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292. Inge von Brunn-Leube und Gerhard Schramm: Kondensation 
von Peptidme th yles t ern verschiedener He t t enlinge 
[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, Tubingen] 

(Eingegangen am 16. Mai 1956) 

Aus Alanin und Glycin aufgebaute Peptidmethylester mit 3 bis 8 
Kettengliedern -den hergestellt und durch Erhitzen unter be- 
stimmten Bedingungen kondensiert. Es ontstanden dehierte Pep- 
tidmethylester mit bis zu 25 Arninostiureresten. Die Kondensationspro- 
dukte wurden in die Dinitrophenyl-Derivate iibergefiihrt, papierchro- 
metographisch getrennt und durch Infrarotspktroskopie identihiert. 

Fiir Strukturuntersuchungen auf dem Gebiet der Proteinchemie wiire es 
wunschenswert, hohermolekulare Peptide def ier ter  Zusammensetzung und 
Kettenllinge als Modellsubstanzen zur Verfiigung zu haben. Zur Darstellung 
solcher Peptide hat sich die zuerst von E. F ischer  angewandte Kondensation 
von Methylestern der Tri- und hoheren Peptide als geeignet erwiesen. Von 
G. Schramm und H. Res t le l )  waren die bei der Kondensation von Alanyl- 
glycylglycin-methylester auftretenden Reaktionsprodukte papierchromato- 
graphisch getrennt und ihre Struktur aufgekliirt worden. Bei kurzzeitigem 
Erwlirmen wurden alle zu erwartenden Zwischenstufen, bis zum el-Peptid, 
aufgefunden. Unter energischen Bedingungen trat hingegen eine Zersetzung 
auf, die die Trennung der Reaktionsprodukte erschwerte. Die Zersetzung be- 
ruhte im wesentlichen auf der Bildung von Diketopiperazinen, die vom Carb- 
oxylende her erfolgte2). 

Es war nun zu erwarten, daB die chromatographimhe Trennung der 
Reaktionsprodukte umso beskr gelingt, je groBer man die Gliederzahl des 
Ausgangsproduktes wiihlt. Es war weiterhin moglich, daB man hier zu besseren 
Ausbeuten an hohermolekularen Kondensationsprodukten gelangt, da die 
Zahl der Kondensationsschritte kleiner wird. Andererseits war aus den vor- 
hergehenden Untersuchungen bekannt, daD die Kondensationsgeschwindig- 
keit mit der MolekiilgroBe abnimmt. In  der vorliegenden Arbeit wurde daher 
eine luckenlose Reihe von Peptidmethylestern mit 3-8 Kettengliedern her- 
gestellt und gepriift, bei welchem Ausgangsmaterial die beaten Ergebnisse zu 
erzielen sind. 

Es kam uns vor allem darauf an, unter moglichst geringer Zersetzung 
moglichst hochkondensierte Produkte zu erhalten. Bei diesen Untersuchun- 
gen stieBen wir auf die merkwiirdige Erscheinung, daB hohermolekulare 
Peptide bevorzugt in der Mitte zerbrechen. Es gelang noch nicht, die Ursachen 
hierfiir aufzufhden. 

1. Dars te l lung  der  Ausgangsstoffe  
Vor Beginn der Kondensation waren umfangreiche praparative Vorarbeiten 

durchzufiihren, urn die besten Wege zur Herstellung der Ausgangsmateria- 
lien und der zur Identifizierung benotigten Vergleichssubstamen aufzdnden. 

1) Makromolekulere Chem. 13, 103 [1954]. 
2) G. Schramm u. I. Leube, Makromolekulare Chem. 13, 117 [1954]. 
Chemisehe Berichte Jahy. 89 131 
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Gliederzahl der Komponenten 

Wieland 1 Goldschmidt 
Synthese nach Endprodukt 

Ausbeute in yo 
bezogen auf Cbzo- 

Verbindung 

3 + 2 = 5  
3 + 3 = 6  
5 + 2 = 7  
5 + 3 = 8  

1 + 2 = 3  
1 + 3 = 4 .  

GGA-M 
GGAG-M 
GGAGG-M 
GGAGGA-M 
GGAGGAG-M 
GGAGGAGG-M 

74 
42 
68 
25 
36 
24 

G = Glyeyl-Rest, A = Alanyl-Rest, M = Methylester 

Zur Darstellung der freien Peptide eignete sich die von Th. Wieland3)  
angegebene Methode am besten, wobei wir von den gemischten Saureanhydri- 
den der entsprechenden Carbobenzoxy(Cbzo) -Verbindungen, gelost in Di- 
oxan, Aceton, Tetrahydrofuran oder Diathylformamid, ausgingen und die 
Amino-Komponente in alkalischer Losung zufugten. Die nach diesem Verfahren 
ausgefiihrten Synthesen sind in Tafel 1 schematisch zusammengestellt. Die 
Ausgangskomponenten miissen so gewahlt werden, daB sich das Endprodukt 
in seiner Loslichkeit gut von der eingesetzten Cbzo-Verbindung unterscheidet . 
Dies erreicht man am besten dadurch, daf3 man die Gliederzahl der Amino- 
Komponente moglichst groB wahlt und als Amino-Komponente Di- oder Tri- 
peptide verwendet. Zur Anhydrid-Herstellung bewahrten sich, wie Wieland 
angibt, besonders die hoheren Ester der Chlorameisensaure ; wir arbeiteten 
hauptsachlich mit dem Benzyl- und dem Octylester. Die Ausbeuten an 
analysenreinen Endprodukten lagen zwischen 24 und 68 yo. 

