Konstitutionsermittlung von Peptiden. VI.
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XI. Mitteilung tuber Peptidel.

Von
K. Sehlogl und H. Fabitsehowitz.

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitdt Wien.
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(Bingelangt am 5. Juli 1953.  Vorgelegt in der Sitzung am &. Oktober 1953.)

Eine frither beschriebene Methode zur Xonstitutions-
ermittlung von Peptiden wurde auf Lysylpeptide ausgedehnt.
Dabei auftretende Schwierigkeiten, die durch den amphoteren
Charakter der Lysin enthaltenden substituierten Hydantoin-3-
essigsduren ITIT bedingt waren, konnten durch Umsetzung der
Gemische aus TIT und den Aminosguren mit Phenylisocyanat
iiberwunden werden. Damit gelingt es, die substituierten
Hydantoin-essigsduren IV von den aus den’ Aminosiuren er-
haltenen 3-Phenylhydantoinen VI abzutrennen wund nach
Hydrolyse der ersteren (IV) die aminoendsténdige und die ihr
benachbarte Aminosdure zu bestimmen.

Das Verfahren bewshrte sich an mehreren, bisher nicht
beschriebenen Lysylpeptiden (Lys-Gly, Lys-Val, Lys-Gly-Phe
und Lys-Val-Phe) urid dem Protein Lysozym.

Die Rp-Werte einer gréfleren Anzahl von Aminosdure- und
Peptidderivaten wurden ermittelt.

Die in fritheren Mitteilungen? 3 beschriebene Methode zur Konsti-
tutionsermittlung von Peptiden basiert auf der Moglichkeit, die Ameno-
siure und die ihr benachbarte als substituierte Hydantoin-3-essigsdure 1
abzuspalten.

1 X, Mittlg.: K. Schisgl, F. Wessely und K. Wawersich, Mh. Chem. 84,
705 (1953).

2 R, Wessely, K. Schldgl und G. Korger, Mh. Chem. 83, 1156 (1952). —
F. Wessely, K.Schiogl und E. Wawersich, ebenda 83, 1426, 1439 (1952);
84, 263 (1953).

3 K. Schlogl, A. Siegel und F. Wessely, Z. physiol. Chem. 291, 265 (1952).
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Die Abtrennung solcher Hydantoine von den restlichen Aminosduren
des Peptides bietet keinerlei Schwierigkeiten, solange es sich bei den
beiden, den Hydantoinring bildenden Aminosduren, um Monoamino-
mono-? oder Monoamino-dicarbonsduren® handelt. In allen diesen
Fillen besitzt I ja Sdurecharakter und kann somit aus der sauren Losung
der Aminosgduren leicht abgetrennt werden.

Schwierigkeiten waren jedoch bei Peptiden von Diamino-mono-
carbonséuren, wie etwa Lysylpeptiden, zu erwarten, da R oder R, dann
von der Gruppe NH,- (CH,), gebildet wird, die erhaltenen Hydantoine
somit amphoteren Charakter besitzen und von den Aminosduren nicht
mehr abtrennbar sind.

Im Hinblick auf die Bedeutung, die endstindigen Lysinresten bei
manchen Peptiden und Proteinen zukommt, sowie um niheren Einblick
in die Chemie der verhiltnisméfBig noch wenig untersuchten Lysylpeptide
zu gewinnen, haben wir uns mit der Synthese und dem Abbau solcher
Peptide etwas ndher befalit, woriiber im folgenden berichtet werden soll.

Bei der Umlagerung von Di-Cbzo-Lysylpeptiden in die Carbonyl-
bis-aminosiuren IT bzw. Carbonyl-aminosiure-peptide Ila mit Lauge
in der iiblichen Weise? waren nach den bisherigen Erfahrungen keine
Schwierigkeiten zu erwarten. Diese muliten — wie erwihnt — erst
auftreten, wenn es galt, nach Ringschlul von IT oder 1Ta die erhaltenen
Hydantoine III mit der freien Amino- und Carboxylgruppe von den
restlichen Aminoséuren zu trennen. Um diese Schwierigkeit zu umgehen,
war es ndtig, eine der beiden Gruppen, vorteilhaft die e-Aminogruppe
des Lysins, derart zu substituieren, dafl von den gleichzeitig vorliegenden
und ebenfalls an der Aminogruppe substituierten Aminosiuren abtrennbare
Verbindungen entstanden.

