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6. Cho-D-Phenylalanyl-glycyl-D-valin-dthylester: Herstellung nach 5. aus Cbo-D-Phenyl-
alanin und Glycyl-D-valin-dthylester ([o]¥: +15.6°; ¢ == 2.23, in absol. Athanol). Ausb.
50 % d. Th. Cbo-Tripeptidester; Schmp. 131—133°; [«]¥®: +18.3° (¢ = 2.31, in absol. Me-
thanol).

Gef. C64.28 H 6.97 N 8.71
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Peptidsynthesen mit Hilfe von Polyphosphorsiiureestern

Aus dem Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tiibingen
(Eingegangen am 20. Februar 1958)

Es wird ein Vcrfah;en zur Herstellung von Peptidverbindungen beschrieben, das
von einer Aktivie;ung der Aminokomponente durch wihrend der Reaktion
entstehende Polyphosphorsiureester ausgeht.

Bei der Synthese von Peptiden geht man im allgemeinen von energiereichen Deri-
vaten aus. Die Aktivierung der Ausgangskomponenten kann entweder an der Car-
boxyl- oder an der Aminogruppe vorgenommen werden.

Bei der Carboxyl-Aktivierung werden unter Schutz der Aminogruppe meist gemischte
Anhydride mit organischen oder anorganischen Siduren verwendet. Eine ausfithrliche Be-
schreibung neuerer Arbeiten findet sich z.B. bei TH. WIELAND und B. HEINKeD). Der Nach-
teil dieser Aktivieruhg besteht darin, dafl bei der Herstellung der Siureanhydride die Gefahr
der Racemisierung besteht, die wahrscheinlich iiber die intermediédre Bildung von Azlactonen
erfolgt.

Bei der Aktivierung der Aminogruppe ist die Gefahr der Racemisierung wesentlich geringer.
Fiir diese Aktivierung sind bisher fast ausschlieBlich Verbindungen des 3-wertigen Phosphors
beniitzt worden. Bei der Phosphorazo-Methode von ST. GoLbscHMIDT und H. LAUTEN-
SCHLAGER2) wird die Aminogruppe mit Phosphortrichlorid zur Phosphorazo-Gruppe um-
gesetzt:

R—N=P-NHR

Diese reagiert dann mit der Carboxylgruppe unter Bildung einer Sdureamid-Bindung. Die
Methode liefert gute Ausbeuten bei der Synthese von Oligopeptiden. Die Synthese hoherer
Peptide verlduft hingegen oft unbefriedigend, da die Loslichkeit der Reaktionspartner in den
verwendeten Losungsmitteln zu gering ist. Von ANDERsON und Mitarbb.32-¢) wurde die
Aktivierung der Aminogruppe durch Umsetzung mit Phosphorigsiure-diithylester-chlorid
oder Tetradthylpyrophosphit vorgenommen. Die hierbei entstehenden Phosphitamide setzen
sich ebenfalls ohne Racemisierung mit Carboxylgruppen unter Bildung der Siureamid-

1) Angew. Chem. 69, 362 [1957]. 2) Liebigs Ann. Chem. 580, 68 [1953].

3) a) G. W. ANDERSON, J. BLODINGER, R. W.JOoUNG und A.D. WELCHER, J. Amer. chem.
Soc. 74, 5304 [1952]; b) G. W. ANDERSON und R. W. Joung, ebenda 74, 5307 [1952];
¢) G. W. ANDERSON, J. BLODINGER und A. D. WELCHER, ebenda 74, 5309 {1952].

69%
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Bindung um, wobei in beiden Fillen Didthylphosphit abgespalten wird. Schwierigkeiten be-
reitet bei dieser Methode die verhiltnismiBig umstindliche Herstellung und die geringe Halt-
barkeit der Aktivierungsmittel. Amidverbindungen des 5-wertigen Phosphors wurden bisher
praktisch nicht verwendet, da sie schwer zuginglich waren.

Im folgenden wird ein Verfahren beschrieben, bei dem auf einfache Weise Amino-
verbindungen durch Umsetzung mit Derivaten der Polyphosphorsdure aktiviert und
anschlieBend durch Reaktion mit carboxylhaltigen Verbindungen in Sdureamid-
Derivate umgewandelt werden konnen. Der Vorteil des Verfahrens besteht darin, daB,
wie auch sonst bei Aktivierung der Aminogruppe, keine Racemisierung auftritt und die
Art der Losungsmittel auch die Herstellung héherer Peptide in guter Ausbeute zuldfit.
Das Verfahren kann weiterhin auch zur Polykondensation von Verbindungen beniitzt
werden, die sowohl eine freie Amino- als auch eine Carboxylgruppe enthalten.

