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324. JBnos Kollonitsch,  Andor Hsj6s und Valeris  GBbor: Neue 
Methoden zur Peptidsynthese, I. Mittei1.l) : Die N-[Phenylmereapto-for- 

myll-Gruppe als Schutzgruppe bei der Synthese von Peptiden 
[Am dem Forschungsinstitut fur die Pharmazeutische Industrie, Budapest] 

(Eingegangen am 8. Mai 1956) 

Die nach derMethode von E hrensvi i rd  herstellbarcn N-[Phenyl- 
mercapto-formyll-aminosiiuren und -peptide konnen oxydativ zu den 
entaprechenden Aminoduren bzw. Peptiden abgebaut werden. Auf 
diese Weiee werden Glycyl-glycin, Glycyl-DL-alanin und a-L-Glut- 
amyl-L-tyrosin hergestellt. Einige neue N- [Phenylmercapto-formyll- 
dipeptidcster werden beschrieben. 

Nach einer Mitteilung von G. C. H. Ehrensvi i rd2)  geben Aminosaureester 
mit Thiokohlensaure-S-phenylester-chlorid (Phenylmercapto-formyl-chlorid = 

PhMF-Chlorid) s, gut kristallisierende N-PMIF-Abkommlinge I, welche mit 
Essigsiiure/Salzsiiure zu den N-PhMF-Aminosiiuren I1 vcrseifbar sind. Deren 
Saurechloride konnen mit Aminosiiureestern zu N-PhMF-Peptidestern I11 
umgesetzt werden. 
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Nach dem vorstehenden Formelschema haben wir folgende Verbindungen 
hergestellt : AT-PhMF-Asparaginstime-anhydrid, N-Ph~-threo-?-DL-Phenyl- 
serin-iithylester, N-PhMF-DL-Phenylalanin-iithylester, N-PhMF-a-L-Glut- 
amyl-L-tyrosin-iit.hylester, N-Phm-a-L-Glutamyl-glycin-iithylester und 
N-Phm-Glycyl-D L-phenylalanin-athylester. 

Nach Ehrensviird kann die PhMF-Gruppe aus den Verbindungen der all- 
gemeinen Formel I11 durch vorsichtiges Erwarmen mit Blei(I1)-acetat- 
Liisung unter Rildung des entsprechenden Peptidesters abgespalten werden. 
Spatere Arbeiten bestiitigten wohl die gute Durchfuhrbarkeit der Reaktionen 
1-111, sie ergaben jedoch, daB die Spaltung mit Bleiacetat nicht zu Peptid- 
estern, sondern zu den entsprechenden Hydantoinen fuhrt4) : 
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1) Teilweise vorgetragen auf dem XIV. Internat. KongreO fur Reine und Angewandte 

Cheinie (Zurich, Juli 1965). Siehe weitor die vorlaufigo Mitteilung in Nature [London], 
im I)ruck. 2, Nature [London] 169, 500 “471. 

a) M. H. Riv ier .  Bull. SOC. chim. E’rance [4] 1, 733 [1907]. 
4) a) A . L i n d e m a n n ,  N. H . K h a n  u. K. H o f m a n n ,  J.Amer.chem. Soc. 74, 

476 [1952]; b) J. I. H a r r i s  u. T. S. Work, Biochem. J. 46, 587 [1950]. 
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Da die Rydantoine nicht in Peptide ubergefuhrt werden konnen, ist die 
Reaktion fiir peptidsynthetische Zwecke nicht brauchbar. 

Da wir es fur lohnend hielten, die Ehrensvardsche Methode wegen der vor- 
teilhaften Eigenschaften der Zwischenprodukte weitenuverfolgen, versuchten 
wir. das Schwefelatom der PhMF-Verbindungen zu oxydieren, in der An- 
nahme, daB nach der Oxydation ein Zwischenprodukt mit Anhydrid-Struktur 
entstiinde, dessen Hydrolyse die gewiinschten Peptid-Abkommlinge liefern 
sollte6). Tatsachlich konnten wir nach Erwiirmen von N-PhMF-Glycin mit 
Eisessig und Waaserstoffperoxyd mit Hilfe von Benzoylchlorid, Glycin als 
Hippursiiure in 44-proz. Ausbeute gewinnen. Als schonenderes und schnelleres 
Oxydationsmittel erwies sich Benzopersiiure. N-PhMF-Glycin nahm in Essig- 
aliure bei 0" aus Benzopersaure in Benzol nach Ill,  Stdn. 2.5 Atome Sauer- 
atoff auf. Es konnten so 73 % reines Glycin erhalten werden, welches von der 
begleitenden Benzolsulfonsiiure mit Hilfe einer Anionenaustauschersaule ge- 
trennt wurde. Der oxydative Abbau geht wahrscheinlich in folgender Weise 
vor sich *) : 

