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160. Emil Fischer: Synthese von Polypeptiden. XXIII.
[Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.]
(Eingegangen am 5. Marz 1908.)

Durch gemaBigte Hydrolyse von Seidenfibroin haben E. Abder-
halden und ich ein in Wasser leicht lsliches, aber durch Ammoniun-
sulfat ausfillbares Produkt gewonnen, das wir nach dem Resultat der
totalen Hydrolyse fiir ein Tetrapeptid von 2 Mol. Glykokoll, 1 Mol.
d-Alanin und 1 Mol. [-Tyrosin glaubten halten zu diirfen ).

Um diese Ansicht weiter zu priifen, schien mir die Synthese von
Tetrapeptiden aus den 3 Aminosiuren in dem oben angegebenen Ver-
héltnis erwiinscht, da ibr Vergleich mit dem Abbauprodukt der Seide
am schnellsten {iber dessen Struktur Aufschluf geben konnte.

Fiir den Aufbau von Tetrapeptiden stehen uns jetzt verschiedene
Methoden zur Verfiigung. Wegen der Empfindlichkeit und geringen
Krystallisationsneigung der Tyrosinderivate schien es mir aber zweck-
miBig, diese Aminosiure zuletzt in das System einzuschieben. Des-
halb wurde Tyrosinester kombiniert mit Chloracetyl-d-alanvl-
glycin. Fiir die Kupplung diente dessen Chlorid, das sich mit
Phosphorpentachlorid und Acetylehlorid verhéltnismidBig leicht be-
reiten 1aft.

Der bei der Kupplung entstehende Ester ist rasch verseifbar,
und die hierbei gebildete Halogenséure,

CICH,CO.NH.CH(CH;)CO.NHCH, CO.

NHCH(CH;.CsH,.OH)COOH,
wird durch Behandlung mit wafirigem Ammoniak in das entsprechende
Tetrapeptid,

NH,CH, CO.NHCH(CH;)CO.NHCH, CO.

NHCH(CH,.C:H.. OH)COOH,
Glycyl-d-alanyl-glycyl-/-tyrosin
iibergefiihrt.

Dieses hat mit dem Abbauprodukt der Seide wohl manche Ahn-
lichkeit, denn es wird durch Phosphorwolframsaure und Tannin leicht
gefillt, gibt die Millonsche Reaktion, wird durch Pankreassaft hydro-
listert und dreht in wilriger Losung schwach nach rechts. Aber es
zeigt andererseits in dem Verhalten gegen Ammoniumsulfat, wovon es
nur sehr schwer ausgesalzen wird, einen $o groBen Unterschied,
daB man beide Korper fiir verschieden halten mufl. Dieses Resultat
ist nicht gerade iiberraschend; denn die Zahl der strukturisomeren

1) Diese Berichte 40, 3544 [1907].



851

Tetrapeptide obiger Zusammensetzung ist 12, und selbst wenn man
die Beobachtung, dafl durch partielle Hydrolyse und nachfolgende
Anhydridbildung aus dem natiirlichen Tetrapeptid Glycyl-alaninanhy-
drid und Glyeyl-tyrosinanhydrid entstehen, mit beriicksichtigt, so bleiben
doch noch immer 8 Méglichkeiten iibrig.

Fiir die Gewinnung einer zweiten derartigen Substanz schien die
Kupplung von «-Brompropionyl-glycyl-glycin mit Tyrosin der geeignete
Weg zu sein. Leider zeigten sich aber schon bei der Darstellung
des Chlorids Schwierigkeiten. Das inaktive «-Brompropionyl-glycyl-
glycin 16st sich zwar bei der Behandlung mit Acetylchlorid und Phos-
phorpentachlorid, aber das Chlorid ist so empfindlich, da8 seine Rein-
darstellung bisher nicht gelang. Mit dem Rohprodukt lassen sich
allerdings Synthesen austiihren; denn durch Kupplung mit Glykokoll-
ester konnte inaktiver Brompropionyl-diglycyl-glycinester und daraus
das noch unbekannte dl-Alanyl-diglycyl-glycin gewonnén werden,
Aber fiir die Vereinigung mit dem Tyrosinester ist das unreine Chlorid
doch kaum geeignet.

Noch weniger befriedigend war das Resultat bei dem aktiven
a-Brompropionyl-glycyl-glycin; denn es lost sich erheblich schwerer
in Acetylchlorid oder Chloroform, und es ist bisher iiberbaupt nicht
gelungen, daraus ein fir Synthesen geeignetes Chlorid darzustellen.

d-Brompropionyl-glycin.

10.5 g Glykokoll (1'/2 Mol.) wurden in 70 cem 2-fach #.-Natron-
lauge gelost und in der iiblichen Weise unter starkem Kiihlen und
Schiitteln mit 16 g (1 Mol.) d-Brompropionylchlorid, das aus einer
Siure von der Drehung a = —+ 41.8° bereitet war, unter Zugabe wei-
terer 46 ecm 2-fach n.-Natronlauge gekuppelt.

Nach beendeter Operation wurde die Losung mit 30 ccm 5-fach
n.-Salzsiure angesiuert, im Vakuum zur Troeckne verdampft und der
Riickstand erschipfend mit Ather behandelt, wovon ziemlich viel nétig
ist, falls auBler dem Kochsalz auch das Kupplungsprodukt krystalli-
siert ist. Nach dem Trocknen mit Natriumsulfat wurde die #therische
Lésung eingeengt und mit Petroldther gefillt. Beim Reiben krystalli-
sierte das Produkt sofort.

Ausbeute 16.8 g oder 85 °/, der Theorie, auf Chlorid berechnet.
Zur Verwandlung in das Dipeptid ist das Rohprodukt rein genug.
Zur Analyse wurde es aus 2 Volumteilen Essigither umkrystallisiert
und im Vakuumexsiccator iiber Schwefelséiure getrocknet.

0.1941 g Shst.: 0.2048 g COq, 0.0705 g Hy0. — 0.1976 g Shst.: 11.2 cem
N, iber 33-proz. Kalilauge, (199, 767 mm). — 0.2001 g Sbst.: 0.1787 g AgBr.