A. DIE DARSTELLUNG VON OLIGOPEPTIDEN

Bei der Synthese von Oligopeptiden geht man so vor, daB man bei einem Reaktions-
partner die Carboxylgruppe durch Veresterung schiitzt und die freie Aminogruppe
mit Diphosphorpentoxyd in einem alkoxylhaltigen Losungsmittel reagieren lafit. Als
Losungsmittel bewihrte sich das bereits von Anderson verwandte Diithylphosphit
besonders gut. Es zeigte sich, daf} die Reaktion am besten in alkalischem Medium,
z.B. in Gegenwart von tertiiren Basen, vor sich geht. Es ist nicht notwendig, fiir die
Reaktion die freien Ester zu verwenden, sondern es konnen auch die leichter zu-
ginglichen Hydrochloride beniitzt werden. Bei dem zweiten Reaktionspartner wird
die Aminogruppe in einer der iiblichen Weisen, z. B. durch den Carbobenzoxy(Cbzo)-

Tab. 1. Unter Verwendung von Diphosphorpentoxyd in Diithylphosphitlosung dargestellte
Peptid-Derivate

s . * Ausob ; Schmp.
yntheseprodukt Ausgangsmaterial [«]p*) in % G .
ef. Lit.
d.Th.
Cbzo-Gly-Gly-Athyl Gly-Athyl- HCl; 83 81° 82°2)
’ Cbzo-Gly
Cbzo-pL-Ala-Gly-Athyl Gly-Athyl- HCl; 81 85° —
Cbzo-DL-Ala
Cbzo-Gly-Gly-Gly-Athyl  Gly-Athyl- HCI; 77 165—166° 165—167°3b)
Cbzo-Gly-Gly
Cbzo-pL-Ala-Gly-Gly- Gly-Gly-Athyl- HCl; 79 114° —
Athyl Cbzo-pL-Ala
Cbzo-Gly-L-Leu L-Leu-Athyl- HCI; —8.4° 56 104° 104°2}
Cbzo-Gly
Cbzo-Gly-L-Leu-Gly- Cbzo-Gly-L-Leu; —31.8° 63 104—105° —
Athyl Gly-Athyl
Cbzo-L-Phe-Gly-Athyl Gly-Athyl- HCI; —17°%*) 60 108° 109°3b)
Cbzo-L-Phe
Cbzo-Leu-Gly-Gly-Athyl Cbzo-Leu; 50 104° —
Gly-Gly-Athyl- HCl
Cbzo- (pL-Ala-Gly-Gly);  Cbzo-pL-Ala-Gly-Gly + 30 201° —

Athyl

* Spezif. Drehwerte gemessen in absol. Athanol.

DL-Ala-Gly-Gly-
Athyl- HCl

*» Lit. 3b): —16°,
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Rest geschiitzt und die freie Carboxylgruppe mit der aktivierten Aminoverbindung
zur Reaktion gebracht. Nach der Reaktion konnen die schiitzenden Gruppen in der
iiblichen Weise wieder entfernt werden, wie es im experimentellen Teil an einigen
Beispielen beschrieben wird.

Wie die in Tab. 1 zusammengefaBBten Beispiele zeigen, liefert diese einfache und
schnell durchfiihrbare Versuchsanordnung recht gute Ausbeuten. Die angegebenen
Werte beziehen sich auf die Menge an analysenreiner kristallisierter Substanz. Be-
sonders hervorzuheben ist, da sich auch die schwer 16slichen Peptid-Derivate, wie
Cbzo-Gly-Gly-Athylester®) nach diesem Verfahren gut herstellen lassen. Die bei dem
Hexapeptid angegebenen Ausbeuten lassen sich wahrscheinlich durch weitere Ver-
suche noch erhéhen.

B. PRUFUNG AUF RACEMISIERUNG

Besonders wichtig erscheint uns die Frage, ob bei dieser Reaktion die optische
Aktivitit der Ausgangskomponenten erhalten bleibt. Um diese Priifung zu ermdg-
lichen, wurden die hergestellten Peptide durch saure Hydrolyse wieder in die Amino-
sduren zerlegt und ihre optische Drehung mit der des Ausgangsmaterials verglichen.
Bei der Synthese des Cbzo-Gly-L-Leu-Athylesters, bei der die Bildung der Peptid-
bindung an der Aminogruppe der optisch aktiven Aminosdure erfolgt, fanden wir
fiir das Ausgangsmaterial [«]p: +11.59°, fiir das zuriickgewonnene Material +11.60°.

Als Beispiel fiir eine Synthese, bei der die Carboxylgruppe der optisch aktiven
Aminosiure reagiert, seien die Ergebnisse beim Cbzo-Gly-L-Leu-Gly-Athylester
wiedergegeben: Ausgangsmaterial [«]p: +11.15 + 0.5°, zuriickgewonnenes Material
+11.60 + 0.5°.

Es ist also auch hier innerhalb der MeBgenauigkeit keine Racemisierung festzu-
stellen.

