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157. Aminoacyl-Einlagerung.

1. Mitteilung.
Definition, Ubersicht und Beziehung zur Peptidsynthese

von M. Brenner, J.P. Zimmermann, J.Wehrmiiller, P. Quitt,
A. Hartmann, W. Schneider und U. Beglinger.

Herrn Prof. Dr. T. Reichstein zum 60. Geburtstag gewidmet.
(29.V.57.)

Der Ausdruck Aminoacyl-Einlagerung (,,AAE) soll eine Um-
lagerungsreaktion charakterisieren, welche wir bei O-aminoacylierten
Derivaten der Salicylsiure entdeckt haben!) und nunmehr auch an
entsprechenden Abkommlingen aliphatischer g-Hydroxysduren durch-
fiihren kénnen. Mit der Ubertragung der Reaktion in die aliphatische
Reihe sind unsere Arbeiten auf diesem Gebiet zu einem ersten Ab-
schluss gelangt. Wir fassen in der vorliegenden Mitteilung die wesent-
lichsten Resultate zusammen; iiber zahlreiche weitere Ergebnisse wird
demnichst ausfiihrlich berichtet werden.

Verestert man die Hydroxylgruppe eines f-Hydroxysidure-amids
I mit einer «-Aminosiure und unterwirft man den resultierenden
Aminosdureester II, gegebenenfalls unter Ausschluss von Wasser,
der Einwirkung geeigneter basischer Agenzien, so erfolgt eine Um-
lagerung. Aus 1I entsteht ein N-(8-Hydroxy-acyl)-aminoacylamid I1I.

0H 0-0CCHRNH, OH

( ( o

\CONH,’ “\CONH, \CO-NHCHRCO-NH,
I 11 II1

Allgemeiner chemischer Erfahrung zufolge muss der primére
Amidstickstoff von IIT mit dem primiren Amidstickstoff von I bzw.
IT identisch sein. Der in die Hydroxylgruppe von I eingefithrte Amino-
acylrest befindet sich also nach der Umlagerung zwischen dem Car-
bonyl und dem Amidstickstoff von I: Formal hat sich der Amino-
acylrest vom fS-sténdigen Sauerstoff in I1 gelost, um 180° gedreht und
in die Carbonamidgruppe ,,eingelagert*. Unsere Bezeichnung ,,Ami-
noacyl-Einlagerung*¢ basiert danach auf dem Ergebnis der Umlage-
rung. Der Name ist eine zwar unvollkommene, aber kurze und prak-
tisch ausreichende Umschreibung fiir das Wesen dieser noch unbe-
kannten Reaktionsart. Er umfasst auch ihre bisher aufgefundenen

1) M. Brenner und Mitarbeiter, Experientia 11, 397 (1955).
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Varianten: AATR bei aminoacylierten f-Hydroxysduren?')?)3), amino-
acylierten p-Mercaptosduren!)?*) und AAE unter Hydroxyphenyl-
imidazolon-Bildung?)3).

Im Sinne des allgemeinen Schemas II - IIT erhélt man aus dem
Perchlorat von O-Phenylalanyl-salicylsure-amid (IVa) beim Auf-
16sen in 10-proz. wisserigem Hydrogencarbonat, 2-n. wisseriger Soda,
Ammoniaklosung oder Natronlauge Salicoyl-phenylalanin-amid (Va).
Die Umlagerungen sind nach wenigen Minuten beendet. Die Aus-
beuten sind durchweg gut (Tab. 1). Ebenso verhilt sich die Glycin-
Verbindung IVDb, wobei aber die Ausbeute an Umlagerungsprodukt
Vb in Hydrogencarbonat deutlich schlechter ist. Ferner wird bei dem
Natronlauge-Versuch an Stelle von Vb dessen Verseifungsprodukt Sali-
coyl-glyein erhalten.

0-—OCCHR - NH 0H o X
NS A A
: : . | N
v \CONH, N NCONHCHROONH, N =0
Do
- N CHR
IV a R = CHGH, VaR—CHGH, VIaR—CHGH:; R =H; X =0H
bR_—H bR—H bR=—H; R~ CHy; X — H
0—OCCHR-NH,  VII a R = CH,C,H,; R'= CH,CO0CH,
I/ Y b R = H; R'— CHCONHCH,COOCH,
|
N\ CONER CH,CeH,
CONHR ¢ R = CH,CH,; R'— CHCONHCH,COOCH,
|
CHLCGH,

Die erwahnte Ausbeuteverschlechterung wird durch eine Neben-
reaktion verursacht. Es handelt sich dabei um jene Variante der AAE,
die zu Imidazolonen VI fithrt. Die Imidazolonbildung wird zur Haupt-
reaktion, wenn die Umlagerung unterhalb pH 8 erfolgt. So erhilt man
aus dem Perchlorat von IVa in Phosphatpuffer (pH 6,9 und 5,9) oder
Acetatpuffer (pH 5,0) ausschliesslich 2-(2'-Hydroxyphenyl)-4-benzyl-
imidazolon-(5) (VIa)?). Die AAE kann auch in wasserfreiem Milieu
erfolgen (Tab. 1). Hierbei ist bemerkenswert, dass Basen wie Am-
moniak, Didthylamin und Tridthylamin die Imidazolonbildung nur in
Gegenwart hydroxylhaltiger Losungsmittel vollstindig unterdriicken.
In fliissigem Ammoniak erhdlt man aus IVa sogar quantitativ das
Imidazolon VIa. Eine Ausnahme macht 2-n. Trifithylamin in Chloro-
form. Dieses Medium eignet sich ausgezeichnet zur priparativen Ge-
winnung von offenkettigen Siureamiden V.

2y J. P. Zimmermann, Dissertation Universitat Basel, 1952.

2y J. P. Zimmermann, unveroffentlicht.

3y J. Wehrmiiller, Dissertation Universitat Basel, 1955.

4y P. Quitt, Dissertation Universitat Basel, 1956.

%) Ob auch im Fall der Imidazolonbildung von AAE zu sprechen sei, ist eine Er-
messensfrage. Wir werden bei spaterer Gelegenheit darauf zuriickkommen.
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Tabelle 1.
AAE bei I'Va in wésserigem und wasserfreiem Milieu.

% Ausbeute an
2-(2’-Hydro-
Losungsmittel Salicoyl- | oxyphenyl)-
phenylalanin-| 4-benzyl-
amid imidazolon-
(5)
10-proz. KHCO, . . . . . . . .. .. 93 —
Na,C0y 2. . . o . oL, L 94 —
NH;2n. . . . 0. 0000 92 —
NaOH 2n. . . . o o 000 oL 92 —
Phosphatpuffer pH 6,90 . . . . . . . — 94
Phosphatpuffer pH 5,95. . . . . . . . — 92
Acetatpuffer pH 5,05, . . . . . . . . — 93
Diathylamin 2-n. in Wasser . . . . . . 91 —
Trisgthylamin 2-n. in Wasser. . . . . . 89 —
Disthylamin 2-n. in Methanol . . . . . 84 —
Trigthylamin 2-n. in Methanol . . . . 90 —
Triathylamin 2-n. in Chloroform . . . . 91 —
Disthylamin 2-n. in Tetrahydro-furan . 60%*) 30%)
Tridthylamin 2-n. in Tetrahydro-furan . 70%) 25%)
NH, flissig, wasserfrei . . . . . . . . — 97
*} Unreine Produkte.

Die Tendenz zur Imidazolonbildung geht zuriick, wenn man von
IVa zum O-Phenylalanyl-salicoyl-glycin-methylester (VILa) {iiber-
geht. Sie verschwindet fast ganz bei den O-Aminoacyl-salicoyl-dipep-
tid-Derivaten (VILb, c¢)%)22).

Im Gegensatz dazu bleibt die Fahigkeit zur AAE erhalten. Die
Reaktionsgeschwindigkeit nimmmt indessen bei den schwereren Mole-
keln ab. So kénnen Verbindungen vom Typus VILa, b, ¢ wegen kon-
kurrierender Hydrolyse der Phenylester-Bindung nicht mehr gut in
wasserigen Medien umgelagert werden. Hier hat sich jedoch Tri-
athylamin in Chloroform bewihrt. Als Beispiel beschreiben wir im
experimentellen Teil die Durchfithrung der Reaktionsfolge VIII -
X1V, Schema 1, Seite 1500%). Das verwendete Ausgangsmaterial VIII
ist von J. P. Zimmermann?) und J. Wehrmiiller3) aus O-Glyeyl-sali-
cylsdure durch eine der eingangs genannten Varianten der Aminoacyl-
Einlagerungs-Reaktion erhalten worden?).

Der im Schema 1 skizzierte Aufbau des Salicoyl-tripeptid-
methylesters XIV stellt ein neues Prinzip zum Aufbau von Peptid-
ketten dar. Solche Verbindungen hat man bisher ausschliesslich nach
dem Verfahren der ,,Aminoacyl-Anlagerung* hergestellt. Letzteres
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geht auf Th.Curtius und Emil Fischer zuriick. Ein Beispiel hierzu bie-
tet unsere zweite Synthese von XIV, die wir nach dem unten ange-
gebenen ,,normalen‘ Schema 2 durchgefiihrt haben, um das Einlage-
rungsprodukt mit authentischem Material zu vergleichen?).

Schema 2.
Synthese von XIV nach dem Verfahren der Aminoacyl-Anlagerung.
Gly Phe Gly
Sal OH Z OH H OCH,
nach Boissonnas?)
oder Goldschmidi®)
Sal OH Z f— OCH,
l H,/Pd
Sal OH H | OCH,
l nach Goldschmidit®)
Sal | ! OCH,

(XIV)

Sal bedeutet Salicoyl, ein waagrechter Strich entspricht dem daritber angegebenen Amino-
saurerest Glycyl oder Phenylalanyl, der Unterteilungsstrich | stellt eine
Peptidbindung dar?2).

Besonders reizvoll erschien jetzt der Versuch, die Reaktion an
einem aliphatischen System durchzufiihren. Zum Beispiel muss, falls
eine AAE erfolgt, das O-Glycyl-g-hydroxybuttersdure-amid (XV) in
f-Hydroxybutyryl-glycin-amid (XVI) verwandelt werden. Entspre-
chende Experimente unter den in der Salicylséure-Reihe erprobten
Bedingungen (Tab. 1) verliefen jedoch ergebnislos. Auch O-Glyeyl-
N-benzoyl-serin-amid (XVII) gab in wéisserig alkalischer Losung kein
N-Benzoyl-seryl-glycin-amid (X'VIII)3).

