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Der Erfolg einer stufenweisen Peptidsynthese an polymeren Tridgern (1,2)
ohne Reinigung von Zwischenstufen hédngt wesentlich davon ab, wie weit

sich die Ausbeuten bei den einzelnen Kupplungsreaktionen der 100% Grenze
ndhern., Der Ausarbeitung analytischer Verfahren zur Bestimmung der Kupp-
lungsausbeuten bei Peptidsynthesen kommt deshalb besondere Bedeutung zu.

In den letzten Jahren sind mebere Umsatztests, vor allem fiir die Peptid-
synthese an festen Trédgern, 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 98-100% Umsatz oft zu wiinschen iibrig 1&8t (3). Fiir die Peptidsyn-
these an loslichen Trdgern (2) wurde ein System entwickelt, das auf der
Basis der DurchfluBanalyse unter Verwendung von Ninhydrin (4) oder Fluores-
camin (5) die schnelle, quantitative Umsatzkontrolle erlaubt,

Das Analysenprinzip ist fiir beide Detektionsverfahren dasselbe, Ein kon-
tinuerlich flieBender Losungsmittelstrom, in den ein Probeninjektionsventil
zwischengeschaltet ist, wird mit dem ebenfalls kontinuierlich flieBenden
Reagenzienstrom gemischt und in die DurchfluBkiivette eines registrierenden
Photometers bzw. Fluorometers geleitet. Es wird so eine konstante Basislinie
erhalten, gegen die das Auftreten auch relativ geringer Absorptions- bzw.
Fluoreszenzidnderungen nach Injektion einer Probenldsung mit freien Amino-
gruppen in den Losungsmittelstrom mit grofer Genauigkeit gemessen werden

kann, Da es bei Verwendung des ldslichen Trigers Polydthylenglykol (2)
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mit seinen homogenen Reaktionsorten (6) moglich sein sollte, einen 100%igen
Umsatz der Aminogruppen auf jeder Synthesestufe mit grofier Anndherung zu
erzwingen, interessiert hier bei einer Umsatzkontrolle lediglich, inwieweit
dieses Ziel erreicht ist. Es wird deshalb zur Erhéhung 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 Verhdltnis 1:100 wiirde z.B. Gleichheit der Peakflichen
einem Umsatz von 99% entsprechen. Da beide Detektionsverfahren im unteren
Nanomolbereich arbeiten, liegt die bendtigte Probenmenge fiir eine Analyse

bei maximal 1—2/4M01 Peptidpolymer.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Synthese des Modellpeptids Ala-I1e-Gly-Va1-Gly—A1a—Pro+, fir das auf jeder
Reaktionsstufe die Moglichkeit besteht, die Produktzusammensetzung durch Ionen-
austausch-Chromatographie exakt zu bestimmen (8) wurde an Polydthylenglykol
6000 als Triger unter Verwendung symmetrischer Anhydride durchgefiihrt und die
Kupplungsausbeuten mit Hilfe der beiden beschriebenen Detektionsverfahren ver-
folgt. Beim Ninhydrin-System konnte bereits auf der ersten Kupplungsstufe auf
Grund der unterschiedlichen Ninhydrinfédrbung fiir Prolin und Alanin festge-
stellt werden, daB unter den Bedingungen der Ninhydrinreaktion bei der auto-
matischen Aminosdureanalyse Abspaltung der Boc-Gruppe auftritt, die ca. 1-2%
betrdgt, Bei einer Badtemperatur von 80°C fiir die Reaktionscoil konnte die
Abspaltung auf etwa 0,1% gesenkt werden, aber es war unter den bisher ange-
wandten Bedingungen nicht mﬁglich'sie vollig 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 mindestens 99,6%. Die aus den Peakflichen bestimmten
Werte ohne Beriicksichtigung von Boc-Abspaltung sind in Tabelle 1 angegeben.
Uhter Variation der Bedingungen sollte es méglich sein, die Boc-Abspaltung
vollig zu unterdriicken. Dann wdre die Bestimmung von 0,1% nicht umgesetzten

Aminogruppen noch mit grofier Genaunigkeit mdglich, Die Analysen wurden jeweils

+ Ala-Ile~Gly-Val-Gly-Ala-Pro ist das C~terminale Pentapeptid von
Calcitonin M (7).
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Tabelle 1) Kupplungsausbeuten bei der Synthese des Heptapeptids

