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groups which may preferentially be removed by catalytic hydrogenation. A number
of derivatives and peptides of N°-t-butoxycarbonyl-L-lysine are described, among
these are trityl-Lys(BOC)-Lys(BOC)-OH?) and PZ-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-OH,
both intermediates in the synthesis of the nonadecapeptide with high corticotropic
activityl). The derivatives described here should also be useful for the preparation
of e-peptides of lysine.
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21. Synthese von Peptid-Zwischenprodukten fiir den Aufbau eines
corticotrop wirksamen Nonadecapeptids?)

I1. Derivate des L-Seryl-L-tyrosyl-L-serins
von B, Iselin und R.Schwyzer

(6. XII. 60)

Die Synthese von Derivaten des Tripeptids r-Seryl-L-tyrosyl-L-serin (Amino-
sduresequenz 1 bis 3 des §-Corticotropins?')) unter Verwendung des Carbobenzoxy-
rests zum Schutze der Aminogruppe des N-terminalen Serins ist schon mehrfach
beschrieben worden?)3)4). Fir den Aufbau des ACTH-wirksamen Nonadecapeptids
gr-19-Corticotropin-Glud-y-amid?!) benétigten wir jedoch ein Tripeptidderivat, dessen
Aminogruppe durch einen mittels Siurekatalyse leicht abspaltbaren Rest geschiitzt
ist. Wir haben zu diesem Zweck die t-Butyloxycarbonylgruppe gewéhlt und, aus-
gehend von t-Butyloxycarbonyl-L-serin-hydrazid (A 1), die Tripeptidderivate B
1-3 und C 1-3 auf dem im untenstehenden Reaktionsschema gezeigten Weg auf-
gebaut. Das Zwischenprodukt B 1-3 haben wir auch durch Einfithrung der t-Butyl-
oxycarbonylgruppe in den freien, kristallinen r-Seryl-i-tyrosyl-L-serin-methylester
mittels t-Butyloxycarbonylazid®)€) oder t-Butyloxycarbonyl-p-nitrophenol?) er-
halten.

Auffallend ist die Bestdndigkeit der siureempfindlichen t-Butyloxycarbonyl-
gruppe unter den stark sauren Bedingungen, die bei der Uberfithrung eines Sdure-
hydrazids in das entsprechende Azid allgemein angewendet werden®). Bei der Her-
stellung des t-Butyloxycarbonyl-L-serin-azids haben wir festgestellt, dass zwar bei 0°

1) R. Scuwvyzer, W. R1tTEL, H. KarperLER & B. IseLiN, Angew. Chem. 72, 915 (1960).

%) K. Hormann, A. JoHL, A. F. FurRLENMEIER & H. KappELER, J. Amer. chem. Soc. 79, 1636
(1957).

3) St. GurTMANN & R. A. Borssonwas, Helv. 47, 1852 (1958).

4) B. IseLiN & R. ScHWYZER, Helv. 43, 1760 (1960).

5 R. ScuwyYzEeR, P. SIEBER & H. KaPPELER, Helv. 42, 2622 (1959).

%) Herstellung von t-Butyloxycarbonylazid: L. A. CarpiNo, J. Amer. chem. Soc. 79, 4427 (1957);
L. A. CarriNo, C. A. Giza & B. A. CarrINO, 1bid. 87, 955 (1959); L. A. CARPINO, tbid. 82, 2725
(1960).

") G. W. ANDERSON & A. C. MCGREGOR, J. Amer. chem. Soc. 79, 6180 (1957).

8) Vgl. R. ScuwvyzeER & P. SIEBER, Helv. 43, 1910 (1960).
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und hdheren Temperaturen die Schutzgruppe langsam abgespalten wird (unter CO,-
Entwicklung), aber ber —10° keine solche Spaltung stattfindet?). Wir haben dieses
Verhalten an einem weiteren Beispiel iiberpriift und, ausgehend vom Hydrazid C 1-3,
das Tetrapeptidderivat D 14 (Aminosiuresequenz 1 bis 4 des S-Corticotropins;
vgl. entsprechendes Carbobenzoxyderivat?) unter Verwendung der Azidmethode
hergestellt. Auch in diesem Falle war die t-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe unter
den Bedingungen der Azid-Bildung bestindig, so dass die Azid-Methode zur
Synthese von t-Butyloxycarbonyl-peptid-Derivaten allgemein anwendbar er-
scheint.

