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qui appartiennent respectivement aux formes cCtonique (1) et Cnolique (2), ainsi que 
le signal x du groupe mCthylbne de 1, tandis que celui du proton mCthinique de 2 
est cachC par 1’ .; p a l  de l’eau. Cette interprgtation est en accord avec le fait qu’un 
melange I 6act onnel sans sulfate de cCrium donne un spectre lH-RMN. identique. 

Afin d’obtenir une information sur le processus oscillatoire, nous avons repCtC le 
spectre IH-RMN. dans la rCgion d’absorption des groupes mCthyle toutes les 25 
secondes. Cela a 6th rCalisC par decalage pkriodique de ctl’offset )) d‘observation. Quatre 
spectres reprksentatifs de cette sCrie sont repr6sentCs sur la Fig. 3 (spectres B k E). 
Le spectre B, obtenu 380 secondes apr&s le dkbut de la rCaction montre l’apparition 
d’un nouveau signal mCthyle c. Au fur et B. mesure que les signaux a et b de l’adtyl- 
acCtone disparaissent, le signal c passe par un maximum (spectre C). Par comparaison 
avec un kchantillon connu, nous avons pu attribuer le signal c aux groupes mCthyle 
de la bromo-3-acCtylac6tone non CnolisCe. Ce corps pourtant n’est manifestement 
qu’un intermbdiaire Cphkmkre de la &action totale. Les spectres B A E montrent 
qu’un corps correspondant au signal d, apparaft Cgalement comme intermCdiaire. 
Seuls les signaux f et e appartiennent aux produits finals (spectre E de la Fig. 3) 
et persistent pendant plusieurs heures. 

L‘identification des intermkdiaires et des produits finals est en cours d’dtude. 

Nous remercions 6. Biselx, du DBpartement de Chimie physique, qui a procBd6 aux mesures 
calorimCtriques ainsi que J ,  J .  Schaer, du mbme D6partement, de ses nombreux conseils tech- 
niques. 
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30. Edrnan-Abbau als analytische Methode in der ‘Solid phase’- 
Peptidsynt hese 

Vorlaufige Mitteilungl) 

von Peter Fankhauser, Peter Fries, Peter Stahala und Max Brenner 
Institut fur Organischc Chemie, Universitat Base1 

(31. XII. 1973) 

Summary. The systematic analysis of solid phase peptide synthesis by Edman degradation 
becomes possible by the development of a technique (high pressure liquid chromatography) for 
the determination of phenylthiohydantoins in trace amounts. By its qualitative beside the 
quantitative results the degradation method offers the possibility to follow formation and propa- 
gation of failure sequences over more than one synthetic cycle. Scope and limitations of the 
method are discussed. 

Eine ausfiihrliche Mitteilung mit Angaben uber die experimentelle Technik des Abbaus und 
umfassenderen Beispielen wird spater in Helv. erscheinen. 
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Trotz einer Vielzahl vorgeschlagener Methoden [l] ist die analytische Verfolgung 
des Verlaufs von ' Solid phase '-Peptidsynthesen (SPPS) nach wie vor unbefriedigend 
[2]. Die meisten Nachweisverfahren ermoglichen keine direkte Aussage iiber die Voll- 
standigkeit eines ganzen Synthesecyclus (111 bzw. IV  im Schema 7). Diese wird viel- 
mehr aus separaten Umsatzanalysen der Teilprozesse I und I1 ermittelt. Verbleibende 
Aminogruppenzahl nach der Kupplung (Restbeladung ; Harz C) bzw. totale Amino- 
gruppenzahl vor der Kupplung (Totalbeladung; Harze B bzw. D) sind die zu bestim- 
menden Grossen. Sollen geringe Abweichungen vom idealen Syntheseverlauf ( < 2- 
5%)  erfasst werden, so verlangen Bestimmungen der Totalbeladung eine sehr hohe 
Genauigkeit, die praktisch nur von Titrationsverfahren erreicht wird. Die dazu iibli- 
chen Saure-Basen-Reaktionen sind aber unspezifisch und daher besonders a n f a g  auf 
Storungen durch Fremdbasen und Ionenaustauschergruppen auf den Syntheseharzen. 
Titrationsverfahren sind daher a $riori immer verdachtig, zu hohe Analysenwerte zu 
liefern. Obwohl die Gefahr zu hoher Analysenwerte ebenfalls bei den iibrigen unspezifi- 
schen Bestimmungsverfahren (Schiff'sche Basen-Bildung, Tracer-Umsetzungen, ana- 
lytische Kupplungen mit Fremdaminosauren etc.) besteht (unspezifische Adsorptio- 
nen, Reaktionen mit harzfixierten Nebenprodukten), sind diese durch die Natur der 
zugehorigen Reaktionen (Gleichgewichte, langsame Reaktionen) zumeist eher ver- 
dachtig, zu geringe Analysenwerte zu liefern. Allen diesen Verfahren gemeinsam ist es, 
nur quantitative Aussagen iiber eine bestimmte chemische Gruppierung zu liefern, 
nicht aber qualitativ sicher nur eine Aminosaure oder gar nur die interessierende Ami- 
nosaure zu erfassen. 

