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HARTMUT NIEDRICH 
Hydrazinverbindungen als Heterobestandteile in Peptiden, V11) 

Weitere Derivate der Hydrazinoessigsaure und ihre Verwendung 
zur Synthese von Hydrazino- und N-Amino-peptiden") 

Aus dem Institut fur Pharmakologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, 
Berlin-Buch 

(Eingegangen am 25. Marz 1965) 

Als Schutzgruppen werden Isopropyliden und Tosyl am P-Stickstoff sowie 
tert.-Butyloxycarbonyl und Benzyloxycarbonyl am a- und p-Stickstoff des 
Hydrazinoessigsilure-Bthylesters eingefuhrt. Die Einsatzfiihigkeit dieser Produkte 
zur Synthese von Heteropeptiden wird am Beispiel ihrer Glycinpeptide erprobt. 
Ferner wird die Anwendbarkeit verschiedener Peptidsynthesemethoden zur 
Acylierung des frei verbliebemen a- oder P-Stickstoffes untersucht. Die isomeren 
Hydrazide und N-Amino-amide zeigen charakteristische Unterschiede in den 

IR-Spektren. 

Urn den freien, nucleophilen a-Stickstoff der Hydrazinopeptide vom Typ 
Z-NH-CHR - co - NPH - N ~ H  - C H ~  - COX 

zu schutzen und diese Verbindungen fur weitere Peptidsynthesen verwenden zu kon- 
nen, waren durch direkte Acylierung der Tosyl-2) und der Benzyloxycarbonyl-Rest,, 
in die Heterodipeptide eingefuhrt worden. Diese Moglichkeit ist infolge von Kompli- 
kationen bei der Einfiihrung und Abspaltung in Abhangigkeit vom Arninosaurepartner 
nur beschriinkt anwendbar. 

Fur die Synthese hoherer Peptide ist der tert.-Butyloxywbonyl-Rest als Schutz- 
gruppe fur NH2- und OH-Gruppen in den Seitenketten von groBem VorteiW. Die 
Einfuhrung von BOW am a-Stickstoff von Hydrazinopeptiden gelingt jedoch weder 
uber den BOC-Nitrophenylester6) noch mittels BOC-Azid7). 

Den selektiven Schutz des a- oder des P-Stickstoffs der Hydrazinosauren und die 
anschlieknde Anknupfung von geschiitzten Arninoauren an den frei verbliebenen 
Stickstoff zu Hydrazino- und N-Amino-peptiden untersuchten wir zunachst am 
Beispiel des Hydrazinoessigesters und seiner Glycinpeptide. 

*) Auszugsweise vorgetragen auf dem VII. Europaischen Peptidsymposium, Budapest 1964. 
1) Die Arbeit H. Niedrich, Chem. Ber.97,2527 (1964), uber Aminosaure- und Peptidsemicarb- 

azide, zilhlt als V. Mitteil. dieser Reihe. IV. Mitteil.: H. Niedrich und R. Grupe, J. prakt. 
Chem. 27, 108 (1965). 

2) H. Niedrich, Chem. Ber. 96, 2774 (1963). 
3) H. Niedrich und W. Knobloch, J. prakt. Chem. 17, 263 (1962). 
4) R. Schwyzer und H. Kappeler, Helv. chim. Acta 46, 15-50 (1963). 
5 )  Abkurzungen: BOC = tert.-Butyloxycarbonyl, Z = Benzyloxycarbonyl, DCCI = Di- 

cyclohexylcarbodiimid, TFA = Trifluoressigsiiure. DMF = Dimethylformamid, Gly = 
Glycyl; Na-X-(NH2)-Gly bzw. NP-X-NH-Gly = Hydrazinoacetyl an N a  bzw. NP sub- 
stituiert. 

6 )  G. W. Anderson und A. C. McGregor, J. Amer. chem. SOC. 79, 6180 (1957). 
7) R. Schwyzer, P. Sieber und H. Kappeler, Helv. chim. Acta 42, 2622 (1959). 
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A. N ~ C H U T Z  DURCH DEN p - ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~  

[p-Nitro-benzyliden]-hydrazinoessig.s2ure-athylester lieD sich in geringfugiger Aus- 
beute mit Z-Glycin nach der DCCI-Methode8) acylieren. Dieses Hydrazon ist gegen 
HCI und HBr/Eisessig stabil. Eine milde Abspaltung des Aldehyds gelingt nicht. 

2-GIy 
(P )~ZN-C&-CH=N-NH-CH~-CO~CZH~ Z-G~Y-N-CHZ-CO~CZH~ 1 

NtCH-C & - N0-A p)  

B. N ~ C H U T Z  DURCH DEN ISOPROPYLIDEN-REST 

Beim Losen von freiem Hydrazinoessigester in Aceton entsteht unter Erwarmen 
der Isopropyliden-hydrazinoessigsiiure-athylester (l), der sofort, jedoch besser nach 
lsolierung durch Destillation, am a-Stickstoff mittels DCCI acyliert werden kann. 
Bei der Aufarbeitung spaltet der Isopropyliden-Rest spontan ab. 

(N-Acyl-Derivate von 2 sind unter D. und E. beschrieben.) Die N-Amino-Struktur 
wurde durch Herstellung des Benzyliden-Derivates von 2 bewiesen. 

1 wird durch NH3/Methanol in Isopropyliden-hydrazinoacetamid (3) ubergefuhrt, 
von dem die Schutzgruppe mit HCI in organischen Losungsmitteln rnomentan ent- 
fernt wird. 

c. N"- UND NB-SCHUTZ DURCH DEN TERT.-BUTYLOXYCARBONYL-REST 

Beirn Verschmelzen von BOC-Nitrophenylester mit Hydrazinoessigester entsteht 
ein Gemisch von Np- und Na-BOC-Hydrazinoessigsaure-lthylester (5 und a), die 
durch zweifache Vakuumdestillation getrennt werden. 

