PROCEEDINGS

of the
Symposium on Methods

of Peptide Synthesis

held at

Prague, September 1958

Special Issue of the
COLLECTION
OF CZECHOSLOVAK CHEMICAL COMMUNICATIONS
Volume 24 (1959)



(C NAKLADATELSTVI CESKOSLOVENSKE AKADEMIE VED, 1960



CONTENT=

Ersffnung des Symposiums; einige Bemerkungen zur Thematik der Peptidsynthese. F. Sorm 3

Aktivierung der Carboxylgruppe fiir Peptidsynthesen. Th. Wieland..................... 6
Auf Aktiviernng der Aminogruppe begriindete Methoden der Kniipfung von Peptidbin-

dungen. St. Goldschmidt ... ...ttt e 15
Diskussion zu den Referaten von Th. Wieland und St. Goldschmidt.................... 26
Racemisation During Peptide Synthesis. . T. Young..................oooiiia... 39
3877011 o SRR e P e GO B e 46
Synthese optisch aktiver Peptide aus racemischen Aminoséureestern. M. M. Botwinik .... 54
Amino-Schutzgruppen. E. Winsch. .. ... 60
TDRABLETIRBEON 515 aw0 536 55 w0 B AN OGO A wEmEMEEa S + o & o ¢ & o o 6 s e s b e o bt b oo an e bean e 75
Carboxyl-Schutzgruppen; Diskussion..............oo ot 86
Special Problems in the Synthesis of Peptides from the Diamino-monocarboxylic and Mono-

amino-dicarboxylic Acids. J. Rudinger ...t 95
Innermolekulare Transpeptidierung von Asparaginsdure und Glutaminsaure-Peptiden.

K. Medzihradszhy .. ...ouoviurnninenuunatnmmeeeenne et teeeneteaeeeineeneanann. 107
Discussion on the papers presented by J. Rudinger and K. Medzibradszky............... 111
The Synthesis of Peptides Containing Cysteine: Special Problems. G. T'. Young .......... 114
DT T | S R e R S 118
Peptide der Hydroxyaminosauren; spezielle Probleme. M. Brenner und 4. Hartmann. . . .. 120
DIRICTRBRIOTE v i s b B RS0 w G A ASHIATS + « > 0 = & 5 o o e o s s s ao v o noounnnnnssssss 138
Uber Peptide, die Reste von a-substitutierten «-Aminoséuren enthalten. M. M. Schemjakin 143
DIBKOSBION o0 0ieimmvrmisosininnmimon oo b 406 8783 58 500 644 o o s e coornsnnenososanssnssnsaserans 147
Spezielle Probleme der Synthese cyclischer Peptide. M. Rothe.......................... 148

D R e R O ey T O T T R A AR AR IR e » « + = o v = o s e o e noononcutonancnannass 159



PARTICIPANTS

M. BRENNER, Organisch-chemische Anstalt der Universitit, Basel
I. CErVENA, “Lééiva”, Prague

St. GoLpscHMIDT, Organisch-chemisches Institut, Technische Hochschule, Miin-
chen

J. Hoxzw, Institute of Chemistry, Czechoslovak Academy of Science, Prague

K. Josr, «“Lééiva’, Prague

B. LiBErEK, Department of Organic Chemistry, Institute of Technology, Gdarsk

R. Lukes, Department of Organic Chemistry, Institute of Chemical Technology,
Prague

K. MEpzIHRADSZKY, Organisch-chemische Anstalt der Eétvos-Lorand-Univer-
sitdt, Budapest

Z. PADR, Institute of Pharmacy and Biochemistry, Prague

K. Popuska, Institute of Chemistry, Czechoslovak Academy of Science, Prague

Z. PravDA, Institute of Epidemiology and Microbiology, Prague

M. ProTivA, Institute of Pharmacy and Biochemistry, Prague

M. RorHE, Institut fiir Faserstoff-Forschung, Deutsche Akademie der Wissen-
schaften zu Berlin, Teltow-Sechof

J. RUDINGER, Institute of Chemistry, Czechoslovak Academy of Science, Prague
D. W. RusseLy, National Institute for Medical Research, London

T. Soxorowska, Department of Orgamic Chemistry, Institute of Technology,
Gdarisk

F. Saxtavy, Department of Medical Chemistry, Palacky University, Olomouc

M. M. SHEMYAKIN, Institute of Biological and Medical Chemistry, Academy of
Medical Sciences of the U. S. S. R., Moscow

F. Sorm, Institute of Chemistry, Czechoslovak Academy of Science, Prague

E. TascaNER, Department of Organic Chemistry, Institute of Technology, Gdarisk

T. Vaspa, Organisch-chemische Anstalt der Eétvés-Lorand-Universitit, Budapest

K. VERES, Biological Institute, Czechoslovak Academy of Science, Prague

0. WicnTERLE, Institute of Macromolecular Chemistry, Czechoslovak Academy
of Science, Prague

TH. WieLAND, Institut fir organische Chemie, Johann-Wolfgang-Goethe-Uni-
versitit, Frankfurt am Main

E. WoNscn, Max-Planck-Institut fur Eiweif- wnd Lederforsehung, Minchen

G. T. Youna, The Dyson Perrins Laboratory, Oxford University

M. Zaorav, Institute of Chemistry, Czechoslovak Academy of Science, Prague



EROFFNUNG DES SYMPOSIUMS; EINIGE BEMERKUNGEN
ZUR THEMATIK DER PEPTIDSYNTHESE

F. Sorm
Chemisches Institus, Tschechoslowakische Akademie der Wissenschaften, Prag

Meine Damen und Herren,

es 18t mir eine Freude, das von dem Chemischen Institut der Tschechoslowakischen
Akademie der Wissenschaften veranstaltete Symposium 4ber Methoden der Pep-
tidsynthese erdffnen zu kémnen wnd ich heifie Sie im Namen der Leitung des
Institutes sowie des Prisidiums der Tschechoslowakisshen Akademie der Wis-
senschaften herzlich willkommen.

Der Gegenstand des Symposiums — das Gebiet der Peptidsynthese — besitzt
heute schon groBe theoretische sowie praktische Bedeutung und es besteht
kein Zweifel dariiber, daBl diese Bedeutung in der Zukunft noch weiter zuneh-
men wird. Dieses Interesse geht darauf zuriick, dafl die Peptidverkettung
der Aminoséduren die Grundlage des Aufbaus der wichtigsten natiirlichen
Makromolekiile — der KiweiBstoffe darstellt, insbesondere aber auf die Tatsache,
daf3 eine Reihe von natiulichen Peptiden bedeutungsvolle physiologische
Eigenschaften besitzt, welche nicht nur die Aufmerksamkeit der organischen
Chemiker und Biochemiker fesseln, sondern auch die der wissenschaftlichen
Arbeiter auf den verschiedensten Gebieten der biologischen Wissenschaften.

Das Hauptarbeitsgebiet in der Peptidsynthese zielt heute gerade in dieser
Richtung. Dieser Impuls wurde durch die theoretische Bedeutung und den
praktischen Erfolg der Oxytocin-Synthese erteilt. Man kann voraussetzen,
dafl bei dem heutigen methodischen Niveau auch die Synthesen komplizierterer
biologisch aktiver Peptide realisierbar sind, so z. B. auch die Synthese der
aktiven Grundstrukturen des adrenocorticotropen Hormons oder sogar des
Insulins. Die Feststellung gegenseitiger struktureller Beziehungen zwischen
Oxytocin und Vasopressin liefert weitere bedeutungsvolle Angriffspunkte
fiir die Untersuchung der gegenseitigen Beziehungen zwischen der Struktur
der Peptide und deren biologischer Aktivitat. Diese Forschungsrichtung
ist besonders anziehend, da sie nicht nur zur Aufkldrung des Wirkungsmecha-
‘nismus der Hormone mit Peptidstruktur beitragen kann — welche, wie wir
wissen, in #uflerst geringen Dosen wirksam sind — sondern auch zu der Er-
kenntnis der Regulationsmechanismen des zentralen Nervensystemes.

Die synthetischen Arbeiten werden sich sicherlich nicht auf die Synthese
der Hormone mit Peptidstruktur beschrinken, sondern werden zweifellos
in weit groflerem Ausmal} als bisher auch die Antibiotika mit Peptidstruktur
einbeziehen, wo die Erforschung der Beziehungen zwischen chemischem Auf-
bau auf der einen und der Toxizitit fiir Mikro- und Makroorganismen auf der
anderen Seite gleichfalls viele neue und auch vom praktischen Gesichtspunkt
bedeutende Entdeckungen bringen kann.

Ich bin jedoch der Ansicht, daB es richtig sein WlI'd die synthetischen Arbei-
ten auch auf eine Reéihe von hochst' toxischen Peptlden auszudehnen, wie
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" Sorm:

dies die einfachen toxischen Prinzipe einiger Schwimme (Phalloidin, Amanitin)
sind. Dies ist insbesondere mit dem Ziel der Aufklirung ihres Wirkungsmecha-
nismus verkniipft, da es nicht ausgeschlossen ist, dal die extrem toxischen
bakteriellen Toxine die Struktureinheiten toxischer Peptlde oder analoge
kleine toxophorische Strukturen enthalten.

Im Zusammenhang mit der Erforschung der Synthese biologisch bedeutungs-
voller Peptidstrukturen wire es sicherlich von Interesse, sich niher mit der
Funktion der anomalen p-Aminoséuren in der Peptidkette vom Gesichtspunkt
der physikalischen und biologischen Eigenschaften der synthetisierten Verbin-
dungen zu befassen.

Ein weiteres: breites Anwendungsgeblet der Peptidsynthese betrifft - die
Forschung auf dem Gebiet der Eiweilichemie. Die Peptidchemiker kénnen hier
insbesondere bei der Aufklérung der bisher wenig iibersichtlichen Mechanismen
der Proteosynthese und des Eiweilabbaus im lebenden Organismus mit-
wirken. Es wird insbesondere méglich sein, mit Hilfe der Synthese geeignet
markierter Peptide die éndgiiltige Entscheidung zu fallen, ob die Oligopeptide
eine Zwischenstufe der Proteosynthese sind und ob bei der Resynthese der Eiweil3-
stoffe im Organismus deren véllige Hydrolyse erfolgt oder nicht. Es ist selbst-’
versténdlich, dafl diese Fragen nur in engster Zusammenarbeit mit Forschern
auf dem Gebiet der Eiweillstruktur und der Proteosynthese gelost werden
konnen.

Die Arbeit auf dem Gebiet der Peptidsynthese kinnte auch zur Aufklarung
der Funktion der Struktur der aktiven Zentren von Enzymen in Beziehung
zu den anderen Teilen des EiweiBBmolekiils beitragen.

GroBie Bedeutung wird meiner Ansicht nach die Erforschung synthetischer
Peptide im Zusammenhang mit dem Ernahrungsproblem hinsichtlich des
Eiweilstoffwechsels. haben. Die Ergebmsse einer Reihe von Arbeiten zeigen
nidmlich, dal das Wachstum einiger Mikroorganismen durch Einwirkung
bestimmter Faktoren von Peptidcharakter auch in Anwesenheit aller Amino-
siduren charakteristisch beschleunigt werden kann. Auf das Vorhandensein
dhnlicher Faktoren in der KErndhrung des Menschen weisen auch gewisse
Erfahrungen der Kliniker bei der Anwendung von EiweiBhydrolysaten hin.
Diese Forschungsrichtung ist allerdings noch im Anfangsstadium und es ist
natiirlich notwendig, die aufgeworfenen Fragen zuniichst auf dem Gebiet
der Biologie zu losen.

Falls die Peptid-Chemiker die ihnen durch den heutigen Stand der Wissen-
schaft gestellten Aufgaben erfolgreich bewiltigen sollen — und d“ésér—éu.fgaben
sind nicht klein — mul die experimentell-methodische Seite ihres Fachgebietes
wesentlich entwickelt werden. Sie wissen sicher alle gut, daB gerade Ihr’
Arbeitssektor methodisch &uBerst schwierig ist, und dies einerseits wegen
der physikalischen und chemischen Eigenschaften der Peptide und anderer-
seits wegen einer gewissen natiirlichen Begrenztheit der brauchbaren Arbeits-
methoden. Ich bin iiberzeugt, dall es notwendig sein wird die methodische
Seite der Peptidsynthese gerade-in den folgenden zwei schwachen Punkten
zu entwickeln. Erstens wird es nétig sein, die aus dem Charakter des verar-
beiteten Materials hervorgehenden Schwierigkeiten zu iiberwinden. Dies
miiBte durch konsequente Bemiithungen um die Verbesserung der Isolations-,
Reinigungs- und Identifizierungsmethoden unter Anwendung moderner Trenn-
verfahren geschehen, welche gerade auf diesem Gebiet gut entwickelt sind.
Bedauerlicherweise widmen die Peptid-Chemiker erfahrungsgemifl gerade
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Ersffrung des Symposiums

diesen Fragen recht wenig Aufmerksamkeit. Ebenso muBl der weiteren Ent-
wicklung der eigentlichen synthetischen Methoden und insbesondere der Suche
nach prinzipiell neuen Methoden erhohtes Augenmerk gewidmet werden.

_ Ich mochte nun diese kurze Einleitung schliefen, in welcher ich versuchte,
Thnen die Problematik zu erliutern, der ich selbst ziemlich nahe stehe, und
wiinsche Thren weiteren Verhandlungen recht viel Erfolg.



AKTIVIERUNG DER CARBOXYLGRUPPE FUR PEPTIDSYNTHESEN*

TH. WIELAND
Institut fir organische Chemie, Universitit Frankfurt a. M.

Die Verkniipfung einer Aminoséure oder eines Peptids mit der Aminogruppe
einer zweiten Aminosdure oder eines zweiten Peptids erfordert, als Acylie-
rungsreaktion, die Uberfithrung der reaktionstrigen Carboxylgruppe in einen
reaktionsfdhigen Zustand. Es ist zwar moglich, die Amidbindung aus Carbon-
séure und Amin zu erhalten (z. B. Acetamid aus Ammoniumacetat), doch ist
hierfiir hohe Temperatur und Abdestillieren des Kondensationswassers notig,
drastische Bedingungen also, unter denen bei Peptidsynthesen Zersetzung
eintreten kann.** Die einzigen Carbonsiuren, die mit Aminen unter relativ
milden Bedingungen reagieren, sind Kohlensidure oder Ameisensiure, alle
anderen und auch die Komponenten der Peptidsynthese miissen ,,aktiviert*
werden. Man erreicht dies durch Ankniipfung von Versg&%iedenen Gruppen
an den Carboxylkohlenstoff, die durch ihre elektronenanzichénde Wirkung
seine elektrophilen Eigenschaften mehr oder weniger stark erhshen (7). In
der nachfolgenden Zusammenstellung ist versucht, einige aktivierende Reste X
mit zunehmend aktivierender Wirkung anzuordnen.

R X R XD .

| [ A , | :

>N_0H_o:o . >N?0H—O=O (1

NH,.CHR’.CO-m HHONH.CHR/.COwr
X = —0Alk < —0.C,H, < —8.0H; —O.CH, > 1 —0.CH,NO,p < — 8.04H, NO,-p,
an N(CO.R)y; —O0.00.R ¢ —0.P RN~ ¢ —0.50,0; Br; c1
- 5 — - ;5 —O.C0. —0V.P; —N=N=21 —0. —7/; Dbry
\:l 2 AN I A 3 .
)

Priparativ werden bisher fast ausschlieflich acylierende Komponenten
beniitzt, deren Aminogruppen durch eine nachtriglich leicht abspaltbare
Schutzgruppe besetzt sind (vgl. die Ausfithrungen von Dr. E. Wiinsch, S. 60).
Die lebende Zelle scheint bei der Peptidsynthese mit ,,freien” Aminoacylen
zu arbeiten, sodafl den aktivierenden Aminosduren mit freier Aminogruppe

(+)
(meist in Form von R—NH,) ein immer steigendes Interesse zukommen wird.
Uber den ebenfalls oft notwendigen reversiblen Schutz der Carboxylgruppe
an der zu acylierenden Komponente, meist als Ester, wird von von Prof.
E. Taschner berichtet. .

* Neuere Ubersichten siehel—3,
*# Uber eine Copolymerisation sémtlicher Aminosauren zu nicht dialysierbaren Polypeptiden
durch dreistiindiges Erhitzen auf 170° in einer Glutaminséure-(Pyrrolidoncarbonsgure)-schmelze
haben vor kurzem 8. W. Fox und K. Harada [Science 128, 1214 (1958)] berichtet. -
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Aktivierung der Carboxylgruppe

1. Alkylester

Aminosiurealkylester sind die am frithesten erhaltenen aktivierten Amino-
séurederivate, und zwar sowohl mit freier Aminogruppe? als auch mit N-acylier-
tert:5, Die ersteren reagieren beim Erhitzen oder in Gegenwart von Chymo-
trypsin® unter ‘Alkoholabspaltung mit ihresgleichen zu Oligopeptidestern
(,,Biuretbase*, d. h. Tetraglycinmethylester®), Tripeptidester zu Polypeptid-
estern (neue Literatur z. B. in?). N-Carbdthoxyglycyl-glycinmethylester gab
z. B. mit Leucinmethylester den Tripeptidester?.

Die Darstellung der Ester freier Aminoséuren erfolgt entweder nach Curtius®
aus den Aminosiuren in Alkohol mit Chlorwasserstoff oder Thionylchlorid?
oder aus den Aminosdurechlorid-hydrochloriden (s. u.) durch Auflésung im
entsprechenden Alkohol!® oder aus den Leuchs’schen Anhydriden (s. u.) mit
Alkoholen'!, Benzylester entstehen aus Aminoséuren und Benzylalkohol mit .
Benzolsulfonsiure!2:13 6der Polyphosphorsédure'* als Katalysator.

Ii. Aktivierte Esterts

Die Reaktionsfahigkeit der Alkylester kann nach Schwyzer durch Einfith-
rung elektronenanziehender Gruppen (Z) an den «-Kohlenstoff stark gesteigert
werden. Als solche wurden folgende, etwa in abnehmender Reihenfolge ihrer
Wirkung angeordnete, untersucht: '

- B = ON, OCH,, COOC,H,, COCH,, CH,N(C,Hy),

Die Darstellung erfolgt aus den N-acylierten Aminoséduren und den entspre-
chenden Halogenmethylverbindungen durch Krhitzen mit einer tertidren
Base in Hssigester. Am besten haben sich die Cyanmethylester (# = CN)
bewihrt?s, ' '

Als aktivierte Ester sind auch die in neuester Zeit als vermutliche Zwischen-
produkte bei der biologischen Proteinsynthese erachteten 2'- oder 3'-Amino-
siureester am Riboseteil der Adenylsdure von Ribonucleinsiuren!?, die Ade-
nylester, zu bezeichnen. Sie geben mit Hydroxylamin iiberraschend leicht
Hydroxamsiuren, mit Cysteamin Cysteamide'®:*®. Man erhilt die Ester der
Adenosin-5'-phosphorsiure direkt aus dem - Nucleotid und Aminoacylthio-
phenol oder aus dem Adenylsiure-aminosiureanhydrid (s. u.) beim Erhitzen.

- UL Amihoa,cyl-(peptidyl) -phenole und -thiophenole=

Man arbeitet mit Thiophenol, p-Nitrothiophenol, p-Nitrophenol und 2,4-
Dinitrophenol. Allgemeine Darstellungsmethoden der N-acetylierten Ver-
bindungen sind die folgenden:

1. Von Aminosduren

a) nach der Methode der gemischten Anhydride mit Alkylkohlensiduren
(s. V) oder Dichlorphosphorsduren (s. VI), die in Gegenwart einer tertidiren
Base (Trimethylamin, Pyridin) mit den entsprechenden Phenolen oder Thio-
phenolen umgesetzt werden, z. B. nach (2). Auch die Chloride eignen sich
als Acylierungskomponenten?!; b) aus denselben Komponenten mit Dicyclo-
hexylearbodiimid (s. VII) als Kondensationsmittel??.2%; ¢) aus Acylaminosdure
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Wieland:

und dem Schwefligsiureester?® [OS(OAr),] oder dem Phosphorigséureestert
[P(SAr),] nach (3). 4

AcNH.CHR.CO.0.CO.0R + ‘S_{)Ar - AeNH.CHR.CO.YAr (2)
Y = QoderS ' ’
AcNH.CHR.COO(). + P(SAr); -> AeNH.CHR.CO.SAr + (6",13{85\:}2 (3)

2. Von Peptiden

a) nach einer der drei unter ITI, 1. genannten Methoden; b) freie Amino-
acyl- oder Peptidylthiophenole oder -4-nitrophenole lassen sich an ihrer
Aminogruppe nach dem Anhydridverfahren®® um eine Aminoséureeinheit ver-
langern (4), wodurch man aktivierte Peptide erhilt, die an ihrer Carboxyl-
gruppe weiter umgesetzt werden konnen.

R g R
NH,.(IJI-I.OO.SCBH,, St AcNH.(lH.CO.N‘H.(i:H.OO.SCsﬂs N R o
e
R’ R R”
5 AcNH.(I)H.GO.NH.(!JH.OO.Nfﬁ.éH.CDOR” : @

Die Thiophenylverbindungen zeichnen sich durch schwere Hydrolysier-
barkeit " bei leichter Aminolysierbarkeit (Peptidsynthese) aus und konnen
deshalb, ohne Racemisierung, im wilrigen Losungsmittel verwendet werden.

Die entsprechenden aktivierten Aminoséuren mit freier Aminogruppe kénnen
aus obigen mit Bromwasserstoff-Eisessig gewonnen werden, wenn die Carbo-
benzoxygruppe als Schutzgruppe verwendet wurde (z. B.2¢). Man erhilt
diejenigen mit Thiophenol auch nach einem #lteren Verfahren, nimlich aus '
den Aminosiure- (oder Peptid-) -chlorid-hydrochloriden und Thiophenol®7.

Durch Aminoacyliibertragung aus diesen Verbindungen auf andere Mer-
captane sind deren S-Aminoacylderivate zuginglich, z. B. S-Alanylgluta-
thion28 nach (§). Wird als aliphatisches Mercaptan, in Wasser bei Zimmer-
temperatur, Cystein eingesetzt, so erfolgt dieselbe Ubertragung zu einem
S-Aminoacyleystein, das sich aber sehr rasch unter Acylwanderung zur
N-Acylverbindung, dem Peptid, umlagert?® (6) (Peptidsynthese unter zell-
moglichen Bedingungen!).

(+) : (+)
ﬁHS.CH(OH‘g).CO.SCBHS + GSH - NH,.CH(CH,).CO.8¢ -} C;H;SH (3)

GSH = Glutathion

o) . -

SH NH, NH, CHR.COS  NH,
) Jy - s ] —
Nf1,.CHR.CO.8C,H, 4 CH,—CH COOH ; CH,—CH.COOH

)
NH,.CHR.CO.NH

y 2 (6)

I
HS.CH,.CH COOH
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Alktivierung der Carboxylgruppe

Uber die Bildungsweise von Aminoacylmercaptanen aus Glyoxalen, Ammo-
niak und Mercaptan durch aminierende Cannizzaro-Reaktion s.30.

IV. Akiivierte Amide

Bis vor kurzem hat diese Klasse der aktivierten Aminosénren mehr theoreti-
sche Interesse erregt mit Ausnahme der N-Tosylpyrrolidonverbindungen, iiber
die an anderer Stelle berichtet wird (S. 29, 70, 81).

In Diaminoacylimiden sind beide Aminoacylreste energiereich gebunden.
Sie sind nur als Di-hydrogensalze bestindig, die man aus Diazidoacylimiden
durch Reduktion mit Wasserstoff und Platinkatalysator®® oder mit Brom-
wasserstoff—Eisessig (als Hydrobromide) kristallisiert erhalt32. Schon bei pH 7
erfolgt sehr rasche intramolekulare Aminoacylierung (Peptidsynthese) nach (7).

0 R R %
b : \ l I
C—CH_NT, -’ .  NH,.CH.CO.NH.CH.CONH,
N | '
HN \:x:’ — R/ R %)
N . l |
¢—cHNH, e . NH,CH.CO.NH.CH.CO.NH,
0 :
0 R

1953 wurde vom Vortragenden gezeigt®®, dal N-Aminoacylderivate des
Imidazolrings als aktivierte Aminosduren zur Peptidverkniipfung dienen
konnen, doch lieferte die Synthese dieser Verbindungen nur geringe Ausbeuten.
Die Schwierigkeiten der Synthese konnten jetzt von Anderson und Paul®
iberwunden werden. Sie zeigten, daB N,N'-Carbonyl-diimidazol3* mit N-Acyl-
aminosiiure bei Zimmertemperatur unter Kohlendioxyd-Entwicklung -zum
aktivierten Amid reagiert, das ohne Isolierung mit Estern oder Anionen
zweiter Aminoséuren oder Peptiden mit guten Ausbeuten ohne Racemisierung
zu Peptiden reagiert (8).

R R
l — = l /=] =
AcNH.CH.COOH —+ f Noox” —  AcNH.CH.00.0.CO.N +un’
. N:/ \=N N N NN
[
—co,
1
¥
R R . R
| l : ' 00OR” l —
AcNH.CH.CO.NH.CH.COOR” NH.OHR000% AeNH.CH.CO.N< , O
3LtlsdNg =N

Auch die aus Diphenylketen-p-tolylimid und Acylaminoséuren nach (9)
erhéiltlichen Aminoacylimide tibertragen ihren Aminosiurerest auf den
Stickstoff zweiter Aminosiuren oder Peptidesterss.

* J. Am. Chem. Soc. 80, 4423 (1958); die Arbeit kam erst nach demn Symposium zur Kenntnis
des Autors. ’



| Wieland

Gl ,

cH— >LN=C=0 CO.CH(C,H,),

N= NeH, cH,(— AN )
+ : =" \CO.CHR.NHA¢

AcNH.CHR.CO—OH

V. Anhydride mit organischen Siuren

Gemischte Anhydride von N-Acylaminosiuren und N-Acylpeptiden mit
organischen Sauren sind erstmalig von Wieland und Sehring?®® aus den Amino-
séuren und Acylchloriden in Gegenwart einer tertiiren Base dargestellt und
tiir Peptidsynthesen verwandt worden. Kurz darauf erwiesen sich die entspre-
chenden Verbindungen aus Acylaminokomponenten und Chlorameisen-
sdureestern als besonders einfach herzustellende Acylierungskomponentens?—39,
Ein eingehendes Studium weiterer Hilfsséuren unternahmen Vaughan und
Osato®. Im Prinzip haben sich alle diese Anhydride bisher gut bewahrt, doch
ist bei ihrer Verwendung besonders.sorgfiltig auf Racemisierung zu achten,
die in Tetrahydrofuran bei tiefer Temperatur auszubleiben scheint. Bei der
groBen Zahl der Anwendungen muf hier auf eine Einzelaufzéihlung verzichtet
werden. ‘

V1. Anhydride mit anorganischen Siuren

Hierzu gehoren die ,,klassischen‘ 4zide, die heute noch vielfach zu Peptid-
synthesen herangezogen werden, da sie besonders wenig Racemisierung zu
verursachen scheinen. Die fiir ihre Darstellung benétigten Hydrazide kann man,
auler aus den Estern, mit besonders guter Ausbeute aus den Thioestern
(s. III) und Hydrazin gewinnen2°. - .

Auch die Chloride, besonders reaktionsfihige Verbindungen, gehéren zu
den am lingsten bekannten Aminoséurederivaten. Sie sind einige der wenigen
derartigen Derivate, die ohne Acylschutz der Aminogruppe direkt dargestellt
werden kénnen (alte Methode von E. Fischer aus trockenen, fein gepulverten
Aminosuren mit Phosphorpentachlorid in Acetylchlorid4), neuerdings in
Chloroform (eigene Versuche) oder in Tetrachlormethan?? oder aus Leuchs’schen
Anhydriden mit Chlorwasserstoff oder Bromwasserstoff4s. Dabei fallen die
entsprechenden, Hydrohalogenide an, die zur Darstellung der Ester oder
Thiophenylverbindungen?®’ dienen kénnen. Wegen ihrer zu groBen Reaktions-
fahigkeit finden die Chloride der ungeschiitzten Aminosduren und auch die
der N-acylierten keine verbreitete Anwendung.

Die Halbanhydride der Schwefelsiure —NH.CHR.CO.0.80,2 lassen sich
nach Kenner aus N-Acylaminosiuren (oder Peptiden) mit Schwefeltrioxyd
in Dimethylformamid bei tiefer Temperatur herstellen und sofort mit Amino-
komponenten umsetzen®®. Dabei ‘tritt bemerkenswert wenig Racemisierung
ein.

Anhydride von Aminosiuren mit Phosphorsiure oder ihren Estern haben
von jeher besonders wegen ihrer vermutlichen biochemischen Rolle die Auf-
merksamkeit erregt. Altere Versuche und Ergebnisse findet man in den zitier-
ten Zusammenfassungen'~3. Aus der letzten Zeit zu erwihnen sind die im
Laboratorium des Vortragenden angestellten Versuche mit Phosphoroxychlo-
rid* als Hilfschlorid, das mit N-Acylaminoséuren oder -peptiden in Pyridin
bei —15° gemischte Anhydride R.CO.0.POCI, gibt, die bei Zimmertemperatur
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Altivierung der Cairbozylgruppe

mit einer gleichzeitig anwesenden Aminokomponente mit guter Ausbeute
und ohne nennenswerte Racemisierung zum Peptid reagieren (Phosphoroxy-
chlorid-Methode). Aus allerletzter Zeit stammt weiterhin die Peptidsynthese
mit Didthylphosphorséureanhydriden acylierter Aminoséuren, die nach
(10) mit Hilfe des substituierten Enolphosphats [Phosphorséure-diéthylester-
(a-dthoxy-B-carbithoxy-vinylester)] durch Cramer® gewonnen wurden.

. OCH,
AcNH.CHR.COOH -+ (C,HSO),P.O.é=CH.COOOgH, = SE(000 sl

——> AcNH.CHR.CO.0.P(0)(OC,H;), (10)

Die biologisch interessanten Adenylsiure-aminosédureanhydride (7), also
Verbindungen mit ungeschiitztem Stickstoif, spielen fiir priparative Synthesen
wegen ihrer schweren Zuginglichkeit keine Rolle. Man erhilt sie unter
Verwendung von Carbodiimiden (s. u.) aus Adenosin-5'-phosphorsiure und
a-Azidoséuren oder Carbobenzoxy-aminoséiuren*” und nachtriglicher Reduk-
tion der gebildeten Anhydride. Auch aus Adenosin-monophosphat und freien
Aminosduren konnen sie mit demselben Kondensationsmittel synthetisiert
werden®®. Beim Erwdrmen im indifferenten Losungsmittel lagern sie sich,
wohl in intramolekularer Reaktion, zu den unter II. erwihnten Adenylestern
an 2’'- oder 3'-OH um.

NH,
NN 0 R

Ay N> cﬂso—o'_%]e—o—c—g)H—-{ﬁﬁs
il N b d

o
3¢
HOH

VII. Carbodiimid-Methode; Acetylen-Methode

Das erst vor kurzen in die Peptidchemie von Sheehan eingefiihrte Dicyclo-
hexylearbodiimid4® hat sich als Kondensationsmittel an vielen Stellen sehr
gut bewihrt. Eigene Erfahrungen liegen bei der unter VI. genannten Amino-
sdure-adenylsdureanhydridsynthese sowie fiir die Cyclisierung von Peptiden
vor®®. Hierbei scheint die Anwesenheit eines Amino-endstéindigen, sterisch
am wenigsten wirksamen, Glycinrests die Reaktion zu begiinstigen. -

I

R) 7 Rt
® /NH_'R

OC,H;
AcNH.(‘}H.C0.0«—C 7

|
AcNH.CH.C0.0—C
N\Nr - \¢H,

II Iir

Die Carbodiimidkondensation verliuft sicher iiber einén aktiven O-Iso-
harnstoffester 77, so dal man sie als Aktivierung der Carboxylgruppe bezeich-
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 Wieland.:

nen muB. -Dasselbe gilt fiir die von Arens’ angegebene Verwendung von
Alkoxyacetylenen, bei denen kiirzlich aus Phthalylglycin und Athoxyacetylen
im wafrigen. Medium von Sheehan ein aktives. Enolanhydrid (analog II)
isoliert werden konnte®?. Eigene Bestrebungen, Addukte von Carbonséuren
und Rhodaniden herzustellen, denen dieselbe Reaktionsfihigkeit zukommen
miiBte, sind bisher gescheitert. .

VIII. Cyclische, energiereiche Aminosdurederivate

Die am lingsten bekannten Derivate dieser Art sind die von Leuchs schon
1903 beschriebenen inneren N-Carbaminsiure-anhydride der o-Aminoséuren,
die heute als Monomere fiir'die Herstellung hochmolekularer Makropeptide
in weiten Kreisen angewandt werden. Eine von Bailey® ausgearbeitete
Anwendung dieser Verbindungen zur planvollen Synthese niederer Peptide,
die in ihrer Umsetzung mit Aminosiureestern in Gegenwart von Tridthyl-
amin besteht, wobei der Peptidester als Triithylammoniumsalz des Carbami-
nats (IV) abgefangen wird, ist weiter ausgearbeitet worden®s. “

o R . K .
)= | :
{csz)iir(oj.oo.NH.CH.co.NH.EH.COOR”
w

Die Synthese der Leuchs’schen Anhydride kann erfolgen: a) aus Aminoséuren
und Phosgens®; b) aus Carbalkoxyaminosidurehalogeniden durch Erwirmen
(am loichtesten reagieren N-Carbobenzoxyaminosdure-bromide®?); ¢) durch
Zersetzung der Halbazide substituiertér Malonsiuren®® und d) aus den Di-
natrinm-salzen von Aminosdure-carbaminsiuren und Kohlendioxyd. TIhre
Verwendung zur Synthese von Estern und Chloriden wurde oben genannt.
Mit Schwefelwasserstoff geben sie in guter Ausbeute Aminothioséuren.

Die ebenfalls fiir Peptidsynthesen brauchbaren Oxazolidone (Azlactone)
haben den Nachteil, daB sie sich nur aus N-Acylaminoséiuren herstellen
lassen (z. B. Benzoyl), deren Acylrest sich nach erfolgter Peptidsynthese
(11) nicht mehr schonend abspalten 148t. Azlactone von N-Acyl-dipeptiden (V),
die vielleicht brauchbarer wiiren, sind neuerdings von King und Mitarbeitern®
beschrieben worden. Es ist allerdings zu bemerken, daf bei der Adlactonisie-
rung regelmiaBig Racemisierung eintritt, was den Wert solcher Synthesen
miridert. ' : : 8

R—CH-—CO ' R.CH.CONH.R*

] 4+ NER —— | (11)
N =0 NH.CO.C.H; :
\0/ o )

i . -
CeHj

Als neue cyclische Derivate mit den Eigenschaften von Azlactonen sind die
,,Lactone® — N-Acyl-oxazolidinone (VI) — fiir Peptidsynthesen vorgeschlagen
worden®.62, Man gewinnt sie aus den Acylaminoséuren und Paraformaldehyd
in Benzol bei Gegenwart von etwas p-Toluolsulfonsiure in .der Wérme oder
im Falle der Tosylverbindungen® aus Tosylaminoséiuren und Formaldehyd

12
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Aktivierung der Carboxylgruppe

Eisessig—Acetanhydrid durch lingeres Erhitzen. Sie reagieren mit den

Estern zweiter Aminosduren zu Acyldipeptidestern: Die Anwendungsbreite
und Racemisierunggsfrage ist hierbei nocht nicht genau untersucht.

‘

N—CHR " Acyl—N-— CH_R/
AoNH.CH—¢7 | éH (|)O
0—€0 -
No/
4 ' _ VI

&

‘Die Tendenz in der Chemie der Peptidsynthesen geht nach Ansicht des
Vortragenden dahin gute Losungsmittel zu finden, die auch dén Umsatz hohe-
rer Peptidderivate nach den oben genannten Methoden zulassen, womdglich
in Wasser, als dem natiirlichen Losungsmittel der Peptide zu arbeiten, die
Racemisierung zu vermeiden um so Polypeptide definierter Bausteineanord-
nung zu gewinnen. Zur gewollten Kettenfaltung, die die sekundire und ter-
tiire Struktur von Proteinen bewirkt, sind bisher noch keine Methoden vor-
. handen.

33.
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AUF AKTIVIERUNG DER AMINOGRUPPE BEGRUNDETE METHODEN
DER KNUPFUNG VON PEPTIDBINDUNGEN

St. GOLDSCHMIDT
Organisch-chemisches Institut, Technische Hochschule, Miinchen

£k

Die Verkniipfung von zwei oder mehreren Molekiilen gleicher oder ver-
schiedener Aminosduren zu Peptiden entspricht der Bildung von Sdureamiden.
Im Prinzip sollte daher zur Peptidsynthese jede Methode brauchbar sein,
die zu Sdureamiden fithrt, was jedoch infolge der besonderen Eigenschaften .
der Peptide nur beschrinkt der Fall ist. So erweist sich die direkte Bindung
zwischen freien Aminoséduren unter milden Bedingungen als unméglich. Man
ist deshalb gezwungen, eine der beiden reaktionsfihigen Gruppen der Amino-
sduren bzw. Peptide, d. h. entweder die freie Carboxylgruppe oder die freie
Aminogruppe eines der eingesetzten Molekiile zu aktivieren. Uber Methoden,
die zur Aktivierung der Carboxylgruppe Verwendung gefunden haben, hat
Herr Wieland berichtet. Im folgenden sollen nun Methoden besprochen werden,
bei denen die Kniipfung einer Peptidbindung nach (I) auf einer Aktivierung
der Aminogruppe beruht. : . - :

R R B R R

| : | | |
NH, CH.COOR’ %, YN.CH.COOR’ M AcNH.CH.CO.NH.CH.COOR’

@)

Verweﬁdung von N-Carbenylaminosiureestern

N-Carbonylaminoséureester lassen sich in einfacher Weise darstellen, wenn
man unter Ausschlul von Feuchtigkeit auf Aminoséureester bzw. ihre Hydro-
chloride Phosgen in siedendem Toluol einwirken 148t (26). Wir haben eine
groere Zahl dieser Ester hergestellt?® (Tab. I). Sie fallen in ausgezeichneten
Ausbeuten an (909,), bei Einsatz optisch-aktiver Aminosdureester bleibt die
optische Aktivitat erhalten. Bei Feuchtigkeitsausschlufl sind die Ester un-
beschrénkt haltbar und neigen nicht wie andere Isocyanate zur Polymerisation.

C.H,N

taes [R-NH.CO—0-COR'] =%  RNHCOR (2a)

R.N=C=0 4 R’.COOH

R R
i @ .
HCl. NH,.CH.COOR' 9%, 0— . 4H.COOR/ (25)
R R’ . R R
| | o l
AGNH.UHLOOOH + 0—0=-N.H.000R' ~=0%.  AoNE.OH.00.NFH.CH.000R (2)
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Goldschmidi

Die Verwendung der N-Carbonylaminosiureester zur Peptidsynthese ergibt
sich auf Grund einer alten Mitteilung von Wurtz4, der zufolge Isocyanate mit
Carbonséuren unter Bildung von Séureamiden reagieren (2a). Diese eigenartige
Realktion verliuft, wie spiter gezeigt wurde, offenbar iiber instabile Anhydride,
die meistens unter Kohlendioxyd-Abspaltung in Séureamide iibergehen.

Tabelle I. & Tabelle II
N-Carbonyl-aminoséure-ester? Peptide tiber N-Carbonyl-aminoséure-esters
| N-Carbonyl-amino- . '
s&ure-ﬁtiyl i Chz-Peptid-athylester Ausb., %
Aminoséure
Sdp., °C/mm | Ausb., % Dipeptide
-Gly-Gly- 96
pr-Ala 69/11 85—91 e A By, o
DL-ot-Amino- 81/13 T 92—96 -Gly-pr-Ala- 94
buttersidure -Gly-pL-Leu 94
-Aminoiso- 61,5/12 94 -Gly-D1r-Phegly- 94
buttersiure g -Gly-pL-Val- . 95
-Gly- Bz)-
pr-Norval 04/14 97,5 yrl-CpiRbe) e
DL-Val 87/11 92—94 T
e
pr-Lou 97/11 94— 95 i
L-Leu 104,5/150 91,5
/ -Gly-Gly|Gly- 95
DL-Phegly 127/12 95 -Qly-pL-Ala|Gly- 87
DL-Phe 152/10 90—94 -L-Glu (Gly-)|Gly-° 95
L-Cy(SBz) 162/0,8¢ 91
DL-Met 155/24 97 Tetrapeptid
L-Asp? 130/10¢ 89—91
L-Glu® 151/10¢ 92 -Gly-Gly-Gly|Gly- 95

@ In dieser sowie den weiteren Tabellen.
zeigh der Strich den Ort der Kniipfung der
Peptidbindung an. ? [a]p? —45,9° (Metha-
nol). ¢ Didthylester; [x]p®® —27,8° (Aceton).

¢ Didthylester; ? [x]p®® —22,4% © [x]pl®—41,9%
4 [x]p® —34,5° ° [x]p?? —46,3° (Drehungen in
Substanz).

Die Ubertragung dieser Reaktion auf die Peptidsynthese bedeutet den
Umsatz eines N-Carbonylaminosiureesters mit einer N-Acyl-aminosiure (2c),
der zweckmaBig bei 50—60° in Pyridin erfolgt. Tabelle II zeigt an Hand von
zahlreichen Beispielen, daf} die gewiinschte Umsetzung mit einer durchschnitt-
lichen Ausbeute iiber 809, verliuft und bei Verwendung aktiver Ausgangs-
materialien die optische Aktivitdt erhalten bleibt. Trotz der ausgezeichneten
Ausbeuten besitzt diese Methode bei der Ubertragung auf die Synthese hiherer
Peptide Nachteile. Man kann namlich diese nur so erhalten, daB man N-Acyl-
peptide mit N-Carbonylaminoséureestern umsetzt. N-Carbonylpeptidester
lassen sich nicht darstellen, da bei Einwirkung von Phosgen auf Peptidester,
z. B. auf Glycylglycinester, nach (3) intramolekularer RingschluB zu Hydan-
toinderivaten erfolgt (z. B. Hydantoinessigsiure, R = R’ = H). Man ist also
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Aktivierung der Aminogruppe
gezwungen, hohere Peptide entsprechend der Gliederzahl durch wiederholte
Umsetzung der N-Acylpeptidester mit N-Carbonylaminoséureestern zu ge-
winnen.

R R’ ! R.CH—CO R.CH—CO

I ! |
NH,.CH.OO.NH.J)H.COOEt Pt | W YEomoooms | - wm b.cmoooms
N, L, N b
\ B R
o J (3)

Synthesen iiber Amide der Phosphorigen- und Phosphorsiiure

Phosphorazoverbindungen

Nach Michaelis® reagiert Phosphortrichlorid mit primdren Aminen nach (4),
resp. nach (5) unter Bildung von Verbindungen der Zusammensetzung®’
RN:P.NH.R, die den Namen , Phosphorazo*“-Verbindungen erhalten haben
und in kristallisiertem Zustand nur bei Einsatz aromatischer Amine zu gewin-
nen sind. Sie sind bimolekular und besitzen auf Grund unserer Untersuchun-
gen® die Struktur I; ihre-Bildungsweise ist durch. (6).gegeben.

10R.NH, + 2PCl, - (RN=—P—NH.R), -+ 6RNH,HCI (4)
4R.NH, + 2PCl, + 6NR/; - (RN=P—NH.R), + 6 NR,.HCl (5)
Ar.NH
—HO1 + P01, PCl, 3 ArNH, \P_NH.Ar
ArHED0L, e AeN=BUl. Ar.N< S ek
: POl P—N.Ar
' I (6)
Tabelle III Tabelle IV
Dipeptide nach der Phosphorazo- Tri- und Tetrapeptide nach der Phosphorazo-
Methode® Methodes—10
Cbz-Dipeptid-athylester | Ausb., % Chz-Peptid-dthylester® Ausb., %
-Gly-Gly- 91 -Gly-Gly|Gly- | ss
-Gly-DL-Va'- 95 -Gly|Gly-Gly- ¥ 95
Glv-DL-Tor : 05 <ot-Gluje-Glu-Glu-? 88
e -o-Glu|Gly-Gly-¢ 76
-Gly-L-Leu-¢ 89 --GluICy (SBz)-Gly-¢4 90
-D1-Ala-Gly- |98 -0~ Giluj Cy (SBz)-Gly- ¢ 79
-DL-Val-pL-Val- 75 -g(SgZ)I-g{(SG?Z) Cy(SBz)-¢ gg
-Gly-Gly|Gly-Gly-
kbR R -y-Glu]y-Glu-y-Glu-Glu- 95
-Gly-pI-e-Chz-Lys- 78 -Gly|e-Glu-Gly-Gly-° 65
@ [a]p —30,3° (freies Peptid). @ Glutaminséiure und Cystein durchwegs in der

L-Konfiguration. ? Tetraithylester. ¢ Diathylester.
4 [o]p —18,5° (ireies Peptid in Wasser). ¢ Methyles-
ter.  Pentaathylester.
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Goldschmidi.:

Die Phosphorazoverbindungen zeichnen sich durch groBe Reaktionsfihig-
keit aus. So sind sie feuchtigkeitsempfindlich, gehen dabei zunichst nach (7)
in N-Derivate der diaminophosphorigen Séure und dann (§) in das Mono-amin-
salz der phosphorigen Séure iiber. Durch Chlorwasserstoff-Gas lassen sie sich
wieder in Phosphortrichlorid und das Ausgangsamin zerlegen (9). Durch
Einwirkung von Alkoholen (10) entstehen unter Abspaltung der Aminreste
Triester der phosphorigen Séure. Von Wichtigkeit fiir den vorliegenden Zweck
ist ihre Reaktion mit Carbonsiuren (11), die, wie Grimmel und Mitarbeiter?
gefunden haben, zu Sdureamiden fithrt. Es lag daher nahe, Phosphorazo-
verbindungen von Aminosiduren herzustellen und zu Peptidsynthesen Zu
verwenden. Die Darstellung der Phosphorazoverbindungen gestaltet sich
auBerordentlich einfach. Man tropft bei 0° 1 Mol Phosphortrichlorid in die
Pyridinlosung des Aminoséureesters bzw. seines Hydrochlorids oder in die
Toluollosung desselben, die zur Bindung der abgespaltenen Salzsiure die
entsprechende Menge eines tertidiren Amins, z. B. Tridthylamin, enthalt
(Z2a). Eine Isolierung der — micht kristallisierenden — Phosphorazoverbin-
dungen eriibrigt sich. Man kann ihre Losung — evtl. nach Entfernen des
ausgeschiedenen Hydrochlorids RgN . HCl — direkt zur Welteren Umsetzung
mit einer N-Acylaminosdure verwenden (12b).

H,0

~ Ar.NH.P(OH).NH.Ar (7)
3E:0, p(OH),.ArNH, + Ar.ﬁﬂ, _ (8)
H(Ar.N:P.NH.A¥), = SHOL, pey, + 2 ArNH,.HCI 9y
2ROE_ p(OR), + 2 ArNH, (10)
(2A0K 11p(0)0H]), + 2 Ac.NH.Ar (1)
R R R

4NI-I3.([‘H.OOOR’ + 2PCl, + 6 CH,N 2 [R'O.oo.(IJH.NH.P;1~r.(]:H.000R']2 ¢

i + 6 CH,N.HC (12a)
R R ' R

[R’0.00.éH.NH.P:N.t‘.l!H.COOR’]s 3 2 AGNEL CELCOOH T‘%._- (5

R R
: I
- 2 AcNH.é:H;co.NH.oH.ooon.' + 1[P(0)oH],

Voraussetzung fiir das Gelingen der Reaktionsfolge ist nur der unbedingte
AusschluBl von Feuchtigkeit und die Verwendung reinster Ausgangsmaterialien,
wie insbesondere von Phosphortrichlorid. Beobachtet man diese Erfordernisse,
so liegen die Ausbeuten bei etwa 809, oder hoher, wie Tabelle ITI zeigt®.

Die Methode liBt sich im Gegensatz zur N -Carbonylaminosédureester-
Methode auch bei Verwendung von Peptidestern mit Erfolg durchfithren
(Schema 13). Dies zeigt die Darstellung einer Reihe von Tri- und Tetrapepti-
den, deren Synthese ebenfalls mit recht guten Ausbeuten méglich ist® (Tab.
IV). Auch bel einer neuen, Synthese des Glutathions' hat sich die Verwendung
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Aktivierung der Aminogruppe
der Phosphorazo-Methode bewéhrt. Sie erfolgte iiber die in Schema (74) ange-
fihrten Stufen. Aus dem N-Carbobenzoxy-S-benzylglutathion-ester lassen
sich die Schutzgruppen in bekannter Weise entfernen. .

oE— 1P4.Ala.0Bt
—_—

3PA.Gly.OEt — ———  Obz.Gly.Gly.OH

—  Cbz.Gly.Gly.OEt — - Pal

Cbz.Gly.OH — IT;H H.Gly.Gly.OEt s
> CbzCly.Qly.Als.OEt (13)

-~ PA.Gly.Gly.OEt bz Aa-0B (4. Ala.Gly.Gly.OEs
P A = Phosphorazoverbindung
Cbz.Cy(SBz).0H HCL PCl,

1P A.Gly.OEy D2OVEBD-0H - ) 0v(3B2).0ly.OE+ Koo HCL- H.Cy(8B2).Gly.OFt 5o
— 1PA.Cy(SBz).Gly.ORt SPZ8MOD.08 v 1.0 Sa0%, NNy Glutathion
L Cy(SBz)-GlyOEs (19

Die Brauchbarkeit der vorstehendem Synthese ist u. a. durch eine vor kur-
zem erfolgte Vertffentlichung von Grassmann und Wiinsch' anhand der
Synthese einer groferen Zahl von Dipeptiden bestéitigt worden (Tab. V).
Sie konnten zndem ebenso wie wir zeigen, dal bei Einsatz optisch aktiver
Komponenten die optische Aktivitit in den gebildeten Dipeptiden erhalten
bleibt. :

Tabelle V

Optisch-aktive Peptide nach der Phosphorazo-Methode!t
Chbs-Peptid-athyl- | 1 o [oIn/t °C (freies Peptid,

ester ash., 7o ¢ = 2in Wasser)
E-ATa-Gly 87 + 51,44°/17
-L-Val-Gly- 88 +108,00°/18
-L-Leu-Gly- 88 + 90,10°/17
-L-Pro-Gly- 93—94 -+ 22,50°/19
-L-Lys-Gly- 81 + 69,50°/22¢
-Gly-r.-Phe- 90 + 42,20°/17
-Gly-1.-Lys-¢ 89 — 13,00°/20%
-Gly-L-Asp-? 95 + 12,60°/23

@ Metﬁylester. ¢ Dimethylester. ¢ Monohydrochlorid. ¢ Mono-
hydrochlorid in IN-HCI.

Im Zusammenhang mit den vorstehenden Ausfithrungen muf noch erwihnt
werden, daf} Siis'? etwa gleichzeitig mit uns eine neue Peptidsynthese durch-
fithren konnte, indem er auf ein Gemisch aus einem Acylpeptid und Amino-
séureester Phosphortrichlorid einwirken lieB. Ob der Reaktionsverlauf der
gleiche ist wie oben, also zunéchst Bildung der Phosphorazoverbindung ein-
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" tritt oder ob sich zuniichst ein Acylaminosiurechlorid bzw. ein gemischtes
Anhydrid aus phosphoriger Sédure und. Acylaminoséure bildet, ist nicht sicher-
gestellt. -

Andere Amide der phosphorigen Siure

Durch Anderson und Mitarbeiter!® ist festgestellt worden, dafl sich auch
andere Phosphitamide zur Synthese von Peptiden verwenden lassen, die in
analoger Weise wie die Phosphorazoverbindungen umgesetzt werden kdnnen.
Zunichst wurde Difithylphosphitchlorid, (C,H;0),PCl, vorgeschlagen, das
sich aus Phosphortrichlorid und Athylalkohol unter der Einwirkung von
Dimethylanilin in Ather herstellen 14Bt, aber eine nicht sehr stabile Verbin-
dung darstellt (auch die Ausbeuten belaufen sich nur auf etwa 509, d. Th.).

Setzt man das Diéthylphosphitchlorid mit einem Aminoséureester in Gegen-
wart eines siurebindenden Mittels, wie Tridthylamin um, so entstehen analog
den Phosphorazoverbindungen nach (15¢) N-Phosphitaminosiure-(bzw. peptid)-
ester, die sich zuweilen destillieren lagssen und mit Acylaminoséuren unter
Bildung von Acyl-peptidestern und Didthylphosphit reagieren (16). Wie die
Tabelle VI zeigt, sind die Ausbeuten dieser Umsetzung schwankend und iiber-
steigen im Allgemeinen 509, nur wenig. Hinzu kommt, dal auch die Ausbeuten
bei der ersten Reaktionsstufe (I5a) bereits in der gleichen GroBenordnung
liegen. Besser als das Didthylphosphitchlorid hat sich das o-Phenylenphosphit-
chlorid bewihrt, das in 909, Ausbeute zuginglich ist, aber bei der zweiten
Stufe auch kaum bessere Ergebnisse zeigte. '

(RO),PCl -+ R'NH, - (RO),P.NHR' : (15a)
(RO),P.0.P(OR), + R'NH, — (RO),P.NH.R’' + (RO),P.0H *(15b)
R”.COOH + (RO),P.NHR’ -» R”.CO.NH.R’ + (RO),P.OH e (26)

Eine Variante in der Verwendung von Dialkylphosphitchloriden zur Peptid-
synthese besteht darin, dall man diese zundchst mit N-Acylaminoséuren zu
gemischten Anhydriden umsetzt, bei denen eine Aktivierung der Carboxyl-
gruppe eintritt!4, also ein Reaktionsverlauf, iiber den Herr Wieland bereits
berichtet hat. .

Nicht nur ein Dialkylphosphitchlorid, sondern auch ein Tetraalkylpyro-
phosphit, z. B. Tetraithylpyrophosphit, 1afit sich nach Anderson und Mitar-
beitern1® zur Peptidsynthese unter Aktivierung der Aminogruppe mit Vorteil
verwenden (Tab. VIL). Man setzt zu diesem Zweck zuerst durch kurzes Erwér-
men den Aminosiureester mit dem Pyrophosphit zu Didthylphosphit und dem
N-Didthylphosphit-aminoséureester um (156), der dann wie oben nach (16)
mit der Acylaminosiiure — unter Abspaltung von Diathylphosphit — weiter
reagiert. Als Losungsmittel fiir die Umsetzungen hat sich Diéthylphosphit,
(C,H,0),POH, sehr brauchbar erwiesen. Geht man von den Esterhydrochlori-
den aus, so erweist sich ein Zusatz der dquivalenten Menge Tridthylamin zur
Bindung der Salzséiure notwendig, verwendet man den freien Ester, so unter-
bleibt dieser Zusatz. Tetradthylpyrophosphit 1aBt sich bei Kinsatz einer
N-Acylaminosiure auch zur Aktivierung der Carboxylgruppe (Bildung des
gemischten Anhydrids) gebrauchen, oder man kann im sogenannten Standard-
Verfabren!® die Mischung aus einer N-Acylaminosiure und einem Amino-
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i Tabelle VI Tabelle VII
Peptidsynthesen mit Phosphit-amiden!® Peptidsynthesen mit Tetraéthylpyrophosphitt?
¥ -
Acyl-Peptid- Ausb., 9% Cbz-Peptid- o | [xIp¥-%
athylegter Reagenz? | = (roh) athylester Ausb., % (EtOH)
Chz-Gly-DL-Phe- 4 65 -Gly-DL-Phe- 94 X
Ab 90 -Gly-L-Leu-¢ 78—80 —26,5°
Phth-Gly-p1-Phe- 63 -Gly-z-Tyr- 65 1+19,2°
y-pr-Phe 4 L-Leu-Gly- 56—58 | —27.2°
Cbz-L-Leu-L-Leu- - A 74 -L-Leu-L-Tyr- 40 —14°
' B 77 -pL-Val-DL-Ala- 60
Phth-Gly-pr-Ala- A 43 -gﬁg—ll.-]é&iu-b gg —20,3°¢
-y |Gy -y
Cbz-Gly-L-Tyr- A4 51 -L-Tyr|Gly-Gly- 47 +6,5°¢
B 40 -Gly-DL-Phe|Gly-Gly- 25.
Cbz-Gly|Gly-Gly- 4 76 -Gly-L-Leu|Gly- 61 —34,9°
® A Diathylphosphitamid, B o-Phenylen- @ Phthaloyl. ® Methylester-hydrobromid-mono-
phosphitamid. ® 509 UberschuB an Phos- hydrat [Anderson G. W.: J. Am. Chem. Soc. 75,
phitamid. 608 (1953)]. ¢ Tn Methanol. ¢ In Eisessig. ‘

séureester direkt mit Tetradthylpyrophosphit umsetzen, wobei die Reaktion
ebenfalls iiber das gemischte Anhydrid verliuft. )

Es war nicht anzunehmen, daB die Verwendung von Derivaten der phosphori-
gen Séure zur Peptidsynthese auf die bis jetzt erwihnten Beispiele zu beschréin-
ken war. Wir haben daher untersucht, inwieweit sich andere substituierte
Amide der phosphorigen Siure zur Siureamid- bzw. Peptidsynthese eignen.
Als soleche kamen N-substituierte Imino- und Diaminophosphorigsiduremono-
ester 'in Frage's. Man erhélt sie, wenn man Dichlorphosphorigsiureester mit
priméren Aminen oder Aminosiureestern umsetzt (17a resp. 17b). N-substi-

CLP.OR + 3R'NH, — R'N=P.OR + 2R’NH,.HCl (17a)
CLP.OR + 4R'NH, — (R'NH),P.OR + 2R'NH,.HCl , (17)
R'N=P.OR + R".COOH - R.CO.NH.R’ + Z[RO.P(0)], (18a)
2 R”.CO.NH.R’ + RO.P(OH), (18b)
(R".NH),P.OR + 2R".COOH N
~ROH\ R’.N:P.NH.R’ 2 R”.CO.NH.R/ (18c)
+ - +
2 R”.COOH 1[P(0)0H],

tuierte Iminophosphorigsdureester entstehen, wenn man das Phosphorig-
s@ureester-dichlorid mit 3 Mol Amin (Aminosdureester) reagieren 148t nach
(I7a). Sie reagieren mit Carbonsduren (N-Acylaminosiuren) nach (18a).
Diaminophosphorigséureester treten — zumindest als Zwischenprodukte —
bei der Reaktion eines Phosphorigséureester-dichlorids mit 4 Mol Amin auf
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(17b). Sie zerfallen allerdings offenbar unter Abspaltung von ROH zu Phosphor-
azoverbindungen (18¢), die in der frither besprochenen Weise mit Carbonsduren
(N-Acylaminoséuren) weiter reagieren. Dies ergibt sich u. a. daraus, daf}
niemals der Phosphorigsiduremonoester [nach (18b)], sondern nur polymere meta-
phosphorige Séure bei dieser Reaktion isoliert werden konnte und daf sich die
Abspaltung von ROH leicht nachweisen lieB. Gleichgiiltig, ob die Reaktions-
folge (17a, 18a) oder (17b, 18c) beniitzt wurde, konnte die Peptidsynthese
anhand einiger Beispiele mit Ausheuten von 80 bis 909, verwirklicht werden.

Tabelle VIII -
Peptidsynthesen mit Athylenphosphitehlorid bzw. Athylphosphitdichlorid?

) e, 9 25 (1.5
O Dephidileyloaine | angansi |- 20000 % [o]n* (Losungs-
A mittel)
roh rein

-Gly-DL-Phe|Gly- ¢} 78 55
-Gly|r-Phe-Gly- c - 71 64

D 74 70 —11,9° (EtOH)
-Gly-L-Phe|Gly- c 89 72°
-Gly|Gly-DL-Phe- il T e - A W
-L-Tyr|Gly-Gly- D 71 44
-Gly-L-Leu|Gly- D T4 39 —534,9° (EtOH)
-Gly-1.-Leu|Gly-? D 88 54 —28,6° (EtOAc)
-L-Leu-Gly- D 85 74 —26,7° (Et0H)
-L-Arg-L-Leu- D 64 40 —21,6° (MeOH)
-1.-Phe-Gly- c 76 62 —15,9° (EtOH)
-L-Phe-Gly-4 c 72 45 | — 8,4°(AcOH).

@ ¢ Athylphosphitdichlorid, D Athylenphosphitchlorid. ? Methylester. *° Methylester-hydro-
chlorid-monohydrat. ¢ Benzylester. ¢ Unter optimalen Bedingungen; daneben 29, Razemat

In einer gréBeren Arbeit haben sich dann noch Anderson und Mitarbeiter!?
mit der Verwendung von Phosphorigsiureesterchloriden bei der Peptidsyn-
these beschiftigt. Neben dem bereits durch uns untersuchten Dichloro-
Ehosphoﬁgsﬁ,ureﬁthylestér, der durch Reaktion von Phosphortrichlorid mit

thylalkohol ohne Zusatz eines sdurebindenden Mittels entsteht, fand das
Athylenphosphitchlorid (CH,0),PCl Verwendung, das nach Lucas und Mit-
arbeitern!® aus Glycol und Phosphortrichlorid unter Zusatz von wasserfreiem
Calciumchlorid erhalten wird. Im Ubrigen erfolgten die Umsetzungen unter
Aktivierung der Aminogruppe, wie bereits besprochen, mit Diéthylphosphit
als Losungsmittel. Die-wesentlichen Ergebnisse der genannten Arbeit enthélt
Tabelle VIII. Auf eine Variante der Methode sei noch hingewiesen, die in
speziellen Fillen von Vorteil sein mag. Fithrt man nimlich die erste Reaktions-
folge in einem Trialkylphosphit, z. B. Triathylphosphit als Losungsmittel
durch, so eriibrigt sich der Zusatz von Trifithylamin als salzsdure-bindendes
Mittel. Dies beruht darauf, daB Chlorwasserstoff und Trialkylphosphite sich
nach (19) zu Dialkylphosphit und Alkylchlorid umsetzen.

(EtO),P + HCl — (Et0),P.0H + EtCl (19)
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Razemisierung

Soweit sich bisher ergeben hat, verlaufen Peptidsynthesen unter Aktivierung
der Aminogruppe bei Einsatz optisch aktiver Aminosiuren ohne Razemisie-
rung, wenn man die Synthesen zur Bildung von Dipeptiden verwendet. Dies
zeigen die Arbeiten von Grassmann'!, Anderson!3.1%,16 und insbesondere unsere
eigenen Versuche’-1° und unverdffentlichten Ergebnisse. Dagegen ist von
Grassmann, Wiinsch und Riedel'® neuerdings am Beispiel des Glycyl-L-phenyl-
alanyl-t-alanins beschrieben worden, daB3 bei der Synthese hoherer Peptide
eine teilweise Razemisierung auftreten kann. Fiir die Synthese eines hoheren
Peptids bestehen zwei Moglichkeiten: 4. Reaktion einer N-Acylaminoséiure
mit der Phosphorazoverbindung eines Peptidesters, B. Reaktion eines N-Acyl-
peptids mit der Phosphorazoverbindung eines Aminoséureesters. Grassmann,
‘Wiinsch und - Riedel nehmen auf Grund ihrer Erfahrung bei der Synthese
von Glycyl-L-phenylalanyl-v-alanin, die nach B aus der Phosphorazoverbin-
dung des L-Alaninesters und Carbobenzoxyglycyl-L-phenylalanin erfolgte,
an, daB sich abgesehen von besonderen Fillen nur nach 4 eine Razemisierung
vermeiden 148t. Unsere eigenen Ergebnisse bei der Synthese von aktiven
Tripeptiden (Tab. IX) sprechen nicht fiir die allgemeine Giiltigkeit der Ansicht
von Grassmann, Wiinsch und Riedel. Aus den Beispiclen Lysyl-lysyl-lysin
und Glyeyl-t-lysyl-glycin, die unter.Verwendung von Acyldipeptiden auf-
gebaut wurden, ist zu entnehmen, daf auch béinr Verfahren B eine Razemi-
sierung nicht unbedingt aufzutreten braucht.

Tabelle IX

Optische Aktivitit einiger nach dem Phosphorazo-Verfahren synthetisierter Peptide
(S. Goldschmidt und G. Roseulet, unversffentlicht.)

Freies Peptid
Cbz-Peptid-ester?® Ausb., % Sal
20-21 b g
: : [or3o in 0,55-HCI

-Gly-T.-LysOMe 76 —12,6° HO
-z-Ala-L-LysOMe 73,5 — 74 HOL

[ -D-Ala-L-LysOMe T —30,4° HC1
1.-Lys-Gly OE# 82 1+-40,6° HCl
L-Lys-Gly OBz - 87 | +31,3° H,80,%
-L-Lys-L-AlaOEt 87,5 + 2.7° HCL
1-Lys-D-AlaOEt 81 +80,4° HOI
-L-Lys-L-LysOMe 79 + 8,2° 3 HC1
-L-Lys-1-TyrOMe 76 e 17 AcOH?®
L-Tyr-L-LysOBz 71 AcOH
-L-Liys-L-Asp(OEt)OEt 75 +23,1°. —a
-1-Lys-1-ValOE$ 78
-L-Val-1-OrnOMe 81 +18,4° HCI®
-L-Orn-r-LeuOMe - . 81 + 2,1° HCIE
-Gly|L-Lys-GlyOBz 73 —31.7° HCl
-L-Lys-L-Lys[L-LysOMe | 70,5 — 2,2° 3HC

- L-Lys|Gly-GlyOEt | 83,5 +-24,2°¢ HCL
-Gly-Gly|r-LysOMe 73 — 8,1°¢ HCl
-1-Orn|Gly-GlyOEt 76,5 —15,9° HC
-Gly-Gly |L-OrnOMe 75 — B,7°% HCl

¢ Die w-Aminogruppen des Lysins bzw. Ornithins sind durchwegs durch Carbobenzoxygrup-
pen geschiitzt. ? Die gefundenen Werte stimmen durchwegs gut mit den in der Literatur ver-
zeichneten {iberein. ¢In IN-HCL ¢ In Wasser. ¢ Nicht in der Literatur verzeichnet.

23



Goldschmids:

Phosphorsdurederivate

Die vorgetragenen Reaktionen von Derivaten des dreibindigen Phosphors
lassen sich auch mit Derivaten des fiinfbindigen Phosphors durchfithren. Auch

Tabelle X
Poptidsynthesen mit Phosphorpentoxyd—
Diathylphosphit!?
Cbz-Peptid-dthylester Ausb.
%
-Gly-Gly- 83
-pL-Ala-Gly- 81
-Gly-Gly|Gly- 77
-pr-Ala-Gly|Gly- 79
 -Gly-L-Leu-* 56
-Gly-L.-Leu|Gly-? 63
-L-Phe-Gly-¢ 60
-DL-Leu|Gly-Gly- - 50
-pL-Ala-Gly-Gly|p1-Ala-Gly-Gly- | 30

@ [alp —8,4° (BtOH). P [alp —-381,8°

(EtOH). ¢ [ap —17,0° (EtOH).

diese konnen zur Herstellung von Séure-
amiden Verwendung finden, jedoch
reagieren sie allgemein viel triger als
Derivate des dreibindigen -Phosphors.
Fiir Peptidsynthesen besitzen sie des-
halb kaum Interesse. Vor kurzem haben
jedoch Schramm und Wissmann® eine
neue Peptidsynthese beschrieben, die
offenbar auf einer Aktivierung der Ami-
nogruppe beruht. Sie kommt dadurch
zustande, daf man zunichst in einem
alkoxylhaltigen Losungsmittel (Disthyl-
phosphit) einen Aminoséure- bzw. Pep-
tidester mit Phosphorpentoxyd in Ge-
genwart tertidrer Basen umsetzt und
das Reaktionsprodukt dann mit einer

-N-Acylaminoséure bzw. einem N-Acyl-

peptid bei 100° zur Reaktion bringt. -
Die bisherigen Ergebnisse dieser neuen
Methode sind in Tabelle X zusammen-

gefaBt. Man ersieht anhand der wenigen Beispiele, dall auch bei Durchfithrung
der neuen Reaktion mit optisch-aktiven Ausgangsmaterialien eine Razemi-
sierung nicht eintritt.

