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Val-Orn(Tos)-Leu-D-Phe-Pro-Val-Orn(Tos)-Leu-D-Phe-Pro * *) wurde auf zwei verschiedenen 
Wegen mit der Merrijield-Technik aufgebaut. Die Ankondensation der einzelnen Amino- 
saurereste erfolgte bei der einen Synthese mit Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid, beim 
Parallelversuch uber die N-Hydroxy-succinimidester der tert.-Butyloxycarbonyl-aminosauren. 
Nur die erste Synthese fuhrte zu einem geniigend reinen Material, aus dem nach Cyclisierung 
und Schutzgruppenabspaltung reines Gramicidin S-dihydrochlorid-trihydrat isoliert werden 
konnte. 

Bei der Synthese von Peptiden sind pro Amidbindung mindestens drei Reaktions- 
schritte erforderlich: selektive Maskierung der an der zu knupfenden Peptidbindung 
unbeteiligten Funktionen, Kondensation und Freisetzung von Gruppen, die in die 
nachste Peptidbindung eingehen. Der Aufbau eines groRen Peptides oder Proteins 
erfordert dementsprechend viele Reaktionsfolgen und fiihrt zwangslaufig zu geringer 
Ausbeute an Endprodukt. Zudem unterscheiden sich Reaktionspartner und Reaktions- 
produkt mit wachsender Kettenlange immer weniger, die Isolierung und Charakteri- 
sierung des gewunschten Stoffes wird mit zunehmender MolekulgroRe immer schwie- 
riger. So ist es nicht verwunderlich, daR das langste bisher synthetisierte einheitliche 
Polypeptid, das ACTHI), nur aus 39 Aminosaureresten, das einzige bisher syntheti- 
sierte Protein, das Insulinz), gar nur aus zwei Polypetidketten mit 21 und 30 Amino- 
saureresten besteht. Die synthetische ErschlieBung des Proteingebietes erfordert eine 
wesentliche Verbesserung der rezenten Methoden oder die Neuentwicklung leistungs- 
fahigerer Verfahren. 

*) 67. Mitteil. iiber Peptide; 66. Mitteil.: s. H. Zahn und E. Th. J. Folsche, ,,Synthese von 
Cystinpeptiden mit Sequenzen aus dem C-terminalen Bereich der Humaninsulin-A-Kette", 
Liebigs Ann. Chem., im Druck. 

* *) Abkurzungen nach den Regeln der IUPAC-IUB-Commission on Biochem. Nomenclature, 
Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 348, 256 (1967). 
R. Schwyzer und P. Sieber, Nature [London] 199, 172 (1963). 

Chem. internat. Edit. 5,  807 (1966). 
2)  Ubersicht bei H. Klostermeyer und R. E. Humbel, Angew. Chem. 78, 871 (1966); Angew. 
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Einen originellen Beitrag dazu lieferte MerriJeZd3) 1962 mit der Idee, hohermole- 
kulare Substanzen schrittweise an polymeren Tragern aufzubauen und sie nach been- 
deter Synthese davon abzulosen. Wichtig ist dafiir naturlich eine vollstandige Um- 
setzung auf jeder Reaktionsstufe. Diese sol1 durch Anwendung groBer Reagenzuber- 
schiisse erzwungen werden. Da  das Reaktionsprodukt unloslich ist, konnen alle 
niedermolekularen Reaktionspartner durch einfaches Auswaschen ohne Verlust an 
Syntheseprodukt entfernt werden. Nach diesem eleganten Prinzip wurden bisher so- 
wohl Polypeptide als auch Polynucleotide synthetisiert",, doch gibt es auch eine ganze 
Reihe unveroffentlichter negativer Ergebnisses). 

Insbesondere wurden bisher fast nur Peptide synthetisiert, deren Reinheit durch die 
hier recht unempfindliche Aminosaure- und Elementaranalyse sowie durch die mit 
relativ grol3en Fehlern belasteten biologischen Teste belegt wurde. Es schien sinnvoll, 
die neue Methode kritisch bei der Synthese eines Peptids zu erproben, das sich auch 
rnit physikalischen Methoden sicher charakterisieren la&. Dafiir bot sich das Anti- 
bioticum Gramicidin s, ein Decapeptid der Struktur cyclo-Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro- 
Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro-6) an. Seit der ersten, beispielhaften Synthese durch Schwyzer 
und Sieber7) gehoren dieses Cyclopeptid und einige seiner Derivate zu den am besten 
charakterisierten Substanzen der Peptidchemie. Es lag also nahe, einen Vergleich 
zwischen dem konventionell und dem am Festkorper synthetisierten Material zu 
ziehen. 

