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Mit dem Dehydratisierungsreagenz tertiires Phosphan/Hexachlorethan lassen sich N-geschiitzte
Aminosduren und Aminosdureester in hohen Ausbeuten zu Peptiden kondensieren. Funktionelle
Gruppen in den Seitenketten von Serin, Threonin, Tyrosin, Asparagin und Glutamin werden nicht
angegriffen. Unter Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol veriduft der Anderson-Test racemisierungs-
frei.

Tertiary Phosphane/Hexachloroethane as Condensing Agent in Peptide Synthesis"

The action of tertiary phosphane/hexachloroethane on N-protected amino acids and amino acjd
esters is found applicable for peptide synthesis. No difficulties are found when the side chains of
serine, threonine, tyrosine, asparagine and glutamine are present. By addition of 1-hydroxybenzo-
triazole racemisation is prohibited as indicated by the test of Anderson.

Die Kombination tertidres Phosphan/Hexachlorethan als Kondensationsreagenz zur
Peptidsynthese ist bereits beschrieben worden? . Als besonders giinstig erwies sich die
Verwendung eines triphenylphosphinhaltigen Polystyrols, da bei dieser Arbeitsweise ein
von Phosphinoxid freies Produkt erhalten wird. Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens
liegt darin, da} die Harze nach ihrer Regenerierung mit Phosgen wieder voll verwendungs-
tahig sind, was mit gutem Erfolg fiir ein repetitives Syntheseverfahren genutzt werden
konnte®.

Die Verwendung von tertidrem Aminophosphan/Hexachlorethan in einem ,,Eintopf-
verfahren” geniigt jedoch hinsichtlich Ausbeute und Reinheit der Reaktionsprodukte
nicht den Forderungen einer leistungsfdhigen Kondensationsmethode #. Weitaus giinsti-
gere Ergebnisse lassen sich dagegen erzielen, wenn die Aminophosphankomponenten
la—c mittels Hexachlorethan gemdB Gl (1) zunidchst in die Dichlorphosphoran-Ver-
bindungen 2a—c iibergefithrt werden, die erst anschlieBend der gekiihlten Losung der
Aminosdure- bzw. Peptidkomponenten zugesetzt werden.

RgP + C,Clg —» R4PCl, + C,Cl, 1)
la-¢ 2a-c
’ a b c
Y —\
R | -N(CH;), -N_ P -N_ N-CH,

Wie aus Tab. 1 ersichtlich, bewdhrt sich bei dieser Methode besonders der Zusatz von
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt)*, da auf diese Weise die Racemisierungsrate im Anderson-
Test® stark gesenkt werden kann. Weniger vorteilhaft erwies sich die Verwendung von
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3-Hydroxy-4-0x0-3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin (HOOBt) . Zwar wird die Racemisierung
auch hier vollstindig unterbunden, jedoch verringert sich dabei die Ausbeute erheblich.
Im Unterschied zu der DCCI/HOOBt-Methode ” 148t sich auch durch die Vorakti-
vierung der Carboxylkomponente (12stiindige Reaktion von Z-Gly-L-Phe-OH mit
(Me,N); PCI]*C1~/HOOBEt, anschlieBend Zugabe von H-Gly-OEt - HCl) die Ausbeute
nur geringfligig steigern. Gleichzeitig ist eine nahezu vollstindige Racemisierung des
Anderson-Peptids festzustellen (vgl. Tab. 1, Nr. 4 u. 5). Auch der Zusatz von N-Hydroxy-
succinimid ® lieferte kein sterisch einheitliches Produkt.
Tab. 1. Anderson-Test (Synthese von Z-Gly-Phe-Gly-OEt aus Z-Gly-Phe-OH und HCl- H-Gly-OE{,

Hilfsbase N-Ethylmorpholin, Lésungsmittel DMF) nach der R;P/C,Cl-Methode mit verschie-
denen Zusiitzen (jeweils 1 Molidquiv.)

Verkniipfungs-

Nr. methode Zusatz % Ausb. % D-Verb.

