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121. Zur Problematik der Peptidsynthese an Tragern: Beitrag 
eines neuen Verfahrens mit loslichen Tragern 

von R. H. Andreatta und H. Rink 
Zentrale Forschung der CIBA-GEIGY A.G., Basel 

(26. I. 73) 

Summary. A new procedure for the synthesis of peptides on a soluble carrier is described. It 
relies on gel filtration for the removal of low molecular weight reactants from the peptide-polymer 
complcx aftcr each cycle. The advantages of thc method are assessed and the insight into the 
problematics of the carrier synthesis which it provides are discussed. Finally, the use of a mono- 
valent, soluble carrier molecule of defined chemistry is proposed. Such a carrier should reduce the 
problems of carrier synthesis to the purely chemical ones commonly associated with peptide 
synthesis. 

1. Einleitung. - Der Darstellung von Peptiden in reiner Form mittels der Fest- 
phasenmethode nach Merrifield [1]-[4] sind enge Grenzen gesetzt. Diese werden ge- 
steckt durch : 

a) Chemische Gegebenheiten wie Nebenreaktionen, unvollstandig ablaufende Um- 
setzungen und Racemisierungen. 

b) Physikalische Gegebenheiten wie heschrankte Diffusion der Reaktionskompo- 
nenten in die feste Matrix, limitierte Zuganglichkeit gewisser an der festen Phase 
verankerteii Aminosauren oder I’eptide aus sterischen oder Solvatationsgriinden. 

Einschrankend fur die Methode und deren Ausbau zu einem tauglichen Instru- 
ment der Peptidsynthese ist auch der Umstand, dass chemisch-analytische Bestim- 
mungen (Umsatzkontrolle durch Restgruppenbestimmung) als Wegbereiter fur Ver- 
besserungen unbefriedigend sind, da sie mit den gleichen Unsicherheitsfaktoren 
behaftet sind, wie die Reaktion, die es zu untersuchen gilt. Die Strategie des stufen- 
weisen Aufbaus, wie er in der Festphasenmethode ausschliesslich verwendet wird, 
bringt es mit sich, dass entstehende Fehlsequenzen mit dem gewunschten Produkt 
strukturell eng verwandt sind und deshalb die Abtrennung von Fehlsequenzen schon 
bei relativ kurzkettigen Peptidm schwierig wird. Die generelle Problematik der 
Peptidsynthese einscliliesslich jener am Trager hat kurzlich Wiinsch [5] in einer Uber- 
sicht kritisch beleuchtet. 
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Die ersten Vcrsuche, durch physikalische Gegebenheitcn gesteckte Grenzen zu beseitigen, 
gehen auf Shernyakziz e t  al. [6] zuruck. Die Autoren ersetzten den fcstcn, mit Divinylbenzol quer- 
vernetztcn Polystyrol-Trager der Merrijield-Technik [l] durch einen lincarcn, hochmolekularen 
Trager, der ihnen gestattete, samtliche Umsctzungcn in Losung auszufuhren und damit allfaliigc 
beschrankende Faktoren der Diffusion auszuschalten. Die niedermolekularen Reaktionskompo- 
nenten wurden durch Ausfallen der Polymercn abgetrcnnt, einc Operation, die nicht quantitativ 
verlauft und dcn Nicdersehlag oft in ungeeignetcr physikalischcr Form licfcrt. Diescn Nachteil 
konnte auch ein neues, von Green & Garson [7 J beschricbenes Umfall-Verfahren nieht beseitigen. 
Diese Tragersynthese in fliissiger Phase ist denn nur sehr vereinzelt und lediglich zur Darstellung 
kurzer Peptide angewandt worden (vgl. [6-9j). 

In  neucstcr Zeit beschrieben Buyer et al. [lo] cine Methode, die mit loslichem Polyathylen- 
glykol als Trager arbeitet, sich aber zur Abtrennung der niedermolekularen Reagentien der 
Ultrafiltration bedient. 

In dieser Mitteilung beschreiben wir ein Verfahren zur Synthese von Peptiden 
an loslichmachenden Tragern, das die Diffusionsprobleme der Festphasenrnetliode 
beseitigt. Es gestattet die Abtrennung der Reagentien uon der an die Tragermolekel 
gebundenen, wachsenden Peptidkette auf einfache, schnelIe und zuverlassige Art. 
Anhand einer Anzahl chemischer und kinetischer Uefunde wird die grundlegende 
Problematik der Polymertragersynthese dargestellt. Insbesondere wird gezeigt, dass 
es neben chemischen Faktoren, sterische Einschrankungen sind, welche die Grenzen 
der Festphasenmethode so eng gestalten und dass diese durch den Ersatz der festen 
durch die losliche Phase nur unwesentlich aufgeweitet werden. 

Schliesslich wird ein moglicher Weg postuliert , der den attraktiven Wesensziigen 
der Tragersynthese Rechnung tragt und deren Probleme auf die Chemie der klassi- 
schen Peptidsynthese reduzieren sollte. 

2. Untersuchungen an loslichen Tragern. - a) Trager uizd Trenn$rinzip. Als 
carboxylterminale, makromolekulare Schutzgruppe und zugleich als loslichkeitsver- 
mittelnder Trager diente in unseren Versuchen lincares, monodisperses Polystyrol 

Dieses laisst sich glatt durch Gelfiltration an Bio-Beads S-X1 von niedermoleku- 
laren Komponenten trennen. Gleiches gilt fur sein Chlormetliylderivat I1 und seine 
mit geschiitzten Aminosauren uiid Peptiden esterartig verknupften Abkommlinge. 
Als Losungsmittel bei der Auftrennung diente durchwegs Methylenchlorid. Die eben- 
falls in Erwagung gezogenen Gele mit hijherer Quervernetzung (Kio-Beads S-X3 und 
S-XS), entsprechend geringerer Quellung und niederer Ausschlussgrenze, zeigten eine 
stark reduzierte Kapazittit, das Testgemisch PSL/Boc-Phe-OH 5 : 1 in die Kompo- 
nenten aufzutrennen. Dagegen erwies sich das erst kurzlich im Handel erhaltliche 
porose Glas CPG-10 (Porendurchniesser 75 A) in der hydrophobisierten Form hin- 
sichtlich der Trennkapazitat dem Bio-Beads S-X1 als ungeftihr ebenburtig. Quellungs- 
grad und Trennkapazitat von Bio-Beads S-X1 verringern sich drastisch beim uber- 
gang von reinem Methylenchlorid zu starker polaren Losungsmitteln oder Gemischen. 
Wenn die Loslichkeitseigenschaften des Peptid-Polymeresters den ubergang auf 

(Mol.-Gew. 20400) (I) '). 

l) Im folgenden als PSL bezeichnet; zu der in dieser Arbeit verwendeten abgekurzten Schreib- 
weise fur Aminosauren, Pcptide und ihre Dcrivate vgl. 1111; ferner bedeuten: Boc: t-Butyl- 
oxycarbonyl; 2 :  Benzyloxycarbonyl; Hzl: Renzyl; N P :  p-Nitrophenyl: DCCI : Dicyclo- 
hexylcarbodiimicl; DCH : Dicyclohexylharnstoff ; Triton 13 : Renzyltrimcthylamnionium- 
hydroxyd; T+: Bcnzyltrimethylammoniumion. 
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polarere Systeme notwendig machen, durfte sich das porose Glas als Trennsystem 
besser eignen. Nichthydrophobisiertes Glas halt grossere Mengen polarer, auch nicht 
ionischer Komponenten zuruck und wurde deshalb fur unsere Zwecke mittels Di- 
methyldichlorsilan hydrophobisiert [ 121. 