C,H,. I 0 a .  N H  .cH,.co,H 
2 C,H,.S.CO*NH*CH,*CO~H --+ + 

I 
C,H,- f * 0 * CO -NH.C&*CO,H 

0 
2 H.0 

- -+ C6H,.S0,H + C,H5-S0,H + 2 NH,.CH,-CO,H + 2 CO, 

Auch mit Ozon konnte N-PhMF-Glycin mit guter Ausbeute abgebaut 
werden. 

Die Methode lieB sich auf Peptidester ubertragen. Die mit Hilfe des Anionen- 
austauschers gewonnenen Peptidester wurden in gewohnter Weise mit wiiBri- 
gcr Natronlauge verseift und danach das Peptid mit einem Kationenaustauscher 
(Dowex 50) isoliert. Die Reinheit der Verbindungen wurde durch Schmp., 
Analyse und Papierchromatographie kontrolliert. Auf diese Weke haben wir 
Glycyl-glycin, Glycyl-m-alanh, a-L- Glutamyl-L-tyrosin hergestellt. Schwefel- 
haltige Peptide konnen durch oxydativen Abbau nicht hergestellt werdene), 
weil sie mit Persauren reagieren. 

Im Zusammenhang mit der Verwendung der N-PhMT-Abkommlinge der 
optisch aktiven Aminosiiuren als Acylierungskomponenten, schien es wichtig, 
deren Reaktion mit Diazomethan zu untersuchen. Wie H. E. Carter und 
J. W. Hinman') gezeigt haben, sind gewisse, Acylgmppen (z. B. Benzoyl) ent- 
haltende Verbindungen, die man friiher fiir N-Acylaminosaure-hydrochloride 
hielt, in Wirklichkeit Oxazolon-hydrochloride. Die Herstellung solcher N- 

5)  %r die leichte Oxydierbarkeit z. B. von Alkylsulfiden vergl. L. Lewin, J. prakt. 
Chem. 113, 40 [1926]. 

*) VorGu6ge Augaben, da umre IJntersuchungen iiber den Oxydationsmechenismus 
und die Struktur der Zwiechenverbindungen den Gegenstend einer andemn hbeit bil- 
den. 

___- 

e )  G. Toennies, J. Amer. chem. SOC. 66, 2198 [1934]. 
7 )  J. biol. Chemistry 178, 403 [1949]. 
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Acylaminosiiure-hydrochloride ist selbstverstandlich mit Racemisierung ver- 
bundens). Wir haben diese Frage mit der Methode. von Carter gepriift. N- 
PhMF-Glycylchlorid wurde mit Diazomethan umgesetzt und das gebildete 
Diazoketon mit Salzsaure zersetzt ; es entstand das Chlorketon C,TI,. S . 
CO . NH. CH,. CO.  CH,Cl. Bei den N-PhMF-Aminosaure-hydrochloriden ist 
daher keine Racemisierung zu erwarten. 

Durch Hydrazinhydrat werden die N-PhMF-Derivate in Carbonyldiamino- 
slure-dihydrtlzide, OC(NH. CHR . CO .NH .NH,),, und Dithiokohlensaure-S,S- 
diphenylester zerlegt. 

Die PhiMF-Gruppe kann wahrscheinlich auch in zahlreichen anderen Fallen 
als Schutz von Amino- und Hydroxylgruppen mit Vorteil verwendet werden. 