1 2 3 4
A BOC-| Ser |-NHNH, H-| Tyr Ser |-OCH, H-| Met |-OCH,

Smp. 112-114°

l Azid-Methode

B BOC-| Ser Tyr Ser |-OCH,

l

C BOC—| Ser Tyr Ser |-NHNH,
Smp. 184-187° (Monohydrat)

Smp. 124-127°

l Azid-Methode

D BOC—| Ser Tyr Ser Met |-OCHj
amorph, Smp. ca. 115-125°
E BOC-| Ser Tyr Ser Met (-NHNH,

Smp. 191 -193°

BOC = t-Butyloxycarbonyl-; Z = Carbobenzoxy-; stark ausgezogene Basislinie = kristal-
lisiertes Produkt.

Experimenteller Teil

Die angegebenen Smp. sind in einer Kapillare im Heizbad bestimmt und nicht korrigiert.
Papierchromatographie: auf WEATMAN-Papier Nr. 3, absteigend in den Systemen: T = t-Amyl-
alkohol (100 ml), Isopropanol (40 ml), Wasser (50 ml), Triathylamin (0,8 ml), Diithylbarbitur-
sdure (1,8 g}; 1I = sec-Butanol (70 ml), Isopropanol {10 ml), Wasser (40 ml), Monochloressigsdurc
(3 g); 11l = sec-Butanol (100 ml), Isopropanol (15 ml), Wasser (70 ml), Diithylbarbitursiure-
Na-Salz (0,5 g); IV = sec-Butanol (35 ml), Isopropanol (35 ml), Wasser (25 ml), Phosphatpuffer
1,5 M, pH 8 (10 ml); V = t-Amylalkohol (100 ml), Isopropanol (40 ml), Wasser (55 ml).

- Butyloxycarbonyl-L-sevin-methylester. Eine Losung von 19 g (0,16 Mol) L-Scrin-methylester
(frisch hergestellt aus 25 g Ester-hydrochlorid)?) in 75 ml trockenem Pyridin wird mit 43 g
(0,3 Mol) t-Butyloxycarbonylazid®) versetzt und 24 Std. bei Raumtemperatur stehengelassen.

%) Vgl. das entsprechende Verhalten von Trityl-aminosaurehydraziden: B. ISELiN, Arch.
Biochemistry Biophysics 78, 532 (1958).
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Die schwach gelb gefarbte Reaktionslosung wird darauf im Vakuum bei 30° auf ein kleines
Volumen eingeengt, mit Essigester verdiinnt und die Essigesterlosung unter Eiskithlung mehr-
mals mit 1N Salzsiure, 1N Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen, getrocknet
und im Vakuum eingedampft. Der erhaltene Sirup liefert nach mehrmaliger Extraktion mit
Petrolather (Entfernung von iiberschiissigem t-Butyloxycarbonylazid) 27 g (77%) t-Butyloxy-
carbonyl-L-serin-methylester als Ol, das direkt weiter umgesetzt wird.

- Butyloxycarbonyl-L-sevin-hydrazid (A 7). 27 g roher t-Butyloxycarbonyl-L-serin-methylester
werden in 200 ml Methanol gelost und mit 20 ml Hydrazinhydrat versetzt. Nach 24 Std. wird
die Losung im Vakuum bei max. 30° eingedampft und der erhaltene Sirup zur Entfernung von
iiberschiissigem Hydrazin iiber Nacht bei 0,1 Torr iiber konz. Schwefelsdure stehengelassen. Der
feste Riickstand wird mit Essigester verrieben, das isolierte kristalline Material bei 0,01 Torr
iiber Schwefelsiure von Spuren Hydrazin befreit und aus Essigester umkristallisiert: 23,3 g
(86%); Smp. 112-114°; [a]¥ = —9,4° + 1° (¢ = 4,1 in Methanol).

CgH,,0,N, (219,2)  Ber. C43,82 H 7,82 N19,17%  Gef. C43,90 H 8,05 N 18,949

L-Tyrosyl-L-serin-methylester (A 2-3). Eine Suspension von 16 g (50 mMol) L-Tyrosyl-L-serin-
methylester-hydrochlorid?®}1%) in 50 ml Essigester wird bei 0° mit 12 ml einer 5n-Losung von
Ammoniak in Methanol versetzt und 15 Min. bei 0° geriihrt; nach Zugabe von weiteren 50 ml
Essigester wird das ausgeschiedene Ammoniumchlorid abfiltriert und das Filtrat im Vakuum
vorsichtig eingedampft. Der 6lige Riickstand ergibt nach mehrmaligem Verreiben mit Ather
14 g freien Ester, der direkt weiter umgesetzt wird; amorphes Pulver, schwer léslich in Essigester
(16slich in Gegenwart von 10% Methanol), leicht 18slich in Tetrahydrofuran und Acetonitril;
papierchromatographisch einheitlich; Rf-Werte in den Systemen II 0,62, IV 0,69.

