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Carboxylsyreamidgruppeholdige forbindelser kan frem-
stilles ved omsatning af forbindelser, som indeholder

en carboxylgruppe, i narvarelse af dialkylphosphinsyre-
anhydrider med forbindelser, som indeholder en fri amino-
gruppe, idet reaktionsblandingens hydrogenionkoncentration
holdes inden for et defineret omrdde ved tildosering af en
base under reaktionen, og fraspaltning af eventuelt ind-
ferte grupper til beskyttelse af andre funktionelle grup-
per efter endt reaktion.
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Opfindelsen angar en szregen fremgangsmade til frem-
stilling af carboxylsyreamidgruppeholdige forbindelser ved
omsztning af forbindelser, som indeholder en carboxylgruppe,
i nerverelse af dialkylphosphinsyreanhydrider med forbindel-
ser, som indeholder en fri aminogruppe, og den her omhandlede
fremgangsmade er ejendommelig ved det i den kendetegnende

del af krav 1 angivne.
Der kendes et stort antal fremgangsmader til frem-

stiliing af carboxylsyre- og peptidforbindelser (jfr. f.eks.

Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, bd. XV, del
II, s. 1-364). Endvidere er der i Angew. Chemie 92, 129
(1980), beskrevet en fremgangsmade til fremstilling af carb-
oxylsyreamider, hvor en forbindelse med en fri aminogruppe
reagerer med en forbindelse med en fri carboxylgruppe i
nerver af alkylphosphonsyreanhydrid. Alle disse fremgangs-
mader sigter med forskelligt resultat pd at sikre de for
syntesen af peptider nedvendige kriterier med hensyn til
racemiseringsfrihed, en enkel og skdnsom gennemforlighed
med hgje udbytter og med let tilgzngelige udgangsmaterialer.

Fra EP-A1-56618 kendes en fremgangsmade til fremstil-
ling af carboxylsyreamider, ved hvilken carboxylgruppeholdige
forbindelser omsattes med forbindelser, der indeholder en
fri aminogruppe, i narvarelse af dialkylphosphinsyreanhydri-
der. Den ved reaktionen frigjorte dialkylphosphinsyre bindes
ved et indledningsvis til reaktionsblandingen tilsat overskud
af en organisk base eller en basisk puffer.

Den foreliggende fremgangsmade reprasenterer en ny
vej til at optimere de nzvnte betingelser for en gkonomisk
syntese af peptider og amider.

Det har vist sig, at carboxylsyreamidgruppeholdige
forbindelser, iszr oligopeptider, kan fremstilles i hejere
udbytter under milde betingelser, idet forbindelser, som
indeholder en fri aminogruppe, iszr aminocarboxylsyrederi-
vater eller peptider, hvis carboxylgruppe er beskyttet, i
nerverelse af et anhydrid af en dialkylphosphinsyre omsattes
med forbindelser, som indeholder en fri carboxylgruppe,
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iser aminocarboxylsyrer eller peptider, hvis aminogruppe er
acyleret. Dette opnds ved den her omhandlede fremgangsmade
ved, at man ved tildosering af en base under reaktionen
holder hydrogenionkoncentrationen i reaktionsblandingen inden
for omrddet fra 10~> til 10710 [mol/liter], dvs. holder pH-
verdien pa 5-10.

De til beskyttelse af de funktionelle grupper indfogrte
rester kan ved syntesen af peptider derefter fraspaltes pa
gengs made.

Ved anhydrider af dialkylphosphinsyrerne forstés
forbindelser med formlen I

R R
1 1

0=P-0-P=0 I,
1 1
R R

hvori R betyder alkyl. De i formlen viste substituenter
R kan vere ens eller forskellige. Der foretrazkkes anhy-
drider, hvor begge P-atomerne er ens substitueret.

Serligt egnet inden for opfindelsens rammer er an-
hydrider med formlen (I), hvor R hver gang betyder la-
vere alkyl, fortrinsvis med 1-4 carbonatomer.

De ifglge opfindelsen anvendelige dialkylphosphin-
syreanhydrider er farvelgse vasker. De er stabile ved stue-
temperatur og kan destilleres uden s¢gnderdeling ved for-
mindsket tryk. I de fleste ikke-vandige oplgsningsmidler,
iser i lipidoplgsningsmidler, sasom chloroform eller me-
thylenchlorid, men ogs8 i polare oplgsningsmidler, sasom
DMF og DMA, er de let oplgselige.

