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217. Synthese von Carbobenzoxy-dipeptid-p-nitrophenylestern

Uber aktivierte Ester IX1)
von B. Iselin und R. Schwyzer
(20. VIII. 60)

Im Anschluss an unsere fritheren Arbeiten iiber die Herstellung von N-Acyl-
aminosdure-arylestern mittels Diarylsulfiten oder Triarylphosphitenl) haben wir
diese Veresterungsmethode auf Carbobenzoxy-dipeptide iibertragen. Ein wesent-
liches Ziel dieser Untersuchung war die Abklirung der Frage, ob und in welchem
Ausmasse Racemisierungserscheinungen auftreten wiirden, da schon verschiedentlich
darauf hingewiesen worden ist?), dass N-acylierte Di- und héhere Peptide eine
grossere Racemisierungstendenz zeigen als N-Acyl-aminosiuren.

Die Veresterung von Carbobenzoxy-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosin?®) mit Di-p-
nitrophenyl-sulfit (Methode A) in Pyridin bei Zimmertemperatur (a) oder in Essig-
ester/Pyridin bei 50° (b) ergab rasch und in guter Ausbeute den entsprechenden
p-Nitrophenylester (Tabelle 1), dessen optische Reinheit durch Riickverseifung zum
Carbobenzoxy-dipeptid sichergestellt werden konnte.

Im Gegensatz dazu verlief die Veresterung von Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin?4)
mittels der Sulfitmethode (A) unter gleichen Bedingungen (a und b) sehr langsam
und lieferte einen stark racemisierten p-Nitrophenylester (Tabelle I). Auch das nicht
umgesetzte Ausgangsmaterial, das sich aus den Ansédtzen zuriickgewinnen liess, war
teilweise racemisiert. In Parallelversuchen wurde festgestellt, dass die optische Rein-
heit von Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin bei mehrstiindigem Erhitzen in Pyridin
unverindert blieb, aber in Gegenwart von Di-p-nitrophenyl-sulfit (ohne Pyridin)
rasch absank (Tabelle I). Die Sulfitmethode fithrte in diesem Falle offensichtlich
zu dhnlichen Racemisierungserscheinungen, wie sie von KENNER®) beim Umsatz von
N-Acyl-dipeptiden mit Diphenylsulfit beobachtet worden sind.

Auch andere Methoden, die zur Herstellung von N-Acylaminosiure-arylestern
vorgeschlagen worden sind, versagten bei der Veresterung von Carbobenzoxy-1-
valyl-L-tyrosin; so lieferte der Umsatz mit p-Nitrophenol in Gegenwart von Di-
cyclohexyl-carbodiimid®) (Methode B) wiederum einen weitgehend racemisierten
p-Nitrophenylester. Die Racemisierung wird somit nicht ausschliesslich durch das
verwendete Reagens ausgelost, sondern ist auch weitgehend von der Struktur des

1y VIII. Mitteilung: B. IseLiN, W. RITTEL, P. SIEBER & R. ScEwWYZER, Helv. 40, 373 (1957).

%) Z. B. a) H. D. SprinGgaLL & H. D. Law, Quart. Reviews 70, 230 (1956); b) H. Scawarz &
F. M. Bumpus, J. Amer. chem. Soc. 87, 890 (1959).

3) C. R. HARINGTON & R. V. P11t RI1vERs, Biochem. J. 38, 417 (1944); B. IseLIN, M. FEURER
& R. ScawyzER, Helv. 38, 1508 (1955).

4) R. SCHWYZER, B. IseLIN, H. KAPPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & . ZUBER, Helv. {7,
1273 (1958); siehe auch 2b).

5) G. W. KENNER, Angew. Chem. 77, 741 (1959).

8y D. F. Erriort & D. W. RusseLL, Biochem. J. 66, 49P (1957); M. Bonanszky & V. U
VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 87, 5688 (1959).
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eingesetzten Peptidderivats abhingig. Auf die — wahrscheinlich sterisch bedingte —
besonders hohe Racemisierungstendenz von L-Tyrosin in L-Valyl-L-tyrosin-Derivaten
haben Scawarz & BuMmpUs??) in anderem Zusammenhange hingewiesen.

