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de la solution provenant de la rCaction par dCcharge Clectrique dCcrite sous 1.3. (systeme 
PH,+ H,O+ NH,), dans 5 ml d’une solution 0 , l ~  d’acide aminC. On chauffe cette solution 70 h 
B 70”, k pH 6,558. Une prise aliquote est analysCe sur l’analyseur automatique d’acides aminks. 
Dans le cas de la glycine on obtient un pic de diglycine correspondant B une rendement de 0,274, 
dans le cas de l’alanine, le pic de dialanine correspond B un rendement de 0,14%. 

Une partie de ce travail a 6t6 r6alis6e grbce B un Senior Research Associateship accord6 i 
l’auteur par la U.S. National Academy of Sciences, Washington, D.C., et tenu i la National 
Aeronautics and Space Administration, Ames Research Center, Moffett Field, California. 

L’auteur remercie 6galement la Q Stzftungfiir Stipendien auf dem Gebiete der Chemie), ainsi que 
la Maison F.  Hoffinann-La Roche 6 Cie (Bble, Suisse). 
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6. Synthese des ((Thyrotropin-releasing)) Hormons (TRH) (Schaf) 
und verwandter Peptide 

von D. Gillessenl), A.M.  Felix2), W. Lergierl) und R. 0. Studerl) 
(24. XI.  69) 

Summary. The syntheses of seven tripeptide isomers containing L-histidine, L-proline and L- 

glutamic acid residues, the same as found in the natural thyrotropin-releasing hormone (TRH), are 
reported. In  addition L-pyroglutamyl-L-histidyl-L-proline and its amide as well as Na-acetyl-L- 
glutamyl-L-histidyl-L-proline are described. Whereas eight peptides are inactive and L-pyroglut- 
amyl-L-histidyl-L-proline shows a slight TRH activity, L-pyroglutamyl-L-histidyl-L-proline-amide 
has the full biological activity of the isolated thyrotropin-releasing hormone and, at the present 
state of knowledge, seems to be identical with it. 

Die Existenz eines Faktors in hypothalamischen Extrakten, welcher die Sekretion 
von Thyrotropin (TSH) aus der Hypophyse stimuliert (thyrotropin-releasing hormone 

1) 

2) 
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TRH oder auch thyrotropin-releasing factor TRF) ist in verschiedenen Laboratorien 
gefunden und bestatigt worden (s. Zusamnienfassungen : [l]). In einer Reihe von Ar- 
beiten berichteten Guillemin und Mitarbeiter [2] [3] iiber die Reinigung und Charakte- 
risierung des TRH aus Hypothalami von Schafen, sowie Schally und Mitarbeiter aus 
Hypothalami von Rindern [4] und Schweinen [S] [6]. Da in den hochgereinigten Pra- 
Daraten aus Hypothalamus-Extrakten, sowohl von Schafen [3] als auch von Schwei- 
nen [6] nach Hydrolyse die Aminosauren Histidin, Prolin und Glutaminsaure in aqui- 
molaren Mengen nachgewiesen werden konnten, wurde fur das die Thyrotropin-Sekre- 
tion stimulierende Hormon TRH eine polypeptidartige Struktur angenommen. Das 
Molekulargewicht wurde in der Grossenordnung eines Octapeptides [7] oder kleiner 
vermutet. Die Aktivitat wird durch proteolytische Fermente wie Trypsin, Pepsin, 
Pronase, Carboxypeptidase und Leucinaminopeptidase nicht verandert [S] ; jedoch 
wird sie durch Inkubation mit Serum zerstort [6] [9]. Eine freie N-terminale Amino- 
gruppe konnte nicht nachgewiesen werden [l] 131 [6] [lo] [l l] .  

Da nur sehr kleine Mengen des hochgereinigten Hormons (1 mg aus ca. 300000 
Hypothalami von Schafen) [3]  fur die Strukturaufklarung vorliegen, wurden als Mo- 
dellsubstanzen die folgenden Tripeptide mit den Aminosauren Histidin, Prolin und 
Glutaminsaure synthetisiert 7 : 
L-Histidyl-L-prolyl-r--glut aminsaure (1) 
L-Histidyl-L-glutamyl-L-prolin (11) 
L-Prolyl-L-histidyl-L-glutaminsaure (111) 
L-Prolyl-L-glut amyl-L-histidin (IV) 
L-Glutam yl-L-prolyl-L-histidin (V) 
L-Glut am yl-L-histidyl-L-prolin (VI) 
L-hist idyl-L-y -glut amyl-L-prolin ( V W  
Na-Acetyl-L-glutamyl-L-histidyl-L-prolin (VIII) 
L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolin (W 
1--Pyroglutamyl-L-hist idyl-L-prolin-amid (X) 

Von diesen 10 Peptiden zeigten die Substanzen IX und X eine TRH-Wirkung in 
vitvo und in vivo [ll] 1121 j131. L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolin-amid (X) besitzt 
die volle biologische Aktivitat des aus Hypothalami von Schafen isolierten TRH und 
ist diinnschichtchromatographisch mit ihm identisch [14]. Zudem konnte gezeigt wer- 
den, dass das beschriebene TRH ein Massenspektrum aufweist, das mit demjenigen 
von L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolin-amid vereinbar ist [14]. 

In einer nach Abschluss dieser Arbeiten erschienenen Publikation von Schally und 
Mitarbeitern [15] iiber das die Thyrotropin-Sekretion fordernde Hormon aus Schwei- 
nehypothalami wird in einem Addendum erwahnt, dass dem Peptidteil, der nur ca. 
32% des Trockengewichtes ausmacht, die Sequenz L-Glutamyl-L-histidyl-L-prolin zu- 
kommt. In einer gemeinsamen Kurzmitteilung [16] berichten Folkers und Mitarbeiter 
und Schally und Mitarbeiter iiber die Umsetzung eines nur zu 80% reinen, inaktiven 
Tripeptides L-Glutamyl-L-histidyl-L-prolin mit methanolischer Salzsaure und nach- 
folgender Behandlung mit methanolischem Ammoniak. Das Reaktionsgemisch envies 

3, Wir danken den Herren Prof. R.GuzLlemin, Dr. T .  F.  Dunn und Dr. R. Burgus, Department of 
Physiology, Baylor College of Medicine, Houston, Texas, U.S.A., fur ihre Anregungen zu dieser 
Arbeit, sowie fur die enge Zusammenarbeit wahrend der Durchfuhrung. 
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sich als TRH-aktiv, jedoch bonnten quantitative Aussagen infolge der Unreinheit so- 
wohl des Ausgangs- als auch des Endproduktes nicht gemacht werden. Trotzdem wird 
die Vermutung ausgesprochen, dass der im Gemisch gefundenen TRH-Aktivitat eben- 
falls das bereits von Guillemin und Mitarbeitern [12] beschriebene L-Pyroglutamyl-L- 
histidyl-L-prolin-amid zugrunde Iiegen kOnnte3"). 

