W. LANGENBECK, M. AUuGUSTIN u. A. BUeE, Peptide der p-Aminophenylessigsiure 57

Peptide der p-Aminophenylessigsiure

Von W. LaxceNBECK, M. AucusTIN und A. BigE

Inhaltsiibersicht

Es werden neue Peptide der p-Aminophenylessigsdure hergestellt. Dabei wurde die
Peptidbindung einmal an der NH,-Gruppe und zum anderen an der COOH-Gruppe der
p-Aminophenylessigsidure mit Hilfe der Chloracetylmethode und iiber die gemischten An-
hydride gekniipft.

Das einzige bisher bekannte Peptid der p-Aminophenylessigsdure ist das
p-Aminophenacetylglycin auch p-Aminophenacetursiure genannt, das von
Horrer!) durch Nitrierung von Phenacetursidure und anschlieBende Reduk-
tion erhalten werden konnte. CERECEDO und SHERWIN?) isolierten das ge-
nannte Peptid aus dem Harn von Hunden, an die p-Aminophenylessigsdure
verfiittert wurde. Im Korper von Kaninchen wird die p-Aminophenylessig-
sdure durch Acetylierung der NH,-Gruppe entgiftet.

Jacoss und HEIDELBERGER?) beschrieben die Umsetzung von p-Amino-
phenylessigsiure (APE) mit Chloracetylchlorid, wobei die N-(Chloracetyl)-p-
aminophenylessigsdure erhalten wurde. Wir haben diese Verbindung mit
Ammoniak in 70proz. Ausbeute zur N-(Glycyl)-p-aminophenylessigsiure, dem
einfachsten Dipeptid aus Glycin und APE umgesetzt. Durch weitere Reak-
tion mit Chloracetylehlorid erhielten wir N-(Chloracetylglycyl)-p-aminophe-
nylessigséiure, die nur in 30proz. Ausbeute mit Ammoniak zum entsprechen-
den Tripeptid, der N-(Glycylglycyl)-p-aminophenylessigsiure, itberfithrt wer-
den konnte. Nach dieser Methode konnten wir ein Di- und Tripeptid erhalten.

Diese beiden neuen Peptide erhielten wir ebenfalls auf anderen Wegen.
N-Phthalylglycylchlorid konnte durch Umsetzung mit APE bzw. des ent-
sprechenden Esters zur N-(Phthalylglycyl)-p-aminophenylessigsdure umge-
setzt werden, wihrend aus N-Phthalylglycylglycylehlorid mit APE die N-

1) E. HOTTER, J. prakt. Chem. (2) 88, 113 (1888).
2) CERECEDO u. SHERWIN, J. Biol. Chem. 62, 226 (1925).
3) W. A. JacoBs u. M. HEIDELBERGER, J. Amer. chem. Soc. 41, 458 (1919).
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(Phthalylglycylglyceyl)-p-aminophenylessigsdure erhalten werden konnten.
Die Abspaltung der Schutzgruppen gelang nach ScHUMANN und Boissox-
¥as?) mit Phenylhydrazin. Dabei wurden die Di- und Tripeptide zum zwei-
ten Mal erhalten. Die Mischschmelzpunkte zeigten keine Depression.

Als weitere Schutzgruppe kam der Cho-Rest zur Anwendung. Aus Cbo-
Chlorid und APE entstand die noch nicht bekannte N-Cbo-p-aminophenyl-
essigsiure in Form weiller glitzernder Blittchen. Eine dhnlich gebaute Ver-
bindung wurde bereits von BLASTERFIELD und WRIGHT %) beschrieben. Diese
Autoren hatten APE mit Chlorameisenséduredthylester zur N-Carbéthoxy-p-
aminophenylessigsiure umgesetzt. Uber die gemischten Anhydride gelang
nun die Kupplung von Cbo-Glycin mit APE bzw. mit N-(Glycyl)-p-amino-
phenylessigsdure. Auch die Umsetzung von Cbo-diglycin mit p-Aminophe-
nylessigsdure verlief mit recht guten Ausbeuten. Somit entstanden die
Cbo-Di- und Tripeptide, die durch Umkristallisation aus Methanol leicht rein
erhalten werden konnten. Nach Abspaltung der Schutzgruppe mit HBr-Eis-
essig konnten wiederum die freien Peptide N-(Glyeyl)-APE und N-(Glycyl-
glyeyl)-APE erhalten werden.

