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Synthese von Peptid-Naturstoffen:

Problematik des heutigen Forschungsstandes'™

Von Erich Wiinsch!"

Die Synthese von Peptid-Naturstoffen ist neuerdings wieder in den Brennpunkt des Interesses
getreten. Es erscheint daher gerechtfertigt, den gegenwiirtigen Forschungsstand einer kritischen
Betrachtung zu unterziehen und gleichzeitig den Versuch zu machen, die Losung der vor uns
liegenden Probleme nicht dem Zufall zu iiberlassen. Es soll der Versuch unternommen werden,
die bisher gebriuchlichen Darstellungsverfahren in vier Strategien zu ordnen, deren Vorteile
darzulegen und Nachteile aufzudecken. Letztlich mup es das Ziel der Peptid-Naturstoffsynthese
bleiben, eine echte und saubere Stoffsynthese zu sein.

1. Einleitung

Die Peptid-Naturstoffsynthese hat seit dem ersten Schritt,
der kiinstlichen Darstellung des Oxytocins!), in der von
Schwyzer et all?! durchgefiihrten Synthese des ACTHs
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(Adrenocorticotropes Hormon) einen Hoéhepunkt und
einen vorldufigen AbschluB gefunden. Seit diesem Zeit-
punkt geht die stiirmische Weiterentwicklung auf dem
Gebiet in vier Richtungen voran:
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Schema 1. Strategie 11 unter Anwendung der N-Carbonsdureanhydrid-Methode. Me == Methyl, BOC = tert.-Butyloxy-
carbonyl, X =-Succinimidyl. Seitenkettenschutz fiir Lysin: N -Benzyloxycarbonyl; Seitenkettenschutz fiir Cystein: §-

Actamidomethyl.

[*] Priv.-Doz. Dr. E. Wiinsch

Max-Planck-Institut fiir EiweiB3- und Lederforschung

8 Miinchen 15, Schillerstral3e 46
[**] In gekiirzter Form als Hauptvortrag gehalten: 8 Internat. Con-
gress of Biochemistry, Interlaken, Sept. 1970; Abstracts, herausgeg.
von J. G. Gregory, S. 72.
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Strategie I, die konventionelle Synthese unter weitestge-
hender Maskierung der Seitenketten-Funktionen mehr-
funktioneller Aminosduren (im folgenden kurz Dritt-
Funktionen genannt), mit der die Totalsynthesen des
Glucagons'® # und der Calcitonine®™ ! gelangen. Mit Aus-
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nahme der Aminodicarbonsdure-o-amid-Gruppierungen
wurden im Falle der Glucagonsynthese alle Dritt-Funk-
tionen der Maskierung unterworfen. Akabori'}, Weygand'®],
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Schema 2. Festkorper-Synthese nach Merrifield. Alle Dritt-Funktionen mit Ausnahme der w-Amid-Funktion miissen maskiert werden. ® = Polymer,
DCCD = Dicyclohexylcarbodiimid, Et = Athyl, BOC = tert.-Butyloxycarbonyl.

Chillemi'! und neuerdings Geiger''°* mit ihren Mitarbei-
tern haben zusitzlich auch diese ®w-Amid-Funktion in
wgeschiitzter” Form in die Synthese einbezogen.

Strategie II, die konventionelle Synthese unter geringst-
moglicher Maskierung der Dritt-Funktionen mehrfunk-
tioneller Aminosduren. Sie basiert auf der systematisch
gelenkten Verkniipfung mittels N-Carbonsdure-anhydri-
den. Denkewalter, Hirschmann et al!'*-?2! konnten zeigen,
daf3 lediglich die ®-Amino- und Mercapto-Funktionen
blockiert werden miissen.

Selbstverstindlich sind flieBende Ubergiinge — was die
Maskierung der Dritt-Funktionen betrifft — zwischen bei-
den Polen der konventionellen Peptidsynthese (Strategie I
und II) méglich; mit einer relativ minimalen Maskierung
der Dritt-Funktionen sind insbesondere die Arbeiten von
K. Hofmann'*3! an der Ribonuclease-Synthese ausgezeich-
net.

Beiden konventionellen Synthese-Strategien ist bis auf
wenige Ausnahmen gemeinsam:

1. der Aufbau zunichst von groferen Pepti&ibruchstiicken,

2. die anschlieBende Verkniipfung dieser Bruchstiicke zu
groBeren Einheiten. Im Hinblick auf die angewandte Tech-
nik ist dies bei Strategie II nur mittels der Azid-Methode
moglich (Schema 1).

Strategie III, die ,,Festkorper-Synthese®, die von Merri-
field***3) aus der Taufe gehoben wurde und in einigen
Varianten angeboten wird. Allen ,Festkorper-Synthesen®
(mit Ausnahme der Verfahren nach Letsinger*®! und
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Schema 3. Strategie IV. Unten: Beispiele fiir dic Gruppe—O—R* —®.
® = Polymer, BOC =tert.-Butyloxycarbonyl.
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neuerdings nach Merrifield!! 711"} ist gemeinsam : Eine Mas-
kierung der carboxyendstiandigen Aminosdure des Natur-
stoff-Peptids unter gleichzeitiger Aufhdngung an ein Poly-
mer. Die Festkorper-Verfahren bedienten sich urspriing-
lich ausnahmslos des ,,stufenweisen“ Aufbaus der Peptid-
sequenz. Sowohl die altbekannte ,,Merrifield-Methode*
als auch das ,Shemyakin-Verfahren“!'® laufen mit der
eindeutigen Zielsetzung der Erstellung der Gesamtsequenz
ab (Schema 2).

Strategie IV, die ,,Polymer-Reagens-Synthese®, die von
Katchalsky™® und Wieland®®! anhand von Polymer-
Nitro-phenylestern bzw. -Sulfonyl-phenylestern eingefiihrt
und neuerdings von Blout'?!! und Fridkin'?*1 mit den
Polymerhydroxysuccinimid-estern, von Panse und Lau-
fer'?3 mit modifizierten Polymer-Nitro-phenylestern und —
noch vor diesen drei Autoren — indirekt von Frankel'?*!
mit der Verwendung von Polymer-Carbodiimiden fort-
gesetzt wurde. Allen diesen Synthesen ist gemeinsam die
Umsetzung von Acylaminosiuren oder -peptiden zu poly-
mer-aktivierten Carboxyderivaten und deren Verkniipfung
mit Aminokomponenten verschiedenster Art und GroBe
(Schema 3).

