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In der vorigen Mitteilung® konnten wir zeigen, dafl die Alkalibehand-
lung von Carbalkoxy-tripeptiden zu Carbonyl-aminosidurepeptiden 1
fihrt, die bei anschlieBender Siurehydrolyse die Aminosdure? und die
ihr benachbarte als Hydantoin abspalten. Es wurde auch in einem Falle’
die Bestimmung der Aminosdure? beschrieben, die durch Natriumbor-
hydridreduktion des mit SOCl, behandelten Carbonyl-aminosiure-
peptides 1 erfolgte. Dabei wird die Aminosgure zum Alkohol reduziert
und fehlt dann im Papierchromatogramm des hydrolysierten Produktes,
nachdem der Aminoalkohol durch Extraktion entfernt wurde.

Wir haben nun in Fortfithrung dieser Arbeiten die Methode zur Be-
stimmung der Aminosidure und der ihr benachbarten an einigen weiteren
Tripeptiden sowie an einem Tetrapeptid studiert und konnten zeigen,
dafBl die Methode in allen ¥allen, auch dort, wo die Bedingungen fiir die
Abspaltung des Hydantoins — wie in der vorigen Mitteilung ausfiihrlicher
diskutiert —— ungiinstig liegen, brauchbare und eindeutige Resultate
liefert. Ebenso haben wir das Verfahren zur Bestimmung der Amino-
siiure an weiteren Beispielen — bis zum Tetrapeptid — erprobt. Zuletzt

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

2 Nach einem Vorschlag von 8. W. Fox, Adv. Prot. Chem. 2, 155 (1945),
wollen wir die Aminosédure, die die freie Aminogruppe eines Peptides tragt,
als Aminosdure, die am Carboxylende befindliche als Aminosdure bezeichnen.



Wessely, Schlogl u. Wawersich: Konstitutionsermittlung v. Peptiden. IT. 1427

wurde die Méglichkeit der Umlagerung isomerer Hydantoine ineinander
naher untersucht. Hieriiber soll im folgenden berichtet werden.

Wie in der vorigen Mitteilung naher erértert, kann die Bildung des
Hydantoins bei der Sdurebehandlung eines aus dem Peptid A—B—C ent-
standenen Carbonyl-aminosiure-peptides I im wedentlichen auf 2 Wegen
erfolgen: )

1. kann I primér RingschluB zum Hydantoinpeptid® II erleiden, was
besonders dann der Fall sein wird, wenn der Rest der Aminosiure A groB
gegen den von B ist (der Ringschlufl von Hydantoinen erfolgt um so leichter,
je groBer der Rest am C-Atom 5 ist4), und

2. kann zuerst Spaltung der Peptidbindung B—C wvon I erfolgen,
wobel der Ringschluf der entstehenden Carbonyl-bisaminosdure IIT zum
Hydantoin wieder im wesentlichen von der GréBe der Reste von A und B
gestevert werden wird. Prinzipiell konnen also die beiden moglichen
Hydantoine IV und V nebeneinander entstehen.
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(Uber die vereinfachte Darstellung der Hydantoine vgl. vorige Mitteilung®.)

Die in der vorigen Mitteilung beschriebenen 5 Peptide, bei denen in
4 Fallen der Rest von A grofler als der von B war (in einem Falle gleich),
lieferten durchwegs Hydantoine der Formel IV, bei denen die Aminosdure
in den Hydantoinring eingebaut ist.

in vorliegender Arbeit haben wir nun 3 Tripeptide {Gly-Tyr-Gly,
Ala-Leu-Gly und Gly-Ala-Gly) untersucht, bei denen also die ,,schwere®
Aminosiure in der Mitte steht und bei denen ein primédrer Ringschluf
zum Hydantoinpeptid 1I nicht begiinstigt erscheint. Auch hier lieferte
die. neue Methode eindeutige Frgebnisse, nur besaBen die Hydantoine,
soweit sie isoliert werden konnten, die stabilere Struktur (in diesen
Fillen V), so dafl fiir die Bildung dieser Produkte Moglichkeit 2 obigen

3 K. Schlogl, F. Wessely und G. Korger, Mh. Chem. 83, 493 (1952).
4 . Ware, Chem. Reviews 46, 403 (1950).
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Schemas angenommen werden muB, da auch eine Umlagerung isomerer
Hydantoine ineinander (IV in V oder umgekehrt) unter den hier herrschen-
den Bedingungen — wie weiter unten gezeigt werden wird — als un-
wahrscheinlich abzulehnen ist.

Es kann also — wie schon in der letzten Mitteilung vermutet — aus
der Konstitution des Hydantoins kein RiickschluB8 auf die Reihenfolge
der Aminoséure A und B im Peptid gezogen werden. Jedoch erlauben
zahlreiche Methoden zur Bestimmung der Aminosiure® eine Kldrung
dieser Frage.

