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Der Erfolg einer stufenweisen Peptidsynthese an polymeren Tragern (1,2) 

ohne Reinigung von Zwischenstufen hangt wesentlich davon ab, wie weit 

sich die Ausbeuten bei den einzelnen Kupplungsreaktionen der 100% Grenze 

nahern. Der Ausarbeitung analytischer Verfahren zur Bestimmung der Kupp- 

lungsausbeuten bei Peptidsynthesen kommt deshalb besondere Bedeutung zu. 

In den letzten Jahren sind mekRre Umsatztests, vor allem fur die Peptid- 

synthese an festen Trlgern, beschrieben worden, die z.T. eine hohe Empfind- 

lichkeit besitzen, deren Durchfiihrung aber meist mit einigem Zeitaufwand 

verbunden ist und deren Genauigkeit in dem besonders interessierenden Be- 

reich q8-100% Umsatz oft zu wiinschen iibrig liifit (3). Fur die Peptidsyn- 

these an loslichen Tragern (2) wurde ein System entwickelt, das auf der 

Basis der Durchfluflanalyse unter Verwendung von Ninhydrin (4) oder Fluores- 

camin (5) die schnelle, quantitative Umsatzkontrolle erlaubt. 

Das Analysenprinzip ist fur beide Detektionsverfahren dasselbe. Ein kon- 

tinuerlich flienender Losungsmittelstrom, in den ein Probeninjektionsventil 

zwischengeschaltet ist, wird mit dem ebenfalls kontinuierlich flieRenden 

Reagenzienstrom gemischt und in die Durchflullkiivette eines registrierenden 

Photometers bzw. Fluorometers geleitet. Es wird so eine konstante Basislinie 

erhalten, gegen die das Auftreten such relativ geringer Absorptions- bzw. 

Fluoreszenziinderungen nach Injektion einer Probenlosung mit freien Amino- 

gruppen in den Losungsmittelstrom mit groner Genauigkeit gemessen werden 

kann. Da es bei Verwendung des liislichen Triigers Polyhithylenglykol (2) 
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mit seinen homogenen Reaktionsorten (6) mGglich sein sollte, einen iOO$igen 

Umsatz der Aminogruppen auf jeder Synthesestufe mit grol3er AnnYheruug zu 

erzwingen, interessiert hier bei einer Umsatzkontrolle lediglich, inwieweit 

dieses Ziel erreicht ist. Es wird deshalb zur Erhtihung der Genauigkeit und 

zur Vereinfachung der Auswertung der Analysen ein Teil Peptidpolymer vor der 

Kupplung mit 100-1000 Teilen Peptidpolymer nach beendeter Kupplungsreaktion 

verglichen. Bei einem Verhiiltnis I:100 wiirde z.B. Gleichheit der PeakflYchen 

einem Umsatz von 99% entsprechen. Da beide Detektionsverfahren im unteren 

Nanomolbereich arbeiten, liegt die benijtigte Probenmenge fiir eine Analyse 

bei maximal I-2pMol Peptiwlymer. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Die Synthese des Modellpeptids Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro+, fiir aas auf jeder 

Reaktionsstufe die Msglichkeit besteht, die Produktzusammensetzung durch Ionen- 

austausch-Chromatographie exakt zu bestimmen (8) wurde an Poly&ithylenglykol 

6000 als Triiger unter Verwendung symmetrischer Anhydride durchgefiihrt und die 

Kupplungsausbeuten q it Hilfe der beiden beschriebenen Detektionsverfahren ver- 

folgt. Beim Ninhydrin-System konnte bereits auf der ersten Kupplungsstufe auf 

Grund der unterschiedlichen Ninhydrinflrbung fiir Prolin und Alanin festge- 

stellt werden, daI3 unter den Bedingungen der Ninhydrinreaktion bei der auto- 

matischen Aminoslureanalyse Abspaltung der Boc-Gruppe auftritt, die ca. l-25 

betrggt. Bei einer Badtemperatur von 80°C fiir die Reaktionscoil konnte die 

Abspaltung auf etwa O,i% gesenkt werden, aber es war unter den bisher ange- 

wandten Bedingungen nicht mGglich,sie visllig zu unterdriicken. Hierdurch wurde 

die Detektion nicht umgesetzter Aminogruppen etwas limitiert. Nach diesem 

Bestimmungsverfahren betrug der Umsatz bei der Synthese des Modellheptapeptids 

auf jeder Kupplungsstufe q indestens 99,6%. Die aus den Peakfl;ichen bestimmten 

Werte ohne Beriicksichtigung von Boc-Abspaltung sind in Tabelle I angegeben. 

Uhter Variation der Bedingungen sollte es mijglich sein, die Boc-Abspaltung 

vijllig zu unterdrticken. Danu w&-e die Bestimmung von O,l% nicht umgesetzten 

Aminogruppen noch mit groRer Genauigkeit dglich. Die Analysen wurden jeweils 

+ Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro ist das C-terminale Pentapeptid von 

Calcitonin M (7). 
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breite ein betrachtlicher Teil der.Empfindlichkeit verloren. 

DIJRCHFUHRUNG DER ANALYSEN 

a) Mit Ninhydrin 

Ein Aminoslureanalysator (Beckman Model1 Unichrom) wurde fiir die Umsatzbestim- 

mung dadurch modifiziert, daB in den Pufferstrom zwischen Saulenauslauf und 

Ninhydrinmischblock ein Injektionsventil geschaltet wurde und eine Reaktions- 

coil (10 m) in einem Athanolbad erhitzt wurde. Die Analysenproben (z.B. 3 mg 

Peptidpolymer vor der Kupplung gelost in lml H20 ,und 30 mg Peptidpolymer nach 

der Kupplung gelost in 0,iml H20 bzw. DMF) wurden in den flieBenden Pufferstrom 

injiziert. Das Probenvolumen lag zwischen 5 und 5Op. Die Fliengeschwindigkeit 

von Ninhydrinlosung und Pufferlosung betrug jeweils 40 ml/h, die Entwicklungs- 

zeit der Ninhydrinfarbe 10 Minuten. Die Farbintensitat wurde bei einer Schicht- 

dicke von lcm im Bereich von 0 - 0,l O.D. registriert. 

b) Mit Fluorescamin 

Mit Hilfe einer Zweikolben Labordosierpumpe (Labotron LDP-II) wurde eine Wasser- 

Aceton Mischung (l:i), nach dem DurchflieBen eines Probeninjektionsventils, mit 

derselben Menge einer Fluorescaminlosung (40mg Fluorescamin in IOOml Aceton) in 

einem Mischblock zusemmengefiihrt und durch die DurchfluRkuvette eines Fluoro- 

meters (Aminco Fluoro-Colorimeter, PrimBrfilter 365 nm, Sekundarfilter 415 run, 

angeschlossen an Philips Recorder PM 8220) mit einer GesamtdurchfluCgeschwin- 

digkeit von 20 ml/h gepumpt. Proben wurden direkt aus der Reaktionsltisung ent- 

nommen und nach entsprechender Verdiinnung mit Methylenchlorid analysiert. AuBer- 

dem wurden die fiir den Ninhydrintest hergestellten Proben verwendet. Das Proben- 

volumen betrug I-5,&1, die Reaktionszeit mit Fluorescamin ca. 30 Sekunden. 
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