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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Polymere mit Peptidbindungen (Nylon-2 und Derivate) werden in
der Regel nach zwei verschiedenen Verfahreanstypen aufgebaut. Nach
dem ersten Verfahren werden die Peptide schrittweise synthetisiert,
indem die eine der beiden reaktiven Gruppen (Carboxyl- oder Amino-
gruppe) durch Schutzgruppen blockiert wird und die jeweils freie an—
dere reaktive Gruppe mit der entsprechenden Gruppe eines anderen
ol-Aminocarbonsiuremolekiils umgesetzt wird. Dieses Verfehren kann
auch Di-~, Tri~ oder Oligopeptide als Bauelemente verwenden. Es lie~
fert in gut ilibersehbarer Reaktion Peptide genau bekannter Sequenz.
Das mit wachsender Kettenlinge immer kostbarer werdende Material
dient also fiir jeden Arbeitsgang als Ausgangssubstanz fiir einen wei-
teren Kupplungsprozess, der keineswegs quantitativ verldauft. Der da-
durch verursachte Materialverlust wird immer schwerer tragbar und
der Zeitaufwand ist gross.

Im Gegensatz zu diesem Kondensationsverfahren arbeitet der zwei-
te Verfahrenstyp mit dem Mittel der Polymerisation. Am bekanntesten
ist die Polymerisation der Leuchsanhydride. Nach dieser Methode wer-
den entweder Unipolymere oder statistische Copolymere synthetisiert.
Anders als beim ersten Verfahren werden hier relativ hohe Molekular-
gewichte erhalten, Eine technische Verwendung solcher Polypeptide
erscheint mdglich, hauptsdchlich fiir synthetigsche Fasern.

Die Polymerisation der leuchsanhydride stellt zwar eine ele-
gante Methode dar, ihre technische Anwendung setzt aber eine rela-
tiv umstindliche Monomersynthese, peinlich genaue Einhaltung der
Reaktionsbedingungen und ausserordentliche Reinheit der Anhydride
voraus. Aussichtgreicher erscheint daher die Verwendung einfacherer
Monomerer. Als solche Ausgangsmonomere bieten sich die Ester der
& -Aminocarhonsiuren an, deren Polykondensation zu Unipolymeren oder

statistischen Copolymeren prinzipiell mdglich sein sollte.
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Die thermische Kondensation solcher d~Aminocarbonsiureester
zu 0ligo— und Polypeptiden ist schon lange versucht worden. Glyein-
methyl— und -ithylester lassen sich in Masse zu Oligopeptiden kon-
densieren (1-4). Kennzeichnend sind hohe Reaktionstemperaturen und
-zeiten bei kleiner Peptidausbeute und gleichzeitig grosser Bil-
dungstendenz des 2,5-Dioxopiperazins. Beim Stehenlassen von Glycin-
dthylester bei 20o C entsteht so nach vier Tagen zu 100 % 2,5-Dioxo-
piperazin, bei — 20° C immer noch 35 % 2,5-Dioxopiperazin (15) . Der
Glycin-t-butylester ist nach den gleichen Antoren bestindiger, doch
entstehen bei 200 C nach einem Jahr immer noch 25 % 2,5-Dioxopipe~-
razin,

Auch der Tetraglycinester kann entgegen délteren Angaben (4) zu
hohermolekularen Produlkten umgesetzt werden, allerdings erst nach
200 Stunden (5,6). Bei der Polykondensation der Glycinmethylester
unter Drucken von 4500 Atmosphiren werden zwar hohere Molekularge~
wichte um 4000 erhalten, die Ausbeuten an Polyglycin betragen aber
nur ca. 11 % bei 50° C und ca. 19 % bei 130° C.

Eine weitere Reihe von Arbeiten beschiftigt sich mit dem Pro-
blem, ob durch geeignete Zusatzstoffe reaktivere Zwischenverbindun-
gen gebildet werden konnen. Beim Zusatz von Kohlendioxid zu Glycin-
dthylester und 0ligoglycindthylester bilden sich Carbamate, die dann
in niedermolekulare Polypeptide iibergehen (8-10). Beim Behandeln von
Di~leucinestern mit Natriumsand im Molverhdltnis 131 bilden sich
ebenfalls Polypeptide (11). Aus Glycindthylester entsteht mit Di-
methyldichlorsilan, Methyltrichlorsilan und Siliciumtetrachlorid
neben Dimethyldidthoxisilan, Monomethyltridthoxisilan und Ortho-
kieselsiuredthylester auch Polyglycin (12). Bei allen diesen Experi-
menten wurden etwa gleichmolare Mengen an ®-Aminocarbonsiuren und
Zusatzstoffen verwendet.

Katalysierte Peptidsynthesen wurden unseres Wissens nur von

)

*
Brockmann und Musso (13) versucht ’. Nach diesen Autoren konnen die

#) Nach Abschluss des Manuskriptes dieser Arbeit erschien eine Ver-
(Fortsetzung S. 12)
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Methylester des Glycins und DL-Alanins und anderer & -Aminocarbon-
sduren und von deren Oligopeptiden in Gegenwart von Natriumdthylat,
Natriumemid und anderen Protonenfiingern zu Polypeptiden umgesetzt
werden. Es schien daher interessant zu untersuchen, ob auch andere
Verbindungsklassen die Kondensation von d-Aminocarbonsiureestern

zu beschleunigen vermigen. Die katalysierte Peptidbildung sollte
zudem bei tieferen Temperaturen ablaufen konnen und folglich Racemi-
sierungen zuriickzudringen vermidgen. Ausserdem sollte die als Parallel-
oder Folgereaktion auftretende Bildung von 2,5-Dioxopiperazin hinten-
an gehalten werden. Untersuchungen iiber katalysierte Peptidsynthesen
sollten daher nicht nur eine Moglichkeit zum rascheren Aufbau von
oligomeren und hochmolekularen Polypeptiden bieten, sie kidnnen auch
als Modellreaktionen zum Einsatz von Katalysatoren bei der Synthese
von Peptiden definierter Sequenz dienen.

Es wurde daher gepriift, welche Verbindungsklassen die Konden~
sation von o -Aminocarbonsiureestern zu katalysieren vermdgen. An-
lass dazu gab folgende Beobachtung (43):

Fiigt man zu ca. 10 g (0,1 Mol) Glycindthylester etwa 260 mg
(0,001 Mol) Zinntetrachlorid, so tritt augenblicklich eine heftige
Reaktion ein, Die Temperatur steigt um etwa 10 - 20° und die Reak-
tionsmischung verfestigt sich zusehends. Das feste Produkt ist biu~
retpositiv, weist nur etwa 10 % 2,5-Dioxopiperazin auf und 16st sich
nur noch schwer in Dichloressigsidure, m—-Kresol und 90 %iger Ameisen-—
siiure. Papierchromatographisch lassen sich einige wandernde, ninhy-
drinpogitive Flecken, sovie ein starker, ebenfalls pinhydrinpositi-
ver Flecken auf der Startlinie nachweisen. Bei der Reaktion miissen
also Oligo- bis Polypeptide entstanden sein.

Es wurde daher die katalysierte Kondensation von & -Aminocarbon-

siureestern untersucht. Die iiberwviegende Zahl der Experimente wurde

offentlichung von M.E, Carter und 0.K. Carlson (48), in der die mit
Aluminiumisopropylat und/oder Aluminiummonochloriddiisopropylat ka-
talysierte Kondensation von Glycindthylester untersucht wird.
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debei am Glycinéthylester ausgefiihrt. In weiteren Versuchen wurde
die Bildungstendenz des Polyglycins und der Nebenprodukte als Funk-
tion der Reaktionsbedingungen studiert. Zusdtzliche Untersuchungen

beschiftigen sich mit dem Mechanisms der Katalysatorwirkung.



- 14 -

2 ORIENTIERENDE UNTERSUCHUNGEN

2.1 Modellsubstanzen

Als Modellsubstanz der Vorversuche wurde Glycindthylester ge-
wihlt., Glycin, weil es die einfachste ol~Aminocarbonsiure darstellt,
und der Aethylester, weil dieser gegen Autokondensation bestdndiger
als der Methylester (14) ist. Noch besténdiger sind die Ester hihe-
rer Alkohole wie Butyl- oder Amylalkohol (14). Da aber auch noch die
Bildung des 2,5-Dioxopiperazins bei der Polykondensation untersucht
werden sollte und dieses sich aus Glycindthylester viel rascher und
mit grosserer Ausbeute bildet als z.B. aus Glycin-t-butylester (15),
eignet sich Glycindthylester vorziiglich als Modellsubstanz.

Die verwendeten Modellsubstanzen Glycin, Triglycin, Tetraglycin
und Glycindthylester-Hydrochlorid wurden von der Firma Fluka, Buchs $G,
bezogen. Sdmtliche iibrigen Ausgangsverbindungen wurden nach Literatur-
vorschriften synthetisiert, ausgenommen der bislang unbekannte und in
dieser Arbeit erstmals hergestellte Glycinlaurylester.

Diglycin-Hydrochlorid-Monohydrat und Diglycindthylester-Hydro-
chlorid wurden durch Hydrolyse von 2,5-Dioxopiperazin in Wasser bzw.
durch Aethanolyse in Alkohol gewonnen (49,50). Das 2,5-Dioxopiperazin
selbst wurde durch Dimerisierung von Glycindthylester-Hydrochlorid her-
gestellt (51). Das freie Diglycin wurde durch Behandeln des Diglycin-
Hydrochlorids mit einem Anionenaustauscher Amberlite IR - 45 erhalten.
Die Methyl- und Aethylester-Hydrochloride der Glycinpeptide wurden
nach bekannten Veresterungsmethoden (52) im entsprechenden absoluten
Alkohol durch Behandeln mit Chlorwasserstoff dargestellt. Aehmnlich
wurden die Propyl-, Isopropyl- und Butylester-Hydrochloride erhal-
ten (53).

Zur Darstellung des Hydrochlorids des Laurylesters war diese
Methode jedoch wegen des hohen Schmelzpunktes des Laurylalkohols
nicht geeignet.- Es wurde daher in Benzol als Losungsmittel gearbei-

tet, in dem Laurylalkohol 16slich ist. Die Reaktionspartner Glycin
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bzw, Diglycin sind jedoch beide ausserordentlich schlecht benzollss—
lich. Um diese Reaktionsteilnehmer wenigstens teilweise in Liésung

zu bringen, wurde mit Wasser gesittigtes Benzol verwendet. Glycin
bzw, Diglycin wurden in dieser Benzol-Wasser-Laurylalkohol-Mischung
suspendiert, wobei sie sich teilweise liosten., Darauf wurde auf Sie-
dehitze erwirmt und vier Stunden Chlorwasserstoff eingeleitet. Nach
dieser Reaktionszeit konnten die Hydrochloride isoliert werden., Die
freien Ester wurden durch Behandeln der Hydrochloride mit Alkali ge-

wonnen (53-60) (vgl. auch Abschnitt 4.1).

2.2 Papierchromatographische Untersuchung definierter Oligomerer

Zur orientierenden Untersuchung der verschiedenen Wirksamkeit
von Katalysatoren fiir die Polykondensation von o-Aminocarbonsiure-
estern erscheinen papierchromatographische Untersuchungen besonders
geeignet. Bei derartigen Polykondensationen ist zu erwarten, dass
mit zunehmender Reaktionszeit Verbindungen mit immer mehr Grundbau-
steinen pro Molekiil entstehen. Die Anzahl der nach einer bestimm-
ten Reaktionszeit in einem Papierchromatogramm nachweisbaren Flecken
ist daher ein Mass fiir die Katalysatorwirksamkeit. Durch die Bf—Werte
lassen sich ferner einige Verbindungen identifizieren.

Bei der Polykondensation von beispielsweise Glycindthylester
konnen einerseits die hohermolekularen Oligomeren wie Glycylglycin-
dthylester, Diglycylglycinithylester usw. entstehen, andererseits
bei bestimmten Katalysatorklassen auch durch Umesterung die Verbin-
dungen der Reihe Glycin, Glycylglycin, Diglycylglycin usw., sowie
die entsprechenden Hydrochloride. Zur Abkiirzung werden die Stammkor—
per nachstehend mit Glycin, Diglycin, Triglycin usw. bezeichnet.

Von diesen vier homologen Reihen wurde daher die papierchroma~

tographische Wanderung in drei verschiedenen Laufmitteln
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I  n-Butanol : Eisessig 3 Wasser = 4 s 1 5 5 (v/v)(16)
11 n-Butanol 3 Pyridin s Wasser = 65 3 35 1 65 (v/v)(17)

III  Phenol s Wasser = 75 s 25 (v/v)(22)
auf Whatmann Nr. 1 bei Zimmertemperatur ermittelt. Die Rf-Werte wur-
den teilweise auf L-Leucin standardisiert, das auf jedem Bogen links
und rechts mitlief. Fiir L-Leucin wurden als Mittelwerte fiir je 15
Messungen fiir die einzelnen Laufmittel die Rf-Werte 0,49 (1), 0,49 (11)
und 0,80 (III) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammen-
gestellt, Mitaufgenommen wurden die vereinzelten Literaturwerte. Da-
bei wurde der Rest -NH—CH2—CO~ mit Gly bezeichnetj Glycin also mit
H-(Gly) -0H, Glycinithylester mit H-(Gly) ~0C,H_, Glycinithylester-
Hydrochlorid mit H-(Gly) —OC2H5'HC1, Diglycylglycin mit H-(Gly) 4~0H
usw,

Nach Tabelle 1 stimmen die Rf-Werte der Homologen der Reihe
H-(Gly)n—OH fir die Laufmittel I und III recht gut mit den Litera-
turwerten iiberein, Fiir die Reihe H-—(Gly)n002H5 im Laufmittel II
werden dagegen sehr viel niedrigere Werte gefunden, als in der Li-
teratur fir dieses Laufmittel berichtet wurde. Der Grund ist unklar.

Die meisten der in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen
wurden an Kondensationsprodukten durchgefiihrt, welche mit Zinntetra-
chlorid als Katalysator hergestellt worden waren. Bei den entstehen-
den Reaktionsprodukten wurden in keinem Falle freie Carboxylgruppen
gefunden (vgl. weiter unten)., Von besonderem Interesse ist daher die
Trennbarkeit inmerhalb der Reihen 1{—((}1y)n--ocgu5 und H-(Gly) a=0CH, *HCL.

Die Tabelle 1 zeigt nun, dass das Laufmittel II fiir die Trennung
beider Reihen viel zu wenig empfindlich ist. Fiir die Auftrennung in-
nerhalb jeder einzelnen Reihe ist zweifellos das Laufmittel III das
geeignetste, Leider fdallt jedoch der Wert fiir H—(Gly)3—002}l5 mit
0,75 sehr nahe zum Wert des Hydrochlorids des entsprechenden Dimeren
H-(Gly) 5~0C,H, *HC1 (0,77).

Alle weiteren papierchromatographischen Untersuchungen wurden

daher mit dem Laufmittel I auasgefiihrt, das eine klare Trennung der
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Tabelle 1
Rr—Werte von Glycinderivaten
RT'IOO in Laufmittel Nr.
1 11 111
Substanz

diese Lit. diese Lit. diese Lit.

Arbeit  (16) | Arbeit  (17) | Arbeit  (22)
H-(Gly)-oH 17 17,9 14 42 41
H-(Gly)2-0H 18 17,8 12 46 41
H-(Gly)a—OH 16 15,2 14 52 55
H-(Gly)4-0H 11,8
H-(Gly)5-0H 8,5
H-(Gly) -OH*HC1 41 31 21
H-(Gly)z-OH'HCI 43 36 34
H—(Gly)a-OH-HCI 45 36 39
H~-(Gly) ,~0H-HC1
H-(Gly)—oc2n5 25 10 38
H-(Gly)2-002ﬂ5 21 9 49 48
H-(Gly)3—002H5 18 15 40 75
H-(Gly-)4-ocaﬂ5 9 11 34 63
H-(Gly)-oczﬂs-HCl 39 32 71
H—(Gly)2-002ﬂ5~HCl 31 31 11
H-(Gly)a-oczn5-ﬂc1 32 34 89
H—(Gly)4—00235-HCl 35 30 88
H—(Gly)—OCHa'HCI 20 36 56
H—(Gly)—002H5°HCI 40 35 72
H-(Gly)-ocaﬂ1'HCI(n) - 15 83
H-(Gly)-oc439~HCI(n) 53 19 80
H-(Gly)-003H7°HCI(i) 47 18 40
H—(Gly)-0012ﬂ25°HC1 13 - -
H—(Gly)a-oclzﬂzs-HCI 61 - -
H-(Gly)-0012H25 43
H—(Gly)2 0C; 8oy 35 - -
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beiden homologen Reihen erlaubt. Dieser Vorteil musste jedoch mit
dem Nachteil erkauft werden, dass sich die Homologen der Reihe

H-(Gly) ~0C_H_*HCl mit diesem Laufmittel nicht mehr gut trennen las-
n 2

5

sen,

2,3 Zeitlicher Ablauf der Kondensation

Besonders einfache Verhdltnisse wurden bei der Kondensation
von Glycinlaurylester erhalten. 11,8 g (48 mMol) Ester wurden auf
80o C erhitzt und mit 65 mg (0,5 mMol) Zinntetrachlorid versetzt.
Die Katalysatorkonzentration entsprach 1 Mol%. Die sofort einsetzen-
de, heftige Reaktion wurde durch papierchromatographische Untersu-
chungen (Laufmittel I) an zu verschiedenen Zeiten entnommenen Proben

verfolgt. Die Tabelle 2 gibt die erhaltenen Rf—Wbrte wieder.

Tabelle 2

R,.-Werte bei der Kondensation des Glycinlaurylesters bei 80° ¢

f (nicht standardisiert)
Zeit
(Min.) Rf Werte . 100
5 - 40 52 -
15 - 40 52 -
30 - 40 52 11
60 - 40 52 11
120 15 40 52 71

Kurz nach der Zugabe des Katalysators erscheinen zwei Flecken,
von denen der eine (Rf = 0,40) dem Glycinlaurylester zugeschrieben
werden kann. Zwischen 15 und 30 Minuten tritt ein weiterer Fleck
mit R, = 0,71 auf, der dem Glycinlaurylester-Hydrochlorid entspricht.

f
In der Reaktionsmasse konnten Chlorionen nachgewiesen werden. Es
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wird das Zinntetrachlorid somit entweder mit der Aminogruppe dea
Esters oder aber mit der Hydroxylgruppe des freigesetzten Lauryl-
alkohols reagiert haben, wobei in beiden Féllen Chlorwasserstoff
gebildet wird. Auffdllig ist dabei, dass die Reaktion erat vergleichs-
weise spit einsetzt.

Bei der nach 120 Minuten entnommenen Probe ldsst sich noch ein
weiterer Flecken mit Rf = 0,15 nachweisen, Wird daher Zinntetrachlo-
rid als Katalysator verwendet, so miissen als Nachweis einer erfolg-
reichen Polykondensation im Papierchromatogramm vier Flecken, zu-
ziiglich des Fleckens auf der Startlinie erscheinen, Der mit dem Rf—
Wert 0,52 auftretende Flecken diirfte einem Komplex aus Zinntetra-
chlorid und Glycinlaurylester entsprechen, wie er im Abschnitt 5.1
fiir den Glycindthylester beschrieben wird,

Genau das gleiche Verhalten ldsst sich bei der Kondensation von
4,5 g (44 mMol) Glycindthylester mit 1/12 ml (0,9 mMol) Zinntetra-
chlorid nachweisen, was einer Konzentration von 2 Mol-Prozent ent-—
apricht, Der Ester wurde in einer Stickstoffatmosphdre innert 10
Minuten auf die Reaktionstemperaturen von 0, 20, 40 bzw. 80° ¢ ge-
bracht und sodann das Zinntetrachlorid unter Riihren zugegeben. Die
erste Probe wurde nach 30 Minuten entnommen, danach weitere nach
45, 60, 75, 105, 135 und 155 Minuten Reaktionszeit. In der Tabelle 3
sind die erhaltenen Rf-Werte zusamnengestellt,

Nach dreissig Minuten beobachtet man bei allen Reaktionstempe-
raturen je zwei Flecken, welche dem Glycindthylester und dem Gly-
cindthylester~Hydrochlorid zugeordnet werden kinnen. Der dem Digly=-
cindthylester entsprechende Flecken tritt nach 60 Minuten (bei 40
und 80° €) bzw. nach 105 Minuten (bei 20 und 0° C) auf. Der Trigly-
cindthylester wird bei 80° C nach einer Stunde beobachtet und bei
den drei tieferen Temperaturen erst nach 105 Minuten. Die Bildung
des Tetraglycindthylesters ist schliesslich nach 105 Minuten bei 20,
40 und 80° C und nach 135 Minuten bei 0° C nachzuweisen. Schliess~

lich erscheint nach je 105 Minuten (40 und 80° C) bzw. 155 Minuten
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R,-Werte bei der Kondensation von Glycindthylester mit Zinntetra-
c£10r1d bei einer Katalysatorkonzentration von 2 Mol-Prozent (R -
Werte nicht auf IL~Leucin standardisiert)

Zeit R = 100
(Min.) Beobachtungen
a b ¢ d e f
0°c
30 36 29 klare Flusgxgkext
45 36 29 "
60 36 29 " "
15 36 29 " "
105 36 29 20 15 " "
135 36 29 20 15 opaleszierende Fliissigkeit
155 36 29 24 20 " "
20°c
30 36 29 gelbliche Fliissigkeit
45 36 29 " "
60 36 29 " "
15 36 29 opaleszierende Fliissigkeit
105 36 29 20 15 10 " "
135 36 29 20 15 10 "
155 36 29 24 20 15 10 "
40°c
30 36 29 opaleszierende Fliissigkeit
45 36 29 triibe Fliissigkeit
60 36 29 20 " "
15 36 29 20 " "
105 36 29 24 20 15 10 " "
135 36 29 24 20 15 10 " "
155 36 29 24 20 15 10 " "
80°c
30 36 29 triibe Fliissigkeit
45 36 29 weisse Fliissigkeit
80 36 29 20 15 weisser Brei
105 36 29 24 20 15 10 weiche feste Masse
135 36 29 24 20 15 10 " " "
155 36 29 24 20 15 10 " " "

Zuordnungs (in Klammerns standardisierte R —Werte - 100)

f
a = H-(Gly)—OC H,-HC1 (39)
b = ﬂ—(Gly)—oc2H5 (25)
¢ = keine Zuordnung moglich
d = H—(Gly) ~0C,H (21)
e = H-(Gly) a~0C,Hy (18)
f = H—(Gly) -0C K, (9)
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(0 und 20° C) ein weiterer Flecken mit dem R -Wert 0,24, der nicht
zugeordnet werden konnte. Diese Versuche zeigen somit, dass die Bil-
dung der Oligomeren erst geraume Zeit nach der Bildung des Hydrochlo-
rids einsetzt. Die in gleichen Zeitrédumen gebildeten Mengen der 0li~
gomeren sind natiirlich je nach Reaktionstemperatur verschieden. So
ist die Reaktionsmasse beim erstmaligen Auftreten des Diglycindthyl-
esters bei 0° C (105 Minuten) noch eine klare Fliissigkeit, bei 20° C
(105 Minuten) eine opaleszierende, viskose Flissigkeit, bei 40° C
(60 Minuten) viskos und triib und bei 80° ¢ (60 Minuten) bereits ein
weisser Brei.

