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Fremgangsmite for fremstilling av glukagon.

Man har hittil ikke kunnet fremstille--proteohormonet glukagon
syntetisk, men har fremstilt dette stoff-av pankreas., En-kjemisk full-
syntese av.glukagon,-insulinets antagonist,. er av stor interesse. Syn-
tesen har ogsd stor.praktisk betydning; fordi de mengder glukagon som
lar.seg utvinne av pankreas, er meget smi. For terapeutisk anvendelse
av glukagon mitte man bearbeide s& store mengder pankreas at slike
mengder .ikke stdr til disposisjon i praksis. Derfor er en kjemisk
glukagon-syntese til tross for de tallrike syntesetrinn fordelaktig
i forhold til utvinningen fra pankreas, og betyr et vesentlig teknisk
fremskritt. . e I

Man fant nd at_glukagon kan fremstilles syntetisk ved at man
kondenserer peptidet med glukagon-sekvensen 7 til 29 med formel
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H-Thr(tBu) -Ser(tBu)-Asp(0tBu) -Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC) -

7 8 9 10 11 12
=-Tyr(tBu) -Leu-Asp(0tBu)~Ser(tBu) -Arg-Arg-Ala-Gln-Asp(OtBu) -
13 14 15 . 16 17 18 19 20 21 ,
-Phe-Val-Gln~- Tr -Leu-Met-Asn-Thr(tBu) -0tBu : - (1)
22 23 2% 26 27 28 29 :
med et overskudd av et peptld med glukagon—sekvensen 1-6 med formel
AdOC-His (AdOC) -Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr({tBu)-Phe -OH (I1)
: 1l 2_7 ) _u3 4 5 6

ved hjelp av karbodiimider i nerver.av N-~hydroksyravsyreimid eller
N-hydroksyftalimid, og fra det sdledes dannede beskyttede glukagon
med formel
AdQC-His- (AdOG)-Ser(tBu)—Gln—Gly Thr(tBu) ~Phe - Thr(tBu)—Ser(tBu)—

1 3 4 5 6 7 8

-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)—Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu)—

9 10 11 12 13 14 15
-Sez(tBu)-Arg-Arg-Ala-Gln—Asp(OtBu)-Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Mét-Asn—
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
-ng(tBu)(OtBu) (III)

| N

avspalter beskyttelsesgruppene ved hjelp av.trifluoreddiksyre...
Fremstillingen av de nevnte glukagonpeptider med sekvensene
1-6 samt 7-29, hvilke bényttes som utgangsstoffer, beskrives i det
pafdlgende i utfdrelseseksemplene, . _ .
.Ved kondensasjonen av de to nevnte bruddstykker ifolge opp- -
finnelsens‘fremgangsmate‘benyttes.karbodllmlden, fortrinnsvis.dicyklo-
heksylkarbodiimid. Kondensasjonsmetoden gjennomfores pd vanlig mate.
Som opplosningsmiddel benyttes fortrinnsvis dimetylacetamid, fosfor-
syre=tri-dimetylamid. eller N-metylpyrrolidon eller!en‘blanding av
'disse oppldsningsmidler. Man.begynner ved lave temperaturer pd ca.
-20 til -10°C og lar reaksjonsblandingen langsomt oppvarmes til
verelsestemperatur under omrdéring i lopet.av.reaksjonen, Fra den
dannede reaksjonsblanding opparbeides. reaksjonsproduktet_ved delvis
avdestillering av oppldsningsmidlet eller midlene og. utfelling med
eter/petroleter.. De anvendte peptidkomponenter med .sekvens 1-6, som
er .brukt i overskudd, lar seg overraskende.ekstrahere selektivt .med
tetrahydrofuran fra det amorfe reaksjonsprodukt..Denne fordelaktige
rensemetode, som vesentlig bidrar til at glukagon-synteSen blir
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teknisk brukbar, kunne. ikke ventes, idet alle andre opploOsningsmidler
som anvendes i peptidkjemien viste seg ubrukbare til denne spesielle -
rensing,

Fremgangsmatens annet trinn, avspaltingen av beskyttelses-
gruppene, skjer ved hjelp av trifluoreddiksyre under vanlige reak-
sjonsforhold. - »

Kondensasjonen til syntese av et biologisk aktivt glukagon
kan ikke gjennomfores-med fritt valgte peptidbruddstykker. F.eks.
er det ikke mulig & .oppbygge glukagon-sekvensen ved kondensasjon -
av peptidbruddstykkene 1-8 +.9-29 etter azidmetoden, selv om dette
kondensasjonsskjema iftlge de erfaringer som man bygger pd i peptid-
kjemien, syntes spesielt egnet pd grunn av serin ved-karboksylende-
gruppen, Selv ved den valgte kondensasjon ifolge oppfinnelsen.ut fra
bruddstykkene 1-6 + 7-29 kunne man ikke benytte de kondensasjons-
metoder som ellers er vanlige i peptidkjemien, idet bare den be-
skrevne kondensasjonsmetode..férte til malet. .

P4.grunn av glukagonets betydning ved regulering av blod-
sukkerinnholdet kan dette peptid finne terapeutisk anvendelse.

I de pafdlgende eksempler blir aminosyrene forkortet pa
vanlig méte, Beskyttelsesgruppene betyr:

s
BOC = ‘ cné-g-o-co-
CH,
3
CH
13
tB = CH ~-C-
’ 3 c':H'
3
7 =
Qcaz-o-co-
P - . . -
NPS s. ,
0
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-ONP =
v
0
-0sU = -0-
0

AdOC - @—o-co-

Peptidets stilling i glukagon-sekvensen angitt i parentes
etter forbindelsen,

Eksempel. .

a) Beskyttet glukagon (sekvens 1- 29) ,
Na,N(im)-Di-adamantyloksykarbonyl-L-histidyl-0O-tert.-butyl-L-seryl-
L-glutaminyl-glucyl~O=tert.,-butyl=L-treonyl-L-fenylalanyl-O-tert.-..
butyl-L-treonyl-O-tert,-butyl-L-seryl-L-asparagyl (B-tert.-butylester)-
O-tert. -butyl-L-tyrosyl -O-tert. -butyl-L-seryl—wrtert «=butyl-oksykar~
bonyl-L-lysyl—O-tert -butyl-L=tyrosyl-L-leucyl-L-asparagyl-(B-tert.-
butylester)-O-tert,~butyl-L-seryl-L-arginyl(hydrobromid)-L-arginyl
(hydrobromid)~-L-alanyl-L-glutaminyl-L-asparagyl(B-tert.-butylester)-
l-fenylalanyl-L-valyl-L-glutaminyl-L-tryptofyl=L-leucyl-L-metionyl-L-
asparaginyl-O-tert.-butyl-L-treonin-tert.-butylester (1-29).

