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(Eingelangt am 5. Juli  1953. Vorgelegt in der Sitzung am 8. Oktober 1953.) 

Eine frtiher besehriebene Methode zur Konstitutions- 
ermitt lung von Peptiden wurde auf Lysylpeptide ausgedehnt. 
Dabei auftretende Sehwierigkeiten, die dureh den amphoteren 
Charakter der Lysin enthaltenden substituierten Hydantoin-3- 
essigs/~uren I I I  bedingt waren, konnten dureh Umsetzung der 
Gemisehe aus I I I  und den Aminos~uren mit Phenylisocyanat 
iiberwunden werden. Damit  gelingt es, die substituierten 
Kydantoin-essigs/~uren IV yon den aus den' Aminos~Luren er- 
haltenen 3-Phenylhydantoinen VI abzutrennen und naeh 
I-tydrolyse der ersteren (IV) die aminoendst/~ndige und die ihr 
benaehbarte Aminosfiure zu bestimmen. 

Das Verfahren bewfihrte sieh an mehreren, bisher nieht 
besehriebenen Lysylpeptiden (Lys-Gly, Lys-Val, Lys-Gly-Phe 
u n d  Lys-Val-Phe) und dem Protein Lysozym. 

Die RF-Werte einer grSl~eren Anzabl yon Aminos/~ure- und 
Peptidderivaten wurden ermittelt .  

Die in fr i iheren Mit te i lungen ~, a besehriebene Methode zur Konst i -  

tu t ionse rmi t t lung  yon Pep t iden  basier t  auf der M6gliehkeit,  die Amino- 

s/~ure und  die ihr benaehbar te  als subst i tu ier te  Hydantoin-3-essigs/ /ure I 

abzuspalten.  

1 X. Mittlg.: K. SchlSgl, F. Wessely und E. Wawersieh, Mh. Chem. 84, 
705 (1953). 

2 E. Wessely, K. Schl6gl und G. Korger, Mh. Chem. 83, 1156 (1952). - -  
F. Wes. sely, K.  Schl6gl und E. Wawersich, ebenda83,  1426, 1439 (1952); 
84, 263 (1953). 

K. Schl6gl, A.  Siegel und F. Wessely, Z. physiol. Chem. 291, 265 (1952). 
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Die Abtrennung soleher Hydantoine yon dell restliehen Aminosauren 
des Peptides bietet keinerlei Schwierigkeiten, solange es sich bei den 
beiden, den Hydantoinring bildenden Aminosauren, um Monoamino- 
mono -2 oder Monoamino-dicarbonsiiuren 2 handelt. In allen diesen 
Fallen besitzt I ja S~ureehar~kter und kann somit aus der sauren LSsung 
der Aminosi~uren leieht abgetrennt werden. 

Schwierigkeiten waren jedoch bei Peptiden yon Diamino-mono- 
earbonsauren, wie etwa Lysylpeptiden, zu erwarten, da R oder R 1 dann 
yon der Gruppe NH.2- (CH~) 4 gebildet wk'd, die erhaltenen Hydantoine 
somit amphoteren Charakter besitzen und yon den Aminosauren nicht 
mehr abtrennbar sind. 

Im ttinbliek auf die Bedeutung, die endst~tndigen Lysinresten bei 
manehen Peptiden und Proteinen zukommt, sowie um n~heren Einbliek 
in die Chemie der verh~ltnism~gig noch wenig untersuehten Lysylpeptide 
zu gewinnen, haben wir uns mit der Synthese und dem Abbau solcher 
Peptide etwas naher befaBt., woriiber im folgenden beriehtet werden soil. 

Bei der Umlagerung yon Di-Cbzo-Lysylpeptiden in die Carbonyl- 
bis-aminos/iuren I I  bzw. Carbonyl-aminos~ure-peptide I I a  mit Lauge 
in der tibliehen Weise 2 waren nach den bisherigen Erfahrungen keine 
Schwierigkeiten zu erwarten. Diese mugten - -  wie erwahnt - -  erst 
auftreten, wenn es gait, nach Ringsehlul? yon I I  oder I I a  die erhaltenen 
Hydantoine I I I  mit der freien Amino- und Carboxylgruppe yon den 
restlichen Aminos~uren zu trennen. Um diese Sehwierigkeit zu umgehen, 
war es n6tig, eine der beiden Gruppen, vorteilhaft die e-Aminogruppe 
des Lysins, derart zu substituieren, dal~ yon den gleichzeitig vorliegenden 
und ebenfalls an der Aminogruppe substituierten Aminos~uren abtrennbare 
Verbindungen entstanden. 

Dazu ws ~dr Phenylisoeyanat als l~eagens. Setzt man n~mlieh 
das Gemiseh von Lysyl-hydantoinen III und Aminos/~uren mit PhenyL 
isoeyanat um und erw/~rmt das rohe Reaktionsprodukt kurz mit S/~ure, 
so bleiben die substituierten Hydantoin-3-essigs~uren IV (in Hinkunft 
kurz ,,Phenylureido-hydantoine" genannt) unverandert, w/ihrend die 
sieh yon den Aminos/~uren ableitenden I-Iarnstoffe V leieht zu den 
substituierten 3-Phenyl-hydantoinen VI ringsehlieBen. Die sauren Ver- 
bindungen IV k6nnen der Reaktionsmisehung mi~ SodalSsung entzogen, 
somit yon den I-Iydantoinen VI abgetrennt und naeh entsprechender 
Aufarbeitung hydrolysiert werden. Zweckm/~13ig erwies es sich, IV als 
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S~uren zu eh romatograph ie ren  3 (siehe Tabel le  1), dadurch  rein zu er- 
ha l ten und  erst  v o m  Pap i e r  in einer  fr i iher  besehr iebenen Weise  3 zu 
eluieren und  dann  zu hydro lys ie ren .  

Das genann te  Verfahren wurde  an  den L y s y t p e p t i d e n  DL-Lys-Gly,  
DL-Lys-DL-Vat, DL-Lys-GIy-DL-Phe und DL-Lys-DL-Val-DL-Phe 4 sowie 
am Lysozym,  das  nach  Un te r suchungen  yon Schr6der ~ L y s - V a l - P h e - G l y  
Ms aminoends t~nd ige  Aminosi*urefolge enths  e rp rob t  und l ieferte in 
allen F~l len  e indeut ige  Ergebnisse.  

I m  folgenden sollen nun die an den  einzelnen Pep t iden  gesammel ten  
Er fahrungen  und  erhMtenen Ergebnisse  niiher besprochen werden.  

Si~mtliche genann ten  Pep t ide  waren  bisher  in der  L i t e r a t u r  noeh 
n icht  beschr ieben - -  ve to  L y s - G l y  war  nur  das  L-Lysy lde r iva t  b e k a n n t  6 - -  
und  wurden  teils  naeh  dem Cbzo-Verfahren durch K u p p l u n g  yon Di-Cbzo- 
Lysy l - az id  rnit  dem Aminos~ure (Pep t id )es te r  (Methode A), besser abe t  
durch  Umse tzung  des aus Di-Cbzo-Lys in  und  Athy lch lorkoh lensgurees te r  
e rha l t enen  Anhydr id s  7, is rnit der  Amin okompone n t e  darges te l l t  
(Methode B). 

Bei der  Methode  B erwies sich Umse tzung  mi t  dem Na-Sa lz  der  
freien Aminosi*ure - -  ~4e sie z. B. bei  der  Dars te l lung  von Leu-Phe  
verwendet  worden  war  s - -  besonders  im Fa l le  des Va l -Phe  als wenig 
vor te i lhaf t ,  da  l au t  C h r o m a t o g r a m m  (Tabelle 1) das erhMtene Cbzo- 
Val -Phe  mi t  Cbzo-Val verunre in ig t  war,  das  n icht  abge t r enn t  werden 
konn te ;  bei  der  Umse tzung  mi t  der  Es t e r  dagegen b ie te t  eine Rein igung 
keine Sehwierigkei ten.  Als t e r t i i r e s  Amin  7 bewi*hrte sich Tr i - i soamyl-  
amin ;  nur  is t  zu beuehten,  dab  sein Chlorhydra t ,  das  bei der  Umse t zung  
entsteht~ verh~tl tnismiBig schwer wasserlSslich is t  und  die Reak t ions -  
mischung daher  5fter mi t  Wasse r  ausgesehfi t te] t  werden muB. 

