Die Darstellung optisch aktiver
Aminoacylmercaptane durch Racematspaitung
der D,L-Verbindungen mit Dibenzoyl-D-weinsiure

Von GUNTER Lossk und GERHARD MOLLER

Inhaltsiibersicht

D,L-Valinthiophenylester und D,L-Phenylalanin-p-nitrothiophenylester wurden mit
Dibenzoyl-D-weinsdure iiber ihre Hydrogentartrate in die optischen Antipoden gespalten
und damit aus racemischem Material fiir Peptidsynthesen direkt verwendbare optisch
aktive Bausteine isoliert.

Aminosiure-thiophenyl-1)2) und -p-nitrothiophenylester3)?) (Amino-
acylmercaptane) haben als wichtige Vertreter der aktivierten Amino-
siureester fiir Peptidsynthesen eine groe Bedeutung erlangt.

Als energiereiche Aminosidurederivate konnen sie ihren Aminoacyl-
rest leicht auf Aminogruppen anderer Aminosiduren bzw. Peptide iiber-
tragen oder aber sich mit der Aminogruppe desselben Molekiils zu cycli-
schen Peptiden?®) kondensieren. ‘

Optisch aktive Aminoacylmercaptane wurden bisher wie alle akti-
vierten Aminosidureester nur aus optischen aktiven Ausgangssubstanzen
dargestellt. Da die Synthese meist iiber mehrere Stufen verlduft und
bei der Herstellung der p-Nitrothiophenylester auch teilweise Racemi-
sierung?®) auftritt, mull man mit betrachtlichen Verlusten an optisch
aktiver Substanz rechnen.

Aus diesen Griinden haben wir die Darstellung optisch aktiver
Aminoacylmercaptane durch Racematspaltung der synthetisch einfacher
zuganglichen D,L-Verbindungen mit Dibenzoyl-D-weinsiure versucht.
Als Beispiele dieser Arbeitsweise sind im folgenden die Racematspal-
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tung des D,L-Valin-thiophenylesters und des D,L-Phenylalanin-p-
nitrothiopenylesters beschrieben.

Cbo-D,L-valin-thiophenylester!) wurde nach der Methode der ge-
mischten Anhydride mit Chlorameisensdureéthylester sowie mit POCl,
hergestellt und die Cbo-Gruppe nach R. Scawyzer®) mit HBr in Eis-
essig abgespalten. Der reaktionsfreudige Thiophenylester wurde aus
seinem Hydrobromid in praktisch quantitativer Ausbeute mit ammo-
niakalischem Ather bei 0° freigesetzt und sofort zur Racematspaltung ein-
gesetzt.

Die Spaltung des D,L-Valin-thiophenylesters gelang in absolutem
Methanol mit Dibenzoyl-D-weinséiure im Molverhiltnis 1:1, wobei das
Hydrogentartrat des D-Valinthiophenols, des schwerer loslichen Anti-
poden, zuerst auskristallisiert.

Die diastercomeren Estertartrate wurden unter Eiskithlung mit
alkoholischer Salzsiure in die antipodischen Esterhydrochloride iiber-
fihrt.

Cbo-D,L-phenylalanin-p-nitrothiophenylester wurde zunichst durch
Umsetzung mit Tri-(p-nitrophenyl)-thiophosphit?) dargestellt. Be-
quemer verlauft die Synthese {iber das gemischte Anhydrid mit Chlor-
ameisensaureiithylester, wobei der Ester in 85proz. Ausbeute entsteht.
Geht man nach Ta. WigLAND!) iiber das gemischte Anhydrid der Di-
chlorphosphorsiure, so bilden sich nur geringe Mengen Ester.

Die Abspaltung der Cho-Gruppe erfolgte wie beim Valinthiophenol
mit HBr in Eisessig.

Der freie, sehr empfindliche D,L-Phenylalanin-p-nitrothiophenyi-
ester wurde aus einem Hydrobromid durch Umsetzung mit der dqui-
valenten Menge Ammoniak in Dichlormethan erhalten und sofort zur
Racematspaltung eingesetzt. Die Spaltung des Esters erfolgte mit
der doppelt molaren Menge an Dibenzoyl-D-weinsidure in einem Gemisch
von absolutem Athanol und Dichlormethan, wobei D-Phenylalanin-p-
nitrothiophenylester-dibenzoyl-D-hydrogentartrat als schwerer losliche
Komponente zuerst ausfiel.

