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Die Synthese des biologisch aktiven Undecapeptids Substanz P mit Hilfe der neuentwickelten 
Fliissig-Phasen-Methode (LPM) wird beschrieben. Das Peptid konnte mit hoher Ausbeute 
und voller biologischer Aktivitat dargestellt werden. Das Beispiel zeigt, daD es nach dem 
modifizierten Verfahren der LPM, der Kristallisationsmethode moglich ist, biologisch aktive 
Peptide in kurzer Zeit mit guter Ausbeute und Reinheit zu synthetisieren. 

Synthesis of the Biological Active Undecapeptide Substance P with the Liquid-Phase Method 

The synthesis of the biological active undecapeptide substance P with the liquid-phase 
method (LPM) is described. The over-all-yield of the synthesis is high and the peptide shows 
full biological activity. The synthesis demonstrates that the modification of the liquid-phase 
synthesis, the cristallisation method, enables the preparation of peptides in short time with 
high yield and purity. 

Die Synthese biologisch aktiver Peptide fur Untersuchungen des Zusammenhangs 
zwischen biologischer Wirksamkeit und chemischer Struktur sowie fur therapeutische 
Zwecke ist nach dem klassischen Prinzip der Fragmentkondensation zwar zuverlbsig 
moglichl), aber so zeitaufwendig, daB nur eine begrenzte Zahl von Verbindungen 
zuganglich gemacht werden konnte. Die Festkorpermethode 2) hingegen erlaubt zwar 
den schnellen und standardisierten Aufbau der Peptidkette; aber neben den bekann- 
ten Problemen bei heterogenen Reaktionen3) ist die analytische Kontrolle des Synthe- 
severlaufs schwierig und die Breite der klassischen Peptidchemie beziiglich Schutz- 
gruppen und Kupplungsmethoden kann nicht auf das heterogene System ubertragen 
werden. Die Folge dieser Beschrankungen sind aufwendige Endreinigungen von Fehler- 
sequenzen, die die Vorteile dieser Methode beim Aufbau der Peptidkette aufheben3). 

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, haben wir den Aufbau von Peptiden an 
solubilisierenden Polymeren in homogener Phase vorgeschlagen, die wir als Flussig- 
Phasen-Methode (Liquid-Phase Methode, LPM) bezeichnen4-6). Die LPM erlaubt 

1) E. Wunsch, Angew. Chem. 83, 773 (1971); Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 10, 786 (1971). 
2) R.  B. Merrifield, J. Amer. Chem. SOC. 85, 2149 (1963). 
3) E. Buyer, H. Eckstein, K.  Hagele, W. A .  Konig, W. Briining und H. Hagenmaier, J. Amer. 

4) M .  Mutter, H .  Hagenmaier und E.  Buyer, Angew. Chem. 83, 883 (1971); Angew. Chem., 

5) E. Buyer und M .  Mutter, Nature (London) 237, 512 (1972). 
6)  M .  Mutter und E. Buyer, Angew. Chem. 86, 101 (1974); Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 13, 

Chem. SOC. 92, 1735 (1970). 

Int. Ed. Engl. 10, 811 (1971). 
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den schnellen und standardisierten Aufbau einer Peptidkette, ahnlich wie beim Fest- 
korperverfahren, wobei aber alle Vorteile der klassischen Synthese, wie analytische 
Kontrollen, die Moglichkeit der Fragmentkondensation und die Anwendbarkeit aller 
bekannten Methoden zum Aufbau von Peptiden bewahrt bleiben. Vergleichende 
kinetische Untersuchungen von Peptidkupplungen an solubilisierenden, polymeren 
Tragern mit niedermolekularen C-terminalen Schutzgruppen zeigen keine Unter- 
schiede in der Reaktionsgeschwindigkeit 7). Durch die lineare Kinetik der Peptid- 
kupplung im System der LPM konnen - im Gegensatz zum Festkorpersystem - die 
einzelnen Kupplungen quantitativ durchgefuhrt werden. Der analytisch kontrollierte 
Aufbau der Peptidkette nach der LPM bietet somit erstmals die Moglichkeit, Peptide 
mit der Variationsbreite der klassischen Synthese und den Vorteilen der stufenweisen 
Tragersynthese zu synthetisieren. 

