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konstanten sind im Gang; sie sind apparativ schwie-
rig, da aus dufleren Griinden von den meisten reinen
Sduren nur wenige Milligramme hergestellt werden
konnten.

Wahrend die Schmelzpunkte aller folgenden Sau-
ren in der jeweils angegebenen Literatur beschrie-

ben sind, ist der Brechungsindex n}? bei den meisten
Sauren, soweit moglich, neu bestimmt worden.

Herrn Prof. Dr. A. Burexanor danken wir herzlich
fiir die wohlwollende Unterstiitzung und Forderung der
vorliegenden Arbeit.

Zur Synthese von Dipeptiden des Arginins”
Von H. Zaux und J. F. DignL

Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg
(Z. Naturforschg. 12 b, 85—92 [1957] ; eingegangen am 2. November 1956)

N-Carbobenzoxypeptidiathyl- und -benzylester des w-Nitro-r-arginins mit Glycin, pr-Alanin und
pL-Serin wurden nach der Azid- und der Carbodiimidmethode dargestellt. Bei der Carbodiimid-
methode entstanden als Nebenprodukte N-(Carbobenzoxyglycyl)-N,N’-dicyclohexylharnstoff, N-
(Carbobenzoxy-pr-alanyl)-V,N’-dicyclohexylharnstoff und N-(Carbobenzoxy-pr-seryl)-V,N’-dicyclo-
hexylharnstoff. Katalytische Hydrierung der Carbobenzoxy-Peptide und Carbobenzoxypeptidbenzyl-

ester fiihrte zu den freien Peptiden.

Im Zusammenhang mit Arbeiten iiber Amino-
sduresequenzen in Faserproteinen?! interessierte uns
die Synthese von Peptiden des Arginins mit Serin.

Arginylpeptide, bei denen Arginin iiber seine
Carboxygruppe mit der Aminogruppe einer anderen
Aminosdure verkniipft ist, wurden erstmals 1953
dargestellt. Bisher kamen dabei die Siurechlorid-2,
die Pyrophosphitmethode® und die Methode der ge-
mischten Anhydride* 3¢ zur Anwendung.

Argininpeptide, bei denen die a-Aminogruppe mit
der Carboxygruppe einer anderen Aminosédure ver-
kniipft ist, wurden mit der Azlacton-?, der Saure-
chloridmethode® und der Methode der gemischten
Anhydride* ® gewonnen.

Peptide des Serins jedoch wurden bisher fast aus-
schlieBlich nach der Azidmethode dargestellt. Eine
Ausnahme bilden die nicht allgemein anwendbaren
Synthesen iiber a-Halogenacylhalogenide® und Di-

* 3. Mitt. iiber Peptide: 2. Mitt. vgl. H. Zanx u. E. Scrxa-
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ketopiperazine !°. Neuerdings wurden die Methode
der gemischten Anhydride!!:12:13, die Saurechlorid-
methode ! 13 und die Carbodiimidmethode* ver-
wendet. Die Phosphoazamethode von GorpscamipT
und Lavrtenscuracer liefert bei Peptiden des Serins
viel schlechtere Ausbeuten als die Azidmethode!?.
Da nach der Séurechloridmethode bisher Seryl-
peptide gar nicht und Arginylpeptide nur bei Ver-
zicht auf die Nitroschutzgruppe (s.u.) gewonnen
werden konnten, blieb fiir die Synthese von Arginin
und Serin enthaltenden Peptiden von den bisher an-
gewandten Methoden nur die der gemischten Anhy-
dride iibrig. Diese hat jedoch den Nachteil, dal} sie
hiufig Racemisierung zur Folge hat!®, vor allem
wenn man zur Synthese von Tri- und hoheren Pepti-
den iibergeht!?. Ferner haben wir bei der Anwen-
dung dieser Methode das Auftreten von Nebenpro-
dukten beobachtet, was kiirzlich auch von anderer
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Seite beschrieben wurde '8 19, Wir mochten hier iiber
die Brauchbarkeit der Azidmethode zur Synthese von
Argininpeptiden und der Carbodiimidmethode zur
Synthese von Arginin- und Arginylpeptiden berich-
ten *. Beide Methoden haben den Vorteil, daB} sie
keine Racemisierung verursachen.

1. Arginin- und Serinderivate

Um den basischen Charakter der Guanidogruppe
des Arginins, der sonst bei Peptidsynthesen erheb-
liche Schwierigkeiten bereitet, zu unterdriicken,
wurde die stark elektronegative Nitrogruppe ein-
gefiihrt. Nach Durchfilhrung der Peptidsynthese
kann die Nitrogruppe durch Hydrierung wieder ent-
fernt werden. Dieses Verfahren wurde zuerst von
Bercmany, Zervas und Rinke® beschrieben und kam
in letzter Zeit mehrfach zur Anwendung*:5: 6

Zur Synthese der Argininpeptide haben wir den
Athyl- und den Benzylester des w-Nitroarginins dar-
gestellt. Der Benzylester hat den Vorteil, daf} sich
der Benzylrest gleichzeitig mit dem zum Schutz der
Aminogruppe verwendeten Carbobenzoxyrest und
der zur Abdeckung der Guanidogruppe eingefiihr-
ten Nitrogruppe abhydrieren lidflt, wihrend bei den
Athylestern vorherige Verseifung erforderlich ist,
die zur Spaltung der Peptidbindung und zur Race-
misierung fiihren kann. Auf die Vorziige der Ver-
wendung von Benzylestern in der Peptidsynthese
haben vor allem Braxp und Errancer2? hingewie-
sen.