C. DIE POLYKONDENSATION DES pL-ALANYL-GLYCYL-GLYCINS

Die beschriebene Reaktion 14Bt sich auch zur Polykondensation bifunktioneller
freier Peptide verwenden. Als Beispiel sei die Kondensation des Tripeptids DL-Ala-
Gly-Gly beschrieben. Die Arbeitsweise ist dabei grundsitzlich dieselbe wie bei der
Synthese der Oligopeptide. An Stelle der beiden monofunktionellen Amino- bzw.
Carboxylderivate tritt hier das bifunktionelle freie Peptid. Nach der Aktivierung des
Tripeptids mit P;Os in Didthylphosphit wurde 2 Stdn. auf 100° erhitzt. Nach dem
Herauslosen des Polyphosphorsidureesters und des Didthylphosphits wurden dann die
entstandenen Polypeptide nach der Methode von G. ScHramMM und I v. BRUNN-
LeuBe4 mit Fluordinitrobenzol umgesetzt. Die papierchromatographische Auf-
trennung der entstandenen Dinitrophenyl(DNP)-peptide ergab 8 Peptidbanden.
Durch Erwidrmen von Ala-Gly-Gly-Methylester waren friiher von G. ScHraMM und
H. RestLEY die gleichen Kondensationsprodukte erhalten worden, deren Molekiil-
groBe durch Infrarotmessungen® festgelegt worden war. Ein Vergleich der Rr-Werte
gestattete daher auch die Identifizierung der hier aus dem freien Peptid erhaltenen
Kondensationsprodukte. Es ergaben sich die zu erwartenden Kettengliederzahlen bis

*) Fiir die Aminosiurereste werden die iiblichen Abkiirzungen gebraucht.
4 Chem. Ber. 89, 2045 [1956)]. " 5) Makromolekulare Chem. 13, 103 [1954].
6} U. ScuiepT und H. ResTLE, Z. Naturforsch. 9b, 182 [1954].
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hinauf zum 24-Peptid. In Tab. 2 ist der mengenmiBige Anteil der einzelnen Poly-
peptide, wie er sich aus den Extinktionsmessungen der Banden ergab, zusammenge-
stellt. Ein Kontrollversuch, der unter den gleichen Bedingungen in Diidthylphosphit,
aber ohne Zusatz von P,0s durchgefithrt wurde, ergab nur eine kleine Menge an
Hexapeptid. Es ist bemerkenswert, daf bei der hier beschriebenen Kondensation die
Nebenreaktionen wesentlich geringer sind als bei der Kondensation des Methyl-
esters. Bei den fritheren Versuchen war parallel zur Kondensation ein Abbau unter
Bildung von Diketopiperazinen beobachtet worden, deren Auftreten unter den hier
angewandten Bedingungen nicht nachgewiesen werden konnte.

Tab. 2. Produkte der Kondensation von 47 mg Ala-Gly-Gly mit Diphosphorpentoxyd/

Didthylphosphit
Bande Ketten- Rel. Rr-Wert, Ausb. an Polypeptiden
Nr glieder- bez. auf DNP- in in in
: zahl Ala-Gly-Gly =1 u Mol mg Substanz % d.Summe

1 3 1.0 11.2 4,12 44.5
2 6 0.8 5.4 3.00 32.5
3 9 0.55 1.95 1.44 15.4
4 12 0.31 0.36 0.245 2.6
5 15 0.22 0.17 0.196 2.1
6 18 0.17 0.20 0.264 2.8
7 21 0.09 0.06 0.083 0.9
8 24 0.045 unterhalb der MeBbarkeitsgrenze

Summe: 9.348 100.8

D. UNTERSUCHUNGEN UBER DEN REAKTIONSMECHANISMUS

Die Annahme, da8 es sich bei der beschriebenen Reaktion um eine Aktivierung der
Aminogruppe handelt, wurde dadurch gestiitzt, daBl in einzelnen Fillen die aktivierte
Aminokomponente isoliert und dann in einer zweiten Reaktion mit einer freien
Carboxylgruppe umgesetzt wurde. Fiir diese Modellversuche wihlten wir als Amino-
verbindung das Anilin. Dieses wurde in der oben beschriebenen Weise mit einer
Losung von P,0s in Didthylphosphit bei 100° zur Reaktion gebracht. Nach Fillen
mit Ather und Umfillen aus Ather/Tetrahydrofuran konnte aus der Reaktionslgsung
eine feste Substanz erhalten werden, die tatsichlich nach Umsetzung mit Cbzo-Gly
in guter Ausbeute das erwartete Cbzo-Gly-Anilid lieferte. Bei einem Kontrollversuch,
der mit Anilin und Cbzo-Gly unter sonst gleichen Bedingungen, jedoch ohne Zugabe
von P;0s durchgefithrt wurde, wurden nur Spuren von Cbzo-Gly-Anilid erhalten.

Zur Charakterisierung des aktiven Zwischenproduktes wurde dieses mehrmals aus
wasserfreiem Tetrahydrofuran mit Ather umgefillt. Eine weitere Reinigung der farb-
losen amorphen Substanz war wegen ihrer Zersetzlichkeit nicht méglich. Die Ana-
lysendaten sind aus der folgenden Zusammenstellung ersichtlich.

