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Z~~mntenf~ An den Merrilield-Modellharen Gly-(P)*, Val-(P), Gly-r.Acp-(P) und Val-tzAcg(P) 
wurde unter Standardbedingungen die Geschwindigkeit der Kupplung mit Boc-Gly und Boc-Val fur die 
DCCI- und Nitrophenylester-Methode gemessen. In matrix-Feme sind die Umsatzgeschwindigkeiten 
vorxugsweise durch sterische Hinderung in dem verkniipften Aminosiiurepaar bestimmt, w&end m 
Matrix-Nachbarschaft xudtxlich die Fixierung der StartaminosHure auf der Matrix massgebend ist. Eine 
der Reaktion vorgeschaltete Diffusionsperiode ftlr die Kupplungskomponente erhiiht die Umsatzrate 
nicbt. Die Adsorptionsmetbode fubrt bei vergleichbaren Molverhfiltnissen und Konzentrationen 
gegentiber der iiblichen MerriIield-Tecknik xu teilweise schlechteren Kupplungsausbeuten. 

Abstract- Gn the Merrifield-model-resins Gly-(P)*, Val-(P), Gly-~Acp-(P) and Val-eAcp(P) the rate cf 
coupling with Boc-Gly and Boc-Val was measured for the DCCI- and nitrophenylester-method under 
standard conditions. In matrix-distance the reaction rates are preferentially determined by steric hindrance 
in I Iu combined amino acid pair, whereas in matrix-vicinity the attachment of the first amino acid to the 
resin is essential in addition A diffusion period of the coupling component prior to the reaction does not 
raise the yields. The adsorption method results in partially worse yields of coupling, using conditions of 
molar ratio and concentration comparable with the usual Merrilield’s technique. 

BEI DW Merrifield-Synthese werden die Umsatzraten von einer Vielzahl chemischer 
und physikalischer Faktoren beeinflusst, deren Kenntnis eine wesentliche Vorausset- 
zung fiir die kritische Abschltzung der erreichbaren Sequenzlingen ist. Trotz 
zahlreicher experimenteller Erfahrungen auf diesem Arbeitsgebiet ’ wurden bisher 
verhiltnismassig wenig kinetische Versuche durchgefiihrt, die Aufschluss fiber 
derartige Einfltisse geben. 

Erste Geschwindigkeitsmessungen an Merrifield-Harzen ftihrten Gut und Rudin- 
ger’ fir die Kupplung mit Nps-Aminoslure-N-hydroxysuccinimidestem aus, wobei 
sie unterschiedliche Reaktivitslten an den Reaktionszentren des Tragerharzes 
nachwiesen. Ein VergJeich der Umsatzraten zwischen der N-Hydroxysuccinimidester- 
und der DCCI-Methode wurde von Weygand und Obermeier’ vorgenommen. Durch 
kinetische Messung bei der DCCI-Methode zeigten Esko et ~1.~ den Einfluss sterischer 
Faktoren in der Carboxylkomponente auf die Geschwindigkeit der Peptidkupplung. 
Die unterschiedlichen Reaktivitaten der Kupplungskomponenten unter Standard- 
bedingungen der Merrifield-Synthese wurden von Ragnarsson et aL5 durch gleich- 
zeitige Umsetzung von vier verschiedenen Boc-Aminosiiuren mit einem Aminoacyl- 

l Abkilrxungen nach den Regeln der IUPAC-IUB-Commission on B&hem. Nomenclature. 2. 
physiol. Chem. 348, 256 (1967). Dart&r hinaus wurden folgende Abkiirxungen benutxt: DCC I = N,N’- 
Dicyclohexylcarbodiimid; (P) = polymerer TrHger; DMF = Dimethylfotmamid. 
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Harz besttitigt. Wie durch Karlsson, et ~1.~ ebenfalls an Modellsystemen nachgewiesen 
wurde, liegen die Reaktivitgten bei der Nitrophenylester-Methode grunddtzlich 
niedriger als bei der Arbeitsweise mit DCCI. Bodanszky und Bath’ bestimmten durch 
Messung der Halbwertszeiten fiir Reaktionen mit verschiedencn aktiven Estem die 
Reaktivittitsabstufungen in homogener und heterogener Phase. Mit der Bildung von 
Rumpf- und Fehlsequenzen befasstcn sich Bayer und Hagenmaiers-lo eingehender. 
Sie schlugen zur Erhijhung der Kupplungsgeschwindigkeiten und Verminderung der 
schwer isolierbaren Fehlsequenzen modifizierte TrPger vor. Am Modellpeptid 
(Leu-Ala), wurde such der Einfluss der Kettenltinge auf sterische Hinderungseffekte 
untersucht l1 und ein Abfall der Kupplungsausbeuten bei fortschreitender Synthese 
registriert. Den Einfluss der TrHgerstruktur auf den Peptidbindungsschritt unter- 
suchte Losse’ 2 an verschiedenen makropor&en Harzen. 

