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~-kus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitgt Wien. 

Mit 2 Abbildungen. 

(Eingelangt am 8. #an. 1953. Vorgelegt in der Sitzung am 15. Jan. 1953.) 

~-Glutamylpep~ide lassen sich yon y-Peptiden, wie an 
2 Beispielen gezeigt wird, dadurch unterseheiden, daf$ die 
Cbzo-a-peptide im Gegensatz zu den y-Isomeren zur BHdung 
eines IIydantoins der allgemeinen Forme[ II befghigt sind. 

Die Best~ndigkeit der Peptidbindung in den genarmten 
t)eptiden gegen I~Iydrolyse in w~i~riger LOsung wird untersucht 
und der zu erwartende Untersehied qualitativ mit I-Iilfe der 
Papierchr oma~ographie festgestellt. 

Die in frfiheren Mitteilungen i-4 angegebene M~iglichkeit zur Ab- 
SlOaltung der aminoendst~ndigen und der ihr folgenden Aminosi~ure bUS 
Peptiden in Form von substituierten Itydantohl-3-essigsiiuren I sehien 
aueh zur Unterscheidung yon cr und y- Glut~mylloeptiden mit endst~indiger 
Glutaminsgure geeignet. 

Ri" CH. CO\ 
/N- CI-I. COOH 

N H ' C O  R2 

I 

i VIII.  Mittlg. : K. SchlSgl, A.  Siegel lind H. Wessely, Z. physiol. Chem. 
291, 265 (1952). 

.F. I~essely, I f .  Sehl6gl und G. Korger, iVih. Chem. 83, 1156 (1952). 
F. Wessely, K.  Schl6gl und E. Wawersich, iV[h. Chem. 83, 1426 (1952). 

4 p.  Wessely, K. SchlSgl lind E. Wawersich, Mh. Chem. 83, 1439 (1952). 
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Wi r  haben  nun  diese lVi6glichkeit gepri i f t  und  als a n w e n d b a r  ge- 
funden,  wor i iber  im folgenden kurz  be r ieh te t  werden  soll. 

Bisher diente zur 1Klgrung der Frage,  welche Carboxylgruppe der  
Glutamins~nre an der Pept idbindung betefligt ist, im wesentlichen 0xyda t i on  
des Peptides mi t  H~O~, wie sie z. B. zm" Xonst imtionsermit~lnng yon 
Glutathion s bzw. yon Glutamylglycinen 6 herangezogen worden war. Dabei  

en ts tehen  aus y-Glu~amylpep~iden Snceinylpeptide, w-~hrend aus den 
c,-Verbindnngen freie Berns~eins~ure erhal ten wird. 

Die 0xyda~ion kann auch nach Goldschmidt 6, 7 mit  NaOBr erfolgen und 
wurde in dieser Fo rm in Kombina t ion  mi t  enzymatischem Abbau  yon 
F .  Haurowi t z  und _F. B u r s a  s zur Fests te l lung yon y-Glutamylbindnngen in 
Proteinen verwendet.  

I n  neuerer Zeit verwendeten F.  E .  K i n g  u n d  D.  A .  A .  K i d d  9 bzw. 
W. J .  Le  Quesne und G. T.  Y o u n g  1~ die Ninhydr inmethode naeh san  S l yke  11, 
bei der  freie, zur Aminogruppe c<-st~ndige Carboxylgruppen - -  wie sie nur  
in y-, nicht  aber  in c ,-Glutamylpeptiden vorliegen - -  unter  Abspal tung 
yon CO 2 reagieren. 

P .  Jol les  nnd C. _Fromageot ~~ reduzieren das Pelotid mi t  LiAlt{~ mid er- 
hal ten naeh ansehliel3ender I-Iydrolyse aus 7-Glutamytpept iden y-Amino-d- 
oxy-valerians~ture, w/~hrend die a-Isomeren entspreehend die c~-Amino-d- 
oxy-valerians/iure liefern. 

