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232. <<Push-Pulln-Acetylene als Hilfsmittel zur Synthese von Peptiden’) 

von Markus Neuenschwander*), Hans-Peter Fahrni3) und Ulrich Lienhard4) 

Institut fur Organische Chemie der Universitat Bern, 3012 Bern, Freiestrasse 3 

( 5 .  VII. 78) 

Peptide Synthesis by Means of ‘Push-Pull’-Acetylenes 

Summary 
‘Push-pull’-acetylenes 1 are excellent reagents for peptide synthesis: Addition 

of ‘push-pull’-acetylenes to solutions of N-protected amino acids (or vice versa) gives 
enol esters 5,  which react selectively with the amino function of a second amino acid. 
In this way serine, tyrosine, 4-hydroxyproline, cysteine as well as histidine are linked 
to form dipeptide esters without protection of the second functional group (OH, SH 
or NH). The amount of racemization is very low. Similarly tri- as well as tetrapep- 
tides are available. The versatility of the reaction is discussed. 

1. Einleitung. - ccPush-Pull))-Acetylene 1 [5] [6] setzen sich mit Carbonsauren un- 
ter schonenden Bedingungen annahernd quantitativ zu 3-Acyloxy-acrylamiden (2) 
urn [ 11 [5] [7] (Schema 1). Da die Addition der Carboxylgruppe sehr selektiv verlauft 
[ 11, sind auch Carbonsauren, die weitere funktionelle Gruppen tragen [2] [8], zur Re- 
aktion 1 + -+ 2 befahigt. Die anfallenden Enolester 2 lassen sich mit primaren und 
sekundaren Aminen in schonendem Eintopfverfahren zu Amiden 4 umsetzen [ 11. 
Das ausgepragt selektive Verhalten der Enolester 2 geht aus Versuchen zur Synthese 
von Estern und Anhydriden hervor, indem selbst bei erhohter Temperatur und bei 
Katalyse mit Sauren oder Lewis-Sauren keine Reaktion erzwungen werden kann [I]. 

Die bisherigen Arbeiten zeigen, dass ((Push-Pull))-Acetylene vielen Anforderun- 
gen geniigen, die an gute Peptid-Reagentien gestellt werden mussen. Wir berichten 
im folgenden iiber erfolgreiche Versuche zum Einsatz der Acetylene 1 in der Peptid- 
Synthese. 

2. Orientierende Versuche zur Synthese von Peptiden. - 2.1. Praparative Optimie- 
rung der Reaktionsbedingungen. Erste Vorversuche zeigten, dass sich die Acetylene 
la-ld mit Z-geschiitzten’) Aminosauren6) leicht umsetzen: So wird bei der Reaktion 

I )  

2, 
3, Teil der Dissertation [3]. 
4, Teil der Dissertation [4]. 
5, Z = C6H&HzOCO-(Benzyloxycarbonyl-Gruppe). 
6, 

16.Mitt. iiber substituierte Arninoacrylderivate. 15.Mitt.: [I]; Kurzmitt.: [2]. 
Anfragen sind an diesen Autor zu richten. 

Es sei hervorgehoben, dass auch beim Einsatz freier Aminosauren selektiv die Carboxylgruppe 
reagiert. 
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von Z-Glycin mit l c  in Dichlormethan nach 2 Stunden bei 20" der kristalline 
Enolester 5c (R6= H) in einer Ausbeute von 98% isoliert (Schema 2). Die Verbin- 
dung ist bei Raumtemperatur uber Tage stabil und kann bei - 20" monatelang ge- 
lagert werden. 

Wird dem Reaktionsgemisch aus Z-Glycin und l b  nach 1 Stunde 1 Aquiv. Ben- 
zylamin zugefugt, so lasst sich nach weiteren 2 Stunden kristallines N'-Benzyl-2 N-  
Z-glycinamid in 86% Ausbeute isolieren. Bei Verwendung von 5- 10% uberschuss an 
cPush-Pull)>-Acetylen steigt die Ausbeute auf 97%. 

Bei der Synthese von Peptiden uben das verwendete Losungsmittel, die Reak- 
tionstemperatur und -dauer einen wesentlichen Einfluss auf den Racemisierungs- 
grad, die Ausbeute und die Reinheit der Produkte aus. Am Beispiel der Synthese 
des Dipeptids Z-Ala-Phe-OMe7) wurde vorerst gezeigt, dass die Bildung des Enol- 
esters 5b (R6 = CH,) im ublichen Konzentrationsbereich (0,l-0,2 M-Losungen) bei 
20" nach 2 Stunden (= tl*)) praktisch abgeschlossen ist, wahrend die Umsetzung des 
Enolesters 5b (R6 = CH3) rnit Phenylalanin-methylester7) erst nach 10-12 Stunden 
(= t28)) beendet ist. Der Einfluss des Losungsmittels ist weniger ausgepragt, doch 
sinken die Ausbeuten rnit zunehmender Losungsmittelpolaritat um einige Prozent 
ab. 

2.2. Kinetische Optimierung der Reuktion. Die Umsetzung von chiralen Amino- 
sauren rnit ((Push-PullwAcetylenen 1 bzw. rnit den Enolestern 5 kann sehr einfach 
in einer thermostatisierten Polarimeterzelle verfolgt werden: Figur 1 zeigt, dass die 
Reaktion von je 0 , 2 ~  Losungen von Z-Alanin und lc  in Dichlormethan nach 2-3 
Stunden beendet ist. 

') 

*) 

Bei chiralen Aminosauren rnit fehlenden Angaben iiber die Konfiguration handelt es sich stets urn 
L-Aminosauren. 
Mit tl wird die Reaktionsdauer der Umsetzung l+Z-Aminosaure+5, rnit t2 die Reaktionsdauer der 
Umsetzung 5+ Aminoslureester + 6 bezeichnet (vgl. Schema 2). 
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Fig. 1. Zeifliche Anderung 
des Drehwerfs bei der 
Reaktion von 2-Alanin 
mit lc (CHzC12, 20°, je 
0 , 2 ~  Losungen): Bestim- 
mung von t18) 

1 2 3 L 5 6 t lSturden1 

Fig.2. Zeitliche Anderung des Dwliwerrs 
bei der Reaktion des Enolesters 5b 
(R6= H) mit Leucin-methylester 
(CH2C12,20°, je O , ~ M  Losungen): 
Bestimmung von tZ8) 

2 L 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Wie die Umsetzung des aus Glycin und l b  bereiteten Enolesters 5b (R6= H) mit 
Leucin-methylester lehrt (Fig. 2), erfordert die Aminolyse des Enolesters 5 einen et- 
was hoheren Zeitaufwand und ist in 0 , l ~  Dichlormethanlosung nach rund 10-12 
Stunden abgeschlo~sen~). 

Zusammenfassend ergeben die kinetischen Optimierungsversuche fur Routine- 
ansatze eine Reaktionsdauer t, von 2-3 Stunden und t2 von 10-12 Stundens). Es sei 
betont, dass die optimale Reaktionsdauer rnit dem zur Aminolyse eingesetzten Nu- 
cleophil variiert. Bei sterisch gehinderten Aminosaureestern empfiehlt sich eine po- 
larimetrische Kontrolle des Umsatzes. 

9, Fur die Reaktion wurde Leucin-methylester-hydrochlorid eingesetzt und mit 1 Aquiv. N-Methyl- 
morpholin versetzt. Da der Drehwert eines Arninosaureester-hydrochlorids vom pH-Wert der Lo- 
sung ahhangt, konnte die anfangliche Abnahme des Drehwerts durch einen pH-Effekt hervorgeru- 
fen werden. 
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3. Synthese einfacher Peptidester. - 3.1. A Ilgemeines. Bei der Umsetzung von 
N-geschiitzten Aminosauren rnit ((Push-Pull))-Acetylenen 1 entstehen Enolester 5, 
die sich mit dem Ester einer zweiten Aminosaure zum Dipeptidester umsetzen kon- 
nen’O). Die in Schema 2 formulierte Reaktion kann praparativ sehr einfach ohne 
Isolierung des Enolesters 5 durchgefiihrt werden: Normalerweise wird die N-ge- 
schiitzte Aminosaure in Dichlormethan vorgelegt und bei - 10 bis 0” mit einer Lo- 
sung von 1 in Dichlormethan versetzt. Nach 2 Stunden (= t l )  bei Raumtemperatur 
wird je 1 Aquiv. Aminosaureester-hydrochlorid und N-Methylmorpholin zugege- 
ben, iiber Nacht (= t2) bei Raumtemperatur geriihrt und durch einfaches Ausschiit- 
teln rnit verdiinnter Saure oder durch Chromatographie an Silicagel aufgearbeitet. 
Im allgemeinen werden reine farblose, kristalline Rohprodukte isoliert, welche nach 
einer Umkristallisation mit den Literaturwerten ubereinstimmende Schmelzpunkte 
un.d Drehwerte zeigen. 