2. Kritische Diskussion der vier
Synthese-Strategien

2.1. Strategie I

Die konventionelle Synthese unter globaler Verwendung
von Schutzgruppen 1aBt den Aufbau von Peptid-Fragmen-
ten, wie letztlich auch die sukzessive Verkniipfung dieser
Fragmente zur Gesamteinheit, unter praktisch vollstin-
diger Ausschaltung von Nebenprodukten zu; da auch das
Problem der racemisierungsfreien Verkniipfung heute als
weitgehend geldst anzusehen ist?%:26) scheint dieses Ver-
fahrensprinzip fiir den Aufbau von Peptidsequenzen mit
bis zu 30 Aminosdureresten das Urteil ,,sehr gut” zu ver-
dienen. Von dieser SequenzgroBe an hat Strategie I mit
erheblichen Schwierigkeiten hinsichtlich der Loslichkeit
der Peptidketten zu kdmpfen; ihr maximales Ziel diirfte
daher — im gegenwirtigen Stadium und in Abhidngigkeit
von der Eigenart der aufzubauenden Peptidsequenz — im
Bereich von 30-50 Aminosidureresten liegen.

2.2. Strategie Il

Die konventionelle Synthese der geringstmoglichen Mas-
kierung der Dritt-Funktionen besitzt nicht die Sicherheit
des nebenproduktfreien Aufbaus der als erstes angestrebten
Teilsequenzen ; man wird deshalb mehr oder minder ge-
zwungen sein, den stufenweisen Aufbau der Peptid-Frag-
mente mittels N-Carboxy-aminosdure-anhydriden zum
Zweck der Reindarstellung einer Teilsequenz hin und wie-
der zu unterbrechen. Fiir den weiteren Aufbau miissen die
als N-Acyl-Peptidester erhaltenen Fragmente mit Aus-
nahme des C-terminalen Bruchstiicks in N-Acyl-Peptid-
hydrazide iibergefiihrt werden?”~2%1; ob die von Denke-

[*] Bei diesen Verfahren [16, 17] wird die aminoendstindige Amino-
sdure mit dem Polymer verkniipft.
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walter, Hirschmann et all'!! hierzu entwickelte Technik
generell ohne Nebenreaktionen verlduft, muB3 abgewartet
werden. Diese N-Acyl-Peptidhydrazide werden dann nach
der Azid-Technik nacheinander auf das carboxyendstin-
dige Bruchstiick aufgekniipft” ~ 2% (vgl. Schema 1). Diese
Einschrinkung der Verkniipfungstechnik auf die Azid-
Methode muf3 als eindeutiger Nachteil der Strategie II
gewertet werden; es ist seit langem bekannt, daB die Azid-
Methode sowohl hinsichtlich der Ausbeute nicht die gliick-
lichste Errungenschaft darstellt als auch zu Nebenreaktio-
nen als Folge einer Azid-Isocyanat-Umlagerung AnlaBl
gibt. Vor allem sind hierbei auftretende Harnstoff-Derivate
kaum von den ,richtig gekniipften® Peptidsequenzen trenn-
bar.

Unbestreitbare Vorteile dieses Verfahren-Prinzips liegen
auf drei Gebieten:

der giinstigen und billigen Darstellung der Verkniipfungs-
materialien (N-Carboxy-aminosdure-anhydride);

der sehr hohen Reaktivitdt der N-Carboxy-aminosiure-
anhydride und damit der relativ schnellen Verkniipfung;

der giinstigeren Loslichkeitseigenschaften der nach diesem
Prinzip hergestellten Fragmente (gegeniiber den nach
Strategie I erhiltlichen Fragmenten).

2.3. Strategie III

Die Festkorper-Synthese der verschiedensten Variationen
iiberrascht zunidchst von der Idee her: von der Einfachheit
und letztlich der Mdglichkeit der automatisierten oder
mechanisierten Synthese von Peptiden. Bei genauerer Be-
trachtung aber zeigt die Festkorper-Synthese ,,Geburts-
fehler”, die zum einen in der Aufbau-Technik, zum ande-
ren — bis heute — in einer ungeniigenden analytischen Me-
thodik begriindet sind.

1. Bei einem stufenweisen Anbau von N-Acylaminosduren
(..Kopfkomponenten“) an die Aminokomponente, die mit
der Carboxy-Funktion an ein entsprechendes Polymer
»aufgehdngt® ist, kann die gewiinschte N-Acylaminoacylie-
rung nur mit einem UberschuB an Aktiv-K opfkomponente
quantitativ gestaltet werden (oft werden 5 mol und mehr
an Kopfkomponente eingesetzt). Diese Technik birgt —
insbesondere bei Anwendung ,,anhydrid-artiger” Aktivie-
rungszustinde — eine erhebliche Gefahr einer N-Acyl-
aminoacylierung von Peptidbindungen in sich®*?), ein-
schlieBlich aller moglichen Folgeerscheinungen dieser ,,Di-
acylamin-Bildung®, z. B. Kettenverkiirzung®!! und -ver-
lingerung®?! (vgl. Schema 4).

2. Wie unter 1 angedeutet, basiert die Festkorper-Synthese
auf einer quantitativen Umsetzung der Amino-Kompo-
nente und daraus folgend auch einer hundertprozentigen
Demaskierung der gebildeten N-Acyl-Peptid-Derivate.
Eine sichere quantitative Aussage iiber diese beiden Reak-
tionsschritte ist — bis heute — nur nach Abspaltung der
Peptidkette vom Polymer moglich (vgl. dazu 4), und dies
nach dem heutigen Stand der analytischen Methodik mit
einer Fehlergrenze von 4+ 2%, Diese Fehlergrenze ist jedoch
fiir eine gesicherte Festkorper-Synthese von Peptid-Natur-
stoffen mit iiber 15 Aminosidureresten zu grof}; sie sollte
in der GroBenordnung von +0.19% liegen. Unabhingig
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davon bleibt der fiir eine solche Bestimmung gegenwirtig
erforderliche Zeitaufwand bestehen; er schmilert die Ein-
fachheit der Festkorper-Synthese erheblich.