BOC-NH-NH-CHa-CO2CaH5 5 

BOC-O-CeH,-NOz( p) + H~N-NH-CHZ-CO~CZHS 3 ~mlng.n.g 

?30C-~-CHz-COzC~H5 6 
NHa 

Bei der Destillationstemperatur wurde eine geringe Umlagerung von 5 zu 6 beobach- 
tet. Die Struktur konnte, a u k r  durch das o-Hydroxy-benzyliden-Derivat von 6, durch 
folgende Synthese bewiesen werden. 

5 6 
Z-Gly DCCI 

Z-GIY-NH-N-CHZ-CO~CZH~ 
1 2-Gly DCCI 

BOC-NH-N-CHZ-CO~CZH~ 
1 

Z-GlyJ 7 BOC 8 
~ T F A  ITFA 

Z-Gly-N-CH2-COzCzH5 Z- Gly -NH-NH -C Hz-COzC zH.5 
AHz 2 (Vgl. 1. c 9  

8) J .  C. Sheehan und G.  P .  Hess, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
9 )  W .  Knohloch und H .  Niedrich, J. prakt. Chem. 17, 273 (1962). 
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Die Endprodukte waren rnit den auf anderen Wegen erhaltenen 2-Glycyl-hydrazino- 
essigestern identisch. 7 und 8 konnten auch aus einem Gemisch von 5 und 6 hergestellt 
und durch fraktionierte Kristallisation getrennt werden. 

D. N ~ -  UND N ~ Z H U T Z  DURCH DEN BENZYLOXYCARBONYL-REST 

Aus dem Z-Nitrophenylester und Hydrazinoessigester wird ebenfalls ein Gemisch 
von Na- und N@-Benzyloxycarbonyl-hydrazinoessigsiiure-athylester (9 und 10) er- 
halten. Wahrend 10 auskristallisiert, kann 9 durch Vakuumdestillation rein erhalten 
werden. Der aus Z-Glycin und 9 rnit DCCI erhaltene Ester war nach Verseifung mit 
der auf anderem Wege dargestellten Na-Benzyloxycarbonyl-NP-[benzyloxycarbonyl- 
glycyl]-hydrazinoessigsaure3~ identisch. 

1. DCCI 
Z - Gly-NH-N-CH2-CO2H 

k 2-Gly + H ~ N - N - C H Z - C O ~ C ~ H ~  a .  
k 9  

10: N@- 2 

Eine zweite Moglichkeit zur Gewinnung von 10 geht von 6 aus. Durch Behandlung 
mit Z-Chlorid in KHCO3-Losung erhalt man nicht kristallisierbares Z -NH -N- 
(BOC)-CH~-CO~C~HS, aus dem rnit TFA in situ 10 entsteht. Die Ankniipfung 
von Z-Gly an den a-Stickstoff von 10 rnit DCCI liefert das gleiche Produkt 12, das 
durch Einwirkung von Z-Chlorid auf 2 erhalten wurde (vgl. Formelschema). 

E. NP-SCHUTZ DURCH DEN TOSYLREST (Vgl. Formelschema) 

Mittels p-Tosylchlorid/Triathylamin in Pyridin 2) laDt sich der @-Stickstoff von 6 
leicht tosylieren. Abspaltung von BOC rnit TFA ergibt NP-Tosyl-hydrazinoessigsiiure- 
gthylester (11). Die Acylierung des freien a-Stickstoffes rnit Z-Gly nach der DCCI- 

TOc 
H2N-N-CHa-CO&aH5 6 

p-Ts-CI 2-Cblorid 
Pyridln/NAtl KHCOi 

1 
A 

p-T 8- NH- N-C H2- CO2C ZHs ( Z- NH- ~ ; Y - C O ~ C ~ H I  
Boc 

 FA PA 
~-Ts-NH-NH-CH~-CO&& Z-NH-NH-CH2-CO2C2H5 

11 10 

Z-Gly DCCI 1 2-Gly AnhyMd- 
DCCI Methode 

2-N?I-N-C Hz-COzCz% 12 
Z - Gly --] 

1 
P-TS-NH-N-CH~-CO~C~H~ 

2 - G b  J 
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Methode zeigte keinen verwertbaren Erfolg (14%). Die Methode der gemischten 
Anhydridelo) ergab dagegen 40% Ausbeute. 

Eine Verminderung der Nucleophilie des a-Stickstoffes durch die Nachbarschaft 
der stark elektronegativen Sulfonylgruppierung und die erschwerte sterische Zugang- 
lichkeit mogen Griinde hierfiir sein, denn bei den entsprechenden Acylierungen von 
5 und 10 konnten mit DCCl ca. 60% Ausbeute erhalten werden. 

Weitaus giinstiger liegen die Ausbeuten bei der Acylierung von Hydrazino-dipep- 
tiden. N"-Acylierung von Z-Gly -NH-NH -CHz - C O ~ C ~ H J  erfolgt zu !N%3). 

Die Nucleophilie des a-Stickstoffes, gemessen an der Acylierung mittels DCCI, 
nimmt in folgtnder Reihenfolge zu: 

Ar-CH=N-m-CH2-  < Ar-SOz-NH-p-CH2- < ( H s C ) ~ C = N - ~ - C H ~ -  < 

- 0 - C O - N H - W - C  HI- < -C Hz-CO-NH-HH-C Hz- 

Die Abhlngigkeit der N"-Acylierbarkeit von der Acylierungsmethode geht aus Tab. 1 
hervor. 

Z-GIY-NH-N-CH~-CO~C~H~ 
Tab. 1 .  Ausbeuten bei der Acylierung 

Z-Gly -1 
Methode % Ausb. Methode % Ausb. 

I .  DCCl 89 4. Azid- < 5  
2. Gemischtes Anhydrid 70 5. Nitrophenylester 0 
3.  Mit p-Ts-Gly-CI 80 

Wahrend Nitrophenylester nicht reagieren, iiberwiegen bei der Azid-Methode in- 
folge des langsamen Reaktionsablaufes die Nebenreaktionenll), wie die Anwesenheit 
von Z-Gly-NH2 im Reaktionsprodukt zeigt. 

