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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. PoLzHOFER und K. H. NEY
Unilever Forschungslaboratorium Hamburg

(Received in Germany 9 February 1970; Received in the UK for publication 12 March 1970)

Abstract—H-Val-Ser-Ile-Glu-Glu-Glu-Ser-Ser-Pro-Ser- Val-Glu-Glu-Glu-Asp-Ser-lle-Ala-OH- was syn-
thesized by the solid-phase method. The peptide was purified by gel chromatography and ion-exchange
chromatography. The octadecapeptide shows a-helix-structure in 2-chloroethanol.

Die Patialstrukturformel eines Octadecapeptids aus dem «-Casein wird von
Schormiiller et al.! beschrieben:

H-Val-(Ser,lle)-Glu-Glu-Glu-Ser-Ser-(Ser,Pro)-Val-(Asp,Glu,,Ser)-Ile-Ala-OH
1 2-3 4 5 6 7 8 9-10 11 12-16 17 18

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

H-Val-Ser-Ile-Glu-Glu-Glu-Ser-Ser-Pro-Ser-Val-Glu-Glu-Glu-Asp-Ser-lle-Ala-OH
1 5 10 15 18

nach der Merrifield-Methode? beschrieben. Die Teilsequenzen 2—3, 9—10 und 12-16
wurden von uns willkiirlich gewahlt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Als Trager bei der Festkorpersynthese diente ein Copolymerisat aus Styrol/Diviny!-
benzol (98/2) mit einer Korngrésse von 40—80 um, das von uns durch Behandlung mit
Zinn(IV)<chlorid in Chlormethylmethylather? 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 Rotfirbung
des Ansatzed bewirken.3*

Fiir den Aufbau des Peptids Boc-Val-Ser(Bzl)-lIle-Glu-(OBzl)-Glu-(OBzl)-
Glu(OBzl) - Ser(Bzl) - Ser(Bzl) - Pro - Ser(Bzl) - Val - Glu(OBzl)- Glu(OBzl)- Glu(OBzl)-
Asp(OBzl)-Ser(Bzl)-lle-Ala am Trager wurden die in Tabelle 1 angegebenen Acyl-
Aminosiuren®7 in 5- bis 6-fachem Uberschuss eingesetzt. Die Boc-Aminoséuren 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-
sdure- 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 SYNTHESE DES OCTADECAPIPTID

Chlorid Fiir Aminoséure-Analysen
Boc-Derivate*’ nach Volhard abgenommene Harzmenge
mMol g mAqu. mg

Ala — — 3.45 —

Ile 21.24 4.9 3.48 12-5
Ser 17.38 5.13 3.46 11.2
Asp 17.28 5.6 3.43 11.2
Glu 17-15 5.77 — 12.1
Glu 17-15 5-77 2.87 11.9
Glu 14.33 4.83 2.09 12-4
Val 12-54 2-712 1.77 10-0
Ser 8-83 2.60 1.73 16-3
Pro 10-38 2.23 1.71 16-0
Ser 8-55 2.52 1-79 18-2
Ser 8-93 2.63 1.81 —

Glu 9-05 3.05 1.72 16-1
Glu 10-29 3.46 1.31 13-8
Glu 7-86 2.65 1.22 20-7
Dle 7-29 1-68 1.01 25.0
Ser 5-05 1-49 0-99 24.5
Val 591 1.28 — 72.4

dargestellt. Im Falle der Glutaminsidure-Kupplungen erkennt man einen besonders
starken Abfall der Werte. Die Mengen der fir die Ankondensation benétigten Acyl-
Aminosduren wurden aufgrund der Chloridwerte berechnet.

Die Ankondensation der Boc-Aminoséuren 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
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ABB 1. Titration von Tridthylaminhydrochlorid im Verlauf der Synthese von: H-Val-Ser-lle-Glu-Glu-Glu-
Ser-Ser-Pro-Ser-Val-Glu-Glu-Glu-Asp-Ser-Ile-Ale-OH
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TABELLE 2

(1) Methylenchlorid 3 x waschen
(2) Athanol 3 x waschen
(3) Eisessig 3 x waschen
(4) n HC\/Eisessig 30 Min schiitteln
(5) Eisessig 3 x waschen
(6) Athanol 3 x waschen
(7) Methylenchlorid 3 x waschen
(8) Chloroform 3 x waschen
(9) 10% Tridthylamin in Chloroform 20 Min schiitteln
(10) Chloroform 4x waschen
(11) Methylenchlorid 4 x waschen
(12) Zugabe von Boc-Aminosiure in 1 Std. schiitteln

Methylenchlorid
(13) dazu Dicyclohexylcarbodiimid in 16—18 Stdn. schiitteln

Methylenchlorid

Die Kupplungszeit wurde von uns auf 1618 Stdn. festgelegt.

des Peptidharzes nach der letzten Kupplung 13-08 g betragen. Tatsichlich wurde eine
Gewichtszunahme von 3-98 g festgestellt.

