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Fig. 1. Chlamydospores of C. albicans obtained after incubation 
(4 h at 37 ~ plus 48 h at room temperature) of blastocells in swine 
serum diluted 1:10 containing 1 mg/ml N-acetylglueosamine. Leitz 
Ortholux-Orthomat microscope. • 500. 

Fig. 2. The same chlamydospores as in Figure 1, but without serum. 
Acetylglueosamine was dissolved in water or MES buffer. • 380. 

Fig. 3. Massive production of chlamydospores of C. albicans in N- 
acetylglucosamine-agar. Note the marked difference in contrast 
between the chlamydospores and the supporting pseudomyeelium. 
For other experimental details see text. • 300. 

Subsequen t ly ,  we found  t h a t  s e rum can  be  o m i t t e d  
f rom i n c u b a t i o n  m i x t u r e  a n d  t h a t  t h e  s imples t  m e d i u m  
for o b t a i n i n g  c h l a m y d o s p o r e s  are m a d e  up  of N-ace ty l -  
g lucosamine  dissolved in  imidazole-HC1 0.01 _71/I p H  6.6 
buffer ,  or in  2 -morpho l ino -e thanesu l fon ic  acid (MES, 
F luka)  buf fe r  0.05 M a t  a p H  of 6.2 or also in s imple  
water .  As s h o w n  in F igure  2, m a n y  t y p i ca l  c h l a m y d o -  
spores  are found  a f t e r  4 h a t  37 ~ fol lowed b y  48-72  h a t  
r oom t e m p e r a t u r e  in  N - a c e t y l g l u c o s a m i n e - c o n t a i n i n g  
M E S  buffer .  

I t  is possible  to  ad d  2% agar  base  (Special  Agar  Noble ,  
Difco) to  N -ace t y l g l u co s ami n e -med i u m,  so o b t a i n i n g  an  
excel lent  solid m e d i u m  for c h l a m y d o s p o r e  p roduc t ion .  
I n  th i s  case, t h e  pu r i f i ca t ion  of t h e  aga r  is n o t  i m p o r t a n t  
(as i t  is in  t h e  m e d i u m  proposed  b y  JAXSONS an d  NICKER- 
SON s) a n d  t h e  eh l amy d o s p o re s  are o b t a i n e d  b y  s imple  
s t r eak ing  0.1 ml  of a suspens ion  c o n t a i n i n g  10~-106 
b las tospores  (16 h old) on  t h e  surface  of t h e  aga r  i tself  or 
on a slice of dyal is is  t u b e  (The Scient if ic  I n s t r u m e n t  
Cent re  Ltd. ,  London ,  E n g l a n d )  p u t  on to  t h e  surface  of 
t h e  agar.  Af te r  s t r eak ing ,  t h e  m e d i u m  was left  to  d ry  for 
70 mil l  a t  37 ~ in  Pe t r i  dishes,  t h e n  i n c u b a t e d  for 24 h 
a t  26~ M a x i m a l  ye ld  of c h l a m y d o s p o r e s  was obse rved  
a f t e r  48 h. These  ch l amy d o s p o re s  were t y p i ca l  in  m o r p h o -  
logy a n d  size (Figure 3). 

Glucose, g lucosamine ,  ga lac tosamine ,  N-ace ty lga lac tos -  
amine ,  fructose,  g l u c o s e - l - p h o s p h a t e  could n o t  rep lace  
N-ace ty lg lucosamine  in c h l a m y d o s p o r e  induc t ion ,  wh ich  
was on ly  s l igh t ly  s t i m u l a t e d  b y  MgSO 4 (0.1 m M  Merck,  
G e r m a n y )  or MnCI~ (0.1 m M ,  Merck, G e r m a n y ) ;  t he  
o p t i m a l  p i t  r anges  f rom 6.2 in M E S  buf fe r  to  6.6 in 
imidazo le  HC1 buffer .  

