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Zur Synthese von Motilin, I

Darstellung der Sequenzen 9 - 22 von [ 13-Norleucin]motilin und [13-Leucin] motilin!11*

Erich WiNnscH, Gerhard WENDLBERGER und Karl-Heinz DEIMER

Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Abt. Peptidchemie, Miinchen

(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1975)

Zusammenfassung: Die Synthesen von zwei ,,ver-
kniipfungsfahigen* Tetradecapeptid-Derivaten
mit der C-terminalen Sequenz 9 - 22 des [13-
Norleucin]motilins [H-Glu(OBu?)-Leu-Gln-Arg-
-(HBr)-Nle-Glu (OBu?)-(Glu (OBu?)-Lys(Boc)-
-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gln-

-OBu’] und des [13-Leucin]motilins durch stufen-
weise Fragmentkondensation der zunichst aufge-
bauten vier Teilstiicke mit den Aminosdurese-
quenzen 18 - 22,14 - 17, 12 - 13 (Norleucin- bzw.
Leucin-Derivat) und 9 - 11 werden beschrieben.

The Synthesis of Motilin, I: Preparation of the Sequence Fragments 9 - 22 of [13-Norleucine)motilin

and [13-Leucine]motilin

Summary: The syntheses of two suitably protected the total syntheses of the motilin analogs were

tetradecapeptides corresponding to the sequences

9 - 22 of [13-norleucine Jmotilin [H-Glu(OBu?)-
-Leu-GIn-Arg(HBr)-Nle-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-
-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-
-Gly-Gln-OBu’] and [13-leucine Jmotilin, respec-
tively, are described. The two building blocks for

Key words: Motilin analogues, motilin synthesis.

obtained by fragment-condensation of smaller
units, prepared by stepwise procedure and cor-
responding to the sequences 18 - 22, 14 - 17,

12 - 13 (norleucine- and leucine-derivatives) and
9-11.

* Die urspriinglich vorgeschlagene Sequenz[ 3] wurde nach vergleichenden Untersuchungen mit dem von uns synthe-
tisierten Material in Position 14 korrigiert”] (Glutamin anstelle von Glutaminsiure); falls die Korrektur sich besti-
tigt, miiiten die beiden Verbindungen [13-Norleucin}- bzw. [13-Leucin]14-Desamidomotilin heifsen.

Abkiirzungen:

Boc = tert.-Butyloxycarbonyl;

DBSA = (Dibenzolsulfonylamin n. Beilstein)
= Bis(phenylsulfonyl)amin n. IUPAC;

DCCD = Dicyclohexylcarbodiimid ;

OBu? = tert.-Butylester;

OMe = Methylester;

ONp = p-Nitrophenylester;
ONSu = Succinimido-oxy;
z = Benzyloxycarbonyl;

LMo09-22 = [Leu!3]Motilin-(9-22)-tetradecapeptid;
NMo12-22 = [Nle!3]Motilin-(12-22)-undecapeptid.

Auf Grund der Vereinbarungen biochemischer Zeitschriften werden hier die von der [UPAC-IUB Commission on
Biochemical Nomenclature empfohlenen Abkiirzungen fiir Schutzgruppen verwendet. Die Autoren bevorzugen aber
wegen ihrer universellen Anwendbarkeit die in Houben-Wey! (Methoden der Organischen Chemie, 4. Aufl., Bd. 15,
S.20- 27, Verlag G. Thieme, Stuttgart 1975) verwendeten und eingehend erlduterten Abkiirzungen.
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Brown et al.[2] isolierten im Zuge der Reindarstel-
lung des Hormons Sekretin ein Nebenprodukt,
das intravends appliziert, motorische Aktivitt im
Fundus-Pouch und ebenso im denervierten An-
trum-Pouch signifikant erhohte sowie einen
Pepsin-Ausstof bewirkte, ohne eine in das Ge-
wicht fallende Steigerung der H®-Sekretion.

Der neue gastrointestinale Wirkstoff , Motilin*
wurde als lineares Dokosa-Peptid der Sequenz:
H-Phe-l\;al-Pro-I]e-Phe-Thr-Tyr-Gly-Glu-Leu-Gln-
-Arg-Met-Glu-Glu-Lys-Glu-Arg-Asn-Lys-Gly-Gln-
-OH ausgewiesen!3],

Da die Totalsynthese des Naturstoffes auf Grund
des Vorliegens einer mittelstindigen Arginyl-Me-
thionyl-Bindung bekanntermafien Schwierigkei-
ten mit sich bringt, haben wir zunichst die Total-
synthese eines 13-Norleucin- bzw. daran anschlie-
fiend eines 13-Leucin-Analogons angestrebt, aus
der Uberlegung heraus, dafl

a) diese beiden Analoga rasch zuginglich sein
sollten,

b) trotz der Norleucin- bzw. Leucin-Reste eine
Uberpriifung der ermittelten Struktur schnellstens
mdglich sein sollte und

¢) um zusitzlich die ,,offene* Frage der biologi-
schen Wirkungsspezifitdt des Methionin-Restes
(in Position 13) zu untersuchen.

Die Totalsynthesen der beiden Analoga [13-Nor-
leucin]- und [13-Leucin]motilin sahen jeweils
drei Etappen vor:

A) Erstellung von sechs zur weiteren Verkniip-
fung geeigneten, entsprechend geschiitzten Teil-
sequenzen, wobei alle Seitenkettenfunktionen
mehrfunktioneller Aminosauren acidolytisch
leicht abspaltbare Schutzgruppen auf tert.-Alko-
hol-Basis trugen und die komplexe Funktion des
Arginins teils durch N, N -Diacylierung, teils
durch Protonierung (Salzbildung mit Bromwas-
serstoff) maskiert wurde.

B) ,,Stufenweise*“ Vereinigung der sechs Frag-
mente I - VI nach dem weitgehend racemisierungs-
freien ,,Wiinsch-Weygandschen Carbodiimid-N-
Hydroxysuccinimid-Verfahren!5:61 bzw. dessen
,,Geiger-Konig-Modifikation““ (7] zur allseits mas-
kierten Gesamtsequenz 1 - 22, Abspaltung aller
Schutzgruppen mittels Trifluoressigsdure, an-
schlieBende Entfernung der Trifluoracetat- und

Bromid-Ionen mittels Dowex 44 und Isolierung
der Rohprodukte.

C) Reindarstellung der beiden synthetischen Ana-
loga.

In der vorliegenden Arbeit wird die Erstellung der
geschiitzten carboxylendstindigen Teilsequen-
zen 9 - 22 (Hauptfragmente I - [V beider Analoga
des Motilins beschrieben).

