
Tetrahdmn. Vol. 26. pp. 3787 u, 3790. Per6sm00 PIUS 1970. Printed in Gral Britain 

BILDUNG VOE GLUTAMINSiiURE-y:jliTHYLESTER UND 
GLUTAMINSAURE-y-(2-HYDROXY-ATHYL)-ESTER BE1 

DER HYDROLYSE VON 
GLUTAMIN&JRE-y-BENZYLESTER MIT DIOXAN/HCl 

K. P. POLZHOFER und K. H. NEY 
Unilever Forschungslaboratorium Hamburg 

(Received in Germany 3 March 1910; Received in the UK for publication 25 March 1970) 

Ah&act-During the solid phase peptide synthesis the yields of the individual coupling steps were controlled 
by amino acid analyses of the peptidyl polymer. In the hydrolysis of peptides containing glutamic actd 
with dioxan/HCl two substances were formed which were not amino acids. One of the compounds was 
identified as y-ethyl glutamate. the other one was probably y-t2-hydroxyethyl)_glutamate. Dioxan/HCI 
was favourably replaced by glacial acetic acid/HCI 

EINLEITUNG 

W&REM) der Synthese eines Glu-haltigen Eicosapeptids’ nach der Merrifield- 
Methode wurden die Umsiitze bei den Kupplungsschritten durch Aminoslure- 
Analysen kontrolliert. Das Peptid-Harz wurde dazu in einem 6n HCl/Dioxan/ 
Wasser-Gemisch2 -lo in der Hitze hydrolysiert. Dabei entstanden zwei Substanzen, 
die bei der Moore- und Stein-Analyse “9 l2 keiner Aminoshre zugeordnet werden 
konnten (Abb. 1). Diese Substanzen sollten identifitiert werden. 
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Ann. 1. Eicosapeptidyl-Hat-z; Hydroiyse: Dioxan/HCl. 
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METHODEN UND ERGEBNISSE 

Vergleicht man das Aminosiiure-Chromatogram des Dioxan/HCl-Hydrolysates 
des geschtitzten Eicosapeptidyl-Hanes Z-Lys(Z)-Asp(Bzl)-Glu(Bzl)-Glu(Bz.l~ 
Glu(szl)-Glu(Bzl)-V~-Glu~~)-Ser(Bzl)-Phe-Ser(Bzl)-Gly-Pro-Asp(Bzl)-Ala-Pro- 
Leu-Pro-Ala-Gly-P (Abb. 1) mit dem des freien Peptides, hydrolysiert in 6n whsriger 
HCl (Abb. Z), so erkennt man im Falle der Dioxan/HCl-Hydrolyse (Abb. 1) zwei 
zus&.zliche’Peaks X1 und X1. 
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Ann. 2. Eicosapeptid; Hydrolyse: 6n HCI. 
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Zur weiteren Untersuchung wurde von uns statt des wertvollen Eicosapeptidyl- 
Harzes ein Gemisch von synthetischem /I-Benzyl-Asp13 : y-Benzyl-Glu14: O-Bet@ 
Ser’ s = 2 5 :2 (MolverhSiltnis) eingesetzt. Das Molverhiiltnis entspricht dem molaren 
Aminos&ureverhgltnis im Peptid. Das Gemisch wurde in Dioxan/HCl, 6n wgssriger 
HCl und EisessigIHCl 16* r’ hydrolysiert. Nur bei der Dioxan/HCl-Hydrolyse 
wurden die beiden unbekannten Substanzen X1 und X, gebildet (Abb. 3). 

Man kiinnte annehmen, dass Dioxan/HCl die Schutzgruppen unvollsttidig 
abspaltet; X, und X, w&en in diesem Falle g-Benzyl-Asp, y-Benzyl-Glu oder 
0-Benzyl-Ser. g-Bet&Asp und 0-Ben@Ser wurden jedoch bei der Chromato- 
graphie nach Spackman, Moore und Stein’ ‘* I2 spiter als Phe eluiert ; y-Benzyl-Glu 
konnte mit Citratpuffer bei pH 510 nicht vom Austauscher abgeliist werden. 

Nach Dioxan/HCl-Hydrolyse von 0-Benzyl-Ser, &Benzyl-Asp und @enzyl-Glu . 
waren nur im Hydrolysat von y-Benzyl-Glu X1 und X2 nachzuweisen. Sie entstehen 
demnach nur aus einem Glu-Derivat. 
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hB. 3. &B&t-Asp: y-B&L-Glu: O-Bil-t&r = 2:5:2 (Molverh~l~s~; Hydrolyse: ~ioxan/HCl; im Vakuum. 

in den nIichsten Versuchen wurde die Reaktion von y-Benzyl-Glu in &hanol/HCl 
und in b;thylenglykol/HCl untersucht Bei b;thanol/HCl-Hydrolyse bildet sich 
Substanz Xz. Durch Vergleich der Retentionsxeiten von Xz und synthetischem 
y-Athyl-Glu’8 konnte X, als y-Ethyl-Glu identifitiert werden. Die Hydrolyse von 
y-Benzyl-Glu mit ~thylen~ykol~~ ergab neben wenig Glu die Substanz X,. X, 
kann aus folgenden Griinden aIs y~2-Hy~oxy~thyl~Glu angesehen werden: Die 
Retentionszeit von Xr entspricht der einer Amino&u-e (Abb. 1). Der Bis(Zbydroxy- 
&hyl)-Glu-ester (ply,, h 9) w&de mit dem iiblichen Citratpuffer (pH 51) nicht 
vom Kationenaustauscher eluiert werden. 