Als Trager diente ein Copolymerisat aus Styrol/Divinylbenzol (98/2), KorngroBe 
40 - 80 p, das durch Behandlung rnit Zinn(1V)-chlorid in Methoxychlormethan 
chlormethyliert wurde 8 ) .  Der Substitutionsgrad betrug 1.10 mMol Cl/g Harz. Bei 
dreitagiger Reaktion rnit aquivalenten Mengen tert.-Butyloxycarbonyl-prolin und 
Triathylamin reagierten in siedendem absolutem Athano1 69 % des Chlors (in Tetra- 
hydrofuran nur 15 bzw. 16%). Weitere 29 % des harzgebundenen Chlors reagierten 
bei fiinftagigem Sieden in wasserfreiem Athanol mit iiberschiissigem Triathylammo- 
niumacetat 9). 

Das Harz sollte danach also neben sehr geringen Mengen Polybenzylchlorid je Gramm 
Startmaterial 0.76 mMol tert.-Butyloxycarbonyl-prolm und 0.32 mMol Essigsaure in Form 
eines Polybenzylesters enthalten. Nach Abspaltung der Aminoschutzgruppe rnit Chlorwasser- 
stoff in Eisessigg) lieBen sich durch Triathylamin aber nur 0.52 mMol/g Chlorid-Ionen elu- 
ieren; folglich hatten bei der Veresterung rnit tert.-Butyloxycarbonyl-prolin mindestens 0.24 
mMol/g oder 22 % des vorhandenen Chlors in unerwunschter Weise reagiert. 

Fur den Aufbau des linearen Peptides Boc-Val-Orn(Tos)-Leu-D-Phe-Pro-Val- 
Orn(Tos)-Leu-D-Phe-Pro am Trager wurden die kristallinen Aminosaurederivate 

3) R. B. Merrifield, Federat. Proc. 21, 412 (1962). 
4) Ubersicht bei T. Okudu, Naturwissenschaften, im Druck. 
5 )  Diskussionen beim 8. und 9. Europ. Peptidsymposium, 1966 (Noordwijk) und 1968 (Orsay). 
6)  R. Consden, A .  H .  Gordon, A .  J. P .  Martin und R. L. M.  Synge, Biochem. J. 40, XLIII 

(1946); 41, 596 (1947). 
7) R. Schwyzer und P. Sieber, Helv. chim. Acta 40, 624 (1957). 
8) R. B. Merrifield, Biochemistry 3, 1385 (1964). 
9) R. B. Merrifield, J. Amer. chem. SOC. 85, 2149 (1963). 
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Boc-Val lo), Boc-Orn(Tos)ll), Boc-Leu HzO lo), Boc-D-Phe11) und Boc-pro lo) einge- 
setzt. Alle Verbindungen erschienen diinnschichtchromatographisch in mehreren 
Systemen einheitlich, Schmelzpunkte und optische Aktivitaten entsprachen mindestens 
den Literaturwerten. 

Zur Abspaltung der a-Aminoschutzgruppe diente Chlorwasserstoff in Dioxan12). 
Wahrend der ganzen Synthese blieb die Menge der freigesetzten Aminogruppen, 
bestimmt durch Chloridtitration nach Volhard, konstant 5.15 & 0.15 mMol/g einge- 
setzten Harzes. 

Die Ankondensation der tert.-Butyloxycarbonyl-aminosauren erfolgte mittels 
Dicyclohexylcarbodiimid, Reaktionsmedium war stets Methylenchlorid13). Dabei 
wurde die Carboxylkomponente im UberschuB eingesetzt, beim Leucin- und Valin- 
Derivat siebeneinhalb, bei den anderen Acylaminosauren sechs Wquivalente ; das 
tert.-Butyloxycarbonyl-leucin-hydrat wurde vorher entwassert. Die Reaktionszeit 
fur die Kondensationen betrug jeweils 3 Stdn. 

Es wurde rnit 10.0 g des Boc-Pro-Polymeren begonnen; bei einem Titer von 0.50 
mMol/g sollte das Gewicht beim Aufbau des Decapeptides auf 16.8 g steigen. Tat- 
sachlich wurde eine Gewichtszunahme von nur 3.3 g registriert. Durch Bromwasser- 
stoff in Trifluoressigsaure wurden dann aber 5.6 g Decapeptid-hydrobromid vom 
Harz abgespalten, was einer Ausbeute von 72% entspricht. Bei Behandlung rnit 
4rz HBr in Eisessig lieB sich nach ll/zstdg. Einwirkung bei Raumtemperatur nur 
noch eine geringe Menge eines braunen Oles vom Harz abziehen, der strohgelbe 
Ruckstand wog 7.4g (alle Auswaagen nach Trocknung unter gleichen Bedingungen). 
Demnach ist etwa ein Funftel des polymeren Tragers im Laufe der Synthese in 
Losung gegangen oder aber das Harz andert seine Affinitat zu Losungsmitteln sehr 
drastisch (das Quellungsvermogen nimmt mit wachsender Peptidbeladung stark ab). 