Interessante Direkt-Bestimmungen nicht umgesetzter N--
Aminogruppen im Reaktionsansatz wurden beschrieben:
sowohl der iibliche Edman-Abbau mit folgender massen-
spektrometrischer Verdiinnungsanalyse** oder mit Szin-
tillations-Analyse bei Verwendung radioaktiv markierter
Isothiocyanate!®* als auch die bekannte spektrophoto-
metrische Verfolgung einer 2-Hydroxy-1-naphthaldehyd-
Reaktion!®3! stiitzen sich jedoch primér auf chemische Um-
setzungen dieser ,frei-verbliebenen* Aminogruppen ohne
sichere Kenntnis des dabei umgesetzten Anteils. Diese Be-
stimmungsverfahren sind daher von Grund auf mit dem
gleichen Erbfehler ,,Unsicherheit” belastet wie die zu be-
stimmende Reaktion selbst.

R3 R?

4. Alle bisherigen Festkorper-Synthesen bedienen sich je-
weils eines Polymers relativ willkiirlicher KorngréBe mit
wahllos verteilten ,, Aufhdng-Gruppierungen“ - dies her-
stellungsbedingt! Das bedeutet :

Von Charge zu Charge hinsichtlich Quellbarkeit und Po-
rengrofe mit Sicherheit auftretende Unterschiede des Tré-
germaterials;

im Zuge der fortschreitenden Peptid-Synthese eine Gefahr
sterischer Hinderungseffekte bei zu hoher ,,Beladungsdich-

%,

te”;

fragwiirdige Anwendung der ,Aquivalent-Analyse” zur
Ermittlung des jeweiligen peptidchemischen Umsatzes
(nach Absatz 2).

Die unter 1 bis 4 genannten ,,Geburtsfehler der Festkor-
per-Synthese miissen unter allen Umstédnden ausgemerzt
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Irehlsequenz: Verkirzte Kette

+HO +(E,N)
Einlagerungsreaktion
nach Brenner

R4 RS O\H ]i{‘.! II{I
H-(,I—N-CH-CO-NH-CH-CO-O-CHZ—Q—@
HN_ =0
H
R* 1
R? Rt R? Rl

Fehlsequenz: Verldngerte Kette

Schema 4. Strategie I11: Unerwiinschte N-Aminoacylierung einer Peptidbindung und Folgereaktionen. ® = Polymer, DCCD = Dicyclohexylcarbodi-

imid. Et=Athyl, BOC = tert.-Butyloxy-carbonyl.

3. Die Festkorper-Synthese beruht ferner auf einer Quell-
barkeit bzw. Loslichkeit des Aminokomponenten-Poly-
mers mit bzw. in Losungsmitteln. Als physikalische Kon-
stante ist die Quellbarkeit oder Loslichkeit zunédchst dem
Festkorper zuzuschreiben. Wihrend des Aufbaus hoher-
molekularer Peptidketten diirfte diese physikalische Kon-
stante jedoch mehr und mehr von der Peptidkette beein-
flufft werden; zieht man die Erfahrungen der konventio-
nellen Synthese unter globaler Verwendung von Schutz-
gruppen (Strategie I) heran, so kann erwartet werden, dall
bei einer Kettenlinge von 30-50 Aminosdureresten das
Peptid und nicht mehr das Polymer die Quellbarkeit oder
Loslichkeit des Komplexes bestimmt. Selbstverstandlich
wird hierbei die ,,Beladung” des Polymers als Zusatzfaktor
einzukalkulieren sein.

(Das im engen Zusammenhang mit der Quellbarkeit des
jeweiligen Peptid-Polymers stehende Diffusions-Phidno-
men der Kopfkomponente wird in Abschnitt 2.4 diskutiert.)
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werden, um diese Synthese-Strategie, vor allen Dingen fiir
den Aufbau von Peptid-Naturstoffen, zum Idealfall wer-
den zu lassen.

2.4. Merrifield-Technik

Die viel zitierte ,Merrifield-Technik® (vgl. Schema 2), so
wie sie von Merrifield, Stewart und Jernberg®®:*") nieder-
gelegt ist, stellt eine spezielle Variante der Festkdrper-Syn-
these dar ; sie besitzt daher die obengenannten ,,allgemeinen
Geburtsfehler”. Dariiber hinaus aber zeigt sie weitere Be-
sonderheiten, die einer kritischen Betrachtung bediirfen,
schon deshalb, weil die ,,Merrifield-Technik* insbesondere
in ihrer automatisierten oder mechanisierten Ausstattung
mehr als andere Verfahren Eingang in viele Laboratorien
gefunden hat im Hinblick auf die ihr zugeschriebene Schnel-
ligkeit, hochste Einfachheit und vollendete Mechanisie-
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rungsmoglichkeit. Kernpunkte der ,Merrifield-Technik*
sind :

1. Die Aufhidngung der carboxyendstindigen Aminosdure
an ein Polymer unter Benzylester-Bildung. Hierzu werden
mit wenigen Ausnahmen N-BOC-Aminosiduren mit einem
chlormethylierten Phenyl-Polymer (Polystyrol-Copolyme-
risat mit 2%, Divinylbenzol) auf iiblichem Wege zur Um-
setzung gebracht.

2. Nach Abspaltung der N-Schutzgruppe wird das Amino-
komponenten-Polymer einem iiblichen stufenweisen An-
bau mit N-BOC-Aminosiuren nach dem Carbodiimid-
oder dem Nitrophenylester-Verfahren*®! unterworfen.
(Mehrfunktionelle Aminoséduren miissen unter Maskierung
der Dritt-Funktion eingesetzt werden.) Dieser stufenweise
Anbau erfolgt in zeitlich gleichbleibendem Rhythmus (z. B.
2'oder 4 Std.) und ohne Reinheitskontrolle der Zwischen-
stufen.

3. Dem ,,unkontrolliert vollzogenen“ Aufbau der Peptid-
kette folgt die Ablosung vom Trégermaterial durch proto-
nensolvolytische Spaltung der Benzylester-Bindung, z. B.
mit Bromwasserstoff/Trifluoressigsidure oder wasserfreiem,
fliissigem Fluorwasserstofft®®:4%1:  Dritt-Funktions-Mas-
kierungen auf Benzyl-Basis — mit Ausnahme der N'™-
Benzyl-Gruppierung — werden gleichzeitig mitgespalten
(Nm=N-1 im Imidazolteil von Histidin).

