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FRIEDRICH WEYGAND und WOLFGANG STEGLICH

Peptidsynthesen mit aktivierten Estern in Eisessig, 1

Synthesen mit Carbobenzoxy-Derivaten*)

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen

(Eingegangen am 27. Juni 1960)

Meinem Lehrer Richard Kuhn in Dankbarkeit und Verehrung zum 60. Geburtstag
F. Weygand

Aktivierte Ester, vor allem die Thiophenylester von Z-Aminosduren oder Pepti-
den kénnen mit vielen Aminosduren oder Peptiden in heiem bis siedendem Eis-
essig meist unter Erhaltung der optischen Aktivitit beider Komponenten umge-
setzt werden. Auf diese Weise wurden 15 Z-Dipeptide, 4 Z-Tripeptide, 3 Z-
Tetrapeptide, 1 Z-Pentapeptid und 2 Z-Hexapeptide zur Erprobung des neuen
Verfahrens dargestellt. Die Reaktion ist zweiter Ordnung. Parallel mit der Pep-
tidbildung verliduft die Acetylierung der Aminosiduren, deren Geschwindigkeit
geringer ist als die der Peptidbildung. Nur bei sterisch gehinderten Amino-
sduren sind beide Geschwindigkeiten dhnlich. In diesen Fallen kann durch Ver-
wendung eines Uberschusses an den aktivierten Estern oder durch differenticlle
Zugabe der Aminosduren der Peptidsynthese der Vorrang gegeben werden.

Meist werden Dipeptide nach folgendem Schema aufgebaut, das sinngemiB auch
auf Tripeptide und héhere Peptide anwendbar istD.

Schema A
. Aminosdure A ——— Acyl-aminosdure A
. Aminosdure B —~-— Aminosidure B-esterhydrochlorid
. Aktivierung und Peptidsynthese zu Acyl-peptidester
. Acyl-peptidester ———  Acyl-peptid
. Acyl-peptid - —— Peptid

[ I R R

Bei einigen Kombinationen von Schutzgruppen, z. B. bei Z-Peptidbenzylestern oder
N-TFA-Peptidestern konnen die Schritte 4 und 5 zusammen vorgenommen werden.

Eine wesentliche Vereinfachung ergibt sich, wenn die Aminosiure B ohne Schutz-
gruppe eingesetzt werden kann.

*) Verwendete Abkiirzungen: Z = Carbobenzoxy; TFA = Trifluoracetyl; Phth =
Phthalyl; TFE = Trifluoressigsiure; DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid. Peptide werden in
der verkiirzten Schreibweise wiedergegeben, z. B. L-Alanyl-L-leucin als H - L-Ala-L-Leu - OH,
Carbobenzoxy-L-alanyl-L-leucin als Z-L-Ala-L-Leu- OH, dessen Thiophenylester als
Z.L-Ala-L-Leu-SCsHs (vgl. F.Sanger und H. Tuppy, Biochem. J. 49, 463 [1951];
E. BRaND, Ann. N. Y. Acad. Sci. 47, 187 {1946]). — Uber die bereits abgeschlossenen Peptid-
synthesen mit aktivierten Estern von N-TFA-Aminosduren und Phthalyl-aminosduren wird
in der II. und III. Mitteil. dieser Reihe berichtet werden (mit A. PrRox und J. KAELICKE).

1) Vgl. die ausfiihrlichen zusammenfassenden Darstellungen: a) W. GRASSMANN und
E. WinscH, Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe 13, 475, Verlag von Julius
Springer Wien 1956; b) M. GoobmaN und G. W. KENNER, Advances in Protein Chemistry,
Academic Press, Inc. 12, 496, New York 1957; ¢) J. S. FRUTON, ebenda 5, 27, New York 1949,
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Schema B
1. Aminosdure A -——— Acyl-aminosdure A
2. Aktivierung und Peptidsynthese mit Aminosdure B zu Acyl-peptid
3. Acyl-peptid ———— Peptid

Zahlreiche Acyl-peptide sind auf diese Weise gewonnen worden, z.B. aus Z-Amino-
sdure-chloriden oder -aziden mit Aminosiuren oder Peptiden in alkalischem Medium 2.
Folgende Nachteile miissen hierbei in Kauf genommen werden:

a) Die Umsetzung in wiBrig-alkalischem Medium fithrt neben der Aminolyse auch zur
Hydrolyse. Hierdurch wird die Reinigung erschwert und die Ausbeuten werden erniedrigt.

b) Die Acyl-aminosiure-chloride und besonders die Acyl-peptid-chloride werden durch
Baseneinwirkung leicht racemisiert. Dies scheint bei den Aziden nicht der Fall zu sein. Ihnen
wird daher der Vorzug gegeben3). Allerdings ist ihre Umsetzung mit ungeschiitzten Amino-
sduren oder Peptiden nur zum AbschluB einer Peptidsynthese vorteilhaft, da die Azide meist
iiber die Ester dargestellt werden.

¢) Bei der Aktivierung der Acyl-aminosiduren oder Acyl-peptide nach der Methode der
gemischten Anhydride mit organischen Siuren4) besteht die Gefahr der falschen Aufspal-
tungs! und der Racemisierung, insbesondere die der Racemisierung bei den gemischten Anhy-
driden von Acyl-dipeptiden und hdheren Peptiden!® !b), Ahnliches gilt fiir die unsymmetri-
schen Anhydride mit Schwefelsdure6).

Besonders geeignet zur Umsetzung mit Aminosduren in alkalischem Medium scheinen die
aktivierten Ester von Acyl-aminosduren zu sein, womit sich TH. WieLAND7), R. SCHWYZER 8)
sowie G. W. KENNER 9 und Mitarbb. eingehend beschiftigt haben.

In neutralem Medium sind die aktivierten Thiophenylester von Z-Aminosiuren bemerkens-
wert stabil. Beim Erhitzen in siedendem wiBrigem Dioxan unter Aminosiurezusatz bildet
sich praktisch kein Peptid 7). KENNER und Mitarbb. 9 haben eingehend die m&gliche Racemi-
sierung von Z-Dipeptid-aktivierten Estern bei der Peptidsynthese mit Aminosduren untersucht.
Zwar licfert Z-Gly-L-Phe- OC¢H4NO,(p) mit Glycin in wiBrig alkalischem Dioxan optisch
reines Z- Gly-L-Phe- Gly- OH. Dagegen tritt bei der SynthesevonZ- Gly-L-Ala.L-Phe-Gly-OH
aus Z-Gly-L-Ala-SC¢H4NOy(p) und H-L-Phe-Gly-OH eine Racemisierung in der Alanyl-
Gruppierung bis zu 50% auf. Die unterschiedliche Azlactonbildungstendenz und die unter-
schiedliche Peptidbildungsgeschwindigkeit sind fiir die mogliche Racemisierung verantwort-
lich. Durch miihsame Gegenstromverteilung konnten KeNNER und Mitarbb.9) das Z-Tetra-
peptid in optisch reiner Form isolieren.

2} Diesem Schema fiigen sich auch die Umsetzungen mit Oxazolidin-2.5-dionen (Leuchs’sche
Korper), 2-Thio-thiazolidin-5-onen und Oxazolonen (Azlactone) ein. Die Bedeutung dieser
Verbindungen fiir die Gewinnung definierter optisch aktiver Oligopeptide ist gering.

3 Vgl. K. HoFMANN, A.JOHL, A. E. FURLENMEYER und H. KAPPELER, J. Amer. chem.
Soc. 79, 1636 [1957]); M. B. NorTH und G. T. Young, Chem. and Ind. 1955, 1597.

4) TH. WIELAND und R. SEHRING, Liebigs Ann. Chem. 569, 122 [1950]); TH. WIELAND und
H. BERNHARD, ebenda 572, 190 [1951]; R. A. BoissoNas, Helv. chim. Acta 34, 874 [1951];
J. R. VAUGHAN JR., J. Amer. chem. Soc. 73, 3547 [1951].

5) A. R. EMERY und V. GoLD, J. chem. Soc. [London] 1950, 1443,

6) D, W, CLaYTON, J. A. FARRINGTON, G. W. KENNER und J. M. TURNER, J. chem. Soc.
[London}] 1957, 1398.

7) TH. WIELAND, W. SCHAFER und E. BOKELMANN, Licbigs Ann. Chem. 573, 99 [1951],
und spitere Mitteilungen.

8) R. SCHwWYZER, Helv. chim. Acta 36, 414 [1953]; R. SCHWYZER B. IseLIN und M. FEURER,
cbenda 38, 69 [1955], und spitere Mitteilungen.

9) J. A. FARRINGTON, P.J. HEXTALL, G. W. KENNER und J. M. TURNER, J. chem. Soc.
[London] 1957, 1407.
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Einen Uberblick tiber die von 1930 bis 1958 nach dem Schema B dargestellten Z-Peptide
gibt die folgende Ubersicht 10):

Aktivierung tiber Zahl der Acyl-peptide
Chlorid 121
Gemischte Anhydride von Carbonséduren 107
Azid 44
Gemischte Anhydride mit Schwefelsdure 24
Aktivierte Ester (Aryl- und Thioaryl-) 23

Auf Grund der geschilderten Nachteile ziehen die meisten Autoren das Schema A vor11),
Es kann jedoch nicht unerwihnt bleiben, daf3 es auch hierbei Schwierigkeitén geben kann. So
mubB bei Acyl-peptidestern mit sterisch gehinderten Aminosiuren bei der Verseifung mit
einem teilweisen Angriff auf die Carbobenzoxygruppe!2), die Phthalylgruppe!3) und sogar
auf Peptidbindungen gerechnet werden. Weiterhin kann lingerdauernde Alkalieinwirkung
zur teilweisen Racemisierung fiithren3).

Viele Nachteile bei der Peptidsynthese mit aktivierten Estern sollten sich vermeiden
lassen, wenn nichtalkalische, nichtwidfrige Medien verwendet werden kdnnten.
Solchen Versuchen war bisher kein Erfolg beschieden, meist infolge der Schwer-
l6slichkeit der Aminosiure in den angewandten Lésungsmitteln. Es wurden verwendet :
Methanol 7, Dioxan!3, tert.-Butanol 14 und Dimethylformamid!9, z.T. in Mischung
mit Wasser. 1958 fanden F. WEYGAND und A. Ropscul6), dafl sich Aminosiduren
und Peptide durch Erhitzen mit Trifluoressigsiure-phenylester in den meisten Fitlen
glatt N-trifluoracetylieren lassen, wobei die optische Aktivitit erhalten bleibt. Es wurde
auch versucht, auf analoge Weise aus N-TFA-Aminosdure-phenylestern und freien
Aminosiuren N-TFA-Dipeptide zu erhalten. Dies gelang auch mit den aktivierten
Estern von N-TFA-Glycin, wobei z.B. optisch reines N-TFA-Glycyl-L-leucin er-
halten wurde. Mit den aktivierten Estern von optisch aktiven Aminosiduren fand
jedoch stets Racemisierung statt17),

Wir haben nunmehr versucht, ohne Lésungsmittel Z-Aminosidure-thiophenyl-
ester mit Aminosiduren durch Erhitzen auf 170—210° zur Reaktion zu bringen.
Hierbei gingen die Aminosiduren schnell in Lésung und das bei der Peptidbildung
entstehende Thiophenol verdampfte. AuBer Z-Gly-Gly-OH (499% d. Th.) wurde
auch Z-L-Leu - Gly-OH (11%), ferner Z-vL-Ala-L-Val- OH (53%) und schlieB-
lich Z-Gly-pL-Ala-Gly-OH (57%) erhalten. Die Z-Peptide zeigten beim Einsatz
der optisch aktiven Komponenten die volle spezif. Drehung, ebenso der zuriickge-
wonnene aktive Ester. Die Methode 1408t sich aber nicht allgemein anwenden, da z.B.
mit Glycin erhebliche Zersetzung eintritt und beim Versuch der Darstellung von

10) Eigene, vielleicht nicht ganz vollstindige Zihlung.

11} Vgl. M. BopaNszky und V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 81, 5688 (1959], die
stets die Z-Aminosiure-p-nitrophenylester einsetzten und bei einer neuen Synthese des Oxy-
tocins jeweils am Aminoende nur eine Aminosiure anbauten.

