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Zur Synthese des [15-Leucin]Human-Gastrins I
I. Mitteilung: Erstellung der Teilsequenzen 1—5, 6—13 und 14—17*

Erich Wiinsch** und Karl-Heinz Deimer

(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1972)

Zusammenfassung: Die Synthese der drei ,,seiten-
kettenfunktions-maskierten* Teilsequenzen des
[15-Leucin]Human-Gastrins 1, d.5. <Glu-Gly-Pro-
-Trp-Leu-OH,Z-Glu(OBut?)-Glu(OBut?)-Glu(OBut)-

-Glu(OBut)-Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-OH und
H-Trp-Leu-Asp(OBuf)-Phe-NH»s, in einer zur
.,Fragmentverkniipfung* geeigneten Form wird
beschrieben.

The synthesis of [15-leucinelhuman gastrin I

Ist Communication: Preparation of the sequence fragments 1—5, 6—13 and 14— 17

Summary: Three fragments of the sequence of
[15-leucine]human gastrin I with masked side chain
functions were synthesized in a form suitable for
fragment coupling. The sequences were:

<Glu-Gly-Pro-Trp-Leu-OH; Z-Glu(OBu?)-Glu-
(OBu?)-Glu(OBu?)-Glu(OBut)-Glu(OBu?)-Ala-Tyr-
(Bu?)-Gly-OH; H-Trp-Leu-Asp(OBut)-Phe-NHs.

Die Isolierung eines die Magensekretion stark an-
regenden Wirkstoffs gelang Gregory und Tracy
1964[1] aus der Antrum-Schleimhaut von Schweine-
mégen. Im Zuge der Strukturaufklidrung stellte
sich heraus, daB dieses gewonnene Material aus
zwei Oligopeptiden, Gastrin | und Gastrin II,
bestand[2). Beide Hormone erwiesen sich als
homodet-homéomere Heptadecapeptide, wobei
Gastrin 11 lediglich durch einen zusitzlichen
Schwefelsdurerest auffiel (Sulfatbildung an der
phenolischen Hydroxylgruppe des Tyrosins in

* Teil der Dissertation K.-H. Deimer, Technische Uni-
versitdt Miinchen, Juli 1970.

** Postanschrift: Dr. E. Wiinsch, Max-Planck-Institut
fiir EiweiB- und Lederforschung, Abteilung fiir Peptid-
chemie, D-8 Miinchen 2, SchillerstraBe 46.
Abkiirzungen (s. Empfehlungen der IUPAC-IUB Com-
mission on Biochemical Nomenclature (1972) Biochem.
J. 126, 773—780): DCCD = N,N’-Dicyclohexylcar-
bodiimid; But = tert.-Butyl-; < Glu = 2-Pyrrolidon-5-
carbonsidure (Pyroglutaminsiure); OBut = -tert.-butyl-
ester-, ONp = -p-nitrophenylester; ONSu = -N-
hydroxysuccinimidester; OPhClz = 2,4,5-Trichlor-
phenylester; Z = Benzyloxycarbonyl-.

1 Gregory, R. A. & Tracy, H. J. (1964) Gut 5, 103.

% Gregory, R. A., Hardy, P. M., Jones, D. S., Kenner,
G. W. & Sheppard, R. C. (1964) Nature (London) 204,
931-933.

Position 12). Die nur wenig spiter isolierten und
strukturaufgekliarten beiden Human-Gastrinel3)
waren in ihrer Aminosiuresequenz den Hormonen
des Schweins sehr dhnlich: lediglich in Position 5
war ein Methionin- durch einen Leucinrest ausge-
tauscht.

Es ergab sich ferner, dal dascarboxyl-endstindige
Tetrapeptidamid H-Trp-Met-Asp-Phe-NHs das
biologische Wirkungszentrum des Hormons dar-
stellt4]; jede Veridnderung dieser Sequenz, mit
Ausnahme eines Austauschs von Methionin in
Position 15 durch Leucin, Norleucin oder Athio-
nin, bewirkte weitgehenden bzw. volligen Aktivi-
tatsverlust(®), Zum gleichen Ergebnis — sowohl
beim Tetrapeptidamid als auch Heptadecapeptid-
amid — fiihrte auch die Oxidation des Methionin-
restes in Position 15 zum Methioninsulfoxid[],

3 Gregory, R. A, Tracy, H. J. & Grossman, M. I. (1966)
Nature (London) 209, 583 —586.

4 Tracy, H. J. & Gregory, R. A. (1964) Nature (London)
204, 935—938.

5 Morley, J. S. (1967) Proc. 8th Eur, Peptide Symposium,
Nordwijk, Holland 1966 (Beyerman, H. C., Linde, A.
van de & Brink, W. M. van den, Hrsg.) S. 226 —234,
North Holland Publ. Co., Amsterdam; Morley, J. S. &
Smith, J. M. (1968) J. Chem. Soc. 1968, 726 —733.

6 Morley, J. S., Tracy, H. J. & Gregory, R. A. (1965)
Nature (London) 207, 1356 —1359.
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Diese beiden Fakten erzwangen formlich den Ver-
such der Synthese eines 15-Leucin-Analogons des
Human-Gastrins 1[7): die Gewinnung eines stabi-
leren Wirkstoffs bei gleichzeitig zu erwartenden
geringeren Schwierigkeiten im Ablauf der Syn-
theseroute.

Vorliegende Arbeit soll die Synthese von drei
Fragmenten wiedergeben, die letztlich durch Ver-
kniipfung mittels der racemisierungsfreien Wiinsch-
Weygandschen Carbodiimid-Hydroxysuccinimid-
Technik(8! zur Gesamtsequenz des [15-Leucin]-
Human-Gastrins 1 vereinigt werden kénnen. Alle
mehrfunktionellen Aminosiduren wurden ,,dritt-
funktions-maskiert* in die Synthese eingesetzt —
Tyrosin als tert.-Butylédther, die Aminodicarbon-
sduren, Glutaminsdure und Asparaginsiure, als
w-tert.-Butylester.