In dieser Arbeit wird iiber die Synthese von TRH und verwandten Peptiden be- 
richtet, wahrend iiber die Identitat rnit dem isolierten Hormon und iiber die biologi- 
schen Resultate anderweitig publiziert wurde [ll] [12] [13]. 

Experimenteller Teil 4, 

1. L-Histidyl-L-prolyl-L-glutaminsaure (I). - 1 .l. Boc-L-prolyl-L-glutaminsdure-dibenzyl- 
ester ( X I ) .  Eine Losung von 2,15 g (10 mMol) Boc-L-prolin [18] in 50 ml Methylenchlorid wird bei 
0" mit 1,39 ml (10 mMol) Triathylamin und 0,96 ml (10 mMol) Chlorameisensaure-athylester ver- 
setzt und 30 Min. bei 0" geriihrt. Gleichzeitig werden 3,65 g (10 mMol) L-Glutaminsaure-dibenzyl- 
ester-hydrochlorid [19] in 50 ml Methylenchlorid suspendiert, bei 0" mit 1,39 ml (10 mMol) Tri- 
athylamin versetzt und 5 Min. bei 0" geriihrt. Die beiden Mischungen werden vereinigt, 2 Std. bei 
0" geriihrt und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird rnit gesattigter NaHC0,- 
Losung und 2~ Zitronensaure gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und eingedampft: 5,O g (95% 
d.Th.) XI als 01. [a]g = - 52,9" (c = 2, l  Methanol). 

C,,H,,N,O, (524,61) Ber. C 66,39 H 6,92 N 5,34% Gef. C 66,08 H 6,93 N 5,31% 

1.2. Z-L-kistidyl-L-firolyl-L-glutaminsu~re-d~benzyZester ( X I I ) .  - 2,7 g (5,2 mMol) Boc-L-prolyl- 
L-glutaminsaure-dibenzylester (XI) werden rnit 25 ml Trifluoressigsaure iibergossen und 1 Std. bei 
Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wird eingedampft und der Riickstand in Essigester gelost. 
Darauf wird rnit 50-proz. K,CO,-Losung bei 0' gewaschen und die vereinigten K,CO,-Losungen 
werden wieder mit Essigester extrahiert. Die vereinigten Essigesterlosungen werden iiber MgSO, 
getrocknet und filtriert. Zum Filtrat wird bei 0" 2-L-histidin-azid [ZO] [hergestellt u s  1,55 g (5,Z 
mMol) 2-L-histidin-hydrazid] in 20 ml eiskaltem Essigester gegeben. Die Losung wird iiber Nacht 
bei 0" geriihrt und anschliessend rnit Wasser, gesattigter NaHC0,-Losung und Wasser gewaschen, 
iiber MgSO, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird rnit Petrolather trituriert, filtriert 
und getrocknet: 2,5 g (69%) XII. [a]g = -49,2" (c = 2,0 Methanol). 

C,,H,1N,08 (695,77) Ber. C 65,60 H 5,94 N 10.07% Gef. C 65,62 H 6.22 N 9,83% 

1.3. L-Histidyl-L-prolyl-L-glutaminsaure-acetat (I). 2,4 g (3,45 mMol) 2-L-histidyl-L-prolyl-L- 
glutaminsaure-dibenzylester (XII), gelost in 50 ml Methanol und 1 ml Eisessig, werden iiber 5- 
proz. Pd/BaS04 hydriert. Nach Filtration durch Celit und Eindampfen wird der olige Riickstand 

Zusatz bei der Korrektur: Nach Einreichung dieser Arbeit wurde uns eine weitere Kurz- 
mitteilung von Schally und Mitarb. [16a] zuganglich. Diese liefert jedoch gegeniiber der erwahn- 
ten Kurzmitteilung [15] wenig neues Material. Interessant erscheint uns lediglich die Tat- 
sache, dass die Autoren im Gegensatz zu uns bei der Massenspektrometrie von L-Pyroglu- 
tamyl-L-histidyl-L-prolin-amid keinen Molekelion-Pik erhalten (Direkte Probeneinfiihrung 
bei 290"). 
Die Smp. wurden auf einem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Drehungen wurden 
mit einem Polarimeter 141 der Firma Perkin-Elmer bestimmt, Fehlergrenze f 1". Die trager- 
freien Hochspannungselektrophoresen wurden auf einer Elphor-VaP-Apparatur der Firma 
Bender 15 Hobein, Miinchen (Deutschland) durchgefiihrt. Zur Bestimmung des relativen Amino- 
saurenverhaltnisses wurden die Substanzen in 6~ HCl unter Vakuum bei 110" wahrend 24 Std. 
hydrolysiert und nach Spackman, Stein & Moore [17] an einer Beckman-Unichrom-Apparatur 
analysiert. Der jeweilige Wert fur Glutaminsaure wurde gleich 1,OO gesetzt. 

Die freien Pefitide wurden als Acetate isoliert. Die z. T. hygroskopischen Endprodukte ver- 
loren beim Trocknen zur Mikroanalyse teilweise die Essigsaure. Die Drehungen wurden an den 
lyophilisierten Peptiden direkt bestimmt. 

Die Abkiirzungen folgen den Vorschlagen des V. Europ. Peptidsymposiums, Pergamon 
Press, Oxford 1963. Z = Benzyloxycarbonyl, Boc = t-Butyloxycarbonyl. 

5 

,) 
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in Wasser gelost, die Losung mit Ather extrahiert und die wasserige Phase eingedampft. Der olige 
Riickstand wird in Wasser gelost, zur Trockene eingedampft, erneut in Wasser gelost, durch Norit 
filtriert und lyophilisiert: 0.95 g (63%) I, Smp. 102" (Zers.). [a]g  = - 59,l" (c = 2,2 Wasser). 
Cl,H2,N,0,,C,H,0, (441,44) Ber. C48,97 H 6,17 N 15,87% Gef. C48,88 H 6,OO N 16,38y0 

Amino~aureanalyse~) : G1u:His: Pro (1 ,OO:  1 , l Z :  1,OZ). 