Zur Herstellung der Peptidester behandelten wir die Cbzo-Peptide mit 
Diazomethan und spalteten anschlieaend meist nach dem Verfahren von An - 
derson4) den Cbzo-Rest mit Bromwasserstoff in Eisessig wieder ab. Die 
Estergruppe wurde dabei zum geringen Teil verseift, und es war daher zweck- 
maaig, das Reaktionsgemisch noch einmal in methanolischem Bromwasser- 
stoff zu losen, um die entstandenen freien Peptide wieder zu verestern. Bei 
der umgekehrten Reihenfolge, d. h. wenn man zuerst den Cbzo-Rest abspaltet 
und dann verestert, erhalt man schlechtere Ausbeuten, da bei diesem Verfah- 

3) Th. Wieland u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [1951]. 
4 )  G. W. Anderson, J. Blodinger, R. W. Young u. A. D. Welcher, J. Amer. 

chem. SOC. 74, 5304 [1952]. 
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Gliedenehl der Komponenten 
Synthese nach 

Wielnnd I Goldschmidt 

Wir wiihlten fur unsere Untersuchungen die am leichtesten zuganglichon 
Aminosauren : Glykokoll und Alanin. Um fur Naturstoffe brauchbare Modell- 
substanzen zu erhalten, wird es notwendig sein, diese Versuche mit optisch 
aktiven Aminosauren zu wiederholen. Da die Laslichkeit bei Peptiden, die 
aus verschiedenen Aminosauren zusammengesetzt sind, besser ist als bei 
solchen, die nur aus einer Art bestehcn, wahlten wir als Ausgangspunkt fur 
die Kondensationsversuche eine Reihe: bei der jeu-eils ein Alanyl- auf zwei 
Glycyl-Reste folgte (s. Tafel 1). 

Tafel 1. Herstellung der Peptidmethylester 

Ausbcute in yo 

Verbindung 
Endprodukt bezogdn auf Cbzo- 

3 + 2 = 5  
3 + 3 = 6  
5 + 2 = 7  
5 + 3 = 8  

1 + 2 = 3  GGA-M 74 
1 + 3 = 4  GGAG-M 42 

GGAGG-M 65 
GGAGGA-M 25 
GGAGGAG-M 36 
G GA G GAGG-M 24 
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ren leichter eine Zersetzung der Peptidester eintritt. Die Hydrobromide der 
hoheren Ester mit einer Gliederzahl von 4-8 sind schwer in fester Form zu 
erhalten. Am besten gelang uns dies bei Kiihlung auf -70' Wir konnten je- 
doch alle benotigten Verbindungen in reiner kristalliner Fdrm fassen; die 
Reinheit wurde auBerdem in jedem Fall chromatographisch nachgepriift. 

Aus den Hydrobromiden wurden die Ester durch Zugabe der berechneten 
Menge Natriummethylat bei 0" in Freiheit gesetzt. Die freien Ester wurden 
jedoch nicht isoliert, sondern nach dem Abdampfen des Methanols der Kon- 
densation unterworfen. 

Zur Herstellung der niederen Ester bewiihrte sich das von St. Gold- 
s c h m id t und H. L a u t  en s c hl  a ger 5, angegebene Phosphorazo-Verfahren 
sehr gut (vergl. Tafel 1). Bei diesem wird bekanntlich die Aktivierung der Aus- 
gangskomponentem mit Phosphortricblorid vorgenommen. Entscheidend fur 
den Erfolg des Verfahrens ist die sorgfdtige Reinigung des benotigten Phos- 
phortrichlorids und des Fyridins. Die Anwendbarkeit war begrenzt durch 
die Loslichkeit der Peptidester in F'yridin. 

Zu Vergleichszwecken benotigten wir wciterhin eine Reihe von Dinitro- 
phenyl(DNP)-Derivaten der Peptide md Peptidester. Diese wurden nach 
F. Sanger6) mit Dinitrofluorbenzol in dkalischer Lijsung hergestellt. Um die 
Hydrolyse der Ester zu vermeiden, wurde bei der Daratellung nur die dem 
Dinitrofluorbenzol aquivalente Menge an Ca(OH), zugesetzt (1 Mol. Peptid- 
ester + 3 Moll. Dinitrofluorbenzol + 2/2 Moll. Ca(OH),). Bei der Reinheits- 
priifimg der DNP-Derivab sowie der verachiedenen Cbzo-Verbindungen be- 
wiihrti? sich die friiher awgearbeitete quantitative Ultraviolettspektroskopie 
der absorbierenden Reste'). 

2. Durchfuhrung der Kondensation 

nach folgender Gleichung : 
Die Kondensation der Ester erfolgte unter Abspaltung von Methanol 

GGA-M + GGA-M 3 GGAGGA-M + CH,OH 

Urn das gebildete Methanol schnell abzufiihren, wurde die Kondensation 
im Vakuum bei etwa 10-2 Torr durchgefuhrt. Da die Anwendung von Lo- 
sungsmitteln nach friiheren Erfahrungen die Zersetzung zu Diketopiperazinen 
Tordert, wurden die Ester als solche beniitzt. Sie wurden als durchsichtige, 
glasige Produkte eingesetzt; am Ende der Reaktion lag eine schwach gelb 
gef&bte, feste Masse vor. Die Analyse der entstandenen Produkte erfolgte 
am besten nach der Methodik von Schramm und Restlel). Nach dieser 
setzt man daa Reaktionsprodukt mit Dinitrofluorbenzol um, trennt die Pep- 
tide chromatographisch und bestimmt durch Infrarotmeasung nach U. 
Schiedt und H. Restlea) ihre Kettenlhge. Wenn diese bekannt ist, kann die 
Ausbeute an den einzelnen Dinitrophenyl(DNP)-Peptiden durch ultraviolett- 
spektroskopische Messung ') bestimmt werden. 

5 ,  Liebiga Ann. Chem. 680, 68 [1953]. 
') I. Leube, H. Reatle u. M. Wiedemann, Z. Nsturforach. Bb, 186 [1964]. 

6, Biochem. J. 89, 507 [lW5]. 