Z-Asp(OBuf)-ONSu (16)

Z-Trp-ONSu (14) H-Leu-OH (15)
| |

v
Z-Trp-Leu-OH (14 —15)
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I. Teilsequenz 14— 17: H-Trp-Leu-Asp(OBut)-Phe-
NHs

H-Phe-NH2 (17¢) — erhalten durch Umsetzung
von Z-Phe-OH (17a) mit Ammoniak vermittels des
Misch-Anhydrid-Verfahrens und anschlieender
hydrogenolytischer Abspaltung der Aminoschutz-
gruppe aus dem zuniichst gewonnenen Z-Phe-NHg
(17b) — zweckmaiBigerweise als Acetat isoliert,
wurde mit Z-Asp(OBut)-ONSu (16) in 94proz.
Ausbeute zu Z-Asp(OBut)-Phe-NHs (16— 17a)
vereinigt; dessen N-Demaskierung mittels kata-
Iytisch erregten Wasserstoffs unter gleichzeitiger
Titration der freiwerdenden Aminofunktion im
pH-Bereich 5,0 bis 5,5 mirt methanolischer Salzsédure
lieferte H-Asp(OBu?)-Phe-NHsy (16— 17b), isoliert
in Form des Hydrochlorids(®! (vgl. Schema 1).

Z-Phe-OH (17a) NH3
| |
L MAM
Z-Phe-NHs (17b)
l H./pd

H-Phe-NHz: (17¢)
| |

|

Z-Asp(OBut)-Phe-NHz (16— 17a)

H./Pd

H-Asp(OBut)-Phe-NHo (16— 17b)
|

DCCD
HONSu

Z-Trp-Leu-Asp(OBut)-Phe-NHz (14— 17a)
l H./Pd
H-Trp-Leu-Asp(OBut)-Phe-NHz (14~ 17b)

Schema 1. Synthese der Teilsequenz 14—17.

HONSu = N-Hydroxysuccinimid; DCCD = N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid. MAM = Misch-Anhydrid-Methode.

“Kurz nach Beginn unserer Arbeiten (Diplomarbeit und Dissertation K.-H. Deimer) gelangte uns die erste
Synthese des [15-Leucin]JHuman-Gastrins T von Kenner, Sheppard et al. zur Kenntnis: Kenner, G. W., Mendive,
& J. & Sheppard, R. C. (1968) J. Chem. Soc. 1968, 761 —764.

t Wiinsch, E. & Drees, F. (1966) Chem. Ber. 99, 110~120; Weygand, F., Hoffmann, D. & Wiinsch, E. (1966)

Z. Naturforsch. 21b, 426 —428.
¢ Deimer, K.-H., (1968) Diplomarbeit Univ. Miinchen.
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Zur Darstellung der ,,Dipeptid-Kopfkomponente*
Z-Trp-Leu-OH (14—15) lieB man Z-Trp-ONSu
(14) mit zwei Aquivalenten Leucin in wiBrigem
Dioxan unter Zusatz von gleichen Aquivalenten
Natronlauge reagieren. Die Vereinigung der beiden
Dipeptid-Derivate (14—15) und (16—17b) verlief
nach dem Wiinsch-Weygand-Verfahren ohne Kom-
plikationen: Z-Trp-Leu-Asp(OBu?)-Phe-NHs (14—

Bd. 353 (1972)

17a) konnte in chromatographisch und analytisch
reiner Form isoliert werden. Die folgende hydro-
genolytische Entacylierung zum H-Trp-Leu-Asp-
(OBu?)-Phe-NH» (14—17b) gab gute Resultate,
wenn die freigesetzte Aminogruppe wiederum
(s. 0.) sofort neutralisiert wurde. Die Ausbcute an
Tetrapeptidamid-hydrochlorid (14 — 17b) betrug ca.
429 uber alle Stufen (vgl. Schema 1).

II. Teilsequenz 6—13: Z-Glu(OBut)-Glu( O But)-Glu( OBut)-Glu( O But)-Glu( O But)-Ala-Tyr( But)-Gly-OH

Z-Tyr(Bu?)-OH (12) und H-Gly-OEt (13) wurden
nach dem Carbodiimid-Verfahren zu Z-Tyr-(Buf)-
Gly-OEt (12—13a) vereinigt; dessen alkalische
Verseifung fiihrte zu Z-Tyr(Bu?)-Gly-OH 12—
13b), das man durch katalytische Hydrogenolyse
zum Dipeptid-Derivat H-Tyr(Buw¥)-Gly-OH (12—
13c) entacylierte. Im stufenweisen Anbauverfahren

Z-Ala-ONSu (11)
I

unter Verwendung von Z-Ala-ONSu (11) und
fiinfmal Z-Glu(OBu?)-ONSu (10, 9, 8, 7, 6) wurde
dann genanntes Dipeptid (12—13c) zum chro-
matographisch und analytisch reinen Oktapeptid-
Derivat (6—13), d.i. Z-Glu(OBut!)-Glu(OBu?)-
Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Ala-Tyr(Bu?)-
Gly-OH, aufgestockt (vgl. Schema 2).

Z-Tyr(Bu‘)-OH (12) H-Gly-OEt (13)
| |

} pceo
Z-Tyr(Bu!)-Gly-OEt (12—13a)

NaOH
Z-Tyr(But)-Gly-OH (12—13b)

H,/Pd
H-Tyr(Bu’)-GlyI-OH (12—13c)

Z-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (11—13a)

Z-Glu(OBut)-ONSu (10)
|

L He/pa

H-Ala-Tyr(Bu)Gly-OH (11—13b)
|

v
Z-Glu(OBut)-Ala-Tyr-(But)-Gly-OH (10— 13a)

Z-Glu(OBu?)-ONSu (9)
|

H./Pd

H-Glu(OBut)-Ala-Tyr(Bu?)-Gly-OH (10— 13b)
|

Z-[Glu(OBuY))-Ala-Tyr(Bu!)-Gly-OH (9—13a)

| HuPa

Z-Glu(OBu!)-ONSu (8)
|

H-[Glu(OBut)Jz-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (9—13b)
|

Z-Glu(OBut)-ONSu (7)
|

Z-[Glu(OBu)]3-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (8 —13a)
H,/Pd
H-[Glu-(OBu)}J3-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (8 —13b)
) |

Z-Glu(OBut)-ONSu (6)
|

Z-[Glu(OBut))1-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (7—13a)
H,/Pd
H-[Ghlu(OBut)Js-Ala-Tyr(Buf)-Gly-OH (7—13b)
|

Z-[Glu(OBu)]5-Ala-Tyr(Buf)-Gly-OH (6—13)

Schema 2. Synthese der Teilsequenz 6—13.
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Z-Trp-Leu-OH (4-—5a)

l H./Pd

H-Trp-Leu-OH (4—5b)
|
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Z-Gly-Pro-OH (2—3a)
l DCCD
HONSu

Z-Gly-Pro-ONSu (2—3b)
I

|

Z-Gly-Pro-Trp-Leu-OH (2—5a)
J Hu/pd

<Glu-OPhCls (1)
] |

|

< Glu-Gly-Pro-Trp-Leu-OH (1—5)

Schema 3. Synthese der Teilsequenz 1—35.
OPhClg = 2,4,5-Trichlorphenylester.

