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Erich Wiinsch und Paul Thamm

Zur Synthese des Sekretins, I11D

Darstellung der Sequenz 7—11

Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Abteilung fiir Peptidchemie,
Miinchen

(Eingegangen am 21. April 1971)
n

Die Synthese von Benzyloxycarbonyl- bzw. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl-L-threonyl-
O-tert.-butyl-L-seryl-L-glutamyl(y-tert.-butylester)-L-leucyl-O-tert.-butyl-L-serin, eines zur Ver-
kniipfung mit der frither synthetisierten Sequenz 1227 als Xopfkomponente geeigneten
Teilstiicks des Sekretins mit der Aminosidurefolge 7—11, wird beschrieben.

The Synthesis of Secretin, IV

Preparation of the Sequence 7—11

The synthesis of benzyloxycarbonyl- or 2-nitrophenylsulfenyl-O-tert-butyl-L-threonyl-O-tert-
butyl-L-seryl-L-glutamyl(y-tert-butylester)-L-leucyl-O-tert-butyl-L-serine is described. This
overall side-chain protected N-acyl fragment 7 — 11 of secretin is designed for further coupling
with fragment 1227, which is described in the preceding paper.

In der vorstehenden Mitteilung!) haben wir eine brauchbare Synthese fiir die
Sekretin-Teilsequenz 1227 (= Fragment II) aufgezeigt. In vorliegender Arbeit
soll nun iiber eine ,,verkniipfungsfihige:¢ Sekretin-Teilsequenz 7—11 berichtet
werden, die spiter als ,,Fragment I11¢ mit Fragment IT zu der Sekretin-Teilsequenz
727 vereinigt werden soll.

H-Ser(tBu)-OMe-HCI [11:HCI]2 wurde mit Z-Leu-OH [10] nach dem Hydroxy-
succinimidester-Verfahren zum Acyl-dipeptid-ester [10-11a] kondensiert und das
dlig anfallende Material ohne nihere Charakterisierung sofort zu Z-Leu-Ser(tBu)-OH
[10-11b] wverseift; dessen hydrogenolytische Entacylierung fithrte zum freien,
O-geschiitzten Dipeptid [10-11c].

Ausgehend von diesem Dipeptid [10-11¢] wurde in stufenweisem Anbauver-
fahren unter Verwendung von Z-Glu(OtBu)-OSU [9]¥, Z-Ser(tBu)-OSU [8] und
Z-Thr(tBu)-OSU [7a] bzw. NPS-Thr(tBu)-OSU [7b]4 das Benzyloxycarbonyl-
[7-11a] bzw. 2-Nitro-phenylsulfenyl-pentapeptid-Derivat [7-11b] hergestellt (s.
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Schema). Die beiden Verbindungen konnten basierend auf H-Leu-Ser(tBu)-OH
[10-11c] jeweils in etwa 45proz. Ausbeute (iiber alle Stufen) in chromatographisch
und analytisch reiner Form erhalten werden.

Synthese der Sekretin-Teilsequenz 7-11

Z-Leu-0SU [10] H-Ser(tBu)-OMe [11]
L i

l

Z-Leu-Ser(tBu)-OMe [10-11a]

lNaOH

Z-Leu-Ser(tBu)-OH [10-11b]

l}lzxpd

Z-Glu(OtBu)-0OSU [9] H-Leu-Ser(tBu)-OH [10-11c]
[ ]

l

Z-Glu(OtBu)~-Leu-Ser(tBu)-OH [9-11a]

le,’Pd

Z-Ser(tBu)-OSU [8] H-Glu(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-OH [9-11b]
L |
Z-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-OH [8~11a]

lllz/Pd

Z-Thr(tBu)-OSU [7a] H-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-OH [8-11b]
NPS-T}Er‘(tBu)—OSU [7b] }

l

Z~Thr(tBu)-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-OH [7-11a]
NPS- Thr(tBu)-Ser(tBu)-Glu (OtBu)- Leu-Ser(tBu)-OH {7-11b]

Den Farbwerken Hoechst AG sind wir wiederum fir umfangreiche finanzielle und materielle
Unterstiitzung zu hohem Dank verpflichtet. Ebenfalls danken wir der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft fir eine Beihilfe im Rahmen des Schwerpunktprogramms ,,Synthese makro-
molekularer Naturstofle.