1,9 g H- Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys
(BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu) -Ser(tBu) -Arg(HBr-Arg(HBr)-Ala~Gln-Asp
(OtBu) -Phe~Val-Gln-Trp~Leu=-Met~Asn-Thr(tBu)-0tBu.HBr (7-29-hydro-
bromid) og 2,36 g AdOC-His(AdOC)-Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr(tBu)-Phe-0H
(2-6) og 0,345 g N-hydroksyravsyreimid oppldses i 40 cm friskt
destillert dimetylacetamid/fosforsyre-tris-dimetylamid (1:1) under
omrtring. Den dannede opplésning tilsettes derpd 0,07 cm3 trietylamin,
avkjoles til -15°C, samt omrdres i 24 timer ved O-5° etter tilsetning
av 0,618 g- dicykloheksylkarbodiimid og videre i 3 dager ved romtempera-
tur. Deretter tilsettes enda 0,6 g AdOC-His(AdOC-Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr
(cBu)-Phe-OH (1-6), 0,06 g N-hydroksy-ravsyreimid og 0,103 g di-
cyklohekslylkarbodlimld, og blandingen roéres.videre i-to dager.-Man
oppvarmer i 30 mlnutter ved 60°¢c, filtrerer og inndamper dimetylaceta-
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midet ved 50°C 0g 10-2 torr, den resterende oppldsning blandes med
1,5 1 absolutt dietyleter.

Etter 3 timers henstand frafiltreres bunnfallet som vabkes
omhyggelig med absolutt dietyleter..Det fremstilte produkt behandles
3 ganger med varm eddikester og derpi 2 ganger med dobbeltdestillert
vann, torkes kort i vakuum.og-ekstraheres derpd fullstendig ved 17
timers ekstraksjon med absolutt tetrahydrofuran i Soxhlet-apparatur.
Etter 15 timers torking ved 80° og 1072
hvitt amorft pulver.

Utbytte: 2, 06 g (84% av teoretlsk)
Cagotlgey 43o 5Br25 + 6H,0  (4938,826).
Beretnet C 56,42, H 7, 74, N 12,20, 0 19,76
Funnet: C 55,91, H 7,39, N 12,31, 0 19,61

torr over P205 fikk man et

Aminosyreanalyse: -
His Ser Glu Gly Thr Phe Asp Tyr Lys Leu
Beregnet: 1 4 .. 3 - 1. 3 2. 4. 2 1. 2

Funnet : 087351 3,06098277197397175094195

Arg. Ala Val Trp Met NH3
Beregnet: 2 1 1.1 1. 4
Funnet: 2,0 1,02 1,04 - 0,94 4,50

b) Glukagon (sekvens 1- 29)

L-Histidyl-L-seryl- L—glutamlnyl—glycyl-L—treonyl L-fenyl-alanyl-L-
treonyl-L-seryl-L-asparagyl-L-tyrosyl-L-seryl-L-lysyl-L-tyrosyl-L-
leucyl-L-asparagyl-L~seryl-L-arginyl-L-arginyl-L-alanyl-L-glutaminyl-~
L-asparagyl-L-fenylalanyl-L-valyl-L-glutaminyl-L-tryptofyl-L-leucyl~
L—metlonyl-L—asparaglnyl—L-treonin (1 29)

- 0,5 g AdOC-Hls(AdOC)-Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr(tBu)-Phe-Thr(tBu)-
Ser(tBu)~Asp(OtBu)-Tyr(tBu)~Ser(tBu)-Lys (BOC)-Tyr(tBu)-Leu-Asp(OtBu) -
Ser(tBu) -Arg(HBr) -Arg(HBr) -Ala~Gln-Asp{OtBu) ~Phe-Val-Gln-Trp-Leu=Met-
Asn=Thr(tBu)-0tBu (1-29) overhelles med 10 cm vannfri trifluoreddik-
syre og hensettes under argon-atmosfzre i 2 timer ved romtemperatur,
hvorpa stoffet gir i opplééning. Derpd inndampes trifluoreddiksyre
ved si lav temperatur som mulig (badtemperatur max. 15°C) i vakuum
(1072 torr), den gjenverende rest. omrdres i 1_.time med en vandig
oppslemning av Dowex 4 (OH-form) og rores videre .i 10 minutter etter
surgjoring .med eddiksyre til.ca. pH.=_4. Filtratet fra..ioneveksleren
lyofiliseres, det dannede produkt opptas i iskaldt vann, frafiltreres



122483

en liten mengde uopploselig stoff og lyofiliseres pd nytt, hvorved
man sitter tilbake med et hvitt amorft pulver.
Utbytte: 380 mg (réd-glukagon).

153%225%43%49° T * HO

Aminosyreanalyse:

: His Ser Glu Gly Thr Phe Asp Tyr Lys Leu
Beregnet: 1. 4 3. 1..3 2. 4 .-2 .1 . . 2.
Funnet 0,85 3,48 2,94 0,99 2,68 1,96 3,90 1,75 0,91 1,9

. . Arg Ala Val Trp Met NHé
Beregnet: 2 .. 1 1. 1 1. 4
Funnet : 1,99 l,02 1,01 - 0,90 5,02

Fremstilling av_utgangspeptidene :

A sekvens.1l-6 _ . ) _
1) Benzyloksykarbonyl-O-tert.-butyl-L-treonyl-L-fenyl-alanin-metyl-

Til en oppldsning av 70 g-(226 mmol) Z-Thr(tBu)-OH (5) i
500 cmB.diklormetan tilsettes etter hverandre ved.-5°C 31,4 cm3 tri=-
etylamin, 29.g (227 mmol) H-PHe-OMeHC1 (6=hydroklorid) og 51 g (248
mmol) .dicykloheksylkarbodiimid. Reaksjonsblandingen réres i 4 timer
ved -590 og ytterligere 10-timer ved romtemperatur. Filtratet-av
dicyklo.heksylurea inndampes i vakuum, residuet fordeles mellom.-eddik-
ester og vann, den fraskilte organiske fase vaskes .som vanlig med
fortynnet sitronsyre-kaliumhydrogenkarbonat-oppldsning og vann og
torkes over natriumsulfat. Etter inndamping i vakuum far man en .olje
som térkes flere timer i hoyvakuum,. Utbytte 80,0 g (75% av teoretisk).

- = e o T o o 0 e o S o o (e A o T e o e o e e O e e B o s e o e e O o e = e

80,0-g (170 mmol) oljeaktig Z-Thr(tBu)-Phe-OMe (5-6) i 400 cum’
metanol hydreres som vanlig ved tildrypning-av.n-metanolisk saltsyre
ved pH = 4. Filtratet fra katalysatoren inndampes.i vakuum, fesiduet
omkrystalliseres fra metanol/dietyleter: smeltépunkt 162—16300,-
(@)20: + 26,6 + 1° henholdsvis (a)g2g @ + 33,1° (¢ =1,3 i etanol).
Kromatografisk rent i tert.—Butanogﬁiseddik/vann/pyridinV(30:6:24:20),
henholdsvis tert.-Butanol/iseddik/vann (6:2:2), utbytte 59,1 g
(93% av teoretisk).

