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Die stabilen Kristalle sind meist kornig oder prismatisch und bilden iihn- 
liche Plachenkombinationen wie 6. Haufig liegen sie auf (Ool), wbbei rauten- 
formige Kristalle mit einem Kantenwinkel von 62O entstehen, die symmetrische 
Ausloschung und den Austritt einer optischen Achse am Rand des Gesichts- 
feldes zeigen. Die Achsenebene ist ( O l O ) ,  der Achsenwinkel ist grol3, der opti- 
sche Charakter positiv, die Dispersion p > v. 

Das Auftreten von Modifikationen ist sowohl bei y- als auch te i  &Hex .  
bezuglich der Schmelzpunkts-Bestimmung ohne Belang, z. T1. wegen der ra- 
schen Umwandlung, z.T1. wegen der geringen Schmelzpunktsdifferenz. Wohl 
aber zeigen sich Storungen in Zweistoffsystemen mit den anderen Isomeren, 
die auf die stark verringerte Dmwendlungsgeschwindigkeit der instabilen For- 
men in Mischungen zuruckzufuhren sind, woriiber in einer weiteren Mitteilung 
berichtet werden soll. 

Bezuglich der Gehal tsbestimmung yon binaren Isomerengemischen sei auf 
daa Verhalten der Brechungsexponenten der Schmelzen hingewiesen. 

Bei a- ,  y- und &Hex. laBt sich die Lichtbrechung der Schmelzen unmittel- 
bar vergleichen, da bei allen dreien das Glaspulver nd = 1.5101 zur Verwendung 
kommt. Die Gleichheits-Temperaturen betragen fiir a-Hex. 161°, fur y:Hex. 
1710, fur &Hex. 1570. Die Temperaturdifferenz von 200 macht es bei Gemi- 
schen von a- und y-Hex. moglich, quantitative Bestimmungen auf Grund des 
Verhaltens der Lichtbrechung mit einer Genauigkeit von 13% durchzufiihren. 
Bei Gemischen 'von y- und &Hex. wird infolge der kleineren Differenz (lao) 
die Genauigkeit geringer; Lei a- und %Hex.  kann wegen der allzu geringen 
Differenz (6O) diese Methode nicht fur quantitative Zwecke benutzt werden. 

Die f i r  dime Untemuchung verwendeten Praparate wurden uns einerseite von der 
Chem. Fabrik E. Merck (z-, p-, y-, %Hex.) und anderemeits von Hrn. Doz. Dr. R. R i e m  - 
8 c h n e i d e r (a-, p-, y-, 6-, E-, <-Hex.) in freundlicher Weise zur Verfugung gestellt, 
wofiir auch bier der verbindlichste Dank ausgespro&en werden 6011. 

Dem osterreichischen Bundesministerium fur Handel und Wiederaufbau danken wir 
verhindlicbst fur die Unterstutztmg unserer Arbeiten. 

_________~_.~_____________-~- 

64. Ernst Waldychmidt-Leitz und Karl Kuhn: uber einen Weg 
zur enzymatischen Synthese von Peptiden 

[AUE dem Privatlaboratorium Miinchen, KraepelinstraBe 21 
(Eingegangen am 3. Januar 1951) 

Es wird eine enzymatische Peptidsynthese beschrieben, welche 
auf einer VerknGpfung von Carbobenzoxy-aminokure einemeits und 
Amiqosiiure-phenylhydrazid andereneita durch Papain beruht ; DUE 
dem entetandenen Kuppelungsprodukt wird dann das freie Peptid 
nach Abspaltung dea Carbobenzoxyrestea mitteki Jodwassemtoffs 
und dea Phenylhydrazinrestes mittels Cb(II)-Salzes gewonnen. 

Eine enzymatische Synthese von Peptiden aus freien Aminosauren ist aus 
energetischen Griinden nicht ohne weiteres durchfuhrbar, da  es zur  cber- 
fiihrung der Aminosaure-Zwitterionen durch Protonenverschiebung in ihre 
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reaktiomfahige Form einer betriichtlichen Energiezufuhr bedarf I) ; im Orga- 
nismus scheint daher die Synthese mit einem energieliefernden Vorgang, der 
Spaltung von Adenosintriphosphorsaure, gekoppelt zu sein 2). Enzymatische 
Synthesen von Peptidbindungen sigd im Reagensglaa nur mit solchen Deri- 
vaten von Aminosauren beobachtet worden, bei welchen einerseits die freie 
Amino- oder andererseits die freie Carboxygruppe substituiert vorlag3). Ein- 
gehendere Untersuchungen uber Synthesen mittels Papains haben dann er- 
geben'), dal3 fur die Eignung einer Aminogruppe zur Synthese unter anderem 
e k e  bestimmte maI3ige Basizitat derselben maogebend ist, entsprechend einer 
Dissoziationskonstanten von etwa bis 10-lo, in numerischer Ubereinstim- 
mung mit den fur die Aminogruppen der neturlich vorkommenden a-Amino- 
Guren ermittelten Konstanten5). 