Die hier beschriebenen methodischen Grundlagen sind in gewissem AusmaD auf 
Heteropeptide mit anderen Aminosiiure- und Hydrazinodure-Komponenten iiber- 
tragbar. Dariiber wird an anderer Stelle berichtet. 

IR-SPEKTREN 

Die in Tab. 2 angefiihrten Substanzen enthalten Carbonylgruppen, die zu Carb- 
amid-, Hydrazid-, N-Amino-amid- und Estergruppierungen gehoren. Entsprechend 
vielfaltig erscheint die Carbonylbande um 1750/cm. 

Charakteristisch fur N-Amino-Bindungen ist die tiefe Aufspaltung der C =0-Bande 
und die Intensivierung der C =0-Schwingung mit der niedrigsten Wellenzahl (wahr- 
scheinlich der N-Amino-amid-Bindung zuzuordnen) sowie das Auftreten der NH2- 
Valenzschwingung um 1640/cm. Die Amid 11-Bande urn 1520/cm findet sich nur bei 
7) und 8), die eine Carbamid-Struktur enthalten. 

10) R .  A .  Boissonnus, Helv. chim. Acta 34, 874 (1951). 
11) E.  Schnubel. Liebigs Ann. Chem. 659, 168 (1962); J .  Honzl und J .  Rudinger, Collect. 

czechoslov. chem. Commun. 26, 2333 (1961). 
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Tab. 2. Charakteristische 1R-Banden (cm-1) 

Verbindung C=O Amid11 -NH2 

4) 

5) 

BOC - NH - NH2 1732 - 1637 
(CH3)2C=N -NNH-CCH~-COZC~H~ (1) 1750 - - 
BOC-NH -NH -CHI -COzC2Hs (5) 1755 - - 

1730 

I 1735 
BOC-N --CH2--COzCzH~ (6) 1775 - 1650 

- NHz 
2-NH -NH -CH2 --COzCzH5 (10) 1745 - - 

1730 

1715 
Z - N + C H ~ - C O ~ C ~ H ~  (9) 1750 - 1635 

- NHz 
Z-Gly -NH-NH-CHz -COZC~HS 1735 1520 - 
2-Gly -N - C H ~ - C O ~ C ~ H S  (2) 1762 1515 - 

I 1745 
NHz I 698 

I462 

(1465) 
- 

Die Verbindungen mit einer Hydrazidbindung zeigen um 1450/cm eine ausgepriigte 
Bande, die den N-Amino-amiden fehlt. Eine Aufspaltung der NH-Valenzschwingung 
im Bereich 3200-3400/cm weist ebenfalls auf das Vorliegen einer Hydrazidbindung 
hin. Nach diesen Merkmalen kann die Position des Acylrestes an Acylhydrazino- 
siiureestern bestimmt werden. 

Fur zuverliissige technische Mitarbeit sei Frau E. Seidel gedankt. Die Mikroanalysen 
wurden von Frau F. Knobloch und N. Smirnowa angefertigt. Fiir die Aufnahme der IR- 
Spektren bin ich Herrn Dipl.-Phys. K. Schwurz. Institut fur Biophysik der DAdW, verbunden. 

BESCHREIBUNG D E R  VERSUCHE 
Die 'Schmelzpunkte wurden auf dem Mikro-Heiztisch nach Boetius Mstimmt und sind 

korri3ert. Fur die Diinnschichtchromatographie verwandte man AluminiuWtid*) und Essig- 
ester/Methanol/n-Heptpn (I : 1 : 5). wobei die Reproduzierbarkeit der RF-Werte einige 
Schwierigkeiten bereitete. Anfiirbung erfolgte mit Ninhydrin sowie mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd in verd. SalzsBure. Die Analysenproben wurden 5 Stdn. bei 5S0/0.1 Torr ge- 
trocknet. Die IR-Spektren nahm man mit dem UR 10 vom VEB Zeiss Jena auf. Substanzen, 
die in Tetrachlorkohlenstoff schwer I6slich waren, wurden in Chloroform vermessen. 

Isopropyliden-hydrazinoessigdure-&hylester (1) : 1 I .8 g Hydruzinoessigsaure-athylester 
(100 mMol, frisch dest.) werden in ca. 60 ccm Aceton gel6st. Unter Erwiirmung tritt Reaktion 
ein. Nach 30 Min. wird uberschiiss. Aceton i. Vak. entfernt und die verbleibende Fliissigkeit 
(16.6 g) an der Olpumpe destilliert. Sdp.o.2 71 -72". Ausb. 15.1 g (9573. &O 1.4582, RF 0.72, 
Schmp. -3 bis - l o .  

C~H15N202 (159.2) Ber. C 52.81 H 9.50 Gef. C 52.89 H 9.21 

Die Isopropylidengruppe wurde durch Zugabe von HCl in Ather zur alkohol. Msung mo- 
mentan abgespalten und das ausgefallene Produkt als Hydrazinoessigsdure-Cthylesrer-hydro- 
chlorid identiliziert. 
*) Aluminiuinoxid zur Diinnschichtchromatographie des VEB-Chemiewerkes Greiz-DtJlau. 

Chemisehe Berichte Jahrs. 98 22 I 
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Isopropyliden-hydrazinoacetamid (3): 8.0 g (50 mMol) 1 last man in ca. 100 ccrn mit Am- 
moniak gesatt. Methanol und laDt 24 Stdn. stehen. Nach Einengen i. Vak. wird der Riick- 
stand mit Ather verrieben; man erhalt 4.75 g kristallines Produkt, Schmp. 76-80'. Vom 
Filtrat wird der Ather entfernt; nach erneuter Einwirkung von NHs/Methanol erhllt man 
weitere 1.07 g, Gesamtausb. 90%. Das Produkt ist zur Weiterverarbeitung rein genug. Beim 
Erwarmen erfolgt Zersetzung. Die Reinigung durch Lasen in Essigester unter Zusatz von 
wenig Aceton und Fallen mit Ather ist verlustreich. RF 0.14. 

