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Durch Anwendung mehrerer gaschromdtogrrlphischer Racemiwrungstcsts wurde gefunden, 
ddR her der DCCD-Methode 1)  aus einer Keihe von W-Hydroxyverbindungen als Zusdtz zum 
DCCD dd5 ?-Hydroxy-4-oxo-? 4-dihydro-1.2 3-bcnzotriaLin die Racemisierung am wirkungs- 
vollsten senkt. Auch eine rdcemisierungsfreie Vornktivierung I\[ mit d i e w  Verbindung 
nioglich Bci der Her$tellung \on N-Acyl -pcpt id- [N-hydr~~y-~u~cin imi t~e~tern]  iidch der  
DCCD-Methode wit ht w h  ein ZuSatL sLhwachei tert Basen gunstig nuF Ausbeute uiid 
Rdcemisierung U U ~ .  

Kacmihtion in I'cptide S~n lbe~er  

V m o u s  gdschromdtogrdphic rdicrnization t a t s  indicate, that 7-hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro- 
1,2,3-henzotriarine a\ addttive to DCCD deiredstt\ rdcemiLdtion m the DCCD-method to d 
minimum, compared with a series of N-hydrouy-compounds. It 15 also possible to prepare the 
Jnterrnedidtc dctivatetl esters without rdiemization. Addition 01 wcdk tertiary bdses ha5 cl 

fJVoUrdbk effect on t he  vicld .mi raccniirdtion i n  the prcpdrdtioii of V-dcylpeptide-N- 
hydroxysucLininiide ester5 bq thc DC'CD-methd 

Das hiiufig m r  Peptidsynlhese angewandte Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) ( 1  

bewirkt be1 der Verknupfung von N-Acyl-peptiden mit Aminosaure- oder Peptid- 
estern nach den Untersuchungen zahlreicher Autoren stets Racemisierung2 71. Durch 
Zusalz von N-Hydroxyveibindiingeii wie N-Hydroxy-succiniinid (HOSu)s 121, 

h~-Hqdroxy-phehalimidI') 1 ) '  oder I-Hydro.cy-benzotria7ol (HOBt)lA) konnte die 
Racemisicrung stark gccenkt werden. 
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Wie wir fanden, kann aber auch N-Hydroxy-succinimid oder 1 -Hydroxy-benzo- 
triazol die Racemisierung in bestiminten Fallen nicht vollstandig unterbinden. Setrte 
man namlich analog dein Weygurrdschen Racemisierungste5t 1 1 ,  Tfa-Pro-Val-OH 
mit H-Pro-O'Bu i n  Dimethylformamid mit DCCD/HOSu oder DCCDiHOBt urn, 
so trat auch hier Racemisierung ein (Tab. 2)15'. Dieser Befund bewog uns, nach 
weiteren Zusatzen ZLI suchen, die auch in iingunstigen Fillen die Racemisierung 
verhindern. 

Zur Ermittlung der Racemisierung wurde zundchst der bereit5 beschriebene 
modifizierte gaschromatographische Racemisierungstest 141 nach Wey~wzd und 
Mitarbb.71 herangezogen, in den1 Boc-Leu-Phe-OH mit H-Val-O'Bu verknupft wird 
(Tab. 1). Als Losungsmittel wurde i n  der Regel LXniethyIformaniid verwendet, 
das die Racemisierung fordert und somit den Test empfindlicher gestaltet. 

Durch Zusatz von Pentachlorphenol, 4-Nitro-2-methoxy-phenol und 2-Mcrcapto- 
I-methyl-benzimidazol wurde die Racemisierung zum Teil betrachtlich verstarkt. 
Die Nucleophilie dieser Verbindungen ist offensichtlich schwacher als die von H-Val- 
O'Bu. Da jedoch die nucleophile Kraft von H-Val-O'Bu durch Salzbildung mit den 
Phenolen geschwacht ist, wird die Tendenz 7ur A7lactonhildung tind damit die 
R aceniis ier ung vers tar kt  . 

lm Gegensatz zu I-Hydroxy-ben7otria7ol bewirkte auch ein Zu~atz  von 4-Hydroxy- 
1.2.3-benzotnazin 16) keine Senkung der Racemisierung. Damit erschienen in1 Hinblick 
auf eine racemisierungsfreie Peptidsynthese nur die stark nucleophilen N-Hydroxy- 
verbindungen interessant. Tatsachlich wurde die Racemisierung durch I -Hydrowy- 
2-0x0-indolin 17) merklich auf 3.2% D-Verbindung zuruckgedrangt. Unter 1 ?;, fie1 die 
Racemisierung bei der Verwendung von 3-Hydroxy-4-0~0-3.4-dihydro- I .2.3-benzo- 
triazin 1 8 )  oder 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinazolin~*) als Zusatz. Die beiden 
letztgenannten Verbindungen sowie deren kernsubstituierte Halogenverbindungen 
bewahrten sich in dieseni Racemisierungstest ebenso gut wie N-Hydroxy-succinimid"' 
oder I -Hydroxy-benzotriazoI14). Die in der 2-Stellung substituierten Chinazolin- 
derivate 181 ergaben jedoch wieder etwas Racemisierung. 

Wie schon eingangs erwahnt. lieferte die Anwendung der DCrD/HOSu- und der 
DCCDIHOBt-Methode bei der Synthese von Tfa-Pro-Val-Pro-O'Bu aus Tfa-Pro- 
Val-OH und H-Pro-O'Bu in Dimethylformamid kein sterisch einheitliches Produkt 15'. 

