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GUNTER LOSSE, HANS JESCHKEIT und DIETER KNOPF 

Peptidsynthesen mittels monoaktivierter Diester 
der Aminodicarbonsauren1) 

Aus dem Institut fur Organische Chemie der Universitat Halle-Wittenberg 

(Eingegangen am 4. November 1963) 

Monoaktivierte Diester der N-Cbo-Asparaginsaure werden dargestellt und zur 
Peptidsynthese verwendet. Monoaktivierte Aminodicarbonsaure-benzylester 
lassen sich zum stufenweisen Aufbau und zur Polymerisation von Aminodicar- 

bonsaure-peptiden jeden Bindungstyps einsetzen. 

Kurzlich berichteten wir uber die Darstellung monoaktivierter Diester der N-Cbo- 
Glutaminsaure 2) und ihre Anwendung als Schlusselverbindungen zum vereinfachten 
Aufbau von Glutamylpeptiden3.4). Ausgehend von den reinen isomeren N-Cbo- 
Asparaginsaure-monobenzylestern haben wir nun nach der Carbodiimid-5), POCl3-6) 
bzw. der Chloracetonitril-Methode7) eine Anzahl der entsprechenden Monoaktivie- 
rungsprodukte der Asparaginsaurereihe hergestellt (s. Tab. S. 1793). 

Der benotigte N-Cbo-L-Asparaginsaurea-benzylester lief3 sich analog dem N-Cbo- 
L-Glutaminsaure-a-benzylester 2) durch Auftrennung des bei der Alkoholyse von 
N-Cbo-L-Asparaginsaureanhydrid gebildeten Gemisches aus a- und p-Monoester mit 
0.5-proz. NH4C1-gepufferter Ammoniaklosung8) gewinnen. 

Er war bisher nach M. BERGMANN, L. ZERVAS und L. SALZMANN~) bzw. in der Modifikation 
von G. L. MILLER, 0. K. BEHRENS und V. DU VICNEAUD 10)  aus Cbo-Asparaginsaureanhhydrid 
oder aus r-Asparaginsaure-dibenzylester durch partielle P-Entbenzylierung mit Jodwasserstoff 
und anschlienende Carbobenzoxylierungll) relativ muhsam zuganglich. 

Analog2) oder durch Athanolyse in Gegenwart von DCHA nach der Methode von 
E. KLIEGER und H. GIBIAN 12) haben wir auch N-Cbo-L-Asparaginsaurea-athylester 
in guter Ausbeute rein gewonnen. Die isomeren N-Cbo-L-Asparaginsaurep-mono- 
alkyl- bzw. -p-monobenzylester, die sich bei der Alkoholyse des N-Cbo-LAsparagin- 
saureanhydrids nur in geringer Menge bilden, erhalt man dagegen zweckmaDig un- 

1)  IV. Mitteil. iiber Peptidsynthesen in der Aminodicarbonsaurereihe. 
2) 1. Mitteil.: G. LOSSE, H. JESCHKEIT und W. LANGENBECK, Chem. Ber. 96, 204 [1963]; 

3) 11. Mitteil. : G. LOSSE, H. JESCHKEIT und R. HOHN, Liebigs Ann. Chem., im Druck. 
4) 111. Mitteil.: G. LOSE, H. JESCHKEIT und H. ZASCHKE, Liebigs Ann. Chem., im Druck. 
5 )  M. ROTHE und F. W. KUNITZ, Liebigs Ann. Chem. 609, 88 [1957]. 
6) TH. WIELAND und B. HEINKE, Liebigs Ann. Chem. 615, 184 [1958]. 
7) R. SCHWYZER und Mitarbb., Helv. chim. Acta 38. 80 [1955]. 
8) Versuche von P. BISCHOFF, Diplomarb., Univ. Halle 1962. 
9 )  Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1288 (19331. 

10) J. biol. Chemistry 140, 411 [1941]. 
11) P. M. BRYANT, R. H. MOORE, P. J. PIMLOTT und G. T. YOUNG, J. chem. SOC. [London] 

12) Liebigs Ann. Chem. 655, 195 [1962]. 

sowie 2. Chem. 1, 279 [1961]. 

1959, 3868. 
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mittelbar aus der freien Saure durch Veresterung und nachtragliche Carbobenzoxy- 
lierung 13-17). Ebenso wurde bei den Asparaginderivaten der Tab. direkt von L-Aspa- 
ragin ausgegangen. 

Die vielseitige Anwendbarkeit dieser monoaktivierten Dieter und der aktivierten 
Asparaginderivate zum Auf bau von a- und P-Asparagyl- sowie -Asparaginylpeptiden 
zeigen die folgenden Synthesebeispiele *). 

