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Abstract—The influence of the support material on the result of a solid phase peptide synthesis was
studied in a model system by synthesizing the pentapeptide Gly-Val-Gly-Ala-Pro. Eight preparations
of chloromethylated styrene-divinylbenzene copolymer were investigated, which differed in matrix
structure and in the prodedure used for chloromethylation. Coupling yields and product composition
turned out to be highly dependent on the type of support used. An ion-exchange chromatographic
procedure is described which allows the rapid determination of the degree to which a particular
support influences the product composition. In addition, an exact product analysis was carried out for
the eight syntheses at all coupling steps. Certain conclusions are drawn on which basis the support
influences the course of peptide synthesis and how this influence can be minimized.

Zusammenfassung—Der Einfluss des Trigermaterials auf den Verlauf der Peptidsynthese an festen
Trigern wurde mit Hilfe eines Modellsystems durch Synthese des Pentapeptids
Gly-Val-Gly-Ala-Pro untersucht. Verwendet wurden acht verschiedene Trigerpriparationen auf
Polystyrolbasis, die sich in der Matrixstruktur und im Verfahren zur Einfiilhrung der Chlormethyl-
gruppen unterschieden. Die Kupplungsausbeuten und die Produktzuzammensetzung erwiesen sich
dabei als stark trigerabhiingig. Es wird ein einfaches Verfahren beschrieben, um mit Hilfe der
Ionenaustauscher-Chromatographie die Brauchbarkeit eines Triigermaterials fiir die Peptidsynthese
zu ermitteln. Auf Grund einer exakten Produktanalyse auf allen Synthesestufen wird ausserdem der
Frage nachgegangen, inwiefern der Triiger einen Einfluss auf den Syntheseverlauf nimmt und wie
dieser Einfluss auf ein Minimum reduziert werden kann.

EINLEITUNG
Die Peptidsynthese an festen Trigern' unterschei-
det sich von der konventionellen Peptidsynthese
nachteilig in drei wesentlichen Punkten. Erstens
entfillt die Reinigungsmdglichkeit und Charakter-
isierungsmoglichkeit von Zwischenstufen, zweitens
wird die Analytik der Umsatzkontrolle durch den
festen Triger erschwert® und drittens haben Triiger-
eigenschaften einen Einfluss auf die Produkt-
zusammensetzung, worauf schon mehrfach hinge-
wiesen wurde.’* Die fehlende Reiningungsmég-
lichkeit bei Zwischenstufen ist nur von Nachteil,
wenn die einzelnen Reaktionsstufen nicht mit 100-
proz. Ausbeute zum gewiinschten Produkt ablau-
fen. In mehreren Laboratorien wurde in den letzten

“II. Mitteil.: H. Hagenmaier und H. Frank, Hoppe Sey-
ler's Z. Physiol. Chemie, 353, 1973-76 (1972).—
Verwendete Abkiirzungen: Boc = t-Butyloxycarbonyl,
DCCI = N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid, = SPPS = Solid
Phase Peptidsynthese.

Jahren intensiv daran gearbeitet, die Ausbeuten bei
den einzelnen Reaktionsstufen erstens genau zu
erfassen"’ und zweitens sie moglichst nahe an 100%
heranzubringen.® Der Verlauf einer Kupplungs-
reaktion am polymeren Tréiger wird im Einzelfalle
zunachst von den beiden Reaktionspartnern Amin-
komponente und Carboxylkomponente abhiingen,
wie es bei der konventionellen Peptidsynthese
nicht anders ist, ausserdem wird sich aber der
Einfluss des Tréigers unter Umstinden bemerkbar
machen.

Wie wir bei vielen Synthesen beobachteten, sind
Ausbeuten und Reinheit eines am festen Triiger
synthetisierten Peptids bei Verwendung von chlor-
methylierten  Polystyrolharzen  verschiedener
Préparation oft sehr unterschiedlich.” Zwar wurde
bereits der Einfluss der Trigerstruktur auf den
Verlauf der Veresterung der ersten Aminosiure®
und die Auswirkung einer Distanzgruppe zwischen
Polymermatrix und erster Aminosdure’ in
Einzelfillen gepriift, nicht aber die Abhingigkeit

2523



2524

der Ausbeuten bei aufeinanderfolgenden Synthe-
sezyklen von den Eigenschaften eines Trigers un-
tersucht. Mit Hilfe des von uns entwickelten Mo-
dellsystems'® untersuchten wir in der vorliegenden

Arheit die Drndnl{f'nlcammpncpt'nlng auf den ver-

schiedenen Reaktionsstufen der Synthese des Pen-
tapeptids Gly-Val-Gly-Ala-Pro* an verschiedenen
chlormethylierten Polystrolharzen und stellten da-
bei fest, dass der Syntheseverlauf vom Vernet-
zungsgrad und Chlormethylierungsverfahren des
Trégers beeinflusst wird. Das Modellsystem hat
sich dabei als geeignet erwiessen, die Brauchbar-
keit eines TriAgermaterials fiir die Peptidsynthese
Zu ermitteln.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