Die Sehmelzptmkte der einzelnen Cbzo-peptidester und such der 5brigen 
Peptid-derivate  waren, soweit die Verbindungen in fester Form, dann aber  
meist nur  amorph,  erhalten werden konnten, durchwegs unscharf, was wohl 
auf die Verwendung racemischer Aminosiiuren und d~mit auf die Bildung 
mehrerer  1R.aeemate zuriiekgeftihrt werden mul3. 

4 In  allen Fgllen wurden raeemisehe Aminosguren verwendet ;  es fgllt 
im folgenden daher  die Bezeiehnung DL- weg. 

W. A .  SchrSder, J. Amer. Chem. See. 74, 281, 5118 (1952). 
6 M .  B~'enner und C. H.  Burekhardt, Helv. Chim. Acts  g4, 1070 (1951). - -  

31. Bergmann u. a., Z. physiol. Chem. 224, 26 (1934). 
Th.  Wieland und H. Bernhard, Ann. Chem. 572, 190 (1951). - -  R . A .  

Boissonas, Helv. Chim. Ac t s  34, 874 (1951). - -  J .  R .  Vaughan und R . L .  
Osato, J. Amer. Chem. Soc. 73, 5553 (1951). - -  J .  R .  Vaughan, ebenda 73, 
3547 (1951). 

s I .  Schumann und R. A: Boi.~sonas, Helv. Chim. Acta  35, 228. 2237 (1952). 
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L y s y l - g l y e i n .  

Di-Cbzo-Lys-Gly-athylester, der mit  1 Yiol Lauge glatt  zum Di- 
Cbzo-Dipeptid verseift werden konnte, erlitt bereits bei der Behandlung 
mit  einem Alkaliiibersehug (2 bis 4 Mol) in der Kalte Umlagerung zum 
Harnstoff  I I  (l~ 1 = H). Dieselbe Verbindung konnte aueh beim Er- 
warmen mit  2 und 3 Mol waBriger und wagrig-athanoliseher NaOI-I 
erhalten werden. Der dabei beim intermediaren 1%ingsehlul] e abgespMtene 
Benzylalkohol konnte papierchromatographiseh 9 identifiziert werden. 

Die s-Cbzo-Gruppe des Lysins ist in alien Fallen gegen Lauge s t a n k  
Dies zeigten papierehromatographisehe Untersuehungen einer auf 100 ~ 
erhitzten L6sung von e-Cbzo-Lysin in 3 Mol 0,5 n NaOI-I, der von Zeit 
zu Zeit Proben entnommen und ehromatographiert  wurden. Erst  naeh 
24 Stdn. war nur mehr Lysin vorhanden, wahrend saure Verseifung 
(HC1 1 : 1) bereits naeh 5 Min. (100 ~ zur vSlligen Abspaltung des Cbzo- 
Restes geffihrt hatte. 

Die iiberaus groge Tendenz der Di-Cbzo-Lysylpeptidester, in aIkali- 
sehem Medium unter Benzylalkoholabspaltung zum tIarnstoff  I I  (oder 
I I a )  umzulagern, machte sich in noch st~rkerem MaBe bei den Cbzo-Tri- 
peptidestern bemerkbar;  dort t ra t  schon bei Behandlung mit  1 Mol NaOH 
in Aceton neben Verseifung zum Cbzo-Tripeptid Umlagerung zu I I a  ein. 

S . G .  Waley  und J .  Watson  1~ machten kiirzlieh im Zuge der Darstellung 
yon Lysylpeptiden vom Di- bis zum Pentalysin ebenfalls die Beobachtung 
der leiehten Bfldung yon I:[arnstoffen der Formel I Ia .  

Das Carbonyl-(e-Cbzo-lysiu)-(glyein) I I  (R1 = H) gab nach kurzem 
Erhitzen mit  HC1 am Chromatogramm neben etwas Gly und Lys eine 
mit  Ninhydrin naehweisbare Substanz, die nach Eluieren und Druck- 
hydrolyse wieder Gly und Lys lieferte und das freie Hydantoin  I I I  
(R 1 --~ H) darstellt. Umsetzung dieser Verbindung mit  Phenylisoeyanat 
fiihrte zur 5- (~ - Phenylureido - n- butyl)-hydantoin- 3- essigsaure IV ( 1% 1 = I t  ), 
die durch Sehmelzpunkt, Analyse und RF-Wert (Tabelle l) eharakterisiert 
wurde. Bei der Druckhydrolyse mit  HC1 gab sie wieder Gly und Lys. 

Zum Strukturbeweis der genannten Hydantoine,  die sich vom Lys- 
Gly ableiten - -  theoretiseh waren ja auch noeh die anderen mSglichen 
Formen mit  vertauschten 1%esten in Betraeht zu ziehen - - ,  fiihrten wir 
die Synthese dieser Verbindungen auI folgendem eindeutigen Wege dureh : 

Der Cu-Komplex des Lysins wurde mit  Cbzo-Chlorid zum s-Cbzo-Lys 
umgesetzt, eine Darstellung, die der bisher iibliehen dureh Zersetzung 
yon e-Cbzo-Lysin-N-earbonsaure-anhydrid mit  HC1 n iiberlegen ist. s-Cbzo- 

9 A .  Siegel u n d  K .  SchlSgl, Mikrochem. 40, 383 (1953). 
10 j .  Chem. Soc. London 1958, 475. 
11 M .  Bergmann,  L .  Zervas u n d  W . t ~ .  Ross,  J .  Biol. Chem. 111, 245 

(1935). - - J .  P .  Greenstein, J .  Org. Chem. 2, 480 (1937). 
5~onatsheite' ftir Chemie. Bd. 84/5. 61 
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Lys konnte dann mit KOCN in die Hydantoinsaure VII  iibergefiihrt 
werden und diese lieB sieh bei vorsiehtiger HC1-Behandlung tells direkt 
in das Hydantoin V I I I  umwandeln, teils wurde dieses naeh energischer 
Saurebehandlung yon VII  dureh naehtr~igliehe Carbobenzoxylierung 
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erhalten. Umsetzung des Na-Salzes yon V I I I  mit  Bromessigs/iure- 
/tthylester iiihrte schlieglich zum 5-[&(Cbzo-Amino)-n-butyl]-hydantoin- 
3-essigs/iure-/~thylester IX,  der nach Aufspaltung mit  2 Mol Alkali das 
gewiinschte Cbzo-Lys-CO-Gly I I  (g l  = I t )  lieferte, das sich im Chromato- 
gramm mit  der aus dem Cbzo-Dipeptidester erhaltenen Verbindung als 
identisch erwies, wihrcnd die Schmelzpunkte differierten. Es wiesen 
aber auch die aus verschiedenen Ans~itzen durch Laugebehandlung aus 
dem Cbzo-Lys-Gly-ester erhaltenen tIarnstoffe I I  ( g l  = H) untereinan- 
der deu~liche Schmelzpunktsdifferenzen auf, wihrend sie papier- 
ehromatographiseh identisch waren. Diese Differenzen kSnnen eventuell 
dureh partiellen RingsehluB der Harnstoffe zu den Hydantoinpeptiden 
erkl/~rt werden ~, 12. 

Die Phenylureido-hydantoine IV (R i = H) abet, die sowohl aus 
sauer verseiftem IX,  als aueh aus dem s/~urebehandelten synthetisehen 
Harnstoff  I I  (I~ i = I-I) gewonnen worden waren, erwiesen sich mit der 
aus dem Cbz0-Peptidester erhaltenen Verbindung nach Sehmp., Miseh- 
sehmp, und RF-Wert als identiseh. 

L y s y l -  g l y c y l - p h e n y l a l a n i n .  

Der Di-Cbzo-Lys-Gly-Phe-ester, der naeh MethodeA aus Cbzo- 
Lysyl-azid und Gly-Phe-~thylester erhalten wurde, lieB sieh nieh~ mehr 
eindeutig - -  aueh nieht mit  1 Mol Lange - -  zum Di-Cbzo-Tripeptid ver- 
seifen. Dem Verseifungsprodukt, das lau~ Chromatogramm 2 Verbin- 
dungen enthielt, konnte jedoeh mit  retd.  SodMSsung das st/irker saute 
Carbonyl-aminosgure-peptid Cbzo-Lys-CO-Gly-Phe I I a  (g i  H, g 2 = 
= Benzyl) bevorzugt entzogen und rein erhalten werden. 

