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Solid Phase Peptide Synthetic Approaches to Mouse Macrophage Migration Inhibitory Factor (mMIF): 
Synthesis of Peptide Fragments for a Convergent Solid Phase Peptide Synthetic Strategy 

Abstract. For a convergent solid phase synthesis of mMIF, 
the sequence was separated into 10 fragments leading C-ter- 
minal Pro and Gly positions. Racemization of Cys(Trt) was 
observed during the in situ activation process using TBTU/ 
DIEA in stepwise SPPS and also during a fragment conden- 

sation of the protected fragment mMIF(53-69) with the mMIF 
(62-69) peptide resin. To overcome “difficult sequence” pro- 
blems arising during several stepwise syntheses different cou- 
pling methods were performed. 

Der migrationsinhibierende Faktor (MIF) ist ein Lym- 
phokin, das sowohl im Bereich der Immunitat [ 1,2] als 
auch bei der Zelldifferenzierung [3,4] und der Zellpro- 
liferation [5] entscheidende Funktionen ausubt. Bei der 
Variante der Maus handelt es sich um ein 12,5 kDa Pro- 
tein, das aus samtlichen der 20 natiirlich vorkommen- 
den Aminosauren zusammengesetzt ist und eine intra- 
molekulare Cysteingruppe aufweist [6]. Die murine 
Form ist im Vergleich mit dem Faktor der Ratte nahezu 
homolog, dessen Kristallstruktur ausgepragte Sekundar- 
strukturbereiche (fiinf P-Faltblattregionen und zwei a- 
Helices) zeigt [7]. 

Fur die Darstellung dieses Proteins wurde die Me- 
thode der Festphasenpeptidsynthese nach der Fmoc/tBu- 
Strategie gewahlt [S, 9, 101. Verschiedene Synthesean- 
satze zur Darstellung der C-terminalen Sequenz mMIF 
(93-1 15 j charakterisierten diesen Sequenzbereich als 
“difSicult sequence ”, dessen schrittweise Darstellung an 
verschiedenen Harzen durchgefiihrt und mit 90% Aus- 
beute uber den Weg einer konvergenten Festphasenpep- 
tidsynthese (CSPPS) dargestellt wurde [ 1 11. Aufgrund 
dieser Ergebnisse bietet sich eine Weiterfiihrung der 
konvergenten Synthesestrategie an [ 12, 131, die von 
Barlos et al. fur die Totalsynthese von Prothymosin a, 

einem Protein mit 109 AS erfolgreich durchgefiihrt 
wurde [ 141. Die Darstellung von Peptidfragmenten er- 
moglicht weiterhin Untersuchungen von Struktur-Ak- 
tivitatsbeziehungen. 

Ergebnisse und Diskussion 

Walzl der Fragmente fur einen konvergenten Festpha- 
sensyntheseansatz 

Die Einteilung der Fragmente erfolgte zunachst aus- 
schliel3lich iiber die beiden Aminosauren Gly und Pro 
in C-terminaler Position. Somit 1aBt sich Razemisierung 
als Nebenreaktion im Verlauf der Aktivierung der Frag- 
mente und wahrend der Kondensationsreaktion an der 
festen Phase vermeiden. Die Sequenz mMIF( 1-92) wur- 
de in die Fragmente mMIF( 1-1 l), mMIF( 12-1 S), mMIF 
( 19 - 32 j, mMIF( 3 3 -44), mMIF(45 - 52), mMIF( 5 3 - 
69), mMIF(70-82), mMIF(83-92) unterteilt (Abb 1). 
Auf Grundlage von Sekundarstrukturberechnungen 
nach Chou und Fasman [15] und Garnier, Osguthorpe 
und Robson [16] wurde bei der Wahl der Fragmente 
femer beriicksichtigt, dal3 Kondensationsreaktionen in 
Regionen hoher Warscheinlichkeit von Sekundarstruk- 
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Abb. 1 Einteilung der Sequenz des Makrophagen-migrati- 
onsinhibierenden Faktors der Maus (mMIF) in Fragmente; die 
Kondensationsstellen sind durch Pfeile markiert. 

turausbildung weitgehend vermieden wurden, wobei zu 
berucksichtigen ist, dalj fur die Vorhersage von unge- 
schutzten Fragmenten ausgegangen wird. 

Durchfuhrung der Festphasensynthesen zur  Darstel- 
lung der Fragmente 
In Bezug auf die Fmoc-CSPPS S ynthesestrategie wur- 
den alle trifunktionellen Aminosauren rnit permanen- 
tem Schutz ihrer Seitenketten eingesetzt (Prinzip des 
‘maximalen Schutzes’) [ 171. Einige X-Pro-Sequenzen 
neigen auf der Stufe des Dipeptidharzes, bei dem an- 
schlieljenden Fmoc- Abspaltungsprozelj stark zu Dike- 
topiperazinbildung [8,18]. Durch Verwendung des sau- 
relabilen 2-Chlortrityl-Tragers als Tragermaterial zur 
Darstellung der geschutzten Fragmente laljt sich diese 
Nebenreaktion vermeiden [ 191. Alle Synthesen der ge- 
wahlten Peptidfragmente wurden auf diesem saurela- 
bilen ‘Barlos’ -Trager durchgefuhrt. Dieser Trager, der 
schon fur die Darstellungen der Peptidfragmente mMIF 
(93- l08), Fmoc-Asp(OtBu)93-Arg(Pmc)-Val-Tyr(tBu)- 
Ile-Asn(Trt)-Tyr(tBu)-Tyr( tBu)-Asp(0tBu)-Met- 
Asn(Trt)-Ala-Ala-Asn(Trt)-Val-Glylos-OH, sowie der 
C-terminalen Sequenz niMIF( 109- 115), Fmoc- 
Trp(Bo~)~~~-Asn(Trt)-Gly-Ser(tBu)-Thr( tBu)-Phe- 
Ala’ 15-OH, erfolgreich eingesetzt wurde [ 111, ermog- 
licht eine zusatzliche Kontrolle der entsprechenden 

Reaktionen auf der festen Phase uber DC-Analytik [20]. 
Der schrittweise Aufbau der Peptidfragmente erfolgte 
nach dem ‘batch ’-Verfahren uber automatisierte Syn- 
thesezyklen rnit alternierenden Fmoc-Abspaltungs- und 
Acylierungsschritten, die durch den ‘Kaiser’-Test (Nin- 
hydrin-Test) [21] und DC- Analytik auf Vollstandigkeit 
uberpriift wurden. Fur die DC Kontrolle wurde das Pep- 
tid innerhalb weniger Minuten mit DCM/TFE/HAc-Lo- 
sungen vom Trager abgespalten und die Reinheit der 
Produkte in geschutzter Form untersucht. Die Loslich- 
keit der dargestellten Peptidfragmente wurde in ver- 
schiedenen Losungsmitteln uberpruft. 

DMF/NMP + 1% Triton X-100 hat sich als Losungs- 
mittelsystem bei der CSPPS-Darstellung der C-termi- 
nalen Sequenz mMIF(93-115) bewiihrt. Sehr gute Quell- 
eigenschaften des Ausgangspeptidpolymers und rasche 
Aktivierung des Fragments mMIF(93-108) ermogten 
eine 90%ige Umsetzung innerhalb weniger Stunden 
[I l l .  

Darstellung der Fragmente 

Die Synthese der Fragmente lb, 4b, 7b, 10b und l lb  
verliefen, abgesehen von notwendigen Doppelacylie- 
rungen an bestimmten Positionen, unter Routinebedin- 
gungen problemlos. 

Im Verlauf der Freisetzungen der geschutzten Pro- 
dukte lb, 4b, 6b, 6d und 8b mit DCMlTFElHAc bzw 
DCM/TFE Losungen wurde ein teilweiser Verlust (bis 
20%) der sehr saurelabilen Trt-Seitenschutzgruppe des 
His festgestellt [17, 201. 

Bei der Darstellung des Fragments mMIF(70-82) (2b) 
wurde im AnschluB an die Kupplung von Fmoc- 
Lys(Boc)-OH uber DC- Analytik ein zusatzlicher “spot” 
rnit geringem AR,Wert detektiert. Das synthetisierte 
Fragment wurde in geschutzter (DCM/TFE/HAc = 
7:2: 1) Form freigesetzt und mittels RP-HPLC und FAB- 
MS analysiert. Dabei zeigte die massenspektrometri- 
sche Analyse identische Massen fur zwei unterschied- 
liche HPLC-Fraktionen (Abb 3a). In anschliefienden Ra- 
zemisierungsstudien rnit den Peptiden mMIF(78-82) und 
mMIF(77-82) wurden hohe Anteile an D-CYS in Folge 
von basenkatalysierten Acylierungsreaktionen mittels 
Aktivester nachgewiesen [22]. Durch eine basenfreie 
Acylierung mittels symmetrischer Anhydride (PSA) fur 
die Einfuhrung von Fmoc-Cys(Trt)-OH konnte diese 
Epimerisierungsreaktion bei allen Cys(Trt)-haltigen 
Fragmenten (2b, 3b und 6b) minimiert werden (Abb. 
3b) [23, 241. 