P,0, + (Et0),P.0OH -

I + NH,.CHR.COOEt

R’

—

2[EtOPO,], + ;[HPO,I, (20a)
I
R
EtO\ ]
P_NH.CH.COOE# (2006)
HO/ | .
0 II
R

| | l
IT 4+ ACNH.CH.COOH > AcNH.CH.CO.NH.CH.COOEt + P(0)(OH),.OEt  (20c)

&

Die zunichst etwas merkwiirdig anmutende Reaktion beruht primér
auf der Reaktion des Phosphorpentoxyds mit Diéthylphosphit. Aus den
Untersuchungen von Langheld® sowie von Steinkopf und Mitarbeitern® ist
bekannt, dal Phosphorpentoxyd #thoxylhaltige Verbindungen unter Bildung
von wohl polymerem Metaphosphorsiuremonoathylester (C,H;0PO,), zu
spalten vermag. Bringt man Phosphorpentoxyd und Didthylphosphit zu-
sammen, so kommt es zunichst zur Bildung des Metaphosphorsiure-
Gthylesters nach (20a). Dieser reagiert dann nach (20b) unter Anlagerung
des Aminosiureesters zu einem Orthophosphorséureamidester. Der letztere
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setzt sich mit der N-Acylaminosdure unter Abspaltung von Orthophosphor-
séure-monoéthylester zum N-Acyl-dipeptidester um (20c).

3.

5.

6.

g

8.

9.
10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
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Diskussion

Diskusgion
zu den Referaten von TH. WIELAND und ST. GOLDSCHMIDT

Wieranp: Wodurch ist es denn ausgeschlossen, daB bei der Schramm-Wissmanschen Methode
das Disithylphosphit Tetraithylpyrophosphit bildet, das d.ann nach der Pyrophosphitmethode
reagiert?

GorpscrMIpT: Schramm und Wissman haben die Verbindungen ana,lymert nicht bei Amino--
sfuren, aber bei Anilin, glaube ich.

Wienawn: Sie wissen wohl am bast,an daB man von Anilin nicht ohne weiteres auf die Amino-
saureester schlieBen kann!

GoLpsoEMIDT: Gewil, aber im Prinzip verlaufen die Umsatzreaktionen doch gleich — nicht
die weiteren Reaktionen aber. - _ )

WierLanp: Zum Beispiel haben Sie doch auch Thre Studien iiber den fifbindigen Phosphor
mit Anilin als Modellsubstanz gemacht.

GorpscamipT: Mit dem fiinfbindigen Phosphor sind wir deshalb nur bei Am]m geblieben,
weil die notwendigen Verbmdun,geu, die dem dreiwertigen Phosphor entsprechen und von denen
wir glauben, daf sie reagieren soﬂten, meht -zu erhalten sind; wir sind da an praparativen Schwie-
rigkeiten gescheitert.

Wirranp: Hat sich da mcht gezeigt, dafl die Amhno-Varbmdungen reaktionsfahiger sind
als die echten Aminoséureesterverbindungen? Jedenfalls sind die Anilino-Verbindungen des
filnfwertigen Phosphors viel weniger reaktionsfahig als die des dreiwertigen. — Aber Sie halten
es auch fiir moglich, dal die Bildung von Pyrophosphit eine Erklarung wire?

GorpscamipT: Das kénnte man sich vorstellen. Es entsteht wohl zuniachst der Monoéithyl-
ester der metaphosphorigen Saure, Diesen kann man auf zwei verschiedenen Wegén erhalten,
und die Autoren haben nachgewiesen, daf er in beiden Fallen — krystallisiert ist er ja nicht —
die gleichen Eigenschaften hat. .

RoreE: Ich glaube auch nicht, dafl sich Tetra&thylpyrophosphit bei der Reaktion bildet.
‘Wir haben némlich versucht, cyclische Peptide mit Tetradthylpyrophosphit in Diéthylphosphit
als Loésungsmittel herzustellen. Weil man da bei Anwendung des Verdiinnungsprinzips grofie
Mengen Loésungsmittel braucht, haben wir versucht, Diédthylphosphit von fritheren Ansatzen -
mit Phosphorpentoxyd zu trocknen. Dann haben wir abdestilliert. Wenn sich nun Tetraithyl~
pyrophosphit dabei gebildet hatte, wiirde es mit iiberdestillieren und man miiite nun mit dem
Destillat dieselben Cyeclisierungs-Ergebnisse bekommen. Daher glaube ich, daf sich bei der Ein-
wirkung von Phosphorpentoxyd auf Didthylphosphit kein Tetradthylpyrophosphit bildet.
Es passieren aber noch allerthand unkontrollierbare Dinge, denn es entsteht bei der Destillation
auch Phosphorwasserstofi.

Rupmeer: Im Zusammenhang mit dem Pyrophosphit mochte ich auf eine Arbeit von Maclaren
in Australien aufmerksam machen [Proc. Internat. Wool Textile Research Conf., Ausiralia,
1955]; der sagt, dall das Tetradthylpyrophosphit keine definierte Verbindung ist, sondern eine
Mischung von langkettigeren und kurzkettigeren Polyphosphiten. Wenn man refraktioniert,
dann bekommt man immer wieder das gleiche Kochpunktintervall. Er bestimmt die Aktivitiit
des Praparats analytisch und nimmt nicht an, daB es stéchiometrisch ist.

GorpscamIpT: Andersen beschreibt auch, daB es nicht rein ist. Er gibt den Prozentgehalt an.

Rupinger: Nach der Refraktion nimmt er an, dall da soundsoviel Prozent Pyrophospiut
und der Rest Didthylphosphit ist. Ich glaube nicht, da das ganz berechtigt ist.

TascENER: -Teh moéchte hier eine Methode der Pepfidsynthese anfithren, die wir unléngst
bearbeitet haben [Sokolowska T., Kupryszewski (., Taschner E.: Bull. acad. Polon. sci. class. IIT,
6, 89 (1958); Roezniki Chem., im Druck].

Die Realtion wird so durchgefiihrt, daBl man die N-acylierte Aminoséure und einen Amino-
siureester oder dessen Hydrochlorid in trockenem Pyridin 16st, Benzolsulfochlorid unter Kithlung
zutropft, 1—24 Stunden bei Raumtemperatur belifit und dann den Peptidester mit Wasser
ausféllt. In den meisten Féllen waren die Reaktionsprodukte kristallin, Aus der Tabelle kann
man ersehen, dall die Ausbeuten manchmal sehr zufriedenstellend waren. An zwei Beispielen
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Ekonnte festgestellt werden, daB die Reaktion ohne Racemisierung verliuft. Die Synthese geht
mit N-tosylierten oder N-phthalylierten Aminoséuren, nicht dagegen mit carbobenzoxylierten.

Man kann vermuten, dafl die Reaktion entweder iiberein gemischtes Anhydrid R.C0O.0.S0,Ar,
oder iiber ein symmetrisches Anhydrid verlauft. Nach Prof. Wieland [Wieland T., Bemha.rd. H.:
Ann. 572, 190 (1951)] geht die Synthese von Peptiden mit Hilfe von Thionylchlorid #iber sym-
metrische Anhydride, da die Ausbeuten an Peptidestern 509, nicht iiberschreiten.

Tabelle
Peptidsynthese mit Benzolsulfochlorid in Pyridin

Produkt Ausb., % | Smp., °C
Phth-Gly-GlyOMe . 79 202
Phth-Gly-pL-LeuOe 54 165—166
Phth-pL-Leu-GlyOEt 52 126
Phth-pL-Phe-GlyOMe 90 135—136
Phth-Gly-pL-Phe-OMe 86 125
Tos-L-Tyr(OTos)-DL-PheOMe 92 110—118
Tos-L-Tyr(OTos)-DL-Norval OMe 84 102—105
Tos-L-Tyr{0Tos)-GlyOMe 95 75—176
Phth-Gly-L-Gin(OMe)OMe , o 36 © 158—159

Nun scheint es, daB im unseren Falle die Reaktion ebenfalls iiber symmetrische Anhydride
geht, obwohl die Ausbeuten 509, iibersteigen. Brewster und, Ciotti [J. Am. Chem. Soc. 77, 6214
(1955)] erhielten aus Benzoeséiure und Benzolsulfochlorid in Pyridin das Banzuasamea.nhydnd.
Wir erhielten aus Phthalylglyein und Benzolsulfochlorid das Phthalylglycinanhydrid in etwa

© 75% Ausbeute. Nun versuchen wir auch Anhydride anderer Aminoséuren darzustellen. Prof.
Wieland hat ja solche Verbindungen seinerzeit dargestellt [Wieland T., Kern W., Sehring R.:
Ann. 569, 117 (1950)]; sie sind instabil. Die Produlkte, die wir arhlelt,en waren mcht kristallin,
gaben eine positive Anhydridreaktion und enthielten keine Sulfosauregruppe. - :

Wenn wir nun den Weg iiber das symmetrische Anhydrid annehmen, so bleibt noch die Frage
offen, wie die Ausbeuten die 509, Grenze iiberstiegen. Das symmetrische Anhydrid, das aus der
Siure und den Sulfochlorid entsteht, reagiert mit dem Aminosiureester. Die regenerierte Siure
reagiert aber dann weiter mit dem Sulfochlorid, so daB ein cyclischer Proze3 vor sich geht.

WizranD: Welches Mol- Verha‘iltms zwischen Acylaminoséure und Benzolsulfochlorid beniitzen
Sie?

TascaNER: Mol pro Mol.

Wierawp: Geht das stéchiometrisch auf?

TascawEr: Ja. Wir haben auch einen UberschuB an Benzolsulfochlorid benutat. Mema
MutmaBung, daB die Reaktion {iber das symmetrische Anhydrid geht, basiert auch auf Ihrer
Erfahrung mit Thionylchlorid. Es bmmru]ugt mich jedoch, warum in Ihrem Falle die Reaktion
nicht auch eyelisch verlief.

WieLaND: Wohl weil das Thionylehlorid viel empfindlicher ist, besonders in Pyridin.

BreEnwEr: Warum kann man nicht die Carbobenzoxyaminoséuren nehmen?

Tascaner: Die Carbobenzoxypeptide fielen gewdhnlich &lig aus und die Ausbeuten ‘tiber-
schritten ni¢ 209, Oft wurde auch der Geruch von Benzylalkohol wahrgenommen.

BreEnwEr: Das entspricht dem Benehmen der Oarbobenzoxyammosaurachlcunde die zer-
setzen sich ja auch in Pyridin. Meine zweite Frage ist: Haben Sie nie Benzolsulfonamidosiure-
ester erhalten?

TascEwERr: Daran haben wir gedacht, aber beobachtet haben wir es nicht. Bei hohen Ausbeu-
ien werden die Aminoséureester eher nicht angegriffen, dort aber wo schwache Ausbeuten vor-
kamen, kénnte soleh eine Nebenreaktion der Grund dafiir sein.

Wizrawp: Ich wollte Herrn Prof. Goldschmidt etwas fragen. “Es ist doch bekannt, daB man
mit Phenylthiocarbonylderivaten der Aminosétiren auch Peptidsynthesen machen kann. Noguchi
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hat auf diese Weise hochmolekulare Peptide erzeugt. Was ist das fiir eine Reaktion? Geht das
im Endeffekt iiber die Isocyanato-Verbindungen ?

GorpscamipT: Wahrscheinlich wohl. Es ist eine sehr uniibersichtliche Reaktion. Zum Teil
lassen sich Noguchis Angaben gar nicht reproduzieren; auf der anderen Seite kann man diese
Realktion durch den Zusatz von tertidiren Aminen beschleunigen, aber man bekommt dabei
Hydantoinderivate. Wahrscheinlich verlaufen diese Reaktionen iiber die Leuchs’schen Kirper.

Brenner: Herr Wieland, Sie haben bemerkt, da@ Sie die Methode der gemischten Anhydride
in ihrer Anwendungsbreite durch einen Zusatz von Trichloressigséiure verbessern konnten.
Wiirden Sie, bitte, ein wenig genauer sagen, wie Sie das machen?

WieLaND: Das Problem der Léslichkeit der Peptidkomponenten in Tetrahydrofuran hat sich
besenders bei synthetischer Versuchen auf dem Gebiete der Knollenblitterpilzgifte unangenehm
bemerkbar gemacht, wo man eine Cyelisierung nach der Anhydridmethode versucht hat; dabei
hat sich gezeigt, daB di¢ zu cyclisierenden Peptide in den gebrauchlichen Lésungsmitteln nicht
oder nur sehr schwer 16slich sind. Da haben wir einfach in den Ansatz, bevor wir das Anhydrid
gebildet haben, Trichloressigsiure zugegeben. Das hat funktioniert. Aber es war dann natiirlich
interessant, an einer Modellpeptidsynthese, die nicht zu einem Cyeclus zu fithren braucht, sondern
einfach aus zwei Komponenten das Peptid aufbauen soll, die Brauchbarkeit dieser Lésungsver-
mittlung zu studieren. Man 18st hierzu die acylierte. Komponente, also entweder Carbobenzoxy-
aminoséiure oder Carbobenzoxypeptid, in Tetrahydrofuran plus etwas Trichloressigsiure auf,
fiigt die zu acylierende zweite Komponente zu dieser Mischung dazu, dann kithlt man tief ab,
gibt die berechnete Menge tertiarer Base zu und gleich das Athylkohlensaurechlorid. Man 148t
eine Zeitlang stehen, arbeitet auf und erhalt Peptid.

BreENxER: Verwenden Sie die berechnete Menge an Athylkohlensiurechlorid ?

WinLanp: Ja, und Trichloressigsaure. Und dabei beobachtet man, daB gar nichts aus dem
Ansatz ausfallt. — Bei dem Modellversuch, den wir gemacht haben, war die Ausbeute wegen der
schlechten Krystallisierbarkeit des Peptids nicht sehr hoch, aber ich glaube, wenn man die
Reaktion etwas ausarbeiten wiirde, kénnte man Trichloressigsiure als Loslichkeitsvermittler
beniitzen. ® . =

BrewNer: Ich méchte im Anschlufl auch etwas tiber Trichloressigsiure sagen. Wir standen
vor einigen Jahren vor dem Problem Methionyl-methionin abzutrennen. Es hat sich gezeigt,
daf man sehr leicht das Dipeptid aus seiner waBrigen Lésung in Hssigester hineinextrahieren
kann, wenn das System gleichzeitig etwa 2—59%, Trichloressigsdure enthilt. Unter denselben
Bedingungen bleibt die Aminoséure einigermaBen in der wiBrigen Phase. Das ist auch eine Lo-
sungsvermittlung, die man sich nicht ohne weiteres erkliren kann und die vom praktischen
Standpunkt atis niitzlich sein kann.

Rorse: Ich wollte zu dem Vortrag von Herrn Prof. Wieland noch etwas sagen. Prof. Wieland
hat eine Reihe von Darstellungsverfahren fiir Ester, und zwar auch Alkylester, Phenyl- und
Thioester, angegeben, und ich wollte noch ein weiteres hinzufiigen das wir vor einiger Zeit gefun-
den haben [Ann. 609, 88 (1957); Tagungsber. der Hauptjahrestagung der Chem. Ges. (D. D. R.)
1956]. Dasist eine Methode, die sich durch besondere Einfachheit und Ergiebigkeit auszeichnet.
Sie war in der Peptidchemie damals noch nicht durchgefiithrt worden, wohl aber in einem Patent
fir gew6hnliche Ester von Schmidt aus Miinchen erwihnt worden. Es handelt sich darum, die
Dicyclohexylearbodiimid-Methode auf die Esterdarstellung auszudehnen. Wenn man eine Acyl-
aminoséure oder ein entsprechendes Peptid mit dem Phenol oder Thiophenol in einem indifferen-
ten Lésungsmittel auflést und dann bei gewdhnlicher Temperatur Dicyclohexylearbodiimid
hinzufiigh, kann man in sehr guten Ausbeuten den Ester bekommen. Wir haben den dabei
entstandenen Dicyclohexylharnstoff immer quantitativ bestimmt und Ausbeuten iiber 909,
meist tiber 959, bekommen. Wir haben dann den Ester aus dem Filtrat isoliert und auch Aus-
beuten von 80%, oder 90%, bekommen, je nach Isolierungsmidglichkeit, je nach Schmelzpunkt
des betreffenden Esters. Man kann nach dieser Methode aber nicht nur Phenyl-, Nitrophe-
nyl- und Thiophenylester herstellen, sondern auch Alkylester, also beispielsweise Athylester,
Benzylester oder Cyanmethylester, und zwar dann, wenn man mit tertiirem Amin katalysiert;
sonst geht das nicht, sonst entsteht bei den Alkylestern nur etwa 509, an Harnstoff und es wird
sich wahrscheinlich das entsprechende Anhydrid der Acylaminosiure bilden. Wenn man aber
Pyridin zugibt, sind die Ausbeuten bei den Alkylestern ebenfalls so hoch. Wir haben dabei-auch
keine Racemisierung feststellen kénnen und das stimmt tiberein mit einer Arbeit, die inzwischen
von Elliott und Russell erschienen ist [Biochem. J. 66, 49p (1957)]; sie haben diese Methode
allerdings nur auf die p-Nitrophenylester angewendet und erwihnen auch, man habe maximal
- 3% Razemisierung beobachtet. Dazu ist aber zu sagen, daB Elliott und Russell gleichzeitig die
Peptidsynthese an die Estersynthese anschlieBen, also nicht den Ester isolieren, so daB in diesem
zweiten Schritt auch noch die Gefahr der Racemisierung besteht. Es ist eine Methode, die meines
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Erachtens, weil sie bei Zimmertemperatur oder noch tieferen Temperaturen stattfindet und sehr
einfache Reagenzien beansprucht, mit der Schwyzerschen Diarylsulfit-Methode ohne weiteres
konkurrieren kann.

Russern: For some synthetic purposes, it is advantageous or even essential to couple
with free amino-acids rather than their esters, and here the activated ester method has been
very sabisfactory. )

M. Bodénszky and others [Bodénszky M., Szelke M., Tomorkény E., Weisz K.: Acta Chim.
Acad. Sei. Hung. 11, 179 (1957); Bodénszky M.: Acta Chim. Acad. Sci. Hung. 10, 335 (1957);
Farrington J. A., Hextall P. J., Kenuer G. W., Turner J. M.: J. Chem. Soe. 7957, 1407)] have shown
that p-nitrophenyl esters will react with free amino-acids. Such experiments have usually been
done in buffered medium near neutrality, presumably to avoid hydrolysis of the activated ester,
and yields were only moderate. We find that a high pH is no disadvantage, and good yields are
obtainable with one equivalent of aqueous alkali. Yields are also improved if the p-nitrophenyl
esters are not isolated but used in situ, and a simple way 0 prepare them is by using N,N’-di-
eyclohexylearbodiimide [Eliott D. F., Russell D. W.: Biochem. J. 66, 49p (1957)].

Tn a typical experimenit*, a solution in dimethylformamide of benzyloxycarbonyl-r-prolyl-r-
phenylalanine, p-nitrophenol and carbodiimide was allowed to stand overnight, then treated
with a solution of r-histidine in one equivalent of N-NaOH and two equivalents of sodium car-
bonate. The mixture was shaken for two hours. The working up in this case was simplified by
the fact that the produet, benzyloxycarbonyl-L-prolyl-m-phenylalanyl-r-histidine,** is soluble
in water at all pH’s, but forms a water-insoluble copper derivative. A similar condensation
procedure was used to prepare benzyloxycarbonyl-L-a-aspartyl-L-arginine (-benzyl ester,
although in this case excess alkali had to be avoided because of the B-ester group. The yield in
this case was 50%. With this peptide the mixed anhydride method was unsuccessful.

When we tried to couple benzyloxycarbonyl-L-valyl:L-tyrosyl-L-valine with t-histidine, the
same method gave only a 209, yield. Better results were obtained when the nitrophenyl ester
was treated with L-histidine methyl ester. The acyl tetrapeptide ester was easily separated by its
insolubility in chloroform, and after saponification the required product was obtained in 50%,
overall yield. In this case steric factors weré probably of importance.

The product obtained by coupling with a free amino-acid will be a mixture of carboxylic acids,
and unless a basic amino-acid is being used, special techniques of isolation may be necessary.
In such cases we have preferred to use a conventional coupling with esters, using dicyclohexyl-
earbodiimide.

Crystallisation of benzyloxycarbonyl-amino-acids and -peptides is sometimes difficult, bub
their cyclohexylammonium salts often crystallize well. This is the case with O-acetyl-N-benzyl-
oxycarbonyl-L-tyrosine, which as usually prepared [Bergmann M., Zervas L., Salzmenn L.,
Schleich H.: Z. physiol. Chem. 224, 17 (1934)] is amorphous but forms a crystalline salt with
cyclohexylamine. For carbodiimide coupling there is no need to regenerate the free acid. Instead,
an equivalent of amino-acid ester hydrochloride is added, followed by carbodiimide. Little, if any,
eyclohexylamide is formed, and using as solvent tetrahydrofuran containing 159, of witer, we
isolated 709% of O-acetyl-N-benzyloxycarbonyl-r-tyrosyl-r-valine methyl ester. The yield was
over 809 when the reaction was carried out in anhydrous ethylene dichloride. Similar results
were obtained with benzyloxycarbonyl-L-proline and L-phenylalanine methyl ester.

Youne: Prof. Goldschmidt, in your Table you showed the coupling of benzyloxycarbonyl-
glyeyl-L-lysine with glycine ester by the phosphorazo method. May I ask whether you can
definitely exclude the presence of any racemic material in your mother liquors?

GoLpscHMIDT: Ja, ich glaube, daB wir das ausschliefien kénnen. Die Schmelzpunkte waren
ganz scharf.

Youna: I meant in the mother liquors, not in your product, but in the material which was not
isolated.

GorpscamipT: Das weifl ich im Augenblick nicht.

RupINGER: Ich mochte einige Worte iiber die Methode sagen, die an die aktivierten Amide,
wie sie Herr Professor Wieland klassifiziert hat, anschlieBt; wir nennen sie die Methode der akti-
vierten Lactame. Es ist wohl bekannt, daB es sich um Verbindungen des Typs I oder 11 handelt.
Diese Tosyllactame, also Imide, werden ganz leicht aminolytisch gedifnet. Wir hatten gedacht,
daB dies vielleicht eine allgemeine Peptidsynthese ergeben konnte; denn es ist ja z. B. das Tosyl-
4socyanat bekannt und wir hatten gedacht, man koénnte daran eine Carbonsiure anlagern, das

* Elliott D. F., Russell D. W.: unpublished work. :
** Added in proof: The phenylalanine is now known to have been extensively racemised.
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Imid I7T erhalten — diese Reaktion ist auch bekannt — und dann dieses Imid reagieren lassen.
Wir haben Modellversuche mit N-Tosylbenzamid gemacht und das reagiert nur unter etwas
drastischen Bedingungen. Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB dies darum ist weil ja das Tmid
eine ziemlich starke Séure ist (es ist 16slich in Bicarbonat), daB also unter den Bedingungen der
Reaktion in Gegenwart von Base Ionisierung der NH-Gruppe stattfindet und daB natiirlich
das Ion dann einém Angriff an dem Carbonyl gegeniiber stark desaktiviert ist. Man kénnte das
bestatigen, wenn man das N-Methylderivat herstellte; das haben wir aber schon nicht mehr
gemacht, weil dadurch natiirlich der Reiz der Methode stark herabgesetzt wird. Es wird also

diese Tosylimid-Methode wohl eben auf Tosyllactame beschrinkt bleiben.

Tos
I 1r Irr

YNH
. J—cox Yo .
2 o N R.CO.NH.Tos _
fos

Weiter méchte ich noch iiber einen kleinen Versuch von Herrn Kollegen Zaoral berichten.
Bei einer Gelegenheit hat er das Derivat IV hergestellt, und zwar war das in einer Synthese der
Diaminobutterséure- selbst. Da wurde gefunden, daB das Halogen in o«-Stellung sehr schwer
direkt durch eine Aminogruppe zu ersefzen ist, daf jedoch die Reaktion iiber die Azido-Verbin-
dung sehr glatt geht. Die Azido-Verbindung ¥ wurde dann mit Jodwasserstoffsaure zersetzb,
so wie iibrigens in letzter Zeit Prof. Wieland die Behandlung mit Bromwasserstoffsiure statt
katalytischer Reduktion gebraucht hét.

' SN | 00 -
. 1\ /}. .CHE.OH,.(lJH.COOMe 8 /| E. N.CHE.CH,,.?H.COOMe
- X oo’ : NH.P(O)(OEt),

IV, X = Br’ VI
V,X =N,

Nun ist in der Literatur eine Methode zur Darstellung von Amiden durch Realktion von
Carbonsiuren mit Azido-Verbindungen und Verbindungen des dreiwertigen Phosphors erwihnt
[Horner L., Gross A.: Ann. §91, 117 (1955]. Wie hier schon betont worden ist, sind ja im Prinzip
alle Methoden der Amiddarstellung potenzielle Methoden der Peptidsynthese, also hat Herr
Zaoral auch versucht, ob sich das nicht verwerten lieBe. Er hat wirklich aus Carbobenzoxyglyein
und Azidoessigsfureester in Gegenwart von Trifthylphosphit das Peptid bekommen. Allerdings
ist die Reaktion nicht ganz so einfach. So gibt z. B. das Diaminobuttersiurederivat ¥ mit Tri-
4thylphosphit eine Verbindung, die der Amnalyse nach anscheinend VI ist. Diese Verbindung
ist jedoch sehr reaktionstriag und setzt sich mit Carbobenzoxyglycin nicht leicht um. Wir haben
aus Zeitmangel diese Sache nicht weiter verfolgt; aber ich glaube, diese Resultate geniigten,
um etwas theoretisches Interesse an dieser Reaktion zu erwecken.

Zum AbschluB méchte ich noch an Prof. Wieland die Frage richten, ob er unter den acylierten
Heterocyklen, die er gepriift hat, nicht auch Acylpyrazole in sein Interessenbereich mit einbezogen
hat, denn in letzter Zeit ist ja fiir normale Carbonsduren die Herstellung der Acyldimethylpyra-
zole aus den Hydraziden mit Acetylaceton beschrieben worden [Ried W., Konigstein F. J.:
Angew, Chem. 70, 165 (1952)]. Wann die Verbindungen aminolysierbar wiren, wire das ein
Umweg von Hydrazid zu Peptid. Ich habe nur so orientierungshalber, denn ich wollte eben erst
dariiber hier fragen, Carbobenzoxyglycin mit Acetylaceton kondensiert und auch ein Prodult
erhalten. . .

‘WieLaxwD: Da geht es Thnen, wie es so oft in der Wissenschaft der Fall ist. Diese Methode, also
die Herstellung von Acylpyrazolen, hat Herr Prof. Ried aus meinem Institut in Frankfurt
ungefahr vor einem halben Jahr beschrieben, und da bei uns Peptide en vogue sind, hat er ver-
sucht, die Reaktion auf Carbobenzoxyglycin zu iibertragen und hat auch das N-Carbobenzoxy-
glyeyl-pyrazol hergestellt und zur Peptidsynthese verwendet. Ich glaube in der Zwischenzeit
hat er schon einige Di- und Tripeptide nach dem Verfahren hergestellt. Was hier einen Umweg
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bedeutet, das ist, dall man zuerst den Ester haben muB, dann das Hydrazid, und aus dem Hydra-
zid macht man jetzt die wohl nicht schlecht kristallisierenden heterocyclischen Derivate. Aber
von dem Hydrazid aus ist ja natiirlich mit salpetriger Saure der Weg der Curtius-Methode sehr
gut ausgearbeitet, es wird sich also vielleicht hier als Vorteil erweisen, wenn die Zwischenprodulte
besser kristallisieren; denn die Azide sind ja nicht zu fassen.

ScmEMIagIN: Ich méchte bemerken, daB in unserem Institut Frau Schtschukina mittels der
Carbodiimidmethode einige O,N-Peptide der Hydroxyaminosiuren hergestellt hat. Sie hat ver-
schiedene Hydroxyaminosiuren genormmen, welche mit Aminen oder Aminosduren amidiert
waren, und hat mit Dieyclohexylearbodiimid in Pyridin oder anderen tertidren Aminen in guter
Ausheute die entsprechenden O,N-Peptide erhalten. Die Peptide kann man sehr leicht in
kristallinischer Form in 80—859%, Ausbeute bekommen. Ich will auch bemerken, daff die
Methode der gemischten Anhydride eine der besten ist — nicht nur im Falle der Aminoséure-
acylierung der Peptide, sondern auch bei ihrer Acylierung mit verschiedenen anderen Sauren.
‘Wie einer von meinen Schiilern, Herr Chochlov, gezeigt hat, fithrt die Acylierung mit Penieillin
nur bei Anwendung dieser Methode zu Lristallinischen Amiden. Frau Schtschukina hat auch
gezeigt, dall nur die Methode der gemischten Anhydride es erméglicht, Dihydrosarcomyecin-
Peptide in kristallinischer Form zu erhalten. Alle anderen Methoden — die Chlorid-, Azid-,
Carbodiimid-Methode und Methode der aktivierten Ester — fiihrten zu negativen Resultaten.
Wie wir jetzt wissen, kommen in der Natur viele acylierte Peptide vor, und da auch einige
synthetische acylierte Peptide biologisch wichtig sind, ist es interessant, die Méglichkeit der
Acylierung mit Anhydriden der Carbonséuren nicht nur zur Aminoacyl- Peptldsynthese sondern
anch zur Acylierung mit verschiedenen anderen Carbonséiuren zu gebrauchen.

TasorNer: Prof. Wieland hat iiber Diaeylamide gesprochen. Nun haben wir schon vor einiger
Zeit festgestellt [Taschner E., Kocor M., Mejer S.: Roczniki Chem. 26, 602 (1952); 32, 267 (1958)],
dafl die diacylierten Amine viel sﬁﬁrl:are Acylierungsmittel sind als die monoacylierten. Die
zweite Acylgruppe hat einen ausgesprochenen Einflul. Wir haben dies bei Diacetyl- und Di-
benzoylaminen beobachtet. Wenn man diese Amide in Toluol mit priméren (nicht aber mit
sekundéren) Aminen erhitzt, erhélt man die acetylierten oder benzoylierten Amine. Die Reaktion .
wird durch Protonen beschleunigt. Mit Hilfe solcher Amide haben wir auch verschiedene Choles-
terolderivate verestert [Kocor M., Mejer 8., Taschner E.: Bull. Acad. Polon. sci. class. IIL 6, 1
(1958)], wobei aber saure Katalysatoren unbedingt notwendig sind.

Wir haben noch einen anderen Weg gefunden, der zur ,,Synthese‘’ von Peptidbindungen fiihrt,
obwohl er vom priparativen Standpunkte aus wertlos ist [Taschner E., Kupryszewski G.:
Roczniki Chem. 31, 711 (1957); Taschner E., Kupryszewski G.: XVI®=¢ Congrés Internat. IUPACQ 2,
238 (1957); Kupryszewski G.: Dissertation, Technische Hochschule, Gdanisk 1958]. Wenn man
némlich acylierte Amine mit Bromwasserstoff in Eisessig unter wasserfreien Bedingungen einige
Stunden auf etwa 100° erhitzt, so wird die Acylgruppe verdringt und an ihrve Stelle tritt die
Acetylgruppe der Essigséure.

Die N-acylierten Aminosduren verhalten sich ebenso. Aus Benzoyl-glycin, Benzoyl-leucin
und Benzoyl-phenylalanin entstehen die Acetylaminosiuren und Benzoesiure. Die Acetyl-
gruppe kann auch durch die Trichlor- oder Trifluoroacetylgruppe ersetzt werden, und mit
Essigséiure kann ein Austausch von Acetylgmppen stattfinden: aus acetylierten Aniliden oder
Aminoséuren und Essigsiure-1-14C erhielten wir radioaktive Acetanilide oder Acetry]aﬁuno-
siduren (Ac-Gly und Ac-Phe).

Ebenso werden acetylierte Dipeptide in acetylierte Aminoséuren gespalten. Der Spaltungs-
grad schwankt je nach der Natur des Dipeptides zwischen 72 und 959%,.

Ac.NH.CHR.CO—NH.CHR’.COOH + AcOH Bf

- Ac.NH.CHR.COOH + Ac¢c.NH.CHR'.COOH

Wenn die Essigséure ein die Peptidbindung spaltendes Reagenz ist, so kann man nicht
ausschliefen, daB auch andere Sduren, z. B. acetylierte Aminoséuren, dieselbe Rolle spielen
Lkénnten. Es ist das nur die Frage eines geeigneten Lésungsmittels. Wenn das nun der Fall wire,
so hétten wir hier eine Synthese von Peptiden. Um diese Maglichkeit zu beweisen, erhitzten
wir Acetyl-phenylalanin mit Hssigsiiure und Bromwasserstoff und konnten Acetyl-phenylalanyl-
phenylalanin als Realktionsprodukt chromatographisch einwandfrei identifizieren. Konnte
diese Realction nicht den én wive ununterbrochen verlaufenden Umban, Aufbau und Abbau der
Peptidketten vom chemischen Standpunkte aus teilweise erkliren?
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Wigrawp: Ist die zweite Reaktion, die Herr Taschner erwihnt hat, das was man in der
biologischen Peptidchemie eine Umacylierung nennt? Solche Reaktionen sind von Fruton und
von Bergmann schon frither beschrieben worden. Unter dem EinfluB von Enzyrmen gibt es Aus-
tausch eines endstindigen Aminosiurerestes gegen einen anderen — die klassischen Versuche
mib Anilin zum Beispiel, die zu Aniliden fithren, und so weiter. : :

TascEner: Die Reaktion von Fruton kénnte eigentlich als eine Acylierung von Aminen
auigefaBt werden. Hier haben wir eine Umtauschreaktion, wo ein_Acyl durch ein anderes ver-
drangt wird. Wir nennen diese Reaktion N-Transacylierung oder N-Acidolyse, zum Unterschied
von der analogen Reaktion am Alkoholsauerstoff, die wir O-Transacylierung oder O-Acidolyse
benennen. '

Den Ab-, Auf-und Umbau der Peptidkette im biochemischen Geschehen konnte man sich
dann folgendermafen vorstellen: - '

Ao—A-B + Ac—C{D-E F > AcA-B D E F 4 Ac—C.

Das Dipeptid greift das Tetrapeptid zwischen ¢ und D an und in einem Reaktionsschritt
entsteht ein héheres Peptid. Das spaltende Mittel ist gleichzeitig das sich einlagernde. Nach
klassisch organischen Modellen verlangt solch eine Reaktion mehrere Schritte.

Sorm: Wenn Sie diese Reaktion von Acetyl-phenylalanin in Essigsiure gemacht haben, haben
Sie da auch hohere Peptide gefunden? Haben Sie das verfolgt ?

Tascanger: Nein.
Sorm: Aber Sie sollten wohl dort sein, nicht?

TasceNmr: Ich glaube es entsteht- eine Reihe von Peptiden verschiedener Linge, aber si¢
werden wahrscheinlich sofort wieder abgebaut. Wir haben das aber nicht verfolgt. -

Wimranp: Ich habe mich vorhin geirrt, es hat dies natiirlich nichts mit der Frutonschen.
, Annahme zu tun, sondern es kommt viel naher auf das Problem heraus, mit dem auch wir uns
beschéftigh haben und Herr Brenner auch. Es lauft darauf hinaus, daB in eine Amidogruppe
einer Peptidbindung ein Acylrest von auBen herhineingebracht wird. Wir haben die Vorstellung,
es entstehe da ein Diacylimid und das kann dann in zwei Richtungen zerfallen: entweder so,
daf} die neue Acylgruppe wieder abfélls (@), oder so, daB die urspriinglich daran gebundene Grup-
pe abiallt (b). Auf diese Weise bekommen Sie dann ein Gleichgewicht. Sie haben ja auch ge-
zeigh, da Sie im Gleichgewicht 25% von dem einen und 75% von dem anderen bekommen.

CH,.CO G/( CH,.CO.NH.CHR.CO.NH.CHR.COOH
CH,.CO.NH.CH.CO.N.CH.COOH
4 XN %
b 2CH;CO.NH.CHR.COOH

TasceNER: Wir haben versucht, in N-Metylacetanilid die Acetylgruppe gegen Essigsiure-1-14C
umzutauschen [Kupryszewski G.: Dissertation, Technische Hochschule, Gdansk 1958]. Wenn die
Reaktion iiber eine Diacylverbindurig ginge, so wiirde es zu keinem Umtausch kommen. Nun
aber fand der Umtausch in hoher Ausbeute statt (80%), womit die Hypothese der intermediéiren
Diacylamin-Bildung fallen gelassen werden muBte und ein direkter Umtausch plausibler erschien.

WizLanp: Ich finde es hochst interessant, da8 unter diesen Bedingungen die Essigsiure als
acylierendes Reagens wirkt. Das kommt eben von der hohen Protonenkonzentration des Brom-
‘wasserstoffs. . :

Rubnixerr: Ich glaube, das System Bromwasserstoff-Eisessig ist nicht ganz so einfach wie es
auf den ersten Blick aussieht. Wir haben z. B. versucht, Isoglutamin aus Tosylisoglutamin durch
Abspaltung der Tosylgruppe mit Bromwasserstoff in Eisessig zu erhalten Unter Bedingungen,
unter denen wir aus dem Fosylderivat des Glutamins ungefiahr 809 an freiem Glutamin erhielten—
darauf werde ich noch spiter zuriickkommen — haben wir hier in sehr guter Ausbeute (gleich-
falls ungefahr 809) das Amid der Tosylpyroglutaminséure erhalten. Es fithrt also die Behandlung
mit Bromwasserstoff in Eisessig — und wir haben das dann noch in einigen anderen Fillen
beobachtet — die Tosyllactam-Cyclisierung sehr glatt und sauber durch. Ich glaube, diese
Acylierungsreaktion hingt vielleicht auch mit den Realtionen, iiber die Prof. Taschmer berichtet
hat, zusammen.

Wir haben auch gefunden, daB in Decarbobenzoxylierungen, in Fillen wo es sich um empfind-
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liche Peptide handelt, das Alter der Bromwasserstoff-Eisessig-Losung wichtig ist, auch wenn sie
nicht feucht wird: wenn man sie etwa drei oder vier Wochen im Eisschrank aufbewahrt, erhilt
man viel schlechtere Resultate. Wir haben so den Gedanken gehabt, ob es sich da nicht um ein
Gleichgewicht handelt, in dem etwa Acetylbromid oder Acetanhydrid entstehen kénnte. Das
wiirde dann die. Interpretation solcher Versuche und deren Mechanismus vielleicht etwas kompli-
zieren.

TascuNer: Das ist ganz richtig. Wir haben immer wieder gezweifelt, ob die Reaktion nicht
doch eing Hydrolyse wire. Aus Essigsiiure und Bromwasserstoff kénnte ja Acetanhydrid und
‘Wasser entstehen. Um dies véllig auszuschlieflen, haben wir Acetanilid mit trockener Tri-
chloressigséiure ohne Bromwasserstoff erhitzt — Bedingungen unter welchen kein Wasser in
der Reaktion entstehen kénnte — und wir erhielten Trichloracetanilid. Dasselbe wurde auch
mit Trifluoressigsdure wiederholt, wobei Trifluoracetanilid in 609, Ausbeute erhalten wurde.

Rorag: Darf ich nur noch etwas ganz kurz zu den aktivierten Amiden sagen. Prof. Wieland
hat vorhin erwihni, da Aminoacylamide nur in saurer Lésung bis zu pH 5 besténdig sind;
das stimami natiirlich bei 'den Derivaten der gewdhnlichen aliphatischen Aminosduren, die im
neutralen Medium aminolysieren; wenn man aber die Aminogruppe entsprechend schwach
basisch macht, also beispielweise den p-Aminobenzoesiiurerest an ein Séureamid anfiigt, dann
sind diese Verbindungen auch im neutralen Gebiet bestéindig, man kann sie sogar aus Wasser
umkristallisieren, z. B. p-Aminobenzoylcaprolactam

: —it
p-mz.csﬂ4.co.f~r(cﬂa),co

Zaorar: Gestatten Sie mir eine kurze Bemerkung zur Anwendung von Tosylaminoséiuren
bei den Peptidsynthesen mifttels der Methode der gemischten Anhydride. Aus eigenen Erfahrungen
und aus der Literatur ist uns das anomale Verhalten der Tosylaminoséuren bekannt. Eine ndhere
Aufklédrung dieser Tatsache wurde jedoch bisher nicht angefiihrt, nur Hillmann [Z. {. Natur-
forsch. 6b, 340 (1951)] erwihnt, daB der sauere Wasserstoff der Tosylaminogruppe zu Neben-
reaktionen fithrt. Da wir in unserem Laboratorium ziemlich oft mit Tosylaminoséuren arbeiten,
wollten wir deren Verhalten bei den Anhydridsynthesen naher untersuchen. Wir haben deshalb
auf verschiedene Weise eine ganze Reihe von Anhydridsynthesen mit den Tosylaminosiuren
durchgefiihrt.

In erster Reihe wollten wir feststellen, ob der anomale Verlauf der Reaktion wirklich mit der -
Tosylaminogruppe zusammenhéngt und nicht vielleicht durch die Tosylgruppe an sich verur-
sacht ist. Deshalb haben wir unter identischen Bedingungeén zwei Anhydridsynthesen durch-
gefiihrt, die erste mit Tosylsarkosin und die zweite mit Tosylglycin und Anilin. Das Produlkt
teilten wir in einen in Bicarbonat l6slichen Anteil, in einen in Lauge l6slichen Anteil und eine
neutrale Fraktion auf. Die Synthese mit Tosylsarkosin verlief, wie aus' der Tabelle ersichtlich
ist, in normaler Weise und wir isolierten das Anilid des Tosylsarkosins in 809, Ausbeute. Bei dem
Tosylglycin wurde kein Tosylanilid isoliert, sondern die Reaktion fithrte in 809, Ausbeute zum
Carbanilsaure-sek-butylester. Daraus geht hervor, dal die anomale Reaktion mit der Anwesenheit
des Wasserstoffes in der tosylierten Aminogruppe zusammenhiingt.

Bei der Wahl weiterer Versuche gingeni wir von der Voraussetzung aus, daf dieser Verlauf
der Anhydridsynthesen einerseits durch die Ionisierung der Tosylaminogruppe, andererseits
durch ihre Reaktion mit dem Reagenz, eventuell mit dem gemischten Anhydrid, verursacht sein
konnte. Wenn es wirklich so wire, so miite der Verlauf der Synthese von der Stérke der an-
gewandten Base beeinfluBt werden. Um dies zu klaren, filhrten wir einige Anhydridsynthesen
durch, in welchen wir als Reagenz Chlorameisenséure-sek-butylester oder Acetylchlorid und
als Base N-Athylpiperidin oder Pyridin beniitzten (Reaktionen 3, 5 und 6 in der Tabelle). In
dem Versuche 3, wo als Reagenz der Chlorameisensiureester und als Base Pyridin verwendef
wurde, wurde das Anilid des Tosylglycins in ungefihr 509, Ausbeute erhalten. Bei der Verwen-
dung von N-Athylpiperidin wurde jedoch kein Tosyl-glycin-anilid isoliert. Auch in Versuchen
5 und 6, mit Acetylehlorid, bekommt man in Gegenwart von Pyridin deutlich héhere Ausheuten
des Tosyl«g'iyem -anilids als in Gegenwart von N-Athylpiperidin. Diese Ergebnisse sind also im

Einklang mit der frither angefithrten Voraussetzung, gestatten jedoch noch keine eindeutige
Erklérung.

Die Tatsache, dafi der Verlauf der Anhydridsynthesen mit Tosylaminoséuren auch durch
die Reaktion des Reagenz mit der Tosylaminogruppe beeinflulit werden kann, wurde durch die
Tsolierung des N-Tosyl-N-acetylglycins aus den sauren Reaktionsanteilen der Versuche 5 und 6
bestatigh. Dieses Produkt war die iiberwiegende Komponente der sauren Anteile der Reaktion 7,
bei der 2 Mol Base und 2 Mol Reagenz verwendet wurden.
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Tabelle

Anhydridsynthesen mit Tosyl-aminoséuren -
Aminokomponente: Anilin.

Tosyl- Ausbeute, %,
No. amino- 3 Base . Acylchlcl rid Tosyl-arm'no- A G'.Yl&n'ilid
s&ure s#ure‘anilid |resp. Urethan
1 | Tos-Sark-OH| N-Athylpiperidin .
2 | Tos-Gly-OH | N-Athylpiperidin Chlorkohlenséureester? 80 e
3 | Tos-Gly-OH| Pyridin Chlorkohlensiureester® = 80
4 | Tos-Gly-OH Pynd.m -+ N-Athyl-| Chlorkohlensiitireester® 50 © 36
; Chlorkohlensaureester® * 25 17
5 | Tos-Gly-OH | N %thylpzpendm Acetylehlorid 20 18
6 | Tos-Gly-OH Acetylehlorid 30 27
7 | Tos-Gly-OH Pyndm {2 Mol) Acetylehlorid (2 Mol) 2 70
8 | Tos-Gly-OH | Pyridin Pivaloylehlorid 8 | e &
9 | Tos-Leu-OH | N-Athylpiperidin | Chlorkohlensaureester® 2 80
10 | Tos-Leu-OH | Pyridin . Pivaloylchlorid 65 28

@ sek-Butylester.

Auf Grund dieser Erkenntnisse bemiihten wir uns in einigen orientierenden Versuchen solche
Bedingungen zu finden, unter welchen die Reaktion zu praparativ niitzlichen Ausbeuten fithrt.
Wir verwendeten als Base Pyridin und als Reagenz Pivaloylchlorid. Wir setzten voraus, daf die
Carbonylgruppe dieses Chlorids aus sterischen Griinden ausreichend passiv sein wiirde und daf
dadurch sowohl die anomale Spaltung des gemischten Anhydrides, als auch die Acyherlmg der
Tosylaminogruppe vermieden wiirde.

Bei der Reaktion des Tosylglycins in Gegenwart von Pyridin als Base und Plva,loyluhlorltl als
Reagenz mit Anilin- erhielten wir wirklich Tosyl-glycin-anilid in 769, Ausbeute und nur in 49,
Ausbeute das Pivaloylanilid (Realktion 8). Die Ergebnisse, die wir mit dem Tosylleucin erhielten,
waren nicht so befriedigend. Neben 659, Tosyl-leucin-anilid wurde Pivaloylanilid in 289%,
Ausbeute erhalten.

Wir fithrten dann einen Versuch zur Synthese eines Peptids durch und zwar die Synthese
des Tosyl-leueyl-glycin-dthylesters. Die Reaktion ging glatt vor sich und den geschiitzten Peptid-
ester erhielten wir in 739, Ausbeute. Die Entstehung des Pivaloyl-glycin-dthylesters wurde
nicht beobachtet.

In keiner der Reaktionen, bei denen Pivaloylchlorid verwendet wurde, konnten wir die
Acylierung der Tosylaminogruppe feststellen. Aus diesen Versuchen geht hervor, daf in giinstigen
Fallen auch die- Tosylarmnosé.m'ﬁn zu. Anhydndsyntheaen der Peptide verwendet werden kon-
nemn.

Youna: We have dxseussed methods of coupling in simple cases, but $00 often when one applies
them in complicated cases one has to experiment with several methods before finding one which
is successfil. The particular case I have in mind is this: We were attempting to couple B-benzyl
carbobenzoxy-aspartate with an e-protected lysine benzyl ester; we tried the carbonic mixed
anhydride method of coupling, and several phosphite methods of coupling, and the yields were
extremely poor, However, when we converted the B-benzyl carbobenzoxy-aspartate into the
mixed anhydride and then allowed that to react with p-nitrothiophenol to form the p-nitrophenyl-
thioester, that coupled with our lysine ester almost quantitatively to give a coupling product
in a very satisfactory fashion. We had obviously been successful in overcoming the hindrance
of the amino group of the rather bulky lysine residue in that way. Unfortunately, in this particular
case our attempts were frustrated because we could no longer use catalytic hydrogenation to
remove our protecting groups because of the presence of sulphur, and hydrogen bromide in acetic '
acid have us a considerable amount of the imide derivative with both the o and § carboxyls of
aspartic acid coupled. 8o it didn’t really help in the end. But the point that I am trying to make
by this example is how useful it is if authors will report their failures as well as their successes.
and T think only in that way shall we accumulate enough experience to be able to try to choose
the best way of coupling in a synthesis of a larger peptide of this kind.
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Brenvir: Dr Young, you mentioned that you could no longer remove the benzyl groﬁps by
hydrogen on palladium because of the sulphur present. Is that so serious? Can you not purify
the product and remove the sulphur? . : ’ ;

Youxna:..No, using p-nitrothiophenol one obtains appreciable amounts of the disulphide,
di-p-nitrophenyl disulphide, and we found it impossible to get rid of all traces. We could never
obtain the material pure enough to hydrogenate satisfactorily. ’ ;

Rupmeer: Did you try Raney nickel?

Youxwe: We tried Raney nickel, yes.. :

Russern: Did you try to use peracetic acid and oxidise it? .

Youna: Not peracetic acid, but we tried hydrogen peroxide. We did try oxidising it both
with bromine and with permanganate and still the catalyst was poisoned.

Wiinsca: Dr. Young hat mit der Thioestermethode die Erfahrung gemacht, daB nachher eine
hydrogenolytische Entacylierung mit katalytisch erregtern Wasserstoff Schwierigkeiten bringt.
Dasselbe tritt unter anderem auch bei der Phosphorazomethode ein. Bei diesem Verfahren kann
man beim Aufarbeiten des Reaktionsgemisches den eigenartigen Geruch von Phosphorwasser-
stoffen wahrnehmen, scheinlich bedingt durch eine ' Disproportionierung der entstandenen
metaphosphorigen Siure. Es ist sehr schwierig selbst durch Umkristailisieren diesen Geruch von
den Carbobenzoxypeptid-estern wegzubringen. Vor allem bei Benzylestern hat man gréBte
Schwierigkeiten, die Schutzgruppe spiter abzuhydrieren. 7 . ;

Rupiveer: Es gibt noch eine Methode zur Kniipfung von Peptidbindungen die, glaube ich,
etwas mehr Aufmerksgmkeit verdient — das ist die Beniitzung von N-Carboxyanhydriden in
der Oligopeptidsynthese. Es schien uns, daf§ der gréBte Nachteil der Methode darin liegt, daf
das Produkt ein Dipeptidester ist, der zum Diketopiperazin cyclisieren kann. Wir haben die
Reaktion gewShnlich so beniitzt, daB wir den Dipeptidester ohne Isolierung én sity mit einer
dritten, acylierten Aminosaurekomponente zur Realktion gebracht haben. Diese Reaktion geht
manchmal sehr gut — aber manchmal geht sie auch sehr schlecht. Ich habe den Eindruck, da8
wir viel zu wenig dariiber wissen, unter welchen Bedingungen bei den verschiedenen N-Carboxy-
anhydriden erstens die Ringdffnungsreaktion und zweitens die Decarboxylierung stattfindet.
Es wiirde mich sehr interessieren, ob hier jemand mit dieser Sache Erfahrungen hat. Wie schon
Leggett Bailey betont hat, wire das eine sehr schéne Methode, wenn sie gute Ausheuten gibe,
weil man da einfach eine Aminoséure an die andere reihen kiénnte. Ich weiss von keiner systemati-
schen Untersuchung der Reaktivitat, Es gibt eine Arbeit {iber Polymerisierung, die sich mit.der
Reaktivitiat befaBt, aber die scheint etwas fraglich: Es wird dort.danach auf.die Reaktionsféhig-
keit geschlossen, wie schnell sich das Polypeptid aus der Lésung ausscheidet, ohne dafl man darauf
achtet, daB die entsprechenden Polypeptide verschiedener Aminosiuren verschieden léslich
sein kénnten. Die Polymerisierung ist ja oft-kinetisch analysiert worden, nach der Kohlendioxyd-
abspaltung, viskosimetrisch usw., besonders von den englischen Autoren, aber dies war eine
neuere Arbeit, die ist auch voriges Jahr auf dem Symposium fiir makromolekulare Chemie hier
vorgetragen worden. Dieselben Autoren haben auch die N-Carboxyanhydridbildung nach der
Geschwindigkeit der Lésung der suspendierten Aminoséure , kinetisch™ analysiert. Jetzt wissen
wir aber selbst, daB z. B. das S-Benzyleystein oder das Phenylalanin sehr schnell in Lésung gehen,
weil sie eben schon selbst in Tetrahydrofuran oder Dioxan ziemlich léslich sind, wihrend Glyein
sehr langsam in Losung geht, Ich glaube, man kann daraus durchaus keine Schliisse tiber die
Reaktionsfahigkeit ziehen. :

WirLaND: Meinen Sie die Arbeit von Heyns?

Rupmveer: Ja. ¥ :

GorpscamipT: Man bekommt ja da sehr verschiedene lange Ketten; wenn man mit Alkohol
extrahiert, kann man niedere Peptide herauslsen. '

Rupingar: An diesen Polypeptidynthesen waren wir nicht direkt interessiert, wir hatten
nur gedacht, daB sie niitzliche Information iiber die Realktivitit der N-Carboxyanhydride geben
kénnten, aber ich glaube, das fun sie eben nicht.

‘WisLanp: Haben Sie-nach dem Baileyschen Verfahren den Ester einer Aminoséure mit dem
N-Carboxyanhydrid in Gegenwart von Trifithylamin kondensiert? _

Rupincer: Ja, wir haben N-Athylpiperidin als Base beniitzt, aber ansonsten gleich gearbeitet.
Gewohnlich sind wir allerdings gleich auf das Tripeptid weiter gegangen.

‘WisLaND: Wie steht es mit Racemisierung dabei?

Rupiveer: Wir haben versucht das N-endstéindige Tripeptid des Oxytocins so herzustellen,
das war der Fall, den wir am besten studiert haben [Honzl J., Rudinger J.: Diese Zeitschriit 20,
1190 (1955)]. Das N-Carboxyanhydrid des O-Acetyltyrosins ist sehr bequem zugénglich, und
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krystallin. Wir haben es in einem Modellversuch mit Glycinéthylester kondensieren lassen, und
dann mit N-Tosyl-S-benzyleysteinchlorid acyliert. Mit dem Glycin geht das ganz gut, und das
Produlkt ist mit einem durch die Azidsynthese hergestellten identisch und demnach anscheinend
nicht racemisiert. Mit dem Leucinithylester geht diese Synthese viel schlechter, und mit dem -
Tsoleucin haben wir es schon iiberhaupt nicht mehr versucht, weil es uns um das teure Material
leid war. Es ist natiirlich zu-erwarten, da8 die GroBe der Seitenkette dieser Aminoséure auch
ein Faktor bei der Reaktion sein wird. X 2

Gorpscmurpt: Diese Erfahrung haben wir auch gemacht. Sie polymerisieren auBerordentlich
verschieden — bei den einfachen zum Teil schon beim Liegen der Kristalle.

RupineER: Besonders wenn sie unrein sind.

Brenser: Herr Rothe, ist da nicht eine Arbeit von Langenbeck, mit der' Behauptung diese
Methode sei gut?

Roree: Diese Versuche sind wohl nicht zuende gefiihrt worden.

RupiveEr: Langenbeck [J. prakt. Chem. 2, 261 (1955)] hat Tribenzylamin als Base beniitzt.

Roraxr: Ja, dadurch sollte die Schwerloslichkeit des Reaktionsproduktes infolge VergriQe-
rung des Molekiils gewihrleistet werden. Das erhielb man in einigen, aber durchaus nicht in
allen Fillen. Aber Bailey hat.wahrscheinlich aus demselben Grund Trioktylamin verwendet.
Das gibt auch nicht in allen Fallen schwer losliche Salze. DalB man bei der Methode ein Anhydrid
nach dem anderen nach Ende der Reaktion zugeben kann — das geht auch nicht so gut, wie
von Mitarbeitern von Prof. Langenbeck versucht worden ist. Der Umsatz ist nicht quantitativ,
und dann bekommt man ja grofle Mengen an Nebenprodukten.

RuUDINGER: Das ist ja eine Frage der Arithmetik; bei allen solchen Methoden, nach denen wir
wohl allé Umschau halten, muB man wirllich in jeder Stufe sehr hohen Umsatz haben damit
die Verunreinigungen das nicht unméglich machen.

Honzr: Ich méchte einige Worte iiber eine Besonderheit der Azidsynthese sagen. Die Vor-
toile dieser Methode sind allgemein bekannt. Unter den Nachteilen sind einerseits Schiwierig-
keiten manipulativer Art, zum Beispiel die Verschiedenheit der optimalen Bedingungen in ein- -
zelnen Fallen, und anderseits die Moglichkeit von Nebenreaktionen.

Der Curtius’sche Abbau von Aziden ist hier nur verhéltnismaBig selten beobachtet worden.
Es gibt aber eine stochiometrisch etwas iiberraschendé Reaktion, bei der das dem Hydrazid
ontsprechende Amid entsteht, die schon dfters verzeichnet worden ist, besonders bei Hydraziden
die S-Benzylcystein enthalten. Im Allgemeinen wird in der peptidsynthetischen Literatur ange-
nommen, daB es sich um eine Zerfallsreaktion des fertigen Azids handelt, etwa eine hydrolytische
Reaktion nach der Gleichung

R.CON, + H,0 = R.CONH, + N;O.

s ist aber auch méglich, daB es um eine Reaktion des Hydrazids selbst geht, analog der aus der
anorganischen Chemie bekannten . =

NH,.NH, + HNO, = NH; + N,0 + H,0.

Hier wiirde man also die Entstehung eines Zwischenproduktes, vielleicht eines Nitrosohydrazids,
erwarten das sich dann entweder unter Verlust von Wasser zu dem Azid, oder mit Verlust von
Distickstoffmonoxyd zu dem Amid zersetzen kinnte.

Wir haben einige orientierende Versuche mit der Cyclohexancarbonsiure gemacht, bei der
die Entstehung von Amid auch verzeichnet ist. Wird das Hydrazid in saurer Lésung bei etwa
—15 bis —20° mit Nitrit behandelt, entsteht ein weiBer, sehr instabiler Niederschlag, der sich
beim Abnutschen sofort zersetzt. Dabei entsteht das Amidin 6%, Ausbeute. Wenn aber die Reak-
tionsmischung mit Ather extrahiert wird, denn werden aus der Atherlssung nur 0,89, Amid

. isoliert. Wird die Reaktion des Hydrazids mit salpetriger Saure bei0bis —5° durchgefiihrt und

das Produlkt mit Ather extrahiert, entstehen nur Spuren von Amid. Und wird schlieBlich das
Azid der Cyclohexancarbonsiure aus dem Saurechlorid und Natriumazid hergestellt, und dann
s0 wie zuvor verarbeitet, so kénnen nicht einmal Spuren von Amid nachgewiesen werden.

_Diese natiirlich nur ganz vorlaunfigen Versuche deuten darauf hin, da8 die Entstehung des
Amids mit der Reaktion des Hydrazids mit salpetriger Saure verbunden ist.

Brunner: Wenn ich recht verstanden habe, bekommen Sie umso mehr Amid, je kalter Sie
arbeiten? 5

Howzr: Nein, es héngt von der Art der Zersetzung des instabilen Niederschlags ab. Wenn
man ilm isoliert und auBer Kontakt mit der Flissigkeit zersetzen laBt, bekommt man mehr
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Amid. Wird der Niederschlag mit ‘Ather extrahiert, bekommt man bei seiner Zersetzung haupt-
séichlich Azid. Ob der Niederschlag iiberhaupt ein Zwischenprodukt ist, das kénnen wir noch
nicht mit Sicherheit behaupten. Es handelte sich darum, zu entscheiden, ob es um eine
Reaktion des fertigen Azids ging oder um den Verlauf der Reaktion des Hydrazids mib salpetriger
S#aure. Bei dem Versuch mit Erwérmung ist es itberhaupt nicht zur Bildung eines Niederschlags
gekommen, es entsteht gleich das 6lige Azid.

Popusra: Ich hitte eine Bemerkung zu der Isocyanatsynthese bzw. zu einigen Schwierig-
keiten, die wir in einem besonderen Fall angetroffen haben. Durch die Reaktion von NY-Carbo-
benzoxy-a,y-diaminobuttersiure mit Phosgen haben wir das Leuchs’sche Anhydrid erhalten.
Bei der Behandlung mit trockenem Chlorwasserstoff geht dieses in 1-Carbobenzoxy-3-amino-
pyrrolid-2-on iiber, und durch weitere Reaktion mit Phosgen wird nun das Oxopyrrolidyliso-
cyanat I erhalten [Podugka K., Rudinger J.: Diese Zeitschrift 22, 1283 (1957)]. Durch dieselbe
Reaktionsfolge haben wir auch aus NY-Tosyl-o,y-diaminobuttersdure das entsprechende Tosyl-
derivat II hergestellt.

r‘—N:C:O l—l——NH.C0.0R NH.CO.CH,.NH.CBz
NN NN\ \I OI\

| ° y | ©
X X _ X

I X =Cbz

IT X = Tos

III X = Cbz oder Tos IV X = Cbzo oder Tos

Diese Stoffe sind also leicht zuginglich. Sie sind dabei dadureh interessant, daf sie sowohl
die Carboxylgruppe, als auch die «-Aminogruppe des urspriinglichen Diaminobuttersdurederivats
im aktivierten Zustande enthalten.

CH,—CH,.NHCbz :
| CH,
CH, COOH R

CH, NHCbz

I
CH, » CO—O

i BN
Tos 4+ 0:C:N J NI’H H—C
vV O/: :T Tos J\—J
. N
IrI Tos 0/ I
. . VI Tos
o | |o
¢ \:
b N NHChz NH, l
Z. - -
‘ l 4 - NN/ \ o |— - o /LN/
Tc>s1\1H.cH2.CHz.CH.00.1\11:_[—1—J qu ql}
. {01} 08
Vany
viI o”™ | VIII Ix
Tos + IT
M)
L NH.CO.NE——J
Yo o7
Tos H Tos
X

Die Reaktion dieser beiden Isocyanate mit Alkoholen ergab die entsprechenden Alkyloxycarbo-
nylderivate II] in beinahe quantitativer Ausbeute. So haben wir nicht nur das Carbobenzoxy-
derivat (R = CH,C,H;), sondern auch die teri-Butoxycarbonylverbindungen (R = C(CHy),)
dargestellt. Die synthetische Reaktion mit Acylaminosguren nach Goldschmidt verlief aber nicht
so glatt. Nach der Reaktion des Isocyanats I mit Carbobenzoxyglyein isolierte ich das 1-Carbo-
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benzoxy-3-carbobenzoxyglycylaminopyrrolid-2-on (IV) in nur 50%iger Ausbeute und im Falle
des Tosylderivats I sank die Ausbeute auf 259%,. Nach der Reaktion des-Isocyanats IT mit der .
Ne-Tosyl-NY-carbobenzoxydiaminobuttersaure (V) war ich iiberhaupt nicht imstande, das
gewiinschte Realktionsprodukt VII zu isolieren.. Aus dem: Reaktionsgut konnte das 1-Tosy1-3-
carbobenzoxyaminopyrrolidon (VZII) und daneben das von dem Aminopyrrolidon IX abgelei-
tete symmetrische Harnstoffderivat X isoliert werden. Da es.bei dieser Reaktion zu einer stiir-
mischen Kohlenstoffdioxyd-Entwicklung kommt, ist es wahrscheinlich, da hier das erwartete
Zwischenprodukt VI entsteht, das sich dann auf zweierlei Weise zersetzen kann: (¢) Unter CO,-
Abspaltung und Entstehung des gewiinschten Produkies, oder auch (b) unter CO,-Abspaltung
und Bildung von zwei Pyrrolidonderivaten — dem Tosyl-carbobenzoxyamino-pyrrolidon VIIT
und dem Aminopyrrolidon IX. Das Harnstoffderivat X kénnte dann durch Reaktion des Amins
IX mit unverwandeliem Isocyanat I entstehen. Fiir solch einen Zerfall des Zwischenproduktes
zeugt auch die Tatsache, daB die NY.-Tosyl-N¢-carbobenzozoxydiaminobuttersiure unter den
Bedingungen der Anhydridsynthese dieses Pyrrolidon VIII beinahe quantitativ ergibt [Poduska
K., Rudinger J.: loc. ¢it.]. Die niedrigen Ausbeuten der Reaktion von Carbobenzoxyglycin mit
den Isocyanaten I und II konnen leider durch diesen Reaktionsverlauf nicht erklért werden.

GorpscaminT: Es ist interessant, daB das Isocyanat hier nicht reagiert.

RupiNcER: Es reagiert ja — es entsteht Kohlendioxyd.

Popudxa: Die Reaktion ist sogar sehr stiirmisch. Nach einigen Minuten erstarrt die ganze
Masse.

Rupiweer: Die Reaktion verlguft nur in der falschen Richtung. Wir glauben, daB sich dieses
Zwischenprodukt VI — das Anhydrid der Carbaminsiiure — bildet. Bei der normalen Isocyanast-
synthese entsteht ja auch so ein Zwischenprodukt, R.CO.0.CO.NH.R’. Ich weiB nicht, was Thre
Ansicht ist — ob Sie der Meinung sind, daf} sich dieses Zwischenprodukt intramolekular, durch
ein O — N Acylmigrierung zersetzt, oder ob Sie die weitere Reaktion fiir intermolekular halten.
Jedenfalls gibt es in diesem Fall, wo R der Rest der NY-Tosyl-N%-carbobenzoxydiaminobutter-
séure (V) ist, zwei Moglichkeiten: Wenn das Anhydridearbonyl mit dem Aminstickstoff nach (a)
reagiert, so wire das der normale Verlauf der Isocyanatsynthese, und der ginge iiber einen Vier-
ring. Aber es gibt hier auch die Méglichkeit einer Fiinfring-Bildung, durch Angriff der y-Tosyl-
aminogruppe auf das Anhydridcarbonyl nach (b), und wir glauben eben, daB hier statt der nor-
malen Reaktion («) diese Reaktion (b) stattfindet. Dadurch entsteht Amin, das dann mit weiterem
Isocyanat in einer Konkurrenzreaktion zum Harnstoffderivat reagiert.

GorpsermIDT: Ja, es ist ja bekannt, daB die Isocyanate mit Aminen reagieren.

Rupimwcer: Es ist also nur die Frage, wie das freie Amin dort entsteht; und wir glauben, es
entsteht eben durch ,.falsche* Spaltung des intermediiren Anhydrids. Wir wissen némlich,
dall normale gemischte Anhydride dieser Tosyl-carbobenzoxy-diaminobuttersiure (V) zur Pep-
tidsynthese praktisch unbrauchbar sind, da sie eben quantitativ zu diesem Pyrrolidonderivat
(VILI) eyclisieren, und es ist ja schlieBlich das erste Produkt dieser Isocyanatsynthese auch so
ein Anhydrid.

