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Durch direkte Acylierung von Semicarbazid sowie durch Umsetzung von Ben-

zyloxycarbonylaminosiure-hydraziden mit Cyansdure wurden einige Amino-

sdure- und Peptidsemicarbazide, so z. B. die dem Carboxylende des Oxytocins

analoge Sequenz Prolyl-leucin-semicarbazid, hergestellt. Deren Verhalten unter
den Bedingungen der Peptidsynthese wird untersucht.

Von den physiologisch wirksamen Peptiden, wie Oxytocin, Bradykinin u. a., sind
bis jetzt eine Vielzahl von Analogen synthetisiert und auf ihre Wirkung untersucht
worden1). In fast allen Fillen wurden eine oder mehrere Aminosduren gegen andere
ausgetauscht, um aus der Wirkungsinderung Schliisse auf die Bedeutung der einzelnen
Molekiilbausteine am Wirkort zu ziehen und letztlich Hinweise auf Topochemie und
Mechanismus am Rezeptor zu finden 2), Solche Variationen berithren die Peptidkette,
die regelmiBig wiederkehrende Atomfolge —NH—-CHR —CO —-NH-CHR —-CO —,
nicht. Eine Verinderung dieser Geriiststruktur in wirksamen Peptiden ist bisher nur
beschrinkt durchgefiithrt worden. Der Einbau von N-Methyl-aminosduren, z. B. die
Synthese von Sarkosin9-3) und [N-Methyl-tyrosin]2-Oxytocin4), sowie eine Verldn-
gerung der Peptidkette infolge Verkniipfung iiber 8-Carboxylgruppen, z. B. {#-Aspara-
gin]l-Angiotensin3) und Isoasparaginyl-Oxytocin®), sind Schritte in dieser Richtung.

Auch der Einbau von Hydrazinosiuren in Peptide?), z. B. die Synthese von Hydra-
zinoacetyl9-Oxytocin®), verindert die Peptidkettenstruktur. Durch die B-Verkniip-
fung der Hydrazinoessigsdure resultiert dabei eine Verldngerung der Kette. Baut
man an Stelle der Aminosduren Semicarbazide ein, so ist die sterische Verinderung
des Peptidmolekiils weitaus geringer. Der a-Kohlenstoff wird durch Stickstoff ersetzt,
es entstehen gewissermaBen a-Aza-peptide.

Derartige ,,peptidihnliche Oligoverbindungen* hat GANTE?) 1962 beschrieben.
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Durch Reaktion von geschiitzten Aminosdurehydraziden mit N-Carbonyl-aminosaureestern
stellte er Peptide her, die in der Kette Semicarbazyl- statt Glycyl- enthalten, so z. B. ein
Octaglycyl-Analoges, in dem Semicarbazid und Glycin alternieren. Ausgehend von Benzyi-
oxycarbonylhydrazin, sind auf diese Weise Heteropeptide mit N-terminalem Semicarbazid
erhalten worden. Die Umwandlung der a-Aza-peptidester in die Hydrazide und die Abspal-
tung des Z-Restes mit HBr/Eisessig gelangen ohne Schwierigkeiten, die Acylierung eines
Semicarbazides nach der Anhydrid-Methode ergab eine unbefriedigende Ausbeute.

Das eiste und bisher einzige Analoge eines wirksamen Peptides mit einer solchen ,,isosteren
Einheit innerhalb der Polyamidkette*, das [x-Aza-valyl)9-Angiotensin II, haben H.-J. Hess
und Mitarbb.!®) dargestellt. Sie setzten dabei N-tert.-Butyloxycarbonyl-N’-isopropyl-hydra-
zin mit N-Carbonyl-O-benzyl-tyrosin-dthylester um und kondensierten das nach HCI-Behand-
lung erhaltene freie Hydrazid mit Z-Nitroarginin nach der DCCI-Methode!l). Z-Abspal-
tung mit HBr/Eisessig, Pd-Kohle/H, sowie die alkalische Verseifung der a-Aza-peptide wurden
ebenfalls, allerdings ohne Angabe von Ausbeuten, durchgefiihrt.

