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reagenz zur Darstellung von Aktiv(-ONp, -OPcp, -ONSu)-estern
N-geschiitzter multifunktioneller Aminosiuren?

Rolf Appel* und Ursula Glase!

Anorganisch-Chemisches Institut der Universitiat Bonn,
Gerhard-Domagk-Str. 1, D-5300 Bonn 1

Eingegangen am 18. Februar 1980

Dichlortris(dimethylamino)phosphoran (5) eignet sich hervorragend zur Darstellung der N-
geschiitzten Aminosdureaktivester 7—9. Neben 4-Nitrophenyl-, Pentachlorphenyl- und N-
Hydroxysuccinimidestern verschiedener N-geschiitzter Aminosiuren konnte erstmals unter
HOBt-Zusatz der Benzyloxycarbonyl-threonin-N-hydroxysuccinimidester erhalten werden.

Dichlorotris(dimethylamino)phosphorane as Dehydration Reagent for the Preparation of
Activated (-ONp, -OPcp, -ONSu)Esters of N-Protected Multifunctional Amino Acids?D

Dichlorotris(dimethylamino)phosphorane (5) is an excellent reagent for the preparation of the
activated esters of N-protected amino acids 7—9. Besides 4-nitrophenyl-, pentachlorophenyl-,
and N-hydroxysuccinimide esters of various N-protected amino acids, in the presence of HOBt
benzyloxycarbonyl-threonine N-hydroxysuccinimide ester was obtained for the first time.

Dichlortris(dimethylamino)phosphoran (5)%% und dessen salzartige Derivate¥ konn-
ten erfolgreich als schonendes wohlfeiles Peptidkniipfungsreagenz eingesetzt werden.
Seine analoge Verwendung als Dehydratisierungsmittel zur Darstellung der fiir die Pep-
tidsynthese wichtigen Aktivester N-geschiitzter Aminosduren lag daher nahe (Gl. (1)).
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Im Unterschied zum THH-Verfahren!-?, bei dem der Zusatz von 1-Hydroxybenzo-
triazol (HOBt) erforderlich ist, kann zur Synthese der 4-Nitrophenyl- (-ONp) (7) und
Pentachlorphenylester (-OPcp) (8) auf HOBt verzichtet werden, da auch chne HOBt-
Zusatz die Aktivester der Z-, Boc- und Nps-geschiitzten Aminosiuren racemisierungs-
frei und in hohen Ausbeuten anfallen (Tab. 1). Nur bei den N-Hydroxysuccinimid-
estern (-ONSu) (9) ist ein Zusatz von HOBt erforderlich.
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5 kann durch Einwirkung von Hexachlorethan auf Tris(dimethylamino)phosphan®
(Gl. (2a)) oder, wie es sich im Rahmen dieser Untersuchung als giinstiger erwies, durch
Reaktion von Phosgen mit Hexamethylphosphorsduretriamid (HMPT) (6)*9 gewon-
nen werden (Gl. (2b)).
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Das nach beiden Methoden erhaltene 5 ist unter Feuchtigkeitsausschlufl unbegrenzt
haltbar.

Nach dem hier angegebenen milden Verfahren lieflen sich auch die bisher nur von
Mukaiyama (Oxidations-Reduktions-Kondensationsmethode™®) beschriebenen Pen-
tachlorphenylester des Benzyloxycarbonyl-asparagins und Benzyloxycarbonyl-
glutamins ohne Nitrilbildung in guter Ausbeute erhalten.

Die Umsetzungen werden im allgemeinen durch Zugabe von 5 zu den bei 0°C vorge-
legten Reaktanten durchgefiihrt. Lediglich die zur Nitrilbildung neigenden Derivate des
Asparagins und Glutamins wurden unter Kiihlung zur Reaktion gebracht.

Funktionelle Gruppen der eingesetzten N-geschiitzten Aminosduren, wie z.B. die
OH-Gruppe des Serins (Substanz Nr. 7 in Tab. 1) und Threonins (Nr. 8) oder der Pyr-
rolring des Tryptophans (Nr. 9) werden von 5 nicht angegriffen und miissen daher nicht
besonders maskiert werden.

Tab. 1 gibt eine Ubersicht der so erhaltenen -ONp- und -OPcp-Aktivester (7, 8) mit
ihren charakteristischen Daten.
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Da bei der Einwirkung des aus 5 und 2 vorgebildeten Aryloxyphosphoniumsalzes
(10) auf die N-geschiitzte Aminosaure keine Reaktion festgestellt werden konnte, neh-
men wir an, daf} die Esterbildung iiber eine Aktivierung der Carboxylfunktion der
Aminosiure verlduft (Gl. (3b)).

