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Mit dem Dehydratisierungsreagenz tertiares Phosphan/Hexachlorethan lassen sich N-geschutzte 
Aminosauren und Aminosaureester in hohen Ausbeuten zu Peptiden kondensieren. Funktionelle 
Gruppen in den Seitenketten von Serin, Threonin, Tyrosin, Asparagin und Glutamin werden nicht 
angegriffen. Unter Zusatz von I-Hydroxybenzotriazol verlauft der Anderson-Test racemisierungs- 
frei. 

Tertiary Phosphane/Hexachloroethane as Condensing Agent in Peptide Synthesis') 

The action of tertiary phosphanejhexachloroethane on N-protected amino acids and amino acid 
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 l-hydroxybenzo- 
triazole racemisation is prohibited as indicated by the test of Anderson. 

Die Kombination tertiares Phosphan/Hexachlorethan als Kondensationsreagenz zur 
Peptidsynthese ist bereits beschrieben worden 'I. Als besonders gunstig 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, dalj die Harze nach ihrer Regenerierung mit Phosgen wieder voll verwendungs- 
fihig sind, was mil gutem Erfolg fur ein repetitives Syntheseverfahren genutzt werden 
konnte '). 

Die Verwendung von tertiarem Aminophosphan/Hexachlorethan in einem ,,Eintopf- 
verfahren" genugt ledoch hinsichtlich Ausbeute und Reinheit der Reaktionsprodukte 
nicht den Forderungen einer leistungsfahigen Kondensationsmethode 'I. Weitaus gunsti- 
gere Ergebnisse lassen sich dagegen erzielen, wenn die Aminophosphankomponenten 
1 a - c  mittels Hexachlorethan gemaI3 G1. (1) zunachst in die Dichlorphosphoran-Ver- 
bindungen 2a - c iibergefiihrt werden, die erst anschlieI3end der gekuhlten Losung der 
Aminosaure- bzw. Peptidkomponenten zugesetzt werden. 

R3P + CzC1, + RzPClz + CZC1, 

l a - c  2 a - c  

l a  b C 

Wie aus Tab. 1 ersichtlich, bewahrt 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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1058 R. Appel und L. Willms Jahrg. 11 2 

3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-l,2,3-benzotriazin (HOOBt) '). Zwar wird die Racemisierung 
auch hier vollstandig unterbunden, ,jedoch verringert sich dabei die Ausbeute erheblich. 

Im Unterschied zu der DCCI/HOOBt-Methode ') 1aDt sich auch durch die Vorakti- 
vierung der Carboxylkomponente (12 stiindige Reaktion von %-Gly-L-Phe-OH mit 
(Me,N),PCI] 'ClF/HOOBt, anschlieljend Zugabe von H-Gly-OEt HC1) die Ausbeute 
nur geringfiigig steigern. Gleichzeitig ist eine nahezu vollstandige Racemisierung des 
Anderson-Peptids festzustellen (vgl. Tab. 1, Nr. 4 u. 5). Auch der Zusatz von N-Hydroxy- 
succinimid 
Tab. 1. Anderson-Tesi (Synihese von 2-Gly-Phe-Gly-OEi aus 2-Gly-Phe-OH und HCI. H-Gly-OEt, 
Hilfsbase N-Ethylmorpholin, Losungsmittel DMF) nach der R,P/C,CI,-Methode rnit verschie- 

denen Zusitzen (jeweils 1 Molaquiv.) 

lieferte kein sterisch einheitliches Produkt 

Nr,  Verknupfungs- 
methode Zusatz YO Ausb. YO u-Verb 

1 1 a/C,CI, ohiie 86 12.0 

3 1 a/C,Cl, 1-Hydroxybenzotriazol 93 0.0 
4 1 a/C,CI, 3-Hydrnxy-4-oxo-3,J-di- 66 0.0 

2 1 a;C,Cl, N-H ydrox ysuccinimid 82 6.7 

hydro-1,2,3-benzotriazin 

(Voraktivierung) hydro-l,2,3-benzotriazin 
5 1 a/C,CI, 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-di- 13 38.2 

6 1 b/C,CI, 1-Hydroxybenzotriazol 77 0.0 
1 lC/C,Cl, 1 -Hydroxybenzotriazol 86 0.0 

