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HELGA SCHUSSLER~) und HELMUT ZAHN 

Beitrag zur Reaktionsweise von Carbobemxy-aminosauren mit 
Dicyclohexylcarbodiimid *2) 

Aus dem Deutschen Wollforschungsinstitut an der Technischen Hochschule Aachen 
(Eingegangen am 20. Oktober 1961) 

Symm. Acyl-aminosBureanhydride wurden als Intermediiirprodukte bei der 
Peptidsynthese mittels Dicyclohexylcarbodiimids isoliert und anschlieeend mit 
Aminositureestern zu Peptiden umgesetzt. Ein schon von KHoRANA3) diskutierter 

Reaktionsmechanismus wird damit wahrscheinlich gemachts). 

Erne der eleganksten Methoden zur Knupfung der Peptidbindung ist die von 
3. C. SHBEHAN und G. P. H~ss5) eingefuhrte Carbodiimidmethode, der folgendes 
Schema zugrunde liegt: 

Z.NH.CHR.CO~H + NH~.CHR'.CO~R' + < > N - c - N ~  - 
Z+NH.CHR.CO-NH.CHR'.CO2R' + c > - . . - C O - N H a  

Trotz der einfachen Reaktionsgleichung ist der Mechanismus noch nicht eindeutig 
gekliirt. H. G. KHORANA~ diskutiert als mogliche aktive Zwischenstufen: 

CZ)--NR-CO-NHO N-Acyl-harnstoff 

C ) . . I - Y = N C >  0-Acyl-lactim 

0-R 

3) R-0-R symm. Acyl-aminosiiureanhydrid 

BILDUNG VON ACYL-AMINO~XUREANHYDRID 
In seiner 1953 verijffentlichten Arbeit zeigt KHORANA~), da13 CarbonsIiuren mit Carbodi- 

imiden zuniichst unter 1.2-Addition ein Anlagerungsprodukt und dann ein Anhydrid oder 

*I Verwendete Abkiinungen: DCC = Dicyclohexylcarbodiimid, DCH = Dicyclohexyl- 

1) Teil der Dissertat. H. SCHUSSLER, Techn. Hochschule Aachen 1960. 
2) 23. Mitteil. Uber Peptide; 22. Mitteil.: J. KUNDE und H. ZAHN, Liebigs Ann. Chem. 

3) M. SMITH, J. G. MOFFAT und H. G. KHORANA, J. Amer. chem. SOC. 80. 6204 [1958]. 
4) Vgl. Diskussionsbemerkung H. ZAHN, 3. Europ5isches Peptid-Symposium, Basel, 

5 )  J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 [1955]. 
6 )  Chem. and Ind. 1955, 1087. 
7) Chem. Reviews 53, 145 [1953]. 

harnstoff, Z = Carbobenzoxy. 

646, 137 [1961]. 

5.-8. Sept. 1960. 
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einen substituierten Harnstoff bilden. In einer neuem Arbeit untersucht der gleiche Autor3) 
den Einflua einer tertiiiren Baseauf die Anhydridbildung und formuliert die Reaktion wie folgt: 

8 
RN-C-NR + H e- 

I + AcOe - 

I1 - 
I11 + AcOe - 

8 
RHN=C-NR 

I 

RHN-C=NR 
I 

OAc 

I1 
8 

RHN-C-NHR 
I 

OAc 
I11 

(3 a) 

RHN-C-NR 
II I 
0 Ac 

RHN-C-NHR + AcOAC 
H (4) 0 

Die Reaktion beginnt mit dem Angriff des Protons (1) und der Anlagerung des Anions an das 
positivierte C-Atom (2). Sind geniigend H-Ionen vorhanden, so kann sich ein weiteres Proton 
an den noch freien Stickstoff anlagern (3a). In der letzten Stufe bilden sich Anhydrid und 
Harnstoff (4). 1st die H-Ionenkonzentration zu gering. so findet eine 0.N-Acylwanderung 
statt, und man erhiilt einen Acyl-harnstoff (3 b). 

Die Darstellung von Awl-aminosihmanhydriden ist bereits nach verschiedenen Methoden 
m6glich. Mehrere Autoren beschreiben die Bildung der symmetrischen Anhydride bei der 
Zersetzung der gemischten Anhydride aus Carbobenzoxy-aminosiiuren und anorganischen 
Siiuren oder Ameisensiiure 8). 

