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SYNTHESE VON CASEIN-PEPTIDEN NACH DER 
MERRIFIELD-METHODE 

L-VAL-L-ASP-L-GLU-L-GLU-L-GLU-D,L-SER-L-ILE-L-ALA-L-MET-L-GLU- 

L-LYS 
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ZPumorenfrasmg-Das Casein-Peptid ~-Val-~-Asp-~-Glu-~-Glu-~-GIu-~,~-Ser-~-ile-t-Ala-~-Met-~- 
Glu-L-Lys wurde nach der Merrifield-Methode synthetisiert. Nach det Abspaltung vom Kunstharz 
erhielt man 21.7g Rohpeptid. Das Rohpeptid wurde durch wiederholte Ionenaustauschcrchromato- 
graphic und Gelfiltration gereinigt. Die Ausbeute an analysenreinem Peptid, btzogen auf die C-tcrminale 
Aminoa&ure im Harz, betrug 4-9 g, das sind 28%. Obcr die Synthese von Casein-Peptiden wurde in der 
Literatur bisher noch nicht berichtet. 

Abstract-The casein peptide ~-val-~-asp~-glu-~-glu-~-glU-~.~-ser-~-ile-L-ala-~-met-L-~u-~-lys was syn- 
thesized by Menifield’s solid-phase method. After cleavage from the resin, 21.7 g crude peptide was 
obtained. The peptide was purified by repeated ion-exchange chromatography and gel-filtration. The 
yield of analytical grade peptide, related to the C-terminal amino acid on the resin, was 4.9 g (28 %). So 
far, the synthesis of casein peptides has not yet been mentioned in the literature. 

EINER der wenigen BeitrQge zur Strukturaufklirung von Casein-Peptiden ist die 
Arbeit von Schormtiler et al.’ Aus einem trypsinresistenten Peptidgemisch des 01- 
Caseins isolierten die Autoren tiulenchromatographisch 3 Phosphor-Peptide. Das 
gr&te der erhaltenen Bruchstiicke wurde durch saure Partialhydrolyse weiter 
gespalten. Durch Aminotiure-Analysen und Endgruppenbestimmungen konnte 
eine Partialstrukturformel des Phosphor-Peptides aufgestellt werden : 

Val-(Ser,Ile)-Glu-G1u-Glu-Ser-Ser-(Ser,Pro)-Val-(Asp,Glu~,~r~Ile-Ala-Met-Glu- 
123 4 5 6 7 8 910 11 12-16 17 18 19 #) 

LYS 
21 

Fiir die Herstellung des Undecapeptids der C-terminalen Sequenz 11-21, das von 
uns als Modellsubstanz beniitigt wurde, wtilten wir das Merrifield-Verfahren’; die 
Reihenfolge der Aminoduren zwischen 12 und 16 se&ten wir willkiirlich fest : 

~-Val-~-Asp-~-Glu-~-Glu-~-Glu-~,~-Ser-~-Ile-~-Ala-~-Met-~-Glu-~-Lys 
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Fiir die Peptidsynthese am Kunstharz ersetzten wir das Schiittelgefti nach Merri- 
field durch einen Rundkolben mit eingeschmolzener Glasfritte3, durch die L.i%ungs- 
mittel und Reaktionsprodukte rascher abgesaugt werden konnten als bisher. Ein 
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besonderer Aufsatz mit Anschlussstticken ftir die einzelnen Liisungsmittel-Reservoirs 
gestattet die Zufuhr der L6sungen unter vollstandigem Ausschluss von Luftfeuchtig- 
keit. So konnen Peptidsynthesen such im Kaltebad ausgefiihrt werden. 

ABB. I Apparatur f”ur die Merrifield-Synthese. 

