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Zur Synthese des Sekretins, 111) 

Darstellung der Sequenz 12 - 27 

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

(Eingegangen am 21. April 1971) 

Die Synthese von L-Arginyl(hydrobromid)-L-leucyl-L-arginyl(hydrobromid)-L-asparagyl(~- 
tert.- buty1ester)-0- tert.-butyl-r-seryl-L-alanyl-L-arginyl(hydrobromid) - L - leucyl-L-glutaminyl- 
~-arginyl( hydrobromid)-r-leucyl-~-leucyl-r-glutaminyl-glycyl-~-leucyl-~-valin-amid-hydrobro- 
mid (=- Fragment 11) der amino-freien, sonst allseits geschktzten Sequenz 12 -27 des Sekre- 
tins, aufbauend auf der fruher synthetisierten Sequenz 18 -27, wird beschrieben. 

The Synthesis of Secretin, 111) 
Preparation of the Sequence 12-27 

The synthesis of ~-arginyl(hydrobromide)-~-leucyl-~-arginyl(hydrobromide)-~-aspartyl(~- 
iert - butylester) - 0-tert  - butyl-~-seryl-~-alanyl-~-arginyl(hydrobromide)-~-leucyl-~-glutaminyl- 
~-arginyl(hydrobromide)-~-leucyl-~-leucyl-~-glutaminyl- glycyl-L-leucyl - L-valinamide hydro- 
bromide is described. This fully side-chain protected hexadecapeptideamide (fragment 12 -27 
of secretin) was prepared starting from the fragment 18-27, which was described earlier, 
and could easily be purified by gelfiltration on Sephadex in aqueous solutions due to the 
presence of four watersoluble arginine hydrobromide moieties. 

In der vorstehenden Mitteilungl) haben wir uber die Darstellung der N-freien 
Sekretin-Teilsequenz 18 - 27 berichtet. Ziel der vorliegenden Arbeit sollte es sein, 
das Sekretin-Teilstuck 12 -27 in einer verknupfungsfahigen Form aufzubauen: 
Damit ware das Kernstuck einer neuen Totalsynthese des pankreas-anregenden 
Hormons erarbeitet. 

Diese Teilsequenz 12-27 weist alle vier Argininreste in der Peptidkette auf -- in 
seiner ,,guanido-protonierten" Form muBte dieses Teilstuck die noch folgenden 
Verknupfungswege vor allen Dingen hinsichtlich der Lijslichkeit gunstig beeinflussen. 

Unser Syntheseplan sah zunachst den Auf bau einer mit dem fruher beschriebenen 
Fragment I zur Verknupfung geeigneten Teilsequenz 14- 17 vor: 

Ausgehend von Alanin-methylester [ 171 wurde durch Vereinigung mit Z-Ser(tBu)- 
OSU [16] 2)  der Benzyloxycarbonyl-dipeptid-ester [16-17a] hergestellt; dessen alkali- 
sche Verseifung und katalytische Hydrogenolyse des intermediaren Acyl-dipeptids 
[16-17b] ergab das leicht zur Diketopiperazin-Bildung neigende H-Ser(tBu)-Ala-OH 

1 )  I. Mittell.: E. Wunsch, G .  Wendlberger und A. Hogel, Chem. Ber. 104, 2430 (1971), 

2)  E. Wunsch, A .  Zwick und A .  Fontana, Chem. Ber. 101, 326 (1968). 
vorstehend. 
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[16-17c]. Stufenweiser Anbau von Z-Asp(0tBu)-OSU [15]3) bzw. Z-Arg(8.c+Z,Z)- 
ONP [14]4) fiihrte iiber die beiden Tripeptid-Derivat-Zwischenstufen [15-17a] und 
[15- 17b] zum gewiinschten Z-Arg(8.w-Z,Z)-Asp(0tBu)-Ser(tBu)-AIa-OH [14-17a] -- 
als mikrokristallines Pulver, chromatographisch und analytisch rein, in 63 proz. 
Ausbeute iiber alle Stufen erhalten (vgl. Schema 1). 

Schema 1 ____ 

Synthese d e r  Sekretin-Teilsequenz 1 4 - 1 7  

Z-Ser(tBu)-OSU [16]  H-Ala-OMe [17]  

1 
1 
1 

Z-Ser(tl3u)- Ala-OMe [ l F -  17a] 

\\inOll 

Z-Ser(tBu)-Ala-OH [16- 17bl 

11, I’d 

Z-Asp(OtBu)-OSU [15] H-Ser(tBu)-Ala-OH [16-17c]  

1 
Z- Asp(Otl3u)-Ser(tBu)-Ala-OH [ 15- 17a1 

Z-Arg(b.w-Z,Z)-ONP [ 141 H-Asp(OtRu)-Ser(tBu)-Ala-OH [15- 17b1 

I 
Z-Arfi(b.w-%,%)-Asp(OtBu)-Ser(tBu)-Ala-Ol~ [ 14- l 7a ]  

Die angestrebte Verknupfung der beiden Teilstiicke [14-17a] und [18-27b. HBr] 
gelang unter Anwendung der Carbodiiniid-Hydroxysuccinimid-Techni k eindeutig : 
Z-Arg( 8.w-Z,Z)-Asp(0tBu)-Ser(t Bu)-Ala-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln- 
Gly-Leu-Val-NH2 [14-27a] wurde in 76proz. Ausbeute und hochster Reinheit isoliert. 