Cl8H28.N204'HQl - (372,9) -
Beregnet: C 57,98 H 7,84 N 7,51
Funnet: € 57,79 H 7,85 N, 7,31
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- Til 84,0 g (0,3 mol) -Z-Gln-OH (3) og 41,7 g trietylamin
i 400 cm3 tetrahydrofuran/acetonitril (1:1) tildryppes langsomt
28,6 cm3 klormaursyreetylester under réring ved”-l5°C. Til reak-
sjonsblandingen settes 37,8.g (ca. 0,3 mol) H-Gly-OMe.HCL (4-hydro-
klorid) og 41,7 cm’ trietylamin i 200..cm” dimetylformamid, rorer ..
en.time. ved —10?-og ytterligere 4 timer ved romtemperatur;_Derétter
avdestilleres opplosningsmidlet i vakuum, Residuet- behandles med
1000 cm3 0,5n~HC1,- det dannéde faste stoffet frafiltreres, behandles
derpa med 0,5 n-kaliumhydrogenkarbonat-opplﬁsning, £11treres P& nytt
og vaskes godt med vann. Produktet.vakuhmtérkeS-over P20> og om-
krystalliseres til slutt fra metanol. Smeltepunkt 174,5 - 175,50;
()50 i 16,2 ¢ 1° henholdsvis (a)50¢ : -18,8°
(c = 0,8 i etanol), (a)%O : =6,6 19 henholdsvis (a)§Z6: = 7,7°
(C =1 i iseddik). Utbytte 80,3 g (76% av teoretisk).
Gy gH1N506 (351,4) . -
Beregnet: C 54,70 H 6,02 N 11,96
Funnet : ' 54,48 H 6,11 N, 11,71

3) Benzyloksykarbonyl-L-glutaminyl-glycinmetylester (3z4_

4) L-Glutaminyl-glycin-metylesterzhydroklorid (3-4,hydroklorid)

. En oppslemning.av 88,0 g (235 mmol) Z-Gln-Gly-CMe (3-4)
i 400 cm3_metanol hydrogeneres pa..vanlig mate i_nerver av palladium-
svart under tildrypning av n-metanolisk saltsyre ved pH = 4 i 12
timer. Katalysatorblandingens filtrat inndampes i vakuum, og residuet
omkrystallisert fra absolutt etanol. T - . S
Smeltepunkt 110 - 11302 (a)goz + 16,6 + 1° henholdsvis'(a)ggs : +19,3
(¢ = 2,3 i metanol). Utbytte 56,3 g (94,5% av teoretisk).
08H15N504.Hc; (253,7) A o o
Beregnet: C 37,87 H 6,36 N 16,56 c1 13,98
Funnet: € 37,66 H 6,32 N 16,38 o©1 13,97

5) Benzyloksykarbonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-glutaminyl-glycin-

~© .Til.62,5.g (212 mmol) Z-Ser(tBu)-OH (2) fremstilt ifolge
Chem. Ber. 99,.105. (1966), og 29,4 cm3 trietylamin i 400'cm3 tetra-
hydrofuran tildrypﬁes’langsomt.og under omrdring ved -1000:20,2 cm3
klormaursyreetylester, og tii,den dannede oppldsning av det asymmet-
riske anhydrid tilsatte man 53,6 g (212 mmol) H-Gln-Gly-OMe.HCl
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(3-4-hydroklorid) og 29,4 cm3 trietylamin i 300,ém3 dimetylformamid.
Reaksjonéopplﬁsningen rores i 1 time ved —100; deretter 2 timer
ved romtemperatur hvoretter man-inndamper i.vakuum. Det dannede .. .
.residuet behandles med fortynnet sitronsyreoppldsning, det dannede
faste produktet filtreres, vaskes inntil syrefritt med vann, torkes
over PaO i vakuum og omkrystalliseres til slutt fra etanol. Smelte-
punbt 185-186°, ()20 : -9,2 + 0,5° henholdsvis (a)go : =10,7°
(0 =1,6 i etanol) (a)D : - 15,6 +1° henholdsvis (“)546 -.18,9
(c =1 i 80% eddiksyre), etter torking ved 90° og 10 “3torr kromatog-
rafisk rent i n-amylalkohol/pyridin/vann (35:35: 30). Utbytte 83,6 g
(80% av teoretisk|..

Cogfiagy0s U6
Beregnet: C 55 86 H 6,93 N 11 33

Funnet: C 55,68 H 7,01 N 11,35 . ,
6) . Benzyloksykarbonyl—OAtert.-butyl—L—seryl—L-glutaminyl—glycin
(228 e ———————————— e m

32,7 g (66_mmol) .Z~Ser(tBu)-Gln-Gly-OMe. (2-4) i 150 cm3
dioksan forsipes med 66 -cm3 n-natronlut pd vanlig mite. Etter sur-
gjoring med'66 cm3 n-svovelsyre inndampes opplﬁsniﬁgen i vakuum
til torrhet, residuet behandles -med aceton hvorved natriumsulfat
blir tilbake uoppldst. Det i vakuum inndampede filtrat lar tilbake
en fast rest som ble. omkrystalllsert ‘fra en liten mengde vann.
Smeltepunkt 158 - 159° (145°), (a)D :-9,0 + 1° henholdsvis (a)546 :

=10 3 (¢ =.1,2 i etanol). Kromatografisk rent i tert. ~-butanol/iseddik/ -
vann/pyrldln (30:6:24:20), utbytte 29,2 g (90% av teoretisk).
022m32 198 1/2 H,0 (489,5)

Beregnet: C 53, 98 H 6,80 N 11 43'

Funret C 54,06 H 6,89 N 11,39

7) Bensyloksykarbonyl—O-tert.-butyl-L-seryl-L-glutamlnyl-glycyl =0~
tert.-butyl—L-treonyl-L—fenylalanin-metyl—ester (2-6) '

)  T41 42,2 g (88.mmol) .Z-Ser(tBu)-Gln=Gly-OH (2- -4). og 12,25 cmd
trietylamin i 300 cm3 dimetylformamid tilsettes ved =5_ 32,9 g