Besehreibung der Vemuehe 

N-PhMF-Glycin-iithylester: Die Suspension von 1.4 g Glyc in- i i thy les te r -  
hydrochlor id  in 10 ccm Chloroform wird unter Eiskiihlung rnit 2.8 ccm Trihthylamin 
und 1.72 g PhMF-Chlor id  geschiittelt. Die Lijsung wird uber Nacht im Eisachrank 
stehengelassen, mit 4 Ccm n HCI und 4 ccm Wasser ausgeschiittelt, iiber Natriumsulfat 
getrocknet und i. Vak. eingedampft. Ruckstand 2.19g. Aus 5 ccm Alkohol umkristallisiert, 
.4usb. 1.78 g (75% d. Th.), Schmp. 104-106"4~). 

N-PhMF-L-Asparaginsiure-diiithylester : Die Suspension von 1.13 g rA- 
As  p a r  a g  i n s a  ur e - d i iL t h y I e s t e r  - h y d r  o c h lo  rid in 5 ccm trockenem Chloroform wird 
mit 0.52 ccm Dilthylamin unter Eiskiihlung bis zur Lasung geschiittelt und mit 15 ccm 
trockenem Ather das Diathylamin-hydrochlorid (0.56 g)  ausgefallt. Die Mutterlauge 
wird i. Vak. eingedampft, der Ruckstand (0.97 g AsparaginsBurc-diiithylester) unter Eis- 
kuhlung mit der Liisung von 0.43 g PhMF-Chlor id  in 5 ccm Chloroform versetzt. Die 
Liisung wird iiber Nacht im Eisschrank stehengelassen, wie oben ausgewaschcn, iibcr 
Xtttriumsulfat getrocknet und eingedampft. Ausb. 0.62 g (710/0 d. Th.), Schmp. 40-43". 

C15H,,0,KS (325.2) Bcr. N4.31 Gef. N4.60 
LY - P h M F  - L - Asp a r a g i n s ii u re - a n h y d r i d  : 0.5 g N - P hM F - Asp a r a g i n 8 ii u r c - 

d i a t h y l e s t e r  werden mit der Mischung von 1 ccm Eisessig und 0.5 ccm konz. Salzsiiure 
30 Min. bei 120" gekocht, i. Vak. zur Trockene gedampft, der Ruckstand (0.46 g)  mit 
4.5 ccm Acetanhydrid 10 Min. bei 110' erwiirrnt, danach i. Vak. eingedampft. .Tkr Ruck- 
stand (0.51 g) wird mit 3 ccm Ather abgesaugt. 0.22 g. Pchmp. 132-15SO: Aus absol. 
Renzol kristallisieren 0.18 g (41 yod. Th.), Schmp. 153-164". [a]E: +SO" (c 2 1, in Dioxan). 

C,,H,O,NS (251.1) Ber. N5.55 Gef. N5.51 
N-PhMF-threo-FJ-DL-Phenylserin-iithylester: Die Lijsungvon 4.1Sg t h r e o -  

P-DL-Phenylserin-lthylester in 10 ccm Chloroform wird unter Eiskiihlung rnit 
einer Losung von 1.72 g PhMF-Chlor id  in 36 ccm Chloroform veretzt. Die Ltisung 
wird uber Nacht im lGsschrank stehengelassen, mit 2n HCl und Wasser ausgewaschen, 
iiber Katriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. 2.96 g Kristalle, Schmp. 119 bis 
122". Aus Benzol kristallisicren 2.77 g (80Yb d. Th.), Schmp. 123-124' (Zcrs.). 

C,,H,,O,NS (345.2) Ber. S 9.30 Gef. S 9.35 
N - P h ~ ~ F - D L - P h e n y l a l a n i n - a t h y l e s t e r :  Aus 6.3g nL-Phenyla lan in- i i thy l -  

e s t e r  in 40ccrn Chloroform und 2.7g PhMF-Chlor id  in 5 ccm Chloroform, wie oben 
beschrieben. 4.49 g Ruckstand wird aus 0.5 ccm Methanol und 5 ccm Petroliither um- 
kristallisicrt: Ausb. 1.45 g (28% d. Th.), Schmp. 66-68". 

