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Durch Anwendung mehrerer gaschromatographischer Racemisicrungstests wurde gefunden,
daB bei der DCCD-Methode!) aus einer Reihe von N-Hydroxyverbindungen als Zusatz zum
DCCD das 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin die Racemisierung am wirkungs-
vollsten scnkt. Auch eine racemisierungsfreie Voraktivierung ist mit dieser Verbindung
moglich. Bei der Herstellung von N-Acyl-peptid-[N-hydroxy-succinimidestern] nach der
DCCD-Methode wirkt sich ein Zusatz schwacher tert. Basen giinstig auf Ausbeute und
Racemisierung aus.

Racemization in Peptide Syntheses

Various gaschromatographic rucemization tests indicate, that 3-hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-
1,2,3-benzotriazine as additive to DCCD decreases racemization in the DCCD-method to a
minimum, compared with a series of N-bydroxy-compounds. It is also possible to prepare the
intermediate activated esters without racemization. Addition of wcak tertiary bases has a
favourable effect on the yield and racemization in the preparation of N-acylpeptide-N-
hydroxysuccinimide esters by the DCCD-method.

Das hiufig zur Peptidsynthese angewandte Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD)U
bewirkt bei der Verkniipfung von N-Acyl-peptiden mit Aminosdure- oder Peptid-
estern nach den Untersuchungen zahlreicher Autoren stets Racemisierung27), Durch
Zusatz von N-Hydroxyverbindungen wie N-Hydroxy-succinimid (HOSu)8-12),
N-Hydroxy-phthalimid V.13 oder I-Hydroxy-benzotriazol (HOBt)1% konnte die
Racemisicrung stark gesenkt werden.
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Wie wir fanden, kann aber auch N-Hydroxy-succinimid oder 1-Hydroxy-benzo-
triazol die Racemisierung in bestimmten Fillen nicht vollstindig unterbinden. Setzte
man namlich analog dem Weygandschen Racemisierungstestil) Tfa-Pro-Val-OH
mit H-Pro-O'Bu in Dimethylformamid mit DCCD/HOSu oder DCCD/HOBt um,
so trat auch hier Racemisierung ein (Tab. 2)1%), Dieser Befund bewog uns, nach
weiteren Zusitzen zu suchen, die auch in ungiinstigen Fillen die Racemisierung
verhindern.

Zur Ermittlung der Racemisierung wurde zunichst der bereits beschricbene
modifizierte gaschromatographische Racemisierungstest!4) nach Weygand und
Mitarbb.?) herangezogen, in dem Boc-Leu-Phe-OH mit H-Val-O'Bu verkniipft wird
(Tab. 1). Als Losungsmittel wurde in der Regel Dimethylformamid verwendet,
das die Racemisierung fordert und somit den Test empfindlicher gestaltet.

Durch Zusatz von Pentachlorphenol, 4-Nitro-2-methoxy-phenol und 2-Mercapto-
1-methyl-benzimidazol wurde dic Racemisierung zum Teil betrdchtlich verstirkt.
Die Nucleophilie dieser Verbindungen ist offensichtlich schwécher als die von H-Val-
O'Bu. Da jedoch die nucleophile Kraft von H-Val-O'Bu durch Salzbildung mit den
Phenolen geschwicht ist, wird die Tendenz zur Azlactonbildung und damit die
Racemisierung verstirkt.

Im Gegensatz zu 1-Hydroxy-benzotriazol bewirkte auch ein Zusatz von 4-Hydroxy-
1.2.3-benzotriazin 16) keine Senkung der Racemisierung. Damit erschienen im Hinblick
auf eine racemisierungsfreie Peptidsynthese nur die stark nucleophilen N-Hydroxy-
verbindungen interessant. Tatsdchlich wurde die Racemisierung durch 1-Hydroxy-
2-oxo-indolin ' merklich auf 3.29; p-Verbindung zurtickgedringt. Unter 19 fiel die
Racemisierung bei der Verwendung von 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzo-
triazin '8 oder 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinazolin18 als Zusatz. Die beiden
letztgenannten Verbindungen sowie deren kernsubstitvierte Halogenverbindungen
bewihrten sich in diesem Racemisierungstest ebenso gut wie &-Hydroxy-succinimid?
oder 1-Hydroxy-benzotriazol14), Die in der 2-Stellung substituierten Chinazolin-
derivate18’ ergaben jedoch wieder etwas Racemisicrung.

