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Spaltung mit Piperidin: 1.61 g 2.2-Diphenyl-1.3-dithiolan-1.1.3.3-tetroxyd wurden in 25 ccm
Piperidin 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. Es wurde mit Chloroform und Wasser aufgetrennt.
Wir erhielten aus Athanol 0.9 g Benzhydryl-[B-piperidino-ithyl]-sulfon, Schmp. 121°. Die
Aufarbeitung der Mutterlauge erbrachte 556 mg vom Schmp. 121°; Ausb. 1.46 g (85% d. Th.).

C0H2sNO;S (343.5) Ber. C69.93 H 7.34 N 4.08 S9.33
Gef. C69.63 H7.32 N4.15 $9.94

Spaltung mit dthanol. Natronlauge: 100 mg 2.2-Diphenyl-1.3-dithiolan-1.1-dioxyd in 50 ccm
1 n 4thanol. NaOH erhitzten wir 1 Stde. unter RiickfluB. Dann wurde mit Chloroform und
Wasser aufgetrennt. Der CHCIl3-Riickstand wurde aus Dipropyliather umkristallisiert. Wir
erhielten 17mg (15% d.Th.) Substanz vom Schmp. 100—101°. Der Misch-Schmp. mit
Benzhydryl-[ B-ithoxy-dthyl ]-sulfon ergab keine Depression; die IR-Spektren waren identisch.

ALEXANDROS COSMATOS, IPHIGENIA PHOTAKI
und LEONIDAS ZERVAS

Peptidsynthesen iiber N-Phosphorylaminosiiure-phosphorsiiure-
anhydride12

Aus dem Laboratorium fiir Organische Chemie der Universitiat Athen

(Eingegangen am 27. Marz 1961)

N-Dibenzylphosphoryl(DBP)-aminosiuren (II) werden unter der Einwirkung
von Diphenylphosphoryl(DPP)-chlorid in gemischte Anhydride II! iibergefithrt
und diese mit Aminosiure-benzylestern gekuppelt. Die erhaltenen N-DBP-Di-
peptid-ester IV werden durch katalytische Hydrierung oder durch Bromwasser-
stoff simtlicher Benzylgruppen entledigt und unmittelbar in die freien Peptide VI
{ibergefiihrt, da die intermediir sich bildenden N-Phosphoryl-peptide V infolge
der herrschenden sauren Reaktion sofort entphosphoryliert werden. — Carbo-
benzoxy- bzw. Trityl-aminosiduren lassen sich ebenfalls mit DPP-Chlorid in
gemischte Anhydride iiberfilhren und somit auch auf diese Weise mit anderen
Aminosiuren verbinden.

Bekanntlich hingen die Fortschritte in der Synthese von Peptiden einerseits von
der Auffindung passender Schutzgruppen fiir die Aminogruppe der Aminosiuren,
andererseits von der Auffindung leistungsfihiger Methoden zur Verkniipfung des
Carboxyls mit der Aminogruppe? ab. Im folgenden berichten wir iiber neuere Ver-
suche unseres Laboratoriums in diesen beiden Richtungen. Zuerst werden wir uns
mit dem Problem der voriibergehenden Blockierung der Aminogruppe befassen.

1) Auszugsweise vorgetragen am 2. Europ. Peptid-Symposium, in Miinchen, 1959.

2) Teil der Dissertat. A. CosMATOs, Univ. Athen, 1959.

3) J. P. GREENSTEIN und M. WinrTz, Chemistry of the Amino Acids, John Wiley & Sons,
Inc., New York, 1961; J. S. FRuTON, Advances in Protein Chemistry, Bd. V, S. 1, Aca-
demic Press Inc., New York 1949; M. GoopMaN und G. W. KENNER, ebenda Bd. XII,
S. 465, 1957; TH. WIELAND, Angew. Chem. 63, 7 [1951]; ebenda 71, 417 [1959]; R. SCHWYZER,
Annu. Rev. Biochem., Bd. XXIX, Annual Reviews Inc., Stanford, Cal., 1960.
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Drei Jahrzehnte nach seiner Einfihrung stellt das Carbobenzoxyverfahren4) immer noch
die Hauptmethode fur die synthetische Bereitung von Peptiden dar, insbesondere seitdem es
auf die meisten Aminosduren ausgedehnts) und an die Eigenart mancher von ihnen, z. B.
des Lysins6.7), des Cysteins-Cystins 8 und des Arginins% angepafBt wurde. Inzwischen sind
mehrere neuere Methoden? vorgeschlagen worden, von denen manche, z. B. die Toluol-
sulfo-3.10), die Phthaloyl-3.11), die Trifluoracetyl-3.12), besonders aber die Trityl-Methode7.13-15),
in speziellen Fillen gute Dienste leisten.

Den neuen Methoden fiigen wir nunmehr eine weitere hinzu, die sozusagen ein
,,Nebenprodukt* unserer Arbeit iiber N-phosphorylierte Aminosiurenl6) ist. Bei
dieser Methode wird die Aminogruppe voriibergehend mit einem Dibenzylphosphoryl-
(DBP)-Rest blockiert.

Dibenzyl- bzw. p-substituierte Dibenzyl-phosphorsiure-ester, die bekanntlich sehr
leicht durch Einwirkung von Natriumjodid auf die entsprechenden Triester erhiltlich
sind17), haben sich als sehr wertvolle Ausgangsmaterialien fiir die Bereitung von
Phosphorsiure-monoestern und Phosphamidsiduren erwiesen16-21), Durch Kupplung

4 M. BERGMANN und L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932].

5) Uber die diesbeziiglichen Arbeiten von M. BERGMANN und L. ZERVAS, vgl. zusammen-
fassende Literatur L.¢.3,

6) M. BERGMANN, L. Zervas und W. F. Ross, J. biol. Chemistry 111, 245 [1935).

7) B. BEzas und L. ZErvas, J. Amer. chem. Soc. 83, 719 [1961].

8) R. H. SIFFERT und V. DU VIGNEAUD, J. biol. Chemistry 108, 753 [1935}; C. R. HARING-
ToN und T. H. MEAD, Biochem. J. 29, 1602 [1935]; L. Zervas und I. PHoTAK], Chimia
[Ziirich] 14, 375 [1960}.

9} M. BERGMANN, L. Zervas und H. RINkE, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 224, 40
[1934]; D. T. GisH und F. H. CARPENTER, J. Amer. chem. Soc. 75, 5872 [1953]; G. W. ANDER-
SON, ebenda 75, 6082 [1953); K. HOFMANN, A. RHEINER und W. D. PECKHAM, ebenda 75,
6084 [1953]; H. O. VAN OrDEN und E. L. SMITH, J. biol. Chemistry 208, 751 [1941]; L. ZervaAs,
M. WinITZ und J. P. GREENSTEIN, J. org. Chemistry 22, 1515 [1957]; L. Zervas, T. T. OTANI,
M. WiNnrtz und J. P. GREENSTEIN, J. Amer. chem. Soc. 81, 2878 [1959]; L. Zervas, M.
WiniTz und J. P. GREENSTEIN, ebenda 83, 3300 [1961].

