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In beilem Wasser ist die Substanz nur schwer 18slich und
krystallisiert daraus in kleinen, sechseckigen Blattchen. Die wiBrige
Lbsung reagiert nicht mit Silbernitrat, enthidlt also keine Chlorionen,
Sehr leicht lést sich das Produkt in Eisessig, Chloroform und Methyl-
alkohol; auch von Aceton, Benzol, Essigester wird es gelbst, nicht
aber von Ather und Petrolither. Von verdiinnten Siuren und Alkalien
wird es in der Hitze nur schwer aufgenommen.

886. Emil Abderhalden und L. E. Weber: Synthese von
Polypeptiden. Derivate des /-Leucins.
[Aus dem Physiologischen Institut der TierArztlichen Hochschule, Berlin.)
(Eingegangen am 15. August 1910.)

Die Polypeptide eignen sich in ganz hervorragendem Mafe als
Substrat zu Untersuchungen &ber die Wirkung der peptolytischen
Fermente. Wendet man optisch-aktive Polypeptide an, dann liGt
sich der Gang der Hydrolyse unter der Einwirkung einer Ferment-
18sung sehr leicht durch die Beobachtung der Anderung des urspriing-
lichen Drehungsvermogens feststellen. Werden komplizierter gebaute
Polypeptide angewandt, dann léBt sich aus der Art der Drehungs-
anderung erkennen, in welcher Art das Substrat abgebaut wird. Ein
Beispiel mdge das eben Gesagte erlintern. Gehen wir von einem
Tripeptid, z. B. d-Alanyl-glycyl-glycin, aus. Dieses dreht 31° nach
rechts. Wird bei der Spaltung durch Fermente zuerst d-Alanin frei,
dann mufl das Drehungsvermdgen der Ldsung abnehmen, denn das
entstehende Dipeptid Glycyl-glycin ist optisch-inaktiv. Wird dagegen
zuerst Glykokoll abgespalten, dann erhalten wir d-Alacyl-glycin.
Dieses dreht stirker nach rechts als das Ausgangsmaterial, nimlich
+ 50° Der direkte Versuch hat ergeben, daB die peptolytischen
Fermente der normalen Gewebe das genannte Tripeptid in der zuerst
genannten Art abbauen. Dagegen wurde das Tripeptid von PreBsaft
aus Carcinomzellen wiederholt in umgekehrter Weise gespalten. Es
erdfinet sich hier ein weites Feld zu vergleichenden Untersuchun-
gen iiber die Art der peptolytischen Zellfermente normaler und patho-
logisch verinderter Gewebe. '

Damit dieses Gebiet erfolgreich bearbeitet werden kann, ist es not-
wendig, eine grofle Zahl von Polypeptiden aufzubauen, an deren Bau
die in der Natur vorkommenden Aminoséuren beteiligt sind. Es ist
notwendig, alle einzelnen Zwischenstufen, die zum Aufbau kompli-
zierterer Polypeptide fiihren, genau zu kennen, damit man in der
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Lage ist, aus der Arf der Anderung des urspriinglichen Drehungs-
vermbgens zu beurteilen, iiber welche Abbaustufen die Hydrolyse im
einzelnen Fall fiihrt.

Um Material zu diesen Studien zu gewinnen, haben wir folgende
Polypeptide dargestellt: Glycyl-IHleucin, I-Leucyl-glycyl-l-leucin, Gly-
cyl-l-leucyl-glycyl-I-leucin, !-Leucyl-glycyl-i-leucyl-gly-
cyl-I-leucin. Von diesen Polypeptiden waren die beiden ersten schon
bekannt.

Wir haben mit dieser Untersuchung noch ein anderes Problem
in Angriff genommen. Es interessierte uns die Frage, welchen Ein-
fluf die abwechselnde Einfiihrung der Gruppen Glycyl und Leucyl
auf das Drebungsvermogen hat. Die folgende Ubersicht zeigt, dafl
pach Eintithrung von Glycyl die Linksdrehung in 10-prozentiger Salz-
siure jedesmal ganz betrichtlich zunahm, wihrend Leucyl im ent-
gegengesetzten Sinne wirkte. Die Zahl der Beobachtungen ist noch
zu klein, um GesetzmaBigkeiten abzuleiten.

