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Abstract—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 acid
with dioxan/HCI 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-(2-hydroxyethyl)-glutamate. Dioxan/HCI
was favourably replaced by glacial acetic acid/HC!

EINLEITUNG

WAHREND der Synthese eines Glu-haltigen Eicosapeptids' nach der Merrifield-
Methode wurden die Umsitze bei den Kupplungsschritten durch Aminoséure-
Analysen kontrolliert. Das Peptid-Harz wurde dazu in einem 6n HCl/Dioxan/
Wasser-Gemisch? ~1° in der Hitze hydrolysiert. Dabei entstanden zwei Substanzen,
die bei der Moore- und Stein-Analyse'!-!2 keiner Aminosdure zugeordnet werden
konnten (Abb. 1). Diese Substanzen sollten identifiziert werden.
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ABB. 1. Eicosapeptidyl-Harz; Hydrolyse: Dioxan/HCI.
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METHODEN UND ERGEBNISSE
Vergleicht man das Aminosdure-Chromatogram des Dioxan/HCl-Hydrolysates
des geschiitzten Eicosapeptidyl-Harzes Z-Lys(Z)-Asp(Bzl)-Glu(Bzl)-Glu(Bzl)-
Glu(Bzl)-Glu(Bzl)- Val-Glu(Bzl)- 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 wissriger
HCl (Abb. 2), so erkennt man im Falle der Dioxan/HCl-Hydrolyse (Abb. 1) zwei
zusétzliche Peaks X, und X,.
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ABB. 2. Eicosapeptid; Hydrolyse: 6n HCI.

Zur weiteren Untersuchung wurde von uns statt des wertvollen Eicosapeptidyl-
Harzes ein Gemisch von synthetischem f-Benzyl-Asp!?: y-Benzyl-Glu'#: O-Benzyl-
Ser!3 = 2:5:2 (Molverhiltnis) eingesetzt. Das Molverhaltnis entspricht dem molaren
Aminoséureverhéltnis im Peptid. Das Gemisch wurde in Dioxan/HCL, 6n wiéssriger
HCl und Eisessig/HCI1'®'7 hydrolysiert. Nur bei der Dioxan/HCl-Hydrolyse
wurden die beiden unbekannten Substanzen X, und X, gebildet (Abb. 3).

Man konnte annehmen, dass Dioxan/HCl die Schutzgruppen unvollstindig
abspaltet; X, und X, wiren in diesem Falle B-Benzyl-Asp, y-Benzyl-Glu oder
O-Benzyl-Ser. B-Benzyl-Asp und O-Benzyl-Ser wurden jedoch bei der Chromato-
graphie nach Spackman, Moore und Stein!!' 12 spiter als Phe eluiert ; y-Benzyl-Glu
konnte mit Citratpuffer bei pH 5-10 nicht vom Austauscher abgelost werden.

Nach Dioxan/HCl-Hydrolyse von O-Benzyl-Ser, B-Benzyl-Asp und y-Benzyl-Glu-

waren nur im Hydrolysat von y-Benzyl-Glu X, und X, nachzuweisen. Sie entstehen
demnach nur aus einem Glu-Derivat.
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Ags. 3. §-Bzl-L-Asp: y-Bzl-L-Glu: O-Bzl-L-Ser = 2:5:2 (Molverhiitnis); Hydrolyse: Dioxan/HCl; im Vakuum.

In den niichsten Versuchen wurde die Reaktion von y-Benzyl-Glu in Athanol/HCl
und in Athylenglykol/HCl untersucht Bei Athanol/HCl-Hydrolyse bildet sich
Substanz X,. Durch Vergleich der Retentionszeiten von X, und synthetischem
y-Athyl-Glu'® konnte X, als y-Athyl-Glu identifiziert werden. Die Hydrolyse von
y-Benzyl-Glu mit Athylenglykol/HCl ergab neben wenig Glu die Substanz X, X,
kann aus folgenden Griinden als y-(2-Hydroxydthyl}-Glu angesehen werden: Die
Retentionszeit von X, entspricht der einer Aminosdure (Abb.1). Der Bis(2-hydroxy-
athyl)-Glu-ester (pKyy, ~ 9) wiirde mit dem iblichen Citratpuffer (pH 5-1) nicht
vom Kationenaustauscher eluiert werden.