Herrn O. Kraus sind wir fiir seine vorbildliche Mitarbeit zu Dank verpflichtet; Friulein
R. Scharf gebiihrt unser Dank fiir die Ausfithrung der Aminosiureanalysen, Herrn W. Beck
(Leiter des mikroanalytischen Labors der Abteilung) fiir die Bestimmung der Elementar-
analysenwerte.
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Beschreibung der Versuche
Allgemeines s. 11. Mitteil. D.

1. Benzyloxycarbonyl-i-leucyl-O-tert.-butyl-r-serin-methylesrer [10-11a]: 75 g (0.27 Mol)
oliges Z-Leu-OH [10], 35g N-Hydroxy-succinimid und 63 g Dicyclohexylcarbodiimid in
500 ccm Essigester werden bei 0° Giber Nacht gerlihrt. Das Filtrat vom Dicyclohexylharnstoff
wird unter Eiskihlung mit 50.2 g (0.24 Mol) H-Ser(tBu)-OMe-HC[ [11 -HCI1]2 und 33.3 ccm
Tridthylamin versetzt und die Mischung 2 Tage bei Raumtemp. gerithrt. Auf Zugabe von
10 ccm  N-[2-Amino-idthyl]-piperazin wird nochmals 1 Stde. geriihrt, filtriert und i.Vak.
eingedampft. Die Losung des Riickstands in Ather wird wie iiblich mit verd. Schwefelsdure
und Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen, itber Natriumsulfat getrocknet und schlieB-
lich i. Vak. bis zur Gewichtskonstanz eingedampft: Ausb. 100 g Ol (quantitat.).

2. Benzyloxycarbonyl-r-leucyl-O-tert.-butyl-1-serin [10-11b]: 100 g nach 1. erhaltenes
Z-Leu-Ser(tBu)-OMe [10-11a] in 500 ccm Dioxan und 20 ccm Wasser werden wie tiblich
titrimetrisch mit 27 NaOH verseift und aufgearbeitet. Aus Ather/Petrolither farblose Kri-
stalle vom Schmp. 128 —129° (Umwandlungsprodukt bei 112); [x]¥: +11.7° bzw. [«]2}:
-+14.0° (¢ = 5.5, in Athanol). Chromatographisch rein in Cyclohexan/Chloroform/Eisessig
(45:45:10). Ausb. 83 g (869%,).

Cy1H32N2Og (408.5) Ber. C61.74 H 7.90 N 6.86 O 23.50
Gef. C61.45 H8.05 N7.00 O23.79

3. L-Leucyl-O~tert.-butyl-L-serin [10-11c]: 83.0 g Z-Leu-Ser(tBu)-OH [10-11b] in 750 ¢ccm
Methanol und 75 ccm Wasser werden wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert, das Filtrat
wird i. Vak. zur Trockne gebracht. Der erhaltene Riickstand kristallisiert aus wenig Methanol:
{o}3: +33.2° bzw. [a]2),: +39.97 (c = 4.4, in Wasser). Chromatographisch rein in n-Butanol/.
Eisessig/Wasser/Pyridin (60: 6: 24 : 20). Ausb. 51.5 g (88%).