Die Kupplungsausbeuten bei der Festphasen-Synthese hiingen somit auf Grund 
sterischer Effekte wesentlich von der Struktur der zu verkniipfenden Aminotiuren 
sowie dem Kupplungsort innerhalb der matrixgebundenen Peptidkette ab. Urn 
diese Verhtiltnisse systematischer zu erkunden, haben wir an vier Modellharzen 

GUY-(P) (Beladung: 0.244 mMo1 Gly;g Gly-(P)) 
Val-(P) (Beladung: 0.261 mMol Valig Val-(P)) 
Gly-~Acp-(P) (Beladung: 0.144 mMo1 Gly-EAcp;g Gly-~Acp-(P)) 
Val-EAcp-( P) (Beladung : Q 140 mMo1 Val-EAcpig Val-&Acp-(P)) 

die Umsatzgeschwindigkeitcn und maximalen Umsatzraten fiir die Kupplung mit 
Boc-Gly und Boc-Val, d.h. mit sterisch differenzierten Aminotiuren, in unmittelbarer 
Matrixnahe (Gly-(P): Val-(P)) sowie in grtisserem Abstand vom Festkijrper (Gly- 
&Acp-(P) : Val-EAcp-(P)) unter Anwendung der DCCI- und der Nitrophenylester- 
Methode gemessen. Ausserdem wurden eine Reihe weiterer fiir die Festphasentechnik 
relevanter Faktoren wie Liisungsmittel- und Diffusionseffekte untersucht. Urn 
zwischen den verschiedenen Systemen vergleichbare Werte zu erhalten, erfolgten 
alle Versuche unter Standardbedingungen mit 3 Aquivalenten Boc-AminosHure und 
3 Aquivalenten DCCI (bzw. 3 Aquivalenten Boc-Aminotiure-p-nitrophenylester) je 

TALIELLEI. ~hK~ONscBsCH~lOKVON~-~NOSjiURENMIT~OACYL-POLYSTYROLHARZBN 
(x,, bezogen auf die Aminoslurebeladung des Ausgangsharzes) 

Boc-Gly + 

GlY-(P) 

Kupplungs- Kupplungs- 

methode 7eit 
~- 

10 min 

30 min 

DCCI lh 

in CH,CI, 4h 

16 h 
Nachkuppl. 

16 h 

73.9 (30.0)* 

78.8 (41.2)’ 
82.4 (52.5)’ 

89.4 (802)’ 
93.4 (87.0). 

94.9 (93.2)* 

Boc-Gly + 

Val-(P) 

Boc-Val + 

GlY-(P) 

72.1 87.6 

14.7 92.2 

16.3 94.4 

81.9 96.0 

85.1 968 

92.5 91.4 

Boc-Val + 

Val-(P) 

as.7 

901 
92.3 

95.8 

96. I 
91.1 

p-Nitro- 16 h 81.7 79.5 92.1 64.6 

phenylester 
in DMF Nachkuppl. 87.2 87.4 93.2 79.6 

16 h 

l Die Reaktion wurde in DMF statt CH,CI, durchgefiihrt. 
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harzgebundenes Equivalent Aminosiiure (bzw. Dipeptid) in 0.1 m Losung. Als 
analytische Methode zur quantitativen Umsatzbestimmung diente die Dorman- 
Variante mit Pyridinhydrobromid, die sich nach unseren friiheren Untersuchungen l3 
unter den chemischen Methoden als besonders leistungsfahig erwiesen hatte. 