Die Darstellung von Nitroargininithylester-
hydrochlorid wurde von Hormany, Rueiver und
Peckaam? versucht. Sie erhielten jedoch nur ein
»gummy material“. Wir haben die Verbindung als
weiBle kristalline Substanz erhalten und durch Fal-
lung mit Methylorange nach GuriN und Secar®! als
Helianthat ndher charakterisiert.

Nitroargininbenzylester-hydrochlorid
Anlehnung an ein Verfahren von Cipera und
NicuorLs 22 als sirupose Masse gewonnen und eben-
falls als kristallines Helianthat charakterisiert.

wurde in

18 1.v.Bruns-LoeBe u. G. Scuramm, Chem. Ber. 89, 2045
[1956].

19 K. C. Hoorer, H.N. Rypoxn, J. A. Scuoriep u. G.S. Hea-
ton, J. chem. Soc. [London] 1956, 3148.

* Anm. b. d. Korr.: Im Novemberheft von Experientia
(12, 446 [1956]) berichten R. A. Boissonnas, St. GurTMaNN,
J.-P. WarLer u. P.-A. Jaquexoun ebenfalls iiber die Syn-
these von Peptiden des Arginins nach der Carbodiimid-
methode.

20 E. Braxp u. B. F. Errancer, J. Amer. chem. Soc. 73, 3508
[1951].

Fir die Synthese von Arginyl-serin wurde Serin-
benzylester-hydrochlorid iiber das Benzolsulfonat 23
dargestellt. Die relativ niedrige Ausbeute (41%)
wird vor allem durch die Bildung des Nebenproduk-
tes  a-Amino-S-benzyloxy-propionsdurebenzylester-

hydrochlorid verursacht.

2. Argininpeptide nach der
Azidmethode

Mit Hilfe der Azidmethode wurde aus N-Carbo-
benzoxyglycinazid und Nitro-L-arginindthylester
Carbobenzoxyglycyl-nitro--arginin-dthylester ~ ge-
wonnen (Ia)*. Alkalische Verseifung lieferte die
entsprechende Sdure, die mit der nach Bercmann$®
dargestellten identisch ist. Die Hydrierung der Sdure
zu Glycyl-L-arginin-sulfat oder -acetat wurde schon
von BereMaNN® bzw. Hormann* beschrieben. Analog
wurde Carbobenzoxy-pr-alanyl-nitro-r-arginin-athyl-
ester (I] a) dargestellt, der durch alkalische Verseifung
in die Sdure, Carbobenzoxy-pr-alanyl-nitro-L-arginin
(III) **, ubergefithrt wurde. Katalytische Hydrie-
rung in Methanol/Eisessig lieferte pr-Alanyl-L-argi-
nin-acetat (X) als amorphes Pulver, von dem ein
kristallisiertes Diflavianat erhalten werden konnte.
Da bei der alkalischen Verseifung von Carbobenz-
oxy-pL-seryl-nitro-L-arginin-athylester (IVa) weit-
gehende Spaltung der Peptidbindung eintrat — aus
der Reaktionslosung wurde nach dem Ansduern
Carbobenzoxyserin isoliert — stellten wir den Car-
bobenzoxy-pL-seryl-nitro-L-argininbenzylester (V a)
dar, der durch katalytische Hydrierung in kristalli-
nes pr-Seryl-L-argininacetat (XI) tibergefiihrt wurde.

Entgegen dem bisher bei der Azidmethode iibli-
chen Verfahren wurden Nitroarginindthyl- bzw.
-benzylester, da sie in Ather und Essigester schwer-
loslich sind, in dthanolischer Losung eingesetzt. Er-
satz des Athanols durch Chloroform ist moglich,
fithrt jedoch nicht zu hoheren Ausbeuten. Die vier Z-
Peptidester (Z = Carbobenzoxyrest C¢gH;CH,0CO — )
wanderten bei der Papierchromatographie in SBA
(Sekundirbutanol-Ameisensidure-Wasser 75:15:10),

21 §, Guriy u. C.F.Secar, J. Amer. chem. Soc. 58, 2107
[1936].

22 J.D. Creera u. R.V.V.Nricuorrs, Chem. and Ind. 1955,
16.

23 H. K. MicLer u. H. WagLscn, J. Amer. chem. Soc. 74, 1092
[1952].

* Die romischen Ziffern sollen das Auffinden der Verbin-
dungen in den Tab. 1 u. 2 erleichtern.

** Bei diesem und allen weiteren in kristallisierter Form er-
haltenen Diastereomeren-Gemischen wurde beim Umkri-
stallisieren keine Trennung in die Komponenten beobach-
tet oder versucht.
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SBN (Sekundérbutanol-10-proz. Ammoniak 85 : 15)
und Phenol-Wasser (8:2) mit der Losungsmittel-
front. Die Flecken wurden nach der Chlormethode *
sichtbar gemacht. Es gelang nicht, aus den Estern
die Hydrazide darzustellen. Das ist nicht iiber-
raschend, da es bisher auch nicht gelungen ist,
aus Z-Nitroargininestern ein Hydrazid darzustel-
len25, Die Ursache fiir dieses Verhalten ist in der
Reaktionsfahigkeit der Nitroguanidogruppe mit Hy-
26

drazin 3¢ zu suchen.

3. Argininpeptide nach der
Carbodiimidmethode

Beim Versuch, Argininpeptide nach der Carbo-
diimidmethode von Sueenan 4 darzustellen, wurden
betridchtliche Mengen der entsprechenden N-Acyl-
N,N’-dicyclohexylharnstoffe
<,§)‘§‘CO_NH_<h:§‘ R=H bei Gly

Co —CHj bei Ala

| = CH,OH bei Ser
R—CH-NH_Z

erhalten. Analoge Phthalyl- und Tosylverbindungen
wurden von Knorana?? und Sueenan?® als un-
erwiinschte Nebenprodukte der Carbodiimidmethode
beschrieben.

