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Zusannnenfassung-In den Modellsystemen Gly-(P),* VaI-(P) und (VaI-Acp).-(P) wurden die DCCI- 
Kupplungsraten mit Boc-Gly und Boc-Val-Acp fur Merrifleld-Harze und 8% quervernetzte makropor/Sse 
Harze quantitativ bestimmt sowie der Einfluss beider Tr~igertypen auf die Peptld-Kettenverlangerung 
untersucht. Weiter wurde der Syntheseverlauf der Eledolsin-Teilsequenz Lys-Phe-Phe-Gly-Leu-Met- 
NH2 an beiden Polymeren anhand analytischer Daten verglichen. Die Resultate zeigen die Eignung 
schwach quervernetzter makropor/Sser Harze als Trfiger fhr die Festphasensynthese von Oligopeptiden 

Abstract--On the model systems Gly-(P), VaI-(P) and (Val-Acp),-(P) the DCCI coupling rates with 
Boc-Gly and Boc-Val-Acp on Merrifield-resms and 8% crosslinked macroporous resins were deter- 
mined quantitatively and the influence of the two supports on the rate of peptide chain lengthening 
investigated. Furthermore the course of each synthesis on the two polymers of Eledolsm partial se- 
quence Lys-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 was compared by analytical control. The results show, that 
macroporous resins with a low degree of crosshnking are statable supports for the solid-phase-synthesis 
of oligopephdes. 

Die Festphasensynthese nach Merrifield wird 
heute in weiten Bereichen der synthetischen 
Eiweisschemie angewendetJ  -7 AIs feste, unl6sliche 
Tr~iger dienen hierzu in der Regel gelpor6se, 1-2% 
mit Divinylbenzoi quervernetzte Polystyrolharze,  
die mit 0 .8-2 .0m ,~quivalenten Chlormethyl- 
gruppen pro g Harz  zur Bindung der wachsenden 
Peptidkette substituiert werden. 

Mit dem Ziel, die physikalischen oder  chemi- 
schen Eigenschaften des Tr~igers zu verbessern, 
wurden zahlreiche Varianten dieses Grundtypes  
vorgeschlagen. Ausser  anderen Polymerisations- 
und Kondensationsprodukten sind auf der Basis 
Polystyrol-Divinylbenzol auch Popcorn-Poly- 
merisate, ~ Schalenharze 8-~° und makropor/Sse 
Harze  1~-13 erprobt worden. Fi ir  bestimmte peptid- 
chemische Fragestellungen wurden weiterhin 
zielgerichtete ,~nderungen der Ankergruppe vorge- 
nommen?. 7 

Unter  den genannten Grundharzen weisen die 
makropor/Ssen (makroretikularen) Harze  gegen- 
fiber gelpor'6sen Harzen eine h6here effektive 
Obertl~iche und leichtere ZugS.nglichkeit ihres 
Porengeriistes fiir griSssere Molekiile sowie eine 

*Abkurzungen nach den Regeln der IUPAC-1UB- 
Commission on Biochem. Nomenclature. Hoppe-Seyler's 
Z. Physiol. Chem. 348, 256 (1967), J. Biol. Chem. 247, 
977 (1972); Wettere Abkurzungen: DCCI = N,N'- 
Dicyclohexylcarbodiimid; CDI = Carbonyldiimidazol; 
DVB = Divinylbenzol; (P)= Merrifield-Tdiger; (mP)= 
makroportiser Tr'~ger; Acp = ~-Aminocaprons~iure; 
TFA = Tnfluoressigs~ure; EtaN = Tri~ithylamin 

erhiShte physikalische Stabilifiit auf. Sie erlauben 
ein schnelles Eindiffundieren der Reaktanten, ohne 
dass die Harzstruktur wie bei den gelportisen Haro 
zen vorher durch Quellen aufgelockert zu werden 
braucht. Hieraus ergibt sich weitgehende Unabh/in- 
gigkeit der  Porenstruktur und damit der  r/iumlichen 
Verh~iltnisse an den Reaktionszentren von L6sungs- 
mitteleffekten. Der  Einsatz dieser Harze in der 
Festphasensynthese erlaubt daher die zus[itzliche 
Anwendung polarer, nicht quellender L6sungs- 
mittel, die fiir An- und Abtransport  der ionogenen 
Reaktanten besonders geeignet sind. Ein Nachteil  
der makroporSsen Harze ktinnte demgegeniiber in 
der Inhomogenitiit der  Poren und der statistischen 
Porengrtil3enverteilung liegen. 

