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Den foreliggende opfindelse angdr en szrliq frem-
gangsmade til fremstilling af sekretin.
Sekretin, et hormon af duodenum, er et heptacosapep-

tidamid med formlen
H-His-Ser-Asp~Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Glu~-Leu-Ser—-Arg-
-Leu~Arg-Asp-Ser-Ala-Arg-Leu-Gln-Arg-Leu-Leu-Gln-

—Gly—Leu—Val-NHz.

Det stimulerer bugspytkirtlens hydrogencarbonat-

produktion og anvendes klinisk til undersggelse af pankreasfunk-

tionen. .

Det er kendt at fremstille sekretin ved forskellige
metoder (jfr. J. Amer.Chem. Soc. 89 (1967), side 6753%
J. Amer. Chem. Soc. 90, (1968), side 471l; Chem. Ber.
lﬂé' (1972), side 2508 og Chem. Ber. ;22 (1974), side
215) . Disse kendte metoder er imidlertid ikke velegnet til
fremstilling af st¢rre mezngder sekretin, da f.eks. en util-
strakkelig oplgselighed af fragmenter forhaler reaktions-
hastigheden ved peptidkoblingen.

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade
til fremstilling af sekretin med den ovenfor anfgrte

formel ved kondensation af

Z—Thr(But)-Ser(But)-Glu(OBut)-Leu-Ser(But)—Arg—Leu—OH

med
H—Arg—Asp(OBut)—Ser(But)—Ala—Arg—Leu—Gln—Arg—Leu—
-Leu-Gln-Gly—Leu—Val-NH2,

katalytisk hydrogenering af det fremstillede peptid
t t t t
Z=-Thr (Bu ') ~Ser (Bu )~Glu (OBu"“) ~Leu-Ser (Bu ) ~Arg-Leu-

-Arg-Asp(OBut)—Ser(But)~Ala-Arg-Leu—Gln—Arg—Leu-Leu—
--Gln-Gly—Leu—Val—NH2

(1)

(11)

(I11)
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med en palladiumkatalysator og efterfglgende kondensation

af det fremstillede peptid

H-Thr (Bu®) -Ser (Bu®) -Glu (0Bu®) ~Leu-ser (Bu®) -arg-
-Leu—Arg-Asp(OBut)-Ser(But)-Ala—Arg—Leu—Gln-Arg—
-Leu—Leu-Gln—Gly-Leu—Val-NH2 (IV)

med
Boc-His-Ser (But) -asp (0Bu®) -Gly-Thr (Bu®) -Phe-0H V)

og fraspaltning af beskyttelsesgrupperne med trifluoreddike-
syre, hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved, at man

ved ‘kondensationerne foraktiverer peptidfragmenterne I

hhv. V i dimethylacetamid eller en blanding af dimethyl-
formamid og dimethylacetamid med 3-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-
~1,2,3-benzotriazin og dicyclohexylcarbodiimid, hvorved
tilstedeverelsen af pyridinhydrobromid er ngdvendig

ved foraktiveringen af fragment I, renser det ud fra I

og II fremstillede peptid III ved behandling i methanol,
gennemfgrer den katalytiske hydrogenering af III i

80-90 vol.-%'s vandig 2,2,2-trifluorethanol, eventuelt
renser det fremkomne peptid IV med methanol, ved konden-
sationen af IV med V forud oplgser peptidet IV i en di-
methylformamid/dimethylacetamid-blanding, og gennemfgrer
fraspaltningen af beskyttelsesgrupperne i narvarelse af

5-20 vol.-%'s 2-6 N HCl eller HBr og/eller indtil

190 mg/ml cysteinhydrochlorid.
Ved sammenknytningen af I med II har man hidtil

anvendt dicyclohexylcarbodiimid/l-hydroxybenzotriazol
(DCC/HOBt) -metoden (jfr. Chem. Ber. 107, (1974), side 215).
Carboxylkomponentens ekstremt tunge oplgselighed frembyder
imidlertid betydelige vanskeligheder. Til en 7,7 mmol-
-blanding anvendes der 400 ml dimethylformamid (DMF) som
oplgsningsmiddel. Ved den sterke fortynding aftager
reéktionshastigheden starkt, qgg der kraves en lang reak-

tionstid (2 dage).
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Det har nu overraskende vist sig, at den tungt
oplgselige carboxylkomponent I let kan oplgses i dimethyl-
acetamid eller en blanding af DMF og dimethylacetamid
(DMA) i narvaerelse af pyridin-hydrobromid og 3-hydroxy-4-oxo-
-3,4-dihydro~1,2,3-benzotriazin (HOOBt). Udelader man
en af komponenterne, nedszttes oplgseligheden. Dette
forhold er ideelt til en foraktivering af det tungt
oplgselige heptapeptid ved hjzlp af DCC/HOOBt. Pyridin-
hydrobromidet tjener til protonering af argininets frie
guanidinogruppe. Til oplgsning af 10 mmol carboxylkomponent I
er sdledes allerede 50 ml DMF og 50 ml DMA tilstrakkeligt.
Foraktiveringen varer 2 timer. Aminokomponent II (10 mmol)
oplgses ligeledes i f.eks. en blanding af 50 ml DMF
og 50 ml DMA. Efter to timers sammenkoblingstid oparbej- -
des blandingen. Det totale forbrug af oplgsningsmiddel er
altsd 200 ml/10 mmol og den samlede reaktionstid 4 timer.

