Die Verbindung (/) wurde durch vollstindige Elementar-
analyse, kryoskopische Molekulargewichtsbestimmung (in
Benzol; gef.: 294, ber.: 300) sowie 'H-NMR-, Massen-, IR-
und UV-Spektren charakterisiert.

'"H-NMR (60 MHz; 10-proz. CCl,-Lésung; TMS int.):
Singulett bei 8(CH;As)= —106 Hz; Massen-Spektrum
(16 V)Pl m/e = 300, Molekiil-Ton (100); 285, CH,As,N,S,
(92); 136, CH;AsNS (8). Die relative Intensitit ist fiir keines
der zusitzlichen Bruchstiicke > 1. IR (kapillarer Film zwi-
schen KBr-Platten): Die Banden bei 1043, 1066 und 1150
cm™ ! ordnen wir versuchsweise dem NSN-System zu. UV
(in Hexan): A, (nm) 242 (e = 15400), 302 (2300), 405 (419).

‘max

Arbeitsvorschrift :

Zu 70g (34 mmol) N,N'-Bis(trimethylsilyl)schwefeldi-
imid™ in 50 ml Ather unter N, tropft man bei Raumtem-
peratur unter raschem Riihren 5.5 g (34 mmol) Methyldi-
chlorarsan. Die zunichst gelbe Losung verfarbt sich mit
fortschreitender Umsetzung orange, gleichzeitig bildet sich
wenig gelber Niederschlag. Nach Filtration iiber eine
G 3-Fritte werden Losungsmittel und Trimethylchlorsilan
im Wasserstrahlvakuum abgezogen. Der Riickstand wird
im Olpumpenvakuum fraktionierend destilliert. Ausbeute
39 g(76%).

Eingegangen am 1. Juni 1971 [Z 498]

[1] Vgl. O. J. Scherer, J. Organometal. Chem. Rev. 4 3 (1968, 281.
[2] (1) ist im Gegensatz zu S,N, und S,N, nicht explosiv.
[3] Herrn Dipl-Chem. N. Pelz danken wir fiir die Messung.

[4] O.J. Scherer u. R. Wies, Z. Naturforsch. 25 b, 1486 (1970); dort zit.
Lit.

Eine neue Methode zur Synthese von Polypeptiden

Von Manfred Mutter, Hanspaul Hagenmaier und
Ernst Bayer"

Durch die Anwendung unldslicher, polymerer Trager ist
die Peptidsynthese vereinfacht worden, da die 16slichen,
tiberschiissigen Reagentien durch Filtration entfernt wer-
den knnen!'). Die Kupplungsreaktionen verlaufen jedoch
meist nicht vollstindig, und so kénnen Fehlsequenzen ent-
stehen, die sich vom gewiinschten Endprodukt schwer oder
nicht mehr abtrennen lassen'? 3. AuBerdem erlaubt die
Synthese am unl&slichen Trédger weniger Variationen von
Losungsmittel, Schutzgruppen und Kupplungsmethoden
als die Peptidsynthese in Losung. Auch durch Verwendung
von festen Tridgern mit geordneter Oberfldche (,,Biirsten-
trigern“)* 31 oder von unvernetzten Polystyrolen!®~3!
konnte man diese Schwierigkeiten nicht vollig umgehen.

Wir haben jetzt ein Verfahren ausgearbeitet, das sowohl in
homogener Phase arbeitet als auch eine sichere und ein-
fache Abtrennung der Reagentien von der wachsenden
Peptidkette gestattet. Dabei wird an die C-terminale Ami-
nosdure eine 15slichmachende makromolekulare Schutz-
gruppe gebunden, die wihrend der gesamten Synthese
dort verbleibt. Es lassen sich polymere Schutzgruppen aus-
wihlen, die das Molekiil in den gewiinschten Lésungsmit-
teln 16slich machen. Besonders bewdhrt haben sich z.B.
Polyathylenglykol-Reste, die an die erste Aminosdure
esterartig gebunden werden. Sowohl die erste Aminosdure
als auch die folgenden Aminosduren konnen in homogener
Losung gekuppelt werden.

[*] Dipl.-Chem. M. Mutter, Doz. Dr. H. Hagenmaier und
Prof. Dr. E. Bayer
Lehrstuh] fiir Organische Chemie der Universitét
74 Tilibingen, WilhelmstraBe 33
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Der entscheidende zweite Schritt des Verfahrens, die Ab-
trennung der niedermolekularen Reagentien von der durch
die Schutzgruppe von vornherein hochmolekularen, wach-
senden Peptidkette, geschieht nun durch Ultrafiltration
(Membranfiltration), die in ihrer modernen Ausfithrung!®!
schnelle Trennungen ermdoglicht.