Im Verlauf einer Probesynthese von mMIF(53-69) 
(6b) zeigten sich im Bereich mMIF(61-56) starke ‘Ver- 
klumpungen’ der Peptidharzkugeln und Volumenver- 
minderung des Peptidharzes in DMF. Deshalb wurden 
in diesem Sequenzbereich Doppelacylierungen an al- 
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His(Trt)-lle-Ser( tBu)-Prog2-OH 1 b) 

Ser(tBu)-Lys( Boc)-Leu-Leu-Cys(Trt)-Gly82-OH 2b) 

Cys(Trt)-Ser( Bu)61-OH 3b) 

4b) 
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Fmoc-Leu83-Leu-Ser( Bu)-Asp(0Bu)-Arg( Pmc)-Leu- 

Fm~c-Gly~~-Ala-Gln(Trt)-Asn(Trt)-Arg( Pmc)-Asn(Trt)-Tyr( Wu)- 

Fmoc-Thr( tB~~)~~-Asn(Trt)-Asp(OfBu)-Pro-Cys(Trt)-Ala-Leu- 

Fmoc-Le~~~-His(Trt)-Ser( tBu)-lle-Gly-Lys(B~c)-lle-Gly~~-OH 

Fmoc-Thr( tBu)53-Asn(Trt)-Asp(OtBu)-Pro-Cys(Trt)-Ala-Leu- 
Cys(Trt)-Ser( mu)-Leu-His(Trt)-Ser( mu)-He-Gly-Lys(Boc)-lle- 
Gly6’-OH (5b, 6b) 

A~p(OtBu)-Pro-Cys~~-Ala-Leu-Cys~~-Ser(tBu)-Leu 
I I 

Asn(Trt) His(Trt) 
I 

Fmo~!-Thr(tBu)~’ Ser(tBu) 

H~-Gly~~-lle-(Boc)Lys-Gly-lle 6d) 

Fmo~-Asp(OWu)~5-GIn(Trt)-Leu-Met-Thr(Bu)-Phe-Ser (tBu)- 

Fmoc-Ly~(Boc)~~-Pro-Ala-GIn(Trt)-Tyr( tBu)-lle-Ala-Val- 

Fm~c-Phe~~-Leu-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Leu-Thr( fBu)-Gln(Trt)- 

Fmoc-Arg(Pmc)’2-Ala-Ser(tBu)-Val-Pro-Glu(OfBu)-Gly18-OH 

Fmoc-Met’-Pro-Met-Phe-lle-Val-Asn(Trt)-Thr( Bu)-Asn(Trt)- 

Abb. 2 Ubersicht uber die dargestellten geschutzten Peptid- 
fragmente des Makrophagen-migrationsinhibierenden Faktors 
der Maus (mMIF) 

Gly5‘-OH 7b) 

Hi~(Trt)-Val-Val-Pro~~-OH 8b) 

Gln(Trt)-Leu-Ala-Gln(Trt)-Ala-Thr(tBu)-Gly32-OH 9b) 

(lob) 

Val-Proll-OH (1lb) 

len Positionen bis auf Cys60 und Cys57 und zusatzliche 
“capping” Schritte durchgefuhrt. Im Anschlulj wurde 
das Peptid sowohl in geschutzter als auch in vollstan- 
dig entschutzter Form isoliert. In beiden Fallen wurde 
ein heterogenes Produkt erhalten. In einem weiteren 
Ansatz wurde fur die Darstellung dieses “difficult se- 
quence” Peptidfragments wiederum eine konvergente 
Synthesestrategie gewahlt. Dazu wurden zunachst die 
Fragmente mMIF(53-61) und mMIF(62-69) in hohen 
Ausbeuten und Reinheiten dargestellt (geschutztes Pep- 
tid mMIF(53-61) (3b) rnit 90% und geschutztes Peptid 
mMIF(62-69) (4b) mit > 90% RP-HPLC Anteil). Die 
Umsetzung von 3b mit N-terminal deblockiertem, harz- 
gebundenen 4b wurde nach einer razemisierungsarmen 
Methode von Haver und Smith in Gegenwart von CuC12 
durchgefuhrt [25]. Die Kondensation lieferte nach Ab- 
spaltung des Produkts vom Tragerharz und Entfernung 

c I I I 

5 10 15 20 25 tirne[rnin] 

I 
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5 10 15 20 25 tirne[rnin] 
Abb. 3 RP-HPLC-Profile von dem geschutzten Rohprodukt 
mMIF(70-82). A) Rohprodukt nach Synthese unter Routi- 
nebedingungen rnit TBTUDIEA ‘Kupplungen’ ; B) Rohpro- 
dukt (2b) nach Synthese rnit PSA-‘Kupplung’ zur Einfuhrung 
von Fmoc-Cys(Trt)-OH. HPLC-Bedingungen: System: Gyn- 
kotek (Munchen, Deutschland); Saule: 4,6 Nucleosil 120-5 
CIS, Macherey Nagel (Duren, Deutschland). Bedingungen: 
FlieSmittel: A: 0,05% TFA/H,O und B: 0,05% TFNCH’CN; 
Gradient: 0-1 min 80% B, 1-1 1 min 80-100% B, 11-3 1 min 
100% B; FluBrate: 1 ml/min; Detektion: 254 nm; Konzentra- 
tion: ca. 0,5 mg/ml (A/B); FAB-MS Analyse von Chromato- 
gramm A (Varian MAT-711 der Firma Finnigan, Bremen, 
Deutschland): Peak 1: 31143 [M+Na]+, Peak 2: 3114,9 
[M+Na]+. 

aller Schutzgruppen entschutztes, griingefarbtes mMIF 
(53-69) (5c) rnit einem HPLC-Anteil von ca. 50% 
(Abb. 4). Dabei wurde zusatzlich in der HPLC-Frakti- 
on 3 ein Anteil von 73% D-Ser (RP-HPLC, GC-MS 
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Abb. 4 RP-HPLC-Profil des entschutzten Kondensationspro- 
dukts mMIF(53-69) 5c. HPLC-Bedingungen: Saule, HPLC- 
Anlage und Flierjmittel siehe Abb. 3.; Gradient: 0-5 min 5% 
B, 1-31 rnin 5-60% B; FluBrate: 1 ml/min; Detektion: 214 
nm; IS-MS Analyse (API IIUTAGA 6000 E Massenspektro- 
meter der Firma Sciex, Toronto, Kanada): Peak 1 = mMIF(62- 
69) 4c, Peak 2 = Ac-mMIF(62-69), Fraktion 3 = mMIF(53- 
69) und Peak 4 = mMIF(53-69) ( C y ~ ~ ~ - C y s ~ ~ ) .  

[26] nachgewiesen. Trotz langer Reaktionszeit und ei- 
nem abschlieflend durchgefuhrten “cupping”-Schritt 
konnte in beiden Fallen keine komplette Umsetzung 
erzielt werden. Edukt 4c (Peak 1) wurde rnit einem RP- 
HPLC-Anteil von 37% nachgewiesen. Unter modifizier- 
ten Bedingungen erfolgte die Darstellung erneut in 
schrittweiser Form. In Bezug auf die Acylierungsreak- 
tionen wurden die Umsetzung der PSA-Cys ‘Kupplun- 
gen’ verlangert, der Ansatz fur Ser61, Leus9, Alas8 und 
Pros6 vergroBert und nach zeitlicher Verlangerung der 
‘Kupplungen’ rnit TBTU bzw BOP ein zusatzlicher 
Acylierungsschritt mit Diisopropylcarbodiimid (DIPC- 
DUHOBt) durchgefuhrt. Das Produkt wurde in geschiitz- 
ter Form (6b) rnit 70% und in vollstandig entschiitzter 
Form (6c) rnit 78% RP-HPLC-Anteil erhalten. Die Bil- 
dung der intramolekularen Disulfidbriicke erfolgte nach 
einer Methode von Barlos et al. [27] direkt im AnschluB 
an die Abspaltung von geschutztem Peptid von Peptid- 
harz (6a) mit einem 10-fachen UberschuB an Iod in 
DCM/TFE (7:3). Das erhaltene Rohprodukt 6d wurde 
mittels Saulenchromatographie (CHCL3/MeOH= 
7,65: 1,35) gereinigt und lieferte in einer Gesamtaus- 
beute von 39% 6d mit RP-HPLC-Reinheit 88%, sowie 
8% weiteres Produkt in detritylierter Form (Abb. 5).  