3. F. ARENS~) fand, daD aus Acyl-aminosiiuren bei der Einwirkung von Xthoxyacetylen 
leicht AcyLaminosi4ureanhydride entstehen. H. GIBIAN und E. KLIEGER~~)  stellten mit Hilfe 
von DCC Carbobenzoxy-glutsiiure-anhydrid dar. 

Bei Arbeiten uber die Bildung des Acyl-harnstoffs isolierten I. MURAMATSU und A. HAGI- 
T A N I ~ ~ )  nach der Reaktion von DCC mit Acyl-aminosiiuren symmetrische Acyl-aminosiiure- 
anhydride, niimlich Carbobenzoxy-p-alanin-anhydrid und Carbobenzoxy-glutaminsiiure- 
y-methylester-anhydrid, die dann mit Aminosaureestern Peptidderivate bildeten. 

Unabhiingig von den genannten japanischen Autoren fanden auch wir, daB bei 
Einwirlcung von DCC auf Carbobenzoxy-glycin augenblicklich Dicyclohexylhamstoff *) 

*) W. HAAS beobachtete die Bildung von DCH bei der Reaktion von DCC mit Carbo- 
benzoxy-nitroarginin schon vor dem Zusatz des Esters. Trotzdem wurde die Ubliche Ausbeute 
an Peptidderivat erhalten. Er vermutete deswegen ebenfalls ein symmetrisches Anhydrid nls 
intermedibe aktive Stufe (Dissertat. Techn. Hochschule Aachen 1959). 

8)  a) TH. WIELAND, W. KERN und R. SEHRING, Liebigs Ann. Chem. 569, 117 [1950]; 
b) J. C. SHEEHAN und V. S. FRANK, J. Amer. chem. Soc. 72,13 12 [1950] ; c) 1. v. BRUNN-LEUBE 
und G. SCHRAMM, Chem. Ber. 89.2045 [1956]. 

9)  H. J. PANNEMAN, A. F. MARX und J. F. ARENS, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 78, 487 
[1959]. 

10) Liebigs AM. Chem. 641, 145 [1961]. 
11) J. chem. SOC. Japan. pure Chem. Sect. [Nippon Kagaku Zassi] 80, 1497 [1959]. 
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ausfiillt und Carbobenzoxy-glycin-anhydrid entsteht. Dieses Anhydrid ist ziemlich 
bestlindig und kann aus trockenem Benzol umkristallisiert werden. Auf gleiche Weise 
wurde Carbobenzoxy-valin-anhydrid dargestellt, das sich ebenfalls aus Benzol um- 
kristallisieren la&. Carbobenzoxy-leucin-anhydrid und Carbobenzoxy-prolin-anhydrid 
wurden nur als ale  gewonnen. Auch bei Carbobenzoxy-dipeptidsauren ist eine der- 
artige Anhydridbildung moglich, was die Darstellung von Carbobenzoxy-glycyl-L- 
phenylalanin-anhydrid beweist. 

LABt man Carbobenzoxy-glycin in Gegenwart von Triiithylamin reagieren, so 
unterbleibt zunachst die Abscheidung von DCH. Nach 29 Stdn. hatten sich erst 17% 
DCH gebildet. Nach einigen Tagen schied sich aus der Losung Carbobenzoxy- 
glycyl-dicyclohexylharnstoff ab, wie dies nach Gleichung (3 b) bei geringer hotonen- 
konzentration zu erwarten ist. Dieser Acyl-harnstoff wurde bereits von H. ZAHN und 
J. F. D I E H L ~ ~ )  beschrieben. Bei der stufenweisen Synthese von Carbobenzoxy-t 
threonyl-L-prolyl-c-tosyl-L-lysyl-L-alanin-methylester konnten wir iihnliches beob- 
achten13). In Gegenwart von Triathylamin schieden sich nur 40 bis 50 % der theoreti- 
schen Menge DCH ab, und die Ausbeuten an Peptidderivat lagen bei rund 40%. 
Dagegen erreichte man eine fast 100-proz. Ausbeute an DCH und Ausbeuten an 
Peptidderivat zwischen 70 und 80%, wenn ein &mchuD von Triathylamin vermie 
den wurde. 