Die Abspaltung des optisch aktiven Hilfsstoffes erfolgte mit Ammo-
niak in Dichlormethan; der freie Ester wurde sofort mit HCl umgesetzt.

Die Anwendbarkeit der so gewonnenen optisch reinen Esterhydro-
chloride fiir Peptidsynthesen wurde am Beispiel des D-Valin-thio-
phenylester-hydrochlorides gepriift. Mit POCl1) wurde Cbo-glycin-
D(—)-valin-thiophenylester dargestellt, der als Acylierungskomponente
mit Aminosiureionen leicht Tripeptide bildet.

6) R. Scuwvyzer, Helv. chim. Acta 87, 647 (1954).
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Beschreibung der Versuche
I. Racematspaltung des D,L-Valin-thiophenylesters
1. Ausgangsstoffe
Dibenzoyl- D-weinsiure

Nach C.L. Burper und L. H. CrercHERT) aus D-Weinsiure und Benzoylchlorid,
Schmp. (korr.) 89—90°; [a]5: —111,44° (¢ = 3,365 in Methanol).

Cbo-D,L-valin

Aus D,L-Valin und Chlorkohlensiurebenzylester®). Ausbeute: 789,, Schump. (korr.)

T6—77°.
Cbo- D, L-valin-thiopheny lester

75,3 g Cbo-D,L-valin und 40,5 cm3 Tridthylamin wurden in 500 ecm3 absolutem Tetra-
hydrofuran geldst. Bei—5° C wurden 14,4 em?® Chlorameisensiureithylester unter Rithren
zugetropft. Nach etwa 20 Minuten erfolgte Zugabe von 36,3 g Thiophenol. Nach Stehen
bei Zimmertemperatur tiber Nacht wurde der Ansatz mit Wasser versetzt, das Tetra-
hydrofuran im Vakuum abdestilliert und der Riickstand in Essigester mit NaHCO,-Lo-
sung, HCl und Wasser gewaschen. Die Ausbeute betrug nach Umkristallisieren aus
Essigester/Petroldther 62 g (== 609, d. Th.). Schmp. (korr.) 75—76°%).

D,L-Valin-thiophenylester-hydrobromid

Die Cbo-Gruppe wurde nach R. ScawyzgR®) mit ctwa 36proz. HBr in Eisessig-Losung
abgespalten. Ausbeute: 87,19 d. Th. Schmp. (korr.) 196—197°.

D,L-Valin-thiophenylester

20 g Esterhydrobromid werden in 250 ecm3 abs. Ather suspendiert. Unter Eiskiihlung
und Schiitteln wird trockenes Ammoniak eingeleitet. Nach wenigen Minuten ist die Um-
setzung beendet. Das ausgefallene Ammoniumbromid wird abfiltriert und einige Male
mit Ather gewaschen. Die atherischen Losungen werden im Vakuum bei Zimmertem-
peratur eingedampft. Der D,L-Valin-thiophenylester bleibt als klares, schwach nach
Thiophenol riechendes Ol zuriick. Da bei Zimmertemperatur in kurzer Zeit Bildung von
Diketopiperazin auftritt, wird der Ester sofort zur Racematspaltung eingesetzt.

Ausbeute: 14,3 g (999 d. Th.).

2. Spaltung des D,L.-Valin-thiophenylesters

14,4 g frisch dargestellter D,L-Valin-thiophenylester werden mit 150 em? abs. Methanol
verdiinnt. Nach Zugeben einer filtrierten Lésung von 26 g Dibenzoyl-D-weinsiure in
74 em?® abs. Methanol setzt die Kristallisation des D-Valin-thiophenylester-dibenzoyl-D-
hydrogentartrates nach etwa 10 Minuten ein. Zur volligen Auskristailisation 148t man die
Losung 8 Tage erschiitterungsfrei stehen. Nach Absaugen des D-Ester-dibenzoyl-D-
hydrogentartrates dampft die Losung im Vakuum bei Zimmertemperatur ein und erhélt
durch Atherzusatz das diastereomere L-Ester-dibenzoyl-D-hydrogentartrat.