Wesentlich schwieriger gestaltete sich die Umsetzung der N-Cbo-APE
mit Glycin, N-(Glycyl)-APE und mit der p-Aminophenylessigsiure selbst,
wobel wir mit der letzteren die Synthese des linearen Dipeptids APE-APE
anstrebten. Wir arbeiteten zunichst unter den iiblichen Bedingungen, indem
die wifrig-alkalische Losung der p-Aminophenylessigsdure zum gemischten
Anhydrid — entstanden aus der Cbo-Verbindung und Chlorameisenséure-
athylester in absolutem Tetrahydrofuran — zugegeben wurde. Wahrend die
Reaktion mit Cbo-Glycin noch recht gutverlief, konnten mit den anderen
genannten Verbindungen keine Peptide auf diese Weise erhalten werden. Die
geringe Reaktionsfreudigkeit ist auf die parallel laufende Konkurrenzreak-
tion des gemischten Anhydrids mit Wasser zuriickzufiihren, wobei die
Aminolyse zurtickgedrdngt wird. Wir versuchten deshalb, die an der Carb-
oxylgruppe der p-Aminophenylessigsdure neu gekniipften Peptidbindungen
auf eine etwas abgewandelte Weise aufzubauen, wobei es besonders auf ein
wasserfreies Medium ankam, um die Hydrolyse auszuschalten. Durch Um-
setzung des gemischten Anhydrids aus Chlorameisensiureithylester und
N-Cbo-APE in Tetrahydrofuran mit dem p-Aminophenylessigsiuredthyl-
ester konnte in 33proz. Ausbeute der N-(Cbo-p-aminophenacetyl)-p-amino-
phenylessigester erhalten werden, der nach Abspaltung der Schutzgruppe
und Verseifung das lineare Dipeptid der p-Aminophenylessigsiure liefert.

4) 1. Scaumany u. R. A. Boissonas, Nature (London) 169, 154 (1952).

) 1
5} S. BLASTERFIELD u. H. N. WrIcHT, J. Amer. chem. Soc. 48, 2367 (1926).
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Beschreibung der Versuche
1. p-Aminophenylessigsiure
Aus p-Nitrophenylessigester durch Reduktion und anschlieBende Verseifung®).

2. N-(Glyeyl)-p-aminophenylessigsiure

25,5 g N-(Chloracetyl)-p-aminophenylessigsiure3) wurden mit 300 ml konz. Ammoniak
in einer Druckflasche zwolf Stunden auf 30—35° gehalten. Die Losung wurde im Vakuum
eingeengt und mit verdiinnter Salzsiure kongosauer gemacht. Nach Zugabe von Natrium-
acetatlosung fiel das Dipeptid aus. Es wurde aus Wasser umkristallisiert. Weifle Blattchen,
durch Umfidllen aus Natriumbicarbonatlésung/verdiinnte Salzsdure weilles Pulver.

Ausbeute 709%. Fp. 251°.

CH,N,0,  ber.: C57,75; H 5,81; N 13,45;
gef.: C57,27; H 5,72; N 13,67.

3. N-(Chloracetylglycyl) -p-aminophenylessigsiure

12,5 g N-(Glycyl)-p-aminophenylessigsiure wurden in 60 ml 1 n Natronlauge gelost, mit
2 om3 Ather iiberschichtet und bei 0° tropfenweise mit 7,2 ml Chloracetylchlorid ersetzt.
Nach dem Abtrennen des Athers wurde mit verdiinnter Salzsiure schwach angesiiuert, die
N-(Chloracetylglycyl)-p-aminophenylessigsiure abgesaugt und aus Eisessig—Wasser um-
kristallisiert. Farblose, stibchenférmige Kristalle, 16slich in heiflem Eisessig, sehr schwer
Islich in heilem Wasser und Alkohol.