12) z. B. J. A. MACLAREN, Australian J. Chem. 11, 360 [1958].

13) z. B. J. C. SHEEHAN, M. GoopMAN und G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 78, 1367 [1956].

14} Tu. WIELAND, Angew. Chem. 71, 422 {1959].

15) G. W. KENNER, Miindl. Mitteil., 2. Europ. Peptidsymposium Miinchen 1959.

16) Chem. Ber. 92, 2095 [1959].

17) 5. die zweite, in Vorbereitung befindliche Mitteil. dieser Reihe.
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Z-1-Leu-L-Leu-OH an dessen Stelle das Z-L-Leucin-isoamylamid erhalten wurde.
Bereits nach 20 Sek. langem Erhitzen auf {iber 200° wurden 579, des Amids gefal3t.

Wegweisend fiir die Auffindung eines geeigneten LOsungsmittels war die Beob-
achtung, daB bereits durch 2 Min. langes Erhitzen von Z-Gly-SC¢Hs in geschmol-
zenem Ammoniumacetat auf 100° das Z-Glycin-amid in 81-proz. Ausbeute ent-
stand. Ferner bildete sich Z-v-Leu-NH; durch 9 Min. langes Erhitzen des Thio-
phenylesters in Ammoniumacetat auf 125° in 79-proz. Ausbeute.

AUSFUBRUNG UND UMFANG DER NEUEN METHODE

In weiterer Ausgestaltung der oben erwihnten Beobachtungen haben wir die Um-
setzung von aktivierten Z-Aminosiure-estern mit Amin-acetaten vor allem in Eis-
essig durchgefiihrt. So lieBen sich Z - Glycin-piperidid, Z-L-Leucin-isoamylamid und
Z-1-Leucin-amid darstellen.

Bei der Umsetzung mit Aminosduren und Peptiden wurden die in Tab. 1 auf-
gefithrten Z-Peptide gewonnen. Als Acyl-Gruppen dienten bis jetzt der Z-, der TFA-

Tab. 1. Durch Erhitzen von Z-Aminosiure-thiophenylestern oder Z-Peptid-thiophenylestern
mit Aminosduren oder Peptiden in siedendem Eisessig dargestelite Z-Peptide

Molverhltnis

Nr.a) Z-Peptid ]\%ﬁn AESb' Thiophenylester:
(Min.) (%) Aminosidure oder Peptid

{ Z-Gly-Gly-OH 60 92 1:1

2 Z-Gly-L-Ala-OH 60 75 1:1

3 Z-Gly-pL-Val-OH 60 90 1:1

4 Z.Gly-L-Leu-OH 120 86 1:1

5 Z-Gly-L-Prol-OH 90 55 1:1

6 Z.-Gly-L-Meth-OH 120 78 1:1

7 Z-Gly-L-Phe-OH 30 76 1:1

8 Z-Gly-L-Try-OH 120 56 1:1

9 Z-Gly-pL-O-Bz-Ser-OH 90 52 2:1
10 Z-1-Ala-Gly-OH 120 82 1:1
11 Z-1-Ala-L-Val-OH 300 76 1:1
12 Z-L-Leu-Gly-OH 250 77 1:1.2
13 Z-1-Leu-L-Ala-OH 630 43 1:1.6
14 Z.L-Phe-Gly-OH 90 85 1:2
15 Z.1-Asp(8-OCH3)- Gly- OHD) 1209 54 1:1
16 Z-Gly/-Gly-Gly-OH®) 90 76 1:1
17 Z-Gly/-Gly-L-Leu-OH 180 87 1:1
18 Z-Gly-L-Leu/-Gly-OH 120 68 1:2
19a Z-L-Ala-Gly/-Gly-OH 120 84 1:2
19b Z-1-Ala/-Gly-Gly-OH 90 50 1:1
20 Z-Gly-L-Ala/-L-Phe- Gly-OH 120 179 1:1
21a Z-1-Ala/-Gly-Gly-L-Leu-OH 90 68 2:1
21b Z-1-Ala-Gly-Gly/-L-Leu-OH 70 61 1:2
22 Z-L-Phe-Gly/-L-Ala-L-Val-OH 60 85 1:2
23 Z-1-Ala-Gly- Gly/-L-Leu-Gly-OH 90 58 1:1
24 Z-Gly-Gly-Gly/-Gly-Gly-Gly-OH 120 87 1:1.5
25 Z-vL-Ala-Gly-Gly/-L-Ala-Gly-Gly-OH 60 67 1:1

a) Die Darstellung der Peptide ist im Versuchsteil unter den gleichen Nummern beschrieben.

b) Unter Verwendung von Z-L-Asp(8-OCH3)-a-p-nitrophenylester, dankenswerterweise von den FARBWERKEN-
Hoecust AG, vormals MEISTER Lucius & BRUNING, iiberlassen.

¢) Reaktionstemperatur 100°,

d) Die Schrigstriche geben die Verkniipfungsstelle bei der Peptidsynthese an.

e) Neben 509, des Diketopiperazins aus Phe-Gly.

Alle Ausb. beziehen sich auf dic im UnterschuB eingesetzte Komponente,
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und der Phth-Rest, als aktivierte Ester wurden verwendet der —OCgHs-, —SCgHs-,
—OCgH4NO;(p)- und —SCsH4NO2(p)-Rest. In der vorliegenden Mitteil. wird nur
iiber Versuche mit dem Z-Rest berichtet18), Wir haben meist die Thiophenylester,
gelegentlich auch die anderen aktivierten Ester herangezogen. Im Gegensatz zu allen
anderen Peptidsynthesen mit aktivierten Estern wird keine Base oder Puffer zuge-
setzt. Die experimentelle Ausfithrung ist sehr einfach, ebenso die Aufarbeitung und
Isolierung der Z-Peptide. Als Nebenreaktion verliuft die Acetylierung der Amino-
sduren!9), worauf weiter unten noch niher eingegangen wird.

Die Carbobenzoxy-peptide fallen z. T. als langsam kristallisierende Ole an, wie z. B.
Z:L-Leu-L-Leu-OH. Es empfiehlt sich dann, die Dicyclohexylaminsalze herzustellen20), Die
Kondensation in Eisessig ist auch zur Herstellung mittlerer Oligopeptide geeignet. So wurde
z.B. Z-1-Ala-Gly-Gly.L-Leu- OH entsprechend dem nachstehenden Schema durch verschie-
denartige Kombination der Bausteine dargestellt. (Die Ausbeuten sind bei verschiedenen
Schritten noch wesentlich steigerungsfiahig, die Abspaltung des Z-Restes geschah durchweg
mit Trifluoressigsdure 21).)

Z-1-Ala-SCeHs Z-Gly-SCqHs 2. Gly-SCeHs
82%lH-Gly-0H 92%lH-Gly-0H 86%lH~L—L¢u-0H
Z-1-Ala-Gly-OH Z-Gly-Gly-OH Z-Gly-L-Leu-OH
80 %lg‘gﬁls‘,{ 77%in=5 78% lTFE
Z-1-Ala-Gly-SCgHs H-Gly-Gly-OH H-Gly-vL-Leu-OH

84%iH-Gly-0H

7% - Giy-sCeHs
50% ¥

Z-L-Ala-SCgHs

— Z-L-Ala-Gly-Gly-OH -

— Z-Gly-Gly:-1-Leu-OH
97%il():::}ﬁls:l{ SB%iTFE
Z-L-Ala-Gly-Gly-SCgHs H-Gly-Gly-L-Leu-OH
61%| H-L-Leu-OH 68% | Z-L-Ala-SC¢Hs
em—— > Z.1-Ala-Gly-Gly-L-Leu-OH <« —
88
TFE ¥
Z-1-Ala-Gly-Gly-SC¢Hs + H-.rL-Ala-Gly -Gly-OH
67%1

Z-L-Ala-Gly -Gly-L-Ala- Gly - Gly:-OH

Bei fast allen in dieser Mitteilung beschriebenen Z-Peptiden wurde keine oder
fast keine Racemisierung beobachtet. Gelegentlich kamen Handelsproben von Amino-
sduren zur Verwendung, die nicht die volle optische Drehung zeigten. Besonders

18) Beziiglich der N-TFA- und Phth-Verbindungen s. die II. und III. in Vorbereitung be-
findliche Mitteil. dieser Reihe.
19} E. A. BeLL, J. chem. Soc. [London] 1958, 2423.

20) Zuerst bei N-TFA-Peptiden von F. WEYGAND und M. REIHER, Chem. Ber. 88, 26 [1955],
angewandt.

21) F. WEYGAND und W. STEGLICH, Z. Naturforsch. 14b, 472 [1959].



2988 WEYGAND und STEGLICH Jahrg. 93

L-Phenylalanin scheint nur schwer in reinem Zustand erhiltlich zu sein. Das aus
Z-Gly-L-Leu-SC¢Hs und Glycin dargestellte Z-Gly-L-Leu-Gly-OH zeigte nach
Abspaltung des Carbobenzoxyrestes eine Drehung von —43.8° (in Wasser) (Lit.22);
—43.3°). Unser besonderes Interesse galt dem schon erwihnten Z-Peptid KENNERs,
dem Z-Gly-L-Ala-L-Phe-Gly-OH9. Die Hauptfraktion zeigte sofort nach der Dar-
stellung aus Z - Gly-L-Ala-SC¢Hs und dem Dipeptid den gleichen Schmp. und dieselbe
Drehung, wie sie von KENNER fiir die optisch reine Verbindung ermittelt wurden.

Zusatz von Natriumacetat bei der Kondensation erniedrigte in den beiden unter-
suchten Fillen der Synthese von Z-L-Ala-Gly-OH und Z-L-Leu-Gly-OH die op-
tische Reinheit nicht.

Racemisierung trat in siedendem Eisessig nur bei der Kondensation der Thio-
phenylester mit O-Benzyl-L-serin und S-Benzyl-L-cystein ein. Wahrscheinlich ist
hierfiir das zum optisch aktiven Kohlenstoffatom B3-stindige Heteroatom verant-
wortlich, das, besonders wenn es in der Oxoniumstruktur vorliegen kann, zusitzlich
zu den beiden anderen nachbarstindigen Gruppen labilisiecrend auf das Wasser-
stoffatom am Aktivitidtszentrum wirkt. Doch kann durch Herabsetzung der Re-
aktionstemperatur bei lingeren Reaktionszeiten die Racemisierung hintan gehalten
werden. Von den untersuchten Aminosiduren bzw. Derivaten losen sich nur Cystin
und Nitro-arginin sehr schwer in Eisessig. Auf Untersuchungen mit Glutamin und
Asparagin, die Besonderheiten bieten, kommen wir spiter zuriick. Bekannt ist, daB
Glutamin sich in Eisessig zu Pyrrolidoncarbonsdure unter Abspaltung von Ammo-
niak cyclisiert!9. In beiden Fillen werden Amide der Z-Aminosiuren erhalten.

Die fiir die Synthesen benétigten Z-Aminosidure-thiophenylester wurden aus den
Z-Aminosiuren und Thiophenol mittels Dicyclohexylcarbodiimids hergestellt23),
Auch die POCl;-Methode von Td. WIELAND 24 wurde hiufig angewandt. Z-Peptid-
thiophenylester lieBen sich ohne Racemisierung in den meisten Fillen nur mittels
Dicyclohexylcarbodiimids gewinnen.

EISESSIG ALS REAKTIONSMEDIUM

Die Loslichkeit von Aminosduren wird durch ihre Zwitterionenstruktur bestimmt.
In festem Zustand und in stark polaren Lésungsmitteln, wie in Wasser, liegen sie
fast ausschlieBlich in der energieirmeren Betainform vor. Die Umwandlung

Hy;N—-CHR—COOH = H3N®-CHR-COO0°
I 11

ist mit einem Energiegewinn von 10700 bis 12300 cal/Mol verbunden 25, Das Ver-
hiltnis Konz. II: Konz. 1 ist daher in wiBriger Losung sehr groB, z.B. fiir Glycin

22) F. C. McKAY und N. F. ANDERSON, J. Amer. chem. Soc. 79, 4686 [1957].