Phosphorsidure-monodthylester-monoanilid Ber. N6.9 P 154
,,Aktiviertes Anilin*‘ aus Diphosphorpentoxyd/Didthylphosphit Gef. N 6.8 P 14.9
,,Aktiviertes Anilin‘* aus Metaphosphorsaure-ithylester Gef. N7.7 P 14.5
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Aus diesen Werten folgt ein etwa dquimolares Verhiltnis von Phosphorséure und
Anilin. Die Analysenwerte stimmen mit der Summenformel des Phosphorsiure-mono-
dthylester-monoanilids (nebenstehende Formel) etwa tiberein. HO_

NP_NH.- C4Hs

In der Verbindung liegt der Phosphor in 5-wertiger Form
C;HsO

vor, da eine Probe der Substanz Jod in wiBriger Losung auch
beim Kochen nicht reduzierte. Um diese Strukturformel weiter zu stiitzen, wurde das
Phosphorsaureester-anilid auf iibersichtliche Weise hergestellt und mit dem gefun-
denen Zwischenprodukt der Synthese verglichen. Nach dem von K.LANGHELD? an-
gegebenen und von W. STEINKOPF und 1. SCHUBART®) modifizierten Verfahren wurde
zunichst P,Os mit Ather bei Siedetemperatur umgesetzt, wobei unter Spaltung des
Athers ein Metaphosphorsdure-ithylester entstand. Dieser wurde durch Umfillen
aus Chloroform/Ather gereinigt und in Chloroform mit Anilin zur Reaktion gebracht.
Mit Ather fiel eine farblose Verbindung aus, die in den Analysenwerten mit dem
aktiven Zwischenprodukt iibereinstimmte. Hierdurch ist die oben angegebene Struk-
tur des Zwischenprodukts sehr wahrscheinlich gemacht. Es war nun weiterhin zu
kliren, wie diese Verbindung bei der Umsetzung des Anilins mit P,Os in Didthyl-
phosphit entsteht. Aus den Versuchen von LANGHELD?), STEINKOPF und SCHUBART®)
geht hervor, daB P,Qs dthoxylhaltige Verbindungen unter Bildung von Metaphosphor-
sdure-ithylester zu spalten vermag. Es erschien daher wahrscheinlich, daB unter den
gewihlten Versuchsbedingungen P,Os mit der leicht spaltbaren Athoxylverbindung
Diithylphosphit reagierte, wobei Metaphosphorsaure-dthylester und metaphosphorige
Sdure bzw. Derivate derselben entstanden.

Aus Metaphosphorsidure-dthylester und Anilin kann sich, wie bereits vorstehend
beschrieben, das entsprechende Anilid bilden. Wenn der angenommene Reaktions-
verlauf richtig ist, miiBte also bei der Einwirkung von P05 auf Didthylphosphit so-
wohl Metaphosphorsdure-dthylester als auch phosphorige Sdure nachweisbar sein.
Um dies zu priifen, wurde nach Auflésen von P>0Os5 in Didthylphosphit das Reaktions-
gemisch mit Ather und Petrolither versetzt. Hierbei fiel ein farbloses Ol aus, das in
seinen Eigenschaften mit dem nach Steinkopf und Schubart hergestellten Meta-
phosphorsiure-ithylester {ibereinstimmte.

Der Nachweis der phosphorigen Sdure gelang nur indirekt. Die Lésung von P,Os in
Diithylphosphit wurde im Vakuum destilliert, das Destillat enthielt nur Di#thylphosphit
vom Sdp.;.s 48°, Tetradthylpyrophosphit vom Sdp.1,s 80° trat nicht auf. Gegen Ende der
Destillation bildeten sich groBere Mengen an Phosphin. Im Destillationskolben blieb ein
schwach gelbliches Ol zuriick, das sich schlieBlich unter Rotfirbung zersetzte. Das Zer-
setzungsprodukt 18ste sich in Wasser bis auf einen festen Riickstand, der weder in Wasser,
noch in den iiblichen organischen Lésungsmitteln, einschlieBlich Schwefelkohlenstoff, 15slich
war und einen intensiven Phosphingeruch aufwies. Die Analyse ergab einen extrem hohen
Phosphorgehalt (76 %). Die Substanz schmolz bis zu 300° nicht, Durch Erhitzen auf 320°/
1 Torr konnte aus thr farbloser Phosphor abdestilliert werden. Der gelbrote Festkdrper
scheint nach allen aufgefithrten Eigenschaften ein Gemisch aus festem, polymerem Phosphit
und ;Phosphor zu sein. Beide Substanzen sind als Zersetzungsprodukte des bei der Dis-
proportionierung der phosphorigen Sdure entstehenden Phosphorwasserstoffs bekannt.

7) Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 2078, 2080 [1911].
8) Liebigs Ann. Chem. 424, 19 [1921].
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Ein Kontrollversuch zeigte, daB das als Lésungsmittel verwandte Didthylphosphit
unter den angegebenen Bedingungen unzersetzt und, ohne einen Riickstand zu hinter-
lassen, verdampft. Der beim Hauptversuch beobachtete Destillationsriickstand kann
also nur durch das zugegebene P,Os verursacht worden sein. Dadurch ist bewiesen,
daB P,Os mit Diithylphosphit reagiert und phosphorige Siure oder deren Derivate
in Freiheit setzt. Insgesamt stiitzen alle Beobachtungen den oben angegebenen Re-
aktionsverlauf, In der ersten Stufe bildet sich aus P,Os und Didthylphosphit Meta-
phosphorsiure-dthylester. Dieser reagiert dann mit der Aminogruppe der einen
Peptidkomponente zu einem Phosphorsidureester-amid, das sich seinerseits unter Ab-
spaltung von Phosphorsiure-ithylester mit der Carboxylgruppe der anderen Peptid-
komponente weiter umsetzt:

H }'l HO\ H Ir
Cbzo-N-C-COH + P—N.C-CO;R” —
H C;Hs50” J B
HY  mh HO_ OH
Cbzo-N-C-CO-N-C-COR” + P
H H C2H50/ No

Zu dem vorgeschlagenen Reaktionsschema ist noch folgendes zu bemerken: Der
Phosphorsiureester steht vor seiner Addition an die Aminogruppe auf der Hydra-
tationsstufe des Metaphosphorsdureesters und wird im Verlauf der Reaktion als
Orthophosphorsiureester wieder abgespalten. Es wird also in der Bilanz das Mol
Wasser aufgenommen, das bei der Bildung der Peptidbindung abgespalten wird. Das
obige Schema enthilt insofern eine Vereinfachung, als der Metaphosphorsidure-
dthylester im allgemeinen nicht monomer, sondern als Gemisch polymerer Meta-
phosphorsiureester vorkommt. Inwieweit dies auch bei dem aus P,Os und Diithyl-
phosphit entstandenen Metaphosphorsidure-idthylester der Fall ist, wurde nicht unter-
sucht.

Auf Grund dieser Erkenntnisse 148t sich die Peptidsynthese in gewisser Hinsicht
variieren. Man kann durch Reaktion von P,Os mit geeigneten dthoxylhaltigen Lo-
sungsmitteln zunéchst den Metaphosphorsiure-ithylester herstellen und diesen dann
in einem anderen Lésungsmittel mit der Aminokomponente reagieren lassen. Dieses
Reaktionsprodukt kann dann, entweder direkt oder nach einer Zwischenreinigung,
mit einer geeigneten carboxylhaltigen Verbindung umgesetzt werden. Einige Beispiele
fiir diese Art der Durchfiihrung sind im Versuchsteil angegeben. Welcher Weg im
einzelnen vorzuziehen ist, hangt von der Natur der gewihlten Ausgangskomponente
ab.

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Bei dem verwendeten Diphosphorpentoxyd handelt es sich um ein Préparat ,,p. a.* der
Fa. Merck. Priparate von geringerem Reinheitsgrad (z. B. Diphosphorpentoxyd ,,Albissi-
mum Merck*) sind nicht vollstindig 16slich in Didthylphosphit. Die zu Synthesen gebrauch-
ten Mengen wurden nach Einschmelzen in vorher tarierte Glasampullen abgewogen. Bei den
Synthesen in Diithylphosphitldsung entwickeln sich zuweilen geringe Mengen Phosphor-
wasserstoff, es muB deshalb unter dem Abzug gearbeitet werden.

1. Dipeptid-Derivate

Carbobenzoxy-glycyl-glycin-iithylester: 1.4 g P20s wurden unter schnellem Rithren und
FeuchtigkeitsausschluB bei 100° in 7 ccm Didthylphosphit geldst. Zur farbl. klaren Losung
wurden nacheinander 6.5 ccm (0.035 Mol) Tri-n-butylamin und 1.4 g (0.01 Mol) Glycin-
dthylester-hydrochlorid gegeben. Nach etwa 10 Min. hatte sich dieses geldst, und es wurden
2.1 g (0.01 Mol) Cbhzo-Glycin eingetragen, das sofort in Lésung ging. Die Reaktionsldsung
wurde 3 Stdn. unter stindigem Rithren bei 100° gehalten und anschlieBend auf Zimmertemp.
abgekithlt. Nach EingieBen in 60 ccm gesitt. Natriumhydrogencarbonatldsung kristallisierte
der Cbhzo-Gly-Gly-Athylester nach etwa 1stdg. Aufbewahren bei —15°. Aus der hydrogen-
carbonathaltigen Mutterlauge konnte durch Extraktion mit Essigester noch eine Restfraktion
gewonnen werden; beide wurden aus Athanol/Wasser umkristallisiert. Ausb. 2.45g (83 %
d. Th.). Schmp. 81°.

C14H13N205 (294.3) Ber. N 9.5 Cbzo 45.9 Gef. N 9.2 Cbzo 41.0
Der Prozentgehalt an Cbzo-Rest wurde UV-spektrophotometrisch bestimmt9}.

Carbobenzoxy-glycyl-glycin: 0.5 g Chzo-Gly-Gly-Athylester wurden nach und nach unter Um-
schiitteln in 10 ccm siedende, gesitt. Natriumcarbonatldsung eingetragen. Nach 15 Min.
hatte sich alles gelSst; es wurde noch 15 Min. weiter erhitzt, dann auf Zimmeriemp. abgekiihit
und unter Eiskiihlung mit halbkonz. Salzsdure angesduert. Das ausfallende Cbzo-Gly-Gly
wurde abgesaugt und mit wenig Eiswasser gewaschen. Ausb. 0.275 g (609, d. Th.). Schmp.178°.

C12H14N205 (266.3) Ber. N 10.5 Cbzo 50.7 Gef. N 10.0 Cbzo 46.0

Cbzo-Gchin-anilid: 2.8 g (0.02 Mol) P,0s, 14 ccm Didithylphosphit, 2.2 ccm (0.02 Mol)
Anilin, 4.2 g (0.02 Mol) Cbhzo-Glycin und 6 ccm (0.03 Mol) Tri-n-butylamin wurden, wie bei
Cbzo-Gly-Gly-Athylester beschrieben, umgesetzt. Ausb. 4.1 g (72% d. Th.). Schmp. 144°.

