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In der vorigen Mitteilung 1 konnten wit zeigen, dab die Alkalibehand- 
lung yon Carbalkoxy-tripeptiden zu Carbonyl-aminos~urepeptiden I 
fiihrt, die bei anschlie~ender S~urehydrolyse die Aminos~ure ~ und die 
ihr benachbarte als Hydantoin abspalten. Es wurde auch in einem Falle 
die Bestimmung der Aminosiiure 2 beschrieben, die dutch Natriumbor- 
hydridreduktion des mit SOCI~ behandelten Carbonyl-aminosi~ure- 
peptides I erfolgte. Dabei wird die Aminosi~ure zum Alkohol reduziert 
und fehlt dann im Papierchromatogramm des hydrolysierten Produl~tes, 
nachdem der Aminoalkohol durch Extraktion entfernt wurde. 

Wir haben nun in Fortftihrung dieser Arbeiten die Methode zur Be- 
stimmung der Aminos~ure und der ihr benachbarten an einige n weiteren 
Tripeptiden sowie an einem Tetrapeptid studiert und konnten zeigen~ 
dal~ die Methode in allen Fi~llen, auch dort, wo die Bedingungen flit die 
Abspalttmg des Hydantoins - -  wie in der vorigen Mitteilung ausfiihrlicher 
diskntiert - -  ungiinstig liegen, brauchbare und eindeutige Resultate 
liefert. Ebenso haben wir das Verfahren zur Bestimmung der Amino- 
siiure an weiteren Beispielen - -  bis zum Tetrapeptid - -  erprobt. Zu|etzt 

1 V. Mitteilung: _F. Wessely, K.  SchlSgl und G. Korger, Mh. Chem. 83, 
1156 (1952); siehe auch Nature (London)169, 708 (1952). 

2 ~ach einem Vorschlag yon S. W. Fox, Adv. Prof. Chem. 2, 155 (I945)~ 
wollen wir die Aminos/~ure, die die freie Aminogruppe eines Peptides tr/igt, 
als Aminos~ure, die am Carboxylende befindliche als Aminos~ure bezeiehnen. 
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wurde die MSgliehkeit der Umlagerung isomerer Hydan to ine  ine inander  
nigher untersueht .  Hieri iber soll im folgenden beriehtet  werden. 

Wie in der vorigen Mitteilung n~iher er6rtert, kann die Bildung des 
Hydantoins bei der S/iurebehandlung eines aus dem Peptid A - - B - - C  ent- 
s tandenen Carbonyl -aminos f iure-pept ides  I im welentlichen a~f 2 Wegen 
erfolgen : 

1.' kann  I primer Ringsehlul~ zum Hydantoinpepti3 a I I  erleiden, w a s  
besonders dann der Fall sein wird, wenn der Rest der Aminos~ure A grog 
gegen den yon B ist (der Ringsehlul~ yon Hydantoinen erfolgt um so leiehter, 
je grSl3er der Rest am C-Atom 5 isO), und 

2. kann zuerst Spaltung der Peptidbindung 13 C yon I erfolgen, 
wobei der Ringsehtul3 der entstehenden Carbonyl-bisaminosgur e I I I  zum 
Hydar~toin wieder im wesentliehen yon der Gr61~e der Reste yon A und  B 
gesteuert werden wird. Prinzipiell k6nnen also die beiden m6gliehen 
Hydantoine IV trod V nebeneinander entstehen. 

B - - C  

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

A 

I I I  

! 
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B 

C §  

A " ~  

llI 

IV 

V 

(Uber die vereinfachte Darstellung der t Iydantoine vgl. vorige MitteihmgL) 
Die in der vorigen Mitteilung beschriebenen 5 Peptide, bei denen in 

4 F~illen der Rest yon A grU2er als der yon B war (in einem Falle gleieh), 
lieferten durehwegs Hydantoine der Formel IV, bei denen die A m i n o s ~ u r e  
in den Hydantoinr ing eingebaut ist. 

I n  vorliegender Arbei t  haben  wir n u n  3 Tripept ide (Gly-Tyr-Gly,  
Ala-Leu-Gly und  Gly-Ala-Gly) untersucht ,  bei denen also die ,,schwere" 
Aminos~ure in der Mitte steht und  bei denen ein prim~irer l%ingschlug 
zum Hyd~nto inpep t id  I I  n icht  begiinstigt  erscheint. Auch hier lieferte 
die neue Methode eindeutige Ergebnisse, nu r  besagen die 'Hydun to ine ,  
soweit sie isoliert werden konnten ,  die stabilere S t ruk tu r  (in diesen 
F~illen V), so dab fiir die Bi ldung dieser Produkte  MSglichkeit 2 obigen 

a K .  Schl6gl, F .  Wessely  u n d  G. Korger,  Mh. Chem. 83, 493 (1952). 
4 E.  Ware, Chem. Reviews 46, 403 (1950). 
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Schemas angenommen werden mul3, da auch eine Umlagerung isomerer 
Hydantoine ineinander (IV in V oder umgekehrt) uuter den hier herrschen- 
den Bedingungen - -  wie welter unten gezeigt werden wird - -  als un- 
wahrscheinlich abzulehnen ist. 

Es kann also - -  wie schon in der le~zten Mitteilung vermute t  - -  aus 
der Konsti tution des Hydantoins kein Rfickschlul~ auf die Reihenfolge 
der Aminos~ure A und B im Peptid gezogen werden. Jedoch erlauben 
zahlreiche Methoden zur Bestimmung der Aminos~s 5 eine Kl~rung 
dieser Frage. 

Der Abbau des Tripeptides Glycyl-•-tyrosyl-glycin schien uns deshalb 
interessant, weft wir an Hand  der Ergebnisse, die wir beim Abbau des 
isomeren Tyrosyl-glycyl-glycins erhalten hatten 1, direkte Vergleichs- 
m6glichkeiten ffir die gebildeten Hydantoine besaBen. 