C:Hy O NBr (210). Ber. C 2857, H 3.84, N 6.67, Br 38.08.
Gel. » 2878, » 4.06, » 6,60, » 38.00.
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Zur optischen Bestimmung diente eine 10-prozentige wabBrige
Lésung.

0.3589 g Substanz, Gesamtgewicht der Losung 8.5457 g. d = 1.041.
Drehung im 1-dm-Rohr bei 18° und Natriumlicht 4.04° (% 0.029) nach rechts,
Demndch (o]l = - 38.30 (& 0.20).

Da die angewandte Brompropionsiure ungefihr zu 8 %/, racemi-
siert war und bei der Kupplung eine weitere Racemisierung statt-
finden kann, so ist es nicht gapz sicher, daB dieser Wert einem op-
tisch ganz reinen Priparat entspricht. Fiir den optischen Antipoden?)
ist frither das Drehungsvermédgen leider nicht bestimmt worden.

Die Siure ist leicht l8slich in Wasser, Alkohol und warmem
Essigither, zunehmend schwerer in Ather, heilem Toluol, Chloroform,
fast unléslich in Petrolither. Sie krystallisiert aus Toluol in langen
Nadeln, aus Wasser und Essigiither in diinnen Prismen, welche bei
122—123° (korr.) zu einer farblosen Fliissigkeit schmelzen, also eben-
so wie das frither dargestellte /-Brompropionylglycin etwa 20° hoher
als der Racemkdrper.

d-Alanyl-glycin, NH; CH(CH;)CO.NHCH, COOH.

25 g Bromkdrper wurden mit 125 cem wilrigem 25-prozentigem
Ammoniak 2 Tage bei 25° aufbewahrt und dann in der iiblichen
Weise durch Abdampfen im Vakuum wund Fillen mit Alkohol das
Dipeptid isoliert. Ausbeute 14.4 g oder 83 %, der Theorie.

Das Praparat zeigte genau dieselben Eigenschaften wie das frither
auf ganz anderem Wege dargestellte d-Alanylglycin?).

Zur Analyse war bei 100° getrocknet.

0.1780 g Shst.: 0.2669 g COy, 0.1100 g Ha 0. — 0.1962 g Sbst.: 32.6 ccm
N, iiber 38-proz. Kalilauge, (20°, 761 mm).

Cs HioO; Ny (146.1). Ber. C 41.08, H 6.90, N 19.18.
Gef. » 4089, » 6.91, » 19.10.

Zur Bestimmung des Drehungsvermégens diente eine 10-prozentige
wilrige Losung.

0.7022 g Sbst., Gesamtgewicht der Lésung 7.0176 g. d%* 1.085. Drehung
im 2-dm-Rohr bei 18° und Natriumlicht 10.42° (%= 0.02°) nach rechts. Dem-
nach: [m]lD8 + 50.3° (3 0.19), withrend frither 3) [a]]2)0 + 50.2° gefunden wurde.

Da das als Ausgangsmaterial fir d-Brompropionsiure dienende
{-Alanin jetzt durch die Ehrlichsche Methode der partiellen Ver-
girung von dl-Alanin ziemlich leicht zuganglich ist, so halte ich obiges

1) E. Fischer und 0. Warburg, Ann, d. Chem. 340, 165 [1905].
?) Diesc Berichte 88, 2921 [1905). ) Disse Berichte 38, 2921 [1905],
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Verfahren tir bequemer, als die iltere Synthese des Dipeptids mittelst
des d-Alanylchlorids.

Chloracetyl-d-alanyl-glycin.

6 g d-Alanyl-glycin (1 Mol.) werden_in der berechneten Meénge
(20.6 ccm) 2-n. Natronlauge gelost, sehr stark gekiihlt und unter krif-
tigem Schiitteln abwechselnd 5.8 g (1.25 Mol.) Chloracetylchlorid und
30.9 ccm 2-n. Natronlauge in 5—6 Portionen zugefiigt. Nach dem
Verschwinden des Chloridgeruchs wird mit 3 cem 5-fachnormaler
Salzsiiure angesiuert, unter stark vermindertem Druck auf etwa /s
des Volumens eingedampft und nach lingerem Stehen in Eis der
Krystallbrei abgesaugt (6.7 g). Aus der Mutterlauge kann durch
volliges Abdampfen und Auslaugen des Riickstandes mit der fiir die
Lisung des Kochsalzes berechneten Menge Wasser noch 1 g gewonnen
werden, so dall die Gesamtausbeute 7.7 g oder 84°, der Theorie
betragt.

Aus 2Y, Teilen heiem Wasser krystallisieren beim Abkiihlen in
Eis ?/; der gelosten Menge in farblosen, diinnen Prismen, wihrend aus
der Mutterlauge durch Einengen der Rest gewonnen werden kann.
Beim raschen Lrhitzen im Capillarrohr schmilzt die Substanz gegen
178° (korr.) unter Zersetzung, nachdem einige Grade vorher Sinterung
eingetreten ist. Fir die Analyse war im Vakuumexsiccator iiber
Schwetelsiure getrocknet.

0.1235 g Sbst.: 0.1714 g CO,, 0.0572 g Hy0. — 0.1830 g Sbst.: 19.6 cem
N, dber 33-prozentiger Kalilange (17° 760 mm.) — 0.1952 g Sbst.: 0.1261 g
AgCl

C:H, 04N, C1 (222.6). Ber. C 37.74, H 4.98, N 12,53, Cl 15.93.

Gel. » 37.85, » 5.18, » 12.46, » 15.97.

Zur optischen Bestimmung diente eine 5-prozentige wilrige
Ldsung.

0.3300 g Sbst., Gesamtgewicht der Losung 6,6267 g. d* 1.015. Drehung
im 2-dm-Rohr bei 18° und Natrinmlicht 5.4° (40.02%) nach links. Mithin:
[y = — 53.40 (2 0.29).

Aus heiBem Alkohol, wovon [die Siure etwa 4 Volumteile zur
Losung braucht, krystallisiert sie in mikroskopisch kleinen, feinen
Nidelchen, die zu kugligen Konglomeraten verwachsen sind.

In Aceton und Essigither ist sie recht schwer 1oslich, in Ather
upd Ligroin so gut wie unloslich.

