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I -Hydroxy-benzotriazol sowie verschiedene kernsubstituierte 1 -Hydroxy-benzo triazole eignen 
sich als Zusatze bei der Dicyclohexylcarbodiimid-Methodel) zur Synthese von Peptiden. 
Ihr EinfluB auf die Racemisierung bei Peptidsynthesen wurde unter Anwendung des gas- 
chromatographischen Racemisierungstests von Wrygund u. Mitarbb. 2 )  untersucht. Die neuen 
Zusiitze senken die Racemisierung, verhindcrn die N-Acyl-harnstoflbildung und fuhrcn in 
hoher Ausbeute zu sehr reinen Peptiden. 

A New Method for Synthesis of Peptides: Activation of the Carboxyl Group with 
Dicyclohexylcarbodiirnide using 1 -Hydroxybenzotriazoles as Additives 
1 -Hydroxybenzotriazole and a number o f  substituted I-hydroxybenzotriazoles are suitable 
additivcs in the synthesis of peptides using the dicycloheuylcarbodiimide method ' 1 .  The 
glc-racemisation test described by Weygnnd and coworkers') was used to determine the 
influence of these additives on the racemisation during peptidc synthesis. The newly eniployed 
additives decrease raccmisation, prohibit the formation of N-acylurca and afford peptides in 
excellent yieid and a high state of purity. 

Zur racemisierungqfreien Verknupfung von Peptiden wird neuerdings neben der 
Azid-Methode3) in steigendem MaRe die Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hydroxy- 
succinimid-Methode4) verwendet. Nach Gross und Bilks) entsteht aus N-Hydroxy- 
succinimid und Dicyclohexylcarbodiimid der Succinimidooxycarbonyl-P-alanin- 
[N-hydroxy-succinimidester], der mit Aniinen zu Succinimidooxycarbonyl-P-alanin- 
amiden bzw. zu Harnstolfderivaten des P-Alanins reagiert. Auch Weygarid und 
Mitarbb.6) isolierten bei der Umsetzung von N-tert.-Butyloxycarbonyl-L-glutamin- 
saure-a-benzylester niit 2.4.6-Trlmethoxy-benzylamin nach der Dicyclohexylcarbo- 
diimid/N-Hydroxy-succinimid-Methode N-[Succiiiimidooxycarbonyl]-~-alanin-[2.4.6- 
trimethoxy-benzylamid]. Diese Tendenz zur Bildung von Nebenprodukten bewog uns, 
nach neuen Zusatzen zu suchen, die in Verbindung mit Dicyclohexylcarbodiimid 
ebenfalls die Racemisierung senken und dabei reinere Produkte liefern. 

1) 1. C .  Sheehnti und C .  P .  Heus, J. Amcr. chem. Soc. 77, 1067 (1955). 
2) F. Weygcznd, A.  f r o x  uiid W. Kunig, Chem. Ber. 99, 1451 (1966). 
3) Th. Curtius, Ber. dlsch. chem. Ges, 35, 3226 (1902). 
4) F. Weygand, D.  Hoftniunrz und E. Wiinuch, Z .  Naturforsch. 21 b, 426 (1966); E. Wijmrh 

5 )  H .  Gross und L. Bilk in E. Bricas: Peptides, North Holland Publishing Comp. 1968, 156; 

6) F. Weygtrnd, W .  Steglich und N .  Chytil, Z .  Naturforsch. 23b, 1391 (1965). 

uud F. Drees, Chem. Ber. 99, 110 (1966). 

Tetrahedron [London] 21, 6935 (I  968). 
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Tab. 1. Racemisierung bei der Dicyclohexylcarbodiimid-Methodc unter Zusatz vcrschiedener 
1-Hydroxy-benzotriazole (Synthese von Boc-Leu-Phe-Val-OBut aus Boc-Leu-Phe-OH und 

HCI . Val-OBut t N-Athyl-morpholin) 

Aquivv. Zusatz7) Losungs- YO 

mittel D-Phe-r.-Val 

2 
1.2 
2 
I 
I 
2 
I 
2 
1 
2 
I 
2 
1 
2 
I 
2 
2 
I 
2 
1 
2 
I 
2 
I 
2 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
I 
2 
I 
2 
1 
2 
1 
2 
1 
2 
1 
2 

kein Zusatz 
kein Zusdtz 
kein Zusatz 
kern Zusatz 
1 -Hydroxy-benzotriazolg) 
1 -Hydroxy-benzotridzol 
I -Hydroxy-benzotriazol 
1 -Hydroxy-benzotriazol 
1 -Hydroxy-benzotridzol 
6-Nitro- 1 -hydroxy-benzotriazol9) 
6-Nitro- 1 -hydroxy-benzotriazol 
5-Chlor-l -hydroxy-benzotriazolIo) 
5-Chlor- I-hydroxy-benzotriazol 
6-Chlor-l-hydroxy-benzotr~azol~~) 
6-Chlor-1 -hydroxy-benzotriazol 
5 6-Dichlor- 1 -hydroxy-benzotriazol12) 
5.6-Dichlor-1 -hydroxy-benzotriazol 
6-Brom-l -hydroxy-benzotriazolI1) 
6-Broni-1 -hydroxy-benzotriazol 
I -Hydroxy-6-lrifluormethyl-benzotriazol 
1 -Hydroxy-benzotriazo I -sulf onsaure-(6)-amid 1 3 )  
1 -Hydroxy-benzotr~azoI-sulfonsaure-(6)-arn~d 
I -Hydroxy-benzotriazoI-sulfonsaure-(6)-diathylamid 
I -Hydroxy-benzotriazol-sulfonsaure-(6)-diathylamid 
1 -Hydroxy-benzotriazol-suIfonsaure-(6)-methylamid 
1 -Hydroxy-betizotriazoI-sulfonsaure-(6)-methylamid 
I -Hydroxy-benzotr1azol-carbonsaure-(6)-amid 
I -Hydroxy-benzotriazoI-carbonsaure-(6)-amid 
1 -Hydroxy-6-methyl-benzotriazol14) 
1 -Hydroxy-6-methyl-bei1zotriazol 
1 -Hydroxq-5-methyI-benzotriazol 
1 - Hydroxy-5-methyl-bcnzotriazol 
1 -Hydroxy-4-rnethyl-benzotr1tdzol 
1 -Hydroxy-4-methyl-benzotriazol 
1 -Hydroxy-S.6-dimethyl-benzotriazol 
1 -Hydroxy-5.6-dimethyI-benzotriazol 
1 -Hydroxy-S-methoxy-benzotriazol 
I -Hydroxy-5-methoxy-benzotriazol 
I -Hydroxy-6-methoxy-benzotriazo1 
I -Hydroxy-6-methoxy-benzotriazol 
I -Hydroxy-6-methyl-5-cyan-benzotriazol 
I -Hydroxy-6-methyl-5-cyan-benrotriazol 
4-Chlor-6-nitro- I-hydroxy-7-methyl-benzotria~ol~5) 
4-Chlor-6-nitro-l-hydroxy-7-methyl-benzotriazol 
6-Nitro- 1 -hydroxy-4-methyl-benzotriazol1~~ 
6-Nitro- 1 -hydroxy-4-rnethyl-benzotriazol 
6-Chlor-1 -hydroxy-5-methyl-bcnzotriazol 
6-Chlor-l -hydroxy-5-1nethyl-benzotriazol 
6-Chlor-1 -hydroxy-5-1sopropyl-benzotriazol 
6-Chlor-1 -hydroxy-5-isopropyl-benzotriazol 
4 5.6 7-Tetrdchlor-1 -hydroxy-benzotriazo117) 