Die fur die Peptidsynthese beniitigten Boc-Aminoduren* wurden durch Um- 
setzung der Aminos5uren’ mit Boc-Azid und NaOH bei konstantem pH4 erhalten. 
Boc-y-Bzl-L-Glu und Boc$Bzl-~-Asp wurden nach dem Magnesiumoxid-Verfahren5 
hergestellt. Die funktionellen Gruppen in den Seitenketten von Asp, Glu, Ser und 
Lys wurden als Benzylester, Benzyhither und Benzyloxycarbonyl-Verbindugen vor 
Nebenreaktionen wghrend der Kettenverlangerung geschtitzt. Diese Schutzgruppen 

werden gleichzeitig mit dem Peptid vom Han. abgespalten. 
Als TAger wurden Bio-Beads S-X 2t benutzt. Durch Chlormethylierung mit 

Chlormethylmethyl;ither und SnCl, erhielten wir ein Haxz mit einem Chlormethyl- 
Gehalt von 1.24 mMol/g. 

Das Tri5thylammoniumsalz der C-terminalen AminosPure wurde mit dem 
Chlormethylpolymeren 48 Std. in siedendem Athanol umgesetzt. Urn eine hrladung 
des Harzes an Peptid zu vermeiden, wurde um etwa 20% weniger N”-t-Butyloxy- 
carbonyl-N”-Z-L-Lys-Trtithylammoniumsalz eingesetzt, als der Theorie entsprach. 

Die Kupplungen der einzelnen Boc-AminosHuren wurden mit Iquimolaren Men- 
gen DCCI in Methylenchlorid bei Raumtemperatur ausgefti. Eine Reaktionsdauer 

l Abkiirzungen: BOG = t-Butyloxycarbonyl; Z- = Benzyloxycarlmnyl; B& = Be@; DCCI = 
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid. 

7 Fa. Bio-Rad, Miinchen; Copolymerisat aw Styrol und 2% Divinylbenzol in Perlform, Siebzabl 
200400 mesh. 
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van 2 Std. envies sich als ausreichend. Der entstehende N,N’-Dicyclohexylhamstoff 
wurde nach der Kupplung mit einem CH,Cl,/C,H@H-Gemisch ausgewaschen. 

Bei der Behandlung des Peptidharzes mit HBr/%fh&ssigslure v&de Methionin 
durch eritstehendes Benzylbromid zur Benzylsulfonium-Verbindung umgewandelt 
werden. Deshalb wurde der Suspension des Peptidharzes in Trifluoressigtiure vor 
dem Einleiten des Bromwasserstoffs Methyl%thylsulfid* zugesetzt. 

Von einigen Autorex?, wurde die Vermutung geaussert, dass, entgegen der Vor- 
schrift von Merrifield2, bereits 20-30 Min. geniigen wtirden, urn das Peptid mit 
Bromwasserstoff vom Harz abzuspalten ; auf &se Weise kiinnte man reinere Peptide 
als bisher (Abspaltungsdauer 90 Min.) erhalten. Wir stellten fest, dass schon nach 
15 Min. die Hauptmenge des Peptides vom Han. entfemt worden war ; nach weiteren 
65 Min. kor&n nur noch Spuren Peptid aus den Trifluoressigdure-Losungen 
isoliert werdeh. Diinnschichtchromatographische Untersuchungen der beiden so 
gewonnenen Rohpeptid-Fraktionen z&ten keinerlei Unterschiede in der Zusammen- 
setzung der Komponenten. 

Durch Gelfiltration an Sephadex G-15 wurde eihe grobe Trennung des Undeca- 
pep&s von niedermolekularen Stoffen erreicht. Die Feinreinigung des Peptides 
erfolgte durch Ionenaustauscher-Chromatographie an Dowex 1 x 2 mit einem 
Pyridin/Collidi.n/Acetat-Puffer ; die Elution des sauren Peptides gelang durch 
Variation des pH-Wertes zwischen 8.3 turd 3-9 (linearer Essigsaure-Gradient). Aus 
dem Bild 2 kann ersehen werden, welche Fiaktionen vereinigt und durch nochmalige 
Ion 

Esm 

15 

naustauscher-Chromatographie und Gelfiltration weitei gereinigt wurden. 



