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SYNTHESE VON CASEIN-PEPTIDEN NACH DER 
MERRIFIELD-METHODE 

L-VAL-L-SER-L-ILE-L-GLU-L-GLU-L-GLU -L-SER-L-SER-L-PRO- 
L-SER-L-VAL-L-GLU-L-GLU-L-GLU-L-ASP-L-SER-L-ILE-L-ALA 

K. P. POL~HOFER und K. H. NEY 

Unileva Forschungslaboratorium Hamburg 

(Received in Germany 9 Februaq 1970; Received in the UKforpublication 12 March 1970) 

A~-H-V~-~r-Ile-Glu-Glu-Glu-Scr-Ser-Pro-Ser-Val-Glu-Glu-GIu-Asp-Ser-Ile-Ala~H- was syn- 
thesized by the solid-phase method. The peptide was purilkd by gel chromatography and ion-exchange 
chromatography. The octadecapeptide shows u-helix-structure in Z-chloroethanol. 

DIE Patialstrukturformel eines Octadecapeptids aus dem a-Casein wird von 
Schormiiller et al.’ beschrieben: 

H-Val-(Ser,Be)-Glu-Glu-Glu-Ser-Ser-(Ser,Pro~Val-(Asp,Glu,~er~Be-Ala-OH 

1 2-3 4 5 6 7 8 9-10 1.l 12-16 17 18 

Die Sequenzen der Aminosiiuren innerhalb der Klammem sind nicht festgelegt. In der 
vorliegenden Arbeit wird die Synthese des Octadecapeptids: 

H-Val-Ser-Be-Glu-Glu-Glu-Ser-Ser-~o-Ser-Val-Glu-Glu-Glu-AspSer-Be-A1a-OH 
1 5 10 15 18 

nach der Merrifield-Me&ode2 beschrieben. Die Teilsequenzen 2-3, 9-10 und 12-16 
wurden von uns willkiirlich gewiihlt. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Als Triiger bei der Festkijrpersynthese diente ein Copolymerisat aus Styrol/Divinyl- 
benzol(98/2) mit einer Komgriisse von 40-80 urn, das von uns durch Behandlung mit 
Zinn(IV)-chlorid in Chlormethylmethyl%ther2 chlormethyliert wurde. Griindliches 
Auswaschen des Harzes vor der Chlormethylierung ist sehr wichtig, da Spuren von S- 
haltigen Verbindungen eine Vergiftung des Katalysators und eine intensive Rotfarbung 
des Ansatzed bewirken.‘,’ 

Fiir den Autbau des Peptids Boc-Val-Ser(Bzl>Ile-Glu-(OBzl)-Glu-(OBzl)- 
GIu(OBzl) - Ser(Bz1) - Ser(Bz1) - Pro - Ser(Bz1) - Val - Glu(OBz1) - Glu(OBz1) - Glu(OBz1) - 
Asp(OBzl)-Ser(Bzl)-Be-Ala am Triiger wurden die in Tabelle 1 angegebenen Acyl- 
AminosiiurenS7 in 5- bis 6-fachem &erschuss eingesetzt. Die Boc-Aminosiiuren waren 
diinnschichtchromatographisch in drei verschiedenen Systemen einheitlich. Schmelz- 
punkte und Drehungen entsprachen den Literaturwerten. Zur Abspaltung der a- 
Aminoschutzgruppe diente Chlorwasserstoff in Eisessig. Die entstehenden Amino- 
siiure- bzw. Peptidhydrochloride wurden durch eine Chlorid-Titration nach Volhard 
bestimmt (vgl. Tabelle 1). In Abb. 1 sind die Ergebnisse dieser Titration graphisch 
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TABELLE 1. DATEN ZUR S~HESE DES O~TADECAPIPTID 

Chlorid Ftir Aminosiiure-Analysen 
LkX-DcriVatC~’ naeh Volhard abgenommcne Harzmenge 
mMol g miiqu. mg 