Auch die Darstellungen zu 8b und 9b waren von ver- 
gleichbaren Phanomenen begleitet, die im Sequenzbe- 
reich mMIF(61-56) zur Darstellung von mMIF(53-69) 
beschrieben wurden. In diesen “difficult sequence” Re- 
gionen (36-34) bei 8a bzw. (29-22) 9a wurden die 
S ynthesebedingungen in Anlehnung der Darstellung von 

A 254 

L 
I 
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Abb. 5 RP-HPLC-Profil von dem gereinigten geschutzten 
Produkt mMIF(53-69) ( C y ~ ~ ~ - C y s ~ ~ )  6d. HPLC-Bedingun- 
gen: Saule, HPLC-Anlage und FlieBmittel siehe Abb. 2; Gra- 
dient: 0-1 min 50% B, 1-15 min 50-100% B, 15-31 min 
100% B; Flurjrate: 1 ml/min; Detektion: 254 nm; Konzentra- 
tion: ca. 0,5 mg/ml (A/B); Retentionszeit 6d: 15,92 min. 

6a modifiziert. Wahrend 8b eine Reinheit von ca. 86% 
RP-HPLC aufwies, konnte der Anteil von 9b aufgrund 
geringer Loslichkeit in dem HPLC-Elutionssystem nicht 
uber RP-HPLC ermittelt werden. Die FAB-MS Analy- 
se vom Rohprodukt 9b weist auf eine hohe Reinheit 
und nach Freisetzung von Peptidmaterial mit TFM‘sca- 
vangern” wurde fur 9c eine Reinheit von 85% ermit- 
telt. 

Bis auf die Fragmente 9b ,8b und 6b sind alle weite- 
ren in DMF loslich. 6b ist in dem Losungsmittelsystem 
DMF/NMP + Triton X-100 und 8b und 9b durch wei- 
teren Zusatz von DCM loslich. Die dargestellten Frag- 
mente sind somit fur einen konvergenten Synthesean- 
satz von mMIF geeignet. 

Beschreibung der Versuche 

Fur die Festphasensynthesen im “batch”-Verfahren wurde ein 
vollautomatisches Peptidsynthesegerat ECOSYN P, der Fir- 
ma EppendorfiBiotronik (Maintal, Deutschland) verwendet. 
Fur die Dunnschichtchromatographie (DC) wurden DC-Fer- 
tigplatten, beschichtet rnit Kieselgel60 FZ5.+ der Firma Merck 
(Darmstadt, Deutschland) benutzt. Folgende Laufmittelsyste- 
me wurden venvendet (jeweils v/v/v): A = CHCl,/MeOH/HAc 
= 7: I ,5: 1; B = CHC13/MeOWHAc = 8,65: 1,3:0,05 Die Chro- 
matogramme wurden rnit UV-Licht bei 254 nm visualisiert 
und zusatzlich im AnschluB rnit Ninhydrin angef~bt .  Fur die 
Saulenchromatographie wurde eine “Flash” Saule der Firma 
J. T. Baker (Baker Chemikalien, GroB-Gerau, Deutschland) 
eingesetzt. Unter Verwendung von Kieselgel60 (230-400pm 
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KorngroBe) der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) als 
stationare Phase erfolgte die Trennung mit dem Laufmittelsy- 
stem CHC13A4eOH (7,65:1,35 v/v). Fur die “Reverse Phase 
High Performance Liquid Chromatographie” (RP-HPLC) 
wurde folgende Anlage eingesetzt: High Precisions Pump 
Model 480 und UV-Detektor BT 3030 der Firma Gynkotek 
(Munchen, Deutschland), C-R 6A CHROMATOPAC-Integra- 
tor der Firma Shimadzu (Duisburg, Deutschland) und eine 
selbstgepackte Sade: 4,6 Nucleosild 120-5 c1g der Firma 
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland). Als Laufmittel wur- 
den die Systeme: HzO + 0,05% TFA (A) und CH3CN + 0,0570 
TFA (B) verwendet. Die Produkte wurden an einem LOC-1 
Lyophilisator der Firma Christ (Gefriertrocknungsanlagen 
GmbH, Osterode/Harz, Deutschland) gefriergetrocknet. - Ka- 
pillarzonenelektrophoresen (CZE) wurden an eineni BioFo- 
cus CE 3000 Gerat der Firma Bio-Rad (Munchen, Deutsch- 
land) durchgefuhrt. FAB-Massenspektren wurden rnit einem 
Varian MAT-7 11 der Firma Finnigan (Bremen, Deutschland) 
aufgenommen. Laserdesorptions-Massenspektren (LD-MS) 
wurden mit einem Kratos MALDI I11 der Firma Shimadzu 
(Duisburg, Deutschland) durchgefuhrt. Ionenspray-Massen- 
spektren (IS-MS) wurden rnit einem APl III/TAGA 6000 E 
Gerat der Firma Sciex (Toronto, Kanada) vermessen. Amino- 
saureanalysen wurden an einem LC 3000 der Firma Eppen- 
dorfBiotronik (Maintal, Deutschland) durchgefuhrt. Der Sub- 
stitutionsgrad von Fmoc-AS- bzw. Peptidharzen wurde uber 
die UV-Absorption an einem Uvikon 930 Spektrometer der 
Firma Kontron Instruments (Eching, Deutschland) ermittelt. 
Hierbei wurden Harzmengen von 1-3 mg eingesetzt und in 3 
ml25% Pip/DMF die Absorption bei 290 und 301 nm gemes- 
sen [28, 291. Die nicht experimentell mit der UV-Methode 
ermittelten Angaben zur Endbeladung der Peptidharze (in 
mMol Peptidg Harz) wurden nach einer von Barlos et al. pu- 
blizierten Formel theoretisch berechnet [20]. - Die Losungs- 
mittel Dichlormethan (DCM), Diethylether (EE), Methanol 
(MeOH) und Chloroform (CHC1,) wurden nach Standardvor- 
schriften getrocknet und destilliert. Die Fmoc-Aminosauren 
und das BOP-Kupplungsreagenz sind Produkte der Firma 
NovaBiochem (Heidelberg, Deutschland). Das TBTU-Rea- 
genz wurde von der Firma Rapp Polymere (Tubingen, 
Deutschland) bezogen. 2-Chlortritylchlorid-Harz wurde von 
der Firma CBL (Patras, Griechenland) envorben. Dicyclohe- 
xylcarbodiimid (DCCI), Diisopropylcarbodiimid (DIPCDI), 
N-Hydroxybenzotriazol (HOBt), Diisopropylethylamin 
(DIEA) und Trifluorethanol (TFE) sind Produkte der Firma 
Fluka (Buchs, Schweiz). Triton X-I 00, Thioanisol (TA), Et- 
handithiol (EDT), Triisopropylsilan (TIS), und Trifluoressig- 
saure (TFA) werden uber die Firma Aldrich (Steinheim, 
Deutschland) bezogen. N,N-Dimethylformamid (DMF), N- 
Methylpyrrolidon (NMP), 1,4-Dioxan, Acetonitd, Essigsau- 
re (HAc), Acetanhydrid (Ac20), Ninhydrin, Chloroform und 
Piperidin (Pip) sowie alle weiteren nicht aufgefuhrten Che- 
mikalien sind Produkte der Firma Merck (Darmstadt, Deutsch- 
land). 

Durchfiihrung der Peptidsynthesen 

Die Darstellungen der Peptidfragmente erfolgte im ‘hatch’ - 
Verfahren auf, vorab mit der entsprechenden AS beladen, 2- 
Chlortrityl-Harzen. Die Synthesen wurden unter folgenden 

Bedingungen routinemaBig durchgefuhrt: die Fmoc-Gruppen 
wurden mit 25% PipDMF (v/v, 3x5 rnin und 1x15 min) ab- 
gespalten, und die Acylierungsreaktionen erfolgten in Form 
von Einfachkupplungen rnit dem TBTU-Reagenz und im Fall 
von Doppelacylierungen mit dem BOP-Reagenz (Fmoc-AS 
Derivat/TBTU bzw. BOP/HOBt/DIEA ( I  2,5% DIEADMF 
v/v)= 3:3:1:6 w:w:w:v) inDMF, 35 min). Zwischenden Urn- 
setzungen erfolgten DMF-Waschschritte sowie ein zusatzli- 
cher Dioxan/H20-Schritt (4: 1, v/v) im AnschluB an den Fmoc- 
AbspaltungsprozeB. Die Teilschritte wurden mittels des ‘Kai- 
ser’-Tests und mittels DC-Analytik kontrolliert. Die DC-Uber- 
prufung erfolgte nach Abspaltung von Peptidmaterial in ge- 
schutzter Form rnit DCM/TFE/HAc (7:2:1 v/v/v, 10 min, R. 
T.) . 

Fmoc-Leu~3-Leu-Ser(tBu)-Asp(OtBu)-Arg(Pmc)- Leu- His 
(Trt)-Ile-Ser(tBu)- Pro9z-OH (lb) 
Fur die Synthese wurden 0,65 g (0,62 mMol/g) Fmoc-Pro-’2- 
C1t’-Harz eingesetzt. Zur vollstandigen Einfuhrung wurden 
Doppelacylierungen bei Leug8, Arg(Pm~)*~ und Leu83 durch- 
gefuhrt Es wurden 1,14 g (84%) des Peptidharzes (la) rnit 
einem theoretischen Substitutionsgrad von 0,301 mMol Pep- 
tid/g erhalten. 