C5HllN30 (129.2) Ber. C 46.49 H 8.58 N 32.53 Gef. C 46.63 H 8.95 N 32.52 

Hydrazinoucetamid-hydrochlorid (4): 1.3 g 3 in 10 ccm Methanol werden nach Filtrieren 
mit ca. 5 ccm HCl-gestitt. Ather versetzt und der Niederschlag nach weiterer kherzugabe 
kristallin gerieben. Rohausb. 1.2 g. Nach Lasen in wenig heikm Wasser und Fallen mit 
Methanol und bither Schmp. 176 - 180". Die Analysenprobe schmolz bei I83 - 185" (aus 
Methanol). 

CzHsN30JCI (125.6) Ber. C 19.13 H 6.42 CI 28.24 N 33.47 
Gef. C 19.44 H 6.63 CI 28.2 N 33.28 

Na-[ Benzyloxycarbonyl-glycyycyll-hydrazinoessigsaure-athylester (2): Eine auf 0" gekiihlte 
Lasung von I I .8 g frisch dest. Hydrarinoessigsaure-athylester in 200 ccm Aceton wird nach 
Auflosen von 21 g Z-Glycin (0.10 Mol) portionsweise mit 20.5 g DCCI versetzt. Nach 24 Stdn. 
bei Raumtemperatur fiigt man 0.5 ccm Eisessig hinzu, entfernt nach eher  weiteren Stde. das 
Aceton i. Vak., last in 200 ccrn Essigester, schiittelt mit n HCI, n KHC03 und Wasser aus 
und erhalt nach Einengen einen Sirup, aus dem nach Verreiben mit feuchtem Ather/Hexan 
nach 48 Stdn. im Kiihlschrank 9.4 g (30%), Schmp. 55-60". auskristallisieren. Aus Benzol/ 
Hexan 8.9 g. Schmp. der Andysenprobe 64-65". 

Cl4H19N305 (309.3) Ber. C 54.36 H 6.19 N 13.59 Gef. C 54.44 H 6.20 N 13.62 

Aus den verbleibenden 18 g Sirup werden noch 10.1 g reines Benzal-Derivat isoliert, so daR 
die Gesamtausb. 55.5 :(, betragt. 

Bei Einsatz von 10 mMol isoliertem Isopropyliden-hydrainoessigester in 20 ccm Dioxan 
wurde auf gleiche Weise eine Rohausb. von 1.75 g (57%), Schmp. 54-57', erhalten. 

Benzal-Derivut: 3 10 mg vorstehender Verbindung werden mit 120 mg Benzaldehyd 15 Min. 
bei 100" verschmolzen. Aus khanol  355 mg (90%), Schmp. 121 -122'. 

CzlH23N3Os (397.4) Ber. C 63.46 H 5.83 N 10.57 Gef. C 63.66 H 5.68 N 10.31 

p-Nitro-benzal-Derivat: Zweimal aus Athanol/Wasser umkristallisiert, Schmp. 154- 156". 

C21H22N.+07 (442.4) Ber. C 57.01 H 5.01 N 12.66 Gef. C 57.15 H 5.01 N 12.72 

0- Hydruxy-benzul-Derivat: Zweimal aus Methanol umkristallisiert, Schmp. 1 50 - 152". 

Cz1Hz3N306 (413.4) Ber. C 61.01 H 5.61 N 10.16 Gef. C 60.98 H 5.61 N 10.09 

NU-[ Benzyluxycurbonyl-glycylJ-hydrazinoessigsaure-methylester: Wie bei 2 beschrieben, 
werden aus 25 mMol Ausgangsprodukt 4.55 g (61 %) nicht kristallisierbarer Sirup erhalten. 

p- Nitro-benzul-Derivat: Aus 650 mg sirupher Verbindung Ausb. 750 mg Derivat (80%) 
rom Schmp. 149--152". Aus Methanol Schmp. 150- 152'. 

CzoHz"N407 (428.4) Ber. C 56.07 H 4.71 N 13.08 Gef. C 56.16 H 4.72 N 13.30 

Die gleiche Verbindung konnte, allerdings in sehr geringen Ausbeuten, wie folgt erhalten 
werden : 
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Beim Zusammengeben von 2.8 g Hydrazinoessigester-hydrochlorid in 120 ccm 0.5n HCI 
und 3.0 g p-Nitro-benzal&hyd in 50 ccrn Athano1 fallt das Benzal-Derivat aus. Ausb. 4.2 g 
(88 %). Nach zweimaliger Umkristallisation aus Athano1 Schmp. 120- 121". 

CloHllN304 (237.2) Ber. C 50.63 H 4.67 N 17.71 Gef. C 50.75 H 4.54 N 17.90 
0.6 g /p-Nitro-benzy1idenl:hydrazinoessigester und 0.53 g Z-Glycin in 10 ccm DMF werden 

mit 0.51 g DCCI kondensiert. Nach ublicher Aufarbeitung verbleiben 0.6 g, Schmp. 112 bis 
1 18". Unter starken Verlusten kbnnen nach dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol 
30 mg, Schmp. 142- 144", erhalten werden. Misch-Schmp. ohne Depression. 

Gef. C 56.07 H 4.67 N 12.99 
Na-Glycyl-hydrazinoessigsaure-athylester-hydrobromid: Man 16st bei absolutem Feuchtig- 

keitsausschluR 3.1 g 2 in 15 ccm 4n HBrlEisessig unter kriftigem Riihren. Ein Kbrnchen 
Phenol fangt evtl. vorhandenes freies Br2 ab. Nach 30 Min. fiillt man das Produkt durch 
schnelle Zugabe von absol. Ather, saugt ab, wascht mit Ather. last in wenig absol. Methanol 
und tropft die Usung in Ather ein. Ausb. 2.86 g (95 %) reines, nicht hygroskopisches Produkt, 
Schmelzbereich 154-- 165". 

C6H13N303- 1.5 HBr (299.2) Ber. Br 40.05 N 13.71 Gef. Br 40.5 N 13.60 
Na-~BenzyloxycarbonyI-glycyll-hydrazinoacetam~d: Man lbst 1 .O g 2 rnit NH3-gesatt. Me- 

thanol und liiI3t 24 Stdn. stehen. Dabei scheidet sich das Amid aus; Ausb. 720 mg (79%), 
Schmp. 144-149". Schmp. der Analysenprobe 147-1149' (aus Athanol, 600 mg). 

