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p-Methoxybenzyloxycarbonyl-azid stellt eine krist., stabile Verbindung dar und
kann vorteilhaft zur Einfithrung des pMZ*)-Restes in Aminosiuren verwendet
werden. Der pMZ-Rest wird durch wasserfreie Trifluoressigsidure schnell bei 0°
abgespalten, wihrend der Z-Rest unter diesen Bedingungen stabil ist. Auch
siedender Eisessig bewirkt dasselbe, bei Raumtemperatur hingegen sind die
pMZ-Aminosiduren in Eisessig stabil. Ferner sind Acylaminosdure-anisylester
durch Trifluoressigsaure in der Kilte spaltbar. Diese Ester sind von #hn-
lichem Nutzen bei Peptidsynthesen wie die tert.-Butylester.

Bei der geplanten Synthese eines y-L-Hexaglutamyl-glutaminsiure-Derivates schien
es ratsam, den p-Methoxybenzyloxycarbonyl-Rest!) als Aminoschutzgruppe zu ver-
wenden. Er kann sauer bereits in der Kiilte abgespalten werden und ist auch durch
katalytische Hydrierung entfernbarl). Durch wasserfreie Trifluoressigsiiure wird
diese Schutzgruppe bei 0° unter Kohlendioxydentwicklung und unter charakteristi-
scher Rotfirbung unter Alkyl-Sauerstoff-Spaltung innerhalb weniger Min. entfernt,
wihrend der Benzyloxycarbonyl-Rest in siedender Trifluoressigsiure wesentlich
langsamer spaltbar ist 2, L. A. CArrINO3) spaltete analog p-Methoxybenzyl-N-phenyl-
carbamat mit Trifluoressigsiure bei Raumtemperatur und erhielt 589, Anilin. Zur
Vermeidung unerwiinschter Polymerisationen oder Substitutionen des primir ent-
stehenden p-Methoxybenzyl-Kations setzten wir auch hier ein elektrophil leicht sub-
stituierbares Arylderivat (Anisol) zu2. Wir isolierten aus pMZ-Glutaminsiure 75%,
Glutaminsiure (als Diammoniumsalz) und aus pMZ-L-Glutaminsiure-a-benzylester
88 % L-Glutaminsiure-a-benzylester. Die Einfithrung des pMZ-Restes nahmen wir
zunichst nach der Isocyanat-Methode von GoLpscHMIDTY vor, indem z. B. L-Iso-
cyanatoglutarsiure-diéithylester mit Anisalkohol erhitzt wurde, wobei in guter Aus-

*) Abkiirzungen: pMZ = p-Methoxybenzyloxycarbonyl-; Z = Benzyloxycarbonyl-.
1) F. MAacKAy und N. F. ALBERTSON, J. Amer. chem. Soc. 79, 4686 [1957).

2) F, WeYGAND und W. STEGLICH, Z. Naturforsch. 14b, 472 [1959).

3) 3. Amer. chem. Soc. 79, 98 [1957).

4) 8. GoLpscHMIDT und M. WICK, Liebigs Ann. Chem. 575, 217 [1957].
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beute pMZ-L-Glutaminsiure-didthylester entstand. Nach der Verseifung betrug die
Gesamtausbeute, ber. auf die eingesetzte Glutaminsdure, nur 46%,. Die direkte Ein-
fihrung des pMZ-Restes erschien daher wiinschenswert, und so versuchten wir die
Darstellung von p-Methoxybenzyloxycarbonyl-azid?. Uber das bisher als Ol be-
schriebene Anisyl-phenyl-carbonat, das kristallisierte, und das Hydrazid konnte
p-Methoxybenzyloxycarbonyl-azid in stets reproduzierbarer Weise kristallin erhalten
werden. Die Verbindung zersetzte sich bei Ausschlu von Feuchtigkeit innerhalb
vieler Monate nicht.

Mit diesem Azid wurde zunidchst L-Glutaminsidure in pMZ-Glutaminsdure ver-
wandelt, indem unter Zusatz von Dioxan und der dquivalenten Menge Magnesium-
oxyd die wiBrige Losung der Aminosdure geriihrt wurde. Die Ausbeute betrug 669,
und die Verbindung zeigte eine um 259/ héhere Drehung als die nach der Isocyanat-
methode dargestellte. Zur Abtrennung der Mg-Ionen wurde die wiBrige Losung mit
Essigester und einem stark sauren Ionenaustauscher geschiittelt. Dies ist vorteil-
hafter als das Ansduern mit Citronensdure, das SCHwYZERS bei der Darstellung der
tert.-Butyloxycarbonyl-aminosiduren anwandte.