Dazu wahlten wir Phenylisocyanat als Reagens. Setzt man nimlich
das Gemisch von Lysyl-hydantoinen TIT und Aminosiuren mit Phenyl-
isocyanat um und erwirmt das rohe Reaktionsprodukt kurz mit Siure,
so bleiben die substituierten Hydantoin-3-essigsduren TV (in Hinkunft
kurz , Phenylureido-hydantoine® genannt) unverdndert, wihrend die
sich von den Aminosduren ableitenden Harnstoffe V leicht zu den
substituierten 3-Phenyl-hydantoinen VI ringschlieBen. Die sauren Ver-
bindungen IV kénnen der Reaktionsmischung mit Sodaldsung entzogen,
somit von den Hydantoinen VI abgetrennt und nach entsprechender
Aufarbeitung hydrolysiert werden. ZweckmiBig erwies es sich, IV als
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Sduren zu chromatographieren® {siehe Tabelle 1), dadurch rein zu er-
halten und erst vom Papier in einer iriiher beschriebenen Weise® zu
eluieren und dann zu hydrolysieren.

Das genannte Verfabren wurde an den Lysylpeptiden pr-Lys-Gly,
pL-Lys-DL-Val, pr-Lys-Gly-pL-Phe und pL-Lys-pL-Val-prn-Phe* sowie
am Lysozym, das nach Untersuchungen von Schrdder® Lys-Val-Phe-Gly
als aminoendstindige Aminosidurefolge enthilt, erprobt und lieferte in
allen Fillen eindeutige Ergebnisse.

Im folgenden sollen nun die an den einzelnen Peptiden gesammelten
Erfahrungen und erhaltenen Ergebnisse niher besprochen werden.

Samtliche genannten Peptide waren bisher in der Literatur noch
nicht beschrieben — vom Lys-Gly war nur das 1.-Lysylderivat bekannt® —
und wurden teils nach dem Chzo-Verfahren durch Kupplung von Di-Chzo-
Lysyl-azid mit dem Aminosgure(Peptidjester (Methode A), besser aber
durch Umsetzung des aus Di-Chzo-Lysin und Athylchlorkohlensiureester
erhaltenen Anhydrids?.2* mit der Aminokomponente dargestellt
{(Methode B).

Bei der Methode B erwies sich Umsetzung mit dem Na-Salz der
freien Aminosiure — wie sie z. B. bei der Darstellung von Leu-Phe
verwendet worden war® — besonders im Falle des Val-Phe als wenig
vorteilhaft, da laut Chromatogramm (Tabelle 1) das erhaltene Chzo-
Val-Phe mit Cbzo-Val verunreinigt war, das nicht abgetrennt werden
konnte; bei der Umsetzung mit der Ester dagegen bietet eine Reinigung
keine Schwierigkeiten. Als tertidres Amin? bewihrte sich Tri-isoamyl-
amin; nur ist zu beachten, daf sein Chlorhydrat, das bei der Umsetzung
entsteht, verh#ltnismafig schwer wasserloslich ist und die Reaktions-
mischung daher dfter mit Wasser ausgeschiittelt werden muf.

Die Schmelzpunkte der einzelnen Chzo-peptidester und auch der ibrigen
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 Aminosduren und damit auf die Bildung
mehrerer Racemate zuriickgefiihrt werden muB.

¢ In allen Fillen wurden racemische Aminosduren verwendet; es fallt
im folgenden daher die Bezeichnung DL- weg.

5 W.A. Schroder, J. Amer. Chem. Soc. 74, 281, 5118 (1952).

8 M. Brenner und C. H. Burckhardi, Helv. Chim. Acts 34, 1070 (1951). —
M. Bergmann u. a., Z. physiol. Chem. 224, 26 (1934).