Der Vergleich der Kondensationen von Glycindthylester, Digly-
cindthylester und Triglycindthylester bei 20o C mit Zinntetrachlorid
zeigt iiber den beobachteten Zeitraum (Probeentnahme nach 15, 30, 60,
120 und 1440 Minuten) kein prinzipiell verschiedenes Bild. Die Kon-
densationen der beiden Peptidoligomeren sind jedoch interessant hin-
sichtlich der konkurrierenden Einfliisse von Kondensation und Aethano-
lyse. Bei diesen Versuchen wurde kein Vakuum angelegt, der bei einer
eintretenden Kondensation abgespaltene Aethylalkohol blieb also im
Reaktionsgemisch. Die Tabelle 4 gibt die beobachteten Rf-Werte mit
den entsprechenden Zuordnungen wieder,

Beim Triglycindthylester beobachtet{ man schon nach 15 Minuten
nicht nur das noch nicht umgesetzte Aunsgangsprodukt, sondern auch
das dazugehorige Hydrochlorid. Gleichzeitig treten aber auch Spalt-
produkte des Triglycindthylesters auf, ndmlich Diglycindthylester
und Glycindthylester. Nach etwas lidngerer Reaktionszeit, némlich
nach 120 Minuten, vereinigen sich aber die beiden Flecken zu einem
einzigen, dessen Rf—Wert sich dem des Diesters annihert. Ein weite~

rer Flecken mit R, = 0,36 kann dem Tetraglycindthylesterhydrochlorid

f

zugeordnet werden. Die Flecken mit den Rf—Werten 0,59 und 0,12 blei~

ben unidentifiziert.

Beim Diglycindthylester erhidlt man iiber die gesamte Versuchs—

zeit die Flecken, die der Ausgangsverbindung bzw, dem zugehérigen
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Tabelle 4

Vergleich der Rg-Werte bei Kondensationen von Glyc1n-, Diglycin—

und Triglycindthylester mit Zinntetrachlorid bei 20° C. Kat. Konz.:

2 Mol-% fiir H~-(Gly)-0CoHg, 3,9 Mol-% fiir H-(Gly)o~0CoHs und 2,7
fiir H-(Gly)3—002H5 nicht standardisiert.

u Rg‘ 100 der Kondengationsprodukte der Aethylester von
Grup- ord-
Pe | ung H-(Gly) - H-(G1y) ,- 1-(Gly) 4~
15' 30' 60' 120' 1440' | 15’ 30' 60' 120' 1440' { 15' 30' 60' 120' 1440'
1 88 88 88
11 74 74 14 74 15
111 55 66 59 59 59 59
51
v 47 48
vV |a 40 38 36 34 41 38 39 39 39 40 41
¢ 36 36 36 36 36
VI |h,j 30 28 31 29 28 30 30 30 30 30 32 32 31 31 33
VII |b 23 21 20 22 25 25 24 23 22
d 19 19 18 21 21 20 20 21
VIII |e 16 18 17 15 15 16 16 18 16
12 12 12 12
X |f 10 9
X |g 5 5 5
Zuordnungs a = H—(Gly)~OC2H5-HCI (39) £ = H-(Gly)4-002H5 (9)
b = ﬁ-(cly)—oc (25) g = hidherer Ester (2
= H-(Gly) -oc, H «HC1 (35) h = H-(Gly)2-002H5 HC1  (31)
d = H—(Gly)2 00255 (21) §j = n—(aly)a-oc2ﬂ5 HC1  (32)
e = u-(ely)3—002n5 (18)

Hydrochlorid entsprechen. Gleich zu Versuchsbeginn beobachtet man
ferner einen dem Tetraglycindthylester zuschreibbaren Flecken, so-
wie einen weiteren mit Ry = 0,05, der wahracheinlich einem héheren
Homologen zuzuordnen ist. Diese beiden Flecken verschwinden mit zu-

nehmender Zeit. Nach 60 und 120 Minuten tritt ferner der Fleck des
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Glycindthylester-Hydrochlorids auf, der aber ebenfalls nach 24 Stun-
den nicht mehr vorhanden ist.

Nachdem nun gezeigt wurde, dass es méglich ist, Glycin- und
Glycinpeptidester durch Zinntetrachlorid zu kondensieren, dridngt
sich die Frage auf, ob auch noch andere Substanzen diese katalysie-

rende Wirkung besitzen.

2.4 Einfluss des Katalysatortyps

Ausser Zinntetrachlorid als Katalysator wurde zundchst eine
Reihe weiterer Halogenverbindungen der Elemente der IV. Gruppe des
Periodensystems untersucht. Im allgemeinen wurden je 5 g Glycindthyl-
ester vorgegeben und nach Einstellung der gewiinschten Versuchstempe-
ratur (0, 20, 40 und 80° C) der Katalysator in einer Konzentration
von ca. 1 Mol-Prozent unter starkem Riihren zugegeben. Nach einem
anfdnglichen Temperaturanstieg war nach fiinf Minuten wieder die Ver-
suchstemperatur erreicht. Nach je 5, 10, 15, 30, 60 und 120 Minuten
wurden Proben entnommen und papierchromatographisch (Laufmittel I,
Anfirben mit einer 0,1 %igen Ninhydrinlgsung in n-Butanol) unter-
sucht. Bereits feste Reaktionsmassen wurden in Dichloressigsiure,
Ameisensdure oder 60 %iger Lithiumbromidlisung auf das Papier auf-
getragen. Die Entfernung des abgespaltenen Alkohols wurde somit nicht
forciert.

Die Anzahl der auftretenden Flecken ohne Beriicksichtigung des
Fleckes an der Startlinie als Funktion des Katalysatortyps, der Tem-
peratur und der Reaktionszeit ist fiir einige der untersuchten Ver-~
bindungen in Tabelle 5 wiedergegeben. Die Tabelle enthilt ausserdem
die Frgebnisse der Priifung der Wirksamkeit von Halogeniden der Ele-

mente der V., Gruppe, ausserdem von Aminen, Natriumalkoholaten, Car-



Anzahl papierchromatographisch nachweisbarer Flecken als Mass fiir
die Katalysatorwirksamkeit
((-) nicht gepriift, (m) mehrere, schlecht auszihlbare Flecken)
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Temperatur und Zeit (Minuten)

i-C H ONa
49

Katalysator 0% 20°c 40% 80°c

5 10 15 30 60 1205 10 15 30 60 120|{5 10 15 30 60 120{5 10 15 30 60 120
SiC14 - « 6 6 -~ ~}- 5 4 5 - -|lm m m mm m|~ - ~ 8 - =
SiBr4 3 3333 31111111111 m m m m mm
sncl, 6 1T 5 17T - -|555 3 = =|- === = =|=1 - -
SnJ, 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2|2 2 2 2 2 2|~ - - - « -
PbCL, 4 4 4 4 4|l- =~ = = = -7 717771 7T|- -88 ~9
I’Cla 3 3 4 6 - -im m m m m|m m m m m|[~- - 5 5 - -
PBr, 4 4 3 4 3 3|5 5 4 6 3|3 3 3 3 3|2 2 2 2 2 2

1 PeL, 77 8 8 8 1]5 6 9 8 8|9 611 9 811|7 7 9 8 8 8

PBry 2 35 3 4 2{2 4 -10 9 4|- = = =« « «a]e = = - - -
Shel, 46555 6|3 555 5527566 6|~ - -~~~ -
BiCl, 6 6 7817 6|86 5 6 6 7|57 17178 17|55 6555
socl, 5 4 2 - - 5 4 4 - ~-|5 5 - -|2 33 3 - -
50,1, 5 5 4 4 3 -[2 - - - - -2 344 --|562526 - -~
AIF, 8 8 8 6 5|4 4 4 4 4 4|4 4 4 4 4 4|- - - - - -
Alcl, 3 2 2 2 - - - - - -
NaCl 2 2 2 2 2 2|3 2 3 2 3 4|2 3 3 3 3 3|2 2 2 2 2 2
Na, S0, - - - 4 4 4]- - - 4 4 4|2 68 3 45 =-|- -~ - - =
n—C H, | NH, 6 6 6 6 6 6|5 5 5 5 5 5 2 2 4 3 3
(02“5)2N“2 3333 3 3|1 11111 4 4 mmommm m
(Czﬂs)aN 2 2 2 2 2 22 2 2 2 2 2 2 2 2 2 - 4
Pyridin 2 2 2 2 2 22 2 2 2 2 2|- - - - - ~-]2 2 2 2 2 2
Hy0 - = = = - ~-|2 2 5 5 6~ = - - - -{-5 17T 9 -
CH,COOH 5 6 7T 6 -10f5 6 7 7T -12 4 814 ~1514 5 -10 - 6
(cag) ,C-CoOH 3 33 -10)6 6 6 6 - 93 45 17T - 6]2 T 1 -
CHgONa - - - - - = = = = =1 111 - 4|- -5 - -
C,H 0N 1 5 45 -6J/1 113 -17J12 225 -10|3 4 5 -5
C,H, ONa 2 2 2 4 -6}2 3 2 2 ~5|2 2 2 2 -m|l- -~ - - =

1 4 35 -— 3~ « == - -3 2 46 -15]|2 38617 -8




- 25 =

bonsiuren sowie einigen anderen Substanzen,

Die Durchsicht der Werte zeigt ein liberraschend vielfdltiges
Bild. So ist bei einer Reihe von Verbindungen bei gegebener Tempe-
ratur liber die gesamte Beobachtungszeit die Anzahl der Flecken kon-
stant (z.B. drei Flecken bei Siliciumbromid bei 0° Cy zwei Flecken
bei Zinntetrajodid bei 0, 20 und 40° C oder sieben Flecken beim
Bleitetrachlorid bei 40o C). Bei anderen Katalysatoren und Tempera-
turen steigt die Anzahl der Flecken mit zunehmender Zeit an (z.B.
beim n-Butylamin bei 20° € von 4 auf 9, bei der Salicylsidure von 1
auf 9 bei 80° C). Bei einer dritten Gruppe von Katalysatoren geht
schliesslich die Anzahl der Flecken durch ein zeitliches Maximum
(Phosphorpentabromid bei 20° C von 2 iiber 10 nach 4, Wasser bei
80° C von 5 iiber 9 auf 1),

Die Durchsicht der R,-Werte zeigt iiberdies, dass eine gleich

£
grosse Fleckenzahl nicht gleiche Rf—Werte bei den verschiedenen Ka-
talysatoren bedeutet. In Tabelle 6 sind die Rf—Werte fir die mit

einer Anzahl Katalysatoren erhaltenen Reaktionsprodukte zusammenge-
stellt, die im Papierchromatogramm iiber die gesamte Versuchszeit
jeweils nur zwei Flecken lieferten. Der Tabelle 6 ist folgendes zu
entnehmen: verwendet man Tridthylamin als Katalysator, so erhdlt man
bei einer Versuchstemperatur von Oo C zwei Flecken mit Rf-Werten von
0,48 und 0,31. Von diesen ist der letztere Wert vermutlich dem Mono-
meren H-—(Gly)-OC2H5 zuzuordnen (standardisierts 0,25). Der gleiche
Katalysator ergibt bei 20° und 40° C zwar ebenfalls nur zwei Flecken
jedoch mit den v6llig verschiedenen Rf—Werten von 0,59 und 0,22 bzw,
0420. Bei einer Versuchstemperatur von 80° C werden dann wieder die
gleichen Rf-Werte wie bei 0° C erhalten.

Ein &hnliches Bild ergibt sich fiir Pyridin bzw. Zinntetrajodid.
Auch hier erhdlt man bei den Versuchstemperaturen von 20° bzw. 40° C
andere RT—Werte als bei 0° bzw. 80° C. Ausserdem sind die Rf—Werte
von Katalysator zu Katalysator verschieden.

Diese Befunde lassen darauf schliessen, dass die Katalysatoren

Anlagerungsverbindungen mit dem Monomeren bilden, die dann natiirlich
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Tabelle 6

Rf—Werte der Verbindungen einiger Reaktionsmischungen mit je zwei
Flecken im Papierchromatogramm

Temp.
Katalysator °C 100 - Rf
(02”5)3N 0 - - - 48 - 31 -
20 - =59 ~ - - 22
40 - =59 = - - 20
80 - - - 46 - 31 -
C.H_N 0 - - - 48 - 26 -
65 20 - =57 -~ 37T - =
80 -~ - - 43 - 29 -~
snl, 0 - -60 4 ~ - -
20 96 72 - ~ = - -
40 96 T2 - - - - -

zum Auftreten von Flecken mit verschiedenen Rf—Werten filhren miissen.
Die Konkurrenz von Bildungsgeschwindigkeit (kinetischer Effekt) und
Stabilitdt (thermodynamischer Effekt) dieser Produkte kénnte dann er-—
kliren, warum die Bf-Werte der erwihnten Beispiele bei 0° C und bei
80° C identisch sind, wihrend bei 20° und 40° C andere Ry-Werte auf-
treten.

Da Bildungsgeschwindigkeit und Stabilitdt solcher Komplexe na-
tirlich von Substenz zu Substanz stark verschieden sind, erkldart sich
auch die zeitliche Abhingigkeit der Anzahl Flecken, fiir die Konstanz,
Zunahme oder Durchlaufen eines Maximums gefunden wurden (vgl. weiter
oben) .

Auch diese Ergebnisse deuten also darauf hin, dass nur das Auf-
treten vieler Flecken (mindestens drei) im Papierchromatogramm ein
Hinweis fiir eine erfolgreiche Katalysatorwirkung ist. Ausserdem lau-
fen offenbar viele Konkurrenzreaktionen nebeneinander ab, so dass
ein optimales Resultat in bezug auf die Peptidbildung nur bei einer
ganz bestimmten Katalysatorkonzentration, einer bestimmten Temperatur

und innerhalb eines bestimmten Zeitintervalles zu erwarten ist.
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2,5 Einfluss der Estergruppe

Wie bereits in den vorhergehenden Abschnitten und besonders am
Glycinlaurylester gezeigt wurde, konnen die Alkylester des Glycins
katalytisch zu Peptiden kondensiert werden. Der Einfluss der Ester-
gruppe auf die Kondensation wurde mit Zinntetrachlorid als Katalysa-
tor untersucht. Der Fleck auf der Startlinie wurde dabei nicht mit-

gezidhlt,

Tabelle 7

Anzahl papierchromatographisch nachweisbarer Flecken als Mass fiir die

Wirksamkeit des Zinntetrachlorids als Katalysator fiir die Kondensa-

tion verschiedener Glycinester bei 80 C und einer Katalysatorkonzen-
tration von 1 Mol-Prozent fiir verschiedene Reaktionszeiten.

Anzahl Flecken bei einer
Ester Reaktionszeit (Minuten) von
5 15 30 60 120
H-(Gly) —0C,H, *) - - 4 6
H-(Gly) -0C,H, (n) 3 4 5 5 4
H-(Gly) ~0C,H, (i) 3 4 - 6 2
H~-(Gly) -0C A (n) 4 5 6 5 3
H—(Gly)—0C4H9(i) 3 5 4 4 3
H-(G1ly) ~0C,H,, 2 2 3 3 4

*) Katalysatorkonzentration: 2 Mol-Prozent

Mit zunehmender Zeit nimmt die Anzahl der papierchromatogra-
phisch nachweisbaren Flecken zu. Beim Propyl-, Isopropyl-, Butyl-
und Isobutylester gehen die Werte bei der Reaktionszeit von einer
Stunde durch ein Maximum, wihrend die Zahl der Flecken beim Aethyl-
und Laurylester im Beobachtungsbereich von zwei Stunden noch weiter
ansteigt.

Aus diesen Versuchen ersieht man, dass im Prinzip alle unter-

suchten Ester katalytisch kondensiert werden kinnen. Die Ergebnisse
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unterscheiden sich nicht wesentlich von dem bereits in den vorher-
gehenden Abschnitten Beschriebenen.

Die Frage, ob sich auch andere Katalysatoren bei der Kondensa-
tion hoherer Glycinester als wirksam erweisen, wird durch die in Ta-
belle 8 zusammengefassten Ergebnisse beantwortet., Diese Tabelle ent—
hilt die Anzahl der Flecken im Papierchromatogramm fiir verschiedene
hdhere Glycinester bei einer Kondensationatemperatur ven 80o C mit
verschiedenen Katalysatoren (1 Mol-Prozent) fiir eine Reaktionszeit

von einer Stunde.

Tabelle §

Anzahl der papierchromatographisch nachweisbaren Flecken als Mass fiir
dic Katalysatorwirksamkeit fiir verschiedene Glycinester mit verschie-
denen Katalysatoren bei einer Kondensationstemperatur von 80 C, einer
Reaktiongzeit von 60 Minuten und einer Katalysatorkonzentration von
einem Mol-Prozent.
(-) : nicht untersucht

Anzahl Flecken bei verschiedenen
Katalysator Glycinestern
Propyl- jIsopropyl- |Butyl- | Isobutyl~

Siliciumtetrachlorid - 4 - -
Phosphortrichlorid - - 4 4
Phosphoroxychlorid - - 4 -
Thionylchlorid - - - 5
Essigsiure 5 - - -
Trimethyleasigsdure 5 5 - -
Tosylchlorid - 6 4 -

2,6 Kondensation von Peptidestern

Die Tabelle 9 fasst die Brgebnisse der Kondensation von Peptid-
estern (Tabelle 4) unter dem Gesichtspunkt der Wirksamkeit des Kata-

lysators zusammen. Es sind hier die Anzahl der ninhydrinpositiven
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Flecken im Papierchromatogramm als Funktion der Reaktionszeit zusam—
mengestellt, die bei der Kondensation von Glycinpeptidithylester bei
Zimmertemperatur mit Zinntetrachlorid als Katalysator beobachtet wur-

den,

Tabolle 9

Anzahl papierchromatographisch nachweisbarer Flecken als Mass fiir die
Katalysatorwirksamkeit des Zinntetrachlogids bei der Kondensation ver-
schiedener Glycinpeptiddthylester bei 20  C und einer Katalysatorkon-~
zentration von 2 Mol-Prozent fiir H-(Gly)-0C_H., 3,9 Mol-Prozent fiir
H-(Gly) ,.~0C_H., 2,7 Mol-Prozent fiir H~(Gly),-0C_H, und fiir verschie-
2 25 . . 3 25
dene Reaktionszeiten.

Kat. Anzahl Flecken bei einer
Konz, | Reaktionszeit von (Minuten)

Mol-% | 15 30 60 120 1440

Ester

H—(Gly)-002H5 2,0
H—(Gly)2—002H5 3,9 4 4 9 5 5
H-(Gly)a—OC2H5 2,7 ] 7 7

Die Anzahl der Flecken liegt im allgemeinen héher als bei den
entsprechenden Versuchen mit Monoglycin. Daraus kann gefolgert wer-
den, dass neben neuen Kondensationsprodukten auch noch Spaltprodukte
der Glycinpeptide entstehen, wie es bereits in Abschnitt 2.3 dis-

kutiert wurde.

2.7 Kondensationen anderer ¢l-Aminocarbonsiiureester

In einer weiteren Versuchsserie wurde untersucht, ob die Sub-
stitution am (K-C-Atom der ¢-Aminocarbonsiure einen Einfluss auf
die katalysierte Kondensation hat. Von den bekannten ¢-Aminocarbon-
sduren wurden folgende ausgewihlts D,I~Alanin und I~Leucin als Ver-

treter der Sduren mit einem aliphatischen Rest und I~Phenylalanin
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und L-Tyrosin als solche mit einem Phenyl- resp. Phenolrest am £-C-
Atom., Schliesslich wurde noch D,L-Asparaginsiure als saure &K-Amino-
carbonsiiure gewihlt.

Von sdmtlichen Séuren wurde nach der bereits erwihnten Methode
mit Chlorwasserstoff in absolutem Alkohol der Aethylester hergestellt.,
Bei der D,l~Asparaginsdure handelte es sich entsprechend um den Di-
dthylester. Diese Ester wurden bei Temperaturen zwischen 20 und 200° ¢
und mit Katalysatorkonzentrationen zwischen 0,85 und 15,3 Mol-Prozent
kondensiert. Die Tabelle 10 fasst die Ergebnisse dieser Kondensatio-
nen zusammen, Sie enthdlt die Anzahl der papierchromatographisch
nachweisbaren Flecken als Mass fiir die Wirksamkeit des Katalysators

Zinntetrachlorid fiir Reaktionszeiten zwischen 5 und 60 Minuten.

Tabelle 10

Anzahl papierchromatographisch nachweisbarer Flecken als Mass fir die

Wirksamkeit des Katalysators (Zinntetrachlorid) bei der Kondensation

verschiedener d-Aminocarbonsiureester bei verschiedenen Reaktions-
temperaturen und Katalysatorkonzentrationen.

Kond. | Kat. | Anzahl Flecken bei einer Reaktions-
Ester T:mp. Konz. zeit (Minuten) von

C |[Mo1-%] 5 10 15 20 30 60
DLfAlu-Oczﬂs 20 0,85 4 3 3 5 4 -
DL—A!p-OCaﬂs 80 4,2 3 - 3 - 3 3
L—Leu—002H5 110 2,7 - 4 - - 3 6
L-Tyr-OCZH5 120 |15,3 m m m m m m
L—Phe—OCZH5 200 2,0 - - 3 - 3 2

Diese Reaktionen wurden nur iiber eine Stunde verfolgt. Da die
Fleckenzahl bei diesen Verbindungen fiir kurze Reaktionszeiten im
Mittel eher hoher liegt als beim Glycinithylester, darf von der
Wirksamkeit des Zinntetrachlorids als Katalysator auch bei diesen

d~-Aminocarbonsiureestern gesprochen werden,
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Die Wirksamkeit einiger anderer Katalysatoren wurde noch bei
D,1~Alanin und L-Tyrosin gepriift. Die Ergebnisse der Kondensation
des D,Il~Alanindthylesters mit verschiedenen Katalysatoren sind in
Tabelle 11 zusammengestellt. Es wurde bei einer Reaktionstemperatur
von 95° ¢ gearbeitety die Katalysatorkonzentration betrug 1 Mol-Pro-

zent,

Tabelle 11

Anzahl papierchromatographisch nachweisbarer Flecken als Mass fiir die
Wirksamkeit der Katalysatoren bei der Kondensation von DL-Alanindthyl-
ester bei einer Reaktionstemperatur von 95° C und einer Katalysator-
konzentration von 1 Mol-Prozent fiir Reaktionszeiten zwischen 5 und

120 Minuten.

Anzahl Flecken bei einer
Katalysator Reaktionszeit (Minuten) von
5 15 30 60 120

Phosphoroxychlorid 3 3 3 3 3
Tosylchlorid 3 3 4 5 5
Phosphortrichlorid 3 3 3 3 3
Eisessig 4 6 6 1 1
Trimethylessigsre 2 2 2 2 2

Betrachtet man die Tabelle 11, so sieht man, dass beim Phosphor-
oxychlorid, beim Phosphortrichlorid und bei der Trimethylessigsdure
die Anzahl der Flecken sofort nach Beginn der Kondensation iiber den
ganzen Beobachtungszeitraum konstant bleibt. Fiir Phosphortrichlorid
und Phosphortribromid wurde dies auch beim Glycindthylester beobach-~
tet, wihrend dort die Trimethylessigsdure eine deutliche Zunahme der
Fleckenzahl zeigte. Das Verhalten von Toxylchlorid und Eisessig beim
Dl~Alanindthylester (Ansteigen der Fleckenzahl mit der Zeit) ent-
spricht der Beobachtung beim Glycinithylester.