Tabelle 1. Optische Reinheit von Carbobenzoxy-dipeptid-p-nitrophenylestern

p-Nitro- Synth. Ausbeute [x]pin Z.-Dipeptid aus Ester
phenylester Methode % AcOH [¢]p in Pyridin
Bz
Z.-('Zys—Tyr.-ONP A a) 81; b) 83 [ —21,5° —17,5° (Lit. —17°)3)
Z.-Val-Tyr.-ONP)| A a)15; b) 60 [ —11° +5° (Lit. +26°)%)
A - - + 16° (regenerierte Sdure)
(ohne Pyr.)
B 68 -10,6° +3,6°
C 34 ~33,7° +19,6°
Z.-Ser-Tyr.-ONP) C 60 -30,1° in optisch reines Z.- Ser-Tyr-Ser.- OCHy

(MeOH) iibergefiithrt

Z = Carbobenzoxy; Bz = Benzyl; NP = p-Nitrophenyl

Als weitere Moglichkeit zur Herstellung eines optisch reinen Carbobenzoxy-di-
peptid-p-nitrophenylesters untersuchten wir die Kondensation von Carbobenzoxy-1-
valin mit L-Tyrosin-p-nitrophenylester nach der von GoobMaN & STUEBEN?) vor-
geschlagenen Methode (C).

Methode C:
a) 599 899
Z.-Tyr.-OH —)—A)> Z.-Tyr.-ONP Ve R
b) 699, s ‘\,
7 z HBr/AcOH HBr, H.-Tyr.-ONP
| H a) 849, 7 "1“ N . )\k 1t
Z.-Tyr.:O —b‘)?so/gf . Tyr.-ONP 879,
11
DCCI
Z.-Val.-OH+ HBr, H.-Tyr.-ONP ———— % Z.-Val-Tyr.-ONP
N(C,Hy)g
111 v
Z = Carbobenzoxy a) Sulfitmethode
NP = p-Nitrophenyl b) p-Nitrophenol+ DCCI

DCCI = Dicyclohexyl-carbodiimid

Die optische Reinheit der Zwischenprodukte I18) und IT wurde durch Riickver-
seifung zu den entsprechenden Siuren, diejenige von III durch Verseifung zu -
Tyrosin bewiesen. Die niedrige Ausbeute an p-Nitrophenylester IV (Tabelle I, C) war
wahrscheinlich dadurch bedingt, dass infolge der bekannten Reaktionstrigheit von
Valin-Derivaten (sterische Hinderung) die Kondensation von Carbobenzoxy-L-valin
mit L-Tyrosin-p-nitrophenylester relativ langsam verlief und dementsprechend als
Konkurrenzreaktion die Polykondensation des L-Tyrosin-p-nitrophenylesters be-
glinstigt wurde. Die Drehungswerte des nach dieser Methode gewonnenen kristal-

7} M. GoopmaN & K. C. STUEBEN, J. Amer. chem. Soc. 87, 3980 (1959).
8) Cu. J. MarTIN, J. GoLuBow & A. E. AXELROD, J. biol. Chemistry 234, 294, 1718 (1959)
geben [ajp = —16,3° (c = 1in Aceton) an; wir fanden [a]p = —8,1° (¢ = 1 in Aceton).

111
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linen Carbobenzoxy-dipeptid-p-nitrophenylesters IV waren bedeutend héher als die-
jenigen der nach der Sulfit- oder Carbodiimid-Methode hergestellten p-Nitrophenyl-
ester, doch ergab die Verseifung wiederum teilweise, wenn auch weniger stark race-
misiertes Carbobenzoxy-valyl-tyrosin (Tabelle I). Da eine partielle Racemisierung
wihrend der Verseifung unwahrscheinlich ist (Carbobenzoxy-r-valyl-L-tyrosin-
methyl- oder -dthylester liefern unter gleichen Bedingungen optisch reines Material4)),
muss angenommen werden, dass der p-Nitrophenylester IV wiederum teilweise race-
misiert war, obschon die Carboxylfunktion des C-terminalen Tyrosins bei dieser
Methode (C) keine Verdanderung erfuhr.