Die Ausbeuten der in hoher Reinheit gewonnenen pMZ-Aminosiduren oder Peptide
liegen durchschnittlich zwischen 60 und 70%;. Die erhaltenen Verbindungen ver-
halten sich hinsichtlich Schmp., Drehung, Kristallisierbarkeit und Hydrierbarkeit
dhnlich den Carbobenzoxyverbindungen. Nicht kristallisierende pMZ-Aminosduren
wurden als Dicyclohexylammoniumsalze charakterisiert.

Auch mit p-Methoxybenzyl-p-nitrophenyl-carbonat?) erhielten wir in einigen Fillen
dhnliche Ausbeuten wie mit pMZ-Azid, jedoch muB p-Nitrophenol abgetrennt wer-
den. Mit p-Methoxybenzyl-phenyl-carbonat betrug die Ausbeute nur wenige Prozent.

In der Tabelle sind die dargestellten pMZ-Aminosiduren und -Peptide zusammen mit
ihren Konstanten und den Ausbeuten aufgefiihrt. Wichtig fiir Peptidsynthesen ist,
daB bei der Abspaltung des pMZ-Restes mit Trifluoressigsiure bei 0° Benzylester-
gruppen und Carbobenzoxyreste unangegriffen bleiben. Von dieser selektiven Spalt-
barkeit wird in der nachfolgenden Arbeit® Gebrauch gemacht. Aus e-Carbobenzoxy-
a~pMZ-lysin konnte in 78-proz. Ausbeute e-Carbobenzoxy-lysin regeneriert werden.

Die pMZ-Aminosiuren sind in kaltem Eisessig stabil, in siedendem Eisessig werden
sie hingegen gespalten. Auch dies ist fiir Peptidsynthesen von Interesse.

Mit Dicyclohexylcarbodiimid? wurden p-Methoxybenzylester von Z-Amino-
sduren hergestellt. Die Esterverseifung mittels Trifluoressigsdure findet ebenso rasch
statt wie die Spaltung des pMZ-Restes. Damit liegt neben dem tert.-Butylester10)
eine weitere, sauer abspaltbare Carboxylschutzgruppe vor.

5) R. SCHWYZER, P. SiEBeR und H. KApPeELER, Helv. chim. Acta 42, 2622 [1959], haben
mit dem von L. A. CARPINOS) beschriebenen tert.-Butyloxycarbonyl-azid viele tert.-Butyloxy-
carbonyl-aminosiduren darstellen kdnnen.

6) J, Amer. chem. Soc. 79, 4427 {1957).

7 G. W, ANDERSON und A. C. MCGREGOR, J. Amer. chem. Soc. 79, 6180 [1957], haben
tert.-Butyl-p-nitrophenyl-carbonat zur Darstellung von tert.-Butyloxycarbonyl-aminosiduren
verwendet.

8) F. WEYGAND und K. HUNGER, Chem. Ber. 95, 7 [1962].

9) 1. C. SHEEHAN und P. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 [1955].

10) R. W. Roeskg, Chem. and Ind. 1959, 1121; A. VoLLMAN und M. S. DunN, J. org.
Chemistry 25, 387 [1960].

].
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

p-Methoxybenzyl-phenyl-carbonat: Aus Anisalkohol und Chlorameisensiure-phenylester
unter Zusatz von Dimethylanilin wurde p-Methoxybenzyl-phenyl-carbonat zunichst als rot-
violettes 001 gewonnen), das beim Stehenlassen im Eisschrank in groBen, durchsichtigen,
hellgriinlichen Kristallen anfiel und, aus Athanol umkristallisiert, in farblosen Prismen vor-
lag, Schmp. 28 —29°.
Ci1sH1404 €258.3) Ber. C 69.75 H 5.46 Gef. C 69.27 H 5.40

p-Methoxybenzyloxycarbonyl-hydrazid: Die vorstehende Verbindung wurde mit der dquiv.
Menge Hydrazinhydrat versetzt, wobei sich unter Wirmeentwicklung das Hydrazid bildete.
Es wurde aus Essigester/Petrolather umkristallisiert und zur Entfernung noch vorhandenen
Phenols einmal mit Ather digeriert, farblose Blittchen, Schmp. 71 —74°.