GorpscaMIDT: Es mubB eben nicht immer normal gehen; auch in der Literatur sind Realtionen
beschrieben, die anders verlaufen.

Rupineer: Wir hatten uns ziemlich viel von diesen Isocyanaten versprochen, denn sie sind
sehr leicht zugéinglich und lkristallin und sie sind ja auch bei manchen Synthesen brauchbar,
aber es hat sich gezeigt, daB leider der Reaktionsverlauf ebon mit Acylaminossuren hier nicht
glatt genug ist, um niitzlich zu sein.
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* RACEMISATION DURING PEPTIDE SYNTHESIS

G. T. Youxe )
The Dyson Perrins Laboratory, University of Ozford

The major difficulty in the synthesis of peptides undoubtedly lies in the
purification of the intermediates, and the most persistent contaminants are
likely to be the stereoisomers formed if racemisation occurs during coupling.
The general nature of this danger has been appreciated only recently, but I shall
hope to show that the problem is indeed a real one. -

In the initial investigations of the carbonic mixed anhydride method of
coupling’~®, it was shown that benzyloxycarbonylamino-acids retain their
configuration during the reaction, but Vaughan* later reported that the con-
densation of benzyloxycarbonylglycyl-L-leucine and -r-phenylalanine with
glycine esters could, under certain conditions, lead to racemic products. He
found a marked solvent effect; in the latter reaction, for example, when a mix-
ture of toluene and chloroform was used as solvent, racemisation was nearly
complete, but with tetrahydrofuran as solvent no racemate was detected.
Synthesis from benzyloxycarbonylglycine and r-phenylalanylglycine ethyl
ester gave fully active material. Again, when the carbonic mixed anhydride
of benzyloxycarbonylglycyl-L-phenylalanine was formed in anhydrous tetra-
hydrofuran and allowed to react with an aqueous solution of the sodium salt
of glycine, partial racemisation occurred, although dibenzyloxycarbonyl-r.-
lysine coupled with i-valine under similar conditions to give a fully active
product®. These experiments showed that the extent of racemisation depends
on the nature of the adjacent acyl group, and that the most common amino-
protecting group, benzyloxycarbonyl, hinders racemisation of the residue
to which it is attached. A striking illustration of this fact is that whereas
benzoyl-L-leucine is rapidly racemised by treatment with acetic anhydride
and alkali, benzyloxycarbonyl-t-leucine retains its activity under these con-
ditions. This is, I suppose, an unforeseen virtue of Bergmann’s protecting
group, but a most valuable one. :

It is clearly desirable that a method of condensation should preserve the
configuration when acylpeptides are further coupled, and several such methods
have been examined with this point in mind. In trying to summarise the rather
complicated literature, I shall confine my attention to those experiments
in which a deliberate search for racemate has been made; the isolation of
a good yield of fully active material is not sufficient to show that no racemis-
ation has occurred, and in elaborate syntheses even traces of diastereoisomer
may prove extremely troublesome. In some of the experiments summarised
in Table I, only very small amounts of racemate were detected, and the origin-
al papers must be consulted for details.

Anderson and his co-workers®-® have studied their methods involving phos-
phorous anhydrides and amines, using the same benzyloxycarbonyldipeptides
- as Vaughan. There was a large variation in the degree of racemisation encount-
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Table T

A Summary of the Results of Racemisation Tests using Benzyloxycarbonyldipeptides

S N

. . Race-{
Coupling Method Solvent Amino-component mato | G
(Procedure) _ added as o
| found
Carbonic mixed toluene free ester +
anhydride ‘toluene-chloroform free ester +
toluene—dioxan free ester +
"dioxan ) free ester +
tetrahydrofuran free ester —
chloroform ester hydrochloride +
with triethylamine
toluene—chloroform ester hydrochloride -+ 4
. with triethylamine
tetrahydrofuran—water sodium salt -+ 5
. o-Phenylene phosphoro- benzene frée ester — 6
chloridite (anhydride)
I EthyleI}e _phosphoro- diethyl phosphite ester hydrochloride + 8
chloridite (stendard) with, triethylamine
diethyl phosphite ester hydrochloride’ 8
(amide) with friethylamine
" diethyl phosphite ester hydrochloride 8
- (anhydride) with triethylamine -
Ethyl phosphorodi- diethyl phosphite ester hydrochloride 8
chloridite (standard) with triethylamine
benzene ester hydrochloride 8
(amide) ~ with triethylamine -
] benzene_ ester hydrochloride — 8
(anhydride) with triethylamine
) trialkyl phosphite ester hydrochloride + 8
(standard)
" Tetraethyl pyrophosphite | diethyl phosphite ester hydrochloride + 7
| " (standard) with triethylamine
diethyl phosphite - ester hydrochloride + 7
(standard)
diethyl phosphite ester hydrochloride + 7
- (amide) with. triethylamine
- diethyl phosphite " ester hydrochloride + 7
(anhydride) with triethylamine
diethyl phosphite free ester - 7
(standard)
diethyl phosphite {ree ester — 7
(amide) .
- diethyl phosphite free ester + 7
(anhydride)
tétrahydrofuran {ree ester — g
(standard)
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Table I
continued .
Coupling Method Solvent Amino-component ?;’;Z w
(Procedure) _ ) added as found | &
Sulphurie mixed water, pH 8 sodium salt + 11
anhydride water, pH < 6.8 sodium salt + |1
; dimethylformamide ester hydrochloride — |1}
with triethylamine
p-Nitrophenyl thiol ester® | dioxan-water, MgCO, dipeptide + =
Phosphorazo - pyridine ester hydrochloride + |
Carbodiimide ‘| tetrahydrofuran free ester + L
methylene chloride free ester + L
N,N’-(garbonyldjinﬁda- dimethylformamide free ester 4 [
zole

@ Prepared via phosphorotrithioite. ® Added to the script.

ered, according to conditions, and with regard to the use of tetraethyl pyro-
phosphite they conclude that “both heating of the mixed anhydride and the
presence of a hydrochloride may cause racemisation”?. Discussing the use
of phosphorochloridites, they conclude that “racemisation when using the
dipeptide acid has been observed using phosphite reagents only when reactions
were performed in diethyl or trimethyl phosphite in the presence of hydrogen
chloride, either free or bound as the hydrochloride. No racemisation is observed
in using dipeptide acids in the absence of hydrogen chloride, as in pyro-
phosphite reactions or with chlorophosphite when triethylamine in inert
solvents like benzene or toluene is used’®. I shall return to this point when
discussing our own results, but here it must be noted that the 17%, of racemate
which Anderson, Blodinger, and Welcher isolated (reference?, p. 5310, Table 2.)
by the use of tetraethyl pyrophosphite in the ‘“‘anhydride” procedure, with
distilled ester, is an exception to the above generalisation.

Kenner and his co-workers'®1! have made a careful search for racemisation
when the complex of sulphur. trioxide with dimethylformamide is used as
the condensing agent in the reaction of benzyloxycarbonylglycyl-L-phenyl-
alanine with glycine and of benzyloxyecarbonylglycyl-r.-alanine with L-phenyl-
alanylglycine. The latter is considered to be the more stringent test, as very
small amounts of the diastereoisomer formed by racemisation of the alanyl
residue could be detected by counter-current distribution. In aqueous solutions,
the amount of racemisation depended greatly on the pH, becoming very
slight at pH 6-8, and none was detectable (by crystallisation) when the corre-
sponding esters were acylated in anhydrous dimethylformamide solution.

The preparation of the p-nitrophenyl thiol ester of benzyloxycarbonylglycyl-
phenylalanine through the carbonic mixed anhydride gave completely racemic
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product, and Farrington, Hextall, Kenner, and Turner!? therefore developed
a preparation of thiol esters in which tri-p-nitrophenyl phosphorotrithioite
reacts with the carboxylic acid or its lithium salt; the thiol esters were then
condensed with amino-acids in aqueous dioxan or tetrahydrofuran, in the pre-
sence of magnesium- carbonate. Although benzyloxycarbonylglycyl-L-phenyl-
alanylglycine could be obtained in high yield by this route,the condensation
of benzyloxycarbonylglycyl-L-alanine with r-phenylalanylglycine gave some
309, of the pL-product; this reaction seems especially sensitive.

Other methods of coupling have been investigated less extensively. The con-
densation of benzyloxycarbonylglycyl- L-phenylalamne with glycine ethyl
ester by the action of dicyclohexylearbodiimide in tetrahydrofuran solution
gave a good yield of fully active product'®, and similarly the coupling of formyl-
L-phenylalanine with glycine anilide (which gave racemic product by the
carbonic mixed anhydride procedure) gave active material'®, but until the

Ce Table IT
The Coupling of Acetyl-L-leucine with Glycine Ethyl Bster
. ) Race-
Method Hstor Solvent mate | 10"
added as duct®
found

Acid azide free base ether — A
Cyanomethyl ester - ' free base ethyl acetate e
Carbodiimide . : ' free base tetrahydrofuran 40 A
. free base methylene ehloride | 4P A

free base dimethylformamide| +? | —@
free base tetrahydrofuran— -+ B

" water (75/25, v[v)
Tetraethyl pyrophosphite-anhydride hydrochloride | diethyl phosphite + B
procedure iree base diethyl phosphite + B
Tetraethyl pyrophosphite—amide hydrochloride | diethyl phosphite + B
procedure | freebase diethyl phosphite 4 B
Diethyl phosphorochlondlte—anhydmde hydrochloride | toluene 7 + c
procedure free base toluene + A
Diethyl phosphorochloridite-amide free base ether, toluene — —
procedure .

Carbonic mixed anhydride hydrochloride” | tetrahydrofuran + c
hydrochloride chloroform -+ C
Phosphorazo hydrochloride | pyridine + c
Acid chloride i freo base chloroform .+ s}
: free base ether + C

@ The bulk of the product was a syrup. ? Detected after recrystallisation of the first fraction.
¢ A, chiefly L-isomer; B, a considerable proportion of racemate; C, chiefly racemate.
4 Estimation of the L-isomer is complicated in thls case by the presence of a considerable amount
of acylurea.
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recent report by Anderson and Callahan® (see below) no rigorous search for
racemate had been reported. Goldschmidt and his co-workers'® have described
the use of the ‘“phosphorazo” method for the coupling. of active benzyloxy-
carbonyl-amino-acids and, =peptides, including examples in which the amino-
component -is asymmetric, but until very recently'¢ (see below) there had been
no report of a search for racemate when this procedure had been used to couple
acylpeptides in which the residue with the free carboxyl group is asymmetric.
Although there are many examples of the- preparation of optically active
peptides by the important route via cyanomethyl esters, no critical search
for racemate has yet been recorded. Such tests of general applicability are still
lacking for the interesting methods which use alkoxyacetylenes and their
derivatives for coupling??. ,

My own interest in this problem started four years ago, when it was clear
that a systematic examination of this aspect of all coupling procedures was
highly desirable, and my colleague in nearly all this work has been Mr. N. A.
Smart. The use of benzyloxycarbonylpeptides is laborious, and we chose a sim-
pler model reaction for our investigations, the condensation. of acetyl-L-leucine
with. glycine ethyl -ester. Acetyl-L-leucine can easily be purified!s, acetyl-L-
leucylglycine ethyl ester has a high specific rotation, and the racemate crystal-
lises readily. Preliminary accounts of some of the early work have appeared®®.

Our work is still continuing, but in the hope that an interim report of our
results to date may be of interest I have prepared a brief summary, shown in

- Table IL ’ .

Our procedure has been to examine the first crystalline fraction obtained
from the coupling product, and by its specifié rotation and melting point to
determiné whether any racemate is present; if racemate beemay formed,
it will normally appear in the first fraction. From the specific rotation of all
the fractions, the percentage of L-isomer in the total produet may be estim-
ated, but since much of the material may remain as a syrup too much reliance
should not be placed on these figures; in the Table the degree of racemisation
has been evaluated semi-quantitavely. Acetyl-r-leucylglycine ethyl ester was
synthesised by the sequence of reactions, chosen to avoid the possibility of
racemisation, shown in the flow-sheet below; in contrast to the racemate
(m. p. 120-5°), it does not crystallise well. The pure L-isomer has [x]p!¢ —56-0°
(¢ 1-0 in ethanol) and melting point 101°.

CH,CH(CHy), w,H, CH,CH(CHy), 1. HNO, . CH,CH(CHy), .
—_—

] —_—— 3
Cbz. NH.CH.CO,Me Cbz.NH.CH.CO.NH.NH, 2 NH..CH;.C0.Et 0hz NFL.CH.CO.NH.CH,.CO,E#

A&

AcOH | H,/Pd

CH,CH(CH,), AO - CH,CH(CH,),

P

' e @
OH,.CO.NH.CH.CO.NH.CH,.CO,Et AcO NH,.CH.CO.NH.CH,.CO,Et

It js seen that we found no racemate when the acid azide or cyanomethyl
ester methods were used in this reaction. When dicyclohexylcarbodiimide
was used in tetrahydrofuran, methylene chloride, or dimethylformamide
solution, a small amount of racemate was detected; when aqueous tetrahydro-

@
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furan was the solvent the first fraction consisted largely of the pr-product,
and the overall activity was also low. It may be noted here that Anderson
and Callahan have very recently reported® the isolation of 6:6—8-2%, of race-
mate during the preparation of benzyloxycarbonylglycyl-L-phenylalanyl-
glycine ethyl ester by this method, in tetrahydrofuran solution; with methylene
chloride as the solvent, 129, of pL-product was obtained. From enzymic
evidence, some ratemisation is deduced to have occurred when benzyloxy-
carbonyl-t-histidyl-L-phenylalanyl-e-nitro-L-arginine was coupled with -
tryptophylglycine benzyl ester by the carbodiimide method, in dimethylform-
amide solution??, The quantitative interpretation of our results is complicated
in this case by the presence of the optically active acylurea, which was
identified in the products of the reaction when dimethylformamide was the
solvent.

The carbonic mixed anhydride method, using the ester hydrochloride with
triethylamine, gave fractions rich in racemate even when tetrahydrofuran
was the solvent, and the ‘“phosphorazo” and acid chloride methods gave
similar results. The fact that racemisation of the acylating residue may occur
even in the phosphorazo method was first reported in our preliminary commun-
ication®, and has been confirmed by the recent work of Grassmann, Wiinsch,
and Riedel®, in the condensation of benzyloxycarbonylglycyl-L-phenyl-
alanine with L-alanine methyl ester by the phosphorazo method.

The results with the methods involving phosphorous esters need some dis-
cussion. When tetraethyl pyrophosphite was used as the condensing agent, and
the amino-component was added as a mixture of the ester hydrochloride with-
the equivalent of triethylamine, there was clear evidence of DL-material, and
racemisation was considerable, whether in the “anhydride” or ‘‘amide”
procedure; the same was found with diethyl phosphorochloridite in the “an-
hydride” procedure. When free glycine ethyl ester was used, pL-material was
again detected in the product of both “anhydride” procedures, but no erystal-
line pL-rich fraction was isolated from the “amide” procedure with diethyl
phosphorochloridite, although the specific rotations of the fractions are low;
here we must await further experiments. It will be recalled that Anderson and
his colleagues found evidence for the effect of chloride on racemisation during
coupling, and therefore we condensed acetyl-L-leucine with free glycine ethyl
ester in diethyl phosphite by the tetraethyl pyrophosphite ‘“amide” procedure
in the presence of added glycine ethyl ester hydrochloride, but we found no
increase in the degree of racemisation. The beneficial effect of using free ester
is most marked, in our experiments, in the diethyl phosphorochloridite “an-
‘hydride” procedure, and it may be significant that here the solvent is toluene,
in which both glycine ethyl ester hydrochloride and triethylamine hydro-
chloride are only sparingly soluble. The liberation of the free ester from a sus-
pension of the hydrochloride in toluene by means of triethylamine may there-
fore be incomplete, and any unreacted triethylamine will be expected to
encourage racemisation during the subsequent coupling reaction. The difficulty
here is that those solvents which are sufficiently polar to dissolve amino-ester
hydrochlorides are often undesirable solvents for the coupling, since their
high dielectric constant will promote racemisation, and we ourselves prefer
to liberate the free ester first in a solvent which ensures complete reaction,
and then to take up the ester in the chosen reaction medium.

Our investigations are still incomplete, and there are many points requiring
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further study. But I think we must conclude that the danger of some racemis-
ation during coupling by many of the present methods is a very real one, even
when “amino-activation” is involved, and I would add a plea that every
proposed method of coupling should be examined in reactions which permit
azlactone formation, and where racemic product can be surely detected.
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Discussion

" Discussion ' I

on the paper presented by G. T. Youne

BreNwER: I wonder whether Dr Young could give any comments on what he thinks might
be the reasons for these racemisations. The customary way of looking at the problem is to say
azlactones are formed as intermediates. But I hardly think that can be the real reason. It is true
that whenever you can formulate an azlactone then racemisation is likely to occur, but the
racemisation happens so fast that I hardly can imagine that azlactones are really formed and
opened, formed and opened all the time. What is your opinion on that question ?

Youna: Well, T have always felt that the most important route to racemisation is probably
through azlactones. The evidence is pretty strong — whenever you can get racemisation I think
that you can always get an azlactone. Benzyloxycarbonyl amino-acids do not form azlactones
and are not subject to racemisation. Furthermore, if you suggest that racemisation is due to the
lability of the o hydrogen, it is difficult to explain why phthalylamino-acid chlorides or tosyl-
amino-acid chlorides donot racemise. The formation of an azlactone seems to fit in so many cases
‘that I still suppose that it is the main mechanism. :

Wigranp: Wenn man einen aktfivierten Phenylester, z. B. p-Nitrophenylester, zur Peptid-
synthese verwendet, so ist von Kenner gezeigt worden, da3 auch bei der Kupplung dieser Ver- .
bindung mit dem Ester einer zweiten Aminoséure Razemisierung eintritt. Die Thioverbindungen
ohne die Nitrogruppe sind von uns ziemlich eingehend untersucht worden und bisher stand
hierbei noch jegleiche Untersuchung iiber die Racemisierung aus. Ich habe schon heute morgen
erwihnt, da@ die Aktivierung durch den Thiophenylrest bei Dipeptiden nicht so ,,energisch® ist,
um das Wort einmal zu gebrauchen, wie wenn man hier eine der anderen Anhydridmethoden
anwendet — daB die Kupplung mit dem Ester einer Aminoséiure héhere Temperaturen erfordert.
Der Vorteil, auf den ich heute morgen auch schon hingewiesen habe, besteht darin, daB man im
wissrigen Medium arbeiten kann. Man muf3 also, um eine solche Verbindung mit einem Amino-
s#ureester zu kuppeln, bei 60° in Wasser—-Alkohol einige Zeit — ein bis zwei Stunden — erwérmen.
Das sind an sich Bedingungen, die der Razemisierung sehr stark Vorschub leisten wiirden:
Polares Medium begiinstigh die Ausbildung des Azlactonringes, usw.. Basische Bedingungen
sind auch vorhanden, weil der Aminoséureester im UberschuB vorhanden ist, oder zumindest
noch nicht gebunden ist, so da er noch basisch ist. Und trotzdem zeigt die Aufarbeitung eines
solchen Ansatzes, daB nur héchstens 5% Racemisierung dabei auftritt. Zur Erklirung dieses
Verhaltens kann man sich vielleicht folgendes zurechtlegen: Der Kohlenstoff ist von Wasser
(nucleophiler Saunerstoff) schwer angreifbar, wenn er mit Schwefel verbunden ist. Deshalb sind

_ ja die Thioacylverbindungen gegen Hydrolyse und sogar gegen OH~-Ionen relativ stabil. Wenn.
nun ein Azlacton intermediér auftreten soll, dann muB der Sauerstoff der eigenen Molekel am.
Carbonyl-Kohlenstoff angreifen:

NH-CHR' __CHR
< ¢—0 L R_C/N | + PhS- + H*
\9’_5’ | NO0_(—0

Csen '

Da der Kohlenstoff durch den benachbarten Schwefel gerade vor dem Sauerstoffangriff
geschiitzt zu sein scheint, wire es eine Erklarungsméglichkeit fiir das Ausbleiben der Racemisie-
rung, daf} bei einer solchen Verbindung der Angriff des Sauerstoffs auf den Kohlenstoff nur in
ganz untergeordnetern Masse stattfindet. Wir haben soeben von Herrn Young gehért, daB es
fast keine Methode gibt, die gegen Racemisierung narrensicher ist, so daf diejenigen, bei denen
auch unter den drastischen Bedingungen keine Racemisierung eintritt, vielleicht in der Zukunft
umso begehrenswerter sein werden.

Russerr: Dr D. F. Elliott and I have looked a little into the question of racemisation with
N,N’-dieyelohexylearbodiimide. While our studies are not nearly so rigorous as those of Dr
Young, we feel they may be of practical interest.
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A sample of L-o-aspartyl-T-arginine prepared by the.carbodiimide—p-nitrophenol method
[Elliott, D. F., Russell D. W.: Biochem. J., 66, 49 p (1957)] was hydrolyzed. with 6x-HCI at 110°.
The aspartic acid isolated by ion-exchange chromatography (93%,) was.6-7%, racemized. However,
under these conditions of acid hydrolysis L-aspartic acid is itself racemized to.the extent of 49,
[Camien M. N., Dunn M. S.: Science 124, 1206 (1956)]; the corrected degree of racemization is
therefore less than 39%,. ’ ‘ : ’

Qur second example is 1.-prolyl-r-phenylalanine. This dipeptide has been prepared from natu-
ral sources [Osborne T.B., Clapp 8. H.: Am.J. Physiol. 18, 123 (1907)] and also synthesized by
two different routes [Fischer E., Luniak A.: Ber. 42, 4752 (1909); Bergmann M., Tietzman J. E.:
J. Biol. Chem. 155, 535 (1944)]. We prepared benzyloxycarbonyl-L-prolyl-r-phenylalanine
methyl ester using the carbodiimide method. The solvent was metliylene dichloride. The crude
ester was converted to the free peptide by two routes differing in the order of removal of the
protecting groups. The specific rotations were —39-8 £ 0-9° and 41-1 4= 0-9°, calculated for an-
hydrous dipeptide. These agree well with published values, viz: —40-9°, —41-6° (Osborne and
Clapp), —40-9° (Fischer and Luniak), —40-8° (Bergmann and Tietzman). Some of these.values
are ambiguous, as they may refer to the monohydrate, but the figure given by Fischer and Luniak
clearly applies to anhydrous dipeptide.

‘We have also prepared O-acetyl-N-benzyloxycarbonyl-t-tyrosyl-t-valine methyl ester by
carbodiimide condensation. The reaction was done in anhydrous ethylene dichloride and in

. tetrahydrofuran containing 15% of water. No difference in specific rotation or melting point
was found between samples prepared in the two solvents. -

- In these examples, at least one crystallisation was performed en route. The figures given cannob
therefore reflect accurately the amount of racemization produced by using N,N’-dicyclohexyl-
carbodiimide. They suggest, however, that in practice the method ean give products with a high
degree of optical purity.

Rupinger: The prolyl dipeptide is, of course, not a. fair example from the point of view
of racemisation because again, if we accept the azlactone mechanism of racemisation, proline
{and glycine) are immune to that. In fact, as a lot of people are no doubt aware, in designing
the tactics of synthesis of large peptides it is always a relief if you can form bonds between large
peptide fragments at a glycyl or prolyl position. Unfortunately, there are often other consider-
ations which don’t make this the overruling one. .

Bruxner: May I, just to make the discussion last a little longer, offer up a tentative mechanism
of racemisation which does not involve an azlactone intermediate? Ich habe versucht, mir einen
anderen Mechanismus der Racemisierung vorzustellen, der auch nicht abléuft, wenn man Carbo-
benzoxyaminosiuren hat, und auch nicht bel Prolin-Derivaten. Formel I ist z. B. das gemischte
Anhydrid einer acylierten Aminosgdure mit einer Carbonséure wenn wir. X = R.COO schreiben.
Nun ist es leicht denkbar, da3 im Sinne der Pfeile in I-eine Tautomerisierung nach II eintritt;
wenn sie zuriickgeht, dann ist das. Produkt racemisiert.

l'R| < R x R .

- _H (IJJI_C/ H ~(|j=0/ "0 é—_*_'o'=0
N abge® = o | /0 L |
et AT .. . =N H C=N
I. - Y 11

Voraussetzung fiir das Spielen eines derartigen Mechanismus ist o) ein Wasserstoffatom am
Amid-Stickstoff der Acylaminoséure (Ausschluf von Phthaloylaminoséuren und von Prolin)
und b) ein Acylrest mit einer Carbonyl-doppelbindung, die sich lejcht aufrichten kann (AusschluB
von Alkyloxycarbonyl: und Tosyl-aminoséuren). Zunehmende Elektronaffinitat von X diirfte
die Bildung von II begiinstigen, ganz ahnlich, wie sie den -Angriff einer Base auf das Carbonyl-
kohlenstoffatom einer aktivierten Carboxylgruppe begiinstig. Das Tautomere 17 kann nach I
zuriickgehen oder eventuell ein Keten 111 bilden und bei Peptidsynthesen als solches weiter re-
agieren. :

Now I hope you will have anargument against thab!

Of course, the azlactone hypothesis offers the advantage that azlactones are known, you can
propare them. The disadvantage, however, lies in the fact that they are too stable. They do not

X
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hydrolyse as quickly as you would expect them to do if they were intermediates in racemisation.
Take the case of an acetylamino-acid in acetic acid—water: Add acetic anhydride, and you at
once have racemisation. These are conditions under which you would never expeet fast hydrolysis
of an azlactone. I believe we have been induced by our formulae to thmk that it just had to be
azlactones because everything fitted in with this hypothesis.

Youne: I think it would be very interesting do devise an expenment to test that.

Wisnaxp: Es ist bekannt, dafl das a-Wasserstoffatom in Derivaten der Sauren abgespalten
werden kann. Wir kénnen ja sogar aus Acetylchlorid und Pyridin Dehydracetséure erhalten, die
gleiche Kondensation, die Claisen mit Essigester macht, wobei auch die stsozmtmn emeso: st»andl-
gen Protons der erste Sehritt ist.

BreENNER: Ja, auch die Dakinsche Aminoketon-Synthese geht auf diese Weise, nicht wahr.

‘WIELAND: Also wollen wir noch einmal festhalten — wenn die Carboxylgruppe aktiviert ist,
dann ist das «-Wasserstoffatom labilisiert. Das ist eine allgemeine Regel — die Reaktion der
aktiven Hssigsiure ist ja auch so etwas dhnliches, oder die Perkinsche Kondensation, und all
diese Kondensationen beruhen auf diesem Prinzip. Es wire dann nur zu fragen, warum es von
der Natur des am Stickstoff haftenden Substituenten abhiingt, ob einmal Racemisierung ein-
setzt und ein andermal nicht.

Govrpscamipt: Kann man diese Fiille nicht vergleichen mit der Autoracemisierung von «-Hyd-
roxyfettsiureestern oder auchivon «-Aminofettsiiureestern, die von P. Walden beschrieben worden
ist? Fr hat ja gefunden, daB bei aktiven Hydroxyfettséiureestern nach lingerer Zeit — bis zu
Jahren — allméhlich eine vollkommene Racemisierung eintritt, die speziell durch polare Losungs-
mittel beschleunigt wird.

‘WieLanp: Ist dabei nicht auch noch die Luft beteiligt?

GorpscaMipT: Ich glaube kaum. Die Ester wurden in geschlossenen Flaschen bewahrt. Ich
nehme an, Walden hat die Substanzen einfach dargestellt und ihre optische Aktivitiit in lingeren
Zeitabschnitten kontrolliert.

WisLaxn: Bei Alkoholen oder Ketonen ist bekannt, dafl Ra.cemlsmru.ng einsetzt, wenn eine

Spur Keton neben dem sekundiren Allcohol vorhanden ist, weil eine Wasserstoffwanderung hin
und her stattfinden kann.

GorpscEmipT: Das trivt unter der Einwirkung von Natriumhydroxyd ein.

WieLanD: Glas ist ja alkalisch. Vielleicht ist Luft und Alkali auch hier der Grund, zumal die
Reaktion Jahre dauert, wie Sie gerade sagten.

GorpscaMIpT: Wenn ich mir selbst noch eine kurze Bemerk‘!mg erlauben darf: Wir haben
bei der Phosphorazomethode nur einen einzigen Fall gefunden, bei dem Racemisierung eintrat,
und das war dort, wo wir eine andere Schutzgruppe gewéhlt haben. Wir haben Glutaminséure-
peptide hergestellt und dabei einmal als Schutzgruppe den Ph&nyiacetylrest genommen, den
Siis in seinen. Untersuchungen vielfach gebraucht hat; dabei haben wir weitgehende Racemi-
sierung festgestellt, aber nicht, wenn wir anstatt des genannten Restes den Carbobenzoxyrest
-eingefithrt hatten.

BrENNER: Wir haben vor einiger Zeit Salicoylpeptide aufgebaut. und haben dazu auch Ihre
Phosphorazomethode beniitzt. Aus Griinden, die ich weiter nicht kenne, ist der Salicoylrest auch
einer der Reste, die Racemisierung auBerordentlich begiinstigen, viel mehr noch als Acetyl und
als Benzoyl. Nun geht eigenartigerweise diese Begiistigung so weit, da8 man Racemisierung
auch in Resten bekommt, die von dem Salicoylrest entfernt sind. Wenn man also z. B. Salicoyl-
-glyeyl-t-phenylalanin nach irgendeiner der modernen Methoden mit einem Glycinester kuppelt,
dann findet man immer Racemisierung, es sei denn, man néhme die Schwyzersche Methode mit
den aktivierten Estern. Umgekehrt, wenn man Salicoyl-L-phenylalanyl-glyein nimmt und kuppelt,
so wird das L-Phenylalanin racemisiert, obschon es durch das Glycin eigentlich geschiitzt ist.
Die Carboxygruppe des Phenylalanins ist hier an der Aktivierung nicht beteiligh, und gleich-
wohl findet sehr leicht Racemisierung statt. Wir kommen so zu der Annahme, da8 die ortho-stéin-
dige Hydroxylgruppe in der Salicylsiure an dem Racemisierungs-Vorgang irgendwie beteiligh
ist. Die Az]a.ct-or&ypobhese gibt keine Erkléirung.

GorpscumrpT: Es ist mir bei den Versuchen von Anderson etwas aufgefallen, das eigentlich
nicht recht zu verstehen ist. Er hat eine Anzahl von Versuchen nach dér sogenannten Standard-
methode ausgefiihrt und zwar init freier Aminogruppe und acylierter Aminoséiure unter Anwen-
dung von Athylenphosphitehlorid in Gegenwart von Tristhylamin mit Diathylphosphit als
Losungsmittel. Die Ausbeuten an Racemat wechseln trotzdem auBerordentlich stark, von 5%
bis 189, L. Verbmdung — ohne dafl man sieht, woher das e1ganthch kommt,
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Youwna: I think these experiments used the ester hydrochloride with triethylamine, and my
only suggestion would be that under those conditions, if you get incomplete liberation of free
ester, you may then get varying amounts of triethylamine remaining during the coupling. You
don’t get complete solution when you add the ester hydrochloride and triethylamine
to diethyl phosphite; it is a heterogeneous reaction — if it is not complete, then you get unchanged
triethylamine. If that is so then I think you would expect a variation in racemisation.

RUDINGER: There is to my mind one point which has appeared indirectly from what Dr
Young has said, and that is the fact we are very badly off for detecting partial racemisation in
" syntheses that are not model syntheses. We can pick systems where we can find it quite easily,
but we have great difficulty in telling when we have made, say, an octapeptide of some kind
whether or no there has been racemisation. Procedures involving hydrolysis to the amino-acids
are always suspect because a certain amount or racemisation attends acid hydrolysis; and that
amount cannot be easily corrected for by model experiments because the extent of racemisation
may depend on the way in which the amino-acid is bound in the peptide chain. There is another
method which has been used, and that is to prepare the same peptide by several procedures and
if the rotations agree fairly well then you conclude that you have got the optically pure product.
That seems quite legitimate; but the method is rather laborious, involving, as it does, several
syntheses. I wonder whether anyone here has had any experience with a method which has been
lately used by Hofmann and his group at Pittsburgh who check the optical purity abt the indivi-
dual peptide bonds by enzymic hydrolysis. From their results it looks a promising method.
However, among their results there is one case [J. Arn, Chem. Soc. 80, 1486 (1958)] where a pep-
tide bond was formed between arginine and tryptophan and the optical purity of the product
tested with trypsin. With the crude peptide they had very little fission — about 879%,. Well, even
if racemisation were complete you would expect at least 509, fission, unless there was asymmetric
induection right over in favour of the D-form, and that does not seem very likely. Perhaps we
should go into consultation with the enzyme chemists on this matter and find out what we can
expect from these enzymes and what we must not expect from them — for instance, on ques-
tions of competitive inhibition, ete. - ' . :

Sorm: I think it would be much better to hydrolyse these peptides completely and to check
the racemisation by D-amino-oxidase. It would be a very convenient method. I also think that,
it would be more effective if the peptide chemists purified their products more during the synthesis;
it should be possible to elaborate some methods by which it is possible to purify from racemised
material. We have such methods in protein work. ’

RupmNeer: The use of pD-amino-acid oxidase in this way again involves the uncertainties
in hydrolysis, In particular Synge has shown for valine peptides — it was during his work on grami-
cidin [Biochem. J. 44, 542 (1949)] — that the extent of racemisation on acid hydrolysis even
depends on the exact conditions of hydrolysis. That is why I thought that any method involving
hydrolysis right down to the amino-acids was not quite safe.

" As regards the question of separation, I think Prof. Sorm has in mind some work by Mr Pravda
* in our Laboratories: We required some p-phenylalanyl-r-leucine, and he found that carbobenzoxy-
pr-phenylalanine when coupled with T-leucine methyl ester gave a mixture of diastereomeric
peptides which could be separated. by crystallisation, to give quite pure carbobenzoxy-p-phenyl-
alanyl-T-leucine methyl ester. There are a few cases like that reported in the literature [e. g.
Polglase W. J., Smith E. L.: J. Am. Chem. Soc. 77, 3081 (1949); Hinman J.. W., Caron E. L.,
Christensen, H. N.: J, Am. Chem. Soc. 72, 1620 (1950)]. Recently Schnabel and Zahn [Ann. 614,
141 (1958)] have reported another case: When Mr. Pravda hydrolysed the material from the
mother liquors, he could by crystallisation of the acids get some pure L-L isomer, though it is
vather difficult and the yields are rather poor. Now recently at Prof. Sorm’s suggestion we
have subjected the esters from the mother liquors to column chromatography on alumina. It is
an ideal case for that, because you have the earbobenzoxy group, the benzyl side chain, and the
leucine — all very “fatty’” — and there is only one peptide bond in the middle. In the first trial
run there was in fact practically perfect separation, of the two diastereomers. But T think that the
trouble with these separation procedures is that as the size of the peptides is increased, the parts
of them which are the same become larger, and the parts which differ become smaller and smaller
so that the separation procedures which will be required for large peptides will be laborious
and lengthy; most of those which are available are suitable only for free peptides, or at least
derivatives only protected at one end. Though I do accept the criticism that we make insufficient
use of efficient separation techniques, I still think it would be useful to have procedures for
avoiding racemisation and also for detecting racemisation in these actual syntheses with a defin-
ite aim.

Youwne: Mr Rudinger has made a point which I would have liked to'make, that my object
in this work; in trying to detect small amounts of racemisation, has been rather to think of the
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situation in the syntheses which are now being carried out, amounting to a very large number
of residues, in which in the late stages even a minute amount of racemised material can
be extremely troublesome. I think that it is very important that we should try to get a method
of determining the optical purity of peptides of some eight to twenty units. lam wondering whether
the method we used in estimating the optical purity of glutamic acid isolated by isotope-dilution
analysis [Hughes J. W., Williams E. W., Young G. T.: J. Chem. Soc. 1951, 1279; Williams E. W.,
Young G. T.: J. Chem. Soc. 1951, 1745], might be made available on a small enough scale. It
depended on the solubility criterion. We had two solutions, one saturated with the minimum
amount of solid, and the other saturated with a large excess of solid and we either compared
the vapour pressure of those two solutions or else found the difference in refractive index. At the
time we had quite a lot material to use, and so we only used it on a relatively large scale — 100 mg
or so of material — but I think it could be adapted to a smaller scale and certainly it detected
less than 19, of D-glutamic acid in L-glutamic acid hydrochloride.

RvcuLix: Vielleicht wire es auch méglich, die Spezifitiat der Proteasen und Peptidasen zur
Losung dieses Problems auszuniitzen. Man kinnte z. B. so ein Peptid mit einer Mischung von
Chymotrypsin und Trypsin zu kleineren Spaltstiicken abbauen und diese dann mit Carboxy-
peptidase oder Leucinaminopeptidase spalten. Wenn das Enzym auf einer n-Aminosiure st6Bt,
dann hort der Abbau auf. Es ware dann méglich, aus den Resten, die nicht zu freien Aminoséuren
abgebaut sind, auf Racemisierung zu schliefien.

Sorm: Das wiire auch eine Moglichkeit — eine Totalhydrolyse, wie Dr. Rychlik sagte, mit
verschiedenen Enzymen durchzufiihren und dann die Trennungsmethoden anzuwenden — die
Produlkte chromatographisch zu trennen und die Peptide zu finden.

RyoHLiK: Wenn das enzymische Hydrolysat nur Aminosiuren enthalt, heiBt das, daff sie
alle die n.-Konfiguration hatten; wenn noch Peptide bleiben, dann heift das sehr wahrscheinlich,
daB es an diesem Punkt zur Racemisierung gekommen ist. Diese Methode kénnte auch den Punkt
finden, wo die gréBite Racemisierung vorkommt. )

Wienanp: Hier ist einzuwenden, daB Fille bekannt sind, wo in einem Oligopeptid, das nur
eine D-Aminosaure hat, auch die danebenliegenden Peptidbindungen.enzymatisch nicht mehr
angegriffen werden: da wiirde diese Methode natiirlich versagen. Wenn Sie ein Tetrapeptid
mit einer D-Aminoséure haben, die in der Mitte liegt, dann wird die. End-aminoséure von der
Carboxypeptidase unter Umsténden nicht mehr angegriffen.

Rycunig: Man findet aber so doch Racemisierung. Die Frage von p-Aminosduren, die in.
einem L-Aminoséurepeptid eingebaut sind, ist eine verhélinisméBig nene Frage; aber ich glaube,
daB hier mit Hilfe von Enzymen auch grofiere Peptide zu analysieren wiiren.

Wigraxp: Wir haben z. B, durch Offnung des Ringes bei dem Phalloidin ein offenes Peptid
erhalten, aus dem wir auch noch den Schwefel entfernen kénnen, so daB es einfach ein Hepta-
peptid ist, in dem eine p-Aminoséiure enthalten ist; dieses Heptapeptid wird durch kein Enzym
gespalten. Da kénnen Sie also nicht sagen, welches die n-Aminoséure ist.

&omar: Man miiBte da wieder von diesem Peptid eine chemische Totalhydrolyse machen — die -
Bedingungen sind ja bekannt — und dann mit p-Aminooxydase die D-Aminoséure bestimmen. -
Das ist eine ziemlich schwierige Arbeit, aber ich glaube, es ist eines der schwierigsten Probleme
der Peptidsynthese. §

Brexwer: Ich habe mich in Wien mit K. Hofmann iiber die Leucinaminopeptidasespaltung
unterhalten. Die Sache ist ganz einfach, wenn das Peptid einmal gereinigt ist. Man kann dann
die Methode gebrauchen, um zu beweisen, daB ein Peptid wirklich nur aus L-Aminoséiuren
besteht. Sobald man aber das Ferment beniitzt, solangs noch eine Mischung vorliegt, sind viele
Unsicherheitsfaktoren vorhanden.

ScpEMIARIN: Vielleicht kann man noch einen Weg zur Synthese optisch aktiver Peptide ver-

. wenden. Wie schon vor langer Zeit Greenstein zeigte, kann Acylase Acyl-L-aminoséuren zu Amino-
séuren verseifen, Im vorigen Jahre haben in unserem Institut Schtschukina und Spiritschew
entdeckt, daB Acylase auch verschiedene Aminoséuren mit Carbonséuren. acylieren kann, wenn
diese Carbonséuren nicht zu starke Sauren sind [Spiritschew V. B., Schtschukina L. A Z.
ob#&. chim. 28, 1709 (1956); Spiritschew V. B., Tschi T.-W., Orechowitsch V. N., Schtschukina
L. A.: Biochimia 23, 895 (1958)]. Diese acylierenden BEigenschaften der Acylase wurden
zum Crunde einer Methode der Synthese von Acyl-L-aminoséiuren unmittelbar aus race-
mischen Aminoséuren gelegt. Wie unsere ersten Resultate zeigen, kann man wahrscheinlich
die acylierenden und desacylierenden Eigenschaften der Acylase auch zur Darstellung von
einigen optisch aktiven Peptiden aus den racemischen Peptiden verwenden , in welchen die amino-
endstéindige Aminosiure racemisch ist, Diese Arbeit ist eben nur angefangen, doch kann man
denken, daB diese Methode wenigstens in einigen Fallen zu positiven Resultaten fiihren kann —
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némlich dann, wenn der Acylrest leicht abspaltbar ist, aber die Peptidbindung mit Acylase
nicht leicht spaltbar sind. Diese Arbeit ist erst am Anfang und ich weill noch nicht, ob es im wei-
teren gelingen wird, in dieser Richtung eine Methode zu bilden, doch die ersten Resultate zeigen,
dafl man hier etwas suchen kann.

BrENNER: Der Nachteil dieser Verfahren liegt aber darin, dal3 man immer das machen mu8,
was die Fermente wollen, und nicht das machen kann, was man selber mochte.

ScarMrarin: Die Acylase kann solche Acylreste leicht abspalten, welche von starken Séuren
abgeleitet sind. Umgekehrt acyliert sie am leichtesten mit schwachen S&uren. Die Peptidbin-
dungen *werden in verschiedenen Fallen verschieden von Acylase gespalten, und man kann so
kombinieren, um in einigen Féllen befriedigende Resultate zu erhalten.

BrenwEr: Koénnen Sie mit Essigséiure acetylieren, und anderseits unter den glelchen Bedin-
gungen ein Trichloracetylderivat spalten? .

Sceruraxrin: Unter fast denselben Bedingungen. Wenn man acetyliert, soll man die Essig-
séure in gréBerem [berschuB nehmen, und sehr viel Acylase verwenden; wenn man desacyliert,
kann man weniger Acylasé nehmen.

BrENNER: Welche Ausbeuten an Acetylverbhindiung bhekommen Sie, bezogen auf die Amino-
séure?

SceeMsaxiN: Diese Arbeit sind erst am Anfang, und am Anfang sind die Resultate noch nicht
sehr gut; aber ich glaube hier gibt es etwas zu suchen, da die Ausbeute in einigen Fallen 509,
erreicht.

WrieLaND: I would like to ask Dr Young if the racemising effect of an anhydride and so on is
ag pronounced if you use not the dipeptide of -an L-amino-acid, but if residues of more T-amino-
acids are attached to this. Is the danger of racemisation as great, or greater, if a longer peptide
is used ?

Younwa: I don’t think there is any experimental work to answer that. All T can think of is
Kenner’s experiments in which he examined his methods using both a benzyloxycarbonyl-
dipeptide ecoupling with an amino-acid, and also benzyloxyearbonylglyeyl-n-alanine with
-phenylalanylglycine, and he found, I think, in every instance much more racemisation in the
second case, when he was making a tetrapeptide than when he ‘was making a tripeptide; but
1 suspect that the 1nﬂuence of the particular amino-acid may be just as important as the length
of the chain.

WirranD: Several octapeptides have been synthesised in a pure state, and I wonder h_ow
this is possible if the danger of racemisation is so great? I am thinking of oxytocin, gramicidin
and so on.

Youna: I think all these syntheses involve quite extensive purification at several stages,
often by countercurrent distribution. There of course you ean remove diastereoisomers, and I
think that that is why so much difficulty is encountered in these syntheses.

RupineEr: This is just where our worry arises. We have been having discussions on the possibil-
ity of introducing synthetic oxytocin instead of pituitary powder as the International Standard;
and it seemed to us that the main difficulty there was that while we may be sure we have a chemic-
ally homogeneous material, we can’t be sure it is also stereochemically homogeneous. We did try
to design our synthesis so as to use the azide method to join up peptide fragments; but thére is
one stage of which we cannot be quite sure. Of course it should not matter if there are two or
three per cent of partially racemised material there, if it could be safely assumed that this materi-
al is inactive. But with the results we as well as other workers have had with the activity of
analogues, we can never be quite sure that a diastereomer might not be either much more active,
or an inhibitor, or that it might not have some marked physiological effect which would be very
much more pronounced than we should expect from the very small amount of material present.
Unless you accept du Vigneaud’s comparison of the optical rotations of the pure natural and
synthetic oxytocin- — and the rotation measurements are not completely reliable if the rotation
of the other isomers is not known — there is no real guarantee that these large peptides are
optically pure. There is another instance in which Boissonnas and-his group have joined together
twenty amino-acids to make an ACTH fragment; and they finish up with the conclusion that
this fragment is not very active, which might be either due to the fact that there are still four
amino-acids missing, or that it is extensively racemised during synthesis. That seems a pity
after all the work that has been invested into the synthes1s

Then there is the question of possible variations in the ease of racemlsatlon with the length
of the chain, which nobody seems to have considered very much. Further, we have always
assumed that what takes place is racemisation at one site; but in principle, if in an asymmetric
environment there is complete freedom at ome point, a thermodynamic equilibrium mixture
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might be formed in which the more favoured configuration would predominate — theoretically
complete inversion might even take place. There seems to be no evidence just how powerful
asymmetric induction can be in peptide material. One would expect it not to be too marked
in fairly short chains without any secondary structure, but it might be very marked in small-
ring peptides.

Youwa: I would suggest that in such an important case as the establishment of an International
Standard of oxytocin the solubility criterion should be considered. I think that could give a very
clear answer.

Brenwer: Can it only be done with material which is erystalline and stable? *

Youna: Yes. 3

BrenN~NER: Thatisnotthe case with oxytocin, I am afraid! Ichmochta voaderRacamerungs
frage ausgehend — auf einen Punkt zuriickkommen, der hier heute morgen schon besprochen
worden ist. Ieh glaube wir miissen deshalb tber Racermsmmng reden, weil man bei der Ent-
wicklung der Maﬁhoden der Peptidsynthese vielleicht einen grundsiitzlich falschen Weg gegangen
ist. Hs ist doch so, daB man von den Alkylestern ausgegangen ist und daB man immer elektron-
affinere Gruppen em,gefﬂhrt hat um das Carboxyl zu aktivieren. Je stirker elektronenanziehend
der aktivierende Rest, desto reaktionsfreudiger wird im allgemeinen die aktivierte Carboxyl-
gruppe. Die Folge war nun aber die, daB die Racemisierungsgefahr zunahm. Nun, wir lernen
aus der Biochemie, wir Herr Wieland heute morgen bemerkt hat, da Mono-ester von 1,2-Glykolen
offenbar aktiver sind als gewohnliche Ester. Im Komplex aus Aminoséure und Ribonucleinsiure, .
welcher bei der biologischen Aminoséure-Aktiviernng auftritt, ist die Aminoséure esterartig
an ein Ribose-Hydroxyl gebunden [Zachau H. G., Aes G., Lipmann F.: Proe. Natl. Acad. Sci. U. 8.
44, 885 (1958)]. Ich habe mich in diesem Zusammenhang an Beobachtungen erinnert, die wir
vor vielen Jahren gemacht haben: Glykol- und Glycerinester von Methionin geben so rasch
Diketopiperazin, daf wir es seinerzeit aufgegehan haben, damit zu arbeiten.

Die rasche Diketopiperazin-Bildung ist ein Hinweis auf eine ungewshnlich groBe Aminolyse-
geschwindiglkeit. Diese konnte im Sinne der nachstehenden Formulierungen auf einer erkung
der benachbarten freien Hydroxylgruppe beruhen (BH stellt eine Base dar).

0--H—0—CH, ({)‘-E-H-—OL—GHs OHI o‘:]'-clac2 0 HO—CH,
rd o by ernd o bmord oo bm o rdimo

BH t+:3|311 Jrs + HH

' I Ir IIr v

Das Gleichgewicht zwischen I und IT wird durch die Beteiligung der benachbarten Hydro-
xylgruppe im Vergleich zur Aminolysereaktion bei einem gewdhnlichen Ester nach I1 verschoben;
der Komplex 11 wird langlebiger und findet mehr Zeit, nach III zu deprotonisieren. Dieses
zerfallt dann nach IV.

Die ebenfalls denkbare Variante ¥V — VII — IV erscheint weniger wahrscheinlich, weil der
Methioninester von Glykolmonomethylather normale Bestindigkeit aufweist [Brenmer M.,
Pfister R. W.: Helv. Chim. Acta 33, 568 (1950)].

o o) : 06
rd o cm o R—{I}——O—OHs PR CH, - IV
BH 0—CH, (+)]|3ﬁ---0—(IJH2 5 ~H_0—CH,
i &
v , VI VI

Die Bestandigkeit des Glykolmonomethylather-Esters scheint eine elektronische Altivierung
beim Glykolester auszuschlieBen. Damit diirfte hier auch die Racemisierungsgefahr gering sein.
Es wire interessant zu priifen, ob sich dieses Prinzip priparativ auszniitzen 1aBt. Die Haupt-
schwierigkeit liegt bei der Herstellung der Glykolester. Wir haben sie einerseits durch Umesterung
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von Methylestern in Gegenwart von Natriumalkoholat gemacht — das geht sehr gut.ist aber auch
mit Racemisierung verbunden. Hingegen haben wir andere Umesterungen durchgefithrt — aber
nicht mit Glykol, das wiire noch zu probieren — mit Aluminium-isopropylat als Umesterungs-
katalysator. Dabei gibt es keine Racemisierung, weil das Aluminium-isopropylat im Gegensatz
zum Natrinmalkoholat ein saurer Katalysator ist.

Wieranp: Das habe ich mir natiirlich bei der Vorbereitung meines Vortrags auch durch den
Kopf gehen lassen — ich mufl sagen, daB ich auf diese Erklirung der Aktivierung durch die
Wasserstoffbriicke nicht gelkkommen bin. Hs ist auch schwer nachzupriifen, ob diese Theorie
stimmt. Man mufl immerhin den Glykolen doch zuschreiben, daB sie durch den Sauerstoff der
zweiten Hydroxylgruppe auch elekironenabziehend wirken; und ich frage mich, ob das nicht
schon geniigen wiirde, um die Labilitét zu erklaren. Tch halte es anch fiir méglich, daf3 die Glykol-
ester gute Ausgangsmaterialien fiir Peptidsynthesen waren. Und bei ihrer Synthese, habe ich
mir iiberlegt, kinnte man entweder einfach yon Athylsnoxyd ausgehen, den Oxydring mit der
Carbobenzoxyaminoséure aufspalten, dann bekommt man ja Monoglykolester; das ist moch
nicht versucht worden, soviel ich weill — bei Aminosiuren, jedenfalls. Und die andere Méglich-
Izeit wiire die, die Synthsse die wir beniitzt haben, um Aminosiureester des Adenosins zu machen,
auf das Glykol zu iibertragen: es werden einfach die Glykole, in unserem Fall das Adenosin, :zmt
dem Hydrochlorid des Aminosiurethiophenylesters eine kurze Zeit auf etwa 80° erwiirmt, wobei
als Losungsmittel Dimethylsulfoxyd sehr giinstig ist, das sich ja in der letzten Zeit in der Peptid-
chemie ganz gub eingefiihrt hat. Was allerdings das optisch aktive Zentrum dazu sagt, das ist
eine Frage, die man noch untersuchen miiite. Man lann leicht optisch aktive Thiophenylester
machen; bei der Erhitzung und anschlieBend kénnte natiirlich bei der Umesterung die Racemi-
sierung statifinden, das miiBte man ausprobieren. Sie haben Erfahrung mit diesen Verbindun-
gen — sind sie kristallisiert? ) ]

BreENNER: Ich kenne nur die Methioninester. Sie sind fliissig, man kann sie im Hochvakuum
destillieren, aber sie geben bereits wihrend der Kondensation Diketopiperazin.

Wieraxn: Bei der Destillation ?

BRENNER: Ja, sie sind sehr empfindlich. Was meine Theorie anbetrifft, so méchte ich daran
crinnern, dafl man zum Beispiel manche Carbonséureester in fliissigern Ammoniak sehr schwer |
~ amidieren kann, wenn man kein Methanol oder Glykol oder desgleichen zugibt. Es braucht eben

Protondonatoren, um die Ausbildung der Zwischenstufe zu erleichtern.

WigLaxp: Und da geniigh es, Alkohol zuzusetzen?

BreENyER: Ja. Ich glaube, dafB die sterische Wirkung von einem Hyd.mxyl in richtiger Stel-
lung — derart, daB der Sauerstoff sofort protoniert werden kann — in Bezug auf die Reakbions-
geschwindiglkeit auBerordentlich groB ist.

‘WieLaxn: Wir diirfen mcht vergessen: Sie sprechen von freien Estern, wiahrend wir es bei
Peptidsynthesen doch meistens mit acylierten Aminoséureestern zu tun: haben. Die acylierten, -
Eﬂter, -also Carbobenzoxymnosam-aglykolaatar sollten wviel leichter zugiinglich sein als die

eien

53



SYNTHESE OPTISCH AKTIVER PEPTIDE AUS RACEMISCHEN
AMINOSKUREESTERN

M. M. BorwiNIg*
Lt nssow-Staatsuniversiidt, Moskaw

Zur Synthese optisch aktiver Peptide gibt es drei Moglichkeiten. Man erhélt
sie aus optisch aktiven Aminosiuren, aus racemischen Aminosiuren mit
anschlieBender - Racematspaltung oder Trennung der Diastereomeren, und
schlieBlich aus racemischen Aminosiuren durch asymmetrische Synthese
mittels Fermenten. :

Der erste Weg, der auch technische Bedeutung erlangt hat, braucht nicht
kommentiert zu werden, verlangt aber als Ausgangsstoffe optisch aktive
Aminosiiuren. In vielen Fillen ist man jedoch gezwungen, die leichter zu-
ginglichen racemischen Aminosiuren zu verwenden. Wenn man dabei den
zweiten Weg benutzt, so erhilt man Gemische von Stereoisomeren, die schwer
zur Kristallisation zu bringen sind und deren Reinigung mit groBen Schwierig-
keiten und Verlusten verbunden ist. Dabei ist zu betonen; dafl es ziemlich
wenig Untersuchungen gibt, die den Methoden der Trennung der diastereo-
meren Peptide gewidmet sind. Die modernen Methoden zur Trennung von
Aminosdure- und Peptidgemischen sind zu diesem Zwecke noch sehr wenig
zur Verwendung gekommen.

Wir beschiftigen uns hier mit der dritten Art der Peptidsynthese — der
stereospezifischen fermentativen Synthese, wobei nur ein Stereoisomer entsteht.
' Diese Art der Peptidsynthese interessierte die Forscher hauptsichlich im Zusammenhang
- mit dem Problem der Biosynthese natiirlicher EiweiBistoffe. Bergmann, Fraenkel-Conrat und
Fruton fanden als erste die Bedingungen, unter welchen die Peptidsynthese durch Papain,
Bromelin und Chymotrypsin verwirklicht wird'. Diese Arbeiten waren glinzende Erfolge der
Biochemie, eine praéparative Methode der Peptidsynthese wurde aber dabei nicht geschaffen.

Im Jahre 1950 4duBerte Brenner? die Vermutung, daf die Aminoséureester
als energiereiche Zwischenverbindungen bei der Peptidsynthese dienen
konnten. Er stiitzte sich dabei auf die Beobachtungen von Neurath iiber die
Esterasewirkung des Chymotrypsins und auf die allbekannte Leichtigkeit,
mit der Aminosiuren Kondensationen eingehen. Seine Vermutung bewies
er durch Experimente. Unter Einwirkung des Chymotrypsins verwandelte
sich der Isopropylester des pDL-Methionins in ein Gemisch von Peptiden.
Die letzteren wurden nicht nur chromatographisch identifiziert, sondern man
faBte die Ester des r.-Methionin-di- und -tripeptids auch in Substanz. Ahnliche
Ergebnisse erhielt man auch mit Threonin-isopropylester. Damit bewies
Brenner als erster, daB die Aminos#ureester unter der Wirkung von Chymo-
trypsin Peptide bilden, und stellte auch fest, dafl die Reaktion stereospezifisch
verlduft; es werden die L-Isomeren der Peptide gebildet.

Die Fermentsynthese der Peptide wurde spater von Tauber? studiert. In der
Sowjetunion beschiftigen sich damit Kaganowa und Orechowitsch?, Lestro-

* In Abwesenheit von Frau Prof, Botwinik vorgefragen von J. Rudinger.
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waja und Mardaschew?. Es wurde untersucht, welche Aminosduren als Donoren
und Acceptoren fungieren kénnen und es wurden die optimalen Bedingungen
der Reaktion ermittelt. Alle diese Untersuchungen hatten aber das Ziel,
die Mbglichkeit einer Beteiligung der Aminosaureester bei der Peptid-
synthese in vivo aufzukliren.

Der Ausgangspunkt unserer Arbeiten iiber die Verwendung von Amino-
séureestern zur Peptidsynthese war ein anderer. Wir sind seit einigen Jahren
mit der Krforschung der sogenannten O-Peptide von B-Hydroxyamino-
sauren (1) beschiftigt®. Hs interessierten uns die Besonderheiten der Reaktions-
fahigkeit der Esterbindung in diesen Verbindungen, insbesondere die schon
von Bergmann erdrterte Moglichkeit der Beteiligung von O-Peptiden in bio-
logischen Vorgéingen, bei der Spaltung und dem Aufbaun von Peptiden. Unsere
Versuche haben gezeigt, daBl O-Peptide der p-Hydroxyaminosiuren fiir die
Synthese verschiedener normaler Peptide verwendet werden kiénnen.

Wenn die Aminogruppe des Hydroxyaminoséure-Restes frei ist, so tritt in schwach basischem
Medium eine Verschiebung des Aminoacylrestes vom Sauerstoff zum Stickstoff ein, und es ent-
stehen nach (1) N-Peptide der Hydroxyaminosuren. Wir erforschten diese Reaktion an Modell-

verbindingen?; von Desnuelle?, Elliott? und anderen Forschern!®-!! wurde sie an EiweiBstoffen
studiert.

R.CH.CH.COOH _  R.CH.CH.COOH
[ ORL l (1)
~NH.CH.CO.0 NH, ‘HO NH.CO.CH.NH-
| " . l
R’ , R
I

BEs ist sehr wahrscheinlich, daB der Aminoacylrest sich nicht nur zur benachbarten Amino-
gruppe verschieben kann, sondern auch. féhig ist, zu einer entfernteren Aminogruppe zu wandern,
{z. B. nach (2)] ahnlich wie es Wieland'? bei Thio-amino-Verbindungen feststellte. Fiir Peptide
der Hydroxyaminosguren ist jedoch diese Reaktion bisher nicht bekannt.

R.CH.CH.COOH _ R.CH.CH.COOH
| B @)
«NH.CH.CO.O0 NH.CO.CH.NH, : HO NH.CO.CH.NH.CO.CH.NHw~
| | | |
RI/ ) RI R’ R//

Wenn die Aminogruppe im Hydroxyaminosaurerest substituiers ist, so kann der Aminoacyl-
rest auch zur Carboxylgruppe wandern (3), wobei eine neue Peptidbindung entsteht'?.

CH,.CH.COOH . CH,.CH.CO.NH.CH.COOH
[ g . I (3
NH,.CH.CO.0 NH.CO.R’ ‘ HO NH.COR R

R
Der Aminoecylrest- wandert auch in dem Falle, wenn die Verbindung anstatt des Carboxyls
eine Amid- oder Peptid-Gruppierung enthélt. In diesem Falle schiebt sich der Aminoacylrest

in die CO—NH-Bindung ein (£). Diese duBerst interessante Reaktion wurde vor kurzem von
Prof. Brenner entdeckt und ist in seinem Referat eingehend behandelt.

CH,.CH.CO.NHR " CH,.CH.CO.NH.CH.CO.NHR
- [ ] I )
NH,.CH.C0.0 NH.CO.R’ HO NH.CO.R' R

R”
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Sind schlieSlich beide Aminogrupen im O-Peptid substituiert, so entsteht,
wie es uns festzustellen gelang, unter der Wirkung von Ammoniak nach (5a)
das Amid der Acylaminosidure!t. Die Spaltung verliuft fast momentan und
mit quanhtatwer Ausbeute.

‘Wenn man in der letztgenannten Umsetzung das Ammoniak durch einen
Aminoséureester ersetzt, so entstehen Ester neuer Peptide (5b). In diesem
Falle verlauft die Reaktion nur sehr langsam, bei erhhter Temperatur und
unter Druck. Wird aber die Umsetzung in Gegenwart von Chymotrypsin
vorgenommen, so verlduft sie rasch und stereospezifisch: ‘es entstehen die
L-Antipoden der Peptide!®:16, Die letzte Reaktion unterscheidet sich von den
oben erwihten, indem in diesem Falle die Peptidsynthese durch eine inter-
molekulare Reaktion erfolgt.

R.CH.CH.COOH XNH.CH.CO.NHR"” + R.CH.CH.COOH
] = | | @
XNH.CH.CO. NH.CO.R' R HO NH.COR’

I
Rﬁ
a:R” =H, b:R” = —CHRLCOOR%; X = Acyl

Unsere Untersuchungen haben gezeigt, dal Chymotrypsin die O-Peptide
ziemlich leicht spaltet. Ebenso leicht verliuft in Gegenwart von Chymo-
trypsin auch die Umsetzung zwischen O-Peptiden des Serins, Threonins,
oder alloThreoning und den Estern von Aminosiduren und Peptiden. Dabei
werden neue Peptidester gebildet. So entstehen bei der Reaktion zwischen
- N-Benzoyl-O-(benzoyl-pL-phenylalanyl)-pL-serin, -pL-threonin und -pr-eilo-
threonin mit Aminosiureestern in der Gegenwart von Chymotrypsin nach
10—15 Minuten Benzoylphenylalanylpeptidester!® (Tab. I).

Tabelle I
Peptide des Benzoyl-phenylalanins durch chymotrypsin-katalysierte Aminolyse von O-Peptiden
. Ausbeute (%) an Benzoyl-L-phenylalanin-peptid mit
N-Benzoyl-O-DL- _ _ e 7
-phenylalanyl- Glyein- DL-Phenylalanin- | DL-Leucyl-glycin- | Glyeyl-glycin-
dthylester . athylester dthylester athylester
-serin 48 . 46 68 | 15
~threonin 27 41 Co= 20
-allothreonin 11,5 22 — 6

Die in der Tabelle angefithrten Zahlen zeigen, daBl die Peptidausbeute in
gewissem Mafie auch von der Natur des hydroxylhaltigen Restes abhingt.

Unabhéngig davon, welches O-Peptid in der Reaktion verwendet wurde
(Serin-, Threonin-, oder alloThreonin-O-Peptid), erhielten wir Benzoylphenyl-
alaninpeptide mit konstantem Schmelzpunkt. Diese Tatsache berechtigte
zur Annahme, dalBl bei der Reaktion ausschlieflich das r-Antipode nicht nur
des Donors, sondern auch des Acceptors beteiligt ist. Zur Prufung waren neue
Versuche notwenng
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Unsere Arbeit unterscheidet sich von den Versuchen anderer Forscher nicht
nur dadurch, daB der hydroxyhaltige Rest bei uns eine 8-Hydroxyaminosiure
ist, sondern auch dadurch, daB die Aminogruppe in unseren Verbindungen
substituiert ist. Darum erhielten wirnur Dipeptidderivate, die sich als unpolare
Verbindungen leicht aus der Reaktionslésung ausscheiden.

Die erérterten Untersuchungen bildeten die Grundlage fiir eine Methode
der Synthese von optisch aktiven Peptiden. Um eine préparativ brauchbare
Methode-zu schaffen, war es notwendig, einige Anderungen in der angefithrten
Methodik vorzunehmen. Die Benzoylgruppe in den Donorverbindungen mufte
durch eine andere, leicht abspaltbare Schutzgruppe ersetzt werden (z. B.
Carbobenzoxygruppe) und der hydroxyhaltige Rest, — die B-Hydroxyamino-
siure — durch eine leichter zugingliche Verbindung. Der Versuch, Amino-
sdure-athylester anzuwenden, blieb erfolglos: der Benzoyl-phenylalanin-
dthylester réagierte mit dem Glycin-dthylester praktisch tiberhaupt nicht.
Es scheint, daB fiir den Reaktionsablauf die Gegenwart einer freien Carboxyl-
gruppe in der hydroxylhaltigen Verbindung notwendig ist. Jedenfalls, wenn
wir Glykol- oder Milchséureester des Benzoylphenylalanins und des Carbo-
benzoxyphenylalanins fiir die Reaktion verwendeten, verlief die Umsetzung
[nach (6)] ebenso leicht, wie mit O-Peptiden der p-Hydroxyaminosiuren'”.
So erhielten wir bei der Umsetzung des Glykolesters des Carbobenzoxy-pL-
phenylalanins (R = CH,CH,, R’ = C,H,0) mit dem Glycin-dthylester
(R” = H) den Athylester des Carbobenzoxy-L-phenylalanyl-glycins mit einer
Ausbeute von 589, (berechnet auf das r-Antipode). Die Umsetzung verlduft
auBerst leicht: bei pH 8 und etwa 25° fillt nach 15—30 min. der kristalline
Niederschlag des neuen Peptids aus. '

R R” R - R’
| l | l (6)
R’.CO.NH.CH.COO.CH,.COOH + NH,.CH.COOEt - R’.CO.NH.CH.CO.NH.CH.COOE$

Als Acceptorverbindungen kamen auch andere Aminoséure- und Peptidester
zur Verwendung (Tab. II). Zur Priifung der Stereospezifitit der Reaktion
hinsichtlicht des Acceptors fithrten wir die Umsetzung mit L- und pr-Amino-
siuren als Acceptor durch; in beiden Féllen erhielten wir die gleichen optisch
aktiven Peptide. '

Die erhaltenen Carbobenzoxy-L-peptidester konnen selbst wieder in Acceptor-
verbindungen iibergefithrt werden. So haben wir bei dem Athylester des
Carbobenzoxy-L-phenylalanyl-glycins durch Hydrierung die Carbobenzoxy-
gruppe eliminiert und den erhaltenen L-Phenylalanylglycin-athylester mit dem
Glykolester des Carbobenzoxy-pL-phenylalanins zur Reaktion gebracht.
Dabei erhielten wir den Carbobenzoxy-L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-glyecin-
athylester. : :

Die optimalen Versuchsbedingungen fiir die Synthese sind pH 8 bis 8,5,
20—25°, ein Donor : Acceptor-Verhiltnis von 1:5, und eine Fermentmenge
von 1,5—2 mg auf 0,001 Mol des Donors. Als Ferment kommt nicht nur
reines Chymotrypsin, sondern auch ein entsprechend hergestelltes Pankreas-
Priparat zur Verwendung. Den Glykolsiureester des Carbobenzoxyphenylala-
nins erhélt man nach der Methode der gemischten Anhydride: das Préparat
war ein Ol und wurde analytisch identifiziert. :
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Der bei der Reaktion entstehende Athylester des Carbobenzoxypeptids
bildet meistens einen kristallinen Niederschlag, zur Reinigung geniigt es,
ein- bis zweimal aus einem geeigneten Losungsmittel umzukristallisieren.
In den Fillen, wo kein Niederschlag gebildet wird, kann man das Reaktions-
produkt mit Chloroform extrahieren: der Extrakt wird dann mit verdiinnten
Saure- und Laugelosungen reingewaschen. -

Tabelle IT

Chymotrypsin-kﬁtalysiert.e Peptidsynthesen mit Carbobenzoxy phenylalanin-glykolsiureester

Produkt Ausbeute | Smp., °C | oB"

P - (Athanol)

Cbz-L-Phe-GlyOEt 58 109 — 25,78

Cbz-L-Phe-L-LeuOEt 32¢ 114—115 — 30,54
34 114—115 — 30,07

Cbz-L-Phe-1.-Phe-GlyOEt 544 184,5 — 25,62

; 30 184,5 —26,05
Chz-L-Phe-L-Leu-GlyOEt 482 1564—155 — 28,0
57 154—155 —26,28

Cbz-L-Phe-Gly-Gly-OEt 21 . 196—197° + 10,310

¢ Aus DL-Aminoséure- bzw. -peptidester; berechnet auf L-Komponente. ¥ Als Amid charakteri-
siert. Sy

In allen unseren Versuchen, von denen oben die Rede war, diente als Donor
der Glykolsdureester des Carbobenzoxyphenylalanins. Vorversuche mit dem
Glykolséureester des Carbobenzoxyglycins und des Carbobenzoxyleucins
zeigten, dal die Reaktion auch in diesem Falle eintrat. ¢

Wir studieren zur Zeit die Grenzen der geschilderten Methode der Synthese
optisch aktiver Peptide; wir versuchen nimlich, Ester polyfunktioneller
Aminoséuren und komplexe Peptide als Acceptorverbindungen zu verwenden
und auch verschiedene andere Aminoséiuren als Donorverbindungen einzu-
setzen. Auch Versuche zur Feststellung der Kettenlinge von durch diese
Methode erhaltenen Polypeptiden sind im Gange.

