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Uber die Peptidsynthese mit Triphenylphosphin/Tetrachlor-
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Mit dem Dehydratisierungsreagenz Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlenstoff lassen sich N-
geschiitzte Aminosiduren und Aminosiureester zu Peptiden kondensieren. Das mit hoher Ausbeute
arbeitende Verfahren liefert mit Z-Aminosduren racemisierungsfreie Produkte. Ungeschiitzte
funktionelle Gruppen in den Seitenketten der Aminosduren wie OH und CONH, werden nicht
angegriffen. Der Reaktionsmechanismus wird diskutiert.

Peptide Synthesis with the System Triphenylphosphine/Carbon Tetrachloride
as Condensation Agent"’

The action of the system triphenylphosphine/carbon tetrachloride on N-protected amino acids
and amino acid esters is well suited for peptide synthesis. The yields in this reaction are high and
the products from Z-amino acids are, as a rule, free from racemates. Unprotected functional
groups in the side chains such as OH and CONH , do not react. The reaction mechanism is dis-
cussed.

Das von unserem Arbeitskreis mehrfach eingesetzte Dehydratisierungsreagenz Tri-
phenylphosphin/Tetrachlorkohlenstoff2~® ist inzwischen von weiteren Arbeitsgrup-
pen’ 1% auch zur Peptidsynthese herangezogen worden. Parallel und unabhingig zu
diesen Untersuchungen haben wir an einer Peptidsynthese mittels Triphenylphosphin/
CCl, gearbeitet!!:!2, die im wesentlichen nach folgender Bruttogleichung abliuft:

Ph,P + CCl, + 2(C,Hs);N + Z—NH-CHR-CO,H + H,N-CHR-CO,R-HX -
Ph,PO + CHCl; + [(C;H¢)3NH]* CI- + [(C,H,;;NH]* X~ + )
Z—-NH-CHR-~CO~-~NH-CHR-CO,R

(X = CJ, Br, TosO)

1 27. Mitteil. tiber die gemeinsame Einwirkung von Phosphinen und Tetrachlorkohlenstoff auf
Nucleophile; 26. Mitteil.: R. Appel und R. Milker, Z. Anorg. Allg. Chem., im Druck.
2 R. Appel, R. Kleinstiick und K.-D. Ziehn, Chem. Ber. 104, 1030 (1971).
3 R. Appel, R. Kleinstiick und K .-D. Ziehn, Chem. Ber. 104, 1335 (1971).
4 R. Appel, R. Kleinstiick und K.-D. Ziehn, Chem. Ber. 104, 2025 (1971).
%) R. Appel, K. Warning und K.-D. Ziehn, Angew. Chem. 83, 143 (1971); Angew. Chem., Int. Ed.
Engl. 10, 132 (1971).
) R. Appel und R. Kleinstiick, Chem. Ber. 107, 5 (1974).
" 8. Yamada und Y, Takeuchi, Tetrahedron Lett. 39, 3595 (1971).
8) Y. Takeuchi und S. Yamada, Chem. Pharm. Bull. 22, (4), 832 (1974).
V' Y. Takeuchi und S. Yamada, Chem. Pharm. Bull. 22, (4), 841 (1974).
19 Th. Wieland und A. Seeliger, Chem. Ber. 104, 3992 (1971).
LD W, Striiver, Diplomarbeit, Univ. Bonn 1972.
12 G. Baumer, Diplomarbeit, Univ. Bonn 1972.
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Bei Verwendung von Triphenylphosphin konnten Yamada und Takeuchi™ nur geringe
Ausbeuten und starke Racemisierung, Wieland und Seeliger'® dagegen bei nahezu
volistindiger Racemisierung hohe Ausbeuten feststellen.

Wir haben die Reaktionsbedingungen nun soweit ausgearbeitet, daB sich auch mit
dem am leichtest zuginglichen Triphenylphosphin hohe Ausbeuten an racemisierungs-
freien Peptiden erzielen lassen.

Zunichst wurden Dipeptide von ausschlieBlich solchen Aminosduren® dargestellt,
deren Seitenketten keine funktionellen Gruppen enthielten. Wir setzten Derivate der
Aminosiduren Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Prolin und Phenylalanin ein. Dic Konden-
sationen wurden bei Raumtemperatur in absol. Acetonitril mit N-geschii(zten Amino-
siuren und den Salzen von Aminosidureestern in Gegenwart von Triphenylphosphin/
CCl, und tertidirer Base durchgefiihrt. Die Abtrennung des Peptids vom Triphenyl-
phosphinoxid erfolgte durch Saulenchromatographie, nachdem die ionischen Produkte
vorher ausgewaschen worden waren. Tab. | fiihrt die so erhaltenen Dipeptide auf.

Wie Tab. 1 zeigt, konnte Racemisierung lediglich beim Bz-Leu-Gly-OC,H festgestellt
werden. Hierin stimmen wir mit den Untersuchungen von Yamada und Takeuchi™ iiber-
ein, die ebenfalls bei diesem fiir den Young-Test wichtigen Peptid cine Racemisierung
fanden. Bei Verwendung der wohl fiir die Peptidchemie bedeutsamsten Aminoschutz-
gruppe Z(Benzyloxycarbonyl) erhielten wir nach den Reinigungsoperationen in allen
Versuchen optisch reine Produkte.