10) R. SCHONHEIMER, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 154, 203 [1926]; V. pu VIGNEAUD
und O. K. BEHRENS, J. biol. Chemistry 117, 27 [1937}; J. HonzL und J. RUDINGER, Collect.
czechoslov. chem. Commun. 20, 1190 [1955].

11) J, G. SHEEHAN und V. S. FRANK, J. Amer. chem. Soc. 71, 1856 [1949]; D. A. Kipp
und F. E. KING, Nature [London] 162, 776 [1948].

12) F, WeYGAND und E. CSENDES, Angew. Chem. 64, 136 [1952]; Chem. Ber. 87, 248 [1954];
F. WEYGAND und G. ADERMANN, ebenda 93, 2334 [1960].

13) A. HiLLMANN-ELIES, G. HILLMANN und H. JATzKEwWITZ, Z. Naturforsch. 8b, 445 [1953].

14) L. VELLuz, G. AMIARD und R. Heymes, Bull, Soc. chim. France 1955, 1283; G. AMIARD,
R. HeyMmis und L. VELLUZ, ebenda 1955, 191; ebenda 1956, 97, 698; L. VELLUZ, G. AMIARD,
J. BARTOS, B. GOrINET und R. HEYMES, ebenda 1956, 1464.

15} a) L. ZErvAs, Communications du XIV Congrés International de Chimie Pure et
Appliquée, Ziirich 1955, S. 224; D. THEODOROPOULOS, Dissertat., Univ. Athen 1953; G. C.
STELAKATOS, Dissertat.,, Univ. Athen 1954; b) L. Zervas und D. M. THEODOROPOULOS,
J. Amer. chem. Soc. 78, 1359 [1956]; G. C. STELAKATOS, D. M. THEODOROPOULOS und" L.
ZervAas, ebenda 81, 2884 [1959].

16) L. Zervas und P. KATSOYANNIS, J. Amer. chem. Soc. 77, 5351 [1955].

17) L. Zervas und 1. DILARIS, J. Amer. chem. Soc. 77, 5354 [1955]); Chem. Ber. 89, 925
[1956]).

18) L. Zervas, Naturwissenschaften 27, 317 [1939].

19) F. R. ATHERTON, H.T. OPENsHAW und A. R.Topp, J. chem. Soc. [London] 1945,
382, 660.

200 S, O. L1, J. Amer. chem. Soc. 74, 5959 [1952]; S. O. L1 und R. E. EAKIN, ebenda 77,
1867 [1955).

21) L, ZervAs und S. Konstas, Chem. Ber. 93, 435 [1960].
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der Chloride der obigen Diester mit Aminosdureestern und Verseifung der sich bil-
denden Produkte I erhilt man N-DBP-Aminosiduren II, die bei der Entfernung der
Benzylgruppen durch katalytische Hydrierung!6-19 in alkalischem Medium zu
N-Phosphoryl-aminosdure-Salzen umgewandelt werdenl6). In diesen letzten Ver-
bindungen und im Gegensatz zu ihren Dibenzylderivaten II ist die P—N-Bindung
gegen Sduren besonders empfindlich; schon bei pH 4 und bei Raumtemperatur wird
sie in wenigen Minuten quantitativ hydrolytisch gespalten16),

H;N-CH(R)-COzR’

(ArCH,0),POCI1 (ArCH,0),PO-NH-CH(R)-CO,R’ I
lone
(ArCH;0);PO-NH:CH(R)-CO,H II
lpd, Hj; OH®©
eQ
pH 4 AN
H3PO4,HN-CH(R)-COH  «—— /POoNH-CH(R)-COOQ
°0

Ia, Ifa: Ar = (p)NO,C¢Hy, R = CH3

Ib, IIb: Ar = (p)NO,CsHs, R = CsHsCH;

Ic, Ilc: Ar = (p)NO,CgH4, R = (CH;);CHCH;
Id, IId: Ar = (p)BrC¢H4, R = (CH3);CHCH,
Te: Ar = (p)JCsH4, R = (CH3);CHCH,
Ia, Ib, Ic, Id, Ie: R’ = CH;

Fiir die Zwecke vorliegender Arbeit muBte man zunidchst die oben erwdhnten
DBP-Aminosiuren II mit Aminosidureestern kuppeln. Mit Hilfe der Methode der
gemischten Anhydride22), speziell solcher, die durch Wechselwirkung zwischen DBP-
Aminosduren und Chlorameisensidureestern entstehen23.24), lieB sich eine Peptid-
bildung nur beim DBP-Glycin und zwar mit nur geringer Ausbeute erzielen; alle
anderen DBP-Aminosiuren lieBen sich auf diese Weise nicht in Peptide iiberfiihren.
Andererseits konnte nur der DBP-Glycinester mit Hydrazin in das entsprechende
Hydrazid umgewandelt werden, nicht aber die iibrigen DBP-Aminosdureester. Alles
dies erinnert an das analoge Verhalten der Trityl-aminosduren 39,

Diese Kupplungsschwierigkeit 148t sich, wie festgestellt wurde, durch Verwendung
gemischter Anhydride aus DBP-Aminosduren und Phosphorsdurediestern (Dialkyl-
oder Diphenyl-estern) III leicht iiberwinden. Bei der praktischen Ausfiihrung der
Reaktion werden in einem indifferenten Losungsmittel nacheinander dquimolekulare
Mengen von DBP-Aminosiure, Tridthylamin und DPP-Chlorid25 zugegeben und
anschlieBend die Losung nach wenigen Minuten mit Aminosiureestern, vorzugsweise
Benzylestern, versetzt; in sehr guter Ausbeute bilden sich hierbei die entsprechenden
Dipeptidderivate IV und Diphenylphosphorsidure, die sich sehr leicht aus dem Re-

22) TH. WiELAND und R. SEHRING, Liebigs Ann. Chem. 569, 122 [1950]; G. W. KENNER
und R. J. STEDMAN, J. chem. Soc. [London] 1952, 2069.

23) R. A. BorssonNas, Helv. chim. Acta 34, 874 [1951].

24) J. R. VAUGHAN und R. L. OsATo, J. Amer. chem. Soc. 73, 5553 [1951].

