1969 Niedrich 1557
Chem. Ber. 102, 1557 --1569 (1969)

Hartmut Niedrich
Hydrazinverbindungen als Heterobestandteile in Peptiden, XI1

Synthese von substituierten 2.4-Bis-carboxymethyl-1-acyl-
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Mit dem Ziel der Synthese von ,,Analogen* biologisch aktiver Verbindungen, in denen
allein die Polyamidstruktur verdndert wird, werden o«-Aza-asparaginsdurepeptid-Derivate
synthetisiert, die zum Aufbau solcher Analoger geeignet sind. An mehreren Modellverbin-
dungen wird ihr chemisches Verhalten untersucht. — Ausgehend von geschiitzten N8-Gluta-
minyl- bzw. NP-Lysyl-hydrazinoacetamid und N-Carbonyl-aminosiureestern werden
a-Aza-asparaginyl-Teilsequenzen des Oxytocins und Eledoisins erhalten.

Uber eine funktionelle Rolle der Polyamidkette von Peptiden im biologischen Geschehen,
die Uber stereospezifische Geriistfunktion hinausgeht, z. B. Energieleitung o.4., liegen keine
eindeutigen Hinweise vor. Eine Unterbrechung der monotonen Amidsequenz in biologisch
aktiven Peptiden ohne Beeintrichtigung der funktionell bedeutsamen Aminosédure-Seiten-
ketten und ihrer stereochemischen Anordnung sollte hier Hinweise geben. Die von uns
dargestellten Analogen des Eledoisins1:2) und Oxytocins¥, in denen Amidbindungen durch
Hydrazidbindungen ersetzt sind, beinhalten zusatzlich eine Kettenverlingerung um —NH-
und sind deshalb zur Untersuchung dieser Frage weniger geeignet.

Wegen der nur geringen Unterschiede in Atomabstand und Valenzwinkel sind einmal die
Depsi-Analogen von Peptiden, die —CO--O— statt —CO—NH— enthalten, ein geeignetes
Untersuchungsobjekt. An Analogen des Bradykinins und Angiotensins konnten Schemjakin,
Schtschukina et al.%3 zeigen, daBl in einigen Positionen der Austausch einer Amid- gegen

*) Abkiirzungen nach IUPAC-Information Bulletin Nr. 25, S. 32 (1966); vgl. auch Hoppe-
Seyler’s Z. physiol. Chem. 348, 256 (1967).
Z = Benzyloxycarbonyl-, Boc - tert.-Butyloxycarbonyl-, ONp = p-Nitro-phenylester,
Bzl = Benzyl-, -NHGly- == Hydrazinoacetyl-, Azasp(NHj)- = «-Aza-asparaginyl-,
DMF = Dimethylformamid, DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid.

1 X. Mitteil.: R. Grupe und H. Niedrich, Chem. Ber. 100, 3283 (1967).

2) H. Niedrich, Chem. Ber. 100, 3273 (1967).

3 H. Niedrich, B. Wiegershausen und E. Gores, Proc. of the 2nd Pharmacol. Meeting,
Oxytocin, Vasopressin and their Structural Analoges, S. 173, Pergamon Press 1964.

49 M. M. Schemjakin, L. A. Schtschukina, E.I. Vinogradova, G.A. Ravdel und Yu. A.
Ovtschinnikow, Experientia [Basel] 22, 535 (1966); G. A. Ravdel, M. P. Filatowa, L. A.
Schtschukina u.a., J. med. Chem. 10, 242 (1967).

5) E. P. Semkin, A. P. Smirnowa und L. A. Schtschukina, J. allg. Chem. (russ.) 38, 2358
(1968).
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eine Estergruppe kaum einen EinfluB auf die biologische Wirkung in den Standard-Testen
hat. — Andererseits erfiillen die x-Aza-peptide, Peptide, in denen der a-Kohlenstoff eines
oder mehrerer Aminosaurereste durch Stickstoff ersetzt ist, diese Voraussetzung.

Die Methoden zur Darstellung der «-Aza-peptide wurden von Gante und Lautsch6:7) an
Modellpeptiden umfangreich bearbeitet. Hess et al.®) stellten das einzige bisher beschriebene
a-Aza-Analoge eines biologisch wirksamen Peptides dar, das 3-x-Aza-valin-Angiotensin.
Sie fanden ca. 1%, der Angiotensinwirkung.

Der meist angewandte Syntheseweg ist die Addition von geschiitzten Aminosdurehydrazi-
den an N-Carbonyl-aminosiureesters,s);

R1—-NH-—~CHR2—CO -NH--NHR3 + 0=C=N—CHR4—~CO,R5 - - -~
R1.-NH--CHR2-CO—~NH--NR3-CO—NH~CHR4--CO,R?

Bisher sind nur unsubstituierte Hydrazide (R3 = H) und Alkylhydrazide$® (R3 = CHj,
CH(CH3);, CH,CgHs) zu den entsprechenden Azaglycin-, Azaalanin-, Azavalin- und Aza-
phenylalanin-Peptiden umgesetzt worden.

A. Darstellung einiger a-Aza-asparaginsiurepeptid-Derivate

Geschiitzte Aminoacylhydrazinoessigsdure-ester bzw. -amide 19 mit freiem a-Stick-
stoff reagieren beim Erwidrmen mit N-Carbonyl-aminosdureestern!? in Dioxan zu
a-Aza-asparaginsidurepeptid-Derivaten. Die Reaktionsgeschwindigkeit in Dioxan
bei 35°, gemessen an der Abnahme der charakteristischen Isocyanatbande bei 2250/cm,
ergab fiir die Umsetzung einer Reihe von Acylhydrazinoessigsdure-Derivaten mit
N-Carbonyl-alanin-methylester 1) bei Einsatz dquimol. Mengen beider Reaktions-
partner iibereinstimmend 185210 Sek. fiir die 50proz. Umsetzung12,

X—NH-—~N—CO~—NH ~CH~CO--R3

CH, R2
CO-—R!
X R1 R2 R3

1a Z-Gly OC,Hs H OC;Hs
1b Z-Gly NH; H 0C,H;
1c Z-Gly NH, H OCH;
1d Z-Gly NH, CHa OCH;
le Z-Glu(NH>) OCHj3 CH3 OCH;
2a Z-Gly OC(CH3); CH,C¢H5 OCH;
2b Z-Gly OH CH»C¢Hs OCH3
2¢c®) (CH3)2C=1 NHZ H OC2H5

* X =N statt X—~NH.

6) J. Gante und W. Lautsch, Chem. Ber. 97, 983, 994 (1964).

7} J. Gante, Fortschr. chem. Forsch. 6/2, 358 (1966).

8) H.J. Hess, W. T. Moreland und G. T. Laubach, J. Amer. chem. Soc. 85, 4040 (1963).
9 J. Gante, Chem. Ber. 98, 540 (1965).

