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78. Peptidsynthesen unter Verwendung der 2-(p-Diphenyl)-isopropyl-
oxycarbonyl (Dpoc)-Aminoschutzgruppe

von P. Sieber und B, Iselin

Entwicklungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung

(1. 111. 68)

Summary. The 2-(p-diphenyl)-isopropyloxycarbonyl (Dpoc) residue has been chosen for the
selective protection of a-amino groups in the synthesis of peptides containing additional acid-
labile protecting residues. It is easily introduced into amino-acids by reacting either the mixed
carbonate I or the azide III with esters or salts of amino-acids. It is split by dilute acetic acid and
other weakly acidic reagents at rates which permit a selective cleavage in the presence of other
acid-labile protecting groups, especially those derived from ¢-butanol

A number of peptide syntheses have been carried out with the new group either in the con-
ventional manner or by the solid-phase method. No effects due to steric hindrance, as observed
previously with the N-trityl residue, are encountered. The application of the N®-Dpoc group to
solid-phase peptide synthesis permits the use of a new combination of protecting groups in which

the side chains of trifunctional amino-acids are blocked by acid-labile residues that can be easily
split in the final step of the synthesis.

Beim Aufbau von héhermolekularen Peptidwirkstoffen sollten zur selektiven
Blockierung der Seitenkettenfunktionen von trifunktionellen Aminosiuren solche
Schutzgruppen gewihlt werden, die sich nach erfolgtem Aufbau der Peptidkette leicht
und ohne Veridnderung der Peptidmolekel abspalten lassen. Dieses an sich selbstver-
stindlich erscheinende Postulat hat sich bei «konventionellen» Peptidsynthesen im
Verlaufe der letzten Jahre weitgehend durchgesetzt, wobei sich die ¢-Butoxycarbonyl-
(Boc)?) (1], -Butylester-(OBuf) [2] und t-Butylither-(Bu*) [3]-Gruppen als besonders
geeignet fiir den Schutz von Amino-, Carboxyl- und Hydroxyl-Seitenkettenfunktio-

1) Abkfirzungen nach IUPAC-IUB Tentative Rules, Biochemistry 5, 2485 (1966); weitere Ab-
kuirzungen siehe exper. Teil.
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nen erwiesen haben?). Bei «Feststofftrigersynthesen» wird jedoch dieses Prinzip noch
wenig beriicksichtigt, denn in der allgemeinen Ausfiihrungsform nach MERRIFIELD
(6] wird der Boc-Rest als a-Aminoschutzgruppe verwendet, und zur Blockierung von
Aminosiure-Seitenkettenfunktionen werden oft Schutzgruppen gewihlt, deren Ab-
spaltung von den am Feststofftriger aufgebauten Peptiden so drastische Methoden
erfordert, dass eine teilweise Zerstérung der Polypeptidmolekel eintreten kann [7].
Es wire daher von grossem Vorteil, wenn auch bei der Feststofftrigersynthese die von
t-Butanol abgeleiteten leicht spaltbaren Schutzgruppen fiir die Blockierung der Sei-
tenkettenfunktionen eingesetzt werden konnten. Eine Grundbedingung fiir eine der-
artige Modifikation der Trigermethode sind a-Aminoschutzgruppen, die sich neben
¢-Butylderivaten leicht und selektiv abspalten lassen.

In der vorangehenden Mitteilung [8] haben wir gezeigt, dass gewisse Aralkyloxy-
carbonyl-Reste dieser Anforderung entsprechen. Als bestgeeignete Schutzgruppe fiir
Peptidsynthesen erscheint uns der 2-(p-Diphenyl)-isopropyloxycarbonyl-Rest:

CH,
/' \_/ \_l o co
e/ /| '

CH,

J

fiir den wir die Abkiirzung «Dpoc» vorschlagen. Diese Gruppe zeigt nicht nur eine
hohe Selektivitit bei der acidolytischen Spaltung im Vergleich zur Boc-Gruppe [8],

Reaktionsschema
CH, CH,
(D bon proem { N Hb-oco-
— éH& — ln,

i cx_co_OQ

D H,NNH, HNO,
poc—O0 ——  Dpoe—NHNH, —>  Dpoc—N,

I II III
R R
{ |
11 4+ H,NCHCOOEt ... _ 5 Dpoc-NHCHCOOEt
loue
R
|
Methode A Dpoc-NHCHCOOH
R R

| |
IlloderI + H,NCHCOO® [N(R),]® — 5 Dpoc-NHCHCOO® [N(R)y®
Methoden B und C

%) Siehe z.B. Scuwyzer [4] und Referenzen [1], [2] und [3] in Mitteilung von KESSLER und
IsELIN [5]. .
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sondern ldsst sich auch leicht in Aminosduren einfithren und weist den zusitzlichen
Vorteil auf, dass Verbindungen, die diesen Rest enthalten, leichter kristallisieren als
die von anderen untersuchten Schutzgruppen abgeleiteten Derivate®).

Das als Ausgangsmaterial benétigte (p-Diphenyl)-dimethyl-carbinol {9] ldsst sich
leicht im KilomaBstab herstellen. Auch die Synthese des gemischten Carbonats I
(siche Reaktionsschema) und dessen Uberfiihrung in das Hydrazid II und Azid III
bieten keine besonderen Schwierigkeiten, da alle Zwischenprodukte in kristalliner
Form erhalten werden.

Die Einfiilhrung der Schutzgruppe in Aminosiuren kann entweder durch Reak-
tion des Azids III mit Aminosiureestern und anschliessender Verseifung zur N-ge-
schiitzten Aminosidure (Reaktionsschema, Methode A) erfolgen, oder durch Umsatz
des Azids IIT mit Salzen von Aminosiuren in wasserfreiem Medium?*}, wobei sich
Tetramethylammonium- [10] oder Benzyl-trimethyl-ammonium(«Triton B»)-Salze
als besonders geeignet erwiesen haben (Methode B). Noch einfacher lisst sich die
Schutzgruppe durch Umsatz des «aktivierten» Phenylesters I mit Salzen von Amino-
siuren einfithren (Methode C). Bei unseren Synthesen haben wir diese letztere Me-
thode bevorzugt. Die Dpoc-aminosduren sind entweder direkt in kristalliner Form
erhalten worden, meist aber als kristalline Salze mit Cyclohexylamin oder Dicyclo-
hexylamin (siehe exper. Teil, Tab. 2).

