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Chem. Ber. 104, 2430-2444 (1971) 

Erich Wiinsch, Gerhard Wendlberger und Agnes Hogel 

Zur Synthese des Sekretins, 1 

Darstellung der Sequenz 18 -27 

Aus dem Max-Planck-Institut fur EiweiD- und Lederforschung, Abteilung fur Peptidchemie, 
Miinchen 

(Eingegangen am 21. April 1971) 

Die Synthese von ~-Arginyl~hydrobromid)-~-leucyl-~-glutaminyl-~-arginyl~hydrobromid)-~- 
leucyl-L-leucyl-L-glutaminyl-glycyl-L-leucyl-L-valin-amid-hydrobromid, der verknupfungs- 
fahigen C-terminalen Teilsequenz 18 -27 des Sekretins, wird beschrieben. 

The Synthesis of Secretin, I 

Preparation of the Sequence 18-27 

The synthesis of ~-arginyl(hydrobromide)-~-leucyl-~-glutaminyl-~-argi~iyl(hydrohromide)-~- 
leucyl-~-leucyl-~-glutaminyl-glycyI-r.-leucyl-~-valinamide hydrobromide is described. This 
C-terminal fragment 18--27 of secretin, being suitable for further coupling, was prepared 
starting from L-valinamide using either stepwise synthesis or fragment condensation due to 
the most appropriate conditions of synthesis. 

Das Gewebshormon Sekretin wurde 1902 von Bayliss und Starling 1) entdeckt und 
von Jorpes und Mutt2,3) 57 Jahre spater in reiner Form isoliert. Die letztgenannten 
Autorend) haben auch 1966 die Aminosauresequenz aufgeklart ; Sekretin ist ein 
homodet-homoomeres Heptacosapeptid und zeigt in seinem Aminosaureaufbau 
groDe Ahnlichkeit mit dem Pankreas-Hormon Glucagons). Im einzelnen zeichnet 
es sich durch den hohen Gehalt an Hydroxyaminosauren und das Auftreten yon drei 
(3-freien Asparaginsaureresten aus, denen eine Anhaufung von funf basischen Amino- 
sauren (vier Argininreste und ein Histidin am N-terminalen Ende) entgegensteht. 
Aus den ungleichen Anteilen basischer bzw. saurer Aminosauren und dem gleich- 
zeitigen Vorliegen des Hormons als Heptacosapeptid-amid - dem eine weitere 
basische oc-Aminogruppe entspricht -- resultiert ein relativ hoher isoelektrischer 
Punkt des Naturstoffs im pH-Bereich zwischen 10 und 1 I .  

1 )  W. M.  Bayliss und E. H. Starlirig, Proc. Roy. SOC. [LondonJ 69, 352 (1902). 
2) J.  E. Jorpes und V. Mutt, Gastroenterologia [Basel] 36, 377 (1959). 
3) J .  E. Jorpes und V. Mutt, Acta chem. scand. 15, 1790 (1961). 
4) V. Mutt und J .  E. Jorpes, Recent Progr. Hormone Res. 23, 483 (1967). 
5 )  W. W. Bromer, A. Staub, E. R. Dillex, H. L. Bird, L. G. Sinn und 0. K. Behrens, J. Anier. 

chem. Soc. 79, 2794 (1957). 
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Eine erste Totalsynthese des Sekretins wurde von Bodanszky und Mitarbb.6.7) auf 
zwei Wegen erreicht. In ihrer ersten Synthese bevorzugten die Autoren generell den 
,,stufenweisen Aufbau", in ihrer zweiten ab Sequenzbereich 14 -27 Fragmentkonden- 
sation: Benzyloxycarbonyl- und tert.-Butyloxycarbonyl-aminosaure-nitro- bzw. 
-dinitrophenylester 8.9) waren fast ausschliefllich die Startmaterialien beider Synthesen, 
wobei die Seitenkettenfunktionen mehrfunktioneller Aminosauren teils ungeschutzt, 
teils ,,benzyl-maskiert" 10 12), die Guanidofunktion des Arginins in ,,Nitro-Blok- 
kierung" 13) vorlagen. 

Basierend auf unseren Erfahrungen bei der kunstlichen Herstellung des Gluca- 
gons14,15) haben wir nun eine Sekretin-Synthese entwickelt, die sich der ..racemi- 
sierungsfreien" Fragmentkondensation nach dem Carbodiimid-Hydroxysuccin- 
imid- 16,17) bzw. -Hydroxybenzotriazol-Verfahren 18) bedient. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Herstellung der carboxyl-endstandigen Sekretin- 
Teilsequenz 18 --27 = Fragment I beschrieben, in jeder Synthese-Phase stets die sinn- 
vollste Verkniipfungstechnik erwagend und erprobend. 

A) Teilsequenz 23-27 : BOC-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 

(Vgl. Schema 1) 

a) Z-Val-OH [27a] wurde nach der Anhydrid-Methode - wie bblich - in Z-Val- 
N H2 [27b], dieses durch protonensolvolytische Entfernung der Benzyloxycarbonyl- 
Schutzgruppe in H-Val-NH2-Hydrobromid [27c-Hydrobromid] ubergefuhrt, letzteres 
schliel3lich mit Z-Leu-OSU [26b] zu Z-Leu-Val-NHz [26-27a] kondensiert. Nach- 
folgende Bromwasserstoff/Eisessig-Entacylierung erbrachte H-Leu-Val-NH2-Hydro- 
bromid [26-27b-Hydrobromid]. Dessen Umsetzung mit Z-Gln-Gly-OH [24-25b] 
- aus Z-Gln-OH und H-Gly-OMe nach dem Wieland-Boissonas-Vaughanschen 
Anhydridverfahren und anschlienender alkalischer Verseifung des zunachst erhaltenen 
Benzyloxycarbonyl-dipeptid-esters [24-25a] zuganglich - lieferte das Acyl-tetra- 
peptid-amid [24-27a]. Dessen hydrogenolytische N-Demaskierung gelang ohne 
Komplikationen bei gleichzeitiger Titration der freiwerdenden Amino-Gruppe in1 
pH-Bereich 5.0-5.5 mit n HCI, Es erwies sich allerdings als 7weckm%Big, auf eine 
lsolierung und Charakterisierung von H-Gln-Gly-Leu-Val-N H2-Hydrochlorid [24- 
27b-Hydrochloridl zu verzichten und sofort mit BOC-Leu-OSU [23] zu BOC-Leu- 
Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [23-27a] umzuseti.en (Weg I ) .  

6 )  M .  Bodanszky uiid N .  J .  Williams, J. Amer. chem. Soc, 89, 685 (1967). 
7)  M .  Bodiinszky, M .  A.  Onderti, S .  D.  Levine und N .  J. Williams, J. Amer. chem. Soc. 89, 

8) M. Bodunszky und M .  A .  Ondetti, Nature [London] 175, 685 (1955). 
9) M .  Bodanszky und M. A. Ondetti, Chem. and Ind. 1966, 26. 

6753 (1967). 

1") E. Sundrin und R. A. Boissonas, Helv. chim. Acta 46, 1637 (1963). 
11)  C.  H. Li, B .  Gorup, D.  Chung und J.  Ramarhandran, J. org. Chemistry 28, 178 (1963). 
12) E. Wunsch und A. Zwick, Chem. Ber. 97, 2497 (1964). 
13) M. Bergmarin, L. Zervus und H .  Rinke, Hoppe-Seyler's Z .  physiol. Chem. 224, 40 (1934). 
14) E. Wiinsch, Z. Naturforsch. 22b, 1269 (1967). 
1 5 )  E. Wiinsch uiid C.  Wendlberger, Chem. Ber. 101, 3659 (1968). 
' 6 )  E. Wunsch imd F. Drres, Chem. Ber. 99, 110 (1966). 
l 7 )  F. Weygnnd, D.  Kojmann und E. Wunsch, 2. Naturforsch. 21, 426 (1966). 