Z-Asp-X 4 Z-Asp-R I: R = Gly-OEt 
b B  z l  OB zl 11: R = Gly-OBZl 

X = CH2CN, ONP8 I, I1 

Z-fsp-OBzl + Z-Asp-OBzl 111: R = Gly-OBzl 
X k IV: R = Phe-OBzl 

111-v V: R = Orn(Cu) X = ONP, OCOaCzHs 

Z-Asp-SPh + Gly-OEt 4 Z-Asp-Gly-OEt + HSPh 

h 2  VI 

Anhydrid - 
Z-R'-OH + H B r .  Asp-SPh I Z-R'-+sp-SPh 

NH2 NH2 

*IONP = - O O N O 2  
VII: R'-OH = Gly-Gly 

VIII: R'-OH = B-Ala-Gly 

Besonders einfach sind die Synthesen bei Verknupfung von Aktivierungsprodukten 
der N-Cbo-Aminodicarbonsaure-monobenzylester mit Aminosaure oder Peptid- 
benzylestern, da dann die nachtragliche Abspaltung samtlicher Schutzgruppen in 

Z-NH OBzl HBdHOAc, HBr  H2N OBzl  H B ~ / H O A ~ .  HBr  * H~NI:;. 
T a M .  (PHd) I a M .  

A C D 

Z-NH ah .  HB~/HOAO. HBr  * H2N aM. H B ~ / H O A ~  . HBr H2N 
I O B z l  (PW) I O B z l  

B C D 

*) Abkurzungen in Anlehnung an die Nomenklaturvorschlage des Peptid-Symposiums in 

IJ) H. SCHWARZ, F. M. BUMPUS und I .  H. PAGE, J. Amer. chem. SOC. 79, 5697 119571. 
14) D. COLEMAN, J. chem. SOC. [London] 1951, 2294. 
IS) M. BERGMANN und L. ZERVAS, Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 221, 51 (19331. 
16) N. I Z U M I Y A ,  H. UCHINO und T. YAMASHITA, Nippon KagakuZassi 79,420[1958], C. A. 54, 

4408 119601. 
17) Vgl. ferner E. W. HANBY, S. G.  WALEY und J.  WATSON, J. chem. SOC. [London] 1950, 

3239; A. BERGER und E. KATCHALSKI, J. Amer. chem. SOC. 73,4084 [1951]; TH. WIELAND 
und H. L. WEIDENMULLER, Liebigs Ann. Chem. 597, 111 [1955]; R. A. BOISSONNAS, 
ST. GUTTMANN, P. A. JAQUENOUD und J .  P. WALLER, Helv. chim. Acta 38, 1491 119551. 

Oxford 1962. 
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einem Schritt unter schonenden Bedingungen moglich ist. Die N-geschiitzten Glutamin- 
saure- oder Asparaginsaure-diester vom Typ A und B lassen sich, im Fall B wegen 
der erhohteh Reaktionsfahigkeit w-stiindiger Benzylestergruppen jedoch nur unter 
besonderer Vorsicht 181, rnit 15-proz. HBr/Eisessig-Losung selektiv zu den freien 
Diestern entcarbobenzoxylieren 19). 

Wie wir fanden, kann man die Cbo-Gruppe selektiv neben u- oder w-Benzylester- 
gruppen auch mit Phosphoniumjodid in Eisessig (bei papierchromatographischer 
Kontrolle des Umsatzes) abspalten. Die so erhaltlichen Diester (C) oder die durch 
vollsthdige Entfernung der Schutzgruppen resultierenden aktivierten Monoester der 
freien Dicarbonsauren (D) sind wertvolle Ausgangsstoffe fur den Auf bau definierter 
Polyverbindungen mit Poly-u- bzw. Poly-w-Peptidbindungen. 

Derartige Polyverbindungen, speziell die struktur- und stereoisomeren Polyglutaminsauren, 
besitzen groDes synthetisches und biochemisches lnteresse im Hinblick auf das Konstitutions- 
problem der Anthrax- und Subtilis-Polypeptide (APP und SPP) 2% 21), als Modellsubstanz fur 
Spezifitiitsuntersuchungen der Peptidasen sowie im Zusammenhang rnit anderen bioche- 
mischen Fragen 22). In Verbindung rnit diesen Problernkreisen und aus synthetischen Frage- 
stellungen heraus wurden Polya- und Poly-o-glutamin- 23,241 sowie -asparaginsauren25) von 
verschiedenen Seiten bereits synthetisiert. 

Die Anwendung der monoaktivierten Dicarbonsaure-benzylester ermoglicht nun 
speziell einmal die schonende Kniipfung aller denkbaren Peptidbindungen zwischen 
mehreren gleichartigen oder verschiedenen Aminodicarbonsauren, zum anderen den 
gezielten Aufbau von Poly-aminodicarbonsauren rnit vorher festgelegter Sequenz und 
Verknupfungsart der Bausteine. Dies geht aus nachstehenden Synthesebeispielen hervor. 

Mit N-  und a-geschutzter Asparaginsaure haben wir P-stindig entweder u-aktivier- 
ten (1) oder y-aktivierten (2) Glutaminsaure-benzylester nach der Carbodiimidmethode 
zu XI bzw. XI1 verkniipft. Entcarbobenzoxylierung von XI (3) ohne Riicksicht auf 
eine eventuelle teilweise Entbenzylierung der Carboxylgruppen, anschliel3ende Poly- 
merisation (4) und schliel3lich vollsttindige hydrogenolytische Abspaltung aller C- 
Schutzgruppen fiihrt zur Poly-(P-asparagyl-u-glutaminsaure) (XIII). Der nach Weg (2) 
gewonnene Dipeptid-triester XI1 kann als Ausgangssubstanz fur Poly-asparagyl- 
glutaminsaure rnit ausschliel3lich vorhandenen w-Peptidbindungen dienen. 