23) D. F. ELLior und D. W. RusseL, Biochem. J. 66, 49 [1957]; M. RoTHE und F. W.
Kunitz, Liebigs Ann. Chem. 609, 88 [1957]. Ester von Carbonsiuren wurden schon 1950
mittels Dicyclohexylcarbodiimids dargestellt (E. ScHMIDT und R. SCHNEGG); vgl. Methoden
der organ. Chemie (Houben-Weyl), Bd. 8, S. 521, Georg Thieme Verlag Stuttgart 1952,

24) TH. WieLaND und B. HEINKE, Liebigs Ann. Chem. 615, 184 [1958].

25) E. J. ConN und J. T. EpsaLL in Proteins, Amino Acids and Peptides, Kapitel 4, Rein-
hold, New York 1943,
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und Alanin 260000. In den viel weniger polaren organischen Losungsmitteln sind
Aminosiduren daher im allgemeinen nur sehr schwer 10slich. Die elektrische freie
Energie wichst in dem Mafle, wie die Dielektrizititskonstante des LOsungsmittels ab-
nimmt. Da die freie Energie des Gesamtsystems einem Minimum zustrebt, wird die
Zahl der Dipolmolekiile, die sich in die ungeladene Form umlagern, abnehmen. So
betrigt das Verhiltnis Konz. II: Konz.I in 90-proz. Athanol fiir Glycin nur noch
1000, fiir Alanin und Leucin 500. Die dazu notwendige Energiezufuhr erklart die
geringe Loslichkeit in organischen Losungsmitteln wie Methanol, Athanol, Aceton
usw.

Im Gegensatz dazu 16sen sich verschiedene Aminosduren relativ leicht in heillem
Eisessig. Essigsdure bildet nur mit starken Basen stabile Salze. Mit organischen
Aminen in schwach polaren LOsungsmitteln reagiert sie in einer Art Vorneutrali-
sation26), Es ist anzunehmen, daf} auch die Aminosiuren iliber Wasserstoffbriicken
mit dem Eisessig in Beziehung treten, wobei sich Komplexe der Form

O-H_ CHR-C_ ,C-CH;
HJC—C\ \N O-H-0
O-H H

/ N\

bilden. Dadurch wird die Aminosdureform I stabilisiert und das Gleichgewicht [ = II
zu Gunsten von I verschoben.

In den entstehenden Komplexen ist das freie Elektronenpaar der Aminogruppe
fiir die Reaktion mit den aktivierten Estern verfiigbar. Bemerkenswerterweise findet
in Ameisensdure und Monochloressigsdure (K,=1.77-10"4 bzw. 1.4:10-3 gegen
1.75-10~5 der Essigsdure in Wasser) keine Peptidbildung mit aktivierten Estern
mehr statt. Die Aminosduren liegen in diesen Solventien infolge der groferen Sdure-
stirke und Polaritit wohl schon als Salze vor. Peptide sind in heiflem Eisessig
im allgemeinen besser 16slich als die zugehérigen Aminosiduren, was mit der ge-
ringeren Tendenz zur Ausbildung der Zwitterionenstruktur zusammenhingt.

REAKTIONSGESCHWINDIGKEITEN UND MECHANISMUS

Die Geschwindigkeit der Reaktion zwischen Z-Aminosdure-thiophenylestern und
Aminosduren in heiem Eisessig hingt stark von den die Peptidbindung eingehenden
Aminosiduren ab. Wir haben die Reaktion durch jodometrische Bestimmung des
gebildeten Thiophenols in gewissen Zeitabstinden2? kinetisch verfolgt. Im cl /t-Dia-
gramm ergeben sich mit guter Annidherung Geraden, die fiir eine Reaktion zweiter
Ordnung charakteristisch sind (vgl. Abbild. 1).

Bei der angewandten MeBmethode treten eine Reihe von Fehlern auf*:

a) Die Ausbeute/Zeit-Kurven (Abbild. 2) ndhern sich Grenzwerten, die fiir jedes Beispiel
charakteristisch sind. Sie liegen um so niedriger, je langsamer die Reaktion verlduft. Selbst
bei der Synthese von Z-Gly: Gly-OH wird beim dquiv. Einsatz der Komponenten nur eine

26) L., SoBczyk, Hydrogen Bonding, S. 323, Pergamon Press London 1959.
2D R. KuHN, L.Birkorer und F. W, QUACKENBUSCH, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 407
[1939).
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Abbild. 1. Umsetzung von Z-Aminosiure-thiophenylestern mit Aminosiuren in Eisessig bei
118°: %/I-Diagramm.

Die zur Abszisse parallcien Geraden geben die Thiophenolausbeuten an. Zeichenerkliarung:
+—+ Z-Gly-SC¢Hs + H-Gly-OH; e——e Z-Gly-SC¢Hs 4- H:L-Ileu-:OH; x—x Z-Gly-
SC¢Hs +- H-L-Pro-OH; A—A Z-1-Ala-SC¢Hs - H-L-Ala-OH; 0o—0 Z-L-Leu-SCgHs +

H-.1L-Ala-OH
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Abbild. 2. Umsetzung von Z-Aminoséure-thiophenylester‘n mit Aminosiuren in Eisessig
bei 118°: Thiophenolabspaltung/¢-Diagramm. Zeichenerklirung s. Abbild. 1

Ausbeute von 869 d. Th. erreicht. Dies bedeutet, daB die im %/t-Diagramm erhaltenen
Geraden bei héheren Umsitzen in flachere Kurven iibergehen. Hierfiir sind vor allem zwei
Faktoren verantwortlich:

a;) Die jodometrische Titration von Mercaptanen gibt meist zu geringe Werte. Die er-
haltenen Werte liegen, wie sich durch besondere Versuche ergab, meist 5—10%; zu tief. Ferner
wird bei lingerem Erhitzen etwas Thiophenol von Luftsauerstoff zu Disulfid dehydriert.

az) Von viel groBerem EinfluB ist der Fehler, der durch die gleichzeitig erfolgende Acety-
lierung der Aminosduren verursacht wird. Dies kann man leicht demonstrieren, indem man
einem Ansatz, der den Grenzwert erreicht hat, wieder etwas freie Aminosiure zusetzt: Die
Peptidsynthese setzt erneut ein unter Abspaltung von Thiophenol. Dagegen ist die Zugabe
von Z-Aminosiure-thiophenylester in diesem Stadium ohne Einflu3. In die gefundenen Aus-
beute/Zeit-Kurven gehen daher die gleichzeitig erfolgende Peptidbildung und die Acetylie-
rung ein. .J

b) Die Aminosiuren lésen sich bei den angewandten Konzentrationen von 0.15 oder
0.25 Mol// bei 100 oder 118° in Eisessig erst innerhalb von 0.5—5 Min., was bei den lang-
samer in Losung gehenden Aminosiuren zu einer scheinbaren Verringerung der Reaktions-
geschwindigkeit fiihrt.
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¢) Durch die Acetylierung bilden sich geringe Mengen Wasser. Die dadurch mogliche
Hydrolyse verliduft aber, wie eine Messung zeigte, noch langsamer als die Acetylierung. Das
durch die Hydrolyse frei werdende Thiophenol wird ebenfalls erfaBt.

d) Die Titrier-, Volumen- und Zeitfehler fallen gegeniiber den vorgenannten kaum ins
Gewicht.

Trotz dieser Nachteile sind die berechneten Geschwindigkeitskonstanten zum Ver-
gleich der relativen Geschwindigkeiten gut geeignet. Sie sollten aber nicht im strengen
physikalisch-chemischen Sinne betrachtet werden.

Zur Auswertung wurde die graphische Methode benutzt. Tab. 2 gibt einen Uber-
blick iiber die erhaltenen Werte. Die angegebenen Fehler wurden auf Grund der
Abweichungen im Bereich der Geraden abgeschitzt.

Tab. 2. Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fiir die Umsetzung von Z-Aminosiure-thio-
phenylestern mit Aminosiauren bei 118°

Grenzausbeuten
ko104 Relative Reaktions- (in % d. Th.)
Dargestelltes Z-Peptid - Molz“l-sec‘l) geschwindigkeit k» fiir  bei 1:1 Mol, durch
Z-Gly-Ala-OH =1  Titration des Thio-
phenols bestimmt

y-3-Ala-OH 4 44 6.6

Z-Gl

Z-Gly-Gly-OH 30.1 -4 4.47 86
Z-Ala-Gly-Gly-OH 29.5 +2 4.40 84
Z.Gly-lleu-OH 9.7 4+0.5 1.45 81
Z-Gly-Meth-OH 84 0.5 1.25 80
Z-Gly-Val-OH 79 -+ 0.6 1.18 83
Z-Gly-Phe-OH 7.5 405 1.12 77
Z-Gly-Leu-OH 74 -£0.5 1.10 77
Z-Gly- 0-Bz-Ser-OH 73 405 1.09 71
Z-Gly-Ala-OH 6.7 0.5 1.00 79
Z-Gly-Try-OH 6.1 + 04 0.91 83
Z-Ala-Gly-OH 48 +04 0.72 76
Z-Gly-Prol-OH 29 =03 0.43 72
Z-Gly-Sarc-OH 26 +0.3 0.39 72
Z-Phe-Gly-OH 24 +0.2 0.36 61
Z-Leu-Gly-OH 23 403 0.34 64
Z-Ala-Ala-OH 1.5 +0.2 0.22 69
Z-Pro-Gly-OH 1.0 0.2 0.15 51
Z-Ala-Leu-OH . 09 +0.2 0.13 56
Z-Phe-Leu-OH 0.6 4 0.2 0.09 46
Z.-Leu-Leu-OH 0.44 -+ 0.05 0.07 46
Z-Leu-Ala-OH 0.40 + 0.04 0.06 54
Z-Pro-Leu-OH 0.27 4 0.04 0.04 29

Wir haben auch die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Umsetzung von Z-Gly-
SCgHs mit L-Valin bei verschiedenen Molverhiltnissen bestimmt. Die erhaltenen
Werte stimmen fiir eine Reaktion zweiter Ordnung befriedigend iiberein:

Verhiiltnis Z-Gly-SCgHs : L-Valin 1:1 2:1 3:1 4:1
ky(I- Mol~1.sec1)- 104 bei 100° 2.22 1.98 1.98 1.90
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Wird umgekehrt die Aminosiurekonzentration gesteigert, so sind die Abweichungen
infolge der verzogerten Loslichkeit der grofleren Aminosduremengen betrichtlicher:

Verhaltnis Z- Leu-SCgHs : Glycin 1:1 3:1 1:3
ko(I- Mol~1.sec™1).10¢ 2.3 2.0 1.5

Der EinfluBl verschiedener Acyl-Reste wurde bei den Reaktionen zwischen den
N-TFA-, Phth- und Z-Glycin-thiophenylestern und Glycin bei 100° untersucht. Es
ergaben sich folgende Werte

Verbindung N-TFA-Gly-Gly-OH  Phth.Gly-Gly-OH Z.Gly-Gly-OH
ka-104 7.3 £ 0.5 6.7 = 0.5 59 2.0.5

Zum Vergleich der Reaktionsfihigkeit verschiedener aktivierter Ester wurde
Z-Glycin-p-nitrothiophenylester mit Alanin bei 118° umgesetzt. Es ergab sich fiir
k2-10%4 == 9.1 - 0.5. Er setzt sich also etwas schneller als der Thiophenylester um
(k2104 = 6.7 + 0.5). Ferner ergab sich auf Grund von Ausbeutebestimmungen,
daB der Phenylester etwas langsamer als der Thiophenylester reagiert. Auf diese
Weise wurde k- 104 zu 2.9 bestimmt.

Der EinfluB der Temperatur wurde nicht genauer untersucht. Zur Orientierung
mogen folgende Werte dienen:

Verbindung Temp. ko104 k118/k100

Z.Gly-Gly-OH 118° 30.1 4.5
100° 6.7 :

Z.Gly-L-Val-OH 118° 7.9 3.3
100° 2.4 :

Zur Bestimmung der Hydrolysengeschwindigkeit wurde Z-Gly-SC¢Hs mit 3 Moll.
Wasser in Eisessig auf 118° erhitzt. Es ergab sich k,-104 = 0.22. Die Hydrolyse ver-
lauft also viel langsamer als die Peptidsynthese. Es konnen nur die geringen Mengen
Wasser in Reaktion treten, die bei der Bildung von Acetylaminosiuren entstehen.