H-Gly-Pro-Trp-Leu-OH (2—5b)

III. Teilsequenz 1 —5: <Glu-Gly-Pro-Trp-Leu-OH

H-Trp-Leu-OH (4—5b) war bequem zuginglich
durch hydrogenolytische Entacylierung von Z-Trp-
Leu-OH (4—5a), dessen Darstellung bereits unter
1. gegeben wurde [vgl. (14 —15)]. Entgegen den Er-
wartungen lieB sich Z-Gly-Pro-OH (2—3a) ohne
Komplikationen in den ,,aktiven"* N-Hydroxy-
succinimidester (2—3b) (iberfithren; weder im
Verlauf der Aufarbeitung noch der Lagerung
wurde Zersetzung oder Diketopiperazin-Bildung,
wie im Falle des Z-Gly-Pro-ONp, beobachtet[10],
Die Umsetzung von Z-Gly-Pro-ONSu (2 —3b) mit
dem freien Dipeptid (4 — 5b) unter iiblichen Bedin-
gungen erbrachte in hoher Ausbeute und bester
Reinheit Z-Gly-Pro-Trp-Leu-OH (2—5a). Hydro-
genolytische Abspaltung der Z-Schutzgruppe liel
ein leicht zu reinigendes freies Tetrapeptid (2 — 5b)
anfallen, dessen anschlieBende Verkniipfung mit
<Glu-OPhCI3(1) das gewiinschte Peptidfragment,
d.i. <Glu-Gly-Pro-Trp-Leu-OH (1—35), ergab
(vgl. Schema 3).

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir
cinc hohe Sachbeihilfe im Rahmen des Schwerpunkt-
programms ,,Synthese makromolekularer Naturstoffe*
zu Dank verpflichtet.

Herrn H. Stocker danken wir fiir seine wertvolle tech-
nische Mitarbeit. Die Elementaranalysen wurden im
Mikroanalytischen Laboratorium der Abteilung (Leitung
W. Beck) ausgefiihrt.

10 Wiinsch, E. (1963) in Peptides, Proc. Sth Eur.
Symposium, Oxford 1962 (Young, G. T., Hrsg.) S.
89—91, The Macmillan Company, New York;
Goodman, M. & Stueben, K. C. (1962) J. Amer. Chem.
Soc. 84, 1279.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden im Apparat nach Dr. Tottoli
bestimmt; sie sind nicht korrigiert. Die spezifischen
Drehwerte wurden im lichtelektrischen Polarimeter der
Fa. Carl Zciss (Modell LEP-A1) ermittelt; die Werte
der D-Linie wurden berechnet*!11], Die chromato-
graphischen Reinheitstests erfolgten nach den Ver-
fahren der Diinnschichtchromatographie mit Kieselgel-
G nach Stahl der Fa. E. Merck als Sorptionsschicht.

1. Synthese der Teilsequenz 14— 17

1. Benzyloxycarbonyl-L-phenylalaninamid (17b)121

Zu 29,9 g (100 mMol) Z-Phe-OH. (17a) und 11,1 m/
(100 mMol) N-Methylmorpholin in 400 m/ absol.
Tetrahydrofuran werden bei —150C unter Riihren
tropfenweise 9,6 m/ (100 mMol) Chlorameisensidure-
idthylester gegeben. Nach 5 min fiigt man bei —10°C
7,8 ml konz. Ammoniaklésung (D = 0,91) auf einmal
zu. Das Reaktionsgemisch wird 2 h gerithrt und 12 h
bei Raumtemperatur stehengelassen. Das Losungs-
mittel wird ca. zur Hilfte im Vak. abdestilliert, die
Mischung unter Rithren mit 500 m/ Wasser versetzt
und anschliefend im Vak. auf cin kleineres Volumen
eingeengt. Das ausgefallene farblose Produkt wird ab-
filtriert, mit Wasser gewaschen und letztlich bei 40°C

o2
coy
ol — o

*ap = ; Ol = 05465 02 = 0578

% vgl. Lc.l11l,

—2 - 413727
oL — o2
11 Fligge, J. (1964) Grundlagen der Polarimetrie, Carl
Zciss, Oberkochen/Wiirtt., Firmenschrift, S. 89.

12 Fruton, J. S. & Bergmann, M. (1942) J. Biol. Chem.
145, 253 —265.
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iber P05 getrocknet. Aus Essigester/Petrolither
(40—60°C) Schmp. 164—165°C; [«]¥': —4,90 bzw.
[«)i%: —6,00 (c = 1,5, in 80proz. Essigsdure). Chro-
matographisch rein in Cyclohexan/Chloroform/Eis-
essig 45:45:10. Ausb. 27,3 g (91% d. Th.).

2. L-Phenylalaninamid-acetat (17¢x AcOH)

26 g (87 mMol) Z-Phe-NHz (17b) in 500 m/ 80proz.
Essigsiiure werden in Gegenwart von Palladiumschwarz
hydrogenolytisch entacyliert. Nach beendeter Reaktion
wird das Filtrat im Vak. vollstindig eingedampft. Das
verbleibende Ol kristallisiert aus Essigester in farblosen
Nadeln. Schmp. 116—117°C; [«]i’: +17,50 bzw.
[e]3: +20,70(c = 1,0, in Wasser). Chromatographisch
rein in Chloroform/Methanol 3:1. Ausb. 17,6 g (90%
d. Th.).