W. Konig und R. Geiger, Chem. Ber. 103, 788 (1970). 
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b) Hydrogenolytische Entacylierung von Z-Gln-Gly-OH [24-25b] (s. oben Weg 1) 
unter ,,pH-Stat-Bedingungen" (pH =- 3.0; 2n HCI) lieferte das Dipeptid-hydrochlorid 
[24-25c-Hydrochlorid], welches sofort mit BOC-Leu-OSU zu BOC-Leu-Gln-Gly-OH 
[23-25a] vereinigt wurde. Dessen Unisetzung niit H-Leu-Val-NHz [26-27b] (s. 0.) 

nach dem Hydroxysuccinimidester-Verfahren ergab in 79 proz. Ausbeute BOC-Leu- 
Gln-Gly-Leu-Val-NHz [23-27a], identisch mit dem unter Wcg 1 hergestellten Produkt 
(Weg 2). 

Wegen der ungiinstigen Reindarstellung von [23-25a] ist Weg 1 dern zweiten 
Verfahren u berlegen. 

B) Teilsequenz 22-27 : BOC-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NHz 

(Vgl. Schema 1) 

a) Protonensolvolytische Entfernung der N-tert.-Butyloxycarbonyl-Cruppe voni 
Acyl-pentapeptid-amid [23-27a] niittels HCl/Eisessig und nachfolgende Umsetzung 
des resultierenden H-Leu-Cln-Gly-Leu-Val-NH2-Hydrochlorids [23-27b-Hydro- 
chlorid] mit BOC-Leu-OSU [22] lieferte das erwartete Hexapeptid-Derivat [22-27a] 
in erwunschter Reinheit (Weg 1) .  

b) Das durch HCI/Eisessig-Behandlung von BOC-Leu-Gln-Gly-OH [23-25a] 
zugangliche Tripeptid-hydrochlorid [23-25b] wurde auf iiblichem Wege mit BOC-Leu- 
OSU zum Acyl-tetrapeptid [22-25a] kondensiert. Dessen Vereinigung niit H-Leu- 
VdI-NHz [26-27b] gelang nach deni Hydroxysuccinimidester-Verfahren einwandfrei: 
BOC-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NHz [22-27a] konnte in 89 proz. Ausbeute rein 
erhalten werden (Weg 2). 

Da die Synthese von BOC-Leu-Gln-Gly-OH [23-25a] als Startmaterial fur Weg 2 
ausbeutemaisig ungiinstig verlauft (s. o. a/b), ist Weg 1 der Vorrang einzuraumen. 

C) Teilsequenz 18-27 : = Fragment 1: H-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu- 
Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 

(Siehe Scheind 2) 

Die Darstellung von Fragment 1 begann mit einer HClIEisessig-Entacylierung von 
BOC-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NHz [22-27a]; das isolierte Hexapeptid-amid- 
hydrochlorid [22-27b-Hydrochlorid] wurde anschlieBend niit N " .  N8.N6'-Tris-benzyl- 
oxycarbonyl-arginin-[p-nitro-phenylester] [21] 19) in 82proz. Ausbeute zum auRerst 
schwerlbslichen Z-Arg(8.o~-Z,Z)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [21-27a] verknupft. 
Hydrogenolyt ische Entfernung der drei Benzyloxycdrbonyl-Schutzgruppen verbunden 
mit HBr-Titration der freigesetzten Guanido-Funktion ergdb quantitativ das Hepta- 
peptid-amid-hydrobromid-monoacetat [21-27b-Acetat]. 

Den Anbau des Arginin-Restes mit Renzyloxycarbonyl-arginin-hydrobroniid zu 
vollziehen19), gelang jedoch nur mit ca. 50pror. Ausbeute an Z-Arg(H Br)-Leu-Leu- 
G In-Gly-Leu-Val-N H2.  

19) E. Wiinsch und G. Wendlberger Chem. Ber. 100, 160 (1967). 
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S c h e m a  2 

Synthese  d e r  Sekre t in-Tei l sequenz  18- 27 (W e g  1) 

BOC-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [22-  27a]  

HCI/AcOH I 
Z- A r g  (6. w- 7, .Z)  - O N P  [ 2 1 ] H- L e u -  L e u  -Gln-Gly-  L eu - Val-NH2 [ 22 - 27b] 

H 2 / P d  
n HBr/M?thnnol 

i 
Z-Arg(6.w-Z,Z)-Leu-Leu-Gln-Cly-Leu-Val-NH2 [ 2  1-27al  

1 
H-Gln-OH [ZOa] 

.1 
BOC - Gln,- O N P  [ 2 Ob 1 H- Arg(HBr)  - Leu-  L eu-GlY-Gly- Leu-Val -  NH2 [ 2 1 - 27 b]  

I 
BOC-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [20-27a]  

1TFE:In H B r  

HOC-Leu-OSU [191 H-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-l,eu-Val-NH2 [20-27b]  

BOC - L eu-  Gln- A r  g(HBr) - L eu- Leu- Gln-  Gly-  Leu-  Val-  NH2 [ 1 9- 27 a]  

T F E / n  H H r  3 
[18a1 L Z-Arg(6.w-Z,Z)-OSU H-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [ 19-27bl  

Z - 4 r g ( 6 . w - Z , Z ) - L e u - G l n - A r g ( H B r ) - L e u - L e u - G l n - G l ~ - L e ~ - V a l - N H 2  118- 27a]  

H, 'Pd 
n H H r  I 

H- Arg(HBr)  - Leu-Gln-  Arg(HBr)  - L e u -  Le u-Gln-Gly- L e u -  Val-  NH2 [ 18- 27bl 

a) Die weitere Erstellung des FrugrnewtJ I geschah zunachst durch stufenweisen 
Anbau von BOC-Gln-OH, BOC-Leu-OH und Z-Arg(8.co-Z,Z)-OH an vorstehend 
genanntes Heptapeptid-amid-hydrobromid [21-27b-Hydrobromid]. Die protonen- 
solvolytische Entacylierung des ersten ,.Aufslockungsproduktes". d. I .  BOC-Gln- 
Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [20-27a] stiel3 jedoch auf unerwartete 
Schwierigkeiten: Trotz 7ahlreich vorgenommener Verfahrens-Variationen diese 
hatten im hiesigen Laboratorium bei fruher erarbeiteten Glucagon-Teilsynthesen stets 
zum Erfolg gefuhrt gelang es nicht, der Cyclisierungs-Tendenz des amino-end- 
standigen Glutaminrestes zu begegnen; neben den1 N-freien Octapeptid-Derivat 
[20-27b] wurde die entsprechende Pyrrolidon-(5 j-yl-(2)-carbonyl-Verbindung bis zu 
40% im isolierten Material festgestellt. Da alle Versuche einei Auftrennung des 
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Gemisches fehlschlugen, wurde die geplante stufenweise Synthese mit obigem Roh- 
Material fortgesetzt. Mit der schlieRlich vorgenommenen ,,Arginin-Aufstockung", 
d. h. mit der Herstellung von H-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Cly-Leu- 
Val-NH2 [18-27b], fie1 ein Peptid-Derivat an, das eine Trennung von der uber alle 
Stufen mitgefuhrten Pyrrolidonylcarbonyl-Verbindung erlaubte - dies allerdings 
unter erheblichen Materialverlusten (Weg 1). 
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b) Konig und G'eigevtx) hatten vor kurzem gezeigt, da8 das Wiinsch-Weygandsche 
Carbodiimid-Hydroxysuccininiid-Verfahren vorteilhaft erweitert werden kann, 
wenn anstelle des N-Hydroxy-succinimids 1-Hydroxy-benzotriazol eingeset7t wird; 
diese Verfahrens-Variante sol1 nach den Autoren - u.a. auch bei einer Carboxyl- 
aktivierung von N-Acyl-glutamin vorteilhaft sein. 