Die Abspaltung der N*-Dpoc-Schutzgruppe erfolgt je nach Art des sauren Reak-
tionsmediums innert 10 Minuten bis 7 Stunden. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, wird die

Tabelle 1. Spaltung von Dpoc-Aminosduren mt verschiedenen Sduregemischen bei 22-25°

Dpoc- 80-vol.-proz. Essigsdure | AcOH-83-proz. (g/g) Methylenchlorid-75-
Aminosduren Ameisensdure-W proz. (g/g) Chloressig-
7:1:2(Vol.) saure 50:37 (Vol)
50%  99,9% &, 50% 99,9% k&, 50% 99,9% &,
(Min)) (Std) (Std.”})} | (Min) (Min) (Std."}) | (Min) (Min) (Std."})
Gly 26 4,3 1,6 0,9 9 45
Leu 32 5,3 1,3
Val 32 53 13 8 77 5.4 1.3 13 31
Pro 32 53 1.3 10,5 106 39
Tyr 21 3,5 2,0
Lys (Boc) 41 6,9 1,0 9,5 94 4,4 1 10 42
Phe 32 5.3 1,3
Glu (OBu¥) 41 6,9 1,0
Ser (Bu!) 24 4,0 1,7
Boc-Gly 58 Tage 5.104 14 Tage 2-10°3 138 Std. 5-10-3
Z-Lys (Boc) 120 Tage 2,3-107% ) 36 Tage 8-10-4
relative Ge-
schwindigkeit
Dpoc: a-Boc 2000-4000:1 1800-2700:1 6200-9000:1
Dpoc: e-Boc 4300-8700:1 4900-6800:1

3) So wurden z.B. (2-Phenyl-isopropyl)-phenyl-carbonat,
hydrazid und -azid nur als Ole erhalten.

%) In wisserigem Medium findet eine relativ rasche Zersetzung der Verbindungen I und I1I statt.

2-Phenyl-isopropyloxycarbonyl-
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Spaltgeschwindigkeit nur in relativ geringem Masse von der Konstitution des Amino-
sdureanteils der Dpoc-Verbindungen beeinflusst. Ein Vergleich der relativen Spaltge-
schwindigkeiten der N*-Dpoc- und N*-Boc-, bzw. N*-Boc-L-Lysyl-Schutzgruppen zeigt
eine hohe Selektivitit der Spaltung. Die gefundenen Verhiltniszahlen von 2000 bis
9000 erlauben eine Abspaltung von 99,8 bis 99,9%, der Dpoc-Schutzgruppen, wihrend
nur 0,1 bis 0,29, des Boc-Rests gespalten werden?).

Als saure Medien, die eine rasche, aber doch noch kontrollierbare Spaltung ver-
mitteln (vgl. [8], Tab. 2), bevorzugen wir die Gemische Eisessig — 83-proz. Ameisen-
sdure — Wasser 7:1:2 (v) und Methylenchlorid — 75-proz. Chloressigsdure 50:37 (v);
letzteres ist besonders geeignet fiir Feststofftrigersynthesen, da das Harz in diesem
Medium gut quellbar ist.

Zur Uberpriifung der Eignung von Dpoc-Gruppen zum selektiven Schutz von
a-Aminofunktionen bei Peptidsynthesen haben wir vorerst auf konventionellem Wege
die kristallinen Verbindungen N*-Dpoc-N*-Boc-L-Lysyl-L-(N*-Boc)-lysin-methylester
(IV) und Dpoc-L-Prolyl-L-leucyl-L-glutamyl-(y-t-butylester)-L-phenylalanin-t-butyl-
ester (V) durch Kondensation von Dpoc-Aminosdurederivaten mit den entsprechenden
Estern mittels der Methode der gemischten Anhydride hergestellt. Bei diesen Syn-
thesen war, wie vorauszusehen, keine sterische Hinderung bei der Einfiihrung der
Dpoc-Aminosiuren feststellbar. Auch die Abspaltung der Dpoc-Schutzgruppe erfolgte
rasch und ohne Komplikationen. Die nach unseren Vorstudien zu erwartende Selek-
tivitit der Spaltung der Dpoc-Gruppen gegeniiber den Boc-Resten wurde bei diesen
Peptiden voll bestitigt.

Wie eingangs erwihnt, bestand ein Hauptziel dieser Arbeit in der Modifikation der
Feststofftrigersynthese in dem Sinne, dass die Aminosiure-Seitenkettenfunktionen
durch die von ¢-Butanol abgeleiteten Schutzgruppen blockiert werden, wihrend zum
temporiren Schutz der a-Aminofunktionen der am Feststofftriger aufzubauenden
Polypeptidkette selektiv spaltbare Gruppen eingesetzt werden. Die Verwendung der
Dpoc-Gruppe fiir diesen Zweck haben wir vorerst am einfachen Beispiel der Tréger-
synthese von Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-(N°-Boc)-lysyl-glycin-hydrazid
(VI; vgl. auch Reaktionsschema in [5]) untersucht.