Der Abbau des Tripeptides Glycyl-L-tyrosyl-glycin schien uns deshalb
interessant, weil wir an Hand der Ergebnisse, die wir beim Abbau des
isomeren Tyrosyl-glycyl-glycins erhalten hatten!, direkte Vergleichs-
moglichkeiten fiir die gebildeten Hydantoine besaBen.

Dazu wurde der nach T'h. Posternak und S. Grafl® dargestellte Cbzo-
Gly-Tyr-Gly-dthylester in der tiblichen Weise! 2 Stdn. mit 3 Mol Alkali
behandelt, anschlieBend mit dem S#urediquivalent neutralisiert und der
wilBrigen Losung das Carbonyl-aminosdure-peptid Gly-CO-Tyr-Gly durch
Atherextraktion entzogen, wodurch es wohl nicht kristallisiert, aber
frei von Verunreinigungen (Aminoséuren oder Peptid) erbalten wurde.
Saure Hydrolyse und anschlieBende A therextraktion lieferte ein Hydantoin,
das mit dem aus Tyr-Gly-Gly erhaltenen identisch war (Schmp. und
Mischschmp. der Hydantoine und der Athylester) und das somit als
5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-essigsdure VI anzusprechen ist. Es wurde

H0<—‘\0HF0H~00

AN
' N-—CH,—COOH
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also hier zweifellos primir Gly-CO.Tyr-Gly in Gly-CO-Tyr und Glyein
gespalten, wobei der RingschluB der Carbonyl-bisaminosidure dann in
Richtung des stabileren Produkts erfolgte. Das in der wilirigen Losung
enthaltene Glycin war mit etwas Tyrosin verunreinigt, wie itberhaupt
bei den hier gepriiften Tripeptiden — zum Unterschied von den frither
untersuchten, die eine fir den Ringschlufi zum Hydantoinpeptid bevor-
zugte Struktur besaflen — zu bemerken war, daBl die Aminosdure mit.
den beiden anderen Aminosduren leicht verunreinigt war, wihrend
Hydrolyse des Hydantoins nur die Aminosiure und die ihr benachbarte,
frei von Aminosiure lieferte.

5 8. W.Fox, Adv. Prot. Chem. 2, 155 (1945). — F. Sanger, ebenda 7,
1 (1952). — K. Schlogl, Osterr. Chemiker-Ztg., im Druck.
8 Helv. chim. Acta 28, 1258 (1945).
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Der Abbau des 2. Tripeptides, des pr-Alanyl-pi-leucyl-glycins, dar-
gestellt nach E. Fischer?, verlief prinzipiell analog. Das gut kristallisierte
Carboidthoxy-peptid haben wir mit Lauge umgelagert und das Carbonyl-
aminosdnre-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 &dthanol. HCI
in den kristallisierten Didthylester iibergefiibrt werden. Dieser sowohl,
wie die freie Dicarbonsdure gab beim Erhitzen mit HCl ein rohes
Hydantoin, das nach Druckhydrolyse im Papierchromatogramm nur
Alanin und Leucin zeigte, wahrend das in der wifirigen Losung ent-
haltene Glycin mit wenig Leucin und Alanin verunreinigt war, deren
Menge um so mehr zunahm, je linger das Ala-CO-Leu-Gly mit HCl
erhitzt worden war. Aus dem rohen Hydantoin, das glasig anfiel, konnte
beim Behandeln mit Wasser wenig einer kristallisierten Verbindung
erhalten werden, die nach den Analysenwerten und nach Konstitutions-
ermittlung mit Natriumborhydrid (siehe vorige Mitteilung) als 5-Tsobutyl-
hydantoin-3-x-propionsiure VII anzusprechen ist. Der nicht kristalli-
sierende Riickstand lieferte beim Abbau ein Gemisch von Alanin und

(CH,),CH CH, -CH -CO
AN
; N—CH—COOH
- au
NH--CO CH,
VII

Leucin und scheint somit ein Gemisch der beiden isomeren Hydantoine
darzustellen. Die Verhédltnisse werden hier noch durch die beiden
asymmetrischen C-Atome kompliziert.

Das letzte Tripeptid Glycyl-pL-alanyl-glycin® bauten wir wieder im
HalbmikromaBstab ab, wobei wir von 0,1 g Carboidthoxy-peptid aus-
gingen und wie tblich verfuhren.

Zur Darstellung des bisher nicht beschriebenen Tetrapeptides L-Tyrosyl-
pL-alanyl-pr.leucyl-glycin XI wurde der Athylester VIII des erwihnten
Tripeptides Ala-Leu-Gly mit N-Cbzo-L-tyrosinazid gekuppelt, wobei in
guten Ausbeuten der N-Cbzo-tetrapeptid-dthylester IX erhalten wurde.
Dieser konnte zum N-Cbzo-tetrapeptid X verseift werden, aus dem wir
durch Abhydrierung der N-Cbzo-gruppe in ublicher Weise wenig des freien
Tetrapeptides XI erhalten konnten.