Ausbeute 859. Fp. 190—-192° (Zers.).

€, H1N,0,01 ber.: N 9,85; gef.: N 9,95.

4. N-(Diglycyl)-p-aminophenylessigsiure

18,6 g N-(Chloracetylglycyl)-p-aminophenylessigsdure wurden mit 150 ml konz. Ammo-
niaks 24 Stunden bei Zimmmertemperatur in einer Druckflasche stehen gelassen. Die Losung
wurde im Vakuum eingeengt und mit HCI schwach angesiuert. Dabei fiel ein feinkristalliner
weiBBer Niederschlag aus. Zur Vervollstindigung der Ausfdllung wurde Natriumacetat-
16sung zugegeben und die Losung mehrere Tage im Eisschrank aufbewahrt. Nach Absaugen
und Wagschen mit Wasser konnte aus Wasser umkristallisiert werden, wobei ein weilles, fein
kristallines Pulver — schwer 16slich in heilem Wasser — erhalten werden konnte.

Ausbeute 329,. Fp. 156°.

€, H, N0,  ber.: C54,30; H 5,71; N 15,85;
gef.: C54,86; H 5,63; N 15,71.

5. N-(Phthalylglycyl)-p-aminophenylessigester

8,6 g Phthalylglycylchlorid?) wurden in 50 ml Chloroform geldst und unter Riihren
binnen 2 Stunden zu einer Losung von 9,9 g p-Aminophenylessigester in 50 ml Chloroform
zugetropit. Es wurde noch 1 Stunde geriihrt und dann das Chloroform im Vakuum abdestil-
liert. Der Riickstand wurde mit Wasser versetzt und die leicht braune Masse abgesaugt.

6) E. FErBER u. H. Bexpix, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 839 (1939).
7 ¥. E. Kine, J. chem. Soc. London 1957, 875,
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Durch Umkristallisation aus 800 ml Alkohol konnten weifle Nadeln erhalten werden. Leicht
1oslich in Essigester, 16slich in heifem Alkohol, schwer 16slich in heiBem Wasser.
Ausbeute: 86,4%,. Fp. 209—210°.

CyHN,0,  ber.: N 7,64; gef.: N 7,97.

6. N-(Phthalylglycyl)-p-aminophenylessigsiure
a) Durch Verseifung des oben beschriebenen Esters

3,7 g N-(Phthalyliglycyl)-p-aminophenylessigester wurden mit 25 ml 1n alkoholischer
KOH 15 Minuten am Rickflufy gekocht. Die Lésung wurde mit Wasser auf das dreifache
ihres Volumens verdiinnt und mit halbkonzentrierter Salzsiure kongosauer gemacht. Nach
Kiihlen im Eisschrank konnte die freie Siure abgesaugt werden. Weile Nadeln, 18slich in
heiflem Methanol, unléslich in Wasser.

Ausbeute: 88,29,. Fp. 263—264°.

b) Aus Phthalylglycylchlorid und p-Aminophenylessigsdure

1,5 g p-Aminophenylessigsdure und 0,55 g Soda wurden in 30 ml Wasser gelost. Binnen
45 Minuten wurden unter Kithlung mit Eiskochsalzmischung und Riihren gleichzeitig 2,23 g
Phthalylglycylchlorid in 25 ml Dioxan und 0,565 g Soda in 25 ml Wasser zugetropft. Nach
einer Stunde wurde mit halbkonzentrierter Salzsiure kongosauer gemacht, abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und aus Methanol/Wasser umkristallisiert. WeiBle Nadeln.

Ausbeute: 729%,. Fp. 262—264°.

CH,N,0,  ber.: C 64,0 ; H 4,18; N 8,27;
gef.: C64,56; H 4,50; N 8,65.