2. L-Histidyl-L-glutamyl-L-prolin (11). - 2.1. Boc-(y-benzyZ)-L-gZutamyZ-L-proZin-benzyZester 
( X I I I ) .  3,4 g (10 mMol) Boc-L-glutaminsaure-y-benzylester [21] in 50 ml Methylenchlorid werden 
bei 0" mit 1,39 ml (10 niMol) Triathylamin und 0,96 ml (10 mMol) Chlorameisensaure-athylester 
30 Min. geriihrt. Gleichzeitig werden 2,4 g (10 mMol) L-Prolin-benzylester-hydrochlorid [22] in 
50 ml Methylenchlorid suspendiert und bei 0" rnit 1,39 ml (10 mMol) Triathylamin 5 Min. geriihrt. 
Die Losungen werden vereinigt, 2 Std. bei 0" und iiber Nacht bei 25' geriihrt. Darauf wird die Mi- 
schung mit gesattigter NaHC0,-Losung und 2 M Zitronensaure gewaschen, iiber MgSO, getrocknet 
und eingedampft: 4,6 g (88%) 01. [E]E = - 13,OO (c = 2,2 Methanol). 

C,oH,6N,0, (524,59) Ber. C 66,39 H 6,92 N 5,34y0 Gef. C 65,55 H 7,14 N 5,19y0 

2.2. Z-L-histidyZ-(y-benzyl)-L-gZutamyZ-L-proZin-benzyZester ( X I V ) .  1,36 g (2,6 mMol) Boc-(y- 
benzy1)-L-glutamyl-L-prolin-benzylester (XIII) werden rnit 25 ml Trifluoressigsaure iibergossen 
und 1 Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wird zur Trockene verdampft und der Riick- 
stand in Essigester gelost. Dann wird rnit 50-prOZ. K,CO,-Losung bei 0' gewaschen und die ver- 
einigten K,CO,-Losungen werden wieder mit Essigester extrahiert. Die vereinigten Essigester- 
losungen werden iiber MgSO, getrocknet und filtriert. Zum Filtrat wird bei 0" 2-L-histidin-azid 
1203 [hergestellt aus 0,77 g (2,6 mMol) 2-L-histidin-hydrazid] in 20 ml eiskaltem Essigester gege- 
ben. Die Losung wird iiber Nacht bei 0" geriihrt und anschliessend rnit Wasser, gesattigter NaHC0,- 
Losung und Wasser gewaschen, uber MgSO, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird rnit 
Petrolather verrieben, filtriert und getrocknet. Ausbeute 0,80 g (44%). [a]E = - 60,l" (c = 2,18 
Methanol). 

C,,H,,N,O, (695,77) Ber. C 65,60 H 5,94 N 10,07y0 Gef. C 65,29 H 6,24 N 9,93% 

2.3. L-Histidyl-L-gZutamyZ-L-~roZzn-acetat (II). 0,7 g (1 mMol) Z-L-histidyl-(y-benzy1)-L-glut- 
amyl-L-prolin-benzylester (XIV) wird in 50 ml Methanol und 1 ml Eisessig gelost und iiber 5-prOz. 
Pd/BaSO, hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird durch Celit und Norit filtriert, zur  Trockene 
verdampft und das resultierende 01 zweimal aus Wasser lyophilisiert. Zum Schluss wird nochmals 
in Wasser aufgenommen, durch Norit filtriert und lyophilisiert: 0,36 g (82%), Smp. 78" (Zers.). 
[a]: = -65,2" (c = 1,9 Wasser). 
Cl,H2,N,0,,C,H402 (441,44) Ber. C48,97 H6,17 N 15,87y0 Gef. C48,42 H5,75 N15,88% 

Amino~aureanalyse~): G1u:His:Pro (1,00:1,06: 1,lS).  

3. L-Prolyl-L-histidyl-L-glutaminsaure (111). - 3.1.Z-L-~roZyE-L-histidin-methyZester ( X V ) .  
7,2 g (29 mMol) 2-L-prolin [23] werden in 70 ml abs. Tetrahydrofuran gelost, bei - 25" rnit 4.0 ml 
(29 mMol) Trigthylainin und 3,s ml (29 mMol) Chlorameisensaure-isobutylester versetzt und 8 
Min. bei ca. - 20" geriihrt. Diese Reaktionslosung wird rnit einer auf - 20" gekiihlten Losung von 
5,4 g (32 mMol) L-Histidin-methylester [24] in 15 ml abs. Tetrahydrofuran versetzt, 1 Std. unter- 
halb 0" geriihrt und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das Salz wird abgenutscht, das 
Filtrat im Vakuum eingedampft; der olige Ruckstand wird in Essigester aufgenommen und mit 
O , ~ N  HCl, gesattigt rnit NaCI, extrahiert. Die HCI-Losung wird bei - 5" rnit 2~ NaOH auf pH 10 
eingestellt und mehrere Male mit Essigester extrahiert. Die vereinigten Essigesterextrakte werden 
nach Waschen rnit 10-proz. Na2C0,-Losung, gesattigter NaC1-Losung, 0,5 M Borsaure und gesattig- 
ter NaC1-Losung iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingedampft: 7,4 g (64%) farbloser 
Schaum. [a]: = -39,9" (c = 1 Methanol). 

C,,H2,N40, (400,44) Ber. C 59,99 H 6,04 N 13,99% Gef. C 59,72 H 6,15 N 13,84% 

Diese Substanz wird auch durch Umsetzung von 2-L-prolin-N-hydroxysuccinimidester [25] 
rnit L-Histidin-methylester und analoger Aufarbeitung erhalten. 

3.2. Z-L-~roZyZ-L-histidin-hydvazid ( X V I ) .  8,0 g (20 mMol) 2-L-prolyl-L-histidin-methylester 
(XV) werden in 40 ml Methanol gelost, rnit 2 ml Hydrazinhydrat versetzt und 5 Std. unter Riick- 
fluss erhitzt. Darauf wird zur Trockene verdampft, der Riickstand in 30 ml Athanol gelost und in 
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300 ml Ather gefallt. Nach Stehen iiber Nacht bei 2" wird abgenutscht, mit kther gewaschen und 
getrocknet: 7,1 g (89%), Smp. 153-154". [a]g = -62,9" (G = 1 Methanol). 