25) P. BrRigL und H. MULLER, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 2121 {1939].
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aktionsgemisch entfernen 148t *). Es ist interessant festzustellen, daB bei diesen Peptid-
synthesen Phosphorsiurederivate beide Rollen libernehmen, sowohl den Schutz der
Aminogruppe als auch die Aktivierung des Carboxyls. Diese Aktivierungsmethode
ist eine Variation analoger Methoden, die sich statt Diphenyl- oder Dialkylphosphoryl-
chloriden anderer Phosphorsiurederivate26) bedienen. Auch Carbobenzoxy-amino-
sduren, sogar Trityl-aminosduren, lassen sich ebenfalls sehr leicht und in sehr guter
Ausbeute auf die oben geschilderte Weise mit Aminosiureestern umsetzen. Eine
Verkniipfung von DBP-Aminosiuren mit Aminosdureestern kann ferner auch durch
Carbodiimide 27 bewirkt werden.
(CHsiN i (“)/OC“HS
11 4+ (C¢Hs50),POCI —————  (ArCH,0);,PO-NH-CH(R)-C-O-P
I OC¢Hs
H:N-CH(R")- CO,CH;-CgHs

(ArCH»0)>PO-NH-CH(R)-CO-NH-CH(R’)-CO2CH;-CsH;s

v
v 5‘;—:’» (HO);PO-NH-CH(R)-CO-NH-CH(R")-CO;H -+ 2 (p)CH3C¢HsNH; + C¢HsCH;3
v
v 29, H,N-CH(R)-CO-NH-CH(R’)-CO;H, H;PO,
VI
HBr/CHCl,

Iv —_— VI + 2 (p)NO2-CgH4-CHBr + CgHsCH2Br -+ H3PO4

Ar = (p)NOCsH,

IVa, VIa: R = CsHsCHa, R=H

IVb, VIb: R = CgHsCHa, R‘= (CH3);CHCH,
IVe, VIe: R=H, R’= (CH3);CHCH,
IVd, VId: R = (CH;),CHCH;, R'=H

Werden nunmehr die solcherweise bereiteten DBP-Dipeptid-benzylester IV kata-
lytisch hydriert, so erhilt man unmittelbar die freien Dipeptide V1, da die intermedidr
sich bildenden N-Phosphoryl-dipeptide V infolge des sauren Reaktionsmediums
sofort entphosphoryliert werden. Die Isolierung der freien Peptide erfolgt am besten
durch Verwendung von geeigneten Ionenaustauschern. Einfacherweise kann die
Entfernung simtlicher Schutzgruppen auch durch Einwirkung von Bromwasserstoff
in Chloroformlosung bewerkstelligt werden. Nach Beendigung der Reaktion wird die
Chioroformlosung mit Wasser extrahiert, wobei das Dipeptid in die wiBrige Phase
iibergeht; im Chloroform verbleiben Benzylbromid und p-substituiertes Benzyl-
bromid.

*) N-Diphenylphosphoryl-aminosiure-ester bilden sich hierbei nur in sehr untergeord-
netem MaBe; ihr Betrag schwankt zwischen 0.5 und 29,. VerhiltnisméBig griBere Mengen
(bis zu etwa 20 %) entstehen jedoch immer als Nebenprodukte bei Kupplung mit Glycinestern.

26) TH. WIELAND und H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem. 5§72, 190 [1951]; A. KATSCHALSKI
und M. PAECHT, J. Amer. chem. Soc. 76, 6042 [1954); TH. WiELAND und B. HEINKE, Liebigs
Ann. Chem. 5§99, 70 [1956]; R. W. YouNgG, K. H. Woop, R. J. JoyCeE und G. W. ANDERSON,
J. Amer. chem. Soc. 78, 2126 [1956]; F. CRAMER und K. G. GARTNER, Chem. Ber. 91, 1562
[1958]; P. C. CroFTs, J. H. A. MARKES und H. N. RyDoN, J. chem. Soc. ([London] 1959, 3610.

27) J. C. SHEEHAN und G. P. Hsss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1068 [1955]).
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Der Hauptwert der neuen Methode diirfte im allgemeinen in der Tatsache liegen,
daB die p-Nitro(Brom oder Jod)-DBP-aminosduren und -peptide in der Regel sehr
gut kristallisieren. Eine Racemisierung bei Dipeptidsynthesen mit DPP-Chlorid haben
wir bis jetzt nicht beobachtet.

Im Gegensatz zu den DBP-Aminosiureestern bilden die DBP-Peptidester sehr
leicht Hydrazide, die in die entsprechenden Azide umgewandelt und fiir eine Ver-
lingerung der Peptidkette verwendet werden konnen, zumal, wie es scheint, bei der
Azidkupplungsmethode gewdhnlich keine Racemisierung eintritt. Eine solche Ketten-
verlingerung eines N-geschiitzten Di- oder Polypeptidderivates mit Hilfe von ge-
mischten Anhydriden wird gewohnlich von geringer oder weitgehender Racemi-
sierung begleitet28), Auch DPP-Chlorid bewirkt, wie wir festgestellt haben, erhebliche
Racemisierung beim Versuch, mit seiner Hilfe Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanin
mit Glykokoll zu kuppeln.

Im Verlauf unserer Arbeit haben wir ferner an die Moglichkeit gedacht, auch DPP-
Aminosiuren fiir Peptidsynthesen zu verwenden und nach erfolgter Peptidbildung die
Phenylgruppen durch Kkatalytische Hydrierung in Gegenwart von Platinoxyd zu
entfernen. Solche DPP-Aminosduren kénnen aber nicht durch Verseifung der ent-
sprechenden Ester VII bereitet werden, da hierbei neben der Verseifung gleichzeitig
Abspaltung von einer Phenylgruppe und Bildung von N-Monophenylphosphoryl-
aminosdure-Salzen (VIII) stattfindet!16).

ono  CoHSO_
(CsHs0);PO-NH-CH(R)-CO,R* —2, “PO-NH.CH(R)-CO0°
0
viI lpd’H’ vIII Toﬂe
— CsHsOH
(CeHs0),PO-NH -CHR)-CO,H —, cH,0PO
X o N X

| |
CO—CH-R
VIila, VIlla, IXa, Xa: R = CsHsCH;

VIIb, VIIIb, IXb, Xb: R =H
Vila, VIIb : R’= CsHsCH>

Um iiberhaupt Alkalien zu vermeiden, haben wir versucht, DPP-Aminosiuren
durch Pd-katalysierte Hydrierung ihrer Benzylester (VIla, VIIb) zu bereiten. Zu
unserer Uberraschung stellten wir fest, daB die Abhydrierung der Benzylgruppe auch
in wasserfreien, indifferenten Losungsmitteln stets mit der Bildung von genau einem
Mol. Phenol einherging. Anscheinend sind die intermedidr sich bildenden N-DPP-
Aminosduren IX, im Gegensatz zu den DBP-Aminosiuren II, unbestindig und
gehen unter Abspaltung von Phenol in intramolekulare ,,gemischte Anhydride* X
iiber. Allerdings ist es nicht gelungen, diese Anhydride in reiner, kristallisierter Form

28) a) G. W. ANDERSON, J. BLODINGER und A. D. WELCHER, J. Amer. chem. Soc. 74, 5307
[1952); G. W. ANpersoN und F. M. CALLAHAN, ebenda 80, 2902 [1958]; b) H. SCHWARZ
und F. M. Bumpus, J. Amer. chem. Soc. 81, 890 [1959]; N. A. SMART, G.T. YounGg und
M. W. WiLL1AMS, J. chem. Soc. [London] 1960, 3902.
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zu erfassen; es wurde nur festgestelit, daB sie, wie es zu erwarten war, durch Alkalien
besonders leicht hydrolysiert und in die oben erwihnten N-Monophenylphosphoryl-
aminosiure-Salze (VIII) iibergehen. Umgekehrt konnen solche Salze, nach Angaben
der Literatur 29), unter der Einwirkung von Schwefeltrioxyd in ,,gemischte Anhydride*
X zuriickverwandelt werden.

