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Sekretin, das die Sequenz

H-His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Asp-Ser-Ala-Arg-Leu-Gin-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Arg-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH;

21 22 23 24 25 26 27

besitzt, wurde durch Fragmentkondensation hergestellt. Als Kondensationsmittel diente
Dicyclohexylcarbodiimid unter Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol!) oder 3-Hydroxy-4-0xo-
3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin 2). Beim Aufbau von Fragmenten wurde die Beschleunigung
der Aminolyse aktivierter Ester durch 1-Hydroxybenzotriazol erprobt3.4. Einige Probleme
der Sekretinsynthese werden diskutiert.

Contribution to the Synthesis of Secretin

Secretin having the sequence

H-His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Asp-Ser-Ala-Arg-Leu-Gln-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Arg-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH,

21 22 23 24 25 26 27

has been synthesized by fragment condensation. The condensation was achieved by dicyclo-
hexylcarbodiimide in the presence of 1-hydroxybenzotriazole!) or 3-hydroxy-4-0xo-3,4-
dihydro-1,2,3-benzotriazine 2). The catalytic effect of 1-hydroxybenzotriazole on the amino-
lysis of active esters3.4) was applied in the synthesis of intermediates. Some problems of the
synthesis of secretin are discussed.

Die auf Schwyzer zuriickgehende Strategie, bei der Synthese hoherer Peptide zum
Schutz von Drittfunktionen der Aminosduren protonensolvolytisch leicht abspaltbare
Reste wie die fert-Butyloxycarbonyl-Gruppe (Boc) oder fert-Butylreste (Bu') zu ver-
wenden, fiihrte in ihrer konsequentesten Anwendung unter moglichst vollstindigem
Seitenkettenschutz zu erfolgreichen Synthesen von Glucagon und Sekretin durch
Wiinsch und Mitarbb.5.6),

1) W. Kénig und R. Geiger, Chem. Ber. 103, 788 (1970).

2) W. Konig und R. Geiger, Chem. Ber. 103, 2034 (1970).

3) W. Konig und R. Geiger in J. Meienhofer, Chemistry and Biology of Peptides, S. 343,
Ann Arbor Science Publishers, Inc., Michigan 1972.

49 W. Konig und R. Geiger, Chem. Ber. 106, 3626 (1973).

S) E. Wiinsch, Z. Naturforsch. 22B, 1269 (1967).

6) E. Wiinsch, Naturwissenschaften 59, 239 (1972).
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Eine wichtige Entdeckung von Wiinsch war die mit Weygand ausgearbeitete Beob-
achtung, daB ein Zusatz von N-Hydroxysuccinimid (HONSu) bei der Kondensation
von Peptidfragmenten mit racemisierungsgefiahrdeter C-terminaler Aminosiure mittels
Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) die Racemisierung auf ein Minimum zuriickdringen
kann?,

Im Verlauf von Studien iiber die Carbodiimidmethode konnten wir zeigen, daB die
Verringerung der Racemisierung durch Zusiitze bei der Kondensation mit DCCI eine
allgemeine Eigenschaft bestimmter N-Hydroxyverbindungen ist. Unter ihnen verdie-
nen 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) und 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-1,2,3-benzo-
triazin (HOOB?t) besonderes Interessel.2),

HOBt erleidet auch bei langerdauernden Reaktionen keine irreversiblen Veriande-
rungen durch DCCI, senkt die Racemisierung besonders wirksam und erlaubt auch
die Kondensation von Peptidfragmenten an C-terminalem Glutamin?. Es hat sich
bereits bei vielen Synthesen hoherer Peptide bewihrt.

HOOBt wurde bisher selten angewandt. Es senkt aber die Racemisierung selbst in
extrem racemisierungsempfindlichen Testpeptiden sehr wirksam und vor allem auch
dann, wenn ein Peptidfragment voraktivicrt werden muB8), Eine solche Voraktivierung
ist erforderlich, wenn die Aminkomponente cine freie Carboxylgruppe besitzt oder
wenn z.B. nach einer Hydrierung in Essigsdure ein geringer Riickstand an Essigsiure
nicht auszuschlielen ist, der die Bildung von N-Acetylpeptid als Nebenprodukt bewir-
ken wiirde. Eine solche Gefahr besteht vor allem beim Arbeiten im Technikums-
malstab.

Eine weitere interessante Eigenschaft des 1-Hydroxybenzotriazols war erst kiirzlich
entdeckt worden: Es katalysiert die Aminolysegeschwindigkeit aktivierter Ester wie
4-Nitrophenylester oder 2,4,5-Trichlorphenylester so stark, daB die Reaktion mit
mehrhundertfacher Geschwindigkeit ablauft und viele Peptidsynthesen schon in
Minuten beendet sind3.49. Mit dieser Reaktion sollten vor allem Peptidfragmente
rasch durch stufenweisen Aufbau hergestellt werden kdnnen.

Die Synthese einer groBeren Menge Sekretin fiir pharmakologische Versuche war
deshalb eine willkommene Gelegenheit, die beiden letzteren Methoden, iiber die bei
der Synthese hoherer Peptide noch kaum Erfahrungen vorlagen, zu erproben.

Bisher sind drei Synthesen des Sekretins beschricben worden, zwei 1967 und 1968
von Bodanszky, Ondetti und Mitarbb.9.10) sowie kiirzlich eine weitere von Wiinsch
und Mitarbb.6.11-16),

7 F. Weygand, D. Hoffmann und E. Wiinsch, Z. Naturforsch. 21 B, 426 (1966).
8) W. Konig und R. Geiger, Chem. Ber. 103, 2024 (1970).

9 M. Bodanszky, M. A. Ondetti, S. D. Levine und N. J. Williams, J. Amer. Chem. Soc. 89,
6753 (1967).

10 M. A. Ondetti, V. L. Narayanan, M. von Saltza, J. T. Sheehan, E. F. Sabo und M. Bo-
danszky, J. Amer. Chem. Soc. 90, 4711 (1968).

1) E. Wiinsch, G. Wendlberger und A. Hogel, Chem. Ber. 104, 2430 (1971).

12) E. Wiinsch, G. Wendlberger und P. Thamm, Chcm. Ber. 104, 2445 (1971).

1) E. Wiinsch und P. Thamm, Chem. Ber. 104, 2454 (1971).

19 E. Wiinsch, G. Wendlberger und R. Spangenberg, Chem. Ber. 104, 3854 (1971).

1) E, Wiinsch und G. Wendiberger, Chem. Ber. 105, 2508 (1972).

10) E. Wiinsch, E. Jaeger, M. Deffner, R. Scharf und P. Lehnert, Chem. Ber. 105, 2515 (1972).



1974 Beitrag zur Synthese des Sekretins 217

Um Nebenreaktionen zuriickzudriangen, strebten wir einen moglichst vollstindigen
Schutz in den Seitenketten trifunktioneller Aminosduren an. Auch Arginin wurde als
N2 N8 No_Tris(benzyloxycarbonyl)arginin-Derivat eingesetzt. Damit waren die
meisten Kniipfungsstellen vorgegeben, da Z-Arg(Z,)-OH am sinnvollsten die N-termi-
nale Aminosdure von Peptidfragmenten ist.

Auch Wiinsch hatte dieses schon bei seiner Glucagon-Synthese bewidhrte Schema
in die Synthese des Sekretins iibernommen. So konnten wir uns hiufig auf seine Erfah-
rungen stiitzen.

Der Aufbau des Sekretins in unserer Synthese ist aus Schema 1 ersichtlich.

Bei der Synthese des geschiitzten Tetradekapeptids (14 —27) entsprachen die Kniip-
fungsstellen infolge der Verwendung von Fragmenten mit N-terminalem Arginin denen
der Synthese von Wiinsch und Mitarbb.