Schliegslich wurden noch einige Substanzen als Katalysatoren

fir die Kondensation von L-Tyrosindthylester eingesetzt, wobei die
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Katalysatorkonzentration etwas hoher gewdhlt wurde. Die Reaktions-

temperatur betrug 120o C. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 12 zu-

sammengestellt.

Tabelle 12

Anzahl papierchromatographisch nachweisbarer Flecken als Mass fiir die

Wirksamkeit der Katalysatoren bei der Kondegsation von L~Tyrosindthyl-

ester bei einer Reaktionstemperatur von 120 C und verschiedenen Ka-
talysatorkonzentrationen.

Anzeahl Flecken bei einer Kat.
Katalysator Reaktionszeit (Minuten) von Konz,
5 15 30 60 120 Mol-%
Tosylchlorid n m m m m 3,7
Benzoylchlorid 8 8 5 6 3 4,7
Phosphortrichlorid 1 4 3 2 2 4,8

m = mehrere, schwer auszihlbare Flecken

Auffallend ist die hohe Fleckenzahl am Anfang der Reaktion beim
Benzoylchlorid, wihrend beim Phosphortrichlorid nach einer Viertel=-
stunde das Maximum erreicht ist. Diese Versuche zeigen, dass auch
andere Aminosidureester mehr oder weniger gut katalytisch kondensiert
werden konnen. Die Wirksamkeit eines bestimmten Katalysators ist je-
doch je nach Aminoséureester verschieden.

Die Zuordnung der einzelnen Flecken anhand der Rf-Werte wurde
unterlassen, da es sich um orientierende Versuche handelte und keine
Modellsubstanzen zum Vergleich vorlagen. Es sollte nur gezeigt wer-
den, dass ausser Glycinester auch andere d-Aminocarbonsiureester

diese Kondensation eingehen konnen,
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2.8 Kondensation von ¢{-Aminocarbonsiureestern in Liosung

Die in den Abschnitten 2.3 - 2.7 beschriebenen Kondensationen
wurden in Masse ausgefiihrt., Da die entstandenen Verbindungen in ihren
Monomeren mindestens zum Teil unldslich sind, wird ihr Polykondensa-
tionsgrad vermutlich niedrig sein. Es wurden daher einige Versuchs-
reihen zur Kondensation in Ldsung ausgefiihrt.

Vorerst wurde wieder auf die Modellsubstanz, den Glycindthyl-
ester, zuriickgegriffen. Dieser wurde in lLosungsmitteln, welche als
gute Loser fiir Polyglycin bekannt waren (98 %ige Ameisensdure, Di-~
chloressigsiure und m—Kresol) durch Zinntetrachlorid kondensiert,
Ferner wurden aber auch ausgesprochene Nichtléser wie Chloroform,
Tetrachlorkohlenstoff, n-Heptan und Cyclohexan verwendet.

Von allen Lésungsmitteln wurde eine 20 %ige Losung (w/v) von
Glycindthylester hergestellt. Die Kondensationen wurden samtlich
bei 20° ¢ ausgefiihrt., Die Katalysatorkonzentration betrug 1 Mol-Pro-
zent.

Drei Minuten nach Katalysatorzugabe fielen aus folgenden Losungs-—
mitteln feste Substanzen auss Tetrachlorkohlenstoff, Chloroform, Cy-
clohexan, n-Heptan und Tetrahydrofuran. Diese Substanzen wurden nicht
veiier untersucht.,

In der Tabelle 13 sind die papierchromatographisch nachweisbaren
Flecken der verschiedenen Kondensatlosungen als Mass fiir die Kataly-
satorwirksamkeit zusammengestellt. In der ersten Zeile nach der An-
gabe des Losungsmittels sind die Fleckenzahlen der katalysierten
Resktionen zusammengestellt, in der zweiten Zeile stehen darunter
die Blindwerte ohne Katalysator (mit Stern*).

Bei einer Reihe Losungsmittel ist die Anzahl der Flecken bei
den Reaktionsprodukten der unkatalysierten Reaktion geringer als bei
der katalysierten (Tetrahydrofuran, Chloroform, n-Heptan, Ameisen~
siure und m-Kresol), wihrend sie beim Dimethylformamid in beiden Fdl-

len gleich gross ist und bei einer Reihe anderer Lisungsmittel (Cy-
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Tabelle 13

Anzahl der papierchromatographisch nachweisbaren Flecken als Mass fiir

die Wirksamkeit des Katalysators Zinntetrachlorid bei den Kondensa-

tionen in verschiedenen Lésungsmitteln. Katalysatorkonzentration

1 Mol-Prozent, Reaktionstemperatur 20 C. Die Anzahl Flecken ist als
Funktion der Zeit aufgetragen.

Anzahl Flecken nach einer
Losungsmittel Reaktionszeit (Minuten) von
5 15 30 60 120 1440
Dimethylformamid 2 2 2 2 2 2
2% 2% 2% 2% 2% 2%
Tetrahydrofuran 2 2 2 2 2
1% 1% 1% 1% 1# 1%
N-Methyl-2-pyrrolidon 4 2 2 2 2 -
- —* —% — - —*
Chloroform 4 4 4 4 - 2
1* 1x 1% 1* 1% 1%
n-Heptan 5 1 4 6 9 -
3% 3% a* 3% 3% 3%
Ameisensdure 1 1 6 4 5 4
4% 4% 4% 4% 4% 4%
Cyclohexan 3 3 3 3 3 3
3% 4% 2% 4% 1% -
Tetrachlorkohlenstoff 3 3 3 1 4 1
g % B* B5* ox -
m—Kresol 3 4 2 3 6 2
3% 2% gx 2% 2% 1%
Dichloressigsiure 4 - 4 3 6 2
3 T* T* 3% 3* —*

*) Blindwerte ohne Katalysator

clohexan, Tetrachlorkohlenstoff, Dichloressigsiure) kein eindeutiger
Entscheid getroffen werden kann,

Die Anzahl der Flecken allein gestattet jedoch keine sichere
Aussage iiber die relative Wirksamkeit des Katalysators (vgl. auch
Abschnitt 2.4). Bei der Verwendung von Dimethylformamid treten bei-
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spielsweise mit und ohne Katalysator je zwei Flecken im Papierchro-
matogramm auf, Die Rf-Werte der Produkte des Blindversuches betra-
gen jedoch 0,26 und 0,86, wihrend die des katalysierten Versuches
solche von 0,50 und 0,88 aufweigen. Der Wert von 0,26 diirfte dem
Monomeren zuzuordnen sein. Der bei beiden Versuchen auftretende Wert
von 0,86 bzw. 0,88 kinnte einer Additionsverbindung von Monomer und

Losungsmittel entsprechen, wihrend der R_-Wert von 0,50 einer Ver-

bindung von Zinntetrachlorid und Glycinﬁihylester zugeschrieben wer~
den kann, Diese Verbindung wird im Abschnitt 5.1 noch genauer be-
schrieben. Zwischen Lisungsmittel und Glycinithylester bzw. dessen
Kondensationsprodukten kann es in gewissen Fidllen zu unerwiinschten
Nebenreaktionen kommen, wie z.B., bei der Verwendung von Ameisensadure
als Losungsmittel. Die Rf—Werte der Reaktionsprodukte dieser Versu-
che gind in Tabelle 14 zusammengestellt. Bei der Deutung ist zu be-
achten, dass die Werte nicht auf l-Ileucin standardisiert wurden und
daher Abweichungen gegeniiber den Eichwerten aufweisen konnen,

Bei der Reaktion beobachtet man sowohl bei der katalysierten
als auch bei der unkatalysierten Probe jeweils Flecken, die dem Di-
glycindthylester (Rf = 0,20/0,22 gegen Sollwert von 0,21) zugeschrie-
ben werden konnen, Ein dem monomeren Glycindthylester entsprechender
Rf-Wert von 0,25 tritt dagegen iliberhaupt nicht auf. Statt dessen er-
scheint bei der katalysierten Probe bereits nach einer Reaktionszeit
von 5 Minuten ein Rf-Wert von 0,17, der dem Glycin oder dem Trigly-
cin (0,18) zugeschrieben werden kann. Zwischen dem Glycindthylester
und der Ameisensdure muss daher eine Umesterung aufgetreten sein.
Anffillig ist dagegen das Auftreten von Flecken mit den Rf-Werten
von 0,28/0,30, 0,37/0,39 bzwv. 0,42/0,44, die bei beiden Proben auf-
treten, Da die Werte bei der mit Zinntetrachlorid katalysierten Pro-
be etwa denen der Hydrochloride entsprechen (H~(Gly)2-OC2H5'HC1,
H-(Gly)—OC2H5-l{Cl und H-(Gly)-OH*HC1 bzw. H-(Gly) o—OH°HC1), kimnte
es sich bei der unkatalysierten Probe um die den Salzen mit HCOOH

entsprechenden Flecken handeln.
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Tabelle 14

R.-Werte ger Losungskondensation voeu Glycindthylester in Ameisensdu—
re bei 20 C mit einer Katalysatorkonzentration von 1 Mol-Prozent
als Funktion der Zeit.

Zuordnungs a = Glycin
b = Diglycindthylester
¢ = Diglycindthylester-Hydrochlorid
d = Glycindthylester-Hydrochlorid
e = Glycin-Hydrochlorid und
Diglycin-Hydrochlorid
Reaktions- Rr'loo—Werte
zeit .
(min) a b c d e f g h J
5 17 20 28 39 44 ~ 58 - 68
- 22% 30*% 3T* 42% - - - -
15 17 20 28 39 44 - 58 - 68
- 22% 30% 3T* 42 - - - -
30 17 20 28 38 44 - 58 - -~
- 22% 30* 3T*x 42% -~ - - -
60 - 20 28 39 - 49 - - -
- 22% 30% 3T* 42¢ - - - -
120 17 - - 39 - b2 - 62 66
- 22% 30% 3Tx 42¢x - - - -
1440 17 - - - 43 52 - - 66
- 2% 30% 3T*x 42% - - - -

*) Rp~Werte der Blindproben

Mit wachsender Reaktionszeit beginnen die Flecke mit Rf

0,28 und 0,39 beim katalysierten Reaktionsprodukt zu verschwinden,

= 0,20,

und es treten neue Substanzen auf mit Rf-Wérten von 0,49, 0,52 und
0,62, wihrend die Werte der Blindproben konstant bleiben. Setzt man
der Ameisensiurelosung viel Wasser zu, so fiallt eine weisse Substanz
aus, welche nur schwach ninhydrinpositiv ist und im Papierchromato~
gramm einen starken Flecken auf der Startlinie zuriickldsst.

Die Kondensation ldsst sich somit auch in Losungsmitteln durch-

fihren. Allerdings ist bei der Wahl des Losungsmittels darauf zu ach-
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ten, dass es weder mit dem Ester noch mit dem Katalysator reagiert.
In dieser Arbeit wurden diese Aspekte nicht mehr weiter untersucht.
Es geniligte vorerst zu wissen, dass die Kondensationen in LOsungs-
mitteln realisierbar sind. Dieser Befund wurde noch durch zwei wei-
tere Versuche belegt. Eine 10 %ige (w/v) Losung von Glutaminsﬁure-x—
dthylester in Chloroform und eine andere in m-Kresol wurden je mit
0,72 Mol-Prozent Zinntetrachlorid bei 20° C kondensiert. In beiden
Losungen wurden drei Flecken papierchromatographisch nachgewiesen,
In Chloroform war kurz nach der Zugabe des Katalysators eine weisse
Masse ausgefallen.

Schliesslich wurden noch drei 10 %ige (w/v) Lésungen von L~Fne-
nylalanindithylester in Eisessig, Dimethylformamid und Dimethylsulf-
oxid hergestellt. Die Kondensationstemperatur betrug 40° C und die
Katalysatorkonzentration 6,8 Mol-Prozent. Die Tabelle 15 enthélt die
Anzahl ninhydrinpositiver Flecken im Papierchromatogramm als Funktion

der Reaktionszeit bei verschiedenen Lisungsmitteln.

Tabelle 15

Anzahl papierchromatographisch nachweisbarer Flecken als Mass fir

die Wirksamkeit des Katalysators (Zinntetrachlorid) bei der Ldsungs-

kogdensation von L~Phenylalanindthylester in drei Losungsmitteln bei

40 C mit einer Katalysatorkonzentration von 6,8 Mol-Prozent als
Funktion der Zeit

Anzahl Flecken nach einer
Lisungsmittel Reaktionszeit (Minuten) von
5 15 30 60 120 1440
Eisessig 5 3 4 - 5 5
Dimethylsulfoxid 3 5 3 3 6
Dimethylformamid 5 4 4 2 2 2

Fiir dieses Monomere scheint die Losungskondensation geeigneter
als die bereits besprochene Kondensation in Masse. Sofort nach Be-~

ginn der Reaktion treten in allen Losungsmitteln einige Flecken auf,
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welche durch ein Maximum gehen und nach 24 Stunden einen kleineren

Endwert erreichen als kurz nach Beginn der Reaktion.

2.9 Cokondensationen

In orientierenden Versuchen wurde die katalysierte Cokondensa-
tion an solchen Aminocarbonsidureestern gepriift, die sich analytisch
leicht nebeneinander nachweisen lassen. Als Modellsubstanzen wurden
Glycindthylester, L~Phenylalaninithylester und I~Tyrosindthylester
gewihlt.

1,1 g (5,7 mMol) L-Phenylalanindthylester wurden in 4 g (39 mMol)
Glycindthylester gelost und auf 80° C erwirmt. Dann wurden 7,1 Mol-
Prozent Zinntetrachlorid, bezogen auf die gesamte Menge Ester, zuge-—
geben., Die Kondensation wurde papierchromatographisch iiberwacht.

In Tabelle 16 werden die R_—Werte der Kondensation von Glycin-

b §
dthylester und jene der Kondensation von L-Phenylalanindthylester

mit den Rr—Werten der Cokondensation bei 15, 30 und 80 Minuten ver-

glichen.
Tabelle 16
R,-Werte der Kondensate von Glycindthylester, L-Phenylalanindthylester

und des Cokondensationsproduktes aus diesen beiden Estern fiir Reak-
tiongzeiten von 15, 30 und 60 Minuten.

Reaktions~] Xonden-
zeit sate aus beIOO-Werte
(min)
15 H-Gly-002l15 36 29
Cokond. 40 31 23 11
H-Phe-0C_H 44 30 8
25
30 H-Gly-002H5 36 29
Cokond. 40 28 11 10
H~Phe-0C_H 40 25 19
2°5
60 H—Gly--OC2H5 36 29 20
Cokond. 48 12 8
H—-Phe--OC2H5 45 25
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Nach 15 Minuten treten im Cokondensat bereits drei neue Sub-
stanzen auf (R.f = 0,23, 0,11, 0,05), nach dreissig Minuten sind es
bereits vier (Rf = 0,11, 0,10, 0,06, 0,04), und nach einer Stunde
entsprechen die Rf-Werte des Cokondensates iiberhaupt nicht mehr je-
nen der Unipolykondensate. Es treten also neue Produkte auf, die
bei der Unikondensation nicht nachweisbar sinds Cokondensationspro-
dukte.

Aehnliche Verhiltnisse konnten bei einem Gemisch von L-Tyrosin-

dthylester und Glycindthylester beobachtet werden.
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3 ENTWICKLUNG ANALYTISCHER

METHODEN

Die orientierenden Versuche zur katalysierten Kondensation von
o -Aminocarbonsiureestern zeigten, dass die Kondensation dieser Ver-
bindungen bereits bei Raumtemperatur iiberraschend schnell und ein-
fach gelingt, wenn geeignete Katalysatoren verwendet werden. Bei die-
sen qualitativen Untersuchungen blieb jedoch offen, wie gross die
Peptid-Ausbeute ist und in welchem Umfange Nebenprodukte auftreten.
Ferner war die Konstitution der Kondensationsprodukte zu priifen.

Als wichtigstes und unerwiinschtes Nebenprodukt ist 2,5-Dioxopi-
perazin, das cyclische Dimere des Glycins, zu erwarten. Es wurde des-
halb eine Schnellmethode zur Bestimmng dieser Verbindung entwickelt
(Abschnitt 3.1). Weiterhin wurde das Verhalten des Monomeren und der
Reaktionsprodukte gegeniiber verschiedenen Anfarbeitungsverfahren ge-
priift (Abschnitt 3.3), um Anhaltspunkte dafiir zu bekommen, ob die er-
haltenen Analysenwerte wirklich der Zusammensetzung des Reaktions-—
produktes entsprechen oder ob durch Aufarbeitungs- und Analysenver-

fahren deren Konstitution verindert wird,

3.1 Quantitative Bestimmung des 2,5-Dioxopiperazins

In der Literatur wurden zwei Methoden zur Bestimmng des 2,5-
Dioxopiperazins vorgeschlagen., In einer Arbeit von Frankel und Kac~
chelski (4) wird bemerkt, dass das Dioxopiperazin (DOP) quantitativ
als Pikrat gefdllt werden kann. Die angekiindigte Arbeitsvorschrift
ist jedoch nie erschienen. Sluyterman und Labruydre (21) lésen das
2,5-Dioxopiperazin mit Aethylalkohol aus den Reaktionsmischungen
heraus und gewinnen dann das DOP durch fraktionierte Kristallisation

mit einer Reproduzierbarkeit von * 2 %.
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Beide Methoden wurden nachgearbeitet. Die Fillung des DOP als
Pikrat erwies sich als ungeeignet, da auch die e¢l~Aminocarbonsiuren
und deren Derivate Pikrate bilden, Die Trennung der verschiedenen
Pikrate gelang nicht., Offenbar ist darin der Grund zu suchen, dass
die angekiindigte Vorschrift von Frankel und Katchalski (4) nie er-
schienen ist.

Die Methode der Extraktion des DOP mit Aethylalkohol mit an-
schliessender Kristallisation erwies sich als ausserordentlich zeit-
raubend und damit fiir die erforderlichen Reihen-Untersuchungen als
nicht geeignet. Es wurde daher versucht, quantitative Bestimmungs-
methoden des DOP iiber infrarotspektroskopische Messungen und iiber

ein Sublimationsverfahren zu entwickeln.

3.1.1 Infrarot-Spektroskopie

Um geeignete lLeitbanden zu finden, wurden die Infrarot-Spektren
eines dioxopiperazinfreien Polykondensates (Kondensationstemperatur
20o C, 1,7 Mol-Prozent Zinntetrachlorid als Katalysator, dreimal mit
Wasser ausgewaschen und getrocknet) sowie des 2,5-Dioxopiperazins in
Kaliumbromid aufgenommen. Die gefundenen Wellenzahlen sind in Tabelle
17 zusammen mit den Angaben der Literatur zusammengestellt.

Um im IR-Bereich reproduzierbare Absorptionssignale zu erhalten,
sollten nur Banden mit Durchlissigkeiten zwischen 25 - 70 % ausge-
wertet werden, da sonst die Fehler um Grissenordnungen zunehmen.

Aus Tabelle 17 geht hervor, dass die Banden bei 3080, 1250 und

898 cm—l des Polykondensates sich mit jenen des 2,5-Dioxopiperazins
bei 3060, 1249 und 913 cmm1 nahezu iiberdecken und deshalb nicht als
Vergleichssignale in Frage kommen. Weiter werden die Banden bei 3300
cm-1 und zwischen 1630 - 1700 durch das Kaliumbromidspektrum gestort.
Von den noch verbleibenden Banden sind beim Polykondensat diejenigen

bei 1420, 1282 und 1027 cm—l und beim 2,5-Dioxopiperazin die bei
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Tabelle 17

Abgorptionssignale von Polyglycin II und 2,5-Dioxopiperazin im Ver-
gleich mit Literaturwerten.

Es bedeutens st = starkes Signal
m = mittleres Signal
8 = schwaches Signal

Wellenzahlen (cm_l) beim
Polyglycin 2,5~Dioxopiperazin
Lit. diese Arbeit Lit. diese Arbeit
(23-27) (22)
3290 3240 st
3180 3160 st
3095 3080 m 3060 3023 s
1718 st 1718 st
1696 st 1692 st
1680 st 1680 st
1648 1640 st
1630 1635 =
1562 1560 st
1558 1550 st
1528 m 1523 s
1472 s
1445 8
1418 1420 m
1340 s 1342 g
1284 1282 m
1256 1250 m 1249 m 1251 m
1072 s 1073 »
1026 1027 st
994 m 994 m
902 898 s 914 &8 913 =
842 8356 m
818 806 m

1072, 835 und 806 cm—l geeignet, da ihre Durchldssigkeiten zwischen
30 und 65 % liegen.
Die Brauchbarkeit dieser Signale fiir die quantitative Analyse

von DOP wurde an kiinstlichen Mischungen des oben erwihnten Poly-
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glycins mit 1, 2, 4, 9, 16, 26 und 32 % 2,5-Dioxopiperazin gepriift.
Die erhaltenen Wellenzahlen S (cm_l) und Flichen F (willkiirliche

Einheiten) sind in Tabelle 18 zugammengestellt.

Tabelle 18

Wellenzahlen S und Bandenflichen F fiir eine Reihe von Mischungen von
2,5-Dioxopiperazin mit Polyglycin fiir verschiedene Absorptionsbanden
bei konstanter Probeneinwaage von 1,7 mg,

% 2,5~Dioxopiperazin in der Mischung
1 2 4 9 16 26 32

cm S F|S F|S F|S F1|S F|Ss F| S F

1420 | 1425 33{1425 3211423 35|1425 039|1418 371414 41|1417 50
1282 | 1284 201284 19(1282 17]1284 23|1285 2311285 15|1287 20

1072 - - - - - - -

1027 | 1031 1701030 169 {1029 202 {1030 150]|1032 185 (1032 167|1033 140
835 - - - 846 1| 80 10| 850 9| 852 13
806 - - - - 836 6|83 5| 836 4

Alle Signale mit Ansnahme desjenigen bei 1420 cm-1 werden mit
steigender Konzentration an 2,5-Dioxopiperazin hypsochrom verschoben.
Die typische Bande des 2,5-Dioxopiperazins bei 1072 cm-l tritt iiber-
haupt nicht auf, die iibrigen charakteristischen 2,5-Dioxopiperazin-
banden (835 bzw. 806 cm—l) erst oberhalb von Gehalten von 9 % DOP.
Die Stidrke der entsprechenden Signale zeigt jedoch keinen eindeuti~
gen Zusammenhang mit der Konzentration. Die Infrarot-Spektroskopie
ist daher als Methode zur quantitativen Bestimmung des 2,5-Dioxopi-

perazins nicht geeignet.