DISKUSSION 

Dioxan/HCl ist zur Hydrolyse von Glutaminslure-haltigen Peptidyl-Harzen 
w&end der Merrifield-Synthese ungeeignet. Aus GlutaminsiSure entstehen da& 

y-Athyl-Glu und ~-(2-Hydroxy~thyl~Glu. 
Die Bildung des Hydroxy~thylesters ist versttidlich, da durch ~thers~ltung des 

Dioxans19*20 ~~ylenglykol entsteht. 

* = CH,-CH 

- CH, ‘O I HOH 

CH, CH, ‘0 - CH, 
- CH,-CHO + CH,--FH, 

I 
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Die Herkunft des Athylesters bleibt unklar. 

In Eisessig,/HCl k&men die Peptidyl-Harm ohne Verluste an Glu hydrolysiert 
werden. 

Bei der Synthese des A~fe~~oxins21 sollen angeblich w&end der Hydrolyse 
des Peptid-Harzes in Dioxan/HCl aus y-Benzyl-Gh~ bis xu 50% Ser und Thr ent- 
standen sein22. Es ist miiglich, dass hierbei X2 entstand, das mit Ser und/oder Thr 
verwechselt wurde. 
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EXPERIMENTELLES 

Hydrolysen Silmtlichc Hydrolysen wurden im Vakuum bei 110” withrend 20 Stdn. durchgeftlhrt. 
&rschtls.siges HCl wurde durch dreimaliges Eindampfen am Rotationsverdampfer abgezogen. Den 
Rilckstand lisste man in Citratpuffer vom pH 22. 

Je 10 11 Mol der Aminoslure-Derivate bzw 2 mg eines Gemisches aus 0-Renzyl-Ser. fi-Renzyl-Asp und 
y-Benzyl-Glu (molares VerhHltnis = 2:2:5) wurden in 2 ml Losungsmittel aufgenommen. 

Losungsmittel Rlr Hydrolysen: Dioxan: konz HCI* = 1 :l (v/v): Ethanol: konz. HCI = 1:l (v/v): 
Athylenglykol: konz HCI = 1:l (v’v): Eisessig: konz HCI = 1 :l (vv): 6n wiissriges HCI (dreimal 
destilliert). 

Aminos&ue-Anulysen. Die Analysen wurden nach der Methode von Spackman, Moore und Stein’ ** ls 
am Gerih Dr. Fknder/Dr. Hobein ausgefllhrt. 

Die basischen Aminoduren wurden mit @2 m Natriumcitrat-Puffer @H 74) vom schwach sauren 
Kationenaustauscher Amherlite IRC 50 eluiert. Filr die Chromatographie der neutralen und sauren 
Aminosiiuren am stark sauren Amberlite IR lm wurde ein Puffergradient, bestehend aus Q2 m Natrium- 
&rat-Puffer vom pH 3.1 und pH 5.1, verwendet. 

Die Aufgabenmenge betrug l-2 uMo1 je Amino&ure-Dcrivat. Die Maxima der AminosHure-Peaks 
wurden auf den Abbildungen durch Striche markiert. 

y-ri’thyl-G/u. In eine Suspension von 35 g (024 Mel) LGlu in 350 ml absolutem Athanol wurde unter 
Kiihlung trockenes HCI-Gas bis zu einer Gewichtszunahme van 23 g (0.63 Mel) ein geleitet Man schiittelte 
bei Raumtemperatur bis Li5sung eintrat (20 Mm), Rlllte mit absolutem Athanol auf 1 1 auf, versetzte mit 
Triiithylamin bii zur alkalischen Reaktion und lies.5 16 Stda bei 0” stehen. Die Kristalle wurden abgesaugt, 
mit kaltem bithanol und Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet: Ausbeute: 29 g (700/, d.Th.); 
Schmp. 1940 fWasser/Athanol). 

Dank.scgtq--Herrn Dr. W. B. Schulz mtihten wir sowohl fib die Durchfilhrung der AminosHure-Analysen 
ah such fflr die Interpretation da Atninositure-Chromatogranune w&end der Synthese des Eicosapep 
tidsi danken. Friiulein I. Plesche, Frfiulein U. Dahnke und FrHulein A. Zacher danken wir fBr kompetente 
technische Mitarbeit 

l Konz HCI = rauchende HCI (37%ig), Merck AG. 
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