Tabelle I1. UV.-Absorption von p-Nitrophenylestern

p-Nitrophenylester Az;x € Losungsmittel
Z.-Tyr.-ONP8 . . . . . 270 11250 | Methanol
4
|
Z-Tyr.-ONP . . . . .. 268 10650 | Methanol
HBr, H.-Tyr.-ONP. . . . 268 10650 | Athanol
Z.-Val.-ONPYH . . . . . . 268 11250 [ Methanol
Bz
|
Z.-Cys.-ONPY) 268 11150 | Methanol
Bz
j
Z..Cys-Tyr.-ONP . . . . 270 10570 [ Tetrahydrofuran
Z.-Val-Tyr..ONP . . . . 270 10500 | Methanol
(nach Methode C)
Z.-Ser-Tyr.-ONP. . . . . 272 9700 | Methanol
p-Nitrophcnol . . . . . . 320 11400 | Methanol
400 18700 | Methanol+ NaOCH,
Z = Carbobenzoxy; Bz = Benzyl; NP = p-Nitrophenyl

Diese an sich iiberraschende Beobachtung wurde an einem weiteren Beispiel
iiberpriift. Carbobenzoxy-L-serin lieferte beim Umsatz mit L-Tyrosin-p-nitrophenyl-
ester einen amorphen Carbobenzoxy-dipeptid-p-nitrophenylester, aus dem sich nur
mithsam der reine kristalline Carbobenzoxy-L-seryl-L-tyrosin-p-nitrophenylester iso-
lieren liess (Tabelle I). Die Kondensation von hochgereinigtem Material mit L-Serin-
methylester ergab den bekannten reinen Carbobenzoxy-rL-seryl-L-tyrosyl-L-serin-
methylester®)19). Wurde jedoch nur teilweise gereinigter Carbobenzoxy-dipeptid-p-
nitrophenylester verwendet oder das Dipeptidderivat ohne Isolierung?) direkt mit
L-Serin-methylester umgesetzt, so konnte kein reines Tripeptidderivat isoliert werden.
Wir nehmen an, dass diese Resultate auf eine partielle Racemisierung bei der Bildung
des Carbobenzoxy-dipeptid-p-nitrophenylesters zuriickzufiihren sind.

Die beschriebenen Beispiele zeigen, dass bei den bekannten Methoden zur Her-
stellung von Carbobenzoxy-dipeptid-p-nitrophenylestern Racemisierungserschei-
nungen auftreten konnen. Eine zuverlissige Wahrung der optischen Reinheit wird

%) K. HorMaNN, A. JOHL, A. F. FurRLENMEIER & H. KAPPELER, J. Amer. chem, Soc. 79, 1636

(1957).
19y S1. GuTTMANN & R. A. Boissonnas, Helv. 47, 1852 (1958).
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daher nur in denjenigen Féllen zu erwarten sein, in denen eine Racemisierung der
C-terminalen Aminosiure von Di- und héheren Peptiden ausgeschlossen ist (Glycin,
Prolini?)),

Die im Verlaufe dieser Untersuchung hergestellten und einige frither beschriebene
Aminosdure- und Dipeptid-p-nitrophenylester zeigten die fiir die p-Nitrophenyl-
estergruppe typische UV.-Absorption®) bei 268-270 my, deren Lage von der des
p-Nitrophenols deutlich verschieden ist (Tabelle IT). Die Bestimmung der UV.-Ab-
sorption lieferte bei der Charakterisierung, Reinheitspriifung und bei der Verfolgung
der Verseifungsgeschwindigkeit von p-Nitrophenylestern wertvolle Aufschliisse.