Zum Abbau verwendeten wir den Cbzo-tetrapeptidester 1X. Als
Hydantoin war hier die 5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-x-propionsiure

7 Liebigs Ann. Chem. 340, 123 (1905).

$ Fiir die Uberlassung von Peptiden sind wir Herrn Dir. Dr. F. Mtetzsch,
Bayerwerke Elberfeld, und der Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, zu groBem
Dank verpflichtet.
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zu erwarten, die in der Literatur bereits beschrieben ist®. Sie besitzt
aber infolge der beiden Asymmetriezentren ein Schmelzpunktsintervall
von 168 bis 190°, ist iiberdies in Wasser und Athanol so leicht l6slich,
daB wir sie infolge der uns zur Verfiigung stehenden geringen Menge
nicht kristallin erhalten konnten. Nach Hydrolyse war aber im Papier-
chromatogramm nur Alanin und Tyrosin zu finden, wihrend nach Abbau
mit NaBH, nur Tyrosin zu finden war, ein Beweis fiir die angenommene
Struktur. ‘

Die nach Extraktion des Hydantoins verbleibende wéfirige Lisung
enthielt im Papierchromatogramm Leucin und Glycin, das noch mit
Spuren Tyrosin und Alanin verunreinigt war. Hs war also gelungen,
die Struktur des Tetrapeptides insofern zu bestimmen, als die beiden
Hilften des Molekiils (Tyrosin und Alanin einerseits, Leucin und Glycin
anderseits) bekannt waren. Zusammen mit der noch zu besprechenden
Bestimmung der Aminosgure, die die Reihenfolge Leucin-Glycin fest-
legte, waren die Moglichkeiten fiir die Konstitution des Tetrapeptides
auf 2 (Tyr-Ala-Leu-Gly oder Ala-Tyr-Leu-Gly) eingeschrinkt, wihrend
sich aus der durch Hydrolyse und Papierchromatographie erhaltenen
Kenntnis der 4 am Aufbau beteiligten Monoamino-monocarbonsiuren —
fiir den Fall eines unbekannten Peptides — 24 Moglichkeiten ergeben
héitten.

Die in der vorigen Mitteilung? kurz erwihnte Moglichkeit zur Be-
stimmung der Aminosgure — beschrieben fiir den Fall des Leu-Gly-Phe —

$ D. 4. Hahn und E.Gilman, J. Amer. chem. Soc. 47, 2941 (1925).
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haben wir ndher untersucht und in den gepriiften Fillen als anwendbar
gefunden.

Die Bestimmung der Aminosdure beruht auf der Reduktion "des
Séurechlorides des bei der Umlagerung erhaltenen Carbonyl-aminosiure-
peptides I bzw. des N-Carbalkoxy-peptides mit NaBH, Im Papier-
chromatogramm fehlt dann nach Hydrolyse und Entfernung des ge-
bildeten Aminoalkohols die Aminosgure, die die freie Carboxylgruppe
des Peptides trug. Kurze Behandlung der angefithrten Verbindungen
mit SOCI, (10 bis 12 Min. bei 40 bis 50°) fithrt zu rotgefarbten Produkten,
die nicht gereinigt und ndher untersucht, sondern direkt der Reduktion
mit NaBH, unterworfen wurden.

Die Carbonyl-aminoséure-peptide scheinen in allen Fillen mit SOCI,
zu den Hydantoinpeptiden ringzuschliefen, da immer nur die Aminosdure,
nicht aber auch die Aminosiure im Papierchromatogramm fehlte.
Naheres dariiber wurde bereits in der vorigen Mitteilung ausgefihrt.

Wir haben mit dieser Methode die Aminosdure in folgenden Peptiden
bestimmt und eindeutige Resultate erhalten: Alanyl-glycin® (als N-
Carbodthoxy-Ala-Gly), Alanyl-leucyl-glycin (al§ N-Carbo#thoxy-Ala-
Leu-Gly und Ala-CO-Leu-Gly) und Tyrosyl-alanyl-leueyl-glycin (als
Tyr-CO-Ala-Leu-Gly). In allen diesen Féllen fehlte die Aminosdure im
Papierchromatogramm wollig oder war nur in sol¢hen Spuren vorhanden,
dal eine eindeutige Entscheidung ohne weiteres moglich war.

Zusammen mit der Methode zur Bestimmung der Aminosdure und
der ihr benachbarten sind wir also imstande, bei Tri- und Tetrapeptiden
einfacheren Baues die Moglichkeiten, die sich aus der Kenntnis der am
Bau beteiligten Aminoséuren ergeben, von 6 bzw. 24 auf 2 einzuschrinken.
(Fiir den Fall, daB die Peptide aus 3 bzw. 4 verschiedenen Monoamino-
monocarbonsiuren aufgebaut sind.) Bei Tripeptiden wird in den meisten
Fallen ja schon die Bestimmung der Aminosiure und der ihr benachbarten
geniigen, woraus sich die Kenntnis der Aminosdure leicht ergibt,
obwohl zur Bestitigung dieser Ergebnisse die Bestimmung der Amino-
siure gute Dienste leistet, wihrend sie bei Dipeptiden allein erlaubt,
die Konstitution des Peptides zu ermitteln. Bei Tetrapeptiden wird,
wie schon erwihnt, die Reihenfolge der Aminosiuren 3 und 4 festgelegt,.
deren Kenntnis aus der Hydrolyse des Hydantoing, das aus Aminosiure 1
und 2 aufgebaut ist, hervorgeht.