Weygand und Mitarbb.111 fanden bei diesem Test (mit H-Pro-OMe anstelle von 
H-Pro-OtBu) unter Anwendung der DCCDiHOSu-Methode zwar kaum Race- 
misierung, doch verwendeten sie als Losungsmittel Methylenchlorid, das die Race- 
misierung nicht in dem MaDe begunstigt wie beispielsweise Dimethylformamid. 
Bei der Synthese von Tfa-Val-Val-OMe mittels DCCD fanden sie L.B.  in Methylen- 
chlorid einen Raceniisierungsgrad von 7.2 :{, wahrend bei gleichen Reaktions- 
bedingungen in Diinethylformamid der Raceniisierungsgrad 43.4 o< betrugh). In Tab. 2 
sind die Ergebnisse der Umsetzung von Tfa-Pro-Val-OH mit HCI . H-Pro-OtBu und 

'51 W. Kut7zg und R Geiger, 10. Europ. Peptidsymposium, Abdno-1 ernie, I t ~ l i e n  11969). 
1 f ~ )  A.  Wedhge und €5. Fuiger, J. prakt. Chem. [2] 35, 262 (1887). 
'7) W. B. W r t g h r y .  und K .  H .  Cdlrns, J. Amer. chem. SOC. 78, 221 (1956). 
18) D. I fwrwon  und A.  C. B. Smirh, J chcrn. Soc. [London] 1960, 2157. 
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Tab. 1 .  Racemisierung bei der DCCD-Methode untcr Zusatz verschiedener Phenole und 
N-Hydroxyverbmdungen (Synthese von Boc-Leu-Phe-Val-OtBu aus Boc-Leu-Phe-OH und 
HCI.H-Val-OtBu N-Athyl-rnorpholin, Reaktionszeit: I W e .  bei 0’ und 1 Stde. bei 

Raumtemp.) 

Aquivv. ZUSdtZ 

2 
2 
I 
I 
I 
2 

1 
I 
2 
I 
2 
1 

I 
2 
I 
1 
1 
1 
I 
1 
I 
I 
I 
I 
1 

7 - 

7 - 

ohne 
ohne 
ohne 
ohm 

I’entazhlorphenol 
Pentachlorphenol 
4-Nitr0-2-nicthoxy-ghenol 
1-Me]-capio-1-methyl-benrimidazol 
4-Hydroxy-l.2.3-benrotriazio 16) 
Benzotriazol 
N-Hydroxy-succinimid 
1 -Hydroxy-banzotriarol 
1 -1Iydroxy-2-phonyl-bznzi niidasol 19) 

1 ~ tiydroxy-2-phmyl-bzn7imidazc,l I 

1 -Hydroxy-2-oxa-indoli n 17) 

I -Hydrnxy-2-oxo-indolIn 17) 

6-Chlor- I-liydroxy-2-oxo-indolin ’71 
6-Chlor-l-hydroxy-2-oxu-in~olin ‘7) 

3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chioazol in 18) 

3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-~hinazoliii 1s) 

6-Brom-3-hydl-oxy-4-axo-3.4.dihydro-chinawliii 
3-Hydroxy-4-oxo-2-methyl-3.4-dihydro-chinaznlIn 18’ 

6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-Z-methyl-3.4-dihydrn-chin~~111n 
~-Hydroxy-4-oxo-2-phenyl-3.4-dihydro-chinazolin 1 * I  

3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- I .2. S-henzotriazin 18) 

3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- 1.2.3-henzotriazin 18) 

3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-l.2.3-benzotriazin I*) 

3-~lydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-l.2.3-henzotria7in 1 3 )  

D-Hydroxy-4-,ixo-3.4-dihydru-I,2..?-bcnzotriazin 1% 

3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-l.2.3-benwtria.% I n )  

6-Brom-l-hydi-oxy-4-1~~1i-3.4-dihydro-l.2.3-henmtriazin 

THF 
DMF 
DMSO 
Pyrldlll 
T H F  
DMF 
DMF 
DMF 
O M F  
DWF 
DMF 
DMF 
DMF 
D M F  
DMF 
D M r  
D M  F 
DMF 
DMF 
DMF 
DMF 
DMF 
DMF 
DME 
DMF 
THF. 
CHzC12 
DMA 
DMSO 
Pyridin 
DM I. 

3. I 
14.3 
14.9 
19.2 
10.0 
27.0 
71.7 
21.4 
14.0 
12.4 

.‘ 1.0 

13.4 
15.2 
3.2 
4.2 
7.3 
4.6 

-;I 1.0 
-< 1.0 
..’ I .a 
5. I 
2.75 
4.6 
:: I .o 
<.- 1 .a 
i 1 .0 
i’. 1.0 

1.15 
1.5 

s.1.0 

., 1.014, 

Tab. 2. Racemisicrung be1 der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedener N-Hydroxy- 
verbindungen (Synthese von Tfa-Pro-Val-Pro-OtBu aus Tfd-Pro-Val-OH und HCL. H-Pro- 
O~BLL + N-Athyl-morpholin in DMF als Losungsmittel. Reaktionszeit: 1 Stde. bei 0” und 

1 Stde. bei Raumtemp.) 

Aquivv. ZurJtr O t  L-D-L-Verb. 

1 
1 

I 
I 
1 
1 
1 
I 
1 
I 

7 ‘. 

ohne 
I - Hydroxy-benzotriaztil 
N-H ydroxy-succinimid 
N-H ydroxy-succirimud 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihy~ro-chinaz~~lin 1 %  

h-Brorn-3-hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinaznlin 
3-Hydloxy4-oxo-2-methyl-3.4-dihydrn~hinazolin 181 

6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-2-methyl-3.4-dihydro-chinazolin 
3-Hydroxy-4-oxo-2-phenyl-3.4-dihydro-cliinazolin 18) 

3-Hydroxy-4-ox0-3.4-dihydrt1- 1 .2.3-henzotriazin 18) 

6-Brom-l-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-l.?.l-henrolriazin 
4-Hydroky-l.2.3-hen7ntriazin ‘6’ 

38.0 
3.4 

17.4 
17 2 
5.1 

17.1 
39.5 
38.3 
42. I 

-.1.0 
3.1) 
42 2 

19) G. W. Stury- B. V’. Ettfing und A. J .  Paprr, J. org. Chemistry 29, 1537 (1964). 