Ci3Ho6N204 -H20 (292.4) Ber. C52.76 H9.67 N 9.46 O 28.11
Gef. C52.60 H 9.64 N 9.49 O 28.09

4. Benzyloxycarbonyl-i-glutamyl(y-tert.-butylester j-r-leucyl-O-tert.-butyl-1-serin [9-11a]:
36.2 g nach 3. erhaltenes H-Leu-Ser(tBuj-OH [10-11¢] und 64.5 g Z-Glu(OtBu)-OSU [9]%
in 500 ccm Dimethylformamid werden bei 0° nach Zusatz von 50 ccm Pyridin und 13.3 ccm
N-Methyl-morpholin 2 Tage, nach Zugabe von 3.2 ccm N-[2-Amino-ithyl]-piperazin noch
1 Stde. gerithrt. Danach wird das Lésungsmittel i. Vak. abdestilliert und der Riickstand
zwischen Essigester und sehr verd. Schwefelsdure verteilt. Die abgetrennte organische Phase
wird mit Wasser sulfatfrei gewaschen, liber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. zur Trockne
gebracht. Aus Ather feine farblose Kristalle vom Schmp. 130 -132°; [x]®: — 10.1° bzw.
[2]2,: —12.1° (¢ = 1.6, in Athanol). Ausb. 59 g (80%).

Cj30H47N309 (593.7) Ber. C 60.69 H 7.98 N 7.08 O 24.25
Gef. C60.64 H8.05 N 7.14 O 24.28

5. -Glutamyl(y-tert.-butylester)- L-leucyl-O-tert.-butyl-L-serin  [9-11b]: 585 ¢ Z-Glu-
(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-OH [9-11a] in 1000 ccm Methanol und 100 ccm Wasser werden wie
uiblich mit katalytisch erregtem Wasserstoff behandelt. Das Filtrat wird zur Trockene einge-
dampft, der Riickstand i. Vak. tiber P4O o getrocknet: farbloses Pulver vom Schmp. 162 -~163"
(Zers.); [a]3: +19.0° bzw. [x]2%: +22.6° (¢ = 2, in 80proz. Essigsdure). Chromatographisch
rein in Tsoamylalkohol/Pyridin/Wasser (35: 35: 30). Ausb. 47.3 g (quantitat.).

CyoH41N3O7 1.5 H,O (486.6) Ber. C34.32 H9.12 N 8.65 O 28.00
Gef. C 54.13 H9.23 N 8.35 027.89

6. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-1-glutamyl(y-tert.-butylester) - r-leucyl-O-tert.-
qutyl-1-serin [8-11a]: 47 g wie untcr 5. beschriebenes H-GlulOtBuj-Leu-Ser(tBu)-OH
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[9-11b] und 46 g Z-Ser(tBu)-OSU [8)] in 850 ccm Dimethylformamid werden bei 0° nach
Zugabe von 50 ccm Pyridin und 10.5cem N-Methyl-morpholin | Tag, auf Zugabe
von 2.5ccm N-[2-Amino-dthyl]-piperazin noch 1 Stde. gerithrt. Der nach Entfernen
des Losungsmittels i. Vak. erhaltene Riickstand wird zwischen Essigester und sehr verd.
Schwefelsdure, wie unter 4. beschrieben, verteilt und aufgearbeitet. Aus Ather feine farblose
Nadelchen vom Schmp. 191--193%; [a]f': —-10.7° bzw. [«]?%: —13.0° (¢ == 2.3, in Methanol).
Chromatographisch rein in n-Butanol/Eisessig/Wasser/Pyridin (60: 6:24:20). Ausb. 60 g

o/
(847%). C37HeoN4O11 (736.9) Ber. C60.30 H8.20 N 7.60 O 23.89
Gef. C60.13 H 8.29 N 7.50 O 24.24