J .  Kovacs  nnd V. Bruclcner 13 endlich zeigten das iiberwiegende Vorliegen 
yon y-Glntamylbindnngen in einer na t iven  Poly-glntamins/iure aus Bacillus 
subtilis dutch Uberfi ihrung in das Poly-hydrazid,  das beim C u r t i u s - A b b a u  
und ansehlie2ender ~ydro lyse  nnr den Bernsteinsiit lre-halbaldehyd, n ieht  
abe t  ~,7-Diaminobut~ers~ure gab, die aus a -Glutamylbindungen zu er- 
warren gewesen w~re. 

Wie  yon  uns fr i iher  gezeigt  werden  konn te  1-3, er te iden N-Carba lkoxy-  
pep t ide  bei  E i n ~ r k u n g  yon  Alka l i  p r i m e r  g ingschluB un te r  Bi ldung  
yon  H y d a n t o i n p e p t i d e n ,  die d a n n  wei ter  aufgespa l ten  werden.  F i i r  
diese Bi ldung  des I - Iydantoinr inges  Jst aber  eine zur  P e p t i d b i n d u n g  
c~-sti~ndige Aminogruppe  er iorder l ieh ,  M e  sic in  c~-Glutamylpept iden  
vor l iegt ;  aus diesen s ind  dann  H y d a n t o i n e  des Typs  I I  zu erwar ten .  
N - C a r b a l k o x y - y - g l u t a m y l p e p t i d e  dagegen m/liSten bei  Alkoholabspal tm~g 
Verb indungen  mi t  e inem 7er R ing  I I I  geben, weshalb  bier  ein t~ingsehluB 
unmSglieh erscheint .  

a j .  H .  Quastel, C . P .  S tewart  und H . E .  Tunnicl iJ]e,  Biochemic. J .  17, 
586 (1923). - -  E .  C. Kendal l ,  B . F . . M c K e n z i e  und H.  L .  ~/]ason, J.  Biol. 
Chem. 84, 657 (1929). 

6 W.  Voss und R.  Gut tmann,  Z. physiol.  Chem. 204, 1 (1932). 
7 St.  Goldsehmidt, E .  Wiberg, 2". 2v~gel nnd K .  M a r t i n ,  Ann. Chem. 456, 

1 (1927). 
s Bioehemic. J .  44, 509 (1949). 
.9 j .  Chem. Soc. London 1949, 3315. 
~0 j .  Chem. Soc. London 1950, 1954, 1959. 
~ D. D.  van  Slylce, R .  T .  Dil lon,  D.  A .  2 ~ a c F a d y e n  ~md t ). Hami l ton ,  

J.  Biol. Chem. 141, 627 (1941). 
~.z Biochim. Biophys.  Aeta  9, 287 (1952). 
~a j .  Chem. Soe. London 1952, 4255. 
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AuBerdem ist ,  wie schon frfiher an  den  Ireien P e p t i d e n  fes tges te l l t  
wurde  6, i0, i~ und  wie auoh wir  an  den  Cbzo-Pep t iden  zeigen k o n n t e a  
(siehe S. 266), die y - G l u t a m y l b i n d u n g  g e g e n  H y d r o l y s e  sehr empfindl ich,  
so dab  schon die A lka l ibehand lung  zur Spa l tung  der  P e p t i d b i n d u n g  
und  d a m i t  zur  Abspa l t ung  yon  G l u t a m i n s i u r e  f i ihren wird.  

Zum Beweis dieser  ~ b e r l e g u n g e n  wurde  nun  das  N-Cbzo-~-D-Glut~myl-  
g lyc in  (in F o r m  des Dig thyles te rs )  e inersei ts  und  das  N-Cbzo-y-DL- 
Glu tamyl -g lyc in  anderse i t s  un t e r  vSllig ana logen  Bedlngungen  dem 
A b b a u  unterworfen .  