3. Benzyloxycarbonyl-L-asparagyl(B-tert.-butylester)-L-
phenylalaninamid (16 — 17a)

16,2 g (72 mMol) H-Phe-NH2 x AcOH (17c x AcOH)
und 8 m/ (72 mMol) N-Methylmorpholin in 500 m/
Methylenchlorid werden bei —59C mit 30,4 g (72 mMol)
Z-Asp(OBut)-ONSu (16)(13] versctzt. Die Reaktions-
mischung wird nach 14stdg. Rithren im Vak. einge-
dampft, der verbleibende Riickstand zwischen Essig-
ester und Wasser verteilt, dic abgetrennte Essigester-
phase nacheinander mit Wasser, verd. Kaliumhydrogen-
carbonat- und verd. Kaliumhydrogensulfatlosung ge-
waschen. Nach dem Trocknen tiber Natriumsulfat wird
das Losungsmittel im Vak. abgedampft. Der Riickstand
kristallisicrt aus Essigester. Schmp. 159 —160°C; [«)i:
—30,79 bzw. [«]2;: —358° (¢ = 1,5, in Athanol).
Chromatographisch rein in n-Butanol/Eisessig/Wasser
6:2:2. Ausb. 31,9 g (94% d. Th.).
Ca5H31N306 (469,55) Ber. C 63,95 H 6,66 N 8,95
Gef.C 64,10 H 6,50 N 9,15

4. L-Asparagyl(B-tert.-butylester)-L-phenylalaninamid-
hydrochlorid (16 — 17b-Hydrochlorid )

30,0 g (64 mMol) Z-Asp(OBut)-Phe-NHz (16—17a) in
600 m/ Methanol werden unter gleichzeitigem Zu-
tropfen von 64 m/ 1N methanol. Salzsidure bei pH 5,5
wie Ublich katalytisch hydriert. Nach dem Abfiltrieren
des Katalysators wird die Lésung im Vak. eingedampft:
es verbleibt cin Ol. Aus dessen itherischer Losung tritt
auf Zusatz von Petrolither (40—600C) Kristallisation
ein. Die gebildete Fillung wird abfiltriert und im Vak.
iber P2O3 und KOH getrocknet. Schmp. 181°C (Zers.);
[a]: +15,40 bzw. [«]3: +19,10 (¢ = 1,5, in Metha-
nol). Chromatographisch rein in n-Butanol/Eisessig/
Wasser 6:2:2. Ausb. 21,9 g (92% d. Th.).

C17H26N304Cl (371,88)
Ber. C5491 H 7,05 N 11,30 Ci9,53
Gef. C 54,75 H 7,00 N 11,20 Cl19,45

13 Wiinsch, E. & Zwick, A. (1966) Chem. Ber. 99,
105—1009.
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5. Benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-leucin (14— 15)!14]

26,2 g (200 mMol) Leucin in 200 m/ 1N Natronlauge
werden bei 0°C unter Riihren langsam mit 44,5g Z-Trp-
ONSu (oliges Rohprodukt)* in 250 m/ Dioxan versetzt.
Nach 48 h Reaktionsdauer wird von ausgefallenem
freien Leucin abfiltriert, das Dioxan im Vak. weitgehend
abgedampft, die wiBrige Lésung mit Essigester tber-
schichtet und schlieBlich mit 100 m/ 2N Schwefclsdure
angesduert. Die Essigesterphase wird gut mit 0,5N
Schwefelsiure und Wasser gewaschen, Gber Natrium-
sulfat getrocknet und letztlich im Vak. cingedampft.
Der Rickstand kristallisiert aus Athanol/Wasser.
Schmp. 146~ 148°C; (Lit. 144 —146°C); [«]}’: —27,40
bzw. []3%: —33,9° (¢=1,7. in Dimethylformamid).
Chromatographisch rein in Chloroform/Methanol 3:1
und Amylalkohol/Pyridin/Wasser 35:35:30. Ausb.
39,7 g (88% d. Th.).

6. Benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-leucyl-L-asparagyl
(B-tert.butylester )-L-phenylalaninamid (14— 17a)

21,6 g (48 mMol) Z-Trp-Lcu-OH (14—15) und 5,3 m/
N-Methylmorpholin in 300 m/ Dimethylformamid wer-
den bei —109C mit 18,7 g (50 mMol) H-Asp(OBu¢)-
Phe-NHo x HCI versctzt. Nach 1/astdg. Rithren werden
bei —200C 7,2 g N-Hydroxysuccinimid (48 mMol) und
9,9 g N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (48 mMol) zur
Rcaktionsmischung gegeben. Nach 48stdg. Riihren
wird von ausgefallenem Dicyclohexylharnstoff abfiltriert
und das Filtrat anschliefend im Vak. eingedampft. Das
erhaltene Ol wird in 700 m/ 96proz. Athanol aufge-
nommen und mit wenig Wasser zur Kristallisation ge-
bracht. Farblose Nadeln aus Athanol/Wasser. Schmp.
2450C (Zers.); [ali): —39,40 bzw. [a]i): —46,00
(c=1,0, in Dimethylformamid). Chromatographisch
rein in n-Heptan/tert.-Butanol/Pyridin 3:1:1. Ausb.
28,0 g (76 % d. Th.).
C42Hs52NgOs (768,44) C 65,60 H 6,81 N 10,93

Gef. C 65,51 H 6,65 N 10,97

7. L-Tryptophyl-L-leucyl-L-asparagyl(P-tert.-butylester)-
L-phenylalaninamid-hydrochlorid ( 14—17b- Hydrochlorid)
22,0 g (29 mMol) Z-Trp-Leu-Asp(OBut)-Phe-NH;
(14—17a) in 500 m/ Dimethylformamid werden unter
gleichzeitigem Zutropfen von 36 m/ 0,8N mecthanol.
Salzsdure bei pH 5,5 wie iiblich katalytisch hydriert.
Nach beendeter Reaktion wird die vom Katalysator
durch Filtration befreitec Lésung im Vak. eingedampft.
Das verbleibende Ol kristallisiert aus wenig Dimethyl-
formamid/Essigester. Das Produkt wird abfiltriert, mit
Ather gewaschen und schlicBlich iiber KOH bei Raum-

* Hergestellt auf {iblichem Wegel13] aus 33,8 g (100
mMol) Z-Trp-OH, 11,5 g (100 mMol) N-Hydroxy-
succinimid und 20,6 g (100 mMol) Dicyclohexylcarbo-
diimid; konnte nur als Ol erhalten werden.