1 ,I g l a  wurde in 20 ml einer Losung DCM/TFE/HAc (7:2: 1 
v/v/v) suspendiert und das Produkt in geschutzter Form in- 
nerhalb von 2 h bei R.T. abgespalten. Die Losung wurde vom 
Harz abfiltriert, das Harz rnit mehreren Portionen mit der 
Abspaltlosung und DCM gewaschen und die vereinigten Frak- 
tionen im Vakuum konzentriert. Das erhaltene, gelb gefarbte 
0 1  wurde mit eisgekiihltem abs. EE versetzt und das ausfal- 
lende Rohprodukt abzentrifugiert. Nach einem WaschprozeB 
rnit EE wurde das Produkt imVakuum getrocknet, in tBuOH/ 
H 2 0  (4: 1) suspendiert und lyophilisiert. Ausbeute: 0,58 g 
(85%) geschutztes Peptid lb. - DC: R, = 0,79 (A); 0,37 (B). 
RP-HPLC: 50% - 100% B in 31 min, 100% B bis 41 min, 
FluBrate: 1 nil/min; Detektion bei 254 nm; R,: 26,49 min (76%) 
und 20,77 rnin (detrityliertes Produkt, 20%). - FAB-MS mlz 
(%): 1807,O (46) [M(-Trt)+H]+, 2049,O (100) [M+H]+, 2070,4 
(32) [M+Na]+. - IS-MS d z  (%): 904,O (21) [M(-Trt)+2HI2+, 
1026,O (42) [M+2HI2+, 1807,O (70) [M (-Trt)+H]+, 2049,O 
(100) [M+H]+. Das Produkt ist in DMF und DMFNMP + I % 
Triton X-100 gut loslich. 

Von 40 mg l a  wurde die Fmoc-Gruppe rnit 25% Pip/DMF 
(v/v, 30 min) entfernt und die Freisetzung des Produkts vom 
Trager unter gleichzeitiger Entfernung der restlichen Schutz- 
gruppen bei R.T. mit 5 ml TFA/TA/EDT/Phenol/H,O 
(78:9:6:4:3 v/v/v/w/v) 2,5 h durchgefuhrt. Im AnschluB wur- 
de das Harz uber eine Glasfritte abfiltriert und die Losung in 
70 ml eisgekuhlten, abs. EE uberfuhrt. Das ausgefallte Roh- 
produkt wurde abzentrifugiert, mehrmals mit abs. EE gewa- 
schen und lyophilisiert. Ausbeute: 11 mg (79%) weiBes Ly- 
ophilisat (lc). - RP-HPLC: 5 - 60% B in 3 I min, FluBrate: I 
ml/min; Detektion bei 214 nm, R,: 14,15 min. - CZE: Kapil- 
lare: 24 cm x 25pm (beschichtet), Puffer: 0,lM Phosphatpuf- 
fer pH 2 3 ,  Injektion: 8 KV, 10 sec; Lauf 10 KV, 15 “C, (von 
+ nach -), Detektion bei 214 nm,M,: = 5,79 min. - IS-MS, d 

MS,m/z(%): 1151,0(100) [M+H]+.-ASA: 1,13Asp(1,00); 
2,06 Ser (2,OO); 0,96 Pro (1,OO); 0,92 Ile (1,OO); 3,Ol Leu 
(3,OO); 0,97 His (1,OO); 0,97 Arg (1,OO). 

z (%): 576,O (100) [M+2HI2+, 1151,O (50) [M+H]+. - LD- 
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Die Synthese wurde unter den oben genannten Bedingun- 
gen wiederholt und das Peptidharz mit einer Ausbeute von 
1,21 g (88%) erhalten. Die Abspaltung vom Trager lieferte 
weitere 0,61 g (82%) lb,  das uber FAB-MS und RP-HPLC 
bestatigt wurde. 

Frno~-Gly~~-Ala-Gln(Trt)-Asn(Trt)-Arg(Pmc)-Asn{ Trt)- 
Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Lys(Boc)-Leu-Leu-Cys(Trt)-Gly82-OH (2b) 

Es wurden 0,4 g (0,66 mMol/g) Fmoc-Gly-’2-Clt’-Harz ein- 
gesetzt. Da unter den Standardaktivierungsbedingungen fur 
Fmoc-Cys(Trt)-OH starke Razemisierung festgestellt wurde, 
ist dieses AS-Derivat uber die Methode der Symmetrischen 
Anhydride (PSA) [30] eingefiihrt worden. Hierzu wurden 0,92 
g (1,56 mMol Fmoc-Cys(Trt)-OH und 0,15 g (0,74 mMol) 
DCCI in 10 ml DCM vorgelegt und bei 0 “C 40 rnin geruhrt. 
Die Losung wurde von prazipitiertem Dicyclohexylharnstoff 
(DCU) uber eine Glasfritte (PorengroBe 3) abgetrennt und 
unter Vakkum in der Kalte auf ein geringes Volumen einge- 
engt. Nach Zugabe von 4 ml DMF wurde die Losung dem 
Peptidharz zugetropft und 40 min bei R.T. umgesetzt. Nach 
anschlieljendem Waschen mit MeOH wurde die Synthese un- 
ter automatischen Bedingungen fortgesetzt. A ~ n ( T r t ) ~ ~  wurde 
doppelt gekuppelt und im Bereich (72-75) zusatzliche “cap- 
ping”-Schritte (5 ml DCM + 1 ml DIEA + 0,52 ml Ac,O, 10 
rnin R.T.) durchgefuhrt. Es wurden 1,OO g (89%) des Peptid- 
harzes (2a) rnit einem theoretischen Substitutionsgrad von 
0,232 mMol Peptidlg erhalten. 

0,7 g 2a wurde in 20 ml einer Losung DCM/TFWHAc (7:2: 1 
v/v/v) suspendiert und das Produkt in geschutzter Form in- 
nerhalb von 2 h bei R.T. abgespalten. Die Aufarbeitung er- 
folgte wie unter Erhalt von l b  beschrieben. Das geschutztes 
Peptid 2b wurde mit einer Ausbeute von 0,47 g (94%) erhal- 
ten. - DC: Rf= 0,75 (A); 0,43 (B). RP-HPLC: 80 - 100% B in 
1 I min, 100% B bis 31 min, FluBrate: 1 ml/min; Detektion bei 
254 nm; R,: 16,93 rnin (92%) (R, von D-Cys mMIF(70-83) 
Epimer: 14,85 min). - FAB-MS m/z (%): 3114,4 (42) 
[M+Na]+, 3136,l (100) [M+2Na]+. Das Produkt ist in DMF 
und DMF/NMP + 1 % Triton X- 100 gut loslich. 

Von 0,3 g 2a wurde zunachst die Fmoc-Gruppe rnit 25% 
Pip/DMF (v/v, 30 min) entfernt und im AnschluB das Peptid 
rnit 10 ml TFA/TA/TIS/H20 (90:5:4: 1 v/v/v/v) innerhalb von 
3 h bei R.T. abgespalten und entschutzt. Die weitere Aufar- 
beitung erfolgte wie unter Erhalt von l c  beschrieben. Aus- 
beute: 83 mg (84%) weiljes Lyophilisat (2c). - RP-HPLC: 5 - 
60% B in 31 min, Fluljrate: 1 mumin; Detektion bei 214 nm, 
R,: 13,05 rnin (R, von D-Cys mMIF(70-82) Epimer: 14,24 
min). - CZE: Kapillare: 24 cmx 25 pm (beschichtet), Puffer: 
0,lM Phosphatpuffer pH 2,5, Injektion: 10 KV, 10 sec; Lauf 
10 KV, 15 “C, (von + nach -), Detektion bei 214 nm, M,: = 
5,84 min. - IS-MS, m/z (%): 712,5 (100) [M+2HI2+, 723,5 
(60) [M+Na+H]*+, 734,5 (25%) [M+2NaI2+, 14243 (45) 
[M+H]+, 1446,0,5 (20) [M+Na]+. - ASA: 1,93 Asp (2,OO); 
0,97 Ser (1 ,OO); 1,05 Glu (1 ,OO); 2,11 Gly (2,OO); 1,02 Ala 
(1 ,OO); 0,86 Cys (I  ,OO); 2,OO Leu (1,99); 0,99 Tyr (1 ,OO); 1,06 
Lys (1,OO); 1,01 Arg (1,OO). Die Bestimmung von Cys erfolg- 
te nach Oxidation mit Perameisensaure und anschlieBender 
Detektion des entsprechenden Sulfonsaurederivates. 

Die Synthese wurde unter den oben genannten Bedingun- 
gen rnit jeweils 0,5 g Fmoc-Gly-’2-Clt’-Harz zweimal wie- 
derholt und lieferte die Peptidharze mit einer Ausbeute von 

1,21 g (85%) und 1,18 g (83%). Nach Abspaltung von den 
Tragern wurde mit 0,77 g (89%) und 0,74 g (90%) weiteres 
geschutztes Peptid 2b erhalten, das uber FAB-MS und RP- 
HPLC iiberpriift wurde. 