Ein typisches Beispiel einer Auftrennung an Bio-Beads S-X1 von hochmoleku- 
larem Peptid-Trager und niedermolekularen Reaktionskomponenten gibt Fig. 1 
wieder. 

r.7 - 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 t[Std.] 

Fig. 1. Gelchroiitatogvaphie an  Bio-Beads S-X7. Kolonnendimensionen: 4 x 200 cm. Auf- 
getragcn: 1,7 g Reaktionsgemisch in 5 ml Methylenchlorid. Erhalten: 1,3 g Polymer (Peptid- 

bcladung : 0,45 mmol/g) . Durchflussgeschwindigkeit : 335 ml/Std. 

b) Verankerung deer ersten Aminosaure. Zur Verankerung der ersten Aminosaure 
an der von uns gcwahlten Tragermolekel bedienten wir uns etablierter Verfahren. 
Die Chlormethylierung des monodispersen Polystyrols erfolgte durch Chlormethyl- 
methylaither mit Zinkclilorid als Katalysator [S]. Wie Fig. 2 zeigt, laisst sich die Zahl 

0 1 2 3 4 
ZnCl* [Oi] - 

Fig. 2. C ~ ~ ~ o r ~ e ~ } ~ y l ~ e r a ~ ? z g  DO% nzonodispersem Polystyrol. Abhangigkeit des Chlormethylierungs- 
grades von der Katalysatormenge. Bedingungen: ZOO, 15 Std., Polystyrolkomentration 15%. 
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der eingefiihrten Chlormethylgruppen innerhalb gewisser Grenzen durch die Ka- 
talysatormenge steuern. 

Die Umsetzung des chlormethylierten Tragers rnit der zu verankernden, N-ge- 
schiitzten Aminosaure erfolgte nach Loffet [13]. Die Darstellung von Estern des 
Typs I11 (vgl. Fig. 3) verlief in keinem Falle quantitativ. Je nach Art der zu ver- 
knupfenden Aminosaure verblieben im polymeren Endprodukt 10-300,i0 Chlormethyl- 
gruppen. Die auf Grund des Restchlorwertes berechnete Aminosaurebeladung stimmte 
aber in jedem Falle rnit den unabhangig durch Aminosauregehaltsbestimmung [14] 
und Stickstoffanalyse gefundenen Werten iiberein. Die Produkte waren praktisch 
frei von ionisch (iiber quaternare Ammoniumionen am Trager) gebundenen Amino- 
sauren : im Umsetzungsprodukt I11 a aus Chlormethylpolystyrol und Boc-Phe-OH 
konnte diinnschichtenchromatographisch kein freies Boc-Phe-OH nachgewiesen wer- 
den. Gelfiltration von I11 a in Gegenwart uberschiissiger P-Toluolsulfonsaure lieferte 
in der Polymerfraktion ein Produkt, dessen Schwefelgehalt unter der elementar- 
analytisch erfassbaren Grenze von O,lO,io lag. Ein analoger Versuch rnit Dichloressig- 
saure ergab ein Polymerprodukt unveranderten Chlorgehaltes. Die mannigfachen 
Komplikationen, die von ionisch gebundenen Aminosauren herruhren [13], waren 
damit ausgeschaltet. 

c) Entfernumg der Schutzgruppe und Kupplung. Die wichtigsten im Verlauf unserer 
Arbeiten durchgefiihrten Umsetzungen zeigt das Schema auf Seite 1209. 

Die Aminschutzgruppe (Boc) entfernte man mittels 4 N  HC1 in Dioxan. Ledjglich 
im Falle des Boc-Phe-OCH,-PSL (IIIa) erwies sich die 30min. Einwirkung dieses 
Reagens als ungeniigend. Fur die vollstandige Entfernung der Boc-Gruppe war eine 
2stdg. Behandlung rnit 5~ HC1 in Dioxan notwendig. Die ubliche Deblockierung 
fiihrte namlich, und zwar nur in diesem speziellen Falle, nach Umsetzung mit 
Boc-Pro-OH/DCCI zu einem Gemisch von Boc-Pro-Phe-OCH,-PSL (V) und Boc-Phe- 
OCH,-PSL (I11 a). Dies ergab sich aus der Hydrazinolyse des Kupplungsproduktes, 
welche neben Boc-Pro-Phe-NHNH, auch Boc-Phe-NHNH, lieferte. Auf ahnliche 
Schwierigkeiten bei der Abspaltung der Boc-Gruppe von Boc-Phe-OCH,-PSL 
(Mo1.-Gew. 200000) haben bereits Ovchinnikov et al. [9] und bei der Festphasen- 
methode Shapira et al. [15] hingewiesen. Mit der Hydrazinolyse von Peptid-Polymer- 
estern in Losung, die, wie weiter unten gezeigt werden wird, mit hoher Ausbeute ver- 
lauft, ist eine empfindliche analytische Methode gefunden worden. Sie erlaubt es, 
in dem von uns gewahlten System den Umsatz bei der Deblockierung mittels Diinn- 
schichtchromatographie halbquantitativ zu verfolgen und schafft eine Grundlage fur 
die Optimierung der Bedingungen. Sie bietet, im Gegensatz zur Festphasenmethode, 
wo derartige Ablosereaktionen schlechter verlaufen [16], die Moglichkeit zur qualita- 
tiven und qnantitativen Einsicht in die Vorgange am Trager. 

Nach Entfernung der Schutzgruppe wurde das anfallende Hydrochlorid, das 
meist nur geringe Loslichkeit in Methylenchlorid aufwies und deshalb nicht gelfil- 
triert wurde, direkt mit der nachsten Boc-Aminosaure umgesetzt. Das folgende 
Schema gibt ein Beispiel. 