H,C\ /0-0CCH,NH, 0,0, OH
\CONHZ \CO-NHCH,CO “NH,
5:4% XVI
\/o -OCCH,NH, l/OH
N
C‘GH500HN/ \CONH, CGH5COHN/ “C0-NHCH,CO - NH,

XVIL XVIIL

) B. A. Boissonnas, Helv. 34, 874 (1951).

“2)Vgl. dazu die Darstellungsweisen von R. 4. Botssonnas et al., Experientia 12,
446 (1936), und W. Rittel et al., Helv. 40, 614 (1957).

8) St. Goldschmidt & F. Obermeter, Liebigs Ann. Chem. 588, 24 (1954).
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Es stellte sich die Frage nach der Ursache fiir diesen Misserfolg.
Er konnte energetisch oder kinetisch bedingt sein. Die erste Maglich-
keit fiel bei niherem Zusehen kaum in Betracht: Im Verlauf einer
AAE (IT - III) wird in der Stoffbilanz eine Esterbindung geoffnet
und eine Amidbindung geschlossen; da die Umsetzung in basischem
Medium erfolgt, sind keine Ionisierungsarbeiten zu leisten. Solche
Prozesse verlaufen bei reversibler Fithrung mit einer Abnahme der
freien Energie. AF %, betrigt etwa —6000 cal, wenn die Reaktion
intermolekular und die beteiligte Estergruppe aliphatisch ist?). Wir
wandten uns daher dem Studium des Reaktionsmechanismus zu. Es
war zu hoffen, dass ein Verstindnis der Einlagerung in der Salicyl-
sdure-Reihe Anhaltspunkte dafiir geben wiirde, unter welchen Bedin-
gungen die Reaktion in der aliphatischen Reihe gegebenenfalls zu
fithren sei.

Titherley'®) hat im Zusammenhang mit Arbeiten iiber die O —-N-
Acylwanderung bei Acetyl- und Benzoyl-salicylsdure-amiden die Ver-
mutung ausgesprochen, dass ausser dem O- und dem N-Isomeren
XIXa, b noch eine tautomere zyklische Form der Acyl-salicylsiure-
amide XIX ¢ existiere. Studien. von W. Schneider'') und J. P. Zimmer-
mann?*), iiber die wir nichstens berichten werden, charakterisieren
nun die O-Acyl-salicylsdure-amide X1X a als Pseudosiiuren'?). Thre
Lisungen in wisserigem Ammoniak, verdiinnter Natronlauge, 2-n.
Pyridin/Wasser oder 1-n. Tridthylamin/Methylenchlorid enthalten
Anionen, welche sich nach spektroskopischen Befunden vom ZT'ither-
ley’schen Tautomeren XIXc ableiten und die Konstitution XIXd

~ 0-OCR ~ OH . O OH .. 0 O
AN NS NN NS
S SO ENEQ.
NN N NN
" NconH, 7 \CONHOCR N N
s 6
XiXa b ¢ d

,/\/O\/ i C
! \CHR\H ; \ 2
™ /\ =C Co—,

0
O XX Fig. 1.

%) M. Brenner, H. R. Miller & R. W. Pfister, Helv. 33, 580 (1950), Fussnote 4
berechnen fir ein Bexspxe] das noch rund 1000 cal Ionisierungsarbeit erfordert, einen un-
gefihren Betrag von AF), = — 5000 cal.

19y 4. W. Titherley & W L. Hicks, J. chem. Soc. 1905, 1207; 1909, 908; 1911, 866;
A. W. Titherley, ibid. 1910, 200; J. McConnan & A. W. Titherley, ibid. 1906, 1318; 4. W.
Titherley & E. C. Hughes, ibid. 1910, 1368; 1941, 1493; 1912, 219,

1y W. Schneider, unverotfentlicht.

12) A. Hantzsch, Ber. deutsch. chem. Ges. 32, 575, 3066 (1899); 38, 998 (1905).
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besitzen miissen. Rekombination von XIX d mit einem Proton fithrt
je nach dem Charakter des Acylrestes zum N-Tsomeren XIXb (Acyl-
wanderung) oder zurick zum O-Isomeren XIX a; bei lingerer Einwir-
kung wisseriger Basen kann auch Hydrolyse der Phenylester-Bin-
dung eintreten.

Enthilt aber der Acylrest in «-Stellung eine Aminogruppe, wie
es z. B. bei I'V der Fall ist, so tritt ein neues Moment auf. Man erkennt
dies bei rdumlicher Betrachtung des entsprechenden Amnions XX.
Fig. 1 stellt eine vereinfachte perspektivische Seitenansicht von XX
dar. Ausser dem Aminostickstoff in Fig. 1 sind alle eingezeichneten
Atome in ihrer gegenseitigen riumlichen Lage fixiert. Bei freier Dreh-

barkeit der C—-C-Bindung in der Gruppe >C~§—NH2 bewegt sich
der Aminostickstoff auf einer Kreisbahn. Er gelangt so immer wieder
in unmittelbare Nachbarschaft zum Carbonylkohlenstoff der Amid-
gruppierung.

Es sei jetzt in Erinnerung gerufen, dass die AAE zu offenkettigen
Amiden nicht in jedem beliebigen basischen Milieu erfolgt (Tab. 1).
Offenkettige Amide ohne Beimengung von Imidazolon entstehen
interessanterweise nur in Medien, welche bei O-Acetyl-salicylsdure-
amid rasche und weitgehende Anionenbildung nach XIXd gewihr-
leisten %)), Daraus folgt fast zwingend, dass Anionen, welche nach
Fig. 1 gebaut sind, beim Ubergang von IV in V als Zwischenprodukte
auftreten. — Bis zu diesem Punkt stiitzt sich die Diskussion auf ex-
perimentelle Daten. U'ber den weiteren Verlauf der Reaktion ist vor-
erst allein bekannt, dass das Endprodukt V entsteht. Grundsitzlich
konnte sich aus XX ein Diacylimid XXIa bilden!3) (O-—-N-Acyl-
wanderung nach Titherley). Wihrend indessen die Modellsubstanzen
XX1b tatsdchlich nach XXIT umlagern, trifft dies bei dem N-Alkyl-
derivat XXTIe¢ nicht mehr zu: Letzteres bildet in basischem Milieu im
wesentlichen das Imidazolon VIb?2). Da, wie bereits ausgefithrt wor-
den ist, die N-Alkyl-Verbindungen vom Typus VII kaum mehr Tmi-
dazolone, sondern vorzugsweise offenkettige Amide geben, halten wir
die intermediire Bildung von Diacylimiden bei der AAE fiir wenig
wahrscheinlich.

AR l//\/X
| !
N X
v \CO-NR.”OCCHRNHz N \CONHCHzcoNHZ

XX1aX=0H; R=H XXII X = H oder OCH,

b X =Hoder OCH;; R=R'=H

¢ X=H; R—CH,

R=H

3y Th. Wieland, H. U. Lang & D. Liebsch, Liebigs Ann. Chem. 597, 227 (1955).
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Andererseits erscheint es als durchaus moglich, dass der Amino-
stickstoff von XX aus seiner idealen Stellung heraus (Fig. 1) mit der
Carbonylgruppe unter Ausbildung eines neuen Anions XXIIT A, B
koordiniert. Ladungsverschiebung in B im Sinne einer Stabilisierung
wiirde dann direkt das offenkettige Sdureamid V ergeben.

L @D oH
—
b NH
_NH N~

N
c, P
> ~o
HN' \DN HN

A a

dQ oH o~ Lo P
C v
W FM — ¥
e, >,
HNT Ng> HN' o
8

Nach der skizzierten Auffassung ist also der entscheidende
Schritt fir eine erfolgreiche AAFE die Bildung eines zyklischen Anions
(z. B. XX). Sie ist bei den Salicylsdure-Derivaten sterisch ausserge-
wohnlich begiinstigt?2)11). Diese Begiinstigung fehltin der aliphatischen
Reihe. Ein Anion X X1V aus O-Glyeyl-8-hydroxybuttersiure-amid (XV)
wird deshalb eine sehr geringe Stabilitit besitzen. Der Reaktionsglei-
chung entsprechend war seine Bildung unter diesen Umsténden nur bei

o_ 0"
NN
i B | [ CH,—NH, +HY
XV w’ (_ NH
C
i
0 XXIV

extrem kleiner Konzentration von H+ zu erwarten. Unter diesem Ge-
sichtspunkt ist das O-Glycyl-8-oxybuttersiure-amid (X V) wihrend 15
Minuten der Einwirkung von Kalium-tert.-Butylat in tert.-Butanol
unterworfen worden. In der Tat entsteht so praktisch quantitativ durch
AAE das f-Hydroxybutyryl-glycin-amid (X VI). Arbeiten von A. Hart-
mann und U. Beglinger, auf die wir bei spiterer Gelegenheit zuriick-
kommen werden, haben mit Acylderivaten des Serins und des
Threonins zum selben positiven Ergebnis gefiihrt.

Namentlich diese letzten Ergebnisse eroffnen eine Fiille von neuen
praktischen uund theoretischen Méglichkeiten. Hs ist endgiiltig darge-
legt, dass die Aminoacyl-Anlagerung prinzipiell nicht die einzige Mog-
lichkeit zum Aufbau von Peptiden und Proteinen darstellt. Die AAE
reprasentiert einen zweiten, gleichberechtigten und mindestens ebenso
interessanten) Weg. Dies gilt insbesondere fiir den Einbau von Ami-
nosiduren, welche in einer Peptidkette unmittelbar oder mittelbar auf
der Carbonylseite eines Serin-, Threonin- oder Cystein-Restes4) stehen.

1) J. P.Zimmermann hat die AAE am S-(Phenylalanyl)-thiosalicoyl-glycinanilid
erfolgreich durchgefithrt?),
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Es ist in dieger Beziehung vielleicht kein Zufall, dass alle bisher ana-
lysierten Proteine mindestens einen Aminosiurerest mit g-stindiger
Hydroxyl- oder Mercaptogruppe enthalten's). Die §-stdndige Hydro-
xylgruppe ist sogar ein relativ hiufiges konstitutives Merkmal der
Proteine?s).