Im AnschluB an diese Untersuchungen priiften wir, ob mit Hilfe des Kondensierungs-
reagenzes Triphenylphosphin/CCl, auch lingere Peptide als Dipeptide dargestellt
werden konnen. Da zuniichst nur racemisierungsfreie Peptide mit den Aminosiuren
Ala, Val, Leu, Pro und Phe dargestellt worden sind, suchten wir nach einem Peptid,
das diese Aminosiuren enthielt. Wir fanden es in dem Hexapeptid Z-Leu-Ala-Val-Phe-
Gly-Pro-OBzl, das von Vaughan und Eichler ' ** mit Hilfe der Methode der gemischten
Anhydride dargestellt wurde.

Um die einzelnen Schritte kontrollieren zu konnen, wurde der Syntheseweg beibe-
halten, lediglich mit dem Unterschied, daB simtliche Kondensationsschritte mit Tri-
phenylphosphin/CCl, erfolgten. Die folgende Ubersicht zeigt das Reaktionsschema.
Die Prozentzahlen in Klammern geben die von Vaughan und Eichler?!-** erzielten
Ausbeuten an. Tab. 2 gibt die Daten der nach Schema 1 erhaltenen Peptide wieder.

Das von uns dargestellte Hexapeptid zeigte ebenso wie seine Vorstufen gute Uber-
einstimmung mit den Literaturdaten. Allerdings kann nach der Erfahrung bei der Syn-
these von Bz-Leu-Gly-OC,H; eine Racemisierung beim Fragmentkopplungsschritt
zum Z-Pentapeptidester nicht ausgeschlossen werden.

Vergleicht man beide Synthesen miteinander, so steht bei der Phosphin/CCl,-Methode
der Vorteil einer héheren Ausbeute gegen den Nachteil der Abtrennung des Triphenyl-
phosphinoxids durch Siulenchromatographie. Dieser Nachteil tritt schon vom Tri-
peptid an in den Hintergrund, da diese in Athanol im Gegensatz zu Ph,PO nur schlecht
16slich sind, so daB sie durch einfaches Umkristallisieren aus Athanol rein erhiltlich sind.

* Alle in dieser Arbeit eingesetzten optisch aktiven Aminosiurederivate lagen in der L-Form vor.
24) J.R. Vaughan und J. A. Eichler, J. Amer. Chem. Soc. 76, 2474 (1954).
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Von Interesse war weiterhin die Frage, ob Aminosdurederivate mit funktionellen
Gruppen in der Seitenkette mit dem System Triphenylphosphin/CCl, Nebenreaktionen
cingehen wiirden. Denkbar waren Reaktionen, bei denen alkoholische oder phenolische
OH-Gruppen, wie sie beispielsweise im Serin, Threonin und Tyrosin vorkommen, in die
entsprechenden Chlorderivate iibergefiihrt werden?®). Auch die Dehydratisierung einer
Amidgruppe, z. B. beim Glutamin war nicht auszuschlieBen .

Schema 1
Leu Ala Val Phe Gly Rro
Z—1—O0OH H-—T1-0C,Hg
Ph,P/
CCl,
Z OC,Hg 88%
HBr in
Eisessig
Z—~OH H—1—OMe 72——OH H OC,Hg 75%
Ph,P/ Phyp/
CCly CCl,
Z -OMe Z OC,Hg 86%
79% (77%)
OH" Pd-Aktiv=-
kohle 'H,
yA OH H OC,Hg 87%
71% (92%)
PhyP/
ccl,
Z OC,Hg 85%
(70%)
l HCL/H,0
z : OH 55% H——OBzl
(82%)
PhP/
ccCl,
Z OBzl 67.5%

(60%)

Zur experimentellen Beantwortung dieser Frage wurden Dipeptide mit den Amino-
sduren Serin, Threonin, Tyrosin und Glutamin dargestellt. Die Versuchsergebnisse sind
in Tab. 3 zusammengestellt.

Wie Tab. 3 zeigt, lassen sich mit Hilfe des Kondensationsreagenzes Triphenylphosphin/
CCl, auch Peptide darstellen, die aus Aminosduren mit funktionellen Gruppen in der
Seitenkette aufgebaut sind, ohne daB diese geschiitzt werden miissen. Mit dem verwandten
System n-Bu;P/CBr, wurden bereits zuvor die gleichen Erfahrungen gemacht”.

%) Ubersichtsartikel: H. Teichmann, Z. Chem. 14, 216 (1974).
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Untersuchungen zum Mechanismus

Die Reaktionen, die im Vierkomponentensystem Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlen-
stoff/Sdurekomponente (N-geschiitzte Aminosiure)/Aminkomponente (Aminosdureester)
in Betracht gezogen werden miissen, sind sehr vielfiltig.

Aus den an anderer Stelle'-3? bereits genannten Griinden nehmen wir an, daB aus
Triphenylphosphin und Tetrachlorkohlenstoff zunichst ein reaktiver Charge-Transfer-
Komplex entsteht.