Prinzipiell kannen die nach Weg (I )  oder (2) gewonnenen N-Cbo-Triester (XI und XII) an 
der aktivierten Carboxylgruppe mit freien AminodicarbonsBure-monobenzylestern bzw. 
Peptiden schrittweise weiter verlangert und erneut aktiviert werden. Ferner lassen sich nach 

18) L. KISFALUDY, S. DUALSZKY und J. BAYER, Chimia [Zurich] 14, 368 [1960]. 
19) M. GOODMAN und K. C. STUEBEN, J. Amer. chem. SOC. 81, 3980 [1959]. 
20) V. BRUCKNER und J. KovAcs, Acta chim. Acad. Sci. hung. 12, 363 [1951. 
21) A. C. CHIBNALL, M. W. REES und F. M. RICHARDS, Biochem. J. 68, 129 [1958]. 
22) F. WEYGAND und K. HUNGER, Chem. Ber. 95, 7 [1962]. 
23) V. BRUCKNER und Mitarbb., Tetrahedron [London] 2, 21 1 [1958]; Naturwissenschaften 

44, 90 [1957], und fruhere Arbeiten. 
24) W. E. HANBY, S. G. WALEY und J. WATSON, J. chem. SOC. [London] 1950, 3239. 
25) V. BRUCKNER, T. VAJDA und J. KovAcs, Naturwissenschaften 41,449 [1954]; M. FRANKEL 

und A. BERGER, J. org. Chemistry 16, 1513 [1951]; R. H. KARLSON und Mitarbb., J. Amer. 
chem. SOC. 82,2268 [1960]; M. GOODMAN, C. DEBER und A. FELIX, ebenda 84,3773 [1962]; 
A. BERGER und E. KATCHALSKI, ebenda 73, 4084 [1951]; E. KATCHALSKI und M. SELA, 
Advances in Protein Chemistry 13, 407 ff. [1958]. 
Chemische Berichtc Jahrg. 97 116 
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dem gleichen Aufbauprinzip durch Verknupfung von N-Cbo-Aminodicarbonsaure-a- bzw. 
-a-monobenzylcstern 2 )  rnit monoaktivierten Diestern in anderer Kombination Amino- 
dicarbonsaure-polypeptide rnit jeder gewunschten Bindungsart und Sequenz der Bausteine 
durch Polymerisation gezielt aufbauen. 

%-Clu-ONP 2-Glu-OBz1 
OB z l  b N P  

/ H R ~ / H O A ~  IHB~A~OA. 
Flu-ONP + 2-Asp-OBzl ~ Glu-OBzl 
OBzl Ix bH b N P  

2-Asp-OBzl  2 -Asp- OB z l  
filu-ONP Glu- OB zl  
OBzl bNP XI1 

HBr  * Asp- OB z l  

8-9 

XI11 
Die Molgewichtsbestirnmung der Polymerisationsprodukte durch quantitative Er- 

mittlung der freien endstandigen Asparaginsaure-Aminogruppe26) nach VAN SLYKE *) 

ergab ein mittleres Molgewicht von 3100, einern Polymerisationsgrad von 8-9 
Asparagyl-glutaminsaure-Molekulen entsprechend. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

A. Ausgangssto ffe 
1. N-Cho- L- Aspcrruginsiiure-ci-henzylester 

a) N-Cho-~.-Asp~vaginsoure-mot~obet~zyiesfer-Gctnisch: 1 8 g N-Cbo-r-Asparaginsaurermhy- 
dridy- 10. 1 7 )  wcrden rnit 16 g atsol. Eenrylalkohol im geschlossenen Kolben 4 Stdn. auf 100" 
erhitzt. Das in 200 ccm bither aufgenommene 01 wird mit 45 ccm 5-prOZ. Ammoniaklosung 
ausgeschiittelt, die ammoniakalische Phase mit I5-proz. Salzsaure kongosauer gestellt, das 
ausgefallene 01 in bither aufgenommen und die Atherphase mit Wasser salzsaurefrei gewaschen 
und mit NazS04 getrocknet. Ausb. 22.8 g (877; d. Th.). 

b) rV-C'bo-rf-Eenz).lesfer: 20-- 22 g des siruposen Estergemisches werden in 250 ccm Ather 
geliist iind im Scheidetrichter mit 150 ccm 0.5-proz. NH4CLgepufferter Ammoniaklosung 
(pro I der 0.5-proz. Losung 40 g NH4CI) durchgeschiittelt, wobei sich 3 Schichten bilden. 
Dic obere, atherische Phase wird abgctrennt, mit weiteren 30 ccm Extraktionslbsung behandelt 
und crneut abgetrennt. Die dabei anfallende wiiBr. und olige Phase vereinigt man mit der 
;]us dcr ersten Extraktion, behandelt schlieBlich die ather. Phase noch einmal rnit 20 ccm 
Entraktionslosung analog und schlagt den waBr. Auszug den fruheren Ausziigen zu. Die 

* )  Fur die vAN-SLYKE-Bestimmung danken wir Herrn Dr. FII-~KAU vom lnstitut fur Physio- 
logischc Chemie der Universitat Halle. 

2 0 )  N. LICHTENSTEIN. J. Amer. chem. SOC. 64, 1021 [1942]. 
17) E. WONscH, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 328, 235 119621. 



