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erwarmt. Nach Abdampfen des Losungsmittels wurde vom entstandenen Trichloracetamid 
(21 g, 63 "/, d. Th.) abfiltriert und mit Benzol nachgewaschen. Die benzol. LOsung wurde 2mal 
rnit gesatt. Natriumhydrogencarbonatlosung geschiittelt und anschlieBend das restliche 
Trichloracetamid durch Schiitteln rnit 2 n NaOH entfernt. Nach Waschen und Trocknen der 
benzol. Losung wurde abgedampft und fraktioniert. Sdp.13 155-158". Ausb. 9.2 g (46% d. 
Th.). 

CaHl104P (202.2) Ber. P 15.32 OCHs 30.64 Gef. P 15.13 OCH, 30.17 

Zur lsolierung evtl. entstanddnen Methylphenylphosphats wurde der Hydrogencarbonat- 
auszug angesauert und rnit Ather extrahiert. Nach Entfernen des Athers blieb ein oliger 
Ruckstand, der beim Animpfen rnit Monophenylphosphat durchkristallisierte. Die Substanz 
(2.3 g, Schmp. 95 -97') zeigte keine Schmelzpunktsdepression mit Monophenylphosphat. 

Saure itnd Imidoester im Verhaltnis I :  I :  17.4 g (0. I Mol) Monophenylphosphat und 17.6 g 
(0. I Mol) Methyl-trichluracefimidat wurden in 50 ccm Acetonitril gelost und 24 Stdn. unter 
RuckfluB erhitzt. Die Aufarbeitung wie oben ergab 4.1 g Dimefhvl-pllenyl-phosphat (18 7 ;  
d. Th., bez. auf eingesetzte Siiure bzw. 36% d. Th., bez. auf Imidoester). Aus dem Hydrogen- 
carbonatauszug konnten 8.1 g Monophenylphosphat zuriickgewonnen werden. 

fi) Phosphorsaure-pheti~~lester-bis-~-met~ioxyafl~~lester ( VI k) : I 7.4 g Monophenylphosphat 
und 44.1 g ~ - M e t l i o ~ ~ a t l i ~ l - r r i r h l o r o c ~ t ~ ~ i i d a t  wurden in 80 ccm Acetonitril gelost und 
24 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Die iibliche Aufarbeitung ergab nach 3 maliger Fraktionie- 
rung das reine tert. Phosphat. Ausb. 16.2 6 (56% d. Th.), Sdp.o.1 140- 141'. 

C ~ ~ H I ~ O ~ P  (290.3) Ber. P 10.67 Gef. P 10.51 
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Peptidsynthese iiber Phosphorsaure-aminosaure-anhydride 
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Aus Enolphosphaten und N-geschiitzten Aminosauren werden Phosphorsaure- 
aminosaure-anhydride dargestellt, deren Umsetzung rnit Aminosauren bzw. 

Peptiden zu Di- und hoheren Peptiden fiihrt. 

Nach neueren biochemischen Untersuchungen verlauft die biologische Peptidsyn- 
these iiber gemischte Anhydride zwischen Aminosauren und Adenosin-5'-mono- 
phosphorsaure2.3). Eei dieser Aminosaure-Aktivierung reagiert eine Aminosaure mit 

1 )  1V. Mitteil.: F. CRAMER und H. HETTLER, Chem. Ber. 91, 1181 119581. 
2 )  P. BERG, J. Amer. chem. SOC. 77, 3163 (1955); M. B. HOAGLAND, E. B. KELLER und 

P. C. ZAMECNIK, J. biol. Chemistry 218, 345 [1956]; M. B. HOAGLAND, P. C. ZAMECNIK, 
N. SHARON, F. LIPMANN, M. P. STULBERG und P. 0. BOYER, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 26, 215 [1957]; A. MICHELSON, Nature [London] 181, 375 [1958]; K. OGATA und 
H. NOHARA, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 25, 659 [1957]. 

