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Summary. The synthesis of the heptacosapeptide amide with the primary structure of Human-secretin
is described. For this purpose 7 fragments were designed, i.e. H-Gly-Leu-Val-NH, (25-27b),
Z-Arg(Z,)-Leu-Leu-Gin-OH {21-24>, Z-Arg(Z,)-Leu-Gin-OH {18-20, Z-Arg(Z,)-Glu(Ot Bu)-Gly-
Ala-OH {14-17), Z-Arg(Z,)-Leu-OH {12-13), Z-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Leu-Ser(t Bu)-OH
{7-11), Adoc-His(Adoc)-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH {(1-6); these fragments were
consequently assembled to the overall protected total sequence using the Wiinsch/Weygand-method
with dicyclohexylcarbodiimide. After deprotection by exposure to trifluoroacetic acid in presence of
1,2-ethanedithiol and water as scavenger, the isolated crude product was purified by column
chromatography on CM-Sepharose, fast flow. This synthetized Human-secretin showed the full
biological activity in comparison to Porcine-secretin.
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Einleitung

Human-Sekretin unterscheidet sich vom Hormon des Schweines, nach einer
erfolgreichen Strukturaufkldrung von V. Mutt et al. [1] lediglich in den Aminosaure-
Positionen 15 und 16, d.h. die Sequenzfolge Aspartyl-Seryl wird beim menschlichen
Sekretin durch Glutamyl-Glycyl ersetzt. Fiir eine Totalsynthese des Human-
wirkstoffs sollte diese Sequenzdnderung von erheblichem Vorteil sein, da — wie wir
in fritheren Arbeiten zeigen konnten [2, 3] — der Aufbau des Schweine-Sekretin-
Fragmentes (14-17) wegen der Instabilitit mehrerer Zwischenstufen mit einer
erheblichen Ausbeuteminderung verbunden war.

Abkiirzungen: Es wurden hier die Abkiirzungen fiir Aminosduren und Schutzgruppen nach Houben-
Weyl, Methoden der Organischen Chemie, Bd. XV, 1 und 2, verwendet.

Ergebnisse und Diskussion

Fir eine —auch technisch verwertbare — Erstellung des synthetischen Human-
Wirkstoffes hatten wir uns auch vorgenommen einige ,nicht voll befriedigende

* Herrn Prof. Dr. E. Bayer zum 65. Geburtstag gewidmet.
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Stufen unserer fritheren ,,Schweine-Sekretin“-Synthese zu bearbeiten und ggf.
erzielte Verbesserungen fiir den nunmehrigen Aufbau des Human-Sekretins mit
einzubezichen:

1) Die Teilsequenz <{21-27) hatten wir durch einen stufenweisen Anbau der
Sequenzbausteine 23, 22 und 21 an das Tetrapeptid-Fragment <24-27), d.i.
H-Gln-Gly-Leu-Val-NH,, erstelit. Die Gewinnung dieses Tetrapeptidamids [4] aus
seinem Z-Derivat durch hydrogenolytische Entacylierung fiihrte stets zu wech-
selnden Mengen an Pyrrolidonyl-tripeptid-amid als unerwiinschtem Nebenprodukt.

Viel erfolgreicher verlduft nunmehr die Darstellung dieses Sequenzteilstiicks
{21-275, wenn das carboxylendstindige Tripeptidamid H-Gly-Leu-Val-HN, mit
dem geschiitzten Tetrapeptid {(21-24, d.i. Z-Arg(Z,)-Leu-Leu-GIn-OH nach dem
Lerweiterten” Wiinsch-Weygand-Verfahren verkniipft wird — entweder nach der
Geiger-Variante mit N-Hydroxybenzotriazol statt N-Hydroxysuccinimid oder mit
dem von uns neu aufgefundenen ,kombinierten“ N-Hydroxysuccinimid/3,4-Di-
hydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-Zusatz.

Fragment I H-Gly-Leu-Val-NH, wurde ausgehend vom Dipeptidamid H-Leu-
Val-NH, [4] durch Aufkniipfung des Glycyl-Restes erhalten, Fragment II Z-
Arg(Z,)-Leu-Leu-Gln-OH ausgehend vom Glutamin in stufenweisem Anbau von
zweimal BOC-Leu-OSU und einmal Z-Arg(Z,)-OSU gewonnen.

2) Die letzte Fragmentverkniipfung bei der Schweine-Sekretin-Synthese, d.i. der
Anbau des Fragments Adoc-His(Adoc)-Ser(t Bu)-Asp(OtBu)-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH
an das Sequenzteilstiick (7-27)-NH, verlduft an sich zufriedenstellend, wenn man
von einer sehr geringen Razemisierung am carboxylendstindigen Phenylalanin-
Rest (Pos. 6) absieht. (Dies ist jedoch nur bei dem Carbodiimid/Hydroxysuccinimid-
Verfahren der Fall; andere 1,2-Dinucleophil-Zusétze wie z.B. Hydroxybenzotriazol
erh6hen die Razemisierung beim Verkniipfungsschritt erheblich [5, 6]).

