
Ein Beitrag zur Konstitutionsermitt lung von Peptiden 11. 

V. M i t t e i l u n g  i i b e r  P e p t i d e  2. 

Von 

F. Wessely,  K. Schliigl und  G. Korger .  

Aus dem I I .  Chemischen Laborator ium der UniversiSgt Wien. 

(Eingehzngt am 11. Juni  1952. Korgelegt in der Sitzung an, 19. Juni  1952.) 

Die Kons t i tu~ ionsbes t immung  yon Pep t iden ,  d . h .  die F e s t s t e l ! u n g  
der Reihenfolge der  Aminos/s i s t  ffir die chemische  S t ruk tu rbes t im-  
mung  der  EiweiBstoffe yon groBer  Bedeutung .  Besonders  in jf ingerer 
Zeit  wurden  mehrere  Arbe i t en  dieser F rage  gewidmet  a, 4:. 

Obwohl  dieses P rob lem durch  die En twiek lung  der  Papierver te i lungs-  
ch romatograph ic  in vielen F/~llen eine wei tgehende L6sung erfahren ha t  4, 
besi tzen auch andere  Methoden  - -  besonders  als Erggnzung  und  in Ver- 
b indung  mi t  dieser Arbei tsweise  - -  zweifellos noch bedeutendes  Interesse.  
Die meis ten  dera r t igen  Methoden  laufen da rauf  hinaus,  die Aminosgure 5 

eines Pep t ides  chemisch zu mark ie ren  und  nach  Hydro ly se  des Pep t ides  
die so gekennzeichnete  Aminos/~ure zu isolieren und  zu identif izieren.  
Bis auf  t i n  wohl  nur  sel ten anwendbares  Verfahren  - -  Schmelzen eines 
Tr ipep t ides  mi t  f l -Naph tho l  und  Abspa l tung  yon  2 Aminosguren  als 
Dioxopiperaz in  6 - -  war  es bisher  immer  n u t  mSghch,  eine Aminosi iure  
aus einem P e p t i d  abzuspa l t en  3, a. 

Uns  is t  es nun  gelungen, in einem einfachen Arbe i t sgang  die Amino-  

s'~ure und  die ihr  benachbar t e  als I - Iydantoin abzuspal ten .  Hierf iber  
soll im folgenden ber ich te t  werden:  

1 Vorl/~ufige Mi~tlg. : Nature (London) 169, 708 (1952). 
2 4. Mittlg. : K .  SchlSgl, F.  Wessely und G. Korger, Mh. Chem. 83, 845 (1952). 
a Zusammenfassende Ubersicht  bis 1945: S. W. Fox, Adv. Prote in  Chem. 

I[, 155 (t945). 
4 1945 bis 1951: K. SchlSgt, Osterr. Chem.-Z~g., im Druek. 
5 Naeh einem .Vorschlag yon S. W. Fox, loc. cir., wollen wir die Axnino- 

sKure, die die freie Aminogruppe eines Peptides trfigt, als Aminos~ure, die 
mi t  der freien Carboxylgruppe als Aminosdure bezeichnen. 

6 N.  Lichtenste4n, J. Amer. chem. Soc. 60, 560 (1938). 
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E.  F i s c h e r  h a t t e  i m  Zuge se iner  S t u d i e n  f iber  P e p t i d s y n t h e s e n  dt t rch  
K u p p l u n g  v o n  N - C a r b i i t h o x y - a m i n o s ~ u r e - c h l o r i d e n  m i t  A m i n o s ~ u r e n  u n d  
P e p t i d e n  N - C a r b ~ t h o x y - p e p t i d e  darges te l l t .  D u r c h  a lka l i sche  Verse i fung  
hof f te  er  f iber  die u n b e s t ~ n d i g e n  P e p t i d - N - c a r b o n s ~ u r e n  d u t c h  CO~-Abspal- 
t u n g  ztt d e n  f re ien  P e p t i d e n  zu  ge langen .  Diese  H o f f n u n g  erfiiIlte s ich j edoch  
n i c h t  ; w ide r  E r w a r t e n  ve rb l i eb  e in  Mol COs i m  Molekfil  t rod Fischer n a h m  an,  
d a b  es s ich uIn  d i e  f re ien  P e p t i d - N - c a r b o n s i i u r e n  hande l t e .  D u r c h  V e r e s t e r n  
d ieser  V e r b i n d u n g e n  ge lang te  m a n  abe r  n i c h t  wieder  zu  den  N-Carb / i t hoxy-  
p e p t i d e s t e r n ,  y o n  d e n e n  m a n  aus gegangen  war ,  s o n d e r n  e rh ie l t  y o n  d iesen  
ve r s ch i edene  Es te r ,  die Fischer als V e r b i n d u n g e n  der  f l-Reihe beze ichne te .  
Die  bes t i i nd igen  , , P e p t i d - N - c a r b o n s ~ u r e n "  so l l ten  s ich - -  u n d  ana log  al le  
D e r i v a t e  de r  fl-l=~eihe - -  izon den  n o r m a l e n  cr  die Enol i -  
s i e rung  der  P e p t i d b i n d u n g  un t e r s che iden .  D a m i t  wurde  a u c h  die Stabil i t t~t  
de r  N-Carbons /~uren  erkl~r t .  

H.  Leuchs befal3te s ich in  m e h r e r e n  A r b e i t e n  s m i t  so lchen  , ,Pep t id -N-  
ca rbons /~uren"  y o n  Glycin-  u n d  N - P h e n y l - g l y c i n - p e p t i d e n  u n d  erkl/~rte 
die Verh~ l tn i s se  ebenso  wie Fischer d u r c h  Eno l i s i e rung  der  der  A m i n o s ~ u r e  
b e n a e h b a r t e n  P e p t i d b i n d u n g .  I n  m a n c h e n  F~ l l en  k o n n t c  er die , ,Pep t id -N-  
ca rbons /~uren"  nichL als solehe fassen,  s o n d e r n  n u r  als sog. , , L a c t o n s ~ u r c n "  (I), 
die d u r c h  i n t r a m o l e k u l a r e  W a s s e r a b s p a l t u n g  zwischen  de r  N - C a r b o x y l g r u p p e  
u n d  der  eno l i s ie r ten  P e p t i d b i n d u n g  e n t s t a n d e n  sein soll ten.  Leuchs d i s k u t i e r t  
zwar  die M6gl ichke i t  e iner  H y d a n t o i n s t r u k t u r ,  l e h n t  diese abe r  ohne  A n g a b e  
y o n  Beweisen  ab.  

C ~ H s - - N - - C H ~ - - C = N - - C H ~ - - C 0 0 H  C H ~ - - C = N - - C H ~ - - C 0 0 H  
I 

............ I . . . . . . . .  H~O \ o  
c o o ! ~  ....... p H ~  ~ / 

N CO 
I 

C~H s I 

I n  m e h r e r e n  A r b e i t e n  k o n n t e  e iner  yon  uns  (F. W . )  9 e indeu t ig  beweisen,  
da~  es s ich be i  der  y o n  Fischer  b e s c h r i e b e n e n  , ,Glycyl -g]yc in-N-carbon-  
s a u r e "  u m  das  Carbonyl-bis ' -g lycin  I I I  h a n d e l t .  Das  Schema ,  das  ffir den  
Ver lau f  der  a lka l i schen  Verse i fung  des Ca rb~ thoxyd ig lyc in s  aufges te l l t  w o r d e n  
wa r  u n d  das  d a n n  a u c h  ffir die a n d e r e n  C a r b a l k o x y p e p t i d e  ~ls gfiltig e r k a n n t  
wurde,  wa r  folgendes-  

2 N a O H  
C 2 H s 0 - - C O - - N ~ - - C H 2 - - C 0 - - N H - - C H ~ - - C 0 0 H  

- - C ~ H s O H  

C t t 2 - - C O  H +  N t I - - C H ~ - - C O O H  
[ \ ~ - -  / 

N - - C H ~ - - C 0 0 H  CO 
I / o ~ -  \ 

N H - - C 0  I I  - - - ~  N H - - C H ~ - - C 0 0 H  
I I I  

7 Ber.  d t sch ,  chem.  Ges. 86, 2094 (1903). 
s H .  Leuchs u n d  W. Manasse ,  Ber.  d tsch ,  chem.  Ges. 46, 3235 (1907). - -  

H.  Leuchs u n d  F .  B.  L a  Forge, e b e n d a  41, 2586 (1908). - -  H .  Leuchs u n d  
P .  Sander,  e b e n d a  58, 1528 (1925). 