11/, Doc-Pro-OH 
11/, Boc-Pro-0- T+ 

C1-+H2€’hc-OCHz-I’Sr, _ _ _ - ~ -  Boc-Pro-Phe-OCH,-PSL 
3 DCCI 

Vs VIa 
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Die Carboxylkoniponcnte wurde zur Hdf te  in der Form ihres Tritoniumsalzes 
eingesetzt. Die Grunde fur diese Art der Umsetzung sind zweifach: 

1. Bei der P;estphasensynthese wird nach der Neutralisation des Hydrochlorides 
und allfiillig nicht ionisch gebundener Salzsaure niittcls iiberschussigen Triithylamins 
das Harz ausgcwaschcn, und es liegen somit, itn Idealfall, alle Aminkomponentcn in 
freicr, acylierbarer Form vor. Im Falle der losliclien Triiger ist eine dosierte Neutrali- 
sation mittels Triiithylamin ohne Reinigung auf der freien Aminstuie nicht moglich. 
Von einer solchen wurde abgeselien, weil sic die Miiglichkeit der Autoaminolyse der 
iibci- liingcre Zeit (Gelfiltration) freien Aminoester- einschliesst, welche wicderum mit 
der Ausbildung von Hydroxymethylgruppen als Ausgangspunkt von Fehlsequenzen 
verbunden ist j17]-[19]. 

2. Die Zugabe iiberschussigen Triatliylamins, wic es die Gegenwart nicht ioniscli 
gebundencr Salzsaure unbekannter Menge im Trager-I'eptid-Verband notig maclit, 
fulirt ander erseits 7;u basisclicn KuI)plun~sbediIigunfi.en, unter welclien die Ausbil- 
dung ron Acyllmnstof fen stark gefordert wircl [ZO]. So ergab ein drcifacher i;'ber- 
schuss von I3oc-Val-OH und DCCI bei dcr Icupplung an Cl- +H,Phc-OCH,-PSL (Va) 
iiiit TriStliylaniin nur unvollstandigc Kupplung. Die Hauptmcnge der eingesetzten 
Roc-L4minosaure lag nacli 5 Stunden als Acylhai-nstofiderivat vor. Denigcgeniiber 
erfolgte die niimliche Kupplung mittels Roc-Val-OH/Boc-Val-0-Tf (je 1,5 mol pro 
mol Aminliomponente) und 3 i4quivalentcn DCCI problcrnlos. Dem Tritoniumsalz 
hilt die Aufgabe zu, das Hydroclilorid zu neutralisieren, ohne noch vorhandenc 
Chlorrnet}iylgruppen in quatern arc Ammoniumionen iiberzufiiliren. Je nach Menge 
der dariibcr hinaus nicht ionisch gebundcncn Salzsaure im Polymeren werden dann 
1. his 1,5 Aquivalcnte Acylkomponentc freigesetzt. Diese liegt also in 2,5- bis 3fachem 
ilberschuss Tor. Ein 1,5faclier Uberschuss an Tritoniumsalz envies sich dmcliwegs 
als hiiireichend. Ein Rild uber dic Vollstandigkeit dcr Acylierung sowie der 
vorgehenden Deblockierung verniittelten der Kaiser-Test [Zl] bzw. der oben 
erw7alinte Hydraziiiolvsetest. 

Der zeitliclic Aufwand fur Deblockierung, Kupplung und Auftrennung des Reak- 
tionsgemisclics mittols Gelfiltration bctragt ca. 8 Stunden. 

d) A hlOsi,t~~g der .Pe$tidc 'ziowa Triger. Die Freisctzuiig dcr solclierart aufgebauten 
Peptide vom Trager wurde am Beispiel dcs Iioc-Val-His(Bz1)-Pro-Phe-OCH,-PSL 
(IXa) studiert. Einstiindige Rehandlung von IYa niit HF bci 0" lieferte das am 
Iniidazolkern geschiitzte C-terniinale Angiotcii..intetrnpeptid IX c in 90proz. ,411s- 
beute bezogen auf IXa. Der Keststickstof fgclialt dcs isolicrten Polymeren betrug 
ca. 5% desjenigen von IXa. 

Mit pralitisch gleich lioher Ausbeutc erfolgte die Peptidfreisetzung mittels HBr 
in li,CCOOT-I. 

Ini Zusammenlmig mit veroifcntliclitcii 13eohachtungen [22] [23], wonacli der 
Einsatz von F,CCOOI-I zur Scliutz~~uppeiieiitferriung in der Festphasenmethode 
imnicr aucli mit dcr Freisetzung betraclitliclier Jlengen benzylcsterartig am Tragcr 
verankerter Peptide verbundeii ist, interessierte uns die Verwendung von FJCOOH 
als potcnticlles Spaltreagcns. Aus IXa  konnten jcdoch im Vcrlaufe von 24 Stunden 
bei Rauinteinpcratur nur 20% des Tetrapeptidcs IX c freigesctzt werden. 
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Die Hydrazinolyse von I X  a in Dimethylformamid verlief ebenso wie die acidoly- 
tischen Spaltungen mit H F  und HBr/F,CCOOH fast quantitativ. Das Hydrazid IX b 
fie1 in praktiscli reiner Form an. 

Ahnlich verlief die ammonolytische Spaltung, die am Beispiel des Boc-Phe-Gly- 
OCH,-PSr, (VIII a) studiert wurde. Vorerst gab das rnit Dioxan/Methanol/NH, in 
Losung bei 0" behandelte Edukt allerdings ein Gemisch von Boc-Phe-Gly-NH, 
(VIII b) und Boc-Phe-Gly-OCH,, welches sich nach Abtrennung des Polymereri und 
neuerlicher Behandlung rnit NH, jedoch vollstandig ins VIII b uberfiihren liess. 

Das durch Ammonolyse im allgemeinen schwer abspaltbare Prolin konnte von 
Boc-Pro-OCH,-PSL (IIIb) bei ahnlichen Bedingungcn, wie Paw et al. [24] sie be- 
schrieben (NHJDimethylformamid im Druckgefass bei 25-35'), nach 100 Stunden 
kaum zur Halfte als stark verunreinigtes Boc-Pro-NH, freigesetzt werden. Das iso- 
lierte Polymere enthielt noch 57% des ursprunglich gebundenen Prolins. 

Die oben beschriebenen Freisetzungen verliefen, rnit Ausnahme der letzten, rnit 
hoher Ausbeute. Sie stellen so einen potentiell grossen Vorteil der Flussigphasen- 
gegenuber der Festphasenmethode dar. 

Dagegen gelang es nicht, auch nach Variieren des Katalysators und des Losungs- 
mittels, das aufgebaute Peptid mehr als in geringer Menge (10%) liydrogenolytiscfi 
von der Benzylesterverankerung zu losen. Die durchwegs enttauschenden Resultate 
der Hydrogenolyseversuche kiinnen durch sterische Faktoren erklart werden. 
Hydrogenolyse durfte nur an den am starksten exponierten Haftstellen stattgefunden 
haben. Dafur spricht der Befund, dass eine weitere Iiydrogenolytische Behandlung 
kein Peptid mehr freisetzte. 