Ala - - 
Ile 21.24 4.9 
SCX 17.38 5.13 

ASP 17.28 5.6 
Glu 17.15 5.77 

Glu 17.15 5.77 
Glu 14.33 4.83 
Val 12.54 2.72 

Ser 8.83 2.60 
pro 10.38 2.23 

Ser 8.55 2.52 

Ser 8.93 2.63 

Glu 9.05 3.05 

Glu 10.29 3.46 

Glu 7.86 2.65 

Ile 7.29 1.68 
Ser 5.05 1.49 

Val 5.91 1.28 

3.45 
3.48 
3.46 
3.43 
- 

2.87 
2.09 
1.77 
1.73 
1.71 
1.79 
1.81 
1.72 
1.31 
1.22 
1.01 
0.99 
- 

- 
12.5 
11.2 
11.2 
12.1 
11.9 
12.4 
10.0 
16.3 
16.0 
18.2 
- 

16.1 
13.8 
20.7 
25.0 
24.5 
72.4 

dargestellt. lm Falle der Glutaminsiiure-Kupplungen erkennt man einen besonders 
starken Abfall der Werte. Die Mengen der fti die Ankondensation benijtigten Acyl- 
Aminosiiuren wurden aufgrund der Chloridwerte berechnet. 

Die Ankondensation der Boc-Aminosiiuren erfolgte nach dem in Tabelle 2 dargestell- 
ten Schema. 

Die Synthese wurde mit 10.0 g Boc-Ala-Polymeren begonnen; bei einem Peptidge- 
halt des Harzes von 0.99 mAqu. (vgl. Tabelle 1, letzter Chloridwert) sollte das Gewicht 

e-x-. 

0t 
Ala II@ SW Asp Glu Glu Glu 161 Ser Pm SW SW Glu Glu Glu II* Sw khl 

18 10 5 1 Sequcnr - Nr 

ABB 1. Titration von Trigthylaminhydrochlorid im Verlaufder Synthese von: H-Val-!kr-Ile-Glu-GluGlu- 
Ser-Ser-Pro-Scr-Val-Glu-GluGlu-Asp&r-Ile-AleaH 



Synthese von Casein Peptiden nach der Merriiield Methode 

TABELLE 2 

(1) 
(2) 
(3) 
(4) 
(5) 
(6) 
(-0 
(8) 
(9) 

(10) 
(11) 
(12) 

(13) 

Methylenchlorid 
hlllUl01 

Eisemig 
n HCl/Eisessig 
Eisesaig 
hl8llOl 

Methylenchlorid 
Chloroform 
10% TriIithylamin in Chloroform 
Chloroform 
Methylenchlorid 
Zugabe von Boc-Aminoskure in 
Methylmchlorid 
dazu Dicyclohexylcarbodiimid in 
Methylenchlorid 

3 x waschen 
3 x waschen 
3 x waschm 

30 Min schtitteln 
3 x waschen 
3 x waschen 
3 x waschen 
3 x waschen 

20 Min schiitteln 
4x waschen 
4 x waschen 
I Std. schiitteln 

16-18 Stdn. schiitteln 

Die Kupplungszeit wurde von uns auf 16-18 Stdn. festgelcgt. 
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des Peptidharzes nach der letzten Kupplung 13.08 g betragen. Tatsiichlich wurde eine 
Gewichtszunahme von 3.98 g festgestellt. 

Durch Behandlung von 11.34 g Harz mit Bromwassertoff in Tritluoressigsiiure 
wurden 1.56 g Peptidhydrobromid abgespalten; dies entspricht einer Ausbeute von 
97%, bezogen auf den letzten Chloridwert (vgl. Tabelle 1). 

Dtinnschichtchromatographie in drei verschiedenen Laufmitteln und quantitative 
Aminosiiure-Analyse’des Peptidhydrobromids (vgl. Tabelle 3) zeigten das Vorhandep 
sein von Verunreinigungen an. Erst durch Gelfiltration und Ionenaustauscher- 
Chromatographie gelang die Feinreinigung des Octadecapeptids. Der Elutions-pH von 
2.7 entsprach dem sauren Charakter des Peptids (vgl. Abb. 2). 

TABELLE 3. AMINOSAUIWAN~YSEN 

Asp Ser Glu Ro Ala Val Ile 

Theorie 1.00 5.00 6.00 1.00 1X)0 2.00 2.00 
I* 1.71 3.56 6.00 0.83 1.78 1.41 2.20 
2. 1.56 3.35 6.00 0.68 1.45 1.58 1.85 
3+ 0.97 4.34 6.00 1.16 1.25 2-13 2.12 

l 1 = Peptidhydrobromid 
2 = Peptid nach 2. Chromatographie an Sephadex G-15 
3 = Peptid nach Ionenaustauscher-Chromatographie 

Alle Hydrolysen wurden in 6n HCl im Vakuum bei 110’ w&end 24 Stdn. 
ausgefBhrt. 