Beim Ankniipfen der Sequenz 7—13 durchbrachen wir dieses Schema und setzten
Arginin von vornherein mit protonierter Guanidinogruppe ein. N *-Geschiitzte Peptide,
die neben Arginin Aminosiduren mit lipophiler Seitenkette enthalten, lassen sich
ndmlich mit freier Guanidino- und Carboxylgruppe infolge ihrer Zwitterionenstruktur
meist leicht reinigen.

Das Heneicosapeptid (7—27) ist wieder mit dem von Wiinsch beschriebenen Fragment
identisch, da keine Veranlassung bestand, die bewihrte Kniipfungsstelle zwischen den
Positionen 6 und 7 zu dndern.

Auch bei der Synthese des Fragments 1—6 konnten wir auf mehrere literatur-
bekannte Zwischenstufen zuriickgreifen. Die Iminofunktion des Histidins blieb bei
unserer Synthese jedoch frei.

Zum Verkniipfen der Aminosduren und Peptide verwendeten wir fast ausschlieBlich
das Carbodiimid/1-Hydroxybenzotriazol-V und Carbodiimid/3-Hydroxy-4-oxo-3,4-
dihydro-1,2,3-benzotriazin-Verfahren 2) sowie die Katalyse von Aktivestern3.4,

Die Sequenz 21—27 wurde wie bei Wiinsch und Mitarbb.1) als N, N& N©.Tris-
(benzyloxycarbonyl)arginyl-Derivat hergestellt, jedoch auf einem anderen Weg
erhalten (s. Schema 2).

Z-Leu-Leu-GIn-OH (22— 24)b wurde mit H-Gly-Leu-Val-NH> (25—27) konden-
siert, weil wir bei N-terminalem Glycin nur geringe sterische Hinderung erwarteten
und bei der Verkniipfung nach der DCCI/HOBt-Methode!l) weder Racemisierung
noch Dehydratisierung an der Amidfunktion des Glutamins befiirchten muften.
Das Tripeptid H-Gly-Leu-Val-NH; - HCI (25 -27-HCI) wurde in sehr guter Ausbeute
(789, bezogen auf HBr-H-Val-NH,) stufenweise unter Verwendung von Z-Leu-
OPcp!? und Z-Gly-OTcp 18 aufgebaut. Die Aminolyse wurde jeweils durch 1-Hy-
droxybenzotriazol katalysiert3.4), Das Tripeptid Z-Leu-Leu-GIn-OH (22 —24)b wurde
durch Verkniipfen von Z-Leu-Leu-OH (22—23)b mit H-GIn-OBu'!9 nach der
DCCI/HOBt-Methode? (93%, Ausb.) und anschlieBende Trifluoressigsdurebehand-
lung erhalten.

17 G. Kupryszewski und M. Formela, Roczniki Chem. 358, 1533 (1961).
18) J. Pless und R. A. Boissonas, Helv. Chim. Acta 46, 1609 (1963).
19) R. Geiger, G. Jiger, W. Konig und G. Treuth, Chem. Ber. 105, 188 (1973).
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Die Kondensation der beiden Tripeptide mittels DCCI/HOBt fiihrte zu einem
Cokristallisat aus Z-Leu-Leu-GIn-Gly-Leu-Val-NH; (22—27)a und Dicyclohexyl-
harnstoff. Selbst durch Auskochen mit Methanol war der Dicyclohexylharnstoff nicht
entfernbar. Erst nach Abspalten der Benzyloxycarbonylgruppe konnte er abgetrennt
werden. Das Hexapeptidamid (22 —27)b wurde als Acetat isoliert und charakterisiert.

Die folgende Stufe gestaltete sich besonders einfach. Das an sich schwerlosliche
Hexapeptidamid-acetat (22 —27)b 10ste sich leicht bei Zugabe eines Mols HOBt in
Dimethylformamid. HOBt katalysierte gleichzeitig die Umsetzung mit dem Tris-Z-
Arg-OTcp (21), so daBb die Reaktion nach § Minuten beendet war. Bezogen auf
Valinamid-hydrobromid betrug die Ausbeute an Tris-Z-heptapeptid (21 —27) 46.5%;.
Das Peptid wurde in Essigsdure in Gegenwart von Palladium/Bariumsulfat hydriert
und die freiwerdende x-Amino- und Guanidinogruppe des Arginins mit Bromwasser-
stoff neutralisiert.

Das hydrierte Heptapeptid der Sequenz 21 — 27 wurde mit dem mit DCCI/HOOBt 2
voraktivierten Tripeptid Z3-Arg-Leu-GIn-OH 1D umgesetzt. Die Ausbeute an chro-
matographisch reinem, geschiitztem Dekapeptid (18 -27) war mit 78%; hoher als
nach der DCCI/HOBt-Methode (70%;). Der optische Drehwert war derselbe.

Das analog Lit.1) hydrierte Dekapeptid kondensierten wir nun mit dem Tetra-
peptid Z3-Arg-Asp(OBu')-Ser(Bu')-Ala-OH 12}, wobei wir die Carboxylkomponente
wiederum nach der DCCI/HOOBt-Methode voraktivierten. Das geschiitzte Tetra-
dekapeptid (14-27) wurde in einer Ausbeute von 889 erhalten (Lit.12 76% nach
dem DCCI/HONSu-Verfahren?).

Nach katalytischer Hydrierung des Tetradekapeptids wurden die a-Amino- sowie
die Guanidinofunktion des Arginins mit Bromwasserstoff protoniert!2), Das in
94proz. Ausbeute erhaltene acetatfreie H-Arg(HBr)-Asp(OBu')-Ser(Bu')-Ala-Arg-
(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NHz ([«]%?: —33.7°; Lit.12
—32.1°) wurde nun direkt mit dem Heptapeptid Z-Thr(Bu')-Ser(Bu")-Glu(OBu")-Leu-
Ser(Bu')-Arg(HBr)-Leu-OH (7—13) nach der ,,Eintopfmethode mit DCCI/HOBtV
umgesetzt. Das geschiitzte Heneikosapeptid (7—27)a erhielten wir in 76proz. Aus-
beute; [2]#? = —26.6° (Lit. —22.1°13),

Schema 3 zeigt die Synthese des Heptapeptids (7—13). Es wurde aus den Teil-
stiicken 7-—10 und 11 —13 zusammengesetzt.

Bei der Synthese des Tripeptids der Sequenz 11--13 wurde auf einen Schutz der
Guanidinofunktion des Arginins verzichtet. Dies hatte den Vorteil, daB nach Ver-
seifung des oligen Tripeptidmethylesters (11 —13)a die Sdure (11 —13)b infolge der
Bildung eines Zwitterions in kristalliner Form anfiel. Das Tetrapeptid der Sequenz
7—10 wurde stufenweise nach der Eintopfmethode mit DCCI/HOBtD aufgebaut,
der erhaltcne Tetrapeptid-methylester (7—10)a vorsichtig zur Sidure Z-Thr(Bu')-
Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-OH (7—10)b verseift, die nach Voraktivieren mit DCCI/
HOOBt2 und Umsetzen mit H-Ser(Bu')-Arg-Leu-OH (11—13)c das Heptapeptid
(7—13) lieferte.