Milchséiure und Glykolsiure sind bekanntlich Zwischenprodukte des Stoff-
wechsels. Darum kann man vermuten, daB die von uns entdeckte Reaktion
auch in biochemischer Richtung von Interesse sein kann.
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AMINO-SCHUTZGRUPPEN

E. Winscr
Maz-Planck-Institut fiir Eiweifi- und Lederforschung, Minchen

In den beiden vorausgegangenen Referaten haben Prof. Th. Wieland und Prof.
St. Goldschmidt iiber die Probleme und Methoden der Herstellung der ,,Amid-
bindung® aus Carbonsiure und Aminoverbindung erschépfend berichtet.
Die Ubertragung auf das Peptidgebiet bedingt jedoch gewisse Voraussetzungen,
die darin liegen, daB die miteinander zu verkniipfenden Komponenten gleich-
zeitig Amino- und Carboxylgruppe im Molekiil enthalten und somit als Zwitter-
ionen vorliegen. Eine gelenkte ,,systematische nucleophile Addition erzwingt
daher eine vollstéindige Ausschaltung der zweiten funktionellen Gruppe des*
Aminoséure-Molekiils, zum ersten um die Zwitterionenform aufzuheben und
so die Carboxyl- bzw. die Aminogruppe der notwendigen Aktivierung zuging-
lich zu machen, zum zweitem um diese zweite Funktion jedwedem Angriff
zu entziehen, d. h. sie zu schiitzen. Es ist selbstverstindlich, daB nur solche
»,Schutzgruppen® fiir die Peptidsynthese brauchbar sind, die nach erfolgter
- Verkniipfung der Komponenten leicht und ohne Zerstérung oder Veranderung
der hergestellten Bindung wieder entfernt werden kénnen. - _

Fir den Schutz der Amino-Gruppe stehen dem Peptidchemiker heute vier
Mébglichkeiten zur Verfiigung: ¢

A. Acylierung, die Mono- und Diacyl-, Monosulfonyl- und Monosulfonyl-
monoacyl-Verbindungen umfaft, . '

B. Alkylierung, die sich in Monoalkyl-, Dialkyl- und Alkyliden-Derivaten
erschopft,

C. Alkyl-Acylierung, also Monoacyl(sulfonyl)-monoalkyl-Aminosiuren und

D. Ammonsalz-Bildung.

Uber Fortschritte und Erfahrungen auf diesem Sektor soll im folgenden be-
richtet werden:

4. Aeylierung
Urethane

Das Scheitern E. Fischers' am Carbithoxyrest hatte frithzeitig deutlich
gemacht, daBl nur solche N-Carbonsiureester als Amino-Schutzgruppe Ver-
wendung finden konnen, die auf anderem Wege als durch alkalische Hydrolyse
wieder abspaltbar sind. Diesen Anforderungen entsprach der 1932 von Berg-
mann und Zervas® eingefithrte und bis heute alle anderen Schutzgruppen
iiberragende Carbobenzoxy-Rest, der mit katalytisch erregtem Wasserstoff
(Pd-Katalysatoren) zweckmiBig in wiBrig-organischen Losungsmitteln leicht
" wieder entfernt werden kann. Auch bei Methioninpeptiden fiihrte dieses Ver-
fahren zum Erfolg®. Der gleichzeitig empfohlene Zusatz von etwas Essigsaure
ist jedoch nicht unbedingt erforderlich; im Falle der Synthese von Peptiden
der Hydroxyaminoséduren im Hinblick auf eine mogliche N—O-Acylwanderung
vielleicht sogar abzulehnen.
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Die von du Vigneaud und Mitarbeitern* vorgeschlagene reduktive Spaltung
der Carbobenzoxy-Verbindung mittels Natrium in fliissigem Ammoniak hat
sich ebenfalls gut bewihrt; bei genauer Dosierung und Zugabe der Natrium-
mengen in sehr kleinen Portionen ist die Methode nach Hofmann® auch fiir
Methionin-Derivate ohne Angriff auf die Methylthiodther- Grupplerung an- -
wendbar.

Einen sehr erheblichen Fortschritt brachte die Entacylierung mittels Halo-
genwasserstoffen in indifferenten Losungsmitteln, der das Schema (I) einer
durch Protonen katalysierten Solvolyse zugrundeliegt. So empfehlen Wald-
schmidt-Leitz und Kiihn® Jodwasserstoff, Boissonnas und Preitner? Chlor-
wasserstoff, dieselben Autoren und Ben-Ishai® Bromwasserstoff jeweils in
Eisessig. Wohl am gebrauchlichsten ist das letztere Verfahren; mit gesittigter
Bromwasserstoff—EiseSsiglosung ist die Decarbobenzoxylierung bei Raum-
temperatur in 20—30 Minuten beendet. Zweckmifig arbeitet man mit einem
geringen Zusatz von Phenol (bei Thiophenylestern von Thiophenol) zum
Abfangen von durch Luftoxydation freiwerdendem Brom. Die Entacylierung
gelingt auch mit IM-HBr in Eisessig tiber mehrere Stunden. Unter den geschil-
derten Bedingungen bleibt die Peptidbindung?, die priméire Carbonsdure-
amid-®, die Benzylthiodther-®, die w—Nltroguamdo—l" die N(Im)-Benzyl-1°
und die Methyl-(Athyl)- Estergrupplerung praktisch unangegriffen; hingegen
werden O-Benzyldther und in nicht unerheblichen Mafle entgegen den Fest-
stellungen Ben-Ishais auch Benzylester gespalten??.13.

()
0 : OH H O

| g L
CH,CH, O—(—NHR *2 ., CHCH +—O—C—NHR oder C.H,CH,—O0—C—NHR

¥ (+)
-~

+H" | —00, 7y

N +)
C,H,CH,Br <—+— C,H,CH, +NHR

Bei Anwesenheit von Hydroxyaminosiuren mub bei dieser Entacylierungs-
methodik mit O-Acetylierung gerechnet werden; vgl. dazu Okawa'l. So erhiel-
ten wir bei-der Spaltung von Carbobenzoxy- hydroxyprolyl glycinester mit
iM-HBr in Eisessig O-Acetyl-dipeptidester-hydrobromid. Zu unserer Uber-
raschung blieb diese Sekundéirreaktion bei der Einwirkung von gesittigter
Bromwasserstoff-Eisessiglosung praktisch aus; wir konnten bei einer Reak-
tionszeit von 20 Minuten (Raumtemperatur) und folgender rascher Fallung
mit Ather chromatographisch reines Hydroxyprolylglycinester- Hydrobromid
in ausgezeichneter Ausbeute isolieren'. Dennoch empfiehlt es sich, in Anwesen-
heit freier alkoholischer Hydroxylgruppen die Decarbobenzoxyherung nach
Albertson und McKay'$#in Nitromethan oder nach Okawall.'¥in Dioxan als
Losungsmittel auszufithren.

Beim Vorliegen von Methionin-Peptidderivaten versagt die Methode der
Halogenwasserstoff-Solvolyse generell, da das bei der Benzylurethan-Spaltung
freiwerdende Benzylhalogenid sich an die Thiodther-Gruppierung unter
Bildung eines instabilen Sulfoniumsalzes anlagert. Dieses zerfillt nach (2)
unter Abspaltung von Methylhalogenid zur S-Benzylhomocystein-Verbindung?
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Neuerdings konnten Gawron und Draus'® bei der Decarbobenzoxylierung von
Carbobenzoxy-methionyl-glycin-dthylester mit Chlorwasserstoff in Alkohol
sowohl das Homocystein-Derivat als auch das (in diesem Falle etwas stabilere)
Sulfoniumsalz als Chloroplatinat isolieren.

Cbz.NH HBr. NH,
crpy | CHp )

% 'R 2
CH,S.CH,.CH,.CH.CONHR 5 .CH,.CH,.CH.CONHR =%&Bt
=00 " oE,/ B

(2)
HBr.NH,

- 07H?S.CH,.OH2.éH.CONHR

"Ein weitgehendes Abfangen des Benzylhalogenids und damit der uner-
wiinschten Nebenreaktion ist Boissonnas und Mitarbeitern?® durch Zugabe
von Benzyl-methyl-thiodther zum Reaktionsgemisch gelungen.

Die von White*® vorgeschlagene Entacylierung der Carbobenzoxy-Verbin-
dungen durch Erhitzen mit verdiinnter Salzsiure auf 60° wurde neuerdings
von Okawal!® bei der Synthese eines Pentapeptids mit Hrfolg herangezogen,
die Reaktionstemperatur jedoch auf 36° gesenkd. :

In letzter Zeit haben Taschner und Mitarbeiter2! Toluolsulfonsiure in sieden-
dem Toluol oder Benzol als Entacylierungsmittel vorgeschlagen. Unter wasser-
freien Bedingungen ist die Reaktion (Entwicklung von CO,)in 5—25 Minuten
beendet; die Peptidester fallen in Form der Sulfonate in hoher Ausbeute an.
Ester- und gewisse andere Schutzgruppen bleiben nach den Autoren unan-
gegriffen. ' :

Als Nachteil des Carbobenzoxyrestes muf3 seine nicht vollkommene Alkali-
bestéindigkeit unterstrichen werden. So entstehen bei der alkalischen Versei-
fung von Carbobenzoxy-peptidesternz. B.mit carboxylendstindigem Ne-Carbo-
benzoxy-lysin, Carbobenzoxy-valin oder -isoleucin auch unter , titrimetrischen*
Bedingungen (Kontrolle des Basenverbrauchs mit Thymolphthalein ‘als
Indikator) in erheblicher Menge Harnstoff- bzw. Hydantoin-Derivate als
Folgereaktion eines hydrolytischen Angriffs der Urethanester-Gruppierung
und eines so primér gebildeten N-Carbonyl-kations22-24 (vgl. 3).

- R Rf R R)

| | 2]
C,H,0.C0.NH.CH.CO.NH.CH.CO.NH...COOR” - (E)Q.NH.J:H.CO.NH.OH.GO.NH. ..COOH

| (3)

R‘ R’ ¥ L4
[ L op- RCH—CO_ |

CH.NH.CO.NH.CH.CO.NH...CO0H s I >N._0HI.CO.NH‘ ..COOH
: B __co

&OOH

Nach unseren Beobachtungen werden die ¢-Carboxylester um so schwerer alkalisch verseift,
Je geringer die Basizitét der zugehdrigen freien Saure ist. Der Dissoziationsgrad der Acylpeptid-
séure wird dabei entscheidend beeinflult von der GréBe und Struktur der Seitenkette (durch
deren elektronegativen Effekt und sicher zusitzlich durch sterische Hinderung) der carboxylend-
stindigen Aminoséure als auch durch Verlangerung der Peptidkette. Verringert sich aus genannten
Griinden die Hydrolyse-Geschwindigkeit der o-Carbonsiureester, nihert sie sich damit mehr
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und mehr dem Wert der Urethanestergruppierung, so daB schlieBlich beide Esterspaltungen
nebeneinander verlaufen. Wohl aus diesem Grunde zieht man es vor allem bei der Synthese
héherer Peptide vor, zuerst die Carbobenzoxy-Gruppe zu entfernen und anschliefend die Ester-
bindung durch alkalische® oder saure Hydrolyse'®:2® zu spalten.

Modifizierte Carbobenzoxy-Schutzgruppen wurden in den letzten Jahren von
Young und Mitarbeitern?’, sowie Gish und Carpenter?®:2* in Form der p-Brom-
bzw. p-Nitro-Analoga eingefiihrt; ihr wesentlicher Vorteil liegt in einer er-
hohten Kristallisationsfreudigkeit der Aminoséure- und Peptid-Derivate..
Vor allem der p-Nitrocarbobenzoxyrest wurde neuerdings mit Erfolg zur
Synthese von Peptiden des Arginins®® und des Cystin—Cysteins® herangezogen.
Im letzteren Falle konnten Berse und Mitarbeiter3! zeigen, daBl die hydrogeno-
Iytische Entacylierung von Cystin-Derivaten mit dosierten Wasserstoffmengen
moglich. ist; sie fiithrt je nach-Reaktionszeit, Reaktionsmedium und verbrauch-
tem Wasserstoff zu Cystin oder Cystein (4).

p-NO,.CeH,.CH,.0.CO.NH.CH.COOH NH,.CH.COOH
| ) [ ] + 2 CH,.CH,.NO
CH,8— CHyS— 1y j
Na-Salz -
+7H, | +6H, 1
e | “Na-Salzin Wasser | : ¢
, 2 NH,.CH.COOH ! NH,.CH.COOH]
L + 2CH,.C.H, NHOH [ + 2 CH,.CH, NHOH
H,SH HS— |,

Fiir farbige Aminoschutzgruppen auf Carbobenzoxy-Basis — p-(Phenylazo)-
und p-(p’-Methoxyphenylazo)-benzyloxycarbonylreste — plidieren Schwyzer
und Mitarbeiter?. -Da man bei der Reindarstellung héherer Peptide mangels
Kristallisationsfreudigkeit der Zwischen- bzw. Endprodukte vielfach auf
Verteilungschromatographie oder multiplikative Verteilung angewiesen ist,
wiirde die fortschreitende Trennung farbiger Derivate leicht verfolgt werden
konnen. Die Schutzgruppe kann im Anschluf an die Reinigungsoperation
nach den fiir den normalen Carbobenzoxyrest giiltigen Verfahren nach (4)
entfernt werden. Im Falle der hydrogenolytischen Entacylierung muf3 aller-
dings das Auftreten von zwei zusétzlichen Aminokomponenten beriicksichtigt
werden. . ’

iEBr(lStrl.,le“)_) NZN—G_CHSBT +

o R o . + €O, + NH,R.HBr

: I{,_<\}N__N { )—CH,0.C0.NHR 2 (5)
_ |

L B.—O—NH2+.0H30 Q )—NH, +

+ €O, + NH,R

Im Laufe der letzten Jahre wurden auch zahlreiche andere, leicht spaltbare
Urethane als Aminoschutzgruppen empfohlen. So 148t sich der erstmals von
Stevens und Watanabe?®? eingefiihrte Carballyloxy-Rest durch Halogenwasser-
stoff-Solvolyse wieder entfernen; katalytische Hydrierung bzw. die Einwirkung
von Natrium in fliilssigem Ammoniak fithrt jedoch nur teilweise zum gewiinsch-
ten Erfolg, da als Nebenreaktion die Aufhydrierung zur stabilen n-Propyloxy-
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carbonyl-Gruppierung schreitet. Auch die von Boissonnas und Preitner? disku-
tierten Phenyl- und Tolyl-urethane, die mittels katalytisch erregtem Wasser-
stoff quantitativ in Richtung freies Amin gespalten werden kontien, haben
keine Bedeutung erlangt.

Weitgehende Beachtung verdienen hingegen die Versuche von Albertson
und McKay, den iiblichen Carbobenzoxy- vor allem durch Carbo-tert.-butyloxvy-,
Carbocyclopentyloxy- und Carbocyclohexylozy-Reste zu ersetzen. Diese Amino-
siure- bzw. Peptidderivate zeichnen sich durch hervorragende Kristallisations-
eigenschaften aus. Die Amino-Blockierung ist mittels Halogenwasserstoff-
Solvolyse in Eisessig oder Nitromethan glatt reversibel, wobei die Reaktions-
zeiten beim Carbocyclopentyloxy- etwa denen des Carbobenzoxy-Rests
gleichen. Cyclohexyloxycarbonyl-Derivate werden mittels Bromwasserstoff—
Eisessig erst bei 60° rasch gespalten (vgl. dazu Lautsch und Schulz®®), wihrend
tert.-Butyloxycarbonyl-Verbindungen bereits beim Einleiten von Chlorwasser-
stoff in deren Losungen (Nitromethan oder Eisessig) spontan unter Kohlen-
dioxyd-Entwicklung zerfallen34%¢, Im Hinblick auf diese milde Spaltungs-
bedingung eignet sich die Carbo-tert.-butoxy-Gruppe fiir die einwandfreie
Synthese von Tryptophan- und dariiber hinaus auch von Methioninpeptiden,
da nach den Autoren keinerlei Anlagerungsreaktion des terl.-Butylkations
an die Thiodthergruppierung zu einem -Sulfoniumsalz beobachtet werden
konnte. Die Reihe der Vorteile sei vervollstandigt durch die Feststellung, daf
erstens die durch Halogenwasserstoff-Solvolyse entstehenden Halogenide
nicht trénenreizend sind und dafl zweitens diese Schutzgruppen der hydrieren-
den Entacylierung widerstehen. Damit wird eine selektive Verwendung
neben den Carbobenzoxy-Resten ermoghcht

Die Cyclopentyloxy- und Cyclohexyloxy~carbonyherung von Aminosduren
gelingt glatt nach Schotten-Baumann; dagegen sind-die tert. -Butyloxycarbonyl-
Verbindungen bislang nur iiber N-Carbonyl-aminosiureester in lohnender Aus-
beute zuginglich34,38,

Thiourethane. Die von Ehrensvird?’ mit dem Phenylthiocarbonyl-Rest neu
eingefiihrte Aminoschutzgruppe hatte lange Zeit der erfolgreichen peptid-
synthetischen Verwendung getrotzt, da die vom Autor vorgeschlagene Spaltung
mit schwach alkalischen Reagenzien (Blelhydroxyd ‘basisches Bleiacetat u. a.)
nicht zum freien Peptid sondern primér zum N-Carbonyl-peptid-Kation fiithrt,
das sich in spontaner Reaktion zum Isocyanat umlagert. Tnnermolekularer
Ringschlufl zum Hydantoin-Derivat folgt auf dem Fulle?®,

Kollonitsch und Mitarbeitern®® gelang jedoch die Spaltung der Thiourethan-
‘Gruppierung in Richtung freies Amin durch oxydative Behandlyng mit
Ozon oder besser organischen Perséuren und folgende milde, saure Hydrolyse
des Oxydationsproduktes. Der von den Autoren vertretene Spaltungsmecha-
nismus (6) scheint jedoch fraglich. Bei den in unserem Laboratorium unter-
nommenen Versuchen®, Thiophenylester als oxydativ-spaltbare a-Carboxyl-
schutzgruppe der Peptldsynthese nutzbar zu machen, erzielten wir zwar
Maximal-Ausbeuten beim Einsatz von 5—6 Aquwa,lenten Sauerstoff pro 2 Mol
Thioester, doch konnten wir zu keinem Zeitpunkt eine Sulfinséure im Reak-
tionsgemjsch nachweisen. Die sehr storende Alkaliempfindlichkeit des-Phenyl-
thiocarbonyl-Restes konnte gleichfalls Kollonitsch®® durch Einfithren der
Benzyl- bzw. n-Bulyl-Analoga bannen. Diese Schutzgruppen lassen sich
auch durch direkte Acylierung mittels Chlorameisenséurethioester in Natrium-
hydrogencarbonat-Gegenwart in Aminosiuren einfithren. Erwéhnt sei ferner
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noch die weitgehende Bésténdigkeit der Thioursthane gegeniiber Halogen-
wasserstoff—Hisessig?l, :

0 R
‘ t l
‘R C,H,S.0.00.NH.CH.CONHR’
!
2 C,H,S.CO.NH.CH.CONHR’ 29, 0 ﬂ(%ﬁ
: [ B
C,H;8.0.C0.NH.CH.CONHR’
|
0 R
R
: |
- CeH,SO,H + CH,S80,H + 2 NH, CH.CONHR/ (6)

Salze der Carbamidsiure- (bzw. Dithiocarbamidsiure-) Derivate von Peptid-
estern, die als erstes Reaktionsprodukt bei der systematischen Synthese von
Peptiden mit Hilfe von Oxazoliddionen oder deren Dithio-Analoga nach Bailey42
bzw. Cook und Levy*® auftreten, bewirken den Schutz der Aminogruppe der
Kopfkomponente und verhindern die fiir N-Carbonséure-anhydride bekannte
Polykondensation. In der Folge wird diese Aminoblockierung durch gelindes
Erwérmen oder Behandeln mit alkoholischer Salzsiure aufgehoben (7).

R’ R’

R.CE{*—CO\ . l NR. I Erwidrmen
O + NH,.CH.COOR” —. 5 R.CH.CO.NH.CH.COOR" —_— >
o / od. Ansiuern

| ()
NH.COO NR,”
R’ . )

l
R.CH.CO.NH.CH.COOR”
- ]
NH,(HX) -+ NRy”(IX)

Andere Acylgruppen

Die von Waley** am Béispiel der Synthese von Ne-Tyrosyl-Ne-carbobenzoxy-
- lysin-benzylester erfolgreich benutzte N-Formylgruppe hat den Vorteil einer
relativ sehr leichten Abspaltbarkeit mit 0,5 — IN alkoholischer - Salzsiure
bei Raumtemperatur. Da die Darstellung von N-Formyl-aminosiuren nach
Stoll und Mitarbeitern®® mittels Ameisensiure—Acetanhydrid mit sehr guten
Ausbeuten gelingt, scheint eine willkommene Bereichsrung des Amino-Schutzes
gegeben (vgl. auch die neue Glutathionsynthese von King und Mitarbeiternss).
Diese ausgezeichneton Voraussetzungen werden jedoch erheblich geschmélert
durch die Feststellung Hillmanns®’, daB sich die Formyl-aminosiuren nach
der gemischten Anhydridmethodes nur schlecht umsetzen lassen. King und
Mitarbeiters® konnten zeigen, daf dieses Handicap auf .einer weitgehenden
Bildung des Kations RO.COM anstelle von HCO.NH.CH,C0® beruht.

Der Trifluoracetyl-Rest als Amino-Schutzgruppe wurde 1952 von Weygand
und Mitarbeitern®®.50 in die Peptidsynthese eingefiihrt; in den darauffolgenden
Jahren haben die Autoren in systematischer Arbeit die Mbglichkeiten und
Grenzen der Methode aufgezeigt.
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Die Darstellung der Trifluoracetyl-aminoséiuren gelingt am besten und ohne
Racemisierung bei optisch-aktivem Material mit 1 Aquivalent Trifluoressig-
séureanhydrid in wasserfreier Trifluoressigsdure, wobei auch die N*-Trifluor-
acetyl-Derivate von mehrfunktionellen Aminoséuren glatt erhalten werden®.
Im Falle des Lysins und Ornithins wird hierbei die e-Aminogruppe durch
Salzbildung blockiert, im Falle der aliphatischen Hydroxyaminosiuren auch
die Hydroxylgruppe mitacylierts2. Tyrosin und Tryptophan werden am besten
in einem Trifluoressigsiure-Ather-Gemisch in die N+-Trifluoracetyl-Verbin-
dungen iibergefiihrt®l. Peptide werden unter diesen Bedingungen nicht nur
an der Aminogruppe, sondern zum Teil auch an der Peptidbindung trifluor-
acetyliert; eine Ausnahme bilden lediglich die Prolinpeptide, die keinen acylier-
baren Amidstickstoff mehr enthalten?s, =

Ein Uberschufl des Acylierungsmittels fithrt zur Bildung der gemischten
Anhydride (unter Erhitzen zu Azlactonen), die fiir die weitere nucleophile
Umsetzung herangezogen werden kénnen®, Leider geht hierbei die optische*
Aktivitdt verloren; eine Ausnahme bilden auBler Trifluoracetyl-glycin nur die
Trifluoracetyl-Derivate des L-Prolins, der r-Glutaminsiure und der L-Aspara-
ginsdure, die optisch aktive symmetrische bzw. innere Anhydride liefern®.55,

Eine zusétzliche Darstellungsmethodik haben Calvin und Mitarbeiters®
beschrieben. Als Acyldonator bedienen sich die Autoren des Trifluoressigsidure-
thiodthylesters bei pH 8—9 in wilriger Losung; Tyrosin, Tryptophan,
Asparagin und Arginin geben einwandfreie N*-Verbindungen. Lysin und
Ornithin mit freier - bzw. 3-Aminogruppe werden in w-Stellung trifluor-
acetyliert, ohne dall die anderen beiden funktionellen Gruppen blockiert
werden miissen. '

R R’
| 1
TfaNH.CH.CO.NH.CH.CO.NH.NHTr
OH™ | | v :
v ' ¥
R R/ : : R R/
NH,.&H.CO.NH.(EH.CO.NH.NHT;* Tfa.NH.éﬁ.CO.NH.éH.CO.NH.NH‘S
R R’
s 00x 1. BNO, | 2. NH,{m.00Y
R” R R’ R R R”
| | | I
AcNH.CH.CO.NH.CH.CO.NH.CH.CO.NH.NHTr TfaNH.OH.CO.NH.éﬂ.CO.NH.éH.COY

X = Anhydrid- oder aktive Ester-Gruppe, .Y = Tritylhydrazid, Ester u. a.
(8)

Trifluoracetyl-aminoséiuren und -peptide unterliegen rasch der Spaltung
durch. verdiinnte Natronlauge?®, Bariumhydroxyd-Losung oder wilrigen
Ammoniak?®, Damit stellt diese Schutzgruppe die einzige alkalisch einwandfrei
spaltbare Aminoblockierung dar. Desweiteren gelingt die Entacylierung auch
mittels alkoholischer Salzsdure® als Folge einer intermolekularen N—O Acyl-
wanderung. Da auch die Herstellung der Peptidbindung aus Trifluoracetyl-
Kopfkomponenten unter verschiedenen Variationen — Phosphorazo-, Siure-
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chlorid-, aktive Ester-, Dicyclohexylcarbodiimid-Methode — mdglich ist4?.50,53,
. 5857, diirfte dem Trifluoracetyl-Rest neben den Urethan- und Trityl-Schutz-
gruppen fiir die Zukuntt eine fithrende Rolle in der Peptidsynthese zukommen.
Dies um so mehr, als mit der Kombination Trifluoracetyl-N-Tritylhydrazid
der Weygandschen Schule ein weiterer Erfolgsschritt gegliickt ist. Wahlweise
1&8% sich aus solchen Verbindungen der Trifluoracetyl-Rest alkalisch entfer-
nen und das verbleibende Peptid-N’-trityl-hydrazid nucleophil umsetzen oder
das freie Trifluoracetyl-peptid-hydrazid durch saure Abspaltung der Tri-
tylgruppe gewinnen, das dann iiber das Azid mit Aminosiure- oder Peptid-
estern (evtl-auch wieder mit Trityl-hydraziden) gekuppelt werden kann® (8).
Unter-der Bezeichnung ,,Lactamschutzgruppen® sind die von Holley und
Holley® vorgeschlagenen o-Nitrophenoxyacetyl- und o-Nitro-p-carbomethoxy-
phenylglycyl-Reste zu verstehen. Nach Reduktion der Nitrogruppe und an-
schlieflendem Erhitzen der Verbindung in Wasser auf 100° erfolgt die Ent-
. acylierung unter Lactamcyclisierung und Regenerierung des freien Amino-
Derivats (9). Bislang wurde von dieser Moglichkeit des Amino-Schutzes jedoch
kein Gebrauch mehr gemacht.

AN w NSO w
[ om Red. CH, 100°
\/ N0, CO.NH.CH.CO.NHR \ \WH, CO.NH.CH.CO.NHR H:0
N O\CH2 1?
> | o + NECHCONHR )
N\
H

Pyrrolidoncarbonsiure als innermolekulares N-Acyl-Derivat der Glutamin-
sdure wurde von Boothe und Mitarbeitern®® zur Synthese von Peptiden dieser
Aminosdure herangezogen. Nach erfolgter Verkniipfung der Komponenten
erfolgt die Ringéffnung durch Behandeln mit alkoholischer Salzsdure in der
Warme. Es bleibt aber dahingestellt, ob bei dieser Entacylierungsmethodik
nicht doch ein weitgehender Angriff auf die Peptidbindung erfolgt (vgl. dazu?).

Die Beobachtung du Vigneauds und Behrens®?, daB sich der Toluolsulfonyl-
(Tosyl)- in Analogie zum Carbobenzoxy-Rest reduktiv mit Natrium in fliissi-
gem Ammoniak abspalten 146t, hat diese Schutzgruppe zu einer der meist-
- gebrauchten der modernen Peptidsynthese gemacht. Es sei hier nur kurz
auf die Darstellung der Hypophysenhormone Oxytocin und Vasopressin
verwiesen®—"%. Vor allem bei der Synthese von Lysin- und Ornithin-Peptiden
bedient man sich gerne der «-Tosyl-Derivate dieser Aminosdurens?—69,74-77,
um die zweite Aminofunktion zeitlich verschieden zu bloekieren. Der péeptid-
synthetische Einsatz der Tosylaminosiuren, die man leicht nach Schotten-
Baumann aus Tosylchlorid und Aminostiure erhiilt, geschieht weitgehend
nach der Saurechlorid-, Azid-, Pyrophosphit- oder Carbodiimid-Methode.
In diesem Zusammenhang verdienen Ergebnisse von Beecham?:7 Beachtung,
nach denen es beim Umsatz von Tosylaminosiure-chloriden (bzw. -aziden)
mit Aminoséuren in Alkaligegenwart zu unerwiinschten Nebenreaktionen
kommen kann (10).
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Unter dem EinfluB freier Hydroxylionen spaltet die Sulfonamidgruppierung ein Proton ab;
das erhaltene Anion stabilisiert sich unter Abgabe eines Chloranions znm Zwitterion und weiter
unter Kohlenstoffmonoxyd-Eliminierung zum N-tosylierten Imin. Folgende Hydrolyse laBit
als Endprodukte Tosylamid und eine von der Ausgangsaminosiure abhéngige Carbonylkompo-
nente (Aldehyd) auftreten.

R R R

| 3 e =Y I
TosNH.CE.0001 25, TosNCH.COC1 =%, TosNCH.CO =0,

(10)
> TosN=—CHR +HC ., TosNH, + R.CHO .

Diese Nebenrealktion tritt vor allem bei Aminoséure-Derivaten mit grofer
und stark verzweigter Seitenkette auf;. sie wird durch den elektronenabstoBen-
den Effekt dieser a-Substituenten gefordert. Sie unterbleibt bei Tosylglycin,
-prolin, -p-alanin sowie -pyrrolidoncarbonséure, und kann bei den iibrigen -
Aminosaure-Derivaten mittels pH-Kontrolle, Magnesinmoxyd als chlorwasser-
stoffbindendem Agens oder Arbeiten im Zweiphasensystem praktisch aus-
geschaltet werden. Fiir Tosylaminosédureazide gilt ein &hnlicher Mechanis-
mus.

Auch die Nichtverwendbarkeit der gemischten Anhydridmethode nach
Wieland-Boissonnas-Vaughan basiert auf dem stark aciden Wasserstoff der
Sulfonamidgruppierung®?; iiber den Mechanismus bzw. die entstehenden
Reaktionsprodukte ist bislang nichts bekannt. Die eingangs erwihnte Ent-
acylierung mittels Natrium in fliissigem Ammoniak bot lange Zeit im Hinblick
auf die anfallende Menge Natriumionen besondere Schwierigkeiten bei der
Peptidisolierung. Sie ist heute durch eine vollendete Ionenaustausch-Technik
behoben®:8, Nach Rudinger und Mitarbeitern®? 148t sich die Detosylierung
auch mit Bromwasserstoff und Phenol in Eisessig bewerkstelligen — eine
Ergénzung zur urspriinglichen Abspaltungstechnik von Schonheimerss. Be-
merkenswert ist ferner die Beobachtung von Hillmann4?, wonach Tosyl-glycyl-
aminoséuren bzw. -peptide beim Erwirmen mit 4—55 alkoholischer Salz-
siure den Tosylglycyl-Rest abspalten; Aminoséure- oder Pepmdester Hydro-
chloride fallen in 60—809%,iger Ausbeute an.

Der Vorschlag von Milne und Peng® den Tosylrest durch die Benzylsulfonyl-
Gruppe zu ersetzen, bedeutet keinerlei Vorteil, obgleich neben der reduktiven
Entfernung auch die Spaltung der Sulfonamidbindung mit Raney-Nickel
moglich ist.

Phosphatamide als N-blockierte Aminoséure-Derivate hat erstmals Zervags®
fiir die Peptidsynthese vorgeschlagen. Diese Moglichkeit basiert auf der
Realctionstriagheit von substituierten O-Dialkyl-phosphorsdureamiden gegen-
iiber Carbonsiuren; erst in der Schmelze (iiber 150°) tritt die Altivierung der
Aminogruppe in den Vordergrund, wobei nach Goldschmidt und Mitarbei-
tern®6.87 Carbonséureamide in, ausgezeichneter Ausbeute erhalten werden.
Di-nitrobenzyl-phosphat-aminoséuren, die leicht aus dem substituierten
Phosphorsidurechlorid und Aminoséuren zuginglich sind (1le), lassen sich
z. B.-hach der Séurechloridmethode mit nucleophilen Komponenten umsetzen
(11b). Mittels katalytisch erregtem Wasserstoff (ZIc) erhidlt man die freien
N-Phosphatpeptide, deren P-N-Bindung bei pH 4 rasch der Hydrolyse anheim-
fallt (11d). ‘
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Rn’ IRI
I
(RO),PO.CL + NH,.CH.co0H -ANOH . (20),PONH.CH.COOH

1.2CL l 2. NH,.CHR”.COOH
b)

R’ R” R’ R’
| l I
(HO),PO.NH.CH.CO.NH.CH.COOH <%= (RO)nPO.N'H.(J}H.CO.NH.OH.OOOH
(11
i ’m - )
4
R’ R’
N‘.EIZE.(LH.GO.NH.(]JH.COOH ; R = p-NO,.C;H,CH,-

Phospho-aminosdureanhydride (Phospho-Analoga der Oxazolid-2,5-dione),
die nach Kellers® aus Dichlor-alkyl(aryl)-phosphat und Aminoséuren und fol- -
gender Behandlung des Reaktionsprodukts mit Schwefeltrioxyd in Phosphor-
oxychlorid entstehen, reagieren mit Aminoderivaten glatt zu Amiden (N-Alkyl-
(-aryl)-phospho-aminosiure-amiden). Uber die Abspaltung der Schutzgruppe
wurde nicht berichtet.

Diacyl-Verbindungen

Der von Kidd und King® und etwas spiter von Sheehan und Frank?® fiir
die Peptidsynthese nutzbar gemachte Phthalylrest hat sich bislang. wenig
durchgesetzt. Trotz seiner gewissen Vorziige, z. B. der groien Kristallisations-
freudigkeit der Phthalylderivate, der glatten Entacylierung auch S-haltiger
Verbindungen mittels Hydrazin und neuerdings auch Phenylhydrazin®,
Bestindigkeit und guter Handhabung der entsprechenden Séaurechloride,bedeu-
tet die verhiltnismiBig leichte Aufspaltung zur Phthalamido-Gruppierung
beim Arbeiten in wéfriger Losung vor allem in Gegenwart von Hydroxylionen
ein groBes Handicap (vgl. dazu Sheehan und Mitarbeiter?® sowie Hanson und
Illhardt®), um so mehr als o-Carboxybenzoyl-amide hydrazinolytisch nicht
mehr in Phthalhydrazid und Amino-Komponente gespalten werden konnen.
Die von Boissonnas? beschriebene alkalische Verseifung von Phthalylpeptid-
estern zu Phthalylpeptiden scheint daher ein Sonderfall zu sein.

Zur Darstellung optisch-aktiver Phthalyl-aminosiuren erwies sich die ein-
fachste Acylierungsmethodik, Zusammenschmelzen von Phthalséureanhydrid
und Aminosdure, zunichst als nicht gangbar; der Umweg iiber die Phthalyl-
aminosaureester bleibt jedoch umstindlich und zeitraubend. Neuerdings konn-
ten jedoch King® und Sheehan?®® zeigen, dafl die direkte Acylierung bei Tem-
peraturen unter 130° oder noch besser beim Erhitzen der Komponenten in
Dioxan auf 105° bis zur volligen Losung ohne Racemisierung verlduft. Erfolg-
versprechend scheinen auch die Versuche von Sheehan und Holland®’, sym-
metrische Phthalsdure-thioester als Acyldonatoren einzusetzen; vor allem
falls es gelingt, durch Verfahrungsvariation hohere Ausbeuten an Phthalyl-
derivaten zu erzielen.

Maleinimido-Verbindungen aus Maleinsiureanhydrid und Aminosduren
zu gewinnen (aliphatische Analoga der Phthalylderivate), scheiterte bislang.
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So werden nach King und Mitarbeitern®® nur die entsprechenden Halbamide
erhalten. . :

Als ein spezielles Beispiel N-diacylierter Aminoséuren ist die N-Tosyl-
pyrrolidon-carbonsiure anzufithren. Rudinger®®1%® und du Vigneaud®* haben
sich mit ausgezeichnetem Erfolg dieser N-blockierten Glutaminsiure-derivate
vor allem bei der Synthese von Glutaminyl-peptiden bedient (12c), da nach
erfolgter Peptidkniipfung der Tosyl-pyrrolidonring durch Ammoniak leicht
zum y-Amid der Glutaminsdure gedffnet werden kann. Die Kronung dieser
Methode stellt zweifellos die Synthese des Oxytocins, Vasopressins und ver-
schiedener Analoga dieser Hormone durch die beiden Autoren dar. Dariiber
hinaus schlieBt die leichte nucleophile Aufsprengung des Lactamringes eine
Synthese von y-Glutamylpeptiden ein10.10 (12q).

CH,.COOH © CH, CH,.CO.NHR
¥ " 2
: i éo (|>H, o DEaRlg CH, (12a)
I
Tos.NH.CH.COOH Tos.h['-—-—OH.COOH Tos.NH.CH.COOH
CH, CH, . CH,.COO0H
0N NHE,R ' : NaOH I ;
o dm, SEE, .60 ¢m, L CH, (12b)
[ | ; '
Tos.N——CH.COCI Tos.Nlr_éH.co.NHR Tos.NH.CH.CO.NHR
£ (IJH,.CONH,,
L 5 CH, - (120)

Tos.NH.CH.CO.NHR

B. Alkylierang

Im Laufe der letzten Jahre hat die Alkyl-Blockierung der Ami.uogruppé die
Méglichkeiten der Peptidsynthese erheblich bereichert.

N-Benzyl-aminosiuren, die u. a. durch katalytische Hydrierung und folgende
Verseifung der Benzal-aminoséureester oder katalytische Debenzylierung der
N,N-Dibenzyl-aminoséuren leicht zuginglich sind12,103 Jassen sich im Hinblick
auf das reaktionsfihige Wasserstoff-Atom der sekundéren Aminogruppierung
fast nur in Form der Saurechlorid-Hydrochloride einsetzen'®®, Damit entspricht
der Reaktionsverlauf einem Schutz der Aminogruppe durch Ammonsalzbildung
(siehe weiter unten); doch wird mit dem N-Benzylrest eine erhebliche Stabilitat
gegeniiber den Aminosdurechlorid-Hydrochloriden erreicht. Die Abspaltung
der N-Benzyl-Schutzgruppe erfordert eine energischere katalytische Hydrie-
rung bei 60—70° und geringem Druck.

Der zweite Vertreter der N-Mono-alkyl-derivate, die N-T'rifyl-Verbindung,
hat sich rasch zu einer der meist gebrauchten Aminoschutzgruppen empor-
gespielt. Der rdumliche Bau des Triphenylmethyl-Rests bewirkt eine so weit-
gehende Maskierung, da3 trotz des verbleibenden Wasserstoff-Atoms am
Stickstoff eine Aktivierung der Carboxylgruppe durch Anhydridbildung!4.106
oder mit Hilfe des Carbodiimid-Verfahrens®.107-11¢ mgglich wird. Dartiber
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hinaus erstreckt sich der sterische Effekt aber auch auf die «-Carboxylgruppe;
dies &uBert sich u. a. in einer erschwerten alkalischen Verseifung und Hydra-
zidbildung der Trityl-aminoséureester (in zunehmendem Mafle vom Glycin-
zum Phenylalaninderivat!). Naturgemaf sollte dann auch die nucleophile
Umsetzung z. B. der Tritylaminoséure-alkylkohlensiure-anhydride auf
Schwierigkeiten stoBlen. Dies ist in der Tat nach den Angaben von Zervas!®
und Hillmann%5 der Fall. Dieser Hinderungseffekt kommt mit Verldngerung
der Peptidkette (schon ab Trityl-dipeptid) in Fortfall, so da} die groBe Bedeu-
tung der Schutzgruppe mehr bei der Synthese hoherer Peptide aus Peptid-
bruchstiicken liegt.

Die Einfithrung des Tritylrests geschieht durch Kupplung von Tritylchlorid
mit Aminosiure- bzw. Peptidestern und anschlieBende alkalische Verseifung
der Trityl-Ester oder, fiir die Darstellung der Tntylammosa,uren einfacher,
durch Umsatz von Trltylchlorld und Aminosdure in IsopropanoLWasser
bei Didthylamin-Gegenwart'®, Velluz und Mitarbeiter haben in eleganten
Arbeiten'®”-11% vor allem die Tritylierung mehrfunktioneller Aminoséduren
und ihre Einbeziehung in die Peptidsynthese studiert. Im Falle der Trityl-
glutaminséure- bzw. -asparaginsiureester 148t der ungleiche sterische Effekt
des Tritylrests auf die beiden Carboxylgruppen des Molekiils eine partielle
Esterverseifung zu und damit wahlweise eine folgende Synthese von «- und
v- bzw. -Peptiden dieser Aminosduren. Die Abspaltung dieser Aminoschutz-
gruppe gelingt auler auf hydrogenolytischem Wege auch durch die katalyti-
sche Wirkung von Wasserstoffionen, z. B. durch Chlorwasserstoff in Dioxan,
durch verdiinnte Essigsdure oder wasserfreie Trifluoressigsiure. Vor allem die
zweite Methodik der Entalkylierung 148t eine einwandirei selektive Entfernung
des Tritylrests in Gegenwart von Carbobenzoxy- oder aktivierten Estergrup-
pen zu.

Velluz'1, Boissonnas'® und Schwyzer™, jeweils mit ihren Mitarbeitern, haben
mib Synthesen des Oxytocins, eines Eikosapeptids mit ATCH- Struktur und
des Gramicidin S die Handhabung von Trityl-Verbindungen erfolgreich
demonstriert. Bemerkenswert ist ferner die Tatsache, da bei N*Ne-Ditrityl-
lysinpeptiden die Detritylierung durch Séuren nur an der N*-Gruppe einsetzt12.

N,N-Dibenzyl-aminosiuren, als Vertreter der Dialkyl-Blockierung, haben
Velluz und Mitarbeiter'13.114 empfohlen, da hier im Gegensatz zu den Mono-
benzylderivaten die Anwendung der ,,gemischten Anhydridmethoden
erfolgreich ist. Die Abspaltung der Schutzgruppe 148t sich mittels katalytisch
erregtem Wagserstoff in Eisessig bei 80° bewerkstelligen. Eine besondere
Bedeutung ist dieser Verbindungsklasse jedoch kaum zuzuschreiben.

N-Alkyliden-aminosiuren sind seit den Arbeiten der Bergmann-Schule!15,116
lange bekannt, aber erstmals von Wieland und Mitarbeitern'!? zu Umsetzungen
herangezogen worden, die in unmittelbarer Verwandtschaft zur Peptidkniip-
fung stehen. Den Autoren gelang aus Benzylidenglycin-kalium mittels der
gemischten Anhydridmethode die Darstellung von Benzylidenglycin-thio-
phenylester, der durch Wasserstoffionen spontan in Glycin-thiophenylester
(als Hydrochlorid igoliert) und Benzaldehyd zerfallt. '

C. Alkyl-Aeylierung

Einen Vertreter der N-Acyl-N-alkyl-aminoséuren haben erstmals Weygand
und Mitarbeiter®s in Form der Trifluoracetyl-oxazolidone prisentiert. Dieser
Verbindungstyp 148t sich leicht aminolytisch zu einem N-acylierten Aldehyd-
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ammoniak-derivat aufspalten (13); im Zuge der weiteren Aufarbeitung wird
dann die ,,Alkyl-Komponente® (im vorliegenden Fall Benzaldehyd) auto-
matisch abgespalten. Als Endresultat erhélt man die N=Trifluoracetyl-
Verbindung. Uber die analogen N-Tosyl-oxazolidone haben spater Micheel
und Thomas"® berichtet.

g ’
—CH—CO\ NH,R R.CH.CO.NHR HY R
| O —_— —_— | y
TE&N—-—-CH\ TfaN—CH(OH).C;H, Ti{aNH.CH.CO.NHR’ 4 C,H,.CHO
Ol
(13)

Neuerdings wurde von ng und Mitarbeitern!® N~Formy1 dimethyl-
thiazolidin-carbonséure zur Synthese des Glutathions herangezogen; diese
Kopfkomponente (NS maskiertes Cystein) ist gleichfalls ein Verteter dieser
Klasse. ;

D. Ammonsalz-Bildu.ng

Als vierte grundsétzliche Moghchkelt sei der Vol]standjgkeut halber die
,,Ammonsalz-Blockierung* der Aminogruppe angefiihrt, dieschon von Fischer'2®
fiir die Synthese von Peptiden benutzt wurde (vgl. auch N-Benzylaminséuren).
Doch ist die Herstellung und Handhabung der Aminoséurechlorid-Hydro-
chloride trotz aller Verbesserungsvorschlige wenig erfreulich. Dariiber hinaus
ist ein Umsatz nur mit Aminoséure- bzw, Peptidestern méoglich.

Einen erheblichen Fortschritt wiirde es bedeuten, wenn man in indifferenten
Lisungsmitteln Iosliche Ammonsalze von Aminosiuren oder Peptiden zur
Hand hitte, da in diesem Falle eine Umsetzung an der Carboxylgruppe mib
N-aktivierten Aminosiure- bzw. Peptidestern gliicken sollte. Versuche in
dieser Rlchtung sind z. Zt. in unserem Labor mit Phosphorazokérpern im
Gange. :
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Diskussion

zu dem Referat von E. Winscn

WikLanp: Darf ich vielleicht noch selbst einen ganz kleinen Nachirag zu dem geben was
Herr Wiinsch gerade erzithlt hat? Erst einmal iiber den Mechanismus der Halogenwasserstoff-
spaltung des Carbobenzoxyrestes. Sie haben das in Einklang mit Katchalski — der hat das,
glaube ich, als erster so formuliert — so dargestellt, daB die Carbobenzoxygruppe bei der Ab-
spaltung zuerst das Proton an dem Sauerstoff aufnimmt. In ejnem Falle, bei dem der Stick-
stoff der Peptidbindung nochmals acyliert ist, haben wir beobachtet, da8 sich der Carbobenzoxy-
rest dann nicht mit Bromwassersioff-Eisessig abspalten 1aBt.

O—CH,,.o.co.NH.cﬂs.co.N.OHs.COOH

e = ' - clzo.o.CH,—O

—_—e
I b

Es handelt sich um die Verbindung I, Dicarbobenzoxy-diglyein, das an der Peptidbindung
nochmals einen Carbobenzoxyrest tréigt. Diese Verbindung erhélt man, wenn mann auf das Carbo-
benzoxy-glycin Phosphoroxychlorid und Tridthylamin einwirken JaB#; dann vereinigen sich zwei
Carbobenzoxy-glycin-rholekiile unter Peptidbindung. Die Abspaltung des Carbobenzoxyrests
(b) durch Bromwasserstoff-Eisessig gelingt nicht, nicht zur Spur, und daraus muB man eigentlich
schlieBen, daB der Angriff des Protons nicht an dem Sauerstoff erfolgt (denn der ist ja hier auch
vorhanden), sondern daB es der Stickstoff ist, der durch das Proton zuerst angegriffen wird. In
dem Fall (@) haben wir ja einen Stickstoff, der noch relativ basisch ist, der kann also ein Proton
aufnehmen; dabei entsteht hier eine Ammonjumgruppierung, da kommt dann der bekannte
Elektronenzug zum positiven Stickstoff, und der hat zur Folge, daB das Elektronenpaar nach
B hineinwandert. Das gibt Kohlendioxyd, an die Methylengruppe wandert das Bromanion vom
Bromwasserstoff; und so entsteht Benzylbromid. Das ist also der Vorschlag, den wir in dieser
Berziehung zu machen haben. ;

O, OBy —0-C-—NH— B, BRS8N e SRR
' §
0 . I 4 G0y 4 Rt~
A . B :

Bei (b) ist der Stickstoff bedeutend in seiner Basicitiit gesenkt — das Elektronenpaar des
diacylierten Stickstoffs ist ja in der Mesomerie véllig anfgegangen — es wird hier nicht protoni-
siert und deshalb 148t sich der Carbobenzoxyrest nicht von einem bereits acylierten Stickstoff
abspalten. Das ist vielleicht fiir spaterhin ganz wichtig zu wissen, in letzter Zeit beschaftigt
man sich ja mehr mit solchen Diacylaminoverbindungen.

Dapn wollte ich noch in einigen Worten sagen, was rhan sich noch als Aminoschutzgruppen
ausdenken kann, was wir noch versucht haben — allerdings mit MiBerfolg; es wire vielleicht
in so einem kleinen Kreis ganz gut, wenn man die Kollegen auf Sachen aufmerksam macht, die
nicht gehen, damit sie nicht noch einmal versucht werden. Bekanntlich 148t sich jede o-Ketosiure
mit Wasserstoffperoxyd bei 0° fast momentan quantitativ in Feftsiure und Kohlensfure zer-
legen, das ist die sogenannte Hollemansche Reaktion. Es war natiirlich naheliegend, zu priifen,
ob solche Derivate von Peptiden und Aminoséuren durch Wasserstoffperoxyd gespalten werden.
Das ist aber absolut nicht der Fall. Durch die Substitution der Carboxylgruppe — durch den
Ubergang zum Amid — wird die Angreifbarkeit der Carbonylgruppe durch das oxydierende

-
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Agens in einer mir bisher nicht erklarlichen Weise verhindert, so daf leider diese an
sich theoretisch sehr bequeme Abspaltungsmethode nicht zum Erfolg gefiihrt hat. Wir haben
auch einmal ausgesprochen, da man von Indolylacetylverbindungen ausgehen kénnte. Der
Indolrest ist photosensibel, besonders in Gegenwart von Sensibilisatoren, und wir haben einige
Vorversuche angestellt. Indolylacetyl- oder auch Indolylearbonylpeptide lassen sich durch
langeres Belichten von der Endgruppe befreien. Allerdings waren die Papierchromatogramme,
die man zur Analyse angestellt hat, nicht sehr ermutigend, und deahalb haben wir diese Versuche
nicht weiter fortgesetzt.

Und schlieBlich darf ich Herrn Wiinsch noch insofern ergéinzen, als in letzter Zeit Kuhn in
Heidelberg den Phenylrest am Stickstoff auch als abspaltbar gefunden hat und zwar durch den
Spezialkatalysator Palladiumhydroxyd auf ‘Bariumsulfat-hydrat [Kuhn R., Haas H. J.: Amn.
611, 57 (1958)]. Mit diesem Katalysator 1at sich der Phenylrest des Anilins zu Cyclohexan
hydrieren und dabei wird die Aminogruppe freigelegt.

GorpscamipT: Ich méchte noch einen kurzen Nachtrag geben zu dem, was Herr Wiinsch
vorhin iiber die Phthalylverbindungen ausgefiihrt hat. Wenn man den Phthalyl-glycin-ithyl-
ester verseift, dann findet zunéchst immer eine Aufspaltung des Phthalylrings stat$, wie wir vor
Jahren schon gefunden haben. Aber wenn man die zunéchst entstandene Verbindung wieder
erwiirmt, dann kann man sie wieder unter Abspaltung von Wasser in die Phtha,lylverbmdung
zuriickfiihren.

Wiwscm: Das mag bei Phthalylaminoséureestern gehen, aber wir- ha,gan bei Peptidestern
dann nachher immer im Chromatogramm Phthalamidoverbindungen gefunden. Das hat auch
Hanson bestatigt [Hanson H., Illhardt R.: Z. physiol. Chem. 298 210 (1954)].

Wierawp: Ich wiirde vorschlagen, zur Recyclisierung von Phthalamidoverbindungen das
Dieyelohexylearbodiimid zu versuchen. Haben Sie das einmal versucht, Herr Wiinsch ?

Wiwsca: Nein.

GorpscamipT: Sie brauchen das gar nicht, es geniigt einfaches Erwirmen.

Rupmveer: Bs geht mit Carbodiimid. Herr Zaoral hat das gemacht.

WigLawD: Damit kénnte man vielleicht auch den Maleinylrest eyclisch hereinbringen.

Gorpscayior: Ich mdchte noch etwas zu der Arylthiocarbonylschutzgruppe sagen. Diese
Verbindungen sind zwar in saurer Losu.ng besténdig, aber zu Peptidsynthesen sind sie aufler-

ordentlich wenig geeignet. Sobald man in irgendeiner Phase der Umsetzungen den pH 7 iiber-
schreitet, spaltet sich der Arylthiocarbonylrest ab. " _

Wiwsca: Deshalb hat man auch die Phenylth,loca.rhonylvefbmdangen verlassen; dagegen
sind die Benzyl- oder n»&ltylthioca.rbonylverhmdungen stabil. Z. B. kann man mit Benzyl-
thioearbonylchlorid Aminoséiuren in Gegenwart von Bicarbonat acylieren. N -Phenylthiocarbo-
nylderivate werden bereits beim Aufbewahren in Glas, also durch die Alkalitat des Glases, an-
gegriffen.

GorpscEMIDT: Ja, selbst wenn die Pepmdsynthase gelingt — bei der Aufarbeitung hat man
eine Phase, wo man mit Bicarbonat arbeiten muB.

Wiinson: Allerdings hat die Phenylthiocarbonylgruppe ev. auch Vorteile. Man verseift
die Phenylthiocarbonylaminoséureester sauer und isoliert die Siuren praktisch gar nicht, son-
dern macht anschliefiend z. B. durch Pyridinzusatz alkalisch und erwirmt; es tritt Bildung des
N-Carbonylkations auf, das sich iiber das Isocyanat in das Oxazolidion umlagert. Man bekommt
in der Folge sofort Polypeptide. Das ist ja eine sehr nette Synthese von Polypeptiden.

GorpscrmipT: Diese sind duBerst uneinheitlich. Man kann immer nachweisen, dafl die Poly-
merisate Hydantoinreste halten. AuBerdem entstehen Diketopiperazine — im Ganzen also ein
recht kompliziertes Gemisch.

Rupmicer: Um noch auf den Mechanismus der Spaltung der Carbobenzoxygruppe zuriickzu-
kommen: Wir hatten ein p-Nitrocarbobenzoxy-isoleucyl-peptid, ein Heptapeptid in der Oxytocin~
reihe, und das wurde unter den normalen Bedingungen der Decarbobenzoxylierung mit Brom-
wasserstoff praktisch nicht gespalten. Auch das p-Nitrocarbobenzoxyisoleucin selbst wird sehr:
langsam gespalten. Anderseits ist es aus diesen Versuchen mit neuen Schutzgruppen bekannt,
daB3 p-Methoxycarbobenzoxyderivate besonders leicht gespalten werden, also ein sehr starker
normaler Substituenteneffekt, wie man ihn erwarten wiirde, wenn da doch ein Sauerstoff in der
Nahe des Arylmethylrests protonisiert wiirde; man wiirde wohl kaum erwarten, dall der Einflufl
s0 stark bis auf den Stickstoff iibertragen wiirde. Vielleicht spielen anch beide dieser Protoni-
sierungen eine Rolle bei dem ganzen Prozef.

BrexNER: Das Schwyzer'sche p-Methoxyphenylazobenzylearbonyloxyderivat wird auah sehr
leicht gespalten.
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‘WiErAND: Darin sehe ich keinen Widerspruch' zu der Theorie, die wir aufgestellt haben;
denn es kénnte ja einfach so sein, daBl der elekfronenziehende Substituent das letzte Ubergleiten
des Elektronenpaars zwischen CH, und Sauerstoff verhindert. Das Elekironenpaar muf} einen
StoB kriegen, den bskommt es durch negativierende Substituenten in pare-Stellung, wie die
Methoxygruppe und auch die Azogruppierung.

Rupmneer: So daf die Imidbildung die Protonisierung verhindern wiirde, und die negativen
Substituenten im Kern dann die Elektronenverschiebung, die darauf folgen muf}, um zur Spaltung
zu fithren? .

WisLaND: Ja.

‘Rupineer: Thre Erfahrung mit den Imiden hat ja wahrscheinlich auch Bezug auf die Stabilitat
der Tosyllactame gegeniiber Bromwasserstoff; diese Detosylierung mag ja auch eine Protonisie-
rung des Stickstoffatoms verlangen.

WisLaxp: Ja, Imidstickstoff wird sehr schlecht protonisiert, er ist fast nicht mehr basisch.

WiceTERLE: Durch die Binfithrung des zweiten Acyls wird die Basizitét des Sauerstoffs ebenso
wie die des Stickstoffs herabgesetzt, also kann auch die Inhibierung der Protonisierung des
Sauerstoffs durch die Binfithrung des zweiten Acylrestes verantwortlich sein. Es wird eben beides
ganz paralllel beeinfluBt .

Winraxn: Trgendwo mufl man ja das Wasserstoffion lokalisieren in dem Intermediarprodulkt.

WicarerLE: Ich glaube, das ist keine so ernste Frage, wo eigentlich die Protonisierung ein-
sotzt, den beides fithrt zu ein und demselben Ergebnis, und es kann ja parallel beides gleich-
zeitig wirken.

RupiNaEr: Noch eine Bemerkung zur Frage der Acyl-alkyl-derivate, und zwar ist es ein
Einfall und eine Vorarbeit von Herrn Zaoral. Es handelt sich um Derivate des Typs I, also um
Sultame. .

S0
AN '
||l N—R I

NS \OHz/

Normal wiren solche Aminoséurederivate nicht besonders interessant, aber bei der Diamino-
buttersiure ist der zw ite Wasserstoff der y-Aminogruppe oft sehrstdrend, und wir haben uns darum
nach Gruppan umgsschaub, die beide Wasserstoffatome dieser Aminogruppe blockieren kdnnten
Einstwailen habsn wir nur das Modell vom Glycin (I, B = CH,.COOH) mit Benzylchloridsulfo
chlorid dargestsllt. Da man Benzyl und auch Sulfamidgrappen mit Natrium in flilssigem Ammo
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Abb. 1 Abb. 2 Abb. 3
Polarographische Welle des  Diffusionsstrom der Phthalylglycin- Diffusionsstrom der
Phthalylglycins Welle Phthalylglyein-athyl-
Ab —0,8V, 200 mV/Absz. Bei —1,4V, an den Abszissen Zeib ester-Welle
nach Ansatz der Hydrolyse in Minuten. Kontinuierlich bei
—1,4 V verzeichnet;
10 sek/Absz.

1. 10-%u Lésungen in einer Mischung (1 : 1) von Michaelis-Puffer, pH 11,04, und 99% Athanol,
gemessen bei 25° gegen die gesattigte Kalomelelektrode, & = 50 cm, Empt. 1 : 30.
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niak spalten kann, sollte man djese Schutzgruppe auch so abspalten kénnen. Unter den allgemein
gebrauchten Reaktionsbedingungen entstehen aber zwei Produkte. Wenn man Saure — also
Ammonsalz — in ziemlich hoher Konzentration zusetzt, und auch wenn man die Reduktion mit
Lithinm anstatt mit Natrium durchfiihrt, dann findet volistandige Abspaltung statt.

Tabelle I Tabelle 1T
Alkalihydrolyse einiger Phthalimido- Alkalihydrolyse einiger Phthalyl-aminoséuren und
sduren; Geschwindigkeitskonstanten Phthalyl-peptide;
zweiter Ordnung Halbzeit-Werte (interpoliert)
250 Halbzeit (Minuten) bei
Séaure 24 Séure
Lmol-ls

pHO | pH10 | pHI1L

Phth-GlyOH 5,8 Phth-GlyOH 200 20 2,0
Phth-AlaOH 2,0 Phth-AlaOH 585 58 5,8
Phth-NorvalOH 0,77 Phth-LeuOH - 2120 | 210 21,2
Phth-LeuOH 0,55 Phth-Gly-GlyOH 40 4 0,4
Phth-ValOH 0,60 Phth-Leu-LeuOH 55 5,5 0,55
Phth-a-AibOH® 0,56

2 o-Aminoisobuttersiure.

+ Tabelle 111
Alkyh.hydrolyse der Phthalylgruppe einiger Phthalimido-séiuren und derer Ester

%,25°, LMol Ls1
Verbindung
. —OH | —OMe | —OEt
Phth-Gly- | 27 s 23,7
. Phth-Leu- 0 53
Phth-y-Bub-¢ 10 1
Phth-Gly-Gly- 31 4
f

¢ y-Phthalimidobutterséure.

/
B}

In demselben Zusammenhang haben wir uns auch fiir die Phthalylgruppe interessiert. Es gibt
in der Literatur widersprechende Behauptungen: meistens wird konstatiert, dafl die Phthalyl-
gruppe bei der Alkalitit, die zur Verseifung der Estergruppe notwendig ist, nicht stabil ist,
aber es gibt auch Beispiele, wo man Phthalyl-peptid-ester alkalisch zu Phthalyl-peptiden
verseift haben soll [Schumann L., Boissonnas R. A.: Helv. Chim: Acta 35, 2237 (1952)]. Wir haben
diese Frage ein wenig quantitativ studiert, und zwar mit Herren Krupitka, Cernik und Zaoral.
Das Verschwinden der Phthalylgruppe wurde polarographisch verfolgt, da sie ja polarographisch
aktiv ist. Hin Beispiel ist in den Abbildungen angefiihrt: Abb. 1 ist die Phthalyl-Welle, Abb. 2
ist eine kinetische Messung, bei der alle ein bis fiinf Minuten der Diffusionsstrom bei konstantem
Potential registriert wurde. Bei den schnellen Reaktionen macht man das einfach so, daf man
die polarographische Walze laufen la8t und kontinuierlich den Diffusionsstrom registriert. So
erhilt man direkt Kurven,-die den Verlust an Phthalyl verzeichnen (Abb. 3). Bei den Phthalyl-
aminosguren ist die Reaktion erster Ordnung auf Phthalylderivat, und erster Ordnung auf
Hydroxylionen. In der Tabelle I sind einige Konstanten fiir diese Reaktion zweiter Ordnung.
Die Geschwindigkeitskonstante f4llt von Glycin iiber Alanin zu Valin ab und bleibt denn ziem-
lich gleich. Das ist im groBen ganzen, was man auf Grund sterischer Hinderung der Reaktion
erwarten wiirde. Wenn man den Zerfall der Ester verfolgt (Tab. III), findet man, daB da die
Reaktion noch schneller vor sich geht. Dadurch ist bewiesen, daB hier die Phthalylgruppe des.
Esters selbst gespalten wird und nicht die der Aminostiure nach Hydrolyse der Estergruppe.
Bei den Peptiden haben wir keine so reine Kinetik gefunden, wie bei den Aminosgurederivaten
und wir haben hier statt Geschwindigkeitskonstanzen Halbzeiten angegeben (Tab. IX). Bei
einem pH etwa 10, das wohl dag geringste ist, bei dem man Ester verseifen kénnte, haben die
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meisten Phthalylderivate unter diesen Bedingungen eine Halbzeit von nur einigen Minuten.
Da nun die Reaktion erster Ordnung auf Hydroxylionen ist, und die Esterverseifung auch, kann
man voraussetzen, daB sich das Verhaltniss der zwei Reaktionen mit pH nicht markant #indern
wird. Im allgemeinen Fall besteht also nicht viel Hoffnung, daBl man Ester neben der Phthalyl-
gruppe in praparativ niitzlichen Ausbeuten verseifen konnte, es sei denn man fande solche
Bedingungen, die die Spaltung der Imidgruppe stark inhibieren, nicht aber die der Estergruppe,
7. B. durch Losungsmitteleffekt.

BrEnNER: Hat hier jemand Erfahrung mit der Methode von Kollonitsch zur Abspaltung
des Phenylthiocarbonylrestes mit Perséuren?

Winscm: Die beste Methodik ist die mit willriger Peressigséure in Tetrahydrofuran. Wir
konnten im Gegensatz zu Kollonitsch auch beim Arbeiten in indifferenten Lésungsmitteln, z. B.
mit Perbenzoesiure, keine Spaltung der Peptidbindungen beobachten. Das héngt wohl damit
zusammen, daB wir nicht das gleiche Versuchsmaterial hatten. Ich weise immer wieder darauf
hin, daB8 vielleicht die Konfiguration der aufeinanderfolgenden Aminosduren mafgebend ist
flir eine Spaltung.

 BreNNER: Aber die Spaltung erfolgt?

WinscH: Die Spaltung verlsuft einwandfrei, am besten mit 5 bis 6 Mol Persdure fiir 2 Mol
Thiourethan.

Wieranp: Die ideale Schutzgruppe ware ja das Salz der Carbaminsiure — die wére leicht
einzufiithren und leicht abzuspalten.

WiwscH: Tributylaminsalze von Carbaminsuren wiirden sich doch sicherlich in Tetrahydro-
furan 16sen. Wenn man dann die Umsetzung mit amino-aktivierten Komponenten durchfithrt,
also mit Phosphorazoverbindungen, Isocyanaten, Phosphat- oder Phosphitamiden oder der-
gleichen, dann brauchte man nachher nur anzusiuern und man bekéme den Peptidester.

