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Summary: Substituted triphenylmethyl(trity1) resins have been tested for 

their applicability for the synthesis of protected peptide fragments. Among 

them the 2-chlorotrityl resin 3c fulfills all requirements needed to obtain - 
the desired fragments in high yield and purity,using Fmoc-amino acids protec- 

ted at their side chains with groups of the t-butyl type. 

Die Kondensation partiell geschiitzter Fragmente in Lijsung ist eine effekti- 

ve Methode zur Synthese langkettiger Peptide.Die Peptidsegmente kann man sehr 

einfach nach der "solid-phase" Methode an Fluorid-Ionen labilen 1,2 ,photosensi- 
tiven3,4),~~Allyl~~5,6) und saurelabilen Harzen 7-11) erhalten.Geignet sind ins- 

besondere Harze,aus welchen die synthetisierten Peptide mit intaktem Seiten- 

kettenschutz durch extrem milde Acidolyse abgespalten werden kijnnen. 

Zur Synthese von Fragmenten,welche durch Gruppen des t-butyl-Typs geschiitzt 

sind,wurden Dialkoxybenzyl- 9,101 und Trialkoxydiphenylmethyl-Harze 11) verwen- 

det.Beide Harze kiinnen schwer racemisierungsfrei mit Fmoc-Aminosguren 2 ver- 

estert werden.AuBerdem ist einerseits die selektive Abspaltung des syntheti- 

sierten Peptids im Falle des Dialkoxybenzylalkohol-Harzes mit l%-Trifluores- 

sigsgure(TFA) nicht in allen F&illen gesichert,andererseits erfordert die ex- 

treme Sgurelabilitat vom Trialkoxydiphenylmethyl-Harz den Zusatz von Basen 

w;ihrend der Kupplungsreaktionen um eine partielle Peptidabspaltung wahrend 

der Synthese zu verhindern 111 . 

Aus Untersuchungen zur Peptidsynthese in L&sung ist bekannt 12) ,da@ Trityl- 

ester von Aminos8uren extrem s&reempfindlich sind.Wir untersuchten deshalb 

die Eignung der "polymeren" Tritylester 3 zur "solid-phase" Synthese geschiitz- 

ter Peptidfragmente. 
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Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl; AA = a-Aminosaure 

Die zur Darstellung von 3 benijtigten Tritylchloride 1 erhalt man,wie fiir G 

beschrieben13) .Aus der Reaktion von 1 mit Fmoc-Aminosauren 2 und Diisopropyl- 

ethylamin(DIEA) in Dichlormethan erhalt man die Ester 1. 

Veresterung der Trityl-Harze 1 mit Fmoc-Aminosauren 2 

1 g Harz(1.4-1.6 mm01 Cl-/g Harz) in 10 ml trockenem Dichlormethan wird un- 

ter Schiitteln mit 415 mg(3 mmol) DIEA und 1.2 mm01 2. versetzt und 30-60 min 

bei Raumtemperatur geriihrt.Nach Zugabe von 0.5 ml DIEA und 3 ml Methanol wird 

weitere 15 min geriihrt.Das Harz wird abgesaugt,mit DMF,Dichlormethan,Isopro- 

panol und Diethylether gewaschen und i.Vak. 2h bei Raumtemperatur getrocknet. 

Die erhaltenen Harze sind mit 0.3-0.8 mm01 Aminos;iure/g Harz beladen.Bei Ver- 

wendung eines kleineren bzw. groperen iiberschusses an 2 kijnnen Harze 2 mit 

einer Beladung van 0.05-1.1 mm01 Aminosaure/g erhalten werden. 

Zur quantitativen Spaltung der Esterbindung in 3a und 3b benotigt man die - - 
Einwirkung von Eisessig/Dichlormethan(l:9) wahrend 15-20 min bei Raumtempera- 

tur.Die stabileren Verkniipfungen in 3c und 3d werden mit Eisessig/Trifluor- - - 
ethanol(TFE)/Dichlormethan(l:l:8) innerhalb 30 min gespalten.Unter diesen 

Spaltbedingungen verbleiben die zurn Seitenkettenschutz eingesetzte Gruppen 

vom t-Butyl-Typ intakt.Der Nim -Trt-Rest von Fmoc-His(Trt)-OH 14,15),der saure- 

empfindlichsten Gruppe,die in Peptidsynthesen nach der Fmoc-Methode einge- 

setzt wird,verbleibt unter diesen Bedingungen ebenfalls intakt.Die enorme 

sterische Hinderung der wahrend der Spaltreaktion entstehenden "polymeren" 

Tritylkationen unterbindet vollstandig den elektrophilen Angriff auf die 

Indol -Funktion von Tryptophan. 

Da unsere Untersuchungen zeigten,daB die p-Chlorsubstitution keinen wesent- 

lichen Einflu8 auf die Stabilitat der Esterverkniipfung ausiibt,fiihrten wir 

Peptidsynthesen nur unter Einsatz von 3a und 3c durch.Die Kupplungsreaktio- - - 
nen werden mit einen dreifachen UberschuB an 2 durchgefiihrt.Ihre Aktivierung 

erfolgte in einen Vorreaktor mit Dicyclohexylcarbodiimid(DCC) und 1-Hydroxy- 

benzotriazol(HOBt)[ 2/HOBt/DCC = 1 : 1.5 : 1; 10 ml DMF/nunol 2; 20 min bei - 
2ooc1. 