Spezifische Drehung in
10-proz. Salzsaure

Flewein « . . . . . o . 0L . L —15°
Glyeyl-tlewein . . . . . . . . . L .. — 310
l-Leucyl-glyeyl-Fleucin . . . . . . . . . + 6°
Glycyl-lleucyl-glycyl-i-leuein . . . . . . . ~ 510
! Leucyl-glyeyl-t-leucyl-glyeyl-Fleuein . . . . — 14.5°

Experimenteller Teil

Als Ausgangsmaterial diente aus Isovaleraldehyd -dargestelltes
d,l-Leucin, das nach den Angaben von Emil Fischer iiber die
Formylverbindung in seine beiden optisch-aktiven Komponenten zer-
legt wurde. Die I-Komponente benutzten wir direkt zum Aufbau,
indem wir sie mit Chloracetylchlorid kuppelten. Das d-Leucin diente
zur Darstellung der d-Bromisocapronsiure. Wir machten hierbei
wiederholt die Beobachtung, da8 bei der Ausfibrurg der Umwandlung
des d-Leucins in die Bromsiure beim Zusatz des Broms ein krystalli-
nisches Produkt ausfiel. Die Analyse ergab, da das bromwasser-
stoffsaure Salz des Leucins auskrystallisiert war. Wiederholt traten
bei der Destillation der d-Bromisocapronsiure insofern Schwierigkeiten
auf, als ein Teil des erhaltenen Produktes 100° hfher siedete als die
normale Siure. Wihrend der Destillation oder doch bald pachher
trat Zersetzung ein, und danp zeigte das Produkt den richtigen Siede-
punkt. Es ist uns nicht gegliickt, die Natur dieses anormal siedenden
Produktes aufzukliren. Es zeigte auffallenderweise eine &hnliche
Drehung wie die normale Siure. Beim Zusatz von Ammoniak er-
hielten wir d-Leucin, das die richtige Drehung aufwies. Wir batten
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zundchist an ein Bromwasserstoff- Additionsprodukt gedacht, weil wir bei
der Zersetzung Bromwasserstoff isolieren konnten. Seine Menge war
jedoch zu gering. Eine Brombestimmung ergab, dafl die hoch siedende
Siure ein Atom Brom mehr enthilt als die normale Siure. Es muf
weiteren Untersuchungen vorbebalten bleiben, die gemachten Beob-
achtungen aufzukliren. Erwihnt sei noch, da8 wir festgestellt haben,
daB man- die d-Bromisocapronsiure mehrere Tage aufbewahren kaon,
ohne daBl das Drehungsvermdgen zuriickgeht. Das Gleiche gilt auch
fir die d-Brompropionsiure.

Glycyl-l-leucin?), CH;(NH,).CO.NH.CH(C.H,).COOH.
Chloracetyl-i-leucin.

6 g l-Leucin wurden in 46 ccm n- NaOH (1 Mol.) geldst und bei
niedriger Temperatur mit 10.2 g Chloracetylchlorid (2 Mol) und
162 ccm n-NaOH (3.5 Mol.) gekuppelt. Beim Ansiuern mit 18 ccm
5-fachnormaler Salzsiure fiel das Kupplungsprodukt aus. Nicht un-
wesentliche Mengen sind noch mit Ather extrahierbar. Gesamtaus-
beute 7 g.

Fir die Drehungsbestimmung wird die Substanz aus wenig
Wasser umgeldst.

Die Substanz schmilzt bei 139—140° (korr.).

0.2106 g Sbst. in Alkohol geldst. Gesamtgewicht der Lésung 3.887 g
Sie drehte das Natriumlicht — 0.66°. Spez. Gew. 0.805. Mithin

[]® = —13.10.

Glycyl-i-leucin.

10 g Chloracetyl-l-leucin wurden mit 100 ccm 25-proz. Ammoniak
4 Tage bei 37° aufbewahrt. Danr wurde im Vakuum eingedampft, in
wenig Wasser geldst und mit Alkohol in der Hitze bis zur Triibung
versetzt. Beim Erkalten krystallisierte das Dipeptid in Blittchen.

Das Produkt firbt sich gegen 240° (korr. 246°) braun und
schmilzt unter Zersetzung gegen 250° (korr. 256°).

