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11 6. Seiektive Abspaltung silurelabiler Aminoachutagruppen von 
Peptiden in TrifluorEithanoll) 2, 

von Bernhard Riniker, Bruno Kamber und Peter Sieber 
Chcmischc Forschungslaboratorienhratorien der Division Yharma dor CIBA-GEIGY AG.. Rascl 

(25. r n .  75) 

Summary. In building up large polypeptides, it has become the established practice to  use 
acide-labilc protecting groups of the t-butyl typc. IJp to now, only one step of selectivity undcr 
acidic conditions has becn used, consisting in the cleavage of Trt, Bpoc or Ppoc from N(a) without 
attacking the t-butyl protecting groups. We have found that the use .of 90% trifluoroethanol as 
solvent permits the selective cleavage of Trt in the prescnce of Bpoc or Ppoc under controlled 

I) Auszugsweisc vorgetragen an der Hcrbstvcrsammlung dcr Schweiz. Chem. Gesellschaft in 

a) Zu der hier verwendeten abgekfirzten Schreibweisr: von A'rninosaurcn, Peptiden und deren 
Derivate vgl. [l]. Ferner bedeuten: Bpc-: ~2-(~-23iphenylyl)-isopropyl]-oxyc~~ny~, Ppoc-: 
[2-Phenylisopropyl]-oxycasbonyl, TPEt : 2,2,2-Trifluor~thanol. 

- .--. - 

Lugmo, 19.-20. Okt. 1973. 
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acidolytic conditions. This additional selectivity-stcp may bc utilized when two-chaincd poly- 
peptides are to be constructed. 

The proecdure consists in acidolytic cleavage with hydrodihric acid at a constant potential 
as measured by thc glass electrode (pH-stat). The automatic protonation of the freshly dcprotcctcd 
amino groups permits the evaluation of kinetic and quantitative data of the clcavagc reaction. 
The selectivity ratios and cleavage conditions of Trt, Bpoc and Ipoc in N(a) are demonstrdcd 
here by reference to a series of model dipeptidcs. The succesaiu1 application of this technique in 
the total synthesis of human insulin, a polypcptidc with two peptida chains, has reccntly kcen 
described [S]. 

Zur Synthese von Peptiden hat sich die Verwendung siiurelabiler Schutzgruppen 
vom d-Butyltyp (Boc, t-Butylester und t-Butyl&ther) bewiihrt. Diese konneri in der 
letzten Synthesestufe unter relativ milden Redingungen abgespalten werden. Beirn 
fragmentweisen Aufbau grosserer Polypeptide kann die Bcnzyloxycarbon ylgruppe 
in N(a) haufig nicht verwendet werden , weil sie, in Anwesenheit schwefeUialtiger 
Aminosauren, durch katalytische Hydrierung tiicht abgesyalten werden kann. Durch 
diesen Urnstand wird die Anwendung von weiteren Schutzgruppen wiinsdienswcrt. 
Diese mUssen in einem bestimmten Stadium der Synthese selektiv neben den vom 
t-Butykest abgeleiteten Gruppen in einer besonders milden Acidolyscstufc! ent fernt 
werden kijnnen. Der Trt-Rest an N(a) erfiillt dicse Bcdingung; er kann z.H. mittels 
Essigsaure [ZJ oder rnit Pyridin-hydrochlorid in Methanol [3] eliminiert wcrden. Als 
weitere Schutzgruppen, die in diesem Sinn angewendet werden ktinnen, konimen 
noch einige Aralkyloxycarbonylreste in Bctracht, untcr welchen sich besonders die 
Bpoc- und Ypoc-Gruppcn bestens eignen 141 [5]. Erstere ist in $0 proz. Essjgsaure ca. 
7mal, btztere cu. 30mal stabiler als Trt. Als N(a)-Schutzgruppen in Peptiden werden 
sie mit sehr guter Selektivitat in Gegenwart voii Schutzgruppen dcs 8-Hutyltyps 
entfernt. 