Som anhhydrider af dialkylphosphinsyrerne skal ek-
sempelvis navnes methylethylphosphinsyreanhydrid, methyl-
propylphosphinsyreanhydrid, methyl-butylphosphinsyrean-
hydrid, diethylphosphinsyreanhydrid, di-n-propylphosphin-
syreanhydrid og di-n-butylphosphinsyreanhydrid.

Fremstillingen af dialkylphosphinsyreanhydriderne
kan ske pd kendt méde, f.eks. ved omsatning af dialkylphos-
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phinsyrechloriderne med dialkylphosphinsyrealkylestre ved
150 - 160°C (4fr. Houben-Weyl, Methoden der Organischen
Chemie, G. Thieme Verl., Stuttgart 1963, bd. XII, s.

266 £f). Der foretrakkes isar fremgangsmader, hvor dialkyl-
phosphinsyre, salte eller estere deraf omsattes med phos-
gen (jfr. tysk patentskrift nr. 2.129.583 og tysk offent-
ligggrelsesskrift nr. 2.225.545).

Den her omhandlede fremgangsmdde gennemfgres for-
trinsvis i blandet vandige, 1- eller 2-fasede systemer
inden for et snavert pH-omrdde, fortrinsvis ved tilnar-
melsesvis konstant pH-verdi. Reaktionsblandingernes pH-
-verdi kan ligge ved 5-10, hensigtsmessigt skal vardien
ligge i det neutrale til det svagt sure. Der foretrakkes
iser verdier p& mellem 5,0 og 7,0. Det er dog ogsd mu-
ligt at gennemfgre synteser i svagt alkalisk omradde. Re-
guleringen af pH-verdien sker fortrinsvis ved doseret
tilsatning af koncentrerede vandige oplgsninger af alka-
limetalhydroxider, men der kan dog ogsa anvendes orga-
niske baser, sd&som N-ethylmorpholin, triethylamin eller
trialkylaminer med op til 6 carbonatomer.

Til fremstilling af oligopeptider ifglge den her
omhandlede fremgangsmide anvendes der som udgangsmaterialer
pd den ene side en aminosyre eller et peptid med en blo-
keret carboxylgruppe og p& den anden side en aminosyre el-
ler et peptid med en blokeret aminogruppe.

Til beskyttelse af carboxylgrupperne kan der an-
vendes alle inden for peptidsyntesen gangse beskyttelses-
grupper. Szrligt egnet er estere af ligekadede eller for-
grenede aliphatiske alkoholer, sasom methanol, ethanol,
tert.butanol. Desuden kan der anvendes estere af arali-
phatiske alkoholer, s&som benzylalkohol eller diphenyl-
methylcarbinol.

Til beskyttelse af aminogrupperne kan der ligeledes
anvendes alle de inden for peptidsyntesen g&ngse beskyt-
telsesgrupper. Som sarligt egnede skal eksempelvis navnes

en carbobenzoxygruppe og en carbo-tert.butyloxygruppe.
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Pa tale som oplgsningsmidler kommer alle de inden
for peptidsyntesen gangse vandfrie, indifferente oplgs-
ningsmidler, sdsom methylenchlorid, chloroform, dimethyl-
formamid, dimethylacetamid, dioxan eller tetrahydrofuran.

Som oplgsningsmidler kan der ved den enfasede, blan-
det vandige gennemfgrelse af reaktionen anvendes blandinger
af vand og et med vand blandbart organisk oplgsningsmiddel,
sdsom dioxan, tetrahydrofuran, dimethylformamid eller di-
methylacetamid. Anvendelsen af sddanne systemer er isar en
fordel ved sammenknytning af overvejende vandoplgselige pep-
tider.

Til en tofaset, blandet vandig gennemfgrelse af reak-
tionen kan der anvendes systemer, sisom eddikesyreethyl-
ester, eddikesyreisopropylester, eddikesyre-n-butylester,
methylenchlorid, glycoldimethylether, 3-methyl-tetrahydro-
furan og chloroferm, altid i heterogen blanding med wvand.

Reaktionen forlgber som regel tilstrazkkeligt hur-
tigt ved stuetemperatur. En let opvarmning skader ikke.
Hpjere temperaturer, lidt over 3OOC, er, isar ved peptid-
syntesen, ikke anbefalelsesverdig pd grund af risikoen for
racemisering. Der foretrazkkes en reaktionstemperatur pa
meliem 0 og 300C, is@r en temperatur pa mellem 5 og 25°¢C.