AMINOLYSE DER SYMM. ACYLAMINOS~~UREANHYDRIDR DURCH AMINOSAUREFSTER 

Es wurde nun untersucht, ob auch bei der Peptidsynthese Carbobenzoxy-amino- 
aureanhydride als Zwischenprodukte entstehen und dann mit AminoGureester zum 
Peptidderivat reagieren. Symmetrische Anhydride miissen iihnliche Eigenschaften 
haben wie die unsymmetrischen, die in zahlreichen Varianten zur Peptidsynthese 
verwandt werdenl4). 

Um die Reaktionsfiihigkeit der Carbobenzoxy-aminostiureanhydride zu prilfen, 
wurde kristallines Carbobenzoxy-glycin-anhydrid mit Phenylalanin-athylester in iiqui- 
valenten Mengen umgesetzt. Schon nach 5 Min. konnte die Aminokomponente 
chromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden. Aus der Lijsung wurde Carbo- 
benzoxy-glycyl-phenylalanin-athylester in 88-proz. Ausbeute isoliert. Bei der Um- 
setzung von Carbobenzoxy-valin-anhydrid mit Phenylalanin-athylester gewann man 
Carbobenzoxy-valyl-phenylalanin-iithylester ebenfalls in 88-proz. Ausbeute. 

Auch symmetrische Carbobenzoxy-dipeptidstiure-anhydride reagieren mit Amino- 
stiureestern in gleicher Weise. So erhielt man bei der Reaktion von iiquivalenten 
Mengen Carbobenzoxy-glycyl-phenylalanin-anhydrid mit Phenylalanin-athylester in 
75-proz. Ausbeute Carbobenzoxy-glycyl-phenylalanyl-phenylalanin-iithylester. 

Nach diesen Versuchen scheint es moglich, daB ein symm. Acyl-aminosiiureanhydrid 
als aktiviertes Zwischenprodukt bei der Carbodiimidmethode auftritt, das mit Amino- 
saureestern Peptide bildet. Die dabei frei werdende Carbobenzoxy-aminostiure reagiert 

12) 2. Naturforsch. 12b, 85 [1957]. 
13) H. ZAHN und H. SCHUSSLER, Liebigs Ann. Chem. 641, 176 [1961]. 
14) TH. WIELAND und H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem. 572,190 [1951]; R. A. BOISSONNAS, 

Helv. chim. Acta 34, 874 [1951]; R. J. VAUGHAN, J. Amer. chem. SOC. 73,3547 [1951]. 
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erneut mit DCC zum symmetrischen Anhydrid, das sich dann wieder mit dem Amino- 
s5ureester umsetzt. 

Verlaufen zwei Synthesen iiber das gleiche aktivierte Zwischenprodukt, so sollte die 
Racemkierung bei Verwendung von optisch aktiven Aminostiuren gleich groD win. 
Um zu untersuchen, ob bei der Carbodiimidmethode das reagierende Produkt das 
symm. Acyl-aminosaureanhydrid ist, wurden die Drehwerte, gemessen in Methanol, 
des iiber das symm. Anhydrid dargestellten Carbobenzoxy-glycyl-L-phenylalanyl-L- 
phenylalanin-iithylesters mit dem auf dem iiblichen Weg nach der Carbodiimid- 
methode gewonnenen Praparat verglichen. Die gefundenen Werte stimmen iiberein. 

Carbobenzoxy-glycyl-r-phenylalanyl-L-phenylalanin-ii thyles ter 

Methode [a12 Schmp. 
~~ 

Symm. Anhydride -8.5' (fl.O) 1 32 - 1 34" 
DCC -7.5' (f0.5) 126 - 1 30' 
p-Nitrophenylester *) -8.0' (f0.5) 129- 1370 

*) Wir danken Frl. Dipl.-Chom. M. Hwrz verbindlichat fur die ubsrlassung dss Pcptidderivacs. 

Damit besteht die Moglichkeit, mit Hilfe der symm. Anhydride Iiingere Peptide mit 
N-Acyl-dipeptiden racemisierungsfrei zu verkniipfen. 