1964 Peptidsynthesen mittels monoaktiv. Diester der Aminodicarbonsiiuren 1793 

N O  & X  

I 

I 

I- 
W 

VI 
W 

I 

8 

u 

h a2 - 5 
x 
c, 

k 
z 
9 
4 

Y 

Y 
8 - 
9 



1794 LOSSE, JESCHKEIT und KNOPF Jahrg. 97 

verbleibende ather. L6sung extrahiert man rnit 40 ccm 5-prO.z. Amnioniakl6sung quantitativ, 
sauert den Auszug an, nirnmt das ausgefallene 61 wieder in Ather auf, wLscht mit Wasser 
salzsaurefrei, trocknet rnit Natriumsulfat und versetzt rnit Petrolather. Der N-Cbo-L-Aspa- 
ruginsuure-a-benzylester kristallisiert nach kiirzer Zeit (Frakt. I), 1 .S g. Schmp. 84 -85". 

Zur Gewinnung weiteren N-Cboa-Benzylesters werden die gesammelten Arnmoniumsalz- 
extrakte einschliealich der oligen Anteile rnit SalzsPure angesauert, das gesamte alige Benzyl- 
estergemisch in 250 ccm Ather aufgenommen und nach Neutralwaschen der Losung mit 
Wasser das Extraktionsverfahren rnit insgesamt 140 ccrn Extraktionslosung in 3 Teilen von 
100:20:20ccrn wiederholt (Frakt. 2, 5.3 g, Schmp. 83-85"). 

Durch Wiederholung dieser Operationen rnit 100 ccm Extraktionslosung in Anteilen von 
50:30:20ccm (Frakt. 3, 3.8 g. Schmp. 83-85') und rnit 70 ccm Lbsung in Anteilen von 
40 :20: 10 (Frakt. 4,3.1 g, Schmp. 83-84") wurden insgesamt 13.7 g N-Cbo-t-Asparaginsuure- 
a-benzylester gewonnen, nach Umkristallisieren aus AtherlPetrolather ein einheitliches Pro- 
dukt vom Schmp. 84-85'. [a]$O: -9.66" (c = 5.59, in Eisessig). 

C19H19NO6 (357.4) Ber. C 63.87 H 5.36 N 3.92 Gef. C 63.62 H 5.27 N 3.84 

DCHA-SalzzJJ): Schmp. I 18 - I 19". [a]:": + 6.0" (c = I .O, in Athanol). 
C I ~ H ~ ~ N O ~ . C ~ ~ H ~ J N  (538.7) Ber. C 69.1 1 H 7.86 N 5.20 Gef. C 69.01 H 7.22 N 5.38 

2. N-Cbo- L- Asparaginsaure-u-athylester- DC HA-Salz 
2.6 g (0.01 Mol) N-Cho-L-Aspuraginsartreunhydrid, in 50 ccm absol. Ather suspendiert, 

werden rnit 2.34 g (0.04 Mol) Athanol und danach rnit 1.96 ccm Dicyclohexylamin in wenig 
Ather unter Riihren bei Raumtemperatur versetzt. Nach 3stdg. Riihren wird iiber Nacht 
stehengelassen, abgesaugt und mit Ather gewaschen. Ausb. 3.9 g (81 :< d. Th.), Schmp. 157 bis 
158" (Athanol/dither/Petrolather). [r]:' : -t 8.2" (c = 0.85, in Athanol). 
Cl4H17N06.C12H23N (483.6) Ber. C 64.60 H 8.34 N 5.79 Gef. C 64.41 H 8.47 N 6.01 

Der Ester wird durch Auflosen von 2.7 g des DCHA-Salzes i n  150 ccrn 50-proz. Athanol 
und I/Zstdg. Behandeln mit Ionenaustauscher Wofatit KPS 200 (HB) freigesetzt. Nach Ab- 
trennen des Austauschers und Einengen der Lasung wird in Ather aufgenommen. Ausb. 1 . 1  g, 
Schmp. 83 --84", [a]$o: - 16.0" (c = 1 .00. in Athanol). 

C14H17N06 (295.3) Ber. C 56.95 H 5.80 N 4.74 Gef. C 56.67 H 5.73 N 4.83 

3. N-Cbo-or-Aspuruginsiiure-B-benzylester wurde nach I. c. 16) gewonnen. Schmp. 103 - 105". 

B. Darstellung der aktivierten Ester 
Allgemeine Vorschriften 

I .  Carbodiimid- Methodes) ( A )  : 0.01 Mol N-Cbo-Asparaginsaure-monobenzylester ( Cbo- oder 
Formyl-usparagin) wird, in 40 ccm Essigester gelost, rnit 1.32 ccm Thiophenol (bzw. 1.67 g 
p-Nitro-phenol, I .I3 g Phenol) versetzt und die LBsung auf -25" abgekiihlt. Nach Zusatz von 
2.27 g Dicyclohexylcarbodiimid wird 2 Stdn. bei .-- 25" und anschlienend 3 Stdn. bei Raum- 
temperatur stehengelassen. Der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wird abgesaugt und die 
Losung i. Vak. eingedampft. Die erhaltenen Rohprodukte kristallisiert man aus Athanol um. 