SchlieBlich wurde auch die Acetylierungsgeschwindigkeit bestimmt zwecks genauer
Berechnung der Grenzausbeuten. Die Acetylierungsgeschwindigkeiten sind erwartungs-
gemil nur von der Aminosiurekonzentration abhingig. Aus dem Anstieg im —loge/t-
Diagramm (vgl. Abbild. 3) ergaben sich die in Tab. 3 aufgenommenen Werte.

Auf Grund der unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten lassen sich die
Peptidsynthesen aus Z-Aminosdure-thiophenylestern und x-Aminosiuren in 4 Grup-
pen einteilen:

Ky 104
a) 30 Z-Gly - Gly-OH
b) 5—10 Z-Gly-(Ala,Val, Leu, Ileu, Meth, Phe, Try)-OH
c) 2-—-5 Z-Gly- (Pro,Sarc)-OH
Z-(Ala, Leu, Phe)-Gly-OH
d) 0.2-2 Z-Pro-Gly-OH

Z-(Ala, Leu, Phe, Pro)- (Ala, Leu, Pro)- OH

Die unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten diirften in erster Linie durch
sterische Effekte bedingt sein.
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a) Eine Ausnahmestellung nimmt das Paar Z-Gly-SCgHs + Glycin ein. Es sind
keine Seitenketten vorhanden, die einen EinfluB} ausiiben.

b) Um das 3- bis 6fache geringer ist die Geschwindigkeit der Reaktion zwischen
Z-Gly-SC¢Hs und den Aminosiduren mit Seitenkette, wobei diesen kein allzu deut-
licher Einflul zukommt.

¢) Noch erheblich langsamer verlduft die Reaktion mit den sek. Aminogruppen
des Prolins und Sarkosins. Es scheint allein der sterische Faktor hierfiir verantwort-
lich zu sein und nicht die gesteigerte Basizitdt der beiden Aminosiuren [py.,(Pro-
lin) = 10.60, py-,(Sarkosin) = 10.1 gegeniiber pg-,(Glycin) = 9.60, alle Werte in
Wasser25)]. Es zeigte sich namlich, daB die Reaktion des Z-Gly-SC¢Hs mit [3-
Alanin, das eine dhnliche Basizitit wie Prolin und Sarkosin besitzt (py-, bei -Alanin =
10.19) noch schneller verlduft als die mit Glycin. In die gleiche Gruppe gehoren die
Reaktionen der Z-Aminosidure-thiophenylester, die Seitenketten tragen, mit Glycin.

d) Liegen in beiden Komponenten der Peptidsynthese Seitenketten vor, so sinkt die
Reaktionsgeschwindigkeit erneut stark ab und kommt dabei in den Bereich der
Acetylierungsgeschwindigkeit.
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Abbild. 3. Acetylierung von Aminosiuren in Eisessig bei 118°: —loge/t-Diagramm.
e—eo lLeucin, o—o0 Glycin, +-——+ Prolin

Tab. 3. Acetylierungsgeschwindigkeit beim Erhitzen von Aminosduren in Eisessig

Aminosdure Glycin Leucin Prolin Glycin Leucin
Temp. (°C) 118 118 118 100 100
ky-105 (sec™?) 5.76 4.17 1.45 0.98 0.54

GRENZAUSBEUTEN DER PEPTIDSYNTHESE IN EISESSIG INFOLGE ACETYLIERUNG
DER AMINOSAUREN

Die Ausbeute an Z-Peptiden nihert sich Grenzwerten, die in erster Niaherung vom
Verhiltnis der Geschwindigkeiten der Peptidbildung und der Acetylierung abhéngen.
Die auBlerdem noch mdégliche Hydrolyse ist mit dem bei der Acetylaminosidurebildung
entstehenden Wasser verkniipft und verlduft noch langsamer als die Acetylierung.
Sie kann daher meist unberiicksichtigt bleiben.

Zur Berechnung der Grenzausbeuten bei gleichzeitigem Verbrauch eines Reaktions-
teilnehmers durch eine Reaktion erster und zweiter Ordnung 148t sich folgendes
Verfahren anwenden 28).

28) Herrn Dr. G. Kresze, Techn. Universitit Berlin, danken wir fiir diese Berechnungs-
methode.
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Man trdagt im Koordinatennetz y, z die Geradenschar
zyp=a—y
und die Kurvenschar

kq b
= 2.303 — log— — auf.
2z 03 Pa og b=y
a = Anfangskonzentration der Aminosdure, b = Anfangskonzentration des Z-Amino-
siure-thiophenylesters, y = Konzentration des Z-Peptidesters zur Zeit ¢ und k;/k; = Ver-
hiltnis der Geschwindigkeitskonstanten.

Die Schnittpunkte entsprechen den y.-Werten bzw.der maximal erreichbaren
Ausbeute an Z-Peptid.

Die nach diesem Verfahren berechneten Grenzausbeuten stimmen mit den ge-
fundenen befriedigend iiberein, wie sich aus Tab. 4 ergibt.

Tab. 4
Grenzausbeuten anj Carbobenzoxy-dipeptiden beim| Molverhdltnis der Komponenten 1:1

Verbindung ber. % gef. % Verbindung ber. % gel. %
Z-Gly-Gly-OH 94 86 Z-Ala-Leu-OH 59 56
Z-Gly-Leu-OH 88 77 Z-Pro-Gly-OH 54 51
Z-Ala-Gly-OH 80 76 Z-Phe-Leu-OH 50 46
Z-Phe-Gly-OH 70 61 Z-Leu-Leu-OH 45 46
Z-Leu-Gly-OH 70 64 Z-Pro-Leu-OH 34 29

Aus der Ubersicht ergibt sich, daB auch bei den am schnellsten verlaufenden
Peptidsynthesen Acetylaminosduren als Nebenprodukte entstehen. Sie sind in den
meisten Fillen leicht abtrennbar. Nur bei der Synthese von Z-L-Leu-L-Leu-OH
konnten wir 209, an Acetyl-leucin isolieren. Auf jeden Fall storen die Acetylamino-
sduren oder Acetylpeptide nicht mehr nach der Abspaltung des Carbobenzoxyrestes,
da die Acetylgruppe hierbei nicht entfernt wird und somit — in allen in dieser Arbeit
beschriebenen Fillen — ein neutrales Peptid neben einer sauren Verbindung vorliegt.
Bei der Behandlung mit einem schwach basischen Ionenaustauscher wird die saure
Acetylverbindung entfernt.

Die Grenzausbeuten werden durch Erhohung der Konzentration eines Reaktions-
teilnehmers zu Gunsten der Peptidbildung verschoben. Der dabei erzielte Effekt ist
stark vom Verhiltnis k,/k, abhingig. Das Ergebnis der Berechnung fiir die Synthese
von Z-L-Leu-L-Leu-OH (kp/k; = 1.1) und Z-rL-Leu-Gly -OH (ky/k, = 4) zeigt die
folgende Zusammenstellung

Mol.-Verhiltnis

Z- Aminosidure- SC¢Hs: Aminosiure I:1 2:1 3:1 4:1 5:1 10:11:2 1:3 1:4
Grenzausbeuten Z- L-Leu-L-Leu-OH 4 64 74 79 83 91 74 89 96
Z-L-Leu-Gly-OH 70 8 91 93 95 - 99

Die Erhdhung der Aminosiurekonzentration wirkt sich also stirker auf die Peptid-
ausbeute aus als die der Esterkomponente. Trotzdem wird man im allgemeinen bei
den Synthesen einen Uberschuf3 an der aktiven Esterkomponente vorziehen, da dieser
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leicht wiederzugewinnen ist, wihrend die Aminosiure in teilweise racemisierte Acetyl-
aminosdure libergeht 29 und somit verloren ist.

Eine einfache Betrachtung zeigt ferner, daB es zweckmiBig ist, eine gegebene
Aminosduremenge bei der Umsetzung mit einem Z-Aminosdure-thiophenylester in
Portionen zuzusetzen, da hierdurch der aktivierte Ester immer im mehrfachen Uber-
schuB3 vorhanden ist und somit eine hohere Endausbeute erzielt wird und gleichzeitig
werliger Acetylverbindung entsteht.

REAKTIONSMECHANISMUS

Die Umsetzung der Z-Aminosidure-thiophenylester mit Aminosiduren verlduft
nach einer Reaktion zweiter Ordnung und gehOrt somit zu einer Gruppe dhnlicher
Esterreaktionen, die von INGoLD mit dem Symbol B, 2 bezeichnet wurden3®. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt besteht im Angriff der Aminogruppe der Amino-
sdure auf die Estercarbonylgruppe. Da Aminosiuren und Amine in Eisessig in einer
etwas desaktivierten Form vorliegen (s. oben), verlaufen die Peptidsynthesen in
Eisessig wesentlich langsamer als in alkalischem Medium. In Eisessig finden sie bei
20° praktisch iiberhaupt nicht statt, wihrend in alkalischem Medium bei Raumtem-
peratur oder noch tiefer gearbeitet wird. Ferner ist sehr auffillig, da8 sich die Re-
aktionsgeschwindigkeiten der verschiedenen Aryl- und Thioarylester in Eisessig
nur sehr wenig unterscheiden, wihrend bei der Reaktion in alkalischem Medium sehr
erhebliche Unterschiede ermittelt wurden. So reagiert der Z-Glycin-p-nitrothiophenyl-
ester in Eisessig nur rund 3.7 mal schneller mit Alanin als der Phenylester und nur
1.4mal schneller als der Thiophenylester. Demgegeniiber ergaben kinetische Mes-
sungen von KENNER3D, daB das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten von p-
Nitrothiophenylester: Thiophenylester bei der Reaktion mit Alanin in alkalischem
Medium 140:1 betrigt. Zur Erklirung dieses Unterschiedes kann man wohl annehmen,
daB ein verschiedenartiger Zerfall des Ubergangszustandes in den beiden Medien
vor sich geht. In Eisessig zerfillt er in Z-Peptid und das entsprechende Phenol oder
Thiophenol, in alkalischem Medium hingegen in die Phenolate bzw. Thiophenolate,
was durch p-stindige Nitrogruppen noch begiinstigt wird.

SCHLUSSBETRACHTUNG

Will man Oligopeptide mit mittlerer Kettenlinge nach dem vorliegenden Verfahren
herstellen, so diirfte es ratsam sein, nicht die freien Dipeptide einzusetzen, da diese
in manchen Fillen Diketopiperazine bilden konnen. Das zunidchst dargestellte Z-
Dipeptid sollte mittels Dicyclohexylcarbodiimids in den aktivierten Ester verwandelt
werden, worauf ein Z-Tripeptid gewonnen wird. Nunmehr kann nach Abspaltung
des Z-Restes am Aminoende mit den aktivierten Z-Estern von Aminosiuren, Di-
peptiden, Tripeptiden usw. kondensiert werden.

Wir danken Frl. D. PraHL fiir die liberaus geschickte und fleiBige Hilfe bei der Ausfiihrung
der Versuche.

29) Im Gegensatz zu BeLL!9) fanden wir, da3 z. B. das nach wenigen Stdn. Reaktionszeit
entstehende Acetyl-leucin noch teilweise optisch aktiv ist.

30) C. K. INGoLD, Structure and Mechanism, Cornell University Press, Ithaca, N.Y.,
1953, S. 754 u. 783 fI.

31) J. A. FARRINGTON, G. W. KeNNER und J. M. TuRNER, Chem. and Ind. 1955, 601.

Chemische Berichte Jahrg. 93 192
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE %

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von Carbobenzoxy-peptiden in Eisessig

10 mMol Z-Aminosdure-thiophenylester und 10 mMol Aminosdure werden in 10 bis
20 ccm Eisessig in einem 100—130° warmen Olbad (RiickfluBkiihler, CaCl,-Rohr) erhitzt.
Die Reaktionszeiten ergeben sich aus Tab. 1. Bei den langsamer verlaufenden Reaktionen
empfiehlt es sich, den aktivierten Ester im UberschuB zu verwenden und die Aminosiure
portionsweise zuzugeben. Dies wurde in der vorliegenden Mitteil. im allgemeinen noch nicht
beriicksichtigt. Nach beendeter Reaktion wird der Eisessig i. Vak. abdestilliert, wobei auch
ein Teil des Thiophenols entfernt wird.