Das neue Verfahren hat sich bisher bei der Synthese von Modellpeptiden bewahrt. 
Es war nun zu zeigen, daD auch biologisch aktive Peptide schnell und mit befriedigen- 
dem Reinheitsgrad darzustellen sind. Bei der Auswahl des Synthesebeispiels sollte 
ein Vergleich rnit dem klassischen Syntheseprinzip und mit der Festkorpermethode 
moglich sein. Hierfiir eignet sich das von Euler und Gaddums) hlerst an seiner physio- 
logischen Wirkung nachgewiesene Undecapeptid Substanz P 9. lo), fiir das sowohl eine 
klassischell) als auch eine Festkorpersynthese 12) beschrieben ist. 

Beide Synthesen haben bisher nicht zu dem gewunschten Ziel gefuhrt, das Peptid 
bequem und in groI3eren Mengen zuganglich zu machen, so daD seine physiologische 
Funktion noch nicht endgultig interpretiert werden konnte13). Da eine enge Struktur- 
verwandtschaft zwischen Substanz P und weiteren biologisch aktiven Peptiden, wie 
Physalamin und Eledoisin, besteht, ist ein einfaches Syntheseverfahren zur Herstellung 
dieser Peptide und weiterer Analoga von allgemeiner Bedeutung. 

Die Synthese von Substanz P mit der Aminosauresequenz H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn- 
Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH214) bietet viele praparative Schwierigkeiten. Bei der 
klassischen Synthese dominieren das Problem der Schwerloslichkeit einzelner Frag- 
mente sowie die aufwendigen Reinigungsschritte aufgrund schlechter Kupplungs- 
ausbeuten . 

Die Anhaufung sterisch gehinderter Aminosauren am N-terminalen Kettenende 
des Peptids hat zur Folge, daB bei der Festkorpermethode einzelne Kupplungsschritte 
nicht quantitativ verlaufen. Problematisch ist auch die aktive Esterkupplung der bei- 
den Glutaminreste im heterogenen System. Die Folge davon sind aufwendige Reini- 
gungsoperationen am Ende der Synthese, die die Gesamtausbeute an reinem Produkt 
erheblich vermindern. 

7) E. Bayer, M.  Mutter, R. Uhmann, J .  Polster und H.  Mauser, in Vorbereitung. 
8) U. S. von Euler und J.  H.  Gaddum, J. Physiol. (London) 72, 74 (1931). 
9)  R. 0. Studer, A .  Trzeciak und W. Lergier, Helv. Chim. Acta 56, 860 (1973). 

10) M .  M. Chang und S. E. Leeman, J. Biol. Chem. 245, 4784 (1970). 
11) H.  Yajima und K. Kifagawa, Chem. Pharm. Bull. 21, 682 (1973). 
12) G. W. Tregear, H. D. Niall, J .  T. Potts jr., S. E. Leeman und M .  M. Chang, Nature New 

13) M. M.  Chang, S. E. Leeman und H.  D. Niall, Nature New Biology 232, 86 (1971). 
14) Die in der Arbeit benutzten Abkurzungen entsprechen den Nomenklaturvorschlagen in 

Biology 232, 87 (1971). 

Biochemistry 5, 2485 (1966). 
86. 
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Durch die solubilisierende C-terminale Schutzgruppe, sowie die analytische Ver- 
folgung der einzelnen Kupplungsreaktionen im homogenen System der LPM sollte 
es moglich sein, diese Probleme zu losen. 

Als C-terminale Schutzgruppe diente Polyathylenglycol (PEG) rnit der Mo1.-Masse 
15000. Nach der Veresterung rnit Methionin folgte der stufenweise Aufbau des Peptids 
unter Verwendung von N-Boc-geschiitzten Aminosauren und zweifachem UberschuB 
an symmetrischen Anhydriden, die durch Aktivierung mit DCCI hergestellt wurdenls). 
Diese Aktivierungsmethode wurde auch zur Kupplung von Boc-Glutamin benutzt, 
nachdem sich gezeigt hat, daB unter den gewahlten Bedingungen keine Nitrilbildung 
stattfindet. 