Dazu wurde der nach Th.  Posternak und S.  Grail 6 dargestellte Cbzo- 
Gly-Tyr-Gly-i~thylester in der fiblichen Weise 1 2 Stdn. mit  3 Mol Alkali 
behandelt, anschliel]end mit  dem S~ure~quivalent neutralisiert und der 
w~l]rigen LSsung das Carbonyl-aminos~ure-peptid Gly-CO=Tyr-Gly dutch 
~therextrakt ion entzogen, wodurch es wohl nicht kristallisiert, aber 
ffei yon Verunreinigungen (Aminos~uren oder Peptid) erhalten wurde. 
Saure Hydrolyse und anschliel~ende Atherextraktion lieferte ein t Iydantoin,  
das mit  dem aus Tyr-Gly-Gly erhaltenen identisch war (Schmp. und 
Mischschmp. der Hydantoine und der ~thylester)  und das somit als 
5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-essigs~ure VI  anzusprechen ist. Es wurde 

HO~ffff--)CH~--CH--CO 
\ ~ =  l \ 

N--CH~--COOtt  
/ 

N H - - C O  
VI 

also hier zweifellos primar Gly-CO~TFr-Gly in Gly-CO-Tyr und Glyein 
gespalten, wobei der Ringschlul] der Carbony]-bisaminosaare dann in 
Richtung des stabileren Produkts erfolgte. Das in der wgl~rigen LSsung 
enthaltene Glycin war mit  etwas Tyrosin verunreinigt, wie iiberhaupt 
bei den hier geprfiften Tripeptiden - -  zum Unterschied yon den frfiher 
untersuchten, die eine fiir den RingschluB zum Hydantoinpeptid bevor- 
zugte S~ruktur besa~ten - -  zu bemerken war, dab die Aminos i iure  m i t  
den beiden anderen Aminosauren leicht verunreinigt war, wahrend 
Hydrolyse des Hydantoins nur die A m i n o s a u r e  und die ihr benachbarte: 
frei yon Aminos i iure  lieferte. 

S. W.  Fox ,  Adv. 1)rot. Chem. 2, 155 (1945). - - F .  Sanger, ebenda 7, 
1 (1952). - -  K .  Schl6gl, ()sterr. Chemiker-Ztg, im Druck. 

6 Helv. chim. Acta 28, 1258 (1945). 
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Der Abbau des 2. Tripeptides, des DI~-Alanyl-DIMeucyl-glycins, dar- 
gestellt naeh E. Fischer ~, verlief prinzipiell analog. Das gut kristMlisierte 
Carboiithoxy-peptid haben wir mit  Lauge umgelagert und das Carbonyl- 
aminosi~ure-peptid Ala-CO-Leu-Gly mit  Ather extrahiert. Es war nur 
amorph, zeigte bei der Aquivalentsgewichtsbestimmung etwas zu hohe 
Werte, konnte jedoch beim vorsichtigen Verestern mit ~thanol. HC1 
in den kristallisierten Di~Lthylester iibergefiihrt werden. Dieser sowohl, 
wie die freie Dicarbons~ure gab beim Erhitzen mit HC1 ein rohes 
Hydantoin,  das nach Druekhydrolyse im Papierehromatogramm nur 
Alanin und Leucin zeigte, w~hrend das in der w~Brigen L6sung ent- 
hMtene Glyein mit wenig Leucin und A]anin verunreinigt war, deren 
Menge um so mehr zunahm, je l~Lnger das Ala-CO-Leu-Gly mit FIC1 
erhitzt worden war. Aus dem rohen Hydantoin,  das glasig anfiel, konnte 
beim Behandeln mit Wasser wenig einer kristMlisierten Verbindung 
erhMten werden, die nach den Analysenwerten und nach Konstitutions- 
ermittlung mit  Natr iumborhydrid (siehe vorige Mitteilung) Ms 5-Isobutyl- 
hyd~ntoin-3-~-propions~Lure VI I  anzuspreehen ist. Der nieht kristalli- 
siereI~de Riickstand lieferte beim Abbau ein Gemisch yon Alanin und 

(CH3)~CH CH2--CH--C0 

I \ N--CH--COOH 

NH--CO CH a 

VII  

Leuein und scheint somit ein Gemisch der beiden isomeren Hydantoine 
darzustellen. Die Verhi~ltnisse werden hier noeh dureh die beiden 
asymmetrisehen C-Atome kompliziert. 

Das tetzte Tripeptid Glyeyl-DL-alanyl-glyein s bauten wit" wieder im 
HMbmikromagstab ab, wobei wir yon 0,1 g Carboiithoxy-peptid aus- 
gingen und wie fiblieh verfuhren. 

Zur Darstellung des bisher night besehriebenen Tetrapeptides L-TyrosyL 
~)L-alanyl-DL-leueyl-glyein XI  wurde der ~thylester VI I I  des erw~hnten 
Tripept.ides Ala-Leu-Gly mit N-Cbzo-L-tyrosinazid gekuppelt, wobei in 
guten Ausbeuten der N-Cbzo-tetrapeptid-iithylester IX  erhalten wurde. 
Dieser konnte zum N-Cbzo-tetrapeptid X verseift werden, aus dem wir 
duI'eh Abhydrierung der N-Cbzo-gruppe in tiblicher Weise wenig des freien 
Tetra.peptides XI  erhalten konnten. 