‘WisLAaND: Es ist nur nicht so einfach, solche Salze der Carbaminsguren herzustellen. Aus den
Leuchs’schen Korpern ginge es, das hat Bailey schon einmal ausgeniitzt [J. Chem. Soe. 1950,
3461]. Aber aus einer Aminosdure in einem unpolaren Lésungsmittel in Gegenwart einer Base
durch Einleiten von Kohlendioxyd — das haben wir versucht, aber es ist uns leider nicht gelun-
gen. Ich wollte einmal fragen, ob jemand von Thnen auch solche Versuche angestellt hat.

BrRENNER: Ja, ich kann etwas dazu sagen. Es ist zwar nicht von unmittelbarem Nutzen, regt
aber vielleicht einé Idee an. Im Zusammenhang mit Versuchen iiber die Isomerisierung von Di-
peptidamiden durch Ammoacyl Einlagerung haben wir bemerkt, daB die Carbaminssuren in
flissigem Ammoniak in Form der Natriumsalze auBerordentlich bestéindig sind. Wenn man
z. B. ein Carbobenzoxy-dipeptid-amid mit Natrigym in fliissigem Ammoniak decarbobenzoxyliert,
dann bekommt man die Carbaminséure in der Form. ihres Natriumsalzes, und das ist nun be-
sténdig, denn die Isomerisierung durch Aminoacyl-Einlagerung bleibt aus. Dies ist eine wichtige
Beobachtung, und wir haben uns schon iiberlegt, ob man nicht davon Gebrauch machen kénnte,
um mit Hilfe der N-Carboxyanhydride Peptidsynthesen zu machen. Aber Ammoniak als Lésungs-
mittel ist natiirlich ein so wirksamer Konkurrent der Amin-Komponente, daf das nicht gegangen
ist. Aber die Bestandigkeit der Natriumecarbaminate in fliissigem Ammoniak ist eine Tatsache.

WieranD: Und wenn Sie das Ammoniak abdampfen, dann ist auch das Salz zerfallen, ja?

BrENNER: Zumindest beim Anséuren geht es kaputt. Aber geldst ist es offenbar bestandig.

WinsLaND: Sie kénnten es doch abdampfen und dann den Riickstand in einem anderen ge-
eigneten Loésungsmittel aufnehmen.

WinscH: Wenn man dann zu dieser Losung in Ammoniak ein Tributylammoniumsalz, z. B.
Tributylamin-hydrochlorid dazugibt, dann miite sich ja Natriumchlorid bilden, wegen der
grofleren Affinitét von Natrium fiir Chlor, und man wiirde dann die Tributylammoniumsalze
der N-Carbonséuren bekommen; und wenn man das Ammoniak dann verdampft — vielleicht
koénnte man es so weit bringen.-

BRENNER: Aber die Tributylammoniumsalze sind, wie schon Bailey gezeigt hat, nicht besténdig.
WinscH: Wenn man das bei sehr-tiefen Temperaturen macht?

BreExNER: Als eine Methode ist das eigentlich nicht brauchbar, wegen der Unbesténdigkeit
des Salzes.

Winsca: Vielleicht 148t es sich doch erzielen, wenn man das Ammoniak bei ganz tiefer Tem-
peratur wegdampft — man kann ja das Ammoniumsalz dann sofort w1eder weiterverwenden.

BrexNER: Das mufl man eben probieren.

WiinscH: Fiir Amide miiBte das eventuell gehen. Man g1bt Carbodiimid dazu; da miiBte das
verbliebene Ammoniak sofort mit dem O-Acylharnstoff reagieren und Amide geben.
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TASCHNER: Das Bromwasserstoff-Eisessig-Gemisch kann die Carbobenzoxygruppe, die Benzyl-
estergruppe, Alkylestergruppen und auch Peptidbindungen spalten, wobei die Spaltungsgeschwin-
digkeit in der oben angegebenen Reihenfolge abnimmt. Die Carbobenzoxygruppe wird durch
Bromwasserstoff solvolytisch gespalten, die Benzylestergruppe sowohl durch Bromwasserstoff
wie auch durch die Essigséure, wobei der Bromwasserstoff als Protonendonator fungiert. Auf d.le
letztgenannte Weise werden auch Alkylester und Peptidbindungen gespalten.

Bei der Spaltung der Carbobenzoxygruppe in Carbobenzoxypeptid-benzyl- oder -alkylestern
wird der Benzylester oftmals teilweise angegriffen, in manchen Fallen auch die Alkylestergrup-
pierung [Taschner E., Kupryszewski G., Liberek B.: Roczniki Chem. 30, 643 (1956)], so daB man
manchmal nachesterfizieren muB [Brunn-Leube I., Schramm G.: Chem. Ber. 89, 2045 (1956)].
Peptidbindungen werden im allgemeinen erst bei erhdhter Temperatur (100°) und lingerer
EBinwirkungsdauer angegriffen, doch fanden wir, da3 z. B. Benzoyl- und Acetyl-leucyl-glycin
bereits bei Raumtemperatur gespalten wurden.

‘Wenn man die Carbobenzoxy- und die Alkylestergruppe gleichzeitig eliminieren will, so kann
man das in einem Schritt erreichen indem man die Carbobenzoxygruppe wie iiblich mit Brom-
wasserstoff-Eisessig abspaltet, darauf etwas Wasser zugibt und bei Zimmertemperatur einige
Tage stehen 14Bt, oder auch einige Stunden auf 50° erwirmt. Im letzten Falle kénnen manche
Peptidbindungen in Mitleidenschaft gezogen werden. Will man aber in Carbobenzoxypeptid-
alkylestern die Carbobenzoxygruppe selektiv abspalten, so ist es vielleicht vorteilhafter, die Re-
aktion nicht in Eisessig, sondern in inerten Losungsmitteln und unter wasserfreien Bedingungen
durchzufithren.

Rupinger: Frl. Yang Chen-shu hat in unserem Laboratorium den folgenden Versuch mit
Carbobenzoxy-leucyl-glyeyl-glycin-athylester gemacht: Die Carbobenzoxygruppe konnte mit
konzentriertem Bromwasserstoff in Eisessig innerhalb einiger Minuten vollkommen entfernt
werden; das freie Peptid, ohne Estergruppe, zeigt sich aber auf dem Chromatogramm erst nach
einigen Stunden, und zur vollkommenen Spaltung beider Gruppen braucht es nach dem Chromato-
gramm mehr als 10 Tage bei Raumtemperatur; eine Spaltung der Peptidbindung ist dabei nicht
beobachtet worden. Diese Bedingungen sind also bei Athylestern ganz geniigend selektlv, mit
Benzylestern ist das ein andere Frage.

TascanER: Im Laufe einer anderen Arbeit haben wir die Beobachtung gemacht, dal wasser-
freie Toluolsulfonsiure, in Eisessig geldst, die Carbobenmxygruppa spaltet ohne Estergruppen
merklich anzugreifen.

4
Tabelle

Spaltung der C&rbobanzoxygmppe mit Toluolsulfonséure; Verlangarung der Peptld.kette von dem
Amind-Ende

Das durch Spaltung der Carbohenzoxygruppe unter den im Text angefithrten Bedingungen
erhaltene Toluolsulfonsduresalz wurde im UberschuB mit Carbobenzoxy-glycin-cyanmethylester
zur Reaktion gebracht.

. | Toluolsulfonsiuresalz Endprodulkt #
Ausgangsstofi®
Smp., °C | Ausb., % Formel Smp., °C | Ausb., %
Cbz-PheNHC,H,, | 158—159 98 Cbz-Gly-PheNHC,H,, | 188—189 93
Chz-PheOEt 137—139 95 Chz-Gly-PheOEt 4
Cbz-Phe-GlyOlt 178—179 98 Cbz-Gly-Phe-GlyOEt 120—131 44
Cbz-Gly-PheOEt b b Cbz-Gly-Gly-PheOEt 100—-101 84
Chz-Gly-LeuQEt b b Chz-Gly-Gly-LeuOEt 121 —122 70
Chz-Leu-GlyOEt v J Cbz-Gly-Leu-GlyOH® | 156—157¢|  51°

% Phenylalanin tmd Leucin durchwegs in der pr-Konfiguration. ? 01, ohne Isolierung welter-
verarbeitet, ¢ Der nichtkristalline Ester wurde dlI‘&]St- allzalisch verseift,

Weitere Versuche (mit B. Liberek) wurden zuniichst mit Toluolsulfonséurein Eisessig, dann aber
in neutralen Losungsmitteln durchgefithrt, um einer eventuellen acetolytischen Spaltung der
Estergruppe vorzubeugen. Die Reaktion wird nun so durchgefithrt, dafi man den Carbobenzoxy-
aminoséure- oder -peptidester (1 Mol) in wenig Toluol oder Benzol mit wasserfreier Toluolsulfon-
séure (2,5 Mol) bis zum Aufhéren der Kohlendioxyd-Entwicklung (4 bis 20 Minuten) auf dem
Wasserbade auf 50—90° erwarmt. Dann wird das Losungsmittel verdampft und der Riickstand
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mit absolutem Ather gewaschen; die kristallinisch oder &lig anfallenden Toluolsulfonséure-
salze kénmen ohne weitere Reinigung zur Verlingerung der Kette angewandt werden. Das Salz
wird dabei in einem geeigneten Losungsmittel mit einem tertiiren Amin versetzt und mit einer
aktivierten, N-geschiitzten Aminosiure gekuppelt (s. Tabelle). ’

Wihrend der Spaltung der Carbobenzoxygruppe bleibt die Athylestergruppe vollstindig
intakt, auch wenn das Reaktionsgemisch eine Stunde lang zum Sieden erhitzt wird; dagegen ist
die Benzylestergruppe unter diesen Reaktionsbedingungen nicht besténdig.

Es wurde auch versucht, die Carbobenzoxygruppe von Carbobenzoxy-phenylalanin-cyan-
methylester nach dieser Methode zu entfernen, wobei die Ausheuten 709, nicht iiberstiegen. Das
Toluolsulfonsauresalz des Cyanmethylesters gab, mit tertifirem Amin versetzt, das entsprechende
Diketopiperazin in recht guter Ausbeute.

RupinceEr: We have also examined the action of hydrogen bromide in glacial acetic acid
on peptide derivatives in a somewhat different connection, and our results may perhaps be of
interest here. As you will know, Emil Fischer introduced the use of hydrogen iodide—phosphonium
iodide for the fission of arylsulphonyl groups, and Schénheimer applied this method to the
preparation of some simple peptides. Later du Vigneaud and Behreus introduced reduction with
sodium and liquid ammonia for the same purpose.With this method, the separation of the product

- from the large amount of inorganic material formed has frequently presented difficulties. A generai
working-up procedure using ion exchange resins was developed in our laboratories [Rudinger J.:
This Journal 19, 375 (1954)] and independently by Swan and du Vigneaud [J. Am. Chem. Soc.
76, 1310 (1954)]. Recently we have been interested in developing a larger-scale synthesis of
L-glutamine from t-glutamic acid through tosylpyroglutamic acid and tosyl-r-glubamine; and .
although the first stages here can easily be carried out on a scale of several kilogrammes, the
detosylation with sodium and particularly the working up of this reaction are somewhat difficult
on such a scale. About the time we were faced with this problem, Weisblat, Magerlein and Myers
[7. Am. Chem. Soc. 75, 3630 (1953)] described a procedure for the fission of certain sulphonamides
with hydrogen bromide in glacial acetic acid, in the presence of phenol as bromine scavenger,
with a reaction time of several hours or days at room temperature. This procedure seemed
promising to us, and we tested its applicability to the preparation of glutamine. We found that
free glutamine is readily obtained from its tosyl derivative by treatment with hydrogen bromide
in glacial acetic acid for about 2} hours at 70°, 20 hours at 37°, or some 10 days at 20°, with
yields of about 809%. The glutamine hydrobromide crystallises from the reaction mixture.
@lutamine ean be obtained from the hydrobromide by ion exchange, or by preeipitation with
methanol after neutralisation with ammonia. There is no appreciable fission of the amide group
under any of these conditions.

‘We were, of course, interested to find out the scope of this reaction. We have used it prepar-
atively in anumber of cases which are summarised in Table I; in a number of others we have only
examined the product chromatographically. In no case did we encounter any acetylated product,

Table I
Removal of Tosyl Protecting Groups with Hydrogen Bromide in Glacial Acetic Acid

Amino-acids® g Peptides?®

Tosyl derivative 'Mat-hodb Yield, % Tosyl derivative Method | Yield, 9%,
Tos-Glu(NH,)OH A,B,C| 78—82 | Tos-Gly-GlyOH B 50
Tos-Dab(NPhth)OH A 75¢ | Tos-Gly-Dap(NHTos)OH A 66
Tos-DabOH A 80 Tos-y-But-GlyOH A 88 .
Tos-Dab[NH.C(:NH)NH,]JOH, B 32 Tos-Gly-Dab(NPhth)-GlyOBz! A 704
Tos-OrnOH A 75 Tos-Glu(NH,)-Asp(NH,)OH C 53
Tos-ArgOH A 68 Tos-Glu(GlyOH)OH B 87
Tos-ProOH A 67 Tos-Glu(NH,)-GlyOH B 75
H-Dap(NHTos)OH A 84 Tos-Glu(GlyOEt)OH B 724

2 Dab is a residue of o,y-diaminobutyric acid, Dap of «,y-diaminopropionic acid, y-But of
y-aminobutyric acid; the w-functions, where substituted, are shown in parentheses after the sym-
bol of_the amino-acid. All asymmetric amino-acids except for diaminopropionic acid are of the
L configuration. ¥ A 65—70°, 2—5 hours; B 37°, 20— 24 hours; C 20—22°, 10 days. ¢ The phthaloyl
group remains unattacked. ¢ The ester group is cleaved. .
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and with procedures B and C, that is, at 37° or 20°, no fission of peptide bonds was observeds
ab 70°, there is slight fission of peptide bonds. Esters are cleaved under these conditions, but
phthalyl groups and apparently also 8-benzyl groups are stable. As I have already mentioned
earlier in the discussion compounds with a free carboxyl y to a tosylamino group undergo cyclis-
ation to derivatives of the type I or II under these conditions; examples of this reaction are
collected in Table IL. : '

CH,—CH, : ?Ha—?H—NH—

(l}O H—CO— CH, CO

24 I i Ir
o8 Tos

Finally, I should mention a practical point: Among the products of the reaction there
are some which can cause unpleasant skin rashes, so that the use of rubber gloves is advisable.

~

Table IT
Cyclisations of y-Tosylamino-carboxylic Aeids by Hydrogen Bromide in Glacial Acetic Acid
Starting material® Conditions® Product® Yield, %
Tos-GluNH, B Tos-n-GluNH, 74
Tos-Glu-GlyOH B Tos-r-Glu-GlyOH 68
H-Dab{NHTos)OH A HBr.H-w-Dab(Tos) 80
Tos-Dab(NHTos)OH A HBr.H-x-Dab(Tos) 96
Tos-n-Dab(Tos) A HBr.H-x-Dab(Tos) 86

@ Symbols as in Table I; Tos-z-Glu- is 1-tosylpyrrolid-5-one-L-2-carbonyl-
(tosyl-pyroglutamyl, I), -w-Dab(Tos), by analogy, amino-substituted 1-tosyl-
L-3-aminopyrrolid-2-one (II).

Brenwer: Ieh machte mir noch eine Bemerkung erlauben zu dem,-was Herr Dr. Wiinsch.
iiber jene unliebsamen Falle gesagt hat, wo Natriumsalze von Carbobenzoxyverbindungen an
Stelle der freien Séuren isoliert worden sind. Herr Wiinsch hat das darauf zuriickgéfiihrt, da
die Carboxylgruppe vielleicht allzu stark maskiert sei und daf deshalb die Zerlegung des Salzes.
auf Schwierigkeiten stoBe. Ich glaube nicht, daB diese Erklarung zutreffend ist. Wir diirfen nicht-
vergessen, daB Acylaminosiuren relativ starke Siuren sind — das wird im allgemeinen viel
zu wenig beachtet — und dafl man stark anséuern mufl, wenn man sie wirklich vollstindig in.
der undissoziierten Form haben will. Andererseits ist es eine alte Beobachtung, daf Carbon-
séduren mit grofen Fettresten beim Ausschiitteln im Scheidetrichter die Tendenz haben, in.
Form ihrer Salze in die organische Phase zu gehen. Es ist ja oft nicht einmal mdglich, eine Carbo-
benzoxyverbindung mit Bicarbonat auszuschiitteln, sie geht einfach nicht in die wabrige Phase.
Bs ish dann so, daB wir bei einem pH, das nicht geniigend tief ist, eine Mischung von freier S#ure:
und Natriumsalz haben und wenn wir die wibrige Losung mit Essigester schiitteln, geht eben.
beides in die Essigester-phase. '

Wionscm: Ich habe in chromatographischen Studien festgestellt, daB dies nur bei solchen
Carbobenzoxyverbindungen auftrité, die eine verhiltnismaBig schwache Dissoziationskonstante:
haben. Den Unterschied kann man durch Anfirbung von Carbobenzoxyaminosfiuren auf dem
Chromatogramm mit Kaliumjodid-Jodat-Stiirke feststellen. Bei Carbobenzoxy-phenylalanin.
oder Dicarbobenzoxy-lysin tritt die Farbung bedeutend spéter ein als z. B. beim Carbobenzoxy-
glycin usw. Im Falle des Carbobenzoxy-phenylalanins, das ja Bergmann und Mitarbeiter
mit Smp. 126—128°, und dann Vaughan noch einmal mit Smp. 130° beschreiben, ist es mir
gelungen, aus diesem Gemisch durch Aufnehmen in siedendem Essigester und Abwarten der
Kristallisation ein Produkt zu isolieren, dessen Schmelzpunkt, 143—144°, sich durch Umkristal-
lisieven nicht weiter steigern 1aBt. Es hatte eine Zusammensetzung von einem Atom Natrivm:
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auf 5Mol Carbobenzoxy-phenylalanin. Wir neigen dazu, die Verbindung fast als Einschlu8-
verbindung oder dgl. zu bezeichnen. Es ist eine einheitliche Verbindung, die sich in heillem
Essigester 1ost und daraus mit demselben Schmelzpunkt ausfallt. Wenn solche Aminoséuren,
deren Carbobenzoxyderivate eine geringere Dissoziationskonstante als Carbobenzoxy-glyein
oder -alanin haben, am Ende als Ester stehen — also Carbobenzoxytripeptidester mit Phenyl-
alanin, e-Carbobenzoxylysin oder z. B. auch Valin — dann wird neben der Esterspaltung auch
der Carbobenzoxyrest angegriffen, und zwar um so starker, je geringer die Dissoziationslkonstante
der Carbobenzoxyaminosiure nach dieser Methode ist. Es liegt durchaus nahe, daB auf der
einen Seite der grofie verzweigte Rest (bei Phenylalanin der Phenylring), auf der anderen
Seite die grofie Carbobenzoxygruppe, die ja eindeutig in cis-Stellung zur Carboxylgruppe steht
(dadurch die leichte Spaltung von Carbobenzoxyaminosiéurechloriden zu Oxazoliddionen) aus
sterischen Griinden zur Maskierung der Carboxylgruppe entscheidend beitrigt.

BrennEer: Haben Sie pK-Werte von Carbobenzoxy-glycin usw. gemessen ? Hinige diesbeziigli- .
che Daten finden sich bei Cohn und Edsall [Amino Acids, Peptides and Proteins as Ions and Dipolar
Ions. Reinhold, New York 1943]. .

Wiinscr: Nein, die haben wir nicht gemessen. Ich bin dazu im Moment nicht eingerichtet;
aber es wiare wiinschenswert das einmal zu tun.

Zaorar: Vor einiger Zeit studierten wir die Reaktion des Thiophthalséiureanhydrids mit
Aminossuren und deren Estern, da diese Reaktion die Méglichkeit bot, die synthetisch niitzlichen
Phthalylaminosiuren und Phthalylaminosiureester auf diesem Wege darzustellen. Es zeigte
sich, daB das Thiophthalsiureanhydrid mit Aminosiureestern in Chloroform- oder Atherlésung
in Gegenwart von 1 Mol einer tertiiren Base (am besten N-Athylpiperidin) orangegefarbte kristal-
linische oder &lige wasserldsliche Salze bildet. Durch Anséuern der waBrigen Lésung dieser Salze
zersetzten sie sich unter Entstehung von Thiophthalsiureanhydrid und der. entsprechenden
Salze des Aminosdureesters.

R
|

co CO.NH.CH.COOR/ % 00\ II%

/ Sy I B B/
l\ s + NHE-CH.COOB A (_g (ﬁh —I_I,? N.CH.COR
NV oo/ ' . e ey - co”

R’ = Alkyl oder Wasserstoff, B = Base

Die Salze lieBen sich glatt cyelisieren, entweder durch lingeres Stehen der wilrigen Losung
bei Zimmertemperatur, oder schneller durch Erwirmen oder durch Einwirkung von Wasser-
stoffperoxyd. Schnell verlief auch die Cyclisierung der Salze in einem geeigneten Lésungsmittel

Tabelle T Tabelle IT

Herstellung von Phthalylaminosfureestern Herstellung von Phthalylaminosfiuren mittels
mittels Thiophthalanhydrid Thiophthalanhydrid
Ester - Methode Ausb., % | - Aminosiure® Base Ausb., %
SRty > & Phth-GlyOH NhECO, 67
5 51 CH,N.Et | 60
D 90 Phth-AlaOH NaHCO, 18
; ¥ % C,H,,N.Et 39
Bt Alabiiy 5 5 Phth-NvalOH | NaHCO, 25
¥l ‘za C;H,(N.E$ 43
Phth-pL-ValOEt | B 67 LRV CsHoyoN.Et 33
Phth-I.-LeuOMe B 76+ g el Rt B .
. ul ure
Fhil-x-LanOgs 4 i Phth-e-Amino- | NaHCO, 46
b 78+ capronséure =
* Nichtkristallin; siehe Text. © @ pr-Konfiguration.
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durch Diazomethan. Im priparativen MaBstabe bedienten wir uns der Cyclisierung durch
Erwirmen. Dabei zeigte es sich, daB die Geschwindigkeit der Cyclisierung mit anwachsender
Grofle der Aminosiéureseitenkette absank. Die Ergebnisse sind aus der Tabelle I ersichtlich.
Die Ausbeuten sind dabei auf reine Stoffe bezogen. Die mit einem Asterick bezeichneten Daten
beziehen sich auf nichtkristallinische Produkte, aber auch diese mufBten bereits betrichtlich
rein sein, da sie durch Séurehydrolyse die betreffenden Phthalimidosuren in guter Ausbeute
ergaben.

Die Reaktion von Thiophthalsiureanhydrid mit Aminoséuren wurde in wiBrigem Tetra-
hydrofuran in Anwesenheit von 2 Mol Natriumhydrogencarbonat durchgefithrt. Die Reaktion
verliuft wahrscheinlich auch in diesem Falle in zwei Stufen, indem sich zuerst relativ rasch
das Salz der entsprechenden o-Thiocarboxybenzoylaminosaure bildet, das dann langsamer
zu dem Phthalimidosaurederivat cyclisiert. Die zweite Stufe verlduft leider mit Aminoséuren
picht so glatt wie mit deren Estern. Die Ausbeuten an Phthalimidoderivaten waren mit Aus-
nahme von Glycin und den w-Aminoséuren gering und sanken weiter mit wachsender Gréfe
der Aminosiureseitenkette. Die Anwendung von N-Athylpiperidin anstatt Bicarbonat fithrte
in einigen Versuchen zu héheren Ausbeuten an Phthalimidosaure (Tabelle IT).

Wird die Reaktion in kochendem Pyridin durchgefiihrt, erhalt man direkt die Phthalimido-
sduren in guter Ausbsute. Bei den einfachen neutralen Aminoséuren fithrte die Reaktion zu
optisch reinen Produkten, aus polyfunktionellen Aminosiiuren (Glutaminséure oder S-Benzyl-
cystein) wurden jedoch fast villig racemisierte Produlkte erhalten.

Wie schon angefiithrt wurde, verliuft die Reaktion des Thiophthalsiiureanhydrides mit Amino-
siuren in wilriger Losung in Gegenwart von Natriumhydrogencarbonat nur bei Glyein und
»-Aminoséiuren befriedigend. Wir haben einen Versuch gemacht, diesen Unterschied in der -
Reaktivitét zur selektiven Phthalylierung der w-sténdigenAminogruppen einiger basischer
Aminosiiuren auszuniitzen. Dabei stellten wir fest, daB eine.solche Reaktion bei o,y-Diamino-
buttersiure, Ornithin und Lysin witklich durchfiihrbar ist, da8 sie aber bei «,8-Diaminopro-
pionséure zu einem untrennbaren Gemisch von monophthalylierten Derivaten fithrt.

Vaspa: Iech méchte einige mit der Carbobenzoxy-Schutzgruppe zusammenhingenden Krfah-
rungen erwihnen. Wir haben freie Asparaginsiure bei Einwirkung von Phosgen und nachher
durch Hitzepolymerisation in Polyasparaginséuren gemischten Bindungstyps umgewandelt. Auf
dhnliche Weise versuchten wir die Polyasparaginsiure aus.-N-Carbobenzoxyasparaginsiure
nach der Leuchs’schen Methode herzustellen. Wir erwarteten, dafl sich die isomeren Saurechloride
unter Abspaltung von Benzylchlorid und dann gleich unter Kohlendioxyd-Abspaltung in die
Polyséure gemischten Bindungstyps umgewandelt wiirden. Aber wir konnten feststellen, daB
dieses Produkt wider Hrwarten nicht die freie Polyséure, sondern der Polybenzylester war.
Zur theoretischen Deutung liefe sich eine Reaktionsmoglichkeit erwégen, die von Albertson
und McKay [J. Am. Chem. Soe. 75, 5323 (1953)] aufgeworfen wurde, und die darauf beruht,
daf bei der thermischen Zersetzung von N-Carbobenzoxy-aminoséiuren unter Kohlendioxyd-
Abspaltung als prim#re Produkte die Benzylester entstehen kénnten. Die Autoren haben den
hypothetischen Benzylester nicht isoliert. Nun kénnte man bei unserem Poly-asparaginsiiure-
benzylester annehmen, daB aus den Carbobenzoxy-asparaginséure-monochloriden die isomeren
Chloride der Asparaginsdure-monobenzylester entstehen, die dann unter Chlorwasserstofi-Ab-
spaltung eine zur Bildung der Polybenzylesters fiihrende intermolekulare Polyacylierung erleiden.
Wir konnten in der Tat feststellen, daB bei der Hitzebehandlung neben Kohlendioxyd auch
reichlich Chlorwasserstoff entweicht. Aus diesen Versuchen geht hervor, daB unter gewissen
Bedingungen die Carbobenzoxygruppe vom Amino- zum Carboxylrest wandern kann.

Wiinscr: Dies wiirde praktisch der Abspaltung entsprechen, die Professor Taschner mit den
Sulfonséiuren studiert hat, bzw. der Halogenwasserstoffsolvolyse. Faktisch iibernimmt da eben
bei der héheren Temperatur die Carbonséure die Rolle des Halogenwasserstoffs. Ein Umschwen-
ken des Benzylrestes auf die Carboxylgruppe kénnte durchaus erfolgen; undenkbar ist das
eigentlich nicht bei héherer Temperatur. Es handelt sich doch um héhere Temperaturen, nicht ?

Vaspa: Ungefahr 110—120°.

‘Witwsca: Uber dem Schmelzpunlkt ?

Vaspa: Ungefihr bei dem Schmelzpunkt.

BrewnEeR: Ich glaube, der Azidorest verdient es auch ein wenig genauer als Aminoschutz-
gruppe betrachtet zu werden. Herr Wieland hat ja gesagt, daB er bei der Herstellung der Diacyl-
imide den Azidorest in guter Ausbeute mit Hilfe von Bromwasserstoff in Eisessig in die Amino-
gruppe iiberfithren konnte. Wir haben dieselbe Erfahrung auch in unserem Laboratorium ge-
macht, er ist iibrigens auch sehr leicht durch Hydrierung in die Aminogruppe iiberzufiithren und ~
Azidofettsiuren sind ihrerseits aus den Halogenfettsiuren leicht zugiinglich. Man steht allerdings
noch-vor der Aufgabe der Racematspaltung; aber eine optisch aktive Azidofettséure zu machen
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und endsténdig in eine Peptidkette einzufiihren wird sich bestimmt in solchen Fiallen lohnen,
wo Schwierigkeiten mit der Aminoschutzgruppe auftreten, wenn man die bekannten Verfahren
verwenden will.

Rupmwaer: Wir haben mit Herrn Zaoral auch iiber diese Frage machgedacht. Es gibt da
theoretisch noch eine andere Moglichkeit und das wire die Aminogruppe von einer Aminoséure
in die Azidogruppe iiberzufithren, ohne zu racemisieren. Wenn das in einigermafen guter Aus-
beute durchfithrbar wire, kénnte die Azidogruppe zu einer der wichtigsten Schutzgruppen
werden. :

BrENNER: Ja, aber auch das Problem der totalsynthetischen Herstellung von Azidofettséuren

+ist sehr aktuell.
Rupmveer: Eher die Racematspaltung! Vielleicht konnte man das enzymisch machen? |

BrexnwER: Ich glaube, da muf sich jede klassische Methode verwenden lassen. Wir haben uns
ein wenig mit Racematspaltungen beschéitigt, und das geht erstaunlich gut mit den klassischen
Methoden. Dazu kommt, daf man wahrseheinlich die,,falsche‘ Form, also die p-Form‘in diesem
Fall, relativ leicht wird racemisieren kénnen, so daf} man an sich keine Verluste hatte.
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E. TasCHNER
Insiitus fir organische Qhemse, Technische Hochschule, Gdarisk

Das Manuskript des Vortrages von Prof. E. Taschner lag leider nicht im
Termin vor und von seiner Veroffenthchung mubte darum Abstand genommen

werden.
Die Redaltion.

Diskussion

zu dem Referat von E. TASCENER

BrenngR: Die Diazometholyse — Esterspaltung mit Diazomethan — ist eine sehr interes-
sante Reaktion. Sie haben auch etwas in dieser Richtung gemacht, Herr Wieland?

‘WieLanD: Wir haben bei Lactonen beobachtet, da sie in #thylalkoholischer Losung dann
sehr leicht unter Veresterung mit Athylalkohol aufgespalten werden, wenn Diazomethan dazu-
kommt [Wieland T., Ohnacker (., Rothhaupt R. K.: Chem. Ber. 88, 633 (1955)]. Es bildet sich
dabei nicht der Methylester, sondern der Athylester. Dataus ist zu schlieBen, daB. das Diazo-
methan einen Katalysator darstellt. Es ist eine Umbesterung; kéing Verseifung. Zur gleichen Zeit
hat Bredereck [Bredereck H., Sieber R. Kamphenkel L. Chem. Ber. 89, 1169 (1956)] eine
Arbeit veréffentlicht, in der er diese Beobachtung auch auf Ester ausdehnt. Man kann also zum
Beispiel einen Methylester zu dem Athylester umestern in Gegenwart von Diazomethan. Aber
es ist keine Verseifung, das méchte ich hier nochmals betonen. Es wiirde das Problem der Ab-
spaltung des Esters, also der Verseifung, vielleicht dadurch férdern, daB man den Methylalkohol
mit einem anderen Alkohol umestern kinnte so daB ein Ester entstiinde der jetzt leicht hydro-
- lytisch zu spalten wére. -

BrexNer: Die Diazometholyse von Baer und Maurukas ist eine wirkliche Spa,ltung Es ist
eine merkwiirdige Reaktion, auf die ich in meinem Referat zuriickkommen werde.*

WisranD: Es ist aber auch eine Spaltung unter Esterbildung, nicht? Die Phosphatidsiure
wird nachher als Ester erhalten.

BreNNER: Ja. Es ist aber kein Alkohol im Reaktionsgemisch und die Aminogruppe ist not-
wendig, sonst geht es nicht. ’

‘WieranD: Vielleicht kann man sich jetzt einmal kurz Gedanken machen iiber den Mechanis-
mus der Veresterung in Gegenwart von Phosgen Wir haben gestern einmal diese Frage ange-
schnitten. Sie hatten gedacht, dafl dabei ein gemischtes Anhydrid entsteht. Vielleicht mochten
Sie ein paar Worte dartiber sagen, Herr Brenner?

BrENNER: Wenn man irgendeine Verbindung, die eine aliphatische oder aromatische Hydroxyl-
gruppe enthélt, etwa mit einer Carbobenzoxyaminoséure verestern will, dann kann man daran
denken, diese Carbobenzoxyaminoséure nach dem Wieland-Boissonnas-Vaughan Verfahren zu
aktivieren, indem man ein gemischtes Anhydrid mit Kohlenséiure macht. Das ist auch in einigen
Fallen mit Erfolg geschehen; in anderen Fillen hat man weniger Gliick gehabt, und zwar des-
halb, weil im Laufe der Reaktion aus dem gemischten Anhydrid R’.C0.0.CO.OR ein Alkohol

* 8,131,
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ROH, z. B. Methylalkohol oder Athylalkohol, frei wird und dann mit der zu veresternden OH-
Verbindung in Konkurrenz tritt. Aus diesem Grundehaben wir gedacht, man kénnte an Stelle von
Alkcylicohlenséurechloriden, C1.CO.OR, die man zur Herstellung der gemischten Anhydride verwen-
det, mit C1.CO.Cl, also mit Phosgen arbeiten. Esist in der Tat so, daB man das Phosgen in Gegenwart
einer tertidren Base, z. B. Tridthylamin, mit einer Saure, R’.COOH, bei —80° umsetzen kann
und dabei ein Zwischenprodukt hekommt, das auf Zusatz der Hydroxyl-Verbindung R“OH in
sehr guter Ausheute zum Ester R’.COOR” fithrt. Unsere Meinung war nun die, daBf aus beiden
Komponenten primér ein gemischtes Anhydrid R’.C0.0.CO.Cl gebildet werden kénnte. Dieses
kann dann mit dem Alkohol R”OH weiterreagieren, sei es unter direktem Abbau zu Kohlendioxyd
und Esterbildung, oder unter intermediéirer Bildung von einem gemischten Anhydrid R’.CO O.
.CO.0R", das dann beim Erwirmen CO, verlieren wiirde. Wir glauben, daB8 solche Zwischen-
produkte wirklich auftreten. Wenn man némlich eine optisch aktive acylierte Aminoséure wie
Benzoyl-r-leucin oder dgl. verwendet und mit einer Base wie Glycinester kuppelt, so beobachtet
man vollstéindige Racemisierung. Das ist ein ziemlich guter Hinweis dafiir, da eine Anhydrid-
Stufe durchschritten wird. Das Ganze ist eine Hypothese. Gewiss ist nur, deB die Methode
sich préparativ gut anwenden lift. Nachdem ich aber jetzt von Herrn Dr. Rothe gehort habe,
dal man Ester auch mit Dicyclohexylearbodiimid machen kann, so glaube ich, daB wir die
. Phosgen-Methode lieber mnicht mehr gebrauchen und an ihrer Stelle mit Dicyclohexylearbo-
diimid arbeiten wollen.

Rorme: Also bei Salicylséuren haben wir ausnahmsweise etwas geringere Ausbeuten bekom-
men, als Sie nach Threm Verfahren, aber auch noch 70— 809,

Brenner: Da man von Salicylséureestern ‘spricht, méchte ich hierzu noch folgendes erwithnen:
Man kann Salicylséureester als aktivierte Ester auffassen. Verestert man z. B. den Benzylester
von Salicylséure am phenolischen Hydroxyl etwa mit Carbobenzoxy-glycin, dann ist dieses
Carbobenzoxy-glycin aktiviert, dhnlich wie bei einem p-Nitrophenylester u. dgl. Diesen Hster
Jkann man nun gut fiir Umesterungen gebrauchen. Setzt man ihn mit einem Alkohol, ROH, in
Gegenwart von Triéthylamin um, so findet in der Wirme fast quantitativ Bildung von ChzNH.
.CH,.COOR statt, Als Losungsmittel dient Dioxan oder so etwas. Ich kann die Methode sehr
empfehlen.

‘RupmvcER: Das ,,R* ist beliebig? :

Brunnmr: Wir haben «-Benzyl-glycerinsiiure verwendet und glatt den Ester Cbz NH.CH,.
-C0.0.CH,.CH(OC,;H,).COOH erhalten. Die intermediéire Bildung eines gemischten Anhydrids
aus g-Benzyl-glycerinséure und Carbobenzoxy-glycin ist hierbei nicht ansgeschlossen. Der Ester
kénnte daraus durch intramolekulare Verschiebung des Acylrestes entstanden sein.

‘Wienanp: Haben Sie das auch mit tertidren Alkoholen versucht? %

Brexser: Wir haben es nicht versucht, haben aber unfreiwillig solche Experimente gemacht.
‘Wir haben némlich Verbindungen der Formel

0.CO.R
X
N Noox,
die keine Aminoacyleinlagerung eingehen kénnen, mit Kalium-tert-butylat in teri-Butanol
behandelt; wir haben dabei ieri-Butanol genommen in der Meinung, es wiirde keine Umesterung
stattfinden. Diese Meinung war nicht ganz richtig — man kann aus solchen Salicylsdurederivaten

und fert-Butanol in Gegenwart von Kalium-fert-butylat tatsdchlich fert-Butylester bekommen.
Die Ausbeuten kenne ich nicht, da wir die Umsetzung nicht hinreichend untersucht haben.

Wieraxp: Vielleicht darf ich zum Mechanismus der Veresterung mit Phosgen moch eine
Bemerkung duBern. Bei dem Zwischenprodulkt, dal Herr Brenner hier formuliert hat, besteht
die Moglichlkeit, daf der Alkohol sich mit dem Chlor zum gemischten Anhydrid umsetzt; man
wird dann dasselbe erhalten, was man bekommt, wenn man ein Alkylkohlensiurechlorid mit
der Siure umsetzt, also ein gemischtes Anhydrid. Nun sind diese gemischten Anhydride nach
meiner Erfahrung nicht so empfindlich, daff sie unter 0° schon in Alkohol und Kohlendioxyd
zerfallen, sondern man muB etwas héher gehen..Hier wire eine Methode, wenn es gelinge, den
Chlorameisernisiure-tert-butylester leidht herzustellen. So miiBte man die tert-Butylester der
substituierten Aminoséuren gut bekommen. Ich glaube aber, daB der fert-Butylester der Chlor-
ameisenséiure recht schwer zugiinglich ist. Phosgen mit fers-Butylallohol gibt nicht in glatter
Realction dieses Halbehlorid. .

-
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+ BrENnER: Es hat jemand ganz kiirzlich solche fert-Butyloxyverbindungen hergestellt.

RupiNeer: Mit dem gemischten Carbonat, p-Nitrophenyl-tert-butylearbonat. Sie haben auch
tert-Butyloxycarbonylchlorid hergestellt, aber das ist fiir praktische Zwecke nicht brauchbar.
McKay und Albertson [J. Am. Chem. Soec. 79, 4686 (1957)] haben Phenyl-teri-butylearbonat
gebraucht und haben die Methode nicht besonders gut gefunden. Anderson und McGregor
[J. Am. Chem. Soc. 79, 6180 (1957)] haben den p-Nitrophenylester beniitzt, das ist mit freien
Aminoséuren auch nicht gerade glanzend, aber mit Aminoestern etwas besser.

WieranD: Diese tert-Butyloxycarbonylverbindungen der Aminosiiuren macht man ja aus den
Isocyamaten, wie wir gestern gehdrt haben, und dem tertiaren Allcohol. Das scheint jedenfalls
ganz gut zu gehen.

Noch zum Phosgen-Mechanismus: die andere Méglichkeit ist natiirlich die, daB der Alkohol
mit dem Carboxylkohlenstoff des gemischten Chlorkohlensfiureanhydrids reagiert. Es wirde
auch die Erklirung dafiir in sich schlieBen, daB Racemisierung eintritt; denn dieses Zwischen-
produkt kann mit dem Azlacton in Gleichgewicht stehen und trotzdem kann hier der Angriff
erfolgen. - .

RupiNeER: Vielleicht ist es in diesem Zusammenhang interessant, daran zu erinnern, daB von
der N-Benzylasparaginséiure ein Anhydrid dhnlicher Zusammensetzung isoliert worden ist
[Liwschitz Y., Zilkha A.: J. Am. Chem. Soc. 76, 3698 (1954)].

05H50H2.NH.?H.00.0.00.01
CH,.COOH

Das reagiert mit Aminen unter gewissen Bedingungen iiber das cyklische Anhydrid, aber es
kann auch so reagieren, daff direkt an dem aktivierten Carboxyl eine Amidbindung entsteht.
Man kénnte vielleicht hier analog annehmen, daB sich mit dem Amin primér ein Carbaminsiure-
anhydrid bildet. .

WiNson: Der Mechanismus entspricht ja praktisch dem der Isocyanatmethode, das miite
schon gehen. Vor allem in Gegenwart von Basen miiBte an und fiir sich dieses gemischte Anhydrid
der Carbaminséure mit der Carbonséure rasch zerfallen. Naphthyl-Ester sind schon auf diesem
Weg gemacht worden, die ja ansonsten sehr schlecht zugénglich sind; und zwar durch Umsetzung
des Saure mit dem Kohlenséureester-chlorid des Naphthols. Man erhilt zuerst das gemischte
Anhydrid der Carbonséure mit dem Kohlensaurehalbester, das dann unter Kohlendioxyd-
Abspaltung zerfallt und den gewliinschten Naphthylester liefert: Auf diese Art ist z. B. Carbo-
benzoxy-leucin-B-naphthylester synthetisiert worden.

Wieraxn: Vielleicht darf ich noch auf etwas hinweisen: Wir haben von Herrn Taschner
gehdrt, daf im Prinzip alle aktivierten Carboxylverbindungen zur Veresterung brauchbar sind.
Da miissen wir natiirlich wieder daran denken, daB hier die Racemisierungsgefahr innewohnt
und man wird dann schon solche Methoden beniitzen, bei denen die Racemisierung nicht zu
befiirchten ist. In dem Zusammenhang méochte ich doch noch einmal unsere Methode mit Phos-
phoroxychlorid empfehlen, wo ein Zwischenprodukt der Formel AcNH.CHR.CO.OP(0)Cl,
entsteht. Dieses Anhydrid ist auBerordentlich realktiv und laBt sich natiirlich auch mit Alkoholen
umsetzen. In der Peptidchemie haben wir hier niemals Racemisierung beobachtet. Die ganze
Reaktion geht bei —20° vor sich und es wire zu versuchen, ob man das nicht auf weitere Ver-
esterungen ausgedehnen kénnte. ‘

Brexwer: Haben Sie nicht so etwas in Gegenwart von Serin gemacht?

WIELAND: Ja, und da hat die Hydroxylgruppe nicht reagiert. Das kommt aber daher, weil
die Konkurrenz der Aminokomponente, die im Ansatz mit dabei ist, zu groB ist. Das OH reagiert
natiirlich viel langsamer, das ist bekannt, weil es weniger nucleophil ist und sobald Aminokompo-
nenten dabei sind, reagieren diese sofort, dann kann nichts mehr passieren. Wenn man aber die
Aminokomponente weglafit und die Reaktion in Gegenwart des Alkohols vornimmt, kénnte
ich mir denken, da man vielleicht zum Ziel kommt.

BreNNER: Ich méchte genauer fragen: Haben Sie auf diese Weise auch Carbobenzoxy-serin
aktiviert? : ;
WiBLAND: Ja, aber bei dieser Methode aktivieren wir ja in Gegenwart der Aminokomponente.

Man gibt das Amin und die Séure in Pyridin zusammen und fiigt dann die berechnete Menge
von Phosphoroxychlorid zu und isoliert kurz danach das Peptid.

88



Carboxyl-Schutzgruppen

Brunwer: Ich bin durchaus mit Thnen einverstanden. Immerhin ist bei N-Acyl-serinen dgs
altivierte Carboxyl in Nachbarschaft des Hydroxyls. Letzteres wird dann als Konkurrent viel
ernster zu nehmen sein, als wenn es nicht im gleichen Molekiil wire. Ich frage mich also, ob in
diesem Fall eine Konkurrenz mit der Aminogruppe in anderen Molekiilen méglich ist, weil die
Hydroxylgruppe so viel bessere sterische Chancen bietet.

WieLAND: Sie meinen dieses Zwischenprodult?

OH

Chz. NH—CH—C
E | Npoct,
H,—O

Dieses Zwischenprodukt wire zu erwarten. Hier ist aber der Ringabstand zu ungiinstig, hier
miiBte sich ein Vierring ausbilden, wenn ein interner Ester entstehen wollte. Es miiBite hier ein
B-Lacton entstehen. Dazu ist, glaube ich, die sterische Gegebenheit nicht da.

BreNNER: Ich meinte, das primire Hydroxyl kénnte am Phosphor angreifen.

‘Wreranp: Es greift wohl an der Carbonylgruppe der aktivierten Séure an. Hier greift es
nucleophil an, und hier ist die Hydroxylgruppe natiirlich in der Nachbarschaft. Es kénnte viel-
leicht auch ein B-Lacton entstehen; das wiirde aber durch das Amin wieder zum Peptid auf-
gespalten werden. Das kdnnen wir nicht ausschlieflen.

WiinscH: Die Veresterung mit Thionylchlorid und Alkohol, bzw. mit Sulfiten oder Phosphiten,
geht z. B. nicht im Falle des Nitroarginins. Unter diesen Bedingungen wird die Nitroguanido-
gruppe weitgehend reduziert.

Noch ein Wort zur Frage von Carboxylschutzgruppen. Iech habe schon gestern erwéhnt,
daB wir auch Thioester nicht nur als aktivierende Komponente,sondern auch als Carboxylschutz-
gruppe verwendet haben. In den Fillen, in denen sich Ester alkalisch schlecht verseifen lassen,
kénnte dieses Verfahren von Vorteil sein. Das wiire zuniichst der gleiche Mechanisrhus, wie ihn
Kollonitsch bei der Abspaltung des Phenylthiocarbonyl-Restes angenommen hat. Wir erhalten
da (nach Kollonitsch) ein Zwischenprodukt, das ein gemischtes Anhydrid der Carbonsiure und
einer Sulfonséure bzw. Sulfinsiure ist; durch Hydrolyse erhilt man schlieBlich das Carbo-
benzoxypeptid und (nach Kollonitsch) Sulfonsiure und Sulfinsiure. Wir konnten jedoch
bei unseren Versuchen keine Sulfinséure als Reaktionsprodukt feststellen, also mull der Mecha-
nismus ein etwas anderer sein. -

Die Ergebnisse unserer Versuchsreihen sind in Tabelle I und 1T wiedergegeben. Die maximalen
Ausbeuten werden somit bei Anwendung von ca. 3 Aquivalenten Perséure erzielt; die Ausbeuten

Tabelle I

Spaltung von Carbobenzoxy-glycyl-glycin-thiophenylester
Reaktionsablauf; Kontrolle mittels Kaliumjodid-Stérke-Reaktion.

. . Reaktionsdauer (Stunden)
Aquiv. Persiiure
18 24 | 48 90 | 120
Peressigsiure
; 1 —a
2 —a
2,5 +++ |+ + —e
3 e + +a
4 +4+4++ | ++++ | 44+ + 4+ +++¢
Perbenzoesiure .
2,5 e b ~a
3 ++++ |+ +a
& Aufgearbeitet.
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sind beim Einsatz von Peressigsiure hoher als bei Perbenzoeséiure. Der zeitliche Verlauf liegt
dagegen bei der Perbenzoeséurespaltung giinstiger, Tetrahydrofuran als Lésungsmittel bewéhrte
sich am besten. .

Chromatogramme zeigen, daf keine Spaltung der Peptidbindungen stattfindet. So sind
z. B. im Triglyein, keinerlei Diglycin oder Glycin enthalten. Diese Methode der Entfernung einer
Carboxylschutzgruppe, also eines Thioesters, durch oxydative Spaltung ist durchaus ohne
Angriff auf die Peptidbindung méglich. Wie weit sich das auf andere Aminoséiuren iiberiragen
1aBt, das wissen wir zur Zeit noch nicht, aber bei Glycin-Derivaten geht die Methode jedenfalls
ganz glatt.

Tabelle IT
Spaltung von Carbobenzoxy-glycyl-glycin-thiophenylester

Ausbeuten (%) an Carbobenzoxy-glyeyl-glycin in Abhingigkeit von Persdureart, Persdure-
menge und Losungsmittel; Zeitabhingigkeit nach Tabelle I. :

; Aquivalent Persiure
Losungsmittel Persaure

: ¥ . 8 i 83 3 4
Bisessig Peressigsiure® 32 41 86,5 62 —
Tetrahydrofuran Peressigsaure - - 71—-73 78,5 8
979%, Essigséure Perbenzoesiiure — - 49 — —
Eisessig Perbenzoesiure — — 41 - -
Tetrahydrofuran Perbenzoesiure? - - 67 73 -

@ Wasserstoffperoxyd in Essigsdure. ¥ In Chloroform.

Wreranp: Darf ich vielleicht daraut hinweisen, daB die Abspaltung der Thioestergruppe auch
mit Schwermetallsalzen gelingt, also mit Quecksilbersalzen, usw. Daher verdienen die Thioester
vielleicht doch eine gewisse Beachtung, wenn es sich darum handelt, eine Estergruppe sehr milde
abzuspalten. :

TasoEner: Die alkalische Hydrolyse der Estergruppe der Carbobenzoxypeptide ist micht
immer selektiv, da die Carbobenzoxy-schutzgruppe oft mit angegriffen wird. Aus analogen Griin-
den scheint die saure Hydrolyse auch nicht immer anwendbar. Die acidolytische Spaltung der
Estergruppen der Phthalyl- oder Tosyl-peptid-ester mit Bromwasserstoff-Eisessig 1at diese Ami-
noschutzgruppen unangegriffen [ Taschner E., KupryszewskiG., Liberek B.: Roczniki Chem. 30, 643
(1956); ibid., im Druck]; unter diesen Bedingungen wird dagegen die Carbobenzoxy-gruppe in
Mitleidenschaft gezogen, so daB diese Methode zur Spaltung der Carbobenzoxy-peptid-ester
nicht angewandt werden kann.

Nun sehien es uns, daff man die letztgenannte Methode zu diesem Zweck modifizieren kénnte,
Diese Arbeiten wurden mit Herrn B. Liberek unternommen.

Bei der Acidolyse der Estergruppen ist die organische S#ure der spaltende Agens — es ent-
stehen ja die entsprechende Ester, wobei der Bromwasserstoff die Rolle eines Protonenspenders
spielt. Bei der Spaltung der Carbobenzoxygruppe mit Bromwasserstoff—Eisessig ist es dagegen
der Bromwasserstoff der angreift und die Essigsiure hat hier nur die Rolle eines Lésungsmittels.
Die beiden Realtionen verlaufen folglich nach zwei verschiedenen Mechanismen und es hestehen
so Voraussetzungen, die es ermiglichen miifiten, die Spaltung der einen Gruppe in Gegenwart
der anderen durchzufiithren.

Um die Estergruppe in Carbobenzoxy-peptid-estern selektiv spalten zu konnen, wurde zunéchst
daran gedacht die Konzentration des Bromwasserstoifs auf das MindestmaB zu verringern. Es
zeigte sich jedoch, daB auch dann die Spaltung der Carbobenzoxygruppe schueller verlauft
als die der Estergruppe, da fast die ganze Menge des Bromwasserstoffs zur Spaltung der Carbo-
benzoxygruppe anfgebraucht wurde. Auch der Chlorwasserstoff, der ein ebenso wirksamer Kataly-
sator wie der Bromwasserstoff ist, dabei aber mit der Carbobenzoxygruppe langsamer reagiert,
zeigte sich fiir diesen Zweck unanwendbar.

Es entstand nun die Frage, einen Katalysator zu finden, der beféhigt wire, die acetolytische
Spaltung zu katalysieren ohne aber die Carbobenzoxygruppe anzugreifen. Unter den verschie-
denen S#uren, die gepriift wurden, erwies sich die Toluolsulfonsiure als die geeignetste. )

Wenn die Reaktion in Eisessig mit wasserfreier Toluolsulfonssure unter wasserfreien Bedin-
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gungen durchgefithrt wurde,-fand keine Spaltung der Estergruppe statt, doch wurde die Carbo-
benzoxygruppe merklich angegriffen. In 969, waBriger Essigstiure wurden dagegen Methyl-,
Athyl- und Benzylestergruppen der untersuchten Carbobenzoxyaminosiure- und -peptidester
glatt gespalten, wobei die Carbobenzoxygruppe vollsténdig intakt blieb. :

Die Reaktion wird so durchgefiihrt, da 1 Millimol Ester und 2,5 Millimol Toluolsulfonséure
in ca. 2,5 Millimol 969, Essigsaure geldst und 3 bis 4 Tage bei Zimmertemperatur belassen wurden.

Die Tatsache, daBl diese Reaktion nur in Gegenwart kleiner Mengen Wasser vor sich geht,
nicht aber in ihrer Abwesenheit, lie vermuten, daB es sich hier vielleicht um eine Hydrolyse
und nicht eine Acidolyse handelt. Diese Vermutung verstirkte sich, als es sich im Weiteren
erwies, dafl die Reaktion unter ansonsten gleichen Bedingungen auch in 809, Dioxan oder 809,
Aceton in fast ebensoguter Ausbeute verlauft (Tab. I).

Tabelle I
Selektive Spaltung von Estergruppen von Carbobenzoxy- bzw. Tosyl-peptid-estern

Mengenverhélinisse wie im Text erwihnt. Reaktionsdauer 3 Tage bei 20°, wo nicht anders
angegeben. Ausbeuten an Carbobenzoxy-peptid in %,. '

Losungsmittel®

Acyl-peptid-ester
969 Essigsture | 80% Dioxan | 809% Aceton

Chz-Gly-Gly-OMe 85 82¢
Cbz-Gly-Gly-OEt 82 : 604
Chz-Gly-DL-Phe-OEt 90 95 90
Cbz-Gly-pL-Phe-OEt 90 820 865
Chz-Gly-pL-Phe-OBz 88% ' : 7049
Chz-pL-Leu-Gly-OEt 92¢ 87¢ 904
Tos-DL.-Leu-Gly-OMe 93¢

@ Volum-procent. ® 4 Tage bei 25°. ¢ 4 Tage bei 20°. ¢ 5 Tage bei 20°.

Um zu entscheiden, ob diese Reaktion eine Acidolyse oder eine Hydrolyse sei; gingen wir
folgendem Gedankengange nach [Taschner E., Wasilewski Cz.: unversffentlicht]: Wenn ein Ester
einer razemischen Saure durch eine optisch aktive Saure acidolytisch gespalten wird, so sollte
es zur teilweisen Trennung der beiden Antipoden kommen, da ja ihre Spaltungsgeschwindigkeiten
verschieden sein miissen. Eine solche Trennung in Antipoden gelang uns tatséchlich, als wir
verschiedene Ather des racemischen Mandelséureesters mit n-Milchsiure oder mit p-Athoxy-
propionsiure in Anwesenheit von Chlorwasserstoff als Protonenspender acidolytisch spalteten.

Wenn eine solche Spaltung mit 909, »-Milchsdure in Anwesenheit von Toluolsulfonsiure
durchgefiibrt wurde, fand ebenfalls eine Trennung der Antipoden statt. Daraus mufl der Schluf
gezogen werden, daf auch die Spaltung der Peptidester mit 959 Hssigsiure zum mindesten
teilweise eine acidolytische ist. g

Wir haben auch zusammen mit Herrn B. Liberek die Moglichkeit gepriift, die Estergruppen
von Peptidestern auf nichthydrolytischem Wege mit Hilfe von Lithiumhalogeniden zu spalten.

Ester anorganischer Séuren werden durch Metallsalze gespalten [Walden P., Centnerszwer M.:
Z. Elektrochem. 15, 310 (1909); Clark V. M., Todd A. R.: J. Chem. Soec. 1950, 2030]. Bine ent-
sprechende Spaltung von organischen Estern ist in der Literatur nur kurz erwihnt [Cherbulier E.,
Leber J. P.: Helv. Chim. Acta 36, 1203 (1953)].

Unsere Versuche fiihrten wir an Modellestern durch, welche wir mit Lithiumhalogeniden
in Pyridin erwérmten, wobei nach (7) das Lithiumsalz der Saure und das entsprechende Allcyl-

halogenid entstand. '

RCOOMe -+ LiX - RCOOLi + MeX ' (1)

Das Pyridin, das sich als gutes Losungsmittel fiir die Lithiumsalze und fiir die N-geschiitzten
Aminoséure- und Peptidester erwies, bindet das in dieser Realktion entstehende Alkylhalogenid,
wodurch das Reaktionsgleichgewicht nach rechts verschoben wird. :

Die Reaktion wird so durchgefiihrt, da tman 1 Millimol des Esters in 1—2 ml Pyridin 15st
und mit 1,2—3 Millimol des trockenen Lithiumhalogenids einige Stunden auf. dem Wasser-
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bade oder zum Sieden erwirmt, wobei das Lithiumsalz der Séure oft kristalliniseh ausfalls.
Das Pyridin wird dann im Vakuum entfernt, der Riickstand in Wasser aufgenommen und der
unverinderte Ester mit einem organischen Losungsmittel extrahiert. Aus der walrigen Schicht
erhélt man die S#ure in sehr reiner Form.

Die Ausbeuten an freier Saure steigen in der Reihe LiCl <C LiBr < LiJ an, wobei sich das LiBr
am besten bewihrte. Die Ausbeuten hingen auch vor der Beschaffenheit der Alkoholkomponente
ab. Sie fallen in der Reihe Methyl > Benzyl > Ethyl > Propyl > sec-Propyl ab, um bei den
tertisren Estern wieder stark anzusteigen. !

Einige Resultate sind in Tabelle IT angefiihrt.

Peptid- und *Amidbindungen, sowie auch die Tosyl- und Phthaloyl.schutzgruppen sind der
Reaktion gegeniiber auBerst besténdig, selbst wenn man das Reaktionsgemisch stundenlang
zum Sieden erhitzt. Dagegen sind die Ausbeuten bei den Carbobenzoxy-peptid-estern erniedrigt,
da diese Schutzgruppe durch das LiBr gespalten wird.

Tabelle IT

Spaltung von Estergruppen mit Lithiumbromid
Bedingungen siehe Text.

Ausbeute, %
Ester®
3 Stunden ’ 8 Stunden
Bzo-Gly-OMe 95
Bzo-Gly-OEt 80
Bzo-Gly-OBz 90
Phth-Gly-OMe 95
Phth-Gly-OEt 25
Bzo-D1-Phe-OMe 95
Bzo-Gly-Gly-OMe 90
Bzo-Gly-L-Tyr-OMe 60 82
Bzo-pr-Leu-Gly-OMe 80
Phth-Gly-pL-Phe-OMe 66 95
Phth-D1r-Phe-Gly-OMe 48 - 80
Tos-Gly-Gly-OMe 82
Tos-pr-Leu-Gly-OMe - 70 85
Cbz-Gly-DL.-Phe-OMe 65

¢ Bzo: Benzoyl.

Die Reaktion verlauft ohne Racemisierung; wenn Hippuryl-t-tyrosin-methylester 14 Stunden
lang in LiBr—Pyridin zum Sieden erhitzt wurde, blieb die optische Aktivitét unveréndert.

BrENNER: Herr Rudinger, haben Sie auch beobachtet, da Serinpeptidester bei hydrolytischer
Abspaltung der Estergruppe noch anderweitig angegriffen werden?

Rupinager: Wir haben wenig mit Serinestern gearbeitet. Am Anfang unserer Arbeit haben
wir Serinester gehabt, aber unserer damaligen Technik méchte ich nicht soweit trauen, um die
Resultate als stichhaltig zu bezeichnen.

‘Winscr: Ich habe im Verlaufe unserer Arbeiten das Tripeptid, Glyeyl-phenylalanyl-serin
hergestellt, das dann spéater Grassmann und Hoérmann fir ihre Abbau-Untersuchung gebraucht
haben. Der Carbobenzoxy-ester 168t sich glatt verseifen, jedoch geht die Verseifung etwas lang-
samer. Wenn man. ganz kleine Mengen von Alkali, z. B. 1IN Natronlauge in ganz kleinen Mengen,
dem Verseifungsansatz in Dioxan—-Wasser zusetzt, und den pH mit Thymolphthalein bei ungeféhr
10 halt, dann ist der alkalische Angriff an der Carbobenzoxygruppe sehr gering. Die Verseifung
dauert allerdings etwas langer als bei anderen Peptidestern.

BreEnNER: War das der Methylester?

Witwscm: Sogar der Athylester. Das erhaltene Peptid war vollkommen chromatographisch
rein.

BreNNER: Wir miissen die Reaktionen der Carbobenzoxygruppe und derSerinpeptid-Bindung
auseinanderhalten. '
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WiinscH: Das Peptid selbst ist rein. Wir konnten keinerlei Reaktions-Nebenprodukte, die
z. B. durch die Anwesenheit des Serins bedingt sein kénnten, nachweisen.

BreNNER: Aber Herr Taschner, Sie haben doch gesagt, daB Peptidbindungen irgendwie in
Mitleidenschaft gezogen werden!

TASCHNER: Ja, das ist eine Beobachtung von Zahn und Schnabel [Ann. 605, 212 (1957)].

WiinscH: Bei der sauren Verseifung bzw. bei der Veresterung des Glyoyl-phenylalanyl-serins
mit Chlorwasserstoff-Alkohol tritt teilweise Spaltung der Peptidbindung auf. Wahrscheinlich
wird ein Diketopiperazin aus Phenylalanin und Serin gebildet; auf alle Fille erhdlt man u. a.
Glycinester. Und wenn man das Reaktionsgemisch nun nachtréglich der Reduktion mit Lithi-
umborhydrid unterwirft, dann findet man nach der iiblichen Aufarbeitung neben Serinol auch
Glyeinol. .

TasosNER: Zahn berichtet z. B., daB er nach der Verseifung von Carbobenzoxy-glycylserin-
methylester chromatographisch Carbobenzoxy-glycin nachweisen kann; folglich spaltet sich
dabei das Dipeptid. :

Wiinsca: Kein Serin?

Tascawer: Das sagt er nicht. Aber die Ausheuten sind 7—109%, es geht also eine Reaktion
vor sich, die uniibersichtlich ist.

WieLanD: Vielleicht kann man ganz allgemein sagen, daf sich bei der alkalischen Verseifung
der Autotitrator bewahrt. Man soll immer versuchen, nicht zu alkalisch zu stellen, sondern — so
wie Herr Wiinsch das mit der Hand macht — am Autotitrator ein pH von 9,5 einstellen und dann
die Lauge automatisch zutropfen. Unter solchen Bedingungen geschieht, glaube ich, den anderen
Gruppen sehr wenig. Auch ist es merkwiirdig, daf eine Mischung von Wasser und Dioxan viel
besser als Losungsmittel gesignet ist, als Wasser allein, obwohl die Substanzen in Wasser lislich
wiren.

Winsom: Auch Glykol eignet sich gut. Es scheint so als ob diese Lésungsmittel die Hydrolyse
irgendwie katalysieren. :

BrENNER: Besonders gut, noch besser als Methanol, ist eine Mischung von wéBriger Natron-
lauge und Aceton, das hat schon Bergmann mit seinen Mitarbeitern festgestellt. Ich habe keine
Erklarung dafiir. Die Lésungsmittelfrage ist hier sehr wichtig, aber ich glaube das wiirde uns
zu weit fithren, das jetzt alles herauszudiskutieren. Es bleibt n&mlich noch iibrig zu fragen, ob
jemand mit der spezifischen Abspaltung der Amidgruppe Erfahrung hat. Herr Taschner hat ja
auch die Amidgruppe erwihnt.

TascENeEr: Wenn man z. B. acidolytisch spaltet, wird die Amidgruppe nicht abgespalten,
sogar beim Erhitzen. Wenn wir z. B. Peptidamide, also Derivate aliphatischer Amine, 8 Stunden
lang mit Bromwasserstoff—Eisessig auf dem Wasserbad erhitzten, wurde die Amidgruppe nicht

abgespalten.
Rupixveer: Das ist ja in unserer Glutaminsynthese auch so!

TascaNER: Die von aromatischen Aminen abgeleiteten Amide werden dagegen durch Brom-
wasserstoff in Eisessig glatt gespalten.

WieLanD: Dann kann man wohl sagen, daB die Amidgruppe als Schutzgruppe des Carboxyls
bis heute keine Rolle spielt. Man kann Amidgruppen auch mit salpetriger Saure nur schlecht
entfernen; Sie haben das ja bei der Glutathionsynthese erwihnt. Es spielt némlich an sich eine
Rolle beim Abbau vom Carboxylende her: Es gibt da verschiedene Methoden die letzte Amino-
séiure abzuspalten; aber es bleibt da das Amid des verkiirzten Peptids {ibrig und von ihm aus
kommt man nicht mehr weiter, weil die Amidgruppe nicht spezifisch abgespalten werden kann,
ohne die Peptidbindungen zu losen.

RupingER: In einem Fall haben wir die Spaltung cines Hydrazids mit salpetriger Séure
beniitzt. Das war in einer Arbeit von Herrn Zaoral; durch Hydrolyse konnte er kein reines
Peptid erhalten und da ist er auf dem Umweg iiber Hydrazid, Azid, und alkalische Hydrolyse
des Azids gegangen und hat kristallines Material erhalten. Ob das dem Stand der Sterne zuzu-
schreiben ist, oder ob es wirklich eine reinere Methode ist, wissen wir noch nicht.

 Wieranp: Es lieBe sich sicher ausarbeiten, aber es ist eben umsténdlich — drei Stufen.

Vaspa: Ieh glaube, wir kénnen spezifisch Peptidbindungen mit Glutaminséure und Asparagin-
séure und ihren Amiden spalten, und ebenso bei Serin, wie schon Elliott 1952 am Serinfibroin
beschrieben hat. Ich spaltete Insulin und auch Modellpeptide. Zum Be'spiel konnte ich Insulin
mit Chlorwasserstoff in Bisessig bei Glutaminsaure und auch bei Asparaginséure, bei Asparagin
usw. spalten — etwa zwolf Bindungen. Quantitative Untersuchungen habe ich noch nicht
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durchgefiihrt: Auf Grund der bisherigen qualitativen Untersuchungen scheint es aber, daB diese
Spaltung spezifisch sein diirfte.* J .

Youxe: It may be useful to others .to know that .Brenner’s method of esterification with
thionyl chloride in methanol works well in the case of serine, which is particularly useful because
TFischer’s method, of couyse, gives poor yields. Z

Rupmveer: Iech méchte noch eine interessante Kleinigkeit erwihnen. Es ist bekannt, daB die
Amidbindungen des Glutamins und Asparagins unter Bedingungen der Veresterung sehr leicht
alkoholytisch gespalten werden. Wir haben unléngst mit Tosylglutamin und Tosylasparagin die
Beobachtung gemacht, daB die Alkoholyse — obwohl sie in allen Fallen stattfindet — bei
weitem am stérksten bei Tosylglutamin mit Methanol ist, viel weniger bei Tosylglutamin mit
Athanol, und noch geringer beim Tosylasparagin, daB also da ziemlich markante Unterschiede
bestehen. Die Proteinchemiker beschweren sich iiber diese Komplikation bei-der Veresterung
von EiweiBstoffen mit Methanol; vielleicht wiirde es also mit Athanol besser gehen. Das betont
wieder eine Sache auf die wir ja fortwihrend stoen — daB es sebr schwer ist, etwas allgemein
zu sagen, ohne dann auf Spezialfélle zu kommen, wo es nicht stimmt ! v

* Siehe Vajda T.: Chem. & Ind. (London) 7959,197; Acta Chim. Acad. Sei. Hung. 21, 71 (1959).
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SPECIAL PROBLEMS IN THE SYNTHESIS OF PEPTIDES
FROM THE DIAMINO-MONOCARBOXYLIC
AND MONOAMINO-DICARBOXYLIC ACIDS

J. RUDINGER
" Institute of Chemistry, Crechoslovak Academy of Secience, Prague

The special problem of the diamino-monocarboxylic and monoamino-
dicarboxylic acids is, of course, that they contain two identical functional
groups of which as a rule only one is to be brought into reaction. Peptides .
in which the dicarboxylic acid is at the carboxyl end of the chain, or the basic
amino-acid at the amino end, will not be dealt with in this connection since
these present hardly any special problems; there are only certain points-

. connected with the possibility of side reactions to which reference will be made
later. .,

Any differential reaction in these polyfunctional compounds must be based
on such differences as do exist between the two identical functional groups. It
may sometimes be useful to keep in mind three possible sources of such differ-
ences: the first is the differing basicity or acidity of the two groups; the second
is based on differences in the immediate steric environment of the two groups
— i. e. classical steric hindrance effects; and the third, on special spatial rela-
tions between certain groups in the polyfunctional derivatives. The last could
perhaps be called proximity effects.