Fmoc- Thr(tBu)53-Asn(Trt)-Asp(OtBu)-Pro- Cys( Trt)-Ala-Leu- 
Cys(Trt}-Ser(tBu)61-OH (3 b) 

Fur die Synthese wurden 0,55 g (0,55 mMol/g) Fmoc-Ser(tBu)- 
’2-Clt’-Harz eingesetzt und Fmoc-Cys(Trt)-OH uber die PSA- 
Methode, wie bei der Darstellung von (2a) beschrieben, ein- 
gefuhrt. Es wurden 1,02 g (91%) des Peptidharzes (3a) rnit 
einem ermitteltem Substitutionsgrad von 0,29 mMol Peptid/g 
erhalten . 

Von 0,9 g 3a wurde rnit 20 ml einer Losung DCM/TFE/ 
HAc (7:2: 1 v/v/v) das Produkt in geschutzter Form innerhalb 
von 2 h bei R.T. vom Trager abgespalten. Die Aufarbeitung 
erfolgte wie unter Erhalt von l b  beschrieben. Das geschutz- 
tes Peptid 3b wurde rnit einer Ausbeute von 0,48 g (90%) 
erhalten. - DC: Rf = 0,96 (A). RP-HPLC: 50 - 100% B in 15 
min, 100% B bis 31 min, Fluljrate: 1 ml/min; Detektion bei 
254 nm; R,: 18,18 rnin (> 95%). - FAB-MS d z  (%): 2061,4 
(100) [mMIF(53-61)+Na]+, 2083,3 (45) CmMIF(53- 
61)+2Na]+. Das Produkt ist in DMF und DMF/NMP + 1% 
Triton X-100 gut loslich. 

Von 0,11 g 3a wurde die Fmoc-Gruppe rnit 25% PipDMF 
(v/v, 30 min) entfernt und im AnschluB das Peptid innerhalb 
von 3 h bei R.T. rnit 5 ml TFA/TA/TIS/H,O (94:2:2:2 v/v/v/v) 
abgespalten und entschutzt. Die weitere Aufarbeitung erfolg- 
te wie unter Erhalt von l c  beschrieben. Ausbeute: 26 mg (88%) 
weiljes Lyophilisat (3c). - RP-HPLC: 5 - 60% B in 31 min, 
FluBrate: 1 ml/min; Detektion bei 214 nm, R,: 12,21 min. - 
IS-MS, d z  (%): 923,5 (100) [M+H]+, 9453 (48) [M+Na]+, 
961,O (10) [M+K]+. -ASA: 2,15 Asx (2,OO); 1,03 Thr (1,OO); 
0,69 Ser (1,OO); 1,14 Pro (1,OO); 1,08 Ala (1,OO); 1,61 Cys 
(2,OO); 1,02 Leu (1,OO). Die Bestimmung von Cys erfolgte 
nach Oxidation mit Perameisensaure und anschlieBender De- 
tektion des entsprechenden Sulfonsaurederivates. 

Die Synthese wurde rnit 0,5 g Fmoc-Ser(tBu)-’2-Clt’-Harz 
wiederholt und lieferte weitere 0,89 g (88%) Peptidharz. Nach 
Abspaltung von den Tragern wurde mit 0,47 g (89%) weite- 
res geschutztes Peptid 3b erhalten, das uber FAB-MS und RP- 
HPLC iiberpriift wurde. 

Fmoc-Le~~~-Hi~(Trt)-Ser(tBu}-lle-Gly-Lys(Boc)-Ile-Gly~~- 
OH (4b) 

Die Darstellung wurde mit 0,5 g (0,38 mMol/g) Fmoc-Gly- 
’2-CW-Harz durchgefuhrt. Eine Doppelacylierung erfolgte zur 
vollstandigen Einfuhrung von S e F .  Es wurden 0,91 g (96%) 
des Peptidharzes (4a) rnit einem ermitteltem Substitutions- 
grad von 0,25 mMol Peptid/g erhalten. 

Von 0,2 g 4a wurde rnit 5 ml einer Losung DCM/TFE (7:3 
v/v) das Produkt in geschutzter Form innerhalb von 2,5 h bei 
R.T. vom Trager abgespalten. Die Aufarbeitung erfolgte wie 
unter Erhalt von l b  beschrieben. Das geschutztes Peptid 4b 
wurde rnit einer Ausbeute von 62 mg (87%) erhalten. - RP- 
HPLC: 50 - 100% B in 15 min, 100% B bis 31 min, Fluljrate: 
1 ml/min; Detektion bei 254 nm; R,: 12,08 rnin (90%) und 
6,50 rnin (detrityliertes Produkt, 7%). - FAB-MS d z  (%): 
12243 (15) [(M-Trt)+ Na]+, 1445,l (18) [M+H]+, 1468,2 



T. Kaiser, W. Voelter, Zur Festphasenpeptidsynthese des Makrophagen-migrationsinhibierenden Faktors der Maus 377 

(100) [M+Na]+, 1488,4 (60) [M+2Na]+. Das Produkt ist in 
DMF und DMF/NMP + 1 % Triton X- 100 gut loslich. 

Von 0,2 g 4a wurde nach Entfernen der Fmoc-Gruppe mit 
(25% Pip/DMF v/v, 30 min) das Peptid mit 5 ml TFA/TA/TIS 
(96:2:2 v/v/v) innerhalb von 3 h bei R.T. abgespalten und ent- 
schiitzt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie unter Erhalt 
von l c  beschrieben. Ausbeute: 38 mg (93%) weiBes Lyophi- 
lisat (4c). - RP-HPLC: 5 - 60% B in 31 min, Flufirate: 1 ml/ 
min; Detektion bei 214 nm, R,: 11,19 min. - CZE: Kapillare: 
25 cm x 50 pm (beschichtet), Puffer: 0,lM Phosphatpuffer 
pH 2,5, Injektion: 2 psi x sec; Lauf 10 KV, R.T., (von + nach 
-), Detektion bei 200 nm, M,: 5,27 min. - IS-MS, m/z (%): 
4 1 2 3  (10) [M+2HI2+, 824,5 (100) [M+H]+, 846,5(30) 
[M+Na]+, 862,5 (10) [M+K]+. - ASA: 0,76 Ser (1,OO); 2,09 
Gly (2,OO); 1,99 Ile (2,OO); 1,Ol Leu (1,OO); 1,06 His (1,OO); 
1,09 Lys (1,OO). 

Fmoc-Thr(tBu)””-Asn(Trt)-Asp(0tBu)-Pro-Cys( Trt)-Ala-Leu- 
Cys(Trt)-Ser(tBu)6’-Leu62-His(Trt)-Ser(tBu)-Ile-Gly- 
Lys(Boc)-Ile-Gly69-OH (Sb, 6b) 
a) Fur einen Kondensationsansatz zur Darstellung von 5b 
wurden 0,5 g des Peptidharzes 4a vorgelegt und zunachst die 
Fmoc-Deblockierung unter Routinebedingungen ausgefuhrt. 
- DC: Rf: 0,45 (A). Die anschlieljende Umsetzung erfolgte in 
dem Losungsmittelgemisch DMFNMP + 1 % Triton X-100 
mit 2,5 Aquiv. Fragment3b unterzusatz von CuC12 [25]. Hier- 
zu wurden 633 mg 3b (0,31 mMol), 118 mg HATU (0,31 
mMol), 33,4 mg HOAt (0,25 mMol), 8,3 mg CuC12 (0,06 
mMol) in 4 ml Losungsmittel gelost und nach Zugabe von 
107,15 pl DIEA (0,622 mMol) 45 rnin bei R.T. aktiviert. Die 
resultierende braungelbgefarbte Losung wurde mit dem Pep- 
tidharz versetzt und der Reaktionsverlauf durch Entnahme von 
Harz uber DC und ‘Kaiser’-Tests kontrolliert. Nach 21 h wur- 
de die Reaktion beendet (Kaiser-Test: gelbbraune Losung und 
braunes Harz, DC: Rfl = 0,78 (UV-aktiv, stark), Rf2 = 0,72 
(UV-aktiv, schwach), R, = 0,5 1 (UV-und Ninhydrinaktiv, 
schwach), Rf4 = 0,42 (UV-aktiv, schwach) (A) und ein zusatz- 
licher “cupping”-Schritt (5 ml DCM + 0,5 ml DIEA + 0,52 
ml Ac20 + 0,5 ml DIEA; 20 min) ausgefuhrt. Es wurden 574,5 
mg (79%) Peptidharz (5a) mit einem ermitteltem Substituti- 
onsgrad von 0,14 mMol Peptid/g (77%) erhalten. 0,l g 5a 
wurden, wie unter Erhaltung von 4b beschrieben, abgespal- 
ten und 35 mg (78%) 5b erhalten. Von weiteren 0,2 g 5a wur- 
de nach routinemafiiger Fmoc-Abspaltung rnit 5 ml (TFA/ 
Phenol/Tis/H20 = 94:2:2:2) das Peptid 5c in vollstandig ent- 
schiitzter Form innerhalb von 3 h bei R.T. vom Trager freige- 
setzt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie unter Erhalt von 
l c  beschrieben, und es wurden 35 mg (73%) griingefarbtes 
Rohprodukt 5c erhalten. Die RP-HPLC/IS-MS Analyse lie- 
ferte ca. 50% Produkt 5c sowie ca.37% Edukt 4c. 
b) Die schrittweise Darstellung von6b wurde rnit 0,53 g (0,64 
mMol/g) Fmoc-Gly-’ 2-Clt’ -Harz durchgefiihrt. Im Sequenz- 
bereich (56-6 1) wurden folgende Modifikationen durchge- 
fiihrt: Die Fmoc-Abspaltungen wurden um einen weiteren 
Deblockierungsschritt erganzt (17% Pip in DMF/DCM( 1 :2) 
(v:v:v), lx  3 rnin). Die Umsetzung der PSA-Cys ‘Kupplun- 
gen’ wurden auf 90 min. verlangert. Fur die weiteren Acylie- 
rungsreaktionen bei Ser6’, Leu59, Ala5* und Pro56 wurden die 
Ansatze zunachst auf 5 Aquiv. vergroljert und nach zeitlicher 
Verlangerung der TBTU bzw. BOP ‘Kupplungen’ (jeweils 40 