3.2. Wukl des Acetylens 1. Die Wahl des ((Push-Pull))-Acetylens richtet sich nach 
dessen thermischer Stabilitat, der Reaktivitat der daraus bereiteten Enolester sowie 
der einfachen Aufarbeitung der Reaktionsgemische. 

4-Dimethylamino-3-butin-2-on [ 5 ]  ist aus Stabilitatsgriinden zur Peptidsynthese 
wenig geeignet 1191. 4-Diathylamino-3-butin-2-on (la) [6] ist thermisch wesentlich 
stabiler als das Dimethyl-Derivat, doch bereitet die chromatographische Abtren- 
nung des ((Wasseraddukts)) 3a Schwierigkeiten: 3a wandert auf Silicagel als Keton/ 
Enol-Tautomerengemisch in sehr breiter Zone und verunreinigt den Dipeptidester 6.  
Die Reinigungsprobleme lassen sich durch Ersatz der Dialkylaminogruppe in 1 
durch einen N-Methylpiperazin-Ring (Ib, Ic, Id) beseitigen: Zur Abtrennung des 
ctWasseraddukts:o 3 geniigt in diesen Fallen meist das Ausschiitteln rnit verdiinnter 
Saure oder das Filtrieren iiber Silicagel. Somit weisen Ib und Ic sehr giinstige Ei- 

2-NH-LH- R 6 e  -NH- 5e H- -OCH, 

6 
- 
lo) Die zweite Aminosaure kann auch in freier Form eingesetzt werden, doch sind die Aminosaureester 

besser loslich, ferner die Z-Peptidester 6 in der Literatur besser charakterisiert. 
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genschaften auf"). Dagegen kommt Id trotz guter Saureloslichkeit des ((Wasserad- 
dukts)) nur in Ausnahmefallen in Frage, da die Reaktionsfahigkeit der daraus be- 
reiteten Enolester 5d im Vergleich zu 5c geringer ist. 

3.3.  Ergebnisse. Ausgehend von l b  werden die rohen Dipeptidester in Ausbeuten 
von 81-94% gewonnen (Tab. I ) .  Ihre Schmelzpunkte zeigen an, dass der Gehalt an 
Verunreinigungen klein sein muss. Bei der Umkristallisation lassen sich Verluste 
(2,5-5%) in engen Grenzen halten. 

Tabelle 1. Mit Hilfe von lb  synthetisierte einfache Peptidester 

Peptidester Rohprodukt Reinpradukt tlC) 
[Std.] [Std.] [%I Smp.a) [%I Smp.a)b) 

Z-Ala-Gly-OMe 92,5 93,5 90 96-96,5 ([lo]: 94-96) 2 48 
Z- Ala-Val-OMe 85 80,5 81 83 ([Ill: 84) 2 80 
Z-Ala-Phe-OMe 81 97 77 99 ([12]: 101) 2 12 
Z-Gly-m-Phe-OMe 94 84-86 90 84 ([13]: 80) 2 12 

([ 141: 132) 2 12 
Z-Gly-PheiGly-OEt 93 114-116 89 116-117,5 ([14]:116,5) 2 12 
Z-Gly-m-PheiGly-OEt d, 92 129 87 131 

a) 

b, [a]~-Werte, vgl. exper. Teil. 
C) 

d, 

In ". Angabe von nur einem Wert bedeutet, dass die Verbindung innerhalb eines Grades vom an- 
gegebenen Wert an aufwarts schmilzt. 

tlund t2*) wurden nicht in allen Fallen optimiert. Oft wurde sicherheitshalber eine lange Reaktions- 
dauer gewalt .  
i heisst: Dort wurden die Molekeln verknupft. 

Tabelie 2. Mit Hilfe von l c  synthetisierte einfache Peptidester 

Peptidester Rohprodukt 

[XI Smp.a) 

Reinprodukt t lC)  t 2 9  
[Std.] [Std.] 

Z- Ala-Gly-OMe 
Z- Ala-Val-OMe 
Z-Ala-Phe-OMe 
Z-Leu- Ala-OMe 
Z-Gly-Val-OMe 
Z-Ile-Ile-OCH2Ph 
Z-Gly-PheiGly-OEt 
Z-Leu-AlaiGly-Val-OMe 
Z-AsD(O-t-Bu)-PheiVal-OMe 

97 
98 
97 
98 
97 
87 
98 
9s 
97 

94-96 91 
79-83 84 
97-100 88 
77 77 

119 75 
114,5-116 90 
154-156 82 
115- 117 85 

96 
83,5 
99 
94 

122 
116,5- 117 
158-160 
119 

([lo]: 96) 2 9  12 

([Ill: 99) 2 9  12 
([Ill: 84) 2d) 24 

12 36 
24 SO 
18 24 

([14]:116,5-117) 2 12 

6 18 
([15]:160) 12 12 

a) In ". Angabe von nur einem Wert: Schmelzbereich innerhalb eines Grades vom angegebenen Wert 
an aufwarts. 

b, [ab-Werte, vgl. exper. Teil. 
C) tlund tz8) wurden nicht immer optimiert. Oft wurde sicherheitshalber eine lange Reaktionsdauer 

gewahlt. 
d, 1 Std. bei 0", dann 1 Std. bei 20". 
e )  Produkt olig. 
f, - heisst: Dort wurden die Molekeln verkniipft. 

11) Wlhrend sich bei l b  das ((Wasseraddukt)) 3b sowie nicht umgesetzter Enolester 5b besonders leicht 
abtrennen lassen, liegen die Vorteile von l c  in der guten thermischen Stabilitat, der einfachen Hand- 
habung des kristallinen Acetylens und der im Vergleich zu 5b erhohten Reaktionsfahigkeit der Enol- 
ester 5c. 
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Noch bessere Ergebnisse werden mit l c  erzielt, da die Enolester 5c im Vergleich 
zu 5b etwas reaktiver sind (Tub. 2). Selbst Aminosaureester rnit stark abgeschirmter 
Aminofunktion wie Phenylalanin-methylester oder insbesondere Isoleucin-methyl- 
ester lassen sich problemlos als Nucleophile einsetzen. Ebenso gelingt die Verknup- 
fung der aus Z-Dipeptiden bereiteten Enolester 2c (R3 = Z-NHCHRCO-NHCHR-) 
rnit Aminosaureestern zu Tripeptiden oder rnit Dipeptidestern zu Tetrapeptiden. 

4. Peptidester aus Aminosauren rnit weiteren funktionellen Gruppen. - Da ((Push- 
PullwAcetylene rnit Carbonsauren sehr vie1 leichter reagieren als rnit Aminen [5] 
[ 161 oder Phenolen [ 171, kann beim Einsatz polyfunktioneller Aminosauren mit 
einer bevorzugten Reaktion der Carboxylgruppe gerechnet werden. In der Tat rea- 
giert Z-Serin rnit lb  annahernd quantitativ zum Enolester 5b, und die anschliessen- 
de Verkniipfung rnit Glycin-athylester gelingt in guten Ausbeuten. Die Versuche 
von Gais & Lied [8]12) lassen erwarten, dass bei einer Konkurrenz zwischen Carbo- 
xylgruppe und OH, NH oder SH-Gruppe stets selektiv die Carboxylgruppe an 1 ad- 
diert wird. 

Aus Tabelle 3 geht hervor, dass die Enolester 5 ihrerseits bei einer Konkurrenz 
zwischen NH,-, OH- und SH-Gruppen sehr selektiv die Aminofunktion bevorzugen 
(Reaktion mit Serin, Tyrosin, 4-Hydroxyprolin und Cystein). Von besonderem In- 
teresse ist, dass Cystein ohne Schutz der SH-Funktion leicht verknupft werden kann, 
ebenso dass Histidin sehr selektiv mit der nucleophileren 2-Aminogruppe reagiert. 