Das Peptid war elektrophoretisch einheitlich. b Cellogel-Elektrophorese und 
Anf&bbarkeit wurde bereits ausfiihrlich berichtet_9 

Wie durch ORD-Messungen’ gezeigt wurde, vermag das Octadecapeptid in 2- 
Chlortianol a-Helix-Struktur auszubilden. 

l Die Messungcn dcr optis&xr DiqxxsWonm (ORD) und die Berechnungen dazu wurdQl 
dankenswmteaweise von Herrn Dr. 0. Korver, Unilever Forxchungslaburatorium Vlaardingen, 
Vlaardinga&Iolland, ausgeflihrt. 
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Wiihrend der Synthese des Octdecapeptids wurde nach den Glutaminsiiure- 
Kupplungen immer ein Absinken der Chloridwerte (vgl. Abb. 1) beobachtet. Nach 
Kondensation von drei Glutaminsiiuren in kumulierter Anordnung wurde nach der 
dritten Kupphmg urn etwa 5096 weniger Chlorid bestimmt als vor der ersten. Dieses 
Phtiomen wurde w&end der Synthese zweimal beobachtet: bei Sequenz 3-7 und 1 l- 

15 (vgl. Abb. 1). Obwohl Glu(OBz1) gegen n HCUEisessig stabil sein soli. kiinnte 
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ABE 2. IonmaustauschcrChromatographie an Dowcx 1 x 2 

Shle: 2.5 x 90 cm 
Substanz: 600 mg Octadccapeptid in 6 ml Pufk pH 9.0 
Elution: 1. Z%igcs Collidin, Z%iics Pyridin-Eiiig-Wasser, pH 8.4 (als Gradient) 

2. Z%igcs Collidin, 2%&s Pyridin-Eiscssig-Wassa, pH 7.0 (als Gradient) 
3. Oeln Essigsiiure 
4. In EssigsTiure 
5. 2n Essigsiiure 

Fkssgeschwindigkeit: 10-15 ml/!?& . cm2 
Fraktionax je 3 ml 
Siiulentcmpaatur: 3S” 

durch partielle Verseifung des Glutaminsiiure-y-benzylesters und nachfolgende Kon- 
densation der freien y-Carboxyl-Gruppe mit der a-Aminogruppe ein Pyrrolidon- 
DerivatrO entstehen, wodurch ein Kettenabbruch wiihrend der Synthese eintreten 
kiinnte. Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass bei der Synthese von -Glu(OBzl) 
Glu(OBzl)-Glu(OBzl)-Sequenzen eine sterische Hinderung auftritt. 

Fiir das Gelingen der Peptidsynthese nach MerriBekl ist nach unserex Erfahrung 
die Reinheit und Trokenbeit da L(isungsmittel, des Kupplungsreagenzes und der 
Aminosiiure-Derivate von entscheidender Bedeutung.” 

Zu derselben Feststellung kamen such Wieland et aLL2 bei der Synthese des Anta- 
manids mit Hilfe der Merrifield-Technik. 
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BESCREIBUNG DER VERSUCHE 

ABe L.&un8smittel waren absolut wasser&i und destiBiert. No’-Dicycl~~l~~id wurde vor 
seiner Verwendung destilliert. Siimtliche Boc Aminosiiumu waren ~ichtc~~~i~ einheit- 
lich. Fiir die D6nnschichtcbromatographie verwendete Fliessmittei: Cbhxofonn:Methanol:Eiiig 
9553 (v/v); II-Butanol:Pyridin:E&ssig:Wasmr 30%):6% (v/v); ti Butanol:AmeisensUure:Was~~ 
75:135:11*5 (v/v); sek.~Butulol:I~~ol:MonochloregigJun:Wusar 70:10:3:40 (v/vj Zum 
Nachweis der Boc-Amino&ras und da Peptide wurde Ninhydrin oda das Chlor-Tolidin-Reagens13 
hUW. 

C~&~#~~f~~ng~~~z~. 400*0gBio-BeadsS-XZ*f~mesh)wurdcnin 2700ml In NaOH 
suspendiert und iiber Nacbt bei Raumtemperatur atebengelassen. Nach gribuilichem Auswaschen mit de& 
Wasser suspendierte man das Harx in 2700 ml ln HCl und riihrte 3 Stdn. Anschliessend wurde mit Wasser 
neutral gewaschen und je dreimal mit jc 500 ml Dimetbylformamid und Methanol behandelt. Das Polymere 
wurde 2 Tage bei 80” im Vakuum getrocknet. 