CoH12N203 (196.2) Ber. C55.09 H6.16 N 14.28 Gef. C54.39 H6.11 N 14.77

p-Methoxybenzyloxycarbonyl-azid (pMZ-Azid): 100 g (0.51 Mol) umkristallisiertes und
mit Ather digeriertes p-Methoxybenzyloxycarbonyl-hydrazid wurden unter Eis/Kochsalz-
Kilhlung in 220 ccm Eisessig + 270 ccm Wasser geldst. Unter starkem Rilthren lieB man
innerhalb von 45—60 Min. 37.5 g Natriumnitrit in 110 ccm Wasser zutropfen. Nach weiterem
3stdg. Rithren, wihrenddessen man die Temperatur langsam auf 10° ansteigen lieB, fiigte
man 275 ccm Wasser zu und schiltielte ohne Riicksicht auf krist. Produkte dreimal mit je
350 ccm Ather aus. Die vereinigten Atherextrakte wurden dreimal mit je 150 ccm Wasser,
dreimal mit je 350 ccm 1 m NaHCO3 und noch einmal mit 150 ccm Wasser ausgeschfittelt.
Nach dem Trocknen des hellgelben Atherextraktes iber Magnesiumsulfat wurde der Ather
i. Vak. ohne Erwirmen verdampft. Es hinterblieben 92 g (87 %) gelblich-weiBe Kristalle,
nach einmaligem Umkristallisieren aus Petrolither (Kihlung mit Trockeneis/Methanol)
farblose, verfilzte Nadeln: 84.3 g (80 %), Schmp. 30° (Block), 32° (Mikroschmp.-App.).

CoHyN303; (207.2) Ber. C52.17 H4.38 N 20.28 Gef. C51.89 H4.50 N 20.24

p-Methoxybenzyl-p-nitrophenyl-carbonat: 23.8g (0.118 Mol) Chlorameisenséiure-p-nitro-
phenylester) wurden bei 0° langsam zu einer Mischung von 16.3 g Anisalkohol und 48 ccm
Pyridin gegeben. Nach 3stdg. Riihren bei Raumtemperatur wurde mit 50 ccm Wasser ver-
setzt und dreimal mit Ather ausgeschiittelt, die vercinigten Atherextrakte wurden zweimal
mit n HCl, einmal mit gesiitt. Na;COs-Losung und zweimal mit geséitt. NaCl-Ldsung ge-
waschen und iber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Verdampfen des Athers kristallisierte
man den Rilckstand zweimal aus Athanol um, Schmp. 96 —97°, 19.3 g (53 %).

CisH13NOg (303.3) Ber. C59.40 H4.32 N 4.62 Gef. C59.50 H4.29 N 4.45

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von p-Methoxybenzyloxycarbonyl-aminosduren:
10 mMol Aminosdure werden in 20 ccm Wasser geldst und mit 20 mMol (0.8 g) — bei sauren
Aminosiduren mit 30 mMol — Magnesiumoxyd unter Riihren versetzt. Dann werden 11 mMol
(2.28 8) pMZ-Azid in 20 ccm Dioxan hinzugefuigt, worauf die Mischung 1—2 Tage bei
Raumtemperatur gerithrt wird. Vom nicht umgesetzten Magnesiumoxyd wird abgesaugt,
die L8sung wird einmal mit Ather extrahiert und nach Uberschichten mit etwa dem gleichen
Volumen Essigester wird mit dem Doppelten der berechneten Menge eines stark sauren
Ionenaustauschers (Dowex 50 in der H®-Form) ein bis zwei Stdn. gerithrt. Nach dem Ab-
trennen des Austauschers und kurzem Nachwaschen wird die waBr. Phase abgetrennt und
noch zweimal mit Essigester extrahiert. Die vereinigten Essigesterextrakte werden nach dem
Trocknen iiber Magnesiumsulfat eingedampft. Die pMZ-Aminos#duren kristallisieren meist
beim Anreiben mit etwas Petrolither, sonst wird der Sirup in wenig Athancl geldst und mit
der dquiv. Menge an Dicyclohexylamin versetzt. Die pMZ-Aminosiuren lassen sich gut aus
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Essigester/Petrolither, ihre Dicyclohexylammoniumsalze aus Athanol, Athanol/Wasser oder
Ather/Petiolidther umkristallisieren.