1 1a/C,Clg ohne 86 12.0

2 1a/C,Clg N-Hydroxysuccinimid 82 6.7

3 1a/C,Clg 1-Hydroxybenzotriazol 93 0.0

4 1a/C,Cl, 3-Hydroxy-4-0x0-3.4-di- 66 0.0
hydro-1,2,3-benzotriazin

5 1a/C,Clg 3-Hydroxy-4-0x0-3,4-di- 73 38.2
{Voraktivierung) hydro-1,2,3-benzotriazin

6 1b/C,Clg 1-Hydroxybenzotriazol 77 0.0

7 1¢/C,Clg 1-Hydroxybenzotriazol 86 0.0

Fiir die weiteren Untersuchungen wurde das leicht zugingliche Tris(dimethylamino)-
phosphan (1a) verwendet, da die Kombinationen Trimorpholinophosphan (1b)/C,Cl,
bzw. Tris(4-methyl-1-piperazino)phosphan (1¢)/C,Cl;, abgesehen von der leichteren
Dosierbarkeit der Reagenzien, keine wesentlichen Vorteile aufweisen.

Bei der Auslotung der Anwendungsbreite des neuen Verfahrens haben wir uns auch
mit der Frage nach der Wasserempfindlichkeit des Systems befalit. Wie die Versuche
Nr. 2 und 3, Tab. 2, zeigen, wirkt sich der Zusatz von drei Aquivalenten Wasser in der
Losung der Aminosiurekomponenten nur geringfiigig auf die Ausbeute aus. Absolute
Losungsmittel zu verwenden, ist daher iiberfliissig, im Vergleich zu dem frither von uns
beschriebenen Verfahren zur Peptid-Verkniipfung® eine ganz wesentliche Erleichterung,.
Ein nicht unerheblicher weiterer Vorteil des hier beschriebenen Verfahrens liegt darin,
daB auf den Schutz der alkoholischen bzw. phenolischen Gruppen in Serin, Threonin
und Tyrosin verzichtet werden kann. Bei der Verwendung von Ph;P/C,Clg/HOBt —
auch bei stdchiometrischem Einsatz des Kondensationsreagenzes ~ mull dagegen mit
einer Chlorierung der Seitenkette gerechnet werden!”,

Die Amidfunktion von asparagin- und glutaminhaltigen Peptiden braucht ebenfalls
nicht geschiitzt zu werden, da eine Dehydratisierung zur Nitrilgruppe oder andere Neben-
reaktionen nicht zu beobachten waren. Bei der Synthese argininhaltiger Peptide ist der
Schutz der Guanidinfunktion durch Protonierung ausreichend. Hier empfiehit sich
besonders der Zusatz des Natriumsalzes von 1-Hydroxybenzotriazol ' !” zur Neu-
tralisation des entstehenden Chlorwasserstoffs, da so die Abtrennung des Basenhydro-
chlorids entfillt, wodurch die Isolierung des Peptidderivats erleichtert wird. Auch histidin-
haltige Peptide mit ungeschiitzter Imidazolfunktion in der Aminkomponente sind nach
dem beschriebenen Verfahren leicht zugénglich.
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Erneut sind wir auch der Frage nachgegangen, wie sich das bei diesem Verfahren
anfallende Hexamethylphosphorsiuretriamid (HMPT)am besten zum Dichlorphosphoran
2a reaktivieren ldft. Mingel des sonst eleganten Phosgen-Verfahrens2% 2% sind die
schlechten Ausbeuten bei kurzer Reaktionszeit (Vers. Nr. 2 u. 3 der Tab. 3) und die schwie-
rige Dosierung beim Arbeiten im Laboratoriumsma@stab. Besser geeignetist die Umsetzung
von HMPT mit Diphosgen oder Oxalylchlorid *? (Tab. 3), zumal beide Chlorierungs-
mittel leicht dosierbar und weniger gefihrlich zu handhaben sind als Phosgen. Beide
Chlorierungen verlaufen allerdings nur nach Zusatz von Dimethylformamid hinreichend
schnell, was auf die primiire Bildung des Dimethylformamidchlorids (3)2¥ zuriickzu-
filhren ist, welches im zweiten Schritt mit HMPT zu 2a reagiert (Gl. (2)).

cocl,

coc1 O (cHy),NCHC1T €1m T [(CHa),N]spC1]T C1™ (2)
_— —_

( 22 — 002CO) 372 -DMF 3/27 3

(COCL), 3 2a

Auf diesem Wege (Vers. Nr. 6 bzw. 7, Tab. 3) erzeugte Dichlorphosphoranlésungen
sind ebenfalls zur Peptidverkniipfung geeignet (Tab. 4). Eine geringfiigige Verminderung
der Ausbeuten (bis zu 10%) muB jedoch in Kauf genommen werden. Von allen untersuchten
Verfahren zur Darstellung von 2a verlduft nur die Tris(dimethylamino)phosphan/Hexa-
chlorethan-Reaktion nahezu quantitativ.