I n  genera l  t h e  e x p e r i m e n t a l  cond i t ions  of c h l a m y d o -  
spore f o r m a t i o n  seem v e r y  s imi la ry  to those  specif ical ly 
i nduc ing  g e r m - t u b e  f o r m a t i o n  f rom b la s tospore  of 
C. albicans 4 a n d  in t h i s  respec t  N-ace ty l -D-g lucosamine  
can  be  cons idered  a ' key '  s u b s t a n c e  for d i m o r p h i s m  and  
morpho log ica l  v a r i a t i o n s  in  C. albicans. 

T h e  poss ib i l i ty  of o b t a i n i n g  h igh  ye ld  of t y p i ca l  
c h l a m y d o s p o r e s  of C. albicans w i t h  N-acetyl- I ) -glucos-  
a m i n e  b y  a s imple  an d  rep roduc ib le  m e t h o d  offers also a 
new re l iable  a p p r o a c h  to a s imple  l a b o r a t o r y  d iagnos is  of 
C. albicans. 

Riassunto.  La N-ace t i l -D-g lucosamina  in acqua ,  in  
a lcun i  t a m p o n i  o in  siero, induce  spec i i i camen te  la 
fo rmaz ione  di c l a m i d o s p o r e  in Candida albicans. Esse  
m o s t r a n o  u n a  t ip i ca  mor fo log ia  e sono idonee  p e r  s tud i  
b ioch imic i  e pe r  la d iagnos i  di ques to  micete .  
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Ein n e u e s  Verfahren  z u r  P e p t i d s y n t h e s e :  die a l t ern ierende  F e s t - F l f i s s i ~ p h a s e n  Methode  

Die b i she r  b e s c h r i e b e n e n  VerfahreI1 zur  Pep t i d -  
syn these  u n t e r  V e r w e n d u n g  un l6s l icher  oder  16slicher 
Trgger  bas i e r en  alle auf  der  yon  MERRIFIELD 1 in die 
P e p t i d c h e m i e  e ingef i ih r ten  Grundidee ,  d.h.  die im 

sch r i t twe i sen  V e r f a h r e n  wachsende  P e p t i d k e t t e  is t  
en twede r  i iber  die Ca rb o x y l g ru p p e  1,2 oder  die Amino-  
g ruppe  a m i t  e inem p o l y m e r e n  Trgger  ve rkn i ip f t .  Hier-  
d u r c h  soll die A b t r e n n u n g  der  zur  K e t t e n v e r l g n g e r u n g  im 
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l]berschuss eingesetzten, partiell geschfitzten Amino- 
s/iuren gegeniiber der konventionellen Peptidsynthese 
erleichtert werden. Bei unvollst~tndiger Kupplungs- und 
Deblockierungsreaktion tr i t t  bei dieser Synthesestrategie 
eine Anh~iufung von Rumpf- und Fehlsequenzen auf 4, da 
eine Abtrennung nicht umgesetzter Peptidkette n bei 
diesem Syntheseprinzip nicht m6glich ist. Sehr vie] 
Arbeit ist in den letzten Jahren investiert worden, um die 
iKupplungsausbeuten m6glichst nahe an 100% heranzu- 
bringen, wodurch dieser wesentliche NachteiI der Peptid- 
synthese nach dem Merrifield-Prinzip eliminiert wfirde. 
Eine allgemein gfiltige L6sung dieses Problems wurde 
jedoch bisher nicht gefunden. 

Versuche, das Problem der Rumpf- und l%hlsequenzen 
durch eine ~mderung der Synthesestrategie prinzipiell zu 
16sen sind unseres Wissens bisher nicht beschrieben 
worden. Im folgenden soil daher ein neues Verfahren zur 
Peptidsynthese beschrieben werden, das unter Verwen- 
dung polymerer Trgger auf jeder Synthesestufe die ein- 
fache Abtrennung sowohl der im ~berschuss zur t fe t ten-  
verlgngerung eingesetzten Aminosguren als such der 
nicht verlgngerten Peptidkette vom gewfinschten Peptid 
erlaubt. Das Prinzip dieser alternierenden Fest-Flfiss~g- 
phasen Methode ist schematisch in der Figur dargestellt. 

