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Peptidsynthesen unter Anwendung von
N-Carbonyl-aminosiure=nitrobenzyl- und
nitrophenylestern?)

Von G. Losse und H. VIETMEYER

Inhaltsiibersicht

Durch Umsetzung von Salzen der Aminosdure-p-nitrobenzyl- und -p-nitrophenylester
mit Phosgen erhilt man gut kristallisierende N-Carbonyl-aminosidureester, deren Verwen-
dung bei Peptidsynthesen prinzipiell gezeigt wird.

Bei der Peptidsynthese nach GorbscanmipT werden N-geschiitzte Amino-
siuren mit N-carbonyl-aminosiure-alkylestern (x-Isocyano-fettsaure-alkyl-
estern) in Gegenwart tertidrer Basen zu N-geschiitzten Peptid-alkylestern
vereinigt %),
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Als Kupplungskomponenten dienten hierzu bisher ausschlieBlich die N-Car-
bonyl-aminosdure-dthylester, welche gewthnlich olig anfallen und destillativ
gereinigt werden miissen?)3)%)?). Die Darstellung von optisch reinen N-Car-

Yy Verwendete Abkiirzungen: Cbo = Carbobenzoxy; Phth = Phthaloyl; ONB = p-
Nitrobenzyl; ONP = p-Nitrophenyl; OEt = Athyl; COGly = N-Carbonylverbindung der
betr. Aminoséure; DMF = Dimethylformamid.
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bonylestern, welche z. B. fiir das Studium von Racemisierungsfragen in der
Peptidchemie bendtigt werden, bereitet so jedoch Schwierigkeiten und findet
bei den Verbindungen hoheren Molekulargewichtes zudem ihre Grenze. Wir
haben deshalb versucht, durch Variation der Estergruppe gut kristallisie-
rende N-Carbonylaminosiure-Derivate zu gewinnen. Bestimmmend fiir die
Auswahl der Estergruppe war ferner, Kupplungskomponenten zu erhalten,
die sich in der Peptidsynthese vielseitiger einsetzen lassen. Es interessierten
daher besonders die N-Carbonyl-aminosiure-p-nitrobenzyl- und -p-nitro-
phenylester, also Ester, deren Carboxylgruppe sich nach erfolgter Peptid-
verkniipfung unter alkalifreien Bedingungen leicht in Freiheit setzen 1a63t8)
(b), oder die carboxylseitig direkt mit einer weiteren Aminosédure unter Ket-
‘tenverlingerung umgesetzt werden konnen?) (o).
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Zur Synthese der N-Carbonyl-aminoséure-p-nitrobenzylester gingen wir
von den Aminosiure-p-nitrobenzylester-tosylaten bzw. -benzolsulfonaten
(Tab. 1 und 2) aus, welche durch direkte Veresterung der Aminoséduren mit
p-Nitrobenzylalkohol in Tetrachlorkohlenstoff1%)11) in Ausbeuten von 70 bis
809, zugénglich sind. Nach Uberfithrung der Sulfonate in die Hydrochloride
(Tab. 3) wurden letztere mittels Phosgen in trockenem Toluol in etwa 809,
Ausbeute zu den N-Carbonyl-Verbindungen umgesetzt (Tab. 4). Die ent-
sprechenden N-Carbonyl-aminosdure-p-nitrophenylester wurden auf folgen-
dem Wege erhalten:

i i
| .
Cbo—NH—CH—COOH + HONP %ﬁﬁ Cbo—NH—CH—COONP
R R
TBr o | coct | €
2 BN—CH—COONP — %% OCN—CH—COONP -+ H
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Tabelle 1
DL-Aminosdure-p-nitrobenzylester-tosylate
DL- : Schmp. Summenformel : Analyse
Aminosiure | °C (Mol-Gew.) (oben ber./unten gef.)
; ¢c | H | N

Gly 207—208 CsH N, 0,8 50,23 4,74 ‘ 7,32

(382,4) 50,25 478 | 1,53

Ala 148—150 C,Hyy N, 0,8 51,48 5,08 7,07

(396,4) 51,43 4,92 7,36

Val 196—198 Cplly N, 0,8 53,76 5,69 6,60

(424.5) 53,95 5,61 6,77

Leu 191—193 CagHy N, 0.8 i 54,78 ! 5,97 6,38

(435,5) 55,02 5,77 6,45

Phe 190—-191 CpaH,y N,0,8 58,46 b,12 5,93

(472,5) 58,64 5,28 5,83

Ala—Gly 199—201 CraH 3N 068 50,32 b,11 9,27

P (4583.5) {5019 5,08 9,27

Tabelle 2
Aminosaure-p-nitrobenzylester-benzolsulfonate
L Schmp. &y Summenformel Analyse

Aminosiure o( in DMF (Mol-Gew.) (oben ber./unten gef.)