e) Grenzen der Beladung. Schliesslich gaben unsere Arbeiten eine hntwort auf die 
Frage, welchem Anteil Peptid das von uns gewahlte Polystyrol Loslichkeit in Me- 
thylenchlorid zu verleihen vermag. Die Antwort hangt natiirlich von verschiedenen 
Faktoren ab, sicher von der Art der Aminosauren, deren Sequenz und dem Charalster 
der Schutzgruppen. Unsere Versuche ergaben, dass Boc-Phe-OCH,-PSL (111 a) mit 
ciner Beladung von 0,5 mmol Phe/g ohne Probleme bis zum Boc-Val-Tyr(Bz1)-Val- 
His(Bzl)-Pro-Phe-OCH,-PSL (XI) aufgebaut werden kann. Mit der Einfiihrung des 
Boc-Arg(N0,) auf dem Wege zum geschutzten Angiotensinamidester (XIII) fallt die 
Loslichkeit des Produktes in Methylenchlorid derart stark, dass Gelfiltration und 
Kupplungsreaktion im ublichen System nicht mehr durchfulirbar sind. Die voll- 
standige Spthcse  von Angiotensinamid nach unserem Verfahren wiirde also die 
Wahl eines geringer beladenen Tragcrs erfordern. Auf dic Fortfuhrung der Synthese, 
z. B. nadi dem Ovchinnikov'schen Verfahren (Umfallung), wurde indesscn vcrziclitet. 

f )  Kinetische Versuche. Maher et al. [25] zeigten mit ihren kinetischen Arbciten, 
dass die tragerfreie Aktiv-Ester-Kupplung (2-Leu-ONP/H-Gly-OEt) ca. 100mal 
schneller verlauft als die am quervernetzten Trager (2% Divinylbenzol). Rei Ver- 
wendung eines festen, linearen Polystyroltragers reduziert sicli dieser Faktor auf ca. 3. 

A.  Losse [26] kam auf Grund von Diifusionsstudien an quervernetzten Polystyrolen 
zum Schluss, dass im Merrifield-Harz die Diffusion der Reagentien ohne wesentlichen 
Einfluss auf die Umsatzgeschwindigkeit ist. Danach sol1 diese in erster Linie durch 
stcrische Faktoren am Reaktionszentrum begrenzt sein. 
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Urn die Reaktjonsgeschwindigkeit in unserem System mit denjenigen im traiger- 
freien und im Merrifield-Verfahren zu vergleichen, wurde die Kinetik der Aminolyse 
eines aktiven Esters in allen drei Systeinen untersucht (vgl. Fig. 3). 

Zeit [Min] - 
Fig. 3.  Kinetik der Anzinolyse von Z-Ala-ONP nzit H-Pro-OCH,-R 

A: K == -C6H, 
B: R = -polystyrol, lincar, Mo1.-Gew. 20400, liislich 
C :  R = -polystyrol, mit 2% Divinylbenzol vernctzt, Festphase 
Reaktionsbedingungen : Chloroform, 24' 
Startkonzentrationen: C o ( ~ s t p r )  = CO(nmin) = mol * 1-1 

Die Reaktionssystcme A und C zeigen eine Kinetik 2.  Ordnung. Das Verhaltnis 
der Geschwindigkeitskonstanten von A und C ist ca. 2. Dieser 13efund steht in kras- 
sem Gegensatz zu den Resultaten von Mnher et al. 17.51. 

Die mittlere Umsatzgeschwindigkeit im System €3 liegt erwartungsgemass zwi- 
schen den Werten fur A und C. Bemerkenswert ist, dass die IGnetik B in der Initial- 
phase nicht linear ist. h ~ c h  verlauft die Iicaktion anfanglich signifikant schneller 
als bei A. 

3. Diskussion der Resultate. - Auf die cheniischen und methodischen Vorteile 
des vorgestellten Verfahrens ist hingewiescn worden. Weniger offenbar ist seine miig- 
liche Bcdeutung iiir eine Einsichtnahmc in die sterischen Verliiiltnisse, welclie die 
Cliemie an Tragern bestimmen. So resultiert aus unscren chemisclien und kinetischen 
Daten, dass sich der von uns gewahlte polyvalente Trager hinsichtlich seinem chemi- 
schen Verlialten eindeutig heterogen verhalt : Hydrogenolytisch spaltbaren Renzyl- 
esterfunktionen stehen resistente Verankerungen gegenubcr ; die Umsetzung am 
Traiger verlauft kinetiscli nicht linear (vgl. System B) . Sterische Grunde konnen 
diesks Verhalten erklaren. Ein geringer Anteil der Keaktionszentren weist eine, ver- 
glichen selbst mit der tragerfreien Umsetzung, signifikant erhijhte Reaktionsfahigkeit 
auf (vgl. Initialphase der Kinetik von B mit derjenigen von A). Offenbar handelt es 
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sich hier um eine sich positiv auf die Keaktionsgeschwindigkeit auswirkende Mit- 
wirkung des Tragers, ein Phanomen, das im Festphasensystem nicht beobachtet wird. 

Die Kinetik der Umsetzung am festen Trager (C) zeigt innerhalb des Messberei- 
ches Linearitat. Im System C verhalt sich mindestens die Halfte der Verankerungen 
chemisch aquivalent, im System B ein geringerer Teil. In beiden Systemen lasst 
unsere Versuchsanordnung keine Schliisse iiber den besonders interessierenden kineti- 
schen Verlauf der Endphase der Reaktion zu (Messfehler vgl. Fig. 3). Rudinger et al. 
[27] beobacliteten an der festen Phase (unserem System C entsprechend) praktisch 
unveranderte Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten bis zu einem Umsatz von 50%, 
danach ein starker Abfall derselben. Damit wiesen sie auf das Vorhandensein ver- 
schieden reaktiver Zentren am festen Tragerharz hin. 

Die Ausschaltung der Diffusion durch den Ubergang vom unloslichen auf den 
loslichen Trager bringt beziiglicli Umsatzgeschwindigkeit in der kinetisch erfassten 
Umsatzphase keine bedeutenden Vorteile (vgl. K, B und K, c). 

In Ubereinstimmung mit A.  L o s e  [26] und G. Losse et al. [28] finden wir, dass die 
Diffusion der Reaktionskomponenten in die feste Phase kein limitierender Faktor von 
Bedeutung ist. Ein polyvalentes Tragersystem wie das unsere, mit endstandigen, 
penultimostandigen und weiter im Innern der kettenformigen Molekel befindlichen 
Verankerungen verhalt sich wie das Festphasensystem chemisch nicht homogen. 

Die logisclie Konsequeiiz dieses letzteren Befundes ware die Einfuhrung eines 
chemisch einheitlicheii, monovalenten Tragers. Ein solcher wiirde einerseits die Vor- 
ziige der Tragersynthese bewahren und andererseits die Optimierung der Umsetzung 
am Trager durch Schaffung klarer kinetischer und analytischer Verhaltnisse gestatten. 
Die grossen Uberschiisse an Reagentien, die bis jetzt in der Tragersyntliese notig sind, 
konnten reduziert und damit die Ausbildung von Nebenprodukten, z. B. Diacylver- 
bindungen [29] vermindert werden. Des weiteren wurde die quantitative Ablosung 
vom Trager, besonders auch die Hydrogenolyse, in den Bereich der Moglichkeiten 
riicken. Die Problematik der Tragersynthese ware dann auf das rein Chemische der 
klassischen Peptidsynthese reduziert, Entsprechende Versuche sind im Gange. 