Die Abspaltung vom Festkdrper durch Ammonolyse!?®!
bzw. Hydrazinolyse!*) unter gleichzeitiger Peptid-Amid-
bzw. -Hydrazid-Bildung oder unter Umesterung durch
basenkatalysierte Alkoholyse (Racemisierung?), wobei z. B.
Peptid-Methylester resultieren?2), ist moglich, doch mit
gesichertem Erfolg nur dann, wenn keine Aminodicarbon-
sdure- oder Aminodicarbonsiure-w-amid-Reste oder durch
diese Prozeduren spaltbare Peptidbindungen in der auf-
gebauten Sequenz auftreten. Die Spaltung der Polymer-
Benzylester-Bindung durch Hydrogenolyse oder alkalische
Hydrolyse diirfte wenig sinnvoll sein.

Diese Synthese-Praxis birgt zahlreiche Fehler-Quellen in
sich.

Zu 1: Die Umsetzung der Benzylchlorid-Gruppen des
Polymers ist unvollstdndig; restliche Benzylchlorid- oder
Benzylammonium-Gruppierungen konnen im Zuge des
Syntheseablaufs durchaus zu Nebenreaktionen AnlaB3 ge-
ben.

Loffet'*3] schliigt neuerdings vor, durch Einsatz von Tetra-
methylammonium-hydroxid als Base das Entstehen der
quartédren Salze am Polymer zu vermeiden.

Methionin- und N'™-Benzyl-histidin-benzylester-Polymer
sind nur durch Veresterung mit den Hydroxymethyl-Fest-
korpern zuginglich — freigebliebene Hydroxy-Funktionen
werden anschlieBend durch Veresterung mit Acetanhydrid
»heutralisiert”. (Diese Herstellungstechnik des Aminokom-
ponenten-Polymers sollte generell Vorzug haben(38:441)

Zu 2: Der zeitlich fixierte stufenweise Anbau von N-BOC-
Aminosduren diirfte eine der Hauptfehlerquellen der
»Merrifield-Technik“ sein. Abgesehen von der oben er-
wihnten Moglichkeit der Diacylierung der Peptidbindun-
gen ist eine zeitliche Begrenzung des Verkniipfungsschrit-
tes — auch unter hohem UberschuB an Kopfkomponente —
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ungeeignet zur quantitativen Herstellung der Peptidbin-
dung.

Die jeweiligen Umsetzungsgeschwindigkeiten sind heute
und mit Sicherheit auch in der nichsten Zeit faktisch nicht
vorauszusagen, da sie nicht nur von den beiden an der Ver-
kniipfung beteiligten Aminosduren abhingig sind, sondern
(hier speziell fiir die Festkorper-Synthese) sowohl von der
GroBe und Art des Aminokomponenten-Polymers, d.h.
der Konformation der Peptidkette einschlieBlich des Fest-
korperst®#), als auch von der Diffusionsgeschwindigkeit der
Kopfkomponenten (und eventuell auch des Dicyclohexyl-
carbodiimids) im gequollenen Aminokomponenten-Poly-
mer.

Zu letzterem Phinomen sagt Klostermeyer*>: Merkwiir-
digerweise war diese Moglichkeit bei der Entwicklung der
Methode nie beriicksichtigt worden, was auch Professor
Merrifield in einem persdnlichen Gesprich beim IX. Euro-
pdischen Peptidsymposium im April 1968 in Orsay be-
stitigte.

Der Diffusionseffekt hat natiirlich erhebliche Konsequen-
zen fiir die Brauchbarkeit der Merrifield-Synthese : Sie wird
dem Anspruch, universell anwendbar und mechanisierbar
zu sein, nicht gerecht. Dies wire nur moglich, wenn jeder
Reaktionsschriti unter Standardbedingungen quantitativ
verliefe.

Eine diffusionskontrollierte Reaktion ist jedoch u.a. von
der PorengroBe des Trigers abhingig, diese fallt nicht nur
bei jeder Charge des Rohmaterials unterschiedlich aus, sie
dndert sich auch wihrend der Synthese von Schritt zu
Schritt. Damit ist es grundsitzlich nicht moglich, die Ein-
zelschritte einer grofBeren Synthese vor Versuchsbeginn so
zu programmieren, daBl der Syntheseerfolg sicher ist. Um
die Methode allgemeiner brauchbar zu machen, wére ein
echter Syntheseautomat mit Selbstkontrolle der Einzel-
schritte erforderlich; fiir ihn fehlen die analytischen Vor-
aussetzungen.” -

Aus diesen Griinden miissen die Umsetzungsgeschwindig-
keiten immer aufs neue fiir den jeweils vorliegenden Fall
bestimmt werden?-46-47). Diesen Tatbestand zeigt eine
Arbeit von Hagenmaier*® auf (vgl. Tabelle 1).

Bei der Synthese des Dodecapeptids (Leu-Ala)g verlaufen
z. B. die Aufkniipfungen von BOC-Alanin bzw. -Leucin in
den Positionen 7 bzw. 10 selbst nach dreimaliger Reaktion
iiber insgesamt 12 Stunden — dies ist nach Weygand**¥
zweckmaiBiger zur Erzielung maximaler Ausbeuten als ein-
malige Reaktion iiber noch lingere Zeiten — nur zu 79 bzw.
769,01

Dies fiihrt zwangsldufig, falls die nicht umgesetzten Amino-
Gruppen nicht mehr oder in spiteren Synthese-Stadien
wiederum reagieren, zu ,verstimmelten Peptiden” (trun-
cated-sequences) bzw. ,,Peptiden mit Fehlstellen” (failure-
sequences)™ (vgl. Schema 5).

[*] GemdB indirekter Bestimmung freier Amino-Gruppen nach
Dorman [49], deren Sicherheit fraglich sein kann. Die vorgenommene
Acetylierung mit Acetanhydrid zu 19 bzw. 14.49; bestitigt aber einen
hohen nicht umgesetzten Anteil (vgl. Tabelle 1).