Das Ditosyl-decapeptid-hydrobromid war diinnschichtchromatographisch in drei 
Laufmitteln (Butanol-(2)/Ameisensaure/Wasser (75 : 13.5 : 11 3, Chloroform/Metha- 
nol/Essigsaure (190 : 10 : 6) und Pyridinln-Heptan/tert.-Butylalkohol (3 : 15 : 3, alle 
v/v) einheitlich, lie13 sich jedoch rnit dem System Butanol-(2)/10proz. Ammoniak- 
Losung (17 : 3, v/v) in eine Hauptkomponente und vier geringfugige Nebenprodukte 
auftrennen. Eine Probe des Materials wurde mit 0.2n Citratpuffer (pH 2.2) verrieben 
und der Uberstand der automatischen Aminosaureanalyse14) unterworfen ; an ninhy- 
drin-positiven Substanzen wurden nur Spuren Prolin nachgewiesen (Tab. 1). Das 
Totalhydrolysat des Decapeptid-Derivates zeigte einen uberhohten Wert fur Phenyl- 
alanin und kleine Verunreinigungen. 

Zur weiteren Charakterisierung wurden 100 mg des Ditosyl-peptid-hydrobromides 
analog zu Schwyzer und Sieber7) durch Ionenaustauschchromatographie in das freie 
Ditosyl-decapeptid ubergefuhrt. Es resultierten 80mg (entspr. 85 %Ausb.) Substanz 
vom Schmp. 172- 175" (Methanol/Wasser); fur das konventionell synthetisierte 
Material wurde Schmp. 184- 185" 7) angegeben. 

10) G. W. Anderson und A. C. McGregor, J. Amer. chem. SOC. 79, 6180 (1957). 
11) J.  Halstr0rn und H. Klostermeyer, Liebigs Ann. Chem., im Druck. 
12) J. M. Stewart und D. W. Woolley, Nature [London] 206, 619 (1965). 
13) G. R. Marshall und R. B. Merrijield, Biochemistry 4, 2394 (1965). 
14) D. H.  Spackman, W. H. Stein und S. Moore, Analytic. Chem. 30, 1190 (1958). 
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Tab. 1. Gramicidin S-Synthese unter Verwendung von Carbodiimid als Kondensationsmittel, 
Aminosaureanalysen. Alle Hydrolysate in 6 n  HCI, 24 Stdn. bei 105". 1 a = lineares Synthese- 
rohprodukt, unhydrolysiert ; 1 b = dasselbe hydrolysiert ; 2 = tosylierte Cyclopeptide aus der 
Gegenstromverteilung, Fraktionen I - IV ; 3 = Endprodukte nach Abspaltung der Tosyl- 
gruppen und Gegenstromverteilung; D ist Gramicidin S ;  - bedeutet nicht nachweisbar, * < 
0.01 ; die kursiv gedruckten Werte wurden fur ninhydrin-positive Substanzen in den Positionen 
der entsprechenden Aminosaure errechnet, sie wurden nicht als solche isoliert und identifiziert 

Asp Ser GIu Pro Gly Ala Val Ile Leu Phe 8-A-Val Om(Tos) Om X 

Theorie 
la 
lb  
2 1  
2 I1 
2 111 
2 IV 
3 A  
3 D  

- -  

* *  

- -  

- *  
* 0.31 
0.02 0.12 
- -  

1.00 - - 1.00 
* - - -  

0.96 * * 0.96 
0.89 - - 0.94 
0.98 - - 0.90 
0.76 * - 0.93 
0.63 0.17 ' 1.33 
0.82 0.02 - 0.97 
0.87 - - 1.02 

- 1.00 1.00 
- - - 

- 1.00 1.16 
- 1.00 1.03 
* 1.00 1.03 
* 1.00 1.05 
0.09 1.00 0.64 
* 1.00 1.00 
- 1.00 1.04 

- I .oo 5.00 
- -  - -  
- 0.98 0.09 5.15 
- 0.84 0.13 4.92 
- 0.89 0.11 4.91 
- 0.93 0.10 4.77 
- 1.24 0.13 5.54 
0.04 - 0.97 4.96 
- - 0.99 4.92 

Die Hauptmenge des linearen Peptidmaterials wurde unter Verdiinnungsbedingun- 
gen in Pyridin mit Dicyclohexylcarbodiimid/p-Nitro-phenol cyclisiert und nach been- 
deter Reaktion von nichtcyclischen Verbindungen durch Ionenaustauschchromato- 
graphie befreit 7). Diese Substanzen wurden nicht isoliert und charakterisiert. 

