Synthese von Oligopeptiden
aus oc~Aminoisobuttersiiure und Glycin

Von G.Faust und H. Lancr

Inhaltsiibersicht

Es wird die Darstellung von Peptiden und Peptidderivaten aus a«-Aminoisobutter-
siure und Glycin beschrieben. Ausbeutevergleiche zeigen eine deutliche Abhangigkeit
von der angewandten Methode und der Art der endsténdigen und anzukniipfenden Amino-
séure.

Obwohl bereits im Jahre 1889 eine Synthese der x-Aminoisobutter-
siure beschrieben wurdel), sind unseres Wissens nur wenige x-Amino-
isobuttersdure enthaltende Peptide bekannt. BErReMANN und Mit-
arbeiter?) synthetisierten nach der Carbobenzoxychlorid-Methode neben
anderen Dipeptiden Glycyl-a-aminoiscbuttersdure und «-Aminoiso-
butyrylglycin durch Ankniipfung des entsprechenden Aminosiure-
esters und anschlieBende Verseifung. LanceENBECK und KrEsSSE?3) stellten
x-Aminoisobutyrylglyecin nach einer verbesserten BatLry-Synthese durch
Umsetzung von «-Aminoisobuttersiure-N-carbonanhydrid mit Glycin-
dthylester und folgende Verseifung des Peptidesters dar.

a-Aminoisobuttersiure wurde lange als eine nicht natiirlich vor-
kommende Aminosidure betrachtet, konnte aber in Caseinhydrolysaten4)
nachgewiesen werden. Da die papierchromatographische Abtrennung
der x-Aminoisobutterséure von der in tierischen und ptlanzlichen Eiweil3-
hydrolysaten gefundenen x-Aminobuttersdure bei Anwendung bestimm-
ter Losungsmittelgemische (z. B. Butanol—FEisessig—Wasser) nicht
moglich oder schwierig ist, kann «-Aminoisobuttersdure bei der Ana-
lyse von Naturprodukten leicht iibersehen werden.

Die Versuche zur Darstellung von «-Aminoisobuttersiiure enthalten-
den Peptiden sollten zur Klirung der Frage beitragen, ob durch Sub-

1) E. DuviLLIER u. F. CHANCEL, Bull. Soc. chim. France [3] 7, 102 (1889).

2y M. BeroMaNN, L. Zgrvas, J. 8. FrRuTon, S. ScHNEIDER u. F. ScELEICH, J. biol.
Chem. 109, 325 (1935).

3) W. LANGENBECK u. P. KrEssg, J. prakt. Chem. [4] 2, 261 (1955).

4) Y. Osamma, S. YosHiHARA u. Y. Samamoro, J. Agr. Chem. Soc. Japan 27, 102
(1953); C. A. 49, 14860c.
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stitution des H-Atoms am «-C-Atom von x-Aminosduren durch einen
Alkylrest die Anwendung der iiblichen Methoden fiir Peptidsynthesen
eingeschrinkt wird oder nicht. AuBerdem wurde bisher noch nicht ge-
priift, ob den «-Aminoisobuttersiure enthaltenden Peptiden analoge
physiologische und klinisch-therapeutische Bedeutung zukommt wie
der x-Aminoisobuttersiure selbst5).

Die fiir Peptidsynthesen benétigte N-Carbobenzoxy-«-amino-iso-
buttersdure wurde durch Umsetzung des Na-Salzes der «-Aminoiso-
buttersdure mit Carbobenzoxychlorid nach Art einer SCHOTTEN-Bav-
MaNN-Reaktion in 7bproz. Ausbeute erhalten.

Zum Schutz der C-terminalen Gruppe werden in der Peptidchemie
die Benzylester bevorzugt, weil die Benzylester durch katalytische Hy-
drierung leicht gespalten werden kénnen. a-Aminoisobuttersdurebenzyl-
esterhydrochlorid wurde nach der Methode von ERLANGER und Harr$)
in guter Ausbeute erhalten. Der freie x-Aminoisobuttersdurebenzyl-
ester zeichnet sich durch eine besondere Stabilitdt aus. Im allgemeinen
sind freie Aminoséureester, besonders die Benzylester, wenig bestindig.
«-Aminoisobuttersdurebenzylester kann dagegen im Vakuum unzer-
setzt destilliert und — in Ampullen eingeschmolzen — monatelang un-
veridndert aufbewahrt werden.

Die beiden einfachsten Peptide, die sich aus x-Aminoisobuttersidure
und Glycin synthetisieren lassen, wurden zunéchst iiber die N-geschiitzten
Aminosdurechloride dargestellt. N-Carbobenzoxy-glycyl-a-aminoiso-
buttersiure wurde aus N-Carbobenzoxy-glycylchlorid und «-Aminoiso-
buttersduredthylester und anschliefende Verseifung mit NaOH erhalten.
Bei der Umsetzung von N-Carbobenzoxy-o-aminocisobutyrylchlorid mit
Glycindthylester mufite die Reaktionstemperatur wunterhalb 30 °C
gehalten werden, da sich bei Temperaturen bis zu —15 °C N-Carbo-
benzoxy-a-aminoisobutyrylchlorid leicht zum x-Aminoisobutterséure-
N-carbonanhydrid umwandelt.

Da die Ausbeuten nach diesem Verfahren nicht befriedigend waren,
wurde versucht, die Dipeptide nach der gemischten Anhydrid-Methode?)
unter Verwendung von Isovalerylchlorid zu synthetisieren. Die in
85—92proz. Ausbeute erhaltenen N-Carbobenzoxy-x-aminoiscbutyryl-
glycinester konnen nur schwierig gereinigt werden. Ferner verlauft die
Verseifung der Dipeptidester unter verschiedenen Bedingungen mit
schlechten Ausbeuten.

