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Uber die N-Trityl- und N-0-Nitrophenylsulfenyl-
methode zur Peptidsynthese

LEONIDAS ZERVAS

Organisch-chemisches Laboratorium der Universitdat Athen
(Z. Naturforsch. 25 b, 322—323 [1970] ; eingegangen am 2. Januar 1970)

In der kiirzlich in dieser Zeitschrift erschienenen
Arbeit von ZAHN et al.! wurden gewisse synthetische
Peptidmethoden unseres Laboratoriums, die Trityl-2 3
und die o-Nitrophenylsulfenyl-Methode ¢ sowie die Be-
reitung nach diesen Methoden wichtiger Zwischenpro-
dukte der Peptidsynthese, kritisch behandelt. Hierzu
mochten wir folgendes bemerken :

1. Tritylmethode (Trityl-L-valin und Trityl-valylpeptide

a) Die Behauptung von ZAHN et al.!, daf} ,die N-
Tritylierung von L-Valin nach Literaturangaben? (in
Gegenwart von Didthylamin) stets zu DL-Derivaten
fithrte und das L-Derivat dann nur erhalten wurde, wenn
die Hilfte der in der Literatur ® genannten Basenmenge
benutzt wurde®, steht im Widerspruch zu den experi-
mentellen Tatsachen. Im Laufe der Jahre haben wir be-
stimmt mehr als hundertmal L-Valin nach dieser Me-
thode 3 direkt trityliert und stets reines, optisch aktives,
N-Trityl-L-valin in Form seines Didthylammoniumsalzes
erhalten. Die Ausbeute erscheint zwar gering (20 bis
25%), ist aber in Wirklichkeit viel groBer, da das nicht
umgesetzte L-Valin sehr leicht zuriickgewonnen werden
kann 3. Enttritylierung ? der auf diese Weise gewonne-
nen Priparate durch Erwdrmen mit 50-proz. Essigsdure
lieferte stets in iiber 90% Ausbeute reines L-Valin. Die
Angaben von ZAHN et al.! iiber die Bereitung des Tri-
tyl-L-valins werden von diesen Autoren experimentell
nicht belegt und sind nur in allgemeiner Form gehalten,
so daf} ihre experimentelle Nachpriifung sehr erschwert
ist. Immerhin haben wird festgestellt, daf} bei Beibehal-
tung unserer Methode 3 aber mit Zusatz der Hailfte der
von uns angegebenen Basenmenge, wie ZAHN et al.!
empfehlen, die Ausbeute etwas weniger als auf die
Hilfte sinkt.

Trityl-aminosduren bereitet man ferner, und zwar in
guter Ausbeute, durch selektive katalytische (Pd) Hy-
drierung der entsprechenden, leicht zugénglichen, N-Tri-
tyl-aminosdure-benzylester * in geeigneten Losungsmit-
teln, z. B. Athylacetat. Dabei wird die O-Benzylgruppe
rasch abhydriert, wihrend die parallel verlaufende Ab-
hydrierung der N-Tritylgruppe sehr langsam vor sich
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NOTIZEN

geht. Die Anwendung dieser Methode auf L-Valin3 er-
gab gute Ausbeuten an Trityl-L-valin, das auch in die-
sem Fall in Form seines Didthylammoniumsalzes isoliert
wurde 3.

b) ZAHN et al.! fiihren an, daf} ,,die Kupplung von
Trityl-L-valin mit S-Trityl-L-cysteinyl-L-serin-methylester
erhebliche Schwierigkeiten brachte und schlecht repro-
duzierbar war®. Diese, ebenfalls in allgemeiner Form,
ohne Angabe von experimentellen Einzelheiten, aufge-
stellte Behauptung steht gleichfalls im Widerspruch zu
den experimentellen Tatsachen. Wir haben diese
Kupplung 20 — 30-mal wiederholt und stets das angege-
bene Resultat® an N-Trityl-tripeptidester erzielt. Das
hierbei fiir die Carboxylaktivierung der Tritylamino-
sdure von uns seit langem, neben dem Dicyclohexyl-
carbodiimid, empfohlene und auch in diesem Fall ver-
wendete Diphenylphosphorylchlorid 7 braucht nicht frisch
bereitet zu sein; entgegen den Angaben von ZAHN et
al. ! ist es ebensogut brauchbar, wenn es einige Jahre
im Eisschrank gestanden hat.