5+ L]
Ph;P + CCly = Ph;P---Cl---CCl, (2)
I

Wird dieser Komplex nicht durch einen nucleophilen Angriff auf das positivierte Phos-
phoratom (priformierte Phosphoniumstruktur) stabilisiert, so kann das negativierte
Kohlenstoffatom (priformiertes Trichlorcarbanion) als inneres Nucleophil wirken.
Dabei kommt es iiber einen pentavalenten Zustand zur Bildung des Triphenyl(trichlor-
methyl)phosphoniumchlorids, welches kiirzlich erstmals dargestellt werden konnte*?,

5+ & -
PhyP---Cl---CCl; - PhyP | = [Ph;P-CClL]* CI- 3)
~ccl, 1l

Als duBlere Nucleophile im Vierkomponentensystem konnen fungieren: 1. die Sédure-
komponente, 2. die Aminkomponente.

Im Dreikomponentensystem Triphenylphosphin/CCl,/Carbonsiure entsteht neben
Triphenylphosphinoxid und Chloroform das Sdurechlorid 34,

Ph;P + CCl; + R—-COH - Ph;PO + CHCl; + R-COCI 4
C

PhyP’ L‘CCI; — [Ph;P-0-CORI* C1™ + CHCl,

Og(. 0 l—»phgpo + R-COCl1

111

Die Reaktion diirfte in mehreren Schritten verlaufen. Zunichst wird unter Chloro-
formabspaltung aus dem Ubergangskomplex III das Acyloxyphosphoniumsalz IV ent-
stehen, das mehrfach als Zwischenprodukt vorgeschlagen worden ist 7-19:34),

Es kann sich dann nach Art einer Arbusow-Reaktion zu den thermodynamisch stabilen
Produkten Triphenylphosphinoxid und Sdurechlorid stabilisieren. Dient ein Amin als
Drittkomponente, so bildet sich in glatter Reaktion das Aminophosphoniumchlorid 3%:

PhsP + CCls + H-NRR’ - [Ph3P—NRR']*Cl~ + CHCl, (5)

28) W. J. Polglase und E. L. Smith, J. Amer. Chem. Soc. 71, 3081 (1949).

2" J.R. Vaughan und R. L. Osato, J. Amer. Chem. Soc. 74, 676 (1952).

28) R G. Hiskey, T. Mizoguchi und E. L. Smithwick jr., J. Org. Chem. 32 (1), 97 (1967).
29 S. Yamada, S. Tarashima und M. Wagatsuma, Tetrahedron Lett. 1970, 1501.

39) 8. Sakakibara, K. H. Shin und G. P. Hess, J. Amer. Chem. Soc. 84, 4921 (1962).
31V R Appel und K. Warning, Phosphorus 4, 29 (1974).

32) R. Appel und K. Warning, Chem. Ber. 108, 606 (1975).

33) R. Appel und W. Michel, in Vorbereitung.

34) . B. Lee, J. Amer. Chem. Soc. 88, 3440 (1966).

3% R. Appel, R. Kleinstiick, K.-D. Ziehn und F. Knoll, Chem. Ber. 103, 3631 (1970).
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Der Befund, daB die Peptidsynthese mit Triphenylphosphin/CCl, mit hoher Ausbeute
verlduft, gibt zundchst noch keinen Hinweis darauf, ob die Sdurekomponente oder die
Aminkomponente den primdren Komplex angreift. Zum einen kann der Aminoséureester
nucleophil am positivierten Carbonyl-C-Atom der Strukturen III, IV oder des Saure-
chlorids unter Peptidbildung reagieren. Zum anderen gibt es eine Reaktionsfolge, die
verstindlich macht, wie Aminophosphoniumsalze sich zu Peptiden umsetzen konnten.
Zbiral und Bauer>® haben gezeigt, daB Iminophosphorane, die in Gegenwart von tertiéren
Aminen mit den Aminophosphoniumsalzen im Gleichgewicht vorliegen, mit Sdure-
chloriden zu Triphenylphosphinoxid und Imidchloriden reagieren.

Ph,P=NR + R'-COCl — Ph;PO + R'—CCI=NR (6)

Wie Cramer und Baer3"' gezeigt haben, setzen sich Imidchloride mit Carbonsduren,
insbesondere auch mit N-geschiitzten Aminosduren zu Sdurechloriden um, die mit
Aminen oder Aminosdureestern zum Amid bzw. Peptid reagieren konnen.

R'—CCl=NR + R"-CO,H — R'-CO-NHR + R"-COCl (7)

Das entstandene Sdurechlorid kann wieder nach Gl. (6) das Iminophosphoran an-
greifen. So wiire es moglich, daB wenig gebildetes Sdurechlorid die Reaktion zwischen
Iminophosphoran und Carbonsiure, die unter den Versuchsbedingungen der Peptid-
synthese allein nicht reagieren, katalysiert. Unabhiingig vom Reaktionsweg bilden sich
also Phy;PO, CHCI; und Peptid, so daB aus den Reaktionsprodukten nicht auf den
Mechanismus geschlossen werden kann.

Zur Klidrung der komplexen Problematik haben wir kinetische Untersuchungen
herangezogen und die durch die Gll. (8 —12) beschriebenen Reaktionen mit Hilfe der
quantitativen Gaschromatographie verfolgt. Als Losungsmittel diente Acetonitril bei
20°C.