Die Entfernung der uberschussigen Komponenten erfolgte nach der kurzlich 
beschriebenen Kristallisationsmethode6). Wahrend im Normalfall das Polymerpeptid 
aus Methylenchlorid oder Athanol durch Zusatz von Diathylather auskristallisiert 
wurde, erfolgte die Entfernung der uberschussigen Gln-, Lys- sowie Arg-Derivate 
durch Umkristallisation des Polymerpeptids aus reinem Athanol. Die Kontrolle 
auf quantitative Entfernung der Uberschusse erfolgte durch Dunnschichtchromato- 
graphie auf Kieselgel (RF Polymerpeptid = 0). Die Umsatzkontrolle wurde nach der 
Ninhydrinmethode unter Verwendung der DurchfluBanalyse durchgefuhrt 16). Nach 
dieser Methode sind noch ca. 0.2 % nicht umgesetzter Aminogruppen quantitativ 
nachweisbar. 

Die Abspaltung des Peptids vom Polyathylenglycol erfolgte durch Ammonolyse in 
AtOH/CH&12 und verlief innerhalb von drei Tagen zu ca. 90%. Die Unloslichkeit 
des vollgeschutzten Undecapeptids in Wasser wurde zur Trennung von Polymer und 
Peptid ausgenutzt. Durch Digerieren des Ammonolyseprodukts in Wasser war das 
Peptid nach dem Abfiltrieren frei von Polymeren. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen (Z, Tos, Boc) vom isolierten Undecapeptid 
erfolgte durch Behandlung rnit HF. 

Die Tabelle gibt einen Uberblick uber den Verlauf der einzelnen Kupplungsreaktio- 
nen. Daraus geht hervor, daB alle Kupplungen zu uber 99.5% verlaufen sind. Vor- 
versuche haben ergeben, daB unter den ublichen Abspaltungsbedingungen der 
Boc-Schutzgruppe rnit TFA/CH2C12 (1 : 1) in der siebten Synthesestufe erhebliche 
Pyroglutaminbildung eintritt. Urn dies zu vermeiden, wurde in dieser Stufe die Abspal- 
tungszeit verkurzt (10 min) und bei tiefer Temperatur gearbeitet. Die Pyroglutamin- 
bildung lieB sich dadurch vollstandig verhindern; der etwas zu tiefe Wert von Prolin 
bei der Aminosaureanalyse des Rohprodukts sowie eine Nebenkomponente bei der 
Elektrophorese des Endproduktes lassen auf nicht quantitative Abspaltung der Boc- 
Schutzgruppe von Gln schliel3en. Zur weiteren Optimierung der Synthese wird nun 
zur Umgehung dieses Problems N-Boc-Gln(Mbh) eingesetzt 17). 

Der Test auf uberschussige Komponenten durch Dunnschichtchromatographie 
ergab, daB nach der Kristallisationsmethode, bei der der PEG-Ester des Peptids unter 
Bedingungen zur Kristallisation gebracht wird, unter denen die uberschussigen 
Aminosaurederivate in Losung bleiben, alle Uberschusse quantitativ entfernbar 

15) H. Hagenmaier und H .  Frank, Hoppe-Seyler’s Z .  Physiol. Chem. 353, 1973 (1972). 
16) H .  Hagenmaier und M .  Mutter, Tetrahedron Lett., im Druck. 
17) W. Konig und R .  Geiger, Chem. Ber. 103, 2041 (1970). 
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waren. Die starke Kristallisationsneigung des Polymerpeptids blieb wahrend des 
Kettenwachstums konstant, so da13 bei sorgfaltigem Arbeiten praktisch keine Ver- 
luste an Polymerpeptid eintraten. 