TIm Zusammenhang mit der Frage der Abspaltung des Hydantoins
aus dem Carbonyl-aminoséure-peptid war das Problem einer eventuellen
Umlagerung eines Hydantoins A in das Hydantoin B (wenn der
Rest R, groBer als R ist) durch Erhitzen mit Siuren aufgetaucht.
Da diese Frage auch von allgemeinerer Bedeutung in bezug auf die
Stabilitit des Hydantoinringes schien, haben wir uns etwas niher damit
befaflt. Dafi die bei der alkalischen Aufspaltung erhéltlichen Carbonyl-
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bisaminosiuren bei Sidurebehandlung nur in der Richtung der bevor-
zugteren Struktur ringschlieBen, war schon bekannt?.

Zur Klirung dieser Frage schien uns das Paar der isomeren Hydantoine,
die aus Glycin und Phenylalanin aufgebaut sind (XIT und XIV), geeignet,
da infolge der groBlen Unterschiede der Reste (C;H,CH, bzw. I} die
Effekte besonders deutlich sein muBten. Zu diesem Zwecke haben wir
den bisher nicht beschriebenen Hydantoin-3-5-phenyl-«-propionsiure-
athylester XIIT durch 2tégiges Erhitzen von Hydantoin-Na mit §-Phenyl-
o-brom-propionsiure-ithylester dargestellt. Neben einem Teil nicht
umgesetzten Brom-esters konnte auch eine betrichtliche Menge Zimt-
sdureester nachgewiesen werden. AuBerdem wurde neben dem ge-
wiinschten Produkt XIIT auch wenig des isomeren 5-Benzyl-hydantoin-
3-essigesters isoliert und durch Analyse, Schmp. und Mischschmp. identi-
fiziert. Dieser war wahrscheinlich durch Aufspaltung des primir ge-
bildeten Hydantoins XIIT durch etwas iiberschiissiges Alkali und Ring-
schluB bei der anschlieenden Destillation zum stabileren Produkt oder
eventuell durch Substitution eines H-Atoms am C-Atom 5 entstanden.
Der Ester XIII lie$ sich erst nach mehrstindigem Erhitzen mit HCl
zur freien Siure XIV verseifen, die in méBigen Ausbeuten erhalten,
nach 6fterem Umlésen den Schmp. 190 bis 193° zeigte und mit 5-Benzyl-
hydantoin-3-essigsdure eine starke Depression gab, wahrend Verseifurg
mit 1 Mol Alksli unbefriedigend verlief. Die Konstitution von XIV
wurde wie folgt bewiesen:

1. Druckhydrolyse mit HCl gab Glycin und Phenylalanin.

2. Abbau mit NaBH, zeigte im Papierchromatogramm nur Glyecin
neben ganz wenig Phenylalanin.

3. Verestern der freien Siure XIV fithrte wieder zum Ester XIII uand

4, Xrhitzen des Esters XIIT mit 2 Mol Alkali (Ringaufspaltung!}
und anschlieBendes Behandeln mit HCl in der Hitze lieferte 5-Benzyl-
hydantoin-3-essigsdure.

Als wir nun XIV durch 3 Stdn. mit HCI (1:1) erhitzten (das sind
die Bedingungen, denen die Hydantoine beim Peptidabbau im allgemeinen
ausgesetzt werden), zeigte sich, dafl der Schmp., der vorher 190 bis 193°
betragen hatte, sich nur unwesentlich #nderte (189 bis 193°), wihrend XIV
mit zirka gleichen Mengen XII einen Mischschmp. von 156 bis 165°
gibt. Hs war also eine Umlagerung, wenn iiberhaupt, nur in unter-
geordnetem Maf3 eingetreten.
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Experimenteller Teil.
a) Bestimmung der Aminosdure und der ihr benachbarten.
1. Im Glycyl-L-tyrosyl-glycin.

Carbonyl-(glycin)-(tyrosyl-glycin). 0,91 g N-Cbzo-glycyl-L-tyrosyl-glycin-
athylester® wurden mit 6 ml 1 n NaOH (3 Mol) 2!/, Stdn. am Wasserbad
erhitzt. AnschlieBend wurde mit 6 ml I n HCl neutralisiert und mit Ather
im Apparat erschopfend extrahiert, Der Atherriickstand wog 0,6 g (87%
d. Th.). Gelbliches, amorphes Pulver, leicht wasserloslich.

