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ZUR REAKTION VON N-HYDROXYSUCCINIMID MIT 
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Zusauuneufassuug-N-Hydroxysuccinimid reagiert mit Dicyclohexylcarbodiimid im Molverhaltnis 3: 1 
unter Bildung von Dicyclohexylhamstoff und Succinimidoxycarbonyl-B-alanin-hydroxysuccnimidester 7, 

dessen Struktur mittels NMR und auf chemischem Wege eindeutig sichergestellt werden konnte. 

Abstract-N-Hydroxysuccinimide reacts with dicyclohexylcarbodiimid in molar-proportion (3 : 1) forming 

dicyclohexylurea and succinimide oxycarbonyl-g-alanin-hydroxysuccinimid ester 7. The structure of 7 
has been confirmed by NMR and chemical methods. 

BEI Umsetzung eines Gemisches von Acylaminosslure und N-Hydroxysuccinimid (1) 
mit Dicyclohexylcarbodiiid (DCCD) erhalt man neben Dicyclohexylharnstoff 
(DCH) den Hydroxysuccinimidester der Acylaminosaure (2, R = Acylaminoalkyl-).2 
Diese Hydroxysuccinimidester eignen sich, ebenso wie die schon vorher bekannten 
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analogen Derivate des N-Hydroxyphthalimids,3 ftir die Peptidsynthese.2 Wiinsch 
und Drees4 sowie Weygand et ~1.’ vereinfachten das Verfahren ftir die Peptidsynthese 
insofern, als sie Acylaminosaure, Aminosaureester, 1 und DCCD im Einstufenver- 
fahren umsetzten. Hierbei erwies sich die Verwendung von 2 Mol 1 pro Mol DCCD 
als empfehlenswert.6 

Low und Kisfaludy’ berichteten schon frtiher ohne experimentelle Details tiber 
ein bei Umsetzung von DCCD und 1 mit wenig reaktiven Carbonsauren auftretendes 
Nebenprodukt. Die Verbindung entstand such bei Umsetzung von DCCD und 1 
ohne weitere Reagentien unter Bildung von DCH als Coprodukt. Die Autoren 
schlugen fur die Verbindung die Struktur 4, eines Hydroxyimid-Anhydrids vor. Die 
Bildung dieses bisher nicht bekannten Anhydrids aus 1 und DCCD scheint jedoch 
vom Standpunkt des Reaktionsablaufs schwer verstlndlich : Zweifellos bildet sich 
aus 1 und DCCD zunachst ein “Isoharnstoff’‘-Derivat 3, das dann mit einem 
weiteren Mol 1 zu 4 reagieren sollte. Dieser zweite Reaktionsschritt ist jedoch 
insofern wenig wahrscheinlich, da er einen nucleophilen Angriff des l-Anions auf 
den Imid-Stickstoff von 3 unter gleichzeitiger Losung der N-G-Bindung bedingen 
wtirde. Wir haben deshalb diese Reaktion wiederholt und die Struktur des als 4 
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deklarierten Produktes genau untersucht. Beim Vermischen der Liistmgen von 1 
und DCCD in Tetrahydrofuran im Molverhaltnis 3 : 1 tritt Bildung eines schwer- 
l&lichen Niederschlages ein, dessen Menge praktisch der der eingesetzten Reagentien 
entspricht. Bei Behandlung mit Acetonitril erhalt man in quantitativer Ausbeute 
DCH. Der aus der Acetomtrilliistmg durch Einengen in einer Ausbeute von 95% 
d.Th. erhaltene kristalline Rtickstand (A) wurde aus Dioxan tmd Dioxan/Ather 
umkristallisiert. Das NMR-Spektrum von A zeigt zwei Singuletts bei r = 7.28 und 
7 = 7.33 und zwei Tripletts bei t = 6.57 und 7 = 7.17 (.I = 6 Hz) im Verh&hnis von 
ca. 2 :2: 1: 1. Die Hydrolyse von A im neutralen Medium fiihrt unter CO,-Entwick- 
lung zu 1 und einer schwerltislichen, offenbar polymeren Verbindung, deren Kem- 
resonanzspektrum auf das Vorhandensein der Gruppierung des g-Alan& deutet. 
Vollstslndige saure Hydrolyse fiihrt in guter Ausbeute zu Bemsteindure, Hydroxyl- 
amin und f3-Alanin. 