Die Reaktion von Z-Glycin mit Nitroargininathyl-
ester und DCC (Dicyclohexylcarbodiimid) nach dem
urspriinglichen Verfahren von Sueenan'* — im fol-
genden DCC-Methode A genannt — lieferte N-

(Carbobenzoxyglycyl) -N,N'-dicyclohexylharnstoff
neben dem gewiinschten, mit dem nach der Azid-
methode dargestellten identischen Peptid (Ib). Die
Trennung der beiden Produkte wurde durch fraktio-
nierte Kristallisation erreicht. Mit Z-Alanin wurde
N-(Carbobenzoxy-pi-alanyl)-V,N-dicyclohexylharn-
stoff erhalten, und mit Z-Serin N-(Carbobenzoxy-
pr-seryl)-NV,N -dicyclohexylharnstoff. In beiden Fil-
len wurden die entsprechenden Z-Peptidester (IIb
und IVb) nur als Sirupe erhalten, die noch mit dem
Acyl-dicyclohexylharnstoff verunreinigt waren.

Durch Verlingerung der Reaktionszeit auf 5 Tage
und portionsweise Zugabe eines 1.5-fachen Uber-
schusses der Esterkomponente — DCC-Methode B —
konnte die Ausbeute an Z-Glycyl-nitroargininathyl-
ester (Ic) erheblich gesteigert werden. In diesem
Fall wurde nur sehr wenig Z-Glycyl-dicyclohexyl-

4 H. Zanx u. H. Worr, Melliand Textilber. 32, 317 [1951].
5 J. S. Frurox, Advances Protein Chem. V, 64 [1949].
26 A. F. McKay, Chem. Reviews 51, 301 [1952].
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harnstoff isoliert. Bei einer Reaktionszeit von 5 Ta-
gen und Verwendung eines 1,5-fachen Uberschusses
an Nitroarginin-benzyl-ester — DCC-Methode C —
wurde bei der Darstellung von Z-Seryl-nitroarginin-
benzylester (Vb) wieder eine groere Menge Z-
Seryl-dicyclohexylharnstoff isoliert.

Nach den neueren Angaben von Sueenan?® wird
beim Arbeiten mit Acetonitril oder Methylenchlorid
als Losungsmittel die Bildung der Acylharnstoffe
vermieden. Wegen der relativ geringen Léslichkeit
mancher Z-Aminoséduren in reinem Methylenchlorid,
vor allem des Z-Serins (und des Z-Nitroarginins im
Falle der Synthese von Arginylpeptiden), haben wir
die Reaktion in Methylenchlorid-Tetrahydrofuran-
Mischung (etwa 1 :1) ausgefiihrt. Bei einem unter
Verwendung von Acetonitril durchgefiihrten Ansatz —
DCC-Methode D — entsprachen die Ausbeuten an
Z-Peptidester und Acylharnstoff etwa den nach der
Methode B erhaltenen Ausbeuten.

Hydrierung des nach den Methoden A, B und D
erhaltenen und dann verseiften Z-Glycyl-nitro-r-
argininithylesters und des nach Methode C erhal-
tenen Z-pr-Seryl-nitro-L-argininbenzylesters fiihrte
zu den gleichen Produkten wie die Hydrierung der
entsprechenden, nach der Azidmethode dargestellten
Verbindungen — vgl. 2.

Die drei Acyl-dicyclohexylharnstoffe wandern bei
der Papierchromatographie in SBA, SBN und Phe-
nol-Wasser mit der Losungsmittelfront und konnen
mit Hilfe der Chlormethode sichtbar gemacht wer-
den. Da sie sich im R;-Wert nicht von den entspre-
chenden Z-Peptidestern unterscheiden, wurde zur
Identifizierung totalhydrolysiert (6-n. HCI, 105°,
24 Stdn.). Das Papierchromatogramm des Hydroly-
sats zeigt im Falle der Peptide die Flecken der bei-
den im Peptid enthaltenen Aminosduren, im Falle
des Acyl-dicyclohexylharnstoffs dagegen den Flecken
von nur einer Aminosdure neben einem charakteri-
stischen Flecken bei R;=0,7 (SBA), der nicht mit
Ninhydrin, wohl aber nach der Chlormethode sicht-
bar gemacht werden kann.

4. Arginylpeptide nach der
Carbodiimidmethode

Zur Synthese von Arginylpeptiden kommt die
Azidmethode nicht in Frage, da es, wie erwihnt,
nicht gelungen ist, das Hydrazid von Z-Nitroarginin

27 H. G. Kuoraxa, Chem. and Ind. 1955. 1087.
28 J. C. Sueenan, M. Gooomax u. G. P. Hess, J. Amer. chem.
Soc. 78, 1367 [1956].
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herzustellen 2. Hier erwies sich dagegen die DCC-
Methode als sehr brauchbar. Es wurden dargestellt:
Carbobenzoxy-nitro-L-arginyl-glycinbenzylester (VI)
— die Verbindung ist identisch mit der nach Swiru?
dargestellten — ferner Carbobenzoxy-nitro-r-argi-
nyl-pr-alaninbenzylester (VII), Carbobenzoxy-nitro-
L-arginyl-pr-serindthylester (VIII) und -benzylester
(IX). Die 4 Z-Peptidester wandern bei der Papier-
chromatographie in SBA und SBN an der Losungs-
mittelfront (Chlormethode). Bildung des Acyl-
dicyclohexylharnstoffs bei der Synthese der Z-Nitro-
argininpeptidester ist, wie die Papierchromatogra-
phie der Totalhydrolysate zeigt, wahrscheinlich, je-
doch wurde kein kristallisiertes Nebenprodukt er-
halten.