For practical purposes, of course, this classification is not a very suitable
one, and we shall not adhere to it in this review.

As regards the actual reaction in which the differences in reactivity are
brought into play, we can from our point of view distinguish two possibilities:
either it is the formation of a peptide bond itself which is directed in this
way, or it is the preparation of some — differentially protected — derivative
which then reacts in an unambiguous way in the actual peptide synthesis.
The first kind of reaction is fairly frequent in the preparation of glutamic
and aspartic acid peptides; but in the diamino acids it is the & amino group
which is generally the more reactive, and since the w peptide derivatives
have not so far been of very great interest differential protection is much the
more important here.

Diamino-monocarboxylie Aecids

The most important intermediates prepared from «,w-diamino acids are
the N“-mono-protected compounds. A list of such intermediates which have
been or might be used in peptide synthesis is given in Table I. For the prepar-
ation of these derivatives, there are several standard methods. First of all it
is known?! that at least in fairly strongly alkaline solution the & amino group
is more reactive, and with a limited amount of the reagent N“-derivatives
are mainly formed (Method A in Table I). Kjaer' has stressed the necessity
of strong alkalinity, and predicted that in weakly alkaline solution the N*-
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‘monosubstituted derivative should be preferentially formed. This does not
“appear to have been verified. We have found that, when «,y-diaminobutyrie
- acid is tosylated in relatively weakly alkaline solution (0-5N-NaOH), some

N*-tosyl derivative is, indeed, formed; but there is only about 39%, of this
as against 309, of the N“-compound?. It seems that under these conditions
the basicity effect does favour a-acylation, but the opposing effect of steric
hindrance at the secondary « position outweighs it. We also have some evidence
thatsteric hindrance effects are important for directing the reaction in phthaloyl-
ation with phthalic thioanhydride3. On the other hand, in one papert the
ratio of affinities of an acyl chloride for the o and ¢ amino groups in lysine
is said to be the same in both strongly and weakly alkaline solution.

Preparatively, this type of synthesis, making use of differential reactivity
in the free amino-acid alone, is not very extensively used. Probably the most
widely useful method for preparing N* derivatives involves the screening
of the « amino group as the copper complex  — a proximity effect in our
classification. This method, introduced by Kurtz5:$, is marked B in Table L.
Tn the case of lysine and ornithine it is quite reliable, though the recorded
yields seem to vary somewhat; but there is some doubt about diaminobutyric
and diaminopropionic acid — here there is stoicheiometric evidence” that
the o amino group can also participate in the complex. Some authors®—?,
including ourselves, have not been able to get as high yields of N* derivatives
from «,y-diaminobutyric acid as from ornithine and lysine; but normal yields
have also been reported!l. The decomposition of the copper complex of the
product is not only the most unpleasant part of the procedure, but also appears
to be responsible for low yields sometimes. Recently, cyanide has been intro-
duced for this purpose!?; perhaps it might also be possible to adapt some of the
extraction methods or screening reagents for copper used in analytical chemistry
to our purpose. ' '

A third kind of approach is based on the selective removal of the protecting
group from an identically disubstituted derivative (Method C in Table 1.
The classical example of this is Bergmann’s method!® for removing the N*-
carbobenzoxy group from the dicarbobenzoxy derivative by way of the
acid chloride and N-carboxyanhydride. This is once more a typical proximity
effect. The reaction has been widely used, particularly for the direct prepar-
ation of esters of the N® substituted diamino acids; for the preparation of the
acids themselves it has been found to be about equal in yields to the copper
complex method but has been thought less convenient?4—26. It is, of course,
limited in this form to carbalkoxy derivatives — mainly carbobenzoxy com-
pounds, though it should be applicable to carballyloxy derivatives as well
(an N-carboxyanhydride has been prepared from the carballyloxy amino-acid
chloride?). It is interesting that the intermediate N-carboxyanhydrides do not
themselves seem to have been used for the synthesis of oligopeptides.

Another case of selective unmasking is the preparation of N°-trityllysine
and its peptides by acid treatment of the ditrityl derivatives under specific
conditionsis. There seems to be no obvious explanation for this, since the
a-tritylamino group should be the less easily protonated; perhaps it is an effect
of the “relief of steric strain’ type.

Recently, we have found that selective removal of protecting groups can
also be achieved by way of acyl-lactams?; thus, the N*-tosyl.group can be
selectively removed from the lactam of ditosyldiaminobutyric acid (cf. p. 82).
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Table I Table IT
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The product, L-3-amino-1-tosylpyrrolid-2-one, is itself a very useful inter-
mediate; and for the preparation of NY-tosyl-e,y-diaminobutyric acid this
method is about equal to others in yield and convenience. With ornithine,
the reaction seems to be more complex.

The selective removal of N* acyl groups can also be effected by enzymes??.20,
This method is interesting in that it can be used to resolve racemates at the
same time; on the other hand, the acyl groups most suitable for this purpose
(e. g. chloroacetyl) are not much use from the synthetic point of view.

In certain cases, usefully N“-substituted derivatives have been obtained
as intermediates in the synthesis of the basic amino-acids themselves, e. g.,
N“-phthaloyl compounds®* (Method D in Table I). The great drawback here is,
of course, that the products are racemic, but if suitable methods of resolution
could be found such preparations might be convenient in certain cases, for
instance in work with labelled compounds.

In Table II, some derivatives substituted with different protecting groups
in the « and « positions are listed. The use of such derivatives in peptide
synthesis becomes absolutely necessary. only in very special cases, e. g. in the
synthesis of branched cyclic peptides. In building simple linear peptides, the
N“-monosubstituted derivatives shown in Table I can be introduced at the
-carboxyl end of the fragment and the whole peptide used in further synthesis.
Even in such cases, however, the availability of differentially disubstituted
derivatives gives much greater tactical freedom in the choice of synthetic
routes. : . .

Finally, Table III lists some N*-monosubstituted derivatives which have
been prepared. They are rather more difficult of access than the N“-derivatives.
Cases of direct acylation on N* are rather rare. Kolb and Toennies have
assumed?? — though without prepative evidence— that acetylation and formyl-
ation in acid media give the N*-acyl derivativés in the first stage; and tri-
fluoroacetic anhydride in trifluoroacetic acid has, indeed, been shown2? to
yield the N*-derivative preferentially, while the ethyl thioester acylates
the w amino groups®%. As has already been-noted, some N* derivative is also
formed in direct acylation under conditions of low alkalinity, and sometimes
-solubility properties may allow it to be isolated; but this is not as a rule a very
good preparative method. '

A more usual route to the « derivatives is through N*-substituted inter-
mediates (Method E in Table III); anumber of them have also been prepared
by synthetic reactions, by formation of the » amino group e. g. from the
amides through nitriles?. Such nitriles are, incidentally, intermediates through
which side-chain amino groups may be introduced not only into amino-acid
derivatives, but even into finished peptides.

There may perhaps be a possibility of exploiting the lactams of «,y-diaminobutyric acid,
ornithine, and even Jysine, which are readily accessible from the esters of these amino-acids, for
the preparation of N*-monosubstituted derivatives or even peptides?. Though the alkaline hydro-
lysis of the lactam ring requires conditions so drastic that probably only tosyl2 or trityl groups.
will stand up to them there may be a possibility here of applying the acid-catalysed alcoholysis.
which has been successfully used with pyroglutamic acid derivatives.

As for the actual synthetic operations with all these intermediates, the
possibilities and limitations are given by the types of protecting groups
present. Only in the case of o,y-diaminobutyric acid, and particularly its
N¥-tosyl derivative, are there serious difficulties of a specific kind, due to the
very easy cyclisation of carboxyl-activated intermediates to the N-acyl-lactams.
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To put the practical importance — up to now — of these various possibilities
into perspective it might be useful to recall the actual intermediates used
in some recent work on basic peptides. In the various syntheses of peptides
related to gramicidin S, the 3-amino group of ornithine has been protected
by carbobenzoxy?? or tosyl?$:2?; as the “removable” protecting group, phthalyl
has been used in combination with carbobenzoxy?’, and carbobenzoxy?2 or
trityl?® in conjunction with N°-tosyl. The tosyl-carbobenzoxy combination
has also been used by du Vigneaud’s school in the synthesis of lysine vaso-
pressin®®, and trityl with carbobenzoxy by Boissonnas and his co-workers
in their work on ACTH peptides®. We have found the tosyl-carbobenzoxy
combination useful in our work on diaminobutyric acid peptides, with. the
activated lactam or azide method for peptide bond formation?; we have also
removed carbobenzoxy or tosyl with phthalyl as the other protecting group®2.
Recently, cyclohexyloxycarbonyl has been used for the protection of the
e-amino group in lysine, with. carbobenzoxy for the normal end-group covering?.
It is perhaps worth stressing that the tosyl-phthalyl, carbobenzoxy—phthal-
yl, carbobenzoxy—fert-butoxycarbonyl, tosyl-fert-butoxycarbonyl®2, tosyl-cy-
clopentyloxycarbonyl®2, and butylthiocarbonyl-carbobenzoxy combinations
can be removed in either order, and so give an increased tactical freedom which
could be useful in certain cases.

Monoamino-dicarboxylic Aecids

In the case of the dicarboxylic acids, as has already beennoted, differential
reactivity in reactions leading directly to peptide bond formation has played
an important part, particularly’in the “classical”” period off peptide synthesis.
The possibility of bringing only one of two free carboxyl groups into reaction
seems to be very limited. It has been done with tritylglutamic acid and earbodi-
imide®, and with N-benzylaspartic acid as the mixed anhydride with chloro-
formic acid?®s; though it does not seem definitely éxcluded that cyclic anhydrides
might be intermediates in such reactions. The great majority of direct syntheses
has been based on the fact that the cyclic anhydrides, which are readily formed
from most acylglutamic and acylaspartic acids, usdally show a greater or
lesser degree of selectivity in their reactions at the two carbonyl groups.
The same type of differential reaction is also commonly used in the preparation
of suitably protected intermediates for peptide synthesis — in fact the two
approaches are often complementary; and some of the data available in the
literature on the direction of ring-opening in various anhydrides of protected
glutamic and aspartic acids have therefore been collected in Tables IV and V.

The ring-opening of carbobenzoxyglutamic anhydride was originally thought
to give a-derivatives exclusively®. Gradually it became accepted that the
y-compounds were formed as well, and where conditions were suitable they
could, in fact, be isolated?”. A very valuable technique was developed for this
purpose by Le Quesne and Young®®, based on the differential extraction of the
two products — which differ in the acidities of the free carboxyl — with alkali
carbonate. We were able to show?® that countercurrent distribution was another
very efficient technique for this purpose, and it has, indeed, been used several
times since?0~4%, Phthalylglutamic anhydride, as can be seen from Table IV,
as a rule gives high yields of the y-derivatives, though treatment with sodium
methoxide appears to give the «-methyl ester as the chief product®. From
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Table IV
Ring-opening of Some Acylglutamic Anhydrides
Yields (%) of products formed by reaction at the v and « earbonyl®.

. Cbz Phth Tia
Nucleophile
: Y o ref. Y o ref. Y o ref.
MeOH 80—92.5 ) 44,58
: ©o16? 470 u“
EtOH 17 51 39 27 64 104
BzOH . 18 38 90 53,100
NH, 14 86 98 77 101 .
CoH,NH, 86¢ 101 ? 75 | 105,108
H.Gly.OR 55 131—38 38,40 75 53
NHZ.CHR.COzR' 9 30—50 | 87,38.98,99 74.—80 102,103
NH,.NH, - 92-12! 8—88 38 85 100
C:H,SH 33—96|67—4 45347 84 47

@ Figures'in italics are analytically determined cormpositions of ecrude product.

b Sodium alcoholate. )
¢ Hthyl p-aminobenzoate gives 939, of y-derivativel0?

Table V
Ring-opening of Some Aeylaspartic Anhydrides®
Yields (%) of products formed by reaction at the § and « carbonyl.

trifluoroacetylglutamic anhydride, mixtures are formed with the «-derivative
predominating. Later it turned out that the direction of reaction is influenced
not only by the nature of the acyl group and, presumably, the nature of the
reacting nucleophile, but also by the- reaction conditions*—+?, particularly
the polarity of the solvent and strength of the base present. These effects
were convincingly demonstrated by Wieland~and Weidenmiillert” for the
reaction of earbobenzoxyglutamic anhydride with thiophenol.

Similar results are available for aspartic acid derivatives (Table V). Here
obviously the direction of ring-opening is still more variable than in the glut-
amic acid series — this is particularly evident if we compare the reactions
of the phthalyl compounds.

Cbz Phth Tfa Bz
Nucleophile - —
B I o ref. 8 I w | ref. | B |ra™mef B I o I ref.

MeOH 36 | 57 | U2
BtOH 570 108,108 79 | 114
BzOH 85P 10
NH, 71 36 91 113 71 | 115

35-29°/61-67° 8 80 46
CH,NH, 70 |14 70¢ | 164 | 115
H.Gly.OEt 21 19 108 :
NH,.CHR.CO,R’ |15—27|21—40] 77,108,111 44—53 115

¢ Tosylaspartic anhydride with benzyl alcohol gives 189, of the B and 659, of the « ester!lS,
b Sodium aleoholate, ’

¢ .p-Nitrocarbobenzoxyaspartic anhydride.

4 p-Toluidine.
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The complexity of the effects influencing the direction of ring-opening
is obviously due to the possibility of two different, rather closely balanced
mechanisms (cf. e. g.47). The practical conclusion to be drawn is that the reaction
with cyclic anhydrides will certainly remain important for the preparation
both of intermediates and of the peptides themselves, particularly in relatively
simple and tested cases; but it is perhaps a risky method to use with more
‘valuable material in an unknown case. The use of separation procedures to
offset these difficulties is only a special case of the more general problem
of separation versus unambiguous synthesis which appears to be becoming
quite an important one in peptide synthesis.

The recent tendency has been to use derivatives of defined structure a¥
starting-points in syntheses. The monoesters are usually key intermediates
in any such methods. A list of monoesters and unsymmetrical diesters which
are available for this purpose is given in Tables VI and VII, together with
their methods of preparation.

Most of the y-esters of glutamic acid originate from the esterification of the
free acid (Method A). It is, however, interesting that even so simple a reaction
as the esterification of glutamic acid with ethanol*® has given quite a lot of
trouble, and new experimental procedures are still being described after all
these years which claim to be better reproducible than their predecessors!?49-52,
The copper complex method, though applicable in principle, has been used
only exceptionally®. The phthalyl y-esters can, of course, be obtained by ring-
opening from the anhydride (Method B) and serve to direct synthetic reactions
to the a-carboxyl in these derivatives’®. The carbobenzoxy-a-glutamates
can also be obtained from the anhydride, as has already been discussed.
The situation with aspartic acid derivatives (Table VII) is rather similar,
but obviously fewer of thesé have been prepared. Differential hydrolysis
of diesters (Method E) has also been used, as in the preparation of B-benzyl
carbobenzoxyaspartate’® (alkaline hydrolysis), and from it the free amino
ester (this procedure is not satisfactory in the glutamic acid series®), or of
a-benzyl glutamate (acid hydrolysis)®®. An interesting reaction is the differential
alkaline alcoholysis of dibenzyl trityl aspartate®® or the corresponding glut-
amate’? at the « carbonyl to give the «-benzyl 8- (or y-)methyl esters.

The free carboxyl of the monoesters can be brought into reaction by most
of the usual methods. The ester chlorides have beén used in the past, and still
are occasionally. On general grounds one would expect the possibility of ester
exchange here, but it is only fair to say that this does not seem to have been
_ actually proved. The mixed anhydride, phosphite anhydride, phosphorazo,
tsocyanate, thioester, carbodiimide, and activated ester procedures have all
been successfully used: However, the difficulty arises at a subsequent stage —
in the alkaline hydrolysis of the esters, which is liable to be attended by imide
ring formation and “transpeptidation”, i. e. migration from one carboxyl
to the other®l,58, This reaction will be dealt with in more detail by Dr Medzi-
hradszky (cf. p.107). The only safe way of avoiding these troubles seems to be
the use of benzyl esters and reductive cleavage®. It would no doubt be useful
to examine the acid hydrolysis or solvolysis of such esters, or look for further
carboxyl protecting groups which can be removed non-hydrolytically.

The other route from monoesters is through the hydrazides. This method
was used in much of the folic acid work, and developed and refined particularly
by Young and his co-workers?®.6 (cf.61), Unfortunately it has again turned
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Table VI
Some Esters of 1.-Glutamic Acid and Protected L-Glutamic Acids
v-Monoesters o-Monoesters
N-Pro- Method N-Pro- Method
tecting Ester | of prepar- Ref. tecting Ester |of prepar-] Ref.
group® ation? | groupe ation?
— OMe A 50,51,100¢,117,118 _ OMe B 119
. (B9 100¢,119 _ OEt B’ 38,119
— OEt A 17,36,48d-52,74,120 _ OPr B’ 119
(B 119 — OBz E 55
— OPr A 51 — SPh B’ 45
(B') 119 Cbz OEt B 38,39,124
— OBz A 42,50,121 Cbz OBz B 38
Io] 50. Iol 55
Chz OMe A" 50,117 Cbz SPh B 45,47
Cbz OE% A” 38¢,48¢,120 Phth OMe B 44
(B) 39 D 58
Chz OBz A” 50,122 Tr OMe E 57
Tr OE B 57
450,47
Cbz SEh | B ’ Téa OEt B s
Phth OMe B 440,53,100¢ I
53,1000
Phth OBz B Unsymmetrical Diesters
Phth SPh B 47 _ :
Tr OMe D 57 Protect- | y-Carb- | o-Carb- Rof
Tfa Ot B 104,106 ing group®  oxyl oxyl :
Ale OEt A w S
For OBz A” 12 Cbz OEt |- SPh %
Tos OMe B 93 Phth 0Bz OMe 58
o T - OMe OBz 57
Table VII -
Some Esters of L-Aspartic Acid and Protected L-Aspartic Acids
8-Monoesters T w-Monoesters
[ Mothod Method
iNn"Prfsth,; Ester | of prepar-| Ref. E‘ijz"‘;' Ester | of prepar- Ref.
g g 2up ation? & group ation?
— OMe A sie — OE# B’ 108,109¢
— OBz E 125 Cbz OEt B 108,109¢
Cbz OBz E 54 Cbz OBz B 110,126
Phth OMe B 112e Tfa OEt . B 114
Tos OBz B 1ige Phth OMe._ - B nz¢
Tos OBz B 118
'@ See footnots to Tables I—IIL. _ : Unsymmetrical Diesters
b . e e
v4 dl.I'eCt esterification, B anhydride N-Protect- | B-Carb- | w-Carb-
ring-opening, C through copper complex, |. oun® | oyl oxvl Ref.
D through ecarboxyl-protected derivative, | 68" P =y 4
I selective hydrolysis of symmetrical diestgr;
single prime: followed by removal of N-pro- _ OMe OBz 56
tecting group, double prime: followed by Ty OMe OBz 56
acylation; parentheses denote methods of :

doubtful preparative utility.
¢ Racomic derivative. % Wrongly characterised as a-ester.
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out that even in azide syntheses, if a free carboxyl group is present, migration
of the active centre can take place®2:, The obvious way of preventig this,
by esterifying the free carboxyl as we did in one case some time ago®, only
postpones the difficulty to the ester hydrolysis stage. Here again benzyl
esters seem to be the only safe way; or we may be reconciled to the side reaction
and rely on being able to separate the products.

Enzymic discrimination between the two carboxyl groups has occasmnally
been exploited, as in the synthesis of carbobenzoxyglutamic acid «-carbo-
benzoxyhydrazide®. It seems that there are interesting possibilities here,
particularly in work with higher peptides or with racemic starting materials.

For completeness, it should be mentioned that there is one method for the
preparation of B-aspartyl peptides based on the completion of the aspartic
acid structure after formation of the peptide bond — the addition of ammonia‘
or benzylamme“? to the maleamic acids. The method suffers from the disad-
vantage of giving sterically inhomogeneous products; it might perhaps be an
interesting model for studying asymmetric induetion in this type of com-
pounds. :

Glatamine and Asparagine

In connection with recent synthetic work e. g. on oxytocin and vasopressin,
the hypertensins, the algal peptide eisenin and others, much attention has
been given to ways of synthesising peptides containing the amide amino-acids,
glutamine and asparagime. In principle, there are, of course, two possibilities:
either to carry out the synthesis with derivatives of the amides themselves,
or to introduce the amide group at some later stage in the synthesis. The first
alternative is more attractive in the case of asparagine, which is readily avail-
able as such; the second is very much more common with glutamine, since
glutamic acid is invariably the starting material here.

First, as to indirect methods. The early workers started from compounds
containing free carboxyl groups and converted them to amides by way of the
chlorides. At present it is much more usual to carry the 8 or y carboxyl through

. the synthesis as an ester, and ammonolyse it in the end. This reaction, incident-
ally, is not always easy m»-the case of higher peptides®; perhaps hydramnolysm
followed by Raney nickel treatment might prove useful in some cases. Another
form of potential amide group is the N-arylsulphonylpyroglutamic acid group-
ing®-71, but this by its nature is confined to amino-terminal glutamine residues.

The use of the amides themselves in peptide synthesis has also presented
some specific difficulties. If we wish to use them as amino components in
coupling reactions we are either compelled to work with aqueous solutions,
or to prepare the amide esters by rather round-about routes, since the very
easy alcoholysis of the amide group complicates esterification by the usual
direct methods. On the other hand; the use of the protected amides as activated
carboxyl components. is-often unsatlsfactory The development of the azide
synthesis for this purpose? seems promising;-with all other methods, there
have been numerous complaints (e. g.7*~7%) — or uncomplaining reports of poor
yields” — particularly in work with acylasparagines. The actual offending
side reactions are not quite clear even now. There cerfainly is the possibility
of imide ring formation again, and recently the Cornell school”? and, from
a different angle, our group at Prague? have been able to show that the amide
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groups can also be dehydrated to nitrile under the conditions-of many peptide
syntheses, .

On the other hand, we believe that there may be some chance of turning the tables and using
this reaction to our own ends. The nitrile group is quite stable to some of the pperations of peptide
chemistry — though not, of eourse, to reduction; and by hydrogen bromide in acetic acid, even
under rather mild conditions, it can be converted back to amide?3, ThlS does suggest a method
for “protecting’® amide groups.

In conclusion, I should like to mention the question of a,ctiva,ted lactams,
though it does not fit into the general scheme of treatment in this review. There
~ are, in fact, good reasons for this. For one, the problem is specific for glutamic

acid, «,y-diaminobutyric acid, and, partly, ornithine; and for another, it can
figure as an undesirable side reaction2.89-83, or as a method of carboxyl protec-
tion (as in the synthesis of a-glutamyl peptldesﬁg) or of carboxyl activation
(v-glutamyl peptidess®8L o y-diaminobutyryl pept1des2 10,82)  or we may
regard it as a potential amide®s— or even side-chain amino grouping?s. It will
perhaps be best to deal with these points in the discussion.
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INNERMOLEKULARE TRANSPEPTIDIERUNG VON - ASPARAGINSAURE-
. UND GLUTAMINSAURE-PEPTIDEN

K. MEDZIERADSZKY .
Institut fiir organische Chemie, Bitvis-Lorand-Universitat, Budapest

Eines der wichtigsten Probleme bei der Synthese von Peptiden der Amino-
dicarbonsiuren ist es, solche Methoden zu finden, bei denen nur das gewiinschte
strukturisomere Peptid entsteht. Bei den von Acylamino-dicarbonséure-
anhydriden ausgehenden Verfahrven ist es grundsitzlich moglich, daB beide
Isomeren gemeinsam entstehen; iiberdies hat man jedoch die Bildung beider
Isomeren auch bei der Verwendung von Ausgangsverbindungen bemerkt,
in welchen nur die eine Carboxylgruppe zur Peptidbildung aktiviert war.
In diesen Fillen entstehen die Isomeren entweder wiahrend der Kniipfung
der Peptidbindung, oder aber es wird das entstehende, zunéchst nur das eine
Isomere enthaltende Peptid-derivat durch eine sekundire Reaktion, z. B.
. bei Verseifung des Peptidesters, zu einem Gemisch von o- und w-Peptiden
’ isomerisiert. Ein Beispiel fiir den ersten Fall ist die Beobachtung von Sachs
und Brand?, daB bei den Peptidsynthesen mit Carbobenzoxy-glutaminséure-
v-azid (I) nicht nur das y-, sondern in wesentlicher Menge auch das «-Isomere
(II1I) entsteht. Bei der Erklirung des Reaktionsmechanismus nehmen sie an,
daf} voriibergehend ein sogenanntes ,,Pseudoanhydrid* (/1) entsteht, das mit
Aminosiureestern unter Bildung des a-Isomeren (III) reagiert. ;

H
co0 / 00\

Cbz-NH—CH Chz-NH—CH (0]

| ] | N
CH, CON, — g, ¢ =

Nem,” \om,” NoH
I IrI
R

I
CO—NH-CH-COOR’
Obz-NH—Cé

l
i CH, COOH
Ner,”
1II

Da die voriibergehende Bildung des Pseudoanhydrids nur eine Hypothese
ist, hat man bisher nicht beweisen kdnnen, ob so ein Zwischenprodukt unter
Spaltung in beiden Richtungen Peptidgemische liefern kann. Es besteht auch
die Méglichkeit, daB das y-Peptid in iiblicher Weise durch Reaktion des +y-
Azids mit der Aminogruppe, also nicht durch ein Zwischenprodukt entsteht.
Man kann sich aber vorstellen, da das Azid voriibergehend ein Acylglutamin-
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siure-anhydrid liefert, dessen Aufspaltung in zwei Richtungen dann das
Peptidgemisch gibt.

Ein gutes Beispiel fiir eine Anomalie der zweiten Gruppe ist die Versuchs-
serie von Battersby und Robinson?2. Nach ihren Untersuchungen gelangen
sie im Laufe der alkalischen Verseifung von Aeylasparaginséure- und Acylgluta-
minsdure-amid- und -peptidestern zum Gemisch der zwei Isomeren, einerlei,
ob sie von dem o- oder dem +y-Peptid bzw. Amid ausgehen. Dieser Proze8
ermoglicht aus beiden Richtungen die voriibergehende Bildung des entspre-
chenden Acylaminodicarbonséure-imids, welches unter geeigneten Bedin-
gungen isolierbar ist. So haben zum Beispiel Sondheimer und Holley* im Falle
der Carbobenzoxy-asparagin- und -isoasparagin-ester, sowie der entsprechenden
Glutaminsiurederivate ‘bei der Verseifung die Imidbildung bemerkt; nach
der katalytischen Hydrierung haben sie das Amino-succinimid auch kristal-
linisech herstellen kénnen.

Cyclische Tmide der Glutaminsiurereihe haben wir in unserem Institut
als erste schon im Laufe der Jahre 1952—1953 préparativ dargestellts. Es
gelang uns, N-acylierte (z. B. carbobenzoxylierte) «-Glutamylaminosiuren
(IV) und y-Glutamylaminosiuren (VI) durch kurzes Erwirmen mit Essig-
séureanhydrid zu den gleichen Imiden (Piperidin-2,6-dion-Derivaten) (V) zu .
dehydratisieren. Die Imide haben wir kristallinisch isoliert; im Falle des
Glutamyl-glycin-Derivats (R = —CH,.COOH) konnten wir in diesem Produkst
noch eine freie Carboxylgruppe nachweisen, wihrend das Glutamyl-glutamin-
siure-Derivat [R = —CH(COOH).CH,.CH,.COOH] eine cyclische Anhydrid-
Gruppe enthilts,

Die Imide 16sen sich bei Raumtemperaturlmchtm 1n Alkalihydroxyd-Losung;
nach dem Anséuern 1aBt sich ein Gemisch der Ausgangspeptide aus der Losung
isolieren. Die papierchromatographische Untersuchung der freien Peptide
zeigte, dall in diesem Gemisch das y-Peptid stark vorwiegt.

SN COOH
Chz-NH—CH NH—R Chaz- N]E[—Oé N—R Cbz-NH—CH NE—R
= (l; ‘l; = | [
CH, COOH H, 0 CH, CO
Neny” Ncn,” e,/
v 2 VI

Spéter haben auch King und Mitarbeiter aus den Phthalyl-y- glutamylpepti-
den dhnliche Imide hergestellt?.

Eine ganz analoge Untersuchungsreihe stellten wir auch mit den Aspara-
ginsdurederivaten an®. Wir haben die Carbobenzoxy-asparagylpeptide und
aus ihnen, dhnlich wie bei den Glutamylséiurederivaten, durch Einwirkung
von Essigsdureanhydrid die Imide hergestellt. Bei der Aufspaltung mit
verdiinnter Natronlauge gelangten wir auch hier zu einem Peptidgemisch.

Diese bei den Aminodicarbonséure-derivaten gefundene Umwandlung
bezeichnen wirS als reversible, innermolekulare « == w T'ranspeptidierung.

Spéter haben wir diese Transpeptidierungsversuche auch auf Polypeptide
von hohem Molekulargewicht ausgedehnt®. Als Modellsubstanzen wurden die
synthetische «-Polyglutaminsdure und die natiirliche y-Polyglutaminséiure
aus Bacillus subtilis verwendet. Die Polyglutaminsiuren wurden in Dimethyl-
formamid-Losung mit einem groBen UberschuBl von Essigsiureanhydrid
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lingere Zeit auf etwa 120° erwiérmt. Die ausgeschiedenen Anhydropolygluta-
minsduren 18sen sich nicht in Natriumbicarbonat-Losung, man kann sie aber
in 0,58 Natronlauge bei Zimmertemperatur in einigen Minuten auflésen und
aus der neutralisierten Losung lassen sich dann iiber ihre schwerldslichen
Kupfer(Il}-salze Poly-glutaminsiuren isolieren, die — unabhéngig davon,
ob sie von. der a-Polyglutaminséure oder y-Polyglutaminséure herrithren —
einander suBerst dhnlich sind. Sie sind in Wasser sehr leicht 16slich und zeigen
eine blaustichige Biuretreaktion. Vergleichshalber sei bemerkt, daB die «-
Polyglutaminsaure, die sich in Wasser nur sehr spérlich 16st, eine rein violette
Biuretreaktion zeigt, wihrend die in Wasser leicht 13sliche y-Polyglutamin-
sidure biuretnegativ ist. Es sei auch erwihnt, daB die synthetische «,y-Poly-
_glutaminséure, in deren Peptidkette o- und y-Glutamylreste laufend abwech-
seln, ebenfalls eine blaustichige Biuretreaktion zeigt. All dieses lieB darauf
schlieBen, daB diese Polyglutaminsiuren beide Bindungstypen enthalten,
d. h. daB ein Teil ihrer Bindungen sich umwandeln bzw. innermolekular trans-
peptidieren lieB. Den gemischten Bindungstyp haben wir durch spezifische
. Abbaureaktionen beweisen konnen. Die Menge der Abbauprodukte lieB
darauf schlieBen, daB in den abgebauten transpeptidierten Polyglutamin-
sduren «- und y-Glutamylreste in nahezu gleicher Menge vorhanden sein
diirften. . )

Die Anhydratisierung der «- und y-Polyglutaminsduren findet nicht gleich
Jleicht statt. Beim Erwigen der beiden Strukturen wird es offenbar, dal die
Carboxylgruppen der «-Polyglutaminsiiure verhdltnisméBig leicht und oft
der Peptidkette nahe kommen, wihrend die Anhydratisierung der y-Poly-
glutaminséure nur bei geniigender Deéformation der ganzen Kette erfolgen
kann. Die verschiedene Reaktionsfihigkeit offenbart sich in der lingeren An-
hydratisierungszeit und den schlechteren Ausbeuten bei der y-Polyglutamin-
saure. ’ .

Bei der Anhydratisierung in Peptidbindungen geschlossener «-Glutamyl-
reste kann man grundsitzlich nicht nur mit Ausbildung des sechsgliedrigen
Imid-rings, sondern auch des fiinfgliedrigen Pyrrolidon-rings rechnen. Clayton,
~ Kenner und Sheppard!® haben z. B. im Falle eines Tetrapeptid-derivats,
in welchem Phenylalanin einem a-Glutamylrest folgt, nur die Bildung des
Pyrrolidon-rings beobachten kénnen, wenn die Verbindung mit Thionylchlorid
behandelt wird. Man kann sich wohl vorstellen, dafl der sterische Effekt der
naheliegenden Seitenketten wihrend der Ausbildung des Rings zur Geltung
kommt. Dies wird auch durch den Befund unterstiitzt, daf bei der Carbo-
benzoxy-a-glutamylglutaminsdure nur die Aushildung des Piperidin-2,6-
dion-Rings beobachtet wurde, wihrend die aus der a-Polyglutaminséure
gewonnene Anhydropolyglutaminsiure neben sechsgliedrigen Ringen auch
fiinfgliedrige enthalt. Die y-Polyglutaminsgure 148t sich ihrer Struktur gemal
nur unter Bildung von sechsgliedrigen Ringen anhydratisieren. Dieser Unter-
schied #uBert sich auch in der Ausbeute an transpeptidierten Polyglutamin-
sduren; die aus a«-Polyglutaminsiure erhaltene Anhydropolyglutaminséure
liefert nur relativ wenig transpeptidierte Polyglutaminséure von hohem Mole-
kulargewicht, da an den Pyrrolidon-ringen durch die verdiinnte Natronlauge
eine wesentliche Kettenaufspaltung eintritt.

Die Anhydropolyasparaginsdure war aus der oc—Polyasparaginséﬁre mittels
Essigsaureanhydrid nur schwer herzustellen. Wir gebrauchten darum zu den
Transpeptidierungsversuchen eine durch lingeres Erhitzen in Tetralin erhaltene
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Anhydropolyasparaginsdure. In der transpeptidierten Polyasparaginsiure
wurde ungefihr die gleiche Anzahl von «- und B-Asparagylbindungen fest-
gestellt.

Von: dem Standpunkt der eindeutigen Synthese von Glutaminsiure- und
- Asparaginsiure-peptiden ist es notwendig, die Gefahr der Transpeptidierung
nach Mdoglichkeit auszuschliefen. Nach Battersby und Robinson® kann
Transpeptidierung immer dann eintreten, wenn Ester von Acylamino-dicarbon-
séurepeptiden bzw. -amiden verseift werden.. Manchmal kann man jedoch
diese Nebenreaktion vermeiden; wird z. B. die Hydrolyse des a-Polyglutamin-
séure-polymethylesteres mit 0,568 . Natronlauge in Gegenwart von frisch
gefilltem Kupfer(IT)-hydroxyd durchgefiihrt, dann kann man infolge der
Schutzwirkung des Biuretkomplexes sowohl die Transpeptidierung, als auch
die Racemisierung fast géinzlich zuriickdringen'. Die so erhaltene a-Poly-
glutaminsiure enthélt in der Tat keine nachweisbaren y-Glutamylbindun-
gen, und liefert nach der Totalhydrolyse Glutaminsiure guter optischer
Aktivitdt.

Die Racemisierung und die Transpeptidierung sind zwei miteinander eng
verkniipfte Erscheinungen; beide sind mit der Enolisierung der Carbonyl-
gruppe verbunden. Wenn wir mit der Ausbildung des Biuretkomplexes die
Tautomerisierung zur Iminohydrin-Form begiinstigen, beseitigen wir im glei-
chen MaBe die Moglichkeit sowohl der Racemisierung als auch der Trans-
peptidierung. Wir mdochten die Berechtigung dieser Annahme in unserem
Institut an Peptidmodellen von kleinerem Molekulargewicht iiberpriifen.

Man diirfte annehmen, daB sich eine innermolekulare Transpeptidierung,
in welche Asparagyl- und Glutamylreste einbezogen werden, auch bei natiir-
lichen* Polypeptiden und vielleicht auch unter physiologischen Bedingungen
abspielen kann. -
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Discussion

on the papers presented by J. Rupineer and K. MEDZIHRADSZKY

Youwa: We have continued our work on the synthesis of peptides of glutamic acid and aspartic
acid, and I would like, if T may, to discuss some of the results. The y-r-glutamyl-r.-aspartic acid
which we synthesised through the v-azide of benzyloxycarbonylglutamic acid [J. Chem. Soc. 1950,
1959; Biochem. J. 65, 516 (1957)] contained some. g-isomer, and this was clearly due to our
inability to ecrystallise the intermediates after coupling. We have subsequently attempted to
" synthesise this dipeptide by other routes. Diethyl and dibenzyl aspartate failed to react satis-
factorily with N-tosyl-5-oxopyrrolidine-2-carboxylic acid, even under vigorous conditions. An at-
tempt through e-benzyl benzyloxycarbonyl-L-glutamate, prepared by Sachs and Brand’s pro-
cedure [J. Am. Chem. Soc. 75, 4610 (1953)], failed because we were unable to satisfy ourselves
as to the purity of this intermediate, and finally Mr. R. J. Wilkinson has been using the reaction
between phthaloyl-r-glutamic anhydride and dibenzyl n-aspartate and this appears likely to be
suceessful. Nonetheless, we found a little x-isomer after coupling, and we had great difficulty
in purification at each stage; for this purpose, the salts with d_lcyclohexyla,mme and with benz-
hydrylamine were valuable.

‘We have used B-benzyl benzyloxycarbonyl-L-aspartate as the starting point for the synthes1s
of several «-aspartyl peptides, including «-L-aspartyl-r-leucine, «-L-aspartyl-r-aspartic acid,
and g-L-aspartyl-L-glutamic acid, the first being new. In the first'case, we used both the carbonic
mixed anhydride and the ethylene phosphorochloridite methods (amide procedure) of coupling,
* butb in the subsequent cases we found dmyclohexylcarbodum:lde most satisfactory. The con-
densations were effected with the benzyl esters of the amino-acids, and hydrogenation gave
chromatographically and electrophoretically pure peptides. We found it important to avoid
heating the peptides in the presence of mineral acid, as otherwise some imide was formed, which
it proved impossible to remove by crystallisation.

‘We have found that partial hydrolysis, by hydrogen iodide in acetic acid, of d_lbenzyl L-aspar-
tate affords a useful preparation of a-benzyl-r-aspartate (37% yield), a,nalogous to that developed
by Sachs and Brand [loe, cit.] for «-benzyl T-glutamate. Hence we obtained «-benzyl benzyl-
oxycarbonyl-t-aspartate, which previously had been prepared only by fractionation of the iso-
mers formed when benzyloxycarbonyl-L-aspartic anhydride reacts with benzyl alcohol [Berg-
mann M., Zervas L., Salzmann L.: Ber. 66, 1288 (1933); Miller G. H., Behrens K., du Vigneaud
V.. d. Biol. Chem. 140, 411 (1941)]. This intermediate was then condensed by means of dicyclo-
hexylearbodiimide with the benzyl esters of aspartic and glutamic acid, after which hydrogen-
ation yielded B-r-aspartyl-L-aspartic acid and -L- aspartyl-r-glutamic acid. The former is new,
and the latter had previously been obtained only in small amount from benzyloxyearbonyl-L-
aspartic anhydride [J. Chem. Soc. 7952, 24].

Very recently, Shiba, Yamakito, and Kaneko [J. Inst. Polytechnies, Osaka City Univ., Ser. C.
5, 144 (1956)], have reported a repetition of our synthesis of a-L-aspartyl-L-glutamiec acid, by the
arthydride route, separa,ting the isomers by fractional extraction with sodium carbonate. They
found [],*® —3-6° (¢ 3-90 in water) for their dipeptide, whereas we reported [«],25 +5-6° (c 3-39
in water). We were therefore glad of the opportunity which our new synthesis gave us to prepare
this dipeptide by an entirely different route. We find for this product [«],!® +6-3° (¢ 5-0 in water),
and since the B-isomer has [a]y!® —10-5° (¢ 5-25 in water), it seems likely that Shiba, Yamakito,
and Kaneko’s separation of the jsomers was incomplete.

Mr. R. H. Moore, Miss P. J. E. Pimlott, and Miss P. M. Bryant have been associated with the
above syntheses of aspartyl peptides.

Winsca: We have found recently that carbobenzoxyglutamic acid o-thiophenyl ester
[Wieland T., Weidenmiiller H.: Ann. §97, 111 (1955)] is a good starting material for the prepaz-
ation of a-glutamyl-aspartic acid — the carbobenzoxy-dipeptide can be prepared from the thio-
phenyl ester and aspartic acid with good results.

‘Wierano: Ich mochte noch einmal das Augenmerk auf die Umlagerung von aktivierten
Glutaminsgureverbindungen richten. Es wurde von einem Pseudoanhydrid gesprochen — was
hat man darunter zu verstehen? Also das a-Azid der Carbobenzoxy-glutaminsaure lagert sich
in das y-Azid um und umgekehrt. Es stellt sich anscheinend ein Gleichgewicht ein. Wie hat than
diese Reaktion zu formulieren? Herr Rudinger, Sie sind vielleicht hier kompetent.

N
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Rupineer: Man nimmt an, daf bei den Ester-chloriden der Acylglutaminsiuren a priori
die Méglichkeit der Umesterung besteht und man zitiert Beispiele aus der Glutarsiure- und
Phthalsiurechemie. Im gegebenen Falle, bei dem Azid mit der freien COOH-Gruppe, wiirde
man eher als Zwischenprodukt das eyclische Anhydrid erwarten. Bei den Estern ware es das
Pseudoanhydrid. Das hat, denke'ich, Dr. Medzihradszky auch gesagt, er glaubt auch, es sei
hier das symmetrische Anhydrid.

MepzrarADszKY: Aus dem y-Azid kénnte auch die Verbindung I entstehen, und der pseudo-
anhydrid-artige Ring konnte sich in beiden Richtungen 6ffnen. Wie ich schon gosagh habe, ist

i
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dieses nur eine Hypothese von Sachs und Brand.

Rupmeer: Dann wiirde aber durch Ringaufspaltung das y-Azid des w-Peptides entstehen,
und daraus eventuell das Bis-derivat. b

WigLann: Wenn ein echtes Anhydrid als Zwischenprodukt auftritt, miifte man verlangen,
daB sich das mit Azidionen aufspalten 1aBt; ist das gemacht worden?

Rupinaer: Herr Zaoral hat das Phthalylglutaminséureanhydrid mit Azoimid zu «-Phthalyl-
diaminobuttersdure abgebaut; da muB also das y-Azid als Zwischenprodukt entstehen. Es ist
auch bei dem Bernsteinsiureanhydrid bekaunt, dort ist es zum Abbau der *C-markierten Ver-
bindung zu 3-Alanin beniitzt worden [Phares E. F., Long M. V.: J. Am. Chem. Soc. 77, 2556
{1955)]; man kann also eyclische Anhydride mit Azoimid 6ffnen.

Wieranp: Ich darf vielleicht noch ein Wort zu den Thiophenylestern der substituierten
Glutaminséuren sagen. Wenn man das Carbobenzoxy-glutaminsiure-anhydrid mit Thiophenol
umsetzt, dann hiéngt es von der Natur der Base ab, ob mehr «- oder mehr v-Thiophenylverbin-
dung entsteht. In Gegenwart starker Basen entsteht mehr von der y-Verbindung, in Pyridin
entstehen ungefihr gleichviel o- und y-Thiophenylester. Wenn man reinen y-Thiophenylester,
oder reinen o-Thiophenylester in Pyridin—-Wasser eine Zeitlang aufbewahrt, so erhilt man nach
Befunden von Frl. Dr. Heinke ein Gleichgewichtsgemisch. Dieses ist in seiner Zusammens
von der Natur des Lésungsmittels abhiingig. In triathylamin-haltigen Lésungsmitteln liegt das
Gleichgewicht zugunsten der y-Verbindung, in Pyridin zugunsten der u-Verbindung. Ich glaube
also ganz allgemein, daf alle aktivierten Glutaminséurederivate in der Lage sind, sich iiber éin
Gleichgewicht zu isomerisieren und daran muB man natiirlich immer denken. Wenn man Gliick
hat, wird die eine Form vorwiegend gebildet. =

RupmveER: Das ist eine Frage, die die Sache noch weiter kompliziert: daB man némlich neben
den zwei Mechanismen der Ringspaltung auBerdem noch ein Resultat haben kann das rein
kinetisch entschieden ist, oder eines das thermodynamisch bestimmt ist, je nachdem, wie schnell
die Reaktionen stattfinden. Leider sind die Acylamino-dicarbonséiuren dochnoch etwaszu lompli-
zierte Modelle, um wirklich eindeutige mechanistische Schliisse zu erlauben; wenn man anderer-
seits einfachere Modelle gebraucht,wie z.B. - Phenylglutarsiure, dann sind die Resultate wieder
von der peptidsynthetischen Praxis einigermafen entfernt. :

WiELAND: Ich glaube, es wird das beste sein, daB man die Carboxylgruppe, die nicht reagieren
soll, als Ester schiitzt, wie Sie es auch gesagt haben. -

WiinscH: Zur Frage der Diaminoséuren: Man kann die e-Aminogruppe im Falle des Lysins
verhéltnisméBig leicht {iber den Kupferkomplex als Benzylidenderivat schiitzen. Wenn man den
Kupferkomplex dann mit Natriumsulfid oder mit Natronlauge—Schwofelwasserstoff zersetat,
kommt man zur ¢-Benzyliden-lysin-natrium-Verbindungen. Diese kann man dann in «-Stellung
carbobenzoxylieren oder tosylieren. Beim nachfolgenden Ansduern wird die Benzylidenverbin-
dung zerstort, und man erhalt so die reinen w-Acylverbindungen der Diaminoséuren. Ich weild
nicht, ob diese Methode bei allen Diaminoséuren mit Erfolg angewandt werden kann. Bei der
Diaminopropionsgure wird dies mit Sicherheit zu verneinen sein, weil sie ja nicht nur einen
a-Komplex, sondern teilweise einen $-Kupferkomplex gibt.

Russers: In synthesizing hypertensin [Elliott D. F., Peart W. 8.: Biochem. J. 65, 246 (1957)]
we had the problem of preparing a peptide with L-a-aspartyl-n-arginine at the N-terminus. As
protection for the B-carboxyl group we used a benzyl ester, which ecould be removed by hydro-
genolysis, so avoiding alkaline saponification which is kmown to produce isomerization. The
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presence of the B-ester made it necessary to couple with free arginine rather than its ester, since
the arginine carboxyl was to be further coupled.

Benzyloxycarbonyl-t-aspartic acid B-benzyl ester was prepared by a modification of the
published method [Berger A., Katchalski E.: J. Am. Chem. Soc. 73, 4084 (1951)]. An attempted
coupling with T-arginine using the mixed anhydride method gave a product which was not the
roquired acyl dipeptide. This was nob investigated-further since the-carbodiimide-nitrophenol
route gave the expected produet in 509 yield. )

Since it had been reported that the asparagine analogue of hypertensin IT [Rittel W., Iselin B.,
Kappeler H., Riniker B., Schwyzer R.: Helv. Chim. Acta 40, 614 (1957)] was also a potent hyper-
" tensive agent, we were interested in preparing the analogous dipeptide containing L-asparagine.
Benzyloxycarbonyl-r.-asparagine was condensed with r.-arginine as before; the product was a mix-
ture of two substances. Gish et al. [J. Am. Chem. Soec. 78, 5954 (1956)] had also reported anomalous
results when preparing asparagine peptides. We therefore attempted to convert the dipeptide
@-benzyl ester to the asparagine analogue by ammonolysis. When the benzyloxycarbonyl-dipep-
tide @B-benzyl ester was treated with methanolic ammonia, two products were again. obtained,
presumably the asparagine and isoasparagine compounds. . X ) -

When, however, the B-benzyl ester was treated with liquid ammonia, a quantitative yield of
a single substance was obtained. Its identity was confirmed by digestion with basic carboxy-

ptidase of which a sample was kindly given to us by Dr. J. E. Folk [J. Am. Chem. Soc. 78,
3541 (1956)]. This enzyme liberated benzyloxyearbonyl-L-asparagine, identified by paper chrom-
atography and mixed melting point with authentic material. - e

This simple and apparently unequivocal route’ to both o- tyl and asparaginyl peptides
may be particularly useful in comparative studies where both are required.

The reaction of either of these dipeptides with r-valyl-r-tyrosyl-n-valyl-r-histidyl-v-prolyl-r.-
phenylalanyl-z-histidyl-t-leucine benzyl ester using carbodiimide, followed by removal of the
protecting groups, gave a product having the characteristic pharmacological action of hyper-
tensin. : . .

Biological assay of the crude material* showed that, the yield in the final coupling was of the
order of 1—29%,. Similar low yields were reported by other workers using nitroarginine [Rittel
et al., loc. cit.; Schwarz H., Bumpus F. M., Page I. H.: J. Am, Chem. Soc. 79, 5697 (1957)] in
place of unprotected arginine. Recently Schwyzer and his co-workers [Helv. Chem. Acte 41, 1273
(1958)] have reported greatly improved yields, and we are at present investigating the coupling
of benzylearbonyl-i-a-aspartyl-nitro-L-arginine B-benzyl ester with the octapeptide benzyl ester,

~

* We wish to thank Prof. W. S. Peart for the pharmacological testing.
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THE SYNTHESIS OF PEPTIDES CONTAINING CYSTEINE:
SPECIAL PROBLEMS

G. T. Youna
The Dyson Perrins Laboratory, University of Oxford

. I do not propose to recount here the classical work which led first to the
synthesis. of glutathione! and lately to the syntheses of oxytocin?, lysine-
vasopressin®, and arginine-vasopressinf, but it may be helpful to initiate
. our discussion by a simple enumeration of the methods which have been used
for the protection of the thiol group of cysteine during peptide synthesis,
with a reminder of some of the difficulties encountered, and I would like to
conclude by describing a new method of protection which may, I hope, prove
useful. ’ '

Of the procedures shown in Table I, the first two are of course well established.
Peptides of cystine are often more difficult to handle than the corresponding
S-benzyl derivatives of cysteine, which are usually preferred, and it is by
means of this protecting group that most of the known peptides of cysteine,
including the precursors of oxytocin and the vasopressins, have been synthes-

- Table I
Methods for the Protection of Thiol-Groups during Synthesis
NH,.CH.CO,H i
R= |
CH,—
Protected Compound Removal Agent Ref.
RS.SR PH,I-AcOH; 1’
Na-liq. NH, =
RS.CH,Ph -~ . Na-liq. NH, s
RS.CH,.CeH,.NO,-p H,-Pd/C 15
RS.CPh, HCl in CHC, ?
CH,—CH.CO,H
| I
8 NH dil. acid; HgCl, 6
N o 9,10
C.Me, _
RS8.CO.0.CH,Ph cone. NH,OH; HBr-AcOH n
Na-liq. NH, -
RS.SPh 6x-HCL; CH,(SH).CO,Et =
RS_Q dil. acid; AgNO, #1a

@ Added to the seript.
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ised. The debenzylation by sodium in liquid ammonia®is sometimes inconveni-
ent, however, and the yields at this final stage of the glutathione syntheses
have been low (14—409,; summarised in reference®).

_S-Trityl has been used in successful syntheses of glutathione” and of oxytocin®
and it will be interesting to hear of other workers’ experience with this group.
The formation of the 2,2-dimethylthiazolidine for thiol-protection, in conjunec-
tion with the use of the formyl group for amino-protection®°° has led to
syntheses of glutathione® and of dipeptides containing cysteinel?; King, Clark-
Lewis and Wade suggest® that the more stable 2-phenylthiazolidine may
be preferable. S-Benzyloxycarbonylation!! and S-thiophenylation'* have been
used in the special case of the preparation of poly-L-cysteine. Thiol-protection
is not always essential before the N-acylation of cysteine, since, as Wieland -
has shown, the acyl group will migrate from the sulphur.to the nitrogen?s.
The possibility of such a rearrangement must always be borne in mind.

Although cystine can be reduced to cysteine catalytically, platinum and
palladium catalysts are usually inactive in such reactions, and it was of course
for this reason that Harington and Mead! used phosphonium iodide in acetic
acid to remove the benzyloxycarbonyl group in their synthesis of glutathione.
It- has now been reported!® that p-nitrobenzyloxycarbonyl groups may be
removed from eystine by hydrogenation in the presence of palladium on carbon,
"and several peptides of cystine have been prepared by this means. It is interest-
ing to note that S-p-nitrobenzylcysteine can similarly be reduced to cysteine.
Normally, however, amino-protection during the synthesis of peptides of
cysteine has been by benzyloxycarbonyl itself, and removal has been effected
by sodium in liquid ammonia- or by hydrogen bromide in acetic acid. N-Tosyl-
ation has also proved valuable, particularly in syntheses of oxytocin® and the
vasopressins?-4, N-tosyl-S-benzylcysteinyl chloride being crystalline.

Mention should be made here of certain difficulties which have been encount-
ered during recent work, due to the lability of derivatives of -N-benzyloxy-
~  carbonyl-S-benzylcysteine. In their synthesis of lysine-vasopressin, du Vigneaud,
Bartlett and Johl® observed the formation of benzyl mercaptan during
the saponification of N-benzyloxycarbonyl-S-benzyleysteinyltyrosine ethyl
" ester; the N-tosyl analogie was however stable. Maclaren, Savige, and Swan'?

have reported an analogous decomposition during the conversion of the esters
. of N-benzyloxycarbonyl-S-benzyleysteinylglycine and N-tosyl-S-benzylcysteine
to their hydrazides; these reactions are apparently hindered, and when in the
former cdse the temperature was raised to 80° benzyl mercaptan was formed.
In the latter case the reaction was effected at 37°, but much racemisation
occurred. There is indeed an unusual tendency to racemisation in such deriv-
atives; the phenacetylation of S-benzyl-r-cysteine'® gave an early example,
and Iselin, Feurer, and Schwyzer'® have reported that the normal conditions
for the formation of the cyanomethyl ester of N-benzyloxycarbonyl-S-benzyl-
cysteine yield partially racemised product; a fully active product was obtained
when the reaction was carried out at room temperature. It is clearly more
important than ever that the optical purity of derivatives of cysteine should
be carefully established. Since the azide method of coupling appears least
likely to cause racemisation?®, it is particularly unfortunate that not only
is the preparation of these hydrazides troublesome but also the azides them-
selves may be exceptionally unstable, decomposing to give the amide, as in the
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case of N-benzyloxycarbonyl-S-benzylcysteinyl azide'?-2!. Nonetheless, Macla-
ren; Savige, and Swan prefer the azide route to others.

Finally, I should like to mention a new thiol-protecting group which Miss
P.J. E. Pimlott and I have developed??, and which we hope may have certain
: a,dvantage’s' over the classical methods, particularly in the mildness of the
conditions required for its removal. “The method depends on the reaction
of benzylthlomethyl chloride with the thiol to form a mercaptal®; such
mereaptals are very stable, but are smoothly cleaved by mercuric chloride
to give the mercaptide, from which the thiol may readily be regenerated.

In our initial experiments, we caused benzylthiomethyl chloride** to react
. with .- cysteine. hydrochlomde in dried methanol; this yields a mixture of the
- hydrochloride of S-benzylthiomethyl-L-cysteine (I) with the corresponding
methyl ester hydroehlorlde (II). This crude mixture may either be hydrolysed
by alkali to give S- benzylthmmethyl L-cysteine in 709, overall yield, or it
may be completely esterified by Brenner and Huber’s method (by thionyl
chloride and methanol)?s, with an overall yield of 859%,. More recently, we have
found that I may advantageously be prepared by reducing L-cystine with
sodium™ in liquid ammonia, and addmg benzylt}uomethyl chlorlde to the
resultmg solutlon - ,

() 1 BzS.CH,0l ()

Cl NH3 CH COZN ~ 2 SOCICH,0H Cl NH,.CH.CO,Me
CHSH  CH,S.CH,8.Bz
' Ir
- . . B - 1 1. CbzCl-NaHCO
NaOH . ! 1 ¢
Bz.8.CH.CL. . a0H |2 maom
) () ,
NH,.CH.CO, HBr-AcOH ~~ Cbz.NH.CH.CO,H
. CH,.8.CH, SBz T CbaClNaOH CH,S.CH,.8.Bz

I - S I - .

N—B’enzyloxyc’afbonbe—'benzylthiomethyl—'n—cysteine (LII) may be obtained
in the usual way from I, and it is conveniently isolated as its crystalline di-
cyclohexylamine salt; it may also be obtained by benzyloxycarbonylatlon
of the ester 11, followed by saponification.

The protecting group was removed by chssolvmg S benzylthmmethyl—
L-cysteine in warm 1N hydrochloric acid, and adding warm aqueous mercuric
chloride. Mercury benzyl sulphide precipitated 1mmed1ate1y, Whlle the mercury
derivative of cysteine remained in solution.

Hydrogen sulphide regenerated cysteine, which on oxidation Wlth hydrogen
peroxide yielded L-cystine of [«]16-5 —230° in 1x hydrochloricacid, in agreement
with the figure obtained by extrapolation of Toennies and Lavine’s equation?®,
Protection and recovery of the thiol had therefore been effected without
any loss of activity. Further, when the N-benzyloxycarbonyl-S-benzylthio-
methyl-T-cysteine - obtained from the ester II was treated with hydrogen
bromide in acetic acid, authentic S-benzylthiomethyl-1-cysteine was obtained,
and hence no racemisation had occurred during this sequence of reactions.

We have examined the chemical stability of S-benzylthiomethyl-1.-cysteine
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under some of the conditions likely to be encountered during peptide synthesis,
and the protecting group appears to be completely stable. The starting material
was recovered unchanged after treatment with 2x sodium hydroxide at room
temperature for 24 hours, or with 2n hydrochlorie acid at 60° for 5 hours,
or with 25 hydrogen bromide in acetic acid at room temperature for 15 hours;
in each case the nitroprusside test was negative after the experiment. _

We feel that N-benzyloxycarbonyl-S-benzylthiomethyl-L.-cysteine and
S-benzylthiomethyl-L-cysteine methyl ester hydrochloride should prove
valuable starting points for the synthesis of peptides containing cysteine,
and we are now obtaining experience in their use. This method of protection
should be especially helpful where the use of sodium in liquid ammonia is
undesirable.
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Discitssion

Discussion
on the paper presented by G. T. Youxe

BreENxER: You did not collect any expenenca with the use of this group in actual peptide
synthesis, did you?

Youna: We have actually prepared a couple of peptides with this protecting group, and
it seems to survive the carbodiimide method of coupling very well, but we are continuing.

BrENNER: Is this new derivative more optlcaﬂy stable under alkaline conditions than S-benzyl-
cysteine?

Youna: No. I could put forward a tentative suggestion as to why S-benzyl derivatives of
cysteine may racemise in alkali, but from this point of view benzylthiomethyl derivatives would
be similar. One could suggest that the anion I may be stabilised by resonance with the contribut-
ing form II, so making the o«-hydrogen labile.

) _NE_P_co_— — NH—C—-C0—
‘— I] e
SR CH, S
T - ¥

WicnTerLE: This involves a type of hyperconjugation?

Youwa: Yes, there is no bond between the carbon and sulphur in structure I7.

Rupiveer: Swan suggests that the racemisation of 8-benzyleysteine just proceeds by elimin-
ation and re-addition of benzyl miercaptan, and what Dr Young has written is really the incipient
form of that same reaction.

Youwa: Yes, I mysslf feel reluctant to postulate elimination and recombination to explain ra-
cemisation, as it seems unlikely that recombination would be so complete.

BreNNER: Free cysteine, that is, with free SH is a little more stable, isn’t it. In a basic medium,
you would already have a charge on the sulphur. This would be in line with your results, because
resonance form I would be very much more unstable, it would have two charges on sulphur.

Rupmweer: Well, T think that for the case of cystine it has been fairly well established that
you get the acrylate with strong alkali [Swan J. M.: Nature 179, 965 (1957)]; that is the way the
thioether derivatives are formed in wool.

BreENNER: But which would be more stable in a peptide, benzylcysteine of free cysteine?

RupINGER: S-Benzyleysteine — to most conditions normally encountered, I should think.

Brexwer: How about racemisation?

Rupmveer: I don’t know; hardly anyone has worked with free cysteine in the operations of
peptide synthesis. .

Wiwsca: A new method for protecting sulphydryl has just been described [Holland G. F.,
Cohen L. A.: J. Am. Chem. Soc. 80, 3765 (1958)], by conversion to 2-tetrahydropyranyl thicethers.
The authors have in mind the synthesis of the structure.

85—
wcy—éy~X—-_Y—z—0y-
4 d

of the insulin A-chain using a combination of sulphur protecting groups.
The S-tetrahydropyranyl derivatives were prepared by adding dihydropyran to cysteine
methyl ester or carbobenzoxycysteine. The protecting group is easily clesved by silver ions at 0°
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to give the free sulphydryl compound (as the mercaptide) and 8-hydroxyvaleraldehyde. Tt is very
interesting to note that the tetrahydropyranyl thioethers are stable during sodium-liquid ammonia
reduction of the carbobenzoxy function.

Youwa: One slight disadvantage -of this method will be that you get an extra asymmetric
centre.

Winscr: Yes, that is the same as with Schwyzer’s tetrahydropyranyltyrosine ete.

Youwa: Is it not also the case that these ethers are unstable to acid?

WinscH: The cysteine derivative is stable to acid.

Rorar: Herr Dr. Young, unter welchen Bedingungen findet der Umsatz des Cysteins mit dem
Benzyl-chlormethylsulfid statt?

Youwe: In the minimum amount of methanol, on the boiling water-bath for 30 minutes.

Russerr: I think it is true to say that nobody has yet prepared peptides of cystine where
two peptide chains are joined together only by disulphide bridges. If you think about this
problem — at some point in the synthesis you must join two chains which you have synthesised
together, In the case of insulin, if you oxidise the A and B chains in a mixture I believe it is true
10 say that they go together the wrong way round. And in more complicated cases it may well
be that it will prove impossible to oxidise two peptide chains together to form disulphide bonds in.
the right way. A possible solution to this problem would be the preparation of cystine derivatives

_ with four different protecting groups, each capable of being selectively removed. I think at the

moment this is rather a difficult problem in that we have not got prétecting groups which we

_can remove from carboxyl and amino groups in completely selective fashion.

RupINgER: Fairly recently, the monocarbobenzoxy derivative of cystine has been obtained
by Swan [Nature 180, 643 (1957)] as well as a number of other mixed disulphides, and T should
think the Australians are probably busy doing just this sort of thing.
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PEPTIDE DER HYDBOXYA]!HNOSKUREN; SPEZIELLE PROBLEME

M. BrENNER* und A. HARTMANN «
Organisch-chemische Anstalt, Universitit Basel

Allgemeines

Die hydroxylhaltigen Aminosiuren Serin, Threonin, Hydroxyprolin, allo-
Hydroxyprolin, Hydroxylysin, alloHydroxylysin und Tyrosin, auf die sich
die vorliegende Diskussion beschrinken soll, unterscheiden sich in Charakter
und Reaktivitit der Hydroxyl-Gruppe. Wihrend die Verhéltnisse beim
phenolischen Tyrosin und beim  cyclischen' Hydroxyprolin® relativ iiber-
sichtlich sind,** weisen die 3-Hydroxysiuren Serin und Threonin eine Vielfalt
von Reaktionsméglichkeiten auf. Es ist hier nicht nur eine gewisse Empfind-
lichkeit gegeniiber acylierenden und alkylierenden Agentien, sondern. auch
die Tendenz zu Eliminierungs-Reaktionen?.11.95,81,9 ynd zur Abspaltung von
Formaldehyd bzw. Acetaldehyd (umgekehrte Aldol-Kondensation'$.%¢) zu
beriicksichtigen; die Nachbarstellung der Aminogruppe sowie jene der Carbo-
xylgruppe begiinstigt bei geeigneter Substitution die Ausbildung ringfdrmiger
Strukturen, die stabil sein kénnen (z. B. Oxazoline, Cycloserin®.??) oder unter
Entstehung von Umlagerungsprodukten zerfallen (Acylwanderungen®.®4,
Aminoacyl-Einlagerungs-Reaktion®!). Die Chemie der stereomeren §-Hydroxy-
lysine und ihrver Derivate ist noch wenig erforscht. Immerhin haben jiingste
Untersuchungen?.1% interessante Effekte der d-stindigen Hydroxyl-Gruppe
aufgedeckt, die beim Lysin fehlen und damit ein teilweise verschiedenes
reaktives Verhalten dieser beiden Aminoséuren bedingen. Das charakteris-
tische Merkmal der 3-Hydroxylysine, ihre Féhigkeit zur Laktonbildung,
findet sich auch beim alloHydroxyprolin. Diese Aminosédure wird daher
ebenfalls eine andere Reaktivitéit als das verwandte Hydroxyprolin aufweisen.

Verhalten des ungeschiitzten Hydroxyls beim Aufbau von Peptiden

Bei der Synthese von Peptiden des Serins, Threonins, Hydroxyprolins und
Tyrosins scheint der Erfolg dafiir zu sprechen, dafl bei Verwendung der
heute iiblichen Methoden zur Carboxyl-Aktivierung auf einen Schutz der
Hydroxyl-Gruppe verzichtet werden darf, wenn sich diese in der Amino-
komponente befindet.

Steht jedoch das Hydroxyl in der Saurekomponente, so kann eine Maskie-
rung notwendig werden. Dies gilt besonders dann, wenn zur Aktivierung ein
Séaurechlorid oder ein gemischtes Anhydrid nach Kenner hergestellt wird?®.
Bei Verwendung gemischter Anhydride nach Boissonnas-Wieland—-Vaughan,

* Vorgetragen von M. Brenner.

*% Uber eine unerwartete Realttion eines Tyrosin-Derivates berichten Schnabel und Zahn®:
Beim Azidieren von Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glyein-hydrazid mit iiberschiissigern Nitrit wird der
Phenolkern des Tyrosins nitriert. Diese Reaktion kann bei Vermeidung eines Nitritiiberschusses
verhindert werden. — Fiir die beim Oxytocin beobachtete Aufspaltung einer Tyrosin-Peptid-
bindung ist von Witkop kiirzlich eine interessante Deutung aufgéfunden worden®®!.

]
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von Phosphoroxychlorid®, wvon Derivaten der phosphorigen Séure, von
Aziden und Carbodiimiden sowie aktivierten Estern ist die Gefahr von Neben-
reaktionen geringer. - -

Wird schlieBlich die Peptidbindung iiber das Phosphorazo-Verfahren
(Aktivierung der Aminkomponente) gebildet, so erscheint die Maskierung
von Hydroxyl-Gruppen in der Amin- und Séurekomponente dringend geboten.