14 Wiinsch, E., Drees, F. & Jentsch, J. (1965) Chem.
Ber. 98, 803 —8l11.
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temperatur getrocknet. Schmp. 1809C (Zers.); [a]}:
—29,60 bzw. [«]2: —35,10 (¢c=1,0, in Dimethyl-
formamid). Chromatographisch rein in n-Heptan/
tert.-Butanol/Pyridin 3:1:1. Ausb. 18,4 ¢g (96% d. Th.)
C34H47NgO06Cl x C3H7NO (744,28)

Ber. C 59,70 H 7,30 N 13,16 Cl 4,76

Gef. C59,70 H 7,60 N 12,90 CI 5,01

1. Synthese der Teilsequenz 6 —13

1. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin-
dthylester (12— 13a)

Zu 37,0 g (100 mMol) Z-Tyr(But)-OH (12)115] und
14,0 m/ Tridthylamin in 500 m/ Methylenchlorid gibt
man 14,0 g (100 mMol) H-Gly-OEt x HCI (13 x HCI)
und rihrt die Mischung 15 min. Dann werden bei
—100C 21,7 g (107 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid
beigefigt und 12 h lang gerithrt. Der ausgefallecne
Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert, dic Losung im
Vak. eingedampft. Das verbleibende Ol wird zwischen
Essigester und Wasser verteilt, die abgetrennte organi-
sche Phase mit verd. Kaliumhydrogencarbonat- und
Kaliumhydrogensulfatldsung und Wasser wie tiblich
gewaschen, die abgetrennte Essigesterlosung tiber
Natriumsulfat getrocknet und letztlich im Vak. zur
Trockene eingedampft: Ol. Chromatographisch rein in
Isoamylalkohol/Pyridin/Wasser 35:35:30. Ausb. 434 g
95% d. Th.).

2. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin
(12—13b)

43,4 g (Ol) Z-Tyr(But)-Gly-OEt (12—13a) in 500 m/
wifrigem Dioxan werden wie dblich mit 50 m/ 2N
Natronlauge verscift. AnschlieBend wird die Reak-
tionsmischung mit 50 m/ 2N Schwefelsdure versetzt und
im Vak. weitgehend eingedampft. Den verbleibenden
Riickstand verteilt man zwischen Essigester und Wasser.
Die abgetrenntc organischc Phase wird mit Wasser
sulfatfrei gewaschen, iber Natriumsulfat getrocknet
und schlieBlich im Vak. eingedampft. Der Riickstand
kristallisiert aus Diithyldther/Petrolither (40— 60°C).
Schmp. 100—102°C; [a]f’: — 12,99 bzw. [«]3};: — 16,00
(¢c=1,0, in Athanol). Chromatographisch rcin in n-
Butanol/Eisessig/Wasser 6:2:2. Ausb. 39,5 g (96%
d. Th.).

Ca3HagN2Og (428,49)

Ber. C 64,47 H 6,58 N 6,53 O 22,40

Gef. C64,50 H 6,50 N 6,42 O 22,25

3. O-tert.-Butyl-L-tyrosyl-glycin (12 —13c)
38,5 g (90 mMol) Z-Tyr(But)-Gly-OH (12—13b) in
500 m/ Methanol/Wasser (ca. 10:15) werden nach

15 Wiinsch, E. & Zwick, A. (1966) Chem. Ber. 99,
105-109.
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Zugabe von 1 m/ Eisessig in Gegenwart von Palladium-
schwarz als Katalysator hydriert. Nach beendeter
Reaktion wird das Filtrat zur Trockene eingedampft,
der Riickstand nach einmaligem Auskochen mit Essig-
ester aus Methanol/Diéthylither umkristallisiert. Schmp.
2850C(Zers.); [«]: + 71,40 bzw. [a]35: +85,9%(c=1,8,
in Methanol). Chromatographisch rein in n-Butanol/
Eisessig;Wasser 6:2:2. Ausb. 25,0 g (91% d. Th.).

CisHa22N2O4q X 1/3 HoO x 1[4 CH3CO2CaH35 (325,39)
Ber. C 59,15 H 7,75 N 8,62 O 24,60
Gef. C 59,22 H7,60 N875 02442

4. Benzyloxycarbonyl-L-alanyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-
glycin (11— 13a)

24,5 g (83 mMol) H-Tyr(Bu!)-Gly-OH (12—13c) und
11,6 m/ Triithylamin in 500 m/ Dimethylformamid
werden mit 29,0 g Z-Ala-ONSu (I1) versetzt. Das
Reaktionsgemisch wird 15 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels im Vak.
wird der erhaltene 6lige Riickstand zwischen Essigester
und 166 m/ 0,5N Schwefelsdure verteilt, die abgetrennte
Essigesterphase mit Wasser gewaschen und letztlich
erschopfend mit Kaliumhydrogencarbonatlosung aus-
gezogen. Die vereinigten Extrakte werden mit Schwefel-
sdure angesduert, das hierbei ausfallende Produkt in
Essigester aufgenommen. Die Losung wird mit Wasser
gewaschen, liber Natriumsulfat getrocknet und schlieB-
lich im Vak. eingedampft. Der Riickstand wird aus
Essigester/Petroldther (40—60°C) umkristallisiert.
Schmp. 91—930C; [a]®: +38,80 bzw. [«]2;: +46,30
(¢c=1,0, in Methanol). Chromatographisch rein in
n-Butanol/Eisessig/Wasser 3:1:1. Ausb. 40 g (96%
d. Th.).

CasH3307N3 (499,57) Ber. C 62,54 H 6,66 N 8,41

Gef. C 62,30 H 6,80 N 8,20

5. L-Alanyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin (11— 13b)
39,0 g (78 mMol) Z-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (11—13a)
in 500 m/ Methanol/Wasser 4:1 werden in Gegenwart
von Palladiumschwarz und 3 m/ Essigsiiure wie uiblich
katalytisch hydriert. Der nach Einengen des “Filtrats
im Vak. crhaltene Riickstand wird aus Wasser/Athanol
umkristallisiert. {«];0: +28,40 bzw. [«¢]2;: +34,50 (c=
1,0, in Wasser). Chromatographisch rein in n-Heptan/
tert.-Butanol/Eisessig3:1:1. Ausb. 27,5g (96,5 % d. Th.).
C18H27N305 (365,43) Ber. C 59,17 H 7,45 N 11,50
Gef. C 59,10 H 7,60 N 11,40

6. Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(y-tert.-butylester )-1-
alanyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin (10— 13a)

Zu 24,0 g (66 mMol) H-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (11 —13b)
in 500 m/ Dimethylformamid werden nacheinander
7,3 m/ N-Methylmorpholin und 28,6 g (66 mMol)
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Z-Glu(OBut)-ONSu (10)* gegeben. Die Reaktions-
mischung wird 24 h bei Raumtemperatur gerithrt und
dann mit 5,3 m/ Pyridin versetzt. Nach weiteren 24 h
Reaktionsdauer wird das Losungsmittel im Vak. weit-
gehend abgedampft und die erhaltene gallertige Masse
anschlieBend zwischen Essigester und 0,5N Schwefel-
sédure verteilt. Die abgetrennte Essigesterphase wird mit
Wasser gewaschen und letztlich erschépfend mit
Kaliumhydrogencarbonatlésung ausgezogen. Die ver-
einigten Extrakte werden mit Essigester Gberschichtet
und mit Citronensidure angesduert. Die Essigesterlosung
wird mit Wasser gewaschen, iber Natriumsulfat ge-
trocknet und schlieBlich im Vak. bis auf ein Volumen
von 500 m/ cingeengt. Nach Anreiben kristallisiert ein
farbloses Produkt. Schmp. 173—-175°C; [a];y: —17,00
bzw. [x)3%: —20,6° (c=1,8, in Dimethylformamid).
Chromatographisch rein in Chloroform/Methanol 3:1
und 5:1. Ausb. 42,0 g (93% d. Th.).

