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Schnellverfahren zur ,,Liquid-Phase"- 
Peptidsynthese: Die Kristallisationsmethode 
Von Maifred Mutter und Ernst Uajer"l 

Zur Peptidsynthese in homogener Losung sind Polylthy- 
lenglykole als solubilisierende C-terminale Schutzgruppe bc- 
sonders geeignet[' - 3 1 .  Bishcr werden niedermolekulare Re- 
agentien und Kupplungskomponentcn von dcr am Po- 
lyiithylenglykol wachsenden Peptidkctte durch Diafiltration 
getrenntl'. 'I. Ein Synthesezyklus dauert daher mit Losungs- 
mittelwechsel etwa einen Tag. Die Synthese lielk sich durch 
Kristallisation des Polymerpeptids in jeder Zwischenstufe 
beschleunigen. Polyathylenglykol unterscheidet sich von an- 
deren bei der ,,Liquid-Phase"-Methode verwendeten Polyme- 
ren, z. B. Polyvinylalkohol. durch besondere Kristallisations- 
neigung und Ausbildung einer stabilen HelixstrukturlJ-'I. So- 
fern dicsc Konformation und Kristallisationstendcnz auch bei 
Polyiithylenglykol mit wachsendcr Pcptidsequenz erhalten 
bliebc, ware die Reinigung jeder Zwischenstufe durch Kristal- 
lisation gegeben und der Synthesezyklus auf 1 2 Stunden zu 
verkiirzen. 

Rontgenographische Untersuchungen zeigen nun, dab aus 
Methylenchlorid mit Diathylather kristallin gefillte freie 
Polyiithylenglykole (z. B. PEG 15000) und Polyathylengly- 
kolpeptidestcr (z. B. mit dcm Oktapeptid BOC-Pro-Gln- 
Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met) die gleichen Reflcxc crgebeti 
(d, = 3.81 A ; d, =4.643 A). 
Durch die Kristallisierbarkeit werden Einschliisse vermie- 
den, wie sie bei gelartigen Ausfallungcn entstchen[". und 
eine quantitative Entfernung der im Eberschull eingesetz- 
ten geschiitzten Aminosluren wird moglich. Abbildung 1 

zeigt das prinzipielle Syntheseschema rnit dcm Zeitbedarf 
der einzelnen Operationen. 

Sjnthesezyklus: %ur Verestcrung (A) der ersten C-terminalen 
Aminosaure mit Polyiithylenglykol dient Carbonyl- 
diimidazol odcr DCCI'" 'I. Zur 10-proz. Liisung dcs Polymcr- 
peptids in CH,CI, wird das aktivicrte Derivat derjeweils nlch- 
stcn Aminosaure (B) in 1.5- bis 3-fachem UberschuR bci 0°C 
gegeben unter gleichzeitigem Zutropfen der tertiiiren Base 
zur Neutralisation der freien Arninogruppcn. Nach ca. 5 min 
wird der Umsatz durch Entnahme von aliquoten Mengen 
getcstet (C). Nach der Kupplung (maximal 30 min) wird die 
Liisung eingeengt (20-proz.) und ihr unter starkem Kiihren 
Ather zugcsetzt, bis das Polymerpcptid quantitativ aus- 
gefallen ist (zu 2@-30 ml CM,CI, cd. 100-200 ml Ather). Das 
Polymerpeptid wird abgesaugt (Glasfritte), zweimal rnit 
Diathylather nachgewaschcn und getrocknet. An dieser 
Stcllc kann die quantitative Entfernung der uberschiisse ein- 
fach durch Diinnschicht-Chromatographie getestet werden 
(rf Polymerpeptid = 0). Anschlieoend wird die Schutzgruppc 
abgespalten (z. B. Eisessig/l.2 N HCI) und das Polymerpeptid 
erneut mit Ather ausgefillt. gewaschen und getrocknet. 
Mit dieser Methode sind u.a. die schwierigc Teilsequenz 
14--20 dcs ACTH H-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-OH so- 
wie das biologisch aktive Peptid ,,Substanz PI8- ''] mit PEG 
vorn Molekulargewicht 6000 bzw. 15000 in kurzer Zeit'"I 
synthetisiert worden. Dicses Schnellverfahren der ,,Liquid- 
Phase"-Synthese bewahrt die bisherigen Vorteile der Methode. 
doch wcrden die Operationen soweit vereinfacht, daR die An- 
kupplung eines Aminosaurerestes in kiirzerer Zeit als rnit der 
Festkorperrnethode gclingt und ebenfalls eine Automatisie- 
rung der Synthese moglich ist. 
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I .  CDI. DCCI 
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Abb. I .  Synrhcsezyklus des  Kristallisationsverfahrens nach dcr Liquid-Phase-~Methode. Abkurzungen . PI<(; = I'olydthylen- 
glykol. AS=Aminosdure.  CDI =Carbonyldiimidazol. andere Abkiirzunpen nach 1121. 
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[**I Zeirbedarf fur beide Synthesen : 7 bzw. 10 Tage einschlic0licli lwlierung 
und Reinigung. 
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Fur das Kristallisationsvcrfahren eigncn sich Polyithylcn- 
glykole im Molekulargewichtsbereich von 20000 2000. wo- 
durch Kapadthten von 0.1 mmol;g bis 1 rnrnol:g Polymer er- 
A t  werden konnen. 