Z. Naturforsch. 9 b, 182 [1954]. 
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Um dic Iteaktiomgeschwindigkeiten bei den einzelnen Ausgangspeptiden 
untereinandcr vergleichen zu konnen, wurden samtliche Kondensationen bei 
110" 90 Min. lang durchgefiihrt. Dicse Reaktionsbedingungen hatten sich bei 
den Vorversuchen als besonders giinstig erwiesen. In  einzelnen Fallen wurde 
dann noch der EinfluD Iiingcrcr Rcaktionsxcitcn und hoherer Temperature11 
gepriift . 

Einige charakteristische Chromatogrammc, die bei der 90-Min.-Kondeii- 
hation erhnlten wurden. sind in Abbild. a-e wicdergegeben. Neben den DNP- 
Produkteii trateii auch noch Nehcnbandcn auf. So finden wir z . B .  bei der 
liondensation dcs Tripeptids in Abbild. b als schiiellste B a d e  unverseiftcn 

L'ltraviolett-Kontsktabziige der Vhroniatograrnrne tier KondensAtionaprodukte \.OII 

a) GGACO-4-M; b) GCA-M; c)  UGAG-M; d )  GGAGGAG-M; P )  GGACGAGG-%I 
Kontlensationsbedingungen : 90 Min. bci 1 10". Die rhromatographische Trennung erfolgte 

in : a) bis d )  Butanol-Essigsiiure und P )  Butsntil-yrridin-\~r 

Ester des Tripeptids, dann folgt Ilinitrophenol, das aus dem Dinitrofluor- 
hcilzol stammt. Danach kommen die Banden des DXP-Tripeptids, -Hexa- 
prptids usw. An der Startlinic laRt sich mit der Ninhydrin-lteaktion meist 
etwas freies Peptid nachweisen. Diketopiperazinc trateii bei diesen kunen 
Healitionszeiten nicht auf, ebensowenig ergaben sich Anhaltspunkte fiir das 
Vorkommen ron N-Methylderivatcn, die sich nach 1,. A. .E. S l u y t e r m a n  
uiid H. J. V e e n e n d a e P )  bei langerem Erwarmen von Pcptidmcthylestern 
bilden kiinneii. 

g ,  Hrrucil Tray. rhini. I'sys-Has i l ,  137 [ 19521. 
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Die quantitativen Ergebnisse der Kondensation zeigt Tafel 2. Aus ihr 
1aBt sich der erreichte Polymerisationsgrad und die Ausbeute an den einzelnen 
Peptiden ersehen, weiterhin ist in ihr die Gliedenahl, d. h. die Zahl der Amino- 
siiurereste, angegeben, wie sie sich nach der Identifizierung der RF-Werte mit 
Vergleichssubstanzen und der Reihenfolge der Banden berechnen kBt und wie 
sie mit der Infiamtmethode tatsiichlich gefunden wurde. 

Als MaB fiir die ReaktionsgeschwinQkeit kann am besten die Xenge des 
verbliebenen Ausgangsmaterials dienen. Danach ergibt sich, daB die Reak- 
tionsgeschwindigkeit beim Tripeptid am grol3ten ist, doch auch beim Tetra- 
und Pentapeptid ist der Umsatz noch beiXedigend. Deutlich schlechter sind 
die Umsiitze beim 6-, 7- und 8-Peptid. Betrachtet man die Kettenglieder- 
zahlen, die erreicht werden, so ergibt sich der hochste Wed bei der Kondensation 
des Pentapeptids mit 25 Aminosiiuremten. Da bei diesem auch die Reaktions- 
geschwindigkeit noch einigermaBen befriedigend ist, wiirden wohl als Aus- 
gangamaterial fiir die Darstellung moglichst hochmolekularer Peptide die 
Pentapeptideater am giinstigsten sein. Wegen der relativ groBen Unterschiede 
in den RF-Werten der verschiedenen Polymerkationsstufen und der Abwesen- 
heit storender Zwischenprodukte ware hier auch die Rcindarstellung der 
einzelnen Kondensationsstufen gut durchzufiihren. 

W e  bereits von Schramm und Restlel) bei der Kondensation des Tri- 
peptidestem gezeigt wurde, lassen sich durch Verliingerung der Reaktions- 
zeiten die Ausbeuten an hoheren Peptiden noch steigern. In Tafel 3 sind die 
Ausbeuten bei der Kondensation des GGAG-M nach 24Stdn. und nach 
90 Min. miteinander verglichen. Die Menge des Ausgangsmaterials hat nach 

Tefel 2. Ergebnisse der Kondensation verschiedener Peptidmethylester 
90 Minuten bei 110' 

6.4 

10.3 
14.8 
16.6 
26.1 

I 3-Peptid I 4-Peptid I 6-Peptid 

69 

21 
6 
1.2 
0.3 

P -  Pc 

n 
g* I Yo I b- 

6 0 4  

28 8 
8.6 13 12 

12.2 6 16 
14.7 2.7 
16 0.4 

26 

6-Peptid 

b. 

6 
9 

12 

- 

n 
g- - 

9.6 
12.6 

% - 
85 
8 
6.8 

7-Peptid 

b. 

7 

14 
21 

- 

n 
f3 

7.8 

14.6 

- 

net, g. - gdunden, % - Ausbe 

% 
83 

6.8 
2.0 

8-Peptid 

b. 

8 
12 
16 

- 

!a in %. 

n 
€5 

8.6 
11.8 
16.8 

- % - 
86 
3 
6.8 

24 Stdn: deutlich abgenommen, und die Konzentration an hoheren Konden- 
sationsprodukten ist entsprechend geatiegen, wobei allerdings nur ein M eine 
Einheit hoherer Polymerisationsgrad erreicht wurde. Bei einem Verauch rnit 
dern Pentapeptidester GQAGG-M waren naah 98stdg. Kondensation bei 
$10' deutlich Diketopiperazine nachweis&; .ohne daD ein hoheres Konden- 
satioqrodukt ah  das auch unter milden Bedingungen gefal3te Peptid mit 
25 Aminosiiureresten adgetreten ware. 