T H F  
D M F  
DMSO 
Pyridin 
T H F  
D M F  
D M F  
D MSO 
Pyridin 
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
DMF 
D M F  
D M F  
D M F  
DMF 
D M F  
DMF 
D M F  
DMF 
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
DMF 
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
DMF 
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
DMF 
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
D M F  
DMF 
D M F  
DMF 

8.1 
14.3 
14.9 
19.2 

< 1.0 
<: 1.0 

I .7 
2.0 
1.7 

< 1.0 
< 1.0 

1.7 
: 1.0 

1.1 
< 1.0 

1.3 
C’ 1.0 
< 1.0 
*’: 1 .o 
< 1.0 
-: 1.0 
c. 1.0 
< 1.0 
-.< 1.5 
/: 1.0 
< 1.0 
-:. 1.0 
< 1.0 
< 1.0 
<: 1.0 
c‘- 1.0 
< 1.0 
c: 1.0 
< 1.0 

1.3 
.: 1.0 
r: 1.0 
< 1.0 

1 .0 
1.6 

< 2.0 
1.0 

c: 1.0 
e.: 1 .0 
< 2.0 
<.: 1 .0 
< 1.0 
< 1.0 

1.4 
<: 1.0 

1.4 

7) Angaben zur Herstellung der Verbindungen und die Beschreibung neuer Derivate (Tab. 8) 

8 )  R .  Niefzlti und E. Bmmwhwei.q, Ber. dtsch. chcm. Ges. 27, 3381 (1894). 
finden sich im Versuchsteil. 

5I* 
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Solche Zusatze fiir die Dicyclohexylcarbodiimid-Methode wurden in den leicht 
zuganglichen l-Hydroxy-benzotriazolen7~~~~ gefunden. Wie Tab. 1 zeigt, senken die 
meisten dieser Verbindungen die Racemisierung unter 1 %. 

Zur Ermittlung der Racemisierung wurdc dcr gaschromatographische Race- 
misierungstest nach Weygand und Mitarbb. 2 )  herangezogen. Der Test wurde dahin- 
gehend abgeandert, daR man anstelle von Z-Leu-Phe-OH Boc-Leu-Phe-OH mit 
Val-OBu' kondensiert. Das entstehende Boc-Lcu-Phe-Val-OBu' kann ohne vor- 
herige Abspaltung der Schutzgruppen sofort mit 8.5n methanolischer Salzsaure 
hydrolysiert werden, wahrend die Benzyloxycarbonyl-Gruppe unter den Bedingungen 
der Hydrolyse storende Nebenprodukte bildet und vorher abgespalten werden mul3. 

Bei der Voraktivierung der Carboxylgruppe von Peptiden rnit 1 -Hydroxy-benzo- 
triazolen und Dicyclohexylcarbodiimid ist jedoch, wie Tab. 2 zeigt, rnit etwas Race- 
misierung zu rechncn. Im entsprechenden Racemisieruiigstest 1aBt man Boc-Leu- 
Phe-OH, ein I -Hydroxy-benzotriazo1 und Dicyclohexylcarbodiimid eine Stunde bei 0' 
und eine Stunde bei Raumtemperatur miteinander reagieren (Herstellung von Boc- 
Leu-Phe-[1-hydroxy-benzotriazolester]) und gibt erst d a m  Valin-tert.-butylester- 
hydrochlorid und N-Athyl-morpholin zu. Nach einer weiteren Stunde Reaktionszeit 
bei Raumtemperatur wird aufgearbeitet. 

Tab. 2. Racemisierung bei der Voraktivierung von Boc-Leu-Phe-OH mit Dicyclohexyl- 
carbodiimid und 1-Hydroxy-benzotriazolen und anschlieaender Umsetzung mit 

HC1. Val-OBut + N-Athyl-morpholin (Losungsmittel : Dimethylformamld) 

Xquivv. Zusatz % D-Phe-r-Val 

2 I-Hydroxy-benzotriazol8) 9.3 
I I -Hydroxy-benzotriazol 4.4 
1 1 -Hydroxy-4-methyl-benzotriazol 8.4 
1 1 -Hydroxy- 5-methyl-benzotriazol 7.1 
1 1 -Hydroxy-5.6-dimethyl-benzotriazol 2.75 
1 1 -Hydroxy-5-methoxy-benzotriazol 2.4 
I 6-Nitro- 1 -hydroxy-benzotriazol9) 8.0 
1 5-Chlor- 1 -hydroxy-benzotriazollO) 4.8 
1 5.6-Dichlor- 1 -hydroxy-benzotriazo112) 6.8 
1 1 -Hydroxy-benzotriazoI-sulfonslure-(6)-arnid 13) 4.2 
1 1 -Hydroxy-benzotriazol-carbonsaure-(6)-arnid 3.6 