Makropor/Sse Harze  sind bisher in der  Fest-  
phasen-Peptidsynthese vereinzeit zum Aufbau von 
Oligopeptiden herangezogen worden. 1H3 Quanti- 
tative Versuche zum Reaktionsablauf an diesen 
Harzen im Vergleich zur originalen Arbeitstechnik 
nach Merrifield liegen bisher mcht vor. 

Anhand von Modellversuchen zur Anesterungs- 
reaktion TM wie auch zurn Peptidbindungsschritt  s 
konnte friiher gezeigt werden, dab aus einer Aus- 
wahl mehrerer  rnakroporSser Harze  der schwach 
quervernetzte Typ (mP, Tabelle 1) beziiglich Diffu- 
sionsgeschwindigkeit der Kupplungskomponente 
sowie der Umsatzraten bei der  Kupplungsreaktion 
fiir die Festphasensynthese die giinstigsten Eigen- 
schaften besitzt. 

Dieser  Typ  wurde nun ausfuhrlicher auf seine 
Einsatzfiihigkeit als Trggersubstanz getestet. 

Tabelle 2 zeigt zun/ichst die Umsatzraten von 
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Tabelle 1. Physikalische Eigenschaften von Merrifield- und makropori~sem Harz 

Typ 

Quer- Ge- Poren- Quel- 
ver- RiJtt- saint- mittl, radms- spez. lung 

netzung Korn- volu- poren- Poren- be- Ober- in 
mit DVB gr6sse men volum, radius reich flhche CH2CI2 

% mm ml/g ml/g ,~ ,g. m2/g ml/g 

Merri- 
field- 
Harz (P) 

Makropo- 
rbses 
Harz (mP) 

2 0.02-0.08 1 - 6 3  . . . .  5.28 

8 0.1-0-3 5.05 1.282 1630 630- 20.45 7.45 
3900 

Tabelle 2. Kupplung von Aminoacylharzen mit Boc-Gly (Kupplungs- 
raten in % bezogen auf Aminosiiure-Beladung. Molverh~Utnis Boc-Gly : 

DCCI : harzgeb. Aminosiiure = 3 : 3 : 1 m0.06 moi CH2CI2 

Zeit 

Gly-(P) Gly-(mP) VaI-(P) Val-(mP) 
0-17 mMol 0.15 mMol 0.20 mMol 0.2 mMol 
Gly/g Harz Gly/g Harz Val/g Harz Val/g Harz 

30 Min. 88.0 81. l 96.8 91-4 
2 Std. 89.0 86.2 97.7 95-0 

16 Std. 93.6 92.0 98.0 96-0 

Boc-Gly mit substituierten Harzen beider Typen. 
Diese wie auch die weiteren Mefiwerte wurden 
dutch Bestimmung der freien, nicht acylierten 
Rest -NHz-Gruppen nach der Dorman-Variante 15 
mit Pyridin-Hydrobromid TM erhalten. 

Man erkennt, class bei Peptidkniipfung in un- 
mittelbarer Matrixniihe, wo sterische Hinderungs- 
effekte des T r i e r s  besonders deutlich hervortreten, 
der  makropor~ise Tdiger  dem Merrifield-Harz kaum 
nachsteht. 

Fi ir  den Aufbau grrBerer Peptide an makro- 
por rsen  Harzen ist vor allem die Zug~inglichkeit 
des N-terminalen Endes der laufend wachsenden 
Peptidkette im Poreninneren durch die verschiede- 
nen Kupplungskomponenten sowie die Aufnahme- 
kapazit~it des gesamten Porenspektrums fiir die 
aufzubauende Peptidsequenz yon Bedeutung. Um 
diese Verhiiltnisse experimentell zu iiberpriifen, 
wurde vergleichend an beiden Harzen die Sequenz 
Gly-(VaI-Acph unter Standardbedingungen und 
analytischer Kontrolle aufgebaut. Ausgangsmaterial  
waren wiederum die in Tabelle 1 angefiihrten 
Grundharze,  welche mit Boc-Vai-Acp entsprech- 
end den in Tabelle 3 angefiihrten Daten verestert  
wurden. 