Deutlich schlechtere Ausbeuten werden bei der Synthese von Z-Phe-His-Leu- 

Tabelle 3. Peptidester aus Aminosauren rnit weiteren funktionellen Gruppen (OH,  SR, N H )  

Peptidester 1 

Z- Ala-Ser-OMe 
Z-Ala-Ser-OMe 
Z-Ser-Gly-OEt 
Z-Ala-Tyr-OMe 
Z-Ala-4-Hyp-OMe 
Z-Ala-Met-OMe 
2- Ala-Cys-OMe 
Z-Ala-His-OMe 
Z-Arg(7N-NO*)-Ala-OMe 
Z-Phe-His-Leu-OMe ) 

lb 
l c  
l b  
l c  
l c  
l c  
l c  
Id 
l b  
l c  

Rohprodukt 

[XI Smp.a) 

83,5 121 

88 96-98 
99 118-121 
98 e ,  

95 112 
95 160 
62 150,5 
72 K, 

98 128-132 

100 76-79 

Reinprodukt 

["/I smp.")b) 

79 130 ([18]:134) 
90 133,5 ([18]:134) 
81 99 ([11]:106) 
91 122 ([19]:122) 

85 81 
81 115-117 ([20]:116,5-118) 
80 163 
54 154 ([21]:157) 
631 ") 

t l C )  tZC)  
[Std.] [Std.] 

2 60 
2d) 72 
2 24 

12 24 
2d) 15 

2d) 96 
8 24 

12 12 

2 9  12 

2d) 12 

In ". Angabe von nur einem Wert: Schmelzbereich innerhalb eines Grades vom angegebenen Wert 
an aufwarts. 
[rrID-Werte. vgl. exper. Teil. 
t I und t2X) wurdrn nicht immer optimiert. Oft wurde sicherheitshalber eine lange Reaktionsdauer 
gewahlt. 
1 Std. bei On, dann 1 Std. bei 20". 
Produkt olig. 
Reinigung durcb Schiitteln rnit Aktivkohle. 

heisst: Dort wurden die Molekeln verkniipft. 

12)  4-Dimethylamincc3-hutin-2-on setzt sich mit einer Reihe von Carbonsauren, die zusatzlich Hydro- 
xyl-, Amino- und Mercapto-Gruppen tragen, in hohen Ausbeuten zu Enolestern des Typs 2 bzw. 5 
(Serin) um. 
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OMe und von Z-Arg (7N-N02)-Ala-OMe festgestellt. Der deutliche Abfall der Aus- 
beuten bei der Verkniipfung von Z-Phe-His rnit Leucin-methylester konnte auf ste- 
rische Effekte zuriickgehen und moglicherweise durch Erhohung von t2 behoben 
werden. Dagegen sind die Ursachen fur das relativ schlechte Ergebnis bei der Ver- 
kniipfung von 2 N-Z-7 N-Nitroarginin mit Alanin-methylester schwer abzuschatzen. 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ((Push-Pull)~-Acetylene 1 auch zur Ver- 
kniipfung von Aminosauren rnit weiteren funktionellen Gruppen (OH, SH, schwa- 
cher nucleophiles NH2 oder NH) sehr geeignet sind. Besonders vorteilhaft ist die 
Tatsache, dass zusatzliche funktionelle Gruppen weder die Addition der Carboxyl- 
gruppe an 1 behindern, noch die Acylierung der zweiten Aminosaure durch 5 beein- 
trachtigen. 

5. Orientierende Versuche zur Peptidsynthese in Wasser. - Aufgrund der ausge- 
pragten Reaktionstragheit sowohl der Acetylene 113) wie auch der Enolester 2 bzw. 5 
gegeniiber Wasser sind gute Voraussetzungen fur eine Peptidsynthese in wasserigen 
Losungen gegeben. Somit konnten die mit dem Enolester 5 zur Reaktion gebrachten 
weiteren Aminosauren in freier Form eingesetzt werden. Durch stufenweise Zugabe 
von 1, Aminosaure, 1 usw. ware ein schrittweiser Aufiau von Polypeptiden in was- 
serigen Systemen ohne Schutzgruppen denkbar, sofern sich die Enolester 2 bzw. 5 
unter diesen Bedingungen bilden (Versuche diesbeziiglich sind im Gange)! Dabei ist 
allerdings zu beriicksichtigen, dass in diesem Fall Wasser in grossem Oberschuss 
vorliegt, und ferner sowohl die enviinschten Reaktionen (Peptidsynthese) wie die 
unenviinschten Nebenreaktionen pH-abhangig sind. 

Da die Aminolyse der Enolester 5 (t2) betrachtlich langsamer verlauft als die 
Carbonsaure-Addition an 1, haben wir die Hydrolysegeschwindigkeit eines Enol- 
esters 5 in Abhangigkeit vom pH einer wasserigen Pufferlosung bestimmt. Fur den 
Zerfall des aus Z-Glycin und l b  gebildeten Enolesters 5b (R6=H) werden bei 20" 
folgende Halbwertszeiten gemessen: 86 Stunden bei pH 4,7, 44 Stunden bei pH 6,0, 
18 Stunden bei pH 7,O und 12 Stunden bei pH 8,O. Damit wird deutlich, dass die 
Hydrolysebestandigkeit der Enolester 5 in schwach saurem Gebiet sehr gross ist, 
dagegen in schwach basischem Milieu envartungsgemass absinkt, so dass die ge- 
wiinschte Aminolyse des Enolesters 514) in basischem Milieu durch die Hydrolyse 
konkurrenziert wird. 

Die Umsetzung einer 0 , l ~  wasserigen Losung des Enolesters 5b (R6=H) rnit 
einer Aufschlammung von Phenylalanin ergibt bei pH 7,15 Z-Gly-Phe in einer Roh- 
ausbeute von 82 bzw. einer Reinausbeute von 53%. Dieses Experiment zeigt, dass 
die Idee einer Peptidsynthese mittels der Acetylene 1 in Wasser (oder wasserhaltigen 
Losungsmitteln) nicht von der Hand zu weisen ist, dass aber noch wesentliche Opti- 
mierungen notig sind, wenn die Ausbeuten in aprotischem Milieu erreicht werden 
sollen (Tab. 1-3). 

6. Racemisierungstests. - Bei der Synthese von Peptiden sollte der Kupplungs- 
schritt weitgehend ohne Racemisierung ablaufen. Die Racemisierung tritt bei den 
13) Dies gilt fur neutrales Milieu. Dagegen konnen die Acetylene 1 rnit Wasser in saurem oder Lewis- 

saurem Milieu zur Reaktion gebracht werden [5].  
14) Fur die in Figur 2 wiedergegebene Reaktion von 5b (R6= H) mit Leucin-methylester-hydrochlorid 

in Dichlormethan bei 20" in Anwesenheit von 1 Aquiv. N-Methylmorpholin betragt die Halbwerts- 
zeit der Aminolyse ca. 4 Stunden. 

83 
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iiblichen Synthesemethoden normalenveise bei der aktivierten Carbonylkomponen- 
te auf, wobei vor allem der Azlacton-Mechanismus von Bedeutung ist. Ausserdem 
kaiin bei Aminosauren rnit elektronenabziehenden Gruppen am C (2)-Atom eine di- 
rekte Deprotonierung zur Racemisierung fiihren. 

6.1. Der Anderson-Callahan-Test [22]. Z-Gly-Phe wird mit l b  (in Dichlormethan 
oder Aceton) sowie rnit l c  (in Dichlormethan) aktiviert und rnit Glycin-athylester 
umgesetzt. Aus der 2proz. Losung des gebildeten Tripeptids in Athanol sollte bei 
Racemisierung zuerst das Racemat auskristallisieren, das gravimetrisch sowie durch 
Bestimmung des Schmelzpunkts bestimmt wird [22]. Innerhalb der Nachweisgrenze 
(1-2% Racemat) kann aber keine Racemisierung festgestellt werden. 

6.2. Der Young-Test [23]. Aus dem relativ racemisierungsempfindlichen Benzo- 
yl-L-leucin und Glycin-athylester wird PhCO-Leu-Gly-OEt hergestellt; aus der opti- 
schen Drehung des Rohprodukts lasst sich der maximale Ra~emat-Anteil’~) berech- 
nen, wobei die Empfindlichkeit auch hier etwa bei 1-2% Racemat liegt [23]. 

Der Young-Test ergibt bei Aktivierung von Benzoyl-L-leucin mit lc  in Dichlor- 
methan und Reaktion rnit Glycin-athylester-hydrochlorid einen Racemat-Anteil im 
Dipeptide~ter’~) von 4,7%, im polaren Dimethylformamid erhoht sich der Racemat- 
Anteil auf 12,9%. 

Diese Resultate sind im Zusammenhang rnit der meist weit grosseren Racemisierung zu werten, wel- 
che Williams & Young 1231 bei andern Peptid-Syntheseverfahren fanden. So ergibt die Dicyclocarbodi- 
imid-Methode im Young-Test eine Racemisierung zwischen 40 und 85%. Mit dem von Woodward vorge- 
schlagenen N-Athyl-5-phenylisoxazolium-3’-sulfonat [24] werden Racemat-Anteile von 4-37% festgestellt, 
je nach verwendetem Losungsmittel und eingesetzter Base. Selbst bei der als racemisierungssicher gelten- 
den Azidmethode [251 tritt eine Racemisierung von 0 bis 12% ein. 