C,,H2,N,0, (400,43) Ber. C 56,99 H 6,04 N 20,99% Gef. C 57,Ol H 6,04 N 20,86% 

3.3. Z-L-proZyZ-L-histidyZ-L-gZutuminsaure-dibenzyZester ( X V I I ) .  4,O g (10 mMol) Z-L-prolyl-L- 
histidin-hydrazid (XVI) werden in einer Mischung aus 50 ml Tetrahydrofuran, 40 ml Dimethyl- 
formamid und 20 ml 2 , 5 ~  HCl/Tetrahydrofuran gelost, bei - 20" rnit 2 ml Isoamylnitrit versetzt 
und 30 Min. bei ca. - 20" geruhrt. Bei - 30" werden 6,95 ml (50 mMol) Triathylamin zugetropft 
und eine auf - 30" gekuhlte Losung von 3,9 g (12 mMol) L-Glutaminsaure-dibenzylester [26] in 
30 ml Tetrahydrofuran zugesetzt. Die Reaktionslosung wird 30 Min. unterhalb - Z o o ,  weitere 30 
Min. unterhalb 0" geriihrt und uber Nacht bei 2" aufbewahrt. Das Salz wird abgenutscht, das Fil- 
trat im Vakuum eingedampft, der Ruckstand in Essigester aufgenommen, mit 10-proz. Na,CO,- 
Losung, gesattigter NaC1-Losung, 0,5 M Borsaure und gesattigter NaC1-Liisung gewaschen, ge- 
trocknet und eingedampft. Das resultierende 61 wird an 130 g Kieselgel chromatographiert6). Das 
geschiitzte Tripeptid wird rnit Methanol/Chloroform (1 : 9) eluiert. Ausbeute 5,4 g (78%) farbloser 
Schaum. [m]b = -50,s" (c = 1 Methanol). 
C3,H4,N50,,0,75CH,0H (719,80) Ber. C64,66 H 6,16 N9,73% Gef. C64,29 H 5,96 N9,96% 

3.4. L- ProZyZ-L-histidyl-L-gzutuminsuure-ucetut (111). 2 , l  g (3 mMol) Z-L-prolyl-L-histidyl-L- 
glutaminsaure-dibenzylester (XVII) werden in 50 ml Eisessig gelost und unter Zusatz von Pd/C 
hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird vom Katalysator abfiltriert und das Filtrat lyophili- 
siert. Der Rtickstand wird durch tragerfreie Hochspannung~elektrophorese~) in Pyridinacetat- 
Puffer pH 6,O gereinigt. Ausbeute 0,72 g (48%). [m]g = - 22,8" (c = 1,95-proz. Essigsaure). 
C,,H,,N,O,, 0,25C2H,0, (396,39) Ber. C 49,99 H 6,lO N 17,67% Gef. C 50,39 H 6.24 N 17,63% 

Aminosa~reanalyse~) : Glu : His : Pro (1,OO : 0,86 : 0,96). 

4. L-Prolyl-L-glutamyl-L-histidin (IV). -4.1. Boc-L-proZyZ-(y-t-butyZ) -L-gZutumyZ-L-histidin- 
methylester ( X V I I I ) .  4,9 g (10 mMol) 2-(y-t-buty1)-L-glutamyl-L-histidin-methylester [27] werden 
in 50 ml Eisessig gelost und iiber Pd/C hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird vom Katalysa- 
tor abfiltriert und eingedampft. Der olige Riickstand wird mehrmals mit Ather trituriert, getrock- 
net und in 20 ml Acetonitril gelost. Diese Losung wird mit 3,12 g (10 mMol) Boc-L-prolin-N-hydro- 
xysuccinimidester [28] versetzt und bei 0" mit Triathylamin auf pH 8,5 eingestellt. Die Reaktions- 
losung wird 1 Std. bei 0" geruhrt und uber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das Losungs- 
mittel wird im Vakuum abdestilliert, der Riickstand in Essigester gelost, rnit 10-proz. Na,CO,- 
Losung, gesattigter NaC1-Losung, 0,5 M Borsaure und gesattigter NaC1-Losung gewaschen, ge- 
trocknet und eingeengt. Das resultierende 61 wird in Chloroform gelost und an 100 g Kieselgel chro- 
mat~graphier t~) .  Das Tripeptid wird mit Methanol/Chloroform (5 : 95) eluiert : 3,5 g (63%) farb- 
loser Schaum. [a];' = -46,7" (c = 1 Methanol). 

C2,H4,N508 (551,63) Ber. C 56,61 H 7,49 N 12,70% Gef. C 56,82 H 7,36 N 12,23% 

4.2. Boc-L-proZyZ-(y-t-butyZ)-L-gZutamyZ-L-histidin ( X I X ) .  1,9 g (3,4 mMol) Boc-L-prolyl-(y-t- 
buty1)-L-glutamyl-L-histidin-methylester (XVIII) werden in 10 ml Methanol gelost, rnit 4,25 ml 
1~ NaOH versetzt und Z1/, Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wird bei - 5" rnit 4,25 ml 
IN HC1 versetzt und bei 20" Badtemperatur zur Trockene verdampft. Der Riickstand wird in 10 ml 
einer 20-proz. Losung von Methanol in Chloroform gelost, filtriert und an 50 g Kieselgel chromato- 
graphiert5). Die Tripeptidsaure wird mit Methanol/Chloroform (2: 3) eluiert: 1,35 g (73%) farb- 
loser Schaum. [a]&5 = -26,O' (c = 1 Methanol). 