Man mag einwenden, die Bedingung eines extrem basischen Me-
diums, wie sie der Reagenzglasversuch erfordert, sei in einem Organis-
mus nicht erfiillbar. Jene Bedingung fillt aber dahin, sobald die
lebende Zelle das zyklische Anion auf irgend eine andere Weise stabili-
siert. Kin instruktives Beispiel fiir den Effekt einer Stabilisierung aut
sterischem Wege bietet die AATE in der Salicylsiure-Reihe. Der aro-
matische Ring fixiert dort die primir reagierenden Zentren (Carbo-
phenoxy und Carbonamid) in geeigneter gegenseitiger Lage und er-
lJeichtert dadurch die Anionenbildung in solchem Masse, dass die AAR
schon zwischen pH 7 und 8 erfolgt!?).

Experimenteller Teil.

Die Smp. sind auf einem Kofler-Block bestimmt und korrigiert worden; Fehler-
grenze - 2°, Wo nichts anderes bemerkt wird, sind die Analysensubstanzen 14 Std. im
Hochvakuum tiber P,O; bei Zimmertemperatur getrocknet worden. Alle Substanzen mit
asymmetrischen C-Atomen sind Racemate. Alle O-Acyl-salicylsiure-Verbindungen sind
anfanglich FeCly-negativ, die Perchlorate der O-Aminoacyl-salicylsaure-Derivate zeigen
eine verzogerte FeCl;-Reaktion, und die Umlagerungsprodukte mit freiem phenolischem
Hydroxyl sind FeCl;-positiv (10-proz. FeCl, in Wasser, Substanzen in Wasser, Methanol
oder Athanol).

1. AAE bei O0-Phenylalanyl-salicylsiiure-amid (Va) und 0-Glyeyl-salicylsiure~amid
(Vb). (Bearbeitet von J. P. Zimmermann.)

Ausgangsmaterialien und Vergleichssubstanzen.

Perchlorat von O-Phenylalanyl-salicylsdure- amid (Va). Man 15st 1,04 g
(2,5 mMol) O-(Cbzo-pr-Phenylalanyl)-salicylsdure-amid®) in 100 ml abs. Eisessig, gibt
2,75 ml 1-n. Perchlorsiure in abs. Eisessig zu, versetzt die Losung mit 0,5 g 10-proz.
Palladiumkohle®) und behandelt mit Wasserstoff, bis die CO,-Entwicklung aufhort.

15) Vgl. die Zusammenstellung von Aminosdureanalysen in H. M. Rauen, Bioche-
misches Taschenbuch, Springer 1956, S. 214—231.

18) @. R. Tristram in Neurath & Bailey, The Proteins, Vol. I, 229, Academic Press,
New York 1953.

17} Wir werden spéter an einer Variante der AAE zeigen, dass die Umlagerung sogar
in saurem Milieu eintreten kann3). Inder Tat ist die eigentliche Voraussetzung fiir die AAE
die Ausbildung eines priméren Zwischenproduktes, das den heterozyklischen Ring mit der
Orthocarbonsiure-Gruppierung besitzt (XIX c¢; XXIV und dessen konjugate Siaure). Die
Anionenbildung erscheint unter diesem Gesichtspunkt lediglich als Mittel zum Zweck:
die negative Ladung stabilisiert den heterozyklischen Ring, weil

—0 0
N o
/N/ \R
gegeniiber R'—CONH® bevorzugt ist.
18) Organic Synthesis 26, 78 (1946).
95
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Nach dem Abfiltrieren des Katalysators dampft man die Losung im Vakuum bei einer
Badtemperatur von 40° ein und kristallisiert den Riickstand aus wenig Tetrahydro-furan/
Benzol um. Ausbeute 0,85 g (95%). Smp. 163—165° unter Zersetzung.
C;H;O,N,C1  Ber. C 49,94 H 4,45 N 7,28%,
(384,77) Gef. ,, 50,57 ,, 4,54 ,, 6,589,

Salicoyl-phenylalanin-amid. a) Aus Salicoyl-phenylalanin. Salicoyl-phenyl-
alanin: Man 16st 1,6 g (6,567 mMol) Salicylsaure-hydrazid!?) in 6,6 ml 1-n. Salpetersiure
und 10 ml Wasser, kiihlt auf 0° und tropft nicht zu schnell 6,6 ml n. Natriumnitrit unter
starkem Riihren zu. Das Azid2?) fillt kristallin aus. Es wird nach 14 Std. abfiltriert, mit
viel Eiswasser gewaschen und feucht in eine auf 0° gekiihlte Losung von 3,2 g DL-Phenyl-
alanin in 13,2 ml Natronlauge eingetragen. Man gibt noch 14 ml 1-n. Natronlauge zu und
entfernt die Kiithlung. Das Azid geht langsam in Losung. Das alkalische Reaktionsgemisch
wird mit Ather extrahiert und hierauf angesiuert, wobei Salicoyl-phenylalanin ausfallt.
Man nimmt in Essigester auf, trocknet iiber Natriumsulfat, dampft ein und erhalt 1,7 ¢
(90%,) Rohprodukt. Zur Reinigung und Analyse wird aus Alkohol/Wasser umkristallisiert.
Nadeln, Smp. 152—153°.

CiH;;0,N  Ber. C 67,35 H 5,29 N 4,919
(285,29) Gef. ,, 67,20 ,, 5,25 ,, 4,939

Salicoyl-phenylalanin-methylester: Man 16st 5 g (17,5 mMol) Saure in 20 ml abs. Me-
thanol, sattigt bei 0° mit HCl-Gas, liasst tiber Nacht bei 20° stehen, verdampft im Va-
kuum und verteilt den oligen Riickstand zwischen Essigester und Kaliumhydrogen-
carbonat. Ausbeute 4,4 g (859,). Lange Balken aus Alkohol/Wasser, Smp. 79—80°.

CH,ON Ber. C6821 HS5,73 N 4,689
(299,31) Gef. ,, 68,45 ,, 5,48 ,, 4,81%

Salicoyl-phenylalanin-amid: Man 16st 100 mg Methylester in 10 ml eiskalt-gesattig-
tem ammoniakalischem Methanol und erwirmt im Rohr 2 Std. auf 100°, Prismen aus
Methanol/Wasser, Smp. 163—163,5°.

CsHO3N, Ber. C67,59 H 5,67 N 9,86%
(284,30) Gef. ,, 67,72 ,, 5,50 ,, 9,71%

b) Durch Hydrierung wvon N-Salicoyl-a-aminozimmitsigure-amid. Man lost 0,1 g
N-Salicoyl-a-aminozimmtsiure-amid (Darstellung siehe unten) in 20 ml Alkohol, ver-
setzt mit 0,1 g 10-proz. Palladiumkohle!®) und hydriert bei Normaldruck. Es wird die
theoretische Menge Wasserstoff aufgenommen. Prismen aus Methanol/Wasser, Smp. 163
bis 164°; Misch-Smp. mit dem Préparat aus dem Methylester ohne Depression.

Gef. C 67,51 H 542 N 9,73%

Perchlorat von O-Glycyl-salicylsdure-amid (IVb). Man lost 314 mg
(1 mMol) O-(Chzo-glycyl)-salicylsidure-amid®) in 5 ml Eisessig, setzt 2 ml 1-n. HCIO, in
Eisessig sowie 1,1 ml 1-n. HBr in Eisessig zu, ldsst 2 Std. bei 20° stehen und filtriert das
auskristallisierte Perchlorat ab. 125 mg, Smp. 204—206°. Die bromid-freie Substanz ist
ohne weitere Reinigung analysiert worden.
C,H,;O,N,C1 Ber. C 36,68 H 376 N 9,51 O 38,029
(294,62) Gef. ,, 37,87 ,, 4,08 ,, 8,73 ,, 38,60%

Salicoyl-glycin-amid (Vb). Salicoyl-glycin-methylester: Man lost 2,9 g Sali-
coyl-glycin?') in 100 ml abs. Methanol, sittigt bei 0° mit HCI-Gas, lasst iiber Nacht bei
200 stehen, verdampft im Vakuum zur Trockne und verteilt den Riickstand zwischen
Ather und Kaliumhydrogencarbonat. Nadeln aus sehr wenig Methanol/Wasser oder
besser aus Benzol, Smp. 77 —789,

C,H ;O N Ber. C57,41 H 530 N 6,709
(209,20) Gef. ,, 57,561 ,, 5,18 ,, 6,949,

19)20) 4. Struve, R. Radenhausen, J. prakt. Chem. 52, 239, 240 (1895).
21) 8. Bondt, Z. physiol. Chem. 52, 172 (1907).
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Salicoyl-glycin-amid: Man 16st 0,5 g Methylester in 10 ml eiskalt gesattigtem am-
moniakalischem Methanol und erwirmt 3 Std. im Rohr auf 100°. Wiirfel aus Wasser,
Smp. 184—185°, Ausbeute fast quantitativ.

CoH,y0,N, Ber. C55,66 H519 N 14,439
(194,19)  Gef. ,, 55,77 ,, 5,09 ,, 14,53%

200 mg Amid werden bei l4stiindigem Stehen in 20 ml NaOH weitgehend in NH,
und Salicoyl-glycin gespalten (Papierchromatogramm, vgl. Abschnitt 2). Durch Verteilung
zwischen Hydrogencarbonat und Essigester erhdlt man 190 mg Salicoyl-glycin (Nadeln
aus Wasser, Smp. 160—162°; der Misch-Smp. mit authentischem Salicoyl-glycin vom
Smp. 170—171° liegt bei 164—167°), das noch mit etwas Amid verunreinigt ist.

-(2’-Hydroxyphenyl)-4-benzyl-imidazolon-(5) (VIa). 2-(2-Acetoxy-
phenyl)-4-benzal-oxazolon-(5): Man erwirmt eine Mischung von 1 g (5 mMol) Salicoyl-
glyein®1), 0,53 g (5 mMol) Benzaldehyd, 0,41 g (5 mMol) frisch geschmolzenes Natrium-
acetat und 1,5 g (15 mMol) Acetanhydrid 30 Min. auf 100°. Nach 15 Min. resultiert eine
klare, orange gefirbte Schmelze. Man lisst erkalten, verreibt die kristalline gelbe Masse
mit Alkohol, filtriert und wischt das Ungeldste mit Alkohol und Wasser nach. Ausbeute
1 g (66%). Gelbe Prismen aus Alkohol, Smp. 144—144,5°.