9 F .  Wessely  u n d  E.  K e m m ,  Hoppe -Sey l e r s  Z. phys io l .  Chem.  174, 306 
(1928). - -  F .  Wessely,  E .  K e m m  u n d  J .  Mayer ,  e b e n d a  180, 64 (1929). - -  
F.  Wessely  u n d  J .  M a y e r ,  Mh. Chem. 50, 439 (1928). 
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Es handelt  sich dabei also um einen intermedigren Riflgschlul3 dureh Alko- 
holabspaltung zum Hydantoin  I I ;  dieses ist in alkalischem Medium unbe- 
stgndig und spaltet zur Carb0nyl-bis-aminos~iure I I I  auf, die durch Sgure- 
behandlung wieder in das I-Iydantoin I I  fibergefiihrt werden k a n n .  Als end- 
giiltigen Beweis fiir diese Formulierung wurde die alkatische Verseifung yon 
N-Carbomethoxy-glycyl-alanin und N-Carbomethoxy-alanyl-glycin dureh- 
geffihrt, wobei die gleiehen 2basisehen Siiuren entstanden, die somit als 
Carbonyl-(glycin)-(alanin) 1~ zu formulieren sind. Es war damit der Beweis 
erbraeht, daI3 die bei alkaliseher Verseifung von Carbalkoxy-dipeptiden ent- 
stehenden 2basischen Sguren Carbonyl-bis-aminosiiuren und nicht ,,Peptid- 
N-Carbons~,uren" darstellen. Das anfgnglich hypothetische Zwischenglied I I  
konnte in neuerer Zeit in drei F~illen n bei der Behandlung von Cbzo-dipeptid- 
estern mit  NH3, wobei der Hydantoinr ing noch nicht aufgespaltpn wird, eben- 
falls gefal3t werden, womit obiges Reaktionsschema zur G~nze gesichert ist. 

Diese Reakt ion  schien uns n u n  zum Abbau  yon Pep t iden  sehr geeignet, 
da sie es erm6glichen mu~te,  die A m i n o s ~ u r e  u n d  die ihr  benachbar te  
eines Peptides in  einfacher Weise als H y d a n t o i n  abzuspal ten.  

Das Pr inzip der neuen Methode sei an I-land eines Tripeptides er tguter t :  

R 1 R 2 ~t~ 
I ; I ~ I 

N H ~ - - C H - - C O ~ N H - - C H - - C O - - N H - - C H - - C O O H  --~ 

1 2 3 

R 1 R 2 Ra 
] E J 

--~ RO--C O - - N H - - C  H - - C O - - N H - - C H - - C O - - I ~ H - - C  H- -COOH 

IV (R : CHa, C2H 5, CnHsCH~) 

2 Mol Alkali 
IV 

--iH--CO R2 R3 ] \ 1 I 
N - - C H - - C O - - N H - - C H - - C O O H  -~ 

/ 
L NH--CO V 

R2 R 3 
L ] 

N H - - C H - - C O - - N I - I - - C H - - C O D H  
/ 

-~ CO 
\ 

N H - - C H - - C O O H  
F 

R1 

VI 

10 Zur abgekiirzten Benennung yon Harnstoffen der Formel I I I  bzw. VI 
schlagen wir die Bezeichnung Carbonyl-aminosauren (z. B. Carbonyt-(glyein)- 
(alanin), kurz : Gly-CO-Ala) bzw. Carbonyl-aminosiiure-peptide (z. B. 
Carbonyl-(glycin)-(glycyl-alanin), kurz: Gly-CO-Gly-Ala) vor. Diese Be- 
zeichnungen haben wir schon friiher [Mh. Chem. 83, 493 (1952)] verwendet. 

11 ] .  S.  tPruton mid M .  Bergmann, J. biol. Chem. 145, 253 (1942). - -  
C. A .  Dekker, S.  P .  Taylor und J .  S.  Fruton, ebenda 180, 155 (1949). 
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RI--CI-I--C0 lq2 R3 
\ I I 

N--CII--C00I-I + IN/II2--CI-I--COOH 
/ 

NI-I--CO VII HC1 (1:1) / 
VI ~ oder 

R~--CH--CO RI R~ 
l \ I ] 

N--CH--COOH q- NH2--CI-I--COOI-I 
/ 

NI-I--CO VII I  

R I R~ 
V I I \  IKydrolyse [ I 

2 ~ NH2--CH--COOH q- NH2--CH--COOH 
/ 

VII I  

Das Peptid w i rd  in fiblicher Weise in sein Carbalkoxy-derivat IV 
fibergeffihrt. Dieses liefert beim Erw/Lrmen mit 2 Mol Alkali fiber die 
intermedi~r entstehende Verbindung V (solche Verbindungem wurden 
yon uns als Hydantoinpeptide bezeichnet und in grbBerer Zahl darge- 
stellt 12) das Carbonyl-aminosgure-peptid V I .  VI  spaltet bei Behandlung 
mit  HC1 in der Siedehitze glatt  ein substituiertes Hydantoin  (VII oder 
VI I I )  ab, das sich aus den Aminos/~uren 1 und 2 aufbaut. Dieses kann yon 
tier Aminosgure 3 durch ~therextrakt ion leicht abgetrennt werden. 
Energisehe Hydrolyse des Hydantoins und anschlieBend e Papierchromato- 
graphie ergibt die Aminos/~uren 1 und 2, w/~hrend 3 sich in der vom Hyd-  
antoin befreiten W~Br. L6sung befindet nnd ebenfalls papierchromato- 
graphisch identifiziert werden kann. 

Leider l~f]t sich fiber die Konsti tution des Hydantoins,  das bei der 
S/iurebehandlung yon VI  entsteht, im vornherein nichts Sicheres aus- 
sagen (VII oder VIII ) ,  da, wie weiter unten n~her ausgeffihrt wei~den 
wird, diese im wesentliehen yon der GrbBe der l~este R 1 und 1~ 2 abh/ingt, 
die yon Peptid zu Pel0tid " variiert. 

O~ ~ uns ngmlich mit  der im iolgenden zu besprechenden l~ethode 
gelang, d ieKons t i tu t ion  eines aus zwei versehiedenen Aminos~uren auf- 
gebauten t tydantoins zu ermitteln, kSnnte man, wenn der RingsehluB 
zum Hydantoin  immer nur in einer Riehtung, etwa VI naeh VI I  erfolgen 
wfirde, wie dies in den yon uns bisher untersuehten Be ispielen der Fall 
war, gleiehzeitig mit  der Bestimmung der Aminos/~uren 1 und 2 aueh die 
Feststeltung trei feh,  welehe der beiden die Aminos~ure  des Peptides 
darstellt. 

Diese Methode zur Konsti tutionsbestimmung eines Hydantoins sei 
am Beispiel der 5-Benzyl-hydantoin-3-essigsgure I X  erl~tutert, die aus 
Phenylalanin und Glyein aufgebaut ist. Wird das S/iurechlorid X, das 

1~ K.  Schl6gl, F.  Wessely und G. Korger, Mh. Chem. 83, 493 (1952). 
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mit Thionylchlorid leicht erh/~ltlich ist, der l~eduktion mit NaBH 4 unter- 
worfen, so entsteht der Hydantoinalkohol X112. Dieser wird hydrolysiert, 
dem Hydrolysat der Aminoalkohol - -  im vorliegenden Fall Colamin - -  
durch ~therextraktion entzogen und die unver/~nderte Aminos~ure 
(Phenylalanin) papierchromatographisch identifiziert - -  w/~hrend Glycin 
fehlt. 

C6HsCH~--CH--CO 
IX : R = OH 

N--CH~--CO--I~ 
/ X : R = C 1  

NI t - -CO 

C6H~CH~--CH--CO 
NaBtt4 

X * N--C H ~--C I-I2OI-I 
/ 

NH~CO 
XI 

I 
Hydrolyse 

$ 
NH~--CH--COOH + NH~--CH2CH~OH 

[ 
CI-I2C6H 5 

NaBH a wurde als Reduktionsmittel deshalb gew~hlt, weft LiA1H a schon 
unter milden Bedingungen aueh den Hydantoinring unter Reduktion 
zumlndest einer CO-Gruppe angreift, wie I. J. Willc und W. J. Close 1~ 
zeigen konnten. Tats~chlich ffihrte aueh in unserem Fall l~eduktion mit 
LiA1H 4 sowohl des Hydantoins IX, als auch des entsprechenden Esters 
nich~ zum Ziel. Ebensowenig war  ffir unseren Zweck, also die Konsti- 
tutionsermittlung eines Hyd~ntoins, Oxydation mit Bleitetraacetat 
oder mit Hypobromit erfolgreich. 