Vorliegende Arbeit wurde mit Hilfsmitteln ausgefiihrt, welche die K&NIGLICH GRIECHISCHE
FORSCHUNGSSTIFTUNG in dankenswerter Weise meinem Laboratorium zur Verfiigung stellte.

L. Zervas.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die bei der Bereitung der gemischten Anhydride und die bei der Durchfithrung der Kupp-
lungen verwendeten Ldsungsmittel wie Tetrahydrofuran (THF), Dioxan oder Chloroform
waren wasserfrei. Das Verdampfen der Lsungsmittel erfolgte stets i. Vak. bei 30—40°.

Zur Analyse wurden die Substanzen i. Hochvak. iber Diphosphorpentoxyd bei 56° ge-
trocknet; die freien Peptide wurden bei 78° getrocknet. Der Phosphorgehalt wurde elektro-
photometrisch nach O. H. Lowry und J. A. LopEz30) ermittelt, nachdem die Substanz vorher
nach der Methode von R.J. L. ALLEN3D) mit 60-proz. HCIO4 unter wiederholtem Zusatz
von Perhydrol aufgeschlossen worden war.

Die Analysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium der KONIGLICH GRIECHISCHEN
FORSCHUNGSSTIFTUNG (Leiter: CH. MANTZOS) ausgefithrt, wofiir wir bestens danken.

Bis-[ p-brom-benzyl]-phosphorylchlorid: Eine Suspension von 4.3 g (10 mMol) Bis-/p-brom-
benzyl]-phosphorséure 1T und 2.4 g fein gepulvertem Phosphorpentachlorid in 50 ccm Chloro-
form wird unter maBiger Kithlung bis zur L3sung geschiittelt. Das bei Zugabe von Petrol-
dther zu der filtrierten L¥sung sich abscheidende sirupdse Chlorid kristallisiert bald durch
Reiben und Kiihlung. Ausb. 4.3 g (95% d. Th.); Schmp. 57° (aus Chloroform/Petrolither).

C14H)2Br;CIO3P (454.5) Ber. C17.80 P 6.82 Gef. C17.90 P 6.95

N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl]-L-alanin-methylester (1a): Die eisgekiihlte Losung von
1.4 g (10 mMol) L-Alanin-methylester-hydrochlorid in 30 ccm Chloroform und 2.8 ccm Tri-
athylamin wird mit 3.8 g (10 mMol) Bis-[p-nitro-benzyl]-phosphorylchlorid? versetzt und
nach 12stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur mit Wasser, verd. Salzsdure, Kaliumhydro-
gencarbonat und schlieBlich mit Wasser gewaschen. Der nach Trocknen und Abdampfen
des Chloroforms verbleibende Riickstand wird aus wenig Athanol umkristallisiert. Ausb.
4.1 g (90% d. Th.), Schmp. 88 —89°.

C13H20N306P (453.3) Ber. N 9.27 P 6.83 Gef. N 9.20 P6.79

Nach dieser Vorschrift werden in analoger Weise simtliche weiter unten angefiihrten
N-[Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl]-, N-[Bis-(p-brom-benzyl)-phosphoryl}- und N-[Bis-(p-
jod-benzyl)-phosphoryll-aminosiureester durch Einwirkung von Bis-[p-nitro-benzyl}-17),
Bis-[ p-jod-benzyl]-17) und Bis-[p-brom-benzyl}-phosphorylchlorid auf die betreffenden Amino-
siureester bereitet.

N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl |- L-phenylalanin-methylester (1b): Ausb. 80% d. Th.;
Schmp. 111° (aus wenig Athanol).
C24H24N309P (529.4) Ber. N7.96 P 5.85 Gef. N7.72 P 5.80

29) H, KeLLer, H. NeTTeR und B. NiEMANN, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 313, 244
[1958].

30) J. biol. Chemistry 162, 421 [1946]. 31) Biochem. J. 34, 858 [1940).
Chemische Berichte Jahrg. 94 170
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N-{ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl ]- L-leucin-methylester (Ic): Ausb. 80%, d. Th., Schmp.
75—76° (aus Ather/Petrolither).

C21Hp6N3O09P (495.4) Ber. N 8.48 P 6.25 Gef. N 847 P6.18
N-[ Bis-( p-brom-benzyl)-phosphoryl - L-leucin-methylester (Id): Ausb. 89% d. Th.; Sirup
C21Hp6BraNOsP (563.2) Ber. N 2.49 P 5.50 Gef. N 2.65 P 5.62

N-{ Bis-( p-jod-benzyl)-phosphoryl ]- L-leucin-methylester (Ie): Ausb. 80% d. Th.; Schmp.
48° (aus Cyclohexan/Petrolither).

Cy1H26J2NOsP (657.2) Ber. J38.62 N 2.13 Gef. J 38.82 N 2.23

N-[Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl] - L- asparaginsiiure - dibenzylester: Ausb. 90%, d. Th.;
Schmp. 101° (aus Methanol).
C32H30N30( P (663.6) Ber. N 6.33 P4.67 Gef. N 6.46 P 4.61

N-[Bis-(p-nitro-benzyl) - phosphoryl ] - L - glutaminséiure - dibenzylester: Ausb. 889, d. Th.;
Schmp. 84° (aus Athanol).

C33H3,N30 (P (677.6) Ber. N 6.20 P 4.57 Gef. N 6.32 P 4.52

N-{Bis-(p-nitro-benzyl) - phosphoryl] - L - glutaminséure - dicithylester: Ausb. 729 d. Th.;
Schmp. 94° (aus Athanol).