5-(p-Oxybenzyl)-hydanioin-3-essigsiure (VI). 0,6 g Gly-CO-Tyr-Gly
wurden mit 15 ml HCI (1:1) 2%/, Stdn. zum Sieden erhitzt, im Vak. abge-
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dampft, in wenig Wasser aufgenommen und mit Ather extrahiert. Der Ather-
extrakt (0,4 g = 869, d. Th.) wurde 2mal aus Wasser umgelést und schmolz
von 221 bis 224°10, Mischschmp. mit dem in der vorigen Mitteilung! be-
schriebenen Produkt: 221 bis 224°. Ein Teil wurde mit konz. HCl 6 Stdn.
bei 150° hydrolysiert und gab im Papierchromatogramm Glycin und Tyrosin.

5-(p-Ozybenzyl) -hydantoin-3-essigsiure-dthylester. 0,2 g VI losten wir in
10 ml absol. Athanol, sittigten mit HCl-Gas und erhitzten noch 30 Min.
zum Sieden. Der Abdampfriickstand, 1mal aus Athanol umgelost (Nadeln),
schmolz von 195 bis 197° und gab keine Depression im Mischschmp. it
einer authentischen Probe.

2. Im pr-Alonyl-DL-leucyl-glycin.

N-Carbodthoxy-DL-alanyl-DL-leucyl-glycin. 2 g Tripeptid?, in 8ml In
NaOH (1 Mol) gelost, wurden bei 0° mit 1,0 g (1,2 Mol) Athylchlorkohlen-
gdureester und verd. Sodalésung in iublicher Weise acyliert. Nach dem
Ansiuern mit konz. HCl auf pH 3 fiel nach einigem Stehen auf Eis ein dichter
Niederschlag aus, der abgesaugt und mit Wasser gewaschen wurde. Aus-
beute 1,95 g (76% d. Th.). Aus Wasser Bldttchen. Schmp. 179 bis 181°.

C,,H,,0,N;. Ber. N 12,69, Aqu.-Gew. 331. Gef. N 18,03, Aqu.-Gew. 332 (titr.).

Carbonyl-(alanin)-(leucyl-glycin). 0,66 g Carbodthoxy-tripeptid wurden
mit 8 ml 0,5 n NaOH (2. Mol) durch 2stiind. Erhitzen in das Carbonyl-amino-
sdure-peptid umgelagert und dieses nach Neutralisation mit 4 ml 1n HCI
der Lésung durch Atherextraktion entzogen. Ausbeute 0,56 g (92% d. Th.)
amorphes Pulver.

C,,H,,0,N,. Ber. Aqu.-Gew. 151,6. Gef. Aqu.-Gew. 174.

Didthylester des Carbonyl-aminosidure-peptides Ala-CO-Leu-Gly. 0,1g
obigen Produktes haben wir 10 Min. mit geséttigter dthanol. HCI erhitzt.
Der Abdampfriickstand kristallisierte auf Atherzusatz und wurde aus wenig
Athanol-Ather-Petrolither umgelést. Stibchen. Schmp. 154 bis 157°.

Oy H,0N,. Ber. C 53,46, H 8,13, OC,H; 25,08.
Gef. C 53,60, H 8,40, OC,H; 25,09.

5-Isobutyl-hydantoin-3-a-propionsdure  (VII). 0,25g Ala-CO-Leu-Gly
haben wir 2 Stdn. mit HCI (1: 1) zum Sieden erhitzt und den Abdampfriick-
stand in Wasser aufgenommen. Dabei blieben 0,03 g (169, d. Th.) ungelést,
wurden abfiltriert und aus Wasser umgeldst. Blattchen. Schmp. 168 bis 174°.

01, H,,0,N,. Ber. N 12,27. Gef. N 12,47.

Der Mutterlauge wurde das restliche Hydantoin durch Atherextraktion
entzogen; es konnte aber nicht mehr zur Kristallisation gebracht werden.
Nach Hydrolyse dieses Produktes durch 5 Stdn. bei 150° mit konz. HCI]
war im Papierchromatogramm nur Leucin und Alanin zu finden, wihrend
die w#fr. Losung aus dem Extraktor Glycin enthielt, das durch Leucin
und Alanin verunreinigt war. Die Menge dieser beiden Aminosiuren ging
jedoch stark zuriick, wenn das Erhitzen des Carbonyl-aminosdure-peptides
mit HCL nur 1/, 8td. durchgefithrt wurde.

1 Alle Sehmelzpunkte dieser Arbeit wurden im Mikroschmelzpunkts-
apparat nach Kofler bestimmt.
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Konstitutionsbeweis von VII durch Abbauw mit NaBH,.