Einwirkung von katalytisch erregtem Wasserstoff auf [ 14-274 fiihrte zur gewiinsch- 
ten Entfernung der drei Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppen; nach Neutralisation der 
freigewordenen Guanidogruppe mit n HBr konnte H-Arg(HBr)-Asp(0tBu)-Ser(tBu) - 
Ala- Arg(H Br)-Leu-Gln-Arg(H Br)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-N H2. HBr 
HBr] chromatographisch und analytisch rein in Form feiner, farbloser Kristalle 
isoliert werden (s. Schema 2). 

[ 14-27b . 

3) E. W;iinsch und A .  Zwick, Chem. Ber. 99, 105 (1966). 
4) E. Wunsch und G. Wendlberger, Chem. Ber. 100, 160 (1967). 
5 )  G. W. Anderson, J .  E. Zinirnerrnnnn und F. M. Callahan, .I. Amer. chem. SOC. 86, 1839 

6 )  C .  W. Anderson, J. E.  Zimrnerinann und I;. M .  Callahan, J. Amer. chem. Soc. 86, 1839 
( 1 9 64). 

(19643. 
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Zur Darstellung von Fragment 11, d. h. der Sekretin-Teilsequenz 12-27, schien der 
stufenweise Anbau von Z-Leu-OSU [I 315) bzw. Z-Arg(8.o)-Z,Z)-OSU [12]6) an das 
oben beschriebene Tetradecapeptid-Derivat [14-27b .HBr] die folgerichtige Ent- 
scheidung zu sein: In der Tat waren die Ergebnisse zunachst erfreulich, die beiden 
Pentadecapeptid-Derivate [ 13-27a] und [13-27b] in bester Reinheit und hoher Aus- 
beute isolierbar, die Hexadecapeptid-Derivate (nach erfolgter Anknupfung der 
Arginin-Kopfkomponente [ 121) letztlich dank der ausgezeichneten Loslichkeits- 
eigenschaften von [12-27b. HBr] und der damit moglichen Reinigung durch Gel- 
filtration des anfallenden Rohprodukts iiber Sephadex G 15 bzw. G 25 anscheinend 
ebenfalls gut zuganglich. Eine Aminosaurednalyse zeigte zu unserer Uberraschung 
einen relativ hohen Ornithin-Gehalt (ca. 10 % des Argininbetrags), der nach unserer 
heutigen Kenntnis auf ein noch unbekanntes, bei der Ankniipfung von Z-Arg- 
(8.0-Z,Z)-OSU [12] entstandenes Nebenprodukt zuruckzufuhren sein mul3. 

Da es uns durch Variation der Versuchsbedingungen zunachst nicht gelang, 
dieser Nebenreaktion Herr 7u werden, haben wir die Herstellung von Fragment I1 
schlieBlich durch Aufkondensation des ,,Unterfragments" Z-Arg(X'.w-Z,Z)-Leu-OH 
[ 12-13aI an das Tetradecapeptid-Derivat [14-27b. HBr] gestaltet : Nach hydrogenoly- 
tischer Entfernung der Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppen von [ 12-27al bei gleich- 
zeitiger Titration rnit 0.1 n HBr konnte H-Arg(HBr)-Leu-Arg(H Br)-Asp(0tBu)- 
Ser(tBu)-AIa-Arg(HBr)-Leu-Gln-Arg( HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-N H2 . HBr [12- 
27b. HBr] in iiber 80proz. Ausbeute (itber beide Stufen) und bester Reinheit isoliert 
werden (s. Schema 3). 

Den Furhwerkeiz Huechst AC sind wir fur umfangreiche finanzielle und materielle Unter- 
stdtzung dieser und der folgenden Arbeiten zu hohem Dank verpflichtet. Ebenso danken wir 
der Deutschen FurschungsgemeinschaJt fur eine Beihilfe im Rahmen des Schwerpunktpro- 
gramms ,,Synthese makromolekularer Naturstoffe". 