Direkte Umlagerung des Cbzo-Tripeptidesters mit  2 Mol Lauge in 
der Wi~rme gab nut  mehr den Harnstoff,  der naeh Behandlung mit  Saute 
im Chromatogramm viel Phe und t tydantoin  I I I  (g  i = H) neben wenig 
Lys und Gly zeigte. Umsetzung dieses Gemisehes mit  Phenylisoeyanat, 
Erhitzen des Reaktionsproduktes mit  S~Lure und Ausschiitteln der Essig- 
esterlSsung des lZiickstandes mit  Soda gab eine Phenylureido-hydantoin- 
3-essigsgure IV (lg i = H), die mit  der aus Cbzo-Lys-Gly-ester erhMtenen 
nach Sehmp., Mischschmp. und Chromatogramm identiseh war und 
bei ttydrol3rse aussehlieBlieh Gly und Lys ergab, womit die Abtrennung 
der beiden endst~ndigen Aminos/~uren des Tripeptides gelungen war. 

L y s y l - v a l i n  u n d  L y s y l - v a l y l - p h e n y l a l a n i n .  

Als n~ehste Peptide wurden Lys-Val und Lys-Val-Phe gew~hlt, well 
diese Aminosgurefolge im Lysozym auftri t t  5 und wir damit  Vergleiehs- 
m6gliehkeiten fiir die Untersuehung des Lysozyms zu erhalten hofften. 

i2 K .  Schlggl, 2'. Wessely und G. Korger, Mh. Chem. 811, 493 (1952). 
61" 
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Di-Cbzo-Lys-VM-ester, dargestellt nach Methode A und B (S. 94:0), 
konnte nur als 01 erhalten werden. Aueh hier fiihrte alkMisehe Ver- 
seifung mit  1 Mol NaOH wieder zu einem Gemiseh des Cbzo-Dipeptides 
und des Harnstoffes I I  (R 1 = Isopropyl), wghrend 5stiind. Koehen mit  
ttC1 (1 : 1) im Chromatogramm auBer den zu erwartenden Aminosguren 
Lys und Val noeh 2 weitere Fleeke ]ieferte, die zwisehen den genannten 
Aminosguren lagen (Tabelle 1). Da es nach den Hydrolysebedingungen 
unwahrseheinlieh sehien, dag es sich noch nm unvergndertes Peptid - -  
zumindest bei einem der beiden Flecke - -  handelte, muBten wir annehmen, 
dag die fraglichen Flecke bereits die freien Hydantoine vorstellten. 
Hydantoine deshalb, well ja mit  der Bildung yon 2 Isomeren ( I I I ,  
R 1 = Isopropyl bzw. l~' nnd g I vertauseht) gerechnet werden konnte, 
die sich bier infolge der verschiedenen Verteilung der polaren Gruppen 
in den beiden mSglichen Formen schon merklich in ihren Rf -Wer ten  
unterseheiden sollten; eine solehe Unterseheidung konnt, e bei normMen 
isomeren Hydantoin-3-essigsguren ohne Aminogruppen friiher nicht 
beobachtet werden a und war in diesen Fallen aueh nieht zu erwarten. 

Beide Flecke gaben nach Eluieren, Druekhydrolyse u n d  erneutem 
Chromatographieren Lys und Val, was ebenfalls zugunsten der Annahme 
der beiden Hydantoine sprieht. 

Dieselben beiden Flecke traten in viel st/~rkerem MaBe nach normaler 
Umlagerung des Di-Cbzo-Lys-VM-esters mit  Lauge und anschliegender 
S~urebehandlung des Harnstoffes I I  (g  1 = Isopropyl) im Chromato- 
gramm auf (Abb. 1). Wurde nun ~deder in iiblicher Weise mit  Phertyl- 
isocyanat umgesetzt und die Phenylureido-hydantoine IV (R 1 = Iso- 
propyl oder Vertauschung der Gruppen) normal abgetrennt, so erhielt 
man ein nicht kristMlisierendes O1, das diesmal im Chromatogramm nut  
einen Fleck gab. Es handelt sieh dabei abet wahrscheinlich wieder um 
ein Gemisch der beiden mSgliehen Hydantoine (IV), die jedoch nach 
Aufhebung der oben erwghnten Polarit~t am Chromatogramm nicht 
mehr trennbar sind. 

Um eine weitere Kl~rung der Verh~ltnisse zu erreichen, stellten wir 
noch das freie Dipeptid Lys-VM dutch Hydrierung yon Di-Cbzo-Lys- 
Val-benzylester dar, der nach Methode B aus Di-Cbzo-Lys und Vat- 
benzylester gewonnen worden war. Aueh der Di-Cbzo-Lys-Val-benzylester 
gab analog dem Xthylester nach saurer Hydrolyse (5 Stdn., ItC1 1 : I) 
im Chromatogramm wieder einen deutlichen Fleck zwisehen Lys und 
Val (der nntere der beiden Hydantoinfleeke t ra t  immer erst bei grSl3erer 
Konzentration auf, was vielleieht auf die verschiedene Empfindlichkeit 
der Ninhydrinreaktion zuriickgeftihrt werden kann); das freie, durch 
Hydriernng gewonnene Dipeptid lieferte dagegen nut  eineia Fteek, dessert 
RF-Wert dem des fragliehen Hydantoinfleckes allerdings sehr /~hntich 
war (Tabelle 1). 
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Es war nun - -  da im Ninhydrinchromatogramm eine Unterscheidung 
zwisehen Dipeptid und I-Iydantoin nieht m6glieh sehien - -  auf anderem 
Wege zu beweisen, dab sehon im Di-Cbzo-Lys-Val-ester (m6glieherweise 
dutch die Aufarbeitung) und damit dann im Dipeptid eine bzw. beide 
der mSgliehen gydantoin-3-essigs~iuren aus Val und Lys vorlagen. 

Diesen Beweis lieferten wir dureh Umsetzung des dutch Itydrierung 
gewonnenen Lys-Val mit Phenylisoeyanat, wobei wir die Di-Phenyl- 
isoeyanatverbindung des Dipeptide s und die des Hydantoins (IV, 
R 1 = Isopropyl) trenl~en konnten; erstere lieg sieh rein erhalten u n d  
wies eiaen wesentlieh h6heren RF-Wert als letztere auf (0,69 gegen 0,26; 
Tabelle 1), die laut Chromatogramm mit dem aus dem Di-Cbzo-dipeptid- 
ester via Cbzo-Lys-CO-Val gewonnenen Phenylureidohydantoin identiseh 
w a r .  

Endlieh untersuehten wir noeh den Di-Cbzo-Lys-VM-Phe-/ithylester, 
der naeh Methode B dnreh Umsetzung mit Val-Phe-ester erhalten worden 
war. Die zuerst genannte Verbindung, die lest gewonnen werden konnte, 
war, wie zu erwarten, nieht definiert zum Cbzo-Tripeptid zu verseifen, 
lieg sieh aber leicht m it 2 Mol Alkali in das Carbonyl-aminositure-peptid I I  a 
(g  1 = Isopropyl, i ~  = Benzyl) umlagern. Es gab naeh Erhitzen mit 
HC1 im Chromatogramm neben viel Phe und wenig Lys und Val diesmal 
nur einen I-Iydantoinfleek, der mit dem unteren der beiden aus dem 
Cbzo-Dipeptid (Lys-Val) erhaltenen identiseh war (Abb. 1). Dies erkl~irt 
sieh zwanglos dutch die Annahme, dab das Carbonyl-aminosgure-peptid 
Cbzo-Lys-CO-Val-Phe mit SKure primttr zum I-Iydgntoinpeptid X 1~ 
ringsehliegen wird (vor allem aueh wegen der verh~iltnism/igig groBen 
Stabilit~t der Val-Phe-Bindung) und dann aus diesem Hydantoinpeptid X 

Cbzo- NI-I- (CI-I~) 4 �9 CH" CO 

~N-CH - CO. N]-I. C]-I. COOtt 

NH" CO Ctt(CI-I3) 2 CH2C~H 5 
X 

nur mehr ein Hydantoin (III, 1~ = Isopropy]) abgespalten werden kann. 
Der Ringsehlug von Cbzo-Lys-CO-Val dagegen konnte natiirlieh zwanglos 
in beiden Richtungen erfolgen, damit beide m6gliche Hydantoine und 
somit 2 Flecke liefern. Mithin scheint aueh die Struktur der den beiden 
Flecken zugrunde liegenden Hydantoine festge]egt (vgl. Tabelle 1). 