Ci6H16N203 (284.3) Ber. N 9.8 Gef. N 9.45

Cbzo-DL-Alanyl-glycin-dthylester: Zu einer Losung von 2.3 g P20s in 16 ccm Didthyl-
phosphit wurden unter Riithren und FeuchtigkeitsausschluB 11 ccm Tri-n-butylamin bei 100°
zugefiigt. Dann wurden hintereinander 2.3 g Glycin-dthylester-hydrochlorid und 3.4 g Chzo-
DL-Alanin zugesetzt. Es wurde noch 2 Stdn. weiter erhitzt und 2.5 Stdn. bei Zimmertemp.
stehengelassen. AnschlieBend wurde aus einem Olbad von 120° bei 12 Torr etwa !/3 des
Ldsungsvolumens abdestilliert und das eingeengte Reaktionsgemisch nach Abkiihlen auf
Zimmertemp. in 80 ccm gesatt. Natriumhydrogencarbonatldsung eingegossen; nach Zusatz
von 1 g festem Natriumcarbonat Kkristallisierte das Reaktionsprodukt in der Tiefkiihltruhe
bei —15°. Es wurde abgesaugt und mit eiskaltem Wasser gewaschen. Ausb. 4.15g (81%
d. Th.). Schmp. 85°.

C15H20N205 (308.3) Ber. N 9.1 Cbzo 43.8 Gef. N 9.0 Cbzo 43.0

9) 1. LeuBg, H. ResTLE und M. WIEDEMANN, Z. Naturforsch. 9b, 186 [1954].
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Cbzo-Glycyl-L-leucin-dthylester: 16 ccm Didthylphosphit, 2.8 g (0.02 Mo!) P,0s5, 14 ccm
(0.07 Mol) Tri-n-butylamin, 4 g (0.02 Mol) L-Leucin-diithylester-hydrochlorid, 4 g (0.02 Mol)
Cbzo-Glycin wurden, wie bei Cbzo-Gly-Gly-Athylester beschrieben, umgesetzt. Der Cbzo-
Glycyl-L-leucin-dthylester fiel beim Zugeben der gesitt. Natriumhydrogencarbonatlosung dlig
aus. Er wurde mit Essigester aus der wiBrig-hydrogencarbonatalkalischen Reaktionsldsung
ausgeschiittelt. Der Essigesterextrakt wurde nacheinander mit jeweils 10 ccm 2 n HC], gesiitt.
Natriumhydrogencarbonatlésung und dest. Wasser gewaschen. Der als Verdampfungs-
riickstand des Essigesterextraktes resultierende, dlige Cbzo-Peptidester (6.5 g) kristallisierte
nicht. Zur Charakterisierung diente das Cbzo-Peptid und das Peptid-ithylester-hydrobromid,
die beide gut kristallisierten.

Cbzo-Glycyl-L-leucin: 6.5 g des vorstehenden dligen Esters wurden mit einem sehr schnell
laufenden Turboriihrer in 70 ccm siedender gesitt. Natriumhydrogencarbonatlosung dis-
pergiert. Bei weiterem 11/, stdg. Riihren bei 100° wurde das verdampfende Wasser laufend
nachgefiillt. Der Ester ging in dieser Zeit in Ldsung, danach wurde auf Zimmertemp. abgekiihlt.
Die Ldsung wurde mit wenig Aktivkohle geklirt, nach dem Filtrieren auf 0° abgekiihlt und
mit halbkonz. Salzsdure bis px 3 angesiduert. Das ausfallende krist. Cbzo-Gly-L-Leu wurde nach
12 stdg. Stehenlassen bei 12° abgesaugt und mit wenig Eiswasser gewaschen.

Gesamtausb. 3.55 g (56% d. Th., bez. auf L-Leucin-dthylester-hydrochlorid). Schmp. 104°.

C16H23N205 (322.4) Ber. N 8.7 Cbzo 42.0 Gef. N 8.5 Cbzo 41.5

[e]¥: —8.4° (11-proz. ithanol. Lésung).

Glycyl-L-leucin-ithylester-hydrobromid: 3.4g Cbzo-Gly-L-Leu-Athylester wurden nach
ANDERSON und Mitarbb.3%) mit Bromwasserstoff in Eisessig umgesetzt. Gly-L-Leu-Athylester-
hydrobromid kristallisierte bei Zugabe von 100 ccm absol. Ather zur Reaktionslésung und
war nach 1 maligem Umkristallisieren aus Athanol/Ather analysenrein.

Ausb. 1.8 g (609 d. Th.). Lange Nadeln vom Schmp. 178°.

C1oH20N,03-HBr (297.2) Ber. N 9.45 Gef. N 9.55

[e}¥: —36.3 4 0.5° (6-proz. dthanol. Losung).