Zur Losung der Aufgabe, eine emymatische Peptid-Synthese aus Amino- 
sauren zu erzielen, wird man also von solchen Aminosaure-Derivaten auszu- 
gehen haben, die einmal den angefiihrten Eigenschaften entsprechen und die 
aul3erdem der Voraussetzung geniigen, daB ihre Substituenten nach vollzogener 
Synthese der Peptidbindung ohne eine Beeintrachtigung der letzteren wieder 
abgespalten werden konnen. Zur Maskierung der freien Aminogruppe erweiet 
sich z.B.,  wie die Untersuchungen von M. Bergmanne)  gezeigt haben, der 
Rest der Benzylesterkohlensiiure, der Carbobenzoxy-Rest, als geaignet, der 
z. B. durch katalytische Hydrierung unter Regenerierung der freien Amino- 
gruppe zerfallt. Als leicht zersetzbare Carboxy-Derivate der Aminosauren 
andererseits waren ihre Amide in Betracht zu ziehen, da sie mit Salpetriger 
Saure unter Regenerierung des Aminosaurecarboxyls reagieren. Diem sind in- 
d w e n  in  der ltegel zu stark basisch und nur in solchen Fallen zur enzymati- 
schen Synthese geeignet, in welohen wie bei Tyrosinamid') die Basizitat durch 
einen elektronegativen Charakter der Aminosaure abgeschwacht wird. Die 
Amide der aliphatischen -4minosnuren sind als Partner der enzymatischen 
Peptid-Synthese nicht brauchbar; sie treten nicht in Reaktion. Als geeignet 
erweisen sich dagegen die schwacher basischen Aminosaurephenylhydrazide, 
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 starker abgeschwachten basischen 

1) H. Borsook u. J. W. Dubnoff ,  Journ. biol. Chem. 182, 307 [1940]; vergl. E. 
W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  Angew. &em. 61, 437 [1949] (Diskuseionebemerk. von F. L y -  
nen). 

2) Vergl. J. F. Speck,  Journ. biol. Chom. 168, 403 [1947]; W. H. E l l i o t t ,  Nature 
161, 128 [1948]; P. P. Cohen u. R. W. McGi lvery ,  Journ. biol. &em. 171,89 [1947]; 
I. D. F r a n t z  u. Mitarb., ebenda 174, 773 [1948]; K. Rloch,  ebenda 179, 1245 [1949]. 

3) Vergl. die Zusemmenetellung der Ergebniase von M. B e r g m a n n  u. Mitarbb. bei 
E. W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  C%emie der EiweiDkorper, Stuttgart 1950, S. 74; S. W. Fox 
u. C. W. P e t t i n g a ,  Arch. Biochem. 26, 13, 21 [1949]; M. Brenner ,  H. R. Muller  
u. R. W. P f i s t e r ,  Helv. chim, Acta 88, 568 [1950]. 

*) E. W a l d s c h m i d t - L e i t z  u. K. K u h n ,  Ztachr. physiol. Chem. 286, 23 [1949/50]. 
6 )  Siehe dazu D. M. Greenberg  in C. L. A. S c h m i d t ,  The Chemistry of the  Amino 

6) M. B e r g m a n n  u. H. F r e e n k e l - C o n r a t ,  Journ. biol. Chem. 119, 707 [1937]. 
7) Vergl. M. B e r g m a n n  u. 0. K. Behrens ,  Journ. biol. Chem. 129, 587 [1939]. 

Acids and Proteins, Baltimore (1936), S. 615. 
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Charakter die Syntheaen rascher verlaufen als rnit den einfachen Phenylhydrn- 
ziden. Die Forderung einer leichten Wiederabspaltbarkeit des Substituenten 
ist auch bei den Phenylhydraziden der Aminosiiuren erfullt, denn sie zerfallen 
beim Erwarrnen z. H. mit Kupfer(I1)-Salz leicht unter Dehydrierungs) und 
Regenerierung der Carboxygruppe. 

Ale ein gangbarer Weg ziir enzymatischen Peptid-Synthese, fur den wir 
irn Versiichsteil ein einfaches Beispiel, das der Synthese dea Glycyl-glycine, 
geben, erweist sich so die HRaktion von Carbobenzoxy-aminosaure mit einem 
Aminosiiure-phenylhydrazid, bzw. einern Kitroderivat desselbenO), unter Mit- 
wirkung von Papain; sie wird ergiinzt durch die Wiederabspaltung des Carbo- 
benzoxv-, sodann dea Phenylhydrazin-Restes aus dern gebildeten Kuppelungs- 
produkt und fuhrt so zurn I’eptid. 