C35H48N40;0 (684,76) Ber. C 61,38 H 7,06 N 8,18
Gef. C 61,30 H 6,98 N 8,16

7. L-Glutamyl(v-tert.-butylester )-L-alanyl-O-tert.-butyl-
L-tyrosyl-glycin (10— 13b)

25,0 g (36 mMol) Z-Glu(OBu)-Ala-Tyr(Bu!)-Gly-OH
(10—13a) in 1500 m/ Methanol/Wasser ca. 2:1 werden
nach Zugabe von 1 m/ Eiscssig in Gegenwart von
Palladiumschwarz als Katalysator hydriert. Das ausge-
fallene Produkt wird nach beendeter Reaktion abfiltriert
und zusammen mit dem durch Eindampfen des Filtrats
erhaltenen Rickstand in 200 m/ 80proz. Essigsdure
gelost. Vom Katalysator wird abfiltriert, das Filtrat im
Vak. bei 200C vorsichtig bis auf ein Volumen von 50 m/
eingeengt. Nach Zusatz von 300 m/ Eiswasser setzt sich
ein Niederschlag ab. Er wird abfiltriert, mit vicl Wasser
gewaschen und schlieBlich im Vak. bei 30°C iiber KOH
getrocknet. [o]i’: +7,40 bzw. [o])34;: +8,6° (c=1,0, in
Essigsiure). Chromatographisch rein in n-Butanol/
n-Heptan/Pyridin 1:2:1 und in n-Butanol/Eisessig/
Wasser (6:2:2. Ausb. 18,3 g (90% d. Th.).
C27H42N4Og - C2H402 (610,71)

Ber. C57,02 H 759 N920 O 26,20

Gef. C57,10 H7,70 N 9,30 O 25,80

8. Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(~-tert.-butylester)-L-
gluramyl(~-tert.-butylester)-L-alanyl-O-tert.-butyl-L-
tyrosyl-glycin (9—13a)

Zu 16,5 g (27 mMol) H-Glu(OBu?)-Ala-Tyr(But)-Gly-
OH (10— 13b) (wie unter 7. erhalten) in 300 m/ Di-

* Hergestellt durch Kombination der von Nefkens[16],
Schroder(17) und Zahn(18] beschriebenen Verfahren.

16 Nefkens, G. H. L. & Nivard, R. J. F. (1964) Trav.
Chim. 83, 199 —207.

17 Schréder, E. & Klieger, E. (1964) Liebigs Ann. Chem.
673, 196 —207.

18 Zabel, R. & Zahn, H. (1965) Z. Naturforsch. 20b,
650—653.
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methylformamid werden 3 m/ N-Methylmorpholin und
anschlieBend 11,8 g (27 mMol) Z-Glu(OBut)-ONSu
gegeben. Nach ca. 2 h bildet sich einc klare Losung.
Die Reaktionsmischung wird 72 h bei Raum-
temperatur gerithrt. Nach Ansduern mit 27 m/ IN
Schwefelsdure wird das Losungsmittel im Vak. abge-
zogen. Das verblcibende Ol wird mit 200 m/ Eiswasser
verrieben. Das dabei anfallende feste Produkt wird ab-
filtriert, mit Wasser gewaschen und letztlich im Vak. bei
400C getrocknet. Aus Essigester/Petroldther Schmp.
193—1949C (Zers.); [«]%: — 16,00 bzw. [«]3%: — 19,00
(c=1,0, in Essigsiure). Chromatographisch rein in
Chloroform/Methanol 3:1. Ausb. 22,0 g (94% d. Th.).
C44Hg3NsO013 (869,98) Ber. C 60,74 H 7,29 N 8.05
Gef. C 60,50 H 7,69 N 7,93

9. L-Glutamyl(y-tert.-butylester )-L-glutamyl(y-tert.-
butylester)-L-alanyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin
(9—13b)

22,0 g (25 mMol) Z-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Ala-Tyr-
(But)-Gly-OH (9—13a) in 500 m/ 80proz. Essigsiure
werden in Gegenwart von Palladiumschwarz als Kata-
lysator wie ublich hydriert. Nach beendeter Reaktion
wird das Filtrat bei 30°C im Vak. eingedampft, der
Rickstand mit 300 m/ Eiswasser verricben. Der gebil-
dete Niederschlag wird abfiltriert, mit vicl Wasser ge-
waschen und schlieBlich im Vak. iber KOH getrocknet.
[a)i): —7,20 bzw. [2)33;:—8,6° (¢c=1,5 in 80proz.
Essigsdure). Chromatographisch rein in Chloroform/
Methanol 3:1. Ausb. 16,8 g (90% d. Th.).

C36Hs57N5011 - H20 (753,86)
Ber. C57,35 H7,8 N929 O 2547
Gef. C57,50 H790 N9,10 O 25.30

10. Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(y-tert.-butylester )-L-
glutamyl(y-tert.-butylester )-L-glutamyl(v-tert.-butyl-
ester )-L-alanyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin (8 — 13a)

Zu 16,0 g (21,3 mMol) H-Glu(OBu?)-Glu(OBut)-Ala-
Tyr(Bu!)-Gly-OH (Monohydrat) (9—13b) in 300 m/
Dimcthylformamid/Hexamethylphosphorsaduretrisamid
1:1 werden 2,4 m/ N-Methylmorpholin und anschlie-
Bend 9,3 g (21 mMol) Z-Glu(OBu!)-ONSu gegeben.
Nach ca. 2 h bildet sich eine klare Losung. Die Re-
aktionsmischung wird 21 h geriihrt, mit 21,3 m/ IN
Schwefelsdure angesiuert und schlieBlich unter Rihren
bei Raumtemperatur in 1500 m/ Wasser gegossen. Es
setzt sich sofort ein farbloser Niederschlag ab, der ab-
filtriert und anschlieBend mit Diithylither gewaschen
wird. Aus Methanol/Wasser umgefillt. Schmp. 180°C
(Zers.); [aliy: —19,20 bzw. [a]i;: —20,4° (c=1,0, in
Dimethylformamid). Chromatographisch rein in Chlo-
roform/Methanol 3:1 und 5:1. Ausb. 21,0 g (93%
d. Th.).