Das Ditosyl-cyclo-decapeptid fie1 zwar mit 62 % Ausbeute in kristalliner Form an, 
doch schmolzen die Kristalle unterschiedlich zwischen 221 und 308" (Lit.7): 319") und 
waren auch chromatographisch uneinheitlich. Das Cyclisierungsprodukt wurde daher 
gegenstromverteilt, wobei sich neben einer Hauptfraktion (11) drei kleinere Neben- 
fraktionen (I, 111, IV) entwickelten. I und I1 unterschieden sich in der Aminosaure- 
analyse nicht deutlich, I11 und IV lieferten wesentlich schlechtere Werte und zeigten 
vor allen Dingen ninhydrin-positive Substanzen in Positionen von Aminosauren, die 
nicht zu erwarten waren (Tab. 1). Nur Fraktion 11 lieB sich kristallisieren; sie ent- 
sprach 74 % des eingesetzten Rohmaterials. Der Schmp. von 334-336" (Braunung ab 
318") war hoher als der Literaturwert7) (319", Braunung ab 305"), die Kristallpulver- 
Rontgenaufnahme mit der von Schwyzer und Sieber 7) identisch (Tab. 2). 

Die Abspaltung der beiden Tosylreste erfolgte mittels Natrium in fliissigem Am- 
moniak, wobei 8 aquivalente des Metalls verbraucht wurden. Nach uberfiihrung in 
das Dihydrochlorid und Kristallisation betrug die Ausbeute 71 %, doch schmolz das 
Material bei 254-2259' statt bei 278 -279". Es wurde einer multiplikativen Verteilung 
unterworfen, dabei resultierte wie bei Schwyzer und Sieber ein gronerer Peak mit einer 
fast abgetrennten zweiten Substanz geringeren K-Wertes. Zur Charakterisierung wurde 
jeweils die Substanz in der Vorder- bzw. Hinterfront des Doppelpeaks isoliert 
(Frakt. A und D). D erwies sich als reines Gramicidin S-dihydrochlorid-trihydrat, A 
enthielt aul3er den erwarteten Aminosauren auch wieder Substanzen in der Position 
anderer Aminosauren, von denen 8-Aminovaleriansaure als Artefakt nach der Na- 
triumbehandlung des prolin-haltigen Peptides zu erwarten war 15). 

15) J. Ramachandran, Nature [London] 206, 927 (1965). 
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Tab. 2. Rontgen-Pulver-Diagramme der cyclischen Peptide. Die Literaturwerte wurden mit 
einer Guinier-Kamera, eigene Werte rnit einer Debye-Schemer-Kamera gemessen 

Ditosyl-Rramicidin S, Netzebenenabstande in A: 
Lit. 7): 14.0 12.5 9.4 7.8 7.0 - 5.6 5.2 - 4.7 4.5 4.15 
Gef.: 13.5 12.4 9.4 7.7 6.9 6.3 5.5 5.2 4.9 4.7 4.5 4.1 
Intensitat: sst SSt st m m ss ss st ss sst ss s 

Gramicidin S .2HCI.3HzO:  
Lit. 7): 19.0 17.0 10.6 8.6 8.5 4.55 - 
Gef. : 19.3 17.4 11.0 8.8 - 4.6 3.9 
Intensitat: m m st s S m s  

Haupt- und Nebenprodukte fielen im Verhaltnis 4 : 1 an; die gewunschte Verbin- 
dungwurdemit etwa 50 % Ausbeute kristallin isoliert. Das Rontgen-Pulver-Diagramm 
(Tab. 2), die optische Drehung und der Schmelzpunkt (281 -282”) stimmten rnit den 
Literaturangaben7) uberein, die Aminosaure- und Elementaranalyse waren befriedi- 
gend (Tab. 1). Und schlieBlich ergab sich der K-Wert bei der Gegenstromverteilung 
zu 0.53 gegenuber der Literaturangabe’) von 0.51. 

Es steht somit auBer Zweifel, daB die Peptidsynthese nach Merrifield mit der hier 
praktizierten Technik den Aufbau von Polypeptiden in relativ kurzer Zeit in guten 
Ausbeuten erlaubt. Andererseits ist jedoch zu bedenken, daB bei der vorliegenden 
Synthese trotz wesentlich langerer Reaktionszeiten und grooeren Reagenzuberschus- 
ses als in der Literatur empfohlen kein l00proz. einheitliches Reaktionsprodukt er- 
halten wurde. Lediglich die besonderen Eigenschaften des hier synthetisierten Peptides 
erlaubten die Abtrennung der Nebenprodukte vom Hauptprodukt. Bei der Synthese 
groBerer Peptide werden die Moglichkeiten dafur wesentlich geringer. Unter diesem 
Gesichtspunkt kann die Merrifield-Technik in der gegenwartigen Ausfuhrung schwer- 
lich zum Aufbau einheitlicher groBerer Proteine dienen. 