CH30,N  Ber. 70,35 H4,26 N 4,569
(307,29)  Gef. ,, 70,39 ,, 4,25 , 4,45%

N-Salicoyl-a-aminozimmtsiure-amid: Man erhitzt 1g (3,2 mMol) 2-(2'-Acetoxy-
phenyl)-4-benzyl-oxazolon-(5) in 60 ml Alkohol zum Sieden und leitet einen schwachen
Ammoniakstrom durch die Losung, die sich langsam gold-gelb farbt. Nach 2 Std. ist die
Aufspaltung beendet. Zuir Aufarbeitung dampft man die Losung zur Trockne ein, nimmt
den gelben &ligen Riickstand in wenig Alkohol auf und gibt viel Eiswasser zu, so dass die
Substanz milchig ausfillt. Nach Stehen iiber Nacht bei 0° kristallisieren 0,73 g (919,)
Rohsubstanz in fast farblosen Balken aus. Zur Reinigung und Analyse kristallisiert man
aus Alkohol/Wasser um. Balken vom Smp. 177—1780,

OH1 0N, Ber. C 68,07 H 5,00 N 9,939
(282,20)  Gef. ,, 68,04 ,, 4,81 ,, 9,649

2-(2’-Hydroxyphenyl)-4-benzal-imidazolon-(5) (VIa): In Anlehnung an E. Erlen-
meyer jun.??) werden 0,4 g N-Salicoyl-z-aminozimmtsiure-amid in 10 ml 2-n. Natron-
lauge 1 Std. bei 100° gehalten (Wasserbad). Die Losung firbt sich langsam orange-rot;
sie riecht nach Ammoniak und Benzaldehyd. Man stellt mit 2-n. Salzsiure auf pH 6 und
verreibt das harzig ausgefallene Reaktionsprodukt, bis es fest wird. Das so erhaltene
Pulver (0,15 g, 40%) wird aus viel Alkohol/wenig Wasser umkristallisiert. Orange-gelbe
Balken, Smp. 202—293°. Zur Analyse ist 14 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,0; ge-
trocknet worden.
CiH1,0,N,  Ber. C72,71 H 4,58 N 10,609,
(264,27) Gef. ,, 72,90 ,, 4,36 ,, 10,399,

2-(2’-Hydroxyphenyl)-4-benzyl-imidazolon-(5): Man schwemmt 0,5g (1,9 mMol)
Benzalverbindung in 50 ml Aceton auf, setzt 0,5 g 10-proz. Palladiumkohle!®) zu und
hydriert bei Normaldruck. Die Benzalverbindung 16st sich langsam auf. Bei Beendigung
der Wasserstoffaufnahme (rund 4 mMol, Theorie 3,8 mMol fiir 1 Doppelbindung) liegt
eine fast farblose Losung vor. Man filtriert, dampft ein und kristallisiert den Riickstand
aus Alkohol/Wasser um. Hexagonale Blittchen mit charakteristischem Doppelschmelz-
punkt bei 191—193° und 270—285° (Zers.). Zur Analyse ist 14 Std. bei 0,01 Torr und
500 iiber P,0; getrocknet worden.

CH, 0N, Ber. C72,15 H 529 N 10,487
(266,29)  Gef. ,, 71,98 ,, 4,99 ,, 10,439%

22y E. Erlenmeyer jun., Ber. deutsch. Chem. Ges. 33, 2036 (1900).
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Umlagerungen.

1. O-Phenylalanyl-salicylsdure-amid. a) In wéasserigem Milieu (Tab.1):
0,5g (1,3mMol) O-r-Phenylalanyl-salicylsiure-amid-perchlorat werden mit 50 ml Lo-
sungsmittel (Tab. 1) iibergossen. Es erfolgt sofortige Auflosung. Man l4sst 14 bis 1 Std.
bei Zimmertemperatur stehen, wobei sich die Losung mehr oder weniger triibt, sduert mit
2-n. Salzsaure an (Kongo), extrahiert erschopfend mit Essigester, trocknet iiber Natrium-
sulfat und dampft die Essigesterlosung im Vakuum ein. Zuriick bleibt gegebenenfalls
Salicoyl-phenylalanin-amid, das man nach einmaligem Umbkristallisieren aus heissem
Methanol/Wasser durch Vergleich mit aunthentischem Material identifiziert (Smp. und
Misch-Smp.).

Die salzsaure Losung wird mit 2-n. Sodalosung auf ca. pH 7 eingestellt und er-
schopfend mit Essigester extrahiert. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat dampft
man den Essigester im Vakuum bei einer Badtemperatur von max. 500 ab. Gegebenenfalls
zuriickbleibendes 2-(2”-Hygroxyphenyl)-4-benzyl-imidazolon-(5) wird aus Alkohol/Wasser
unmkristallisiert oder im Hochvakuum bei 140—150° sublimiert und durch Smp. und
Misch-Smp. mit authentischem Material identifiziert.

b) In nicht-wasserigem Milieu (Tab. 1): Man verfihrt anfinglich wie bei den Um-
lagerungsversuchen in wisserigem Milieu, verdampft dann aber vor der Aufarbeitung im
Vakuum zur Trockne. Der Riickstand wird in 2-n. Salzsiure und Essigester aufgenom-
nien. Die weitere Verarbeitung erfolgt nach den obigen Angaber.

2. 0-Glycyl-salicylsdure-amid. Man verfahrt wie beim Phenylalanin-Derivat.
Aus 150 mg Perchlorat ist die Ausbeute 659, in 10-proz. Hydrogencarbonat, 909, in 2-n.
Soda und 999, in 2-n. Natronlauge. Nach Kristallisation aus Wasser schmelzen die Pro-
dukte bei 183—185° bzw. 184—185¢ (Wiirfel, keine Depression mit Salicoyl-glycin-amid)
und bei 161—164° (Nadeln, keine Depression mit Salicoyl-glycin). Die Abspaltung der
Aniid-Gruppe durch 2-n. Natronlauge ist oben beschrieben worden. Die Reaktionspro-
dukte aus der Hydrogencarbonat- und Carbonat-Losung sind rotlich gefarbt. Dies beruht
auf Beimengung von Spuren einesrotgefarbten Ummwandlungsproduktes von 2-(2'-Hydroxy-
phenyl)-imidazolon-(5).

2. Auntbau von Salicoyl-glyeyl-phenylalanyl-glyein-methylester (XIV). (Bearbeitet
von P. Quuttt).)

A. Aufbau von XTIV aus VIII durch AAE.

Salicoyl-glycin-methylester(VIII):Imvorhergehenden Abschnitt beschrieben.

O-{Cbzo-pL-Phenylalanyl)-salicoyl-glycin-methylester (IX): In &) be-
schrieben.

Perchlorat von O-Phenylalanyl-salicoyl-glycin-methylester (X). Man
16st 1,5 g (3,1 mMol) IX in 50 ml Eisessig, fiigt 3,1 ml 1-n. Perchlorsédure in Eisessig und
1 g 10-proz. Palladiumkohle!®) zu und behandelt bei Zimmertemperatur mit Wasserstoff.
Nach 30 Min. ist im entweichenden Gas mit Bariumhydroxydlésung kein CO, mehr nach-
zuweisen, Die Palladiumkohle wird abfiltriert, mit Eisessig nachgewaschen, und das Fil-
trat wird im Vakuum bei 40° Badtemperatur eingedampft. Der glasige, farblose Riick-
stand wird in Tetrahydro-furan aufgenommen und mit der ungefihr dreifachen Menge
Benzol versetzt, worauf das Perchlorat nach Anreiben kristallisiert. 1,15 g (80%), Smp.
161—164°. Zur Analyse wird aus Tetrahydro-furan/Benzol umkristallisiert, Smp. 162
bis 165° (Zers.). Weiteres Umbkristallisieren fiihrt zum Sinken des Smp.

CigHyOgN,Cl  Ber. C 49,95 H 4,63 0 31,529%
(456,83) Gef. ,, 50,80; 49,22 ,, 4,89; 440 ,, 31,129,

Salicoyl-phenylalanyl-glycin-methylester (XI). a) In Methanol. 1. Aus
isoliertem Perchlorat X: 150 mg (0,33 mMol) Perchlorat X werden in 5ml Tetra-
hydro-furan gelost und zu 15 ml auf —5° gekiihlter Triathylaminlésung (2-n.in abs.
Methanol) unter Riihren zugetropft. Anschliessend rithrt man noch 1 Std. bei Zimmer-
temperatur, dampft dann im Vakoum bei 35% Badtemperatur ein, verteilt den Riickstand
zwischen 2-n, Salzsdure und Essigester und wischt diesen mit 2-n. Salzsdure und Wasser.
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Nach Trocknen tiber Natriumsulfat und Eindampfen im Vakuum erhilt man 112 mg
kristallinen farblosen Riickstand (92%,), der zur Reinigung und Analyse aus Methanol/
Wasser umbkristallisiert wird. Smp. 165—166°. Zur Analyse wird 2 Std. bei 80° im Hoch-
vakuum getrocknet.

CH,O0,N, Ber. C 64,03 H566 N 7,86%
(356,37)  Gef. ,, 64,04 ,, 5,64 ,, 7,79%

2. Ohne Tsolierung des Perchlorats X: Man 16st 490 mg (1 mMol) O-(Cbzo-Phenyl-
alanyl)-salicoyl-glycin-methylester (IX) in 20 ml Eisessig, fiigt 1 ml 1-n. Perchlorsiure
in Eisessig und 250 mg 10-proz. Palladiumkohle!®) zu und hydrogenolysiert wie oben.
Nach beendeter Reaktion wird abfiltriert und das Filtrat im Vakuum bei 35—40° Bad-
temperatur eingedampft, wobei der Riickstand spontan kristallisiert. Dieser wird in 20 ml
Tetrahydro-furan gelost, und die Losung wird zu 40ml auf ~ 5°gekiihltem 2-n. Tridgthyl-
amin in absolutem Methanol unter Riithren zugetropft. Nach 1 Std. arbeitet man wie im
vorhergehenden Versuch auf. Man erhilt so 300 mg (85%,) eines kristallinen Riickstandes,
der aus Methanol/Wasser umbkristallisiert wird. Smp. 165—166° ohne Depression mit
Analysen- und Vergleichspriaparat.

b) In Chloroform. 1. Aus isoliertem Perchlorat X: Man suspendiert 1,06 g (2,3
mMol) Perchlorat X in 50 ml abs. Chloroform?3) und lisst unter Riihren bei 0? ziemlich
rasch 1 ml (7 mMol) Tridthylamin in 10 ml abs. Chloroform zulaufen, wobei Losung ein-
tritt. Danach wird noch 1 Std. lang ohne Kithlung gerithrt. Man wischt die Chloroform-
16sung einmal mit 2-n. Salzsdure und zweimal mit Wasser, trocknet mit Natriumsulfat
und dampft im Vakuum ein. Es verbleiben 770 mg (94%,) kristalliner Riickstand, Smp.
162—165°; umkristallisiert aus Methanol/Wasser, Smp. 165—166°, ohne Depression mit
Analysen- und Vergleichspriaparat.

