Synthetische Polypeptide II.
Uber das Poly-L-Tyrosin und seine Derivate.l
X. Mitteilung tiber Peptide?.

Von
K. Schlogl, F. Wessely und E. Wawersich.

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitét Wien.
Mit 2 Abbildungen.
(EBingelangt am 28. April 1953. Vorgelegt in der Sitzung am 11. Juni 1953.)

Durch Polymerisation von O-Acetyl-L-tyrosin-N-carbonsédure-
anhydrid wurde ein Poly-O-Acetyl-L-tyrosin vom mittleren
Molgewicht 3800 erhalten, das somit etwa 18 bis 19 Amino-
sdurereste pro Peptidkette enthélt. Alkalische Verseifung lieferte
ein Poly-L-Tyrosin, das ausschlieBlich aus Tyrosinresten auf-
gebaut ist.

Umsetzung dieses Poly-Tyrosins mit Dimethylsulfat,
Dinitrofluorbenzol und Jod ergab ein Poly-O-Methyl-, Poly-O-
DNP- und ein Poly-3,5-Dijod-L-tyrosin. Poly-O-DNP-Tyrosin
konnte auch durch Polymerisation des entsprechenden N-Carbon-
sidureanhydrids gewonnen werden.

Ein Poly-Tyrosin ist unseres Wissens in der Literatur erst einmal3,
jedoch ohne Angaben iiber Darstellung und Eigenschaften erwahnt,
Wir konnten vor einiger Zeit! durch Diazotieren und Verkochen eines
Poly-p-Aminophenylalanins zu einem Poly-Tyrosin gelangen, das aller-
dings nur etwa 709, Tyrosinreste enthielt, stark gefirbt, in Lauge un-
l6slich und daher fiir weitere Untersuchungen nicht geeignet war.

Da jedoch einem einheitlichen Poly-Tyrosin nicht nur wegen der
Kenntnis seiner Eigenschaften und der einiger Derivate — etwa in

1 1.: K. Schlégl, F. Wessely und G. Korger, Mh. Chem. 83, 845 (1952).

* IX. Mittlg.: F. Wessely, K. Schlogl und E. Wawersick, Mh. Chem. 84,
263 (1953).

8 W.T. Astbury, C. E. Dalgliesh, S. E. Darmon und Q. B. B. M. Suther-
land, Nature 162, 596 (1948). — Nach Abschlufl dieser Arbeit kam uns zur
Kenntnis, daB E. Kaichalski am I1I. Internat. Biochem. KongreB [ref. in
Angew. Chem. 64, 650 (1952)] iber die Darstellung eines Poly-Tyrosins
aus dem O-Cbzo-Tyrosin-N-carbonsdureanhydrid berichtet hatte.
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Hinblick auf die Verwandtschaft mit tyrosinreichen Proteinen —, sondern
auch im Zusammenhang mit spektrographischen Fragen nicht unwesent-
liches Interesse zuzukommen schien, stellten wir ein definiertes Produkt
sowie einige seiner Derivate auf dem im folgenden skizzierten Weg dar,
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Die Uberfihrung von n-Tyrosin 1¢ in sein O-Acetyl-derivat 11 wurde
anfinglich nach W. Sakami und G. Toennies’ durch Acetylierung in
Perchlorsiure-Eisessig und anschlieBende Neutralisation mit n-Amyl-

* Da alle in dieser Arbeit erwihnten Derivate des Tyrosins sich von
der L-Form dieser Aminosiure ableiten, ist im weiteren Text der Einfachheit
halber die Bezeichnung -L- weggelassen.

5 J. Biol. Chem. 144, 203 (1942).
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amin ausgefiihrt. Einfacher und materialsparender — vor allem in Hin-
blick auf das teure Amylamin — konnten wir IT durch Acetylierung
des Tyrosin-Kupfer-Komplexes mit Essigsdureanhydrid erhalten. Arbeitet
man in gentigend konz. Losung, so fallt der Cu-Komplex von II
aus, der dann mit H,S zersetzt wird; dabei erhilt man II in freier Form,
withrend nach der Methode von H. Bretschneider und K. BiemoannS 11
als Chlorhydrat anfillt.

Das in der Literatur’? beschriebene und dort aus O-Acetyl-N-Cbzo-
tyrosin mit PCl; erhaltene N-Carbonsidureanhydrid III, das auch —
allerdings unreiner — mit SOCl, gewonnen werden kann, wurde in
iiblicher Weise und in ausgezeichneter Ausheute aus IT und Phosgen
in Tetrahydrofuran dargestellt und zeigte die beschriebenen Kigen-
schaften.