C12H16N404 (280.3) Ber. C 51.43 H 5.75 N 19.99 Gef. C 51.32 H 5.70 N 19.78 
Benzal-Derivat: 2.0 g Benzal-Derivat des Esters 2 werden in einer Druckilasche in 25 ccm 

mit NH3-gesatt. Methanol durch Erwarmen auf 40" gelbst und bei Raumtemperatur belassen. 
Nach 24 Stdn. sind 1.45 g (78 %), Schmp. 195 -200", auskristallisiert. Aus vie1 Athanol 
Schmp. 198-2200'. 

C19H20N404 (368.4) Ber. C 61.95 H 5.48 N 15.21 Gef. C 62.12 H 5.39 N 15.06 

Nu-[Benzyloxycarbonyl-glycyl]-N~-[benzyloxycarbonyl- L- valylJ-hydrazinoessigsaure -methyl- 
ester: 2.51 g Z-Val (10 mMol) und 2.97 g sirupOses Na-Z-Gly-CNH2)-Gly-OCH~ in 20 ccm 
Dioxan werden mit 2.03 g DCCI verknupft. Nach iiblicher Aufarbeitung verbleiben 1.01 g kri- 
stalliner Ruckstand. Die zweite der beiden aus Essigester/n-Hexan auskristallisierten Fraktionen 
(800 mg), Schmp. 176- 178", ist nach dem Misch-Schmp. identisch mit der fruher auf anderem 
Wege erhaltenen gleichen Verbindung3). Aus Essigester Schmp. 178- 180". 

C2~H32N40s (528.6) Ber. C 59.08 H 6.10 N 10.60 Gef. C 58.96 H 6.18 N 10.55 
Na-rert.-Butyloxycarbonyl-hydrazinoessig (6) : 25 g (100 mMol) BOC-p- 

Nitro-phenylester werden rnit 13.6 g ( I  15 mMol) frisch dest. HydrazinoessigsCrure-iifhylester 
unter Riihren iibergossen. Die Mischung verflussigt sich unter starker Erwiirmung und wird 
anschlieaend 3 Stdn. auf 70" erwiirrnt. Nach 24 Stdn. bei Raumtemperatur lbst man in 
200 ccm Essigester, filtriert vom ausgeschiedenen Nitrophenol (ca. 3 g) ab, schuttelt die 
Lbsung 5 ma1 mit je 30 ccm 8-proz. Ammoniaklbsung, einmal mit 50 ccm S-prOZ. Zitronen- 
slure in gesatt. NaC1-Msung und einmal rnit gesiitt. NaCI-Lbsung aus. Nach Trocknen iiber 
Natriumsulfat und Entfernen des Essigesters i. Vak. wird der Riickstand an der t)lpumpe 
destilliert. Bei 102-115°/0.5-0.8Torr gehen 8.5 g uber, bei 115-130° 3.6g. 

Wenn der Destillationsriickstand zuviel Nitrophenol enthalt, kommt es zu Zersetzungen, 
die starke Verluste bedingen. In solchen Fallen empfiehlt es sich, vor Destillation der zweiten 
Fraktion den Riickstand in Essigester erneut rnit Ammoniak zu extrahieren. - Erneute 
Destillation der 1. Fraktion, Sdp.0.14 76-80", ergibt 7.7 g (35%) reines Produkt. ng 1.4477. 

C9H18N104 (218.3) Ber. C49.53 H 8.31 N 12.84 Gef. C 49.72 H 7.98 N 12.65 
221. 
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Aus dem Ruckstand und der 2. Fraktion kbnnen durch langsame Destillation, Sdp.o.2 
80-90", noch 2.5 g (1 I .5 %) leicht mit N h o m e r e m  verunreinigtes Produkt erhalten werden, 
das durch wiederholte Destillation zu reinigen ist. RF 0.77. 

o-Hydroxy-benzal-Derivar: Durch Erhitzen von 440 mg 6 mit 250 mg Salicylaldehyd 5 Min. 
auf 100" und Kristallisieren aus dithanollwasser werden 520 mg (80%) Derivat erhalten. 
Schmp. 84-85'. 

C16Hz~N205 (322.4) Ber. C 59.61 H 6.88 N 8.69 Gef. C 59.68 H 7.04 N 8.61 

Bei Einsatz des Isomerengemisches gibt die Menge an o-Hydroxy-benzal-Derivat eine 
Orientierung iiber den Gehalt an Na-BOC-lsomerem. 

N~-rerr.-Bufyloxycarbonyl-hydrazinoessigsuure~rhylester (5): Aus dem Destillationsruck- 
stand vorstehender Verbindung werden durch schnelle Destillation 3.9 g (18%), Sdp.0.l I10 bis 
I 15". erhalten. Sie kristallisieren nach langerem Aufbewahren im Tiefkiihlschrank. ng I .4520, 
RF 0.63, Schmp. 22 -26". 

Gef. C49.43 H 8.28 N 12.84 
Die Gesamtausb. betrap damit 64.5 %. 
Beide isomeren BOC-Hydrazinoessigester zeigen eine geringfugige Tendenz, sich ineinander 

umzulagern. So ist in Na-BOC-(NHz)-Gly-Oit nach mehrwtkhigem Aufbewahren Nb-BOC- 
NH-Gly-Odit chromatographisch nachweisbar. 

Beim 8stdg. Erhitzen von 700 mg reinem NB-BOC-NH-Gly-OJt am Kugelrohr auf 120" bei 
0.1 Torr k6nnen 60 mg reines Na-BOC-(NH2)-Gly-O~r isoliert werden. 

Na-tert. - Bury loxycarbonyl- NB-[ benzyloxycarbonyl-glycyl]-hycirazinoessigsuure-~thyles~er (8) : 
4.2 g Z-Gly und 4.4 g Nn-BOC-(NH~)-Gly-O,& werden in 40 ccm absol. Dioxan mit 4.2 g 
DCCI kondensiert. Der nach der ublichen Aufarbeitung verbleibende Sirup kristallisiert uber 
Nacht. 6.45 g (7973, Schmp. 69-74". Aus Essigester/Hexan Schmp. 70-72". 