Tabelle 3. Ausgangswerte von Valyi-~- 
Aminocaprylsiiureharzen 

Chlorgehalt Dipeptidbeladung 
Typ mMol/g Harz mMol/g Harz 

(P) , 1.70 0.45 
(raP) 1-81 0.46 

Anschliessend wurde dreimal mit Boc-Val-Acp 
und schliesslich mit Boc-Gly zum harzgebunde- 
nen Nonapeptid gekuppelt. Die N-terminale 
Komponente diente zur Erkundung einer fiir die 
Peptidchemie typischen Kupplungssituation in 
Matrixferne sowie zur besseren analytischen 
Charakterisierungsmrglichkeit  der  Sequenzl~inge. 
Die so erreichte Kettenl~nge yon c a  50,~ entspricht 
der  eines a-Aminosiiure-tetradecapeptides bei voll 
gestreckter Peptidkette. 

In Tabeile 4 sind die Umsatzraten fiir die einzel- 
nen Kupplungsstufen, bezogen auf die Ausgangs- 
beladung des Harzes  an Peptid, wiedergegeben. 
Danach tritt an beiden Harzen im ersten Kup- 
plungsschritt ein gr~iBerer Abfall ein, bedingt durch 
die sterische Hinderung der Matrix nahe am 
Kupplungsort. 

Hier  sind die Aminogruppen einer Weiterver- 
15~ngerung zun~ichst nicht vollzS_hlig zug'~inglich. Mit 
zunehmendem Abstand v o n d e r  Matrix vermindern 
sich die Abfalle deutlich auf 1.2% (Merrifield- 
Harz) bzw. 2.7% (makroporrses  Harz). Bei der  
abschlieBenden Kupplung mit Boc-Gly werden 
Umsatzraten..gemessen, die h rhe r  liegen, als das 
verfiigbare Aquivalent-Angebot  der  zu ved~n- 
gernden Sequenz (Val-Acph-(P).  Daraus folgt, 
dab hier Rumpfsequenzen vorausgegangener Kup- 
plungsschritte, vor allem die des I. Schrittes durch 
Boc-Giy, zus~itzlich mit acyliert  werden. 

Diese bei Boc-Gly gegeniiber Boc-VaI-Acp 
erh~hten Umsatzraten diirften weniger auf Matrix 
abh~agige Faktoren als vielmehr auf die hrhere  
Aktivit~t von Boc-Glycin als Carboxylkompo- 
nente zuriickzufiihren sein. Boc-Glycin mit or- 
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Tabelle 4. Umsatzraten bei der 4-stufigen Kupplung von VaI-Acp-(P) und Val- 
Acp-(mP) mit Boc-Val-Acp und Boc-Gly. (Molverhiiltnis Kupplungskompo- 

nente: DCCI : harzgebundener Aminos~ure = 3 : 3 : 1 in 0.1 tool CHsCI2) 

Amlnosiiuresequenz 

Umsatzrate in % 
Kupp- 
lungs- VaI-Acp-(P) 
stufe 0.45 mMol = 100% 

VaI-Acp-(mP) 
0.46 mMol = 100% 

VaI-Acp 100 100 
(9.2) 

Boc-(Val-Acp)2 1 91-8 89-6 
(1.1) 

Boc-(VaI-Acp)z 2 90-7 83.7 
(1.2) 

Boc-(Val-Acp)4 3 89"5 81 "0 
Boc-Gly-(Val-Acp)4 4 93.8 87-0 

(10.4) 

(5.9) 

(2.7) 

s t~d iger - I -Gruppie rung  (pKI = 2.54) liefert mit 
D C C I  ein reaktiveres Addit ionsprodukt  als Boc- 
Val-Acp (pK1 ~ 4). 

Nach Abspaltung der  Nonapept ide von ihren 
Tr~igern mit H B r F F F A  in 63% bzw. 78% Ausbeute  
ergaben sich die in Tabelle 9 angefiihrten Daten. 

Ausgehend von diesen Modelluntersuchungen 
wurde das makropor6se Harz  (Tabelle 1) zum Auf- 
bau des verktirzten Eledoisinanalogen Lys-Phe- 
Phe-Gly-Leu-Met-NH~ herangezogen, dessen 
biologische Aktivit~t in der  Grtissenordnung des 
natiirlichen Undecapept ides  liegt? ~ Eledoisin und 
zahlreiche seiner verkiirzten Analogen sind im 
Rahmen yon Struktur-Wirkungsuntersuchungen 
auf konventionellem Wege synthetisiert worden. TM 

Durch Merrifield-Synthese wurden Eledoisin- 
Analoge yon Zhukova,  19 Halstr6m z° und Norris  ~ 
aufgebaut. 