Die Polymerisation von III zum Polymeren IV fiihrten wir nach
R. BR. Becker und M. A. Stahmann® in absol. Dioxan unter Verwendung
von definierten Mengen Ammoniak als Starter durch; dabei ist anzu-
nehmen, daBl im entstehenden Polymeren IV die endstindige Carboxyl-
gruppe als Amid vorliegt, das aber dann bei der weiteren Umsetzung
von IV nach V mit NaOH mitverseift werden wird. -Allerdings konnten
wir bei dieser Polymerisation — wéhrend beim Poly-Glutaminsiiureester
bei einem Molverhiltnis Anhydrid/Ammoniak 50 : 1 der Polymerisations-
grad » 80 betrug? — in unserem Fall bei gleichem Molverhéltnis nur
ein # von 18 bis 19 erreichen, was auf die schwereren Tyrosinreste bzw.
auf die schlechte Lislichkeit des Polymeren in Dioxan zuriickzufiihren
sein diirfte.

Das Poly-O-Acetyl-tyrosin IV, dessen Reinigung im exper. Teil
niher beschrieben ist, stellt ein lockeres, ganz schwach braunlich ge-
farbtes Pulver dar, das sich bis 330° nur verfirbt, ohne zu schmelzen.
Es ist in den wichtigsten Lésungsmitteln auch in der Hitze unldslich
und geht nur beim Schiitteln mit Lauge nach einiger Zeit unter Ver-
seifung in Losung. Die Acetyl- und Stickstoffbestimmungen lieferten
die erwarteten Werte, wihrend die C-Werte, ebenso wie beim Poly-
Tyrosin V, immer um etwa 2 bis 39, zu tief lagen.

Beim Erhitzen mit wafbr. Ninhydrinlosung firben sich die
Polymerenteilchen oberflichlich violett. Der Pikrinsiuretest aul Diketo-
piperazine!d war negativ.

Quantitative Hydrolyse des Polymeren trat erst beim Erhitzen mit
konz. Salzsdure im Bombenrohr auf 140 bis 150° ein. Im Papierchromato-

6 Mh. Chem. 81, 647 (1950).

7 J. L. Bailey, J. Chem. Soc. London 1950, 3461.

8 J. Amer. Chem. Soc. 74, 38 (1952).

3 M. Green und M. A. Stahmonn, J. Biol. Chem. 197, 771 (1952).
10 7. Abderhalden vmd E. Komm, Z. physiol. Chem. 139, 181 (1924).
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gramm des Hydrolysats fand sich nur Tyrosin, wihrend quantitative
spektrophotometrische Tyrosinbestimmung 103%, d. Th. an Tyrosin
ergab.

Das mittlere Molgewicht von IV wurde durch Bestimmung des Amino-
stickstoffgehaltes nach van Slyke in der von D.G. Doherty und C.L.Oggt
fir unlosliche Proteine modifizierten Form zu etwa 3800 ermittelt, was
einem n von 18 bis 19 entspricht. Allerdings schwanken diese Gréfien
bei Produkten, die aus verschiedenen Ansitzen stammen, obwohl die
Polymerisation stets unter denselben Bedingungen ausgefithrt wurde.
So konnten z. B. auch Polymere mit einem » von etwa 12 erhalten werden.

Wurde nun dieses Poly-O-Acetyl-tyrosin IV vom Molgewicht 3800
15 Min. bei Zimmertemp. mit 0,5% NaOH geschiittelt, so trat
klare Losung ein und mit HCl konnte das Poly-Tyrosin V ausgefallt
werden, das durch Zentrifugieren, Dialysieren der wilr. Suspension
gegen Wasser zur Entfernung niedermolekularer Anteile und Gefrier-
trocknung isoliert und gereinigt wurde. Auch bei V handelt es sich
wieder um ein lockeres, ganz schwach gelbbraun geférbtes Pulver, das
seine Farbe auch bei lingerem Liegen an der Luft zum Unterschied von
dem frither! erhaltenen Produkt nicht dndert. Beim Kochen mit wilir.
Ninhydrinlésung farben sich wieder nur die Teilchen oberfldchlich violett;
die Millonsche Probe ist — wohl wegen der Unléslichkeit der Substanz —
negativ. Ebenso negativ ist der Pikrinsiuretest. Ab 250° tritt allmihliche
Braunfirbung ein und bei 340° ist die Substanz dunkelbraun, aber sonst
noch unverdndert. V 16st sich in Lauge schon in der Kélte unter schwacher
Gelbfarbung, ebenso in kaltem Dimethylformamid. In Pyridin und
konz. Schwefelsdure tritt erst beim HErwirmen Losung ein.