Z-Ala-OH + (C,Hs;N + Ph,P + CCl, - ®)
Z-Ala-Cl + CHCl, + Ph,PO + (C,H,);N
H-Gly-OBzl - TosOH + (C,H;);N + Ph,P + CCl, - ©)
[Ph;P-Gly-OBzi]* CI~ + CHCl; + (C,Hs)sN-TosOH
H-Pro-OBzl- HCl + (C,H,);N + Ph,P + CCl, —

[Ph,P-Pro-OBzi]* CI© + CHCl; + (C;H,);N-HCl (19

Z-Ala-OH + H-Gly-OBzl-TosOH + 2(C,H,;N + Ph,P + CCl, — "
Z-Ala-Gly-OBzl + CHCly + PhyPO + (C,Hy);N-TosOH + (C;Hy),N-HCl (D

Z-Ala-OH + H-Pro-OBzl- HCl + 2(C;H,);N + Ph;P + CCl, -

Z-Ala-Pro-OBzl + CHCl; + Ph;PO + 2(C,H;);N - HCl (12)

Nach einem frither von Warning®® ausgearbeiteten Verfahren wurde dazu die Ab-
nahme des CCl, und die Zunahme des CHCI; in Abhingigkeit von der Zeit bestimmt.
Das Ergebnis dieser Versuche ist in den Abb. 1 und 2 dargestellt.

36) E. Zbiral und E. Bauer, Phosphorus 2, 35 (1972).
37 F. Cramer und K. Baer, Chem. Ber. 93, 1231 (1960).
38) K. Warning, Dissertation, Univ. Bonn 1974, kurze Erliuterung auch unter Lit.*%.
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Aus den Abb. ist ersichtlich, daB simtliche Reaktionsgeschwindigkeiten von vergleich-
barer GroBe sind. Auffillig ist, daB, obwohl die Reaktionen mit den Einzelkomponenten
von verschiedener Geschwindigkeit sind, die Peptidbildungsrate bei beiden Reaktionen
im Rahmen der MeBgenauigkeit gleich ist. Werden die Reaktionen (8), (9), (11) bei 35°C
durchgefiihrt 3®, bleibt das Verhiltnis ihrer Geschwindigkeiten, verglichen mit den Ver-
suchen bei 20°C, unveréndert.

100 . . 100 '
o\ o, % \ccu
80 A%\i 80— |
N x
or \}.\ "0 k
] 60 N 60 IS -
| \\"’\ - - : RS
o R ® P
L0 —- ;r/t et A “x‘/n 74 ~a
o i e
30 4
0 /// ‘ [ /"' .
20— - S W—ass .
10 // 10 // | I
CHCL, #/ [HCL, |
O 10 20 30 40 S0 60 7080 O 10 20 30 &0 SO 60 70 80
[ceerrs) min —» min —

Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der CCl,-Abnahme bzw. der CHCI,-Zunahme der Reaktionen
(9)--- und (10)

Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der CCl -Abnahme bzw. der CHCl,-Zunahme der Reaktionen (11),
(12)--- und (8)

Fiigt man nach dem Abreagieren des Versuches nach Gl. (8) die Aminkomponente
hinzu, so entsteht das Dipeptid in hohen Ausbeuten. Das in Gl. (9) gebildete Amino-
phosphoniumsalz reagiert mit nachgegebener Carbonsiure auch unter Zusatz von
Triphenylphosphin/CCl,/tertidrer Base nur in geringen Ausbeuten zum Peptid. Das
nicht mehr deprotonierbare Aminophosphoniumsalz aus Gl. (10} ist gegeniiber Carbon-
sdure und Sdurechlorid unter den bei der Peptidsynthese angewandten Bedingungen
stabil.

Da bei den Peptidverkniipfungsreaktionen unter gleichzeitigem Einsatz von Amin-
und Acylkomponente bislang weder Aminophosphoniumsalze gefunden wurden, noch
die Reaktion im groBeren AusmaB iiber diese Verbindungen abgelaufen sein kann, muB
bei der Peptidbildung die P—N-Verkniipfung unterdriickt worden sein.

Einen Schliissel zu diesen Verhiltnissen bieten moglicherweise Untersuchungen von
Appel und Morbach??. Sie verglichen die Reaktionsgeschwindigkeit der Zweikomponen-
tenreaktion zwischen Triphenylphosphin und CCl; mit der Reaktionsrate der Drei-
komponentenreaktion PhyP/CCl,/Carbonsaure. Obwohl die Dreikomponentenreaktion
langsamer als die Zweikomponentenreaktion verlduft, findet im Dreikomponenten-
system zunichst die Umsetzung des aktivierten Komplexes I mit der Carbonsiure statt.
Erst nach vollstindigem Verbrauch der Carbonsaure setzt die schnellere Umlagerungs-

39 W. Morbach, Diplomarbeit, Univ. Bonn 1974,



2688 R. Appel, G. Bdumer und W. Striiver Jahrg. 108

reaktion zum Triphenyl(trichlormethyl)phosphoniumchlorid ein. Véllig analoge Ver-
hiltnisse wurden bereits friiher im Dreikomponentensystem Ph;P/CCl,/H,O
beobachtet 33\,

Zur Erklirung kann man annehmen, daB die dipolare Struktur des linearen Uber-
gangskomplexes I durch die Solvatation der Carbonsiure stabilisiert wird (III). Diese
Stabilisierung zum terndren Komplex IH verhindert weitgehend — wenn auch nicht
vollstindig — einen Zerfall nach Gl. (3). Statt dessen lduft die Reaktion im Sinne des
auf S. 2685 skizzierten Zerfallschemas ab.

