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Uber lineare und cyclische Peptide
der p-Aminobenzoesiure

Von WoLreaNG LANGENBECK und DIETER WEISBROD!)

Inhaltsiihersicht

Lineare Peptide der p-Aminobenzoesdure lassen sich nach Schutz der Aminogruppe mit
dem Carbobenzoxyrest nach der gemischten Anhydrid-, Carbodiimid- und aktivierten
Estermethode herstellen. Zu ihrer Cyclisterung bedient man sich am besten der Phosphit-
methode.

In einer fritheren Mitteilung?) haben wir iiber die Darstellung von p-
Aminobenzoesdurepeptiden nach der gemischten Anhydrid- und der Carbo-
diimidmethode berichtet. Die Synthese verlduft glatt, wenn die Aminogruppe
durch den Carbobenzoxyrest geschiitzt wird. Bei Verwendung des Phthalyl-
oder Formylrestes als Aminoschutzgruppe sind nach Untersuchungen anderer
Autoren nur Dipeptide zuginglich3).

In Fortfithrung unserer Arbeiten haben wir eine Reihe weiterer Peptide
der p-Aminobenzoesiure dargestellt. Aufler mit den genannten Methoden
erfolgte dic Kniipfung der Peptidbindung auch noch iiber aktivierte Ester
und nach der Phosphitmethode. Die Synthese des linearen Tetrapeptids
N-Carbobenzoxy-glycyl-p-aminobenzoyl-glyeyl-p-aminobenzoesdure gelang
sowohl durch Kondensation der beiden Dipeptide iiber das gemischte An-
hydrid mit Chlorameisenester als auch schrittweise nach drei verschiedenen
Synthesemethoden. Beim schrittweisen Aufbau wurde aus N-Carbobenz-
oxyglyein und Natrium-p-aminobenzoat mit Hilfe von Chlorameisenester
das Dipeptid hergestellt, dieses nach dem Carbodiimidverfahren mit Glycin-
p-nitrophenylester umgesetzt und der entstandene aktivierte Tripeptidester
mit Natrium-p-aminobenzoat zum Tetrapeptid kondensiert.

Die bei der Darstellung von Tripeptiden und Tripeptidestern aus p-
Aminobenzoesiure und e-Aminocapronséure erhaltenen Ergebnisse stimmen

1) Teil der Dissertation D. Werserop, Universitit Halle, 1964,

2) W. LANGENBECK u. D. Wr1sBroD, J. prakt. Chem. [4] 28, 78 (1365).

%) F. E. Kmve, J. W. CLark-Lewts, D. A. A, Kion u. G. R. Surra, J. chem. Soc.
[London] 1954, 1039.
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mit den friither gewonnenen iiberein. So liefert das Carbodiimidverfahren bei
der Darstellung von N-Carbobenzoxy-s-aminocaproyl-p-aminobenzoyl-e-
aminocapronsiure-ithylester bessere Ausbeuten als die gemischte Anhydrid-
methode. Die alkalische Esterverseifung von N-carbobenzoxy-geschiitzten
Tripeptid-methyl-, -dthyl- und -p-nitrophenylestern mit wifriger und alko-
holischer Alkalilauge gelang nicht ohne Angriff der Peptidbindung. Lediglich
aus dem ungeschiitzten e-Aminocaproyl-p-aminobenzoyl-s-aminocapron-
sdure-dthylester liel sich durch Kochen mit Barytwasser das freie Tripeptid
gewinnen.

Die Herstellung cyclischer p-Aminobenzoesdurepeptide gelang nach der
Phosphitmethode unter Anwendung des Verdiinnungsprinzips. Zur Cyeclisie-
rung kamen e-Aminocaproyl-p-aminobenzoesiure (I} und 11-Aminoundeca-
noyl-p-aminobenzoesidure (II); ein geeignetes Losungsmittel war Didthyl-
phosphit, als Kondensationsmittel verwendeten wir Tetradthylpyrophos-
phit. Zusatz von Imidazol?) bewirkte keine Steigerung der Ausbeute. Die
Cyclisierung wurde in vorgegebener, 0,004 molarer Konzentration bei 140 °C
durchgefiihrt. Bei starker Herabsetzung der Konzentration durch Eintropfen
der Peptidlosung wihrend eines ldngeren Zeitraumes ging die Ausbeute
erheblich zuriick.