2. Ohne Isolierung des Perchlorats X: 490 mg (1 mMol) O-(Cbzo-Phenylalanyl)-
salicoyl-glycin-methylester (IX) werden in 20 ml Eisessig gelost und wie beschrieben hydro-
genolysiert. Nach beendeter Reaktion filtriert man von der Palladiumkohle ab, dampft
im Vakuum bei 40° Badtemperatur ein und entfernt die letzten Reste Eisessig im Va-
kuumexsikkator iiber KOH. Danach setzt man zu dem glasigen Riickstand absolutes
Chloroform?®?®) (ohne dass Losung eintritt) und fiigt bei 0° 0,42 ml (3 mMol) Tridthylamin
in 5 ml absolutem Chloroform zu, wobei sofort alles in Losung geht. Man rithrt noch
30 Min., wobei das Gemisch Zimmertemperatur annimmt. Die Chloroformlésung wird
anschliessend einmal mit 2-n. Salzséure und zweimal mit Wasser gewaschen, mit Natrium-
sulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Man erhilt 307 mg (87%) kristallinen
Riickstand. Smp. 158—165°; umkristallisiert aus Methanol/Wasser, Smp. 165—166°,
ohne Depression mit Analysen- und Vergleichspriparat.

0-(Cbzo-Glycyl)-salicoyl-phenylalanyl-glycin-methylester (XII): In
6) beschrieben.

Perchlorat von O-Glycyl-salicoyl-phenylalanyl-glycin-methylester
(XI1I). 725 mg (1,33 mMol) XII werden in einem Gemisch von 25 ml Eisessig und
1,33 ml 1-n. Perchlorsdure in Eisessig gelost und nach Zugabe von 300 mg 10-proz.
Palladiumkohle'®) wie oben hydrogenolysiert. Nach beendeter Reaktion wird von der
Kohle abfiltriert und das Filtrat im Vakuum bei 40° Badtemperatur eingedampft. Der
Riickstand kristallisiert aus Eisessig/Ather in feinen Nadelchen, Smp. 184° (Zers.). Beim
Umkristallisieren aus Eisessig/Ather zur Reinigung und Analyse sinkt der Smp. auf 180°
(Zers.), bleibt aber stets scharf. Das Analysenpriaparat wird 2 Std. im Hochvakuum bei
80° getrocknet.

CyHp0,NgCl Ber. € 49,08 H 4,71 O 31,14%
(513,88) Gef. ,, 49,34 ,, 4,79 ,, 31,129

28) 1 Std. tiber P,O; unter Riickfluss erhitzt und iiber P,O5 destilliert. Im Dunkeln
aufbewahren und vor Gebrauch itber KOH stehenlassen, um etwa gebildete Salzsiure zu
entfernen.
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Salicoyl-glycyl-phenylalanyl-glycin-methylester (XIV). a) In Methanol.
1. Mit 1,1 Mol Triathylamin: Man trigt 100 mg (0,2 mMol) Perchlorat XIIT in eine
Losung von 0,03 ml (0,214 mMol) Tristhylamin in 10 ml abs. Methanol ein und lisst die
Losung bei Zimmertemperatur 20 Std. stehen. Vor dem Entfernen des Methanols im
Vakuum gibt man noch 0,5 ml 2-n. Schwefelsiure zu, um die eventuell unbeendete Reak-
tion abzubrechen. Den Riickstand verteilt man zwischen Essigester und 2-n. Schwefel-
sdure??), wischt den Essigester danach mit 2-n. Schwefelsdure, 10-proz. Kaliumhydro-
gencarbonatlosung und Wasser, trocknet iiber Natriumsulfat und dampft im Vakuum ein.
Es verbleiben 74 mg oligen Riickstandes, von dem 13 mg (0,031 mMol) in 0,034 ml 2-n.
NaOH und 2 ml Aceton verseift werden. Die so entstehenden Siuren lassen sich papier-
cliromatographisch nachweisen (vgl. unten). Es zeigt sich, dass neben dem gesuchten
Endprodukt XIV stets ca. 20%, des Riickstandes als Salicoyl-phenylalanyl-glycin-methyl-
ester (XI) vorhanden ist. Dieser entsteht offenbar durch direkte Alkoholyse des Phenyl-
esters mit Methanol. Ein nachtraglicher Zerfall des O-Glycyl-salicoyl-phenylalanyl-glycin-
methylesters bei der alkalischen Verseifung kann nicht der Grund sein, da sich kein Gly-
¢in in der Verseifungsldsung nachweisen lisst.

2. Mit 0,95 Mol Trisdthylamin: Man 16st 123 mg (0,24 Mol) Perchlorat XIII in
12 ml abs. Methanol, versetzt sofort mit 0,032 ml (0,23 mMol) Tridthylamin und lasst
20 Std. stehen. Aufarbeitung wie oben. Man erhilt 94 mg farbloses Ol, aus dem mit
Methanol/Wasser eine kristalline Substanz vom Smp. 156—158° erhalten wird, die mit
Vergleichs- und Analysenpraparat keine Depression gibt. Hydrolyse des Rohprodukts in
NaOH/Aceton und papierchromatographische Analyse zeigt aber eine Beimengung von
ca. 209, Salicoyl-phenylalanyl-glycin an.

by In Chloroform. 1. Mit isoliertem Perchlorat XTIT: Man suspendiert 400 mg
(0,79 mMol) Perchlorat XTIT in 10 ml abs. Chloroform?23) und lisst bei 0° 0,33 mi (2,36
mMol) Tridthylamin in 5 ml abs. Chloroform zulaufen. Dann wird 30 Min. geriihrt,
wobei sich die Reaktionsmischung auf Zimmertemperatur erwérmt. Die Losung wird
einmal mit 2-n. Salzsaure und zweimal mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat ge-
trocknet und im Vakuum eingedampft. Zuriick bleiben 300 mg (929,) farbloser Schaum.
Zur Reinigung und Analyse kanu aus Chloroform/Ather kristallisiert werden. Smp.
157-—158,5°. Die papierchromatographische Analyss der Verseifungsprodukte zeigt nur
das gewiinschte Tripeptid XIVa an. Zur Analyse wird im Hochvakuum 2 Std. bei 90°
getrocknet.

Cp H0uN;  Ber. € 61,00 H 5,61 0 23,229
(413,42) Gef. ,, 61,26 ,, 5,90 ,, 23,459

2. Ohne Isolierung des Perchlorats XITL: Man suspendiert den Verdampfungs-
riickstand, der aus einem Ansatz von 725 mg (1,33mMol) O-(Cbzo-Glycyl)-salicoyl-phe-
nylalanyl-glycin-methylester (XI1) durch Hydrogenolyse erhalten wird, nach Ent-
fernung der letzten Spuren Eisessig (Vakuumexsikkator, KOH) in 20 mlabs. Chloroform?23)
und versctzt bei 0° mit einer Lésung von 0,56 ml (4 mMol) Tridthylamin in 10 ml abs.
Chloroform. Nach Entfernung der Kiihlung und Aufwirmung auf Zimmertemperatur
wird noch 1% Std. geriihrt. Die Losung wird, nachdem sie einmal mit 2-n. Salzsiure und
zweimal mit Wasser gewaschen worden ist, mit Natriumsulfat getrocknet und im Va-
kuum eingedampft. Es verbleiben 490 mg (909%,) farbloser Schaum. Kristalle aus Chloro-
form/Ather, Smp. 157—158,5% ohne Depression mit Vergleichs- und Analysenpriparat.
Nach alkalischer Hydrolyse zeigt ein Papierchromatogramm nur das erwartete Salicoyl-
tripeptid X1Va an.

B. Synthese der Vergleichssubstanzen XI, XTa, XIV und XIVa.

Salicoyl-phenylalanyl-glyein-methylester (XI). — N-Salicoyl-w-amino-
cinnamoyl-glycin-methylester: Die Mischung von 10 g (32,5 mMol) 2-(2’-Acetoxyphenyl)-
4-benzal-oxazolon-(5) (siehe oben) und 11,3 g (90 mMol) Glycin-methylester-hydro-

24) Tv. entstandenes 1-Carbomethoxymethyl-2-(2’-hydroxyphenyl)-4-benzyl-imida-
zolon-(5) lasst sich eher mit Schwefelsure als mit Salzsiure extrahieren.
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chlorid in 90 ml Methanol wird am Riickfluss innert 10—15 Min. unter Riihren mit 13,4 ml
(95 mMol) Tridthylamin versetzt. Der Glycinester wird dabei freigesetzt und geht in
Losung. Nach 45 Min. wird abgekiihlt und das Methanol im Vakuum abgedampft, wobei
Tridthylamin-hydrochlorid ausfallt. Der Riickstand wird zwischen 2-n. Salzsiure und
Essigester verteilt, dann wird der Essigester mit 2-n. Salzsiure und erschépfend mit 10-
proz. Kalinmhydrogencarbonatlosung extrahiert, mit Wasser gewaschen, tiber Natrium-
sulfat getrocknet und im Vakuum abgedampft. Der Riickstand kristallisiert aus Metha-
nol/Wasser. 10 g (879%,), Smp. 168—169°, farblose Prismen. Zur Analyse wird im Hoch-
vakuum 215 Std. bei 85° getrocknet.
CH;gO;N, Ber. C 64,40 H 3512 N 7,91 O 22579%
(354,35) Gef. ,, 64,11 ,, 512 7,67 ,, 22,38%

Hydrierung zu XI: Man 15st 1 g (2,82 mMol) Salicoyl-a-aminocinnamoyl-glycin-
methylester in 20 ml Eisessig, fiigt 200 mg 10-proz. Palladiumkohle!®) zu und hydriert
bei Atmosphéarendruck. Es wird 1 Mol. Wasserstoff aufgenommen. Nach Abfiltrieren wird
der Eisessig im Vakuum entfernt. Der Riickstand, 1 g, Smp. 164—166°, wird zur Reini-
gung und Analyse aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Smp. 165—166°, farblose pris-
matische Stabchen. Das Analysenpriparat wird im Hochvakuum 314 Std. bei 110° ge-
trocknet.