L-Seryl-L-tyvosyl-L-sevin-methylester. 2,0 g (4 mMol) Carbobenzoxy-L-seryl-L-tyrosyl-L-serin-
methylester?)?)4) werden in 40 ml Methanol geldést und in Gegenwart von 1 g Palladiumkohle
(109, Pd) bei Zimmertemperatur und Normaldruck hydriert, wobei das gebildete Kohlendioxyd
in Natronlauge absorbiert wird. Nach Aufnahme der berechneten Menge Wasserstoff (20 Min.)
ist die Hydrierung beendigt und die vom Katalysator abfiltrierte Ldésung wird im Vakuum bei
Zimmertemperatur eingedampft. Beim Verreiben des Riickstandes mit Acetonitril kristallisiert
der Ester in Form von feinen Nadeln: 1,21 g (829%); Smp. 155-158°; nach Umkristallisieren aus
Wasser oder wenig Alkohol: Smp. 158-160°; [a]]Z)“ = +4,6° + 1° (¢ = 3,9 in Methanol), +11,5°
4+ 1° (¢ = 2,0 in 0,1~ Salzsiure in Methanol); Literaturwert fiir Hydrochlorid?) +10,2° (¢ = 2,6
in Methanol); Rf-Werte in den Systemen 1 0,72, 11 0,63, II1 0,75, IV 0,74. Der Ester ist bei 0°
unbeschriankt haltbar.

CoHpeO, N, (369,4)  Ber. C 52,02 1628 N11,38%  Gef. C51,69 H 6,53 N 11,36%

t-Butyloxycarbowyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-sevin-methylester (B 7-3). a) Ausgehend von t-Butyl-
oxycarbonyl-L-serin-hydrazid: 11 g (50 mMol} t-Butyloxycarbonyl-L-serin-hydrazid werden rasch
in 100 ml auf — 10° vorgekiihlter 1N Salzsiure (enthaltend 10 g Natriumchlorid zur Gefrierpunkts-
erniedrigung) geldst und mit einer auf —10° gekiihlten Lésung von 4,2 g (60 mMol) Natrium-
nitrit in 15 ml Wasser versetzt. Nach 5 Min. wird das als Ol ausgeschiedene t-Butyloxycarbonyl-
L-serin-azid zweimal mit je 150 ml Essigester (auf — 10° vorgekiihlt) extrahiert, die Essigester-
l6sung rasch mit kalter 1N Natriumhydrogencarbonat-Losung und Eiswasser gewaschen, kurz
iiber Magnesiumsulfat bei 0° getrocknet und im Vakuum bei max. 20° auf ca. 50 ml eingeengt.

Die Losung des Azids wird bei 0° mit 14 g (50 mMol) rohem L-Tyrosyl-L-serin-methylester
in 50 ml trockenem Tetrahydrofuran versetzt und 48 Std. bei + 5° stehengelassen. Anschliessend
wird die Reaktionsldsung zur Entfernung von Tetrahydrofuran im Vakuum auf ein kleines Vo-
lumen eingeengt, mit Essigester verdiinnt und bei 0° mit wenig 1~ Salzsdure, Natriumhydrogen-
carbonat-Lésung und Wasser gewaschen (in einigen Ansitzen schied sich cin Teil des Reaktions-
produkts wihrend dem Waschen aus und wurde abfiltriert), getrocknet und im Vakuum ein-
gedampft. Der Riickstand liefert beim Verreiben mit Ather 14,7 g (63%) amorphe Substang,
welche fiir die folgende Uberfiibrung in das Hydrazid geniigend rein ist.

Zweimaliges Umkristallisieren aus wenig Aceton ergibt den reinen, kristallinen t-Butyloxy-
carbonyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-serin-methylester: Smp. 124-127°; [a]ff = —23,6° 4+ 1° (¢ = 1,91in

9 L. T. SkeGas, K. E. LEnTz, ]J. R. Kau~n & N. P. SHUuMWwAY, ]J. exp. Med. 708, 283 (1958).
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Methanol); schwer 1oslich in Ather, Benzol, Chloroform; 16slich in heissem Essigester und heissem
Wasser (beim Kiihlen Nadeln, Smp. 97-105°, Hydrat); Rf-Werte in den Systemen 1-V > 0,9.