Unseren technischen Assistenten Herrn J. Musiul und Fraulein M.  Heisler danken wir 
fur ihre ausgezeichnete Mitarbeit, Fraulein R .  SchurJ fur die Ausfuhrung der Aminosaure- 
analysen, Herrn W. Beck fur die Durchfuhrung der Elementaranalysen. 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte wurden in  offenen Kapillaren im Apparat nach Dr. Tottoli bestinimt, 

die spezif. Drehwerte im lichtelektrischen Polarimeter der Firma Carl Zeiss ermittelt; die 
Werte der D-Linie wurden berechnet. Der chromatogrdphische Reinheitstest der Zwischen- 
und  Endprodukte erfolgte nach ublichen Verfahren der Papier- tind Dunnschichtchroniato- 
graphie jeweils mindestens mit zwei Losungsmittelsystemen. 

1. Beniy1uxyrarbunyl-O-tert.-hutyl-L-seryl- L-ulanin-methylestrr [ 16- I7a] : Eine Suspension 
von 27.9 g H-Ala-OMe. HCI [17. HCI] in 200 ccm Tetrahydrofuran wird unter Riihren bei 
- 10" mit 21.5 ccm N-Methyl-morpholin und nach 5 Min. mit 78.5 g Z-SerlrBuI-OSU [16]2) 
in 200 ccm Tetrahydrofuran versetzt. Man riihrt anschlieBend 48 Stdn. bei 0" und befreit 
das Reaktionsgemisch durch Filtrieren vom ausgefallenen N-Methyl-morpholinhydroclilorid. 
Das Filtrat wird bei 20" i .Vak. zur Trockne eingedampft u n d  der erhaltene Ruckstand in  
Essigester aufgenommen. Zur Entfernung nicht umgesetzter Ausgangssubstanzen wascht 
man ausreichend mit Citronensaurelosung, Kaliumhydrogencarbonatlosung und Wasser, 
trocknet uber NaZS04 und dampft i. Vak. zur Trockne ein. Nach Umkristallisieren aus 
AtherIPetrolither erhalt man farblose Nadelii vom Schmp. 78 -79"; [a]": -- 13.5 :i~ 0.5' 
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bzw. [a]::,: - 16.4" (c = 2, in Methanol). Chromatographisch rein in Chloroform/Methanol 
(9 : 1). Ausb. 67 g (88 %,). 

C1&8N206 (380.4) Ber. C 59.98 H 7.42 N 7.36 0 25.23 
Gef. C 60.03 H 7.48 N 7.28 0 25.26 

2. Benzyloxycurhonyl-O-tert.-buf~vl-t~-seryl-L-alunin [I 6-1 7b]: 67 g Z-Ser(tBu)-Alrr-OMe 
[16-17a] in 900 ccm Dioxan/Wasser (7 : 2) werden mit 88 ccm 2n NaOH ,,titrimetrisch" 
vcrseift. Nach Abdestillieren des Dioxans i. Vak. wird mit 2 n H2S04 vorsichtig angesauert 
(pH -1.5), das abgeschiedene Acyi-dipeptid in Essigester aufgenommen und die abgetrennte 
organische Phase nach iiblicher Aufarbeitung i.Vak. zur Trockne gebracht. Aus Ather] 
Petrolather farblose Nadeln: Schmp. 101 --102"; [a]&0: + I  1.5 .{: 0.5" bzw. [XI:'&: C13.43" 
(c = 2, in Athano]). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert.-Butylalkohol/Eisessig (3:l :I) .  
Ausb. 62 g (96 %,I. 

C18H2bN206 (366.4) Ber. C 59.00 H 7.15 N 7.65 0 26.20 
Gef. C 58.83 H 7.20 N 7.70 0 26.20 

3. 0-tert.- But~l-L-ser,vl-I.-alunin [ 16- 17c] : 64.5 g Z-Ser(tBii)-Ala-OH [ 16-1 7b] in 
900 ccm Methanol/Wasser (7 : 2) werden wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert. Das Filtrat 
wird i.Vak. (Badtemp. max. 2OC!) zur Trockne eingedampft, der Ruckstand bei 20°/10--2 Torr 
iiber PcOlogetrocknet: Farblose Kristalle vom Schmp. 105"; [XI&":  --16.5 -k 0.5" bzw. [a]::,: 
- 19.8" (c :. 4, in Wasser; berechnet auf die wasserfreie Verbindung). Chromatographisch 
rein in Isoamylalkohol/Pyridin/Wasser (7 : 7 : 6). Ausb. 40.5 g (quantitativ). 