Die neue Methode zur Besgimmung der Aminos~ure und der ihr 
benachbarten wurde zuerst am Diglycyl-glycin erprobt. Wit erhitzten 
die yon Fischer,  beschriebene it ,Diglycyl-glycin-N-carbons~ure", VI 
(R 1 = R2 = R a = H), die auch V. Cerchez 15 noch als solche anspricht, 
mit Salzsi~ure (1 : 1) 2 Stdn., dampften im Vak. zur Trocken% nahmen 
den Riickstand in Wasser auf und extrahierten mi$ Ather. Dabei erhielten 
wi r in  75~ .Ausbeute die Hydantoin-3-essigs~ure II .  Damit war auch 
der endgfiltige Beweis erbracht, dab es sich bei dem Fischerschen Produkt 
nicht  urn die ,Diglycyl-glycin-N-carbons~ure", sondern u m  das Car- 
bonyl-(glycin)-(glycyl-glycin) (Gly-CO-Gly-Gly) handelt, da nur aus 
diesem bei der ttydrolyse die Hydantoin-3-essigs/~ure entstehen kann. 

la j .  Org. Chem. 15, 1020 (1950). 
la Ber. dtsch. Chem. Ges. 86, 2094 (1903). 
15 Bull. Soc. chim. France (4) 49, 324 (1931). 
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Das abgespaltene Glyein (Aminos/~ure 3) befand sigh in der extra- 
hierten waSr. Sehieht und konnte loapierehromatographiseh identifiziert 
werden. 

Es ist also - -  auch im Hinblick auf die Ergebnisse bei den anderen 
yon uns untersuehten Peptiden - -  als sieher anzunehmen, dag es sieh 
bei allen in der/ilteren Literatur  besehriebenen ,,Peptid-N-earbonsauren ''16 
um Carbonyl-aminos~ure-peptide der allgemeinen Formel VI  bzw. um 
Carbonyl-bisaminosiiuren (bei Dipeptid-N-earbons~uren) handelt. 

Als naehstes Beispiel w~hlten wit das DL-Leueyl-glyeyl-DL-phenyl- 
alanin, 'Welches infolge der 3 versehiedenen am Aufbau beteiligten Amino- 
sii~ren als besonders geeignet sehien, den neuen Abbau zu studieren. 

Das Peptid wurde naeh H .  Leuchs  und U. S u z u k i  dargestellt 17. Die 
Gewinnung der nieht besehriebenen N~Carbathoxyverbindung verlief 
ohne Sehwierigkeiten. Dutch 3stiindiges Erhitzen mit  2 Mol Alkali 
erzielten wir die Umlagerung zum Carbonyl-(leuein)-(glyeyl-phenyl- 
alanin) X I I  (Leu-CO-Gly-Phe), das roll dutch ~quivalentsgewiehts- 
bestimmung identifiziert wurde. Es gelang abet aueh, dureh einmaliges 
UmlSsen aus Wasser, wobei nut  kurz erhitzt wurde, die Verbindung 
analysenrein zu erhalten. Beim 5fteren Uml6sen aus Wasser und besonders 
beim l~Lngeren Erhitzen der wgSr. L6sung iinderten sieh die Analysen- 
werte, was dutch partiellen gingsehlul3 zum Hydantoinpept id X I I I  zu 
erklaren ist. 

Beim Behandeln yon X I I  mit  HC1 in der Hitze erhielten wit das 
Hydantoin  XV, das sieh iniolge seiner sehleehten Wasserl6sliehkeit 
leieht abtrennen lieB, w~hrend die w~Br. Mutterlauge das Phenylalanin 
enthielt, das papierehromatographiseh rein, d. h. frei yon Glyein und 
Lenein war. 

Es waren zun~iehst die beiden m6gliehen Hydantoine XV und X V I I  
zu erwarten. Auf Grund der Leuchssehen  Versuehe s sowie der Tatsaehe, 
dag Carbonyl-bisaminoverbindungen in saurer L6sung leieht die ent- 
spreehenden Hydantoine liefern is, sehien es wahrseheinlieh, dab unter 
dem Einflug der H-Ionen zun~iehst RingsehluB zum I- Iydantoinpept idXtII  
erfolgt, das sekund/~r in das t tydantoin  XV und Phenylalanin gespalten 
wird. E s  besteht abet aueh die M6gliehkeit, dab primiir zumindest ein 
Teil yon X I I  in Carbonyl-(glyein)-(leuein): XVI  und Phenylalanin verseift 
wird. Jedoeh aueh bei X V I  erseheint in diesem Fall, wo I~ t (Isobutyl) 
gr6ger als R~ (H) ist, der i~ingsehluB zum Hydantoin  XV wahrsehein- 
lieher, da ja die Bildung Von am C-Atom 5 substituierten Hydantoinen 
bevorzugt elffolgt 18. 

16 I-I. Leuchs, loe. eit. und z. B. aueh L.  Havestadt lind R.  Frieke, Bet. 
dtseh. Chem. Ges. 57, 2048 (1924). 

17 Ebenda 37, 3306 (1904). 
18 E.  Ware, Chem. Rev. 46, 403 (1950). 
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NH--CH~--CO--NH--CH--COOI-I 

CO CH2C6I-I 5 ---~ (X]II) 

~NH--CI~I--COOI-I - - ~ t h a n o l .  HC1--~ XIV --HC1 

C~--CH(CH~)~ i ~ .l 
x i I  I I- 

i (CHa)sCI-I--CH2--CI-I--CO 

HCI ~N__CH2__COO H + 
I / 
I NH--CO + Phenylalanin 
$ x v  

NH--CH2--COOH XV 
Phenyl- / HC1 /~ 

alanin + C O \  " a  

NH--CI-I- -COOH CH~--CO 
i I \ N--CH--COOI-I 

N H - - C O  CI-I2--CH (CHa) ~_, 
XVII  XVI 

(C t t3)2CH--Ctt2--Ctt--CO 
I \ N--CH2--CO--NH--CH--CO--R 
[ / I 

NIt- -CO CH2C6H 5 

X I I I  : g ~-~ OH 
XIV : R ~ OC2H ~ 

Um diese Verhiiltnisse zu klKren, suchten wir nach einer m i l d ~  Methode, 
den RingschluB zum Hydantoinpeptid X I I I  ~brzunehmen, ohne dabei 
die Aminos~iure Phenylalanin abzuspalten und fanden diese im kurzzeitigen 
Erw~rmen  m i t  iithanolische? Salzs~iure. Dabei erhielten wir den 
Hydantoinpeptidester XIV, der bei der Hydrolyse neben Phenylalanin 
ein Hydantoin lieferte, das mit  dem aus X I I  erhaltenen identiseh war 
und dem somit die Struktur XV zukommt. 

Es ist yon Interesse, dab bei dem Versuch, aus dem Carbonyl-(leucin)- 
(glycyl-phenylalanin) X I I  mit  Diazo~than den entsprechenden Di~ithyl- 
ester darzustellen, in guten Ausbeuten der Hydantoinpeptidester X I V  
erhalten wurde. In  diesem Fall seheint also der zweifellos intermedi~r 
gebildete Dii~thylester - -  zum Unterschied yon sparer zu erw~ihnenden 
Fallen - -  so leicht Alkohol abzuspalten, da~ sehon unter den milden 
Bedingungen der Aufarbeitung (siehe exp. Teil) hiev RingschluB zum 
Hydantoin  eingetreten war. 
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Zur Darstellung des freien Hydantoinpeptides wurden ausgehend von XI I  
noch anderc Methoden versucht. Bei der Behandlung von XI I  mit HC1-Gas 
in Nitromethan analog P .  E d m a n  19 resultierte nur reines, unver~indertes 
Ausgangsmaterial. Wie erw~ihnt, war es H.  Leuchs s gelungen, durch oft 
nur kurzzeitiges Erw~irmen der aus Glycin ~md :N-Phenyl-glycin aufgebauten 
,,Peptid-N-carbons~uren" mit retd. HC1 zu den ,,Lactons~iuren", also den 
Hydantoinpeptiden zu gelangen. Wit konnten hingegen beim halbstfind. 
Erhitzen mit 0,1 and 0,3 n HC1 wohl teilweisen ]~ingsehlul3 erzielen, wie sich 
aus den Analysendaten ergab, jedoch ging damit bereits eine Abspaltung 
von Phenylalanin parallel. 

Es gelang also auf diesem Weg nicht, XI I I  rein zu erhalten. Die Leuchsschen  
Ergebnisse erkl~ren sieh zwanglos aus der Tatsache, dal~ N-substituierte 
Hydantoins~iuren sehr instabil sind und ~iuf~erst leicht RingschluI] zu den 
entsprechenden Hydantoinen erleiden is. 

Um die Anwendungsbreite der neuen Methode kennenzulernen, ffihrten 
wir den Abbau mit 0,1 Millimol N-Carb~ithoxy-leucyl-glycyl-phenyl- 
alanin in der oben angegebenen Weise, jedoch ohne Isolierung und 
geinigung der Zwischenstufen durch. Es zeigte sich, dal~ auch hier die 
Ergebnisse vSllig eindeutig waren. Hydantoin XV wurde nach Hydrolyse 
yon X I I  der wilier. L~isung durch Xtherextraktion entzogen, die nur 
mehr Phenylalanin enthielt, w~ihrend das Hydantoin nach Druckhydrolyse 
im Papierchromatogramm ausschliei31ich Glycin und Leucin ohne Spuren 
yon Ptienylalanin zcigtc. 