Es erschien uiis daher erfolgversprechend, die Herstellung von Fragment I aus zwei 
,,Unterfragmenten" zu betreiben, d. h. an die Teilsequenz [21-27b] das  .,glutamin- 
carboxyl-endstindige" Acyl-tripeptid Z-Arg(S.c,)-Z,Z)-Leu-Gln-OH [18-20a] anzu- 
fugen (Weg 2) (siehe Schema 3). 

In1 stufenweisen Anbau-Verfahren wurde ausgehend von Glutamin [20a], ROC-Leu- 
OSU [19] und Z-Arg(S.wZ,Z)-ONP [ 18b] das gewunschte Tripeptid-Derivat [18-20a] 
in fast 60proz. Ausbeute uber alle Stufen erhalten; der Einsatz von Z-Arg(S.c+-Z,Z)- 
OSU [18a] erbrachte eine zusatzliche Ausbeute-Steigerung. Die Vereinigung der 
, , Un terf ragmen te" [ 18-20al uiid [2 1-27bl zu Z-Arg(8.o-Z,Z)-Leu-GIn-Arg(H Br)- 
Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [18-27a] unter Anwendung der Dicyclohexylcarbo- 
diimid-Hydroxybenzotriazol-Technik verlief zu 70 :d; die anschliefiend erforderliche 
hydrogenolytische Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppen zum Decapeptid- 
amid [18-27b] bereitete keine Schwierigkeiten (s. Schema 3). 

Den nach Weg 2 erreichten Synthese-Fortschritt des Fragments I spiegelt der 
Ausbeutevergleich wider: Das Decapeptid-amid-Derivat [18-27a] wurde auf Weg 1 
rnit 28 u/o, auf Weg 2 dagegen rnit 70 7; Ausbeute rein isoliert - dies in Rezug auf 
jewel14 eingesetztes Heptapeptid-amid [21-27b]. 

Den Farbwerken Huechst AG sind wir fur umfangreiche finaniielle und materlelle Unter- 
stutzung dieser und der folgenden Arbeiten zu hohem Dank verpflichtet. Fbenso danken wir 
der Deutsthrn Forschrc~zgsg~~~iein.~e/iuft fur eine Beihilfe im Rahmen des Schwerpunktpro- 
gramms ,,Synthe\e makromolekularer Naturstoffe". 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert; sie wurden in offenen Kapillaren im Apparat 

nach Dr. Tottoli bzw. im Gerit ,,Mettler FP1" bestimmt. Die spezifischen Drehwerte wurden 
im lichtelektrischen Polarimeter der Fa. Zeiss ermittelt, die Werte der n-Linie berechnet. 
Der chromatographische Reinheitstest der Zwischen- und Endprodukte erfolgte nach den 
ublichcn Verfahren der Dunnschicht- bzw. Papierchromatographie jeweils mindestens mit 
zwei Losungsmittelsystemen. Die Ausfuhrung der Aminosaureanalyse geschah nach der 
Methode von Sfein nnd Moore (Beckman 120 B rnit Digital-Tntegraph). 

Teilsequenz 23-27 

1 .  Benz~lux?:cc~rbonyl-~-ra/in-crmid [27b]: 201.5 g Z-Vul-OH [27a] in 1500 ccm Dimethyl- 
formamid werden bei ~ 15''  unter Ruhren mit 112 ccm Triiithylamin und anschlieBend 
innerhalb von I5 Min. mit 76.8 ccm Chl~~rumrisensuure-uth~lester versetzt. Nach weiteren 
10 Min. gibt man auf einmal 60 ccm konz. N H 3  in 150 ccm Tetrahydrofuran zu und ruhrt 
anschlieDend 3 Stdn. bei --15" sowie 12 Stdn. bei Raumtemp. Das ausgefallene Produkt 
wird abfiltriert, rnit Tetrahydrofuran und vie1 Wasser gewaschen und getrocknet. Aus dem 
Filtrat erhalt man nach Einengen und Versetzen mit Wasser eine zweite Fraktion. Die ver- 
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einigten Rohprodukte werden aus ca. 2500 ccm Athanol umkristallisiert: farbloses Pulver 
vom Schmp. 212" (Zers.); [%I:": :-22.6 f 0.5" bzw. [a]:&: 1L26.9" fc  ~-- 1,  in Dimethyl- 
formamid). Chromatographisch rein i n  n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Eisessig (5 : 1 : 1). Ausb. 

C I ~ H ~ ~ N Z O ~  (250.3) Ber. C 62.38 H 7.25 N 11.19 0 19.18 
Gef. C 62.24 H 7.15 N 11.33 0 19.41 

11 1 g (55.5 %). 

2. L- Vulin-arnid-hydrohromid [27c-Hydrobromid]: 11 1 g Z - V U I - N H ~  werden mil 200 ccm 
40proz. HBrlEisessig ubergossen, die Mischung bei 0', dann bei Raumtemp. insgesamt 
3l/2 Stdn. stehengelassen. Nach weitgehender Entfernung des HBriEisessig-Gemisches i .  Vak. 
und folgender azeotroper Destillation mit Toluol bringt man das Produkt durch Behandlung 
mit Ather zur Kristallisation. Nach mehrmaligem Auskochen mit Ather und Trocknen iiber 
KOH/PJOI" bei 10-2 Torr erhalt man ein farbloses Pulver vom Schmp. 242" (Zers.); [a]&": 
-t-22.4 -+ 0.5" bzw. [x]Zy6: 4-24.2" (c - 2, in HzO). Chromatographisch rein in n-Butanol! 
EisessiglWasser (3 : I : 1). Ausb. 87.5 g (quantitativ). 

C5H13NzOIBr (197.1) Ber. C 30.47 H 6.65 Br 40.55 N 14.21 0 8.12 
Gef. C 30.28 H 6.41 Br 40.82 N 14.03 0 8.20 

3. Benzylo~~ycnrbon.vl-~-leucyl-r.-vulin-umid [26-27a]: I 11.4 g Z-Leu-OH und 53.0 g N- 
succinimid in 900 ccin Methylenchlorid werden bei ~- 10" mit 95 g Dicyclohexvl- 
id versctzt und anschlieBend 2 Stdn. bei - 10" und 12 Stdn. bei 0'; geruhrt. Das 

Filtrat vom Dicyclohexylharnsto~ wird bei --lo" mit einer Losung von 89.7 g H - V d - N H z .  
HBr und 63.8 ccm TriHthylamin in 750 ccm Dimethylformamid vereinigt. Nach 5stdg. 
Ruhren bei -10" und 12 Stdn. Riihren bei Raumtemp. entfernt man das Losungsmittel 
durch Destillation, zum SchluB i.Vak. Den erhaltenen festen Ruckstand verteilt man zwischen 
Essigester und Wasser; die abgetrennte Essigesterphase wird i.Vak. eingedampft. Das ge- 
wonnene Rohprodukt wird nach Umfallen aus 3000 ccm AcetoniWasser (3 : l )  als farbloses 
Pulver erhalten: Schmp. 231 2 3 2  (Zers.); [a]&": -24.4 +0.5" bzw. [a]flq06: --29.7"(c == 1.8, 
in Eisessig). Chromatographisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (7 : 7 : 6). Ausb. 
1433 g (90.2 7;). 

C I ~ H ~ Y N ~ O ~  (379.5) Ber. C 60.14 H 7.70 N 11.08 0 21.08 
Gef. C 60.12 H 7.59 N 11.13 0 21.24 

4. r.-Leucyl-L-valin-ainid-hydrobroviid [26-27b-Hydrobromid] : 143.5 g Z-Leu- Vol-NHr 
[26-27a] werden mit 250 ccm 40proz. HBrlEisessig wie ublich entacyliert. Das nach 
Abdampfen des uberschuss. Redgenzes i. Vak. erhaltene Rohprodukt wTird mehrmdls mit 
Essigester behandelt und schlieMlich ausgekocht. Nach Trocknen bei 10--2 Torr uber KOH! 
P4010 fdrbloses Pulver vom Schmp. 210" (Zers.); [a]&": -t24.2 2: 0.5" b7w. [a]:,06: -t28.8" 
(c = 1, in Eisessig). Chromatographisch rein in n-ButanoliEisessig/Wasser (3 : I : 1). Ausb. 