(88 mmol) H-Thr(tBu)-Phe-OMe.HC1l (5-6-hydroklorid), 15,2 g-(132 mmol)
N-hydroksyravsyreimid og 20,0 g (97 mmol) .dicykloheksylkarbodiimid.
Realksjonsblandingen réres i 4-timer ved_—5° og 14 timer ved rom-
temperatur, det utfelte dicykloheksylurea frafiltreres og filtratet
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inndampes i vakuum. Det dannede residuum blir paftlgende bghandlet
med B%ig sitronsyre henholdsvis 10%ig kaliumhydrogenkarbonatopplos=-
ning, . filtrert. og vasket med vann. Etter omkrystalllserlng fra 70%ig
metanol, smeltepunkt 178,5 - 181,5o (a)D : + 5,4 t_l henholdsvis
(a) 546 : + 6 5 (c. = 1,1 i-metanocl). Kromatografisk rent i n-heptan/
n-butanol/iseddik (3:1:1) henholdsvis n-propanol/- iseddik/vann
- (7:1:2), .
Utbytte 65 g (93% av teoretlsk)
Cootizgle0iy  (798,9)
Beregnet: C 60,13 H 7,32 N 10 52 0 22 03
Funnet: C 60,07 H 7,28 N 10,60 O 21,99
8) Benzyloksykarbonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-glutaminyl~g1ycyl—
Opplosnlngen av 20,0 g (25 mmol),Z-Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr(tBu)—
Phe-Ome (2-6) i 40 cm? dioksan forsdpes péd vanlig mate med 25,5 em>
n-natronlut i 1lopet av 30 minutter. Etter surgjoring.med.25,5 cm3
n-slatsyre.-fjernes dioksanet .for storstedelen i wvakuum,.og .ved hen-
stand .av restoppldsningen ved'+2° inntrer krystallisasjonen. Det
utfeldte produkt frafiltreres, tdrkes .i vakuum over PZO' og om-
krystalliseres derpd fra etanol/eddikester eller acetonitril.
Smeltepunkt 155,5.- 157°, (a)2%: +16,7 + 1°, henholdsvis (a)EZG‘:
+ 19,1 (¢ =1 i metanol).. ..
Utbytte 16,3 g (83% av teoretisk)
C39H56Oll (784 9)
Beregnet: C 59,68 H 7, 19 N 10, 71 0 22,42
Funnet: C 59,67 H 7,33 N 10,62 0 22,47
9) O-tert. -butyl-L-seryl-L-glutamlnyl-glycyl-O-tert —butyl-L-
15 7 g (20 mmol) Z=-Ser (tBu) -Gln-Gly-Thr(tBu) -Phe-0H (2-6)
300 cm3 vandig metanol og 1 cm3 eddiksyre avacyleres pad vanlig
mate hydrogenolytisk. Katalysatorblandingens filtrat etterlater
etter.inndamping i vakuum et reslduum som krystalligerer ut fra
metanol/propanol 2/dietyleter. (a)D : + 7,33 ¢ 1° henholdsvis
(a)54 1 +9,13° (¢ = 0,9 i vann). - B .
Kromatografisk rent i tert.-butanol/lseddlk/vann (4 1: 5) henholdsvis
amylalkohol/pyridin/vann (35:35:30).
Utbytte 10,85 g (80% av teoretisk).

CqHzonOg + 1,5 Hy0 (677,8).
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Beregnet : C 54,96 H 7,86 N 12,41 0 24,7
Funnet; : C 54,94 H 8,07 N 12,48 0 25,03

10) Na,N(im)-Di-a&amantyloks?karbon?l—L-histidin—(N-hydroksy—ravsyre—

A e o e e e Y e T o 4 e o o - - o S W " - = - — - o -

25,6 g AdOC-His(AdOC)-OH (1-3) fremstilt ifolge J.Amer,Chem, Soc
88 (1966), side 1988,0g 7 g N~hydroksy-ravsyreimid i 250 cm3 dioksan
tilsettes ved 0% 11 g dicykloheksylkarbodiimid. Reaksjonsblandingen om-
réres i 2 timér ved 0° og-12 timer ved ﬁomtemperatur. Etter-fornyet av-
kjoling- til 0° frafiltreres utfelt dicykloheksylurea. Residuet etter
inndampning av .filtratet i vakuum behandles med!lOO cm3 diklormetan, -
hvorved..sm& mengder dicyklohekéylurea forblir uopplost. Den.oppvarmede
diklormetan-opplosning tilsettes forsiktig en liten mengde petroleter.
Etter at krystallisasjonen har begynt, helles petroleter forsiktig over
og blandingen hensettes..forst ved romtempératur'og derpid ved -5° for
krystallisasjon. Det,frafiltrefte'produkt torkes i vakuum ved 60°.
Smeltepunkt 164,5 - 167,5 (151°). :
Utbytte 22,6 g. . ,
(Det.fremstilté AdOC¥His(AdOC)—OSU inneholder fremdeles noe N-hydroksy-
ravsyreimid,‘men er tilstrekkelig rent for den videre omsetning).
11) N,N(im)-Di-adamantyloksykarbonyl-L-histidyl-O~tert.-butyl-L-seryl-
6,78 g (1 mmol)-H-Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH (2-6) og
1,4 cxn3 trietylamin i 150 cm3 pyridin tilsettes ﬁed--SOCﬁg,E g (ca.
1,5 mmol) AdOC-His(AdOC)-0SU (1) (roprodukt), reaksjonsopplosningen
rores i 2 timer ved o° 0g i ytterligere 8 timer ved romtemperatur,
inndampes i vakuum, residuet behandles med absolutt dietyleter og
filtreres. Produktet opplost i 100 cm> metanol tilsettes 500 cm3 vann
. inneholdende 4,3 g sitronsyre. Den dannede felling frafiltreres,
térkes etter omhyggelig vasking med vann i vakuum og opptas til. slutt
i 300 cm? eddikester/metanol (5:1). Deretter tilsettes under omrdring
100 cxn3 absolutt dietyleter ved langsom inndrypning. Etter flere timers
henstand i kjoleskap ved -5°C frafiltreres bunnfallet og dette tiorkes
ved 40° i vakuum. Ved omkrystallisering fra acetonitril og torking.av
fellingen ved 60°c og 1073 torr far man-acyl-heksaﬁéptidet innehold-
ende 1 mol vann og 1/2 mol acetonitril$ '
_059385N9014 + Hy0 + 1/2_CHBGN (1;82,9)
Beregnet: C 60,92 H 7,54 N 11,25 0 20,29
Funnet: C 60,88 H 7,61 N 11,24 0 20,09

’ ~
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(a)%o : +16,63 + 1° henholdsvis (a)§26 s+ 19,949 {c =0,9.i metanol).
Kromatografisk rent i amylalkohol/pyridin/vann (35:35:30), n-butanol/
iseddik/vann (6:2:2) henholdsvis n—heptan/n—butanol/iseddik (1L:2:1),
Utbytte 9,45 & (80% av. teoretisk)

59H85N o + CHBOH (1176,4)

Beregnet : C 61,26 H 7,63 N 10,72 0 20,40

Funnet: € 60,90 H 7,87 N 10,87 0 20,33
Aminosyreanalyse:

... His Ser Glu Gly - Thr Phe NHé
Beregnet: 1 . 1 1 1 1 11
Funnet : 0,96 0,96 1,0 1,0 1,0 0,96 1,21

B sekvens (7-29) -
1) Nae=2-nitrofenylsulfenyl-0- tert.-butyl-L—ser1n—4-n1tro—fenylester
/ NPS-Ser(tBu)-ONP/ (8)