Schema I 

TRIPHENYLMETHYL 
( TRT 1 

Z~P-BIPHENYWLI- I SOPROPYLOXYCARBONYL 
( BPOC 1 

2-PHENYL- I SOPROPYLOXYCARBONYL 

( PPOC 1 

Wir stellten fest, dass das Verhaltnis der Labititaten von Trt au Rpoc oder Ppoc 
je nach dem zur Abspaltung verwendeten Milieu set-ir unterschiedlich ist. Binc stark 
erhohte Labilitat der ersteren gegenuber den Urethantypen kann vor allem in TFEt 
beobachtet werden. Dieses L6sungsmittel wird infolge seiner liohen Ionisierungs- 
haft, verbunden mit seiner sehr geringcn Nucleophilie, fiir eine Vielzahl solvolytj- 
scher Prozesse bcvorzugt angewendet 163 171. N(a)-Trt-Derivate von Peptiden 
wer-den in trifluorathanolischer Losung langsam gespalten. Wir benutzten dicse 
Feststellung zut Ausarbeitung einer zusatzlichen acjdolytischen Selektivitiitsstufc. 
Sie kann zum Aufbau von zweikettigen Polypeptiden angewendet werden. So ist es 
z. B. moglich, in einem Polypeptid mit ewei verschiedcnen a-Aminogruppen wahlweisc 
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zuerst die cinc und syaiter die andere frcizusetzcn. Der weiterc Aufbau der beiden 
Ketten kann dann gctrennt erfolgen. Yiese Mcthodik war ein wesentlichcs Merkmal 
der Totalsynthcse von Insulin unter gezielter Bildung der Disulfidbrucken [8J 

Die m ittels Glaselektrude gefundcnen cpH b)-W erte von Salzsaure in verschicden- 
artigen Liisungeii sind in der Fig. dargestcllt 9. Es faUt auf, dass das gcrnessene Poten- 

tial sehr stark von der At t  dcs Lowngsmittcls abhangt. Im Gegcnsatz zu 90ptoz. 
Methanol (Methanol/Wasser 9: 1. v / v ) ,  das nur cinc geiingfiigigc Abweichung gegen- 
iiher wibscriger Usung bewirkt, weist die gleichmolare Salzsaure in 9Oproz. TFEt 
einen urn ca. 2 bis Z1/, Einheiten niedrigcren pH.-Wert auf. N'och wesentlich starker 
positive Potentiale, entsprechend tieferen cpH 9-Wcrtcn. erlialt man in reinem TFEt, 
doch ist hier die Einstellung der Glaselektrode t r e e  und schlecht reproduzierbar. 
Uic im folgenden heschriebencn Rcsult ate wurden alle im System Salzs3ure/90prozd 
TFEt erhalten. Es hat sich sowohl als Losungsmittel M r  geschiitzte Peptide als auch 
wegen der raschen und gut reproduzierbaren Potentialeinstcllung dsr Glasselektrodc 
bestens bewahrt. Falls niitig, kann zur Auflosung bcsnndcrs lipoptiiler Verbindungen 
auch Chloroform (bis ca. 20% des Gcsarntvolumenri) angewendet werden. Zur Ein- 
haltung, genau kon trollierbarer Bedingungen ist die Vctwendung eines pN-States 
notwendig. IXe bci der Acidolyse freigesetzten a-Aminogruppen werden durch die 
automatische Zugabe von Salzsiiurc protoniert, und bei Verwendung eines Schrei- 

3) Die Liieung eines zweitcn grundsatzlichen Problcms Ici der Insulinsynthese, namlich die 
gezielte Rildung des Cystinringes A6-Al l  in Gcgcnwart eines dritten Cysteinrestes (A7). 
verdankcn wir ebcnfalls den Bosondcren Eigenschaften von Trifluorathanol. 
Zur Vercinfachung, sowie wegen dcs nicht streng und reproduzierbar dcfinierten Potentials 
von Glaselektroden, werden in dieser Arbcit mit upH$ die beim Arbeiten in orgmischer 
LXisung auf der pH- SkJa dcs Messgcrates abgelcsencn Wcrtc vcrwcndet . Die Glaselektroden 
wurden wie iiblich rnittels Msscriger Pufferlasungen geticht. 

4, 
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bers wird durcli Aufxichnung dcs Siureverbrauches als Funktion der Zeit der Reak- 
tionsverlauf graphisdl fest@hdten. 

In Tub. I, -3 und 4 sind die aus den Reaktionskurven errechnetcn Gesclkwindig- 
keitskonstanten k, fur 9 veruchiedene, als Modelle gewiililte IXpcptide aufgeftihrt. 
Die Acidolyse sowohl der Trt- als auch der Bpoc- und Ppoc-Schutzgruppen crwies 
sich fiber die gemessenen Zeiten und innerhallr dcr Messgenauigkeit als Reaktion 
1. Ordnung. Die Versuche wurden ohne die fur genaue reaktionskinetische Messungcn 
notwendigen Massnahmen bei Raumtcmperatur (22 -28') ausgeftihrt, so dass die an- 
gegebenen k,-Wertc! eine relativ grosse Fehlerg-renze enthaltcn diirften. Die Halb- 
wertszejten sind bei den zur Abspdltuiig der Schutzguppen jeweils geeignetcn 
pH-Werten angegebenb). Die Dipeptide wurden so gewahlt, dass sie den gesamten 
Bereich an sterischer Beeinflussung deer N(a)-Gruype durch die Seitenkette der N- 
terminalen Aminosiiure darstellen, von minimalcr (Gly-.-Val) bis zur maximalen 
(Val-Val) sterischen Hinderung. Aus Tab. 7 ist ersichtlich, dass diese Variation einen 
starken Einfluss auf die Acidolysegeschwindigkcit der Trt-Gruppe ausiibt , dagegm 
bci den Bpoc- und Ppc-Schutzgruppen kaum merkbar ist. 