1970 Racemisierung bei Peptidsyntheseii 2027 

N-Athyl-morpholin rnittels DCCD zusammengefak Ohne Zusatz wurden 38 % 
L-D-L-Verbindung gefunden. 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin be- 
wahrte sich von allen Zusatzen am besten. Es senkte die Racemisierung unter 1 % 
L-D-L-Verbindung. 

Bei Verwendung von destilliertern H-Pro-O'Bu (Tab. 3) fanden wir ohne Zusatz 
von N-Hydroxyverbindungen 67 L-D-L-Verbindung 15). Auch bei Zusatz von 
einem Mol V-Hydroxy-succinimid oder 1-Hydroxy-benzotriazol war die Racemi- 
sierung grol3er als bei Verwendung von HCl . H-Pro-OtBu und N- Athyl-morpholin. 
Dieses Ergebnis ist wohl nur so zu deuten, daO das stark basische H-Pro-O'Bu 
(pK -- 7.8 20)) die Racemisierung beschleunigt, wahrend bei Verwendung von HCI . H- 
Pro-O'Bu und dem schwacher basischen N-Athyl-morpholin (PK 6.9 20)) die 
Basizitat und damit die Racemisierung gesenkt wird. 

Tab. 3.  Racemisierung bei der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedener N-Hydroxy- 
verbindungen (Synthese von Tfa-Pro-Val-Pro-Ot Bu aus Tfa-Pro-Val-OH und H-Pro-OtBu 
In  DMF als Losungsmittel, Redktionszeit: 4 Stdn. bei 0" und uber Nacht bei Raumtemp.) 

Aquivv. ZuaatL ": L-o-L-Verb. 

ohne 67.0 
I N-Hydroxy-succinrmid 28 0 
I 2  N-Hydi oxy-succinimid 21.0 
2 N-H ydroxy-succmimid 15.0 
I I -1Iydroxy-henzotriawl 6.0 
2 I -I Iydroxy-benzolriarol 5 9  
I 3-l-lydroxy-4-0xo-3.4-dihydro-ch inazol in 4.0 
I 3-Hydroxy-4-0~0-3.4-dihydro- I .2 'i-ben7otria~in I 0  
2 3-Hydroxy-4-0x0-3 4-dihydro-l 2 i-ben7otridzin - 1 0  

Um weitere Informationen uber diesen extrern ernpfindlichen Pro-Val-Pro-Race- 
misierungstest zu bekomrnen, ersetzten wir den Trifluoracetyl-Rest durch die Benzyl- 
oxycarbonyl-Gruppe. Wir setzten also Z-Pro-Val-OH mit H-Pro-OtBu um, hydrierten 
den Benzyloxycarbonyl-Rest ab und trifluoracetylierten das Tripeptid zu Tfa-Pro- 
Val-Pro-O'Bu. Diese Verbindung wurde durch Trifluoressigsaure- und anschlieoende 
Diazomethan-Behandlung in den fur den gaschromatographischen Test geeigneten 
Ester Tfa-Pro-Val-Pro-OMe ubergefuhrt. Auch hier war (Tabb. 4 und 5) die Race- 
misierung mit destilliertem H-Pro-O'Bu grofier als bei Verwendung des Salzes 
HCI . H-Pro-0% und N-Athyl-morpholin. Von einigen Ausnahmen abgesehen, 
scheint der Benzyloxycarbonyl-Rest die Racemisierung noch rnehr zu begunstigen 
als der Trifluoracetyl-Rest. 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin war 
auch hier die einzige Verbindung, die die Racemisierung auf etwa 17: L-D-L- 
Verbindung senkte. 

Die Erklarung fur diese ungewohnlich starke Racemisierung im Pro-Val-Pro-Test 
ist wohl nicht allein in sterischen Verhaltnissen zu suchen. Deterrnann und Mit- 
arbb. 211 untersuchten die Racernisierung gemischter Anhydride von N-Acyl-phenyl- 

20) Bestimmt aus der Naherungsformel pH ~ pK _Y Ig % / I  -LY fur CY 0.5 i n  0.0667 m Metha- 

21) I€. Determrrtm, J Heuer, P .  Pfucdcr und M.-L.  Reinurtz, Liebigs Ann. Chem. 694, 190 
nol/Wasser-Losung (2.1) bei 2 5 ' .  

( 1  966). 

Chemi~chr R r l ~ i l ~ t r  J h g  101 131 
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alanin in Abhangigkeit vom Acylrest und fanden mit steigender Nucleophilie des 
Sauerstoffs in den Carbonsaureamiden eine zunehmende Racemisierung. Der Sauer- 
stoff des Prolyl-Restes ist durch den doppelten -i I-Effekt des Pyrrolidinrings sehr 
nuclcophil und zur Azlactonbildung besonders geeignet. Eine Rolle spiel1 sicher 
auch die sperrige Tsopropylgruppe des Valins, die das gesamte Molekul in eine fur die 
Azlactonbildung gunstige Lage drangt. 