CpHy05N,  Ber. C 64,03 H 5,66 O 22,45%,
(356,37) Gef. ,, 64,06 ,, 5,75 ,, 22,59%

Salicoyl-phenylalanyl-glycin (XIa). Man 1ést 100 mg (0,28 mMol) Methyl-
ester X1 in 1,2 m] 0,5-n. NaOH (0,6 mMol), lasst 15 Std. bei Zimmertemperatur stehen,
siuert mit Salzsdure auf Kongo an und extrahiert mit Essigester, wischt diesen neutral,
trocknet iiber Natriumsulfat und dampft im Vakuum ein. Man erhilt 85 mg (909%,)
Schaum. Rhomben aus Alkohol/Wasser, Smp. 212—214°, Trocknung des Analysen-
priaparates erfolgt wie oben.

OHgO;N, Ber. C63,15 H 530 0 23,37%
(342,34) Gef. ,, 63,17 ,, 5,20 - ,, 23,469,

Salicoyl-glycyl-phenylalanyl-glycin-methylester (XIV). — 1. Cbzo-
Phenylalanyl-glycin-methylester. a) Nach Goldschmidi?): Man 16st 2,5 g (20 mMol) Glycin-
methylester-hydrochlorid unter Erwirmen in 20 ml Pyridin, kiihlt auf 0° und lasst bei
dieser Temperatur unter Riihren langsam 1,37 g (0,87 ml entspr. 10 mMol) Phosphor-
trichlorid®) in 10 ml Pyridin zutropfen. Hierbei fallt Pyridin-hydrochlorid aus. Man ldsst
ohne Kiihlung eine halbe Stunde stehen, gibt 6 g (20 mMol) Cbzo-Phenylalanin zu und
erhitzt anschliessend 3 Std. auf dem Dampfbad. Dabei fallt ein brauner Schleier von meta-
phosphoriger Sdure aus. Das Pyridin wird im Vakuum entfernt, der Riickstand zwischen
2-n. Salzsdure und Essigester verteilt, dieser mit 2-n. Salzsiure, 10-proz. Kaliumhydro-
gencarbonatlésung und Wasser vorsichtig gewaschen?®), iiber Natriumsulfat getrocknet
und im Vakuum eingedampft. Man erhilt 5,6 g (76%) fast farblosen Riickstand, der zur
Reinigung und Analyse aus Tetrachlorkohlenstoff umkristallisiert wird. Farblose Stibe,
Doppel-Smp. 106°/117—118° unter Umwandlung in feine Nédelchen. Zur Analyse wird
im Hochvakuum erst 2 Std. bei 80° und dann 14 Std. bei Zimmertemperatur getrockuet.

CpoHy0;N,  Ber. C 64,85 H 5,99 N 7,56%
(370,39) Gef. ,, 64,62 ,, 5,91 ,, 7,66%

b) Nach Boissonnas?): 3 g (10 mMol) Cbzo-Phenylalanin werden in 25 ml abs. Dio-
xan und 1,5 m] (11 mMol) Tridthylamin gel6st. Man fiigt bei 0° 1,05 ml (11 mMol) Chlor-
ameisensaure-athylester zu und lisst 20 Min. bei dieser Temperatur stehen. Nun wird eine
auf 10° vorgekiihlte Losung von 1,38 g Glycin-methylester-hydrochlorid in 25 ml Dioxan
und 4,8 ml (20 mMol) Tri-n-butylamin zugesetzt und die Mischung ohne Kiihlung 2 Std.
sich selbst iiberlassen. Man entfernt das Dioxan im Vakuum und arbeitet wie oben auf.

25) Frisch tiber Didthylanilin destilliert.
26) Emulsionbildung!
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Der kristalline Riickstand (3 g, 80%) wird aus Tetrachlorkohlenstoff umkristallisiert,
Smp. 106°/118°, Misch-Smp. mit dem oben beschriebenen Analysenpraparat ohne De-
pression.

2. Perchlorat von Phenylalanyl-glycin-methylester. 7 g (19 mMol) Cbzo-
Phenylalanyl-glycin-methylester werden in 50 ml Eisessig und 19 ml 1-n. Perchlorssure in
Eisessig gelost. Die Losung wird mit 3 g 10-proz. Palladiumkohle1®) versetzt und hydro-
genolysiert. Nach beendeter Reaktion (2 Std.) wird von der Palladiumkohle abfiltriert,
im Vakuum eingedampft, und der Riickstand aus Methanol/Ather umkristallisiert (Aus-
beute nahezu quantitativ). Hexagonale, farblose Tafeln, Smp. 185—186°. Das Analysen-
priparat wird im Hochvakuum 2 Std. bei 809 getrocknet.

C,;H,;0,N,Cl  Ber. C 42,80 H 5,09 N 8,329
(336,73) Gef. ,, 42,80 ,, 5,16 ,, 8,499

3. Salicoyl-tripeptidester XIV. Die Losung von 1,68 ¢ (5 mMol) Phenyl-
alanyl-glycin-methylester-perchlorat in 10 ml Pyridin wird bei 0° langsam mit 0,22 ml
(2,5 mMol) Phosphortrichlorid?®) in 5ml Pyridin versetzt. Die Lisung bleibt dabei klar.
Man entfernt die Kiihlung, lasst 14 Std. stehen, gibt 1 g (5 mMol) Salicoylglycin?!) zu
und erwirmt 3 Std. auf dem Dampfbad, wobei die Losung dunkelbraun wird. Das Pyridin
wird im Vakuum entfernt und der Riickstand zwischen 2-n. Salzsiure und Essigester ver-
teilt. Man extrahiert diesen vorsichtig?®) mit 2-n. Salzsidure, 10-proz. Kaliumhydrogen-
carbonatlosung, wischt mit Wasser und trocknet mit Natriumsulfat. Nach Eindampfen
im Vakuum erhalt man 1,54 g (74%) kristallinen Riickstand. Platten aus Methanol/
Wasser (4:1) oder Aceton/Ather. Smp. 157,5—158,5%. Zur Analyse wird bei 90° 2 Std.
im Hochvakuum getrocknet.

CypH,,0,N;, Ber. € 61,01 H 561 N 10,17%
(413,42)  Gef. ,, 61,17 ,, 5,77 ,, 10,32%

Salicoyl-glycyl-phenylalanyl-glycin (XIVa). Die Losung von 413 mg
(1 mMol) Salicoyl-glyeyl-phenylalanyl-glycin-methylester (XIV) in 6 ml 0,5-n. NaOH
wird 16 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Ansduern auf Kongo wird mit
Essigester extrahiert, dieser neutral gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und im
Vakuum eingedampft. Der farblose kristalline Riickstand, 330 mg (83%,), wird zur Reini-
gung und Analyse aus Alkohol/Wasser umkristallisiert. Kurze Stibchen vom Smp.
203—205". Das Analysenpriparat wird bei 85° 3 Std. im Hochvakuum getrocknet.

CooHyON,  Ber. € 60,14 H 5,30 O 24,049
(399,39)  Gef. ,, 59,88 ,, 5,37 ,, 24,22%

C. Papierchromatographische Kontrollen.

Zur ragchen Untersuchung der Reaktionsprodukte haben wir die von L. Rutter??)
beschriebene Rundfilter-Papierchromatographie in leicht abgednderter Ausfithrung be-
niitzt. Als Gefiss dient eine Petri-Schale (Durchmesser 15 cm) mit Deckel, in welche als
Behalter fiir die Fliissigkeit und gleichzeitig als Trager fiir das Papier (Whatman Nr. 1)
ein flaches (ilasschilchen (Durchmesser 3 cm) mit geschliffenem Rand gestellt wird.
Storungen, welche auf die Durchbiegung des sonst ungestiitzten feuchten Papiers zuriick-
zufiithren sind, sind nie beobachtet worden. Laufzeit eines Chromatogramms (Blattdurch-
messer 13 cm) je nach Losungsmittel und Grosse des eingesetzten Dochtes 45-—120 Min.
Bei Losungsmittelgemischen, welche sich chemisch verindern konnen (z.B. Butanol/Eis-
essig/Wasser), wird fiir jedes Chromatogramm eine neue Mischung hergestellt. Nur so
ergeben sich reproduzierbare Chromatogramme.

1. Aminoséuren und Derivate. Losungsmittel: Collidin28)/Wasser und n-Butanol/
Eisessig/Wasser (4:1:5).

Vergleichslosungen: 50 ug Aminosiure pro 10 ul Wasser. Beladung: 10—25 ug.

¥7y L. Rutter, Analyst 75, 37 (1950).
28} Schweiz. Teerindustrie AG., Pratteln.
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2. Balicylsdure und Derivate. Hier handelte es sich hauptsidchlich um den Nachweis
von Salicoyl-aminosiuren und Salicoyl-peptiden, dann aber auch um Salicylsidurederivate
mit verschlossener Carboxylgruppe. Es hat sich gezeigt, dass sich die besten Trennungen
erzielen lassen, wenn man die Natriumsalze der Phenole bzw. Sauren in relativ stark alka-
lischen Losungsmittelgemischen laufen ldsst. Alkalische mobile Phasen sind schon von
zahlreichen Autoren verwendet worden. So haben Parr et al.2?) fiir Phenole n-Butanol/
Pyridin 1:1 mit 2 Teilen gesittigter Natriumchloridlosung beniitzt; Durant3%) schligt
n-Butanol/ges. NaHCO;-Losung und Boscott?l) Caprylalkohol/10-proz. KHCO, oder mit
K, ,HPO, gepufferte wisserige Pyridin- und Triithylamin-Gemische vor. Auch zur Chroma-
tographie organischer Sduren dienten bereits verschiedentlich alkalische Systeme, wie
z.B.n-Butanol/Ammoniumcarbonatlésung??), Butanol/Athanol/Wasser/Ammoniak32)34)3),
Pyridin/konz. Ammoniak/Wasser und Propanol/konz. Ammoniak/Wasser®) wie auch Iso-
amylalkohol/Ammoniak/Wasser3?),

Fiir unsere Zwecke erwiesen sich zwei Losungsmittelgemische als sehr giinstig, je
nachdem, ob eine rasche Untersuchung auf Rundfiltern geniigte oder ob eine grossere
Laufstrecke fiir bessere Trennungen (aufsteigende Methode) erforderlich war:

a) Rundfilter-Methode: Das Papier muss vorbehandelt werden. Zu diesem Zweck
legt man die Rundfilter (Durchmesser ca. 13 cm) % Minp. in eine Lésung von 0,1-n. Na-
tronlauge in Methanol (5 ml 2-n. NaOH und 95 m]l Methanol), presst dann zwischen Fil-
trierpapier leicht ab und lisst an der Luft trocknen. Im Gegensatz zur Tmprignierung in
wisseriger Natronlauge besteht hier keinerlei Gefahr, dass das Papier zerreissen konnte.
Auch wurden nie Unregelmassigkeiten durch ungleichmissiges Trocknen beobachtet. Auf
das trockene Papier tropft man die Vergleichs- und Versuchslésungen (Sauren und Phe-
nole als Natriumsalze3?)) in Tropfen von 2 bis 5ul auf, wobei die Konzentration von 50 bis
100 ug pro 10 ul betragt (Rf-Werte siehe Tab. 2).