2. POCl3- Verfahrenb) ( B )  : 0.01 Mol N-Cbo-Asparaginsaure-monobenzylester. I. I ccm 
Thiophenol bzw. 1.4 g p-Nitro-phenol und 0.93 ccrn POCI3 werden, in 50 ccrn absol. Tetra- 
hydrofuran gelbst, bei - 15" tropfenweise rnit 2.4 ccm (0.03 Mol) Pyridin versetzt. Der Ansatr 
wird 1 Stde. bei Raumtemperatur stehengelassen, das Msungsmittel nach Zusatz von 20 ccm 
Wasser i. Vak. abgedampft. Der in Essigester gel6ste Ruckstand wird rnit gesatt. NaHCOj- 

28) E. KLIEGER, E. SCHR~DER und H. GIBIAN, Liebigs Ann. Chem. 640, 157 [1961]. 
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LBsung und Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das nach Emdampfen 
der Essigester-LBsung erhaltene Rohprodukt aus khanol  urnkristallisiert. 

3. Chloraceronirril- Verfahren7) (C) : 0.01 Mol N-Cbo-Asparaginsdure-monobenzylester wird 
mit 2.1 ccm Tridthylarnin und 1.9 ccm Chloracetonifril30 Min. im Wasserbad auf 70" erhitzt. 
Man laOt den Ansatz iiber Nacht stehen, versetzt rnit wenig Essigester, saugt das kristallin 
ausgefallene Tri~rhylaniinhydrochlorid ab und dampft das Filtrat i. Vak. ein. Der kristalline 
Ruckstand wird aus Essigester/PetrolBther umkristallisiert. 

C. Peptihynthesen 
1.  N-Cbu-a-DL-Aspuragyl(~-benzylester)-glycin-ifthylester ( I )  
a) 3.96 g (0.01 Mol) N-Cbo-Dc-Asparaginsaure-gbenzylesfer-a-cyanmethylester und 2.06 g 

(0.02 Mol) Glycin-athylester werden in 20 ccm absol. Essigester gelbst, rnit einigen Tropfen 
Eisessig versetzt und 24 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach Abdampfen des 
LBsungsmittels i. Vak. wird der Ruckstand in Essigester aufgenommen, die Essigester-Lbsung 
mit verd. Salzsaure, gesatt. NaHCO3-Ltkung und Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat 
getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Ruckstand liefert aus khanol  3.9 g (88% d. Th.) I ,  
Schmp. I 1 1 - 112". 

C23H26N207 (442.5) Rer. N 6.33 Gef. N 6.42 

b) 4.18 g (0.01 Mol) N-Cbo-DL-Asparaginsaure-B-benrylester-a-p-nitropheny/esrer und I .03 g 
(0.01 Mol) Glycin-dthylesrer bleiben, in 30 ccm Chloroform gelbst, iiber Nacht stehen. Ab- 
dampfen des LBsungsmittels i. Vak. und Aufarbeitung des Riickstands wie oben ergibt 3.38 g 
(76% d. Th.) I, Schmp. 110-111". 

2. N-Cbo-a-oL-Asparagyl(~-benzylester)-glycin-bznzylester ( II )  : 2.39 g (0.05 Mol) N-Cbo- 
DL-Asparaginsaure-B-benzylesfer-a-p-nitrophenylester werden, in 25 ccm Acetonitril gelbst. 
rnit 1.62 g (0.05 Mol) Glycin-benzylesrer-benrolsu!fonat und 0.7 ccm Triathylamin versetzt. 
Der Reaktionsansatz wird iiber Nacht bei Raurntemperatur gehalten und wie untcr 1.a) auf- 
gearbeitet. Ausb. 1.8 g (71.5% d. Th.) 11, Schmp. 83" (aus Essigester/PetrolBther). 

C~aH28N207 (504.5) Ber. C 66.65 H 5.59 N 5.55 Gef. C 66.60 H 5.77 N 5.43 

3. N-Cbo-~-L-Asparagyl(a-benrylesfer)-glycin-benzylesfer (III):  4.78 g (0.01 Mol) N-Cbo- 
L-Asparaginsaure-a-benrylester-bi-p-nirrophenylesfer und 3.3 g (0.02 Mol) Glycin-benzylester 
werden, in 30 ccm Chloroform gelbst. 5 Stdn. bei 0" und 48 Stdn. bei Raumtemperatur auf- 
bewahrt. Danach wird der Reaktionsansatz mit Chloroform auf das 3fache Vol. verdunnt, 
8- IOmal mit 1 n NH3. 2mal mit 1 n HCI und anschlieI3end rnit Wasser gewaschen. Nach 
Trocknen iiber Natriumsulfat engt man die ChloroformlBsung i. Vak. ein und kristallisiert 
den Riickstand aus Essigester/Petrollther urn. Ausb. 3.9 g (77.5% d. Th.) II l ,  Schmp. 123 bis 
124". [a]',': -9.2" (c = 1.09, in DMF). 