Die Synthese der vorgesehenen Sequenz wurde 
ebenfalls vergleichend am Merrifield- und makro- 
por~isen Harz ausgefiihrt. D a  eine direkte Vere- 
sterung yon Chlormethylharzen mit Boc-Met 
wegen der Gefahr  der  S-Alkylierung nicht miSglich 
ist, wurden diese nach Bodanszky 2~ in die Hydroxy-  
methylharze iibergefiihrt und die C-terminale 
Aminos~iure mit C D I  angeestert.  (Ausgangsdaten 
siehe Tabelle 5). 

Tabelle 5. Ausgangsdaten der Methionylharze f'tir die 
Synthese des Eledoisin-Hexapeptides 

Ausgangs- Hydroxyl- 
chlorwert gruppen Met-Beladung 

Harz mMol/8 Harz mMol/g Harz mMol/g Harz 

(P) 1.17 1.09 0.18 
(mP) 0.87 0-78 0.15 

Nach Abspaltung der Boc-Gruppe erfolgte dann 
die stufenweise Vediingerung mit den entsprechen- 
den Boc-Aminos~iuren bis zur harzgebundenen 
Sequenz Boc-Lys-(Boc)-Phe-Phe-Giy-Leu-Met-(P 
bzw. raP). 

.lede Kupplungsstufe wurde unter Standard- 
bedingungen mit 3 ,~quivalenten Kupplungskompo- 
nenten und D C C I  in 0.1 mol CH2CI2 ausgefiihrt. 
AIs Lys-N~-Schutz diente ebenfalls die milde ab- 
spaltbare Boc-Gruppe,  wodurch Angdffe auf die 
reaktionsf'6_hige Methionin-Thioiithergruppe bei 
allen Deblockierungsschrit ten ausgeschaltet wer- 
den. Die Abspaltung der Di-Boc-Hexapept ide von 
ihren Tdigern erfolgte mit NH3 in D M F / E t O H  
(1 : 1) nach Meienhofer3 z Tabelle 6 zeigt den Aus- 
beuteverlauf fiir die beiden TrSger und die 5 Kup- 
plungsschritte. 

Im Gegensatz  zu dem in Tabelle 4 wiedergege- 
benen Kupplungsverlauf mit e-Aminocaprons~iure- 
derivaten zeigen sich hier bei den reaktiveren 
Na-Boc-Aminosiiuren als Carboxylkomponenten 
mit steigender Kettenliinge wesentlich schwlichere 
Ausbeuteabf'~ille, wobei das makropor6se Harz 
dem Merrifield-Harz vergleichbar ist. In Tabelle 7 
sind weitere experimentelle Daten fiir das Di-Boc- 
Hexapeptidam:d und in Tabelle 8 fiir das de- 
blockierte Endprodukt  angefiihrt. 

Nach diesen Ergebnissen diirfte die Eignung 
schwach quervernetzter  makroportiser Harze  als 
Tdigersubstanzen fiir den Aufbau von Oligopepti- 
den bis zu c a .  10-15 Aminos~iuren sichergestellt 
sein. Die breitere Anwendung dieser Polymeren 
und umfassendere Priifung ihrer Leistungsf~ihig- 
keit erscheinen angebracht. 

EXPERIMENTELLER TElL 
1. A u s g a n g s s t o f f e .  Boc-Gly (Schmp. 89-91°), Boc-L- 

Val (Schmp. 78-80*), Boc-L-Phe (Schmp. 84-86*) und 
Boc-L-Leu (Schmp:. 81-83 °) wurden ~aeh Schnabel, ~ 
Boe-L-Met (8elbes OI, Schmp. Dicyclohexylammonium- 
salz 139-140 °) naeh Schwyzer 2e und Na,N*-Di-Boc-L = 
Lysin (farbloses 01, Schmp. Dlcyclohexylammoniumsalz 
141-142 °) naeh Hofmann ~7 in chromatographisch reiner 
Form hergesteUt. Fiir Boe-L-Val-Acp wurde yon e- 
Aminocapronsiiure-benzylester-hydroehlorid 2s ausgegan- 
sen. Nach Freisetzen des Esters mit Tri~thylamin/ 
CH2CIz (1: I) und Kuppeln mit Boe-L-Val/DCCI im 
iiquimolaren Verh~ltnis zum Boc-Dipeptidylester wurde 
mit I n NaOH in Dioxan 48 Std. bei Zimmertemperatur 

