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116. Selektive Abspaltung sdurelabiler Aminoschutzgruppen von
Peptiden in Trifluorithanol?)?)

von Bernhard Riniker, Bruno Kamber und Peter Sieber
Chomische Forschungslaboratorien der Division Pharma der CIBA-GEIGY AG., Basol

(25. I11. 75)

Summary. In building up large polypeptides, it has become the established practice o use
acide-labile protecting groups of the z-buty! type. Up to now, only one step of selectivity nnder
acidic conditions has been used, consisting in the cleavage of Trt, Bpoc or Ppoc from N(a) without
attacking the ¢-butyl protecting groups. We have found that the use of 909, trifluoroethanol as
solvent permits the selective cleavage of Trt in the presence of Bpoc or Ppoc under controlled
1)  Auszugsweise vorgetragen an der Herbsiversammilung der Schweiz. Chem. Gesellschaft in

Lugano, 19.-20. Okt. 1973,

%) Zu der hier verwendeten abgekfirzten Schreibweisc von Aminosiuren, Peptiden und deren

Derivate vgl, [1]. Ferner bedeuten: Bpoc-: [2-(p-Biphenylyl)-isopropyl]l-oxycarbonyl, Ppoc-:

[2-Phenylisopropyl]-oxycarbonyl, TFEt: 2,2, 2-Trifluordthanol.
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acidolytic conditions. This additional selectivity-step may be utilized when two-chained poly-
peptides are to be constructed.

The procedure consists in acidolytic cleavage with hydrochloric acid at a constant potential
as measured by the glass electrode (pH-stat). The automatic protonation of the freshly deprotected
amino groups permits the evaluation of kinetic and quantitative data of the cleavage reaction,
The selectivity ratios and cleavage conditions of Trt, Bpoc and Ppoc in N(e) are demonstrated
here by reference to a series of model dipeptides. The successful application of this tcchnique in
the total synthesis of human insulin, a polypcptide with two peptide chains, has recently been
described [8].

Zur Synthese von Peptiden hat sich die Verwendung saurelabiler Schutzgruppen
vom #-Butyltyp (Boc, {-Butylester und #-Butylither) bewihrt. Diese kdnnen in der
letzten Synthesestufe unter relativ milden Bedingungen abgespalten werden. Beim
fragmentweisen Aufbau grésserer Polypeptide kann die Benzyloxycarbonylgruppe
in N(«) hiufig nicht verwendet werden, weil sie, in Anwesenheit schwefelhaltiger
Aminosiuren, durch katalytische Hydrierung nicht abgespalten werden kann. Durch
diesen Umstand wird die Anwendung von weiteren Schutzgruppen wiinschenswert,
Diese miissen in einem bestimmten Stadium der Synthese selektiv neben den vom
t-Butylrest abgeleiteten Gruppen in einer besonders milden Acidolysestufe entfernt
werden konnen. Der Trt-Rest an N(«) erfiillt dicse Bedingung; er kann z. B. mittels
Essigsdure [2] oder mit Pyridin-hydrochlorid in Methanol [3] eliminiert werden. Als
weitere Schutzgruppen, die in diesem Sinn angewendet werden kénnen, kommen
noch einige Aralkyloxycarbonylreste in Betracht, unter welchen sich besonders die
Bpoc- und Ppoc-Gruppen bestens eignen [4] [5]. Erstere ist in 80 proz, Essigsdure ca.
7mal, letztere ca. 30mal stabiler als Trt. Als N(«)-Schutzgruppen in Peptiden werden
sie mit sehr guter Selektivitiit in Gegenwart von Schutzgruppen des +-Butyltyps
entfernt.

Schema 1

J o

|
Y a Y St N Wl by
@ CH, CH,

TRIPHENYLMETHYL 2-(pP-BIPHENYLYL) - I SOFROPYLOXYCARBONYL 2-PHENYL-1SOPROPYLOXYCARBONYL
( TrT ) { Beoc ) ( Proc )