Glycyl-d-alanyl-glyecin,
NH: CH, CO.NIICH(CH,)CO.NHCH, COOH.

3 ¢ Chlorkérper wurden mit 1D cemn 25-prozentigem wafrigem
Ammoniak 3 Tage bei 25° aufbewahrt und dann in der Gblichen Weise
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durch Abdampfen unter vermindertem Druck und Behandlung des
Riickstandes mit heiflem Alkohol das krystallisierte Tripeptid isoliert.:
Die Ausbeute an chlorfreiem Rohprodukt betrug 1.8 g oder 66°%, der
Theorie. Aus der Mutterlauge konnte auch nach Entfernen des Chlor-
ammoniums mit Baryt und Silbersulfat nichts mehr isoliert werden.

Das Tripeptid ist verbiltnismifig schwer loslich in Wasser: Aus
der 7-fachen Menge siedendem Wasser krystallisiert bei lingerem
Stehen in Kis iiber die Hilfte wieder aus und aus der Mutterlauge
kann durch Fillen mit Alkohol der Rest fast vollstindig gewonnen
werden. Es krystallisiert sowohl aus Wasser, wie aus verdiinatem
Alkohol in #uBerst leichten, feinen Nidelchen ohne Krystallwasser,
die beim raschen Erhitzen im Capillarrobr bei 220° anfangen dunkel
zu werden und gegen 245° (korr.) unter Schwirzung und Zersetzung
schmelzen. Zur Analyse war bei 105° im Vakuum getrocknet.

0.1740 g Sbst.: 0.2651 g CO,, 0.0993 g HO. — 0.2000 g Sbst.: 36.0 com
N, iber 33-prozentiger Kalilauge (20°, 762 mm).

CrHys 0:N; (203.1). Ber. C 41.36, H 6.45, N 20.69.
) Gef, » 41.55, » 6.38, » 20.72.

Die Bestimmung des Drehungsvermégens wurde einmal mit denr
aus Wasser umkrystallisierten und das andere Mal mit dem aus der
Mutterlauge durch Alkohol gefiliten Produkt ausgefiihrt und bei dem
schwerer loslichen Teil um etwa 1° hoher gefunden. Benutzt wurde
beide Male eine 4—>5-prozentige willrige Lisung.

0.3308 g Sbst., Gesamtgewicht der Losung 7.6753 g. d* 1.014, Drehung
im 2-dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht 5.620 (& 0.02%) nach links. Mithin:
[} = — 64.3° (£ 0.29).

0.3318 g Sbst., Gesamtgewicht der Losung 7.5210 g. d* 1.016. Drehung
im 2-dm-Rohr bei 19° und Natriumlicht 5.69° (£ 0.02%) nach links. Mithin:
(o)l = — 68.5° (£ 0.29).

Das Tripeptid ist in verdiinnten Siuren und Alkalien sehr leicht
loslich, aber unléslich in den meisten organischen Liosungsmitteln. Mit
Alkali und wenig Kupfersulfat gibt es in verdiinnter Lésung eine ins
Violett spielende Blaufirbung. Von Phosphorwolframsiure wird es in
verdiinnter, schwefelsaurer Lisung nicht getillt.

Chloracetyl-d-alanyl-glycylchlorid,
CICH; CO.NHCH(CH:)CO.NH CH, CO Cl,

Die Verwandlung des Chloracetyl-d-alanyl-glycins in das Chiorid
geht um so leichter von statten, je feiner verteilt es ist. In dem hier-
zu geeigneten Zustand erhilt man es durch Lésen in etwa 4 Volum-
teileu heilem Alkohol, rasches Abkithlen in Kiswasser und starkes
Schiitteln. Die Losung erstarrt dann zu einem Brei von feinen Kry-
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stallen, die nach einigen Stunden scharf abgesaugt, mit Ather ge-
waschen, im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet und durch ein
Haarsieb getrieben werden.

Von der so vorbereiteten Substanz werden 4 g mit 20 cem frisch
destilliertem Acetylchlorid iibergossen und in Eiswasser gekiihlt.
Nach Zufiigung von 4.8 g schnell gepulvertem Phosphorpentachlorid
wird '/;—?%/5 Stunde geschiittelt, wobei klare Liésung eintritt. Dann
wird direkt in der geriumigen Schiittelflasche die Lésung unter ver-
mindertem Druck auf etwa die Hilite eingeengt, wobei reichliche
Abscheidung von Krystallen erfolgt. Man féillt den Rest durch Zu-
satz von trocknem Petrolither, filtriert in der iiblichen Weise!) unter
AusschluB der Luftfeuchtigkeit, wischt mit Petrolither und trocknet
eine Stunde im Vakuumexsiccator iitber Phosphorpentoxyd.

Die Ausbeute ist befriedigend, denn man erhilt etwa ebenso viel
Chlorid, wie angewandte Siure. Es ist ein gelbliches, lockeres Pulver,
das an der Luft schoell klebrig wird.

Durch Lésen in Wasser und Titrieren mit Silbernitrat und
Rhodanammonium wurde der Gehalt an leicht abspaltbarem Chlor
bestimmt.

0.2972 g Sbhst.: 11.4 cem Y/0-n. AgNO,.

Ber. Cl 14.7. Gef. Cl 13.6.

Man ersieht daraus, dafl das Priparat zwar nicht rein ist, aber

doch zum groften Teil aus dem gesuchten Chlorid besteht.

Chloracetyl-d-alanyl-glycyl-l-tyrosinmethylester,
CICH; CO.NHCH(CH,)CO.NHCH, CO.
NH.CH(CH..Cs H,.OH)COO CHj.

6.5 g fein gepulverter Tyrosinmethylester *) (2 Mol.) werden mit
75 cem tiber Barinmoxyd getrocknetem Aceton tibergossen, wobei
nur teilweise LOsung erfolgt und in die gut gekiihlte Suspension in
kleinen Portionen unter Schiitteln 3.9 g des zuvor beschriebenen
Chlorids eingetragen, wobei allmihlich véllstindige Losung eintritt,
Die Operation nimmt ungefihr 15 Minuten in Anspruch. Die gelbe

1) Diese Berichte 38, 1616 [1905]]

?) Das Hydrochlorid wurde nach der fritheren Vorschrift dargestellt
(Ann. d. Chem. 854, 34 [1907]) Far die Bereitung des freien Tyrosin-
methylesters diente aber folgendes einfachere Verfahren.

