ZUSCHRIFTEN

Schnellverfahren zur ,,Liquid-Phase"-
Peptidsynthese: Die Kristallisationsmethode

Von Manfred Mutter und Ernst Bayer"

Zur Peptidsynthese in homogener Losung sind Polyithy-
lenglykole als solubilisierende C-terminale Schutzgruppe be-
sonders geeignet!' 73\ Bisher werden niedermolekulare Re-
agenticn und Kupplungskomponenten von der am Po-
lydthylenglykol wachsenden Peptidkectte durch Diafiltration
getrennt!!- 2! Ein Synthesezyklus dauert daher mit Losungs-
mittelwechsel etwa eincn Tag. Dic Synthesc lieBe sich durch
Kristallisation des Polymerpeptids in jeder Zwischenstufe
beschleunigen. Polyéthylenglykol unterscheidet sich von an-
deren bei der ,Liquid-Phase"-Methode verwendeten Polyme-
ren, z.B. Polyvinylalkohol, durch besondere Kristallisations-
neigung und Ausbildung einer stabilen Helixstruktur'® %l So-
fern dicse Konformation und Kristallisationstendenz auch bei
Polyidthylenglykol mit wachsender Peptidsequenz erhalten
blicbe, wire die Reinigung jeder Zwischenstufe durch Kristal-
lisation gegeben und der Synthesezyklus auf 1 2 Stunden zu
verkiirzen.

Rontgenographische Untersuchungen zeigen nun, daf} aus
Methylenchlorid mit Didthyldther kristallin gefillte freie
Polyithylenglykole (z.B. PEG 15000) und Polyéthylengly-
kolpeptidester (z.B. mit dem Oktapeptid BOC-Pro-Gln-
Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met)  die gleichen Reflexe crgeben
d,=3.81A;d,=4643 A).

Durch die Kristallisierbarkeit werden Einschliisse vermie-
den, wie sie bei gelartigen Ausfillungen entstchen!™, und
eine quantitative Entfernung der im Uberschul3 eingesetz-
ten geschiitzten Aminosduren wird moglich. Abbildung 1

(A) PEG-OH + HOOC-CHR-NH-BOC --——s PEG-OCO-CHR-NH®X®

1.CDI. DCC1
2. H®

zeigt das prinzipielle Syntheseschema mit dem Zeitbedarf
der einzelnen Operationen.

Synthesezyklus: Zur Veresterung (A) der ersten C-terminalen
Aminosdurc mit Polyithylenglykol dient Carbonyl-
diimidazol oder DCCI1"- 2L Zur 10-proz. Lisung des Polymer-
peptids in CH,Cl, wird das aktivierte Derivat der jewcils néch-
sten Aminosiure (B) in 1.5- bis 3-fachem UberschuB bei 0°C
gegeben unter gleichzeitigem Zutropfen der tertidren Base
zur Neutralisation der freien Aminogruppen. Nach ca. 5 min
wird der Umsatz durch Entnahme von aliquoten Mengen
getestet (C). Nach der Kupplung (maximal 30 min) wird die
Losung eingeengt (20-proz.) und ihr unter starkem Riihren
Ather zugesctzt, bis das Polymerpeptid quantitativ aus-
gefallen ist (zu 20--30 ml CH,Cl, ca. 100--200 ml Ather). Das
Polymerpeptid wird abgesaugt (Glasfritte), zweimal mit
Didthyldther nachgewaschen und getrocknet. An dieser
Stelle kann dic quantitative Entfernung der Uberschiisse ein-
fach durch Diinnschicht-Chromatographie getestct werden
(r; Polymerpeptid=0). AnschlieBend wird die Schutzgruppe
abgespalten (z.B. Eisessig/1.2 N HCI) und das Polymerpeptid
erneut mit Ather ausgefillt, gewaschen und getrocknet.

Mit dieser Methode sind u.a. die schwicrige Teilsequenz
14-20 des ACTH H-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-OH so-
wie das biologisch aktive Peptid ,,Substanz P+~ 1% mit PEG
vom Molekulargewicht 6000 bzw. 15000 in kurzer Zcit!"!
synthetisiert worden. Dieses Schnellverfahren der ,Liquid-
Phasc*-Synthesc bewahrt die bisherigen Vorteile der Mcthode,
doch werden die Operationen soweit vereinfacht, daB dic An-
kupplung eines Aminosdurerestes in kiirzerer Zeit als mit der
Festkorpermethode gelingt und ebenfalls eine Automatisie-
rung der Synthese moglich ist.