7. N-(Phthalyldiglycyl)-p-aminophenylessigsiiure

Zu einer Losung von 2,1 g N-(Glycyl)-p-aminophenylessigsiure und 0,65 g Soda in’ 30 ml
Wasser wurden unter Kithlung und Riihren gleichzeitig 2,23 g Phthalylglycylchlorid in
25 ml Dioxan und 0,7 g Soda in 30 ml Wasser zugetropft. Schon wihrend des Zutropfens
fiel ein weifler Niederschlag aus. Es wurde kongosauer gemacht, abgesaugt, mit Wasser ge-
waschen und aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Weille, nadelférmige Kristalle, 16slich
in heilem Methanol, unloslich in Wasser.

Ausbeute 25,39,. Fp. 270° (Zers.).

CoH, N,0;,  ber.: C60,7; H4,35; N 10,63;
gef.: ¢60,26; H 4,66; N 10,79.

8. Abspaltung des Phthalylrestes aus den beschriebenen Phthalylpeptiden

1,7g N-(Phthalyiglycyl)-p-aminophenylessigsaure bzw. 1g N-(Phthalyldiglycyl)-p-amino-
phenylessigsdure wurden mit 1,1 g bzw. 0,6 g Phenylhydrazin und 1¢g bzw. 0,56 g Tri-N-
butylamin in 50 ml bzw. 30 ml Alkohol zwei Stunden am Riickfluff gekocht. Nach Abkiihlen
der Losung wurden 75 ml bzw. 50 ml Methyldthylketon und 0,3 ml bzw. 0,15 m] Eisessig
zugegeben, Es wurde iiber Nacht im Kiihlschrank stehen gelassen, abgesaugt, mit Wasser
gewaschen. Dabei wurden die entsprechenden Di- und Tripeptide erhalten.

N-(Diglycyl)-p-aminophenylessigsiure:

Ausbeute: 779, Fp. 250°.

Die Mischschmelzpunkte mit den nach der Chloracetylmethode hergestellten Peptiden
ergaben keine Depressionen.
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9. N-Cbo-p-aminophenylessigsiure

22,7 g p-Aminophenylessigsiure wurden in 75 ml 2n Natronlauge geldst, binnen
45 Minuten bei Temperaturen unter 0° mit 27 g Cbo-Chlorid und 60 ml 4 n Natronlauge
versetzt und anschlieBend 10 Stunden geriihrt. Es wurde ausgeithert und mit HC! ange-
siuert. Der hellbraune, kristalline Niederschlag wurde aus Methanol/Wasser unter Zugabe
von A-Kohle umkristallisiert. Die Verbindung fiel in Form weifler, glitzernder Blattchen an.
Ausbeute: 529,. Fp. 156,5—157°,

CeH ;NO, ber.: C 67,36; H 5,30; N 4,91;
gef.: C67,b4; H 5,64; N 5,11.

10. N-(Cbo-glycyl)-p-aminophenylessigsiure

4,18 g Cbo-Glyein und 2,8 ml Tridthylamin wurden in 100 ml absolutem Toluol auf
—10° abgekiihlt und tropfenweise mit 2,17 ¢ Chlorameisenssuredthylester unter Riihren
versetzt. Es wurde noch weitere 30 Minuten bei —10° gehalten. Nach dem Zutropfen von
3 g p-Aminophenylessigsdure in 20 ml 1 n Natronlauge wurde noch 3 Stunden geriihrt, die
wafrige Schicht abgetrennt und zweimal ausgeédthert. Nach dem Ansiduern mit halbkonzen-
trierter Salzsdure fiel ein hellbrauner Niederschlag an, der aus Dimethylformamid/Wasser
oder aus Methanol umkristallisiert wurde. Dabei entstand ein weiBes, kristallines Produkt,

Ausbeute: 609%. Fp. 198—199°.

CH,gN,0,  ber.: C 63,15; H 5,30; N 8,18;
gef.: C62,84; H 5,68; N 8,39.