Teilsequenz 18- 22 (Fragment I)

H-GIn-OBu? [22b], aus Z-GIn-OH durch Ver-
esterung mit Essigsdure-tert.-butylester unter
Schwefelsiure-Katalyse und folgende hydroge-
nolytische Entfernung der Benzyloxycarbonyl-
Schutzgruppe zuginglich, wurde mit Z-Gly-ONSu
[21] zum Benzyloxycarbonyl-dipeptidester
[21-22a] verkniipft; der nach hydrogenolytischer
Entfernung der A-Schutzgruppe erhaltene H-Gly-
-Gln-OBu? [21-22b] wurde mit Z-Asn-Lys(Boc)-
-OH [19-20] nach dem Wiinsch-Weygandschen-
Verfahren!%:6] zum Benzyloxycarbonyl-tetrapep-
tid-tert.-butylester [19 - 22a] verkniipft. Die Kopf-
komponente [19-20] konnte durch Aminoacylie-
rung von H-Lys(Boc)-OH [20] mit Z-Asn-ONp
[19] unter iiblichen Bedingungen gewonnen wer-
den.

Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe
aus Z-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gln-OBu? [19 - 22a] mit-
tels katalytisch erregten Wasserstoffs fiihrte zum
Tetrapeptidester-Derivat [19-22b], das mit
Z-Arg(Z,)-ONSu [18] mit Erfolg zum Z-Arg(Z,)-
-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gln-OBu? [18 - 22 a] vereinigt
werden konnte. Mit der Entfernung der drei Ben-
zyloxycarbonyl-Maskierungen durch katalytische
Hydrogenolyse unter Zusatz von zwei Aquiva-
lenten Bromwasserstoff gelangten wir zum ge-
wiinschten Fragment I H-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-
-Gly-GIn-OBu?- HBr [18-22b] (s. Schema 1).

Teilsequenz 14- 17 (Fragment 11)
Z-Lys(Boc)-ONSu [16] und H-Glu(OBu?)-OMe
[17] liefen sich erwartungsgemaf gut zum Ben-
zyloxycarbonyl-dipeptidester [16 - 17a] vereini-
gen; alkalische Esterverseifung und anschlieRende
katalytische Entacylierung fiihrte iiber das Dipep-
tid-Derivat [16 - 17b] zu H-Lys(Boc)-Glu(OBu’)-
-OH [16 - 17¢]. In zweimaligem Anbauverfahren
mit Hilfe von Z-Glu(OBu?)-ONSu [15 bzw. 14!
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Z-A:sn-ONp (19] H-Lys-OH [20]
Boc

|
Z-Asn-Lys-OH [19-20]

Z-Gly-ONSu [21]  H-GIn-OBu’-DBSA [22b}

Z-Gly-GIn-OBu? [21-22a]

lH,/Pd

H-Gly-GIn-OBu’-DBSA (21-22b]

Zy

|
Z-Arg-ONSu [18]
[

l DCCD/HONSu

Boc

|
Z-Asn-Lys-Gly-GIn-OBu? [19-22a]

lH,/Pd

Boc

|
H-Asn-Lys-Gly-GIn-OBu? [19 - 22b]
J

l

Zy

Boc

Z-Arg-Asn-Lys-Gly-Gin-OBu’ [18 - 22a]

] H,/Pd;HBr

HBr

Boc

|
H-Arg-Asn-Lys-Gly-GIn-OBu?-HBr [18 - 22b](I)

Syntheseschema 1: Fragment I (Teilsequenz 18- 22).

als jeweilige Kopfkomponente konnte letztlich
Fragment II, d.i. Z-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Lys-
(Boc)-Glu(OBu?)-OH [14- 17 a] erhalten werden
(s. Schema 2).

Teilsequenzen 12- 13 (Fragmente III fiir beide
Analoga)

Die Herstellung dieser Teilstiicke fir beide Ana-
loga, d.s. Z-Arg(Z,)-Nle-OH [NMo12-13] bzw.
Z-Arg(Z,)-Leu-OH [LMo12-13], konnte jeweils
in ca. 86 proz. Ausbeute durch Aminoacylierung
von Norleucin bzw. Leucin mittels Z-Arg(Z,)-
-ONSu [12] bewerkstelligt werden (s. Schema 3).

Teilsequenz 9- 11 (Fragment1V)

Im Zuge unserer Sekretin-Synthese hatten wir
das Dipeptid H-Leu-Gln-OH aufgebaut!8]; es

konnte jetzt als Sequenzbruchstiick [10- 11] fir
die Synthese der beiden Motilin-Analoga Verwen-
dung finden. Ankniipfung von Z-Glu(OBu?)-
-ONSu [9] an das Dipeptid [10 - 11] fithrte in

74 proz. Ausbeute zum Fragment IV, d.i. Z-Glu-
<(OBu?)-Leu-GIn-OH [9 - 11] (s. Schema 3).

Teilsequenz 14 - 22 (Hauptfragment I - 1I)

An das carboxylendstidndige Fragment I, d.i.
H-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gin-OBu? - HBr
[18-22b], wurde unter Anwendung der Dicyclo-
hexylcarbodiimid-N-Hydroxysuccinimid-Tech-
nik(5:6] das Fragment II, d.i. Z-Glu(OBu?)-
-Glu(OBu*)-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-OH [14 - 17 a],
mit bestem Erfolg angekniipft; der erhaltene
N-Benzyloxycarbonyl-nonapeptid-tert.-butylester
[14-22a] lieR sich durch katalytische Hydrogeno-
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OBu’

I
Z-('}lu-ONSu [15]

Boc OBu’
|
Z-Lys-ONSu (16] H-Glu-OMe (17]
[— J
Boc OBu’
Z-Lys-Glu-OMe (16 - 17a]
lNaOH
Boc (lJBu’
Z-Lys-Glu-OH [16-17b)
lH,/Pd
Boc OBu’

H-Lys-Glu-OH [16-17¢c]
J

OBu’ Boc OBu?

Z-Glu—Lys-Glu-OH [15-17a]

lH,/Pd

OBu’

I
Z-Glu-ONSu [14]
L

OBu’ OBu? Boc OBu’?

|
Z-Glu—Glu—Lys-Glu-OH (14 - 17a}(1l)

Syntheseschema 2: Fragment II (Teilsequenz 14 -17).

lyse einwandrei in H-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-
-Lys(Boc)-Glu(OBu*)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-
-Gly-GIn-OBu? [14 - 22b] iiberfithren (s. Sche-
ma 3).

Teilsequenzen 9 - 22 (Hauptfragmente I - 1V fiir
beide Analoga)

Der Anbau der Fragmente III, d.s. Z-Arg(Z,)-
-Nle-OH [NMo12-13] bzw. Z-Arg(Z,)-Leu-OH
[LMo12-13], auf das erstellte Nonapeptid-ester-
Derivat [14-22b] gelang wiederum unter An-
wendung des Wiinsch-Weygand-Verfahrens!5:61
eindeutig: Z-Arg(Z,)Nle-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-
-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-
-Gly-GIn-OBu? [NMo12-22a] und das Leucin-Ana-

OBu’ Boc OBu’

H-Glu—Lys-Glu-OH [15-17b]
|

logon [LMo12-22a] liefen sich beide in der er-
wiinschten Reinheit isolieren.