Durch katalytische Hydrierung wurden aus den
entsprechenden Z-Peptidbenzylestern L-Arginyl-pr-
alanin-acetat (XII) und vr-Arginyl-pr-serin-acetat
(XIII) erhalten. Die Hydrierung von Z-Nitroargi-
nyl-glycinbenzylester (VI) wurde schon von Smiru?®
beschrieben.

Experimenteller Teil

1. Arginin- und Serinderivate

a) Nitro-L-arginindthylester-hydrochlorid

In die Suspension von 20 g Nitroarginin® (0,09 Mol)
in 800 cm3 Athanol wurde trockener Chlorwasserstoff
bis zur Sittigung eingeleitet. Nach Eindampfen i. V.
wurde der zuriickbleibende Sirup in 400 cm® Athanol
gelost und erneut HCl bis zur Sittigung eingeleitet.
Nach erneutem Eindampfen i. V. wurde noch zweimal
in je 150 cm® Athanol gelost und i. V. eingedampft.
Der Sirup wurde in 150 cm® Athanol gelost und abs.
Ather bis zur Triibung zugegeben Nach mehrtagigem
Stehen im Eisschrank und einigen Tagen bei Zimmer-
temperatur war der zunichst 6lig ausgefallene Nieder-
schlag kristallin. Durch Zugabe von mehr Ather wurde
das Produkt vollstindig ausgefdllt. Ausb. nach dem
Trocknen i.V. iiber P,0;:24,8 ¢ (96% d.Th.). Die
zunichst sehr hygroskopische Substanz war nach zwei-
maligem Umkristallisieren aus Athanol-Ather ziemlich
luftbestindig, Schmp. 92 —94°.

CgH,,O,N; - HCI (283,7) -
Ber. C33,85 H 6,35 N 24,69.
Gef. C33,58 H 5,95 N 24,57.
R;=0,45 in SBN, 0,28 in SBA. [a]} = +12,2° (c 1,57
in Methanol). Fallung mit Methylorange aus walriger
Losung nach Gurix und Secar?! lieferte ein kristallines
Helianthat, Schmp. 175° nach Umkristallisieren aus
Methanol.
CsHy;04N;5 - Cy4H 503N3S (552,6)
Ber. C47,82 H 5,84 N 20,28.
Gef. C47,42 H5,85 N 20,47.

b) Nitro-v-argininbenzylester-hydrochlorid

15 g (0,07 Mol) feinpulverisiertes Nitroarginin wur-
den mit 13g (0,08 Mol) Benzolsulfonsiure wund
30 cm® Benzylalkohol auf dem Wasserbad erhitzt,
40 cm?® heiler Tetrachlorkohlenstoff zugegeben und bei
90 —100° Badtemperatur abdestilliert. Im Laufe von
6 Stdn. wurden noch 400 cm?® Tetrachlorkohlenstoff in
10 Portionen zugegeben und abdestilliert. Nach Zugabe
von Tridthylamin bis zur alkalischen Reaktion zu dem
in 200 cm® Chloroform aufgenommenen Riickstand fiel
etwas Nitroarginin aus. Nach Abzentrifugieren des
Niederschlages wurde in die Chloroformlosung bis zur
sauren Reaktion Chlorwasserstoffgas eingeleitet, i. V.
zum Slrup eingedampft und noch zweimal mit je 50 cm?®
Athanol i. V. emgedampft (Badtemperatur nicht iiber
100°). Aus dem in etwas Athanol gelosten und mit
gleichem Volumen Ather versetzten Sirup kristallisierte
im Eisschrank Tridthylammoniumsalz aus. Das gleich-
zeitig in Oliger Form ausfallende Produkt wurde vom
Salzniederschlag abgesaugt, die Atherschicht abdekan-
tiert, noch elnmal mit Ather ausgeschuttelt und i. V.
von Atherresten befreit. Das sirupdse Produkt kristal-
lisierte nicht und wurde, da im Papierchromatogramm
Nitroarginin nur sehr schwach auftrat, direkt in die
Reaktion mit Z-Serinazid eingesetzt. Rf=0,62 in SBN,
0,54 in SBA. Mit Methylorange fiel aus wiBriger Lo-
sung ein kristallines Helianthat aus. Das aus Metha-
nol umkristallisierte Helianthat sinterte bei etwa 212°.

CisH1904N; - C14H;03N;S (614,7)

Ber. C52,75 H5,57 N 18,23.
Gef. C52,23 H5,30 N 18,02.

¢) pr-Serinbenzylester-hydrochlorid 2

Aus der Losung von 26,2 g pr-Serin (0,25 Mol) und
43,5g Benzolsulfonsiure (0,275 Mol) in 125cm3
Benzylalkohol wurde der Benzylalkohol i. V. bei einer
Badtemperatur von nicht iiber 130° moglichst weit-
gehend abdestilliert. Der zuriickbleibende Sirup wurde
nach-dem Erkalten mit 125 cm® abs. Ather verriihrt.
Der zunichst gebildete olige Niederschlag war nach
etwa 2 Stdn. kristallin. Er wurde mit je 125 cm® Ben-
zylalkohol und 2 g Benzolsulfonsiure noch zweimal
wie beschrieben behandelt. Das so erhaltene Serin-
benzylesterbenzolsulfonat wog 67 g. Es enthielt nach
dem Papierchromatogramm noch Serin und Nebenpro-
dukte, vor allem eine Substanz mit R;=0,90 in SBA,
und wurde zur Reinigung in das Hydrochlorid verwan-
delt.