Tab. Verlauf der Kupplungsreaktionen bei der Synthese von Substanz P 

Kupplung 
Ausb. nach 

( X )  
Reaktionszeit UberschuB an DurchfluBanalyse 

(min) Anhydrid 

Leu -+ Met 
Gly -+ Leu 
Phe -+ Gly 
Phe + Phe 
Gln -+ Phe 
Gln + Gln 
Pro -+ Gln 
Lys -+ Pro 
Pro -+ Lys 
Arg -+ Pro 

10 
10 
10 
30 
30 
30 
60 
60 
60 
60 

2-fach 
2-fach 
2-fach 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 

>99.8 
>99.8 
>99.6 
>99.5 
>99.8 
>99.7 
>99.5 
>99.5 
>99.5 
>99.6 

Das Polymerpeptid war wahrend der gesamten Synthese gut loslich. Interessant 
dabei war das alternierende Loslichkeitsverhalten in CH2C12 mit steigender Ketten- 
lange. In den Stufen 7-9 trat eine starke Viskositatszunahme ein; nach geringem 
Zusatz von DMF (bis 20%) war dagegen die anfangliche Viskositat (leichtflussige 
Losung) wieder hergestellt. Das vollgeschutzte, polymerlixierte Undecapeptid hin- 
gegen zeigte das gleiche Loslichkeitsverhalten wie die Polymerpeptide der Stufen 
1 -6. Durch Untersuchungen des Circulardichroismus 18) in verschiedenen Losungs- 
mitteln sollte die Frage geklart werden, ob dieses ungewohnliche Loslichkeitsverhalten, 
das auch bei weiteren Peptidsynthesen zwischen Hepta- und Decapeptid feststellbar 
ist 19), mit der Ausbildung einer Sekundarstruktur zu erklaren ist. Abb. 1 zeigt das 
CD-Spektrum verschiedener Stufen des polymergeschutzten Peptids, aus dem ersicht- 
lich ist, daB nach anfanglicher Dominanz der Seitenkettenchromophore (Phe, Pro, 
Met) der EinfluB des Amidchromophors auf das CD-Spektrum bis zum Undecapeptid 
zunimmt. Das Dichrogramm des polymergebundenen, vollgeschutzten Endprodukts 
(Kurve 11) deutet eine Helixstruktur an. Die bisherigen Ergebnisse schlieI3en zwar 
einen moglichen Zusammenhang zwischen Konformation und Loslichkeitsverhalten 
des Polymerpeptids nicht aus, jedoch liegt noch nicht genugend Material vor, um 
allgemeingultige Aussagen machen zu konnen. Moglicherweise uben auch Solva- 
tationseffekte der N-terminalen Aminosauren einen entscheidenden EinfluB auf die 
Loslichkeit des Polymerpeptids 20) aus. 

Die LPM wird bei der Synthese geeigneter Peptide unter Ausnutzung der analyti- 
schen Moglichkeiten in Zukunft wichtige Aufschliisse uber den Zusammenhang 
zwischen Loslichkeitseigenschaft, Konformation und dem kinetischen Verhalten von 
Peptiden bringen. 

18) E. Bayer, M .  Mutter und R.  Uhmann, in Vorbereitung. 
19) R.  Uhmann, personl. Mitteilung. 
20) W. S. Hancork, D. J.  Prescott, P.  R .  Vagelos und G .  R .  Marshall, J. Org. Chem. 38, 

774 ( I  973). 
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Abb. 1. Circulardichroismus von H-Gly-Leu-Met-OPEG (3), H-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu- 
Met-OPEG (3, Z-Arg~os)-Pro-Lys(Z)-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu- Met-OPEG (1 1) in 

Trifluorathanol 
Gerat : Dichrographe 11, Roussel-Jouan, Paris 

Die starke solubilisierende Wirkung des Polyathylenglycols zeigt sich darin, dal3 
das Undecapeptid, das in der vollgeschutzten Form selbst in DMF sehr schwer 
loslich ist, als PEG-Ester das weite Loslichkeitsspektrum von PEG selbst (z. B. in 
CHzC12, DMF, Dioxan, AtOH, MeOH, AcOH, H20 etc.) besitzt. Die groBe Tendenz 
des PEG, seine auBergewohnlichen Eigenschaften 21), wie Loslichkeit und Kon- 
formation (a-Helix, kristalliner Zustand), auch nach Fixierung einer Peptidkette an  
die beiden Kettenenden beizubehalten, zeigt auch das Rontgenspektrum des PEG- 
gebundenen Undecapeptids (Abb. 2 (11)). Die d-Werte stimmen exakt mit denen des 
unveresterten, reinen PEG (Abb. 2 (I)) uberein. Aufgrund des kristallinen Zustandes 
von PEG lassen sich die uberschussigen Komponenten in jeder Stufe problemlos 
entfernen und die hervorragenden, fur Polymere ungewohnlichen Filtriereigenschaften 
bleiben in allen Synthesestufen erhalten. 