6.3. Racemisierungstest nach Sieber & Riniker. Kiirzlich berichteten Sieber & 
Riniker [26] uber eine unerwartet starke Racemisierung bei der Verkniipfung der 
Teilsequenz 11-16 rnit der Teilsequenz 17-28 von Calcitonin M mittels der Azid- 
Methode. Dieses Phanomen wurde bei der Kupplung von Z-Asp (0-t-Bu)-Phe rnit 
Valin-methylester-hydrochlorid naher untersucht. Die Ubertragung dieses Tests auf 
dieselbe, aber mittels l c  durchgefuhrte Kupplung ergibt folgenden Gehalt an 
~-Phenylalanin’6)’’): 2,1% in Dichlormethan, 2,4% in Acetonitril und 2,7% in Di- 
methylformamid. 

6.4. Folgerungen. Verglichen mit andern Methoden kann die Peptidsynthese 
iiber <(Push-Pull))-Acetylene als weitgehend racemisierungssicher bezeichnet wer- 
den. In dieser Hinsicht unterscheiden sich ((Push-Pull))-Acetylene sehr wesentlich 
von den von Viehe et al. [27] zur Peptidsynthese herangezogenen reaktiven Inami- 
nen, bei welchen eine betrachtliche Racemisierung festgestellt wird [28]. 

15) Die korrekte Zusammensetzung des Reaktionsgemischs wird mittels Elementaranalyse gepriift [23]. 
Es ist jedoch moglich, dass Verunreinigungen die optische Drehung reduzieren, ohne die Elementar- 
analyse stark zu verfalschen. 

16)  Z-Asp(0-t-Bu)-Phe wird rnit l c  aktiviert und rnit Valin-methylester-hydrochlorid verkniipft. 
Danach wird das rohe Tripeptid einer sauren Totalhydrolyse untenvorfen. Die resultierenden 
Aminosauren werden in Isopropylester ubergefuhrt, trifluoracetyliert und chromatographisch in die 
D- und L - F o ~  aufgetrennt. Vom gemessenen Gehalt an D-Phenylalanin wird der auf die Racemi- 
sierung bei der Totalhydrolyse zuriickzufiihrende Anteil abgezogen. 

1 7 )  Wir danken Herrn P. Sieber, Cibn-Geigy A G. Basel. fur die Durchfuhrung dieses Tests. 
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7. Diskussion und Zusammenfassung. - Im Vergleich zu Inaminen reagieren die 
cdnamin-carbonylsysteme>> 1 bei der Peptidsynthese sehr vie1 selektiver und weitge- 
hend racemisierungsfrei, wahrend verschiedene Folge- und Nebenreaktionen 
sowohl der Inamine wie der daraus bereiteten Enolester [28] [30] nicht beobachtet 
werden. Bei der Peptidsynthese iiber Isoxazoliumsalze von Woodward & Woodman 
[3 11 entstehen N-monosubstituierte 3-Acyloxy-acrylamide des Typs 5,  deren Amid- 
funktion Nebenreaktionen eingehen kann [32]. Dies ist bei den aus ((Push-Pull ))- 
Acetylenen 1 bereiteten Enolestern 5, welche eine Dialkylamidfunktion tragen, 
nicht moglich. 

Die ausgepragte Selektivitat sowohl von 1 gegeniiber Carboxylgruppen als auch 
von 5 gegeniiber Aminfunktionen fuhrt dazu, dass Aminosauren mit weiteren funk- 
tionellen Gruppen meist problemlos verkniipft werden konnen. Ferner bietet sich 
die Moglichkeit zur Peptidsynthese in wasserhaltigen Losungsmitteln oder in Was- 
ser an. Die hohere Selektivitat der Acetylene 1 im Vergleich zu Inaminen hat erheb- 
liche Vorteile (vgl. oben), fiihrt aber auch zu einer geringeren Reaktivitat [29]. Wah- 
rend die Reaktionsdauer t?) zur Synthese von Di-, Tri- und Tetrapeptiden in den 
meisten Fallen im Bereich von 1 Tag liegt, konnte der Geschwindigkeitsabfall bei 
der Verkniipfung langerer Peptid-Teilsequenzen zu einem limitierenden Faktor 
werden. 

Wir danken dem Schweizerischen NutionuSfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung 
(Projekt Nr.2.517-0.76) fur die Unterstiitzung der Arbeit. 

Experimenteller Teil 

Allgemeines. - Zur Synthese von ~Push-Pull~-Acetylenen, s. [5] [6]. Smp.: bei Angaben von nur 
einem Wert liegt der Schmelzbereich innerhalb eines Grades vom angegebenen Wert an aufwarts. Wei- 
tere allgemeine Angaben in [6]. 

1. Orientierende Versuche zur Synthese van Peptiden. 1.1. 3-(4-Ch[arphenyl)-3-(Z-g(ycylloxy-N,N- 
(3-methyl-3-azupentamethylenjacr~~um~d (52, R6= H). In einem 100-ml-Dreihalskolben werden unter N2 
1046 mg ( 5  mmol) Z-Glycin in 25 ml abs. Dichlormethan aufgeschlammt. Bei - 10" wird unter Riihren 
eine Losung von 1314 mg ( 5  mmol) l c  in 10 ml abs. Dichlormethan wahrend 15 Min. zugegeben. Die 
schwach gelbe Losung wird 2 Std. bei RT. geriihrt, bei RT./10 Torr auf cu. 10 ml eingeengt und rnit 
Ather versetzt. Dabei fallt das Produkt aus. Nach inverser Filtration, Tieftemp.-Kristallisation aus 
CHC13/Ather und Trocknen bei RT./10-2 Torr: 2,312 g (98%) farblose Kristalle mit Smp. 112,5-113". - 
NMR. (100 MHz, CDC13): 7,44-7,05 (m, 9 H), da rk  bei 7,20 (s, 5 H); 6,27 (s, 1 H), 5,76 (t, J =  6 ,  1 H); 
5,05 (s, 2 H); 4,17 (d, J =  6, 2 H); 3,53 (br.s, 4 H); 2,45-2,lO (m, 7 H), darin bei 2,23 (s, 3 H)I8). 

C24H&IN3O5 (471,96) Ber. C 61,08 H 5 3 5  N 8,90% Gef. C 61,09 H 5,52 N 8,97% 

1.2. N'-Benzyl-2N-Z-glycinamid. Analog zu 1.1 werden unter N2 418,4 mg (2 mmol) Z-Glycin in 
10 ml CH2CL2 vorgelegt. Bei - 10" wird unter Riihren wahrend 15 Min. eine Losung von 333,4 mg 
(2 mmol) l b  in 5 ml CH2C12 zugetropft, wobei sich das Z-Glycin langsam auflost. Nach 1 Std. bei RT. 
werden bei - 10" 212,2 mg (2 mmol) Benzylamin in 5 ml CH2C12 zugegeben, bei RT. 2 Std. geriihrt und 
im RV. auf ca. 5-10 ml eingeengt. Das Gemisch wird iiber ca. 20 g Silicagel mit CH2Cl2/THF 2: 1 chro- 
matographiert. Die ersten 100 ml Eluat enthalten das gewiinschte farblose Rohprodukt (Kontrolle des 
Eluatiom-Endpunktes im DC. unter UV.-Licht). Nach Abdampfen im RV. und Trocknen bei RT./ 

Torr, 510 mg (86%) farblose Kristalle rnit Smp. 114-1 15". Umkristallisation am EtOAc/Petrolather 
ergibtNadelnmit Smp. 116"([14]: 118-119"). 

18) Weitere spektroskopische Daten sowie Abbildungen der Spektren in [3]. 
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Die analoge Umsetzung von 2 mmol Z-Glycin, 2,2 mmol Ib und 2,3 mmol Benzylamin ergibt nach 
Chromatographie 95% N'-Benzyl-2N-Z-glycinamid niit Smp. 116". 

Die analoge Umsetzung von 2 mmol Z-Glycin, 2,2 mmol l b  und 2 mmol Benzylamin ergibt nach 
Chromatographie 97% N'-Benzyl-2N-Z-glycinamid rnit Smp. 115". 