Bei den hoheren Peptiden, und zwar beim 6- wie beim 8-Peptid) ergab sich 
aJs interessante Anomallie ein Kondensationsprodukt mit dem Polymerisations- 
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grad 1.5. Ini Chromatogramm des Hexapeptids (Abbild. a) trat die Bande des 
9-Peptids besonders deutlich auf, w a  bei einem normalen Verlauf der Konden- 
sation nicht moglich ware. Der als Ausgangsmaterial beniitzte Peptidester er- 
wies sich bei der chromatographischen Priifung als vollstandig frei von Tri- 
peptid. Die Identifizierung des entstandenen 9-Peptids war einwandfrei, da 
auf dem gleichen Papierbogen zur Kontrolle die Kondensationsprodukte des 
3-Peptids aufgetragen waren. AuBerdem ergab die Infrarotmessung eindeutig 
9 Aminosauren. Es muB also hier ein Molekiil des Hexapeptids in der Mitte 
zerbrochen sein und 3 Aminosaurereste auf ein anderes Hexapeptid iiber- 
tragen haben. Es konnte sich auch um eine Transpeptidierung handeln. Der 
verbleibende Stumpf mu8 ebenfalls mit einem Hexapeptid weiter reagieren, 
denn wir konnten Tripeptid hochstens in Spuren nachweisen. 

bn l iche  Verhiiltnisse fanden wir beim 8-Peptid. Hier trat als anomales 
Kondensationsprodukt die Bande des 12-Peptids auf (Abbild. e). Auch hier 

wurde die Identifizierung durch eine 
Tafel 3. Vergleich der Konden- viermal wiederholte Infrarotmessung 
sation des Tet rapept idmethyl -  gesichert. Die Menge des 12-Peptids 

es te rs  (2GAG-M nach 90 Min. und war recht erheblich, sie betrug etwa die 
Halfte des normalen Kondensations- nach 24 Stdn .  bei 110" 

4 
8 

12 
16 
20 

produktes mit 16 Gliedern. Also mu8 
auch hier das 
Mitte auseinander gebrochen sein. Auf- 

Ausbeute in yo 
24 Stdn. Peptidmolekiil in dcr Gliederza hl 

" 
72 58 fallend ist, daB wir bei der Kondensa- 

tion des 4-, 5- und 7-Peptids den Poly- 21 26 
5.3 11 
1.1 2.6 merisationsgrad 1.5 nicht fanden, ob- 
- 1.1 wohl wir sorgfaltig nach anomalen Kon- 
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Beschreibung der Versuehe 

A. Dars te l lung  d e r  Auegangsprodukto  
1. Der iva te  d e s  3 - P e p t i d s  

Cbzo-GGA nach  Wieland3):  21.6 g Cbzo-GG wurden in 100 ccm getrocknetem 
Aceton und 23.2 ccm T r i b u t y l a m i n  geloet und auf -15" abgekuhlt. Cnter Itiihren 
niit einem KPG-Ruhrer wurden 19 g Chlorameiscnaaure-benzylester zugefiigt 
(letztemr und Tributylamin in 10-proz. OberschuU). Nach 50 Min. Rlihrsn in dcr Kalte 
wurden 14.4 g Alanin in 160 ccm In NaOH (beides 50-proz. merschuU) zugegeben. Es 
trat starke Kohlensam-Entwicklung ein. Daraufhin wurde 2 Stdn. in der Kalte und 
nnschlieUend 2 Stdn. bei Zimmertemperatur weiter geriihrt. Da die Lijsung noch triib 
war, wurdrn nochmals 60 ccm In NaOH zugegeben. Das p H  betrug 7-8. Daa Aceton 
wurde i. Vak. abgezogcn und die Liiaung dreimal auageathert. Daraufhin wurde die 
Loaung i. Vak. eingeengt und auf p, 3 angesiiuert. Das Cbzo-GGA fie1 sofort histallin 
nus. Kach 12stdg. Stehcnlaseen im Eisschrank wurde der Niederschlag abgeaaugt, mit 
eivkaltem W'asser gewaschen und je einmnl aus Wasscr und aus ;ithano! umkristallisiert. 
Ausl). 57% d. Th.; Schmp. 184'. 

C,sH,eOJ3 (337.3) Ekr. S 12.5 Cbzo 40 Gef. S 12.8 Cbzo39 
Der &halt an C'arbobcnzoxy(Cbzo) -Rest wurde ultraviolett-apektroskopisch bestimnit, 

\robei einc Molextiriktion \*on 212 bci 258 m y  zugrundegelegt wurde'). 
Bei Verwcodung von DiBthylforrnamid als Losungsmittel und einer Fkaktionszeit zur 

Anhydridbildung von 65 Min. wurde das symmetr i sche  Anhydr id  (Cbzo-Gly.Gly- 
CO),O erhnlten, Schmp. 158". Dessen Entstehung 1iUt sich durch Herabsetzen der Re- 
aktionszeit auf 5 Mm. vermeiden. 

C2,H260,K, (514.5) Ber. C 56.0 H 6.1 N 10.9 Cbzo 52 
Ckf. C 55.8 H 5.3 N 10.9 Cbzo 52 

C: G A : Die Abspaltung des C'arhobenzoxy-Rests aus dem Peptid wurde durch Hydro- 
penolyse mit Palladium-Mohr in Methanol-Eiwssig vorgenommen. Ausb. 93% d. Th.: 
Schmp. 216 117". 

C,H,,04K3 (203.2) Ber. N 20.7 Gef. iT 20.7 
Da dic HgdrogcnolyRe gegen Spurun von Kontaktgiften LuBerst empfindlich i v t .  ver- 

vendeten wir daneben such die Spaltung mit Phosphoniurnjodid in 80-proz. Essigsaure 
nach C. K. H a r r i n g t o n  und T. H. Meadlo). 

C ' b z o - G G A - M  nach  Goldschmidt j )  
5.6 g (0.01 Mol) A l a n i n - m e t h y l e s t e r - h ) d r o c h l o r i d  wurden in 70 ccm absol. 

