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Ztnammenfasumg-Fib die Festphasen-Synthese der beiden Tripeptide L-Ala-kkr-t.-Phe utul L-Ala-L- 
Thr-L-Phe wurde der 2,2,2-Trifluor-1-benxyloxycarbonylaminoiithyl-Rest ak Schutzgruppe fur die 
Hydroxylgruppen des Serins und Threonins verwendet. 

Abstract-The 22.2~trifluoro- I-benzyloxycarbonylaminoethyl-group was used as a protecting group for 
the OH groups of serine and threonine during the solid-phase synthesis of the tripeptides L-Ala-Ckr-t- 
Phe and t-Ala-L-Thr-L.-Phe. 

BISHER wurde Thr bei der Merrifield-Synthese meist mit freier Hydroxylgruppe 
verwendet . I-4 0-Acylierungen wlhrend der Boc-Schutzgruppenabspaltung waren 
dabei nicht auszuschliessen, wenn man 1N HCl-Eisessig zur Abspaltung einsetzte. 
4N HCl-Dioxan wiirde zu keiner 0-Acylierung fuhren, doch wird der 
Abspaltungsmethode mit IN HCI-Eisessig der Vorzug gegeben.’ 

Vor kurzem wurde die Synthese von Boc-0-Bzl-L-Thr beschrieben5 doch kann die 
Substanz in nur 10”/,eiger Ausbeute erhalten werden. Auch die Synthese von Boc-O- 
Bzl-L-Ser6 ist mit grossem Aufwand verbunden. 

Erst die Entwicklung des 2,2,2-Trifluor- 1benzyloxycarbonylaminolthyl (Z-TF-)- 
Restes durch Weygand’ brachte hier einen Fortschritt fur die Peptidchemie. Boc-O-Z- 
TF-L-Ser’ und Boc-0-Z-TF-L-Thr (Experimenteller Teil) konnen nach dieser Methode 
schnell und in guter Ausbeute synthetisiert werden. 

her die Verwendung von Boc-0-Z-TF-L-Ser und Boc-0-Z-TF-L-Thr bei der 
Merrifield-Synthese sol1 berichtet werden. 

METHODEN UND ERGEBNISSE 

Die Tripeptide L-Ala-t-Ser-LPhe und r--Ala-L-Thr-L-Phe werden wie folgt syntheti- 
siert: (1) Hydroxylschutzgruppe = Benzylrest; (2) Hydroxylschutzgruppe = O-Z-TF- 
Rest. 

Zur Peptid-Synthese wurde das Merrifield-Verfahren’ in der von uns abgegnderten 
Form benutzt : die Boc-Aminos&ueng wnrden in 5-fachem molarem fbrchuss einge- 
setzt, und die Kupplungszeit betrug 16-18 h. 
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Ob der Z-TF-Rest’ such fur die Merrifield-Synthese geeignet ist, schien in erster 
Linie von der Konformation dieses voluminosen Restes abzuhlngen. Betrachtet man 
die Strukturformel der beiden voll geschiitzten Peptidharze oder das Kalotten-Model1 
der geschutzten Peptide, so erkennt man, besonders im Falle des 0-Z-TF-Thr mit 
Verzweigung am p-Kohlenstoff, die sterische Hinderung. 

Wie die Aminosiiure-Analysen der aus Dimethylformamid/Ather umgefallten 
Peptidhydrobromide (Tab. 1) zeigen, waren die mit Hilfe der Z-TF- und 
Benzylschutzgruppen hergestellten Peptide identisch. Die Ser- und Thr-Werte wurden 
nach Schultze15 korrigiert. Auch die Ausbeuten an Reinpeptiden lagen mit 65-80% in 
derselben G&se. 

Die Papierelektrophorese bewies die Einheitlichkeit der Peptide. Die Substanzen 
wurden mit dem Chlor-Reagenz” nachgewiesen. 