min) ein zusatzlicher Acylierungsschritt rnit DIPCDI (Fmoc- 
AS/DIPCDI/HOBt = 5:5:5 w:v:w, 45 min) in DMF durchge- 
fiihrt. Des weiteren erfolgten im Anschlufi zusatzliche Acety- 
lierungsschritte ( 5  ml DCM + 0,5 ml DIEA + 0,52 ml Ac,O + 
0,5 ml DIEA; 20 min). Es wurden 1,26 g (82%) des Peptid- 
harzes (6a) rnit einem ermitteltem Substitutionsgrad von 0, I8 
mMol Peptid/g erhalten. 

0,3 g 6a wurden, wie unter Erhaltung von 4b beschrieben, 
abgespalten und 161 mg (92%) 6b erhalten. DC: R f =  0,79 
(A). - RP-HPLC: 50 - 100% B in 15 min, 100% B bis 31 
min, Flufirate: 1 ml/min; Detektion bei 254 nm; R,: 21,74 rnin 
(70% RP-HPLC). -FAB-MS d z  (%): 3025,l (40) [(M-Trt) 
+ Na]+, 3246,3 (20) [M+H]+, 3268,l (100) [M+Na]+, 3289,3 
(30) [M+2Na]+. Das Produkt ist in DMF und DMF/NMP i 
1 % Triton X-100 gut loslich. 

Von weiteren 0,l g 6a wurde nach routinemaljiger Fmoc- 
Abspaltung das Peptid rnit 5 ml (TFA/Phenol/Tis/H,O = 
94:2:2:2) in vollstandig entschiitzter Form innerhalb von 3 h 
bei R.T. vom Trager freigesetzt. Die weitere Aufarbeitung 
erfolgte wie unter Erhalt von l c  beschrieben. Das Rohpro- 
dukt (6c) wurde mit einer Ausbeute von 28 mg (89%) erhal- 
ten. - RP-HPLC: 5 - 60% B in 31 min, Flufirate: 1 mllmin; 
Detektion bei 214 nm; R,: 14,14 min. - CZE: Kapillare: 25 
cm x 50 pm (beschichtet), Puffer: 0 , l ~  Phosphatpuffer pH 
2,5, Injektion: 2 psi x sec; Lauf 10 KV, R.T., (von + nach -), 
Detektion bei 200 nm, M,: 9,19 min. - IS-MS d z  (%): 865,O 
(100) [M+2HI2+, 876,O (72) [(M+H+NaI2+, 884,O (19) 
[M+2NaI2+, 887,O (25) [M+2NaI2+, 1729,O (62) [M+H]+, 
1751,O (25) [M+Na]+. - ASA: 1,85 Asx (2,OO); 0,90 Thr 
(1,OO); 1,91 Ser (2,OO); 1,09 Pro (1,OO); 2,14 Gly (2,OO); 1,04 
Ala (1,OO); 1,81 Cys (2,OO); 2,02 Ile (2,OO); 1,95 Leu (2,OO); 
1,23 His (1 ,OO); 1,07 Lys (1 ,OO). Die Bestimmung von Cys 
erfolgte nach Oxidation mit Perameisensaure und anschlie- 
ljender Detektion des entsprechenden Sulfonsaurederivates. 
Die Synthese wurde rnit 0,5 g bzw 0,6 g Fmoc-Gly-’2-Clt’- 
Harz unter den oben genannten Bedingungen wiederholt und 
lieferte die entsprechenden Peptidharze rnit Ausbeuten von 
1,21 g (83%) und 1,36 g (79%) mit einem berechneten Sub- 
stitutionsgrad von 0,221 mMol Peptid/g. In beiden Fallen 
wurden geringe Mengen Peptidmaterials in geschutzter und 
vollstandig entschiitzter Form abgespalten und die Produkte 
iiber RP-HPLC und Massenspektrometrie bestatigt. 

Fmoc-Thr(tBu)~~-Asn(Trt)-Asp(OtBu)-Pro-Cys~7-Ala-Leu- 
Cys60-Ser(tBu)-Leu-His(Trt)-Ser(tBu)-Ile-Gly-Lys(Bocj-Ile- 

0,86 g des Peptidharzes (6a) wurde 2 h bei R.T. mit 10 ml 
DCMlTFE (7:3) versetzt. Die Losung wurde uber eine Glas- 
fritte von dem Tragermaterial abgetrennt direkt in eine Lo- 
sung von 0,39 g (135 mM) I2 in 5 ml DCM/TFE (7:3) iiber- 
fiihrt. Das Harz wurde in kleinen Portionen rnit insgesamt 3 
ml Spaltlosung gewaschen, die ebenfalls sofort zu der Iod- 
Losung gegeben wurden. Nach 10 min Ruhren bei R.T. wurde 
die Losung mit 130 ml einer waljrigen Na2S203-Losung (0,82 
g Na2S203, 3,l mM) versetzt und die organische Phase in ei- 
nen Schiitteltrichter abgetrennt. Die waljrige Phase wurde 
zweimal rnit 100 ml DCM extrahiert. Die vereinigten organi- 
schen Phasen wurden im AnschluR mit einer gesattigten NaCll 
S%iger Zitronensaure-Losung gleichen Volumens extrahiert. 
Nach Abtrennung der organischen Phase wurde das Losungs- 

Gly69-OH (Cy~57-c~~~~) (6d) 
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mittel im Vakuum entfetnt und rnit eisgekiihltem Et20 ver- 
setzt. Das Prazipitat wurde abfiltriert, in mehreren Portionen 
mit H20 und Et20 gewaschen und im Vakuum getrocknet. Es 
wurden 275 mg (65%) Rohprodukt (6d) erhalten, das iiber 
FAB-MS und RP-HPLC bestatigt wurde. Eine weitere Auf- 
reinigung erfolgte uber Saulenchromatographie rnit 20 g Kie- 
selgel rnit dem Laufmittelsystem CHClJMeOH (7,65: 1,35 v/ 
v). Die Produktfraktionen wurden vereinigt und das Losungs- 
mittel im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde rnit eisge- 
kiihltem Et20 versetzt und das Prazipitat abzentrifugiert. Nach 
Trocknung unter Vakuum wurde das Produkt in tBuOWHzO 
(4:1, v:v) gelost und lyophilisiert. Es wurde 168 mg (61%) 
gereingtes 6d rnit einer Gesamtausbeute von 39% in Bezug 
auf den ermittelten Substitutionsgrad vom Peptidharz erhal- 
ten. - DC: R, = 0,66 (A);. - RP-HPLC: SO - 100% B in 15 
min, 100% B bis 31 min, FluBrate: 1 ml/min; Detektion bei 
254 nm; R,: 15,92 rnin (88% RP-HPLC) sowie detrityliertes 
Produkt (Rt: 14,75 min, 8% RP-HPLC). - FAB-MS m/z (%): 
2517,O (37) [(M-Trt)+H]+, 2540,7 (35) [(M-Trt)+Na]+, 
2760,8 (30) [M+H]+, 2781,s (100) [M+Na]+, 2805,l (20) 
[M+2Na]+. Das Produkt ist in DMF und DMF/NMP + 1% 
Triton X- 100 gut loslich. 