C I H i N
Gly 198—200 C;H 6N, 0,8 49,00 4,36 7,61
(364,4) 49,28 4,26 7,68
DL—Ala 165—166 C;eH, N, 0,8 50,23 4,74 7,32
(382,4) 50,48 4,88 7,07
L—Ala 158—160 +1.3 50,44 5,07 7,10
DL—Val 169—171 CieHpoN,0,8 52,63 5,42 6,82
(410,5) 52,24 5,18 7,12
L—Val 1567—159 +5,8 52,33 | 5,57 6,86
DL—Leu 203—205 . O H,, N, 0,8 53,76 5,69 5,60
(424,5) 53,63 | 5,62 6,63
L—Leu 216—218 +3,5 53,94 5,54 6,65
DL—Phe 195—197 Cp H3N,0,8 57,63 4,83 6,11
(458,H) 57,41 4,65 6,36
L—Phe 190—191 +11,0 57,94 4,87 5,96
L—-Glu*) 150—152 +6,9 Cy; Hy; N304, 8 52,10 4,65 7,30
| (572,6) 5199 | 4,37 | 17,20

*) L-Glutaminsiure-di-p-nitrobenzylester-benzolsulfonat.

Zur zusidtzlichen optischen Reinheitskontrolle wurden die N-Carbonyl-
L-aminosdureester mit 20proz. Salzsdure zu den L-Aminosdure-hydrochlo-
riden verseift und diese mit authentischen Proben verglichen.
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Die Verwendungsmoglichkeiten dieser neuen mono- bzw. diaktivierten
Aminosdurederivate zur Peptidsynthese haben wir in den folgenden Syn-
thesebeispielen gepriift. In Tab. 5 sind einige Dipeptidderivate aufgefiihrt,
welche durch Verkniipfung von Cbo- oder Phthaloylaminosduren mit den
N-Carbonylaminosiure-p-nitrobenzylestern darstellbar sind.

Hierbei wurde in absolutem Toluol in Gegenwart von Pyridin als Kata-
lysator bei 60 —80°C gearbeitet. Wurden die Ansiitze dagegen in absolutem

Tabelle 3
Aminosdure-p-nitrobenzylester-hydrochloride
Aminosiure Schmp. [x]p Summenformel Analyse ¢
°C in DMF (Mol-Gew.) (oben ber./unten get.)
¢c | H | N
Gly 197—199 CyH,;N,0,C1 43,82 ‘; 4,49 | 11,36
(246,7) 44,12 . 4,68 | 11,14
L—Ala 196--198 —2,45 O H3N,0,01 46,08 | 5,04 | 10,75
(260,7) 46,00 | 5,08 ' 10,39
DL—Val 170—171 €y, H, N,0,C1 49,92 594 | 9,70
(288,7) 49,68 . 6,26 9,75
L—Val 154—156 +7,2 49,67 6,09 9,97
L-—Leu 145—-147 +6,7 C1H,4N,0,C1 51,57 6,32 9,26
(302,8) 51,29 | 6.49 9,00
L—Phe 209211 +26,7 C;sHy,N,0,01 57,06 5,09 8,32
(336.,8) 57,18 4,92 8,22
Tabelle 4
N-Carbonyl-aminosdure-p-nitrobenzylester und -p-nitrophenylester
N -Ca,‘rbony - Schmp. («1p Summenformel Analyse
verbindung oC in Benzol (Mol-Gew.) {oben ber./unten gef.)

von ¢ | H | N
Gly—ONB 9192 CoHgN, 05 50,85 3,41 11,86
(236,2) 50,92 3,63 | 11,96
L—Ala—ONB 89—90 —22,0 C, H;yN, O, 52,80 4,03 11,20
(250,2) 52,42 3,98 11,17
L—Val—ONB 50—51 —50,4 C;H,, N,0, 56,11 5,07 10,07
(278,3) 56,14 | 5,04 : 10,24
L—Leu—ONB 88—89 —29,2 C H N, 0, | b7,53 552 : 9,569
: (283,3) 57,711 5,58 9,79
L—Phe—ONB 66—67 —i4,6 i CpHLN,0; 62,67 4,38 8,69
} (326,6) 62,32 4,42 8,58
Gly—ONP 66—67 CoH N, O, 48,66 2,72 | 12,61
(222,2) 48,75 2,86 | 12,51
L—Ala--ONP 50—56 +8,3 C HN,O, 50,85 3,41 11,86
(236,2) 50,60 3,40 | 12,18
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Tabelle 5
Acyl-dipeptid-p-nitrobenzylester aus N-Carbonyl-aminoséure-
p-nitrobenzylestern