Fur die Abspaltung des Carbobenzoxy-Restes bedienen wir uns dabei eines 
neuen, von den in der Literator beschriebenen abweichenden Verfahrens : wir 
bewirken sie durch Einwirkung von Jodwaaserstoff in Eisessig rasch und mit 
guter Ausbeute. Uei der kataly tischen Hydrierung der Carbobenzoxy-amino- 
wiure- oder -peptid-phenylhydrazide wird niirnlich, wie wir beobachtet haben, 
haufig zugleich der aromatische Kern des Phenylhydrazins hydriert, in den 
Nitroderivaten werden auI3erdern die Nitrogruppen reduziert, welche gegen 
Jodwasserstoff bestandiger sind ; auch ist Jodwtlsserstoff fur die Abspaltung 
dea Carbobenzoxy-Hestes der Anwendung anderer dafur in der Literatur emp- 
fohlener Reduktionsrnit tel wie der des schwerer zugiinglichen Phosphoniurn- 
jodids*O) oder der von Natriurn in flussigern Amrnoniak * I )  in dem vorliegenden 
Falle vorzuziehen. 

Der Xotgemeinschaf t  d e r  D e u t s c h e n  Wissenechaf t  danken wir ergebenst fiir 
die zur Verfiigung geetellten Mittel. 

. - .- -. - - - -. - - __ -. . - - -. . - - - .. 

Beschreibung der Versuche 

D e r s t e l l u n g  v o n  Glyc in-phenylhydrez id  a u e  Carbobenzoxy-glycin-phe- 
n y 1 h y d r a z  id  : 5.0 g Car  b o b e n zo x y - g1 y c i n - p h e n y 1 h y d r a z  i d I*) last man auf dem 
siedenden Weeeerbad in 20 ccm reinem Eieessig und tragt d a m  unter Belaaaung auf dem 
Wrmserbad 45 ccrn Eiaeasig e h .  welcbe etwa 7 g Jodweeeemtaff g e b t  entbalten (entapr. 
2.7-3.0 Die e id rebde  und d u d  lebhafte Gasentwicklnng gekennzeichnete 
Reaktion wird zweckmaBig drirch Zugabe cinea Siedesteinchena beschleunigt; me ist nach 
5-10 biin. beendet. Vom teilweiae abgemhiedenen jodweaserstoffsauren Salz dee Glycin- 
phenylhydrazids wird abfiltriert und der Eisessig i.Vak. bei 30-400 abgedarnpft; d a m  
nimmt man den Riicketand in W a w r  euf  und vereinigt die waBr. JBsung mit der dea 
abfiltrierten und mit Ather gewaschenen jodwasserstoffsauren Salzes. Die wBBr. Jdsung 

*) Siehe dazu J. H o u b e n ,  Die Methoden der Organ. Chemie, Leipzig 1925, Bd. I, 
S. 196 uew. 

O) Syntheseversuche mit Nitrophenylhydraziden werden wir demnachat verijffent- 
lichen. 

11) R. H. Si f fe rd  u. 9. d u  Vigneaud,  Journ. biol. &em. 108, 753 [1935]; H. S. 
L o r i n g  u. V. d u  Vigneaud,  ebenda 111, 385 [1935]. 

Dargestellt aus Carbobenzoxy-glycin und Phenylhydrazin durch enzymatische 
Synthese mittels Papains nach M. B e r g m a n n  u. €I. F r a e n k e l - C o n r a t ,  Journ. biol. 
Chem. 119, 707 [1937]. 

13) Lijsung bereitet durch Einleiten von gesfdrmigem Jodwaseerstoff (aus Jod und 
Phosphor) bis zur Aufnahme der gewiinschten Gewichtsmenge. 

10) C. R. H a r i n g t o n  u. T. H. Mead,  Biochem. Joum. N, 1602 [1935]. 
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wird nach mehrmaligem Ausschiitteln mit perorydfreiem Ather zur Entfernung bei- 
gemengten Benzyljodids i. Vak. zur Trockne einyedampft, der schwach gelblich gefarbte 
Ruckstand in Alkohol aufgenommen und nach dem Abfiltrieren von ungelost zuriickblei- 
bendeh Verunreinigungen wiederum i. Vak bis zur beginnenden Krista!lisation eingeengt. 
Die vo1lst;andige Abscheidung dea Reaktionsproduktes bewirkt man dann durch Zugabe 
von Ather; Ausb. 4.5 g Rohprodukt entspr. 90% der Theorie. Die Reinipng durch Um- 
flillen aus Alkohol rnit Ather liefert farblose Kristalle, welche sich bei 215-220° zersetzen; 
leicht loslich in Wasser und Alkohol, manig l&lich in Eisessig, unloslich in Ather. 