TAWLLE~. RE~K~ON~~E~CH~~GKVONBOC-AMINOSKURENMTPBPTID~-WLY~OLHARZEN 
(%. bezogen auf die Peptidbeladung des Ausgangsharzes) 

Kupplungs- Kupplungs- Boc-Gly + Boc-Val + Boc-Gly + Boc-Val + 

methode zeit Gly-EAcP(P) Gly-EAcP(P) Val-cAcp(P) Val-cAcp(P) 

10 min 

30 min 

DCCI Ih 

in CH,CI, 4h 

16 h 

Nachkuppl. 
16 h 

86.3 80.8 47.5 25.2 

87.5 86.3 55.7 39.5 

90.8 88.8 67.0 51.2 

93.7 92.3 80.4 72.1 

93.6 92.0 91.1 82.6 

93.9 92.3 97.1 94.9 

pNitro- 16 h 83.4 78.8 22.4 15.8 

phenylester 
in DMF Nachkuppl. 87.8 85.2 65.7 30.7 

16 h 

Den Umsatzverlauf der acht miiglichen Kupplungskombinationen zeigen die 
Tabellen 1 und 2. Daraus ergeben sich folgende Aussagen : 

1. In Matrix-Feme (Gly-cAcp-(P) und Val-sAcp-(P)) wird unter diesen Standard- 
bedingungen die Kupplungsgeschwindigkeit mit DCCI nur durch sterische Hinderung 
in dem zu verkntipfenden AminosPurepaar bestimmt, d.h. N-terminales Glycin ist 
reaktionsfahiger als N-terminales Valin. Andererseits verhllt sich Boc-Gly als 
Carboxylkomponente reaktiver als Boc-Val. Daraus resultiert die Reaktivitiitsab- 
stufung 

Boc-Gly + Gly-&Acp-(P) > Boc-Val + Gly-eAcp(P) > Boc-Gly + Val-cAcp(P) 

> Boc-Val + Val-sAcp(P). 

Das entspricht den tiblichen, such die homogene Phase betreffenden Beobachtungen. 
2. In Matrix-Nachbarschafi (Gly-(P) und Val-(P)) ist in Ubereinstimmung mit 

bisherigen Erfahrungen ftir den Verlauf der Peptidbildungsreaktion offenbar die 
durch die Anesterung erfolgte sterische Placierung der ersten Aminodure massgebend. 
Glycin kann an der Matrix such in Positionen lixiert werden, die fur die nachste 
Aminoslure schwerer erreichbar sind, wahrend von dem voluminosen Valin bei der 
Anesterung von vomherein mehr exponierte Stellen der Matrix besetzt werden. 
Hierdurch wird unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der Tatsache, dass Boc-Gly 
gegeniiber Boc-Val wiederum die reaktivere Carboxylkomponente darstellt, die 
Reaktivitatsabstufung 

Boc-Gly + Val-(P) > Boc-Val + Val-(P) > Boc-Gly + Gly-(P) > Boc-Val + Gly-(P) 

erkllrt. Damit hangen bereits in einfachen Modellsystemen die Kupplungsraten 
stark von der Art der Aminosiuren und dem Kupplungsort ab. 

23F 
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3. In DMF erfolgt die Kupplung mit DCCI langsamer als in Methylenchlorid, 
was auf die bevorzugte Acylhamstoflbildung in DMF zuriickzuftihren ist.14 Die 
Nitrophenylester-Methode erfordert in Ubereinstimmung zu l.~.~ grundtitzlich 
liingere Reaktionszeiten und liefert niedrigere Kupplungsausbeuten als die DCCI- 
Methode. 

4. Selbst unter den gtinstigsten der hier angewandten Bedingungen sowie 
Wiederholung des Kupplungsschrittes wird niemals ein anniihemd vollstindiger 
Umsatz erreicht. Die DCCI-Methode liefert fur alle untersuchten acht Kupplungs- 
kombinationen bei Nachkupplung, d.h. insgesamt 32 Stunden Reaktionszeit, eine 
mittlere Kupplungsrate a von 95.0 “/, die Nitrophenylester-Methode entsprechend 
von 77.1 y* Ftir die theoretische Gesamtausbeute P ( %) eines in n Kupplungsschritten 
aufgebauten Peptids ergeben sich nach P = (a/100)“* 100 die in Tabelle 3 aufgefiihrten 
Daten. 