Ubliche Umsetzung des s~iurebehandelten Carbonyl-aminos~iure- 
peptides mit Yhenylisoeyanat und Abtrennung des Phenylureido- 
hydantoins ergab sehlieglieh ein Produkt,  das laut Chromatogramm mit 
dem aus dem Dipeptid Lys-Val gewonnenen identisch war und nach 
Eluieren mit ~thanol  8, Hydrolysieren und erneutem Chromatographieren 
nut  mehr Lys und Val gab. 
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L y s o z y m .  

Als letztes Beispie] fiir den modifizierten Abbau yon Lysylpeptiden 
w/ihlten wir das im Vergleich zu den bisher beschriebenen Peptiden 
wesentlich komplexer gebaute Protein Lysozym vom Molekular- 
gewicht 14900 i3. Es ist uns klar, dab es nach dem im folgenden be- 

sclrciebenen Verf~hren nicht ge- 
! lungen w/ire, die beiden endst/in- 

~;s z~3 ~ ~ digen Aminos/iuren zu bestimmen, L#s 
/ ~ V D ~ l - -  ge/ wenn derenNatm" nicht bekannt 

~. ~'t gewesen w/ire 5 und wir somit nieht 
die ~6gliehkeit gehabt hi t ten,  das 

r 
C) :~ .~, zu erwartende Hydantoin aus syn- 

O O O ~ ~1 C) 0 thetisehen Vergleichspeptiden zu 

// ~) ~] nur den Beweis erbringen, dab die 
(~ ~ Umlagerung yon Cbzo-Peptiden zu 
9 ? ~ ~ ~ - -  0 denHarns toffenauchimF~l lesehr  

langer Peptidketten m6glieh ist 
und somit die Bestimmung der 
Aminos / iure  und der ihr bena.eh- 

0 barren prinzipiell nicht nur auf nie- 
C) O 0 (~ dere Peptide besehrinkt ist. 
&/ Es wurde also reines kristalli- 

siertes Lysozym bei einem pI-I yon 
f,~e 8 bis 9 mit Benzylchlorkohlen- 

s/iureester umgesetzt, da,s erhal- 
gent Cbzo-Lysozym, das zum Un- 

~/~/v/~/z#d~e/zm tersehied vom reinen Protein in 
Abb. 1. Abbau yon Lysozym. Essigsgure unl6slieh w~r, mit 

A: $iiurebehandeltes e-Cbzo-Lys-CO-VaL 0,3 n N~OI{ erhitzt und hier~uf 
sofort der Hydrolyse mit KC1 

hydrolysiertes Cbzo-Lysozym. C (50~g); unterworfen. 

H; ,,tiydantoinfleeke". Aus vergleichenden I-Iydrolyse- 
versuchen beim freien Lysozym war 

hervorgegangen, dab es - -  wahrseheinlich wegen der gla, t ten S/iure16slich- 
keit - -  schon nach 2 Stdn. Koehen mit konz. I-IC1 qua ntitativ hydrolysiert 
gewesen sein dfirfte, da im eindimensionalen Durchlaufchromatogramm 
(Butmml-Eisessig-Wasser) bereits dieselben Flecke vorlagen, die auch 
n~eh 10 Stdn. vorhanden w~ren (siehe Abb. 1). Anderseits zeigte es 
sieh, dab die fraglichen Hydantoine aus Lys nnd Val aueh nach 5stiind. 

B: Sgurebeh~ncielLes ~-0bzo-Lys-CO-Val-Phe. 
C, D: Mit Lauge umgelagertes und mit  ]~C1 

D (500 ~g, nicht mit  Ninhydrin entwickelt). 

la j .  C. Lewis,  N .  S. Snell, D.  J .  Hirschmann und H.  Fraenkel-Conrat, 
J. Biol. Chem. 186, 23 (1950). 
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K o c h e n  noch  w e i t g e h e n d  u n v e r ~ n d e r t  vo r l agen ,  so da~  wir  auf  G r u n d  

dieser  B e f u n d e  ffir  das  u m g e l a g e r t e  C b z o - L y s o z y m  e ine  H y d r o i y s e n -  

d a u e r  y o n  4 S tdn .  w~hl t en .  Aus  d a m  C h r o m a t o g r a m m  dieses H y d r o l y -  

sa tes ,  das  s ich im  A u s s e h e n  n i c h t  y o n  d e m  eines  r e i n e n  h y d r o l y s i e r t e n  

L y s o z y m s  u n t e r s c h i e d  (Abb.  1), w u r d e  der  F l e c k  a u s g e s c h n i t t e n  u n d  m i t  

W a s s e r  e lu ier t ,  de r  d e m  zu  e r w a r t e n d e n  H y d a n t o i n  e n t s p r e c h e n  mu[ t te .  

W e n n  dieses  f r ag l i che  H y d a u t o i n  ~uch  ~m C h r o m a t o g r a m m  m i t  A m i n o -  

s au ren  v o n  ~ h n l i c h e m  R F - W e r t  (e twa  A l a  oder  Pro)  z u s a m m e n f i e l ,  so 

m u B t e  das  E l u a t  n a c h  D r u c k h y d r o l y s e  n e b e n  d iesen  u n v e r a n d e r t  ge- 

Tabel le  1. R F - W e r t e  y o n  A m i n o s ~ i u r e -  u n d  P e p t i d - d e r i v a t e n .  

Pap ie r :  Sehteicher & Sehfill 2043a (rauh). L6sungsmi t te lgemisehe  A, B, C 
(siehe Text) .  Abs te igende  Me~hode. Nachweis :  N ~ N inhyd r in ;  U = 4- 

Methyl-umbel l i feron.  

Verbindung 

Di-Cbzo-Lys  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
s-Cbzo-Lys . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
e-Cbz o-Lys-hydantoins~iure (VII) . . . . . . . . . . . . .  

Cbzo-Val ................................... 
Di-Cbzo-Lys- Gly ............................ 
Cbzo-Val-Phe ............................... 

Phenylisoeyanat - Gly ......................... 

LSsungsmittel 

Phenylisocyanat -Val ......................... 
Di-Phenylisoeyanat -Lys ...................... 
Phenylisoeyanat -Phe ........................ 
Di-Phenylisoeyanat -Lys -Val .................. 

e-Cbzo-Lys-CO-Gly (II ,  R 1 = H)  . . . . . . . . . . . . .  
s -Cbzo-Lys-CO-Val  (II ,  1% 1 = Isopropyl)  . . . . . . .  
s -Cbzo-Lys-CO-Gly-Phe ( I Ia ,  R I = H,  

1% 2 = Benzyl) ............................. 
e-Cbzo-Lys-C0-Val-Phe (IIa, R I = IsoproloYl, 

R~ = Benzyl)  ............................. 

Hydantoin aus Lys und Gly (III, i~ I = I-I) ... 
I-Iydantoin aus Lys und Val (III, ~i = Iso- 

loropyl) .................................. 
I-Iydantoin aus Lys und Val (III, I~ und R~ 

A B C 

0,70 

0,08 
0,59 
0,37 
0,70 

0,14 
0,51 
0,68 
0,54 
0,69 

0,00 
0,24 

0,80 - -  
0,64 0,75 
0,59 
0,72 - -  
0,75 - -  
0,791 - -  

0,70 - -  
0,76 - -  
0,73 - -  
0,77 - -  

0,33 - -  
0,72 - -  

ver tausch t )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  : �9 ! _ ~ _  

Lys  - -  Val  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

l~ aus Lys und Gly (IV, I 

]%1 = H) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . .  I 0,09 
Pheny lu re ido -hydan to in  aus Lys und  Val  (IV, 

R 1 = Isopropyl)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,26 

0,30 

0,56 

0,72 

Nach- 
weis 

U 
N 
U 
U 
U 
U 

U 
U 
U 
U 
U 

U 
U 

0,02 0,48 - -  U 

0,58 0,77 - -  U 

- -  0,37 0,33 N 

0,2s ;  _~- 

U 

U 
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bl iebenen Aminos~iuren noch zus/itzlich Lys  und  Val  l iefern,  die infolge 
ihrer  s t a rk  verschiedenen R F W e r t e  le ieht  daneben  naehweisbar  waren.  

Tats~chl ich lagen n u a  im Chroma tog ramm des hydro lys i e r t en  E lua t s  
geringe, abe t  deut l iche  Mengen Lys  und Val  vor, so da$  d a m i t  der  Beweis 
fiir die A n w e n d b a r k e i t  des Verfahrens  auch am L ysoz ym e rb rach t  war. 

