
15.5. 1968 Specialia 521 

also b e  I o u n d  in  t h e  i n n e r  cornea l  l aye r  (F igure  3). I n  
m o s t  cases t h e  lens  r e t a i n e d  a c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  i n n e r  
cell l aye r  of  t h e  c o r n e a  b y  i t s  capsule ,  w h i c h  could  be  ob-  
s e rved  e v e n  188 d a y s  a f t e r  l e n t e c t o m y  (Figure  5). T h e  
r e c o n s t i t u t i o n  of t h e  lens  f rom the  e p i t h e l i u m  could  be  

Fig. 5. 188 days after lens removal. The lens still retains connection 
with the inner corneal layer by the capsule, x 59. 

o b s e r v e d  b e t w e e n  57 a n d  60 d a y s  a n d  in some cases a t  
a n  even  ear l ier  s tage.  I n  cases whe re  t h e  lens was  r e m o v e d  
comple te ly ,  no  ev idence  of lens  r e g e n e r a t i o n  f rom t h e  
dorsa l  m a r g i n  of t h e  iris cou ld  b e  f o u n d  in th i s  series of 
ex p e r i men t s ,  n o t  even  6 m o n t h s  a f t e r  t h e  opera t ion .  

The  p r e s e n t  resu l t s  show t h a t  in  X.  laevis, as in  o t h e r  
a n u r a n s  acco rd ing  to  r epor t s  so far, t h e  comple t e  r e m o v a l  
of t h e  lens is diff icul t .  W h e r e  t h e r e  was lens  fo rma t ion ,  i t  
deve loped  f rom t h e  f r a g m e n t s  of lens  e p i t h e l i u m  which  
were  r e t a i n e d  w i t h i n  t h e  capsule ,  as  h a s  b e e n  sugges ted  
in t h e  vacuo les  (OKADAg'10). 

Zusammen[assung. Es  w u r d e  die R e g e n e r a t i o n  d e r  
Augen l inse  e r w a c h s e n e r  Xenopus laevis n a c h u n t e r s u c h t .  
E ine  vol ls tAndige E n t f e r n u n g  der  Linse  ge lang  in wen igen  
FAllen. Die N e u e n t w i c k l u n g  de r  Linse  wurde  n u r  y o n  
L insenep i the l r e s t en ,  die n a c h  der  L e n t e k t o m i e  in de r  
Kapse l  zu r i i ckgeb l i eben  waren ,  induz ie r t .  
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

A Sens i t ive  Method for the  Detec t ion  of R a c e m i z a t i o n  in Pept ide  S y n t h e s i s  

A few yea r s  ago we r e p o r t e d  t h a t  d i a s t e reo i someres  of 
DL/DL d ipep t ides  c an  be  s e p a r a t e d  b y  p a p e r  x or t h i n  l ayer  
c h r o m a t o g r a p h y  ~. Th i s  p h e n o m e n o n  al lows one  to  eva lu-  
a t e  t h e  e x t e n t  of r a c e m i z a t i o n  w h i c h  occurs  d u r i n g  in t ro -  
d u c t i o n  or  r e m o v a l  of d i f f e ren t  p r o t e c t i n g  g roups  8 used  in 
p e p t i d e  chemis t ry ,  or  d u r i n g  t h e  f o r m a t i o n  of t h e  pep t i d e  
bond*.  

I n  t h e  l a t t e r  case, p h e n y l a l a n i n e  or  va l ine ,  N - p r o t e c t e d  
b y  f o r m y l  or  t r i f l uo roace ty l  res idues  were  coup led  w i t h  
t e r t i a r y  es te r s  of p h e n y l a l a n i n e  or  va l ine  w i t h  t he  he lp  of 
m e t h o d s  to  be  examined .  T h e  a m o u n t  of t h e  d ias te reo-  
i somere  D--L was  e s t i m a t e d  in free d ipep t ides .  