CzsHz~N207 (504.5) Ber. C 66.65 H 5.29 N 5.55 Gef. C 66.67 H 5.82 N 5.74 

4. N-Cbo-~-L-Asparagyl(a-benzylester)-L-phenylalanin-ben~ylester ( IV)  : 2.39 g (0.05 Mol) 
N-Cho-L-Asparaginsaure-a-benzylesf~r-P-p-nitrophenylesfer, 2.14 g (0.05 Mol) L- Phenylalanin- 
benzylesrer-p-foluolsu~onar und 0.1 ccm Tridfhylamin werden in 30 ccrn Chloroform gelBst 
und der Reaktionsansatz wie unter 3. aufgearbeitet. Ausb. 1.9 g (64% d. Th.) IV,  Schmp. 
136- 138" (aus Essigester/PetrolBther). [a]&*: - 14.5" (c = 1.07, in Eisessig). 

C3sH,,N207 (594.6) Ber. C 70.69 H 5.76 N 4.71 Gef. C 70.70 H 5.97 N 4.89 

5. N-Cbo-p- L- Asparagyl(a-benrylester) -6-L-ornithin ( V )  
a) 7.14 g (0.02 Mol) N-Cbo-L-Asparaginsaure-a-benzylesfer werden, in 80 ccrn Tetrahydro- 

furan gelbst, bei -10" rnit 2.8 ccrn (0.02 Mol) Triafhylamin und 2.1 ccm (0.02 Mol) Chlor- 
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ameisensurrre-uthylester versetzt. Nach 30 Min. IiiRt man unter Ruhren innerhalb 1 Stde. eine 
wPRr. Losung von L-Ornithin-Cu-Komplex. HCI (hergestellt aus 6.8 g (0.04 Mol) L-Ornithin- 
hydrochlorid und basischem Kupfercarbonat29)) sowie 8.4 ccm (0.06 Mol) Triiithylamin in 
30 ccm Tetrahydrofuran und 20 ccm Wasser zutropfen. Es wird 2 Stdn. weitergeruhrt und der 
Dipeptid-Cu-Komplex in Eiswasser ausgefallt. Ausb. 5.3 g (51.1 2, d. Th.). Zur Entfemung 
des Kupfers wird in einer Mischung von 50 ccm Wasser und 10 ccm Eisessig suspendiert und 
unter Ruhren bis zur EntfPrbung mit 10-proz. KCN-Losung versetzt. Nach mehrstdg. Belassen 
im Eisschrank wird abgesaugt und aus Wasser umkristallisiert. Ausb. 4.3 g (86.7% d. Th.) V, 
Schmp. 190", [a]206: -5.4" (c  = 1.0, in Eisessig). 

Cz4H29N3O7 (471.5) Ber. C61.13 H 6.20 N 8.91 Gef. C60.74 H 6.38 N9.03  

b) pr-L-Asparagyl-d-L-ornithin: I g des Dipeptidesters V wird, in 100 ccrn Eisessig gelost, 
mit 0.3 g Pd-Mohr 5 Stdn. hydriert. Nach dem Abfiltrieren des Katalysators wird i. Vak. 
eingeengt und der Ruckstand aus Wasser/Aceton umgefallt. Ausb. 0.5 g (96% d. Th.), 
Schmp. >245" (Zen.). [a];': +43.6" (c = 1.0, in 1 n HCl). R ~ 0 . 5 5  (Butanol/Eisessig/Wasser), 
Schleicher & Schull 2043 b; RF 0.36 (Phenol/Wasser). 

C ~ H ~ ~ N ~ O S  (247.3) Ber. C 43.72 H 6.93 N 17.00 N * )  11.34 
Gef. C43.75 H 7.17 N 16.51 N * )  11.51 

prim. NHz, bestimmt nach VAN SLYKE. 

6. N-Cbo-~-Asparagin~~l-glycin-uthylester I V l )  : Zu einer Liisung von 6.88 g (0.02 Mol) 
N-Cbo-r.-Asparagin-thiophenylester in 20 ccm Chloroform werden 3.36 g (0.024 Mol) Glycin- 
athylester-hydrochlorid und 3.5 ccm (0.025 Mol) Triathylamin gegeben. Der Ansatz wird uber 
Nacht stehengelassen, die entstehende gallertartige Masse nach Zusatz von Essigester abge- 
saugt und aus Essigesterlkhanol umkristallisiert. Ausb. 5.8 g (83 9; d. Th.), Schmp. 189 bis 
190°, -. 35.6" (c = 0.18, in Athano]). 

C16H~iN306 (351.4) Ber. C 54.69 H 6.02 N 11.96 Gef. C 54.97 H 6.13 N 11.92 

7. N- Cbo-Glycyl-glycyl-r-asparagin-thiopherrylester ( VII)  
a) L-Asparagin-thiophenylester-hydrobromid wird aus N-Cbo-r.-Asparagin-thiophenylester 

durch Behandeln mit BromH.assersto~/Eisessig in 94-proz. Ausb. gewonnen. Schmp. 174" 
(aus Athanol), [a]h0: f77.3" (c = 0.54, in Wasser). 