Zirka 25 mg des kristallisierten Hydantoins VII wurden durch Istind.
Erhitzen mit 1 ml SOCL, ins Saurechlorid iibergefiihrt. Nach Abdampfen
des SOCl, im Vak. wurde noch mehrere Stdn. im Exsikkator uber KOH
aufbewahrt, hierauf in 5ml absol. Dioxan gelést und mit 0,1 g NaBH,
2 Stdn. im sied. Wasserbad erhitzt. Nach Abdampfen des Lésungsmittels
haben wir den Rickstand vorsichtig mit Wasser zersetzt, mit NaXCO,
gesiittigt und im Apparat mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand
(Hydantoinalkohol) wurde 5 'Stdn. bei 150 bis 160° mit konz. HC1 hydrolysiert,
der Abdampfrickstand in Wasser gelost, mit einigen Tropfen verd. NaOH
auf pH 8 gebracht und erneut mit Ather zur Entfernung des Aminoalkohols
extrahiert. Endlich wurde die wiBr. Loésung mit HCl eben angesduert,
im Vak. zur Trockene gebracht, erneut in Wasser geldst, mit Tierkohle
gereinigt, und nach dem neuerlichen Eindampfen der Rickstand mit absol.
Athanol ausgekocht. Die alkohol. Losung zeigte im Papierchromatogramm
Leucin, das durch Spuren Alanin verunreinigt war.

Das nicht kristallisierte Hydantoin gab beim geschilderten Abbau ein
Gemisch von Leucin und Alanin (vgl. S. 1429).

3. Im Qlycyl-pL-alanyl-glycin.

N-Carbodathoxy-glycyl-DL-alanyl-glycin. 0,25 g Tripeptid® wurden in
iiblicher Weise in die Carbodathoxyverbindung iibergefithrt. Da diese leicht
wasserléslich ist, muBte sie durch Eindampfen der Reaktionsmischung im
Vak. und Auskochen des Riickstandes mit absol. Athanol gewonnen werden.
Sie stellte ein Glas dar, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte.

CoH,,0,N,. Ber. Aqu.-Gew. 275. Gef. Aqu.-Gew. 280.

Der Abbau des Peptides wurde mit 0,1 g Carbadthoxyverbindung in der
schon o6fter beschriebenen Weise ausgefithrt, wobei die vom Hydantoin
durch Atherextraktion befreite wiaBr. Losung neben viel (lyein wenig Alanin
als Verunreinigung enthielt.

4. Im L-Tyrosyl-DL-alanyl-DL-leucyl-glycin X1I.

BE-Alanyl-DL-leucyl-glycyl-dthylester (VIII). 1,0g Tripeptid? suspen-
dierten wir in 20 ml absol. Athanol und sittigten unter Kithlung mit HCI-
Gas. AnschlieBend wurde noch 5 Min. zum Sieden erhitzt und dann im Vak.
abgedampft. Das Esterchlorhydrat hinterblieb als pulvrige, etwas hygro-
skopische Masse, die sich nicht umldsen lie. Sie wurde zur Analyse 2mal
mit Athanol abgedampft und lingere Zeit im Exsikkator iiber KOH ge-
trocknet.

CsH,0,N; - HCL. Ber. Cl 10,95, OC,H; 13,92.
Gef. C1 10,38, OC,H; 13,61.

Aus dem Chlorhydrat wurde der Ester in ublicher Weise mit Kalium-
karbonat und Essigester in Freiheit gesetzt. Ausbeute 0,9 g (81% d. Th.)
glasiges O1. By = 0,71 (Schleicher-Schiill 2043b, Butanol-Eisessig-Wasser
4:1:5).

N-:Cbzo-L-tyrosyl-DL-alanyl-DL-leucyl-glycin-dthylester (IX). 0,45 g
N-Chbzo-L-tyrosin-hydrazid wurden in einer Mischung von 7ml Wasser
und 2 ml konz. HCI gelést und unter Kiihlen und Riihren mit einer Lésung
von 0,10 g NaNO, (1 Mol) in 2 ml Wasser diazotiert. Das Azid wurde mit
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15 ml] eiskaltemn KEssigester ausgeschuttelt, die Ldsung nacheinander mit
Wasser, NaHCO;-Loésung und Wasser gewaschen, kurz Gber Na,SO, getrocknet
und mit einer Loésung von 0,6 g Ester VIII (1,5 Mol) in 15 ml Essigester
vereinigt. Nach 4stiind. Stehen auf Eis und 12stind. Stehen bei Zimmertemp.
haben wir mit verd. HCl, NaHCO,-Losurg und Wasser durchgeschiittelt
und den Essigester im Vak, verdampft. Ausbeute 0,6 g {756% d. Th.}. Aus
Chloroform-Ather gallertig. Zerfliet von 115 bis 121°. Millonsche Reaktion
positiv.

C4oHOeN,. Ber. N 9,58, OC,H, 7,70. Gef. N 9,87, OC,H; 8,00.

N-Cbzo-1-tyrosyl-DL-alanyl-DL-leucyl-glycin (X). 0,22g IX verseiften
wir mit 1,1 ml 1 n NaOH (3 Mol) 1/, Std. bei Zimmertemap. Nach Zusatz
von 1,1ml 1 n HC fiel ein z&her Niederschlag aus, von dem abdekantiert
wurde. In wenig Athanol gelost, konnte die Verbindung mit Wasser aus-
gefillt werden und lieB sich nach dem Trocknen pulvern. Ausbeute 0,19 ¢
(909, d. Th.). Schmp. 95 bis 105° (Zers.).

CpeH 305N, Ber. Aqu.-Gew. 556. Gef. Aqu.-Gew. 551.