100 W. Knobloch und H. Niedrich, J. prakt. Chem. 17, 273 (1962).

11) St. Goldschmidt und M. Wick, Liebigs Ann. Chem. 575, 217 (1952).
12) H. Niedrich und Ch. Berseck, unveroffentlicht.
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Zur Gewinnung von «-Aza-asparaginsdurepeptiden wurde erstmals der aus Halo-
genessigsidure-tert.-butylester zugingliche, recht labile Hydrazinoessigsdure-tert.-
butylester eingesetzt. Von dem Z-Glycyl-hydrazinoessigsdure-tert.-butylester aus-
gehend, gelangt man nach Addition an den N-Carbonyl-aminosédureester und saurer
Verseifung des tert.-Butylesters 2a zum «-Aza-asparaginsdurepeptid, wie die Synthese
von 2b zeigt. Auf o. g. Weise wurden weiter die Modellpeptide Ta—e und 2¢ dar-
gestellt.

Die x-Aza-asparaginpeptidester mit R1 = NH; lassen sich weder verseifen noch in
die Hydrazide uberfithren. Die Struktur der hierbei entstehenden einheitlichen
Produkte wurde nicht ndher untersucht. Da unter gleichen Bedingungen Azaglycin-
peptidester (X—~NH-—NH-—-CO-—NH-CHR —CO;R)6.12 und ein «-Aza-valin-
peptidester® zu den entsprechenden Siduren verseift werden und da Azaglycin-
peptid-hydrazide darstellbar sind®, muBl auf eine Beteiligung der B-Carboxamid-
gruppe an weiteren Reaktionen im alkalischen Medium geschlossen werden.

Bei der Aufarbeitung geschiitzter a-Aza-asparaginpeptide macht sich ihre relativ
gute Wasserloslichkeit bemerkbar.

B. Glutamylhydrazinoessigsiure-Derivate

Das fiir die Herstellung der Oxytocin-Heterosequenz Z-Glu(NH;)-Azasp(NH;)-
Cys(Bzl)-OR bendétigte Z-Glu(NHj)-hydrazinoacetamid (5) wurde, ausgehend von
Z-Glu(OCH3)-NHGIy-OCH; (3a), Z-Glu(NH3)-NHGly-OCH; (4a) und Z-Pyro-
glutamyl-NHGly-OCH3, entgegen den Befunden mit anderen Acylhydrazinoessig-
estern1®, durch Einwirkung von NHj niemals in Ausbeuten iiber 109 erhalten.

Hierbei konnte auch die frither gemachte Beobachtung, dall Verseifungen der
Estergruppe erst nach Einfiihrung einer Schutzgruppe am «-Stickstoff brauchbare
Ausbeuten liefern13), bestitigt werden. Versuche zur Verkniipfung von Z-Glutamin
mit N%-Boc-Hydrazinoacetamid brachten kein Ergebnis. Allein durch Umsetzung von
Z- bzw. Boc-Glutamin[p-nitro-phenylester] mit Hydrazinoacetamid!¥ konnten 5
und 6 in guter Reinheit und Ausbeute dargestellt werden.

Glutamylhydrazinoessigsdure-Derivate X —NH - ('JH —CO--NH~NR2-~CH,--COR3
CH;—CH,;—COR!

X RI R2 R3
3a z OCH; H OCH;,
3b z OCH, z OCH;4
3e V4 OH Z OH
4a z NH, H OCH;
4b Z NH, Z OCHj3
4c z NH; Z 0CH5
4d z NH, z OH
5 Z NH; H NH,
6 Boc NHZ H NHZ

13) H. Niedrich und W. Knobloch, J. prakt. Chem. 17, 263 (1962).
14 H. Niedrich, Chem. Ber. 98, 3451 (1965).
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C. Glutaminyl-a-aza-asparaginyl-S-benzyl-cystein-Derivate

Durch Erhitzen von 5 bzw. 6 mit N-Carbonyl-S-benzyl-cystein-methylester 11 in
Dioxan wurden 7a und 8a gewonnen.

X—~NH - CH-CO-NH-N-CO-NH-CH-CO-R X =2 R 0CH,
CH, CH.CONH,  CH, b: X = Z R — OH
CH,—CONH, § — CHy— CgHs 8a: X — Boc, R = OCH;3;

b: X = Boc, R = OH

Die Verseifung zu 7b und 8b gelang hier mittels Chymotrypsin bei pH 8 —-8.519
mit Ausbeuten von 40—60%;.

7b wurde nach verschiedenen Kniipfungsmethoden mit dem Tripeptid Pro-Leu-Gly-
NH; umgesetzt. Die Dicyclohexylcarbodiimid-Methode ergab ein unreines Aza-
asparagin-hexapeptid, dessen Reinigung zu aufwendig und verlustreich war. Die
Methode der gemischten Anhydride lieferte ein einheitliches Produkt, das jedoch nicht
den geforderten Stickstoffgehalt aufwies. Die Phosphorazo-Methode1® versagte
ebenfalls, obwohl bei der Modellreaktion Pro-Leu-Gly-NH; + Z-Cys(Bz)OH eine
Reinausbeute von ca. 209 erhalten wurde. Auch liel der etwas zu niedrige N-Gehalt
der Produkte einen Verlust von NHj, moglicherweise am Carboxamid-Stickstoff des
Azaasparagins, beflirchten.

Die Umsetzung des von Groff und Bilk1? beschriebenen Chlorameisensiure-
[N-hydroxy-succinimidesters] mit 5 fiihrte sehr glatt zu Z-Glutaminyl-x-aza-aspara-
gin-[N-hydroxy-succinimidester] (9), der jedoch mit Cys(Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH,
auch in der Wirme nicht reagierte. Beide Ausgangsprodukte wurden wieder isoliert.

0]

o C~CH,
Z - GIu(NHp) ~NH -N—~C 0 - N 9
dn N\C ~CH,
12 o
CONH,

Da die von Gante dargestellten, vergleichbaren Acyl-azaglycin-[ p-nitro-phenylester]
durch Aminosdureester sehr leicht aminolysiert werden!8, mull man einen Einfluf3
des B-Amidstickstoffes auf die Polarisierung der Estercarbonylgruppe des Kohien-
sdure-hydroxysuccinimidesters diskutieren.

Die hier aufgezeigten Schwierigkeiten veranlaBBten uns, einen anderen Syntheseweg
einzuschlagen.

D. 2-|a-Aza-asparagin]-tripeptid-[ p-nitro-phenylester]

Die von Losse et al.19.20) hergestellten N-Carbonyl-aminosidure-[ p-nitro-phenyl-
ester] reagieren mit geschiitzten Aminoacyl-hydrazinoacetamiden sehr glatt und in
guten Ausbeuten zu 10 —12,

15) G. Kloss und E. Schroder, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 336, 248 (1964).

16) W, Grassmann und E. Wiinsch, Chem. Ber. 91, 449 (1958).

17 H. Grof und L. Bilk, Angew. Chem. 79, 532 (1967); Angew. Chem. internat. Edit. 6, 570
(1967).

18) J. Gante, Chem. Ber. 98, 3334 (1965).