H O - - C s H ~ - - C H ~ - - C H - - C O  

~N--CH2--COOH 

NIt--CO 

XVIII 

Es schien interessant, festzustellen, ob auch die N-Carbobenzoxy- 
(Cbzo-)peptide, die ja in der Peptidchemie eine fiberaus grol~e Rolle 
spielen, mit Alkali ebenfalls die Umlagerung zu den Carbonyl-amino- 
s~iure-peptiden erleiden wfirden. Von N-Cbzo-dipeptiden waren ja 
bereits drei Fiille - -  wie erw~ihnt - -  bekannt n. Zu diesem Zweck haben 
wit den N-Cbzo-L-tyrosyl-glycyl-glycin-~ithylester nach M .  B e r g m a n n  

und J .  S .  F r u t o n  2~ und den bisher noch nicht beschriebenen N-Cbzo-L- 
tyrosyl-glycyl-DL-phenylalanin-iithylester durch Kupplung yon N-Cbzo- 
L-tyrosin-azid mit Glycyl-DL:phenylalanin-i~thylester dargestellt. Wir 
w~ihlten gerade diese beiden Peptide, da die beim Abbau zu erwartende 
5-(p-Oxybenzyl-)-hydantoin-3-essigs~iure X V I I I  bereits bekannt war 21 
und daher gute Verg]eichsmSglichkeiten bestanden. Die Carbonyl- 
bisaminoverbindungen, die durch 2stfindiges Erw~rmen mit 3 Mol Alkali 
erhalten worden waren, wurden nicht weiter gereinigt, da alle Versuche, 

i9 Acta chem. Scand. 4, 283 (1950). 
20 j .  Biol. Chem. 118, 405 (1937). 
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sie nmzul6sen, fehlschlugen, wie iiberhaupt die meisten Carbonyl-amino- 
saurepeptide zum Untersehied yon den Hydantoinpeptiden wenig kri- 
stallisationsfreudige Substanzen darstellen. Die-A-quiva!entsgewichts- 
bestimmung der l~ohprodukte lieferte etwas zu hohe Wertr was durch 
teilweisen Ringschlul~ zum Hydantoin erkl~rt werden kann. Behandlung 
mit  HC1 in der Hitze und anschliel~ende -~-therextraktion lieferte in beiden 
Fallen zirka 70% d. Th. eines Hydantoins, d a s i n  seinen Eigenschaften 
vSllig mit  dem in der Literatur  beschriebenen Produkt  X V I I I  iiberein- 
s t immte .  Druckhydrolyse lieferte Glycin und Tyros~n. Zur weiteren 
Ch~rakterisierung wurde noch der~ _~thylester dargestellt, der seinem Ver- 
halten nach ebenfalls mit  dem beschriebenen Ester yon X V I I W  iden- 
tisch war. 

Veresterungsversuehe an beiden Carbonyl-aminos~ure-peptiden (Tyr- 
CO-Gty-Gly und Tyr-CO-Gly-l~he) mit  athanol. HC1 ffihrten zu folgenden 
Ergebnissen: Tyr-CO-GIy-Gly ergab n~eh 15 Min. Behandtung in der 
Warme ein Gemisch y o n  Estern, die durch fraktionierte Kristallisation 
aus _~ther-_A-thanol zum Teil getrennf werden konnten. Der eine Ester 
schmolz yon 195 his 196 ~ und war mit  dem Es te r  yon X V I I I  identisch, 
w~hrend sieh die tiefer schmelzende Fraktion (80 bis 85 ~ als Diathylester 
yon Tyr-CO-Gly-Gly erwies. Das Papierchrom~togramm der Mutter- 
lauge zeigte, da~ eine betr~chtliche Menge yon Glycin als Ester abgesp~lten 
worden war, was mit obigen Befunden der Veresterung in gutem Ein- 
klang steht. Es ist also auch bier die Glycyl-Glycin-Bindung - -  wie in 
anderen Fallen schon 5fter festgestellt worden war 22, gegen heil~e athanol. 
HC1 sehr empfindlich. Wurde aber  das rohe Tyr-CO-Gly-Gly nur 5 Min. 
mit  ~thanol. I-IC1 erhitzt, so war keine Abspaltung yon Glyein zu beob- 
~chten und wir erhielten in guten Ausbeuten den Di-athylester der 
Carbonylbisaminoverbindung Tyr-CO-Gly-Gly als Produkt  vom Schmp. 83 
bis 86 ~ Es scheint also nicht mSglich~ auf diesem Wege den I-Iydantoin- 
peptidester darzustelten, da einerseits die Glycyl=glyeinbindung zu emp- 
findlieh, anderseits aber der erw~hnte Di~thylester zum Unterschied 
yon der analogen Verbindung Leu-CO-Gly-Phe keine so gro~e Tendenz 
zum Ringschlul~ zeigt. 

Beim Carbonyl-(tyrosin)- (glycyl-phenylalanin) (Tyr-CO-Gly-Phe) 
fiibrte die Behandlung mit  athano]. HC1 in der Hitze w~hrend 15 Min. 
zu einem Gemisch yon Estern, welches nicht aufgetrennt werden konnte, 
naeh der 24thoxylbestimmung abet zu etwa gleichen Teilen aus dem Di- 
athylester yon Tyr-CO-Gly-Phe und dem Hydantoinpeptidester  bestand. 
Abspaltung yon Phenylalanin war noch nicht zu bemerken, Zeigte sieh 
aber beim Erhitzen auf 30 Min. bereits in erheblichem Mal3e. 

,,.i T .  B .  Johnson  und D. A .  H a h n ,  J. Amer. chem. Soc. 39, 1255 (1917). 
~2 Siehe z. B.  : E .  Fischer  und E .  Fourneau ,  Ber. dtsch, chem. Ges. 8~, 

�9 2868 (1901). 
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Als letztes und ffinftes Tripeptid zogenwirdasb ishern ich t  be- 
sehriebene DL-Alanyl-glyeyl-DL-phenylManin in den Kreis unserer Unter- 
suchungen. Es sollte hier, wie bereits beim Leueyl-glycyl.phenylalanin 
festgestetlt werden, ob die neue Methode aueh bei Verwendung yon 
geringen Substanzmengen eindeutige Riickschliisse auf die Aminosi~ure 
und die ihr benachbarte gestattet. Wir haben daher auch hier bewuBt 
auf die Isolierung der Zwischenstufen verzichtet. Der N-Carbomethoxy- 
tripeptidester wurde durch Kupplung des N-Carbomethoxy-DT,-alanin~ 
azides mit Glyeyl-DL-phenylManin-~thylester dargestellt. Diese Kupp- 
lung gab nur m/~gige Ausbeuten, was auf die leichte LSslichkeit des 
Azides in der w~Br. DiazotierungslSsung zuriickzufiihren sein dfirfte. 
Das l~eaktionsprodukt war ein Glas, das nieht zur Kristallisation ge- 
braeht werden konnte. Nach Hydrolyse lag im Papierehromatogramm 
Alanin, Glyein und Phenytalanin vor. Es sehien daher im Verein mit 
den angewandten geinigungsmethoden sieher, dab der gewtinsehte Ester 
vorlag. 

Die Umwandlung in die Carbonyl-bisaminoverbindung Ala-CO-Gly- 
Phe wurde, wie fiblieh, durehgeffihrt. Da diese geringe Ninhydrinreaktion 
zeigte, wurde in Essigester uufgenommen und zur Entfernung yon Spuren 
Aminos/~uren und Peptiden mit verd~ HC1 durehgesehfittelt. Naeh 
2st/ind. Behandlung mit HCI in de r  Hitze und ansehlieBender Ather- 
extraktion war in der w~Br. Phase nur mehr Phenylalanin enthalten, 
das dutch Spuren Glyein und Alanin verunreinigt war. ])ruekhydrolyse 
des in der ~thersehieht enthaltenen Hydantoins lieferte ein Gemisch yon 
Glyein und Alanin ohne Spuren Phenylalanin. 