.- Til 50 mmol .H-Ser(tBu)~-0H..i 25 cm3 dioksan og 17 cm'3 2n-~
natronlut tildryppes under omrdring i lopet av 30 m1nutter.55 mmol
2=nitro~fenylsulfenylklorid i 25 cmB'dioksan samt 2n-natronlut til
en pH-verdi pd B...(Forbruk ca. 38 cm3 2n-natronlut). Reaksjonsbland-
ingen.réres videre i 1 time, filtreres etter fortynning med 600 cm3
vann o0g surgjores forsiktig etter tilsetning av.EOO.cm3 eddikester
ved 0°C med n-svovelsyre til pH = 3, .Den fraskilte. organiske fase
vaskes 2 ganger med en liten mengde vann. Til den dannede eddikester=-
oppldsning av NPS-O-tert.-butyl-serin, torkes over natriumsulfat,
tilsettes ved 0° og under omrdring 50 mmol 4-nitrofenol og 50 mmol
dicykloheksylkarbodiimid. Reaksjonsblandingen_omfbres i-1 time.ved 0°
samt 3 -timer ved romtémperatur, hvoretter utfelt dicyklbheksylurea
frafiltreres-etter kort avkjcling til Oo,uog blandingen inndémpes i
vakuum, Den gjenverende rest omkrystalliseres fra etanol og torkes
i vakuum over P205. ' ‘

Utbytte: 67,5% av teoretisk.

Smeltepunkt 82,5 - 83,5° , .

()20 = -116,0° henholdsvis (a)546 _ -130,8°.
(c =11 dimetylformamid).

°1§H21W5 7S (435,3)

Beregnet: C 52,43 H 4,86 N 9 65 s 7, 35
Funnet : c 52 16 H 4, 86 N9,25 5 7,17

2) L-asparagyl(ﬁ-tert -butylester)-O-tert. —butyl—L—tyrosyl -O-tert.-
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butyl—L—seryl—Nt—tert.—butyloksykarbonyl—L—lysyl-O-tert.—butyl—L—

200 g (141 mmol) Z-Asp(OtBu)-Tyr-(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr
(tBu) -Leu-Asp(OtBu)-OH (9-15), fremstilt iflge Chem.Ber. 99 (1966),
side 105, i 2000 cm”’ dimetylformamid/95% metanol (1:1) og 3 cm’ is-
eddik hydrogeneres pd vanlig mite ved 40°C i 72 timer. Reaksjons-
blandingen oppvérmes pad vannbad, katalysatoren frafiltreres.og -
blandingen settes kaldt for krystallisasjon. Det dannede produkt
behandles med etanol og torkes.i vakuum..Cromatografisk rent i n-
amylalkohol/pyridin/vann (35:35:30) henholdsvis i n—butanol/iseddik/
vann (6:2:2).. .. - _ o o .

Smeltepunkt over 250°, (a)go =+ 3,5 + 1° henholdsvis (“)226 =+ 4,6

(c.=1,4 i 80% eddiksyre).

Utbytte 176,4 g (99%).

CoeHy oENg0 7+ 1Hp0 (1301,7)

Beregnet: C 60,90 H 8,36 N 8,61

Funnet : D 60,82 H 8,42 .N 8,61 . e . . U
. Etter torking ved 90° og 10™3 torr kommer man frem til den vann-

frie forbindelse. ..

Cgty 06017 (1283,6)

Beregnet: C 61,76 H 8,32 N 8,73
Funnet: C 61,78 H 8,40 N 8,73

3) Na-benzyloksykarbonyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-asparagyl(B-tert.-
butylester)—O-tert.—butyl—L—tyrosyl-O—tert.—butyl—L—seryl—N‘—tert.—
butyloksykarbonyl-L-1ysyl-O~tert.-butyl=-L-tyrosyl-L-leucyl~L-
asparaginsyre(B-tert.-butyl-ester) (8-15). __ _

peagat Spatpuiiprad = punpeinpuet Spreiipeagh 1 Siphiaip=Spgh- A pneir g e L R R et )

- 8,21 g (6,32 mmol) H-Asp(OtBu)=Tyr(tBu)~Ser(tBu)-Lys(BOC)-Tyr(tBu)-~
Leu-Asp(OtBu)-0H .(9-15) oppldses i loo cm? dimetylformamid med 0,89 cmd
trietylamin, og tilsettes ved romtemperatur og .omrdring. 3,42 g (8,2 -
mmol) Z-Ser(tBu)-ONP (8 g) fremstilt ifdlge Chem.Ber.. 99 (1966), .side
lo5. Etter 48 timers omrdring tilsettes reaksjonsblandingenAg,B cm3
iseddik, hvorpd..inndampes i.vakuum. Den dannede rest.behandles med
fortynnet sitronsyreopplodsning, filtreres og vaskes forst med vann
og deretter med dietyleter, Etter omkrystallisering fra 90% metanol
og tiorking ved 80° 0g 10-3 torr,..far man et produkt med smeltepunkt
208-209°¢, ()20 = -12,8 +.1° henholdsvis (@)Zp¢ = -17,5 (¢ =13
metanol). Kromatografisk rent i amylalkohol/pyridin/vann (35:35:30)
henholdsvis i n-butanol/vann/iseddik (6:2:2). Utbytte 8,75 g (88% ).
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081H125N9021.1/4 H,0 (1565,5)

Beregnet: C 62,15 H 8,08 N 8,05
Funnet : C 62,06 H 8,11 N 8,01

4) O-tert.-butyl-L-seryl-asparagyl(B-tert, -butylester)-o -tert.-butyl-
L-tyrosyl-O=tert.-butyl-L-seryl-Np -tert.-butyloksykarbonyl-L-
lysyl-O-tert.-butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparaginsyre(B-tert.-
butylester) _(8-15)

50 g (32 mmol) Z-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)-
Tyr{tBu) ~Leu-Asp(OtBu)-0H (8-15) i 8oo . cm> dimetylformamid/95% metanol
(1:1) og 3..cm3 eddiksyre hydrogeneres vedw45°C.som vanlig. Ved kort
oppvarmning p&d._vannbad bringes det utfelte produkt .i oppldsning, hvor-
etter blandingen frafiltreres katalysatoren mens den ennd er varm, og
filtratet hensettes derpéa-flere timer i.kjcleskap ved -50, Det ut-
felte stoffet frafiltreres, vaskes med vann og torkes over P2 5 i
vakuum, . : 20 '
Smeltepunkt 250 (a) = -3,9 +1° henholdsvis'(a)546 = -4,5°
(c =11 80% eddlksyre) Kromatografisk rent.i n-butanol/iseddik/vann
(2:2:1) henholdsvis i amylalkohol/pyrldln/vann (35:35:30). Utbytte
40 9 g (80%).