C23H23N3011P (553.6) Ber. N 7.59 P 5.60 Gef. N 7.75 P 5.52

N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl ]-L-alanin (Ila): Die Losung von 2.3 g (5 mMol) la
in 10 ccm Methanol und 5 ccm Dioxan wird mit 7.5 ccm n methanol. KOH versetzt und nach
1stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur mit 200 ccm dest. Wasser verdiinnt und anschlie-
Bend zwecks Entfernung von unverseiftem Ester mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem
Ansiduern mit Salzsdure wird die wiBr. Losung wiederholt mit Ather ausgeschtittelt, der
Atherextrakt mit Wasser gewaschen, getrocknet und stark eingeengt, wobel sich //a in Nadeln
abscheidet. Ausb. 1.6 g (709 d. Th.), Schmp. 60 —62°.

C;7H3N30gP (439.3) Ber. N9.57 P7.05 Gef. N9.30 P 7.02

N-{ Bis-( p-nitro-benzyl )-phosphoryl )-L-phenylalanin (IIb) wird durch Verseifung des entspr.
Esters Ib in analoger Weise wie Ila aus [a erhalten. Ausb. 87% d. Th.; Schmp. [27—128°
(aus wenig Athanol).

C23H22N309P (515.4) Ber. N 8.15 P6.01 Gef. N 8.05 P 6.01

N-[ Bis-( p-nitro-benzyl)-phosphoryl ]-L-leucin (IIc) wird durch Verseifung des entspr.
Esters I¢ in analoger Weise wie Ila aus la erhalten. Ausb. 909 d. Th.; Sirup.

C20H24N300P (481.4) Ber. N 8.73 P 6.43 Gef. N 8.50 P 6.58

N-{ Bis-(p-brom-benzyl)-phosphoryl]-L-leucin (Ild) wird durch Verseifung des entspr.
Esters Id in analoger Weise wie 1la aus la erhalten. Ausb. 909, d. Th.; Schmp. 81° (aus
Athanol/Wasser).

Ca0H24Br2NOsP (549.2) Ber. N 2.55 P 5.64 Gef. N 2.48 P5.50

Carbobenzoxyglycin-anilid: Einer auf 0° gekiihiten Losung von 2.1 g (10 mMol) Carbo-
benzoxyglycin® und 1g (1.4 ccm, 10 mMol) Tridthylamin in 15ccm THF werden 2.7g
(10 mMol) DPP-Chlorid 25) zugegeben. Die auf diese Weise bereitete Lésung des entsprechen-
den gemischten Anhydrids, die mit Tridthylamin-hydrochlorid-Kristallen durchsetzt ist,
wird nach 10 Min. Aufbewahren bei 0° mit einer Losung von I ccm Anilin und 1.4ccm Tri-
dthylamin in 15 ccm THF vermischt. Nach weiterem 3stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur
wird die Mischung zur Trockne verdampft und der Riickstand mit 20 ccm gesitt. Kalium-
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hydrogencarbonatldsung versetzt. Das Anilid wird filtriert und aus Methanol/Wasser um-
kristallisiert. Ausb. 2.15 g (75% d. Th.); Schmp. 145—147° (Lit. 29: 146 —147°).

Verwendet man statt DPP-Chlorid das Di4thyl-32) oder Diisopropyl-phosphoryl-chlorid32),
so ist die Ausb. an Anilid 52% bzw. 62% d. Th.

N-[ Bis- (p-nitro-benzyl)-phosphoryl ]- L-phenylalanyl-glycin-benzylester (IVa). Weg a): Der
Losung von 1 g (5 mMol) Glycin-benzylester-hydrochlorid oder 1.7g Glycin-benzylester-
tosylat3’) in 30 ccm Chloroform und 0.7 ccm Tridthylamin werden 2.6 g //b (5 mMol) und
anschlieBend 1.1 g Dicyclohexylcarbodiimid?? zugesetzt. Nach 6stdg. Stehenlassen bei
Raumtemperatur wird wenig wiBrige Essigsdure (0.2 ccm) zugesetzt und nach weiterem
1stdg. Stehenlassen der abgeschiedene Dicyclohexylharnstoff (1 g) abfiltriert. Das Filtrat
wird mit verd. Salzsiure, Wasser, Kaliumhydrogencarbonat und wieder mit Wasser ge-
waschen, getrocknet, zur Trockne verdampft und der Riickstand aus Athanol umkristallisiert.
Ausb. 2.2 g (83% d. Th.), Schmp. 135°; [«]3’: —8° (¢ = 1.5, in Chif).

Ci3H31N4OoP (662.5) Ber. N 8.46 P 4.67 Gef. N 8.28 P 4.60

Weg b): Einer auf 0° gekithlten L8sung von 2.6 g (5 mMol) /76 in 15ccm THF und 0.7 ccm
Tridthylamin werden 1.35 g (5 mMol) DPP-Chlorid zugesetzt. Nach 10 Min. Stehenlassen
bei 0° wird die Mischung einer Lésung von 1.7 g (5 mMol) Glycin-benzylester-tosylat3? in
15ccm THF und 1.4 ccm Tridthylamin zugefiigt und nach mehrstiindigem Stehenlassen
bei Raumtemperatur zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird mit 150 ccm Essigester
und mit Wasser behandelt, der Essigesterauszug mit verd. Salzsdure, Wasser, Kaliumhydro-
gencarbonat und wieder mit Wasser gewaschen und zur Trockne verdampft. Beim Umkri-
stallisieren des Riickstandes aus Athanol erhilt man 2.3 g (70% d. Th.) /Va, Schmp. und
Misch-Schmp. 135—136°; [«]®: —8.2° (¢ = 1.5, in Chlf.).

N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl |- L-phenylalanyl- L-leucin-benzylester (IVb) wird analog
IVa aus IIb und r-Leucin-benzylester?) auf einem der beiden Wege (vgl. oben), a (Ausb.
802 d. Th.) oder b (Ausb. 75% d. Th.), erhalten; Schmp. 108° (aus Athanol).

C36H39N4O1oP (718.7) Ber. N 7.80 P 4.31 Gef. N7.53 P4.28

N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl]-glycyl- L-leucin-benzylester (1Vc) wird analog IVa aus
N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl]-glycin und L-Leucin-benzylester® nach der Carbodi-
imid-Methode in einer Ausb. von 80% d. Th. bereitet; Schmp. 87—88° (aus Athanol/Iso-
propylather).

Cy9H33N40,0P (628.6) Ber. N 891 P4.93 Gef. N 8.80 P 4.86

N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl ]-L-leucyl-glycin-benzylester (IVd) wird analog 1Va aus
Hc und Glycin-benzylester33) nach der Carbodiimid-Methode bereitet. Das Kupplungspro-
dukt wird mit Ather zur Kristallisation gebracht und aus wenig Athanol umkristallisiert.
Ausb. 50% d. Th.; Schmp. 134—136°.

C29H33N4O10P (628.6) Ber. N 8.91 P4.93 Gef. N9.11 P 4.80

N-[ Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl]-L-alanyl-L-leucin-methylester wird analog 1Va aus /la
und L-Leucin-methylester nach der Carbodiimid-Methode (Weg a) bereitet. Ausb. 777 d. Th.;
Schmp. 134°.