Eine Verlegung dieses Verkniipfungspunkts, z.B. auf die Positionen 8/9 hatte
schon bei unserer Glucagon-Synthese zu keinem Erfolg gefiihrt. Wir wollten deshalb
priifen, ob eine Fragmentverkniipfung zwischen den Sequenzpositionen 5/6 giin-
stigere Ergebnisse zeitigen wiirde. Hierzu wurde die in der Synthesestrategie
vorgesehene Teilsequenz (7-11) zu der Teilsequenz (6-11) aufgestockt, d.i.
Z-Phe-Thr(tBu)-Ser(t Bu)-Glu(Ot Bu)-Leu-Ser(t Bu)-OH; abgesehen von einer zu-
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Abb. 1. Hochdruckfliissigkeitschromatographie an Nucleosil 300 C-18-Sdule. Elution: Linearer
Gradient, 40 min.; 27.5-42.5%, Acetonitril/0.5%-iger wiBrige Phosphorsdure; Durchflufigeschwindig-
keit 2 ml/min. A: Human-Sekretin, ,,Roh-Produkt“. B: Human-Sekretin, ,Rein-Material®
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nehmenden Schwerloslichkeit gelang diese Verlidngerungsstufe ohne Komplikationen.
Dagegen zeigten sich aber bei der Erstellung des aminosédureendstidndigen Frag-
mentes Adoc-His(Adoc)-Ser-(t Bu)-Asp(OtBu)-Gly-Thr(t Bu)-OH im Aufbau der Tri-
und Tetra-peptid-Stufen groBe Schwierigkeiten (Auftreten mehrerer Nebenpro-
dukte). Da auch die letztlich vorgenommene Fragmentverkniipfung {1-5) mit
{6-27>-NH, ausbeuteméaBig nicht unseren Erwartungen entsprach, sind wir zur
frilheren bewdhrten Aufbaustrategie zuriickgekehrt.

Nach diesen ,kldrenden“ Vorarbeiten wurden fiir die Totalsynthese des
Human-Sekretins 7 Fragmente erstellt, d.s. H-Gly-Leu-Val-NH, (25-27), Z-
Arg(Z,)-Leu-Leu-GIn-OH (21-24>, Z-Arg(Z,)-Leu-GIn-OH (18-20>, Z-Arg(Z,)-
Glu(OtBu)-Gly-Ala-OH (14-17), Z-Arg(Z,)-Leu-OH {12-13>, Z-Thr(tBu)-Ser-
(¢ Bu)-Glu(OtBu)-Leu-Ser(t Bu)-OH {7-11> und Adoc-His(Adoc)-Ser(t Bu)-Asp(OtBu)-
Gly-Thr(tBu)-Phe-OH {1-6) und anschlieBend in Sequenzfolge verkniipft (s.
vorldufige Mitteilung [7]).

Das allseits geschiitzte Human-Sekretin (1-27), Rohprodukt, wurde ohne
weitere Charakterisierung zur Abspaltung der Schutzgruppen mit Trifluoressigsdure
in Gegenwart von 1,2-Ethandithiol und wenig Wasser behandelt, das erhaltene
Material der chromatographischen Reinigung an CM-Sepharose, fast flow, (Re-
chromatographie der Randfraktionen mit gleichem Trennmaterial) unterworfen:
Das erhaltene synthetische Human-Sekretin erwies sich in den analytischen Tests
(Diinnschichtchromatographie, Hochdruckfliissigkeitschromatographie {s. Abb. 13,
Aminosidureanalyse, Enzymatische Spaltung, IR-Absorptionskontrolle auf Sdulen-
chromatographie-Material) als hochreines Produkt mit einer, dem Schweine- -
Sekretin analogen, vollen biologischen Aktivitdt [7].

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunktbestimmung erfolgte in offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. Tottoli. Die
Drehwerte wurden im lichtelektrischen Polarimeter von Perkin-Elmer, Modell 241MC, ermittelt. Die
Reinheit von Zwischen- und Endprodukten wurde mittels Diinnschichtchromatographie auf DC- oder
HPTLC-Fertigplatten, Kieselgel 60 der Fa. E. Merck. Darmstadt, bzw. durch Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) iiberpriift. Fiir die HPLC diente ein Geriit der Fa. Waters (Eschborn). Die
Aminosidureanalyse wurde nach saurer Hydrolyse mit 6N HCl oder nach enzymatischer Verdauung
mit Aminopeptidase-M ,,Boehringer am Aminosdure-analysator der Fa. Biotronik LC-6001
durchgefiihrt, die elementaranalytischen Werte am CHN-O-Rapid-Apparat der Fa. Heraeus ermittelt.
Die fiir die Sdulenchromatographie erforderliche CM-Sepharose, fast flow, wurde von der Fa.
Deutsche Pharmacia (Freiburg) bezogen; die Ermittlung der Peptidverteilung in den Eluaten erfolgte
durch kontinuierliche Absorptionsmessung mit DurchfluBphotometer Uvicord-S/II. Zur Fraktionie-
rung der Eluate wurde ein Fraktionssammler Modell Linear II der Fa. Serva (Heidelberg) verwendet.

A) Herstellung der Fragmente 1-VII
Fragment 1. H-Gly-Leu-Val-NH, {25-27b)

H-Leu-Val-HN, (26-27), hergestellt aus Z-Val-OH iiber 4 Stufen und isoliert als Hydrobromid in
83.5%iger Ausbeute [4], wird in Dimethylformamid mit BOC-Gly-0SU zum BOC-Tripeptid-amid
{25-27a) umgesetzt. F.p. =205-206°C; [a]2° = —32.9%; [¢]2J, = —39.2° bei ¢ =1 in Essigsdure;
Ausbeute 91%.