TET Vol. 29, No. 9- D 
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Tabelle 6. Umsatzraten bei der Kupplung von Met-(P) bzw. (mP) mit Boc- 
Aminos~iuren zum Eledoisin-Hexapeptid (Molverhiiltnis Kupplungskompo- 

nente. DCCI : harzgebundener Aminos~iure = 3 : 3 : 1 in 0.1 mol CH2CI2) 

Ammosauresequenz 

Umsatzraten m % 

Kupp- Met-(P) = Met-(mP) = 
lungs- 0.18 mMol 0-15 mMol 
stufe = 100% = 100% 

Met 100 100 
Boc-Leu-Met 1 98-8 97.8 
Boc-Gly-Leu-Met 2 97.6 97.2 
Boc-Phe-Gly-Leu-Met 3 96.8 96.7 
Boc-Phe-Phe-Gly-Leu-Met 4 96.6 94-3 
Boc-Lys-Phe-Phe-Gly-Leu-Met 5 95.6 93.2 

I 
Boc 

Tabelle 7. Charakterisierung des geschiitzten Hexapeptidamids 

N%N'-Di- Boc-Lys-Phe-Phe- 
Gly Leu-Met-NH2 (P) (mP) Lit. 24 

Reinausbeute 47% bezogen 47% bezogen 
auf0.18 mMol auf0.15 mMol 
Met-(P) Met-(mP) 

Schmp. 229-233 ° 229-233 ° 233-235 ° 

[a]~ ° - 41 o _ 40 ° _ 39 ° 
(c = 0"5,DMF) (c = 0-5,DMF) (c = 0.5,DMF) 

Lys. Phe. Gly : Leu : Met 1.00' 1.91" 1.00: 1.94. 
1.03 : 0.92 : 1-05 : 0.98 : 
0.85 0.80 

Rt-Wert a 0.87 0.87 

C4rH7zO10NsS1 (941.1) 
Ber." N, 11.91 GeE: 11-62 Gef.' 11.60 

aDiinnschichtchromatographie an Silufol UV254, CSSR Laufmittel n-Butanol/ 
Eisessig/Wasser 4:1 : 1. 

verseift. Ausb. 53% d. Th. nach Umkristallisieren aus 
,~ther/Petroliither; C~6Ha0N205 (330-4). (Ber" C, 58-20; H, 
9.10; N, 8.48; Gel: C. 57-99; H, 9.10; N, 8.20%; Re 0.88 
(Silufol UV2~, CSSR; Laufmittel n-Butanol/Eisesstg/ 
Wasser 4:1 : 1).) 

Die Chlormethylierung der Harze erfolgte mit Mono- 
chlordimethyl~ither und SnCI4. ~a Die Hydroxymethyl- 
harze wurden nach Acetylierung des Chlormethylharzes 
durch anschlieBende alkalische Verseifung erhalten 22 
(Tabelle 3 und 5). 

2. Analytische Kontrolle. Fiir die Bestimmung der 
Aminosiiurebeladung des Tr~igers sowie f'tir die bet den 
Kupplungsschritten nicht umgesetzten freien NH2- 
Gruppen mit Pyridinhydrobromid ~e wurden 0-2-0.5 g 
Ammoacyl bzw. Peptidylharz unter Schiitteln im Re- 
aktionsgef'~iss nach folgendem Schema behandelt (10 ml 
LiSsung/g Harz): dretmal mit CH2CI2,je 3 Min.; 0.18 mol 
Pyridinhydrobromid in CH2Ci2, 5 Min., fiinfmal mlt 
CH2CI2, je 3 Min., achtmal mit DMF, je 3 Min. (Priifung 
der letzten Waschl/Ssung auf Bromidfretheit), Neutralisa- 

tion mlt EtaN/DMF (1:9), 5 Min., sechsmal mit DMF,.le 
3 Mm. Die vereinigten Filtrate der Tri~ithylamin-Neu- 
tralisatton und der nachfolgenden Waschlosungen wurden 
m~t 0.01 n AgNO3 potentiometrisch titnert. 