3) V. V. KONINGSBERGER, CHR. 0. VAN DER GRINTEN und J. TH. G. OVERBEEK, Biochirn. 
biophysica Acta [Amsterdam] 26, 483 [1951. 
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ATP*) zum AMP-Aminosaure-anhydrid und anorganischem Pyrophosphat. In den 
Folgereaktionen wird die an der Carboxylgruppe aktivierte Aminosaure wahrschein- 
lich von Ribonucleinsaure-Bausteinen ubernommen und von dort an Peptide bzw. 
Proteine angebaut. Ribonucleinsaure oder Nucleotide wirken dabei also als Ubertra- 
ger (,,vehicle")3). Wir haben versucht, gemischte Anhydride zwischen substituierten 
Phosphorsauren und Aminosauren darzustellen und sie in Modellreaktionen zur 
Synthese von Peptiden zu verwenden. 

Anhydride zwischen Aminosauren und Phosphorstiuren (= I) wurden bereits mehrfach 
dargestellt. Nach H. CHANTRENNE~) erhalt man I durch Umsetzung von CbO-Aminosaure- 
chlorid * *) mit dem Silbersalz der Phenylphosphorsaure. Einen ahnlichen Weg beschritt 
J. C. SHEEHAN~), der Phthalylglycyl-chlorid mit dem Silbersalz der Dibenzylphosphorsaure 
kuppelte. In Umkehrung dieses Verfahrens gingen A. KATCHALSKY und M. PAECHT~)  vom 
Silbersalz der Aminosaure und Dibenzylphosphorsaure-chlorid aus. TH. WIELAND~) ver- 
wendete Monophenylphosphorsaure-dichlorid bzw. Thiophenylester von Aminosauren7), und 
A. W. D. AVISON~) beniltzte den Austausch von Acylgruppen in Anhydriden. Besonders die 
letzte Darstellungsweise weist auf den Nachteil aller Methoden hin: Die basenkatalysierte 
Disproportionierung in symmetrische Anhydride. Die so dargestellten Anhydride I, die 
allerdings nicht in vollstlndiger Reinheit erhaltlich waren, reagierten mit Aminosauren zu 
Dipeptiden; die Methode stellt im Prinzip eine Abwandlung der ,,Anhydrid-Methode6'9) dar. 

Zum Knupfen der Peptidbindung bot sich nun eine Reaktion an, die wir bereits 
friiher bei Arbeiten uber die Umsetzung von Enolphosphaten mit Carbonsauren und 
Phenolen gefunden hatten und bei der die Gefahr der Disproportionierung weit- 
gehend vermieden wird 10) : Phosphorsaure-diathylester-[~-athoxy-~-carba~ox~vinyl- 
ester] (11, R = C2H.j) setzt sich mit CbO-Aminosluren zum gemischten Anhydrid I 
(R = C2H5; R' = H, Alkyl oder Aryl) um, welches, ohne isoliert zu werden, mit Estern 
oder Natriumsalzen weiterer Aminosauren zu Di- bzw. hoheren Peptiden reagiert. 

0 OCzH5 
--+ 

II I 
(RO)~P-O-C=CH.COZC~H~ + CbO*NH*CHR'*COZH - 

11 0 0  
I1 II 

CHz(COzCzH5)2 + (R0)zP-0 -C-CHR' . NH. CbO 
I 

0 
I1 

I + HzN*CHR'.CO2R' CbO*NH*CHR'-C-NH.CHR-C02R" 

*) AMP = Adenosin-5'-monophosphat, ATP = Adenosin-5'-triphosphat. 
4) Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 4, 484 [1950]. 
5)  J. C. SHEEHAN und V. S. FRANK, J. Amer. chem. SOC. 72, 1312 [1950]. 

6) J. Amer. chem. SOC. 76, 6042 [1954). 
7) a) TH. WIELAND und H. BERNHARD. Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [195I]; b) TH. WIE- 

LAND, E. NIEMANN und G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 68, 305 [1956]. 
8 )  J. chem. SOC. [London] 1%5,732. 
9) Neuere Ubersichten s. a) TH. WIELAND und B. HEINKE, Angew. Chem. 69, 362 [1957]; 

b) W. GRASSMANN und E. WUNSCH, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 13, 444 [1956]; 
c) M. GOODMAN und G. W. KENNER, Advances Protein Chem. 12,465 [1957]. 

10) F. CRAMER und K. G. GARTNER, Chem. Ber. 91, 704 (19581; s. auch vorlaufige Mitteil.: 
F. CRAMER und K. G. GARTNER, Chem. and Ind. 1958, 560. 