Ogsé& ved den sidste sammenkobling, nemlig sammen-
knytningen af V med IV til Boc—His—Ser(But)-Asp(OBut)~Gly—
-Thr(But)-Phe-Thr(But)-Ser(But)—Glu(OBut)-Leu-Ser(But)-Arg-
-Leu—Arg—Asp(OBut)-Ser-(But)-Ala—Arg-Leu-Gln—Arg-Leu-Leu—
-Gln-Gly-LeujVal-NHZ, er fdraktiveringen af carboxylkompo-
nenten med DCC/HOOBt enkeltbeholderfremgangsmaden med
DCC/HOBt overlegen (jfr. Chem. Ber. 107, (1974) side 215),
hvorved der igen anvendes DMA eller en blanding af DMF
og DMA som oplgsningsmiddel for carboxylkomponenten og en
blanding af DMF og DMA for'aminokomponenten. Reaktionstiden

forkortes her fra 36 til 6 timer.
Det ved kondensation af I med II fremstillede

peptid III er hidtil blevet renset ved udkogning med
ethylacetat (jfr. Chem. Ber. 107, (1974), side 215) eller
ved omfaldning fra methanol/ethylacetat (jfr. Chem. Ber.
igé (1972) side 2508). Disse rensningsprocesser har ved de
tungt oplgselige udgangsstoffer tydeligvis ingen stgrre
rensningseffekt. Det har overraskende vist sig,

at materialet kan udkoges med methanol, hvorved der

opnas en starkere rensningseffekt, hvilket stdr i
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modsatning til sidstnasvnte kendte teknik (Chem. Ber.
105, (1972) 2508), ifglge hvilken peptidet er oplgseligt
i methanol.

Den katalytiske hydrogenering af IIT til IV har hid-
til varet foretaget i en blanding af methanol og DMA
(143 ml/gz jfr. Chem. Ber. 107, 215) eller i 80%'s
eddikesyre (269 mlfg, jfr. Chem. Ber. 105, 2308). Til
den katalytiske hydrogenering har det nu vist sig, at
80-90 vol.-%'s 2,2,2-trifluorethanol (mindst 11 ml/g peptid)
er sa@rlig egqnet som oplgsningsmiddel. Dette oplgsnings-

middel har i forhold til eddikesyre den fordel, at
der ikke kan finde acetylering sted. I blandingen

af methanol/DMA var det med methanol rensede produkt
ITI praktisk talt uoplgseligt.

Efter den katalytiske hydrogenering kan det frem-
stillede 5HBr'H-Thr(But)—Ser(But)-Glu(OBut)-Leu-Ser(But)—
-Arg—Leu—Arg-Asp(OBut)-Ser(But)—Ala—Arg—Leu—Gln—Arg%Leu—
-Leu—Gln—Gly—Leu-Val—NH2 (IV) igen renses godt ved udkogning
med methanol, skgnt produktet ifplge Chem. Ber. 105, (1972),
side 2508 beskrives som oplgseligt i methanol.

Det sdledes fremstillede beskyttede sekretin behandles
til fraspaltning af beskyttelsesgrupperne i trifluoreddike-
syre, til hvilken der er sat 5-20%'s 2-6 N vandig saltsyre

-eller hydrogenbromidsyre og/eller jngtil 190 mg/ml cystein-

hvdrochlorid. Ved denne fremoanasmide fiAs der et ri3t sekretin
med héjere aktivitet end ved fraspaltning af beskvttelsesarup-

nerne pd ganas madde med trifluoreddikesvre.
Sekretin anvendes som diagnostikum ved kontrollering

af de ekskretoriske pankreasfunktioner og som terapeutikum

ved Ulcus duodeni.