CllH24N302]Br (310.2) Ber. C 42.58 13 7.79 Br 25.76 N 13.54 
Gef. C 42.43 H 7.80 Br 25.81 N 13.52 

121 g (96.5%). 

5. Benz.vloxycarbony1- i~-glutarnin,vl-glycin-methylester [24-25a] : Aus 140 g Z-Gln-OH 
und 69.3 g H-Gly-Ohfe . HCI nach Wiinsch und Mitarbb. 20) : farbloses Pulver vom Schmp. 
175"; [a]',": -6.7 3- 0.5" bzw. [XI&: -8.0; (c 2 I, in Essigsiiure). Chromatographisch rein 
in Aniylalkohol/Pyridin/Wasser (7 : 7 : 6). Ausb. 131 g (75 %). 

C16H21N306 (351.4) Ber. C 54.70 H 6.02 N 11.96 0 27.32 
Gef. C 54.65 H 5.97 N 12.03 0 27.40 

20) E. Wiinsch, A .  Zwick und E. Jneger, Chem. Ber. 101, 336 (1968). 
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6. Benzyloxycurhonyl-L-gluturnin)'l-glycin [24-25b] : 9 3.6 g 2-Gln-GI-v-OMe [24-25a] in 
1000 ccm DioxanjWasser (5 : 2) werden wie ublich innerhalb von 2 Stdn. rnit 133 ccm 2 n  
NuOH verseift (Indikator Thymolphthalein). Nach Ansauern mit 133 ccm 2n HCI wird das 
Dioxan i. Vak. entfernt, das ausgefallene Produkt nach kurzern Aufbewahren bei 0" ab- 
filtriert und aus 1000 ccm Wasser umkristallisiert; farblose Spiene vom Schmp. 183": "1:': 
-3.1 f 0.5" bzw. [a]::,: -3.6" (r ~- 2, in Dimethylformamid). Chromatographisch rein in 
n-Butanol!Eisessig/Wasser/Pyridin (30 : 3 : 12 : 10). Ausb. 79.5 g (88.3 %). 

CI~H19N30(; (337.3) Ber. C 53.42 H 5.68 N 12.46 0 28.47 
Gef. C 53.35 H 5.72 N 12.50 0 28.42 

7. Benzylox.vcarbonyl-~~-glutci~ninyl-glycyl-~-leucyl-~-vulin-umid [24-27a] : 101.2 g 2-Gln- 
Gly-OH [24-25b] in 750 ccm Dimethylformamid werden bei -15" rnit 36.3 g N-Hydroxy- 
succiniwzid und 65 g Dicyclohexylcurhodiirnid unter Riihren versetzt. Man liBt das Reaktions- 
gemisch innerhalb 2 Stdn. auf Raurntemp. komrnen, riihrt 20 Stdn. bei 25", kuhlt auf - -  10" 
und filtriert vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab. Man vereinigt das Filtrat bei -~ 10' 
rnit einer Losung von 88.4 g H-Leu- Vul-NH2. HBr [26-27b-Hydrobromid] und 38.8 ccm 
Triithylamin in 750 ccm Dimethylformamid und riihrt nach Zugabe von 31.8 ccm N-Methyl- 
morpholin 3 Stdn. bei 0" und 18 Stdn. bei Raumtemp. Das gallertig ausgefallene Reaktions- 
produkt wird aufs Filter gebracht und mit reichlich Essigester digeriert. Das getrocknete 
Material wird mehrmals mit Wasser sorgfaltig verrieben, abfiltriert, rnit Ather gewaschen und 
schlieBlich rnit Essigester ausgekocht. Das Filtrat vom Reaktionsansatz wird bei 10-2 Torr 
zur Trockne eingedampft und aus dern erhaltenen Ruckstand nach oben beschriebenen 
Reinigungsoperationen eine zweite Fraktion gewonnen. Nach Trocknen bei 10-2 Torr erhalt 
man ein farbloses Pulvervom Schmp. 239.5-240.5'' (Zers.); [n-]&': ---24.6 i 0.5" bzw. [n-]:4O6: 
--29.7" (c --= 1.8, in EssigsPure). Chromatographisch rein in Amylalkohol/PyridinjWasser 
(7 : 6 : 6). Ausb. 136.0 g (87yQ. 

C2&40N,j07 (548.7) Ber. C 56.92 H 7.35 N 15.32 0 20.41 
Gcf. C 57.03 H 7.36 N 15.45 0 20.50 

8. L-CIi~taminyl-gl4.cyI-vl-glycyl-~,-lrur~l-L-vulin-atnid-hydrochlor~d [24-27 b-Hydroch lorid] : 29.4 g 
2-Gin-Gly-Leu- Vul-NH2 [24-27a], suspendiert in ca. I500 ccm Methanol/Wasser (3 : I), 
werden unter Einhaltung eines pH-Bereichs zwischen 5.0 und 5.5 (54 ccm n HCI) his zur 
vollkommenen Losung und Beendigung der C02-Entwicklung hydriert (Pd-Schwarz). Das 
Filtrat wird anschliel3end i. Vak. auf ca. 100 ccm eingeengt, die erhaltene Losung des 'Tetra- 
peptid-Derivats - - nach chromatographischer Reinheitskontrolle [n-Butanol/Eisessig.! 
Wasser (3 : I : l)] -- sofort zur Synthese des Pentapeptids [23-27a] eingesetzt. 

9. tert.-But.~~lox.~carbonyl-i~-leucq.l-L-glutumin~l-glycyI-L-leuryl-L-vc~lin-nmid [23-27a]: Die 
erhaltene Losung von H-Gln-Gly-Leu- Vul-NH2. HCI [24-27b-Hydrochlorid] wird mit 
400 ccm Dimethyliormamid verdunnt und bei -10" unter Ruhren rnit 7.6 ccm Trigthylamin, 
19.7 g BOC-Leu-OSli und 4.35 ccm Pyridin versetzt. Nach weiteren 4 Stdn. Ruhren hei 
--lo" und zweitagigem Ruhren bei Raumtemp. wird i.Vak. eingedampft, der erhaltene Ruck- 
stand dreimal mit Wasser verrieben, filtriert, mit Wasser nachgewaschen, getrocknet und 
dreimal mit Essigester ausgekocht: farbloses Pulver vom Schmp. 233-235" (Zers.); [a)::: 
--19.8 -1- 0.5" bzw. [a]::,: -23.5" (c := 1, in Dimethylformamid). Ausb. 29 g (8604). 

CZPHS3N70~ (627.8) Ber. C 55.48 H 8.51 N 15.62 0 20.59 
Gef. C 55.49 H 8.44 N 15.67 0 20.66 

10. ~.-Glutuminyl-glq.cin-li~~rrochlorid [24-25c-Hydrochlorid] : 149.0 g %-Cln-Gly-OH [24- 
25b] in 3000 ccm Methanol/Wasser (4 : 1) werden wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert, 
wobei man mit insgesamt 221 ccm 2n HCI einen konstanten pH-Wert von 3 einhiilt. Das 



1971 Zur Synthese des Sekretins (I.) 2439 

Filtrat wird i. Vak. vom Methanol befreit, die verbliebene wlBrige Losung des Dipeptid- 
hydrochlorids (ca. 600 ccm) .- nach chromdtographischer Reinheitstestung [tert.-Rutylalko- 
hol/Eisessig/Wasser/Pyridin (30 : 3 : 12 : lo)] .- sofort zur Synthese des Tripeptid-Derivats 
[23-25a] eingesetzt. 