Das Tripeptid L-Valyl-S-trityl-L-cysteinyl-L-serin-me-
thylester kann ferner mit Hilfe anderer Methoden, z. B.
der o-Nitrophenylsulfenyl-(oder Carbobenzoxy-)Methode
aufgebaut und erst nachtrdglich nach Abspaltung der
Nitrophenylsulfenyl-Gruppe trityliert werden. Dadurch
wird der direkte Einsatz von Tritylaminosiure umgan-
gen, ein Verfahren, das seit langem von uns? 3 und
von SCHWYZER und KAPPELER 8 empfohlen und neuer-
dings von ZAHN et al. ! mit Erfolg verwendet wurde.

2. o-Nitrophenylsulfenyl-Methode und N-o-nitrophenyl-
sulfenyl-S-trityl-L-cysteinyl-peptide

Die Angaben von ZAHN et al.!, dal die Kupplung
von N-o-Nitrophenylsulfenyl-S-trityl-L-cystein ® mit L-
Asparagin-benzylester selten mehr als 10% erbrachte.
sind uns unerklérlich. Wir haben eine solche Kupplung.
sogar mit dem eine volumingse Carboxylschutzgruppe
enthaltenden L-Asparagin-benzhydrylester wiederholt
durchgefithrt und stets hohe Ausbeute an reinem
N-o-Nitrophenylsulfenyl-S-trityl-L-cysteinyl-L-asparagin-
benzhydrylester 1 erhalten. Auch Kupplungen mit ande-
ren Aminosdure- bzw. Peptid-Estern ergaben stets gute
Ausbeuten an  N-o-Nitrophenylsulfenyl-S-trtyl-L-cy-
steinyl-peptiden ©.

Das Problem der S-Entritylierung von Cysteinylpep-
tiden wird demnichst in einer anderen Arbeit unseres
Laboratoriums ausfiihrlich behandelt.

7 A. CosmAaTOS, I. PHOTAKI u. L. ZErRvAs, Chem. Ber. 94.
2644 [1961].

8 R. ScHwyzER u. H. KAPPELER, Helv. chim. Acta 44, 1991
[1961].

¢ Bekanntlich ist die Bereitung dieser Substanz sowie im all-
gemeinen die Nitrophenylsulfenyl-Methode in diesem Labo-
ratorium ausgearbeitet worden. Die anderslautende Angabe
von ZAHN et al. ! (Z. Naturforsch. 24 b, 1127 [1969], Zitat
32) ist wohl auf ein Versehen zuriickzufiihren.

10 Nach Versuchen von J. TAYLOR-PAPADIMITRIOU ; Ausb. 727%,
Schmp.: 180—181°, [a] i'=—26,3° (¢ = 3, Dimethyl
formamid).
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NOTIZEN

Beschreibung der Versuche

Trityl-L-valin: a) Nach der allgemeinen Methode zur
direkten Tritylierung von Aminosduren® werden
0,013 Mol Tritylchlorid in etwa 10 Portionen wihrend
einer Stde. unter Schiitteln zu einem Gemisch von 4 ml
Wasser—8 ml Isopropylalkohol zugegeben, das 0,01 Mol
L-Valin 1 und 0,03 Mol Didthylamin enthdlt. Anschlie-
Bend wird Wasser zugefiigt und das Ganze mit Chloro-
form extrahiert. Nach Verdampfen des Chloroforms
wird der Riickstand kurz mit Alkohol verkocht, wobei
evtl. in geringen Mengen gebildeter N-Trityl-L-valin-
tritylester zu Tritylaminosdure und Trityldther gespal-
ten wird 12, und anschlieBend das Ganze zur Trockne
verdampft. Der Riickstand wird in Ather geldst, mit
etwa 0,5ml Didthylamin versetzt und im Eisschrank
stehen gelassen, wobei sich das Didthylammoniumsalz
des Trityl-L-valins kristallin abscheidet. Ausbeute
20—25%, Schmp. des Rohproduktes 154—155°,
[a] 2>= +5,5° (c=5, Methanol) *.