Die cr h a b e n  wir  naoh J .  Me lv i l l e  i5 darges te l l t  mid  
2 Stdn.  mi t  0,5 n 50% iger g thanol .  N~OI-D umge lage r t ;  die Carbonyl -  
b i saminosgure  wurde  n ich t  isoliert ,  sondern  sofort  3 Stdn.  mi t  HC1 in 
der  H i t ze  behande l t ,  u m  l~ingsehluB zum H y d ~ n t o i n  I (]~i = H O O C .  
�9 CH 2 �9 Ct t>  Rz = H) herbeizutf ihren.  Dieses k o n n t e  t a t s i c h l i c h  in 
einer Ausbeu te  yon  84% d. Th. gewonnen werden.  Diesem H y d a n t o i n  
konn te  theore t i sch  auch die andere  m5gliche F o r m  (I, 1~ 1 = t-I, 
R e = I-IOOC- CH2- CI-I2) zukommen,  doch war  dies sowohl aus Analogie  

la H .  L .  M a s o n ,  J. Biol. Chem�9 90, 25 (1931). 
i~ Biochemic. J .  29, 179 (1935). - -  Siehe aueh W. Grassmann  und 

F .  Schneider,  Biochem. Z. 278, 452 (1934). 
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zu friiher erhaltenen Ergebnissen 3, ~6 als auch auf Orund der Tatsaehe, 
dag aueh aus dem isomeren Peptid N-Cbzo-Gly-D-Glu bei analoger 
Behandlung dasselbe Hydan~oin, wenn auch - -  wie zu erwarten - -  in 
sehlechterer Ausbeute, erhalten werden konnte, sehr unwahrseheinlieh. 
Endg/iltig konnte abet die Struktur der vorliegenden Verbindung als 
die einer 5-(~-Carboxy-/*~hyl)-hydantoin-3-essigs/~ure dutch Abbau mit 
NaBH2.  a bewiesen werden, bei dem Colamin erhal~en und papier- 
ehromatographiseh ident.ifiziert wurde, was nur mit der genannten 
Struktur in Einklang zu bringen ist. 

Das I-Iydantoin wurde aufter dureh Analyse aueh durch hydrolytische 
Aufspaltung zu Glyein und Glutamins~ure, seinen Ri~-Wert (Tabelle 1) 
und dureh {)berfiihrung in den Di~thylester identifiziert und eharakterisierg. 

Das fiir den Parallelversueh benStigte N-Cbzo-7-DL-Glu-Gly sgellten 
wit dureh Carbobenzoxylierung des naeh g erhaltenen Dipeptides dar. 

Als diese Verbindung nun analog dem ~-Isomeren mit ~thanol. 
NaOI-I und anschliegend mi~ S/~ure behandelt wurde, konnte nach ent- 
spreehender Aufarbeitung dureh Atherextrak~ion (exper. Teil) prak~iseh 
keine iitherl6sliehe Substanz erhalten werden; wie eha Papierehromato- 
gramm der w/il~r, extrahierten L6sung anzeigte, war das Peptid in Glyein 
und Glutamins/~nre gespalten worden. 

Zuletzt wurde noeh Gluta~hion ~v dem besehriebenen Abbau unter- 
worfen. Zu diesem Zweeke wurde das Peptid naeh A .  Sch6bert is mi~ 
H20., zum ~ S ~ S - -  Glutathion oxydiert, dieses earbobenzoxyliert und 
die rohe Cbzo-Verbindung, ~-ie besehrieben, mit Alkali und Saute be- 
handelt. Aueh bier lagen, wie beim y-Glu-Gly, nur Spuren/~therextrahier- 
barer Substanz vor, w~hrend die wggrige LSsung Glutaminsi~ure, Glyein 
und wenig Cystin (als Cysteins~ure ha.oh Oxydagion mit. Perameisen- 
saute) enthielt. Wahrseheinlieh war die Hauptmenge des Cystins be i 
der AtkaIibehandlung zerstSrt worden, denn als das Gtntathion yon 
vornherein mit Perameisensgure oxydiert  worden war, land sich naeh 
dem Abbaa, bei dem wieder praktisch keine gtherl6sliehe Subs~aBz 
anfiel, im Chromatogramm Cysteinsgure in Mengen, die etwa dem Gtyein 
bzw. der Glutamins'gure entspraehen. 

Zur Identifizierung und Trennung der im Verlauf dieser ka'beit er- 
haltenen Glutaminsgurederivate leistete die an anderen Stellen ~, is be- 
sehriebene Methode zum papierehromatographisehen Nachweis yon 
Sguren mix Umbelliferon Ms Fluoreszenzindikator gute Dienste. Die 
igl~-Werte der Verbindungen sind in Tabelle I ~dedergegeben. 