Zum Abbau verwend.eten wir den Cbzo-tetrapeptidester IX.  Als 
Hydantoin  war hier die 5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-~-propions~ure 

Liebigs Ann. Chem. 340, 123 (1905). 
Fiir die lJberlassung von Peptiden sind wir Herrn Dir. Dr. F. Mietzsch, 

Bayerwerke Elberfeld, und der Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, zu grol]em 
Dank verpfliehtet. 
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Cbzo--NH--CI-I--CONa § NH2--CH--CO--NH--CH--CO--NH--CH~--COOC~H~ 

CH2 CH3 CH2--CH(CIq:3)2 

il VIII 
%/ 
OH 

NaOH H~/Pd 
* I X  ~ X ~ X I  

R - - N H - - C ~ H - - C O - - N H - - C  H - - C O - - N H - - C H ~ C O - - N  t - I - - C H 2 - - C O - - R  1 

CH~ 

OH 

I I 
CHa CH~--Ctt(CHs)~ 

I X . "  R - :  Cbzo, R 1 --~ OC2H5 

X: R----:Cbzo, g I : O H  

X I :  R - H ,  R 1-~OK 

zu erwarten, die in der Literatur bereits beschrieben ist 9. Sie besitzt 
aber infolge der beiden Asymmetriezentren ein SchmelzpunktsintcrvalI 
von 168 bis 190 ~ ist iiberdies in Wasser und "4thanol so leicht 15slich, 
dM~ wir sie infolge der uns zur Verfiigung stehenden geringen Menge 
nicht kristallin erhalten konnten. Nach Hydrolyse war abet im Papier- 
chromatogramm nur Alanin und Tyrosin zu finden, wi~hrend nach Abbau 
mit NaBHa nur Tyrosin zu finden war, ein Beweis fiir die angenommene 
Struktur. 

Die nach Extraktion des Hydantoins verbleibende w~ltrige LSsung 
enthielt im Papierchromatogramm Leucin und Glycin, das noch mi~ 
Spuren Tyrosin und Alanin verunreinigt war. Es war also gelungen, 
die Struktur des ~etrapeptides insofern zu bestimmen, Ms die beiden 
H~lften des Molekiils (Tyrosin und Alanin einersei~s, Leucin und Glycin 
anderseits) bekannt waren. Zusammen mit der noch zu besprechenden 
Bestimmung der Aminos igure ,  die die l~eihenfolge Leucin-Glycin fest- 
legte, waren die M5glichkeiten fiir die Konstitution des Tetrapep~ides 
auf 2 (Tyr-Ala-Leu-Gly oder Ala-Tyr-Leu-Gly) eingeschr~nkt, w~hrend 
sich aus der durch Hydr01yse und Papierchromatographie erhaltenen 
Kenntnis der 4 am Aufbau beteiligten Monoamino-monocarbons~uren - -  
ffir den Fall eines unbekannten Peptides - -  2r MSglichkeiten ergeben 
h~tten. 

Die in der vorigen Mitteilung 1 kurz erw~hnte MSglichkeit zur Bc- 
stimmung der A m i n o s g u r e  - -  beschrieben ffir den Fall des Leu-Gly-Phe - -  

9 D . A .  H a h n  und E.  Gilman, J.  Amer. chem. Soc. 47, 2941 (1925). 
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haben wir n/~her untersueht und in den gepriiften F~llen als anwendbar 
gefunden. 

Die Bestimmung der Aminosiiure beruht auf der geduktion des 
S/~ureehlorides des bei der Umlagerung erhaltenen Carbonyl-aminosgure- 
peptides I bzw. des N-Carbalkoxy-peptides mit NaBHa. Im Papier- 
chromatogramm Iehlt dann naeh ttydrolyse und Entfernung des ge- 
bildeten Aminoalkohols die Aminosi~ure, die die freie Carboxylgruppe 
des Peptides trug. Kurze Behandlung der angefiihrten Verbindungen 
mit SOC12 (10 bis 12 Min. bei  40 bis 50 ~ fiihrt zu rotgef~rbten Produkten, 
die nieht gereinigt nnd n/iher untersucht, sondern direkt der I~eduktion 
mit NaBH 4 unterworfen wurden. 

Die Carbonyl-aminosgure-peptide seheinen in allen F/illen mit SOC1. 2 
zu den Hydantoinpeptiden ringzuschlieBen, da immer nur die Aminosgure, 
nieht aber aueh die Aminos~ure ira Papierehromatogramm fehlte: 
Ngheres dartiber wurde bereits in der vorigen Mitteilung ausgefiihrt. 

Wit haben mit dieser Methode die Aminosgure in folgenden Peptiden 
bestimmt und eindeutige I~esultate erhalten: Alanyl-glyein s (als N- 
Carbo/ithoxy-Ala-Gly), Alanyl-leueyl-glyein (als N-Carbo~ith0xy-Ala- 
Leu-Gly und Ala-CO-Leu-Gly) und Tyrosyl-alanyl-leueyl-glyein (als 
Tyr-CO-Ala-Leu-Gly). In allen diesen Fgllen fehlte die Aminosiiure im 
Papierehromatogramm v611ig oder war nut  in solehen Slouren vorhanden, 
dab eine eindeutige Entseheidung ohne weiteres mSglieh war. 

Zusammen mit der Methode zur Bestimmung der Aminos~ure und 
der ihr benaehbarten sind wit also imstande, bei Tri- und Tetrapeptiden 
einfaeheren Baues die M6gliehkeiten, die sieh aus der Kenntnis der am 
Bau beteiligten Aminosauren ergeben, yon 6 bzw. 24 auf 2 einzusehr/~nken. 
(Flit den Fall, dab die Peptide aus 3 bzw. 4 versehiedenen Monoamino- 
mon0earbons~uren aufgebaut sind.) Bei Tripeptiden wird in den meisten 
Fgllen ja sehon die Bestimmung der Aminosgure und der ihr benaehbarten 
geniigen, Woraus sieh die Kenntnis der Aminosiiure leieht ergibt, 
obwohl zur Bestgtigung dieser Ergebnisse die Bestimmung der Amino- 
8gure gute Dienste leistet, w/thrend sie bei Dipeptiden allein erlaubt, 
die Konstitution des Peptides zu ermitteln. Bei Tetrapeptiden wird, 
wie sehon erw/~hnt, die Reihenfolge der Aminos~uren 3 und 4 festgelegt, 
deren Kenntnis aus der Hydrolyse des IIydangoins, das aus Aminos~ure 1 
und 2 aufgebant ist, hervorgeht. 