Ausgehend von Styrol-Divinylbenzol-Harz, das nach MERRIFIELD [6] mit 0,23
mMol Boc-Glycin pro g Harz beladen war, wurde in bekannter Weise [6] das
Glycin-Harz hergestellt und dieses mittels Dicyclohexyl-carbodiimid mit N*-Dpoc-

©Boc-L-Lysin zum N*-Dpoc-N¢-Boc-L-Lysyl-glycin-Harz umgesetzt. Zur Verfol-
gung der anschliessenden Abspaltung der Dpoc-Gruppe in Methylenchlorid — 75-proz.
Chloressigsiure 50:37 wurden nach verschiedenen Zeiten Proben des Harzes ent-
nommen und der Peptidanteil durch Hydrazinolyse [5] [11] vom Triger abgeldst.
Durch diinnschichtchromatographische Untersuchung des erhaltenen Peptidhydrazids
wurde festgestellt, dass die Abspaltung der a-Amino-Schutzgruppe am Feststoff-
triager erwartungsgemiss lingere Zeit erforderte als in Losung, doch war die Spaltung
nach 90 Min. vollstindig, wihrend der — am Harz ebenfalls langsamer gespaltene —
Boc-Rest praktisch unangetastet blieb. Der nachfolgende Umsatz des Dipeptidharzes
mit Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanin lieferte Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-
8) Theoretisch ist fiir eine selektive Spaltung von 99,99, Dpoc- und 0,19, Boc-Gruppen im glei-

chen Zeitintervall ein Verhiltnis der Spaltgeschwindigkeiten von 7000:1 erforderlich und fir
eine Spaltung von 99,8%,, bzw. 0,2%, ein Verhiltnis von 3100:1.

40
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L-(N¢-Boc)-lysyl-glycin-Harz. Nach Abspaltung des Peptids vom Triger mitt‘els
Hydrazinolyse (5] [11] wurde das kristalline Tripeptidhydrazid VI erhalten, das sich
als identisch mit authentischem Material erwies.

Nachdem damit die prinzipielle Verwendbarkeit der Dpoc-Gruppe bei der Triger-
synthese erwiesen war, untersuchten wir den Aufbau des der Sequenz 4-7 von Rinder-
B-MSH entsprechenden Tetrapeptidderivats L-Prolyl-L-tyrosyl-L-(N*-Boc)-lysyl-v-
methionin-hydrazid (VIT) durch stufenweise Angliederung von Dpoc-Aminosiuren an
L-Methionin-Harz. Bei dieser Synthese trat eine grundsitzliche Komplikation ein, in-
dem beim Umsatz von Boc-L-Methionin mit Chlormethyl-Harz®) nach MERRIFIELD (6]
nur ca. die Hilfte als Ester gebunden wurde (VIII), wihrend der Rest als Boc-L-
Homocystein iiber das Schwefelatom mit dem Harz verkniipft war (I1X)?).

CHyS-CH, cH, s-cHd NP
CH, ! N/

| //_\\ CH,
- b -OCH -P |
Boc-NHCHCO-OCH,A __ ) Boc-NHCHCOOH
XI
P = Polymer-Triger (Styrol-Divinylbenzol-Harz)

VIII

Nach iiblicher Abspaltung der Boc-Gruppe [6] erfolgte die Angliederung von wei-
teren Aminosiuren sowohl an die als Ester gebundenen als auch iiber das S-Atom ver-
kniipften Anteile des Aminosiure-Harzes, doch liess sich das aus letzterem erhaltene
Peptidderivat am Schluss der Synthese nicht mehr vom Triger ablosen, wodurch von
vornherein ein Ausbeuteverlust bedingt war.

Die stufenweise Verlingerung der Peptidkette am Harz durch Umsatz von je
2 Aqu. N*-Dpoc-N¢-Boc-L-Lysin, Dpoc-L-Tyrosin und Dpoc-L-Prolin in Gegen-
wart von Dicyclohexyl-carbodiimid erfolgte nach bekannter Methode [6]. Zur Kon-
trolle des Umsatzes wurden jeweils Proben des Dpoc-Peptid-Harzes mit Hydrazin be-
handelt, wobei die als Ester an den Triger gebundenen Peptidanteile als Dpoc-Pep-
tidhydrazide freigesetzt wurden. Die diinnschichtchromatographische Untersuchung
dieser Zwischenprodukte ergab, dass auf jeder Stufe die Dpoc-Aminosiuren voll-
stindig mit den a-Aminogruppen der am Harz gebundenen Peptide reagiert hatten;
trotzdem traten bei steigender Kettenlinge in vermehrtem Masse nicht identifizier-
bare Verunreinigungen auf, die wir eher auf vorldufig noch unbekannte Nebenreaktio-
nen (besonders bei Probekondensationen in Gegenwart von Dicyclohexyl-carbodiimid
und Hydroxysuccinimid [13]) zuriickfiihren als auf Verinderungen bei der Hydra-

$) Wir verdanken Herrn Dr. W. KessLER, CIBA AG., Basel, die Herstellung von Boc-Methionin-

Harz und die Untersuchung des Reaktionsverlaufs.

") Dies entspricht der allgemein bekannten Reaktion von Methioninderivaten mit Benzylhalo-
geniden unter Bildung von Verbindungen des S-Benzyl-homocystems [12]. Das Verhiltnis der
Anteile VIIT und IX wurde von Dr. KessLER mittels folgender Bestimmungen festgelegt:

a) Total Aminosiure am Harz: Titration des beim Umsatz von Boc-Methionin mit Chlor-
methyl-Harz freigesetzten CI® und makroanalytische Schwefel-Gehaltsbestimmung des
Harzes (0,35 mMol Boc-Amnosiure/g Harz).

b) Als Ester gebundenes Boc-Methionin (VI11). Hydrazinolyse des Harzes mit Hydrazin-
hydrat/EtOH (20 Std. bei 23°) und Bestimmung des freigesctzten, 1m rohen Reaktionsprodukt
enthaltenen Boc-Methioninhydrazids durch mikroaualytische S-Bestimmung (0,18 mMol).

c) Uber das S-Atom gebundencs Boc-L-Homocystein (IX): Makroanalytische S-Gehalts-
bestimmung des nach obiger Hydrazinolyse erhaltenen Harzes (0,17 mMol).
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zinolyse [11b]. Auf Grund dieser und fritherer Beobachtungen bei Feststofftriger-
synthesen mit «-Boc- und «-0-Nitrophenylsulfenyl-Aminosiuren erscheint es uns not-
wendig, dass der Bestimmung des Reinheitsgrads®) von am Harz aufgebauten Peptid-
Zwischenprodukten ganz allgemein mehr Beachtung geschenkt wird, als dies bisher
geschehen ist.