3 Hi19 9 19.1H 0 (1444, 8)

Beregnet: C 60 69 H8,44 N8 73 0 22,10
Funnet: C ,§Q,79” H 8,58 N8,73 0,21,91

5) Na-2-nitro-fenylsulfenyl-O-tert.-butyl-L-treonin(NPS-Thr(tBu)-0H)
) e e

T-g-140. mmol) H- Thr(tBu)-OH omsettes med 2=nitro- fenylsulfenylklorld
som angitt under B 1) og opparbeides. Den. fremstilte eddikegteropplosning
inndampes i vakuum og.destilleres.azeotropt .med benzen,.herved inntrer
krystallisasjon. Produktet..frafiltreres etter behandling med petroleter,
vaskes omhyggelig med samme oppldsningsmiddel og torkes i vakuum. Etter
omkrystallisering fra dietyleter/petroleter: Smeltepunkt = 112—1140,
(a)go-= - 93,2 .+ 1° henholdsviS-(a)§26 = -95,99 (¢ =1 i dimetylformamid).
Utbytte 12,85 g (nesten kvantativt).

014 o0 5s (328,4) ' B _
Beregnet: C 51,21 H 6 13 N 8,53 59,74
Funnet: C 51,25 H 6,07 N 8,46 S 9,74
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6) Na-E-nitrofenylsulfenyl O-tert.—butyl—L—treonin-N—hydroksyravsyre—

25 mmol . NSP—Thr(tBu)—OH i 150 cm3 eddikester tilsettes under.om-
roring 25 mmol N-hydroksyravsyreimid og .25 mmol dlcykloheksylkarbodl-
imid.. Reaksqonsblandlngen omréres videre i 1 time ved 0° og 3 timer
ved romtemperatur., Etter frafiltrering av det .utfelte.dicykloheksyl-
urea.inndampes oppldsningén i vakuum, den- dannede rest behandles med
etanol. Herved. gir forbindelsen férst i oppl®dsning og derpd.inntrer
en hurtig krystallisasjon som ved flere timers henstand i.kjoleskapet
brlnges til avslutnlng. Utbytte 91% av teoretlsk Smeltepunkt 138-.

139,5°, (on)D = -52,9° henholdsvis (a)546 = -56,9° (¢ =1 i dimetyl-
formamid) 7
C1823%5075 (425,4)

Beregnet: C 50,82 H 5,45 N 9,87 S 7,52
Funnet: C 50,81 H 5,46 N 9,70 S 7,58

7) Na 2- nltro-fenylsulfenyl -O-tert.-butyl-L- treonyl-O—tert -butyl-L-
seryl-L-asparagyl(B-tert,-butylester)-0O-tert,~butyl-L-tyrosyl-0~
tert.-butyl-L-seryl-N-tert.-butyloksy-karbonyl-L-lysyl-O-tert.-
butyl-L-tyrosyl-l-leucyl~-l-asparaginsyre(B-tert.-butylester)

11,6 g-(8 mmol) H- Ser(tBu)—Asp(OtBu)-Tyr(tBu) ~Ser(tBu) -Lys ( BOG}-
Tyr(tBU)-Leu—Asp(OtBu) OH (8-15) i 150 em> dimetylformamid tilsettes
1,12 cm3 trietylamin og 4,2 g (8,8 mmol) NPS-Thr(tBu)-0SU (7)%), og .
reaks:jonsblandingen rores ved romtemperatur i 15 timer inntil man opp-.
nir en..geleaktig stivnet konsistens. Ved behandling.av massen med lOOOcm3
fortynnet sitronsyreoppldsning (pH=4) utfelles.produktet, og blir .
etter cmhyggelig utriving_ffafiltrert og vasket omhyggelig-med vann,
Det enda fuktige produktet oppldses . .i litt varm metanol, og ved hen=-
stand av oppldsningen .over natten wved 0° utfelles et rent krystallinsk
nonapeptid-derivat, Dette frafiltreres og torkes i vakuum ved 10-3>
torr. («)82 = -20,8 +.1° henholdsvis (“)226 = -23,0° (¢ = 0,9 i di-
metylformamld)..Kromatografisk rent i amylalkohol/pyridin/vann (35:35:30),
kloroform/metanol (7:3) henholdsvis n-butanol/iseddik/vann (6:2:2)
henholdsvis n-butanol/etanol/vann (2:2:1). '
Utbytte 12,4 g (89%).
CgoH 13r,1\1110235 (1737,2)

Beregnet: C 60,15 H 7,95 N 8,87 S 1,81 o021 19
Funnet : C 59,94 H 8, og N 8,58 S 1,94 0 21,43

x fremstilt etter eks,
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Aminosyreanalyse:

Thr Ser Asp Tyr Lys Leu
Beregnet: 1 .. 2 2 . 2 i1
Funnet: 0,95 1,8 2,06 1,85 1,02 1,03

8) Na-2-nitro-fenylsulfenyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl~(hydro-
bromid)-L-arginyl (hydrobromid) ~-L-alanyl-L-glutaminyl-L-asparagin-

15,8 g H-Arg(HBr)-Arg-(AcOH)-Ala-Gln-Asp(0tBu)-OH (17-21)%, i
200 cm dimetylformamid, tilsettes ved -10°C 10 g NPS-Ser{tBu)-ONP.
Reaks jonsoppl&sningen réres-i 24 timer ved .0° og 40 timer ved rom-
temperatur, og innrdres derpéd i en stor mengde dietyleter. Det .ut-
felte .stoff frafiltreres, oppldses i lite dimetylformamid og innrdres
Pa nytt i dietyleter. Denne prosedyre .gjentas enda engang, det. utfelte
stoffet frafiltreres og vaskes omhyggelig med eddikester og dietyleter.
Etter 2 gangers omkrystallisering fra metanol/etanol, fir man et pro-
dukt med dekomponeringspunkt fra 170°C, (a)gog = =31,1 + 1° (¢ =1
i dimetylformamid). Kromatografisk rent i n-butanol/eddiksyre/vann
(6:2:2). - L
Utbytte 18,4 g (93 % av.teoretisk).