1 1 -Hydroxy-bcnzotriazoI-sulfonsaure-(6)-diathylamid 5.1 

1 1 -Hydroxy-6-methoxy-bcnzotriazol 4.1 

1 1 -Hydroxy-benzotriazoI-sulfonsPure-(6)-methylamid 3.8 

1 1 -Hydroxy-6-trifluormethyl-benzotriazol 3.5 

Wie Tab. 1 zeigt, genugen die 1-Hydroxy-benzotriazole als Zusatze fur die Peptid- 
synthese mit Dicyclohexylcarbodiimid den Forderungen nach einer racemisierungs- 
armen Methode. DaB die Mehrzahl der Zusatze auch bei der Darstellung von 

9) Th. Cwtius und M .  Muyer, J. prakt. Chem. [2] 76, 374 (1907). 
10) E. Miifler uiid G. Zirnmermunn, J. prakt. Chem. [2] 111, 272 (1925). 
11) J.  Booy und J. My. Dienske, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 45, 449 (1926). 
12) E. Miller und W. Hufmann, J. prakt. Chem. [2] 111, 294 (1925). 
1.3) Eastman Koduk Co (Erf. Ch. F. H .  Allen und A .  Bell), Amer. Pat. 2410619; C. A. 41, 

14) 0. L. Brady und C. V. Reynofds, J. chem. Soc. [London] 1928, 200. 
15) S. S. Joshi und D. S. Deorlia, J. Indian chem. SOC.  37, 690 (1960). 
16) 0. L. Brady und J.  N. E. Day, J. chem. S O C .  [London] 123, 2258 (1923). 
17) N .  J.  Leonard und K.  Golankiewicz, J. org. Chemistry 34, 359 (1969). 

1245i (1947). 
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Peptiden im praparativen MaBstab hinsichtlich Ausbeute und Reinheit der Reak- 
tionsprodukte Vorteile bringt, zeigt Tab. 3 am Beispiel von Z-Val-Val-OMe. 
Tab. 3. Synthese von Z-Val-Val-OMe nach der Dicyclohexylcarbodiimid-Methode unter 
Zusati von 1-Hydroxy-benzotriazolen (Eintopfmethode), Aufarbeitung nach Methode a 
(s. Versuchsteil); Losungsmittel Tetrahydrofuran; es wurden jeweils 2 Aquivalerite eines 

I-Hydroxy-benzotriazols zugesetzt 

Zusatz7) % Ausb. Schmp. 

ohne Zusatz 70.0 99 - 107" 
I -Hydroxy-benzotriazo18) 93.4 99- 102  

I -Hydroxy-benzotriazoI-sulfonsaure-(6)-amid 13)  90.5 100- 102" 
I -Hydroxy-6-trifluormethyl-benzotriazol 90.5 94- 97" 

1 -Hydroxy-benrotriazoI-sulfonsaure-(6)-diathyl~mid 90.5 97-- 100" 
1 -Hydroxy-ben~otriazoI-sulfonsaure-(6)-methyIamid 96.1 99 - 102" 

1 -Hydroxy-6-methoxy-benzotriazo1 65.9 98-101" 
1 -Hydroxy-5-methoxy-benzotriazol 80.0 107- 109' 
1 -Hydroxy-5.6-dimethyI-benzotriazol 98.8 98-100" 

1 -Hydroxy-5-methyl-benzotriazol 79.6 104- 105" 
I -Hydroxy-4-methyl-benzotriazol 82.4 103 - 105" 

6-Nitro-I -hydroxy-benzotriazol9) 90.6 91- 95" 
6-Chlor-1 -hydroxy-benzotriazo111) 96.0 93- 98" 
5-Chlor-l-hydroxy-benzotriazol ~~) 90.6 97 -100' 
5.6-Dichlor-1-hydroxy-benzotriazol12) 93.3 93 97' 
6-Brom-l -hydroxy-benzotriazoIIl) 90.5 100-102" 

6-Chlor-1 -hydroxy-5-methyl-benzotriazol 91.0 95- 99" 
4-Chlor-6-nitro-1 -hydroxy-7-methyl-benzotriazol15) 80.0 96- 99" 

1 -Hydroxy-6-methyl-5-cyan-benzotriazol 66.0 103 - 106" 

Tab. 4. Peptidderivate, hergestellt nach der Dicyclohexylcarbodiimid/l -Hydroxy-benzotriazol- 
Methode (Eintopfmethodej 

Aquivv. 
Losungs- A d -  "/, 

mittel arb. *) bcnzotriazo, Ausb. Schmp' Verbindung [.I:" 

Z-Pro-Pro~Ala-OBut 20) D M F  a 

Z-Phe-Phe-Val-Pro-Pro- D M F  a 
Ala-OButZO) + 

2-Phe-Phe-Pro-Pro-Phe- DMF a 
Phe-VaI-Pro-Pro-Ala-OBut20? 
Z-Leu-Glu(0But)-OMe THF a 

2- Asn-LCu-OMc DMF b 

2-Gln- Ala-OBut D M F  b 

J. 

Z-Ser-Gly-OhrB DMF a 

Z-Asn-Ala-OBut DMF a 
Z-Asn-Ser(But)-OBut DMF a 

Z-Am-Asp(0Bzl)-OBut DMF a 

Z-Phe-Tyr-0 Me DMF a 

2 

2 

2 

2 

2 
Lit. 23): 

2 
2 

2 

2 
+ bedeutet Verknupfungsstelle bei der Peptidsynthese. 
*) S. Versuchsteil. 