CyuHy 0N, (469,5)  Ber. € 53,72 H 6,66 N 8,95% Gef. C53,46 H 6,73 N 8,382%

Die Abspaltung der t-Butyloxycarbonylgruppe mittels Chlorwasserstoff in Essigester oder
Trifluoressigsaure ergibt papierchromatographisch reinem L-Seryl-L-tyrosyl-L-serin-methylester
als Hydrochlorid, bzw. Trifluoracetat.

b) Ausgehend von L-Seryl-L-tyrosyl-L-serin-methylester: Eine Lésung von 369 mg (1 mMol)
L-Seryl-L-tyrosyl-L-serin-methylester in 2 ml trockenem Pyridin wird mit 239mg (1 mMol) t-Butyl-
oxycarbonyl-p-nitrophenol?) versetzt und iiber Nacht bei 20° stehengelassen. Die Reaktions-
16sung wird im Vakuum vorsichtig eingedampft, der Riickstand in Essigester aufgenommen und
wie unter a) weiter aufgearbeitet; Rohprodukt nach Verreiben mit Ather: 295 mg (63%); nach
Umbkristallisieren aus Aceton: 233 mg (50%), Smp. 123-126°; [«]}] = —23,1° £ 1° (¢ = 2,0 in
Methanol).

Bei Verwendung von 0,36 g (2,5 mMol) t-Butyloxycarbonylazid an Stelle von t-Butyloxy-
carbonyl-p-nitrophenol werden unter sonst gleichen Bedingungen 305 mg (65%,) Rohprodukt
bzw. 245 mg (529,) reine Substanz erhalten.

i- Butyloxycarbonyl-L-seyyl-L-tyrosyl-L-sevin-hydrazid (C 7-3). 14 g (30 mMol) roher t-Butyl-
oxycarbonyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-serin-methylester werden in 100 ml Methanol gelést, mit 5 ml
Hydrazinhydrat versetzt und bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach kurzer Zeit beginnt
die Abscheidung von amorphem Hydrazid, das nach 6 Std. abfiltriert, mit Methanol gewaschen
und zur Entfernung von Spuren Hydrazin iiber Nacht bei 0,01 Torr iiber konz. Schwefelsiure
getrocknet wird: 11,8 g, Smp. 173-176°. Nach Umkristallisieren aus Wasser werden 9,5 g (68 %)
Hydrazid-monohydrat in Form von filzigen Nadeln vom Smp. 184-187° (nach Sintern bei 150°)
crhalten; [a]ff = —3,4° + 1° (¢ = 1,76 in Dimethylformamid), —24,9° & 1° (¢ = 2,18 in Eis-
essig-Wasser 1:1), —9° 4+ 1° (¢ = 2,01 in Pyridin); Rf-Werte in den Systemen I 0,87, 11 0,83,
IT1 0,86, 1V 0,89, V 0,89; einheitlich.

CyoHyy OpNg, 1H,0 (487,5) Ber. C49,27 H6,82 N 14,37% Gef. C49,52 H 6,89 N 14,229

= /0

Bei Verwendung von reinem Ausgangsmaterial betrigt die Ausbeute an umkristallisiertem
Hydrazid 759%,.

t- Butyloxycavbonyl-L-sevyl-L-tyyosyl-L-seryl-L-methionin-methylester (D 7-4). 2,44 g (5 mMol)
t-Butyloxycarbonyl-L-seryl-L-tyrosyl-L-serin-hydrazid (Monohydrat) werden in das Azid {iber-
gefithrt (unter den fiir die Herstellung von t-Butyloxycarbonyl-L-serin-azid angegebenen Bedin-
gungen), und die Losung des Azids in ca. 30 m! Essigester wird mit 1,63 g (10 mMol) L-Methionin-
methylester (frisch aus dem Hydrochlorid!!) hergestclit und destilliert!2)13), Kp. 58-60° bel
0,02 Torr) versetzt und 48 Std. bei 0° stehengelassen. Das als Gallerte ausgeschiedene Reaktions-
produkt wird abfiltriert und mit Essigester und Ather gewaschen: 1,89 g amorphes Pulver; aus
dem Filtrat werden nach tblicher Aufarbeitung weitere 0,25 g Substanz gewonnen (total 2,14 g
entspr. 71%,); nach Umfillen aus Essigester: 1,57 g (52%) amorpher Ester mit unscharfem Smp.
bei ca. 115-125°; [oc]%f = —29,8° 4 1° (¢ = 2,1 in Methanol); Rf-Werte in den Systemen I-IV
> 0,9.