Eine Aminosaureanalyse des Undecapeptids vor der Abspaltung durch Ammono- 
lyse ergibt, daB die Beladung (Veresterungsgrad) des PEG von 80 % auf 70 % gesunken 
war. Eine Hydrolyse der Esterbindung laBt sich durch absolut wasserfreie Losungs- 
mittel verhindern. Der Ester ist unter den Abspaltungsbedingungen der Schutzgruppen 
stabil. Die hohe Ausbeute bei der Ammonolyse deutet auf eine hohere Reaktions- 
geschwindigkeit gegenuber den klassischen Peptidestern hin, was durch den -1-Effekt 
der benachbarten Atherbindung erkliirbar ist. 

21) Katalog ,,Polyglycole Hoechst", Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt. 
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Abb. 2. Rbtgenographisches Phasendiagramm von PEG, MoLMasse 15OOO (I) und 
Z-Arg~os)-Pro-Lys(Z)-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OPEG (II). 

Gerat: Zahlrohr-Goniometer Miiller-Mikro 1 1  1 ,  CuKc&rahlung 

Die Trennung zwischen Peptid und Polymer aufgrund von Loslichkeitsunter- 
schieden der beiden Komponenten ist in vielen Faillen moglich. Haufig ist das voll- 
geschutzte Peptid, wie in diesem Beispiel, wasserunloslich, so d a D  das gut wasser- 
losliche PEG leicht abtrennbar ist. Beim Vorliegen anderer Loslichkeitsverhaltnisse 
stehen Trennmethoden wie Extraktion, Verteilung (PEG geht bei Verteilung zwischen 
H2O und CH2Cl2 oder CHC13 praktisch quantitativ in die organisch'e Phase), Siiulen- 
chromatographie, Ultrafiltration usw. zur Verfiigung und werden in einer separaten 
Mitteilung beschrieben22). 

Der Test auf vollstandige Entfernung des PEG vom Peptid erfolgte durch IR- 
Spektroskopie: Nach zweimaligem Digerieren des Ammonolyseprodukts mit Wasser 
ist im IR-Spektrum des isolierten Undecapeptids die intensive, charakteristische 
kherbande des PEG bzw. PEG-Peptids bei 11 10 cm-1 restlos verschwunden. Ein 
zusatzlicher Schritt zur Abtrennung des PEG, z. B. durch Gelchromatographie, 
war deshalb nicht notwendig. 

22) M. Mutter, R .  Uhmann und E. Buyer, in Vorbereitung. 



E. Bayer und M. Mutter Jahrg. 107 

Die Reinigung des Peptids nach Abspaltung aller Schutzgruppen erfolgte durch 
kontinuierliche Hochspannungselektrophorese bei pH 1.9. Die Hauptkomponente 
verhielt sich diinnschichtchromatographisch in verschiedenen Systemen einheitlich 
und wurde weiterhin durch Papierelektrophorese, Elementaranalyse und Amino- 
saureanalyse charakterisiert. 

Der Test auf biologische Aktivitat 23) ergab gleiche spasmogene Aktivitat am iso- 
lierten Meerschweinchenileum wie das natiirliche Produkt. Der getestete Dosenbereich 
lag zwischen 10-10 g/ml bis 10-7 g/ml. Die Gesamtausbeute an  reiner, biologisch 
vollaktiver Substanz P betrug etwa 30%. bezogen auf das C-terminal eingesetzte 
Methionin. 

Der Zeitaufwand der Synthese einschlieBlich der Reinigung des Endproduks 
betrug 10 Tage. 

Das Ergebnis hat gezeigt, daB es rnit Hilfe der Kristallisationsmethode moglich ist, 
auch biologisch wirksame Peptide in kurzer Zeit rnit guter Ausbeute rein zu syn- 
thetisieren. 

1350 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fur die Unterstutzung dieser Arbeit. 