84.5 

88 

91.4 

79 

85 
76 
73.7 
Lit. 22) : 

97.5 
70 

77 
71 

91 

79.8 
Lit. 24) : 

bl 
amorph 

amorph 

96 -98" 

176' 

158-161' 
177-178" 

158 -160  

121 -123" 
121 -123" 

162- 163' 
151 - 152c 

132- 134' 

138 - 139' 
137- 138" 

- 126" 
(c : 2, MeOHj 

-54.1" 
(c  = 2, MeOH) 

(c = 2, MeOH) 
-36.0' 
- 36.0 

(c = 2, MeOH) 
-8.2" 
-8.5" 

(c  = 2, Pisessig) 

+0.8" 
(c = 1 ,  DMF) 

- 10.8' 
(C = 1, DMF) 

- 26.3" 
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Z-Val-Val-OMe schmilzt laut Literatur bei 100 - 103"18) bzw. 100- 105''91. 
Fur die weiteren Umsetzuiigen wurde das leicht zugangliche unsubstituierte 

I -Hydroxy-benzotriazol verwcndet, da die nur in schlechter Ausbeute herstellbarcn 
kernsubstituierten Verbindungen kcine wesentlichen Vorteile gegenuber der unsub- 
stituierten Verbtndung aufwtesen (Tab. 4). 

Beim Aufbau der linearen Antamanidsequenz Z-Phe-Phe-Pro-Pro-Phe-Phe-Val- 
Pro-Pro-Ala-OBu'20) wurden mit der neueii Dicyclohexylcarbodiiniid/l-Hydroxy- 
benzotriazol-Methode durchweg bessere Ausbeuten crzielt als be1 der bereits beschrie- 
benen Synthese20'. 

Das neue Verfahren bewahrte sich auch bei der Herstellung des Corlizotropi n- 
(1-23)-tricosipeptidarnids analog der Vorschrift von Geiger und Mitarbb. 251, die als 
Zusatz zurn Dicyclohexylcarbodiimid 4-Nitro-phenol verwendeten. Etwas bessere 
Ausbeuten als 4-Nitro-phenol brachten spater Pentachlorphenol 26' oder N-Hydroxy- 
succinirnidz7~. I-Hydroxy-benzotriazol steigerte jedoch die Ausbeute gegenuber dcn 
genannten Zusgtzen nochmals um etwa I5 

Besondere Bedeutung gewinnt daq neue Verfahren bei der Herstellung von Aspara- 
ginyl- und Glutaminylpeptiden. Mit Dicyclohexyicai-bodiiinid als Kupplungsreageiis 
ist ain Clutaniin und Asparagin schon wiederholt Dehydratisierung beobachtet 
worden28). Dabei entstehen Nitrile. Beim Asparagin wurde auch das lmid nacli- 
gehiesen. Deshalb lassen sich Asparaginylpeptide nach der [)icyclohexylcarbodiin~id- 
Methode nur in Ausbeuten von 39-45?; herstellen. Kiirzlich wurden beim Versuch, 
den N-Hydroxy-succinimidester des Benzyloxycarbonyl-glutamins29) bzw. des 
o-Nitrophenylsulfenyl-glutaminPl lierzustellen, die eiitsprechenden N-geschiitzteii 
x-Amino-glutarimide isoliert. Wie Tab. 4 zeigt, lassen sich mit 1 -Hydroxy-benzo- 
triazol als Zusatz zur Dicyclohexylcarbodiimid-Methode die Asparaginyl- und 
Glutaminyl-peptide i i i  Zuni Teil sehr guten Ausbeuten und in reiner Form isoheren. 
Auch Serinpeptide mit freier OH-Gruppe, die noch haufig nach der Azid-Methode 
hergestellt werdeii, sind nach diesern neuen Verfahren leicht zuganglich. 

Bei allen Versuchen ergab die dunnschichtchromatographtsche Uberprutung, 
daB die bei der Dicyclohexylcarbodiimid-Methode oft eintretende N-Acyl-harnstoff- 
Bildung31) bei dieser neuen Methode ebenso unterbleibt wic beim Zusatz von N-Hy- 
droxy-suscinimid4". 

20 % d. Th. 

18) J.  W. Hinman, E. L. Caroti und H.  N .  Christen.?en, J. Amer. chcm. Soc. 72, 1620 (1950). 
19) F. Wepgand, W .  Konig, R. Buyle und H G.  Viehe, Chem. Ber. 98, 3632 (1965). 
2") W .  Konig und R. Geiger, Liebigs Ann. Chcm. 727, 125 (1969). 
21) R B. Woodwnrd, R .  .4. Olofson und H, Mayer, J. Amer. chem. Soc. 83, 1010 (1961). 
22) R. Geiger, G .  Jager, W Konig und A .  Volh, 2 Naturforsch. 24b, 999 (1969). 
23) R Schwizer, H .  Kappeler, B Iselin, W. Ritfel und H .  Zuber, Helv. chim. Acta 42, 1702 ( 1  959). 
24) H. J. Pannenzann, A .  F. Marx und J.  F .  Arens, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 78, 487 ( I  959). 
25) R .  Geiger, K .  Sturm, G .  Voger und W .  Siedei, 2. Naturforsch 19b, 858 (1964). 
26)  S. Bqirsz, K. Ill'edd~radrkj, Z. Paukiv und 2 3 .  Lung, Acta chirn. Acad. Sci hung. 52, 335 

(1967). 
27) W .  Riftel in Adv. Exper. Med. Biology Vol. 2.  Pharmacology of Hormonal Polypeptides 

and Proteins, S. 35, Plenum Press, New York, 1968. 
28) Vgl. E Schroder und K. Lubke, The Peptides, Vol. 1, S. 191, 202 204, Academic Press, 

New York und London, 1965. 
29) H .  Zahn und E. Th. J. Folsche, Chem. Ber. 102, 2158 (1969). 
30) Ch. Meyers, R. 1: Hnvran, J.  L. Sch wartz und R.  Walter, Chem. and Ind. [London] 1969,3 16. 
31) Vgl. I c.28), S. 110. 
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Die N-gerchiitzten Aminosauren und Peptide werden mit 1 -Hydroxy-benzotriazolen 
und Dicyclohexylcarbodiimid an der Carboxylgruppc aktiviert. Dabei eiitsteheii 
1 -Hydroxy-benzotriazolester, die BuBerst reaktionsfahig sind. Es ist benierkenswert, 
da8 bei den meisten kristallin isolierten I -Hydroxy-benzotriazolestcrn die im IR 
nach hohen Wellenzahlen verschobene Carbonylbande erst in Losung auftritt (Tab. 5). 
Die kristallincn Substanzen absorbieren dagegen etwa wie N-Acyl-benzotriazole. 
Nur der Z-Thr-[I-hydroxy-benzotriamlester] macht eine Ausnahme. Er hat auch im 
kristallinen Zustand den Charakter eines stark aktivierten Esters. 