Klostevmeyev & Schwevtrter [3] beabachtcten k i  dcr Abspaltung von Trt durch Pyritlinium- 
salze in Mcthanol ebcnfdls cinen bcschleunigcndcn Einfluss rnit steigcndcr sterischcr lfindcrung 
clurch die Aminosiiureseitenkette und deutetcn diescn Effekt irn Sinnc einer erschwer1.cn Alkylie- 
rungs-Rtkkrcaktion. h i  dcr pH-Stat-Spaltung in 90proz. TFEt, wo unmittelbar Triphcnyl- 
methanol gebildct und die freigesctztc Aminogruppc protoniert wird, ist eine Hiickreaktion nicht 
moglich. Wir nchmca dahcr an, dass die rascherc Spaltung dcr sterisch starkcr gehinderten 
Derivate durch die hschleunigung des Solvolyscschrittcs bcdingt ist, clet urn so raschcr vcrlauft, 
je hahcr die innerc Spannung der Tritylvcrbindung ist. 

Anderwits ist bei den Bpoc- und Ppoc-Schutcgruppen crwartungsgcmass infolge der grossercn 
Entfernung dcr Aminosaurexitcnkctte vom Aralkylrest yraktisch kcin Einfluss auf die Spalt- 
geschwindigkcit mehr tmnerkbar. In 90prot. TFEt zcrfallt die Rpoc- (bzw. Ypoc)-Gruppe bci dct 
Acidolyse in Kohlendioxid und eine Mischung von 2-p-Hiphcnylyl- (bzw. 2-Phenyl-)-2-propanoI 
und 2-p-Siphcnyl yl- (bzw. 2-Pheny1)-propen. 

Wenn man die Bedingung stcllt, dass bei dcr Rbspaltung einer Schutzgrupye 
99% eliminiert werden sollen, ohne dass mehr als 1% der stabileren Gruppe ange- 
griffen werdeq, so muss ein A,-Verhaltnis von mindestens 460:l. vorliegen. In dcr 
Praxis durfte fur die Entfernung einer einzigen Schutzgruppe im Laufe der Synthcse 
eines komplieierteren Polypeptides (vgl. 181) im Jlgemeinen ein Verhaltnis von 200 
bis 500:l befriedigcn6). Die Angaben der relativen k,-Wcrte in Tab. I zeigen, dass 
h i  der Acidolyse bej pH 4 zwischen Trt und Bpoc diese Bedingung crfullt ist, so- 
lange Trt nicht an N-terminales Glycin gebundcn ist. In diesern Falle ist die ctwas 
stabilere Ypoc-Gruppe an Stellc von Rpoc vorzuziehen. 

In Tab. 2 sind die k,-Werte fur Spaltungen bei verschiedmen pH-Werten zu- 
sammengestellt. Im Bereich zwischen pH 5 und 3 findet man bei Trt jeweils eine 
ungefahr 10fach raschere Acidolyse bei Erniedrigung urn cine pH-Einbeit, im Ccgen- 
satz zu Bpoc und Ppoc, wo nur ein Beschleunigungsfaktor von 3 bis 4 auftritt. 
---._ 

s, 

e, 

Far 99% Spaltung sind diese Zahlcn mit dem Faktor G,5 und fur 99.9% mit I0 x u  multipli- 
eieren. 
Bci wiedcrholter Anwcndung einer Acidolyscreitktion, wie sia x .  B. beim Aufbau einer Peptid- 
kette durch stufcnwcise Verhgerung um j e  cinen Aminosaurcrest erfolgt, sind dageg.cn 
wesentlich hahere Selektivitiitsanforderungen zu stcllen. 