Ausden bisherigen Experimenten konnen iiber die Eigenschaften des terndren Komplexes
mehrere Schliisse gezogen werden. Das Nichtauftreten von Aminophosphonium-Ver-
bindungen bei der Peptidsynthese weist darauf hin, daB die Anlagerung der Carbonsiure
an den linearen CT-Komplex I sehr schnell erfolgt. Die weitere Reaktion, die im Drei-
komponentensystem schlieBlich zu den faBbaren Verbindungen Triphenylphosphinoxid,
Sédurechlorid und Chloroform fiihrt, wird dagegen viel langsamer ablaufen. Die Lebens-
dauer des terniren Komplexes diirfte so groB sein, daB eine vierte Komponente an ihn
herantreten kann. Ist es ein Amin, so greift es mit seinem freiem N-Elektronenpaar .
nucleophil am positivierten Carbonyl-C-Atom an, und im weitcren Reaktionsverlauf
entstehen Ph;PO, Amid und CHCl,. Das zugesetzte tertiare Amin bindet den freiwerden-
den Chlorwasserstoff.

I + NHRR" + (C;H);N -

1
Ph,PO + CHCl; + [(C,Hs);NH]" CI~ + R—CO-NRR’ (13)

Die Ursache fiir den im Vergleich zum Zerfall von III schnelleren Verlauf seiner Um-
setzung mit dem Amin diirfte in den verschiedenen freien Energien der Reaktionsprodukte
zu suchen sein. Durch die Assoziation der Carbonsédure an den dipolaren CT-Komplex I
ist seine freie Energie gesenkt worden, so daB bei der Bildung des energicarmen Amids
deutlich mehr Energie frei wird als beim Zerfall in das energiereichere Sidurechlorid.
Zusitzlich wird noch die exotherme Bildung des Tridathylammoniumchlorids zur Bevor-
zugung der Amidbildung beitragen.

Basenabhiingigkeit

Bei der Vierkomponentenreaktion (1) wird tertiires Amin zugesetzt, das den bei der
Reaktion freiwerdenden Chlorwasserstofl binden und die als Salz eingesetzte Amin-
komponente freisetzen soll. Eine Untersuchung der Ausbeuten in Abhidngigkeit von der
Basizitit verschiedener tertidrer Stickstoffbasen ergibt eine signifikante Abhéngigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Basizitdt der Hilfsbase. Die eingesetzten Basen hatten
folgende pK,-Werte: Tridthylamin (10.65*%), N-Athylpiperidin (10.40*"), N,N-Di-
methylbenzylamin (8.934")), N-Methylmorpholin (7.414?), N, N-Dimethylanilin (5.04*").
Diese Werte sind zwar auf das wiBrige System bezogen, dennoch besteht bei tertidiren
Stickstoffbasen eine sehr gute Korrelation zwischen diesen pK,-Werten und ihrer Basi-
zitit in organischen Solventien®>.

40) J_ Hanson, Sv. Kem. Tidskr. 67, 256 (1955).

4 N F.Hall und M. R. Sprinkle, J. Amer. Chem. Soc. 54, 3469 (1932).
42 4 K. Halljr., J. Phys. Chem. 60, 63 (1956).

4 H.K.Halljr, J. Amer. Chem. Soc. 79, 5441 (1957).
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Die Ausbeuten bei den durch die Gll. (14) und (15) beschriebenen Reaktionen wurden
nach dreitdgiger Reaktionsdauer bei 0°C bestimmt. Nach dieser Zeit waren noch alle
Ausgangskomponenten vorhanden, die Peptid-Ausbeute konnte daher aus den Anteilen
der noch nicht umgesetzten Aminosiduren ermittelt werden.

Z-Gly-OH + H-Ala-OBzl-TosOH + Ph;P + CCl, + 2B -
Z-Gly-Ala-OBzl + Ph;PO + CHCly; + TosOH-B + HCI-B

Z-Ala-OH + H-Gly-OBzl-TosOH + Ph,P + CCl, + 2B -
Z-Ala-Gly-OBzl + Ph;PO + CHCl; + TosOH-B + HCI-B

(14)
(15)
Das Ergebnis ist in den Abb. 3 und 4 dargestelit. Hierin sind die Logarithmen der nicht

umgesetzten Anteile an Aminosduren gegen die pK,-Werte der eingesetzten Basen auf-
getragen.

19 T T T 19 T T T
1-Gly - Ala-08Bz| Z-Ala-Gly- 08zl
P 1
lﬁl“. [t ] 16
T 13—t 13 > =
- ~d i S "
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Abb. 3 und 4. Abhingigkeit der Ausbeute von der Stirke der Hilfsbase mit der Phosphinmenge

als Parameter mit 0%, Uberschus, ....... 102, UberschuB, —--20% UberschuB. Der

Logarithmus der unumgesetzten Anteile der Aminoséurederivate (Ig % u. A.) ist gegen den pK,-
Wert der jeweiligen Hilfsbase aufgetragen

Wie ersichtlich, steigt die Ausbeute bei gleicher Reaktionszeit mit hoherer Basenstirke
der Hilfsbase an, Aminkomponenten mit geringer sterischer Hinderung reagieren schneller
ab. Die Erkldrung ist darin zu suchen, daB stirkere Hilfsbasen das Angebot an deproto-
nierter Aminkomponente erhdhen. Diese wird dann schnelier mit dem terniren Uber-
gangskomplex III zum Peptid reagieren kénnen.