Eksempel

Z-Thr(But)—Ser(But)-Glu(OBut)-Leu—Ser(But)-Arg-Leu—Arg—Asp(OBut)-

ser (Bu®) -Ala-Arg-Leu-Gln- Arg-Leu-Leu-Gin-Gly-Leu-Val-NH,.
Til en oplgsning af 12 g Z-Thr(But)—Ser(But)-Glu(OBut)-

-Leu—Ser(But)-Arg—Leu-OH.Z H,0, 1,6 g pyridin-hydrobremid og
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1,63 g 3-hydroxy-4-oxo-3,4~dihydro-1,2,3-benzotriazin

i en blanding af 50 ml dimethylformamid og 50 ml
dimethylacetamid sattes der 8,4 g dicyclohexylcarbodi-
imid, og der omrgres i to timer ved stuetemperatur. I
mellemtiden oplgses 18,8 g H—Arg—Asp(OBut)-Ser(But)-Ala—
—Arg—Leu—Gln—Arg—Leu-Leu-Gln—Gly—Leu-Val-NH2.4 HBr og

5,2 ml N~ethylmorpholin i en blanding af 50 ml dimethyl-
formamid og 50 ml dimethylacetamid, og den foraktiverede
blanding filtreres ind i denne oplgsning. Der efterrgres

nu yderligere to timer ved stuetemperatur, og blandingen
rgres i 3 liter ethylacetat. Det udfazldede bundfald fraskilles
ved sugning, koges op en gang med ethylacetat og fraskilles
igen ved sugnings Til yderligere rensning koges remanensen
nu en gang op med 200 ml methanol, og der fraskilles

ved sugning. Derefter irgres der endnu en gang ethylacetat,
koges op, afkgles, fraskilles ved sugning og térres. '
Udbytte: 23,1 g, smp. 262-265°C [a]120 = -22,4° (c = 1,

i 80% eddikesyre).

H-Thr (But) -Ser (Bu®) -Glu (0Bu®) -Leu-ser (Bu®) ~Arg-Leu-Arg-
—Asp(OBut)—Ser(But)—Ala—Arg—Leu—Gln-Arg—Leu-Leu-Gln—Gly—
-Leu—Val—NH +5 HBr

6 g Z—Thr(Bu )= Ser(Bu ) Glu(OBu )-Leu-Ser(Bu )-Arg-
-Leu-Arg—Asp(OBu )= Ser(Bu )=Ala-Arg-Leu-Gln-Arg-Leu~Leu-
-Gln-Gly—Leu-Val-NH2
i 70 ml 80%'s 2,2,2-trifluorethanol. Der tils&ttes en

og 300 mg pyridinhydrochlorid oplgses

smule Pd/carbon~katalysator, gg hydrogen ledes igennem.
Efter afsluttet hydrogenering (ingen Co, i afgangsgassen)
fraskilles katalysatoren ved sugning, og trifluorethanolet
afdestilleres. Remanensen udrives med ethylacetat og
fraskilles ved sugning. Til yderligere rensning koges

der op med methanol. Remanensen far lov at antage stue-
temperatur, og der fraskilles ved sugning. Dernast koges
der endnu en gang op med ethylacetat, afkgles og fraskilles
ved sugning. Udbytte: 4,58 g, [a]éo = --26,1O (c =1, i 80%
eddikesyre).
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Boc-His-Ser (Bu®) -asp (0Bu®) -GLy-Thr (Bu®) -Phe-Thr (Bu®) -ser (Bu®) -
-Glu(OBut)-Leu-Ser(But)-Arg—Leu-Arg-Asp(OBut)-Ser(But)—Ala—
—Arg—Leu-Gln-Arg—Leu-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH2.

Til en oplgsning af 4,24 g Boc-His-Ser(But)-Asp(OBut)-
-Gly—Thr(But)-Phe-OH og 709 mg 3-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-
-1,2,3~benzotriazin i 17 ml diméthylacetamid sattes der
ved 0°C 2,87 g DCCI. Der omrgres i en time ved 0°c og en
time ved stuetemperatur. I mellemtiden oplgses 13,7 g
H-Thr(But)-Ser(But)~Glu(OBut)—Leu-Ser(But)-Arg-Leu-Arg-
-Asp(OBut)-Ser(But)-Ala—Arg—Leu-Gln-Arg-Leu-Leu—Gln—Gly—
—Leu-Val—NHz-SHBr i en blanding af 87 ml dimethylformamid
og 87 ml dimethylacetamid til en gé€léagtig masse. Til
denne géléagtige oplgsning sattes der 1,13 ml N-ethylmorpho-
1lin, der fortyndes med 22 ml dimethylacetamid, og den for-
aktiverede blanding suges dertil. Der omrgres nu i to timer
ved stuetemperatur. I mellemtiden tilberedes der som
ovenfor yderligere en foraktiveret blanding, der derpa
atter filtreres ind i reaktionsblandingen. Der omrgres
derefter igen i to timer ved stuetemperatur, og i den
géléagtige oplgsning rgres der 1740 ml varm ethylacetat.

Der afkgles til stuetemperatur, og bundfaldet fraskilles
ved sugning. Bundfaldet koges endnu en gang op med ethyl-
acetat, fraskilles ved sugning og tgrres. Udbytte: 17 g.