69 
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Ta'belle 1. AcidolysePr ir 90% TSEt bci r p R ~  4 

Vcrbindung k, (Std.-') telativ 

Trt-Val-Val-OMe 
Trt-Leu-Val-OMe 
Trt-GI y-Val-OMe 

Bpoc-Val-Val-OMe 

Bpoc-Gly-Val -0Me 

Ppoc-Val-Val-OMo 

BPOC-L~U-VP-OMC 

R~oc-LE!u-V~-OMC 
Ppoc-Gly-Val-OMe 

138 
52 
7.4 

0,15 
0.15 
0.2 

0,02 
0,03 
0,03 

5000 800 
2000 300 
300 40 

5-10 1 I 
1 '  

Verbindung PH 5 PH 4 PR 3 
A 1  k re~ativ & R relntiv k, rcmtiv 

Trt- Gly-Val-OMe 0,7 12 7,4 250 50 59 650 100 
Trt-Leu-Val-OMe 3.9 65 52 1700 350 
Trt-Val-Val-OMe 11,5 190 138 4600 YO0 

Bpoc-Leu-Val-OMe 0,06 1 0,15 5 1 0.6 7 1  

Ppm-Leu-Val-OMe 0,03 1 0,09 1 

Demzufolge empfiehlt es sich, die Spaltung von Trt neben Bpoc oder Ppoc bei pH 
3 bis 4 vorzunehmen, da sic bei pH 5 weniger selektiv vcrlauft. 

In der nachstfolgmden Stufe der Aciddyseselektivitiit handelt es sich urn die 
Entfernung von 13poc oder Ppoc neben den Schutzpuppen vom t-Rutyltyp, die bis 
zum beendigten Aufbau des Polypeptides erhalten bleiben sollen. Aus den Tab. 3 
und 4 geht hervor, dass rnit Salzssiure in TFEt Bpoc bei p H  1 und Ypoc bei pH 0 im 
Laufe von ca. 10 bis 15 Minuten abgespaltcn werden. Als Vertreter fur die durch 
Gruppen des t-Hutyltyps geschiitzten Peptide bzw. Aminoszureester sind jewcilen 
noch Boc-Leu-Val-OMe und Z-Lys(Boc)-OMe aufgefiihrt, N(at)-Boc ist bei pIi 1 
ca. 2500mal stabiler als N(a)-Bpoc und bei pH 0 GU. 15oOmal stabiler als N(a)-Ppoc. 
Wiederum ist es eur Erreichung maximaler Selektivitiit giinstiger, bei miiglichst 
ticfen pH-Werten und entsprechend kurzen Reaktionszeiten zu arbeiten : bei pH I 
ist das iZ,-Verhiiltnis N(a)-Ppoc/N(a)-Boc 300: 1, hi pH 0 dagegen 1500: 1. Wiihrencl- 
dem N(e)--Boc von Lysin etwa cloppelt so rasch wic N(a)-Boc abgespalten witd, 
weisen die iibrigen Schutzgruppen des l-Butyltyps (t Butylather von Serin, Threonin 
und Tyrosin, sowie die rnit t-Butylalkohol veresterten Carboxylgruppen) eine Zlhn- 
liche oder hahere Stabilitgt wie N(or)-Boc ad. 

Die Ftage, ob Bpoc oder Ppoc als Derivat mit intermeditirer Spaltbarkeit twi- 
schen der Trt-Gruppe und den t-Butyl-Schutzgruppen verweodet werden soll, kann 
nicht a @lriori beantwortet werden. Sie wird bei jcdem cinzalnen Syntheseplan an- 
hand besonderer Uberlegungen, wie e.  €3. iiber die Art unrl Anzahl der ubrigen Schute- 
gruppen, zu entscheiden sein. 
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Tabelle 3. Acidolysen B 90% TFEt bea *@HQ 1 

Verbindung kr (Std,-1) k rdlllv tlh ( M i 4  

Bpoc-Val-Val-OMc 32 
BPOC-L~U-V~-OMC 38 
Bpoc-GI y-Val-OMe 31 

L3 
ca. 2500 L1 

1.3 

Ipoc-Val-Val-OMe 3.8 
Ipw-Leu-Val-OMe 4 
Ppoc-Gl y-Val- OMe 4 

Z-Lys(Boc)-OMe 0.02 
Boc-Leu-Val-OMe 0.013 

ca. 300 1 
1 
1 3  

11 
10,5 
10,5 

Tabelle 4. Acidolyselr in 90% ZFEt bei #$HI 0 

Verbindung R ,  (Std.-i) relativ t i / r  (m.1 
Ppoc-Val-Val-OMe 40 
Ppoc-Leu-Val-OYe 36 
Ppoc-Gl y-Val-OMS 38 