Fiir die Synthese von a-Aza-peptiden mit C-terminalem Semicarbazid gibt es zwei

Wege: 1. Die direkte Acylierung von Semicarbazid, 2. die Umsetzung von geschiitzten
Aminosiurehydraziden mit Cyanséure. Tab. |1 enthilt die Ergebnisse der Acylierung.

Tab. 1. Durch direkte Acylierung von Semicarbazid hergestellte
Aminosidure-semicarbazide

Methode Verbindung Reinausb. (%)
Dicyclohexylcarbodiimid- Z—Leu—Sem 26
p-Nitrophenylester- Z—leu—Sem 29
Anhydrid- Z—Leu—Sem 4]

Azid- Z—Gly—Sem 0

Die Umsetzung des Hydrazids in Salzsdure mit Kaliumcyanat verlduft im Falle des
Z--Gly—Sem erfolgreich nach der von H. GEHLEN!2) fiir das Phenylessigsdure-semi-
carbazid gegebenen Vorschrift. Die verdnderten Loslichkeitsverhiltnisse erfordern fiir
die Darstellung von Z —Leu —Sem und Z —Pro —Leu —Sem eine besondere Methodik.
Die Reaktion ist in wiBriger, heterogener Phase weitaus ergiebiger als in Dimethyl-
formamid,/Eisessig, dem giinstigsten der erprobten Losungsmittelgemische.

Z—Pro--Leu—~NH-NH; + H-N=C=0 -—--—» Z—Pro—Leu—Sem

Z—Pro—Leu—OCHj; wurde nach der Nitrophenylester-Methode 13) mit 859, und
daraus das Hydrazid mit 90%; Ausbeute gewonnen.

Durch Hydrierung an Palladiumkohle lie sich die Z-Schutzgruppe nur vom
Z—Gly —Sem entfernen. Die mit HBr/Eisessig freigesetzten Aminoacyl-semicarbazid-
hydrobromide haben einen undefinierten HBr-Gehalt, Wihrend mit Z —Pro-[p-nitro-
phenylester] keine Acylierung von Leu —Sem méglich war, gelang sie mit Z-Glycinazid
beim Gly—Sem und beim Pro—Leu--Sem.

Geschiitzte Peptide kénnen also mit Aminoacyl-semicarbaziden nach der Azid-
Methode verkniipft werden.

100 H.-J. HEss, W. T. MoreLAND und G. D. LAUBACH, J. Amer. chem. Soc. 85, 4040 [1963].

1 Abkiirzungen: Z = Benzyloxycarbonyl, DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid, Sem steht fiir
—-NH--NH—-CO-—NH;.

12} Liebigs Ann. Chem. 563, 185 [1949)].

13} M. BopaNszky und V. bu VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 81, 5688 [1959].
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Tab. 2. Synthetisierte Aminosdure- und Peptidsemicarbazide
X—[NH—CHR—CO}),—NH—-NH-CO—NH;

X —[NH~CHR—-CO],— Ausb. (%) Schmp.

zZ— —Gly— 85 188 —190°
zZ— —Leu— 59 144 —146°
Z— —Pro—Leu— 58 212-213°
zZ— —Gly—-Gly— 87 190 - 193°
Z— —Gly—Pro—Leu— 63 230—-232°
H—- —Gly— (Hydrochlorid) 78 183 —185°
H-— —Leu— (Acetat) 78 135—138°
H-— —Pro—Leu— (Hydrobromid) >90 hygroskopisch

Da die Synthese von Oxytocinanalogen als letzten Reaktionsschritt eine Spaltung
mit Natrium in fliissigem Ammoniak erfordert, wurde das Verhalten von Z —Leu —Sem
gegen Na/NHj3 untersucht. Vgl. dazu 1. c.14, Wenn unter absolutem Feuchtigkeits-
ausschluB das Natrium in NHj3 gelost in den Reaktionskolben eingebracht wird,
finden keine Spaltungsreaktionen am Semicarbazid statt, wie diinnschichtchromato-
graphisch nachgewiesen wurde. Zur Gewinnung einer Losung von Na in NH3 wurde
in Anlehnung an die von NESVADBA entwickelte Apparatur!5) eine vereinfachte An-
ordnung benutzt (siche experimentellen Teil). Ein Zusatz von Acetamid verhindert
die mitunter auftretende geringfiigige Abspaltung von Leu vollstindig. Bei der an-
schlieBenden Isolierung des Leu —Sem durch Adsorption an Dowex 50 X 12 (H-Form)
und Elution mit n NH; kommt es zur teilweisen Spaltung.