1.3. Optimierung tler Synthese von Z-Ala-Phe-OMe mit Hive yon lb. - Allgemeine Vorschrifi. In der 
Apparatur von 1.1 werden 446,4 mg (2 mmol) Z-Alaninunter N2 in 10 ml abs. Losungsmittel vorgelegt 
und bei - 10" unter Ruhren wahrend 15 Min. mit einer Losung von 333,4 mg (2 mrnol) lb  versetzt. Dann 
wird auf RT. erwarmt und wahrend tI8) reagieren gelassen. Der entstandene Enolester 5b wird ohne Iso- 
lierung direkt zurn Peptid umgesetzt. Zu der wieder auf - 10" gekiihlten Losung von 5b wird eine Auf- 
schlLmmung von 43 1.4 mg (2 mmol) Phenylalanin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) 
N-Methylmorpholin in 5 ml desselben Losungsmittels gegeben. Nach 20 Min. bei - 10" wird wahrend 
tZ8) bei RT. weitergeriihrt. Das Gemisch wird bei RT./5 Torr auf etwa 5 ml eingeengt und an ca. 25 g 
Silicagel mit CHzCI2/THF 2: 1 chromatographiert. Es bilden sich 3 Zonen: eine dunkelgelbe, fast statio- 
nare, eine gelbe, sehr langsam laufende und eine farblose, rasch laufende Zone, welche das Produkt ent- 
halt. Die ersten 100 ml Eluat werden im RV. eingedampft. Nach dem Trocknen bei RT./10-2 Torr 
werden Ausbeute und Smp. des Rohprodukts bestimmt. Bei der Umkristallisation aus EtOAc/Petrolather 
betragen die Verluste c'a. 5- 10%. Resultate vgl. Tabelle 4. 

Tabelle 4. A usbeuten an 2-Ala-Phe-OMe bei Variation der Reaktionsparumeter 

Losungsmittel t l 9  t 2 9  Aus beu tea) 
[Std.] [Std.] 

[mgl w 1 

Smp.b) 
I "I 

CHzCL2 1 2 469,O 61 97-99 
CHzCLz 1 12 592,l 77 96-98 
CH2CL2 12 24 607,4 79 96-97 
CHZClZ 2 12 599,7 78 97-98 
C H Z C I ~ ~ )  2 12 615,O 80 97-98 
CH3CN 2 12 568,9 14 94-96 
THE: 2 12 592,l 77 94-96 

") Ausbeute nach Chromatographie. 
b, 
c, l@h Uberschuss an lb. 

Das aus EtOAc/Petrolather umkristallisierte Dipeptid hat einen Smp. von 99-100" 

1.4. Kinetische Optimierung der Reaktion yon Z-Alanin mit Ic (s. Fig. I). In einem 50-ml-Zweihals- 
kolben werden bei RT. unter N2 223,2 mg (1 mmol) Z-Alanin in 5 ml abs. Dichlormethan vorgelegt. 
Dazu wird unter Ruhren eine Losung von 262,7 mg (1 mmol) l c  in 5 ml abs. Dichlormethan gegeben. 
Nach 1 Min. werden niit einer Pipette ca. 2 ml Gemisch entnommen und in eine bei 20" thermostatisierte 
Polarimeterzelle gefiillt. Die Reaktion wird durch Messung der zeitlichen Abhangigkeit des Drehwinkels 
verfolgt. 

1.5. Aminolyse von 5b (R6=H)  rnit Leucin-methylester (s. Fig.2).  Analog zu 1.1 werden 5 mmol 
Z-Glycin mit 5 mmol l b  umgesetzt. 3753 mg (1 mmol) des erhaltenen Enolesters 5b (R6= H) werden in 
5 ml CH2C12 vorgelegt und rnit einer Losung von 181,7 mg (1 mmol) Leucin-methylester-hydrochlorid 
sowie 101 mg (1 mmol) N-Methylmorpholin in 5 ml CHzCl2 versetzt. Nach 1 Min. intensiven Riihrens 
werden ca. 2 ml Gemisch in eine bei 20" thermostatisierte Polarimeterzelle gefiillt. Die Reaktion wird 
durch Messung der zeitlichen Abhangigkeit des Drehwinkels verfolgt. 

2. Synthese yon Peptidestern mittels ccPush-Pulla-Acetylenen 1 5)7) (Tab.1, 2 und 3). - 2.1. Allge- 
meine Arbeitsvorschrijl. In einem 100-ml-Dreihalskolben mit Magnetriihrer, Kuhlbad, Innenthermome- 
ter und Tropftrichter mit Druckausgleich werden unter Nz 2 mmol N-geschutzte Aminosaure (bzw. 
N-geschiitztes Peptid) in 10 ml abs. Dichlormethan vorgelegt. Bei - 10" wird unter Riihren eine Losung 
von 2 mmol ((Push-PullwAcetylen 1 in 5 ml abs. Dichlormethan zugetropft. Es wird zwischen 2 und 
24 Std. (= t l )  bei RT. geruhrt (die optimale Reaktionsdauer kann rnit Hilfe des Polarimeters bestimmt 
werden: sobald der Drehwert konstant bleibt, ist die Bildung des Enolesters 5b (bzw. 2b) beendet). Die 
Losung wird bei 0" mit einer Aufschllmmung von 2 mmol Aminosaureester-hydrochlorid (bzw. Peptid- 
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ester-hydrochlorid) und 2 mmol N-Methylmorpholin in 5 ml abs. Dichlormethan versetzt. Nach 12-96 
Std. (= t2) Riihren wird das Losungsmittel im RV. bei 30"/12 Torr entfernt und der Ruckstand mit 30-40 
ml EtOAc versetzt. Die organische Phase wird 2mal rnit je 10 ml 0 , 2 ~  HC1, lmal rnit 5 ml 1~ NaHC03 
und lmal rnit 5 ml Wasser ausgeschiittelt, die Wasserphase kurz mit wenig AcOEt extrahiert und verwor- 
fen. Die organische Phase wird iiber Na2S04 getrocknet und eingedampft. Das farblose oder blassgelbe, 
meist kristalline Rohprodukt wird durch Umkristallisation gereinigt. 

Nach dieser Vorschrift wurden hergestellt (Anderungen sind ausdriicklich vermerkt): 
2.2. Z-Alanyl-glycin-methylester. Aus 446,4 mg (2 mmol) Z-Alanin, 333,4 mg (2 mmol) lb, 251,l mg 

(2 mmol) Glycin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin (tl = 2 Std., 
t2=48 Std.): 544 mg (92,5%) Kristalle rnit Smp. 93,5". Umkristallisation aus AcOEVPetrolather 1: 1 lie- 
fert 528 mg (90%) farblose Kristalle mit Smp. 96-96,5", [a]g= -23,6"19) ([lo]: [ n ] g =  - 25"19)). 

Eine analoge Reaktion rnit 525,5 mg (2 mmol) l c  (t l= 2 Std.20) und t2= 12 Std.) ergibt 571 mg (97%) 
gelbes Rohprodukt rnit Smp. 94-96", Nach Umkristallisation aus AcOEVPetrolather 1: 1 535 mg (91%) 
farblose Kristalle rnit Smp. 96", [a]g= - 23,7"19). 

2.3. Z-Alanyl-valin-methylester. Aus 446,4 mg (2 mmol) Z-Alanin, 333,4 mg (2 mmol) lb, 335,3 mg 
(2 mmol) Valin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin (tl = 2 Std., 
t2= 80 Std.): 570 mg (85%) Kristalle rnit Smp. 80,5". Umkristallisation aus AcOEVPetrolather 1: 1 liefert 
543 mg (81%) farblose Kristalle rnit Smp. 83", [a]?= - 38,3" 19) ([ll]: [a]@= - 38,3"19)). 

Eine analoge Reaktion rnit 525,5 mg (2 mmol) l c  (tl= 2 Std.20), t 2 =  24 Std.) ergibt 659 mg (98%) 
gelbe Kristalle rnit Smp. 79-83", Umkristallisation aus AcOEt/Petrolather 1: 1 ergibt 565 mg (84%) farb- 
lose Kristalle mit Smp. 83,5", [a]?= - 38,6"19). 

2.4. Z-Alanyl-phenylalanin-methylester. Aus 446,4 mg (2 mmol) Z-Alanin, 333,4 mg (2 mmol) lb, 
431,4 mg (2 mmol) Phenylalanin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol N-Methylmorpholin 
(t l=2 Std., t2= 12 Std.): 622 mg (81%) Kristalle rnit Smp. 97-98". Umkristallisation aus AcOEVPetrol- 
ather liefert 591 mg (77%) farblose Kristalle rnit Smp. 99-100", [a#= - 14,1"19) ([12]: [a ]g= - 14,2"19)). 