Cafegiig013 + B0 (1096,1)

Beregnet: C 44,93 H 6,53 N 17,90 0 20,44 Br 7,29 S 2,93

Funnet : C 44,97 H. 6,78 N 17,54 0 20,39 Br 7,05 S 2,88

Q) N-2-nitro-fenylsulfenyl-O-tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl-{hydro-
bromid)-L-arginyl{hydrobromid)-L-alanyl-L-gutaminyl-L~asparagyl
(B-tert.ebutyiester)eL-fenylalanyl—L—valyl—L-glutaminyl-Lrtrypto—
fyl-L-leucyl~L-metionyl-L-asparaginyl-O-tert.-butyl-L~treonin-

e e oo o e (s o o e e e e o e o 0 o e B v - T T - S " o - -

16,5 g-NPSeSer(tBu)-Arg(HBr)-Arg-Ala-Gln~Asp(OtBu)-OH (16-21),
18,5 g H—Phe—Val—Gln—Trp—Leu—Met—Asn-Thr(tBu)-OtBu.HBr (22-29-hydro-
bromid)~ fremstilt fra det frie octapeptid (22-29) iftlge Chem.Ber.
100 (1967),.side 816 i dimetylformamid ved omsetning med den beregnede
mengde 0,1 n-bromhydrogensyre - og 1,73 g N-hydroksy-ravsyreimid i
300 cm3"dimety1formamid, tilsettes 3,42 g dicykloheksylkarbodiimid
ved —159, Reaksjonsoppldsningen omréres i 60 timer ved 0° og 24 timer
ved romtemperatur, Filtratet etter.fraskilling av dicykloheksylurea-
innrores i 2000 cm3 eddikester, det dannede bunnfall frafiltreres og
omkrystalliseres derpd 2 ganger fra litt metanol/vann. (Den dannede

x) fremstilt iftlge Chem.Ber.100 (1967), side 820.
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felling fraskilles fortrinnsvis .ved sentrifugering). Det sdledes frem-
stilte produkt blir.deretter renset videre ved 3 gangers omkrystalli-
sering fra dlmetylformamld/eddlkester/vann (20042500 20.cm3). Smelte-
punkt 230-232° (dekomposisjon, (a) = - 18,83 + 1° henholdsvis (a)206 =
=20, 80° (c.=11i dimetylformamid). Kromatografisk rent i amylalkohol
pyridin/vann (35:35:30) henholdsvis tert,-butanol/eddiksyre/vann/pyri-
din (60:6:24:20). Utbytte 24,4 g. (70% av teoretisk).
CygH155Np50p,BrpS, + HoO  (2309,49) 4
Beregnet: C 50,57 H 6 85 N 15,16 0 17, 32 Br 6,92 S 2,78
Funnet: . C 50,94 H 6,94 N 14,96 0 17,69 Br 6,36 S 2,79
Aminosyreanalyse: - ) . -
Ser Arg Ala Glu Asp Phe Val Leu Met Thr NH3
Beregnet: 1 2 . 1. 2 2 1 1 . 1 1 1 .3
Funnet: 0,84. 1,98 = 0,97 2,0 . 2,01 .1,02 1,03 lo4 1,0l o,% 3,26
10) O-tert.-butyl-L-seryl-L-arginyl(hydrobromid)-L-arginyl (hydro-bromid)
=L-alanyl-L-glutaminyl-L-asparagyl(B-tert.~butylester)~L-fenyl-
alanyl-L-valyl-L-glutaminyl-L-tryptofyl-L-leucyl-L=metionyl-L~
asparaginyl-O-tert.-butyl-L-treonin-tert.-butylester-hydrobromid

s 0 o W T e e T - " T - - " P T o - = 0 WP S . - — T B0 2 g o = Mty S . -

11,5 g NPS-Ser(tBu) Arg(HBr)—Arg(HBr)-—Ala—Gln—Asp(OtBu)-Phe-Val-

Gln-Tro-Leu-Met-Asn-Thr(tBu)-0tBu (16-29) og 13,1 g 2-metylindol
i 850 cm3 dimetylformamid/metanol (16:1), tilsettes.under.isavkjéling .
drépevis llO.cm3 0,1 n-metanolisk bromhydrogensyre. Reaksjonsblandingen
rores under videre .isavkjoling i 2 timer og-derpd 5 timer ved rom-. ..
temperatur, derpd tilsettes mye absolutt dietyleter. Det utfelte bunn-
fall frafiltreres og omfelles.2 ganger fra dimetylformamid/metanol/
dietyleter under tilsetning awv..2-metylindol. .Produktet,. .som n& er. . -
fargelost, .filtreres, vaskes med .absolutt dietyleter, og torkes derpd
i vakuum ved 1073 torr. Smeltepunkt 216-218° (Dekomp. (oc)D =.=34,1
+ 1° henholdsvis (a) 06 =41, 1° (¢ = 1 i 80% eddiksyre). Kromatogra-
fisk rent i tert.-butanol/eddiksyre/vann/pyridin (60:6:24:20), kromato-
gram Whatman Nr. 1, oppadstigende. Utbytte 10 g (90% av teoretisk).
Cgot153 24022131«35 + 3 Hy0 (2273,3)
Beregnet: C 48,61 H 7,05 N 14, 79 0 17,60 Br 10 55 S 1,47
Funnet:  C 48,93 H 7,04 N 14,76 0 17,57 Br 10,51 S 1,46
Aminosyreanalyse: - - -

.. Ser Arg Ala Glu Asp Phe Val Leu Met Thr NH3
Beregnet: L =~ 2 . 1 2 2 1. 1. 1 1. 1. C
Funnet: 0,89 1,95 1,0. 202 2,5 1,0 L0l 1,02 0,94 0,96 3,15
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11) Na-2-nitrofenylsulfenyl-O-tert,-butyl-L-treonyl-0-tert.-butyl-L-
seryl-L-asparagyl(B-tert.-butylester)-0O-tert.-butyl-L-tyrosyl-0~
tert.-butyl-L-seryl-Ne -tert.-butyloksykarbonyl-L~lysyl-O-tert.-
butyl-L-tyrosyl-L-leucyl-L-asparagyl(f-tert.-butylester)-0O-tert.-
butyl-L-seryl-L-arginyl(hydrobromid)-L~arginyl (hydrobromid)-L~
alanyl-L-glutaminyl-L-asparagyl (B-tert. -butylester)-L—fenylalanyl—

L-valyl- L—glutam1nyl-L~tryptofy1 -L-leucyl~L-metionyl-L- asparaglnyl-
- 32 g H-Ser(tBu)-Arg(HBr)-Arg(HBr)-Ala-Gln—Asp(OtBu)-Phe-Val Gln-

Trp Leu-Met-Asn-Thr(tBu) -OtBu=HBr (16-29 og 5,25 g NPS-Thr{tBu)-Ser '

(tBu) ~Asp(0tBu) -Tyr(tBu)=Ser(tBu)~Lys(BOC) -Tyr(tBu) ~-Leu-Asp(0tBu-OH

(7-15) .oppldses i..150 cm3_dimetylacetamid under oppvarmning og roring.