5) H. KoL, Aminosiuren, ihre theoretische und praktische Bedeutung fiir die klini-
sche Therapie, Editio Cantor K. G. Aulendorf i. Wiirtt. 1954.

8) B. F. ErLanNGER u. R. M. HavLy, J. Amer. chem. Soc. 76, 5781 (1954).

7} J. R. VavgHAX u. R. L. Osato, J. Amer. chem. Soc. 78, 5553 (1951).
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Um die Verseifung der Peptidester zu vermeiden, wurde deshalb zur
Peptidsynthese die gemischte Anhydrid-Methode mit Chlorameisen-
sdureithylester angewandt®). Bei den Peptidsynthesen mit «-Aminoiso-
butterséure und Glycin konnte gezeigt werden, daBl bei dieser Methode
die Konstitution des Aminoséureanions und nicht die der Aminosiure-
komponente des gemischten Anhydrids fiir die Peptid-Ausbeute bestim-
mend ist. Wird das gemischte Anhydrid von &-Aminoisobuttersiure
und Chlorameisenséuredthylester mit dem Na-Salz von Glycin umgesetzt,
so liegen die Ausbeuten bei 809, d. Th. Dagegen konnen nur Ausbeuten
von 6—129%, d. Th. erreicht werden, wenn man unter analogen Bedin-
gungen das gemischte Anhydrid von Glycin und Chlorameisensiure-
dthylester mit dem Na-Salz der x-Aminoisobuttersiure umsetzt. Das
der Aminogruppe benachbarte C-Atom des «-Aminoisobuttersiure-
anions triagt zwei Methylgruppen, die offenbar den nucleophilen Angriff
des Aminosdureanions sterisch behindern. Daf die Aminosdurekom-
ponenten des gemischten Anhydrids ohne wesentlichen Einfluf} auf die
Ausbeuten bei der Synthese von Carbobenzoxypeptiden sind, ist der
Tab. 1 zu entnehmen. Wihrend die Darstellung von N-Carbobenzoxy-

Tabelle 1
Ausbeuten der N-Cbo-peptide nach der gemischten Anhydrid-Methode
mit Chlorameisensaureathylester

Chogly-gly . . . . . . . .. oo .o 65—689, d. Th.
Chbo-x-AiB-x-AiB . . . . . ... ... 0000 9,3%,
Cho-x-AiB-gly. . . . . . . . .. ... ... 75—819%,
Cho-gly-x-AiB. . . . . . . . . oo 6—129,
Cbo-x-AiB-gly-«-AiB . . . . . ... .00, 11—129,
Cbo-a-AiB-gly-a-AiB-gly . . . . . . . . ... ... .. 78—829%,
Cbo-x-AiB-gly-a-AiB-gly-&-AiB . . . . . . .. ... .. 5,3—6,29,

Cbo = Carbobenzoxy, «-AiB = x-Aminoisobuttersaure, gly = Glycin

a-aminoisobutyryl-glycyl-a-aminoisobuttersdure und N-Carbobenzoxy-
o- aminoisobutyryl-glycyl - o - aminoisobutyryl - glycyl - « -aminoisobutter-
sdure aus den gemischten Anhydriden der entsprechenden Carbobenz-
oxy-Di- bzw. Carbobenzoxy-Tetrapeptide wund «&-Aminoisobutter-
sdure-anionen nur in 6—12proz. Ausbeute gelingt, wird N-Carbo-benzoxy-
x-aminoisobutyryl-glycyl-x-aminoisobutyryl-glycin in 80proz. Ausbeute
nach der gleichen Methode erhalten. Aus den bei der Aufarbeitung an-
fallenden Atherextrakten kénnen unumgesetzte Anteile der eingesetzten

8) Ta. WIELAND u. A, BERNHARD, Liebigs Ann. Chem. §72, 190 (1951).
11*
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N-Carbobenzoxy-amino-sduren bzw. der N-Carbobenzoxy-peptide zu-
riickgewonnen werden, indem man die getrockneten Atherextrakte mit
Petrolather versetzt.

Bei der Darstellung von N-Carbobenzoxy-«-aminoisobutyryl-glycyl-
a-aminoisobutyryl-glycin und N-Carbobenzoxy-«-aminoisobutyryl-gly-
cyl-x-aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoisobuttersiure nach der gemischten
Anhydrid-Methode mit Chlorameisenséduredthylester ist darauf zu achten,
daB bei der Aufarbeitung nur mit n-HC] kongosauer gemacht wird, da
bei Anwendung konzentrierter Salzsidure oder bei einem niedrigeren
pu die Carbobenzoxy-Tetra- bzw. Carbobenzoxy-Pentapeptide sehr
rasch hydrolysiert werden. Als Spaltprodukt des Carbobenzoxy-Tetra-
wie auch des Carbobenzoxy-Pentapeptids wurde N-Carbobenzoxy-«-
aminoisobutyryl-glycyl-a-aminoisobuttersidure neben Glycin bzw. Glycin
und «-Aminoisobuttersiure nachgewiesen, jedoch nicht Glycyl-x-
aminoisobuttersiure, wie man bei einer direkten Spaltung des N-Car-
bobenzoxy-Pentapeptids in N-Carbobenzoxy-Tripeptid und Dipeptid
erwarten sollte. Die besondere Stabilitit von N-Carbobenzoxy-«-
aminoisobutyryl-glycyl-a-aminoisobuttersiure spricht fiir die Besténdig-
keit von Tripeptiden und deren héheren Homologen, wie sie bei anderen
Untersuchungen festgestellt wurde. Fiir die Synthese groSerer Peptide
ist die gemischte Anhydrid-Methode von Chlorameisensidureithylester
giinstig, da die Rohprodukte der C-terminal ungeschiitzten N-Carbo-
benzoxy-Tri-, N-Carbobenzoxy-Tetra- und N-Carbobenzoxy-Penta-pep-
tide durch einmaliges Umkristallisieren aus Wasser analysenrein und
kristallin erhalten werden.