Hydrolyse unter den gleichen Bedingungen wie bei IV und Chromato-
graphie des Hydrolysats gab wieder nur Tyrosin, wihrend quantitative
Bestimmung dieser Aminosiure den erwarteten Wert (100,59, d. Th.)
lieferte. ,

Das mittlere Molekulargewicht wurde zu etwa 3400 ermittelt
(n = 20 bis 21), was in Ubereinstimmung mit den entsprechenden Werten
fiir IV steht.

Das Poly-Na-Salz konnte aus der Losung von V in NaOH mit Athanol
gefillt werden; es enthielt 909, d. Th. Natrium. Die Losung des Natrium-
salzes ist am Papier mit diazotierter Sulfanilsdure gut anfdrbbar.

Wichtig fiir die Charakterisierung des Poly-Tyrosins schien seine
optische Aktivitit. Fur die Feststellung, ob und in welchem MafBe bei
der Darstellung Racemisierung eingetreten war, mufite die Drehung
des bei der Hydrolyse erhaltenen Tyrosins maBgebend sein. Die aus IV
und V mit HCl erhaltenen Hydrolysate waren aber in allen Féllen optisch

11 Ind. Eng. Chem., Analyt. Ed. 15, 751 (1943).
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inaktiv. Es tritt jedoch, wie wir feststellen konnten, unter
notwendigen Hydrolysebedingungen (8 bis 7 Stdn., 140 bis 15
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den hier
0°). auch

schon beim freien Tyrosin praktisch voéllige Racemisierung ein, so da8

der obige Befund seine Beweiskraft verliert.

Da jedoch das Poly-Tyrosin in n NaOH Tabelle 1. Absinken

eine Drehung von [a]p = + 17,2° aufweist — von [«lp

einer

Lésung von V in

da's a1§ Ausga_ngsmatemal verwendete Tyrosgx n NaOH (c = 1,85).

zeigte in HCI eine Drehung von [« ] = — 16,3°, Z.-Temp. (20°).

in n NaOH ein [x]; von — 15,1° —, steht fest,

daB jedenfalls keine vollstandige Racemisierung Lt [alp

s . . . . in Tagen

eingetreten sein konnte. Inwieweit eine solche

aber iiberhaupt und in welchem Mafe sie vor- 0 + 17,2

liegt, kann damit nicht festgestellt werden. 1 + 14,8
Die Drehung von V in alkalischer Losung g + ﬁ’é

(n NaOH) sinkt nun, wie Tab. 1 zeigt, sehr lang- 6 j}r_ 105

sam ab, so daB Racemisierung bei der alkalischen 12 + 8:1

Verseifung von IV nach V nicht anzunehmen ist.

Uber UV-spektrographische Untersuchungen des Poly-Tyrosins und

die dabei erhaltenen Ergebnisse wird von Herrn Doz, Dr. E. Sch
an anderer Stelle berichtet werden.

auenstein

Wir haben noch zum Vergleich mit Tyrosin die UR-Spektren der
beiden Substanzen aufgenommen??, die in Abb. 1 wiedergegeben sind.
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Abb. 1. UR-Spektren von Tyrosin (1) und Poly-Tyrosin (2).
Aufgenommen in Paraffinsl mit UR-Spektrographen Perkin-Elmer 12 C.
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Zur weiteren Charakterisierung des Poly-Tyrosins stellten wir das
Poly-O-Methyl-tyrosin VI durch Methylierung von V mit Dimethyl-
sulfat in alkalischer Losung dar. Schon nach kurzem Schiitteln fiel

12 Die Aufnahmen der Spektren verdanken wir Herrn Dr. J. Derkosch.
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der in Lauge unltsliche Poly-Ather aus und wurde wieder durch Zentri-
fugieren, Dialysieren und Gefriertrocknung isoliert und gereinigt. Das
weiBe, sehr lockere Pulver ist bis auf warme konz. Schwefelsiure in
allen gebrduchlichen Losungsmitteln unloslich. Methoxylbestimmung
zeigte, daB quantitative Methylierung eingetreten war.

Fir Hydrolyseversuche und papierchromatographische Priifung der
Hydrolysate benéstigten wir als Vergleichssubstanz das O-Methyl-tyrosin.