Eine analoge Reaktion rnit 525,5 mg (2 mmol) l c  ( t l=2  Std.20), t 2 =  12 Std.) ergibt 746 mg (97%) 
gelbe Kristalle rnit Smp. 97-100". Umkristallisation aus AcOEVPetrolather 1: 1 liefert 676 mg (88%) farb- 
lose Kristalle rnit Smp. 99", [a]g= - 14,1"19). 

2.5. 2-Glycyl-DL-phenylalanin-methylester. Aus 418,4 mg (2 mmol) Z-Glycin, 333,4 mg (2 mmol) lb, 
431,4 mg (2 mmol) DL-Phenylalanin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmor- 
pholin ( t l=2  Std., t2= 12 Std.): 696,4 mg (94%) blassgelbe Kristalle rnit Smp. 84-86". Umkristallisation 
aus AcOEt/Petrolather liefert 667 mg (90%) farblose Kristalle rnit Smp. 84". 

2.6. Z-Glycyl-DL-phenylalanyl-glycin-athylester. Aus 712,9 mg (2 mmol) Z-Glycyl-DL-phenylalanin, 
333,4 mg (2 mmol) lb, 279,2 mg (2 mmol) Glycin-Bthylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) 
N-Methylmorpholin (tl= 2 Std., t2=  12 Std.): 813,l mg (92%) rohes Tripeptid rnit Smp. 129". Umkristalli- 
sation aus Athanol liefert 768 mg (87%) farblose Kristalle rnit Smp. 131". 

2.7. Z-Glycyl-phenylalanvl-glvcin-dthylester. Aus Z-Glycyl-phenylalanin wie unter 2.6: 821 mg (93%) 
farblose Kristalle rnit Smp. 114-1 16'. Umkristallisation aus Athanol liefert 786 mg (89%) Tripeptid mit 
Smp. 116-117,5", [a]%= - 12,502') ([14]: [a]g= - 12,6"21)). 

Eine analoge Reaktion rnit 525,5 mg (2 mmol) lc ( t l=2  Std., t 2 =  12 Std.) ergibt 868 mg (98%) blass- 
gelbes Rohprodukt rnit Smp. 114,5-116". Umkristallisation aus Athanol liefert 794 mg (90%) reines Tri- 
peptid, Smp. 116,5-117", [ n ] g =  - 12,6" 21). 

2.8. Z-Leucyl-alunin-methylester. Aus 1061,2 mg (4 mmol) Z-Leucin in 20 ml CH2C12, 1050,8 mg 
(4 mmol) lc, 558,4 mg (4 mmol) Alanin-methylester-hydrochlorid und 404,6 mg (4 mmol) N-Methylmor- 
pholin (tl= 12 Std., t2=36 Std.): 1373 mg (98%) braungelbes Rohprodukt mit Smp. 77". Es wird in 
AcOEt gelost und rnit wenig Aktivkohle versetzt. Nach der Filtration wird mit Petrolather gefallt: 
1079 mg (77%) farblose Kristalle rnit Smp. 94". 

2.9. Z-Glycyl-valin-methylester. Aus 1040 mg ( 5  mmol) Z-Glycin in 40 ml CH2C12/CH3CN 1: 1, 
1313,5 mg (5 mmol) l c ,  838,3 mg (5 mmol) Valin-methylester-hydrochlorid und 505,s mg (5 mmol) 
N-Methylmorpholin (tl= 24 Std., t2= 80 Std.): 1554 mg (97%) blassgelbes 01. Diinnschicht-Chromato- 
graphie (Silicagel) rnit CHC13/Aceton 10: 1 ergibt einen Fleck rnit Rf 0,76 ([15]: Rf 0,75). 

19) c =  1, CH30H (1 g Substanz in 100 ml Losung). 
20) Es wird 1 Std. bei O", dann 1 Std. bei RT. geriihrt. 
*') c= 2, Athanol(2 g Substanz in 100 ml Losung). 
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2.10.Z-Isuleucyl .isuleucin-benzylester. Aus 1061 mg (4 mmol) 2-Isoleucin in 20 ml CH2C12, 105 I mg 
(4 mmol) lc, 1574 mg (4 mmol) (Isoleucin-benzy1ester)-p-toluolsulfonat und 404,6 mg N-Methylmor- 
pholin (tl= 18 Std., t2=24 Std.). Zur Zerstorung von restlichem Enolester werden 432 mg (4 mmol) 
4-Aminopicolin zugegeben und 12 Std. geriihrt. Bei der Aufarbeitung nach 2.1 wird anstelle von 0 , 2 ~  
HCI 10proz. Citronensaurelosung venvendet: 1630 mg (87%) leicht gelbes Rohpeptid mit Smp. 119". 
Urnkristallisation aus AcOEt/Ather/Petrolather cu. 2: 1: 1 ergibt 1410 mg (75%) chromatographisch ein- 
heitliches Dipeptid mit Smp. 122", [ a ] g =  - 32,502'). - 'H-NMR. (100 MHz, CDCI3): 7,36 (s, 10 H); 6,28 
(d, J = 9 ,  1 H); 5,31 (d, J = 9 ,  1 H); 5,22 (d, J =  12, I H); 5,15 (d, J =  12, 1 H); 5,12 (s, 2 H); 4,63 (m,  1 H); 
4.04 (m, 1 H); 2,1-1,0 (mehrere m, 6 H); 1,O-0,7 (m, 12 H). - IR. (KBr): 3270vs, 3060m, 3030m, 2958s, 
2926m-s, 1725s, 1680s, 1644vs, 1528s, 1452m-s, 1380s, 1285s, 1241vs, 1194s, 1124m, 1036m-s, 1000w-m, 
974m. 902w, 750m-s, 6 9 7 ~ ' ~ ) .  

C27H36NZ05 (468,61) Ber. C 69.21 H 7,74 N 5,97% Gef. C 69,15 H 7,68 N 5,91% 

2.1 I .  Z-Leucyl-alunyl-glycyl-vulin-methylester. Aus 672,8 mg (2 mmol) Z-Leucylalanin in 10 ml 
CHlC12, 525,4 mg (2 mmol) lc, einer Losung von 376,4 mg (2 mmol) Glycyl-valin-methylester und 
120 nig (2 mmol) Essigsaure in 10 ml CH2Cl2 und aus 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin 
(tl=z 12 Std., t2=  72 S1.d.): 993 mg (98%) rohes Tetrapeptid mit Smp. 154-156". 2malige Umkristallisation 
aus AcOEtiPetrolaither liefert 831 mg (82%) farblose Kristalle rnit Smp. 158-160", (a]:: = - 31,75O2') 

2.12. Z-Aspurugyl(t-butylester)-phenylulanyl-valin-methylester. Aus 941,l mg (2 mmol) Z-Asparagyl- 
(t-buty1ester)-phenylalanin, 525,4 mg (2 mmol) lc, 335,3 mg (2 mmol) Valin-methylester-hydrochlorid 
und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin ( t l =  6 Std., t 2 =  18 Std.): 1132 mg (79%) blassgelbe Kristalle 
rnit Smp. 115-117". Zur Reinigung wird unter Erwarmen in wenig AcOEt gelost, unter Riihren mit 
Aktivkohle versctzt, nach 10 Min. iiber Celite filtriert, eingedampft und aus AcOEt/Ather/Petrolather cu. 
2: 1: 1 umkristallisiert: 993 mg (85%) farblose Kristalle des Tripeptids, Smp. 119", [a@= -36,5"*'). - 

(d. J =  8 , l  H); 5,l l  (s, 2 H); 4,8-4,3 (mehrere m, 3 H); 3,71 (s, 3 H); 3,08 (d, J =  8, 1 H); 2,86 (Zd, J =  17 
bza. J'= 5, 1 H); 2,6i! (24 J =  17 bzw. J '=6, 1 H); 2,3-1,8 (mehrere m, 1 H); 1,41 (s. 9 H); 0,84 (d, J = 7 ,  
3H) ;  0,81 (d, J = 7 ,  3H) .  - IR. (KBr): 3285s, 2963~1, 1732vs, 1691s, 1640vs, 1531s, 1391~1, 1367m-s, 
1265m, 1229s, 1158s, XOSOm-s, 1022m,846w-m, 746m-s, 701m-s, 581w-m, 507w-mI8). 

C31H41N308 (583,70) Ber. C 63,79 H 7,08 N 7,21% Gef. C 63,84 H 7,16 N 7,20% 

([15]: [a]::= -31,8°21)). 