Parallel zur oben beschriebenen Synthese von Grarnicidin S unter Verwendung von 
Dicyclohexylcarbodiimid als Kondensationsmittel wurde versucht, das lineare Deca- 
peptid auch rnit N-Hydroxy-succinimidestern der tert.-Butyloxycarbonyl-amino- 
sauren aufzubauen. Das hatte den Vorteil, dal3 das jeweils im uberschul3 eingesetzte 
Acylierungsmittel zuruckgewonnen werden konnte. 

Merrifield benutzt fur die Ankondensation von tert.-Butyloxycarbonyl-asparagin 
und tert.-Butyloxycarbonyl-glutamin seit jeher deren p-Nitro-phenylester13J6). Nun 
fand aber Hornle 17) bei dem Versuch, die Insulin-A-Kette nach der Merrifield-Metho- 
de unter durchgehender Verwendung von tert.-Butyloxycarbonyl-aminosaure-p- 
nitrophenylestern aufzubauen, daB rnit zwei- bis dreifachem ReagenzuberschuB und 
12- 16stdg. Reaktionszeit in Dimethylformamid durchweg nur 94% Acylierung er- 
folgte. Das hieB im Falle der Insulin-A-Kette, daB das Endprodukt unter vielen uner- 
wunschten Polypeptiden zu etwa 30% vorlag. Beyerman et a1.18) waren bei einer 
Synthese von Bis-S-benzyl-oxytocein-9-saure anscheinend erfolgreicher, sie arbeiteten 

16) A .  Murglin und R. B. Merri’eld, J. Amer. chem. SOC. 88, 5051 (1966). 
17) S. Hornle, Hoppe-Seyler’s Z .  physiol. Chem. 348, 1355 (1967). 
18) H. C. Beyerman, C. A .  M. Boers-Boonekamp und H. Maassen van der Brink-Zimmer- 

mannovci, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 87, 257 (1968). 
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rnit den p-Nitro-phenyl- und N-Hydroxy-succinimidestern von Acylaminosauren, 
aber unter Zusatz von 1.2.4-Triazol als Aminolysekatalysator 19). Dabei wurden 
4-5 Aquivalente des aktivierten Esters und die gleiche Menge Triazol 17-64 Stdn. 
mit der harzgebundenen Aminkomponente in Dimethylformamid bei Raumtem- 
peratur umgesetzt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde ohne Katalysator rnit tert.-Butyloxycarbonyl- 
aminosaure-[N-hydroxy-succinimidestern] in Methylenchlorid als Losungsmittel 
gearbeitet. Von der Esterkomponente wurden jeweils vier Aquivalente eingesetzt, die 
Reaktionszeiten waren 48 - 120 Stdn. Nach jedem Kupplungsschritt wurden dem ge- 
waschenen Harz Proben entnommen und nach Totalhydrolyse der Aminosaureana- 
lyse unterworfen (Tab. 3). Dabei zeigte es sich, daR der Umsatz rnit wachsender Ket- 
tenlange sehr rasch abnimmt. Nach Ablosung des ,,Decapeptides" vom polymeren 
Trager lag ein komplexes Substanzgemisch vor, die Auswaage betrug nur 2.15 g 
gegeniiber 5.59 g beim Carbodiimidverfahren ( s .  0.). 

Tab. 3. Merrifield-Synthese rnit N-Hydroxy-succinimidestern, Aminosaurednalysen. Hydro- 
lyse der harzgebundenen Peptide in 12n HCl/Dioxan (1 : 1,  v/v), 24 Stdn. bei 105", des abge- 
losten Materials in 6 n  HCl, 24 Stdn. bei 105". - Die kursiv gedruckten Werte wurden auf 

Grund der vorhergehenden Analysenwerte als konstant ubernommen 

Val O m  + Leu Phe Pro Val Om + Leu Phe Pro 
Orn(Tos) Orn(Tos) 

- - 

1.01 1.20 1.00 

i::: 0.75 0.82 1.00 

1.68 0.80 0.84 1.00 

0.24 0.68 0.80 0.84 1.00 

0.60 0.77 0.61 :::; 0.80 0.84 1.00 

0.69 0.60 0.53 0.83 :$ 0.80 0.84 1.00 

:::: 0.51 0.60 0.73 0.62 :::$ 0.80 0.84 1.00 

o,07 ::$ 0.59 0.60 0.85 0.62 :$$ 0.80 0.84 1.00 

Nach Ablosung vom Harz: 

0.11 ::;: 0.41 0.60 0.44 0.62 $::$ 0.80 0.84 1.00 

Trotzdem wurde versucht, aus diesem Gemisch durch Cyclisierung, nachfolgende 
Ionenaustauschchromatographie, Gegenstromverteilung und Kristallisation Ditosyl- 
gramicidin S zu isolieren. Die Ausbeute waren 220 mg eines Materials, das nicht mit 
der gewunschten Verbindung identisch war. Bemerkenswert ist der Befund, daR bei 
der zweiten Versuchsreihe der Aminosaure-Analysator keine unerwarteten ninhydrin- 
positiven Substanzen anzeigte. 