Von 20 mg 6d wurde zunachst die Fmoc-Gruppe innerhalb 
von 30 rnin rnit 30% PiplDMF abgespalten und nach anschlie- 
Bender EE-Fallung das abzentrifugierte Produkt im Vakuum 
getrocknet. Mit 2 ml Abspaltreagenz TFA/HzO (97:3 v/v) 
wurde das Peptid innerhalb von 3 h bei R.T. freigesetzt und 
rnit einer Ausbeute von 12,l mg (95%) (6e) erhalten. - RP- 
HPLC: 5 - 60% B in 3 I min, FluBrate: 1 ml/min; Detektion 
bei 214 nm; R,: 14,97 min. - IS-MS m/z (%): 864,O (100) 
[M+2HI2+, 875,O (25) [(M+H+Naj2+, 1727,O (25) [M+H]+. - 

(2,OO); 0,97 Thr (1,OO); 2,05 Ser (2,OO); 1,OS Pro (1,OO); 1,99 
Gly (2,OO); 1,08 Ala (1,OO); 2,08 Cys (2,OO); 1,81 Ile (2,OO); 
1,93 Leu (2,OO); 1,17 His (1,OO); 1,03 Lys (1,OO). Die Analy- 
se von Cys erfolgte nach Oxidation rnit Perameisensaure und 
anschlieflender Detektion des entsprechenden Sulfonsaurede- 
rivates. 

Die Abspaltung mit sofortiger Oxidation wurde mit 1,2 g 
und 1,3 g Peptidharz in den entsprechenden AnsatzgroBen 
unter ansonsten gleichen Bedingungen wiederholt und liefer- 
te weiteres Rohprodukt 6d mit Ausbeuten von 460 mg (63%) 
bzw. 458 mg (58%). Die anschlieBende saulenchromatogra- 
phische Aufarbeitung der jeweiligen Produkte (35 g Kiesel- 
gel, Laufmittel: CHCl,/MeOH = 7,65: 1,35 v/v) resultierte in 
weiteren 303 mg (66%) bzw. 284 mg (62%) gereinigten Pro- 
dukt 6d. 

LD-MS m / ~  (%): 1728,6 (100) [M+H]+. - ASA: 1,83 ASX 

Fmoc-Asp(OtBu~4~-Gln(Trt~-~eu-Met-ThrftBu~-Phe- 
SerftBu)-Glys2-UH (7b) 

Die Darstellung wurde mit 0,5 g (0,69 mMol/g) Fmoc-Gly- 
’2-Clt’-Harz durchgefuhrt. Es wurden 0,86 g (85%) des Pep- 
tidharzes (7a) mit einem ermitteltem Substitutionsgrad von 
0,35 mMol Peptid/g erhalten. 

Von 0,82 g 7a wurde rnit 15 ml einer Losung DCM/TFE/ 
HAc (7:2: 1 v/v/v) das Produkt in geschutzter Form innerhalb 
von 2 h bei R.T. vom Trager abgespalten. Die Aufarbeitung 
erfolgte wie unter Erhalt von l b  beschrieben. Das geschutz- 
tes Peptid 7b wurde rnit einer Ausbeute von 422 mg (96%) 
erhalten. - DC: 0,97 (A). - RP-HPLC: 50 - 100% B in 21 

min, 100% B bis 3 I min, FluBrate: 1 ml/min; Detektion bei 
254 nm; R,: 17,52 rnin (96%). - FAB-MS m / z  (%): 1552,4 
(40) [M+Na]+, 1574,6 (100) [M+2Na]+, 1590,8 (20) 
[M+Na+K]+. Das Produkt ist in DMF und DMF/NMP + I % 
Triton X-100 gut loslich. 

Von 40 mg 7 a-1 wurde nach Entfernen der Fmoc-Gruppe 
rnit (25% Pip/DMF v/v, 30 min) das Peptid rnit 5 ml TFA/ 
EDT/TIS (97:2: 1 v/v/v) innerhalb von 3 h bei R.T. abgespal- 
ten und entschiitzt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie un- 
ter Erhalt von l c  beschrieben. Ausbeute: 12 mg (96%) wei- 
Bes Lyophilisat (7c). - RP-HPLC: 5 - 60% B in 3 1 min, FluB- 
rate: 1 ml/min; Detektion bei 214 nm, R,: 14,38 rnin (R, des 
oxidierten Produkts [mMIF(45-52) Met(O)]: 12,02 rnin). - 
IS-MS, m/z (%): 898,s (100) [M+H]+, 920,5 (25) [M+Na]+, 
1796,5 (20) [M+H]+- Dimere. LD-MS, m/z (%): 898,2 (100) 
[M+H]+. - ASA: 0,99 Asx (1 ,00); 0,96 Thr (1,OO); 0,96 Ser 
( 1 ,00); 1,12 Glx (1 ,00); 1,03 Gly (1 ,00); 0,85 Met (1 ,OO); 1,02 
Leu ( 1 ,00); 1,06 Phe (1 ,OO). 

Die Synthese wurde unter entsprechenden Bedingungen 
wiederholt und lieferte 0,91 g (90%) Peptidharz. Die Abspal- 
tung vom Trager lieferte weitere 458 mg (94%) Produkt 7b, 
das iiber FAB-MS und RP-HPLC uberpriift wurde. 

Fmoc-Ly~(Boc)~~-Pro-Alu-Gln(Trt)-Tyr( tBu)-Ile-Ala- Vul- 
His(Trt)- Val- V ~ l - P r o ~ ~ - O f f  (8b) 

Fur die Synthese wurden 0,5 1 g (0,67 mMol/g) Fmoc-Pro-’2- 
C1t’-Harz eingesetzt. An den Positionen Gld6, Ala35 und 
wurden Doppelkupplungen ausgefiihrt, und es erfolgten zu- 
satzliche “capping” Reaktionen (5  ml DCM + 0,5 ml DIEA + 
0,52 ml AczO + 0,5 ml DIEA; 10 rnin R.T.) im Bereich (37- 
34) In diesem Sequenzabschnitt wurden auch die Fmoc-Ab- 
spaltungen um einen weiteren Deblockierungsschritt erganzt 
(17% Pip in DMF/DCM(1:2) (v:v:v), 1x3 min). Es wurden 
0,84 g (75%) Peptidharz (8a) mit einem ermittelten Substitu- 
tionsgrad von 0,21 mMol Peptid/g erhalten. 

0,71 g 8a wurden in 15 ml einer Losung DCM/TFE (8:2 v/ 
v) suspendiert und das Produkt in geschiitzter Form innerhalb 
von 2,s h bei R.T. vom Trager abgespalten. Die Aufarbeitung 
erfolgte wie unter Erhalt von l b  beschrieben. Mit einer Aus- 
beute von 293 mg (90%) wurde das geschiitztes Peptid 8b 
erhalten. - DC: 0,84 (A). - RP-HPLC: 50 - 100% B in 21 
min, 100% B bis 31 min, FluBrate: 1 mumin; Detektion bei 
254 nm; R,: I9,39 rnin (68%) sowie detrityliertes Produkt bei 
17,71 min (18%). - FAB-MS m/z (%): 1963,4 (15) [M- 
Trt)+Na]+, 2205,5 (35) [M+Na]+, 2221,2 (25) [M+K]+; 2227,4 
(100) [M+2Na]+. Das Produkt ist in DMF/NMP + 1% Triton 
X-100 / DCM (1:l) loslich. 

Von 130 mg 8a wurde zunachst die Fmoc-Gruppe entfernt 
(25% Pip/DMF v/v, 30 min). Das Peptid wurde rnit 5 ml TFA/ 
EDT/H,OITIS (94:2:2:2 v/v/v/v~ innerhalb von 3 h bei R.T. 
abgespalten und entschutzt. Die weitere Aufarbeitung erfolg- 
te wie unter Erhalt von l c  beschrieben. Ausbeute: 33 mg (91%) 
weiljes Lyophilisat (8c). - RP-HPLC: 5- 60% B in 31 min, 
FluBrate: 1 ml/min; Detektion bei 214 nm, R,: 14,60 min. - 
IS-MS m/z (%): 662,O (20) [M+2Hj2+, 1322,5 (100) [M+H]+, 
1344,5 (10) [M+Na]+. - LD-MS m/z (%): 1322,8 (100) 
[M+H]+, 1345,8 (75) [M+Nal+, 1365,l (30) [M+2Na]+, 
1380,6 (10) [M+Na+Kj+. - ASA: 24 h Hydrolyse bei 110 “C: 
1,OS Glx (1,OO); 2,34 Pro (2,OO); 2,29 Ala (2,OO); 1,98 Val 
(3,OO); 1,03 Ile (1,OO); 1,04 Tyr (1,OO); 1,05 His (1,OO); 1,21 
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Lys (1,OO). 16 h Hydrolyse bei 150 "C: 0,91 Glx (1,OO); 2,20 
Pro (2,OO); 2,lO Ala (2,OO); 3,Ol Val (3,00); 0,72 Ile (1,OO); 
0,92 Tyr (1 ,00); 1,07 His ( I  ,00); 1,06 Lys (1 ,00). 

Die Synthese wurde unter entsprechenden Bedingungen mit 
0,s g Fmoc-Pro-'2-Clt'-Harz wiederholt und lieferte 0,89 g 
(79%) Peptidharz. Die Abspaltung vom Trager fiihrte zu wei- 
teren 37.5 mg (92%) Produkt 8b. 