Tab. 3. Darstellung von Dichlortris(dimethylamino)phosphoran (2 a)
(Losungsmittel Dichlormethan)

Nr. Ausgangsverbindungen Temp.“C (min) % Ausb.
1 [(CH;),N]5P/C,Cl, 0°(5), RT (55) 97.0
2 [(CH3),N],PO/COCI, 0°(5), RT (55) 46.0
3 [(CH;),N];PO/COCl, 40°C (60) 45.0
4 [(CH )N];PO/COCI, RT (24 h) 94.5
5 [(CH,),N];PO/(COCL,),/DMF 0°(5), RT (55) 75.0
6 [(CH ).N];PO/(COCL,),/DMF 0 (5). RT (120) 87.0
7 [(CH,),N},PO/(COCI),/DMF 0(5), RT (55) 89.0
8 [(CH,),N},PO/(CH;),NCHCI]|*Cl~ 0°(5), RT (55) 90.0

Tab. 4. Darstellung verschiedener Peptidderivate (nach den Varianten Nr.6 bzw. Nr. 7, Tab. 3,
unter Zusatz von 1.1 Aquiv. HOBt)

Verkniipfungs-

Nr. methode Peptidderivat % Ausb. Schmp. (°C) [o]p
1 Nr..6, Tab. 3 Z-Pro-Gly-OBzl 91 88 —89 —582%(c = 1, EtOH)
2 Nr.7, Tab. 3 Z-Pro-Gly-OBzl 86 87—89 —58.1° (¢ = 1, EtOH)
3 Nr.7, Tab. 3 Z-Asn-Leu-OMe 71 175—176 —27.3% (c = 2, MeOH)

31P-NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten, daB die Reaktion in Anwesen-
heit von 1-Hydroxybenzotriazol iiber das von Castro?® beschriebene Benzotriazolyl-
oxytris(dimethylamino)phosphoniumchlorid (4a) verliuft, welches mit der Carboxyl-
komponente zu dem von Kénig und Geiger > beschricbenen aktivierten Ester 6 reagiert
(Weg A, Gl (3)). Hinweise auf das intermediéire Auftreten eines Acyloxyphosphonium-
salzes 5 konnten wir nicht finden, was den Weg B jedoch nicht vollig ausschlieBen kann.
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N +
[(CHy),N JsP-0-N "N | X~

4a-c
[(CHa)zN]3PC1-|+C1_
2a
[a b < [tcHy),N]3P-0-cor 1" c1- (3)
X|C1 PF; BF, 5
O N
R-CO-N N
- .
6

Der Vorteil des beschriecbenen Verfahrens liegt in der leichten Zugidnglichkeit der
Reagenzien und in der einfachen Abtrennung der entstehenden Nebenprodukte. Die
aufwendige und kostspielige Isolierung und Stabilisierung von 4a zu 4b2% bzw. 4¢2¥,
die von anderen Autoren beschrieben wurde, 140t sich in der angegebenen Weise umgehen.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Forderung dieser Arbeit durch eine
Sachbeihilfe.

Experimenteller Teil

Die verwendeten Aminosdurederivate sind in diinnschichtchromatographisch einheitlicher
Form eingesetzt worden und stimmen in Schmelzpunkt und Drehwert mit Literaturangaben
iiberein. — Die Phosphane 1a2%, 1b%® und 1¢27, Diphosgen?® und 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-
dihydro-1,2,3-benzotriazin 2* wurden nach Literaturangaben hergestellt. Die iibrigen Chemikalien
sind Handelsware. — Die Schmelzpunkte wurden auf einem Apparat der Firma Biichi, Flawil/
Schweiz, bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Drehwerte wurden in einem thermostatisierten
1-dm-Rohr im Polarimeter 141 der Firma Perkin-Elmer gemessen. — 'H-NMR-Spektren:
60 MHz, Varian A 56/60, TMS interner Standard. — 3!'P-NMR-Spektren: 80 MHz, Varian
CFT 20, protonenentkoppelt, externer Standard 85proz. Phosphorsiure.