Aus den Abb. 3 und 4 geht ferner hervor, daB nicht nur die Basizitdt der Hilfsbase,
sondern auch die Menge des Phosphins fiir die Hohe der Ausbeute wichtig ist. Dieser
Befund wird verstdndlich, wenn man beriicksichtigt, daB nach unseren vorangegangenen
Untersuchungen sich ein Teil des linearen aktivierten Komplexes I auch in Gegenwart
eines duBeren Nucleophils zum Triphenyl(trichlormethyl)phosphoniumchiorid gemas
Gl. (3) umlagert?, Dieses reagiert mit weiterem Phosphin zu (Dichlormethylen)tri-
phenylphosphoran und Dichlortriphenylphosphoran (Gl. 16).

Ph;P + [Ph,P—CCl;]* CI° — PhyPCl, + PhyP=CCl, (16)

DaB das hierbei gebildete Dichlortriphenylphosphoran ebenfalls ein ausgezeichnetes
Dehydratisierungsmittel ist und bei allen derartigen Reaktionen mit Triphenylphosphin/
CCl, iiber die Reaktion nach Gl. (16) daran beteiligt ist, haben wir wiederholt nachge-
Chemische Berichte Jahrg. 108 173
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wiesen und ausfiihrlich diskutiert 2432 Die von dieser Nebenreaktion ausgehende
Kondensation kann — auf die Peptidsynthese iibertragen — in etwa durch die Brutto-
gleichung (17) beschrieben werden.

3Ph,P + CCl, + 2R—CO;H + 2RR'NH + 2(C;H;);N -

2R—-CO-NRR’' + 2Ph;PO + 2[(C;H,);NH]* CI- + [Ph,P-CH,CI]* CI- an

Da die Peptidbildung nicht nur nach Gl. (1), sondern zum Teil auch nach Gl. (17)
verlduft, erfolgt bei der Umsetzung dquivalenter Mengen Phosphin, Aminosdurederivate
und CCl, ein Abbruch der Kondensation durch Phosphinmangel. Zur Ausbeuten-
erhShung ist es demnach zweckmiBig, einen 20 proz. UberschuB von Triphenylphosphin
zu verwenden. Bei dieser Menge konnte nach Beendigung der Reaktion stets noch wenig
unumgesetztes Ph,P nachgewiesen werden.

Fiir dic Hilfe beim Erlernen erster Schritte in der Peptidchemie danken wir Herrn Prof. Dr.
H. Zahn, Aachen, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Forderung dieser Arbeit durch
eine Sachbeihilfe.

Experimenteller Teil

Die verwendeten Aminosiurederivate sind in diinnschichtchromatographisch einheitlicher
Form eingesetzt worden und stimmen in Schmelzpunkt und spezifischem Drehwert mit Literatur-
angaben iiberein. — Triphenylphosphin wurde von der BASF Aktiengesellschaft, Ludwigshafen,
bezogen und durch Umkristallisieren aus Petroldther (50— 70°C) gereinigt. Acetonitril und die
tertiiren Amine wurden nach gebriduchlichen Verfahren wasserfrei gemacht. — Die Schmelz-
punkte wurden in offenen Kapillaren bestimmt und sind nicht korrigiert. — Die Drehwerte
wurden in einem thermostatisierten 1-dm-Rohr im Polarimeter 141 der Fa. Perkin-Elmer gemessen.

Allgemeine Arbeitsvorschrift

10 mmol Carboxylkomponente (Z-Aminosdure), 10 mmol Aminkomponente (Salz des Amino-
siureesters) und 12 mmol Triphenylphosphin werden in 20 ml absol. Acetonitril vorgelegt. Dazu
gibt man 20 mmol Tridthylamin (2.8 ml) und 10 mmol Tetrachlorkohlenstoff (1.0 ml). Das Ge-
misch wird bei Raumtemp. iiber Nacht geriihrt. Im AnschluB daran wird das Losungsmittel
im Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck abgezogen. Den Riickstand nimmt man
in 100 ml Essigester und 20 ml Wasser auf. Zur Beseitigung von nicht umgesetzten Ausgangs-
verbindungen und ionischen Nebenprodukten wird nach Trennung der Phasen die Essigester-
phase dreimal mit je 10 ml Citronenséurelosung (10 proz.), dreimal mit je 10 ml Natriumhydrogen-
carbonatlosung (10proz.) und zweimal mit gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Das
verbliebene Substanzgemisch aus Peptid und Triphenylphosphinoxid wird durch Sédulenchro-
matographie getrennt. Es wird eine Sdule 180 x 3cm mit Kieselgel Woelm 0.063—-0.1 mm
verwendet. Als Laufmittel dient Essigester. (Die Dipeptide Z-Gly-Ser-OMe und Z-Ser-Ser-OMe
wurden mit Hilfe von Essigester/(C;H )N (9:1) als Laufmittel vom Phosphinoxid getrennt.)
Das Eluat wird mit Hilfe eines automatischen Fraktionensammlers aufgefangen; die Fraktionen
werden diinnschichtchromatographisch untersucht und jeweils einmal aus Essigester/Petrol-
éther (50— 70°C) umkristallisiert.