Wir stellten fest, dass das Verhdltnis der Labilititen von Trt zu Bpoc oder Ppoc
je nach dem zur Abspaltung verwendeten Milieu sehr unterschiedlich ist. Eine stark
erhéhte Labilitit der ersteren gegeniiber den Urethantypen kann vor allem in TFEt
beobachtet werden. Dieses Losungsmittel wird infolge seiner hohen Ionisierungs-
kraft, verbunden mit seiner sehr geringen Nucleophilie, fiir eine Vielzahl solvolyti-
scher Prozesse bevorzugt angewendet [6] {7]. N(a)~Trt-Derivate von Peptiden
wer-den in trifluordthanolischer Losung langsam gespalten. Wir benutzten diese
Feststellung zur Ausarbeitung einer zusitzlichen acidolytischen Selektivititsstufe.
Sie kann zum Aufbau von zweikettigen Polypeptiden angewendet werden. So ist es
z.B. moglich, in einem Polypeptid mit zwei verschiedenen a-Aminogruppen wahlweise
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zuerst die eine und spiter die andere freizusetzen. Der weitere Aufbau der beiden
Ketten kann dann getrennt erfolgen. Diese Methodik war ein wesentliches Merkmal
der Totalsynthese von Insulin unter gezielter Bildung der Disulfidbriicken [8]3),
Die mittels Glaselektrode gefundenen «pH»-Werte von Salzsiure in verschieden-
artigen Lisungen sind in der Fig. dargestellt4). Es fillt auf, dass das gemessene Poten-

~PH"
4L + — _\1\.\_ _________ — e — e
3 ——— __._‘_Q,_:\_\_: ___________
\\’ \\:\%‘. — — —
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L N L A, L
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Yig. Mit der Glaselehtrode gemessens spH v-Werls von Salzsiure in verschiedenen Losungsmitieln

tial sehr stark von der Art des Lésungsmittels abhdngt. Im Gegensatz zu 90proz.
Methanol (Methanol/Wasser 9:1, v/v), das nur cinc geringfligige Abweichung gegen-
iber wisseriger Losung bewirkt, weist die gleichmolare Salzsiure in 90proz. TFEt
einen um ca. 2 bis 2!/, Einheiten niedrigecren pH-Wert auf. Noch wesentlich stirker
positive Potentiale, entsprechend tieferen «pH»-Werten, erhédlt man in reinem TFEt,
doch ist hier die Einstellung der Glaselektrode trige und schlecht reproduzierbar.
Dic im folgenden beschriebencen Resultate wurden alle im Systemn Salzséiure/90proz.
TFEt erhalten. Es hat sich sowohl als Losungsmittel fiir geschiitzte Peptide als auch
wegen der raschen und gut reproduzierbaren Potentialeinstellung der Glaselektrode
bestens bewihrt, Falls ndtig, kann zur Auflosung besonders lipophiler Verbindungen
auch Chloroform (bis ca. 209, des Gesamtvolumens) angewendet werden. Zur Ein-
haltung genau kontrollierbarer Bedingungen ist die Verwendung eines pH-States
notwendig. Die bei der Acidolyse freigesetzten g-Aminogruppen werden durch die
automatische Zugabe von Salzsiure protoniert, und bei Verwendung eines Schrei-

%) Die Lésung eines zweitcn grundsitzlichen Problems bei der Insulinsynthese, nidmlich dic
geézielte Bildung des Cystinringes A6-A1l in Gogenwart eines dritten Cysteinrestes (A7),
verdanken wir ebenfalls den besonderen Eigenschaften von Trifluordthanol.

4)  Zur Vereinfachung, sowie wegen des nicht streng und reproduzierbar definierten Potentials
von Glaselektroden, werden in dieser Arbeit mit «pH» die beim Arbeiten in organischer
Losung auf der pH-Skala des Messgerdtes abgelesenen Werte verwendet, Die Glaselektroden
wurden wie fiblich mittels wisscriger Pufferldsungen gecicht.
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bers wird durch Aufzeichnung des Sdureverbrauches als Funktion der Zeit der Reak-
tionsverlauf graphisch festgehalten.