An acht verschiedenen chlormethylierten
Polystyrolharzpriaparationen wurde das Pentapep-
tid Gly-Val-Gly-Ala-Pro* synthetisiert, Diese
Priparationen unterscheiden sich in der Matrix-
struktur und im Verfahren, das fiir die Einfiihrung
der Chlormethylgruppe verwendet wurde. Zur Dar-
stellung der Triiger wurde kidufliches Copolymerisat
aus Styrol und 1% bzw. 2% Divinylbenzol unter
verschiedenen Bedingungen der Chormethylier-
ungsreaktion unterworfen, wobei zum einen die
Mengenverhiltnisse der Reaktionspartner variiert
wurden und zum anderen das Reaktionsmedium so
gewihlt wurde, dass das vernetzte Polystyrol ent-
weder bei Verwendung von Chloroform in gequol-
lenem Zustand oder aber bei Verwendung von
n-Hexan im ungequollenen Zustand chlormethy-
liert wurde. Ausserdem wurde ein im Handel be-
findliches makroporéses chlormethyliertes Poly-
stryrolharz untersucht. In Tabelle 1 sind die we-
sentlichen Daten fiir diese acht Triigermaterialien
zusammengestelit.

*Gly-Val-Gly-Ala-Pro ist die Desamidoform der C-
terminalen Sequenz von Calcitonin M."
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Die Synthesen des Modellpeptids
Gly-Val-Gly-Ala-Pro an den Triagern erfolgte mit
geringfiigigen Abwandlungen nach dem generellen
Schema von Merrifield.'! Nach jeder Kupplung

wurde eine Probe entnommen und die Reaktions-
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produkte mit HBr in Trifluoressigsiure abgespal-
ten. Diese wurden nach dem in Abb 1 wiedergege-
benen Schema durch Ionenaustauscher-
Chromatographie analysiert. Die Berechnung der
Kupplungsausbeuten erfolgte auf der Basis der
Farbwerte der jeweiligen Produkte.” Am Beispiel
der Modellsynthese am Triiger 3 (Tabelle 1) sei der
Gang der Analysen und die schrittweise Entstehung
von Rumpf- und Fehlsequenzen veranschaulicht.
(Abb 2). Chromatogramm A zeigt die Analyse des
Reaktionsprodukts von N-Boc-Alanin  mit
tragergebundenem Prolin. Aus nicht umgesetztem
Prolin und dem entstandenen Dipeptid Ala-Pro er-

Peptid-Trager

HBr/TFA (90 min)

Rohpeptid-Lésung

Cysteinsdure
(Standard)
Losung A
Hydrlolyse
| analytische
Aminosiureanalyse Chromatographie

Abb 1. .Schemader Analyse eines Peptidgemisches.

Tabelle 1. Verwendete Triger fiir die Probesynthese des Modellpeptids

Nr. Chlormethylierung® Vernetzung Chlormethyl- Aminosiure- Quelifihigkeit®
(Reaktionsmedium) (%) gruppen analyse
(mMol/g) (mMol/g)*
1 1-fach (Hexan) 2 4-1 0-83 54
2 1-fach (Hexan) 2 3.8 0-50 51
3  3-fach (Hexan) 2 4-5 0-78 53
4 1-fach (CHCl,) 1 08 0-10 79
5 2-fach (CHCI,) 2 14 0-32 53
6 4-fach (CHCL) 2 14 0-22 53
7 Merck Merrifield Harz — 2:4 0-55 1-7
8 1-fach (Hexan) 1 23 0-85 8-0

“Mengenangaben von Methylchlormethylither und Zinn-IV-chlorid gemiss (2).
“Bestimmt durch Aminosiiureanalyse nach 24-stindiger Hydrolyse mit 6N HCI bei 110°C.
¢Bestimmt durch Wiegen der nach dem Filtrieren von 1 g Harz zuriickgehaltenen Menge an