Viele im Laufe  dieser Arbe i t  au f t re tenden  F ragen  waren  - -  ~4e 
mehrfach  e rwahn t  - -  nur  mi t  Hilfe der  Pal0ierchromatogralohie 15sbar. 
I n  der  folgenden Tabel le  1 s ind die R F - W e r t e  tier im Zuge unserer  Unter -  
suchungen erha l tenen  Verb indungen  angeft ihrt .  Die Substanzen,  deren 
ra t ionel le  N o m e n k l a t u r  meis t  ums t~ndheh  ist, s ind nur  abgekt i rz t  be- 
zeiehnet.  Es s ind in der  Tabel le  1 aueh die Pheny l i socyana tde r iva t e  tier 
vier  in F r a g e  k o m m e n d e n  Aminos/ iuren  (Gly,  Val, Lys  und  t 'he)  ent-  
hal ten.  Der  Nachweis  der  beiden le tz teren  gel ingt  n u t  in grSl]eren Mengen 
(etwa 100 bis 200ttg),  was auf  die groSe Ringschlul ] tendenz zu den  
3 -Pheny lhydan to inen  VI  zur t ickzufi ihren sein diirfte.  Beim energischen 
Troeknen  (15 MAn., 150 ~ der  Chroma tog ramme  abe t  erscheinen diese 
Verb indungen  a]s b raune  Fleeke  a, so da$  ihr  Nachweis  auch da du rc h  
gelingt.  

Als LSsungsrnittel fiir die Chrornatographie der S~turen wurden Iso- 
amylalkohol-konz. Ammoniak-Wasser  (30 : 15 : 5; Gemiseh A) 14 und n- 
Butanol-Xthanol-konz.  Arnmoniak-Wasser (4 : 4 : 1 : 1 ; Gemisch B) ~, ffir 
die mit  Ninhydrin  entwiekelten Chromatogramme auch Butanol-Eisessig- 
Wasser (4 : 1 : 5; Gemiseh C) herangezogen. Der Naehweis der sauren Ver- 
bindungen am Papier  erfolgte nach der sehon 6fret 1, ~, 9, l~ gut  bew/~hrten 
Methode des Bespriihens rnit einer LSsung yon 4-MethyLurnbelliferon als 
Fluoreszenzindikator,  wobei unter  der UV-Lampe die Substanzen als dunkle 
Fleeke auf he]lblau leuehtendern Grund erseheinen. 

Exper imente l le r  Tell. 

Di-Cbzo-Lysyl-glycin-(tthylester. 

Di-Cbzo-Lysin-hydrazid wurde naeh der Vorschrift yon Bergmann 15 ffir 
das D-Isornere durgestellt .  Aus -4thanol :~adeln. Schmp. 156 bis 158~ 

C22I-t~sOsN4. Ber. N 13,07. Gel. N 13,28. 
Die Diazotierung des Hydrazids  und Kupplung des Azids n3it Glycin- 

/tthylester erfolgte nach Brenner und Burekhardt% Ausbeute 60% d. Th. 
Aus Essigester-Petrol/ i ther arnorph. Schmp. 70 bis 74 ~ 

C26H3307N~. Ber. N 8,41, OC~H 5 9,01. Gel. N 8,79, OC2tt ~ 8,55. 

Di-Cbzo-Lysyl-glycin. 
0,3 g Di-Cbzo-Dipep~idester warden in 3 rnl Aceton gelbst, mit  0,6 n~l 

(1 Mol )n  NaOI-I versetzt  und 4 Stdn. bei Zimmertemp.  geseh/ittelt.  Nach 

14 K. Schl6gl und A. Siegel, ~Iikroehem. 40, 202 (1953). 
~ M. Bergmann, L. Zervas und J. P. Greenstein, Bet. dtsch, chem. Ges. 65, 

1692 (I932). 
i~ Alle Sehmelzpunkte dieser Arbei t  wurden irn Mikroschmelziounkts- 

appara t  nach Kofler best immt.  
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Abdampfen des Acetons im Vak. und Ans~uern mit  n HC1 fiel ein klebriger 
Niederschlag, der in Essigester aufgenommen wurde. Der Essigesterl6stmg 
wurde das Cbzo-Dipeptid mit  SodalSsung entzogen und nach F~llen mit  
I-IC1 erneut in Essigester aufgenommen. Beim Versetzen mit  Petrol/~ther 
fiel naeh einigem Stehen im Eisschrank ein amorpher Niederschlag. Ausbeute 
0,2 g (70% d. Th.). Sehmp. 135 bis 141 ~ . 

C2~H29OvN 3. Ber. Nqu.-Gew. 471. Gel. J~qu.-Gew. 476 (Titr.). 

Carbonyl-(e-Cbzo-lysin)-(glycin) ( I I ,  R 1 = H ) .  

a) M i t  3 Mol  Allcali in der KC~lte: Wurden 0,2 g Di-Cbzo-Lys-Gly-ester 
in 1,2 ml ~ thanol  gelSst und mit  1,2 ml n NaOH 4 Stdn. bei Zimmertemp. 
behandelt,  so erhielten wir nach dem Abdampfen des Alkohols, Ans~uern 
mit  n IIC1 und anschlieltender Xtherextrakt ion (24 Stdn.) 0,1 g (66% d. Th.) 
eines Glases, das nach Behandeln mit  ~thanot-Ather-Pe~rol~ther lest wurde. 
_&us Essigester-Petrol~ther mehrfach umgelSst, schmolz die amorlohe Substanz 
von 128 bis 135 ~ Sie war papierchromatographisch einheitlich. 

CtvH280~N a. Ber. N 10,99. Gef. N 10,98. 

b) M i t  2 Mol  Alkal i  in der Wi~rme: 1,5 g Cbzo-Dipeptidester 15sten wir 
in 6 ml ~thanol ,  versetzten mit  6 ml n NaOH (2 Mol) und erw/irmten die 
L6sung 2 Stdn. am Wasserbad. Die Aufarbeitung und l~einigung erfolgte 
wie unter  a beschrieben. Ausbeute 0,8 g (70% d. Th.). Schmp. 140 bis 150~ 
nach mehrmaligem Uml6sen aus Essigester-Nther 148 bis 154 ~ 

C17H23OTN a. Ber. C 53,54, H 6,12, ~qu.-Gew. 190,6. 
Gel. C 53,50, t t  5,78, Xqu.-Gew. 195. 

5-( d.Phenylureido-n-butyl)-hydantoin-3-essigs(~ure ( I V ,  1~ 1 ~ H ) .  

0,6 g des nach a oder b erhaltenen I-Iarnstoffes I I  (R 1 = I-I) warden 
mit  10 ml HC1 (1 : 1) 1 Std. zum Sieden erhitzt  und dann die LSsung im 
Vak. abgedampft.  Der Riickstand ]ieferte im Chromatogramm neben etwas 
Lys und Gly das Hydantoin  I I I  (t~ 1 = J-I) (vgl. Tabelle 1). Er  wurde in wenig 
Wasser aufgenommen, mit  n NaOH auf p H  8 bis 9 gebracht und mit  0,4 g 
Phenylisocyanat in 2 Port ionen unter  Schiitteln versetzt,  wobei durch weitere 
Laugezugabe der pI~ aufrechterhalten wurde. Der gebildete Diphenyl- 
harnstoff wurde abzentrifugiert,  die klare LSsung mib HC1 angesguert und 
24 Stdn. mi~ Xther extrahiert .  Schon aus dem J~ther fielen 0,22 g (41% 
d. Th.) Niederschlag aus, der yon 170 bis 173 ~ schmolz. Aus Wasser. 
Schrnp. 172 bis 175 ~ 

C16H20OsN4. Bet.  C 55,16, H 5,78, Xqu.-Gew. 348. 
Gel. C 55,54, H 5,94, Xqu.-Gew. 348. 

Die aus den kleinen Mengen Gly und Lys entstandenen Phenylisocyanat- 
derivate waren wahrschein]ich durch das Uml6sen entfernt worden. 

e-Cbzo-Lysin. 