In Tab. 7, 3 und 4 sind die aus den Reaktionskurven errechneten Geschwindig-
keitskonstanten %, fiir 9 verschiedene, als Modelle gewihlte Dipeptide aufgefiihrt.
Die Acidolyse sowohl der Trt- als auch der Bpoc- und Ppoc-Schutzgruppen crwies
sich itber die gemessenen Zeiten und innerhalb der Messgenauigkeit als Reaktion
1. Ordnung, Die Versuche wurden ohne die fiir genaue reaktionskinetische Messungen
notwendigen Massnahmen bei Raumtemperatur (22-28°) ausgefiihrt, so dass die an-
gegebenen k,-Werte eine relativ grosse Fehlergrenze enthalten diirften. Die Halb-
wertszeiten sind bei den zur Abspaltung der Schutzgruppen jeweils geeignetcn
pH-Werten angegeben?). Die Dipeptide wurden so gewéhlt, dass sie den gesamten
Bereich an sterischer Beeinflussung der N(a)-Gruppe durch die Seitenkette der N-
terminalen Aminosiure darstellen, von minimaler (Gly--Val) bis zur maximalen
(Val-Val) sterischen Hinderung. Aus Tab. 7 ist ersichtlich, dass diese Variation einen
starken Einfluss auf die Acidolysegeschwindigkeit der Trt-Gruppe ausiibt, dagegen
bei den Bpoc- und Ppoc-Schutzgruppen kaum merkbar ist,

Klosteymeyer & Schweriner {3] beobachtcten bei der Abspaltung von Trt durch Pyridinium-
salze in Methanol ebenfalls cinen beschleunigenden Einfluss mit steigender steriscber Hinderung
durch die Aminosiureseitenkette und deuteten diesen Xffekt im Sinne einer erschwerten Alkylie-
rungs-Rickreaktion. Bei der pH-$tat-Spaltung in 90proz. TFEt, wo unmittelbar Triphenyl-
methanol gebildct und die freigesetztc Aminogruppe protoniert wird, ist eine Risckreaktion nicht
moglich. Wir nchmen daher an, dass die rascherc Spaltung der sterisch stirker gehinderten
Derivate durch die Beschleunigung des Solvolyscschbriltes bedingt ist, der um so rascher verlinft,
je hdher die innerc Spannung der Tritylverbindung ist.

Anderseits ist bei den Bpoe- und Ppoc-Schutzgruppen erwartungsgemass infolge der gréssercn
Entfernung der Aminoséureseitenkette vom Aralkylrest praktisch kein Einfluss auf die Spalt-
geschwindigkeit mehr bemerkbar., In 90proz. TFEt zerfillt die Bpoc- (bzw. Ppoc)-Gruppe bei der
Acidolyse in Kohlendioxid und eine Mischung von 2-p-Biphenylyl- (bzw. 2-Phenyl-)-2-propanol
und 2-p-Biphenylyl- (bzw, 2-Phenyl)-propen.

Wenn man die Bedingung stellt, dass bei der Abspaltung einer Schutzgruppe
999, eliminiert werden sollen, ohne dass mehr als 19, der stabileren Gruppe ange-
griffen werden, so muss ein %,-Verhiltnis von mindestens 460:1 vorliegen. In der
Praxis diirfte fiir die Entfernung einer einzigen Schutzgruppe im Laufe der Synthese
eines komplizierteren Polypeptides (vgl. [8])) im allgemeinen ein Verhiltnis von 200
bis 500:1 befriedigen®). Die Angaben der relativen k,-Werte in T'ab. 7 zeigen, dass
bei der Acidolyse bei pH 4 zwischen Trt und Bpoc diese Bedingung erfiillt ist, so-
Jange Trt nicht an N-terminales Glycin gebunden ist. In diesem Falle ist die ctwas
stabilere Ppoc-Gruppe an Stelle von Bpoc vorzuziehen.

In Tab. 2 sind die k,-Werte fiir Spaltungen bei verschiedenen pH-Werten zu-
sammengestellt. Im Bereich zwischen pH 5 und 3 findet man bei Trt jeweils eine
ungefihr 10fach raschere Acidolyse bei Erniedrigung um eine pH-Einbeit, im Gegen-
satz zu Bpoc und Ppoc, wo nur ¢in Beschleunigungsfaktor von 3 bis 4 auftritt.

5) Fur 99% Spaltuung sind diese Zahlen mit dem Faktor 6,5 und fir 99,99, mit 10 zu multipli-
zieren.

%) Bei wiederholter Anwendung einer Acidolyscreaktion, wie sie z. B. beim Aufbau einer Peptid-
kette durch stufenweise Verlingerung um je cinen Aminosiurerest erfolgt, sind dagegen
wesentlich hohere Selektivititsanforderungen zu stellen.