Methylenchlorid.
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Abb 2. Eltionsdiagramme der Rohprodukte jeder
Synthesestufe des Modellpeptids an Triiger 3. Die Detek-
tion wurde mit Ninhydrin durchgefiihrt. Ausgezogene
Peaks sind mit normaler Schreiberemfindlichkeit E =
0—-(0D,), die gestrichelten Peaks mit hoherer
Schreiberempfindlichkeit E = 0 — 0-10(OD,) registriert.'
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rechnet sich eine Ausbeute an Dipeptid von mehr
als 99-8%. Nach der Kupplung mit N-Boc-Glycin
werden chromatographisch drei ninhydrin-positive
Substanzen erfasst (Chromatogramm B), die nach
Isolierung durch Aminosédureanalyse und Massen-
spektrometrie identifiziert wurden. In der Reihen-
folge der Elution handelt es sich um das
gewiinschte Tripeptid Gly-Ala-Pro, die
Aminosidure Glycin und nicht umgesetztes Dipep-
tid. Aus den Mengenverhiltnissen von Ausgangs-
produkt (Ala-Pro) und Endprodukt (Gly-Ala-Pro)
ergab sich eine Kupplungsausbeute von 61%. Dass
es sich bei dem in Chromatogramm B gefundenen
Glycin nicht um adsorbiertes, sondern um kovalent
gebundenes Glycin handelt, zeigte die chromato-
graphische Analyse der Reaktionsprodukte nach
der Kupplung mit N-Boc-Valin (Chromatogramm
C). Glycin hatte sich zum Dipeptid Val-Gly unter
Bildung einer neuen *“Kopfsequenz” umgesetzt.
Ausserdem hatte die Rumpfsequenz Ala-Pro teil-
weise zur Fehlsequenz Val-Ala-Pro weiterreagiert.
Die Kettenverlangerung von Gly-Ala-Pro zum
gewiinschten Tetrapeptid Val-Gly-Ala-Pro verlief
mit 94:2% Ausbeute. Die letzte Kupplung von
Glycin verlief vollstindig und zwar reagierte N-
Boc-Glycin mit allen Rumpf-, Fehl- und Kopfse-
quenzen (Chromatogramm D).

In der beschriebenen Weise wurde der Synthese-
verlauf des Modellpeptids an den in Tabelle 1
aufgeflihrten Triigern untersucht und die jeweiligen
Kupplungsausbeuten und Produktzusammenset-
zungen auf jeder Synthesestufe bestimmt. Die
Kupplungsausbeuten an jeweils gewiinschtem Pep-
tid sind in Abb 3a in graphischer Form dargestellt.
Aus dieser Abbildung wird deutlich, dass sich die
verschiedenen Triger dadurch unterscheiden, in

I

{b)

Abb 3. (a) Kupplungsausbeuten fiir die verschiedenen Triigerpriiparationen. Angegeben ist jeweils die

Ausbeute an Peptid mit korrekter Aminosiuresequenz. (b) Zusammensetzung des Rohprodukts auf der

Pentapeptidstufe fir die verschiedenen Trigerpriiparationen (in Mol % bezogen auf Prolin). Weisses

Feld: Pentapeptid mit korrekter Sequenz. Schrig schraffiert: Fehlsequenzen mit C-terminalem Prolin.
Waagrecht schraffiert: Kopfsequenz Gly-Val-Gly.
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welcher Kupplungsstufe der stirkste Riickgang der
Ausbeuten beobachtet wird. Wihrend der stiirkste
Ausbeuteabfall beim markropordsen Triger bereits
bei der ersten Kupplungsstufe erfolgt, ist dies bei

den 29, vernetzten oelnoridcen Tricern 1 2 1 Sund

B L0 VUANVILIVIL VAP UIUSVIL A1ARVIEL 1y &y 7y J ullUG

6 erst auf der 2. Kupplungsstufe der Fall. Bei den
zu 1% vernetzten Polystyroltrigern erfolgt dieser
Abfall bei dem in Chloroform chlormethylierten
Trégern auf der 3. Kupplungsstufe, aber gegeniiber
den 2% vernetzten Trigern in vergleichsweise ge-
ringem Masse. Die besten Ergebnisse wurden mit
dem in n-Hexan chlormethylierten, 1% vernetzten
Polystyroltriger erzielt, wobei das Pentapeptid mit
einer Gesamtausbeute von 98% erhalten wurde.
Neben der Kupplungsausbeute ist die Produkt-
zusammensetzung von entscheidender Bedeutung
bei der Beurteilung der Peptidsynthese an festen
Trdgern. Wihrend hier eine Gesamtanalyse des
Syntheseverlaufs, wie sie in Tabelle 2 zusammen-
gefasst ist, den grosstméglichen Informationsgehalt
liefert, ist es zur Beurteilung der Brauchbarkeit
eines Tragers fiir die SPPS nicht notwendig, die
Ausbeute und Produktzusammensetzung auf jeder
einzelnen Kupplungsstufe zu bestimmen. Eine
vollstindige chromatographische Analyse des Roh-
produkts auf der Stufe des Pentapeptids zeigt
deutlich genug die wichtigsten Unterschiede (sieche
Tabelle 2 und Abb 3). Da aber selbst eine solche

H. Frank und H. HAGENMAIER

vollstindige chromatographische Analyse auf der
Stufe des Pentapeptids relativ zeitraubend ist, ist
fiir die qualitative Abschitzung der Brauchbarkeit
eines Trigers fiir die SPPS bereits die Aufnahme

aro titnt n
des Elutionsdiagramms chne quantitative Bestim-

mung der verschiedenen Produkte ausreichend.
Dies wird an den Abbildungen der acht Elutions-
diagramme filir die verschiedenen Triigerharze
deutlich (Abb 4, Triger 1-8).

Es konnte also sehr deutlich der Einfluss des
festen Trégers auf die Kupplungsausbeute und die
Produktzusammensetzung nachgewiesen werden.
Da die hierbei bestimmenden Gréssen wie Quell-
verhalten, Vernetzungsgrad, Kapazitit und
Diffusionsgeschwindigkeit komplexer Natur und
samtlich voneinander abhigig sind, ist jedoch die
Zuriickfithrung eines bestimmten Syntheseverlaufs
auf den Einfluss eines einzelnen Parameters nur
schwer mdglich.