U n f o r t u n a t e l y  such  a m i n o  p r o t e c t i n g  g roups  (chosen 
due  t o  t h e  lack  of o t h e r  more  a p p r i o p r i a t e  ones) are  r a t h e r  
' u n n a t u r a l '  a n d  t h e r e f o r e  i n a d e q u a t e .  T h e y  can  cons ider -  
a b l y  d i m i n i s h  r a c e m i z a t i o n  a n d  s o m e t i m e s  t h e y  c a n  e v e n  
p r o t e c t  t h e  a c y l a t i n g  ac id  a g a i n s t  r a c e m i z a t i o n  s. 

T h e i r  r e m o v a l  b y  a lka l i  or  ac id  leads  to  p a r t i a l  hyd ro l -  
ysis  of t h e  p e p t i d e  bond ,  a n d  w h e n  i t s  d i a s t e reo i someres  
h a v e  t h e  s ame  R I  as t h e  c o m p o n e n t  amino-ac ids ,  such  di- 
pep t i de s  c a n n o t  be  used  as t e s t  for  t h e  d e t e c t i o n  of race-  
miza t ion .  

A pe r fec t  m e a n s  for  t h e  p r o t e c t i o n  of t h e  a m i n o  g roup  
of t h e  a c y l a t i n g  a m i n o  acid  wou ld  b e  i n c o n t e s t a b l y  acyl-  
a m i n o  acids  or  acy l  p e p t i d e s  themse lves .  U n f o r t u n a t e l y  u p  
t o  n o w  on ly  d i p e p t i d e s  cou ld  b e  reso lved  c h r o m a t o g r a p h i -  
ca l ly  i n t o  t h e i r  d ias te reo isomeres .  

To solve th i s  p r o b l e m  we sugges t :  (a) to  p r o t e c t  t h e  
a m i n o  g roup  of t h e  a c y l a t i n g  a m i n o  acid w i t h  s u i t a b l y  N-  
p r o t e c t e d  a m i n o  acids  or pept ides ,  (b) to  couple  t h e  pep-  
t ide  w i t h  t e r t i a r y  b u t y l  es ters  of L-amino  acids  w i t h  t h e  
he lp  of t h e  m e t h o d  to  be  examined ,  (c) to  d eg rad e  t h e  free 
p e p t i d e  w i t h  t h e  EDMAN m e t h o d ,  a n d  (d) t o  e s t i m a t e  t h e  
a m o u n t  of  d i a s t e reo i somere  D--L in  t h e  d i p e p t i d e  o b t a i n e d .  

Af t e r  t h e  s y n t h e s i s  of t h e  pep t ide ,  t h e  u n r e a c t e d  sub-  
s t r a t e s  m u s t  be  r e m o v e d  f rom t h e  r eac t i on  m i x t u r e  b y  
r e p e a t e d l y  w a s h i n g  o u t  (unde r  c h r o m a t o g r a p h i c  cont ro l )  
in o rder  to  avo id  t h e  a p p e a r a n c e  of a d d i t i o n a l  spo ts  which  
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c o u l d  i n t e r f e r  w i t h  t h e  d e t e c t i o n  of  d i a s t e r e o i s o m e r e s  b y  
o v e r l a p p i n g .  

T o  p r e v e n t  p o s s i b l e  p a r t i a l  s e p a r a t i o n  o f  d i a s t e r e o -  
i s o m e r e s ,  o n l y  c r u d e  p r o d u c t  m u s t  b e  u s e d .  

T h e  p r o t e c t i n g  g r o u p s  a r e  r e m o v e d  w i t h  H B r - a c e t i c  
ac id .  T h e  t h i o u r e i d e  is  f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  SJ6QUIST e a n d  
t h e  s a l t  o f  t h e  p h e n y l t h i o c a r b a m y l  p e p t i d e  ( 1 5 - 2 0  m g )  so  
o b t a i n e d  c y c l i z e d  u p o n  t r e a t e m e n t  w i t h  0.5 m l  o f  0.6N 
HC1 i n  d r y  a c e t i c  a c i d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h i n  30 r a in .  
A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  s o l v e n t  a n d  t h e  e x c e s s  o f  HC1 u n d e r  
r e d u c e d  p r e s s u r e ,  t h e  r e s i d u e  c o n t a i n i n g  t h e  d i p e p t i d e  
h y d r o c h l o r i d e  is  w a s h e d  o u t  w i t h  e t h y l  a c e t a t e  in  o r d e r  t o  
r e m o v e  t h e  t h i o h y d a n t o i n e  d e r i v a t i v e s  f o r m e d .  