Tab. 5. IR-Carbon) Ixhwingungen von isolierten Acylaininosaure-[I -hydroxy-benzotriuol- 
estern] in cni 1 

Verbindung KBr-PreBling Losung in Dioxan 

Z-Gly-[I -hydroxy-benzotriazolester] 

2-Phe-[ I -11ydroxy-benrotriazolester] 

1715 
1745 
1685 
1730 

Z-Phe-[1 -I1ydroxy-5-methyl-benzotriazolester] 1690 
1720 

Z-Thr-[ 1 -1iydroxy-benzotriazolester] 1685 
1818 

1 -Acetyl-benzotriazol 173532) 

I725 
1520 
1715 
1815 
1720 
1820 
1720 
1818 

Das bedeutet, da8 je nach Aminosaurederibat entweder der aktivierte Ester oder cin 
Umlagerungsprodukt des Esters kristallin anfallt. Dieses Umlagerungsprodukt kann 
moglicherweise ein N-Acyl-bcnzotriazol-N-oxid sein, das sich in Losung wieder in den 
aktivierten Ester umlagert. 

N in  1,osung (IK 1815-1820/cm) 
0 
II 

R- C - 0- y’ “p 

Q 

Diese neuen aktivierten kster reagieren mit primaren und sekundaren Aminen 
ade r s t  schnell. Bei der Synthese von Z-Phe-Val-OMe aur Z-Phe-[1-hydroxy-benzo- 
triazolester] und Valinmethylester-hydrochlorid unter Zusatz von einein Aquivalent 
Y-Athyl-morpholin waren bereits iiach 5 Min. bei 0” iiber 90% Peptid gebildet. 
Unter den gleichen Bedingungen braucht L . B .  der Z-Phe-[N-hydroxy-succinimid- 
ester133) 1.5 - 2  Stdn., um 90% Peptid zu liefern. 

32) H.  A .  Stcrab, W. O/fiizg und A. Urbcrle, Z .  Elektrochcm., Ber. Bunsenges. physik. Chem. 

33) G .  W. Atrdrrson, J. E. Z~mmrmmon und F. M.  Cnllnhrrw, J .  Amer. chem. SOC. 86, 1839 
61, 1000 (1957). 

(1964). 
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Bei dem Versuch, Z-Serin-[ 1-hydroxy-benzotriazolester] herzustellen, wurde In sehr 
guter Ausbeute das Z-Serin-@-lacton erhalten. Sheehnn und Mitarbb.34) crhielten das 
N-Trityl-serin-$-lacton aus dein N-Trityl-serin rnit Diisopropylcarbodiimid in 15proZ. 
Ausbeute. 

Da die Kristallisation der aktivierten Ester oft auf Schwierigkeiten stoBt, wird in der 
Regel auf die Isolierung verzichtet und die Losung der aktivierten Ester zur Peptid- 
synthese verwendet. 

Tab. 6. Synthese voii Z-vdl-Val-OMe durch Voraktivierung von Z-Val-OH init Dicyclohexyl- 
carbodiimid/l-Hydroxy-henzotriazolen, Aufarbeitung.. nach Methode a (s. Versuchsteil) ; 
Losungsmittel Tetrahydrofuran; es wurde jeweils 1 Aquiv. eines 1 -Hydroxy-benzotriazols 

zu gesetzt 

Zusatz % Ausb. Schmp. 

1 -Hydroxy-benzotriazo18) 90.7 103 -107'' 
1 -Hydroxy-6-methoxy-benzotriazol 79.0 103 -104" 
1 -Hydroxy-5-methoxy-benzotriazol 83.5 98 100: 
1 -Hydroxy-5.6-dimethyl-benzotriazol 93.3 102- 103' 
1 -Hydroxy-4-methyl-heiizotriazol 68.6 102- 103'; 
1 -Hydroxy-5-methyl-benzotriazol 71.5 104 105" 

Tab. 6 (Synthese von Z-Val-Val-OMe) zeigt, daR auch bei der Voraktivierung ohm 
lsolierung der aktivierten Ester gute Ergebnisse erzielt werden koiiilen. Auch zur 
Voraktivierung wurde fur weitere Versuche das unsubstituicrte 1-Hydroxy-benzo- 
triazol venvendet (Tab. 7). 

Bei der Voraktivierung von Peptiden, die kein carboxylendstandiges Glycin oder 
Prolin tragen, ist jedoch mit geringer Racemisierung zu rechnen (Tab. 2). 

Tab. 7. Peptidderivate, hergestellt nach der 1-Hydroxy-benzotriazolester-Methode (Vor- 
aktivierung); Aufarbeitung a (s. Versuchsteil) 

Verhindung Schmp. ~osungs -  Aquivv. 7; 
mittel Zusatz Ausb. 

Z-Ph e-Phe-OMe THF 1 91 148- 150" 17.95" 
(c = 2 , D M F )  

(c = 2, DMF) 
Lit. 35) : 1 48 - 149" - 17.5" 

Z-Phe-Val-OMe T H F  1 83 111-113" -8.9' 
I (c = 2, DMF) 

Z-Pro-Pro:Ala-OButIz) D M F  1.1 94.1 61 
0 1  Z-Val-Pro-Pro-Ala-OButlZ) THF 1.1 95 

2-Pro-Val -0 But THF 1.1 78 114-115" -34.3" 

.c 

(c: 1,  D M F )  
+ bedeutct Verknupfungsstelle be1 dcr Peptidsynthese. 