Experimenteller Teill%)

Di-p-wnitrophenyl-sulfit13). Die Herstellung dieser Verbindung ist in verschiedenen Laborato-
rien auf Schwierigkeiten gestossen; wir verwenden folgende Methode: In eine L.ésung von 27,8 g
(0,2 Mol) p-Nitrophenol und 11,9 g (7,2 ml; 0,1 Mol) frisch destilliertem Thionylchlorid in 100 ml
trockenem Ather werden 20,2 g (28 ml; 0,2 Mol) Triathylamin in 20 ml Ather bei 0° unter Riihren
innert 15 Min. getropft. Das Reaktionsgemisch wird 2 Std. bei Raumtemperatur geriihrt, dannauf
ca. 5° gekiihlt, und das ausgeschiedene Gemisch von Di-p-nitrophenyl-sulfit und Tridthylamin-
hydrochlorid wird unter moglichstem Feuchtigkeitsausschluss rasch abgenutscht und mit kaltem
Ather gewaschen. Nach kurzem Trocknen im Vakuum wird das Gemisch in 150 ml Eiswasser
suspendiert, das kristalline Reaktionsprodukt abgenutscht, mit kaltem Wasser gewaschen, darauf
in 100 ml kaltem Alkohol suspendiert, wiederum abfiltriert und mit kaltem Alkohol und Ather
gewaschen: briunliche Kristalle vom Smp. 85-90°; Ausbeute 23-27 g. Nach einmaligem Um-
kristallisieren aus Acetonitril farblos und rein, Smp. 104-106; Ausbeute 17-20 g (50-60%);
unbeschridnkt haltbar bei 0°; langsame Zersetzung bei Zimmertemperatur.

N-Carbobenzoxy-L-tyrosin-p-nitrophenylester. — a) 3,15 g (10 mMol) Carbobenzoxy-L-tyrosin'4),
faj%‘) = +10,3° 4 0,5° (¢ = 3,7 in Eisessig); = + 54,3° 4 1° (¢ = 2,0 in Chloroform), werden in
10 ml trockenem Pyridin gelést und nach Zugabe von 3,56 g (11 mMol) Di-p-nitrophenyl-sulfit
3 Std. bei 20° stehengelassen. Die braunlich gefarbte Reaktionslésung wird darauf im Vakuum bei
max. 40° zum Sirup eingeengt, der Riickstand in Essigester aufgenommen und die Lsung unter
Eiskiihlung mit 1N Salzsdure, gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser ge-
waschen, Gber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der 6lige Riickstand
liefert beim Verreiben mit Essigester/Ather 3,10 g kristallines Material ; nach Umkristallisieren aus
Essigester 2,59 g (59%), Smp. 155-157°; [oc]lzb7 = —8,3° 4+ 0,5° (¢ = 4,0 in Aceton), —12,4° 4 2°
(c = 0,5 in Eisessig).

CysHygO;N, (436,4)  Ber. C63,30 H462 N642%  Gef. C6310 H469 N6,29%

b) Durch Umsatz von Carbobenzoxy-L-tyrosin mit p-Nitrophenol in Gegenwart von Dicyclo-
hexyl-carbodiimid?®): Smp. 155-156°; [a]]237 = —81° 4+ 1° (c = 1,0 in Aceton). Literaturwert8):
Smp. 157-158°; [@]238 = —16,3° (¢ = 1 in Aceton).

Verseifung des p-Nitrophenylesters (zur Priifung der optischen Reinheit): Eine Lésung von
218 mg (0,5 mMol} N-Carbobenzoxy-L-tyrosin-p-nitrophenylester in 1,5 ml Dioxan und 1,5 ml 1n
Natronlauge wird 1 Std. bei 20° stehengelassen, dann mit 0,8 ml 1~ Salzsiure neutralisiert und
durch Einengen im Vakuum vom Dioxan befreit. Die konzentrierte Losung wird mit wenig Wasser
verdiinnt, mit Essigester extrahiert (Entfernung von p-Nitrophenol) und mit Salzsiure angesiuert.
Das als Ol ausgeschiedene Carbobenzoxy-L-tyrosin kristallisiert beim Verreiben bei 0°: 125 mg
(799,); nach Umfillen aus ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung/1N Salzsiure: [a]I?)S = —55,7°
+- 1° (¢ = 2,0 in Chloroform); optisch rein.

11} Siehe z. B. R. SCHWYZER & P. SIEBER, Helv. 40, 624 (1957).

12) Die angegebenen Smp. sind in einer Kapillare im Heizbad bestimmt und nicht korrigiert.
13) M. M. RICHTER, Ber. deutsch. chem. Ges. 49, 2339 (1916} ; vgl. auch Ref. 1.

