Tetrahedron Letters No. 36, pp 3795 - 3798, 1972, Pergamon Press., Printed in Great Britain,

SYNTHESE VON OLIGO-L-PROLINEN BIS ZUM EIKOSAMEREN

NACH DER TESTPHASENMETIODE
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Die Festphasensynthese von oligomeren Peptiden, die aus gleichen Aminosiure-
Bausteinen aufgebaut sind, hat gegeniiber derjenigen der iiblichen, unregelmifig
zusammengesetzten Peptide den Vorteil, daB das Auftreten von Fehlsequenzen auf
kiirzere Peptide mit gleicher Baustein-Zusammensetzung beschridnkt ist. Dies er-
leichtert entscheidend die analytische Untersuchung der Peptide wihrend und
nach der Synthese und damit auch ihre Reinigungsmdéglichkeiten,

Oligoproline konnen als Modellsubstanzen fiir Poelyprolin I und II und fiir Kolla-

1)

gen dienen ‘. Thre Synthese gelang bisher nach der Methode der aktiven Ester
bis zum Pentadekapeptidz); jedoch erscheint die Gewinnung noch hdherer Oligome-
rer, die fiir kinetische Messungen interessieren, aufgrund von Isolierungs- und
Reinigungsschwierigkeiten problematisch, Dagegen erwies sich die Festphasen-

3)

methode in diesem Falle als sehr erfolgversprechend, so daB wir freie Oligo-
L-proline bis zum Eikosameren (n = 20) durch stufenweise Verlédngerung aufbauen
konnten,

Bei einer Beladung des polymeren Triégers (Polystyrol/2 % Divinylbenzol) von

~ 1 mMol Pro/g Boc-Pro-Harz wurde die Bnc-Schutzgruppe mit 1 N HC1/Eisessig
oder Trifluoressigsiure (TFA)/CH2012 (1:1) abgespalten (30 Min.), die Neutrali-
sation erfolgte mit frisch hergestelltem 10-proz. Tria'thylamin/CHzclz (10 Min).
Die Kupplung mit einem 3}-fachen Uberschufl an Dicyclohexyl-carbodiimid (DCCI)

wurde auf insgesamt 20 Stdn., verlédngert, wobei die Zugabe der gleichen Menge
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an Boc-Pro und DCCI nach 6 Stdn. wiederholt wurde. Die Konzentration des Re-
aktionsgemisches betrug 0.3 -~ 0,5 m in CHZC%E(bez. auf Boc—Pro). Zur Kontrolle
wurde nach jedem einzelnen Syntheseschritt das Peptid von einer kleinen Menge
des polymeren Tridgers mit HBr/TFA (50 Min. ) abgespalten und in wdfiriger Lésung
mit einem schwach basischen Ionenaustauscher (Merck II) freigesetzt.

Bei dem Syntheseschritt vom Diprolin zum Triprolin beobachteten wir unter den
iiblichen Bedingungen ein Absinken der Peptidbeladung von fast 40 %, Yie wir
zeigen konnten, ist dies auf die Bildung von Cyclo-di=L-prolyl zuriickzufiih~
renh’5). Um diese Nebenreaktion mdglichst niedrig zu halten, wurden die Wasch-
vorgénge nach der Neutralisation von je 5 Min, auf je 1 Min, und das Vorquellen
mit Boc-prolin vor Zugabe von DCCI von 10 auf 5 Min. verkiirzt. AuBerdem wurde
ein héherer (5-facher) UberschuB an Kupplungskomponenten (0.5 m) verwendet, Da-
durch gelang es, den Ausbeuteriickgang auf ~25 % herabzusetzen (Tab, 1),

1
ts5) sowie durch

Die unerwiinschte Veresterung der bei der Diketopiperazinbildung
interchenare Aminolyse benachbarter Kettens) entstandenen Hydroxymethylgruppen
bei den folgenden Kupplungen mit DCCI und Boc-prolin ist vernachlissigbar,
AuBlerdem wiirden sich die neu aufgepfropften Ketten auf der Dipeptidstufe wieder
als Diketopiperazin abspalten, zumal sie an sterisch besonders giinstigen Stellen
des Tradgers liegen, an denen zuvor Cyclisierung stattgefunden hat,