7}y C. L. BurrLer u. L. H. CRETCHER, J. Amer. chem. Soc. 35, 2605 (1933).

8) S. W. Fox, M. Fring, H. Wax u. C. W. Perringa, J. Amer. chem. Soe. 72, 1862
(1950).

9) Nach Tu. WieLanp u. B. HeEinkE ergaben sich bei —15° C mit POCl,; und Pyridin
88 g (85,49, d.Th.).

10*
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D-Valin-thiophenylesier-dibenzoyl- D-hydrogentartrat
Ausbeute: 15,91 g (18,76% d. Th.) Schmp. (korr.) 173—174°.
[a]f): —78,74° (¢ = 0,956 in Methanol).
Das optisch reine Tartrat wurde durch zweimaliges Umkristallisieren aus Methanol/
Ather erhalten: [«]5: —65,93° (¢ = 0,644 in Methancl) Schmp. (korr.) 180°,

CpaH 0, N S (567,6)
ber, C61,37; H5H,15; N 2,47;
gef. € 61,13; H 5,40; N 2,86.

L-Valin-thiophenylester-dibenzoyl- D-hydrogentartral
Ausbeute: 15,06 g (74,069, d. Th.) Schmp. (korr.) 168—169°.

[o]20: —94,19° (¢ = 1,136 in Methanol).

Das optisch reine Tartrat wurde durch zweimaliges Umkristallisieren aus Athanol/
Ather erhalten: [a]%5: —83,85° (¢ = 0,628 in Mcthanol) Schmp. (korr.) 171—172°.

CyoH,,0,NS (567,6)
ber.: . C61,37; H 5,15; N 2,47;
gef.: € 60,92; H 5,44; N 2,74.

Die Gesamtausbeute an Tartrat, bezogen auf eingesetztes Hydrobromid, betrigt 30,97 g
(76,669, d.Th.).

3. Gewinnung der optiseh aktiven Valin-thiophenylester-hydrochloride
D-Valin-thiophenylester-hydrochlorid

92 g rohes D-Estertartrat werden in 5 ¢cm3 abs. Athanol suspendiert. Unter Eiskithlung
wird bis zur volligen Losung trockener Chlorwasserstoff eingeleitet. Nach Zusatz von
viel abs. Ather fallen 0,76 g (87,79 d. Th.) D-Esterhydrochiorid aus. Dampft man das
Athanol im Vakuum ab, so wird das Hydrochlorid als hygroskopisches Ol erhalten, das
nach einiger Zeit mit vicl abs. Ather kristallisiert.

[aly: +55,11° (¢ = 0,998 in Wasser), Schnp. (korr.) 174

Nach zweimaligem Umkristallisieren aus i-Propanol/Ather wurden folgende Frak-
tionen erhalten:

[oc]g’: -106,80° (¢ = 0,632 in Wasser) Schmp. (korr.) 180—181°.

{a]fy: 4-118,30° (c = 0,812 in Wasser) Schmp. (korr.) 180—181°.
Die spezifische Drehung der letzten Fraktion lief sich durch Umkristallisieren nicht weiter
steigern.

€, H,,ONSCI (245,78)
ber. C 53,75; H 6,563 N 5,70;
gef. € 53,47; H 6,63; N 5,82

L-Valin-thiophenylester-hydrochlorid

Zur Darstellung wird das optisch reine L-Ester-D-hydrogentartrat in gleicher Weise
wie beim Antipoden beschrieben in das L-Valin-thiophenylester-hydrochlorid {iberfithrt.
Ausbeute: 899, Schmp. (korr,) 179—180°. [«]h:—108,52 (¢ = 0,966 in Wasser).
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Nach Umbkristallisieren aus i-Propanol/Ather: [a]y: —110,05° (¢ == 0,78 in Wasser)
Schmp. (korr.) 180°,

C,,H,,ONSCI (245,78)
ber. C 53,75; H 6,66; N 5,70;
gef. C 53,38; H 6,60; N 5,95.