Tab. 4. Racemisierung bei der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedencr N-Hydroxy- 
verbindungen (Synthese von 2-Pro-Val-Pro-OtBu aus 2-Pro-Val-OH und HCI H-Pro-OtBu 
3 N-Athyl-morpholin in DMF a h  lmsungsmittel, Reaktionszeit. 1 Stde. he1 0' und 1 Stde. 

bei Rumtemp.) 

iiquivv. Zusatz ::: i.-i)-L-Vei h 

ohne 
2 N-Hydroxy-mccinimid 
1 1 -Hydroxy-benmtriazol 
I 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-china~olin 
I J-Hydroxy-4-ouo-3.4-dihydro-l.2.3-benzotriariii 

23.3 
18.9 
8.4 
8 4  
I .3 

Tab. 5.  Racemisierung bei der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedener N-Hydroxy- 
verbindungen (Synthese von Z-Pro-Val-Pro-OtBu au\ Z-Pro-Val-OH und H-Pro-OtBu in 
DMF als Losungsmittel, Reaktion5zeit: 4 Stdn. be1 0' und uher Nacht bei Raumtemp.) 

Aquivv. Z U S d t Z  ''C L-u-L-Verb. 

ohne 
2 N-Hydroxy-buccin imid 
I I -Hydroxy-henrotriazol 
2 1 -Hydroxy-benzotriaroI 
2 1 -Hydroxy-5-methyl-benzoti iazol J 4) 

48.0 
46.0 
9.0 

18.0 
10.0 

Um einer Racemisierung bci der DCCD-Methode wirkungsvoll zu begegnen, 
mu8 erstens die Basizitat gesenkt und zweitens ein stark nucleophiles Reagens ruge- 
setzt werden, das den Wettlauf mit der A7lactonbildung gewinnt bm. bereih gebildete, 
noch optisch voll aktive Azlactone ohne Racemisierung offnen kann. Das aktivierte 
Produkt mu8 durch Aminolyse rasch spalt bar sem. In hervorragender Weise bewahrte 
sich 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-beiizotr1azin. An zweiter Stellc standen 
1 -Hydroxy-benzotriazol, 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinazolin sowie einige durch 
Brom im Benzolkern substituierte Derivate des 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-I .2.3- 
benzotriazins und 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinazolins, a n  dritter Stelle N-Hy- 
droxy-succinimid. 

Wie man aus den pK-Werten in Tab. 6 erkennt, sind 1-Hydroxy-benzotriazol und 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-l.2.3-benzotriazin wesentlich saurer ak N-Hydroxy- 
succinimid. In gleichem Sinn wachst auch die Nucleophilie. Sie andert sich naturlich 
nicht immer entsprechend dcr Aciditat, so 1st z. B. 4-Hydroxy-l.2.3-benzotriazin, 
das etwa die gleiche Aciditat wie N-Hydroxy-succinimid besitrt, a19 Zusatz weniger 
geeignet als N-Hydroxy-succinimid. 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinazolin mit dem 
gleichen pK-Wert bewahrt sich dagegen besser als N-Hydroxy-succinimid. Auch 1st 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriaz1n offensichtlich nucleophiler als 1-Hy- 
droxy-benzotriazol, obwohl beide Substanzen den gleichen pK-Wert haben. 
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Tab. 6.  pK-Werte einiger N-Hydroxyverbindungen im Vergleich zu 4-Hydroxy-1.2.3-benzo- 
triazin und Eiscssig (Bestmmt aus dcr Naherungsformel pH- pK = lg cc/l-x fur r* = 0.5 in 

0.1 1 I m Diathylenglykoldimethylather/Wasser-Losung (50 .40) be1 54") 

Verbindung PK 

3-Hydroxy-4-oxo-2-phenyl-3.4-dihydm-chlnaz~Iin 5 2  
4-Hydroxy-1 2 3-belizotriazin 5.15 
N-Hydroxy-succinimid 5 1  
3-Hydroxy-4-0x0-3 4-dihydro-chinazolin 5 1  
3-Hydroxy-4-0x0-2-methyl-3 4-dihydro-~hind~oIiii 5 0  
riaessig 4 8  
1 -Hydroxy-benzotri~zoI 4 3  
Z-Hydroxy-4-0x0-3.4-&hydro-1 2 3-benzotrimn 4 3  

Welch groBe Rolle die Nucleophilie bei der Racemisierung spielt, beobachteten 
Goodnian und McGahren 221, die aus einem optisch aktiven Dipeptidazlacton durch 
Umsetzung mit dem stark nucleophilen Hydrazin optisch voll aktives Hydrazid 
gewannen, wahrend die Reaktion mit Ammoniak oder Aminosaureestern partiell oder 
vollig racemisiertes Material lieferte. 

Das schlechte Abschneiden der in der 2-Stellung substituierten 3-Hydroxy-4-0x0- 
3.4-dihydro-chinazolin-Derivate beruht vermutlich auf sterischer Hinderung der 
Hydroxygruppe durch den 2-Substituenten. 

Bei der Verknupfung von N-Acyl-peptiden mit freien, a n  der Carboxylgruppe 
ungeschutzten Peptiden ist die ,,Eintopf-Methode" nicht anwendbar. In einem solchen 
Fall mu13 das N-Acyl-peptid als Carboxylkomponente voraktiviert werden. Bislang 
verwendete man dazu hauptsachlich die racemisierungsfreie Aiid-Methode23) oder 
die ,,backing-off-Methode" nach Goodman24J, bei der z. B. ein Aminosaureaktivester- 
hydrobromid mi t einer N-Acyl-aminosaure mittels DCCD zum N-Acyl-dipeptid- 
aktivester verkniipft wurde. Breite Anwendung fand diese Methode bei der Herstellung 
von N-Acyl-dipeptid-[l-hydroxy-piperidinestern]25), die ohne Racemisierung zu 
hoheren Peptiden umgesetzt werden konnen. Diese 1 -Hydroxy-piperidinester sind 
jedoch sehr reaktionstrage und geben bei sterischer Hinderung nur sehr schlechte 
Ausbeuten. Neuerdings oxydierte man p-Methylmercapto-phenylester, die als 
Carboxylschutzgruppe dienen katinen, zu den entsprechenden Sulfonen, welche dann 
die Eigenschaften von aktivierten Estern besitzenz6). Alle dtese Methoden haben 
jedoch Nachteile. Bei der Azid-Methode mu13 man mit Nebenprodukten aus dem 
Curtius-Abbau der Saureazide rechnen, die aktivierten Ester, die man nach der 
,,backing-off-Methode" herstellt, sind meist nicht sehr reaktionsfahig und bei der 
Oxydation von p-Methy Imercapto-phenylestern 7u den Sulfonen konnen oxydations- 
empfindliche Aminosauren Schaden erleiden. 