14y M. BERGMANN & L. ZERvas, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932).
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N, O-Dicarbobenzoxy-L-tyrosin-p-nitrophenylester. — a) Umsatz von N, O-Dicarbobenzoxy-L-
tyrosints), [a]g’ = +4,8°1%) + 0,2° (c = 9,7 in Eisessig); = + 35,8° £ 1° (¢ = 2,2 in Chloroform),
mit Di-p-nitrophenyl-sulfit unter den fiir das Monocarbobenzoxy-Derivat angegebenen Bedin-
gungen liefert nach iiblicher Aufarbeitung 849, Ester vom Smp. 132-134°. Zur weiteren Reinigung
wird zweimal aus Methanol umkristallisiert: Smp. 135-137°; [a]]2)7 = -10,8° + 0,5° (c = 4,0 in
Aceton), +4,6° 4+ 1° (¢ = 2,0 in Chloroform), — 6,9° + 2° (¢ = 0,6 in Eisessig).

Cy HygOg Ny, (570,5) Ber. C65,62 H4,59 N 4919 Gef. C65,31 H 4,43 N 4,939

b) Veresterung mit p-Nitrophenol in Gegenwart von Dicyclohexyl-carbodiimid®): 859, reiner
ester (aus Methanol); Smp. 135-137°; [a]%ﬁ = —10,5 + 1° (c = 2,0 in Aceton).

Durch Verseifung in Dioxan/1N Natronlauge (vgl. Monocarbobenzoxy-Derivat) wird optisch
reines N, O-Dicarbobenzoxy-L-tyrosin regeneriert.

L-Tyrosin-p-nitvop henylester-hydvobromid. — a) aus N-Carbobenzoxy-Devivat: 4,36 g (10 mMol)
N-Carbobenzoxy-L-tyrosin-p-nitrophenylester werden in 20 ml Eisessig suspendiert und mit 20 ml
einer 5N Losung von Bromwasserstoff in Eisessig versetzt. Das Ausgangsmaterial geht unter CO,-
Entwicklung allméahlich in Lésung und gleichzeitg scheidet sich das Reaktionsprodukt in mikro-
kristalliner Form aus. Nach 2 Std. wird das feste Material abzentrifugiert und mehrmals mit Eis-
essig, Aceton und Ather gewaschen: 3,38 g (899%,), Smp. 224-226°; zur Analyse zweimal aus
Methanol/Ather umgefillt; Smp. 231-233°; [a]p = + 34,0° + 0,5° (c = 3,0in Methanol); = + 10,2°
+1° (¢ = 1,9in Wasser); = + 19,2° 4 2° (¢ = 0,5 in Eisessig/Wasser 9: 1).

C,sH14O5N,, HBr (383,2) Ber. C47,01 H395 N731 Br20,859%
Gef. ,, 47,20 4,18 7,23  20,70%

b} aus N, O-Dicarbobenzoxy-Derivat. 42,7 g (15 mMol) N, O-Dicarbobenzoxy-L-tyrosin-p-nitro-
phenylester werden in 250 ml einer 4N Lésung von Bromwasserstoff in Eisessig suspendiert und
4 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Aufarbeitung wie oben: 24,2 g (849%,), Smp.
224-226°; [a}%‘* = +34,5° 4+ 0,5° (¢ = 4,1 in Methanol).

Die Verseifung der nach a) und b) hergestellten Ester mit 4 Aquivalenten 1N Natronlauge
ergibt optisch reines L-Tyrosin.

Carbobenzoxy-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyvosin-p-nitrophenylester, Methode A : aus Carbobenzoxy-
dipeptid mittels Di-p-nitrophenyl-sulfit. — a) Eine Lésung von 508 mg (1 mMol) Carbobenzoxy-S-
benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosin®) in 1 ml trockenem Pyridin wird mit 324 mg (1 mMol) Di-p-nitro-
phenyl-sulfit versetzt, 5 Std. bei 22° stehengelassen, darauf mit Essigester verdiinnt und bei 0°
mit 1x Salzsdure, 0,1N Sodalésung und Wasser gewaschen. Der nach dem Eindampfen der ge-
trockneten Losung erhaltene Riickstand ergibt nach Zusatz von Ather 511 mg (81%) Ester, der
nach zweimaligem Umfillen aus Alkohol unscharf bei 108-115° schmilzt; [a}‘g = —22,5° 4 1°