Cbzo-L-Phenylalanyl-glycin-ithylester: 0.7 g P,0s, 4 ccm Didthylphosphit, 3.2 ccm (0.03
Mol) Tri-n-butylamin, 0.52 g Glycin-dthylester-hydrochlorid und 1.5 g Cbzo-L-Phenylalanin
wurden, wie beim Cbzo-Gly-Gly-Athylester beschrieben, umgesetzt. Die Reaktionszeit betrug
hier 1 Stde. Ausb. 1.166 g (609 d. Th.). Schmp. 108°.

C21H24N,0s5 (384.4) Ber. N7.3 Gef. N 7.05

2. Tripeptid-Derivate

Chzo-DL-Ala-Gly-Gly-Athylester: 8 ccm Didthylphosphit wurden mit 1.4 g (0.01 Mol) P,0s
auf siedendem Wasserbad etwa 15 Min. geriihrt. Der entstandenen klaren Ldsung wurde nun
eine 40° warme Suspension von 2.6 g (0.01 Mol) Gly-Gly-Athylester-hydrochlorid in 5.5 ccm
(0.03 Mol) Tributylamin zugefiigt. Nach 3 Min. wurden 2.2 g (0.01 Mol) Cbhzo-Ala eingetra-
gen, dann riihrte man noch 3 Stdn. bei 100°. Aus der entstandenen schwach gelblichen Losung
kristallisierte der Chzo-DL-Ala-Gly-Gly-Athylester nach Zufiigen von 60 ccm gesitt. Natrium-
hydrogencarbonatlésung und 11/, stdg. Aufbewahren bei —15°. Nach weiteren 12 Stdn. wurde
bei +4° abfiltriert und in wenig Eiswasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde aus Athanol/
Wasser umkristallisiert. Durch Extraktion der hydrogencarbonatalkalischen Mutterlauge mit
Essigester, Einengen des mit Natriumsulfat getrockneten Extrakts i. Vak. und Fillen mit
Ather/Petrolither-Gemisch konnte noch weiterer Cbzo-Ala-Gly-Gly-Athylester (10—15%
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der Gesamtausb.) in analysenreinem Zustand erhalten werden. Ausb. 2.9 g (799, d. Th.).
Schmp. 113°.
C17H23N306 (365.4) Ber. N 11.5 Cbzo 37.0 Gef. N 11.7 Cbzo 39.5

Die Synthese verlief mit etwa gleicher Ausbeute, wenn die Reaktionspartner zunéchst bei
100° vermischt und dann 40 Stdn. bei Zimmertemp. belassen wurden.

Chzo-Glycyl-glycyl-glycin-ithylester: Die Reaktion wurde wie beim Ala-Gly-Gly-Athyl-
ester bei 100° durchgefiihrt. Der Ansatz war 0.01 molar. Ausb. 2.7 g (77 d. Th.). Schmp.156°.

Ci6H21N306 (351.4) Ber. N 11.9 Cbzo 38.5 Gef. N 11.52 Cbzo 36.4

Cbzo-Gly-L-Leu-Gly-Athylester: Der Losung von 3.6 g (0.0042 Mol) P,0s in 3.4 ccm
Didthylphosphit wurden nacheinander 0.6 g (0.05 Mol -+ 209 UberschuB) Glycin-dthylester,
1.68 ccm (0.09 Mol) Tri-n-butylamin und 1.35 g Cbzo-Gly-L-Leu zugegeben. Nach 3 —4 stdg.
Reaktionszeit bei 100° und 36 stdg. Aufbewahren bei Zimmertemp. wurde die Reaktionsls-
sung mit 35 ccm gesitt. Natriumhydrogencarbonatlosung versetzt, wobei der zunichst 6lig
ausfallende Cbzo-Gly-L-Leu-Gly-Athylester in der Tiefkiihltruhe kristallisierte; er wurde nach
12 stdg. Stehenlassen bei +-4° abfiltriert und mit wenig Wasser gewaschen. Ausb. 1.05 g (639
d. Th.). Schmp. 105°.

Cy0H29N306 (407.5) Ber. N 10.6 Cbzo 33.1 Gef. N 10.4 Cbzo 36.0

[2]5: —31.8 £+ 0.5° (in 6.9-proz. Athanol).

3. Hexapeptid-Derivat

Cbzo-DL-Ala-Gly-Gly-Ala-Gly-Gly-Athylester: 3.2 ccm Didthylphosphit, 0.6 g P20s, 1.2 ccm
Tri-n-butylamin, 0.6 g Ala-Gly-Gly-Athylester-hydrochlorid und 0.75 g Cbzo-Ala-Gly-Gly
wurden nach dem bei der Darstellung des Cbzo-Gly-L-Leu-Gly-Athylester-hydrobromids
beschriebenen Verfahren umgesetzt. Die Reaktionszeit betrug bei 100° 20 Min., die Reak-
tionszeit bei Zimmertemp. 54 Stdn. Ausb. 1.28 g (309 d. Th.). Schmp. 201°.