Das Verhalten der Aminoacyl-semicarbazide unter den Bedingungen der Peptid-
synthese gibt die Grundlage fiir die Synthese weiterer a-Aza-peptide.

Fiir anregende Diskussionen sei Dr. J. RUDINGER vielmals gedankt. Die Mikroanalysen
wurden in unserem analytischen Labor durch F. KnoBLocH und N. SMirRnowA ausgefiihrt.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach BoETius bestimmt und sind
korrigiert. Die Diinnschichtchromatographie der Aminoacylsemicarbazide erfolgte an Kiesel-
gel G mit Isopropylalkohol/Wasser (2: 1) (System A) und n-Butanol/Ameisensdure/Wasser
(75:15:10) (System B). Die Chromatogramme wurden mit Ninhydrin und ammoniakal.
Silbernitratldsung bespriiht. Die Analysenproben wurden bei 80°/0.05 Torr 6 Stdn. getrocknet.

Benzyloxycarbonyl-glycin-semicarbazid: 8.00 g Benzyloxycarbonyl-glycinhydrazid werden in
50 ccm 2 n HCI gelost. Nach Filtrieren wird unter Rithren portionsweise eine Ldsung von
6.00 g Kaliumcyanat in 20 ccm Wasser hinzugegeben, bis die Losung schwach alkalisch
reagiert, wobei das Gemisch stark schiumt (Abzug). Durch Zugabe weiterer Salzsdure wird
auf pH 3 eingestellt. Nach kurzer Zeit kristallisiert das Semicarbazid aus. Ausb. 8.12 g
(85%,), aus Wasser Schmp. 188—190°. Weitere Umkristallisation aus Wasser ist verlustreich.

C11H14N4O4 (266.3) Ber. €49.62 H 5.30 N 21.04 Gef. C49.59 H 5.50 N 20.99
14) §, Bajusz und K. MEDZIHRADSZKY, in V. Europ. Peptidsymposium, S. 49, Pergamon Press

Oxford 1963.
15) Unverdffentlicht.
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Versuch zur direkten Acylierung von Semicarbazid nach der Azid-Methode: Zu dem aus
2.24g Z-Glycinhydrazid bereiteten Azid (vgl. Synth. vonZ—Gly—Gly—NH—-NH—-CO —NH,)
wird eine mit Triithylamin auf pH 6.5—7 neutralisierte L8sung von 1.5 g Semicarbazid-
hydrochlorid gegeben. Der nach 24 Stdn. im Kiihlschrank ausgeschiedene Tridthylaminhydro-
chlorid-Niederschlag enthilt einen wasserunldslichen Anteil, Schmp. 68 —69°, der sich bei
der Aufarbeitung unter Gasentwicklung zersetzt. Aus dem Filtrat wird nur Z-Glycinamid
(0.5 g, Schmp. 134—136°) erhalten.

Glycin-semicarbazid-hydrochlorid: 2.20 g Benzyloxycarbonyl-glycin-semicarbazid in 100 ccm
Methanol werden unter Zusatz von 4.4 ccm 2 n HCl und ca. 200 mg 10-proz. Palladiumkohle
hydriert. Man 18st den nach Eindampfen der filtrierten Losung i. Vak. erhaltenen Riickstand
in 6 ccm Wasser, filtriert und versetzt mit 40 ccm Methanol und 40 ccm Ather. Ausb. 1.08 g
(78%), Schmp. 183 —185°, Reinigung erfolgt durch Losen in Wasser und Fillen mit Athanol.
Rr (System A) 0.55, Rr (B) 0.14.

