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344. Emil Abderhalden: Weiterer Beitrag zur Kenntnis
von [-Tryptophan enthaltenden Polypeptiden.
(3. Mitteilungt).)
{Aus dem Physiologischen Institut der Tieriiratlichen Hochschule Berlin.]

(Eingegangen am 10. Juni 1909.)

Bei der partiellen Hydrolyse von Edestin aus Baum-
wollsemen ist ein Produkt isoliert worden, das bei der totalen Hy-
drolyse die Aminosiuren Tryptophan, Glutaminsiure und Leu-
cin gab®). Die Molekulargewichtsbestimmung und die Illementarana-
lyse ergaben Werte, die auf ein aus den drei genannten Aminosiuren
bestehendes Tripeptid hinweisen. Auch die Mengenverhiltnisse, in
denen die einzelnen Aminosiiuren Lei der totalen Hydrolyse erbalten
wurden, stehen mit einer solchen Annahme in Finklang. Das isolierte
Produkt lie sich durch bestimmte Reaktionen gegeniiber anderen,
gleichzeitig erhaltenen ziemlich gut charakterisieren, und durch Fallungs-
reaktionen konnten manche Beimengungen entfernt werden. Da das
isolierte Produkt jedoch allen Bemiihungen zum Trotz nicht in Kry-
stallform zu bringen war, und vorliufig auch der Versuch, aus dem
vermutlichen Tripeptid durch weitere partielle Hydrolyse ein einheit-
liches Dipeptid zu gewinnen, fehl schlug, so blieb als einziger Weg,
um die gewonnene Substanz zu identifizieren, der Versuch ibrig, sie
mit synthetisch dargestellten, aus den Aminosiiuren Tryptophban,
Glutaminsdure und Leucin bestehenden Tripeptiden zu vergleichen,
Wir haben vorliufig von den mdglichen Kombinationen eine darge-
stellt, pamlich [-Leucyl-I-tryptophyl-d-glutaminsiure. Diese
YVerbindung zeigt nun manche Eigenschaften, die mit der durch par-
tielle Hydrolyse aus Edestin dargestellten villig iibereinstimmen. Nur
in folgenden Punkten ergaben sich Unterschiede: Wéhrend das ana-
iytisech gewonnene Produkt mit walriger Tanninldsung eiven
dichten, im Uberschuf3 des TFillungsmittels unléslichen Niedersehlag
gibt, zeigt die wiBrige Losung des syothetisch dargestellten Tripeptids
keine Fillung. Wihrend ferper das analytisch gewonunene Priiparat
sich in kaltem Wasser leicht lost, ist das synthetisch gewonnene Tri-
peptid schwer loslich. Dieser letztere Unterschied diirite ohne Zweifel
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darauf beruhen, dall das letztere Priparat in Krystalliorm vorlag und
das erstere nur in amorphem Zustand. Solange das durch Synthese
gewonnene Tripeptid amorph war, 16ste es sich auch viel leichter in
Wasser als die krystallisierte Substanz. Im Drehupgsvermigen beider
Priiparate sind Unterschiede erkennbar, die nicht obpe weiteres durch
die Annabme, dafl das auf analytischem Wege gewonnene Priparat
bei der Darstellung racemisiert worden ist, zu erkliren sind. Das
durch Synthese erhaltene Priparat zeigt [44]21())=—+—17.4°, das durch
partielle Hydrolyse erhaltene + 8.2°.

is ist somit nicht gelungen, das durch stnfenweisen Abbau aus
Ldestin erhaltene Priparat mit dem Tripeptid l-Leucyl-l-tryptophyl-d-
glutaminsidure zu identifizieren. Is ist méglich, daB das analytisch
gewonnene Priparat gar nicht einheitlich ist, es ist jedoch auch denk-
bar, dafl die genannten drei Aminosiuren in anderer Reikenfolge sich
folgen. TUnsere Auigabe wird es sein, auch die iibrigen, noch mog-
lichen Kombinationen durch Synthese zu gewinnen.