In der letzten Fragmentkondensation benutzten wir als Teilstiick das Hexapeptid
Boc-His-Ser(Bu')-Asp(OBu')-Gly-Thr(Bu')-Phe-OH (1—6), das nach der Eintopf-
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methode!) mit dem durch katalytische Hydrierung in Methanol/Dimethylacetamid
von der N*-Benzyloxycarbonylgruppe befreiten Heneikosapeptid (7 —27)b umgesetzt
wurde. Die Synthese des Hexapeptids (1 —6) veranschaulicht Schema 4.
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Der nach der DCCI/HOBt-Methode!) in hoher Ausbeute und Reinheit erhaltene
voll geschiitzte feste Tripeptidester (4 —6)a wurde zur Sdure (4 —6)b verseift. Bei dieser
Synthese wurden beide Verbindungen in fester Form erhalten.
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Der weitere Aufbau der Sequenz folgte bis zum Pentapeptid dem Syntheseweg von
Wiinsch19), Die nachfolgende Umsetzung mit Boc-His-Nj fithrte schlieBlich zum
geschiitzten Hexapeptid (1 —6).

Das geschiitzte Sekretin (1 —27) wurde durch Behandlung mit wasserfreier Trifluor-
essigsdure von allen Schutzgruppen befreit und das entstandene Heptakosapeptid-
hydrobromid-trifiuoracetat mittels Amberlite IR-45 (Acetatform) in das Acetat
iibergefiihrt. Zur Reinigung des Rohprodukts bedienten wir uns der Ionenaustausch-
Chromatographie an SP-Sephadex C-25 nach Wiinsch16), da Versuche, das Roh-
produkt an Sephadex LH-20 unter Verwendung von 0.1 N Essigsdure als Elutions-
mittel zu reinigen, unbefriedigend verliefen.

Das rohe Sekretin-acetat wurde ohne weiteres Vorreinigen oder Lyophilisieren
sofort auf die SP-Sephadex C-25-Saule gegeben. Auf diese Weise versuchten wir die
Inaktivierung des Sekretins in Grenzen zu halten, denn nach unseren Beobachtungen
verliert Sekretin in wiBriger Losung rasch an Aktivitat. Auch Grossman2® berichtete,
daB Sekretin selbst in fester Form unbestindig sei.

Wahrend Wiinsch die Elution mit einem Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer vom
pH 6.1 beginnt und anschlieBend nacheinander Puffer vom pH 6.5, 6.7 und 6.9 ein-
setzt, benutzten wir nur die drei letztgenannten Puffer und erzielten eine gute Reini-
gung; das nach Gefriertrocknung erhaltene Sekretin war nach Anfirben mit Ninhy-
drin, Paulys und Reindel-Hoppes Reagenz chromatographisch rein und biologisch
voll aktiv.

Zur Erhohung der Stabilitdt legten wir zunéchst bei der Saulentrennung in den
AuffanggefiaBen vorsichtshalber Cystein-hydrochlorid-Losung vor, in die das Eluat
eintropfte2), Nach dieser Methode wurde das Rohsekretin in Chargen von jeweils
ca. 3 g gereinigt.

Das rohe Sekretin-hydrobromid-trifluoracetat-hydrat der ersten Synthese zeigte im
biologischen Test an Hunden eine Aktivitidt von 1000 —1200 klin. E./mg. Bei spateren
Synthesen stieg die biologische Wirkung auf etwa 1500 klin. E./mg an. Eine Probe
des rohen Acetats besaB nach Lyophilisieren und Trocknen etwa 1800 klin. E./mg.
Die Hauptfraktionen der an SP-Sephadex gereinigten Sekretinchargen enthielten
3800 —4000 klin. E./mg (bezogen auf Peptid-Base). Da aus Griinden der Stabilitit
die Eluate der SP-Sephadex-Saule nur einmal gefriergetrocknet wurden, enthielten die
Lyophilisate auBler vorgelegtem Cystein-hydrochlorid noch wechselnde Mengen an
Ammoniumsalzen (Ammoniumchlorid); der Peptidgehalt wurde deshalb iiber quanti-
tative Aminosdaureanalysen ermittelt und schwankte zwischen 5 und 10%.

Aus 3.0 g Rohsekretin-tetrahydrobromid-bis(trifiuoracetat)-hydrat mit etwa 1200
klin. E./mg wurden insgesamt etwa 0.55 g Reinsekretin-Base mit 3800—4000 klin.
E./mg erhalten; dies entspricht fiir die Reinigung einer Ausbeute von ca. 60%, d.h.
einem Verlust von ca. 409 unter Zugrundelegung von 4000 klin. E./mg fiir reines
Sekretin.

Die Aminosidureanalysen der Hauptfraktionen stimmten mit den berechneten
Werten gut iiberein.

200 M. I. Grossman, Gastroenterology 57, 767 (1969).

21) Auch das vom Karolinska Institut, Stockholm, vertriebene natiirliche Sekretin enthiilt
Cystein-hydrochlorid, vgl. 20),
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Da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, dal3 der Zusatz von Cystein-hydrochlorid
die Stabilitit des Sekretins in Losung nicht merklich verbessert und andererseits
auch reines Sekretin-acetat in trockener Form zumindest iiber kiirzere Zeit hinreichend
stabil ist, wurde in einem weiteren Versuch auf die Vorgabe von Cystein-hydrochlorid
in den Auffanggefiflen verzichtet und nach zweimaliger Gefriertrocknung aus essig-
saurer Losung Sekretin-acetat-hydrat mit etwa 3600 klin. E./mg erhalten. Die Aus-
beute-Bilanz war unverandert.

Mit der hier beschriebenen Sekretinsynthese haben wir versucht, neuere Konden-
sationsmethoden bei der Synthese eines héheren Peptids einzusetzen. Dabei wurden
an mehreren Stellen ,,Technikumsbedingungen* simuliert, um sicherzustellen, daB
diese Methoden auch fiir die Herstellung von Peptiden in groBerem MabBstab brauch-
bar sind. Der gelungene Beweis war vor allem fiir die Voraktivierung racemisierungs-
gefihrdeter Peptid-fragmente wichtig; in einigen Fillen konnten hierbei sogar‘.‘die
sehr guten Ausbeuten von Wiinsch und Mitarbb. weiter verbessert werden.

Problematisch ist noch immer die Einfiihrung von Arginin. Fiir Laboratoriums-
synthesen scheint das Problem durch die Verwendung von Z-Arg(N3 N©-Z,Z)-OH
oder dessen Aktivester befriedigend gelGst zu sein. Die Herstellung dieses Arginin-
derivats in groBerem Mafstab ist aber wegen der schlechten Ausbeute unerfreulich.
Deshalb haben wir bei der Darstellung der Sequenz 7—13 auf das leicht zugangliche
Z-Arg-OH zuriickgegriffen. Der Erfolg dieser MaBnahme wird uns bei einer spiteren
Synthese ermutigen, diese Technik nach Moglichkeit auf die anderen Argininreste aus-
zudehnen, was allerdings eine weitgehende Umstellung der Synthese zur Folge hitte.

Im Zusammenhang mit dem Anbau der Sequenz 7—13 sind noch zwei Beob-
achtungen anzumerken. Wir hatten zunichst versucht, Thr? ohne Seitenkettenschutz
einzusetzen, mufBiten aber die Erfahrung machen, dall dann die Benzyloxycarbonyl-
gruppe nicht vom geschiitzten Peptid Z-(7—27) abzuhydrieren war. Dieselbe Schwie-
rigkeit trat auf, als versucht worden war, das geschiitzte Tripeptid Z«(11—13)-OH
an die Sequenz 14 —27 anzukondensieren und anschlieBend die Benzyloxycarbony)-
gruppe von Z-(11—27) durch katalytische Hydrierung zu entfernen. Dieses Verhalten
war nicht vorhersehbar und zeigt, an welch unerwarteten Schwierigkeiten ein Syn-
theseplan oft scheitern kann.