Die Suspension des Rohproduktes in 300 ¢cm® Chloro-
form wurde unter Eiskiihlung mit einer etwa dquiva-
lenten Menge Tridthylamin und dann mit 1/ Ather
versetzt. Nach Abfiltrieren des Niederschlags und
griindlichem Nachwaschen mit Ather wurde in das Fil-
trat unter Eiskiihlung Chlorwasserstoffgas eingeleitet,
bis sich kein Niederschlag mehr bildete. Das zunichst
sirupos ausfallende Serinbenzylester-hydrochlorid kri-

29 pr-Serinbenzylester-hydrochlorid wurde von H. J. KessLer
(Diplomarbeit, Heidelberg 1955) aus Serin mit Benzyl-
alkohol/HCI in 21,3% Ausbeute erhalten.
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stallisierte im Eisschrank und wurde aus Athanol-
Ather umkristallisiert. Ausb. 23,4 g (41% d. Th. bez.
auf Serin). R;=0,68 in SBA. Schmp. 159 —160°.

CyH1,05NCl (231,7) Ber. C51,84 H 6,09 N 6,05.
Gef. C52,09 H6,12 N 5,98.

Aus den Mutterlaugen wurde ein kristallines, nin-
hydrinpositives Nebenprodukt erhalten, das als pr-a-
Amino-f-benzyloxypropionsidurebenzylester-hydrochlorid
identifiziert wurde. R;=0,90 in SBA. Schmp. 140 bis
142°.

C,;H;403N - HCI (321,8)
Ber. C63,45 H 6,26 N 4,35.
Gef. C63,69 H6,14 N4,15.

2. Argininpeptide nach der
Azidmethode

a) Darstellung der Z-Peptidester

Z-Glycinazid und Z-Alaninazid wurden nach Branp
und Ervancer2°, Z-Serinazid nach Fruron3? dargestellt.

Zur Synthese der Z-Peptidester wurde die Losung
von 0,01 Mol des Z-Aminosiureazids in Ather oder (bei
Z-Serinazid) in Essigester mit einer Mischung aus
dquimolekularen Mengen Nitroargininithyl- bzw. -ben-
zylester-hydrochlorid und Tridthylamin in Athanol ver-
setzt. Nach 24 Stdn. (1m Eisschrank) und weiteren 2 bis
5 Tagen (bei etwa 15°) wurden Ather und Athanol i. V.
abgezooen der Sirup wurde in Essigester aufgenom-
men, mit n-HCI, 5-proz. NaHCO;-Losung und Wasser
ausgeschiittelt. Der Athylester des Z-Glycyl-(Ia) und
der Benzylester des Z-Serylpeptids (Va) kristallisier-
ten aus der Essigesterlosung aus und wurden aus Atha-
nol-Petrolither umkristallisiert. Die Athylester des Z-
Alanyl-(ITa) und des Z-Serylpeptids (IVa) kristalli-
sierten nicht und wurden durch mehrfaches Umfillen
aus Athanol/Petroldther gereinigt.

Die Z-Peptidderivate sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

b) Darstellung der Z-Peptide

Die Verseifung der Z-Peptidithylester erfolgte in
methanolischer Losung mit n-NaOH bei Zimmertempe-
ratur. Der Verlauf der Reaktion ldBt sich im Papier-
chromatogramm mit SBN als Losungsmittelgemisch
leicht verfolgen, da sich bei Verwendung dieses Gemi-
sches die R;-Werte der Ester und der freien Siuren
sehr stark unterscheiden. Nach 30 Min. wurde die Re-
aktionslosung mit n-HCl auf pp4 angesiuert. Dabei
fiel Carbobenzoxy-alanyl-nitroarginin (III) in &liger
Form aus. Nach leichtem Einengen i. V. kristallisierte
der Niederschlag im Eisschrank im Verlauf einiger
Tage. Er wurde aus Athanol-Petrolither umkristalli-
siert. Dagegen ergab die Papierchromatographie, daf
die Behandlung von Z-Seryl-nitroargininithylester
(IVa) mit Natronlauge statt zur Esterhydrolyse vor
allem zur Peptidspaltung fiihrte. Aus der angesiuerten
Reaktionslosung kristallisierte Z-Serin aus.

Z-Alanyl-nitroarginin (III) ist in Tab. 1 aufgefiihrt.

30 J.S. Fruron, J. biol. Chemistry 146, 465 [1942].

¢) Darstellung der Peptide

Die Hydrierung der Z-Peptidbenzylester und Z-Pep-
tide zu den Acetaten der Peptide erfolgte in 10% Eis-
essig enthaltendem Methanol am Palladiumkatalysa-
tor3! unter Verwendung eines Vibromischers im Ver-
lauf von 8 —10 Stunden. Nach Abfiltrieren des Kata-
lysators und Eindampfen i. V. wurde der Riickstand
mit etwas Athanol versetzt und erneut eingedampft.
Das Eindampfen wurde mehrfach wiederholt. Der in
etwas Methanol gel6ste Riickstand konnte im Falle des
Serylarginin-acetats (XI) durch Zugabe von Athanol
und etwas Ather zur Kristallisation gebracht werden.
Dagegen wurde Alanyl-arginin-acetat (X) nur amorph
erhalten und durch Zugabe eines Uberschusses Flavian-
sdure aus wialBriger Losung als kristallisiertes Diflavia-
nat gefallt.