Auf Grund dieser Reaktionen, der Bruttozusamm ensetzung und des NMR- 
Spektrums miichten wir f”ur A die Struktur 7, Succinimidoxycarbonyl-&alanin- 
hydroxysuccinimidester,* vorschlagen. Der Ablauf der Reaktion von 3 zu 7, die 

1 + R-N=C=N-R - 
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CH,-COOH + 2 NH,OH + HIN-CH,-CH1-COOH 

l Herr Dr. A. Prox, Institut fir Organ&he Chemie der Technischen Hcchschule Miinchen, unter- 
suchte freundlichetweise 7 auf massenspektrometrischem Wege : ahnlich wie bei Peptiden mit Urethan- 
Schiitzgrtippe verliert 7 im Massenspektrometer thermisch sofort den “Urethan-Alkohol”, hier also 1. 
Das massenhtihste Ion ist daher m/e 212; 4 wilrde das gleiche Ion geben. Im Massenspektrum treten 
jedoch immer das intensive M+-Ion von 1 (m/e 115) und dessen weitere ZerfaIIsprodukte auf. 1 kann jedoch 
nur aus 7 und nicht aus 4 stammen. 
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eine Umlagerung des Bemsteintiurederivats in ein Derivat des &Ala&s einschliesst, 
ist mittels einfacher und gut gesicherter Schritte erkliirbar. Prim& entsteht wahr- 
scheinlich durch nucleophilen Angriff des l-Anions auf ein Imid-Carbonyl von 3 
unter gleichzeitiger Bingiiffnung und Abspaltung von DCH im Sinne der Pfeile ein 
Acyhritren 5, das sofort im Sinne einer Lossen-Umlagerung zum Isocyanat 6 reagiert. 
Addition eines weiteren Mols 1 an 6 gibt 7. 

Ober eine analoge Lossen-Umlagerung von Benzhydroxamtiure mittels DCCD 
berichten Kisfaludy und L&w8 und splter Nagarajan, et al.:’ aus dem 3analogen 
Additionsprodukt 8 entsteht prim& Phenylisocyanat, das mit weiterer Benz- 
hydroxamtiure das Anilinocarbamoylderivat 9 liefert. 

N-R 

11 --DCH PLXO-NH-OH 
Ph-CO-NH--O--C - (Ph-N=C==O) - Ph-NH-CO-ONH-C(r-Ph 
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Verbindung 7 reagiert wie Hydroxysu ccinimidester anderer Acylaminoduren 
beim Et-w&men mit Aminen glatt zum entsprechenden Amid. Dabei setzt sich 
gleichzeitig such die N-terminale Succinimidoxycarbonylgruppe in analoger Weise 
urn: Mit Benzylamin, Anilin oder Glycinester entstehen Verbindungen vom Typ 

7 + 2 H2N-R~ R-NH-CO-NH--CH,-CH,-CO-NH-R 

1Oa: R = -CH,-C,H, 

b: R = -C,H, 

c: R = -CH,-COOC,H, 

10, die als Hamstoffderivate von &Alaninamiden anzusehen sind. Die Struktur von 
18a konnte such noch auf chemischem Wege sichergestellt werden : der aus &Alanin- 
iithylester und Succinimi doxycarbonylchlorid’” (11) zugtigliche Succinimidoxy- 
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N-O-CO-NH-CH,-CH,-COOC,H, 
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C,H,-CHI-NH, 
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carbonyl-f&alaninPthylester (12) gibt beim Erwlrmen mit Benzylamin unter Amino- 
lyse das gleiche Prod&, das such aus 7 und Benzylamin entsteht. 