Sterisch interessant ist das Verhalten der beiden Linearpeptide I und I
bei der Cyclisierung. Wihrend aus dem Peptid II das cyclische Dipeptid
Cyclo-11-aminoundecanoyl-p-aminobenzoyl (IV) entsteht, findet bei der
Cyeclisierung des linearen Dipeptids I wahrscheinlich Verdoppelung zu dem
Tetrapeptid Cyelo-e-aminocaproyl-p-aminobenzoyl-z-aminocaproyl-p-ami-
nobenzoyl (ITIT) statt. Diese Verdoppelungsreaktion findet ihre Erklirung
in der Theorie von A. LOTTRINGHAUS®) zur para-Uberbriickung des Benzol-
kerns. Danach ist zur spannungsfreien para-Uberbriickung des Benzolkerns
eine Kette von mindestens zehn Atomen erforderlich, wihrend das Dipeptid 1
nur neun zur Verfiigung stellen kann, also ein Ringglied zu wenig. Es findet
daher zunichst Dimerisierung statt, daraufhin kann sich der Ring véllig
spannungsfrei zum Cyclotetrapeptid schlieBen. Beim Linearpeptid IT ist
eine Verdoppelung nicht nétig, da die Kette mit vierzehn Gliedern iiber die
erforderliche Anzahl verfiigt. In diesem Fall tritt sogleich Cyclisierung zum
Cyclodipeptid ein.

Das Molekulargewicht des Cyclodipeptids IV wurde kryoskopisch nach
Rast in Hexahydro-p-aminobenzoesiurelactam bestimmt. Das Molekular-
gewicht des Cyclopeptids IIT lie sich nicht exakt bestimmen, da es in den

1) G. W. AnpERsox, A. C. McGRrEGOR u. R. W. Youxg, J. org. Chem. 28, 1236 (1958);
G. W. ANDERsoN, Annal. N. Y. Acad. Sci. 88, 676 (1960).
%) A. LurTrINGHAUS, Naturwiss. 80, 40 (1942),
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meisten gebrduchlichen Lisungsmitteln unléslich ist. Die Bestimmung in
Phenol ergab streuende Werte?®), deren arithmetisches Mittel jedoch ebenso
wie die stereochemischen Uberlegungen und die physikalischen Eigenschaf-
ten der Verbindung fiir das Cyclotetrapeptid sprechen.
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Die zur Darstellung von Hexahydro-p-aminobenzoesiurelactam erfor-
derliche Hydrierung von p-Aminobenzoesdure wurde nach einem neuen, ein-
fachen Verfahren unter Verwendung von Eisessig als Losungsmittel durch-
gefiihrt. Danach lassen sich auch grofie Mengen p-Aminobenzoesiure be-
quem drucklos hydrieren.

Experimenteller Teil

Zur Darstellung von hicr erwihnten, aber nicht beschriebenen Peptiden siche unsere
frithere Mitteilung?).
Alle eingesetzten organischen Losungsmittel miissen wasserfrei sein.

1. p-Aminobenzoyl-g-aminocapronsiure-hydrobromid

3,8 g (1/100 Mol) N-Cho-p-aminobenzoyl-e-aminocapronsiure werden 30 Minuten bei
20 °C mit 15 ml HBr/Eisessiglosung behandelt. Nach Fillen mit 300 m]l Ather wird zweimal
in je 30 ml Methanol gelost und mit 800 ml Ather gefilit. Das meist als Ol anfallende
Peptid-hydrobromid muB lingere Zeit unter Ather im Eisschrank aufbewahrt werden, da
es nur geringe Kristallisationsneigung besitzt.

F. 160°; Ausbeute: 1,9 g = 57,49, d. Th.

CH;yBrN,0, (331,23) ber.: C47,1; H 5,74; Br 24,2; N 8,46;
gef.: C46,6; H 5,98; Br 24,7; N 8,19.