PjTidin (ubcr KOH frisch destilliert) in der Hitze gclnst, auf 0" gekuhlt und untcr Huhren 
niit einem K P G - R h r  rnit 1.8 ccm (0.02 Mol) Phosphortrichlorid (uber 1)imethyl- 
anilin frisch destilliert) in 20 ccm Pyridin versetzt. Dann wurde ' I 2  SMe. bei Zimmer- 
temperatur geriihrt. Die triihe Losung klBrte sich nach Zugahe von 10.8 g Chzo-GG 
(0.04 Mol), gelost in 30 ccw Pyridin. I38 m r d e  dann 3 Stdn. auf dem siedenden Wasser- 
bad erhitzt, dabei fitrbte sich die Losung gelb-braun. Das P-widin d e  i. Vak. abde- 
et,iUiert, dcr sirupose Ruckatand in wenig Waeeer und vie1 Eeaigester'aufgenommen und 
loma1 mit je 100 ccrn Easigester ausgeschuttelt. Die Esaigesterldsung wurde gewaschen 
niit M'asscr, rerd. Salzsaure, Wasser, 10-proz. Xa.JO,-Losung und wiederum Waaser. 
Der Essigesterextrakt wurde rnit Katriumsulfat getrocknet und rnit Tierkhle cntfarbt. 
Nach dem Absaugen und Waschen rnit Essigester wurde das Filtrat eingeengt und mit 
Petrolather der Ester ,auFigefallt. Der Niederschlag wurde abgeaaugt, in abeol. Methanol 
gelost und mit absol. Ather ausgefallt. Der Ester fie1 kristallin aus. Au&. 74.5% d. Th.; 
Schmp. 97". C , , ~ I O , S s  (351.3) Ber. K 12.0 Gef. X 12.8 

GGA-M-HBr nach Anderson'): Die AbrpaltungdesCarbobonzoxy-Reete crfolgte 
mit In HBr in Eisessig bei 50''). 5.3 g (0.016 Mol) Cbzo-GGA-hl ,  in 45 ccrn I n  HBr 

10) Biochem. J. 29, 1604 [1935]. 
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in Eisessig gelost, wurdcn 25 Min. unter Schiitteln auf 50" erhitzt. Die Lijsung triibte 
sich und wurde rnit 270 ccm absol. Ather versetzt. Nach lstdg. Stehenlagsen in der Kiihl- 
truhe bei -15" wurde der Ather dekantiert und der Niederschlag mit frischem Ather 
durchgeschiittelt. Nach weiterem Stehenlassen in der Kiilte w u e e  der Niederschlag ab- 
gesaugt, zur Nachverestorung in 1 n methanol. HBr gelost, rnit Ather gefallt und wieder 
in die Kiihltruhe gestellt. Daraufhin wurde er aus Methanol-Ather umkristallisiert. Ausb. 
96% 11. Th.; Schmp. 176-178". Die Substanz war kristallin und chromatographisch 
einheitlich. 

C,H160,N,.HBr (298.1) 
GCA-M: 500mg G C A - M - H B r  wurdenin8ccm absol. Methanol gelost und auf O3 

gekiihlt. Zur Freisetzung des Eeters wurden nach E. Fischerl l )  0.98 ccm Natrium- 
methylat-Losung, 37.4 mg Na enthaltend, zugegeben. Die Losung wurde 'la Stde. 
in Eiswaseer geschiittelt. Danach wurde das Methanol i. Vak. abgedampft. 

3. Derive te  d e s  4 - P e p t i d s  

wie diu von Cbzo-GGA-M. Ausb. 42% d. Th.; Schmp. 166". 

Ber. N 14.1 Br 26.9 Gef. N 14.1 Br 27.0 

Dic Synthese  v o n  Cbzo-GGAG-M erfolgte nachder Phosphorazo-Methode, analog 

Cl,H2,0,N4 (408.4) Ber. N 13.7 Cbzo 33 Gef. N 13.6 Cbzo 34 
GGAG-M-HBr : Die Abspaltung des Cbzo-Rests erfolgte nach Anderson'), wie 

hei GCA-M-HBr beschrieben. Die Kristallisation verlief jedoch nicht 80 glatt. Beim 
Umkristallisieren wurde deshalb die methanol. Usung mit Kohlensiture-Schnee gekiihlt, 
vorsichtig rnit Ather ausgefallt und einen Tag im Kohlensiture-Schnee stehen gelctseen. 
DieRe Umfallung wurde rnehrmals wiederholt. Danach wurde der zuerst klebrige Sieder- 
schlag flockig und konnte abgesaugt werden. Die Substanz wurde mit Athcr gewaschen 
und danach eofort in den Vak.-Exsiccator gebracht, da sie sehr hygroskopisch war. Ausb. 
81 yo d. Th. chromatographisch einheitlicher Substanz. 

Cl,,Hl,0,N,~HJ3r (355.2) Ber. N 15.8 Br 22.5 Gef. N 14.9 Br 24.6 
G GA G- M : Die Freisetzung des Esters erfolgte mit Natriummethylat, wie bei GGA-M 

beschrieben. 

3. Der iva te  d e s  5 - P c p t i d s  
Die S y n t h e s e  v o n  Cbzo-GGAGG erfolgte nach Wielands), wie beim Cbzo- 

GGA beschrieben, aus Cbzo-GGA in Dioxan-Aceton (1:l) rnit T r i b u t y l a m i n  und 
Chlorameisensiiure-octylester und Glyc in-anhydr id  in Natronlauge. Ausb. 68y0 
d. Th.; Schmp. 192". 