I1. Racematspaltung des D,L-Phenylalanin-p-nitrothiophenylesters
1. Ausgangsstoffe
Cbho- D, L-phenylalanin

Nach M. BEremany und L. Zrrvas'®) aus D,L-Phenylalanin und Chlorkohlensiure-
benzylester. Schmp. (korr.) 102°, Ausbeute 809, d. Th.

Cbo- D, L-phenylalanin-p-nitrothiophenylester

a) Nach J.A.Farrington, P. J. Hexrapr, G. W.KeNner und J. M. TurRNER?)
werden 3 g Cbo-Phenylalanin in 50 ¢m?® abs. Dimethylformamid geldst und mit der dqui-
valenten Menge Lithium in abs. Methanol versetzt. Das Methanol wird im Vakuum ab-
destilliert und bei 25° C unter Rithren mit 5 g Tri-(p-nitrophenyl)-thiophosphit versetzt.
Nach volliger Losung wurde der Ansatz tiber Nacht stehen gelassen, das Dimethylformamid
im Vakuum abdestilliert und der Riickstand in 100 ¢cm® Essigester geldst. Nach Waschen
mit NaHCO,-Losung und Wasser wird der Essigester im Vakuum abdestilliert. Aus Essig-
ester/Petroldther wurden 3,8 g (87% d. Th.) Ester erhalten. Schmp. (korr.) 158 bis
159°,

b) 12 g Cbo-Phenylalanin und 5,4 em?® abs. Tridthylamin werden in 100 ¢cm? abs. Tetra-
hydrofuran geldst. Bei —20° C werden 3,84 cm? Chlorameisensiuredthylester unter Rithren
zugetropft. Hierauf riihrt man noch 20 Minuten bei gleicher Temperatur und gibt in
rascher Tropfenfolge eine filtrierte Losung von 6,2 g p-Nitrothiophenol) in 20 ¢m3 abs.
Tetrahydrofuran zu. Man riihrt noch !/, Stunde bei etwa —10 bis —20° C und 1 Stunde
bei Zimmertemperatur. Nach Stchen tiber Nacht und Zusatz von Wasser wird das Tetra-
hydrofuran im Vakuum bei Zimmertemperatur abdestilliert.

Der kristallisierte Ester wird abgesaugt, mit Wasser neutral gewaschen und mit kleinen
Athermengen von nicht umgesetztem p-Nitrothiophenol befreit. Der Ester wird dann in
Dichlormethan gel6st, mit NaHCO,-Losung, 1proz. HCl und Wasser gewaschen. Nach
Abdestillieren des Dichlormethans im Vakuum erhdlt man aus KEssigester/Petrolither
14,9 g Ester (85,29 d. Th.) in weillen Nadeln. Schmp. (korr.) 159°.

CosH0O,N,S (436,5)
ber. C 63,28; H 4,62; N 6,42;
gef, C 62,99; H 4,49; N 6,55,

D, L- Phenylalanin-p-nitrothiophenylester-hydrobromid

7,66 g Cbo-éster werden nach R. ScawyzEr®) mit 14 e¢m® 36proz. HBr-Eisessig-
Losung iibergossen. Wenn die CO,-Entwicklung beendet ist, wird das D,L-Phenylalanin-
p-nitrothiophenylester-hydrobromid mit viel abs. Ather vollig ausgefallt. Zur Umkri-
stallisation wird das Salz in wenig kaltem Methanol geldst und mit viel abs. Ather wieder

10y M. BErgmMaNN, L. Zervas, Chem. Ber. 65, 1192 (1932).
1) Cu. C. Price, G. W. Stacy. J. Amer. chem. Soc. 68, 498 (1946).
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ausgefillt. In Wasser und siedendem Alkohol zersetzt sich das Hydrobromid. Ausbeute:
6,36 g (839, d. Th.) Schmp. (korr.) 179°.

C;H;;O,N,SBr (383,3)
her.: C47,00; H 8,95; N 7,31;
gef.: C46,94; H 4,18; N 7,21.