C25H,,N50, (537.60) Ber. C 55.85 H 7,31 N 13,03% Gef. C 56,40 H 7,12 N12,80% 

4.3. L-ProZyZ-L-gZutumyZ-L-histidi~-ucetat ( I V ) .  1,0 g (1,85 mMol) Boc-L-prolyl-(y-t-buty1)-L- 
glutamyl-L-histidin (XIX) wird in 10 ml Trifluoressigsaure suspendiert und 1 Std. bei Raumtempe- 
ratur geruhrt. Darauf wird in 350 ml kther gefallt, dekantiert, mehrmals durch Debantation rnit 
kther gewaschen, abgenutscht und getrocknet. Der Ruckstand wird durch tragerfreie Hochspan- 

Bei der Chromatographie wurden die Kieselgelsaulen in Chloroform bzw. einer Mischung aus 
Methanol/Chloroform entsprechend der Substanzlosung bereitet und nach Aufbringung der 
Substanzen rnit Chloroform und Mischungen aus Methanol/Chloroform rnit je nach den Erfor- 
dernissen steigenden Methanolkonzentrationen eluiert . 
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nungselektr~phorese~) in einem Pyridinacetat-Puffer pH 4,4 gereinigt : 0,30 g (32%). [ c c ] ~  = 
- 14,8" (c = 1,95-proz. Essigsaure). 
C,,H2,N50, (381,38) Ber. C50,39 H 6,08 N 18,36y0 Gef. C 50,32 H 6,OO N 18,150/0 

Aminosaureanaly~e~) : Glu : His : Pro (1,OO : 0,98 : 0,98). 

5.  L-Glutamyl-L-prolyl-L-histidin (V). - 5.1. Z-(y-t-butyl)-L-gZutumyZ-L-prolyl-L-histzdi~- 
methylester ( X X ) .  3,4 g (10 mMol) 2-L-glutaminsaure-y-t-butylester [27] werden in 20 ml abs. Te- 
trahydrofuran gelost, bei - 15" mit 1,39 ml (10 mMol) Triathylamin und 1,3 ml (10 mMol) Chlor- 
ameisensaure-isobutylester versetzt und 15 Min. bei dieser Temperatur geriihrt. Es wird auf - 40" 
gekiihlt und eine auf - 40" vorgekiihlte Losung der Aminkomponente zugesetzt. Diese Aminkom- 
ponentenlosung wird bereitet, indem man 3,4 g (10 mMol) L-Prolyl-L-histidin-methylester-dihydro- 
chlorid (hergestellt durch Hydrierung von 2-L-prolyl-L-histidin-methylester (XV) in Methanol un- 
ter Zusatz von 2 Aquiv. HCl/Methanol) in einer Mischung aus 20 ml Tetrahydrofuran, 15 ml Di- 
Inethylformamid und 10 ml Dimethylsulfoxid lost und bei - 35" mit 2,8 ml (20 mMol) Triathyl- 
amin versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 Std. unterhalb - 5" und iiber Nacht bei Raumtem- 
peratur geruhrt, filtriert und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand wird in Essig- 
ester gelost, rnit 10-proz. Na,CO,-Losung, gesattigter NaC1-Losung, 0,s M Borsaure und gesattigter 
NaCl-Losung gewaschen, getrocknet und eingeengt : 4,O g (68%) farbloser Schaum. Eine Analysen- 
probe wird an Kieselgel chromatographiert5). [ c c ] ~  = -40,7" (c = 1 Methanol). 

C,,H,,N,O, (585,64) Ber. C 59,47 H 6,71 N 11,96% Gef. C 59,75 H 6,63 N 11,90% 
5.2. Z-(y-t-butyl)-L-gZutamyZ-L-pro~yZ-L-histidin ( X X I ) .  2,34 g (4 mMol) Z-(y-t-buty1)-L-glut- 

amyl-L-prolyl-L-histidin-methylester (XX) werden in 7,5 ml Methanol gelost, mit 5 ml 1~ NaOH 
versetzt, 11/, Std. geruhrt und bei 20' Badtemperatur im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand 
wird in wenig Wasser gelost und rnit Essigester extrahiert. Die wasserige Phase wird bei 0" rnit 
5,5 m l 1 ~  HCl versetzt und rnit Essigester in mehreren Portionen extrahiert. Die vereinigten Essig- 
esterextrakte werden rnit Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt : 1,s g (79%) farbloser 
Schaum. [ x ] g  = +2,6" (c = 1 Methanol). 

Cg8H,,N50, (571,60) Ber. C 58,83 H 6,52 N 12,25% Gef. C 59,39 H 6,47 N 11,86y0 

5.3. L-GZutamyZ-L-proZyZ-L-histidin-acetat ( V ) .  1,6 g (2,8 mMol) Z-(y-t-butyl)-L-glutamyl-L- 
prolyl-L-histidin (XXI) werden in 15 ml Trifluoressigsaure gelost, rnit 10 m l 4 ~  HBr/Eisessig ver- 
setzt und 3 Std. bei Raumtemperatur geruhrt. Darauf wird in 800 ml Ather gefallt, dekantiert, 
mehrmals durch Dekantation rnit Ather gewaschen, abgenutscht und getrocknet. Der Ruckstand 
wird aus Methanol/Ather umgefallt und durch tragerfreie Hochspannungselektr~phorese~) in 
einem Pyridinacetat-Puffer pH 6,O gereinigt. Ausbeute 0,72 g (51%) ; [a]g = + 17,O" (G = 1,95- 
proz. Essigsaure). 

C,,H,,N,O, (381,38) Ber. C 50,39 H 6,08 N 18,36% Gef. C 50,58 H 5,66 N 17,77% 

Amino~aureanalyse~) : G1u:His:Pro (1,OO: 0,96:0,99). 

6. L-Glutamyl-L-histidyl-L-prolin (VI). - 6.1.Z-(y-t-butyl)-L-gZutumyl-L-hzstidyZ-L-~ro1z~- 
methylester ( X X I I ) .  14,7 g (30 mMol) Z-(y-t-buty1)-L-glutamyl-L-histidin-hydrazid 1271 werden in 
einer Mischung aus 50 ml Tetrahydrofuran und 30 ml Dimethylformamid gelost, bei - 20" mit 60 
ml 2 , 5 N  HCl/Tetrahydrofuran und rnit 6 ml Isoamylnitrit versetzt und 30 Min. bei ca. - 20" ge- 
riihrt. Dann wird bei - 30' durch portionsweise Zugabe von 20,85 ml (150 mMol) Triathylamin 
neutralisiert und eine auf - 30" gekiihlte Losung von 5,O g (39 mMol) L-Prolin-methylester [29] in 
10 ml Tetrahydrofuran zugegeben. Die Mischung wird 30 Min. unterhalb - ZOO, weitere 30 Min. 
unterhalb 0" geriihrt und iiber Nacht bei 2" aufhewahrt. Das Salz wird abgenutscht, das Filtrat im 
Vakuum eingedampft, der Ruckstand in Essigester gelost, mit 0,5 M Borsaure, gesattigter NaC1- 
Losung, 10-proz. Na,CO,-Losung und gesattigter NaC1-Losung gewaschen, getrocknet und einge- 
engt. Der kristalline Ruckstand wird aus Essigesterl AthanollAther umkristallisiert. Ausbeute 
15,O g (85%), Smp. 165-166". [ c c ] ~  = -56,8" (c = 1 Methanol). 