C4H3 N4OoP (566.5) Ber. N 9.89 P 547 Gef. N9.97 P 5.38

Hydrazid: Die Losung von 0.57 g (1 mMol) der obigen Substanz in 10 ccm Methanol
und 0.5 ccm Hydrazinhydrat wird 2 Min. auf etwa 40° erwiarmt und anschlieBend einige

32) H. GoLpwHITE und B. C. SAUNDERS, J. chem. Soc. [London] 1955, 2040.
33) L. ZErVAS, M. WINITZ und J. P. GREENSTEIN, J. org. Chemistry 22, 1515 [1957].
170
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Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen, wobei sich das Hydrazid kristallinisch ab-
scheidet. Ausb. 0.55 g (97% d. Th.); Schmp. 202°.

Ca3H3 NgOoP (566.5) Ber. N 14.82 P 5.46 Gef. N 14.62 P 5.40

N-[ Bis-( p-nitro-benzyl)-phosphoryl]-r-alanyl-L-leucin-anilid: 1.1 g (2 mMol) des obigen
Hydrazids werden unter Erwirmen auf 60° in 25 ccm 60-proz. Essigsdure gelost. Die Losung
wird rasch auf 0° gekiihlt und mit 0.18 g Natriumnitrit versetzt. Das gebildete Azid wird mit
viel alkoholfreiem Ather extrahiert, der Atherauszug dreimal mit viel eiskaltem Wasser ge-
waschen, {iber Natriumsulfat getrocknet und mit 5 ccm Anilin versetzt. Das im Laufe von
einigen Stunden sich abscheidende Anilid wird aus Methanol umkristallisiert. Ausb. 1 g
(71 % d. Th.); Schmp. 185°.

Ca9H34NsOgP (627.6) Ber. N 11.16 P 4.94 Gef. N 10.95 P 4.85

N-[Bis-(p-nitro-benzyl)-phosphoryl ]- L-alanyl- L-phenylalanin-methylester wird analog IVa
aus Ila und L-Phenylalanin-methylester auf Weg a (vgl. oben) bereitet. Ausb.73% d. Th.;
Schmp. 152° (aus Methanol).

Ca7H29N4OoP (600.5) Ber. N 9.33 P 5.16 Gef. N 9.37 P 5.10

N-[ Bis-(p-brom-benzyl)-phosphoryl]-L-leucyl-L-phenylalanin-methylester wird analog I'Va aus
Ild und L-Phenylalanin-methylester auf einem der beiden Wege, a (Ausb. 909, d. Th.) oder
b (Ausb. 80% d. Th.), bereitet. Schmp. 118°.

C30HisBroNOgP (710.4) Ber. N 3.94 P4.50 Gef. N 3.80 P 4.42

Hydrazid: Es wird analog dem oben beschriebenen bereitet. Ausb. 855, d. Th.; Schmp.
196° (aus Methanol).

C9H3sBroN4OsP (710.4) Ber. N 7.88 P 4.36 Gef. N 7.67 P 4.43

N-Trityl-L-phenylalanyl-glycin-iithylester: Die Losung von 2.05g (5 mMol) Trityl-L-
phenylalanini5b) in 15 ccm THF und 0.7 ccm Tridthylamin wird bei 0° mit 1.35 g (5 mMol)
DPP-Chlorid?5) versetzt und nach 10 Min. Stehenlassen bei dieser Temperatur einer THF-
Losung von 1g freiem Glycin-dthylester und 0.7 ccm Tridthylamin zugefiigt. Nach mehr-
stiindigem Aufbewahren bei Raumtemperatur wird die Mischung zur Trockne verdampft
und der Riickstand mit Essigester;Wasser behandelt. Die Essigesterschicht wird dreimal
abwechselnd mit 0.5 n NaOH und Wasser, dann mit verd. Essigsaure, schlieBlich mit Kalium-
hydrogencarbonat gewaschen, getrocknet und zur Trockne verdampft und der Riickstand
aus wenig Athanol umkristallisiert. Ausb. 1.5 g (60% d. Th.), Schmp. 137—138°. [«]}¢: 0.7°
(c =2, in Athanol).

C3H3N,03 (492.6) Ber. C 78.02 H 6.55 N 5.69 Gef. C77.84 H 6.43 N 5.59

N-Carbobenzoxy- L-phenylalanyi-glycin-benzylester wird analog IVa aus Carbobenzoxy-L-
phenylalanin39) und Glycin-benzylester3’) nach der Carbodiimid-Methode (vgl. oben) bereitet.
Ausb. 80% d. Th.; Schmp. 130° (aus Athanol).

CisH6N2Os (446.4) Ber. N 6.28 Gef. N 6.40
N-Trityl-L-methionyl-L-methionin-methylester: Der eisgekiihlten Losung von 2.4g (5mMol)
Trityl-L-methionin-didthylammoniumsalz 159 in 15 ccm THF wetden 1.35g DPP-Chlorid?s

zugefiigt; nach 10 Min. Stehenlassen bei 0° wird die Mischung zu einer Ldsung von
1.15 g (5 mMol) L-Methionin-methylester-hydrochlorid in 25 ccm Chloroform und 1.4 ccm

34) M. BERGMANN, L.Zervas, H. Rinxke und H. ScHLEICH, Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 224, 33 [1934]; W. GRASSMANN und E. WiinscH, Chem. Ber. 91, 462 [1958].
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Tridthylamin gegeben. Die weitere Verarbeitung erfolgt wie beim obigen Trityldipeptid-
ester. Zur Reinigung® wird der zunichst als Sirup erhiltliche Trityl-L-methionyl-me-
thionin-methylester in wenig Ather gelost und durch Zusatz von HCI/Ather in sein
4therunldsliches Hydrochlorid (Ausb. 2.3 g, 80% d. Th.) iibergefiihrt. Das Produkt ist rein
genug fiir die Bereitung des freien Dipeptides (vgl. unten). Wird das Hydrochlorid in sehr
wenig eiskaltem Methanol geldst und unmittelbar darauf die Ldsung mit etwas mehr als der
berechneten Menge Diiithylamin versetzt, so scheidet sich freier Ester in Prismen aus. Schmp.
112—113°. [a]3’: 12.8° (¢ =3, in Athanol).