(c = 1,2 in Tetrahydrofuran), —21,5° + 1° (¢ = 0,9 in Eisessig).
CyyH5, OgN,S (629,7)  Ber. N 6,67 S5,09%  Gef. N6,54 S4,839

b) 2,03 g (4 mMol) Carbobenzoxy-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosin werden in einem Gemisch
von 0,65 ml trockenem Pyridin (2 Aquivalente) und 15 ml Essigester suspendiert, mit 1,46 g
(4,5 mMol) Di-p-nitrophenyl-sulfit versetzt und 5 Std. auf 50° erhitzt. Die klare Lésung wird darauf
in der oben angegebenen Weise aufgearbeitet und liefert 2,1 g (839%,) p-Nitrophenylester, der mit
dem nach a) hergestellten Material identisch ist.

Das aus den Soda-Ausziigen durch Ansiuern regenerierte Ausgangsmaterial (5-79%,) ist
optisch rein: [a]2D2 = ~17° 4+ 1° (¢ = 1,2 in Pyridin); Behandlung mit Di-p-nitrophenyl-sulfit
nach b) (ohne Pyridin) bewirkt keine Racemisierung.

Durch Verseifung des p-Nitrophenylesters (vgl. N-Carbobenzoxy-L-tyrosin-p-nitrophenyl-
ester) wird die Sdure in optisch reiner Form zurtickgewonnen (Tabelle I}.

Carbobenzoxy-valyl-tyvosin-p-nitrophenylestev. — Methode A. — a) Carbobenzoxy-L-valyl-L-
tyrosin4) [Smp. 161-163°; [a]lzjz = 4 26° (¢ = 4 in Pyridin)] mit 1 Aquiv. Di-p-nitrophenyl-sulfit
in Pyridin 20 Std. bei 22°: 159, amorpher Ester, Smp. 172-174°; nach zweimaligem Umfillen aus

15) E. KATCHALSKI & M. SELA, J. Amer. chem. Soc. 75, 5284 (1953).

16y Titeraturwert 1%): —5° (¢ = 10 in Eisessig); das von uns verwendete Praparat ergab nach
Decarbobenzoxylierung mit Bromwasserstoff in Eisessig optisch reines L-Tyrosin-hydrobromid.
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Aceton/Ather: Smp. 175‘1770;[a]]234 = —3° 4 1° {c = 2,1 in Aceton), = —11° + 1° (c = 2,0 in
Eisessig).
CoeHpoO4N, (535,5) Ber. 62,79 H 546 N7.85% Gef. C6265 HS576 N 7,74%

b) In Essigester + 2 Aquiv. Pyridin 8 Std. auf 50° erhitzt: 609, Ester, identisch mit dem nach
a) erhaltenen Produkt.

Das aus obigen Ansidtzen zuriickgewonnene nicht umgesctzte Carbobenzoxy-valyl-tyrosin
(689, aus a)) zeigt nach Umbkristallisieren aus Alkohol/Wasser Smp. ca. 90° und [a]:]’)zz +12° 4
1¢ (¢ = 2,0 in Pyridin).

Racemisierung von Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin: 1) 0,83 g (2 mMol) Carbobenzoxy-L-
valyl-L-tyrosin in 4 m] Essigester und 0,2 ml Pyridin 7 Std. auf 50° erhitzt, dann aufgearbeitet wie
iiblich und umkrist. aus Athanol{Wasser: 0,71 g, Smp. 160-162°; [a]lz)“ =+27°+1°(c =4,0in
Pyridin); nicht racemisiert. 2) Gleich wie unter 1), aber statt Pyridin 0,65 g (2 mMol) Di-p-nitro-
phenyl-sulfit: 0,63 g, Smp. ca. 90°; [a]]z)‘” = +16° 4+ 1° (¢ = 3,9 in Pyridin); teilweise racemisiert.
3) Wie unter 2), aber 5 Std. bei 25°: 0,64 g, Smp. ca. 90°; [a]%"’ = +19° 4 2° (¢ = 1,2 in Pyridin);
teilweise racemisiert.