Boc-Leu-Val-OMe 0,023 
Z-Lys(Eoc)-OMe 0,044 

M. 1500 1 
1 
2 

I. 
12 
1.1 

Neben den hier etwiihnten Dipeptiden haben wir biehcr ejne graSsere Anzahl wcitcrcr Ver- 
bindungen mit Trt, Bpoc und Ppm in N(a) dcr pH-Stat-Acidolyse in 9Oproz. TFEt unterworfen. 
Die gemcssenen k,-Wtrrte stimmten im allgemcincn ziemlich gut mit den entsprechenden der 
vorliegenden Tabellen tkberein, docb nben auch die Grijssc und Arninosaurcsequenz dcr Peptide 
einen gcwissen Einfluss aua. h i  Versuchcn xur Variation des Ldsungsrnittels (7Oproz. TFEt, 
Wprot. Methanol, MethylenchJmid usw.) erzidten wir schlcchtcre Selsktivitiiten als in 90proz. 
TFEt. cbenso. wenn z.B. Monochlmessi@ure an Stellc von Saleslure verwendet wurde. ISa- 
gegen fanden wir in 9Oproz. Hexafluoro-2-propanol, wo bci gleicher Salzsiiurekonzentration noch 
st%rkcr positive Elektrodenpotentialc als in 90proz. TFEt gomessen werden, ahniiche Selektivittits- 
verhiiltnisea. Bei gleicher ~ p H & h t e l l u n g  der Glaselektrode kunnten wir in 90pros. Hcxafluoro- 
2-propanol C I I .  3- Lia 5mal raschere Spaltgeschwindigkeiten beobachten, doch ist dieses Usungs- 
mittel infolge seiner hwlien Fliichtigkeit und betr~ht l ichen Toxizitit weniger geeignet als Wroz. 
TFEt. 

Bei den pH-Stat-Acidolysen in 9Oproz. TFEt stelltcn wir biahcr kcine Nebenreahtionen fest, 
mit Auraahme ciner geringen (ce. 5%) Indol-Alkylicrung durch den [(2-p-Biphenylyl)-isopropyl]- 
Rest bei einem tryptophanhaltigen Peptid. Insbesondere kann infolge der sofortigen Protonierung 
der freipsetzten a-Arninoguppe keinc Alkylicrung an dicver Stelle stattfindcn. 

Trt, Bpoc und Ppoc lawn sich auch durch biosses E M m e n  in 100- oder Wproz. TPEt 
ahpalten. So kann z.B. N(a)-Bpoe Lx?j 60’ im Laufe von 1-2 Std. sclektiv neben dcn &But+ 
Schutzgruppen entfernt werdcn, N(a)-Pppoc* unter den gkichcn Bedingungen in 612 Std. Die 
Reaktion verlkuft aber nicht mehr nach ejner Kinctik 1. Ordnung, sondern wird durch die Rasi- 
eit3.t der freiwerdenden Aminogruppen zunehmcnd vtlrker gehcmmt. Zudcm tritt him, im Gcgen- 
satz zur pH-kontrollierten Acidolyse, tine merkliche N(c)-hlkylicrung auf - bis gegen SO%, fe  
nach N-terminaler Aminoeiiure, und vor allern in wasserfreiern TFEt -so daw dime Spaltmcthode 
nur mit Vor8icht fiir priiparative Zwecke gebraucht wcrdcn darf. Es wurde nicbt untersucht, ob 
die Alkylierung durch Zueatz von Kationenfangern unterdriickt werdcn Lann. Der Varteil der 
SelelrtiviWt Rvischen Trt einereeits und Bpoc odcr Ppoc anderscits geht bei der Spaliung durch 
Erwiirmen in TFEt ebenfalls verloren, da sich tiier N(a)-Trt im allgeneinen wrklich stabiler alu 
Bpoc und Ppoc enveist. 

Andera ale in N(a) sind die Stabilitaten von Trt, Bpoc und Ppoc, wenn diesc als Schutz- 
gruppen von N(&) in der Seitenkette von Lysin auftreten. Als Modellverbindungen untemucbten 
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wir Z-Lys(ltt)-OMc und Z-Lys(Bpoc)-OMe. Letztwes Uerivat crgab bei dcr pH-Stat-Acidolyse 
in QOpros. TFEt bei pK 1 ekcn k,-Wert von 88 Std.-l, d. h. ca. 2,5mal hoher als fur Bpoc in N(oL). 
Ehcnfalls eine leicht erhdhte Spaltgeschwindigkoit in N(e) gegenubcr N ( a )  bcobachtet man bei der 
Boc-Gruppa (vgl. dam Tab. 3 ufid 4). N(e)-Trt dagegen, dcsscn hohc Saurestabi1i.tat bckannt ist 
IpJ [lo], lasst sich ohnc Zcrsctzung mit Salzsaure in 90proz. TliEt titricren (p& = 6). Unter 
8tLker sauren Bedingungcn zerfallt &as protonicrtc N(+Trt-Dcrivat in 90proz. TFEt I)ci RT. 
mit cincr Halbwcrtszeit von ca. 20 Min. (K, ca. 2,l Stcl~-l), und zwsr unabhsngig vom pH-Wcrt 
der Usung. Es wiirde sich SO die Maglichkeit einer selektivcn Bpoc-Abspaltung (in N(#) odcr 
N(E)) bieten: diese Schutzgruppe wird bci pH 0 in weniger als 1 Min. quantitativ abgcspitlten, 
bci gleichzcitig nur spurcnweiscm Angriff von Trt in N ( E ) .  