7. O-tert.-Butyi-L-seryl-L-glutamyl(y-tert.-butvlester)-r-leucyl-O-tert.-butyl-1-serin [8-11b]:
59 g Z-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-OH [8-11a] in 1000 ccm Dimethylformamid
werden wie iiblich hydrogenolytisch entacyliert, wobei das Reaktionsprodukt ausfallt. Es
wird zusammen mit dem Katalysator aufs Filter gebracht und erschépfend mit heiBem 95proz.
Methanol extrahiert. Beim Abkiihlen der Ausziige auf 0° tritt Kristallisation ein. Nach Trock-

nen i. Hochvak. tber P4O,o mikrokristallines Pulver: [a]}: +6.2° bzw. [a]20,: --6.9° (¢ = 1,

in Eisessig). Chromatographisch rein in n-Butanol/Eisessig/Wasser (10:1:3). Ausb. 40 g
o

(84%)- CioH5sN4Og (602.8) Ber. C57.78 H 9.03 N 9.29 O 23.89

Gef. C57.38 H9.00 N9.15 O 23.99

8. Benzyloxycarbonyl-O-tert.-butyl-r-threonyl-O-tert.-butyl- L-seryl-L-glutamyl(y-tert.-butyl-
ester)-r-leucyl-O-tert.-butyl-r-serin [7-11a]: 13.2 g H-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Leu-Ser(tBu)-
OH [8-11b}, 13.5g Z-Thr(tBu)-OSU [7a] (1.5 Aquivv.) und 6.15 ccm Tridthylamin in
800 ccm Dimethylformamid werden 24 Stdn. bei Raumtemp., nach Zugabe von 2 ccem N-
[2-Amino-dthyl]-piperazin nochmals 1 Stde. gerithrt. Nach Vakuumdestillation wird der
harzige Riickstand zwischen Essigester und sehr verd. Schwefelsidure, wie unter 4. beschrieben,
verteilt und aufgearbeitet. Der feste Riickstand wird aus viel Essigester umkristallisiert:
Schmp. 204-206°; [o]¥: +14.9° bzw. [«]?);: 4-18.0° (¢ == 1.5, in Dimethylformamid).

Chromatographisch rein in Cyclohexan/Chloroform/Eisessig (45 : 45: 10). Ausb. 16.2 g(83%).

Cy45H75N50(3-0.5 H,O (903.1) Ber. C 59.86 H 8.48 N 7.75 0 23.93

Gef. € 59.54 H8.53 N 7.68 023.78
Aminosdureanalyse: Thr Ser Glu Leu
Ber. 1.0 2.0 1.0 1.0
Gef. 1.00 2.06 1.00 1.03

9. 2-Nitro-phenylsulfenyl-O-tert.-butyl-1-threonyl-O-tert. - butyl- L-seryl- L-glutamyl(y - tert .-
butylester)--leucyl-O-tert.-butyl-L-serin  [7-11b]: 18.1 g H—Ser(tBu)-(][u(OtBu)-Leu-Ser-
(tBu)~OH [8-11b], 17.8 g NPS-Thr(tBu)-OSU [7b]® und 8.4 ccm Tridthylamin in 700 ccm
Dimethylformamid werden 24 Stdn. bei Raumtemp., nach Zugabe von 1.9 ccm N-[2-Amino-
dthyl]-piperazin noch 1 Stde. gerithrt. Die i.Vak. auf etwa 100 ccm eingeengte Reaktions-
mischung wird in 3000 ccm 0.057 H,SO4 eingeriihrt, die gebildete Fillung abfiltriert und mit
warmem Wasser sorgfiltig digeriert. Aus der Losung des erhaltenen Materials in 500 ccm
Essigester tritt auf Ather-Zugabe Fillung ein; nach Trocknen bei 50° i. Hochvak. iiber P4O14:
gelbes Pulver vom Schmp. 218 —220° (Zers.); [®]%®: —11.9° bzw. [2]35: —14.6° (¢ = 1.9,
in Pyridin). Chromatographisch rein in Cyclohexan/Chloroform/Eisessig (45: 45: 10). Ausb.
21.5 g (79°%).

C43H72NO;135 0.5 H,O (922.2) Ber. C56.00 H7.98 N 9.12 S 3.48
Gef. € 55.95 H8.12 N9.11 S3.50
[162/71]
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