin I

Lys 1,99 1,98 2

His 0,99 1,01 1

Trp 1,96 1,94 2

Asp 2,00 2,01 2

Ser 2,04 2,06 2

Glu 8,00 8,01 8

Pro 4,00 4,00 4

Gly 3.94 3,96 4

Ala 1,99 2,01 2

Val 1,01 1,01 1

Met 1,02 1.01 1

Leu 3,01 3,00 3

Tyr 1,01 1,01 1

Phe 1.01 1,02 1

Peptidgeh.79,9% 80,2%
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Lit. 1> 13) eine UV-Absorption bei 280 nm (in Was-
ser) mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von
£=12325 (berechnet 12 316 fiir 2 Trp + 1 Tyr) ge-
funden.

Die biologische Aktivitit des synthetischen Hu-
man-Big-Gastrins I wurde im Vergleich zu syntheti-
schem 15-Leucin-Human-Gastrin I zu ca. 1507 er-
mittelt 1* (letzteres hat die gleiche biologische Akti-
vitdt wie natiirliches Human-Gastrin I).

Die Synthese von 32-Leucin-Human-Big-Gastrin I
wurde ausgehend vom Dodekapeptid-amid-Derivat
der Sequenz 28 — 34, d. i.

H-Glu (0OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -Glu (OtBu) -
Glu (OtBu) -Ala-Tyr (tBu) -Gly-Trp-Leu-
Asp (OtBu)-Phe-NH, [28 —34d] —
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bereits frither bei der Synthese von 15-Leucin-Hu-
man-Gastrin [ beschrieben !, aber nunmehr auf
einem verbesserten Wege zugénglich gemacht —, in
Befolgung des Weges A der Fragmentverkniipfung
(s. 0.) durchgefiihrt. Nach weitgehend analoger Auf-
arbeitung wurde synthetisches 32-Leucin-Human-
Big-Gastrin I (=LHBG-C;) in ,,HBG-C;-vergleich-
barer” Reinheit gewonnen.
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