19) G. Losse und H. Vietmeyer, J. prakt. Chem. 32, 204 (1966).

200 . Losse und W. Gédicke, Chem. Ber. 100, 3314 (1967).
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X—NH- CHR! -CO ~NH--N—CO —NH ~ CHR2 - C0O,CHs — NO»(p)

CH; ~CONH,
X R1 R2 resultierende Kurzformel
10 Z H H Z-Gly-Azasp(NH;)-Gly-ONp
11 Boc -[CH;]4-NH-Boc CH; Boc-Lys(Boc)-Azasp(NH;)-Ala-ONp

12 Boc CH,CH,CONH, CH,SCH;C¢Hs Boc-Glu(NH;)-Azasp(NH,)-Cys(Bzl)-ONp

Die Addition der Acylhydrazinoessigsdure-Derivate an die N-Carbonyl-aminosiure-
[p-nitro-phenylester] lduft ca. 3mal schneller ab als bei den -dthylestern12) (45 —55 Sek.
fiir 509 Umsatz), so daB fiir die Umsetzung zu 10, 11 und 12 mildere Reaktions-~
bedingungen angewandt werden konnten. 11 war bisher nicht kristallin zu erhalten.
Das zu seiner Herstellung notwendige Boc-Lys(Boc)-NHGIyNH, wurde auf die
gleiche Weise wie 6 dargestellt.

Da erfahrungsgemil lingerdauernde Reaktionen im alkalischen Medium bei den
Azaasparagin-Peptiden zu bisher nicht geklirten Nebenreaktionen fiithren (vgl. auch
Kapitel A), wurde zur Ermittlung der giinstigsten Bedingungen fiir die Umsetzung
mit Peptidestern die Kinetik der Aminolyse von 10 und 12 untersucht. Als Base
diente Benzylamin, einmal in 100fachem UberschuBl zur Erreichung einer Reaktion
pseudoerster Ordnung (vgl. auch 1.¢.21.22), andererseits in 2fachem Uberschul3 zur
Ermittlung des reaktionsbeschleunigenden Einflusses von 1.2.4-Triazol 23, 24),

Sowohl bei 100fachem als auch bei 2fachem AminiiberschuB3 reagieren 10 und 12
3—4mal schneller als Z-Gly-ONp bzw. Z-Cys(Bzl)-ONp. 1.2.4-Triazol beschleunigt
die Aminolyse von 10 und 12 im Gegensatz zu Z-Gly-ONp und Z-Cys(Bzl)-ONp erst
in dquimolaren Mengen und nur in geringem Male (Tab.).

Reaktivitdt der a-Aza-asparagin-tripeptid-nitrophenylester

Halbwertszeit 50 %3 Umsatz 50% Umsatz, 2 Aquivy. BzINH,

Substanz 100 Aquivv. 2 Aquivy. . 1.2.4-Triazol N
BzINH, BzINH, 0.4 Aquivv. 2 Aquivv. 10 Aquivv.
[Sek.] [Min.] [Min.]
10 44 5.6 5.1 4.6 4.5
Z-Gly-ONp 192 19.2 18.8 13.1 10.1
12 78 9.9 9.9 9.9 8.0
Z-Cys(Bzl)-ONp 234 22.5 21.0 19.5 13.2

Die Reaktionen wurden in 80proz. Dioxan bei 25° mit 5-10-5 m Nitrophenylester
durchgefiihrt und die Zunahme der Nitrophenolbande mit dem Unicam SP 700
verfolgt.

21) J. Pless und R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 46, 1609 (1963).
22) H.-D. Jakubke und A. Voigt, Chem. Ber. 99, 2419 (1966).
23 H. C. Beyerman und W. Maassen van den Brink, Proc. chem. Soc. {London] 1963, 266.

24) H.C.Beyerman, C. A. M. Boers-Boonekamp und H. Maassen van den Brink- Zimmermannova,
Recueil Tray. chim. Pays-Bas 87, 257 (1968).

Chemische Berichte Jahrg. 102 100



1562 Niedrich Jahrg. 102

Bei der Umsetzung von 10 mit Phenylalanin-methylester wurde das Tetrapeptid
Z-Gly-Azasp(NH,)-Gly-Phe-OCHj erhalten. Die Umsetzung von 12 mit Pro-Leu-

Boc-Glu(NH,)-Azasp(NH;)-Cys(Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH, 13

Gly-NH, fiihrte mit 809, Ausbeute zu einem einheitlichen Produkt mit geringem
Stickstoff-Defizit. In 56proz. Ausbeute wurde 13 mit korrekten Analysenwerten
gewonnen. Uber die Umsetzung zum 5-Azaasparagin-Oxytocin wird an anderer
Stelle berichtet.

Die Mikroelementaranalysen wurden von Frau N. Smirnowa und Friulein U. Wowczerk
angefertigt. Fiir zuverldssige technische Mitarbeit sei Herrn J. Pirrwitz, fir die Durchfithrung
kinetischer Messungen Herrn B. Baeck gedankt.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Boetius bestimmt und sind
korrigiert. Die Analysenproben trockneten wir 5--8 Stdn. bei 50 bzw. 70° und 0.1 Torr.
Nach Abspaltung der Schutzgruppen wurden alle Verbindungen in Ameisensiure/Essigsdure
bei pH 2 und Pyridin/Acetatpuffer vom pH 4.2 bzw. 5.6 elektrophoretisch geprift und,
wenn nicht anders vermerkt, als hinreichend einheitlich befunden.

Die ,,iibliche Aufarbeitung umfaf3t a) Entfernen des Losungsmittels im Rotations-
verdampfer (DMF bei 50°/3 Torr), b) Losen in organischer Phase, c¢) Ausschiitteln mit
2n HCI oder 10proz. Citronensiure (bei sidurelabilen Produkten), mit KHCOj3-Losung und
Wasser, d) Trocknen Uiber MgSOy4 und e) wie a).

Die [x]-Werte sind mit dem lichtelektrischen Polarimeter der Fa. Bellingham & Stanley
bestimmt und kénnen um 0.5 —17 vom angegebenen Wert abweichen.

A. a-Aza-asparaginsiiurepeptid-Derivate

Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-aspartyl( f-dthylester)-glycin-iithylester (1a): Man erhitzt
620 mg (2 mMol) NP-/ Benzyloxycarbonyl-glyeylj-hydrazinoessigsiure-dthylester'® in 2 ccm
Dioxan mit 290 mg Isocyanatoessigséure-dthylesterD 10 Min. auf 80°. Der nach Entfernen
des Dioxans i.Vak. verbleibende Riickstand wird mit Ather kristallin gerieben. 850 mg
(979%), Schmp. 145—147°. Die Reinigung erfolgt durch Losen in heilem Essigester und
Zugabe des 3—4fachen Volumens Ather.