CagHyoO1oN,S (600,7)  Ber. C 51,99 H 6,71 O 26,64%  Gef. C51,00 H 6,81 O 26,68%

t-Butyloxycavbonyl-L-sevyl-L-tyyosyl-L-seyyl-L-methionin-hydvazid (E 7-4). Eine Losung von
0,90 g (1,5 mMol) t-Butyloxycarbonyl-L-sery!-L-tyrosyl-L-seryl-L-methionin-methylester in 10 ml
Methanol wird mit 0,25 ml Hydrazinhydrat versetzt und bei Zimmertemperatur stehengelassen.
Nach 18 Std. wird das ausgeschiedene amorphe Hydrazid abfiltriert und mit Methanol gewaschen:
0,75 g (83%), Smp. 185-188° (Sintern bei 178°). Das Rohprodukt wird zur Entfernung von Spuren
Hydrazin mit Wasser verrieben und darauf aus Wasser umkristallisiert: 0,46 g (51%,), filzige

) M. BRENNER & R. W. PFISTER, Helv. 34, 2085 (1951).
12) M. BRENNER & W. HUBER, Helv. 36, 1109 (1953).
13} Eine Probe des Destillats wurde in das Hydrochlorid zuriickgefithrt: [«]f = +26,2°4.1°

(¢ = 4,0 in Wasser); Literaturwert = + 26,8°11); keine Racemisierung bei der Destillation.
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Nadeln vom Smp. 191-193°; [«]3 = —36,7° = 1° (¢ = 2,0 in Wasser-Methanol 1:1); Rf-Werte
in den Systemen I-IV > 0,9.

CosHoQNGS (600,7)  Ber. C4999 H 6,71 N 13,999  Gef. C49,60 H 7,06 N 13,829,

Die analytischen Daten verdanken wir Herrn Dr. W. PapoweTz und die Ausfithrung der
Papierchromatogramme Herrn E. vON ARX.

SUMMARY

The synthesis of t-butyloxycarbonyl derivatives of L-seryl-L-tyrosyl-L-serine and
L-seryl-L-tyrosyl-L-seryl-L-methionine is described. The azide method involving the
conversion of a hydrazide into the corresponding azide under acidic conditions was
found to be applicable, under carefully selected conditions, to the synthesis of t-
butyloxycarbonyl peptide derivatives in spite of the sensitivity of the protecting
group toward strongly acidic reagents.
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22. Diinnschicht-Ionophorese und Diinnschicht-
Ionophorese-Chromatographie
von C. G.Honegger
(6. XIL. 60)

Die Diinnschicht-Chromatographie, welche bereits im Jahre 1938 von IsmaILov
& SHRAIBER?') beschrieben wurde, fand erst durch die von StaAHL2) entwickelte,
leicht zu handhabende Technik allgemeine Verbreitung. Es werden dabei anor-
ganische Adsorptionsmittel wie Silicagel oder Aluminiumoxyd unter Zusatz eines
Bindemittels (Gips oder Stdarke) mit Wasser angeriihrt und mit Hilfe eines Streich-
gerites in diinner Schicht (ca. 0,3 mm) auf Glasplatten aufgezogen. Die getrockneten
Adsorptionsschichten kénnen zur chromatographischen Auftrennung verschiedenster
Substanzgemische verwendet werden. Nachdem sich diese Methode speziell fiir die
Chromatographie lipophiler Stoffe auszeichnete, wurde sie mit Erfolg auch fiir die
Auftrennung von Aminosiuren®?) und Aminen?®) angewandt. BRENNER & NIEDER-
WIESER?Y} beschrieben die Diinnschicht-Chromatographie fiir die Aminosdurenauf-
trennung der papierchromatographischen Methode als ebenbiirtig oder sogar iiber-
legen. Die Vorteile gegeniiber der Papierchromatographie sind: a) Die geringe Dif-
fusion bedingt eine kleinere Fleckengrosse und damit Erhohung der Empfindlichkeit

1) N. A. IsmaiLov & M. S. SHRAIBER, Farmatsija 3, 1 (1938).

2) E. StaHL, Pharmazie 77, 633 (1956); Chemikerztg. 82, 323 (1958); Parfiimeric und Kosmetik
39, 564 (1958); Arch. Pharmaz. 292/64, 411 (1959); Pharm. Rdsch. 7959, Heit 2, 1.

3) M. MorTIER, Mitt. Lebensmittelunters. Hyg. 49, 454 (1948); E. MurscHLER & H. ROoCHEL-
MEYER, Arch. Pharmaz. 292/64, 449 (1959); E. NURNBERG, Arch. Pharmaz. 292/64, 610 (1959).

4) M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 76, 378 (1960).

5 K. TeicHERT, E. MUTSCHLER & H. ROCHELMEYER, Deutsche Apotheker Zeitung 700, 283
{1960).