2. N-Cbo-z-aminocaproyl-p-aminobenzoyl-2-aminocapronsiure-ithylester
a) Mit Chlorameisenester

3,8 g (1/100 Mol) N-Cbo-e-aminocaproyl-p-aminobenzoeséure und 0,81 ml Pyridin wer-
den in 50 m] Tetrahydrofuran gelost, bei —10°C in 10 Minuten 1,35 ml Chlorameisen-
siureisobutylester, gelost in 10 ml Tetrahydrofuran, zugetropft und noch 50 Minuten in der
Kilte gerithrt. Die Kupplung erfolgt durch Zugabe von 2,0 g s-Aminocapronsiureithyl-
ester-hydrochlorid (F. 98—108°), gelést in 10 ml Tetrahydrofuran und 0,81 ml Pyridin,
Entfernen der Kiihlung und 4 Stunden Riihren bei 20°C. Zur Aufarbeitung wird vom
Pyridinhydrochlorid abfiltriert und der nach dem Einengen im Vakuum verbleibende

¢) I. RoTHE u. M. RoTHE, Chem. Ber. 88, 284 (1955).
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Riickstand in Essigester aufgenommen. Die Essigesterlosung wird mit 2 n HCI, Bicarbonat-
losung und Wasser gewaschen und der nach Eindampfen im Vakuum erhaltene Riickstand
zweimal aus Methanol/Wasser (3:2) umkristallisiert.

F. 134°; Ausbeute: 1,6 g = 28,89,.

CoHyoN,0p  (525,66) ber.: € 66,27; H 7,43; N 8,00;
gef.: € 66,95; H 7,08; N 8,47,

b) Mit Carbodiimid

3.8 ¢ (1/100 Mol) N-Cbo-e-aminocaproyl-p-aminobenzoesiure werden unter leichtem
Erwirmen in 50 ml Tetrahydrofuran geldst, 2,0 g s-Aminocapronsiure-dthylester-hydro-
chlorid und 0,81 ml Pyridin zugegeben und mit 2,1 g Dicyclohexylearbodiimid in 5 m] Tetra-
hydrofuran versetzt. Nach 24 Stunden Stehen bei 20 °C wird vom abgeschiedenen Dicyclo-
hexylharnstoff (Ausbeute: 4,25 g = 1009, d. Th.) abfiltriert und wie unter a) aufgearbeitet.

F. 134°; Ausbeute: 3,56 g == 66,79%,. :

Gef.: C66,15; H 7,46; N 8,06.

3. £-Aminocaproyl-p-aminobenzoyl-z-aminocapronséure-ithylester-
hydrobromid

5,3 g (1/100 Mol) der unter 2. erhaltenen Cho-Verbindung werden 30 Minuten bei 20°C
mit 10 m} HBr/Eisessiglosung behandelt, wobei unter CO,-Entwicklung alles in Lésung
geht. Durch Fillen mit 300 ml Ather und zweimaliges Umfillen mit 50 ml Methanol/800 ml
Ather erhilt man das Ester-hydrobromid rein. Die Substanz fillt beim Versetzen mit Ather
leicht als Ol aus, das aber nach lingerem Stehen im Eisschrank durchkristallisiert.

F. 177—179°; Ausbeute: 3,8 g = 80,5%.

CH,BrN,0, (472,44) ber.: C53,4; H 7,20; Br 16,95; N 8,90;
gef.: C52,5; H 6,99; Br16,90; N 9,09.

4. e~-Aminocaproyl-p-aminobenzoyl-e-aminocapronsiure

2,4g (1/200 Mol) &-Aminocaproyl-p-aminobenzoyl-¢-aminocapronséiure-athylester-hy-
drobromid werden 2 Stunden mit 75 ml Barytwasser am RiickfluBl gekocht, wobei sich die
Substanz 16st. Durch Einleiten von CO, wird das Barium als Carbonat ausgefillt, das Filtrat
im Vakuum auf wenige ml eingeengt und der Niederschlag aus wenig Methanol umkristalli-
siert.