Cs9H7gNgO16 (1055,20)

Ber. C60,32 H 745 N 796

Gef. C60,04 H 7,25 N 8,30
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11. L-Glutamyl(y-tert.-butylester )-L-glutamyl(y-tert.-
butylester )-L-glutamyl(~-tert.-butylester )-L-alanyl-O-
tert.-butyl-v-tyrosyl-glycin (8 —13b)

21,0g (20mMol) Z-Glu(OBut)-Glu(OBu?)-Glu(OBut)-
Ala-Tyr(Bu!)-Gly-OH (8 — 13a) in 400 m/ 80proz. Essig-
sdure werden in Gegenwart von Palladiumschwarz als
Katalysator wie iblich hydriert. Nach beendeter Re-
aktion wird das Filtrat wie unter 9. fir (9—13b) be-
schrieben aufgearbeitet. [a)®: —12,70 bzw. [a]i):
—14,6° (c=1,0, in 80proz. Essigsiure). Chromato-
graphisch rein in Chloroform/Methanol 3:1. Ausb.
17,4 g (94% d. Th.).
C45H72NgO14 (921,07) Ber. C 58,67 H 7,88 N 9,12
Gef. C 58,42 H 7,98 N 8,90

12. Benzyloxycarbony'-L-glutamyl(y-tert.-butylester)-L-
glutamyl(y-tert.-butylester )-L-glutamyl(y-tert.-butyl-
ester )-L-glutamyl(~-tert.-butylester ) -L-alanyl-O-ter1.
butyl-L-tyrosyl-glycin (7— 13a)

Zu 16,6 g (18 mMol) H-Glu(OBu!)-Glu(OBut)-Glu-
(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (8—13b) in 300 m/ Di-
methylformamid/Hexamethylphosphorsduretrisamid
1:1 werden 2 m/ N-Methylmorpholin und anschlieBend
7,8 g (18 mMol) Z-Glu(OBut!)-ONSu gegeben. Nach
ca. 2 h bildet sich eine klare Losung. Die Reaktions-
mischung wird 12 h geriihrt, mit 18 m/ 1N Schwefelsdure
angesduert und letztlich unter Riithren bei Raumtempe-
ratur in 2000 m/ Wasser gegossen. Es setzt sich sofort ein
farbloser Niederschlag ab, der abfiltriert, nacheinander
mit Wasser und Didthyldther gewaschen wird. Aus
Methanol/Wasser umgefillt. Schmp. 2200C (Zers.);
[edl: — 19,40 bzw. [¢]3;: —23,5° (c=1,0, in Dimethyl-
formamid). Chromatographisch rein in Chloroform/
Methanol 3:1 und 5:1. Ausb. 21,2 g (90% d. Th.).

Ce2Hy3N7019 (1240,43) Ber. C 60,02 H 7,53 N 7,90
Gef. C 60,17 H 7,43 N 7,90

13. L-Glutamyl(~-tert.-butylester )-L-glutamyl(~-tert.-
butylester )-L-glutamyl(~y-tert.-butylester ) -L-glutamyl(-
tert.-butylester)-L-alanyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin
(7—13b)

20,0 g (16,1 mMol) Z-Glu(OBu?)-Glu(OBu?)-Glu
(OBu?)-Glu(OBut)-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (7—13a) in
500 m/ 80proz. Essigsiiure werden in Gegenwart von
Palladiumschwarz als Katalysator wie {blich hydriert.
Nach beendeter Reaktion wird das Filtrat wie unter 9.
fir (9—13b) beschrieben aufgearbeitet. [a]}’: —16,70
bzw. [2)3};: —20,4° (¢c=1,0 in 80proz. Essigsiure).
Chromatographisch rein in Chloroform/Methanol 3:1.
Ausb. 16,8 g (94,5% d. Th.).

Cs4Hg7N7037 - /2 H2O (1115,28)
Ber. C 58,15 H 8,00 N 8,80
Gef. C58,05 H792 N9,16
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14. Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl(v-tert.-butylester)-L-
glutamyl(y-tert.-butylester )-L-glutamyl(y-tert.-butyl-
ester )-L-glutamyl(~-tert.-butylester )-L-glutamyl(y-tert.-
butylester )-L-alanyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-glycin
(6—13)

Zu 16,0 g (14,5 mMol) H-Glu(OBu!)-Glu(OBuf)-Glu-
(OBu)-Glu(OBu)-Ala-Tyr(But)-Gly-OH (Hemihydrat)
(7—13b) in 300 m/ Dimethylformamid/Hexamethyl-
phosphorsiuretrisamid 1:1 werden 1,65 m/ N-Methyl-
morpholin und anschlieBend 6,3 g (14,5 mMol) Z-Glu-
(OBu)-ONSu gegeben. Nach ca. 4 h bildet sich eine
klare Losung. Die Reaktionsmischung wird 12 h ge-
rithrt, mit 14,5 m/ In Schwefelsiure angesiucrt und
letztlich unter Rihren bei Raumtemperatur in 2000 m/
Wasser gegossen. Es setzt sich sofort ein farbloser
Niederschlag ab, der abfiltriert, nacheinander mit
Wasser und Diiithyldther gewaschen und schlieBlich
tiber P20s bei Raumtemperatur getrocknet wird. Farb-
loses Pulver, das 1 Mol Dimethylformamid zih festhilt,
vom Schmp. 2300C (Zers.); [«]3: —17,00 bzw. [«]3}:
-20,80 (¢=1,0, in Dimethylformamid. Chromato-
graphisch rein in Chloroform/Methanol 3:1 und 5:1.
Ausb. 19,5 g (94% d. Th.).