R&t sekretin

1,5 g af det ovenfor fremstillede beskyttede
sekretin og 150 mg cysteinhydrochlorid oplgses i en
blanding af 15 ml trifluoreddikesyre og 1,5 ml 4 N HCIL.
Blandingen henstdr i 30 minutter ved stuetemperatur, ind-
dampes og oplgses i vand, og oplgsningen frysetgrres.
Udbytte: 1,69 g.

Det fremkomne r& sekretin renses pd fglgende made:

1,69 g rat sekretin oplgses i ca. 10 ml 0,001 N
cysteinhydrochlorid-oplgsning og chromatograferes p& en
"Sephadex:GDIH-ZO“-s¢jle (200 x 4 cm). Der elueres med
0,001 N cysteinhydrochlorid-oplgsning, og der opfanges
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fraktioner pa 300 drdber. De gode sekretinfraktioner er

i den nedadgdende gren af den fgrste top (ca. 32.-37.
fraktion). De sekretinholdige fraktioner forenes og fryse-
tgrres, og der f&s et udbytte pa ca. 400 mg. I de efter-
fplgende fraktioner kan der yderligere udvindes ca. 80 mg
let forurenet sekretin. Hovedfraktionen pa 400'mg har
ifglge aminosyreanalyse et peptidindhold pa 65% og en
biologisk aktivitet p& 2600 enheder pr. mg. Dette svarer
til en aktivitet pd 4000 enheder pr. mg peptidbase.

Udbytte henfgrt til beskyttet sekretin: 22%. Foruden
salte og vand indeholder det sdledes isolerede sekretin
yderligere ca. 5% cysteinhydrochlorid.

Aminosyreanalyse: Asp (2,0), Thr (1,9), Ser (3,1),
Glu (3,0), Gly (2,0), Ala (1,1), Cys (0,7), val (1,1), Leu (6,0),
Phe (1,0), His (1,0) og Arg (3,92).
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PATENTI KRAV.
Fremgangsmdde til fremstilling af sekretin med

formlen .
H-His~Ser-Asp-Gly-Thr-Phe~-Thr-Ser-Glu-Leu-Ser-
-Arg-Leu~Arg-Asp-Ser-Ala-Arg-Leu-Gln-Arg-Leu-Leu-
-Gln—Gly—Leu—Val-NH2

ved kondensation af
Z—Thr(But)—Ser(But)-Glu(OBut)-Leu-Ser(But)-Arg—Leu—OH (L)

med
H-Arg-Asp(OBut)-Ser(But)—Ala-Arg—Leu—Gln-Arg-Leu—
-Leu—Gln—Gly-Leu—Val—NHz, (I1)

katalytisk hydrogenering af det fremstillede peptid

Z-Thr(But)—Ser(But)4Glu(OBut)-Leu—Ser(But)—Arg-Leu-
-Arg—Asp(OBut)—Ser(But)~A1a—Arg—Leu—Gln~Arg-Leu-
-Leu-Gln-Gly-Leu-Val-NH, (III)

med en palladium~katalysator, efterfglgende kondensation af

det fremstillede peptid

H—Thr(But)-Ser(But)-Glu(OBut)-Leu-Ser(But)-Arg-Leu-
-Arg—Asp(OBut)-Ser(But)—Ala—Arg—Leu-Gln—Arg-Leu-Leu—
-Gln—-Gly—Leu—Val—NH2 (IV)

med
. t t t
Boc-His-Ser (Bu ) -Asp (OBu ) -Gly-Thr (Bu ) ~-Phe-OH (V)

og fraspaltning af beskyttelsesgrupperne, Z, Boc og But

med trifluoreddikesyre, k endetegnet ved, at

" man ved kondensationerne foraktiverer peptidfragmenterne

I hhv. V i dimethylacetatamid eller en blanding af dime-
thylformamid og dimethylacetamid med 3-hydroxy-4-oxo-3,4-
-dihydro-1,2,3-benzotriazin og dicyclohexylcarbodiimid,
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hvorved tilstedevarelsen af pyridinhydrobromid er ngdven-
dig ved foraktiveringen af fragment I, renser det ud fra
I og II fremstillede peptid III ved behandling i methanol,
gennemfgrer den katalytiske hydrogenering af III i 80-

-90 vol.~%'s vandig 2,2,2-trifluorethanol, eventuelt ren-
ser det fremkomne peptid IV med methanol, ved kondensa-
tionen af IV med V forud oplgser peptidet IV i en dime-
thylformamid/dimethylacetamid-blanding, og gennemfgrer fra-
spaltningen af beskyttelsesgrupperne i narverelse af

5-20 vol.-% 2-6 N HCl eller HBr og/eller indtil 190 mg/ml
cysteinhydrochlorid. '

Fremdragne publikationer:
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