D, L- Phenylalanin-p-nitrothiophenylester

In eine Suspension von 15 g D,L-Phenylalanin-p-nitrothiophenylester-hydrobromid
in 125 em?® abs, Dichlormethan wird unter stindigem Riihren bei —10° C trockenes Am-
moniak eingeleitet. Die Gaszufuhr wird so geregelt, daB die Ammoniakblasen ganz langsam
in die Suspension einperlen. Beim Auftreten einer leichten hleibenden Gelbfirbung
wird das Einleiten sofort abgebrochen. Die Losung besitzt jetzt einen py-Wert von 8—9.
Nach etwa 10 Minuten wird das ausgefallene Ammoniumbromid schnell abgesaugt und
die Dichlormethanlésung im Vakuum bei Zimmertemperatur eingedampft.

2. Spaltung des D,L-Phenylalanin-p-nitrothiophenylesters

15 g D,L-Phenylalanin-p-nitrothiophenylester-hydrobromid werden in den freien
Ester tiberfithrt, der sofort in 30 cm?® abs. Dichlormethan geldst wird. Die Lisung wird
schnell filtriert, mit 255 cm3® abs, Athanol gemischt und eine filtrierte Lésung von 40 g
Dibenzoyl-D-weinsiure in 45 cm3 abs. Athanol mit einem Mal zugesetzt. Die Losung wird
einmal schnell umgeschiittelt und sogleich wieder ruhig stehen gelassen. Nach etwa
1 Minute beginnt die Kristallisation des D-Ester-hydrogentartrates, das nach 1 Stunde
abgesaugt und mit Ather gut gewaschen wird. Das L-Ester-hydrogentartrat wird nach
Eindampfen des Filtrates im Vakuum bei Zimmertemperatur zunichst als gelber schmie-
riger Riickstand gewonnen, der nach griindlichem Durcharbeiten mit abs. Ather weiB
und kristallin wird. In Alkohol zersetzen sich die Tartrate nach einigen Stunden schon
bei Zimmertemperatur.

D- Phenylalanin-p-nitrathiophenylester-dibenzoyl- D-hydrogentariral
Ausbeute: 7,87 g (51,449, d. Th.). Schmp. (korr.) 140°.
[oc]?ﬁ’: —49,37° (¢ = 0,638 in Methanol).
Zur Reinigung wird das Tartrat durch Losen in wenig kaltem abs. Athanol und Zusatz
von viel abs. Ather umgefillt.
[x]3: —45,17° (¢ = 0,642 in Methanol) Sehmp. (korr.) 141—142°.

CyoH .0, N,S (660,7)
ber.; C59,99; H 4,27; N 4,24;
gef.: C60,31; H4,77; N 4,30.

L- Phenylalanin-p-nitrothiophenylester-dibenzoyl- D-hydrogentartrat
Ausbeute: 8,10 g (52,949, d. Th.) Schmp. (korr.) 159—160°.
[a]5: —179,48° (¢ = 0,736 in Methanol).
Nach Losen in wenig Athanol und Ausfillen mit viel abs. Ather:
[«]5:—177,32° (¢ = 0,632 in Methanol) Schmp. (korr.) 162°,
CysH 0,4 N, S (660,7)
ber.: C 59,99; H 4,27; N 4,24;
gef.: C 60,28; H 4,61; N 4,18.
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Die Gesamtausbeute an Tartrat, bezogen auf eingesetztes Hydrobromid, betrigt
52,199 d. Th.

3. Gewinnung der optisch aktiven Phenylalanin-p-nitrothiophenylester-
hydrochloride

D- Phenylalanin-p-nitrothiophenylester-hydrochlorid

2 g rohes D-Ester-hydrogentartrat in 20 cm3 abs. Dichlormethan werden, wie beim
Hydrobromid beschrieben, mit Ammoniak in den freien Ester iiberfithrt. Nach Abfil-
trieren des Ammoniumdibenzoyltartrates wird in die Dichlormethanlésung unter Eis-
kithlung trockener Chlorwasserstoff eingeleitet, bis die Losung sauer reagiert und einen
geringen UberschuB an HCl enthalt. Nach Abdestillieren des Dichlormethans im Vakuam
bei Zimmertemperatur erhilt man das Hydrochlorid als kristallinen Riickstand.