CloH12N202S.HBr (305.2) Ber. N 9.18 Gef. N 9.36 

2.66 g (0.01 Mol) N-Cbo-Glycyl-glycin werden. in 50 ccm absol. Tetrahydrofuran gelost, 
niit 1.44 ccm (0.01 Mol) Triathylamin versetzt und bei - 1 5  bis -2O"niitO.l ccm Chloramcisen- 
saure-athylesrer zum gemischten Anhydrid kondensiert. Nach 30 Min. gibt man bei -20" 
weitere I .4 ccrn Triiithylamin und 3.05 g (0.01 Mol) c-Asparagin-thiophenylester-hydrobromid 
in THF/Wasser zu, laBt den Ansatz I Stde. bei Raumtemperatur stehen und dampft das 
Tetrahydrofuran i. Vak. ab. Der Ruckstand, in Essigester nicht Ioslich, wird mit verd. Salz- 
saure, NaHC03-Losung sowie Wasser gewaschen und aus Essigester/Dimethylformamid 
umkristallisiert. Ausb. 3.1 g (65.5% d. Th.) V l l ,  Schmp. 204-205", [a]i3: -56.6' (c = 0.58, 
in DMF). 

C22H24N402.5 (472.5) Ber. C 55.92 H 5.12 N 11.86 Gef. C 55.50 H 5.36 N 11.71 

b) GI~cyl-glycyl-c-asparagin-thiophenylester-hydrobromid: Der Cbo-Rest wird durch Be- 
handeln von VII  mit HBrlEisessig abgespalten. Das Esterhydrobromid (87% d. Th.) wird aus 
Athanol/kher umkristallisiert. Schmp. 185- 187", [u]g: -77.6' (c = 0.46, in Wasser). 

C14H18N404S.HBr (419.3) Ber. N 13.36 Gef. N 13.34 

29) A. NEUBERGER und F. SANGER, Riochem. J .  37, 515 [1943]. 
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8. a) N-Cbo-8-Alanyl-glycyl-L-asparagin-thiophenylester ( VIII)  erhllt man, wie unter 7. a) 
beschrieben. Anstelle des N-Cbo-Glycyl-glycins werden 2.8 g (0.01 Mol) N-Cbo-&4lanyl- 
glycin eingesetzt. Ausb. 3.1 g (63.3 % d. Th.), Schmp. 183- 184" (aus Essigester/Dimethyl- 
Formamid), [a]i0: -51.0' (c = 0.53, in DMF). 

C23H26N405S (486.5) Ber. C 56.77 H 5.39 N 11.52 Gef. C 56.55 H 5.61 N 11.46 

b) ~-AIunyl-glycyl-L-asparagin-thiophenylester-hydrobromid: Die Abspaltung des Cbo- 
Restes aus VIII fuhrt zu einem hygroskopischen Rohprodukt, das durch Umkristallisieren 
aus khanol/Ather gereinigt werden kann. Ausb. 80% d. Th., Schmp. 164-I67O, [a];*: -71.0" 
(c = 0.75, in Wasser). 

Cl~H20N404S.HBr (433.3) Ber. N 12.93 Gef. N 12.89 

D. Polymerisation der Aminodicarbonsciuren 

L-Glutuminsaure- y-benzylester-a-p-nitrophenylester-hydrobromid (entspr. IX) : 2 g N-Cbo- 
~-Glutnminsaure-y-benzylester-a-p-nitrophenylester 2) wurden unter Erwlrmen in 5 ccm absol. 
Eisessig gelbst und nach dem Abkuhlen mit 5 ccm 30-proz. HBrlEisessig venetzt. Nach einer 
Reaktionszeit von 2 Min. wurde der Ansatz mit 150 ccm absol. k h e r  versetzt und 2 Tage bei 
Raumtemperatur aufbewahrt. Ausb. 0.9 g (50% d. Th.), Schmp. 123.5" (aus Eisessig/kher) 19), 

[a]b9: +29.3" (c  = 2.06, in khanol) ;  RF 0.623 (Propanol/Wasser 7 :3,  Schleicher & Schiill 
2043 b). 

C ~ ~ H I ~ N Z O ~ . H B ~  (439.3) Ber. C 49.21 H 4.36 N 6.38 Gef. C 48.90 H 4.31 N 6.46 

L-Gluraminsaure-y-benzylester-a-p-nirrophenylester-hydrojodid (entspr. I X )  : 1.5 g N-Cbo- 
L-Glutaminsaure-y-benzylester-a-p-nitrophenylester wurden in 20 ccm absol. Eisessig suspen- 
diert und nach Zusatz von 2 g Phosphoniumjodid unter Zuleiten von trockenem Wasserstoff 
4 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Der geringe Anteil von nichtumgesetztem Phos- 
phoniumjodid wurde abfiltriert und das gebildete Hydrojodid mit absol. Ather gefallt. Ausb. 
0.65 g (43.8% d. Th.i, Schmp. 132-134' (aus Eisessiglkher), [a]2:  +6.3" (c = 1.27, in Eis- 
essig), RP 0.622 (Propanol/Wasser 7 : 3, Schleicher & Schiill 2043 b). 

Cl8HjsN206.HJ (486.3) Ber. C 44.46 H 3.94 N 5.76 Gef. C 44.33 H 4.28 N 5.95 

L-Gluraminsoure-a-benzylester-y-p-nirrophenylesrer-hydrobr~mid (entspr. X )  : 2 g N-Cbo- 
L-Glutaminsuure-a-benzylester-y-p-nitrophenylester 2) wurden unter Erwarmen in 5 ccrn absol. 
Eisessig gelbst. nach dem Erkalten mit 5 ccm 30-prOZ. HBrlEisessig versetzt und 4 Min. mit 
200ccm absol. k h e r  gefallt. Ausb. 0.76g (42% d.Th.), Schmp. 128--131", [alp: +6.3" 
(c = 1.05, in Athanol). 