Das Wesentliche der neuen Synthesestrategie liegt 
darin, dass eine zu verlgngernde Peptidkette dutch den 
Ablaut der Kupplungsreaktion physikalisch so vergndert 
wird, dass nicht umgesetztes Ausgangsprodukt einfach 
vom Endprodukt  abgetrennt werden kann. Dieses 
Prinzip ist besonders leicht zu verwirklichen durch die 
Verwendung yon Aminosguren, die an der Aminofunktion 
fiber eine selektiv spaltbare Gruppierung an einen un- 
16slichen Trgger gebunden sin& Die in L6sung vorliegende, 
am Aminoende zu verlgngernde Peptidkette wird mit der 
entsprechenden tr~igergebundenen Aminosgure zur Reak- 
tion gebracht. Durch das Kniipfen der Peptidbindung 
wird die Peptidkette aus der L6sung entfernt und fiber 
die kettenverlgngernde, trggergebundene Aminos/iure 
in die feste Phase fiberfiihrt. Nach beendeter Kupplungs- 
reaktion wird der in L6sung befindliche Anteil an nicht 
umgesetzter Peptidkette durch einfaches Auswaschen und 
Filtrieren entfernt. Durch Abspaltung der am festen 
Trgger gebundenen Schutzgruppe wird die verlgngerte 
Peptidkette zusammen mit  im ~berschuss eingesetzter 
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Schematische Darstellung eines Synthesezyklus der alternierenden 
Fest-Fliissigphasen-Methode. A) Aminos/inre (rest), Peptidkette. 
B) Aminos/iure (rest). [Z, fester Trfiger nnd Aminoschutzgruppe; 
O, Carboxylsehutzgruppe. 

Aminosgure wieder in die 16sliche Phase fiberffihrt; 
eventuell nieht deblockierte Peptidkette verbleibt am 
festen Tr~tger. Die Abtrennung der Aminos~ure yore 
Peptid erfolgt je nach verwendeter Carboxylschutz- 
gruppe und Pep~idkettenl~tnge durch Ausschfitteln, 
Gelpermeations-Chromatographie, Ultrafiltration oder 
Umfgllen. Hierauf kann der n~tchste Synthesezyklus 
beginnen. 

Durch einen solchen l~eaktio, nszyklus, bei dem die 
wachsende Peptidkette alternierend in fester und fliissiger 
Phase vorliegt, wird die vollstgndige Abtrennung sowohl 
nich~ umgesetzter wie nicht deblockierter Peptidketten 
erm/Sglicht. Dies ist der entscheidende Vorteil des neuen 
Verfahrens, da die Abtrennung dieser analytisch oft 
schwierig erfassbaren Nebenprodukte bei der konventio- 
nellen Peptidsynthese sehr zeitaufwendig, bei der MERRI- 
FiELn-Strategie jedoch iiberhaupt nicht duchffihrbar ist. 

Weitere Vorteile der alternierenden Fest-Flfissigphasen 
Methode gegenfiber den bisherigen Methoden sollen 
im folgenden kurz angedeutet werden. Sie ist ant jeder 
Synthesestufe mit jeder anderen Strategie der Peptid- 
synthese - mit  Ausnahme der MERRIFIELD-Methode- 
kombinierbar. Wenn es vorteilhaft erscheint, kann die 
Synthese auf einer Synthesestufe nach konventionellen 
lVlethoden weitergeffihrt werden oder umgekehrt. 

Da ffir die am festen Trgger gebundenen Aminosguren 
beziiglich Tr~iger und Schutzgruppe viele Variations- 
m6glichkeiten bestehen, 1/isst sich das beschriebene 
Syntheseprinzip mit  den iiblichen Schutzgruppen f fir 
Drittfunktionen kombinieren. Ffir die Aktivierung der 
Carboxylgruppe bestehen ebenfalls kamn Beschrgnkungen, 
es werden im Gegenteil neue Vorteile erSffnet; so wfirde 
z.B. bei der Aktivierung fiber ein gemischtes Anhydrid 
die Kupplung mit der <~ falschen ~> Carboxylgruppe zwar zu 
einem Ausbeuteverlust, nicht aber zur Produktverun- 
reinigung fiihren. 