Blandingen avkjtles til romtemperatur og tilsettes drépevis 0,42wcm3

triétylamin og derpd 0,52 g N-hydroksyravsyreimid, etter avkjoling til

-10° og-sd 0,93 g dicykloheksylkarbodiimid. under omroring. Reaksjons-

blandingen holdes i 60 timer ved 0° og ytterligere 40 timer ved rom-

temperatur under magnetrdring, og inndampes derpd .i vakuum ved lO—.2
torr til.en seig pasta. .Det-faste stoff som blir tilbake etter inn-
réring med dobbeltdestillert.vann.frafiltreres, suspenderes i litt
dimetylacetamid_.og.utfelles pa& nytt .med dobbeltdestillert.vann..Pro-
duktet blir etter omhyggelig vasking med-.vann suget tort og derpi
behandlet flere ganger med varm eddikester, filtrert .og-vasket.pé

nytt med eddikester.og dietyleter, Det.sdledes fremstilte rdprodukt

blir derpd, for.& fjerne uomsatte komponenter (7-15) ekstrahert 18

timer med absolutt tetrahydrofuran og.derpd 9 timer.med absolutt

metanol i Soxhlet-apparatur., Det sdledes rensede stoff filtreres med
dietyleter, og torkes derpa.ved 80° o og 10 -3 torr i 24 timer over. P205

Ved . 250 C inntrer. begynnende dekomponering, kromatografisk rent i..

tert.-butanol/iseddik/vann/pyridin.(60:6:24:20) henholdsvis i amyl-

alkohol/pyrldln/vann (35:35:30) . Utbytte 7,85 g (68% av teoretisk).

C17gtag7N 35 44Br25 (3857 51)

Beregnet: C 55,73 H 7,50 N 12,70 0 18,25 Br 4;14 S 1,66
Funnet: .. C 55,64 H 7,44 N 12,69 0 18,67 Br 3,78 S 1,67

Aminosyreanalyse:.. -
... Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glu Phe Val
Beregnet 2. 3 ..4 .2.. 1. 2...2. 1. 2. 1. 1.

Funnet: 1,92 2,73 435195 o9 2,03 L,97 1,0 2,a. 1,04 1,03
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Met NHé
Beregnet: 1 . 3
Funnet: 1,02 3,09

12) O-tert.-butyl-L-treonyl-O-tert.-butyl-L-seryl~L-asparagyl(B-tert.-
butylester)-O-tert.—butyl—L-tyrosyl—O-tert.—butyl-L—seryl—Nk-tert.—
butyloksykarbonyl-L-1lysyl-0O-tert.,-butyl-L-tyrosyl~L-leucyl-L-
asparagyl-(B-tert.-butylester)-O-tert,-butyl-L-seryl-L-arginyl-
(hydrobromid) -L-arginyl(hydrobromid)-L-alanyl-L-glutaminyl-L-
asparagyl(B-tert.-butylester)-L-fenylalanyl-L-valyl~L-glutaminyl-
L-tryptofyl-L-leucyl-L-metionyl-L-asparaginyl-O-tert.-butyl-L-
3,85 g NPS-Thr(tBu)-Ser(tBu)-Asp(0tBu)~Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(BOC)~

Tyr(tBu) ~Leu-Asp(0OtBu) -Ser(tBu) -Arg(HBr) ~Arg(HBr) ~Ala~Gln-Asp(OtBu) -

Phe-Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn-Thr{tBu)-0tBu (7-29) og 13 g 2-metylindol

opploses .i.ca. 500 cm3-dimetylacetamid under omroring, blandingen til-

settes derpd etter avkjoling til 0° 100.cm3 iskald metanol og under
omroring og isavkjoling derpd 2,2 cm3 ln-metanolisk bromhydrogensyre’
fortynnet med 100 cm3 metanol, drapevis. Etter 3 timers réring ved 0°
og 22 timer ved romtemperatur avdestilleres .metanclen i vakuum ved

1500 badetemperatur. Derpd rores den resterende oppldsning inn.i

2800 cm3 absolutt dietyleter/petroleter,(25:10), den dannede felling .

frafiltreres etter flere timers henstand i-kjdleskap, og omfelles derpd

2 ganger fra dimetylacetamid/dietyleter. Etter torking ved 800 og

lO_3 torr over;PEOB: smeltepunkt = dekomposisjon fra 2200, (a)gg =

+ 15,27 t.EQ henholdsvis (a)206 = + 17,360.(c = 0,6 i dimetylacetamid/

fosforsyre-tris-dimetylamid {9:1)). Kromatografisk rent i tert.-butanol/

iseddik/vann/pyridin (60:6:24:20) henholdsvis amylalkohol/pyridin/vann

(35:35:30). Utbytte 3,4 g = 88% av teoretisk.

0173“2851\’3 40 4281«33 + 2 H,y0 (3821, 22)

Beregnet: C 54,37 H 7,62 N 12,58 0 18,43 Br. 6,33 S 0,85
Funnet : ¢ 54.52 H7,69 N12,39 0 18,65 Br 6,28 s 0,99

Aminosyreanalyse: B, -

: Thr Ser Asp Tyr Lys Leu Arg Ala Glu Phe
Beregnet: 2 3 /. 2 1. 2. 2 1 2 1
Funnet: 1,86 2,72 3,94 1,87 0,8 2,03 1,95 1,0 1,94 1,03

Val Met NH3 -
Beregnet: 1 . 1 3 .
Funnet : 1,03 0,97 3,63
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Patentkrav. : - o . R -
Fremgangsmate. for fremstilling-av glukagon, k arak ter i -
s.er t ved at man kondenserer et peptid med glukagon-sekvens 7 til
29 med formel - -
H-Thr(tBu)=-Ser(tBu}-Asp(0tBu) - Tyr(tBu) Ser(tBu)-Lys(BOC)-
7. . .8 . -9 10 11 .12 .
-Tyr(tBu) -Leu-Asp(0tBu)-Ser(tBu) -Arg-Arg-Ala-Gln-Asp(OtBu) -
i3 14 15 .. 15 .. 17 18 19 20 21
=Phe-~Val-Gln-Trp-Leu-Met-Asn~Thr(tBu)-0tBu (I)
.22 23. 24 25 26 27 28 .29.
med et overskudd av et peptid med glukagon-sekvensen 1-6 med formel
AdOC-His (AdOC) -Ser(tBu)-Gln-Gly-Thr(tBu)-Phe-OH (1I1)
1. 2. .3 4 5 6
ved hjelp av karbodiimider i nzrver av N-hydroksyravsyreimid eller
~  N-hydroksyftalimid, og i det saledes fremstilte beskyttede glukagon
med formel
AdOC-Hls(AdOC)-Ser(tBu)-Gln—Gly—Thr(tBu)—Phe ~Thr(tBu) ~Ser(tBu) -

S 2 . .3 4 5 6.7 - 8
- Asp(0tBu) ~Tyr(tBu) ~Ser(tBu) -Lys(B0OC) -Tyr{tBu) -Leu-Asp(OtBu) -

9 10 .11 - 12 13 14 15
-Ser(tBu)-Arg—Arg-Ala ~-Gln-Asp(0OtBu) -Phe~Val-Gln-Trp~-Leu-Met-Asn-
16 17- 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

- Thr(tBu) (OtBu)
29. - . (IT1)

avspalter beskyttelsesgruppene ved hjelp av trifluoreddiksyre.

Anfgrte publikasjoner:
Peptides, Proc.Eur.Peptide Symp. 8
Norwijk 1966, p.245-57
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