- 
Fur die weiteren Untersuchungen wurde das leicht zuglngliche Tris(dimethy1amino)- 

phosphan (1 a) verwendet, da die Kombinationen Trimorpholinophosphan (1 b)/C2C1, 
bzw. Tris(4-methyl-I -piperazino)phosphan (1 c)/C,CI,, 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 befafit. Wie die Versuche 
Nr. 2 und 3, Tab. 2, zeigen, wirkt sich der Zusatz von drei Aquivalenten Wasser in der 
Losung der Aminosaurekomponenten nur geringfiigig auf die Ausbeute aus. Absolute 
Losungsmittel zu verwenden, ist daher iiberfliissig, im Vergleich zu dem friiher von uns 
beschriebenen Verfahren zur Peptid-Verkniipfung 9, eine ganz wesentliche Erleichterung. 
Ein nicht unerheblicher weiterer Vorteil des hier beschriebenen Verfahrens liegt darin, 
dafi auf den Schutz der alkoholischen bzw. phenolischen Gruppen in Serin, Threonin 
und Tyrosin verzichtet werden kann. Bei der Verwendung von Ph,P/C2Cl,/HOBt - 

auch bei stochiometrischem Einsatz des Kondensationsreagenzes - mu0 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 empfiehlt sich 
besonders der Zusatz des Natriumsalzes von 1-Hydroxybenzotriazol l S ,  1 9 )  zur Neu- 
tralisation des entstehenden Chlorwasserstoffs, da so die Abtrennung des Basenhydro- 
chlorids entfallt, wodurch die Isolierung des Peptidderivats erleichtert wird. Auch histidin- 
haltige Peptide mit ungeschiitzter Imidazolfunktion in der Aminkomponente sind nach 
dem beschriebenen Verfahren leicht zuganglich 
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Erneut sind wir auch der Frage nachgegangen, wie sich das bei diesem Verfahren 
anfallende Hexamethylphosphorsaure triamid (HMPT) am besten zum Dichlorphosphoran 
2a reaktivieren lafit. Mange1 des sonst eleganten Phosgen-Verfahrens 20* ’ l )  sind die 
schlechten Ausbeuten bei kurzer Reaktionszeit (Vers. Nr. 2 u. 3 der Tab. 3) und die schwie- 
rige Dosierung beim Arbeiten im LaboratoriumsmaRstab. Besser geeignet ist die Umsetzung 
von HMPT mit Diphosgen oder Oxalylchlorid ’’) (Tab. 3), zumal beide Chlorierungs- 
mittel leicht dosierbar und weniger gefahrlich zu handhaben sind als Phosgen. Beide 
Chlorierungen verlaufen allerdings nur nach Zusatz von Dimethylformamid hinreichend 
schnell, was auf die primare Bildung des Dimethylformamidchlorids (3)23) zuruckzu- 
fiihren ist, welches im zweiten Schritt mit HMPT zu 2a reagiert (GI. (2)). 
coc1, 

+ DMF + HM€T 
(COCl,), - - CO*(CO) (CH3),NCHC11+ C1- - DMF [(CH,),N]3PC11+ C1- ( 2 )  

(COC1h 3 2a 

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

Tab. 3. Darstellung von Dichlortris(dimethy1amino)phosphoran (2a) 
(Losungsmittel Dichlormethan) 

Nr. Temp.‘C (min) 

0“(5), RT (55) 
O Y 3 ,  RT (55) 
40‘C (60) 
RT (24 h) 
0”(5), RT (55) 
0 (5). RT (120) 
0 (51, RT(55) 
0‘(5), RT (55) 

97.0 
46.0 
45.0 
94.5 
75.0 
87.0 
89.0 
90.0 

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

Nr Verknupfungs. 
methode Peptidderivat % Ausb. Schmp. (’C) 

1 Nr 6 , T a b  3 Z-Pro-Gly-OBzl 91 88 - 89 - 58 2^ ( C  = 1, EtOH) 
2 Nr 7 , T a b  3 Z-Pro-Gly-OBz1 86 87 - 89 -58 1‘ (C = 1, EtOH) 
3 Nr 7 ,  Tab 3 Z-Asn-Leu-OMe 71 175-176 -273 (c = 2, MeOH) 

‘P-NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten, dafi die Reaktion in Anwesen- 
heit von I-Hydroxybenzotriazol iiber das von Castro 20) beschriebene Benzotriazolyl- 
oxytris(dimethy1amino)phosphoniumchlorid (4a) verliiuft, welches mit der Carboxyl- 
komponente zu dem von Konig und Geiger5’ beschriebenen aktivierten Ester 6 reagiert 
(Weg A, G1. (3)). Hinweise auf das intermediare Auftreten eines Acyloxyphosphonium- 
salzes 5 konnten wir nicht finden, was den Weg B jedoch nicht vollig ausschlieaen kann. 
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Der Vorteil des beschriebenen Verfahrens liegt in der leichten Zuganglichkeit der 
Reagenzien und in der einfachen Abtrennung der entstehenden Nebenprodukte. Die 
aufwendige und kostspielige Isolierung und Stabilisierung von 4a zu 4 b 2 0 )  bzw. 4c 24), 

die von anderen Autoren beschrieben wurde, 1aBt sich in der angegebenen Weise umgehen. 