0.0954 g verbr. bei der Titration in alkohol. Losung 1.61 ccm 0.271 h u g e  statt der 
ber. 1.63 ccm. 

E n z y m a t i s c h e S y n t h e s e v on  C! a r b o b e n z o x y - g 1 y c y 1 - g 1 y c i n - p h e n y 1 h y d r a  - 
zid:  Ansatz: 405 mg C a r b o b e n z o r y - g l y c i n  + 570 mg jodwassers tof fsaures  Gly-  
c i n - p h e n y l h y d r a z i d  + 52 mg Cyetein-HCI-H,O, durch Zugabe von 12 h u g e  (etwa 
2.4 ccm) auf pH = 5.0 eingestellt, + 5.4 ccm Papainlosungl4) + 10.0 ccm 0.1 m Citrat- 
puffer voh pH : 5.0; Gesamtvol:27.0 ccm, bei 37O in Stickstoffatmosphare aufbewahrt. 

Naoh 40 'ragen wurden 370 mg abgeschiedenes Rohprodukt abfiltriert und durch Um- 
kristallisieren aus Alkohol gereinigt. Farblose O k t d c r  vom Schmp. 161-162O (unkorr.) 15), 

miiUig loslich in heiDem Alkohol, gut loslich in heinem Eisessig, unloslich in Ather. 
Cl,H,O,N, (356.4) Ber. N 15.7 Gef. N 15.4 

D a r s t e l l u n g  v o n  Glycyl -g lyc in  aus Carbobenzoxy-glycyl-glycin-phenyl- 
h y d r a z i d  : Die Abspaltung des Carbobenzoxy-Restes mittels Jodwasserstoffs in Eisessig 
nahm man, wic oben (S. 383) beschrieben, vor; man erhielt so ahs 4.6 g Carbobenzoxy- 
glycyl-glycin-phenylhydrazid 4.5 g jodwaaserstoffsaures Glycyl-glycin-phenylhydrazid, 
d. i. 98 Sb der theoret. Ausbeute. qur Kristallisation .des letztgenannten war wiederholtes 
Anreiben mit trockenem Ather erforderlich. Leicht gelblich gefarbte, hygroskopische Kri- 
stalle, welche sich gegen 100° zereetzen. 

9.1712 g frisch getrocknete Sbst. verbr. bei der Titration in alkohol. %sung 2.48 ccm 
0.2 ii Lauge statt der ber. 2.45 ccm. 

Aus 'der wa0r. Liisung von 2.0 g jodwasserstoffsauren Glycyl-glycin-phenylhydrazids 
fallte man das Jod durch Zusatz von Bleiecetat, das iiberschiias. Blei wiederum mit 
Schwefelwasserstoff. Die durch Kochen vom Schwefelwaaserstdf befreite Liieung lieu 
man langsam in eine auf 95O erwarmte Lasung von 3.5 g Kupferacetat in 150 ccm Waaser 
einflie0en und belie0 dann noch etwa 10 Min. bei dieser Temperatur; in die von abge- 
schiedenem Kupfer(1)-oxyd abgesaugte tief blaue Lasung leitete man zur Ausfiillung des 
Kupfers in der Wiirme Schwefelwasserstoff ein und filtrierte nach kunem Aufkochen 
vom Kupfersulfid ab. Aus  dem i.Vak. bis zu einem kleinen Volumen eingeengten klaren 
Filtrat fdl te  man dann das Glycyl -g lyc in  mittels Alkohols; Ausb. 0.50 g entspr. 67?; 
der Theorie. 

Die Verbindung erwies sich in allen Eigenschaften a18 .identisch mit Glycyl-glycin 
und insbesondere nach ihrem Verhalten bei eindimensionaler Papierchromatographie in 
Phenol-Wasser als einheitlich (2.B. R,-Wert = 0.56 und 0.57 gegeniiber dem in der Lite- 
ratur16) angegebenen We* von 0.58). 

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

15) Durch Umsetzung von Carbobenzoxy-glycylchlorid rnit jadwaaserstoffsaurem 
Glycin-phenylhydrazid dargestelltes Yrodukt zeigte den niimlichen Schmelzpunkt und 
Misch- Schmelzpunkt. 

~ ~ ~ ~ _ _ _ _ ~ _ _ _ _ _ ~  _____ 

18) F. Wessely,  I<. R i e d l  u. H. T u p p y ,  Monatsh. Chem. 81, 861 [1950]. 