Einwirkung von katalytisch erregtem Wasserstoff
auf die beiden Undecapeptid-Derivate [NMo12-
22aund LMo12-22a] fihrte zur Entfernung der
drei Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppen; nach je-
weiliger Neutralisation der freigesetzten Guanidi-
no-Funktionen an beiden Peptid-Derivaten mit
Bromwasserstoffsiure (gleichzeitig wihrend der
Hydrierung vorgenommen) konnten H-Arg(HBr)-
-Nle-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-
-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gln-OBu?
[NMo12-22b] wie auch das Leucin-Analogon
[LMo012-22b] in Form der Hydrobromide gewon-
nen werden.
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Ankondensation des Fragmentes 1V, d.i.
Z-Glu(OBu?®)-Leu-GIn-OH [9- 11}, an die beiden
Undecapeptid-tert.-butylester verlief nach dem
von Ké6nig und Geiger!7! modifizierten Wiinsch-
Weygand-Verfahren!5:6] (N-Hydroxybenzotriazol
anstelle von N-Hydroxysuccinimid) erfolgreich:
Aus den Verkniipfungsprodukten, d.s. die beiden
Tetradecapeptid-Derivate [NMo09-22a] bzw.
[LMo09-22a] waren nach hydrogenolytischer Ab-
spaltung der Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppen
H-Glu(OBu?)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Nle-Glu(OBu?)-
-Glu(OBu?)-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-
-Lys(Boc)-Gly-Gin-OBu? [NM09-22b] sowie das
Leucin-Analogon [LM09-22b] jeweils in Form
der Hydrobromide und Tetrahydrate zugiinglich
(s. Schema 3).

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fir
eine Beihilfe im Rahmen des Schwerpunktprogramms
,.Synthese makromolekularer Naturstoffe* zu Dank ver-
pflichtet.

Unseren technischen Assistenten Herrn H. Stocker und
Herrn J. Musiol danken wir fiir ihre ausgezeichnete Mit-
arbeit, Fraulein R. Scharf fir die Ausfiihrung der Amino-
sdureanalysen. Die Elementaranalysen wurden im mikro-
analytischen Laboratorium der Abteilung (Leitung

Dr. P. Thamm) durchgefiihrt.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert; sie wurden in
offenen Kapillaren im Apparat nach.Dr. Tottoli bzw. im
Gerit , Mettler FP1* bestimmt. Die spezifischen Dreh-
werte wurden im lichtelektrischen Polarimeter der Fir-
ma Zeiss bzw. im Perkin-Elmer 241MC ermittelt. Der
chromatographische Reinheitstest der Zwischen- und
Endprodukte erfolgte nach den iiblichen Verfahren der
Diinnschicht- bzw. Papierchromatographie jeweils min-
destens mit zwei Losungsmittelsystemen. Die Ausfih-
rung der Aminosiureanalysen geschah nach der Metho-
de von Stein und Moore (Beckmann 120B mit Digital-
Integraph bzw. Multichrom B), der CHN-Analysen mit-
tels des ,,Elemental Analyzer*‘ Perkin-Elmer 240. Die
Ausgangsaminosiuren wurden von der Fa. Fluka AG,
Buchs/Schweiz bezogen.

1) Benzyloxycarbonyl-L-glutamin-tert.-butylester
[22a)9]
140 g Z-Gin-OH werden in 1500 cm3 Essigsiure-tert.
butylester suspendiert und mit 125 g konz. Schwefel-
siure und 2.5 cm3 Oleum (65%) unter Riihren versetzt.
Nach 3stdg. Rithren bei Raumtemp. wird mit Essigsdure-
dthylester verdiinnt, mit Kaliumhydrogencarbonat-Lo-
sung extrahiert, mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsul-

fat getrocknet und im Vak. eingeengt. Der Riickstand
kristallisiert aus Ather. Schmp. 92-93 °C; [a]zDo:
~20.55 0.5 ° baw. [ald): — 24.42° (¢ = 1; in Atha-
nol). Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/-
Wasser (35:35:30); Ausb. 103 g (61%).
C7H,4N,05 (336.3)
Ber. C60.70 H7.19
Gef. C60.72 H7.20

N 8.33
N 8.26

2) L-Glutamin-tert.-butylester-Bis(phenylsulfonyl)-
ammoniumsalz [22b]
103 g Z-Gin-OBu’ [22a] in 1500 cm3 Methanol werden
unter Zutropfen einer methanolischen Losung von 91 g
Bis(phenylsulfonyl)amin bei pH 3.5 hydrogenolytisch
entacyliert. Das Filtrat vom Katalysator wird im Vak.
eingeengt und der dlige Riickstand aus Essigsdure-ithyl-
ester/Ather kristallisiert. Farbloses Pulver aus wenig Me-
thanol/Ather. Schmp. 136 - 137 °C; []30: +10.38 +
0.5° bzw. [alggéz +11.41° (¢ = 1; in Methanol). Chro-
matographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser
(35:35:30) und n-Butanol/Essigsaure/Wasser(3:1:1);
Ausb. 130 g (87%).
CgHgN,03-C,H | NO4S, (499.6)
Ber. C5049 HS585 N84l
Gef. C5049 HS5.79 NB836

$12.84
$12.90

3) Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-glutamin-tert.-butylester
[21-22a]
115 g H-GIn-OBu®- DBSA |22b) werden in 800 cm3 Di-
chlormethan suspendiert, mit 32.2 cm3 Tridthylamin
und nach 10 min mit 70.5 g Z-Gly-ONSu (21} versetzt.
Man riihrt anschlieend 24 h bei Raumtemp., engt die
klare Lésung im Vak. ein und nimmt den 6ligen Riick-
stand in Essigsiure-ithylester auf. Zur Entfernung nicht
umgesetzter Ausgangssubstanzen wischt man ausrei-
chend mit Citronensidure-Losung, Kaliumhydrogencarbo-
nat-Losung und Wasser, trocknet iiber Natriumsulfat und
dampft im Vak. zu einem farblosen Ol ein. Chromato-
graphisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser
(35:35:30). Ausb. 87 g (93%).