Das Hydrochlorid wird in der 10-fachen Menge Wasser gelést und unter
Kihlung die berechnete Menge starker Natronlauge zngefiig , wobei der freie
Ester in fast quantitativer Ausbeute krystallinisch ausfallt. Zur volligen
Reinigung braucht er dann nur cinmal aus heiBlem Essigither winkrystallisiert
zu werden.
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Lisung, die noch schwach alkalisch reagiert, hinterlifit beim volligen
Verdampfen unter stark vermindertem Druck einen gelben, amorphen,
blasigen Riickstand, der das Kupplungsprodukt, unverinderten Tyrosin-
ester und andere Substanzen enthilt. Will man das erstere krystalli-
siert erhalten, so ist zundchst ein ziemlich umstindlicher Weg nétig.
Man 16st in etwa 25 cem Wasser unter Zusatz von einigen Tropfen
Balzsdure, um unverinderten Tyrosinester zu neutralisieren; dann
fiigt man 8 g Chlornatrium zu. In dem Male, wie das Kochsalz sich
16st, scheidet sich ein dickes, gelbes Ol aus, das zum gréBeren Teil
aus dem Kupplungsprodukt besteht. Nachdem durch Abkihlen auf
0° und Schiitteln die Losung ganz geklart ist, gieBt man die Mutter-
lauge ab, wischt mit wenig eiskaltem Wasser, kocht den Riickstand
mit Essigither aus, verdampit die filtrierte Lésung und nimmt dann
mit nicht zu viel warmem Wasser wieder auf. Aus dieser Fliissig-
keit scheidet sich beim ldngeren Stehen Chloracetyl-d-alanyl-glycyl-
l-tyrosinmethylester krystallinisch ab.

Ist man einmal im Besitz von Krystallen, so wird die Gewinnung
weiterer Mengen viel einfacher. Anstatt die obige wilirige Losung
des Rohproduktes mit Kochsalz zu fillen, trigt man direkt einige
Krystillchen ein und liBt unter &fterem Reiben mehrere Stunden bei
0° stehen. Dabei scheidet sich das Kupplungsprodukt in reichlicher
Menge krystallinisch ab. Die Ausbeute betrug 3 g. Aus der Mutter-
lauge konnten bei mehrtigigem Stehen noch 0.5 g gewonnen werden,
80 daB die Gesamtausbeute aui 3.5 g oder 54 °/, der Theorie stieg.

Aus der 15-fachen Menge heilem Wasser krystallisiert der Ester
beim langsamen Abkiihlen in schonen, schwach gelblichen, haufig
rosettenformig verwachsenen, lanzettfdrmigen Blittchen, die beim
raschen Erhitzen im Capillarrohr zwischen 163° und 164.5° (korr.)
zu einer klaren, gelblichen Fliissigkeit schmelzen. Fiir die Analyse
waren sie bei 105° getrocknet.

0.1538 g Sbst.: 0.2893 g CO,, 0.0778 g Hy0. — 0.1978 g Sbst.: 17.4 cem
N iber 33-prozentiger Kalilauge (179, 770 mm)., — 0.2548 g Sbst.: 0.0910 g
AgCl.

CirHa3 O N Cl (399.65). Ber. C 51.04, H 5.55, N 10.52, Cl 8.87.

Gef. » 51.30, » 5.66, » 10.37, » 8.83.

Der Ester ist in heiem Methylalkohol recht leicht 13slich, etwas
schwerer in Athylalkohol, dann zunehmend schwerer in Aceton, Essig-
sther, Chloroform, Ather, Petroliither, Aus absolutem Alkohol kry- -
stallisiert er in kompakten, rhombenihulichen Formen.

Er reagierf auf Lackmus neutral, ist schwer l8slich in koblen-
sauren Alkalien, leicht dagegen in Natronlauge und zwar mit stark
gelber Farbe. Eine verdunnte wiBrige Losung dreht die Ebene des
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polarisierten Lichtes schwach nach links. Eine verdiinnte, kalte, wiB-
rige Losung farbt sich auf Zusatz von Millons Reagens bei gewdhn-
licher Temperatur im Laufe weniger Minuten stark rot, dhnlich wie
Tyrosin. Gelindes Erwiirmen beschleunigt die Reaktion.

Chloracetyl-d-alanyl-glyeyl-I-tyrosin.

4 g Ester werden mit 20 cem n.-Natronlauge iibergossen, wobei
fast augenblicklich klare, gelbe Losung eintritt. Nachdem die Lésung
25 Minuten bei Zimmertemperatur gestanden hat, tigt man die dqui-
valente Menge Salzsiure zu und liit die Losung im Vakuumexsiccator
eindunsten. Hierbei fillt die Siure zuerst 6lig aus, krystallisiert aber
im Laufe von 24 Stunden bei 6iterem Reiben. Ist man erst im Be-
sitze von Krystallen, so gestaltet sich die Isolierung der Siure noch
einfacher; man braucht daon nur das Alkali mit 5-fachnormaler
Salzsiure zu neutralisieren und nach dem Einimpfen eines Krystill-
chens einige Stunden in Eis stehen zu lassen, abzusaugen und mit
kaltem Wasser zu waschen, um die Sdure in Iast quantitativer Aus-
heute und geniigend reinem Zustande zu gewinnen. Sie ist dann ein
schwach gelbliches Pulver, das zur Analyse einmal aus der 8-fachen
Menge heilem Wasser unter Zusatz von etwas Tierkohle umkrystal-
ligiert wurde.