Die erhaltenen Oligoproline waren bereits als Rohprodukte von hoher Reinheit.
Wihrend sich bei der Diinnschichtchromatographie nur noch Prolin von Diprolin
unterscheiden lieB, gelang es, die Oligoproline bei der Diinnschichtelektropho=-
rese (DE, 1000 V) bis zum Pentadekameren und bei der Hochspannungspapierelektro-
phorese (HE, 5000 V) sogar bis zum Eikosameren eindeutig zu trennen (Tab, 1),
Die Trennungen sind bei Entwicklung mit tert.-Butylhypochlorit/Tolidin oder

6)

besser Isatin so empfindlich, dafl wir bei Hexaprolin moch 0.5 % an absicht-
lich zugemischtem Pentaprolin (DE) oder bei Eikosaprolin noch 4 % an zugesetz-
tem Nonadecaprolin (HE) finden konnten. Mit Ililfe dieser semiquantitativen Aus-
wertung konnten wir feststellen, dafl im synthetisierten Eikosameren maximal

<4 % an Nonadecaprolin vorhanden sein konnen, was einem Umsatz von etwa

99.8 % 7) in jedem der 19 Syntheseschritte entspricht. Bei den niederen Oligo-

peptiden ist die Empfindlichkeit noch gréfier. Im llexaprolin kinnen danach
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Tab, 1: Oligo-L-proline nach der Festphasenmethode

n Ausbeutea) Schmp. [a]gz EF-Werteb)
(°c) (c=1, in H,0)

1 100 220-2 - 86,5 1.oo°)

2 96 1445 -171 0.84

3 69 122 -220 0.72

L 67 170 291 0.60

5 65 189 -338 0.52 1.00%)

6 63 209 -374 0.91

7 61 228 -394 0.77

8 60 >260 -2 0.72

9 59 ' >260 -435 0,66

10 58 >280 -456 0.60 1.00°)

11 57 > 280 =46l 0.92

12 56 >280 =472 0.83

13 55 >1300 -480 0.75 1.00%)

14 54 >300 =491 0.70 0.9%4

15 53 >1300 -1496 0,64 0,90

16 53 >300 -499 0.86

17 52 >300 -505 0.81 1.008)
18 52 >300 -509 0.95
19 51 >300 =513 0.90
20 51 >300 -520 0.84

a) Durchschnittswerte mehrerer Versuche

b) Die Laufstrecke der Bezugssubstanz x (mm) ist unter c) - g) angegeben

¢) x = 118 mm, 1000 VvV, 40 mA, 40 Min,

a) x = 149 mm, 1000 V, 80 mA, 120 Min,
e) x = 143 mm, 1000 V, 70 mA, 240 Min,
£) x = 328 mm, 3000 V, 110 mA, 140 Min,

g) x = 349 mm, 5000 V, 115 mA, 210 Min,
Elektrolyt: Ameisensiure~Lisessig-Wasser 1:1:3

DE: Kieselgel G/Kieselgur G (1:1); HE: Papier Schleicher-Schiill 2043b

nschstens <0.5 % Pentaprolin enthalten sein, entsprechend einem Umsatz von mehr
als 99.9 % in jeder Stufe.
Ner Vergleich der optischen Drehwerte der konventionellz) und nach der Festpha=~

senmethode hergestellten Oligopeptide zeigte gute Ubereinstimmung: das gleiche
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gilt fiir die Drehwerte von Oligoprolinen, die an fester Phase, aber durch Frag-
mentverkniipfung (und damit in weniger Schritten) hergestellt waren,

Die Reinheit der Oligoproline auch nach 19 Syntheseschritten ist iiberraschend
hoch, was auch dann gilt, wenn man sich der sinkenden Unterschiede in den Ei-
genschaften von aufeinanderfolgenden Oligomeren und der damit verbundenen sin-
kenden Empfindlichkeit der Analysenmethoden bewuB3t bleibt, Wir fiithren dies auf
die bekannte Ausbildung einer starren Helix-Konformation der Peptidkette zurlick,
die bereits ab Triprolin eintrittl’z). Die helicale Struktur der polymergebun-
denen Oligoproline verhindert eine Verkniduelung der Peptidkette, so dall der Zu-
gang der Kupplungsreagenzien zu den endstdndigen Aminogruppen nur noch durch

die Diffusion in der polymeren Matrix bestimmt wird,

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischien Industrie
danken wir fiir materielle Unterstiitzung, der TFarbwerke Hoechst AG filir die Ge-
wihrung des Karl Winnacker-Stipendiums an M. R., und der Studienstiftung des

deutschen Volkes fiir ein Stipendium an J. M.
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