4) Glycyl-L-glutamin-tert.-butylester-Bis(phenylsulfonyl)-

ammoniumsalz (21 -22b]
80 g Z-Gly-GiIn-OBu* [21-22a] in 900 cm® Methanol
werden unter Zutropfen einer methanolischen Losung
von 60 g Bis(phenylsulfonyl)amin bei pH 3.5 hydrogeno-
lytisch entacyliert. Das Filtrat vom Katalysator wird im
Vak. eingeengt; der dlige Riickstand erstarrt beim Verrei-
ben mit Petrolither. Farbloses Pulver vom Schmp. 92°C
(Zers.); [a]0: — 8.5 baw. [a]20¢: — 9.7° (¢ = I; in Me-
thanol). Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyri-
din/Wasser (35:35:30); Ausb. 110 g (98%).
Cy1H,1N304:-CoH | NO4S; (556.6)

Ber. C49.64 HS5.80 N10.07

Gef. C49.70 HS5.89 N.9.65

311.54
S 11.51
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5) Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-N €-tert.-

butyloxycarbonyl-L-lysin [19 - 20]
51 g H-Lys(Boc)-OH [20] werden als Benzyltrimethyl-
ammoniumsalz (Trition B) in 700 cm3 Dimethylforma-
mid mit 81 g Z-Asn-ONp [19] umgesetzt. Nach Zugabe
von 16.1 cm3 Pyridin wird 48 h bei Raumtemp. geriihrt
und anschlieBend das Dimethylformamid im Vak. ent-
fernt. Bei der Verteilung des Riickstandes zwischen Es-
sigsaure-dthylester und Kaliumhydrogensulfat-Losung
entsteht ein fein kristallisierter Niederschlag. Farblose
Kristalle aus Athanol/Petrolather Schmp. 174 - 175 °C;
la]F%: +13.8+ 0.5° bzw. [«|30g: +16.7° (c = L;in Py-
ridin). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert.-Buta-
nol/Essigsdure (3:2:1); Ausb. 70 g (71%).
C,3H34N403g (494.5)

Ber. C55.85 H6.93

Gef. C55.68 H6.92

N11.33
N11.29

6) Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-N €-tert.-butyl-
oxycarbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-tert.-butylester
[19-22a]

61.5 g H-Gly-GIn-OBu'- DBSA [21-22b] und 54.5 g

Z-Asn-Lys(Boc)-OH [19-20) in 700 cm3 Dimethylfor-

mamid werden unter Riihren bei 0 °C mit 15.5 cm3 Tri-

dthylamin und nach 15 min mit 13 g N-Hydroxysuccin-

imid und 23 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach

34 stdg. Rithren bei Raumtemp. wird der Dicyclohexyl-

harnstoff abfiltriert und das Losungsmittel im Vak. ent-

fernt. Der Riickstand kristallisiert nach Zugabe von Es-
sigsdure-ithylester. Farblose Kristalle aus Methanol/-

Wasser und 2- Propanol/Essngsaure-athylester Schmp.

155 - 156 °C; o] — 208 x 0.5° bzw. [a]3Qq: — 24.9°

(c=1;in Athdnol) Chromatographisch rein in n-Buta-

nol/Essigsdure/Wasser (3:1:1); Ausb. 63 g (78%).

C34Hs3N40; (735.8)

Ber. C55.50 H7.26
Gef. C55.26 H7.18

N13.33
N 13.27

7) L-Asparaginyl-N€-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-
glycyl-L-glutamin-tert.-butylester-hydrochlorid
[19-22b]

4758 Z-Asn~Ly:(Boc)-GIy-Gln-OBut [19-22a} in

800 cm3 Methanol werden unter Zutropfen von

25.2 cm> methanolischer Chlorwasserstoff-Losung

(2.5N) wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert. Das Fil-

trat vom Katalysator wird im Vak. eingedampft, der

Slige Riickstand mit Ather verrieben. Faxbloses Pulver.

Schmp. 98°C; [a}p’: +9.5° bzw. [a)3f: +10.8° (= 1;

in Methanol). Chromatographisch rein in n-Butanol/-

Essigsaure/Wasser (3:1:1); Ausb. 40 g (97%).

CaeHa7N709-HCI (638.1)
Ber. C48.94 H7.58
Gef. C48.68 H7.85

N 15.36 C15.56
N15.11 C15.49

8) N® N8 NW.Tris(benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-L-
asparaginyl-N €-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-
glycyl-L-glutamin-tert.-butylester [18 - 22a]

33.68 g Z-Arg(Z5)-ONSul10) (18] und 31. 9gHAsn-Lys-

(Boc)-Gly-Gin-OBut-HCI 19 - 22b] werden in 1000 cm3

Dimethylformamid geldst, die Losung auf 0 °C gekiihlt

und anschliefend unter Rithren mit 7 cm3 Tridthyl-

amin versetzt. Nach 24stdg. Riihren bei Raumtemp.

wird das Losungsmittel im Vak. entfernt, der Riickstand

aus Methanol/Wasser umgefillt und anschlieBend aus

Methanol umkristallisiert. Das erhaltene Produkt wird

mehrmals mit heiflem Essigsdure-dthylester gewaschen

und getrocknet Farbloses Pulver von []20: — 7.6° bzw.

)29 546° 9.4° (¢ = 1; in Essigsiure). Chmmatographl,sch

rein in n-Butanol/Essigsdure/Wasser (3:1:1) und n-Hep-

tan/tert.-Butanol/Essigsdure (5:1:1); Ausb. 46.5 g (80%).

Cs6H77N 11016 (1160.3)
Ber. C57.98 H.6.69
Gef. C57.70 H6.56

N 13.29
N 13.29

022.02
022.45

9) L-Arginyl(hydrobromid)-L-asparaginyl-N ¢-tert.-
butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-tert.-
butylester-hydrobromid-Dihydrat [18 - 22b]

46.4 g Z-Arg(Zy)- Asn-Lys(Boc) -Gly-Gin-OBut

[18-22a] in 1500 cm3 Dimethylformamid/Methanol

(2:1) werden unter Zutropfen von 80 cm3 1IN Brom-

wasserstoffsidure bei pH 4.5 wie iiblich hydrogenolytisch

entacyliert. Nach Entfernen des Katalysators wird das

Losungsmittel im Vak. abdestilliert und der Riickstand

aus Athanol/Didthylither umgefillt. Amorphe Sub-

stanz; la]m ~4.8° bzw. ["‘@26: —6.05° (c=1;in

80 proz. Esslgseiuxe). Chromatographisch rein in n-Buta-

nol/Essigsiure/Wasser (3:1:1) und Amylalkohol/Pyri-

din/Wasser (35:35:30); Ausb. 37 g (98%).

C32H59N 11019 2HBr-2H,0 (955.8)
Ber. C40.21 H6.85 N16.12
Gef. C40.56 H6.93 N15.89

Br 16.72
Br16.51

10) N*-Benzyloxycarbonyl-N ¢-tert.-butyloxycarbonyl-
L-lysyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-o-methylester
[16-17a)

24 g Z-Lys(Boc)-ONSu [16] und 12.7 g H-Glu(OBuY)-

-OMe-HCI (17] in 400 cm® Dioxan werden bei 5 °C un-

ter Rithren mit 7 cm? Tridthylamin versetzt. Nach

12stdg. Rijhren bei ca. 20 °C wird die Lésung im Vak.
eingedampft und der Riickstand zwischen Essigsdure-
athylester und Wasser verteilt. Die organische Phase wird
nacheinander sorgfiltig mit verd. Kaliumhydrogensulfat-

Lésung, Wasser, verd. Kaliumhydrogencarbonat-Losung,

Wasser und gesitt. Natriumchlorid-Lsung gewaschen,

iiber Natriumsulfat getrocknet und im Vak. eingedampft.