An Hand der vollstindigen Analysen der
Reaktionsprodukte auf den einzelnen Synthesestu-
fen fiir die untersuchten Trigerharze (Tabelle 2)
konnen aber doch gewisse Riickschliisse auf den
Einfluss verschiedener Parameter bei der SPPS ge-
zogen werden. Bei allen Trigern mit Ausnahme des
Trégers 8 lasst sich auf einer der Kupplungsstufen
ein Abfall der Kupplungsausbeuten erkennen (Abb
3a). Der stiarkste Riickgang erfolgt beim

Tabelle 2. Zusammensetzung der Rohprodukte auf den einzelnen Kupplungsstufen

Tréagerpraparation

1 2 3 4 5 6 7 8

1. Kupplung
Ala-Pro 999 996 999 1000 99-4 995 750 100-0
Pro 01 04 01 00 06 06 250 00
2. Kupplung
Gly-Ala-Pro 84-5 81-1 609 990 500 400 735 995
Ala-Pro 14.5 180 W1 — — — — —
Gly: Pro — — —_— 10 48-0 60-1 232 05
Gly 193 172 859 — 184 294 1560 —
3. Kupplung
Val-Gly-Ala-Pro 75-1 71-8 570 890 481 385 723 980
Gly-Ala-Pro 89 94 35 102 15 16 19 18
Ala-Pro 140 168 — — —_ — — —_
Val Ala-Pro — — 370 — — — — —
Val-Gly: Pro — — _— 1-0 480 601 218 —
Val-Gly 190 17-1 840 — 192 294 1450 —
4. Kupplung
Gly-Val-Gly-Ala-Pro 742 710 S7-5 890 48-:0 381 725 985
Val-Gly-Ala-Pro — — — — — — — —
Gly——Gly-Ala-Pro 89 95 31 104 — 14 — —
Ala-Pro 145 170 — — —_ - —_ —
Gly-Val——Ala-Pro — — 370 — — —_ —_ —
Gly-Val-Gly Pro — —_ —_ — 481 601 229 —
Gly-Val-Gly 200 174 835 — 189 302 1450 —
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Abb4. Elutionsdiagramme der Rohprodukte der Synthese des Modellpeptids an den Triigern 1 — 8.

Die Detektion wurde mit Ninhydrin durchgefihrt. Ausgezogene Peaks sind mit normaler

Schreiberempfindlichkeit E = 0 — o (OD,), die gestrichelten Peaks mit héherer Schreiberempfindlich-

keit E =0—0-10 (OD,) registriert.' Die reinen Oligopeptide werden in folgender Reihenfolge eluiert

(Elutionsvolumen in ml): Gly-Val-Gly-Ala-Pro-(92), Gly-Gly-Ala-Pro (135), Gly-Val-Gly-Pro (156), Gly-
Val-Ala-Pro (161), Gly-Ala-Pro (232), Ala-Pro (427), Gly-Val-Gly (451).

makropordsen Triger auf der 1. Kupplungsstufe
(75%). Bei weiteren Kupplungen liegen die Ausbeu-
ten bei diesem Tréger dann nicht unter 97%. Bei
den gelpordsen, 2% vernetzten Triigern ist dagegen
ein starker Abfall erst auf der zweiten Kupplungs-
stufe zu beobachten, der sich bei den Trédgern 1 und
2 auch noch auf der 3. Stufe forsetzt. Bei dem 1%
vernetzten Trigern 4 ist eine unterdurchschnitt-
liche Ausbeute erst auf der 3. Kupplungsstufe zu
beobachten. Beim Vergleich eines gelpordsen und
makroprdsen Trigers wurde von A. Losse’ ein

dhnlicher Unterschied festgestellt. Da die
Ausbeuteabfille bei den verschiedenen
Trigerpréparationen auf verschiedenen

Kupplungsstufen festzustellen ist, kann ein durch
die Aminosduresequenz bedingter Einfluss ausge-
schlossen werden. Es handelt sich hier offensicht-
lich um eine teilweise sterische Abschirmung von
freien Aminogruppen durch die Tréigermatrix.

In Essigester oder Athanol, den iblicherweise
zur Verankerung der ersten Aminoséure am Tréger
verwendeten Losungsmitteln, ist die Quellfahigkeit
aller untersuchten Triger etwa gleich gering. In
Methylenchlorid, dem Medium in dem die Kupp-
lungsreaktionen durchgefiihrt werden, ist das

Quellvermégen des makroporésen Triigers nur
geringfiigig erh6ht (Tabelle 3).