Gewaschene Bio-Beads (200~0 g) wurden in 800 ml Methoxychlormetban 1 112 Std. hei 20° gequollen 
und dann auf-8O abgekiihlt. Zur Suspension gab man unter Riihren in einem Gum IS ml ~~(~~~orid 
in 100 ml Cblo~~y~~yl~~, wobei die Temperatur auf + I0 stieg. Nach 45 Min bei 0” saugte man 
ab tmd wusch griindlich mit fotgenden J_.&ungsmitteht: Dioxan:Wasser 3: 1 (v/v) 4 1.; Dioxan:3n 
HCl 3: 1 (v/v) 4 1.; Dioxan :Wasser 2: 1 (v/v) 2 1.; Dioxan:Wasser 1:2 (v/v) 2 1.; Wasser 2 1.; 
Dioxan : Wasser 1:2 (v/v) 2 1.; Dioxan : Wasaer 1: 1 (v/v) 2 1.; Dioxan : Wasser 2: 1 (v/v) 2 1.; 
Dioxan 2 1.; Dioxan:Methanol 2:l (v/v) 2 1.; Dioxan :Methanol 1: 1 (v/v) 2 1.; Dioxan : 
Methanol I:2 (v/v) 2 1.; Metbanol 2 I. 

Es wurdc im Vakuum bei 80” getrwknet, wobei k&e VerSirbung des ~~o~yl-Pol~~~ eintrat 
Chlorgehalt: 1.42 n&q&g. 

Boc-Ain-OCH,C&i,-Po&mer. 250 g (35 mAqu. Cl)Chlormethyl-Harx wurden in lOOmI Atbylacetat 
suspendiert und unter Riihren mit einer L&ung aus 2 1 mMo1 (3.97 g) Boc-Ala’ und 19.2 mMol(1.94 g) 
Triitthylamin in 20 ml ;ithylacetat versetxt. Das Gem&h wurde 24 Stdn. bei 80” am Riickfluss gekocht. 
Nach der Vm wurde grtindlich mit Athylacetat, &.hanol. Wasser und Methanol gewaschen. Das 
Aminosiiureharx wur& im Vakumm bei 40° getrocknet. 26.22 g Auswaage, Quantitative Aminosfmre- 
~~i~~g~ ergaben cinen Sub~~~~ns~~ von O-384 mMof Boc-Ala/g. 

A@ou wn Boc-Vol-Ser(Bl~IIe-Ght(OBzrGiu~G3z~G~~O3~~S~~z~Se~3z~~o-Se~Bz~ 
Vclr-G~(O~z~Glu(OBz~Glu(oBIltAsp(oB 10.0 g Boc- 
Ala-O-CH,-C&I,-Polymer (3.84 mMo1 Boc-Ala) wurden im Rcaktionsgcfass nach Kuschr’ folgmden 
Behandlungen untenvorfen: 

Abspaltung der Boc-Gncppe. Dcr &-Rest wurde mit 60 ml In HCl/Eisessig in 30 Min abgespalten. 
Ausgewaschen wurde je dreimal mit je 60 ml Eiseesig, Ethanol, Methylenchlorid und Chloroform. Die 
Waachxeit b&r&t jcweils 4 Min. 

FreLtezen der Am&ogruppe. Mit 6 ml Trikithyhunin in 60 mI Chloroform withrend 25 Min: nachwasc- 
hen mit viermal je 60 ml Chloroform und Methylenchlorid. jeweils 5 Mm. In aliquoten 1 &en de-r 
vcreinigten Filtrate aus 9, 10 und 11 (vgl. Tabelle 2) wurde da Chloridsehalt beatimmt. 

Ankondensetion det Boc-Aminostiuren. Die Acyl-Aminosiiuren gab man in 5- his 6 f&em U&schuss, 
in 40 ml Methylenchlorid gel&t, xum Harx. liess 1 Std. schiitteln und figte die iiquivalente Menge 
Dicyclohexylcarbodiiiid in Metbylenchlorid zu und liess 1618 Stdn. reagieren. Dann wurde je dreimal 
mit jc 60 ml M~yl~~~orid, Athanol und Eiii8 gewaschen. 

Nach der letxten Kupplung wurde das Harx getrocknet und ausgewogen: 13.98 g. W&end der Synthese 
wurden 389 mg Harz 8ir die Aminos&ure-Anatyse abgenommen. 