C,,H,O,N, (585,64) Ber. C 59,47 H 6,71 N 11,96% Gef. C 59,48 H 6,73 N 11,90yo 

Diese Substanz wird auch nach der klassischen Azidsynthese-Methode analog zu Schwyzer [27] 
erhalten. 

6.2. Z-(y-t-butyZ)-L-gZu2amyl-L-histidyl-L-proZz~ ( X X I I I ) .  17,5 g (30 mMol) 2-(y-t-buty1)-L- 
glutamyl-L-histidyl-L-prolin-methylester (XXII) werden in 75 ml Methanol gelost, mit 45 ml 1~ 
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NaOH versetzt und 2 Std. bei Raumtemperatur geruhrt. Das Losungsmittel wird bei 20" Badtem- 
peratur im Vakuum abgedampft, der Ruckstand in wenig Wasser aufgenommen und nach Zusatz 
von NaCl mit Essigester extrahiert. Die wasserige Phase wird bei - 5" mit 22,5 ml 2~ HCl versetzt 
und mehrmals rnit Methylacetat extrahiert. Die vereinigten Methylacetatextrakte werden mit 
Wasser gewaschen, uber Molekularsieb getrocknet und eingedampft : 13,5 g (78%) gelbstichiger 
Schaum. [a]g = -33,3" (c = 1 Methanol). 

C,,H,,N,O, (571,60) Ber. C 58,83 H 632 N 12,25% Gef. C 58,52 H 6,54 N 11,78y0 

6.3. L-GZutamyZ-L-histidyl-L-prolin-acetat ( V I ) .  13,5 g (23,6 mMol) 2-(y-t-buty1)-L-glutamyl-L- 
histidyl-L-prolin (XXIII) werden in 75 ml Trifluoressigsaure gelost, mit 60 ml 4~ HBr/Eisessig 
versetzt und 1 Std. geruhrt. Es wird in ca. 4 1 Ather gefallt, abdekantiert, mehrmals durch Dekan- 
tation rnit Ather gewaschen, abgenutscht und getrocknet. Der Ruckstand wird aus Methanol/ 
Ather umgefallt und durch tragerfreie Hochspannungselektrophorese4) zunachst in 0,5 N Essig- 
saure pH 2,5 und anschliessend in einem Pyridinacetat-Puffer pH 6,O gereinigt. Ausbeute 4,9 g 
(41%). [a12 = - 18,4" (c = 1,95-proz. Essigsaure). 

C,,H,,N,O, (381,38) Ber. C 50,39 H 6'08 N 18,36y0 Gef. C 50,71 H 5,62 N 17,80y0 

Aminosaureanalyse4) : G1u:His:Pro (1,00:0,98:1,00). 

7. L-Histidyl-L-y-glutamyl-L-prolin (VII). - 7.1. Boc-(a-benzyl)-L-gZutunzyZ-L-proZzn- 
benzylester-henzihydrat ( X X Z  V ) .  2,5 g (7,4 mMol) Boc-L-glutaminsaure-or-benzylester [21] werden 
analog dem Boc-L-glutaminsaure-y-benzylester rnit L-Prolin-benzylester umgesetzt und aufgear- 
beitet. Ausbeute 3.7 g (70%) 01. [a]g  = -62,7" (c = 2,l  Methanol). 
C,,H,,N20,,1/,H,0 (533,62) Ber. C 65,29 H 6,99 N 5,25% Gef. C 65,27 H 6,75 N 5.33% 

7.2. Z-L-histidyZ-(a-benzyl)-L-gZutamyZ-L-proZin-benzyZester ( X X V ) .  1,36 g (2,6 mMol) Boc-(a- 
benzyl)-L-glutamyl-L-prolin-benzylester-hemihydrat (XXIV) werden auf gleiche Weise mit Tri- 
fluoressigsaure gespalten und mit 2-L-histidinazid [20] umgesetzt wie der entsprechende Boc-(y- 
benzy1)-L-glutamyl-L-prolin-benzylester (XIII). Ausbeute 1,3 g (71%). [a12 = - 56,2" (c = 2,7 
Methanol). 

C,H,,N,O, (695,77) Ber. C 65,60 H 5,94 N 10.07% Gef. C 65,11 H 5,56 N 9,53Y0 

7.3. L-Histidyl-L-y-glutamyl-L-prolin-acetut ( V I I ) .  1,0 g (1.44 mMol) 2-L-histidyl-(a-benzy1)-L- 
glutamyl-L-prolin-benzylester (XXV) wird in 50 ml Methanol und 1 ml Eisessig gelost und iiber 
Pd/C hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird durch Celit filtriert, zur Trockene verdampft und 
der olige Ruckstand noch dreimal mit Wasser abgedampft. Darauf wird in Wasser gelost, durch 
Norit filtriert und lyophilisiert: 0,32 g (50%), Smp. 180" (Zers.). [a]g = - 46,9" (c = 2, l  Wasser). 
C,,H,,N,O,, C,H,O, (441,44) Ber. C 48,97 H 6,17 N 15,86% Gef. C 48,81 H 6,03 N 15,43y0 

8.  N@-Acetyl-L-glutamyl-L-histidyl-L-prolin (VIII). - 8.1. N"-AcetyZ-(y-t-butyZ)-L-gZut- 
amyl-L-histidyl-L-proZzn-methylester ( X X  V I )  . 4,O g (6,85 mMol) 2- (y-t-buty1)-L-glutamyl-L-histidyl- 
L-prolin-methylester (XXII) werden in 50 ml Methanol gelost und iiber Pd/C hydriert. Nach be- 
endeter Hydrierung wird vom Katalysator abfiltriert und zur Trockene verdampft. Der Ruckstand 
wird in 8 ml Dimethylformamid gelost, mit 2,5 g (12,7 mMol) Essigsaure-p-nitrophenylester [30] 
versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das Usungsmittel wird im Vakuum 
abdestilliert, der Ruckstand in einer 1-proz. Losung von Methanol in Chloroform gelost und an 
130 g Kieselgel chromatographiert6). Das Tripeptid wird mit Methanol/Chloroform (1 : 4) eluiert, 
und nach Verdampfen des Losungsmittels als 01, das bald erstarrte, isoliert. Ausbeute 3,O g (89%) ; 
[a]b5 = -62,8" (c = 1 Methanol). 
C2,H,,N,O,, CH,OH (525,60) Ber. C 54,84 H 7,48 N 13,32% Gef. C 54,74 H 7,47 N 13,4674 