TALWU 3. THBOWIISCHE GESAMTAWjIlWlB (“h BBI n KUPPLUNOS- 

SCHRITTEN 

q5 10 20 50 loo 

95.0 (DCCI-Methode) 11.4 59.9 35.8 7.1 @6 
77 1 (pNitro 272 74 0.6 - - 

phenylster- 

Methode) 

Die Werte zeigen, dass durch Merrilield-Technik nur Peptide begrenzter 
Sequenzlange aufgebaut werden sollten, um einheitliche, delinierte Endprodukte 
isolieren zu konnen. Dies gilt such ftir Reaktionsftihrungen, in welchen uberschuss 
und Konzentration der Kupplungskomponenten sowie die Reaktionszeit gegentiber 
unseren Standardbedingungen weiter erhiiht sind. 

In Tabelle 4 und 5 sind ffir die acht Kupplungskombinationen Umsatzraten 
angeffihrt, welche (a) unter Standardbedingungen, (b) unter gleichen Bedingungen, 
aber Csttindiger Einwirkung der Boc-Aminoslure auf das Ham vor Reaktionsbeginn 

TABBLLB~. ~~o~~H~I~~VONBOC-AYMOJ;JURBNYTT~A~-POLYJ 

BBIVORHERIGER DWTWWJNBZW.biDsOrpnON 

(%, kzogen auf die Aminosiiurebeladung des Ausgangsharzes) 

Kupplungsbedingungen 
(DCCI in CH,CI,) 

Kupplungs- Bee-Gly + Boc-Val + Boc-Gly + Bee-Val + 
zeil Gly-(P) Gly-(P) VaW4 VayP) 

a. Standardbedingungen (ohne 
Diffusionszcit) 

b. 4 h Diffusionszeit 
c. 4 II Adsorptionszcit 

10 min 139 72.1 87.6 857 
10 min 74.8 708 92.8 83.6 
10 min 64.7 62.5 923 79.1 
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TAIIELIB 5. &AKTIONSG~wINDlGKlUT VON &X-thlNti~ YIT &PYIDYL-PoLY!+TYROLHARzm EEI 

vommnmu DIFFUSION BZW. ADSORPTION 

( %, bczogcn auf die Peptidbeladung des Ausgangsharxes) 

Kupplungsbedingungen Kupplungs Boc-Gly + Boc-Val + BooGly + Boc-Val + 

(DCCI in CH,CI,) xeit Gly-&Acp-(P) Gly-eAcg(P) Val-sAcp(P) Val-EAcp-07 

a. Standardbedingungen 
(ohne Diffusionszeit) 10 min 863 80.8 475 25.2 

b. 4 h Diffusionszcit IO min 89.8 82.9 49.5 27.5 

c. 4 h Adsorptionszeit 10 min 89.9 84.7 51.2 27.2 

(Diffusionszeit) und (c) unter gleichen Bedingungen, Csttindiger Einwirkung der 
Boc-Aminosaure auf das Hat-z sowie anschliessende Entfernung des tierschusses 
durch Absaugen und Auswaschen vor Reaktionsbeginn (Adsorptionsmethode”) 
erhalten wurden. Gemessen wurde die Anfangsperiode nach 10 min Reaktion, wo 
Diffusions- und Konzentrationsetfekte in der Matrix besonders hervortreten sollten. 
Man erkennt, dass eine vorgeschaltete Diffusionsperiode die Kupplungsausbeuten 
nicht merklich beeinflusst. Die Diffusion der Boc-Aminosluren in das Harz ist 
damit ftir die Gesamtreaktion nicht geschwindigkeitsbestimmend. Die Adsorptions- 
methode zeigt in vielen Fallen annahernd dieselben Kupplungsraten wie bei den 
entsprechenden Versuchen ohne Entfemung der tiberschtissigen Boc-Aminoduren. 
Ftir die Peptidbildung muss daher die Konzentration der an der Matrix adsorbierten 
Kupplungskomponente geschwindigkeitsbestimmend sein. Sofern das Adsorp 
tionsgleichgewicht stark zugunsten des matrixgebundenen Anteils liegt, kann 
iiberschiissige Boc-Aminodure vor Reaktionsbeginn abgetrennt werden, ohne dass 
Ausbeuteverluste auftreten. Allerdings triftt dies nicht generell zu. Wie die Versuche 
an Gly-(P) zeigen, kann in bestimmten Systemen der Waschvorgang ausreichen, urn 
die Boc-Aminosiurekonzentration in der Matrix derart zu reduzieren, dass niedere 
Kupplungsraten resultieren. 