Ci19Hp6N4Og (438.5) Ber. C52.05 H 598 N 12.78 Gef. C 51.97 H 5.87 N 13.03

Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-asparaginyl-glycin-dthylester (1b): 560 mg (2mMol) Z-Gly-
NHGIy-NH, 19 werden wie bei 1a umgesetzt, der Riickstand mit Athanol kristallin gerieben
und aus absol. Athanol umkristallisiert. 680 mg (83 %), Schmp. 146 —148°.

Cy17H23N507 (409.4) Ber. C49.87 H5.66 N 17.11 Gef. C49.91 H5.71 N 17.38

Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-asparaginyl-glycin-methylester (1¢): 5.6 g (20mMol) Z-Gly-
NHGIy-NH> werden in Dioxan (40 ccm) suspendiert und mit 50 ccm einer ca. 10proz.
Losung von Isocyanatoessigsdure-methylester in Toluol unter RiickfluB gekocht, bis sich
alles gelost hat. Die Lésung wird iiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt und wie bei 1b
aufgearbeitet. 6.45 g (819%,), Schmp. 159 —163°. Nach zweimaliger Kristallisation aus Athanol
Schmp. 166 —168°.

C16H21N507 (395.4) Ber. C48.61 H5.35 N 17.71 Gef. C48.70 H 5.35 N 17.69



1969 Hydrazinverbindungen als Heterobestandteile in Peptiden (X1.) 1563

Hydrazinolyse und Verseifung von 1c¢: Bei Behandlung mit Hydrazinhydrat kristallisierte
nach Athanolzugabe mit ca. 90% Ausb. ein Produkt mit Schmp. 127—130° aus, dessen
Reinigung stets mit Zers. verbunden war. Das Mol.-Gew. wurde in Dimethylsulfoxid zu 256
bestimmt. Gef. C 42.44 H 5.67 N 26.73.

Die Verseifung bei pH 10 am pH-Staten ergab ein Produkt mit Schmp. 149--150°, Gef.
N 16.94, das ebenfalls nicht identifiziert wurde.

Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-asparaginyl-L-alanin-methylester (1d): Die Darstellung
erfolgt wie bei 1a, Ausb. ca. 609/, Schmp. 75--78°.

Cy7H53Ns07 (409.4) Ber. C49.87 H5.66 N 17.11 Gef. C49.70 H 5.68 N 16.62

Benzyloxycarbonyl-glutaminyl-a-aza-aspartyl( p-methylester)-1-alanin-methylester (1e): Die
Darstellung erfolgt aus 4a und a-Isocyanato-propionsiure-methylester wie bei 1a, Ausb. 739,
Schmp. 122 —125°

C1Hp9N5sOg (495.5) Ber. C50.90 H5.90 N 14.14 Gef. C51.06 H 6.16 N 14.06

Isopropyliden-a-aza-asparaginyl-glycin-iithylester (2¢): 650 mg (5 mMol) NB-Isopropyliden-
hydrazinoacetamidl® in 5 ccm Dioxan werden mit 700 mg Isocyanatoessigsiure-ithylester
versetzt, die erwidrmte Losung noch 3 Min. auf 80° erhitzt und wie bei 1a aufgearbeitet.
Nach zweimaliger Umkristallisation aus Wasser Ausb. 790 mg (619%;), Schmp. 200--203".
Analysenprobe aus Nitromethan: Schmp. 212 —215°.

CigH1gN4O4 (258.3) Ber. C46.50 H7.03 N 21.69 Gef. C46.57 H7.29 N 21.82

Hydrazinoessigsdure-tert.-butylester: 29.3 g (0.15 Mol) Bromessigsiure-tert.-butylester2s)
werden unter Kiihlung und Riihren zu einem Gemisch von 50 ccm 70proz. Hydrazinhydrat
in 200 ccm Athanol getropft. Die Temp. soll 25° nicht iibersteigen. Die Losung darf sich
nicht triiben (evtl. etwas mehr Athanol zusetzen). Man erwarmt noch 2 Stdn. auf 45--50°,
entfernt Athanol i. Vak. und trennt die Phasen. Die wifir. Phase wird zweimal mit Chloroform
extrahiert. Man vereinigt die Ausziige mit der oberen Phase, trennt von Ausscheidungen ab
und schiittelt 10 Min. mit MgSQy4 durch. Nach Entfernen des Chloroforms wird an der
Olpumpe destilliert. In der mit Trockeneis gekiihlten Vorlage erstarrt das Produkt sofort.
Ausb. 12.3 g (56%), Sdp.; 62—--64°, Schmp. 24--25°, n#’ 1.4421. Die Aufbewahrung erfolgt
unter Trockeneis-Temp., da das Produkt sich auch im Tiefkiihlschrank langsam zersetzt,
wobei der N-Gehalt abnimmt (nach 14 Tagen ca. 129, N).

CgH4N20, (146.2) Ber. N 19.16 Gef. N 17.7

Die Gehaltsbestimmung erfolgt durch Erwidrmen in methanol. HCIl-Losung und Ausfillen
des entstandenen Hydrazinoessigsiure-methylester-hydrochlorids mit Ather nach 2—3 Stdn.
o-Hydroxy-benzyliden-Derivar: Aquimolare Mengen Salicylaldehyd und des vorstehend
erhaltenen H-NHG/y-OtBu werden 30 Min. auf 100° erhitzt, in wenig Ather gelost und mit
Hexan bis zur Triitbung versetzt. Nach 2 Tagen ist das Derivat auskristallisiert. Aus n-Hexan
Schmp. 78 —80°.
Ci3Hi1gN2O3 (250.3) Ber. C62.38 H 7.25 N 11.19 Gef. C62.35 H7.40 N 11.44

NB-{ Benzyloxycarbonyl-glycyl J-hydrazinvessigséure-tert.-butylester: 1.75 g (12 mMol) Hy-
drazinoessigsdure-tert.-butylester in 20 ccm Essigsdure-dthylester werden mit 2.5 g (10 mMol)
Benzyloxycarbonyl-glycin-cvanmethylester versetzt. Nach 24 Stdn. bei Raumtemp. wird von
wenig ausgeschiedenen Kristallen dekantiert und wie iiblich aufgearbeitet. Ausb. 3.6 g Sirup
(ca. 80%). Die Verbindung kann man kristallisiert erhalten, wenn man in wenig Athanol
16st, Ather und Hexan zugibt und eindunsten 1aB8t. Schmp. 117 —121°.

Ci17H23N305 (349.4) Ber. C58.44 H 6.64 N 12.03 Gef. C58.64 H6.72 N 12.13

29 B. Abramovitch, J. C. Shivers, B. E. Hudson und C. R. Hauser, J. Amer. chem. Soc. 65,
986 (1943).

100*
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Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-aspartyl(f-tert.-butylester)-L-phenylalanin-methylester (2a):
1.4 g des sirupdsen Z-Gly-NHGly-OtBu in 10 ccm absol. Dioxan werden mit 825 mg (4 mMol)
N-Carbonyl-L-phenylalanin-methylester versetzt. Unter Selbsterwiirmung tritt Reaktion ein,
wobei 30° nicht iiberschritten werden sollen. Nach 3 Stdn. wird Dioxan i.Vak. entfernt,
der Riickstand mit Hexan verrieben und in einem Gemisch von Ather und Hexan zur Kristalli-
sation gebracht. 1.36 g (63 %), Schmp. 114 —115° [«]¥: —7.9° (¢ = 1 in DMF).