BOG0-Z-TF-Ser uod BoGO-Z-TF-Thr ktinnen bei der Peptid-Synthese nach 
Merrifield ohne Schwierigkeiten verwendet werden. Die Hydroxylgruppen des Set-ins 
und Threonins bleiben wiihrend der gesamten Synthese geschiitzt und werden erst bei 
der Abliisung des Peptids vom Harz entfemt. 0-Acylierungen ‘werden durch die 
Verwendung der Z-TF-Schutzgruppe vollstlndig ausgeschlossen. Die hohen 

Ausbeiiten und die Reinheit der Peptide beweisem ausserdem, dass im Falle der Boc- 
O-Z-TF-Thr-Kupplung keiue sterische Hinderung auftritt. 

Vom I-Diiithylamino- I-propin ist bekannt,‘w’2 dass es als Kupplungsreagenz 
anstelle von DCCI hijhere Ausbeuten liefert. Auch sei das Reaktionsgemisch leichter 
aufzuarbeiten. ” Wir haben I-Diathylamino-1-propin zur Synthese der hier beschrie- 
benen Tripeptide eingesetzt und mussten feststellen, dass eine leichte Racemisierung 
eintrat. Dies entspricht friiheren Beobachtungen.“. I4 

TABELLE 1. AMINOS~~URE-ANALYSEN 

Ser 

Peptid Ala Phe unkorr. korr. 
(Hydroxyl- nach Lit. 15 

schutzgruppe) 

Ala-Ser-Phe 1.00 0,976 0.876 1,007 
(0-Z-TF) 

Ala-Ser-Phe 1,OO 0.980 0,840 0,966 
(0-Bzl) 

Thr 

Ala Phe unkorr. korr . 

nach Lit. 15 

Ala-Thr-Phe 1.00 0,994 0,938 1.004 
(0-Z-TF) 

Ala-Thr-Phe 1.00 1.009 0.99 1 1,060 
(O-Ezl) 

Hydrolysehedingungen: 22 h hei 110’ i. Vak. in 6N HCI. 
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TABELLE 2. SPEZFISCHE DREHUNG* 1%) DER 

PEPTIDE 

Peptid C 

(Hydroxyl- 121:: g/l00 ml 

schutzgruppe) Liisungsmittel 

Ala-Ser-Phe 

(O-z-TF) 

Ala-Ser-Phe 

(0-Bzl) 

Ala-Thr-Phe 

(0-Z-l-F) 

Ala-Thr-Phe 

(O-Bzl) 

t 33.2” O-5 

+31,4O 0.5 

+ 39.0” 0.5 

+ 32.8” 0.5 

l Bestimmt am Perkin-Elmer 14l- 

Polarimeter; Liisungsmittel: Ameisensiiure. 

Abkiirzungen: 0-Z-TF = 2.2,2-Trifluor- I-benz- 

yloxycarbonylaminoiithyl. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Fiir die Diinnschichtchromatographie wurde Kieselgel G (Merck) als Sorptionsmittel verwendet. Zur 

Sichtbarmachung der Substanzen wurden das Ninhydrin-Reagenz und das Chlorierungsverfahren nach 

Zahn” verwendet. 

Fliessmittelsvsreme. BPEW: n-Butanol : Pyridin : Eisessig : Wasser = 30 : 20: 6 : 24 (v/v): SIMW: sek. 

Butanol:Isopropanol:Monochloressigsiiure:Wasser=7O:I0:3:40: (v/v/w/v); SBAW: sek. Butanol: 

Ameisensaure : Wasser = 75 : 13.5 : 1 I ,5 (v/v); CME: Chloroform : Methanol : Eisessig = 90 : 10 : 5 (v/v). 

Siimtliche Lasungsmittel wurden wie iiblich gereinigt und absolutiert. 6N HCI fur Peptid-Hydrolysen 

wurde zweimal destilliert. Die quantitativen Aminosiiure-Analysen wurden am Gerlt Dr. Bender/Dr. 

