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Das Dehydratisierungsreagenz Triphenylphosphin/Tetrahalomethan ist inzwischen von mehre-
ren Arbeitskreisen®~? zur Peptidsynthese eingesetzt worden. Wie schon ausgefiihrt 7, liuft die
Reaktion im wesentlichen nach folgender Bruttogleichung ab:

PhsP + CCl, + 2(C;H;);N + R—NH-CHR—CO,H + H,N—CHR-CO,R-HX -
Ph;PO + CHCl; + [(C;Hs);NH]*Cl™ + [(C,Hg);NH]*X~ +
R—NH—CHR — CO —NH —~CHR - CO,R
(X = Cl, Br, TosO)

Dabei blieb die optische Reinheit in einigen Fillen erhalten, wihrend in anderen Racemisierung
festgestellt wurde. Es erschien uns daher erforderlich, die Peptidkniipfung mit Triphenylphosphin/
Tetrachlorkohlenstoff besonders unter diesem Aspekt weiter zu untersuchen.

Angeregt durch die Untersuchungen von Wieland und Seeliger ¥, die bei der Synthese von
N<(tert-Butyloxycarbonyl)alanyl-phenylalanyl-prolin-methylester mit Triphenylphosphin/Tetra-
chlorkohlenstoff eine vollstindige Racemisierung des Phenylalanins fanden, fiihrten wir den Ander-
son-Test ® durch. Bei diesem Test wird ebenfalls die Racemisierung des Phenylalanins beim Peptid-
aufbau von der Acylseite her untersucht. Wir fanden hierbei einen Racematanteil von 65 + 1.5%,
(siche Tab. 1), wihrend der strenge Young-Test® mit Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlenstoff
zum Racemat fiihrte.

Die Kopplung eines N-Acylpeptids mit einer Aminkomponente scheint folglich mit dieser
Methode kritisch zu sein.

Unser Ziel war es nun, die Racemisierung der Acylkomponenten zu unterdriicken. Einen Ansatz-
punkt boten unsere Untersuchungen iiber den Mechanismus der Reaktion ”, bei denen wir eine
Aktivierung der Acylkomponenten wahrscheinlich machen konnten.

Eine Aktivierung der Acylkomponenten erfolgt ebenfalls bei der Dicyclohexylcarbodiimid-
Methode ', bei der die Racemisierung durch Zusitze gesenkt werden kann. Das von Kdnig und
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Geiger'" zu diesem Zweck zugegebene 1-Hydroxy-1H-benzotriazol fiihrt hierbei iiber einen
aktivierten Ester 5 (siehe unten) zu optisch reineren Produkten. Eigene Versuche, 1-Hydroxy-1H-
benzotriazol als Zusatz beim Anderson-Test mit Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlenstoff als
Kondensationsreagenz einzusetzen, fithrten zu den in Tab. 1 angegebenen Ergebnissen.

Tab. 1. Anderson-Test

Z-Gly-Phe- Z-Gly-Phe- Ausbeute Racemat Gesamt-L-Peptid
OCH; (1) Gly-OC,H; (2) (%) (% (%)
Methode Methode 2. Schritt
la 2a 88.0 66.5 66.75
2b 70.0 - 100.0
2c 544 - 100.0
1b 2a 86.5 64.0 68.0
2b 73.0 - 100.0
2c 44.0 - 100.0
Ic 2a 85.5 65.0 67.5
2b 81.0 - 100.0
2c 63.5 - 100.0

Verkniipfungsmethoden: a Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlenstofl.
b Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlenstoff/1-Hydroxy-1H-
benzotriazol.
¢ Azidmethode ' 2.