**) CbO = Carbobenzoxy. 
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Die Reaktion wird so durchgefuhrt, daD man die Komponenten des ersten Re- 
aktionsschrittes (I1 und CbO-Aminosaure) in Aceton oder Dimethylformamid unter 
AusschluR von Feuchtigkeit 24 Stdn. bei 40" stehen laDt oder 1 Stde. auf 70" erwannt. 
Hierbei bildet sich I in nahezu vollstandiger Ausbeute. Die Reaktionslosung gibt man 
sodann unter Ruhren tropfenweise zu einer waBrigen Natriumsalzlosung einer 
Arninosaure (PH 8-9). Bei der Verwendung von Arninosaureestern kann man auch 
in Benzol arbeiten, das erste Verfahren zeichnet sich jedoch durch besondere Einfach- 
heit aus, da man durch Ansauern der Reaktionslosung direkt die entsprechenden 
CbO-Peptide als freie Sauren gewinnt, wiihrend man bei Verwendung der Ester zunachst 
verseifen muB - eine besonders bei hoheren CbO-Peptidestern nicht irnmer glatt ver- 
laufende Reaktion. Es wurden nach beiden Verfahren verschiedene Di-, Tri- und 
Tetrapeptide hergestellt, namlich CbO-Glycyl-glycin, CbO-Glycyl-glycyl-glycin, CbO- 
Tetraglycin, CbO-Glycyl-alanin, CbO-Glycyl-DL-phenylalanin, CbO-Alanyl-alanin, 
CbO-Alanyl-DL-phenylalanin-athylester, CbO-Glycyl-L-tyrosin-athylester und CbO- 
L-Leucyl-gl ycin-athylester. 

Im Hinblick auf weitere Arbeiten zur Synthese naturlicher Peptidsequenzen wurde 
untersucht, ob beim Arbeiten mit optisch aktiven Aminosauren bei unserer Synthese 
Racemisierungen auftreten. Hierzu wurde einerseits zur Arninolyse von I eine optisch 
aktive Aminosaure verwendet (L-Tyrosin-athylester) und andererseits zur Herstellung 
des gemischten Anhydrides I eine optisch aktive CbO-Aminosaure (CbO-L-Leucin) 
eingesetzt. Bei gemischten Anhydriden besteht grundsatzlich die Gefahr der Racemi- 
sierung. Das Experiment zeigte, dal3 in keinem Falle eine Racemisierung der Amino- 
saure stattfindet. Die Reaktion mit L-Tyrosinester fuhrte mit 80-proz. Ausbeute zum 
entsprechenden Dipeptidester, dessen Drehung 18.3" betrug (Lit.: 18 - 19"). Bei der 
Umsetzung von 11 mit CbO-L-Leucin und anschlieknder Aminolyse rnit Glycinester 
erhielten wir das Dipeptid in 63-proz. Ausbeute rnit einern [ a ] ~  von -27" (Lit.: -25 
bis -27"). 

Bei der Darstellung von I werden nach unserem Verfahren die freien Carbonsauren 
zur Reaktion gebracht ; es ware daher im Prinzip denkbar, die Aminogmppe statt durch 
die CbO-Gruppe durch Salzbildung etwa rnit Benzolsulfonsaure zu schutzen. Ent- 
sprechende Phosphorsaure-aminosaure-anhydride bzw. deren benzolsulfonsaure Salze 
sind in der Tat darstellbar. Allerdings besteht bei der anschlieoenden Reaktion rnit der 
Aminogruppe der zweiten Arninosaure in waBriger Losung die Moglichkeit, daD die 
Benzolsulfonsaure rnit der zweiten Aminosaure ein Salz bildet, wodurch man zu 
uneinheitlichen Produkten k-e. Es muI3 daher noch gepruft werden, ob eine Peptid- 
synthese ohne jede Schutzgruppe nach diesem Verfahren moglich ist. 

Wir danken der ROCKEFELLER-STIFTONG, New York, und der DEUTSCHEN FORSCHUNGS- 
CEMEINSCHAFT, Bad Godesberg, fur die groDzilgige Unterstiitzung der Arbeit. 
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B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Phosphorsaure-diathylester-ja-athoxy-~-corbarhoxy-~~inylester] (11) (zur Darstellung s. 
1. c.10)) ist bei 4" monatelang haltbar und kann auch bei Zimmertemperatur Iangere Zeit 
a uf bewahrt werden. 