11. N-(Cho-diglyeyl)-p-aminophenylessigsiure

Die Darstellung erfolgte analog der N-(Cbo-glyeyl)-p-aminophenylessigsdure ither das
gemischte Anhydrid. Bessere Ausbeuten wurden erhalten, wenn als Losungsmittel an Stelle
von Toluol absolutes Tetrahydrofuran verwendet wurde. Vor dem Ausdthern muflte mit
Wasser verdiinnt werden. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Dimethylformamid/
Wasser wurde ein weiles Pulver erhalten. Leicht 16slich in Dimethylformamid, schwer 16s-
lich in heiflem Methanol.

a) Aus Cbo-glycylglycin und p-Aminophenylessigsdure: Ausbeute 559%,. Fp. 218,5°.
b) Aus Cho-glycin und N-(Glycyl)-p-aminophenylessigsdure: Ausbeute 509,. Fp. 217
bis 218°.

OpH,N,0y  ber.: € 60,14; H 5,30; N 10,52;
gef.: C 60,45; H 5,35; N 10,77.

12. N-Cbo-p-aminophenacetylglycin

Die Darstellung aus N-Cbo-p-aminophenylessigsiure und Glycin erfolgte analog der
beschriebenen Vorschrift iiber das gemischte Anhydrid. Es mufite mehrmals aus Dimethyl-
formamid/Wasser oder Methanol/Wasser umkristallisiert werden, um unumgesetzte N-Cho-
p-aminophenylessigsiiure aus dem Produkt zu entfernen. Weifles Pulver, leicht léslich in
Dimethylformamid und heiem Methanol, schwer 16slich in Wasser.

Ausbeute: 409,. Fp. 149—152°.
CisH N, O  ber.: N8,18; gef.: N §,43.



62 Journal fiir praktische Chemie. 4. Reihe. Band 27. 1965

Die Darstellung obiger Verbindung gelang analog aus N-Cbo-p-aminophenylessigsidure
und Glycindthylesterhydrochlorid {iber den N-Cbo-p-aminophenylacetyl-glycinithylester,
der in 52proz. Ausbeute isoliert werden konnte.

Fp. des Esters 109—112°.

CpHpN,O,  ber.: N 7,54; gef.: N 7,21.

13. N-(Cho-p-aminophenacetylglyeyl)-p-aminophenylessigsiure

Die Darstellung aus N-Cho-p-aminophenylessigsiure und N-(Glycyl)-p-aminophenyl-
essigsiure iber das gemischte Anhydrid erfolgte analog der fiir die N-(Cbo-glycyl)-p-amino-
phenylessigsdure gegebenen Vorschrift. Es wurde mehrmals aus Dimethylformamid/Wasser
umkristallisiert. Schwach hellgelb gefarbtes Pulver.

Ausbeute: 219,. Fp. 249,5—251,5°.

CpH, N0,  ber.: C65,7; H53; N 884;
gef.: C 65,25; H 5,6; N 8,75.

14. N-(Cbo-p-aminophenacetyl)-p-aminophenylessigester

5,7 g N-Cbo-p-aminophenylessigsdure und 2,8 ml Tridthylamin wurden in 70 ml abso-
lutem Tetrahydrofuran gelost, auf —12° gekithlt und unter Rithren tropfenweise mit einer
Lésung von 1,94 ml Chlorameisensiuredthylester in 10 ml absolutem Tetrahydrofuran ver-
setzt. Nach 80 Minuten wurden — noch bei —12° — 8,6 g p-Aminophenylessigester in 35 ml
absolutem Methanol zugetropft. Es wurde noch drei Stunden gerithrt und wihrend dieser
Zeit langsam auf Zimmertemperatur gebracht. Es wurde mit Wasser auf das Dreifache des.
Volumens verdiinnt, dreimal mit Essigester ausgeschiittelt, die Hssigesterschicht mit Was-
ser, Bicarbonat und wiederum Wagsser gewaschen. Der Cbo-Peptidester konnte mit Petrol-
ather gefillt, aus Methanol/Wasser umkristallisiert und im Trockenschrank bei 100° ge-
trocknet werden. Farbloge Blittchen, leicht loslich in Alkohol und Essigester, sehr schwer
Ioslich in Wasser.