Im Zusammenhang mi~ der Frage der Abspaltung des Hydantoins 
aus dem Carbonyl-aminos~ure-peptid war das Problem einer eventuellen 
Umlagerung eines Hydantoins A in das Hydangoin B (wenn der 
Rest R~ grSl]er als P~ ist) dutch Erhitzen mit S~uren aufgetaueht. 
Da diese Frage aueh von allgemeinerer Bedeutung in bezug aui die 
Stabilit~t des Hydantoinringes sehien, haben wir uns etwas n~her damit 
befaBt. DaB die bei der alkalisehen Aufspaltung erh~ltliehen Carbonyl- 
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R,--CH--CO RI--CH--CO 

? I \ \ N - - e l l - - C O O t  --~ ~ ~ - - C H - - C O O H  

NI-I--CO R1 NK--CO R 

A B 

bisaminos/iuren bei S~urebehandlung nur in der Richtung der bevor- 
zugteren Struktur ringschlie6en, war schon bekannO. 

Znr Kl~Lrung dieser Frage schien uns das Paar  der isomeren Hydantoine,  
die aus Glyein und Phenylalanin aufgebaut sind (XII  und XIV), ge~ignet, 
da infolge der groBen Unterschiede der ]=teste (C6HsCH~ bzw. H) die 
Effekte besonders deutlich sein mugten. Zu diesem Zwecke haben wit 
den bisher nieht besehriebenen Hydantoin-3-fl-phenyl-~-propionsaure- 
athylester X I I I  durch 2t~giges Erhitzen yon Hydantoin-Na mit fl:Phenyl- 
r dargestellt. Neben einem Teil nicht 
umgesetzten Brom-esters konnte auch eine betraehtliche Menge Zimt- 
ss nachgewiesen werden. AuBerdem wurde  neben dem ge- 
wfinschten Produkt  X I I I  auch wenig des isomeren 5-Benzyl-hydantoin- 
3-essigesters isoliert nnd dutch Analyse, Schmp. und Mischsehmp. identi- 
fiziert. Dieser war wahrscheinlich dutch Aufspaltung des pr imar ge- 
bildeten Hydantoins X I I I  durch etwas iiberschiissiges Alkali und Ring- 
sehluB bei der anschlieBenden Destillation zum stabileren Produkt  oder 
eventuell dureh Substitution eines H-Atoms am C-Atom 5 entstanden. 
Der Ester X I I I  lieB sieh erst nach mehrstiindigem Erhitzen mit HCI 
zur freien SSmre X I V  verseifen, die in m~Bigen Ausbeuten erhalten, 
naeh 6fterem UmlSsen den Sehmp. 190 bis 193 ~ zeigte und mit 5-BenzyI- 
hydantoin-3-essigs~ure eine starke Depression gab, w~hrend Verseifur~g 
mit i Mol Alkali unbefriecligend verlief. Die Konstitution yon X I Y  
wurde wie folgt bewiesen: 

1. Druekhydrolyse mit  HC1 gab Glyein und Phenylalanin. 
2. Abbau mit NaBH~ zeigte im P apierehromatogramm nut  Glyein 

neben ganz wenig Phenylalanin. 
3. Verestern der freien S~ure X I V  fiihrte wieder zum Ester X I I I  und 
4. Erhitzen des Esters X I H  mit 2 Mol Alkali (P~ingaufspaltung!} 

und ansehlieBendes Behandeln mit t{C1 in der Hitze lieferte 5-Benzyl-  
hydantoin-3-essigs/~ure. 

Als wir nun XIV dureh 3 Stdn. mit  HC1 (i : 1) erhitzten (das sind 
die Bedingungen, denen die Hydantoine beim Peptidabbau im allgemeine n 
ausgesetzt werden), zeigte sieh, dab der Sehmp., der vorher 190 bis 193 ~ 
betragen hatte, sieh nnr unwesentlieh ~inderte (189 his 193 ~ ws XIV 
mit  zirka gleiehen Mengen X I I  einen Misehsehmp. yon 156 his 165 ~ 
gibt. Es war also eine Umlagerung, wenn iiberhaupt,  nut in unter- 
geordnetem Ma6 eingetreten. 
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CH2--CO 

N. Na ~- Br--CH--COOC2H 5 

NH--CO CH2C6H 5 

I ' + wenig 

CH~--CO 
I \ 

N--CH--COOC2H~ _ _ _ _  
't / I 

NLI---CO CH2C~H ~ 

X I I I  

CH~--CO 

t \ N - - C t I  (?0OH 

N H - - C O  (JH2C6H~ 

XIV 

r 

C6H~Ctt2- -CH--CO 

2 Mol Alkali 

; 

I \ N--CH~--COOC2H~ 
i / 

N H - - C O  

HC1 

C6H~CH2--CH--C0 
I 
I N - - C H 2 - - C O O H  

/ 
N H - - C 0  X I I  

HCI 

(150 ~ ) 

Glycin + 
~" Phenylalanin 

E x p e r i m e n t e l l e r  Te i l .  

a) B e s t i m m u n g  de r  A m i n o s a u r e  u n d  de r  i h r  b e n a c h b a r t e n .  