6622 K. H. NEY und K. P. ~LZHOFER 

Nach s%mtlichen Reinigungsoperationen konnte durch Papier- und Diinnschicht- 
chromatographie, Elektrophorese und quantitative Aminos%ure-Analyse in Tabelle 1 
die Einheitlichkeit des Casein-Peptides besttitigt werden. 

TABELLE 1. MOLVERHXLTNIS DER AMINOS&REN IM PEFT~D 

Glu Ser Ala Asp Be Val LYS Met Thr* Met-O* NH3 

Theor. 4 1 I 1 1 1 1 I - - - 

Gef. 4.00 l-00 1.04 1.04 1.06 1.12 I.22 @22 0.31 0.31 047 

l Thr und Met-O (Methioninsulfoxid) cntstehen unter den Bedingungen der Hydrolysc aus Met. 

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE 

Liislrngsmiltelgemische. n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30: 20:6:24 (v/v) (BPEW); Chloroform/ 
Methanol/Eisessig 90: 10:5 (v/v) (CME). 

Pyridin/Acetat-Pufier. Pytidin/Eisessi@Was.ser 1: 10 : 289 (v/v), pH = 3.6 ; Pyridin/Eisessig/Wesset 
25 : 1: 225 (v/v), pH = 6.4; Pytidin/Eisessig/Wasser 4 : 1: 995 (v/v), pH = 5.5. 

F&r die Papierelektrophorese wurde das Beckman-Getit (Durrum-Zelle, Mode11 R, Serie D) verwendet ; 
Spannunggef~lle = 20 V/cm. 

Quantitative Aminodure-Analysen wurden nach Hannig6 auf einem Aminosiure-Analysator von Dr. 
Bender-Dr. Hobein, Miinchen, ausgefihrt. Die Peptide wurden 20 Std. bei 1 lo” in 6N HCI i. Vak. in der 
Ampulle hydrolysiert. 

Boc-Aminos&-ren. Boc-y-Bzl-L-Glu und Boc-p-Bzl-t-Asp wurden in 30% iger Ausbeute aus y-Bzl-L-Glu’ 
bzw. g-Bzl-~-Asp~ nach dent Magnesiumoxid-Verfahren’ hergestellt. L-Val, 0-Bd-D,L-SX, t-Ile, ~-Ala, 
r-Met und NC-Z-L-Lys wurden mit der pH-Stat-Reaktion4 in die Boc-Derivate Ubergeflihrt. Die pH- 
Werte (s, Tabelle 2) wurden wihrend der Reaktionsdauer genau eingehalten. 

TABELLE~.ANGAFIEN ZUR PH-STAT-REAKTION 

Aminodure pH Ausbeute an Boc-Aminosiure 

Ala 
Ile 
Met 
Val 
0-Bzl-Ser 
N’- z-Lys 

101 85% 
9-8 92% 
9.7 90% 
9.5 56% 
9.1 80% 

102 65% 

Die Reinheit der Boo-Aminosturen wurde dilnnschichtchromatographisch und durch Messung der 
optischen Drehung gepriift. Bedingungen fur die Diinnschichtchromatographie: Sorptionsschicht = 
Kieselgel G; Fliessmittel = CME. 

N”-Boc-N’-Z-L-Lys-Polymeres. 50 g chlormethyliertes Polystryrol-2% Divinylbenzol-Harz (1.24 mMol) 
Chlormethyl/g wurden mit einer Losung van 19-Og (5OmMol) N”-Boc-N*-Z-L-Lys und 7 ml (5OmMol) 
Trilthylamin in MO ml abs. #than01 48 Std. am Ruckfluss gekocht. Das veresterte Harz wurde abgesaugt, 
mit #thanol, Wasser, Methanol und bither gewaschen und bei l-2 Torr und 40” getrocknet. Die Menge 
der C-terminalen Aminoslure im Hatz wurde aus der Gewichtszunahme dcs Polymeren (7-95 g) und 
durch eine Chlorid-Bestimmung nach Volhard im HCl*N’-Z-t-Lys-Polymeren errechnet Das Han 
enthielt danach 0.42 mMol Ammos&ire/g. 