Sch-ASn- 

Schema 1. Verlauf einer SPPS unter Berucksichtigung unvollstandiger Deblockierung und unvoll- 
standiger Kupplung 
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Ednzan-Abbau : 
PTH-AS, 

Sch = Schutzgruppe AS = Aminosaurerest, 
[ I = Tragerpolymer, n = Nummer des Synthesecyclus 

End-Aminosaure-Restimmungen liefern dagegen, vom Prinzip her, exakte und in 
ihrer qualitativen Aussage zweifelsfrei interpretierbare Ergebnisse. Obwohl sich der 
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Edman-Abbau als analytische Methode deshalb aufdrangt, wurde er bisher kaum ver- 
wendet . Die Schwierigkeit der quantitativen Spurenbestimmung eines Thiohydan- 
toins besonders im Gemisch mit anderen Thiohydantoinen durfte dafiir die vorwie- 
gende Ursache sein. Ein einziges Literaturverfahren unter Einsatz einer massenspek- 
trometrischen Verdiinnungsanalyse [3] hat sich deshalb kaum durchgesetzt. Ein wei- 
teres Verfahren [4] setzt den Edman-Abbau nur zur unspezifischen Tracer-Amino- 
gruppenbestimmung ein. Durch Anwendung der Hochdruckfliissigchromatographie 
(HPLC.) haben wir eine geniigend niedrige Erfassungsgrenze und auch eine geniigende 
Trennung der Phenylthiohydantoine aller Protein-Aminosauren (PTH-AS) erreicht, 
um qualitativ sichere und quantitativ brauchbare Aussagen unter Einsatz minimaler 
Harzmengen zu erhalten z).  

Die HPLC.-Trennung erfolgt fur die lipophilen und die polaren PTH-AS getrennt. 
Weil das System fur die polaren je nach dem vorliegenden Gemisch leichte Modifika- 
tionen verlangt und weil wir unsere Abbauversuche bisher auf unpolare beschrankt 
haben, verzichten wir hier auf weitere Angaben zur Auftrennung der polaren PTH- 
AS3). 

Die Auftrennung der unpolaren PTH-AS gelingt in folgendem System: 
Saulen: 50x0,2 cm (Stahl), Trager: Merckosorb Si 60 (5 pm), Elutionsmittel: 

Dichlorathan mit O,Syo 2-Propanol, Temperatur: Z O O ,  Druck: 250 Atm, Durchfluss : 
0,5 ml/Min., Detektion: UV.-Absorption bei 254 nm (Durchflusskuvette: 10 pl). 

Folgende Retentionsvolumina (in ml) wurden beobachtet : PTH-Pro 2,1, -Leu 2,35, 
-1le 2,65, -Val 3,05, -Phe 3,4, -Met 4,3, -1rp 5,0, -Ala 53, -Gly 8,4. 

Bodenhohen von 0,l bis 0,3 mm sind erreichbar, die Auflosungen sind jeweils besser 
als 0,9 (Definitionen s. [5]). Durch Variation von Durchfluss und Temperatur (zwi- 
schen -10" und 35") lassen sich auch kritische PTH-AS-Paare vollstandig trennen, so 
dass in jedem Falle der Nachweis von 0,5% einer PTH-AS in der Nachbar-PTH-AS 

l - m m r r  co Ice In pmof . -C)NNN N N N  d 

0 
0 !I 0 

0 5 10 15 Min. 
Fig, 1. HPL-Chromatogramm der unpolaren P T H - A S  in pmol-Mengen. Chromatographie-System 

s. Text. 