Die Peptide sind in Tab. 2 aufgefiihrt.

3. Argininpeptide nach der
Carbodiimidmethode

DCC-Methode A: Zur Lésung von 0,01 Mol Z-Ami-
nosdure in Tetrahydrofuran wurde eine Methylenchlo-
ridlosung (beide Losungsmittel gereinigt und getrock-
net) von 0,012 Mol Nitroarginindthylester-hydrochlorid
und 0,012 Mol Tridthylamin zugefiigt. Nach Zugabe
von 0,012 Mol DCC und 5-stdg. Stehen bei Zimmer-
temperatur wurde zur Zerstorung von tiiberschiissigem
DCC mit Essigsdure geschiittelt, filtriert, nach Abtren-
nung der wilirigen Phase i. V. eingedampft und in
Essigester aufgenommen. Die filtrierte Essigesterlosung
wurde mit n-HCI, Bicarbonat und Wasser ausgeschiit-
telt. Im Eisschrank oder bei leichtem Einengen i. V.
kristallisierten die Acyldicyclohexylharnstoffe und im
Falle von Z-Glycyl-nitro-arginindthylester und Z-Seryl-
nitroargininbenzylester auch die Z-Peptidester aus. Die
Acyldicyclohexylharnstoffe sind so bestindig, dal} sie
nicht etwa beim Ausschiitteln mit Bicarbonat- oder
Sodalésung hydrolysiert und so abgetrennt werden
konnen.

DCC-Methode B: Zur Losung von 0,01 Mol der Z-
Aminosdure in Tetrahydrofuran wurde eine Losung von
0,01 Mol Nitroargininéthylester-hydrochlorid und 0,01
Mol Tridthylamin in Methylenchlorid sowie 0,012 Mol
DCC zugefiigt. Im Verlauf von 5 Tagen wurde tédglich
eine frisch angesetzte Methylenchloridlésung von 0,001
Mol Esterhydrochlorid und 0,001 Mol Tridthylamin zu-
gegeben. Am 6. Tag wurde mit Essigsiure geschiittelt
und wie bei Methode A aufgearbeitet.

DCC-Methode C: Zur Losung von 0,01 Mol der Z-
Aminosdure in Tetrahydrofuran wurde eine Losung von
0,015 Mol Nitroargininbenzylester-hydrochlorid und
0,015 Mol Tridthylamin in Methylenchlorid sowie
0,012 Mol DCC zugefiigt. Nach 5-tdgigem Stehen bei
Zimmertemperatur wurde wie bei Methode A aufgear-
beitet.

DCC-Methode D: Wie Methode A, jedoch unter Ver-
wendung von dest. Acetonitril als Losungsmittel fiir

31 H. Wieranp, Ber. dtsch. chem. Ges. 45, 489 [1912].
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Verbindung ® Methode o Schmp. © [a] lz’-, Formel
| (*] o i N
——— e — = - - e o
| & —6,9° ber. 49,31 5,98 19,17
1 Z-Gly-L-nit OAt Azid | 54 112—114° . C,5Hg0;N, ! ! v
G e ‘ = ‘ ¢ 1,68 Methanol 150827 gef. 149,46 5,76 19,19
U | S y . . —
b 7-Gly-L-nitroargOAt DCC—A 58,6 | identisch mit I a
| [ _ R e ~ _ N S S -
@ ‘ Z-Gly-L-nitroargOAt DCC—B i | identisch mit T'a
i ‘7 e o ‘- —
i . - SR —
d | Z-Gly-v-nitroargOAt DCC—D 67,5 identisch mit T'a
ITa | Z-pr-Ala-L-nitroargOAt Azid sirupéses Produkt, durch Verseifung in III iibergefiihrt
b | Z-pr-Ala-L-nitroargOAt ‘ DCC—A uneinheitliches, sirupéses Produkt
[
— - IR T o - T - u |
. Verseifung 43,60 } ber. | 4811 | 570 | 19,80
11T Z-pL- -L-ni e 591 53—155° & s Hs,O;N, |
SRR . von Il a log==15 ¢ 1,93 Athanol Cirll0:Ns gef. 48,07 5,69 19,70
| |
i o 7 - - L e |
) | —6,6° | Dber. 48,71 6,03 17,94
v | Z-pL-Ser-L-ni i i h = C,pHggOsN
a  Z-pi-Ser-L-nitroargOAt | Azid 62 amorp! 9,54 Athanol 19Ha505Ng gef. ’ 19,03 ‘ 6.20 17.86
- sl | o | I IR S . S S
b Z-pr-Ser-L-nitroargO At DCC—A uneinheitliches, sirupéses Produkt
o ( | ‘ 7,9° ‘ b I - | 1585
Z-p1-Ser-L-ni i ! 113—115° | — HaO.N, er. 33 ) )
Va Z-vr-Ser-L-nitroargOBz Azid 55 | 115 | ¢0,82 Athanol i CyHgoO5N; l adf 5441 | 5.65 16.07
| |
b Z-pr-Ser-L-nitroargOBz | DCC—C 61 ; identisch mit V a
S (S S .,;__h____.u,,, e . S — S s —
VI ; Z i GlyOB: | DCC—A | 542 152—154° —13,99 ; identisch mit nach S 5d tellt
A " - I | 2 i identisch mit nach Smrtn® dargeste
L-nitroarg-GlyOBz | ‘ | 15 | ¢1,0 Methanol rgestelltem
| ) e e S -
| | i i
| ‘ —16,8° ber 56,02 5,88 16,33
-L-ni -DL- — | 49—151° o H N, ) ’ : )
Vil Z-vi-nitroarg-nL-AlaOBz DCC—A | 53,3 14 1.1 Athanol CyHgoO;Ng e 56,04 6.03 16.43
| | |
I ! | a2 . il St Tk
| ‘ —52° b 871 603 | 1794
VIII Z-t-nitroarg-pL-SerOAt DCC—A 35 175—177° ¢ 1,0 90%ig- CyoH,505Ng sl = Gl ‘ .
H gef. 48,54 = 6,02 18,01
| Athanol | | | |
| | = | I R S
| ’ w ‘ ‘ a ;
| ‘ ‘ | e | | ber. | 5433 | 570 ‘ 15,85
1X | Z-L-nitroarg-pL-SerOBz DCC—A | 58 176—178° | ¢ 1,0 90%oig- Cy HggOgNg ‘ ' | ’ 3
; | ; gef. 54,78 5,64 16,04
| ‘ Athanol
|