Der erhaltene Riickstand kristallisiert aus Diisopro; %Jyl

dther. Schmp. 82 - 83 °C; (at]20 —17.3° bzw. [°‘]546

—20.7° (¢ = 1; in Methanol). Chromatograph)sch rein in
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Cyclohexan/Chloroform/Essigsdure (45:45:10); Ausb.
26 g (90%).
Co9H45N309 (579.7)
Ber. C60.09 H7.82
Gef. C60.12 H7.80

N7.24
N7.28

11) N®-Benzyloxycarbonyl-N -tert.-butyloxycarbonyl-
L-lysyl-L-glutaminsiure-y-tert.-butylester [16-17b]
25.2 g Z-Lys(Boc)-Glu{OBu')-OMe [16 - 173] in 400 cm?
Dioxan/Wasser (ca. 4:1) werden durch Zutropfen von
45 cm3 1N NaOH in Gegenwart von Thymolphthalein
als Indikator im Laufe von 3 h titrimetrisch verseift.
Nach Zugabe von 20 cm3 IN HCI wird das Dioxan im
Vak. weitgehend abgedampft, der Riickstand mit
500 cm3 Essigsiure-dthylester iiberschichtet und mit
25 cm3 1N HCl versetzt. Die organische Phase wird ab-
getrennt und mit 1IN KHCO3-Losung erschopfend ex-
trahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit 500 cm3
Essigsdure-dthylester iiberschichtet und mit 1N H,SO4
bis pH 3 angesduert. Die Essigesterphase wird mit Was-
ser und ges. Natriumchlorid-Losung sulfatfrei gewaschen
und nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat im Vak. ein-
gedampft. Der erhaltene Riickstand kristallisiert bei
0 °C aus Essigsiure-ithylester/Petrolither (40- 60 °C).
Schmp. 108- 110 °C; [a]lz)o: —9.1° bzw. [alggé:
—10.9° (¢ = 1; in Methanol). Chromatographisch rein in
Cyclohexan/Chloroform/Essigsiure (45:45:10); Ausb.
21.7 g (90%).
C,8H43N304 (565.7)
Ber. C59.45 H7.66
Gef. C59.90 H7.87

N7.42
N17.70

12) N€-tert.-Butyloxycarbonyl-L-lysyl- L-glutaminsiure-

~-tert.-butylester [16-17c]
21.0 g Z-Lys(Boc)-Glu{OBuY)-OH {16 - 17b] in 600 cm?
Methanol/Wasser (ca. 8: 2) werden wie iiblich in Gegen-
wart von Palladiumschwarz als Katalysator hydrogeno-
Iytisch entacyliert. Die vom Katalysator befreite Losung
wird im Vak. zur Trockene eingedampft und aus Metha-
nol/Diisopropylather umkristallisiert. [zx]IZ)o: +24.2°
bzw. []23¢: + 28.9° (¢ = 1; in Methanol). Chromato-
graphisch rein in Methanol/Chloroform (1: 3); Ausb.
16.0 g (95%).
Co0H37N307 (431.54)

Ber. CS55.66 HB38.64

Gef. C55.50 HB8.80

N9.73
N9.7§

13) Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-
NE<-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl- L-glutaminsiure-
~y-tert.-butylester [15-17a]

16.0 g Z-Glu{OBu?)-ONSu [15] und 15.5 g H-Lys(Boc)-

-Glu(OBu')-OH [16-17¢} in 200 cm3 Dimethylforma-

mid werden bei — 5 °C unter Riihren mit 5 cm3 Tridthyl-

amin und 4 cm3 Pyridin versetzt. Nach 24 stdg. Riihren
bei 20 °C wird das Losungsmittel im Vak. abgedampft,
der Riickstand zwischen 800 cm3 Essi ithylester
und Wasser verteilt und mit 1N H,SO4 auf pH 2.5 ge-
stellt. Die Essigesterphase wird zweimal mit je 100 cm3
0.5N KHCO3-Lésung geschiittelt, dann mit verd. Ka-
liumhydrogensulfat-Losung bis zur sauren Reaktion be-
handelt, mit Wasser, gesatt. Natriumchlorid-Losung ge-
waschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und schlieBlich
im Vak. eingedampft. Der Riickstand kristallisiert aus
Essigsdure-dthylester/Petroldther (40: 60). Schmp.
99-102°C; [o]30: - 6.9° bzw. (o] 20¢: - 8.1° (c = 1;
in Dimethylformamid). Chromatographisch rein in Cy-
clohexan/Chloroform/Essigsdure (45:45:10) und n-Hep-
tan/tert.-Butanol/Essigsdure (5:1:1); Ausb. 24.7 g
(91.5%).
C37H5gN40;, (750.9)

Ber. C59.18 H17.78

Gef. C5890 H7.70

N 7.46
N7.32

14) L-Glutamyl(y-tert.-butylester)-N €-tert.-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl-L-glutaminsdure-v-tert.-butylester
(15-17b)

24.5 g Z-Glu(OBuY)-Lys(Boc)-Glu{OBu?)-OH [15 - 17a]

in 1000 cm3 Methanol/Wasser (ca. 9:1) werden in Gegen-

wart von Palladiumschwarz katalytisch hydriert. Das Fil-
trat vom Katalysator wird im Vak. weitgehend einge-
dampft; dabei beginnt sich ein farbloses Produkt auszu-
scheiden. Die Fillung wird durch Zugabe von 300 cm3
dest. Wasser vervollstandigt, das erhaltene Material ab-
filtriert und im Vak. bei 35 °C iiber KOH und P40 ge-
trocknet. ]a]lz)o: +7.4° bzw. [a]§26: +9.1° (¢ =1;in

80 proz. Essigsdure). Chromatographisch rein in Metha-

nol/Chloroform (1:3) und n-Butanol/Essigsaure/Wasser

(6:2:2); Ausb. 18.5 g (92%).

Ca9H53N4040 (616.7)
Ber. C56.47 H849 NO9.00
Gef. C56.00 HB8.75 NO9.1S§

15) Benzyloxycarbony!-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-
L-glutamyl(y-tert.-butylester)-N €-tert.-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl-L-glutaminsdure-v-tert.-butylester
(14-17a] (Fragment II)

20.0 g H-Glu{OBu?)-Lys(Boc)-Glu{OBu?)-OH [15-17b]

und 14.5 g Z-Glu(OBu?)-ONSu [14] in 500 cm3 Di-

methylformamid werden bei — § °C unter Riihren mit

4.6 cm3 Triathylamin versetzt. Nach 15stdg. Riihren

wird das Losungsmittel im Vak. abgedampft und der

Riickstand in Essigsiure-ithylester aufgenommen. Die

Losung wird zweimal mit viel verd. Kaliumhydrogen-

carbonat-Losung geschiittelt, mit Kaliumhydrogensuliat-

Losung bis zur sauren Reaktion behandelt, mit gesitt.

