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KURZE MITTEILUNGEN
Bis am 20. des Monats bei der Redaktion eingehende Kurze Mitteilungen werden in der Regel am 15. des folgenden Monats veröffentlicht 

Es werden auch Manuskripte aus dem Ausland angenommen

Peptidsynthese mit farbigen, am Ionenaustauscher fixierbaren Benzylestern*

* Eingegangen am 5. August 1968.

37. Mitteilung über Peptidsynthesen1

Summary
From p-dimethylamino-azobenzyl-phenylalaninate (H-Phe 

Me2AZbz, I), the orange red, basic Boc-dipeptideester II was 
obtained by coupling with Boc-alanine and dicyclohexylcarbo- 
di-imide. II and analogous peptide derivatives are strongly 
adsorbed on columns of sulfoethyl-(SE)-Sephadex and can be 
purified by rinsing of the dark red zones with methanol. After 
elution with 2% triethylamine in methanol the Boc-group was 
removed with trifluoroacetic acid, and after condensation with 
Boc-proline the peptide ester IV was treated in the same way. 
The azoester V of the tripeptide was split by catalytic hydro­
genation to give H-Pro-AIa-Phe-OH in 45% yield (related to 
starting ester I).

Die in der Peptidchemie sehr nützlichen Festphasen 
lassen sich nicht nur als kovalent bindende Aufhänger, 
sondern auch — in Form der Ionenaustauscher — als Trä-

ger einer salzartigen Bindung heranziehen1. Wie haben 
dieses Prinzip jetzt auch bei der Peptidsynthese durch 
schrittweise Verlängerung der Kette am Aminoende be­
nutzt. Der Ester I des L-Phenylalanins mit dem basi­
schen, farbigen p-Dimethylaminoazobenzylalkohol** 
wurde in homogener Lösung durch Dicyclohexyl-carbodi- 
imid (dcc) mit tert. Butyloxycarbonyl (Boc-)-L-Alanin 
gekuppelt. Der basische orangerote Dipeptidester II ließ 
sich als dunkelrote Zone auf eine Säule von Sulfoäthyl­
sephadex (H+-Form) aufziehen und hier durch ausgie­
biges Waschen mit Methanol von Dicyclohexylharnstoff 
(dch), dcc und überschüssigem Boc-Alanin reinigen. 
Die Elution erfolgte mit 2 prozentiger methanolischer

** Erhalten durch Kupplung von diazotiertem p-Aminobenzyl­
alkohol mit Dimethylanilin (siehe Versuche).

1 36.Mitteilung: Th. Wieland und Ch.Birr, Chimia 21 (1967) 581. 
Diese Publikation hat irrtümlich die Nr. 35 erhalten.
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Triäthylaminlösung unter Farbumschlag nach Orange 
und Entfärbung der Säule. Das orangerote Eluat ent­
hielt neben dem Ester II etwas Boc-freien Ester III, von 
dem eine Probe von II chromatographisch an Kieselgel 
gereinigt wurde. Für den Fortgang der Peptidsynthese 
war die partielle Boc-Abspaltung am sauren Austau­
scher ohne Belang, da im folgenden Schritt aus II ohne­
dies der Boc-Rest mit tfe abgespalten wurde. Der Di­
peptidester III wurde in fester Form als Di-trifluoracetat 
isoliert, im Pyridin durch DCC mit Boc-L-prolin gekup­
pelt und der Boc-Tripeptidester IV wieder an der festen 
Phase gereinigt. Boc-Abspaltung nach der Elution wie 
oben gab den Tripeptidester V (als Di-trifluoracetat), 
von dem schließlich der Azobenzylrest hydrogenolytisch 
über Pd entfernt wurde. Die Ausbeute an kristallinem 
analysenreinem Tripeptid VI betrug über 45%, bezogen 
auf den Ausgangsester I.

Me2AZbz =

orange bei pH > 3,8 darunter dunkelrot als Kation

H2C-C6HS
DCC

H2N—CH—CO2Me2 AZbz + Boc-AlaOH---------* Boc-Ala-Phe-Me2 AZbz

I II

II + tfe -> H-Ala-Phe-Me2 AZbz • 2 tfe (III)

III + Boc-ProOH -+ Boc-Pro-Ala-Phe-Me2 AZbz (IV)

IV + tfe -> H-Pro-Ala-Phe-Meä AZbz • 2 tfe (V)

V + H2/Pd -> H-Pro-Ala-Phe OH (VI)

Eine der MERRlFiELDschen2 entsprechende Peptid­
synthese an fester Phase ist nach diesem lonenprinzip 
nicht möglich. Zwar kann der Boc-Rest am Austauscher 
mit tfe prinzipiell abgespalten werden, doch wird bei 
der zur Kupplung mit der nächsten Aminosäure not­
wendigen Entprotonierung der Ammoniumgruppen 
durch Base der farbige Ester eluiert. Dies trifft auch für 
die vor kurzem in analoger Weise verwendeten, farb­
losen Picolylester3 zu. Hier dient die Festphase als ein 
Sieb, durch das alle unerwünschten Komponenten durch­
laufen und von dem nur der basische Peptidester zurück­
gehalten wird. — Der p-Trimethylammonium-azobenzyl- 

