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Die Formylgruppe als hydFogenolytisch abspaltbare 
Schutzgruppe fur Peptidsynthesen 

Von GUNTER LOME und DIETER NADOLSKI 

Professor Wolfgang Lungenbeck: zum 65. Geburtstage gewidm.et 

Inhaltsuberskht 
Durch katalytische Hydrierung in chlorwasserstoffhaltigem Tetrahydrofuran laDt sich 

die Formylgruppe aus N-Formylaminosaure- und -peptidestern quantitativ abspalten. Die 
Anwendbarkeit dieser Methode zum Auf bau von Peptiden aus N-Formylaminosauren wird 
nachgewiesen. 

Die Formylgruppe hat sich, von speziellen Problemen abgesehen, als N- 
Schutzgruppe in der Peptidchemie nicht sehr durchsetzen konnen, haupt- 
sachlich wohl, weil N-Formylaminosauren in bestimmten Fallen zur Racemi- 
sierung neigenl). Dieser Begrenzung der Anwendungsmoglichkeit steht aber 
neben ihrer bequemen Einfuhrbarkeit 2, der grol3e Vorteil, den keine andere 
N-Schutzgruppe aufweist, gegenuber, daI3 sie sich nach Herstellung der Pep- 
tidbindung auf mannigfache Weise wieder abspalten la&, niimlich solvoly- 
t i s ~ h l ) ~ ) ~ ) ,  oxydativ5) und, wie wir jetzt fanden, auf dem Wege der kataly- 
tischen Hydrierung. 

Wir gingen aus von dem Gedanken, da13 bei der katalytischen Hydrierung 
der N-Formylaminosauren, -peptide bzw. deren Ester primar die N-Methy- 
lolverbindungen entstehen, welche leicht in Formaldehyd und Aminoverbin- 
dung zerfallen6). Storende Kondensationsreaktionen des Formaldehydes 
oder eine Weiterreduktion zur N-Methylverbindung sollte gegebenenfalls 

J. C. SHEEHAN u. D. H. YANQ, J. Amer. chem. Soc. 80,1154 (1958). 
2) V. Du VIQNEAUD, R. DORFMANN u. H. S. LORING, J. biol. Chem. Baltimore 92, 677 

3, S. G. WALEY u. J. WATSON, Biochem. J. London 57, 529 (1954). 
4, A. HILLMANN u. G. HILLMANN, Z. Naturforsch. Tubingen 6b, 340 (1951). 
5 )  G. LOSSE u. W. ZONNCHEN, Angew. Chem. 72, 385 (1960); Liebigs Ann. Chem. 636, 

6, H. SCRIFF, Liebigs Ann. Chem. 310, 25 (1900); 319, 69 (1901). 

(1932). 

140 (1960). 
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Losungs- 
mittel 

durch Abfangen der gebildeten Aminogruppe als Salz vermieden werden. Wir 
haben so zunachst eine Reihe von N-Formylaminosburen und N-Formyl- 
aminosaureestern in verschiedenen Losungsmitteln an Palladium/Kohle hy- 
driert. Die Ergebnisse mit N-Formylaminosaureestern sind aus Tab. 1 er- 
sichtlich. Untersucht wurden Formyl-glycin-, -alanin-, -valin- und -phenyl- 
alaninmethylester. 

mittlere mittlere Ausb. mittlere I 
Hydrierzeit i Wasserstoff- an Ester-hy- 

aufnahme drochlorid 

Tabelle 1 
Ka ta ly t i s che  Hydr ie rung  von  Formylaminosaure-  

es te rn  

Eisessig I 3,5 Stunden 1 175,0% 1 - 
THF 1 7 Stunden 1 30,1% 1 20,2% 

Methanol/HCl , 30 Stunden , 30,2% ~ SS,l% 
THF/HCl ~ 7 Stunden ~ 100,0% 90~1% 

Danach verlauft die Hydrierung in Eisessig unter Aufnahme von mehr 
als der theoretisch benotigtenMenge Wasserstoff relativ rasch, ohne daIj aus 
dem Reaktionsgemisch Aminoester-hydrochlorid isoliert werden kann. Of - 
fenbar geht hier die Reaktion iiber die Oxydationsstufe der N-Methylolver- 
bindung bzw. des Formaldehydes hinaus, indem diese oder sekundare Reak- 
tionsprodukte des Aldehydes weiter hydriert werden. 