'H-NMR. (100 MHz. CDC13): 737 (s, 5 H); 7,21 (s, 5 H); 7,02 (d J= 8, I H); 6,28 (d, J= 8, 1 H); 5,78 

2.13. Z-Alanyl-serin-methylester. Aus 446 mg (2 mmol) Z-Alanin, 333,4 mg ( 2  mmol) lb, 311,2 mg 
(2 mmol) Serin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin (tl = 2 Std., 
t 2 =  60 Std.): 541 mg (83,5%) farblose Kristalle mit Smp. 121". Umkristallisation aus AcOEt/Petrolather 
liefert 512 mg (79%) farblose Kristalle rnit Smp. 130", [alp= -20,5"19) ([18]: [ a l p =  -20,5"19)). 

Analog wird rnit 525.5 mg (2 mmol) l c  in 20 ml abs. Dichlormethan umgesetzt, t l = 2  Std.20), t 2 =  5 
und 67 Std. (nach 5 Std. Riihren bei RT. wird mit 20 ml CH3CN versetzt und weitere 67 Std. geriihrt, bis 
sich fast alles gelost hat): 636 mg (98%) blassgelbes Rohprodukt rnit Smp. 128-132". Umkristallisation 
aus AcOEVPetrolather ergibt 584 mg (90%) weisse Kristalle rnit Smp. 133,5", [a@= - 20,4"19). 

2.14. 2-Seryl-glycin-athylester. Aus 478,5 mg (2 nimol) Z-Serin, 333,4 mg (2 mmol) lb, 279,2 mg 
(2 mmol) Glycin-athylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin. Aus Loslichkeits- 
griinden werden anstelle von CH2C12 insgesamt 25 ml abs. THF verwendet; t l=  2 Std., t2= 12 und 12 Std. 
(nach 12 Std. wird dais THF i.RV. entfernt und durch 25 ml CHf& ersetzt, worauf nochmals 12 Std. ge- 
riihrt wird): 575 mg (88%) Rohprodukt mit Smp. 96-98". Umkristallisation aus CHCl3 liefert 525 mg 
(81%) farblose Kristalle mit Smp. 99". [a]@= -5,9"19) ([Ill: [ a lp=  -5,9"19). 

2.15. Z-Alanyl-tyrosin-methylester. Aus 446,5 mg (2 mmol) Z-Alanin. 525,5 mg (2 mmol) lc, 
463,4 mg (2 mmol) Tyrosin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin in ins- 
gesa.mt 20 ml CH2C12, t l = 2  Std.20), t2=5 und 67 Std. (nach 5 Std. Ruhren bei RT. wird rnit 20 ml 
CH:jCN versetzt und weitere 67 Std. geruhrt): 793 mg (99%) blassgelbes Rohprodukt mit Smp. 118-121". 
Umkristallisation aus AcOEVPetrolather ergibt 728 mg (91%) farblose Kristalle, Smp. 122", 
[u]$= - 22,2" (c= 1,95proz. Essigsaure) ([ 191: [a]g= - 22,2" (c= 1,95proz. Essigsaure). 

2.16. Z-Alunyl-(4-hydroxyprolin)-methylester. Aus 446,5 mg (2 mmol) Z-Alanin und 525,5 mg l c  wird 
der Enolester bereiter., t l  = 12 Std. Nach Zugabe von 263,3 mg (2 mmol) 4-Hydroxyprolin-methylester- 
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hydrochlorid und 203,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin wird rnit 5-10 ml CH3CN versetzt, t 2 =  72 Std.: 
670 mg (97,7%) blassgelbes 81, das nicht kristallisiert werden kann. Eine weitere Reinigung des Rohpro- 
dukts ist schwierig. Im 'H-NMR.-Spektrum sind neben dem Produkt noch wenige Prozent Enolester 
sichtbar. 

2.17. Z-Alanyl-methionin-methylester. Aus 446,5 mg (2 mmol) Z-Alanin, 525,5 mg (2 mmol) l c ,  
399,4 mg (2 mmol) Methionin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg ( 2  mmol) N-Methylmorpholin 
t1=2 Std.20), t2= 15 Std.): 737 mg (100%) gelbes Rohprodukt mit Smp. 76-79". Umkristallisation aus 
AcOEtIPetrolather ergibt 626 mg (85%) farblose Kristalle, Smp. 81", [a]$= - 35,5"19). - 'H-NMR. 
(100 MHz, CDC13): 7,21 (m, 5 H); 6,95 (br.d. 1 H); 5,64 (4 J =  7, 1 H); 5.02 (s, 2 H); 4,61 (m. I H); 4.25 
(m, 1 H); 3,67 (3, 1 H); 2,6-1,7 (m, 7 H), darin bei 2,02 (s); 1,36 (d, J = 7 ,  3 H). - IR. (CCb): 3 4 2 0 ~ ~ 1 ,  
3330w-m, 3064w, 3032w, 2978 sh, 2952w-m, 2916w, 1740s, 1713 sh, 1680s, 1498s, 1445m-s, 1436 sh, 1355m, 
1302w-m, 1228 sh, 1208 sh, 1176m, 11 13w-m, 1054m, 1028w, 697m22). 

C17H24N205S (368,45) Ber. C 55,42 H 6,57 , N 7,60% Gef. C 55,37 H 637 N 7,69% 

2.18. Z-Alanyl-cystein-methylester. Aus 446,5 mg (2 mmol) 2-Alanin, 525,5 mg (2 mmol) lc,  
343,3 mg (2 mmol) Cystein-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin, 
t i  = 2 Std.20), t2= 12 Std. Wegen der 0,-Empfindlichkeit des Reaktionsprodukts wird unter Nz aufgear- 
beitet: 647 mg (95%) blassgelbes Rohprodukt mit Smp. 112". Umkristallisation aus AcOEt/Petrolather 
ergibt 551 mg (81%) farblose Kristalle rnit Smp. 115-117", [ a ] g =  -26,4" (c= 1,28, CH30H) ([20]: 

2.19.Z-Alanyl-histidin-methylester. Aus 446,5 mg (2 mmol) Z-Alanin und 415,3 mg (2 mmol) Id wird 
der Enolester bereitet, t i  = 2 Std?"). Nach Zugabe von 484,2 mg (2 mmol) Histidin-methylester-dihydro- 
chlorid und 404,6 mg (4 mmol) N-Methylmorpholin wird rnit 20 ml abs. Acetonitril versetzt, t2= 96 Std. 
Nach dem Eindampfen wird rnit 60 ml AcOEt versetzt und 3mal rnit je 20 mi O , ~ N  HC1 extrahiert. Die 
Wasserphase wird rnit Na2CO3-Losung neutralisiert und bei 40"/12 Torr auf wenige ml eingeengt. Nach 
Zugabe von 20 ml 2N Na2C03 wird die Wasserphase 3mal rnit je 300 ml AcOEt extrahiert. Die vereinig- 
ten Essigester-Phasen werden iiber Na2S04 getrocknet, filtriert und eingeengt, wobei das Produkt als 
voluminoser Niederschlag ausfallt: 71 I mg (95%) Rohprodukt rnit Smp. 160". Nach Umkristallisation aus 
AcOEVCH30H 599 mg (80%) farblose Kristalle rnit Smp. 163", [a@= - 1 1,6"19). - 'H-NMR. (100 MHz. 
(CD&CO): 734  fs, 1 H); 7,37 (m, 5 H); 6,90 (s, 1 H); 5 3 1  (s, 2 H); 4,69 (m, 1H); 4,27 (m, 1 H); 3,74 
(br.3, H20 und NH); 3,65 (s, 3 H); 3,06 (4 J =  6, 2 H); 1,36 (4 J=7,3  H). - 1R. (KBr): 3380m-s, 3248m-s, 
3036 sh, 2990m, 2960 sh, 2924 sh, 2850m, 1727s, 1699s, 1643s, 1564m-s, 1557 sh, 1500s, 1465w-m, 1452~1, 
1433~1, 1381~1, 1340m-s, 1310w, 1295 sh, 1288m-s, 1261 sh, 1234s, 1178~1, 1112w, 1094~-m, 1064m-s, 
1048w-m, 1012m, 998w, 948w-m, 922w, 905w, 884w-m, 867w-m, 828w-m, 799w-m, 780w-m, 763m, 755~1, 
744m, 718w-m, 704m,697m, 625m, 512w, 495w, 450w, 4 0 0 ~ ~ ~ ) .  