34) J.  C. Sheehan, K .  Huwpacher und Y. L. Yeh, J. Amer. diem. SOC. 81, 6086 (1959). 
35) R .  L. Huguenin und R.  A. Boissonnus, Helv. chim. Acta 49, 695 (1966). 
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Beschreibung der Versuche 

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren bcstinimt und sind nicht korrigiert. 
Die Drehwerte wurden in einem I-dm-Rohr im lichtclektrischen Polarimeter der Fa. Carl 
Zeiss gemessen, die Werte der D-Linie graphisch ermittelt. Chromatographische Reinheits- 
prufung wurde auf Dunnschichtplatten (E. Merck) in verschiedenen Laufmitteln vorgenommen. 

A) Prufung auf Racemisierung bei der Dicyclohexylcarbodiimid-Methode unter Z usatz ver- 
schiedener 1-Hydroxy-benzotriazole 

Herstellnng nruer krrnsubstituiwter I -Hydrox,v-brnzotriarle 

Allgemeine Vorschrifren 

a) 0.1 Mol eincr arornotischen o-Chlor-nitro- Verbindung werden in 50 ccm Athanol mit 
15 g (0.3 Mol) l00proz. Hydrazinhydrar 5 Stdn. unter RuckfluB gekocht. Man kuhlt und 
filtricrt cinen gegebenenldlls auftretenden Niederschlag ab, bzw. engt die Mutterlauge cin. 
Dcr Niederschlag bzw. der Ruckstand wird in Wasser gelost. Nach Extraktion mit Ather 
wird die wlBr. Phase mit koni. Salzsaure angesauert und der Niederschlag abgesaugt. 
Ergcbnisse s. Tab. 8. 

b) 0.1 Mol einer trromofisclren o-Chlor-nitro- Verbindung werden in 50 ccm Athanol mit 
15  g (0.3 Mol) l00proz. Hydrazinhydrat 10 Stdn. im Autoklaven auf 110" erhitzt. Auf- 
arbeitung wie bei a). Ergebnisse s. Tab. 8. 

c) 0. I Mol einer oromutischen o-Chlor-nifro- Verhindung werden in 50 ccm Athanol mit 
27.2 ccm (0.2 Mol) Triuthylamin und 5 g (0.1 Mol) 100proz. Hydrrrzinhydrat 5 Stdn. unter 
RuckfluB gekocht. AnschlicBend wird eingeengt und der Ruckstand wie bei a) aufgearbeitet. 
Ergebnisse s. Tab. 8. 

Tab. 8. Neue kernsubstituicrte 1 -Hydroxy-benzotriazole 

Verbindung Summenformel Analysen 
(umkristallisiert aus) y.%d; Schrnp' (Mol.-Gew.) C H N  S 

1 -Hydroxy-6-trifluorrnethyl- 
benzotriazol (Wasser) 

1-Hydroxy-benzotriazol- 
sulfonsaurc-(6)-methylamid 
(Wasser) 

sulfonsaure-(6)-diathylamid 
(Athano!/ Wasser) 

I-Hydroxy-benmtriazol- 
carhonsaure-(6)-amid 
(50proz. Athanol) 

1-Hydroxy-5-methoxy- 
benzotriazol (Athanol) 

1-Hydroxy-6-methoxy- 
benzotriazol (Wasser) 

I-Hydroxy-5-rncthyl- 
benzotriazol (Wasser) 

1 -Hydroxy-4-methyl- 
benzotriazol (Athanol) 

1 -Hydroxy-5.6-dimethyI- 
benzotriazol (Athanol) 

I -Hydroxy-benrotriazoI- 

1 -Hydroxy-6-methyl-5-cyan- h 

6-Chlor-1-hydroxy-5-methyl- c 

6-Chlor-I-hydroxy-5-isoprouyl- c 

benzotriazol (Athanol/Wasser) (17 %) 

benzotriazol (Athanol/Wasser) (37 %) 

benzotriazol (Athanol/Wasser) (25 %) 

148-149' CiH4F3N30 

214' C I H ~ N ~ O ~ S  
(203. I )  

(228.2) 

159-160" CIOHIJNJO~S 
(270.3) 

C T H ~ N ~ O ~ .  I H20 241" 
(196.1) 

215' C ~ H I N ~ O Z  

172-173" CIH7N30z .0.5Hz0 

188-189" C T H ~ N ~ O  

151.5-152.5"CiH7Ni0 

193-194' C R H D N ~ O  

216-217' C R H ~ N ~ O  

215" C,H&IN 3 0  

173-174" CgHioCIN30 

(165. I)  

(174.1) 

(149.1) 

(149.1) 

(163.2) 

( 1  74.2) 

(183 6) 

(211.7) 

Ber. 41.39 1.98 20.69 
Gef. 41.5 2.2 21.0 
Ber. 36.85 3.53 24.55 14.05 
Cef. 36.5 3.8 24.8 13.8 

Ber. 44.45 5.22 20.73 11.84 
Gef. 44.7 5.1 20.8 11.7 

Ber. 42.80 4.11 28.58 
Gel. 42.7 4.0 28.6 

Ber. 50.90 4.27 25.45 
Gef. 50.9 4.2 25.7 
Ber. 48.30 5.21 24.13 
Gef. 48.7 5.1 25.3 
Ber. 56.37 4.73 28.18 
Gef. 56.4 4.7 28.3 
Bcr. 56.37 4.73 28.18 
Gef. 56.4 4.8 28.0 
Ber. 58.89 5.56 25.75 
Gef. 58.8 5.5 25.4 
Ber. 59.17 3.47 32.17 
Gef. 54.4 3.6 32.1 
Ber. 45.78 3.30 22.89 
Gef. 45.7 3.3 23.0 
Ber. 51.05 4.76 19.87 
Gef. 50.8 4.7 20.2 
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Buc-Leu-Phe-OMr: Zu einer Losung von 36 g (155 mMol) Bur-Leu-OH in 300 ccm absol. 
Tetrahydrofurdn gibt man 41.8 g (310 mMol) I-Hydruxj~-benzotriazol, 33.4 g (155 mMol) 
HC1. Phr-OMe und 19.9 ccm (155 mMol) N-Athyl-murpholin. Man kuhlt auf 0" und gibt 
untcr Ruhren eine Losung von 33.7 g (163 mMol) Dic.vclohex.vlcurbudiimid in 50 ccm eis- 
kaltem Tctrahydrofuran dazu. Man ruhrt cine Stde. bei 0" und eine Stde. bei Raumtemperatur. 
Das Filtrat wird eingeengt, der Ruckstand in Essigester aufgenommen und rnit gesatt. Natrium- 
hydrogeiicarbonatlijsung, Zn Citronensaure, gesatt. Natriumhydrogencarbonatlosung und 
Wasser ausgeschuttelt, uber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Ruckstand 
wird rnit Petrolither verrieben. Ausb. 53.2 g (8879, Schmp. 80-85". Zur Reinigung wurde 
in Essigester uber etwa 150 g basisches A1203 (Woelm, Akt.-St. I) chromatographiert. Ausb. 
46.5 g (7773, Schmp. 91", [%In: -27.7" (c = I, Methanol). 