C;30H2¢N203S2 (536.5) Ber. N 5.22 S11.95 Gef. N5.15 S11.79

Einwirkung von Bromwasserstoff auf Triester der Phosphorsiure: 2 mMol von A) Tri-
benzyl-17), B) Tris-[p-brom-benzyl]-17 und C) Tridthylphosphat werden in 30 ccm wasserfreiem
Chloroform geldst, die etwa 1 g Bromwasserstoff enthalten. Nach 2stdg. Stehenlassen bei
Raumtemperatur wird die Lésung wiederholt mit Kaliumhydrogencarbonat extrahiert und
in den vereinigten wiBrigen Extrakten die freie Phosphorsdure elektrophotometrisch be-
stimmt39), Es werden im Fall A und B genau 2 mMol Phosphorsdure gefunden, wihrend die
wiilr. Extrakte aus dem Ansatz C praktisch keine freie Phosphorsidure enthalten. Aus der
Chioroformlsung von A und B wird ferner in fast theoretischer Ausb. (6 mMol) Benzyl-
bromid bzw. p-Brombenzylbromid (Schmp. 61°) erhalten, wihrend aus C der unverdnderte
Ester isoliert wird.

Behandelt man Tris-[ p-nitro-benzyl]-phosphat17) (D) wie oben mit HBr/Chloroform, so
scheidet sich in fast quantitativer Ausb. das in Chloroform schwer losliche Bis-[p-nitro-
benzyl)-phosphat 17) (Schmp. 175°) ab, das sich dadurch der weiteren Einwirkung von HBr
entzieht. Wird aber D mit Eisessig/HBr behandelt, so erhiélt man auch in diesem Fallifreie
Phosphorsiure und p-Nitrobenzylbromid (Schmp. 99°) in fast quantitativer Ausbeute.

L-Phenylalanyl-L-leucin (VIb): a) Die Losung von 1.8 g (2.5 mMol) /Vb in 40 ccm 80-
proz. Athanol wird katalytisch in Gegenwart von Palladiumschwarz hydriert. Nach Be-
endigung der Hydrierung wird dem Filtrat 0.5 ccm konz. Salzsdure zugesetzt und das Ganze
zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird in 10 ccm Wasser gelost und die Ldsung mittels
2n NaOH auf pH 6.2 gebracht. Das Peptid wird filtriert, erst mit wenig kaltem Wasser und
dann mit Athanol und Ather (zur Entfernung des p-Toluidins) gewaschen. Ausb. an Peptid-
monohydrat 0.55 g (65% d. Th.); Schmp. 258 —260°, {«]3?: +4.8° (¢ = 9.3, in n/3 HCI), in
Ubereinstimmung mit den Angaben der Literatur 15b),

b) In die Lésung von 1.8 g IVb in 60 ccm wasserfreiem Chloroform wird unter Eiskithlung
wihrend 30 Min. trockener Bromwasserstoff eingeleitet. Die Losung, die in der Regel 1.5—2 g
HBr enthilt, wird zwecks Entfernung des gr5Bten Teils von HBr auf die Hilfte konzentriert
und anschlieBend mit im ganzen 30 ccm Wasser extrahiert. Beim Einstellen des pH auf 6.2
mittels Natronlauge werden 0.6 g (75% d. Th.) Peptid-monohydrat vom Schmp. 258 —260°,
[x)¥: +4.7° (¢ = 9.3, in n/3 HC), erhalten.

L-Phenylalanyl-glycin (Via): a) IVa wird analog IVb durch Bromwasserstoff in Chloro-
formldsung entbenzyliert (Weg b, vgl. oben). Die vereinigten wiBr. Extrakte werden zur
Trockne verdampft und der Riickstand in Wasser geldst. Die Losung 148t man in eine mit
Amberlite IR-4 B beschickte Siule flieBen und die Siule wiederholt mit Wasser nachwaschen.
Die vereinigten L3sungen, die nunmehr frei von Bromwasserstoff und Phosphorsiure sind,
werden zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird mit Acston verrieben, wobei das Peptid

*) Dieses ist eine allgemein anwendbare Methode um Trityldi- bzw. polypeptidester in
reiner Form zu isolieren (vgl. hierzu 1. ¢.15b)),
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als Monohydrat kristallisiert. Ausb.90%, d. Th.; Schmp. 257—259° (Zers.); [«]¥: +95.2°
(¢ = 2, in Wasser) (Lit.: 4 84.4°35), 4195.6°36), 499.6°37), je in Wasser).

C11H14N203 (222.2) Ber. C 59.46 H 6.35 N 12.6 Gef. C59.32 H 6.47 N 12.50

b) Carbobenzoxy-r-phenylalanyl-glycin-benzylester (vgl. oben) wird in Methanol/Wasser
wie iiblich katalytisch (Pd) hydriert, das Filtrat zur Trockne verdampft und der Riickstand
mit Aceton behandelt. Ausb. 85% d. Th.; Schmp. 258 —259°, [«]®: +95.3° (¢ = 2, in Wasser).

c) 1.5g (3 mMoly N-Trityl- L-phenylalanyl-glycin- dthylester werden in 10 ccm Athanol
und 3.5 ccm n NaOH geldst. Nach 1 Stde. wird die Losung mit Wasser verdiinnt, mit Essig-
siure angesiuert, mit Essigester extrahiert und der Essigesterauszug zur Trockne verdampft.
Der Riickstand wird in wenig 50-proz. Essigsdure gelost, 2 Min. auf dem Wasserbad erwdrmt
und anschlieBend mit Wasser verdiinnt, wobei die Abscheidung des Triphenylcarbinols
vervollstindigt wird. Das Filtrat wird zur Trockne verdampft und das Peptid-monohydrat
mit Athanol oder Aceton aufs Filter gebracht. Ausb. 0.64 g (90% d. Th.); Schmp. 257 —259°,
[e]2°: +98.1° (¢ == 2, in Wasser).

L-Leucyl-glycin (VId): IVd wird analog IVa bzw. IVb durch Bromwasserstoff entbenzy-
liert (Weg b) und anschlieBend das Peptid mit Hilfe von Amberlite IR-4B (vgl. oben) in
reinem Zustand isolicrt. Ausb. 819 d. Th., Schrap. 236° (aus Wasser/Aceton); {«]%°: 4-85.7°
(¢ = 2.5, in Wasser) (Lit.38): 4 85.8°, in Wasser).

Glycyl-L-leucin (VIc) wird aus IV¢ in derselben Weise wie VId aus IVd erhalten. Ausb.
84% d. Th.; Schmp. 225°; [2]¥: —35.8° (c = 4, in Wasser) (Lit.39: —36°, in Wasser).

L-Phenylalanyl- L-leucin-benzylester-hydrochlorid: Zuerst wird N-Trityl-r-phenylalanyl-1L-
leucin-benzylester analog dem entspr. Glycinderivat (vgl. oben) bereitet. Das sirupdse Roh-
produkt, das nur sehr wenig Phosphorverbindungen (etwa 2 9) enthilt, wird zur Reinigung
in trockenem Ather gelést und mit einer 4therischen Chlorwasserstofflosung versetzt. Das
abgeschiedene Hydrochlorid wird mit Ather ausgewaschen und zwecks Abspaltung der
Tritylgruppe 2 Min. mit Methanol verkocht!5b). Die Losung wird zur Trockne verdampft
und der Riickstand mit Ather behandelt. Ausb. 42% d. Th.; Schmp. 160° (Lit.15b): 161°).