Bei der partiellen Hydrolyse des Ldestins war ferper ein Kérper
isoliert worden, der nur zwel Aminosiuren enthilt, nimlich Tryp-
tophan unod Glutaminsiure. Alle Befunde — Molekulargewichts-
bestimmung, Elementaranalyse, totale Hydrolyse — stimmen sehr
gut auf ein aus den genannten Aminosiiuren bestehendes Dipeptid.
Ls kamen die beiden Kombinationen d-Glutaminyl-i-tryptophan und
[-Tryptophyl-d-glutaminsiure in Betracht. Die letztere haben wir
dargestellt und mit dem aus Glutaminsiure und Tryptopban bestehen-
den Produkt verglichen. In vielen Beziehungen besteht eine grofle
Ahulichkeit in den Eigenschaften beider Priparate. Die Unterschiede
im Zersetzungspunkt und im Drehungsvermigen machen es jedoch
auch hier sehr wahrscheinlich, dal die beimn partiellen Abbau von
Ldestin gewonnene Substanz nicht ganz einheitlich ist. Das syntbetisch
gewonnene Dipeptid sintert gegen 170° und ist bei 173° geschmolzen.
Es zeigt [u]2g=—+—34.35°. Die entsprechenden Werte fiir das durch
Abbau erbaltene Priparat sind: Sintern gegen 150° und Zersetzung
bei 162°; [((]2[(,'=—+—19.8°. Bs ist nicht unwahrscheinlich, dal} ein
(iemisch von Isomeren vorlag, ausgeschlossen sind jedoch auch andere
Verunreinigungen nicht. Alle diese Beobachtungen zeigen, mit welch
grollen, fast uniibersteiglichen Schwierigkeiten einstweilen noch die
Gewinnung von Produkten aus Eiweill, die mehr als eine Aminosiiure
gebunden enthalten, verkniipft ist. Den Hauptgrund der uasicheren
Resultate bildet die Schwierigkeit, zu krystallisierten Priiparaten zu
gelangen. Unsere Erfahrungen lassen den Wunsch als gerechtfertigt
erscheinen, es michten in Zukunft nur dann Abbauprodukte aus Pro-



2333

teinen als Polypeptide bezeichnet werden, wenn es geglickt ist, sie
mit bestimmten, synthetisch dargestellten Polypeptiden vollstindig zu
identifizieren. Die leider verbreitete Gewohnheit, zusammengesetzte
Abbauprodukte aus Eiweifl ohne jede Identifizierung kurzer Hand als
Polypeptide zu bezeichnen, mufl zu unrichtigen Vorstellungen fithren.

Die Darstellung des Tripeptids: [-Leucyl-I-tryptophyl-d-
glutaminsiiure versuchten wir aunf zwei Arten: Einmal gingen wir
von dem schon bekannten Dipeptid {-Leucyl-l-tryptophan aus.
Dieses verwandelten wir in das Chlorid und kuppelten es in bekannter
Weise mit d-Glutaminsiure. Das so erhaltene Priparat war amorph
und konnte nicht in die Krystalliorm iibergefithrt werden. Es léste sich
spielend in Wasser. Seine Menge war zu gering, um es genauer zu
identifizieren. Einen besseren Erfolg ergab das folgende Verfahren:
Wir stellten zunitchst das bisher noch unbekannte Dipeptid I-Trypto-
phyl-d-glutaminsiure aus [-Tryptophylchlorid und d-Glutaminséure
dar. Diese Verbindung kuppelten wir mit d-Brom-isocapronyl-
chlorid, und fithrten dann den entstandepen Bromkérper in ge-
wohnter Weise durch Einwirkung von wiillrigem Ammoniak in das
Tripepﬁd [-Leucyl-l-tryptophyl-d-glutaminsiiure iiber. Das
<0 erhaltene Tripeptid war zunéchst amorph, krystallisierte jedoch
bald.

Erwiihnt sei noch, daB die zu diesen Versuchen verwendete
d-Glutaminsiiure durch Hydrolyse vou Gliadin mit rauchender Salz-
siure erhalten worden war. Das [-Tryptophan gewapnen wir durch
Verdauung von Casein mit Pankreatin. Die Darstellung des [-Trypto-
phans vereinfachten wir dadurch, dafi wir die Quecksilbersulfatfillung
nickt mit Schwefelwasserstoft zerlegten und dann die Schwefelsiure
mit Baryt entfernten, sondern direkt Bariumsulfid eintrugen. Die
Ausbeuten an {-Tryptophan betrugen durchschnittlich 0.75—0.85%,.

I-Tryptophyl-d-glutamiuvsiiure,

- :iC.CHz.CH.CO.NH.CII(COOH).CH;.CHz.COOH

- _~_CH NH.

7.2 g I-Tryptophan wurden mit 10 g Phosphorpentachlorid und
8> ccm Acetylehlorid behandelt. Das entstandene salzsaure Trypto-
phylehlorid wurde unter Kiihlung durch Eis mit 15 g Glutaminsiture-
didthylester, der in 60 ccm Chloroform gelst war, gekuppelt. Die
filtrierte Losung hinterlie beim Eindampfen einen Sirup. Er wurde
mit 150 ccm 2-n. Natrovlauge etwa /y Stunden geschiittelt, die alka-
lische Losung filtriert und mit 60 ccm 3-n. Schwefelsiure neutrali-
siert. Um das Kupplungsprodukt zu reinigen, wurde die Losung mit