Experimenteller Teil 
DunnscAichtckromatograp~z~en wurden an sclhst hergestcllten Platten (Schichtdicke 0,25 mm; 

aktiviert bei 110") ausgefiihrt. Als Tragermaterialien dicnten A :  Kiesclgel G (MercA) und B: 
Kieselgcl G-IIR/UV 254 (Machery, NageZ & Co.). 

Dic als Fliessinittel verwendeten Losungsmittelsysteme hatten folgcnde Zusammensetzung 
(in Volumenteilen) : 
(1) = Benzol/Aceton 7 : 3, 
(2) = Acetonitril/Wasser 3 :  1, 
(3) = Methylathylketon/Pyridin/Wasser 195 : 15 : 60, 
(4) = Chloroform/Methanol/Wasser 70: 30: 5. 

Der Nachweis dcr Substanzen auf den Platten erfolgte mit Reindel-Hoppe-Rcagcns, mit 
Ninhydrin und durch UV.-Licht. 
a) Gelfiltration. 

Bereitung der Kolonne von Bio-Beads S-XI. 350 g Bio-Beads S-Xl%) (200400 Mesh) wurden im 
Schcidetrichter mit 3 1 Methylenchlorid kraftig geschuttelt. Nach 3 Min. Trenndauer wurden die 
unteren, leicht getrubten 1,5 1 Losungsmittel abgetrennt, durch frisches Methylenchlorid ersctzt 
und der Waschprozess 4mal wicderholt. Insgesamt xvurden auf diese Weise total ca. 5 g der 

2, Kommerziell erhaltlich bei Bia-Rad Laboratories, Richmond, Cal. 94804, U.S.A. 



1214 HEI.~ETICA C H I ~ I I C A  ACTA - Vo1. 56, Fasc. 4 (107.3) - Nr. 121 

feinstcn, in Methylenchlorid am langsamsten aufstcigendcn Bio-Heads-Partilrcl abgetrcnnt. Die 
Suspension murdc in einc am untern Ende niit Wattc und wenig Secsand vcrschcne Kolonne 
(4 x 200 cm) eingcfiillt, dcrcn Auslauf niit cinem Uvicord (Durchflusskuvette mit UV.-Absorptio- 
inctrr und Schrcibcr) varbunden war. Die Iiolonne wurde mit Mcthylenchlorid gewaschcn, bis die 
Absorption bci 254 nm, Uurchflussgeschwindigkcit und Iiolonnenhohe konstante Werte (0, bzw. 
330 ml/h, bzw. 200 ern) errcicht hattcn. 

Tremzz~w,g des l'e.jtge?n isches PSL/Boc-Phe-OIi a a  Uio-Beads S-X1. Eine Losung von 1,0 g 
monodisperscin I'olystyrol 3, und 0,2 g Boc-Phc-OH in 5 nil ~lcthylenchlorid wurde auf die oben 
beschriebcnc Iiolonnc gcgcbcn. Bci konstantcr Durcliflussgcschwindigkcit von 330 ml/Std. 
eluicrtc, Slethylenchlorid vorcrst quantitativ das Polystyrol, tlcssen Ixlution bei V = 710 nil 
(2.15 Sttl.) einsctztc und bei V = 960 ml  (2.9 Std.) beendct war. Die nicdermolelrulare Kompo- 
ncntc des angewandten Gcmischcs, Boc-Phe-OH, ivurclc glcichfalls quantitativ, zwischen V = 1680 
in1 u n d  V = 1860 ml ( 5 , l ~  5,6 Std. nach Ruftragen) cluicrt. Der Schreiber des Uvicord rcgistricrte 
zwei symmetrisclie Signale. G Std. nach Auftragcn des zu trenncndcn Gemischcs stand also die 
Kolonnc fur einc: wcitcrc 'Yrennung bcrcjt. Die ILolonne wurcle im Ycrlaufc von 6 hlonaten fur iiber 
50 Trcnnungen cingcsctzt, wobei bis zu 3,0 g der in dicscr Arbcit auftrctcndcn Geniische probletn- 
10s in c,incm I\rbcitsgang getrennt wurdcn. lm Vcrlnufe dicscr Zcitspanne sank die Durchfluss- 
gcschwindigkeit nur unwcscntlich anf 310 ml/Std. Fur griisserc Ans5tze (bis G g Gemisch) bcdientc 
man sich miedcrholt eincr Kolonne der Dimcnsioiicn 5 x 230 c m  (Durchflussgcschwindigkcit 430 
nil/Std.; 600 g Bio-Beads S-Xl cnthaltend; \To fur PSI, 1400 ni l ) .  Fur cine dcrartige Trennung 
vgl. Fig. 1. 

Y'reiiiiimg des l'estgemisches PSLIBoc-Phe-OH aiz poriisein Glns. Eine Kolonne (2,Z x G 5  cm) 
cnthaltcnd 160 g hydrophobisicrtcs4) Cowing" Coiitvolled-Pore GZass CI'G-106) (Porcudurchmcsser 
75 A) lvurde niit dcr obcn beschriebencn optischcn Monitor-Vorrichtung vcrsehen. Bei ltonstanter 
~nrchi l i~ssgesc l i~vin~~ig l ic i t  von 78 mljStd. -cvurdcn 0,240 g dcs Tcstgemischcs PSL/Boc-Phc-OH 
5 : 1 iin Vcrlaufe von 3,s Std. quantitativ in die Iiomponentcn aufgctrennt. PSL wurde zwischen 
110 nil und 160 1111, Boc-Phc-OH zwischen 18.5 ml und ZGO in1 cluiert. Als 1,osungsmittcl diente 
Methyl cnchlorid. 

b) Verankeruiag der e r s t e ~  Aminosaure. 
Cklor~iethyl~olystyrol  (11) ; Sta~~dardverfahren.  Eincr Losung von 3,O g PSL (I) in 16 in1 Chlor- 

mcthyl-methylathcr wurtlen 4,0 in1 cincr 5proz. Losung von masscrfreieni Zinkchlorid im glcichen 
Losungsmittel (entsprcchend 20 mg ZnC1, odcr 0,67 7 ;  buzogeri auf E'SL) zugcsctst. Die Losung 
wurdc untcr Feuchtigkcitsaussc~iluss 15 Std. bci Raumtemp. stehcn gelassen, das Losungsmittel 
anschlicssend im Vakuum verdampft, tler Riiclistand in 20 nil Dioxan aufgcliist und das gc- 
wunschte J'rodukt du.rch Einriihrcn der Liisung in 500 nil W'asscr in g u t  filtrierbarer Form gc- 
wonncn. Nach micderholtem Verreiben und Waschen mit Methanol und Wasser (bis C1--frci) und 
Troclrnen crhielt man 3,05 g (960,:). C1-Gchalt: 3,98q; (1,12 mval/g). Fur die Abhangigkcit der 
Chlorbcladung von der JIcngc des ciiigcsctzten ZnCI,-liatalysators vgl. Fig. 2. 