C71H108NgOs22 - C3H7NO (1498,73)
Ber. C 59,30 H 7,73 N 8,14 O 24,55
Gef. C59,32 H 7,92 N 8,28 O 24,54

1I1. Synthese der Teilsequenz 1—35

1. L-Tryptophyl-L-leucin (4—5b)

25 g (55 mMol) Z-Trp-Leu-OH (14—15 und 4—5a) in
500 m/ Methanol/Wasser ca. 2:1 werden in Gegenwart
von Palladiumschwarz als Katalysator hydriert. Nach
beendeter Reaktion werden 400 m/ auf 50°C erwiirmtes
Wasser zugesetzt. Das bei der Hydrierung zum Teil aus-
gefallene Produkt geht dabei in Loésung. Das Filtrat
wird im Vak. vorsichtig auf ein Volumen von ca. 20 m/
cingedampft. Nach Zusatz von 300 m/ Athanol (50°C)
kristallisiert sofort ein farbloses Produkt. [«]%0: + 15,00
bzw. [a]2;: +18,7° (c=1,0, in Wasser); (Lit. [«]¥:
+14,3%, ¢=1,0, in Wasser). Chromatographisch rein in
n-Butanol/Eisessig/Wasser 6:2:2 und Amylalkohol/
Pyridin/Wasser 35:35:30. Ausb. 15,1 g (86% d. Th.).

2. Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-prolin-N-hydroxysuccini-
midester (2—3b)

15,3 g (50 mMol) Z-Gly-Pro-OHU9! und 5,75 g (50
mMol) N-Hydroxysuccinimid in 200 m/ Dimethyl-
formamid werden bei —10°C mit 10,3 g Dicyclohexyl-
carbodiimid (50 mMol) wie liblich umgesetzt. Nach
12stdg. Riihren wird die Reaktionsmischung vom aus-
gefallenen Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das Filtrat
im Vak. eingedampft. Das verbleibende Ol kristallisiert
aus Isopropanol. Schmp. 103—1049C; [«];’: —80,00

19 Wiinsch, E. (1963) diese Z. 332, 288 —294.
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bzw. [a]3%; — 111,00 (¢=2,0, in Dioxan). Ausb. 159 g

(79% d. Th.).

Ci19H21N307 (403,39) Ber. C 56,56 H 5,38 N 10,43
Gef. C 56,30 H 5,40 N 10,20

3. Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-prolyl-1.-tryptophyl-L-
leucin (2 —5a)

6.3 g (20 mMol) H-Trp-Leu-OH (4—5b) in 150 m/
Wasser werden nacheinander unter Rithren mit 20 m/
IN Natronlauge, 150 m/ Dioxan, 8,0 g (20 mMol) Z-Gly-
Pro-ONSu und nach 2stdg. Rithren mit 1,6 m/ Pyridin
versetzt. Nach weiteren 24 h Reaktionsdauer wird das
Dioxan im Vak. vorsichtig weitgehend abgedampft, die
. Losung mit Essigester tiberschichtet und mit 20 m/ In
Schwefelsdure angesduert. Die Essigesterphase wird gut
mit 0,5N Schwefelsiure und Wasser gewaschen und
letztlich im Vak., zum Schlu3 unter mehrfachem Zusatz
von Benzol, cingedampft. Es resultiert ein glasiges,
amorphes Produkt. Chromatographisch rein in Amyl-
alkohol/Pyridin/Wasser 35:35:30. Ausb. 13,0 g (107%
d. Th., Losungsmittel!).

4. Glycyl-L-prolyl-L-tryptophyl-L-leucin (2 —5b)

12,5 g Z-Gly-Pro-Trp-Leu-OH (2 — 5a) (amorphes Roh-
Produkt) in 500 m/ Methanol/Wasser 3:2 werden in
Gegenwart von Palladiumschwarz als Katalysator
hydriert. Nach beendeter Reaktion wird das Filtrat im
Vak. weitgehend eingedampft und anschlieBend mit
200 m/ 96proz. Athanol versetzt. Nach einiger Zeit tritt
Kristallisation ein. Das Produkt wird abfiltriert, mit
Diithyldther gewaschen und zum SchluBB im Vak. bei
400C getrocknet. [a]®: —62,10 bzw. [a)ig: —73,90
(c=1,0 in 80proz. Essigsdure). Chromatographisch rein
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in Amylalkohol/Pyridin/Wasser 35:35:30. Ausb. 8,0 g
[859% d. Th., bezogen auf H-Trp-Leu-OH (4— 5b)].
C234H33N505 . H20 (489,58)

Ber. C 58,87 H 7,40 N 14,30

Gef. C 58,40 H 7,21 N 14,30

5. L-2-Pyrrolidon-5-carbonyl-glycyl-L-prolyl-L-trypto-
phyl-L-leucin (1—35)

Zu 9,4 g (20 mMol) H-Gly-Pro-Trp-Leu-OH (2-—5b)
(Monohydrat) und 2,2 m/ (20 mMol) N-Methylmor-
pholin in 150 m/ abs. Dimethylformamid werden bei
Raumtemperatut 6,2 g (20 mMol) <GluOPhCI3[20] ge-
geben; die Reaktionslosung wird 48 h bei Raumtempe-
ratur geriihrt, mit weiteren 150mg <GIuOPhCl3 versetzt
und nach 24 h im Vak. eingedampft. Der erhaltenc 6lige
Rickstand wird mit 500 m/ Wasser, die 2 g Kalium-
hydrogencarbonat enthalten, in Losung gebracht; diese
wird gut mit Didthyldther gewaschen, mit 10 m/ 2N
Schwefelsidure versetzt, im Vak. eingedampft, der Riick-
stand in eiskaltem 2-Propanol aufgenommen. Von aus-
gefallenem Kaliumsulfat wird nach mehrstiindigem
Stehenlassen im Kiihlschrank bei —59C abfiltriert und
dic Losung schlieBlich im Vak. eingedampft, das er-
haltene Ol mit Diiithylither verrieben, das dabei erhal-
tenc farblose, amorphe Produkt auf das Filter gebracht.
Schmp. 1469C (Zers.); [a]y: —67,80 bzw. [«]3;:
—80,80 (¢c=1,0, in Mcthanol). Chromatographisch rein
in Amylalkohol/Pyridin/Wasser 35:35:30. Ausb. 115 g
(99% d. Th.).

Ca9H3gNgO7 - 3/4 H20 (596,16)

Ber. C 58,42 H 6,67 N 14,09 O 20,79

Gef. C 58,42 H 6,97 N 14,12 0 20,50

20 Preston, J. & Sheppard, R. C. (1967) J. Chem. Soc.
1967, 108 —113.



