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Summary: The preparation 0of the N-Fmoc-0-Trt derivatives of serine,

threonine and tyrosine is described. Their wusefulness in peptide synthesis
has been determined in the successful solid phase preparation of the par-
tially protected ACTH (fragment 1-10) and peptide T 12. The latter,having six
hydroxy amino acid side chains protected with Trt groups, can be guantitati-
vely cleaved from the applied 2-chlorotrityl resin with simultaneous side

In letzter Zeit sind zur "solid-phase'" Synthese von Peptiden und geschiitz-
Di-

ten Peptid-Fragmenten extrem sidurelabile Harze des Triphenylmethyl-, '“

-3 und Dialkoxybenzyl—Typ56’7 eingefilhrt worden. Zum Schutz

phenylmethyl—3
der eingesetzten Aminosduren wurde die Fmoc/t-Butyl-Schutzgruppenkombination
verwendet. Die wollstdndige Entfernung der E—Butyl-Schutzgruppen bedarf der
sdurekatalysierte Nebenreaktionen statt.Diese flihren zu mehreren Nebenprodukten,
i iff des t-Butyl-Kations auf die Sei-
tenketten von Tryptophan und Methionin.™ Um die Vorteile der neuen Harze
voll ausnutzen zu kdnnen ist es deshalb sinnvoll,die Sdurestabilitat des ver-
wendeten Seitenkettenschutzes herabzusetzen und dhnlich zu der des verwende-
ten Harzes zu gestalten. In diesem Sinne wu;d?g neulich die multifunktionel-
9-12

len Aminosduren 6a, d and 7 synthetisiert. Dabei werden die a-aAmino-

gruppen der Aminosduren mit dem basenlabilen Fmoc-Rest und die Seiten-
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ketten-funktionen mit dem sdurelabilen Trt-Rest geschiitzt.Letzterer kann bei
den Derivaten 6a, 4 mit verdiinnter TFA abgespalten werden, also unter wesent-
lich milderen Reaktionsbedingungen, als sie zur Abspaltung von t-Butyl-
Gruppen bendtigt werden.

Die synthese von 6a, d gelingt,12 indem man die Triethylammonium-Salze
von la, 4 mit Trt-Cl und Et, N in 3a bzw. 2d Uberfihrt, diese mit 1%-TFA zu
4a, d selektiv detrityliert und letztere unter Schotten-Bauman-Bedingungen mit
Fmoc-Cl zu 6a, d umwandelt. Dagegen miBlingt die Darstellung von 6b, ¢, da
die Zwischenprodukte 4b, c durch diese Methode nicht erh&dltlich sind.

Wir untersuchten jetzt die Griinde dazu und fanden, dap die O-Trityl-
ierung unter diesen Bedingungen bei lb sehr trdge verlduft und, dap 1%-TFA,
einen betrdchtlichen Anteil der Hydroxytrityl-Gruppe von 4c innerhalb
weniger Minuten abspaltet. Beide Probleme konnten geldst werden: so fiihrt der
Zusatz von DMAP (0.05 mmol) als Tritylierungskatalysator einerseits zur be-
trdchtlichen Beschleunigung der Tritylierung von 1 und andererseits zu ihrem
vollstdndigen Ablauf. Die Gemische von 2 und 3 werden dann mit Eisessig/TFE/
Dichlormethan (1:2:7) oder mit 1-Hydroxybenzotriazol in TFE/Dichlormethan
(1:3) bei 0% detrityliert. Die so in 60-80% Ausbeute anfallenden 4 ko&nnen
mit Fmoc-Cl oder Fmoc-OSu in widBrigem Dioxan in 60-80% oder iiber die ent-
sprechenden Silylester 5 in 70-90% Ausbeute in 6 lberfiihrt werden. 13