C10H2oN204.1/2 H20  (241.3) Ber. C 49.77 H 8.77 N 11.62 0 29.84 
Gef. C 49.60 H 8.93 N 11.59 0 29.81 

4. Benzyloxycarbonyl-L-aspuragyl(~-tert.-butylesterJ-O-tert.-butyl-L-seryl-~-ulanin-dic~clo- 
hexylummonium-Salz [15-17a. DCHA]: 25.5 g des nach 3. hergestellten H-Ser(tBii)-Ah-OH 
[16-17c], 50 ccm Pyridin und 11.3 ccm N-Methyl-morpholin in 500 ccm Dimethylformamid 
werden bei 0" mit 44 g Z-Asp(0tBu)-OSU [15]3) versetzt, die Mischung 2 Tage bei Raumtemp. 
und nach Zugabe von 2 ccm N-[2-Amino-athyl]-piperazin weitere 30 Min. geruhrt. Anschlie- 
Bend dampft man i.Vak. zur Trockne ein. Der Riickstand wird zwischen verd. Schwefel- 
saure und Ather verteilt und die abgetrennte, sulfatfrei gewaschene Atherphase erschopfend 
mit Kaliumhydrogencarbonat-Losung ausgezogen. Aus den vereinigten Extrakten wird nach 
Ansauern mit verd. Schwefelsaure (pH .-I .5) das Acyl-tripeptid in Ather ubergefiihrt; nach 
Saurefrei-waschen und Trocknen der organischen Phase versetzt man bei 0" rnit 19.8 ccm 
Dicyclohexylumin. Nach kurzem Stehenlassen im Kiihlschrank filtriert man das abgeschiedene 
Dic~~clohe..cylammoniumsalz des Acyl-tripeptids ab. Aus dem Filtrat erhalt man auf Zusatz 
von Petrolather eine zweite Fraktion. Nach Trocknen bei 10-2 Torr iiber P4010: Farbloses 
Pulver vom Schmp. 154-157"; [ C C ] ~ ~ :  +3.0 & 0.5" bzw. [cc]~:~: -1-3.3" (c =: 2, in Athanol). 
Das wie iiblich freigesetzte Acyl-tripeptid ist chromatographisch rein in ChloroformiCyclo- 
hexan/Eisessig (9 : 9 : 2). Ausb. 55 g (73 %). 

( C ~ H , , ) ~ N H ~ ] C ~ ~ H ~ ~ N ~ O Y  (718.9) Ber. C 63.48 H 8.69 N 7.79 0 20.03 
Gef. C 63.68 H 8.64 N 7.90 0 20.15 

5. L-Asparugyl(~-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-~.-seryI-~.-uluniri [ I  5-17bI : 54.3 g %- 
Asp(0tBu)-Ser( tBu)-Ala-OH-DCHA [15-17a. DCHA] werden zwischen verd. Schwefel- 
saure und Ather verteilt. Die abgetrennte organische Phase wird sulfatfrei gewaschen, iiber 
Na2S04 getrocknet und i.Vak. vollstandig eingedampft. Die Losung des harzigen Ruckstands 
in  600 ccm Mcthanol/Wasser (5 : I) wird wie iiblich mit katalytisch erregtem Wasserstqf 
behandelt; um das bei der Hydrierung ansonsten ausfallende freie Triprptid in Losung zu 
halten, werden im Verlauf der Operation insgesamt 1000 ccm Wasser zugegeben. Das Filtrat 
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liefert nach Eindampfen i. Vak. ein farbloses Pulver, das bei 20"/10-2 Torr getrocknet wird: 
Schmp. 133" (Zers.). Chromatographisch rein in n-Heptan/tert.-Butylaikohol/Eisessig 
(5 : 1 : I). Ausb. 29.8 g. (Wegen des wechselnden Losungsmittelgehaltes des Peptids wurden 
keine Elementaranalyse und keine Drehwertsbestimmung ausgcfuhrt; scharfes Trocknen 
fiihrt zur Zersetzung der Substanz.) 

6. Na.NG. NW-Tris-henzyloxycarbon~i~ - L-urginyl- i--crspurug.I..I(8-teri.-hut.,vlester) - 0-rrrt.-butyl- 

L-seryl-L-alunin [ 14- I7a] : 29.7 g H-Asp (OrRu) -Ser(tBu) - A h - 0  H [ 15- i7b] -- - vorstehendes 
Rohprodukt -- und 7.92 ccm N-Methyl-morpholin in 500 ccm Dimethylformamid werden 
unter Eiskiihlung mit 51.5 g Z-Arg(h .w-Z ,Z ) -ONP 11414) versetzt, anschlieBend 4 Stdn. bei 0" 
und 2 Tage bei Raumtemp. geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird i.Vak. weitgehend eingeengt, 
der breiige Ruckstand mit 0.5n H2S04 verriihrt, das nunniehr fest gewordene Produkt ab- 
filtriert, rnit Wasser digeriert und init Essigester ausgekocht: Farbloses, mikrokristallines 
Pulver vom Schmp. 172---173" (Zers.); [ C C ] ~ ~ :  --6.6 & 0.5" bav. [x]:,",: -8.0' (c = 2, in 
Eisessig). Chromatographisch rein in Essigester/Eisessig (99 : 1). Ausb. 61.2 g (867.6). 