13oc-P~zi.-OGfi,-P!;,, ( I l l a ) .  Eine Losung von 1,62 g (6,1 inmol) 'Boc-Phc-OH in 50 ml Metha- 
nol wurclc mit 2,G6 ml (5,s mmol) eincr 2 , 1 8 ~  mcthanolischcn 1,iisung von Triton B versctzt, das 
Iihungsniittcl im Vakuum cntIcrnt und der liuckstmd in 20 nil Dioxan aufgelost. Neucrliches 
Eindampfcn zur Trockonc und. Lyophilisicren rlcs Iiiiclistanclcs aus Dioxan (ca. 20 ml) gab ein 
weisscs Pulvcr, ~velchcs nach 2stdg. Trocknen im 111'. iiber P205 mit 5,O g Chlormethylpolystyrol 
(11) (Cl-Cchnlt: 0,611 mvaljg, cntspricht total 3,OG m v d  C1) versctzt wurdc. Das Gernisch, in 100 
nil wasserlrcicm Dioxan (dcst. ubcr CaH,) gclijst, wurdc 15 Std. bei 75" geruhrt und dann auf ca. 
15 117; lionzcntricrt. Zur  Abtrcnnung dcr IIauptmengc tlcs Ubcrschussigen Tritoniumsalzcs wurde 
das viskosc Iionzcntrat in 200 nil Methanol eingcgosscn, xorauf das gcwiinschte Produkt als Harz 
ausfic-I. Nach Abgiessen dGr iibcrstelienden Flussigkcit und Troclinen dcs Harzes wurde dieses 
tlurch Gc~lfiltration an. Bio-Beads S-X1 von nie:dcrnioleltularen Vcrunreinigungcn beireit. Die 

3, I<ommcrziell crhSltlich bei i l luiz.rz Research Laboratories, Orangeburg, N. Y .  10962, U.S.A. ; 
aus der Seric Polystyrcne-Standard Molccular Weight Markers; hergestellt nach der Methode 
von A Ilures et al. [3O] ; 
8, = 20800 & 4%; mv = 20400 & 3%; M,, = 20200 3. 3'3,. 
Fiir dic Hydrophobisicrung vgl. [12]. 
Erhaltlich bci Corning Glass Works,  Corning N.Y., 14830, U.S.A. 

4, 

6, 
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Polymerfraktion wurde aus wenig Dioxan lyophilisiert und das so erhaltene weissc I’ulver bis zur 
Gcwichtskonstanz getrocknet: 5,07 g, N-Gehalt: 0,737; (cntspricht 0,52 nimol Phc/g) ; Rest- 
chlorgchalt : 0,3176 (entspricht 0,087 mval Cl/g) ; Cmsatz : 857A. Zur Phe-Gehaltsbcstimmung 
wurdc eine Probe im verschlosscnen Kohr bei 105’ wiihrcnd 24 Std. mit 12 N IICl/Dioxan 1 ’ 1 
hydrolisicrt. Dcr Aminosaurcgchalt dcs Hydrolysatcs wurdc spcktrophotometrisch nach Kossvz 
[14] bcstirnmt. Es tvurde ein Phc-Gehalt von 0,50 mniol/g ini substituierten Tragcr 111 a gcfuntlen. 
Uunnschichtchromatographisch (2.2, 2B und 2B+ 5% Essigsaure) liess sich in I11 a kcin freics 
I3oc-Phc-OH nachweisen. 

c) A4zi,fbaz.t der h‘ette. 
Beispiel: ~ o c - T y r ( B z Z ) - V u l - ~ i s ( ~ z l ) - ~ r o - ~ h e - ~ C ~ ~ - P S ~  ( X ) .  Zu einer Losung von 0,73 g 

(2 mniol) Boc-Tyr(Bz1)-OH in 20 in1 Methanol wurden 0,5 ml (1.1 mmol) einer 2 , 1 8 ~  mcthanoli- 
schen 1,iisung von Triton B gegcbcn. Dic nach Verdampfcn dcs Losungsmittcls im Vakuum, 
Lyophilisicrcn dcs Riickstandes aus Dioxan und Trocknen erhaltene, ca. zur HBlftc in dcr Form dcs 
Tritoniumsalzcs vorliegende Acylkomponente (A) wurde, wic wcitcr untcn beschrieben, direkt mit 
tlcin Hyclrocliloricl der .lminkoniponcntc (13) unigesetzt. In eincm separaten Gefass wurden 2,33  g 
Boc-Val-I-Iis(Bzl)-~ro-~’hc-OCH,-PSL (IXa) (X-Gehalt : 4,Ox ; Peptidbcladung : 0,475 mmol/g; 
Rcstchlorgehalt: 0,477;) in 20 nil Dioxan aufgelost. Die auf ca. 10.’ gekuhlte Losung wurde rnit 
100 ml 4 , 6 ~  IICl in Dioxan versctzt und die resnlticrende, lilare Keaktionslosung 30 Min. bci 
Kaumtemp. stehcn gelassen 6 ) .  Nach Adampfen des LKsungsmittels erhielt man cincn in Dioxan 
schwcrloslichen Ruckstand, welcher zur Abtrcnnung der I-Iauptmenge HC1 im Gcmisch mit 
Dioxan (30 nil) gefroren und lyophilisiert wurde. Das als wcisses Pulver erhaltene Hydrochlorid 
der Xminkomponcntc (B) wurde rnit 20 ml Methylencliloricl ubcrschichtet. Dem Gemisch wurde 
einc Losung von (A) in 30 ml Mcthylenchlorid zugesetzt. Nach wcnigcn Min. lag eine klare Losung 
vor. Dicsc wurde mit einer Losung von 0,41 g (2 mmol) DCCl in 5 in1 Methylenchlorid vcrsetzt. 
Kach 4 Std. bei Rauintemp. wurde das nun im Kaiser-Test [21] negativ reagierende Reaktions- 
gcmisch au i  ca. 20 ml cingccngt, der ausgeschicdcnc DCH durch Filtration entfernt und 
das Filtrat, nach Zugabe von 0.5 rnl Tri2thylamin7), gelfiltricrt. Fur den Verlauf des Chroma- 
togramms vgl. Fig. 1. Das in der Polymerfraktion cluicrtc ;Ilalerial wurde nach Lyophilisiercn aus 
Uioxanals weisscs Pulvcr erhalten: 2,51 g (97%). N-Gchalt: 4,33% ; Peptidbeladung: 0,44 mmol/g; 
Bcstchlorgehalt : 0,40% ; Peptidbeladung : Ber. 0,42 mmol/g. L)unnschichtchromatographisch ist 
kein Boc-Tyr(Bz1)-OH nachwcisbar (2A). 

d) Ablosen des Peptides vow Truger. 
A bsfiultung mittels HBr/F,CCOOH.  Eine Losung von 1,022 g Boc-Val-His(Ez1)-Pro-Phe-OCI-I,- 