69
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Tabelle 1. Acidolysen in 90% TFE? bei «pH» 4

Verbindung % (Std.1) E perapiv 1/, (Min.)
Trt-Val-Val-OMe 138 . 5000 800 0.3
Trt-Leu-Val-OMe 52 2000 300 0,8
Trt-Gly-Val-OMe 7.4 300 40 56
Bpoc-Val-Val-OMe 0,15

Bpoc-Leu-Val-OMe 0,15 5-10 1

Bpoc-Gly-Val-OMe 0,2

Ppac-Val-Val-OMe 0,02

Ppoc-Leu-Val-OMe 0,03 1

Ppoc-Gly-Val-OMe 0,03

Tabelle 2. Acidolyseselshtiviliten bei vevschiedenen apH s-Werien

Verbindung pH S5 pH4 pH 3

kl k relatlv kt R renativ # ® rerativ
Trt-Gly-Val-OMe 0,7 12 74 250 50 39 630 100
Trt-Leu-Val-OMe 39 65 52 1700 350
Trt-Val-Val-OMe 11,5 180 138 4600 900
Bpoe-Leu-Val-OMe 0,06 1 015 5 1 0,6 7 1
Ppoc-Leu-Val-OMe 003 1 0,09 1

Demzufolge empfichlt es sich, die Spaltung von Trt neben Bpoc oder Ppoc bei pH
3 bis 4 vorzunehmen, da sie bei pH 5 weniger selektiv verliuft.

In der nichstfolgenden Stufe der Acidolyseselektivitit handelt es sich um die
Entfernung von Bpoc oder Ppoc neben den Schutzgrappen vom -Butyltyp, die bis
zum beendigten Aufbau des Polypeptides erhalten bleiben sollen. Aus den Tab. 3
und 4 geht hervor, dass mit Salzsiure in TFEt Bpoc bei pH 1 und Ppoc bei pH 0 im
Laafe von ca. 10 bis 15 Minuten abgespalten werden. Als Vertreter fiir die durch
Gruppen des £-Butyltyps geschiitzten Peptide bzw. Aminosiuareester sind jeweilen
noch Boc-Leu—Val-OMe und Z-Lys(Boc)-OMe aufgefiihrt, N(x)-Boc ist bei pH 1
ca. 2500mal stabiler als N(«x)-Bpoc und bei pH 0 cz. 1500mal stabiler als N(a)-Ppoc.
Wiederum ist es zur Erreichung maximaler Selektivitit giinstiger, bei méglichst
tiefen pH-Werten und entsprechend kurzen Reaktionszeiten zu arbeiten; bei pH 1
ist das 2,-Verhiltnis N(«)-Ppoc/N(«)-Boc 300: 1, bei pH 0 dagegen 1500:1. Wihrend-
dem N(g)--Boc von Lysin etwa doppelt so rasch wie N{x)-Boc abgespalten witrd,
weisen die fibrigen Schutzgruppen des -Butyltyps (¢-Butylither von Serin, Threonin
und Tyrosin, sowie die mit »-Butylalkohol veresterten Carboxylgruppen) eine 3hn-
liche oder héhere Stabilitit wie N{a)-Boc auf.
 Die Frage, ob Bpoc oder Ppoc als Derivat mit intermedifrer Spaltbarkeit zwi-
schen der Trt-Gruppe und den #-Butyl-Schutzgruppen verwendet werden soll, kann
nicht a priori beantwortet werden, Sie wird bei jedem cinzelnen Syntheseplan an-
hand besonderer Uberlegungen, wie 2. B. itber die Art und Anzahl der iibrigen Schutz-
gruppen, zu entscheiden sein.
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Tabelle 3. Acidolysen in 90% TFEt bei ¢ pE» |

Verbindung ky (Std, ™) E rentiv ty/s (Min.)
Bpoc-Val-Val-OMc 32 1,3
Bpoc-Leu-Val-OMc 38 ca. 2500 1,1
Bpoc-Gly-Val-OMe 31 13
Ppoc-Val-Val-OMe 38 1
Ppoc-Len-Val-OMe 4 ca. 300 10,5
Ppoc-Gly-Val-OMe 4 10,5
Boc-Leu-Val-OMe 0,013 1

Z-Lys{Boc)-OMe 0,02 1,5

Tabelle 4. Acidoiysan in 90% TFEt bei«pH» 0

Verbindung Ry (Std.™) X retatty ty (Min.)
Ppoc-Val-Val-OMe 40 1
Ppoc-Leu-Val-QMe 36 ca. 1500 1,2
Ppoc-Gly-Val-OMe 38 1,1
Boc-Len-Val-OMe 0,023 1