Die geringen Ausbeuten bei der Darstellung von Peptiden, die als
C-terminale Aminosidure x-Aminoisobuttersidure enthalten, kann man
vermeiden, wenn man bei der gemischten Anhydrid-Methode mit Chlor-
ameisensduredthylester an Stelle der Natriumsalze von Aminosduren
deren Ester verwendet®). Die Anwendung der Ester ist insbesondere
dann vorzuziehen, wenn die N-Carbobenzoxy-peptidester in besseren
Ausbeuten erhalten werden und sich leicht in C-terminal ungeschiitzte
Peptide iiberfithren lassen. Dies trifft fir die N-Carbobenzoxypeptid-o-
aminoisobuttersdurebenzylester zu, da bei Anwendung von «-Aminoiso-
buttersdurebenzylester an Stelle von «-Aminoisobuttersiure-anionen
nach der gemischten Anhydridmethode mit Chlorameisenséuredthylester
unerwartet gute Ausbeuten erhalten wurden und sich die Benzylester
durch katalytische Hydrierung in 95—99proz. Ausbeute spalten lassen:
z. B. betrigt die Ausbeute an N-Carbobenzoxy-a-aminoisobutyryl-

%) Tu. WiELAND u. K. W. OHLY, Liebigs Ann. Chem. 605, 179 (1957).
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glyeyl-x-aminoisobutyryl-glyeyl-«-aminoisobuttersdure mit dem Na-Salz
der x-Aminoisobuttersdure 5,3—-6,29, d. Th., wihrend man den Benzyl-
ester des entsprechenden Pentapeptids in 72—77proz. Ausbeute erhilt.

Bei der Synthese von Carbobenzoxy-Peptidestern mit Chlorameisen-
dthylester kénnen an Stelle der freien Aminoséureester auch deren Hydro-
chloride eingesetzt werden, wenn man zum Reaktionsgemisch die be-
rechnete Menge Tridthylamin zufiigt und wie iiblich aufarbeitet. Die nach
dieser Methode dargestellten Carbobenzoxy-Peptidester fallen bei Einsatz
der freien Aminosdureester wie auch deren Hydrochloriden in grofBer
Reinheit an, jedoch liegen die Ausbeuten bei Anwendung von a-Aminoiso-
buttersdurebenzylesterhydrochlorid hiufig niedriger als bei Synthesen
mit freiem Ester.

Fiir Peptidsynthesen mit x-Aminoisobuttersiure sind ferner die ge-
mischten Anhydride von Carbobenzoxy-aminosiuren oder Carbobenz-
oxy-peptiden mit Dichlorphosphorsiure zu empfehlen?9). Man erhilt
sie nach WirLaND und HEINkE, indem man POC); auf Carbobenzoxy-
aminosduren oder Carbobenzoxy-peptide in Gegenwart eines tertidren
Amins einwirken lift. Die gemischten Anhydride konnen ohne Iso-
lierung mit Aminosiureestern zu Peptidestern umgesetzt werden. Neben
der direkten Umsetzung von Carbobenzoxy-peptiden, Aminosiureestern
und tertidrem Amin in Tetrahydrofuran mit POCl; erméglicht die
POCI;-Methode auch den Einsatz von Aminosdureesterhydrochloriden
oder -hydrobromiden mit der berechneten Menge Tridthylamin. Dieser
Umstand wurde bei der Darstellung von N-Carbobenzoxy-glycyl-o-
aminoisobutyryl-glyeyl-x-aminoisobutyryl-glycyl-x-aminoisobuttersiure-
benzylester ausgeniitzt, da das bei der Abspaltung der Carbobenzoxy-
gruppe mit Bromwasserstoff in Eisessig erhaltene «-Aminoisobutyryl-
glyeyl-a-aminoisobutyryl-glycyl-a-aminoisobuttersiurebenzylesterhydro-
bromid direkt umgesetzt werden konnte; denn die Freisetzung des
Pentapeptidbenzylesters aus seinem Hydrobromid mit Tridthylamin und
anschliefende Isolierung ist mit Ausbeuteverlusten verbunden.

Tabelle 2
l Cho-a-AiB-gly-benz. . . . . . . . . . . . ... ... 78—839 d. Th.
Cbo-a-AiB-gly-a-AiB-benz. . . . . . . ... ... ... 60—749, d. Th.
Cbo-a-AiB-gly-n-AiB-gly-benz. . . . . . . . ... ... 32—369% d. Th.
Cho-a-AiB-gly-a-AiB-gly-«-AiB-benz. . . . . . . . ... 72—719%, d. Th.
l Cbo-gly-«-AiB-gly--AiB-gly-«-AiB-benz. . . . . . . . . 32—349% d. Th.

Cbo = Carbobenzoxy, «-AiB = x-Aminoisobuttersiure, gly = Glycin, -benz. ==
benzylester

10) T, WiELAND u. B. Hrinkg, Liebigs Ann. Chem. 599, 70 (1956),
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In der Tab. 2 sind Angaben iiber Ausbeuten an Carbobenzoxypep-
tidestern nach der Methode der gemischten Anhydride mit POCI; zu-
sammengestellt. Es ist noch zu erwihnen, dafi die Carbobenzoxy-pep-
tidester nach dieser Methode besonders rein erhalten werden.