Nun wird im allgemeinen zwischen Essigester und gesdtt. Natriumhydrogencarbonat-
18sung verteilt (bei der Zugabe von Essigester fillt u. U. nicht umgesetzte Aminosiure aus).
Durch Einengen der mit Natriumsulfat getrockneten Essigesterldsung und Zugabe von Petrol-
ather wird nicht umgesetzter Z-Aminosiure-thiophenylester zuriickgewonnen. Er wird vor
erneuter Yerwendung umkristallisiert und auf seine Konstanten hin tiberpriift.

Die Natriumhydrogencarbonatlosung wird mit konz. Salzsdure auf px 1 bis 2 gebracht.
Hierbei kristallisiert hdufig das Z-Peptid bereits aus. Es wird abgesaugt oder besser, und falls
es als Ol anfillt immer, in Essigester aufgenommen. Nach dem Trocknen der Essigesterldsung
mit Natriumsulfat und Einengen i. Vak. wird es mit Petrolidther oder Diisopropylidther zur
Kristallisation gebracht. Schlecht oder nicht kristallisierende Z-Peptide werden durch Zugabe
von Dicyclohexylamin zur Essigesterlosung und Fillen mit Petrolather, der einen evtl. Uber-
schuB an Dicyclohexylamin aufnimmt, ausgefillt. Die Dicyclohexylaminsalze werden aus
Essigester/Petrolither oder gelegentlich auch aus Benzol oder widBr. Alkohol umkristallisiert.

Im ibrigen richtet sich die Aufarbeitung nach den Eigenschaften der Z-Peptide und muf3
daher unter Umstinden vollkommen gedndert werden (s. Nr. 24 u. 25).

Carbobenzoxy-dipeptide

1. Z-Gly-Gly-OH: 18.0 g Z-Gly-SCgHs7.24) wurden mit 4.5 g Glycin in 100 ccm Eisessig
1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Ansduern der Hydrogencarbonatlgsung erfolgte
sofort Kristallisation. Ausb. 14.7 g (92% d. Th.), Schmp. 178° (Lit.32): 178°).

2. Z:Gly-L-Ala-OH: 9.0g Z-Gly.- SCgHs wurden mit 2.67 g L-Alanin**) in 50 ccm Eisessig
1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. Aus der Natriumhydrogencarbonatlosung kristallisierten
beim Ansduern 4.65 g, Schmp. 147 —153° (Sintern ab 139°), [«]%: —9.85° (¢ == 2.64, in absol.
Athanol) an Z- Gly- L-Ala- OH aus. Das Filtrat lieferte durch Ausziehen mit Essigester noch
1.66 g, Schmp. 102--105°, [«]3*: ~7.8° (¢ — 2.44, in absol. Athanol), Schmp. nach Umkristal-
lisieren aus Wasser 125—126°, Gesamtausb. 75% d. Th., unter Beriicksichtigung von 1.34 g
zuriickgewonnenem Z-Gly- SC¢Hs 86 %.

Beide Fraktionen wurden vereinigt und mit Trifluoressigsdure in H- Gly-L-Ala- OH iiber-
gefiihrt: [o]3: —46.8° (¢ = 2.35, in Wasser) (Lit.33): —50.4°, —50°).

Im Falle des Z- Gly-L-Ala- OH wurden bei zahlreichen Versuchen Produkte mit stark variie-
rendem Schmp. erhalten. Die hoher schmelzenden losten sich z. T. nur unvollstindig in Essig-

*} Schmpp. unkorr.; Ausbeuteangaben in % d. Th., gegebenenfalls bezogen auf die im
Unterschufl angewandte Komponente; Eisessig p. a. von Merck.
**) Das verwendete L-Alanin hatte nicht die volle spezif. Drehung.
32) M. BERGMANN und L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932].
33) B. F. ERLANGER und E. BRAND, J. Amer. chem. Soc. 73, 3508 [1951]; 74, 3069 [1952];
E. ABDERHALDEN und A.-L. NEUMANN, Fermentforschung 14, 133 [1934).
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ester. Es kdnnte sich daher vielleicht um Gemische mit den Natriumsalzen handeln34), was
nicht ndher untersucht wurde. Auch die in der Lit. angegebenen Schmpp. variieren betricht-
lich6.33.35),

3. Z-Gly-pL-Val-OH: 0.90g Z-Gly-SC¢Hs und 0.35 g pL-Valin wurden in 2ccm Eisessig
unter RiickfluB erhitzt. Es wurden nach der iiblichen Aufarbeitung die folgenden Ausb.
erhalten:

Erhitzungszeit Min. 5 10 15 20 30 40 60
Ausb. % d. Th. 46 59 71 82 79 89 90
Ausb. 9 unter Beriicksichtigung

des zuriickgewonnen Z-Gly-SCg¢Hs 69 86 77 92 87 93 93

Z-Gly-pL-Val-OH: Schmp. 125—126°, wird fest, 2. Schmp. 143 —144°, wie Lit.36739),

Mit Propionsidure wurde bei 130° (Olbad) nach 40 Min. eine 90-proz. Ausb. erhalten, Er-
hitzen in Ameisensiure oder Chloressigsiaure lieferte nur Spuren Peptid. 48stdg. Rithren in
Eisessig bei Raumtemperatur gab nur eine etwa 3-proz. Ausb. an Z-Peptid. Mit Z- Gly- p-nitro-
phenylester wurde in siedendem Eisessig eine Ausb. von 67%, d. Th. nach 10 Min. (RiickfluB)
erhalten.

4. Z-Gly-L-Leu-OH: 9.03g Z-Gly-SCgHs und 3.93 g L-Leucin lieferten durch 2stdg. Er-
hitzen in 50 ccm sied. Eisessig nach Umkrist. aus Essigester/Petroldther 8.32 g (86%; d. Th.)
Z-Gly.L-Leu-OH, Schmp. 130—133° (Sintern ab 124°), [«]¥: —17.0° (¢ = 2.54, in 1 n NaOH)
(Lit.: Schmp. 104°, {«]i*: —17.7°, in 1 n NaOH49), Schmp. 141 —142°41}). 0.37 g (9%) L-Leucin
und 0.42 g (5%) Z-Gly-SCgHs wurden zurlickgewonnen.

S. Z-Gly-L-Pro-OH: 3.0g Z-Gly-SCgHs und 1.15 g L-Prolin wurden in 15cecm Eisessig
90 Min. unter RickfluB erhitzt. Aus Essigester/Petroldther 1.6 g (55% d.Th.), Schmp. 150 bis
151° (Lit.: 156°, korr.42), 155°43)), []%*: —60.4° (c = 2.5, in absol. Athanol).0.59 g Z- Gly-SC¢Hs
wurden zuriickgewonnen.

6. Z-Gly-r-Meth-OH: 3.0g Z-Gly-SCsHs und 1.49 g r-Merhionin wurden 2 Stdn. unter
RiickfluB in 15 ccm siedendem Eisessig erhitzt. Das Z-Peptid kristallisierte beim Ansduern
der Natriumhydrogencarbonatlosung aus. Aus Essigester/Petrolither 2.65 g (78% d. Th.),
Schmp. 110—111°, [oJ¥: +4.2° (¢ = 2.4, in absol. Athanol) (Lit.49: 110—111°).

Mit Trifluoressigsdure wurde das Z-Peptid in Glycyl-L-methionin ubergefiithrt, Schmp.
184 —186° (Zers.), [a]3*: —10.3° (¢ = 2.82, in Wasser )(Lit.4%): [a]¥: —10.2° (H;0)).

7. Z-Gly-1-Phe.-OH: 3.0g Z-Gly-SCsHs und 1.65 g L-Phenylalanin*) wurden mit 3 ccm
Eisessig 30 Min. unter RiickfluB erhitzt. Beim Einengen des Essigesterextraktes fielen Kri-

*} Das verwendete L-Phenylalanin war optisch nicht rein und zeigte nur eine Drehung
—31.9° statt —35.1°,
34) E. P. CroMmeRs und J. F. Arens, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 78, 558 [1959].
35). M. BERGMANN und J. S. FRuTON, J. biol. Chemistry 117, 189 [1937].
36) J. R. VAUGHAN JR. und R. L. OsaTo, J. Amer. chem. Soc. 74, 676 [1952].
37 R. KUHN und H. W. RueLius, Chem. Ber. 85, 38 [1952].
38) TH. WIELAND und R. SEHRING, Liebigs Ann. Chem. 569, 122 [1950].
39) ST. GoLpscHMIDT und M. Wick, Liebigs Ann. Chem. 575, 217 [1952].
40) ST. GoLpscHMIDT und H. LAUTENSCHLAGER, Liebigs Ann. Chem. 580, 68 [1953].
41} A, M. STAHMANN, J. S. FRUTON und M, BERGMANN, J. biol. Chemistry 164, 753 {1946].
42) M. BERGMANN, L. Zervas, H. ScHLEICH und F. LeiNert, Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 212, 78 [1932].
43) H. N. RypoN und P. W. G. SMiTH, J. chem. Soc. [London] 1956, 3642.
44) C. A. DEKKER, S. P. TAYLOR und J. S. FruToN, J. biol. Chemistry 180, 155 [1949].
45) K. R.Ra0, S. M. BirnBauM, R. B. KiNGsLey und J. P. GREENSTEIN, J. biol. Chemistry
198, 507 [1952].
192¢
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stalle aus, die beim Erwarmen nicht wieder in Losung gingen: 0.144 g, Schmp. 158 —159°
(Sintern 151°) (Lit.: Z-Gly-pL-Phe-OH 156—157°, 159.5--160°7.46), 161°30), 162°47), Nach
Zugabe von Petrolither kristallisierte das Z-Peptid aus: 2.61 g (76.5%,), Schmp. 120 —123°
(Sintern 118°), [a]¥': +35.5° (c — 2.63, in Athanol).

Die Hauptmenge wurde nochmals fraktioniert:

a) in heiBem Essigester schwer l6slich: 2.59%;, Schmp. 156 —158°,

b) 729, Schmp. 121 —124°, [«]¥: +35.0° (c = 2.69, in absol. Athanol),

¢) 14%, Schmp. 125—126°, [«]3: -40.8° (¢ — 1.47, in absol. Athanol).
Lit.6,46.48): Schmp. 126°, 125—126°, [x]p: - 36 bis --41.9° in Athanol.

8. Z-Gly-L-Try-OH: 1.65g Z-Gly-OC¢H4NO>(p) und 1.0g L-Tryptophan wurden in 5 ccm
Eisessig 2 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Die Natriumhydrogencarbonatlosung
wurde zunichst mit konz. Salzsdure neutralisiert und dann mit Eisessig auf pu 3 —4 gebracht.
Das ausgefallene Z-Gly-L-Try- OH kristallisierte nach dem Animpfen: 1.1 g (56% d. Th.),
Schmp. 135°, aus Essigester/Petrolather umkrist.: Schmp. 141 —142° (Lit.49): 142°), [a]3:
+33.3° (¢ = 2.34, in absol. Athanol).

9. Z-Gly-O-Benzyl-pL-Ser-OH: 3.0g Z-Gly-SC¢Hs und 0.975 g O-Benzyl-L-serin*) oder
die pL-Verbindung (2 :1 Mol.) wurden in 20 ccm Eisessig 11/, Stdn. unter RiickfluB erhitzt.
Aus Essigester 0.94 g (509, d. Th.), Schmp. 137 —137.5° (Lit.59): 136°), optisch inaktiv.

C20H22N206 (386.4) Ber. C62.15 H5.74 N 7.25 Gef. C61.84 H 582 N7.14

10. Z-1-Ala-Gly-OH: 189g Z- 1-Ala- SC¢Hs**) und 4.5g Glycin wurden in 100 ccm Eis-
essig 2 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Aus Essigester/Petrolidther 13.3 g (82%; d. Th.), Schmp.
127—128°, [af¥f: —17.0° (c = 2.65, in absol. Athanol) (Lit.51.52.53); Schmp. 130°, 132°, [«]¥:
--17.4°, ¢ = 5, in Athanol)$3.