Cy7H34N4Og (542.6) Ber. € 59.77 H 6.32 N 10.32 Gef., C59.89 H 6.45 N 10.20

Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-a-aspartyl-L-phenylalanin-methylester (2b): In eine Losung
von 542 mg (1 mMol) 2a in 8 ccm Eisessig leitet man 30 Min. HC/ ein und entfernt den
Eisessig nach 2 Stdn. i. Vak. Der Riickstand wird in Essigester gelost, das Azaasparaginsdure-
peptid in NaHCO3-Losung ibernommen und nach Ansiduern der wiBir. Phase auf pH 2 mit
Essigester extrahiert. Der nunmehr verbleibende Riickstand wird erst mit Ather, dann mit
Hexan festgerieben. Ausb. 295 mg (60%;). Titration der CO,H-Gruppe ergab das Mol.-Gew.
478,

Cy3H6N4Og (486.5) Ber. C56.78 H5.39 N 11.52 Gef. C56.38 H5.69 N 11.29

B. Glutamylhydrazinoessigsdure-Derivate

NB-f Benzyloxycarbonyl- L-glutamyl(y - methylester) j-hydrazinoessigsiure-methylester (3a):
12.45 g Z-Glu(OCH3)-OH (40 mMol) und 5.1 g (50 mMol) frisch dest. Hydrazinoessigsdure-
methylester in 80 ccm absol. Dioxan werden unter Eiskiihlung mit 8.3 g DCCI versetzt.
Nach 12 Stdn. bei Raumtemp. fiigt man 0.5 ccm Eisessig hinzu und arbeitet nach 30 Min.
wie iiblich auf. Der erhaltene Sirup kristallisiert beim Verreiben mit Ather/Hexan. Ausb.
9.9 g (65%), Schmp. 73 —76° (nach Ldsen in Essigester und Zugeben von Hexan). [o]¥: —7.8°
(¢ = 1 in DMF).

C17H23N307 (381.4) Ber. C53.54 H6.08 N 11.02 Gef. C53.58 H6.10 N 11.43

NB-[ Benzyloxycarbonyl- L-glutamyl( v-methylester) ]- N®-benzyloxycarbonyl-hydrazinoessig-
siure-methylester (3b): Zu einem Gemisch von 1.75 g KHCOs, 1.2 ccm Chlorameisensdure-
benzylester, 150 ccm Wasser und 50 ccm Ather (mittels Vibromischer stark emulgiert) tropft
man in 1 Stde. 2.5 g (6.5 mMol) 3a in 50 ccm DMF. Nach 3 Stdn. kréaftiger Durchmischung
extrahiert man 4mal mit Essigester, arbeitet wie liblich auf und erhdlt nach Verreiben mit
Ather 1.03 g 3b (30%), Schmp. 98 —102°.

CasHagN3Og (515.5) Ber. C58.25 H5.67 N 8.15 Gef. C58.16 H5.55 N 8.33

NPB-| Benzyloxycarbonyl- L-a-glutamyl ]-N “-benzyloxycarbonyl-hydrazinoessigsiure (3¢): Zu
260 mg (0.5 mMol) 3b in 20 ccm Methanol werden 40 mg NaOH in 5 ccm Wasser gegeben.
Nach 2 Stdn. wird i. Vak. bis zur Trockne eingeengt, in Wasser gelost, filtriert und auf pH 2
angesiuert. Uber Nacht kristallisieren aus der triiben Losung 210 mg (85 %), Schmp. 163 bis
171°. Aus Nitromethan Schmp. 175 178".

Cy3H5N30g (487.5) Ber. € 56.67 H5.17 N 8.62 Gef. C56.75 H5.16 N 8.58

NB-f Benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl j-hydrazinoessigsiiure-methylester (42a): 6.35g(45mMol)
H-NHGIy-OCH3 - HCI werden unter Zugabe von 6.33 ccm Tridthylamin in 150 ccm Chloro-
form gelost. Nach Filtrieren werden 12.03 g (30 mMol) Z-Glu(NH,)-ONp sowie einige
Tropfen Eisessig zugegeben und durch Zufiigen von weiterem Chloroform (ca. 80 ccm) und
kraftiges Schiitteln (30 Min.) eine klare Losung erzielt. Nach 24 Stdn. wird i. Vak. auf ein
Drittel eingeengt, nach weiteren 24 Stdn. vom ausgeschiedenen Kristallbrei abgesaugt, dieser
mit Chloroform gewaschen und getrocknet. Rohausb. 9.1 g (82%), Schmp. 170—177°.
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Aus Wasser 8.0 g (72%), Schmp. 192—194°, aus Methanol Schmp. 195—196°. [«]¥®: —7.7°
(¢ = | in DMF).

C16H2oN4Og (366.4) Ber. C 52.45 H 6.05 N 15.29 Gef. C 52.44 H 5.98 N 15.40

NB-7 Benzyloxycarbonyl- L-glutaminyl | - N ®-benzyloxycarbonyl - hvdrazinoessigsiure - methyl-
ester (4b): 7.3 g (20 mMol) 4a in 200 ccm DMF werden, wie bei 3b beschrieben, umgesetzt.
Dauer der Zugabe 3 Stdn. Man saugt von dem fein ausgeschiedenen Produkt ab und wischt
mit Ather nach. Ausb. 4.85g (49%), Schmp. 167 —171°, aus Methanol/Wasser Schmp.
173—175° [a)3: —3.0° (¢ = 1 in DMF).

Cy4H3N40g (500.5) Ber. C57.59 H5.64 N 11.20 Gef. C57.77 H 5.65 N 11.32

NE-[ Benzyloxycarbonyl-1-glutaminylj-N“-benzyloxycarbonyl-hydrazinoessigsdure-ithylester
(4c): 2.8 g Z-Glu(NH,)-OH werden in 10 ccm DMF unter Zusatz von 1.4 ccm N-Athyl-
piperidin gelést. Bei —10° werden 1.2 ccm  Chlorameisensdure-sek.-butylester zugesetzt,
und in 5 Min. bei —5° bildet sich das AnAydrid. Bei —30° gibt man 2.5 g N%-Z-NHGIy-0QAt
in 12 ccm Chloroform. hinzu, beldfit 30 Min. bei —5° und 3 Stdn. bei Raumtemp., nimmt
in mehr Chloroform auf und arbeitet wie iiblich auf. Mit Ather verrieben, erhilt man 1.45 g
(28%) 4c, Schmp. 156 -163°. Nach Losen in Athanol und Fillen mit Ather und Hexan
Schmp. 169 —171°.