Bei Anwendung von Carbodiimiden?!) zur Synthese von «-Amino-
isobuttersidure enthaltenden Peptiden wurden ebenfalls gute Ausbeuten
erzielt, jedoch waren die Peptidderivate besonders mit dem bei der Reak-
tion gebildeten symmetrisch substituierten Harnstoff verunreinigt.
Z.B. wurden nach dieser Methode N-Carbobenzoxy-x-aminoisobutyryl-
glycyl-x-aminoisobuttersiure-benzylester und N-Carbobenzoxy-x-amino-
isobutyryl-glycyl-« - aminoisobutyryl - glyeyl - « -aminoisobuttersiureben-
zylester in 45—50 bzw. 72—77proz. Ausbeute dargestellt. In Uberein-
stimmung mit fritheren Beobachtungen'?) fillt der bei Anwendung von
Dicyclohexylcarbodiimid  gebildete  Dicyclohexylharnstoff unvoll-
sténdig aus und ist durch Umbkristallisation der Carbobenzoxy-peptid-
ester aus itblichen organischen Losungsmitteln kaum restlos abzutrennen.
Am zweckmiBigsten verlief eine stufenweise Reinigung mit Dimethyl-
formamid. Wahrend der substituierte Harnstoff in diesem Losungs-
mittel in der Kilte relativ schwer 18slich ist, werden Carbobenzoxy-
peptidester unter gleichen Bedingungen gut gelost. Die Reaktions-
dauer1?) wurde bei der Carbodiimid-Methode teilweise bis zu 48 Stunden
verlangert. Vergleichende Ansdtze mit verschiedenen Reaktionszeiten
ergaben bei der Darstellung von Carbobenzoxy-x-aminoisobutyryl-
glyeyl-o-aminoisobutyryl-glycyl-x-aminoisobuttersdurebenzylester  bei
25—30 Stunden maximale Ausbeuten. Bei Anwendung von nach der
Carbodiimid-Methode dargestellten Peptidderivaten zur Synthese groBerer
Peptide wurden auBler bei der katalytischen Hydrierung keine durch
Spuren von N.N'-Dicyclohexylharnstoff bedingte Stérungen beob-
achtet.

Aus den Carbobenzoxy-peptidbenzylestern konnen die freien Peptide
durch katalytische Hydrierung in sehr guter Ausbeute erhalten werden
(94,799,569, d. Th.). Zur selektiven Abspaltung der Carbobenzoxy-
gruppe erwies sich eine Losung von Bromwasserstoff in Eisessig nach
Ben-Tsua1!?) als gut geeignet. Alle auf diese Weise dargestellten Peptid-
benzylesterhydrobromide sind auflerordentlich stark hygroskopisch,

11y J. C. SHEEHAN u. Mitarb., J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955); 78, 1367 (1956);
J. org. Chemistry 21, 439 (1956); H. G. Knorana, Chem. and Ind. 1955, 1087; J. Chem.
Soc. (London) 1952, 2081 ; 1958, 2257; J. Amer. chem. Soc. 76, 3517, 3522 (1954).

12) H. G. KBHORANA, Chem. and Ind. 1955, 1087.

13) D. BEN-IsHAT u. A. BERGER, J. org. Chemistry 17, 1564 (1953).
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weshalb auf eine Charakterisierung durch Elementaranalyse und Schmelz-
punkt verzichtet wurde.

Die Lgslichkeit der Carbobenzoxy-peptide in kochendem Wasser
nimmt in der Reihenfolge Carbobenzoxy-x-aminoisobutyryl-glycin,
Carbobenzoxy-«-Aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoisobuttersiure, Carbo-
benzoxy-x-aminoisobutyryl-glyeyl-x-aminoisobutyryl-glycin, Carbobenz-
0Xxy - o -aminoisobutyryl- glycyl - « - aminoisobutyryl - glycyl - « - aminoiso-
buttersdure rasch ab und in Tetrahydrofuran bei 20 °C fast linear zu.

Bemerkenswert ist, dall die freien Peptide mit x-Aminoisobutter-
sdure am N- und C-terminalen Ende wie z. B. «-Aminoisobutyryl-
glycyl-x-aminoisobuttersiure und x-Aminoisobutyry!-glyeyl-x-aminoiso-
butyryl-glycyl-«-aminoisobuttersdure 1 Mol Wasser addieren, das trotz
20stiindigem Trocknen bei 150 °C im Olpumpenvakuum nicht abge-
spalten wird. Die freien Peptide sind zum Teil hygroskopisch.

Die Synthese grioflerer Peptide aus Peptidderivaten und Amino-
sduren sind im Vergleich zur Synthese aus zwei niedrigeren Peptiden
sebr zeitraubend und mit schlechten Ausbeuten verbunden. Deshalb
wurde gepriift, ob sich die Azid-Methode fiir die Synthese von «-Amino-
isobuttersiure enthaltenden Peptiden eignet. Leider sind alle Versuche
zur Darstellung von «-Aminoisobuttersdurehydrazid durch Aminolyse
der Methyl-, Athyl- und Benzylester unter verschiedenen Bedingungen
miBlungen. Wie Gorpox, MILLER und Dav?4) fanden, hingt die Ge-
schwindigkeit der Aminolyse verschiedener Ester von der Art des Sdure-
restes entscheidend ab. Alkylgruppen am «-C-Atom des Siurerestes
erschweren den nucleophilen Angriff des Ammoniak- oder Hydrazin-
molekiils. Wahrscheinlich ist der blockierende Einfiul der beiden Methyl-
gruppen der x-Aminoisobuttersiure so groB3, dal die Umsetzung von
a«-Aminoisobuttersiureestern mit Hydrazin verhindert wird. Voran-
gegangene Reihenversuche zur Darstellung von N-Carbobenzoxy-o-
aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoisobuttersiurehydrazid sowie N.N’-Adi-
poyl-bis-(x-aminoisobuttersdurehydrazid) aus den entsprechenden Estern
und Hydrazin unter variierten Bedingungen blieben ebenfalls erfolglos.