Ausbeute: 33,569, Fp. 166°.

CooHueN,0  ber.: N 6,27; gef.: N 6,36.

15. Abspaltung der Cho-Reste der dargestellten Cho-Peptide mit HBr/Eisessig

5 mMol Cbo-Peptid wurden mit 8~10 ml HBr/Eisessig versetzt und bei Zimmertempe-
ratur geschiittelt. Nach wenigen Minuten war alles geldst. Nach 25 Minuten wurde die Lo-
sung mit dem zehnfachen Volumen absolutem Ather versetzt und 2 Stunden im Kiihl-
schrank aufbewahrt. Das Peptid Hydrobromid wurde abgesaugt und das sehr hygroskopi-
sche Produkt aus absolutem Methanol/absolutem Ather umgefillt. Das so hehandelte Hy-
drobromid war nicht mehr hygroskopisch. Es wurde abgesaugt, mit abgolutem Ather ge-
waschen, in méglichst wenig Wasser gelost, mit der berechneten Menge Tridthylamin ver-
setzt und mit Aceton gefiillt. Auf diese Art und Weise wurden folgende Peptide erhalten:

a) N-(Glycyl)-p-aminophenylessigséure: aus N-(Cbo-glycyl)-p-aminophenylessig-
sdure.
Ausbeute 809;. Fp. 252°.

b)N-(Diglycyl)-p-aminophenylessigsdure: aus N-(Cbo-diglycyl)-p-aminophenyl-
esgigsidure.
Ausbeute: 729;. Fp. 155°.
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Die Mischschmelzpunkte der beiden Peptide ergaben mit den bereits oben beschrie-
benen Produkten keine Depression.

¢) p-Aminophenacetylglycin (p-Aminophenacetursdure): aus N-Cbo-p-
aminophenacetylglycin.

Farblose Bldttchen aus Methanol/Wasser. Leicht 16slich in heiBem Alkohol und Wasser,
sehr schwer 16slich in Ather und Aceton.

Ausbeute: 819%. Fp. : Die Verbindung begann bei 196—197° unter Dunkelfarbung zu
sintern. In der Literatur ist ein Fp. von 200° beschrieben.

d) N-(p-Aminophenacetylglycyl)-p-aminophenylessigsdure: aus N-(Cho-
p-aminophenacetylglycyl)-p-aminophenylessigsdure. Schwach gelb gefirbtes kristallines
Produkt, schwer loslich in heiem Methanol.

Ausbeute: 409,. Fp. 218°.

COsH,N;0, ber.: N 11,76; gef.: N 11,70.

e) N-(p-Aminophenacetyl)-p-aminophenylessigester: aus N-(Cbo-p-amino-
phenacetyl)-p-aminophenylessigester. Das erhaltene Peptidesterhydrobromid wurde in
wifrigem Methanol geldost, mit der berechneten Menge Triithylamin versetzt und mit

Wasser nach 30 Minuten gefallt, Umkristallisation aus Methanol/Wasser.
Ausbeute: 699,. Fp. 106°.

CisHyN,0;  ber.: N 8,95; gef.: N 9,21,

16. N-(p-Aminophenacetyl)-p-aminophenylessigsiure

1 g N-(p-Aminophenacetyl)-p-aminophenylessigester wurde mit 25 ml 1 n alkoholischer
KOH verseift. Die Losung wurde mit Wasser verdiinnt und mit Eisesgig angesiduert. Ab-
saugen, mit Wasser waschen und iiber P,0, trocknen. Farblose Blittchen, 16slich in heilem
Methanol.

Ausbeute: 82,569%,. Fp. 214°.

CH,N,0;  ber.: N 9,86; gef.: N 9,62.

Halle-Wittenberg, Institut fiir organische Chemie der Martin-Luther
Universitdt.

Bei der Redaktion eingegangen am 25. Januar 1964.