L-Tyrosyl-DL-alanyl-DL-leucyl-glycin (XI). 0,15g X wurden in 20 m
Methanol gelost und mit 0,3 ¢ Pd-Tierkohle (109,) mehrere Stdn. unter
geringem Wasserstoffdruck geschiittelt. Die filtrierte Losung wurde im
Vak. eingedampft und der feste Riickstand aus- zirka $09%igem Athancl
umgeldst. Das Peptid zersetzt sich gegen 215°. Es ist leicht 16slich in Wasser,
schwer in Athanol. Die Millonsche Reaktion ist positiv. Im Papier-
chromatogramm war ein einheitlicher, schwach violetter Fleck mit einem
Ry -Wert von 0,75 zu finden (Schleicher-Schilll 2043b, Butanol-Eisessig-

Wasser 4:1:5).°
Cyo 500 N,. Ber. N 13,26. Gef. N 13,41.

Abbau des Chzo-tetrapeptidesters 1X. Dieser Abbau wurde mit 0,3 g  IX
in der bereits mehrfach beschriebenen Weise ausgefithrt. Die Umlagertng
erfolgte durch 2stiind. Erhitzen mit 3 Mol 0,5 n Alkali, die Abspaltung dés
Hydantoins aus dem Carbonylaminosgurepeptid Tyr-CO-Ala-Leu-Gly durch
11/,stiind. Kochen mit HCl (1:1).

Das durch Atherextraktion gewonnene Hydantoin konnte nieht kristallin
erhalten werden. Ein Teil wurde 5 Stdn. bei 150° hydrolysiert und zsigte
im Paplerchromatogramm ausschlieBlich Alanin und Tyrosin, wihrend der
Abbau mit NaBH, in der beim Hydantoin VII beschriecbenen Weise die
Konstitution einer 5-(p-Oxybenzyl)-hydantoin-3-~-propionsiure bewies. In
der wilir. Schicht waren nach Abtrennung des Hydantoins Glyein und
Leucin enthalten, die durch ganz wenig Tyrosin und Spuren Alanin ver-
unreinigt waren. '

b) Bestimmung der Aminosdure.

Diese Bestimmung sei fiir den Fall des Peptides pr-Alanyl-pL-leucyl-
glyein naher beschrieben. Sie wurde in den Fillen der tibrigen untersuchten
Peptide (Ala-Gly, Tyr-Ala-Leu-Gly) analog ausgefiihrt.

Als Ausgangsmaterial kann sowohl das Carbalkoxy-peptid, wie das
Carbonyl-aminosédure-peptid verwendet werden.

0,1 g Ala-CO-Leu-Gly wurden mit 1ml SOCL, 1/, Std. auf 40 bis 50°
erwirmt (beim Carbo#dthoxy-peptid nur .10 Min.), das. SOCl, hierauf im
Vak. abgedampft und der braunrote Rickstand 2 bis 3 Stdn. im Exsikkator
itber KOH getrocknet. Nun haben wir in wenig absol, Dioxan gelost, mit
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0,2 g NaBIl, versetzt und 2 Stdn. auf 100° erhitzt. Der Abdampfrickstand
wurde mit Wasser zersetzt und die mit Na,CO, gesattigte Losung im Apparat
mit Ather extrahiert. Der Extrakt wurde durch 5 Stdn. bei 150° mit konz.
HCl hydrolysiert (im Falle des Carbidthoxy-peptides geniigt mehrstiind.
Kochen) und dieses Hydrolysat, genau wie bei der Konstitutionsbestimmmung
des Hydantoins VII angegeben, weiter behandelt. Die resultierende wibr.
Losung enthielt laut Papierchromatogramm nur mehr Alanin und Leucin
ohne jede Spur von Glyein.

Analog eindeutige Ergebnisse wurden bei den anderen Peptiden erhalten.

Synthese von:

Hydantoin-3--phenyl-«-propionsiure-ithylester (XIII). 2g Hydantoin
suspendierten wir in einer Lésung von 0,46 g Na (1 Mol) in 40 ml absol.
Athanol und erhitzten 11/, Stdn. unter RickfluB. Hierauf wurden 5,2g
(1 Mol) B-Phenyl-a-brom-propionsiureidthylester zugegeben und weitere
48 Stdn. erhitzt. Nachdem von wenig Niederschlag abfiltriert worden war,
wurde im Vak. zur Trockene gedampft, in wenig Wasser aufgenommen und
gut ausgeithert. Der Atherriickstand wurde im Kugelrohr zuerst bei 12 Torr
und 140 bis 150° Luftbadtemp. behandelt. Dabei gingen 2 g leichtbewegliches
Ol iber, das sich als Gemisch von Phenyl-brompropionsidureester und Zimt-
sdureester (Verseifung zur Zimtséure!) erwies.

Der noch verbleibende Rest wurde bei 0,001 Torr und 175 big 185°
destilliert. 2,1g (389 d. Th.) erstarrendes, schwach gelbliches OL.