Acyl-dicyclohexylharnstoff

- Ausb. Sd
| Schmp.
NS chmy
|

16,2 143,5—145,5°
| 3,6 143,5—145,5°
1
I
i 3,1 143,5-145,5°
‘ |
|
| |
‘ 25 132—134°
| ~
|
| —
|
| S —
‘ .
; 23 ‘ 166—167°
— fE=——

|
17,3 | 166—167°

kein krist. Nebenprodukt

kein krist. Nebenprodukt

kein krist. Nebenprodukt

|
| kein krist. Nebenprodukt
|

a) Abkiirzungen nach E. Branp, Ann. Rev. Biochem. 1947, 224; b) Mittelwerte von 2—4 Ansitzen; bei I'd nur 1 Ansatz; c)

Tab. 1. Peptidderivate.

die Schmp. sind korrigiert; d) alle Verbindungen wurden vor der Analyse

18 Stdn. i. V. bei 80° iiber P,O; getrocknet; e) von r-Ala ausgehend haben Hormanx et al.* Z-1-Ala--Nitroarg und r-Ala-r-Arg-acetat dargestellt; f) bezogen auf Z-Ala-hydrazid.
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a, b, ¢, e, vgl. entsprechende Anmerkungen zu Tab. 1. d) Die Diflavianate wurden 18 Stdn. i. V. bei Zimmertemperatur iiber P;05 getrocknet. Die anderen Verbindungen wurden 18 Stdn. i. V. bei 80~

iiber PyO; getrocknet.

die Z-Aminosiure und den Nitroargininester. Wegen
der Mischbarkeit des Acetonitrils mit Wasser wurde
nach dem Schiitteln der Reaktionslosung mit Essigsdure
und dem Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffs das
Filtrat mit dem doppelten Volumen Essigester ausge-
schiittelt, die wialrige Phase verworfen und die Essig-
esterphase wie bei Methode A weiterbehandelt.

N-(Carbobenzoxyglycyl)-N,N'-dicylohexylharnstoff
kristallisierte bei der Darstellung von Z-Gly-nitro-
argOAt nach DCC-Methode A, B und D neben dem ge-
wiinschten Produkt aus der Essigesterlosung aus und
wurde von diesem durch frakt. Krist. getrennt. Me-
thode A lieferte 16,2% Z-Gly-dicylohexylharnstoff ne-
ben 58,6% Z-Peptidester. Methode B nur 3,6% neben
71% Z-Peptidester, Methode D 3,1% neben 67,5% Z-
Peptidester. Schmp. 143,5—145,5° nach Umkristalli-
sation aus Essigester.

CasHy04N, (415,5) Ber. C 66,48 H 8,01 N 10,12.

Gef. C66,97 H 8,20 N 10,48.

N-(Carbobenzoxy-ovr-alanyl)-N,N’-dicylohexylharn-
stoff kristallisierte beim Versuch der Darstellung von
Z-Ala-nitroargOAt nach Methode A als einziges Pro-
dukt aus der Essigesterlosung aus. Ausb. 25% d. Th.
Schmp. 132 —134° nach Umkristallisation aus Athanol-
Ather.

Co4Hy;0,N, (429,5)  Ber. C67,11 H821 N9,78.

Gef. C67,36 H 7,99 N9,94.

N-(Carbobenzoxy-or-seryl)-N,N’'-dicyclohexylharn-
stoff kristallisierte beim Versuch der Darstellung von
Z-Ser-nitroargOAt nach Methode A als einziges Pro-
dukt aus der Essigesterlosung aus. Ausb. 23% d. Theo-
rie. Dieselbe Verbindung kristallisierte bei der Dar-
stellung von Z-Ser-NitroargOBz nach Methode C neben
dem gewiinschten Z-Peptidester aus der Essigester-
l6sung aus und wurde von diesem durch frakt. Kristal-
lisation getrennt. In diesem Fall wurden 17,3% Z-Ser-
dicyclohexylharnstoff neben 61% Z-Peptidester erhalten.
Schmp. 166 —167° nach Umkristallisieren aus Athanol-
Wasser.

Co4H3505N; (445,5) Ber. C64,70 H 7,92 N9,43.

Gef. C64,75 H 7,68 N9,71.