C,,H,,O,N, (451.4) Ber. N 15.5 Cbzo 30 Gcf. N 15.4 Cbzo 29 
Cbzo-GGAGG-M: Die Losung von 4.5 g (0.01 Mol) Cbzo-GGAGG in 200 ccm 

Methanol und 20 ccm Waaser wurde rnit einer rither. %sung von D i a z o m e t h a n  aus 
14 g Nitrosomethylharnstoff bis zur bleibenden Gelbfiirbung versetzt, wobei bald Kri- 
stallisation eintrat. Nach 12stdg. Aufbewahren bei -15" wurden die Kristalle abgeseugt 
und mit Ather ausgewaschen. Ausb. 70% d. Th.; Schmp. 200". 

C,,H,,O,N, (465.6) Ber. N 15.1 Cbzo 29 Gef. N 14.7 Cbzo 27 
GGA GG-M- H B r  : Die Abspaltung des Cbzo-Resta erfolgte, wie beim GGAG-M-HBr 

beschrieben. Die Substanz war sehr hygroekopiach. Ausb. 82% d. Th. chromatographisch 
ninheitlicher Substanz. 

C1,H,,O6N5-HBr (412.3) Ber. N 17.0 Br 19.4 Gef. N 15.6 Br 20.2 

4. D e r i v a t e  d e s  6 - P e p t i d s  

aus Chzo-GGA und GGA durchgefiihrt. Ausb. 25.4% d. Th.; Schmp. 214'. 
D i e  S y n t h e s e  v o n  Cbzo-GGAGGA wurde, wiebei Cbzo-GGAGG beschrieben, 

C,H,O,NI (522.5) Ber. N16.1 Cbm26 Gef. N15.9 Cbm27 
Cbzo-GGAGGA-M: Die Veresterung erfolgte, wie bei Cbzo-GGAGG-M beschrieben. 

Ausb. 87% d. Th.; Bchmp. 178O. 
C,H,,0,N6 (536.6) Ber. N 16.7 Gef. N 15.6 

11) Ber. dtsch. chem. Gee. 89, 463, 2893 [1906]. 
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GGAGGA-M-HBr : Der Chzo-Rest wurde, wie beim GGAG-M-HBr beschrieben, 
abgespalten. Die Subetanz war ebenfalls hygroskopiech. Ausb. 78% d. Theorie. 

C,5~B0,N,*HBr (483.3) Ber. K 17.4 Gef. N 16.8 

5. D e r i v a t e  d e s  7 - P e p t i d a  
Die S y n t h e s e  v o n  Cbzo-GGAGGAG erfolgte, wie beim Cbzo-GGA beschrieben, 

aus Cbzo-GGAGG in Diiithylformamid mit T r i b u t y l a m i n  und Chlorameisen-  
s i iu re-oc ty les te r  und Alanylglycin in Natronlauge. Die Reaktionszeit fiir die An- 
hydridbildung betrug 15 &fin.; Ausb. 36% d. Th.; Schmp. 203". 

C,&301$7 (579.6) Ber. N 16.9 Cbzo 23 Gef. N 16.7 Cbzo 23 
Cbzo-GGAGGAG-M: Die Veresterung wurde, wie beim Cbzo-GGAGG-M be- 

schrieben, durchgefiihrt. Ausb. 71% d. Th.; Schmp. 238". 
Ber. N 16.5 Cbzo 23 

G G A G G A G - M - H B r :  Die Abspaltung des Cbzo-Rests erfolgte, wie beim GGAG- 
M-HBr beschriebon. Die Substanz war hygroskopisch und schlecht liklich in Methanol. 
Chromatographisch war sie nicht ganz einheitlich. Mit dcr Chlormethode wurde ein Fleck 
gefunden, der nicht geklgrt werden konnte. Es hendelte sich weder um eine Carbobenz- 
oxy-Verbindung, nochum ein Diketopiperazin, noch um GGA-M-HBr. Aueb. 72% d. Th.; 
Schmp. 128" (Zen.). 

C26&,010N, (693.6) Gef. N 15.9 Cbzo 21 

C,,H,O,N,*HBr (540.4) 

6. D e r i v a t e  d e s  8 - P e p t i d s  

CQAGG und A G G hergestellt. Ausb. 24% d. Th. ; Schmp. 206". 

Bar. N 18.2 Br 14.8 Gef. N 16.4 Br 19.3 

C b z o - G G A G G A G G wurde, wie bei Cbzo-GGAGGAG beschrieben, aus C b z o - 
C,,H3,0,,N8 (636.6) Ber. N 17.6 Cbzo 21 Gef. N 1'7.7 Cbzo 19 

Cbzo-GGAGGAGG-M: Die Veresterung erfolgte, wie bei Cbzo-GGAGG-M be- 
schrieben. Ausb. 83% d. Th.; Schmp. 240". 

C27&OllN8 (650.6) Ber. N 17.2 Cbzo 21 
G G A G G A G G - M - H B r :  Der Cbzo-Rest wurde, analog wie beim GGAG-M-HBr be- 

schrieben, abgespalten. Die Substanz war hygroskopisch. Ausb. 80% d. Th. chromato- 
graphisch nicht ganz einheitlicher Substanz. 

C,,H,0,S8*HBr (597.4) 

Gef. N 17.0 Cbzo 19 

Ber. N 18.8 Br 13.4 Gef. N 17.6 Br 13.7 

Tafel 4. H,-Werte der Ausgangs-  u n d  Vcrgle ichssubs tanzen  i n  B u t a n o l -  
P y r i d i n -  Wasser  

0.74 
- 
0.46 
0.46 
0.40 
0.35 

Kettengliederzahl 

0.60 
0.42 
0.34 
0.37 
0.22 
0.22 

3 GGA .................... 
4 GGAG ................... 
6 GGAGG ................. 
6 GGAGGA ................ 
7 GGAGGAG. ............. 
8 GGAGGAGG ............ 
2 Diketopiperazine (AG) 0.64 

(GG) 0.38 

Cbzo-Ester 

0.97 
. 0.93 

0.88 
0.91 
0.75 
0.72 

7. Dare te l lung  der D N P - D e r i v a t e  
D N P - P e p t i d m e t h y l e s t e r  : Umeetzung: 1 Mol. Peptideuter-hydrobmmid + 1 Mol. 