580 E. Wiinsch et al.

Dessen acidolytische Entacylierung mit 1.5n Chlorwasserstoff in Essigsidure und Behandeln des
intermedifiren Hydrochlorids in Dimethylformamid mit Kaliumhydrogencarbonat erbrachte das
gewiinschte Fragment H-Gly-Leu-Val-NH, ¢(25-27b), CHR rein in n-Butanol/Essigsaure/Wasser/
Essigsaurecthylester 3:1:1:5 (F.p.=220°C; [«]3° = —55.1% [a]20 = —66.1° bei c=1 in 80%
Essigsdiure; Ausbeute liber alle 6 Stufen 68.4%). Analyse fiir C,;H,4N,O;, M =286.4; ber. C 54.52,

H 9.15, N 19.56; gef. C 54.22, H 9.19, N 19.33.

Fragment 11 Z-Arg(Z,)-Leu-Leu-Gin-OH (21-24)

H-Leu-Gln-OH <{23-24}-hergestellt aus BOC-Leu-OSU und H-GIn-OH und isoliert in 89%iger
Ausbeute [4] oder aus Z-Leu-OSU und H-GIn-OH in analoger Weise aber hydrogenolytischer
Entacylierung und isoliert als Hemihydrat in 94.8%iger Ausbeute —wird in Dioxan/Wasser in
Gegenwart von 1 Aquivalent Natronlauge und 1 Aquivalent Natriumhydrogencarbonat mit
Z-Leu-OSU wie iiblich umgesetzt und aufgearbeitet: Das in 97.6%iger Ausbeute erhaltene Z-Tripeptid
{22-24a) (F.p.=197°C; Analyse fiir C;5sH;3N,O¢ + 1/2H,0, M = 508.61; ber. C 59.04, H 7.93, N
11.02; gef. C 59.89, H 7.60, N 11.07) wird in 90% Methanol in Gegenwart von Pd/Kohle katalytisch
entacyliert: H-Leu-Leu-GIn-OH (22-24b) isoliert als Hemihydrat, CHR rein in n-Butanol/Essigsdure/
Wasser/Essigsdureethylester 3:1:1:5. F.p. = 252 °C; Analyse fiir C, ;H,3N,O; + 1/2H,0, M = 381.47;
ber. C 53.53, H 8.72, N 14.69; gef. C 53.63, H 8.50, N 14.81.

Das in quantitativer Ausbeute erhaltene freie Tripeptid {22-24b) wird in wiBrigem Dioxan in
Gegenwart von je 1 Aquivalent Natronlauge und Kaliumhydrogencarbonat mit Z-Arg(Z,)-0SU in
bekannter Manier umgesetzt und aufgearbeitet: Z-Arg(Z,)-Leu-Leu-Gln-OH (21-24); Ausbeute
96.5% bzw. Ausbeute iiber alle 5 Stufen 80.9%; CHR rein in n-Heptan/t-Butanol/Essigsdure 3:2:1.
F.p.=182-185°C; [«]2°= —17.3% [a]29,= —20.7° bei c¢=1 in Dimethylformamid; Analyse fiir
Cy7HgoNgO1,5, M =931.07; ber. C 60.63, H 6.71, N 12.04; gef. C 60.35, H 6.63, N 11.84.

Fragment I1I: Z-Arg(Z,)-Leu-Gln-OH {18-20)

Dieses geschiitzte Tripeptid wird nach [4] hergestellt und mit gleicher Ausbeute und gleichen
analytischen Daten erhalten (Ausbeute: 63.2%).

Fragment 1V: Z-Arg(Z ,)-Glu(OtBu)-Gly-Ala-OH (14-16)

H-Ala-OH in wéBrigem Dioxan — 5%, mehr als die berechnete Menge + 1 Aquivalent Natronlauge —
werden mit Z-Gly-OSU unter Zugabe von 1 Aquivalent Natriumhydrogencarbonat wie iiblich
. umgesetzt und aufgearbeitet: Z-Gly-Ala-OH (16~17a); Ausbeute 90%. F.p. = 129-131°C; [«]2° =
—9.64% [«]2), = —11.4° bei ¢ =1 in Ethanol; Analyse fiir C;3H; N,O5, M = 280.28; ber. C 55.71,
H 5.75, N 9.99; gef. C 55.75, H 5.63, N 9.97.

Genanntes Z-Dipeptid (16-17a) wird in Methanol/Wasser 3:1 in Gegenwart von Pd/Kohle
katalytisch entacyliert, die Losung nach Filtrieren vom Katalysator wie {iblich aufgearbeitet und aus
Ethanol kristallisiert: H-Gly-Ala-OH {16-17b); Ausbeute 95.2%,. F.p.=220°C (Z); Analyse fiir
C,H,oN,05, M = 146.15; ber. C 41.09, H 6.90, N 19.17; gef. C 40.98, H 6.81, N 19.09.