Fiir den Reaktionsablauf unter Zusatz von HOBt wurde das Zwischenprodukt 11
spektroskopisch nachgewiesen? (Gl. (4a)).
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Voraussetzung zur Bildung der N-Hydroxysuccinimidester (9) ist eine Vorreaktion
von 5 mit HOBt zur Schliisselzwischenstufe 11. Versuche unter Ausschlul von HOBt
(Gln. (4b, ¢)) fithrten nur zu einer Vielzahl von ungeklirten Nebenprodukten.

Die allgemeine Anwendbarkeit dieser Methode wird durch Tab. 2 bekriftigt.

Tab. 2. Préparative und analytische Daten der dargestellten N-Hydroxysuccinimidester

. Ausbeute % Schmp. °C [a]p Grad

Nr. Aktivester (Lit.) (Lit) Lit.

14 Z-Ala-ONSu 73 120—-122 —38.1 (27°C, ¢ = 2, Dioxan)
(65) (123-123.5)160  -37.2 (25°C, ¢ = 2, Dioxan)16

15  Z-Pro-ONSu 77 88 —89 —54.5 (25°C, ¢ = 2, Dioxan)
(78) (90) 16 —~54.0 (25°C, ¢ = 2, Dioxan)10

16 Z-Thr-ONSu 55 98 - 100 -20.1 24°C, ¢ = 2, Dioxan)
-) (-) -

17  Boc-Met-ONSu 66 124 -126 -19.6 (25°C, ¢ = 2, Dioxan)
(59) (128 —129)16) —20.6 (25°C, ¢ = 2, Dioxan)16)

Neben literaturbekannten Aktivestern wurde auf diesem Wege erstmals Benzyloxy-
carbonyl-threonin-N-hydroxysuccinimidester dargestellt. Nur Benzyloxycarbonyl-glut-
amin-N-hydroxysuccinimidester (14) lie sich nicht rein erhalten, da mit der Aktivester-
bildung eine intramolekulare Dehydratisierung zu 2-Benzyloxycarbonylamino-
glutarimid (15)'? konkurriert (Gl. (5)).
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Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Férderung dieser Untersuchungen
durch eine Sachbeihilfe.
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Experimenteller Teil

Schmpp. (nicht korrigiert): Gerét der Fa. Biichi, Flawil/Schweiz. — Drehwerte: Polarimeter
241 der Fa. Perkin-Elmer (thermostatisiertes 10-cm-Rohr). — 'H-NMR: Varian A 56/60,
60 MHz, TMS intern. — 3'P{'H}NMR: Varian CTF 20, 32.2 MHz, 85proz. HyPQ,.

Dichlortris(dimethylamino)phosphoran (5): 24.7 g (250 mmol) Phosgen werden bei 0°C in
150 ml wasserfreiem Dichlormethan geldst, und hierzu werden langsam 44.8 g (250 mmol) HMPT
getropft. Man 148t 12 h bei 0°C nachriithren und féllt 5 mit Ether aus. Die Kristalle werden unter
Schutzgas abfiltriert und dreimal mit je 100 ml wasserfreiem Ether nachgewaschen; Ausb. 53.2 ¢
91%). — 'H-NMR (CDCly): & = 3.10 (d, 3J(P-NC-H) = 12.0 Hz, CHj). — 3'P-NMR (CDCly):

= 50.8, s.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von 4-Nitrophenyl-(-ONp) und Pentachlorphe-
nylestern (~-OPcp) N-geschiitzter Aminosduren (7, 8)

Methode a): Zur Suspension von 10.0 mmol der N-geschiitzten Aminosdure (1) und 10.0 mmol
HONp (HOPcp) (2, 3) in 20 ml wasserfreiem Dichlormethan gibt man bei 0°C 22.0 mmol N-
Ethylmorpholin und 146t dann langsam die Losung von 11.0 mmol 5 in 10 ml wasserfreiem Di-
chlormethan zutropfen. Nach 2 h bei 0°C wird iiber Nacht bei Raumtemp. nachgeriihrt und das
Losungsmittel i. Vak. abgezogen. Der Riickstand wird in Essigester/Wasser aufgenommen, die
Losung mit 10proz. Natriumhydrogencarbonat-Ldsung und gesittigter Natriumchlorid-L&sung
ausgewaschen und iber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Losungsmittels i. Vak.
wird der Riickstand aus Ethanol oder Isopropylalkohol umkristallisiert.

Alternativ wird Substanz Nr. 4 (Tab. 1) bei —20°C in DMF dargestellt und direkt aus der Re-
aktionslgsung mit Wasser ausgeféllt.

Des weiteren werden die Aktivester Nr. 10 und 11 (Tab. 1) bei —20°C in Aceton erhalten. Sie
fallen nach Beendigung der Reaktion aus dem Reaktionsgemisch aus, werden abfiltriert und nach
intensivem Waschen mit Wasser i. Vak. nachgetrocknet.