so viel verdlinnter Schwelfelsiure versetzt, bis sie fiinf Volumenprozent
davon enthielt und dann mit iiberschiissiger 1U-prozentiger Queck-
silbersulfatlosung gefillt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit
Wasser gewaschen, daon in Wasser suspendiert uud mit Schwefel-
wasserstoff zersetzt. Die vom Quecksilbersulfid abfiltrierte Liosung be-
freiten wir zundchst durch Einleiten von Koblensiure von Schwefel-
wasserstoff, fallten die Schwefelsiiure mit Baryt und engten dann die
Losung unter vermindertem Druck unter Zusatz von Alkohol ein.
Aus der Lkonzentrierten Lésung schied sich das Dipeptid zunichst
amorph aus. Ausbeute 7.0 g. Das Dipeptid Jafit sich durch Auflosen
in Wasser nach Alkoholzusatz und vorsichtigem Eindunsten in Form
feiner Nidelchen gewinnen. ls fingt gegen 170° an zu sintern und
schmilzt bei 173° (korr.) unter Aufblihen.

Zur Analyse worde bai 80° getrocknet.

0.1823 g Sbst.: 0.3837 g CO;, 0.1005 g HsO. — 0.1976 g Shst., nach
Kjeldahl verbrannt, erforderten 17.46 cem "/ jp-Schwefelsiure.

CisH;s N3 O; (Mol.-Gew. 333.3). Ber. C 57.6, H 5.7, N 12.6.
Gef. » 574, » 6.2, » 124,

0.4525 g Sbst., in Wasser gelost.  Gesamtgewicht der Losung 10.4505 g.
Spez. Gewicht = 1.01. Drehung im 2-dm-Rohr bei Natriumlicht und 20°
= 3.01° nach rachts.

[e]fy) == +34.350 (2= 0.2).

Das Dipeptid lost sich ziemlich leicht in Wasser, schwer in Al-
kohol. Aus der wiilirigen Losung wird es mit Phosphorwolframsiiure
als amorphe Masse gefillt. Der Niederschlag firbt sich braun und
ist im Cberschufl des Fillungsmittels loslich. Tannin erzeugt in kon-
zentrierter, wilriger Losung einen zum Teil oligen, zum Teil flocki-
gen Niederschlag. ILir lost sich im Uberschul des Fillungsmittels
leicht. LEine gesiittigte Ammoniumsulfatlosung bewirkt keine Iillung,
ebenso wenig entsteht ein Niederschiag nach Zusatz einer konzen-
trierten Kochsalzlosung unter gleichzeitiger Zugabe von Salpetersiure.
Silbernitratlosung bewirkt flockige Fillung. Mit Kupfersulfat und
Natronlauge erhilt man eine blauviolette I%irbung. Millons Re-
agens erzeugt zunichst eine weille Fallung, die sich rasch auflost.
Die Losung firbt sich dann zuerst gelb, spiiter gelbbraun, darauf tritt
starke Tribung ein. Beim Lrwiirmen klirt sich die Fliissigkeit wieder
unter leichter Brauurotiirbung.

Totale Hydrolyse des Dipeptids.
0.75 g [-Tryptophyl-d-glutaminsiure wurden 8 Stunden mit der 10-fachen
Menge 25-prozentiger Schwelelsiiure am Rickilubkithler gekocht. Die Losung
wurde dann mit viel Wasser verdiinnt, bis sie 59/, an Schwefelsiure enthielt
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und nunmehr das Tryptophan in der gewohnten Weise mit einer 10-prozen
tigen (Juecksilbersulfatlosung gefillt. Vom Niederschlag wurde abfiltriert.
Er diente nach erfolgter Zerlegung mit Schwefelwasserstolf zur Gewinnung
des Tryptophans. Wir gewanner. 0.4 g reines Tryptophan.

0.1857 g Sbst.: 0.4380 g CO,, 0.0977 g H,O0.

C”ngNgo-_). Ber. C 643'2, H 5.89.
Gel. » 64.70, » 5.88.

Aus dem Filtrat der Quecksilbersulfatfallung entfernten wir mit Schwe-
felwasserstofl das Queccksilber und aus dem Filtrat des Quecksilbersullids die
Schwefelsdure mit Baryt. Nun wurde nach Entfernung des Bariumsulfats ein-
geengt und die Glutaminsiuve nach Linleiten von Salzsiure in die Losung
als salzsaurss Salz isoliert. Auf die freie Siure bevechnet, wurden 0.3 g Glu-
taminsdure erhalten.

2. [-Leueyl-I-trvptophyl-d-glutaminsiure.
R —C.CH,.CH.CO.NH.CH(COOH).CH,.CH..COOH
CeH, .NH.CH NH.CO.CH(NH;).CH,.CH(CH,).
d-«-Brom-isocapronyl-i-tryptophyl-d-glutaminsiure.