Die Hydrierungen werden in Methanol/Wasser an Palladium-Aktivkohle durchgefiihrt.

N-(Benzyloxycarbonyl)valyl-glycin-benzylester:
C3,H36N,04 (398.5) Ber. C66.30 H6.58 N 7.04 Gef. C6596 H 6.30 N 6.91
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Valyl-glycin: Aus Z-Val-Gly-OBzl, Ausb. 839, Schmp. 257.5—258°C (Wasser/Methanol/
Athanol/Ather) (Lit.** 271 -272°C), [a]3° = 101.5° (c = 2, H,0) (Lit.** [a]}® = 102 + 0.5°
{c = 2, H;0)).

Glycyl-valin: Aus Z-Gly-Val-OBzl, Ausb. 479, Schmp. 248 — 249°C (Wasser/Athanol) (Lit.*®
239-254°C), [a]d* = —20.2° (¢ = 2, H,0) (Lit.*” [a]3® = —19.9° (c = 2, H,0)).

N-( Benzyloxycarbonyl)prolyl-glycin-benzylester:
C;,H3(N;04 (3964) Ber. C66.65 H6.10 N7.07 Gef. C66.65 H594 N 6.80

Prolyl-glycin - H,0: Aus Z-Pro-Gly-OBzl, Ausb. 949, Schmp. 230— 231°C (Wasser/Athanol)
(Lit.*® 236°C), [«]3® = —22.6° (c = 2, H;0) (Lit.*¥ [a]}? = —22.5 + 0.5° (c = 2, H,0)).

Glycyl-prolin: Aus Z-Gly-Pro-OBzl, Ausb. 78%, Schmp. 180°C (Wasser/Athanol/Ather)
(Lit.** 185°C), [x]2® = —112.1° (¢ = 3.9, H,0) (Lit.*” [a]3° = —113.8° (¢ = 3.9, H,0)).

N-( Benzyloxycarbonyl)prolyl-prolin-benzylester:
C33sH33N; 04 (436.5) Ber. C68.79 H 647 N 642 Gef. C68.81 H6.39 N 644

Prolyl-prolin: Aus Z-Pro-Pro-OBzl, Ausb. 64%, Schmp. 125—127°C (Athanol/Essigester/
Ather) (Lit. 144—145°C3%, 110—-122°C*"), [a]3* = —166.3° (c = 0.5, H,0) (Lit. [«]3% =
—169° (¢ = 0.5, H;0)*?, [«)3! = —160.2° (c = 1, H,0)*").

N-(Benzyloxycarbonyl)alanyl-alanin: Aus Z-Ala-Ala-OC,H;, Ausb. 859, Schmp. 148 — 150°C
(Wasser) (Lit. > 146 —148°C), [x]3° = —34.2° (¢ = 2, CH,0OH).

Alanyl-alanin: Aus Z-Ala-Ala-OH, Ausb. 87%, [«]3® = —20.9° (c = 2, H,0) (Lit.*» [«]3® =
—21.2° (¢ = 2, H,0)).

N-(Benzyloxycarbonyl)valyl-phenylalanyl-glycin-dthylester: Das Tripeptid Z-Val-Phe-Gly-
OC;H; wird aus Z-Val-OH und Phe-Gly-OC,H; - HBr cntsprechend der allgemeinen Arbeits-
vorschrift dargestellt. Nach Ablauf der Reaktion wird das Ldsungsmittel unter vermindertem
Druck abgezogen. Den Riickstand nimmt man in 100 m! Essigester und 20 ml Wasser auf. Die
Essigesterphase wird abgetrennt und eingedampft. Der hauptsiichlich aus Tripeptid und Tri-
phenylphosphinoxid bestehende Riickstand wird aus Athanol umkristallisiert, wobei reines
Peptid erhalten wird.

N-( Benzyloxycarbonyl)leucyl-alanyl-valyl-phenylalanyl-glycin-Gthylester: Das Pentapeptid
Z-Leu-Ala-Val-Phe-Gly-OC,H; wird aus Z-Leu-Ala-OH und H-Val-Phe-Gly-OC;H, - HBr im
1.7 mmolaren Ansatz in 5ml Acetonitril dargestellt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels
wird der Riickstand in Essigsdure aufgenommen. Bei Zusatz von Wasser fallen Peptid und Phos-
phinoxid wieder aus. Durch Umkristallisieren aus 90proz. Athanol kann das Pentapeptid rein
gewonnen werden.

441 J.C. Sheehan und D.-D. H. Young, J. Amer. Chem. Soc. 80, 1154 (1958).

45 W. Grafmann und E. Winsch, Chem. Ber. 91, 449 (1958).

49 E. Fischer und H. Scheibler, Liebigs Ann. Chem. 363, 136 (1908).

47 K.R.Rao, S. M. Birnbaum, R. B. Kingsley und J. P. Greenstein, J. Biol. Chem. 198, 507 (1952).

48 H.N. Rydon und P. W. G. Smith, J. Chem. Soc. 1956, 3642.

49 M. Bergmann, L. Zervas, H. Schleich und F. Leinert, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem. 212,
72 (1932),

59 R. Rothe, R. Theyson und K. D. Steffen, Tetrahedron Lett. 1970, 4063.

3O N. C. Davis und E. L. Smith, ). Biol. Chem. 200, 373 (1953).