[**] Diese Fehlstellen-Peptide kdnnen ihren Ursprung natiirlich auch
einer ,,Diacylamin-Bildung“ verdanken; vgl. Abschnitt 2.3 und Sche-
ma 3.
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H-0—Q—W—®

wVerstimmelte'

Die GroBenordnung der ,,Fehlstellen-Sequenzen® konnten
E. Bayer et al.'®® z B. anhand einer relativ einfachen Fest-
korper-Synthese von (Ala-Phe), demonstrieren: Unter
Anwendung der ,,Partial-Hydrolyse-Technik* wurden als

die N'™-Benzyl-Schutzgruppe des Histidins. Die Entfer-
nung der beiden letztgenannten Maskierungen des Cysteins
und Histidins (wie auch der N,-Tosyl-Schutzgruppe des
Arginins) mittels Natrium in fliissigem Ammoniak verlduft

Tabelle 1. Bestimmung der freien Aminogruppen wihrend der Synthese von (Leu-Ala), [48].

Aminosdure-Sequenz Ala Leu Ala Leu Ala Leu Ala

Verkniipfungsschritt 1 2 3 4 5 6
Freie Aminogruppen

nach Abspaltung der

Schutzgruppen

(2 mmol =100%) 205 196 205 204 192 185 185

Freie Aminogruppen
nach der 1. Reaktion

in mmol 001 008 008 008 048 009 0.77
429,

in %

Freie Aminogruppen
nach der 2. Reaktion
in mmol 0 0 001 001 0.08
in% 0% 0% 05% 05% 4% 2%
Freie Aminogruppen
nach der 3. Reaktion [a]
in mmol

in %,

Freie Aminogruppen
nach der 1. Acetylierung
in mmol

in %

Freie Aminogruppen
nach der 2. Acetylierung
in mmol

in 9,

0.5% 4% 4% 4% 25% 5%

0.015

0.037 0.388
2%

0.388
217,

0.037
0.8% 2%

Leu Ala Leu Ala Leu
8 9 10 11

1.52 155 1.08 1.01

0.137 0.79 0.29
9% S1% 27%

0.535
53

0.076 0.543 026 0.23
5% 35% 24% 23%

026 021
24% 2%

0.052 0.19
3.5% 17.5%

0.104
9.6%

[a] Reaktionszeit 8 Stunden.

,Fehlsequenz“ mindestens 9.3%, Phenylalanyl-phenylala-
nin aufgefunden.

Zu 3: Die Abspaltung der aufgebauten Peptidkette vom
Trédger, mit Bromwasserstoff/Trifluoressigsdure, ist eine

A A A A A A A A A A A A A A A
VI O TIRLLTT T
(‘3(‘: C’(lj~ Cc C C
113 I))DlD 151D D
-

nFehlstellen-Sequenzen"

Sequenzen

Schema 5. Synthese des Pentapeptids A-B-C-D-E: Unerlaubte Se-
quenzen.

relativ harte Reaktionsbedingung, die z.B. das Indol-
System im Tryptophan nicht ohne weitgehende Schidden
ibersteht. Auch kann die bei dieser Operation auftretende
starke Anhdufung von Benzyl-Kationen zu Benzylierungs-
reaktionen fithren, die bei entsprechenden sterischen Vor-
aussetzungen durch , Kationenfinger™ nicht immer gebin-
digt werden konnen. Dritt-Funktions-Maskierungen auf
Benzyl-Basis, d. h. Schutzgruppen fiir die w-Carboxy-, o-
Amino- und Hydroxy-Funktion, werden gleichzeitig abge-
spalten, eine Tatsache, die einen beabsichtigten ,,Teil-
sequenzaufbau® meist ausschlieBt. Dariiber hinaus aber
bleiben die bei Anwendung der ,,Merrifield-Technik* ferner
benutzten Dritt-Funktions-Maskierungen unangegriffen:
Die Nitro- oder Tosyl-Gruppe an der Guanido-Funktion
des Arginins, die S-Benzyl-Maskierung des Cysteins sowie
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wenig erfolgreich!®>! ~ *4); sie ist von der Methode her schon
unerfreulich.

Inzwischen wurden andere S- bzw. N'™-Derivate der beiden
Aminosiduren von der konventionellen Synthese her {iber-
nommen, nach dem jeweiligen Autor!®* =81 teils mit, teils
ohne Erfolg. Die groBte Chance diirfte den S- und N™-
Schutzgruppen zukommen, die gegeniiber den Abspal-
tungsbedingungen der Peptidkette vom Trégerharz stabil
sind59 6,

Die Abspaltung der Peptidkette vom Tréger mit fliissigem
Fluorwasserstoff bei 0°C ist zwar erfolgversprechender —
nach Weber!*®! aber ,sehr aufwendig®: Neben der Losung
der Polymer-Benzylester-Bindung und Abspaltung aller
N- und O-Schutzgruppen auf Benzyl- bzw. tert.-Butyl-
Basis werden auch die Nitro-guanido- und die S-Methoxy-
benzyl-Maskierung aufgehoben®%. Als fluorwasserstoff-
resistent werden N'™-Benzyl- und -Dinitrophenyl-, 4-Nitro-
benzylester- und S-Alkyl-thio-Gruppierungen genannt;
auch das Indol-System des Tryptophans scheint unbehel-
ligt zu bleiben!®2,

Zusammenfassend muB festgestellt werden:

In ihrer gegenwartigen Form ist die ,,Merrifield-Technik“
fir den einwandfreien Aufbau von hoheren Naturstoff-
Peptiden (von mehr als 15 Aminosduren) nicht geeignet.
Das auch nach Reinigungsoperationen stets nur isolierte
Peptidgemisch kann den Reinheitsforderungen einer ge-
gliickten Stoffsynthese nicht entsprechen. Die bei den bis-
herigen Versuchen erzielte geringe biologische Aktivitét
nach dieser Technik synthetisierter hdherer Peptid-Natur-
stoffel® ¢4 153t es sogar offen, ob der Strukturvorschlag
einer Verbindung damit bestdtigt werden kann.
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Ob nach den bestehenden Grundsitzen der , Merrifield-
Technik“ der Aufbau von Peptidfragmenten mit 10-15
Aminosiureresten von Fall zu Fall moglich ist, soll an
dieser Stelle offengelassen werden.