Vorstehendes Dipeptid {16—17b) wird in verd. Natronlauge und Dioxan mit Z-Glu(OtBu)-OSU
in Gegenwart von 1 Aquivalent Natriumhydrogencarbonat wie iiblich umgesetzt, aufgearbeitet und
der Riickstand aus Diisopropylether kristallisiert: Z-Glu(OzBu)-Gly-Ala-OH (15-17a); Ausbeute
90%. F.p.=106-107°C; [«]2°= —14.35% [«]Z3,= —16.65° bei c=1 in Methanol; Analyse fiir
C,,H3;N;04, M =465.5; ber. C 56.76, H 6.71, N 9.03; gef. C 56.56, H 6.70, N 8.93).

Das oben erhaltene Z-Tripeptid {(15-17a) wird in 80%, Methanol in Gegenwart von Pd/Kohle
wie iblich hydrogenolytisch entacyliert: H-Glu(OtBu)-Gly-Ala-OH <{15-17b); Ausbeute 87.4%;.
Fp.=205°C (Z); [«]2®= +15.63% [a]2ls=+18.58° bei ¢=1 in Methanol; Analyse fiir
C,,H,;N,04, M =331.37; ber. C 50.75, H 7.60, N 12.68; gef. C 5047, H 7.52, N 12.76).
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Das erhaltene Tripeptid (15-17b) wird in wiBrigem Dioxan und 1 Aquivalent Natronlauge mit
Z-Arg(Z,)-08U in Gegenwart von 1 Aquivélent Natriumhydrogencarbonat wie iiblich umgesetzt,
aufgearbeitet und aus Essigsiureethylester kristallisiert:

Z-Arg(Z,)-Glu(OtBu)-Gly-Ala-OH (14-17>; Ausbeute 77.6% bzw. 52.3%, iiber alle 5 Stufen.
F.p.=154-158°C; [«]2° = —2.89° [«]Z{, = —3.61° bei c=1 in Dimethylformamid; bzw. [o]3°=
—6.05% [a]25=—7.06° bei c=1 in Essigsdure; CHR rein in n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1:1
bzw. n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin/Essigsdurethylester 60:6:24:20:110 bzw. Chloroform/
Trifluorethanol/Propionsdure/Wasser 25:5:4:1; Analyse fiir C,,Hs;N,05, M = 889.6; ber. C 59.38,
H 6.23, N 11.02; gef. C 59.21, H 6.23, N 10.85).

Fragment V: Z-Arg(Z ,)-Leu-OH {12-13)
Fragment V1. Z-Thr(t Bu)-Ser(t Bu)-Glu(Ot Bu)-Leu-Ser(t Bu)-OH <7-11)
Fragment VII. Adoc-His(Adoc)-Ser(t Bu)-Asp(OtBu)-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH <{1-16)

Diese Peptid-Derivate (12-13, {(7-11) und {1-6) werden nach den Vorschriften der Literatur [3],
[81, [9] mit analoger Ausbeute und gleichen analytischen Daten erstellt.

B) Verkniipfung der Fragmente
1. Sequenzteilstiick 21-27
H-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, {21-27b)>

H-Gly-Leu-Val-NH, {25-27b=Fragment I} — 10% UberschuB — und Z-Arg(Z,)-Leu-Leu-Gln-OH
{21-24 = Fragment IT> werden in Dimethylformamid mit Dicyclohexylcarbodiimid unter Zusatz
von je 1 Aquivalent Hydroxysuccinimid und Hydroxyoxobenzotriazin versetzt, die Reaktionsmi-
schung zunédcht 6h bei —5°C und dann 3 Tage bei RT geriihrt, nach Abtrennen des gebildeten
Harnstoffderivats im Vak. weitgehend eingeengt. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert, mit
siedendem Methanol gewaschen und anschlieBend noch erschdépfend mit heilem Essigsdureethylester
digeriert:

Z-Arg(Z,)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, (21-27a) isoliert als Monohydrat; Ausbeute 81.6%.
F.p.=261-262 °C; Analyse fiir C5oHg,N;,0,4 +H,0, M=1218.43; ber. C 59.14, H 7.36, N 13.79;
gef. C 59.15, H 7.21, N 13.99.

Dieses Material — Benzyloxycarbonyl-heptapeptidamid (21-27a) — wird in Essigsdure in Gegen-
wart von Pd/Kohle hydriert; das Filtrat vom Katalysator wird im Vak. zur Trockene gebracht, der
verbliebene Riickstand aus Methanol/Diethylether umgefillt, dann in 90% Methanol geldst, mit 2
Aquivalenten n Bromwasserstoff versetzt und die Mischung sofort in viel Diethylether eingeriihrt; der
flockige Niederschlag wird abfiltriert und im HV getrocknet: H-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-
NH, {21-27b) isoliert als Hydrobromid-Dihydrat; Ausbeute quantitativ. F.p.=165-170°C; [«]2° =
—34.4°% [a]29, = —41.0° bei c=1 in Essigsdure; CHR rein in Chloroform/Trifluorethanol/Propion-
sdure/Wasser 25:5:4:1; bzw. n-Butanol/Essigsdure/Wasser 3:1:1; Analyse fiir C36HgoN,,O4Br+
HBr + 2H,0, M =994.9; ber. C 43.46, H 7.50, N 16.89, Br 16.05; gef. C 43.24, 7.48, 16.61, 16.06;
Aminosidureanalyse: Arg 1.02, Leu 2.94, Glu 1.03, Gly 1.02, Val 0.98; Razemattest (D-Anteil in %): Arg
<0.5, Leu 0.8, Glu 0.4, Val <0.5.