B y  u s i n g  t h i s  p r o c e d u r e ,  t h e  a m i n o  a c i d s  c o m p o s i n g  t h e  
d i p e p t i d e  r e t a i n  t h e i r  c o n f i g u r a t i o n  a n d  t h e  d i p e p t i d e  is  
n o t  h y d r o l y s e d .  

T h e  T a b l e  s h o w s  p r o t e c t i n g  g r o u p s  w h i c h  h a v e  b e e n  
u s e d  i n  o u r  e x p e r i m e n t s ,  b u t  t h e o r e t i c a l l y  e v e r y  a m i n o  
a c i d  c o u l d  b e  s u i t a b l e  e x c e p t  t h o s e  w h i c h  d o  n o t  u n d e r g o  
t h e  EDMAN d e g r a d a t i o n .  T h i s  m e t h o d  p e r m i t s  us ,  t h e r e -  
fore ,  t o  s t u d y  t h e  i n f l u e n c e  o f  p e n u l t i m a t e  a m i n o  a c i d s  o r  

p e p t i d e s  o n  t h e  e x t e n t  o f  r a c e m i z a t i o n  o f  t h e  a c y l a t i n g  
a m i n o  a c i d  d u r i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  a c t i v a t i n g  s p e c i e s  
o r  d u r i n g  t h e i r  a m i n o l y s i s .  

P h e n y l a l a n i n e  a n d  v a l i n e  h a v e  b e e n  u s e d  b o t h  a s  a c y l a t -  
i n g  a n d  a s  a c y l a t e d  a m i n o  ac id s .  A l s o  h e r e  a l m o s t  a n y  d i -  
p e p t i d e  c a n  s e r v e  a s  m o d e l ,  p r o v i d e d  t h e i r  d i a s t e r e o i s o -  
m e r e s  h a v e  s u f f i c i e n t l y  d i f f e r e n t  RI .  

T h e  s ens i t i v i t y -  o f  o u r  m o d e l s  u p o n  r a c e m i z a t i o n  w a s  
t e s t e d  b y  u s i n g  m e t h o d s  o f  c o u p l i n g  w h i c h  h a v e  b e e n  
c l a i m e d  t o  o c c u r  w i t h  l i t t l e  r a c e m i z a t i o n  o r  w i t h  n o  r a c e -  
m i z a t i o n  a t  al l .  

DETERMANN a n d  WIELAND 7 r e p o r t ,  u s i n g  a n  ANDERSON 
t e s t  s, t h a t  r a c e m i z a t i o n  c a n  be  c o m p l e t e l y  a v o i d e d  w h e n  
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No. of Synthesis  of model peptides Kind of 
experi- activation 
merit 

Reaction conditions Yield Racemi- 
% zation 

Solvent Formation of the Action of the Litera- % 
active intermediate nucleophilic ture 