0.1709 g Sbst.: 0.3113 g CO,, 00841 g H;0. — 0.1830 g Sbst.: 0.0659 g
AgCL

CisH3 06 N3 C1 (385.63). Ber. C 49.79, H 522, C1 9.19.
Gef. » 49.68, » 550, » 8.90,

Die Siure krystallisiert aus heilem Wasser in farblosen, feinen,
mikroskopischen Néadelchen oder diinnen Prismen, die vielfach zu
harten, kugligen Konglomeraten verwachsen sind. Beim raschen Er-
hitzen im Capillarrohr schmelzen sie bei 206—207° (korr.) zu einer
gelber Fliissigkeit, welche sich aber hinterher sofort unter Gasent-
wicklung zersetzt. Die Substanz ist in heilem Alkohol ziemlich leicht
léslich, schwer dagegen in den anderen organischen Lésungsmitteln.
Die wafirige Losung reagiert stark sauer und gibt mit Millons Rea-
gens besonders bei gelindem” Erwirmen eine starke Rotfirbung. Im
(3egensatz zum Methylester 10st sie sich auch in Natriumcarbonat leicht.

Glycyl-d-alanyl-glycyl-l-tyrosin,
NH,CH, CO.NHCH(CH;)CO.NHCH: CO.
NHCH(CH,.Cs H,.OH) COOH.
Fine Losung von 3 g des zuvor beschriebenen Chlorkérpers in
15 ccm willrigem Ammoniak von 259, blieb 5 Tage bei 25° stehen.
Dann wurde unter stark vermindertem Druck zum Syrup verdampit,



858

dieser mit sehr wenig Wasser in eine Platinschale gespiilt und nach
Zusatz von viel Alkohol eingeengt, aber nicht zur Trockne verdampit.
Beim wiederholten Zusatz von Alkohol und Konzentrieren der Flussig-
keit triibte sie sich durch Ausscheidung des Tetrapeptids, das anfangs
ein zéher Syrup war, aber spiter, als alles Wasser entfernt war, beim
fleiBigen Zerkleinern der zihen Masse fest wurde. Jetzt wurde die
Mutterlauge, die das Chlorammonium enthielt, durch Filtration ent-
fernt. Die Ausbeute betrug 2.1 g.

Das Produkt enthielt noch wenig Cblor, das aber beim Aus-
kochen mit etwa 200 cem absolutem Alkohol in Lésung ging uond
pach volligem Erkalten der Fliissigkeit durch Filtration entferut wurde.

Zur volligen Reinigung wurde das zuriickbleibende Tetrapeptid
in recht wenig warmem Wasser geldst und die filtrierte, noch warme
Flissigkeit mit Alkohol bis zur bleibenden Triibung versetzt. Dabei
fiel zuerst in geringer Menge eine grau gefirbte, klebrige Masse aus,
die nach dem Zusammenballen durch schnelles Abgieen der noch war-
men Lésung entfernt wurde. Als jetzt mehr Alkohol zugefiigt wurde,
schied sich, besonders beim Abkihlen auf 0° das Tetrapeptid als
flockige Masse aus. Man kann auch diese Ausscheidung durch frak-
tionierte Fillung vornehmen, wobei die zuerst ausfallenden Teile
schwach gelb gefirbt sind. Aus der Mutterlauge gewinnt man dann
durch Einengen und Zuliigeu von Alkohol ein rein weifles Produkt,
das nach dem Abfiltrieren, Waschen mit Alkohol und Ather und
Trocknen im Vakuumexsiccator ein weilles, sehr leichtes Pulver hildet.
Die Ausbeute an reinem Tetrapeptid, einschlieBlich der ersten ganz
leicht gefirbten Fraktion, betrigt ungefdhr die Hilite des angewandten
Chlorkirpers.

Fiir die Analyse und optische Bestimmung wurde im Vakuum
(10 mm) iber Phosphorpentoxyd bei 105° getrocknet.

0.1545 g Sbst.: 0.2982 g CO,, 0.0871 g Hs0. — 0.1826 g Sbst.: 19.45 cem
1,0-n. NH; (Kjeldahl).

CisHz: 05 N, (366.21). Ber. C 52.43, H 6.05, N 15.30.
Gef. » 52.64, » 6.31, » 14.92.

0.1312 g Substanz gelost in Wasser. Gesamtgewicht der Lésung 1.3513 g.
d* ='1.031. Drehung im l-dm-Rohr bet 20° und Natriumlicht 0.4° nach
rechts. Demnach [a]?)o -+ 4.0

Die Krystallisation des Tetrapeptids ist bisher trotz seines schénen
Aussehens nicht gelungen. Ich zweifle aber kaum daran, dafl man
bei Verarbeitung groBerer Mengen und unter mannigfach variierten
Bedingungen auch hier Erfolg haben wiirde. Wie alle amorphen
Produkte und selbst viele krystallisierte Substanzen dieser Klasse hat
das Tetrapeptid keinen bestimmten Schmelzpunkt.
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Im Capillarrohr rasch erhitat, beginnt es gegen 200° gelb zu
werden, sintert dann allmihlich und zersetzt sich gegen 229° (korr.)
unter Gasentwicklung und Schwiirzung.

Mit Alkali und Kupfersalz gibt es stark die Biuretfirbung und
mit Millons Reagens schon bei gewShnlicher Temperatur nach kurzer
Zeit die fir das Tyrosin bekanute Rotfirbung. Man darf daraus
schlieBen, dafl die im Tyrosin enthaltene Phenolgruppe hier noch vor-
handen ist.

Durch Phosphorwolframsiiure wird das Tetrapeptid auch bei
Gegenwart von Salz- oder Schwefelsiure selbst aus ziemlich ver-
diinnter Losung gefillt. Ein UberschuB von Phosphorwolframsiure
lost aber von dem Niederschlag verhiltnismiflig viel wieder auf.

Auch durch Tannin wird das Tetrapeptid aus nicht zu verdiinnter,
willriger Losung bei gewdhnlicher Temperatur gefillt; dieser Nieder-
schlag wird durch einen UberschuB8 von Tannin in erheblicher Menge
geldst, und beim Abkiihlen in Fiswasser tritt wieder Abscheidung ein.

Durch Ammoniumsulfat wird das Tetrapeptid schwer ausgesalzen.
Versetzt man die ziemlich konzentrierte, wilrige Losung mit einer bei
Zimmertemperatur gesittigten Losung von Ammoniumsulfat, so findet in
der Regel erst beim Abkiihlen in Eiswasser eine Abscheidung statt.
Starker wird dieselbe, wenn man noch festes Ammoniumsulfat bis zar
Sattigung zufiigt; aber die Erscheinung ist lange nicht so charakte-
ristisch, als bei dem friiher beschriebenen !-Leucyl-triglycyl-I-tyrosin,
oder bei dem von Abderhalden und mir aus dem Seidenfibroin er-
‘haltenen Produkt, das wir ebenfalls als ein Tetrapeptid der gleichen
Zusammensetzung glaubten ansehen zu miissen.