Den her omhandlede fremgangsmdde tillader for fgrste
gang at fglge forlgbet af omsatningen ved hjzlp af for-
bruget af den anvendte base ved tilnarmelsesvis konstant
pH~-vardi. I denne forbindelse gennemfgres reaktionen for-
trinsvis i en selvskrivende pH-stat hensigtsmassigt under
kraftig blanding af det blandede vandige system, der inde-
holder reaktanterne carboxylkomponenten, aminkomponenten
og dialkylphosphinsyreanhydridet. Den af skriveren givne
fremstilling af baseforbruget i afhangighed af tiden vi-
ser en kurve, som mod slutningen af reaktionen forlgber
asymptotisk (jfr. kurvegengivelsen i figuren).

Den her omhandlede fremgangsméde giver sdledes
mulighed for at se slutpunktet for syntesereaktionen pa

en enkel méade.

B
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Det skal bemazrkes, at de ifglge den beskrevne me-
tode i disse blandet vandige systemer malte "tilsyne-
ladende" pH-vardier kan afvige fra de agte pH-vardier

for disse systemer.

S&fremt der pd kendt mdde anvendes pufferoplgs-
ninger til at opfange dialkylphosphinsyren, optrader der
tvunget saltoverskud i udgangsblandingernes moderlud,
hvilke saltoverskud er sammensat af uorganiske salte.

Ved den tekniske gennemfgrelse af fremgangsmaden be-
sverligggr disse genvindingen af den af kondensations-
midlet fremkomne dialkylphosphinsyre, og kan give anled-
ning til spildevandsproblemer.

De ved anvendelsen af alkalimetalhydroxider som
baser ved denne variant af den her omhandlede fremgangs-
mdde under reaktionsforlgbet dannede alkalimetalsalte er
i modsatning til de ved anvendelsen af mange organiske
terti@re baser fremkommende salte ved en isolering af reak-
tionsproduktet ved ekstraktion fra alkalisk oplgsning let-
tere at skille fra en med vand kun begranset blandbar li-
poidfase pd grund af den stgrre hydrophilitet. Desuden
undgds ved denne fremgangsmade en forurening af lipoid-
fasen med ekstraheret tertiar base.

Den her omhandlede fremgangsmdde er enkel at gen-
nemfgre og giver peptider med hg¢j optisk renhed og udbytte.
Desuden er den gkonomisk og'milj¢venlig.

Dialkylphosphinsyreanhydriderne er lavmolekylare, let-
te at fremstille og rense og udviser en hg¢j andel af reak-
tive grupper pr. vagtenhed samt en god lipophilitet. Di-
alkylphosphinsyreanhydriderne og de tilhgrende dialkylphos-
phinsyrer er lipidoplgselige. Dette muliggg¢r en oparbejd-
ning af vandoplgselige peptidderivater via et fgrste fald-
ningstrin med egnede lipoidoplgsningsmidler.

Den ud fra dialkylphosphinsyreanhydridet under pep-
tidsyntesen fremkomne dialkylphosphinsyre kan genvindes
fra restopl@gsningerne fra syntesereaktionen. En genvin-
ding af dialkylphosphinsyrerne fra en stgrre mengde van-
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dige syntesemoderludsvaesker er mulig ved ekstraktion med
oplgsningsmidler, sasom chloroform og isobutanol og efter-

fplgende destillativ oparbejdning. I denne forbindelse er

det af sarlig teknisk interesse, at dialkylphosphinsyrerne
er destillerbare uden sgnderdeling under formindsket tryk.
De sdledes udvundne, genoparbejdede dialkylphosphinsyrer
kan derefter let omdannes til de tilsvarende dialkylphos-
phinsyreanhydrider ifglge fremgangsmdden beskrevet i tysk
offentligggrelsesskrift nr. 2.225.545.

Ved den beskrevne blandet vandige arbejdsmdde kan
den organiske base erstattes med alkalimetalhydroxidoplgs-
ninger, hvilket i vaesentlig grad forenkler den ovenfor be-
skrevne genoparbejdning af dialkylphosphinsyrerne efter
syntesen. I dette tilfalde kan man udelade ekstraktions-
trinet. Dialkylphosphinsyren kan derpd efter friggrelsen
bortdestilleres direkte fra den inddampede syntesemoder-
lud. Ved den tofasede arbejdsmdde genvindes den efter fra-
skillensen af lipoidfasen ved syrning og ekstraktion fra
den vandige fase. De uorganiske neutralsalte bliver derpia

tilbage i den vandige fase.