Die pH-Stat-kontrollicrte Acidolyse rnit Salzsaurc in 90proz. TFEt bietet eine 
selcktive und einfachc Methode zur Abspaltnng von N(a)-Schutzgruppen in Pcp- 
tiden. Sie ermoglicht eine zusatzliche Selcktivitatsstufe zwischen Trt und Bpoc oder 
Ypnc, die generell fur den Aufbau von zweikettigen Polypeptiden von Nutzen ist. 
Das Verfahren erlaubt zudem den unmittelbarcn Einblick in ciie Kinctik der Spalt- 
reaktion, ergiht quantitative Angaben iiber die molarcn Meingen und licfert die frei- 
gesetztc Aminogruppe dirckt in der Form des Hydrochlorides. Diese praktisohen 
Vorteile machen die pH-kontrollierte Abspaltung mch dam zur geeignetsten 
Methode, wenn es sich nicht urn die Ausniitzung der zusatzlichen Sebktivitatsstufe 
zwischen Trt und Bpoc ode1 Ppoc handelt, sondern bloss cine dieser clrei Gruppen 
unter Schonung der Schutzgruppen vom E-Butyltyp entfernt werden muss. 

Experimenteller Teil 
Die als Modellsubstanzen verwendcten und hicr crstmals darptellten Dipeptidc sowic einige 

neue Aminosiiuredcrivate sind in Tab. 5 zusammengcfasst. Trt-Lcu-Val-OMc und BOG-Lcu-Val- 
OMe wurden bcreits fmhcr hoschricben [HI. TFEt dcr Fa. IIdocaerbon Peroducts Corp. (Hackcn- 
sack, N. J., USA) wurde ohne weiterc Rcinipng vcrwendet. 

Appuvatiues. pl3-Messungen wurden mit dcn komhinierten C;laselcktr~cn-Messk~tten Ingold 
401-S/160 odcr Metrohm Eh 147 vorgenornmen. Filr p1-I-Stat-Acidolyscn und Titmtionen vcr- 
wcndeten wir dcn Titrator TTT Ic, kombinbrt rnit Titrigraph SRR Zc, dcr Fa. Radiometer, 
Kopenhagen, odcr den Combi-Titrator 3 D der Fa. Metrohm, Hcrisau. 

Bestimmung deer G e s J ~ . n d i g k e i ~ s k o n s l a ~ ~ ~ .  1,s-3 in1 90proz. TFEt wurden im Titriergefbs 
vorgelegt. und rnit O , ~ N  HCI in 90proz. TFEt auf das gewanschtc pII eingcstellt, worauf man 
3040 pmol dcs geschtitzten Dipeptidderivatcs, geliist in 200 pl Chloroform, zugab. Die Auf- 
zeichnung der zur Protonierung der freiwerdenden a-Aminogruppen bcnfitigtcn Sauremenge als 
Funktion der Zeit erfolgtc nun automatisch durch das als pH-Stat geschaltete Geriit. Als S%ure 
wurdo O,IN IICl in Wproz. TFEt aus einer 0,5 ml-Kolbenbiirette zugegehon. Zur Berechnung 
dcr R,-Wcrte wurden jeweils vcrschiedene Punktc dcr Kurvcn ausgewatet. 

Diese Methoclc war bei der Abspaltung von Trt aus 2-Lys(Trt}-OMe infolge Protonierung der 
~ritylaminogruppe (pK8 .- 6,O in 90proz. Tli%t) nicht anwendhr. Es wurden daher na,ch ver- 
schicdenen Zeitcn Probcn entnommen und nach Vcrdunncn rnit dem glcichcn Volumcn Dioxan 
zur ht immung  Jcs nicht gespaltencn Ausgangsproduktcs rnit wiisscriger Natronlauge zuriick- 
titricrt. 

Rerdpavutive Acidolysell wurden so ausgefilhrt, dass dic in 9Oproz. TFEt, natigenfalls unter 
Zusatz von Methylenclilorid oder Chloroform, gelastcn Peptide (c .- 1-10%) bei den gewiinschtcn 
pH-Werten gespalten wurdcn. 