Hobein ausgef&t Das optiscbe Drehungsverm&&n der Peptide wurde am Perkin-Elmer 141-Polari- 
meta bestimmt. Fti die Papierelektrophores acf Schleicher(Schllll-Elek~ophorescStreifen (3 cm x 306 
cm), Nr. 2043a Mgl, wurde forgender Puffer venvendet : Ameisens&ure: Easigs&rre: Waaser = 30: 20: 

150 (v/v). pH 2.0. 

Synthese ran Boc-0-Z-TF-L-Ser, Boc-0-Z-TF-r-Thr und Boc-0-Bzl-L-Thr 

Boc-0-Z-TFr-Ser wurde nach Lit. 7 aus Boc-t-SerY und Z-TF-Cl* hergestellt. Boc-0-Bzl-t-Thr 

wurde nach Lit. 5 in 10% iger Ausbeute hergestellt. 

Boc-0-Z-TF-r-Thr 

Boc-L.-Thr. 59,6 g (0.5 Mel) r-Thr wurden in 200 ml eines DioxanlWasser-Gemisches (I : 1. v/v) 
suspendiert, mit 78.7 g (0.55 Mol) Butyloxycarbonyl-Arid” versetzt und mit 4N NaOH auf pH 9.5 

eingestellt. Unter starkem Riihren wurde das Reaktionsgemisch auf 45’ enviirmt. Der pH wurde dabei 

durcb laufende Zugabe von 4N NaOH konstant’ gehaltea. Nach 28 h konnte in da L4Lsung kein freies L- 
Thr nachgewieseo werdeu Das Gemisch wurde auf Raumtemperaturc abgekiiblt, die Hauptmene Dioxan 
i. Vak. abgezogen, die w&&p L&sung zweimal mit je. I00 ml &her extmhiert uod die w&saris Phase mit 

40% iger Citronensiiure auf pH 35 eingestellt. Die saure Li%ung wurde finfmal mit je 100 ml 

Athylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten organ&hen Phasen wurden zweimal mit je 200 ml gesiittigter 

NaCI-Liisung und zweimal mit je 200 ml H,O gewaschen. iiber Na,SO, getrocknet turd i.Vak. 

l 2.2.2-Trifluor-l-chlor-N-benzyloxycarbonyliithylamin (Z-TF-Cl). Fa. Schuchardt. Miinchen. 
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eingedampft. Ausbeute: 99.9 g (0.46 Mol)=92% d.Th.; 01. Boc-L-Thr war dlinnschichtchromato 
graphisch einheitlich, R, (CME): 0.35. 

Boc-O-Z-TF-L-Thr. Zu 21.9 g (0.1 Mel) Boc-L-Tbr und 53.5 g (0.2 Mel) Z-TF-Cl in 300 ml abs. THF 
wurden bei 0’ innerhalb von 20 min 20.2 g (0,2 Mol) Trilithylamin (TAA) gegeben. Nach 1 h gab man 
nochmals 26.7 g (0,l Mol) Z-TF-Cl und 10.1 g (0,l Mel) TAA in 100 ml THF zu, da noch freies Boc-L- 
Thr nachgewiesen werden konnte. Das Reaktionsgemisch liess man iiber Nacht bei Raumtemperatur 
stehen und saugte dann vom ausgefallenen Triiithylaminhydrochlorid ab. Das Salz wurde griindlich mit 
abs. THF ausgewaschen. die gesammelten Filtrate wurden i.Vak. bei 40’ eingedampft. Der Riickstand 
wurde nach Zugabe von 300 ml Dioxan und 150 ml gesattigter NaHCO,-Losung 3 h bei 50’ geriihrt. Die 
Hauptmenge Dioxan wurde i.Vak. abgedampft, der Rlickstand mit 200 ml Hz0 verdiinnt und das 
ausgefallene 2,2,2-Trifluor- I-hydroxy-N-benzyloxycarbonylilthylamin abgesaugt. Die Filtrate sluerte 
man mit verdiinnter Citronensiiure an, extrahierte dreimal mit je 200 ml Athylacetat. wusch den Extrakt 
mit Wasser neutral, trocknete ihn iiber NasSO, und dampfte i.Vak. tin, Ausbeute: 36,4 g (0,081 
h401)=81% d.Th.; 01. 