3.1.2 Sublimation

Das Sublimationsverhalten von reinem 2,5-Dioxopiperazin wurde
bei verschiedenen Temperaturen im Hochvakuum von 0,01 mm Hg gepriift.
Die Versuchszeit betrug jeweils 2 Stunden. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 19 zusammengestellt.

Tabelle 19

Sublimationsverhalten von reinem 2,5-Dioxopiperazin

Sublimations- 2,5-Dioxopiperazin
temperatur oC
P Einwasge Answaage Ausgbeute
g 4 %
130 0,0102 0,0084 85
155 0,0097 0,0090 93
185 0,0083 0,0083 100
195 0,0032 0,0033 103
200 0,0077 0,0077 100
220 0,0047 0,0047 100

Aus Tabelle 19 geht hervor, dass bei Temperaturen zwischen 185
und 220° C das eingesetzte DOP quantitativ wiedergefunden wird. Da-
mit das Verfahren jedoch analytisch verwendet werden kann, miissen
folgende Bedingungen erfiillt seins

1) Nur 2,5-Dioxopiperazin darf sublimieren.

2) Bei der Sublimation darf aus dem Reaktionsgemisch, speziell

aus den Peptiden und dem Monomeren, kein DOP entstehen.

3) Das DOP darf unter den Sublimationsbedingungen nicht poly-
merisieren oder sich sonst umsetzen,
Zur Priifung dieser Punkte wurde ein Gemisch aus je einem Gramm
Glycin, Diglycin und Triglycin hergestellt, das in einem Morser in-

nig vermischt wurde. Diese Mischung wurde dann mit soviel DOP ver-



setzt, dass dessen Gewichtsanteil ca. 30 % betrug. Die Versuchsdaten

der Sublimation bei 0,01 mm Hg sind in Tabelle 20 zusammengestellt.

Tabelle 20

Einfluss von Temperatur und Versuchszeit auf die Sublimation von 2,5-
Dioxopiperazin aus einem Gemisch mit Glycin, Diglycin und Triglycin.

Gemisch 2,5-Dioxopiperazin
T:“P et Einvaage Einwaage Auswaage Aunswvaage
c h g g g %
180 2 0,0771 0,0092 0,0091 99
200 2 0,0684 0,0062 0,0103 166
220 2 0,0472 0,0062 0,0076 123
250 2 0,1002 0,0123 0,0141 115
180 3 0,0917 0,0114 0,0114 100
180 4 0,0732 0,0099 0,0008 99
180 6 0,0872 0,0089 0,0089 100

Aus der Tabelle 20 ist zu entnehmen, dess bei einer Versuchs~-
temperatur von 180° C die eingesetztenMengen DOP unabhiéngig von der
Versuchszeit quantitativ wiedergefunden werden. Eine Zersetzung des
DOP findet daher bei dieser Temperatur nicht statt. Bei hdheren Tem-—
peraturen sind die Auswaagen an DOP jedoch stets hoher als die Ein-
waagen. Ein Teil der Beisubstanz (Glycin, Diglycin und/oder Trigly-
cin) muss sich daher in DOP umgewandelt haben. Nach diesen Versuchen
darf also eine Sublimationstemperatur von 180° ¢ nicht iiberschritten
werden.

Die Ergebnisse werden durch Sublimationsversuche an Mischungen
von DOP mit Polyglycin bestidtigt. Dieses Polyglycin wurde aus einem
Polykondensat durch viermaliges Auswaschen mit heissem Wasser her-
gestellt und erwies sich bei einem Sublimationsversuch bei 180° ¢
als DOP-~frei. Der Einfluss der Sublimationsbedingungen wurde so-
dann an bekannten Mischungen dieses Polyglycins mit DOP gepriift
(Tabelle 21).
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Tabelle 21

Einfluss der Sublimationsbedingungen auf die Sublimation von 2,5~
Dioxopiperazin aug dessen Gemisch mit Polyglycin.

2,5~Dioxopiperazin

Temp. Zeit

o Einwvaage Auswaage Answaage

c h g g

180 2 0,0137 0,0137 100
180 2 0,0097 0,0099 102
180 2 0,0106 0,0106 100
180 2 0,0084 0,0084 100
180 4 0,0127 0,0125 99
180 6 0,0064 0,0065 101
200 2 0,0112 0,0114 102
220 2 0,0097 0,0118 122
250 2 0,0432 0,0497 115

Anch hier wird bei einer Sublimationstemperatur von 180o C das
2,5-Dioxopiperazin quantitativ wiedergefunden. Bei Temperaturen iiber
220o C steigt jedoch die sublimierte Menge an 2,5-Dioxopiperazin auf
iiber 100 %, was auf einen Abbau des Polyglycins deutet. Das Sublimat
ist ninhydrinnegativj Peptidester und Peptidesterhydrochloride subli-

mieren also nicht.

3.2 Infrarot~Spektroskopie

Wihrend die Infrarot-Spektroskopie offenbar nicht fiir die quan~-
titative Bestimmung von 2,5-Dioxopiperazin in den Kondensationspro-
dukten geeignet ist, kann sie doch zur gualitativen Analyse auf ein-

zelne Komponenten dienen.
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M. Tsuboi (30) untersuchte Glycin und Glycin-Hydrochlorid, so-
wie verschiedene deuterierte Glycinabkémmlinge. R. Schwyzer, B. Ise-
lin, W, Rittel und P. Sieber (22) synthetisierten cyclische Glycin-
oligomere und beschreiben die Bandenzuordnungen fiir 2,5-Dioxopipera-
zin, cyclisches Tetraglycin und cyclisches Hexaglycin. Eine Vielzahl
von Autoren untersuchte die Spektren von Glycinpeptiden (22 - 27 und
30 - 33). Fiir 0ligomere von niederem Molekulargewicht ist die Bande
bei 1690 cm‘l (23) typisch. Das Gebiet zwischen 1100 und 1300 cm—l

ist nicht reproduzierbar (24).

3.3 Untersuchungen zur Aufarbeitung der Kondensationsprodukte

Aus der Vielfalt der ol-Aminocarbonsiureester und der Katalysa-
toren wurden fiir die in den folgenden Abschnitten beschriebenen Un—
tersuchungen Glycindthylester und Zinntetrachlorid ausgewihlt. Zur
Charakterisierung der Kondensationsprodukte bzw. der Eigenschaften
als Funktion der Kondensationsbedingungen wurde zundchst das Ver-
halten der Kondensationsprodukte gegeniiber verschiedenen denkbaren

Aufbereitungsmethoden untersucht.

3.3.1 Stabilitit des Kondensates

Verschiedene Beobachtungen bei den orientierenden Versuchen
legten nahe, dass die Kondensate nach der Aufbereitung nicht vidllig
stabil sind. Auf eine solche Instabilitdt deutete das Auftreten neuer
und Verschwinden alter Flecken im Papierchromatogramm. Um die Ver-
hiltnisse abzukliren, wurden 13 g Glycindthylester (128 mMol) mit
1 ¢ (3,85 mMol) Zinntetrachlorid 60 Stunden bei 20° ¢ kondensiert,
das im Hochvakuum bei 40° ¢ getrocknete Kondensat fein gepulvert und

anschliessend in 50 ml absolutem Alkohol suspendiert. Im Zeitraum
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zwischen 3 und 29 Tagen wurden Proben entnommen und papierchromato-

graphisch untersucht. Die erhaltenen Rf-Werte sind in Tabelle 22

zusammengestellt.

Tabelle 22

R, ~Werte eines Kondensationsprodukteg aus Glycindthylester und Zinn-

tetrachlorid. Reaktionstemperatur 20 C, Katalysatorkonzentration

3 Mol-Prozent. Die Probe wurde in Aethanol gelagert und zu den ange-
gebenen Zeiten papierchromatographisch untersucht.
Zuordnungs a = hohere Glycinderivate

b = hiohere Glycinderivate

= H—(Gly)4—002H5

H-(Gly)2-002H5

) 0
n

e = H-(Gly)—002H5
f = H-(Gly)2-002H5°HCl
g = ﬂ-(Gly)2_3002n5~301
h = H-(Gly)—oczﬂs’HCI
1 = Verbindungen von SnCl, und n-(ely)—oczn5
Probe| Zeit IOO-Rf
Nr. Tage | a b ¢ d e £ g h j k 1 n
1 11 18 28 35 44 49 54
2 12 16 19 26 33 39 47 51
3 9 5 11 17 30 42 47 51 55 59
4 12 18 24 30 38 46
5 15 13 20 29 38 46 51 57 65
6 22 18 27 31 47 51 56 63 69 75 83 98
7 29 29 35 40 42 43 46 49 mehrere

Ans der Tabelle geht hervor, dass die den héheren Glyecinoligo~
meren entsprechenden Flecken mit zunehmender Suspensionszeit ver-—
schwinden. Dagegen treten neue, nicht zuzuordnende Flecken mit Bf—

Werten zwischen 0,55 und 0,98 auf.
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3.3.2 Fraktionierversuche

Fiir die Untersuchung der Kondensationsprodukte wire es vorteil-
haft gewesen, wenn diese durch geeignete Methoden in die einzelnen
Komponenten aufgetrennt werden kénnten. Die Moglichkeit solcher Tren-—

nungen wurde bei folgenden Verfahren studiert:

3.3.2.1 Chromatographie

Die quantitative Auftrennung einer polymerhomologen Reihe von
Polypeptiden bis zum Polymerisationsgrad 15 gelang erstmals im Jahre
1962 beim Polylysin (28). Dabei kann sogar noch erwartet werden, dass
sich diese Reihe wegen der stark polaren Amino-Seitengruppe besonders
gut auftrennen lisst. Die Reihe der Polyglycine diirfte sich erheblich
schwieriger trennen lassen., Auf Versuche zur quantitativen chromato-

graphischen Auftrennung wurde daher verzichtet.

3.3.2.2 Gelfiltration

Versuche zur Auftrennung des Kondensationsproduktes durch Gel-
filtration (Sephadex 25 grob, 72 Stunden in ln Essigsiure gequollen,
thermostatisierte Chromatographiekolonne, Durchmesser s Hohe = 1120)

waren siamtliche negativ.

3.3.2.3 Papierelektrophorese

Eine griossere Versuchsreihe wurde mit Glycin, Diglycin und Tri-
glycin als Modellsubstanzen unter Variation von Laufmittel (1ln, 2n,
3n, 4n und 5n Essigsiure, HCOOH:AcOH:H20=13(25 %) 1293958 und Pyri-
dinzAcOH:H20 = 1031003890, Der pH-Bereich betrug 2,41 - 1,16) und
Spanmung (0,6-1,5-2,3-4,3-5,7 und 11,4 V/cm) unternommen. Es gelang
tatsidchlich, diese drei Verbindungen in ln Essigsiure als Elektro-
1yt bei 11,4 Volt/cm zu trennen. Leider liessen sich jedoch auf die—

sem Wege die Kondensate nicht auftrennen. Der Grund diirfte darin
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liegen, dass das Gemisch hauptsichlich aus Peptidestern und deren
Hydrochloriden bestand, die sich im elektrischen Feld nahezu homo-
gen verhalten. Es wurde deshalb versucht, das Kondensat durch Be-
handeln mit geeigneten Losungsmitteln in charakteristische Fraktio-

nen aufzutrennen.

3.3.2.4 Extraktion mit organischen Losungsmitteln

49 g (475 mMol) Glycinidthylester wurden mit 1,2 g (4,6 mMol)
Zinntetrachlorid bei 20o C in Masse 24 Stunden kondensiert und an-
schliessend iiber Nacht bei 40° C am Hochvekuum von 0,01 mm Hg ge-
trocknet. Von diesem Kondensat wurden je 2 g in einem Soxhlet 24
Stunden extrahiert. Die Gewichtsbilanzen sind in Tabelle 23 zusam-
mengestellt.

Tabelle 23

Gewichtsbilanz der Extraktion eines Glycindthylesterkondensates mit
verschiedenen Losungsmitteln.

Siede- | Extraktions~- Extrakt
Losungsmittel punkt rickstand
deg M gefasst | nicht gefasst
c g g g

Chloroform 61 1,31 0,68 0,01
Methylcyclo- 100,8 1,89 0 0,11
hexan
Methylenchlorid | 40 1,71 0,15 0,14
Tetrachlorkoh- 11 1,72 0 0,25
lenstoff
Pyridin 115 1,62 0,16 0,22
Essigester 17 1,85 - 0,15
o-Xylol 144 1,85 0 0,15
Glykol 197 1,08 0 0,92

Der Versuch zeigt, dass diese Lisungsmittel mit Ausnahme von

Chloroform nicht zur Extraktion verwendet werden konnen, teils, weil
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durch sie nichts extrahiert wird, teils, weil grosse Verluste auf-

treten.

3.3.2.5 Trennscheme

Wie in den vorhergehenden Abschnitten nachgewiesen wurde, be-
steht das‘Reaktionsprodukt nach den papierchromatographischen und
infrarotspektroskopischen Untersuchungen aus dem Ausgangsprodukt Gly-
cindthylester, nieder- und hchermolekularen Peptidestern, den Hydro~
chloriden des Glycindthylesters und der Peptidester sowie aus dem
2,5-Dioxopiperazin. Denkbar sind ferner das Auftreten von Glycin
und Peptiden, von Additions~ und Substitutionsverbindungen des Zinn-
tetrachlorides sowie von Spaltprodukten des Glycindthylesters und der
Peptidester.

Es wurde daher das Gesamtkondensat G mit Wasser (20facher Ueber-
schuss) dreimal je 4 Stunde (bei 20o C) extrahiert und so eine wasser—
lésliche Fraktion W gewonnen. Der verbleibende wasserunlésliche Teil
wurde dreimal je % Stunde bei 20° C mit kaltem Eisessig behandelt,
wobei eine eisessigldsliche Fraktion E anfiel. Der verbleibende was-
ser- und eisessigunlésliche Anteil wurde mit R bezeichnet. Gesamtkon-
densat G, wasserlosliche Fraktion W, eisessiglosliche Fraktion E und
unléslicher Riickstand R wurden sodann auf die in ihnen enthaltenen
Komponenten untersucht (Abschnitt 3.4).

Diese Behandlung verinderte das urspriingliche Kondensat nicht,

wie aus papierchromatographischen Untersuchungen eindeutig hervor-~

ging.
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3.4 Untersuchung der Fraktionen

3.4.1 Gesamtkondensat G

Die Priifung des Kondensationsproduktes auf die Anwesenheit von
Carboxylgruppen und von Spaltprodukten des Glycinesters bzv. der Pep-~
tidester wurde am Gesamtkondensat vorgenommen.

Aus den IR-Spektren von Gesamtkondensaten, die unter den folgen-
den Bedingungen hergestellt worden warens

0,07 Mol-% SnCl4, 20°C und 24 Stunden Kondensationsdauer

0,1 " v 20°% " 24 " "
0,18 " w o 20° " 24 " "
0,22 " n  20% v 24 " "
0,21 " w20 " 24 " "
3,50 " 8% v 2 " "

4,0 Mol-% SnC14, 40°C und 2,5 Stunden Kondensationsdauer
liessen gich folgende Informationen entnehmens

Uebereinstimmend wurden bei allen Proben die fiir Peptide charak-
teristische Bande bei 1026 cm-l, die bei 1075 cm-l auftretende Bande
des 2,5 Dioxopiperazins (nur bei Konzentrationen oberhalb 9 % (vgl.
Abschnitt 3.1.1)) und die bei 1740 cm-.1 liegende, fiir Ester typische
Bande gefunden. Die fiir niedermolekulare Oligomere charakteristische
Bande bei 1690 cm-1 wurde vom KBr iiberdeckt. In keinem Fall traten
die Banden fiir andere cyclische Peptide als 2,5-Dioxopiperazin auf
(Abwesenheit der Banden bei 1095 - 1108 cmnl). Ebenfalls abwesend
waren die fiir eine freie Carbonylgruppe bei 1610 cm_l und 1415 cm-.l
zu erwartenden Signale. Der letztere Befund wird durch die direkte
Prifung des wasserunloslichen Anteils einer Reihe von insgesamt 8 Pro-
ben auf freie Carboxylgruppen bestatigt. Die Proben waren mit SnCl4—
Konzentration zwischen 0,6 und 4 Mol-% bei Temperaturen zwischen 0
und 80° C je 24 Stunden kondensiert worden. Je 500 mg wurden dann

dreimal mit 10 ml Wasser gewaschen, getrocknet, in m—Kresol geldst
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und mit 0,1ln alkoholischer Kalilauge gegen Phenolphthalein titriert.
In keinem Fall konnten Carboxylgruppen nachgewiesen werden., Damit ist
ausgeschlossen, dass fiir die Katalysatorwvirksamkeit Wasser verant-
wortlich ist,

Der Erfolg der mit Zinntetrachlorid katalysierten Peptidbildung
ist iliberhaupt nur wenig von einem etwaigen Wassergehalt abhingig,
wie Tabelle 24 fiir Kondensationen mit verschieden hohen Wasserzusitzen
zeigt. Bis herauf zu Wasserzusitzen von etwa 9 % wird noch eine Viel-
zahl ninhydrinpositiver Flecken gefunden. Erst bei Zusatz von ca.
17 % Wasser, bezogen auf Glycindthylester, ist keine Kondensation

des Glycinesters mehr nachweisbar,

Tabelle 24

R . -Werte der ninhydrinpositiven Flecken bei der mit 1 Mol-Prozent

Zinntetrachlorid (bezogen auf Glycindthylester) katalysierten Kon-

densation von Glycinithylester-Wasser-Gemischen. (40 C, Reaktions-—
zeits 24 h).

v
Glycindthyl-
ester/Wasser I I1 111 1Iv V VI VII VIII IX X
0 - 66 56 48 -~ 38 30 26 20 -
2,44 - 67 56 48 - - 30 26 - 16
4,17 80 - 56 48 43 - 30 - - 16
9,09 80 - - 48 - - 30 - - 16
16,66 - - - - - - - 24 - -
29,50 - - - - - - - - - -
44,50 - - - - - - - - - -

Es erschien ferner denkbar, dass der Glycindthylester und dessen
Polymere unter den in dieser Arbeit verwendeten Kondensationsbedin—-
gungen in andere Bruchstiicke fragmentiert wiirden. Nach Sluyterman und
Veenendaal (5) entstehen z.B. aus dem Tetraglycinmethylester mach 200
Stunden bei 100° C N-Methylglycin (Sarkosin) , N,N-Dimethylglycin und
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andere Produkte, wihrend beim Triglycinmethylester keine derartige
Spaltung beobachtet wurde. Bei noch hoheren Temperaturen (313° c)

zerfdllt dann Glycin in Wasser quantitativ in Ammoniak, Kohlendi-
oxid, Methylamin, Dimethylamin, Trimethylamin usw., (44).

Unter unseren Kondensationsbedingungen entsteht ebenfalls der
Tetraglycinester. Ausserdem lag die hdchste angewandte Kondensations—
temperatur von 80° C nur wenig unter der von Sluyterman und Veenen-
daal verwendeten Temperatur von 100° C. Es wurde daher ein bei 80° ¢
mit 3 Mol-Prozent Zinntetrachlorid (Kondensationsdauer 2 Stunden)
hergestelltes Gesamtkondensat der Totalhydrolyse unterworfen (vel.
Abschnitt 7.2.1), indem es iiber Nacht bei Normaldruck mit 6n Salz-
siure gekocht wurde. Im Papierchromatogramm des Filtrates erschie~
nen 3 ninhydrinpositive Flecken mit den auf I~leucin standardisier-
ten R;-Werten von 0,19 (Glycin), 0,35 (Glycinhydrochlorid) und 0,59
(unbekannt). Die geschitzten Intensitéten verhielten sich wie 90 3
2 s 8, was wegen der verschiedenen Farbintensitdten der Ninhydrin-
produkte von Glycin und Glycinhydrochlorid trotz grossen Ueberschus—
ses an Salzsdure verstdndlich ist. Das gleiche Kondensat wurde da-
rauf unter verschirften Bedingungen 24 Stunden in 6n Salzsiure im
Bombenrohr hydrolysiert. Im Papierchromatogramm erschien jetzt nur
noch ein einziger Flecken mit Rf = 0,36, der dem Glycinhydrochlorid
entsprach. Unter den Bedingungen der Kondensation treten also keine

unerwiinschten Fragmentierungen in grisserem Ausmass auf,

3.4.2 Wasserlisliche Fraktion W

Nach infrarotspektroskopischen Untersuchungen enthalten die was-
serligslichen Fraktionen Glycin- und Peptidithylester, deren Hydro-
chloride sowie 2,5-Dioxopiperazin., Carboxylgruppen sind nicht vor-
handen, wie die Abwesenheit der Banden bei 1610 und 1415 cm-l be-

weist.
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Papierchromatographische Untersuchungen an den wasserloslichen
Fraktionen einer Vielzahl von Kondensationsprodukten (Tabelle 25)
gaben weitere Aufschliisse iiber die Komponenten. Wie man der Tabelle
entnimmt, liegen sédmtliche Flecken zwischen Rf = 0,08 - 0,41. Eine
Ausnahme bilden nur die Fraktionen aus den bei 0° C mit 0,6 bzw.

1,7 Mol~Prozent Zinntetrachlorid hergestellten Kondensaten, bei de-
nen noch je ein zusdtzlicher Fleck mit Rf = 0,48 bzw. 0,49 gefunden
wurde. Alle iibrigen Flecken lassen sich der Reihe von Glycindthyl-
ester bis Tetraglycindthylester bzw. deren Hydrochloride zuordnen,
Ein ninhydrinpositiver Startfleck wurde nicht gefunden. Hohere Pep—
tide scheinen demnach nicht vorhanden zu sein., Mit dieser Schluss-
folgerung stimmt iiberein, dass sich die fiir die widssrigen Fraktionen
berechneten Polykondensationsgrade durchwegs um 4 bewegen (vgl. Ta-

belle 30 im Abschnitt 4.2).

3.4.3 Eisessiglosliche Fraktion E

Die eisessigliéslichen Fraktionen wurden infrarotspektroskopisch
untersucht. Nach diesen Messungen bestehen die Fraktionen iiberwie-
gend aus Peptidestern. Sie enthalten jedoch keine Hydrochloride mehr
(Abwvesenheit der Banden bei 1740 cm-l). Kleinere Ringe sind ebenfalls
nicht nachweisbar, doch wurde in einigen Fdllen noch 2,5-Dioxopipe~
razin gefunden. Aminosiuren sind ebenfalls abwesend (keine Banden
bei 1610 bzw. 1415 cm-l). Dieser Befund zeigt gleichzeitig, dass
unter den Bedingungen der Extraktion mit Eisessig keine Umesterung
der Peptidester eintritt.

Die durch Titration der Aminoendgruppen und der Bestimmng
der Aethoxylgruppen berechneten Aequivalentgewichte der eisessig-
l6slichen Frektionen sind in Tabelle 26 zusammengestellt.

