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Zusammenfassung—Die Synthese von Blockcopolymeren mit funktionellen Gruppen in definiertem Abstand wird
beschrieben. Polyéithylenglykole unterschiedlicher Molekulargewichte werden mit 3,5-Diisocyanato-benzylchlorid
bzw. 3-Nitro-3-aza-pentan-1,5-diisocyanat umgesetzt. Die exakte Anzahl der OH-Gruppen der zur Polyaddition
eingesetzten Polyithylenglykol-Blocke wird nach quantitativem Umsatz mit Phenylisocyanat spektroskopisch
bestimmt; auf diese Weise werden Polymere mit hohen Molekulargewichten erhalten. Die Verwendbarkeit dieser
Copolymere als loslichmachende Schutzgruppe bei der stufenweisen Peptidsynthese entsprechend der Liquid-
Phase-Methode wird anhand der Synthese eines Tetrapeptids demonstriert.

Abstract—The synthesis of blockcopolymers carrying functional groups at defined distance is described. Polyethy-
leneglycol of various molecular weight is reacted with 3,5-diisocyanato benzylchlorid and 3-nitro-3-aza-pentan-1,5-
diisocyanate, respectively. The exact amount of OH-groups of the polyethyleneglycol blocks used in the polyad-
dition reaction is determined spectroscopically after quantitative reaction with phenylisocyanate; thus, polymers of
high molecular weight were obtained. The compatibility of these copolymers as solubulising protecting groups in
the stepwise peptide synthesis according to the Liquid-Phase-Method is demonstrated by the synthesis of a
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tetrapeptide.

Funktionelle, 16sliche Polymere gewinnen in der
organischen Synthese zunehmend an Bedeutung. Beim
stufenweisen Aufbau von Naturstoffen, z.B. in der
Polypeptidsynthese, tragen sie wesentlich zur Verein-
fachung des Synthesezyklus bei.' Weitere Anwendungen
finden diese Polymere zur Solubilisierung von nieder-
molekularen, schwerldslichen Molekiilen® sowie in der
homogenen Katalyse.>* Die zur Verkniipfung an das
Polymer notwendigen funktionellen Gruppen werden
fiblicherweise durch Derivatisierung bzw. Modifizierung
des Polymers oder durch Copolymerisation in das lineare
Kettenmolekiil eingebaut. Bei diesen Verfahren liegen
die funktionellen Gruppen statistisch verteilt im
Kettenmolekiil vor. Kinetische Untersuchungen haben
gezeigt, dass die chemische Reaktivitit dieser Gruppen
infolge von Nachbarschafts- und Solvatationseffekten
nicht dquivalent ist,’ was sich z.B. in einer Abweichung
der Reaktionskinetik vom linearen Verlauf ausdriickt.®
Die Aquivalenz aller funktioneller Gruppen ist aber
besonders bei Synthesen®” und bei der Anwendung als
Katalysatoren wichtig. Durch Polyaddition von Poly-
ithylenglykol (PEG) mit derivatisierten Diisocyanaten ist
es uns gelungen, Polymere zu synthetisieren, deren
funktionelle Gruppen sich in definiertem Abstand
befinden (1), sodass sterische Komplikationen auszu-
schliessen sind.

Als Diisocyanate wurden die beiden Monomere 3,5-
Diisocyanatobenzylchlorid® (2) sowie das kiufliche 3-
Nitro-3-aza-pentan-1,5-diisocyanat (3) verwendet.
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Versuche, die funktionelle Gruppe nachtraglich in das
Polyadditionsprodukt  einzufilhren  (z.B.  durch
Chlormethylierung  aromatischer  Diisocyanatanker)
verliefen unbefriedigend.®