C19H27N307 (409.4) Ber. C 55.74 H 6.65 N 10.26 Gef. C 56.10 H 6.70 N 10.05 

Abspaltung der BOC-Schutzgruppe: Nach einer Stde. Einwirkung von 3 ccm TripUoressig- 
suure auf 1.0 g 8 bei Raumtemperatur wird die Saure i. Vak. entfernt und der Ruckstand 
in Benzol mit KHCO3-Lbsung neutral gewaschen. Nach Entfernung des Msungsmittels 
verbleiben 350 mg, Schmp. 90-94", aus Benzol Schmp. 93-95'. Der Misch-Schmp. zeigt 
die ldentitat mit dem fruher beschriebenen NB-[Benzyloxycarbonyl-glycyll-hydrazinoessig- 
saure-athylester9). 

Na-/Benz~~loxycarbonyl-glycyl]-N~-rerr.-butyloxycarbonyl-hydra~inoessigsaure-~~hylesrer (7) 
a) Ausgehend von I .65 g eines Gemisches beider BOC-Hydrazinoessigsiiure-uthylester. in 

dern der Gehalt an Na-lsomerem als o-Hydroxy-benzal-Derivat und dunnschichtchromato- 
praphisch zu ca. 60% bestimmt wurde, erfolgt die Umsetzung wie beim oben beschriebenen 
Isomeren. Beim Verreiben des Sirups mit Ather werden 300 mg, Schmp. 105- 1 0 8 O ,  erhalten. 
Petrolatherzugabe l&Dt uber Nacht 1.67 g, Schmp. 77-94", kristallisieren. Durch weitere 
Kristallisation aus EssigesterlPetrolather kbnnen letztlich 410 mg (I7 %) neben 1.37 mg 
Na-BOC-Isomerem (Schmp. 69 -77") erhalten werden. Schmp. der reinen Verbindung 7 1 I 1  bis 
113". 

Cl~H27N307 (409.4) Ber. C 55.74 H 6.65 N 10.26 Gef. C 55.83 H 6.65 N 10.24 
b) Ausgehend von 210 mg Z-Gly und 220 mg NB-BOC-NH-Gly-OAt in 3 ccm Dioxan 

werden mittels DCCI analog a) 245 mg (60%) erhalten. Schmp. 104- 107". 
Abspaltung der BOC-Schurzgruppe: Aus 200 mg BOC- Verbindung 7 in 0.5 ccm TFA werden, 

wie vorstehend beschrieben, nach Kristallisation aus Cyclohexan 70 mg, Schmp. 58 -60". 
erhalten. Misch-Schmp. mit authent. Na-Z-Gly-(NH2)-GIy-O~r9) ohne Depression. 
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NB-Benzyloxycarbonyl-hydrazinoessigsaure-athylester (10) 
a) Zu einer stark emulgiertcn Mischung von 4 g KHCO, in 50 ccrn Wasser (Vibromischer), 

4.1 g 2-Chlorid in 30 ccm bither und 5 ccrn DMF werden innerhalb von einer Stde. 4.4 g 
(20 mMol) Na-BOC-Hydrazinoessigsiiure-athylester (6) in 30 ccrn Ather getropft. Die Durch- 
mischung wird nach Zugabe von weiteren 0.95 g Z-Chlorid noch 3 Stdn. fortgesetzt. Durch 
Zugabe von 1.5 ccrn Pyridin wird der UberschuD an Z-Chlorid zerstalrt. die wiiBrige Phase 
nochmals ausgdthert und der bitherextrakt bei 0" mit n HCI, KHCO3-Msung sowie Wasser 
gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des bithers verbleiben 6.9 g 
bliger Ruckstand, der, in 8 ccrn TripUoressigsaure gelbst, 1 Stde. bei Raumtemperatur stehen- 
gelassen wird. Der nach der iiblichen Aufarbeitung verbleibende Ruckstand kristallisiert 
spontan in langen Nadeln. 2.48 g (49 %), Schmp. 86-92". Die Analysenprobe wurde zweimal 
aus Essigester mit Petrolather auskristallisiert. Schmp. 94-95'. RF 0.49. 

C12H16N204 (252.3) Ber. C 57.13 H 6.39 N 11.10 Gef. C 57.06 H 6.44 N 10.93 

b) 6.2 g frisch dest. Hydrazinoessigsaure-uthylester (52 mMol) und 12 g Kohlensaure- 
[p-nitro-phenylesterl-benzylester werden 2 Stdn. bei 80" verschmolzen. Der erkaltete Sirup, 
in 10 ccrn Methylenchlorid gelbst, verbleibt 24 Stdn. bei Raumtemp. Nach msen in 100 ccrn 
Essigester wird das Produkt, wie bci 6 beschrieben, vom Nitrophenol befreit. Aus dem 
sirupasen Ruckstand kristallisieren auf Zugabe von Essigester/Heptan wahrend 2 Tagen 
4.3 g rohes Np-Z-NH-Gly-O,-& (39% Ausb.). L6sen in Essigester und Filllcn mit n-Heptan 
ergibt 2.95 g (27 %), Schmp. 93 -95". Es verbleiben 6.4 g Sirup, der iibenviegend das Na-Z- 
Isomere (74 % als o-Hydroxy-benzal-Derivat bestimmt) neben fl-Z-Isomerem und Lbsungs- 
mittelresten enthillt. 

~-Benzyloxycarbonyl-hydrazinoessigsaure-athylester (9) : 19.4 g des sirupbsen Produktes, 
vgl. 10 b), werden an der t)lpumpe destilliert und bei 0.2 Torr 2 Fraktionen aufgefangen: 
Sdp. 145--155", 5.8 g, und 155-170", 8.8 g. 

Erneute Destillation der Fraktionen ( I .  Sdp.o.2 150--153", 2. Sdp.o.2 150--156°) ergibt 
12.3 g. n'$ 1.5123. 