Bei den Peptiden sind jeweils nur ausgewahlte Literaturzitate angegeben, fur weitere Ein- 
zelheiten s. 1. c . ~ ~ ) .  

1. CbO-Glycin-anilid: 350 mg CbO-Glycin wurden mit 500 mg 11 gemischt und 2 ccm 
Aceton zugefugt. Nach 16 Stdn. bei 40" wurde mit 320 g Anilin versetzt und die Losung 
im Eisschrank der Kristallisation tiberlassen. Nach einigen Stunden wurde vom Kristallbrei 
abgesaugt und aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 295 mg (62 % d. Th.). CbO-Glycin- 
anilidll) vom Schmp. 146". 

2. CbO-Glycyl-glycin-urhylester: 0.7 g CbO-Glycin in 2 ccm Aceton wurden mit 1.0 g I1 
versetzt und 24 Stdn. bei 40" gehalten. Dann wurden 0.7 g Glycinester in 4 ccm Benzol hinzu- 
gefugt (Erwarmung). Nach 1 Stde. wurde die Losung mit verd. Salzsaure, KHCO3-LBsung 
und Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt und der Ester mit Petrolather (Sdp. 60 bis 
70') ausgefallt: 700 mg CbO-Glycyl-glycin-iithylester~2-~4) (70 % d. Th.) vom Schmp. 82". 
Ein 0.01 molarer Ansatz ergab 74 % Ausbeute. 

3. CbO-Glycyl-DL-alanin-othylesrer: Ansatz 0.01 molar. Verfahren und Aufarbeitung wie 
unter 2. Beim Ausfallen mit Petrolather fie1 der Ester als nicht kristallisierendes 61 an12). 
2.01 g (67 % d. Th.). Der Ester wurde mit 3 ccm 2n NaOH in 1 Stde. bei Raumtemperatur 
verseift. Ansluern mit konz. Salzsaure ergab die freie Saure vom Schmp. 174" (aus waBr. 
Alkoholl2.15)). 

4. CbO-Glycyl-DL-phenylalaniti: 1.04 g CbO-Glycin in 2 ccm Aceton und 1.48 g I1 wurden 
1 Stde. bei 70" gehalten. Nach Erkalten versetzte man mit 2 ccm Benzol und lie13 langsam in 
eine Losung von 0.82 g Phenylalanin und 0.2 g NaOH in 2 ccm Wasser eintropfen. Die 
waDrige Lasung war mit Phenolphthalein versetzt, und es wurde in dem MaBe, in dem sich 
die Losung entfarbte, 2 n  NaOH zugefugt. Nach Abtrennen der Benzolphase wurde die 
waBrige Schicht vorsichtig mit konz. Salzsaure angesauert und das CbO-Peptid aus Wasser 
umkristallisiert. Ausb. 1.05 g (61 % d. Th.); Schmp. 16O0l2,16,17,'8). 

5. CbO-Glycyl-gl.vcin: Ansatz 0.01 molar, Verfahren und Aufarbeitung wie unter 4. Aus- 
beute an freier Saure 82 % d. Th.; Schmp. aus Methanol/Wasser 178"12.19). 

6. CbO-Triglycin: Ansatz 0.005 molar. Verfahren wie bei 4. Ausb. 87 % d. Th.; Schmp. 
(aus Wasser) 198°12,20? 

11) M. BERGMANN und H. FRAENKEL-CONRAT, J .  biol. Chemistry 119, 707 [1937]. 
12) ST. GOLDSCHMIDT und M. WICK, Liebigs Ann. Chem. 575, 217 [1952]. 
13) 0. Sus, Liebigs Ann. Chem. 572, 96 [1951]. 
14) G. W. ANDERSON und R. W. YOUNG,. J. Amer. chem. SOC. 74, 5307 [1952]. 
15) TH. WIELAND und R. SEHRING, Liebigs Ann. Chem. 569, 122 [1950]. 
16) TH. WIELAND, W. SCHAFER und E. BOKELMANN, Liebigs Ann. Chem. 573, 99 (19511. 
17) J. R. VAUGMN IR. und R. L. OSATO, J. Amer. chem. SOC. 74, 676 [1952]. 
18) Sr. GOLDSCHMIDT und F. OBERMEIER, Liebigs Ann. Chem. 588,24 [1954]; G. W. ANDER- 

19) J. I. HARRIES und T. S. WORK, Biochem. J. 46, 582 [1950]. 
20) A. STOLL und T. PETRZILKA, Helv. chim. Acta 35, 589 (19521. 