Experimenteller Teil

N-Carbobenzoxy-«-aminoisobuttersiure: Die Losung von 103 g (1 Mol) «-Aminoiso-
buttersidure in 250 m! 4 n-NaOH wurde wihrend einer Stunde unter Riihren mit 170 g
frisch bereitetem Carbobenzoxychlorid versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde zur
Entfernung von nicht umgesetztem Carbobenzoxychlorid ausgedthert. Beim Anséuern
der wiirigen Lésung schied sich ein Ol ab, das mit Essigester ausgeschiittelt wurde. Die

14) M. GorpoN, J. G. MiLLERr u. A. R. Day, J. Amer, chem. Soc. 70, 1946 (1948).
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Losung wurde mit Na,SO, getrocknet, filtriert und der Essigester im Vakuum bei Zim-
mertemperatur abdestilliert. Beim Stehen iiber Nacht oder Reiben mit einem Glasstab
kristallisierte dasOl. F. des Rohproduktes: 76—77 °C, Ausbeute: 173—180 g (74—176%, d.
Th.). Nach einmaligem Umkristallisieren aus Ather/Petrolither schmolzen die erhaltenen
Nadeln bei 78 °C18).

Elementaranalyse: ber.: C = 60,759, gef.: C = 60,5619,
C.H;NO, (237,25) H= 6,37% H= 6,34%
N = 5,919, N = 6,109,

N-Carbobenzoxy-glycin: N-Carbobenzoxyglycin wurde nach BERGMANN und ZERVAS
dargestellt. Die Literaturausbeute konnte bei mehreren Ansétzen iibertroffen werden,
was wahrscheinlich auf das nach A. C. FartHiNG dargestellte Carbobenzoxychlorid zu-
riickzufiihren ist16).

N-Carbobenzoxy-«-aminoisobutyryl-glycin: 23,7 g Carbobenzoxy-x-aminoisobutter-
siure (0,1 Mol) wurden in 70 ml absolutem Tetrahydrofuran gelost, unter Riithren auf
0 °C abgekiihlt und mit 14 ml Tridthylamin und 9,57 ml Chlorameisensdure-athylester
versetzt. Zu dieser Losung wurde eine auf 0° abgekiihlte Losung von 7,56 g Glycin und
4g NaOH in 70 ml Wasser zugegeben. Das Tetrahydrofuran wurde im Vakuum bei
Zimmertemperatur entfernt, die wiabrige Losung ausgedthert und mit starker Salzsiure
angesiuert. Es schied sich ein Ol ab, das mit Essigester ausgeschiittelt wurde. Die Losung
wurde mit Na,SO, getrocknet, filtriert und der Essigester im Vakuum entfernt. Es wurde
ein farbloses, glasiges Produkt erhalten. Nach wochenlangem Stehen bei Zimmertem-
peratur kristallisierte es, blieb jedoch immer noch mit Schmieren durchzogen. Ausbeute:
22—24 g (75—819, d. Th.).

«-Aminoisobutyryl-glycin: 1,4 g Carbobenzoxy-dipeptid wurden in 60 ml Methanol
geldst, mit 4 Tropfen Eisessig und 200 mg Palladium-Mohr versetzt. Es wurde 20 Minuten
unter starkem Schiitteln hydriert, wobei die errechnete Menge H, (107 e¢m®) verbraucht
wurde. Das Methanol wurde bei Zimmertemperatur im Vakuum entfernt. F. 261 bis
263 °C. Ausbeute: 0,744 g (97,4% d. Th.). Das Rohprodukt wurde aus Wasser/Aceton
umkristallisiert. Die tannenbaumférmigen Kristalle schmolzen bei 264 °C (Zers.) Um-
lagerung zu Nadeln ab 254 °C (Literaturangabe?) F. 264 °C).

Elementaranalyse: ber.: C = 45,009, gef.: C = 44,859,
CH,,N,0, (160,17) H= 7,509 H= 750%
N = 17,519, N = 17,68%.

N-Carbobenzoxy-a-aminoisobutyryl-glyeyl-«-aminoisobutterssure: 29,4 g Carbo-
benzoxy-Dipeptid (0,1 Mol) wurden in 200 ml absolutem Tetrahydrofuran geldst, unter
Riihren auf 0 °C abgekiihlt und mit 14 ml Tridthylamin und 9,57 ml Chlorameisensiure-
athylester versetzt. Zu dieser Losung wurde eine zweite auf 0 °C abgekiihlte Losung von
10,3 g «-Aminoisobuttersiure und 4 g Natriumhydroxyd in 200 ml Wasser zugegeben.
Die Aufarbeitung erfolgte wie die des Carbobenzoxy-Dipeptids. Beim Anséuern mit
konzentrierter Salzsdure schied sich ein O] ab, das iiber Nacht kristallisierte. Das Roh-
produkt schmolz bei 196—205 °C (Zers.). Ausbeute: 4,2—4,7 g (11,1-12,49% d. Th.).
Das Rohprodukt wurde aus Wasser umkristallisiert. Es wurden Nadeln vom F. 211 bis
212 °C (Zers.) erhalten.