Die Abspaltung der Dpoc-Gruppe (von den sowohl als Ester als auch iiber das
S-Atom an das Harz gebundenen Peptidanteilen) mittels Chloressigsdure in Methylen-
chlorid wurde ebenfalls auf jeder Stufe gepriift, einerseits durch Messung der UV.-Ab-
sorption des freigesetzten (p-Diphenyl)-dimethyl-carbinols (4,,,, 254 nm in Feinsprit;
£ = 21600) bzw. 2-(p-Diphenyl)-propens?) in den vom Harz abgetrennten Reaktions-
und Waschlosungen, und andererseits durch diinnschichtchromatographische Unter-
suchung der Peptidhydrazide, die durch Hydrazinbehandlung von Proben der Peptid-
Harze erhalten wurden. Beide Bestimmungsmethoden zeigten eine vollstindige und
selektive Abspaltung der Dpoc-Schutzgruppe. Aus dem erhaltenen Tetrapeptid-Harz
wurde durch Hydrazinolyse L-Prolyl-L-tyrosyl-L-(N*-Boc)-lysyl-L-methionin-hydrazid
(VII) freigesetzt, das nach Chromatographie an CM-Sephadex in kristalliner Form
gewonnen wurde,

Die oben beschriebenen Synthesebeispiele zeigen, dass das Prinzip der selektiven
acidolytischen Spaltung von Aralkyloxycarbonyl-a-Aminoschutzgruppen, speziell des
2-(jJ-Diphenyl)-isopropyloxycarbonyl-Rests, sowohl fiir konventionelle Peptidsyn-
thesen als auch fiir Trigersynthesen geeignet ist und zudem bei letzteren eine Modi-
fikation der Schutzgruppenkombination erlaubt, die das in der Einleitung genannte
Postulat der leichten Freisetzung von geschiitzten Aminosiure-Seitenkettenfunk-
tionen erfiillt.

Experimenteller Teil

Aligemeine Bemerkungen: siehe voranstehende Mitteilung [8). Zusitzliche Abklrzungen:
-PrOH = Isopropanol, s-BuOH = sec-Butanol, PA = Petrolither, CHA = Cyclohexylamin,
DCCI = Dicyclohexyl-carbodiimid.

DC-System 5: s-BuOH-AcOH-W 67:10:23.

1. Herstellung von 2-(p-Diphenyl)-isopropylexycarbonyl (Dpoc)-aminoséuren - {2-(p-
Diphenyl)-isopropyl]-phenyl-carbonat (I): 212 g (1 Mol) (p-Diphenyl)-dimethyl-carbinol [9], 1 1
Methylenchlorid und 120 ml Py werden bei — 5° innert 30 Min. mit einer Lésung von 152 ml Chlor-
kohlensiure-phenylester in 500 ml Methylenchlorid versetzt. Nach dem Zutropfen bildet sich eine
dicke Fallung, die nach Rithren {iber Nacht bei 0° grosstenteils geldst ist. Das Gemisch wird auf
wenig Eis gegossen, mit 1 1 Methylenchlorid verdiinnt, die organische Phase abgetrennt und noch
dreimal mit W gewaschen. Nach Trocknen itber Natriumsulfat wird das Methylenchlorid bei 30°
Badtemperatur verdampft. Der kristalline Riickstand wird bei 60° in 11 EE gelost, und die Lésung
auf ca. 600 ml eingeengt und bei 0° kristallisieren gelassen. Man erhélt eine 1. Fraktion von 261 g,
Smp. 115-116° (Zers.). Aus der Mutterlauge wird durch Einengen auf ca. 100 ml eine 2, Fraktion
von 31,5 g, Smp. 114-115° (Zers.), erhalten. Ausbeute: 889, d.Th. Zur Analyse wird eine Probe
aus EE umkristallisiert: Smp. 115-116° (Zers.).

CygHyOy (332,4) Ber. C79,49 1H6,06%  Gef. C79,56 H6,18%

8) Wir bevorzugen die diinnschichtchromatographische Priifung der Zwischenprodukte gegen-
liber der Aminosiureanalyse, die relativ wenig iiber den Reinheitsgrad aussagt.

%) Diese Spaltprodukte lassen sich auch diinnschichtchromatographisch im UV.-Licht nachwei-
sen; Rf-Werte im System 2:0,6 bzw. 0,75. Das durch den Vergleich der Fleckengrissen ge-
schitzte Verhiltnis der beiden Komponenten betrigt ca. 9+1. — Zur vollstindigen Abtrennung
der Spaltprodukte vom Peptidharz muss dieses mehrmals mit Methylenchlorid gewaschen
werden,
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2-(p-Diphenyl)-isopropyloxycarbonyl-kydrazid (I1I): Aus 106 g (0,5 Mol) (p-Diphenyl)-dime-
thyl-carbinol wird, wie oben beschrieben, das [2-(p-Diphenyl)-isopropyl]-phenyl-carbonat (I) her-
gestellt. Das Rohprodukt wird in 200 ml DMF suspendiert, unter leichter Kuhlung mit 125 ml
Hydrazinhydrat versetzt und 6 Std. bei Raumtemperatur gerithrt. Hierauf wird mit Eis gekuhilt
und langsam mit total 1 1 W versetzt. Nach Stehenlassen bei 0° itber Nacht wird abfiltriert, einmal
mut eiskalter 1n Natronlauge, dann mit W neutral gewaschen. IDas Rohprodukt (139 g) wird aus
200 ml Tetrachlorkohlenstoff und 40 ml PA umkristallisiert. Ausbeute: 103 g (76%), Smp. 106 bis
108°. Zur Analyse wird aus i-PrOH umbkristallisiert: Smp. 109-110°.