Bei der Abspaltung von Trt in Gcgenwart von Rpoc oder pP.c h i  pH H ist es zwecb Er- 
rcichung der optimalen Selel&ivit&t wichtig, dass lokalc pH-Unterschreitung wahrend der Saure- 
zugabe m0glichs.t vermiedcn wird: zu Jcin in 90prox. TFEt gelasten Pcptid (c < 0,005M) Wird 
vom pH-Stat unbr starkem RUhren einc 0,05-0,1~ Lijsung von l iCl  in TFEt/H,O 1 : 1 dosiert. 

Die Aufarbcitung der Ansatze kann, jc nach Peptid und pH-Wert dcr Usung, auf ver- 
schicdene Weisc erfolgen, in vielcn FUlcn z. B. durch einfaches Eindampfcn zur Trocknc oder 
Zugabe von t-Hutylalkohol, Eincngcn untl Lyophilisiercn. Die aus den Schutzgruppen ent- 
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Tabelk 5 .  Neue Dipe9tid- und Aminosaure-Ueriuale 
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Verbind u ng Elemcntarf o rmel TAsungsmittef Smp.a) 
zur Kristallisation 

Trt-Val-Val-OMe b) ~ w % J N 2 ~ 2  Mcthrmol/H,O 182-183" 
Trt-Gly-Val-OMe 0 )  ~27%0N,O3 amorph 
Bpoc-Val-Val-OMc d) Cg7H,N,O5 amorph 
Dpoc-Im-Val-OMe c) ~8~2SN,C), amorph 
BpoC-Gly-Val-OMe ') CzeHWNZC), Esigostcr/licran 150' 
IJpoc-Val-Val-OMe 9) C81H88N8"S Mcthanol/H,O 117-11 8" 
~C-Leu-Val-OMC') C28HUN2C15 Mcthanol/H,O 115-116" 

amarph 
70-72" 

Blig 
11.9-.120" 

Ppoc-Val-OH ~lSH,,N% EssigcstcrlHcxan 1Q1-103° 

Ppoc-Gly-Val-OMe r) n) ClsH,,Nz% 

Essigestcr/Hexan 102-1 0.5'' Bpoc-Val-ONp C,,H"s", 
'PPOC-GI~-ONP ') cl,Hl8Nd% 

PPOC-~U-ONP C,,H,N,", Ucnzol/Hcxan 97-1 00" 

Trt-Val-ON Su %9H2,Nz% Methanol/H20 

P p o c - l ~ ~ i - O H  cl,%NC), &nzol/Hcxan 

Ppoc-Val-ONp i) G,H,NaC), olig 
Z-I,ys(Trt)-OMe') k) C&34NaO4 amorph 
Z-Lys( Bpoc)-OMei) I )  C I , ~ L W ) ,  amorph 

Uie Snip. wurdcn im Biichi-Appwat in offenor Kapillsrc bestimmi: und sind nicht korrigicrt. 
Aus Trt-Val-ONSu + HC1- H-Val-OMc + N-Mcthyhnorpholin, 25 Std. bei 604 in CHCl,; 
Ausbeute 40%. 
Aus Trt-Cly-OH + I.1-Val-OMe -k 1-liydroxybenzotriazol +- DCCI, 20 Std. 25" in &&ester. 
Aus SjO,-Saulc eluisrt rnit CHCl,/Hexan 7 :3. 
Aus Bpoc-Val-ONp + HCl 9 €3-Val-OMo + N-McthylInoq)holin, 5 Std. 60" in UMF. Aus 
Si0,-Saule cluicrt mit CHCI,/Hcxan 7 : 3 ; Ausboutc 54%. 
Aus Bpoc-Ixu-OH + I l C l *  H-Val-OMe via geinischtes Anhydrid init Isobutyl-chlr)rofiirmiat 
+ Triathylamin, in Acetonitril. Gcreinigt an 50,-Saule; cluiert mit E.ssigestcr/Petrolather 
1: l .  
Kondensation dca gcschatzten AminosOurc-~-ni~ropbcnylcsters rnit HCI * H-Val-OMe + N- 
Methylmorpholin, fiber Nacht bci HT. in DMF. 
Aus Ppc-Val-ONp + HC1. H-Val-OMc i- N-Methylmorpholh, 8 Std. 60" in DMF; Aus- 
beute 51%. 
Gcreinigt an SiO,-S5ule: eluiert rnit CkiCl,/MeOH 97: 3. 
Gereinigt an Si02-Saule ; eluiert rnit ClICl,. 
Aus Z-Lys-OMc . HCl + Trt-CJ f 'I'riathylamin, 2 Std. 25' in DMF. 
AUI 2-Lys-OMc . I1Cl-l- [2-(~-Biphcnylyl-)isoproyyl~-phcnylcarbonat -t Trjiithylamin. 3 Stcl. 
60" in DMF. 

standenen Reaktionsprudulcte sind sehr lipophjl und kiiancn daher leicht von den gcschutztcn 
Pcptiden abgctrennt werdcn, z. B. durch Extrahieren rnit Ather. 