Z-Lys(Boc)-OMe 0,044 2

Neben den hier erwiihnten Dipeptiden haben wir bisher ejne grdssere Anzahl weiterer Ver~
bindungen mit Trt, Bpoc und Ppoc in N(¢} der pH-Stat-Acidolyse in 90proz. TFEt unterworfen.
Die gemcssenen k,-Werte stimmten im aligemcinen ziemlich gut mit den entsprechenden der
vorlicgenden Tabellen tiberein, doch iiben auch die Grésse und Aminosiurcsequenz der Peptide
einen gewissen Einfluss aus. Bei Versuchen zur Variation des Losungsmittels (70proz. TFEt,
90proz. Methanol, Methylenchlorid usw.) erziclten wir schlcchtere Selektivititen als in 90proz,
TFEt, cbenso, wenn z.B. Monochloressigsdure an Stelle von Salzsiare verwendet wurde. Da-
gegen fanden wir in 90proz. Hexafluoro-2-propanol, wo bei gleicher Salzsiurekonzentration noch
stirker positive Elektrodenpotentiale als in 90proz. TFEt gemessen werden, hnliche Selektivitits-
verhéltnisse. Bei gleicher spH»-Einstellung der Glaselektrode konnten wir in 90proz, Hexafluoro-
2-propanol ca. 3- bis 5mal raschere Spaltgeschwindigkeiten beobachten, doch ist dieses Losungs-
mittel infolge seiner hohen Fliichtigkeit und betréchtlichen Toxizitét weniger geeignet als 90proz.
TFEt.

Bei den pH-Stat-Acidolysen in 90proz. TFEL steliten wir bisher kcine Nebenreaktionen fest,
mit Ausnahme citter geringen (cz. 5%) Indol-Alkylicrung durch den [(2-p-Biphenylyl)-isopropyl]-
Rest bei einem tryptophanhaltigen Peptid. Insbesondere kann infolge der sofortigen Protonierung
der freigesetzten a-Aminogruppe keinc Alkylicrung an dicser Stelle stattfinden.

Trt, Bpoe und Ppoc lassen sich auch durch blosses Erwidirmen in 100~ oder 90proz. TFEt
abspalten. So kann z.B. N(«)-Bpoc bei 60° im Lanfe von 1-2 Std. selektiv neben den #-Butyl-
Schutzgruppen entfernt werden, N(x)-Ppoc: unter den gleichen Bedingungen in 6-12 Std. Die
Reaktion verliuft aber nicht mehr nach einer Kinetik 1. Qrdnung, sondern wird durch die Basi-
zitit der freiwerdenden Aminogruppen zanehmend stirker gehemmt. Zudem tritt hicr, im Gegen-
satz zur pH-kontrollierten Acidolyse, eine merkliche N(a)-Alkylicrung auf — bis gegen 30%, je
nach N-terminaler Aminosiure, und vor allem in wasserfreiem TFEt - so dass diese Spaltmethode
nur mi{ Vorsicht fiir priparative Zwecke gebraucht werden darf. Es wurde nicht untersucht, ob
die Alkylierung durch Zusatz von Kationenfingern unterdriickt werden kann. Der Vorteil der
Selektivitit zwischen Trt einerseits und Bpoc oder Ppoc anderscits geht bei der Spaltung durch
Erwirmen in TFEt ebenfalls verloren, da sich hier N{x)-Trt im allgemeinen merklich stabiler als
Bpoc und Ppoc erweist.

Anders als in N(«) sind die Stabilititen von Trt, Bpoc und Ppoc, wenn diesc als Schutz-
gruppen von N(g) in der Seitenkette von Lysin auftreten. Als Modeilverbindungen untersuchten
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wir Z-Lys(Trt)-OMc und Z-Lys(Bpoc)-OMe, Letzteres Derivat ergab bei der pH-Stat-Acidolyse
in 90proz, TFEY bei pH 1 einen £ -Wert von 88 Std.™, d.h. ca. 2,5mal héher als fir Bpoc in Ni).
Ehenfalls eine leicht erhshte Spaltgeschwindigkeit in N(g) gegentiber N(ot) beobachtet man bei der
Boc-Grappe (vgl. dazu Tab, 3 und 4). N(g)-T'rt dagegen, dessen hohe Siurestabilitit bekannt ist
[9) [10], lasst sich ohne Zersctzung mit Salzsiure in 90proz, TIEt titricren (pKy = 6). Unter
stirker sauren Bedingungen zerfallt das protonicrte N(e)-Trt-Derivat in 90proz. TFEt bei RT,
mit cincr Halbwertszeit von ca. 20 Min. (ky ca. 2,1 Std.!), und zwar unabhingig vom pH-Wort
der Lésung. Fs wiirde sich go die Moglichkeit einer selektiven Bpoc-Abspaltung (in N(x) odet
N(g)) bieten: diese Schutzgruppe wird bei pH 0 in weniger als 1 Min. quantitativ abgespalten,
bei gleichzeitig nur spurenweisem Angriff von Trt in N(e).