Die Hydrierung in Tetrahydrofuran fiihrt bereits zu einer partiellen Ab- 
spaltung der Formylgruppe, daneben bilden sich aber betrachtliche Mengen 
an Kondensationsprodukten. Diese werden vollstandig vermieden, wenn die 
Hydrierung in chlorwasserstoffhaltigen absolutem Tetrahydrofuran ausge- 
fiihrt und der intermediar auftretende Aminoester als unlosliches Hydro- 
chlorid abgefangen wird. Man gewinnt so nach maximal 7 Stunden, gewohn- 
lich nach wesentlich kleineren Hydrierzeiten, in fast theoretischer Ausbeute 
das reine Ester-hydrochlorid. 

In  der Versuchsreihe mit methanolischer Salzsaure liegt, wie aus dem 
Vergleich von Ausbeute und Wasserstoffaufnahme hervorgeht, keine hy- 
drierende, sondern im wesentlichen die bekannte solvolytische Abspaltung 
vor l) 3, 4). 

Analoge Versuche mit den freien N-Formylaminosauren lieferten in kei- 
nem Falle die freien Aminosauren bzw. deren Salze. Hier bilden sich durch- 
weg Nebenprodukte, die als Kondensationsprodukte des Formaldehydes mit 
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-4mino- und Carboxylgruppe der in der Reaktionslosung anwesenden Ver- 
bindungen aufgefaBt werden mussen, z. B. Oxazolidone?)*), 

R 
R. R I -- ~ 

I CH O+ I bH-C( 
CHO-- HN-CH-COOH ’ CHO-N-CH-COOH --=+ CHO--PI’( I 

I CH,-O 
CH,OH 

oder Methylen-bis-aminosauren bzw. Methylen-N-acyl-bis-aminosiiurens) 
R XN-CH-COOH 

X = H, CKO I I R  PXHN-CH-COOH + CH,O % CH, 
1 

XN-CH-COOH 
R 

Aus diesem Grunde fuhrt auch die katalytische Hydrierung der N-For- 
myl-benzylester zu keinem Ergebnis, da die Benzylgruppe primar abgespal- 
ten wird und dann die gleichen Nebenreaktionen eintreten. 

Aus diesen Modellversuchen ergibt sich, da13 die hydrierende Abpsaltung 
der N-Formylgruppe in Tetrahydrofuran/Chlorwasserstoff fur Peptidsynthe- 
sen dann verwertbar ist, wenn vor diesem Schritt die Carboxylseite durch 
einen hydrogenolysebestandigen Rest geschiitzt ist, z. B. 

I 
R R 

R 
CHO-HN- A H-COOH + HZN-. . . -COOH + H,N-CH-COOR’ 

R 
I I 

+ CHO-HN-b~-CO-NH- . . . -CO-HN-CH-COOR’ 
R R 

I I 
+ HCl . H2N-CH-CO-NH-. . . -CO-HN-CH-COOR’ 

Um diesen Nachweis prinzipiell zu erbringen, haben wir eine Reihe ein- 
facher Dipeptidester unter Anwendung der Methode der gemischten Anhy- 
dride (I) bzw. der Carbodiimidmethode (11) und der Alkylestergruppe als C- 
Schutzgruppe aufgebaut. 

CHO-Phe + Phe-OEt I+ CHO-Phe-Phe-OEt -+ Phe-Phe-OEt 

CHO-Val + Phe-OMe ?+ CHO-Val-Phe-OMe HEd+ Val-Phe-OMe 

CHO-Leu + Val-OEt -+ CHO-Leu-Val-OEt Hfi+ Leu-Val-OEt 

CHO-Val + Phe-OMe % CHO-Val-Phe-OMe =+ Val-Phe-OMe 

CHO-Pro + Gly-OEt g+ CHO-Pro- Gly-OEt -+ Pro-Gly-OEt 

(D L ;  D L) 

(D L ;  D L) 
I1 

(L, L) 

(L, L) 

(L, L)  

7 )  D. BEN-ISHAI, J. Amer. chem. SOC.  79, 5736 (1957). 
8 )  J. P. GREENSTEIN u. M. WINITZ, Chemistry of the amino acids, New York, London. 