PSL (IXa) (N-Gehalt: 5,07%; Pcptidbeladung: 0,603 mniol/g) und 0,3 g Anisol in 25 nil Methylen- 
chlorid wurdc rnit 25 ml F,CCOOH versctzt. Durch die klare Liisung leitcte man wahrcnd 1 Std. 
cincn schwachcn Strom von bromfrcicm HBr, und hierauf wahrend 15 Min. cincn solchen von N,. 
Dann wurde das nun milchige Reaktionsgeinisch zur Trockcnc cingcdampft, der Kiickstand gc- 
trocknct und zwischcn U’asscr und Methylenchlorid (je 50 ml) uber 4 Schcidctrichtcr vcrteilt. Die 
vcreinigten wasserigen Phascn wurden auf wenige ml konzcntriert, das Konzentrat durch cine 
Saule mit Dowex 3 (Acetat-Form) (Dimensionen: 0,6 x 15 cni) gclasscn und das Produkt IXc 
durcli Lyophilisiercn aus Wasser als weisses Pulver crlialtcn : 334 m g  (920/,) ; Dunnschichtchro- 
matographisch cinheitlich (2A, 2B, 3A, 3B) ; Aminosaurcanalysc (Hydrolyse : 15 Std., 118”, 
624 HC1): Val 1 , O O ;  Pro 0,98; Phe 1,01; His(Bz1) vorhandcn, aber nicht bcstinimt. 

Dic vcrcinigten organischen Phascn wurden uber Na,SC), getrocknct und nach Eindampfcn 
auf ca. 10 in1 zur Abtrennung von nieclcrinolclcularcn Iiomponenten (Anisol, Bromanisole) clurch 
cine Kolonnc rnit Uio-Beads S-X1 (4 x 200 cm) gelassen. Dcr Polynicrpik licferte nach .\bdamplen 
dcs Losungsmittels, Lyophilisicren des Ruckstancles aus Dioxan und Trocknen 0,615 g (940/,) cines 
I’roduktesmit eincm N-Gehalt: 0,210/,, Br: 8,1Sy0. Bercchnct fur quantitativen Umsatz: N: 0,0%, ; 

6, Bei hoher bsladencn Tragern fallt das Produkt oft nach wcnigcn Illin. am und cine voll- 
standigc Dcblockierung ist nicht gcwahrlcistct. Diescr Mangel kann in der Regel durch Ar- 
bciten bei niedrigeren Konzentrationcn behoben werden. 
Die Zugabe von Triathylamin zum Trenngemisch verhindert, class an basische Aminosaure 
(-His(Bz1)-) ioniscli gebundene Acylkoinponcntc in dcr PolymcrIraktion auftritt. Es wurde 
erstmals bei der lieinigung von I S a  zugcsetzt. 

’) 
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Br : 7,60/,. Auf Grund des ermittcltcn Heststickstoffgehaltes von 0,21 yo ergibt sich die Ausbeute 
der Abloscreaktion zu 96%. 

Peptid-Fveisetzung nzi t tc ls H F .  I m  zweiten Gcfass einer vcreinfachten HF-hpparatur nach 
Sakakibara 1311 wurde cine auf 0" gekiihltc Losung von I X a  (1,013 g; Peptidbeladung: 0,603 
mmol/g) und 0,3 g Anisol in 10 ml Methylenchlorid vorgclcgt. l m  Verlaufc einer Std. wurde unter 
Riihren und Eiskuhlung ca. 10 ml fliissigcs FIT; cinkondcnsiert, welchcs aus dem ersten Tcflon- 
gefass iiberdestillicrt wurde. Nach weitcren 30 Min. bci 0" wwrclen H F  und Methylcnchlorid durch 
fiberleiten eines trockenen N,-Stromcs cntfernt. Der im Vakuuni iiber KOH getrocknete Riick- 
stand wurde zwischen Wasser (jc 50 ml) und Mcthylenchlorid (jc 100 nil) iiber 6 Scheidetrichter 
verteilt. Die vcreinigten wasscrigen Phasen wurden auf wenigc ml eingeengt, das Konzentrat durch 
cine SBnle rnit Dowex 3 (kctat-Form) gelasscn und mit IVasser eluiert. Nach Eindampfen und 
Lyophilisicrcn des Kiickstandcs aus Wasser crhiclt man 323 mg chromatographisch reincs H-Val- 
Ilis(Bz1)-l'ro-Phe-OH (IXc) : idcntisch mit dem Proclukt tlcs vorangchenden Versuches. Die Aus- 
bcute der Ablosungsreaktion bcrechnet auf die Peptidbcladung von I X a  bctragt 9Oy0. 

Hydvazizl-zolyse. Eine Losung von 1,008 g IXa in 40 ml Yioxan wurde mit 15 ml Hydrazin- 
monohydrat/Mcthanol 1 : 1 versetzt. Dcr Ablauf dcr Rcaktion w-urde diinnschichtchromatogra- 
phisch verfolgt. Nach 3 Std. bci Rauniptemp. zeigte dic im System (2) nicht laufcnde Trager- 
lromponentc lieine ninhydrinpositive Rcaktion mehr. Das Reaktionsgcmisch wurdc zur Trok- 
kene eingedampft, der Ruckstand aus Dioxan lyophilisicrt und anschlicssend in Methylenchlorid 
gelost und auf die iibliche Weise an Bio-Beads S-X1 in die Komponenten aufgetrennt. Gefasst 
wurclen 0,571 g I'olymercs (N-Gehalt : 0.52%) und 0,396 g Hydrazid (IXb). Diinnschichtchromato- 
grnphisch cinhcitlich in den Systemen (l), (2), (3) und (4). Dic Ausbeute diescr Reaktion bcstinimt 
sich zu 93% (berechnct auf die Menge des erhaltenen IXb),  zu 90% (bercchnet auf Grund des 
Keststickstoffgehaltcs im Tragermatcrial). Aminosaureanalysc (Hydrolyse: 15 Std., 118". 6~ 
I-ICl) : Val 1,OO; Pro 0,98; Phe 1,02; His(Bz1) vorhandcn, abcr nicht bestimmt. 

Uehamilung mit Tvifluoressigsuzire. Eine Losung von 1,150 g I X a  in 25 nil Methylenchlorid 
wurde langsani unter Riihren bis zum Triibpunkt niit F,CCC)OH versetzt (total 25 ml). Xach 24 
Std. bci 25" wurde das Gemisch zur Trockenc eingedanipft und der Ruckstand rnit Wasser ver- 
rieben, abgesaugt und mit mehrercn Portionen Wasscr gewaschcn. 'Ucr wasscrige huszug wurde 
wie obcn bcschrieben an Doivex 3 ausgetausclit und lyophilisiert: 81 mg IXc, entsprcchend 20% 
*4usbeute. Dunnschich tchrornatographisch einheitlich. 