Acyl-dipeptid- Ausbeute Schmelzpunkt [x]3
p-nitrobenzylester % °C in DMF

Cho— Gly—Gly—ONB 81,5 109110 —
Cho—Gly—L—Ala—ONB 69,8 98 —100 — 20,2
Cho—@Gly -L--Val--ONB 76,7 104—106 — 11,5
Cbo—Gly —L—Phe—ONB 67,2 180—181 4+ 6,6

Phth —Gly —Gly —ONB i 18 208—210 —
Phth—Gly—L—Ala—ONB 72,6 201—203 — 41,7
Phth—-Gly—L—Val—ONB 73,6 201—202 — 43,9
Phth—Gly —L—Phe -ONB 64,8 204 —206 — 16,1

Pyridin als Losungsmittel ausgefiihrt?), so fiel iiberwiegend der durch Dis-
proportionierung des gemischten Carbonsdure-Carbaminsdure-anhydrides (a)
gebildete Harnstoff an.

Bei Anwendung der diaktivierten N-Carbonyl-aminoséure-p-nitrophe-
nylester als Kupplungskomponenten lassen sich im Sinne von Formel (c)
ohne Isolierung von Zwischenprodukten im ,,Eintopfverfahren® Tripeptid-
derivate aufbauen. Dazu wurde zunichst die Cbo-Aminosdure in wasser-
freiem Toluol und in Gegenwart von 1 Aquivalent tertifirer Base mit dem
N-Carbonylester zum Cbo-Dipeptidnitrophenylester umgesetzt und nach
Beendigung der Reaktion dann durch Zugabe von absol. DMF als Losungs-
vermittler und Aminoséureester-hydrochlorid die zweite Peptidbindung ge-
kniipft. Einfache Cbo-Tripeptidester lassen sich so in 50 —60proz. Ausbeute,
bezogen auf N-Carbonyl-aminosdure-p-nitrophenylester, gewinnen.

Beschreibung der Versuche
p-Nitrobenzylalkohol**)

Die Verbindung erhielten wir iiber Benzylacetat'?) und p-Nitrobenzylacetat13).

Aminosdure-p-nitrobenzylester-hydrochloride (Tab. 3)

Die Aminosdure-p-nitrobenzylester-benzolsulfonate und -p-toluolsulfonate wurden nach
J. E. Suierps, W. H. McGREGOR und F. H. CARPENTER!?)}1!) gewonnen. 0,01 Mol des Sul-
fonates, in 18 cm? absolutem CHCI, geldst und mit 0,01 Mol Tridthylamin versetzt, wurde
dann mit absolutem Ather verdiinnt und nach Absaugen des ausgefallenen Triithylamin-
sulfonates langsam Chlorwasserstoff bis zur quantitativen Féllung des Hydrochlorides ein-
geleitet (Ausbeute 809, bezogen auf Sulfonat). Reinigung aus Alkohol/Ather.

13y W. Kravss u. H. OmLE, D.P. (DDR) 10292 vom 11. 1. 1952; Ref.: C 1956, 13850,
1) 8. Cannizzaro. Liebigs Ann. Chem. 88, 130 (1853).
15y F. BriusteiN u. A. KvBELBERG, Liebigs Ann. Chem. 147, 340 (1868).
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Aminosdure-p-nitrophenylester-hydrobromide

Cbo—Gly—ONP: Schmp. 127—128°C.

Cho—L—Ala—ONP: Schmp. 18—79°C; [x]}) = —37,5 (¢ = 1,3 in Essigester).

Die Aminosiureester-hydrobromide wurden hieraus durch /,stiindiges Behandeln mit
der 6fachen Menge von 36proz. HBr in Eisessig bei Zimmertemperatur erhalten.

Gly —ONP - HBr: Schmp. 212—213°C16).
L—Ala—ONP - HBr: Schmp. 182—183°C16); [x]h = —2,2 (¢ = 2,05 in Athanol).

N-Carbonyl-aminosiureester (Tab. 4)

0,02—0,03 Mol 1 Stunde bei 100°C und 1 Torr iiber P,0, getrocknetes Aminoséure-
p-nitrobenzylester-hydrochlorid bzw. Aminosdure-p-nitrophenylester-hydrobromid wurden
in 80 cm? absolutem, ketylgetrockneten Toluol suspendiert und bei Siedetemperatur unter
Rihren ein kriiftiger Phosgenstrom iiber die Suspension geleitet, bis eine klare Losung ent-
standen war. Nach Vertreiben des Phosgeniiberschusses aus der siedenden Lésung mittels
trockenen Stickstoffes wurde das Toluol im Vakuum abdestilliert und die resultierenden
rohen N-Carbonylester aus Tetrachlorkohlenstoff/Petroliather umkristallisiert.