Eksempel 1

Carbobenzoxy-glycinethylester

Til en oplgsning af 10,5 g (0,05 mol) carbobenzoxy-
glycin i 120 ml eddikesyreethylester sattes under omrgring
ved -5°C 7,9 g (0,05 mol) H—gly—OCH3-HCl. Den fremkommende
suspension tildryppes 20 g methylethylphosphinsyreanhydrid.
Ved en temperatur pa 0° til +10°C indstilles reaktions-
blandinegens pH-vardi til 7,0 med en autotitrator ved til-
drypning af 4N NaOH, og den ved omrgring med hgjt omdreij-
ningstal godt blandede udgangsblanding holdes ved denne
pH-verdi, indtil den med autotitratoren forbundne skriver
viser et asymptotisk forlgb af natriumhydroxidoplgsning-
~forbrugskurven i relation til tidsaksen. Dette er til-
feldet efter ca. 60 minutter. Derpd fraskilles ethyl-

acetatfasen, og denne ekstraheres med 2 x 50 ml mattet
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natriumbicarbonatoplgsning, hvorpa den tgrres med natrium-

B

sulfat, og efter inddampning af oplgsningsmidlet under for-

mindsket tryk ved stuetemperatur fas der 12,25 g
(84% af det teoretiske) Z-dipeptidester med et smelte-
punkt pa 81°c.

Eksempel 2

Carbobenzoxy-phenylalanin-cyclohexylamid

3,0 g (0,01 mol) Z-Phe-OH og 1,0 g (0,01 mol,
1,2 ml) cyclohexylamin oplgses i en blanding af 20 ml
tetrahydrofuran og 5 ml vand. Efter afkgling af reak-
tionsblandingen til —SOC, tilsattes der under omrgring
4 g methylethylphosphinsyreanhydrid, og reaktionsoplgs-
ningens pH-verdi indstilles til 6,0 med 4 N NaOH, og
den holdes konstant under hele omsa@tningstiden ved do-

seret tilsatning af natriumhydroxidoplgsning som be-
skrevet i eksempel 1. Efter 60 minutter er reaktionen
praktisk taget bragt til ende, som det ses af alkali-
metalhydroxidforbruget. Reaktionsoplgsningen koncentre-
res under formindsket tryk ved stuetemperatur, optages
med ethylacetat, og ethylacetatoplgsningen vaskes med
5%'s kaliumbisulfatoplgsning, maettet natriumbicarbonat-
oplgsning og vand, hvorpéd den tgrres over natriumsulfat,
hvorved der efter inddampning af oplgsningsmidlet under
formindsket tryk ved stuetemperatur og tg¢grring af pro-
duktet under formindsket tryk over PZOS fé&s 3,0 g slut-
produkt med et smeltepunkt pa 167°C, [a]§0= 3,0o
(c = 1, DMF).

Eksempel 3
Z—Trp—Gly-OCH3

3,35 g (0,01 mol) Z-Trp-OH oplgses i 20 ml eddike-

syreisopropylester, og der tilsattes 1,25 g (0,0l mol)
H-Gly—OCH3, hvorpa den godt omrgrte suspension afkgles
til —5°C, og der ved denne temperatur under samtidig
indstilling af pH-vardien til 5,7 ved doseret tilsetning
af 4N NaOH med en autotitrator som beskrevet i eksempel 1
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tilsattes 4,0 ml methylethylphosphinsyreanhydrid. Reak-
tionen fgres til ende i lgbet af 60 minutter under god
blanding af faserne. Den fraskilte ethylacetatfase op-

arbejdes som beskrevet i eksempel 2. Udbytte: 3,53 g

(86% af det teoretiske). [a]éo = -13,5° (¢ = 0,1,
iseddike).
Eksempel 4

Z-Phe—Arg—Trp—Gly-OCH3

Til en oplgsning af 2,26 g (0,005 mol) Z-Phe-
-Arg-OH i 25 ml eddikesyreisopropylester sattes
1,55 g (0,005 mol) H-Trp—Gly-OCH3
r¢grte suspension afkgles til -5°¢. Derpé& tildryppes der

*HC1l, og den godt om-

2 ml methylethylphosphinsyreanhydrid, idet pH-vardien
holdes konstant ved 5,2 med 4N NaOH som beskrevet i ek-
sempel 1. Efter 15 minutter far reaktionsblandingens
temperatur lov at stige til stuetemperatur. Efter 70 mi-
nutter er omsatningen praktisk taget bragt til ende, som
optegnelsen af NaOH-forbruget i relation til reaktions-
tiden viser. Derpd& skilles ethylacetatfasen fra, og den-
ne vaskes med vand og mattet natriumbicarbonatoplgsning,
hvorefter reaktionsproduktet isoleres fra den tgrrede op-
lg¢sning ved inddampning under formindsket tryk ved stue-
temperatur og digerering af remanensen med absolut di-
ethylether. Udbytte efter omkrystallisation fra ethanol/-
ether: 3,0 g (84,5% af det teoretiske). [al2 = -25,7°

(¢ = 0,1, DMF).