4 g [-Tryptophyl-d-glutaminsiure wurden in 1§ ccm 2-Natron-
lauge gelost und mit 3.1 g d-Bromisocapronylchlorid gekuppelt. Nach
dem Ansiuern mit 6 cem H-facher n-Salzsiure fiel das Kupplungs-
produkt aus. Es war zuniichst fest, wurde jedoch beim Abfiltrieren
6lig. Zur Reinigung wurde es in Ather gelést und mit Petrolither
gefillt. Das zunichst Slige Produkt wurde nach einigem Steben im
Vakuumexsiccator fest. Ausbeute 6.3 g.

Der Bromkérper 1ost sich leicht in Alkohol, Issigither und Ace-
ton, weniger leicht in Ather, Benzol und Toluol, schwer in Wasser
und Petroliither. Lin Schmelzpunkt liel sich nicht feststelien. Das
Produkt wird beim Erbitzen im Capillarrohrchen ganz allmiblich
weich. Beim Stehen an der Luft zerflieBt es.

Zur Anpalyse wuarde der Bromkorper im Vakuumexsiceator getrocknet.
0.2238 g Sbst., nach Kjeldahl verbrannt, gebraucht 12.98 cem %/jp-Schwetel-

sdure.

CaoHas N3 OgBr (Mol.-Gew. 510.8). Ber. N 8.2, Gel. N 80.

I-Leucyl-l-tryptophyl-d-glutaminsiure.
2 g d-a-Bromisocapronyl-l-tryptophyl-d-glutaminsiiure wurden in
10 cemn wiBrigem, 25-prozentigem Ammoniak gelost und 4 Tage bei
37° aufbewahrt. Die Losung wurde dann mehrmals nach Zusatz von
Alkohol unter vermindertem Druck verdampft und der Riickstand in
Wasser gelost. Beim Einengen der Losung schied sich das Tripeptid
in kleinen Nidelchen aus. Ausbeute 0.85 g. Das Produkt sintert beim



2336

raschen Erhitzen gegen 224° und schmilzt bei 230° (korr.) unter Auf-
schiitumen.

Das Tripeptid ist in kaltem Wasser schwer loslich, in heillem
etwas leichter. Hat es sich jedoch geldst, so krystallisiert es erst
nach betriichtlichem Einengen wieder aus. Beim langsamen Kindunsten
einer stark eingeengten, walrigen Losung krystallisiert das Tripeptid
in makroskoypischen, zu Drusen vereinigten, derben Blittchen aus.

Quecksilbersulfatldsung §illt die waBrige Lésung des Tripeptids.
Phosphorwolframsiure (1 :10) erzeugt eine im Uberschuf3 des Lésungs-
mittels I6sliche Fillung. Bei Zusatz einer verdiinnten Tanninlosung
tritt keine Fillung ein. Gesiittigte Ammoniumsulfatlosung bewirkt in
der konzentrierten Losung eine flockige, zum Teil anscheinend krystalli-
nische Ausfillung. Nach Neutralisation mit Ammoniak bewirkt Silber-
nitrat eine flockige Fillung.  Glyoxylsiiure-Reaktion positiv, Brom-
Reaktion negativ. Nach Zusatz von Alkali und verdiinnter Nupfer-
sulfatlosung tritt Biuret-Reaktion ein (violettrot).

0.1510 g Sbst.: 0.3258 g CO,, 0.0937g Hs0. — 0.1320 g Sbst., nach Kjel-
dahl verbrannt, erforderten 11.64 ccm "/:o-Schwefelsiure.

Cos Hio O Ny (446.40). Ber. C 59.19, H 6.73, N 12.58.
Gel. » 58.76, » 6.94, » 12.35,
Bestimmung des Dreaungsvermogens.

0.2015 g Sbst., gelost in 5 cem a-Salzsiure; d = 1.045.  Gesamtgewicht

der Losung 5.3069 g. [«] = -+ 0.69%. [«]5 — 4 17.4° (& 0.29).

345. @. Schroeter: Uber die Hofmann-Curtiussche, die
Beckmannsche und die Benzilsdure-Umlagerung.
[Mitteilung aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn.]

(Eingegangen am 3. Juni 1809: mitgeteilt i. d. Sitzung von Hrn. J. Houben.)

In einem Vortrage gelegentlich der vorjibrigen Naturforscher-
versammlung in Kéln') habe ich kurz von einigen Versuchen Mit-
teilung gemacht, welche zur Autklirung des Chemismus der intra-
molaren Atomverschiebungen beitragen, welche man unter den
Bezeichnungen der Hofmann-Curtiusschen, der Beckmannschen
und der Benzilsiure-Umlagerungen zusammenzufassen pflegt. Da-
bei schien mir das wesentlichste Ergebnis dies zu sein, daB aus
") Autoreferat s. Chem.-Ztg. 1908 Nr. 78: Methoden zur Bildung
cyclischer Urethane.