1. Im GlycyI-L-tyrosyl-glycin. 
Carbonyl-(glycin)-(tyrosyl-glycin). 0,91 g N-Cbzo-glycyl-L-tyrosyl-glycin- 

~$hylester s wurden mit  6 ml 1 n NaOH (3 Mol) 21/2 Stdn. am Wasserbad 
erhitzt. Anschliei~end wurde mit  6 ml 1 n HC1 neutralisiert und mit  Ather 
im Apparat  ersch6pfend extrahiert.  Der Ntherriickstand wog 0,6 g (87% 
d. Th,). Gelbliches, amorphes Pulver, leicht wasserl6slich. 

5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin.3-essigs~u~e (VI) .  0,6 g Gly-CO-Tyr-Gly 
wurden mit 15 ml HC1 (1 : 1) 21/2 Stdn. zum Sieden erhitzt, im Vak. abge- 
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dampft, in wenig Wasser aufgenonlmen und mit  fl~ther extrahiert. Der J~ther- 
extrakV (0,4 g = 86% d. Th.) wurde 2ram aus Wasser umgelOst und schmolz 
yon 221 bis 224 ~176 Mischsehmp. mit  dem in der vorigen Mitteilung 1 be- 
schriebenen Produkt:  221 bis 224 ~ Ein Teil wurde mit  konz. HCI 6 Stdn. 
bei 150 ~ hydrolysiert und gab im Papierchromatogramm Glycin und Tyrosin. 

5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-essigai~ure-~thylester. 0,2 g VI 16sten wir in 
10ml absol. J~thanol, siittigten mit  I-IC1-Gas und erhitzten noch 30Min. 
zum Sieden. Der Abdampfrfickstand, lmal  aus ~thanol  umgel6st (Nadeln), 
sehmolz yon 195 bis 197 ~ und gab keine Depression im Mischschmp. mit  
einer authentischen Probe. 

2. Im 1)L-Alanyl-DL-leucyl-glycin. 

N-Carbo(tthoxy-JoL-alanyl-1)L-leucyl.glycin. 2 g TripeptidT, in 8 ml 1 n 
NaOt t  (1 1Viol) gel6st, wurden bei 0 ~ mit  1,0 g (1,2 Mol) ~thylchlorkohlen- 
s~urees~er und verd. SodM6sung in fiblieher Weise acyliert. Nach dem 
Ans~iuern mit  konz. HC1 anf pI-I 3 fie1 nach einigem Stehen anf Eis ein dichter 
Niedersehlag arts, der abgesaugt und mit  ~u gewasehen wurde. Ans- 
beute 1,95 g (76% d. Th.). Arts Wasser Bl~ittehen. Sehmp. 179 bis 181 ~ 

ClaH2506N3. Ber. N 12,69, ~qn.-Gew. 331. Gel. N 13,03, ~qu.-Gew. 332 (titr.). 

Carbonyl-(alanin)~(leucyl-glycin). 0,66g Carboi~thoxy-tripeptid wurden 
mit  8 m] 0,5 n NaOtI  (2 Mol) dureh 2stfind. Erhitzen in das Carbonyl-amino- 
s~iure-peptid umgelagert nnd dieses nach Neutralisation mit 4 ml I n I-ICI 
der LSsnng dureh ~therextraktion entzogen. Ausbente 0,56 g (92% d. Th.) 
amorphes PuIver. 

C12H~IO6N3. Ber. ~_qu.-Gew. 151,6. Gel. ~qu.-Gew. 174. 

Di(~thylester des Carbor~yl.aminos(ture-peptides Ala-CO-Leu-Gly. 0,1 g 
obigen Produktes haben wir 10 Min. mit  ges~ttigter ~thanol. HC1 erhitzt. 
Der Abdampfrfiekstand kristMlisierte auf J~therznsatz und wurde aus wenig 
~'4thanol-~ther-Petrol~ther umgel6st. Stiibchen. Schrnp. 154 bis 157 ~ 

CI~I~I~O6N ~. Ber. C 53,46, I-I 8,13, OC2I-[ ~ 25,08. 
Gef. C 53,60, H 8,40, OC2tt5 25,09. 

5-Isobutyl-hydantoin-3-a-propionsaure (VII) .  0,25 g Ala-CO-Leu-Gly 
baben wir 2 Stdn. mit  I-IC1 (1 : 1) zum Sieden erhitzt und den Abdampfriick- 
stand in Wasser aufgenommen. Dabei blieben 0,03 g (16% d. Th.) nngel6st, 
-~urden abfiltriert und aus Wasser umgel6st. Bl~ttchen. Schmp. 168 his 174 ~ 

C10I-II~OaN2. Ber. N 12,27. Gef. N 12,47. 

Der Mutterlauge wurde das restliche I-Iydantoin durch ~_~herextraktion 
entzogen; es konnte aber nicht mehr zur Kristallisation gebracht werden. 
Nach Hydrolyse dieses Produktes durch 5 Stdn. bei 150 ~ mit  konz. I-ICI 
war ira Papierehromatogramm nut  Leucin und Alanin zu finden, w~thrend 
die w/ii3r. L6sung arts dem Ektraktor  Glycin enthielt, das durch Leucin 
~md Alanin verunreinigt war. Die Menge dieser beidon Aminos~nren g ing  
jedoch stark znrfick, wenn das Erhitzen des Carbonyl-aminos~iure-peptides 
mit  I4C1 nut  1/2 Std. durchgeffihrt wurde. 

10 Allle Schmelzpunkte dieser Arbeit wurden im Mikroschmelzpunkts- 
apparat nach Ko]ler bestilnmt. 
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Konstitutionsbeweis von V I I  durch Abbau mit N a B H  4. 