Im Destillat scheiden sich wPhrend der Destillation feine Kristalle, wahrscheinlich Zer- 
setzungsprodukte, aus, die abfiltriert werden. Aus dem Destillationsriickstand kristallisiert 
noch etwas NC-Z-Isomeres aus. 

C12HlaN204 (252.3) Ber. N 11.10 Gef. N 11.18 

o-Hydroxy-benzal-Derivat: Durch Verschmelzen der Komponenten bei 100". Die Analysen- 
probe wurde zweimal aus khan01 umkristallisiert. Schmp. 88-89". 

C19H2sN205 (356.4) Ber. C 64.03 H 5.66 N 7.86 Gef. C 64.05 H 5.73 N 7.90 

NB-Benzyloxycarbonyl-hydrazittoacetamid: 2 g (8 mMol) NB-Z-NH-Gly-OAt lbst man in 
ca. 100 ccrn mit NH3 g d t t .  Methanol. Nach 16-20 Stdn. wird das Usungsmittel i. Vak. 
entfernt und der Ruckstand mit Ather verrieben; 1.71 g. Bei der Umkristallisation bleiben 
150 mg, Schmp. 230-235", ungelast (Analyse, einmal aus Nitromethan: gef. C 53.20 H 5.30 
N 18.75). Die Verbindung ist nur schwer von diesem Nebenprodukt zu befreien, das sich 
hikhstwahrscheinlich bei der Umkristallisation wieder bildet. Ausb. 1.12 g (63 %), Schmp. 
106-107". Rp0.14. 

CloH13N303 (223.2) Ber. C 53.80 H 5.87 N 18.83 Gef. C 53.67 H 5.80 N 18.91 
Na-Benzyloxycarbonyl-N~-~benzyloxycarbonyl-glycyll-hydrazinoessigs~ure: Die frii her,) aus 

Z-Gly-NH-Gly-OAt und Z-Chlorid erhaltene Verbindung wurde aus Na-Z-(NH2)-Gly-Obit ge- 
wonnen: 1.05 g 2-Gly und l .26 g Na-Z-(NH2)-Gly-0,& I6st man in 5 ccrn absol. Dioxan und 
kondensiert mittels 1.05 g DCCI bei 0". Nach 24 Stdn. wird wie ublich aufgearbeitet, der 
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erhaltene Sirup in 25 ccm Methanol gelast und rnit 700 mg NaOH in 10 ccrn Wasser 2 Stdn. 
verseift. Ausb. 0.97 g (48 %), Schmp. 129 - 133". aus Essigester Schmp. I38 - 140". 

Na-[ Benzyloxycarbonyl-glycylJ- Nfl-benzyloxycarbonyl-hydratinoessigsiiure-athylester (12) 
a) In  1.55 g 2 (5.00 mMo1) wird, wie beim Na-BOC-Hydrazinoessigester beschrieben. 

der Z-Rest eingefuhrt, wobei 2.2 g rohes Produkt, Schmp. 40-50", erhalten werden. Zwei- 
malige Umkristallisation aus Essigester/Hexan ergibt 1.02 g, Schmp. 85-86'. 

C22H~sN307 (443.5) Ber. C 59.59 H 5.68 N 9.48 Gef. C 59.55 H 5.61 N 9.26 

b) Aus Nfl-Z-NH-Cly-OAt nach der DCCI-Methode: 250 mg Nfl-Z-NH-Gly-Ok und 210 mg 
Z-Gly, gelbst in 3 ccm absol. Dioxan. werden bei 0' mit 210 mg DCCI kondensiert. Nach 
24 Stdn. bei 20' gibt man einen Tropfen Eisessig zur Zerstarung von uberschiiss. DCCI zu 
und arbeitet anschlieBend wie iiblich auf. Die nach Verreiben des Ruckstandes mit Ather/ 
Hexan verbleibenden 255 mg (57%) Rohprodukt, Schmp. 75-85', enthalten noch etwas 
haherschmelzenden Anteil (Schmp. 143 - 147"). Zweimalige Umkristallisation aus Essigester/ 
Hexan ergibt 110 mg, Schmp. 84-86". 

Na-[BenzyloxycarbonyI-glycyll-Nfl-benzyloxycarbonyl-hydratinoessigs~ure (12, H statt 
C2H5): 1.2 g 12 (Rohprodukt) in 10 ccm Xthanol l U t  man nach Zugabe von 150 mg NaOH 
in  2 ccrn Wasser 1 Stde. bei 20" stehen. Mit konz. Salzsaure wird kongosauer gemacht und 
rnit Essigester das Produkt extrahiert. Nach Entfernen des Lasungsmittels i .  Vak. scheiden 
sich 800 mg (70%) Rohprodukt, Schmp. 83-88", aus. Aus Essigester, der wenig Hexan 
enthielt, Schmp. 100- 102". 

CzoHz1N307 (415.4) Ber. C 57.83 H 5.10 N 10.11 Gef. C57.80 H 5.19 N 10.15 

Na-tert.-ButyloxycarbonyI-N8-p-tosyl-hydrazinoessigsaure-a~hylester: 2.18 g ( 10.0 mMol) 
N"-BOC-(NH2)-Cly-O~t (6) und 2.24 g p-Toluolsulfochlorid werden in 10 ccrn wasserfreiem 
Pyridin schnell gelbst und unter Riihren innerhalb von 2 Min. rnit 1.66 ccrn Triathylamin 
versetzt. Nach einer Stde. bei Raumtemperatur wird vom ausgeschiedenen Triuthylamin- 
hydrochlorid (1.8 g) abgesaugt, rnit Pyridin nachgewaschen und das Filtrat i .  Vak. eingeengt. 
Der sirupase Ruckstand, in 50ccm Essigester geltist, wird rnit 2n  HCI, n KHC03 sowie 
Wasser ausgeschiittelt, iiber NazS0.1 getrocknet und i. Vak. vom Essigester befreit. Ausb. 
2.72 g (73%), Schmp. 136--140", aus Essigester Schmp. 138-139". 