Fmoc-Phe'Y-Leu-Ser(tBu)-Giu(OtBu)-Leu-Thr(tBu)- 
Gln(Trt)-Gln( Trt)- Leu-A lu- Gin( Trt)-A lu-Thr( tBu)- Gly32- OH 
(9b) 
Fur die Darstellung wurden 0,54 g (0,63 mMol/g) Fmoc-Gly- 
'2-Clt'-Harz eingesetzt. Im Bereich (29-22) wurden die Fmoc- 
Abspaltungen um einen weiteren Deblockierungsschritt er- 
ganzt (17% Pip in DMF/DCM(1:2) (v:v:v), 1x3  min) und 
Doppelkupplungen durchgefuhrt. Zur Einfiihmng von Gln25 
erfolgten eine zusatzliche DIPCDI-Acylierung (siehe unter 
Erhalt von 6a) und ab Position 25 zusatzliche Acetylierungs- 
reaktionen (siehe unter Erhalt von 6a). Es wurden 1,01 g (78%) 
des Peptidharzes (9a) mit einem ermittelten Substitutionsgrad 
von 0,21 mMol Peptid/g erhalten. 

1 g 9a wurde mit 15 ml einer Losung DCM/TFE/HAc (7:2: 1 
v/v/v) versetzt und das Produkt in geschutzter Form innerhalb 
von 2 h bei R.T. vom Trager abgespalten. Die Aufarbeitung 
erfolgte wie unter Erhalt von l b  beschrieben. Das geschutz- 
tes Peptid 9b wurde mit einer Ausbeute von 484 mg (86%) 
erhalten. - DC: 0,77 (A), - RP-HPLC: 50 - 100% B in 21 
min, 100% B bis 55 min, Flufirate: 1 ml/min; Detektion bei 
254 nm; R,: 41-45 min (HPLC Anteil ist nicht quantifizier- 
bar, da das Produkt in dem Elutionssystem H20/CH3CH + 
0,05% TFA nicht vollstandig gelost werden kann). - FAB- 
MS m/z (%): 2705,O (100) [M+Nal+, 2727,O (30) [M+2Na]+. 
Das Produkt ist in DMFt'NMP + 1% Triton X-100 / DCM 
( I  : I )  loslich. 

Von 70 mg 9a wurde nach Entfernen der Fmoc-Gruppe rnit 
(25% Pip/DMF v/v, 30 min) das Peptid rnit 5 ml TFA/EDT/ 
TIS/H20 (95:2:2:1 v/v/v/v) innerhalb von 3 h bei R.T. abge- 
spalten und entschiitzt. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie 
unter Erhalt von l c  beschrieben. Ausbeute: 22 mg (98%) wei- 
fies Lyophilisat (9c). - RP-HPLC: 5- 60% B in 3 1 min, Flufi- 
rate: 1 ml/min; Detektion bei 214 nm, R,: 17,50 rnin (85% 
RP-HPLC). - IS-MS, m/z (%): 754,O (62) [M+2HI2+, 765,O 
( 2 5 )  [M+H+NaI2+, 1507,O (100) [M+H]+, 1529,O (23) 
[M+Na]+. - ASA: 1,92 Thr (2,OO); 0,97 Ser (1,OO); 4,26 Glx 
(4,00); 0,99 Gly (1,OO); 1,94 Ala (2,00); 2,91 Leu (3,OO); 1,00 
Phe (1 ,00). 

Fmoc-Arg(Pmc)12-Alu-Ser(tBu)-Vul-Pro-Glu(OtBu)-Gly~~- 
OH (lob) 

Die Darstellung wurde rnit 0,54 g (0,63 mMol/g) Fmoc-Gly- 
'2-Clt'-Harz durchgefuhrt. Es wurden 0,83 g (94%) des Pep- 
tidharzes (10a) rnit einem ermittelten Substitutionsgrad von 
0,28 mMol Peptid/g erhalten. 

Von 0,8 g 10a wurde rnit 20 ml einer Losung DCM/TFE/ 
HAc (7:2: 1 v/v/v) das Produkt in geschutzter Form innerhalb 
von 2 h bei R.T. vom Trager abgespalten. Die Aufarbeitung 
erfolgte wie unter Erhalt von l b  beschrieben. Das geschiitz- 
tes Peptid lob wurde mit einer Ausbeute von 285 mg (97%) 
erhalten. - DC: 0,65 (A). ~ RP-HPLC: 70-100% B in 31 

min, 100% B bis 41 min, Flufirate: 1 ml/min; Detektion bei 
254 nm; R,: 20,49 rnin (88%). - FAB-MS m/z (%): 1316,2 
(10) [M+H]+, 1337,6 (100) [M+Na]+, 13593 (30) [M+2Na]+. 
Das Produkt ist in DMF und DMF/NMP + 1 % Triton X- I00 
gut loslich. 

Von 30 mg 10a wurde nach Entfernen der Fmoc-Gruppe 
rnit (25% Pip/DMF v/v, 30 min) das Peptid mit 5 nil TFA/TA/ 
EDT/TIS/H20 (94:2:2: 1 : 1 v/v/v/v) innerhalb von 3 h bei R.T. 
abgespalten und entschutzt. Die weitere Aufarbeitung erfolg- 
te wie unter Erhalt von l c  beschrieben. Ausbeute: 5,8 mg 
(98%) weiBes Lyophilisat (1Oc). - RP-HPLC: 5-60% B in 3 1 
min, FluBrate: 1 ml/min; Detektion bei 214 nm, R,: 7,37 min 

7373 (15) [M+Na]+, sowie 1430,O (20) Dimer ([M+H]+),, 
1452,O (10) Dimer ([M+H]+ + [M+Na]+). - LD-MS m/z (In): 
715,3 (100) [M+H]+.-ASA: 0,92Ser(l,00); 1,07Glu(1,00); 
1,00 Pro (1,OO); 1,03 Gly (1,OO); 0,98 Ala (1,OO); 0,88 Val 
( 1 ,00); 1 , l l  Arg (1 ,00). 

Fmoc-Met1-Pro-Met-Phe-Ile- Vul-Asn(Trt)-Thr(tBu)-Asn- 
(Trt)-Vul-Prol]-OH ( l lb)  
Fur die Darstellung wurden 0,55 g (0,63 mMol/g) Fmoc-Pro- 
'2-Clt'-Harz eingesetzt. Es wurden 0,99 g (87%) des Peptid- 
harzes ( l la )  mit einem ermittelten Substitutionsgrad von 0,28 
mMol Peptid/g erhalten. 

0,91 g l l a  wurde mit 20 ml einer Losung DCM/TFE/HAc 
(7:2:1 v/v/v) versetzt und das Produkt in geschutzter Form 
innerhalb von 2 h bei R.T. vom Trager abgespalten. Die Auf- 
arbeitung erfolgte wie unter Erhalt von l b  beschrieben. Das 
geschiitzte Peptid l l b  wurde mit einer Ausbeute von 469 mg 
(91 %) erhalten. - DC: 0,86 (A). - RP-HPLC: 50 - 100% B in 
21 min, 100% B bis 31 min, FluBrate: 1 ml/min; Detektion 
bei 254 nm; R,: 19,66 min (95%). - FAB-MS m/z 1%): 2049,2 
(100) [M+Na]+, 2071,l (15) [M+2Na]+. Das Produkt ist in 
DMF und DMFNMP + 1% Triton X-100 gut loslich. 

Von 80 mg l l a  wurde nach Entfernen der Fmoc-Gruppe 
rnit (2.5% Pip/DMF v/v, 30 min) das Peptid rnit 5 ml TFA/ 
EDT/TIS/H,O (95:2:2: 1 v/v/v/v) innerhalb von 3 h bei R.T. 
abgespalten und entschiitzt. Die weitere Aufarbeitung erfolg- 
te wie unter Erhalt von l c  beschrieben. Ausbeute: 26 mg (92%) 
weifies Lyophilisat (llc). - RP-HPLC: 5-60% B in 31 min, 
FluBrate: 1 ml/min; Detektion bei 214 nm, R,: 18,96 min. - 
CZE: Kapillare: 50 cm x 50 pm (beschichtet), Puffer: 0,lM 
Phosphatpuffer pH 2,5, Injektion: 5 psi x sec; Lauf: 1.5 KV, 
20 "C, (von + nach -), Detektion bei 214 nm, M,: 25,78 min. 
- IS-MS, m/z (%): 643,O (15) [M+H+NaI2+, 651,O (12) 
[M+H+KI2+, 1263,O (100) [M+H]+, 1285,O (25) [M+Na]+, 
1301,0(15) [M+K]+.-LD-MSm/z(%): 1263,l (100) [M+H]+, 
1285,s (90) [M+Na]+, 1300,6 [M+K]+. - ASA: 2,18 Asn 
(2,OO); 0,9 I Thr (1 ,00); 2,07 Pro (2,OO); 1.96 Val (2,OO); 1,87 
Met (2,OO); 0,92 Ile ( I  ,00); 1,08 Phe (1 ,00). 

(83% RP-HPLC). - IS-MS, nZ/? (%): 71.5,5 (100) [M+H]+, 
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