Die erhaltenen Aequivalentgewichte sind praktisch unabhéngig

von der Katalysatorkonzentration und der Reaktionstemperatur, wie
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Tabelle 25

Papierchromatographische Untersuchung der wasserlioslichen Fraktionen

H—(Gly)—002H5°HCI

Zuordnung: b

f

= H—(Gly)2—002H5

= H-(Gly)4—002H5'HCI g = H-(Gly)3-0c2H5
= H-(Gly)2—002H5'HCl h = H—(Gly)4—002H5
e = H-(Gly)-002H5 j = hohere Glycinester

Kondensations-

bedingungen 100‘Rf
Kat. Temp,
Konz. o a b ¢ d e f g h j
Mol-% C

0,6 0 49 37

1,7 0 48 37

3,0 0 38 32 26 21 15

3,5 0 39 35 28 22 19 14 12

5,8 0 37 32 26 22 17 13

0 20 41 26 20 12

0,07 20 38 31 26 19 14 12 8

0,10 20 38 33 28 21 15 12 8

0,18 20 39 34 24 11

0,23 20 39 33 28 21 16 12 8

0,27 20 38 32 28 20 15 12 8

0,70 20 39 33 23 11

3,40 20 31 28 22 16

4,50 20 36 27 18

1,69 40 38 30 23 17

1,80 40 39 32 24 16 11 8

3,1 40 39 33 21 18

3,5 40 38 33 27 23 18

5,2 40 39 32 23 16

1,67 80 38 30 22 15 10

2,30 80 39 29 18 13

3,10 80 39 27 17 12

4,00 80 32 24 17 12
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Tabelle 26

Zahlenmittel des Aequivalentgewichtes der eisessigloslichen Fraktio-
nen, bestimmt durch die Titrationen der Aminogruppe in Eisessig mit
0,01n Perchlorsiure.

0’c 20°c 40°c 80°C
Kat.Konz. Kat.Konz, Kat.Konz. Kat.Konz,

Mol-% MNH2 Mol-% MNHa Mol~% MNH2 Mol-% MNH2
0,6 1400 0,07 310 1,7 800 1,7 310
1,7 540 0,10 330 1,8 430 2,3 350
3,0 580 | 0,18 160 3,1 570 3,0 360
3,5 530 0,22 400 3,5 530 4,0 790
5,8 670 0,27 N 5,2 310

0,70 370
3,40 680
4,50 800

es beim angewendeten Fraktionierschema erwartet werden kann, Die Po-

lykondensationsgrade liegen im allgemeinen zwischen 5 und 10.

3.4.4 Wasser—- und eisessigunlosliche Fraktion R

Der wasser- und eisessigunliésliche Riickstand sollte die hoher-
molekularen Peptidester enthalten. Erwartungsgemiiss wird nach den
infrarotspektroskopischen Untersuchungen auch kein Hydrochlorid
mehr gefunden, ebenfalls keine freiem Carboxylgruppen. Ueberraschend
ist jedoch, dass trotz der Extraktion mit Wasser und Eisessig auch
in der Fraktion R gelegentlich noch 2,5-Dioxopiperazin gefunden wird.
Andere Ringe sind jedoch nicht nachweisbar.

Auf den hohermolekularen Charakter der Fraktion R deuten ausser

der Unloslichkeit in Wasser und Eisessig auch die verhdltnismidssig
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hohen Aequivalentgewichte (vgl. Tabelle 30 im Abschnitt 4.2). Fir
ein héhermolekulares Produkt sprechen fermer die IR-Messungen an von
2,5-Dioxopiperazin befreiten Fraktionen R. Die gefundenen Banden
sind in Tabelle 27 mit den Literaturangaben (34) fiir Polyglycin I
und Polyglycin II verglichen. Beim Polyglycin I sind die Peptidach~-
sen zweizihligs die Struktur entspricht ungefihr der p—struktur der
Peptide. Polyglycin II kann keiner bekannten Polypeptidstruktur zu-
geordnet werden. Hier liegen die dreizdhligen Peptidachsen parallelg
durch die Wasserstoffbriicken entsteht eine hexagonal dichteste Kugel-
packung, Polyglycin I ldsst sich daher verspinnen, Polyglycin II
nicht. Bei Temperaturen von etwa 140° ¢ geht Polyglycin II in Poly-
glycin I iiber (45).

Aus Tabelle 27 geht hervor, dass die bei der Fraktion R gefun-
denen Banden genau dem Polyglycin II der Literatur entsprechen. Der
Befund ist insofern versténdlich, als die Polykondensationstempera-
turen unterhalb der Umwandlungstemperatur von 140° ¢ lagen. Es muss
aber iiberraschen, dass unter den Synthesebedingungen nicht etwa ein
amorphes Material entsteht, sondern doch offenbar eine recht geord-
nete Struktur.

Die hohe Kristallinitit der Fraktion R wird auch durch Pulver-
diagramm~Aufnahmen mit der Debye-Scherrer-Kamera belegt. Abbildung 1
zeigt die Aufnahme der Fraktion R sowie die Vergleichsaufnahmen fiir
Glycin, Glycindthylesterhydrochlorid, 2,5-Dioxopiperazin und den
Komplex CZH50—SnC13’CZH50H. Aus dem Vergleich geht hervor, dass bei
der Fraktion R ganz andere Netzebenenverhiltnisse auftreten als bei
den anderen Produkten.

Die Grosse des Molekulargewichtes geht aus den Aequivalentge-
wichts-Bestimmungen iiber die Aethoxylendgruppen hervor. Nach die-
sen in Tabelle 30 (Abschnitt 4.2) wiedergegebenen Daten liegen
die Molekulargewichte der Fraktionen R zwischen 600 und 2500 und

die Polymerisationsgrade damit zwischen 10 und 40.
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Tabelle 27

Vergleich der bei der Fraktion R gefundenen IR-Banden (cm~1) mit de-
nen der Literatur fiir Polyglycin I und Polyglycin II.

ottt | gy | e, | mortmns | rsterater
4315 - - CH, 33
4300 - - Cﬂzstretch 33
3380 gigg gi:g NH-gstretch | 31,33
3124 - - antiparal. { 31
2950 - - 31,33
2700 - - 31
1690 - - 23,27
1650 - 1640 7
1632 1648 1635 c=0 23,24,32,27
1630 1648 1635 c=0 23,26,27
- 1630 - Helix 25
1588 - - 31
1562 1562 1560 217
- 1558 1550 NH-def . 23,26
1540 - - antiparal. | 31,25
1530 - - c=0 26
1521 - - NH-def . 23,32,27
- 1520 - Helix 25
1462 - - C-H def. 24,31
1434 1418 1420 C-H def. 23
1380 *) - 31
1300 *) 31
- 1284 *) 1282 31,217
- 1256 *) 1250 27
1236 *) 27,31
1015 1026 1027 Peptid 31,23,24,26,21
910 - - 31
- 902 898 27
818 - - 21
- - - 25
217 - - 25

*) nicht reproduzierbar (24)
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Polyglycinithylester

L2H50-SnC13'C2H50H

Abbildung 1

Debye-Scherrer-Aufnahmen
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4 OPTIMIERUNG

4.1 Optimierung der Monomersynthese

Die Gewinnung des Glycindthylesters gelingt nur iiber das
Hydrochlorid. Der einzige rationelle Weg ist:

Glycin ———# Glycindthylester-Hydrochlorid ———w Glycindthylester.
Im Gegensatz zu den gewdhnlichen Carbongiureestern der organischen
Chemie ist némlich Glycindthylester wegen seiner Aminogruppe noch
ziemlich gut wasserloslich. Ferner wird der Ester in Anwesenheit
von Wasser in das 2,5-Dioxopiperazin umgewandelt (15). Die Aufberei-
tung wird daher durch diese beiden Effekte erschwert. Um den freien
Ester zu erhalten, muss das Hydrochlorid des Glycindthylesters durch
Neutralisation in ein Salz umgewandelt werden.

In der Literatur ist die Neutralisation mit Natronlauge (54)
und das Ausschiitteln des Esters mit Aether beschrieben. Die anfing-
lich schlechten Ausbeuten des Esters konnten durch Aussalzen verbes-
sert werden. Wie aus der Tabelle 28 hervorgeht, waren die Ergebnisse
nicht zufriedenstellend, Die Methode wurde geéndert und nunmehr zur
Neutralisation Kalilauge, Ammoniumhydroxid und Bariumoxid (51) ver-
wendet. Die Ausbeuten waren jedoch noch schlechter als bei der Ver-
wendung von Natronlauge.

Es wurde nun vom Wasser, welches nur als gutes Losungsmittel
fir die nach der Neutralisation entstandenen Salze verwendet worden
war, Abstand genommen. Viel bessere Ausbeuten wurden bereits bei der
Neutralisation des Hydrochlorids mit Natriummethylat erhalten (56).
Diese Methode ist schon wesentlich zweckmissiger. Das anfallende
Kochsalz ist 'in Methanol unléslich und lésst sich abfiltrieren. Das
Losungsmittel wird dann bei tiefer Temperatur im Vakuum abdestilliert,
wodurch die Autokondensation des Esters verringert werden kann. Al-
lerdings muss zum Gelingen der Synthese Natriummethylat in genau

dquimolaren Mengen eingesetzt werden. Bei einem Unterschuss an Base
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Tebelle 28

Ausbeuten bei der Gewinnung von Glycindthylester aus dem Hydrochlo-
rid mit verschiedenen Basen bei einer Neutralisationstemperatur von

0° c.
Base Aufnehmen des Ausbeute
Esters in %
KOH/H,0 Aether 11
NH, OH/H,0 Aether 32
Bu(OH)2/H20 Aether 51
NaOH/H,0 Aether 60
CH,ONa/CH,0H | Destillation 75-92
NH,/CHC1, Destillation 98

geht ein Teil des in Methanol schwerloslichen Glycindthylester-
Hydrochlorids bei der Entfernung des Kochsalzes verloren, wodurch

die Ausbeute vermindert wird. Liegt hingegen Natriummethylat im
Ueberschuss vor, so wird die Ausbeute durch die katalysierte Konden-
sation herabgesetzt (es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Natrium-
methylat ein Katalysator fiir die Kondensation von dl-Aminocarbonsiu~-
reestern ist). Es ist somit notwendig, vor jeder Reaktion den Gehalt
der methanolischen Losung an Natriummethylat durch Titration genau

zu bestimmen. Auf diese Weise werden nahezu quantitative Umsétze er-
halten.

Um den Vorteil des nichtwdsserigen Losungsmittels mit dem einer
nicht die Glycindthylester-Kondensation katalysierenden Base zu ver-
binden, wurde die Methode von Anderson und Callahan (15) leicht mo-
difiziert. Die Autoren verwendeten als Base eine Losung von Ammoniak-
gas in Aether. Da Aether noch betridchtliche Mengen Wasser aufnehmen
kann und das Monomere wasserfrei sein sollte, wurde der Aether durch
das von der Synthese her bereits trockene Chloroform ersetzt. Bei
diesem Vorgehen ist ein Einstellen der genauen stochiometrischen

Neutralisationsbedingungen nicht mehr notig, da Ammoniak die Kata-—
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lyse bei den gewiihlten Arbeitsbedingungen (0o C) nicht einleitet.
Das nach der Neutralisation entstandene Ammoniumchlorid 16st
sich nicht in Chloroform und kann nach der Reaktion mit einem Fil-
trierhilfsmittel einfach abgetrennt werden. Der freie Ester wird
dann durch Destillation vom Ldsungsmittel Chloroform isoliert. Die
Ausbeute ist quantitativ. Wie erst viel spiter festgestellt wurde,

war auch diese Methode in der Literatur schon beschrieben (59).

4.2 Gesamtausbeute

Aus den papierchromatographischen Untersuchungen (Abschnitt 2.3)
ging hervor, dass unter den gewihlten Versuchsbedingungen neben der
Kondensation eine Aethanolyse einherléuft. Durch die Aethanolyse
kann sowohl die Ausbeute an Gesamtkondensat als auch dessen Polyme~
risationsgrad herabgesetzt werden. Sie kinnte verhindert werden,
wenn der bei der Kondensation abgespaltene Alkohol laufend aus der
Reaktionsmischung entfernt wiirde. Dieser Weg ist jedoch nicht gang-
bar, da beim Anlegen eines Vakuums Monomer (Glycindthylesters Kp =
148° C) und Abspaltungsprodukt gemeinsam entfernt werden,

Es wurde daher gepriift, wie sich die Aethanolyse auf den zeit-
lichen Verlauf der Kondensation auswirkt. In Abbildung 2 ist die
Augbeute an Gesamtkondensat (Aufarbeitung vgl. Abschnitt 7.1.4.1)
als Funktion der Zeit fir einen bei 0° C mit 2,1 Mol-Prozent Zinn-
tetrachlorid durchgefiihrten Versuch aufgetragen. Die Ausbeute steigt
demnach zuerst stark an, durchlduft dann nach etwa 250 Minuten ein
Maximum bei etwa 83 % und fillt zuerst rasch, dann schwicher ab.
0f fenbar wird bei lidngeren Zeiten die Aethanolyse durch die Schwer-
bzw, Unldslichkeit der inzwischen entstandenen héhermolekularen
Kondensationsprodukte erschwert.

Ein dhnliches Bild zeigt ein bei 80° C mit 1 Mol-Prozent Zinn-
tetrachlorid durchgefiihrter Versuch. Auch hier durchlduft die Ans-
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beute zundchst ein Maximum, das aber bei ca. 90 % Umsatz und 550 Mi-
nuten liegt.

Nach etwa 24 Stunden nimmt die Ausbeute nur noch sehr langsam
mit der Zeit ab. Fir die vergleichenden Untersuchungen zum Einfluss
von Katalysatorkonzentration und Temperatur auf Umsatz, Peptid- und
Dioxopiperazinausbeute sowie Polymerisationsgrad wurden daher simtli-
che Versuche unter Pseudogleichgewichtsbedingungen durchgefiihrt, d.h,
die Proben erst nach 24 Stunden entnommen,

Die unter diesen Bedingungen nach 24 Stunden Versuchsdauer er-
haltenen Ausbeuten an Gesamtkondensat sind in Tabelle 29 als Funk-
tion von Katalysatorkonzentration und Temperatur wiedergegeben und
in Abbildung 3 entsprechend graphisch aufgetragen, Aus der Abbil-~
dung entnimmt man, dass die Ausbeute unter diesen Bedingungen mit
zunehmender Katalysatorkonzentration zuerst zunimwmt und dann je nach
Temperatur bei Katalysatorkonzentrationen zwischen ca. 3,5 und 5 Mol-
Prozent durch ein schwaches Maximum lduft. Die auf eine Katalysator-
konzentration von 0 extrapolierte Ausbeute liegt bei etwa 50 %; sie
ist innerhalb der Messgenauigkeit praktisch nicht temperaturabhingig.
Die maximal erreichbaren Kondensatausbeuten betragen etwa 90 %.

Die fiir das Gesamtkondensat aus Aethoxyl-Bestimmungen berech-
neten Polymerisationsgrade sind in Tabelle 30 zusammen mit denen
der anderen Fraktionen zusammengestellt. Dabei wurde der Polymeri-
sationsgrad P iiber

- 46

M.
3 - athoxy
(1) P 57

berechnet, wobei Ma das iiber die Aethoxylbestimmung ermittelte

thoxy
Auquivalentgewicht ist. Das Aequivalentgewicht der Aethoxylendgrup-

pe betrigt 46, das des Grundbausteins =NH~CH —-C0-~ 57. Mitaufgenom-

2
men wurde der aus den Konzentrationen W von Riickstand R, eisessig-
16slicher Fraktion E, wasserléslicher Fraktion W und Gesamtkonden-
sat G sowie deren Polymerisationsgraden berechnete Polymerisations-

grad PW des wasserldslichen Anteils. Dieser konnte wegen der feh-
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Tabelle 29

Ausbeuten an Gesamtkondensat und 2,5-Dioxopiperazin nach 24 Stunden.

Mol-% | Gesamtkondensat in Gew% bei | 2,5-Dioxopiperazin in Gew% bei
SaCly 1 0% | 20 |40 |80% | o°c| 20°% | 40°c | s0°c
0,07 50,6/47,2 3,4/4,3

0,10 45,1 3,6

0,18 55,0 3,7 0,43

0,23 56,6 4,4

0,27 55,2 3,9

0,60 |50,0 1,90 0,35
0,70 58,8 2,5

0,96 59,8 1,3

1,69 |55,2 68,0 | 67,6 1,62 | 0,71 |2,9/2,2 | 2,0
1,80 68,0 2,2

2,30 72,5 | 0,21

3,00 |67,1 11,2 2,60 | 3,41 4,2 3,7
3,10 85,0 |81,2 5,4 3,8
3,40 80,0 2,64

3,50 |72,3 4,18 | 3,3 4,3 4,1
4,00 ‘ 18,5 4,3
4,50 73,5 3,9

5,20 90,0 6,4

5,80 |80,4 8,70

lenden Aufbereitungsmethode nicht direkt bestimmt werden.

Die Abhéngigkeit des Polymerisationsgrades des Gesamtkondensa-—
tes von der Molkonzentration des Zinntetrachlorids (Kondensations-
dauer 24 Stunden) ist in Abbildung 4 wiedergegeben, Bei allen vier
untersuchten Temperaturen nimmt der Polykondensationsgrad mit der
Zunahme der Katalysatorkonzentration ab. Dieses Verhalten steht im
Gegensatz zu dem der Ausbeute, die mit steigender Zinntetrachlorid-

Konzentration zunimmt,
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Polykondensationsgrade der verschiedenen Fraktionen bei Kondensations-

temperaturen von oo, 20 , 40° und 80° cC.

Konz,
SnCl

Mol-%

Temperatur °c

40

80

0,07
0,07
0,10
0,18
0,23
0,27
0,60
0,70
1,70
1,80
2,30
3,00
3,10
3,40
3,50
4,00
4,50
5,20
5,80

3,6 5,6 3,5 15
5,6 6,5 9,3 13

52

3,64 17 38

4 9,7

3,24 49

4,2 4,5

3,9 4,1

8,4
11
8,7
18

8,3

16 16

16 28

4,2 5,3 11 10,4
4,8 5,6 1

4,0 4,5 13 13

4,2 4,7 13 9,2

4,4 37

21
6,5 8,8
4,5 5,4 9,4 10
4,9 5,5 9,3 9,0

6,1
4,2 4,8 15 14,3

4.3 2,5-Dioxopiperazin

Die Variation des Gehaltes an 2,5~Dioxopiperazin mit Katalysa—-

torkonzentration und Temperatur wurde bereits in Tabelle 29 zusam—

mengestellt. Man entnimmt ihr, dass der Gehalt des Kondensates an

2,5-Dioxopiperazin durchwegs gering ist und im Mittel etwa 2 - 3 %
betrigt.
Abbildung 5 stellt die Verhdltnisse graphisch dar. Man entnimmt

ihr, dass bei den bei o°c ausgefiihrten Kondensationen der Gehalt
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an DOP mit zunehmender Katalysatorkonzentration zunidchst sinkt und
nach einem Minimum von etwa 0 % DOP bei einer Zinntetrachlorid-Kon-
zentration von ca. 2,3 Mol-Prozent wieder mit zunehmender Katalysa-
torkonzentration ansteigt. Bei einer Kondensationstemperatur von
20° C ist das Minimum der DOP-Produktion zu einer geringeren Kata—
lysatorkonzentration, 1,5 Mol-Prozent, verschoben. Bei noch hioheren
Kondensationstemperaturen (40 und 80° C) tritt das Minimum nicht
mehr auf und der Gehalt an 2,5-Dioxopiperazin steigt mit zunehmen-

der Katalysatorkonzentration an.

4,4 Wasserloslicher Anteil W

Die Anteile der wasserloslichen Fraktionen am Gesamtkondensat
zugammen mit den in den Abschnitten 4.5 und 4.6 besprochenen Antei-
len der eisessigldoslichen und unloslichen Fraktionen sind in Tabel-
le 31 zusammengestellt. Die Abhingigkeit der wasserléslichen Antei-
le von Katalysatorkonzentration und Temperatur ist in Abbildung 6
graphisch dargestellt.

Aus den Werten fiir eine Kondensationstemperatur von 20° ¢ geht
hervor, dass bei Abwesenheit von Zinntetrachlorid der Anteil der
wasserloslichen Fraktion am Gesamtkondensat sehr hoch ist und ca.
96 % betrdgt. Mit steigenden Katalysatorkonzentrationen sinkt dann
der Anteil der wasserlidslichen Fraktion ab, durchlauft bei einer
Katalysatorkonzentration von 0,6 Mol-Prozent Zinntetrachlorid ein
Minimum von 73 % wasserléslichen Anteilen und steigt dann linear
mit zunehmender Katalysatorkonzentration weiter an. Bei den Konden-
sationstemperaturen von 0, 40 und 80° C wurden mur die wasserlosli-
chen Anteile bei Katalysatorkonzentrationen von 1,5 Mol-Prozent
und griosser bestimmt. Bei diesen Temperaturen steigt der wasserlos-

liche Anteil mit der Katalysatorkonzentration an.
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Tabelle 31

Fraktionen (in Gewichts-Prozent) desoGesagtkongensatesonach 24 Stun-
den bei Temperaturen von 0 , 20 , 40 und 80 C.

Konz. Temperatur °c

SnCl, 0 20 40 80

Mol-% { W E R v E R | W E R W E R

0 96,3

0,07 80,7/76,1

0,10 84,2

0,18 80,6

0,22 80,7

0,27 11,2

0,60 |79,4 10,9 9,7

0,70 74,3 7,7 18,0

1,69 | 72,2 8,7 19,1 65,1 18,0 16,9]62,8 8,0 29,2
1,80 74,1 17,8 18,1

2,00 72,0

2,30 71,4 6,8 21,8
3,00 |87,3 6,2 6,5

3,10 84,5 6,5 9,0{75,0 5,6 19,4
3,40 91,6 2,6 5,8

3,50 |89,1 9,5 1,4 81,1 10,9 8,0|80,2 6,6 13,2
4,00 93,6 4,5 1,9|83,0 8,0 9,0
4,50 92,8 5,3 1,9

5,20 84,3 2,1 13,6

5,80 | 81,8 3,5 14,7

Die Katalysatorabhingigkeit des wasserlislichen Anteils ist

leicht verstindlich. Nach den in Abschnitt 3.4.2 wiedergegebenen

Versuchen besteht der wasserlidsliche Anteil aus dem Monomeren, des-

sen Hydrochlorid, 2,5-Dioxopiperazin und den Hydrochloriden der nie-

dermolekularen Peptidester. Bei kleinen Katalysatorkonzentrationen

mss die Bildungsgeschwindigkeit der Peptide geringer als bei hohe-

ren sein. Unter den angevwendeten Pseudogleichgewichtsbedingungen

muss daher der Anteil an hohermolekularen Peptiden am Gesamtkonden-—

sat klein und der wasserlosliche Anteil folglich gross sein. Dafiir

spricht auch, dass der auf eine Katalysatorkonzentration 0 extra-

polierte Anteil wasserloslicher Substanzen (Ordinatenabschnitt in




- 13 -

‘uapuny§

uoa aumuwdonaam=ww=o& Jauta 19q =o«aduanwscoxuoadeAMNMdemﬂ
u:vdWMmeamnmaaxdow uoA M STT9IUY UAYIT[FQIISSEBA JIID 3T3}3T3uUP

Nous %-1ow S

9 Sunpl Iqqy

7 € 4 l

2,08

09
0L
08
06

2,07

0L
08
06

92,02

08

06

9.0

o, ul M 8naqsny

J

04
08

- 06

00!