Dieses lief sich nach dem in der Literatur!® angegebenen Verfahren
(Methylierung von N-Acetyl-tyrosin mit Dimethylsulfat und anschliefende
Verseifung) nicht befriedigend gewinnen, weshalb wir die Methylierung
des N-Acetyl-tyrosing mit Diazomethan vornahmen. Awuch hier verlduft
die Methylierung nur mit mafigen Ausbeuten, doch 186t sich der erhaltene
O-Methyl-N-acetyl-tyrosin-methylester vom nicht methylierten Produlkt
viel leichter abtrennen als das O-Methyl-N-acetyl-tyrosin bei der Methy-
lierung mit Dimethylsulfat. Der erwihnte Ester konnte alkalisch zum
bekannten O-Methyl-N-acetyl-tyrosin verseift werden, das die in der
Literatur!® beschriebenen Kigenschaften besall. Beide Produkte gaben
bei saurer Hydrolyse das gewdiinschte O-Methyl-tyrosin, das allerdings
von 205 bis 207° schmolz, wihrend die Angaben in der Literatur von
235 bis 265'8 schwanken. Da aber unser Produkt einerseits die gefor-
derten Analysenwerte ergab, anderseits sich papierchromatographisch
mit dem durch Methylierung mit Dimethylsulfat gewonnenen Produkt,
das immer etwas mit Tyrosin verunreinigt war, als identisch erwies,
kann kein Zweifel am Vorliegen der gewiinschten Verbindung bestehen.

Uberdies haben wir noch das UV-Spektrum in saurer Lésung auf-
genommen, das in Abb. 2 zusammen mit den Spekiren von O-Acetyi-
tyrosin, O-DNP-Tyrosin und Tyrosin (alle in n/10 HCl) wiedergegeben
ist. Das Spektrum der O-Methylverbindung ist, wie das aus Analogie
(Phenol-Anisol) zu erwarten war, dem des Tyrosins sehr dhnlich, wihrend
die Substitution durch Acetyl eine analoge Verschiebung wie von Phenol
nach Phenylacetat bewirkt.

Das Polymere VI erwies sich einerseits gegen Hydrolyse sehr be-
stindig — so war es nach 20stindigem Kochen mit 5n H,S0, und
12stiindigem Erhitzen mit Barytwasser noch unverindert —, anderseits
fand sich aber im Hydrolysat mit konz. HCI (4 Stdn., 140°) nur Tyrosin,
was quantitative Atherspaltung beweist. Auch nach Druckhydrolyse
mit 5n H,80, lagen nur Spuren O-Methyl-tyrosin neben viel Tyrosin
vor. Krst nach Losen in warmer konz. Schwefelsiure, Verdiinnen mit
Wasser und 5stiindigem Kochen der klaren Lésung fand sich im Papier-
chromatogramm nur mehr O-Methyl-tyrosin.

8 P, Karrer, Helv. Chim. Acta 5, 469 (1922). — L. D. Behr und H. T.
Clarke, J. Amer. Chem. Soc. 54, 1630 (1932).
¥ W.J. Boyd und W. Robson, Biochemic. J. 29, 546 (1935).
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Da, besonders nach Arbeiten von H. Zahn und A. Wiirz!5 iiber die
Dinitrophenylierung des Seidenfibroins, ein Poly-O-DNP-Tyrosin VII von
Interesse schien, wurde auch dieses, teils durch Umsetzung von V mit
DNFB, teils durch Polymerisation eines aus O-DNP-Tyrosin mit Phosgen
gewonnenen O-DNP-Tyrosin-N-carbonsidureanhydrids dargestellt.

Im ersten Fall waren entsprechend der Gewichtszunahme etwa
809, der OH-Gruppen blockiert worden, wihrend das durch Polymerisation
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Abb. 2. UV-8pektren von Tyrosin und O-substituierten Derivaten in 0,1n HCL

Beckman-Spektrophotometer, Modell DU.
1: Tyrosin, 2: O-Methyl-tyrosin, 3: O-Acetyl-tyrosin, 4: O-DNP- Tyrosm

gewonnene Produkt sdmtbliche OH-Gruppen verdthert hafte. Das Mol-
gewicht diegses Polymeren betrug etwa 4800, was einem # von 14 bis 15
entspricht. Ansonsten besalen beide Produkte praktisch dieselben
Eigenschaften. Sie stellten gelbliche Pulver dar, verfirbten sich bis
340° nach Dunkelbraun und waren bis auf warme konz. Schwefelsiure
in keinem der iblichen Losungsmittel 16slich. Beim Erhitzen mit Lauge
farbte sich die Lauge gelb, ohne dafl Losung eintrat.

Gegen Hydrolyse sind beide Polymere {iberaus stabil. Nach 24stiindi-
gem Kochen mit 5n H,S0, legen sie noch unverdndert vor, wihrend
mehrstiindiges Erhitzen mit konz. HCl aut 150° nur zu starker Dunkel-
farbung fiithrt, ohne dafi Ldsung eintritt.

15 Biochem. Z. 322, 327 (1952).
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Als letztes Derivat des Poly-Tyrosing wurde das Poly-3,5-Dijod-
tyrosin VIII dargestellt, das aus Analogie zu biologisch wichtigen Jod-
Tyrosin-Derivaten von gréBerem Interesse schien.