Experimenteller Teil 
A) Veresterung von Boc-Met-OH mit PEG, MoI.-Masse 15000 
7.50 g PEG, MoLMasse 15000  (= 1 mmol funktionelle Gruppen), 10 mmol Boc-Met-OH 

und 10 mmol DCCI werden in 50 ml CH2Clz gelost und 7 d bei Raumtemp. unter Aus- 
schluB von Feuchtigkeit geriihrt. Danach wird abfiltriert (DC-Harnstoff), auf - 10°C abge- 
kiihlt und das Boc-Met-OPEG durch Zutropfen von kaltem Diathylather unter Riihren 
ausgefallt. Die Mischung wird noch weitere 30 min bei ca. 0°C geriihrt, der Niederschlag 
mit einer Glasfritte abgesaugt und i.Vak. getrocknet. Das weiBe Pulver wird erneut aus 
30 ml CHzC12, wie oben beschrieben, rnit k h e r  ausgefallt. Nach Abfiltrieren und Trocknen 
des Niederschlags werden 7.50 g Boc-Met-OPEG erhalten. Die Beladung nach Aminosaure- 
analyse betragt 0.80 mmol (80 %) bzw. 0.1 1 mmol/g Polymer. 

Zur Abspaltung der Boc-Gruppe wird das Produkt in einer Mischung aus Trifluoressig- 
saure und CHzCl2 (1 : 1) gelost (IOproz. Losung) und 30 min bei Raumtemp. geriihrt. 
AnschlieBend wird die Losung eingeengt und unter Kiihlung auf 0°C und starkem Riihren 
Ather zugegeben, bis alles H-Met-OPEG ausgefallen ist. Die Mischung wird noch weitere 
15-30 min bei 0°C geriihrt. Danach wird der Niederschlag abgesaugt, in der Fritte nochmals 
mit Ather aufgeschlammt und getrocknet. Zur Entfernung restlicher Spuren von TFA wird 
das Pulver in ca. 50 ml absol. XtOH unter leichtem Erwarmen aufgenommen und nochmals 
mit Ather gefallt. Nach Absaugen und Trocknen i.Vak. werden 7.41 g H-Met-OPEG erhalten. 

B) Peptidsynthese 
7.00 g H-Met-OPEG (= 0.77 mmol Met) werden in 70 ml CH2C12 gelost (Losung I). 

In einem separaten GefaD werden 3 mmol Boc-Leu-OH in wenig CH2C12 gelost, auf 0°C 
abgekiihlt und 1.5 mmol DCCI zugefugt. Nach 30 min Riihren bei 0°C wird das Gemisch 
unter Abfiltrieren des ausgefallenen DC-Harnstoffs zu Losung I gegeben. AnschlieBend 
werden dem Reaktionsgemisch 0.80 mmol N-Methylmorpholin langsam zugetropft und die 
klare Losung 30 min stehengelassen. Danach wird die Losung i.Vak. auf ca. 30 ml ein- 
geengt, auf 0°C abgekuhlt und unter heftigem Ruhren Diathylather zugetropft, bis das 

23) Herrn Dr. Heftti, Fa. Hoffmann-La Roche, danken wir fur die Durchfiihrung des Akti- 
vitatstests. 
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Polymerpeptid quantitativ ausgefallen ist. Die Mischung wird dann noch weitere 30 min 
bei 0°C geriihrt und anschlieBend rnit einer Glasfritte der Niederschlag abgesaugt. Zur voll- 
standigen Entfernung der iiberschiissigen Boc-Aminosaure wird das Polymerpeptid erneut 
unter leichtem Erwarmen in absol. AtOH (ca. 50 ml) aufgenommen und wie oben beschrieben 
rnit Ather ausgefallt. Der Niederschlag wird abgesaugt und i.Vak. getrocknet. Ausb. 6.98 g 
Boc-Leu-Met-OPEG. 