Wie schon eingangs erwihnt, lieferte die Anwendung der DCCD/HOSu- und der
DCCD/HOBt-Methode bei der Synthese von Tfa-Pro-Yal-Pro-O'Bu aus Tfa-Pro-
Val-OH und H-Pro-O'Bu in Dimethylformamid kein sterisch einheitliches Produkt 13,
Weygand und Mitarbb.11! fanden bei diesem Test (mit H-Pro-OMe anstelle von
H-Pro-O'Bu) unter Anwendung der DCCD/HOSu-Methode zwar kaum Race-
misierung, doch verwendeten sie als Losungsmittel Methylenchlorid, das die Race-
misierung nicht in dem Male begiinstigt wie beispielsweise Dimethylformamid.
Bei der Synthese von Tfa-Val-Val-OMe mittels DCCD fanden sie z. B. in Methylen-
chlorid einen Racemisierungsgrad von 7.29%, wihrend bei gleichen Reaktions-
bedingungen in Dimethylformamid der Racemisierungsgrad 43.4 %; betrug®. In Tab. 2
sind die Ergebnisse der Umsetzung von Tfa-Pro-Val-OH mit HCI-H-Pro-O'Bu und

15) W. Konig und R. Geiger, 10. Europ. Peptidsymposium, Abano-Terme, Italien (1969),
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Tab. 1. Racemisierung bei der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedener Phenole und

N-Hydroxyverbindungen (Synthese von Boc-Leu-Phe-Val- OlBu aus Boc-Leu-Phe-OH und

HCl-H-Val-OtBu ' N-Athyl-morpholin, Reaktionszeit: | Stde. bei 0° und 1 Stde. bei
Raumtemp.)

Aquivy. Zusatz l"‘?s}‘t?gf' % b-Phe-L-Val

ohne THF 8.1
ohne DMF 14.3
ohne DMSO 4.9
ohne Pyridin 19.2

2 Pentachlorphenol THF 10.0

2 Pentachlorphenol DMF 27.0

{ 4-Nitro-2-methoxy-phenol DMF 21.7

! 2-Mercapto-1-methyl-benzimidazol DMF 21.4

| 4-Hydroxy-1.2.3-benzotriazin 19 DMF 14.0

2 ‘Benzotriazol DMF 124

2 N-Hydroxy-succinimid DMF < 1.0

1 1-Hydroxy-benzotriazol DMF = 1,014

i 1-Hydroxy-2-phenyl-benzimidazol 19 DMF 13.4

2 1-Hydroxy-2-phenyl-bepzimidazol 1 DMF 15.2

1 {-Hydroxy-2-oxa-indolin 7’ DMF 12

2 1-Hydroxy-2-oxo-indolin!? DMF 4.2

1 6-Chlor-1-hydroxy-2-oxo-indolin 7 DMF 7.3

2 6-Chlor-1-hydroxy-2-oxo-indolin 17 DMF 4.6

1 3-Hydroxy-4-oxo-3.4~dihydro-chinazolin 1% DMF < 1.0

2 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-chinazolin 18 DMF < 1.0

1 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinazolin DMF < 1.0

1 3-Hydroxy-4-ox0-2-methyl-3.4-dihydro-chinazolin 18) DMF 5.1

1 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-2-methyl-3.4-dihydro-chinazolin DMF 2.75

H 3-Hydroxy-4-vxo-2-phenyl-3.4-dihydro-chinazolin 1% DMF 4.6

| 3-Hydroxy-4-gx0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 18 DMF 1.0

1 3-Hydroxy-4-oxo-1.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 18 THF < 1.0

i 3-Hydroxy-4-px0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 13 CH,Cl» < 1.0

| 3-Hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 19 DMA = 1.0

1 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 19 DMSO 1.15

1 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 1% Pyridin 1.5

1 6 Brom-3-hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin DMF <1.0

Tab. 2, Racemisierung bei der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedener N-Hydroxy-

verbindungen (Synthese von Tfa-Pro-Val-Pro-OtBu aus Tfa-Pro-Val-OH und HCI-H-Pro-

OtBu + N-Athyl-morpholin in DMF als Losungsmittel, Reaktionszeit: 1 Stde. bei 0° und
1 Stde. bei Raumtemp.)

Aquivy. Zusatz 24 L-D-L-Verb.

ohne 38,0
1 I-Hydroxy-benzotriazol 3.4
1 N-Hydroxy-succinimid 174
2 N-Hydroxy-succinimid 17.2
1 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-chinazolin 18) 5.1
1 6-Broin-3-hydroxy-4-0xo-3.4-dihydro-chinazolin 17.1
1 3-Hydroxy-4-oxo-2-methyi-3.4-dihydro-chinazotin 18 39.5
1 6-Brom-3-hydroxy-4-0xo-2-methyi-3.4-dihydro-chinazolin 38.3
1 3-Hydroxy-4-ox0-2-phenyl-3.4-dihydro-chinazolin 1%} 42.1
i 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 18 < 1.0
1 6-Brom-3-hydroxy-4-0xo-3.4-dihydro-=1.2.3-benzotriazin 3.0
i 4-Hydroxy-1.2.3-benzotriazin 16} 422

19) G, W. Sracy, B. V. Ertling und A. J. Papa, J. org. Chemistry 29, 1537 (1964).
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N-Athyl-morpholin mittels DCCD zusammengefalit. Ohne Zusatz wurden 38%
L-D-L-Verbindung gefunden. 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin be-
wihrte sich von allen Zusidtzen am besten. Es senkte die Racemisierung unter 1Y%
L-D-L-Verbindung.