Deshalb erschien es uns wichtig, nach aktivierten Estern zu suchen, die man aus 
N-geschiitzten Peptiden mittels DCCD und der Hydroxykomponente ohne Race- 
mtsierung herstellen kann. Die Herstellung von N-Hydroxy-succinimidestern mittels 

22) M .  Goodmun und W .  J .  McGuhren, J. Amer. chem. Soc. 88, 3887 (1966). 
23) Th. Curttus, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3226 (1902). 
24) M. Goodmun und K.  C. Stuehen, J. Amer. chem. Soc. 81, 3980 (1959). 
251 f-. Weygund und W. Ko'nig, 2. Naturforsch. 20b, 710 (1965): F. Weygand, W. Konig, 

E. Ninfz, D .  Hoffmarm, P. Huber, N .  M. Khun und fir. Prinz, ebenda 21 b, 325 (1966). 
20) B. J .  JohnJon und P. M .  Jtrtohs, Chem. Commun. 1968, 73. 

131* 
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DCCD bereitet in einigen Fallen Schwierigkeiten. Low und Kisfalzrdy 27' berichteten, 
daR bei sterisch gehinderten N-Acyl-peptiden die N-Hydroxy-succinimidester nicht 
herstellbar waren. Auch wir fanden, daR sich z. B. bei der Sequenz Z-Gly-Leu-Gln- 
Ah-OH (Sequenz 20 -23 des Schweine-Proinsulins) der N-Hydroxy-succinimidester 
nur in ganz geringen Ausbeuten bildete28), wahrend sich das gleiche Peptid nach der 

Tab. 7. Racemisierung bei der Voraktivicrung von Boc-Leu-Phe-OH mit DCCD und 
N-Hydroxyverbindungen und der anschlieflenden Umsetzung mit HCI . H-Val-OtBu und einer 
tert. Base (Reakttonsbedingungen: 1 Stde. bei 0" und 1 Stde. be1 Raumtemp. zur Vorakti- 

vierung; eine weitere Stde. be1 Raumtemp. fur die Umsetzung mit H-Val-OtBu) 
Aquivv. Zusatz 7ur :4 

Aktiv.29) o-Phe-i.-Val Baae Losungr- 
mittel 

I 
I .z 
2 
2 
2 

2 

2 

1 
2 
1 
2 
2 
1 

2 

2 

2 

2 

I 

1 

1 

I 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

N-Hydrox y-succininiid 
N-Hydroxy-succinimid 
A'-Hydrox y-succinimid 
N- Hydroxy-succinimid 
,~-Hydroxy-succininiid 

N-Hydroxy-succininiid 

N-Hydroxy-succininiid 

A'-Hydroxy-succininiid 
N-H ydroxy-succininiid 
1 -Hydroxy-benzotriazol 
1 -Hydroxy-benzotriazol 
1 -Hydroxy-benzotriazol 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- 

chinazolin 
3-Hydroxy-4-ono-3.4-dihydro- 

chinazolin 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- 

chinazolin 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- 

chinazolin 
3-Hydroxy-4-0x0-3.4-d ihydro- 

chinazolin 
6-Brom-3-hydrox y-40x0- 

3.4-dihydro-chinarolin 
3-Hydroxy-4-0~0-2-methyl- 

3.4-dihydro-chinaroliii 
6-Brom-3-hydroxy-4-0~0-2-methyl- 

3.4-dihydro-chinazolin 
3- Hydroxy-4-oxo-2-phenyI- 

3.4-dihydro-chinazolin 
3-H ydroxy-4-oxo-3.4-diliydro- 

I .2.3-benzotriazin 
3-Hydroxy-4-ono-3.4-dihydro- 

I .2.3-benzotriazin 
3- Hydrox y-4-0x0-3.4-d :hydro- 

I .2.3-benzotriazin 
3-Hydroxy-4-0~0-3.4-dihydro- 

1.2.3-benzotriazin 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- 

1.2.3-benzotriazin 
3-Hydroxy-4-0~0-3.4-dihydro- 

1.2.3-benzotriazin 
6-Brorn-3-hydruxy-l-oxo- 

3.4-dihydro- I .2.3-beniotriazin 
4-Hydroxy-1.2.3-benzotriazin 

D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
DMF 

DM F 

D M F  

Pyrdin 
Pyi idin 
D M F  
D M F  
D M F  
D M  F 

D M F  

D M F  

DMF 

D M F  

DME 

DMI- 

D M F  

DMF. 

DMF 

THF 

CHzCI? 