Zirka 25 mg des kristallisierten Hydantoins VI I  wurden durch lstfind. 
Erhitzen mit  1 ml SOC12 ins S~urechlorid fibergeffihrt. Nach Abdampfen 
des SOC] 2 im Vak. wurde noeh mehrere Stdn. im Exsikkator fiber KOH 
aufbewahrt, hierauf in 5 ml absol. Dioxan gelSst und mi t  0,1 g NaBH 4 
2 Stdn. im sled. Wasserbad erhitzt. Nach Abdampfen des LSs~mgsmittels 
haben wir den Rfickstand vorsichtig mit  Wasser zersetzt, mit  NaHCO3 
ges~ttigt und im Apparat  mit  :~ther extrahiert.  Der ~therrt ickstand 
(Hydantoinalkohol) wurde 5 'Stdn. bei 150 bis 160 ~ mit  konz. HC1 hydrolysiert, 
der Abdampfrtiekstand in Wasser gelSst, mit  einigen Tropfen verd. NaOH 
auf pH 8 gebracht und erneut mit  Ather zur Entfernung des Aminoalkohols 
extrahiert.  Endlich wurde die w~13r. LSsung mit  HC1 eben angess 
im Vak. zur Trockene gebracht, erneut in Wasser gelSst, mit  Tierkohle 
gereinigt, und nach dem neuer]ichert Eindampfen der Rtiekstand mit  absol. 
~ thanol  ausgekoeht. Die alkohol. Lbsung zeigte im Papierchromatogramm 
Leucin, das dutch Spuren Alanin verunreinigt war. 

Das nicht kristallisierte Hydantoin  gab beim gesehilderten Abbau ein 
Gemisch yon LeuCin und Alanin (vgl. S. 1429). 

3. Im  Glycyl-DL.alanyl-glycin. 

N-Carbo4thoxy-glycyl-~)L-alanyl.glycin. 0,25 g Tripeptid s wurden in 
iiblicher Weise in die Carbo~thoxyverbindung fibergeffihrt. Da diese leieht 
wasserlSslich ist, mul3te sie durch Eindampfen der Reaktionsmischung im 
Vuk. und Auskochen des Rtickstandes mit  absol. ~ thanol  gewonnen werden. 
Sie steIlte ein Glas dar, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. 

C10H1706:N3. Bet. J~qu.-Gew. 275. Gef. ~qu.-Gew. 280. 

Der Abbau des Peptides wurde mit  0,1 g Carb~thoxyverbindung in der 
schon 5fter besehriebenen Weise ausgeftihrt, wobei die vom Hydantoin 
durch J~therextraktion befreite w~l~r., LSsung neben viel Glycin wenig Alanin 
als VerunreJnigung enthielt. 

4. I m  L-Tyrosyl-1)L-alanyl-1)L-leucyl-glycin X I .  

~L-Alanyl-1)L-leucyl-glycyl-5thylester ( V I l I ) .  1,0g Tripeptid 7 suspen- 
dierten wit in 20 ml absol, :~thanol und s~ttigten unter Kiihlung mit  HC1- 
Gas. AnschlieBend wurde noch 5 Min. zum Sieden erhitzt und dann im Vak. 
abgedampft. Das Esterchlorhydrat  hinterblieb als pulvrige, etwas hygro- 
skopisehe Masse, die sieh nicht umlSsen liel~. Sie wurde zur Analyse 2mal 
mi t  -Athanol abgedampft und ]~ngere Zeit im Exsikkator fiber KOH ge- 
troeknet. 

ClaH2504~N3-HC1. Bet. C1 10,95, OC2H 5 13,92. 
Gel. C] 10,38, OC~H 5 13,61. 

Aus dem Chlorhydrat wurde der Ester in tiblicher Weise mit  Kalium- 
karbonat und Essigester in Freiheit  gesetzt. Ausbeute 0,9 g (81~o d. Th.) 
glasiges O1. R F - -0 ,71 (Schleicher-Sehfill 2043b, Butanol-Eisessig-~'~asser 

4:  ] : 5 ) .  
N-Cbzo-L-tyrosyl-DL-alanyl-1)L-leucyl-glycin-~thylester ( I X ) .  0,45 g 

N-Cbzo-L-tyrosin-hydrazid wurden in einer Mischung yon 7 ml Wasser 
und 2 ml konz. HC1 gelSst und unter Kiih]en und l~fihren mit  einer Lbsung 
yon 0,10 g ~ a N O  2 (1 Mol) in 2 ml Wasser diazotiert. Das Azid wurde mit  
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15ml eiskaltem Essigester ausgeschiittelt, die LSsung nacheinander mit 
Wasser, NaHCOs-L6snng and  Wasser gewasehen, kurz tiber Na~SO 4 getl:oeknet 
uncl mit  ether L6sung yon 0,6 g Ester VI I I  (1,5 Mol) in 15 ml Essigess 
vereinigt. Naeh 4stiind/ Stehen auf Eis ~r~d 12stiind. Stehert bei Zimmertemp. 
hahen wir mit  verd. HC1, NaHCO2-LSsung and Wasser dktrehgesehitttett 
and  den Essigester im Vak. verdampf~. Al~sbe~Se 0,6 g (75% d. Th.). A~s 
Chloroform-Nther gallertig. Zerfliel3~ vola 115 bis t 21~ Millonsehe geakt ion 
positiv. 

Ca0tt4nOsN,. Ber. N 9,58, OC~Ha 7,70. Gef. N 9,87, OC2Its 8,00. 

N-Cbzo-L-tyrosyl-DL-alanyl-1)L-leucyl-glycin (X).  0,22g IX verseif~en 
wit mi~ 1,1 ml 1 n NaOH (3Mol) 1/2 Std. bet Zimmertemp. 2gaeh Zusatz 
yon 1,1 ml I n HC1 fiel ein zaher Niedersehlag aus, yon dem abdek~ntiert 
w~2rde. In  wenig J~thanol "gelSst, konnte die Verbindung mi$ Wasser aus- 
geffi.llt werden und liel3 sieh naeh dem Troeknen pulvern. Ausbeute 0,19 g 
(90% d. Th.). Sehmp. 95 bis 105 ~ (Zers.). 