AbsehlieBend soll noeh fiber eine neue M6gliehkeit berichtet werden, 
zus/~tzlieh zur Bestimmung der Aminos~ure und der ihr benachb~rten 
in einfaehen Peptiden im selben Arbeitsgang aueh die Aminosi~ure zu 
bestimmen. Zu diesem Zweck machten wir yon der Reaktion Gebraueh, 
die uns aueh - -  wie oben ausgefiihrt - - d a z u  diente, die Konstitution 
eines Hydantoins zu ermitteln, n/~mlieh die Reduktion des S~ureehlorides 
mit NaBH 4. Die neue Methode wurde bisher n u r  am Leueyl-glyeyl- 
phenylalanin erprobt, wo sie eindeutige Ergebnisse ]ieferte. Dazu wurde 
das Carbonyl-(leuein)-(glycyl-phenylalanin) XII  mit SOC12' behandelt 
und das Reaktionsprodukt mit NaBH 4 reduziert; hierauf wurde unter 
Druek hydrolysiert und dem Hydrolysat  tier gebildete Aminoalkohol 
dutch ~therextrakt ion entzogen. Im Papierchromatogramm fehlte nut  

~PhenyIalanin, was einen intermddi~ren l~ingsehluB des DLS~ureehlo- 
rides X I X  zum Chlorid des Hydantoinpeptides (XX) beweist. Aus diesem 
entsteht bei Reduktion und Hydrolyse Glycin und Leuein, w/~hrend Phe- 
nylManin zum Alkohol reduziert wurde. W/~re hingegen X IX  reduziert 
worden, so mfiBte im Papierchromatogramm auoh das zum Alkohol 
reduzierte Leucin fehlen. 
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SOC12 
XII - - - +  

NH~--CH2--COO~I 

XIX. ----~ 
--I-IC1 

NtI--CH~--CO--NH--CH--COCI 
/ J 

CO CH2C6H 5 \ 
NH--CH--COC1 

! 
CH~CH(CH3)~ 

XIX 
[ 

a) NaBH~ 
I 

b) ttydro]yse 

+ 
NH~--CH--CH2OH 

I 
Ctt2C6H5 

NH~--CH--CH,0H 
I 

CH2CH(CHa), 

Ntt2--CH--COOH 
J 

CH2CH(CH~)2 

Als wit irn Modellversuch Carbonyl-bisglycin I I I  der Behandlung mit 
SOCI~ unterwarfen und das l~eaktionsproduk~ mit Alkohol behandelten, war 
auch hier - -  wo zweifellos die geringste Tendenz zum Ringschtul~ zu erwarten 
ist - -  in der I-Iaulotmenge Hydantoin-3-essigester neben wenig Carbonyl- 
bisglycinester en~standen. Dies stellt einen Beweis flit den zu erwartenden 
leichten Ringschlu]3 yon Carbonyl-bisaminos~urechloriden zu d e n  ent- 
spreehenden I-Iydantoinen dar, was mit obigem Befund in gutem Einklang 
steht. 

D i s k u s s i o n  d e r  E r g e b n i s s e .  

Wie aus den beim Abbau der ffinf Tripeptide erhaltenen Ergebnissen 
hervorgeh~, ges~attet es die neue 1Yfethode, die Aminosaure und die ihr 
benachbarte eines Peptides in einem Arbeitsgang, dessen experimentelle 

(CH3)2CHCH~--CH--CO\ 

/N- - -CH ~--C O--NH--C H--COC1 
J 

NI-I--C0 CH2C~I-I5 
XX 

a) NaBI[ 4 
} 

b) Hydrolyse 

NH~--CH~--COOH 
+ NH~--CH--CtI~OH 

I 
CH,C6H~ 



* Wennz .  B. A=Alanin,  ~ - - =  

~Ionatshef te  fiir ehemie .  Bd.  83]5. 
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Durchftihrung sich als sehr einfaeh erwiesen hat, als Hydantoin abzu- 
spalten. Es ist einleuchtend, dai3 sieh das eingangs fiir Tripeptide an- 
gegebene Schema auf jedes hShere einheitliche Oligopeptid iibertragen 
lagS, wenn sieh aueh der experimentellen Durchfiihrung in manchen 
F~llen Sehwderigkeiten entgegenstellen werden. 

Die Carbalkoxylierung eines Peptides stellt eine t~eaktion dar, die 
dessen Struktur  wohl kaum ver~ndern diirfte. Die ansehlieBende Be- 
handlung der Carbalkoxy-peptide mit  Alkali in der Hitze fiihrt naeh den 
bisherigen Erfahrungen auf jeden Fall zu einer Carbonyl-bisamino- 
verbindung (Aminos~ure-CO-peptid), an deren Aufbau die Aminosgure 
und die ihr benaehbarte beteiligt sein miissen, gleiehgfiltig, welehe Ver- 
~nderungen - -  besonders bei h6heren Peptiden - -  dureh das Alkali in 
der restliehen Ket te  hervorgerufen werden. Da diese Ver~nderungen vor 
allem in einer teilweisen Sprengung yon Peptidbindungen bestehen 
werden, ist es notwendig, das Carbonyl-aminos~ure-peptid auf die An- 
wesenheit yon freien Aminos~uren bzw. Peptiden papierehromatograhiseh 
zu priifen. Solche w/irden sp~ter st6ren und sind dutch L6sen des Carbonyl- 
aminos~ure-peptides in einem geeigneten LSsungsmittel (z. B. Essig- 
ester) und AusschS~teln mit  verd. HCt  zu entfernen. Als noeh einfaeher 
hat sich die direkte Extrakt ion der sauren w~Br. L6sung dieser Ver- 
bindungen mit  Ather erwiesen, wobei sie sofort frei yon Aminos~uren und 
Peptiden anfallen. 

Das so gereinigte Aminos~ure-CO-peptid wird der Hydrolyse mit  
HC1 (1 : 1) unterworfen. Die dabei gebildeten Hydantoine sind durch- 
wegs ~therlSslich, kSrmen daher dureh Extrakt ion quanti tat iv aus dem 
Hydrolysat  - -  ohne dureh Aminos~uren verunreinigt zu sein - -  abge- 
t rennt  werden und liefern bei der Druekhydrolyse auf jeden Fall nur die 
Aminos~ure und die ihr benaehbarte. 

Fiir die Feststellung der beiden amino-endstgndigen Aminos~uren 
ist es gleiehgtiltig, welche der beiden mSglichen Strukturen dem Hydantoin  
zukommt.  Wenn aueh in den von uns bisher untersuehten F~tllen der 
HydantoinringschluG nur in einer Riehtung erfolgte und es daher mSglich 
scheint, daraus die Reihenfolge der Aminos~uren 1 und 2 abzuleiten, so 
diiffen diese Ergebnisse aus folgenden ~berlegungen nicht verallgemeinert 
werden. 

Die versehiedenen MSgliehkeiten der Hydantoinbildung soil naeh- 
stehendes Schema andeuten, in dem A, B und C die Aminos~urereste 
eines Tripeptides darstellen, w~hrend die Hydantoine nut  sehematiseh* 
angedeutet sind. 

CHa- -Ct t - -CO 

I \N. 
NH--CO 

77 
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B m C  
/ 

A - - B - - C  --~ CO 
\ 

A 

t 
(2) HOl 

B / / 
C + CO ~ oder 

HC1 . ~ : - B - - C  
(i) 

HC1 

I A / - - B + C  

1. Die Carbonyl-bisaminoverbindung kann prim/~r zum Hydantoin- 
peptid ringschliegen, was bevorzugt dann der Fall sein wird, wenn der 
Rest R 1 der Aminos~ure A grog ist gegen 1% 2 yon B. Dieses Hydantoin-  

wird dann welter in Hydantoin A ~ / -  B und die Aminos~ure C peptid 
_ _ /  

gespalten. 
2. Andererseits kann aber primer aus A C O - - B - - C  C abgespalten 

werden, worauf der Ringschlug der entstehenden Carbonyl-bisamino/ 
s~ure A - - C O - - B  wieder von der ,,Schwere" der Aminos~uren A und B 
abh~ngen wird. 

Is t  also der Rest  der Aminos~ure A grog gegen den yon B, wie das 
bei den yon uns bisher untersuehten Peptiden der Fall war, so wirken 

beide Effekte zusammen und es wird nut  das Hydantoin A ~ / - -  B ent,- 

stehen. Die anderen F/file, d. h. wo B schwerer als A ist, sind das Ziel 
weiterer Untersuchungen. Hierbei ist auch eine Umlagerung prim/ir 
entstehender, vie]leieht instabiler Hydantoine in die stabilere Form nieht 
ausgesehlossen, die ebenfalls n~her untersucht werden soll. 

Einen Beweis ffir diese Uberlegungen, dab der gingschlug primer 
von der GrSge der I~este abh~ngt, stelR aueh die bereits frfiher erw/~hnte 
Behandlung yon Cbzo-dipeptidestern mit alkohol. N H  a dar, wobei in 
den F/illen yon Cbzo-phenylalanyl-glyeinester, Cbzo-methionyl-glycin- 
ester und Cbzo-leucyl-glyeinester jeweils die Amide der entsprechenden 
Hydantoine erhalten wurden n. 

Berficksichtigt man die erwghnten MSgliehkeiten, so folgt, dab der 
neue Abbau gegenw~rtig nur erlaubt, Aussagen fiber die Aminos~ure 
und die ihr benachbarte, nicht aber fiber ihre 1%eihenfolge im Peptid zu 
machen. Dies seheint jedoeh auch nieht yon allzugroBer Bedeutung, da 
es eine geihe yon Verfahren, vor allem Sangers DNP-Verfahren gibt ~, ~, 
die zur Bestimmung der Aminos~ure dienen kgnnen. 
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Auf die sterischen Verhaltnisse, die in manchen  Fal len (aktive und  

racemische Aminos~uren,  verschiedene sterisehe Formen  des Hydanto ins)  
sehr komplizier t  liegen, haben  wit  keine l%iicksicht genommen,  da diese 
Fragen  fiir den yon  uns  anges t rebten  Zweek ohne Bedeutung  sind. 