15) Samtliche Schmelzpunkte (Zersetzungspunkte) wurden mit KoFLER-Mikro-
schmelzpunkt-Bestimmungsapparat auf Borrivs-Heiztisch ermittelt.
16) A. C. FarTHING, J. chem. Soc. (London) 1950, 3215,
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Elementaranalyse: ber.: C = 56,979, gef.: C = 56,959,
C1sHys N, 04 (379,40) H= 6,64% H= 6,669%
N = 11,089, N = 11,159,

o-Aminoisobutyryl-glyeyl-x-aminoisobuttersiaure: 1 g Carbobenzoxy-Tripeptid wurde
in 50 ml Methanol gelost, mit 4 Tropfen Eisessig und 100 mg Palladium-Mohr versetzt.
Es wurde 1 Stunde unter Schiitteln hydriert, wobei die berechnete Menge H, (59,2 cm?)
verbraucht wurde. Das Methanol wurde im Vakuum bei Zimmertemperatur entfernt.
F. 180—183 °C (Zers.). Ausbeute: 644 mg (99,69, d. Th.). Das Produkt wurde in 200 ml
kochendem Wasser gelost und mit Aceton bis zur Triibung versetzt. Es schieden sich
Kristalle vom F. 182—184 °C {Zers.) ab, die ein Mol Kristallwasser enthielten.

Elementaranalyse: ber.: C = 45,609, gef.: C = 45,339,
CoHeN;0, - 1 H,O H= 7,999 H= 7,939
(263,49) N = 15,959, N = 15,619,

Die Analysenprobe wurde 20 Stunden bei 150° im Olpumpenvakuum getrocknet.

N-Carbobenzoxy-x-aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoisobutyryl-glycin: 3,79 g des Car-
bobenzoxy-Tripeptids wurden fein gepulvert mit 1,4 ml Tridthylamin in 100 ml absolutem
Tetrahydrofuran und 20 ml absolutem Athanol unter Erwirmen in Losung gebracht, bei
0 °C durch 0,96 ml Chlorameisensiureéthylester ins gemischte Anhydrid verwandelt und
dann mit einer auf 0 °C gekiihiten Lésung von 0,75 g Glyein und 0,4 ¢ NaOH in 100 ml
Wasser unter Rithren umgesetzt. Die Aufarbeitung erfolgte wie iiblich. Es wurde mit
1n-HCl kongosauer gemacht. Beim Einengen im Vakuum kristallisierten 3,4 bis 3,6 g
Carbobenzoxy-Tetrapeptid aus (78—829%, d. Th.). F.188-192 °C (Zers.). Das Produkt
kristallisierte aus Wasser in diinnen Plittchen. F. 195—196 °C (Zers.).

Elementaranalyse: ber.: C = 55,089, gef.: C = 55,029,
Cyof,sN,0, (436,46) H= 6479 H= 658%
N = 12,849, N = 12,789,.

«-Aminoisobutyryl-glycyl-x-aminoisobutyryl-glycin: 1,0 g Carbobenzoxy-Tetrapeptid
wurde in 50 ml Methanol gelost und mit 4 Tropfen Eisessig und 100 mg Palladium-Mohr
versetzt. Unter Schiitteln wurde 1 Stunde hydriert, wobei die errechnete Menge H,
(51,5 em®) verbraucht wurde. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Ausbeute:
690 mg Tetrapeptid (99,59, d. Th.). F. 148—152 °C (Zers.). Aus Wasser—Aceton kristalli-
gierte das Tetrapeptid in Plattchen vom F. 150—153 °C (Zers.).

Elementaranalyse: ber.: C = 47,709, gef.: C = 47,909,
C.H,,N, 0, (302,33) H= 7289% H = 17,539%
N = 18,559, N = 18,589%,.

N-Carbobenzoxy - o -aminoisobutyryl - glyeyl - « - animoisobutyryl - glycyl - « - aminoiso-
buttersdure: 1,756 g Carbobenzoxy-Tetrapeptid (0,004 Mol) wurden in 100 mi absolutem
Tetrahydrofuran und 20 ml absolutem Alkohol unter Erwirmen gelost, auf —15 °C abge-
kithlt und mit 0,56 m! Trigthylamin und 0,383 ml Chlorameisensaureiithylester versetzt.
Zu dieser Losung wurde unter starkem Riihren eine zweite, auf —10 °C gekiihlte Losung
von 0,412 g x- Aminoisobuttersdure und 0,16 g NaOH in 100 m] Wasser zugegeben. Nach
der iiblichen Aufarbeitung fiel beim Anséuern mit 1 n-HCl nichts aus. Es wurde deshalb
im Vakuum auf die Halfte des Volumens eingeengt. Nach 4 Tagen hatten sich Kristalle
vom F. 180—185 °C (Zers.) abgeschieden. Ausbeute: 110—130 mg (5,3 bis 6,39, d. Th.).
Das Rohprodukt wurde aus sehr wenig Wasser umkristallisiert. Es wurden Drusen vom
F. 184186 °C (Zers.) erhalten.
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Elementaranalyse: ber.: C = 55,309, gef.: C = 55,409,
C, H, N0y (521,56) H= 6,729% H= 6,879
N = 13,449, N = 13,36%,.