0.1190 g Sbst. warden in 10-proz. Salzsiure gelost. Das Gesamtgewicht
der Losung betrug 4.288 g. Spez. Gewicht 1.05. Dfe Ldsung drehte im
1-dm-Rohr Natriamlicht 0.90° nach links. Mithin

(a8 = — 310,

Nach dem Eindampfen der Mutterlauge des Dipeptids und Aus-

ziehen mit Wasser blieb ein Produkt zurlck, welches sich in den

") Emil Fiseher und Josef Steingrdver: Synthese von Polypeptiden.
XXIX. Derivate des Leucins, d-Alanins und Glykokolls. Ann. d. Chem. 365,
167 [1909).
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gewohnlichen Losungsmitteln als fast unloslich erwies. Es wurde ge-
reinigt durch Suspendieren in kochendem Alkohol und- Zugabe von
wiafBrigem Ammoniak, bis Losung eintrat. Beim Verdampfen des
Ammoniaks fiel das Produkt in Blittchen aus und zeigte einen
Schmelzpunkt von 218° (korr. 223°).

Die Analyse gab folgende Werte.

0.1538 g Sbst.: 0.3010 g COs, 0.1156 g Hs0. — 0.1180 g Shst.: 11.8 cem
N (22¢°, 7158 mm).

C 53.38, N 841, N 114.

Es 1aBt sich keine gut stimmende Formel aus diesen Zahlen be-
rechnen.

Mit Kupferoxyd gekocht, gibt das Produkt eine blaue Lésung.
Es ist uns nicht gelungen, die Herkunft dieser Verbindung klarzu-
stellen und ihre Zusammensetzung aufzuklaren.

I-Leucyl-glycyl-l-leucin?),
(CH,); CH.CH;.CH(NH;).CO.NH.CH,.CO.NH.CH(C,H,).COOH.
d-e-Bromisocapronyl-glycyl-I-leucin.

3.5 g Glycyl-l-leucin wurden in 18.6 cem #-NaOH (1 Mol.) geldst
und mit 4.8 g d-a-Bromisocapronylchlorid (1.2 Mol.) und 28 cem
n-NaOH (1.5 Mol.) gekuppelt. Beim Ansiduern mit 5 ccm 5-fachnormaler
Salzsiure fiel das Kupplungsprodukt als Ol aus. Es wurde jedoch bei
12-stiindigem Stehen in Kiltemischung fest. Ausbeute 5 g. Es wurde
mit Petrolither gewaschen und aus 50-proz. Alkohol umgeldst. Es kry-
stallisierte in Nadeln. Das Produkt schmilzt bei 99° (korr. 101°).

Fir die Analyse wurde bei 100° im Vakoumtrockenapparat iber Phos-
phorpentoxyd getrocknet.

0.1916 g Sbst. brauchten aach Kjeldahl 11.0 cem 2/10-HsSO4.

0.1705 g Shst.: 0.2872 g COs, 0.1039 g H,0. — 0.1553 g Sbst.: 0.0810 g
AgBr.

Ci14H3s O N, Br (365.2). Ber. C 46.03, H 6.85, N 7.7, Br 21.9.
_ Gef. » 4594, » 6.81, » 8.0, » 222,

0.1936 g Sbst. wurden in absolutem Alkohol gelost. Das Gesamtgewicht
der Losung betrug 5.839 g. Spez. Gewicht 0.82. Die Losung drehte im 1-dm-
Rohr Natriamlicht 0.86° nach rechts. Mithin

[a]% = 4+ 30.4°.

Die Substanz ist in Wasser schwer l8slich, dagegen sehr leicht
léslich in Alkohol, Essigester und Ather.

1) Vergl. Emil Fischer und Josef Steingréover, l. c.
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l-Leucyl-glyeyl-l-leucin.

10 g d-a-Bromisocapronyl-glycyl-l-leucin wurden in 100 ccm 25-proz.
Ammoniaks gelost und finf Tage bei 37° aufbewahrt. Dann wurde
unter Zusatz von Alkohol unter vermindertem Druck zur Trockne
verdampft. Das Abdampfen mit Alkohol wurde mehrmals wiederholt.
Um das Bromammonium zu entfernen, haben wir das Produkt mit wenig
Wasser ausgelaugt. Eine bessere Ausbeute erhilt man, weon die wal-
rige Losung mitSilbersultatgeschiittelt und das Bromammonium auf diesem
Wege entfernt wird. Die Ausbeute betrigt im letzteren Falle 6 g.
Das Produkt wird am besten durch Auflésen in kochendem ammo-
viakhaltigem Alkohol und Abkochen des Ammoniaks gereinigt. Da-
bei fillt das Tripeptid als kérniges Pulver aus.