Abkiirzungen:

HMPT = Hexamethylphosphorsiuretriamid

TDAP = Tris(dimethylamino)phosphan

DMF = Dimethylformamid

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HOOBt = 3-Hydroxy-4-oxo0-3,4-dihydro-1,2,3-benzotriazin
NaOBt = Natriumsalz von 1-Hydroxybenzotriazol

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidverkniipfung mit R3P/C,Cls/N-Hydroxyverbindung

Losung I: 2.61¢ (11 mmol) Hexachlorethan werden bei 0°C in 10 ml absol. Dichlormethan
unter Stickstoffatmosphére vorgelegt und mit 12 mmol 1a —c versetzt. Nach 5 min wird das Eisbad
entfernt und die Losung 1h bei Raumtemp. geriihrt. Losung II: 10 mmol der N-geschiitzten
Aminosdure, 10 mmol Aminosdureester-Salz und 10 mmol der N-Hydroxyverbindung werden
in 20 bis 30 ml des angegebenen Losungsmittels geldst bzw. suspendiert und auf —20°C gekiihit.
Nach Zugabe von 30 mmol N-Ethylmorpholin wird die Dichlorphosphoran-Losung I zugegeben
und das Gemisch 2 h bei —20°C geriihrt. Nach dem Auftauen im Eisbad (ca. 6 h) wird der Ansatz

72*
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bei Raumtemp. iiber Nacht geriihrt. Nach Zugabe von wenig Wasser wird das Losungsmittel
i. Olpumpenvak. abgezogen und der Riickstand in Essigester/Wasser (Nr. 14, Tab. 2: Chloroform/
Wasser) aufgenommen, mit 1 N HClL, 10proz. Natriumhydrogencarbonatldsung und gesittigter
Natriumchloridldsung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und nach dem Eindampfen
geeignet umkristallisiert.

Das Peptidderivat Nr. 13, Tab. 2, wird nach der Reaktion durch Filtration von ausgefallenem
Natriumchlorid befreit und nach der Vorschrift von Jéger et al.'* aufgearbeitet.

Bei Nr. 14, Tab. 2, entfdllt das Waschen mit Salzsiure. Das Peptidderivat wird in heiBem Essig-
ester gelost und bei 0°C unter Zusatz von Petrolether (40/60°C) auskristallisiert.

Das Peptidderivat Nr. 9, Tab. 2, bzw. Nr. 3, Tab. 4, wird durch Eintropfen der von Dichlor-
methan befreiten Reaktionslgsung in Wasser ausgefillt. Nach dem Absaugen wird der Niederschlag
mit NaHCO;-Losung verrieben, mit Wasser gewaschen und getrocknet.

Untersuchungen zur Darstellung von 2a ( Tub. 3)

Methode Nr. 1 (Tris(dimethylamino)phosphan/Hexachlorethan): 6.52 g (27.5 mmol) Hexa-
chlorethan werden unter Stickstoffatmosphire in 50 ml absol. Dichlormethan gelést und bei
0°C tropfenweise mit 4.08 g (25 mmol) Tris(dimethylamino)phosphan versetzt. Nach 5 min wird
das Eisbad entfernt und die klare Losung 55 min bei Raumtemp. gerithrt. — Die gaschromato-
graphische Untersuchung des Reaktionsgemisches zeigt eine quantitative Reaktion an: Gehalt
an C,Cl, 25.2 mmol, an C,Cly 2.2 mmol (Gerit der Firma Pye & Co, Ltd., Cambridge, Unicam
104, Trennsédule: 2 m SE 30, Trigergas Helium (60 ml/min), Trenntemp. 150°C, Detektor WLD-
Zelle, 220 mA Briickenstrom). — AnschlieBend wird das Lésungsmittel i. Olpumpenvak. abdestil-
liert und der verbleibende Riickstand mit 200 ml absol. Ether ausgeriihrt. Der Feststoff wird
abfiltriert und mit Ether gewaschen: 5.68 g (97%) [(CH,),N];PCI]*Cl~ (2a). — 'H-NMR
(CDCly): & = 3.1 (d, J(PNCH) = 12 Hz). — *'P-NMR (CDCl,): § = 50.8.

Methode Nr. 2 (Hexamethylphosphorsduretriamid/Phosgen): In eine Losung von 8.96g
(50 mmol) HMPT in 50 ml absol. Dichlormethan werden ca. 30 ml Phosgen unter Inertbedingungen
bei 0°C einkondensiert. Nach 1 h Rithren bei Raumtemp. wird analog Methode Nr. 1 aufgearbeitct:
5.38 g (46%) 2a, spektroskop. Daten wie unter Nr. 1.

Methode Nr. 3: In eine Losung von 8.96 g (50 mmol) HMPT in 50 ml absol. Dichlormethan
wird unter RiickfluB 1 h lang Phosgen eingeleitet. Aufarbeitung wie Nr. 1. 5.27 g (45%) 24, spektro-
skop. Daten wie unter Nr. 1.