N-Carbobenzoxy-x-aminoisobutyryl-glycyl-a-aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoiso-but-
tersiiure-benzylester: Zu einer Losung von 4,36 g Carbobenzoxy-Tetrapeptid (0,01 Mol) in
200 m! destilliertem Methylenchlorid wurden der aus 3,21 g «-Aminoisobuttersiurebenzyl-
esterhydrochlorid (0,014 Mol) hergestellte freie Benzylester!?) und 1,056 g Dicyclohexyl-
carbodiimid?!) hinzugefiigt. Schon nach 'kurzer Zeit schied sich N.N’-Dicyclohexyl-
harnstoff ab. Das Reaktionsgemisch wurde nach 3—4 Tagen aufgearbeitet. Zunichst
wurde der Harnstoff abfiltriert. Dann wurde die Losung mit 1n-HCl, 1 n-NaHCO;-
Losung und mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen mit Na,SO, wurde das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Es resultierte ein Riickstand, der aus Essigester umkri-
stallisiert wurde. F.177—179 °C (Zers.). Ausbeute: 4,4—4,7 g Carbobenzoxy-Pentapep-
tidbenzylester (72 bis 779, d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 60,909, gef.: C = 60,989,
CyH, N0, (611,68) H= 6,729, H = 6,68%
N = 11,479, N = 11,559,.

a-Aminoisobutyryl-glyeyl-x-aminoisobutyryl-glycyl-x-aminoisobuttersaure: 1,0 g Car-
bobenzoxy-Pentapeptid-benzylester wurde in 60 ml Methanol gelost und mit 4 Tropfen
Eisessig und 200 mg Palladium-Mohr versetzt. Unter Schiitteln wurde 1 Stunde hydriert,
wobei die berechnete Menge H, (73,5 cm?) verbraucht wurde. Nach dem Abdestillieren
des Losungsmittels im Vakuum bei Zimmertemperatur verblieb ein Kristallpulver, das
bei 168—171 °C (Zers.) schmolz. Ausbeute: 618 mg freies Pentapeptid (97,79 d. Th.).
Das Rohprodukt wurde aus wenig Wasser und viel Aceton umkristallisiert. F. 172 bis
174 °C (Zers.). Das Pentapeptid kristallisierte mit 1 Mol H,O0.

FElementaranalyse: ber.: C = 47,459, gef.: C =47,679
CeHy N0, (405,446) H= 771% H = 1,85%
(C1sH N0 [387,43] - 1 H,0) N = 17,289 N = 17,31%,.

«-Aminoisobutyryl-glyeyl-« - aminoisobutyryl - glycyl - « - aminoisobutterséure - benzyl-
esterhydrobromid: 2,04 g Carbobenzoxy-Pentapeptidbenzylester wurden mit 2,54 ml
HBr in Eisessig13)18) versetzt. Die CO,-Entwicklung war nach etwa 45 Minuten abgeklun-
gen. Das Reaktionsprodukt wurde im Vakuum bei Zimmertemperatur vom groBten Teil
Eisessig und Benzylbromid befreit und mehrere Male aus absolutem Alkohol/Ather um-
gefallt. Es wurde ein feinkristallines, stark hygroskopisches Produkt erhalten, das in die
Hexapeptid-Synthese eingesetzt wurde.

N-Carbobenzoxy-glycyl-a-aminoisobutyryl-glycyl-x-aminoisobutyryl-glycyl- « - amino-
isobutterséure-benzylester: Zu einer Losung von 0,698 g Carbobenzoxyglyein (0,00334
Mol) in 50 ml absolutem Tetrahydrofuran wurden das aus 2,04 g Carbobenzoxy-Penta-
peptidbenzylester hergestellte Pentapeptid-benzylester-hydrobromid und 1,4 m! Tridthyl-
amin hinzugefiigt. Unter kriftigem Riihren wurden zu dieser Losung, die auf —15°C
abgekiihlt worden war, wihrend einer Stunde 0,31 ml reinstes POCL;19) in 10 ml absolutem
Tetrahydrofuran zugetropft. Die Reaktionstemperatur wurde wihrend dieser Zeit auf
—15 °C gehalten. Zur Auflosung der ausgeschiedenen Triithylammoniumsalze und Hy-

17) H, K. MirLER u. H. WAELSCH, J. Amer. chem. Soc. 74, 1092 (1952).
18) D, BEN-IsHAT, J. org. Chemistry 19, 62 (1954); R. ScawYzER, Helv. chim. Acta
87, 647 (1954); J. C. SHEEEAN u. G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).
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drolyse noch vorhandener P—Cl-Bindungen wurde mit 10 ml Wasser versetzt und das
Tetrahydrofuran im Vakuum bei Zimmertemperatur abdestilliert. Aus der stark sauren,
wiBrigen Losung schied sich ein Ol ab. Es wurden nochmals 10 ml Wasser zugegeben und
das Produkt dreimal mit je 10 m!l Essigester ausgeschiittelt. Die vereinigten Extrakte
wurden mit Sproz. Na,CO,-Losung gewaschen, bis beim Anséuern der letzten Losung keine
Triibung mehr entstand. Nachdem die Essigester-Lésung neutral gewaschen worden war,
wurde mit Na,SO, getrocknet, filtriert und der Essigester im Vakuum bei Zimmertem-
peratur abdestilliert. Es verblieben 720—760 mg eines zahen, 6ligen Riickstandes (32 bis
349, 4. Th.), der aus Essigester/Petrolather kristallisierte. ¥.158—189 °C (Zers.), nach
dreimaligem Umkristallisieren aus Essigester/Petrolither. Das erhaltene Produkt kri-
stallisiert in halbkugelférmigen Drusen an der Gefafiwand.