8.2. Na-Acetyl-(y-t-butyl) -L-gktunzyZ-L-histidyZ-L-proZin (XXVII). 2,7 g (5,5 mMol) Na-Acetyl 
(y-t-butyl)-L-glutamyl-L-histidyl-L-prolin-methylester (XXVI) werden in 10 ml Methanol gelost, 
mit 6,6 ml IN NaOH versetzt und 211, Std. bei Raumtemperatur geruhrt. Die Losung wird bei 0" 
rnit 6,8 ml 1~ HC1 versetzt und bei 20" Badtemperatur zur  Trockene verdampft. Der Riickstand 
wird in einer 20-proz. Losung von Methanol in Chloroform gelost, filtriert und an 50 g Kieselgel 
chromat~graphiert~). Die Tripeptidsaure wird mit Methanol/Chloroform (2 : 3) eluiert : 2,0 g (76%) 
farbloser Schaum. [a12 = - 39,7" (c = 1 Methanol). 

C22H33N507 (4?9,52) Ber. C 55,lO H 6,94 N 14,61% Gef. C 55,06 H 6,73 N 14,69% 
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8.3. Na-Acetyl-~-glutamyl-~-histidyl-~-prolin-acetat ( V I I I ) .  1,8 g (3,76 mMol) Na-Acetyl-(y-t- 
buty1)-L-glutamyl-L-histidyl-L-prolin (XXVII) werden in 10 ml 2 N HC1 suspendiert und 12 Std. 
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Losung wird rnit 100 ml Wasser verdiinnt, lyophilisiert und 
das Tripeptid durch tragerfreie Hochspannungselektr~phorese~) in Pyridinacetat-Puffer pH 4,4 
gereinigt. Ausbeute 0,95 g (52%); [u]g = -44,6" (c = 1,95-proz. Essigsaure). 

C,,H,,N,O, (423,42) Ber. C 51,06 H 5,95 N 16,54% Gef. C 51,53 H 5,87 N 16,52% 

Amin~saureanalyse~) : Glu : His : Pro (1,OO : 0,98 : 0,91). 

9 .  L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolin (IX). - 9.1. 2-L-pyroglutamyl-L-histidin-methylester 
( X X V I I I ) .  5,2 g (20 mMol) Z-L-pyroglutaminsaure [31] werden in 20 mi Acetonitril gelost, mit 
einer Losung von 3,38 g (20 mMol) L-Histidin-methylester [24] in 10 ml Acetonitril vereinigt und 
auf - 10" gekiihlt. Der entstehende Niederschlag wird durch Zugabe von wenig Dimethylformamid 
gelost. Nach Zugabe von 4,12 g (20 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid wird 1 Std. bei - 10" gertihrt 
und anschliessend wird die Losung iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Der entstandene Dicyclo- 
hexylharnstoff wird abgenutscht, das Filtrat abgedampft und der Riickstand in Methylenchlorid 
aufgenommen. Die Losung wird mit 0,5 M Borsaure, 10-proz. Na,CO,-Losung und gesattigter NaC1- 
Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird aus Methanol/ 
Ather kristallisiert: 3,4 g (41%), Smp. 144". [u ]g  = -23,7" (c = 1 Methanol). 

C,,H,,N40, (414.41) Ber. C57,96 H 5,35 N 13,52y0 Gef. C 57,64 H 4,95 N 13,35% 

9.2. L-Pyroglutamyl-L-histidin-methylester ( X X I X ) .  13,6 g (33 mMol) Z-L-pyroglutamyl-L- 
histidin-methylester (XXVIII) werden in 200 ml Methanol gelost und iiber Pd/C hydriert. Nach 
beendeter Hydrierung wird vom Katalysator abgenutscht und zur Trockene verdampft. Der Ruck- 
stand wird aus Methanol/Ather kristallisiert: 6,3 g (68%). Smp. 199-201". [u]g = -4,3" (c = 1 
Methanol). 

C,,H,,N,O, (280,28) Ber. C 51,42 H 5,75 N 19,99% Gef. C 51,39 H 5.79 N 19,67% 

9.3. L-Pyroglutamyl-L-histidi9a-hydrazid ( X X X ) .  Eine auf - 10" gekiihlte Losung von 2,8 g 
(10 mMol) L-Pyroglutamyl-L-histidin-methylester (XXIX) in 20 ml Methanol wird rnit 2 ml 
Hydrazinhydrat versetzt. Nach Stehen iiber Nacht im Eiskasten wird der entstandene kristalline 
Niederschlag abgenutscht, rnit Methanol und Ather gewaschen, getrocknet und aus Wasserl Atha- 
no1 umkristallisiert: 2,5 g (89%) Hydrazid. Smp. 245-247"; [ x ] g  = - 14,7" (c = 1 Wasser). 