Nach Einwiegen einer Probe wird der Umsatz durch Ninhydrintest 16) getestet. Anschlie- 
Bend wird das geschiitzte Polymerpeptid in einer Mischung aus TFA/CHzClz (1 : 1 )  gelbst 
(IOproz. Losung) und 30min bei Raumtemp. geriihrt. Dann wird die Lbsung stark ein- 
geengt und das Polymerpeptid unter Kiihlung auf 0°C und heftigem Riihren rnit Diathylather 
ausgefallt. Nach Absaugen (nach 30 min bei 0°C) und Trocknen des Riickstandes wird in 
ca. 5Oml absol. &OH aufgenommen und nochmals mit Ather gefallt. Das weiDe Pulver 
wird erneut abgesaugt und i.Vak. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Ausb. 6.95 g H-Leu- 
Met-OPEG. 

Genau in der oben beschriebenen Weise werden nacheinander folgende Aminosaure- 
derivate gekuppelt (gleiche Mengenverhlltnisse) : 

a) Boc-Gly-OH : Ausb. an H-Gly-Leu-Met-OPEG = 6.98 g, 
b) Boc-Phe-OH: Ausb. an H-Phe-Gly-Leu-Met-OPEG = 6.93 g, 
c) Boc-Phe-OH : Ausb. an H-Phe-Phe-Gly-Leu:Met-OPEG = 6.92 g. 
d) Boc-Gln-OH : Der Synthesezyklus wird hierbei wie folgt abgewandelt: 

Boc-Gln-OH wird in einer Mischung aus DMFJCHzCIz (1 :2 )  gelbst. 
Die Aktivierungszeit zur Darstellung von Boc-Gln-Anhydrid betragt nur 5 min. Nach- 

traglich ausfallender DC-Hamstoff wird nach beendeter Kupplung abgesaugt. Zur quanti- 
tativen Entfernung des uberschiissigen Boc-Gln-OH wird das geschiitzte Polymerpeptid 
nach Fallung mit Diathylather unter Erwarmen in absol. Athanol gelbst (10proz. Lbsung) 
und abkiihlen gelassen. Nach ca. 2 h bei -5°C wird der Niederschlag durch Zentrifugieren 
und Dekantieren des Uberstandes isoliert und getrocknet. Das Diinnschichtchromatogramm 
zeigt, daB alle Uberschiisse entfernt sind. Die Abspaltung der Boc-Gruppe erfolgt durch 
10 min Behandeln mit TFA/CHzCIz bei 0°C. AnschlieDend wird das Peptidpolymer direkt 
aus der L6sung rnit Ather ausgefallt. Ausb. an H-Gln-Phe-PheGly-Leu-Met-OPEG = 6.88 g. 

e) Boc-Gln-OH: Gleiches Vorgehen wie unter d) beschrieben. 
Ausb. an H-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OPEG = 6.70 g. 

Zum Losen des Polymerpeptids werden ab dieser Stufe dem CHzCl2 20% DMF zugesetzt. 
Die Fallung mit Diathylather erfolgt aus DMF. 

Boc-Pro-OH: Ausb. an H-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OPEG = 6.60 g. 
Boc-Lys(Z)-OH: Ausb. an H-Lys(Z)-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OPEG = 
6.51 g. 
Boc-Pro-OH: Ausb. an H-Pro-Lys(Z)-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-OPEG = 

6.25 g. 
Z-Arg(Tos)-OH : Die Entfernung der Oberschiisse erfolgte durch zweimaliges Um- 
kristallisieren aus Athanol. Ausb. an Z-Arg(Tos)-Pro-Lys(2)-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly- 
Leu-Met-OPEG = 6.05 g. 
jeder Stufe wurden ca. 200 mg Polymerpeptid fur analytische Kontrollen entnommen. 

~ ~ ~~ 

Die tatsachliche Ausbeute an vollgeschiitztem Polymerpeptid ist somit auf ca. 7.1 g zu korri- 
gieren. 

Die Beladung des Polymers an geschiitztem Undecapeptid betrug nach dem letzten Syn- 
thesezyklus insgesamt 0.7 mmol, bezogen auf 0.80 mmol Boc-Met-OH in der ersten Stufe 
und 1 mmol funktioneller Gruppen des ursprunglich eingesetzten PEG. 
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C) Abspaltung und Isolierung des Peptids 
Zur Abspaltung des vollgeschiitzten Peptids vom Trager durch Ammonolyse werden 

4.00 g Polymerpeptid in 40 ml absol. Athanol und 20 ml CH2CI2 gelost, die Losung bei 
- 10°C ca. 30 min rnit Ammoniak gesiittigt (Druckflasche) und 4 d bei Raumtemp. stehen- 
gelassen. AnschlieDend wird das Losungsmittel abdestilliert und der feste Ruckstand rnit 
40 ml H20 (pH 5) digeriert. Das wasserunlbsliche Peptid wird abzentrifugiert (30 min bei 
I5000 U/min), die uberstehende Losung dekantiert und rnit ca. 20 ml H20 behandelt. 