W e n n  dieses neue Verfahren viel]eicht auch nicht  allgemein anwend- 
bar  sein dfirfte, so seheint es uns doch eine Bereicherung der bisherigen 
Methoden zur Kons t i tu t ionse rmi t f lung  yon Peptiden.  

Es soll, ebenso wie die Methode zur  Bes t immung  der Aminosiiure 
noch an anderen,  aueh hSheren Pept iden  erprobt  werden, um seine Grenzen 
kennenzulernen.  Hieri iber  wird sparer berichtet  werden. 

Experimenteller Teil. 
Hydrolyse des 5-Benzyl-3-(~-oxy(tthyl)-hydantoins XI .  X I  wurde, wie 

schon frfiher besehrieben TM, aus 5-Benzyl-hydantoin-3-essigs~iure IX  dutch 
Chlorierung rnit SOC12 und Reduktion des S~ureehlorides X mit NaBH~ 
dargestellt. 

0,1 g XI  haben wit mit  2 ml konz. HC1 bei 150 bis 160 ~ 5 Stdn. im R6hrehen 
erhitzt. Der Abdampfrfiekstand wurde in Wasser aufgenommen, rni~ NaOtI  
auf pH 8 gebracht und mit  ~ ther  im Apparat  extrahiert. Die w~il~r. LSsung 
wurde anges~iuert, im Vak. eingedampft, der R(ickstand mit  absol ~ thano l  
ausgekocht und die alkoho]. L6sung nach Einengen papierchromatographiert. 
Dabei war nur  Phenylalanin festzustellen, w~hrend Glyein fehlte. 

A b b a u  y o n  T r i i o e p t i d e n .  

a) Glycyl-glycyl-glycin. 

Hydantoin-3-essigs~ure aus der Fischersehen ,,Diglyeyl-glycin~N-earbon- 
s~ure". 0,46 g der nach -Fischer ~ dargestellten Verbindung wurden mib 20 mt 
tIC1 (1 �9 1) 3 Stdn. zum Sieden erhitzt, die LSsung i. Vak. zur Trockene ge- 
dampft, der l~iickstand in Wasser aufgenommen und durch 20 Stdn. im 
Apparat  mit  ~ ther  extrahiert. Die J~therlSsung enthie]t 0,22 g (71~o d. Th.) 
Hydanboin-3-essigs~ture vom Schmp. 199 his 201 ~ die mit  einer authentisehen 
Probe im Misehschmp. keine Depression gab. Die w~i~r. LSsung lieferte 0,20 g 
Rfickstand, der sich papierehromatographisch als Glyein erwies. 

b) l~L-Leucyl-glycyl-DL-phenylalanin. 

N-CarbSthoxy-DL-leucyl-glycyl-DL-phenylalanin. 3,2g Tripep~id 17 15sten 
wir in 10 ml 1 n NaOH (1 Mol) und  versetzten unter  ]~fihlen und Sehfitteln 
abwechselnd mit  1,1 g ~thylehlorkohlens~ureester (1,1 ~ol) und einer verd. 
Sodal6sung. Naeh 8/4 Stdn. Seh/itteln wurde mit verd. I-ICI anges~iuert, vom 
61ig ausfallenden Niedersehlag abdekantiert, dieser in ~thanol gel6st und 
mit Wasser bis zur beginnenden Triibung versetzt. Nach 2t/ig. Stehen bei 0 ~ 
hatten sieh I~2ristalle abgesehieden. Ausbeute: 2,7g (70% d. Th.). Aus 
~thanol-Wasser. Sehmp.: 155 bis 158 ~ (Zers.) 

C~0I-I2906N 3. Bet. C 58,96, I-I 7,17, J~qu,-G. 407. Gel. C 59,32, H 7,26, 
~qu.-G.  410. 

~3 Samtliehe Schmelzpunkte dieser Arbeit warden im Mikroschmelz- 
punktsappara t  nach Ko]ler bestimmt. 

77* 
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Carbonyl-(1)L-leucin)-(glycyl-DL-phenylalanin). (XII). 1 g obiger Carb- 
~tthoxyverbindung wurde in 5,3 ml 1 n NaOH (2,1 Mol) gelSst und 3 Stdn. 
am siedenden Wasserbad erhitzt. ])as nach dem Neutralisieren mit  der 
~quivalenten Menge n-HC1 ausfallende z~he (~1 brachten wir durch Erw~rmen 
und Zusatz yon Wasser in L6sung, kochten lmal  mit  Tierkohle auf, filtrierten 
und kiihlten rasch ab. Dabei sehieden sich nach einigem Stehen 0,6 g (65% 
d. Th.) Kristalle ab. Schmp.: 178 bis 180 ~ (Zers.). 

C18H25OaN 3. Bet. C 56,98, t t  6,64, ~qu.-G.  189,6. Gef. C 57,03, H 6,64, 
~qu.-G. 192. 

Naeh 2maligem Uml6sen aus Wasser: Schmp.: 179 bis 181 ~ (Zers.). 

Gef. C 57,88, H 6,13. Ber. fiir das Hydantoinpept id  X I I I  ClsH~OsN 3 
C 59,82, H 6,41. 

5-Isobutyl-hydantoin-3-essigs4ure ( X V ) .  0,5 g X ! I  wurden mit  20 ml HC1 
(1 : 1) 3 Stdn. in der Siedehitze behandelt, i. Vak. zur  Trockene gebracht, 
in wenig Wasser aufgenommen und vom tmgelSsten mydantoin abgesaugt. 
Ausbeute: 0,19 g (68% d. Th.). 

Aus Wasser Bl~ttchen. Schmp. : 183 bis 185 ~ 

C,H~aO~N 2. Ber. C 50,44, H 6,58. Gef. C 50,23, H 6,71. 

In  der Mutterlauge befand sich papierchromatographisch reines Phenyl- 
alanin. 

N-(5-Isobutyl-hydantoin-3-acetyl)-DL-phenylalanin.(~thylester (XIV)~  0,2 g 
XII ,  gel6st in 10ml absol. ~thanol,  s~ttigten wir unter Kfihlung mit  
HC1-Gas und crhitzten anschliel~end 15 Min. zum Sieden. ])as nach dem Ab- 
dampfen i. Vak. verbleibende (~l, welches mit  J~ther kristallisierte und im 
Papierchroraatogramm keinen Fleck zeigte, wurde 2raal aus ~thanol-~ther-  
Petrol~ther 11mge16st. Ausbeute: 0,11 g (54~o d. Th.) Nadeln. Schmp.: 162 
his 164 ~ 

Ce0H2~OsN s. Ber. C 61,68, I-I 6,98, OC2tt 5 11,57. Gef. C 61,41, H 6,58, 
OC2H 5 11,58. 

5-Isobutyl-hydantoin.3.essigs4ure ( X V )  dutch Hydrolyse yon X I  V. 0,038 g 
XIV wurden dutch 3 Stdn. der Hydrolyse mit  gC1 (1 : 1) unterworfen. Die 
Aufarbeitung erfolgte dutch Eindampfen i. Vak., Aufnehmen in Wasser und 
Extrakt ion  der w~i3r. L6sung. Die ~therlSsung cnthielt 0,015 g (71~ d. Th.) 
an Hydantoin  XV, das nach einmaligem UmlSsen aus Wasser den Sehmp. 
yon 184 bis 186 ~ zeigte und keine Depression im Mischschmp. mit  XV gab. 

Veresterung von X I I  mit Diazo(tthan. 0,050 g XI I ,  gel5st in 2 ml absol. 
~_thanol, versetzten wir mit  einer ~therischen LSsung yon Diazo~than bis 
zur bleibenden Gelbf~rbung. Nach 3 Stdn. wurde i. Vak. zur Troekene ge- 
dampft und der Riickstand aus ~ thanol -~ther  umgel6st. Ausbeute: 0,032 g 
(64o/0 d. Th.). Schmp.: 159 bis 162 ~ Mischschmp. mit  XIV:  159 bis 163 ~ 

C~0H27OsN 3. Ber. OC2H 5 11,57. Gef. OC2t-I 5 11,85. 

Ber. fiir den Di~thylester yon X I I  C2~I-Ia~O6N a OC~H 5 20,70. 