component  

1 Z-Val-Phe-OH + HC1.H-Phe-OBu t C1COOEt 

2 Z-gly-Phe-OH + HC1.H-Phe-OBu t C1COOEt 

3 Z-gly-Phe-OH + H-Phc-OBu t C1COOEt 

4 Z-gly-Phe-OH + H-Phe-OBu t C1COOEt 

5 Z-gly-Phe-OH + H-Phe-OBu t CICOOBu i 

6a  Z-gty-Phe-OH + HCI.H-Val-OBu t CICOOEt 

6b  Z-gly-Phe-Val-OH + HC1.H-Phe-OBu t C1COOEt 

7 a Z-gly-Phe-OH + HOSu* C1COOEt 

7b Z-gly-Phe-OSu + H-Phe-OBu t -OSu  

8 Z-gly-Phe-OH + H-Phe-OBu t DCCI 

9a  Z-gly-Phe-OH + HOQ b DCCI 

9b Z-gly-Phe-OQ + H-Phe-OBu t -OQ 

lOa Z-gly-Phe-OH + BrCHsCN 

10b Z-gly-Phe-OCHzCN + H-Phe-OBu t -OCH2CN 

l l a  Z-gly-Val-OH + BrCH~CN 

l l b  Z-gly-Val-OCHzCN + H-Phe-OBu t -OCHzCN 

12 Z-gly-Val-N 3 + H.Phe-OBu t azide 

13 BOC-gly-Val-N 3 + H-Phe-OBu t azide 

CHC1 a 30 rain at  -- 15°C 18 h, 18 ° C 13 
2 eq. NEt  a 

THF,  HaO 3 rain at -- 15°C till20°C 
2 eq. NEt  3 for 25 min 

T H F  40 sec at -- 15 ° till 20°C 
I eq. NEt  s for 25 min 

THF  'inverse method'  till 20 ° C 9 
40 sec at -- 15 ° C NEt  s for 25 min 

T H F  4 min at -- 15°C, 1 min a t - -  15°C 10 
N-mcthylmorpholine till 20°C 

for 25 min 

CHCI s 30 min at  -- t5°C 18 h, 18 ° C is 
NEt  a (2 eq.) 

THF,  H~O 1.5 rain a t - -  15°C 18 h, 18°C - 
NEt  s (2 cq.) 

T H F  3 min a t - -  15°C I8 h, 18°C - 

N E t  3 

T H F  - 2 h, 18°C 14 

T H F  13 h a t - -  5°C; 4h ,  18°C 1~ 

T H F  13 h a t - -  5 ° C; 4 h, 18 ° C 1~ 

T H F  - 20 h, 18 ° C xz 

AeOEt 18 h, 18 ° C - 4 

T H F  - 20 h, 180C 4 
2 eq. AcOH 

AcOEt 18 h, 18°C - 4 

T H F  - 20 h, 18°C 4 
2 eq. AcOH 

16 

16 

76 100 

71 13 

43 3 

48 3 

80 undetect- 
able 

61 100 

65 5 

89 } 50 

87 

86 20 

87 } 80 

92 

76 } undetect- 
75 able 

65 } undetect- 

80 able 

43 undetect- 
able 

42 undetect- 
able 

-OSu  = N-hydroxysuccirdmide residue, b -OQ = 8-hydroxyquinoline residue. 
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the t ime for the formation of mixed anhydride with ethyl 
chloroformate was shortened to less than 10 miD. Our ex- 
periments made under the same conditions (experiment 2) 
and under conditions that  are known to diminish race- 
mization (experiment 3) could not entirely confirm this 
statement.  

The ' inverse method '* leads on our model also to race- 
mization. The procedure of ANDERSON ~0 performed with 
N-methylmorpholine and not with N E t  3 gave, however, 
peptides with retained configuration (experiment 5). 

T h e - O S u  n and the 8-OQ x~ esters of N-protected di- 
peptides undergo aminolysis without  being racemized. 
Such esters cannot be obtained in an optically pure form 
when they are prepared directly through reactive inter- 
mediates (experiments 7 and 9). The esterification of N- 
protected dipeptides with bromoacetonitril  4, however, 
gives optically homogenous cyanomethylesters which 
undergo aminolysis without  racemization (experiments 10 
and II).  

No loss of optical act ivi ty  has been found when the acid 
azide method was used (experiments 12 and 13). 

By the stepwise elongation of the peptide chain from 
the carboxyl end, the extent  of racemization of each newly 
formed peptide bond (experiments 6a and 6b) can be con- 
trolled in a microscale by the presently proposed method. 