Der starke Ausbeuteabfall beim makropordsen
Tréger kann daher so interpretiert werden, dass
hier kovalent gebundene Prolinreste teilweise so in
den beim makropordsen Triger vorhandenen klei-
nen Poren placiert sind, dass sie nicht mit der
zweiten Aminosdure reagieren konnen. Bei den
gelpordsen Trigern findet der beobachtete Abfall in
den Kupplungsausbeuten erst bei spateren Kupp-
lungsschritten statt, da die Poren, in die die
Prolinreste im ungequollenen Zustand eindringen

Tabelle 3. Quellvermogen von vernetztem Polystyrol in

Methylenchlorid
Vernetzungsgrad Quellverméogen (ml/g)*
I II
2% 52 53
1% 7-1 79
M* 1-6 1-7

*Volumenverhiltnis in Methylenchlorid/Athanol (I:
mikroskopisch; II: makroskopisch).
* Makropordses Polystyrol (Merck, Merrifield Harz).
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und mit den dort vorhandenen Chlormethylgruppen
reagieren konnten, durch die hohe Quelifahigkeit in
Methylenchlorid aufgeweitet werden (Tabelle 3).
So macht sich eine sterische Hinderung durch die
Polymermatrix bei den 2% vernetzten Harzen bei
der 2. und 3. Kupplung, beim 1% vernetzten Triger
4 erst auf der 3. Kupplungsstufe bemerkbar.

Unterdriickt oder sogar verhindert werden
konnte dieses Phinomen des Ausbeuteabfalls da-
durch, dass die Einfiihrung der Chlormethyl-
gruppen bei den gelpor§en Polystyrolharzen im
ungequollenen Zustand und unter der Wahl ent-
sprechender Reaktionsbedingungen durchgefiihrt
wird. So ergaben sich fiir die in Hexan chlormethy-
lierten Polystyrolharze im Vergleich mit den in
Chloroform chlormethylierten Trigern die jeweils
besseren Ausbeuteergebnisse. In der Reihe der
“Hexan”-Harze ebenso wie in der Reihe der
“Chloroform’-Harze wurde jedoch deutlich, dass
die Reaktionsbedingungen der Chlormethylierung,
insbesondere die Wahl der Mengenverhiltnisse der
Reaktionspartner von grossem Einfluss auf die
Ausbeute bei den einzelnen Reaktionsstufen sind.

Dass der Abfall in den Ausbeuten in einzelnen
Kupplungsstufen die Heterogenitit der Reaktions-
orte widerspiegelt und nicht etwa auf eine
unvollstindige Kupplungsreaktion auf Grund zu
kurzer Reaktionszeiten zuriickzufiihren ist, zeigte
eine zeitabhiingige Untersuchung der Kupplungs-
ausbeuten bei einer Synthese des Modellpeptids am
Tréager 1. Wie die Ergebnisse in Tabelle 4 zeigen,
waren innerhalb von 30 Minuten die jeweils maxi-
mal erreichbaren Kupplungsausbeuten erreicht.
Freie Aminogruppen, die zu diesem Zeitpunkt nicht
reagiert hatten, konnten auch durch eine weitere
Zugabe von Boc-Aminosiure und DCCI nicht zur
Reaktion gebracht werden.

Die Heterogenitit der Reaktionsorte konnte auch
bei der Spaltungsgeschwindigkeit der Esterbindung
Aminosédure-Triager mit HBr in Trifluoressigsaure
nachgewiesen werden. Wie aus Abb $ ersichtlich
ist, wird die nach Erreichen der Sittigungs-
konzentration von HBr in Trifluoressigsiiure ver-
laufende Reaktion 1. Ordung nach ca 90-proz.
Esterspaltung deutlich langsamer, d.h. die restli-

H. FrRaNK und H. HAGENMAIER

Time, min

Abb 5. Spaltung der Triger-Prolin-Bindung mit
Bomwasserstoff/Trifluoressigsédure. I: 0-10 mMol Prolin/g
Trager (Triger 4), I1: 0-50 mMol Prolin/g Trager (Tréger 2).

chen Esterbindungen sind einer Acidolyse weniger
leicht zugdnglich.

Die beobachteten unvolistindigen Umsitze bei
den Kupplungen sind bei dem in diesen Untersu-
chungen angewandten Kupplungsverfahren aller-
dings nicht ausschliesslich auf die sterische Hinde-
rung durch die Polymermatrix zuriickzufiihren.
Teilweise beruhen sie auf einer Diffusions-
behinderung durch den wihrend der Kupplungs-
reaktion innerhalb der Polymermatrix ausfallenden
Dicyclohexylharnstoff. Dies konnte in einer ver-
gleichenden Untersuchung mit einem modifizierten
Carbodiimid-Kupplungsverfahren bewiesen wer-
den.” Wir wenden heute daher ausschliesslich die-
ses modifizierte Verfahren an, bei dem mit Hilfe
von DCCI zunichst die symmetrischen Anhydride
der Boc-Aminosiiren hergestellt werden und diese
vor Zugabe zur trigergebundenen Aminkompo-
nente vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab-
filtriert werden.