C2,ti32NzOs (392.5) Ber. C 64.25 H 8.22 N 7.14 Gef. C 64.0 H 8.2 N 6.9 

Buc-Leu-Phe-OH: Zu einer Losung von 46.5 g (119 mMol) Boc-Leu-Plw-OMe in 190 ccm 
Dioxan gibt man 119 ccm 1 n NnOH, 1aBt 2 Stdn. bei Raumtemp. ruhren, ncutralisiett rnit 
einigen Tropfen 212 Citronensaure und engt i.Vak. ein. Der Ruckstand wird bei 0" zwischen 
200 ccm 2n Citronensaure und Essigester verteilt. Die Essigesterphase wird rnit Wasser aus- 
geschuttelt, uber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Der Ruckstand wird aus Essig- 
esteriPctrolather kristallisiert. Ausb. 42.3 g (94 %), Schmp. 1 13 - I 1 6 ,  [alg:  - 8.5" (c  2, 
Methanol). 

C~oH3,tNzOS (378.5) Ber. C 63.48 H 7.99 N 7.40 Gef. C 63.5 H 8.0 N 7.3 
Priifiing uuf Racemisirning bei deer ,,Einro~finethorle" 

378.5 mg (1 mMol) Buc-Leu-Phe-OH und 209.7 mg (I mMol) H C I .  Vn/-OBi& (durch 
Hydriereii von Z-Val-OBu'36) bei gleichzeitiger Zugabe von methanolischer Salzsaurc bei 
pH 4.5 hergcstellt, Schmp. 148") werden in ca. 2 ccrn Losungsmittel gelost bzw. suspendicrt. 
Dazu gibt man 0.12 ccm N-Athyl-niorpholin (knapp I rnMol) und kiihlt im Eisbad ah. Danach 
gibt man die Zusatze und zum SchluB eine auf 0" abgekiihlte Losung von 207 mg Dicvelu- 
hex.vlcarhodiimid ( I  rnMol) in I ccm Losungsmittel zu. Man laBt die AnsHtze I --2 Stdn. 
bei 0'' und etwa I Stde. bei Kaumtemperatur stehen, verdiinnt mit etwa 30 ccrn Essigester. 
filtriert den ausgefallenen Niederschlag ab, schuttelt das Filtrat rnit gesatt. Natriumhydrogen- 
carbonatlosung, 2n Citronensaure, gesatt. Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser 
aus, trocknet mit Natriumsulfat, engt ein und chromatographiert den Ruckstand in Essigester 
uber 3 g basisches A1203 (Woelm, Akt.-St. 1). Das Eluat (etwa 40 ccm) wird eingeengt und der 
Riickstand in etwa 5 ccm 8--9n methanol. HCI gelost und im Bombenrohr 24 Stdn. auf 7OP 
crhitzt. Die mcthanol. Salzsaurc wird eingeengt und der Ruckstand nach I.  c. 2 )  aufgedrbeitet. 
Ergebnisse s. Tab. 1 .  

Prufiung auf Racemisierung Aei der Vvraktivierung run Boc-Leu-Phe-OH mit I)icycluhex~~l- 
carhodiimid (and I -  Hq'drux~~-bunzotriuzulet~ 

Zu einer Losung von 378.5 mg Boc-Leu-Phe-OH (1 mMol) und Zusutz in 2 ccni Dimethyl- 
formamid gibt man bei 0" eine eiskalte Losung von 207 mg Dicyc/ohexy/carbodiimid (1 niMol) 
in I ccm Dimethylformamid und llRt eine Stde. bei 0" und eine Stde. bei Raumtemperatur 
stehen. D a m  gibt man 209.7 mg H C l .  VuI-OBu' (1 mMol) und 0.12 ccm N-A'th.vl-morpholin 
( 1  mMol) zu, l int  nochmals eine Stde. bei Raumtemperatur stehen und arbeitet wie oben a d .  
Ergebnissc s. Tab. 2. 

Dafen ziir gaschromatugraphisclzen L)iastereomerentrenlzung: Gcarbeitet wurde an einer 
100 m Kaoillarsaule, belegt rnit Polyphenylather OS 138 (F. u. M Gerat, Typ 5750, FID, 
Arbeitstemp. 210" isotherm, Stromung 4 ccm HeiMinute, Splitverhaltnis 1/5O-l/lOO). 

34)  G. W. Anderson und F. M.  Cullahun, J. Amer. chem. Soc. 82, 3359 (1960). 
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B) Synthese von Peptiden nach der Dicyclohex~lcarbodiimid/l-Hydroxy-bcnzotriazol-Methode 

I, ,,~itifo~pf-Methade;' (Tub. 4 und 91 

zu einer Losung oder Suspension von 10 mMo1 einer N-Acyl-rlminosiirrrfj.~al~rc bzw. eines 