Damit sind allc Verfahrcn dcr C ('-Vcrkniipfung. bei dencn 
Vinylsilanc cntstehen, potcnticllc Methoden m m  Aufbai~ von 
Carbonylvcrhindungcii. 
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Bequeme Darstellung von Vinylsilanen und deren 
Verwendung zur Ketonsynthese'"] 

Von Berq-Thornus Griihc./ und flic~rrr Src~hochl'] 

Vinylsilanc ( 1  ) lasscn sich oxidativ iibcr Epoxidc ( - 7 )  in Carbo- 
nyl-Ikrivatc (3)  iiberfihreii~'l. 

Wir beschreiben hicr ncuc r-Silyllithium-Kca€cnticii ( 8 )  und 
( Y  ), mit dcncn durch einfache C -C-Verkniipfiing odcr durch 
Peterson-Olcfinieriiiig Vinylsilane ( 1 0 ) -  ( 1-7 )  mit vcrschiedc- 
ncn Su bst i t Lit ionsiii ust ern mgiinglicli sind. 

I 

Tabelle I .  Substitutionsniuster. Aurheuten und elnigc charakteristische NMR-Datei i  der Produktc  i 10) .  i l l ,  und (12,.  Bei allen Reaktionen gilh inan das  Elektrophil 
hei 80 C zur TIIF-l.iisung dcs  Lithium-Reagens und l i d 3  inncrhalb 14h au fb i rmen .  Alle Verbindungen reigcn korrektc  Elemciitaraiialysen. 
.- 

Keaktion Elektrophil S M R  161 
Silyl 

I Y ' l  I + I I I ) 

( N )  -. f 1 0 )  R 
. .  . .  

n-Pcntyljodid n -C5H,  I 8 3  
13en/;ildehyd C ' " ~ l ~ ~ ~ l l ( o l l ~  64 
('yclohexnnon IC'H ?).CIOH I M) 

Beiimphenon ( ( ' c 3 H 5 ) 2 ( ' ~ O H )  62 
- ... 

R '  K: 

Fornialdchyd n-C4HV H 73 
Bcnzaldehyd n-C,lIs2 ( . , > I  I I h 2 
Formaldehyd s-CAH., I I  64 

Iknzaldehjd t-C4HU ( ' 0 1 1 5  64 
%iintaldeh)d l b < ' d I l 9  C'H- (Tl(',,€15 6a 

Formaldehyd l - ( ' J l<> I I  71 

... 

( Y h )  + ( I ? )  R' R' 
- . . . . . .  . . . .  

Renzaldeh yd C(,Il5 I 1  70 [c] 
Ziintaldehyd CII- -Ctl('*ll5 H . .  7 <  
Benmphenon CbH3 C'h l l3  65 

__ .. __ ...... 

[ a ]  Beiogcn auf destillicrte Produkte. 

Lb] Wie aus den NMR-Spektreii ersichtlich. cntstehen hier E Z-isomere Olefine. Verhiltnis 1 :1.0 I :1.4. 

[c] n p =  1.5230 [ L .  H .  Soninicr et al.. J. Amer. C'hem. Soc. 76. 1613 (1954): 1.52701 
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[**I Die Arheit wurdc vom Fonds d t r  chemisehen lndustrir unterstiilrt: 
H.-Th. G. dank1 der Studienstiftung des Deutschen Volkes fiir cin Stipeiidiuni. 
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Zur Herstellung von (8)'" gehen wir vvn Tris(triniethylsilyl)- 
methyllithium ( 4 )  aus, das zunachst in eiiier Pcterson-Rcak- 
tionl'l niit 70?G Ausbeutc in das Olcfin ( j ) [ ' I  iiherfuhrt wird. 
( 5  ) l l l j t  sich in (6) umwandeln~hl, das eincm Brom-Lithium- 
Austausch init tcrt.-Hutyllithiuni~'~ unterworfen wird. Die sub- 
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