C,,HI,NeO, (280,29) Ber. C47,13 H 5,75 N 29,99% Gef. C47,35 H 5,89 N 29,82y0 

9.4. L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolin-acetat ( I X ) .  - 9.4.1. Durch Synthese aus X X X .  8,4 g 
(30 mMol) L-Pyroglutamyl-L-histidin-hydrazid (XXX) werden bei 0" in einer Mischung aus 140 mi 
Dimethylformamid, 105 ml Dimethylsulfoxid und 72 ml 2 , 5 ~  HCl/Tetrahydrofuran gelost. Nach 
Kiihlen auf - 20' werden 5,5 ml Isoamylnitrit zugegeben, 30 Min. bei - 20" geriihrt und anschlies- 
send bei - 25" durch portionsweise Zugabe von 25 ml (180 mMol) Triathylamin neutralisiert. Zu 
dieser Mischung wird eine auf - 20" vorgekiihlte Losung von 7,5 g (37 mMol) L-Prolin-benzylester 
[22] in 10 ml Dimethylformamid gegeben. Die Reaktionsmischung wird 30 Min. bei - 20" und wei- 
tere 30 Min. unterhalb 0" geriihrt und uber Nacht bei 2" aufbewahrt. Das Salz wird abgenutscht, 
das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand wird mehrmals mit Ather durch Dekantation 
gewaschen, in ca. 150 ml Isopropanol durch Erhitzen gelost, auf Raumtemperatur abgekiihlt und 
filtriert. Das Filtrat wird im Vakuum zur Trockene verdampft. Dieser Riickstand wird in 200 ml 
Methanol gelost und iiber Pd/C hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird vom Katalysator ab- 
genutscht und eingedampft. Der Riickstand wird zunachst durch Gegenstromverteilung im System 
n-Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1 : 5) iiber 686 Stufen (K = O,ll), und anschliessend durch trager- 
freie Hochspannungselektr~phorese~) in Pyridinacetat-Puffer pH 6,O gereinigt. Ausbeute 7,2 g 
(57%); [u]g = -45,l" (c = 1,95-proz. Essigsaure). 
C1,H,,N,05,1/2C,H40, (393,39) Ber. C 51,90 H 5,89 N 17,80% Gef. C 51,72 H 5,97 N 18,290/6 

Aminosa~reanalyse~) : G1u:His:Pro (1,00:0,96: 1,Ol). 

9.4.2. Aus V I  durch Behandlung mit Essigsaureanhydrid. 320 mg L-Glutamyl-L-histidyl-L- 
prolin (VI) wurden in je 5 ml Eisessig und Essigsaureanhydrld suspendiert, 6 Std. verschlossen bei 
Raumtemperatur geriihrt, rnit Wasser verdiinnt und lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 10 ml 
Pyridinacetat-Puffer pH 4,4 gelost und durch die kontinuierliche, tragerfreie Hochspannungs- 
clektrophorese a~fge t rennt~) .  Die Analyse und Aufarbeitung der 48 Fraktionen ergab in den Frak- 
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tionen 24-28 reines L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolin als Hauptkomponente (130 mg) und in den 
Fraktionen 19-22 Na-Acetyl-L-glutamyl-L-histidyl-L-prolin (< 1 yo). Beide Verbindungen erwiesen 
sich als identisch mit den entsprechenden Syntheseprodukten I X  bzw. VIII. 

10. L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolin-amid-acetat (X). - 2,8 g (10 mMol) L-Pyro- 
glutamyl-L-histidin-hydrazid (XXX) werden bei 0" in einer Mischung aus 42 ml Dimethylform- 
amid, 35 ml Dimethylsulfoxid und 24 ml 2 , 5 ~  HCl/Tetrahydrofuran gelost, bei - 20" mit 1,9 ml 
Isoamylnitrit versetzt und 30 Min. bei ca. - 20" geriihrt. Bei - 25" werden 8,35 ml (60 mMol) Tri- 
athylamin zugetropft und eine auf - 25' gekiihlte Losung von L-Prolin-amid (hergestellt durch 
Hydrierung von 3,O g (12 mMol) 2-L-prolin-amid [32]) in einer Mischung aus 3 ml Dimethylform- 
amid und 3 ml Dimethylsulfoxid zugesetzt. Die Reaktionsmischung wird 30 Min. unterhalb - 20" 
und weitere 30 Min. unterhalb 0" geriihrt und iiber Nacht bei 2" aufbewahrt. Das Salz wird abge- 
nutscht, das Filtrat im Vakuum eingedampft, der Riickstand in 50 ml Methanol gelost und in einer 
Mischung aus 400 ml Tetrahydrofuran und 400 ml Ather gefallt. Es wird abfiltriert und nochmals 
aus Methanol/Tetrahydrofuran/Ather umgeflllt. Der Riickstand wird getrocknet und durch Ge- 
genstromverteilung im System n-Butanol/Eisessig/Wasser (4: l : 5) iiber 1374 Stufen ( K  = ca. 
0,13), und anschliessend durch tragerfreie Hochspannungselektrophorese4) in Pyridinacetat-Puf- 
fer pH 6,O gereinigt. Ausbeute 1,2 g (28%); [m](lD" = -44,8" (c  = 1,95-proz. Essigsaure). 
C,6H,,N,0,,C,H,02 (422,43) Ber. C 51.18 H 6,20 N 19,89% Gef. C 51,12 H 6,52 N 20,31% 

Amino~aureanalyse~) : Glu :His: Pro: NH, (1,OO: 0,91: 0,96: 0,99) 
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7. Allgemeine Basenkatalyse der Azokupplung von o-Diazophenolen 
19. Mitteilung zur Kenntnis der Azokupplungsreaktion [l] 

von C. Jermini, S .  Koller und H.Zollinger 
Technisch-Chemisches Laboratorium, Eidgenossische Technische Hochschule Zurich 

(29. XI. 69) 

Summary. - 1. The kinetics and the mechanism of the diazo coupling reaction of Z-diazophenol- 
4-sulphonic acid with 1-naphthol-2-sulphonic acid have been investigated at  0" C and ionic strength 

2. The pK,-value of the hydroxyl group in 2-diazophenol-4-sulphonic acid has been deter- 
mined: pK, = -0.04 f 0.10. It is the diazonium-phenolate anion which actually enters into the 
diazo coupling reaction. 

3. The reaction is subject to general base catalysis. It is shown that no intermediate is enriched 
during the reaction at pH 11.3-11.6 which proceeds by a two-step mechanism with a steady state 
intermediate. 

I = 0.45. 

1. Problemstellung. - Es ist bekannt, dass Azokupplungen mit o-Diazophenolen 
als elektrophile Komponente durch Basen katalysiert werden [ 2 ] .  Die mechanistische 
Ursache dieser Basenkatalyse ist bis jetzt noch nicht abgeklart worden. Es kommen 
dafiir vor allem folgende zwei Moglichkeiten in Frage : 

1. Vor langerer Zeit konnten wir zeigen [3], dass Azokupplungen dann allgemein 
basenkatalysiert sind und einen kinetischen Wasserstoff-Isotopeneffekt aufweisen, 
wenn das Zwischenprodukt I im Mechanismus (1)-(2) sterisch gehindert ist. Dadurch 
wird einerseits die Annaherung des Protonakzeptors B in der Stufe (2)  erschwert ; an- 
dererseits wird die Dissoziation des Zwischenproduktes in die Edukte (Riickreaktion 