3. Kupplungsverlauf an Gly-(Val-Acp)4-(P bzw. raP). 
Boc-L-Val-Acp-(P bzw. mP) Die chlormethylierten 
Harze (P) und (mP) wurden mit Boc-L-VaI-Acp und 
EtaN im MolverhS.ltnis 1 : 1 : 1 in Essigester (8 ml/g Harz) 
40 Std. bei 80 ° umgesetzt. Die NH2-Gruppenbestimmung 
mit Pyridinhydrobromid ergab die in Tabelle 3 angefiihr- 
ten Werte. 

Boc-Gly-(L-VaI-Acp)-(P bzw. mP). 0.4 g Boc-L-Val- 
Acp-(P bzw. mP) (entsprecl~end 0.180 mMol Dipeptid 
(P), bzw. 0.184 mMol Dipeptid (mP) wurden 45 Min. 
mit 5 ml TFA/CH2CI2 (1.1) zur Abspaltung der Boc- 
Schutzgruppe geschiittelt, nacheinander je dreimal mit 
5 ml CH2Cla, abs. EtOH und DMF gewaschen, die 
Aminogruppen mit 5 ml EtaN/DMF (I 9) (15 Min.) in 
Freihett gesetzt und je dreimai mit DMF und CH2CI2 
gewaschen. Zur Kupplung von VaI-Acp-(P bzw mP) 
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Tabelle 8. Charakterisierung des Eledoisin-Hexapeptidam~ds 

Lys-Phe-Phe-Gly- 
Leu-Met-NHz (P) (mP) Lit. 17 

Reinausbeute 88% bezogen auf 88% bezogen auf 
geschiitztes geschiitztes 
Hexapeptidamid Hexapeptidamid 

Schmp. 164-167 ° 164-167 ° 165-170 ° 

[ a ] g 0  _ 1 8  ° _ 1 8  ° _ 16 ° 
(c = 0.5, (c = 0.5, (c = 0.5, 
50% MeOH) 50% MeOH) 50% MeOH) 

Lys .Phe :Gly -  Leu :Met 1-00.1.81: 1.04:2.00. 
1.01 : 1.01 • 1.03:0.93. 
0.91 0-94 

Rf  -Weft a 0-17 0.17 

C37HsoOoNsSl"2HCl" 
2H20 (849.9) 
Ber.: N, 13.17 Gef.. 12.87 GeL. 12.84 

Btolog. Aktivitht 
(Meerschweinchen- 
ileum) 
Eledotsm-Standard = 
100% 1 1 5 %  1 2 2 %  

"Diinnschichtchromatographie an Silufol UV254, CSSR Laufmittel. n-Butanol/ 
Eisesslg/Wasser 4 .1 .1 .  

wurde Boc-L-Val-Acp sow~e DCCI im 3 mol (Jberschul3 
in 0.1 mol CH2Clz den Harzen zugegeben und 16 Std. 
geschiittelt. Nach der Kupplung wurde je dreimal mit 
CH2C12, EtOH, D M F  und CH2CI2 gewaschen. Im An- 
schlul?, daran erfolgte die Bestimmung der Kupplungsaus- 
beute mit Pyridinhydrobromid (Tabelle 4). Dieser 
Reaktionszyklus wurde dreimal wiederholt, beim vierten 
Schritt entsprechend mit Boc-Gly verfahren. Danach 
wurden die Harze mlt _Athanol und Methanol gewaschen 
und im Vakuum iiber PzO~ und KOH getrocknet. 

Abspaltung des Gly-(L-VaI-Acp)4 yon den Tragern. 
0-4g Boc-Gly(VaI-Acp)4-(P bzw. raP) wurden in 5 ml 
T F A  suspend~ert und unter Schiatteln 90Min. lang 
trockener HBr emgeleitet, je dreimal mlt T F A  und 
CH2C12 gewaschen and die vereinigten Fdtrate be125 ° im 
Vakuum eingeengt. Es verblieb in beiden Fallen ein hell- 
gelbes zahfliassiges O1, das nach verreiben mit abs. fi, ther 
fest wurde. Rohausbeute fur (P) 114mg, entsprech- 
end 63%, bezogen auf0.180 mMol VaI-Acp-(P), ftir (mP): 

144 nag, entsprechend 78%, bezogen auf0.184 mMol Val- 
Acp-(mP). Zweimaliges Umf'fillen aus Eisesslg//~ther 
ergab ein chromatographisch einhettliches Produkt und 
die in Tabelle 9 angefiihrten Daten. 