Bei der Durchfiihrung des Anderson-Tests wird das Tripeptid N-{Benzyloxycarbonyl)glycyl-
phenylalanyl-glycin-ithylester (2) vom Acylende her aufgebaut. Im ersten Schritt erfolgt die Peptid-
kniipfung zum N-(Benzyloxycarbonyl)glycyl-phenylalanin-methylester (1). Um festzustellen, ob bei
diesem Schritt Racemisierung eintritt, wurde dieser a) ohne Zusatz, b) mit Zusatz von 1-Hydroxy-
1 H-benzotriazol, c) nach der Azidmethode durchgefiihrt. Im zweiten Schritt wird N-(Benzyloxy-
carbonyl)glycyl-phenylalanin (1a) mit Glycin-dthylester umgesetzt. Auch dieser Schritt wurde
nach allen drei Methoden ausgefiihrt (2a wie unter 1a, 2b wie unter 1b und 2c wie unter Ic). Nur
bei den Kombinationen 1a/2a, 1b/2a, 1c/2a konnte Racemisierung festgestellt werden. Phenylalanin-
methylester als Aminkomponente erleidet folglich auch ohne Zusatz keine Racemisierung.

Beim Young-Test senkt der Zusatz von |-Hydroxy-1H-benzotriazol den Racematanteil von
1009 auf 39.4%,, so daB neben 80.3%, L- nur noch 19.7% p-Peptid vorliegen.

Mechanismus der Reaktion

Der bei der Reaktion als Zwischenstufe angenommene aktivierte Komplex 3 bzw. das Acyloxy-
phosphoniumsalz 4 kénnen mit dem starken Nucleophil 1-Hydroxy-1H-benzotriazol zu dem von
Kénig und Geiger gefundenen aktivierten Ester $ fiihren.

5 reagiert nach Kénig und Geiger darauf mit der Aminkomponente zum Peptid. Die eindeutige
Wirksamkeit als racemisierungssenkender Zusatz macht den analogen Reaktionsweg auch bei der
Kondensation mit Ph,P/CCl, wahrscheinlich. Zur Stiitzung dieser Annahme wurde der vom
N-(Benzyloxycarbonyl)phenylalanin abgeleitete Ester 5 mit Triphenylphosphin/Tetrachlorkohlen-
stoff und Trisithylamin in Acetonitril dargestellt. In Dioxan zeigte der Ester Carbonylschwingungen
bei 1715 und 1815 cm ™' (Lit.'’ 1715 und 1815 ¢m ™!, in Dioxan).

'Y W. Konig und R. Geiger, Chem. Ber. 103, 788 (1970).
'2) Th. Curtius, Ber. Deut. Chem. Ges. 35, 3226 (1902).
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PhyP" CCl N,
Q HF  bzw. [PhP-O-CO-RI* CI” + N —
R,C“O 4 -
3

O:I\{\N + PhyPO + CHCly + HCI bzw. PhyPO + HC1
N

(5—CO—R

Experimenteller Teil

Die verwendeten Aminosidurederivate 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 Tri-
dthylamin wurden nach gebriduchlichen Verfahren wasserfrei gemacht. — Die Schmelzpunkte
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.

N-(Benzyloxycarbonyl)glycyl-phenylalanin (1 a)

Methode 1a: 2.09 g (10 mmol) N-(Benzyloxycarbonyl)glycin, 2.16 g (10 mmol) L-Phenylalanin-
methylester-hydrochlorid und 3.15 g (12 mmol) Triphenylphosphin werden in 20 ml absol. Aceto-
nitril vorgelegt. Dazu gibt man 2.8 ml (20 mmol) Trilithylamin und 1.0 mi (10 mmol) Tetrachlorkoh-
lenstoff. Das Gemisch wird bei Raumtemp. iiber Nacht geriihrt. Dann wird i. Vak. eingedampft. Den
Riickstand nimmt man in 100 ml Essigester auf und fiigt 20 ml Wasser zu. Die Essigesterphase
wird dreimal mit je 10 ml 10proz. Citronensiurelésung, dreimal mit je 10 ml 10proz. NaHCO;-
Losung und zweimal mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die mit Na,SO, getrocknete
Losung wird eingedampft. Der Riickstand wird in 15 ml Methanol aufgenommen und zur Versei-
fung mit 15 ml 1 N NaOH versetzt. Nach 2 stdg. Riihren ist die Verseifung, die mit DC verfolgt wird,
abgelaufen. Zur Abtrennung von Triphenylphosphinoxid und Triphenylphosphin wird mit Essig-
ester dreimal extrahiert und nach Ansiduern der wifirigen Phase auf pH 2—3 1a mit Essigester
zweimal extrahiert. Die Essigesterphase wird nach Trocknen mit Na,SO, eingedampft, das an-
fallende Peptid 1a iiber P,O; getrocknet und ohne weitere Reinigung weiterverarbeitet.