Als Carboxylschutzgruppen bieten sich vor allem 
solubilisierende monofunktionelle Polymere an, wie die 
yon uns genauer untersuchten Polyiithylenglykolmono- 
alkyl/*ther ~, die ausserdem den Vorteil haben, dass durch 
ihre Verwendung die Abtrennung der freien Aminosituren 
sehr vereinfacht wird 2 Im Prinzip kann aber jede andere 
Carboxylschutzgruppe eingesetzt werden. 

Ein weiterer Vorteil ist die einfache analytische 
Kontrolle des iKupplugsverlaufs und der Deblockierungs- 
reaktion durch die Durchflussanalyse mit  Ninhydrin oder 
Fluorescamin 6. 

Die beschriebene alternierende Fest-Flfissigphasen 
Strategie ist auf die Synthese anderer hochmolekularer 
Stoffe mit  wechselnder aber definierter Folge von fiber je 
zwei funktionetlen Gruppen verkniipfte Monomere z.B. 
Polynucleotide oder Polysaccharide mit  entsprechenden 
Abwandlungen der Trgger-Monomer Bindung prinzipiell 
ebenso voreeilhaft anwendbar. 

Das Verfahren wird an der Synthese des Pentapeptids 
H-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-OH erl/iutert. 
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a) Tr~gergebundene AminosXuren. Als fester Tr~iger 
dient vernetztes Polystyrol. Die daran gebundene 
Aminoschutzgruppe ist ein Benzhydryloxycarbonyl- 
Analogon, bei dem ein Phenylring durch den des Poly- 
styrols ersetzt ist. 

Vernetztes Polystyrol wird benzoyliert 7, mit  Natrium- 
borhydrid zum Carbinol reduziertT, s und zum entspre- 
chenden gemischten Kohlensh.urephenylester umgesetzt 9. 
Dutch Reaktion mit  der entsprechenden Aminos~ture 
erh~tlt man das Derivat% Der Reaktionsverlauf wird auf 
jeder Stufe durch Elementaranalyse und IR-Spekt rnm 
verfolg~. Die Beladung liegt bei 1,8-2,5 Aminos~iurereste 
pro 10 Monomereinheiten. 

b) Kupplungsreaktion. ]tquimolare Mengen yon Prolin- 
picolylester a0 und tr~tgergebundenes, an der Aminogruppe 
geschtitztes Alanin werden in DMF mit  DCCI und 
Hydroxybenzotriazol ~t gekuppelt. Der Umsatz wird mit  
der Durchflussanalyse verfolgt s. Wenn die Amino- 
komponente nicht vollst~indig verbraucht ist, wird 
nochmals eine entsprechende Menge des Alaninderivates 
zugesetzt. Nach beendeter Reaktion (fiber Nacht bei 
0 ~ wird gewaschen, bis das Fil trat  beim Eindampfen 
keine Rfickst~tnde mehr enth~lt und ninhydrin-negativ ist. 

c) Freisetzung des Pepfids. Sie erfolgt durch Zugabe yon 
10%iger Trifluoressigs/iure ill Methylenchlorid. Nach 
10 Min wird abfiltriert und mehrfach mit  DMF gewaschen, 
his das Fil trat  ninhydrin-negativ ist. Darauf wird das 
Fi l t rat  im Hochvaknum eingedampft und mit  DMF 
aufgenommen. Die Abtrennung der Aminos~iure erfolgt 
durch Ionenaustausch an SE-Sephadex oder Gelperme- 
ations-Chromatographie all Sephadex G-10 mit  DNIF als 
Elutionsmittel.  Hierauf kann die Kupplung mit  der 
n~Lchsten trXgergebundenen Aminos~ure erfolgen. 