1 I. tert.-Butylo.w~~rurbonyl-r.-leuryl-L-gli~taminyl-gl.vrin [23-25a] : Obige Losung - ent- 
sprechend 105.5 g H-Gln-Gly-OH.HC1 [24-25c-Hydrochlorid] - wird bei 0" unter Riihren 
nacheinander mit 221 ccm 2n NaOH und 61.7 ccm Triathylamin versetzt, danach mit einer 
Losung von 155 g BOC-Leu-OSU in 34.6 ccm Pyridin und 1300 ccm Dioxan vereinigt. Man 
ruhrt 12 Stdn. bei O", 24 Stdn. bei Kaumtemp. und fiigt dann weitere 31 g ROC-Leu-OSU 
ond 7 ccm Triathylamin hinzu. Nach weiteren 24 Stdn. entfernt man das Dioxan i. Vdk. und 
stellt die verbliebene wal3rige Losung mit 2n  HC1 auf pH 3 ein. Die Losung des olig abge- 
schiedenen Tripeptids in Essigester wird iiber NazS04 getrocknet und dandch i.Vak. zur 
Trockne eingedampft. Der erhaltene, nunmehr in Essigester unlosliche Riickstand wird mehr- 
mals mit Essigester ausgekocht und schlieljlich aus Wasser umkristallisiert : farbloses Pulver 
vom Schmp. 167 -169" (Zers.); [a]L0: --22.0 f 0.5" bzw. [LX]::~: --26.0" (c = I ,  in Dimethyl- 
formamid). Chromatographisch rein in n-Butanol/Eisessig/Wasser/Pyridin (30 : 3 : 12 : 10). 
Ausb. 64 g (36 %). 

C18H32N407 (416.5) Ber. C 51.92 H 7.75; N 13.45 0 26.89 
Gef. C 51.83 H 7.69 N 13.51 0 26.81 

12. tert. - Butylo.wycarbonyl-r,-leucq~l-L-glutaminyl-glycyl- L - leucyl- I.- vulin-amid [23-27a] : 
56.5 g BOC-Leu-Gln-Glv-OH [23-25a] und 15 g N-Hydrosy-succinimid in 650 ccm Dimethyl- 
formamid werden bei - 15" mit 29.6 g Diryclohesylcarbodiimid versetzt. Das Reaktions- 
gemisch wird 3 Stdn. bei -~ 15" und 36 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt, auf ---lo" abgekiihlt 
und der Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Das Filtrat vereinigt man bei -15" mit einer bei 
- 15" hergestellten Losung von 42.5 g H-Leu- Val-NH2.  HBr [26-27b-Hydrobromid] und 
18.9 ccm Triathylamin in 500 ccm Dimethylformamid. Nach 3 Stdn. Riihren bei -15" und 
48 Stdn. Riihren bei Raumtemp. entfernt man das Losungsmittel bei 10-2 Torr. Der erhaltene 
Ruckstand wird mehrmals bei 40" mit Wasser digeriert und anschlieBend mit Ather gewaschen. 
Nach Trocknen bei 50" und 10-2 Torr erhalt man ein farbloses Pulver vom Schmp. 234-- 235" 
(Zers.); [a]kO: -19.4 rt 0.5' bzw. [a]$: --23.5" (r = 1, inDimethylformamid). Chromato- 
graphisch rein in Amylalkohol/Pyridin/Wasser (7 : 7 : 6). Ausb. 66.5 g (78.5 76). 

C29HyjN708 (627.8) Ber. C 55.48 H 8.51 N 15.62 0 20.59 
Gef. C 55.32 H 8.41 N 15.71 0 20.47 

Teilsequenz 22-27 

13. L-Leucyl-L-glutcin~inyl-gl~~cyl-L-leucyl-~-valin-umid-hydrorhlorid [23-27b-Hydrochlo- 
rid] : 100.7 g BOC-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2 [23-27a] werden mit 320 ccm n HCIIEisessig 
wahrend 4 Stdn. zunachst bei O", dann bei Raumtemp. gespalten. Nach Abdampfen des iiber- 
schuss. HCI/Eisessig i. Vak. und azeotroper Destillation mit Toluol bringt man das Produkt 
durch Behandlung mit Ather zur Kristallisation. Nach mehrmaligem Auskochen mit Ather 
und Trocknen iiber KOH/P@io bei 10-2 Torr/50" erhalt man ein farbloses amorphes Pulver: 
[a]&0: --32.9 A 0.5" bzw. [a]::6: -39.5" (c = 1, in Methanol). Chromatographisch rein in 
n-Butanol/Eisessig/Wasser (3 : 1 : 1). Ausb. 93 g (98 %, berechnet fur das Pentapeptid-amid- 
hydrochlorid t- 112 Mol Essigsaure). 

C2~H46N7061Cl -1- 1/2 C2H402 (594.2) Ber. C 50.54 H 8.14 C1 5.97 N 16.50 0 18.85 
Gef. C 50.53 H 8.69 CI 5.87 N 16.30 0 18.78 

tert.-Butylox~carbonyl-~-lei~r.vl-~-leuryl-~-gli~tuminyl-glycy~-~~-leucyl-~ - valin - amid- hv- 
drat [22-27a HzOl : 92.1 g H-Leu-Gln-GIy-Leu- Val-NH2. HCI [23-27b-Hydrochlorid] - 

wie oben isoliert - in 1500 ccm Dimethylformamid werden unter Riihren bei -15" nachein- 

14. 
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ander rnit 21.4 ccm Triathylamin, 56 g BOC-Leu-OSU und 12.5 ccm Pyridin versetzt. Man 
riihrt 3 Stdn. bei -15" sowie 3 Tage bei Raumtemp. und dampft anschlieBend das gallertig 
gewordene Reaktionsgemisch weitestgehend i. Vak. ein. Der Riickstand wird sorgfaltig nach- 
einander rnit Ather und Wasser digeriert, mit Essigester ausgekocht und bei 10-2 Torr/5O0 
getrocknet: farbloses Pulver vom Schmp. 254" (Zers.); [c(]$~: -31.4 i 0.5" bzw. [LX]:;~: 
-37.4" (c = 1, in Dimethylformamid). Chromatographisch rein i n  n-Butanol/Eisessig/ 
Wasser/Pyridin (30 : 3 : 12 : 10). Ausb. 106 g (90%). 

C&64Ns09.H20 (759.0) Ber. C 55.39 H 8.77 N 14.77 Gef. C 55.41 H 8.55 N 14.55 

15. L-Leucyl-L-glutaminyl-glycin-hydrochlorid [23-25b-Hydrochlorid]: 19.5 g BOC-Leu- 
Gln-Gly-OH [23-25a] werdcn, wie unter 13.  beschrieben, rnit 100 ccm n HCIIEisessig 
behandelt und aufgearbeitet. Die sehr hygroskopische Substanz - [chromatographisch rein 
in n-Butanol/Eisessig/Wasser/Pyridin (30 : 3 : 12 : lo)] -- wird ohne Charakterisierung 
weiterverarbeitet: Ausb. 16.5 g (quantitativ). 

16. tert.-Butyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucyl- L-glutnminyl-glycin [22-25a] : 16.5 g H-Leu- 
Gln-Gly-OH.HC1 [23-25b-Hydrochlorid] in 550 ccm Dimethylformamid/Wasser (ca. 3 : 1) 
werden unter Riihren nacheinander rnit 13.1 ccm Triathylamin, 16.4 g BOC-Leu-OSU und 
3.8 ccm Pyridin versetzt. Nach 3 Stdn. Ruhren bei - 1 0  und 3 Tagen bei Raumtemp. wird 
i. Vak. zur Trockne gebracht. Der erhaltene Ruckstand wird mit Wasser sorgfaltig digeriert, 
rnit Ather gewaschen und schlieBlich mit Essigester ausgekocht. Nach Trocknen bei 50" 
erhalt man ein farbloses amorphes Pulver vom Schmp. 189-190" (Zers.); [crlg': ---33.0 i 
0.5" bzw. [a]:;,: -39.5" (c = 1, in Dimethylformamid). Chromatographisch rcin in n-Butanolj 
Eisessig/Wasser (3 : 1 : 1). Ausb. 17.3 g (70%). 