Natriumchlorid-Losung gewaschen, iiber Natriumsulfat

getrocknet und letztlich im Vak. eingedampft. Der ernal-
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tene Riickstand wird aus Methanol/Wasser umkristalli-
siert. Schmp. 147 - 149 °C; [2]30: — 9.8° bzw. [a]2:
—12.3° (¢ = 1; in Dimethylformamid). Chromatogra-
phisch rein in Cyclohexan/Chloroform/Essigsiure
(45:45:10); Ausb. 22.3 g (75%).
Ca6H73N50;5 (936.1)
Ber. C59.02 H7.86
Gef. C58.70 HB8.04

N 7.78
N17.72

16) Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(y-tert.-butylester)-
L-glutamyl(~-tert.-butylester)-N ®-tert.-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl-L glutamyl(~-tert.-butylester)-L-
arginyl(hydrobromid)-L-asparaginyl-N -tert.-
butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-tert.-
butylester (14 -22a)

9.36 g Z-Glu{OBu?)-Glu(OBu?)-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-OH

(14 -17a} und 9.2 g H-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gin-

-OBu'-HBr (18- 22b] in 200cm?3 Dimethylformamid wer-

den mit 1.4 cm3 Tridthylamin sowie 2.3 g N-Hydroxy-

succinimid und nach Abkiihlen auf — 5 °C mit 3.1 g Di-

cyclohexylcarbodiimid versetzt. Man rijhrt die Reak-

tionsmischung 24 h bei 5 °C, danach 4 Tage bei Raum-

temperatur und destilliert das Dimethylformamid im

Vak. ab. Der Riickstand wird mehrmals mit Wasser di-

geriert und letztlich zwei- bis dreimal aus Methanol/Es-

sigsdure-athylester umgefillt. Farblose, amorphe Sub-
stanz (nach Trocknen bei 10™3 Torr/80 °C iiber P4O1q

von [a]B®: - 14.6 + 0.5° baw. [a]2Q4: — 17.4° (¢ = 1;

in Dimethylformamid). Chromatographisch rein in

n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyridin (60:6: 24 : 20) so-
wie n-Heptan/tert.-Butanol/Essigsdure (3:2:1) und

n-Heptan/n-Butanol/Pyridin (2:1:1); Ausb. 14.8 g (84%).

C7gH30N16024-HBr (1756.9)
Ber. C53.20 H7.60 N12.62 021.88 Br4.24
Gef. C53.32 H7.51 N12.53 021.86 Br4.5S

17) L-Glutamyl(y-tert.-butylester)-L-glutamyl(~-tert.-
butylester)-N €-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-L-
glutamyl(~-tert.-butylester)-L-arginyl(hydrobromid)-
L-asparaginyl-N €-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-
glycyl-L-glutamin-tert.-butylester-hydrobromid
[14-22b)

12.3 g Z-Glu(OBu?)-Glu(OBu*)-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-

-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-GIn-OBu® [14 - 22a] in

800 cm3 Methanol werden unter Zutropfen von 7 cm3

1N HBr (pH 5.5) wie iiblich katalytisch hydriert. Das

Filtrat vom Katalysator wird im Vak. eingedampft und

der Riickstand zweimal aus Athanol/Essigsdure-dthyl-

ester umgefillt. [0:]%02 —21.5 % 0.5° bzw. [alggét

—26.2° (¢ = 1; in Methanol); Ausb. 11.4 g (96 %).

CroH124N16022+ 2HBr (1703.7)

Ber. C49.34 H745 N13.15
Gef. C48.83 H7.48 N13.18

Br9.38
Br9.23

18) N®% N8, NW.Tris(benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-
L-norleucin [NMo12-13]
Eine Losung von 3.87 g Norleucin [13] in 29.7 cm3
IN NaOH, 40 cm3 Wasser und 200 cm3 Dioxan wird bei
10 °C mit 10 g Z-Arg(Z 5)-ONSu [12] versetzt und 8 h
bei Raumtemp. gerithrt. Danach wird Dioxan im Vak.
(Badtemp. 20 °C) entfernt, die wafrige Phase nach An-
sduern mit 1N HCl mehrmals mit Essigsdure-dthylester
extrahiert und die Essigesterphase zuerst mit 1IN HC]
und dann mit Wasser gewaschen. Das nach Entfernen
des Losungsmittels im Vak. erhaltene Material wird
nacheinander aus Methanol/Wasser und Essigsdure-athyl-
ester/Diisopropylither/Petrolather umgefillt. Schmp.
130 - 132°C; [o)3%: + 1.3° bzw. [o]23¢: +2.0° (¢ = 1;
in Essigsdure) oder [a]%o: +7.2° bzw. (a]§26: +8.4°
(¢ = 1; in Dimethylformamid). Chromatographisch rein
in n-Heptan/tert.-Butanol/Essigsidure (3:2:1) und Chlo-
roform/Methanol (9:1); Ausb. 8.8 g (86 %).
C36H43N504 (689.8)
Ber. C6269 H6.28
Gef. C6245 H6.28

N 10.15
N 10.16

19) N% N8, N.Tris(benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-L-
leucin* [LMo12-13}

30g Z-Arg(Z3)-ONSu [12) und 11.6 g Leucin [13] in

1500 cm3 Dioxan/Wasser (2:1) werden nach Zugabe

von 89 cm3 1N NaOH unter 18stdg. Rithren wie unter

18 beschrieben, umgesetzt und aufgearbeitet. Der Riick-

stand wird aus Athanol/Wasser und Essigsdure-dthyl-

ester/Didthylither/Petrolither umgefillt. Schmp.

126 - 128°C; (a]0: — 5.8 + 1° bzw. [«]2g: — 7.1°

(¢ = 1; in Essigsdure). Chromatographisch rein in n-Hep-

tan/tert.-Butanol/Essigsiure (5:1:1); Ausb. 26.6 g

(86.6 %).