Nach vollendeter Synthese wird die Carboxylschutz- 
gruppe dutch katalytische Hydrogenolyse abgespalten. 
Das Peptid ist chromatographisch rein ~2 

Das Peptid wurde such unter Verwendung yon 
Poly~thylenglykolmonostearyl/~ther als Carboxylschutz- 
gruppe ~ snythetisiert. Der einzige Unterschied zum 
geschilderten Verfahren ist die Abtrennung der freien 
Aminos~ture; sic erfolgt hier durch Ausf~llen des Peptid- 
esters mit  Athanol oder durch Ultrafiltration2. 

Summary. A new strategy for peptide synthesis on 
polymeric supports is described. This alternating liquid- 
solid phase peptide synthesis procedure facilitates the 
ready separation of reacted and unreacted amino com- 
ponent at the end of each coupling reaction. Incomplete 
coupling reactions and incomplete deprotection reactions, 
the most serious problems in previously described 
methods of peptide synthesis on polymeric supports, 
have in this procedure no influence on the success of a 
synthesis. The principle is exemplified by the synthesis 
of the pentapeptide Gly-Val-Gly-Ala-Pro. 
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Stud ie s  on the  M a i n t e n a n c e  of P o r c i n e  Graaf ian  Fo l l i c l e s  in O r g a n  Culture  

I t  is now well established for a variety of mammalian 
species tha t  the changes characteristic of pre-ovulatory 
maturat ion in the Graafian follicle are dependent upon an 
adequate supply of gonadotrophic hormones, and espe- 
cially on the so called 'LH-surge'  which occurs in the pig 
about 40 h before ovulation. I t  is conceivable, however, 
that  two of the processes involved (resumption of meiosis 
by tile oocyte and synthesis of steroid hormones by the 
somatic tissues of the follicle), require different endocrine 
control mechanisms (see NEAL and BAKERS). The precise 
r61e played by F S H  and Lift remains unknown and is 
difficult to study in vivo. The purpose of the present 
investigation was therefore to develop a suitable technique 
for maintaining porcine Graafian follicles in organ culture 
so that  the effects of gonadotrophic hormones administered 
during the phases of pre-ovulatory maturat ion could be 
assessed. If successful, these techniques would also 
provide a means of studying the interrelationships between 
the germinal and somatic components of the follicle. 

Materials and methods. 16 sexually mature pigs, either 
purebred Large Whites or Large White crosses main- 
tained at the pig unit of the Edinburgh School of Agri- 
culture, were used in this study. Their ovaries were 
removed during mid-ventral  laparotomy at known stages 
of the oestrous cycle (on days 17 to 21). Approximately 
80 follicles with antra, each follicle measuring 4 to 10 mm 
ill diameter, were cleanly dissected from the ovarian 

tissue within 1 to 2 h of surgery. Some of the follicles 
were fixed for histology to serve as controls, while the 
remainder were set up for organ culture using one of the 
following procedures: a) the follicles were placed 'free 
floating' in culture medium within plastic Petri dishes 
containing Eagle's minimal essential medium supple- 
mented with calf serum (20% v/v) and glutamine. 
Racks of 4 of these dishes (each with 2 to 5 follicles) were 
placed in modified 'Kilner '  preserving jars (see BAKER 
and NEAL~), which were gassed at 0 to 0.703 kg/cm 2 with 
5% CO 2 in either air or 55% oxygen; b) as for system (a), 
except tha t  the follicles were supported by lens tissue on a 
stainless steel grid, such that  the follicle only received 
nutrients which diffused through the tissue ; c) method (b) 
was modified by the addition of a second piece of lens 
tissue which was draped over the follicle to act as a 
'wick' which wetted the entire surface of the follicle 
with medium; d) the follicles, together with 2 ml of 
nutrient  medium, were placed in roller culture tubes 
which were rotated at 4 rpm within the incubator. The 
same gas mixtures were used as in (a) above, but  the tubes 
were not gassed at the high pressures. 
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