Acyl-dipeptid-p-nitrobenzylester (Tab. 5)

0,01 Mol N-Carbonyl-aminoséure-p-nitrobenzylester und 0,012 Mol N-Acylaminosiure
(Cbo—Gly: Schmp. 121°C; Phth—Gly: Schmp. 191—192°C) wurden in einem Cemisch
von 50 cm3 absolutem, ketylgetrockneten Toluol und 2 em?® absolutem Pyridin auf 60 bis
80°C erhitzt, bis die CO,-Entwicklung beendet war. Nach Entfernung des Losungsmittels
im Vakuum wurde der Riickstand in Essigester aufgenommen, mit NaHCO,-Lésung und
Wasser gewaschen, iiber Na,SO; getrocknet und der Acyl-dipeptidester mit Petroléither
gefallt, Zur Reinigung wurde aus b0proz. wiBrigen Athanol umkristallisiert.

Aeyl-dipeptide

2,6 mmol Phth-dipeptid-p-nitrobenzylester wurden in 50 em? absolutem Methanol un-
ter Zugabe von 2 cm? Eisessig an Pd-Mohr unter Schiitteln hydriert, bis die berechnete Was-
serstoffmenge verbraucht war. Nach Abtrennung des Katalysators und Losungsmittels
wurde der Riickstand in Essigester aufgenommen, mit NaHCO;-Losung extrahiert und der
Extrakt mit verdiinnter HCl angesiuert. Das Umkristallisieren erfolgte aus Essigester/
Petrolédther.

Phth—Gly —Gly—OH: Schmp. 228 —229°C17),

Phth—Gly—L—Val—0OH: Schmp. 202—204°C17); [x]h = —5,8

(c == 1,0 in Athanol).

Phth—Gly—L—Phe—OH: Schmp. 194195 °C*%); [a]p = +56,4

(¢ = 1,2 in Athanol).

Umsetzung von Cho-Glyein mit N-Carbonyl-L-valin-p-nitrobenzylester
in Pyridin
0,1 Mol N-Carbonyl-L-valin-p-nitrobenzylester und 0,12 Mol Cbo-Glycin wurden in
20 cm? absolutem Pyridin 30 Minuten bei Zimmertemperatur belassen und dann 1 Stunde
16) M. Goopmax u. K. C. STvEBEN, J. Amer. chem. Soc. 81, 3980 (1959).
17) F. WEYcaND u. J. Karricke, Chem. Ber. 95, 1031 (1962).
14 J.prakt. Chem. 4. Reihe, Bd. 81.
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auf 60°C erwirmt. Nach tiblicher Aufarbeitung wurden auf Grund ihrer unterschiedlichen
Léslichkeit in Essigester bzw. Alkohol zwei Produkte isoliert.

Cho—Gly —L—Val—ONB: Ausbeute 18%, d.Th.; Schmp. 104--106°C; [2]p = —1L,5
(¢ = 1,85 in DMF).

CpoH, N0, (439,4) ber.: C 59,58; H 5,68; N 9,48;
gef.: C59,60; H 5,85; N 9,36.
Vel —ONB

Harnstoffderivat OC Ausbeute 409, d.Th.; Schmp. 176°C; [6]p =

“\Val—ONB
—18,7 (¢ = 1,85 in DMF).

Die Verbindung war identisch mit einer Probe des nach Vorschrift von W. J. Humpn-
LETT und C. V. WiLson?) direkt aus N-Carbonyl-L-valin-p-nitrobenzylester gewonnenen
Harnstoffderivates.

Beispiel fiir die Synthese von Aecyl-tripeptidestern durch
zweiseitige Peptidkniipfung an N-Carbonyl-aminosiure-p-nitrophenylestern

0,01 Mol N-Carbonyl-glycin-p-nitrophenylester und 0,012 Mol Cho-Glycin wurden in
einem Gemisch von 50 ¢m?® absolutem Toluol und 2 em? Pyridin auf 60—80°C erhitzt, bis
die CO,-Entwicklung beendet war. Dann wurde die Halfte des Toluols im Vakuum entfernt
und durch absolutes DMF ersetzt, sowie 0,02 mol Glycinithylester-hydrochlorid und
0,02 mol Pyridin hinzugefiigt. Nach 24stiindigem Stehen bei Raumtemperatur und #iblicher
Aufarbeitung wurde in 549, Ausbeute (bez. auf das eingesetzte Isocyanat) Cbo—Gly —Gly —
Gly—OEt isoliert. Die Reinigung erfolgte aus Athanol/Wasser. Schmp. 165--166°C18).

CeH,,N,0; (351,3) ber.: C54,69; H 6,02; N 11,96;
gef.: C54,92; H 5,81; N 11,80.

18}y ' W. LavuTrscH u. H. KarcE, Chem. Ber. 89, 737 (1956).

Dresden, Institut fiir Organische Chemie der Technischen Universitit
und
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Bei der Redaktion eingegangen am 2. April 1965.