C;sH30N4Og (514.6) Ber. C 58.36 H 5.88 N 10.89 Gef. C58.43 H 5.83 N 11.12

NB-[ Benzyloxycarbonyl-1-glutaminyl j-N%-benzyloxycarbonyl-hydrazinoessigsiure (4d): Zur
Losung von 2.0 g (4 mMol) 4b in 200 ccm warmem Methanol gibt man 50 ccm Wasser und
tropft bei Raumtemp. in 1 Stde. 44 ccm 0.1 72 NaOH hinzu. Die Losung wird filtriert, i. Vak.
auf ca. 80 ccm konzentriert und mit HCI angesiuert. Der Sirup kristallisiert beim Verreiben.
Rohausb. 1.55 g, Schmp. 108—115°. Aus Nitromethan verbleiben 920 mg (47 %), Schmp.
145--149°. Die Analysenprobe, nochmals aus Nitromethan umkristallisiert, schmolz bei
150—-152°. [a]3: —2.2° (¢ = 1 in DMF).

Cy3H6N403 (486.5) Ber. C56.78 H 5.38 N 11.52 Gef. C56.81 H 5.53 N 11.4C

NP.[ Benzyloxycarbonyl-L-pyroglutamyl j-hydrazinoessigsiure-methylester: 1.08 g (7.8 mMol)
H-NHGIly-OCH; - HCl werden in 25 ccm Chloroform unter Zusatz von 1.08 ccm Tridthylamin
gelost. Nach Filtration und Zugabe von 2.0 g (5.2 mMol) Benzyloxycarbonyl-L-pyroglutamin-
sdure-{ p-nitro-phenylester]26) wird mit Essigsdure auf pH 5--6 eingestellt und 48 Stdn. im
Dunkeln aufbewahrt. Man verdiinnt mit 80 ccm Chloroform, schiittelt viermal mit » Am-
moniakldsung und arbeitet weiter wie iiblich auf. Der Riickstand (1.25 g, 69.5%;, Schmp.
137-144%) wird zweimal aus Methano! umkristallisiert. Schmp. 146--148°, [x]®: --1°
(¢ = 1in DMF).

C16H19N3O¢ (349.4) Ber. C55.01 H 5.48 N 12.02 Gef. C 54.84 H 5.46 N 12.03

N9tert.-Butyloxycarbonyl-hydrazinoacetamid: Zur Losung von 2.17 g N%tert.-Butyloxy-
carbonyl-hydrazinoessigsiure-dthylester in 80 ccm mit NHj gesitt. Methanol gibt man 100 mg
1.2.4-Triazol und 148t 5 Tage stehen. Der nach Entfernen des Methanols i. Vak. verbleibende
Sirup kristallisiert beim Verreiben mit Ather. Ausb. 1.56 g (83%). Aus Nitromethan Schmp.
164 —166°.

C7H15N303 (189.2) Ber. C44.43 H7.99 N 22.21 Gef. C44.16 H8.I1 N 22.26

Eine NP-Ankniipfung von Z-Glu(NH>) mittels DCCI und iiber das gemischte Anhydrid
gelang nicht.

2600 H. Gibian und E. Klieger, Liebigs Ann. Chem. 640, 145 (1961).
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NB-f Benzyloxycarbonyl-1-glutaminyl j-hydrazinoacetamid (5)

a) Ausgehend von 3a und 4a konnten durch Behandlung mit Methanol/Ammoniak trotz
Variation der Einwirkungszeit (8 -~ 72 Stdn.), der Temperatur (0 —40°) und der Verdiinnung
(Zutropf-Methode) niemals mehr als 109, Ausb. erzielt werden. Zur Isolierung des reinen
Produktes aus der salbenartigen Masse war mindestens dreimaliges Umkristallisieren aus
Wasser notwendig, wobei das Diamid nach 3—5 Tagen auskristallisierte; Schmp. 237--238",
polymorph mit dem nach b) dargesteliten 5.

C15H21NsO5 (351.4) Ber. C51.28 H6.02 N 19.93 a) Gef. C51.17 H5.74 N 19.86
b) Gef. C51.32 H 6.24 N 20.16

b) 8.02 g (20 mMol) Z-Glu¢NH,)-ONp werden zu einer kriftig gerithrten Mischung von
3.3g H-NHGIy-NH,-HCI, 3.65ccm Tridithylamin und | ccm Eisessig in 40 ccm DMF
gegeben. Nachdem sich der Nitrophenylester gelost hat, beldt man 40 Stdn. bei Raumtemp.
Nach ca. 10 Stdn. beginnt sich ein Niederschlag auszuscheiden. Man verriihrt mit ca. 150 ccm
Ather, saugt ab, wischt den Niederschlag mit 60 ccm Athanol/Wasser (4:1) und zweimal
mit je 40 ccm Athanol und erhilt ca. 5 g, Schmp. 170—180°. Aus Athanol (400~ 500 ccm)
Ausb. 4.1 g (58 %) farblose Kristalle, Schmp. 190--191°. [2]¥': —4.3° (¢ = 1 in DMF).

NB-[tert.-Buryloxycarbonyl- r~glutaminyl J-hydrazinoacetamid (6): 5.5g (15 mMol) Boc-
Glu{ NH,}-ONp werden, wie bei 5 beschrieben, umgesetzt. Nach Entlernen des Tridthylamin-
hydrochlorids wird 6 durch Atherzugabe aus dem Filtrat ausgefillt. Der sirupdse Nieder-
schlag kristallisiert beim Verreiben mit Athanol. Rohausb. 4.3 g, Schmp. 158 —162°. Aus ca.
150 ccm Athanol Ausb. 3.05 g (64%), Schmp. 172—173°. [«]¥: —13.2° (¢ = 0.5 in DMF).

Ci12H23Ns50s (317.4) Ber. C45.42 H 7.31 N 22.07 Gef. C45.37 H7.49 N22.34

C. Glutaminyl-a-aza-asparaginyl-S-benzyl-cystein-Derivate

Benzyloxycarbonyl - - glutaminyl - a - aza - asparaginyl-S-benzyl- L- cystein- methylester (7a):
1.05 g (3 mMol) 5 werden feingepulvert in 20 ccm siedendes Dioxan gegeben. Nach Zugabe
von 0.9 --1.0 g N-Carbony/-S-benzyl-L-cystein-methylester erhitzt man noch ca. 30 Min. auf
siedendem Wasserbad, bis sich alles gelést hat. Dann wird das Lésungsmittel entfernt, der
Riickstand in wasserhaltigem Athanol geldst, vom ausgeschiedenen Niederschlag (ca. 100 mg)
abgesaugt und zur Trockne gebracht. Das amorphe Produkt zeigt einen Schmelzbereich von
70 ---80° und zerflie8t beim Aufbewahren. Ausb. 1.73 g (96%).