2) 

8 )  

Diese HPLC.-Technik kann man selbstverstandlich auch in der Sequenzaufklarung und zur 
schnellen Aminosaureanalyse einsetzen. Entsprechende Arbeiten sind im Gange. 
Eine ausfuhrliche Mitteilung iiber HPLC. von PTH-AS ist in Vorbereitung. 
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moglich ist. Die absolute Nachweisgrenze liegt unter 50 pmol pro PTH-AS; Fig. 1 
zeigt das Chromatogramm von je 10 bis 50 pmol der unpolaren PTH-AS im angegebe- 
nen System (Messbereich 0,04 0.D.4)). Relativbestimmungen lassen sich bei Anteilen 
einer PTH-AS im PTH-AS-Gemisch von mehr als 10% mit einer Genauigkeit von 
ca. & 5% durchfiihren. Fur Absolutbestimmungen liess sich die Genauigkeit bisher 
nicht unter 20-30% verbessern. 

Zur Durchfiihrung der Edman-Abbau-Prozesse werden Harzproben von 2-20 mg in kleine, 
verschliessbare Rohrchen rnit Frittenboden (7 x 6 0  mm, P2-Fritte) eingewogen, in Dioxan vor- 
gequollen und nach Schema 2 abgebaut. Reaktion V erfolgt in 0.5 ml Pyridin/Dioxan (1 : 20) mit 
250 pl Phenylisothiocyanat (PITC) durch einstiindiges Schutteln bei 50" (gelegentlich langer, s.u.). 
Anschliessend wird 10mal rnit Dioxan und 5mal mit Methylenchlorid gewaschen (je 0,7 ml). Zur 
Abspaltung der Thiazolinone (Reaktion VI) wird 30 Min. bei 50" mit 0,7 ml chlorwasserstoff- 
gesattigtem Eisessig geschiittclt, filtriert und 2mal rnit HCI/Eisessig nachgespult (je 0,3 ml). Nach 
Zugabe von 1,4 ml Wasser zu den vereinigten HCl/Eisessig-LBsungen erfolgt Umlagerung (Re- 
aktion VII) zu den Thiohydantoinen beim Stehen iiber Nacht bei 25". Nach Eindampfen i.V. lost 
man unter Erwiirmen in 50 p1 bis 1 ml Dichlorathan. 5 p1 dieser Losung werden in den HPL.- 
Chromatographen eingespritzt. 

Reaktion VII verlauft unter den angegebenen Bedingungen [6] vollstandig und 
sauber. In 20proz. wasseriger Trifluoressigsaure, wie gelegentlich fur diesen Reak- 
tionsschritt vorgeschlagen 1171, ist die Umlagerung dagegen unvollstandig und es tre- 
ten im HPL.-Chromatogramm storende Nebenprodukte auf. Ein sauberer Ablauf von 
Reaktion VI l a s t  sich ausser in der beschriebenen Weise auch niittels unverdiinnter 

Schema 2 
0 V S 0 
l l  11 ll @ H2N-CHR-C-NH-. . . @ -----+ C6H6-NH-C-NH-CHR-C-XH-, . . 

PITC 

0 
II 

1 v1 

5 
P = Tragerharz PITC = Phenylisothiocyanat 

Trifluoressigsaure oder 50 proz. (v/v) Trifluoressigsaure in Methylenchlorid bei glei- 
chen Reaktionsbedingungen erreichen. Wiederholung dieses Reaktionsschrittes 
bringt unabhangig vom venvendeten Reagens stets weniger als O , l %  zusatzliches 
Thiohydantoin (nach Umlagerung). Reaktion V scheint in den meisten Fallen nach 
30 Min. vollstandig. Eine Verschleppung des N-terminalen Valins uber sukzessiv aus- 
gefuhrte Abbaureaktionen bei Valylpeptiden (Tab. l), zeigt aber, dass in speziellen 
Fallen langere Umsetzungen notwendig sein konnen. Umsatzdauern iiber 5 Stunden 
sollten dagegen vermieden werden, da rnit zunehmender Reaktionsdauer infolge un- 
bekannter Nebenreaktionen die Thiohydantoin-Ausbeuten abnehmen. 