Aminos#duresequenz Pro Ala Gly Val Gly Ile Ala

{upplungsstufe 1 2 3 4 5 6

Ausbeuten in % nach
a) Ninhydrinmethode 99,7 99,8 99,8 99,6 99,6 99,8

b) Fluorescaminmethode nicht 99,95 99,95 99,75 99,7 99,85
hestimmt

nach Entfernung nicht trigergebundencr niedermolekularer Stoffe durchgefiihrt,
da bei Verwendung von DCCI zur Aktivierung der Aminosduren héufig eine un-
spezifische Ninhydrinfirbung auftritt. Der Vorteil der Ninhydrinmethode ist,
daB der in jedem Peptidlaboratorium vorhandene automatische Aminosdureana-
lysator hierzu verwendet werden kann,

Die Bestimmung der Kupplungsausbeuten bei der Synthese des Modellpeptids

mit Hilfe von Fluorescamin ergab die in Tabelle 1 angegebenen Werte, Mit
Fluorescamin lassen sich die Bestimmungen auch direkt aus der Reaktiions-
l6sung durchfiihren, Dieses Verfahren bietet sich also durchaus zur zeit-
lichen Verfolgung der Kupplungsreaktion an. Ein weiterer Vorteil der Fluores-
camin-Methode ist die geringe Abhidngigkeit der Fluoreszenzausbeute von der
N-terminalen Aminosdure, Fiir die getesteten Peptide war die relative Fluores-
zenzausbeute jeweils etwa gleich hoch, Vor allem bei lidngerkettigen Peptiden
konnte sich dies als ein Vorteil der Fluorescamin-Methode erweisen.

Bei der chromatographischen Analyse des Rohprodukts, das nach alkalischer
Hydrolyse des Heptapeptidpolymers erhalten wurde, konnte nur das gewiinschte
Heptapeptid nachgewiesen werden, was auf die Verldflichkeit des Bestimmungs-
verfahrens schlieBen 1#Bt. Die Aminosdureanalyse ergab fiir das Heptapeptid
folgende Zusammensetzung: Pro 1,00; Gly 1,98; Ala 1,96; Yal 1,00; Ile 1,00,
Das beschriebene Verfahren nutzt die hohe Empfindlichkeit und Spezifitédt

der beiden Detektionsmethoden auf Grund der guten Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse €011 aus., Bei manueller Durchfilhrung der Ninhydrin- oder Fluores-

caminreaktion in diskreten Froben geht durch die auftretende grofie Fehler-~
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breite ein betridchtlicher Teil der Empfindlichkeit verloren,

DURCHFUHRUNG DER ANALYSEN

a) Mit Ninhydrin

Ein Aminosdureanalysator (Beckman Modell Unichrom) wurde fiir die Umsatzbestim-
mung dadurch modifiziert, daB in den Pufferstrom zwischen Sdulenauslauf und
Ninhydrinmischblock ein Injektionsventil geschaltet wurde und eine Reaktions-
coil (10 m) in einmem Athanolbad erhitzt wurde. Die Analysenproben (z.B. 3 mg
Peptidpolymer vor der Kupplung gelost in iml H20 und 30 mg Peptidpolymer nach

der Kupplung gelost in 0,1iml H O bzw, DMF) wurden in den flieBenden Pufferstrom

2
injiziert, Das Probenvolumen lag zwischen 5 und SQ/Q. Die Flieflgeschwindigkeit
von Ninhydrinlosung und Pufferlésung betrug jeweils 40 ml/h, die Entwicklungs-
zeit der Ninhydrinfarbe 10 Minuten. Die Farbintensitdt wurde bei einer Schicht-

dicke von icm im Bereich von O - 0,1 0.D. registriert,

b) Mit Fluorescamin

Mit Hilfe einer Zweikolben Labordosierpumpe (Labotron LDP-11) wurde eine Wasser-
Aceton Mischung (1:1), nach dem Durchfliefien eines Probeninjektionsventils, mit
derselben Menge einer Fluorescaminlosung (40mg Fluorescamin in 100ml Aceton) in
einem Mischblock zusammengefithrt und durch die Durchflufikiivette eines Fluoro-
meters (Aminco Fluoro-Colorimeter, Primdrfilter 365 nm, Sekundirfilter 415 nm,
angeschlossen an Philips Recorder PM 8220) mit einer GesamtdurchfluBgeschwin-
digkeit von 20 ml/h gepumpt. Proben wurden direkt aus der Reaktionslosung ent-
nommen und nach entsprechender Verdiinnung mit Methylenchlorid analysiert. Auller-
dem wurden die fiir den Ninhydrintest hergestellten Proben verwendet, Das Proben-
volumen betrug 1—5#1, die Reaktionszeit mit Fluorescamin ca. 30 Sekunden.
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