19) H. C. Beyerrnan und W. Maassen van der Brink, Proc. chem. SOC. [London] 1963,266. 
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Herrn Prof. Dr. H. Zahn danke ich fur die gronzugige Forderung dieser Arbeit, Fraulein 
M. Z .  von Zombatfalva fur tatige Mitarbeit und Herrn Dr. M. Spei fur die Anfertigung der 
Rontgenaufnahmen. Herrn Prof. Dr. R .  Schwyzer danke ich sehr herzlich fur eine Probe des 
von ihm synthetisierten Gramicidins. Dem Gesamtverband der Textilindustrie in der Bundes- 
republik Deutschland, der Arbeitsgemeinschaft Industrieller Forschungsvereinigungen und dem 
Bundesminister fur Wirtschaft danke ich fur die Forderung des Forschungsvorhabens Nr. 
1318. Fur materielle Unterstiitzung sei weiterhin dem Landesamt fur Forschung des Landes 
Nordrhein-Westfalen und dem Verband der Chemischen Industrie gedankt. 

Beschreibung der Versuche 
Alle Losungsmittel waren absolut wasserfrei und destilliert. 

A. Synthese unter Verwendung von Carbodiimid 

1. Aufbau v. Boc- Val-Orn( Tos) -Leu-D-Phe-Pro- Val-Orn(Tos)-Leu-D-Phe-Pro-O-CH2-C~H4- 
Polymer: 10.0 g Boc-Pro-O-CH2-CsH4-Polymer mit einer Beladung von 5.0 mMol 
Aminosaure wurden im ReaktionsgefaR nach Kusch20) folgenden Operationen unterworfen: 

a) Abspaltung der Boc-Gruppe durch 80 ccm 4n  HCIIDioxan in 10 Min., Auswaschen mit 
3 ma1 je 100 ccm Dioxan und 3mal je 100 ccm CH2C12, jeweils 10 Min. 

b) Freisetzen der Aminogruppe rnit 5 ccm Triuthylamin in 100 ccm CH2C12, 30 Min., Nach- 
waschen rnit 4mal je 100 ccm CH2C12, jeweils 10 Min. In aliquoten Teilen der vereinigten 
Filtrate dieses Arbeitsganges wurde der Chloridgehalt titriert. 

c) Die jeweiligen Boc-Aminosauren setzte man rnit 100 ccm CH2Cl2 zu, gab nach 10 Min. 
die aquiv. Menge einer 1 m Losung von Dicyclohexylcarbodiimid in CH2C12 zu und lieB 180 
Min. reagieren. Dann wurde rnit 3mal 100 ccm CH2C12, 3mal 100 ccm Methanol, 2mal 100 
ccm Eisessig und 100 ccm Dioxan, jeweils fur 10 Min., nachgewaschen. 

Fur die Kupplungen wurden jeweils folgende Mengen Aminosaure-Derivat eingesetzt: 
8.1 g Boc-D-Phe (zweimal), 9.5 g Boc-Leu .H20 (entwlssert, zweimal), 11.7 g Boc-Orn(Tos) 
(zweimal), 8.2 g Boc-Val (zweimal) und 8.2 g Boc-Pro. 

2. HBr . Val-Orn(Tos)-Leu-D-Phe-Pro- Val-Orn(Tos)-Leu-D-Phe-Pro, Abspaltung vom Tra- 
ger: Das Harz suspendierte man in der fur die Synthese des Peptides benutzten Apparatur in 
100 ccm Trifluoressigsaure und lieB durch die Fritte 100 Min. lang sorgfaltig gereinigten 
Bromwasserstoff perlen. Dann wurde abgesaugt und dreimal rnit je 20 ccm Trifluoressigsaure 
fur jeweils 3 Min. unter Durchleiten von Stickstoff nachextrahiert. Die vereinigten Filtrate 
wurden am Rotationsverdampfer i. Vak. eingeengt, der Ruckstand rnit Ather verrieben, ab- 
filtriert, rnit Ather gewaschen und i. Vak. getrocknet; 5.59 g Auswaage. 

Die Harzruckstande wurden noch 90 Min. rnit 4n  HBrlEisessig behandelt und rnit Eisessig 
nachgewaschen. Aus den Filtraten wurde durch Zugabe von Ather/Petrolather eine sehr 
geringe Menge eines braunen 01s gefallt, das unter Ather nicht fest wurde. 