Durch firischen Pankreassaft vom Hunde wird das Tetrapeptid
ziemlich rasch angegriffen. Eine 10-prozentige Losung des Tetra-
peptids in Wasser, die mit dem halben Volumen frischem Paukreas-
saft’ und etwas Toluol versetzt war, hatte nach 12-stiindigem Stehen
im Brutraum schon einige Krystalle von Tyrosin abgeschieden, und
nach 1'/: Tagen war eine grofle Menge der Aminoséure schon krystalli-
siert ausgefallen.

Fiigt man zu der kalten, wiBrigen Losung des Tetrapeptids, die
gleichzeitig Natriumbicarbonat enthilt, Bromwasser, so entsteht sofort
in reichlicher Menge ein fast larbloser Niederschlag, wahrscheinlich
ein Bromsubstitutionsprodukt, das in heilem Wasser 18slich ist und
beim FErkalten teilweise wieder ausfillt.

Chloracetyl-d-alanyl-glycyl-glycinester,
CICH; CO.NHCH(CH;)CO.NHCH; CO.NHCH, COOC; H;.
Die Verbindung wurde bei einem Versuch erhalten, der zur vor-
laufigen Orientierung iiber die Kupplung des Chloracetyl-d-alanyl-
glycylchlorids mit Aminoséureestern diente.
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Tragt man 1.8 g Chlorid in cine stark gekiihlte Losung von 1.5 g Glyko~
kollester (ca. 2 Mol.) in 20 cem Chloroform allméblich ein, so findet erst
vollige Losung statt. Aber nach kurzer Zeit scheidet sich ein krystallinischar
Niederschlag ab, der nach einstindigem Stehen in einer Mischung von Eis
und Salz abgesaugt und mit kaltem Chloroform gewaschen wird. Seine Menge
betrug 2.5 g. Er ist ein Gemisch des Kupplungsprodukts mit salzsaurem
Glykokollester. Lost man ihn in 6 cem heiBem Wasser, so fallt in der Kilte
das Kupplungsprodukt in flachen, meist warzenférmig vereinigten, kleinen
Prismen aus. Bei Verarbeitung der Mutterlauge betrug die Ausbeute 1.2 g
oder 52% der Theorie.

Zur Analyse wurde noch einmal aus Wasser umkrystallisiert und bei 100*
getroeknet.

0.1948 g Sbst.: 0.3054 g CO,, 0.1043 g H,0.

CiHysOs N3 Cl (307.5). Ber. C 42.91, H 5.90.
Gef. » 42.76, » 5.99.

Der Ester schmilzt zwischen 165—167° (korr.) zu einer farblosen:
Flitasigkeit. Er 15st sich leicht in heilem Alkohol, schwerer in heillem:
Aceton, Essigester, Chloroform und fast gar nicht in Ather und Ligroin.
In der Kilte krystadllisiert er aus diesen Losungen als weifle, dullerst
feine, verfilzte Nadeln. In kaltem, verdiinntem Alkali 15st er sich all-
iniihlich unter Verseifung.

d-¢-Brompropionyl-glyeyl-glycin,
BrCH(CH,;)CO .NHCH, CO .NHCH, COOH.

Es wurde durch Kuppluug von d-¢-Brompropionsiurechlorid?) mit
Glyeylglyein aus Glycinanhydrid nach der fir die Synthese des
l-¢-Brompropionyl-glyeyl-glycins gegebenen Vorschrift?) erhalten,

Fur die Analyse war bei 100° getrocknet.

0.2097 g Sbst.: 0.1469 g AgBr.

C:H,; O, N; Br (267). Ber. Br 29.95. Gef. Br 29.82.

Die Substanz zeigte denselben Schmelzpunkt 172 (korr,), sowie
die sonstigen Eigenschaften des optischen Antipoden. Die Drehung
wurde in alkalischer Losung bestimmt,

0.3602 g Sbst., Gesamtgewicht der Losung 4.1880 g. d»=1.049. Drehung
im 1-dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht 2.68° nach rechts. Demnach=
(] = +29.70 (£ 0.29).

0.3654 g Sbst., Gesamtgewicht der Losung 4.0456 g. d**=1.051. Drehung
hei 20° und Natriumlicht 2.79° nach rechts. Demnach: [u]%) = 4 29 4%
(£ 0.29.

) Dargestellt wie -Brompropionylchlorid. E. Fischer und 0. War-
barg, Ann. d. Chem. 340, 371 [1905]. Vergl. Darstellung der d-a-Brom-
propionsaure, diese Berichte 89, 3995 [1906).

7 E. Fischer, diese Berichte 89, 2921 [1906].
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Fir den Antipoden ist das Drehungsvermégen frither nicht er-
mittelt worden.

d-Alanyl-glycyl-glyein,
NH, CH(CH;)CO.NHCH, CO .NHCH: COOH,

Eine Lésung von 6 g Bromkorper in 30 cem wiiBrigem Ammoniak
(25-proz.) blieb 4 Tage im Thermostaten bei 25° Nach dem Ver-
dampfen der Fliissigkeit unter 10—20 mm Druck wurde der glasige Riick-
stand in 20 ccm warmem Wasser geldst und durch absoluten Alkohol
das Tripeptid als weiBe Krystallmasse gefillt. (4.1 g oder 83°%, der
Theorie.) Zur Reinigung l8ste man es in der 5-fachen Menge heiflem
Wasser und fiigte so lange warmen Alkohol hinzu, als die entstehende
Triibung noch ehen verschwand; beim Abkiihlen schied sich das
Tripeptid in feinen, langen Nédelchen aus, die 1 Mol. Krystallwasser
enthielten,

0.8488 g Sbst. verloren beim Trocknen bei 100° 0.0702 g H;0.

C'{Hx;Oq,Na +H20. Ber. Hao 8.15. Gef. Hy O 8.27.