4. Lys-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NHe. Die Anesterung 
yon Boc-Met an die Hydroxymethylharze (P bzw. mP) 
erfolgte mit CDI  im Molverhiiltnis 1:1:1 28 Std. bei 
Raumtemperatur in CHzCIz (8 ml/g Harz). Die mlt Pyri- 
dinhydrobromid bestimmten Werte fur die Aminosaure- 
beladung sind in Tabelle 5 wiedergegeben. Fiir den 
Aufbau des Hexapeptides wurde von 10g Boc-Met-(P 
bzw. mP) ausgegangen, entsprechend 1.8 bzw. 1.5 mMol 
Met und for die Waschvorg~inge jeweils 8 ml Losungs- 
mittel/g Harz eingesetzt. Zur Abspaltung der Boc-Schutz- 
gruppe wurde zun~ichst dreimal mit Eisessig gewaschen, 
mit 1 n HCI/Eisessig 30 Mm. geschtittelt und erneut drei- 
mal mit Eisessig gewaschen. Die weiteren Waschopera- 
t~onen erfolgten nach dem gleichen Schema wle unter 3. 
Die Bestnmmung der Kupplungsrate erfolgte durch 

Tabelle 9. Charakterisierung der Nonapeptide 

Rein- 
Rohausbeute m % aus- C4sHs~NgO~o'HBr (1005.11) 

bez. auf mMol beute Ber 
harzgeb. Val-Acp % R r W e r t  a Schmp. C 54.96 H 8-52 Gly : Acp 

Gly(VaI-Acp)4(P) 63 50 0-71 211-214 ° 55.20 8-51 0.80:4.00 
Oly-(Val-Acp)4(mP) 78 67 0.71 211-214 ° 54.74 8.44 0.88-4-00 

aDiinnschichtchromatographie an Silufol UV2~, CSSR Laufmittel: n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1 : 1. 



1208 A. LOSSE 

Entnahme getrockneter Proben von 0.5 g. Die einzelnen 
.K.upplungsschritte wurden wiederum mit 3 molarem 
Uberschul?, an Kupplungskomponente und DCCI in 0.1 
mol C HRCIz" ausgefiihrt. 

N~-N~-Di-Boc-Lys-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH=. Je 5 g 
der im Vakuum tiber P205 und KOH getrockneten Peptid- 
harze (P bzw. mP) wurden in 200 ml DMF/abs. EtOH 
(1.1) suspendiert und bei - 5  ° mit trocknem NH3 ges/it- 
tigt. Es wurde 82 Std. bei Zimmenemperatur geschiittelt, 
abfiltriert, funfmal mit DMF gewaschen und die Filtrate 
bei 25 ° eingeengt. Es verblieb ein hellgelber Ruckstand, 
der aus DMF/Ather  umgef'fillt wurde. Rohausbeute: 
0-576g N-geschfitztes Hexapeptldamid fur Merrifield- 
Harz (68~  bezogen auf 0.18mMol Met/g Harz) und 
0.459 g fur das makropor6se Harz (65%, bezogen auf 
0-15 mMol Met/g Harz). Schmp. 225-227 ° bzw. 225-228 °. 
Die Amide zeigten im Chromatogramm neben dem 
Hauptprodukt (Rt 0-87) noch in geringen Mengen 
zwei Nebenprodukte mit R~ 0-7 und Rs 0-12, die durch 
zweimalige fraktionierte Fhllung aus DMF/,~ther ab- 
getrennt wurden. Reinausbeute: 0-398 g (47%, bezogen 
auf 0.18mMol Met/g Harz fur (P)) und 0.332g (47%, 
bezogen auf0.15 mMol/g Harz fur (raP)). (Tabelle 7) 

Lys-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NHz. Je 200mg N- 
geschiJtztes Hexapept~damid wurden 30 Min. mit 10 ml 
In HCI/Eisessig bei 20 ° behandelt, bei 25 ° im Vakuum 
eingeengt, zweimal mlt H20 aufgenommen und nach 
Einengen im Vakuum tiber P205 und KOH im Vakuum 
getrocknet Rohausbeute: 0.17.2g (96% d. Th.). Nach 
Umkristallieren aus Eisessig/Ather wurden je 0.158 g 
Reinausbeute (88% d. Th.) Hexapeptidamid in chromato- 
graphisch reiner Form erhalten (Tabelle 8). 

Herrn Prof. Dr. Dr. F. Wolf bin ich fiir die Unterstiit- 
zung dleser Arbeit sehr zu Dank verpflichtet. 
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