Bei Verwendung von destilliertem H-Pro-O'Bu (Tab. 3) fanden wir ohne Zusatz
von N-Hydroxyverbindungen 679, r-D-L-Verbindung!®. Auch bei Zusatz von
einem Mol N-Hydroxy-succinimid oder 1-Hydroxy-benzotriazol war die Racemi-
sierung groBer als bei Verwendung von HCI-H-Pro-O'Bu und N-Athyl-morpholin.
Dieses Ergebnis ist wohl nur so zu deuten, daB3 das stark basische H-Pro-O'Bu
(pK = 7.82") die Racemisierung beschleunigt, wéhrend bei Yerwendung von HCI - H-
Pro-O'Bu und dem schwicher basischen N-Athyl-morpholin (pK = 6.920) die
Basizitidt 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-OtBu aus Tfa-Pro-Val-OH und H-Pro-OtBu
in DMF als Losungsmittel, Reaktionszeit: 4 Stdn. bei 0° und Gber Nacht bei Raumtemp.)

Aquivv. Zusatz %% L-D-L-Verb.

ohne 67.0
1 N-Hydroxy-succinimid 28.0
1.2 N-Hydroxy-succinimid 21.0
2 N-Hydroxy-succinimid 15.0
1 {-Hydroxy-benzotriazol 6.0
2 1-Hydroxy-benzotriazol 5.9
I 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-chinazolin 4.0
1 3-Hydroxy-4-0xo0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin < 1.0
2 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin = 1.0

Um weitere Informationen iiber diesen extrem empfindlichen Pro-Val-Pro-Race-
misierungstest zu bekommen, ersetzten wir den Trifluoracetyl-Rest durch die Benzyl-
oxycarbonyl-Gruppe. Wir setzten also Z-Pro-Val-OH mit H-Pro-O'Bu um, hydrierten
den Benzyloxycarbonyl-Rest ab und trifluoracetylierten das Tripeptid zu Tfa-Pro-
Val-Pro-O'Bu. Diese Verbindung wurde durch Trifluoressigsdure- und anschlieBende
Diazomethan-Behandlung in den fiir den gaschromatographischen Test geeigneten
Ester Tfa-Pro-Val-Pro-OMe iibergefiihrt. Auch hier war (Tabb. 4 und 5) die Race-
misierung mit destilliertem H-Pro-O'Bu gréBer als bei Verwendung des Salzes
HC1-H-Pro-O'Bu und N-Athyl-morpholin. Von einigen Ausnahmen abgesehen,
scheint der Benzyloxycarbonyl-Rest die Racemisierung noch mehr zu begiinstigen
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 1% L-D-L-
Verbindung senkte,

Die Erkldarung fiir diese ungewohnlich starke Racemisierung im Pro-Val-Pro-Test
ist wohl nicht allein in sterischen Verhiltnissen zu suchen. Determann und Mit-
arbb. 21) untersuchten die Racemisierung gemischter Anhydride von N-Acyl-phenyl-

20) Bestimmt aus der Niherungsformel pH —pK ~ Ig /1 —a fiir & 2~ 0.5 in 0.0667 2 Metha-
nol/Wasser-Losung (2 :1) bei 25°.

21) H. Determann, J. Heuer, P. Pfaeder und M.-L. Reinartz, Liebigs Ann. Chem. 694, 190
(1966).
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alanin in Abhingigkeit vom Acylrest und fanden mit steigender Nucleophilie des
Sauerstoffs in den Carbonsiureamiden eine zunehmende Racemisierung. Der Sauer-
stoff des Prolyl-Restes ist durch den doppelten --1-Effekt des Pyrrolidinrings sehr
nucleophil und zur Azlactonbildung besonders geeignet. Eine Rolle spielt sicher
auch die sperrige Isopropylgruppe des Valins, die das gesamte Molekdl in eine fiir die
Azlactonbildung giinstige Lage drédngt.

Tab. 4. Racemisierung bei der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedener N-Hydroxy-

verbindungen (Synthese von Z-Pro-Val-Pro-OtBu aus Z-Pro-Val-OH und HCI- H-Pro-OtBu

—+ N-Athyl-morpholin in DMF als Losungsmittel, Reaktionszeit: 1 Stde. bei 0° und 1 Stde.
bei Raumtemp.)

Aquivv. Zusatz "% L-n-L-Yerb.
ohne 233
2 N-Hydroxy-suceinimid 18.9
1 1-Hydroxy-benzotriazol 8.4
1 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-chinazolin 8.4
1 3-Hydroxy-4-oxo0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 1.3

Tab. 5. Racemisicrung bei der DCCD-Methode unter Zusatz verschiedener N-Hydroxy-
verbindungen (Synthese von Z-Pro-Val-Pro-OtBu aus Z-Pro-Val-OH und H-Pro-OtBu in
DMF als Losungsmittel, Reaktionszeit: 4 Stdn. bei 0” und Uber Nacht bei Raumtemp.)