F. 233° (Zers.); Ausbeute: 131 mg = 7,29,.

CyoHyN,O, (362,46) ber.: C 62,9; H 7,74; N 11,60;
gef.: C62,1; H 7,82; N 11,25.

5. 11-Aminoundecanoyl-p-aminohenzoesiure-hydrobromid

9 g (1/60 Mol) N-Cbo-11-aminoundecanoyl-p-aminobenzoesinre versetzt man mit 35 ml
HBr/Eisessiglosung und erwirmt 45 Minuten im Wasserbad auf 40°C. Das Peptid-hydro-
bromid wird auf die iibliche Weise durch Umfillen mit Methanol/Ather gereinigt.

F. 236—238° (Zers.); Ausbeute: 7,5 g == 949,.

CsH,BrN,0,  (401,36) ber.: C53,81; H 7,28; Br 19,99; N 6,98;
gef.: C53,38; H7,30; Br19,8; N 7,06.
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6. 11-Aminoundecanoyl-p-aminobenzoesiure

Von 9 g {1/50 Mol} N-Cbo-11-aminoundecanoyl-p-aminobenzoesidure spaltet man wie
unter 5. den Cbo-Rest ab, isoliert das Peptid-hydrobromid jedoch nicht, sondern last in
100 ml Methanol, neutralisiert mit 1,6 ml Pyridin und féllt das freie Dipeptid mit 250 ml
‘Wasser aus. Aus Dimethylformamid/Wasser wird umkristallisiert.-

F. 204—207°; Ausbeute: 4 g = 64,69,

C1sH2e N0y (320,44) ber.: C67,5; H 8,75; N 8,75;
gef.: C 67,35; H 8,656; N 8,39.

7. N-Cbo-glycyl-p-aminobenzoyl-glycyl-p-aminobenzoesiure
a) Schrittweiser Aufbau

Nach LaxceEnseEck und WEsBroD?) wird N-Cbo-glycyl-p-aminobenzoyl-glycin-
p-nitrophenylester hergestellt.

4,1 2 des aktiven Esters 16st man in 30 ml Tetrahydrofuran/20 ml Dimethylformamid,
gibt eine Losung von 1,2 g p-Aminobenzoesiure und 0,35 g Atznatron in 10 ml Wasser zu
und kocht 4 Stunden am RiickfluBl. Das nach Einengen im Vakuum zuriickbleibende zihe
01 wird mit 50 ml Methanol verdiinnt und in 1/2 1 Wasser eingegossen. Dasg erhaltene kri-
stalline Produkt wird mehrmals mit 200 m! Methanol ausgekocht und aus Dimethylform-
amid/Wasser umkristallisiert.

F. 297° (Zers.); Ausbeute: 0,3 g = 7,49%.

CpeH,,N,0,  (504,51) ber.: C 61,95; H 4,76; N 11,11;
gef.: C 60,70; H 4,94; N 10,78.

b) Kondensation von 2 Dipeptiden

3,3 g (1/100 Mol) N-Cho-glycyl-p-aminobenzoesdure und 1,4 ml Tridthylamin werden
in 50 ml} Tetrahydrofuran gelost und bei —10 °C mit 1,81 ml Chlorameisensiureisobutylester
wie liblich zum gemischten Anhydrid umgesetzt. Zum Reaktionsgemisch gibt man 2,75 g
(1/100 Mol) Glycyl-p-aminobenzoesiure-hydrobromid in 20 ml (2/100 Mol} 1n NaOH,
riithrt 3 Stunden bei 20° und 1 Stunde bei 40 °C. Das Tetrapeptid fillt bereits wihrend der
Reaktion als dicker weiller Niederschlag aus. Nach Abzichen des Tetrahydrofurans im
Vakuum wird das Produkt mehrmals mit 200 m1 Methanol ausgekocht und aus Dimethyl-
formamid/Wasser umkristallisiert.

F. 297° (Zers.); Ausbeute: 2,0 g = 409,.

Gef.: C62,39; H 4,99; N 11,26.