Boc-His-Nj war schon von Ondetti und Mitarbb. 19 zur Einfithrung dieser Amino-
siure beniitzt worden. Beim Vergleich der Ausbeuten in der letzten Stufe der Sekretin-
synthese unter Verwendung von N'™-geschiitztem und -ungeschiitztem ‘iHistidin
beobachteten wir keinen signifikanten Unterschied.

Fiir die Reinigung des Roh-Sekretins in groBerem Malstab haben wir noch keine
voll befriedigende Losung gefunden. Von den chromatographischen Verfahren be-
wihrte sich bisher nur die Trennung durch Ionenaustausch-Chromatographie nach
Wiinsch'9), bei der aber bei der VergroBerung des Mafstabs Verluste an Sekretin
unvermeidlich scheinen. Mdglicherweise lassen sich diese Verluste bei der Reinigung
durch Gegenstromverteilung1® in Grenzen halten.

Herrn Dr. R. Schleyerbach aus unserer Abteilung fiir Pharmakologie gebiihrt unser auf-
richtigster Dank fiir die Bestimmung der biologischen Aktivititen; ferner danken wir Herrn
H. Klumpp fiir seine wertvolle Mitarbeit bei den sdulenchromatographischen Trennungen.
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Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte wurden im Apparat nach Dr. Tottoli bestimmt und sind nicht korri-
giert. Die spez. Drehwerte wurden im Polarimeter 141 von Perkin-Elmer gemessen. Die
Reinheitspriifung der Substanzen erfolgte diinnschichtchromatcgraphisch auf Fertigplatten
(Kieselgel F) der Fa. E. Merck, wobei u.a. folgende Systeme benutzt wurden:

Methylathylketon/Pyridin/Wasser/Essigsdure (70:15:15:2); n-Butanol/Essigsdure/Wasser
(3:1:1); n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin (30:6:24:20); Chloroform/Methanol (8:3).

Die Aminosidure-Analysen wurden nach 24stdg. Hydrolyse mit 6 N HCI (bei 120°C) mit
einem Beckman-Aminosidure-Analysator Unichrom vorgenommen.

Alle Produkte wurden i. Hochvak. iiber P;Os getrocknet. Das Ansduern und Waschen
erfolgte in vielen Fillen mit einer wiiBrigen Losung von KHSO4/K;SO4 (1:2) nach Wiinsch22),
im folgenden ,,KHSO4-Lésung* genannt.

Abkiirzungen:

DCCI Dicyclohexylcarbodiimid

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HOOBt 3-Hydroxy-4-ox0-3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin

Teilsequenz 21 —27

Z-Leu-Leu-OMe (22—23)a: Zu einer Lésung von 132.6 g (500 mmol) Z-Leu-OH?23),
90.8 g (500 mmol) HCl-H-Leu-OMe 24 und 67.5 g (500 mmol) HOBt in 1 Liter DMF gibt
man 65 ml (500 mmol) N-Athylmorpholin und bei 0°C eine Ldsung von 110 g DCCI in
200 ml DMF. Man li8t 1 h bei 0°C und 1 h bei Raumtemp. rithren, saugt den Niederschlag
ab und engt das Filtrat i. Hochvak. ein. Der Riickstand wird zwischen Essigester und Wasser
verteilt und die Essigesterphase nacheinander mit gesdtt. NaHCO;-L3sung, 2 N HCI, gesitt.
NaHCO;-Lésung und Wasser ausgeschiittelt, iiber Na,SO4 getrocknet und eingeengt. Der
Riickstand wird mit Petroldther verrieben und abgesaugt. Ausb. 147 g, Schmp. 90°C. Zur
weiteren Reinigung wird die Substanz in Essigester gelost und iiber 450 g bas. Al;O3 chro-
matographiert. Elution mit Essigester. Das Eluat wird cingeengt und der Riickstand mit
Petrolidther verrieben. Ausb. 135 g (69%). Schmp. 96°C (Lit.25 97.5—98.5°C).

Z-Leu-Leu-OH (22—23)b: 33.7g (85.9 mmol) Z-Leu-Leu-OMe (22 -23)a werden in
140 ml Dioxan und 35 ml Wasser gelost und mit 86 ml | N NaOH versetzt. Nach 2stdg.
Riihren bei Raumtemp. neutralisiert man mit 2 N HC], engt ein und verteilt den Riickstand
zwischen Essigester und | N HCL. Die Essigesterphase wird mit Wasser ausgeschiittelt, iber
Na;S0, getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird mit Petrolither verrieben und abge-
saugt. Aus Essigester/Petroldther Ausb. 27.9 g (86 %), Schmp. 95—-97°C (Lit. 2% 98 —101°C).

Z-Leu-Leu-Gin-OBu' (22—24)a: Zu einer Losung von 75.6 g (200 mmol) Z-Leu-Leu-OH
(22 -23)b, 47.6 g (200 mmol) HCI-H-GIn-OBut 19 und 27 g (200 mmol) HOBt in 400 mi
DMF gibt man bei 0°C 26 ml N-Athylmorpholin und eine Losung von 44 g DCCI in 100 ml
DMF. Man ldBt 1 h bei 0°C und | h bei Raumtemp. rithren, saugt vom Niederschlag ab
und engt das Filtrat i. Vak. ein. Der Riickstand wird nacheinander mit NaHCOj3-Ldsung,
KHSO,-Lésung, NaHCO;3-Losung und Wasser verriihrt und abgesaugt. Das Produkt wird in

22) R. Spuangenberg, P. Thamm und E. Wiinsch, Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 352, 655
1971).

23 G. Losse und E. Demuth, Chem. Ber. 94, 1762 (1961).
24) M. Brenner und W. Huber, Helv. Chim. Acta 36, 1109 (1953).
25) E. L. Smith, D. H. Spackman und W. J. Polglase, J. Biol. Chem. 199, 801 (1952).
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Essigester heiB gelost, die Lésung mit Na;SO4 heiB getrocknet und eingeengt, der Riickstand
mit Ather verrieben, abgesaugt und i.Vak. getrocknet. Ausb. 105 g (93%), Schmp. 178 bis
180°C, [2]¥ = —25.6° (¢ = 1, in Dimethylacetamid).

C9H46N4O7 (562.8) Ber. C61.90 H 8.24 N9.96 Gef. C61.7 H89 N9.§8

Z-Leu-Leu-Gin-OH (22 —24)b: 105 g (186.7 mmol) Z-Leu-Leu-GIn-OBut (22 —24)a werden
in 300 ml Trifluoressigsdure bei Raumtemp. gelést. Man a8t 30 min bei Raumtemp. stehen,
engt bei 20°C Badtemp. i.Vak. cin und verreibt den Riickstand mit Ather. Ausb. 97 g,
Schmp. 170—173°C. Zur Reinigung wird aus Essigester/Petroldther umgefillt, dann mit
Wasser aufgekocht und hei abgesaugt. Ausb. 77 g (81%), Schmp. 198 —200°C, [«]# =
—16.8° (¢ = 1, in Dimethylacetamid).

C,sH1sN4O7 (506.6) Ber. C 59.27 H7.56 N11.06 Gef. C59.2 H7.5 N11.2

Z-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH, (22—2T)a: Zu einer Ldsung von 63 g (125 mmol)
Z-Leu-Leu-GIn-OH (22—24)b, 40.5g (125 mmol) HCI-H-Gly-Leu-Val-NH;4 und 16.9¢g
(125 mmol) HOBt in 40 ml DMF gibt man bei 0°C 16.3 ml N-Athylmorpholin und cine
Losung von 27.5 g DCCI in 100 m! DMF. Man 148t 1 h bei 0°C und 1 h bei Raumtemp.
rithren, saugt den Niederschlag ab und fillt mit Eiswasser aus dem Filtrat ein Kristallines
Produkt. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit NaHCOQOj3-Ldsung verrieben, wieder abge-
saugt, gut mit Wasser gewaschen, iiber P,Os getrocknet und mit Methanol aufgekocht.
Man 1dBt auf Raumtemp. abkiihlen und saugt ab. Das Produkt ist nach dem Diinnschicht-
chromatogramm in Methylenchlorid/Methanol (9:1) und der Analyse ein Cokristallisat
aus | mol Z-Leu-Leu-GIn-Gly-Leu-Val-NH; und [ mol Dicyclohexylharnstoff. Ausb.
103.5 g (83 %), Schmp. 228 —230°C (Zers.), [2])3 — —33.6° (¢ = I, in Eisessig).