C27H34N603sS (602.7) Ber. C53.81 H 5.68 N 13.95 Gef. C53.80 H 5.91 N 14.01

Benzyloxycarbonyl-rL-gluraminyl-a-aza-asparaginyl-S-benzyl-r-cystein (7b): 602mg (1 mMol)
7ain 10 ccm DMF werden zu einer Losung von 15 mg krist. Chymotrypsin in 25 ccm Wasser
gegeben und am pH-Staten bei pH 8—8.5 und 37° verscift. Nach 20--24 Stdn. sind ca.
0.9 ccm n NaOH aufgenommen. Das Gemisch wird auf pH 9 gebracht, mit Wasser verdiinnt,
dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt und {iber Kieselgur klarfiltriert. Mit HCI sduert
man auf pH 2 an, sdttigt mit NaCl und schiittelt dreimal mit Essigester aus. Ein Teil der
Azatripeptidsidure kann sich hierbei kristallin ausscheiden. Nach Entfernen des Essigesters
i.Vak. wird der Riickstand zusammen mit dem Niederschlag in 30 ccm Athanol aufgenom-
men, die Loésung filtriert und eingeengt. Aus ca. 5 ccm Athano! fallen auf Zugabe von Ather
in 2--3 Tagen 375 mg 7b aus. Ausb. 63%, Schmp. 155—159°. Das Produkt ist rein genug
zur Weiterverarbeitung. [x]¥: - 28.4° (¢ = 0.5 in DMF). Man 16st in 7.5 ccm siedendem
Athanol, kiihlt ab, dekantiert vom ausgeschiedenen Ol und versetzt den klaren Uberstand
mit 25 cem Ather. Die nach 2 Tagen ausgeschiedenen Nadeln haben den Schmp. 182--185°.
Die Reinigung ist verlustreich.

Cr6H3;NgOgS (588.6) Ber. C53.05 H 5.48 N 14.28 Gef. C52.87 H 5.64 N 14.14
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tert.-Butyloxycarbonyl- L-glutaminyl-a-aza-asparaginyl-S-benzyl-1-cystein- methylester (8a):
Aus 0.96 g (3 mMol) 6 werden, wie bei 7a beschrieben, 1.6 g 8a (94°%,) amorphes Produkt
erhalten. Schmelzbereich 45 —55°.
C4H36NgOgS (568.7) Ber. C 50.69 H 6.38 N 14.78 S 5.64
Gef. C50.53 H6.09 N 14.64 S 6.08

tert.-Butyloxycarbonyl-L-glutaminyl-a-aza-asparaginyl-S-benzyl-L-cystein (8b): 570 mg 8a
werden wie 7a in 8 ccm DMF und 80 ccm Wasser verseift. Man sduert mit Ameisensédure an,
sittigt mit NaCl und extrahiert mit n-Butanol. Das amorphe Endprodukt enthdlt NaCl
und wird daher in absol. Athanol aufgenommen, die Losung filtriert, i. Vak. eingeengt und
der Riickstand mit Ather festgerieben. Schmelzbereich 80— 100°.
Cp3H34NgOsS (554.6) Ber. C49.81 H6.18 N 15.15
Gef. C49.36 H6.20 N {4.83 Mol.-Gew. 570 (Titration)

Benzyloxycarbonyl - L-glutaminyl - a-aza-asparagin-/ N - hydroxy - succinimidesterj (9) ( NE-
[ Benzyloxycarbonyl-v-glutaminyl ;- N ®-succinimidooxycarbonyl-hydrazinoacetamid) : Eine 1L06-
sung von 352mg (1 mMol) 5 in 25 ccm warmem absol. Pyridin wird bei 0° mit 0.2 ccm
Chlorameisensiure-; N-hydroxy-succinimidester } 17 versetzt. Nach 3 Stdn. wird das Pyridin
i. Vak. entfernt, der Riickstand in Wasser gelost und mit Citronensdure auf pH 3 gebracht.
Man sittigt mit MgS0Oy, bringt mit KHCO3 auf pH 5—6 und extrahiert zweimal mit 10 ccm
Methylenchlorid. Nach einigen Stdn. sind 330 mg (67 %) auskristallisiert, Schmp. 165--170°.
Aus Athanol Schmp. 163 -164°.

Co0H24NgOg (492.5) Ber. C48.78 H4.91 N 17.07 Gef. C 48.87 HS5.15 N 17.06

Versuche zur Umsetzung von Tb mit Pro-Leu-Gly-NH,: Mittels DCCI unter Zusatz von
N-Hydroxy-succinimid wurden aus 350 mg 7b in DMF 230 mg eines Produktes erhalten,
das nach Behandlung mit HBr/Eisessig elektrophoretisch in 3 Komponenten getrennt wurde.
Im Pyridinacetat-Puffer vom pH 5.6 tritt wihrend der Elektrophorese die Bildung einer
langsamer wandernden Komponente (Freisetzung einer CO,H-Gruppe?) auf. Durch pra-
parative Elektrophorese wurden 90 mg eines einheitlichen Lyophilisats erhalten, dessen
N-Wert jedoch 14.4 9 tiefer lag als fiir H-Glu(NH;)-Azasp(NH,)-Cys(Bzl)-Pro-Leu-Gly-NH,-
acetat-dihydrat berechnet.

Ber. C48.55 H6.90 N 17.14 Gef. C48.38 H 6.96 N 14.67

Bei der Behandlung mit HBr/Eisessig trat erhebliche Hydrolyse an den Carboxamid-
gruppen ein, weshalb bei den weiteren Versuchen die Boc-Schutzgruppe bevorzugt wurde.

Ausgehend von 227 mg (0.5 mMol) 8b und 0.06 ccm Chlorameisenséiure-sek.-butylester
wurde das gemischte Anhydrid hergestellt und mit Pro-Leu-Gly-NH, umgesetzt. Nach tiblicher
Aufarbeitung erhielt man 280 mg amorphes Produkt (85%), das zwar elektrophoretisch
einheitlich war, aber ebenfalls einen um 129 zu niedrigen N-Wert hatte.