2. Sequenzteilstiick 18-27
H-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-HN, (18-27b>

Je 1 Aquivalent vorher genanntes Sequenzteilstiick 21-27 und Fragment III, d.i. Z-Arg(Z,)-Leu-Gln-
OH (18-20), in Dimethylformamid, werden unter Zusatz von je 1 Aquivalent Hydroxysuccinimid,
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Hydroxyoxobenzotriazin und Triethylamin mit Dicyclohexylcarbodiimid wie iiblich umgesetzt. Die
Reaktionsmischung wird 6 h unter Eiskiihlung und anschlieBend 2 Tage bei Raumtemperatur geriihrt,
wobei sich eine gallertige Masse bildet; diese wird abfiltriert, sorgfiltig mit heiBem Essigsdureethylester
gewaschen, anschlieBend mehrfach mit Methanol/Essigsdureethylester digeriert und im HV getrock-
net:

Z-Arg(Z,)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, (18-27a) isoliert als Tetrahydrat;
Ausbeute 93.4%. F.p.=244-247°C (Z); [a]3®= —30.77% [a}is= —36.17° bei c=1 in 80%
Essigsiure; Analyse fiir C;,H;sN;,0,sBr +4H,0, M = 1749.26; ber. C 52.85, H 7.26, N 15.21, Br
4.57; gef. C 52.83, H 7.16, N 15.43, Br 437, Aminosdureanalyse: Arg 1.94, Leu 3.92, GIn 2.05, Gly 1.02,
Val 1.0; Razemattest (D-Anteil in %): Arg <0.5, Leu 1.0, Gln <0.6, Val <0.5.

Obiges geschiitztes Dekapeptidamid (18-27a) wird in 85%iger Methanol in Gegenwart von
Pd/Kohle hydrogenolytisch entacyliert unter gleichzeitiger Titration mit n Bromwasserstoffsdure bei
pH 3.5. Das Filtrat vom Katalysator wird im Vak. zur Trockene gebracht, der Riickstand aus wenig
Methanol/Essigsiureethylester zweimal umgefillt, das abfiltrierte Material mit Diethylether gewaschen
und im HV getrocknet:

H-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH, (18-27b) isoliert als Hydro-
bromid; Ausbeute 85.1%. F.p.=180-185°C (Z); [a]2° = —40.92° [o]20 = —48.78° bei c=1 in
80% Essigsdure; CHR rein in Chloroform/Trifluorethanol/Propionsdure/Wasser 25:5:4:1 und
n-Butanol/Essigsdure/Wasser 3:1:1 und n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyridin 60:6:24:20; Analyse
fiir C53H ;0N ;9O,Br, + HBr, M = 1437.28; ber. C 43.74, H 7.20, N 18.29, Br 16.47; gef. C 43.50, H
7.21, N 17.96, Br 16.28. :

3. Sequenczteilstiick 14-27

H-Arg(HBr)-Glu-(OtBu)-Gly-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH,
{14-27b)

Dekapeptidamid-hydrobromid {18-27b) und Z-Arg(Z,)-Glu(OtBu)-Gly-Ala-OH (14-17a=Frag-
ment IV) — 20%iger UberschuB — werden in Dimethylformamid bei —10°C nach Zugabe von 2
Aquivalenten Hydroxysuccinimid und 1 Aquivalent Triethylamin mit Dicyclohexylcarbodiimid —
20%iger UberschuB — versetzt. Die Reaktionsmischung wird 6 h unter Eiskiihlung und anschlieBend 3
Tage bei Raumtemperatur geriihrt, im Vak. auf mindestens die Hélfte reduziert und mit Essigsdure-
ethylester im UberschuB versetzt. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert, erschépfend mit Wasser
digeriert, aus Ethanol/Essigsdureethylester umkristallisiert und letztlich im HV getrocknet: Z-Arg(Z,)-
Glu(OtBu)-Gly-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, (14-27a) isoliert
als Monohydrat; Ausbeute 97%,. F.p.=205-208 °C (Z); CHR rein in Chloroform/Trifluorethanol/
Propionsdure/Wasser 25:5:4:1 und n-Butanol/Essigsdure/Wasser 3:1:1 und n-Butanol/Essigsidure/
Wasser/Pyridin 60:6:24:20; Analyse fiir Cs,H;54N,0,4Br, + H,0, M = 2246.27; ber. C 51.67, H
7.00,N 16.21, Br 7.11; gef. C 51.76, H 7.04, N 15.91, Br 6.90; Aminosdureanalyse: Arg 2.92; Glu 3.09, Gly
1.98, Ala 1.0, Leu 3.98, Val 1.02; Razemattest (D-Anteil in %,): Arg 0.4, Glu 1.2, Ala 2.3, Leu 1.6, Val 0.2.