C3HoN40,]Cl (168.6) Ber. C21.37 H 5.38 N 33.23 Gef. C21.74 H 5.31 N 33.34

Benzyloxycarbonyl-glycyl-glycin-semicarbazid nach der Azid-Methode: 1.12 g (5.00 mMol)
Benzyloxycarbonyl-glycinhydrazid werden unter Zusatz von 2.5 ccm konz. Salzsdure in
10 ccm Dimethylformamid geldst. Unter Riihren tropft man bei —15° innerhalb von 2 Min.
1.5 ccm 25-proz. Natriumnitrit-Lésung hinzu. Das Azid scheidet sich aus. Man gibt Wasser
hinzu, bis sich der Brei gut durchriihren 148t, und stellt nach 5 Min. mit Triathylamin auf
pH 6.5—7 ein. Eine auf —10° vorgekiihlte Losung, die 0.84 g Glycin-semicarbazid-hydro-
chlorid, 0.69 ccm Tridthylamin und 2.5 ccm Wasser in 5 ccm DMF enthilt, wird hinzugefiigt.
Die Mischung riihrt man noch 30—40 Min. bei —10° und stellt iiber Nacht in den Kiihl-
schrank (0— 4°). Vom ausgeschiedenen Tridthylaminhydrochlorid wird abgesaugt, das Filtrat
in 50 ccm Wasser, das etwas HCI enthilt, gegossen und mit Ammoniaklosung auf pH 7
eingestelit. Nachdem i. Vak. alles Ldsungsmittel entfernt ist, wird in Wasser geldst und auf
pH 2.5 angesduert. Uber Nacht im Kiihlschrank scheiden sich 1.41 g (87%) des Peptid-
semicarbazids aus. Schmp. 190—193°. Die Analysenprobe wurde aus Wasser umkristallisiert.

Cy3H7NsOs (323.3) Ber. C48.29 H 5.30 N 21.66 Gef. C48.11 H 5.34 N 21.51

Benzyloxycarbonyl-r-leucin-semicarbazid

a) Dicyclohexylcarbodiimid-Methode: 1.22 g Semicarbazidhydrochlorid in 5 ccm DMF wer-
den mit 1.51 ccm Tridthylamin versetzt und 10 Min. kriftig gerithrt. Nachdem man vom aus-
geschiedenen Tridthylaminhydrochlorid abfiltriert hat, wird sirupdses Benzyloxycarbonyl-
leucin (3.3 g, 10 mMol), geldst in wenig DMF, hinzugegeben und unter Eiskiihlung mit 2.06 g
DCCI versetzt. Nach 24 Stdn. gibt man 3 Tropfen Eisessig hinzu, schiittelt um, filtriert nach
einer weiteren Stde. und entfernt das L8sungsmittel i. Vak. (N.N’-Dicyclohexyl-harnstoff 2.5 g).
Der verbleibende Sirup kristallisiert beim Verreiben mit Ather langsam. Ausb. 2.6 g, Schmelz-
bereich 96— [36°. Aus Essigester 1.04 g vom Schmelzbereich 108 —125°, aus Nitromethan
0.85 g (26.5%) vom Schmp. 140—147°. Zur Analyse wurde 2mal aus Nitromethan um-
kristallisiert, Schmp. 145—146°. [a]¥: —11.5° (¢ = 1, in DMF).

CysH2zN4O4 (322.4) Ber. C55.89 H6.88 N 17.38 Gef. C 5595 H7.09 N 17.29

b) Nirrophenylester-Methode: In einer wie unter a) hergestellten Losung von Semicarbazid
in DMF werden 3.86 g Benzyloxycarbonyl-L-leucin-{ p-nitro-phenylester ] gelost. Nach 72 Stdn.
wird i. Vak. cingeengt, in Essigester geldst, 4mal mit » NHj, einmal mit » HCI geschiittelt,
iiber Na;SQg4 getrocknet und i. Vak. eingeengt. Rohausb. 1.2 g, aus Essigester 0.92 g (28.7 %),
Schmp. 138 —144°.