L-Methionyl- L-methionin: 1.1 g (2 mMol) Hydrochlorid des Trityl-L-methionyl- L-methionin-
methylesters (vgl. oben) werden analog dem Trityl-phenylalanyl-glycinester mit methanol.
Kalilauge verseift und anschlieBend mit wiBr. Essigsdure enttrityliert. Das Rohprodukt
(0.4 g, entspr. 70%, d. Th.) zeigt [a}¥: +26.4° (¢ = 2, in Wasser), unverindert nach dem Um-
kristallisieren aus 90-proz. Athanol (Lit.40): +27.0°, in Wasser); Schmp. 227°.

Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin-methylester: Das aus Carbobenzoxy-cr-valin*!) (1.25 g,
5 mMol) und DPP-Chlorid (1.35 g) in THF bereitete gemischte Anhydrid wird einer Losung
von 1 g (5 mMol) freiem r-Tyrosin-methylester und 0.7 com Tridthylamin in THF zugegeben.
Das aus der Reaktionslésung in der iiblichen Weise (vgl. oben) isolierte Dipeptidderivat,
das in der Regel nur etwa 0.8—19; phosphorhaltige Nebenprodukte enthilt, wird aus
Methanol/Wasser umkristallisiert. Ausb. 1.75g (809 d.Th.); Schmp. 148—149°, {a]3*:
4-57.2° (¢ = 1, in Chlf.) (Lit.42): 144—147°, 4 54.0° in Chif)).

35) J, SHEEHAN, D. CHAPMAN und R. RoTH, J. Amer. chem. Soc. 74, 3822 [1952].

36) J. R. VAUGHAN und J. A. EICHLER, J. Amer. chem. Soc. 75, 5556 [1953].

37) H. Scuwarz und K. ARAKAWA, J. Amer. chem. Soc. 81, 5691 [1959].

38) M. BERGMANN, L. Zervas und J. S. FRUTON, J. biol. Chemistry 111, 225 {1935].

39 F. H. CarpenTER und D. T. GisH, J. Amer. chem. Soc. 74, 3818 [1952].

40) M. BRennNeR und R. W. PrIsTER, Helv. chim. Acta 34, 2085 [1951].

41) A. L. M. SYNGE, Biochem. J. 42, 99 [1948]; W. GRASSMANN und E. WiNscH, Chem.
Ber. 91, 462 [1958].

42) 'W. RITTEL, B. ISELIN, H. KAPPELER, B. RINIKER und R. SCHWYZER, Helv. chim. Acta 40,
614 [1957].
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Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanyl-glycin-iithylester: 1.8 g (5 mMol) Carbobenzoxyglycyl-
L-phenylalanin?) werden in der oben beschriebenen Weise mit DPP-Chlorid in das gemischte
Anhydrid iibergefithrt und anschlieBend mit Glycin-dthylester gekuppelt. Bei fraktionierter
Kristallisation des erhaltenen Tripeptidderivates aus Athanol nach den Angaben der Lite-
ratur 282) erhilt man in der Regel 0.55 g (25% d. Th.) Carbobenzoxyglycyl-DL-phenylalanyl-
glycin-dthylester (Schmp. 130—131°, Lit.28a); 132—133°) und 0.7 g (32% d. Th)) Carbo-
benzoxyglycyl-L-phenylalanyl-glycin-idthylester (Schmp. 110°, [¢]¥: —12.0° in Athanol bzw.
in Ubereinstimmung mit der Lit.282) Schmp. 118° und [x]p: —13.3° nach dem Umkristalli-
sieren aus Essigester).

Bei Verdampfen der Mutterlauge zur Trockne und Umkristallisieren des Riickstandes aus
wenig Ather erhidlt man mindestens 0.12 g N-Diphenylphosphoryi-glycin-ithylester; Schmp.
77—178° in Ubereinstimmung mit der Lit.44).

Ci16H1sNOsP (335.2) Ber. C57.31 H5.41 N4.18 P9.26
Gef. C57.12 H5.53 N4.05 P9.45

Phosphorbestimmungen zeigen, daB das rohe Kupplungsprodukt etwa dreimal so viel von
dieser letzten Substanz enthalten diirfte.

N-Diphenylphosphoryi- L-phenylalanin-benzylester ( Vila) wird analog 1a aus DPP-Chlorid?>
und L-Phenylalanin-benzylester-tosylat3?) bereitet. Ausb. 84% d. Th.; Schmp. 90° (aus Ather/
Petroliither).

C23H26NOsP (487.4) Ber. N 2.87 P 6.35 Gef. N 2.80 P6.36

N-Diphenylphosphoryl-glycin-benzylester (VIIb) wird analog VIla bereitet. Ausb. 90%;
d. Th.; Sirup.
C31H2oNOsP (397.3) Ber. N3.52 P7.79 Gef. N3.78 P 8.02

Katalyt. Hydrierung von ViIa und VIIb: Die Lésung von 4.9 g VIlabzw. 4 g VIIb (10 mMol)
in reinem, wasserfreiem Essigester wird in Gegenwart von Palladiumschwarz hydriert. Nach
etwa 15—30 Min. ist die Hydrierung mit der Aufnahme von 250 ccm Wasserstoff (20°,
758 Torr) gewdhnlich beendet. Die Losung, die sehr stark nach Phenol riecht, wird zur
Trockne verdampft und der Riickstand wiederholt mit wasserfreiem Ather oder heiBem
Petroliather extrahiert. Nach Verdampfen der vereinigten Extrakte wird im Riickstand das
Phenol durch Zusatz von Bromwasser gravimetrisch bestimmt. Es werden hierbei nahezu
10 mMol (3.15 g statt 3.3 g) Tribromphenol erhalten.

Dem nach der Hydrierung von VIIb und nach der Extraktion mit Petrolither (vgl. oben)
verbleibenden Produkt wird eine filtrierte Lésung von 3.2 g Bariumhydroxyd-oktahydrat in
70 ccm 50-proz. Methanol zugefiigt. Nach wenigen Min. beginnt die Abscheidung von
N-Manophenylphasphoryl-glycin-barium-diliydrat 16). Ausb. 3 g (75% d. Th.).

BaCgHgNOsP (366.5) Ber. N 3.82 P 8.46 Ba37.48 Gef. N 3.75 P 8.52 Ba 37.23

43) K. HorMANN und M. BERGMANN, J. biol. Chemistry 134, 225 [1940].
44) L. T. SciariNt und J. S. FruTON, J. Amer. chem. Soc. 71, 2940 (1949].