Methode b): 11,0 mmol 5 werden in 10 ml wasserfreiem Dichlormethan gelst und 11.0 mmol
HOBt bei Raumtemp. zugesetzt. Nach Auflosung des HOBt wird die Losung bei 0°C zu dem Ge-
misch aus 10.0 mmol 1, 10.0 mmol HONp bzw. HOPcp (2, 3) und 22.0 mmol N-Ethylmorpholin
in 20 ml Dichlormethan gegeben. Nach 2 h bei 0°C und anschlielendem Rithren iiber Nacht bei
Raumtemp. wird nach Methode a) aufgearbeitet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von N-Hydroxysuccinimidestern N-geschiitzter
Aminosdiuren (9): Unter Verwendung von HONSu (4) anstelle von 2, 3 wird, wie unter Methode
b) ausgefiihrt, gearbeitet.

Benzyloxycarbonyl-threonin-N-hydroxysuccinimidester: Der Ester wird aus Isopropylalkohol
umkristallisiert; Ausb. 1.92g (55%), Schmp. 98 —100°C, [a]3 = —20.1° (¢ = 2, Dioxan), [oJ3' =
—32.2° (¢ = 1, Methanol).

C1gHigNoO; (350.2) Ber. C 54.87 H5.18 N8.00 Gef. C 54.57 H5.40 N 7.80

Tris(dimethylamino)(4-nitrophenoxy)phosphoniumchlorid ~ (10): Die Suspension von
10.0 mmol 5 und 10.0 mmol Natrium-4-nitrophenolat (wasserfrei) in 40 ml wasserfreiem Dichlor-
methan wird bei 0°C 3 h gerithrt, wobei sich die Reaktionsmischung entfarbt. Danach filtriert
man unter Schutzgas vom ausgefallenen Natriumchlorid ab und erhélt nach Einengen i. Vak. ein
01, das ohne Umkristallisieren eingesetzt wird, — 3p.NMR (CDCly): & = 31.7, s.

Umsetzungen von 10 mit N-geschiiizten Aminosduren (1): 10.0 mmol 1 in 20 ml wasserfreiem
Dichlormethan wird bei 0°C mit 11.0 mmol einer 1 M Losung von 10 in wasserfreiem Dichlor-
methan unter Zusatz von 11.0 mmol N-Ethylmorpholin versetzt. Es wird iiber Nacht bei Raum-
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temp. nachgerithrt. Weder spektroskopisch noch priparativ kann eine Umsetzung von 10 zu den
entsprechenden Aktivestern nachgewiesen werden.

Versuche zur Darstellung von N-Hydroxysuccinimidestern N-geschiitzter Aminosduren (9) mit
5 ohne HOBt-Zusatz: Die Versuche werden wie unter Methode a) angegeben mit 10.0 mmol
HONSu (4) anstatt 2, 3 durchgefiihrt. Es konnten in keinem Falle Aktivester isoliert werden. Aus
Benzyloxycarbonyl-glutamin (13) wird 15 erhalten; Ausb. 1.11 g (42%), Schmp. 120—122°C
(Lit. 17 122 —124°C, Lit.1® 129 —131°C, Lit.19 134-136°C), [a)& = —62.5° (¢ = 1, Metha-
nol), [w}¥' = —73.0° (¢ = 1, DMF) (Lit.1? []¥ = —62.3° (¢ = 1, Methanol), [a]¥ = —70.5°
(c = 1, DMPF), Lit.1® [a]%' = —35.3° (c = 1, Methanol)).

C3H4N;O4 (262.3) Ber. C59.52 H 5.39 N 10.68 Gef. C 59.25 H 5.45 N 10.68

Umsetzung von 5 mit dem Natriumsalz von N-Hydroxysuccinimid (4): Die Suspension von
10.0 mmol 5 und 10.0 mmol Natriumsalz von 4 in wasserfreiem Dichlormethan wird bei 0°C
kurzzeitig und weitere 3 h bei Raumtemp. geriihrt. Anschlieflend wird vom ausgefallenen Natri-
umchlorid unter Schutzgas abfiltriert. 3'P-NMR (CDCl;): 5: & = 50.9,12: & = 39.1, 6: § = 23.8.
Die Verbindungen liegen nach 3!P-NMR-Spektren in ungefihr gleichen Anteilen vor. Weder
durch Verlangern der Reaktionszeit noch durch Erhitzen unter Riickflufl kann die Bildung von 12
vervollstandigt werden, hier kann die Aktivesterbildung ebenfalls préparativ nicht nachgewiesen
werden (Aufarbeitung analog Umsetzung von 10 mit 1).
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