Durch Behandlung von 11:34 g Harz mit Bromwassertoff in Trifluoressigsiure
wurden 1-56 g Peptidhydrobromid abgespalten; dies entspricht einer Ausbeute von
97%, bezogen auf den letzten Chloridwert (vgl. Tabelle 1).

Diinnschichtchromatographie in drei verschiedenen Laufmitteln und quantitative
Aminoséure-Analyse® des Peptidhydrobromids (vgl. Tabelle 3) zeigten das Vorhanden—
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. AMINOSAURE-ANALYSEN

Asp Ser Glu Pro Ala Val Ile

Theorie  1-00 5-00 6-00 1.00 1.00 2.00 2-00
1* 1.77 3.56 6-00 0-83 1.78 1-47 220
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 2-13 212

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

Alle Hydrolysen wurden in 6n HCl im Vakuum bei 110° wihrend 24 Stdn.
ausgefihrt.

Das Peptid war elektrophoretisch einheitlich. Uber Cellogel-Elektrophorese und
Anfirbbarkeit wurde bereits ausfiihrlich berichtet.®

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

* Dic Messungen der optischen Dispersionsrotationen (ORD) und di¢ Berechnungen dazu wurden
dankenswerterweise von Herm Dr. O. Korver, Unilever Forschungslaboratorium Vlaardingen,
Vlaardingen/Holland, ausgefiihrt.
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Wihrend der Synthese des Octdecapeptids wurde nach den Glutaminsdure-
Kupplungen immer ein Absinken der Chloridwerte (vgl. Abb. 1) beobachtet. Nach
Kondensation von drei Glutaminsduren in kumulierter Anordnung wurde nach der
dritten Kupplung um etwa 50% weniger Chlorid bestimmt als vor der ersten. Dieses
Phianomen wurde wihrend der Synthese zweimal beobachtet: bei Sequenz 3—7 und 11—
15 (vgl. Abb. 1). Obwohl Glu(OBzl) gegen n HC1/Eisessig stabil sein soll. kénnte

£-
570 nm

PH-—--

NWALOS®©

ABB 2. Ionenaustauscher-Chromatographie an Dowex 1 x 2

Sédule: 2:5 x 90 cm
Substanz: 600 mg Octadecapeptid in 6 ml Puffer pH 9-0

Elution: 1. 2%iges Collidin, 2%iges Pyridin-Eisessig-Wasser, pH 8-4 (als Gradient)
2. 2%iges Collidin, 2%iges Pyridin-Eisessig-Wasser, pH 7-0 (als Gradient)

3. 0-1n Essigsdure

4. 1In Essigsdure

5. 2n Essigsiure
Fliessgeschwindigkeit: 10-15 ml/Std. - cm?
Fraktionen: je 3 ml
Séulentemperatur: 38°

=g T

H

Etuat (1)

durch partielle Verseifung des Glutaminsdure-y-benzyl-esters und nachfolgende Kon-
densation der freien y-Carboxyl-Gruppe mit der a-Aminogruppe ein Pyrrolidon-
Derivat'® entstehen, wodurch ein Kettenabbruch wihrend der Synthese eintreten
kénnte. Zum anderen besteht die Mglichkeit, dass bei der Synthese von -Glu(OBzl)-
Glu(OBzl1)-Glu(OBzl)-Sequenzen eine sterische Hinderung auftritt.

Fir das Gelingen der Peptidsynthese nach Merrifield ist nach unserer Erfahrung
dic Reinheit und Trokenheit der Ldsungsmittel, des Kupplungsreagenzes und der

Aminosiure-Derivate von entscheidender Bedeutung.!?

Zu derselben Feststellung kamen auch Wieland et al.!? bei der Synthese des Anta-

manids mit Hilfe der Merrifield-Technik.
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BESCREIBUNG DER VERSUCHE

Alle Losungsmittel waren absolut wasserfrei und destilliert. NN *-Dicyclohexylcarbodiimid wurde vor
seiner Verwendung destilliert. Simtliche Boc Aminossiuren waren finnschichtchromatographisch einheit-
lich. Fir die Diinnschichtchromatographic verwendete Fliessmittel: Chloroform : Methanol : Eisessig
95:5:3 (v/v); n-Butanol:Pyridin :Fisessig:Wasser 30:20:6:24 (v/v); sek. Butanol :Ameisensiiure :Wasser
75:13-5:11-5 (v/v); sek.-Butanol:Isopropanol :Monochloressigsiiure :Wasser  70:10:3:40 (v/v). Zum
Nachweis der Boc-Aminostiuren und der Peptide wurde Ninhydrin oder das Chlor-Tolidin-Reagens'?
benutzt.