*) 0. D. = optische Dichte. 
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Tabelle 1. Verschle+ple Anteile der N-terminalen PTH-A S (kursiv) bei sukzessiven Abbau-Schritten 
(in yo der gesamten nachweisbaren Menge N-terminaler PTH-AS). P = Copolymer Styroll 

DVB 2% 

Peptidylharz Umsatzdauer 1. Abbau 2. Abbau 3. Abbau 
Reaktion V 
(50°) 

Gly-Val-Phe-Gly-0-CH,-P 
( Val-Phe-Gly),-0-CH,-P 
Val-Phe-Gly-0-CH,-P 

- 30 Min. 100 O J  
30 Min. 66 26 8 
2 h  97 3 - 

Tabelle 2. Nachgewiesene PTH-AS-Anteile (in Yo) beim A bbau verschiedener Pepidylharze; zu- 
gehorige Esko-Bestimmung [9] und Dorman-Titration [lo] (in %) 

Nr. Peptidylharz PTH- Eskob) Dormanb) 
-Gly -Val -Phe -Ala -Leu vorDeblockie- 

rung zu 4-8 

BOC-Gly-Ala-Phe-Leu-0-CH,-P 0 
H-Gly-Ala-Phe-Leu-0-CH,-P 100a) 
BOC-Gly-Val-Phe-Gly-0-CH,-P 0 
H-Gly-Val-Phe-Gly-0-CH,-P 1008) 
H-Val-Phe-Gly-0-CH,-P < 0,5 
H-(Val-Phe-Gly),-0-CH,-P < 0,5 
H-(Val-Phe-Gly),-0-CH,-P < 0,5 
H-(Val-Phe-Gly),-0-CH,-P < 0,5 

2 S  
2,s 

0,3 0.25 
2.7 < 0,5 

1008) 7,s 

- 
- 

1008) 9,5 

100a) 7.7 
1008) 10,l 

4,2 1,o 
4,9 1,0 
- - 0,18 7,2 

- - 2,l 7,4 
- - 4,3 10,5 
- - 10,5 12,5 
- - 15,5 12,5 

a) 
b) 

Bezugsgrosse fur PTH-AS (Probenanalytik, vgl. [2]). 
Bezugsgrosse (= 100) ist die jeweilig ermittelte Totalbeladung nach der Deblockierung zu 
4 4  (Probeanalytik bei Esko. Batchanalytik bei Dorman, vgl. [2]), 
P = Copolymer StyrollDVB 2% BOC = t-Butyloxycarbonyl 

Abbau-Reaktionen an vorhandenen ungeschutzten Peptidketten lassen sich auf 
jeder Stufe der Synthese durchfuhren. Bedingt durch die hohere Genauigkeit chro- 
matographischer Relativbestimmungen liefert der Abbau im Zustand D (Schema I) 
zuverlassigere Werte fur den Anteil an N-terminaler Fehlaminosaure, der Abbau 
im Zustand C dagegen einen weitaus empfindlicheren qualitativen Nachweis, da Sto- 
rungen durch den grossen Anteil der richtigen Aminosaure wegfallen. Der Abbau auf 
den Stufen C und D ergibt bei unvollstandiger Kupplung und vollstandiger Deblok- 
kierung innerhalb der Fehlergrenzen iibereinstimmende Resultate, wie es an den ab- 
sichtlich fehlerhaften (Kupplung auf jeder Stufe nur zu ca. 80%) Tetrapeptidylharzen 
1 und 2 (s. Tab. 2) ersichtlich ist. Die Aminosauren aller drei vorhergehenden Syn- 
thesecyclen sind nachweisbar. Eine solche Verfolgung der Fehlerfortpflanzung uber 
mehr als einen Synthesecyclus ist nicht nur nach absichtlich fehlerhafter Kupplung 
moglich, wie das Auftreten von PTH-Phenylalanin beim Abbau des BOC-Glycylharzes 
3 (s. Tab. 2) zeigt. Die hohe Reaktivitat des PITC und/oder die starkere Auflockerung 
der Gelmatrix infolge der hoheren Temperatur scheint auch Aminogruppen dem Abbau 
zuganglich zu machen, die sich selbst unter energischen Synthesebedingungen im 
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Kupplungsschritt unreaktiv verhalten haben ! Bildung von Rumpfpeptiden und Aus- 
lassungspeptiden infolge Unzuganglichkeit eines Teils der Aminogruppen (‘closing 
off’, vgl. [Z ] )  kann dank dieser erhohten Reaktivitat verfolgt werden. Ob sich alle 
‘clostng off’phanomene erfassen lassen, ist allerdings fraglich, da eine geniigende 
Reaktivitat aller Aminogruppen niemals a priori vorausgesetzt werden kann. Die 
nachgewiesenen Fehl-PTH-AS zeigen daher nur minimale, im Gegensatz zu den un- 
spezifischen Analytikdaten aber stets gesicherte minimale Fehlerraten an. So sind 
Restgruppenbestimmungen nach Esko [9] am Peptidylharz 3 und an den geschutzten 
Vorstufen 5 und 6 eindeutig zu niedrig, von 7 und 8 moglicherweise zu hoch (2.B. 
durch unspezifische Adsorptionen). Teilweise auffallige Diskrepanzen zwischen 
Titrationswerten nach Dorman [lo] und Edman-Abbau sind noch vollig ungeklart. 
Wahrend die Dorman-Werte der Beispiele 5 bis 8 offenbar (trotz grosser Differenz 
zur Esko-Bestimmung in Beispiel 5) etwa den reellen Restbeladungen entsprechen 
durften, ist der Dorman-Wert in Beispiel 3 um eine Grossenordnung zu gross. 
‘Closing off’ im geschutzten Harz 3 ware eine Erklarung, die zudem durch die grossere 
Menge an PTH-Valin beim Abbau des deblockierten Harzes 4 nahegelegt werden 
konnte. Die im gleichen Abbau nicht erhohte Menge an PTH-Phenylalanin weist 
aber vie1 eher auf unvollstandige Deblockierung im letzten Syntheseschritt hin. 