C18H22N405 (374,40) Ber. C 57,75 H 5,92 N 14,96% Gef. C 57,88 H 6,09 N l5,00% 

2.20. (ZN-Z-7N-Nitro-arginyl)-alanin-methylester. 706,s mg (2 mmol) 2N-Z-7N-Nitro-arginin und 
333,4 mg (2 mmol) lb  werden in 15 ml CH*CI*/CH3CN 1: 1 umgesetzt, t i  = 8 Std. Das Losungsmittel 
wird i.RV. abgedampft und durch 15 ml CHzCl2 ersetzt. Dann werden 279,2 mg (2 mmol) Alanin- 
methylester-hydrochlorid und 203.3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin zugegeben, t2= 24 Std.: 548 mg 
(62%) blassgelbes Rohprodukt, Smp. 150,5". Umkristallisation aus CHC13/Ather liefert 474 mg (54%) 

2.21. Z-Phenylalanyl-histidyl-leucin-methylester. 872.9 mg (2 mmol) Z-Phenylalanyl-histidin und 
525,5 mg (2 mmol) l c  werden in abs. DMF umgesetzt, t l= 12 Std. Nach Zugabe von 362,l mg (2 mmol) 
Leucin-methylester-hydrochlorid und 203,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin wird wahrend t2  = 12 Std. 
geriihrt. Anstelle von 0 , 2 ~  HCI wird rnit 5proz. Citronensaurelosung ausgeschiittelt: 801,6 mg (72%) 
blassgelbes Rohprodukt. Zur Reinigung wird in AcOEt aufgenommen, rnit ca. 30 mg Aktivkohle ver- 
setzt, filtriert und abgedampft: 701 mg (63%) blassgelbes Tripeptid. Eine weitere Reinigung des Produkts 
ist schwierig. 

[u@= -26,5" (c= 1,28,CH3OH)). 

weisse Kristalle rnit Smp. 154", [a#= - 18,4"19) ([21]: [a]@= - 18,8" l 9  1). 

3. Orientierende Versuche zur Peptidsynthese in Wasser. - Beispiel: Z-G!ycyl-phenylalani. Aus 
418,4 rng (2 mrnol) Z-Glycin und 333,4 rng (2 mmol) lb  wird analog zu 2.1 der Enolester 5b (R6= H) her- 

22) Weitere spektroskopische Daten sowie Abbildungen der Spektren in [4] 
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gestellt. Das vom Losungsmittel befreite Produkt wird mit einer Aufschlammung von 330,4 mg (2 mmol) 
Phenylalanin in 20 ml dest. Wasser versetzt. Der pH-Wert der Losung wird durch Zutropfen von Tri- 
athylamin von 6,8 auf 7,15 gebracht (pH-Meter, Glaselektrode). Das Gemisch wird 72 Std. geriihrt, die 
nun klare Losung mil 20 ml 1~ HC1 angesauert und 3mal mit AcOEt ausgezogen. Die organische Phase 
wird mit 5 ml ges. NaC1-Losung gewaschen, iiber Na2S04 getrocknet und abgedampft: 584 mg (82%) 
amorphes Rohprodukt, das aus Wasser/Aceton umkristallisiert wird. Es werden 381 mg (53%) weisses, 
kristallines, NMR.-reines Produkt rnit Smp. 112" isoliert. 

4. Racemisierungstests. - 4.1. Anderson-Callahan-Test [22] (vgl. auch [ 141). In einem 100-ml-Drei- 
halskolben werden unter N2 712,7 mg (2 mmol) reines 2-Glycyl-phenylalanin (Smp. 125,5", 
[a#= +38,5" ((.= 5 ,  Athanol)) vorgelegt und bei - 10" wahrend 15 Min. mit einer Losung von 333,4 mg 
(2 mmol) 4-(4'-Methyl- l'-piperazinyl)-3-butin-2-on (lb) in 5 ml abs. Dichlormethan versetzt. Es wird 
2 Std. (= tl) bei RT. geriihrt, dann bei 0" eine Aufschlammung von 279,2 mg (2 mmol) Glycin-athylester- 
hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin in 5 ml abs. Dichlormethan zugegeben und 
12 Std. (= t2) bei RT. geriihrt. Das Losungsmittel wird bei 30"/ 10 Torr entfernt und der Riickstand in 
30 rnl AcOEt und 10 in1 Wasser aufgenommen. Die organische Phase wird 2mal rnit 10 ml O , ~ N  HC1 und 
je lmal mit 10 ml 1~ NaHC03 und 5 ml Wasser ausgeschuttelt, iiber Na2S04 getrocknet, i.RV. einge- 
dampft und bei lo-* Torr getrocknet: 821 mg (93%) weisses, kristallines Rohprodukt rnit Smp. 112". 

Das Tripeptid wird in 41 g abs. Athanol zu einer 2proz. Losung gelost, mit Spuren des Racemats 
(2-Glycyl-DL-phenylalanyl-glycin-methylester) geimpft und im Kiihlschrank bei 0" stehen gelassen. Es 
kristallisieren die folgenden Fraktionen: 0,6 mg (Smp. 118-119"), 6 mg (Smp. 117,5-118,5"), 394 mg 
(Smp. 117,5-119"), 384 mg (Smp. 117,5- 119"), also insgesamt 784,6 mg (89%). Da das racemische Tri- 
peptid bei 132- 133" schmilzt und unter den gewahlten Bedingungen zuerst auskristallisiert [22], liegt der 
Racemisierungsgrad unter der Nachweisgrenze. 

Auch bei analogen Racemisierungstests rnit lb  in Acetonitril und l c  in CHzCl2 bleibt der Racemat- 
Anteil unter der Empfindlichkeitsgrenze [3]. 

4.2. Young-Test [23]. 4.2.1. In CHZC12. Wie in 4.1 wird aus 941,l mg (4 mmol) Benzoyl-leucin, 
1050,8 mg (4 mmol) lc,  558,4 mg (4 mmol) Glycin-athylester-hydrochlorid und 404,6 mg (4 mmol) 
N-Methylmorpholin in abs. Dichlormethan das Dipeptid Benzoyl-leucyl-glycin-athylester bereitet, 
t l=6  Std., t2= 12 Std. Anstelle von 0,2N HCI wird rnit 20 ml 10proz. Citronensaurelosung ausgeschiittelt: 
1201 mg (94%) blassgelbes Dipeptid rnit korrekter Elementaranaly~e'~), Smp. 152-153" ([23]: 155-156" 
fur reines Dipeptid), [a]@= - 32,4" (c= 3, Athanol) ([23]: [a]#= - 34,O" (c= 3, Athanol) fur reines Di- 
peptid). Daraus berechnet sich ein Racemat-Anreil won 4, PA. 

4.2.2. I n  Dimethy[formamid. Aus 941,l mg (4 mmol) Benzoyl-leucin, 1050,8 mg (4 mmol) Ic, 
558,4 mg (4 mmol) Glycin-athylester-hydrochlorid und 404,3 mg (4 mmol) N-Methylmorpholin in abs. 
Diniethylformamid werden 966 mg (75%) rohes Benzoyl-leucyl-glycin-athylester mit korrekter Elemen- 
taranalyse isoliert. Aus dem Drehwert von [a]@= - 29,6" berechnet sich der Racemat-Anteil zu 12.9%. 

4.3. Racemisierurrgstest nach Sieber & Riniker [26]17). Nach 2.1 und 2.12 wird unter Variation des 
Losungsmittels aus 941,l mg (2 mmol) Z-Asparagyl(f-buty1ester)-phenylalanin, 525,4 mg (2 mmol) l c ,  
335.3 mg (2 mmol) Valin-methylester-hydrochlorid und 202,3 mg (2 mmol) N-Methylmorpholin 
Z-Asparagyl(t-butylester)-phenylalanyl-valin-methylester hergestellt (tl = 6 Std., t2= 18 Std.). Bei der 
Aufarbeitung wird anstelle von Salzsaure eine IOproz. Citronensaurelosung verwendet. Das nach dem 
Eindampfen der Essigester-Phase anfallende rohe Tripeptid wird bei lo-* Torr getrocknet und ohne wei- 
tere Reinigung zur Messung der Racemisierung eingesetzt. Dazu wird das Tripeptid bei 100" in Salzsaure 
einer Totalhydrolyse untenvorfen, und die trifluoracetylierten Aminosauren werden als Isopropylester 
gas-chromatographisch in L- und o-Enantiomere aufgetrennt [26]. 

Spthese in CHzC12. I ,  15 g (98%) blassgelbes Rohprodukt. Gehalt an D-Phenyluhznin (nach Abzug 
des Blindwertes): 2,II;. 

Synthese in Acetonifril. 1,062 g (91%) blassgelbes Rohprodukt. Gehalt an D-Phenylalanin (nach Ab- 
zug des Blindwertes): 2,4%. 

Synthese in Dimerhylformamid. 1,109 g (95%) gelbes Rohprodukt. Gehalt an D-Phenylalanin (nach 
Abz.ug des Blindwertes): 2,7%. 
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