Obiges geschiitztes Tetradekapeptidamid {(14-27a) wird in 95%, waBrigem Methanol in Gegenwart
von Pd/Kohle unter gleichzeitiger Titration mit 0.5n Bromwasserstoff bei pH =4 hydrogenolytisch
entacyliert, wobei zweckmiBigerweise die Mischung bei 35°C gehalten wird. Das Filtrat vom
Katalysator wird im Vak. eingeengt, der Riickstand zweimal aus Methanol/Methyl-tert-butylether
umgefillt und im HV getrocknet:

H-Arg(HBr)-Glu(OtBu)-Gly-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH,
{14-27b> isoliert als Hydrobromid; Ausbeute 96.9%. F.p.=125-135°C (Z); CHR rein in Chloroform/
Trifluorethanol/Propionsdure/Wasser 25:5:4:1 und n-Butanol/Essigsdure/Wasser 3:1:1 und n-
Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyridin 60:6:24:20; [0]2° = —26.7°; [a]23, = —32.6° bei c=1 in 80%
Essigsdure; Analyse fiir C;3H,35N,60,3Bry, M = 1987.73; ber. C 44.11, H 7.00, N 18.32, Br 16.08;
gef. C 43.97, H 7.09, N 18.25, Ber 15.84.
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4. Sequenzteilstiick 12-27

H-Arg(HBr)-Leu-Arg(HBr)-Glu(Ot Bu)-Gly-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-
Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, {12-27b)>

Tetradeka-peptidamid-hydrobromid {14-27b) und Z-Arg(Z,)-Leu-OH (12-13 =Fragment V)
—40% UberschuB — in Dimethylformamid werden bei —10°C nach Zusatz von 2 Aquivalenten
Hydroxysuccinimid (bezogen auf Fragment V) und 1 Aquivalent Triethylamin (bezogen auf das
Tetradeka-peptidamid-hydrobromid) mit Dicyclohexylcarbodiimid — 10% UberschuBl bezogen auf
das Tetradeka-peptidamid-derivat — versetzt. Die Reaktionsmischung wird 8 h unter Eiskiihlung,
anschlieBend 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Nach erneuter Abkiihlung auf 0 °Cfiltriert man vom
Harnstoff ab, dampft im Vak. auf 2/3 ein und riihrt letztlich langsam in viel Essigsdureethylester ein.
Die gebildete Fillung wird abfiltriert, im HV getrocknet und anschlieBend zwischen n-Butanol und
Wasser verteilt, die Butanol-Phase sodann im Vak. eingedampft, der Riickstand mit Methanol und
Diisopropylether verriihrt, wobei Kristallisation eintritt. Nach Abdekantieren der Losungsmittel wird
nochmals mit Methanol/Isopropanol und dann mit Diethylether digeriert, abfiltriert und im HV
getrocknet:

Z-Arg(Z,)-Leu-Arg(HBr)-Glu(OzBu)-Gly-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-
Leu-Val-NH, (12-27a); Ausbeute 85.5%. CHR in n-Butanol/Essigsdure/Wasser 3:1:1 und n-Butanol/
Essigsdure/Wasser/Pyridin 60:6:24:20; Analyse fiir C;gH{,§N3;0,¢Brs;, M = 2578.55; ber. C 50.77,
H 6.96, N 16.84, Br 9.30; gef. C 50.45, H 7.14, N 16.48, Br 9.12; Aminosdureanalyse: Arg 3.90, Glu 2.99,
Gly 2.0, Ala 1.03, Leu 4.92, Val 1.01; Razemattest (D-Anteil in %) Arg <0.5, Glu 0.6, Ala <0.5, Leu
1.3, Val <0.5.

Obiges geschiitztes Hexadeka-peptidamid {12-27a) wird in 95% Methanol in Gegenwart von
Pd/Kohle unter gleichzeitiger Titration mit 0.1n Bromwasserstoff bei pH =4 katalytisch entacyliert.
Das Filtrat vom Katalysator wird im Vak. eingedampft, der Riickstand in Methanol suspendiert und
nach Zugabe von Diethylether 12 h verriihrt; das abfiltrierte Produkt wird mit Ether gewaschen und
letztlich aus Methanol/Methyl-tert-butylether umgefallt:

H-Arg(HBr)-Leu-Arg(HBr)-Glu(OtBu)-Gly-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-
Leu-Val-NH, (12-27b) isoliert als Hydrobromid; Ausbeute 90%. CHR in n-Butanol/Essigsdure/
Wasser 3:1:1 und n-Butanol/Essigsiure/Wasser/Pyridin 60:6:24:20; [0]2° = —27.2% [a]20, = —33.4°
bei ¢ =1 in 80% Essigsdure; Analyse fiir CgsH;6;N3;0,0Br, + HBr, M = 2337.93; ber. C 43.67, H
6.98, N 18.57; gef. C 43.57, H 7.19, N 18.55.