- 14 -

Abbildung 6) mit zunehmender Temperatur geringer wird (77 - 70 - 62 -
54 % bei 0 - 20 - 40 - 80° C).

Bei hoher Katalysatorkonzentration tritt dagegen die in Ab-
schnitt 5 diskutierte Reaktion zwischen Zinntetrachlorid bzw. dessen
Komplexen und dem aus der Kondensation stammenden Alkohol auf. Der
dadurch entstehende Chlorwasserstoff bildet mit dem Glycinester bzw.
den Peptidestern Ilydrochloride. Diese sind in der Reaktionsmischung
unléslich, fallen aus und sind daher nur schwierig oder nicht mehr

zur weiteren Kondensation befdhigt.

4.5 Essigsiureloslicher Anteil E

Nach Abschnitt 3.4.3 besteht der eisessigliésliche Anteil iiber-
wiegend aus Peptidestern.

Er nimmt nach Abbildung 7 bei Temperaturen zwischen 0 und 40° ¢
mit zunehmender Katalysatorkonzentration ab. Bei einer Kondensations-
temperatur von 80° C ist er dagegen konstant und betrdgt iiber den ge~
samten Konzentrationsbereich des Katalysators ca. 7 %.

Der Polymerisationsgrad nimmt bei allen Temperaturen mit stei-
gender Katalysatorkonzentration nur langsam zu, zumindest bis zu
Katalysatorkonzentrationen von 4,5 Mol-Prozent (Tabelle 30). Ob bei
hoheren Katalysatorkonzentrationen der Polykondensationsgrad stark

ansteigt, muss offen bleiben (vgl. Abbildung 8).

4.6 Wasser~ und eisessigunldsliche Fraktion R

Diese Fraktion besteht aus den Peptidestern mit hiherem Moleku-—
largewicht. Wie Abbildung 9 zeigt, nimmt der Anteil des Unléslichen
am Gesamtkondensat bei allen Kondensationstemperaturen mit zunehmen-—

der Katalysatortemperatur ab. Der Effekt ist also umgekehrt als bei
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den wasserléslichen Anteilen. Mit zunehmender Temperatur steigt je-
doch der Anteil an der unléslichen Frektion. Fiir die Bildung von
Polypeptiden sind also hihere Temperaturen vorteilhafter.

Die Polymerisationsgrade liegen zwischen 10 und 40. Die Abhién-
gigkeit der Polymerisationsgrade von Katalysatorkonzentration und
Temperatur (Abbildung 10) ist nicht eindeutig. Es hat den Anschein,
als ob bei jeder Temperatur bei einer bestimmten Katalysatorkonzen—
tration ein Minimum des Polymerisationsgrades existiert, das jedoch

nicht mit dem Minimum der Ausbeute zusammenfillt.



‘wapuny§ Pz UOA JTIIZFYINBISA JIUTS ¥3q u:uduwmao.«o:noaﬂu
s2pueleONy UIYITI8Q
- n uoTyevJIjuUdZUONI0yesL[ere) UOA ¥
mmmﬂwuwwmoﬁunﬂ |hWnndb mwvmﬁm gopeadsuoryesTIomiiod #9p 3To}ITSunyqy

01 mﬂseawnnd
719US % -10W N
9 g y £ z

b
9
o

A

2,0

0¢
07
09

- 179 =

2,02

0z
o€

2,07

0l

[ 0

2,08

1%

01
0c
o€



- 80 -

5 VERBINDUNGEN MIT

ZINNTETRACHLORID

Die katalytische Wirksamkeit des Zinntetrachlorides bei der
Kondensation von Glycindthylester und anderen k~Aminocarbonsiure~
estern diirfte in erster Linie darauf beruhen, dass Zinntetrachlo-
rid und Monomer eine unter den Versuchsbedingungen (Ueberschuss an
Monomer) instabile Zwischenverbindung eingehen. Derartige Verbin-
dungen des Zinns konnen auch bei anderen Reaktionsteilnehmern ver-
mutet werden, Die Aufklérung der Struktur der Zwischenverbindungen

veraprach, Anhaltspunkte fiir den Reaktionsmechanismus zu liefern.

5.1 Zinntetrachlorid und Glycindthylester

Glycindthylester bildet in benzolischer Losung mit Zinntetra-—
chlorid eine Verbindung vom Typ SnCl4-2 H-Gly—0C2H5 (20). Das Pro-
dukt soll eine gelbliche, glasartige Masse darstellen, die sich
schon unter der Mutterlauge beim Stehen triibt, "zweifellos unter
Mithilfe von Wasserdampf'". Aus der glasartigen Masse sollen Kristal-
le von Glycindthylesterhydrochlorid herauswachsen, "wodurch nach und
nach alles zu einem weissen Pulver zerfallt".

Diese Angaben lassen drei Punkte offen. Einmal ist unklar, ob
sich die Verbindung auch unter trockenem Benzol bildet, sodann, ob
sie auch unter trockenem Benzol zerfdllt und schliesslich, welche
funktionelle Gruppe mit dem Zinntetrachlorid reagiert.

Die Nacharbeitung ergab fiir feuchtes Benzol die gleichen Ver-
hiltnisse, wie sie von Fiehter und Reichart (20) angegeben worden
waren. Beim Arbeiten im trockenen Benzol bildete sich jedoch keine
"glasartige Masse", sondern ein homogenes weisses Pulver, dessen

Zinnanalyse auf eine Verbindung SnCl4°2 H—Gly—002H5 hinweist.
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Das Infrarot-Spektrum (Tabelle 32) gestattete die Zuordnung
der Signale und gab damit Aufschliisse iiber den Bau des Komplexes.
Aus der Tabelle geht hervor, dass die beim Glycindthylester auftre~
tenden Vibrations- und Beugeschwingungen der NHz-Gruppe bei den Reak-
tionsprodukten aus Zinntetrachlorid und Glycindthylester sowohl im
trockenen als auch im feuchten Benzol verschwinden (1120 cm—l). Die
symmetrische Streckschwingung im Skelett (862 cm-l) bleibt aber be-
stehen. Fiir die Signale der Estergruppe (1743 cn"l) sind dagegen
keine derartigen starken Effekte nachweisbar. An der Aminogruppe
muss daher eine Reaktion mit sehr schweren Substituenten eingetre—
ten gsein. Die deutliche Verstdrkung der CHa-Banden bei 2920/2850 cm-1
lisst sich ebenfalls verstehen, da einmal die Zahl der CH2—Gruppen
im Molekiil gegeniiber dem reinen Glycindthylester um 100 % zugenom-
men hat und zum anderen der Einfluss der Aminogruppen vermindert
wurde. Der Komplex wird daher wahrscheinlich die in Abbildung 11
dargestellte Struktur aufweisen.

Die papierchromatographische Untersuchung des Komplexes im
Laufmittel I ergab Aufschliisse iiber dessen Reaktionsfihigkeit (Ta-
belle 33). Bei der Deutung ist zu beachten, dass das Laufmittel aus
Butanol, Eisessig und Wasser besteht.

Bringt man das in trockenem Benzol hergestellte Reaktionspro-
dukt sofort in das Laufmittel, so erscheinen ein Fleck auf der Start-
linie (Rt = 0) und vier weitere Flecken mit den Ry-Werten 0,14,

0,22, 0,31 und 0,42. Von diesen Flecken ldsst sich derjenige mit
0,42 eindeutig dem Glycinhydrochlorid bzw. dem Diglycinhydrochlorid
zuordnen. Der Flecken mit R, = 0,14 kénnte dem Glycin (Eichwert 0,17)
zuzuordnen sein, eventuell aber auch dem Diglycin oder dem Trigly-
cindthylester (je 0,18). Sicher abwesend ist dagegen der Flecken

fiir das Glycindthylesterhydrochlorid (0,39). Von den vier mdglichen
Derivaten mit dem Diglycinrest konnte eventuell das Diglycin anwe-
send sein (vgl. vorhergehenden Abschnitt) und das Diglycinhydro-

chlorid. Vorhanden sind ferner die Flecken fiir den Diglycinester
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H'Gly-OCZ H5

H- Gly- OC2 H5

Abbildung 11

Struktur des SnC14-2 H-Gly—oczlis—Komplexea
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Tabelle 32

Auftreten und Zuordnung der Infrarotbanden beim Reaktionsprodukt uus
Zinntetrachlorid und Glycinithylester.

Reaktion in Reaktion in
H-Gly-002H5 abs. Benzol | feucht. Benzol Zuordnung
3400 m - - NH-stretch
- 3180 s 3200 - 2800
verschmiert
2990 m 2920 st CH
2940 s 2850 m 2
1743 st 173T m 1740 m Ester C=0
1620 s - - NH
1377 s 1381 m 1380 ss CH2
1352 s 1356 ss 1357 8
1210 st 1237 s 1250 - 15 Ester
1213 st
1120 s - - -NH2 rock
1026 st 1067 ss 1036 s C-C-N ass.stretch
862 m 862 ss 860 m C-C-N sym.stretch
legende: st = starke Absorption
m = mittlere Abgsorption
8 = schwache Absorption

88 = sehr schwache Absorption

(0,22) und das Diglycinesterhydrochlorid (0,31). Die iibrigen Flek-
ken entsprechen hohermolekularen Produkten.

Die aus Zinntetrachlorid mit Glycindthylester bei der Umsetzung
in trockenem Benzol erhaltene Reaktionsmasse muss also in Kontakt
mit dem Laufmittel, d.h., mit dem darin enthaltenen Wasser, sich un-
ter Bildung von Glycin, Glycinhydrochlorid und weiteren Produkten
zersetzen, wobei Kondensationen der Glycinderivate auftreten konnen.
Bringt man dagegen Glycinﬁth&lester und Laufmittel zusammen, so fin-

det man neben dem unverinderten Monomeren nur 2,5-Dioxopiperazin,
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Tabelle 33

Verhalten des Reaktionsproduktes aus Zinntetrachlorid und Glycin-
athylester.

Zuordnung: a = vergl., Text

b = H-(Gly)-0H-HC1 / H-(Gly) o~OH*HC1
c = H—(Gly)-OC Hy *HC1
d = H- (Gly) ~0C,H, *AC1 / H—(Gly)a—ocgﬂs-HCI
e = H-(Gly) P
f = H-(Gly) 3~0C,Hy / B-(Gly)-oH / H~-(Gly) o~0H
g = hdhere Gl1eder
Probe 100.R,

trockenes Benzol

Reaktionsprodukt - 42 - 31 22 14 0
Reaktionsprodukt

6 Stunden in Benzol | 51 - 39 - - - -
gelagert

Reaktionsprodukt 50 _ 38 _ _ _ _

in HCOOH geldst

feuchtes Benzol
Reaktionsprodukt - 42 - - - - -

Reaktionsprodukt
in HCOOH gelost

53 - 38 - - - -

Iisst man aber den Glycinester sechs Stunden unter dem Laufmittel
stehen, 8o bilden sich Glycin, Glycin-Hydrochlorid, Glycindthylester
und weitere Reaktionsprodukte.

Durch die Komplexbildung ist also die Estergruppe des Glycin-
d#thylesters stark aktiviert und daher leicht zur Verseifung und
Amidbildung anzuregen. Auf eine solche Verseifung deutet auch das
Papierchromatogremm der in feuchtem Benzol hergestellten Reaktions-
masse. Hier wird nur ein einziger Fleck mit Rf = 0,42 gefunden, der

den Hydrochloriden von Glycin oder Diglycin zugeordnet werden kann.



Suspendiert man dagegen das Reaktionsprodukt in reiner Ameisen-
siure, go treten unabhingig von der Herstellung in trockenem oder
feuchtem Benzol stets zwei Flecken mit gleichen Rf-Werten auf. Einer
davon entspricht dem Glycindthylesterhydrochlorid. Dieses kann mur
nach

SnCl4

°2 NH20H200002H5 —— SnCla'NHCH200002H5 +~E1 Nﬁscnzcooczﬂsl
entstanden sein, wobei die Moglichkeit weiterer Substitution und
Bildung polynuklearer Komplexe offenbleiben muss. Der zweite Fleck
wird daher einer Substitutionsverbindung des Zinntetrachlorides, mig—
licherweise dessen Additionsverbindung mit HCOOH, zuzuordnen sein.
Interessanterweise treten die gleichen beiden Flecken im Papierchro-
matogramm auch dann auf, wenn man das in trockenem Benzol hergestell-
te Reaktionsprodukt 6 Stunden sich selbst iiberlasst. Die den hoheren
0ligomeren des Glycins bzw, deren Derivaten entsprechenden Flecken

gind jedoch bei einer 6 Stunden alten Reaktionsmasse verschwunden.

5.2 Zinntetrachlorid und Aethanol

Bei der Kondensation des Glycindthylesters wird Aethanol frei.
Der Alkohol kann nach Pfeiffer (39,40) bei Temperaturen um 0° C ein
Additionsprodukt bilden, wihrend bereits bei 20° C eine Substitution
des Zinntetrachlorids eintritt:

o o
0C 20 C
SnCl4 + 2 82H50H ————— SnCl4 2 HOCzﬂ5 —— Sn0130C2H5 ﬂOCzﬂs + HC1

Es mugs zunidchst offenbleiben, ob und in welchem Ausmass das Additions-
produkt bzw. das Substitutionsprodukt die Kondensation zu beschleuni-
gen vermag (vgl. Abschnitt 6). Der bei der Substitution frei werdende
Chlorwasserstoff wird sofort mit dem Glycindthylester bzw. den Pep-

tidestern die entsprechenden Hydrochloride bilden.



5.3 Zinntetrachlorid und 2,5-Dioxopiperazin

Es ist bereits seit langem bekannt, dass Amide mit Zinntetra-
chlorid Komplexe bilden kinnen (41,42). Die Struktur dieser Komplexe
blieb jedoch offen. Im Prinzip kann die Anlagerung des Zinntetrachlo-
rids entweder an die NH- oder an die CO-Gruppe stattfinden. Beim
Harnstoff folgt aus infrarotspektroskopischen Versuchen, dass die
Anlagerung des Zinntetrachlorids an der CO-Gruppe, die des Zinntetra-
bromids dagegen an der NH-Gruppe erfolgt (46). Beiden Harnstoffkom—
plexen kommt jedoch die Formulierung SnX,-2 (NH2)200 zu.

Die Komplexe von Zinntetrachlorid und 2,5~Dioxopiperazin wurden
in unserem laboratorium von F. Wachter untersucht (47). Nach seinen
Messungen bildet sich ein Komplex, bei dem auf ein Molekiil Zinntetra-
chlorid ein Molekiil Dioxopiperazin entféllt. Es muss offenbleiben,
ob dies ein 131 Komplex ist oder ein kettenartiger Komplex, der

schematisch etwa

(N'H—Cﬂz\
0= C=0 ... SnCl, ...
‘cnz-}m’
X

formuliert werden kionnte. Die Koordination erfolgt nach den IR-Mes-

sungen eindeutig iiber den Carbonylsauerstoff.
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6 DISKUSSION

Den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit bildete das Problem,
ob durch eine katalysierte Kondensation von of-Aminocarbonsiureestern
0ligo- und Polypeptide in vergleichsweise hohen Ausbeuten bei verhilt-
nismissig niedrigen Reaktionstemperaturen synthetisiert werden kin-
nen, ohne dass gleichzeitig griossere Mengen an Nebenprodukten durch
Cyclisierungs— oder Fragmentierungs-Reaktionen auftreten. Die in
dieser Arbeit erhaltenen Befunde werden im Abschnitt 6.1 diskutiert.
Die im Abschnitt 6.2 behandelte Frage nach dem wahrscheinlichen Re-
aktionsablauf erlaubt schliesslich Hinweise auf verbesserte Synthe-

sen (Abschnitt 6.3).

6.1 Ausbeute und Polymerisationsgrad

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit konnen eine ganze Reihe Ka-
talysatoren mit Erfolg zur Kondensation von ¢ -Aminocarbonsiureestern
auch bei niedrigen Temperaturen (untersuchter Bereich 0 - 80° C) ein-
gesetzt werden. Die genauer untersuchte Kondensation von Glycindthyl-
ester mit Zinntetrachlorid als Katalysator ergab dabei, dass die Aus-
beute an Gesamtkondensat auch bei sehr niedrigen Katalysatorkonzen-
trationen praktisch unabhingig von der Kondensationstemperatur bei
etwa 50 % liegt. Die Ausbeute ist verglichen mit den thermischen
Kondensationen, bei denen Werte von 80 % bei 130o C nach 200 Stun-
den angegeben werden, als gut zu bezeichnen. In der gleichen Grios-
senordnung (35 %) liegen iibrigens auch die nach Abschluss dieser
Arbeit berichteten Ausbeuten bei der Kondensation mit Hilfe von Alu-
miniumisopropylat (48), bei der allerdings die Kondensationstempe-
raturen zwischen 100 und 160° C und damit viel hoher lagen. Ein we-

sentlicher Unterschied zwischen den Ergebnissen der letztgenannten
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Arbeit und den hier berichteten besteht iibrigens darin, dass durch
die hier verwendeten Kondensationsbedingungen der nicht zu Kondensa~
ten umgesetzte Anteil praktisch nur aus dem nicht umgesetzten Gly-~
cindthylester besteht. Unter den Bedingungen der Kondensation mit
Aluminiumisopropylat entstehen dagegen noch schwirzliche Massen, die
somit in der Bilanz als Totalverlust erscheinen.

Der Polymerisationsgrad des Gesamtkondensates ist allerdings
nicht sehr hoch. Er bewegt sich bei kleinen Katalysatorkonzentra-
tionen 2zwischen etwa 6 und 7 und nimmt mit zunehmender Katalysator-
konzentration ab. Bei einer Katalysatorkonzentration von 5 Mol-Pro-
zent Zinntetrachlorid betrigt er etwa 4.

Wichtiger als die Abhingigkeit von Ausbeute und Polymerisations-
grad des Gesamtkondensates von Katalysatorkonzentration und Tempera-
tur sind jedoch Ausbeute und Polymerisationsgrad der Fraktion R.
Wihrend ndmlich das Gesamtkondensat noch den Grossteil der 0ligome-
ren sowie die relativ kleine Menge am 2,5-Dioxopiperazin enthilt,
besteht die Fraktion R nur noch aus den verhiltnismissig hochmole-
kularen Anteilen. Ihre Ausbeute ist aber bei kleinen Katalysatorkon-
zentrationen bei tiefen Temperaturen recht gering. Bei einer Konden-
sationstemperatur von 0° C wird z.B. bei einer Katalysatorkonzentra-
tion von 0,5 Mol-Prozent Zinntetrachlorid nur eine Ausbeute an der
Fraktion R von etwa 10 % gefunden. Im Gegensatz zur Ausbeute an Ge-
samtkondensat, die etwa unabhdngig von der Kondensationstemperatur
ist, steigt jedoch die Ausbeute an der Fraktion R mit der Tempera-
tur stark an und erreicht bei der gleichen Katalysatorkonzentration
von 0,5 Mol-Prozent bei 80° C bereits fast 40 %. Die Ausbeute an
niedrigen Oligomeren geht also mit steigender Temperatur stark zu-
riick, Da sich bei vergleichbarer Katalysatorkonzentration die Aus~
beute an 2,5-Dioxopiperazin bei den verschiedenen Temperaturen prak-
tisch nicht éndert, nehmen also die Anteile an den niedrigmolekula-
ren Oligomeren (den wasser- und essigsiureldslichen Fraktionen) mit

zunehmender Temperatur stark ab.
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Diese Untersuchungen wurden jedoch unter Pseudogleichgewichts~
bedingungen durchgefiihrt. Geht man zu kiirzeren Reaktionszeiten iiber,
8o konnen die Ausbeuten an Gesamtkondensat iiber 90 % betragen. Das
Durchlaufen eines zeitlichen Maximums der Gesamtausbeute ist zwei-
fellos auf die einsetzende Aethanolyse zuriickzufiihren, wie das Ver-
schwinden der hoheren Peptidester mit zunehmender Reaktionszeit
zeigt (vgl. Tabelle 4). In welchem Ausmass sich dadurch der Konden-
sationsgrad mit der Zeit éndert, mmss vorldufig offenbleiben.

Bemerkenswert ist schliesslich der ausserordentlich geringe An-
teil an 2,5-Dioxopiperazin, Wihrend fir die thermischen Kondensatio-
nen sehr hohe bis vollstindige Umsitze des Glycinesters zu DOP be-
richtet werden, liegen bei den hier berichteten Versuchen die Antei-
le an DOP am Gesamtkondensat nie iiber ca. 5 - 6 %. Es muss jedoch
ausdriicklich betont werden, dass diese Aussage nur fiir die bei einer
Reaktionszeit von 24 Stunden erhaltenen Produkte gilt. Der niedrige
Gehalt der Gesamtkondensate an DOP ist umso beachtensverter, als
nach Brockmann und Musso (29) die Anwesenheit hydroxylgruppenhalti-
ger Lésungsmittel die Bildung von DOP fordern soll. Da bei der Kon-
densation von Glycindthylester Aethanol frei wird und im System
bleibt, hidtte man eventuell eine hohe Ausbeute an DOP erwarten kon-

nen.

6.2 Reaktionsablauf

Als Reaktionsprodukte treten bei der mit Zinntetrachlorid ka-
talysierten Kondensation neben den Peptidestern noch deren Hydro-
chloride sowie 2,5-Dioxopiperazin auf. Damit erhebt sich die Frage,
ob die Hydrochloride und das DOP einfache Nebenprodukte der Reaktion
sind oder ob sie aber in das Reaktionsgeschehen eingreifen. Zur Lé-
sung dieses Problems ist entscheidend, ob und mit welcher Geschwin-
digkeit DOP und Hydrochloride von der eigentlich katalytisch wirken~

den Substanz angegriffen werden.
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Zinntetrachlorid bildet nun mit Glycindthylester einen Komplex.
Unter den Reaktionsbedingungen (Ueberschuss an Glycindthylester) ist
zu erwarten, dass der grdsste Teil des Zinntetrachlorides, wenn nicht
alles, als Komplex vorliegt. Die Reaktion wird daher vermutlich iiber
diesen Komplex ablaufen. Dass dieser Komplex der eigentliche Kataly-
sator ist, ldsst sich leicht wie folgt zeigens

Fiigt man zu Glycindthylester bei 20° C 1 Mol-Prozent des Kom-

plexes (SnCl,.2 NH2CH2C00C2H5), so beobachtet man bereits nach einer

Stunde ein d:ckes Gel. Wie Tabelle 34 zeigt, ist nach papierchromato-
graphischen Untersuchungen bereits nach 60 Minuten kein freier Gly-
cinithylester mehr nachweisbar. Im gleichen Zeitraum entstehen auch
die Dimeren und Trimeren des Glycins, wihrend das Tetramer erst nach

120 Minuten nachweisbar ist.

Rf-Werte der ninhydrinpositiven Flecken bei der Kondensation mit dem
Zinntetrachlorid-Komplex.