1,3g (0,003 Mol) von dem obigen Didthylammo-
niumsalz (Rohprodukt) werden mit 5 ml 50-proz.
Essigsdure ? etwa 2—3 Min. auf dem siedenden Was-
serbad erwdrmt. Nach Zusatz von Wasser wird das ab-
geschiedene Triphenylcarbinol (0,75 g, Schmp.: 161°)
filtriert und das Filtrat zur Trockne verdampft. Das zu-
riickbleibende L-Valin wird mit kaltem abs. Alkohol
aufs Filter gebracht und mit Ather gewaschen. Ausb.
03¢ (937) [a] 2= +27,2° (c=3,4, 5-n. Salzsiure),
Lit. 1t [a] 3= +27, 7°

b) 3,8 g (0,01 Mol) r-Valin-benzylester p-tosylat?
werden nach der allgemeinen Methode zur Tritylierung
von Aminosdure-estern > 3 in N- Trityl L-valinbenzylester
iibergefiihrt. Das zundchst in sirupdser Form erhilt-
liche Produkt wird in reinem Athylacetat gelést und
die Losung in Gegenwart von Pd-Kohle katalytisch

11 Priparat Fluka, [a]d'=+27,7° (¢=3.,4, 5-n. Salzsiure) ;
Lit. J. P. GREeNSTEIN u. M. WiNnITz, Chemistry of the
Amnio Acids, John Wiley and Sons, New York, N.Y.,
1961, [a] ¥ = +28,2° (in 5-n. Salzsdure).

* Anm. b. d. Korr.: Lit.® Schmp. 160°, [a]p +6,7° nach
dem Umkristallisieren aus Aceton. Der Wert von 6,7°
diirfte auf einem Irrtum beruhen, da er bei den unzdhligen
gepriiften Priaparaten niemals erreicht wurde.
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hydriert. Die anfianglich rasche Wasserstoffaufnahme
lafit allmdhlich nach und betrdgt etwa nach 45 Min.
275 ml (750 mm Hg, 20°), was etwa 0,011 Mol H,
entspricht. Die Hydrierung wird in diesem Stadium
unterbrochen, die Losung zur Trockne verdampft und
der Riickstand im Ather gelost. Beim Zugeben von Di-
dthylamin, etwa 2 ml, und Stehen im Eisschrank wer-
den 2,8g (65%) Trityl-L-valin-diithyl-ammoniumsalz
erhalten. Schmp.: 155°, [a]D= +5,5° (c=5, Metha-
nol).

Trityl-L-valyl-S-trityl-L-cysteinyl-L-serin - methylester :
In der eisgekiihlten Losung von 2,5 g (0,005 Mol)
o - Nitrophenylsulfenyl - L- valin - dicyclohexylammonium-
salz4 und 2,5 g S-Trityl-L-cysteinyl-L-serin-methylester
hydrochlorid ® in 20 ml Chloroform werden 1,1 g
(0,005 Mol) Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben. Nach
24-stdg. Stehen bei gew. Temp. wird der abgeschiedene
Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das Filtrat mit verd.
Essigsidure-Wasser-Kaliumhydrogencarbonat gewaschen
und anschlieBend zur Trockne verdampft. Der Riick-
stand wird in einer Mischung von Tetrahydrofuran und
Ather (2:1) gelost und zu der Losung 3 ml 2-Mercapto-
dthanol und 2,2 ml 4,5-n. HCl/Athylacetat zugegeben.
Das nach Zusatz von Ather vollstindig sich abschei-
dende L-Valyl-S-trityl-L-cysteinyl-L-serin-methylester
hydrochlorid (2 g) wird zusammen mit 1 g Tritylchlo-
rid und 1,3 ml Tridthylamin in 7 ml Chloroform gelost
und die Losung nach etwa 20-stdg. Stehen mit Wasser-
verd. Essigsdure-Kaliumhydrogencarbonat gewaschen
und anschlieBend scharf zur Trockne verdampft. Der
Riickstand wird in trockenem Ather gelost. Aus der
Losung scheidet sich bald Trityl-tripeptid-methylester.
Ausb. 1,3 g, 30% (bezogen auf o-Nitrophenylsulfenyl-
L-valin), Schmp.: 182° nach Umkristallisieren aus we-
nig Methanol (Lit. ¢, Schmp. 183 —184°).

12 Erwdarmen mit Alkohol war in der urspriinglichen Me-
thode 3 nicht vorgesehen, erwies sich jedoch spiter auf
Grund von Feststellungen in diesem Laboratorium [vgl.
G. C. STELAKATOS, A. PAcaNOU u. L. ZErRvVAS, J. chem.
Soc. [London], Ser. C 1966, 1191] als notwendig. Uber
diese Modifikation haben wir Herrn Prof. Dr. ZAHN be-
reits vor 3 Jahren schriftlich informiert.

13 L., ZERvVAS, M. WinITZ u. J. P. GREENSTEIN, J. org. Che-
mistry 22, 1515 [1957].
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