Zusammenfassung. Empfindliche Methode zur Bestim- 
mung der Racemisierung im Laufe der Peptidsynthese: 

N-Acylaminosiiure oder Peptide werden als Schutz der 
Aminogruppe der acylierenden SAute benutzt.  
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Best immung der Transferrintypen bei Rindern durch vertlkale Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

Bisher wurde die Untersuchung der Transferrintypen 
auf Polyacrylamid durch Disk-Elektrophorese beschrie- 
ben 1. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der St~rke- 
gelelektrophorese liegt darin, dass das synthetische Poly- 
acrylamidgel chemisch besser definiert ist, teilweise aber 
auch eine bessere Auftrennung der Proteine stattfindet.  
Der Nachteil  der Disk-Elektrophorese liegt in der 
schwierigen Vergleichbarkeit der Proben untereinander. 

Um diesen Nachteil  auszuschalten, verwenden wir das 
Verfahren der Disk-Elektrophorese in einer Apparatur, die 
ein direktes Vergteichen der Serumtransferrintypen unter- 
einander und mit  einem Standard erlaubt. 

Methodik. Als Elektrophoreseapparatur wurde eine 
Vertikalelektrophorese nach RAYMOND * (E-C Apparatus 
Corporation, Philadelphia), als Puffer fiir die Elektroden- 
kammern ein Tris-Glycinpuffer (6,0 g Tris, Glycin 28,8 g/l) 
pH  8,5 verwendet. Das Gesamtgel besteht aus 3 ver- 
schiedenen Gelen, das unterste zum leitenden Abdichten 
der unteren Elektrodenkammer gegen den Pufferraum, 
das mitt lere zum Auftrennen der Probe und das oberste 
zum Vortrennen der Probe. 

Fiir diese Gele sind folgende L6sungen notwendig: 
(A) Acrylamid (Schuchardt) 150 g, Bis (N,N'-Methylen- 
bis acrylamid) 2 g, Tris 45,7 g, 1N HC1 60 ml, gel6st in 
500 ml H20. (B) Acrylamid 25 g, Bis 3 g, Tris 8 g, 
1N HCI 60 ml, gel6st in 500 ml HzO. (C) Ammonium- 
persulfat 1,4 g in 100 ml H~O. 

12,5 mlA werden mit  dem gteichen Volumed Wasser, 
0,4 ml TMED (N, N,N' ,  N'-Tetramethyl~tthylendiamin, 
Fa. Fluka) und 0,5 ml C vermischt. Diese L6sung wird 
blasenfrei in die schrgg gestellte Apparatur  gegossen. 

Nach dem Auspolymerisieren dieser Mischung (10 bis 
15 miD) wird die mittlere Gell6sung bestehend aus 25 ml A, 
25 ml H00, 0, 8 ml TMED, 1 ml C und 0,16 ml Terti~rbutyl- 
amino~ithylacrylat (Rohm und Haas, Philadelphia) in die 
vert ikal  gestellte Apparatur  eingebracht. 

Der das Gel enthaltende Spalt wird bis 1 cm unter die 
H6he der inneren Kfihlplatte mit  dieser L6sung angefiillt. 
In den freibleibenden Raum wird vorsichtig Wasser ein- 
gebracht, ohne dass eine Vermischung mit der Gell6sung 
stattfindet.  Dadurch wird der direkte Kontakt  mit Luft  
vermieden und eine glatte Oberflache der Gelschicht er- 
reicht. Polymerisationsdauer 20-25 min. 

Aus der nun waagrecht gelegten Apparatur  wird das 
Wasser m6glichst vollst/indig entfernt, Wasserreste auf 
der Geloberfl~che k6nnen ein Anpolymerisieren des ober- 
sten Gels an das mitt lere verhindern. Die L6sung fiir das 
oberste Gel wird in die Apparatur  gegossen (25 ml B, 
25 ml H20, 0,8 ml TMED, 1 ml C). In diese Fliissigkeit 
wird der Probenteiler eingesetzt. Nach dem Auspolymeri- 
sieren des Gels (20-25 min) wird das an der Riickseite des 
Probenteilers befindliche Gel entfernt, der Apparat  senk- 
recht gestellt und die Kammern mit  Puffer geffillt. Der 
Probenteiler kann dann vorsichtig herausgezogen werden. 

Die Proben k6nnen mittels einer Mikropipette in die 
vorgeformten Schlitze gebracht werden, das Serum ist 
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