R.*100 bei einer Konden- Zuordnung
sationszeit von Minuten (Eichwerte in Klammern)
30 60 120 240

- - 10 10 H-(Gly) 4 OEt (9)
18 17 17 17 H—(Gly)s-OEt (18)
- 21 21 21 H—(Gly)z-OEt (21)
27 - - - | H-(c1y) -0ET (25)
- 31 31 31 H-(Gly) 95 0Et-HC1 (31)
38 36 36 37 H-(Gly) -OEt*HC1 (39)
41 - - - ?

66 - - - ?

Bei der Verwendung von Zinntetrachlorid anstelle des Komplexes
entsteht dagegen nicht ein dickes Gel, sondern nur eine gelbliche
Fliigsigkeit (Tabelle 3). Da sich nun aber der Komplex aus Zinntetra-

chlorid und Glycindthylester beim Zusammengeben in Benzol praktisch



-91 -

sofort bildet, muss beim Zusammengeben der beiden Komponenten im
Ueberschuss Glycinithylester ein Komplex anderer Bauart als in Ben-
zol entstehen, der sich nur langsam in den eigentlich katalytisch
wirkenden Komplex umlagert. Welcher Art diese beiden Komplexe sind,
muss zundchst offenbleiben.

Zinntetrachlorid kann aber auch mit Aethanol reagieren, wobei
nach Pfeiffer bei Temperaturen iiber 20° C eine Substitution eintritt.
Setzt man diesen Komplex in einer Menge von 1 Mol-Prozent dem Glycin-
dthylester zu, so beobachtet man, dass sich der Komplex im Monomeren
nicht 16st. Entsprechend liegt nach einer Stunde Reaktionszeit immer
noch eine klare Fliisgigkeit vor, Die Rf-Werte dndern sich in der Zeit
von 30 Minuten bis 2 Stunden nicht und betragen 0,25 (Glycindthyl-
ester), 0,38 (Glycindthylesterhydrochlorid) und 0,44 (?). Verbindun-
gen des Zinntetrachlorids mit Alkohol sind daher nicht katalytisch
wirksam. Ob und in welchem Umfang Zinnkomplexe aus drei Komponenten
(Zinntetrachlorid, Glycinithylester und Aethanol) wirksam sind, muss
offenbleiben.

‘Bei der Umlagerung des Zinntetrachlorid-Glycindthylester-Addi-
tionskomplexes in einen etwaigen Substitutionskomplex und bei der
entsprechenden Umlagerung des Zinntetrachlorid-Aethanol-Komplexes
wird in beiden Fidllen Chlorwasserstoff frei. Die Salzsdure wird aber
sofort mit den im Ueberschuss vorliegenden Aminendgruppen die ent-
sprechenden Hydrochloride bilden. Im Prinzip konnen die Hydrochlori-
de in die Kondensation eingreifen und sie'beschleunigen.

Es wurden daher bei 80° C die Kondensationsgeschwindigkeiten
bei Zusatz von 1 Mol-Prozent Zinntetrachlorid, 0,5 Mol-Prozent Glycin-
dthylester-Hydrochlorid und ohne Zusatz vérglichen. Die Ergebnisse
gind in Tabelle 35 zusammengestellt und in Abbildung 12 graphisch
aufgetragen. Aus der Abbildung geht hervor, dass die Gesamtausbeute
bei der mit Zinntetrachlorid katalysierten Kondensation in den ersten
40 Minuten stark bis auf etwa 50 % ansteigt. In der gleichen Zeit be;

trigt aber der Umsetz bei den Kondensationen mit Zusatz von Glycin-
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dthylester-Hydrochlorid bzw. ohne Zusatz nur je 3 - 4 %. Die Hydro-
chloride sind daher nicht als die eigentlichen Katalysatoren zu be-

trachten.

Tabelle 35

Ansbeuge und Gehalt an 2,5-Dioxopiperazin (DOP) als Funktion der Zeit
bei 80 C ohne sowie mit Zusatz von 0,5 Mol-Prozent Glycindthylester-
Hydrochlorid bzw. 1 Mol-Prozent Zinntetrachlorid.

Zeit Ausbeute (%) Gehalt an DOP (%)
(min) ohne +Hydro-  +SnCl, | ohne +Hydro-  +SnCl,
Zusatz chlorid Zusatz chlorid

10 1,4 17,3
15 1,25 41,2 7,3 3,7
20 1,9 8,4
30 3,3 2,3/1,9 47,1 7,8 1,7/1,6 4,8
60 7,3  3,8/2,6 49,6 2,9 0,9/0,4 2,3
120 10,5 4,6/5,0 53,6 2,1 0,4/0,5 2,4
240 12,2 13,8/11,2 57,7 2,5 1,0/0,3 1,8
345 63,1 2,2
435 2,5
510 55,5 0,54
720 59,5 0,42
1080 62,5 0,72
1140 61,6 1,2
1440 | 44,7 64,1 60,1 2,4 0,3

2,5-Dioxopiperazin kann durch eine Parallel- oder eine Folge-

reaktion entstehens

Parallelreaktion

hohere Peptidester
(2) Monoester ——o= Diester<
2,5-Dioxopiperazin
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Folgereaktion

(3) Monoester ———» Diester ———# Dioxopiperazin ——b=
hohere Peptidester

(4) Moncester ———# Diester -—® hihere Peptidester —w
Dioxopiperazin

Von diesen Reaktionsfolgen erscheint die unter Gleichung (4) unwahr-

scheinlich, weil sie eine Depolymerisation voraussetzt. Eine derar-

tige Reaktion ist aber bei der Unléslichkeit der hdheren Peptidester

und bei den niedrigen Kondensationstemperaturen unwahrscheinlich.

Moglich erscheint dagegen eine Polymerisation des 2,5-Dioxo-
piperazins. Nach Meggy (57) kann DOP bei Temperaturen zwischen 60 und
180o C unter Zusatz von Wasser zu Polyglycin umgesetzt werden., Bei
40° C wurde jedoch auch nach 2 Jahren keine Spur Polymer gefunden.
Die Polyreaktion wurde durch Zusatz von Diglycin beschleunigt. Fiir
die Bildung von Polyglycin ist nach Meggy die Anwesenheit featen
Glycins erforderlich. Es wurde daher gepriift, ob unter den Reaktions~-
bedingungen dieser Arbeit 2,5-Dioxopiperazin polymerisiert werden
kann.

Versetzt man 0,4 o/oo - 2 %ige Losungen von 2,5-Dioxopiperazin
in Benzol oder m-Kresol bei 20° C mit 1 - 4 Mol-Prozent Zinntetra-
chlorid, so beobachtet man visuell keine Reaktion. Zinntetrachlorid
bewirkt also keine katalytische Polymerisation des DOP,

Damit ist jedoch noch nicht ausgeschlossen, dass das DOP unter
den Reaktionsbedingungen zu linearen Peptiden umgesetzt wird. Nach
Abbildung 5 ist die DOP-Bildung praktisch null, wenn man die Konden-
sation des Glycindthylesters unter Zusatz von 2,1 Mol-Prozent Zinn~
tetrachlorid bei 0° C 24 Stunden durchfihrt. Setzt man jedoch einem
derartigen Ansatz zu Beginn 20 Mol-Prozent DOP (bezogen auf den Gly-
cindthylester) zu, so werden nach 24 Stunden nur noch 8,2 % DOP wie-
dergefunden. Unter den Kondensationsbedingungen wird also DOP ange~
griffen, sei es unter Reaktion zu hoheren Peptiden, sei es unter

Aethanolyse zu Glycin— und Diglycinithylester. Dass dabei eine Poly-
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reaktion auftreten muss, zeigt jedoch folgender Versuch:

Eine gesittigte Losung von 10 g (90 mMol) DOP in 500 ml Kre-
80l wurden mit 1 g (3,8 mMol) Zinntetrachlorid und 1,8 g Glycinithyl-
ester (3,8 mMol) bei 20o C kondensiert und nach 1, 2 und 3 Stunden
Proben entnommen und papierchromatographisch untersucht. Samtliche
Proben zeigten sehr viele, schwer auszidhlbare Flecken,

Um weitere Anfschliisse iiber die Rolle des DOP zu erhalten, wur
de die Bildung des DOP bei einer Kondensationstemperatur von 80° ¢
bei Zusatz von 1 Mol-Prozent Zinntetrachlorid, 0,5 Mol-Prozent Gly-
cindthylesterhydrochlorid bzw. ohne Zusatz verfolgt. Die Ergebnisse
8ind in Tabelle 36 zusammengestellt und in Abbildung 13 aufgetragen.

Man entnimmt der Abbildung, dass bei allen drei Versuchen die
Ausbeute an DOP durch ein zeitliches Maximum lduft. Sowohl beim Ver-—
such ohne Zusatz als auch bei dem mit Zusatz von Zinntetrachlorid
wird dieses Maximum bei etwa 30 Minuten durchlaufen. Beim Versuch
ohne Zusatz ist aber zu diesem Zeitpunkt die Ausbeute an DOP mit
7,5 %*) deutlich hoher als die beim Versuch mit Zinntetrachlorid von
ca. 5 %. Das Zinntetrachlorid mss also auf der Diester-Stufe die
Reaktion zum Trimeren gegeniiber der Cyclisierung begiinstigen,

Setzt man jedoch Glycindthylesterhydrochlorid zu, so wird er-
stens das zeitliche Maximum der DOP-Bildung zu kleineren Zeiten
(10 Minuten gegeniiber 30 Minuten) und zweitens die DOP-Ausbeute zu
grosseren Werten (17,5 gegen 5 - 7,5 %) verschoben. Das Hydrochlorid
scheint damit verantwortlich fiir die DOP-Bildung zu sein,

Damit ergibt sich folgendes Bild fiir den Reaktionsablauf. So-
fort nach Zugabe von Zinntetrachlorid zum Glycindthylester bildet

*) Die niedrige DOP-Ausbeute steht im Gegensatz zu den Befunden von
Anderson und Callahan (15), nach demen aus Glycindthylester bei
viertidgigem Stehenlassen bei 20° ¢ zu 100 % DOP, bei -20 C zu
35 % DOP entstehen soll, Da somit die Bildungsgeschwindigkeit
des DOP mit der Temperatur zunimmt, wire fiir die in dieser Arbeit
bei 80° C durchgefiihrten Versuche schon nach einem Tag ein 100 %iger
Umsatz zum DOP zu erwarten., Moglicherweise ist die von Anderson
und Callahan angegebene relativ grosse Bildungsgeschwindigkeit
des DOP durch eine nicht geniigende Reinheit ihres Glycinesters be-

dingto



Tabelle 36

Anteile der vasger- und eisessigunlislichen Fraktion R als Funktion
der Zeit bei 80 C bei verschiedenen Zugitzen zum Glycinidthylester.

Zeit Anteil in %
(min) ohne Zusatz + 0,5 Mol-Prozent | + 1 Mol-Prozent
H-Gly-002H5~Hc1 SnCl4

15 18,6 44,0
30 39,8
60 55,7
120 20,8

240 18,7 44,1 49,8
345 48,7
360 50,5

720 53,8

1080 48,2

1140 44,9

1440 39,1 31,7

sich ein Komplex aus diesen beiden Verbindungen. In diesem Komplex
liegt der Glycinidthylester aktiviert vor und ist daher besonders
befihigt, mit einem weiteren Molekiil Glycindthylester zum Dimeren

zu reagieren. Durch die Gegenwart dieses Komplexes wird aber auch
die Weiterkondensation des Dimeren zum Trimeren gegeniiber der Cycli-
sierung begiinstigt. Sie wird aber nicht véllig ausgeschlossen. Das
entstandene DOP wird seinerseits durch den Komplex in Gegenwart des
Glycindthylesters bzw. Hydrochlorides polymerisiert.

Die Wirksamkeit des Zinntetrachlorides, sei es in reiner Form,
gei es in Form seines Komplexes mit Glycindthylester wird mit zuneh-
mender Zeit jedoch durch das Auftreten des Aethanols herabgesetzt.
Aethanol kann mit dem Zinntetrachlorid, seinen Additions~ bzw. Sub-

stitutionskomplexen zu den Alkoholaten abreagieren. Die Alkoholate
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sind aber unloslich in der Reaktionsmasse und konnen daher schon

aus diesem Grunde nicht mehr in das Reaktionsgeschehen eingreifen.
Die in geringer Menge gebildeten Hydrochloride deg Monomeren

und der Peptidester sind ebenfalls unloslich und daher nicht oder nur

schwierig zur weiteren Kondensation befihigt. Schliesslich greift bei

lingeren Versuchszeiten der abgespaltene Aethylalkohol unter Spal-

tung der Amidbindungen ebenfalls in die Reaktion ein.

6.3 Schlussfolgerungen

Eine verbesserte Synthese muss sowohl hohere Polymerausbeuten
als auch hohere Molekulargewichte erzielen. Es muss daher vor allem
die Aethanolyse zuriickgedringt werden. Da die Entfernung des abge-
spaltenen Aethanols aus der Reaktionsmasse wegen der gleichzeitigen
Entfernung des Glycindthylesters nicht durch einfache Abdestillation
moglich ist, kann man beispielsweise daran denken, vom entsprechen-
den Laurylester auszugehen. Der freigesetzte Laurylalkohol fdllt aus
und kann leicht durch Extraktion vom Polyglycin getrennt werden. Da
dieses Verfahren jedoch zusidtzlich eine Losungsmittelextraktion ein-
schliesslich der entsprechenden Aufbereitung erfordert, wird es zweck-
missig sein, von einem Vorkondensat auszugehen.

Das grosste Hindernis fiir eine verbesserte Synthese stellt die
Unloslichkeit des Polyglycins in den Oligomeren und Monomeren dar.

Da der Schmelzpunkt héher als der Zersetzungspunkt liegt, ist eine
Schme lzkondensation nicht mdoglich. Eine Losungskondensation begegnet
der Schwierigkeit, dass alle brauchbaren Losungsmittel (Dichloressig-
siure, Ameisensiure, m-Kresol) selbst die Peptidsynthese und folg-
lich auch die Riickreaktion katalysieren. Es bleibt also der Versuch,
noch besser katalysierend wirkende Substanzen fiir die Kondensation

in Masse zu finden. Eine solche Substanz liegt im Komplex aus Gly-

cindthylester und Zinntetrachlorid vor., Dabei ist zu beachten, dass
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unter den Bedingungen der langzeitkondensation (24 Stunden) das Pro-
dukt aus Ausbeute und Polymerisationsgrad bei gegebener Temperatur
unabhingig von der Katalysatorkonzeniration ist, aber mit zunehmender
Reaktionstemperatur langsam ansteigt (vgl. Tabelle 37). Eine wesent-
liche Verbesserung von Ausbeute und Polymerisationsgrad ist daher
unter Pseudogleichgewichtsbedingungen nicht zu erwarten. Wichtiger
diirfte es sein, fiir jede Kombination Katalysatortyp/Katalysatorkon-
zentration/Temperatur den optimalen Zeitpunkt fiir das Abstoppen der
Reaktion zu finden. Durch ein derartiges Vorgehen kionnten auch die
Nebenprodukte des Katalysators zurickgedrdngt werden. Fiir die Suche
nach der besten Katalysatorwirksamkeit wire eine Ermittlung der Kom-

plexbildungstendenz wahrscheinlich miitzlich.

Tabelle 37

Aenderung des Produktes aus Ansbeute und Polymerisationsgrad bei
langzeitkondensationen von 24 Stunden Dauer (nach Daten der Tabellen

29 und 30).

Temp. | Katalysator-Konzentration | Produkt aus Ausbeute (%)
o und Polymerisationsgrad
Cc Anzahl Bereich des Gesamtkondensats

Mol-Prozent SnCl4
0 5 0,60-5,80 300 + 17
20 8 0,07-4,50 324 + 12
40 4 1,69-5,20 380 + 7T
80 4 1,69-4,00 414 + 17

Schliesslich scheint es auasichtsreich, statt von Glycindthyl-
ester ausgehend mit Kondensationsreaktionen zu arbeiten, die direkte
Polymerisation des 2,5-Dioxopiperazins zu versuchen. Dadurch wiirden
die bei der Kondensation auftretenden Probleme in eleganter Weise

umgangen.
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7 EXPERIMENTELLE DURCHFUEHRUNG

7.1 Préparative Arbeiten

7.1.1 Hydrochloride der &l —Aminocarbonsiureester bzw. Peptidester

0,1 Mol ¢{-Aminocarbonsiure oder Glycinpeptid wurden bei Zim-
mertemperatur in 10 Mol des entsprechenden Alkohols suspendiert und
darauf Chlorwasserstoff eingeleitet. Die Reaktionsmischung wurde bis
zum Sieden erhitzt. Nach einer Stunde stellte die Reaktionsmischung
eine klare Liosung dar. Diese wurde noch drei Stunden weiter gekocht.
Darauf wurde die Lisung am Rotationsverdampfer eingedampft und das
Esterhydrochlorid kristallisieren gelassen. Die Versuchsdaten der

hergestellten Substanzen sind in der Tabelle 38 zusammengefasst.

Diglycindthylester-Hydrochlorid

10 g (0,088 Mol) fein pulverisiertes 2,5-Dioxopiperazin wurden
in 270 ml absolutem Alkohol suspendiert und unter Riihren und Kiihlen
im Eisbad Chlorwasserstoff, welcher der Bombe entnommen und mit konz.
Schwefelsiure getrocknet wurde, bis zur Sdttigung eingeleitet. Dann
wurde unter Schiitteln auf dem Wasserbade rasch zum Sieden erhitzt,
heiss filtriert und auskristallisieren gelassen.

15,2 g Rohprodukt wurden aus absolutem Alkohol umkristallisiert.
Ausbeutes 13,0 g (0,066 Mol) Diglycinithylester-Hydrochlorid oder

75 % der Theorie. Literatur: ca. 80 % (51).
Schmelzpunkts 179 - 181° C, Literatur: 182° ¢ (51).

Glycinlaurylester-Hydrochlorid

7,5 g (0,1 Mol) Glycin wurden mit 40 g (0,25 Mol) Laurylalko-
hol in 160 g feuchtem Benzol aufgeschlimmt. Diese Mischung wurde auf
80o C erhitzt und darauf wihrend vier Stunden mit Chlorwasserstoff

beschickt. Nach dieser Zeit war alles Glycin in Losung gegangen. Die-
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se Losung wurde iiber Nacht stehen gelassen. Darauf wurde sie mit we-
nig Wasser ausgeschiittelt, die Benzolfraktion eingeengt und nochmals
ausgeschiittelt. Aus dem Wasser kristallisierten schine Nadeln, wel~
che zweimal aus Methanol umkristallisiert wurden. Schmelzpunkts 146° C.

Ausbeutes 10,3 g Glycinlaurylesterhydrochlorid oder 36,8 % der Theo-
rie.

Der freie Ester wurde mit Ammoniak in Chloroform neutralisiert,

wie es in Abschnitt 7.1.2.2 beschrieben wurde.

7.1.2 Freie o{-Aminocarbonséureester

7.1.2,1 Neutralisation mit Natronlauge, Kalilauge, Bariumoxid oder

Ammoniumhydroxid

0,1 Mol Esterhydrochlorid wurden in sehr wenig Wasser bei 0° ¢
gelost. Der gekiihlten Losung wurden 150 ml Aether iiberschichtet. Da-
rauf wurde langsam 33 %ige Natronlauge zugegeben, bis die wigserige
Losung deutlich alkalisch war. An Stelle von Natronlauge wurde bis-
weilen auch 20 %ige Kalilauge, 25 %ige Ammoniumhydroxidlésung oder
festes Bariumoxid verwendet. Es wurde streng darauf geachtet, dass
die Temperatur + 5° C nicht iiberstieg. Dann wurde die widsserige Schicht
mit soviel Sikkon versetzt, bis diese ein dicker Brei war. Dieser wur-
de dann dreimal mit 150 ml Aether ausgeschiittelt., Die Aetherfraktio-
nen wurden gesammelt und iiber Sikkon getrocknet. Darauf wurde das Lo-
sungsmittel bei 20° C im Vakuum und der zuriickgebliebene Ester im
Wasserstrahlvakuum abdestilliert. Die Versuchsdaten aller hergestell-

ten Ester sind ebenfalls in der Tabelle 38 zusammengestellt.

7.1.2.2 Neutraligation mit Ammoniakgas in Chloroform

0,1 Mol Esterhydrochlorid wurden unter Riihren in 200 ml Chloro-
form von 0° Cmspendiert. In einem zweiten Gefass wurden 150 ml 3 %ige

Ammoniaklésung in Chloroform auf o’ ¢ gekiihlt. Die kalte Losung wur-
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de der Reaktionsmischung in einer Viertelstunde zugegeben. Dann wur~
de noch eine weitere Viertelstunde geriihrt. Die Temperatur durfte
+ 3% ¢ nicht iibersteigen.

Dann wurden 4 g Cellit oder Aktivkohle als Filtrierhilfsmittel
zugegeben und das entstandene Kochsalz von der Chloroformlésung ge-—
trennt, Diese wurde bei 20o C am Rotationsverdaupfer unter Vakuum
eingedampft und der zuriickbleibende Ester im Wasserstrahlvakuum

destilliert.

T.1.3 2,5-Dioxopiperazin

80 g (0,67 Mol) Glycindthylester-Hydrochlorid wurden in 60 ml
Wasser gegeben, wobei es sich teilweise l0ste, und die Mischung im
Eisbad auf + 3° C gekiihlt. Unter Riihren wurden 80 ml Tridthylamin
beigegeben und dafiir gesorgt, dass die Temperatur zwischen 3 und
7° ¢ blieb. Das noch ungeldaste Glycindthylester-Hydrochlorid ging
dabei vollgténdig in Losung. Die Losung wurde darauf 48 Stunden bei
Zimmertemperatur stehen gelassen, wobei ein Teil des gebildeten 2,5-
Dioxopiperazins auskristallisierte. Hernach wurde drei Stunden im
Eisbad gekiihlt, das ausgeschiedene 2,5-Dioxopiperazin abfiltriert
und zuerst mit 75 ml Wasser und dann mit 40 ml Aethylalkohol gewa~
schen. Dasg Produkt war geniigend rein und wurde getrocknet.

Ausbeutes 16,4 g oder 52,1 % der Theorie, Literaturs 49 ~ 54 % (54).
Schmelzpunkts 260° C zers., Literaturs 278° C zers. (54).
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Tabelle 38

Versuchsdaten der Synthesen der eo{-Aminocarbonsiureester, Peptid-
ester und ihrer Hydrochloride.

Es bedeutens HCl

die Herstellung des Esterhydrochlorids aus
der Aminosdure und dem entsprechenden Alko-
hol mit Chlorwasserstoff.