Uic pK-Wcrtc der ionogencn Gruppen sind lJei der pli-Stat-Acidolysc zu berlicksichtigcn, 
da sic die zur Schutzgruppcnabspaltung benfitigte Saurcmenge beeinflussen konnen. Wir fandcn 
bei Titrationcn in QOproe. TFEt folgmde yK,,-Wertc: a-NH, (1%- oder hi5hcre Peptide) 5 , 7 4 , 3 ;  
a-COOH (Tri- oder hiiherc Peptidc) 4,0-4,6; lmidazol vcm His 5,6; Essigsaure 5,2. 

DiilPllschichfchromatogy~~hie. Dcr Verlauf dcr Acidolyscn wurdc mittels chromatogrrrphisclicr 
Ptoben auf Silicagclplatten (SL 254 der Fa. A d e s ,  Birsfddcn) iibcrprijft, wozu vcrschiedone 
wawerig-organische Usungsmittelaystcme (vgl. z. R, Lll]) dienten. ZUak Nachweis dcr lipophilen 
Rodukte aus dcn Schutzgruppen wurde Tolurl als FIiessmittcl verwendct. Es crgab folgencle 
Rf-Werte: Triphcnylmethanol 0,21; Trityl-trifl~orathylather~) 0,57 ; 2~-Bipbenylyl-2-propand 
0,05 ; 2-P-BiphenyIyl-propcn 0,56. 

') 
- .- .- - 

Dieses Dcrivat (Smp. 1227 entstcht, zusatzlicb zu Triphenylmcthanol, bei dcr Abspaltung 
von N(a)-T.t nit 100 od. 90% TFEt bei 60". 
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Far wertvolle technische Mitarbeit danken wjr Frau V, v o i  AYX unil den Herren H .  R. Keller 
und B. Sumdsvmalm. 
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117. Selektive Syntheeen rnit Organornetallen IV 1) : 
Gezidte Hydroxylierung von Allylstellungen 

von Giinter Rauchechwalbe und Manfred Schlosser 
Institut dc Chimie Organique de I'Universit8, Rue dc la Barre 2, CH-1005 Lausanne 

(21. 2. 75) 

Summauy. Conversion of alkenes into 2-alken-1-01s of predictablc constitution and con- 
figuration can be readily achieved via alkonylpotassium and boronic ester intermediates. 

Die gute Zuganglichkeit von Allylmetall-Verbindungen [24] lud dazu ein, ihre 
Abwandelbarkeit durch manchcrlei elektrophile Agentien [S] zu erkunden. Aus me- 
thodischen Griinden reizte besonders der Ersatz des Metalls durch cine Hydroxyl- 
Gruppe. Mit Schwierigkeiten musste man rechnen. In  Einzelfdlen wares ja schon ge-. 
lungen, Organornetall-Verbindungen durch Behandeh mit Luftsauerstoff in die ent- 
sprechenden Alkohole oder Phenole zu uberfiihren ; die Ausbeuten befriedigten jedoch 
selten und meist herrschten Stbr- und Ausweichreaktionen vor [6-9]. Diese Erfahrung 
bestiitigte sich, als wir (Z)-2-Buten-l-yl-kalium [3] zu oxydieren versuchten. Das er- 
hoffte (Z)-Z-Buten-l-ol war nur als Nebenbestandteil cines Substanzgemisches nach- 
zuweisen, und das Ergebnis besserte sich nicht, als man Nitrcvbenzol [SO] [ll] sowie 
Peroxide [lZJ [13] oder Perester [13] [14] anstelle des Sauerstoffes als Oxydations- 
mittel einsetzte. 

Offenbar verlangen die empfindlichen und umwandlungsfreudgen Allyl-Derivate 
ein schonenderes Vorgehen. Als recht brauchbar erwies sich nun e h  zweistufiges Ver- 
fahren, das zunachst die Organometall-Verbindung 1 mit Fluordimethoxyboran zu 
einem Borons2iureester 2 kondensiert und diesen dann mit Wasserstoffperoxid unter 
Freisetzung eines Allylalkohols 3 spaltct. Ausgehend von Z-Buten (,TIE-Gemisch) 
gelangten wir so in 50% Ausbeute zu recht reinem (Z)-2-Buten-l-ol (3; R = H). 
1) 

--.-- 
111. Mitt. : S. [l]. 