TABELLE 6. AUSGANGSWERTE DER AMINOACYL-BZW, DIPEPI~DYL-HARZE 

Harx 

GlYiP) 
Val-(P) 

Gly-EAcP(P) 

Val-sAcp(P) 

Chlorgehalt vor Anesterung Aminotiurebeladung nach Anesterung 

% mMol;g Harz mMol/g Harx 

4.22 I.20 0244 

3.19 091 @26l 

3.01 086 0144 

3.0 I 0.86 @I40 

EXPERIMENTELLER TEIL 

1. Boc-G/y(Schmp. 88-89”) und BOC-DL-VaI(8chmp. 118-120’) wurden nach E. 8chnabel,r6 Boc-Gfy-ONp 
(Schmp. 71”) und Boc-DL-VaCONp (Schmp. 85-87”) nach E. Sandtin r’ dtinnschichtchromatographisch 
rein gewonnen. 

2. Boc-Dipeptida Zur Darstellung von Boc-Gly-~Acp und BOC-DL-VU/-.x&p wurde von sAcpOB+HCIrs 
ausgegangen. Nach Freisetzung des Esters mit Triitthylamin/Methylenchlorid (1 :l) erfolgte Kupplung der 
Boc-Amino&men mit DCCI in CH,CI, und danach Verseifung mit In NaOH in Dioxaa BooGly-sAcp : 
Schmp. 85-86”. (Gef: C, 54.59: H. 8.31: N, 9.73. C,,H2*N,0, erfordert: C, 54.17: H, 8.34: N. 9.73%). 
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Boc-Lx-Val-&Acp: Schmp. 156158’. (Gef: C, 58.21: H, 9.25: N, 8.31. C,,Ha,N,O, erfordert: C, 58.18: 
H, 9.10: N, 8.48 “/,). 

3. Aminoocyl- brw. Dipeptidyl-Polystyolharze. Merrifield-Harz (2% mit Divinylbenzol qucrveroctzt : 
Komgre+e 30-80 pm; Qucllung in CHzCI, 328 ml/g) wurde mit 85-pro2 MonochlordimethyMther und 
SnCI, chlormethyliert’9 sowie mit der bctretknden Boc-Aminosiiure bzw. dem Boc-Dipeptid in AthanoI 
vcrester119 (vgl. Tabelle 6). Die Deblockierung da Aminofunktion erfolgte mit Trifluoressigsiurel 
Methyknchlorid ( 1: 1). z” Der Anesterungsgrad wurde mit Pyridinhydrobromid bestimmt (s. 5. Umsatz- 
bestimmung) . 

4. Kupplungaeokion. Allc Rmktionen wurden in G3-Glasfrittee (Volumen 80 ml) mit Absaugvorrich- 
tung” durchgefti. Die Durchmischung der Reaktionskomponenten erfolgte durch Vibration. 

Alle Messpunkte wurden durch EinzelansiItze von je @3-l g Han ermittelt. Fiir alle Quellungs- und 
Waschvorglnge wurde das Harz mit jeweils 10 ml L&ungsmittel/g 5 min geschfittelt. Das MolverhHltnis 
DCCI :harzgebundene NH,-Gruppen betrug in alkn FHlkn 3 :l. 

a. StMdard-Kupplungsbedingungen 1. Zweimaliges Quellen da Harzcs in dem betrefienden Lasungsmit- 
tel der Kupplungsreaktion. 2. Zugabe von 3 jliquivalenten Boc-Aminosiiure in 01 m L&ung und 3 Kqui- 
vaknten DCCI (fest) bzw. 3 Aquivalenten 01 m Boc-AminosBure-nitrophenylester,/DMF. bezogcn auf 1 
Equivalent harzgebundener Aminogruppc. 3. Absaugen nach der betreffenden Reaktionszeit sowie 3 x 
Waschen mit dem Lhsungsmittel der Kupplungsreaktion (CH,CI, bzw. DMF), 3 x i4thanol und 3 x 
DMF (bzw. CH,CI,, wenn die Reaktion in DMF stattfand). 

b. Kupplung mit Diflusionszeit. Die einzige Veriinderung gegenilba den Standardbtdingungen a bestand 
darin, dass feste-s DCCI erst nach Cstiindiger Einwirkungszeit da Boc- Aminoellure auf das Harz zugmet zt 
wurde. 

c. Adsorptionsmethode. Nach der dstiindigen Einwirkungszeit der Boc-AminosHure entsprechend b 
wurde abgesaugt, 3 x mit 10 ml CH,Cl,lg Harz gewaschen und 3 Mok DCCI, bezogcn auf 1 Equivalent 
harzgebundener NH,-Gruppq in 0 1 m CH,CI,-L&sung zugesetzt. Ftlr alk weiteren Operationca g&m die 
Standardbedingungen. 