Das Tripeptid farbt sich gegen 240° braun und schmilzt bei
250—260° (korr. 256—266°) unter Zersetzung.

Fir die Analyse wurde fiber Phosphorpentoxyd bei 100° im Vakuum ge-
trocknet.

0.1042 g Sbst. brauchten nach Kjeldahl 10.6 cem 2/10-11380,.

0.1587 g Sbst.: 0.3106 g COs, 0.1253 g H,0.

C14Hy O(N; (301.3). Ber. C 5581, H 9.04, N 139
Get. » 55.11, » 9.06, » 14.2,
0.3692 g Sbst. wurden in 10-prozentiger Salzsiure gelost. Das Gesamt-

gewicht der Losung betrug 10.524 g. Spez. Gewicht 1.02. Die Losung
drehte im 1-dm-Rohr Natriumlicht 0.22° nach rechts. Mithin

[a)2® = + 6.00.

Glycyl-l-leucyl-glycyl-l-leucin,
CH;(NH,).CO.NH.CH(CH,).CO.NH.CH,;.CO.NH.CH(C,H,).COOH.
Chloracetyl-l-leucyl-glyeyl-I-leucin.

5 g I-Leucyl-glycyl-l-leucin wurden in 17 ccm n-NaOH geldst
(1 Mol.) und mit 8.7 g Chloracetylchlorid (2 Mol.) und 43 ccm n-NaOH
(2.5 Mol.) gekuppelt. ‘Nach dem Anséuern mit 5 cem 5-fachnor-
maler Salzsiure fallt ein Ol aus, welches beim Anreiben mit Ather
sich in kleine Nadeln verwandelt. Es ist nicht gelungen, das Produkt,
das #uBerst hygroskopisch ist, umzukrystallisieren. Die Ausbeute
betrug 3.5 g.
Fir die Apalyse wurde im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet.
0.1502 g Sbst. brauchten nach Kjeldahl 12.3 ccm ®/10-Ha SOi.
0.1384 g Sbst.: 0.2568 g COs, 0.0954 g H;0. — 0.1454 g Sbst.: 0.0564 g
AgClL
CieHas O N3 Cl (377.9). Ber. C 50.86, H 7.42, N 114, Cl 9.4.
Gef. @ 5051, » 7.71, » 114, » 9.6.
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0.1460 g Sbst. wurden in absolutem Alkohol gelost. Die Losung, vom
Gesamtgewicht 3.230 g und dem spez. Gewicht 0.803, drehte Natriumlicht im
1-dm-Rohr 0.33° pach links. Mithin

[0 = —9.10.

Das Produkt ist sehr leicht 13slich in Alkohol, Essigester und
Chloroform, etwas schwerer in Ather. Die Substanz hat keinen rich-
tizgen Schmelzpunkt, sondern wird von 70° an weich.

Glyecyl-l-leueyl-glycyl-l-leucin.

3.0 g Chloracetyl-l-leucyl-glycyl-IHleucin wurden mit 30 ccm 25-
prozentigen Ammoniaks 7 Tage bei 37° autbewahrt. Die Ldsung
wurde dann unter Alkoholzusatz unter vermindertem Druck eingedamptt.
Es hinterblieb ein Sirup, der auch nach mehrmaligem Abdampfen
mit Alkohol nicht fest wurde. Er wurde in wenig absolutem Alkohol
gelost. Bald schied sich die groBte Menge des Chlorammoniums ab.
Nach ldngerem Stehen fiel auch das Tetrapeptid in Form eines
kornigen Pulvers aus. Die Ausbeute war sehr gering, Sie wurde
auch nicht besser, als wir die Amidierung mit flissigem Ammoniak
im eingeschlossenen Rohre vornahmen. Offenbar entstehen in groferer
Menge ungesiittigte Verbindungen.

Das Produkt wurde durch Auflsen in ammoniakhaltigem Alkohol
gereinigt. Beim Verdunsten des Ammoniaks schied sich das Tetra-
peptid als korniges Pulver aus. Im Capillarrohr rasch erhitzt, farbt
gich die Substanz gegen 240° braun und schmilzt bei 250—251°
(korr. 256—2579),

Die Substanz gibt eine sehr starke Biuret-Reaktion.