DISKUSSION
Dioxan/HCI ist zur Hydrolyse von Glutaminsiure-haltigen Peptidyl-Harzen
wihrend der Merrifield-Synthese ungeeignet. Aus Glutaminsdure entstehen dabei
y-Athyl-Glu und y-(2-Hydroxyithyl)}-Glu.
Die Bildung des Hydroxyithylesters ist verstandlich, da durch Atherspaltung des
Dioxans!?-2° Athylenglykol entsteht.
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Die Herkunft des Athylesters bleibt unklar.

In Eisessig/HCl konnen die Peptidyl-Harze ohne Verluste an Glu hydrolysiert
werden.

Bei der Synthese des Apoferredoxins®! sollen angeblich wihrend der Hydrolyse
des Peptid-Harzes in Dioxan/HCl aus y-Benzyl-Glu bis zu 502 Ser und Thr ent-

standen sein?2. Es ist moglich, dass hierbei X, entstand, das mit Ser und/oder Thr
verwechselt wurde.
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EXPERIMENTELLES

Hydrolysen. Sémtliche Hydrolysen wurden im Vakuum bei 110° wihrend 20 Stdn. durchgefiihrt.
Uberschiissiges HCl wurde durch dreimaliges Eindampfen am Rotationsverdampfer abgezogen. Den
Riickstand 16ste man in Citratpuffer vom pH 2-2.

Je 10 i Mol der Aminosiure-Derivate bzw 2 mg eines Gemisches aus O-Benzyl-Ser. 8-Benzyl-Asp und
v-Benzyl-Glu (molares Verhaltnis = 2:2:5) wurden in 2 ml Losungsmittel aufgenommen.

Losungsmittel fir Hydrolysen: Dioxan: konz. HCI* = 1:1 (v/v): Athanol: konz. HCl = 1:1 (v/v):
Athylenglykol: konz HCl = 1:1 (viv): Eisessig: konz HCl = 1:1 (v:v); 6n wissriges HC! (dreimal
destilliert).

Aminosaure-Analysen. Die Analysen wurden nach der Methode von Spackman, Moore und Stein!!-12
am Gerédt Dr. Bender/Dr. Hobein ausgefiihrt.

Die basischen Aminosduren wurden mit -2 m Natriumcitrat-Puffer (pH 7-0) vom schwach sauren
Kationenaustauscher Amberlite IRC 50 eluiert. Fiir die Chromatographie der neutralen und sauren
Aminosiuren am stark sauren Amberlite IR 120 wurde ein Puffergradient, bestehend aus 0-2 m Natrium-
citrat-Puffer vom pH 31 und pH 51, verwendet.

Die Aufgabenmenge betrug 1-2 uMol je Aminosiure-Derivat. Die Maxima der Aminosiiure-Peaks
wurden auf den Abbildungen durch Striche markiert.

v-Athyl-Glu. In eine Suspension von 35 g (0-24 Mol) L-Glu in 350 ml absolutem Athanol wurde unter
Kithlung trockenes HCI-Gas bis zu einer Gewichtszunahme von 23 g (063 Mol) ein geleitet. Man schiittelte
bei Raumtemperatur bis Losung eintrat (20 Min), filllte mit absolutem Athanol auf 1 | auf, versctzte mit
Tridthylamin bis zur alkalischen Reaktion und liess 16 Stdn. bei 0° stehen. Die Kristalle wurden abgesaugt,
mit kaltem Athanol und Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet; Ausbeute: 29 g (70% d.Th.);
Schmp. 1940 (Wasser/Athanol).

Danksagung—Herrn Dr. W. B. Schulz mdchten wir sowohl fir die Durchfiihrung der Aminoséure-Analysen
als auch fiir dic Interpretation der Aminoséure-Chromatogramme wéhrend der Synthese des Eicosapep-
tids! danken. Friulein L. Plesche, Friaulein U. Dahnke und Fraulein A. Zacher danken wir fiir kompetente
technische Mitarbeit.

* Konz HCI = rauchende HCI (37%g), Merck AG.
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