Tabelle 2.
Rf-Werte einiger Salicylsdurederivate.

Freudenberg & Q. Gehrke, Chem. Ber. 84 443 (1951).

Rf
Derivate sec-Butanol/ I]l)—Buta}rlloll/
0,1-n. NaQH | Dimethyl-
amin/Wasser
Salicylsgure . . . . . . . . . .. ... 0,39 0,77
Salicoyl-glycin. . . . . . . . .. .. .. 0,12 0,41
Salicoyl-phenylalanin. . . . . . . . . . . 0,24 0,63
Salicoyl-phenylalanyl-glycin . . . . . . . 0,20 0,59
Salicoyl-glveyl-phenylalanyl- glycm o021 0,53
Salicylsdureamid .. . . e 0,84 —
N-Methyl- sahcylsaure&mld e e e e 0,65 —
2%} R. A. BEvans, W. H. Parr & W. (. Evans, Nature 164, 674 (1949).
30y J. A. Durant, Nature (69, 1062 (1952).
31y R. J. Boscott, Biochem. J. 48, xlvii (1951).
32y M. E. Fewster & D. A. Hall, Nature (68, 78 (1951).
33)
)

':U

K.
F. Brown & L. P. Hall, Nature 166, 66 (1950); . Brown, Biochem. J. 47, 598
(1950).
35) A.@G. Long, J. R. Quayle & R. J. Stedman, J. chem. Soc. 1951, 2197.
36) C. 8. Hanes & F. A. Isherwood, Nature 164, 1107 (1949).
) K. Schlogl & A. Siegel, Mikrochemie 40, 202 (1953).
) Kein iiberschiissiges Alkali, da sonst storende Salzeffekte auftreten!
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Nachdem die aufgetragenen Losungen eingetrocknet sind, wird in der leichteren
Phase des Gemisches von 0,1-n. Natronlauge/sec-Butanol (1:1) chromatographiert. Die
Laufzeit betragt ea. 1—11, Std. Nach erneutem Trocknen wird durch Bespriihen mit
ciner Losung von 4%, FeCl; in 0,4-n. Salzsiure entwickelt. Die Salicylsiurederivate er-
scheinen sofort als violette oder rote Flecken, die am Licht verblassen, im Dunkeln aber
wieder erscheinen und recht haltbar sind.

b) Aufsteigende Methode: Fiir den Nachweis von z.B. Salicoyl-phenylalanyl-glycin
neben Salicoyl-glycyl-phenylalanyl-glycin kann die Rundfiltermethode nicht mehr ver-
wendet werden, da die Trennung ungeniigend ist. Hier beniitzen wir die Methode der auf-
steigenden Chromatographie von Williams & Kirby3°). Das Papier braucht nicht vorbe-
handelt zu werden. Die aufzutropfenden Substanzmengen sind hier zwei- bis viermal
hoher als bei der Rundfilter-Chromatographie. Als Losungsmittel dient die obere Phase
des Systems n-Butanol/33-proz. Dimethylaminlosung/Wasser 4:3:2; Laufzeit rund 14 Std.
(Hohe der Bogen: 28,5 cm).

Entwickelt wird mit 3-proz. FeCl,-Losung ohne Salzsiurezusatz, wobei die Flecken
unmittelbar entstehen. Sie sind im Dunkeln jahrelang haltbar.

3. AAE bei 0-Glyeyl-3-hydroxybuttersiiure-amid (XV). (Bearbeitet von J. Wehr-
miillerd) und A. Hartmann.)

Ausgangsmaterial und Vergleichssubstanz.

Salze von O-Glycyl-f-hydroxybuttersiure-amid (XV). — Chzo-Glycin-
anhydrid: Die Vorschrift von Wieland und Mitarbeitern4®) istetwas abgeindert worden.
In die Losung von 4,2 g (20 mMol) trockenem Chzo-Glycin und 4,2 ml (30 mMol) abs.
Triithylamin in 200 ml trockenem Essigester wird bei — 5° unter Riihren und Ausschluss
von Feuchtigkeit langsam getrocknetes (H,SO, konz.) Phosgen geleitet. Sobald nicht
mehr alles Phosgen absorbiert wird (R6tung von Lakmus-Papier am Gasableitungsrohr),
wird seine Zufuhr unterbrochen. Man lasst noch 15 Min. bei — 5° stehen, setzt eiskalte
2.n. Salzséiure zu, trennt ab, extrahiert den Essigester mit kalter 2-n. Salzsdure, kalter
2-n. Sodaloésung und Eiswasser, trocknet iiber Natriumsulfat und dampft bei 40° im
Vakuum ein. Lingliche, sechseckig abgeschnittene kleine Balken aus Essigester/Petrol-
ather. Ausbeute 35—459,, Smp. 118—119°.

CyH,0,N, (400,38)  Ber. € 59,99 H 5,047  Gef. C 60,03 H 5,03%

0O-(Cbzo-QGlycyl)-p-hydroxybuttersdure-amid: Man 16st 1,55 ¢ (3,86 mMol) Cbzo-
Glyecin-anhydrid in 5 ml abs. Pyridin und giesst die auf 0° abgekiihlte Losung zu einer
Lésung von 0,39 (3,8 mMol) pr-S-Hydroxybuttersiure-amid?!) in 5 ml abs. Pyridin von
0°. Nach 40stiindigem Stehenlassen im Kiihlschrank (3-—4° wird ein wenig Eis zur
Losung gegeben und nach 30 Min. die Mischung bei 35—40° Badtemperatur im Vakuum
eingedampft. Der dlige Riickstand (1 g, 90%) wird in 100 ml Essigester und 10 ml 2-n.
Salzsdure aufgenommen und der ISssigester, nach Abtrennung der wisserigen Phase,
zweimal mit 2-n. Salzsdure, dann erschépfend mit 10-proz. Kaliumhydrogencarbonat-
I6sung und schliesslich einmal mit 10 ml gesattigter Kochsalzlgsung extrahiert. Nach
Trocknung der Losung mit Natriumsulfat wird im Vakuum eingedampft. Der 6lige Riick-
stand kristallisiert innert 24 Std. beim Stehen unter Ather/Petrolather durch. Zum Um-
kristallisieren 16st man das Rohprodukt in wenig heissem Essigester, versetzt mit Petrol-
ather bis zur beginnenden Tritbung und klart durch Zusatz von einigen Tropfen Essig-
ester, Durch langsame Kristallisation in einem Bad von 35° erhdlt man 680 mg (65%)
hauchfeine Nadeln in feinen Biischeln. Smp, 78—799.

0, H, 05N, (294,30)  Ber. 57,13 H6,16%  Gef C57,42 H 6,129

39 R.J. Williams & H. Kirby, Science 107, 481 (1948),
10) Th. Wieland, W. Kern & R. Sehring, Liebigs Ann. Chem. 569, 120 (1950).
1Y) H. Johansson, Chem. Zentralbl. 1916, IT, 557.
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0-Glycyl-g-hydroxybuttersdure-amid-Salze: a) Hydrojodid durch Debenzylierung
mit PH,J: Man lost 100 mg (0,34 mMol) O-(Cbzo-Glycyl)-f-hydroxybuttersiure-amid in
10 ml abs. Eisessig, gibt 100 mg PH,J dazu und erwirmt die mit einem CaCl,-Rohr vor
Feuchtigkeit geschiitzte Losung 2 Std. auf 60°, wobei eine schwache Gasentwicklung
erfolgt. Man gibt nochmals etwa 100 mg PH,J zu und erwirmt weitere 2 Std. Hierauf
wird das Losungsmittel im Vakuum bei 40° Badtemperatur verdampft und der Riick-
stand zwischen Wasser und Essigester verteilt. Der durch Eindampfen des Wasser-Aus-
zuges im Vakuum bei 35—400 erhaltene Riickstand kristallisiert beim Stehen iiber Nacht
in diinnen Balken (75 mg, 769 ; Roh-Smp. 138—144%). Im Papierchromatogramm er-
weist er sich als eine einheitliche Verbindung (positive Reaktion mit Ninhydrin und Dia-
zolosung??)), Zum Umkristallisieren 16st man in 0,5 ml abs. Methanol, versetzt dann in
der Kilte mit soviel trockenem Essigester, dass die Losung eben noch klar bleibt (ca.
2,5 ml), kratzt mit einem Glasstab, lisst 2 Std. bei 209 und anschliessend iiber Nacht bei
—15° stehen. Gerade abgeschnittene Balken, Smp. 143—144,5°. Das Hydrojodid ist
leicht 16slich in Wasser, Aceton, Methanol, missig loslich in Isopropanol, unléslich in
Essigester und Ather.

CH130,N,d  Ber. C 25,01 H 4,56 N 9,739
(288,10) Gef. ,, 25,10 ,, 4,58 ,, 9,37%

b) Hydrochlorid durch Hydrogenolyse in Gegenwart von HCl: 400 mg (1,36 mMol)
0-(Cbzo-Glycyl)-f-hydroxybuttersdure-amid in 30 ml Eisessig werden in Gegenwart von
1,36 ml 1-n. Salzsdure und 60 mg 10-proz. Palladium-Kohlel®) 30—40 Min. mit Wasser-
stoff behandelt (Zimmertemperatur). Man filtriert, verdampft im Vakuum bei 35° zur
Trockne und kristallisiert den Riickstand aus Methanol/Essigester. Das Hydrochlorid
wird so in prismatischen Kristallen vom Smp. 140-—-141° erhalten. Ausbeute 709,. Zur
Analyse wird 14 Std. bei 85°/0,01 Torr iiber P,O, getrocknet.