PMZ-1-Glutaminsdure nach der Isocyanatmethode: 4.6 g (20 mMol) Carbonyiglutamin-
sdure-didthylester®, 6 g Anisalkohol und 4 ccm absol. Pyridin wurden 2 Stdn. auf dem sie-
denden Wasserbad erhitzt. Dann wurde unter 16 Torr bis zu einer Olbadtemp. von 190°
erhitzt, um Pyridin und Anisalkoho! zu entfernen, worauf der braune, 8lige Riickstand bei
50° mit 24 ccm 2 n NaOH 2 Stdn. lang gerithrt wurde. Die L8sung wurde zweimal mit Ather
geschiittelt und mit konz. Salzséiure angesduert. Das ausgefallene Ol trennte man sofort ab,
schilttelte zweimal mit Essigester aus, vereinigte 01 und Essigester, trocknete mit Magnesium-
sulfat, verdampfte das LOsungsmittel und versetzte den Rilckstand mit Petrolither. Die beim
Stehenlassen im Eisschrank kristallin ausgefallene pM2Z-L-Glutaminsiure (4.5 g, 72%) wurde
aus Essigester/Petroldther umkristallisiert, Schmp. 110—111° (Zers.), [a)¥: —5.55° (c = 1.81,
in Eisessig). Die Drehung ist somit um !/4 geringer als die der nach der pMZ-Azid-Methode
dargestellten Verbindung (s. Tabelle).

PMZ-L-Phenylalanin aus L-Phenylalanin mit p-Methoxybenzyl-p-nitrophenyl-carbonat:
1.32 g (8 mMol) L-Phenylalanin und 1.28 g (16 mMol) Magnesiumoxyd wurden in 20 ccm
Wasser mit 2.75 g {9 mMol) p-Merhoxybenzyl-p-nitrophenyl-carbonat in 40 ccm Dioxan ver-
setzt und 26 Stdn. lang gerilhrt. Dann wurde vom Magnesiumoxyd abgesaugt, die gelbe
Lbsung mit Eisessig auf pH 5—6 gebracht, einmal ausgelithert und dann mit Dowex 50
(H®.Form) + Essigester behandelt. Das erhaltene nichtkristallisierende $1 wurde in Ather
mit Dicyclohexylamin versetzt, wobei 2.34 g (57%) an pMZ-1-Phenylalanin-dicyclohexyl-
ammoniumsalz, Schmp. 157—159°, ausfielen. Das iiber das pMZ-Azid hergestellte Salz besaB
denselben Schmp., und der Misch-Schmp. war ohne Erniedrigung. [a]3f: +22.6°, [o]its:
+24.2°, [aliis: +27.6° (¢ = 1.82, in absol. Methanol).

Abspaltung des pMZ-Restes mit Trifluoressigsdure

a) Aus pMZ-1L-Glutaminsédure: 1.6 g (5 mMol) pMZ-L-Glutaminsiure wurden mit 1.25 ccm
Anisol und sodann unter Kithlung mit 8 ccm Trifluoressigsiure versetzt. Nach kurzer Zeit
war Ldsung eingetreten, worauf die Trifluoressigsiure i. Vak. verdampft wurde. Den Riick-
stand versetzte man mit etwas Wasser und neutralisierte mit konz. Ammoniak. Nach zwei-
maligem Ausiithern wurde die wiBrige Ldsung i. Vak. eingedampft. Nach dem Anreiben des
Riickstandes mit absol. Kthanol fiel Gluraminsdure-diammoniumsalz aus, 0.68 g (75%),
Schmp. 176 —177°, Lit.11: 177°.

b) Aus pMZ-1-Glutaminsiure-a-benzylester: 2.0g (5mMol) pMZ-L-Glutaminsiure-
a-benzylester wurden mit 1.25 g Anisol und 6 ccm Trifluoressigsidure unter Eiskiihlung ver-
setzt. Nach wenigen Sek. war alles geldst. Die Trifluoressigsdure wurde i. Vak. verdampft,
der Riickstand mit etwas absol. Athanol versetzt und mit Triithylamin auf pH 7 gebracht:
Nach Aufbewahren im Eisschrank iiber Nacht 1.05 g (88 %) farblose Kristalle, aus Athanol/
Wasser Schmp. und Misch-Schmp. 145 —147°.