SON, J. BLODINGER und A. D. WELCHER, J. Amer. chem. SOC. 74, 5309 (19521. 
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7. CbO-Tetragljrin: Ansatz 0.005 molar. Durch Umsetzung des Anhydridcs I ( R =  H) 
mit Triglycin-Na-Salz. Verfahren und Aufarbeitung wie bei 4.. 5. und 6. Ausb. 81 :/, d. Th. ; 
Schmp. 228" (Zers.) (aus Wasser)2l). 

8. CbO-DL-Alanyl-DL-a/a/rin: Ansatz 0.005 molar. Verfahren und Aufarbeitung wie unter 
4., 5. und 6. Ausb. 76 % d. Th.; Schmp. 140" (aus Methanol/Wasssr)22). 

9. CbO-DL-Alutr~l-DL-phen~lula~ri t i -at l~~~ester:  1.12 g CbO-Alanin wurden in 2 ccm Aceton 
gelost und mit 1.48 g I1 gemischt. Nach 1 Stde. bei 70' lien man unter Ruhren in eine Sus- 
pension von 1.35 g Phenylalanin-athylester-hydrochlorid und 2.02 g Triathylamin in 4 ccrn 
Benzol eintropfen. Alsbald wurde mit verd. Salzsaure, KHC03-Ldsung und Wasser ge- 
waschen, getrocknet, eingeengt und der Ester mit Petrolather ausgefiillt. Ausb. 1.13 g (68 % 
d. Th.); Schmp. 112"23). 

10. CbO-G/.vcy/-L-fyrosin-airhylester: 2.08 g 1 1  wurden mit 1.46 g CbO-Glycin in 2 ccm 
Aceton 1 Stde. bei 70" gehalten. Das Reaktionsgemisch lieB man danach unter Kuhlung in 
eine Losung von 1.27 g Tyrosin-athylester und 0.7 g Triathylamin in 4 ccm Essigester ein- 
tropfen. Nach der iiblichen Aufarbeitung wurde cingeengt und mit Petrolather ausgefallt. 
Ausb. 2.09 g Dipeptidester (80 % d. Th.); Schmp. 126". [u]g : + 18.3" (c == 5, AthanoI)*4.14.17,23). 

I 1. CbO-~-Lertc.~/-glyci/r-ur~.~lesrer: Ansatz 0.005 molar. CbO-r-Leucin und I I  wurden ge- 
mischt und l Stde. bei 70" gehalten. Dann IieD man in eine Losung von Glycin-Lthylester in 
2 ccm Benzol unter Kiihlung eintropfen. Nach der iiblichen Aufarbeitung wurde mit Petrol- 
ather gefallt. Ausb.l.l g(63 % d.Th.); Schmp. 101'. [alg: -27'(c = 

21) ST. GOLDSCHMIDT und H. LAUTENSCHLAGER, Liebigs Ann. Chem. 580, 68 (19531; 

22) B. F. ERLANGER und E. BRAND, J. Amer. chem. SOC. 73, 3508 [1951]. 
23) J. R. VAUGHANJR. und R. L. OSATO, J. Amer. chem. SOC. 73, 5553 (19511. 
24) a) TH. WIELAND und B. HEINKE, Liebigs Ann. Chem. 599, 70 [1956]; b) R. W. YOUNG, 

2 5 )  J. F. ARENS, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 74, 769 (19551. 

R. SCHWYZER, B. ISELIN, W. RI-ITEL und P. SIEBER, Helv. chim. Acta 39, 872 [1956]. 

K. H. WOOD, R. J .  JOYCE und G .  W. ANDERSON, J. Amer. chem. SOC. 78, 2126 [1956]. 
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