16 E .  Ware, Chem. l~ev. 46, 403 (i950). 
a7 F/ir die kostenlose l'Tberlassung sind wir der Fa. F. Ho?bnctnn-La l~oche, 

Basel, zu grolaem Dank verpfliehtet. 
is Z. physiol. Chem. ~o01, 167 (1931). 
zs K .  SchlSgl s a d  A .  Siegel, ?r 40, 202 (1953). 
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T~belIe 1. R / ~ - W e r t e  y o n  G l u t a m i n s ~ u r e - d e r i v a t e n .  
Abs~eigend, Sehleicher- SehiiU 2043 b (rauh) 20; 

n-Butanol-_N_%hanol-konz. Ammoniak-Wasser  (4 : 4 : 1 : 1). 

Verbindung RF-Wer~ 

D- Glutaminss . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Pyrrolidon- or163 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Cbzo-D-Glutamins~ure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Cbzo- a-D- Glu- Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Cbzo -y-DL - Glu- Gly . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Cbzo- Gly-D- Glu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Ph%halyl-y-Dn- Glu- Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I-Iydantoin I (R 1 = I-IOOC �9 CI-I~ - CI-I~, R 2 = I-I) . . .  

0,05 
0,21 
0,28 
0,22 
0,24 
0,20 
0,08 
0,04 

D a  es fiir die Un te r sche idung  yon  cr und  y - G l u t a m y l p e p t i d e n  nach  
der  H y d a n t o i n m e t h o d c  wer tvo l l  schien, auch  den  Unte r sch ied  der  en~- 
sprechenden N-Cbzo-Pep t ide  bei  der  H y d r o l y s e  in wiiBr. LSsung zu 
kenaen,  ~ u r d e n  - -  wie e ingangs erw~hnt  - -  Versuche zur  Kl~rung  dieser  
F rage  un t e rnommen .  

Quesne und  Young 1~ b a t t e n  zwar  schon ~- und  y - G l u - G l y  in  wi~Br. 
LSsung 24 Stdn .  bei  100 ~ behandel~ und  in be iden  Fi~llen AbspM~ung 
yon Glycin  fcs~s~e]len kSnnen,  h a t t e n  aber  keine Ergebnisse  fiir ki i rzere  
Erh i t zungsze i t en  angegeben,  so dab  zwischen be iden  Pep~iden ke in  
qua l i t a t ive r  Un te r sch ied  fes tzus te l len  war ;  auBerdem konn t e n  diese 
Ergebnisse  aueh n ieh t  ohne weiteres  auf die Cbzo-Verbindungen iiber- 
t r agen  werden.  

Wi r  h a b e n  daher  l % i g e  wiigr. L6sungen yon  N-Cbzo-cr und  y-Glu-  
Gly  auf 100 ~ e rh i tz t  und  yon  Zeit  zu Zeit  P r o b e n  en tnommen,  die papier-  
ch romatograph i sch  un t e r such t  wurden.  U n d  zwar wurden  auf zwei 
g e t r e m ~ e n  C h r o m a t o g r a m m e n  einersei ts  mi t  N i n h y d r i n  die abgespMtenen  
Aminosgmren bes t imm~ und  andersei~s mi~ Umbe] l i fe ron  als I n d i k a t o r  
die  sauren  Spa l t s t i i eke  nachgewiesen.  Die Ergebnisse  s ind  in T~belte 2 
bzw. Abb.  1 wiedergegeben.  

Da raus  geht  he rvor :  
Fre ie  Glu tamins / iure  t r a t  ers t  naeh  72 Stdn.  und  da  nur  in Spuren  

auf, anderse i t s  war  abe t  in ke inem Fa l l  Cbzo-Glu nachzuweisen;  es 
mul3te also die Glu tamins~ure  mask ie r t  vorl iegen.  Das  konn te  aber  
nac5  den  bisher igen Erfahrungen% 10 nu r  in F o r m  der  Pyrrolidon-cc- 
carbons~ure der  F a l l  sein, deren  R F - W e r t  (Tabelle 1) sich abe t  yon  den 
unver~nder t en  Cbzo-Pep t iden  p rak t i s ch  n icht  un~erscheidet .  