8. Cyclo-e-aminocaproyl-p-aminobenzoyl-e-aminocaproyl-p-aminobenzoyl (III)
a) Cyclisierungin 0,004 molarer Konzentration ohne Imidazolzusatz

1,324 g (4/1000 Mol) £-Aminocaproyl-p-aminobenzoesiure-hydrobromid werden in der
Kilte in 11 Didthylphosphit gelsst, 0,4 ml Pyridin zugegeben und mit 4,85 ml (5 Aq.)
Tetradthylpyrophosphit versetzt. Unter Stickstoffatmosphire riihrt man die Reaktions-
mischung 4 Stunden bei 140°C. Aufarbeitung: Das Didthylphosphit wird im Vakuum ab-
destilliert, der Riickstand zur Hydrolyse restlichen Losungs- und Kondensationsmittels
mit 100 ml Wasser versetzt, 11 Methanol zugefiigt und 1 Stunde gekocht. Es bleibt ein
weifler, unléslicher Riickstand von héhermolekularen, linearen Oligopeptiden (Ausbeute
168 mg). Beim Versetzen mit 0,91 Wasser fallt eine geringe Menge Linearoligomerer aus,
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von denen man abfiltriert. Die methanolisch-wifrige Losung wird nun durch Filtration
durch Tonenaustauschersiulen von den restlichen, niedrigmolekularen Linearpeptiden be-
freit. Beim Einengen des Filtrats im Vakuum auf etwa 50 ml wird das Cyclotetrapeptid 111
als farblose, ninhydrinnegative, analysenreine Substanz gewonnen,

F. ~380° (Zers.); Ausbeute: 210 mg = 22,69, d. Th.

CpH,,N,0,  (464,57) ber.: € 67,2; H 6,89; N 12,08;
gef.: C66,8; H 7,04; N 12,19,

Versuche zur kryoskopischen Molekulargewichtsbestimmung in Phenol (F. = 43,0°;
K = 7,2).
Einwaage [mg] F o0 1t Molekular-

Phenol | Peptid TI1 el ‘ gewicht
41,8 1,2 434

164,2 11,9 41,7 1,3 402
41,9 1,1 474
41,5 1,5 376

140,5 11,0 41,6 1,4 403
41,8 1,2 469
41,9 1,1 512
41,7 1,3 493

152,0 13,1 41,9 1,1 500
41,9 1,1 500

Arithmetisches Mittel 449

Vorbehandlung der verwendeten Ionenaustauscher: (Geeignet sind der Kationenaus-
tauscher Wofatit KPS 200 und der Anionenaustauscher Wofatit L 150, die in dieser Reihen-
folge hintereinandergeschaltet werden. Nach Uberfithrung in die H+- und OH—-Form miis-
sen die Austauscher mit Losungen von 10, 20, 30, 40 und 509, Methanol in Wasser gespiilt
werden, um sie fiir methanolisch-wiBrige Lésungen gebrauchsfertig zu machen.

b) Cyclisierung in 0,004 molarer Konzentration mit Imidazolzusatz

Zu dem unter a) angegebenen Reaktionsansatz werden noch 1,4 g Imidazol {dquivalent
Tetradthylpyrophosphit) gegeben. Cyclisierung und Aufarbeitung werden wie beschrichen
durchgefiihrt. Anteil an methanolunléslichen Linearoligomeren: 168 mg.

Ausbeute an Cyclotetrapeptid: 215 mg = 28,29,.

Gef.: C66,7; H 6,99; N 11,90.

¢) Cyclisierung nach dem Zutropfverfahren (ohne Imidazol)

In ein auf 140 °C erhitztes Gemisch von 1 1 Didthylphosphit, 4,85 ml Tetraathylpyro-
phosphit und 0,4 ml Pyridin 148t man unter Stickstoffatmosphiire und starkem Riihren eine
Lésung von 1,324 g (4/1000 Mol) e-Aminocaproyl-p-aminobenzoesiure-hydrobromid in
50 ml Dimethylformamid im Verlauf von 6 Stunden eintropfen und rithrt noch weitere
2 Btunden bei 140°C. Die Aufarbeitung erfolgt wie unter a). Methanolunlssliche Oligomere
werden nicht erhalten.