+

2 R.B.Merrifield, J.Amer.Chem.Soc.85 (1963) 2149, 86 (1964) 
304. A.Marglin und R.B.Merrifield, ebd. 88 (1966) 5051.

3 R.Camble, R.Garner und G.T.Young, Nature (London) 217
(1968) 248.

alkohol (CHs),N-CsH,-N=N-C6H.-CH2OH konnte 
als gelbes kristallines Jodid aus Me2AZbz-OH mit Methyl­
jodid im Druckrohr erhalten werden. Seine geringe Lös­
lichkeit in den zur Veresterung geeigneten Lösungsmit­
teln erschwerte die Einführung des quaternären farbigen 
Restes jedoch sosehr, daß von einer weiteren Bearbei­
tung vorerst abgesehen wurde.

Versuche

DC-Kontrolle mit Benzol-Methanol (9 :1) an Kieselgel HF251.
4 - N,N - Dimethylamino - 4' - hydroxymethyl - azobenzol 

(Me2AZbzOH). - 12,3 g p-Aminobenzylalkohol (0,8 Mol) wur­
den nach Lit. 4 mit 7,5 g NaNO2 in 150 ml Wasser gelöst und 
bei 0 bis 5° unter Rühren zu 200 ml 2-n Salzsäure getropft. 
Nach 15 Minuten wurde Nitrit mit Amidoschwefelsäure zer­
stört und die Diazoniumlösung unter Rühren bei 5 bis 10° zu 
12,1 g (0,1 Mol) frisch dest. Dimethylanilin in 100 ml 1-n Salz­
säure fließen gelassen. Man rührte noch 3 Stunden bei Raum­
temperatur und fällte mit festem NaHCO3 aus der dunkel­
roten Lösung die gelbe Base, die nach 3 Stunden abgesaugt 
und aus Alkohol umkristallisiert wurde. 20,2 g (80%) orange­
rote Kristalle vom Schmp. 185-186°. Ry = 0,31.

C15H17N3O (255,3) her. C 70,56 H 6,71 N 16,46 
gef. 70,99 6,82 16,52

4-Trimethylammonium-4'-hydroxymethylazobenzol-jodid. - 
12,8 g (0,05 Mol) des voranstehenden Azobenzylalkohols wur­
den zusammen mit 35,5 g (0,25 Mol) Methyljodid im Bomben­
rohr 3 Stunden auf 110° erhitzt. Die reichlich abgeschiedenen 
Kristalle ergaben nach dem Umkristallisieren aus viel Alkohol 
16 g (80%) des gelben Salzes, das keinen definierten Schmp. 
aufwies. Ry = 0.

C16H2oJN30 (397,3) her. C 48,37 H 4,96 N 10,58 
gef. 48,89 5,13 10,29

Boc-L-Phenylalanin-4-dimethylaminoazobenzylester. - 1,28 g 
(5 mMoI) Me2AZbzOH und 1,46 g (5,5 mMol) Boe-L-phenyl- 
alanin wurden in 32 ml absol. Pyridin bei 0° mit 1,14 g (5,5 
mMol) DCC in 4 ml Pyridin versetzt. Nach 60stündigem Auf­
bewahren bei 20° wurde 15 Minuten mit 4 ml 50prozentiger 
wäßriger Essigsäure gerührt, der dch abfiltriert, nach Ab­
dampfen im Vakuum in Benzol aufgenommen und an einer 
Säule von 150 g Kieselgel (Merck) mit Benzol chromatogra- 
phiert. Der Aminosäureester, der zuerst herauskam, hinterblieb 
nach Verdampfen mit 84% Ausbeute. Nach Umkristallisieren 
aus Methanol gelborange Kristalle vom Schmp. 127-128° (unt. 
Zersetzung). Ry = 0,79.

C29H34N4O4 (502,6) ber. C 69,31 H 6,82 N 11,15 
gef. 70,12 6,91 11,15

L-Phenylalanin-p-dimethylaminoazobenzylester (I) als Ditri­
fluoracetat. - 2,74 g (5,5 mMol) der voranstehenden Boc- 
Verbindung wurden bei 0° mit 25 ml tfe versetzt und unter 
gelegentlichem Umschütteln bei Raumtemperatur % Stunde 
aufbewahrt. Nach dem Abdampfen im Vakuum wurde der 
dunkelrote Rückstand mehrmals mit Äther durchgearbeitet 
und wieder im Vakuum getrocknet. Ein weiterer Teil der noch 
anhaftetenden tfe konnte durch Auf bewahren im Exsikkator 
über feuchtem NaOH entfernt werden. Schließlich kristallisier­
te bei Verreiben mit absol. Äther bei 0° das orangegelbe Di- 
trifluoracetat von I. Absaugen und Waschen mit Äther gab 
2,54 g (74%) schinierenfreie Kristalle vom einheitlichen 
Ry = 0,32.