Durch Umlésen aus Athanol-Ather-Petrolather erhielt man ein Gemenge
von Nadeln (0,05g) und schweren Kornern (1,2 g), die rein mechanisch
getrennt werden konnten. '

Die Kérner wurden 2mal aus Athanol-Ather-Petrolither umgeldst.
Schmp. 131 bis 134°. Starke Depression im Mischschmp. mit 5-Benzyl-
hydantoin-3-essigester. Pikrinséuretest positiv.

¢,,H,,0,N,. Ber. N 10,01, OC,H; 16,25. Gef. N 10,24, OC,H; 16,51.

Die Nadeln schmolzen, 2mal aus Athanol-Ather-Petrolither umgelést,
von 154 bis 156° und gaben keine Depression im Mischschmp. mit 5-Benzyl-
hydantoin-3-essigester.

0,,H,,0,N,. Ber. OC,H, 16,25. Gef. OC,H; 16,62.

Hydantoin-3--phenyl-«-propionsdure (XIV). 0,276 g XIII (Schmp. 131
bis 134°) wurden mit 5 ml konz. HCl 8 Stdn. unter RuckfluB3 erhitzt und
der feste Abdampfrickstand mit wenig Wasser abgesaugt. Ausbeute 0,17 g
(689 d. Th.). Mehrfach aus Wasser unter Zusatz von einigen Tropfen Athanol
umgeldst. Stdbchen. Schmp. 190 bis 193°.

C,.H,,0,N,. Ber. C 58,07, H 4,87, Aqu.-Gew. 248.
Gef. C 57,90, H 5,17, Aqu.-Gew. 247.

Der Konstitutionsbeweis von XIV wurde auf folgende Weise gefiihrt:

1. Mehrstiindige Hydrolyse mit konz. HCI bei 150° ergab im Papier-
chromatogramm Phenylalanin und Glyecin.

2. Der Abbau des S#urechlorids mit NaBH, in der beim Hydantoin VII
beschriebenen Weise gab Glycin, das nur ganz wenig Phenylalanin enthielt.

3. 6-Benzyl-hydantoin-3-essigsdure XI11 aus dem Hydantoin-ester XIII.
0,14 g XIIT (Schmp. 131 bis 134°) wurden mit 2 Mol 0,5 n NaOH 1 Std.
am Wasserbad erhitzt, im Vak. zur Trockene gedampft und der Riickstand
mit 5ml konz. HCl 2 Stdn. zum Sieden erhitzt. Der Trockenriickstand
wurde in wenig Wasser aufgenommen und nach einigem Stehen auf Eis
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abgesaugt. Ausbeute 0,06 g (48%, d. Th.). Aus Wasser Blattchen. Schmp.
182 bis 185°. Keine Depression im Mischsechmp. mit 5-Benzyl hydantom
3-essigsdure, starke Depression (156 bis 167°) mit XIV.

Ein Teil der so erhaltenen 5-Benzyl-hydantoin-3-essigsdure XII wurde
mit #thanol. HCl verestert. Der erhaltene Athylester vom Schmp. 154 bis
155° erwies sich im Mischschmp. ebenfalls mit 5-Benzyl- hydantom 3-essig-
ester identisch.

4. Veresterung von XIV. Bei normaler Veresterung von XIV mit dthanol.
Salzsdure durch 20 Min. erhielten wir wieder den Hydantoin-3-5-phenyl-o-
propionsédure-athylester vom Schmp. 131 bis 134°, der keine Depression im
Mischschmp. mit XTI gab.

Umlagerungsversuch an XIV mit Salzsdure (1:1). Als XIV vom Schmp.
190 bis 193° 3 Stdn. mit HCI (1: 1) erhitzt worden war, betrug der Schrop.
nach dem Abdampfen der tuberschiissigen HCl im Vak., Aufnehmen des
Riuckstandes in wenig eiskaltem Wasser und Absaugen 189 bis 193°.

Die Mikro-C-, H- und N-Analysen wurden von Herrn Dr. G. Kaing,

im mikroanalytischen Laboratorium des II. Chemischen Institutes durch-
gefithrt.

Zusammenfassung.

1. Die Methode zur Bestimmung der Aminosdure und der ihr be-
nachbarten als Hydantoin wurde auf 3 Tripeptide und 1 Tetrapeptid
angewendet. Auch bei Tripeptiden, die eine fiir den Hydantoinringschluf
ungiinstige Struktur besitzen, liefert das Verfahren eindeutige Ergebnisse.

2. Die Bestimmung der Aminosgdure mittels NaBH, wird an einigen
Peptiden demonstriert. In Verbindung mit der oben erwihnten Methode
lieferte sie gute Resultate bei der Konstitutionsermittlung von Tripeptiden
und einem Tetrapeptid.

3. Das bisher nicht beschriebene Tetrapeptid r-Tyrosyl-pr-alanyl-
pr-leucyl-glycin wurde dargestellt.

4. Die Moglichkeit der Umlagerung isomerer Hydantoine ineinander
wurde untersucht.