Die Polyaddition erfolgte nach den iiblichen Bedin-
gungen der Polyurethanherstellung mit PEG-Blocken der
Mol.-Masse 400, 1000, 6000 und 10,000. Die Reduktion
der N-Nitrogruppe von 3 zur N,N-substituierten
Hydrazingruppierung verlief glatt durch katalytische
Reduktion. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften
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und die Kapazitit der Polyadditionsprodukte lassen sich
durch die Mol.-Masse des eingesetzten PEG in weiten
Grenzen variieren. Um hohe Molekulargewichte der
Blockcopolymere zu erhalten, ist eine genaue Kenntnis
der Hydroxylzahl der PEG-Blocke Voraussetzung. Da
die bisherigen Bestimmungsmethoden diesen
Anspriichen nicht geniigen,”'® haben wir ein Verfahren
entwickelt, das die Ermittlung der OH-Zahl mit hoher
Genauigkeit gestattet, Dabei werden die endstidndigen
OH-Gruppen des PEG quantitativ mit Phenylisocyanat
umgesetzt'"'? und die entstandene Urethanverbindung
spektroskopisch im UV-Bereich vermessen (Am.. der
Phenyl-Gruppe). Zuvor wird das iberschiissige Isocy-
anat durch Kristallisation des PEG entfernt. Zur Priifung
etwaiger elektronischer Einflisse der PEG-Kette auf den
Phenylkern wurde der Extinktionskoeffizient der nie-
dermolekularen Modellverbindung 4 bestimmt."
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Fir n=1 und n=2 wurden identische Werte fiir e,
erhalten, wobei auch die Zugabe von PEG keinen
Einfluss auf e, hatte. Der e,-Wert von Verbindung 4
wurde deshalb auch fiir die PEG-Urethane beniitzt. Der
Vorteil dieser Bestimmungsmethode, die auch auf andere
Polyole iibertragbar ist, liegt in der einfachen Durch-
flihrbarkeit und der hohen Reproduzierbarkeit.

Eine Reihenuntersuchung an kauflichen Polyithylen-
glykolen ergab, dass die OH-Zahlen verschiedener PEG-
Chargen (z.B. mit Mol.-Masse 10,000) z. Teil erhebliche
Schwankungen aufweisen. Die daraus errechneten
mittleren Mol.-Massen fithrten zu Abweichungen bis zu
30% vom angegebenen Wert,

Durch die Verwendung dquimolarer Mengen von PEG
bzw. Diisocyanat {Verhiitnis NCO/OH = 1:1) wurden
bei der Polyaddition Molekulargewichte im Bereich von
M. = 5x 10°-10° erzielt. Die chemischen Eigenschaften
der Blockcopolymeren wie Loslichkeits- und Kristallisa-
tionsverhalten werden vor allem durch die Mol.-Masse
der zur Polyaddition verwendeten PEG-Blécke
bestimmt: PEG mit M,, < 1000 fithrte zu hochviskosen,
nicht kristallisierbaren Produkten, Dagegen erhielt man
bei Verwendung von PEG, M., =4000 gut kristallisier-
bare Polymere mit Erweichungspunkten um 60°C. Alle
Polymere waren gut loslich in Losungsmitteln wie
CHCl, CH,Cly, Dimethylformamid und in Wasser. Die
Verwendbarkeit der Polykondensationsprodukte als C-
terminale losliche Schutzgruppe zum stufenweisen Auf-
bau von Peptiden nach dem Prinzip der Liquid-Phase-
Peptidsynthese wurde durch die Synthese des Modell-
peptids  H-lle-Ala-Val-Gly-OH'® demonstriert. Dabei
wurde das durch Polyaddition von PEG. M. = 10° und
Verbindung 3 erhaltene Polymere nach Reduktion der
Nitrogruppen mit § umgesetzt

Z—NHCH>—COOCH,COOH
Z = Benzyloxycarbonyl-
und das Peptid unter Verwendung von BOC-Amino-

sdure-Derivaten und DCCI als Kupplungskomponente
aufgebaut.®'>"* Das nach basischer Hydrolyse erhaltene
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Tetrapeptid war nach den (blichen analytischen
Kontrollen einheitlich. Das eingesetzte Polymere erwies
sich unter den Bedingungen des Synthesezyklus der
Liquid-Phase-Methode als stabil; durch die wesentlich
hohere Kapazitit gegeniiber den bisher verwendeten
Polyglykolen'’ und die sterisch giinstige Anordnung der
funktionellen Gruppen im Polymer kann des Polymer
besonders bei der Synthese von kurzkettigen Peptiden
vorteilhaft eingesetzt werden. Polymere dieses Typs
wurden inzwischen auch erfolgreich zur Solubilisierung
biologisch interessanter Molekiile™ und in der homogenen
Katalyse verwendet