Das Krystallwasser entweicht langsam auch bei gewdhnlicher
Temperatur im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure. An der Luft
wird das Wasser ziemlich rasch wieder aufgenommen.

0.1565 g Sbst. (bei 105° im Vakuum getrocknet): 0.2360 g CO;, 0.0914 g
H;0. — 0.1450 g Sbst.: 24.7 cem N aiber 33-prozentiger Kalilauge (16°, 772 mm).

CrHy3 O4N; (203.1). Ber. C 41.35, H 6.45, N 20.69.
Gef. » 41.13, » 6.53, » 20.23.

Das Tripeptid ist sehr leicht {oslich in Wasser, fast unldslich in
absolutem Alkohol; mit Kali wnd Kupfersulfat -gibt es eine schwach
blauviolette Firbung. Beim raschen Erhitzen im Capillarrohr fingt
es gegen 206° an, sich gelb zu farben, schmilzt dann gegen 220° (korr.)
unter starkem Schiumen und Schwirzung. Genau ebenso ver-
hiilt sich der optische Antipode, denn die frithere Angabe, dafl er
gegen 205° gelb werde und erst gegen 240° schmelze, ist durch einen
Schreib- oder Druckiehler entstanden, da die Protokolle die richtige
Z.ahl 220° enthalten.

Zur Bestimmung des optischen Drehungsvermigens diente eine
etwa 10-prozentige willrige Losung.

0.3588 g Sbst. (bei 100° getrocknet). Gesamtgewicht der Losung 3.8694 g.
d20=1.033. Drehung im 1-dm-Rohr bei 20° und Natriumlicht 3.00° nach rechts.
Demnach [a] = + 31.3° (& 0.29),

1.0628 g wasserfreie Shst. Gesamtgewicht 10.9776 g. Drehung bei 200
und Natriumlicht im 2-dm-Rohr 6.29° nach rechts. d? = 1.085. Demnach
[a]? = + 3140 (4 0.29).

Berichte d.D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXX 1. 56
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Die Drehung wurde mithin ca. 2° héher gefunden, als bei dem
optischen Antipoden, obschon letzterer mehrfach umkrystallisiert war.
Das beweist von neuem, wie schwer es ist, solche Peptide optisch
rein zu erhalten.

Inaktiver @-Brompropionyl-diglycyl-glycindthylester,
BrCH(CH;) CO.[NHCH,COJs . NHCH;COOC;H;.

Die Verbindung entsteht durch Kupplung von e-Brompropionyl-
glycylglycylchlorid mit Glykokollester.

Fir die Uberfihrung in das Chlorid wird das Brompropionylglycylglycin
aus Alkohol umkrystallisiert, im Vakuum {iber Phosphorpentoxyd getrocknet
und durch ein Haarsiob getrieben. Ubergiet man die so vorbereitete Sub-
stanz mit der 10-fachen Menge frisch. destilliartem Acetylchlorid und fagt
unter Eiskihlung 1!/,—1%/3 Mol. Phosphorpentachlorid in mehreren Portionen
hinzu, so geht sie beim Schitteln bald in Losung. Es ist wesentlich, gutes
Phosphorpentachlorid zu verwenden, da man sonst mehr als 1'/; Mol. zur
vollstandigen Lisung braucht und dadurch die Ausbeute verschlechtert wird
Da das Chlorid wenig Neigung zur Krystallisation hat und beim vélligen
Verdampfen der Losung sich teilweise zersetzt, so wird die schwach gelbliche
Flissigkeit zuerst bei 0.3—0.5 mm Druck bis auf !/, des Volumens einge-
dampft, dann etwa die 3-fache Menge iiber Phosphorpentoxyd getrocknetes
Chloroform hinzugefiigt, wieder auf 1/, des Volumens eingeengt und diese
Operation noch 1—-2-mal wiederholt. Schlieflich resultiert eine klare, rote
Losung des Chlorids in Chloroform, die direkt zur Kupplung benutzt wird.
Ist das angewandte Phosphorpentachlorid nicht frisch, so entstehen beim Ver-
setzen mit Chloroform harzige Fillungen, welche die Ausbeute beeintréich-
tigen. Die rote Lésung des Chlorids gibt man allméhlich und unter starker
Kihlung zu einer Loésung von Glykokollester in Chloroform. Der Glykokoll-
ester muB wegen der Anwesenheit von Phosphoroxychlorid in groBem Uber-
schuff (5—10 Mol.) angewandt werden, so daB auch zum Schlufl der Ope-
ration die Losung noch alkalisch reagiert. Schon nach kurzer Zeit scheiden
sich weille Krystalle aus, welche die Losung bald breiartig erfilllen. Der
Niederschlag wird nach 15-stiindigem Stehen im FEissechrank abfiltriert und
auf Ton getrocknet; er entilt neben viel Glykokollesterchlorhydrat das ge-
suchte Kupplungsprodukt. Zur Tennung wird die Masse mit der 3-fachen
Menge eiskaltem Wasser ausgelaugt, der Riickstand filtriert und aut Ton ge-
strichen. Die Ausbeute an diesem Rohprodukt betrigt 50—60 9/, d. Th., auf
das angewandte Brompropionylglycylglycin berechnet. Es wird aus der 6—
10-fachen Menge einer Mischung gleicher Volumina Wasser und Alkohol um-
gelost; indessen ist die vollige Reinigung mithsam.

0.1989 g Sbst.: 0.1040 g AgBr.

CiHis Os N3 Br (352,13).  Ber. Br 22.71. Gef. Br 22.25.

Der Ester zersetzt sich beim, raschen Erhitzen im Capillarrohr
gegen 189° (korr.) unter Schwarzfirbung, ohne zu schmelzen.
Aus heifem Wasser oder warmem, verdiinntem Alkoho! scheidet er
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sich in der Kilte rasch als weille, sehr lockere Masse ab, die unter
dem Mikroskop keine krystallinische Struktur zeigt. L8t man aber
mit der Mutterlauge, insbesondere mit verdiinntem Alkohol, 1-—2 Tage
stehen, so nimmt der Niederschlag eine krystallinische Struktur an,
und. unter dem Mikroskop erkennt man dann HuBlerst feine, sehr bieg-
same Nidelchen, die in der Regel konzentrisch angeordnet sind.

dl-a-Brompropionyl-diglycyl-glycin,
Br CH(CH,) CO.[NH CH,CO], . NH CH,COOH.