9) D. FRENCH u. J. T. EDSALL, Advances in Prot. Chem. 8, 278 (1945). 
2, 1024 (1961). 
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Derartige Peptidester konnen z. B. als Kupplungskoniponenten fur N-ge- 
schiitzte Aminosauren dienen und dann carboxylseitig nach der Azidmethode 
weiter verlangert werden. 

Diese Versuche sollen im Hinblick auf eine breitere Anwendungsmoglich- 
keit des Verfahrens und zwecks Priifung der Konfigurationsstabilitat bei der 
Abspaltungsreaktion weiter fortgesetzt werden. 

Eine prinzipioll weitere Moglichkeit, die N-Formylgruppe abzuspalten, 
miil3te in der Umsetzung von N-Formyl-peptidestern mit Phosgen bestehen. 
Hierbei geht die Formylaminogruppe in die Isonitrilgruppe iiber l o ) ,  

CHO-NH-R *+ C = N-R __ +Ha'+ H,N-R 

die sich sehr leicht zur freien Aminoverbindung verseifen 11l3t. Entspre- 
chende Versuche von uns in dieser Richtung fuhrten iedoch zu keinen nenen 
methodischen Vorteilen. 

Beschreibung der Versuche 
1. Formylaminosluren 

Die Verbindungen wurden durch Umsetzung der Aminosauren mit wasserfreier Amei- 

Formyl-gly cin Schmp. 154" 11) 

Formyl-DL-alanin Schmp. 149'5) 
Formyl-DL-valin Schmp. 144-146°12) l3)  

Formyl-L-valin Schmp. 156" [a]: = -13,5" (abs. Alkohol)13) 
Formyl-L-leucin Schmp. 142-144" [a]: = - 1 8 , 4 O  (abs. Alkohol)ll) 
Formyl-L-prolin Schmp. 122-123' [a?: = - 2 0 , 3 O  (abs. Alkohol)12) 
Formyl-DL-phenylalanin Schmp. 170' 12). 

sensiiure in Acetanhydrid gewonnen2). 

2. Formylaminoslure-methylestor 14) 
Die Formylaminosaure wurde in absol. Methanol gelost, unter Eiskuhlung allmahlich 

mit gesattigter atherischer Diazomethanlosung bis zur bleibenden Gelbfarbung versetzt und 
nach Abziehen des Losungsmittels durch Kristallisation oder Hochvakuumdestillation ge- 
reinigt. 

3. Hydrierung der Formylaminosluren 

a)  50 cm3 absol. T H F  
b)  50 em3 absol. HC1-gesattigtes THF 
c) 30 om3 Eisessig 
d) 60 em3 absol. HCI-gesattigtes Methanol 

Jeweils 0,Ol Mol Formylaminosaure wurde in folgenden Losungsmittelmengen gelost, 

' 0 )  I. Uar u. K. MEYER, Chem. Ber. 93,239 (1960). - I. UGI u. Mitarb., Chem. Ber. 94, 

11) E. FISCHER u. 0. WARBURG, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 3979 (1905). 
12) I. STOCK, Diplomarbeit a n  der Math.-Nat.-Fak. Halle 1962. 
13) E. FISCHER, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 2320 (1906). 
14) G. LOSSE, A. LOSE u. I. STOCK, Z. Naturforsch. Tiibingen 17 b, 785 (1962). 

2814 (1961). 
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jewcils 1 g Palladiumkohle zugesetzt und bei Zimmertemperatur 4 Stunden [bei Ansatz 
d) : 34 Stunden] hydriert. Das Verdunnen der Hydrierlosungen rnit absol. Ather brachte 
keinen Aminosaureniederschlag. Nach Abziehen der Losungsmittel resultierten saure, 
nicht kristalline Kondensationsprodukte. 