Versuche zur Darstellung des Hydantoinpeptides X I I I .  

a) mit  HC1-Gas in Nitromethan.  0,050 g X I I  suspendierten wir in 5 rnl 
Nitromethan und s/ittigten mit  HC1-Gas, wobei L6sung eintrat.  Nach 15 Min. 
Erw~rmen auf 40 ~ wttrde i. Vak. zur Trockene gebracht, ~n Wasser aufge- 
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n o m m e n  und  mi t  A the r  ex t rah ier t .  Ausbeute :  0,045 g. Schmp. : 180 bis 181 ~ 
keine Depression rnit  Ausgangsmater ia l .  

ClsH2506N3. Bet .  C 56,98, H 6,64. Gef. C 56,57, H 6,64. 

b) dureh E rh i t zen  m i t  0,3 n HC1. 0,050 g X I I  wurden  m i t 3  ml 0,3 n HC1 
1/2 Std. zum Sieden erhi tz t .  Da  naeh  dem Abdampfen  i. Vak. nur  61ige Sub- 
s tanz  resul t ier te ,  wurde  in Wasser  gel6st und  m i t  t i t he r  ex t rah ier t .  Dabe i  
sehieden sieh aus dem t t h e r  0,020 g Kris ta l le  ab. Schmp. : 146 bis 150 ~ 
(Sintern  ab 138~ 

I n  der  w~tl~r. Phase  war  pap ie rehromatographiseh  Pheny la lan in  naehzu- 
weisen. 

GeL C 58,30, H 6,88. Ber.  ffir H y d a n t o i n p e p t i d  X I I I  C~sI-I2~O~N 3 C 59,82, 
H 6,41. Bet .  fiir Ausgangsmater ia l  X I I  C 56,98, H 6,64. 

~Vlikroabbau yon Leucyl-glycyl-phenylalanin. 0,040 g Carb~tthoxy-tri- 
pep t id  (0,0001 Mol) haben  wir  m i t  0,4 ml  0,5 n N a O t t  2 S~dn. im siedenden 
Wasserbad  erhi tz t ,  ansehlieBend m i t  0,5 n HC1 neutra l is ier t  und i. Vak. 
zur  Trockene  gebraeht .  Der  l~fiekstand wurde  m i t  3 ml I-IC1 (1 : 1) 2 Stdn.  
zum Sieden erhi tzt ,  i. Vak.  abgedampf t ,  in Wasser  au fgenommen und 24 Stdn.  
m i t  A the r  ex t rah ier t .  Die  w/~13r. LSsung enth ie l t  pap ie rehromatographiseh  
reines Phenyla lan in .  Der  Abdampf r i i cks tand  der t t h e r s c h i e h t  wurde rnit  
1 ml  konz. HC1 5 Stdn.  im R6hrchen  bei 130 bis 140 ~ behandel t ,  i. Vak. ab- 
gedampft ,  m i t  Tierkohle  gereinigt  und  pap ie rchromatograph ie r t :  Glyein 
und  Leucin,  frei yon  Phenyla lan in .  

c) L- Tyrosyl-glycyl-glycin. 

Carbonyl- (tyrosin)- (glycyl-glycin). 0,9 g N-Cbzo-L-tyrosyl-glycyl-glycin-  
~thylester ,  dargestel l t  nach  Bergmann und  Fruton 2~ und  gereinigt  durch 
2maliges UmlSsen  aus ~ t h a n o l - t t h e r  (Schmp. :  162 bis 163 ~ wurden  in 
6,2 ml  1 n N a O H  (3 Mol) gelSst, 3 Stdn. am siedenden Wasserbad  erhi tz t ,  
h ierauf  mi t  n HC1 genau  neutra l is ier t  und  i. Vak. zur Trockene gebraeht .  Zur  
E n t f e r n u n g  yon  Kochsa lz  wurde  m i t  absol, t t h a n o l  ausgekocht .  Es  hinter-  
bl ieben 0,6 g (89~o d. Th.) pu lvr iger  ]%fickstand, der keine C1- und Ninhydr in-  
reak t ion  mehr  zeigte.  E r  war  leicht  ]Sslich in Wasser  und  Alkohol,  liel~ sieh 
nieht  umlSsen und  zerflol3 al lm~hlieh yon  60 bis 100 ~ 

C14H~7OTN 3. Ber. t q u . - G .  169,6. Gef. J~qu.-G. 191. 

5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-essigs(ture ( X V I I I ) .  0,150 g Tyr-CO-Gly-  
Gly e rh i tz ten  wir  mi t  1 0 m l  HC1 (1 :1 )  21/2 Stdn.  zum Sieden. Die 
Aufa rbe i tung  erfolgte,  wie sehon mehr fach  beschrieben,  dureh ~ t h e r e x t r a k -  
t ion.  W~hrend  die waBr. Schicht  pap ie rchromatographisch  fast reines Glycin 
enthiel t ,  l ieferte  die Atherseh ich t  0,080 g (670/0 d. Th.) Hydan to in .  P r i smen  
aus W~sser. Sehmp. :  218 bis 221 ~ (geringe Zers.). Die  L i t e r a tu r  21 gibt  als 
Schmp.  217 bis 218 ~ an.  

C12H~2OsN2. Ber.  C 54,55, H 4,58. Gel. C 54,11, H 4,77. 

Zur wei te ren  Charakter i s ie rung wurde  der t t h y i e s t e r  durch Behande ln  
m i t  ~thanol .  HC1 in der  I~Iitze dargesVellt. Aus t t h a n o l  ~Nadeln. Schmp. : 
195 bis 196 ~ (Li te ra turschmp.  21 195~ 

Behandlung yon Tyr,CO-Gly-Gly mit ~thanol. HCl durch 15 Min.  
B e i m  Behande ln  yon  0,2 g der  Carbony lve rb indung  m i t  ~thanol .  HC1 in der 
W~rme  durch 15 Min. resul t ie r ten  nach  dem Behande ln  des Abdampfrf ick-  
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standes Init ~thanol-~ther-Petrol~tther 0,12 g kristallisiertes l~ohprodukt. 
Dureh Uml6sen aus ~thanol-Nther lieB sich daraus eine geringe Menge vein 
Sehinp. 195 bis 196 ~ isolieren, die Init dein ~thylester  yon X V I I I  im 
Misehschinp. keine Depression gab. Aus der Mutterlauge kristallisierte beim 
Zusatz yon Inehr Ather eine Verb. yon Sehinp.: 79 bis 85 ~ (Keine Depres- 
sion Init dein Di~thylester yon Tyr-CO-Gly-GIy.) 

IIn l~ohprodukt waren papierchroinatographiseh betr/~chtliche Mengen 
yon Glycin-gthylester nachzuweisen. 

Dii~thylester yon Tyr-CO-Gly-Gly. Wurden 0,14g Carbonylverbindung 
nur 5 Min. in der W/irine Init /ithanol. HC1 behandelt, so erhielten wir 
0,09 g Di/~thylester (56% d. Th.). 

Aus $_thanol-~ther sehuppige B1/~ttchen. Sehinp. : 83 bis 86 ~ Sehwach 
hygroskopisch. 

ClsH~5OTN 8. Ber. OC~H~ 22,78, N 10,61. Gel. OC2H 5 23,13, N 10,17. 

Aus diesein Di~thylester konnte dutch 2stfind. Erhitzen Init HC1 (1 : 1) 
das t tydanto in  X V I I I  in einer Ausbeute yon 700/0 d. Th. gewonnen werden. 

d) L- Tyrosyl-glycyt-1)I~.phenylalanin. 

Glycyl-1)•-phenylalanin-igthylester. Dutch 2maliges Verestern yon 5,5g 
Glycyl-DL-phenylalanin 1~ in der K~lte Init je 70 ml /~thanol. HC1 erhielten 
wit  5,5 g (77% d. Th.) an Esterehlorhydrat.  Aus ~thanol-_~ther B1/~ttehen. 
Scignp.: 167 bis 170 ~ (Zers.). 

C13HlsO3N 2. HC]. Bet. C1 12,37. Gef. C1 12,45. 

Aus 5 g Esterehlorhydrat setzten wir den Ester mit  Kalittrnkarbon~t tinter 
Chloroform in fiblieher Weise in Freiheit.  Ausbeute: 3,8 g (880/0 d. Th.). 
Der Ester stellt ein schwach gelbes z/ihes Oi dar. 

N-Cbzo-~-tyrosyl-glycyl-DL.phenylalanin-(tthylester. 0,85 g 1N~-Cbzo-L- 
tyrosin-hydrazid wurden in einer Mischung yon 15 ml Wasser und 3,5 inl 
konz. I-IC1 gel6st, auf - -  3 ~ gekfihlt und unter  I~fihren mit  einer L6sung yon 
0,2 g NaNOe (1 Mol) in 2 Inl Wasser diazotiert. Dabei sehied sieh sofort das 
Azid ab. Naeh Aufnehinen desselben in 20 ml eisgekfihltein Essigester haben 
wir Init Wasser, NaHCO2-L6stmg und wieder mit  Wasser (alle LSsungen eis- 
kalt) durehgeschfittelt, kurz  fiber Natriumsulfat  getrocknet und mi t  einer 
L6sung yon 0,65 g Glyeyl-I)L-phenylalanin~thylester (1 Mol) in 20 Inl Essig- 
ester versetzt. Nach 24stfind. Stehen bei 0 ~ wurde naeheinander Init n-HC1, 
NaHCOa-LSsung trod Wasser durchgesehfittelt, fiber Natriumsulfat  getroeknet 
und der Essigester i. Vak. verdampft.  Es hinterblieben 1,1 g (820/0 d. Th.) 
eines schwach gelblichen Glases. Dieses liel~ sich in gut getrocknetem Zustand 
zwar pulvern, aber nieht zur Kristallisation bringen. 