HBr.V al-Ser-Ile-GluGhr-Glu-Ser-Ser-Ro-Ser-Val-Glu-Glu-Glu-AspS~-I&-Ala- Abspahng Yom 
Triger. Il.34 g Ham suapendierte man in der ftir die Synthese benutxten Apparatur in 60 ml 
Trifluoreesigs&zre, 1096 ig an Aniso), und leitete 90 Min sorgt?ihig gerein&u, d.h. viermal mit 1096 Phenol 
in Eiseasig 8ewaschene.n Bromwamcmmff durch die Suspension. 

Dann wurde abgesaugt und dreimat mit je 50 ml Triguoressig&ure je 3 Min unter Durchleiten von 
Stick&off gewaschen. Die vereinigten FBtrate wurdm am Rotavapor im Vakuum eingedampft, da 
Rtickstend in 150 ml Dimethylformamid gel&d turd in 2 1 &her untu Rtibren eingetropft. Ea bihtete sich 

l Fa Bio-Rad. Mtinchen. 
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ein weisser. Rockiger Niederschlag, den man fiber Nacht bei 0” unter bitha stehen liess. Die UmRtlhmg 
aus Dimethylformamid/Ather wurde noch xweimal wiederholt. Dann wurde das Peptidhydrobromid unter 
Fcuchtigkeitsausschlu abgesaugt und im Vakuum iRer P,OJKOH getrocknet: 1.56 g Auswaage. 

Val-Ser-I~Glrc-Glu-~-Ser-Ser-ProSer-Vol-Ghc-Glu-Ghc-AspSer-lle-Ala Chromatogr~hie an Se- 
&a&x G15.1e 56 g Peptidhydrobromid wurden in 3 ml 0.1 m NH,HCO, gel&t und mit 3 ml In NH,OH 
auf pH 9 cingestellt. Die LSsung wurde auf eine Sepha&x G- l S-S&de (5 x 80 cm), itquilibriert mit 0.1 m 
NH,HCO,, aufgegeben und mit einer Fliessgeschwindigkeit von 10 ml&d . cm2 ehtiert. Man sammelte 
Fraktionen xu je 8 ml. Das Elutionsvolumen des Peptids lag xwischen 640 und 840 ml. Die peptidhaltigen 
Fraktionen wurden durch DC in BPEW lokalisiert und gebiergetrocknet. Das Peptid wurde nochmale 
unter denselbeu Bedmgungen chromatographiert, konnte aber von Spuren ciner Verunreinigung nicht 
befreit wurden (vgl. Tabelle 3). 1.10 g Auswaage; IPf(BPEW) Pcptid 0.23; IPf(BPEW) Verumeinigung 
0.16. 

Feinreinlgrmg an Domwx 1 x 2.600 mg des vorgcreinigten Peptids wurden in 3 ml Startpuffer (PH 8.4) 
gel&t und mit n Athylmorpholin auf pH 9-O eingestellt. Diese L&ung wurde auf tine Dowex- 1 x 2 (200- 
400 mesh. Acetatform)-S&de (2.5 x 90 cm) aufgegeben, die vorher mit dcm Startpuffer (PH 8.4) 
iiquilitiert worden war. Die SIh~lentemperatur betrug 38’. 

Folgende Puffer wurden fiir die Ionenaustauscher-Chromatographie verwendet: (a) 2%iges w&ssriges 
2,4&Collidm, Z%iges whssriges Pyridin. mit Eiig auf pH 8.4 eingesteht = Startpuffer. (b) Z%iges 
wilssriges 2.4,6-CoUidm, 2%iges whssriges Pyridin, mit Eisessig auf pH 7.0 cingestellt. (c) O.ln Essigsiiurc 
(d) Oeln EssigsiIure. (e) 2n Essigsiiure. 

Man liess 775 ml Startpuffer, pH 8.4, durch die Sihdc fliessen und schloss dmm cinen linearat 
Gradienten an. bcstehend aus 1200 ml pH-8~4Puffer und 1200 ml pH-7~OPuffer. Nach dem Gradienten 
wurde stufenweise mit 0. In. In und 2n Essigs&tre eluiert. Die Fraktionen (je 3 ml) xwischcn 4509 ml und 
4566 ml. pH 2.7. wurden mehrmals gefricrgetrocknet (vgl. Abb. 2). 109 mg Auswaage;~(BPEW) 0.23; 
Aminos&ue-Analyse vgl. Tabelle 3. 

Drmkscgung-FrHulein R. Machleidt danken wir fur ihre ausgexeichnete technische Mitarbeit, Herrn Dr. 
W. B. Schulz und Frihtlcin U. Dahnke fiir die DurchfIihnmg der AmimMure-Analysen. 
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