C48H63N7014 (962.1) Ber. C 59.92 H 6.60 N 10.20 0 23.28 
Gef. C 59.89 H 6.89 N 10.23 0 23.33 

Aminosaureanalyse: Arg Asp Ser Ala 
Ber. 1.0 1.0 1.0 1.0 
Gef. 0.97 1.00 1.02 1.00 

7. Na. Nb.NU'-Tris-henz.vlo.uycarbonyl- ~.-urgin~~l-L-t i .~paru~yl(~-tert . -butylester)  - 0-tert.-butyl- 
L-seryl- L - ulunyl-I. - urgin.vl(hydrobromid) -r.-leucyl-L-glutuiirinyl- L-urginyl(hvdrohrt-,mid) - r-leu- 
cy~-~~-~~~ucyI-~-glutniniiiyl-gl~~c.vl-L-Ieucyl-L-vulin-amid [14-27a] : 7.5 g H-Arg(HBr)-Leu-Gln-  
Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leii- Val-NHZ. H B r  [18-27b. HBr] 1) und 6 g Z-Arg(6.to-Z,Z)- 
Asp(0tBu)-Ser( tBuj-Ah-OH [14-17a] in wenig Dimethylformamid werden unter Kiihren 
bei -10" rnit 0.735 ccm Triiithylamin und nach 15 Min. mit 0.80 g N-H~~droxy-succinimid 

und 1.44 g L)ic.~clohexy/carhodiin7id vcrsetzt. Nach 3 Stdn. IiiBt man auf Raumtemp. kommen 
und nach ca. 140stdg. Kachruhren in heiI3en Essigester einflieBen. Das ausgefallene Produkt 
wird abfiltriert, mehrmals mit heiBem Essigester gewaschen, zweimal sorgfaltig mit Wasser 
digeriert, zentrifugiert und anschlieRend nochmals mit heinem Essigester nachgewaschen. 
Nach Trocknen i.Vak. bei 80": Farbloses Pulvervon [XI&": ~ 31.05 k: 0.5" bzw. [a]:'&: ~~ 36.0" 
(c = 1, in  80proz. Essigsaure). Chromatographisch rein in n-ButanollEisessigiWasser 
(3 : 1 : 1). Ausb. 9.1 g (76 7J. 

C I O I H I ~ ~ N ~ ~ ~ ~ ~ ~ B ~ ?  (2300.4) Ber. C 52.73 H 7.10 Hr 6.95 N 15.83 
Gef. C 52.79 H 7.39 Rr 6.65 N 15.62 

Aminoslureanalyse: Arg Asp Ser Gln Gly Ala Val Leu 
Ber. 3.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 4.0 
Gef. 2.99 1.02 1.00 2.00 1.00 1 . 0 1  0.99 4.00 

8. ~.-Argi i iy l (  h.vdrohromidi - L.-trspcira~~yl(~-trri.-hut~~lester) -0-tert.-hutyl- t--ser-vI- i,-ulunFl- I - 
urginyl(hydrobroniid) -L-leucvl- i.-glutnmirryl- i ,-ar~in~7l(/~ydvohromid) - 1. - leucyl- i.-leucyI- r-glutn- 
n~inyl-gl.vcyl-~~-lerr~~~l-i.-~~ulirr-unrid-h~drohr~iirid [14-27b. HBr]: 11.5 g des nach 7. erhal- 
tenen Tefradeccrp~~p.17tid-airls [14-27a] werden in 1000 ccm 80proz. Essigsaure wie ublich 
hydrogenolytisch entacyliert. Das Filtrat wird i. Vak. eingedampIt, die w>iifirige Liisung des 
Ruckstands nach Titration mit 10 ccm 17 H B r  erneut i. Vak. zur .Trockne gebracht. Aus 
Methanol/Essigester: Farblose kristalline Substanz, [x]&": - 32.1 i- 0.5" bzw. [a]::6: ---40.5" 
(c = 1, in XOpror. Essigsaure). Chromatographisch rein in n-Biitanol/Eisessig/Wasscr 
( 3  : 1 : I ) .  Ausb. 9.8 g (957<,). 