4,5 g Lysin-monohydrochlorid wurden in 50ml  Wasser ge]6st, in der 
Hitze mit  einem Uberschul~ yon Cu-Carbonat versetzt,  v o ~  fiberschiissigen 
Cu-Carbona$ abfiltriert und die Mare blaue L6sung unter  Eiskiihlung und 
gutem Sohiit~eln abwechselnd mit  8,4 g Benzylchlor-kohlensgureester (2 Mol) 
und SodM6sung behandel~. Der ausfallende blaue Cu-Komplex wurde ab- 
gesaugt, mit  wenig e iskaltem Wasser und nach dem Trocknen mit  J~ther 
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zur Entfernung yon anhaftendem Cbzo-Chlorid gewasehen. I-Iierauf wurde 
er in wenig ~Vasser suspendiert, mit n I-ICl bis zur L6sung versetzt und unter 
Erw%rmen I{2S eingeleitet. Das Filtrat yore CuS wurde zur Troekene ab- 
gedampft, in wenig ~rasser gelSst und durch vorsiehtiges Versetzen mit 
w~il3r. Ammoniak das e-Cbzo-Lys ausgef~illt. Ausbeute 4,5 g (65% d. Th.). 
Aus ~thanol-V~asser Bl/iffehen. Sehmp. 23I bis 237 ~ (Zers.). 

CI~J-I~00~X ~. Bet. NNt~ 4,99. Gef. N~tt ~ 4,90. 

c~-Ureido-e-(Cbzo.amino).n.caprons(ture ( V I I ) .  

2,85g s-Cbzo-Lys 16sten wir in 300ml heiBem Wasser teilweise auf, 
versetzten mi~ 1,25g (1,5Mol) KOCN und erhi~zten die L6sung 15Min. 
zum Sieden, wonaeh auch die letzten Reste yon Cbzo-Lys in L6sung gegangen 
waren. Naeh Kiihlen wurde mit  konz. HC1 schwach anges~uert und der 
ausfMlende Niedersehlag naeh guter Ktihkmg abgesaugt. Ausbeute 2,65 g 
(80% d. Th.). Aus ~_thanoL~Vasser Sti~behen. Sehmp. 159 bis 161 ~ (ger. 
Zers.). 

C15HelO3Na. Bet. J(qu.-Gew. 323. Gef. ]4qu.rGew. 330. 

5-[ &(Cbzo-Amino)-n-butyl]-hydantoin ( V I I I ) .  

a) 0,1 g VI I  wurde mit  20 ml HC1 (1 : 2) im Vak. eingedampft, hierauf 
noch einmM mit  5 ml HC1 (1:2)  im Vak. zur Troekene gebrach~ und der 
I~iickstand aus Nthanol-~Vasser umgelSst. 0,05 g (52O/o d. Th.). Nadeln, 
Sehmp. 136 bis 138 ~ 

b) Wurden 2,6 g VI I  mit  100 ml I-IC1 (1 : 1) 30 Min. zum Sieden erhitzt  
und der Abdampfriickstand in iiblicher "Weise mit  Benzylchlorkohlens~ure- 
ester und NaHCO3 acyliert, so fiel 1 g (40O/o d. Th.) eines sehmierigen Nieder- 
sehlages aus, der nach 2maligem UmlSsen aus W'asser yon 135 bis 137 ~ schmolz 
und keine Depression im Mischschmp. mit  dem nach a erhaltenen Produkt. 
gab. Trotz tier schleehteren Ausbeute ist bei gr61~eren Ans~tzen Weg b 
vorzuziehen, da 5{ethode a nur in kleinen Mengen befriedigende Resultate 
liefert. 

C15I-[1904N3. Ber. N 13,76. Gef. N 13,68. 

5-[ &(Cbzo-Amino)-n-butyl]-hydantoin-3-essigsC~ure-dthylester ( I X ) .  

0,055 g Na wurden in 5 m[ absol. Athanoi gel6st, die LSsung mit  0,7 g 
V I I I  (1 Mo]) 1 S~d. erhitzt, die Suspension mit  0,4 g Bromessigs~ture~thyl- 
ester (1 5Iol) in weiteren 5 ml ~ thanol  versetzt  und die Misehnng noeh 
5 Stdn. am siedenden Wasserbad erhitzt.  Sehon naeh einiger Zeit war die 
L6sung klar, wiihrend sieh im weiteren Verlauf der Reakt ion wieder ein 
feiner Niedersehlag absehied. Der Abdampfriiekstand wurde in Wasser 
aufgenommen und der z/~h-sehmierige Riiekstand dutch Verreiben mit  ~_fher 
zur KristMlisation gebracht. Ausbeute 0,65 g (73% d. Th.). Aus ]~thanol- 
~ the r  Nadeln. Sehmp. 120 bis 122 ~ 

C19H2506N 3. Ber. C 58,30, H 6,44, N 10,73, OC2H 5 i1,51. 
Gef. C 57,69, H 6,43, N 10,73, OC2H 5 11,73. 

Carbonyl-(~-Cbzo-lysin).(glycin) ( I I ,  R 1 = H) aus I X .  

Wurden 0,2 g IX: in 1,5 ml ~fhanol  gelSst und mit  1,1 ml n NaOH (2 Mol) 
2 Stdn. am ~Vasserbad erhitzt., so erhielt man nach der fr/iher beschriebenen 
Aufarbeitung 0,15 g (77% d. Th.) eines sehr z~hen 01es, das dutch Behandeln 
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mit  Essigester-Petrol~tther fest wurde. Sehmp. 117 bis 123 ~ Der Sehmp. 
war aueh naeh 6fterem UmlSsen unvergndert.  Papierchromatographisch war 
das Produkt  mit  dem aus Di-Cbzo-Lys-Gly-esger erhaltenen identiseh. 

017H2aO:N 3. Ber. Aqu.-Gew. 190,6. Gef. Aqu.-Gew. 199. 

5-(  ~-Phenylureido-n-butyl ) -hydantoin-3-ess igsdture  ( I V ,  R 1 = H) .  

a) Aus obigem I-Iarnstoff wurde das Phenylureidohydantoin nach" Er- 
hi~zen mit  Salzsgure dutch Umsetzung des Rfickstandes mit  Phenyliso- 
cyanat  - -  wie fr~'lher (S. 949) beschrieben - -  erhalten. Schmp. 168 bis 172 ~ 
keine Depression im Mischschmp. mit  dem aus dem Dipeptid erhattenen 
Produkg (S. 949). 

C16I~2005N 4. Bet. ~qu.-Gew. 348. Gef. fi~qu.-Gew. 352. 

b) Aus I X :  Nach 3sttindigem Kochen von I X  mit  tIC1 (1 : 1) und Um- 
setzung des Abdampfrfickstandes, in dem das Vorliegen des freien Hydantoins 
I I I  ( g  1 = H) papierchromatographisch erwiesen wurde, mit  Phenyliso- 
cyanat  in der beschriebenen ~u ,konn~e wieder das erwartete Phenyl- 
ureidohydantoin gewonnen werden, das nach Sehmp., Mischschmp. und 
RF-Wert  sowohl mit  dem nach a, als auch mit  dem aus dem Cbzo-Dipeptid- 
ester erhaltenen Produk~ (S. 949) identisch war. 

Di-Cbzo-Lysyl-glyeyl-phenylalanin- i~thyles ter .  

2,3 g Di-Cbzo-Lysin-hydrazid wurden nach Brenner  und Burekhard t  6 
diazotiert  und die ~her isehe  LSsung (50 rot) des Azids mit  einer L6sm~g 
yon 1,75g (1,3 Mol) Gly-Phe-~thylester ~ in 50ml  absol. Essigester ver- 
setzt. Nach 3 Stdn. Stehen bei 0 ~ und weiteren 12 Stdn. bei l~aumtemp. 
wurde die L6sung mit  n HC1, NaHCOs-LSsung und Wasser gewaschen und 
im Vak. eingedampft. Es hiaterblieben 2,3 g zghes O1, das nach L6sen in 
Essigester und Versetzen mit  Petrolgther naeh einiger Zeit im Eisschrank 
erstarrte.  Ausbeute 2,0 g (59% d. Th.). Nach 6fterem Uml6sen aus Essig- 
ester-Petrol~ther sehmotz tier Cbzo-Tripep~idester yon 70 bis 76 ~ und lieferte 
nach 5sttindiger Hydrolyse mit  tIC1 ( l : l )  im Papierchromatogramm Lys, 
Gly und Phe. 

CasH42OsN 4. Bet. OC2H 5 6,96. Gef. OC2H 5 6,55. 