CueHygN,O, (270,3)  Ber. C71,09 H6,71 N10,36% Gef. C71,37 16,69 N10,59%

2-(p-Diphenyl)-isopropyloxycarbonyl-azid (111): 27 g (0,1 Mol) Hydrazid II in 270 ml Aceto-
nitril werden bei einer Innentemperatur von — 25° mit emer vorgekithlten Mischung von 50 ml 6~
Salzsidure und 100 ml Acetonitril versetzt. Anschliessend werden bei —15° bis —20° 22 ml 5m
Natriumnitrit zugetropft. Nach 10 Min, bei — 15° wird erneut auf —25° gekithlt und 2N Soda-
16sung zugetropft bis zum pH-Wert 6-8. Die Losung wird unter Eis-Kochsalz-Kithlung in 11 W
gegossen und gerithrt bis zur vollstindigen Kristallisation. Die Fallung wird abfiltriert, gut mit
Eiswasser gewaschen, in Ather geldst, von W abgetrennt, iber Natriumsulfat getrocknet und der
Ather im Vakuum ber Raumtemperatur verdampft. Der kristalline Ruckstand (28,3 g; ber.
28,1 g) wird ohne Reinigung verwendet. Zur Gehaltsbestimmung werden ca. 40 yMol (genau ein-
gewogen) in 3 ml MeOH geldst, mit 1 ml W versetzt (vgl. Fussnote 4; Zersetzung unter Bildung
von HNjg) und sofort mit 0,18 Natronlauge titriert. Der Gehalt betrug 84,59, die Ausbeute folg-

lich 85% d.Th. ~ Zur Analyse kann sehr vorsichtig aus PA kristallisiert werden, Smp. 55-57°. IR..
Azidbanden bei 4,55 und 4,7 p.

CieHysN;O, (281,3)  Ber. N14,94%  Gef. N 14,96%

Folgende 2-Phenyl-isopropyloxycarbonyl-Verbindungen wurden ebenfalls in der oben be-
schriebenen Weise hergestellt:

(2- Phenyl-isopropyl)-phenyl-carbonat: O), nicht gereimgt.

2- Phenyl-1sopropyloxycarbonyl-hydrazid : Ol, Sdp. 96-98°/0,005 Torr.

2- Phenyl-1sopropyloxycarbonyl-azid. O, Sdp. 47-49°/0,005 Torr; IR. wie bei I1I.

CioH N3O, (205,2)  Ber. N 20,48%  Gef. N 20,599

2, Einfiihrung der Dpoc-Gruppe in Aminosiiuren. — Methode A: Mit dem Azid 111 in
Amnosdureestey und Verseifung: 2,85 g (17,2 mMol) L-Prolin-methylester-hydrochlorid in 9,8 ml
DMF werden bei 0° mit 2,4 ml (17,2 mMol) Tridthylamin und nach 2 Min. mt 6,3 g (18,8 mMol)
84-proz. Azid IIT und 4,9 ml DMF versetzt. Nach weiteren 4 Min. und 30 Min, werden erneut 2,4 ml
bzw. 1,2 ml Trifithylamin zugefigt. Anschliessend wird fiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach fiblicher Aufarbeitung werden 7,5 g eines teilweise kristallisierenden Ols erhalten, das in 60 ml
1-PrOH geldst wird. Diese Losung wird mit 11 ml 1,9~ Natronlauge versetzt, 2 Std. bei 40° geriihrt,
im Vakuum eingeengt, mit 100 ml W versetzt, zwermal mit Ather gewaschen, bei 0° mit 1m Zitro-
nenséure auf pH 3 angesiuert und zweimal mit Ather extrahiert. Die Ausziige werden neutral ge-
waschen, getrocknet und filtriert. Nach Zusatz von 3,5 ml DCHA beginnt das DCHA-Salz zu

kristallisieren. Man erhalt 7,35 g (80%) vom Smp. 173-175° {Zers., Sintern bei 123°). Zur Analyse
wird aus EE-PA umkristallisiert, wobe1 sich der Smp. nicht dndert (vgl. Tab. 2).

Methode B: Mit dem And 111 m Aminosduren: 1,17 g (10 mMel) L-Valin werden in 4,55 ml
einer 2,2N Losung von Benzyi-trimethyl-ammomumhydroxyd (¢Trnton B») in MeOH1%) geldst.
Nach Verdampfen im Vakuum wird der Riickstand zur Entfernung von W zweimal mit je 10 ml
DMF gelost und im Vakuum eingedampft. Nach Lésen in 5 ml DMF wird bei 40° mit 3,35 g
(10 mMol) 84-proz. Azid III und 2,75 ml (20 mMol) Tridthylamin versetzt und 1 Std. bei 40° ge-
rithrt. Die Lésung wird mit Ather und W verdiinnt, die wisserige Losung nochmals mit Ather ge-
waschen, darauf bei 0° mit 1m Zitronensiure auf pH 2-3 angesiuert und mit Ather extrahiert.
Nach dem Neutralwaschen und Trocknen der Atherldsung wird sie mit 1,2 ml CHA versetzt, wor-
auf das Salz zu kristallisieren beginnt. Die Atherltsung wird noch etwas eingeengt, mit gleichviel
PA versetzt und einige Zeit bei 0° belassen. Man erhilt 3,08 g (68%,) Dpoc-Val-OH-CHA vom
Smp. 176-178° (Zers.). — Zur Analyse kann aus i-PrOH umkristallisiert werden.

10) Kiufliche 40-proz. Lasung.
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Methode C: Mit dem Phenylester I in Amanosduren: 26,2 g (0,2 Mol) L-Leucin werden in 93 ml
2,158 methanolischer Losung von «Triton B» bei 50° gelost. Nach Verdampfen des MeOH wird
der Rickstand durch zweimaliges Eindampfen mit je 60 ml DMF von W befreit. Der Ruckstand
wird in 80 ml DMF gelést, bei 50° mit 66,6 g (0,2 Mol) {2-(p-Diphenyl)-isopropyl]-phenyl-carbonat
(I) versetzt und 3 Std. bei 50° gerlihrt. Zur Aufarbeitung wird zwischen W und Ather verteilt, die
wisserige Losung bei 0° mit 1M Zitronensiure angesiuert und mit Ather extrahiert. Nach Wa-
schen und Trocknen wird der Ather im Vakuum bei 30° zur Trockne verdampit. Der kristalline
Riickstand wird mit 30 ml Ather und 100 ml PA verrieben und das unlésliche Dpoc-Leu-OH ab-
filtriert. Ausbeute: 52,1 g (70%,), Smp. 227-230° (Zers.).