4. Hydrierung der Formylaminosaure-methylester 
a) i n  Eisess ig  

9,nl Mol Formylaminosaure-methylester, in 30 om3 Eisessig gelost und mit 1 g Palla- 
diumkohle versetzt, wurde 3,5 Stunden bei Zimmertemperatur hydriert. Die durchschnitt- 
liche Wasserstoffaufnahme entsprach 175% d. Th. Nach Abziehen des Losungsmittels 
erhielt man 1,8-2,1 g eines nicht kristallinen, neutralen Kondensationsproduktes. 

b) in  T H F  

Die Hydrierung wurde analog in 50 om3 absol. T H F  ausgefiihrt und nach 7 Stunden bei 
einer durchschnittlichen Wasserstoffaufnahme von 30% d. Th. abgebrochen. Beim Verdun- 
nen der Hydrierlosung mit absol. atherischem Chlorwasserstoff fie1 in etwa 20% Ausbeute 
das Aminosaureester-hydrochlorid aus. 

Glycinmethylester- hydrochlorid Schmp. 175" 
Alaninmethylester- hydrochlorid Schmp. 157" 
Valinmethylester-hydrochlorid Schmp. 122" 
Phenylalaninmethylester-hydrochlorid Schmp. 158". 

c) i n  T H F / C h l o r w a s s e r s t o f f  

Zur Hydrierung wurden 0,Ol Mol Formylaminosaure-methylester, 50 cm3 absol. HCI- 
gesattigtes T H F  und 1 g Katalysator angewandt. Nach 5-7 Stunden wurden 246 cm3 
(entspr. 100% d. Th. bei 23" und 755 Torr) Wasserstoff aufgenommen. Das teilweise 
abgeschiedene Ester-hydrochlorid wurde durch Verdiinnen mit absol. Ather vollig ausge- 
fallt und in Ausbeuten von durchschnittlich 90% rein isoliert. 

d) i n  Met  h a  no1 /C h l o r  w a s  s e r s  t o  f f 

Ausgehend von 0,Ol Mol Formylester und 60 om3 absol. HC1-gesattigtem Methanol 
wurde unter sonst gleichen Bedingungen 30 Stunden hydriert. Nach dieser Zeit war 30% der 
theoretisch benotigten Menge Wasserstoff aufgenommen worden. Nach Verdiinnen der 
Reaktionslosung mit absol. Ather resultierten die Ester-hydrochloride in durchschnittlich 
88proz. Ausbeute. 

5. Synthese von Dipeptid-alkylestern 
a) Formyl -d ipep t id -a lky le s t e r  

CHO-DL-Phe-DL-Phe-OEt und CHO-DL-Val-DL-Phe-OMe 

O,O3 Mol CHO-DL-Phe (CHO-DL-Val) wurden mit 0,03 Mol Triathylamin in 14 cm3 
Dioxan gelost und bei -5" mit 2,7 cm3 Chlorameisensiiureathylester versetzt. Nach 15 Mi- 
nuten Riihren bei -5" wurden 0,03 Mol DL-Phe-OEt . HC1 (DL-Phe-OMe . HCl) und 
0,03 Mol Triathylamin hinzugesetzt und noch 15 Minuten bei Oo sowie weitere 15 Minuten 
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bei 20" geriihrt. Nach Filtration, Einengen im Vakuum und Anreiben mit 30 om3 Wasser 
wurde im Kiihlschrank stehengelassen. 

CHO-DL-Phe-DL-Phe-OEt Schmp. 170" 
C,1H,,04PU; (368,4) ber.: C 68,40; H 6,53; N 7,61; 

gef.: C 65,28; H 6,68; N 7,97. 
CHO-DL-Val-DL-Phe-OMe Schmp. 165-166" l) 

Cl,H,,04N, (306,4) ber.: C 62,55; H 7,20; N 9,13; 
gef.: C 62,08; H 7,26; N 9,31. 