C24H34Ng0g (550.6) Ber. N 15.3 Cbzo 24.5 Gef. N 15.6 Cbzo 27.0

4, Priifung der Konstanz der optischen Aktivitdt

0.6383 g des, wie oben beschrieben, hergestellten Gly-L-Leu-Athylester-hydrobromids
wurden mit 3 ccm 6 » HCI im EinschluBrohr eingeschmolzen. Zugleich wurde ein Gemisch
aus 0.1863 g Glycin und 0.2224 g L-Leucin, in derselben Menge 6 n HCl gelost, in einem
zweiten EinschluSrohr eingeschmolzen. Die Dauer der Totalhydrolyse betrug 16 Stdn., die
Temp. 110°. AnschlieBend wurden die Drehwerte der beiden Hydrolysate gemessen. Fiir das
aus dem Peptid freigesetzte L-Leucin ergab sich [x]n: +11.60 + 0.5°. Die Vergleichsprobe
mit dem als Ausgangsmaterial verwendeten L-Leucin ergab {«]p: +11.59 4 0.5°.

Beim Chzo-Gly-L-Leu-Gly-Athylester war die Arbeitsweise dieselbe wie beim Gly-Leu-
Athylester-hydrobromid. Die Einwaage betrug 0.53 g; fiir das im Totalhydrolysat enthaltene
L-Leucin ergab sich [a]p: + 11.15 + 0.5°.

S. Synthesen mit Metaphosphorsdureester

Aktivierung von Anilin mit Metaphosphorsdure-cthylester: Zu einer L6sung von 3 g Meta-
phosphorsdure-ithylester8) in 20 ccm Chloroform wurden 10 ccm Anilin gegeben. Die Losung
wurde dann 215 Stdn. unter RiickfluB auf siedendem Wasserbad erhitzt, i. Vak. eingeengt
und mit absol. Ather gefillt. Das nach mehrfachem Umfillen aus Chloroform/Ather anfallende
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feste, farbl. Produkt wurde im Vakuumexsikkator iiber P,Os getrocknet. Ausb. 5.1 g (90%;
d. Th.) Phosphorsdure-monodthylester-monoanilid, bez. auf Metaphosphorsédure-idthylester.

CgH12NO;P (201.2) Ber. N 7.0 P 154 Gef. N 7.7 P 14.5 £ 0.9510

Umsetzung des Aktivierungsproduktes aus Metaphosphorsdure-dthylester und Anilin mit
Carbobenzoxy-glycin zu Cbzo-Gly-Anilid: 4 g Cbzo-Gly wurden zu einer Loésung von 5.1 g
(25°% UberschuB) des aktivierten Anilins in 15 ccm Chloroform zugefiigt. Dann wurde 31/,
Stdn. unter RiickfluB gekocht und nach Abkiihlen auf Zimmertemp. das Chloroform i. Vak.
abgedampft. Der Riickstand wurde nach Zusatz von 45 ccm gesitt. Natriumhydrogen-
carbonatlésung in Essigester aufgenommen, die Essigesterlésung nacheinander mit je 15 ccm
2 n HCl und Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Aus der i. Vak. einge-
engten Essigesterlosung wurde das Chzo-Gly-Anilid durch Zugabe von Ather/Petrolither-
Gemisch krist. gewonnen. Ausb. 2.9 g (539 d. Th.). Schmp. 143°,

C16H16N203 (2843) Ber. N 9.9 Gef. N9.4

Cbzo-Gly-Gly-Athylester: 0.65 g (0.0063 Mol) Gly-Athylester und 1.32 g (0.0063 Mol)
Cbzo-Gly wurden unter Kiihlung zu 5 ccm einer 1 g Metaphosphorsiiure-drhylester enthaltenden
Chloroformlésung gegeben. Die zunichst entstandene Suspension klirte sich rasch auf dem
siedenden Wasserbad. Nach weiterem 2 stdg. Frhitzen unter RiickfluB wurde aus dem Reak-
tionsgemisch das Chloroform i. Vak. abdestilliert und der Riickstand mit 15 ccm gesitt.
Hydrogencarbonatlosung aufgenommen, wobei der Cbzo-Gly-Gly- Athylester auskristallisierte.
Er wurde nach 12stdg. Stehenlassen bei +4° abgesaugt und mit Eiswasser gewaschen.
Ausb. 0.72 g (389 d. Th.). Schmp. 80°.

Ci4H1sN205 (294.3) Ber. N 9.5 Cbzo 45.9 Gef. N 9.3 Cbzo 45.0

6. Polykondensation von Ala-Gly-Gly

47 mg Ala-Gly-Gly, 0.13 ccm Tri-n-butylamin und 0.17 ccm einer 20-proz. Losung von
P>0s in Didthylphosphit wurden nacheinander in einem kleinen, mit Schliffstopfen versehenen
Kolbchen gemischt. Das Peptid wurde durch 1/, stdg. Erwidrmen auf siedendem Wasserbad
in Lésung gebracht und weitere 2 Stdn. bei 100° gehalten. Nach dem Abkiihlen wurde das
Peptidgemisch durch Atherfillung und Umfillen aus Athanol/Ather gereinigt und dann mit
Fluordinitrobenzol umgesetzt4). Die DNP-Derivate der Polypeptide wurden in Butanol/
Essigsdure/Wasser (4:1:5) absteigend getrennt. Der Substanzgehalt der aus dem Papier-
chromatogramm eluierten DNP-Peptid-Banden wurde nach I. LEuse, H. RESTLE und M.
WIEDEMANNY) quantitativ bestimmt.

10) C. H. Fiske und Y. SuBBAROW, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925].