VIII lieB sich leicht durch Jodierung von V in alkalischer Losung
mit elementarem Jod erhalten und wurde durch Zentrifugieren, Dialy-
sieren, Gefriertrocknung und anschliefende Atherextraktion gereinigt.
Entsprechend der Jodbestimmung waren 2 Atome Jod pro Tyrosinrest
eingetreten; Hydrolyse mit Barytwasser und Papierchromatographie des
Hydrolysats zeigte das ausschlieBliche Vorliegen von 3,5-Dijod-tyrosin.

Bei VIII handelt es sich um ein gelbliches Pulver, das sich ab etwa 210°
zersetzt und weit besser 16slich als die iibrigen Poly-Tyrosinderivate ist.
So ist es schon in kaltem Pyridin und Tetrahydrofuran glatt 18slich und
168t sich beim Erwirmen in Dimethylformamid und Lauge. Beim Er-
hitzen mit konz. Schwefelsfiure entweichen Jodddmypfe.

Zur Charakterisierung der im Laufe dieser Arbeit erhaltenen Tyrosin-
derivate leistete, wie mehrfach erwihnt, die Papierchromatographie
gute Dienste. Tabelle 2 zeigt die Ry-Werte einiger Verbindungen, die
mit dem frither erwihntenl¢ Losungsmittelgemisch n-Butanol-Athanol-
konz. Ammoniak-Wasser (4:4:1:1) auf Schleicher-Schiill 2043 b (rauh)
bestimmt wurden. Zum Nachweis der N-substituierten, mit Ninhydrin
nicht anfarbbaren Verbindungen wurden Umbelliferon bzw. 4-Methyl-
umbelliferon als Fluoreszenzindikatoren herangezogen, die sich schon
zum Nachweis verschiedener Gruppen organischer Sduren am Papier
sehr gut bewidhrt hatten?. 16,17,

Tabelle 2. Rp-Werte von Tyrosin-derivaten, absteigend, SS 2043 b

(rauh).
Losungsmittel
Verbindung" ?gﬁgﬁgi: .Butajnol- Nachweis
NH, ‘Elsesmg-HgO

Tyrosin «.o.ovvivvnnn. .. 0,27 0,37 }
3,5-Dijod-tyrosin . ........ 0,20 0,69 i
O-Acetyl-tyrosin ......... 0,27 0,53 e Ninhydrin
O-Methyl-tyrosin ......... 0,49 0,52 J
O-DNP-Tyrosin +......... 0,65 Streifent®
N-Acetyl-tyrosin ......... 0,41 — \
N-Cbzo-Tyrosin .......... 0,68 — I 4-Methyl-umbelliferon

O-Methyl-N-acetyl-tyrosin . 0,56 —

16 K. Schlogl, A. Siegel und F. Wessely, Z. physiol. Chem. 291, 265 (1952).

17 K. Schlégl und A. Siegel, Mikrochem. 40, 202 (1953). — 4. Siegel
und K. Schlogl, ibid. 40, 383 (1953).

18 Wahrend O-DNP-Tyrosin mit dem ammoniakalischen Gemisch runde
Flecke gibt, tritt mit dem sauren Gemisch immer starke Streifenbildung auf.
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Das O-Acetyl-tyrosin kann mit dem ammoniakalischen Gemisch nicht
chromatographiert werden, da es dabei zu Tyrosin verseift wird. Hs
sind daber in der Tabelle 2 auch die Rp-Werte unter Verwendung von
Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) als Losungsmittel angegeben.

Experimenteller Teil.
O-Acetyl-tyrosin (I1I).

2,2 g Tyrosin-chlorhydrat wurden in 80 ml heilem Wasser gelost, mit
2,4 g CuCOy und 6,3 g Na,CO, versetzt, zum Sieden erhitzt, von nicht um-
gesetztem CuCO, f{iltriert und in das gekiihlte Filtrat unter Riihren 5g
{6 Mol) Essigsdureanhydrid eingetropft. Es wurde dann noch 1 8td. bei
Zimmertemp. geriihrt, der ausgefallene Cu-Komplex abzentrifugiert, mit
oiskaltemn Wasser 3mal gewaschen, hierauf in 50 ml heifemn Wasser suspendiert
und mit H,S zersetzt. Das Filtrat vom CuS wurde im Vak. eingedampft
und lieferte als Riekstand 1,2g (549 d. Th.) O-Acetyl-tyrosin vom
Schmp. 212 bis 215°19, Nach Umlésen aus 50%igem Athanol lag der Schmp.
bei 213 bis 215° (die Literatur® gibt 213 bis 214° an). Keine Depression im
Mischschmp. mit dem nach® dargestellten Produkt. Die beiden Substanzen
erwiesen sich auch im Papierchromatogramm als identisch.