U m g e k e h r t  war  es aber  unwahrscheinl ich ,  dab  z. B. be im ) , -Pept id  
nach 72 Stdn.  der  au fge t re tene  F l eck  im Chroma~ogramm 2 mi~ 
RF = 0,21 noeh unver~nder tes  Ausgangsmate r iM dars te l len  sollte. 

~o Auf SS 2043 b (glat~) sind die RF-Werte  tiefer. 

Monatshefte fiir Chemie. ]~d, 84/2. 18 
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Abb. 1. t Iydrolyse  yon  Cbzo-c~- und y-Glu-Gly in w~./~r. LSsung bei 100 ~ 
Exp.  Bedingungen siehe Tabelle 2. 

Tabe]le 2. H y d r o l y s e  y o n  C b z o - ~ -  u n d  y - G l u - G l y .  
Nach den ~ngegebenen Zeiten wurden je 10 bzw. 3 #l (100 bzw. 30 ttg) der  
l • i g e n  w~Br. LSsung entnommen und chromatographier t .  Papier  und 

LSsm~gsnaittel siehe Tabelle 1. 

Zeit 
in 

Stdn. 

0 
1,5 
3 
4,5 
6 
9 

24 
48 
72 

Chromatogramm 1 
(RTimbydrin) je 30 #g 

Chromatogramm 2 
(Umbel~eron) je 100 t~g 

Cbzo-c~-Glu- GIy Cbzo-y- Glu-Gly Cbzo-a-Glu-Gly Cbzo-y-Ght-Gly 

Osy Gtu :at Rz Glu Gly 

- -  + +  
- -  + +  
- -  + + +  
- -  § 2 4 7 2 4 7 2 4 7  
- - -  § 2 4 7 2 4 7 2 4 7  
- -  § 2 4 7 2 4 7 2 4 7  
§ § 2 4 7 2 4 7 2 4 7  § 

0,04 
0,03 

0,22 
0,22 
0,23 
0,22 
0,22 
0,21 
0,21 
0,22 

0,24 
0,24 
0,23 
0,23 
0,22 
0,22 
0,22 
0,22 
0,21 

§ 
§ 

§ 2 4 7  
§ 2 4 7  
§ 2 4 7 2 4 7  

§ 2 4 7 2 4 7 2 4 7  
§ 2 4 7 2 4 7  

Die Intensi t~t  der  ~Ninh'Tdrinreaktion wird angen~hert  wiedergegeben 
durch -- nichts, + Spuren, § § schwaeh, § § § mitt, el, + + § § stark, 
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W i t  haben  daher  Cbzo-Glu un te r  ana logen  Bedingungen  in w/~Br. 
L6sung bei  100 ~ behande l t  und  fanden,  dab  - -  wie Abb .  2 zeigt  - -  sehon 
naeh 3 Stdn.  nur  mehr  Pyr ro l idonea rbons~ure  vorlag,  wahrend  ffeie 
Glu tamins~ure  (N inhyd r ineh roma tog ramm!)  aueh naeh  48 SMn. noeh 
n ieh t  vor lag  u n d  naeh  72 Stdn .  wieder  nu r  in  Spuren  naehzuweisen war.  

Es  geht  da raus  also hervor ,  dab  abgespa l t ene  Cbzo-Glu sich tats/s 
l ieh zur  Py r ro l i donea rbonsau re  oyelis ier t  bzw. un te r  den  vor l iegenden  
Bedingungen  i i be rhaup t  sehon als solehe 
abgespal~en wird.  ZFe/,'r 

CaPbon3PB. 
Beim Cbzo-~-Pep t id  war  berei ts  naeh  7~za-Cm~ 3 ~ ~e 7zs~ 

48 Stdn. ,  s ~ r k e r  j edoeh  nach  72 Stdn. ,  , . . . .  sight 
para l le l  zur  A b s p a l t u n g  yon Glyein  aueh 
t~ingsehlug zum H y d a n t o i n  e inget re ten ,  e,o; 
wie der  F l eck  mi t  R F - W e r t  yon 0,04 
beweist .  Die dem abgespMtenen  Glyein  ~,so 
~quiva lente  Menge yon  Cbzo-Glu bzw. ~,i; 
Pyrrol idoncarbons/~ure  l iegt  wahrsehein-  

lieh un te r  der  ftir den  Naehweis  mi t  ~)  C) ~ (~) (~) zze 

Umbel l i fe ron  ncCwendigen Menge yon  
e twa  15 bis 20#g ,  bzw. lag j a  naeh  r 
72 Stdn.  e twas  freie Glu tamins~ure  vor. 0 