Die Tatsache, dass in den Reaktionsprodukten in
Tabelle 2 neben Rumpf- auch Fehlsequenzen auf-
zufinden sind, kann einerseits durch die eben
erwihnte Diffusionsbehinderung durch Dicyclo-
hexylharnstoff wihrend einer Kupplungsreaktion
verursacht werden, andererseits muss, zumindest
bei den gelporésen Trigern angenommen werden,
dass durch alternierende  Schrumpf- und

Tabelle 4 Kupplungsausbeuten bei einer Synthese des Modellpep-
tids nach verschiedenen Reaktionszeiten

Aminosaure Pro Ala Gly Val Gly
Kupplungs- 1 3 4
stufe % min % min % mn % min
97-4 5 809 1 930 S 8-0 05
97-4 13 82-1 3 9%0 30 90 3
976 24 848 7 980 120
977 50 847 120
977 120 845 10°

°Erneuter Zusatz von Acylierungsreagenz.
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Quellvorginge, wie sie z.B bei Verwendung von
Athanol und Methylenchiorid wihrend der
Waschoperationen  auftreten, Konformations-
idnderungen im Polymer stattfinden, wodurch Ami-
nogruppen, die wihrend der einen Kupplungs-
reaktion unzuginglich waren, bei der nidchsten
Kupplung teilweise wieder einer Reaktion
zugiénglich sind.

Als Konsequenz aus diesen Beobachtungen wird
in unserem Laboratorium die Kupplungsreaktion
am festen Triager wie folgt ausgefiihrt. Soweit
moglich,” werden mit Hilfe von DCCI die symme-
trischen Anhydride der Boc-Aminosduren herge-
stellt, die man 10-60 Minuten in wenigstens dreifa-
chem Uberschuss mit der trigergebundenen Amin-
komponente reagieren lasst. Das Filtrat wird an-
schliessend gesammelt. Nach mehrmaligem
Waschen des Peptidharzes mit Athanol und
Methylenchlorid wird die zuvor gesammelte
Lésung von iiberschiissigem Anhydrid wieder zu-
gegeben, um die Kupplungsreaktion soweit als
mdglich zu vervollstindigen. Die Stabilitat der sym-
metrischen Anhydride erlaubt eine solche Reakti-
onsfolge,” da der von Tometsko" beobachtete Ab-
fall in der Reaktionsfihigkeit der aktivierten
Aminosduren hier nicht auftritt.

Unsere Interpretation der Ursache fiir unvoll-
stindige Umsitze bei den Kupplungsreaktionen list
ausserdem die Niitzlichkeit der Verwendung von
sogenannten Blockern wie Essigsiureanhydrid,'
Sulfopropionséiureanhydrid* oder  Nitrophtal-
siureanhydrid” zweifelhaft erscheinen, worauf
schon mehrfach hingewiesen wurde.'s*

Von Interesse ist noch, dass auch das Ausmass
der Bildung der “Kopfsequenz’ Gly-Val-Gly, die
auf einer kovalenten Bindung des Glycinrestes am
Triger beruht, welche unter Abspaltung des
Alanyl-Glycyl-Dioxopiperazins auf der zweiten
Kupplungsstufe vor sich geht, ebenfalls von den
Trigereigenschaften abhingt. Die Bildungstendenz
von Dioxopiperazinen ist besonders gross bei den
N-Alkylaminoséiuren.” Diese Nebenreaktion bei
der SPPS wird durch Basen,”® aber auch durch
schwache Siuren” katalysiert. Da beide als
Protonenakzeptoren in die Reaktion eingreifen, ist
es wahrscheinlich, dass bei Gegenwart des stark
basischen Carboxylatanions die Dioxo-
piperazinbildung begiinstigt wird. Dies ist dann der
Fall, wenn von der vorhergehenden Deprotonier-
ung der Aminogruppe noch Base im Harz
zuriickgehalten wurde, welche mit neu
hinzugefiigter Boc-Aminosiure das Salz bildet. Die
Bildung der Kopfsequenz zeigt sich besonders
deutlich bei den Trigern (Abb 3b), aus denen
iiberschiissige Reagenzien infolge der geringen
Diffusionsgeschwindigkeit langsamer entfernt wer-
den. Wihrend das Diffusionsgleichgewicht bei den
1% vernetzten Trigern schon nach 30 Sekunden er-
reicht ist,’ ist dies bei den 2% vernetzten Trigern
erst nach 2 Minuten, bei den makropordsen erst
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nach mehr als 30 Minuten erreicht.” Entsprechend
gross sind die jeweiligen Anteile der Sequenzen
Gly-Val-Gly. Der relativ hohe Anteil dieser Se-
quenz bei Harz 3 ldsst sich méglicherweise auf eine
durch die Chlormethylierung verursachte weitere
Vernetzung und damit eine Behinderung der Diffu-
sion zunickfiihren.