Methode B: aus Carbobenzoxy-dipeptid mittels p-Nitrophenol und Dicyclohexyl-carbodiimid.
1,04 g (2,5 mMol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin4) werden in 5 ml Acetonitril geldst und nach
Zugabe von 0,35 g (2,5 mMol) p-Nitrophenol und 0,62 g (3 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid 18 Std.
bei + 5° stehengelassen. Das ausgeschiedene Gemisch von Dicyclohexyl-harnstoff und Reaktions-
produkt wird abfiltriert, mit 10 ml Tetrahydrofuran extrahiert und der filtrierte Extrakt im
Vakuum eingedampft. Kristallisation aus Acetonitril ergibt 0,91 g (689%,) amorphes Material vom
Smp. 170-174°. Nach zweimaligem Umfillen aus Methanol: Smp. 180-183°; [a]f)g =—-1,4°+1°
(¢ = 2,2in Tetrahydrofuran), = — 10,6° 4- 1° (c = 1,9 in Eisessig); Gef. C62,53 H 5,35 N 8,069%,.

Methode C: aus Carbobenzoxy-L-valin und L-Tyrosin-p-nitrophenylester. In cine Lésung von
2,51 g (10 mMol) Carbobenzoxy-L-valin'?) in 50 ml Acetonitril werden unter Riihren bei 0° 3,83 g
(10 mMol) r-Tyrosin-p-nitrophenylester-hydrobromid und 1,40 ml (10 mMol) Tridthylamin ein-
getragen. Das Reaktionsgemisch, aus dem sich rasch ein Salz (Carbobenzoxy-L-valin, L-Tyrosin-
p-nitrophenylester) ausscheidet, wird nach 15 Min. mit 2,06 g (10 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid
versetzt und 1 Std. bei 0° und 4 Std. bei ca. 10° weitergeriihrt; wahrend dieser Zeit geht das an-
fanglich ausgeschiedene Salz in Losung und gleichzeitig fillt ein Gemisch von Dicyclohexyl-
harnstoff und Dipeptidderivat aus. Nach Aufarbeitung wie in Methode B: 1,80 g (349, kein
weiteres Material aus Mutterlauge isolierbar), Smp. 183-186°. Zweimaliges Umkristallisieren aus

Acetonitril liefert den Ester in Form von verfilzten Nadeln vom Smp. 192-195°; [a]i"’ = —214°
4+ 1° (¢ = 2,1 in Tetrahydrofuran), = —33,7° 4+ 1° (¢ = 2,0 in Eisessig); gef. C 62,76 H 5,65
N 7,79%,.

Verseifung dev nach A, B wund C hergestellten Cavbobenzoxy-valyl-tyvosin-p-nitrophenylester:
Eine Losung von 0,5 mMol p-Nitrophenylester in 1,5 ml Methanol wird mit 3 Aquiv. 1N Natron-
lauge 30 Min. bei Zimmertemperatur stehengelassen, daraufim Vakuum von Methanol befreit und
schwach angesiduert. Das ausgeschiedene Ol wird in Essigester aufgenommen und die Essigester-
Losung mehrmals mit wenig Kaliumhydrogencarbonat-Lésung cxtrahiert; beim Eintropfen der
vereinigten alkalischen Ausziige in kalte 5N Salzsdure scheidet sich die Saure in fester Form aus;
nach Umbkristallisieren aus Athanol/Wasser: Smp. ca. 90°; spezifische Drehungen: siche Tabelle I
(c = 3-4).