3 .  Ditosyl-gramicidin S-dihydrat: In einem 4-I-Dreihalskolben wurden 3.25 1 frisch uber 
KOH dest. Pyridin vorgelegt, 20.0 g (97 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid und 10.0 g (72 
mMol) p-Nitro-phenol zugefugt und kraftig geriihrt. Im Verlaufe von 4 Tagen wurde eine Lo- 
sung von 5.20 g (3.36 mMol) Decapeptid-hydrobromid und 0.6 ccm (4.3 mMol) Triuthyl- 
amin in 750 ccm Pyridin zugetropft, noch zwei Tage geriihrt, dann 25 ccm 50 proz. Essigsaure 
zugegeben und nach 4 Stdn. am Rotationsverdampfer unterhalb 40" eingeengt. Der Ruckstand 
wurde mit Petrolather und 3mal je 200 ccm Ather heiB extrahiert, rnit 75 ccm Pyridin er- 

20) P. Kusch, Kolloid-Z. 208, 138 (1966). 
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warmt, abgekiihlt und filtriert sowie mit je 50 ccm Pyridin und Aceton nachgewaschen. Der 
Riickstand (Dicyclohexylharnstoff) wog 19.95 g. Das Filtrat wurde eingeengt, der feste 
Riickstand wog nach Extraktion mit siedendem Ather 5.35 g. Das braunliche Pulver wurde 
unter Erhitzen in 1.5 1 Methanol/Isopropylalkohol/Wasser (1 : 1 : I )  gelost und rnit je 
25 g Dowex I X-2 (OH-Form) und Dowex 50 WX-2 (H-Form) (beide rnit dem Losungsmit- 
telgemisch aquilibriert) 2 Stdn. geriihrt. Dabei entfarbte sich die Losung vollig. Nach Einengen 
i. Vak. (starkes Schaumen !) und Gefriertrocknung resultierten 3.00 g Peptidmaterial mit 
uneinheitlichem Schmp. Es wurde durch Gegenstromverteilung iiber 250 Stufen im System 
CC14/CH30H/HOH (20 : 17 : 3, v/v) 7) in vier Fraktionen zerlegt, wobei allerdings nur Frak- 
tion I1 einen symmetrischen Peak entwickelte. Die Fraktionen wurden den Rohrchen 1-34 
(I, 0.36 g), 35-84 (II), 85-155 (111, 0.22 g) und 156-200 (IV, 0.10 g) entnommen. Lediglich 
Fraktion I1 kristallisierte aus Athanol/Wasser oder Aceton/Wasser; die Kristalle klebten etwas 
aneinander und wurden daher noch rnit kaltem Benzol gewaschen, Ausb. 2.22 g farblose 
Blattchen. Der K-Wert fur 11 wurde aus der Verteilungskurve zu 0.32 errechnet, der Literatur- 
wert 7) ist 0.37. 

4. Gramicidin S-dihydrochlorid-trihydrat: 1000 mg reines Ditosylat (Fraktion 3/11) wurden 
24 Stdn. bei 40" i. Vak. iiber P205 getrocknet (Gewichtsverlust 10 mg) und unter Riihren in 
900 ccm frisch iiber Natrium dest. Jliiss. Ammoniak suspendiert. Durch Eintauchen einer rnit 
Natrium gefiillten kalibrierten Kapillare wurde reduziert. Die Reaktion nahm etwa 25 Min. 
in Anspruch, da das Natrium nur langsam in Losung ging. Die Suspension war zunachst leicht 
gelbstichig, wurde dann farblos, gegen Ende der Reaktion zitronengelb, bei Natrium-Uber- 
schuI3 griinlich. Die schwache Grunfarbung wurde 45 Sek. aufrechterhalten, dann wurden 
1.5 g Ammoniumchlorid zugesetzt. Insgesamt waren 130 i 5 mg Natrium verbraucht 
worden. Die Losung wurde bei Raumtemperatur eingedunstet, rnit n HCl aufge- 
nommen, der Ruckstand abfiltriert, in Athanol gelost und rnit vie1 n HCl gefallt. Nach 
Abfiltrieren und Trocknen an der Luft resultierten 581 mg. Die Kristalle wurden im System 
CHC13/CH30H/0.01 n HCl (10 : 7 : 3, v/v) iiber 250 Stufen gegenstromverteilt. Dabei ent- 
wickelten sich zwei unvollstandig getrennte Peaks rnit den K-Werten 0.53 und 0.32, Flachen- 
Verhaltnis 4 : 1. Das Material in der Vorder- und Hinterflanke des Doppelpeaks wurde ge- 
trennt isoliert und analysiert. Wahrend das farblose Hauptprodukt gut kristallisierte, fie1 das 
Nebenprodukt als amorphes gelbes Pulver aus. Insgesamt wurden 497 mg Material isoliert. 