Die pH-Stat-kontrollierte Acidolyse mit Salzsdurc in 90proz. TFEt bietet eine
selektive und einfache Methode zur Abspaltung von N(«)-Schutzgruppen in Pep-
tiden. Sie ermoglicht eine zusitzliche Selektivititsstufe zwischen Trt und Bpoc oder
Ppoc, die generell fiir den Aufbau von zweikettigen Polypeptiden von Nutzen ist.
Das Verfahren erlaubt zudem den unmittelbaren Einblick in die Kinetik der Spalt-
reaktion, ergibt quantitative Angaben fiber die molaren Mengen und liefert die irei-
gesetzte Aminogruppe direkt in der Form des Hydrochlorides. Diese praktischen
Vorteile machen die pH-kontrollierte Abspaltung auch dann zur geeignetsten
Methode, wenn es sich nicht um die Ausniitzung der zusiitzlichen Selektivitatsstufe
zwischen Trt und Bpoc oder Ppoc handelt, sondern bloss eine dieser drei Gruppen
unter Schonung der Schutzgruppen vom {-Butyltyp entfernt werden muss,

Experimenteller Teil

Die als Modellsubstanzen verwendeten und hicr erstmals dargestellten Dipeptide sowie einige
neue Aminosinredcrivate sind in Tgb. 5 zusammengefasst. Trt-Leu-Val-OMe und Boc-Leu-Val-
OMe wurden bereits frither beschrieben [11]. TFEt der Fa. {lalocarbon Products Corp. (Hacken-
sack, N.J., USA) wurde ohne weiterc Roinigung verwendet.

Apparatives. pH-Messungen wurden it den kombinierten Glaselektroden-Messketten Ingold
401-S/160 oder Metrohm EA 147 vorgenommen, Fitr pH-Stat-Acidolysen und Titrationen ver-
wendeten wir den Titrator TTT le, kombiniert mit Titrigraph SBR Ze, der Fa. Radiometer,
Kopenhagen, aoder den Combi-Titrator 3D der Ta. Mefrohm, Herisan.

Bestimmung dev Geschuwindigkeitshonstanten. 1,5-3 ml 90proz. TFEt wurden im Titriergefiss
vorgelegt und mit 0,1x HCI in 90proz. TFEt auf das gewiinschte p}l eingestellt, woranf man
30—40 umol des geschitzten Dipeptidderivates, gelost in 200 xl Chloroform, zugab. Die Auf-
zeichnung der zur Protonierung der freiwerdenden a-Aminogruppen bendtigten Siuremenge als
Funktion der Zeit erfolgtc nun automatisch durch das als pH-Stat geschaltete Geriit. Als Siure
wurde 0,18 HCl in 90proz. TFEt aus einer 0,5 ml-Kolbenbiirette zugegeben. Zur Berechnung
der &,-Werte wurden jeweils verschiedene Punkte der Kurven ausgewertet.

Diese Methode war bei der Abspaltung von Trt aus Z-Lys(Trt)-OMe infolge Protonierung der
Tritylaminogruppe (pKj = 6,0 in 90proz. TFEt) nicht anwendbar. IEs wurden daher nach ver-
schicdenen Zeitcn Proben entnommen und nach Verdinnen mit dem gleichen Volumen Dioxan
zur Bestimmung dcs nicht gespaltenen Ausgangsproduktes mit wisseriger Natronlauge zuriick-
titriort.

Prdparative Acidolysen wurden so ausgefuhrt, dass dic in 90proz. TFEt, nétigenfalls unter
Zusatz von Methylenchlorid oder Chloroform, geldsten Peptide (¢ ~= 1~109%) bei den gewiinschien
pH-Werten gespalten wurden.