¢) Anhydrid-Methode: 2.9 g Benzyloxycarbonyl-leucin (10 mMol) werden in | ccm DMF
gelost, mit 1.2 g N-Athyl-piperidin versetzt und auf —15° abgekiihlt. Unter Riihren tropft
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man 1.45 g Chlorameisensdure-sek.-butylester hinzu, wobei die Temperatur — 10° nicht iiber-
steigen soll. Die Mischung wird 10 Min. auf 4-8° erwiirmt, schnell wieder auf — 15° abgekiihlt
und tropfenweise mit einem Gemisch von 1.15 g Semicarbazidhydrochlorid und 1.2 g N-Athyl-
piperidin in 15 ccm DMF versetzt. Die Temperatur soll —5° nicht iibersteigen. Man riihrt
noch 30 Min. bei 0°, 2 Stdn. bei Raumtemperatur, destilliert das Losungsmittel i. Vak. bei
60° Badtemperatur ab, 18st den Riickstand in Essigester, schiittelt mit » HCl, KHCO3-Ldsung
und Wasser aus, trocknet iiber Natriumsulfat und engt i. Vak. ein. Nach dem Verreiben mit
Ather verbleiben 1.5 g (46.5%), Schmp. 138 —140°; aus Nitromethan 2.6 g (41 %), Schmp.
143 —145°.

d) Durch Umsetzung von Benzyloxycarbonyl-leucinhydrazid mit Cyanséure: 2.8 g Z-Leucin-
hydrazid werden in ca.20 ccm n HCl gelost und, wie beim Z-Prolyl-leucin-semicarbazid
beschrieben, mit KOCN-Lsung umgesetzt. Rohausb. 2.4 g (71%); aus Nitromethan 1.9 g
(59%), Schmp. 144 —146°.

L-Leucin-semicarbazid
a) Durch HBr|FEisessig-Spaltung

Acetat: 2.0 g Benzyloxycarbonyl-leucin-semicarbazid werden in 10 ccm 4 n HBr/Eisessig
unter Zusatz von 100 mg Phenol gelost und 20 Min. geriihrt. Nach Atherzugabe fallen ca.
2.2 g rohes Hydrobromid aus, das, aus absol. Methanol mit Ather umgefallt, 1.98 g einer
zihen, schmierigen Masse ergibt. Nach Ausithern wird die waBir. Ldsung des Hydrobromids
iiber eine Amberlite IRA 400-Siule (Acetat-Form) vom Br© befreit. Nach Entfernen des
Wassers im Rotationsverdampfer, Losen des Riickstandes in Athanol und Ausfillen mit
Ather werden nach kriftigem Verreiben 1.21 g Leu-Sem-acerat erhalten (78%). Schmp.
108 — 110° (Zers.). Analyse des rohen Acetats:

CoHoN4O4 (248.3) Ber. C43.54 H8.12 N 22.56 Gef. C42.33 H 8.17 N 22.67

Reinigung durch Losen in Athanol und Ausfillen mit Ather lieferte ein Produkt, das bei
108° leicht sinterte, aber erst bei 135—138° schmolz.

Gef. C43.68 H 8.18 N 22.24

Hydrochlorid: Eine Losung des Acerats in absol. Athanol wird bei 0° mit HC/ in Iso-
propylalkohol angesiuert und das Hydrochlorid sofort mit Ather ausgefillt. Schmp. 154 —157°

Zers.).
( ) C7H9N4O;]Cl (224.7) Ber. C37.41 H 7.63 Gef. C37.13 H 7.53

Die Verbindungen waren, abgesehen von einer geringfiigigen Leucinspur, chromatogra-
phisch einheitlich. Rer (A) 0.95, Rr (B) 0.55. Die Anwesenheit von Semicarbazid und Leucin-
hydrazid konnte durch Ausbleiben der Fluoreszenz nach Behandlung mit Salicylaldehyd und
p-Dimethylamino-benzaldehyd mit Sicherheit ausgeschlossen werden 10),

b) Spaltung mit Natrium in fliissigem Ammoniak: Man gibt 1.0 g Z-Leu-Sem und 500 mg
trockenes Acetamid in einen Dreihalskolben und destilliert mit Natrium bis zur bleibenden
Blaufirbung vorbehandeltes Ammoniak (ca. 100 ccm) hinein. Der eine Hals ist mit einer Y-Ver-
zweigung versehen, in die ein kleiner Trichter (+ Glaswolle) in Hohe der Abzweigung ein-
gehidngt ist. Das dariiber befindliche, mit einem Schlauchansatz versehene Zwischenstiick
zentriert das abtropfende NHj auf den Trichter und ist anfangs mit dem Na/NH;-Destillier-
kolben, spiter mit dem zweiten seitlichen Hals mit einem PVC-Schlauch verbunden. Dariiber
befindet sich ein mit Trockeneis beschickter Kiihlfinger. Portionsweise auf den Trichter
gebrachtes Natrium wird durch den NHi-RiickfluB geldst und fliefit in das Reaktionsgemisch
(200—250 mg Na sind erforderlich). Beim Eintritt einer 15 Sek. bleibenden Blaufiarbung wird