Gute Vorschriften zur Herstellung von Carbobenioxjr-serin (L,D,DL) und der entsprechenden
Benzylester finden sich bei Baer und Maurukas?, eine solche zur Herstellung von Carbobenzoxy-L-
threonin bei Merryfield®®. N-Tosyl-threoninl? wird beim Versuch zur Abspaltung der Tosylgruppe
mit Natrium in flissigem Ammoniak vollig zerstort, indem dabei wahrscheinlich intermediér
N-Tosyl-a-amino-acrylséure entsteht!®.

“Uberblickt man das in der Literatur niedergelegte Material, so mu8 man
sich dariibér wundern, wie oft es gelungen ist — oder scheinbar gelungen ist —
bei der Synthese von hydroxylhaltigen Peptiden ohne besondere Vorsichts-
maBnahmen auszukommen. Das phenolische Hydroxyl des Tyrosins und
das primire Hydroxyl.von Serin sind immerhin relativ reaktionsfreudig;
vom letzteren gilt dies besonders, wenn es in Nachbarschaft zu einer anhydrid-
artig aktivierten Carboxylgruppe steht. Aber auch in den iibrigen Fillen
ist die Reaktivitit der Hydroxyl-Gruppe keineswegs zu vernachlassigen.
Aus dieser Erkenntnis heraus, undim Bestreben, uniibersichtliche Umsetzungen
konsequent zu vermeiden, wird der Technik der OH-Maskierung in jlngster
Zeit vermebrte Aufmerksainkeit gewidmet. -

Maskierung ‘der Hydroxyl-Gruppe
Man kann die aromatische Hydroxyl-Gruppe nach Belieben acylieren oder

verathern (Benzyldther, Tetrahydropyranylither). Bei Serin und Threonin -

eignet sich die Acylierung weniger, weil die Acylgruppe die Tendenz zur
p-Eliminierung erhdht. Inbezug auf Hydroxyprolin liegen unseres Wissens
nur Daten iiber die Acetylierung vor. Die Verhiltnisse. beim Hydroxylysin
lassen die Veritherung als vorteilhafter erscheinen. Die Literatur vermittelt
folgendes Bild vom gegenwértigen Stand des Problems. ’

Tyrosin

Bekannt sind O-Acetyl-L-tyrosin®, O-Acetyl-N-carbobenzoxy-L-tyrosint?, O-Benzoyl-L-tyro-
sin®®, O-Carbobenzoxy-tyrosin’, O,N-Dicarbobenzoxy-L-tyrosin®, O-Tosyl-L.-tyrosin und seine
N-Carbobenzoxy-Verbindung®2, sowie neuerdings das O-Benzyl-L-tyrosin und seine N-Carbo-
benzoxy - Verbindungl®?; der Benzylither wird wie die O-Acylverbindungen am besten tiber das
Kupfersalz von Tyrosin erhalten. Ferner wurde kiirzlich das N-Carbobenzoxy-0O-tetrahydro-
pyranyl-L-tyrosin nach (1) dargestelltss.** Die Tetrahydropyranyl-Verbindung entlialt ein neues
Asymmetrie-Zentrum. Man erhilt -deshalb in der Regel ein Diastereomeren-CGiemisch. h

NHCbz '

(\ HO.C,H,.CH (IBH COOED e N }iTHCbZ %
\oﬂ + TETae wasserfrel '[\(‘)*/LO—CGH4.CH2.CH.COOE‘5
: ) e - : . (1)
o : "NHCbz - - . e , NHCbz
NI | SIS m + HO.GH,CH 0|H000H
- |\O*/L—O—"CGH4.CH2.CH.COOH in wssr. BtOH” O/»\OH+ RN

v

** Die 'alkélj'seh’e Ester-Verseifung erfolgt beﬁierkenswe'rfei'weise viel leichter als beim Carbo-
benzoxy-tyrosinathylester. o o .
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Brenner, Hartmann:

Die Abspaltung von Acefyl und Benzoyl, vermutlich auch die Abspaltung von Tosyl, erfolgt
hydrolytisch, alkoholytiseh oder ammonolytisch, jene des Benzylrestes hydrogenolytisch oder
mittels Natrium in flissigern Ammoniak; zur Entfernung des alkali- und hydrogenolysebestén-
digen Tetrahydropyranylrestes wird die Acetalgruppierung sauer aufgespalten®.

Serin

O-Acetyl-serin (DL bzw. L] wird nach der alten Methode von Sakami und Toennies® oder
durch séurekatalysierte Veresterung in Eisessig dargestellt®?, O-Acetyl-N-carbobenzoxy-DL-serin
kann leicht®durch Acetylierung von N-Carbobenzoxy-DL-serin® erhalten werden?®. Angaben iiber
O-Carbobenzoxy-DL-serin sowie O,N-Dicarbobenzoxy-DL-serin finden sich bei Frankel und Hal-
* mann®®. O-Benzoyl-serin kann aus N-Benzoyl-serin-methylester durch Wasserabspaltung (Thio-
nylchlorid) zum Oxazolin, alkalische Verseifung der Estergruppe und anschliefende Séurebehand-
lung erhalten werden®*, O-Benzyl-DL-serin (zur Razematspaltung vgl.) und seine Carbobenzoxy-
Verbindungen: sind erst kiirzlich bekannt geworden?®:7%, Die Herstellung des O-Benzyl-serins
erfolgt nach Grassmann und Mitarbeitern®® besser durch Synthese aus Acrylester als dureh Ver-
#therung des Serin-Hydroxyls. Das Serin-Hydroxyl 148t sich aber wie jenes des Tyrosins mit
Dihydropyran umsetzen. Die Darstellung von- N-Carbobenzoxy-O-tetrahydropyranyl-DL-serin
entspricht jener des Tyrosinderivatesss.

er die Abspaltung dieser Schutzgruppen ist schon im Abschnitt Tyrosin einiges gesagh
worden. Freies Acetyl- und freies Benzoylserin neigen in alkalischen Medien zur Bildung der
entsprechenden N-Acyl-serine, im Peptidverband zur Abspaltung von Essigsiure bzw. Benzoe-
séiure. Gegen saure Hydrolyse ist speziell die Acetylverbindung wahrscheinlich empfindlicher
als Peptidbindungen.

Threonin und Hydroxyprolin

Eine Vorschrift zur Herstellung der O-Acetyl-Verbindungen von DL-Threonin und Hydroxy-
prolin findet sich bei Sakami und Toennies®®. ITnbezug auf Threonin sei hier erwihnt, daBl es
sich nach Sheehan und Mitarbeitern®® im Gegensatz zu Serin direkt in die N-Phthalyl-Verbindung
iiberfithren 14Bt; beim Serin erwiessich vorgéingige Acetylierung alsnotwendig oder mindestens

“vorteilhaft. O-Benzoyl-threonin ist wie das O-Benzoyl-serin durch saure Aufspaltung des zu-
gehérigen Oxazolins zuginglich. Letzteres erhéilt man z. B. durch Kondensation von L-Threonin-
dthylester mit Benzimino#thylather und anschlieBende alkalische Hyﬂro]yse der Estergruppie-
rung?3,

Patchett und Witkop? beschreiben den N-Acetyl-O-tosyl-L-hydroxyprolin-methylester.
Durch Verseifung der Estergruppe entsteht die zugehérige Si#ure, und aus deren Anion untar
Ausstossung von Toluolsulfonat und Inversion am vy-Kohlenstoff-Atom das N-Acetyl-L-allo
hydroxyprolin-lacton. Die Tosylgruppe ist also nur bedingt als Schutzgruppe fiir das Hydroxy-
prolin-Hydroxyl zu betrachten. Sie dndert hier die Reaktivitit des gesamten Molekiils. Diesem
Umstand mag im Zusammenhang mit dem Problem eines spezifischen Abbaus von Hydroxy-
prolin-peptiden noch besondere Bedeutung zukommen; man vergleiche hierzul®l,

alloHydroxyprolin und 8-Hydroxylysine

Es scheinen noch keine Daten iiber die Maskierung der Hydroxylgruppe vorzuliegen. Indessen
ist hier Laktonbildung mdoglich. Die beiden . stereoisomeren §-Hydroxylysine laktonisieren
in Form ihrer N,N” Dmarbobenzoxyverbmdungen spontan'®®, ITm Falle des N-Carbobenzoxy-L-
allohydroxyprolins erfordert die Laktomsmru.ng ein Kondensationsmittel (Tosylchlorid in Pyridin,
Dicyelohexylearbodiimid?).

Acylwanderung

Peptide, welche Serin und Threonin enthalten, zeigen eine erhéhte Labilitit
in saurer Losung. So wird nach Desnuelle und Casal®® und besonders Elliott3?
die Peptidbindung, an der die Hydroxy-aminosiure mit ihrer Aminfunktion
beteiligt ist, gelost, und der Acylrest wandert, wahrscheinlich iiber eine
cyclische Zwischenstufe®3?, an das Hydroxyl. Die so entstandenen Esterbin-
dung ist hydrolyseempﬁndhcher als eine Peptidbindung; die Acylwanderung
kann deshalb relativ leicht zum vélligen Entzweibrechen einer Kette fiihren.
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Es wird z. B. nach Harris und Mitarbeitern® das N-Glycyl-serin bei der sauren
Hydrolyse 5mal schneller gespalten als das isomere Seryl-glycin. _

.Eine Wanderung des Acylrestes vom Stickstoff zum Sauerstoff ist in Gegen-
wart folgender Agenzien beobachtet worden: kalte konzentrierte Schwefel-
giure®®33,37,7  alkoholische Salzsiure®219, wasserfreie Phosphorsiure!®s,
Salzséiure in Nitromethan??, Acetanhydrid in Methanol®, wasserfreie Ameisen-
siure’, Ameisensiure—Bortrifluorid®. Konzentrierte Schwefelsdure und wasser-
freie Ameisensiure scheinen von ganz spezifischem EinfluBl zu seins' Edestin
wird nach langerem Stehen in konz. Schwefelsiure durch 6x Salzsiure (18°)
70mal rascher hydrolysiert als ohne vorangehende Schwefelsdurebehandlung?®2.
Lysozym® und Ribonuklease® verlieren beim Stehen in Ameisensiure ihre
enzymatische Aktivitdt. Die Inaktivierung ist reversibel (vgl. unten). Man
vermutet Acylwanderung und spricht von ,,N,O-Peptidylshift*3.%%. Analog
entsteht aus N-Glycyl-serin bei lingerem Stehen in konz. Schwefelsdure in
miiliger Ausbeute O-Glycyl-serin™.

In Wasser findet oberhalb pH 7 der umgekehrte Prozel statt, also Acyl-
wanderung vom Sauerstoff zum Stickstoff. Aus O-Glycyl-serin erhilt man
N-Glycyl-serin und ameisenséure-inaktiviertes Lysozym wird wieder aktiv®s.
Ebenso verhilt sich die inaktivierte Ribonuklease®. .

Die Hydroxyle von Serin und Threonin lassen sich auch mit anorganischen
Sauren verestern. Bekannt sind O-Sulfate®® und O-Phosphate??.72.81, Nach
Riley und Turnbull® lagert O-Phosphoryl-serin nicht in das N-Isomere um.
Hingegen haben Plapinger und Wagner-Jauregg™ bei mehrstiindigem Kochen
von N-(Diisopropyl-phosphoryl)-serin-methylester mit 5%iger Salzséure in
einer Ausbeute von 25%, O-Phosphoryl-serin erhalten.

0-Peptide

0-Glyeyl-L-serin ist das einfachste O-Peptid. Es kann durch Acyl-Wanderung
aus N-Glycyl-serin dargestellt werden™. Der Glycin-Rest wird-dabei vom
Serin-Stickstoff zum Serin-Hydroxyl verschoben. In gleicher Weise 1aBt sich
ein am Serin-Stickstoff haftender Peptidrest verschieben (N,O-Peptidyl-
shift?7.59). Meistens aber bereitet man O-Peptide durch direkte Acylierung
der Hydroxylfunktion. Durch Erwirmen einer Losung von Carbobenzoxy-
serin, N-Carboxy-glycin-anhydrid und 1 Aquivalent Salzséiure in Dioxan
wurde O-Glycyl-N-Carbobenzoxy-serin-hydrochlorid erhalten?. Wegen Neben-
reaktionen eignet sich dieses Verfahren wenig zur Herstellung von groferen
Mengen. Vorteilhafter ist die Einfithrung des Glycins iiber eine Vorstufe oder
in geschiitzter Form.

N-Carbobenzoxy-serin wird beispielsweise mit Chloracetylehlorid oder Bromacetylbromid
behandelt, das Halogen durch die Azidogruppe ersetzt und diese der Hydrierung untefrworfen,
unter gleichzeitiger Hydrogenolyse der Carbobenzoxy-Gruppe™. Man kann auch mit Azidoacetyl-
chlorid acylieren. Velluz und Mitarbeiter®® acylieren N,N-Dibenzyl-DL-serin mit N,N-Dibenzyl-
glycin iiber das Chlorid oder das gemischte Anhydrid nach Boissonnas und unterwerfen das Reak-
tionsprodukt als Hydrochlorid der Hydrogenolyse in Gegenwart von Palladium. Anstelle der
Dibenzyl-Verbindungen sind auch die Trityl-Verbindungen verwendet worden (Anhydrid-
Methode); die Abspaltung der Tritylreste erfolgte durch Stehenlassen in salzsaurem wilrigem
Aceton. Verwendung von N,N-Dibenzyl-glyein und Trityl-DL-serin und Behandlung des Esters
(Anhydrid-Methode) mit salzsaurem wilBrigem Aceton gab O-(N,N-Dibenzyl-glycyl)-DL-serin.
Durch Vertauschung der Schutzgruppen bei der eben besprochenen Synthese ist O-Glyeyl-N,N-
dibenzyl-DL-serin erhalten worden. In entsprechender Weise haben die franzdsischen Autoren
0-Glycyl-DL-threonin-hydrochlorid und O-(D-o-Aminobutyryl)-L-threonin-hydrochlorid her-
gestellt (Verwendung von N,N-Dibenzyl-Dr-threonin bzw. N,N-Dibenzyl-L-threonin}).
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0-(Carbobenzoxy-glycyl)-N-carbobenzoxy-serin (pL, D, L) ist aus dem
gemischten Anhydrid von Carbobenzoxy-glycin mit: Tsovaleriansiure und
dem Tridgthylammoniumsalz von - Carbobenzoxy-serin in .Methylenchlorid
erhalten worden™. Bei Verwendung der Anhydride mit Isovaleriansiure®
mufl man jedoch immer n:ut einer parallel Iaufenden Bﬂdung von Isovalerian-
ester rechnen.

Die einfacher zu handhabenden gemischten Anhydride mit A]kylkohl&nséuren sind mit Erfolg
zur Herstellung von Estern des Benzylpenicillins - herangezogen worden®%; auch Velluz und Mit-
arbeiter? haben, wie oben erwithnt worden ist, auf diese Weise verestert. Da.s Verfahren ist aber
mit einem prinzipiellen Nachteil behaftet. Aus jeder Molekel des gemischten Anhydrides
RCO—0—COOR” wird bei der Veresterung mit dem Reaktionspartner R'OH eine Molekel
Alkohol R"OH frei. R"OH. tritt mit R*OH in Konkurrenz. Wo letzteres nicht sehr viel schneller
reagiert oder nicht im Uberschuf} eingesetzt werden kann, erhéilt man ein unreines Reaktions-
produkt oder eine schlechte Ausbeute. Bei der Acylierung von Salicylsiure-benzylester mit
Carbobenzoxy-DL-phenylalanin mittels Chlorameisenséiure-athylester haben wir nur 259, der
theoretisch zu erwartenden Estermenge erhalten. Ferner liefert Phthalyl-glyei.n mit CICOOR”
und R’OH nur dann einen reinen Ester Phth-Gly-OR’, wenn R” und R’ identisch sind (R” =
= R’ =.C,H; oder C;H,CH,). Wird das gemischte Anhydrid aus Phthalyl-glycin und Chloramei-
sensiure-ithylester mit Methyl- oder Benzylalkohol umgesetzt, so resultieren Estergemische®.

Die Entstehung unerwiinschter Ester ist ausgeschlossen, wenn man zur
Aktivierung der Carboxylgruppe Phosgen anstelle von Chlorameisenséure-
estern oder Carbonsiurechlorid verwendet?. Unter geeigneten Bedingungen
reagieren die gemischten Anhydride I in guter Ausbeute nach' (2a) mit der
zu veresternden Hydroxylverbinduﬁg, ohne daB es zur Ausbildung symmetri-
scher Anhydride®? I kommt (2b). Dieses ;,Phosgenverfahren® eignet sich nach
unseren Befunden sehr-gut zur Carbobenzoxy-aminoacylierung von aroma-
tischen oder aliphatischen Hydroxyl-Verbindungen.. Eine Razemisierung
optisch aktiver Komponenten ist bisher nicht beobachtet worden.

Cbz.NH. CHR COOH

GOGIQ*NEta

[ =5
I ChzNH.CHR.CO.0.CO.Cl, (Cbz-NHICIH:é.CO]gO " E )

|®-oB Pyriain R’OH—Pyﬂdinr
SIRE= R [ IR ’ !

I JnL P % 5 W
C'bz NH CHR. COOR’ 2t S ’

Hartmann®! und Beglinger haben auf diese Weise ohne Miihe folgende acht Derivate von Serin
und Threonin in kristalliner Form dargestellt: O-(Carbobenzoxy-glycyl)-N-benzoyl-pL20- und
v-gerinamid, O-(Carbobenzoxy-glycyl)-N-carbobenzoxy-DL-serin?® und dessen Amid, O-(Carbo-
benzoxy-glyeyl)-N-benzoylglycyl-DL-serinamid, O-(Carbobenzoxy-L-phenylalanyl)-L-seryl-glyein-
amid, O-(Carbobenzoxy- glycyl} -N-benzoyl-DL-threoninamid- und O-(Trityl- glycyl] -N-carbobenz-
oxy-DL-threoninamid.

Das 0-C&rbohenzoxy—glycyl-N-benzoyl-serina.mjd ist in unserem Laborato-
rium auch aus N-Benzoyl-serinamid und dem symmetrischen Carbobenzoxy-
glycin-anhydrid®” sowie durch Zusammenschmelzen von Carbobenzoxy-
glycin mit 2-Phenyl-4-carbamido-oxazolin nach (3) bereitet worden (J. Wehr-
miiller, nicht publiziert; vgl. dazus).

; Hydrogenolyse der Carbobenzoxy-Gruppe in Gegenwart von 1 Aquivalent
Salzmure und 60—70%igem Athanol als Losungsmittel lieferte iiberall die
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erwarteten Hydrochloride, die in den meisten Fillen kristallisierten.. O-Pepti-
de, welche am Serin-Stickstoff acyliert sind, zerfallen in wifriger Losung
unterhalb pH 7 relativ langsam. Sie sind in Form ihrer Salze mit Halogen-
wasserstoffsduren stabil genug, um ihre Reindarstellung zu gestatten.

CH,—CH.CONH, 0.C0.CH,.NH.Cbz

Cbz. NH.CH;.COOH

0 N CH,—CH.CONH, @)
/ .

\?/ : NH.CO.C,H;
CeHy

Erwihnt sei in diesem Zusammenhang noch eine andere Méglichkeit. Bren-
ner und Mitarbeiter?® beniitzten vor kurzem eine Umesterungs-Reaktion,
um den Carbobenzoxy-glycyl-Rest in eine aliphatische Hydroxylgruppe
einzufiihren: «-Benzyloxy-B-hydroxypropionsiure gab mit O-(Carbobenzoxy-
glyoyl)-salicylsiure-benzylester*® in Gegenwart von iiberschiissigem Trifithyl-
amin bei 80° glatt «-Benzyloxy-B-(carbobenzoxy-glycyloxy)-propionsiure (4).
' CH,0H

_‘ @loo.cng.m.chz . éﬂ_o_cHac'eﬁ, e, ©<ZH )
N\ DMV, o = o iy v s " \00.0.CH,.C,H .
CH,0.CO.CH,NH.Cbz
4 éH.O.CHaCsﬂs (@
 CooH ' ' '

Wiéhrend die erwihnten Methoden die Bereitung auch optisch aktiver
O-Peptide gestatten, diirfte dies bei dem durch Schema (5) wiedergegebenen
Verfahren von Botvinik5, wegen der leichten Razemisierbarkeit der Oxazo-
lone, weniger zutreffen.

R/.CH—C=0 CH,.CH.COOH R’.CH.CO.0.CH,.CH.COOH

\?(/ . o (lzlo.cer{ai éO.C,H, clzc:J.ceHﬁ
G, = :

Vermutlich reagiert’ bei Acylierangsreaktionen an N-Acyl-serinen -mit
freiem Carboxyl nicht immer priméir das Hydroxyl, sondern manchmal
zunéichst das Carboxyl unter Ausbildung eines gemischten Anhydrides.

- Das Hydroxyl wird dann sekundér nach (6) in einer intramolekularen Reaktion
acyliert: Dies mul jedoch nicht unbedingt der Fall sein, wie die von Botvinik?
angegebene Umsetzung (7) dartut. ;

Ihres biologischen Interesses wegen seien an dieser Stelle noch O-Carbamyl-
L-serin und O-Carbazyl-pL-serin gennant. Sie entstehen aus dem Reaktions-
produkt von N-Carbobenzoxy-serin-benzylester (L bzw. pr) und Phosgen
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mit Ammoniak bzw. Ca.rbobenzoxy-hydrazm und anschlieBende Debenzylie-

mgﬂﬁ 91

‘s B 0
OH 0
é[ | i ¥
e BB % : CH, R (6)
| _ . ;
Acyl.NH.CH c!) Aeyl.NH.cJJH 0H
Neco/ Nco/
ROH_0—0 CH, _ CH,
| . | |
N J) + HO—CH—CH.CO.NHCH, -» R.CH.C0.0.CH.CH.CO.NHCH, %)
N/ ! |
(J; NH NH.CO.CgH; NH.CO.CgH;
‘ol LO.O,H,,

Die Aminoacyleinlagerungs-Reaktion

Behandelt man die in Tabelle I zusammengestellten O-Peptide mit einer
starken Base, wie feri-Butylat-Ion in tert-Butanol oder Amid-Ion in fliissigem
Ammoniak, so entstehen durch Umlagerung die auf der rechten Seite der
Tabelle angefithrten Produkte. Prinzipiell kann das Serin- oder Threonin-
Hydroxyl in den bei der Umlagerung gebildeten Di- und Tripeptid-Derivaten
von neuem mit einer Aminoséure verestert werden; abermalige Umlagerung

Tabelle I
Aminoacyl-Einlagerung bei Derivaten von Serin und Threonin

" Kalium-tert-butylat—fert-Butanol. Die Asymmetriezentren von Serin und Threonin bleiben
erhalten.

H.Gly.O :
Aer ) B Bzo.Ser.Gly.NH,
Bzo.Ser.NH, *
H.Gly.0 .
s ——— Bzo.Gly.Ser.Gly.NH,
Bro.Gly.Ser.NH,
H.Phe.O
ée — Bzo.Ser.Phe.Gly.NH,?
Bzo.Ser.Gly.NH, :
H.Gly.O
| e Bzo.Thr.Gly. NH,*
Bzo.Thr.NH,
H.Gly.8
E——e Bro.Cy(SH).Gly. NH,?
Bzo.Cy.NH, '

@ Bzo Benzoyl. © Nur papierchromatographisch identifiziert; die anderen Produkte sind in
guter Ausbeute krlst.a.]]:smrt gefaﬁt worden. ¢ Gilt auch fiir das entsprechende Derivat des allo-
Threonins,
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fithrte daxin zu Tri- bzw. Tetrapeptid-Derivaten, in denen die Hydroxyl-Gruppen
erneut aminoacylierbar wiren, usw. Eine Serie von aufeinanderfolgenden
Reaktionen dieser Art ist in der Salicylsdure-Reihe durchgefithrt worden!?-23:25,
Die Umlagerung verlguft dort unter etwas milderen Bedingungen als in der
ahphatlschen Reihe, weil der starre Benzolring der Salicylsdure die reagieren-
den Zentren in riumlich giinstiger Lage fixiert. Sonst besteht kein Unterschied
zwischen den Reaktionen in der aromatischen und der aliphatischen Reihe.
Das Asymmetriezentrum von Phenylalanin bleibt bei allen in Schema (&)
angefithrten Operationen erhalten. Wie man sieht (Formeln 771 und IV) kann
die Umlagerunsreaktion auch unter Beteiligung eines freien Carboxyls erfolgen.

() (=)
0.CO.CH,.NH,CIO,

e s N
N/ Ncoon K/ \co NH.CH,.COOH k/ \oo NH.CH,.COOCH,
111

Cbz. Phe.OH . Phosgenm«_ethode

4
CH,C,H; CH,G,H,
/0-C0.CH.NH(1010,0) 0.CO.CH.NH.Cbz
? ! FC10,—AcOH /\/
K “TTHgEA L\ ’
\/"\00.NFL.CH,C00CH, \/"\€0.NH.CH,.COOCH,
vIiI A VI
CHCl, | NEt,
. - .
O /0-00.CH, NH.Chz
NS : Cbz.GIyOH :
l “Phosgen- K
\CO.NH.CH.CO.NH.CH,COOCH, methode N \CO NH.CH.CO.NH.CH,.COOCH,
| | -
CH,C,H, : CH,C,H,
virn Ix
H,/Pd ’ HC10,~AcOH
\
oH 0.C0.CH,.NH,(010,()
N . e, OO0 O NELEIOI0,
H\ N )\
CO.NH.CH,.CO.NH.CH.CO.NH.CH,COOCH, Y/ “CO.NH.CH.CO.NH.CH,COOCH,
| : |
XI CH,C,H, x CH,C,H,
Schema (8)

In der aliphatischen Reihe ist ein entsprechender Schritt bisher nicht ver-
wirklicht worden; er ist aber grundsitzlich moglich und seine Ausfithrung
hingt nur von der Reaktionslenkung durch einen geeigneten Katalysator ab.

Aus den angegebenen Formeln [Tab. I und Schema (8)]ist weiter ersichtlich,
da’ bei der vorliegenden Umlagerungsreaktion der Aminoacylrest vom
alkoholischen bzw. phenolischen Sauverstoff der Hydroxysiure abgeldst und
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. .0 . . O o
> o / \ AN
=0 e H, ~0=0 Ig{?
Bzo: NH—CH NH ..+ . - Bao. NH—CH NH(-) L Bzo. NH—CH ® NH
‘ o ) o ‘NH2H
: . ... O

X1 o XII1 o St XIv -

C H/om /OH \ / | ' \ /

II -

Bro. N‘H—CH CH,

C\ o HN \‘Ou—) HN/C\OH

(0]

[ CH, | I
Bzo.NH—CH (' NH Bzo.NH-CH_ D* NE

HN

XVIl XVI XV

H+
H
l oo

Bzo-Ser-Gly-NH, OH NH -Beo
' HN
in die carboxylstandlge Peptidbindung der ~0
Hydroxyséure eingelagert wird. Aus diesem CH,
Grunde haben wir zur Bezeichnung der Re- :
aktion den Ausdruck ,,Aminoacyl-Einlage-
rung®* vorgeschlagen?..

Die Aminofunktion von Serin bzw. Threonin ist an der Ammoaoyl -Einla-
gerung nicht beteiligt. Sie muBl aber geschiitzt werden, um eine Wanderung
des einzulagernden Aminoacylrestes vom Sauerstoff zum Stickstoff zu ver-
meiden (O,N-Acylwanderung, vgl. oben).

Bei allen Einlagerungsreaktionen an O-(Aminoacyl)-hydroxyséure-amiden
sind basische Bedingungen erforderlich (Basen-Katalyse). Sie bewirken eine
Tonisierung der Hydroxycarbonsiureamid-Gruppierung und leiten damit
die Aminoacyl-Einlagerung ein. Aus Griinden, die wir an anderer Stelle disku-
tiert haben?—23.27 formulieren wir die Umla,gerung von O-Glycyl-N-benzoyl-
serin-amid versuchsweise nach (9). Das ZW1sohenprodukt XVI ist ein Ab-
kémmling des Bieyclo[3,2,1]Joctans und wird, der in der Tropan -Reihe tiblichen
Schreibweise entsprechend vorteilhaft nach X VIa formuliert.

Die . Aminoacyleinlagerungs-Reaktion ertffnet offensichtlich neue Perspek-
tiven auf dem Gebiet der Peptidsynthese. Wir werden unten darauf zuriick-
kommen. Vorerst sind noch einige weitere Ergebnisse zu diskutieren. Ausge-
hend von der Struktur des O-(Glyeyl)-f-hydroxybuttersdure-amids (Tab. LI,
erste Formel), das wie das Threoninderivat in Tabelle I umlagert, gelangt

- CH,
XVI'a Co
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Tabelle IT

Aminoacyl-Einlagerung bei O-Glycyl- B hydroxybutterséure- amid, O- f3- Alanyl glycolsiure-amid
0-Glycyl-glycolséure-amid und O-8-Alanyl-B-hydroxybuttersiure-amid
Alle Umlagerungsprodukte sind in kristallisierter Form gefaf3t und durch Analyse, Schmelzpunks
und Mischprobe identifiziert worden.

: : Ringsystem? im
O-(Aminoacyl)-hydroxy- hypothetischen Umlagerungsprodukt
séure-amid E )
- Ziwischenprodult
%
0-—C0.CH,.NH OH
NS e Bieyclo[3,2,1]- NS

| octan l

\CO—NH, "\CO—NH.CH,.CO.NH,
0-C0.CH,.CH,.NH, Bioyelo[2,3.1]. /OH

octan |

CO—~NH, . (0 - NH.CH,.CH,.CO.NH,
0—CO.CH, NH OH

/ B Bieyolo[2,2,1]- _

I heptan

CO—NH, (0 NH.CH,.CO.NH,
0—CO0.CH,.CH, NH. OH -

N R Bicyelo[3,3,1]- NS
| nonan. I .
\CO_NH, \CO —NH.CH,.CH,.CO.NH,

@ NOmenklatur nach Chem. Abstr. 39, 5884 (1945).

man durch Variation der Kettenldnge formal zu den #ibrigen Verbindungen
in Kolonne 1 von Tabelle IT. Wir haben diese Substanzen hergestellt. Durch
Aminoacyl-Einlagerung entstehen die- Produkte in Kolonne 3 von Tabelle IT
{siche?*).

Aus obigen Ergebnissen folgt, daB der Spielraum der Aminoacyleinlagerungs-
Reaktion inbezug auf die strukturellen Voraussetzungen grofler ist, als ur-
spriinglich?* angenommen wurde. Die Grenzen sind vorldufig unbekannt.
Wenn es Katalysatoren gibt, welche durch Zusammenfiithren der reaktiven
Zentren (vgl. dazu Formeln X171 bis XVI) die Ausbildung bicyclischer Systeme
der Formel XIX mit beliebig groBer Zahl der Ringglieder®* gew#hrleisten,
s0 sollte jedes sterisch ungehinderte O-(Aminoacyl)-hydroxysdure-amid und
jede sterisch ungehinderte O-(Aminoacyl)-hydroxysdure der Umlagerung
unterworfen werden konnen (beliebig groBe Kettenlinge der Aminoacyl-
und der Hydroxyséure-Komponente, Formeln XVIII und XX). Es ist also
grundsétzlich denkbar, dafl ein Serin-Hydroxyl in einem serinhaltigen Poly-
peptid beliebiger Konstitution eine Aminosiure oder ein Peptid zunachst ester-
artig bindet und anschlieBend diesen Acylrest in eine beliebige Peptldbmdung
auf der Carboxylseite des Serinrestes einlagert. :

Eine weitere Variante der Aminoacyl-Einlagerung ist aus folgender Uber-
legung heraus aufgefunden worden: O-(Glycyl)-glycolsiure-amid ist ein struk-
turelles Analogon von Glycyl-glycin-amid. Unter der Voraussetzung, dal

* Dag Minimum ist 7, entsprechénd der Zahl der Ringglieder im Bieyclo[2,2,1]heptan.
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der Mechanismus der Aminoacyl-Einlagerung auch bei Ersatz von Ester-
sauerstoff durch Iminostickstoff spiele, war in einem stark basischen Medium
die Umwandlung von Glycyl-glycin-amid in ein Glyeyl-glycin-amid mit ver-
tauschten Glycin-Resten zu erwarten. Der Versuch ist unter Verwendung
von Phenylalanyl-glyeinamid und Glyecyl-phenylalanin-amid ausgefiithrt wor-
den. Die beiden Dipeptidamide werden tatsidchtlich ineinander umgewandelt.
Die Gleichgewichtslage ist wegen der relativen Unbesténdigkeit (Diketo-
piperazinbildung usw.) der beiden Substanzen nicht Jeicht bestimmbar.
Es scheint aber, daf8 das Gleichgewicht in Kalium-tert-butylat—tert-Butanol
etwas, in Natriumamid—flissigem Ammoniak stark auf der Seite von Phenyl-
alanyl-glycin-amid liegt?. ' '

I
0—CO—C~NH,

1
1
T

—C— —

|
CO—XH

XVIII XIxX XX
X = NR oder O, wo R = H oder R’.CH.CO.(NTLCHR’.GO}B,OH

Theoretisch gibt es nun keinen Grund, der diese Isomerisierungsreaktion
auf Dipeptidamide beschrinken wiirde. Um dies zu erkennen, braucht man
nur in Formel X7X den Estersauerstoff durch Iminostickstoff zu ersetzen.
Der an den Dipeptidamiden erhobene Befund 18t sich so auf beliebige Peptide
extrapolieren. Wir gelangen damit zur Konzeption einer Sequenz-Tautomerie
in Peptidketten, die iiberraschende Ausblicke erdffnet. Die Isomerisierung
eines Peptids A.B.C.... X.Y.Z in ein beliebiges isomeres Peptid (A,B,C...
... X,Y,Z) durch eine Reihe aufeinanderfolgender Aminoacyleinlagerungs-
Schritte scheint z. B. nur eine Frage von katalytisch regulierbaren Reaktions-
geschwindigkeiten zu sein. - _

Die praktische Giiltigkeit unserer Extrapolationen bleibt zu bestimmen.
Das tatsiichlich vorliegende Versuchsmaterial besitzt aber schon so viel
Gewicht, daB es gegeben erscheint, einige Erginzungen zum klassischen Bild
der Peptidchemie ins Auge zu fassen. ' _

1. Seit der Formulierung der Peptidhypothese ‘durch Hofmeister und E. Fischer wird als
Bildungsweise von Peptidketten — sofern man von der Auffassung ausgeht, daB diese aus vor-
gebildeten Aminos#uren entstehen — ausschlieBlich ein sukcessives Aneinanderreihen von Amino-
acylresten (Aminoséure-Reste, Peptidyl-Reste) in Betracht gezogen. Man hat also immer nur
an ,,Aminoacyl-Anlagerung® gedacht. Enthélt nun aber ein vorgegebenes Peptid Serin bzw.
Threonin (auch Cystein ist eine Méglichkeit), so stellt die zugehérige Hydroxylgruppe (Mercapto-
gruppe) eine Pforte dar, durch welche Aminosduren direkt in das Innere dieses Peptids eintreten
kénnen. Die Enden der Peptidkette werden durch die Einlagerung nicht verdndert, im Gegensatz
zur Peptidverlingerung nach dem Anlagerungsverfahren. Dieser Umstand gestattet z. B. (im
Gedankenexperiment) die Erweiterung eines Peptid-Ringes, wenn der Ring eine als Aminoséure-
Akzeptor fungierende Hydroxyl-Gruppe enthilt. Inbezug -auf die Peptidsynthese ist alse. der
Aminoacyl-Anlagerung als Alternative die Aminoacyl-Einlagerurig an die Seite zu stellen.

2. Wir wissen noch nicht, ob sich die Aminoacyleinlagerungs-Reaktion umkehren 1i8t. Die
Umkehrung wiirde einen neuen Weg zum Peptidabbau erdffnen und lieBe in Kombination mit
der Vorwiirtsreaktion einen Austausch von Aminoséiuren im Inneren einer Peptidkette gegen
Aminoséuren im umgebenden Medium zu, ohne dafi deshalb die Kette gedffnet werden miifite.
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- 3. Die klassische Pepiidchemie‘betraehtet ein Peptid als ein Gebilde mit foststehender Amino-
siuresequenz. Sie hat die Vorstellung von der unverénderlichen Struktur der Molekiile aus der
klassischen organischen Chemie iibernommen. Zwar kennt man auch dort Umlagerungen, und
Tautomerie-Erscheinungen. Sie lassen sich aber in kéiner Weise mit den Isomerisierungsmdéglich-
keiten vergleichen, welche bei Peptiden auf der Basis der Aminoacyleinlagerungs-Reaktion denk-
bar sind.

Die Untersuchungen iiber die Aminoacyl-Einlagerung fithren uns damit
zu folgender allgemeiner Aussage: Die Chemie der Polyamide bietet nicht
nur inbezug auf die physikalischen Eigenschaften dieser’ Verbindungsklasse,
sondern auch hinsichtlich ihrer Synthese und ihrer Isomerisierungsféhigkeit,
vielleicht auch hinsichtlich ihres Abbaus, prinzipielle Moglichkeiten, die jeder
anderen Stoffklasse fehlen. Dies beruht auf der Reaktivitit der Peptidbin-
dung einerseits und der Existenz der g-Hydroxyaminoséduren andrerseits.

0-Phosphoryl-serin und Derivate )

Unter dem Eindruck der vermutlichen biologischen Bedeutung des Phos-
phoryl-serins sind die Methoden zur Herstellung solcher Verbindungen ver-
bessert und teilweise weiter entwickelt worden. Die Antipoden und das Raze-
mat von O-Phosphoryl-serin werden von Folsch und Mellander®? sowie von
Riley und Turnbull®® beschrieben. Am besten wird N-Carbobenzoxy-serin-
benzylester mit Diphenyl-phosphorséure-chlorid in Pyridin acyliert und das
Produkt der Hydrogenolyse unterworfen, wobei in Gegenwart von Palladium
zunéchst O-Diphenyl-phosphoryl-serin und anschlieend in Gegenwart von
Platin das O-Phosphoryl-serin entsteht; letztere Reaktion kann -auf der Stufe
des O-Monophenylphosphorylserins unterbrochen werden. In fast gleicher
Weise lassen sich N-Carbobenzoxy-pL-seryl-glycin-benzylester, Carbobenzoxy-
glycyl-pi-serin-benzylester und Carbobenzoxy-glycyl-pL-seryl-glycin-benzyl-
ester phosphorylieren®:. Interessant ist die Beobachtung von Riley und Mitar-
beiterns?, daBi N-Carbobenzoxy-O-(diphenylphosphoryl)-serin-sthylester unter
dem Einfluf} von Alkali in Carbobenzoxy-aminoacrylsiure iibergeht. Dagegen
148t sich der (O-Diphenylphosphoryl)-serin-methylester durch Behandlung
mit Alkali in Phosphoryl-serin iiberfithren. Auf entsprechende Art erhalten
Riley und Mitarbeiter8! O-Phosphoryl-pr-threonin, O-Phosphoryl-pr-seryl-
glycin und die O-Phosphoryl-r-seryl-L-glutaminsdure. Die leichte hydro-
Iytische Abspaltbarkeit der Phenylreste aus den von Riley bearbeiteten Di-
phenylphosphoryl-Verbindungen 148t einen EinfluB} der Amin- oder Carboxyl-
funktion der Hydroxyaminosdure vermuten (cyclische Zwischenprodukte?).
Die TUmsetzung von N-Carbobenzoxy-O-(diphenylphosphoryl)-serin-athyl-
ester mit Hydrazin fiihrte nicht zum gewiinschten Hydrazid, sondern zur
Eliminierung von Diphenylphosphorséure. Interessante Angaben tiber das
Saure-, Base- und Metallbindungsvermégen sowie iiber -die Stabilitit der
Phosphorsaure-Esterbmdung von O-Phosphoryl-serin und O-Phosphoryl-
threonin finden sich bei Oesterberg” sowie Bamann und Mitarbeitern?. ,

Aus Distearoyl-L-«-glyceryl-phenylphosphoryl-chlorid und Carbobenzoxy-L-
serinbenzylester bzw. Carbobenzoxy-L-seryl-glycyl-glycin-benzylester haben Baer
und Maurukas? Kondensationsprodukte erhalten, welche bei der Hydrogenolyse
der Schutzgruppen ein Phosphatidyl-serin bzw. Phosphatidyl-peptid (XXI)
gaben. Eigenartig ist die Einwirkung von Diazomethan auf diese Phosphatidyl-
Verbindungen: Durch Diazometholyse® bildet sich unter Spaltung der
Phosphoryl-sérin-Bindung der Dimethylester von Distearoyl-L-a-glycerin-
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phosphorséure: Leider geben die Autoren keine Angaben iiber.das Schicksal
der Serin- bzw. Seryl-glycyl-glycin-Komponente. Die Reaktion scheint auf
solche Phosphatide beschrinkt zu sein, welche eine freie Aminogruppe enthalten
(Phosphatidyl-serine und Kephaline; Lecithine reagieren nicht).

R.CO.0 0 NH,

| I - | ‘
R.C0.0.CH,.CH.CH,0.P.0.CH,.CH.C0.X XXI
l .
OH

R = C,;Hy;, X = OH oder NH.CH,.CO.NH.CH,.COOH

Zur Chemie von pr-5-Hydroxylysin und pr-8-alloHydroxylysin

Auf Grund einer kiirzlich publizierten Untersuchung von Zahn und Ziirnt08
erscheinen DL-Hydroxylysin und pr-alloHydroxylysin erstmalsin priparativem
MafBstab zugénglich. Die Trennung der Stereomeren erfolgt durch fraktionierte
Kristallisation der N,N’-Dicarbobenzoxy-lactone aus HEssigester. Die Lactone
bilden sich spontan; Hydrogenolyse in Methanol-Wasser und Aufspaltung
des Lactonringes fithrt zu den Aminosduren, die als Monohydrochloride .
isolierbar sind. Der Lactonring des Hydroxylysins 6ffnet sich langsamer als
derjenige des alloHydroxylysins; Hydroxylysin-lacton geht vor der Hydrolyse
durch Acylwanderung in Hydroxylysin-s-lactam iiber. Witkop!®® schreibt
dem Hydroxylysin auf Grund der Hudsonsehen Lactonregel die erythro-
Konfiguration zu. Der beobachtete Unterschied in der Stabilitdt der Lactone
steht mit dieser Zuordnung in Einklang!%®. Die beiden Dicarbobenzoxy-lactone
liefern mit Ammoniak oder Hydrazin die entsprechenden Dicarbobenzoxy-
amide oder -hydrazide. Die aus den Hydraziden erhaltenen Azide wandeln
sich so schnell in die Lactone zuriick, daB sie sich kaum zur Verwendung bei
Peptidsynthesen eignen. Hingegen gelang es in Anlehnung an Patchett und
Witkop™ durch Erhitzen von Dicarbobenzoxy-pL-allohydroxylysin-lacton mit
pr-Alaninamid bzw. Glycinamid in Dioxan die erwarteten Dipeptid-amid-
Derivate zu bereiten. Die zugehorigen Dipeptidamide unterscheiden sich von
Glycyl-alaninamid durch ihr Verhalten gegen heifle 1N Salzsfure; wahrend
Glycyl-alaninamid vorwiegend Ammoniak abspaltet, erfolgt bei den oben
genannten alloHydroxylysyl-aminosdure-amiden Spaltung in alloHydroxylysin
und Aminosdure-amid. Zahn und Ziirn1% folgern daraus eine allgemeine Siure-
labilitét von Hydroxylysyl-peptiden und tibertragen diese Folgerung auch
auf Peptide des alloHydroxyprolins, weil auch dort ein Angriff des Hydroxyls
auf die Carboxylgruppe sterisch mdéglich ist.

Zur Chemie von Hydroxjprplin und ailoHydroxyprolin

~ N-Carbobenzoxy-L-allohydroxyprolin wird aus N-Carbobenzoxy-L-hydroxy-
prolin erhalten, wenn letzteres mit Chromséure zum N-Carbobenzoxy-4-keto-L-
prolin oxidiert und dieses Keton durch Natriumborhydrid reduziert wird?.
Unter der Emw1rkung von Tosylchlorid auf N-Carbobenzoxy-L-allohydroxy-
prolin in wasserfreiem Pyridin entsteht ohne Inversion, vermutlich fiber ein
gemischtes Anhydrid, das N-Carbobenzoxy-L- allohydroxy"prohn—lacton Zum
selben Lacton gelangt man bei Verwendung von Dicyclohexylearbodiimid.

Andrerseits fithrt. die Tosylierung von N-Acetyl-L-hydroxyprolin-methylester
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zu einem O-Tosyl-Derivat, das durch Verseifung der Estergruppierung in
N-Acetyl-O-tosyl-t-hydroxyprolin iibergeht; letzteres lactonisiert als- Anion
unter Inversion am +y-Kohlenstoffatom zum N-Acetyl-L-aflohydroxyprolin-
lacton. N-Carbobenzoxy-L-allohydroxyprolin-lacton reagiert mit Glycin-
dthylester unter Aminolyse der, Lactongruppe. Verseifung der Estergruppe
im Reaktionsprodukt und anschlieBende Hydrogenolyse ergab kristallisiertes
L-alloHydroxyprolyl-glycin. : ‘

Racemisierung

Zahn weist wiederholt auf die Racemisierungs-Tendenz von Serin und seinen
Derivaten hin. Daft und Coghill®* berichten iiber eine rasche Racemisierung
in Bariumhydroxyd. In 2~ Natronlauge!9® (26°) betriigt indessen die Abnahme
der Drehung innert 24 Stunden nur rund 10%,: Zahn und Gerstner% benzoylie-
ren deshalb nach der alten Vorschrift von Sérensen® und erhalten dabei
ein Benzoyl-L-serin vom Smp. 122° und [o]26° +48,5° (¢ = 1 in 95% EtOH).
Durch Racematspaltung (Brucinsalze) dargestelltes Benzoyl-L-serin besitzt
nach Fry einen Doppelschmelzpunkt 130° und 147—149° und [«], +43,6°
(e=1 in 95%, EtOH). Die Nacharbeitung der Vorschrift von Fry lieferte
in unseren Hénden reines N-Benzoyl-L- bzw. D-serin vom Smp. 149,5—150,5°,
[a]?" +45,0 4 1° (¢ = 1 in 959 EtOH). Ein Material mit denselben Daten
wird durch Benzoylierung von r-Serin in Gegenwart von Magnesiumoxyd und
wilrigem Aceton als Losungsmittel in 60%iger Ausbeute erhalten.

Carbobenzoxy-i-serinester soll mit iiberschiissigem Hydrazinhydrat race-
misches Hydrazid liefern; mit unterschiissigem Hydrazinhydrat erhalten
Zahn und Schnabel®” partiell racemisiertes Material. Derselben Schwierig-
keit sind die genannten Autoren bei der Reaktion zwischen Hydrazinhydrat
und Carbobenzoxy-t-seryl-glycinester bzw. Carbobenzoxy-L-seryl-glycyl-r.-
alanin-ester begegnet. Es ist unter diesen Umsténden einigermaBen iiber-
raschend, dafl wir unter den extrem basischen Bedingungen der Aminoacylein-
lagerungs-Reaktion bisher keine Racemisierungen beobachtet haben.

Peptide von Hydr(;xy-aminosiiuren

Die Zusammenstellung erfolgte auf Grund der Angaben in Current Chemical Papers (Oktober
1956 — August 1958) und schlieft damit an die Zusammenstellung von Goodman und Kenners
an. Angefiihrt sind nur die in der zitierten Arbeit beschriebenen Endprodukte. Die senkrechten
Trennungsstriche innerhalb der Sequenzen deuten an, aus welchen Komponenten die Endprodukte
bereitet wurden. Die darunterstehenden Buchstaben kennzeichnen alphabetisch fortlaufend
‘die Reihenfolge, in welcher die Peptidbindungen geschlossen wurden. Die Synthesenmethoden
sind durch Abkiirzungen iiber dem Trennungsstrich angegeben: Ank bedeutet Anhydridsynthese
durch ein gemischtes Anhydrid mit einer Carbonsiure oder einem Kohlenssure-halbester,
S-Anh und P-Anh durch gemischte Anhydride mit Schwefelsiure bzw. Phosphorsiure,
¢-Anh durch Aminolyse eines cyclischen Anhydrids einer Dicarbonsaure; ¢DI Carbodiimid-
Methode; Az Azidmethode; 7 Saurechlorid-Methode; Lac Amindlyse eines y-Hydroxyamino-
séure-lactons; P4 Phosphorazo-Methode; und PP die Verwendung von Pyrophosphit als Reagenz.

Das S8ymbol ,,8er(P)‘‘ wird hier fiir den Phosphoryl-serin-Rest, —~NH.CH(CH,.0.P(0){(OH),).
-CO— bentitzt. Bz ist Benzyl, Bzo Benzoyl, Obz Carbobenzoxy, Cpo Cyclopentyloxycarbonyl,
T'os Tosyl - )
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Cch1 :
H-Thr|p-Ala-OH *

oDI
H-alloThr|p-Ala-OH %

Lac
H-pr-alloHylys|pL-Ala-OH 107

ODI,Az
H-pr-Ser|Arg-OH 1
Az
H-Ser(P)|Glu-OH 81
Lac .
‘H-alloHypro|Gly-OH 77
Lac
H-p-alloHypro|Gly-OH 77
Lac )
H-pr-alloHylys|Gly-NH, %7
Az, Anh,CDI
H-p1-Ser(P)|Gly-OH .81

Az
Cbz-DL-Ser|Gly-OEt 8

‘Az '
H-Glu-Tyr[pL-Ala-OH 108
: e =
H.Gly Tyr|Asp-OH
oDI o
H-Ser|Gly-Gly-OH %%

Anh oDI
H-GlylnL-Ser(P}thly-OH 4
i

COLAnh CLAn

H- 1‘yr|PhefGlu(NHz}Asp(NH,] OH . HBr 8

Anh -Ci
Cbz-Cy(SBz)-Tyr|Phe|Glu(NH,)-Asp(NH,)-OH: 00
b a
Anh Anh .
Cbz-Cy(SBz) LTyr|Phe-Glu{NH2)-Asp(NH,} -NH, ®
(13

* Diastereomeren-Gemisch

** Hemihydrat
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Tabelle I1I
_Dipeptide

) ZE‘A Az -
H-TyrIGly-OH 102,208
Az
H-Tyr|Glu-OH 6119
H-SariHis-OH i
Cbz- Hls(Im Cbz][Ser(OBz] OM.e 1
Cpo-Va.liSer OH 7

I,Az
H.Arg|nr.,Sar-0H 104

? Az L
H-G1y|DI.-Ser(P}-0H i

S-Anh
Bzo-Gly|pL-Ser- OMe 81

0po-DI.-Ileu|DL-Sar-0Me 87

PA- -
H-pL-Ser|pr-Ser-OH 48 *
Tripeptide

. -AB ¥
H-Gly-Tyr|Gly-OH 106
Az
H-Tyr-Gly|Glu-OH 106
S Az -
H-Gly-Tyr|Glu-OH 106

Az
H-Gly-Tyr|Leu-OH 1

Tetrapeptide

Pentapeptide

Anh
H-Ala|alloThe-OH 4
Anh @
H-Norleu[&]loThr-OH 1 ¥

Anh
H-Phe|alloThr-OH

cDI
Cbz-His(Im-Cbz] |Thr-OMe *

[H- CY(S—lIT}'T OH]J, 12
Chz- Gly}Tyr-OEt =
]EI-GlyiTyr-OZE[ 208
c-Anh
H-Glu]TyT-OH 64,106

PA ;
H-Leu|Tyr-OH 1%

| H.-Ser|His|Leu-OH %

; Az .
H.-Gly-Tyr|pL-Ser-OH 106

A lz -
H-pL-Ser-Gly|Tyr-OH 108

Az
H-Gly-Tyr|pL-Val-OH 18

Anh
Cpo-Gly[B-Ala-Leu-D-Thr-OH 7

Az, CDI Az Anh An
H-Ser | His | I.neu|Va1|Glu-OH Li

¢

. GDI Az
H-Thx'ins[Leil-Va.l-Glu-OH o8
a b

o |
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Hexapeptide und héhere Polypeptide

: CDI Az CDI
TOS-Cy(SBz)-TyrIPhe]Glu(NHz)-Asp(NHz)[Gy(SBz)-OH 63
b ¢ a .

Az Az Az Az Az : .
H-Ser|Gly|Ala|Gly|Ala|Gly-OH & . | B
e d e a b - .

Az Az Az PA Az
H-pI-Ser|Gly|pr-Ala|Gly|DL-Ala|Gly-OH 105
¢ d e a b

I,Anh  Anb,PP Az

Cbz—(}‘rlu(NHZ)]Asp(NH2 [Cy SBz)]PrO»Arg -Gly-NH, . HBr

PP CDICDI CDI CDI Az Anh

H-Asp(NH,) |Arg|Val|Tyr|Tleu|[His[Pro|Phe-OH 52
e [ d g b ¢ «a

- oDl CDI Az
H-Asp(NH,)-Arg|Val-Tyr|Val-His|Pro-Phe-OH. 88
¢ b a

Anh Anh . PP P
Cbz-Cy(SBz) [Tyr]Phe-GIu(NHz)-Asp(NH2)"[Cy(SBz)-Pr0|Arg-G1y-NH2 62
¢ b 4 @

DI CDI DI CDI CDI1

H-Asp(NH,) Arg[Val]Tyr-Val]IE[ls[Pro Phe]H1s-Leu -OH &

Az Az Az Az
H-Val-Orn]Leu-D—Tyr]Pro]Val—Orn|Leu[1?-Tyr|Pr0-OH.3HCl 40

CDICDI Az CDICDI Az CDI CDI CDI Anh CDI CDI Anh CDI CDI CDI CDI

H- SerlTyr[Ser]Met]Glu[Hm]Phe]Arg[Try[Gly[Lys]Pro-Val]GlylLys]Lys]Arg[Arg]Pro-Val OH 1B
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© Diskussion

Diskussion

zu dem Referat von M. BrRENNER

WignaNp: Wir haben auch eine ‘Art-von Einlagerungsreaktion studiert. Unser damaliger
Grundversuch war der, daB, wir ein Amid des Cysteamins herstellten, bei dem am: Schwefel der
Rest einer zweiten Aminoséure angebrachtist (I). Nun wei man, daB die CO-8 Bindung zu den
energiereichen Bindungen z#hlt, so daB in alkalischer Lésung — und hier ist lange nichit so starkes
Alkali notwendig — die Deprotonisierung dieser Amidgruppe ausreichen sollte um den Carbo-
nylkohlenstoff des zweiten Aminoacylrests zu substituieren; als Zwischenprodukt wire dann
ein Diaminoacylimid 17 zu formulieren. . :

Rl‘ . R’ RI
. (=)
N‘Hz.(lJH.CO NEECH, - N’Hz.(]jH.CO.N.CHZ NHZ.(IJH.CO\
Baso | » [ — > N.CH,
NH,.CH.C0.8.CH, © NH,.CH.CO.S.CH, NH,.CH.CO/ |
‘ : . HS.CH,
R . R R

I : . . Ir

Nun haben wir diese Verbindung, die wir spater auch ohne die Thio#dthyl-Seitenkette syntheti-
siert haben, mit verschiedenartigen Aminosguren unter der Binwirkung ganz schwach basischer
Katalysatoren — das geht in wiBriger Bicarbonatlésung — umgelagert; und zwar in dem Sinn, -
daB es sich bemerkbar macht, daB die beiden aktivierten Amidbindungen zum Zug kommen
kénnen, indem der eine Acylrest (mit R) auf den Stickstoff des zweiten oder der Acylrest Num.-
mer 2 (mit R’) auf den Stickstoff des ersten iibertragen wird [siche Schema (7) auf Seite 9]
Was dabei herauskommt, ist eine Sequenz, bei der 8inmal die Aminoséure mit R die erste Position

_einnimmt, oder eine Sequenz bei der diese beiden Reste vertauscht sind. Zur Erklérung ‘der
Reaktion hat es mir _geniigt, ein Di-aminoacyl-imid anzunehmen. Herr Brenner hat, wie Sie vor-
hin gesehen haben, ein etwas komplizierteres Zwischenprodukt formuliers. Ich glaube, er hat auch
chemische An_haltspunkte dafiir, daB8 solche ringférmige Verbmdu.ngen tatséchlich. entstehen,
wenigstens im Falle der Salicoyl-Verbindungen.

BrENNER: Da sich vorldufig niemand sonst zum Wort meldet, seien mir einige ergénzende
Ausfithrungen gestattet. An den Befunden von Herrn Wieland ist natiirlieh in keiner Weise zu
zweifeln. Meiner Meinung nach liegen aber praktisch und theoretisch verschiedene Ausgangs-
situationen vor. Man kann deshalb nicht ohne Vorbehalte vergleichen. Die Acylwanderung, welche
zur Bildung von Diacylimiden fiihrt, erfolgt bei den Wieland’schen Substanzen iiber einen 5-Ring;
bei unseren Verbindungen ist das erforderliche Zwischenprodukt ein 6-Ring, gleichgiiltig, ob die
Aminoacyl-Einlagerung sich direkt oder tiber ein Diacylimid abspielt. Uber die relative Bestén-
digkeit der betreffenden Ringe ist nichts bekannt. Es ist aber in diesem Zusammenhang auffallig,
daB beim O-Glycyl-N-benzoyl-serinamid keine Acylwanderung zum. Serin-Stickstoff unter schlief3-
licher Bildung von Benzoylglycyl-serinamid, wohl aber Aminoacyl-Einlagerung zu Benzoylseryl-
glycinamid erfolgt. Der intermedifivé 6-Ring scheint also dem 5-Ring gegeniiber bevorzugt
zu sein. Analogieschliisse {iber sein Verhalten sind deshalb nur mit Vorsicht zu ziehen.

Nun hat Herr Wieland bei seinen schénen Untersuchungen u. a. gezeigt, daB ein Diacylimid
durch intramolekulare Wanderung eines der beiden Acylreste vom Imidstickstoff zu einem im
Molekiil benachbarten Amidstickstoff ein neues, isomeres Diacylimid bilden kann, usw. Sowie also
im Laufe einer Umsetzung ein Diacylamid der Struktur I oder II auftritt, sind wegen des wech-
selseitigen Uberganges I == II mindestens zwei isomere Endprodukte 111 und IV zu erwarten.
Betrachten wir nun nochmals das O-Glyeyl-N-benzoyl-serinamid. Im Sinne von Wieland kénnte
daraus durch Wanderung des Glycylrestes sowohl das Discylimid Ia (Wanderung zum Serin-Stick-
stoff) als auch das Diacylimid ITa (Wanderung zum Ammoniak-Stickstoff) entstehen. Zudem sollten
Iz und Ila ineinander umwandelbar sein. Umlagerung von fa - Ilo miisste ein Gemisch von
-Benzoylglyeyl-serinamid (IIlo aus Iae) und Benzoylseryl-glycinamid (IVe aus Ila) liefern.
Experimentell haben wir keinen Hinweis fiir die Bildung von Benzoylglycyl-serinamid (IVa)
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gefunden. Auch bei keinem anderen Umlagerungsheispiel aus unseren bisherigen Arbeiten ist die
Entstehung von Isomerengemischen dieser Art festgestellt worden. Der Nachweis von isomeren
Beimengungen ist allerdings nicht immer einfach, Viele unserer Umsetzungen verlaufen aber
so sauber und offenbar eindeutig, daf ich geneigt bin, gerade dies als ein Indiz fitr einen Mechanis-
" mus aufzufassen, bei dem keine Diacylimide als Zwischenprodukte auftreten. Beztglich weiterer
Indizien sei auf die in meinem Reéferat zitierte Literatur verwiesen.

R i ‘ R -
1 = s
CH CH.
Pl £
Aeyl—N  CO | Tl ; NH CO
5 agerung [ I
tlJO &HR” CO NHR”
: .
NH,—CHR’ Ae-y}.-—-P'THJHR’
I Iir
N .
R R
| |
. e
By
Acyl—NH CO Umlagerung Acyl-NH CO
CO—I‘\TR” 3 N1'H.CHR'.CO.NHR”
R'CH—NH : 1w

Ir .
@:Acyl= Bzo, R =CH,0H, R"=R"=H

TIch will indessen nicht verhehlen, daB wir trotz aller Hinweise bisher keinen Beweis fiir die
Existenz der postulierten’ bicyklischen Zwischenprodulkte beibringten konnten. Wir sind sogar
teilweise eindeutig auf Diacylimide gestossen! So ist die von uns urspriinglich als O-Glyeyl-salicyl-
saureamid (Va) bezeichnete Verbindung zweifellos das N-Isomere (VIa). In anderen Fillen, z. B.
beim O-Qlycyl-salicylsiuremethylamid (Vb) scheint das N-Isomere (VIb) nicht existenzishig zu
sein. In der aliphatischen Reihe ist die eindeutige Konstitutionszuordnung der Ausgangsmate-
rialien schwieriger. Wir halten sie vorlaufig fiir Ester, bemiihen uns aber weitérhin um eine Ab-
klédrung. 3 - . : :

0.CO.CH, NH.Cbz o _OH '
@ / 2 C.hz ; O /0, ‘- )
& \CONHR V' \CO.NR.CO.CH,NH.Cbz

14 o % oum ; VI
¢:R=H, b:R=CH, :

Youwa: That should surely be easy to test, because you'get a,-phem.bl tost with ferric chloride.

BreExNER: We thought that too, but the reaction with ferric chloride is so indistinct that we
were mistaken, and others had been mistaken before. We had to make a very systematic investig-
ation to prove that substances of the type Va do not exist. If you substitute the amide nitrogen,
as in Vb, such compounds are completely stable. You can’t even make diacylimides with a sub-
stituent on the amide nitrogen as in. VIb. e SR e g

Wienanp: Ich wollte fragen, ob Herr Brenner wohl eine Erklirung dafiir hat, daB im Falle
des N-Methyls die Diaminoacylimid-Verbindung nicht-stabil sein sollte.. - s

BrexNEr: Man kann sonst auf Grund von Modell-Betrachtungen mit Atom-Modellen ver-
schiedener Provenienz viel von der Konstitution verstehen, gerade bei diesen Salicylsiure-Deriva-
ten, aber im vorliegenden Fall finden wir keine Erklarung.
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WiLaxD: Noch eine Frage: lagert die Verbindung mit NHCH,, also Vb, .auch um?

BreNNER: Ja, das 0-Glyeyl-salicylséiure-methylamid lagert normal um. Inbezug auf den Me-
chanismus verdient noch das Folgende eine kurze Erwihnung. Das Diacylimid aus Glycin und
Benzoosture lagert glatt um, zur Hippurséure, Wenn man eine Substanz vom Typus Ve in ein
basisches Medium gibt, wie wir es fiir die Umlagerung verwenden — und das ist wesentlich —
dann beobachtet man eine sehr deutliche spektrale Verinderung; es entsteht etwas neues. Alle
N-Acylsalicylséureamide geben in Alkali Salze, die ein ganz anderes Spektrum haben als die
konjugaten Siuren. Es muBl dabei irgendeine kompliziertere Verdnderung eintreten, und das
ist unserer Meinung nach eben die Bildung von einem zweiten Sechsring. Diese Reaktionsstufe
tritt bei der Umlagerung von Glycyl-benzamid nicht auf, kénnte aber an der 'Unﬂa.genmg von
Glycyl-salicylamid beteiligt sein.

Winrnanp: Es liuft also darauf hinaus, daB die Bildung des zweiten Ringes vonstatten geht
wihrend der U'bergangszuﬂtand also das Zwischenprodukt der Diacylimidsynthese, noch stabil
ist.

BreNNer: Zwischenprodukt, ja — nicht Ubergangszustand.

Wizrann: Ja, Zwischenprodukt; im Prinzip I&uft es ja auf Diacylimid hinaus, nur da8 es
nicht also solehes in Erscheinung tritt, und der Stickstoff des einen eben die Carbonylgruppe des
anderen angreift.

Vielleicht darf ich noch etwas anderes im Zussmmenhang mit den Einlagerungsreaktionen
sagen. Die Beobachtung, dal bei Cysteaminverbindungen ein externer Aminoséurerest sich
in die Hauptkette einschieben kann, hat uns veranlasst, an Proteinen direkt solche Ver-
suche durchzufithren. Unter der Annahme, dafl dort manchmal Cysteingruppen sind, haben

. wir ein natives Protein mit dem Thiophenylester von radioaktivem Methionin umgesetzt — mit
freier Aminogruppe. Der Thiophenylester ist ein Aminoacylierungsreagens, und wenn man ein
Protein, z. B. Milchsiuredehydrogenase oder Ovalbumin oder Lactoglobulin oder irgend ein
anderes, mit dieser Verbindung bei pH 8 langere Zeit stehen 148t, nimmt das Protein etwa
20— 25 Methioninreste in Bindung auf. Jetzt war zu sehen, ob die Methioninreste, wie vorher
in Modellversuchen, in die Kette hineinwandern kénnten und sich irgendwo darinnen befinden.
Diese Versuche sind negativ verlaufen. Der Nachweis ist leicht: Man wischt natiirlich vorher
alles iiberschiissige Methionin aus und hat dann ein Protein, in dem radioaktives Methionin fest:
inkorporiert ist. Man spaltet dieses modifizierte Protein mit, irgendeiner Protease; wir haben
Subtilisin beniitzt und haben die radioaktiven Peptide papierelektrophorefisch getrennt. Dies
gibt eine Anzahl von radioaktiven Peptiden, ungefdhr zwanzig, davon sind sechs recht stark
ausgepriigt. Wir haben uns nur mit diesen sechsen beschiftigt, die wurden eluiert und dann nach
Edman abgebaut. Wenn jetzt das Methionin in der Hauptkette liegt, dann miiBte man einmal.
Methionin in der Mitte der Peptide finden. Unser Versuch zeigte aber, dall das Methionin end-
sténdig ist, und zwar endstéindig an die e-Aminogruppen des Lysins gebunden. Es reagiert also,
soweit wir es sagen kénnen, die aktivierte Aminoséure mit dem Eiweill vorwiegend unter Acylie-
rung der e-Aminogruppe des Lysins, und es ist keinerlei Anhaltspunkst fiir einen nachfréglichen
Einbau festgestellt worden. In diesern Zusammenhang noch eine recht interessante Beobachtung
von H. Waelsch, die er gerade in Wien vorgetragen hat.* Sie betrifft die e-Aminogruppen des
Lysins. Waelsch hat in Leber ein Enzym entdeck#, welches an Casein den Schwund von Glutamin-
resten verursacht. Das Protein enthilt Glutaminreste und wenn man es mit dem Enzym aus
Leber einige Zeit lang inkubiert, dann verschwinden diese Amidogruppen. Sie lassen sich auch
fiir andere Amide enzymatisch austauschen. Wenn man z. B. hier ein Phenylithylamin zugibt,
wie Mezcalin, so erhilt man gebundenes fremdes Amin in Form des Amids. Wenn man aber
das externe Amin weglaBt, so schwindet doch die Aminogruppe, und gleichzeitig verschwinden
die e-Aminogruppen des Lysins. So ist also hier die Annahme gerechtfertigt, dal intramolekular
im Protein dié e-Aminogruppen mit den Amidgruppen des Glutamins unfer Austausch reagieren.
Solche intramolekulare enzymatische Proteinreaktionen sind, glanbe ich, recht wichtig. Es taucht
nun die Frage auf, inwieweit iiberhaupt y-Peptidbindungen bzw. e-Lysinbindungen in natiirli-
cheri Protein vorkommen und was ihre Funktion ist.