DMA 

Pyridin 

D M F  

D MF 

D M P  

N-Athylrnorpholin 
N-Athylmorpholin 
N-Athylmorpholin 
N-Athylmorpholin 
N-Methylmor~~holiri 

N-Athyl-diisopropy I- 

Triathy lamin 

V-Athylmnrpholin 
N-Athylmorpholin 
iV-Athylmorpholin 
N-Athylmorpholin 
N-Athylmorpholin 
N-Athylrnorpholin 

N - k h  ylmorpholin 

Triathylamin 

N- Athyl-diisopropyl- 

N-Methylmorpholin 

N-Athylmorpholin 

N-Athylmurpholin 

.V-Athylmorpholin 

N-Athylmorpholin 

iV-Athylmorpholin 

N-Athylniorpholin 

N-Athylmorpholin 

N-Athylmorpholin 

N-Athylmorpholiii 

N-Athylmorpholin 

N- Athylmorpholin 

iV-Athylmorpholin 

amin 

amin 

2.3 
2.3 
1.65 

s. 1.0 
2.1 
2. I 
I .2 
3.7 
5.0 
9.9 
6. I 
8.1 
4.4 14' 

9.3 
4.0 
4.0 

6.5 

6.8 

6.6 

3.2 

': 1.0 

6.15 

5.0 

6.6 

'. 1.0 

1 .o 
<. 1 .o 

C' 1 .o 

1.65 

6.45 

1.1 

33.0 

27) M. Low und L. Kisfaludy, Acta chim. Acad. Sct. hung. 44, 61 (1965). 
28) R .  Geiger, G. Jdger, W .  Konig und A .  Volh, 2. Naturforsch. 24b, 999 (1969). 
29) 4- bedeutet, daR die tert. Base schon zur Aktivierung zugegeben wird, 

die Base erst nach der Zugabe von HCI . H-Val-OtBu zugegeben wird. 
bedeutet, daB 
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DCCDiHOSu-,,Eintopf-Methode" glatt mit einem Aminosaureester umsetzte. Der 
SchluB lag nahe, daR der basische Aniinosaureester die Bildung des N-Hydroxy- 
succinimidesters beschleunigt. Durch Zugabc von N-Athyl-morpholin wurde die 
Ausbeute an N-Acyl-peptid-[N-hydroxy-succinimidester] tatsachlich betrachtlich 
erhoht 28). Die Untersuchungen ergaben, daB die Racemisierung durch Zugabe 
scliwacher Basen wie N-Athyl-morpholin nicht erhoht wird, sondern sogar gesenkt 
werden kann (Tabb. 7 und 8). Wahrend bei der Umsetzung von Boc-Leu-Phe-OH 
niit N-Hydroxy-succinimid und DCCD in Dimethylformamid 2.3 76 D-Verbindung 

Tab. 8. Racemisierung bei der Voraktivicrung von Tfa-Pro-Val-OH mit DCCD und 
N-Hydroxyverbindungen und dcr anschlic8enden llmsetzung mit HC1.H-Pro-OtBu und 

einer tert. Base in DMF als Losungsmittel (Reaktionsbedingungen wie bei Tab. 7) 

zur Yn 
Aquivv. Zusatz Base Aktiv.29) L-~-l.-Verh. 

I 
2 
2 
2 
2 
2 
I 
i 
I 

1 

1 

I 

I 

1 

I 

N-H ydroxy-succinimid 
N- Hydroxy-succinimid 
N-H ydroxy-succinimid 
A'-Hydroxy-nuccinimid 
N-H ydrox y-succinimid 
N- Hydroxy-wccinimid 
I -Hydroxy-henmtriazol 
3-Hgdroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinarolin 
6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- 

chinazolin 
n-Hydroxy-4-oxo-2-methyC 

3.4-dihydro-chinazolin 
6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-2-met hyl- 

3.4-dihydro-chinazol in 
3- Hydroxy-4-oxo-2-phenyl- 

3.4-dihydro-chinazolin 
3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- 

I .2.3-henzotriarin 
6-Brom-3-hydroxy-4-nxo-3.4-dihydro- 

1.2.3-henzotriazin 
4-Hydrnxy- I .2.3-benzolria/in 

.V-Athylmorpholin 
N-AthylmorphOlin 
N -  Athylmorpholin 
N- Meihylmorpholin 
N- Athyl-diisopropylamin 
Triathylamin 
X -  Athylmorpholin 
N-Athylmorpholin 
N-Athylmorpholin 

N-Athylmorpholin 

N-Athylmorpholin 

N-Atlrylmorphol in 

N-Athylmorpholin 

N-Athylmorpholin 

N-Ath ylmorpholin 

30 4 
- 19.4 
I 20 7 
1 17.6 
t 20 0 
t 13.5 
- 13.2 

6.4 
7.3 

57 I 

41.6 

40.5 

1.3 

6 2  

39.2 

_. 

~ 

gefunden wurden, konnte die Racemisierung bei Zugabe von N-Athyl-morpholin 
auf C_ 1 74 gesenkt werden. Triathylamin wirkte racemisierungssteigernd. Wie schon 
an anderer Stelle berichtet wurde, eignen sich die 1 -Hydroxy-benzotriazole nicht zur 
Voraktivierung von Peptiden 14). Auch ein Basenzusatz bewirkt hier keine ent- 
scheidende Verbesserung. Von den Chinazolinderivaten schneidet das 6-Brom-3- 
hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-chinazolin dagegen sehr gut ab. Die besten Ergebnisse 
wurden mit 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-l.2.3-benzotriazin erzielt. Interessant ist, 
da13 hier im Gegensatz zur Herstellung von N-Hydroxy-succinimidestern ein Basen- 
zusatz wahrend der Voraktivierung die Racematbildung fordert. Bei der Vorakti- 
vierung von Tfa-Pro-Val-OH (Tab. 8) konnte sich nur das 3-Hydroxy-4-oxo-3.4- 
dihydro-1.2.3-benzotriazin als Hydroxykomponente behaupten. Man fand nur 1.3 % 
D-Verbindung, wahrend bei Verwendung von N-Hydroxy-succinimid als Aktivierungs- 
komponente zwischen 13.5 und 30.4 ?< D-Verbindung entstanden. 



203 2 K6nig und Geiger Jahrg. 103 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren bestimmt und sind nicht korrigiert. 