In einem weiteren Versuch wurde unter Zusatz der 0.17 mol. Menge wasserfreien Natrium-
acetats erhitzt. Ausb. 76%; d. Th., Schmp. 127—128°, [a]}¢: —17.8° (c = 2.48, in absol. Atha-
nol).

11. Z-L-Ala-L-Val-OH: 9.45g Z-1-Ala- SC¢Hs und 3.5 g L-Valin wurden in 50 ccm Eis-
essig 5 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Auf Zusatz von Petrolither zum eingeengten Essig-
esterextrakt fiel ein Ol aus, das iiber Nacht kristallisierte. Rohausb. 7.33 g (769 d. Th.),
Schmp. 122 —125° (Sintern ab 105°), aus Essigester/Petrolither Schmp. 121 —124°, [«]#: —12.8°
(¢ = 3.6, in absol. Athanol).

Die bei verschiedener Erhitzungsdauer erhaltenen Ausbeuten zeigt folgende Tabelle:

Zeit (Min.) 40 120 180 300
Ausb. % d. Th. 35 60 70 76
Ausb. %, unter Beriicksichtigung des 51 64 76 -

zuriickgewonnenen Esters.

*) Herrn Dr. E. Winscu danken wir fitr die Uberlassung dieser Verbindung.
**) nach L. c.24 hergestelit: Schmp. 84.5°, [«]%: —39.4° (c — 2.06 in Athanol).
46) H. NEURATH und E. ELKINS-KAUFMAN, J. biol. Chemistry 170, 221 [1947).
47 G. W. Kenner und R. J. STEDMAN, J. chem. Soc. [London] 1952, 2069.
48) K. HOFMANN und M. BERGMANN, J. biol. Chemistry 134, 225 [1940].
49) E. L. SMiTH, J. biol. Chemistry 175, 39 [1948].
500 W. GrAsSMANN, E. WiNscH, P. DEureL und M. Zwick, Chem. Ber. 91, 538 [1958].
51 G. F. HoLLaND und L. A. CoHeN, J. Amer. chem. Soc. 80, 3768 [1958].
52) W. H. StEIN, S. MooRe und M. BERGMANN, J. biol. Chemistry 154, 191 [1954].
53) W. GrassMANK und E. WiNscH, Chem. Ber. 91, 449 [1958].
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H-1-Ala- L-Val- OH, mit Trifiuoressigsiure erhalten (61 %, d.Th.): [a)if: —6.5° (c = 4.4, in
Wasser) (Lit.549): [2])2®: —5.9°, ¢ = 10, in Wasser).

12. Z-1-Leu-Gly-OH: 1.95¢g Z- i-Leu- SCgHs24 und 0.5 g Glycin (1 :1.2 Moll.) wurden in
3 ccm Eisessig 250 Min. unter RiickfluB erhitzt. Nach Umkrist. aus Essigester/Petrolidther
1.37g (77% d. Th.), Schmp. 112—113° (Lit.55.6); 115°, 118°), [x}¥¥: —23.7° (c = 2.87, in absol.
Athanol).

In einem weiteren Versuch wurde die 0.33 mol. Menge wasserfreies Natriumacetat zugesetzt.
Ausb. nach 60 Min. 57% d. Th., Schmp. 112—114°, [«]2§: —23.8° (¢ = 2.43, in absol. Athanol).
Ausb. nach 90 Min. 71 % d. Th. (92 %; unter Beriicksichtigung des zuriickgewonnenen Esters).

13, Z-t-Leu-1-Ala-OH: 143 g Z-1-Leu- SC¢Hsund 0.36 g L-Alanin (1 :1.6 Moll.) wurden
in 3 ccm Eisessig 11.5 Stdn. im 130° warmen Olbad erhitzt: Lange Nadeln aus Essigester/
Petrolither, Ausb. 0.58 g (43 % d. Th.), Schmp. 150°, [«]¥: —24.6° (c = 2.8 in absol. Athanol).
Aus Athanol/Wasser Schmp. 151—152° (Lit.56.57: 152—153°, 150—155°), [a}¥: —25°,
[]3*: —23.8° (in Athanol).

Die Ausbeute betrug nach 15 Min. Erhitzen 4%, nach 2 Stdn. 36%, und nach 10 Stdn.
41% d. Th.

t4. Z-L-Phe-Gly-OH: 11.7g Z-L-Phe-SC¢Hs*) und 4.5 g Glycin (1:2 Moll.) wurden in
60 ccm Eisessig 90 Min. unter RiickfluB erhitzt. Ausb. 9.15 g (85% d. Th.), Schmp. 147—148°,
[)3: 8.58° (¢ = 2.45, in Eisessig). 1. Frakt. aus Essigester, Schmp. 149 —150°, [«]¥’: —10.1°,
[«]3;: —11.8° (¢ = 2.54, in Eisessig), 2. Frakt. Schmp. 148°, [«]%: —10.3°, [a]§§6: —12.1°
(¢ = 2.73, in Eisessig) (Lit.®: Schmp. 154°, [«]i¥: —10.2° in Eisessig).

Zur Abspaltung des Z-Restes wurden 3.8 g Z-L-Phe- Gly-OH in 10 ccm Trifluoressigsdure
unter Zusatz von 2 ccm Anisol 20 Min. unter RiickfluB erhitzt. Nach Abdestillieren der Tri-
fluoressigsdure i. Vak. wurde der Riickstand zwischen Wasser und Dibutylither verteilt.
Hierbei kristallisierte unumgesetztes Z-L-Phe-Gly-OH aus. Die wiBr. Phase wurde durch
eine Sidule von Amberlite IR 4B gegeben und das neutrale Eluat i. Vak. eingedampft. Bei
der Zugabe von Athanol kristallisierte das Peptid aus. Ausb. 1.4 g (59 % d. Th.), [«]¥: --103°,
[)2,: +122.0° (¢ = 2.5, in Eisessig) (Lit.6.58): [a]}7: +100.4°, in widBr. Aceton, [a]?: +99.6°,
in Wasser). )

15. Z-L-Asp(8-OCH3)-Gly-OH: 408 Z-L-Asp(B-OCH3)-OCsH4NO,(p)*) und 0.75g
Glycin in 10 ccm Eisessig wurden 2 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Aus Essigester/Petroldther
1.81 g (54% d. Th.), Schmp. 119-—-120°, zur Analyse aus Essigester umkrist. Schmp. 122°,
[«]3: —17.2° (¢ = 2.79, in Athanol).

CisHisN207 (338.3) Ber. C53.25 H5.36 N 8.28 Gef. C53.64 H5.54 N 8.25

Carbobenzoxy-tripeptide und hohere Peptide

16. Z-Gly-Gly-Gly-OH: 16 g Z-Gly- SC¢Hs und 7.0 g Diglycin wurden in 100 ccm Eisessig
90 Min. unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Ansiuern der Natriumhydrogencarbonatlsg.
kristallisierte das Z-Tripeptid aus und wurde nach dem Absaugen gut mit kaltem Wasser
gewaschen. Ausb. 13.0 g (769 d. Th.), Schmp. 184 —186° (Zers.) (Lit.55.39): 196°, 198°).

*) Nach l. c.24) dargestellt, Ausb. 77% d. Th., Schmp. 115—116°, {a]¥: —57.0°, [x]:
—68.3° (¢ = 2.4, in Eisessig).

**) von den FARBWERKEN HoECHST erhalten.

54) E. FisCHER und H. SCHEIBLER, Liebigs Ann. Chem. 363, 136 [1908].

55) M. BERGMANN, L. Zervas und J. S. FRuToN, J. biol. Chemistry 111, 225 [1935].

56) W.J. PoLGLASE und E. L. SMITH, J. Amer. chem. Soc. 71, 3081 [1949].

57 J. R. VAUGHAN und J. A. EicHLER, J. Amer. chem. Soc. 76, 2474 {1954].

58) H. ScHwARz und K. ARAKAWA, J. Amer. chem. Soc. 81, 5691 [1959].
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17. Z-Gly-Gly-L-Leu-OH:3.0gZ-Gly-SCsHsund 1.1g H- Gly- L-Leu- O Hwurdenin 15¢ccm
Eisessig 3 Stdn. im 130° warmen Olbad erhitzt. Ausb. nach Krist. aus Essigester/Petrolither
1.92 g (87.5% d. Th.), Schmp. 142—144°, [¢])%*: +1.6° (¢ = 2.16, in absol. Athanol), aus
Wasser Schmp. 146 —148°.

CisH25N306 (379.4) Ber. C56.98 H6.64 N 11.08 Gef. C57.07 H 6.86 N 11.36

Nach 90 Min. Erhitzungsdauer erzielte man 78 %, d. Th. Ausb.

Nach Abspaltung des Z-Restes mit Trifluoressigsdure wurde das H- Gly- Gly- L-Leu- O H mit
dem Schmp. 195—198° (Zers.), [¢]%¥: —28.1° (¢ = 2.53, in Wasser) erhalten (Lit. 59.60): [«]%:
—28.0°, [o]Y: —29.9°, ¢ = 2, in Wasser).

18. Z-Gly-L-Leu-Gly-OH: 234 g Z-Gly-L-Leu-SC¢Hs* und 0.85 g Glycin (1:2 Moll.)
wurden in 10 ccm Eisessig 2 Stdn. im 130° warmen Olbad erhitzt. Ausb. 1.46 g (68% d. Th.),
olig. Die Verbindung wurde mit Trifluoressigsiure in das freie Peptid iibergefiihrt (Ausb.
449 d. Th.), [¢)%: —43.8° (¢ == 2.67, in Wasser) (Lit.55.61,62): —41.2 bis —43.3° in Wasser).

19. Z-L-Ala-Gly-Gly-OH

a) 8.58g Z-L-Ala-Gly-SCsHs und 3.0 g Glycin (1:2 Moll.) wurden in 40 ccm Eisessig
2 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Das Z-Peptid kristallisierte aus der angesiuerten Natrium-
hydrogencarbonatlsg. beim Reiben mit einem Glasstab aus. Ausb. 5.55 g, Schmp. 157—158°,
[#]3: —4.55° (c = 2.64, in absol. Athanol), aus Wasser Nadeln, Schmp. 161 —163°, [o]%:
—6.1° (¢ == 2.4, in absol. Athanol). Aus der Mutterlauge konnten durch zweimaliges Aus-
schiitteln mit Essigester noch 1.03 g vom Schmp. 152—153° erhalten werden; Gesamtausb.
6.58 g (849 d. Th.).

CisH19N3O¢ (337.3) Ber. C53.40 H5.68 N 12.46 Gef. C 53.40 H 5.84 N 12.45

b) 9.45¢g Z.1L-Ala- SC¢Hs und 3.93 g Glycyl-glycin wurden in 50 ccm Eisessig 11/, Stdn.
unter Riickflufl erhitzt. Ausb. 4.51 g aus der angesduerten Natriumhydrogencarbonatlsg.,
Schmp. 155--157°, aus der Mutterlauge noch 0.57 g, Schmp. 154—155°, Gesamtausb. 50%
d. Th.

20. Z-Gly-L-Ala-L-Phe-Gly-OH:3.72g Z-Gly-L-Ala-SCgHsund 1.11g H+ L-Phe-Gly-OH
wurden in 20 ccm Eisessig 2 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Beim Aufarbeiten mit Natrium-
hydrogencarbonatlsg. und Essigester blieben 0.51 g (50%, d. Th.) Phenylalanyl-glycinanhydrid,
Schmp. 255-256° (Subl.) ungeldst zuriick. Ausb. an Z-Tetrapeptid 0.416 g (17.2% d. Th.),
Schmp. 169—172°, [o]¥: —24.5° (c = 2.37, in Glykolmonomethylidther). Aus Methanol
farblose Nadeln, Schmp. 174—175°, [a]4*: —31.9°, [¢]** : —36.8° (¢ = 2.6, in Glykolmono-

546°

methylither) (Lit.6.9: Schmp. 175°, [e]3: —31.7°, ¢ = 2.5, in Glykolmonomethylither).
C24H23N407 (484.5) Ber. C59.49 HS5.83 N 11.56 Gef. C59.26 H 5.78 N 11.36

21. Z-L-Ala-Gly-Gly-L-Leu-OH

a) 1.42g Z-1-Ala-SC¢Hs und 0.55g H-Gly-Gly-L-Leu-OH (2:1 Moll.) wurden in 5ccm
Eisessig 90 Min. im 130° warmen Olbad erhitzt. Das Tripeptid ging sofort in Lésung. Aus
Essigester/Petrolather zunéchst als Sirup, der allmihlich kristallisierte. Ausb. 0.693 g (68%,
d.Th.), Schmp. 120—122° (Sintern ab 108°). Das Z-Tetrapeptid kristallisierte sofort auf Zusatz
von etwas Wasser. Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert: Schmp. 122—123°, [a]}:
—--18.2° (¢ — 2.25, in absol. Athanol).