Aquivy. Zusutz o L-D-L-Verb.
ohne 48.0
2 N-Hydroxy-succinimid 46.0
1 [-Hydroxy-benzotriazol 9.0
2 1-Hydroxy-benzotriazol 18.0
2 1-Hydroxy-5-methyl-benzotriazol !4 10.0

Um einer Racemisierung bei der DCCD-Methode wirkungsvoll zu begegnen,
mubB erstens die Basizitdt gesenkt und zweitens ein stark nucleophiles Reagens zuge-
setzt werden, das den Wettlauf mit der Azlactonbildung gewinnt bzw. bereits gebildete,
noch optisch voll aktive Azlactone ohne Racemisierung 6ffnen kann. Das aktivierte
Produkt muB durch Aminolyse rasch spaltbar sein. In hervorragender Weise bewihrte
sich 3-Hydroxy-4-oxo0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin. An zweiter Stellc standen
1-Hydroxy-benzotriazol, 3-Hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro-chinazolin sowie einige durch
Brom im Benzolkern substituierte Derivate des 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-
benzotriazins und 3-Hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro-chinazolins, an dritter Stelle N-Hy-
droxy-succinimid.

Wie man aus den pK-Werten in Tab. 6 erkennt, sind 1-Hydroxy-benzotriazol und
3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin wesentlich saurer als ~N-Hydroxy-
succinimid. In gleichem Sinn wichst auch die Nucleophilie. Sie dndert sich natiirlich
nicht immer entsprechend der Aciditdt, so ist z.B. 4-Hydroxy-1.2.3-benzotriazin,
das etwa die gleiche Aciditit wie N-Hydroxy-succinimid besitzt, als Zusatz weniger
geeignet als N-Hydroxy-succinimid. 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-chinazolin mit dem
gleichen pK-Wert bewdhrt sich dagegen besser als N-Hydroxy-succinimid. Auch ist
3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 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 (Bestimmt aus der Niherungsformel pH —pK = Ig a/l —a fiir & = 0.5 in
0.111 m Diidthylenglykoldimethyldther/Wasser-Losung (50 :40) bei 54°)

Yerbindung pK
3-Hydroxy-4-ox0-2-phenyl-3.4-dihydro-chinazolin 52
4-Hydroxy-1.2.3-benzotriazin 5.15
N-Hydroxy-succinimid 5.1
3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro-chinazolin 5.1
3-Hydroxy-4-oxo-2-methyl-3.4-dihydro-chinazolin 5.0
Eisessig 4.8
1-Hydroxy-benzotriazol 4.3
3-Hydroxy-4-oxo0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin 4.3

Welch groBe Rolle die Nucleophilie bei der Racemisierung spielt, beobachteten
Goodman und McGahren?2), die aus einem optisch aktiven Dipeptidazlacton durch
Umsetzung mit dem stark nucleophilen Hydrazin optisch voll aktives Hydrazid
gewannen, wihrend die Reaktion mit Ammoniak oder Aminoséureestern partiell oder
vollig racemisiertes Material lieferte.

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

Bei der Verkniipfung von N-Acyl-peptiden mit freien, an der Carboxylgruppe
ungeschiitzten Peptiden ist die ,,Eintopf-Methode nicht anwendbar. In einem solchen
Fall muB das N-Acyl-peptid als Carboxylkomponente voraktiviert werden. Bislang
verwendete man dazu hauptsichlich die racemisierungsfreie Azid-Methode?23 oder
die ,,backing-off-Methode* nach Goodman24, bei der z.B. ein Aminosidureaktivester-
hydrobromid mit einer N-Acyl-aminosdure mittels DCCD zum N-Acyl-dipeptid-
aktivester verkniipft wurde. Breite Anwendung fand diese Methode bei der Herstellung
von N-Acyl-dipeptid-[1-hydroxy-piperidinestern] 25, die ohne Racemisierung zu
hoheren Peptiden umgesetzt werden konnen. Diese 1-Hydroxy-piperidinester sind
jedoch sehr reaktionstrige und geben bei sterischer Hinderung nur sehr schlechte
Ausbeuten. Neuerdings oxydierte man p-Methylmercapto-phenylester, die als
Carboxylschutzgruppe dienen kénnen, zu den entsprechenden Sulfonen, welche dann
die Eigenschaften von aktivierten Estern besitzen20). Alle diese Methoden haben
jedoch Nachteile. Bei der Azid-Methode muB man mit Nebenprodukten aus dem
Curtius-Abbau der Sdureazide rechnen, die aktivierten Ester, die man nach der
,,backing-off-Methode* herstellt, sind meist nicht sehr reaktionsfihig und bei der
Oxydation von p-Methylmercapto-phenylestern zu den Sulfonen kdnnen oxydations-
empfindliche Aminosduren 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-
misierung herstellen kann. Die Herstellung von N-Hydroxy-succinimidestern mittels

22) M. Goodman und W. J. McGahren, J. Amer. chem. Soc. 88, 3887 (1966).