Die Drehwerte wurden in einem I -dm-Rohr im lichtelektrirchen Polarimeter der Fa Perkin- 
Elmer gemessen. Die chromatographische Reinheit wurde auf Dunnschichtplatten fE. 
Mcrck) in verschledenen Laufmitteln gepruft 

Abkurzungen: 
Boc tert -Butyloxqcarbonyl HOSu N-Hydro.iy-riicciniiiiid 
DCCD Dicyclohexylcarbodiimid O'Bu tcrt.-Btilyle~lcr 
D MA Dimethylacetamid Tfa TriAuoracetyl 
DMSO Dimethylsulfoxid THF Tetrahydrofurdn 
HOBt 1 -Hydroxy-benzotriazol Z Benzyloxycar bony1 

I ,  Eoc-Leu-Phe- liol-OtBu-Racemisierurigstest Es wird analog 1. c. 14.7) verfahren (Tabb. I 

2. Tfa-Pro- Val- Prci-O'Bu-Racemi~ie~iin~stast 
a) Prufung nuf Rmemisierung bei drr ,,Eintupf-Methode" ITabb. 2 und 3) '  Lu einer Losung 

von 309.3 mg ( I  mMol) TJu-Pro-Val-OH und 171 mg (1  mMol) H-Pro-O'Bu (Tab. 3 )  oder 
209.7 mg ( I  mMol) HCZ.H-Pro-O*Bu und 0.12 ccm N-Athyl-morphohn (Tab 2) in 2 ccm 
Dimethylformamid gibt man den Z u m z  und be1 0" eine ehenfdh auf 0 abgekuhlte Losung 
von 207 mg (1 mMol) DCCD in 1 ccm Dimethylformamid. Man la131 1 Stde. bei 0- und 
1 Stde. bei Raumtemp stehen (Tab. 3 .  4 Stdn. be1 0' und uher NaLht bei Rdumtemp.), 
verdunnt die Ansat7e mit etwa 30 ccni Essigester, filtriert den ausgefallenen Niederschlag ab, 
schuttelt das Filtrat mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatlo\ung. 2n Citronensaure, 
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser aus, trocknet mil Natriumsulfdt, 
engt ein und chromatographiert den Ruckstand In Essigester uber 3 p bdsisches A1203 

(Woelm, Aktivstufe I). Dag Eluat (etwa 40 ccm) wird eingeengt und der Ruckstand in etwa 
2 ccrn 90proz. Trifluoresvgsaure gelost. M a n  lafit 1 Stde. be1 Raumtemp. stehen, engt ein, 
lost den Ruckstand in Essigester und versetzt bis zur bleibenden Gelbfarbung mit einer 
atherischen Diazomethan-Losung. Diese Losung wird konzcntricrt und wie bei Wej>g~?~d und 
Mitarbb 11) gaschromatographiert 

b) Prufurzg auf Racemisrerung be1 der ,, Vumktivreri~rig" 1011 Tfu-Pro- Vul-OH mrt DcC D 
iind versehiedenen N-H?droxyvrrbindiingen (Tab. 8): Zu einer Losung von 309.3 mg (1  mMol) 
Tfa-Pro-YdOH und Z u ~ a t z  in 2 ccm Dimethylformamid wird be1 0 eine auf 0" abgekuhlte 
Losung von 207 mg (1 mMol) DCCD in 1 ccrn Dimethylformamid zugegeben und I Stde. 
bei 0" und 1 Stde. bei Raumtemp. stehengelassm. Dann gibt man 209.7 mg ( I  mMol) HCI. H -  
Pro-O'Bu und 0. I2 ccm N-Aihyl-mnrpholin zu, laBt nochmals I Stde. be1 Raumtemp. stehen 
und arbeitet wie bei 2a) auf. 

und 7). 

3. 2-Pro- Val-Pro- OIBu-Racemrsierung,~~e~~r 
a) Prufung auf Rocemisrerung bei der ,,Eiritopf-Met~ode" (Tabb. 4 und 5 )  Zu einer Losung 

von 348.4 mg (1 mMol) 2-Pro-Val-OH und 171 mg ( I  mMol) N-Pro-O'Bu (Tab. 5 )  oder 
209.7 mg ( 1  mMol) HCl. H-Pro-O'Bu und 0 12 ccm N-Athyl-morpholin (Tab. 4) in 2 Lcm 
D M F  gibt man den Zusatz und bei 0' eine ebenfalls auf 0' abgekuhlte Losung von 207 mg 
(1 mMol) DCCD in 1 ccm DMF. Man laBt 1 Stde. bei 0" und 1 Stde. bei Raumtemp. stehen 
(Tab. 5:  4 Stdn. bei 0". uber Nacht bei Raumtemp.) und arbeitet analog 2a) auf. Das Eluat 
aus der A1203-Saule wird eingeengt und der Ruckstand in Methanol am Autotitrator (Zugabe 
von methanolischer HCI) be1 pH 4 5 katalytisch hydriert. Nach beendigter Hydrierung 
wird der Katalysator abfiltrlert, das Filtrat i.Vak. eingeengt und der Ruckstand in 1 Lcm 
Methanol gelost. Dazu gibt man 1 ccm Trifluoressigsaure-methylester und bis zur basischen 
Reaktion tropfenweise N-Athvl-morpholin, laBt uber Nacht hei Raumtemp. stehen, engt-ein, 
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nimmt den Ruckstand in Essigester auf und schiittelt mit 2n Citronensiiure, Natriumhydrogen- 
carbonatlosung und Wasser aus, trocknet niit Nalriumsulfat und engt wieder ein. Die zuruck- 
hleihende Substanz lost man in 2 ccm 90proz. Triffuoressi~~usiiure, liii13t 1 Stde. bei Raumtemp. 
stehcn, engt ein, lost den Ruckstand in Essigester und versetzt his zur hleibenden Gelbfarhung 
mit einer atherischen Diuzumethan-Losung. Die Losung wird konzentricrt und wie bei 
Weygurrd und Mitarbb. 11) gaschromatographiert. 