C21H28N406- H,O (468.5) Ber. C 53.84 H 6.89 N 11.96 Gef. C 53.90 H 6.99 N 11.78

*) Sirupds, [a)i: —81.6° (¢ = 2.93, in absol. Athanol), nach 1. ¢.24) dargestelit.

59) J. S. FRuTON, V. A. SMITH und P. E. DriscoLL, J. biol. Chemistry 173, 457 [1948].

60) P. C. CroFts, J. H. H. MARKES und H. N. RyYDpoN, J. chem. Soc. [London] 1959, 3610.
61) S, SiIMMONDS, J. I. HARRIS und J. S. FRUTON, J. biol. Chemistry 188, 251 [1951].

62) F. C. McKay und N. F. ANDERSON, J. Amer. chem. Soc. 79, 4686 [1957].
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b) 1.28g Z.L-Ala-Gly-Gly-SCgHs und 0.786 g L-Leucin (1:2 Moll.) wurden 70 Min. in
10 ccm Eisessig im 130° warmen Olbad erhitzt. Aus Wasser umkrist. 0.85 g (61% d. Th.),
Schmp. 123—124°, [«]#: —18.0° (¢ = 2, in absol. Athanol), Misch-Schmp. mit der nach a)
erhaltenen Verb. ohne Erniedrigung.

22, Z-L-Phe-Gly - L-Ala-L-Val -OH: 1.34gZ- L-Phe-Gly-SC¢Hsund 1.12g H - L-Ala - L-Val-
OH (1:2Moll.) wurden 1 Stde. in 20 ccm Eisessigim 130° warmen Olbad erhitzt. Beim Aufnehmen
in Natriumhydrogencarbonatlsg. und Essigester hinterblieb wenig Alanyl-valinanhydrid
ungeldst. Aus Essigester/Petrolither 1.33 g (85% d. Th.), Schmp. 178 —180° (Zers.), [a]%:
—18.6° (¢ = 2.37, in Athanol), nach Umkrist. aus Essigester Schmp. 193 —195°, [«]%*: —18.6°,
[#]25,: —22.6° (c = 2.3, in Athanol).

Wurde die Kondensation im Molverhiltnis 1 : 1 vorgenommen, so betrug die Ausb. 64%; d. Th.

C27H34N4O7 (526.6) Ber. C61.58 H 6.51 N 10.64 Gef. C61.79 H 6.60 N 10.79

23. Z-1-Ala-Gly-Gly-1-Leu-Gly-OH: 4298 Z- L-Ala-Gly-Gly-SC¢Hsund 1.88 g H- L-Leu-
Gly - OHwurdenin 20ccm Eisessig 90 Min. auf 120°erhitzt. Dasnachdem Ansduern der Natrium-
hydrogencarbonatlsg. ausgefallene Z-Pentapeptid 16ste sich in einer handlichen Menge Essig-
ester nur z. Teil. Der ungeloste Teil betrug 2.23 g, Schmp. 199—200°. Die Essigesterlsg.
wurde mit Natriumhydrogencarbonatlsg. ausgezogen. Beim Ansiuern fielen noch 0.7 g
Z-Pentapeptid aus, Schmp. 196 —197°. Gesamtausb. 2.93 g (58% d. Th.). (Der Essigester
enthielt noch eine geringe Menge Leucyl-glycinanhydrid, Schmp. 210—212°), {«}3¢: —11.8°,
[x]26,: —14.4°, (c = 2.37, in Dimethylformamid).

C23H33NsOg (507.5) Ber. C54.43 H 6.67 N 13.80 Gef. C54.16 H 6.55 N 13.73

24. Z- Hexaglycin: 4.158 Z-Gly-Gly-Gly- SCsHs und 2.84 g Triglycin (1:1.5 Moll.) wurden
in 25 ccm Eisessig 2 Stdn. im 120° warmen Olbad erhitzt. Dabei fiel das entstehende Z-Hexa-
glycin aus und bildete schlieBlich einen dicken Brei. Es wurde abgesaugt, mit 45 ccm Wasser
erhitzt und heiB abgesaugt, mit Wasser und Alkohol gewaschen und getrocknet. Ausb. 4.3 g
(87% d. Th.), Schmp. 267 —270° (Zers.). Es ist unldslich in den meisten Lsungsmitteln, sehr
schwer I8slich in Dimethylformamid und Wasser. Zur Analyse kam das iiber P,Os getrocknete
Rohprodukt.

C20Hz6NgOg (494.5) Ber. C 48.58 H 5.30 N 16.53 Gef. C48.30 H5.59 N 17.00

25. Z-L-Ala-Gly-Gly.-L-Ala-Gly-Gly -OH: 30g Z-r-Ala-Gly-Gly - SC¢Hs und 1.42 g
H-p1-Ala-Gly-Gly-OH wurden in 20ccm Eisessig 1 Stde. unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Ab-
destillieren des Eisessigs und des Thiophenols i. Vak. wurde der Riickstand zwischen Essig-
ester und Wasser unter schwachem Erwirmen verteilt. Er 16ste sich dabei vollig auf. Der
beim Eindampfen der waBrigen Phase i. Vak. hinterbleibende Riickstand kristallisierte beim
Versetzen mit heiBem Essigester. Nach dem Losen der schwach briunlichen Kristalle in
Wasser wurde mit Aktivkohle und Dowex 50 H®-Form behandelt, bis die Ninhydrinreak-
tion fast negativ war. Die fast farblose Losung wurde vom Ionenaustauscher abgetrennt und
dieser mit Wasser mehrfach gewaschen. Beim Einengen i. Vak. kristallisierte das Z-Hexapeptid
aus. Es wurde abgesaugt und von Wasser durch Gefriertrocknung befreit. Ausb. 1.77 g,
Schmp. 157 —160° (Sintern bei 148°).

Aus der Mutterlauge wurde noch eine zweite Fraktion durch Gefriertrocknung gewonnen:
0.79S5 g, Schmp. 148 —152° (Sintern bei 110°). Gesamtausb. 2.56 g (67 %). Die Essigesterlsg.
enthielt noch etwa 0.35 g unumgesetztes Z-L-Ala- Gly-Gly-SC¢Hs.

Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert und gefriergetrocknet: Schmp. 161 —163°
(Sintern ab 117—118°, Wasserabgabe), {)%?: —4.6° (¢ = 2.4, in Dimethylformamid).
Rotationsdispersion: [«]: —59° —6.77 —11.8° —15.77 —20.9°

578 546 436 405 364
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Das Z-Hexapeptid kristallisiert mit 1 Mol. Wasser, das sich auch durch Trocknen tiber P,Os
bei 70° nicht entfernen l4Bt.

C22H30NgOg- H20 (540.5) Ber. C48.88 H 597 N 15.55 Gef. C48.69 H 6.24 N 15.63

Carbobenzoxy-peptid-thiophenylester

26. Z-Gly-L-Leu-SC¢Hs:3.228 Z-Gly - L-Leu-OH und 1.2ccm Thiophenol wurden in 50 ccm
Tetrahydrofuran auf —30° gekiihlt und mit 2.3 g DCCI in wenig Tetrahydrofuran versetzt.
Sodann wurde 80 Min. bei — 15° stehengelassen, der gebildete Dicyclohexylharnstoff abgesaugt
und i. Vak. eingedampft. Der Riickstand wurde in Essigester gelost, mit Wasser, 3-proz.
Natriumhydrogencarbonatlsg., 0.1 n HCl und nochmals mit Wasser gewaschen. Nach dem
Trocknen mit MgSOj4 hinterblieb beim Eindampfen der Thiophenylester als Sirup; Ausb. 4.03 g.

Das aus dem so gewonnenen Z - Gly - L-Leu - SCsHs mit Glycin in Eisessig nach 18. dargestellte
Z-Gly-L-Leu-Gly-OH zeigte [«]¥: —42.3° (¢ = 2.88, in Wasser).

27. Z-Gly-L-Ala-SCeHs: 4.1g Z-Gly-L-Ala-OH und 1.8 g Thiophenol lieferten mit 3.34 g
DCCI in 20 cem Tetrahydrofuran -+ 5 ccm Dimethylformamid bei —15° 4.61 g (859 d. Th.)
Thiophenylester, Schmp. 87 —89°, aus Essigester/Petroldther umkrist. 3.85 g, Schmp. 88 —89°,
[al: —74°, []2, 0 —91.0° (¢ = 2.6, in Athanol).

CysH20N204S (372.4) Ber. C61.27 H 541 N7.52 Gef. C61.45 H5.70 N7.11

28. Z-L-Ala-Gly-SCeHs: 8.4g Z-L-Ala-Gly-OH wurden in 60 ccm Tetrahydrofuran mit
3.6 ccm Thiophenol und 6.8 g DCCI bei —20° vereinigt. Nach 10stdg. Stehenlassen bei Raum-
temperatur Ausb. 9.0 g (80%; d. Th.), Nadeln aus Essigester/Petrolither, Schmp. 115—117°,
[2]3: —36.9° (¢ = 3, in absol. Athanol).

Ci1sH20N;04S (372.4) Ber. C61.27 H5.41 N 7.52 Gef. C61.53 H5.56 N 7.68

29. Z-L-Leu-Gly-SCsHs: Analog der vorstehenden Verbindung wurde eine Ausb. von
46 %, d. Th. erhalten, Schmp. 128°, [«]¥: —36.0° (¢ = 2.56, in absol. Athanol).

C22H26N204S (414.5) Ber. C63.74 H6.32 N 6.76 Gef. C63.82 H 6.43 N 6.63

30. Z-L-Phe-Gly-SC¢Hs: 3.3g Z-L-Phe-Gly-OH und 1.2ccm Thiophenol wurden mit 2.22 g
DCCI in 100 cem Tetrahydrofuran zunidchst bei —20°, dann bei O° 24 Stdn. stehengelassen.
Ausb. 3.7g (89%), Schmp. 133—135° (aus Essigester/Petrolither), [«]¥: --14.1°, [, :
—17.0° (¢ = 2.7, in absol. Athanol).

C5H24N304S (448.5) Ber. C 66.95 H 5.39 N 6.25 Gef. C66.57 H 5.63 N 5.99

31. Z-Gly-Gly-Gly-SC¢Hs:11.0g Z - Gly - Gly - Gly - OH wurden in 70 ccm Dimethylformamid
und 30 ccm Tetrahydrofuran mit 4.1 ccm Thiophenol und 7.7 g DCCI bei —20° umgesetzt.
Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Raumtemperatur wurde der Dicyclohexylharnstoff ab-
filtriert, worauf die Losungsmittel i. Vak. abdestilliert wurden. Der Riickstand wurde in
1.5 ! Essigester warm gelost, worauf mit Natriumhydrogencarbonatlsg. und Wasser gewaschen
wurde. Das Produkt kristallisierte beim Einengen aus. 11.4 g (819% d. Th.), Schmp. 132°. Zur
Analyse wurde aus Athanol umkristallisiert.

C20H21N3055 (415.5) Ber. C 57.82 H5.10 N 10.12 Gef. C57.62 H 4.96 N 9.84

32. Z-L-Ala-Gly-Gly-SCeHs: 3.37g Z-L-Ala-Gly-Gly-OH, 1.3 ccm Thiophenol in 25 ccm
Tetrahydrofuran, 25 ccm Essigester und 10 ccm Dimethylformamid wurden bei —25° mit
2.3 g DCCI versetzt. Nach mehrstiindigem Verweilen im Eisschrank wurde aufgearbeitet.
Schmp. 141—142° (aus Essigestcr/Petrolither), Ausb. 4.15g (979 d.Th), [«]}': +5.1°
(¢ — 2.7, in Dimethylformamid). Zur Analyse wurde aus Essigester umkristallisiert.