Da eine langsame Diffusionsgeschwindigkeit
lange Verweilzeiten bei den einzelnen Schritten
eines Zyklus bedingt, ist es klar, dass aus Griinden
der Zeitersparnis den stark quellenden Triagern der
Vorzug zu geben ist. Andererseits darf nicht
iibersehen werden, dass bei Gleichverteilung der
auszuwaschenden Stoffe ein 7 bis 11-maliges
Waschen notwendig ist, um sie zu mehr als 99% zu
entfernen, wenn pro g Harz 10ml Losungsmittel
verwendet werden. Ausserdem werden
hinzugefiigte Reagenzien durch das
zuriickgehaltene Losungsmittel stark verdiinnt. In
diesen Fillen ist alternierendes Waschen mit
Methylenchlorid und Mathanol angebracht, wo-
durch die Partikel “‘ausgedriickt’ und in kurzer Zeit
gereinigt werden.

Einen unerwartet geringen Effekt hat die Bela-
dung des Trigers mit der ersten Aminoséure auf die
Kupplungsausbeute. So ist die Reinheit des Penta-
peptids am hoher beladenen Triger 2 nur wenig
geringer als an Tréger 1, bei Triger S sogar noch
besser als an Tréger 6.

Auf Grund unserer Untersuchungen sollten bei
der Tragerpriparation fiir die SPPS folgende
Punkte in der Reihenfolge beachtet werden:
—Wahl eines Polymers mit moglichst geringem

Vernetzungsgrad und damit mdoglichst grossem

Quellvermégen
—Einfiihrung der Ankergruppe in ungequollenem

Zustand (z.B. im Hexan)

—sorgfiltige Einhaltung der Chlormethylierungs-
bedingen.

Die vorliegenden Untersuchungen haben den
Einfluss des festen Trigers auf die Peptidsynthese
gezeigt. Eine Probesynthese des Pentapeptids
Gly-Val-Gly-Ala-Pro und anschliessende
chromatographische Trennung des abgespaltenen
Reaktionsprodukts gibt Aufschluss iiber den Grad
dieses Einflusses auf die Kupplungsausbeuten und
die Produktzusammensetzung. Mit Hilfe des Mo-
dellsystems liess sich feststellen, unter welchen Be-
dingungen die Trigeriparation durchgefiihrt wer-
den muss, um das Modellpeptid in sehr guten Aus-
beuten zu erhalten. An einer solchen optimierten
Trégerpraparation ldasst sich auch das C-terminale
Nonapeptid von Calicitonin M Gin-
Thr-Ala-Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro in Aus-
beuten von iiber 99% pro Kipplungsstufe syntheti-
sieren.” Die Tatsache, dass der Triger aber
iberhaupt einen Einfluss auf den Syntheseverlauf
nehmen kann, ist in jedem Fall von Nachteil bei der
SPPS und diirfte auch ein wesentlich limitierender
Faktor der Methode sein, jedenfalls in der Form, in
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der sie von Merrifield konzipiert wurde und in der
sie im Prinzip bis heute unverindert angewandt
wird.

Die am festen Triger in jedem Falle vorhandene
Heterogenitit der Reaktionsorte ist ein Hindernis
auf dem Weg zum gewiinschten 100-proz. Umsatz
bei jeder Readtionsstufe. Der von Andreatta und
Rink® geforderte monovalente Triger mit homoge-
nen Reaktionsorten wire die Losung dieses Pro-
blems. Der von Bayer et al.” vorgeschlagene biva-
lente, l6sliche Triiger Polyathylenglykol erfiillt im
Prinzip diese Forderung. An diesem Triager wurde
das beschriebene Modellpeptid ohne Optimierungs-
versuche mit denselben hohen Ausbeuten syntheti-
siert,” wie sie hier fiir den Triger 8 erzielt wurden.

EXPERIMENTELLER TEIL

Chlormethylierung'

50g Polystyrolharz 200400 mesh mit einem Vernet-
zungsgrad von 1% (Bio. Rad Laboratories, Miinchen
Kontroll-Nr. 9253) bzw. 2% (Fluka, Basel, Kontroll-Nr.
576084), werden mit 300 ml Chloroform bzw. n-Hexan ge-
mischt, auf 0°C abgekithlt und unter Rithren und Kihlen
wird tropfenweise eine Losung von 7-5ml Zinntetrachlo-
rid in 50ml Methylchlormethylather zugesetzt ( = 1-fache
Menge, Tabelle 1). Nach 30 Min. lisst man auf Zimmer-
temp. erwiarmen und riihrt noch ca. 20 Min. weiter. Das
Harz wird abfiltriert und dreimal mit 200mi
Dioxan/Wasser (3:1) sowie dreimal mit je 200ml
Dioxan/3N Salzsiure (3:1) gewaschen. Dann wird,
allmihlich von einem Losungsmittel zum anderen
iibergehend, nacheinander mit Athanol, Methylenchiorid,
Essigsdure und Ather gewaschen. Das luftgetrocknete
Harz wird mit 100ml wasserfreier Essigsdure gemischt
und zwei Stunden ein langsamer, gereinigter HBr-Strom
hindurchgeleitet. Dann wird abfiltriert, nochmals mit Me-
thylenchlorid, Athanol und Ather gewaschen und bei
65°im Vakuum getrocknet.