5. Sequenzteilstiick 7-27

H-Thr(t Bu)-Ser(t Bu)-Glu(Ot Bu)-Leu-Ser(t Bu)-Arg(HBr)-Leu-Arg(HBr)-Glu(Ot Bu)-Gly-Ala-
Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, (7-27b)

1 Aquivalent Hexadeka-peptidamid hydrobromid {12-27b) und 2 Aquivalente Z-Thr(zBu)-Ser(t Bu)-
Glu(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-OH {7-11=Fragment VI) in Dimethylformamid/Dimethylacetamid 5:1
werden nacheinander mit 4 Aquivalenten Hydroxysuccinimid, 1 Aquivalent Triethylamin und 4 Aqui-
valenten Dicyclohexylcarbodiimid versetzt; die Reaktionsmischung wird 10h unter Eiskiihlung und
anschlieBend 3 Tage bei Raumtemperatur gehalten, im HV auf 1/3 Volumen reduziert und mit
der 4-fachen Menge Essigsiureethylester versetzt. Das ausgefallene Material wird abfiltriert, das
getrocknete und pulverisierte Rohprodukt nacheinander mit Wasser und Methanol/Essigsdure
digeriert und letztlich im HV getrocknet:

Z-Thr(tBu)-Ser(t Bu)-Glu(Ot Bu)-Leu-Ser(t Bu)-Arg(HBr)-Leu-Arg(HBr)-Glu(Ot Bu)-Gly-Ala-Arg-
(HBr)-Leu-Gin-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, {7-27a); Ausbeute 90.8%,. CHR in Chloro-
form/Trifluorethanol/Propionsdure/Wasser 25:5:4:1 bzw. in n-Butanol/Essigsdure/Wasser 3:1:1 und
n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin 60:6:24:20; Analyse fiir C,30H,34N3503,Br,, M =3133.18;
ber. C 49.83, H 7.53, N 16.09, Br 10.20; gef. C 50.16, H 7.81, N 16.09, Br 9.63; Aminosdureanalyse: Ala
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1.03, Arg 3.77, Glu 3.96, Gly 2.0, Leu 5.74, Val 0.98; Razemattest (D-Anteil in %) Thr < 1.0, Ser 0.9,
Glu 0.9, Ala 0.6, Val <0.5, Leu 1.6, Arg 0.3).

Vorstehendes geschiitztes Undekosa-peptidamid (7-27a) wird in 90%, wéBrigem Trifluorethanol
in Gegenwart von Pd/Kohle hydrogenolytisch entacyliert. Nach Zugabe der berechneten dquivalenten
Menge 0.1n Bromwasserstoffsdure wird vom Katalysator abfiltriert, das Filtrat im Vak. eingedampft
und der verbliebene Riickstand in Methanol aufgenommen; auf vorsichtige Zugabe von Essigsdure-
ethylester und Diethylether tritt Féllung ein, die abfiltriert und im HV getrocknet wird:

H-Thr(tBu)-Ser(t Bu)-Glu(Ot Bu)-Leu-Ser(t Bu)-Arg(HBr)-Leu-Arg(HBr)-Glu(Ot Bu)-Gly-Ala-Arg-
(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH, (7-27b) isoliert als Hydrobromid; Aus-
beute 92.9%,. CHR in Chloroform/Trifluorethanol/Propionsiure/Wasser 25:5:4:1 bzw. in n-Butanol/
Essigsdure/Wasser 3:1:1 und n-Butanol/Essigsdure/Wasser/Pyridin 60:6:24:20; Analyse fiir
C,,,H,,N360;0Br, + HBr, M = 3079.98; ber. C 47.58, H 7.49, N 16.37, Br 12.97; gef. C 4742, H
7.48, N 16.02, Br 12.60. Aminoséureanalyse: Thr 0.99, Ser 2.03, Glu 3.99, Gly 2.00, Ala 1.02, Val 1.00,
Leu 5.80, Arg 3.95; Razemattest (D-Anteil in %): Thr <1.0, Ser <1.0, Glu 1.0, Ala 0.8, Val <0.5, Leu
0.6, Arg 0.5.

6. Gesamtsequenz 1-27b, Rohprodukt

H-His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Glu-Gly-Ala-Arg-Leu-Gln-Arg-Leu-
Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, (1-27b)

77.8 g (25.25 mmol) Undekosa-peptidamid hydrobromid (7-27b) werden in 1500 ml Trifluorethanol
und 20 ml Wasser gelost, 71 g (58.9 mmol) Adoc-His(Adoc)-Ser(t Bu)-Asp(OtBu)-Gly-Thr(t Bu)-Phe-OH
{1-6) und 9.2g (80mmol) N-Hydroxysuccinimid hinzugefiigt. Nach erfolgter Losung wird das
Gemisch auf —20°C abgekiihlt, 1500 m! Dimethylformamid langsam zugegeben (—20°C halten),
anschlieBend 3.1 ml (25.25 mmol) Triethylamin und schlieBlich 12.4 g (60 mmol) Dicyclohexylcarbodi-
imid hinzugegeben.

Nach 3-tdgigem Riihren bei 0 °C werden nochmals 35.6 g (30 mmol) Hexapeptid-derivat {1-6> 4.6 g
(40mmol) N-Hydroxysuccinimid und 7g (34mmol) Dicyclohexylcarbodiimid zugesetzt und die
Reaktionsmischung weitere 60 h unter Erreichen von Raumtemperatur geriihrt. Danach wird im Vak.
zur Entfernung des Trifluorethanols eingedampft, die verbleibende Dimethylformamid-Losung in viel
Essigsdureethylester eingeriihrt, der gebildete Niederschlag abfiltriert, sorgfiltig mit heiBem Essigsdure-
ethylester gewaschen und letztlich im HV getrocknet:

Adoc-His(Adoc)-Ser(t Bu)-Asp(Ot Bu)-Gly-Thr(z Bu)-Phe-Thr-(t Bu)-Ser(t Bu)-Glu(Ot Bu)-Leu-Ser(t Bu)-
Arg(HBr)-Leu-Arg(HBr)-Glu(O¢Bu)-Gly-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-
Val-NH, (1-27a).