Um die Eignung von 6a-c zur Synthese von Peptiden zu iiberpriifen, suchten
wir zundchst mit TFA-LOsungen verschiedener Konzentration die mildesten Re-
aktionsbedingungen zur quantitativen O-Trt-Spaltung bei 6. Diese erfolgt bei
6a, b mit 5% TFA in TFE/Dichlormethan (5:25) in 2-5 min bei Raumtemperatur.
Bei 6c genligt 1-2% TFA in der gleichen Zeit. Der Stabilitdtsunterschied zwi-
schen Ser/Thr- und Tyr-Derivaten wird auch bei der Spaltung mit Eisessig/TFE/
Dichlormethan (1:1:8) beobachtet. Laut DC-Kontrolle ist 6a filir mindestens 30
min bei Raumtemperatur stabil,wdhrend man bei 6b sehr geringe und bei 6¢
betridchtliche 0O-Trt-Spaltung beobachtet. Da bei der "solid-phase" Synthese
unter Einsatz des 2-Chlortrityl-Harzes die Peptide mit intakten Seitenketten-
schutz durch Einwirkung von Eisessig/TFE/Dichlormethan (1:1:8) vom Harz abge-
spaltet werden, resultiert aus unseren Untersuchungen, daf besonders 6a zur
Darstellung geschiitzter Peptid-Segmente geeignet ist. Dieses sollte wdhrend
der Synthese des Corticotropin (1-10)-Fragments 9b unter Einsatz von 6a be-
stdtigt werden. So wurde das mit Fmoc-Gly substituierte Trityl-Harz 8 mit
Benzotriazolylestern der Fmoc-Aminosduren gekuppelt.zum Schutz der funktionel-
len Seitenketten von Tyrosin und Glutaminsiure wurde t-Butyl eingesetzt.
Arginin wurde als Fmoc-Arg{Pmc)-OH und Histidin als Fmoc-His{(Trt)-OH einge-
fiihrt. Nach jedem beendeten Syntheseabschnitt wurde der Fmoc-Rest,wie liblich,
mit 20%-Piperidin in DMF abgespaltet. Die amincendstidndige Boc-Gruppe in 9a
wurde nach der Fmoc-Abspaltung mit Di-tert-butyldicarbonat und Triethylamin



473

?rt ?rt ?rt ?rt
Trt-AA-OH Trt-AA-CH Trt-AA-OTrt H-AA-QOH HC1- H'-AA-OSiMe3
1 2 3 4 5

Tre 1-6 ‘ a b ¢ d
Fmoc-AA-OH

6 AR l Ser Thr Tyr Hse

?rt 7 I a b c d e f g
Fmoc-AA ' -OH

7 AA’lArg Asn Cvs Gln His Lys Orn

ClL

Frnoc-Gly-0- —— Fmoc=-Gly-OR

8

Boc—Ser(Trt)-Tyr(But)-Ser(Trﬂ-Met-Glu(But)-His(Trt)—Phe-Arg(Pmc)—Trp—Gly—OX

] 9]a b
X | R H
Fmoc-Thr(Trt)-0OR H~Ala-Ser(Trt)-Thr (Trt)-Trt(Trt)-Thr(Trt)=-
Asn-Tyr{Trt)-Thr{Trt)-0OR
10 11
Ala-Ser~Thr-Thr-Thr-Asn-Tyr-Thr
12

in DMF eingefiihrt. Die Abldsung des geschiitzten Peptids 9b vom Harz erfolgte
durch 30 min Einwirkung von Eisessig/TFE/Dichlormethan (1:1:8). Dabei
bleiben die verwendeten Schutzgruppen vollstdndig intakt. Nach 2Zusatz von
Ether und Petrolether zur Reaktionsl&sung wird das Rohpeptid 9b in hoher
Reinheit (96%, HPLC) und 94% Ausbeute erhalten (bezogen auf anfiangliche
Substitution von 8) und durch FAB-MS identifiziert.

Anhand der Synthese von Peptid T 12 sollten sterische Effekte der
volumindsen Trt-Gruppen in allen Phasen einer Peptidsynthese untersucht
werden. Zundchst wird 6b (0.65 mmol) mit 2-Chlortritylchlorid  Harz
(1 g, 1.6 mmol) verestert. Die Reaktion in Dichlormethan, mit Diisopropyl-
ethylamin als Chlcrwasserstoffakzeptor ergibt in 25 min bei Raumtem-
peratur Harz 10 mit einer Beladung von 0.48 mmol 1lb/g. Die erhaltene Harz-
substitution entspricht einem 91%igen Umsatz von 1b, woraus gefolgert wird,
dap dabei keine sterische Hinderung wirksam ist. Die Kupplungen zur Peptid-
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kettenverlidngerung fiihrten wir in DMF- oder Dimethylacetamid-Ldsung, unter
Einsatz eines 3 molaren Uberschusses von hergestelltem Benzotriazolyl-
ester der Fmoc-Aminosdure durch. Man erhdlt in allen F&llen in 2 h
eine wvollstdndige Kupplung; d.h. es wird, wverglichen mit den Kupp-
lungszeiten bei Fmoc-Aminosduren, keine Verzdgerung der Kupplung beobachtet.
Das Peptid 12 wird vom Harz 11 bei gleichzeitiger Entfernung aller Schutz-
gruppen durch Einwirkung von TFA/TFE/Dichlormethan (5:5:95) innerhalb 5
min bei Raumtemperatur abgel&st. Unseres Wissens sind diese Bedingungen die
mildesten,die bisher zur Abspaltung eines Peptids vom Harz, bel gleichzeiti-
ger Entfernung des Seitenkettenschutzes, angewandt wurden. Wie aus dem HPLC
des erhaltenen Rohproduktes hervorgeht, erhdlt man dadurch Peptid T (12, 92%
Ausbeute) in 94proz. Reinheit. Seine Identifizierung erfolgte durch FAB-MS
und Aminosdureanalyse.
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