C36H43N3504 (689.8)

Ber. C6269 H6.28 N10.15
Gef. C62.59 H641 N9.94
Aminosdureanalyse:
Arg Leu
Ber. | 1 1
Gef. | 1.00 | 1.00

20) N% N8 NY-Tris(benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-L-
norleucyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-L-glutamyl-
(-tert.-butylester)-N E-tert.-butyloxycarbonyl-L-
lysyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-L-arginyl-
(hydrobromid)-L-asparaginyl-N €-tert.-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-tert.-butylester
[NMo12-22a]

Eine Losung von 3.40 g H-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Lys-

(Boc)-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gln-

* Abgeidnderte Vorschrift nach Wiinsch et all11],
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-OBu®-HBr (14 -22b), 2.80 g Z-Arg(Z)-Nle-OH
[NMo12-13], 0.6 g N-Hydroxysuccinimid und 0.280 cm3
Tridthylamin in 200 cm3 Dimethylformamid werden bei
— 10 °C mit 0.825 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt
und 24 h bei 4 °C geriihrt. Nach weiterem 24 stdg. Riih-
ren bei Raumtemp. filtriert man vom ausgefallenen Di-
cyclohexylharnstoff ab, entfernt das Losungsmittel im
Vak. und fallt den Eindampf-Riickstand zweimal aus
Methanol/Essigsdure-dthylester um. Das erhaltene Ma-
terial wird sorgfaltig mit Wasser digeriert, abfiltriert und
getrocknet. [a]30: ~4.9° bzw. [a]24: - 6.9° (¢ = 0.7;
in Methanol). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert.-
Butanol/Essigsdure (3:2:1) und n-Butanol/Essigsdure/
Wasser (3:1:1); Ausb. 4.0 g (87%).
Cy06H165N2,030- HBr (2294.6)

Ber. C55.48 H.7.29 0120.92 N 12.82 Br3.48

Gef.C 55.24 H 7.27 02097 N 1262 Br3.20

21) N N8 NW.Tris(benzyloxycarbonyl)-L-arginyl-L-
leucyl-L-glutamyl(v-tert.-butylester)-L-glutamy!-
(y-tert.-butylester)-N €-tert.-butyloxycarbonyl-L-
lysyl-L-glutamyl(vy-tert.-butylester)-L-arginyl(hydro-
bromid)-L-asparaginyl-N €-tert.-butyloxycarbonyl-L-
lysyl-glycyl-L-glutamin-tert.-butylester [LM012-22a]

Eine Losung von 1.7 g H-Glu{OBuY)-Glu(OBu?)-Lys{Boc)-

-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gin-OBu* - HBr
[14-22b), 1.4 g Z-Arg(Z,)-Leu-OH [LMo12-13],0.3 g
N-Hydroxysuccinimid und 0.140 cm3 Tridthylamin in
100 cm3 Dimethylformamid-werden béi — 10 °C mit
0.412 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt und 24 h bei
4 °C gerithrt. Nach weiterem 24'stdg. Rithren bei Raum-
temp. filtriert manvom ausgefallenen Dicyclohexylharn-
stoff ab, entfernt das Losungsmittel im Vak. und fallt
den Eindampf-Riickstand aus Methanol/Essigsdure-athyl-
ester um. Das erhaltene Material wird sorgfiltig mit Was-
ser digeriert, abfiltriert und getrocknet. Chromatogra-
phisch rein in n-Heptan/tert.-Butanol/Essigsdure (3:2:1)
und n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1); Ausb. 1.94 g
(85%).

Aminosiureanalyse:
Lys | Arg | Asp | Glu | Gly | Leu
Ber. | 2 2 1 4 1 1
Gef. | 2.02 | 2.01 | 1.00 | 3.98 | 1.01 | 1.00

22) L-Arginyl(hydrobromid)-L-norleucyl-L-glutamyl(~-
tert.-butylester)-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-
N €-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-L-glutamyl(~y-
tert.-butylester)-L-arginyl(hydrobromid)-L-
asparaginyl-N €-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-
glycyl-L-glutamin-tert.-butylester-hydrobromid-
Dihydrat [NMo12-22b}

3.5 g Z-Arg(Z)-Nle-Glu(OBu?)-Glu(OBu*)-Lys(Boc)-

-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-Gln-OBu®

[NMo12-22a] in 800 cm3 Methanol werden unter Zu-
tropfen von 31 cm3 0.1N HBr bei pH ca. 4.5 mit kata-
lytisch erregtem Wasserstoff entacyliert. Dasvom Kata-
lysator befreite Filtrat wird im Vak. eingedampft und
der Riickstand aus Methanol/Essigsdure-ithylester um-
gefallt. [)30: —21.7 £ 0.5° bzw. {@]23¢: —25.6°
(¢ = 1; in Methanol); Ausb. 3 g (95%).
CgoH147N2;0424- 3HBr- 2H,0 (2090)

Ber. C47.12 H7.43 N14.07

Gef. C47.17 H7.45 N13.78

23) L-Arginyl(hydrobromid)-L-leucyl-L-glutamyi(~-
tert.-butylester)-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-N €-
tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-L-glutamyl(~-tert.-
butylester)-L-arginyl(hydrobromid)-L-asparaginyl-
NE-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycyl-L-
glutaimin-tert.-butylester-hydrobromid-Dihydrat

:-{LMo12-22b}

1.8 g Z-Arg(Z3)-Leu-Glu(OBu 1).Glu(OBu")-Lys(Boc)-

-GlufOBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-GIn-OBu®

[LMo12-22a] in 500 cm3 Methanol werden unter Zu-

tropfen von 15.70 cm3 0.1N HBr bei pH 4.5 mit kata-

lytisch erregtem Wasserstoff entacyliert. Das vom Kata-
lysator befreite Filtrat wird im Vak. eingedampft und
der Riickstand aus Methanol/Essigsiure-ithylester um-

gefillt. Ausb. 1.61 g (98%).

CgaH 147N21 044+ 3HBr- 2H,0 (2090)

Ber. C47.12 H7.43 N14.07
Gef. C47.20 H7.50 N 14.00

24) Benzyloxycarbonyl-L-glutamy!(~-tert.-butylester)-
L-leucyl-L-glutamin (9-11]
23.1 g H-Leu-Gin-OH [10- 11} werden in einem Lo-
sungsmittelgemisch aus 89.1 cm3 IN NaOH und Dioxan/
Acetonitril/Wasser (300: 300: 300) gelost und mit einer
Lésung von 7.5 g Natriumhydrogencarbonat in 100 cm3
Wasser versetzt. Nach Zugabe von 39 g Z-Glu(OBu?)-
-ONSu [9] in 200 cm3 Dioxan wird 24 h bei Raumtemp.
geriihrt. Nun werden die organischen Losungsmittel im
Vak. entfernt, die wifirige Phase mit 1N HClauf pH1-2
gestellt und anschlieBend mit viel Essigsiure-dthylester
extrahiert. Nach Neutral hen der Essi dthyl-
ester-Phase wird das Losungsmittel im Vak. abdestilliert
und der Riickstand aus Essigsdure-dthylester/ Dusopro—
pyldther umgefa]lt Schmp. 146 - 148 °C; [xx] -31.6
+ 0.5° bzw. [“1546 —38.1° (¢ =1;in Methanol) Chro-
matographisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser
(3:1:1) und n-Heptan/tert.-Butanol/Essigsiure (5:1:1);
Ausb. 38 g (74 %).