23) Th. Curtius, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3226 (1902).

24) M. Goodman und K. C. Stueben, J. Amer. chem. Soc. 81, 3980 (1959).

25) F. Weygand und W. Konig, Z. Naturforsch, 20b, 710 (1965); F. Weygand, W. Kdnig,
E. Nintz, D. Hoffmann, P. Huber, N. M. Khan und W. Prinz, ebenda 21b, 325 (1966).

26) B. J. Johnson und P. M. Jacobs, Chem. Commun. 1968, 73.

13t*
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DCCD bereitet in einigen Fillen Schwierigkeiten. Loéw und Kisfaludy 27 berichteten,
daB bei sterisch gehinderten N-Acyl-peptiden die N-Hydroxy-succinimidester nicht
herstellibar waren. Auch wir fanden, daB sich z.B. bei der Sequenz Z-Gly-Leu-Gin-
Ala-OH (Sequenz 20—23 des Schweine-Proinsulins) der N-Hydroxy-succinimidester
nur in ganz geringen Ausbeuten bildete 28), wihrend sich das gleiche Peptid nach der
Tab. 7. Racemisierung bei der Voraktivierung von Boc-Leu-Phe-OH mit DCCD und
N-Hydroxyverbindungen und der anschlieBenden Umsetzung mit HCI- H-Val-OtBu und einer

tert. Base (Reaktionsbedingungen: 1 Stde. bei 0° und 1 Stde. bei Raumtemp. zur Vorakti-
vierung; eine weitere Stde. bei Raumtemp. fiir die Umsetzung mit H-Val-OtBu)

Lasungs- - zur Y

Aquivy. Zusatz mittel Base Aktiv.2 p-Phet -Val
l N-Hydroxy-succinimid DMF N-Athylmorpholin - 2.3
1.2 N-Hydroxy-succinimid DMF N-Athylmorpholin e 2.3
2 N-Hydroxy-succinimid DMF N-Athylmorpholin - 1.65
2 N-Hydroxy-succinimid DMF N-Athylmorpholin - <’ 1.0
2 N-Hydroxy-succinimid DMF N-Methylmorpholin } 2.1

+ 2.1
2 N-Hydroxy-succinimid DMF N-Athyl-diisopropyl- + 1.2
amin + 37
2 N-Hydroxy-succinimid DMF Tridthylamin L 5.0
+ 9.9
1 N-Hydroxy-succinimid Pyridin N-Athylmorphaolin - 6.1
2 N-Hydroxy-succinimid Pyridin N-Athylmorpholin 8.1
L 1-Hydroxy-benzotriazol DMF N-Athylmorpholin - 4,414
2 1-Hydroxy-benzotriazo! DMF N-Athylmorpholin - 9.3
2 1-Hydroxy-benzotriazol DMF N-Athylmorpholin o 4.0
1 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- DMF N-Athylmorpholin - 4.0
chinazolin
2 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro- DMF N-Athylmorpholin + 6.5
chinazolin
2 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro- DMF Trifithylamin + 6.8
chinazolin
2 3-Hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro- DMF N-Athyl-diisopropyl- + 6.6
chinazolin amin
2 3-Hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro- DMF N-Methylmorpholin § 3.2
chinazolin
1 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo- DMF N-Athylmorphotin P < 1.0
3.4-dihydro-chinazolin
1 3-Hydroxy-4-oxo0-2-methyl- DMF N-Athylmorphotin - 6.15
3.4-dihydro-chinazolin .
1 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-2-methyl- DMF N-Athylmorpholin - 5.0
3.4-dihydro-chinazolin
1 3-Hydroxy-4-oxo-2-phenyl- DMF N-Athylmorpholin 6.6
3.4-dihydro-chinazolin
1 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro- DMF N-Athylmorpholin <2 1,0
1.2.3-benzotriazin
1 3-Hydroxy-4-oxo0-3.4-dihydro- THF N-Athylmorpholin - <2 1.0
1.2.3-benzotriazin
1 3-Hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro- CH-Cly N-Athylmorpholin - < 1.0
1.2.3-benzotriazin
1 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro- DMA N-Athylmorpholin ~ <2 1.0
1.2.3-benzotriazin
1 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro- Pyridin N-Athylmorpholin - 1.65
1.2.3-benzotriazin
2 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro- DMF N-Athylmorpholin -4 6.45
1.2.3-benzotriazin
1 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo- DMF N-Athylmorpholin — 1.1
3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin
1 4-Hydroxy-1.2.3-benzotriazin DMF N-Athylmorpholin 33.0

27 M. Low und L. Kisfaludy, Acta chim. Acad. Sci. hung. 44, 61 (1965).

28) R. Geiger, G. Jiger, W. Konig und A. Volk, Z. Naturforsch. 24b, 999 (1969).