Elementaranalyse: ber.: C = 59,309, gef.: C = 59,039,
CyH NO, (668,73) H= 6,599 H= 6,759
N = 12,5699, N = 12,849,.
Glycyl-&-aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoisobuttersiure :
500 mg Carbobenzoxy-Hexapeptidbenzylester wurden in 50 ml Methanol geldst, mit
8 Tropfen Eisessig und 100 mg Palladium-Mohr versetzt und 1 Stunde unter Schiitteln
hydriert. Die berechnete Menge H, (29,2 cm?) wurde wihrend dieser Zeit verbraucht. Nach
dem Abdestillieren des Methanols im Vakuum bei Zimmertemperatur verblieb ein leicht
gelblicher, kristalliner Riickstand, der aus wenig Wasser und viel Aceton umkristallisiert
wurde. F.158—163 °C (Zers.). Rohausbeute: 315 mg (94,79, d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 48,659, gef.: C = 48,639,
CH, NGO, (444,48) H= 17219 H= 17,349
N = 18,919, N = 18,809%,.

N-Carbobenzoxy-«-aminoisobutyryl-glycinbenzylester?): 2,37 g Carbobenzoxy-a-
aminoisobuttersdure (0,01 Mol), 1,876 g Glycinbenzylesterhydrochlorid und 4,2 ml Tri-
dthylamin wurden in 50 ml absolutem Tetrahydrofuran unter Riihren gelost, auf —15 °C
abgekiihlt und im Verlaufe einer Stunde zu dieser Losung 0,92 ml reinstes POC]; in 20 ml
absolutem Tetrahydrofuran zugetropft. Die Aufarbeitung erfolgte wie beim Carbobenz-
oxy-Hexapeptidbenzylester. Der erhaltene kristalline Riickstand wurde aus Essig-
ester-Petrolither umkristallisiert. Es wurden Nadeln vom F. 91—92 °C (Zers.) erhalten.
Ausbeute: 3,00—3,20 g (78—839, d.Th.). Bisher wurde N-Carbobenzoxy-x-aminoiso-
butyryl-glycinbenzylester nur als Sirup erhalten?).

Elementaranalyse: ber.: C = 65,609, gef.: C = 65,249,
CyH, N0y (384,42) H= 6,259, H= 6,20%
N= 17,2% N = 7,48%.

N-Carbobenzoxy-a-aminoisobutyryl-glycyl-a-aminoisobuttersiurebenzylester: 2,94 g
Carbobenzoxy-Dipeptid (0,01 Mol), 2,295 g o«-Aminoisobuttersiurebenzylesterhydro-
chlorid und 4,2 ml Tridthylamin wurden zusammen in 50 ml wasserfreiem Tetra-
hydrofuran kriftig gerithrt und auf —15°C abgekiihlt. Dazu wurde im Laufe einer
Stunde die Losung von 0,92 ml reinstem POC], in 20 ml absolutem Tetrahydrofuran zuge-
tropft. Die Aufarbeitung erfolgte wie iiblich. Der feste Riickstand wurde aus Essigester-
Petrolither umkristallisiert. Die erhaltenen Nadeln schmolzen bei 126—127 °C (Zers.).
Ausheute: 2,8—3,2 g (60 bis 74%, d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 63,909, gef.: C = 63,659,

s H, N0, (469,52) H= 6619% H= 667%
N = 895% N = 9,06%.
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N-Carbobenzoxy-«-aminoisobutyryl-glycyl-«-aminoisobutyryl-glycinbenzylester: 0,48g
fein zerriebenes Carbobenzoxy-Tripeptid (0,00125 Mol), 0,26 g Glycinbenzylester-
hydrochlorid und 0,5 ml Tridthylamin wurden in 50 ml absolutem Tetrahydrofuran und
10 m1 absolutem Athanol kriftig geriihrt und auf —15 °C abgekiihlt. Dazu wurde im Laufe
einer Stunde die Losung von 0,12 ml POCL, in 10 ml absolutem Tetrahydrofuran zuge-
tropft. Die Aufarbeitung erfolgte wie iiblich. Der feinkristalline Rickstand wurde aus
Essigester-Petrolather umkristallisiert. F. 94—96 °C (Zers.). Ausbeute: 210—240 mg
(32—369, d. Th.).

€,7H,,N,0, ber.: N = 10,65% gef: N = 10,319,
(526,57) (Mikrokjeldahl)

N-Carbobenzoxy-glycyl-glycin: N-Carbobenzoxy-glyeyl-glycin wurde iber das ge-
mischte Anhydrid mit Chlorameisensiureithylester hergestellt. F. 178 °C. Ausbeute:
65—689, d. Th.

N-Carbobenzoxy-x-aminoisobutyryl-«-aminoisobutterséure: 7,2 g N-Carbobenzoxy-«-
aminoisobuttersiure (0,032 Mol) wurden in 100 ml Tetrahydrofuran geldst, unter Riihren
auf 0 °C abgekiihlt und mit 4,3 ml Tridathylamin und 3,08 ml Chlorameisensauresthylester
in das gemischte Anhydrid iberfithrt. Zu dieser Losung wurde eine auf 0 °C abgekiihlte
Losung von 3,34 g «-Aminoisobuttersiure und 1,3 g NaOH in 80 ml Wasser zugegeben.
Die Aufarbeitung erfolgte wie iiblich. Bei der Umbkristallisation auns einem Gemisch von
Essigester und Petrolather wurden Nadeln erhalten. F. 158,5—160 °C (Zers.). Ausbeute:
0,96 g (9,39, d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 59,619, gef.: C = 59,339,
CH,,N; 0, (322,352) H= 6,889 H = 6,789
N = 8,69% N = 8,809,

Herrn Prof. Dr. W. LANGENBECK danken wir fiir sein stetes Interesse
bei der Durchfiihrung dieser Arbeit.
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Bei der Redaktion eingegangen am 1. Dezember 1959.



