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Die stabilen Kristalle sind meist kérnig oder prismatisch und bilden #hn-
liche Flichenkombinationen wie 8. Hiufig liegen sie auf (001), wobei rauten-
formige Kristalle mit einem Kantenwinkel von 62° entstehen, die symmetrische
Ausléschung und den Austritt einer optischen Achse am Rand des Gesichts-
feldes zeigen. Die Achsenebene ist (010), der Achsenwinkel ist groB3, der opti-
sche Charakter positiv, die Dispersion ¢ > v.

Das Auftreten von Modifikationen ist sowohl bei y- als auch bei §-Hex.
beziiglich der Schmelzpunkts-Bestimmung ohne Belang, z.Tl. wegen der ra-
schen Umwandlung, z.Tl. wegen der geringen Schmelzpunktsdifferenz. Wohl
aber zeigen sich Stérungen in Zweistoffsystemen mit den anderen Isomeren,
die auf die stark verringerte Umwandlungsgeschwindigkeit der instabilen For-
men in Mischungen zuriickzufiihren sind, woriiber in einer weiteren Mitteilung
berichtet werden soll.

Beziiglich der Gehaltsbestimmung von binéiren Isomerengemischen sei auf
das Verhalten der Brechungsexponenten der Schmelzen.hingewiesen.

Bei a-, y- und 3-Hex. 148t sich die Lichtbrechung der Schmelzen unmittel-
bar vergleichen, da bei allen dreien das Glaspulver ng=1.5101 zur Verwendung
kommt. Die Gleichheits-Temperaturen betragen fiir «-Hex. 1519, fiir y-Hex.
1719, fiir §-Hex. 157°. Die Temperaturdifferenz von 20° macht es bei Gemi-
schen von a- und y-Hex. moglich, quantitative Bestimmungen auf Grund des.
Verhaltens der Lichtbrechung mit einer Genauigkeit von +39%, durchzufiihren.
Bei Gemischen von y- und 3-Hex. wird infolge der kleineren Differenz (14°)
die Genauigkeit geringer; bei a- und 3-Hex. kann wegen der allzu geringen
Differenz (6% diese Methode nicht fiir quantitative Zwecke beniitzt werden.

Die fiir diese Untersuchung verwendeten Priparate wurden uns einerseits von der
Chem. Fabrik E. Merck (x-, B-, y-, 8-Hex.) und andererseits von Hrn. Doz. Dr. R.Riem-
schneider (o-,B-, y-, 8-, ¢-, -Hex.) in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt,
wofiir auch hier der verbindlichste Dank ausgesprochen werden soll.

Dem é6sterreichischen Bundesministerium fiir Handel und Wiederaufbau danken wir
verbindlichst fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten.

54. Ernst Waldsechmidt-Leitz und Karl Kiihn: Uber einen Weg
zur enzymatischen Synthese von Peptiden

[Aus dem Privatlaboratorium Miinchen, KraepelinstraBe 2]
(Eingegangen am 3. Januar 1951)

Es wird eine enzymatische Peptidsynthese beschrieben, welche
auf einer Verknfipfung von Carbobenzoxy-aminosiure einerseits und
Aminosture-phenylhydrazid andererseits durch Papain beruht; aus
dem entstandenen Kuppelungsprodukt wird dann das freie Peptid
nach Abspaltung des Catbobenzoxyrestes mittels Jodwasserstoffs
und des Phenylhydrazinrestes mittels Cu(II)-Salzes gewonnen.

Eine enzymatische Synthese von Peptiden aus freien Aminosiuren ist aus
energetischen Griinden nicht ohne weiteres durchfiihrbar, da es zur Uber-
fihrung der Aminosiure-Zwitterionen durch Protonenverschiebung in ihre
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reaktionsfihige Form einer betrichtlichen Energiezufuhr bedarf!); im Orga-
nismus scheint daher die Synthese mit einem energieliefernden Vorgang, der
Spaltung von Adenosintriphosphorsiure, gekoppelt zu sein?). Enzymatische
Synthesen von Peptidbindungen sipd im Reagensglas nur mit solchen Deri-
vaten von Aminosiuren beobachtet worden, bei welchen einerseits die freie
Amino- oder andererseits die freie Carboxygruppe substituiert vorlag?®). Ein-
gehendere Untersuchungen iiber Synthesen mittels Papains haben dann er-
geben?), daB fiir die Eignung einer Aminogruppe zur Synthese unter anderem
eine bestimmte miBige Basizitit derselben malgebend ist, entsprechend einer
Dissoziationskonstanten von etwa 10~* bis 10719, in numerischer Ubereinstim-
mung mit den fiir die Aminogruppen der natiirlich vorkommenden «-Amino-
siuren ermittelten Konstanten®).