Carbony l - ( s -Cbzo- lys in ) - (g lycy l -pheny la lan in)  ( l I a ,  R 1 = H,  R 2 = Benzy l ) .  

a) Dureh Verseifen mit  1 ~ o l  Lauge: 0,3 g Di-Cbzo-Tripeptidester 15sten 
wir in 5 ml Aceton und sehiittelten die L6sung mit  0,5 ml n NaOH (1,1 Mol) 
4 Stdn. bei Zimmertemp. Nach Abdampfen des Aeetons und Ans~uern mit  
n HC1 wurde mit  ~ h e r  24 Stdn. extrahiert .  Die Atherl6sung, aus der sich 
wenig Niedersehlag abgesehieden hatte,  wurde eingedampft, der 1Rtickstand 
in Essiges~er gel6st und mit  5~ Sodal6sung ausgeschtittelt. Naeh deren 
Ans~uern und erneutem Aufnehmen des ausfallenden Oles in Essigester 
wurde die Essigesterl6sung mit  Petrol~ther verse~zt und gektihlt. Nach 
einiger Zeit hat te  sich ein amorpher Niedersehlag abgeschieden, der 2mal 
aus J~thanol-~[ther umgel6st wurde. Sehmp. 163 bis 168 ~ 

C26H~eOsN4. Bet.  C 59,08, H 6,10, N 10,60. 
Gel. C 59,03, H 6,19, N 10,74. 

b) Dieselbe Verbindung konnte in besserer Ausbeute (80~o d. Th.) durch 
Erwarmen des Cbzo-Tripeptidesters mit  2 lVIol ~Lthanol. Lauge gewonnen 
werden. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter  a beschrieben. 
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5-(&Phenylureido-n-butyl)-hydantoin-3-essigs4ure ( I V ,  R 1 = H )  aus Cbzo- 
Lys-CO-Gly-Phe.  

0,36 g des nach b erhaltenen Harnstoffes wurden mit  10 ml HC1 (1 : 1) 
3 Stdn. zum Sieden erhitzt. Der Abdampfriickstand zeigte im P~pierchromato- 
gramm neben viel Phe, wenig Lys und  Gly noch das Hydantoin  aus Lys 
lind Gly I I I  (R 1 = H). Naeh L6sen in Wasser wurde der Riiekstand bei 
pH 8 bis 9 mit  Phenylisoeyanat umgesetzt, yore Diphenylharnstoff abzentri- 
fngiert und  hieranf anges~uert. Vom Niedersehlag (0,25 g), der im Chromato- 
gramm neben viel Phenylureidohydantoin aueh noeh die Phenylisoeyanat- 
verbindung des Phenylalanins zeigte (Tabelle 1), wurde abgesaugt und  die 
Niutterlauge mit  J~ther erseh6pfend extrahiert. Der Ntherriiekstand (0,1 g) 
wurde mit  dem erw~hnten Niedersehlag (0,25 g) vereinigt und  mit  10 ml HC] 
( I : l )  30Min. zum Sieden erhitzt. Den Abdampfrfiekstand nahmen wir 
in Essigester auf, sehiittelten mit  Sodal6sung aus und  extrahierten die Soda- 
16sting naeh dem Ans/iuern erneut  mit  ~ther.  Dabei waxrden 0,13 g (55% 
d. Th.) l~iiekstand erhalten, der naeh Uml6sen aus Wasser yon 170 his 174 ~ 
sehmolz und im Mischsehmp. keine Depression mit  den friiher besehriebenen 
Phenylureidohydantoinen aus Gly und  Lys (IV, t~ 1 = H) ergab. 

Naeh 5stiindiger Hydrolyse mit  konz. HC1 bei 150 ~ ]agen im Chromato- 
gramm nur  Lys und  Gly vor. 

Di-Cbzo-Lysyl-valin-i~thylester. 

a) Nach  iV1ethode A (S. 940): Die Kupplung des Di-Cbzo-Lysyl-azids mit  
dem Valinester erfolgte wie beim Cbzo-Lys-Gly-Phe beschrieben, nur  daf~ 
der Valinester (0,5 Mol lJberschuB) in ~ ther  gel6st wurde. Der Cbzo-Dipeptid- 
ester stellt ein z~hes, ~therlSsliches O1 dar, das nicht zur Kristallisation ge- 
braeht werden konnte. Ausbeute 60~o d. Th. 

b) Nach  Methode B :  2,28 g Di-Cbzo~Lysin wurden in 10 ml absol. Tet~ra~ 
hydrofuran gelOst, mit  1,25 g (1 1~ol) Tri-isoamyl-amin mad naeh lg/ihlen 
auf - - 1 0  ~ mit 0,59g (1 Mol) Nthylehlorkohlens~ureester versetzt. Naeh 
10Min. bei - - 1 0  ~ wurden 0,95 g VMin-~thylester (1,2 ~{ol) in 5 ml absol. 
Tetrahydrofuran zugegeben, wobei CO2-Entwieklung zu beobaehten war. 
Naeh Stehen tiber Naeht bei Raumtemp.  wurde mit  Ather verdiinnt  und  
mehrfaeh mit  n ttC1, Wasser, Sodal6sung und  wieder mit  Wasser gewasehen. 
Naeh dem Troeknen und  Abdampfen des L6sungsmittels verblieben 1,85 g 
62% d. Th.) gelbliehes O1 yon den unter  a angegebenen Eigensehaften. 

Naeh 5stiindigem Koehen mit  HC1 (1:1)  zeigten beide Produkte (a 
und  b) im Chromatogramm die im allgemeinen Tell n.~her besproehenen 
Hydantoinfleeke (siehe aueh Tabelle 1). 

Carbonyl-(e-Cbzo-lysin)-(valin) (11, R 1 = Isopropyl) .  

Die Umlagerung des Di-Cbzo-Lys-Val-esters erfolgte mit  2 Mol ~ithanol. 
NaOH in der Wfirme. Aufarbeit~mg durch Abdampfen des Alkohols, An- 
s~uern und ~therextraktion.  Ausbeute 70% d. Th. eines nieht kristallisieren- 
den z~hen ()]es. Saure Hydrolyse und  Chromatographie gab wieder die 
sehon frfiher erw~,hnten Fleeke zwischen Lys und  Val. 

Phenylureido-hydantoin aus Ly8 und Val ( I V ,  R 1 = Isopropyl  bzw. Reste 
vertauscht). 

Die Darstellung war der des Phenylureidohydantoins aus Lys und  Gly 
analog (S. 949). Glasiges O1, das nieht erstarrte, papierehromatographisch 
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einheitlieh war (Tabelle 1) und  bei Druekhydrolyse (IIC1, 5 Stdn., 150 ~ 
Lys and  VM gab. 

Lysyl-valin. 

Di-Cbzo-Lysyl-valin-benzylester wurde analog dem ~thylester  nach 
?r B dureh Umsetzung yon Di-Cbzo-Lysin und Val-benzylester in 
.6.0% iger Ausbeute gewonnen. Er stellt ein schwach gelbliches, sehr z~hes 
O1 vor, das nieht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Zur Dar- 
stellung des freien Dipeptides wurden 0,50 g des Benzylesters in 20 ml J(thanol 
gelSst, mit  1,7 ml n HC1 (2 Mol) versetzt und  nach Zugabe yon 0,5 g Pd- 
Tierkohle (5~ miter  Wasserstoffdruck mehrere Stdn. geschtittelt. Der 
Abdampfriickstand der yore Katalysator  abfiltrierten LSsung lieferte 0,25 g 
(95 ~ d. Th.) hygroskopischen Rtickstand. 

N-[(a ,  e-Diphenylureido) -n-capronyl]-valin. 

�9 0,25g Dipeptid-chiorhydrat wurden in Wasser gel5st und  bei pH 8 
bis 9 in der iiblichen Weise mit  Phenylisocyanat (0,25 g) umgesetzt. Beim 
Ans~uern der vom Diphenylharnstoff durch Zentrifugieren befreiten LSsung 
fielen 0,20 g (51~o d. Th.) amorpher Niederschlag aus, der 2real aus Soda- 
lSsung mit I-IC1 umgef~llt wurde. Schmp. 110 bis 116 ~ Sin~ern ab 105 ~ 

C~sK33OsN 5. Bet. ~qu.-Gew. 483,5. Gef. ~qu.-Gew. 483. 

~therextrakt ion der ]~utterlauge lieferte 0,09 g eines ()Ies, das sieh im 
Chromatogramm Ms Phenylureido-hydantoin IV (R 1 = Isopropyl) erwies. 

Cbzo- Val yl-phen ylalanin-ath ylester. 