Boc - L - Alanyl - L -phenylalanin -p - dimethylaminoazobenzyl- 
ester (II). - 2,54 g (4 mMol) des Di-trifluoracetats von I wur­
den in 10 ml absol. Pyridin bei 0° mit 2,03 g (10,8 mMol) 
Boc-L-Alanin in 3 ml Pyridin, 1,12 ml Triäthylamin und 2,22 g 
(10,8 mMol) DCC in 2 ml Pyridin versetzt. Nach 2stündigem 
Rühren bei Raumtemperatur wurde dch abfiltriert, im Va­
kuum eingedampft, in 10 ml Methanol gelöst und auf eine 
2 X 25-cm-Säule von in Methanol gequollenem SE-Sephadex 
C-25 der H+-Form aufgegossen. Dann wurde so lange Methanol 
durchgegeben, bis das Eluat frei von gelösten Substanzen war.

4 R. Schwyzer, P.Sieber und K.Zatskö, Helv. Chim. Acta 41 
(1958)491.
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Auf der Säule hatte sich im oberen Teil eine schwachrosa Zone 
des Triäthylammoniumsalzes, darunter eine dunkelrote des 
Peptidestersalzes gebildet. Diese wurde mit 2% Triäthylamin­
haltigem Methanol herausgelöst. Das orangegelbe Eluat ent­
hielt außer dem Ester II geringe Mengen Boc-freier Verbin­
dung III, von der eine Probe des Abdampfrückstands durch 
Chromatographie an Kieselgel wie bei I abgetrennt wurde. 
Nach Umkristallisieren aus Benzol-Petroläther, dann Methanol 
gelbe Kristalle vom Schmp. 134-136° (unt. Zersetzung). 
Rf = 0,42.

C„H,9N5Ob (573,7) ber. C 66,99 11 6,85 N 12,21 
gef. 65,93 7,08 11,88

L-Alanyl-L-phenylalanin-p-dimethylaminoazobenzylester (III) 
als Di-trifluoracetat. - Die Hauptmenge des Abdampfrück­
stands von der Elution der SE-Sephadex-Säule bei II wurde 
bei 0° mit 20 ml tfe versetzt und 1 Stunde unter gelegentli­
chem Umschütteln bei Raumtemperatur stehen gelassen. Auf­
arbeitung wie unter I ergab 2,69 (74% bezogen auf I) orange­
gelbes Pulver vom Ry = 0,20.

Boc-L-Prolyl-L-alanyl-L-phenylalanin -p - dimethylaminoazo- 
benzylester (IV). - Aus 2,1 g (3 mMol) III und 1,6 g (7,5 mMol) 
Boc-L-Prolin mit 1,54 ml (7,5 mMol) dcc in etwa 10 ml 
Pyridin + 0,83 ml Triäthylamin nach 3 Stunden wie bei II auf­
gearbeitet. Eine aus Methanol umkristallisierte Probe hatte 
Schmp. 155-159° (unt. Zersetzung) und Rf — 0,31.

C37H46N6O6 (701,7) ber. C 66,25 H 6,91 N 12,53 
gef. 66,31 6,91 12,48

L-Prolyl-L-alanyl-L-phenylalanin-p-dimethylaminoazobenzyl- 
ester (V) als Di-trifluoracetat. - Aus der Hauptmenge des Boc- 
Esters IV erhielt man mit 20 ml tfe wie bei III beschrieben 
1,74 g (73% bezogen auf III) des Tripeptidazoesters V vom 
Rf = 0,06.

L-Prolyl-L-alanyl-L-phenylalanin (VI). - 1,74 g des voran­
stehenden Azoesters V wurden in 50 ml Methanol nach Zusatz 
von etwa 3 g methanolfeuchtem Pd-Mohr im Vibrator unter H2- 
Durchleiten hydriert. Nach 1 Stunde war die orange Farbe 
verschwunden, und es hatte sich das farblose Peptid abgeschie­
den. Es konnte vom Edelmetall durch Abgießen isoliert und 
abgesaugt werden. Die vom Katalysator filtrierte Methanol- 
Lösung gab nach Abdampfen einen Rückstand, der beim Ver­
reiben mit Aceton-Wasser ebenfalls kristallisierte. Man erhielt 
0,6 g, d.h. 83% bezogen auf die Vorstufe V oder 45,5% bezogen 
auf den Ausgangsester I. Nach Umkristallisieren aus Wasser 
mit Aceton: Zersetzungspunkt 262°. Im Salzsäurehydrolysat 
(6-n HCl, 110°, 12 Stunden) waren Prolin: Alanin: Phenyl­
alanin wie 1,0 : 0,93 : 0,99 (Analyse Dr. D.Georgopoulos).

Herr W. Racky dankt der Stiftung Volkswagenwerk für ein 
Stipendium.

Th.Wieland und W.Racky*
Institut für Organische Chemie 

der Universität Frankfurt am Main (brd)

* Teil der Dissertation von W. Racky, Universität Frankfurt am 
Main, 1968 (D 30).