0-Acetyl-tyrosin-N-carbonsdureanhydrid (I1I).

8,4 g II suspendierten wir in 120 ml absol. Tetrahydrofuran und leiteten
bei 40° unter Rithren Phosgen ein. Nach 1%/, Stdn. war Lésung eingetreten.
Abdampfen des Losungsmittels im Vak., und 2maliges Umbkristallisieren
des festen Riickstandes aus absol. Essigester-absol. Petroldther lieferte
8,1 g (90% d. Th.) Anhydrid vom Schmp. 122 bis 123° (Zers.) (Lit.-Schmp.”
120°).

Poly-0-Acetyl-tyrosin (IV).

7.9 g III wurden in 75 ml absol. Dioxan gelést und mit einer Lésung
von 10,4 mg Ammoniakgas (0,02 Mol) in 10 ml absol. Dioxan versetzt. Es
trat rasch Trilbung ein und nach 1 Std. Stehen bei Zimmertemp. erhitzten
wir noch 40 Stdn. unter Feuchtigkeitsausschlul am siedenden Wasserbad.
Es hatte sich ein dichter gallertiger Niederschlag abgeschieden. Nun wurde
mit 31 mln HCI (1 Mol bezogen auf ITI) und 50 ml Wasser versetzt und
3 Stdn. auf der Maschine geschiittelt. Nach Zentrifugieren und oftmaligem
Waschen mit Wasser und Athanol wog der getrocknete Riickstand 5,7 g
(889% d. Th.).

Zur weiteren Reinigung wurde er noch gut gepulvert, in n HCl auf-
geschldmmb, abgesaugh, gut mit Wasser und Athanol gewaschen und je
2mal mit je 50 ml absol. Athanol und absol. Essigester ausgekocht. Das
hellbraunliche Pulver verfirbt sich bis 330° ohne zu schmelzen. Loslichkeiten
siehe allg. Teil. Pikrinssuretest negativ.

(CH,,O;N)g - HyO (MG = 3711).
Ber. C 64,08, H 5,43, COCH, 20,87, N 6,79, Nym, 0,377.
Gef. C 62,71, H 5,48, COCH,; 21,14, N 6,81, Nyg, 0,370.

19 Alle Schmelzpunkte dieser Arbeit wurden im Mikrosehmelzpunkts.
apparat nach Kofler bestimmt.
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Hydrolyse von IV.

192,6 mg IV wurden mit 5 ml konz. HCl im Vak. eingeschmolzen und
7 Stdn. auf 150° erhitzt. Die klare, schwach braune Losung wurde auf 10 ml
aufgefillt und ein aliquoter Teil davon nach entsprechender Verdiinnung
zur spektrophotometrischen Tyrosinbestimmung verwendet. Gef. 1039,
d. Th. Papierchromatographie des Hydrolysats gab nur Tyrosin. [a]p = 0°.

Poly-Tyrosin (V).

3 g IV wurden mit 60 ml 0,5 n NaOH (2 Mol) 15 Min. bei Zimmertemp.
geschiittelt, von Spuren Ungeldstem filtriert und mit konz. HCl schwach
angesauert. Der gallertige Niederschlag wurde abzentrifugiert, mehrfach
mit Wasser gewaschen und die wafir. Suspension im Cellophanschlauch
24 Stdn. gegen dest. Wasser, das mehrfach gewechselt wurde, bei —+ 4°
dialysiert. AnschlieBend wurde der Schlauchinhalt der Gefriertrocknung
unterworfen. Ausbeute: 1,8 g (769 d. Th.) schwach gelbliches Pulver, das
sich ab 250° verfirbt und bei 340° noch nicht geschmolzen ist. Millonsche
Reaktion und Pikrinsfuretest negativ. Loéslichkeiten siehe allg. Teil.

(CeHoO,N),, - H,O (MG = 3444). Ber. C 65,91, H 5,59, Nym, 0,406.
Gef. C 63,12, H 5,46, Ny, 0,397.

Die Substanz war zur Analyse 10 Stdn. bei 100° und 0,001 Torr tber
P,0; getrocknet worden.

(o]0 = + 17,2° (x = + 0,64°, 2dm, ¢ = 1,856 in n NaOH).

Die Hydrolyse erfolgte, wie bei IV angegeben. Tyrosin wurde spekiro-
photometrisech bestimmt. Gef. 100,5% d. Th. Im Papierchromatogramm
lag nur Tyrosin vor, die Drehung des Hydrolysats war 0.

Zur Darstellung des Poly-Na-Salzes wurde V in 1 Mol n NaOH geldst
und mit einem UberschuB von Athanol das Na-Salz ausgefillt. Es konnte
durch Zentrifugieren abgetrennt werden und stellte nach dem Trocknen
ein bridunliches, leicht wasserlésliches Pulver dar.