N-Acyl-pcptids und 10 mMol eincs Aminosaicre- bzw. Peptid-esters fbei Hydrochloriden 
zusatzlichc Zugabe von I0 mMol N-Athyl-,norpholin)~rp~zolin) in etwa 20 -40 ccm Losungsmittel 
gibt man 10-20 mMol eines I-H.~droxy-benzotriazols und bei 0 etwa 11 mMol einer.Dicyclo- 
hexj,lcnrhoL~iimid-Losung. Man l%Bt nun 1 Stde. bei 0' und I Stde. bei Raumtempcratur 
stehen oder ruhren und arbeitet wie folgt auf: 

a) Dcr Niederschlag wird abgesaugt und das Filtrat i. Vak. cingedampft. Der Ruckstand 
wird in Essigester aufgenommen und mit Natriumhydrogencarbonat-Losung, 211 Citronen- 
saure, Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat 
getrocknet und eingeengt. Der Ruckstand wird mit Petrolather verrieben, geeignet uni- 
kristallisiert oder zur weiteren Reinigung iiber basisches A1203 (Woelm, Akt.-St. I) in Essig- 
ester oder Tetrahydrofuran chroniatographiert. 

b) Bei Dimethylformamid als Losungsmittel kann das Peptidderivat mit Wasscr oft 
ausgefallt werden. Der Niederschlag wird abgesaugt, mit Natriumhydrogencarbonatliisung 
verrieben, wieder abgesaugt, mit Wasser gewaschen uiid getrocknet. 

2. Voruktivierurig von N-Acj'I-ariiitiosuuren und -peptidm mil Dic~cluhwylc~lrbocliitnitIiii 
l -Hy(~ru~.v-benz~j I t r i~z~l  und utischlieJen& Umsetiutg mil Aminasflure- oder .PepIticl-cstern 
(Tub. 7 und 9)  

ZLI der Losung von I 0  mMol einer N-Acyl-uminosaure bzw. eines N-Acyl-pepliii.~ und 
10 mMol eines I-Hydroxy-benzotriazols gibt man bci 0" 1 I mMol Dic.~clohexylcurbo~/;imid, 
lant 1 Stde. bei 0" und 1 Stde. bei Raumtemperatur stehen, gibt dann 10 niMol eines Amino- 
saiire- bzw. Peptid-rsrers zu (bei Hydrochloriden zusitzlich Zugabc von 10 niMol N-k'fhyl- 
morphulin), lant eine weitere Stde. bei Raumtemperatur stehcn odcr ruhren und arbeitet 
wie bei 1. a) oder 1 .  b) auf. 

Tab. 9. Analysen der neu hergestellten Verbindungen 

Verbindung Summenformel 
(MoLGew.) 

Analysen 
C H N  

Z-Ala-Leu-GMO But)-OMe Cz7H41N30x Ber. 60.54 7.72 7.84 

Z- Asn-Ah-OBut CigH27N30h Ber. 58.00 6.92 10.68 

Z-Am-Ser( But)-OBut C23H3shKh Ber. 59.33 7.58 9.03 

Z-Asn-Asp(OBzl)-OBut C27H33N30X Ber. 61.47 6.30 7.97 

2-Phe-Val-OMe C23H28NZ05 Ber. 66.97 6.84 6.79 

Z-Pro-Val-OBut CIZH32N205 Ber. 65.32 7.97 6.93 

(5 3 5.6) Gef. 59.7 7.9 8.0 

(393.4) Gcf. 58.1 6.9 10.8 

(465.5) Gef. 60.0 7.8 9.3 

(527.6) Gef. 61 2 6.1 8.2 

(412.5) Gef. 67.3 6.9 7.0 

(404.5) Gef. 65.2 8.3 7.1 

Allgemeirre Vorschrrft zur Herstelluii.g vow N-Ac.~I-nniirrosaiire-~l -h~droxy-henzotrraz~)l~stertrJ 
(Tub. 101: Zu einer auf 0" abgekhhlten Losung von 10 mMol einer N-Acyl-aminosaure und 
10 mMol eines I-Hy~lrox,u-ben~otriclruls in 30 ccm Tetrahydrofuran glbt man 1 1  mMol 
Z>icyclolzexylcurbodiiimid, laRt I Stde. be1 0" und I Stde. bei Raumteniperdtur rdhren, saugt 
den Niederschlag ab, engt das Filtrat ein und verreibt den Ruckstand mit Isopropylalkohol. 
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Tab. 10. Daten und Analysen der 2-Aminoulurc-[l-hydroxy-benzotriazolester] 

Ausb. Schmp. Summenformel (Mol.-Gew.) Verbindung Analysen 
C H N  

Z-Phe-[1-hydroxy- 
benzotriazolester] 
2-Gly-[1-hydroxy- 
benzotriazolester] 
2-Thr-11-hydroxy- 
benzotriazolester] 
Z-Phc-[ 1 -hydroxy- 
5-methyl-benzo- 
triazolester J 

69.5 120-122" C~3H20N404 Ber. 66.33 4.84 17.46 

49 147' ClbHl~N404 Ber. 58.89 4.32 17.17 

68 150-153 C18Hl~N405 Ber. 58.37 4.9 15.13 

50 153 - 155" C24H22N404 Ber. 66.96 5.15 13.02 

(41 6.4) Gef. 66.3 4.9 13.6 

(326.3) Gef. 58.0 4.2 17.4 

(3 70.4) Gef. 58.4 5.2 15.3 

(430.5) Gef. 67.2 5.0 13.1 

N-Benzylux~cnrboti.vvl-L-serin-~~-lrrctuii: Zu einer Losung von 2.4 g (10 mMol) Z-Serin und 
1.5 g ( I 1  mMol) I-H~rfvox~.-herrzorviazol in 20 ccin absol. Tetrahydrofuran gibt man bei 
-10" eine Losung von 2.2 g (I I mMol) Dicyclohexylcurbodiimid in 10 ccm absol. Tetra- 
hydrofuran. Man 1aRt 1 Stde. bci 0' und 1 Stde. bei Raumtemperatur stehen, saugt dcn 
Niederschlag ab und engt das Filtrat cin. Der Ruckstand wird mit Tsopropylalkohol verrieben, 
abgesaugt und nochmals mit Isopropylalkohol aufgekocht. Ausb. 2.0 g (91 %), Schmp. 

C I , H l I N 0 4  (221.3) Bcr. C 59.71 H 5.01 N 6.33 Gef. C 59.2 H 5.2 N 6.5 

177 -- 179". 

[367/69] 