&(OH), + 3 Moll. Dinitrofluorbenzol. 
Die Lijaung von 0.3 mMol P e p t i d e s t e r - h y d r o b r o m i d  in 2 ccm Methanol wurde 

unter Eiskiihlung mit 0.9 d o 1  Dini t rof luorbenzol ,  geliiet in 2 ccm Methanol, und 
8.3 d o 1  Ca(OH), und 2 ccm Waeser 2 Stdn. bei 0' geechuttelt. AnachlieDend wurde 
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der ausgefallene gelbe DNP-Ester in 100 ccm Methanol gelost, von den Ca-Salzen ah- 
geaaugt und das Filtrat i. Vak. eingeengt. Der Ester wurde mit Ather ausgefallt, abgeaeugt 
und mit Ather ausgewaschen. Anschliellend wurde der Ester mit Essigester und W m r  
geschiittelt, die Losung mehrmals mit Essigester ausgezogen und mit Natriumsulfat ge- 
trocknet. Dann wurde ahgesaugt und die Essigesterliisung eingeengt. Auf Zusatz von 
wen$ Petrolather trat die Kristallisation ein. Die hohercn DNP-Peptidester, von 5 Amino- 
sauren an aufwarts, waran in Essigester nicht mehr loslich. Die Reinigung erfolgte dumh 
Umkristallisieren aus Methanol-dither. Die Loslichkeitseigenschafkn der Peptidesbr- 
hydrobromide sind leider die gleichen wie die der DNP-Peptidester. 

Ausbeuten, Analysenwerte, Schmelzpunkte, RF-Werte und die im Infrarot bestimrx1t.e 
Kettengliederzahl zeigt Tafel 5. Die N-Bestimmung in den DKP-Substanzen fallt immw 
etaas  zu nieder aus. 

D N P - P e p t i d e :  Umsctzung: 1 Mol. Peptidester-hydrobromid + 3//p Moll. Ca(OH), k 
3. Moll. Dinitrofluorbenzol. 

Die Lijsung von 0.3 mMol P e p t i d e s t e r - h y d r o b r o m i d  in 2 ccm Methanol ~ K I C  
zur Verseifung mit 0.45 mMol Ca(OH), und 2 ccm Wasscr 4 Stdn. bei Zimmertemperatur 
geschuttelt. Danach wurde unter Kiihlung mit Eiswasmr 0.9 mMol Din i t rof luorben-  
201, geliist in 2 ccm Methanol, zugegeben und 2 Stdn. bci Zimmertemperatur geschiittclt. 
Durch Zusutz von 200 crm Methanol und 20 ccm Wasser ging der. gelbe Niederschlag 
i i i  Losung. Von ungelostcn Ca-Salzen wurde abfltriert, das Methanol i. Vak. abgedampft, 
die waRr. Losung dreim:il ausgeathert, i. Yak, oder durch Gefiiertrocknung eingeengt, 
mit. Methanol versetzt wid rnit dither gefallt. D e r  gelbe Niederschlag wurde abfiltriert 
und mit Ather ausgewaschen. Falls die Substanz noch nicht rein war (freies Peptid 
enthielt), wurde sie durch Papierchromatographie gereinigt, niit Waaer  eluiert: ge- 
friergetrocknet, mit 0.5 ccm Wasser und 2 ccm Methanol in Losung gebracht und rnit Athw 
ausgefallt. Ausbeuten, Schmelzpunkte, Analysenwertc nnd R,-Werte zeigt Tafel 5. 

DKP-GGA wardo nnch der Sanger-Methode in XeHCO, umgesetzt und niit Essig- 
cster extrahiert. 

Ta.fel 5. Char  a k t e r i si c r un g d e  r D N P - P e p  t i d m c t h y le  s t e r u n d D N P - P e p  t id e 

Vcrbindung 

DSP-GCi-4-M ...... 
UXP-GGAG-M ..... 
IIKP-CGAGG-M.. .. 
DSP-GGAGGA-M . . 
DNP-GGAGGAG-M. 
DW-OGAGGAGG-M 

~ 

DNP-GG .......... 
JISP-GGA ......... 
DXP- G GAG: ....... 
DNP-GGAGG . . . . .  
DSP-GGAGGA . . . .  
DNP-GGAGGAG . . 
DSP-GGAGGAGG . 

64 
69 
82 
85 
70 

87 
- 

7, = durch Infrarotnirsunp erhaltene 2; 
Uutanol-Essi$sLun~. 

204 119.7 
- 20.0 
- 20.6 

19.7 
20.3 

gef. 

15.8 
17.7 
17.4 
18.1 
14.6 
17.9 

- 

18.5 
18.4 
17.0 
18.6 
17.1 
18.8 
18.5 

ier Aminosiiurereste. 1 

I)NP 

;-Py-W - BI 

I 

Z 

2.9 
4.5 
5.8 
6.2 
7.8 
7.8 

1.7 
2.7 
4.6 
5.3 
6.3 
7.8 
8.5 
nol-I 

- 

- 

RF 
'Ut-Py-W 

0.88 
0.86 
0.82 
0.81 
0.79 
0.81 

0.59 
0.59 
0.56 
0.55 
0.48 
0.44 
0.39 

ht-EstriKs 

0.78 
0.70 
0.64 
0.59 
0.53 
0.5 I 

0.75 
0.70 
0.55 
0.52 
0.4H 
0.38 
0.25 

,idiu-Wasser. But-Esaigs ~ 

l3. D u r c h f u h r u n g  d e r  K o n d e n s a t i o n  
0.3 inMol P e p t i d e s t e r  wurden in demselben Kolben, in dem sie freigesetzt worden 