(CoHGO,N - Na),;, - NaOH. Ber. Na 12,88. Gef. Na 11,53 (als Sulfat).

Poly-O-Methyl-tyrosin (VI).

0,20 g V 18sten wir in 3,6 ml n NaOH (3 Mol) und schiittelten mit 0,45 g
(3 Mol) Dimethylsulfat 1/, Std. Bereits nach etwa 10 Min. fiel sin gallertiger
Niederschlag, worauf noch 5 ml Wasser zugesetzt wurden. Nach weiterem
Verdiinnen mit Wasser wurde zentrifugiert und weiter wie bei V angegeben,
aufgearbeitet. Awusbeute: 0,18 g (839 d. Th.) lockeres farbloses Pulver
von den im allg. Teil angegebenen Eigenschaften.

(CyoH,;0,N),, « HLO (MG = 3739). Ber. OCH, 17,44. Gef. OCH, 17,42,

Hydrolyse. a) Beim 20stind. Kochen mit 5 n H,80, und 12stiind. Er-
hitzen mit Barytwasser keine Losung.

b) Konz. HCI, 4 Stdn. 140°. Papierchrom.: Nur Tyrosin.

¢) 5n H,80, 6 Stdn. 150°. Papierchrom.: Tyrosin, Spuren O-Methyl-
tyrosin. :

d) Lésen (zirka 30 mg) in 1 ml warmer konz. H,80,, Zugabe von 3 ml
Wasser, 5 Stdn. kochen. Papierchrom.: Nur O-Methyl-tyrosin.
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O-Methyl-N -acetyl-tyrosin-methylester.

3 g N-Acetyl-tyrosin wurden in 25 ml absol. Methanol geldst und mit
einer #atherischen Diazomethanlosung bis zur bleibenden Gelbfdarbung ver-
setzt. Nach 5 Stdn. wurden die Lésungsmittel abgedampft und der Rick-
stand im Kugelrohr destilliert. Bei 0,002 Torr gingen von 140 bis 150° Luft-
badtemp. 1,2 g rasch erstarrendes Ol iiber, das keine Millon-Reaktion gab
und das, aus Methanol-Ather-Petrolither umgelést, von 106 bis 108° schmolz.
Bis 190° gingen noch 0,8 g nicht erstarrendes Ol iiber, das deutliche Millon-
Reaktion zeigte. Es wurde in Essigester aufgemommen und mit n NaOX
2mal durchgeschiittelt. Aus der so behandelten Essigesterlésung lieBen sich
noch 0, 35 g Substanz vom Schmp. 105 bis 108° gewinnen. Gesamtausbeute:
1,55 g (459 d. Th.).

C,,H,,0,N. Ber. C 62,13, H 6,82, OCH, 24,70.
Gef. C 61,94, H 6,55, OCH, 24,45.

O-Methyl-N -acetyl-tyrosin.

0,3 g des Methylesters wurden mit 1,2ml n NaOH (1 Mol) und 5ml
Methanol 1 Std. am Wasserbad erhitzt, anschlieBend das Methanol im Vak.
verdampft, 1mal mit Ather ausgeschiittelt und nach Ansiuern erneut 2mal
mit Essigester und Ather ausgeschiittelt. Die abgedampften Loésungsmittel
lieferten 0,26 g (929, d. Th.) erstarrenden Riickstand.

Aus Athanol-Ather-Petrolither Prismen. Schmp. 149 bis 151°. [Lit.-
Schmp.!8 147 bis 148° (Karrer), 150 bis 151° (Behr und Clarke)].

C,H,,0,N. Ber. OCH, 13,08, Aqu.-Gew. 237,2.
Gef. OCH, 13,04, Aqu.-Gew. 239,5 (Titr.).

O-Methyl-tyrosin.

a) Aus O-Methyl-N-acetyl-tyrosin-methylester.

0,5 g Ester wurden mit 10 ml HCI (1 : 3) 4 Stdn. unter Ruckflul gekocht,
die Salzssure im Vak. vertrieben, der iitber KOH getrocknete Riickstand
in wenig Wasser gelést und mit Ammoniak das O-Methyl-tyrosin geféllt.
Aus Wasser Blattchen. Schmp. 205 bis 207° (Zers.). Ausbeute 0,28 g (719,
d. Th.).

C;oH,3,0,N. Ber. C 61,53, H 6,71, OCH; 15,90.
Gef. C 61,61, H 6,66, OCH, 16,15.

b) Aus O-Methyl-N-acetyl-tyrosin.