N”-Boc-Val-~-Bzl-Asp-y-Bzl-Giu-y-Bzl-Glu-y-Bzl-Glu-O-Brl-Ser-lle-Ala-Met-y-Brl-Glu-N’-Z-Lys-Po~y- 
meres. 30 g N”-Boc-N*-ZLys-Polymeres (12.6 mMol Aminodure) wurden in das von uns entwickehe 
Schiittelgeftiss (s. Abb. 1) gegeben und in 150 ml Eisessig suspendiert. Ftir jede Aminodurekupplung 
wurden die Schritte l-13 des A&its-Schemas der Tabelle 3 durchlaufen. Nach der letzten Peptidkupplung 
wurde bei Schritt Nr. 12 unterbrochen, das Peptidharz mit &her gewaschen tmd bei l-2 Torr und 40” 
getrocknet. 
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Anzahl LBsungsmittel- Schiittelzeit 
Schritt 

Nr. 
Liisungsmittel 

der volumen pro Pro 
Wasch- Waschschritt Waschschritt 

Reaktion 

schritte (ml) (Min.) 

2 

3 
4 

6 

8 
9 

10 
11 

12 CHICI, 3 150 
13 iithanol 3 150 

Eisessig 
1N HCI in Eisessig 

3 
I 

Eisessig 
AthanoI 
CHCI, 
lpA, Et,N in CHCI, 

CHCI, 3 150 

jithanol 3 150 
CH&I, 3 150 
Boc-Aminoslure/CH,CI, 1 150 
DCCI/CH,Cl, I 50 

150 

200 

150 

150 
150 

200 

Abspaltung der 
Boc-Schutzgruppe 

Neutralisation des 
Hydrochlorids 

- 
5 

3 
10 

120 

3 
3 

.- 

- 

Aminotiure- 
Kupplung 

Urn die Ausbeuten der einzelnen Kupplungsschritte zu verfolgen, wurden nach jedem Arbeitsgang 
XI mg Peptidharz mit 6N HCl bei 110” und 12 Torr 20 Std. hydrolysiert und die Aminoduren quantitativ 
bestimmt. Fiir die anschliessende Chlorid-Bestimmung nach Volhard wurden die Filtrate Nr. 6-9 ver- 
wendet. Die Chlorid-Werte lagen zwischen 12.6 und 12.3 mMol Chlorid ; die Boc-Aminotiuren wurden 
in der 2.5 fachen molaren Menge, bezogen auf die einzelnen Volhard-Werte, eingesetzt. DCCI wurde in 
der gleichen molaren Menge wie die Boc-Aminosiuren zugesetzt. 

Val-Asp-Glu-Glu-Glu-Set-lle-Ala-Met-Glu-Lys-di-tri~~r~et~. Die Abspaltung des Peptides vom Harz 
sowie die Entfemung der Schutzgruppen mit BromwasserstoNwurden im Reaktionsgef%s unter Ausschluss 
von Feuchtigkeit durchgefiihrt. Man suspendierte das Peptidharz in 150 ml Trifluoressigslure, gab 10 ml 
Methylgthylsulfid zu und leitete 20 Min. einen mlssigen, trockenen Bromwasserstoff-Strom durch die 
Suspension. Der BromwasserstolT wurde vorher durch einen CaCl,-Trockenturm und durch eine lO%ige 
Lijsung von Resorcin in Trifluoressigtiure geleitet. Das Harz wurde abgesaugt und dreimal mit je 100 ml 
Trifluoressigsiiure nachgewaschen. Das Filtrat wurde eingeengt und dreimal mit je 50 ml Trifluoressig- 
dure i.Vak. bei 30” eingedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem &her versetzt und gut durch- 
gerieben. Die gelblich geftirbte b;therlasung wurde von der pulvrigen Substanz dekantiert und der Riick- 
stand viermal auf die gleiche Weise behandelt. Der Riickstand wurde i.Vak. Cber P*O,,, getrocknet und 
ausgewogen : 21.7 g Rohpeptid. 