Ci3Hg2NgOg + Ci3H24N20 (999.3) Ber. C 61.30 H 8.68 N 14.02
Gef. C61.4 HB8.5 N13.9

H-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NHj-acetat-monohydrat (22—27T)b: 100 g (100 mmol) Z-Leu-
Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH,-Dicyclohexylharnstoff-Cokristallisat (22— 27)a werden in 1.7 Liter
90proz. Essigsdure suspendiert und katalytisch hydriert. Wenn kein CO; mehr freigesetzt
wird, wird der Katalysator abgesaugt und das Filtrat eingeengt. Der Riickstand wird mit
Essigester aufgekocht und heiB abgesaugt, der Niederschlag getrocknet und 2mal mit je
2 Liter warmem Wasser verrieben. Von Unldslichem wird abgesaugt und das Filtrat gefrier-
getrocknet. Ausb. 59.0 g (82%); [«]% — —27.3° (¢ = 1, in Essigsdure).

C30Hs6NgO7:CH3COH -H,0 (718.9) Ber. C53.45 H 8.69 N 15.59
Gef. C534 HB8.7 NIi57

Z-Arg(Z;)-OTcp (21): Die Losung von 139.4 g (242 mmol) Z-Arg(Z;)-OH26) und 47.8 g
(242 mmol) 2,4,5-Trichlorphenol in 400 ml Tetrahydrofuran wird bei 0°C mit 52.8 g DCCI
versetzt. Man rithrt 1 h bei 0°C und 2 h bei Raumtemp., saugt nach Abkiihlen vom Dicyclo-
hexylharnstoff ab, dampft das Filtrat i. Vak. ein und kristallisiert den Riickstand 2mal aus
Isopropylalkohol um. Ausb. 141.9 g (789%,), Schmp. 124 —126°C; [a]}? = —8.6° (¢ = 1,
in THF).

Ci6H33Cl3N4Og (756.1) Ber. C57.19 H4.40 N 741 Gef. C57.4 H4.3 N 7.2

Z-Arg(Z;)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH, (21—27): 7.19 g (10 mmol) H-Leu-Leu-Gin-
Gly-Leu-Val-NH;-acetat-monohydrat (22--27)b und 1.35g (10 mmol) HOBt werden in

60 ml DMF geldst. Dazu gibt man 7.60 g Z-Arg(Z;)-OTcp (21). Nach 5 min Rilhren wird
i.Vak. eingeengt und der Riickstand mit NaHCO;-Losung verrieben, abgesaugt und mit

20) E. Wiinsch und G. Wendlberger, Chem. Ber. 100, 160 (1966).
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Wasser gewaschen. Die Rohsubstanz wird getrocknet und mit Methanol ausgekocht. Man
1aBt auf Raumtemp. abkiihlen, saugt ab und wischt mit Ather nach. Ausb. 10.5 g (87.5%);
Schmp. 254 —257°C (Zers.) (Lit.1D 257°C, Zers.).

Teilsequenz 7—13

Z-Arg( HCl)-Leu-OMe (12—13)a: Die Suspension von 61.7 g (0.2 mol) Z-Arg-OH 27 und
36.3 g (0.2 mol) H-Leu-OMe - HCI22) jn 500 ml Pyridin und 250 ml DMF wird bei 0°C mit
der Losung von 41.3 g (0.2 mol) DCCI in 50 ml DMF versetzt. Man riihrt 1 h bei 0°C und
12 h bei Raumtemp., saugt dann vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab und dampft
das Filtrat i. Hochvak. ein. Den harzigen Riickstand nimmt man in Aceton auf, filtriert,
engt das Filtrat auf ein kleines Volumen cin und versetzt mit Ather. Nach Dekantieren wird
das schmierige Produkt mit Ather/Petrolither verrithrt und aus Essigester kristallisiert.
Ausb. 82.8 g (88%), Schmp. 122—124°C (Lit.28) 92—94°C); [a]}? = —23.1° (¢ =1, in
Methanol) (Lit.28 —21.6°).

Z-Ser(Bu*)-Arg-Leu-OH (11 —13)b

a) 47.2 g (0.1 mol) Z-Arg(HCl)-Leu-OMe (12—13)a werden in 600 ml Methanol bei
pH 4.5 unter Titration mit 1 N methanolischer HCI in Gegenwart von Palladium/BaSO4 2 h
hydriert. Nach Filtration und Eindampfen behandelt man den Riickstand mit absol. Ather,
saugt rasch ab und trocknet sofort iiber KOH und P,0s. Ausb. 37.5 g (100%;) H-Arg(HCl)-
Leu-OMe -HCI (12—13)b. Das stark hygroskopische Produkt wird direkt weiterverwendet.

b) 15.8 g (53.5 mmol) Z-Ser(But)-OH29 und 7.23 g (53.5 mmol) HOBt in 50 ml DMF
werden bei 0°C mit 11.1 g (53.5 mmol) DCCI versctzt. Nach 1 h Riihren saugt man vom
Dicyclohexylharnstoff ab und vereinigt das Filtrat mit der Lsung von 18.2 g (48.6 mmol)
H-Arg(HCl)-Leu-OMe-HCI (12—13)b in 50 ml DMF. Nach Zugabe von 7.46 ml N-Athyl-
morpholin und 12stdg. Rithren dampft man i. Hochvak. ein und behandelt den harzigen
Riickstand, der ohne weitere Reinigung nach Trocknen verseift wird, mehrmals mit Ather.
Ausb. 43.8 g rohes Z-Ser(Bu')-Arg(HCI)-Leu-OMe (11—13)a.

c) 43.8 g (< 48.6 mmol) roher Methylester (11—13)a werden in 210 ml Dioxan, 150 ml
Wasser und 30 ml Methanol gelost und unter Riihren bei pH 11 —12 mit 1 N NaOH verseift.
Nach Neutralstellen mit 1 N HC] engt man auf ein kleines Volumen ein, verreibt mit Wasser
und kocht das kristalline Produkt mit Essigester aus. Ausb. 11.8 g. Aus der waBr. Mutter-
lauge erhilt man nach Einengen noch 3.0 g (11—13)b. Gesamtausb. 14.8 g (253 %), Schmp.
228.5—229°C (Zers.), [x]} = —4.9° (¢ = 1, in Methanol).

C27H4u4NgO7-0.5 H2O (573.7) Ber. C56.53 H7.91 N 14.65 Gef. C56.9 H7.9 N 14.7

H-Ser(Bit)-Arg-Leu-OH (11—13)¢c: 11.5 g (20 mmol) Z-Ser(Bu')-Arg-Leu-OH (11—13)b
werden in 220 ml Methanol in Gegenwart von Palladium/BaSQO4 5 h hydriert. Nach Ent-
fernen des Katalysators und Eindampfen des Filtrats verreibt man den Riickstand mit Ather.
Ausb. 8.3 g (91%); [«]3 = —10.8° (¢ = 1, in Methanol).