EXPERIMENTALLER TEIL

1. Bestimmung der Hydroxvizahl von PEG

PEG wird bei 110°C und 0.1 Torr ca. 2 h tiber P,O, getrocknet.
I g trockenes PEG, M, = 10", wird in Sm! CH.Cl, (destilliert
iber Ps0j0) gelost und unter Ausschluss von Feuchtigkeit mit
4 mmol Phenylisocyanat (frisch destilliert) versetzt. Als Kataly-
sator werden 2 Tropfen Dibutylzinndilaurat zugesetzt und die
klare Losung 4 h bei 25°C siehen gelassen. Dann wird die Ldsung
auf ca. 3ml eingeengt und das PEG-Urethan durch tropfen-
weises Zugeben von Didthylither (ca. 30 mh unter Rithren zur
Kristallisation gebracht: es wird noch 10Min. bei Raumtemp.
weitergeriihrt. der Niederschlag mit einer G-3-Glasfritte ab-
gesaugt und mit viel Ather nachgewaschen. Der trockene Riick-
stand wird in 20 mi MeOH aufgenommen und bei (°~4°C mehrere
h stehen gelassen. Das auskristallisierte PEG-Urethan wird wie
oben abgesaugt oder abzentrifugiert, mit Ather nachgewaschen
und {iber P40y bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Zur Bestimmung der Hydroxylzah! (OHZ) wird eine definierte
Probe in MeOH geldst und gegen eine reine PEG-Losung glei-
cher Mol.-Masse und Konzentration im UV vermessen. Die
Konzentration «, der OH-Gruppen pro eingewogene Probe ergibt
sich aus der gemessenen Extinktion E, bei Ay, = 235.5nm mit
€, = 17,500 (aus 4 ermittelt) nach: cn = E,fe, d{Mol/l]. Daraus
errechnet sich das mittlere Molekulargewicht M, bzw. die
handelsgebriuchliche OHZ wie folgt: M, =2 Ajc, und OHZ =
56.110 X cA/A. wobel A = Finwaage in g/l und OHZ = mg KOH-
Verbrauch/g Polymer.”

2. 3.5-Diisocvanato-benzylchlorid

(a) 3,5-Diaminobenzylalkohol. 4.0g (22.7 mmol) 3.5-Diamino-
benzoesiuredthylester'” werden langsam zu einer Suspension
von iberschiissigem LiAlH. in S0 ml trockenem THF gegeben
und 12 h am Riickfluss gekocht. Anschliessend werden SO ml abs.
Ather und danach 50m] wasserhaltiger Ather zugesetzt. Dann
wird vorsichtig Wasser zugegeben bis die Wasserstoffentwick-
lung beendet ist. Die Losung wird filtriert und der Riickstand mit
Athanol nachgewaschen. Das Filtrat wird iber MgSO, getrocknet
und i. Vak. eingeengt. Das gelbe O wird aus CHCL/Et,O um-
kristallisiert. Ausbeute: 2.8 ¢ (91% d.Th.). Nadein; Fp. 110°-
111°C; Ry (Athanol) 0.48; (Gef. C, 60.9; H. 7.2; N, 20.1.
C-HoN2O Ber. C, 60.87; H, 7.26: N, 20.29%),

(b) 3.5-Diaminobenzvichiorid. 3.0g (14.5 mmol) 3.5-Diamino-
benzylalkohol werden mit iiberschiissigem Phosgen in 250 ml
trockenem Chlorbenzol bei (°C behandelt. Nach beendeter
COCly-Zugabe wird noch 1 h bei Raumtemp. stehen gelassen und
anschliessend 4 h am Riickfluss erhitzt. Das iberschiissige COCla
wird mit N, verdringt und die braunen Feststoffe abfiltriert.
Nach Abziehen des Losungsmittels wird ein hellgelbes Ol er-
halten. Ausbeute: 1.0g (22% d.Th.). {Gef. C. 55.5: H. 5.8: N, 17.6.
C;HuN-Cl Ber. C. S50 H 877 N, 17,9547,

3. Polyaddition

{a) PEG, M.. = 1150. In einem Dreihalskolben mit Rithrer und
Thermometer werden zu 11.5 g getrocknetem PEG (= 10 mmol,
OHZ nach 1. bestimmt) 10 ml trockenes Toluol zugegeben und
auf 80°C erhitzt. Zu der Losung wird 0.3 mi Dibutylzinndilaurat
zugefiigt und eine Losung von 10 mmol Diisocyanat 2 bzw. 3 in
10 m! Toluol langsam unter starkem Riihren zugetropft. Nach ca.
20 min. wird die zdbfliissige 1.0sung mit weiteren 10 ml Toluol
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versetzt und zwei h bei 80°C gerithrt. Nach Abziehen des
Losungsmittels wird der Riickstand in H,O aufgenommen und
der Katalysator durch 2-fache Atherextraktion entfernt. Nach
Gefriertrocknung wird ein hellgelbes, sehr viskoses Ol erhalten.
Zur Reduktion der Nitrogruppe bei Verwendung des Diisocy-
anats 3 wird das Polyadditionsprodukt in 200 mi MeOH/AcOEt
(1:1) gelost, mit AcOH auf pH 5.5 gestellt und nach Zugabe von
1.0 g Pd/C drei Tage bei Raumtemp. reduziert. Nach Abfiltrieren
vom Katalysator und Abziehen des Losungsmittels erhilt man
ein hochviskoses Ol; Die Retention bei Ultrafiltration mit Ami-
con UM-10 Membranen'® (Ausschlussgrenze M., = 10%) liegt iiber
99%.