C2sHa6OsN 4. Bet. Nqu.-Gew. 556. Gel. Nqu.-Gew. 551. 

L-Tyrosyl-1)L-alanyt-Dr,-leucyl-glycin (XI) .  0,15g N: wurden in 2 0 m  
Methanol gelSs~ und mit  0,3g Pd-Tierkohle (10%) mehrere Stdn. under 
geringem Wasserstoffdruek gesehiittelt. Die filtrierte L6sung wurde im 
V a k .  eingedampft and  der feste l~iickstand a u s  zirka 80%igem J~thanol 
umgel~st. Das Peptid zersetz~ sieh gegen 215 ~ Es ist leieht 15slieh in Wasser, 
sehwer in Nthanol. Die Millonsche Reaktion ist 10ositiv. Im Papier- 
ehromatogramm war ein einheitlicher, sehwaeh violeg~er Fleck mit  einem 
RF-Wert yon 0,75 zu finden (Schleieher-Schtill 2043b, Butanol-Eisessig- 
Wasser 4 : 1 : 5). 

C20tt3006N4. Bet. N 13,26. Gel. N 13,41_ 

Abbau des Cbzo-tetrapeptidesters IX.  Dieser Abbau wurde mit  0,3 g IX 
in der bereits mehrfaeh besehriebenen Weise ausgeftihrt. Die Umlage~img 
erfolgte dutch 2stiind. Erhitzen mit  3 iVlol 0,5 n Alkali, die Ahspalmng des 
Hydantoins aus dem Carbonylaminos~urepeptid Tyr-CO-Ala-Leu-GIy durela 
lt/estttnd. Koehen mit  I-IC1 (1: I). 

])as clutch J~t]ierexgraktion gewonnezae t-tydantein konnte nieht kristaliitz 
erhalten werelen. E in  Tell wttrde 5 Stdn. bet 150 ~ hydrolysiert and  zeigte 
im Papierehromatogramm aussehliel31ieh Alanin nnd  Tyrosin, wi~hrend der 
Abbau mi~ NaBI-I 4 in der beim I-Iydantoin VII  besehriebenen Weise die 
Konstit t t t ion einer 5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-c~-propions~ture bewies. I n  
der w~tl3r. Sehieht waren nach Abtrennung des t Iydantoins  Glyein trod 
Leucin enthalten, die dutch ganz wenig Tyrosin m~d Spnre n Alanin ver- 
unreJnigt waren. 

b) B e s t i m m u n g  der  Aminos~ure .  

Diese Bestimmung set fiir den Fall des Peptides DL~Alanyl-1)L-leueyl- 
glyein n~her besehrieben. Sie wurde in den F/illen der iibrigen unte~sueht.en 
Peptide (Ala-Gly, Tyr-Ata-Leu-Gly) analog ausgeftihrt. 

Als Ausgangsmaterial kann sowohl das Carbalkoxy~peptid, wie das 
Carbonyl-aminos/~ure-peptid verwendet werden. 

0,1 g Ala-CO-Leu-Gly wurden mi~ 1 ml SOCI~ ~/~ Std. auf 40 bis 50: 
erw/~rmt (beim Carbo~ithoxy-peptid nur  10 5lin.), das~ SOCI~ hierauf, im 
Vak. abgedampft und der braunrote l%/icksgand 2 bis 3 S~dn. im Exsikkat0r 
fiber KOH getroeknet. Nun haben wir in wenig absol, Dioxan  gel6st, mit. 



Konsti tut ionsermitt lung von Peptiden. II.  1437 

0,2 g NaBH 4 versetzt und 2 Stdn. auf 100 ~ erhitzt. Der Abdampfrfiekstand 
wurde mit  Wasser zersetzt und die mit  Na2CO 3 gesi~ttigte LSsung in] Apparat  
mit  Ather extrahiert.  Der Ext rak t  wurde dureh 5 Stdn. bei 150 ~ mit  konz. 
t tCt hydrolysiert (ira Falle des Carb/~thoxy-peptides geniigt mehrstiind. 
Koehen) und dieses Hydrolysat,  genau wie bei der Konsti tut ionsbestimmung 
des Hydantoins VII  angegeben, welter behandelt. Die resultierende w~i~r. 
LSsung enthielt laut Papierehromatogramm nut  mehr Alanin und Leucin 
ohne jede Spur yon Glyein. 

Analog eindeutige Ergebnisse wurden bei den anderen Peptiden erhalten. 
Synthese yon : 
Hydantoin-3-~-phenyl-cc-propionsi~ure-(tthylester (XI I I ) .  2g  Hydantoin 

suspendierten wir in einer L6sung yon 0,46 g Na (i Mol) in 40 ml absol. 
]g.thanol und erhitzten 11/2 Stdn. unter Rfiekflul3. Hierauf wurden 5,2 g 
(1 Mol) fi-Phenyl-a-brom-propions~ure/~thylester zugegeben und weitere 
48 Stdn. erhitzt. Naehdem yon wenig Niedersehlag abfiltriert worden war, 
wurde im Vak. zur Troekene gedampft, in wenig Wasser aufgenommen und 
gut ausge/ithert. Der J~therriiekstand wurde im Kugelrohr zuerst bei 12 Tom" 
und 140 bis 150 ~ Luftbadtemp. behandelt. Dabei gingen 2 g leiehtbewegliehes 
(}1 fiber, das sieh als Gemiseh yon Phenyl-brompropions/iureester und Zimt- 
s~ureester (Verseifung zur Zimtsi~ure!) erwies. 

Der noeh verbleibende Rest wurde bei 0,001 Torr und 175 bis 185 ~ 
destilliert. 2,1 g (38% d. Th.) erstarrendes, sehwaeh gelbliehes IJl. 