C77H146N260191Br~ (2059.9) Ber. C:44.90 H 7.14 L$r 15.52 N 17.68 
Gef. C 44.92 H 7.47 Br 15.62 N 17.43 
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Aminosaureanalyse: Arg Asp Ser Gln Gly Ala Val Leu 
Ber. 3.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 4.0 
Gef. 2.99 1.00 0.99 2.01 1.00 1.00 0.99 4.12 

9. Beriz~~lo.xycarhony1- 1.-leucyl- L-argin.vl(hydrobromid) -r.-asparagyl(fi-tert. - butylrster) - O- 
tert.-butyl-~-ser~~l-~.-nkmyl- L-crrginyl(h~drohro,llid/ - ~~-1eucyl-L-glutrrn~inyl- L-urginyl (hydrobro- 
mid) -i.-leueyl-L-leueyl-~-ghitaniinyl-gly~yl-~-leueyl-r~-valir~-amid [I 3-27aI : 9.3 g H-Arg( HBrj- 
Asp i OtBu) -Ser(t Bul -Ah-Arg(HBr) - Leu- Gln- Argi HBr) - Leu-Leu-Gln-Gly - Leu- Val- NH2 . HBr 
[14-27b. HBr] in 300 ccm Diniethylformamid/Dimethylacetamid ( 5  : 1) werden bei - 10" 
unter Riihren erst mit 0.630 ccm Trilthylamin und dann mit 3.6 g Z-Leu-OSU [l3]5) versetzt. 
Nach 3stdg. Ruhren bei 0" werden 0.5 ccm N-Methyl-morpholin und weitere 1.7 g Z-Leu- 
OSU zugefiigt. Nach 48stdg. Ruhren bei Raumtemp. IaBt man das Reaktionsgemisch in 
heiljen Essigester einflieljen ; das ausgefallene Material wird abfiltriert, in heiRern Methanol 
aufgenommen (200 ccm) und aus dieser Losung mit einer Mischung von 600 ccm Athanol/ 
Essigester (1 : 5) erneut ausgefiillt. Das abfiltrierte Produkt digeriert man sorgflltig mit Chloro- 
form: FarblosesPulver von [a]$': -33 t0.5" bzw. [ x ] ; : ~ :  -39" (c ~= ] , in  80proz. Essigsaure). 
Ausb. 8.5 g (85 7;). 
C9,W162N27022]Br3 (2226.3) Ber. C 49.09 H 7.33 N 16.99 Gef. C 49.02 H 7.62 N 16.68 

Aminosaureanalyse: Arg Asp Ser Gln Gly Ala Val Leu 
Ber. 3.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 5.0 
Gef. 2.97 0.97 0.98 2.04 1.02 1.01 1.02 4.96 

10. L-Leuc)jl-r,-argin.vl(hydrobrornid)-L-asparagyl(~-tert.-butylestc~r)-O-tert.-but.vl-L-seryl-~~- 
alanyl- L-arginyl(hydrobromid) - L-leuc)~l-r.-gluttrminyl- L-arginyl(hydrobronrid) -r~-leuc.vl- i.-leucyl- 
L-glutaminyl-glycy/--~.-leucyl- 1,-valin-amid-hydrohromid [ 13-27b. HBr] : 8.0 g Z-Leu-Arg(HBr) - 
Asp(OtBi~) - Ser(tBu) - Ala-  Arg(HBr) -Leu- Gln - Arg(HBr) -Leu - Leu - Gln- Gly-Leu - Vul-NH2 
[13-27a] in 500 ccm 80proz. Essigsaure werden wie ublich hydrogenolytisch entacyliert 
und aufgearbeitet; der erhaltene Ruckstand wird schliel3lich aus Methanol/Essigester um- 
geflllt: Farbloses Pulver von [ x ] ~ ~ :  -33.65 & 0.5"bzw. [XI::,: -41.76" ( c  = 0.8, in 80proz. 
Essigsliore). Ausb. 7.8 g (quantitativ, berechnet fur das Monoacetat). 

C&156N2702"]Br3, CH3C02 (2152.2) Ber. C 47.44 H 7.49 N 17.57 
Gef. C 47.59 H 8.01 N 17.53 

Aminosaureanalyse: Arg Asp Ser Ciln Gly Ala Val Leu 
Ber. 3.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 5.0 
Gef. 3.02 1.00 0.98 2.05 1.02 1.02 1.00 4.97 

1 I .  N".NS.NU'-Tris-benzyloxycarbon),l-L-argin,~l-~,-leucin [12-13a]: 1 I.6g Leu& in 1 l0ccm 
Wasser und 89ccm n NaOH werden bei 0 unter Riihren mit einer Losung von 3 0 g  Z- 
Arg(8.w-2,Z)-OSU [12]6) in 200 ccm Dioxan versetzt. Nach 8 Stdn. wird i.Vak. zur Trockne 
gebracht, der Ruckstand zwischen Essigester und Wasser verteilt, die abgetrennte organische 
Phase wie iiblich mit verd. Salzsiiure und Wasser gewaschen, getrocknet und i.Vak. wiederurn 
eingedampft. Aus Methanol/Essigester/PetroIather, Essigester/Ather/Petrollther bzw. Me- 
thanol/Wasser kristallisiert das Acyl-dipeptid. Nach Trocknen i. Vak. bei 60 ~~ 7 0 :  Schmp. 
126-128"; [a]6O: -5.8 i 0.5" hzw. [a]::,: -7.1" (c  I ,  in Eisessig). Ausb. 26.6 g (777;). 