Ammo$zolyse. 1,000 g Boc-Phe-Gly-OCH,-PSL (VIII a) (N-Gchalt : 2,90"/6 ; Peptidbeladung: 
1,03 mmol/g) wurdc in 100 nil IXoxan/Mcthanol4:1 gclost, die Losung auf 0" gekuhlt und unter 
Riihrcn und Eiskiihlung ca. 50 ml trockcnes NH, einkondensicrt. Kach eincr Std. wurde das iiber- 
schiissigc NII, mittels N, abgcblasen, dcr Rest zur Trockene eingedampft und der Riickstand an 
h'io-Beads S-X1 gut in zwei Komponentcn aufgetreunt. In der Polyrnerfraktion konnten nach 
T,yophilisiercn und Troclinen nur noch Spuren gebunclener Aininosauren nachgcwiesen werden. 
1)ie spater cluicrtc nieclerniolekularc Fralrtion erwies sich nach Diinnschichtchromatographie 
als ein Gemisch von Roc-Phc-Gly-OCH, und Boc-Phc-Gly-NH, (VIII b) im Verhaltnis von ca. 1 : 1. 
Einc ncuerliche Bchandlung dicses Gemisches rnit NHJMethanol gab 297 mg (90%) des Dipeptid- 
aniidcs VIIIb. 

e) Kinct i sche  Experirizente. 
Boc-Pro-OH wurde nach Lofjet [13] mit Chlormethylpolystyrol (11) und mit N MerrifieEds 

Peptide Resin$ (Calbiochem, 2% Divinylbenzol) verestert und auf iiblichc Weise rnit 6 , 5 ~  HCl/ 
Dioxan die cntsprechcnden Estcrhydrochloriclc hergestellt (Reladungen : 0,6F mniol/g resp. 0,44 
mniol/g). Zur Bestimmung der Kinetik einer Aktiv-Ester-l(upplung (vgl. Fig. 3.)  wurde cine 
0,Ol M Lijsung von Z-Ma-ONP und Estcrhydrochlorid (bei C cine Suspcnsion) in Chloroform rnit 
1,2 Kquivalentcn Triathylamin versetzt und die Bildung dcs &Nitrophenols durch Entnahme von 
Proben und Verdiinncn auf das 100fache photometrisch bei 315 nm crmittelt (Temperatur 24", 
E = 1,07 . 104 1 . mol-1 . cni-1). Als Lecrwert wurde die Keaktionslosung ohne hminkomponente 
(bci i3 niit cinem entsprechcnden Zusatz von PSL (I)) eingesetzt. Dic gcniessene Extinktion wurde 
entsprcchend der abnehmcnden Konzentration des aktiven Esters, welcher bei 315 nm noch einc 
geringe Endabsorption zeigt (E = ca. 8 . lo2 1 . mo1-l. cm-I), rnit einer Korrektur versehen 

0,08 [ + TG--. Egemessen 
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Ein Kontrollversuch mit 2-Ala-ONP und Triathylamin zeigte, dass die Freisetzung von p-Nitro- 
phenol ohne Aminkomponente vernachlassigt werden kann. Die in der graphischen Darstellung 
angegebenen Fehlerschranken stammen aus dem absoluten Fehler (f 0,01; P ca. 0,05) der 
Transmissionsmessung ab. Die Steigung der Geraden in den olinearen Bereichenu wurde nach der 
sMethode der kleinsten Quadratsumme 8 ermittelt. 

Die in Fig. 3 angefuhrte kinetische Gleichung gilt auch fur die Systeme B und C, in denen die 
Aminkomponente nur im Partialvolumen des Tragers vorliegt. 

Auch bei einem Fehler von ca. 5% fur die Aminkonzentration (AminosZiuregehalt des Tragers) 
ist unsere Auswertung noch zulassig, da innerhalb der Messfehler unseres analytischen Systems 
(photometrische Bestimmung) Linearitat noch gewahrleistet ist. Der relative Fehler der Aminkon- 
zentrationen ubertragt sich in vergleichbarer Grossenordnung auf die Reaktionsgeschwindigkeits- 
konstanten . 

Fur sorgfdtige technische Mitarbeit sind wir den Herren U. S. Fritschi und E. Spieser zu Dank 
verpflichtet. Aminosaureanalysen wurden in verdankenswerter Weise in unserem Chromatogra- 
phielaboratorium (Leiter : Herr E. von Arx) ,  Elementaranalysen in unserem Mikroanalytischen 
Laboratorium (Leiter : Herr Dr. H .  Wagner)  ausgefuhrt. 

Herrn Dr. A.  Joehl, untcr dessen Leitung diese Arbeit durchgefuhrt wurde, danken wir 
bcstens fur anregende Diskussionen. 
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122. Synthese von rac. N-t-Butyloxycarbonyl-thiobenzylglycyl- 
thiobenzylglycin und Versuche zur Darstellung des 

3,6-Epidithio-2,5-piperazindions 
von T. Petrzilka und Ch. Fehr 

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Technischen Hochschule Zurich 

(21. II. 73) 

Summary. The synthesis of rac. ru’-t-butyloxycarbonylthiobenzylglycyl-thiobenzylglycine is 
described. Cyclisation experiments to the corresponding 3,6-epi-dithio-piperazindion(Z,j) were 
unsuccessful. 

Verschiedene Antibiotica, wie z. B. Aranotin Ll], Gliotoxin [Z], Sporidesmin [3], 
Chaetocin [4], besitzen als gemeinsames Strukturmerkmal ein 3 6-Epidithio-2,5-pi- 
perazindiongefist . 

In der Literatur sind verschiedene Synthesen von N-alkylierten [5] [6] sowie voii 
C- und N-alkylierten 3,6-Epidithio-Z, 5-piperazindionen [7] beschrieben. Dabei wurde 
stets die Disulfidbriicke in das 2,5-Piperazindion eingebaut. Ein Versuch, ein 
3,6-Dithio- (oder 3,6-Epidithio-) 2,5-piperazindion durch Dimerisierung von 2-Thio- 
zimtsaureamiden zu bilden, scheiterte aus sterischen Griinden [8 ] .  

Die erwahnten N- oder C- und N-alkylierten Diketopiperazine eignen sich als 
Modellverbindungen, jedoch kaum als Zwischenprodukte fur eine Synthese der ent- 
sprechenden Antibiotica, da eine spatere Entalkylierung schwierig sein diirfte. 

Aus diesem Grunde interessierte uns die Synthese des 3,6-Dithiobenzyl-Z, 5-pi- 
perazindions (1), welches nach bekannten Methoden [9] in das 3,6-Epidithio-2,5-pi- 
perazindion (2) hatte ubergefiihrt werden konnen. 

S--CH,-C6H, 

S-CH,-C,H, 
1 2 

Als ideales Ausgangsprodukt betrachteten wir cr-Amino-cr-thiocarbonsauren, denn 
bei diesen fallt das Problem der spateren Schwefeleinfiihrung dahin, und eine Kace- 
mat-Trennung in einein friihen Stadium der Synthese erm6glicht den stereochemisch 
richtigen Aufbau des Diketopiperazins. 