2.5. Strategie IV

Uber die Verwendung der Polymer-Reagens-Synthese zur
Darstellung von Peptid-Naturstoffen liegt erst wenig Ma-
terial vor!®3!; ein abschlieBendes Urteil kann daher noch
nicht gefaBBt werden.

In einer kritischen Betrachtung muB3 darauf hingedeutet
werden, daB die Verwendung von Polymer-Derivaten zur
Aktivierung der Carboxy-Verbindung ihre Grenzen auf-
grund sterischer Probleme haben diirfte. Fiir die Peptid-
Naturstoffsynthese konnte dies von entscheidender Be-
deutung sein.

3. Ausblick

Eine Kritik an den vier Prinzipien zur Synthese von Peptid-
Naturstoffen wére ungerechtfertigt, wenn sie nicht mit Vor-
schldgen verbunden wiirde, auf welche Art die Nachteile
umgangen und die Vorteile weiterentwickelt werden kénn-
ten.

3.1. Vorschlige fiir Strategie I

Mit der konventionellen Synthese unter globaler Verwen-
dung von Schutzgruppen wird man nur dann zu Peptid-
Naturstoffen mit mehr als 50 Aminosiureresten vorstoen
konnen, wenn es z. B. gelingen sollte, die Loslichkeit der
synthetisierten Peptidketten erheblich zu verbessern.

BOC

konnte nunmehr gezeigt werden, da} die Loslichkeit des
Sekretin-Fragments 12-27 durch die Anwesenheit von vier
protonierten Argininresten soweit beeinflult wird, daB
eine exakte Reindarstellung des Hexadecapeptidamid-De-
rivats — L-Arginyl(hydrobromid)-L-leucyl-L-arginyl(hydro-
bromid)-L-asparagyl(B-tert.-butylester)-O-tert.-butyl-L-se-
ryl-L-alanyl-L-arginyl(hydrobromid)-L-leucyl-L-glutaminyl-
L-arginyl(hydrobromid)-L-leucyl-L-leucyl-L-glutaminyl-gly-
cyl-L-leucyl-valinamid-hydrobromid — durch Gelfitration
an Sephadex G-15 im wéfrigen Milieu wie auch die Um-
setzung mit Carboxy-Komponenten, z.B. in Dimethyl-
formamid, méglich sind©",

Dieses Ergebnis hat uns ermuntert zu versuchen, mit ,,bi-
funktionellen Schutzgruppen die Loslichkeit der syntheti-
sierten Peptidketten erheblich zu steigern ; z. B. soll in einer
Arbeitsrichtung angestrebt werden, ,kiinstliche* Arginin-
Funktionen im Peptidverband zu schaffen, wodurch letzt-
lich ein Syntheseverlauf in Analogie zur aufgezeigten Sekre-
tin-Synthese erreicht wiirde.

Als zweite Moglichkeit konnte man die weitgehende Un-
16slichkeit synthetisch aufgebauter Peptid-Fragmente der
carboxyendstindigen Sequenz nutzen und diese unldsli-
chen Teilstiicke als ,,eigenes Tragermaterial” fiir eine Fest-
korper-Synthese einsetzen. Damit wire eine Vereinigung
zweier Synthese-Prinzipien hergestellt. Versuche, die wir
in meinen Laboratorien an der Synthese des Phagen-fd-
Hiillprotein-Monomers (49 Aminosduren) durchgefiihrt
haben, lassen diese M&glichkeit durchaus gegeben erschei-
nen. Ein Tridecapeptid-Derivat der Sequenz 37-49 konnte
nach dem Prinzip der Festkorper-Synthese — in Dichlor-
methan gequollen — mit Kopfkomponenten umgesetzt
werden:

I BOC BOC tBu tlBu BOC tBu
|
NPS-Lys‘Leu-P}lle-Lys—LyS‘OH + H-Phe-Thr-Ser-Lys-Ala-Ser-OtBu
1
lDCCD/HOSU
BOC BOC BOC tBu tBu BOC tBu
NPS- Lys Leu-Phe- Lys Lys Phe- Thr Ser Lys Ala-Ser-OtBu
lCNS@
BOC BOC BOC tBu tBu BOC tBu

|
H- LyS Leu~Phe-Lys- Lys Phe- Thr Ser- Lys Ala- Ser OtBu
i

(NPS-1le),0 +
L
Z-Gly-0SU
BOC

BOC BOC

tBu tBu BOC tBu

NPS-Ile- Lys Leu-Phe-Lys-Lys-Phe-Thr-Ser- Lys Ala-Ser-OtBu (=80%)

i

BOC

BOC BOC

tBu tBu BOC tBu

Z-Gly~ Lys Leu-Phe-Lys- Lys Phe- Thr Ser Lys Ala-Ser-OtBu (100 £ 2%)

Schema 6. Zur Synthese der Sequenz 38-49 des Phagen-fd-Hiillproteins. BOC =tert.-Butyloxycarbonyl, NPS =p-

Nitrophenylsulfenyl, tBu=tert.-Butyl,

hexylcarbodiimid.

Unsere Arbeiten auf dem Glucagon-Gebiet hatten aufge-
zeigt, daB die Anwesenheit durch Protonierung geschiitzter
Argininreste in der Sequenz die Loslichkeit der aufgebauten
Fragmente in den gebrduchlichen Ldsungsmitteln erheb-
lich steigert!®. Anhand einer neuen Sekretin-Synthese
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HOSU = Hydroxysuccinimid, Z=Benzyloxycarbonyl, DCCD = Dicyclo-

mit Benzyloxycarbonyl-glycin-hydroxysuccinimid-ester ge-
lang dies in quantitativer GroBenordnung, mit dem sym-
metrischen Anhydrid des Nitrophenylsulfenyl-isoleucins
nur zu etwa 80, obgleich freie, z. B. acylierbare, Amino-
gruppen noch vorhanden waren (vgl. Schema 6)!%8],
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3.2. Vorschlige fiir Strategie II

Die konventionelle Synthese unter geringstmdglicher Mas-
kierung von Dritt-Funktionen ist bislang lediglich von
Hirschmann et al.?7~29:69.70 bej Versuchen zur Synthese
der Ribonuclease S, genauer gesagt des S-Proteins, heran-
gezogen worden ; es fehlt daher an allgemeiner Erfahrung,
so daB eine kritische Betrachtung erschwert ist. Zwei Mog-
lichkeiten der Weiterentwicklung dieses Synthese-Prinzips
sollten aber ins Auge gefal3t werden:

Der Aufbau von Fragmenten unter Benutzung der von
K. Hofmann!" ! begriindeten Acyl-Hydrazid-Methode, wo-
mit eine spdtere Hydrazinolyse umgangen wiirde, und
der Ersatz der Azid-Methode zur Vereinigung der Frag-
mente durch andere racemisierungsfreie Verkniipfungs-
methoden!”2], Dabei wire aber mit Sicherheit ein Kompro-
mif} hinsichtlich der Maskierung oder Nicht-Maskierung
der Dritt-Funktionen erforderlich. Dies wiirde bedeuten,
daB es nur ein konventionelles Synthese-Prinzip gibt, des-
sen Grenzen die beiden Strategien I und II darstellen.