Methode Nr. 4: Versuchsfithrung wie unter Nr. 2, das Reaktionsgemisch wird 24 h bei Raumtemp.
geriihrt: 11.06 g (94.5%) 2a, spektroskop. Daten wie unter Nr. 1.

Methode Nr. 5 bzw. Nr. 6 (Hexamethylphosphorsiduretriamid/Diphosgen/Dimethylformamid):
8.96 g (50 mmol) absol. HMPT werden in 50 ml absol. Dichlormethan unter Inertgasatmosphire
vorgelegt, bei 0°C mit 2.47 g (12.5 mmol) Diphosgen und tropfenweise mit 2.5 ml absol. DMF
versetzt. Unter lebhafter Gasentwicklung fallt nach kurzer Zeit ein volumindser Niederschlag aus,
der nach dem Entfernen des Eisbades innerhalb von 15 min vollstindig in Lésung geht. Insgesamt
wird 1 bzw. 2 h bei Raumtemp. geriihrt, das Losungsmittel i. Olpumpenvak. abdestilliert und der
Riickstand wie unter Nr. 1 aufgearbeitet: 4.39 g (75%) bzw. 5.09 g (87%) 2a, spektroskop. Daten
wie unter Nr. 1.

Methode Nr. 7 (Hexamethylphosphorsduretriamid/Oxalylchlorid/Dimethylformamid): 8.96 g
(50 mmol) HMPT werden in 50 m! CH,Cl, bei 0°C vorgelegt, mit 3.17 g (25 mmol) Oxalylchlorid
und anschlieBend tropfenweise mit 2.5 ml absol. DMF unter Stickstoffatmosphire versetzt. Die
unter starker Gasentwicklung ausfallende Masse 16st sich nach 15 min Riihren bei Raumtemp.
vollstandig auf. Insgesamt wird der Ansatz 1h geriihrt, das Losungsmittel i. Olpumpenvak.
abdestilliert und wie unter Nr. 1 aufgearbeitet: 5.20 g (89%) 2a, spektroskop. Daten wie unter
Nr. 1.
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Werden die Versuche Nr. 6 und Nr.7 ohne DMF-Zugabe durchgefiihrt, so lassen sich selbst
nach 24 h Reaktionsdauer nur geringe Mengen an Dichlorphosphoran isolieren.

Methode Nr. 8 (Hexamethylphosphorsiuretriamid/Dimethylformamidchlorid): 6.4 g (50 mmol)
Dimethylformamidchlorid werden in 50 ml absol. Dichlormethan unter Stickstoffatmosphiire
suspendiert und bei Raumtemp. mit 8.96 g (50 mmol) HMPT versetzt. Nach 1 h wird das Losungs-
mittel abdestilliert und wie unter Nr. 1 aufgearbeitet: 10.53 g (90%) 2a, spektroskop. Daten wie
unter Nr. 1.

Dimethylformamid/Diphosgen: 3.65 g (50 mmol) absol. DMF in 50 ml CH,Cl, werden unter
Inertgasatmosphire bei 0°C tropfenweise mit 4.94 g (25 mmol) Diphosgen versetzt. Der volumi-
n&se Niederschlag wird nach 20 min mit 200 ml absol. Ether versetzt, abfiltriert, mit Ether gewaschen
und i. Olpumpenvak. getrocknet: 6.05g (94.5%) 3, Schmp. 139—142°C. 'H-NMR (CDCl,):
dcuct = 11.2, 8n(cnyy, = 4.0. Cl7-Gehalt: ber. 55.5%, gef. 56.4%.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidverkniipfung mit HMPT/Diphosgen/HOBt bzw. HMPT/
Oxalylchlorid/HOBt

Losung I: 3.58 g (20 mmol) HMPT werden bei 0°C in 20 ml absol. Dichlormethan unter Stick-
stoffatmosphére vorgelegt, mit 1.1 g (5.5 mmol) Diphosgen bzw. mit 1.40 g (11 mmol) Oxalylchlorid
und tropfenweise mit 1 m! DMF versetzt. Nach 5 min wird das Eisbad entfernt und die Losung
1 h bei Raumtemp. geriihrt.

Herstellung der Losung II und weitere Aufarbeitung wie unter Allgemeine Arbeitsvorschrift
zur Peptidverkniipfung mit R;P/C,Cls/N-Hydroxyverbindung.
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