Aus  diesen Versuehen geh t  also her-  ~ 

vor,  dab  aueh im Fal Ie  der  N-Cbzo-Ver-  Abb. 2. Hydrolyse yon Cbzo-Glu~amin- 
b indungen  die G l u t a m y l b i n d u n g  in den s~ure in wi~Br. L6sung. Exp. Beclingungen 

wie in Tabelle 2 angegeben. Chromato- 
y -Der iva t en  labi ler  als in den  ~-Verbin-  gramm mit Umbelliferon entwickelt. 
dungen  ist,  was sieh aueh bei  der  Alkal i -  
behandlung ,  die ftir die Un te r sehe idung  yon  ~- und  y - G l u t a m y l p e p -  
t i den  efforder l ieh  ist ,  zweifellos in der  oben (S. 265) erSrter~en Weise  
auswi rken  wird.  

Experimenteller Teil. 

5-(fl-Carboxy-gthyl)-hydantoin-3-essigsgure I (R 1 = HOOC �9 CH 2 �9 CH~, 
R2 ~ It) .  

a) A u s  N-Ubzo-a-D-Glutamyl-glycin-didtthylester: 1,18g Cbzo-a-D-Glu- 
Gly-es~er l~ wurden in 9 ml Nthanol  gel6s~, mi t  9 ml 1 n NaOIZ (3 Mol) 
versetzt  und 2 Stdn. am Wasserbad zum Sieden erhitzt .  Die angesauerte 
LSsung wurde im Vak. zur Trockene gedampft  und der Riickstand 3 Stdn. 
mi t  10 ml konz. HCI zum Sieden erhitz~. Den Abdampffticks~and nahmen 
wir  in Wasser  auf, saugten yon ungelSstem Hydanto in ,  das mi~ Wasser  
C1--frei gewaschen wurde, ab (0,33 g, Sehmp. 178 bis 181 o21) und extrahier ten 
die vereinigten Mu~terlaugen mid Waschw/~sser 48 Sbdn. mi t  ]~ther. Aus 
dem J~ther fiel bereits w~hrend der Extrak~ion das t iydan~oin in Nadeln 

~1 Alle Schmelzpunkte dieser Arbei t  wurden im Mikroschmelzpunkts- 
appara t  nach Kofler bestimm~. 

18" 
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aus, die 0,25g wogen und  voa 179 bis 181 ~ schmolzen. Gesamtausbeute 
0,58 g (84~o d. Th.). Aus Wasser Prismen. Schmp. 179 his 181 ~ 

CsI-I~0QN e. Ber. C 41,74, I-I 4,38, N 12,14. ~qu.-Gew. 115,03. 
Gel. C 41,53, I-I 4,46, N 11,90. J~qu.-Gew. 116 (Titr.). 

Nach 5stfind. Hydrolyse mit  HC1 bei 150 ~ fanden sieh im Papierchremato- 
gramm Glyein und  Glutamins/~ure. 

b) Aus  N-Cbzo-Glyeyl-1)-glutaminsSure-digthylester : 1,18 g N-Cbzo-Di- 
pep~idester (darges~ellt nach ~'~) behandelten wit, wie oben beschrieben, 
mi t  18 ml 0,5 n ~thanol. NaOI-I (3 Niot) Z Stdn. am ~rasserbad und  noeh 
3 Stdn. mit  HC1. I-Iierauf ~n~rde der Abdampfrfickstand 48 St dn. mit  Nther 
extrahiert. Ausbeute 0,23 g (33~o d. Th.). Aus Wasser Prismen vom Schmp. 
179 bis 181 o, die keine Depression im 5iischschmp. mit  dem nach a) gewomaenen 
I-Iydantoin zeigten und  sich aueh im Papierchromatogramm (Tabelle l) 
als identiseh erwiesen. 

Konstitutionsern*ittlung des Hydantoins mit N a B H  4. 