Ci19H33NgOs-1.5 H,O (457.6) Ber. C49.87 H9.03 N 18.37 Gef. C50.0 H9.0 N 18.0

Z-Glu(OBu')-Leu-OMe (9—10)a: 67.5 g (0.2 mol) Z-Glu(OBut)-OH3®, 36.3 g (0.2 mol)
H-Leu-OMe -HCI124 und 27.0 g (0.2 mol) HOBt werden in 160 ml DMF bei 0°C mit 41.3 g
(0.2 mol) DCCI und 25.6 ml (0.2 mol) N-Athylmorpholin versetzt. Nach 12stdg. Riihren

2D R. A. Boissonnas, St. Guitmann, R. L. Huguenin, P.A.Jaquenoud und Ed. Sandrin,
Helv. Chim. Acta 41, 1867 (1958).

28) R. W. Young, K. H. Wood, R.J.Joyce und G. W. Anderson, J. Amer. Chem. Soc. 78,
2126 (1956).

29) E. Wiinsch und A. Zwick, Chem. Ber. 99, 105 (1966).
30) E. Schroder und E. Klieger, Liebigs Ann. Chem. 673, 196 (1964).
15*



228 G. Jiger, W. Konig, H. Wissmann und R. Geiger Jahrg. 107

bei Raumtemp. saugt man vom Niederschlag ab und dampft das Filtrat i. Hochvak. ein.
Den Riickstand nimmt man in Essigester auf und wischt die Losung mit KHSO4 und
NaHCOj;-Losung sowie mit Wasser. Dic iiber Na;SO4 getrocknete Essigesterlésung dampft
man i.Vak. ein und kristallisiert den festen Riickstand aus Diisopropylither um. Ausb.
72.1 g (78%), Schmp. 50—52°C, [«)J32 — —23.0° (¢ = 2, in Athanol).

C4H36N207 (464.6) Ber. C 62.05 H 7.81 N 6.03 Gef. C62.0 H7.8 N6.4

Z-Ser(Bu*)-Glu{OBW)-Leu-OMe (8 --10)a

a) 116.2 g (250 mmol) Z-Glu(OBu')-Leu-OMe (9—10)a werden in 300 ml Methanol bei
pH 4.5 unter Zutropfen von | N HCI katalytisch hydriert. Ausb. 88.7 g (97 %) H-Glu(OBu")-
Leu-OMe-HCl (9—10)b.

b) Man lost 68.9 g (234 mmol) Z-Ser(Bu')-OH 29 und 31.6 g (234 mmol) HOBt in 180 ml
DMF und gibt nach Abkiihlen auf 0°C 48.3 g (234 mmol) DCCI hinzu. Beim Riihren bei
Raumtemp. erstarrt nach wenigen min der Kolbeninhalt. Man verdiinnt die Suspension
mit 50 ml DMF, rithrt 1 h bei Raumtemp. und saugt vom Dicyclohexylharnstoff ab. Das
Filtrat versetzt man mit obigen 88.7 g (242 mmol) H-Glu(OBu')-Leu-OMec-HCIl (9—10)b
sowie mit 31 ml (242 mmol) N-Athylmorpholin. Nach 20stdg. Riihren bei Raumtemp.
dampft man i. Hochvak. ein, 16st den lackartigen Riickstand in Essigester, wischt die filtrierte
Losung mit KHSO4- und NaHCOj3-Losung sowie mit NaCl-haltigem Wasser und trocknet
iiber Na;SO4. Der nach Eindampfen erhaltene feste Riickstand wird mit Diisopropyldther
verrieben. Ausb. 105.2 g (74%), Schmp. 133 - 134°C, (a]3* = —24.1° (¢ — 1, in Methanol).

C31HagN309 (607.8) Ber. C61.26 H 8.13 N 6.91 Gef. C61.3 H8.2 N6.8

Z-Thr(Bu)-Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-O Me (1—10)a

a) 105.15 g (173 mmol) Z-Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-OMe (8 -10)a hydriert man in 1 Liter
Methanol in Gegenwart von Palladium/BaSO,4 unter Zutropfen von methanolischer HCI
bei pH 4.5. Nach Filtriecren und Eindampfen i.Vak. nimmt man den Lack in Ather auf,
saugt nach 12stdg. Aufbewahren bei 0°C von der evtl. ausgefallenen geringen Restmenge
Dicyclohexylharnstoff ab und dampft das Filtrat i. Vak. ein. Ausb. 81.1 g (92%) H-Ser(BuY-
Glu(OBu')-Leu-OMe -HCl (8—10)b (amorphes Pulver; Ry = 0.77 in Methylithylketon/
Pyridin/Wasser/Essigsdure 70:15:15:2, Dinnschichtfertigplatte Kieselgel F, Merck).

b) 52.6 g (170 mmol) Sliges Z-Thr(Bu')-OH3D und 22.3 g (165 mmol) HOBt werden in
250 ml DMF bei 0°C mit 34.1 g (165 mmol) DCCI versetzt. Nach 2stdg. Riihren bei Raum-
temp. saugt man vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab und wiischt mit 250 ml DMF.
In das Filtrat trdgt man 79.06 g (155 mmol) H-Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-OMc -HCl (8§ —10)b
ein und gibt nach Abkiihlen auf 0°C 19.7 ml (155 mmol) N-Athylmorpholin zu. Nach 18stdg.
Riihren bei Raumtemp. dampft man i. Hochvak. ein, nimmt den festen Riickstand in Essig-
ester auf, filtriert vom restlichen Dicyclohexylharnstoff und wischt das Essigesterfiltrat mit
KHSOy4-, NaHCOj3- und NaCl-Lésung. Die iiber Na,SO,4 getrocknete Essigesterlosung
dampft man i.Vak. ein und verreibt den festen Riickstand zweimal mit Diisopropylither/
Petrolidther 4:1. Ausb. 105.4 g (89%), Schmp. 180°C, [x]¥ = --10.3° (¢ =- 2, in Methanol).

C39HgsN4O) 1 (765.0) Ber. C61.24 H 8.43 N 732 Gef. C61.2 H8.5 N7.1

Z-Thr(Bu' )-Ser (Bu')-Glu(OBu')-Leu-OH (1—10)b: Zu 31.24 g (40.8 mmol) Z-Thr(Bu')-
Ser(BuY)-Glu(OBu)-Leu-OMe (7—10)a in 400 ml Dioxan und 50 ml Methanol werden im
Verlauf von 20 min 44 ml 1 N NaOH getropft. Nach 30 min Nachriihren bringt man mit
KHSO4-Losung auf pH 5, engt i. Vak. ein, versetzt mit Wasser, sduert mit KHSO4-Losung
an und extrahiert mit Essigester. Der mit Wasser gewaschene Essigesterextrakt wird iiber

3D E. Schrider, Licbigs Ann. Chem. 670, 127 (1963).
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Na,SO, getrocknet, i. Vak. auf ein kleines Volumen eingedampft und mit Petrolither versetzt.
Nach 24stdg. Stehenlassen saugt man den Niederschlag ab und wischt mit Petroldther.
Ausb. 26.82 g (88%), [x]3* = —6.4° (¢ = 1, in Methanol). Nach dem Diinnschichtchromato-
gramm enthilt das Produkt noch eine geringe Menge an Ester (7--10)a.