Chlormethylierung des Harzes. 400-0 g Bio-Beads S-X 2* (200400 mesh) wurden in 2700 ml 1n NaOH
suspendiert und iber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach griindlichem Auswaschen mit dest.
Wasser suspendierte man das Harz in 2700 ml In HCI und riihrte 3 Stdn. Anschliessend wurde mit Wasser
neutral gewaschen und je dreimal mit je 500 ml Dimethylformamid und Methanol behandelt. Das Polymere
wurde 2 Tage bei 80° im Vakuum getrocknet.

Gewaschene Bio-Beads (200-0 g) wurden in 800 ml Methoxychlormethan 1 1/2 Std. bei 20° gequollen
und dann auf —8° abgekiihit. Zur Suspension gab man unter Riihren in einem Guss 15 mi Zinn(IV )chlorid
in 100 mi Chiormethylmethylather, wobei die Temperatur auf + 1° stieg. Nach 45 Min bei 0° saugte man
ab und wusch griindlich mit folgenden Losungsmitteln: Dioxan:Wasser 3:1 (v/v) 4 1.; Dioxan:3n
HCl 3:1 (v/v) 4 L.; Dioxan:Wasser 2:1 (v/v) 2 L; Dioxan:Wasser 1:2 (v/v) 2 L.; Wasser 2 L;
Dioxan :Wasser 1:2 (v/v) 2 l; Dioxan:Wasser 1:1 (v/v) 2 L; Dioxan:Wasser 2:1 (v/v) 2 1;
Dioxan 2 1.; Dioxan:Methanol 2:1 (v/v) 2 1l.; Dioxan:Methanol 1:1 (v/v) 2 1.; Dioxan:
Methanol 1:2 (v/v) 2 1.; Methano! 2 1.

Es wurde im Vakuum bei 80° getrocknet, wobei keine Verfarbung des Chlormethyl-Polymeren eintrat.
Chlorgehalt: 1-42 mAqu./g.

Boc-A41a-O-CH,-C H -Polymer. 25-0 g (35 mAqu. C1) Chiormethyl-Harz wurden in 100 m] Athylacetat
suspendiert und unter Riihren mit einer Losung aus 21 mMol (3-97 g) Boc-Ala’® und 19-2 mMol (1-94 g)
Tritithylamin in 20 m! Athylacetat versetzt. Das Gemisch wurde 24 Stdn. bei 80° am Riickfluss gekocht.
Nach der Veresterung wurde griindlich mit Athylacetat, Athanol. Wasser und Methanol gewaschen. Das
Aminosfureharz wurde im Vakumm bei 40° getrocknet. 26-22 g Auswaage, Quantitative Aminosgure-
Bestimmungen ergaben einen Substitutionsgrad von 0-384 mMol Boc-Ala/g.

Aufbau von Boc-Val-Ser(Bzly-lle-Glu(OBzly-Glu(OB2I)-Glu(OBzl)-Ser(Bzl)-Ser(Bzl)-Pro-Ser(Bzl)
Vai-Giu(OB:zI)-Glu(OBzly-Glu(OBzI»-Asp(OBzl)- Ser(Bzl)-lle-Ala-O-CH ,-C H -Polymer. 10-0 g Boc-
Ala-O-CH,-C H -Polymer (3-84 mMol Boc-Ala) wurden im Reaktionsgefiss nach Kusch folgenden
Behandlungen unterworfen:

Abspaltung der Boc-Gruppe. Der Boc-Rest wurde mit 60 ml In HCI/Eisessig in 30 Min abgespalten.
Ausgewaschen wurde je dreimal mit je 60 ml Eisessig, Athanol, Methylenchlorid und Chloroform. Die
Waschzeit betriigt jeweils 4 Min.

Freisetzen der Aminogruppe. Mit 6 ml Triiithylamin in 60 mi Chloroform wihrend 25 Min: nachwasc-
hen mit viermal je 60 mi Chioroform und Methylenchlorid, jeweils 5 Min. In aliquoten | ecilen der
vereinigten Filtrate aus 9, 10 und 11 (vgl. Tabelle 2) wurde der Chloridgehalt bestimmt,

Ankondensation der Boc-Aminosduren. Die Acyl-Aminosiuren gab man in 5- bis 6- fachem Uberschuss,
in 40 ml Methylenchlorid gelést, zum Harz, liess 1 Std. schiitteln und figte die dquivalente Menge
Dicyclohexylcarbodiimid in Methylenchlorid zu und liess 16—18 Stdn. reagieren. Dann wurde je dreimal
mit je 60 ml Methylenchlorid, Athanol und Eisessig gewaschen.