4. Arginylpeptide nach der
Carbodiimidmethode

Die Synthese der Arginylpeptide erfolgte analog der
der Argininpeptide nach Methode A. Eine Lésung
von 0,01 Mol Carbobenzoxynitro-L-arginin® in Tetra-
hydrofuran wurde mit einer Losung von 0,012 Mol
Aminosdureester-benzolsulfonat oder -hydrochlorid und
0,012 Mol Tridthylamin in Methylenchlorid und mit
0,012 Mol DCC versetzt. Nach 5-stdg. Stehen bei
Zimmertemperatur wurde aufgearbeitet wie bei der
Synthese der Argininpeptide unter 3. beschrieben. Die
Z-Peptidester begannen meist schon beim Ausschiitteln
der Essigesterlosung auszukristallisieren. Z-Nitroarg-
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GlyOBz (VI) und -AlaOBz (VII) wurden aus Athanol,
Z-Nitroarg-serOAt (VIII) und -SerOBz (IX) aus was-
serhaltigem Aceton (Aceton : H,O=9 : 1) umkristal-
lisiert.

Die Z-Peptidester sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

Die Darstellung der Aminosdurebenzylester erfolgte
nach MiLLer und Wakrscu 23, Glycin- und Alaninbenzyl-
ester wurden als Benzolsulfonate (unter Zugabe einer
dquivalenten Menge Tridthylamin) in die Peptidsyn-
these eingesetzt. Das Serinbenzylester-benzolsulfonat
wurde wie unter 1c beschrieben in das Hydrochlorid
verwandelt.

Zur Hydrlerung der Z-Peptidbenzylester wurde ver-
fahren wie unter 2 ¢ beschrieben. r-Arginyl-pr-alanin-
acetat (XII) wurde aus Methanol-Athanol-Ather um-
kristallisiert. 1-Arginyl-pr-seryl-acetat (XIII) wurde
in amorpher Form erhalten und mit iiberschiissiger
Flaviansidure aus wilriger Losung als kristallines Di-
flavianat gefallt.

Die Peptide sind in Tab. 2 aufgefiihrt.

Wir danken der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft und dem Chemiefonds fir
die Unterstiitzung der Arbeit.

Konstitution und Wirkung biologisch aktiver Verbindungen
IV. Mitt.: Weitere halogenhaltige, phosphorfreie organische Insektizide

Von WEerNER PErkow

Aus dem Forschungslaboratorium der Norddeutschen Affinerie, Hamburg
(Z. Naturforschg. 12 b, 92—95 [1957] ; eingegangen am 21. August 1956)

Als ,,biologisch aktive Zentren®“ werden bei weiteren chlorierten Kohlenwasserstoffen und anderen
phosphorfreien Insektiziden wiederum Kohlenstoffatome mit charakteristisch verminderter Elektronen-
dichte fiir die Wechselwirkung mit Fermenten verantwortlich gemacht. Das gleiche Wirkungsprinzip

tritt auch in anderen Verbindungsklassen auf.

In vorangegangenen Mitteilungen versuchten wir,
bei der Betrachtung der insektizid wirkenden Ver-
bindungen Dichlordiphenyltrichlorathan (DDT)?!,
Diathyl-p-nitrophenyl-thiophosphat (E 605) 2 und
weiterer phosphorhaltiger Insektengifte 3
dal} jeweils eine charakteristische Ladungsverteilung
in den Molekiilen mit der biologischen Wirksamkeit
in Zusammenhang steht. Wir sind der Ansicht, daf}
stets nur ein begrenzter Molekiilteil oder oft auch nur
ein einziges, besonders beschaffenes Atom als Wir-
kungstriger anzusehen ist. Die an einem solchen ,,bio-
logisch aktiven Zentrum® vorhandene Elektronenan-
ordnung tritt bei allen Gliedern einer biologisch wirk-
samen Gruppe mit gleichem Grundgeriist auf. Bei-
spielsweise bewirken bei den der DDT-Familie zu-
gehorigen Verbindungen die Substituenten des mit-
telstandigen, tertidren Kohlenstoffatoms an diesem
stets eine stark verringerte Elektronendichte:

a- /’C‘\ o-a.

CCl

zu zeigen,

Eine Stiarkung oder Schwiachung dieses charakteristi-
schen Zustandes hat bei der DDT-Gruppe ebenso

1 W. Perkow, Z. Naturforschg. 11 b, 389 [1956].
2 W. Perkow, Z. Naturforschg. 11 b, 460 [1956].

wie bei anderen Substanzgruppen stets auch eine
entsprechende Anderung der insektiziden Wirkungs-
Intensitat zur Folge. Man darf daraus den Schluf}
ziehen, dal} bei Abwandlungen eines als biologisch
wirksam erkannten Molekiils die typischen Eigen-
arten seines ,,biologisch aktiven Zentrums® erhalten
bleiben miissen oder innerhalb gewisser Grenzen
moglichst noch intensiviert werden sollen.

Der Wirkungs-Mechanismus aller Insektizide
diirfte auf einer Wechselwirkung mit Fermenten be-
ruhen und kann als energetisches Wechselspiel zwi-
schen komplementdr beschaffenen Molekiilgefiigen
aufgefalt werden. Das ,aktive Zentrum® bildet die
Grundlage dieser Wechselwirkung. Die Beschaffen-
heit der iibrigen Molekiilteile liefert gewissermalien
die Feinstruktur des Schliissels in dem bekannten,
bildhaften Vergleich des Wirkungsprinzips der Fer-
mentreaktionen mit dem Formverhéltnis von Schliis-
sel zu Schlof}. Das Gefiige der Reaktionspartner muf}
sich sowohl in rdumlicher wie auch energetischer
Form an den Wirkungspunkten entsprechen. Eine
Anderung der Feinstruktur durch geringfiigige Va-
riation einzelner Molekiilteile bei erhaltener typi-
scher Ladungsverteilung kann z. B. eine Verschie-

3 W. Perxow, Z. Naturforschg. 12b, 33 [1957].