Gramicidin S-dihydrochlorid-trihydrat: 404 mg farblose Kristalle aus Athanol/n HCl, Schmp. 
281-282" (Kapillare) (Lit.7): 277-2278"), [a]=: -283 5 5" ( c  = 0.44 in 70proz. Athano1 
v/v) (Lit.7): -289 f 10"). 

C ~ O H ~ ~ N ~ ~ O ~ O . ~ H C ~ . ~ H ~ O  (1268.5) Ber. C 56.82 H 7.95 N 13.25 
Gef. C56.92 H 8.24 N 13.45 

B. Synthese mit N-Hydroxy-succinimidestern 

1 .  Reaktionen am Trager: Es wurde wiederum rnit 10.0 g desselben Polymeren wie bei A. 1. 

a) 80 ccm n HCZIEisessig, 30 Min. ; 3 ma1 Eisessig, 3 ma1 Methanol, 3 ma1 CH2C12, jeweils 

b) 5ccm Triiithylaminin lOOccm CH2C12,30 Min.; 4mal je 50ccm CHzClpfiirjeweils 1OMin. 
c) 4 Aquivalente Boc-Aminosaure-[N-hydroxy-succinimidester] in 50 ccm CH2C12, Reak- 

tionszeit s. unten; 3mal je 100 ccm CH2CI2 und 3mal je 100 ccm Methanol, jeweils fur 
10 Min., die Filtrate dieses Arbeitsganges wurden eingeengt, die Ruckstande aus Isopropyl- 
alkohol umkristallisiert. 

begonnen und folgende Operationen vorgenommen (vgl. A. 1 .) : 

50 ccm und 10 Min. 

d) 10 Min. waschen rnit 50 ccm Eisessig. 
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Eingesetzt wurden jeweils 20.0 mMol der aktivierten Ester, zuruckgewonnen wurden (in 
Klammern die Kondensationszeiten): 8.8 bzw. 13.3 mMol Boc-D-Phe (3 Tage), 14.2 bzw. 
13.3 mMol Boc-Leu'H20 (2 bzw. 3 Tage), 18.0 bzw. 14.2 mMol Boc-Orn(Tos) (3 Tage), 
10.9 bzw. 11.9 mMol Boc-Val(3 bzw. 5 Tage) und 12.0 mMol Boc-Pro (3 Tage). 

2. Die Abspaltung des Syntheseproduktes vom Trager, die Cyclisierung und Aufarbeitung 
erfolgten wie bei A. 2. und A. 3. 

tert.-Butyloxycarbonyl-~-phenylulanin-[N-hydroxy-succinimidester] : 26.5 g (0.1 Mol) Boc- 
o-Phe11) und 12.6 g (0.1 1 Mol) N-Hydroxy-succinimid wurden in 100 ccm Tetrahydrofuran 
bei 0" mit 20.6 g (0.1 Mol) Dicyclohexylcarbodiimid umgesetzt. Anderntags wurde vom Di- 
cyclohexylharnstoff abfiltriert und i. Vak. eingeengt, wobei der Ruckstand kristallisierte. Er 
kam aus Isopropylalkohol mit Schmp. 149-151", [cc]L3: +20.7" (c = 2, in Dioxan) (Lit.21) 
fur die L-Form: Schmp. 152--153", [ C C ] Z , ~ :  -20.7"), Ausb. 35.7 g (98%). 

tert.-Butyloxycarbonyl-tosyl-~-ornithin-j"hydroxy-succinimidesterJ : 33.0 g (85 mMol) Boc- 
Orn(Tos) 11) und 9.8 g (85 mMol) N-Hydroxy-succinimid wurden in Tetrahydrofuran 
bei 0' rnit 17.6 g (85 mMol) Dicyclohexylcurbodiimid zur Reaktion gebracht. Nach 24 Stdn. 
wurde der Dicyclohexylharnstoff abgetrennt, die Losung eingeengt, der Ruckstand in Essig- 
ester aufgenommen und jeweils schwach alkalisch, schwach sauer und neutral gewaschen, dann 
uber Na2S04 getrocknet. Beim Einengen der Losung entstand ein 01, das unter Petrolather bei 
0" kristallisierte. Aus Isopropylalkohol Schmp. 152- 154", [CC]',~: -15.8" (c = I ,  in Essigester), 
Ausb. 37.0 g (90 %). 

C21H29N308S (483.6) Ber. N 8.68 Gef. N 8.57 

21) E. Wiinsch und F. Drees, Chem. Ber. 100, 816 (1967). 