C24H43N508 (529.6) Ber. C 54.42 H 8.18 N 13.22 Gef. C 54.49 H 8.22 N 13.26 

17. tert. - Butyloxycarbonyl- ~-leucyl-~-leucyl-~-glutan~inyl-glycyl-~-leuc.vl-~-vulin - amid [22- 
27a] : 13.5 g BOC-Leu-Leu-Gln-G1.v-OH [22-25a] und 2.94 g N-Hydroxy-succininiid in 
250 ccm Dimethylformamid werden bei - 15" rnit 5.8 g Dicyclohexylrarbodiirnid versetzt 
und 3 Stdn. bei -10" sowie 12 Stdn. bei Raumtemp. geriihrt. Nach Abkiihlen auf 0" filtriert 
man vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab und fiigt zum Filtrdt bei -10" eine Losuiig 
von 8 g H-Leu-Vul-NHz.HEr [26-27b-Hydrobromid] und 3.5 ccm Triithylamin in 60 ccm 
Dimethylformamid sowie 2.1 ccm Pyridin. Man riihrt weitere 2 Stdn. bei --lo" und 12 Stdn. 
bei Raumtemp., dampft bei 10-2 Torr zur Trockne ein, digeriert den erhaltenen Ruckstand 
zuniichst mit Wasser und dann rnit Methanol/Wasser (1 : 1) und kocht das staubtrockene 
Produkt zum Schlun rnit Essigester aus. Nach Trocknen bei 503/10-2 Torr wird ein farbloses 
amorphes Pulver vom Schmp. 255" (Zers.) erhalten: [cl]tO: -31.5 + O.5"bzw. [c(]::~: --37.8" 
(c = 1, in Dimethylformamid). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/ 
Eisessig (5 : 1 : 1). Ausb. 17 g (89 %). 

C3&4Ns09 (741.0) Ber. C 56.74 H 8.71 N 15.12 Gef. C 56.54 H 8.78 N 15.26 

Teilsequenz 18-27 

18. L-Leucyl-L-leucyl- L - g l ~  fuminyl-glycyl- ~-leucyl-r-valin - amid- hydrochlorid [22-27b-Hy- 
drochlorid] : I 15.8 g BOC-Leu-Leu-Cln-C1.v-Leu- Val-NH2 [22-27a] werden rnit 300 ccm 
n HCIIEisrssig wie ublich entacyliert und aufgearbeitet. Nach UmfPllen aus Dimethyl- 
formamid/Essigester und Trocknen uber KOH/P40lo bei 10-2 Torr/SO" erhalt man ein farb- 
loses amorphes Pulver: chromatographisch rein (Whatman Nr. 1) in n-Butanol/Eisessjg/ 
Wasser (3 : 1 : 1). Ausb. 97 g (92%). 

C30H57Ns071C1 (677.3) Ber. C 53.20 H 8.48 C1 5.24 N 16.63 
Gef. C 53.11 H 8.63 CI 5.16 N 16.55 
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19. N'.NS. NW-Tris-benzyloxycarbonyl-L-arginyl-L-leucyl-L-leucyl-~-gbtuminyl-glycyl-L-leu- 
cyl-r,-valin-uniid [21-27a] : 77.0 g H-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu- Val-NHz. HCl t22-27b-Hydro- 
chlorid] werden unter Riihren bei 40" langsam in 1200 ccm Dimethylformamid/Hexamethyl- 
phosphorsauretrianiid (10: 1) eingetragen und nach erfolgter Losung bei 0' rnit 15.7 ccm 
Trigthylamin versetzt. Danach fiigt man 89.7 g 2-Arg(c3.o-Z,Z)-ONP [21] 19) hinzu und riihrt 
weitere 12 Stdn. bei 0" sowie 4 Tage bei Raumtemp. Das gallertige Reaktionsgemisch wird 
bei 10-2 Torr weitgehend eingedampft und der Riickstand mit Ather behandelt. Nach halb- 
tiigigem Aufbewahren bei -10" filtriert man das nun flockige Produkt ab, digeriert mehr- 
mals niit Wasser, kocht das getrocknete Material rnit Essigester aus und trocknet schlieRlich 
hei 50"/10-2 Torr: farbloses Pulver vom Schmp. 257' (Zers.), Ausb. 112.4 g (82%). 

C~oH86N12014 (1199.4) 

20. L-Arginyl(hydrobromid)-L-leuc.vI-L-leucyl-~-glutaminyl-glycyI-L-leucyl-L-vulin-aniid-ace- 
tat 121 - 27b- Acetat]: 101.7 g Z-Arg($.w-Z,Z) -Leu-Leu- Gln-Gly-Leu- Val-NH2 [21-27a] 
werden in 3000 ccm Eisessig suspendiert und bis zur volligen Losung rnit katalytisch erregtem 
Wasserstof (Pd-Schwarz) behandelt. Das Filtrat wird i. Vak. eingedampft, die Losung des 
zihcn Ruckstands in 1000 ccm Methanol/Wasser (9 : 1) nach Titration mit.84.8 ccm n metha- 
nolischer HBr-Losung sofort in ca. 3000 ccm Ather eingeriihrt. Man filtriert das flockig 
abgeschiedene Produkt ab und trocknet es bei 60"/10-2 Torr: farbloses amorphes Pulver : 
[cl]gO: --34.4 0.5" bzw. [cc]::,: -41.0" (c = 1, in Essigsaure). Chromatographisch rein 
(Whatman Nr. 1) in n-Butanol/Eisessig/Wasser (3 : 1 : 1). Ausb. 80 g (quantitativ). 
C36H70N,208]Br, CH3C02 (938.0) Ber. C 48.66 H 7.84 Br 8.52 N 17.92 0 17.06 

Gef. C 48.92 H 8,04 Br 8.49 N 18.12 0 17.15 

Ber. C 60.08 H 7.23 N 14.02 Gef. C 60.00 H 7.29 N 14.16 

2 1. L-Arginyl(hydrobromidl -L-lcucyl-~-glutaminyl-~-arginyl~~ydro~romid) -L-leucyl-L-kucyE 
L-glutuminyl-glycyl-~~-leucyl-L-valin-amid-hydrobromid [18-27b-Hydrobromid] (Fragment I) 

Weg I 
a) tert.-Butyloxycarbonyl-~-glutaminyl-L-arginyl(hydrobromid)-L-leucyl-L-leucyl-L-glutami- 

nyl-glycyl- L-leucyl- l.-valin-umid [20-27a] : 80.6 g H-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu- Val- 
NH2 .AcOH /21-27b-Acetat] in 11 50 ccm Dimethylformamid/Hexamethylphosphorsaure- 
triamid (1 : 0.15) werden bei 0" mit 33 g BOC-Gln-ONP versetzt und nach 24stdg. Riihren auf 
Raumtemp. gebracht. Zur Vervollstandigung der Umsetzung fiigt man innerhalb von weiteren 
6 Tagen unter Riihren bei Raumtemp. anteilweise weitere 11 g BOC-Gln-ONP hinzu. Danach 
dampft man das Reaktionsgemisch bei 10-2 Torr weitgehend ein und behandelt den Riick- 
stand rnit 3000 ccm Essigester. Das erhaltene feste Produkt wird aus Dimethylformamidl 
Essigester umgefallt; nach Trocknen bei 10-2 Torr/50° farbloses Pulver vom Schmp. 2550 
(Zers.); [CC]Z,~: -50.3 f 0.5" bzw. [E]::,,: -58.0' (c = 1, in 80proz. Essigsaure). Chromato- 
graphisch rein (Whatman Nr. 1) in n-Butanol/Eisessig/Wasser (3 : 1 : 1). Ausb. 84 g (88%). 