29) - bedeutet, daB die tert. Base schon zur Akthlerung zugegeben wird, -- bedeutet, daB
die Base erst nach der Zugabe von HCI-H-Val-OtBu zugegeben wird.
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DCCD/HOSu-,,Eintopf-Methode* glatt mit einem Aminosiureester umsetzte. Der
Schiuf3 lag nahe, daB der basische Aminosiureester die Bildung des N-Hydroxy-
succinimidesters beschleunigt. Durch Zugabe von N-Athyl-morpholin wurde die
Ausbeute an N-Acyl-peptid-[ N-hydroxy-succinimidester] tatsichlich betrichtlich
erhoht28). Die Untersuchungen ergaben, dall die Racemisierung durch Zugabe
schwacher Basen wie N-Athyl-morpholin nicht erhoht wird, sondern sogar gesenkt
werden kann (Tabb. 7 und 8). Wihrend bei der Umsetzung von Boc-Leu-Phe-OH
mit N-Hydroxy-succinimid und DCCD in Dimethylformamid 2.3% p-Verbindung
Tab. 8. Racemisierung bei der Voraktivicrung von Tfa-Pro-Val-OH mit DCCD und

N-Hydroxyverbindungen und der anschlicBenden Umsetzung mit HCl- H-Pro-OtBu und
einer tert. Base in DMF als Losungsmittel (Reaktionsbedingungen wie bei Tab. 7)

o

. r ;
Aquivy. Zusatz Base Aktif/l.llm L-D-1-Verb.
1 N-Hydroxy-succinimid N-Athylmorphalin - 30.4
2 N-Hydroxy-succinimid N-Athylmorpholin —_ 19.4
2 N-Hydroxy-succinimid N-Athylmorpholin } 20.7
2 N-Hydroxy-succinimid N-Methylmorpholin 4 17.6
2 N-Hydroxy-succinimid N-Athyl-diisopropylamin + 20.0
2 N-Hydroxy-succinimid Tridthylamin -+ 13.5
L |-Hydroxy-benzotriazol N-Athylmorpholin - 13.2
{ 3-Hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-chinazolin N-Athylmorpholin — 6.4
1 6-Brom-3-hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro- N-Athylmorpholin - 7.3
chinazolin

{ 3-Hydroxy-4-oxo-2-methyl- N-Athylmorpholin - 57.1
3.4-dihydro-chinazolin

1 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-2-methyl- AN-Athylmorpholin - 41.6
3.4-dihydro-chinazolin

1 3-Hydroxy-4-0x0-2-phenyl- N-Atby!morpholin — 40.5
3.4-dihydro-chinazolin

1 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-dihydro- N-Athylmorpholin .- 1.3
1.2.3-benzotriazin

1 6-Brom-3-hydroxy-4-oxa-3.4-dihydro- N-Athylmorpholin 6.2
[.2.3-benzotriazin

1 4-Hydroxy-1.2.3-benzotriazin N-Athylmorpholin - 39.2

gefunden wurden, konnte die Racemisierung bei Zugabe von N-Athyl-morpholin
auf < 19 gesenkt werden. Tridthylamin wirkte racemisierungssteigernd. Wie schon
an anderer Stelle berichtet wurde, eignen sich die 1-Hydroxy-benzotriazole nicht zur
Voraktivierung von Peptiden!4. Auch ein Basenzusatz bewirkt hier keine ent-
scheidende Verbesserung. Von den Chinazolinderivaten schneidet das 6-Brom-3-
hydroxy-4-ox0-3.4-dihydro-chinazolin dagegen sehr gut ab. Die besten Ergebnisse
wurden mit 3-Hydroxy-4-oxo0-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin erzielt. Interessant ist,
daB hier im Gegensatz zur Herstellung von N-Hydroxy-succinimidestern ein Basen-
zusatz wihrend der Voraktivierung die Racematbildung fordert. Bei der Vorakti-
vierung von Tfa-Pro-Val-OH (Tab. 8) konnte sich nur das 3-Hydroxy-4-0xo-3.4-
dihydro-1.2.3-benzotriazin als Hydroxykomponente behaupten. Man fand nur 1.3%
D-Verbindung, wihrend bei Verwendung von N-Hydroxy-succinimid als Aktivierungs-
komponente zwischen 13.5 und 30.4%, p-Verbindung entstanden,
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Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren bestimmt und sind nicht korrigiert.
Die Drehwerte wurden in einem {-dm-Rohr im lichtelektrischen Polarimeter der Fa. Perkin-
Elmer gemessen. Die chromatographische Reinheit wurde auf Diinnschichtplatten (E.
Mcrck) in verschiedenen Laufmitteln gepriift.

Abkiirzungen:
Boc tert.-Butyloxycarbonyl HOSu  N-Hydroxy-succinimid
DCCD Dicyclohexylcarbodiimid O'Bu tert.-Butylester
DMA  Dimethylacetamid Tfa Trifluoracetyl
DMSO Dimethylsulfoxid THE Tetrahydrofuran
HOBt 1-Hydroxy-benzotriazol Z Benzyloxycarbony!