Die Synthese wertever Dpoc- Aminoskuren und ihre Ergenschaften sind in Tabelle 2 zusammenge-
fasst.

Tabelle 2. Herstellung und Eigenschaften von 2-(p-Diphenyl)-isopropyloxycarbonyl(Dpoc)-amino-

sduren
Aminosiurederivat Me- Aus-  Smp. (LM) [«]jy  Analyse DCa)
Elementarformel Mol.- thode beute (¢ =1) oben Ber., Rf
Gew, % MeOH unten Gef.

c% H% N%
Gly - DCHA A 713 192-103° (Zers,) - 72,84 8,56 566 0,28
C3oH N0, (4947) C 65 EE 72,58 847 572
Leun A 6l%)  227-230° (Zers) —12° 71,52 7,37 379 046
CyeHy NO, (369,5) C 70 Ather 71,18 7,28 4,05
Val-CHA A 49 178-180° (Zers,) — 8° 71,33 8,43 616 034
CyHpeNyO, (4546) B 68 +-PrOH 71,32 825 6,17

c 69

Pro: DCHA A 80 173-175° (Zers.) -—12° 74,12 8,67 3524 037
C3aH N30, (534,7) EE-PA 74,06 8,50 5,23
Lys(Boc) - DCHA A 70 amorph 4+10° 70,34 893 631 038
C3oHggNO, (665,9) C 66 69,56 8,60 6,01
Tyr - CHA A 33 248-252° (Zers.) +39° 71,79 7,39 540 0,35
CyHygN,0; (5186) C 35 Accton 71,45 7,33 5,37
Phe - DCHA C 59 116-119° (Zers.) +33° 7599 8,27 4,79 0,39
CarHgN,O, (584.8) EE 75,73 8,09 4,77
Glu(OBu¥) - CHA C 64 174-175° (Zers.) +15° 68,86 8,20 5,18 043
CarHyy N0, (540,7) EtOH 68,74 8,09 5,18
Ser(Bu') - CHA C 69 180-181° (Zers.) +21° 69,85 849 562 0,38
CaHy,N, O {498,6) EE 69,97 8,46 5,59
Mect - DCHA C 73b)  143-145° +14° 69,68 8,51 492 0,36
Ca3HgN,O,S (568,8) EE-PA 69,45 845 5,31
Asn c 43byc) 176-178° _ 8 64,85 599 7,56 0,24
CoHje N O; (370,4) Ather 64,73 6,04 7,65

8) System: s-BuOH — 3-proz. Ammoniak 70:30; die Rf-Werte zeigten starke Schwankungen.

Diese Versuche verdanken wir den Herren Dres. KaAMBER, RITTEL und RINIKER.

¢) Die niedrige Ausbeute ist dadurch bedingt, dass das Ausgangsmaterial nie vollstindig in
Lésung ging.

3. Abspaltung der Dpoc-Gruppe. — Geschwindigkeitskonstanten (s. Tabelle 1): Bestimmung
wie in der voranstehenden Mitteilung [8] beschrieben.

Praparative Spaitung: 739 mg (2 mMol) fein gepulvertes Dpoc-Leu-OH wird 11/, Std. mit 7 ml
AcOH - 83-proz. Ameisensiure - W 7:1:211) bei Raumtemperatur gerithrt. Nach Versetzen mit

1) Die Konzentration sollte bei der Spaltung von methioninhaltigen Dpoc-Aminosiuren oder
-Peptiden nicht héher als 0,1M sein, da bei hoheren Konzentrationen eine Abnahme der Spalt-
geschwindigkeit feststellbar ist.
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40 ml Aceton und 1 ml Py wird das ausgefallene Leucin nach kurzem Stehen bei 0° isoliert. Aus-

beute’ 246 mg (94%); [a]2® = +15° (¢ = 2 m 6~ HC) (gleich wie authentisches leucin) und 1m
DC volistindig einheithch.

4. Verwendung von Dpoc-Aminosiuren bei «konventionellen Peptidsynthesenw». -
N®-Dpoc-N¢-Boc-L-Lysyl-L-(N¢- Boc)-lystn-methylestey (IV)- 666 mg (1 mMol) N*-Dpoc-N¢-Boc-L-
Lysin-dicyclohexylammoniumsalz in 4 ml DMF werden bet — 15 mit 0,125 ml Pivaloylchlorid
versetzt. Nach 15 Min. Ruhren bei — 10° wird cine Lasung von 320 mg N¢-Boc-L-Lysin-methyl-
ester-acetat [5] in 3 ml DMF zugefiigt und 2 Std. bei 0° gerithrt. Das Gemisch wird wie ubhich auf-
gearbeitet. Der Riickstand wird in wenig Ather gelsst, worauf rasche Krnstallisation cinsetzt. Man

erhilt 632 mg (87%) Dipeptid-methylester IV vom Smp. 87-80" (Zers.). Zur Analyse wird aus

EE-PA umbkristallisiert, der Smp. andert sich nicht. [¢}j} = — 87 = 1" (¢ = 1, McOH).