C21H23N;05S (429.5) Ber. C58.73 H 540 N 9.78 Gef. C59.26 H 5.51 N 9.99
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33, Z-L-Ala-Gly-Gly-L-Leu-Gly-SCgHs: 1.6g Z-L-Ala-Gly-Gly-L-Leu-Gly-OH wurden
mit 0.5 ccm Thiophenol und 0.72 g DCCI in 25ccm Dimethylformamid bei —20° umgesetzt.
Nach | Stde. wurde die Kiihlung entfernt und der Ansatz iiber Nacht bei Raumtemperatur
stehengelassen. Das Dimethylformamid wurde nach Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffs
i. Vak. verdampft. Beim Versetzen des Riickstandes mit heiBem Essigester kristallisierte der
Thiophenylester. Ausb. 1.75 g (93 % d. Th.), Schmp. 197 —200°, aus Athanol Schmp. 201 —202°,
[]®: —19.0°, [2]23,: —23.5° (¢ = 2.7, in Dimethylformamid).

C29H37Ns07S (599.7) Ber. C 58.08 H 6.22 N 11.65 Gef. C57.51 H6.33 N 11.18

Carbobenzoxy-aminosdure-amide
A. Durch Schmelzen der Z-Aminoséure-thiophenylester mit Ammoniumacetat

34. Z-Gly-NH;: 1 g Z-Gly-OCcH4NOz(p) 924 wurde mit 4.5 g Ammoniumacetat 2 Min.
auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die klare Schmelze mit 25 ccm Wasser versetzt.
Das auskristallisierte Amid wurde abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Ausb. 0.51 g (81%
d. Th.), Schmp. 135—136°, Schmp. 138—139° (aus Essigester) (Lit.7: 135°).

Ci10H12N20;3 (208.2) Ber. C 57.68 H 5.80 N 13.45 Gef. C57.74 H5.82 N 13.54

35a) Z-L-Leu-NH>: 1.0g Z-L-Leu-SCgHs wurden mit 4 g Ammoniumacetat 8 Min. auf
125° erhitzt. Aus Essigester/Petrolather Ausb. 0.58 g (78.5% d. Th.), Schmp. 122—123°,
fa]3: —12.2° (¢ = 2.54 in Athanol). Aus Athanol/Wasser, Schmp. 124 —125°.

Ci14H20N203 (264.3) Ber. C63.61 H 7.63 N 10.60 Gef. C63.62 H7.72 N 10.13

B. Durch Erhitzen der Z-Aminosdure-thiophenylester mit Aminen in Eisessig

35b) Z-L-Leu-NH,: 1.43g Z-L-Leu- SCeHs und 0.62 g Ammoniumacetat (1:8 Moll.) wur-
den in 10 ccm Eisessig 2 Stdn. im 130° warmen Olbad erhitzt. Nach Eindampfen i. Vak. wurde
der Riickstand zwischen Essigester und Wasser verteilt. Die Essigesterphase wurde mit
Natriumhydrogencarbonatlsg. und Wasser gewaschen. Nach Abdestillieren wurde mit
40 ccm Diisopropyliather erwiarmt, wobei das Amid kristallisierte. Ausb. 0.59 g (56 % d. Th.),
Schmp. und Misch-Schmp. mit der nach 35a) hergestellten Verbindung bei 123 —124°.

36. Z-Glycin-piperidid: 0.90 g Z-Gly-SC¢Hs wurden in 5ccm Eisessig mit 0.3 g Piperidin
2 Stdn. auf 100° erhitzt. Nach Aufarbeitung wie bei 35b) Ausb. 0.57 g (699 d. Th.), Schmp.
109—110°.
CysHygN203 (276.3) Ber. C65.20 H 7.30 N 10.14 Gef. C65.34 H 7.51 N 9.90

37. Z-L-Leucin-isoamylamid: 1.1 g Z-L-Leu-SCgHs und 0.42 g Isoamylamin (1:1.6 Moll.)
wurden in 2 ccm Eisessig 30 Min. unter RiickfluB erhitzt. Aus Essigester/Petroldther und aus
Diisopropylather umkrist. 0.36 g (36 % d. Th.) glinzende Bliittchen, Schmp. 94°.

Die gleiche Verbindung wurde in 57-proz. Ausb. erhalten, als 3.58 g Z- L-Leu-SCgHs und
1.3 g L-Leucin 20 Sek. iiber freier- Flamme auf etwa 220° erhitzt wurden: Schmp. 94°, [«]3:
-18.8° (¢ == 2.23, in Athanol).

Ci9H30N203 (334.4) Ber. C 68.24 H 9.24 N 8.37 Gef. C68.47 H9.25 N 8.59

Carbobenzoxy-peptide durch Schmelzen von Z-Aminosdure-thiophenylestern
mit Aminosduren

38. Z.-L-Ala-L-Val-OH: 3.15g Z-L-Ala- SC¢Hs und 1.17 g L-Valin wurden vermischt und
in ein auf 170° vorgeheiztes Olbad gebracht, worauf weiter erhitzt wurde. Die Thiophenol-
entwicklung begann bei 190°, die Hauptreaktion erfolgte zwischen 200 und 210°. Nach §
Min. langem Erhitzen auf 210° wurde abgekilhlt, die Schmelze in Essigester aufgenommen
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und vom unumgesetzten Valin (0.41 g = 35% d. Th.) abgetrennt. Durch Ausziehen mit
Natriumhydrogencarbonatlsg. und Ansduern wurden 1.71 g (539 d. Th.) Z-Peptid erhalten.

Mit HBr/Eisessig wurden daraus 559, H:-L-Ala-L-Val-OH, nach Umkrist. aus Wasser/
Athanol [2)%: —6.6° (¢ = 4.8, in Wasser) erhalten. Lit. s. unter 11.

39. Z-L-Leu-Gly-OH: Analog dem voranstehenden Beispiel dargestellt durch 30 Min.
langes Erhitzen auf 190—210°. Ausb. nach Umkrist. aus Essigester/Petrolidther 11 d. Th.,
Schmp. 112—113°, [x)#: —23.7° (¢ = 1.9, in Athanol); vgl. unter 12,

40. Z-Gly-DL-Ala-Gly-OH: 1.33g Z-Gly- SCgHs wurden mit 0.58g H-DL-Ala-Gly-OH 35
Sek. iiber freier Flamme erhitzt. Ausb. 0.77 g (57% d. Th.), Schmp. 143°, aus wenig Wasser
umKrist.: 150.5—151° (Lit.38.39); 145°),

C1sH19N30g (337.3) Ber. C53.41 H5.68 N 12.46 Gef. C53.55 HS5.73 N 12.43"

Eine Probe wurde mit Trifluoressigsdure in das freie Peptid iibergefiihrt (849 d. Th.),
Schmp. 220—221° (Zers.), papierchromatographisch einheitlich.

Kinetische Messungen

A. Bildung von Z-Peptiden: 3 bzw. S mMol Z-Aminosidure-thiophenylester und die dqui-
valente Menge Aminosiure wurden in einem Zweihalskolben mit RilckfluBkiihler mit 20 ccm
Eisessig (p.a. Merck) versetzt. Der Ansatz wurde in einem 100 bzw. 130° warmen Thermosta-
ten (O1) bis zur vollstindigen Losung der Aminosiure kriftig geschiittelt; im 130° warmen
Olbad siedete er gelind (Innentemperatur 118°). Jeweils 0.5 ccm der sofort nach der Entnahme
abgekiihlten Probe wurden mit 0.005 7 J, in Eisessig und 10 ccm Wasser versetzt. Nach 1 Min.
wurde das unverbrauche Jod mit 0.005 n Natriumthiosulfat zurticktitriert.

Beispiele bei 118° (Auswahl)

E;tstandenes Thiophenol, 9; d. T‘l:.
Zeit Z.Gly- Z-Gly- Z-Gly- Z-L-Ala- Z-L-Ala- Z-L-Pro-
(Min.) L-Ala-OH L-Pro-OH L-Phe-OH Gly-OH L-Ala-OH Gly-OH

5 12.6 12.8 14.4 - - -

10 28.1 17.6 27.6 22.0 5.6 7.3

15 38.6 22.8 39.6 - - -

20 41.2 29.7 46.8 32.6 12.0 13.3

25 49.2 32.4 50.8 - - -

30 57.0 36.0 56.5 42.0 16.8 16.7

40 61.5 44.0 62.8 52,0 - -

50 65.2 47.2 65.0 58.0 27.2 -

60 68.3 52.8 68.8 61.2 30.0 28.4

(65 Min.)

80 71.9 58.4 72.4 66.0 37.6 34.0
100 75.8 63.5 73.2 71.3 44.2 36.0
120 - 75.6 72.6- 48.4 40.6
130 70.8 - - -
140 - 74.5 - 43.4
150 72.0 - 54.4 -
200 76.0 - 45.4

(196 Min.)

240 76.6 65.2 48.0
300 65.7 -

360 68.5 50.7
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B. Hydrolyse von Z-Glycin-thiophenylester: 5 mMol in 20 ccm Eisessig (p. a. Merck) und
15 mMol Wasser bei 118°:

Zeit (Min.) 20 30 60 145 175 235 295 325
Thiophenol (% d. Th.) 2.4 2.8 72 14.9 17.6 21.6 284  30.0

C. Acetylierung von Aminosduren: 2 g Aminosdure wurden in 40 ccm Eisessig (p. a. Merck)
in einem Zweihalskdlbchen mit RilckfluBkiihler in einem Thermostaten von 100 bzw. 130°
erhitzt. Zur Bestimmung der gebildeten Acetylaminosiure wurden jeweils 5 ccm entnommen,
der Eisessig wurde i. Vak. verdampft, der Rilickstand dreimal mit Wasser versetzt und i. Vak.
zur Trockene gebracht. Der Riickstand wurde im Olpumpenvakuum getrocknet und dreimal
mit siedendem absol. Alkohol ausgezogen. Nach dem Abfiltrieren der ungeldsten Aminosidure
wurde das Filtrat i. Vak. eingedampft. Der Riickstand wurde in Wasser geldst und mit 0.1
NaOH titriert. k

Zeit % Acetyl-glycin % Acetyl-leucin %, Acetyl-prolin
(Min.) 118° 100° 118° 100° 118°
35 10.5 - 1.3 - —
(37 Min.)

60 18.3 29 — 3.1 5.8
90 - - 19.9 - -
120 33.4 6.0 — 5.2 11.1
155 — — 30.4 — —
180 44.8 — - — 15.6
210 - — 38.8 — -
240 55.8 12.6 — — —
270 — 49.7 - —
300 64.4 — 10.5 —
335 — - 25.4
420 73.5 — —
510 — 68.1 —
540 83.3 : —
580 434

Acetyl-leucin: Das nach 4stdg. Erhitzen von 2 g L-Leucin in sied. Eisessig durch Ausziehen
mit sied. Athanol nach dem Eindampfen erhaltene Acetyl-leucin (1.1 g) schmolz bei 150°
(Sintern 142°), nach Umkrist. aus Wasser 0.53 g, Schmp. 162° (Sintern ab 142°), nochmals aus
Wasser Schmp. 170—171°, [«]¥: —22.5° (¢ = 28, in Methanol), Lit.63.64); Schmp. fiir Acetyl-
L-leucin 159—161°, fiir Acetyl-pDL-leucin 185°, [a]if: —24.1°. BELL19) gibt an, durch 22stdg.
Erhitzen vollstindig racemisiertes Acetyl-leucin aus L-Leucin erhalten zu haben.

63) S. M. BIRNBAUM, L. LEwINTOW, R. B. KINGSLEY und J. P. GREENSTEIN, J. biol. Chemistry

194, 455 [1952].
64) H. D. DE WitT und A. W, INGERsOLL, J. Amer. chem. Soc. 73, 3359 [1951].