0,10 g Kydanto in  wurden mit  5 ml SOCI~ bis zur LSsung am Wasserbad 
erw~armt (3 Stdn.). Der Abdampfrtickstand wm~de mehrere Stdn. tiber 
KOI-I im Exsikkator getrocknet, hierauf in 5 ml absol. Dioxan gelOst und 
mit  0,070 g NaBH 4 3 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Der Abdampf- 
rtickstand wurdc vorsichtig mit  ~u zerse~zt, mit  IYC1 eben angesfiuert 
und  24 Stdn. mit  ~_ther extrahiert. Den )~therrficks~and hydrolysierten 
wir 4 Stdn. mi t  ~C1 bei 150 ~ dampften hierauf im V~k. ab und chrom~to- 
graphierten Miquote Teile des Hydrolysats. Erst ab ebwa I00 #g konnte 
Colamin nachgewiesen werden. Dieses wird n~mlich, wie in Parallelversuchen 
festgestellt wurde, unter  den hier angewandten Bedingungen (4 Stdn., 150 ~ 
in betr~tchtlichem Maf~e zerst6rt. AuJ3erdem fanden sich im Chrom~togramm 
noch geringe Mengen Glycin und  Spuren Glutamins~ure, die wahrschefl~lieh 
yon nicht reduziertem t tydan to in  herrfihrten. Die Glutamins~iure muf~te 
zur ~-Amino-&oxy-valerians~im~e reduziert worden sein. Tats~ichlich war 
ein schwaeher Fleck mit  einem R F - ~ e r t  yon 0,14 festzuste]len, der dieser 
S~ure entsprechen diirfte ~ (L6sungsmittel mad Paioier siehe Tabelle 1). 

5-(fi-Carbgthoxy-~thyI) -hydantoin-3-essigsSure-Sthylester. 

0,15 g Hydanto in  wurden in 15 mI absol. _~thanol gel6st, die L6sung 
mit  ]-IC1-Gas ges/~tigt mad 30Min. z ~ n  Sieden erhitz~. Der Abdampf- 
r~ickst~nd lief~ sich ~us Ather-PetrolSther umlSsen. Prismen veto Sehmp. 43 
bis 45 ~ . Ausbeute 0,13 g (70% d. Th.). 

C12I-I1sO6N~. Ber. C 50,34, H 6,34, N 9,79, OC2I-I 5 31,44. 
Gef. C 50,07, I-I 6,26, N 10,17, OC~I-I~ 32,08. 

N'-Cbzo-Glycyl-1)-glutaminsaure. 
0,6 g des Di~vhylestcrs 2~ wurden in 5 ml ~th~nol  gel6st m~d mit  5 ml 

1 n NaOI-I (3,3 Mol) 3 Stdn. bei Zimmertemi o. verseift. I-Iierauf wurde mit  
konz. HOl eben angesguert und  im Vak. auf etw~ 4 ml eingeengt. ])as aus- 
fallende O1 erstarrte nach einiger Zeit im Eisschrank. Ausbeute 0,32 g (63~ 
d. Th.). Aus Athanol-~ther-Petrol~ither Nadelbiischel. Schmp. 163 bis 165 ~ 
(Die Literatur 2~ gib~ f~ir das L-Isomere als Schml o. 160 bis 162 ~ und  ein 

22 V. Prelog und P. Wieland, Heir .  Chim. Acta 29, 1128 (1946). 
2~ K. Ho/mann und Iv/. Bergmann, J. Biol. Chem. 134, 225 (1940). 
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[a]~ yon ~- 4,0 ~ ~n.) [a]~ = + 5,4~ ~ (a = -~ 0,3 ~ l =  2din,  c = 2,76 
in J~thanol). 

C15HlsOTN~. Ber. N 8,28, *qu.-Gew. 169,13. 
Gel. N 8,19, .~qu.-Gew. 168,9 (Titr.). 

N-Cbzo- y-1)~-Glutamyl-glycin. 