Carbobenzoxy-L-seryl-L-tyrosin-p-nitrophenylestev, Methode C. Dic Kondensation von 6,0 g
(25 mMol) Carbobenzoxy-L-serin mit 9,6 g (25 mMol) L-Tyrosin-p-nitrophenylester-hydrobromid
in Gegenwart von Dicyclohexyl-carbodiimid nimmt den oben unter Methode C beschriebenen
Verlauf. Die vom Dicyclohexyl-harnstoff abfiltrierte Reaktionslésung wird im Vakuum konzen-
triert, der Riickstand in Essigester aufgenommen, die L&sung unter Eiskithlung neutral ge-
waschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Mehrmaliges Verreiben des Riickstands mit
Ather liefert 12,5 g eines sehr unreinen Rohprodukts, aus dem sich erst nach mchrmaligem Um-
kristallisieren aus Essigester bzw. Methanol der Ester in kristalliner, reiner Form isolieren lisst:
7,8 g (60%); Nadeln vom Smp. 173-176°; [a]2D5 = —30,1° 4+ 1° (¢ = 2,0 in Methanol).
CyeHysOgN,  (523,5) Ber. C59,65 H4,81 N 8,03% Gef. €C59,48 H4,96 N 7,909

17) R. L. M. Sy~GE, Biochem. J. 42, 99 (1948).
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Carbobenzoxy-L-seyyl-L-tyvosyl-L-sevin-methylester. Eine Losung von 0,26 g (2,2 mMol) L-Serin-
methylester (frisch hergestellt aus dem Hydrochlorid?®)) in 10 ml Acetonitril wird mit 1,05 g
(2 mMol) Carbobenzoxy-L-seryl-L-tyrosin-p-nitrophenylester (Smp. 173-176°) versetzt und 24 Std.
bei 25° stehengelassen. Das ausgeschiedene amorphe Reaktionsprodukt wird abgenutscht und mit
wenig Acetonitril und Ather gewaschen: 0,74 g (73%,), Smp. ca. 150°; nach zweimaligem Um-
kristallisieren aus wenig Methanol: 0,49 g (489,); Smp. 188-190°; [a]:f’)g = —-247° £ 1°(c = 1,4in
Methanol). Literaturwerte®)19): Smp. 191-192°; [a]ll)" = —22,4° (Methanol).

Bei Verwendung von nur teilweise gereinigtem Carbobenzoxy-L-seryl-L-tyrosin-p-nitrophenyl_
ester (Smp. 166-170°) wird das Tripeptid-Derivat auch nach mehrmaligem Umkristallisieren nich,
rein erhalten (Smp. ca. 160°). Ebenso liefert der kombinierte Umsatz?) von Carbobenzoxy-L-serin
L-Tyrosin-p-nitrophenylester und L-Serin-methylester nur unreines Material vom Smp. ca. 170“’_

Die analytischen Daten verdanken wir Herrn Dr. W. PabpowEeTz und die UV.-Absorptions-
spektren Herrn Dr. H. HURZELER.

SUMMARY

A study of the preparation of carbobenzoxy-dipeptide p-nitrophenyl esters
revealed that partial racemization may occur depending on the structure of the di-
peptide derivative used. Whereas carbobenzoxy-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosine
yielded an optically pure ester employing the sulfite method, the synthesis of the
ester of carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosine by various methods proceeded with partial
racemization. The optically pure carbobenzoxy-L-servl-L-tyrosine p-nitrophenyl ester
was obtained by condensation of carbobenzoxy-L-serine with p-nitrophenyl L-
tyrosinate.

The ultraviolet spectra of the compounds prepared exhibited a typical maximum
at 268-270 mu.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung

218. Contribution a ’étude de 1a mésomérie III.
Calcul de I’énergie de liaison de quelques hydrocarbures
par O. Klement, O. Méader ¢t B. Felder
(20 VIII 60)

1. Introduction

On sait que dans la méthode de mésomérie I'énergie des hydrocarbures a presque
toujours été calculée a 'aide de modeéles formés d’atomes a un électron, en négligeant
complétement les atomes d’hydrogéne. D’autre part on admettait que les distances
entre les atomes voisins sont les mémes, ce qui permet, les intégrales d’orthogonalité
étant négligées, d’éviter aussi le calcul explicite des intégrales de CouLouB et
d’échange. 11 est clair qu'avec des approximations aussi poussées il ne pouvait pas
étre question de comparer directement les résultats théoriques aux valeurs expéri-
mentales.

1) W. HerrLer, Hdb. der Radiologie, Bd. VI/2, 2. Aufl. 1934 (désigné dans la suite par
(HRW)).