Methode 1b: Bei ansonsten gleichem Verfahren wie unter 1a wird die Reaktion unter Zusatz von
1.62 g (12 mmol) 1-Hydroxy-1H-benzotriazol durchgefiihrt.

Methode 1c: Die Peptidkniipfung wird von N-(Benzyloxycarbonyl)glycin-methylester ausgehend
nach der Azidmethode durchgefiihrt.

N-(Benzyloxycarbonyl)glycyl-phenylalanyl-glycin-dthylester (2)

Methode 2a: 1a wird analog Methode 1a mit Glycin-dthylester-hydrochlorid zu 2 umgesetzt.
Das zusammen mit Triphenylphosphinoxid und Triphenylphosphin anfallende 2 wird zweimal mit
wenig Athanol aufgenommen und nach Abziehen des Athanols iiber P,O5 getrocknet. Aus dem
Gesamtgewicht wird die ungefiihre Ausbeute an Peptid berechnet und eine, auf Peptid bezogen,
2proz. iithanolische Lésung bei Raumtemp. der Kristallisation iiberlassen. Die anfalienden Race-
mate werden mit DC auf Einheitlichkeit untersucht und neben der Bestimmung des Schmelzpunktes
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(129 —133°C, Lit.® 129 — 133°C) noch durch polarimetrische Messung sichergestelit, daB die nach
weiterem Einengen anfallenden Racematfraktionen noch keinen UberschuB an L-Produkt enthalten.
Die rein anfallenden Fraktionen des L-Isomeren haben eine spezif. Drehung von [a]3® = —12.3 +
0.1° ¢ = 2, C,H,OH (Lit. ¥ [a]3® = —124°, ¢ = 2, C,H;0H).

Methode 2b: Bei ansonsten gleichem Verfahren wie unter Methode 2a wurde die Reaktion unter
Zusatz von 1.62 g (12 mmol) 1-Hydroxy-1H-benzotriazol durchgefiihrt.

Methode 2c: Die Peptidkniipfung wurde vom Gemisch aus 1, Triphenylphosphinoxid und
Triphenylphosphin (Kombinationen 1a/2c, 1b/2¢) bzw. von 1 ausgehend (Kombination 1c/2c)
nach der Azidmethode durchgefiihrt. Aus dem Gemisch fiel in dthanolischer Losung mit Hydrazin-
hydrat das entsprechende Hydrazid rein aus und wurde wie iiblich weiter umgesetzt.

Young-Test®’

Methode 3a: N-Benzoylleucyl-glycin-ithylester wurde analog Methode 1a im Gemisch mit
Triphenylphosphinoxid'und Triphenylphosphin erhalten. Das Gemisch wurde an einer Kieselgel-
sdule (3 x 100cm) in Essigester chromatographiert. Eine Trennung der optischen Antipoden
durch dieses Verfahren konnte ausgeschlossen werden, da im Eluat nur eine Peptidfraktion auftrat.
Diese Fraktion wurde vom Losungsmittel befreit. Die polarimetrische Messung zeigte totale
Racemisierung.

Methode 3b: Unter Zusatz von 1.62 g (12 mmol) 1-Hydroxy-1H-benzotriazol wurde wie bei 3a
verfahren. Bei einer Peptidausbeute von 89% wurde eine spezif. Drehung von [«]3° = —20.6°
(¢ = 3.1, C,HsOH) erhalten. Das reine L-Isomere zeigt [«]3° = —34.0° (c = 3.1, C,H;0H)”.
Daraus errechnet sich ein Racematanteil von 39.4%, so daB neben 80.3% L- nur noch 19.7%
p-Isomeres vorliegen.

'3 Y. V. Mitin und O. V. Glinskaya, Tetrahedron Lett. 1969, 5267.
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