naren, zur Kondensation in einen Vakuumtrockenschrank gebracht und bei 10-2 Torr 
1.5 Stdn. auf 110' erhitzt. Danach wurde das gelblich bis rotbraun gefiirbte K o n d e w -  
tionsprodukt in 2 ccm Methanol und 2 ccm Wasser geliist. Zum Verseifen wurden 0.3 
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mMol Ca( OH), zugegeben und bei Zimmertemperatur 4 Stdn. geschiittelt. AnschlieBend 
w i d e n  0.9 mMol Din i t rof luorbenzol  in 2 ccm Methanol zugefiigt und 1 Stde. bei 
Zinimertemperatur geschiittelt (Umsetzung: 1 5201. Peptidester -!- 1 Mol. Ca(OH), + 
3 Moll. Dinitrofluorbenzol). Der gelbe Niederschlag wurde in 150 ccm Methanol und 50 
ccm Wasser gelost und vom wenigen Ungelosten (Ca-Selze) ab6ltriert. Das Methanol 
wiirde i. Vak. abgedampft und die wiLBr. Losung dreimal ausgeathert. Aus der wiiDr. Lo- 
sung wurden die Atherspuren durch Einengen i. Vak. entfernt und die Liisung der Gefrier- 
t.rocknung unterworfen. Das DXP-Peptidgemisch wurde so ctls gelbes Pulrer crhalkn. 

Etwa 50 mg der DNP-Peptide wurden auf einem Bogen Schleicher & Schiill-Papier 
2043 a, 60 x 58 cm, aufgetragen und absteigend chromatographiert. Fur die niederen 
Peptide eignet sich das System nach Partridge (Butanol-Ei~eaig-Wasser 40: 10:50) ctni 
bcsten, fur die hoheren wurde Butanol-Pyridin-Wasser (66: 35:65) verwendet. Zur Tren- 
nung der hoheren Peptide empfiehlt es sich, das Lijsungsmittel uber den Papierrand ab- 
tropfen zu lassen. Die Identifizierung der einzelnen Banden wurde durch Vcrgleichs- 
substanzen, die auf demselben Bogen mitliefen, erleichtert.. T;m die Ergebniese festxu- 
halten, wurden von den Chromatogrammen Kontaktabziige hergestellt. Hienu wurde 
cine 80-Watt- Quecksilber-Lampe und Agepe-Papier benutzt. 

Die Bestimmung der Kettenliinge durch Meeaung der hfrarotabsorption nach S c  hied t 
und Restlee) wird leicht durch Verunreinigungen gestort. Es darf daher in diesem Fall 
nur ein Papier verwendet werden, das vorher mit Wasser ausgewaschen wurde; solches 
Papier kann auch kriuflich bezogen werden. Die Elution der Banden erfolgte in diesem 
Fall mit aqua bidest., das durch vorheriges Auskochen v o b t h d i g  von CO, befreit wurde. 
Das Eluat wurde nach Zusatz von 350 mg KBr gefriergetrocknet, zu Tabletten gepreBt 
urid ini Infrarot vermessen. Die Meswngen stimmten stets gut mit den zu erwartenden 
\ \ ' ehn  iiberein, auBer wcnn die Konzentration der DNP-Peptide zu gering war; dann 
niachten sich die unvermcidlichen Verunrcinigungen stiirend bemerkbar. 

Zur Bestimmung der Ausbeute wurden die einzelnen Banden rnit Wasser oder Me- 
t hanol eluiert und die Extinktion im Beckman-Spektralphotometer bestimmt. Fur die 
Molextinktion des DXP-Restes wurdc ein Wert von 14500 bei 360 mp zugrunde gelegt 
und an Hand der bekannten Kettenlange die Ausbeute an den einzelnen Banden in Pro- 
zcmten der Gcsamtmenge an DNP-Derivaten berechnet. 

Kontrollvcrsuche mit reinen DNP-Verbindungen zeipten, daB diese hei Behandlung 
n i t  Ca(OH),, NaOH und NaHCO, spurenweiee zu hoheren DKP-Verbindungen konden- 
sieren. Wahrscheinlich reagiert die substituierte Aminogruppe unmittelbar rnit der Ester- 
gruppe, denn wenn man die Peptidester erst rnit Alkali behandelt und dann unter Ver- 
iiieidung eines bLberschusses von &(OH), mit Dinitrofluorbenzol umsetzt,, erhalt, man 
keine Kondensation. Der durch die Kondensation der DNP-Peptide verursachte Fehler 
kann jedoch auf jeden Fall vernachliissigt werden. Auf dem Chromatogramm finden sich 
wegen der unvollstiindigen Verseifung des Ausgangsgemisches auBer den DNP-Peptiden 
auch noch spurenweise DNP-Peptidester. 

Um auch die Anwesenheit anderer ungefhbter Substanzen zu priifen, wurden die 
C'hromatogramme zusiitzlich noch nach der Chlormethode von H. N. R y d o n  und P. W. G. 
Hmithu)  untersucht. Hierbei 'werden alle Substanzen sichtbar, die eine CO-NH-Grup- 
pierung enthalten, z. B. Diketopiperazinb und substituierte Peptide. Die Priifung der 
Substanzen mit frcier Aminogruppe erfolgte aul3erdem durch die iibliche Bespruhung 
niit Ninhydrin (0.1-proz. =sung). Diese hiifungen sind vor allem wichtig, um die Zu- 
7-erliissigkeit der W e r b  bei der Infrarotmessung zu kontrollieren. Falls die gelben DNP- 
Handen noch mit Ninhydrin oder bei der Chlormethde reagierten, wurden sie rechro- 
niatographiert. Zur Entfernung der ninhydrin- und chlor-positiven Substanzen eignet 
sich besonders gut das System Isoamylalkohol-Phenol-Waeeer (1 : 1 : 1, Ammoniak statio- 
niir 0.1%) und das System Phenol-Wasser (80:20). Um das bei der Infrarotmessung 
stomnde Phenol zu entfernen, ist allerdings eine nochmalige Chromatographie in Butanol- 
I'pidin-Wasser notwendig. 

1 2 )  Nature [London] 169, 922 [1952]. 