3.3. Vorschlige fiir Strategie III

Seit man erkannt hat, welche Fehler und Phdnomene die
Festkorper-Synthese belasten, ist man auf der Suche nach
Verbesserungen sowohl der methodischen Grundlagen als
auch der analytischen Bestimmungsverfahren:

1. einer Variation der ,,Aufhénge-Gruppierung”“ mit dem
Ziel einer verbesserten Abspaltung der Peptidkette vom
Tréger und einer Verkiirzung der u. a. diffusionsbedingten
Reaktionszeiten ;

2. einer Anderung der Umsetzungsmethodik mit dem Ziel
einer Verbesserung des nucleophiien Reaktionsschritts oder
einer Korrektur der Erstumsetzung;

3. einer Erweiterung der analytischen Bestimmungsverfah-
ren fir die jeweilige Stufe der Synthese, um mit Sicherheit
eine Fehlergrenze von + 0.1% zu erreichen.

Zu 1: Die relativ leichte nucleophile Spaltbarkeit der Pep-
tid-Phenacylester-Bindung!”3: 7 hat Weygand'"*! fiir eine
neue Festkorper-Technik herangezogen (vgl. Schema 7).

...-CO-O-CHZ-CO'—. [75]
1

CgH5SNa

.. .-CO%O-(CH2)5~©*® 176]
NH

3

CgHs CoHs

.. .‘CO-NHiéH‘Q'@‘@*(I?H'NH-. e 7]

HF

.. .—co—oT—CHz@cm—GSi-@ (78, 79]

HBr/CF;COOH
(HF)

Schema 7. Neue Festkorper-Typen. ® = Polymer.
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Diese giinstige Abtrennung vom Harz ermoglicht zusitz-
lich sowohl eine rasche Isolierung der aufgebauten Frag-
mente zu deren Reinheitspriifung als auch die Erstellung
»noch seitenketten-geschiitzter” Peptid-Zwischenprodukte.
Dariiber hinaus ist ein erneutes Aufthidngen einer bereits
abgetrennten Peptidkette an das Polymer moglich. Fiir
eine Abspaltung der Peptidkette vom Festkorper unter
gleichzeitiger Amid-Bildung haben E. Bayer!"® und Merri-
field" zweckmiBige Vorschlige erarbeitet; wiihrend
Bayer durch Ankniipfen aliphatischer lingerkettiger Alko-
holreste an die Phenylgruppen des Polystyrols ein geeig-
netes' Harz erhiilt, schligt Merrifield die Verwendung von
polymerem Diphenylmethylamin als Tragermaterial vor.
Die Abspaltung der aufgebauten Peptidkette mit Fluor-
wasserstoff erbringt im letzteren Fall direkt das Peptid-
Amid (vgl. Schema 7).

Letztlich haben Felix und Merrifield"'"! eine Verfahrens-
verbesserung der Polymer-Benzyloxycarbonyl-Technik
nach Letsinger!'®! erprobt, die sich als Verkniipfungsschritt
der Azid-Methode bei Verwendung intermedidrer BOC-
Hydrazide bedient. Eine stark verringerte Abhdngigkeit
vom ,.triigerischen” Diffusions-Effekt sehen E. Bayer et al.
in der Verwendung von ,,pellicularen” Festkorpern. Hierzu
benutzen die Autoren ,,glas-beads” von ca. 100 nm Durch-
messer, die mit einer diinnen Schicht Merrifield-Polymer
iiberzogen sind'*?), oder pordse Glasperlen, Quarzkugeln
oder Silicagel, die mit ihren Silanol-Gruppen der Oberfld-
che mit p-Bis(hydroxymethyl)benzol als Monodther ko-
valent verbunden werden, so daB eine Benzylalkohol-
Gruppierung zum Aufpfropfen der Erst-Aminosdure unter
Benzylester-Bildung frei bleibt!"% 78-7°1 (vgl. Schema 7).
Insbesondere diese Technik soll nach den Autoren eine
Festkorper-Synthese im Sdulenverfahren erméglichen und
auch automatisierbar sein. Aufgrund der durch schnelle
Diffusion der Kopfkomponenten verkiirzten Reaktions-
zeiten sollen nicht nur bessere Ausbeuten erzielt, sondern
dariiber hinaus der Anteil an Fehlsequenzen reduziert
werden konnen.

Zu 2: Basierend auf den Fortschritten der racemisierungs-
freien Verkniipfungstechnik haben Weygand et al®® die
Fragment-Verkniipfung auch fiir die Festkorper-Synthese
erprobt. Trotz der erwarteten und auch eingetretenen Ver-
lingerung der Reaktionszeiten war diese Umsetzungstech-
nik erfolgreich — vor allen Dingen hat man doch stets die
Wahl, diejenige Peptid-Bindung der aufzubauenden Se-
quenz zu kniipfen, die aufgrund empirischer Ergebnisse
eine begiinstigte Umsetzung erwarten ldBt. Der eindeutige
Vorteil der Fragment-Ankniipfung liegt in der weitgehen-
den Begrenzung des Anteils von Fehlsequenzen verglichen
mit dem stufenweisen Anbau'8!),

In der ,Mukaiyama-Technik“(®2™ sieht Merrifield'®?!
einen Fortschritt in der Verkniipfungsmethodik, auch wenn
weiterhin stufenweise gearbeitet wird. Es bleibt zu priifen,
ob diese Methode zur Fragment-Verkniipfung geeignet ist.