C18HI8N206.HBr (439.3) 

i.-Gluraminsaure-a-benzylester-y-p-nitrophenylester-hydrojodid (entspr. X) : 1.5 g N- Cho- 
L-Glutaminsaure-a-benzylester. y-p-nitrophenylester wurden in 40 ccrn absol. Eisessig gelbst 
und nach Zusatz von 2 g Phosphoniumjodid unter Durchleiten von trockenem Wasserstofl 
4 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das Hydrojodid wurde mit absol. Ather geflllt und 
ails absol. &hanol/kher umkristallisiert. Ausb. 0.55 g (37% d. Th.), Schmp. 140- 142" 
(Zers.), [a];': +9.6" (c = 1.076, in khanol) .  

Ber. C 49.21 H 4.36 N 6.38 Gef. C 49.37 H 4.30 N 6.68 

C18HlsNz06.HJ (486.3) Ber. C44.46 H 3.94 N 5.76 Gef. C44.37 H 4.17 N 6.04 

N-Cbo-8- L- Asparugyl(a-benzylester) -t-glutaminsaure- y - benzylester-u- p-nitrophenylester 
(XI): I .8 g (0.005 Mol) N-Cbo-L-Aspuruginsaure-a-benzylesrer wurden in 100 ccrn absol. 
Essigester bei .--25" mit I g Dicyclohexylcarbodiimid kondensiert und nacheinander mit 2.2 g 
(0.005 Mol) IX-Hydrobromid und 0.7 ccm (0.005 Mol) absol. Triathylamin versetzt. Nach 
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45 Min. im KHltebad wurde der Ansatz noch 4-5 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt, 
das Triarhylamin-hydrobromid und der Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Danach wurde die 
klare LBsung rnit weiterem Triiithylamin (0.7 ccm) versetzt und so lange rnit Wasser ausge- 
schiittelt, bis die Waschflussigkeit nach dem Ansiiuern keine Triibiing mehr zeigte. Nach 
saurer Extraktion rnit verd. Salzsaure wurde die Essigesterlasung schliealich rnit Wasser 
neutral gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet, i. Vak. auf 40-50 ccrn eingeengt und mit 
uberschuss. Petroliither versetzt. Ausb. 3.35 g (96% d. Th.) XI, Schmp. 133- 135' (aus Atha- 
nol), [a]:*: -30" (c = 1.0, in Eisessig). 

C37H35N3011 (697.7) Ber. C 63.70 H 5.06 N 6.02 Gef. C 63.77 H 5.17 N 6.25 

N- Cbo- /I- I. -Asparugyl(a-benzylester) - L-glutaminsaure-a- benzylesrer-y-p-nitrophenylester 
( X l l ) :  1.8 g (0.005 Mol) N-Cbo-r-Asparaginsuure-a-benzylester wurden in 100 ccm absol. 
Essigester bei -25" mit 1 g Dicyclohexylcarbodiimid kondensiert und nacheinander mit 2.2 g 
(0.005 Mol) X-Hydrobromid und 0.7 ccm (0.005 Mol) Tridrhylamin versetzt. Nach 45 Min. 
im Kaltebad wurde der Ansatz noch 4-5 Stdn. bci Raumtemperatur aufbewahrt. Aufarbei- 
tung wie bei XI erbrachte 1.75 g (50:( d. Th.) XI1 vom Schmp. 119--121" (Essigester/Petrol- 
tither), [a]&*: - 10.0" (c = 1.0, in Eisessig). 

C37H35N3011 (697.7) Ber. C 63.70 H 5.06 N 6.02 Gef. C 63.87 H 5.09 N 6.28 

Poly-(~-L-asparagyl-u-L-glutaminsaure) ( X I I I ) :  1.8 g XI  wurden mit 20 ccm 15-proz. 
HBr/Eisessigl&ung versetzt und 30 Min. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das gebildete 
Hydrobromid wurde mit absol. Ather gefallt (0.8 g), zur Polymerisation in 20 ccm Acetonitril 
gclBst, mit 0.16 ccm Pyridin versetzt und 18 Stdn. auf 40' envlrmt. Durch Fiillen rnit absol. 
Ather trennte man die polymere Verbindung ab. Da sich hierbei gleichzeitig das Pyridin- 
hydrobromid abschied, wurde das Gemisch in 50 ccm Eisessig geliist, 24 Stdn. in durch- 
strilmendem Wassersrqff uber Pd-Mohr hydriert und nach Abtrennung des Katalysators und 
Verdampfen des LBsungsmittels i. Vak. der Ruckstand in 50 ccm 70-proz. Athano1 aufge- 
nommen; hieraus liel3 sich die reine polymere Verbindung bei pH 5-6 nach Zusatz einer 
verd. Lbsung von Kupferacetat als Kupfersalz abzentrifugieren. Ausb. 0.5 g. 

( C O H I O N Z O ~ C U ~ ) ~  (369.3), Ber. N 7.58 Gef. N 7.48 Mol.-Gew. 3100 nach VAN SLYKE 