Bei der Abspaltung von Trt in Gegenwart von Bpoc oder Ppoc bei pH 34 ist es zwecks Er-
reichung der optimalen Selektivitiit wichtig, dass lokale pH-Unterschreitung wihrend der Sdure-
zugabe maglichst vermieden wird: zu dem in 90proz, TFEt geldsten Peptid (¢ « 0,005M) wird
vom pH-Stat unter starkem Riihren einc 0,05-0,18 Losung von HCl in TFEt{H,0 1:1 dosiert.

Die Aufarbeitung der Ansdtze kanm, je nach Peptid und pH-Wert dor Loésung, auf ver-
schicdene Weise erfolgen, in vielen Fallen z.B. durch einfaches Eindampfen zur Trockne oder
Zugabe von #-Butylalkohol, Einengen und Lyophilisiercn. Die aus der Schutzgruppen ent-
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Tabelle 5. Neue Dipeptid- und Aminosduve-Derivate

Verbindung Elementarformel Losungsmittel Smp.8)
zur Kristallisation
Trt-Val-Val-OMe 7} CagHgg N30, Mecthanol /H,O 182-183°
Trt-Gly-Val-OMe¢®) CoHoyg N, Oy amorph
Bpoc-Val-Val-QMed) CopHgg N, Oy amorph
Bpoc-I.eu-Val-OMe«) CagHye N, 05 amorph
Bpoc-Gly-Val-OMef) CogHgy N, 05 Essigester/lHexan 150°
Ppoc-Val-Val-OMes) CorHge N, Oy Mecthanol/H,O 117-118°
Ppoc-Leu-Val-OMef) CaeH N, Oy Methanol/H,O 115-116°
Ppoc-Gly-Val-OMe!) 1) CigH e N0 amorph
Trt-Val-ONSu CyH, N, O, Methanol/H,0 70-72°
Bpoc-Val-ONp CorHyg N, O Essigester/Hexan 102-105°
Ppoc-Gly-ONpj) CyeH N, Of slig
Ppoc-Leu-OH CyallysNO, Benzol/Hexan 119-120°
Ppoc-Leu-ONp CaaH g N0y Benzol/Hexan 97-100°
Ppoc-Val-OH CsHy; NO, Essigester/Hexan 101-103°
Ppoc-Val-ONpi} Ca HygN,Og olig
Z-Lys(Trt)-OMe!) k) L0 § P O amorph
Z-Lys(Bpoc)-OMel) 1) CaHaaN, Oy amorph

8) Die Smp. wurden im Biichi-Apparat in offener Kapillare bestimmt und sind nicht korrigicrt.

?}  Aus Trt-Val-ONSun + HCl- H-Val-OMe + N-Mcthylmorpholin, 25 Std. bei 60° in CHCly;
Ausbeute 40%,.

¢)  Aus Trt-Gly-OH + H-Val-OMe + 1-IH{ydroxybenzotriazol + DCCI, 20 Std. 25° in Essigester.
Aus 8j0,-Sdule eluiert mit CHClg/Hexan 7:3.

d4) Aus Bpoc-Val-ONp + HCl: H-Val-OMe + N-Mcthylmorpholin, 5 Std. 60° in DMF. Aus
8i0,-Saule clujert mit CHCly/Hexan 7:3; Ausbeute 549%,.

€) Aus Bpoc-Leu-OH + HCI: H-Val-OMe via gemischtes Anhydrid mit Isobutyl-chloroformiat
+ Tridthylamin, in Acetonitril. Gereinigt an $i0,-Siule; cluiert mit Essigester/Petrolither
1:1.

f) Kondensation des geschlitzten Aminosiure-p-nitrophenylesters mit HCl » H-Val-OMe + N-
Methylmorpholin, itber Nacht bei RT. in DMF,

8) Aus Ppoc-Val-ONp + HCIl: H-Val-OMc¢ + N-Metbylmorpholin, 8 Std. 60° in DMI'; Aus-
beute 519%,.

1) Goreinigt an Si0,-Siule; eluiert mit CHCl,/MeOH 97:3.

i)  Gereinigt an 5i0,-Siule; eluiert mit CLHICL,.

¥ Aus Z-Lys-OMc - HCl + Trt-C} + Tridthylamin, 2 Std. 25° in DMF.