Die Synthesemethode bietet folgende Vorteile und Mog-
lichkeiten : Durchfiithrung der Synthese und Abtrennen der
iberschiissigen Reagentien in homogener Phase ohne die
zeitraubenden Trennungen der ,klassischen® Peptidsyn-
these und die vielfdltigen Waschvorgéinge der Festkorper-
methode ; Steigerung der Ausbeute gegeniiber dem Arbei-
ten in heterogener Phase; Anwendung aller bekannten
Schutzgruppen und Kupplungsmethoden; vielfiltige Va-
riationsméglichkeiten der polymeren Schutzgruppe be-
ziiglich Molekulargewicht und Léslichkeitseigenschaften;
Maglichkeiten der Abtrennung von Rumpfsequenzen bei
jedem schlecht verlaufenden Kupplungsschritt; verein-
fachte Umsatzkontrolle in aliquoten Anteilen (besonders
geeignet sind !°F-Kernresonanz-'*®! und Radioaktivi-
tdtsmessungen); Mdoglichkeit der Wiederholung eines
Kupplungsschrittes nach einer beliebigen anderen Metho-
de bei unbefriedigenden Ausbeuten ; Moglichkeit der Kon-
densation groferer, mit der makromolekularen Schutz-
gruppe versehener Peptide!!!], Méglichkeit der Automati-
sierung einschlieBlich der Umsatzkontrolle.

Das Verfahren wird am Beispiel zweier Synthesen des Te-
trapeptids H-Ile-Ala-Val-Gly-OH erldutert.

1. Synthese mit tert.-butyloxycarbonyl-geschiitzten Amino-
siuren nach der Anhydridmethode'*? .

Veresterung mit dem 16slichen Tréger : Als 16sliches Poly-
mer wurde Polyithylenglykol (Mol.-Gew. 20000) verwen-
det. Die Veresterung wird mit BOC-geschiitztem Glycin
und 1,1'-Carbonyldiimidazol als Kupplungsreagens durch-
gefiihrt*3!,

Synthesezyklus: a) Darstellung des gemischten Anhydrids
aus Isobutylchlorformiat und BOC-geschiitzter Amino-
sdure unter Zusatz von N-Methylmorpholin!!2l. b) Zugabe
des gemischten Anhydrids in dreifachem UberschuB zur
Aminokomponente (Polymerpeptid). ¢) Nach der Kupp-
lung : Abspaltung der Schutzgruppe durch 4~ HCI in Di-
oxan. d) Abdestillieren des Losungsmittels und Aufneh-
men in Wasser. ¢) Ultrafiltration der iiberschiissigen Kom-
ponenten und Abdestillieren des Wassers.

Umsatztest: Wihrend der Kupplung werden dem Reak-
tionsgemisch aliquote Anteile entnommen und nach der
Ninhydrinmethode!**! analysiert. Die Kupplungsschritte
hatten Ausbeuten iiber 98 %;. Auch die bei der Festkorper-
synthese nur mit ca. 809 verlaufende Kupplung von Ala-
nin an Valin gelang mit iiber 95-proz. Ausbeute.

Abspaltung vom Tridger und Isolierung: Das Tetrapeptid
wird in homogener Phase mit 0.05N NaOH!"3! abgespal-
ten und durch lonenaustausch-Chromatographie an Do-
wex X-50 isoliert.

Ultrafiltration: Die Substanz wird in ca. 50 ml Wasser ge-
18st (ca. 2-proz. Losung) und diafiltriert!*%). Das Ultrafil-
trat wird mit Ninhydrin solange auf Aminosiduren getestet,
bis keine Reaktion mehr eintritt. Bisher wurden keine gegen
organische Losungsmittel bestdndigen Membranen be-
nutzt9),

2. Synthese in wifiriger Lésung mit benzyloxycarbonyl-ge-
schiitzten Aminosduren und einem wasserléslichen Carbodi-
Veresterung mit Polydthylenglykol wie bei der Anhydrid-
methode.
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Synthesezyklus: a) Die Aminokomponente wird in wenig
Wasser gelost und mit einer Z-geschiitzten Aminosdure ge-
kuppelt. Als Kupplungskomponente dient das wasserlos-
liche Carbodiimid N-[2-(Cyclohexyliminomethylenami-
no)ithyl] - N - methylmorpholinium - p -toluolsulfonat 1171,
Kupplungskomponente und Z-Aminosdure werden in
dreifachem UberschuB8 angewandt. b) Nach der Kupplung
wird zur wilrigen Losung das gleiche Volumen Methanol
gegeben und die Schutzgruppe durch Hydrierung (Pd/Ak-
tivkohle) entfernt. ¢) Ultrafiltration sowie Abspaltung und
Isolierung des Tetrapeptids werden wie bei der Anhydrid-
methode durchgefiihrt.