C1&4N206S (372.5) Ber. C 51.60 H 6.50 N 7.52 Gef. C 51.74 H 6.54 N 7.37 

Nfl-p-Tosyl-hydrazinoessigsdure-athylester (11): Man laBt auf 1.86 g (5.0 mMol) der 
vorstehenden BOC- Verbindung 1 Stde. 2.5 ccrn Trifluoressigsaure einwirken, entfernt die 
Saure i. Vak., last in Essigester, schuttelt mit n KHCO3 und Wasser aus, trocknet iiber 
Na2S04, engt i. Vak. ein und reibt den Ruckstand rnit Ather kristallin. Ausb. 870 mg 
(64%). Schmp. 113-Il5". Aus Essigester Schmp. 114--116". 

CllH19N~04S (272.3) Ber. C48.51 H 5.92 N 10.29 Gef. C48.60 H 5.93 N 10.44 

Na-[ Benzyloxycarbony 1-glycyll- N fl-p-tosyl-hydrazinoessigsaure-athylest 
a) Nach der Dicyclohexylcarbodiimid-Methode: 350 mg 11 und 300 mg Z-Gly werden in 

5 ccrn Dioxan rnit 300 mg DCCI kondensiert und nach 24 Stdn. wie iiblich aufgearbeitet. 
Der Ruckstand ist uberwiegend Ausgangsprodukt (11). Beim Auflasen in 5 ccm Nitromethan 
bleiben 70mg (14%) Produkt, Schmp. 143-153', zuruck, das aus Nitromethan bei 146 bis 
150" schmilzt. 

b) Nuch der Methode der gemischten Anhydride: Zu dem aus 480 mg (2.3 rnMolJ Z-Gly 
rnit 280 mg N-Athyl-piperidin und 340 mg Chlorameisensaure-sek.-butylester in 7 ccrn DMF 
bei -5" bereiteten Anhydrid werden bei - 10" 545 mg 11 in 5 ccm DMF gegeben. Die Mi- 
schung verbleibt l Stde. bei Oo, iiber Nacht bei 20", sowie l Stde. bei 70" und wird wie iiblich 
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aufgearbeitet. Beim Entfernen des Essigesters i. Vak. fallen anfangs Kristalle aus (90 mg, 
Schmp. 220-221"). Das Filtrat ergibt nach Entfernen des Losungsmittels und Verreiben mit 
Ather 375 mg Substanz. Schmp. 146-148". Ausb. 40%. Umkristallisation aus Essigester. 

C Z I H Z ~ N ~ O ~ S  (463.5) Ber. C 54.42 H 5.44 N 9.07 Gef. C 54.59 H 5.54 N 8.95 

c) Durch Tosylierung von Na-[Z-Glycyll-hydrarinoessigester (2) : Nach der fur p-Ts-NH- 
N(BOC)-CH~-COZC~H~ gegebenen Vorschrift wird ein Sirup erhalten, aus dem sich nach 
Wochen einige Kristalle ausscheiden. Schmp. 144- 148". Misch-Schmp. ohne Depression. 

Na-~BenzyloxycarbonyI-glycyll-N~-p-tosyl-hy~azinoacetamid: Zu 1.41 g Na-[Z-Glycyll- 
hydrazinoacetamid in 10 ccm Pyridin und 1.15 g p-Tosylchlorid tropft man unter Ruhren 
0.82 ccm Triothylamin. Nach einer Stde. wird vom Triathylaminhydrochlorid abgesaugt und 
das Filtrat i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der nach ublicher Aufarbeitung erhaltene Sirup 
wird mit kher/Hexan verrieben. Nach einigen Tagen erfolgt Kristallisation (0.5 g). Aus 
Nitromethan 320 mg, Schmp. 150-152". 

C19H22N406S (434.5) Ber. C 52.52 H 5.10 N 12.90 Gef. C 52.42 H 5.17 N 12.75 

No. N~-Bis-[benzy~oxycarbonyl-glycyl]-hydrazinoessigs~ure-athylester 
a) Nach der Anhydrid-Methode: Das aus 2.1 g 2-Gly und 1.2 g N-Athyl-piperidin in I5 ccm 

DMF mit 1.45 g Chlorameisensaure-sek.-butylester bei - 10" bereitete Anhydrid wird mit 
3.1 g Z-Gly-NH-Gly-OAt in 15 ccm DMF versetzt, 30 Min. bei 0" gehalten, 2 Stdn. bei 20" 
und 30 Min. auf 70' erhitzt. Nach der ublichen Aufarbeitung verbleiben 3.52 g (70%), 
Schmp. 98 - 100". 

b) Nach der Azid-Methode: Das aus 2-Gly-NH-NH2 (1.12 g) in 10 ccm DMF/2.5 ccrn konz. 
Sahiiure bereitete Arid wird nach Neutralisation mit Triiithylamin mit 1.54 g Z-Gly-NH- 
Gly-OAt in 5 ccm DMF 24 Stdn. bei 0" belassen. Das nach der ublichen Aufarbeitung er- 
haltene Produkt muDte dreimal aus Benzol/Hexan kristallisiert werden. Schmp. 94 -97". Die 
Ausb. reichte zum Identitiltsbeweis. 

Ferner kann etwas Z-Gly-NHz, Schmp. 133 - 136", isoliert werden. 
N8-r Tosyl-glycyl]- Na-[benryloxycarbonyI-glycylj-hy~azinoessigsaure-~thylester 
Z-Gly-NH-Gly-OAt wird, in wenig DMF gelbst, zu einer mittels eines Vibromischers 

emulgierten Mischung von p-Ts-Gly-CI (10% Uberschufl) in Benzol und wiiDr. NaHC03- 
Losung gegossen und 2 Stdn. emulgiert. Aus der Benzolschicht kristallisiert nach Schutteln 
mit n HCI ein reines Produkt mit 72-80% Ausb. Schmp. 144-145". identisch mit authent. 
Material (vgl. 1. c.3)). Diese Methode ist der fruher beschriebenen weit uberlegen. 
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