NaOH Neutralisation des Esterhydrochlorids mit
33 %iger Natronlauge
CHC1,/NH, Neutralisation des Esterhydrochlorids mit
373 . .
Ammoniak in Chloroform
aus DOP Gewinnung aus 2,5-Dioxopiperazin in abs.
Alkohol mit Chlorwasserstoff
Laur Gewinnung des Laurylesters, eigene Methode
Fluka nicht synthetisiert, sondern von der Firma
Fluka, Buchs SG, bezogen.
Nr.| -Aminocarbon- Ester Herstellung Phys. Konstanten Ausbeute %
sdure
Methode |Lit. F, Fp X, xp(uc.) Lit. | gef. Theorie |Lit,
° L%t. = o ma °
[ c lmg °c mg ‘c
1 | Giycine ithylestor+HC1 iGH 84 | 143-44 144 |- - .~ - |54 ]96,8 100 52
2 | Glyein- dthyleater cnc1a/}m3 59 - - 11 44 18 58 54 | 98 100 59
3 {Glycin- propylester*HCl HC1 53 73-14 13-15 | - - - - 53 | 61,3 11 53
4 | Glycin- propylester NaOH 53 - - 15 52 17T %0-3 | 53 | 65 12,1 53
5 | Glycin- isopropylester-HCl | HC1 53 84-85 84-85 | - - - -~ 53 | 66 10,6 53
6 | Glycin— isopropyleater NaOH 53 - - 11 52 13 53 53 | 61 64,1 53
7 [6lycin- butylester-HC1 HCl 53 65 645 (- - - - (53 (70,8 88 53
8 |Glyein~ butylester NaOH 53 - - 11 72 8 55 53 64 67,6 53
9 |Glycin- isobutylester+HC1 | HC1 53 69 70-2 - - - -~ 53 | 65 64 53
10 |Glycin~- isobutylester NaOH 53 - - 12 70 8 60 53 | 86 11,4 53
11 |Glyein~ leurylester+HC1 Laur. 148 - - - - - - | 38,8 - -
12 |DL-Alanin- Hthylester HC1/NaOK 46 80 54
13 | L-Gilutamin- ~Y-ithylester Fluka
14 | L-Leucin- dthylester-HACl HC1 54 132 54 98,7 - 54
15 | L-leucin- dthylester CHC1 /}l'H 59 - - 10 76-8 12 19 37 5 15 54
18 |L-Phenylalanin- | dthylester HC1/NaoH" |54/6
17 | L~Tyrosin- Athylester HC1/NaOH 107 108 54 |66 85 54
18 |Glyeylglyein—~ &thylester-HC1 aus DOP 51 179-81 182 - - - - 51 5 80 51
19 |Glyeylglyein— dthylester C“c‘a/“a 59 88 89 51 {15 18 51
20 |Diglycylglycin~ | dthylester-HCL HCl 210~12 214 58,4 90 83
21 [Diglycylglycin- | dthylester Cl-ll:la/}l'lla
22 |Triglyeylglycin- | thylester-HC1 HC1 nur Handversuch|
23 |Triglycylglycin- | dthylester CH013/NH3
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7.1.4 Kondensation der O -Aminocarbonsiureester

7.1.4.1 Kondensation in Masse

Alle Kondensationen der fliissigen o -Aminocarbonsiureester wur-
den in einem Dreihalskolben mit Riihrer, Riickflusskiihler und Thermome-
ter durchgefiihrt. Die Apparatur war mit einem Heiz- resp. Kiihlbad ver-
sehen. Es wurde immer unter einer Stickstoffatmosphiire gearbeitet.
Der Katalysator wurde erst zugegeben, als die Reaktionstemperatur
sich im Monomeren eingestellt hatte. Dies war in der Regel fiir Pro-
ben von ca. 5 Gramm nach 5 Minuten der Fall, Der freiwerdende Alkohol
wurde nicht entfernt. Die Katalysatoren wurden ohne Ldsungsmittel di-
rekt zugegeben, wobei die fliissigen nach Durchstossen eines Plastik-
verschlusses mit einer Injektionsspritze dosiert wurden. Die Konden-
sationszeit betrug in der Negel 24 Stunden. Nach dieser Zeit wurde

die Probe im Hochvakuum bei 95° C getrocknet.

7.1.4.2 Kondensation in Losungsmitteln

Alle Reaktionen wurden in der unter 7.1,4.1 beschriebenen Ap-
paratur durchgefiihrt. Zuerst wurde das Losungsmittel vorgegeben, dann
wurde das Monomere eingefiihrt. Hernach wurde die Reaktionstemperatur
eingestellt und schliesslich der Katalysator zugegeben. Bei allen
Losungsmittelversuchen wurden parallel Blindproben ohmne Katalysator
angesetzt. Die Kondensate wurden durch Destillation des Lésungsmit-
tels (Dauer ca. 5 Minuten) oder durch Ausfillen gewonnen. Nach be-
endeter Reaktion wurden die Kondensate am Hochvakuum bei 95° C ge—~
trocknet. Dann wurde die Probe gleichmissig pulverisiert und gela-

gert.
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7.1.5 Bestimmung der Kondensatausbeute

Eine Kondensatprobe wurde der Reaktionsmasse entnommen und ge-
wogen. Darauf wurden die fliichtigen Reaktionspartner innert 10 Minu-
ten im Hochvakuum bei 90° C abgesaugt. Die trockene Probe wurde da-
rauf wieder ausgewogen. Der Gewichtsunterschied argab die Kondensa-
tionsausbeute. In der Kiihlfalle wurde nur Monomeres und Alkohol ge-

funden,

T7.1.6 Fraktionierung der Kondensate

2 g des Gesamtkondensats wurden bei Raumtemperatur in 50 ml
Wasser aufgeschwemmt. Die Suspension wurde wihrend 10 Minuten kréf-
tig durchgeschiittelt und darauf in einer Zentrifuge bei 3000 U/Minu-
te wihrend fiinf Minuten zentrifugiert. Die iiberstehende klare Fliig~
sigkeit wurde dekantiert und der Riickstand nochmals zweimal mit je
50 ml dest. Wasser ausgezogen. Der wasserunlisliche Riickstand wurde
bei 40° C iiber Calciumchlorid im Hochvakuum getrocknet.

Die Behandlung mit Eisessig wurde genau wie diejenige mit Was-

ser durchgefiihrt. Getrocknet wurde hier jedoch bei 80° C.

7.1.7 Losungsmittel fiir die Papierchromatographie

Diese Losungsmittel wurden alle big zur Brechungsindexreinheit
destilliert. Von den betreffenden Laufmitteln wurden immer 10 Liter
gleichzeitig hergestellt. Damit das Laufmittel vor dem Gebrauch im
Gleichgewicht stand, wurden die Mischungen erst nach fiinfzehntigigem
Stehen verwendet.

Die Ninhydrinlésung, eine 0,1 %ige Losung in n-Butanol, wurde

jeden Tag frisch hergestellt.
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7.1.8 Komplexe mit Zinntetrachlorid

7.1.8.1 Reinigung des Zinntetrachlorids

100 g Zinntetrachlorid wurden wihrend drei Stunden iiber 200 g
Phosphorpentoxid gekocht und anschliessend unter absoluter Stick-
stoffatmosphire bei Normaldruck destilliert. Siedepunkt: 110 - 112° ¢
(61).

7.1.8,2 Zinntetrachlorid—-Aethylalkohol-Xomplex

In 100 ml absoluten, auf 0° ¢ gekiihlten Aethylalkohol wurden
unter dem Stickstoffstrom in einer Dry Box 2,6 g (0,1 Mol) Zinntetra-
chlorid gegeben. Eine heftige Reaktion trat ein,und es bildete sich
ein Festkorper im Lésungsmittel. Dieser wurde immer noch in der Box
abfiltriert und getrocknet. Das trockene, weisse Pulver war an der

Inft bestindig und wurde fiir Debye-Scherrer—Aufnahmen verwendet.

7.1.8.3 Zinntetrachlorid—Glycindthylester-Komplex

In absolutem Benzol

In 100 ml absolutem Benzol (destilliert iiber Na und mit Mole-
kularsieben behandelt) wurden 10 g (0,1 Mol) Glycindthylester geldst.
In einem zweiten Kolben wurden 26 g (0,1 Mol) Zinntetrachlorid in
Benzol gelést. Beide Losungen wurden auf 0° ¢ gekiihlt und dann zu-
sammengegeben. Sofort fiel ein weisses Pulver aus, welches papier—
chromatographisch, IR-spektroskopisch und gravimetrisch auf Zinn hin
analysiert wurde.

Analyses Sn ber. 25,80 % gef. 25,15 %.

In feuchtem Benzol

200 ml Benzol wurden mit dest. Wasser ausgeschiittelt und dann
abgetrennt,
100 ml dieses feuchten Benzols wurden mit 10 g (0,1 Mol) Gly-

cinithylester versetzt. In einem zweiten Kolben wurden 26 g (0,1 Mol)
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Zinntetrachlorid mit 100 ml absolutem Benzol vermischt. Die auf 0o C
gekiihlten Losungen wurden zusammengegeben, worauf ein glasiger,
gallertartiger Korper ausfiel. Dieser wurde wie oben beschrieben

analysiert.

7.1.8.4 Zinntetrachlorid-2,5-Dioxopiperazin—Komplex

2,3 g 2,5-Dioxopiperazin (0,02 Mol) wurden in der Dry Box in
einer Reibschale fein verrieben und unter stindigem Riihren 10 g
(0,038 Mol) Zinntetrachlorid zugegeben. Das Gemisch wurde wihrend
zwei Stuaden gelegentlich geriihrt und hierauf 50 ml Chleroform zu-
gegeben. Es wurde mit einer Glasfilternutsche abgesaugt und mit Chlo~
roform gewaschen, um das iiberschiissige Halogenid zu entfernen. Das
weisse pulverige Kristallisat wurde im Vakuumexsiccator drei Tage ge-

trockent und darauf analysiert.

Smp.: 65° C.
Berechnet fir Cl gef. Cl ber.
SnCl4(C4H602N2) 37,6 % 37,9 %

7.1.,9 Bleitetrachlorid
(aus Bleidichlorid iiber Pyridinkomplex (18))

In einem Literkolben wurden 20 g (0,07 Mol) Bleidichlorid mit
400 ml konz. Salzsdiure aufgeschwemmt. Darauf wurde ein lebhafter
Chlorgasstrom durch die Losung geleitet. Bei hdufigem Umschiitteln
loste sich das Bleidichlorid nach drei Stunden. Darauf wurde die Lo-
sung mit Eis/Wasser auf 0° C gekiihlt. Das Dipyridinohexachloroplumbat
wurde dann mit sieben Gramm Pyridin (0,05 Mol) gefdallt. Zum Filtrat
des entstandenen Niederschlags wurden noch einmal 3 g (0,02 Mol)
Pyridin gegeben. Das hellgelbe Priiparat wurde abgesogen, mit 50 ml
Pyridin ausgewaschen und dann bei 50° ¢ getrocknet. Anschliessend

wurden 600 g konz., Schwefelsédure auf -10° ¢ gekiihlt und im Verlaufe
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von 10 Minuten vorsichtig 20 g (0,03 Mol) Dipyridinhexachloroplumbat
unter langsamem Riihren eingetragen. Darauf wurde die Mischung vor-
gichtig auf 0° C ervirmt und eine Stunde bei dieser Temperatur be-
lassen. Die Schwefelsiure war durch einen feinen Niederschlag schwach
getriibt, und auf dem Boden des Gefisses hatte sich eine klare Fliis-
gigkeit abgetrennt. Die Sdure wurde darauf dekantiert und das QOel mit
50 ml vorgekiihlter Schwefelsidure in einem trockenen Scheidetrichter
kurz durchgeschiittelt und unter frischer, kalter Schwefelsdure auf-
bewahrt.

Augbeutes 6 g Bleitetrachlorid oder 66 % der Theorie.

7.2 Chemisch-analytische Methoden

7.2.1 Totalhydrolysen

7.2.1.1 Bei Normaldruck

50 mg Kondensat wurden in einem 250 ml Rundkolben mit Schliff
mit 50 ml 6n Salzséure iiberschichtet. Diese Suspension wurde 20 Stun-
den gekocht und anschliessend die dunkel gewordene Suspension fil-
triert. Ein schwarzer Riickstand von 3 mg wurde verworfen. Aus der

Losung wurden Proben fiir die Papierchromatogramme entnommen,

7.2.1.2 Im Bombenrohr

10 mg Kondensat wurden mit 10 ml 6n Salzsiure in ein Bomben-
rohr gegeben. Die Suspension wurde mit flissiger Inft vorsichtig
eingefroren und dann am Hochvakuum evakuiert. Darauf wurde die Probe
im Hochvakuum wieder aufgetaut und noch einmal eingefroren. Die frei
gewordene Luft wurde wieder abgepumpt. Nach dem dritten Einfrieren
wirde die Ampulle unter Hochvakuum abgeschmolzen und wieder aufge-~

taut. Diese evakuierte Suspension wurde dann wilhrend 20 Stunden im
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Bombenofen auf 140° C erhitzt. Darnach wurde die Ampulle geoffnet
und der Inhalt filtriert., Der Riickstand von 1 mg wurde verworfen., Von

der Losung wurden Papierchromatogramme gemacht.

7.2.2 Papierchromatographie

Séamtliche papierchromatographischen Untersuchungen wurden auf
der Papiersorte Whatmann Nr. 1 ausgefiihrt. Es wurde ausschliesslich
die absteigende Methode in mit Laufmittel gesittigten Kammern ange-
wendet. Die drei auf Seite 16 angegebenen Laufmittel wurden je nach

. Bedarf verwendet. Die zu untersuchenden Proben wurden entweder in
Masse oder gelést in Eisessig, 98 %iger Ameisensdure, Dichloressig-
siure oder in 60 %iger Lithiumbromidlésung aufgetragen. Die Chroma-
togramme wurden durchschnittlich mit 10 -~ 49ng der zu untersuchen—
den Substanz beschickt. Nach der Entwicklung wurden die Papiere an
der Iuft getrocknet. Darauf wurden sie mit einer 0,1 %igen Ninhy-
drinlgsung in n-Butanol bespriiht und wieder an der Inft trocknen ge-
lassen. Die trockenen Chromatogramme wurden darauf drei Minuten auf
140° C erwirmt. Darauf wurden die RT-Werte der Flecken bestimmt (es
wurde der Schwerpunkt des Fleckens als Bezugspunkt gewihlt) und auf

die standardisierten L~Ieucin—Rf~Werte umgerechnet.

T7.243 Diinnschichtchromatographie

Die Dinmschichtchromatographie stellt die Weiterentwicklung
der Papierchromatographie dar und hat gegeniiber dieser den grossen
Vorteil des geringen Zeitaufwandes. In dieser Arbeit betrug die
laufzeit der Papierchromatogramme bis zu 40 Stunden, wihrend die
Diinngchichtchromatographie die Trennung der gleichen Substanzen in

nur vier Stunden erledigte. Allerdings ist die Reproduzierbarkeit
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der Rf-Werte sehr schlecit, auch wenn Testsubstanzen bekannter Rf-
Werte mitlaufen (19). Die Diinnschichtchromatographie wurde deshalb
in dieser Arbeit immer dann verwendet, wenn rasch eine Auskunft iiber
einen Versuch notwendig war. Speziell wurde sie fiir die Untersuchung
der Reinheit und Identitét der Ausgangssubstanzen und Monomeren be-
nutzt.

30 g Kieselgel G wurden in 60 ml Wasser in einem Morser vor-
sichtig wihrend einer Minute verriihrt, so dass keine Brocken in der
Suspension mehr vorhanden waren. Dann wurde die Mischung eine Minute
lang stehen gelassen, ins Streichgerdt gegeben und auf die Glasplat-
ten gestrichen., Diese Menge geniigt fir fiinf Platten 20 x 20 cm. Die
Platten wurden iiber Nacht an der Iuft getrockmet und dann an der
Inft gelagert. Die Sorptionsschichten enthalten so eine fiir die Chro-
matographie von Aminosiuren und ihren Derivaten giinstige Feuchtig~-
keit.

Die aufgetragenen Substanzmengen betrugen ca. 2 - 3mg. Es wur-
den die gleichen Losungsmittel wie bei der Papierchromatographie ver-
wendet, wenn die Probe nicht in Masse aufgetragen wurde. Die beiden
verwendeten Fliessmittel waren wie folgt zusammengesetzts:

Fliessmittel Is n-Butanol : Eisessig s Wasser = 4 3 1 3 5 (16)

Fliessmittel IV: n-Butanol s Pyridin : Wasser = 65 3 35 ;3 65 (17)
Es wurde mit der aufsteigenden Technik in mit Laufmittel gesdttigten
Wannen gearbeitet. Die Versuche wurden alle bei Zimmertemperatur durch~
gefiihrt. Auch hier wurde IL~-Leucin als Referenz verwendet. Die Bezugs-
Rf-Werte wurden aus 15 unabhingigen Messungen ermittelt und betrugen
fiir Fliessmittel I 0,35 und fiir Fliessmittel IV 0,37. Die entwickel-
ten Platten wurden mit einer 0,1 %igen Ninhydrinldsung in n-Butanol
bespriiht, Die Platten wurden darauf eine Minute auf 140o C im Trok~

kenkasten erhitzt und dann ausgewertet.
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7424 Titration der Aminogruppe

Die Aminoendgruppen der Kondensationsprodukte lassem sich in
Fisessig als Losungsmittel mit Perchlorsiure titrieren (11). Die Me-
thode ist ausgearbeitet, doch musste noch geklart werden, ob das bei
der Kondensation auftretende 2,5-Dioxopiperazin das Titrationssystem
stort. Die Tabelle 39 enthilt die Resultate der Probetitrationen. Es
wurden Losungen von Glycin, Diglycin und Triglycin in Eisessig her-
gestellt., Einmal wurde den Ldsungen 5g 2,5-Dioxopiperazin zuge-
setzt und eimmal nicht. Ca. 500 mg Kondensat wurden in Eisessig und

mit 0,01ln Perchlorsiure in Eisessig potentiometrisch titriert.

Tabelle 39

Ueberpriifung der Titration der Aminogruppe in Eisessig gegen o\-Naph-
thylbenzoin und potentiometrisch mit und ohne Zusatz von 2,5-Dioxo-

piperazin.

gegendNaphthylb, potentiometr.
Verbindung |vorgegeben | gefunden |Differenz| gefunden |Differenz

mMo1/250 ml JmMol/250 m1| %  |mMol/250 m1| %
H-(Gly) ~OH 6,463 6,380 ~1,3 6,398 -1,0
H~(Gly) o~OH 3,596 3,522 ~2,0 3,518 +2,1
H-(Gly)3—0H 2,319 2,374 -2,3 2,355 -0,8
¥*

H—(Gly)2-0ll ) 3,628 3,670 +1,4 3,629 0

*) = Zusatz von 5 g Dioxopiperazin

Aug der vierten und sechsten Spalte der Tabelle 39 sieht man,
dass die Genauigkeit der Methode + 2 % betrdgt und vor allem, dass
selbst ein Zusatz von 5 g 2,5-Dioxopiperazin nicht stort. Die Abwei-
chungen vom Sollwert sind bei der Zugabe von 2,5-Dioxopiperazin

nicht grosser als beim reinen Losungsmittel.
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7.2.5 Titration der Carbonsiuregruppe

Ca. 500 mg Kondensat wurden in m-Kresol gelost und mit 0,1In
alkoholischer Kalilauge gegen Phenolphthalein titriert. Auf je fiinf
Titrationen wurde eine Blindprobe fiir m—Xresol gemacht und bei der

Berechnung beriicksichtigt.

7.2.6 Bestimmung der Aethoxylgruppe

Die Aethoxylgruppe wurde mikroanalytisch nach der von Pregl
modifizierten Methode von Zeisel bestimmt.

Ca. 3 mg Kondensat wurden mit Jodwasserstoffsdure versetzt und
das entstandene Alkyljodid anschliessend mit Brom oxydiert, darauf

wurde das freigesetzte Jod mit 0,0ln Natriumthiosulfatlosung titriert.

7.2.7 Sublimation des 2,5-Dioxopiperazins

Ca. 50 mg Kondensat (genau gewogen) werden bei 180° C im Hoch-
vekuum von ca. 0,01 mm Hg sublimiert. Nach zwei Stunden wird das
Sublimat (= 2,5-Dioxopiperazin) sofort nach dem Entfernen des Vakuums

gewogen,

T.2.8 Gravimetrische Bestimmng des Zinngehaites

Der Zinngehalt der Kondensate wurde gravimetrisch als SnO2 be-
stimmt.

Ca. 3 mg Kondensat wurden im Sauerstoffstrom bei 1000o C total
oxydiert. Der Riickstand, reines Zinn-IV-oxid, wurde ausgewogen und

mit Hilfe der Einwaage der Zinngehalt des Kondensats bestimmt {20) .
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7.3 Physikalische Verfahren

7.3.1 Debye-Scherrer-Aufnahmen

Die Rontgenpulverdiagramme wurden in einer Vakuum-Debye-Scher-
rer-Kamera aufgenommen, die auf einer Apparatur der Firma R. Seifert
& Co., Hamburg, Typ Iso-Debyeflex III a montiert war.

’a. 1 mg Substanz wurden in einem Quarzrohrchen bestrahlt. Die
Blendenoffnung betrug 0,6 mm und der Primidrstrahlfinger hatte einen
Durchmesser von 2,5 mm. Es wurde mit einer Spannung von 40 kV und
einem Strom von 23 mA gearbeitet. Der Film, Typ Texo SH, wurde 90 Mi-
nuten belichtet und darauf mit einem Agfa OP Rontgenentwickler ent-
wickelt. Als Fixierbad wurde eine Losung von saurem Rontgenfixier-—
salz verwendet, Entwicklungszeit: 12 Minuten, Fixierzeits mindestens

20 Minuten, Wdsserung: 2 Stunden.

7.3.2 IR-Spektroskopie

Alle IR~-Spektren wurden auf dem Infrarot-Spektrophotometer
Mod. 21 der Firme Perkin-Elmer aufgenommen. Bei fliissigen Substanzen
(Monomere, Ester etc.) wurden die Spektren in Substanz aufgenommen,
Die festen Verbindungen wurden je nach Moglichkeit entweder als

Suspension in Nujol oder in einem KBr-Pressling verarbeitet.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Die katalysierte Kondensation verschiedener Glycinester sowie der
Aethylester einiger anderer o-Aminocarbonsiuren wurde unter-
sucht. Es wurden auch die katalysierten Cokondensationen von L~
Tyrosindthylester bzw. I-Phenylalanindthylester mit Glycindthyl-

ester durchgefiihrt,

Zur Gewinnmung von Glycinlaurylester wurde eine einfache Synthese

entworfen,

Mit Hilfe der Papierchromatographie wurden die Rf-Werte folgender
homologen Reihen ermittelts die aliphatischen Glycinester, die
aliphatischen Glycinester-Hydrochloride, Glycinpeptide, Glycinpep-

tidiathylester und Glycinpeptidathylester-Hydrochlorid.

Fiir die quantitative Bestimmng des 2,5-Dioxopiperazins wurde

eine Analysenmethode entwickelt.

Der hochmolekulare Anteil der Kondensate des Glycindthylesters
entspricht der Struktur von Polyglycin II. Im Kondensat konnten
ausser 2,5-Dioxopiperazin in kleinen Mengen keine Ringe nachge-

wiesen werden.

Der Komplex aus Zinntetrachlorid und Glycindthylester wurde unter-

sucht,

Es wurde ein midglicher Reaktionsmechanismus fiir die Kondensation

diskutiert.
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