CHO-L-Leu-L-Val-OEt, CHO-L-Val-L-Phe-OMe und CHO-L-Pro-Gly-OEt 
0,Ol Mol Formyl-L-aminosaure, in 50 em3 eines Gemisches aus gleichen Teilen Methylen- 

chlorid und Dioxau gelost, wurden bei -20" rnit 0,Ol Mol L-Aminosahreester in 5 cm3 Me- 
thylenchlorid und 0,Ol Mol Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Nach einstiindigem Riihren 
bei - 20" und 3stiindigem bei 20" wurde 8 Stunden stehengelassen, vom ausgeschiedenen 
Harnstoff abfiltriert, das Losungsrnittel bei 35" Badtemperatur entfernt, der Ruckstand in 
wenig Essigester aufgenommen und mit 5proz. HCI, 5proz. NaHC0,-Losung und Wasser ge- 
waschen. Nach Trocknen mittels Na,SO, fiel rnit Petrolather der Formyl-dipeptidester aus. 

CHO-L-Leu-L-Val-OEt farbl. 01, n g  = 2,623 
[a]: = -43,25" (c  = 1,004 in absol. Alk.) 

C,,H,,04N* (286,4) ber.: N 9,75; 
gef.: N 9,84. 

CHO-L-Val-L-Phe-OMe Schmp. 148-149'1) 
[a]: = -42,3" (c = 1,480 in absol. Meth.) 

C16H2204N2 (306,4) ber.: N 9J3; 
gef.: N 9,521. 

CHO-L-Pro-Gly-OEt farbl. 01 n s  = 2,220 
[a]: = -46,47" (c = 2,260 in absol. Alk.) 

ClOH1604~2, (228,3) ber.: C 52,90; H 7,03; N 12,28; 
gef.: C 52,lO; H 7 , l l ;  N 12,02. 

b) H y d r i e r e n d e  A b s p a l t u n g  d e r  N - F o r m y l g r u p p e  

0,Ol Mol des Formyl-dipeptid-alkylesters wurde in 100 em3 einer absol. In-Losung von 
Chlorwaaserstoff in T H F  gelost und nach Zusatz von 2 g Palladiumkohle in der Schiittel- 
ente bei Zimmertemperatur hydriert. Nach 3-4 Stunden, maximal nach 7 Stunden, wurde 
die theoretische Menge Wasserstoff (246 cm3 bei 23" und 755 Torr) aufgenommen. Nach Ab- 
trennen des Katalysators, Einengen der Losung im Vakuum und Verdunnen mit vie1 absol. 
Ather fiel das Peptidester-hydrochlorid BUS. Durchschnittliche Ausbeute: 90% d. Th. Die 
resultierenden Peptidester erwiesen sich als chromatographisch rein. 

DL-Phe-DL-Phe-OEt Schmp. 220-226' 
C,,H,,O,N,~ HC1 (376,9) ber.: C 63,70; H 6,68; N 7,45; 

gef.: C 63,46; H 6,60; K 7,57. 
DL-Val-DL-Phe-OMe Schmp. 230-233'1) 
Cl,H,20,N,~ HC1 (314,8) ber.: N 8,90; 

gef.: N 8,89. 
L-Leu-L-Val-OEt Schmp. 147-148" 

[a]: = + 29,7' (c = 1,012 in absol. Alk.) 
C,,H,,O,N,. HC1 (294,8) ber.: C 53,Ol; H 9,22; N 9,52; 

gef.: C 53,42; H 9,44; N 9,51. 
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L-Val-L-Phe-OMe Schmp. 196-196'') 
[a]',' = + 25,2" (c = 1,802 in Wasser) 

C15H,,0,N,~ HCI (314,s) ber.: N 8,90; 
gef.: N 9,18. 

L-Pro-Gly-OEt Schmp. i19-lSOo15) 
[el: = -40,3" (c = 1,80 in Wasser) 

C,H,,O,N,. HCl (236,'i) ber.: N 11,85; 
gef.: N 11,96. 

15) H. N. RYDON u. P. W. G. SMITH, J. chern. SOC. (London) 31342 (1966). 

H alle (Saale), Institut fur Organische Chemie der Martin-Luther-Uni- 
versitat. 

Bei der Redaktion eingegangen am 5. Oktober 1963. 