Dureh Uml6sen aus Xthanol-~ther-Petrol~ther erhielt man ein Gemenge 
yon Nadeln (0,05g) und sehweren K5rnern (l,2g), die rein meehanisch 
getrennt werden konnten. 

Die K6rner wurden 2real aus Xthanol-Ather-Petrol/ither nrngel6st. 
Sehmp, 131 bis 134 ~ Starke Depression im Misehsehmp. mit  5-Benzyl- 
hydantoin-3-essigester. Pikrins~iuretest positiv. 

C14H1604N 2. Bet. N 10,01, 0C2H 5 16,25. Gef. N 10,24, OC2H 5 16,51. 

Die Nadeln schmolzen, 2mal aus ~thanol-~ther-Petrol / i ther  umgelSst, 
yon 154 bis 156 ~ and gaben keine Depression im Mischschmp. mit  5-Benzyl- 
hydantoin-3-essigester. 

C14H1604N2. Ber. OCeH 5 16,25. Gef. OC2H 5 16,62. 

Hydantoin-3-fl-phenyl-a-propionsi~ure (XIV) .  0,276 g X I I I  (Schmp. 131 
bis 134 ~ wurden mit  5 ml konz. HC1 8 Stdn. unter RfickfluB erhitzt und 
der feste Abdampfriickstand mit  wenig Wasser abgesaugt. Ausbeute 0,17 g 
(68 % d. Th.). Mehrfach aus ~rasser unter Zusatz yon einigen Tropfen )[thano] 
umgel6st. St/ibchen. Schmp. 190 bis 193 ~ 

C12H1204N~. Bet. C 58,07, H 4,87, J~qu.-Gew. 248. 
Gel. C 57,90, H 5,17, J~qu.-Gew. 247. 

Der Konstitutionsbeweis yon XIV wurde auf folgende Weise gefiihrt: 
1. Mehrstiindige t tydrolyse mit  konz. HC1 bei 150 ~ ergab im Papier- 

ehromatogramm Phenylalanin und Glyein. 
2. Der Abbau. des S~urechlorids mit  NaBH 4 in der beim Hydantoin  VII  

besehriebenen Weise gab Glycin, das nut  ganz wenig Phenylalanin enthielt. 
3. 5-Benzyl-hydantoin-3-essigs(ture X I I  aus dem Hydantoin-ester X I I I .  

0,14g X I I I  (Schmp. 131 bis 134 ~ wurden mit  2 Mol 0,5 n NaOH 1 Std. 
am Wasserbad erhitzt, im Vak. zur Trockene gedampft und der Rfiekstand 
mit  5 ml konz. I-IC1 2 Stdn. zum Sieden erhitzt. Der Troekenrfiekstand 
wurde in wenig Wasser aufgenommen und nach einigem Stehen auf Eis 
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abgesaugt. Ausbente 0,06 g (48% d. Th.). Aus Wasser Bl~ttehen. Sehmp. 
182 his 185 ~ Keine Depression im Misehsehmp. mit  5-Benzyl-hydantoin- 
3-essigs~iure, starke Depression (156 his 167 ~ mit  XIV.  

Ein Teil der so erhaltenen 5-Benzyl-hydantoin-3-essigs~ure X I I  wurde 
mit  ~ithanol. HCI verestert.  Der erhaltene Xthylester  yore Sehmp. 154 bis 
155 ~ erwies sieh im ~{isehsehmp. ebenfalls mit  5-Benzyl-hydantoin-3-essig- 
ester identisch. 

4. Veresterung yon X I V .  Bei normaler Verestemmg yon XIV mi t  iithanol. 
Salzs/iure dureh 20 Min. erhielten wit  wieder den Hyelantoin-3-fl-phenyl-a- 
propionsfiure-~ithylester vo'm Sehmp. 13I his 134 ~ der keine Depression im 
Misehsehmp. mit  XI.II gab. 

Umlagerungsversuch an X I V  mi t  Salzs(ture (1 : 1). Als XIV vom Sehmp. 
190 bis 193 ~ 3 Stdn,  mi t  HC1 (1 : 1) erhi tzt  worden war, betrug der Sehmp. 
naeh dem Abdampfen der iibersehiissigen ttC1 im Vak., Aufnehmen des 
Riiekstandes in wenig eiskaltem Wasser und Absaugen 189 bis 193 ~ 

Die Mikro-C-, H- und  N-Ana lysen  wurden yon Her rn  Dr. G. Kain~,  

im mikroana ly t i sehen  Labo ra to r i um des I I .  Chemisehen Ins t i t u t e s  dutch: '  
gefiihrt.  

Zusammenfassung.  

1. Die Methode  zur Bes t immung  der A m i n o s g u r e  und der ihr be- 
naehba r t en  als H y d a n t o i n  wurde  auf 3 Tr ipep t ide  und 1 T e t r a p e p t i d  
angewendet .  Aueh bei Tr ipept iden ,  die eine fiir den Hydanto in r ingseh lu l l  
ungi inst ige  S t r u k t n r  besitzen,  l iefert  das  Verfahren eindeut ige Ergebnisse.  

2. Die Bes t immung  der  Aminosiiz~re mit te l s  N a B H  4 wird an einigen 
Pep t iden  demonst r ie r t .  I n  Verb indung  mi t  der  oben erw~ihnten Methode  
l ieferte sie gute  Resu l t a t e  bei der  Kons t i t u t i onse rmi t t l ung  yon Tr ipep t iden  
und  einem Te t rapep t id .  

3. Das bisher  n ieht  besehriebene Te t r apep t id  L-Tyrosyl-DL-alanyl-  
nn- leueyl-glyein wurde  dargestel l t .  

4. Die M6glichkei t  der  Umlagerung  isomerer  H y d a n t o i n e  ine inander  
wurde untersueht .  