C33He:N4Oyy (750.95) Ber. C60.77 H8.32 N7.46 Gef. C60.9 H8.5 N7.5

Z-Thr(Bd')-Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-Ser(Bu')-Arg-Leu-OH (7—13): Die Loésung von
12.01 g (16 mmol) Z-Thr(Bu')-Ser(Bu')-Glu(OBut)-Leu-OH (7—10)b und 2.45 g (15 mmol)
HOOB!t in 65 ml DMF wird bei 0°C mit 3.10 g (15 mmol) DCCI versetzt. Nach |stdg.
Riihren bei 0°C und 1stdg. Riihren bei Raumtemp. saugt man vom Dicyclohexylharnstoff
ab und trdgt in das Filtrat 6.86 g (15 mmol) H-Ser(Bu')-Arg-Leu-OH (11 —13)c ein. Beim
Rithren bei Raumtemp. erstarrt der Kolbeninhalt nach kurzer Zeit. Man verdiinnt mit 160 ml
DMF, riihrt 12 h und versetzt die diinne Gallerte mit KHSO,;-Losung. Nach Verreiben
saugt man den Niederschlag ab, wiischt mit Wasser und verreibt erneut mit KHSO4-Losung.
Das abgesaugte und mit Wasser neutral gewaschene Produkt wird nach Trocknen mit Metha-
nol ausgekocht und schlieBlich mit NaHCO;-Lésung und Wasser verrieben. Ausb. 12.6 g
(72%). Schmp. 236°C (Zers.), {2]§ — —24.2° (¢ = 1, in 90proz. Essigsdure).

Cs7HggN 905 (1163.5) Ber. N 12.04 Gef. N 12.0

Aminosdurcanalyse:
Ber. Thr 1 Ser 2 Glu 1 Leu 2 Arg |
Gef. Thr 0.88 Ser 1.93 Glu0.98 Leu2.00 Arg0.98

Teilsequenz 1 —6

Z-Gly-Thr(Bu!)-Phe-OMe (4—6)a: Zur Losung von 79.5 g (0.38 mol) Z-Gly-OH32), 51.3 g
(0.38 mol) HOBt und 141 g (0.38 mol) H-Thr(Bu*)-Phe-OMe - HCI13¥ in 900 ml DMF gibt man
bei --10°C 48.6 ml N-Athylmorpholin und anschlieBend die Lésung von 85 g (0.41 mol) DCCI
in 60 ml DMF. Nach 12stdg. Riihren bei 5°C saugt man vom Dicyclohexylharnstoff ab,
dampft das Filtrat i. Hochvak. ein, nimmt den 6ligen Riickstand in Essigester auf, wischt die
Essigester-Losung mit KHSO4- und NaHCOj;-Lésung sowie mit Wasser, trocknet iiber
MgSO, und engt i.Vak. ein. Das erhaltenc Ol kristallisiert aus Ather/Petroldther. Ausb.
181.0 g (90%), Schmp. 84°C, [«}§? = --27.8° (¢ = 1, in DMF).

C3H37N307 (527.6) Ber. C63.71 H7.06 N7.99 Gef. C63.5 H7.3 N8.0

Z-Gly-Thr(Bu')-Phe-OH (4—6)b: 41.5g (90 mmol) Z-Gly-Thr(Bu')-Phe-OMe (4—-6)a
werden in 300 ml Dioxan/Wasser (2:1) unter Zusatz von wenig Methanol bei pH 11 mit
1 N NaOH verseift. Nach Neutralisieren mit verd. Salzsiiure destilliert man i. Vak. die organi-
schen Ldsungsmittel ab, verdiinnt mit 125 ml Wasser und sduert mit verd. Salzsiure auf
pH 3.5 an. Das ausgefallene Produkt wird abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Ausb.
43.5 g (94%,), Schmp. 80°C, [x]§ = +43.6° (¢ = 1, in Methanol).

C37H3s5N307 (513.6) Ber. C63.14 H 6.86 N 8.18 Gef. C62.8 H6.6 N 8.0

Boc-His-Ser( Bu')-Asp(OBu!)-Gly-Thr(Bu')-Phe-OH (1—6): Man 16st bei 0°C unter
Rithren 5.65 g (21 mmol) Boc-His-N;H334 in 84 ml | N HCI und gibt 4.85 ml 5N NaNO;-
Lésung hinzu. Nach 5 min Riihren bei 0°C fiigt man 150 ml vorgekiihlten Essigester zu,
stellt die Mischung mit eiskalter gesitt. Natriumcarbonat-Losung auf pH 9, trennt die
Essigesterphase ab, extrahiert die wiBr. Phase nochmals mit kaltem Essigester und trocknet

32 M. Bergmann und L. Zervas, Ber. Deut. Chem. Ges. 65, 1192 (1932); F. D. DeTar,
R. Silverstein und F. F. Rogers, J. Amer. Chem. Soc. 88, 1024 (1966).

33 E. Wiinsch, A. Zwick und E. Jaeger, Chem. Ber. 101, 336 (1968).

M) E. Schrider und H. Gibian, Liebigs Ann. Chem. 656, 190 (1962).
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die vereinigten Essigesterextrakte kurz bei 0°C iiber MgSO4. Die bei 0°C Badtemp. bis auf
wenige ml eingeengte Essigesterlosung wird dann mit 12 ml vorgekiihitem DMF in die eben-
falls auf 0°C abgekiihlte Ldsung von 5.1 g (7 mmol) H-Ser(Bu')-Asp(OBu')-Gly-Thr(But)-
Phe-OH (2—6)!¥ in 70 ml DMF gespiilt. Das Reaktionsgemisch wird 5 h bei 0°C geriihrt
und 12 h bei 4°C stehengelassen. Der nach Eindampfen i. Hochvak. erhaltene farblose Fest-
korper wird aus Athanol/Ather umgefillt und anschlieBend aus Athanol/Aceton und Metha-
nol/Wasser umkristallisiert. Aus den eingedampften Mutterlaugen gewinnt man durch
36stufige Gegenstromverteilung im System n-Butanol/Essigsdure/Wasser (4:1:5) 30%, der
Gesamtausb. als Reinsubstanz. Ausb. 3.96 g (60%), Schmp. 180°C (Zers.), [«]}? = -9.7°
(c = 1, in DMF).
C4sH7oNgO3-H,0 (944.1) Ber. C57.02 H7.65 N11.81 Gef. C57.0 H7.5 N 11.8

Aminosiureanalyse:
Ber. His | Ser 1 Asp | Gly 1 Thr 1 Phe 1
Gef. His 1.04 Ser0.78 Asp1.08 Gly 1.00 Thr0.89 Phe 1.00

Aufbau der Gesamtsequenz

Z-Arg(Z;)-Leu-Gln-Arg( HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH, (18 —27): Die Losung von
38.5 g (47 mmol) Z-Arg(Z;)-Leu-GIn-OH 1D und 7.66 g (47 mmol) HOOBt in 1.4 Liter DMF
versetzt man bei 0°C mit 9.70 g (47 mmol) DCCI und riihrt 1 h bei 0°C und 2 h bei Raum-
temp. Dann kiihlt man wieder auf 0°C ab und gibt 45.1 g (47 mmol) H-Arg(HBr)-Leu-Leu-
GIn-Gly-Leu-Val-NH, -HBr!1 sowie 6.02 ml (47 mmol) N-Athylmorpholin zu. Nach 26stdg.
Rithren bei Raumtemp. gieBt man die Suspension in 13.5 Liter Ather, 1Bt unter gelegent-
lichem Umriihren 48 h stehen, saugt dann den fest gewordenen Niederschlag ab, wischt ihn
mit Ather, verreibt ihn im M&rser mit Wasser, saugt ab und wiischt mit Wasser. Das getrock-
nete Rohprodukt wird zweimal mit je 800 ml Methanol ausgekocht. Ausb. 61.2 g (78%),
[x]3 = —35.0° (¢ = 1, in BOproz. Essigsdure) (Lit.11) —35.2°).