Wir danken dem B ~ ~ W J R T S C I ~ A F ~ M I N I S T E R I I J M  (Forschungsvorhabea J 399), dem 
INTERNATIONALEN WOLLSEKRETARIAT, der DEU~CHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT und dem 
FONDS DER ~HEMISCHEN INDUSTRE fh die UnterstUtzung der vorliegenden Arbeit. Ftir 
wertvolle Hinweise und die Durchsicht des Manuskriptes wird Herm Dr. E. SCHNABEL 
verbindlichst gedankt. 

BESCHREIBUNG D E R  V E R S U C H E  

2 - G l y c y l - d i c y c l o ~ x y i ~ r ~ ~ o f f :  Zu einer Lbsung von 2.1 g (10 mMo1) 2-Glycin in 60 ccm 
Acetonitril wwden 1.5 ccm (10 mMol) TriILthylamin und 2.1 g (10 mMol) DCC in 20 ccm 
Acetonitril gegeben. Nach 29stdg. Stehenlassen im KUhlschrank hatten sich 0.4g DCH 
(17%) gebildet, der abfiltriert wurde. Aus dem Filtrat schieden sich bei Raumtemperatiir 
farblose Kristalle ab, die aus Essigester/Petrolffther umkristallisiert wurden. Ausb. I .65 g 
(39% d. Th.), Schmp. 142-143' (Lit.12): 143.5--145.59. 

C23H33N304 (415.5) Ber. C 66.48 H 8.01 N 10.11 Gef. C 66.25 H 8.35 N 9.90 

2-Glycin-anhydrid: 2.1 g (10 mMol) Z-Glycin wurden in 60 ccm Acetonitril gelbst und zu 
einer Lbsung von 1.0 g (5  mMol) DCC in 10 ccm Acetonitril gegeben. Nach 17 Stdn. wurde 
der ausgefallene DCH abpesaugt und das Filtrat i. Vak. eingeengt. Der weilk krist. Ruck- 
stand wurde aus trockenem Benzol umkristallisiert. Ausb. an DCH: 1.01 g (100% d. Th.), 
an 2-Glycin-anhydrid: 1.52 g, Schmp. 108-114' (Lit.&): 118'). 

C20H20N207 (440.4) Ber. C 59.99 H 5.04 N 7.00 Gef. C 60.24 H 5.25 N 6.84 

Umsetzung von Z-Glycin-anhydrid mit DL-Phenylalanin-dfhylester: 1.42 g (3.3 mMol) 
ZGlycin-anhydrid wurden mit DL-Phenylalanin-ffthylest~, der aus 0.8 g (3.4 mMol) des 
Hydrochlorides mit 0.55 ccm (3.4 mMol) TriILthylamin freigesetzt wurde, in Acetonitril um- 
gesetzt. Nach 2 Stdn. wurde die Reaktionslbsung i.Vak. eingeengt. Der blige Rackstand 
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wurde in Essigester gelbst und rnit 0.1 n HC1 und geattigter NaHCO3-Losung ausgeschiittelt. 
Die Essigesterschicht wurde iiber Na2S04 getrocknet und i. Vak. eingedamph. Es blieb cine 
feste, weiOe Substanz zuriick. Ausb. 1.2 g (88% d. Th.). Schm~. 87-88' (Lit.15): 92") (aus 
50-proz. Athano]). 

C21H24N~05 (384.4) Ber. C65.61 H 6.29 N7.29 Gef. C65.62 H6.38 N7.16 

Z-L-Valin-anhydrid: 2.5 g (10 mMol) Z-L- Valin wurden in 60 ccm Acetonitril gelbst und 
rnit einer Lbsung von 1.0 g (5 mMol) DCC in 10 ccm Acetonitril versetzt. Nach 12 Stdn. 
wurde der ausgefallene DCH abgesaugt und das Filtrat i. Vak. eingedampft. Der weik  feste 
Riickstand wurde aus trockenem Benzol umkristallisiert. Ausb. an DCH: 0.9 g (90% d. Th.), 
an Z-L- Valin-anhydrid: 1.57 g (67% d. Th.), Schmp. 96-99'. 