C&85N14012]Br (1 106.2) Ber. C 49.94 H 7.75 Br 7.22 N 17.73 
Gef. C 49.71 H 7.78 Br 7.25 N 17.68 

Aminosaureanalyse: Arg Gln Gly Val Leu 
Ber. 1.0 2.04 1.0 1.0 3.0 
Gef. 0.96 1.98 1.01 1.01 3.03 

b) L-Glutaminyl-~~-~rginyl(hydrobrornid)-~-leucyl-~~-leucyl-r~-glutaminyl-glycyl-~-leucyl-~-va- 
lin-amid-hydrubromid [20-27b-Hydrobromid] : 40 g BOG-Gin-Arg(HBr) -Leu-Leu-Gin-Gly- 
Leu-Vul-NHz [20-27a] werden bei -10" rnit 300 ccm Trijluoressigs6ure/60 ccm n HBr iiber- 
gossen und unter Riihren langsam auf Raumtemp. erwarmt. Nach 2 Stdn. wird die waRrige 
Trifluoressigsaure unterhalb 20" i. Vak. entfernt, der Riickstand rnit Ather behandelt, das 
feste Produkt abfiltriert und bei 50"/10-2 Torr iiber KOH/P4010 getrocknet. Ausb. 32.6 g. 

156. 
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Ein chromatographischer Test des erhaltenen Produkts in n-Butanol/Eisessig/Wasser 
(3 : 1 : 1) zeigte neben einem ninhydrin-positiven einen ninhydrin-negativen Fleck mit hohe- 
rem RF-Wert; dieses Nebenprodukt erwies sich als das Pyrrolidon-(5)-yl-(2)-carbonyl- 
Derivat des Heptapeptid-amids [21-27b]; es wurde spiiter bei der Reinigung des Decapeplid- 
amids [18-27b] isoliert (s. dort) und durch Aminosaure- und Elementaranalyse identi- 
fiziert. Da eine vollige Abtrennung des Pyrrolidonylcarbonyl-Derivats mifilang, wurde in 
den folgenden Stufen jeweils rnit dem Rohprodukt gearbeitet. 

C) tert.-Butyloxycarhonyl-~~-le~icq.l-~-glictumin~~l-r~-nrginyl(hydrohroinid~-~.-le~~r~~l-~.-leur~~l-~.- 
glutaininyl-glycyl-~-leucyl-L-valin-nmid [19-27a] : 32.6 g H-Gln-ArgiHRrj-Lei*-Leu-Gln-Gl~i- 
Leu- VUI-NH~ . H B r  [20-27b-Hydrobrornid] (obiges Rohprodukt) und 12 g BOC-Ltu-OSU 
in wenig Dimethylformamid werden bei -10" mit 4.2 ccm Triathylamin versetzt und 12 Stdn. 
bei 0" geriihrt. Unter Riihren bei Raumtemp. versetzt man erneut innerhalb von 2 Tagen 
anteilweise mit insgesamt 10.5 g BOC-Leu-OSU. AnschlieRend laBt man das Reaktions- 
gemisch in 4000 ccm Essigester einflicRen; das ausgefallene Produkt wird abfiltriert und mit 
Essigester nachgewaschen. Nach Urnfallen aus Dimethylformamid/Essigester digeriert man 
das gewonnene Material sorgfaltig rnit 80proz. Athanol. Ausb. 25.6 g. 

Aminosaureanalyse: Arg Gln Gly Val Leu 
Ber. 1.0 2.0 1.0 1.0 4.0 
Gef. 0.99 2.09 1.03 0.99 3.89 

d) L-Leucyl-L-glutainin.vl- L-arginyl(hydrobromidi - r.-lruryI- L - Ieucyl- L - glutuminyl-glycyl- L- 
leucyl-L-valin-amid-hydrohrom~d [19-27b-Hydrobromid]: 9.2 g des nach c )  erhaltenen Roh- 
produkts werden mit 300 ccm Trlfluoressigsuure und 8 ccm n H B r ,  wie unter b) beschrieben, 
entacyliert und aufgearbeitet. Ausb. 7.45 g. 

Nu. Na . NO-Tris - benzyloxyrarhonyl- r.-cirgiii~~l-l.-leucyl- l.-glutaminyl- L-arginyl(hyrlrobro- 
mid)-L-leucyl-~.-leucyl- r-glutuminyl-glycyl-L-leucyl-L-vnlin-umid [ 18-27aI : 5.5 g des nach d) 
erhaltenen Rohprodukts und 3 g Z - A r g ( 8 m - Z , Z ) - O S U  in 200 ccm Dimethylformamid 
werden unter Ruhren bei - 1 0  mit 0.64ccm Tridthylarnin und nach wenigen Min. rnit 
0.5 ccm N-Methyl-morpholin versetzt. Nach 5 Stdn. Ruhren bei0" und 48 Stdn. bei Raumtemp. 
llfit man das Reaktionsgemisch in 750 ccm heiBen Essigester einflieaen. Das ausgefallene 
Prodnkt wird abfiltriert und anschlieBend mit 200 ccm Methanol/Wasser ( I  : I) unter Ruhren 
behandelt. Das aufs Filter gebrachte und mit Essigester sorgfaltig gewaschene Material wird 
schlieBlich mit waRrigem Dimethylformamid digeriert und dann i. Hochvak. getrocknet. 
Ausb. 5.2 g. 

f) L-Arginyl(hydrohromid)-~~-leuryl-L-glutanrinyl-L-arginyl(hydrobrorrridi-~-le~ryl-~,-leuryl- 
L-glutaminyl-glycyl-~-leueyl-~,-valin-arnid-h,vdrobrornid [ 18-27b-Hydrobromid] : 7.9 g des 
nach e) erhaltenen Rohprodukts werden in 600 ccm 80proz. Essigsaurc wie ublich hydrogeno- 
lytisch entacyliert. Das Filtrat wird i. Vak. zur Trockne eingedampft, der Ruckstand in 
Wasser aufgenommen und mit 9.4 ccm n H B r  titriert. Die wdRrige Losung wird mit n-Butanol 
unter Zusatz yon einigen ccm Essigsaure geschiittelt, die abgetrenntc wainrige Phase i. Vak. 
zur Trockne eingedampft und der erhaltene Riickstand aus Methanol/Essigester umkristalli- 

e) 

siert: [~ t ]$~ :  -49.5 3 0.5' bzw. [MI:$: - 59.6' 
graphisch rein in n-Butanol/Eisessig/Wasser (3 : 

C53H102N19012]Br3. H 2 0  (1455.3) 

Aminosaureanalyse: Arg Gln Gly Val 
Ber. 2.0 2.0 1.0 1.0 
Gef. 2.05 2.01 1.00 0.99 

(c = 1, in80proz. Essigsiiure). Chromato- 
1 : 1) .  Ausb. 5.5 g. 

Ber. C43.74 H 7.20 N 18.29 
Gef. C43.56 H 7.48 N 18.13 

Leu 
4.0 
3.92 
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weg 2 

g) tert.-Butyloxycarbonyl-iA-leucyl-L-glutarnin [19-20a]: 51.1 g H-Gln-OH, suspendiert in 
800 ccm Wasser/Dioxan (2 : l), werden unter Riihren nnd Eiswasserkiihlung mit 175 ccm 
2n NaOH, wobei Losung erfolgt, und anschliel3end rnit 49.2 g BOC-Leu-OSU in 500 ccm 
Dioxan versctzt. Man ruhrt 3 Stdn. bei 0" und weitere 3 Tage bei Raumtemp. Nach Ansauern 
mit 60 ccm 2n HCI auf pH 6 entfcrnt man das Dioxan i.Vak. und sluert mit weiteren I15 ccm 
2n HC1 auf pH 2.5 an. Alsdann extrahiert man die waBrige Losung erschopfend mit Essig- 
ester, wascht die abgetrennte organische Phase eiskalt niit sehr verd. Schwefelsaure, anschlie- 
l3cnd sorgfaltig mit Wasser, trocknet iiber Na2S04 und dampft i.Vak. zur Trockne ein. 
Nuch zwci- his dreimaligem Umfallen aus Essigester/Diisopropylather erhalt man nach 
Trocknen i. Vak. iiber P4O1o bei 35" ein farbloses Pulver: Schmp. 187-188" (Zers.); [~r]:~: 
--21.6 f 0.5" bzw. [a]:i6: -25.5" (c == 1, in Athanol). Chromatographischreinin n-Butanol/ 
~;ssigslure/Wasser/Pyridin (30 : 3 : 12 : 10). Ansb. 48 g (89 %). 