2,5 g rohes Djpeptid ~ 15sten wir in 25 ml Wasser, versetzten mit  2,0 g 
MgO, iibersehiehteten mit  15 ml J~ther und ~eylierten unter  Eiskiihlung 
mit  3 g (1,5Mol) Benzylchlorkohlens~ureester. Nach 40 Min. wurde 3real 
mi t  ~ ther  ausgeschfittelt, die w~lBr. L5sung mit  I-IC1 anges~uert und  mehr- 
faeh m i t  Chloroform und  Essigester durehgeschfittelt. Die vereinigten 
LSsungsmittel wurden im Vak. verdampft und  lieferten 0,6 g (14% d. Th.) 
festen l%fickstand. Aus wenig J~thanol-~ther-Petrol~ther Nadeln. Schrap. 
107 bis 109 ~ Die Substanz ist gut lSslich in Wasser und  J~thanol, sehwer 
15slieh in Essigester und  Chloroform trod fast unlSslieh in _~ther. 

C~H~sO~N ~. Ber. C 53,25, H 5,36, N 8,28. Gef. C 53,27, H 5,60, 1~ 8,34. 

Naeh 4stiind. Kochen mit  I:[C1 (konz.) fanden sich im Papierchromato- 
gramm Glyein und  Glutamins~ure. 

Umlagerungsversuche. 
a) Am ~u 0,121 g Cbzo-Dipeptid wurden, wie bereits 

besehrieben, mit  2,2 ml 0,5 n ~thanol. NaOH erhitzt und ansehliel~end mit  
I-ICI behandelt.  48stiind. Extrakt ion mit  J(ther lieferte nur  3 mg Riickstand. 
Die w~i3r. LSsung aus dem Extraktor  zeigte im Papierchromatogramm 
Glycin und  Glutamins~m'e. 

b) A m  Glutathion: 1. Oxydation mit  H~O2. 0,10g SI-I-Glutathion 17 
lSsten wir in 1 ml Wasser, g~ben eine Spur Mohrsehes Salz zu und versetzten 
un t e r  Eiskiihlung mit  0,02 g Perhydrol in 0,5 ml Wasser. Nach 3stiind. 
Stehen bei Zimmertemp. wurde mit  1 ml Wasser verdiinnt und  diese LSsung 
zur anschliei~enden Carbobenzoxylierung verwendet. 

2. Oxydation mit  Perameisens~ure. 0,10 g SH-Glutathion wurde in 10 ml 
Ameisensi~ure gelSst und  mit  1,0 ml Perhydrol versetzb. Naeh 15 Min. wurde 
mit  Wasser verdflnnt und  im Vak. bei etwa 30 ~ eingedampft. Der Riickstand 
wurde in 3 ml Wasser gelSst und  zur Carbobenzoxylierung verwendet. 

Die naeh 1 oder 2 erhaltene w~t~r. LOsung wurde mit  0,10 g ~NaHCOs 
und  0,1 ml BenzylcMorkohlens~ureester unter  Eiskiihlung aeyliert. Nach 
dem Ausschfitteln mit  ~ ther  wurde mit  HC1 anges~uert, im Vakuumexsikkator 
fiber konz. I-I2SO 4 zur Troekene gedampft und  der Riiekstand mit  Essigester, 
Chloroform und  Aceton ausgekocht. Den Abd~mpfr~lekstand (in beiden F~llen 
etwa 70 rag) behandelten wir wieder mit  Lauge und  S~ure. 2t~gige Extrak- 
t ion mit  ~ the r  ergab in beiden F~llen nu t  Spuren Substanz (2 bzw. 4 rag). 

Die w~l~r. LSsungen aus dem Extraktor  wurden im Vak. verdampft,  
der Trockenriiekstand mit  Aeeton zur Entfernung yon /~aC1 ausgekocht 
und  im Fall  1 der Acetonrfickstand mit  Perameisens~ure oxydiert. Irn 
Papierchromatogramm mit  Phenol als mobiler Phase fanden sich sehliel~tieh 
viel Glycin und  Glut~mins~ure neben wenig Cysteins~ure, w~hrend im 
Fall 2, wo schon primer mit  Perameisens~ure oxydiert worden war, Cystein- 
saure in etwa i~quivalenten Mengen vorlag. 

Die Mikro-C-, I-I- u n d  N-Analysen  wurden yon  Her rn  Dr. G. Kainz 
im Mikrolaborator ium des I I .  Chemischen Ins t i tu tes  ausgefiihrt. 