Zur Verseifung wurden 4 g Ester mit 12.5 cem n-Natronlauge
(1.1 Mol.) geschiittelt, wodurch bald klare Lésung eintrat, dann eine
Stunde bei gewdohnlicher Temperatur aufbewabrt und mit 12.5 ccm
n-Salzsiure versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen in einer Kalte-
mischung schied sich 1 g Siure ab; durch Einengen der Mutterlauge
lieBen sich noch weitere 1.75 g gewinnen.

Fir di Analyse wurde sie mehrfach aus der 8—10-fachen Menge
heiflem Wasser unter Zusatz von Tierkohle umgeldst.

0.1943 g Sbst. 0.2403 g COy, 0.0715 g H;0. — 0.1305 g Shst.: 14.9 cem
N iber 33-prozentiger Kalilauge (17°, 759 mm). — 0.2024 g Sbst.: 0.1164 ¢
AgBr.

; CoH,4O;N; Br(324.1). Ber. C 33.32, H 4.35, N 12.97, Br 24.67.
Get. » 3373, » 4.12, » 13.26, » 24.47.

Die Siure schmilzt bei raschem Erhitzen im Capillarrohr nach
vorhergehender Sinterung gegen 174° (korr.) zu einer gelben Fliissig-
keit, die sich unter Schiumen zersetzt. Unter dem Mikroskop
zeigt sie kuglige Formen; sie ist ziemlich leicht 16slich in Wasser,
schwerer in Alkohol, sehr schwer in Essigester und Aceton.

Die Bereitung der Siure nach obigem Verfahren ist miihsam, und
da auch ihre véllige Reinigung Schwierigkeiten macht, so wird man
fiir die praktische Darstellung die folgende, viel bequemere Methode
bevorzugen, die in der Kupplung von Diglyeyl-glycin mit e-Brompro-
pionylbromid besteht.

Zu einer Losung von 10 g Diglycyl-glycin in 26.4 cecm 2-n. Natron-
lauge, die in einer Kéltemischung gekiihlt ist, gibt man abwechselnd
und allméhlich 15 g Brompropionylbromid (1%/s+ Mol.) und 50 cem
2-n. Natronlauge. Nach dem Verschwinden des Chlorids wird durch
15 ccm Bromwasserstoifsiure von 49 9, angesduert. Durch Impfen
1aBt sich aus der stark gekiihlten Flissigkeit der griBte Teil der
Siure zur Abscheidung bringen (9 g); eine weitere Menge konnte
durch Einengen gewonnen werden, Von beigemengtem Natrium-
bromid wurde sie durch mebrmaliges Umlosen aus méglichst wenig
heilem Wasser und starkes Abpressen befreit. Die Siure zeigte die-
selbe kugelige Krystalliorm, sowie #hnliche Léslichkeitsverhiltnisse

56°
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wie die aus dem Ester gewonnene. Nur der Schmelzpunkt wurde
um einige Grade héher gefunden. Da der Schmelzpunkt wegen der
beginnenden Zersetzung mnicht scharf ist, so wurden beide Priparate
neben einander im Capillarrobr erhitzt: die aus dem Ester erbaltene
S#ure schmolz gegen 176° (korr.), die andere gegen 180° (korr.).
Fir die Analyse wurde im Vakuum bei 100° getrocknet.
0.1643 g Sbst.: 0.2017 g COy, 0.0603 g H,0.
CoH1.Os Ny Br(324.1). Ber. C 33.32, H 4.35.
Gef. » 3348, » 4.11.

dl-Alanyl-diglycyl-glyein,
NH,CH(CH,)CO.[NHCH,CO}:. NHCH, COOH.

Eine Losung von 4 g Bromkérper in der 5-fachen Menge wil3-
rigem Ammoniak (25-proz.) blieh 4—5 Tage im Thermostaten bei 25°
stehen. Das gebildete Ammoniumbromid lief sich nicht durch Schiit-
teln oder Auskochen mit Alkohol vom Tetrapeptid trennen; es
wurde deshalb durch Baryt und Silbersulfat in der iiblichen Weise
entfernt. Das Peptid- wurde schlieBlich aus der wifirigen Losung,
die im Vakuum stark eingeengt war, durch Zusatz von Alkohol als
weiles, flockiges Produkt gefallt. (Ausbeute 2.4 g oder 75 %, der
Theorie.) Zur Reinigung loste man es in der 6-fachen Menge heifiem
Wasser und fiigte warmen Alkohol bis zur bleibenden Triibung
hinzu: es schied sich beim Abkiiblen und Reiben als feinkrystalli-
nisches Pulver ab. Fiir die Analyse wurde es unter 15 mm Druck
bei 100° getrocknet.

0.1494 g Sbst.: 0.2257 g CO,, 0.0857 g Hy 0. — 0.1964 g Sbst.: 29.9 cem
2o-HsSOs (Kjeldahl).

0o 1505 N, (260.16).  Ber. C 41.51, H 6.20, N 21.54.
Gef. » 41.20, » 6.42, » 21.33.

Das Tetrapeptid lost sich leicht in- Wasser, sehr schwer in
Alkohol, Aceton und Essigester. Mit Alkali und Kupfersulfat gibt es
starke Biuretfarbung. Aus konzentrierter wiliriger Losung Hillt es
auf vorsichtigen Zusatz von Phosphorwolframsiure als amorphe,
klebrige Masse aus; ein Uberschul des Fillungsmittels lost den Nieder-
schlag wieder auf. Beim raschen Erhitzen im Capillarrohr firbt es
sich von ca. 220° an braun und zersetzt sich gegen 242° (korr.) unter
starkem Schéumen und Schwirzung.

Bei obigen Versuchen bin ich von den HHrn. Dr. Walter
Axhausen und Dr. Adolf Sonn unterstitzt worden. Der erste hat
die Synthese des tyrosinhaltigen Tetrapeptids und der zweite dies
Darstellung des Alanyldiglycylglycins bearbeitet. Ich sage ihnen fiir
die wertvolle Hilfe auch an dieser Stelle besten Dank.