Zur Lésung der Aufgabe, eine enzymatische Peptid-Synthese aus Amino-
siuren zu erzielen, wird man also von solchen Aminosiure-Derivaten auszu-
gehen haben, dieeinmal den angefiihrten Eigenschaften entsprechen und die
auBerdem der Voraussetzung geniigen, daBl ihre Substituenten nach vollzogener
Synthese der Peptidbindung ohne eine Beeintrichtigung der letzteren wieder
abgespalten werden konnen. Zur Maskierung der freien Aminogruppe erweist
sich z.B., wie die Untersuchungen von M. Bergmann?®) gezeigt haben, der
Rest der Benzylesterkohlensiure, der Carbobenzoxy-Rest, als geeignet, der
z.B. durch katalytische Hydrierung unter Regenerierung der freien Amino-
gruppe zerfillt. Als leicht zersetzbare Carboxy-Derivate der Aminosduren
andererseits wiiren ihre Amide in Betracht zu ziehen, da sie mit Salpetriger
Siure unter Regenerierung des Aminosdurecarboxyls reagieren. Diese sind in-
dessen in der Regel zu stark basisch und nur in solchen Fillen zur enzymati-
schen Synthese geeignet, in welchen wie bei Tyrosinamid?) die Basizitit durch
einen elektronegativen Charakter der Aminosiure abgeschwicht wird. Die
Amide der aliphatischen Aminosiuren sind als Partner der enzymatischen
Peptid-Synthese nicht brauchbar; sie treten nicht in Reaktion. Als geeignet
erweisen sich dagegen die schwiicher basischen Aminosiurephenylhydrazide,
mit denen langsam verlaufende Synthesen beobachtet werden, und besser noch
ihre Nitroderivate, Mono- und Dinitro-phenylhydrazide, mit welchen, wie wir
gefunden haben, entsprechend dem noch stirker abgeschwichten basischen

1) H. Borsook u. J. W. Dubnoff, Journ. biol. Chem. 132, 307 [1940]; vergl. E.
Waldschmidt-Leitz, Angew. Chem. 61, 437 [1949] (Diskussionsbemerlk. von F. Ly-
nen).

2) Vergl. J. F. Speck, Journ. biol. Chem. 168, 403 [1947]; W. H. Elliott, Nature
161, 128 {1948]; P. P. Cohen u. R. W. McGilvery, Journ. biol. Chem. 171, 89 [1947];
1. D. Frantz u. Mitarb., ebenda 174, 773 [1948]; K. Bloch, ebenda 179, 1245 [1949].

3) Vergl. die Zusammenstellung der Ergebnisse von M. Bergmann u. Mitarbb. bei
E. Waldschmidt-Leitz, Chemie der EiweiBkorper, Stuttgart 1950, S. 74; S. W. Fox
u. C. W. Pettinga, Arch. Biochem. 25, 13, 21 [1949]; M. Brenner, H. R. Miiller
u. R. W. Pfister, Helv. chim. Acta 33, 568 [1950].

%) E. Waldschmidt-Leitz u. K. Kiihn, Ztschr. physiol. Chem. 286, 23 [1949/50].

5) Siehe dazu D. M. Greenberg in C. L. A. Schmidt, The Chemistry of the Amino
Acids and Proteins, Baltimore (1938), S. 615.

6 M. Bergmann u. H. Fraenkel-Conrat, Journ. biol. Chem. 119, 707 [1937].

7) Vergl. M. Bergmann u. O. K. Behrens, Journ. biol. Chem. 129, 587 [1939].
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Charakter die Synthesen rascher verlaufen als mit den einfachen Phenylhydra-
ziden. Die Forderung einer leichten Wiederabspaltbarkeit des Substituenten
ist auch bei den Phenylhydraziden der Aminosiiuren erfillt, denn sie zerfallen
beim Erwirmen z.B. mit Kupfer(II)-Salz leicht unter Dehydrierung® und
Regenerierung der Carboxygruppe.