C,,H,,O,NS (329.2) Ber. N4.26 Gef. N4.10 
U m s e t z u n g  v o n  N-PhMF-Glycylchlor id  m i t  Diazomethan:  3.6 g N - P h M F -  

Glycin werden mit 12 ccm Thionylchlor id  10 Min. bei 60" gehalten, der UberschuD 

*) P. K a r r e r  u. M. d a l l a  Vedova,  Helv. chim. Acta 11, 368 [1928]. 
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an Thionylchlorid i. Vak. verjagt, der krist. Riickstand mit Petrolither ausgewaschen 
und i. Vak. getrocknet. Die so hergestellten 3.04 g des reinen SBurechlor ids  werden 
sofort, in 30 ccm a b d .  Tetrahydrofuran gelost, tropfenweise zu 200 ccm Btheriacher 
Diazomethanlosung, welche 4 g D i a z o m e t h a n  enthilt, gegeben. DIe Losung wird uber 
Kacht in den Eisschrank gestellt, von den ausgeschiedenen Kristallen abgesaugt, die mit 
wenig absol. Ather gewaschen aorden. Ausb. 1.17 g, Schmp. 117-119" (Zers.). Zur ttber- 
fiihrung ins Chlorketon werden 0.71 g in 5 ccm Tetrahydrofaran gelost und unter Eis- 
kuhlung mit der Mischung von 2 ccm IS-proz. alkohol. Salzeiiure und 2 ccm Tetrahydro- 
furan versetzt. Es entwickeln sich 70 ccm Gas (etwa theoret. Menge). Xach44stdg. Stehen-' 
l a w n  im N i s s c h n k  wird i. Vak. zur Trockene verdampft und der Ruckstand mit 5 ccm 
Ather abgesaugt: 0.46 g hellgelbe Kristalle, Schmp. 100-101". 

C,,H,,O,NCIS (243.5) Ber. N5.8  (2114.6 Gef. N 5 . 8  C115.2 
X-PhMF-a-L-GlutamyI-L-tyrosin-iithylester: Die Liisung von 1.05 g L -  

Tyros in- i i thy les te r  in 200 ccm Chloroform wird mit 1.32 g N - P h Y F - L - G l u t a m i n -  
s a u r e - a n  h y d r i d  versetzt. Ausder klaren Losung scheiden sich langsam farbloseKristalle 
aus. Die Mischung wird uber Xacht hei Zimmertemperatur stehengelassen, die Kristalle 
abgesaugt und mit Chloroform gewaschen. Nach dem Trocknen 1.12 g, Schmp. 182 bis 
183" (470/, d. Th.). 

C,,H,,O,N,S (474.2) Ber. N 5.91 Gef. N 5.96 
S - P h M F - a - L - G l u t a m y l  -g lyc in- i i thy les te r :  Die Losung von 0.1 g Glyc in-  

l t h y l e s t e r  in 10 ccm Chloroform wird mit 0.26 g N - P h M F - L - G l u t a m i n s i u r e -  
a n h y d r i d  versetxt. Die klare Losung wird uber Nacht im Eisschrank stehengelasaen, 
danach mit 5 ccm Petrolkther versetzt. Es scheiden sich 0.23 g Kristalle aus, die, aus 3 ccm 
Chloroform und 3 ccm I'etrolather umkristallisiert, 0.21 g (58:/, d. Th.) vom Schmp. 
72 - 74' (Zers.) ergeben. 

C,,,H,,O,N,S (368.2) Ber. N 7.61 G f .  N 7.68 
S-PhMF-Glycyl-DL-phenylalanin-athylester: AUS 1.4 g DL-Phenyl-  

a lan in- i i thy les te r  in 5ccmChloroform und 0.82g N - P h M F -  G l y c y l c h l o r i d  (Dar- 
stellung aus ..?'-€'hXF-Glycin mit Thionylchlorid) in 20 ccm Chioroform. In  gewohnter Weise 
aufgewbeitct, erhiilt man 1.2g; atis 2 ccm absol. Alkohol kristallisieren 0.55g vom Schmp. 
100-105'; noch einmal aus 3 ccm absol. Alkohol: 0.42 g (30% d. Th.), Schmp. 104--lofio. 