C36H43N509 (689.8) Ber. C 62.69 H 6.28 N 10.15 0 20.88 
Gef. C 62.59 H 6.41 N 9.94 0 21.05 

Aminosaureanalyse: Arg Leu 
Ber. 1.0 1.0 
Gef. 1.00 1.00 
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12. Na. NS.NW-Tris-benzyloxycurhonyl-L - urginyl- L-leucyl- l.-urginyl (hydrohromid) - L-asparu- 
gyl(@-tert.-hutylester) -0-tert.-but-vl- i--seryl-L-ulunyl- L-arginyl (hydrohromid) - L-leucyl- L-gluta- 
minyl-L- urginyl (hydrobromid) - L-leucyl- L-leucyl-L -glutuminyl-glycyl- I . -  leucyl- L - valin- umid 
[12-27a]: 15.9 g H-Arg(HBrj-Asp(OtBu)-Ser(tBu)-Ala-Arg(HRr)-Leu-Gln-Arg(HBr)-Leu- 
Leu-Cln-CIy-Leu-Val-NH2.HBr [14-27b'HBr] und 15 g Z-Arg(8.o>-Z,Z)-Leu-OH [12-13a] 
in 800 ccm Dimethylformamid werden mit 3.8 g I-Hydroxy-benzotriazol, nach Abkuhlen der 
Losung auf -- 15" schlieljlich mit 1.08 ccm Triathylamin und 4.5 g Dicyclohexylcarbodiimid 
versetzt. Man ruhrt 48 Stdn. bei O", anschlieljend 96 Stdn. bei Raumtemp. und gibt dann 
nochmals 6.9 g Z-A:g(8.w-Z,Z)-Leu-OH, 2 g Hydroxybenzotriazol und 2.06 g Dicyclohexyl- 
carbodiimid hinzu. Nach weiteren 20 Stdn. Ruhren wird Stde. auf dem Wasserbad auf 
ca. 60" erwarmt; nach Abkuhlen auf --5' und mehrstdg. Stehenlassen wird vom ausgefallenen 
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Das Filtrat dampft man i. Vak. auf 300 ccm ein und laljt 
die Restlosung unter Ruhren in 18000 ccm Essigester einflie8en. Der nach Stehenlassen uber 
Nacht entstandene Niederschlag wird abfiltriert; nach zweimaligem Umfallen aus Methanol/ 
Essigester: [x]kO: --25.8 $- 0.5" bzw. ---32.1' (c  = 1 ,  in 80proz. Essigsaure). Chromato- 
graphisch rein in n-Butanol/Essigsaure/Wasser/Pyridin (60 : 6 : 24 : 20). Ausb. 17.9 g (87 %). 

C113H1g6N310271Br3.4 H 2 0  (2722.8) Ber. C 49.85 H 7.18 Br 8.80 N 15.95 
Gef. C 49.96 H 7.07 Br 8.42 N 15.88 

Aminosiureanalyse: Arg O m  Asp Ser Gln Gly Ala Val Leu 
Ber. 4.0 0.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 5.0 
Gef. 3.94 0.04 1.00 1.00 2.01 1.01 1.01 1.02 5.02 

13. L-Arginyl(hydrobromid) - L-lrucyl-L-urginyl(hydrohromid) -L-asparagyl(~-tert.-hutylester) - 
0-tert.-butyl- L-seryl- L-alunyl- L-arginyl (hydrobromid) - L-Ieucyl- L-glutaminyl- L-arginyl (hydro- 
hromid) - i.-leucyl- L-leucyl- ~~-glutaminyl-gIycyl-L-leucyl-L-valin-umid-hydrobron~id [ 1 2-2713 . HBr] 

Weg I 

a) 5.6 g H-Leu-Arg(HBr) -Asp( OtBu) -Ser(tBnj-Ala-Arg(HBr) -Leu-Gln-Arg(HBr) -Leu-Leu- 
G'ln-Gly-Leu-~alal-NH2.HBr [13-27b.HBr] in 500 ccm Dimethylformamid werden bei -10" 
mit 0.364 ccm Triathylamin und anschlieljend mit 5.25 g Z - A ~ ~ ( S . ~ I - Z , Z ) - O S U  [12]f~) ver- 
setzt. Nach 5stdg. Ruhren bei 0" gibt man 0.288 ccm N-Methyl-morpholin und weitere 1.75 g 
Tris-Z-Arg-OSU dam,  ruhrt 72 Stdn. bei Raumtemp. nach und dampft anschlieljend i. Vak. 
ein. Der Ruckstand wird in Methanol aufgenommen; auf Zugabe von EssigesterlAther tritt 
Fallung ein. Das abfiltrierte Material (5.9 g) wird ohne weitere Charakterisierung sofort 
der ublichen katalytischen Hydrierung unterworfen. 