Wir danken der Deutschen Forschunysyemeinschaft fur die Forderung dieser Arbeit durch eine 
Sachbeihilfe. 

Experimenteller Teil 
Die verwendeten Aminosaurederivate sind in diinnschichtchromatographisch einheitlicher 

Form eingesetzt worden und stimmen in Schmelzpunkt und Drehwert mit Literaturangaben 
iiberein. - Die Phosphane 1 a ”’, 1 b 2 6 )  und 1 c ”), Diphosgen ”) und 3-Hydroxy-4-oxo-3,4- 
dihydro-1,2,3-benzotriazin wurden nach Literaturangaben hergestellt. Die ubrigen 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 
I-dm-Rohr im Polarimeter 141 der Firma Perkin-Elmer gemessen. - ‘H-NMR-Spektren: 
60 MHz, Varian A 56/60, TMS interner Standard. - ”P-NMR-Spektren: 80 MHz, Varian 
CFT 20, protonenentkoppelt, externer Standard 85 proz. Phosphorsaure. 

Abkiirzungen : 

HMPT = Hexamethylphosphorsauretriamid 
TDAP = Tris(dimethy1amino)phosphan 
D M F  = Dimethylformamid 
HOBt = I-Hydroxybenzotriazol 
HOOBt = 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-l,2,3-benzotriazin 
NaOBt = Natriumsalz von I-Hydroxybenzotriazol 

Allyemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidverknupjung mit R,P/C2Clh/N-H?.rlrox?.tie~bindung 

Losung I :  2.61 g (11 mmol) Hexachlorethan werden bei 0°C in 10ml absol. Dichlormethan 
unter Stickstoffatmosphare vorgelegt und mit 12 mmol 1 a-c  versetzt. Nach 5 min wird das Eisbad 
entfernt und die Losung 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Losung 11: 10 mmol der N-geschiitzten 
Aminosaure, 10 mmol Aminosaureester-Salz und 10 mmol der N-Hydroxyverbindung werden 
in 20 his 30 ml des angegebenen Losungsmittels gelost bzw. suspendiert und auf -20°C gekiihlt. 
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 

12* 
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bei Raumtemp. uber Nacht geruhrt. Nach Zugabe von wenig Wasser wird das Losungsmittel 
i. olpumpenvak. abgezogen und der Ruckstand in Essigester/Wasser (Nr. 14, Tab. 2: Chloroform; 
Wasser) aufgenommen, mit 1 N HC1, 10proz. Natriumhydrogencarbonatlosung und gesgttigter 
Natriumchloridlosung gewaschen, uber 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 JSiger et al. 14' aufgearbeitet. 

Bei Nr. 14, Tab. 2, entfallt das Waschen mit Salzsaure. Das Peptidderivat wird in heiRem 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 Reaktionslosung in Wasser ausgefillt. Nach dem Absaugen wird der Niederschlag 
rnit NaHC0,-Losung verrieben, mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

Untersuchunyen zur Darstelluny ooii 2a (Tub. 3 )  

Methode Nr. 1 (Tris(dimethylamino)phosphan/Hexachlorethan): 6.52 g (27.5 mmol) Hexa- 
chlorethan werden unter Stickstoffatmosphare in SO ml absol. Dichlormethan gelost und bei 
0°C tropfenweise rnit 4.08 g (25 mmol) Tris(dimethy1amino)phosphan versetzt. Nach 5 min wird 
das Eisbad entfernt und die klare Losung 55 min bei Raumlemp. geriihrt. - Die gaschromato- 
graphische Untersuchung des Reaktionsgemisches zeigt eine quantitative Reaktion an:  Gehalt 
an C2C1, 25.2 mmol, an C2C1, 2.2 mmol (Gerl t  der Firma Pye & Co, Ltd., Cambridge, Unicam 
104, Trennsaule: 2 m SE 30, Trigergas Helium (60 ml/min), Trenntemp. 15O'C, Detektor WLD- 
Zelle, 220 mA Bruckenstrom). - AnschlieRend wird das Losungsmittel i. Olpumpenvak. abdestil- 
liert und der verbleibende Ruckstand mit 200 ml absol. Ether ausgeriihrt. Der Feststoff wird 
abfiltriert und rnit Ether gewaschen: 5.68 g (97%) [(CH,)pN],PCI]+C1- (2a). - 'H-NMR 
(CDCI,): 6 = 3.1 (d, J(PNCH) = 12 Hz). - "P-NMR (CDCI,): b = 50.8. 