C79H29N306 (359.4) Ber. C 53.47 H 8.13 N 11.69 0 26.71 
Gef. C 53.49 H 8.23 N 11.34 0 26.64 

h) L-Lencyl-1.-glutamin-hydrochlorid [19-20b-Hydrochlorid]: 7.19 g BOC-Leu-Gln-OH 
[19-20a] werden wie iiblich rnit 50 ccm n HClIEssigsuure entacyliert (90 Min.). Nach 
Bindampfen der Rcaktionslosung i.Vak. digeriert man den verbleibenden Riickstand sorg- 
fLltig niit Ather. Farbloses Pulver nach Trocknen iiber KOH/P40lo bei 10-2 Torr, Schmp. 
202-203' (Zcrs.); chromatographisch rein in n-Butaiiol/Essigslure/Wasser/Pyridin 
(60 : 6 : 24 : 20). Ausb. 5.9 g (quantitativ). 

j) N a .  N J .  NW-Tris-benzyloxycnrbonyl-L-arginyl-L-leucyl-r,-glutaminp [18-2Oa]: a) Eine Sus- 
pension von 1.48 g H-Leu-Gln-OH. HCl [19-20b-Hydrochlorid] in 25 ccm Dioxan/Wasser 
(9 : 1) wird bei 0' unter Riihrcn niit 5 ccm 2n NaOH versetzt. Zn der erhaltenen Losung gibt 
man 2.8 g Z-Arg(d.w-Z,Z)-ONP in 20 ccm Dioxan/Wasser (9 : l), ruhrt 3 Stdn. bei 0' und 
3 Tage bei Raumtcmp. Nach Ansiiuern mit 5 ccm 2n HCl (pH 3) verdiinnt man rnit 200 ccm 
Wasscr. Das ausgefallenc Produkt wird abfiltriert, mit Wasser digeriert und nach Trocknen 
i. Vak. sorgfiiltig mit Essigester ausgekocht: farbloses Pulver vom Schmp. 178 - 179.5" 
(Zcrs.); [ c ( ] ~ ~ :  -18.8 _$I 0.5' bzw. [CL];:~: -20.2" (c = 1, in Essigsiiure). Chromatographisch 
roin in Essigester/2proz. Essigsaure. Ausb. 2.13 g (65 %). 

C4,H51N701l (817.9) Ber. C 60.21 H 6.29 N 11.99 0 21.52 
Gef. C 59.96 H 6.76 N 11.80 0 21.55 

8) 97.8 g Z--Arg(d.w-Z,Z)-OSU in 4000 ccni Dioxan werden bei 10" unter Ruhren rnit 
47.9 g H-Leu-Gln-OH.HC1 [19-2Ob-Hydrochlorid] und 12.2 g NaHC03 in 162 ccm 2 n  
NaOH und 1500 ccm Wasscr versetzt. Man riihrt weitere 12 Stdn. bei Raumtemp., entfernt 
das Dioxan i.Vak. und sauert die verbleibende Losung mit n HC1 an (pH 3). Der ausgefallene 
Nicderschlag wird abfiltriert und aus Dimethylformamid/Essigester umgefallt: Schmp. 185 bis 
187"; [a]$": -17.3 zk 0.5' bzw. [ c ( ] ~ ~ ~ :  -19.8" (c = 1, in Essigsaure). Chromatographisch 
rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Eisessig (3 : 1 : 1). Ausb. 84.2 g (71 %). 

C41H51N7011 (817.9) Ber. C 60.21 H 6.29 N 11.99 0 21.51 
Gef. C 59.99 H 6.32 N 12.00 0 21.45 

Aniiiiosiiiureanalysc: Arg Lcu Gln 
Ber. 1.0 1.0 1.0 
Gcf. 1.00 0.99 1.00 

k) N".N~.NW-Tris-benzyloxycarbonyl-~-arginyl-~-leucyI-~-glutaminyl-~.-arginyl(hydrobro- 
iiiid)-~-leucyl-~.-leucyl-L-glutarninyl-glycyl-~,-Iei~cyl-I.-valin-amid [18-27a] : 1.438 g H-Arg- 
(HBr)-Leu-Lpu-Gln-Gly-Leu- YaI-NHz .BBr  [21-27b-Hydrobromid] in 50 ccm Dimethyl- 
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formamid werden bei 0" unter Ruhren rnit 0.21 ccm Triathylamin versetzt. Nach Zugabe 
von 1.23 g Z-Arg(G.w-Z,Zl-Leu-GIn-OH [18-20a] in 50 ccm Dimethylformamid und 0.203 g 
1- Hydroxy-benzotriazol kuhlt man auf -20" ab, fiigt 0.3 10 mg Dicyclohexylcarbodiimid 
hinzu, ruhrt I Stde. bei -20" und 7 Tage bei Raumtemp. und laBt anschlieBend in 300 ccm 
h h e r  einflieoen. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert, mehrmals mit Wasser digeriert, uber 
P4010 i. Vak. getrocknet und schlieBlich mit Essigester ausgekocht : Farbloses Pulver, [a]Z,O: 
-35.2 0.5' bzw. [E]::~: -42.19" (c = 1, in 8Oproz. Essigsaure). Chromatographisch rein 
in Isoamylalkohol/Pyridin/Wasser (35 : 35 : 30). Ausb. 1.7 g (70%). 

C77H118N19018]Br (1677.2) Ber. C 55.12 H 7.09 Br 4.74 N 15.86 
Gef. C 54.86 H 7.20 Br 4.76 N 15.85 

Aminosaureanalyse: Arg Gln Gly Val Leu 
Ber. 2.0 2.0 1.0 1.0 4.0 
Gef. 1.88 2.01 1.00 1.00 3.95 

1) ~-Arginyl(hydrobromid)-~-leucyl-~-glutaminyl-r-arginyl~hydrobromid)-~-leucyI-~~-leuc~~l-- 
L-glutaminyl-glycyl-L-leucyl-1.- valin-amid-hq.drobromid [ 18-27b-Hydrobromid] 

21.8 g des nach k) erhaltenen Decapeptid-amids [18-27a] werden in 2000 ccm 8Oproz. 
Essigsaure wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert. Das Filtrat wird unter Eiskiihlung rnit 
26 ccm n HBr versetzt und i.Vak. zur Trockne gebracht. Nach zweimaligem Umkristalli- 
sieren des Riickstands aus Methanol/Essigester (1 : 2): [a]L0: -51.3 1 0.5" bzw. [a]$:-61.9" 
(c  = 1, in 80proz. Essigsaure). Chromatographisch rein in n-Butanol/Eisessig/ Wasser 
(3 : I : 1). Ausb. 19.3 g (quantitativ, ber. fur ein Peptid-amid-trihydrat). 

C53H102N19012]Br3.3 H20 (1491.3) Ber. C 42.68 H 7.30 N 17.85 
Gef. C 42.80 H 6.93 N 17.96 

Aminosaureanalyse: Arg Gln Gly Val Leu 
Ber. 2.00 2.00 1.00 1.00 4.00 
Cef. 2.01 2.04 1.00 1.01 4.05 

[ 160/71] 