CsoI-Ia30~N3. Ber. OC~H~ 8,23. Gef. OC2H 5 8,25. 

Carbonyl- (tyrosin) - (glycyl-1)L.phenylalanin). 1,0 g obigen Cbzo-tri- 
peptidesters haben wir Init 6,0 Inl (3,1 Mol) 1 n NaOI-I, wie schon 6fter be- 
schrieben, in Tyr-CO-Gly-Phe flbergeffihrt. Da das ~ l~ohprodukt in 
diesem Fall  schwaehe Ninhydrinreaktio n zeigte, wurde es in Essigester gelSst 
und Init verd. HC1 und Wasser durehgesehfittelt. Ausbeute: 0,5 g (64~ d. Th.) 

Auch dieses Produkt lieg sieh nieht zur Kristallisation bringen. 

C21H28OTNa. Ber. _~qu.-G. 214,7. Gel. Nqu.-G. 231. 

5-(p-Oxybenzyl-)-hydantoin-3-essigsi~ure ( X V I I I ) .  Aus 0,1 g Tyr-CO- 
Gly-Phe kormten wit dureh Behand]ung Init HC1 (1 : 1) - -  wie schon 5fter 
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besehrieben - -  0,043 g (70% d. Th.) Hydantoin  erhalten. Dieses zeigte naeh 
einmaligem Uml6sen aus Wasser den Schmp.: 217 bis 220 ~ und gab keine 
Depression im Mischschmp. mit  dem aus Tyr-CO-Gly-Gly erhaltenen 
Produkt.  In  der nach der ]~therextraktion verbliebenen w~il3r. L6sung war 
papierchromatographisch reines Phenylalanin enthalten. 

Veresterung yon Tyr-CO-Gly-Phe mit ~thanol. HCl. Behandlung yon 
0,2 g mit  ~thanol. HC1 durch 15 Min. in der I=Iitze und normale Auf- 
arbeitung ergaben 0,2 g eines z~hen 01s, das nieht zur Kristallisation gebracht 
werden konnte. Zt~r Reinigung wurde es in Chloroform gelSst und mit  1 n I-IC1 
und NaHCO2-L6sung durehgesehfittelt. 

Gef. OC2I-I 6 14,52. Ber. ffir I-Iydantoinpeptidester Ce3It~506N3, OC2H 5 10,25, 
ffir Di~ithylester C25I-I310~N3 18,56. 

e) DL-Alanyl-glycyl-DL-phenylalanin. 

N-Carbomethoxy-DL-alanyl-glycyl-DL-phenylalanin-athylester. Dmlch Kup- 
peln yon 0,38g Glycyl-DL-phenylalanin-~thylester mit  dem Azid aus 
0,25 g N-Carbomethoxy-DL-alanin-hy'drazid 2a in /itherischef L6sung erhielten 
wit naeh fiblicher Aufarbeitung 0,14 g (25% d. Th.) eines z/~hen 01s, das nieht 
zur Kristallisation gebraeht werden konnte. Zur Reinigung wurde es in Essig- 
ester gel6st, mit  ttC1, Bikarbonat und Wasser durchgeschiittelt. Es zeigte 
keine Ninhydrinreaktion und lieferte naeh Hydrolyse mit  konz. HC1 im 
Papierehromatogramm Alanin, Glycin und Phenylalanin. 

Abbau des Carbomethoxy-tripeptidesters. Dieser Abbau wurde, wie beim 
Mikroabbau des Leucyl-glyeyl-phenylalanins besehrieben, ohne Isolierung 
der Zwischenstufen ausgeffihrt. Es erwies sich aber hier notwendig, die 
Carbonyl-bisaminoverbindung Ala-CO-Gly-Phe dutch L6sen in Essigester 
und Aussehfitteln mit  HC1 zu reinigen. Die w/~13r. Phase der ~ther-  
extraktion des Hydrolysates zeigte im Papierehromatogramm Phenylalanin, 
das in geringem Mal3e mit  Glyein und Alanin verunreinigt war, w~ihrend das 
aus der ~thersehicht  gewonnene t tydanto in  naeh Druckhydrolyse mit  konz. 
HC1 im Rohr dureh 5 Stdn. bei 140 ~ ausschliel31ieh Glycin und Alanin ohne 
Spuren Phenylalania lieferte. 

B e s t i m m u n g  de r  A m i n o s d u r e  im L e u e y l - g l y e y l - p h e n y l a l a n i n .  

Zu diesem Zweek wurden 0,080 g Carbonyl-(leuein)-(glyeyl-phenylalanin) 
X I I  mit  2 ml SOC12 20 Min. bei 30 bis 40 ~ , dann noch 10 Min. bei 60 ~ be- 
handelt. Naeh dem Abdampfen des iibersehfissigen SOC12 i. Vak. und Troeknen 
des l~fiekstandes fiber KOII im Exsieeator wurde in 8 ml absol. Dioxan gelSst, 
mit 0,I g NaBH 4 versetzt und 1 Std. am siedenden Wasserbad erhitzt. Den 
Abdampfrfiekstand zersetzten wir mit Wasser, alkalisierten mit Na~CO a 
und extrahierten 24 Stdn. im Apparat mit J~_ther. Der ~_therrfickstand 
--0,05 g gelbrote, glasige Substanz -- wurde nun mit konz. HCI 7 Stdn. 
hei 140 bis 150 ~ hydrolysiert, zur Trockene gedampft, in Wasser gel6st, mit 
NaOII auf pH 8 gebracht und erneut extrahiert. Die w/il~r. Phase wurde 
anges~uert (HCI), zur Trockene gedampft, der Rfiekstand mit absol. ~thanol 
ausgekocht und die/~thanol. LSsung naeh dem Eindampfen papierchromato- 
graphierg. Es waren nur Leuein und Glyein ohne Spuren Phenylalanin vor- 
handen. 

24 K. SchlSgl und G. Korger, Mh. Chem. 82, 799 (1951). 
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Behandlung yon Garbonyl-bisglycin ( I I I )  mit SOCI 2. 0,2 g I I I  haben wit  
mit  2 ml SOC12 bis zur L6sung (2 Stdn.) am Wasserbad behandelt  und den 
Abdampfrf ickstand mi t  5 ml absol. _~thanol versetzt (24 Stdn. bei Zimmer- 
temp.).  Dutch Behandeln des l%fickstandes mi t  ~ thanol -Ather  konnte eine 
Frak t ion  (Sehrnp. : 145 bis 147 ~ 0,03 g) gewonnen werden, die mi t  dem Di- 
~thylester von Ill iden~iseh war, w~ihrend eine tiefer schmelzende (Sehmp. : 
i18 bis 120 ~ 0,10 g) sich als Hydantoin-3-essigs~ure-~thylester erwies. 

Die Mikro-C-, H- und N-Analysen sowie die Halogenbestimmung 

wurden yon Herrn Dr. G. Kainz im Mikroanalytischen Laboratorium des 

II. Chemischen Institutes durchgefiihrt. 

Zusammen~assung. 
1. Es wird eine Methode  mi tge te i l t ,  die es ges ta t t e t ,  die am Amino-  

ende eines Pep t ides  befindliche Aminos~ure und  die ihr  b e n a c h b a r t e  in 
einem Arbe i t sgang  zu bes t immen.  

] )as  Verfahren wurde  an fiinf T r ipep t iden  erprobt ,  wo es in allen 
F~l len e indeut ige  Ergebnisse  - -  auch im Mikromai3stab - -  lieferte. 

2. Gleichzeit ig dami t  wurde  ein Verfahren zur Be s t immung  der  
Aminos~ure im gleichen Arbe i t sgang  bei  einfachen Pep t iden  (demon- 
s t r ie r t  a m  Leueyl -g lycy l -phenyla lan in)  entwickel t .  

3. Mit  diesem A b b a u  zusammenh~ngende  F ragen  bezfiglich der  
S t r u k t u r  der  dabei  auf t re tenden  H y d a n t o i n e  werden d i sku t ie r t  und  eine 
M6glichkeit  angegeben,  die S t r u k t u r  eines aus zwei verschiedenen Amino-  
s/~uren aufgebau ten  H y d a n t o i n s  zu bes t immen.  