Eksempel 5
Z—Lys(Boc)—Val—Tyr-OCH3

1,91 g (0,005 mol) Z-Lys(Boc)-OH oplgses i 25 ml
med vand mattet butylacetat, hvorpa der tilsattes 1,65 g
(0,005 mol) H-Val—Tyr—OCH3
tionsblanding afkgles til —SOC, hvorefter pH-verdien for

*HC1l, og den godt omrgrte reak-
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den hurtigt omrgrte blanding bringes op pd 7,0 med 4 N
NaOH som beskrevet i eksempel 1. Blandingen holdes pa
denne pH-vardi under hele reaktionstiden (70 minutter).
Temperaturen holdes under de fgrste 10 minutter af reak-
tionstiden pa -59%C til OOC, hvorpd man lader reaktions-
blandingen opvarme til stuetemperatur. Oparbejdningen af
butylacetatfasen, som indeholder slutproduktet, foregar
som anfgrt i eksempel 2.

Udbytte efter omkrystallisation fra ethanol/ether:
3,0 g (91% af det teoretiske). [a]§0= =259 (¢ = 1, ethanol).

Eksempel 6
Z-—Gly-Leu—Arg—OCH3

En oplgsning af 642 mg Z-Gly-Leu-OH og 449 mg

H~Arg-OMe*HCl i 3 ml dimethylacetamid og 0,5 ml vand til-
settes 1,3 ml methylethylphosphinsyreanhydrid, og under
den reaktion, der nu forlgber, holdes pH-vardien ved 7,2
med en blanding af N-ethylmorpholin og vand (1:1, Vol/Vol)
med en pH-stat. Efter 40 minutter er reaktionen bragt

til ende ifglge skriver-optegnelsen. Oparbejdningen fore-
gdr som beskrevet i eksempel 2, dog uden den der anfgrte
ekstraktion af ethylacetatfasen med 5% kaliumbisulfatop-
l1gsning. Udbytte: 700 mg (71% af det teoretiske).

[«129 = -24,4° (c = 1, CH,OH).

D 3



10

15

20

25

30

10

Patentkrayv.

1. Fremgangsmade til fremstilling af carboxylsyre-
amidgruppeholdige forbindelser ved omsztning af forbindelser,
som indeholder en carboxylgruppe, i narvarelse af dialkyl-
phosphinsyreanhydrider med forbindelser, som indeholder en
fri aminogruppe, k end e t egnet ved, at man ved
tildosering af en base under reaktionen holder reaktionsblan-

dingens hydrogenionkoncentration inden for omradet fra 10-°

til 10710 [mol/liter], dvs. holder pH-vardien p& 5-10, samt

at man efter endt reaktion fraspalter grupper, der eventuelt
er indfert til beskyttelse af andre funktionelle grupper.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, k end e t e g -
net ved, at der fremstilles peptider.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, k end e -~
tegnet ved, at reaktionen gennemfgres i et homogent
eller heterogent blandet, vandigt medium.

4, Fremgangsmade ifgplge ethvert af kravene 1-3,
kendetegnet ved, at der som baser anvendes vandige
oplegsninger af alkalimetalhydroxider.

5. Fremgangsmade ifglge ethvert af kravene 1-3,
kendetegnet ved, at der som baser anvendes tri-
alkylaminer.

6. Fremgangsmade ifgplge ethvert af kravene 1-5,
kendetegnet ved, at syntesereaktionens slutpunkt
bestemmes ved hjzlp af skriveroptegnelse med en pH-stat
(baseforbrug i relation til reaktionstid).

7. Fremgangsmade ifelge ethvert af kravene 1-6,
kendetegnet ved, at reaktionen gennemfgres ved
en temperatur pd mellem 0 og 30°C.

8. Fremgangsmade ifplge ethvert af kravene 1-7,
kendetegnet ved, at pH-veardien under omsztningen
holdes pa 5-7.
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