16) F. FEiGL, Spot Tests in Organic Analysis, S. 300, Elsevier, Amsterdam 1956.
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der Kolben mit Trockeneis/Aceton abgekiihlt, das Aufsatzteil mit dem restlichen Na entfernt
und Ammoniumchlorid bis zum Verschwinden der Triibung hinzugefiigt. Das Ammoniak
wird an der Wasserstrahlpumpe vollstindig entfernt. Diinnschichtchromatographisch enthilt
das Reaktionsgemisch kein Leucin, Leucinhydrazid und Semicarbazid.

Nach Aufldsen in Eiswasser und Zugabe von Essigsdure bis pH 4 wird das Produkt an
eine Dowex 50 X 12-Siule (H®-Form) adsorbiert und die Sdule mit Wasser bis zur neutralen
Reaktion gewéschen. Mit n NH;y wird das Leucinsemicarbazid eluiert, und anschlieBend
wird die Siule neutralgewaschen. Die vereinigten Eluate dampft man i. Vak. sofort zur
Trockne. Der sirupdse Riickstand kristallisiert nach Verreiben mit Ather/Hexan iiber Nacht
teilweise. Die freie Base, Schmp. 148 —150°, wurde ungereinigt analysiert.

C7H¢N4O, (188.2) Ber. C 44.66 H 8.57 Gef. C44.27 H 8.33

Wihrend die kristalline Base frei von Leucin war, enthielt das aus der siruptsen Base erhal-
tene Hydrochlorid erhebliche Leucinverunreinigungen. Durch die Behandlung mit dem stark
sauren Austauscher wird das Produkt partiell gespalten. Die Ausbeute an verunreinigtem
Hydrochlorid betrug 410 mg (59 %).

Benzyloxycarbonyl-L-prolyl- L-leucin-methylester : 7.4 g (20 mMol) Z-L-Prolin-{ p-nitrophenyl-
esterj und 14.4 g L-Leucin-methylester-hydrochlorid werden unter Zugabe von 3.6 ccm Tri-
dthylamin in ca. 30 ccm Chloroform geldst. Die Mischung wird 72 Stdn. bei Raumtemperatur
stehengelassen, i. Vak. eingedampft und der Riickstand in Essigester gelost. Nach dem Ab-
filtrieren von einem Nebenprodukt (ca. 1 g Blittchen, Schmp. 234 —238°) erfolgt Smaliges Aus-
schiitteln mit » NHj, 1 mal mit » HCl und Wasser, Trocknen iiber Na,SO,, Entfernen des
Losungsmittels i. Vak., Losen des Riickstandes in Ather und Zugabe von Petrolither.
Reinigung durch Umfillen mit Hexan aus Ather. Ausb. 6.38 g (84.5%), Schmp. 74—75°.
[x}3: —42.5 &+ 1° (¢ = 1, in DMF).

Co0H2gN,05 (376.5) Ber. C 63.81 H7.50 N 7.44 Gef. C63.57 H7.51 N 7.46

Benzyloxycarbonyl-L-prolyl-L-leucin-hydrazid: 3.76 g Z-Prolyl-leucin-methylester werden in
5 ccm absol. Athanol und 2.5 ccm 90-proz. Hydrazinhydrat gelost. Nach 24 Stdn. bei Raum-
temperatur beginnt die Kristallausscheidung. Nach 96 Stdn. wird abgesaugt und 2mal mit

Athanol gewaschen. Ausb. 3.4 g (90%), Schmp. 149—150°. Umkristallisation erfolgt aus
Wasser.