Ausbeute an Cyclotetrapeptid: 53 mg = 5,79,

7 3. prakt. Chem. 4. Reihe, Bd. 31.
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9. Cyclo-11-aminoundecanoyl-p-aminobenzoyl (IV)
a) Cyclisierung in 0,004 molarer Konzentration ohne Imidazolzusatz

1,604 g (4/1000 Mol) 11-Aminoundecanoyl-p-aminobenzoesiure-hydrobromid werden in
der Kilte in 11 Didthylphosphit gelost, 0,4 ml Pyridin zugegeben und mit 4,85 ml (5 Aq.)
Tetraithylpyrophosphit versetzt. Unter Stickstoffatmosphéire riihrt man die Reaktions-
mischung 4 Stunden bei 140°C. Aufarbeitung: Nach Destillation des Didthylphosphits im
Vakuum hinterbleibt ein schwach gelbes 01, das sich in 0,11 Wasser/1 1 Methanol 16st. Beim
Versetzen mit 0,9 1 Wasser fallen 220— 280 mg hohermolekulare Lincaroligomere als weiller
Niederschlag aus. Die filtrierte Losung wird wie unter 8 &) durch Ionenaustauscher filtriert
und im Vakuum auf etwa 50 ml eingeengt. Man erhélt das in Methanol leicht-, in Wasser
schwerlosliche Cyclodipeptid IV als farblose, ninhydrinnegative, analysenreine Substanz.

F. 218—220°; Ausbeute: 285 mg = 23,69.

CHxN,0,  (302,42) ber.: C71,5; H 8,61; N 9,27;
gef.: C71,1; H 8,81; N 9,03.

Kryoskopische Molekulargewichtsbestimmung in Hexahydro-p-aminobenzoesidurelac-
tam (F. = 196°; K = 40).

Einwaage [mg] F[°C] At Molekular-
Lactam | Peptid IV gewicht
183,56 12,5 322
119,6 12,0 183,0 13,0 309
183,3 12,7 314
185,1 10,9 319
134,8 11,7 185,6 10,4 334
185,5 10,5 331
182,3 13,7 320
126,0 13,8 182,0 14,0 313
181,9 14,1 314

Arithmetisches Mittel 319,2

b) Cyeclisierung in 0,004 molarer Konzentration mit Imidazolzusatz

Zu dem unter a) angegebenen Reaktionsansatz gibt man noch 1,4 ¢ Imidazol (iiquivalent
Tetradthylpyrophosphit), cyelisiert und arbeitet wie beschrieben auf. Methanol/wasser-
unldsliche Linearoligomere: 250—320 mg.

F. 217—220°; Ausbeute: 262 mg = 21,7%,.

Gef.: C70,9; H 9,01; N 8,98.

10. Hydrierung von p-Aminohenzoesiure

68,5 g (1/2 Mol) p-Aminobenzoesiure werden in 600 ml Eisessig geltst, 3—4 g Pt0, zu-
gesetzt und auf der Schiittelmaschine bei 20°C drucklos hydriert. Wenn etwa 1/3 der be-
notigten Wasserstoffmenge aufgenommen ist, 1aBt der Verbrauch an Wasserstoff nach, er
erhoht sich aber wieder bei Zugabe von 0,5 g frischem Kontakt. Diese Prozedur muB einige
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Male wiederholt werden, da das Platinoxid nach gewisser Zeit inaktiv wird. Sind 809, der
theoretischen Menge Wasserstoff aufgenommen, so bricht man die Hydrierung zweckmifig
ab. Man filtriert vom Platin ab und destilliert den Eiscssig im Vakuum. Die zuriickbleibende
zdhe Masse wird in 100 ml Wasser gelost, nach Abkiihlen vom Ungeldsten abfiltriert und
nach der Vorschrift von G. WEXDT 7) aufgearbeitet.

F. 302—304°; Ausbeute: 15 g cis-Hexahydro-p-aminobenzoesiure.

7} G. WENDT, Chem. Ber. 75, 427 (1942).

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

Bei der Redaktion eingegangen am 4. Dezember 1964.