Die Verseifung erfolgte wie beim Ester beschrieben, nur dafB hier 2 Stdn.
erhitzt wurde. Ausbeute 609, d. Th. O-Methyl-tyrosin vom Schmp. 205
bis 207°. Keine Depression im Mischschmp. mit dem nach a gewonnenen
Produkt. Auch papierchromatographisch erwiesen sich die beiden Substanzen
als identisch.

Poly-O-DNP-Tyrosin (VII}.
a) Durch Umsetzung von V mit DNFB.

0,256 g V wurden in 3 ml n NaOH gelést, mit 6 ml Wasser verdiinnt und
mit CO,-Schnee das Poly-Tyrosin in fein verteilter Form wieder ausgeféllt.
Nach Zusatz von 0,66 g NaHCO, (5 Mol) und 1,5 g (5 Mol) DN¥B in 60 ml
Athanol wurde unter kriftigem Rithren mit einem Vibro-Mischer 8 Stdn.
auf 40° erwsrmt. Nach Stehen iiber Nacht wurde zentrifugiert, mehrfach
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mit Wasser und Athanol gewaschen und der Niederschlag anschliefend noch
30 Stdn. mit Ather extrahiert. Das trockene Polymere wog 0,467 g, wihrend
sich fur eine quantitative Umsetzung 0,517 g berechnen. Hs waren also
etwa 809, der OH-Gruppen blockiert worden. Loéslichkeit und tibrige Eigen-
schaften siehe allg, Teil.

b) Durch Polymerisation.

O-DN P-tyrosin-N -carbonsdureanhydrid.

1,9 g O-DNP-Tyrosin, dargestellt nach 1%, wurden in 35 ml absol. Tetra-
hydrofuran suspendiert, unter Riihren bei 40° Phosgen eingeleitet und die
nach !/, Std. bereits klare Lésung im Vak. zur Trockene gedampft. Aus
Essigester-Petrolidther (absol.) kristallisierten 2,0 g (979 d. Th.) des Anhydrids
in Form schwach gelblicher Kérnchen. Das Produkt, das mit Anilin lebhafte
CO,-Entwicklung gibt, sechdumt bei 139 bis 142° auf und geht, ohne ganz
durchzuschmelzen, in ein festes Produkt iiber, das sich bis 300° nur verfirbt.

C1eH,,04N;. Ber. C 51,48, H 2,97. Gef. C 51,73, H 3,30.

Polymerisation.

1,2 g Anhydrid wurden in 25 ml absol. Dioxan gelést und mit 4 ml einer
Loésung von Ammoniakgas in absol. Dioxan versetzt, die 0,06 mMol NH,
enthielt (Molverhéltnis Anhydrid/NH; = 50:1). Die weitere Reaktion
und Aufarbeitung erfolgte wie bei IV angegeben.

Ausbeute 0,8 g (759 d. Th.) gelbbraunes Pulver von den im allg. Teil
angegebenen Eigenschaften.

Poly-3,5-Dijod-tyrosin (VIII).

0,20 g V losten wir in 3,6 ml n NaOH (3 Mol} und versetzten unter
Schiitteln bei 0° in kleinen Portionen mit 0,62 g (2 Mol) fein gepulvertem
Jod. Gegen Ende der Zugabe fiel ein dichter gallertiger Niederschlag,
worauf noch 3 ml Wasser zugesetzt wurden. Nachdem insgesamt 1/, Std.
geschiittelt worden war, wurde mit einigen Tropfen HCl eben angesiuert,
der Niederschlag zentrifugiert, gut mit Wasser gewaschen, dann die wilr.
Suspension 24 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert und hierauf gefrier-
getrocknet. Zur Entfernung von noch immer anhaftendem Jod wurde
die trockene Bubstanz noch 24 Stdn. mit Ather extrahiert. Ausbeute 0,35 g
{699 d. Th.) gelbliches Pulver. Eigenschaften siehe allg. Teil.

(CeH,0,NJy)y, - HyO (MG = 8731). Ber. J 61,05. Gef. J 58,56
fiir Poly-Monojod-tyrosin 43,94.
Die Hydrolyse von VIII erfolgte durch 8stindiges Kochen mit heif3-
gesittigtern Barytwasser. Das Batt wurde mit n H,S0, ausgefillt, der

Niederschlag gut mit heilern Wasser gewaschen und das eingeengte. Filtrat
papierchromatographiert. Es fand sich nur 3,5-Dijod-tyrosin (siehe Tabelle 2).

Die Mikroanalysen wurden von Herrn Dr. (. Kainz im Mikrolabora-
torium des II. Chemischen Institutes ausgefiihrt.

Fiir die Uberlassung von Mitteln baben wir der Fa. Hoffmann-La
Roche, Wien, zu danken.