2,2 g Cbzo-Val, 2 g Tri-isoamyl-amin, 0,98 g ~thylchlorkohlens~m~eester 
und  1,9 g PhenylManin-~thylester wurden, wie beim Di-Cbzo-Lys-Val-ester 
(~r B) beschrieben, umgesetzt trod aufgearbeitet. Ausbeute 3,0g 
(80% d. Th.) eines bald erstarrenden ()les, das sich aus ~thanol-Wasser 
uml6sen liel~. Sehmp. 128 bis 133 ~ Sintern ab 105 ~ Die Literatur, in der 
der Cbzo-DL-Val-DL-Phe-ester 2mal erw~hnt ist, gibt als Schmp. 123 ~ 
bzw. 138 bis 140 ~ an. 

Cbzo- Valyl-phenylalanin. 

Verseifung des Esters mit  1 Mol ~thanol. NaOH bei t~aumtemp, lieferte 
naeh iiblieher Aufarbeitung (Abdampfen des ~thanols  und  Ansiiuern mit  
I~C1) das Cbzo-Dipeptid, das sieh aus ~ther-Petrol~ther uml0sen lie2. Es 
schmolz unscharf yon 138 bis 147 ~ nach vorherigem Sintern. 

C~2H~0OsN ~. Ber. ~qu.-Gew. 398,5. Gef. ~qu.-Gew. 4i0. 

Val yl-phen ylalanin-4th ylester. 

0,85 g Cbzo-Dipeptidester wurden in 25 ml ~thanol ,  das 2 ml n I-IC1 
(1 Mol) enthielt, gel6st und  mit  0,5 g 5~ Pd-Tierkohle m~ter geringem 
Wasserstoffdruek mehrere Stdn. geschiittelt. Naeh Abfiltrieren des Kata-  
lys~t0rs und  Abdampfen d e s  LSsungsmittels im Vak. verblieben 0,65g 
Esterchlorhydrat, aus dem der Ester mit  K~CO 3 in Freiheit gesetzt und  in 
Essigester aufgenommen wurde. Ausbeute 0,42 g (74% d. Th.) z~hes ()1. 

1~ j .  W. Davis, C. r. acad. sci., Paris 28~, 180 (1952). 
is j .  R. Vaughan und R. L. Osato, J. Amer. Chem. Soc. 74, 676 (1952). 
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Di-Cbzo-Lysyl-valyl-phenylalanin-(tthylester. 

0,66 g Di-Cbzo-Lys, 0,36 g Tri-isoamyl-amin, 0,17 g ~thylchlorkohlen- 
s~ureester und  0,42 g Dipeptidester wurden in der beschriebenen VVeise um- 
gesetzt und  aufgearbeitet. Ausbeute 0,82 (79~o d. Th.) eines Glases, das 
beim Uml6sen aus Wasser trod Alkohol erstarrte and  dann unseharf yon 
110 bis 120 ~ sehmolz. 5stiind. Koehen mit  I-IC1 (1 : 1) und  Chromatographie 
des t~/iekstandes gab Lys, Val mad Phe. 

C~sI-I4sOsN 4. Ber. N 8,13, OC~tI 5 6,54. Gel. N 7,87, OC2H 5 6,32. 

Abbau des Lysyl-valyl-phenylalanins. 

0,3 g Di-Cbzo-Tripeptidester wurden mit  2 Mol ~thanol. NaOH in der 
W~rme umgelagert (2 Stdn.), das Carbonyl-aminos~ure-pep~id dureh ~ther-  
extraktion isoliert und  2 Stdn. mit  ttC1 (1 : 1) erhitzt. Das Chromatogramm 
zeigte viel Phe neben wenig Lys und  Val sowie das eine der beiden Hydantoine 
aus Lys und  Val (siehe allg. Tell und  Tabelle 1). Der Abdampflqiekstand 
wurde in fiblicher Weise mit  Phenylisocyanat umgesetzt, das Fi l t ra t  veto 
Diphenylharnstoff mit  konz. HC1 im Uberschul] versetzt, 30 Min. zum Sieden 
erhitzt und  dem Abdamiofr/ickstand, der in Essigester gel6st worden war, 
das gew/insehte Phenylureido-hydantoin IV (B 1 ----Isepropyl bzw. Reste 
vertauseht) mit  SodalSsung entzogen. Die Sodal6smlg wurde anges~uert, 
mit  ~4ther ersehSpfend im Apparat  extrahiert, der J(therriiekstand ehromato- 
graphiert, wobei er sieh mit  dem aus Lys-Val gewonnenen Phenylureido- 
hydantoin  (S. 952) als identiseh erwies, trod die Substanz in der friiher be- 
sehriebenen Weise a vom Papier mit  Nthanol eluiert, in einer I~apillare 5 Stdn. 
mit  I-IC1 bei I50 ~ hydrolysiert und  das t tydrolysat  erneut ehromatographiert : 
Es lagen nu t  Val und Lys vor. 

Cbzo-Lysozym. 

0,100 g Lysozym wurde in 3 ml ~u suspendiert, mit  einigen Tropfen 
50~oiger Essigs~ure in LSsung gebraeht, hierauf auf 0 ~ gekiihlt und  mit  
0,10 ml Cbzo-Chlorid versetzt. Naehdem der pI-I mit  2 n NaOI-I auf 8 bis 9 
gebraeht worden war, wurde unter  Eiskiihlung heftig gesehfittelt, wora.uf 
bald Triibung und Ausfallen eines Niedersehlages erfolgte. Naeh 1/2 Std. 
wurde noehmals 0,10 ml Cbzo-Chlorid zugegeben, der p i t  wieder auf 8 bis 9 
gebraeht trod weitere 4 Stdn. bei Zimmertemp. gesehiittelt. Es wurde zur 
Entfernung yon /ibersehfissigem Cbzo-Chlorid mehrfaeh mit  24ther aus- 
gesehiittelt, die wi~gr. Sehieht anges/~uert, der diehte Niedersehlag abgesaugt 
trod gut mit  Wasser, ~ thanol  und  Xther gewasehen. Ausbeute 0,097 g eines 
in Essigs~iure unlSsliehen Pulvers. 

Abbau yon Cbzo-Lysozym. 

50 mg Cbzo-Lysozym wurden mit  1 ml 0,3 n N a 0 H  P/2 Stdn. am Wasser- 
bad erhitzt, wobei mater Gelbf/~rbung bMd LOsung eintrat.  Der Abdampf- 
rfiekstand wurde mit  5 ml t-IC1 (1 : 1) zum Sieden erhitzt, naeh 4 Stdn. die 
Mare L6sung im Vak. zur Troekene gedampft, der 1Riiekstand mehrfaeh 
mit  Wasser abgedampft und  sehliel31ieh in 1 ml Wasser gelOst. Endlieh 
win'den 10/,1 dieser LOsung auf den Star tpunkt  eines Chromatogramms 
atffgebraeht (wegen seiner grOl?eren Dieke wurde hier Sehleieher & Seh/iI1 
2043 b rauh verwendet) und  mit  Butanol-Eisessig-Wasser entwiekelt. Das 
fragliehe Hydanto in  aus Lys und  Val, dessen Lage aus einem Parallel- 



H. 5/1953] Konsti tut ionsermit t lung von Peptiden. VI. 955 

chromatogramm (siehe Abb. 1) bekannt  war, wurde ausgeschnitten, mit  
Wasser eluiert, 5 Stdn. in einer Kapfllare mit  HC1 bei 150 ~ hydrolysiert und  
das Hydrolysat  wieder chromatographier~. Atd3er einem Fleck mi~ deln 
ungef~hren RF-Wert des Hydantoins (wahrscheinlich Ala, Pro) lagen noch 
2 Flecke mit  den RF-Werten yon Lys und  Val vor, wie aus der Abb. 1 
hervorgeht. 

Die Mikro-C-, H- und  N-Analysen  wurden  yon  Her rn  Dr. G. Kainz 
im Mikrolaborator ium des I I .  Chem. In s t i t u t e s  ausgefiihrt. 

Fi ir  sein fSrderndes Interesse an unserer  Arbei t  s ind wir dem Vors tand 
unseres Ins t i tu tes ,  t t e r rn  Prof. Dr. F. Wessely, zu grol~em Dank  ver- 

pflichtet.  
Einer  yon uns  (K. S.) dank t  der I)sterreichischen Akademie der 

Wissenschaf ten fiir die Gew~hrung einer Unte r s t i i t zung  aus den Mit teln 
der Seegen-Stiftung. 