Ci2HsNO4 (237.3) Ber. C60.74 H 6.37 N 590 Gef. C60.77 H 6.45 N 5.88
Abspaltunz des pMZ-Restes mit Eisessig

a) Bestindigkeir gegen Eisessig bei Raumtemperatur: 2.39 g pMZ-Glycin wurden in 20 ccm
Eisessig 3 Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach dem Abdampfen des Eisessigs i. Vak.
hinterblieben nach dem Umkristallisieren aus Essigester/Petroliither 2.09 g (87.5%) an Aus-
gangsmaterial, Schmp. und Misch-Schmp. bei 93°, Ninhydrinreaktion negativ. Es hatte keine
Abspaltung des pMZ-Restes stattgefunden.

11) E. ABDERHALDEN und K. KAutzscH, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 78, 333 {1912].
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b) Abspaltung aus pMZ-Glycin: 2.39 g pMZ-Glycin wurden in 20 ccm Eisessig 2 Stdn.
zum Sieden erhitzt. Nach dem Verdampfen des Eisessigs i. Vak. wurde der Riickstand mit
heiBem Essigester aufgenommen und das Ungelste abfiltriert. 0.73 g (97 %) Glycin, Schmp.
230° (Zers.).

Abspaltung des pMZ-Restes unter Erhaltung des Z-Restes: 0.562 g (0.9 mMol) a-N-pMZ-
£-N-2-L-Lysin-dicyclohexylammoniumsalz wurden in Athanol 4+ Wasser gelost und 30 Min.
lang mit Dowex 50 (H®-Form) geschiittelt, worauf filtriert und eingedampft wurde. Der
Sirup wurde mit 0.25 ccm Anisol und bei 0° mit 1 ccm Trifluoressigsiiure versetzt. Nach einer
Stde. wurde i. Vak. eingedampft und der Riickstand mit Ather versetzt. Sofort kristallisierten
0.187 g (78%) &-Z-L-Lysin aus. Aus Athanol/Wasser Schmp. und Misch-Schmp. 230—235°.
Mit Trifluoressigsiure trat keine Rotfarbung, die charakteristisch fiir alle pMZ-Verbindungen
ist, mehr auf. R¥0.73 (n-Butanol/Eisessig/Wasser (85 :15:10 vol.)), identisch mit ¢-Z-L-Lysin,
frei von Lysin.

Ci4H20N204 (280.3) Ber. C59.98 H7.19 N 10.00 Gef. C59.76 H 7.26 N 9.98

Carbobenzoxy-glycin-p-methoxybenzylester: 6.28 g (30 mMol) Carbobenzoxyglycin und
4.15 g (30 mMol) Anisalkohol wurden in 25 ccm Tetrahydrofuran geldst und mit 6.18 g
(30 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid in 15ccm Tetrahydrofuran versetzt. Tags darauf wur-
den 5.02 g (75%) Dicyclohexylharnstoff abgesaugt. Die Losung wurde i. Vak. eingedampft
und der Rickstand in Essigester aufgenommen, mit gesitt. Natriumhydrogencarbonat-
18sung und Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Nach
zweimaligem Umkristallisieren aus Essigester/Petrolither lagen 3.2 g (32%) Ester vor, lange,
diinne Nadeln vom Schmp. 60°.

Ci13H19NOs (329.4) Ber. C65.44 H6.11 N4.24 Gef. C65.55 H6.32 N 5.46

Spaltung des Anisylesters mit Trifluoressigsiure: 1.32 g (4 mMol) des voranstehenden
Esters und 1 ccm Anisol wurden unter Eiskithlung mit 8 ccm Trifluoressigsiure versetzt.
Nach kurzer Zeit war alles geldst, es wurde i. Vak. eingedampft, der Riickstand in Essigester
aufgenommen und Z-Glycin mit Natriumhydrogencarbonatldsung ausgezogen. Die wiBrige
Phase sduerte man mit Salzsdure an, nahm das ausgeschiedene Ol in Essigester auf, trocknete
mit Magnesiumsulfat und verdampfte das Ldsungsmittel. Beim Anreiben des Riickstandes
trat sofort Kristallisation ein. 0.555 g (66.5%), Schmp. und Misch-Schmp. 117—118°.