EXPERIMENTELLER TEIL 

SuccinimidoxycorbonyI-Balrmin-hydroxysuccinimidesier (7) 
(a) In Tetrohydrofiron. 309 g (0015 Mel) DCCD werden in 20 ml THF mit 518 g (O-045 Mel) 1 in 

30 ml THF versetxt. Es bildet sich ein Niederschlag, dessen Ausscheidung durch Stehen tiber Nacbt bei 
4” vervollst&ndigt wird. Nach Absaugen wird xweimal mit Acetonitril digeriert. Es bleiben 29 g DCH 
(86% d.Th.) ungel6st. Das Filtrat wird i. Vak. eingedampft, da kristalline Rtickstand (4.7 g 95% d.Th.) 
aus heissem Dioxan und dann aus Dioxan-Ather umkristallisiert. Man erhiilt 4.1 g 7 (83 % dTh), Scbmp. 
156163”. 
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(b) In Aceronitril. DCCD und 1 werdenwie oben in 40 ml Acetonitril umgesetzt und tiber Nacht stehenge- 
lassen. Man saugt vom abgeschiedenen DCH (3.3 g, 98% d.Th.) ab und engt das F&rat zur Trockne ein. 
Umkristallisation aus Acetonitril/Ather gibt 45 g 7 (91% d.Th.), Schmp. 156163”. (C,2H,3N,0a (3273) 
Ber: C. 440; H, 3.96; N, 12.8. Gef: C, 43.3; H, 440; N, 12.4%); NMR-Spektrum* s. Text. 

Kristallisiert man nur aus Dioxan urn, so erhrilt man ein Produkt, das It. NMR-Spektrum genau ein 
Mol Dioxan enthalt. Das Solvat verliert das Dioxan durch Trocknen bei loo” oder beim Umkristallisieren 
aus Dioxan/Ather. 

Hydrolyse uon 7 
(a) In neurrolem Medium. Man kocht 7 in der 1Ofachen Menge Wasser bis zur vollstiindigen Losung und 

Beendigung der CO,-Abspaltung (ca. 5 Min.). Der eingedampfte Rtlckstand wird mit AthanoI ausgezogen. 
In der Athanolliisung lassen sich diinnschichtchromatographisch 1 und 8-Alanin sowie wenig Bemstein- 
s&rre nachweisen. Der unlosliche Rtickstand besteht aus einem offenbar polymeren B-Alanin (Schmp. 
300”, Zers.), das bei saurer Hydrolyse ausschliesslich )I-Alanin gibt. 

(b) In sourem Medium. Man kocht 7 mit der 1Ofachen Menge cont. HCI 90 Min. am Riickfluss und 
dampft i. Vak. zur Trockne ein. Der Rtickstand enthalt nach diinnschichtchromatographischer Unter- 
suchung lediglich Bemsteinsiiure, /I-Alanin und Hydroxylamin. 

Aminolyse oon 7 
(a) Mif Benzyhnin. 11)9 g (Om33 Mol) 7 werden mit 1.45 ml (0.0132 Mot) Benzylamin in 10 ml Dioxan 

versetzt. Dabei fiillt sofort das Benzylaminsalz des Hydroxysuccinimids aus, das sich beim Erwilrmen 
weiter umsetzt. Man kocht 3 Stdn. am Ruckfluss, dampft i. Vak. zur Trockne ein und nimmt mit CHClj 
auf. Die CHCl,-Losung wird mit Wasser ausgeschtittelt, mit Na,SOI getrocknet und eingedampft, der 
Riickstand aus CHCl,/Petro&ther und Athanol/H,O umkristallisiert. Man erh&lt 090 g lOa(93% d.Th.), 
Schmp. 180-184’ (Zers.). (C,,H,,N,O, (311.3) Ber: C, 695; H, 6.75; N, 13.5. Gef: C, 69.9; H, 7m; N, 
13.2%). 