Fir die Analyse wurde iiber Phosphorpentoxyd bei 100° im Vakuum
getrocknet.

0.1430 g Sbst. branchten nach Kjeldahl 15.9 cem ®/30-H3SOq.

I. 0.1409 g Sbst.: 0.2723g COs, 0.1058 g Hy0. — II. 0.1539 g Sbst.:
0.3033 ¢ CO,, 0.1236 g H,0. — IIL 0.1214 g Sbst.: 0.2352 g CO4, 0.0920 g
H;0.

L I, TIL
C).H3005N4 (358.4). Ber. C 53.63. Gef. C 52.71, 5375, 52.84.
» H 838. » H 840, 8.98, 848.
» N 15.7. » N 15.6.

0.1632 g Sbst. wurden in 10-prozentiger Salzsiure gelést. Dieso Losung,
vom Gesamtgewicht 7.280 g und vom spez. Gewicht 1.02, drehte Natrium-
licht 1.19% nach links. Mithin

()2 = — 51.00.
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l-Leucyl-glycyl-i-leucyl-glycyl-I-leucin,
(CH,); CH.CH,; .CH(NH,).CO.NH.CH,.CO.NH.CH(C.H;).CO
.NH.CH;.CO.NH.CH(C.H;).COOH.
4.3 g Glycyl-l-leucyl-glycyl-l-leucin wurden in 12 cem »-NaOH
(1 Mol.) gelost und mit 4 g d-e-Bromisocapronylchlorid (1.5 Mol.) und
24 cem n-NaOH (2 Mol.) gekuppelt. Beim Ansiuern mit 5 ccm 5-n.
Salzsiiure fiel das Kupplungsprodukt élig aus. Da es nicht fest zu er-
halten war, wurde es sofort in 30 ccm 25-proz. Ammoniaks geldst und
7 Tage bei 37° aufbewahrt. Die filtrierte Losung wurde unter Alkohol-
zusatz eingedampft. Nach mehrmaligem Abdampfen wurde es all-
méhlich zum Teil fest. Es empfiehlt sich auch hier, das Bromammonium
mit Silbersulfat zu entfernen. Beim Umlbsen des Pentapeptids aus
ammouiakhaltigem Alkohol und Verdampfen des Ammoniaks wird
das Pentapeptid als krystallinisches Pulver gefillt. Die Ausbeute ist
auch in diesem Falle infolge Bildung ungesittigter Verbindungen
schlecht. Im Capillarrohr erhitzt, wird die Substanz gegen 210° braun
und schmilzt unter Zersetzung zwischen 250--260° (korr. 256 —266°),
0.1872 g Sbst. brauchten nach Kjeldahl 14.7 cem ™/3-H3 SOs.
0.1396 g Sbet.: 0.2845 g COs, 0.1134g H,O.
Cis Hy1 OsNs (471.5). Ber. C 55.58, H 9.08, N 15.0.
Gef. » 56.05, » 8.70, » 14.8.
0.0998 g Sbst. wurden in 10-prozentiger Salzsiure geldst. . Die Losung,
vom Gesamtgewicht 8.561 g und vom spez. Gewicht 1.08, drehte im 21/y-
dem-Rohr das Natriumlicht 0.11° nach links, Mithin

[a}) = — 14.50,

886. Hmil Abderhalden und Paul Hirsch:
Synthese von Polypeptiden. Derivate des Isoleucins. III.
[Aus dem Physiologischen Institut der Tierérztlichen Hochschule, Berlin.]

(Eingegangen am 15, August 1910.)

In Verfolgung der in den friiheren Mitteilungen geschilderten
Ziele haben wir einige weitere Isoleucin enthaltende Polypeptide dar-
gestellt. Wir gingen zuniichst von dem in der ersten Mitteilung®) be-
schriebenen [-Leucyl-d-isoleucin aus. Wir erhielten ein Pripa-
rat, das ein wesentlich besseres Drehungsvermégen zeigte als das
frither erhaltene.

1) Emil Abderhalden, Paul Hirsch und Josef Schuler: Synthese
von Polypeptiden: Derivate des Isoleucins, diese Berichte 42, 3394 [1909)