5. Umsotzbesfimmuq. Die Kupplungsraten wurdcn durch die quantitative Bestimmung freier, nicht 
umgesetzter Aminogruppen nach der Pyridinhydrobromid-Metlmde13 ermittelt. Es wurde wie folgt 
gearbeitet: Schatteln des Harzes (3 min mit jeweils 10 ml,&) 3 x CHsCIs, 1 x 02n Pyridinhydrobromid/ 
CH,C&, 5 x CH,CI,, 8 x DMF, danach 1 x Tri&thylamin,/DMF (1:lO) und 8 x DMF. Im Filtrat und 
den vereinigten Waschlasungen dea Neutralisationsschrittes wurde nach AnsHuem mit In HzSO, zu 
@3+4n LaSung Tritithylaminhydrobromid in einer Konzentration von 002-025 mMolil mit mln 
AgNO, titriert (Elektroden :Ag/AgBr : Hg/Hg,SO,/K,SO,). 

Die Standardabweichung der Bromidtitration betrug @3% (f = 8)” *I3 Jeder Messwert in den Tabcllen 
1,2,4 und 5 stelh den Mittelwert von zwei unabhlngigen Kupplungsanslitzen dar. Die Standardabweichung 
der so ermittelten Kupplungsraten betrug 1.4% v = 32). 

LITERATUR 

* Ubersichtsreferate: J. M. Stewart und J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, Freeman, San 
Francisco (1969): R. B. Merriiield, Aduonces in Enzymol. 32, 221 (1969): G. Losae und K. Neub?, 
Z. Chem IO, 48 (1970): A. Marglin und R. B. Merrilield, Ann Rev. Biochem 39; 84% (1970) 

z V. Gut und J. Rudinger, Proc. ojthe 9th European Pepride Symposium S 185 North-u@@, Amster+m 
(1968) 

I..,., 

3 F. Weygand und R. Obermeier, Z. Na@rsch. fib, 1390 (1968) 
* K. Esko, S Kg&son und J. Porath, Acta Chem Scand. 22. 3342 (1968) 
’ U. Ragnarsson, S Karlsson und B. Sandberg, Ibid. U, 1487 (1971) 
6 S. Karlsson. G. Lindelxrg und U. Ragnarsson, Ibid. 24, 337 (1970) 
’ M. Bcdanszky und R J. Bath, Chem Comm 1259 (1969) 
s E. Bayer, Chem ti Betrieb 20, 193 (1969) 
’ E. Bayer, H. Hagenmaier, G. Jung, W. Parr, H. Eckrtcin, P. Hunziker und R. E. Sievers, Proc. ofthe 1Oth 

Europera Peptide Symposium S. 65 North-Holland, Amsterdam (1971) 
lo E. Bayer, H. Eckstein, K. HIigele, W. A. Ktinig, W. Briining, H. Hagenmayer und W. Parr, J. Am Chem. 

sot. 92. 1735 (19701 
I1 H. Hagenmaier, Tetrahedron Letters 283 (1970) 
‘z A. Losse, Ibid. 4989 (1971) 



Quantitative Untenuchungen zum Peptidbindungsschritt bei der Menifield-Synthese 5829 

I’ G. Losse und R. Ulbrich, Z. Chem. 11,346 (1971) 
I4 N. A. Smart, G. T. Young und M. W. Williams, J. Chem Sot. 3902 (1960) 
I5 K. Esko und S Karlsson, Acta Chem Stand. 24, 1415 (1970) 
I6 E. Schnabel, Liebigs Ann. 702, 188 (1967) 
I’ E. Sandrin und R A. Boisaonnas, Helu. Chfm Actu 45 1637 (1963) 
” M. Rothe und K. Gchrke, Ma&romalekulare Chem 83,1(1965) 
I9 G. Lossc. W. Grenzer und K Neubert, Z. Chem 8, 21 (1968) 
so B. Gutte und R. B. Merrifield, .I. Am Chem Sot. 91,501 (1969) 
” K. Neubert, Dissertation, TU Dresden (1970) 
11 K Doerffei, Statist& in der analytischm Chemie, VEB Deutscha Veriag fti Grundstofflndustrie, 

Leipzig (1966) 