b) Z-Pro- Vml-OH: 12.1 g (30 mMol) Z-Pra-Vid-O'Bul~) werden in 25 ccm wasserfreier 
T r i ~ ~ ~ o r r s s ~ ~ s i i r r r e  20 Min. bei Raumtemp. stehengelassen. Man engt bei 25" Badtemp. i.Vak. 
ciii, dcstilliert 2mai nii t  Ather nach tind niiiimt den Ruckstand in Essigester auf. Mit Natrium- 
~iydrogencarbonatlosung wird nun extrahiert, mil halbkonz. Salzsiiure die wLRrige Phase auf 
pH 1-2 angesauert, mit Essigester das ausfallende 01 extrahiert, die Essigesterphase rnit 
Wasscr gewaschcn, mit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Aus Essigester/Petrol- 
iither Ausb. 6.9 g (6673, Schmp. 138", [a];,: -54.9" (r ~ 2, Methanol). 

CI8HpN:O~ (348.4) Ber. C 62.06 H 6.94 N 8.04 Get". C 62.0 H 7.1 N 8.1 

c) HCI.  H-Pro-@Bur Durch katalytischc Hydrierung von Z-Pro-O'Bu3*' in Methanol 
a n  einern Autotitrator (Zugabe von rnethanolischcr HCI) bci pH 4.5; Schmp. L 10 - I 1  2". 

4. $-Brum-r~ntlzrcrnil~~.vlvdroxiim.~uure: Eine L6sung von 27.5 g (0.395 Mol) H.vdroxyfumiti- 
/iydrochIorid in 200 ccm Methanol wird bei 50 ~ 60" mit 31.8 g (0.795 Mol) NaOH vcrsetzt. 
Nachdem sich die Base geliist hat, wird auf 0' ahgekuhlt irnd das ausfallende NaCl abgesaugt. 
Zu dem Filtrat gibt man eine Losung von 91 .S g (0.395 Moll 5-Brum-u/ithrciniZsiiurc.-me~~yl- 
ester i n  400 ccm Methanol, l i n t  2 Stdn. bei Raumtemp. stehen Lind engt ein. Der Ruckstand 
wird rnit Ather verrieben, abgesaugt, in Wasser gelost und niit HCI auf p H  4 -  5 gestellt. 
Es fiillt ein Niederschlag aus, der abgesaugt und uber P4010 getrocknet wird. Ausb. 61.5 g 
(68 :<), Schmp. 162.- 165" (Zers.). 

C7H7BrN203 (231.0) Ber. C 36.39 H 3.05 N 12.13 Gef. (3 36.6 H 3.2 N 12.4 

5.  6-Broni-3-l~~~~ro.~.~~-4-~~.~~~-.~.4-di/lyco-I.2.3-hen;utriuzin: ZLI einer Suspension von 
11.55 g (50 mMol) S-Brorn-unt/~runilhydruxumsiiure in 25 ccm halhkonz. Salzsaure 1aBt man 
bei 5" unter Riihren iniierhalb 45 Min. cine Losung von 3.65 g (53 mMol) Nufriumnitrit 
in I5 ccm Wasser flieBen. Bei Raumtemp. wird 1 Stde. nachgeriihrt, der Niederschlag dann 
abgesaugt und aus Wasser umkristallisiert. Ausb. 5.0 g (41 Y;), Schmp. 178" (Zers.). 

C7H4BrN302 (242.1) Ber. C 34.74 H 1.67 N 17.37 Gef. C 34.1 H 1.9 N 17.3 

6 .  6-6ror~~-3-hydrcrx~v-4-~xu-~.4-~~ihydro-c~iinuzulin: 10 g (43.3 mMol) 5-Brom-anthranil.saure 
werden 15 Min.  in 30 ccm Ameisensuure unter RuckfluB gekocht. AnschlieBend gibt man 
100 ccm Wasser zu, kuhlt auf 0 und saugt ab. Aus &thanol/Wasser Ausb. 5.8 g (56%), 
Schmp. 257 ~ 260. 

C8HsBrNz02 (241.1) Ber. C 39.85 H 2.09 N 11.62 Gef. C 40.1 H 1.9 N 11.3 

7. 6-Brorn-3-hydrox,v-4-uxu-2-met~iyl-3.4-di~i~~~r~~-rliinaz~~lin: I0 g (43.3 mMol) 5- Brom- 
ant~zrunilhydroxamsaure werden rnit 60 ccrn Acetanhydrid 20 Min. unter RiickfluB erhitzt. 
Anschlienead werden 60 ccm Wasser zugegeben und weitere 5 Min. unter RiickfliiB gekocht. 
Er wird gekiihlt, abgesaugt tind aus  Athanol/Wasser umkristallisiert. Ausb. 4.45 g, Schmp. 
210 -223". Die Analyse fiir diese Substanz war nicht zufriedenstellend. Zur weiteren Reini- 
gung wird die Substanz in heiBer Natriumhydrogencarbonallijsung aufgenommen. Von 
Unloslichein wird filtrierl und das Filtrat niit konz. SalzsLure angesauert. Der Niederschlag 
wird abgesaugt, gut mit Wasser gewaschen, mit Athanol aufgekocbt, wieder abgesaugt und 
getrocknet. Schmp. 257". 

C~H7BrN202 (255.1) Ber. C 42.37 H 2.77 N 10.98 Gef. C 42.4 H 2.7 N 1 I .I 

30) G. W. Anderson und F. M .  Cul/ulririz, J. Amer. chem. SOC. 82, 3359 (1960). 137/701 