C,,~,O,?Y,S (386.2) Ber. N7.28 Gcf. N7.64 
R e a k t i o n  v o n  N-PhMF-Glycin-iithylester m i t  H y d r a z i n h y d r a t :  Die L6- 

sung von 0.18 g N-PhMF-Glycin-iithylester in 2 ccm absol. 'Alkohol wird rnit 0.04 
ccni 50-proz. Hydrazinhydrat-Li isung versetzt. Nach Stehenlassen uber Nacht bei 
Zim niertemperatur erhalt, man 0.04 g krist. Carbon y Id ig I y c i n  - d i  h y d r a  z id ,  Schmp. 
1.32- 155' (Zers.). Mit Alkohol auegekocht, 0.02 g. Schmp. 155-157'. 

C,H,O,X, (204.1) Ber. 3 41.18 Gef. N 40.84 
Abbau v o n  N-PhMF,-Glyc in :  a) 0.5 g N - P h M F - G l y c i n  -a-erden mit 6 ccm Eis- 

twig und 2.5 ccm 30-pmz. Wassers tof fperoxyd 80 Min. auf siedendem Wasserbad 
crwarmt und i. Vak. zur Trockene verdampft. &r Ruckstand (0.69 g)  wird rnit 5 ccrn 
\\'acssc?r 1 Stde. auf dem Wasserbad hydrolysiert, danach rnit 0.8 corn 10n &OH alka- 
lisch gemacht und mit 0.2 ccm Benzoylchlor id  geschuttelt,. Nach dem Ansiiuern rnit 
Salzsaure werden 0.19 g krist. H i p p u r s i u r e  (44% d. Th.) erhalten; Schmp. und Much- 
Schmp. 184-185". 

h )  4.22 g X - P h M F -  Glycin werden, in 80 ccm Xisessig gelost, mit 120 ccm einer I&- 
sung von 5.83 g B e n z o p e r s i u r e  in Benzol 1.5 Stdn. bei 0" stehengelassen. Die Usung 
wird i. Vak. bei 40" eingedampft, der krist. Ruckstand in 40 ccm Wasser 30 Min. bei 50" 
gehalten, nach Abkuhlung mit Ather die Benzoesiiure ausgeschuttelt, danach auf eine 
Anionenausteuschersiule von 5 g Amberlite IR4B,  die vorher rnit 2-proz. Ammoniak 
und Wasser ausgewaschen worden war, gegossen. Die Siiule wird rnit 10 ccm Wasser 
ausgewaschen, danach der vcreinigte Durchlauf i. Vak. eingedampft. Aush. 1.75 g krist. 
Olycin. Mit 3 ccm Alkohol abgesaugt, Ausb. 1.1 g (7304 d. Th.), Schmp. 244-245" 
(Zcrs.). 

[alg": -36" (c = 1, in Alkohol). 

C,H,O,N (75.1) Ber. N 18.54 Gef. N 18.50 
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Die SLde wird danach mit 2n HCI ausgewaachen und das Waschwasser i. Vak. ein- 
gedampft: Ruckstand 1.71 g, Schmp. 46-48'. Mit Benzol abzesaugt, 1.15 g vom Schmp. 
51-52'. 1.12 g davon werden in 4 ccm absol. Alkohol gelost und 0.75 ccm Diiithyl- 
amin dazugegeben. Nach Eiskiihlung scheiden sich 1.35g des D i & t h y l a m i n s a l z e s  
d e r Be n z o 1s u 1 f o n 8 ii u r e in Nadeln vom Schmp. und Miach-Schmp. 137-139' aus. 

C4Hl,N.C,H,,0,S (231.1) Ber. N 6.06 Gef. N 5.80 
c) In die Losung von 1 g N-PhMF-Glycin in 100 ccm Essigester leitet man bei 

-70' 12 mMol 3-prOZ. Ozon innerhalb von 4 Stdn. unter Riihren ein. Die Lasung bleibt 
uber Nacht bei Zimmertemperatur stehen und wird dann vorsichtig i. Vak. zur Trockene 
gedampft: 1.84 g Kristalle, die durch 2stdg. Erwiirmen mit 20 ccm W m r  aufdem Was- 
serbad (bis zur negativen Kaliumjodid-Reaktion) unter Gas-Entwicklung in Lijsung gehen. 
Beim Abkiihlen scheidet sich ein kristallisierendes 01 aus: 0.12 g, Schmp. 50-53". Der 
wirl3rige Teil wird rnit Essigester ausgewaschen (Ruckstand 0.12 g Aimgangsmaterial) 
und danach i. Vak. eingedampft. Der Ruckstand liefert &us wal3r. AlkoholO.18 g (50°/, 
d. Th.) Irrist. Glycin, Schmp. 225-228' (25x8.). 