52} T. A. Lubkova, T. A. Mironow, G. A. Vasil'eva, R. P. Evstigneeva und N. A. Preobrazhenskii, Zh.
Obshch. Khim. 38, 2247 (1968) [C. A. 70, 380881 (1969)].

53 B.F. Erlanger und E. Brand, J. Amer. Chem. Soc. 73, 3508 (1951).
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N-( Benzyloxycarbonyl)leucyl-alanyl-valyl-phenylalanyl-glycyl-prolin-benzylester: Das Hexa-
peptid Z-Leu-Ala-Val-Phe-Gly-Pro-OBzl wird aus Z-Leu-Ala-Val-Phe-Gly-OH und H-Pro-
OBzl - HClim 0.22 mmolaren Ansatz in 5 ml Acetonitril dargestellt. Nach Entfernen des Losungs-
mittels wird der Riickstand mit Wasser, Kaliumhydrogencarbonat-, Citronensdurelosung und
wiederum mit Wasser ausgewaschen und aus 90proz. Athanol umkristallisiert. Das Hexapeptid
fallt dabei in reiner Form an.

N-(Benzyloxycarbonyl)glycyl-tyrosin-benzylester:
C,6H,6N,04 (462.5) Ber. C67.35 H574 N 593 Gef. C67.52 H5.67 N 6.06

Glycyl-tyrosin: Aus Z-Gly-Tyr-OBzl, Ausb. 652, Schmp. >260°C (Wasser/Athanol) (Lit.*™
>210°C), [2]3* = +46.8° (¢ = 1, H,0) (Lit.* [a]3’ = +44.0° (c = 1, H,0)), [a]3* = +42.3°
(c = 1, H;0 + 1 Aquiv. HCl) (Lit. ¥ [o]2% = +43.5 + 1° (c = 1, H,0 + 1 Aquiv. HCl)).

N-( Benzyloxycarbonyl)glutaminyl-glycin-benzylester: Das in Essigester schlecht 18sliche Peptid
konnte aus dem eingeengten Reaktionsvolumen nach Auswaschen der ionischen Bestandteile
durch Umkristallisieren aus Athanol/Essigester rein gewonnen werden.

C3,H;sN;O4 (427.4) Ber. C61.81 H590 N983 Gef. C 6204 HS5.78 N 9.46

Glutaminyl-glycin: Aus Z-GIn-Gly-OBzl, Ausb. 76%,, Schmp. 180— 181 °C (Wasser/Athanol)
(Lit. 170—172°C3%), 163-165°C3"), {a]}® = +79.6° (c = 2.6, H,0) (Lit.*® [a]}® = +763°
(¢ = 2.6, H,0), [a]3? = +81.2° (c = 1.7, H,0) (Lit.*® [a]3? = +78° (c = 1.7, H,0)).

Gaschromatographische Bestimmung von Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff

Die molaren Verhiltnisse der in den Gll. (8 — 12) angegebenen Komponenten wurden wie in
der allgemeinen Arbeitsvorschrift angegeben gewiihlt. Als innerer Standard fiir die GC wurde
Benzol zugegeben. Nach Thermostatisieren auf 20°C wurde die Reaktion mit der Zugabe von
Tetrachlorkohlenstoff gestartet. Nach 5 min beginnend wurden in 15-min-Intervallen Gaschro-
matogramme aufgenommen. Durch Vergleich mit einer Standardlésung mit dhnlichen Konzen-
trationen an Acetonitril, Benzol, Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff wurde der jeweilige
Gehalt an Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff aus den Chromatogrammen ermittelt. Die
Ergebnisse sind in den Abb. 1 und 2 niedergelegt.

Basenabhiingigkeit

Mit den im theoretischen Teil angegebenen Hilfsbasen wurde neben den der allgemeinen
Arbeitsvorschrift entsprechenden molaren Verhiltnissen die Reaktion auch noch ohne Phos-
phiniiberschu und mit nur 10proz. PhosphiniiberschuB durchgefiihrt. Nach 3 d Reaktionszeit
bei 0°C wurde durch Zugabe von 1 ml Wasser die Reaktion abgebrochen und das Losungsmittel
abgezogen. Bei der Aufarbeitung nach iiblichem Verfahren wurden die anfallenden Waschwasser
polarimetrisch vermessen. Zur Kontrolle wurden drei Ansitze noch sdulenchromatographisch
aufgearbeitet. Die Abweichungen von den aus den Waschldsungen bestimmten Ausbeuten betrugen
weniger als 1 %. Die Ergebnisse der Untersuchung der Basenabhingigkeit sind in den Abb. 3 und 4
zu finden.

54) E. Wiinsch, G. Fries und A. Zwick, Chem. Ber. 91, 542 (1958).
35 S, Goldschmidt und C. Jutz, Chem. Ber. 89, 518 (1956).
3¢ E. Sondheimer und R. W. Holley, J. Amer. Chem. Soc. 76, 2816 (1954).
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