CyHyeN,O, (7269) Ber. C 64,44 H 804 N7,71% Gef. € 6435 HB805 N7.439%

Die Abspaltungsgeschwindigkeit der N*.Dpoc-Gruppe kann z.B. {olgendermassen dinn-
schichtchromatographisch bestimmt werden. 24 mg des Dipeptidderivats IV werden in 0,17 ml
Methylenchlorid gelost und mit 0,13 ml 75-proz. Chloressigsaure versetzt. Der homogenen Losung
werden nach verschiedenen Zeiten Proben von 50 ul entnommen, in 0,15 ml MeOH gegeben und
von dieser 2-proz. Losung 5 ul sofort im DC-System 5 chromatographiert. Nach 15 Min. ist das
Ausgangsmaterial vollstindig zu N®-Boc-L-Lysyl-L-(N¢-Boc}-lysin-methylester-chloracetat [5] ge-
spalten, chne jede Abspaitung der Boc-Gruppen Die titrimetrische Bestimmung der Geschwindig-
keitskonstanten im Gemisch AcOH - 83-proz. Ameisensdure — W 7.1:2 crgab: 4, = 4,9 Std.-1,

Dpoc-L- Prolyl-L-leucyl-L-glutamyl-(y-t-butylester)-L-phenylalanin-t-butylester (V) wird in der
oben beschriebenen Weise aus Dpoc-L-Prolin-dicyclohexylammoniumsalz und L-Leucyl-L-glut-
amyl-(y-t-butylester)-L-phenylalanin-i-butylester-acetat {14] in 79-proz. Ausbeute erhalten. Smp.
188° (Zers.), nach Kristallisation aus 85-proz. MeOH. [a]?? = —40' 4 1° (¢ = 1 in Chf).

CyHegN,O,p (855,1) Ber. C6883 H 7,78 N6,55% Gef. C6890 H 1776 N 6,59%,

L- Prolyl-L-leucyi-L-glutamyl-(y-t-butylester)-L-phenylalanin-t-butylester: 164 mg (0,19 mMol) V
werden in 2 ml einer Mischung aus AcOH ~ 83-proz. Amersensidure — W 7-1:2 (v) 11/, Std. bei
Raumtemperatur gerithrt. Unter Eiskithlung wird mit gesittigter Kaliumcarbonatldsung alkali-
siert, mit EE extrahiert, mit W gewaschen, getrocknet und im Vakuum zur Trockne eingedampft.
Der Rickstand wird mit PA verrieben, dann aus 75-proz. MeOH umkristallisiert, wober 98 mg
(83%) Tetrapeptidester vom Smp. 188-190° erhalten werden Das Produkt ist in allen Eigenschaf-
ten identisch mit dem fruher auf andere Weise hergesteliten Material [14].

5.Verwendung von Dpoc- Aminosiuren bei «Feststofftriger-Peptidsynthesenn. - Ben-
zyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-(N®-Boc)-lysyl-glycin-hydrazid (VI): 2,15 g Boc-Glycin-Harz (Sty-
rol-Divinylbenzol-Copolymer, enthaltend 0,23 mMol Boc-Glycin/g Harz = 0,5 mMol) werden 1n
bekannter Weise [6] in H-Glycin-Harz iibergefiihrt. Aus 0,83 g (1,25 mMol) N2-Dpoc-N¢-Boc-Lys-
OH - DCHA wird in Methylenchlorid mit Zitronensiure die freie Saure hergestellt. Die auf wenige
m! eingeengte Methylenchloridldsung wird zum obigen Harz gegeben, die Suspension wird 5 Min.
geschiittelt, mit 290 mg DCCI 1n wenig Methylenchlorid versetzt und 3 Std. geschuttelt. Das Harz
wird abfiltriert und nacheinander je dreimal mit je 10 ml Methylenchlond, DMF, DMF - MeOH
1:1 und Methylenchlorid wihrend je 3 Min. geschiittelt und filtriert. Das methylenchloridfeuchte
Dpoc-Lys (Boc)-Gly-Harz, enthaltend 7,5 ml Methylenchlorid, wird 1/, Std. mit 5,5 ml 75-proz.
Chloressigsdureldsung geschiittelt. Das Harz wird abfiltniert und wic oben mut Methylenchlorid,
Dioxan, Methylenchlorid, Methylenchlorid — Tridthylamin 9-1 (Schattelzeit 10 Min.) und Methy-
lenchlorid gewaschen. Das erhaltene H-Lys(Boc)-Gly-Harz wird nach Zugabe von 0,37 g
(1,25 mMol) Z-Phe-OH in 8 ml Methylenchlorid 5 Min. geschittelt, dann mit 200 mg DCCI in wenig
Methylenchlorid versetzt und 3 Std. geschiittelt. Das Z-Phe-Lys (Boc)-Gly-Harz wird abfiltriert
und wieder wie oben gewaschen. Darauf wird das Harz noch mit EtOH gewaschen und mit 10 ml
EtOH - Hydrazinhydrat (3.1) 15 Std. geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Harzes wird das Filtrat
im Vakuum abgedampft und der Riickstand zur Entfernung des Hydrazinhydrats im Hochva-
kuum bei 50° iiber konz. Schwefelsiure getrocknet. Den Rickstand lost man 1n 5 ml siedendem
EtOH, filtriert und versetzt mit 15 ml W. Das auskristallisierte Z-Phe-Lys (Boc)-Gly-NHNH, (VI),
185 mg (62%,) vom Smp. 163-164°, ist vollstindig identisch mit authentischem Material [5].
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L- Prolyl-L-tyrosyl-L-(N¢- Boc)-lysyl-L-methionin-hydrazid (VII) (simtliche Operationen unter
N, durchgefithrt) : Boc-Met-Harz wird in bekannter Weisc [6] aus Chlormethyl-Harz (Chlorgehalt
0,86 mMol/g Harz), Boc-Met-OH und Tridthylamin in EE hergestellt. Es enthilt total 0,35 mMol
Boc-Aminosiure/g Harz, wovon 0,18 mMol mit dem Harz verestert (VIII) und der Rest tiber das
Schwefelatom mit dem Triger verbunden ist (IX)$)7). 4,9 g Boc-Met-Harz (enthilt total 1,7 mMol
Boc-Aminosiure, verestert 0,88 mMol) werden in bekannter Weise [6] in das H-Met-Harz {iberge-
fuhrt. Das methylenchloridfeuchte Harz (enthilt total 17 ml Methylenchlorid) wird mit 3,2 mMol
Dpoc-Lys (Boc)-OH (freigesetzt aus dem Dicyclohexylammoniumsalz wie oben beschrieben) in
17 ml Mcthylenchlorid versetzt, gefolgt von 730 mg DCCI (3,5 mMol) in 3 ml Methylenchlorid. Das
Ganze wird 4 Std. geschiittelt und filtriert. Das Harz wird wie folgt behandelt:

1. 3x mut je 20 ml Methylenchlorid je 3 Min. schutteln.