(b) Mit Anilin. l-09 g (00033 Mel) 7 werden mit 1.25 (00132 Mol) Anilin in 10 ml Dioxan 3 Stdn. unter 
Rtickfluss gekocht. Dann wird i. Vak. zur Trockne eingedampft und wie unter (a) aufgearbeitet und 
umkristallisiert. Man erhllt 0.85 g 10b (90% d.Th.) Schmp. > 175” (Zers.). C,,H,,N,O, (283.2) Ber: C, 
67.8 ; H, 64 ; N, 14.8. Gef: C, 68.2 ; H, 5.9 ; N, 14.5%). 

(c) Mit Glycindtthykstm. 2.8 g (0.02 Mol) Glycinlthylester-hydrochIorid und 2.78 ml Trilthylamin 
werden in 20 ml Dioxan 30 Min. geriihrt, dann vom Triathylamin-hydrochchlorid abgesaugt, mit 1.09 g 
(0.0033 Mol) 7 versetzt und 3 Stdn. unter Riickfluss gekocht. Anschliessend wird i. Vak. eingedampft und 
der Rtickstand aus Essigester/Petroliither und schliesslich aus wenig H,O umkristallisiert. Man erhiilt 
0.51 g 1Oc (661/, d.Th.). Schmp.: > 1 lo” Umwandlung in Nadeln, Zers. bei ca. 140”. (C,,H,,N,O, (303.3) 
Ber: C, 47.5; H, 6.93; N, 139. Gef: C, 46.4; H, 6.70; N, 13.6%). 

SuccinimidoxycurbonyI-/hhnin-&hylester (12) (3-Alaninathylester. HCI (9.25 g; 0% Mol) werden in 75 ml 
Dioxan und 40 ml Tetrahydrofuran suspendiert, mit 16.7 ml (@12 Mot) Triiithylamin 30 Min. bei Raum- 
temperatur gertihrt und dann auf - 10 bis - 15” abgekiihlt. Sodann werden 1@5 g (O-06 Mol) 11”’ in 
40 ml Dioxan zugetropft. Anschliessend wird 1 Stde. bei - 10’ und 2 Stdn. bei Raumtemp. nachgeriihrt. 
Nach Eindampfen i. Vak. wird der Rtickstand in CHCl, aufgenommen und dreimal mit wenig Hz0 
ausgeschiittelt. Die getrocknete CHCI,-Schicht wird i.Vak. eingedampft und der Rtickstand (122 g, 78% 
d.Th.) in Essigester aufgenommen. Die fiitrierte Lbsung wird mit Petrollther versetzt, die ausgeschiedenen 
Kristalle werden nach 1 Stde. abgesaugt. Nach Umkristallisation aus Esaigester/Petrollther erhalt man 
6.9 g 12 (44% d.Th.), Schmp. 79-82”. (C,,H,,N,06 (258.2) Ber: C, 46.5; H, 5.43; N, 10.9. Gef: C, 46a; 
H, 5.70; N, 11.1%). 

Aminolyse van 12 mir Benzylamin 
2.58 g (001 Mol) 12 werden mit 5.45 ml (0.05 Mel) Benzylamin in 15 ml Dioxan 4 Stda unter Rticktluas 

gekocht. Dann wird i. Vak. eingedampft, der Riickstand mit 20 ml Essigtiure digeriert und die fiitrierte 
Losung mit HI0 versetzt. Man erhllt 2.9 g 1Oa .(93% d.Th.) Nach zweimaliger Umkristallisation aus 
CH3COOH;H20 Schmp. 180-182”; keine Depression mit dem aus 7 erhaltenen Produkt. 

* Aufgenommen von Dr. E. Grtindemann mit einem Varian A60 Spektrometer in Acetonitril mit ‘MS 
ah Standard. 
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Der in Eisessig unl6slicbe AnteiI envies sich als Bemsteitiuredihenzykunid, Schmp. 210-211”. Keine 
Depression mit einem aus Bemsteinsiluredilthylester und Benzylamin hergestellten Produkt. 
(CIsHzoNzOz (296.2) Ber: C, 73Q; H, 6.75; N, 9.4. Gef: C, 71.9; H, 6.80; N, 9.2%). 
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