Prinzipiell vereinigt das neue Verfahren die Vorteile der
Merrifieldschen Festkorpersynthese und der ,klassischen®
Peptidsynthese. Der Einflul makromolekularer C-termi-
naler Schutzgruppen auf die Loslichkeit und die Kupplung
erdffnet iiber .diese Methoden hinausgehende pridparative
Maoglichkeiten.

Eingegangen am 17. September 1970 [Z 489]
Auf Wunsch der Autoren erst jetzt verdffentlicht
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Darstellung von
N,N,N’,N'-Tetraamino-piperazinium-Salzen "1\

Von Karl-Heinz Linke und Ralf Turley™

Wihrend die onium-Salze des Triazans, N;HX, auller-
ordentlich instabil sind!'?}, weisen Triazanium-Salze mit
organischen Substituenten eine relativ hohe Stabilitit
auf® 3! Durch erschdpfende Aminierung von N,N'-Di-
amino-piperazin (/) mit dem Natriumsalz der Hydroxyl-
amido-O-schwefelsdure (2) gelang uns die Darstellung

{*] Prof Dr. K.-H. Linke und Dipl.-Chem. R. Turley
Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit
5 Kéln, Ziilpicher StraBe 47

{**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
und vom Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.
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von N,N,N’,N’-Tetraamino-piperaziniumsulfat (3). Dies
ist die erste Synthese eines Bis(triazanium)-Salzes.

-NH, <NH,
[ j + 2 H,NOSO;Na —> [ j SO, + Na,S0,
H,N N<NH,

(2)

Durch Umsetzung von (3) mit Bariumchlorid und Barium-
azid in wdBrigem Medium konnte das Chlorid (4) bzw.
das Azid (5) dargestellt werden.

Die Salze (3), (4) und (5) sind farblos und kristallin: (3),
Fp=144°C(Zers.); (4), Fp=156°C(Zers.); (5 ), Fp=128°C
(Zers.). Sie sind in allen gingigen organischen Ldsungs-
mitteln sehr schlecht, in warmem Wasser miBig 16slich. In
Substanz und in neutraler, wallriger Losung sind sie un-
begrenzt haltbar.

Zur Charakterisierung der Verbindungen dienten IR-
Spektren (s. Tabelle) sowie Elementaranalysen. Der Be-
weis fiir die angegebene Struktur des Kations wird durch
den Reaktionsweg erbracht, da das Aminierungsreagens
stets am Stickstoffatom mit der groBten Basizitit angreift.

@ @
AuBerdem fehlen in den IR-Spektren=NH-, =NH,- oder

@
—NH,-Banden, die zwischen 2200 und 2700 cm™" zu er-
warten wiren!® falls eine der drei weiteren, theoretisch
moglichen Strukturen fiir die Triazan-Gruppen vorlége:

@ ® ®
HN—NH—NH,, N—NH,—NH,, N—NH~NH,,
A\ AN AN

Tabelle. Stirkste IR-Banden der Kationen in den Salzen {3/, (4)
und (5).

Schwingung IR (em™ 1)
(3) (4) (5)

v, NH, 3230 3205 3230

v, NH, 3110 3110 3110

8 NH, 1630, 1610 1635, 1595 1630, 1610
¥ NH, 150 © 1150 1150

v NN 910 910 910

v NNH, 5 730 730

N,N,N',N'-Tetraamino-piperaziniumsulfat (3)

Zu einer 80°C warmen Losung von 5.8 g (0.05 mol) (/) in
300 ml Wasser wird innerhalb 10 min unter starkem Riih-
ren aus einem vorgekiihlten Tropftrichter eine eiskalte,
wilrige Losung von (2) getropft, die durch vorsichtiges
Neutralisieren von 11.3 g (0.1 mol) Hydroxylamido-O-
schwefelsdure und 4.0 g (0.1 mol) Natriumhydroxid in je
50 ml Wasser bei 0°C erhalten wird. Unter vermindertem
Druck wird auf 80 ml eingeengt. Der kristalline Nieder-
schlag wird abfiltriert und mit 20 ml eiskaltem Wasser ge-
waschen ; Ausbeute 4.5 g (37%,). Bei weiterem Einengen der
Mutterlauge erhilt man durch Natriumsulfat verunreinig-
tes (3).
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