D. 2-[a-Aza-asparagin]-tripeptid-| p-nitro-phenylester]

Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-asparaginyl-glycin-/ p-nitro-phenylester/ (10): Die Ldsung
von 1.4 g (S mMol) Z-Gly-NHGIy-NH; in 50 ccm warmem Dioxan wird schnell abgekiihlit,
1.3 g N-Carbonyl-glycin-[ p-nitro-phenylester ;19 werden zugegeben und der Ansatz bei 70°
kraftig geschiittelt. Falls das Isocyanat Verunreinigungen enthilt, gibt man mehr hinzu,
bis sich Z-Gly-NHGly-NH, vollig gelost hat. Alsbald beginnt die Ausscheidung von 10.
Man belaBlt die Mischung 2 Stdn. im Kiihlschrank, saugt ab und wischt mit wenig Dioxan
nach. Rohausb. 2.4 g (95%), Schmp. 188 —189°. Aus absol. Athanol (ca. 1/) Ausb. 1.75 g
(70%), Schmp. 190 —191°,

C21H2NgOo (502.5) Ber. C50.20 H 4.41 N 16.73 Gef. C49.97 H 4.30 N 16.94
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Benzyloxycarbonyl-glycyl-a-aza-asparaginyl-glycyl-L-phenylalanin-methylester : 1.04g (2 mMol)
10 werden bei 0° zu einer Lésung von 900 mg Phe-OCH; - HCI + 0.5 ccm N-Athyl-piperidin
in 3 ccm DMF gegeben. Man 146t langsam auf Raumtemp. kommen. Nach einem Tag ist
die Losung klar, nach 2 Tagen wird wie iiblich aufgearbeitet. Beim Schiitteln scheidet sich im
Essigester ein kristalliner Niederschlag aus, 985 mg, Schmp. 133 —137°. Zur Entfernung von
hartnickig anhaftendem Nitrophenol chromatographiert man in wenig Methanol an einer
kurzen Séule von Sephadex-LH 20. Das Methano! wird i. Vak. abdestilliert und der Riickstand
in Essigester aufgenommen. Er kristallisiert erst auf Zugabe von ein paar Tropfen Wasser.
Reinausb. 810 mg (76 %), Schmp. 135—140°. Beim Trocknen bei 60° i.Vak. zerflieBt die
Verbindung. [«]¥: —1.7° (¢ = 1 in DMF).

C,4H39NgOg (530.5) Ber. C54.33 H5.97 N 15.84 Gef. C54.04 H5.68 N 15.77

NP-[N.N'-Bis-tert.-butyloxvcarbonyl-L-lysyl j-hydrazinoacetamid: 4.7g (10 mMol) Boc-
Lys({Boc)-ONp werden unter Rithren zu einer Mischung von 1.25 g Hydrazinoacetamid-
hydrochlorid, 1.4 ccm Tridthylamin und 0.1 ccm FEisessig gegeben. Man 148t die Lésung
3 Tage bei Raumtemp. stehen und arbeitet wie iiblich auf. Nitrophenol wird dabei durch
Schiitteln (4mal) mit ca. 2» NHj in gesitt. NaCl-Losung entfernt. Der Riickstand wird mit
Ather kristallin gerieben, 3.4 g, Schmp. 114—117°. Aus Nitromethan 2.28 g (55%), Schmp.
130—131°, [o]¥: —13.8° (¢ = 1 in DMF).

C13H35N506 (417.5) Ber. C51.78 H 8.45 N 16.77 Gef. C51.50 H 8.49 N 16.68

N.N’-Bis-tert.-butyloxycarbonyl- L-lysyl-a-aza-asparaginyl-L-alanin-{ p-nitro-phenylester ; (11):
417 mg Boc-Lys{Boc)-NHGly-NH, in 7 ccm Dioxan werden mit 280 mg N-Carbonyl-i-
alanin-[ p-nitro-phenylester 719 3 Stdn. auf 40° erwidrmt. Man entfernt das Dioxan i.Vak.
und reibt den Riickstand mit n-Hexan fest, 690 mg. Eine Reinigung gelingt durch Losen in
Ather und Ausfillen mit n-Hexan. Im atherunloslichen Anteil reichern sich die Neben-
produkte an. Das Produkt zeigt in der Elektrophorese noch eine geringfiigige Verunreinigung.
Schmelzbereich 65---75°, Ausb. ca. 350 mg.

" C25H43N5041 (653.7) Ber. C51.45 H 6.63 N 15.00 Gef. C51.42 H7.00 N 15.05

tert.-Butyloxycarbonyl - L- glutaminyl-a-aza-asparaginy!-S-benzyl-L-cystein-[p-nitro-phenyl-
ester] (12): 1.59 g (5 mMol) 6 werden in 20 ccm absol. Dioxan aufgeschlimmt und mit 1.8 g
N-Carbonyl-S-benzyl-L-cystein-[ p-nitro-phenylester /20 24 Stdn. bei 40 —45° kriftig geschiittelt.
Man saugt von ungeldsten Anteilen ab und entfernt das Dioxan i.Vak. Die Losung des
Sirups in 25 ccm Athanol und | cem Wasser wird nach 30 Min. vom ausgeschiedenen Nieder-
schlag abgesaugt (ca. 300 mg) und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Rickstand wird
mit Ather festgerieben. Man 15st in 10 ccm Methanol, gibt 30— 40 ccm Ather bis zur begin-
nenden Tritbung hinzu, rithrt 3— 5 Stdn. und beldf3t iiber Nacht im Kiihlschrank. 2.15 ¢
(639%), Schmp. 110—112°. [a]¥: --18.6° (¢ = 0.5 in DMF).
Co9H37N7010S (675.7) Ber. C51.55 H5.52 N 14.41 S4.75
Gef. C51.54 H5.65 N 14.71 S 4.87

tert.-Butyloxycarbonyl-L-glutaminyl-a-aza-asparaginyl-S-benzyl- L-cysteinyl- L-prolyl-L-leucy!-
glycinamid (13): Die Losung von 675 mg (I mMol) 12 und 360 mg L-Prolyl-L-leucyl-glycinamid
in 3—4 ccm Dimethylformamid wird 3 —4 Tage bei Raumtemp. belassen. Das Losungsmittel
wird i. Vak. entfernt, der Riickstand mehrmals mit Ather verrieben, in ca. 50 ccm n-Butanol
gelost, dreimal mit 5proz. Citronensiure in gesitt. Natriumchloridlgsung sowie zweimal mit
NaCl-gesitt. 5proz. KHCOs3-Lésung geschiittell und mit einem Gemisch von KHCO3 und
MgSO;, liber Nacht getrocknet. Der Riickstand wird zweimal mit 2 ccm ca. 5proz. Essigsiure
verrieben, abgesaugt und i.Vak. getrocknet. Ausb. 645 mg (80%). Gef. N 15.86%. 13 ist
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elektrophoretisch einheitlich. Die Aminosidureanalyse nach Hydrolyse ergab Glu 0.98;
Pro 1.01; Leu 1.00; Gly 1.14 (incl. Anteil aus der Zersetzung von Hydrazinoessigsiure).

Das Produkt bindet hartnickig Nitrophenol. Um mogliche Nebenprodukte, die aus
a-Aza-asparaginpeptiden besonders im schwach alkalischen Medium entstehen konnen,
auszuschlieBen, wurde bis zur Erreichung des berechneten N-Wertes gereinigt durch Waschen
mit ca. 2 ccm Wasser und kurzes Riihren der L3sung in Athanol mit Al,O3. Ausb. 450 mg
(56 %) amorphes Reinprodukt, Schmelzbereich 135—145°, sowie eine salz- und nitrophenol-
haltige Fraktion. [o]3: —9.8° (¢ = 0.5 in DMF).

C3sHs4N19O10S (807.0) Ber. C52.10 H6.75 N 17.36 S 3.97
Gef. C51.89 H6.88 N 17.22 S4.5
[487/68]