- 3x mt je 20 ml MeOH je 3 Min, schitteln.

3x mit je 20 ml Methylenchlorid je 3 Min. schutteln.

1x mit 12,6 ml 75-proz. Chloressigsiure 11/, Std. schiitteln.
3x mit je 20 ml Methylenchlorid je 3 Min. schatteln.

4x mit je 20 ml EtOH je 3 Min. schiltteln.

1x mut 25 ml Chf 3 Min. schiitteln.

- 1x mit 20 ml Chf - Tridthylamin 9:1 (Vol.) 10 M. schiitteln.
3X mit je 20 ml Ch{f je 3 Min. schiitteln,

10. 3x mit je 20 ml MeOH je 3 Min. schiitteln.

11. 3x mit je 20 m] Methylenchlorid je 3 Min. schitteln.

©NO U W

©

Genau gleich werden nun Dpoc-Tyr-OH und Dpoc-Pro-OH (aus je 3,2 mMol CHA- bzw.
DCHA-Salz freigesetzt) eingefithrt. Auf jeder Stufe wird eine kleine Probe des Harzes vor und
nach Abspaltung der Dpoc-Gruppe 15 Std. mit EtOH-Hydrazinhydrat 2. 1 behandelt und das vom
Harz {reigesetzte Peptidhydrazid im DC im System Chf — McOH 8:2 oder EE — Py — AcOH - W
62:21:6:11 geprift. Das zuletzt erhaltene H-Pro-Tyr-Lys (Boc)-Met-Harz wird mit 20 ml EtOH
geschiittelt, filtriert und 17 Std. mit 7 ml EtOH und 3 ml Hydrazinhydrat unter einem N,-Strom
gerithrt. Das Harz wird abfiltriert und 10mal mit je 10 m1 95-proz. EtOH gewaschen. Die vereinig-
ten Filtrate werden im Vakuum bei 50° zur Trockne verdampft und der Riickstand im Hochva-
kuum uber konz. Schwefelsiure vom Hydrazinhydrat befreit. Das Rohprodukt wird in 25 ml 0,1N
Essigsdure gelést und mit 80 ml und zweimal mit je 50 ml EE ausgeschittelt. Die EE-Auszilige
werden noch zweimal mit je 10 ml 0,18 Essigsiure extrahiert. Die drei wisserigen Lésungen wer-
den vereinigt und lyophilisiert. Dann folgt Chromatographic an 7 g CM-Sephadex mit Hilfe ecines
Gradienten, bestehend aus je 300 ml 0,01M und 0,05M Ammoniumacetat vom pH 6,5. Die reinen
Fraktionen werden vercinigt und lyophilisiert. Man erhilt 320 mg (56%, ber. auf verestertes
Methionin VIII) des Acetats von H-Pro-Tyr-Lys (Boc)-Met-NHNH, (VII). Nach Freisctzen mit
K,CO;, kristallisiert das Tetrapeptidderivat aus wisserigem MeOH, Smp. 206-207° (Zers.).
Rf 0,35 [5]. 0]}y = —27° (¢ = 1, McOH).

CyHygN;0,S (651,8) Ber. C55,28 H 7,58 017,18Y%  Gef. C54,88 H 7,52 0 17,19%

Die Ausfithrung spezieller Analysen verdanken wir den Herren Dr. PaApowgTz, Dr. HURZELER
und VoN Arx. Herrn M. WETLI danken wir fir seine wertvolle technische Mitarbeit.
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79. Photochemische Reaktionen von Athern
mit 4-Methylcinnolin und Chinoxalinen

von T.T.Chen, W. Ddrscheln, H, Géth, M. Hesse und H. Schmid?)
Organisch-chemisches Institut der Universitit Zarich

(7. 111. 68)

Summary. 1. 4-Methylcinnoline on irradiation in ethers produces the photoproducts 2-6 by a
1.4 addition of the ethers.

2. Quinoxaline reacts with ethers to produce the quinoxalines 8, 12 and 13 by what appears
superficially to be a substitution process. Reaction of 2,3-dimethylquinoxaline with tetrahydro-
furan gives as the main product 16 by 1.2 addition, and 2-(t-butyl}-quinoxaline gives the dihydro-
quinoxaline derivatives 17a, b. Because of the known easy autoxidation of 1,2-dihydroquinoxa-

line we believe that the intermediate in the photolytic reaction of quinoxaline, yielding 8, 12 and
13, is also the 1.2 addition product.

3. The mass-spectrometric behaviour of the cinnoline and quinoxaline derivatives has been
discussed.

Anlisslich unserer photochemischen Arbeiten an Heterocyclen wurde festgestellt,
dass 4-Methylcinnolin (1) bei Gegenwart von Benzophenon, unter Ausschluss von
Sauerstoff und bei Bestrahlung mit einer UV.-Lampe, mit Athern unter Addition zu
Derivaten des 1,4-Dihydrocinnolins reagiert. Benzophenon (andere Sensibilisatoren
wurden nicht untersucht) ist notwendig. Neben den Photoprodukten entstanden stets
noch Harze, und viel unverindertes Ausgangsmaterial wurde zuriickisoliert. Die in
der Formelzusammenstellung angegebenen, miassigen priparativen Ausbeuten sind,
bei Bezugnahme auf das verbrauchte 4-Methylcinnolin, mit dem Faktor 3-5 zu multi-
plizieren.

Die Struktur der Photoprodukte 2-6 folgt aus Analysen, der Anwesenheit einer
schwachen IR.-Bande bei 1628 + 8 cm~! [2] (charakteristisch fiir die >N — N = C{-
Gruppierung) und dem UV.-Maximum bei 289-294 nm. Besonders wichtig erwiesen
sich die NMR.-Spektren (60 und 100 MHz in CDCl,). Alle Stoffe zeigen ein breites,

1) 10. Mitteilung iiber Photoreaktionen von Heterocyclen; 9. Mitteilung: [1].