Als ein gangbarer Weg zur enzymatischen Peptid-Synthese, fiir den wir
im Versnchsteil ein einfaches Beispiel, das der Synthese des Glycyl-glycins,
geben, erweist sich so die Reaktion von Carbobenzoxy-aminosiure mit einem
Aminosiure-phenylhydrazid, bzw. einem Nitroderivat desselben?), unter Mit-
wirkung von Papain; sie wird erginzt durch die Wiederabspaltung des Carbo-
benzoxy-, sodann des Phenylhydrazin-Restes aus dem gebildeten Kuppelungs-
produkt und fiihrt so zum Peptid. ‘

Fiir die Abspaltung des Carbobenzoxy-Restes bedienen wir uns dabei eines
neuen, von den in der Literatur beschriebenen abweichenden Verfahrens: wir
bewirken sie durch Einwirkung von Jodwasserstoff in Eisessig rasch und mit
guter Ausbeute. Bei der katalytischen Hydrierung der Carbobenzoxy-amino-
sdure. oder -peptid-phenylhydrazide wird nimlich, wie wir beobachtet haben,
hiufig zugleich der aromatische Kern des Phenylhydrazins hydriert, in den
Nitroderivaten werden auBlerdem die Nitrogruppen reduziert, welche gegen
Jodwasserstoff bestindiger sind; auch ist Jodwasserstoff fiir die Abspaltung
des Carbobenzoxy-Restes der Anwendung anderer dafiir in der Literatur emp-
fohlener Reduktionsmittel wie der des schwerer zugiinglichen Phosphonium-
jodids?%) oder der von Natrium in fliissigem Ammoniak!?) in dem vorliegenden
Falle vorzuziehen.

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst fiir
die zur Verfiigung gestellten Mittel.

Beschreibung der Versuche

Darstellung von Glycin-phenylhydrazid aus Carbobenzoxy-glycin-phe-
nylhydrazid: 5.0g Carbobenzoxy-glycin-phenylhydrazid!?) l6st man auf dem
siedenden Wasserbad in 20 ccm reinem Eisessig und trigt dann unter Belassung auf dem
Wasserbad 45 ccm Eisessig ein, welche etwa 7 g Jodwasserstoff gelist enthalten {(entspr.
2.7—3.0 Mal.)'%). Die eintretende- und durch lebhafte Gasentwicklung gekennzeichnete
Reaktion wird zweckmiiBig durch Zugabe cines Siedesteinchens beschleunigt; sie ist nach
5—10 Min. beendet. Vom teilweise abgeschiedenen jodwasserstoffsauren Salz des Glycin-
phenylhydrazids wird abfiltriert und der Eisessig i. Vak. bei 30—40° abgedampft; dann
nimmt man den Riickstand in Wasser auf und vereinigt die wiilr. Losung mit der des
abfiltrierten und mit Ather gewaschenen jodwasserstoffsauren Salzes. Die waBr. Lisung

8) Siehe dazu J. Houben, Die Methoden der Organ. Chemie, Leipzig 1925, Bd. I,
S. 196 usw.

%) Syntheseversuche mit Nitrophenylhydraziden werden wir demniichst verdffent-
lichen. 10) C. R. Harington u. T. H. Mead, Biochem. Journ. 29, 1602 [1935].

11y R. H. Sifferd u. V. du Vigneaud, Journ. biol. Chem. 108, 753 [1935]; H. S.
Loring u. V. du Vigneaud, ebenda 111, 385 [1935].

12) Dargestellt aus Carbobenzoxy-glycin und Phenylhydrazin durch enzymatische
Synthese mittels Papains nach M. Bergmann u. H. Fraenkel-Conrat, Journ. biol.
Chem. 119, 707 [1937].

13) Tosung bereitet durch Einleiten von gasférmigem Jodwasserstoff (aus Jod und
Phosphor) bis zur Aufnahme der gewiinschten Gewichtsmenge.



384 Waldschmidi-Leitz, Kiihn [Jahrg. 84

wird nach mehrmaligem Ausschiitteln mit peroxydfreiem Ather zur Entfernung bei-
gemengten Benzyljodids i. Vak. zur Trockne eingedampft, der schwach gelblich gefirbte
Riickstand in Alkohol aufgenommen und nach dem Abfiltrieren von ungelost zuriickblei-
benden Verunreinigungen wiederum i. Vak bis zur beginnenden Kristallisation eingeengt.
Die vollstindige Abscheidung des Reaktionsproduktes bewirkt man dann durch Zugabe
von Ather; Ausb. 4.5 g Rohprodukt entspr. 909 der Theorie. Die Reinigung durch Um-
fillen aus Alkohol mit Ather liefert farblose Kristalle, wclche sich bei 215—220° zersetzen ;
leicht 16slich in Wasser und Alkohol, maBig 1gslich in Kisessig, unléslich in Ather.