3945 

Fmoc-Arg(Mtr)-Pro-LyS(BOC)-Pro-OH 4 

Fmoc-Lys(Boc)-Ile-Ile-Gly-OH 5 

Fmoc-Phe-His(Trt)-Thr(t-Bu)-Phe-Pro-OH 5 

Fmoc-Leu-Ser(t-Bu)-Thr(t-Bu)-Cys(Trt)-Met-Leu-Gly-OH Z 

Boc-Cys(Trt)-Gly-Asn-Leu-Ser(t-Bu)-Thr(t-Bu)-Cys(Trt)-Met-LeU-Gly-OH s 

Fmoc-Asn-Leu-Ser(t-Bu)-Thr(t-Bu)-Cys(Trt)-~et(O)-Leu-Gly-Thr(t-Bu)-Tyr(t-Bu)- 

Thr(t-Bu)-Gln-Asp(t-Bu)-Phe-Asn-Lys(Boc)-OH 2 

Fmoc-Ala-Glu(t-Bu)-Asp(t-Bu)-Glu(t-Bu)-Ser(t-Bu)-Ala-Glu(t-Bu)-Ala-Phe-Pro-OH 

10 - 

Die extreme Saurelabilitat von 3a verursacht wahrend der Synthese des Sub- - 
stanz P(l-4)-Fragments (4) 15% Peptidabspaltung vom Harz. Dagegen folgt aus 

den Ergebnissen(Tab.1) der Synthese des Peptids 5,der Calcitonin-Fragmente 5-9 

und des Corticotropin-Fragments lJ,da$ die hijhere Stabilit8t der 2-Chlortri- 

tyl-Harze 2 die "solid-phase" Synthese von Peptiden in exzellenter Ausbeute 

erlaubt. 

Wahrend der Peptidkettenverlangerung wird nach jeden Synthesecyclus eine 

kleine Menge des Harzes entnommen,fiir l-10 min mit Eisessig/TFE/Dichlormethan 

(1:1:8 - 2:2:6) gespalten und durch Diinnschichtschromatographie(DC) die Rein- 

heit des Peptids iiberpriift. Dabei beobachtet man,dap die Abspaltung der 

Peptide vom Harz, nicht in allen Fallen mit der gleichen Geschwindigkeit er- 

folgt. Daraus folgt,dap die Stabilitat der Verkniipfung such von der indivi- 

duellen Peptid-Sequenz abh;ingig ist. Am Beispiel der Isolierung von 2 wird 

die Effektivitgt der verwendeten Methode demonstriert. 

Isolierung von 2 

1 g (0.177 mm01 2; Startsubstitution : 0.35 mm01 Lys/g Harz) wird mit 15 ml 

eines Gemisches von Eisessig/TFE/Dichlormethan(2:2:6) versetzt und 1 h bei 

Raumtemperatur geriihrt.Dann wird das Harz abgesaugt und mit der Spaltlijsung 

gut gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden i.Vak. eingeengt und mit Was- 

ser behandelt. Der ausgefallene Feststoff wird abzentrifugiert, mit Diethyl- 

ether gewaschen und i.Vak. getrocknet. Man erhalt 462 mg (94%) rohes 2. Wei- 

tere Reinigung erfolgte mit Mitteldruckchromatographie(Tab.1). 
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Tabelle 1. Isolierung der Peptide 4-10 

Peptid Spaltbe- a) Rohausbeute Reinigung b) Reinesc) Molmasse 

dingungen [%I Peptid[%jd) FAB-MSe) 

4 A 86 A 69 103l[(M+H)+] 

s C 96 A 82 733[(M+H)+] 

a B 89 A 70 1169[(M+H)+] 

1 C 99 B 87 13Ol[(M+H)+I 

s C 99 B 89 1717[(M+Na)+] 

9 C 94 C 81 2774[(M+Na)+] 

10 C 100 B 76 1590[(M+Na)+] - 

a)A=Eisessig/Dichlormethan (5:95), 15minbei Raumtemperatur; B=Eisessig/ 

TFE/Dichlormethan(2:2:6), 1 h bei Raumtemperatur; C = Eisessig/TFE/Dichlor- 

methan(l:1:8),45 min bei Raumtemperatur.- b) Saulenchromatographie, Kiesel- 

gel 60, 230-400 mesh,Fa. Merck, 10 g/l00 mg Peptid; Eluent: A = Toluol/Eis- 

essig/Methanol(8:0.7:0.9); B = Chloroform/Eisessig/Methanol(lO:O.3:0.6); 

C = Chloroform/Methanol(7.2:2.8).- c, Homogen in zwei HPTLC-Systemen(HPTLC 

Alufolien .F258, Fa. Merck.- d) Berechnet anhand der anfanglichen Substitu- 

tion der Harze an C-terminalen Aminosauren.- e) Massenspektrometer-Datensy- 

stem MAT 312/SS220 der Fa. Varian-Finnigan-MAT, ausgeriistet mit einer FAB- 

Einrichtung der Fa. Ion Tech Ltd.- 

Wir danken dem "Ministerium fiir Energie und Forschung" und Biohellas AG 

fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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