Z-Arg(Z,)-Asp(OBu')-Ser(But)-Ala-Arg( HBr)-Leu-Gin-Arg( HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-
Val-NH, (14—27): Zur auf 0°C abgekiihlten Losung von 13.75 g (14.3 mmol) Z-Arg(Z,)-
Asp(OBuY)-Ser(BuY)-Ala-OH12) und 2.33 g (14.3 mmol) HOOBt in 250 ml DMF gibt man
2.95 g (14.3 mmol) DCCI. Nach 11/;stdg. Riihren bei 0°C und 1!/;stdg. Riihren bei Raum-
temp. trdgt man 18.92 g (13.0 mmol) H-Arg(HBr)-Leu-Gin-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-
Val-NH; -HBr 1D ein und versetzt nach Abkiihlen auf 0°C mit 1.67 ml (13.0 mmol) N-Athyl-
morpholin. Man riithrt 24 h bei Raumtemp., gieBt dann in 2.35 Liter heiBen Essigester,
saugt hei ab und wiischt mit heiBem Essigester. Das trocken gesaugte Produkt wird in
1 Liter Wasser 2 h verriihrt, nach 12stdg. Stehenlassen bei 0°C abgesaugt und mit Wasser
gewaschen. Ausb. 26.4g (88%), [x]3* = —30.1° (¢ = 1, in 80proz. Essigsiure) (Lit.12
—31.0%.

Z-Thr(Bu')-Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-Ser(Bu')-Arg( HBr)-Leu- Arg( HBr)-Asp(OBut) - Ser-
(Bu!)-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg( HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH, (1—2T)a: Die Lésung
von 8.97 g (7.7 mmol) Z-Thr(Bu%)-Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-Ser(But)-Arg-Leu-OH (7—13),
1.23 g (7.7 mmol) Pyridin-hydrobromid und 1.04 g (7.7 mmol) HOBt in 200 ml DMF wird
nach 15 min Rithren mit 13.86 g (7.0 mmol) H-Arg(HBr)-Asp(OBu')-Ser(BuY)-Ala-Arg(HBr)-
Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-GIn-Gly-Leu-Val-NH, - HBr!2 versetzt. Man verdiinnt mit
100 ml DMF und gibt bei 0°C 1.59 g (7.7 mmol) DCCI hinzu. Nach 1stdg. Riihren bei 0°C
verdiinnt man die Gallerte nochmals mit 100 m! DMF und riihrt 48 h bei Raumtemp. Dann
versetzt man mit 4 Liter Essigester, saugt den Niederschlag nach 12stdg. Stehenlassen ab,
wischt mit Essigester, kocht mit Essigester aus und wischt mit heiBem Essigester. Ausb.
17.57 g (76 %), [x]¥ = —26.6° (¢ — 1, in 80proz. Essigsdure) (Lit.159 —22.1°).
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H-Thr(Bu')-Ser(Bu')-Glu(OBu')-Leu-Ser(Bu')-Arg(HBr)-Leu-Arg( HBr)-Asp(OBu')-Ser-
(Bu')-Ala-Arg( HBr)-Leu-Gin-Arg( HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH - HBr(7—27)b:17.46g
(5.3 mmol) (7—27)a werden unter gelindem Erwirmen in 2.0 Liter Methanol und 0.5 Liter
Dimethylacetamid geldst. Man hydriert 10 h in Gegenwart von Palladium/BaSQO,, engt nach
Entfernung des Katalysators i.Vak. auf 800 ml ein, gibt 1.0l g (6.3 mmol) Pyridin-hydro-
bromid und anschlieBend 4.7 Liter Essigester zu, saugt den Niederschlag ab und wischt mit
Essigester. Ausb. 12.44 g (73%), [«]3? = —30.2° (c = 1, in 80proz. Essigsdure) (Lit.15
—26.8° bzw. —28.2°).

Boc- His-Ser(Bu') - Asp(OBu') -Gly-Thr(Bd') - Phe-Thr( Bu) - Ser( Bi' ) -Glu( O Bu' ) - Leu-Ser-
(Bu')-Arg(HBr)-Leu-Arg(HBr)-Asp(OBu)-Ser(Biuf)-Ala-Arg( HBr)-Leu-Glin-Arg( HBr)-Leu-
Leu-GiIn-Gly-Leu-Val-NH; (1—2T): 1.06 g (1.12 mmol) Boc-His-Ser(Bu')-Asp(OBut)-Gly-
Thr(But)-Phe-OH (1—6), 0.15 g (1.12 mmol) HOBt und 3.48 g (1.08 mmol) H-Thr(Bu')-
Ser(Bu')- Glu(OBu')-Leu-Ser(Bu') - Arg(HBr)-Leu- Arg(HBr)- Asp(OBut)- Ser(But)- Ala- Arg-
(HBr)-Leu-GIn-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH;, - HBr -4 H,O (7—27)b in 100 mi
DMF werden bei 0°C mit 0.23g (1.12 mmol) DCCI und 0.14 ml (1.08 mmol) N-Athyl-
morpholin versetzt. Man riihrt 1 h bei 0°C und 36 h bei Raumtemp., gibt Essigester zu,
saugt den Niederschlag nach 3stdg. Stehenlassen ab, wischt mit Essigester, verreibt nach
Trocknen mit Wasser/Methanol (3:1) und zentrifugiert. Ausb. 3.40 g (76%).

Sekretin

3.00 g (1 —27) werden in 60 ml Trifluoressigsidure geldst. Nach 1stdg. Riihren bei Raumtemp.
engt man i.Vak. schonend ein, verreibt den Sligen Riickstand mit absol. Ather, saugt das
entstandene Festprodukt ab, wischt mit absol. Ather und trocknet iiber KOH und P,Os
i. Hochvak. Das Pulver (2.82 g) 18st man in 35 ml Wasser, gibt die Losung auf eine mit
Amberlite IR-45 (Acetat-Form) gefiillte Sdule (Linge 44 cm, Durchmesser 3 cm) und eluiert
mit Wasser in Fraktionen a 20 ml. Die Fraktionen 9—18 bringt man sofort auf eine mit
SP-Sephadex C-25 gefiillte Saule von 33 cm Linge und 8 cm Durchmesser und eluiert nach-
einander mit NH4HCO;-Puffern vom pH 6.5, 6.7 und 6.9 analog nach der Vorschrift von
Wiinsch16), Es wird in Fraktionen zu je 300 Tropfen aufgefangen; pro Fraktion werden 2 ml
einer 1.5proz. Cystein-hydrochlorid-L8sung vorgelegt. Nach Verdiinnen auf das 3 —4fache
Volumen mit Wasser werden z.B. die Fraktionen 170— 205, 206 —245, 246 —285 und 286 —300
gefriergetrocknet.

Ausbeute:
Fraktion Gesamtmenge P?;:‘i?:ll-tBZZ e M;:f:e::t::;ger
170 —-205 3.07g 4.5% (45 mg)
206—245 384 ¢ 1.6% 294 mg
246 —285 297¢g 6.0% 178 mg
286 —300 2.10g 5.1% (35 mg)

Das chromatographisch reine Produkt der Fraktionen 206 —285 zeigt eine biolog. Aktivitat
von 3800 —4000 klin. E./mg und das der Fraktionen 170—205 und 286—300 eine Aktivitit
von 1200—1300 klin. E./mg, jeweils bczogen auf Peptid-Base. Aus der weniger aktiven
Substanz 148t sich durch Wiederholen der Siulentrennung an SP-Sephadex ebenfalls hoch-
aktives Sekretin gewinnen.

Aminosdureanalyse von Sekretin aus Frakt. 206 —285:

Asp Thr Ser Glu Gly Ala Val Leu Phe His Arg
Ber. 2 2 4 3 2 1 1 6 1 1 4

Gef. 202 1.73 346 291 202 100 103 608 095 092 4.00
[316/73)