0.0954 g verbr. bei der Titration in alkohol. Lésung 1.61 ccm 0.27n Lauge statt der
ber. 1.63 ccra. :

Enzymatische Synthese von Carbobenzoxy-glycyl-glycin-phenylhydra-
zid: Ansatz: 405 mg Carbobenzoxy-glycin 4 570 mg jodwasserstoffsaures Gly-
cin-phenylhydrazid + 52 mg Cystein-HCl-H,0, durch Zugabe von n Lauge (etwa
2.4 cem) auf py = 5.0 eingestellt, + 5.4 ccm Papainlosung®) + 10.0 ccm 0.1 m Citrat-
puffer von py = 5.0; Gesamtvol. 27.0 ccm, bei 37° in Stickstoffatmosphire aufbewahrt.

Nach 40 Tagen wurden 370 mg abgeschiedenes Rohprodukt abfiltriert und durch Um-
kristallisieren aus Alkohol gereinigt. Farblose Oktaeder vom Schmp. 161—-162¢ (unkorr.) 15),
miBig 16slich in heilem Alkohol, gut 1slich in heiflem Eisessig, unléslich in Ather.

CsHgO,N, (356.4) Ber. N 157 Gef. N 15.4

Darstellung von Glycyl-glycin aus Carbobenzoxy-glycyl-glycin-phenyl-
hydrazid: Die Abspaltung des Carbobenzoxy-Restes mittels Jodwasserstoffs in Eisessig
nahm man, wie oben (S. 383) beschrieben, vor; man erhielt so atis 4.6 g Carbobenzoxy-
glycyl-glycin-phenylhydrazid 4.5 g jodwasserstoffsaures Glycyl-glycin-phenylhydrazid,
d.i. 989, der theoret. Ausbeute. Zur Kristallisation des letztgenannten war wiederholtes
Anreiben mit trockenem Ather erforderlich. Leicht gelblich gefirbte, hygroskopische Kri-
stalle, welche sich gegen 100° zersetzen.

0.1712 g frisch getrocknete Shst. verbr. bei der Titration in alkohol. Lésung 2.48 ccm
0.2 # Lauge statt der ber. 2.45 ccm.

Aus der wiBr. Losung von 2.0 g jodwasserstoffsauren Glycyl-glycin-phenylhydrazids
fillte man das Jod durch Zusatz von Bleiacetat, das iiberschiiss. Blei wiederum mit
Schwefelwasserstoff. Die durch Kochen vom Schwefelwasserstoff befreite Ldsung liel3.
man langsam in eine auf 95 erwirmte Losung von 3.5 g Kupferacetat in 150 ccm Wasser
einflieBen und belieB dann noch etwa 10 Min. bei dieser Temperatur; in die von abge-
schiedenem Kupfer(I)-oxyd abgesaugte tiefblaue Losung leitete man zur Ausfillung des
Kupfers in der Wirme Schwefelwasserstoff ein und filtrierte nach kurzem Aufkochen
vom Kupfersulfid ab. Aus dem i. Vak. bis zu einem kleinen Volumen eingeengten klaren
Filtrat fallte man dann das Glycyl-glycin mittels Alkohols; Aush. 0.50 g entspr. 672,
der Theorie.

Die Verbindung erwies sich in allen Eigenschaften als identisch mit Glycyl-glycin
und insbesondere nach ihrem Verhalten bei eindimensionaler Papierchromatographie in
Phenol-Wasser als einheitlich (z. B. Rp-Wert = 0.56 und 0.57 gegeniiber dem in der Lite-
ratur!®) angegebenen Werte von 0.58).

14y Bereitung der Papainldsung: 112.5 mg Papain-Merck, enthaltend 70 Papain-
Einheiten, in 12.5 ccm 0.05 m Citratpuffer von pyy 5.0 gelost und filtriert.

15) Durch Umsetzung von Carbobenzoxy-glycylchlorid mit jodwasserstoffsaurem
Glycin-phenylhydrazid dargestelltes Produkt zeigte den ndmlichen Schmelzpunkt und
Misch-Schmelzpunkt.

18) F. Wessely, K. Riedl u. H. Tuppy, Monatsh. Chem. 81, 861 [1950].