1. Boc-Leu-Phe-Val-O' Bu-Racemisierungstest: Es wird analog 1. ¢.147) verfahren (Tabb. 1
und 7).

2. Tfa-Pro-Val-Pro-0*Bu-Racemisicrungstest

a) Priifung auf Racemisierung bei der ,,Eintopf-Methode's (Tabb. 2 und 3): Zu einer Losung
von 309.3 mg (I mMol) Tfa-Pro-Val-OH und 171 mg (1 mMol) H-Pro-O'Bu (Tab. 3) oder
209.7 mg (1 mMol) HCI/-H-Pro-0'Bu und 0.12 ccm N-Athyl-morpholin (Tab. 2) in 2cem
Dimethylformamid gibt man den Zusarz und bei 0” eine ebenfalls auf 0° abgekithlte Losung
von 207 mg (1 mMol) DCCD in 1 ccm Dimethylformamid. Man 148t 1 Stde. bei 0° und
1 Stde. bei Raumtemp. stehen (Tab. 3: 4 Stdn. bei 0° und {iber Nacht bei Raumtemp.),
verdiinnt dic Ansitze mit etwa 30 ccm Essigester, filtriert den ausgefalienen Niederschlag ab,
schittelt das Filtrat mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung, 2»# Citronensiure,
gesittigter Natriumhydrogencarbonatldsung und Wasser aus, trocknet mit Natriumsulfat,
engt ein und chromatographiert den Riickstand in Essigester iiber 3 g basisches Al,Oj
(Woelm, Aktivstufe 1). Das Eluat (etwa 40 ccm) wird eingeengt und der Rickstand in etwa
2 ccm 90proz. Trifluoressigsiure gelost. Man 148t 1 Stde. bei Raumtemp. stehen, engt ein,
16st den Riickstand in Essigester und versetzt bis zur bleibenden Gelbfirbung mit ciner
dtherischen Diazomethan-Losung. Diese Losung wird konzentricrt und wie bei Weygand und
Mitarbb. 11} gaschromatographiert.

b) Priifung auf Racemisierung bei der ,,Voraktivierung* von Tfa-Pro-Val-OH mit DCCD
und verschiedenen N-Hydroxyverbindungen (Tab. 8): Zu einer Losung von 309.3 mg (! mMol)
Tfa-Pro-Val-OH und Zusarz in 2 cem Dimethylformamid wird bei 0° eine auf 0° abgekiihlte
Lésung von 207 mg (1 mMol) DCCD in 1 cem Dimethylformamid zugegeben und 1 Stde.
bei 0° und 1 Stde. bei Raumtemp. stehengelassen. Dann gibt man 209.7 mg (1 mMol) HCI- H-
Pro-O'Bu und 0.12 ccm N-A'thyl-morpholin zu, 148t nochmals 1 Stde. bei Raumtemp. stehen
und arbeitet wie bei 2a) auf.

3. Z-Pro-Val-Pro-O'Bu-Racemisierungstest

a) Priifung auf Racemisierung bei der ,,Eintopf-Methode** (Tabb. 4 und 5): Zu einer Lsung
von 348.4 mg (1 mMol) Z-Pro-Val-OH und 171 mg (I mMol) H-Pro-O'Bu (Tab. 5) oder
209.7 mg (1 mMol) HC!- H-Pro-Q'Bu und 0.12ccm N-Athyl-morpholin (Tab. 4) in 2 cem
DMF gibt man den Zusatz und bei 0° eine ebenfalls auf 0° abgekithlte Lésung von 207 mg
(1 mMol) DCCD in | ccm DMF. Man liBt 1 Stde. bei 0° und 1 Stde. bei Raumtemp. stehen
(Tab. 5: 4 Stdn. bei 0°, tiber Nacht bei Raumtemp.) und arbeitet analog 2a) auf. Das Eluat
aus der Al203-Séule wird eingeengt und der Riickstand in Methanol am Autotitrator (Zugabe
von methanolischer HCI) bei pH 4.5 katalytisch hydriert. Nach beendigter Hydrierung
wird der Katalysator abfiltriert, das Filtrat i.Vak. eingeengt und der Riickstand in 1 ccm
Methanol geldst. Dazu gibt man | ccm Trifluoressigsdure-methyiester und bis zur basischen
Reaktion (ropfenweise N-Athyl-morpholin, 148t iiber Nacht bei Raumtemp. stehen, engt_ein,
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nimmt den Riickstand in Essigester auf und schiittelt mit 2 Citronensidure, Natriumhydrogen-
carbonatldsung und Wasser aus, trocknet mit Nalriumsulfat und engt wieder ein. Die zuriick-
bleibende Substanz 16st man in 2 ccm 90 proz. Trifluoressigsdure, 1dBt 1 Stde. bei Raumtemp.
stehen, engt ein, 18st den Riickstand in Essigester und versetzt bis zur bleibenden Gelbfarbung
mit einer dtherischen Diuzomerhan-Losung. Die Ldsung wird konzentricrt und wie bei
Weygand und Mitarbb.11) gaschromatographiert.