Eine Korrektur der vorgenommenen Erst-Umsetzung bei
einem iiblichen stufenweisen Anbau-Verfahren wird fast

[*] Aminolyse der Esterbindung in fliissigem Ammoniak/Dimethyl-
formamid.

[**]Herstellung der Peptid-Bindung aus den Komponenten mit Tri-
phenylphosphan und Dipyridyl-disuifid.
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ausschlieBlich darin erblickt, ,frei gebliebene Amino-Funk-
tionen auszuschlieBen”. Es scheint jedoch, falls die Fest-
stellungen von Hagenmaier**®! richtig sein sollten, nicht
immer moglich zu sein, dies selbst durch sinnvoll ausge-
kliigelte Acylierungsreaktionen quantitativ zu erzielen,
z.B. mit 3-Nitrophthalsdureanhydrid®* oder mit dem
innermolekularen Anhydrid der 3-Sulfo-propionsiure!®L
Die der Aminoacylierung entronnene Amino-Funktion
diirfte ihr Uberleben weitgehend den bestehenden rium-
lichen Verhiltnissen verdanken. Unter diesen Voraus-
setzungen ist eine uneingeschriankte Mdoglichkeit der nu-
cleophilen Offnungsreaktion von Acylierungsreagentien
von der MolekiilgroBe des Acetanhydrids aufwirts mit
Sicherheit zu verneinen.

Es bliebe zu priifen, ob Desaminierungsreaktionen nicht
bessere Aussichten auf Erfolg haben konnten. Es darf in
diesem Zusammenhang auf Desaminierungsversuche mit
Difluoramin!®®! verwiesen werden: Diese in ihrer Technik
noch unausgereifte und schwierige priparative Moglich-
keit wiirde mit Sicherheit das sterische Problem umgehen.
Bei der Kleinheit des HNF,-Molekiils sollte jede frei ge-
bliebene Amino-Funktion ,,erreicht“ werden konnen.

Zu 3: Analytische Verfahren zur Schnellbestimmung des
jeweiligen umgesetzten Anteils (Kniipfungs- und Entacylie-
rungsschritt) sind trotz verschiedener Ansitze kaum ge-
diehen. Die Verwendung '*C-markierter BOC-Amino-
sduren® ist auf die Dauer gesehen zu kostspielig®”), Alle
anderen Verfahren bedienen sich der fiir die bisher verwen-
deten Festkorper ungeeigneten ,Aquivalent-Analyse®,
Farbreaktionen™®® mit einer ,,zu erheblichen* Fehlergrenze
oder chemischer Umsetzungen, belastet mit dem gleichen
Fehler wie die zu bestimmende Reaktion selbst (sieche Ab-
schnitt 2.3).

4. Schluft

Die vorstehende kritische Betrachtung iiber den gegenwir-
tigen Stand der Synthese von Peptiden sollte mit einer Fest-
stellung abgeschlossen werden: Fiir die noch vor uns lie-
genden Probleme der Synthese von Eiweif-Naturstoffen
wird wohl kaum eine ,,Synthese-Strategie“ allein generell
Giiltigkeit besitzen; es wird vielmehr sequenzbedingt ein-
mal dieses, das andere Mal jenes Verfahren Vorrang haben,
und es scheint mir durchaus moglich, daB die letzte Chance
in einer sinnvollen Kombination der genannten Strategien
in ihren bunten Verfahrensdetails zu suchen sein wird.

Eingegangen am 12. Mirz 1971 [A 843]
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Vanadium- und Chrom-Katalysatoren fiir die Kthylenpolymerisation

Von G. Henrici-Olivé und S. Olivé!"

Dieser Fortschrittsbericht enthiilt eine Literaturiibersicht iiber losliche Katalysatorsysteme auf
der Basis von Vanadium und Chrom, die durch eine kombinierte Untersuchung der magnetischen

Eigenschaften und der Polymerisationsaktivitdt solcher Systeme erginzt wird. Es zeigt sich, dafl
Vanadium aktive Spezies mit den Oxidationsstufen V(i11) und V(11) bildet, Chrom hingegen nur
mit Cr(11). Fiir den Polymerisationsverlauf werden Modelle vorgeschlagen. — Ein Vergleich mit
heterogenen Systemen (Phillips-Katalysator) fiihrt zu einigen allgemeinen Prinzipien iiber die
Aktivitdt von Katalysatoren und die Eigenschaften der damit hergestellten Polymeren.

1. Einleitung

Die Katalysatoren zur industriellen Herstellung von linea-
rem Polyithylen enthalten als Ubergangsmetall meistens
Titan oder Chrom. Titan ist eine der Komponenten der
klassischen Ziegler-Systeme!'l, wihrend Chrom den wich-
tigsten Bestandteil des Phillips-Katalysators'?! darstellt.
Fiir Vanadium, das im Periodensystem zwischen diesen
beiden Metallen steht, sollte man dhnliche katalytische
Aktivitdt erwarten. Tatsdchlich beschreiben zahlreiche
Veroffentlichungen und Patente vanadium-haltige kataly-
tische Systeme zur Polymerisation von Athylen. Bisher hat
jedoch noch kein derartiges System kommerzielle Bedeu-
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tung erlangt, wahrscheinlich deshalb, weil die Molekular-
gewichte der damit erhaltenen Produkte sehr hoch sind.
Die spezifische Verwendung von Vanadium-Systemen
scheint in der Copolymerisation von Athylen und Pro-
pylen'#! zu liegen. AuBerdem wird der Name des Vana-
diums fiir immer mit dem ersten Fall einer stereospezifi-
schen Polymerisation eines a-Olefins mit einem homoge-
nen Katalysator verbunden sein (syndiotaktisches Poly-
propylent®: o)),

Die Kenntnisse, die man heute iiber den Mechanismus der
Athylenpolymerisation an den technischen, heterogenen
Titan-Katalysatoren besitzt, wurden durch die Untersu-
chungen mit homogenen Systemen!”-®! entscheidend ge-
fordert. Es wird heute allgemein angenommen, dal3 das
katalytisch aktive Zentrum aus einer alkylierten Titan-
Spezies besteht, welche eine Koordinationsliicke aufweist,
an der das Monomere koordinativ gebunden werden
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