ScmEemsaxin: In den letzten Jahren haben wirauch einige solche O,N- und 8,N-Peptide der
Hydroxy- und Mercaptoaminosiuren synthetisiert. Die Synthese dieser Verbindungen ist aber oft
sehr sechwer und fithrt zu unkristallisierbaren Produkten. Wie ich hier schon bemerkt habe, hat
unléngst in unserem Institut Frau Schutschukina gefunden, das O,N-Peptide der Hydroxyamino-
séiuren bei Einwirkung von Acylaminoséuren auf die entsprechenden N-Peptide in Gegenwart
von Carbodiimid in geringen Mengen von Pyridin synthetisiert werden kénnen. Unter diesen

* RBiehe Clarke D. D., Mycek M. 8., Neidle A., Waelsch H Arch. Biochem. Biophys. 79,
338 (1959).
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Bedingungen gelingt es z. B. O,N-Peptide des Serins und auch der Salicylsiure in kristallinischem
Zustande in 80 —85%, Ausbeute zu synthetisieren. Die erhaltenen Verbindungen haben wir weiter
fiir chemiseche und biochemische Untersuchungen benittzt. Jetzt untersuchen wir die Gren-
zen den Anwendbarkeit dieser Methode auf verschiedene Hydroxy- und Mercaptoaminosiuren.
Wir versuchen auch, mit Frau Sehtschukina, die biochemischen Bedingungen zu finden, welche
vielleicht die von Prof. Brenner entdeckte Aminoacyl-Einlagerung bei solchen Systemen
hervorrufen kénnten. Wenn man diese Umwandlungen im Falle der O,N-Peptide des Serins
chemisch duarchgeftihrt, dann muB man unter sehr drastischen Bedingungen arbeiten (Alkoho-
late oder Natrium in Ammoniak), da hier kein planares System vorliegt. Es ist méglich dafB
unter gewissen biochemischen Bedingungen diese Aminoacyl-Einlagerung leichter von statten
geht, und wir suchen jetzt solche enzymatische Systeme, welche diese Umwandlung hervorbrin-
gen kénnten. '

Rupineer: Herr Brenner, Sie haben mir einen groBen Schreckeingejagt mit den Umlagerungs-
reaktionen. Sie sagten ja, daB sie durch Ionisierung der Amidgruppe ausgelést werden — durch
Deprotonisierung — und es soll dann gehen, wenn die zwei betroffenen Aminoacylreste nahe an
einander stehen. Was geschieht nun, wenn man z. B. ein cyclisches Peptid synthetisiert und mit
Natrium in flissigem Ammoniak Tosylgruppen abspaltet? Da dabei Natriumamid gebildet wird
und die Peptidbindungen acider sind, werden doch da bestimmt Anionen der Amidbindungen
entstehen; und da die Peptidbindungen auch transannular in nichste Nahe gebracht werden —
wire das nicht ein geradezu idealer Fall fiir solche Umlagerungen?

BrenNEr: Die Bedingungen sind in der Tat gefahrlich, und alles hingt davon ab, was bei
der Spaltung mit Natrium im flissigem Ammoniak sonst noch geschieht. Iech méchte in diesem
Zusammenhang noch einmal auf die Carbobenzoxyverbindungen zu sprechen kommen. Wenn
Natriumamid in fliissigem Ammoniak die Isomerisierung von Dipeptid-amiden bewirkt, dann
ist .dieses offensichtlich das Natrium—Ammoniak-Verfahren zur Abspaltung von Carbobenzoxy-
‘gruppen auBerordentlich verdachtig. Wir haben deshalb Carbobenzoxy-glycyl-phenylalanin-
amid, und auch Carbobenzoxy-phenylalanyl-glyeinamid mit Natrium in flisssigern Ammoniak
decarbobenzoxyliert, und haben keine Spur von einer Isomerisierung entdeckt! Was ist der
Grund? Er liegt vermutlich darin, daB wir keine freie Aminogruppe erhalten, sondern die Carb-
aminséure. Diese ist als Natriumsalz in fliissigem Ammoniak so besténdig, daB nichts weiter
passiert. =

Wownscr: Ich habe auf dem Wiener Kongress mit Mitarbeitern von Herrn Professor Tuppy
gesprochen. Sie sagten mir, sie hétten bei der Synthese von Oxytocin tiber die Tosylverbin-
dungen. zahlreiche Nebenprodukte bekommen, die sie durch séulenchromatographische Abtren-
nung sichtbar machen konnten. Das wiirde eventuell auf so eine Sache hindeuten.

Rupinger: Man miilte da wissen, ob das Produkte der letzten Stufe, der Redulktion sind.
‘WunscH: Ja, bei der Reduktion der Tosylgruppe mit Natrium in flisssigem Ammoniak.
Roupivemr: Die Ausbeuten der Reduktion, nach der Aktivitét gemessen, liegen um 409

herum. Wir kénnen nicht garantieren, was mit dem Rest geschehen ist, wir hiaben noch keine
respektable Analyse des Produkts gemacht, man ist ja hauptsichlich an der Aktivitat interessiert.

WonscH: Etwas, was ich noch selbst gemerkt habe, ist folgendes: Man kann Tosyl-pL.-serin
doch sehr leicht mit Brucin in Antipoden spalten [Stoll A., Petrzilka T.: Helv., Chim. Acta 35,
589 (1952)]. Wenn man dann anschlieiend von dem Tosyl-t-serin den Tosylrest mit Natriomin
flisssigem Ammoniak abspaltes, erhélt man in dem Rohprodukt nicht nur r-Serin; nach der chro-
matographischen Analyse sind da auch andere ninhydrin-positive Bestandteile dabei. .

BreEnyER: Tosyl-threonin wird durch Natrium in flissigem Ammoniak vollkommen zerstért.

Winsca: Bei dem Serin geht das schon — aber die Ausbeute ist einmal geringer und zweitens
sind da chromatographisch noch andere Produkte dabei.

ScmemsaxiN: Herr Brenner, in Threr hypothetischen Zwischenverbindung, wo ein Stickstoff-
atom in der Briicke steht, kann man wahrscheinlich auch ein Sauerstoffatom verwenden, und
da kann man wahrscheinlich diese Umlagerungen auch mit Hydroxysiuren filhren. Haben Sie
nicht diese Reaktion studiert?

BrenNNER: Ja, ein Hydroxyacylrest anstelle eines Aminoacylrestes ist denkbar. Experimente .
liegen nicht vor.

WimLanp: Noch eine Frage, Herr Brenner: Haben Sie schon bei einem Tripeptid mit Natrium
in fliissigem Ammoniak versucht, ob da die Umlagerung stattfindet?

. BrENNER: Ja, aber wir sind noch nicht sicher, und ich will gleich sagen: es scheint, als ob es
schlecht ginge. )
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WisLanD: Wenn es mit einem Dipeptid-amid geht, miiite es eigentlich auch mit dem freien
Tripeptid gehen.

Brenwer: Es geht nicht einmal mit dem freien Dipeptid! |

Rupinerr: Aber das Tripeptid ist doch ein Dipeptid-amid, nicht wahr?

BreNNER: Das ist es schon, aber es enthilt auch eine saure Gruppe. Nach deren Ioms:ez'ung
haben wir hatiirliche Mithe durch Dissoziation eines Amid-Wasserstoffs noch eine zweite negative
Ladung in das Molekiil hineinzubringen. Es ist deshalb nicht verwunderlich, wenn d.ta Aminoacyl-
Einlagerung in diesem Falle ausbleibt.

© Wieranp: s wire eigentlich sehr beru]ngand wenn das nicht so leicht ginge: denn unsere
ganzen synthetischen Versuche wiiren ja manchmal vergebens, wenn auf einer Stufe’ plotzhch.
eine unkontrollierbare Umlagerung eintreten kénnte.

BreENNER: So furchtbar leicht kann es in der Tat nicht gehen. Das beweisen die Synthésen,
die bis jetzt gemacht worden sind — es sei denn, daB trotz Herrn Rudinger thermodynamische
Stabilitdten eine Rolle spielten! Hs ist jedenfalls interessant, der Frage nachzugehen, und ich
mochte die Synthetiker bitten, jhre Augen -in dieser Beziehung ein biichen offen zu halten.

‘WinscH: Der frither sehr viel gebrauchte Rest zur Maskierung der offenen Hydroxyl-funktionen,
die O-Acylierung, ist ja gar nicht so einfach dann anzuwenden, wenn man z. B. mit.aktiven
Estern arbeitet, denn auch diese O-acylierten Hydroxyaminosiuren sind ja in gewissem Grad
aktive Ester, die ebenfalls in der Lage sind ihre O-Acylgruppe zu iibertragen. Zum Beispiel
kann man, O- -Aeyltyrosin ohne weiteres verwenden um die Acylgruppe auf die Am.mokompomn
te zu iibertragen.

Brenngr: Bei den O-Acylverbindungen von Serin und Threonin riskiert man Eliminierung,
und auch Acylitbertragung. Ich méchte eher abraten, Acetylserin u. dgl. zu verwenden. Es ist
zwar iiber ein Polyacetylserin berichtet worden, das iiber den Leuchs’schen Kérper erhalten wurde
[Frankel H., Halmann M.: J. Chem. Soc. 1952, 2735]; zu meinem Erstaunen sehemt dieses Poly-
acetylserin eine bestédndige Verbindung zu sein.
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UBER PEPTIDE, DIE RESTE VON a-SUBSTITUIERTEN o-AMINOSAUREN
ENTHALTEN '

M. M. SCHEMJAKIN

Institut fiir bmlag“ssche zmd medizinische Chemie, Akademie der medizinischen Wissenschaften,
Moskau®

Lange Zeit waren die o-substituierten a«-Aminoséuren schwer zugingliche,
daher wenig bekannte Stoffe. Es existierten keine allgemeinen Methoden ihrer
Synthese, wenig erforscht waren auch ihre Eigenschaften und Umwandlungen.
Es war indessen bekannt, dafl einige a-Hydroxy-«-aminosiuren als Bestand-
teile in manchen peptidihnlichen Naturstoffen zu finden sind, némlich in der
Reihe der Mutterkornalkaloide!, in einem Welkstoff, dem Lycomarasmmf*
und auch wahrscheinlich in einem Vertreter der Penicillingruppe, dem Cepha-
losporin C.* Es ist auch interessant zu bemerken, da Gliotoxin ein Derivat
von zwei dhnlichen «-Mercapto-«-aminosiuren ist4. Die Strukturaufldirung .
und die Synthese dieser Naturstoffe war durch die ungeniigende Kenntnis
der Chemie der a-substituierten «-Aminosiduren stark erschwert.

Vor einigen Jahren fanden wir ein einfaches Verfahren zur Einfithrung
verschiedener funktioneller Gruppen in die «-Stellung der «-Aminosiuren®.
Es war festgestellt worden, daBl Oxazolone, die aus acylierten «-Aminosiuren
erhalten wurden, sich leicht chlorieren und bromieren lassen. Die sich dabei
‘bildenden Halogenoxazolone reagieren leicht mit Wasser, Alkoholen, Mer-
captanen, oder Aminen unter Bildung von «-substituierten oc-Acylammosauren
~ oder ihren Derivaten [Schema (1)].

_ X , X
| o B
R.CH.COOH —H,0 R——CH——CO\ X, R——C—~CO\ HY R—CH.COY
—= _——-
NH.CO.R/ N—-——C< N=-=C\ NH.CO.R/
- X = Halogen, ¥ = HO-, R"O-, R"S—, R"NH-, R”,N- (1

Da in den Halogenoxazolonen der Oxazolonring bedeutend reaktionsfihiger
als das Halogenatom ist, kann die letzte Reaktion auch in zwei Stufen durch-
gefiihrt werden, woraus sich neue synthetische Moglichkeiten ergeben®. So kann
man mit einem Mol eines geeigneten Reagenten unter milden Bedingungen
den Oxazolonring 6ffnen und danach mittels eines Uberschusses eines anderen
Reagenten das Halogenatom gegen das gewiinschte Radikal ersetzen [Schema
(2)]. Auf diese Weise sind verschiedenartige o-substituierten «-Acylaminosiu-
ren und ihre Derivate, welche nach der ersten Methode nicht zu synthetisie-
ren sind, leicht zu erha.lten z. B. a-Alkoxy-a-acylaminoséiuren (Wasser, dann
Alkphol), die- Ester der oc-Hydro_xy a-acylaminoséuren und der entsprechenden

* Jetzige Adresse: Institui fir Natursioffchemie, Akademie der Wissenschaften der UdSSR,
Moskan.
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Schemjakin:

“Thiosduren (Alkohol oder Merkaptan, dann Wasser), Ester der «-Alkyl-
amino-«-acylaminoséduren und -thioséduren (Alkohol oder Mercaptan, danach
Amin) und andere Verbindungstypen.

X
R—-('IJ—CO
®
1LR7OH | | 1LRSHE
i 2. H,0 1 2. RIR*NH 1.7,0 | 2. ROH i 2. H,0 ls.;E)B*NB
OH NRIR? OR” . . OH NRIR?
. R.éH.COOR” R.AH.COOR” : R.(EH.COOH R.CI}H.C‘OSR” ? R-AH.COSR”
IJ~IH.CO R’ NHCO.R NI'.E[.CO.R’ NH.CO.R/ NH.CO.R’
R* = Rioder H ™. . .__ 2)

—

Die Synthese zahlreicher o«-substituierter «-Acylaminosiduren ermoglichte
s, mit der Untersuchung der Eigenschaften und Umwandlungen dieser Stoffe
zu beginnen.

Besonders interessant erschien die Aufklirung der Moglichkeiten der
Synthese von Peptiden, die Reste von a-substituierten «-Aminosiuren enthal-
‘ten. Zur Einfithrung der letzteren als N-Endaminoséuren erwiesen sich fol-
gende Methoden als brauchbar: die Oxazolonmethode?, die Methode der akti-
vierten Hster? und die Carbodiimidmethode.

Die erste von diesen Methoden erlaubt es, Peptide, welche «-Alkoxy-a-
acylaminosidureste enthalten, miihelos zu sypthetmleren aber nur dann,
wenn diese substituierten Acylammosauren sich leicht in die entsprechenden
‘Oxazolone umwandeln lassen, wie z. B. a-Alkoxy-a-benzoylaminosiuren.
Derartige Oxazolone geben mit Aminosédureestern die Dipeptidester (3). In den
letzteren kan man die Estergruppe verseﬁen ohne den Rest der «-Alkoxy-
- acyla.mmosa,uren anzugreifen.

RO.CH.COOH RO—CH—CO_*

| ; Ae,0 __ _ >0 NH,.CHR’.COOE#
NH.CO.CH, - Ne—¢{
CsHy

: , (3)
OR R’

k. co.x. b
— CgH;.CO.NH.CH.CO.NH.CH.COOE#

= CH, oder (CH,),CH, R’ = H oder C,HS.CH,

Zur Emfuhrung von «-Hydroxy-o- acylammosaureestem in Peptide ist
die Methode der aktivierten Ester mit Erfolg angewandt worden. Es zeigte
sich, daB aktivierte Ester der «-Hydroxy-w-acylaminosiuren leicht durch
die Emmrkung von Glykolsiureester (und Wasser) unmittelbar auf die
Halogenoxazolone erhalten werden konnen. Andererseits reagieren diese
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aktivierten Ester dank ihrer groBen Reaktionsfihigkeit schon unter milden
Bedingungen mit Aminosiureestern unter Bildung von Dipeptidestern (4).

X ' OH
|
R_?’—CO\O 1, HO.CH,.COOEt _ R"%'OO‘O‘OH’COOEt NH,CHR'.COOEt _
Nem 0] I - NH.CO.CgH,
CeHj
OH W
|
. Rb.commdm.cooms -
1&1100.051:15
oH W _ R
l | ' (]:H
R.C.CONH.CH.COOEt o - R.CO.CO.NH.CH.COOH 5)
FI oo R 2
ILTH.oo.cst:r5 CyH,;.CO.NH,

R = Hoder CH;, R’ = Hoder CH,CH,

Es muB noch bemerkt werden, dall bei vorsichtiger Hydrolyse derartiger
Peptide in alkalischem Medium die Reste der a-Hydroxy-«-acylaminosiuren
sich nach (5) in «-Aldehyd- resp. a-Ketosidurereste verwandeln, wobei keine
Aufspaltung der.Peptidbindung erfolgt. Dank der Anwesenheit der Carbonyl-
gruppe konnen die so erhaltenen Verbindungen zur unmittelbaren Einfiihrung
von Peptidresten in verschiedene Molekiile Anwendung finden. Andererseits
sind solche carbonylhaltigen Peptide von Interesse, da sie unter den Hydro-
lyseprodukten einiger in der Natur vorkommender Peptide, z. B. Lactotyrin,
vorgefunden worden sind. :

OH OR
| .
05H5.00.N'H.é‘H.GO.NI{.CHg.OOOEt CyH;.CO.NH.CH.CO.N— —CH.CO0.CH,.C;H;
; CH,

II, R = H oder C;H,CH,

OH CH,CH,
csﬂa.m.NH.rl,‘H.co.NH. H.CO.N———CH.C00.CH,.C;Hj
| !
CH, CH,
CH,
IIr

o

Die Carbodiimidmethode haben wir mit Erfolg zur Darstellung von Peptiden
angewendet, die Reste von w«-Hydroxy- und «-Alkoxy-a-acylaminoséuren
enthalten. In den beiden Fillen wurde die Reaktion mit Cyclohexylcarbodi-
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imid in Methylenchlorid durchgefiihrt. Nach dieser Methode haben wir einige
Peptidester (z. B. I—III) synthetisiert, darunter auch ein- Tripeptid (111),
dessen Aminosiurezusammensetzung dem Peptidbestandteile der Mutter-
kornalkaloide nahe ist (s. a. die spéiter verdffentlichten Mitteilungen®-19). ..

1.
2.
3.

© wRems

10.

146

Literatur

Siehe z. B. Glenn A. L.: Quart. Revs 8, 192 (1954).

Woolley D. W.: J. Biol. Chem. 176, 1299 (1948).

Abraham E. P., Newton G. G. F.: Ciba Symposium on Awmino Acids with Amimsmbolic
Activity, S. 205. Churchill, London 1958.

Bell M. R., Johnson J. R., Wildi B. 8., Woodward R. B.: J. Am, Chem. Soc. 80, 1001 (1958)
Techaman E 8., Schemjakm MM.: Z. 0b§é chim. 24, 1350 (1955).

Schemjakin M. M., Tschaman B. 8., Denisowa L. I.: Dokl. Akad. Nauk SSSR 106, 675 (1956).
Schemjakin M. M., Tschaman E. 8., Ravdel G. A.: Dokl. Akad. Nauk SSSR 107, 706 (1957).
Chemiakine M. M., Tchaman E. 8., Denisowa L. L., Ravdel G. A., Rodionow W, J.: Bull.
soc. chim. France 1959, 530.

. Schemjakin M. M., Denisowa L. I., Tschaman E. 8.: Iswest. Akad. Nauk SSSR, Otdel.

Chim. Nauk 7959, 680.
Schemjakin M. M., Antonow W. K.: Dokl. Akad. Nauk SSSR 129, 349 (1959).
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" Diskussion

zum dem Referat von M. M. SOHEMIARIN

Brexyes: Darf ich fragen, ob Sie ein Derivat von o-Hydroxyalanin mit freier Hydroxyl-
gruppe und acylierter Aminogruppe herstellen konnten, ohne dafl Wasser abgespalten wurde ?
Sind diese Substanzen bestandig? ’

SoHEMIARIN: Ja, sie sind besténdig, und wenn man sie, selbstredend ohne Binwirkung von
anderen Reagenzien, bis zu 120—130° erhitzt, verlieren sie kein Wasser. Wenn man aber mit
Alkealien darauf einwirkt und die Acylaminogruppe verseift wird, dann werden sie gleich gespalten.
Sie sind sehr unbestindig gegeniiber Alkalien, ein wenig bestindiger gegeniiber Séuren, und rela-
tiv bestiindig beim Erhitzen. Man kann nicht die Acylaminogruppe verseifen, ohne die Hydroxy-
gruppe zu schiitzen. Wenn man die Hydroxygruppe schiitzt, dann kann man die Aminogruppe
freisetzen.

BrenneR: Und haben Sie in allen Fillen durch Abbau Brenztraubenséure bekommen?

SOEEMIAKIN: Ja, in allen Fillen. '

Brexxer: Ich habe noch eine Frage. Umsetzung Thres Bromazlactons mit Alkohol gibt den
a-Ethoxyaminosiureester; was geschieht, wenn man darauf ein proteolylisches Ferment ein-
wirken 14867 :

Scremyaxm: Das haben wir nicht versucht. o -

RupiNeer: Kann man das Halogen nach dem Offnen des Azlactonringes auch gegen eine
Acyloxygruppe austauschen?

SCHEMIAKING Nein, das kann man nicht.

Rupmweir: Es spaltet Halogenwasserstoff ab?

ScHEMIAEIN: Tch weiss nicht was geschieht, aber man bekommt polymerisierte Verbindungen
und die Aeyloxygruppe kann man nicht einfithren. ’



SPEZIELLE PROBLEME DER SYNTHESE CYCLISCHER PEPTIDE*

M. RoTHE

Institut fiir Faserstoff-Forschung, Teltow-Seehof, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin
und Institut fiir organische Chemie, Universitdt Halle

Die Erkenntnis, dafl einige biochemisch hochaktive Peptide, wie das Insulin
und die Mutterkornalkaloide, cyclische Bereiche im Molekiil enthalten oder
aber iiberhaupt Ringstruktur besitzen, wie die Hypophysenhormone Oxytocin
und Vasopressin und eine Anzahl von Peptidantibiotika, hat in jlingster Zeit
in steigendem MaBe eine Bearbeitung von Methoden zur Synthese derartig
gebauter Verbindungen nach sich gezogen und den Wunsch nach Klérung
des Zusammenhangs zwischen Konstitution und biologischer Wirksamkeit
wachgerufen. Dariiber hinaus ist eine genauere Untersuchung der Stereochemie
makrocyeclischer Peptide wegen der moglichen Bildung von EinschluBiverbin-
dungen und besonders im Hinblick auf die rdumliche Anordnung der Amino-
séduren in Proteinen von wesentlichem Interesse.

Das Problem besteht prinzipiell im Aufbau offenkettiger Peptide mit aki-
vierter Carboxyl- und freier Aminogruppe — oder umgekehrt — nach bekannten
Methoden und anschliefend deren innermolekularer Verkniipfung durch eine
neue Peptidbindung zum Ring unter Reaktionsbedingungen, die eine Poly-
kondensation hintanhalten, also unter Anwendung des Zieglerschen Verdiin-
nungsprinzips.

Trotz der allgemeinen Fortschritte in der Methodik der Peptidsynthese
innerhalb des letzten Jahrzehnts ist jedoch eine Ubertragung der bekannten
Verfahren auf die Gewinnung von Ringpeptiden bisher nur in wenigen Fallen
gelungen, so daf man hier immer noch am Anfang steht.

So sind bisher iiberhaupt nur sehr wenige Vertreter dieser Stoffklasse be-
kannt geworden, die beschriebenen RingschluBverfahren beschrinken sich
meist auf ein einziges Beispiel, und systematische Syntheseversuche fehlen
noch ganz. Die Ursache hierfiir liegt in der schwierigen Zugénglichkeit und
Identifizierbarkeit fast aller Ringpeptide, letztere bedingt durch die Ab-
wesenheit charakteristischer reaktionsfihiger Endgruppen und die deshalb
betréchtliche chemische Stabilitit. Dementsprechend soll im folgenden der
Versuch unternommen werden, das bisher vorliegende Material vor allem auf
die allgemeine Anwendbarkeit der Cyclisierungsmethoden zu untersuchen
sowie kurz auf die Identifizierungsmoglichkeiten cyclischer Peptide hinzu-
weisen, von deren Ausgestaltung und Verbesserung der weitere Fortschritt
dieses Gebietes wesentlich abhiingt.

Die in der Natur vorkommenden ringférmigen Peptide lassen sich entspre-
chend der verschiedenartigen chemischen Verkniipfung ihrer Bausteine in zwei
Gruppen einteilen. Cyclopeptide, deren Aminosiduren ausschlieSlich peptid-
artig miteinander verbunden sind, bezeichnet man nach einem Vorschlag
von Schwyzer! als homodet (gleichartig verkniipft). Von ihnen soll hier haupt-

* V., Mitteilung iiber cyclische Peptide.

148



Cyclische Peptz'dg

sichlich die Rede sein. Die physiologisch wichtigsten Ringpeptide, die bereits
genannten Oxytocin, Insulin, die Mutterkornalkaloide usw., enthalten dagegen
auflerdem noch Disulfid- oder Esterbindungen im Ring und heiflen dement-
sprechend ungleichartig verkniipfte — heterodete — Ringpeptide. Auf die
‘Verkniipfung soleher Bindungen innerhalb des Peptidmolekiils wird am
SchluB eingegangen.

Bildungsweisen eyclischer Peptide

Der einfachste Weg zur Gewinnung ringférmiger Peptide solite in der Wasser-
abgpaltung von linearen Peptiden beim Erhitzen bestehen. Er 146t sich
jedoch nur bei w-Aminosduren bzw. deren Peptiden in bestimmten AusmaB
verwirklichen, wihrend «-Aminoséuren und ihre Peptide in wenig tibersicht-
licher Reaktion Polypeptide und auch Diketopiperazine bilden. Erhitzt man
dagegen e=-Aminocapronsiure oder ihre linearen Peptide auf Temperaturen
zwischen 200° und 300°, so entstehen in einer Gleichgewichtsreaktion neben
viel Polyamid und betrachtlichen Mengen an Caprolactam etwa 3%, an nieder-
molekularen cyclischen Peptiden?—%, von denen wir kiirzlich® die ersten acht
Glieder papierchromatographisch einwandfrei nachweisen konnten, némlich
alle polymerhomologen Ringe vom 14-gliedrigen Cyclodipeptid- bis herauf
zum 63-gliedrigen Cyclononapeptid der Ammocapronsaure

‘Wie aus Abb. 1* zu erschen ist, lassen sich die gena,nnten Ringspeptide im absbeigenden
Papierchromatogramm im Lésungsimittelsystem Tetrahydrofuran—Petrolather—Wasser ausge-
zeichnet voneinander trennen. Auf der linken Seite des Doppelstreifens ist ein Methanolextrakt
des Polykendensats aufgetragen, wihrend sich auf der rechten Seite die mitgelaufenen authen-
tischen Verbindungen vom Cyclodipeptid, das am weitesten wandert, bis zum Cyclopenta-
peptid befinden. Sie wurden nach den spater noch ausfithrlich zu besprechenden RingschluB3-
methoden auf eindeutigem Wege synthetisiert. Lineare Aminocapronséurepeptide bleiben — wie
ersichtlich — am Startpunkt liegen und kénnen somit nicht stéren. Durch Ubertragung dieses
. Verfahrens auf die Celluloseséiule gelingt eine Trennung und Reingewinnung der Ringe in gut
kristallisierter Form im préparativen MaBstab (Abb. 2%).

Ein weiteres Verfahren zur Auftrennung wenigstens der mederen Ringe
bis zum 35-gliedrigen Cyclopentapeptid haben wirin der fraktionierten Mole-
kulardestillation bei 250—300°, verbunden mit anschlieBender fraktionierter
Kristallisation, gefunden®, wobei lineare Anteile vorher zweckmaBig mit Hilfe
von lonenaustauschern entfernt werden’. Hierbei destillieren die Ringpeptide
mit steigender Temperatur erwartungsgemill entsprechend ihrer RinggroBe
unzersetzt iitber, das Cyclodipeptid schon kurz oberhalb 200°, das -tetrapeptid
erst bei 280—290°4~¢, Das beschriebene Beispiel zeigt, wie man auch sehr kom-
plexe Gemische von Ringpeptiden mit Hilfe der modernen Methoden der
organischen Chemie auftrennen kann.

Erwahnt sei noch, dafl die gleichen Cyclopeptide auch bei der Polymerisation
von Caprolactam in Gegenwart von Wasser oder aber unter Feuchtigkeits-
ausschlufl mit geringen Mengen an metallischem Natrium entstehen. Dagegen
ist die innermolekulare Wasserabspaltung von linearen Peptiden unter Bildung
des entsprechenden Ringpeptids vom gleichen Polymerisationsgrad erst in
einem einfachen Fall gelungen, ndmlich beim Erhitzen des linearen Dipeptids
der Aminocapronsdure in starker Verdiinnung in Difithylphosphit als hoch-
siedendem Losungsmittel mit einer Ausbeute von 25%, an Cyclodipeptid?.

* Siehe Bildbeilage nach Seite 152.
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~ Eine weitere Bildungsweise ringformiger Peptide ohne Anwendung des
Verdimnungsprinzips besteht in der Reaktion von e-Aminoséure-N-carbonan-
hydriden mit anorganischen Salzen oder auch tertidiren Aminen in polaren
Losungsmitteln, wie Dimethylformamid oder Nitrobenzol. Hierbei bildet
sich ebenfalls ein schwierig zu trennendes Gemisch polymerhomologer Ring-
peptide neben den entsprechenden Derivaten der Hydantoin-(3)-essigsiure.
Sie lassen sich durch HeiBlwasserextraktion und mit Hilfe von Ionenaustau-
schern isolieren, aber nur das am schwersten 16sliche Cyeclohexaglyeyl konnte —
ausgehend von Glycin-N-carbonanhydrid — in reinem kristallisierten Zustand
in etwa 69, Ausbeute erhalten werden? (vgl.??). Das Schema (1) zeigt den
wahrscheinlichen Reaktionverlauf nach Ballard und Mitarbeitern®.

CH,—CO,_ +  CH,—CO
l 0 (_+ Ll_) I AN o
NH—C0” N ¢
NOLi
I I
I GO0 Gty O\ CH,COOH
+ T N—00/ > N—0C0/ > N-CO
y ST o 3
T CH,—C—OH CH,—CO , o NH
| >O | CH,
NH-—CO NH, + CO, 03]

+n1i—n COy

CH;—00\

' I
; - %% N o/
l—[NH.CHZ.CO]g

|
(CO.CH,.NH),CO.CH,.NH,

Nach Komplexbildung zwischen Kation und Anhydrid und Abgabe eines Protons ist das
Stickstoff-Atom geniigend basisch, um mit einem zweiten Molekiil Anhydrid unter Dimerisie-
rung zu reagieren, Das unter Kohlendioxyd-Abspalturig gebildete Aminoacylderivat kann nun
entweder zur Hydantoinessigsdure eyclisieren oder aber mit weiteren Anhydridmolekiilen unter
Kettenverlangerung und anschlieBendem Ringschluf3 Cyelopeptide bilden.

Die Reaktion ist in préparativer Hinsicht bisher nicht weiter bearbeitet
worden, doch sollte die Anwendung verteilungschromatographischer Ver-
fahren &hnlich wie bei der Auftrennung der Cycloaminocapronsidurepeptide
hier wesentliche Fortschritte bringen. Dann aber verdient dieses relativ ein-
fache Einstufenverfahren in bestimmten Fillen (Ringpeptide aus nur einer
Aminosdure) gegeniiber dem -mitihseligen Aufbau der Peptidketten und an-
schliefenden Ringschluf Beachtung.
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Zu den hier zu besprechenden Bildungsweisen ringférmiger Peptide zihlt
schlieBlich auch die basenkatalysierte intramolekulare Kondensation von
Peptidestern in organischen Losungsmitteln. Sie verlduft bereits bei Zim-
mertemperatur in alkoholischer Losung mittels Ammoniak, priméren, se-
kundiren und tertiiren Basen, gibt aber nur geringe Mengen an Kristalli-
sierten meist schwer Ioslichen cyclischen Produkten. Auf diese Weise erhielten
Brockmann und Mitarbeiter’ 1954 aus Glycyl-pL-alanyl-pr-phenylalanin-
methylester neben héheren Peptiden die ersten kristallisierten Ringpeptide,
die auf Grund der kryoskopischen Molekulargewichtsbestimmung in Phenol
als Cyclotri- bzw. hexapeptid angesprochen wurden. P. W. G. Smith'2 beobach-
tete die Bildung von 3% an Cyclo(glyeyl-glycyl-pr-prolyl) aus dem Tri--
peptid-dthylester in alkoholischem Trisdthylamin innerhalb mehrerer Monate,
wobei auBerdem noch Hydrolysenprodukte und Diketopiperazine auftraten.
Bei hoherer Temperatur tritt diese Abspaltung von Diketopiperazinen vom
Kettenende her nach Schramm und Restle'® neben der Polykondensation
stirker in der Vordergrund. Die Cyclisierung von Peptidestern ist also nicht
verallgemeinerungsfihig, sondern gelingt anscheinend nur in bestimmten
sterisch giinstig gelagerten Fillen (Prolinpeptide; vgl. auch die besonders
leichte Bildung von Diketopiperazinen des Prolins); jedoch konnen solche Pro-
dukte wegen ihrer schwierigen Nachweisbarkeit leicht iibersehen worden sein.

Syntheseverfahren cyclischer Pe}tide

Allgemein anwendbare Methoden zur Synthese ringférmiger Peptide be-
nétigen viel energiereichere Peptidderivate als Ausgangsprodukte, die moglichst
ohne Nebenreaktionen zur Amidverkniipfung fithren. Bisher sind besonders
zwei Verfahren erfolgreich angewendet und bei der Synthese einer Reihe von
Cyclopeptiden erprobt worden, némlich die Methode der ,,aktivierten Ester‘
und die Azidmethode. Solche reaktionsfdhigen Peptidderivate mit akti-
vierter Carboxylgruppe unterliegen bei Berticksichtigung des Verdimnungs-
prinzips leicht der innermolekularen Aminolyse durch die freie Aminogruppe
des anderen Kettenendes unter Ringschluf} nach (2). :

—COX —CO .
i — ¢ | + HX X = —N,; bzw. —OAr u. —SAr (2)
__NH, NH

Zu ihrer Synthese sind speziell drei Operationen durchzufithren. Zunichst
mull die Peptidkette mit geeigneten Schutzgruppen aufgebaut werden,
daraufhin die Carboxylgruppe in das Azid bzw. den ,,aktivierten Ester umge-
wandelt und schlieBlich die Aminoschutzgruppe unter milden Bedingungen
wieder abgespalten werden, ohne dafl eine Schidigung des energiereichen
Esters eintritt. .

Um bei diesem letzten Schritt ein sofortige Polykondensation auszu-
schlieBen, mufBl man die Abspaltung entweder bereits in hoher Verdiinnung
durchfithren oder aber viel vorteilhafter die entstehende Aminogruppe durch
Salzbildung sofort voriibergehend blockieren. Die kristallisierten Ester- bzw.
Azidsalze, meist Hydrobromide oder -chloride, kénnen dann auBerdem einer
Reinigung unterworfen werden, bevor sie unter Zusatz einer geeigneten orga-
nischen oder auch anorganischen Base in die RingschluBireaktion eingesetzt
werden. '
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- Wenden wiruns zunichst der ,, Aktive-Ester-Methode“zu, die in der Hand von
Schwyzer4 bereits zu der bedeutsamen Synthese des cyclischen Dekapeptid-
Antibiotikums Gramicidin S gefiithrt hat. Inherhalb dieser Methode stehen
Erfahrungen dreier Laboratorien mit verschiedenen Estergruppen von.
abgestufter Reaktionsfihigkeit zur Verfiigung, wie aus einer — erweiterten —
Tabelle von Schwyzer'® hervorgeht (Tab. I). - '

Tabelle I
Cyclopeptide aus ,,aktivierten HEstern
Aktivierter | Abspaltung der - : ' )
Tistor N-Schutzgruppe | Cyclopeptid Bearbeiter
Cafbobenzoxy-Schut.zgmppe
Catboxythio- | HBr-AcOH | o-Tebra- und -hexa-Gly- I Schwyzer!
methyl- ;
Thiophenyl- "HBr-AcOH ¢-Di- bis -hexa-c-aminocaproyl: - Rothe'®
¢-Di- bis -tetra-f-alanyl- Rothe!?
p-Nitrothio- HBr-AcOH ¢-Gly-Leu-Gly-Len-Gly- Kenner'®
phenyl-
p-Nitrophenyl- HBr-AcOH ¢-Di-g-aminocaproyl- Rothe!®
¢-Val-Gly-Gly-Val -Gly-Gly- Rothe!?
2,4-Dinitro- HBr-AcOH ¢-Di-z-aminocaproyl- Rothel®
- phenyl-
p-Methylsulfo- | H,, Pd/Cin CH,0H- | ¢-Gly-Phe-Gly-Gly-Phe-Gly- Schwyzer'®
nylphenyl- | HCL
Trityl-Sehutzgruppe
Cyanmethyl- HC-CH,CN (80°) ¢-Tetra- und -hexa-Gly- Schwyzer!
p-Nitrophenyl- | CF,COOH-H,0 (0°) | Gramicidin § Schwyzer!s
p-Cyanphenyl- | verd. HCl-AcOH ¢-Gly-Leu-Gly-Gly-Leu-Gly- Schwyzerl®
¢-Gly-Phe-Gly-Gly-Phe-Gly-

Angewendet wurden also bisher Peptidester von Cyanmethylalkohol?,
p-Nitro-141¢ und 2,4-Dinitrophenol', p-Cyanphenol und p-Methylsulfonyl-
phenol’® aus der Gruppe der O-Ester und ferner an Thioestern Peptidderivate
von Thioglykolsdurel, Thiophenol1%.17 und p-Nitrothiophenol'®. Sie alle verei-
nigen in sich die bekannten Vorteile der aktiven Ester: gute Kristallisations-
fihigkeit und Lagerbestindigkeit sowie hohe Aminolysengeschwindigkeit.
Letztere steigt nach Versuchen von Kenner!® vom Thiophenyl- iiber den
p-Nitrophenyl- zum p-Nitrothiophenylester auf das 16- bzw. 140-fache an.
Ein besonderer Vorteil der Thioester ist ihre grofle Hydrolysenbestandigkeit®,
wihrend die O-Ester viel empfindlicher sind und besonders die 2,4-Dinitro-
phenylderivate z. T. schon in wélriger Losung hydrolysieren'®17.21,

. Ihre Gewinnung gelingt auf verschiedenen Wegen. Wihrend jedoch die
Synthese . aus Saurechloriden?® oder gemischten Anhydriden®* wegen der
moglichen Racemisierung nur auf Peptide mit endstandigem Glycin beschrinkt
ist, sind in jiingster Zeit neue Methoden bekannt geworden, welche die volle
Erhaltung der optischen Aktivitét mit hohen Ausbeuten verbinden. Es handelt
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Abb. 1
Papierchromatogramm der Ringpeptide der e-Aminocapronsaure
Von oben nach unten, rechis: Cyclodipeptid his -pentapeptid (authentiseh), links: Cyclodi-
peptid bis -nonapeptid (aus Polymerisat isoliert). Schleicher-Schiill-Papier 2043b, 13 Stunden
Durchlaufechromatogramm (absteigend) in Tetrahydrofuran—Petrolither—Wasser (186 : 14 : 10).
Entwicklung: 7 min Chlor, 5 min Luft, 10 s Ammoniak, Tolidin—Kaliumjodid.



Cyelodipeptid (Hochtemperatur-Form) Cyclodipeptid (Tieftemperatur-Form)
(70fach) (70fach) -

Cyclotripeptid (50fach) .

Cyclopentapeptid (100fach)

Abb. 2
Cyclopeptide der &-Aminocapronsiure
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sich hier um die Reaktion der Carbonséuren mit Diarylsulfiten oder Triaryl-
phosphiten?®? bzw. Triaryl-thiophosphiten®®. Vor einiger Zeit%17 haben wir
noch einen weiteren neuartigen Weg beschritten, der sich durch Einfachheit
und Ergiebigkeit auszeichnet. Acylaminosduren und -peptide lassen sich mit
Phenolen und Mercaptanen mittels Dicyclohexylcarbodiimid in organischen
Losungsmitteln unter milden Bedingungen kondensieren. Innerhalb weniger
Stunden entstehen bei Raumtemperatur neben etwa-der theoretischen Menge
an Dicyclobexylharnstoff sehr reine aktive Ester in Ausbeuten von meist
iiber 909,. Unter dem katalytischen Einflull tertiirer Basen, wie Pyridin,
lassen sich auf diese- Weise auch Cyanmethylester sowie Alkyl- und Benzylester
herstellen. Elliott und Russell?®, die kiirzlich diese Reaktion, allerdings nur
fiir die Gewinnung von p-Nitrophenylestern, anwandten, konnten auch nach
anschlieBender Peptidsynthese insgesamt nur hochstens 39, Racemisierung
nachweisen. Unser Verfahren hat vor der Diarylsulfitmethode den Vorteil,
daBl bei etwa gleichen Ausbeuten Carbodiimide viel besser zugéinglich sind
als jene Verbindungen. ‘

Zur reversiblen Blockierung der NH,-Gruppe dienen der Carbobenzoxy-
.oder der Tritylrest; ihre Entfernung gelingt nach bekannten Methoden mit
den in Tabelle I angefiihrten Reagentien. Zur RingschluBireaktion werden
die gebildeten Salze der aktivierten Ester in absolutem Pyridin als Losungsmit-
tel oder in Dimethylformamid unter Zusatz von- tertiiremn Amin in hoher
Verdimnung umgesetzt. Die besonders stabilen p-Nitrothiophenylester rea-
gieren sogar in wiBriger Losung in Gegenwart von Magnesiumoxyd, allerdings
unter teilweiser Racemisierung. Diese Verbindungen und die ebenfalls hoch
aktiven 2,4-Dinitrophenylester cyclisieren schon bei Raumtemperatur. In den
itbrigen Féllen wird bei 50—100° und bei den Thiophenylestern zur Erzielung
hoher Ausbeuten bei kleinen Reaktionszeiten sogar in heilem Dimethyl-
formamid gearbeitet. Die Konzentrationen betragen zweckmiBig 10-3 bis
10-* mol/l Losungsmittel, wenn man nicht nach dem Zutropfverfahren iiber
einen langen Zeitraum arbeiten will. Noch verdiinntere Losungen sind nur
bei der Gewinnung mittlerer Ringe mit 8—12 Ringatomen notwendig. Hier
treten sonst nidmlich zuerst zwei oder mehrere Estermolekiile zusammen,
bevor der Ringschlufl erfolgt. So konnten wir bei aktiven Estern des Di-B-
alanins in 10—%-molarer Losung papierchromatographisch hauptsichlich
Cyclotetrapeptid neben wenig des 8-gliedrigen Cyclodipeptids nachweisen2,
Ahnlich werden beim Einsatz von Tripeptidestern unter Dimerisierung stets
die cyclischen Hexapeptide erhalten®:15:24.25. Hier bilden sich allerdings aus
sterischen Grimden auch bei groflerer Verdinnung keine Cyeclotripeptide,
da diese entsprechend dem Aufbau am Kalottenmodell erhebliche Spannungen
zeigen. Zur Aufarbeitung und Reinigung der Ringe hat man Jonenaustauscher,
Saulenchromatographie, Gegenstromverteilung und Vakuumsublimation ober-
halb 200° angewendet und dann stets ausgezeichnet kristallisierte Praparate
erhalten. Die Ausbeuten liegen bei Peptiden mit giinstiger Ringweite zwischen
40 und 759%,.*

Ein weiteres elegantes Cyclisierungsverfahren fand Sheehan?$, als er
Peptidazide in stark verdiinnter, bicarbonathaltiger wéBriger Losung bei 0°
einige Tage stehen lie. Diese Methode verdient wegen der guten Aus-
beuten (40—60%,) und des zu erwartenden Fehlens jeglicher Racemisierung

* Auch die von uns bearbeiteten Cyclo-aminocaproyle wurden mit Ausbeuten von 50—75%
erhalten.
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besondere Beachtung. Die Gewinnung der Azidsalze beruht auf dem Befund
von Hofmann und Magee??, dafl freie Peptidhydrazide mit salpetriger Saure
in das Azid iibergefithrt werden, ohne daf ein Angriff auf die Aminogruppe
erfolgt. Beschrieben wurde bisher die Cyeclisierung von Tri- und Hexaglycinazid,
die beide Cyclohexaglycyl liefern?®.2, sowie von Aziden der Poly-e-amino-
capronsduren®®-3. Winitz und Fruton®? gingen dagegen vom Carbobenzoxy-
peptidazid aus und entfernten die Schutzgruppe durch katalytische Hydrierung
bei hoher Verdiinnung. Das erhaltene amorphe angebliche Cyclotripeptid
ist allerdings verschieden von dem inzwischen'® nach der HEstermethode
gewonnenen und eindeutig identifizierten Ringpeptid. Eine eingehende
Untersuchung von Heyns®? zeigte iiberdies, dafi Carbobenzoxy-tripeptidazide
dabei hauptséchlich zum Carbobenzoxy-dipeptidamid abgebaut werden.
Eine neue RingschluBmethode bedient sich der altbekannten Peptidchlorid-
hydrochloride. Wie wir fanden, lassen sie sich in absolutem Dimethylformamid
auf Zusatz von Tridthylamin unter sehr milden Bedingungen (0°) cyclisieren.
So konnten wir Cyclo-di-aminocaproyl sowie Cyclohexaglyeyl aus Triglycin-
chlorid®* unter Dimerisierung gewinnen (40 bzw. 10%, Ausbeute). Entscheidend
fir die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist die Qualitit der eingesetzten
Chloride. Jedoch steht das Verfahren hinter der Hster- oder Azidmethode
wegen deren grolerer Besténdigkeit zuriick.

Schlieflich hat man auch gemischte Anhydride mit Kohlensiurehalbester
fir den RingschluB heranzuziehen versucht®s. Tatsichlich bildet sich dann
aus Di-e-aminocapronsidure das leicht zu fassende Cyclodipeptid in geringer
Ausbeute®, jedoch findet hierbei in der Hauptsache eine Einwirkung des
Saurechlorids auf die Aminogruppe statt.

Besonderes Interesse beansprucht die Einwirkung von Carbodiimiden auf
lineare Peptide, die unter Wasserabspaltung in wiBrig-alkoholischer Lisung
schon unterhalb Zimmertemperatur erfolgt. Wieland3? cyclisierte auf diese -
Weise ein Valin-hexapeptid in 45%, Ausbeute. Das gleiche Produkt wird nach
unseren Versuchen'” auch aus dem entsprechenden Tripeptid nach der
gleichen Methode erhalten. Jedoch stehen Versuche mit anderen Peptiden
noch aus. . .

SchlieBlich haben wir?* auch versucht, Ringpeptide durch Aktivierung
der Aminogruppe zu erhalten, was den Vorteil der geringeren Racemisierungs-
gefahr hat. Dies erfolgte durch Einwirkung von Tetradthylpyrophosphit
auf unsubstituierte lineare Peptide, wobei Bildung des erforderlichen re-
aktionsfahigen Peptidderivats — Phosphitamide oder aber gemischte Phos-
phorigsdureanhydride — und Ringschluf} in einer einzigen Stufe hintereinan-
der ablaufen (3). Als Losungsmittel diente Diithylphosphit. Den Einflu8
der Reaktionsbedingungen zeigen Abb. 3 und 4 an Hand von Cyclisations-
versuchen mit Di-c-aminocapronsédure. Wir haben diese Substanz gewdhls,
weil sich das zu erwartende Cyclodipeptid wegen seiner Schwerldslichkeit
und seines guten Sublimationsvermdgens leicht und quantitativ isolieren 148t.

|_>~ (RO),P[NH(CH,),CO],0H —
H[NH(CH,),c01,0H WROPLO | oder . ]—[NH(CHz)ﬁoojn—‘
N H[NH(CH,),C0],0.P(OR), —| - (3)

Erwartungsgemil steigen die Ausbeuten bei Temperaturerhshung stark an,
ebenso mit Steigerung der Menge des Kondensationsmittels, so da man
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maximal auf 609, kommt. Wie weit sich das Verfahren auf Peptide von
a-Aminosiuren ausdehnen laft, muB noch untersucht werden. Das sich
dhnlich verhaltende Phosphorigsédure-athylester-dichlorid reagiert mit Leuecyl-
glyeylglycin unter Bildung von Leucylglycin-anhydrid, also unter Ketten-

spaltung?.

60 T T
%

40 | o

20 |- - -

I 1

80 120 160 c 200

Abb. 3
Cyclisiernng der Di-e-aminocapronséure in
Abhéngiglkeit von der Reaktionstemperatur
"10-3 Mol Tetrasthylpyrophosphit. Ordinate:
Ausbeute (9). Abszisse: Reaktionstempera-
) tur (°C).

60 T T

o

40 |- =1

s i
"o I3 8 12
Mol Dipeptid
Abb. 4
Cyclisierung -von Di-s-aminocapronsiure in
Abhéngigkeit vom Pyrophosphit-Zusatz
Reaktionstemperatur 140°. Ordinate: Aus-

- beute (%), Abszisse: Mol Disithylpyrophosphit

pro Mol Dipeptid.

10-% Mol Di-e-aminocapronséure, 250 ml Diéthylphosphit, Reaktionszeit 2 Stunden.

Alle bisher angéwendeten Methoden beruhten auf dem Prinzip, zunichst
die Peptidkette aufzubauen und danach den Ring zu.schlieBen. Geht man
dagegen von einem bereits vorhandenen Ring aus, der einer geeigneten Reak-
tion unter Bildung eines Cyclopeptids unterworfen wird, so sollten vor allem
mittlere Ringe mit 8—12 Ringatomen besser zuginglich sein, die sich auch
nach dem Verdiinnungsprinzip nur in geringen Ausbeuten bilden. Zwei hierher
gehorende Reaktionen stellen die Schmidt’sche Umlagerung mehrwertiger
Ringketone und die Beckmann’sche Umlagerung der entsprechendén Keton-
oxime dar, mit deren Hilfe z. B. die Darstellung der Cyclodipeptide der homo-
logen w-Aminoséuren aus symmetrischen ringférmigen Diketonen gangbar
erscheint. Thr prinzipieller Nachteil besteht darin, dafl sie nach zwei Richtun-
gen verlaufen konnen und deshalb Cemische zweier chemisch #hnlicher
Reaktionsprodukte entstehen, némlich auBer den erwiinschten Cyclodipeptiden
noch Amide vom Diamin-dicarbonséure-Typ [Schema (£)].

NOH
I ;
NH—CO NH—CO
C{IS\Cﬁa c/I/I2 \CHg c’:rft2 ' \CH,,
- s - 3E. 5 é} | (4
CH, CH, CH, CH, H, CH,
o/ Nco—Nu/ \NH-—c0/
1&70]1
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Beim einfachsten Fall, der Umlagerung des Cyclohexan-1,4-dions konnten
wir im Gegensatz zu fritheren Bearbeiterni%.41 das gesuchte Cyclodi-B-alanyl
sehr gut kristallisiert aus dem Dioxim mit Oleum oder vorteilhafter aus dem-
Diketon. mit Stickstoffwasserstoffsiure in 259, Ausbeute erhalten?t, Es
war in allen Rigenschaften identisch mit dem durch Cyclisierung des li-
nearen Dipeptids erhaltenen Produkt und enthielt nach der Totalhydrolyse
keine Spur Athylendiamin. In gleicher Weise reagiert nach Weygand#* auch
Succinylobernsteinséure-didthylester mit Stickstoffwasserstoffsiure unter Bil-
dung eines Cyclodipeptids der Asparaginsiure in B-Verkniipfung sowie nach
eigenen Versuchen auch Cyclodocosan-1,12-dion zum Cyclodipeptid der Ami-
noundecanséure. '

Synthesen heterodeter Cyclopeptide

Synthesen heterodeter Ringpeptide mit Esterbindungen sind bisher nicht
durchgefiihrt worden. Auch die Gewinnung cyclischer Peptiddisulfide braucht
nur kurz besprochen zu werden, da der RingschluB@ bisher in allen Beispielen
nach dem Verfahren erfolgte, das du Vigneaud* beim Oxytocin anwandte:
Behandlung des entsprechenden S-Benzylderivats mit Natrium in fliissigem
Ammoniak und Oxydation des entstehenden Dithiols zum Disulfid in verdiinn-
ter wallriger Losung bei pH 6,5 mittels eines Luftstroms®—49, Interessant
sind Modellversuche von Rydon®®, der zeigen konnte, dal bei der Oxydation
von Cysteinyl-polyglyeyl-cysteinen die Ringweite des entstehenden Disulfids
von groflem EinfluB} ist (Tab. II). So bilden sich statt der kleineren Ringe nur
deren (antiparallele) Dimere, wahrend bei 3 und 4 innensténdigen Glycin-
resten in zunehmendem Mafle die monomeren Ringe entstehen und der 20-
gliedrige Ring, wie er auch im Oxytocin und Insulin vorliegt, besonders
bevorzugt ist.

' Tabelle 11

Oxydationsprodukte von L-Cysteinyl-polyglyeyl-L-cysteinens?
Angensherte Ausbeuten; die Kursivzahlen geben die Zahl der Ringglieder an.

Anzahl der Glycinreste 0 1 2 3 4
S s 8 11 4 |- 17 20

Monomeres Ringdisulfid _ . I 15% 409 909,
s P e P 16 22 28 34 40
Dimeres ngdlsulild 20 % 80% 20% 55 % —
A S 24 33 42 o 60

Trimeres Ringdisulfid
S + 4 25% = -
1

Identifizierung von Cyclopeptiden

Wegen der schon erwihnten schwierigen Charakterisierbarkeit cyclischer
Peptide sollen abschliefend noch die wichtigsten Identifizierungsmoglichkeiten
kurz besprochen werden. :

Viele Ringpeptide sind auch oberhalb 300° bestéindig und besitzen keinen
definierten Schmelz- oder Zersetzungspunkt; alle sind sehr gut kristallisiert.
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Die Abwesenheit von Endgruppen folgt eindeutig aus der potentiometrischen
Titration sowie der Ultrarotaufnahme. Auf Einheitlichkeit der gewonnenen
Préaparate priift man papyrographisch, am besten mit Hilfe der kiirzlich von
Smith'? modifizierten — feuchten — Chlormethode, bei der sich auch sehr
reaktionstrige Amidgruppen nachweisen lassen. Ein wichtiges Problem ist
die Molekulargewichtsbestimmung. Bei der kryoskopischen Methode ist
Phenol als Losungsmittel ungeeignet. Wir konnten an Hand der Cyclo-amino-
caproyle zeigen®, dafl die erhaltenen Werte viel zu tief liegen und man erst
durch Extrapolation auf unendliche Verdiinnung zu richtigen Ergebnissen
kommt (Abb. 5). Viele Ringpeptide

lassen sich aber nach Rast im Lactam 1 , - :
der p-Aminohexahydrobenzoeséure be- 44
stimmen®42, das die gleiche groe Kon- .y
stante wie Kampher besitzt. Neu ist die
Verwendung von Dimethylsulfoxyd?s,

das ein ausgezeichnetes Losevermdgen — 320
besitzt. Die haufig angewandte Methode -

der isothermen Destillation ist leider

sehr langwierig. Bei einfach zusammen-  ,4
gesetzten Verbindungen 148t sich auch

die papyrographische Verfolgung der
Partialhydrolyse (Lithium- oder Ba-

riumhydroxyd) zur Bestimmung der %60
Ringgrofle sehr gut verwenden. Das L - e m/m%i”
fragliche Ringpeptid muB’ dann die Abb. 5 '

_ gleiche Bausteinzahl besitzen, wie das
héchste der nachgewiesenen linearen
Peptide. Dieses Verfahren fiihrte auch
zur eindeutigen Identifizierung von
Cyclohexaglycyl®, das wie erwihnt
stets aus den verschiedensten Trigly-

Kryoskopische Molekulargewichtsbestim-
mung von Cyclopeptiden der e-Aminocapron-
séure in Phenol )

I Cyclodipeptid, 2 Cyclotripeptid, 3 Cyclo-
tetrapeptid. Ordinate: Molekulargewicht,
Abszisse: Mol Substanz/1000 g Losungs-

mittel.

cinderivaten entsteht. Aus diesem : :
Grunde sollte die Identitit aller bisher als Cyclotripeptide angesprochenen
Substanzen erneut iiberpriift werden. _ :

Fir zukiinftige Arbeiten muB noch darauf hingewiesen werden, daB die
Entwicklung leistungsfihiger Cyclopeptidsynthesen iiber das eigentliche
Gebiet hinaus auch Bedeutung fiir die Polypeptidchemie besitzt. Die hinsicht-
lich der Methode der Peptidverkniipfung und der Reaktionsbedingungen sehr
empfindlichen Cyclopeptidsynthesen diirften némlich wichtige Erfahrungen
zur Gewinnung von genauer definierten Polypeptiden vermitteln, als das bisher
meist der Fall ist. '
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Diskussion

Diskusgion
zu dem Referat von M. RoTHE

Rupineer: Boissonnas hat mit seinen Mitarbeitern gezeigt [Helv. Chim. Acta 38, 1491 (1955)]
dafl die Ausbeute an Aktivitét bei dem Disulfid-Ringschlufl mit Oxytocin die gleiche ist, wenn
man in nicht verdimnter Lésung und sogar mit dreiBigfachem UberschuB an Cystein arbeitet.
Aufierdem hat es sich bei der Arbeit mit Analogen gezeigt — und zwar der Schweizer Gruppe
[Guttmann 8., Jaquenoud P.-A., Boissonnas P. A., Konzett H., Berde B.: Naturwiss. 44, 632
(1957)] bei einem Peptid mit einem extra Tyrosin im Ring, und Ressler und du Vigneaud [J. Am.
Chem. Soe. 79, 4511 (1957)] bei dem Isoglutaminderivat, das also um zwei Glieder im Ring mehr
enthalt — daB die RingschluBbereitschaft anscheinend in diesem Fall nicht kritisch von der
RinggréBe abhingt. Hs scheint also, dall der Ringschluf hier nicht den konventionellen stereo-
chemischen Begriffen aus der carbocyclischen Chemie entspricht. In dem Zusamme wére
es wohl interessant die Ausbeute in Abhéngigkeit von der Verdimnung zu verfolgen — gibt es
vielleicht solche Arbeiten ? :

" Rorme: Ja, das haben wir gemacht um iiberhaupt zuerst einmal zu den geeigneten Reaktions-
bedingungen zu kommen, und wir haben gefunden, da8 0,001m Lésungen vollkommen ausrei-
chen, um einen guten RingschluB zu bekommen.

Rupmveer: War das bei Peptiden aus «-Aminoséuren?

Roram: Nein, das war bei der e-Aminokapronséure. )

Rupmveer: Nach Schwyzer’s Angaben scheint es auch — und das weil man schlieSlich aus
der Polypeptid- und Proteinchemie — als ob es bei den Peptiden gewisse konfigurative Bedingun-
gen giibe, die die Enden der Kette sozusagen selbst zusammenhalten.

Rorage: Aber ich darf dazu sagen, dal wir Peptide von «-Aminosfiuren auch bei denselben
Konzentrationen ohne weiteres cyclisieren kénnen; wir haben also die Erfahrung mit den e-Amino-
siiurepeptiden auf die ¢-Aminosiurepeptide iibertragen.

Rupiverr: Ob das aber nicht auch bei weniger ,,optimalent* Bedingungen gleich gut gehen
kann? 2

RorEE: Ja, es entsteht aber doch dann mehr Polykondensationsprodukt. Das haben wir
allerdings nicht systematisch verfolgt. : %

Witrann: In Zusammenhang mit den Oxytocin-peptiden wollte ich fragen, ob man bei dem
oxydativen RingschluB zu Disulfiden auch definierte Polysulfide bekommt?

Rorae: Rydon [J. Chem. Soc. 1956, 3157] schreibt, daf sie nur in geringen Mengen entstehen,
-gibt aber keine genaune Ausbeuten an.

‘Wienanp: Es sieht doch tatsichtlich so aus, als ob ein Polydisulfid von geeigneter Ketten-
lange instabiler sei als das cyclische Disulfid. s kénnte also gut sein, da in konzentrierter Lisung
wohl solche Polysulfide entstehen, die aber — man kennt ja solche Umwandlungen von Disulfi-
den, ,,Umdisulfidierungen* — in das stabile Endprodukt iibergehen.

Rupiveer: Daswird wohl der Unterschied zwischen Disulfid-Ringschliissen und denen durch
irreversible Reaktionen sein, denn hier kann ja auch ein gemischtes Cystein-Oxytocin-Disulfid
ruhig in das eyclische Disulfid iibergehen.

Wizranp: Ja, und wenn bei Peptiden einmal so etwas passiert ist, ist endgiiltig SchluB,
da gibt es eben keine Gleichgewichtseinstellung mehr. Ubrigens kennt man ja solche Sachen
bei dem Poly-e-caprolactam auch — wenn man das Perlon erhitzt, hekommt man wieder das
Monomere unter Cyclisierung. Y

Herr Dr. Rothe hat auch unser Verfahren der Dicyclohexylearbodiimid-Cyelisierung erwithnt.
Wir haben es natiirlich auf andere Peptide zu iibertragen versucht und haben in allen Fallen,
wo nicht Glyein amino-endsténdig steht, nur sehr geringe Ausbeutéen an Cycloprodukt erhalten.
Wenn man die Tabelle von Herrn Rothe genauer ansieht, so sieht man, daf auch sehr viele Modell-
cyelisierungen immer mit Peptiden gemacht werden bei denen Glycin am Ende steht.

" Rowme: Alle Cyclisierungen auBer beim Gramicidin S.

WieLanp: Da muB man dann doch darauf hinweisen, daB8 das Glycin eben diejenige Amino-
s#iure ist, die am wenigsten sterisch gehindert ist. Die Aminogruppe des Glycins ist jeder Reaktion
leichter zugénglich, also auch der intramolekularen Cyelisierungsreaktion.
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Romue: Um das zu priifen, hatten wir das schon erwihnte Valinpeptid untersucht.

Wisraxp: Ich glaube die Sache steht ungefihr so: wenn man ein Cyclopeptid zu machen
hat, in dem Glycin iiberhaupt vorkommt, dann mufl man das Glycin bis zum SchluB als amino-
-endsta.nd.lg aufbewahren und dann mit einer dieser Methoden, cyclisieren.

Rupimweer: Man kann auch zu dem entgegengesetzten SchluB kommen. Wir wollten ein-
mal versuchen Cyclohexapeptide aus Phenylalanin, Leucin und Glycin zu machen, wo das
Phenylalanin in verschiedéner Konfiguration wire. Wir sind da zu dem Schlul gekommen, da8
«es vielleicht das weiseste wiire das Glycin an Carboxylende zu haben, um die optische Reinheit
«des Produltes nicht zu gefihrden.

Roree: Man hat meistens zwei Glycinreste, einen am Anfang und einen am Ende! Bei dem
Valinpeptid haben wir das doch anders gemacht als Prof. Wieland. Wir haben Valin an das
Amino-ende gesetzt, und das geht also auch.

Wigrawn: Mit welcher Ausbeute?

Roras: Sie haben fiir die Carbodiimidmethode mit amino-endsténdigem Glycin 45% angege-
ben, wir haben mit amino-endsténdigem Valin 399, erzielt.

Wienawn: Noch vielleicht ein Wort zu dem Boissonnas-Verfahren der Cyeclisierung, also
simultane Einwirkung von Athylkohlens&urechlond auf ein Oligopeptid mit freier Aminogruppe.
Wir haben auch auf diesem Gebiet einige Erfahrungen gesammelb, ind uns scheint die Haupt.-
schwierigkeit, mit der Boissonnas zu kiémpfen hatte, die zu sein, daB sein Oligopeptid sehr
schwer léslich war. Er mufite in Dimethylformamid arbeiten und es ist schon eine Frage, ob
«da iberhaupt eine wahre Lésung eintritt. Ich glaube, da3 diese Verfahren sehr grosse Aussicht
auf Anwendbarkeit haben, wenn es gelingt, das Ausgangsmaterial echt und klar aufzuldsen.
Dazu haben wir, wie ich schon erwihnt habe, Trichloressigsiure verwendet. In Gegenwart
von Trichloressigsiure losen sich viele Peptide ganz gubt in Tetrahydrofuran — man braucht
gar nicht so konzentrierte Lésungen zu haben, man muf ja sowieso verdiinnen; man kann
mnatiirlich konzentrierte Losungen in Gegenwart von Trichloressigséure herstellen und kann die
-dann verdiinnen, dann ist man ganz sicher, dalB man eine wirklich optisch klare Lésung bekommdt.
Dann 1aft man Chlorkohlenséureester dazutropfen und gibt dann die Base zu; man braucht
nicht zu erwérmen, sondern 148t einige zeitlang stehen. In den Versuchen, die wir durchgefiihrt
haben, haben wir die Produkte leider nicht kristallisiert isolieren konnen; das liegt aber daran,
dal es sehr kompliziert zusammengesetzte Cyclopeptide sind. In allen Kriterien, die man an-
stellén kann, haben sie sich aber als monomere Cyclopeptide erwiesen, und zwar war die Ausheute
recht gut.

Rorue: Wie wurde das Molekulargewicht bestimmt?

Wierawp: Das Molekulargewicht ist kryoskopisch in dem Lactam der Hexyhydro-p-amino-
benzoesiure bestimmt worden. Das Verfahren stammt von Wendt.

Rorae: Wendt hat die Substanz als Losungsmittel eingefiihrt; wir haben sie zuerst auf cyeli-
sche Peptide angewendet [Chem. Ber. 88, 284 (1955)].

"Wmranp: Herr Rothe, Sie haben auch das Thiophenylester-Verfahren als erster beniifub, in
«der e-Caprolactam-cyclisierungschemie. Dieses Verfahren haben wir uns natiirlich auch schon
lange fiir diesen Zweck vorgenommen und es ist auch schon erwiihnt worden, daB es gehen wird.
Jetzt haben wir das tatsichlich nachgeholt — an einem Hexapeptid, dessen Thiophenylester
man leicht bereiten kann, indem man némlich das Hexapeptid aus dem Thiophenylester selbst
autbaut. Ich habe neulich in meinem Vortrag darauf hingewiesen, dafi die Thiophenylester als
Aminkomponenten bei Peptidsynthesen verwendet werden kénnen, man braucht also nicht
nachtréglich die Thiophenylgruppe einzufithren, sondern man kann sie schon im Ausgangs
material haben. So ¢in Hexapeptid mit freier Thiophenylgruppe am Ende hat sich ganz glat-
aunter den von Schwyzer angegebenen Bedingungen — Pyridin und Dimethylformamid — beimt
Erhitzen cyclisiert. Die Ausbeute betrug 209, an rekristallisiertem Produlkt.

Roruz: Noch eine Sache, die ich in meinem Vortrag nicht gesagt hatte; viele eyclische Peptide
besitzen Kristallwasser, das sich beim Trocknen sehr schlecht entfernen 188t, so daB man da an
‘Einschluverbindungen denken kénnte. Dasind dann Molekulargewichtsbestimmungen schwierig,
denn wenn z. B. die Molekulargewichtsbesthnmung auf ein eyclisches Tripeptid hinweist, und
-©s ist noch ein Moiekiil Kristallwasser dabei, so ist in Wirklichkeit ein Hexapeptid vorhanden.
Da sind méglicherweise Fehler in der Literatur unterlaufen. Das ist besonders deshalb wichtig,
weil bekanntlich bei Cyclisierungen von Tripeptiden unter Verdoppelung Cyalohex&pept1de
-entstehen.
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