Bei unvollstandiger Deblockierung I ist ja gemass Schema 7 nach erneuter De- 
blockierung I’ auf Stufe D ein gegenuber Stufe C erhohter Gehalt an AS, zu erwarten, 
da zum vorher vorhandenen Anteil c ein weiterer Anteil d hinzukommt. Im Prinzip ist 
damit eine empfindliche indirekte tfberprufung der Deblockierung I von AS, moglich, 
in der Praxis allerdings nur dann, wenn die Fehlerrate der Deblockierung nicht we- 
sentlich kleiner ist als die der Kupplung (NB. der Chromatographiefehler bei Diffe- 
renzbestimmung (c f d) - c (s. Schema I) ist ca. 30%!) und wenn Dorman-Titration 
und Edman-Abbau auf Stufe C in den Fehlergrenzen iibereinstimmen (Wegfall von 
Tnterpretationsschwierigkeiten). Systematische Endgruppenbestimmung ist damit 
potentiell eine der wenigen Moglichkeiten zur Verfolgung von Reaktion I, die von der 
oft beobachteten Abnahme der titrierbaren Totalbeladung im Laufe der Synthese (2.B. 
infolge Esterspaltung im Deblockierungsschritt) nicht beeintrachtigt wird. Gerade 
wegen dieser Abnahme und der dadurch beschrankten Anwendbarkeit energischeren 
Deblockierungsmethoden scheint uns Reaktion I zu unrecht als problemlos zu gelten. 
Besonders bei glatt verlaufenden Kupplungen, wo ein empfindlicher Nachweis mit der 
beschriebenen Methode moglich ist, konnte ein grosser Teil der Sequenzfehler auf un- 
vollstandige Deblockierung zuriickfiihrbar sein. 

Mit gewissen Einschrankungen erlaubt also die Edman-Abbaumethodik die Er- 
fassung samtlicher Teilprozesse einer Festphasensynthese. Durch ihre qualitative und 
quantitative Aussage ermoglicht sie ein Studium der Fehlerentstehung und -fortpflan- 
zung. Auch Peptidspaltung (z. B. als Folge von Backbone-Acylierung [8]) musste er- 
fassbar sein. Zusatzliche Moglichkeiten bietet der sukzessive wiederholte Abbau. Un- 
vollstandiger Verlauf fruherer Abbau-Schritte l a s t  sich dabei (Auftreten von PTH- 
AS N-standiger Reste ASi>, beim Abbau der n-ten Aminosaure) leicht von einfachen 
Synthesefehlern wie Auslassung und Rumpfbildung (Auftreten von PTH-AS C-stan- 
diger Reste AS,,,) differenzieren. Da sich einfache Sequenzfehler bei wiederholtem 
Abbau kumuliert auswirken, miissen auch relativ geringe statistische Fehler erfassbar 
werden. Durch alle diese Vorteile diirfte die Edman-Methodik in der beschriebenen 
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Ausfiihrungsform die analytischen Moglichkeiten zur Kontrolle der SPPS wesentlich 
erweitern. 

Die vorliegende Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissen- 
schuftlichen Forschung (Projekt Nr. 2.7920.72) unterstiitzt. 
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