Ausbeute: 105 g. Aminosiureanalyse: Asp 1.00, Thr 1.91, Ser 2.90, Glu 3.91, Gly 2.96, Ala 1.04, Val

0.97, Leu 5.70, Phe 1.01, His 0.95, Arg 3.83; Razemattest (D-Anteil in %): Asp 1.8, Thr < 1.0, Ser < 1.0,
Glu 04, Ala <1.0, Val <0.5, Leu 0.7, Phe 0.5, His 1.5, Arg 0.5.
Vorstehendes geschiitztes Heptacosa-peptidamid (1-27a) (10g) werden unter Argonatmosphire
zundchst mit 3 ml Wasser und 1,5 ml 1,2-Ethandithiol versetzt und anschlieBend mit 150 ml eiskalter
Trifluoressigsiure iibergossen. Die Mischung wird 34h bei 0°C und spéter bei Raumtemperatur
geriihrt, die erhaltene LGsung unter Rithren mit 750ml abs. Diethylether versetzt, der gebildete
Niederschlag abfiltriert, sorgfaltig mit Diethylether gewaschen und im HV getrocknet:

H-His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-Arg-Leu-Arg-Glu-Gly-Ala-Arg-Leu-Gln-Arg-
Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, {1-27b)>, Rohprodukt Ausbeute: 8.2 g. Aminosiureanalyse (Peptid-
hydrolyse mit Aminopeptidase-M ,,Boehringer): Asp 1.00, Thr 1.92, Ser 2.89, Gln 1.93, Glu 2.13, Gly
2.87,Ala 1.01,Val 0.90, Leu 6.11, Phe 1.01, His 0.99, Arg 0.37 + Cit 3.4: [enzymbedingte Aufspaltung].
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C) Reindarstellung des Human-sekretins
1) Vorreinigung iiber CM-Sepharose
{Zur Abtrennung stark gefirbter Verunreinigungen)

8.2g (1-27b) Rohprodukt, gelost in 70ml 0.1 m Essigsdure werden auf eine mit CM-Sepharose,
Fast-Flow-NH,-Form, gefiillte Siule (5 x 7.5 cm), die mit 0.2M NH,-Acetat/2-Propanol-Puffer (1:1),
pH 9.5, equilibriert wurde, aufgetragen. Die Sdule wird solange mit 2.5M NH,-Acetat/2-Propanol-
Puffer (1:1) pH 8.5 eluiert, bis die bekannte UV-Absorption nicht mehr nachweisbar ist (UV-
Absorption 206 nm). Das Eluat wird mit der dreifachen Menge Wasser verdiinnt und anschlieBend
lyophilisiert. Ausbeute: 8.4 g.

M) Ionenaustauschchromatographie an CM-Sepharose

Eine mit CM-Sepharose, Fast-Flow, NH,-Form, gefiillte Siule (5.5x55cm) wird mit 0.06M
NH,-Acetat/2-Propanol-Puffer (1:1), pH 6.8, bei einer FluBrate von 550°ml/h equilibriert. 2.8 ¢
vorgereinigtes Rohprodukt (s.0.) in 100ml 0.1 m Essigsdure ~ Millipore-filtriert (0.45 m) — werden
auf die Sdule gegeben,; bei einer FluBrate von 550 ml/h (Druck stationire Phase ~4bar) wird mit dem
gleichen NH ,-Acetat/2-Propanol-Puffer eluiert (UV-Detektion: 206 nm Uvicord S).

Das Peptid-material wird in 200 ml-Fraktionen aufgefangen, diese mit der dreifachen Menge
Wasser verdiinnt und lyophilisiert. Die erhaltenen Fraktionen werden getrennt mit analytischer HPLC
auf Reinheit gepriift und entsprechend gepoolt.

Ausbeute aus 3 gleichen Ansétzen: a) 3224 mg und b) 2180 mg Randfraktionen; Aus b) nach
Rechromatographie auf der gleichen Séule weitere 800 mg reines Material. Gesamtausbeute: 4024 mg;
Peptidgehalt: 829, =3300 mg ,freies Peptid“ (=45.2%; d. Theorie ber. iiber die letzten 3 Stufen bez. auf
eingesetztes analytisch reines Sequenzteilstiick {7-27b)). Aminosdureanalyse (Peptidhydrolyse mit
6N HCI): Asp 1.04, Thr 2.01, Ser 2.94, Gln+ Glu 3.94, Gly 2.92, Ala 1.05, Val 1.00, Leu 5.60, Phe 1.02,
His 1.00, Arg 3.96; Aminosidureanalyse (Peptidhydrolyse mit Aminopeptidase-M ,,Boehringer”): Asp
0.96, Thr 1.94, Ser 3.00, Gln 1.92, Glu 2.07, Gly 2.87, Ala 1.04, Val 1.00, Leu 6.10, Phe 1.05, His 0.99,
Arg 0.5+ Cit 3.42: [enzymbedingte Aufspaltung].
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