C26H3zNz07 (484.5) Ber. C 64.45 H 6.66 N 5.78 Gef. C 64.29 H 6.62 N 5.72 

Unisetzung von Z- Valin-anhydrid rnit DL-Phenylalanin-athylester: DL-Phenylalanin-lthylester 
wurde aus 0.7 g (3 mMol) des Hydrochlorids rnit 0.5 ccm (3 mMol) Triathylamin freigesetzt 
und zu 1.5 g (3 mMol) ZValin-anhydrid, das in Acetonitril gelost war, gegeben. Nach 24 Stdn. 
wurde die Reaktionslbsung i. Vak. eingeengt. Der feste Riickstand wurde in Essigester gelost 
und rnit 0.1 n HCI und gesltt. NaHCO3-Lti)sung ausgeschiittelt. Nach dem Eindampfen i. Vak. 
blieb ein weiBer, fester Riickstand, der zweimal aus Essigester/PetrolBther umkristallisiert 
wurde. Ausb. 1.15 g (88.5% d.Th.), Schmp. 139-142". 

C24H30N205 (426.5) Ber. C 67.58 H 7.09 N 6.57 Gef. C 67.80 H 7.05 N 6.53 

2-Glycyl-L-phenylalanin-anhydrid: 0.9 g (2.5 mMo1) Z-Glycyl-L-phenyhlanin wurden in 
40 ccm Acetonitril gelbst, in Eis abgekllhlt und mit 0.25 g (I .25 mMol) DCC, in Acetonitril 
gelost, versetzt. DCH fie1 sofort aus und wurde nach 12 Stdn. abgesaugt. Das FiItrat vom 
DCH wurde i. Vak. eingedampft. Der Riickstand wurde in trockenem Benzol gelbst und mit 
wenig Petrolather versetzt. Irn Kiihlschrank kristallisierte die Substanz aus. Ausb. 0.6 g 
(68 % d. Th.), Schmp. 66 -68". 

C38H38N409 (694.7) Ber. C 65.70 H 5.51 N 8.07 Gef. C 65.53 H 5.55 N 8.11 

Umsetzirng von Z-Glycyl- L-phenylalanin-anhydrid rnit Plrenylalanin-iithylester 
A. DL-Phenylalanin-ithylester wurde aus 0.2 g (0.8 mMol) des Hydrochlorids mit0.12 ccrn 

(0.8 mMol) Triathylamin freigesetzt und zu einer Acetonitrillbung von 0.5 g (0.7 mMol) 
Z-Glycyl-L-phenylalanin-anhydrid gegeben. Nach dem Einengen i. Vak. wurde der Riickstand 
in Essigester gelost und mit 0.1 n HCI und gesgtt. NaHCO3-Lbsung ausgeschiittelt. Die ilber 
Na2S04 getrocknete Essigesterschicht wurde i. Vak. eingedampft. Es blieb 0.5 g eines ales 
zuriick, das aus Eksigester/Petrolather umkristallisiert wurde. Ausb. 0.23 g (60% d. Th.), 
Schmp. 107 - 1 10". 

B. I. Z-Glycyl-L-phenylalanin-anhydrid wurde mit L-Phenylalanin-Bthylester wie bei A. 
umgesetzt, jedoch unter Eiskiihlung. Ausb. 0.4 g (75 % d. Th.), Schmp. 132-134". [a]g: 
-8.5 f1.0" (c = 2, in Methanol). 

C3oH33N306 (531.6) Ber. C 67.78 H 6.25 N 7.90 Gef. C 68.05 H 6.13 N 8.08 

B. 11. L-Phenylalanin-athylester wurde aus 0.3 g (1.3 mMol) des Hydrochlorids rnit 0.2 ccrn 
(1.3 mMol) Triathylamin freigesetzt und einer Acetonitrillbsung von 0.9 g (2.5 mMol) 
Z-Glycyl-L-phenylalanin zugefiigt. Zu dieser Lbsung wurde 0.5 g (2.5 mMol) DCC gegeben. 
Nach 24stdg. Aufbewahren im Kuhlschrank wurde DCH abfiltriert. Das Filtrat wurde wie 
ilblich aufgearbeitet. Ausb. 1.6 g (94% d. Th.). Schmp. 126-130", [a]%: -7.5 f0.5". (c = 2, 
in Methanol). 

15) W. GRASSMANN und E. WUNSCH, Chem. Ber. 91,449 [1958]. 