Zur Bestimmung der Beladung mit Chlormethylgruppen
werden drei Proben zu je 300mg in einer dickwandigen
Ampulle mit 15ml Pyridin eingeschmolzen und 3 Stunden
auf 110° erhitzt. Darauf wird mit 100ml Wassner
verdiinnt, mit Salpetersdure angesiuert, mit 20ml 0-1N

H. FrRaNK und H. HAGENMAIER

Silbernitrat-Losung versetzt und mit 0-IN

Ammoniumrhodanid-Lésung zuriicktitriert.

Verankerung der ersten Aminostiure

1g chlormethyliertes Polystyrol-Harz wird mit einer
den Chiormethyligruppen dquimolaren Menge an Boc-
Prolin und Tridthylamin in 8ml Essigester in eine Ampulle
gefiillt, auf — 60°C gekiihlt, evakuiert und zugeschmolzen.
Dann wird 18 Stunden unter stindigem Wenden im Olbad
bei 80°C erhitzt, das Harz abfiltriert und mit Essigester,
Methylenchlorid und Athanol gewaschen. Die Ermit-
tlung der Beladung erfolgt durch Stickstoff- und Chiorbe-
stimmung, sowie durch Aminoséiureanalyse.

Spaltung der Triger-Peptid-Bindung

1g Peptidyl-Harz werden in einen 100ml Zweihalskol-
ben mit Tauchfritte und Trockenrohr viermal mit je 20ml
Essigsdure und einmal mit 20ml Trifluoressigséiure ge-
waschen. Nach der nochmaligen Zugabe von 20 ml Tri-
fluoressigsdure wird das Trockenrohr durch eine Gasab-
leitung ersetzt und durch die Tauchfritte unter stiindigem
Rihren HBr-Gas eingeleitet. Nach 60 Min. wird das
Filtrat durch die nun mit einem 100ml Rundkolben ver-
bundene Tauchfritte abgesaugt und das Harz dreimal mit
je 10mi Trifluoressigsdure gewaschen. Die vereinigten Fil-
trate werden einedampft, mit Ather p.A. versetzt und
nochmals eingedampft. Der Rickstand wird im Hochva-
kuum getrocknet, mit Wasser aufgenommen und, falls
notwendig, mit Pyridin auf pH 6-7 eingestellt. Dann wird
Iyophilisiert. Zur Uberpriifung der Abspaltungs-
geschwindigkeit wurden nach jeweils §, 10, 15, 20, 30, 45
und 60 Minuten Behandlung mit Bromwasserstoff Proben
zu je 0-5ml entnommen und in einer Ampulle einge-
dampft. Der Riickstand wurde mit S ml 6N Salzsdure ver-
setzt, hydrolysiert und eine Aminosiureanalyse
durchgefiihrt. Der Bezugswert wurde mit einer Probe be-
stimmt, die 24 Stunden mit Bromwasserstoff/-
Trifluoressigsiure behandelt worden war.

Synthesen des Modellpeptids

Die Synthesen des Modellpeptids an den chlor-
methylierten und mit Boc-Prolin veresterten Harzen
1-8 (Tabelle 1) erfolgten nach dem Syntheseschema in
Tabelle 5.

Tabelle 5. Syntheseschema des Modellpeptids

Operationsschritte Konzentration Reagenz ml/g Losungsm. t(min) Wiederholg.
1 Deblockierung 50% TFA® 5 CH;Cl, 20 2x
2 Waschen 10 CHCL 10 Ix
3 Waschen 10 EtOH 15 2x
4 Waschen . 10 DMF 10 4 x
5 Neutralisation 10% TAA® 10 DMF 10 2x
6 Waschen 3% TAA® 10 DMF 15 3x
7 Waschen 10 CH.CL, 30 6%
8 Kupplung 1-0M Boc-AS® 2 CH,Cl, 120 1x

1-0M DCCI 2 CH.Cl,

9 Waschen 10 CH,Cl, 10 2%
10 Waschen 10 DMF 10 2x
11 Waschen 10 CH.ClL, 15 3Ix
12=1

*TFA = Trifluoressigsaure, TAA = Tridthylamin.
*Da das Harz ca. 6ml Methylenchlorid zuriickhilt, ist die effecktive Konzentration an

Boc-Aminosdure ca. 0-2-molar.
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Bestimmung der Kupplungsgeschwindigkeit

mMol/g wurden wie in Tabelle 5 beschrieben mit der
jeweiligen Aminoséure umgesetzt. Nach der Zugabe der
Losungen von Boc-Aminosduren und DCCI (t = 0) wer-
den nach den in Tabelle 4 angegebenen Zeiten jeweils ca.
60mg Harz entnommen, in einem 100-ml-Dreihalskolben
mit 10ml Essigsdure/Methylchlorid (1:3) gemischt, und
schliesslich wie oben die Triger-Peptid-Bindung mit
Bromwasserstoff/Trifluoressigsiure gespalten.
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