CeH30,N,C1  Ber. C 36,65 H 6,66 N 14,25 Cl18,03%
(196,64) Gef. ,, 36,98 ,, 6,74 ,, 14,12 ,, 17,88%
p-Hydroxybutyryl-glyein-amid (X VI), nachder Azidmethode. — 5-Hydroxy-
buttersdure-hydrazid: Wir haben die Vorschrift von Levene & Scheideggert?) etwas abge-
andert. 25 g (0,2 Mol) f-Hydroxybuttersdure-methylestert4) werden in 15 ml abs. Me-
thanol geldst und mit 15 g (0,3 Mol) Hydrazinhydrat versetzt. Nach zweitidgigem Stehen
bei Zimmertemperatur werden die ausgeschiedenen farblosen Kristalle abgesaugt, mit
Methanol gewaschen und aus Athanol/Ather umkristallisiert. 22 g (90%,) farblose Nadeln,
Smp, 121—122°; Lit. Smp. 119--120°. Zur Analyse wird 5 Std. bei 60° im Hochvakunm
iber P,0; getrocknet.
C,H;,O,N;, Ber. C 40,66 H 8,53 N 23,719
(118,14) Gef. ,, 40,97 ,, 8,72 ,, 23,429%

B-Hydroxybutyryl-glycin: Zu einer Lésung ven 5,9 g (50 mMol) f-Hydroxybutter-
saure-hydrazid in 50 ml 1-n. Salzsédure gibt man unter Riihren bei 0° 4,3 g (62,5 mMol)
Natriumnitrit in 10 ml Wasser. Man fiigt zur resultierenden wisserigen Azidlosung 3,75 g
(50 mMol) Glycin in 5 m]l Wasser und tropft bei 0° wihrend 60 Min. 50 ml 2-n. Natron-
lauge ein. Zur Aufarbeitung wird die alkalische Losung kurz mit n-Butanol geschiittelt,
die wisserige Phase mit konz. Salzsdure angesiuert (Kongo) und die ausgefallene Siure
mit n-Butanol extrahiert. Nach Waschen mit gesittigter Kochsalzlosung, Trocknen mit
Natriumsulfat und Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum erhalt man 3,2 g (40%)
B-Hydroxybutyryl-glycin in Form eines dickfliissigen, schwach gelblichen Oles.

B-Hydroxybutyryl-glycin-amid: 2 g (12,4 mMol) der oben erhaltenen Siure werden
mit dtherischer Diazomethanldsung verestert und der nach dem Abdampfen des Losungs-

42y H. Zahn, B. Wollemann & O. Waschka, Z. physiol. Chem. 294, 100 (1953).
- 43y P. A. Levene & J. Scheidegger, J. biol. Chem. 60, 179 (1924).
44y F, Fischer & H. Scheibler, Ber. deutsch. chem. Ges. 42, 1222 (1909); wir danken
der LONZA Elektrizititswerke und chemische Fabriken AG., Basgel, fiir die freundliche
Uberlassung des Ausgangsmaterials.
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mittels erhaltene slige Methylester wie gewohnt in das Amid tiberfithrt. Der Ammoniak
wird am Vakuum verdampft und die methanolische Liésung nach Behandeln mit Tier-
kohle bis zur beginnenden Kristallisation eingeengt; beim Stehen in der Kalte kristalli-
sieren 0,71 g (38%) Amid in Nadelbiischeln aus, Smp. 108—109°. Durch Zugabe von
Ather wird eine zweite Fraktion erhalten: 0,39 g (20%), Smp. 107—108°. Zur Analyse
wird aus Athanol/Ather umkristallisiert und die Substanz 14 Std. bei 50° im Hoch-
vakuum iiber P,0; getrocknet.

CeH 0N,  Ber. C4499 H 7,55 O 29,979

(160,17) Gef. ,, 44,86 ,, 7,49 ,, 30,05%

Umlagerungsversuche.

a) In 2-n. wasserigem Ammoniak, 2-n. Tridgthylamin/Methanol und 2-n. Triathyl-
amin/Chloroform: Man 16st je 100 mg Hydrochlorid von O-Glyeyl-fg-hydroxybuttersaure-
amid in je 10 m] Lésungsmittel und ldsst 30—60 Min. bei Zimmertemperatur stehen.
Das Reaktionsgemisch enthiilt nur unverindertes Ausgangsmaterial und wechselnde
Mengen von Spaltprodukten (Papierchromatogramm). In Wasser erfolgt der Zerfall sehr
langsam: Nach 24 Std. enthalt das Reaktionsgemisch noch fast ausschliesslich Ausgangs-
material.

b) In abs. tert-Butanol mit 1-n. Kalium-tert-butylat: Man suspendiert bei 20°
98 mg (0,5 mMol) O-Glycyl-f-hydroxybuttersiure-amid-hydrochlorid mit einem Vibro-
mischer in 23 ml abs. tert-Butanol, versetzt mit 1,88 ml (4 Aquivalenten) einer 1-n. Lo-
sung von Kalium-tert-butylat in tert-Butanol und nach % Std. mit mindestens 4 Aqui-
valenten feuchtem Ionenaustauscher Amberlite TR-120 (H-Form), mindestens 1 Aqui-
valent feuchtem Ionenaustauscher Amberlite IRA-400 (OH-Form) und 25 ml Wasser.
Sobald der pH-Wert auf 6—7 gesunken ist und Chlor sich nicht mehr nachweisen ldsst,
wird filtriert und im Vakuum bei 359 zur Trockne verdampft. Der Riickstand (80—909%,)
besteht aus f-Hydroxybutyryl-glycin-amid und sehr wenig f-Hydroxybuttersaure-amid
(Papierchromatographie). Kristallisation aus AthanoljAther gibt reines A-Hydroxy-
butyryl-glycin-amid, Nadeln, Smp. 107—108°, Zur Analyse wird aus Athanol/Ather um-
kristallisiert und das Praparat iiber Nacht bei 60° im Hochvakuum tber P,0O; getrockn=t.

CeH,,0;,N,  Ber. C 44,99 H 7,55 0 29,97%
(160,17) Gef. ,, 44,77 ,, 762 |, 30,299

Das Umlagerungsprodukt ist geméass Misch-Smyp., Papierchromatogramm und IR.-

Spektrum mit oben beschriebenem Vergleichspriparat identisch.

Papierchromatographische Kontrolle.

Ausgangsmaterial, Endprodukt und eventuelle Spaltprodukte sind durch aufsteigende
Papierchromatographie®’) nebeneinandernachweisbar (Héhe der Bogen 28 cm). Als Losungs-
mittel dient 70-proz. n-Propylalkohol#s). Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgt
nach der Chlorierungsmethode von Reindel & Hoppe*®); die von den Autoren empfohlene
Befeuchtung der Chromatogramme mit Alkohol/Aceton1:1hat sich als iiberfliissig erwiesen.
Glycin und O-Glycyl-g-hydroxybuttersaure-amid sind natiirlich aueh mit Ninhydrin oder
mit diazotierter Sulfanilsdure??) nachweisbar. Unter Verwendung von Whatman Nr.1-Papier
crgeben sich folgende Rf-Werte: §-Hydroxybuttersaure-amid 0,70; f-Hydroxybutyryl-gly-
cin-amid 0,59; O-Glycyl-S-hydroxybuttersdure-amid (Hydrochlorid oder freie Base) 0,45;
Glycin-diketopiperazin 0,44; Glycin 0,25. Fir orientierende Versuche eignet sich auch die
in Abschnitt 2 beschriebene Rundfiltertechnik.

Zur Durchfithrung dieser Arbeiten standen uns Mittel aus den Arbeitsheschaffungs-
krediten des Bundes zur Verfiigung, fiir die wir auch an dieser Stelle unseren besten Dank
aussprechen. Ebenso danken wir der Firma Sandoz fir die Herrn Dr. J.P. Zimmermann
gewahrte Unterstiitzung.

45) P. 8. Chen & E. Hadorn, Rev. suisse Zool. 62, 108 (1955).
46) F. Reindel & W. Hoppe, Chem. Ber. 87, 1103 (1954).
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Zusammenfassung.

Unter dem Namen Aminoacyl-Einlagerung wird ein neuer Um-
lagerungstypus beschrieben, welcher von O-aminoacylierten B-Hy-
droxysiureamiden zu g-Hydroxyacyl-aminosdureamiden fithrt. Die
p-Hydroxysiaure kann aliphatisch oder aromatisch sein. Da der Amid-
stickstoff substituiert sein darf, gestattet die Reaktion den Aufbau
von Peptidketten. Peptide schienen bisher nur durch Aminoacyl-
Anlagerungs-Reaktionen zugiinglich zu sein. Die Aminoacyl-Ein-
lagerungs-Reaktion weist einen prinzipiell neuen Weg.

Folgende Substanzen sind durch Aminoacyl-Einlagerung herge-
stellt worden: Salicoyl-glycin-amid, Salicoyl-phenylalanin-amid, Sali-
coyl-phenylalanyl-glycin, Salicoyl-glyeyl-phenylalanyl-glycin und g-
Hydroxybutyryl-glycin-amid.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel.

158. Untersuchungen iiber Organextrakte.
27. Mitteilung?).

Uber die Konzentration des Testosterons in menschlichen Testes
von R. Anliker, M. Perelman?), 0. Rohr und L. Ruzicka.

Herrn Prof. Dr. T. Reichstein zum 60. Geburtstag gewidmet.
(3. VL. 57))

Um einen tieferen Einblick in den Steroid-Stoffwechsel von hor-
monal aktiven Tumoren zu gewinnen, haben wir solche Geschwiilste
auf ihren Gebhalt an androgen und oOstrogen wirksamen Hormonen
untersucht!)3)4)5). In den Fillen')%), bei welchen mit der Entwick-
lung des Tumors eine deutliche Virilisierung des betroffenen weib-
lichen Patienten parallel ging, konnte Testosteron in einer Konzen-
tration nachgewiesen werden, die durchaus mit derjenigen in Testes-
geweben des Stieres®) und des Hengstes?) vergleichbar ist (vgl
Tab.). Diese und andere Ergebnisse stiitzten die Vermutung, dass
die Zeichen einer Virilisierung bzw. Feminisierung ihren Grund in
,tumoreigenem‘ Hormon haben konnten.

1y 26, Mitt. R. Anliker, O. Rohr & L. Ruzicka, Liebigs Ann. Chem. 603, 109 (1957).
) Fellow in Cancer Research of American Cancer Society.

3 M. Marti & H. Heusser, Helv. 37, 327 (1954).

2 R. Anliker, O. Rohr & M. Marti, Helv. 39, 1100 (1956).

5} Dissertation O. Rokr, ETH., Ziirich 1956.
)
)

8) K.Dawid, E. Dingemanse, .J. Freud & E. Laqueur, Z. physiol. Chem. 233, 281 (1935).
)y E. Tagmann, V. Prelog & L. Ruzicka, Helv. 29, 440 (19486).
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