b) 5.8 g Z- Arg(S.ro-Z,Z) - Leu-Arg(HBr) -Asp(OtBu) -Ser(tBu) -Ala-Arg(HBr) -Leu-Gln- 
Arg(HBr)-Leu-Leu-Gln-CIy-Leu- Val-NHZ [12-27a] - ndch a) erhaltenes Rohprodukt -- 
werden in 380 ccm 80proz. Essigsaure suspendiert und wie ublich mit katalytisch erregtem 
Wasserstoff behandelt, wobei Losung erfolgt. Das Filtrat wird i. Vak. eingedampft, der Ruck- 
stand in wiljrigem Methanol aufgenommen, die Losung nach Titration mit 44 ccm 0.1 n HBr 
erneut i. Vak. zur Trockne gebracht, das erhaltene Produkt mit Ather digeriert und die Losung 
in 5proz. Essigsiiure einer Gelfiltration uber Sephadex (3-15 oder (3-25 unterworfen (Elutions- 
mittel 5proz. Essigsaiure). Lyoph ertes Material: [a]&0: -28.4 rt 0.5" bzw. [z]::~: -34.8" 
(c = I ,  in 80proz. Essigsiure). Chromatographisch rein in n-Butanol/EssigsLure/Wasser/ 
Pyridin (60 : 6 : 24 : 20) bzw. n-ButanoI/Essigsaure/Wasser (3 : I : 1); Dunnschicht-Phero- 
gramm einheitlich (2.4m Ameisensaiure, p H  2). Ausb. 3.4 g (65%, ber. fur das Mono-hydro- 
bromid-tetraacetat-tetrahydrat). 

CSYH~~ON~IO~IIB~.~CHJCOZ.~H~O (2398.7) Ber. C 48.56 H 7.98 Br 3.33 N 18.10 
Gef. C 48.16 H 7.91 Br 3.22 N 18.46 
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Titration mit 0.1 n waisr. Brornwasserstof-Losung in Methanol liefert das Hexadecupeptid- 
amid-pentahydrobrornid [12-27b. HBr], isoliert nach Lyophilisation als Pentahydraf. 

Cs9H,7,,N3102,]Rr5.5 H 2 0  (2500.2) Ber. C42.75 H 7.25 Hr 15.98 N 17.36 
Gef. C42.76 H 7.12 Br 15.25 N 17.44 

Aminosaureanalyse: Arg Asp Ser Gln Gly Ala Val Leu Orn 
Ber. 4.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 5.0 0.0 
Gef. 3.75 1.00 0.93 2.05 1.04 1.01 0.97 5.02 0.37 

Abbau mit Aminopeptidase M:  Arg Ala Val Leu O m  
Ber. 4.0 1.0 1.0 5.0 0.0 
Gef. 3.66 1.00 0.99 4.93 0.42 

Weg 2 

13.9 g Z-Arg(S.co-Z,Z) -Leu-Arg(HBr) -Asp (Ot Bu) - Ser(tBu)-Alo-Arg(HBr) -Leu - Cln - Arg- 
(HBr)-Leu-Leu-Gln-Gly-Leu- Vul-NH2 [12-27a] in 3000 ccm Methanol/Wasser (4 : I )  werden 
wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert, wobei die freiwerdende Aminofunktion unter 
titrimetrischer Zugabe von 0.1 n wiisriger HBr (105 ccm; pH 4-5) gleichzeitig neutralisiert 
wird. Das i. Vak. vorsichtig eingedampfte Filtrat hinterlaist einen Ruckstand, der a m  Metha- 
nol/Essigester umgefallt wird: Farbloses Pulver von [a]’,”: -1-31.8 4: 0.5” bzw. [x]:,O,: t38.2’ 
(c == 1, in 8Oproz. Essigsiiure). Chromatographisch rein in n-Butanol/Essigsaure/Wasser 
(3 : I : 1) bzw. n-Butanol/Essigsaure/Wasser/Pyridin (60 : 6 : 24 : 20). Diinnschicht-elektro- 
phoretisch einheitlich in 2 . 4 ~ 1  Ameisensaure (pH 2). Ausb. 12.5 g (95 x). 

Cg9H170N31021]Br5.3 CH30H (2506.3) Ber. C 44.09 H 7.32 Br 15.94 N 17.33 
Gef. C 44.37 H 7.28 Br 15.45 N 17.27 

Aminosaureanalyse: Arg Orn Asp Ser Gln Gly Ala Val Leu 
Ber. 4.0 0.0 1.0 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 5.0 
Gef. 4.04 0.003 1.00 1.00 2.01 1.00 0.99 0.99 5.02 

[161/71] 