C,H,O,N (75.1) Ber. N 18.54 Gef. N 19.27 
Benzoyl-glycyl-glycin: Die Ltisung von 1.45 g N-PhMF-Glycyl-glycin- 

iithylester in 30 ccm Eisessig wird rnit einer Lasung yon 1.58 g Benzopersaurc in 
40 ccrn Benzol1.5 Stdn. bei 0" stehengelassen, i. Irak. bei 40" eingedampft, der Ruckstand 
30 Min. auf 50' orwhrmt, die BenzoesiLure mit Ather ausgeschutteh, die wLl3r. L6sung 
mit 3.5 ccm 10 n NaOH Stde. bei 0" stehengelassen, mit 0.75 ccm Benzoylchlorid 
und 2 ccm 10 n NaOH geschuttelt. Xach dern Ausschutteln mit 10 ccm Ather werden 
durch Ansiiuern mit konz. Salz&uc 0.6g rohes Hippurylglycin gewonncn. Bus Alkohol 
kristallisiert, Schmp. und Misch-Schmp. 210-210.5°10). 

CllH1204Nz (236.1) Ber. N 11.86 Gef. N 11.57 
Glycyl-DL-alanin: Die Losung von 0.6 g N - P h X F -  G l y c y l - D L - a l a n i n - m e t ~ ~ l -  

esters) in 10 ccm Eisessig wird mit einer Lasung von 0.715 g Benzopersaure in 17 ccm 
Benzoll Stde. bei 0' stehongelaseen, i. Vek. eingedampft, der Ruckstand mit 0 ccm Waeser 
30 Min. bei 50' gehalten, rnit Ather ausgeschuttelt und auf eine Amberlite-IR4B-Siiule 
(&us 5 g, mit 2-proz. Ammoniak und Waeser gewaschen) gegossen. Die durchgelaufene 
Losung wird mit 2.5 ccrn nNaOH 1 Stde. bei 0" gehalten, danach auf eine Dowex-MJ- 
SLule (aus 5 g, mit nHCl und Waseer gewaschen) gegossen. Ruckstand des ,4blaufes 
0.07 g, Schmp. 216-220' (Zem.). Die Stiule wird danach mit 20 ccrn 2-proz. Ammonirtk 
gewaschen, das Eluat i. Vak. eingedampft, der amorphe Ruckstand (0.15 g) aue.Alkoho1 
kriatallisiert. 0.07 g, Schmp. 231-233" (Zers.). RF 0.57 in PhenoLWaaser1l). Gesrrmt- 
ausb. 48% d. Theorie. 

C,H,oO,Nz (146.1) Ber. 37 19.18 Gef. X 19.72 
a -~ -Glu tamyl -L- ty ros in :  Wie oben aus 1.12 g N-PhMF-a-L-Glutamyl-L- 

tyrosin-ii thylester in 22 ccm Eisessig und 0.54 g BenzopereLure in 23 ccm Benzol. 
Die Aufarbeitung erfolgt wie vorher unter Verwendung der 3fachen Mengen Waeser, 
n XaOH und 2-proz. Ammoniak. Ausb. 0.32 g Kristalle, Schmp. 166-166" (Zers.), die 
in 5 ccm Wasser gelost und mit 75 ccm Alkohol iiber Nacht im Eisschrank stehengelassen 
werden. Ausb. 0.21 g (30% d. Th.), Schmp. 180-151" (Zers.). RF 0.41 in Phenol-Wasser. 
[~r](fP: +21' (c = 1, in Waeser, enthaltend 1 Mol. &lzeBure") ). 

C,,H,O,N, (310.1) h r .  N9.04 Gef. N8.69 

10) E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 608 [1905]. 
u) R. Consden, A. H. Gordon u. A. J. P. Martin,  Bioohem. J. 41, 590 [1947]. 
I*) M. Bergmann, L. Zervas, L. Salzmann u. H. Schleich, Hoppe-Seyler's Z.. 

physiol. Chem. 224, 17 [1934]. 