Dicyclohexylammoniumsalz. Zu einer ktherischen Liisung von 36.4 g (81 mMo1) Boc-0-Z-TF-L.-Thr 
wurden 14,7 g (81 mh4ol) Dicyclohexylamin gegeben; nach 1 h gab man n-Hexan zu und saugte die 
ausgefallenen Kristalle ab. Ausbeute: 42.9 g= 68% d.Th.. bezogen auf Boer-Thr. Das Salz wurde aus 

Mctbanol/Wasser umkristallisiert, Schmp.: 108-110” (Schmelzbeginn bei 88”); R, (CME): 0,70; (Ber: 
N, 6.65 ; Gef: N, 6,700/.). 

Boc-Phe-Polymeres. 40.0.g Cblormethylharz’ (56 mMol Cl), suspendiert in 120 ml Athylaatat, wurden 
mit 1484 g (56 mMol) Boc-Phe und 7,08 ml (50.4 mhiol) Triiithylamin versetzt und wiihrend 48 h bei 80 
unter Rijhren am Riickfluss gehalten. Nach Abkiihlen des Reaktionsgemisches wurde das BocPhe-Han. 
mit Athylacetat. Wasser, Methanol und Ather gewaschen und i.Vak. iiber KOH/P,O, bei 40’ getrock- 
net. 20 mg des Aminoslureharzes wurden wiihrend 40 h in einem Dioxan : 10N HCI-Gemisch (1: 1. v/v) 
bei 110’ i.Vak. hydrolysiert. Das Filtrat dampfte man ein und bestimmte Phe quantitativ. Aminosiiure 
im Harz: 054 mMol/g Boc-Phe-Harz. 

H. Ala-Ser-Phe - OH(O-Z-Tf)’ 
Boc-0-Z-TF-Ser-Phe-@. 5.0 g BooPhe-Han. wurden in das Reaktionsgetis nach Kuschi6 eingewogen 
und wie folgt behandelt : 

Reaktionsschema 

(I) Methylenchlorid I5 min schiitteln 
(2) Athanol 3x ,, 
(3) Eisessig 3x *. 
(4) 1N HCI in Eisessig 30 min ,, 
(5) Eisessig 3x ,. 
(6) Athanol 3x . . 
(7) Methylenchlorid 3x 
(8) 10% Trilthylamin in Methylenchlorid 20 min 1: Chlorid nach 
(9) Methylenchlorid 4x ,. Volhard: 2,715 mMol 

(IO) Zugabe ven 13.6 mMol = 6’g (5-fache molare Menge des 
Volhard-Wertes) Bee-0-Z-TF-Ser in 30 ml CH,CI, 20 min . . 

(1 I) dazu 15.0 ml 1 m DCCI in CH,CI, 18h ., 
(I 2) Methylenchlorid : Athanol= 1 : I 3x ., 
(13) Athanol 3x . . 

Die Filtrate 8 und 9 werden gesammelt, eingedampR und tiir die Chlorid-Bestimmung nach Volhard 
venvendet. Pro Waschschritt wurden 50 ml Liisungsmittel verwendet. Die Schiittelzeit betrug. wenn nicht 
andcrs angegeben, 4 min pro Scbritt. 

Boc-Ala-0-Z-TF-Ser-PheQ.t Zur Abspahung der Boc-Schutzgruppe von Boo0-ZTF-Ser-Phe-Q 
und Kupplung mit Boc-Ala wurde wieder das gleiche Reaktionsschema durchlaufen. Chlorid nach 
Volhard: 2,670 mMol Cl: Boc-Ala: 2.56 g (13J mMol=5-fache mohue Menge) in 30 ml CH,CI,; 
DCCI: 15 ml 1 m DCCI in CH,CI,; Kupplungszeit: 18 h. 

l Hydroxylschutzgruppe. 
t 8 = Kunstharz. 
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