Nach der letzten Kupplung wurde das Harz getrocknet und ausgewogen: 13.98 g. Wihrend der Synthese
wurden 389 mg Harz fiir die Aminosdure-Analyse abgenommen.

HBr.V al-Ser-lle-Glu-Glu-Glu-Ser-Ser-Pro-Ser-Val-Glu-Glu-Glu-Asp-Ser-lle-Ala- Abspaltung vom
Trager. 11-34 g Harz suspendierte man in der fiir die Synthese tenutzten Apparatur in 60 ml
Trifluoressigsiure, 10% ig an Anisol, und leitete 90 Min sorgfiltig gereinigten, d.h. viermal mit 109% Phenol
in Eisessig gewaschenen Bromwasserstoff durch die Suspension.

Dann wurde abgesaugt und dreimal mit je 50 ml Trifluoressigsiure je 3 Min unter Durchleiten von
Stickstoff gewaschen. Dic vereinigten Filtrate wurden am Rotavapor im Vakuum cingedampft, der
Riickstand in 150 mi Dimethylformamid gelSst und in 2 | Ather unter Riihren eingetropft. Es bildete sich

® Fa. Bio-Rad. Miinchen.
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ein weisser. flockiger Niederschlag, den man {iber Nacht bei 0° unter Ather stehen liess. Die Umfaliung
aus Dimethylformamid/Ather wurde noch zweimal wiederholt. Dann wurde das Peptidhydrobromid unter
Feuchtigkeitsausschluss abgesaugt und im Vakuum iiber P,O/KOH getrocknet: 1.56 g Auswaage.

Val-Ser-lie-Glu-Glu-Glu-Ser-Ser-Pro-Ser-Val-Glu-Glu-Glu-Asp-Ser-Ile-Ala, Chromatographie an Se-
phadex G-15. 1-56 g Peptidhydrobromid wurden in 3 ml 0- 1 m NH HCO, geldst und mit 3 ml In NH ,OH
auf pH 9 eingestelit. Die Losung wurde auf eine Sephadex G-15-S#ule (5 x 80 cm), dquilibriert mit 0-1 m
NHHCO,, aufgegeben und mit einer Fliessgeschwindigkeit von 10 ml/Std - cm? eluiert. Man sammelte
Fraktionen zu je 8 ml. Das Elutionsvolumen des Peptids lag zwischen 640 und 840 ml. Die peptidhaltigen
Fraktionen wurden durch DC in BPEW lokalisiert und gefriergetrocknet. Das Peptid wurde nochmals
unter denselben Bedingungen chromatographiert, konnte aber von Spuren einer Verunreinigung nicht
befreit werden (vgl. Tabelle 3). 1.10 g Auswaage; Rf (BPEW) Peptid 0-23; Rf (BPEW) Verunreinigung
0-16.

Feinreinigung an Dowex 1 x 2. 600 mg des vorgereinigten Peptids wurden in 3 mi Startpuffer (pH 8-4)
gelost und mit n Athylmorpholin auf pH 9-0 eingestellt. Diese Losung wurde auf eine Dowex-1 x 2 (200—
400 mesh, Acetatform)-Saule (2-5 x 90 cm) aufgegeben, die vorher mit dem Startpuffer (pH 8-4)
&quilibriert worden war. Die Sdulentemperatur betrug 38°.

Folgende Puffer wurden fiir die Ionenaustauscher-Chromatographie verwendet: (a) 2%iges wissriges
2,4,6-Collidin, 2%iges wiissriges Pyridin, mit Eisessig auf pH 8-4 eingestellt = Startpuffer. (b) 2%iges
wiissriges 2,4,6-Collidin, 2%iges wassriges Pyridin, mit Eisessig auf pH 7.0 cingestelit. (c) O-1n Essigsdure.
(d) O-1n Essigsdure. (¢) 2n Essigséure.

Man liess 775 ml Startpuffer, pH 8-4, durch die Sdule fliessen und schloss dann cinen linearen
Gradienten an. bestehend aus 1200 mi pH-8-4-Puffer und 1200 ml pH-7-0-Puffer. Nach dem Gradienten
wurde stufenweise mit O- In. In und 2n Essigsiure eluiert. Die Fraktionen (je 3 ml) zwischen 4509 ml und
4566 ml. pH 2.7, wurden mehrmals gefriergetrocknet (vgl. Abb. 2). 109 mg Auswaage; Rf (BPEW) 0-23;
Aminos&ure-Analyse vgl. Tabelle 3.

Danksagung—Friulein R. Machleidt danken wir fiir jhre ausgezeichnete technische Mitarbeit, Hermn Dr.
W. B. Schulz und Friulein U. Dahnke fiir die Durchfiihrung der Aminoséure-Analysen.
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