Cp5H42N400 (578.7)
Ber. C5812 H7.32 N9.68
Gef. C5805 H7.24 NO9.48
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25) Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(~y-tert.-butylester)-
L-leucyl-L-glutaminyl-L-arginyl(hydrobromid)-L-
norleucyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-L-
glutamyl(~y-tert.-butylester)-N €-tert.-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-L-
arginyl(hydrobromid)-L-asparaginyl-N €-tert.-
butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-tert.-
butylester-Dihydrat [NM09-22a]

2.7 g H-Arg(HBr)-Nle-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Lys(Boc)-

-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-GlIn-OBu?- HBr

[NMo12-22b}, 1.5 g Z-Glu(OBu?)-Leu-GIn-OH (9-11]),

0.182 cm? Tridthylamin und 0.405 g 1-Hydroxybenzo-

triazol in 200 cm3 Dimethylformamid werden bei

— 10 °C mit 0.577 g Dicyclohexylcarbodiimid versetzt

und anschlieBend 24 h bei 5 °C geriihrt. Nach

27) L-Glutamyl(~-tert.-butylester)-L-leucyl-L-glutaminy!-
L-arginyl(hydrobromid)-L-norleucyl-L-glutamyl(~-
tert.-butylester)-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-N €-
tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-L-glutamyl(~-tert.-
butylester)-L-arginyl(hydrobromid)-L-asparaginyl-
NE.-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-
tert.-butylester-hydrobromid-Tetrahydrat
[NMo09-22b)

2 g Z-Glu(OBu?)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Nle-Glu(OBu?)-

-Glu(OBu?)-Lys(Boc)-Glu(OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-

-Gly-GIn-OBu? [NM09-22a] in 800 cm3 Methanol wer-

den unter Zusatz von 8 cm3 0.IN HBr bei pH 4.5 durch

katalytische Hydrogenolyse entacyliert. Die vom Kata-
lysator befreite Losung wird eingedampft und aus Me-

Stagigen Riihren bei 20 °C dampft man das Lsungs-
mittel im Vak. ab und fallt den Riickstand zweimal aus
1600 cm3 Methanol/Essigsiure-ithylester (1:15) um.
Nach erneutem Umfillen aus 1050 cm3 Methanol/Ather
(1:20) wird das erhaltene Material abfiltriert, der Filter-
kuchen sorgfiltig mn Wasser digeriert und die wifirige
Phase dekantiert. [u] 1 —4. l° bzw l“‘1546 -5.7°
(c= O 8;in Methanol) oder [a] —12.7+ 0.5° bzw.
["‘]546 —15.8° (¢ = 0.6; in 80proz Essigsdure). Chro-
matographisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser
(3:1:1) und n-Heptan/tert.-Butanol/Essigsiure (3:2:1);
Ausb. 2.7 g (82%).
Cy10H187N25032 2HBr-2H,0 (2569.8)

Ber.C51.41 H7.57 N13.63 021.17 Bré6.22

Gef.C51.34 H7.60 N13.72 021.05 Bré6.01
Aminosiureanalyse:

Lys | Arg | Asp | Glu | Gly | Leu | Nle
Ber. | 2 2 1 6 1 1 1
Gef. | 2.02 1 1.98 | 1.00 | 6.06 | 0.98 | 0.98 | 1.00

26) Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(vy-tert.-butylester)-
L-leucyl-L-glutaminyl-L-arginyl(hydrobromid)-L-
leucyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-L-glutamyl(~-
tert.-butylester)-N -tert.-butyloxycarbonyl-L-
lysyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-L-arginyl-
(hydrobromid)-L-asparaginyl-N €-tert.-butyloxy-
carbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-tert.-butylester-
Dihydrat (LM09-22a)

1.56 g H-Arg(HBr)-Leu-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Lys(Boc)-

-Glu{OBu?)-Arg(HBr)-Asn-Lys(Boc)-Gly-GIn-OBu®- HBr

[LMo012-22b] und 0.87 g Z-Glu(OBu')-Leu-GIn-OH

[9-11] in 100 cm3 Dimethylformamid werden nach Zu-

satz von 0.105 cm3 Tridthylamin und 0.210 g 1-Hy-

droxybenzotriazol mit 0.320 g Dicyclohexylcarbodiimid

(wie in Beispiel 25 beschrieben) kondensiert. Ausb. 1.6 g

(83%).

Cy10H187N25032-2HBr- 2H,0 (2569.8)

Ber.C51.41 H7.57 N13.63 Bré6.22
Gef.C51.28 H7.55 N13.57 Bré6.15

thanol/F e-dthylester umgefillt. [a] -6.3°
bzw. [011546 —8.3°(c=0.7;in Methanol) Chmmato-
graphisch rein in n-Butanol/Essigsaure/Wasser (3:1:1);
Ausb. 1.86 g (94%).

C102H181N25030- 3HBr-4H,0 (2552.6)

Ber. C47.99 H7.58 N13.72
Gef. C47.81 H7.28 N13.69
Aminosdureanalyse:
Lys | Arg | Asp | Glu | Gly | Leu | Nle

Ber. | 2 2 1 6 1 1 1
Gef. | 1.99 1 1.98 ] 1.03 | 6.05 | 0.98] 0.97 | 1.01

28) L-Glutamyl(~-tert.-butylester)-L-leucyl-L-glutaminyl-
L-arginyl(hydrobromid)-L-leucyl-L-glutamyl(~-tert.-
butylester)-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-N -tert.-
butyloxycarbonyl-L-lysyl-L-glutamyl(~-tert.-
butylester)-L-arginyl({hydrobromid)-L-asparaginyl-
NE€-tert.-butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycyl-L-glutamin-
tert.-butylester-hydrobromid-Tetrahydrat
[LMo09-22b]

1.6 g dés erhaltenen Tetradecapeptid-Derivates

[LM09-22a] in 600 cm3 Methanol werden unter pH-

Stat-Bedingungen in bekannter Weise (wie im Beispiel 27)

katalytisch hydriert. Das vom Katalysator befreite Filtrat

wird im Vak. eingedampft und der Ruckstand aus Me-
thanol/Essngsaure-athylester umgefillt. [a] -53z:1°
bzw. [°‘]546 —7.2°(=0.7;in Methanol) Chromato-

graphisch rein in n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1);

Ausb. 1.5 g (96 %).

C102H18{N25030+3HBr-4H,0 (2552.6)

Ber. C47.99 H7.58 N13.72
Gef. C47.85 H7.30 N13.75
Aminosdureanalyse:

Lys | Aig | Asp | Glu | Gly | Leu
Ber. | 2 2 1 6 1 2
Gef.] 2.04 | 2.01 | 0.98 | 6.05 | 1.01 | 2.00
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