Gelfiltration. Zur Reinigung wurde 1 g Rohpeptid an einer Sephadex G-15-SIule (Gel-Hiihe: 90 cm, 
Durchmesser der S;iule : 2.5 cm) mit O*ZN Essigdure als Elutionsmittel von den niedermolekularen 
Substanzen befreit. Die ninhydrinpositiven Fraktionen wurden vereinigt und am Rotavapor bei max. 40 
eingeengt. Der Riickstand wurde gefriergetrocknet. 

Ionrnoustouscherchromatographie. Der Anionenaustauscher Dowex 1 x 2 (2w mesh) wurde in der 
Acetat-Form mit dem Startpuffer Pyridin/Eisessig/2,4,6-Collidin/H,O 10:0.4: lo:980 (v/v), pH = 8.3, in 
ein Sephadex-Chromatographierohr (100 cm x 2.5 cm) eingeschllmmt und mit mindestens 3 Slulen- 
volumina PulTer nachgewaschen (Fiillhhhe: 70 cm). Dann wurde das Lyophylisat der Gelfiltration auf- 
getragen. Die Gradientenapparatur wurde mit 2 I Startpuffer, pH = 8-3 (Gef&s I), und 2 I Startpuffer, 1N 

an Essigsiure, pH = 3.9 (GefAss II), gefiillt und an die SIule angeschlossen. Die Elutionsgeschwindigkeit 

betrug 10 ml/Std. cm’, wobei Fraktionen zu je 3 ml gesammelt wurden. 01 ml jeder Fraktion wurde fiir 

die Ninhydrin-Reaktion-nach vorhergehender Hydrolyse mit NaOH-verwendet. Das erhaltene 
Elutionsdiagramm zeigt Abb. 2. Durch pH-Messungeu in den einxlnen Fraktionen wurde der madlen- 
tenverlauf zwischen pH 8.3 und pH 3.9 festgestellt. Die Fraktionen zwischen 1.825 und PO131 wurden 
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vereinigt, i.Vak. eingedampfi und nochmals an Dowex 1 x 2 in der oben beschriebenen Weise chromato- 
graphiert. Die Essigslure-Endkonzentration des Elutionsmittels wurde im zweiten Versuch auf O.SN 
herabgesetxt. 

Gelchromatographie an Sephadex G-25 (fine). Durch emeute Gelchromatographie an einer Sephadex 
G-2S-SLule (90 x 25 cm) wurde das Peptid von Puffer befreit, der durch Gefriertrocknung der Eluate der 
lonenaustauscherchromatographie nicht vollsti-indig entfemt werden konnte. Bei dieser Gelchromato- 
graphie wurde ausserdem die Einheitlichkeit des Peptides kontrolliert. Mit 0.2N Essigsaure als Elutions- 
mittel (Fliessgeschwindigkeit: 7 ml/Std. cm’) konnte in den Fraktionen (ie 3 ml) nut ein einzelner Peak 
festgestellt werdeo. Nach Eindampfen der essigsauren Losung i. Vak. bei 40” und anschliessender Gefrier- 
trocknuug erhielt man 227 mg (28%) eincr weissen, pulvrigen Substanz, die dimnschicht- und papier- 
chromatographisch einheitlich war. 

AEB. 3 Chromatographisches und elektrophoretisches Verhalten des Casein-Peptides. 

Auch durch Papierelektrophorese (s. Abb. 3) und quantitative Aminotiure-Analyse (Glu 4-O; Ser 1.0; 
Ala la: Asp l-04; Val l-12; Be 1%; Lys 1.22; Met 084) wurde die Einheitlichkeit des Undecapeptides 
bewiesen. 

Danksagung-Herm Dr. W. Schulz danken wir sehr fir die Durchftihrung der quantitativen Aminodure- 
Analysen, Herrn A. Runge fiir die gewissenhafte Ausfiihrung der Versuche. 
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