1) Aus Z-Lys-OMc - HCI + [2-(p-Biphenylyl-)isopropyl{-phenylcarbonat + Tridthylamin, 3 Std.
60° in DMF.

standenen Reaktionsprodukte sind sehr lipophil und konnen daher leicht von den geschiitzten
Peptiden abgetrennt werden, z. B. durch Extrabieren mit Ather,

Die pK-Werte der ionogenen Gruppen sind bei der pli-Stat-Acidolyse zu beriicksichtigen,
da sic die zur Schutzgruppenabspaltung benéitigte Siurcmenge beeinflussen kénnen. Wir fanden
bei Titrationen in 90proz. TFEt folgende pKa-Wertc: a-NH, (Tri- oder hhere Peptide) 5,7-6,3;
«-COOH (Tri- oder hohere Peptidce) 4,0-4,6; Imidazol von His 5,6; Essigsiure 5,2,

Diiunschichichvomatographie. Der Verlauf der Acidolyscn wurde mittels chromatographischer
Proben auf Silicagelplatten (SL 254 der Fa. Awmtec, Birsfelden) iiberpriift, wozn verschiedene
wisserig-organische Losungsmittelsysteme (vgl. z. B, {11]) dienten, Zum Nachweis der lipophilen
Produkte aus den Schutzgruppen wurde Toluol als Fliessmittel verwendet. Es crgab folgende
Rf-Werte: Triphenylmethanol 0,21; Trityl-trifluorithylither?) 0,57; 2-p-Bipbenylyl-2-propancl
0,05; 2-p-Biphenylyl-propen 0,56,

7) Dieses Derivat (Smp. 122°) entsicht, zusitzlich zu Triphenylmethanol, bei der Abspaliung
von N{a)-Trt mit 100 od. 90% TFEt bei 60°.
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Fiir wertvolle technische Mitarbeit danken wir Frau ¥, von Avx und den Herren H. R. Keller
und B, Sundermann.
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117. Selektive Synthesen mit Organometallen IV?Y):
Gezielte Hydroxylierung von Allylstellungen

von Giinter Rauchschwalbe und Manfred Schlosser
Institut de Chimie Organique de I'Université, Rue dc la Barre 2, CH-1005 Lausanne

(21. 2. 75)

Summary. Conversion of alkenes into 2-alken-l-ols of predictable constitution and con-
figuration can be readily achieved via alkenylpotassinm and boronic ester intermediates.

Die gute Zuginglichkeit von Allylmetall-Verbindungen [2-4] lud dazu ein, ihre
Abwandelbarkeit durch mancherlei elektrophile Agentien [5] zu erkunden. Aus me-
thodischen Griinden reizte besonders der Ersatz des Metalls durch eine Hydroxyl-
Gruppe. Mit Schwierigkeiten musste man rechnen. In Einzelfillen war es ja schon ge--
lungen, Organometall-Verbindungen durch Behandeln mit Luftsauerstoff in die ent-
sprechenden Alkohole oder Phenole zu iiberfithren; die Ausbeuten befriedigten jedoch
selten und meist herrschten Stér- und Ausweichreaktionen vor [6-9]. Diese Erfahrung
bestétigte sich, als wir (Z)-2-Buten-1-yl-kalium [3] zu oxydieren versuchten. Das er-
hoffte (£)-2-Buten-1-0l war nur als Nebenbestandteil eines Substanzgemisches nach-
zuweisen, und das Ergebnis besserte sich nicht, als man Nitrobenzol [10] [11] sowie
Peroxide [12] [13] oder Perester {13] [14]) anstelle des Sauerstotfes als Oxydations-
mittel einsetzte.

Offenbar verlangen die empfindlichen und umwandlungsfreudigen Allyl-Derivate
ein schonenderes Vorgehen. Als recht brauchbar erwies sich nun ein zweistufiges Ver-
fabren, das znnichst die Organometall-Verbindung 1 mit Fluordimethoxyboran zu
einem Boronsiureester 2 kondensiert und diesen dann mit Wasserstoffperoxid unter
Freisetzung eines Allylalkohols 3 spaltet. Ausgehend von 2-Buten (Z/E-Gemisch)
gelangten wir so in 509, Ausbeute zu recht reinem (Z)-2-Buten-1-ol (3; R == H).

1) IIL Mitt.: s, [1].