Ausbeute: 0,78 g (76,89, d. Th.) Schmp. (korr.) 173—175°.

[2]3 + 69,66° (c = 0,646 in Methanol).

Das Hydrochlorid wird mit 10 em3 abs. i-Propanol einige Minuten erwirmt und ab-
geaugt: [a)h: -+ 138,29° (¢ = 0,888 in Methanol), Nach Umkristallisieren aus Methanol-
Ather:

[al5: + 179,31° (¢ = 1,054 in Methanol) Schmp. (korr.) 181—182° (Zersetzungs-
punkt bei 264—270°).

CsH50,N,CL (338,8)
ber.: CB53,17; H 4,47; N 8,27;
gef.: C52,90; H 4,56; N 8,33.

L- Phenylalanin-p-nitrothiophenylester-hydrochlorid

Aus dem umkristallisierten L-Ester-hydrogentartrat wird in gleicher Weise wie beim
D-Antipoden das L-Esterhydrochlorid in 74proz. Ausheute gewonnen. Nach Umkri-
stallisieren aus Methanol/Ather ergeben sich folgende Daten:

[x]8: —176,22° (¢ = 1,050 in Methanol) Schmp. (korr.) 179—181° (Zersetzungs-
punkt iiber 265°).

C:H;;0,N,SC1 (338,8)
ber.: C53,17; H 4,47; N 8,27;
gef.: C53,21; H 4,67; N 8,5b.

III. Synthese des Cbo-glycin-D-valin-thiophenylesters
1. Cbo-glycin-D,L-valin-thiophenylester

Zur Untersuchung des giinstigsten Syntheseweges wurde die D,L-Verbindung auf
3 Wegen dargestellt:

a) Nach Tu. WigLanp und B. Hrinke!) aus Cbo-glycin, D,L-Valin-thiophanyl-
ester-hydrochlorid, POCl, und Pyridin in Tetrahydrofuran bei —15° C. Ausbeute: 789,

b} Mit Chlorameisensiureithylester und Tridthylamin unter gleichen Badingungen.
Ausbeute: 42,49,

¢) 1 g D,L-Valin-thiophenylester-hydrochlorid wird —— wie schon beschrieben —
in den freien Ester iiberfithrt, der in 30 cm? abs. Tetrahydrofuran von 0° C aufgsnommen
wird. In dieser Lésung werden dann 0,851 g Cbo-glycin g216st. Hisrauf gibt man 0,90 g
kristallines Dicyclohexylcarbodiimid in 10 e¢m3 abs, Tetrahydrofuran unter Schiitteln bei
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0° C zu. Nach einigen Minuten scheidet sich Dieyclohexylharnstoff ab, der nach Stehen
der Losung iiber Nacht abgesaugt wird. Nach der iiblichen Aufarbeitung erhilt man aus
Essigester/Petrolither 0,98 g Ester (60,59, d. Th.) Schmp. (korr.) 86—87°.

2, Cbo-glyecin-D-(—)-valin-thiophenylester

2,64 g optisch reines D(-})-Valin-thiophenylester-hydrochlorid und 2,19 g Cbo-
glycin werden in 40 e¢m? abs. Tetrahydrofuran bei —15° C mit 0,99 ecm3 POCI; versetzt.
Hierauf werden 2,9 cm?® abs. Pyridin unter Rithren zugetropft. Die Reaktionsmischung
wird noch 1 Stunde bei Zimmertemperatur gerithrt und iiber Nacht stehen gelassen. Die
Aufarbeitung erfolgt in bekannter Wejse:

Ausbeute: 3,5 g (819 d. Th.) Schmp. (korr.) 96—97°,

[ ]3: —100,62° (¢ = 1,118 in Methanol)
aus Essigester/Petrolither:

[ —111,96° (¢ == 1,112 in Methanol) Schmp. (korr.) 97°.

CyrH,,N,0,S (400,5)
ber.: C62,95; H 6,04; N 6,99;
gef.: C62,89; H 6,41; N 7,18,
Halle, Institut fiir organische Chemie der Martin-Luther-Universitit.

Bei der Redaktion eingegangen am 15. Mai 1959.