(B) Separate Aktivierung der N-geschiitzten Aminosdure mit DCCI [11] und Abfiltrieren des DC-Harnstoffs oder Ver-

wendung von aktiven Estern

(C) PEG-OCO-CHR-NH?X?
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Abb. 1. Synthesezyklus des Kristallisationsverfahrens nach der Liquid-Phase-Methode. Abkiirzungen: PEG = Polyithylen-
glykol. AS=Aminosiure. CDI = Carbonyldiimidazol. andere Abkiirzungen nach [12].

[*] Dr. M. Mutter und Prof. Dr. L. Bayer
Lehrstuhl fiir Organische Chemice der Universitiit
74 Tiibingen. Aul der Morgenstelle
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[**] Zcitbedarf fiir beide Synthesen: 7 bzw. 10 Tage cinschlicBlich Isolierung
und Reinigung.
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Fiir das Kristallisationsverfahren eignen sich Polyithylen-
glykole im Molekulargewichtsbereich von 20000- 2000, wo-
durch Kapazititen von 0.1 mmol/g bis 1 mmol/g Polymer cr-
zielt werden konnen.
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Bequeme Darstellung von Vinylsilanen und deren
Verwendung zur Ketonsynthese!™
Von Bengt-Thomas Grobel und Dieter Seebachl’]

Vinylsilane (1 ) lassen sich oxidativ iiber Epoxide ¢ 2) in Carbo-
nyl-Derivate (3 ) {iberfiihren!!L

Damit sind alle Verfahren der C - C-Verkniipfung, bei denen
Vinylsilane entstchen, potenticlle Methoden zum Aufbau von
Carbonylverbindungen.
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Wir beschreiben hier neue a-Silyllithium-Reagentien (&) und
(9 ), mit denen durch einfache C -C-Verkniipfung oder durch
Peterson-Olefinierung Vinylsilane ¢ 10 )- ( 12) mit verschiede-
nen Substitutionsmustern zugidnglich sind.
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Tabelle 1. Substitutionsmuster. Ausbeuten und einige charakteristische NMR-Daten der Produkte (/0. 7 /1, und /12,. Bei allen Reaktionen gab man das Elektrophil
bei 80 C zur THF-L8sung des lLithium-Reagens und licB inncrhalb 14h aufwiirmen. Alle Verbindungen zeigen korrekte Elementaranalysen.

Reaktion

Elektrophil

(8) - (10) R
n-Pentyljodid n-CsHy,
Benzaldehyd CoHsCH(OH)
Cyclohexanon (CH2):CiOH)
Benzophenon {CeH4):CLOH)

(9a)—(11) R' R
Formaldehyd n-C4Hq H
Benzaldehyd n-C,Hy CoHe
Formaldehyd 5-CaHo H
Formaldehyd 1-C 3 Hy H
Benzaldehyd t-C:Hy CoHs
Zimntaldehyd t-CsHy CH—CHCH5

(9h)-»(12) R? R*
Benzaldehyd CoHs H
Zimtaldehyd CH--CHCeHs H
Benzophenon CeHs Cals

[a] Bezogen auf destillierte Produkte.

Ausb.

NMR [5]
[%e] [a] Silyl olefin. H
K3 0.05 5.28, 5.50
64 0.08 540, 568
60 0.12 529 .35
62 (] 5.03
73 0.08 5.28. 5.50
62 —0.0%.0.15 6.78. 7.2 [b]
64 0.08 5.30. A
71 0.09 546, 5,57
64 ~0.08.0.15 6.92, 7.18 [b]
00 0.13.0.25 6.24-7.25 [b]
70 [¢] 003, 0.17 5.79. 6,37, 6.85.7.27 [ b]
33 015,025 5.6 6.0.64 7.0 [b]
65 —0.12 6.19

[b] Wie aus den NMR-Spektren ersichtlich. entstehen hier £ Z-isomere Olefine, Verhiltnis 1:1.0 1:1.4.

[¢] ng”=1.5230 [L. H. Sommer et al., J. Amer. Chem. Soc. 76. 1613 (1954): 1.5270].

[*] Dipl.-Chem. B.-Th. Gribel und Prof. Dr. D. Seebuch
Fachbereich 14 Chemie, Institut fiir Organische Chemie der Universitit
63 Giellen, LudwigstraBle 21
[**] Die Arbeit wurde vom Fonds der chemischen Industrie unterstiitzt:
B.-Th. G. dankt der Studicnstiftung des Deutschen Volkes fur ein Stipendium.
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Zur Herstellung von (82! gehen wir von Tris(trimethylsilyl)-
methyllithium (41 aus, das zunéchst in einer Peterson-Reak-
tion!* mit 70% Ausbeute in das Olefin (5! iiberfiihrt wird.
(3 ) laBt sich in (6) umwandeln!®!, das einem Brom-Lithium-
Austausch mit tert.-Butyllithium! ™! unterworfen wird. Die sub-
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