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

Methode Nr. 3: In eine Losung von 8.96g (50mmol) HMPT in 50ml absol. Dichlormethan 
wird unter RiickfluR 1 h lang Phosgen eingeleitet. Aufarbeitung wie Nr. 1 .  5.27 g (45%) 2a, spektro- 
skop. Daten wie unter Nr. 1. 

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

Methode Nr. 5 bzw. Nr. 6 (Hexamethylphosphorsauretriamid/Diphosgen/Dimethylformamid): 
8.96 g (50 mmol) absol. HMPT werden in SO ml absol. Dichlormethan unter Inertgasatmosphare 
vorgelegt, bei 0°C rnit 2.47 g (12.5 mmol) Diphosgen und tropfenweise rnit 2.5 ml absol. D M F  
versetzt. Unter lebhafter Gasentwicklung fillt nach kurzer Zeit ein voluminoser Niederschlag aus, 
der nach dem Entfernen des Eisbades innerhalb von 15 min vollstandig in Losung geht. Insgesamt 
wird 1 bzw. 2 h bei Raumtemp. geruhrt, das Losungsmittel i. olpumpenvak. abdestilliert und der 
Ruckstand wie unter Nr. 1 aufgearbeitet: 4.39 g (75%) bzw. 5.09 g (87%) 2a, spektroskop. Daten 
wie unter Nr. 1. 

Methode Nr. 7 (Hexamethylphosphorsauretriamid/Oxalylch~orid/Dimet~ylform~mid): 8.96 g 
(50 mmol) HMPT werden in 50 ml CH2C12 bei 0°C vorgelegt, rnit 3.17 g (25 mmol) Oxalylchlorid 
und anschlieRend tropfenweise rnit 2.5 ml absol. D M F  unter Stickstoffatmosphire versetzt. Die 
unter starker Gasentwicklung ausfallende Masse lost sich nach 15 min Ruhren bei Raumtemp. 
vollstandig auf. Insgesamt wird der Ansatz 1 h geruhrt, das Losungsmittel i. Olpumpenvak. 
abdestilliert und wie unter Nr. 1 aufgearbeitet: 5.20g (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 (Hexamethylphosphorsauretriamid/Dimethylformamidchlorid): 6.4 g (50 mmol) 
Dimethylformamidchlorid werden in 50 ml absol. Dichlormethan unter Stickstoffatmosphire 
suspendiert und bei Raumtemp. rnit 8.96 g (50 mmol) H M P T  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. D M F  in 50 ml CH,Cl, werden unter 
Inertgasatmosphlre bei O'C tropfenweise rnit 4.94 g (25 mmol) Diphosgen versetzt. Der volumi- 
nose Niederschlag wird nach 20 min rnit 200 ml absol. Ether versetzt, abfiltriert, rnit Ether gewaschen 
und i. Olpumpenvak. getrocknet: 6.05 g (94.5%) 3, Schmp. 139- 142°C. 'H-NMR (CDCI,): 
6,,cl = 11.2, SN(CHa12 = 4.0. ClCGehal t :  ber. 55.5%, gef. 56.4%. 

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Peptidverkniipfung mit HMPTfDiphosgenlHOBt bzw. H M P V  
Oxalylchlorid/HOBt 

Losung I: 3.58 g (20 mmol) HMPT werden bei 0°C in 20 ml absol. Dichlormethan unter Stick- 
stoffatmosphare vorgelegt, rnit 1.1 g (5.5 mmol) Diphosgen bzw. rnit 1.40 g ( 1  1 mmol) Oxalylchlorid 
und tropfenweise mit 1 ml D M F  versetzt. Nach 5 min wird das Eisbad entfernt und die Losung 
1 h bei Raumtemp. geruhrt. 

Herstellung der Losung I1 und weitere Aufarbeitung wie unter Allgemeine Arbeitsvorschrift 
zur Peptidverknupfung mit R,P/CzC1,/N-Hydroxyverbindung. 
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