(b) PEG, M, =7130. Die Reaktion wird analog zu a) durch-
gefiihrt. Zur Entfernung aller niedermolekularer Produkte wird
nach erfolgter Polyaddition auf 30% (G/V) eingeengt und das
Polymere durch Zutropfen von Ather unter Rithren bei 0°C
ausgefallt; es wird noch 2h bei 0°C weitergeriihrt, der Nie-
derschlag abfiltriert und i. Vak. getrocknet.

4. Synthese des Modellpeptids H-Ile-Ala-Val-Gly-OH

(a) Z-NHCH,COOCH,COOH. 4.3mmol Jodessigsaure
werden in 20 ml trockenem, destillierten Methylenchlorid gelost
und mit 5.8mmol Z-NHCH,COOAg unter starkem Riihren
versetzt. Nach 16-stiindigem Riihren unter Lichtausschiuss wird
eine h unter Riickfluss erhitzt und vom ausgefallenen Agl
abfiltriert. Das Losungsmittel wird i. Vak. abgezogen und der
olige Riickstand aus CHCly umkristallisiert. Ausbeute: 1.0g Z-
NHCH;COOCH,COOH (77% d. Th.), weisse Nadeln; Fp. 97-
98°C.

(b) Verkniipfung an das Aminopolymer. 14.Smmol Z-
NHCH:COOCH.COOH werden mit 7.2ml ejner 2M DCCI-
Lésung in wenig CH2Cl; 30 Min. bei 0°C voraktiviert und die
filtrierte Losung zu einer Losung von 4.0g (3.6 mmol) Amino-
polymer (nach 3. hergestellt) in 40 ml CH.Cl, gegeben. Nach der
Neutralisation mit 3.6 mmol N-Methylmorpholin wird 4h bei
25°C geriihrt. Der Umsatz wird nach der semiquantitativen Nin-
hydrinmethode getestet.'” Die Losung wird i. Vak. eingeengt und
mit AcOH auf pH 5.5 gebracht. Die Z-Gruppe wird durch
Hydrierung iiber Pd/C bei 25°C unter Normaldruck wihrend Sh
abgespalten. Die iiberschiissige Aminosidure wird durch
Ultrafiltration (UM 02-Membran, Fa. Amicon) vollstindig ent-
fernt und das wissrige Retendat gefriergetrocknet. Ausbeute:
4.0 g Polymer-gebundenes Glycin; die Aminosdureanalyse ergibt
eine Beladung von 0.709 mmol Glycin/g Polymer.

(c) Aufbau der Peptidkette. Nach dem Synthesezyklus der
Liquid-Phase-Methode'* werden nacheinander BOC-Val, BOC-
Ala und BOC-lle als symmetrische Anhydride in 3-fachem
Uberschuss gekuppelt. Die Kupplungsausbeuten werden quan-
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titativ bestimmt.” Nach Abspaltung der BOC-Gruppe durch
TFA/CH.CL, (1:1; 30Min) werden die iiberschiissigen
Komponenten durch Ultrafiltration (UM-02-Membran) entfernt.
Zur Abspaltung des Tetrapeptids vom Polymer werden 1.0g
Polymerpeptid in 10 ml H20 und 0.5ml 1 N NaOH 3 h bei 25°C
geriihrt. Nach Neutralisation mit 1 N HCl wird zur Trockene
eingedampft, das Produkt in 10 ml H;O aufgenommen und drei-
mal mit je 20ml CHCl3/CH,Cl; (1:1) extrahiert. Die wissrige
Phase wird lyophilisiert und das rohe Tetrapeptid iiber Sephadex
G10 (40X 3 cm) vom restlichen Polymer gereinigt. Ausbeute an
H-lle-Val-Gly-OH: 52% d.Th.; Fp. 243-244°C (Zers.). Amino-
saureanalyse: Gly: Val: Ala:lle = 1.00:1.00:1.02: 1.04; R-Werte:
0.46 (n-Butanol/AcOH/H,0 =3:1:1); 0.76 (CHCI;/MeOH/H,0/
AcOH =60:45:14:6); 0.55 (Pyridin/EtOH/Benzol/H,0O
=8:4:2:1).
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