C10H28N404 (376.5) Ber. C60.62 H 7.50 N 14.88 Gef. C60.77 H 7.53 N 15.05

Benzyloxycarbonyl-L-prolyl- L-leucin-semicarbazid: 3.76 g Z-Prolyl-leucin-hydrazid werden in
ca. 20 ccm n HCl geldst. Nach Filtration gibt man so lange gekiihlte, ca. 20-proz., frisch
bereitete Kaliumcyanar-LSsung hinzu, bis pH 5—6 erreicht ist. Der ausgeschiedene Sirup
wird kriftig mit einem Glasstab gerieben, wobei man weitere Cyanat-Lésung bis pH 8
hinzugibt. Das Gemisch schiumt hierbei stark. Durch Zugabe von n HCl wird unter kraftigem
Reiben langsam auf pH 6 eingestellt und die Losung iiber Nacht so belassen. Nach dem An-
sauern wird der inzwischen kristallisierte Niederschlag abgesaugt, im Morser zur Entfernung
des nicht umgesetzten Hydrazids mit » HCI verrieben, mit Natriumhydrogencarbonatlosung
und Wasser neutralgewaschen und getrocknet. Rohausb. 2.72 g (65%), Schmp. 185—195°.
(Aus den sauren Filtraten scheidet sich nach lingerem Stehenlassen noch weiteres, weniger
reines Produkt aus.) Aus Nitromethan 2.46 g (58.5 %), Schmp. 207--210°. Die Analysenprobe
schmolz bei 212—213°, {«]¥: +53.5 &+ 1° (¢ = 1, in DMF).

Cy0H29NsOs (419.5) Ber. C 57.26 H 6.97 N 16.69 Gef. C57.32 H 7.02 N 16.73

Versuche, die Reaktion statt in heterogener Phase in DMF/Eisessig durchzufiihren, liefer-
ten ein wesentlich unreineres Produkt; nach Umkristallisation Ausb. 249, Schmp.
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190—194°. Versuche, Leucin-semicarbazid-hydrobromid, wie beim Z—Pro—Leu—OCH;
beschrieben, mit Z-Prolin-{p-nitro-phenylester] zu acylieren, zeigten nur geringfiigige Um-
setzung.

L-Prolyl-L-leucin-semicarbazid-hydrobromid: Unter FeuchtigkeitsausschluB werden 420 mg
Z-Prolyl-leucin-semicarbazid in 3 ccm ca. 4 n HBr[Eisessig unter Zusatz eines Kristalles
Phenol gelost. Nach 15—20 Min. Riihren ist die Abspaltung beendet. Das Hydrobromid
wird mit ca. 20 ccm absol. Ather gefillt und 2mal mit Ather gewaschen (475 mg Rohpro-
dukt). Br-Gehalt 32.3%. Nach dem Umfillen aus Methanol mit Ather enthielt die hygrosko-
pische Verbindung 28.6 % Br, was 1.5 Mol. HBr pro Mol. entspricht (Ber. 29.5 %). Im Diinn-
schichtchromatogramm war das Produkt einheitlich. R¥ (A) 0.15, Rr (B) 0.24. Es empfiehit
sich, das Hydrobromid sofort weiterzuverwenden.

Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-prolyl- L-leucin-semicarbazid: Die aus 224 mg Z-Glycinhydrazid
in 2 ccm DMF und 0.5 ccm konz. Salzsiure mit 0.3 ccm 25-proz. Natriumnitrit-Ldsung berei-
tete Azidldsung wird, wie bei Z—Gly—Gly—NH-—-NH—CO—NH; beschrieben, mit der
neutralisierten L8sung von 365 mg Prolyl-leucin-semicarbazid-hydrobromid in 1 ccm DMF
und 1 ccm Wasser umgesetzt. Im Verlauf der Reaktion ist weitere Wasserzugabe erforderlich.
Nach 24 Stdn. bei 0° wird der ausgeschiedene Niederschlag, 60 mg, Schmp. 225—229°, abfil-
triert und die Ldsung in Wasser gegossen. Nach Eindampfen i. Vak. und Aufnehmen des
Riickstandes in Athanol verbleiben 210 mg, Schmp. 180—220°. Gesamtrohausb. 270 mg
(63%). Aus Athanol 150 mg (35%) analysenreine Substanz, Schmp. 230—232°,

C22H32NgOs (476.5) Ber. C55.45 H6.77 N 17.88 Gef. C55.51 H 6.88 N 17.88