b) Z-Pro-Val-OH: 12.1 g (30 mMol) Z-Pro-Val-O'Bu'¥ werden in 25 ccm wasserfreier
Trifluoressigsiure 20 Min. bei Raumtemp. stehengelassen. Man engt bei 25" Badtemp. i.Vak.
cin, destilliert 2mal mit Ather nach und nimmt den Riickstand in Essigester auf. Mit Natrium-
hydrogencarbonatiésung wird nun extrahiert, mil halbkonz. Salzsidure die wilrige Phase auf
pH 1—2 angesiuert, mit Essigester das ausfallende Ol extrahiert, die Essigesterphase mit
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Aus Essigester/Petrol-
dther Ausb. 6.9 g (66°;), Schmp. 1387, [«]}’: -54.9° (¢ -~ 2, Methanol).

C1gH24N205 (348.4) Ber. €62.06 H6.94 N8.04 Gef. C62.0 H7.1 N8.I

<) HC!-H-Pro-O*Bu: Durch katalytischc Hydrierung von Z-Pro-0'Bu3® in Methanol
an einem Autotitrator (Zugabe von methanolischer HCI) bei pH 4.5; Schmp. 110—-112°

4. 5-Brom-anthranilhydroxamsiure: Eine Ladsung von 27.5 g (0.395 Mol) Hydroxylamin-
hydrochlorid in 200 ccm Methanol wird bei 50--60° mit 31.8 g (0.795 Mol) NaQOH versetzt.
Nachdem sich die Base gelost hat, wird auf 0° abgekiihlt und das ausfallende NaCl abgesaugt.
Zu dem Filtrat gibt man eine Lésung von 91.5 g (0.395 Mol) 5-Brom-anthranilsdure-methyl-
ester in 400 ccm Methanol, 146t 2 Stdn. bei Raumtemp. stehen und engt ein. Der Riickstand
wird mit Ather verrichen, abgesaugt, in Wasser gelést und mit ACI aul pH 45 gestelit.
Es fillt ein Niederschlag aus, der abgesaugt und iiber P4O getrocknet wird. Ausb. 61.5g
(689%,), Schmp. 162—165" (Zers.).

C;H,BrN;O; (231.0) Ber. C 36.39 ;H 3.05 N 12,13 Gef. C36.6 H3.2 N124

S. 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-3.4-dihydro-1.2.3-benzotriazin: Zu einer Suspension von
11.55 g (50 mMol) 5-Brom-anthranilhydroxamsdiure in 25 ccm halbkonz. Salzsiure 146t man
bei 5° unter Rithren innerhalb 45 Min. cine Loésung von 3.65 g (53 mMol) Natriumnitrit
in 15 ccm Wasser flielen. Bei Raumtemp. wird 1 Stde. nachgeriihrt, der Niederschlag dann
abgesaugl und aus Wasser umkristallisiert. Ausb. 5.0 g (41°%,), Schmp. 178" (Zers.).

C7H4BrN3;0;2 (242.1) Ber. C34.74 H1.67 N 17.37 Gef. C34.1 H1.9 N 17.3

6. 6-Brom-3-hydraxy-4-0xo-3.4-dihydro-chinazolin: 10 g (43.3 mMol) 5-Brom-anthranilsdure
werden 15 Min. in 30 ccm Ameisensdure unter RiickfluB gekocht. AnschlieBend gibt man
100 ccm Wasser zu, kithlt auf 0° und saugt ab. Aus Athanol/Wasser Ausb. 5.8 g (56%),
Schmp. 257--260°.

CgH:<BrN,O; (241.1) Ber. C€39.85 H2.09 N 11.62 Gef. C40.1 H1.9 N 1.3

7. 6-Brom-3-hydroxy-4-oxo-2-methyl-3.4-dihydro-chinazolin: 10g (43.3 mMol) 5-Brom-
anthranithydroxamsdure werden mit 60 ccm Acetanhydrid 20 Min. unter RiickfluBl erhitzt.
AnschlieBend werden 60 ccm Wasser zugegeben und weitere 5 Min. unter Rickfluf gekocht.
Es wird gekiihlt, abgesaugt und 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 Natriumhydrogencarbonatldsung aufgenommen. Von
Unloslichem wird filtriert und das Filtrat mit konz. Salzsidure angesiduert., Der Niederschlag
witd abgesaugt, gut mit Wasset gewaschen, mit Athanol aufgekocht, wieder abgesaugt und
getrocknet. Schmp. 257°.

CyH7BrN;0; (255.1) Ber. C42.37 H 277 N 1098 Gef. C424 H2.7 N 11.1

300 G. W. Anderson und F. M. Callahan, J. Amer. chem. Soc. 82, 3359 (1960). [37/70]