Nach erneutem Abzentrifugieren, Dekantieren und Lyophilisieren bleiben 680 mg rohes 
Peptid zuriick. Ausb. 680 mg Substanz P, vollgeschutzt. Das IR-Spektrum des Peptids zeigt, 
daD das Polymer quantitativ entfernt ist. 

Abspaltung der Schutzgruppen: 200 mg vollgeschiitztes Peptid werden in 2 ml Anisol 1 h 
bei 0°C mit ca. 10 ml wasserfreiem HF behandelt, anschlieBend das HF im Nz-Strom entfernt 
und die Losung im Exsiccator getrocknet. Der Ruckstand wird dann mit je 30 ml Essigester 
und 0.1 N Essigsaure extrahiert. Die Essigesterphase wird dreimal rnit H20 extrahiert und 
die waDrigen Phasen vereinigt. Nach 2maligem Lyophilisieren bleiben 180 mg rohes Peptid 
zuriick. 

D) Reinigung und Charakterisierung des Peptids 
Das Synthese-Rohprodukt wies papierelektrophoretisch bei pH 1.9 vier ninhydrinpositive 

Banden auf. Die Reinigung und Entsalzung erfolgte durch kontinuierliche Hochspannungs- 
Elektrophorese im freien Pufferfilm bei pH 1.9 (Elektrolyt: 14.5 mI konz. Ameisensaure und 
I I .9 ml Eisessig in 5000 ml Wasser). Die Feldstarke betrug ca. 35 V cm-1. Ca. 100 mg Roh- 
produkt wurden in 5 mI Puffer gel6st und bei der Anode (uber Glaschen 1) zugefiihrt. Die 
Fraktionseinteilung ergab sich aus Tiipfelproben rnit Ninhydrin und nach Sakaguchi, sowie 
direkten Papierelektrophoresen rnit konzentrierten aliquoten Probchen aus den einzelnen 
Glaschen. Die unten angegebenen Fraktionen wurden zweimal rnit Wasser lyophilisiert : 

Fraktion 27- 33: 32 mg weiles, stark hygroskopisches Pulver, das sich diinnschicht- 
chromatographisch wie das naturliche Produkt verhalt. Zur Analyse wurde das Produkt 
wahrend 24 h iiber P205 i.Vak. getrocknet. 

C36H9*N,80,3S.3CH3C0~H.4H20 (1599.9) Ber. C 51.80 H 7.43 N 15.76 
Gef. C51.70 H7.21 N 15.71 

Aminosaureanalyse : Arg 0.95 ; Lys 0.98; Pro 1.9 1 ; Gln 1.98; Phe 1.93 ; Gly 1.02; Leu 1.01 ; 
Met 1.00. 

Fraktion 35 -39: Reine Nebenkomponente rnit der elektrophoretischen Beweglichkeit 
von 0.69 wie Lys (Menge nicht bestimmt). 

Aus der Aminosaureanalyse des Rohprodukts (Peptidanteil ca. 75 %, bezogen auf Met) 
und der tatsachlich isolierten Menge an reinem Produkt geht hervor, daD ca. 45 % des abge- 
spaltenen Peptidmaterials der Sequenz von Substanz P entsprechen. Die Gesamtausbeute an 
biologisch vollaktivem Produkt betragt selbst nach den sicher noch optimaler zu gestaltenden 
Reinigungsoperationen 28 %, bezogen auf die in der ersten Stufe am PEG gebundenen 
0.80 mmol C-terminales Methionin. Insgesamt lieBen sich bei Aufarbeitung aller jeweils 
anfallenden Substanzmengen in jeder Stufe aus 0.80 mmol Methionin 355 mg reine Sub- 
stanz P darstellen. 
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