7 Th. Wieland und H. Bernhard, Ann. Chem. 572, 190 (1951). — R. 4.
Boissonas, Helv. Chim. Acta 34, 874 (1951). — J. R. Vaughan und R. L.
Osato, J. Amer. Chem. Soc. 73, 5553 (1951). — J. R. Vaughan, ebenda 78,
3547 (1951).

8 I. Schumann und R. 4. Boissonas, Helv. Chim. Acta 35, 223, 2237 (1952).
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Lysyl-glycin.

Di-Cbzo-Lys-Gly-dthylester, der mit 1 Mol Lauge glatt zum Di-
Chzo-Dipeptid verseift werden konnte, erlitt bereits bei der Behandlung
mit einem Alkaliiiberschufy (2 bis 4 Mol) in der Kilte Umlagerung zum
Harnstoff IT (R; = H). Dieselbe Verbindung konnte auch beim FKr-
wirmen mit 2 und 3 Mol wiliriger und w#Brig-dthanolischer NaOH
erhalten werden. Der dabei beim intermedisren RingschluB? abgespaltene
Benzylalkohol konnte papierchromatographisch® identifiziert werden.

Die ¢-Cbzo-Gruppe des Lysins ist in allen Fillen gegen Lauge stabil.
Dies zeigten papierchromatographische Untersuchungen einer auf 100°
erhitzten Losung von &-Cbzo-Lysin in 3 Mol 0,5 n NaOH, der von Zeit
zu Zeit Proben entnommen und chromatographiert wurden. Erst nach
24 Stdn. war nur mehr Lysin vorhanden, wihrend saure Verseifung
(HCL 1:1) bereits nach 5 Min. (100°) zur volligen Abspaltung des Cbzo-
Restes gefiihrt hatte.

Die iiberaus groBe Tendenz der Di-Cbzo-Lysylpeptidester, in alkali-
schem Medium unter Benzylalkoholabspaltung zum Harnstoff IT (oder
ITa) umzulagern, machte sich in noch stirkerem MaBe bei den Cbzo-Tri-
peptidestern bemerkbar; dort trat schon bei Behandlung mit 1 Mol NaOH
in Aceton neben Verseifung zum Cbzo-Tripeptid Umlagerung zu Ila ein.

S. Q. Waley und J. Watson'™ machten kurzlich im Zuge der Darstellung
von Lysylpeptiden vom Di- bis zum Pentalysin ebenfalls die Beobachtung
der leichten Bildung von Harnstoffen der Formel Ila.

Das Carbonyl-(e-Cbzo-lysin)-(glycin) II (R, = H) gab nach kurzem
Erhitzen mit HCl am Chromatogramm neben etwas Gly und Lys eine
mit Ninhydrin nachweisbare Substanz, die nach Eluieren und Druck-
hydrolyse wieder Gly und Lys lieferte und das freie Hydantoin III
(R, = H) darstellt. Umsetzung dieser Verbindung mit Phenylisocyanat
fiihrte zur 5-(5-Phenylureido-n-butyl)-hydantoin-3-essigsdure IV (R, = H),
die durch Schmelzpunkt, Analyse und Ry-Wert (Tabelle 1) charakterisiert
viurde. Bei der Druckhydrolyse mit HCl gab sie wieder Gly und Lys.

Zum Strukturbeweis der genannten Hydantoine, die sich vom Lys-
Gly ableiten — theoretisch wéren ja auch noch die anderen mdoglichen
Formen mit vertauschten Resten in Betracht zu ziehen —, fithrten wir
die Synthese dieser Verbindungen auf folgendem eindeutigen Wege durch:

Der Cu-Komplex des Lysins wurde mit Cbzo-Chlorid zum ¢-Cbzo-Lys
umgesetzt, eine Darstellung, die der bisher {iblichen durch Zersetzung
von ¢-Cbzo-Lysin-N-carbonsidure-anhydrid mit HCI! iiberlegen ist. e-Cbzo-

9 A. Siegel und K. Schldgl, Mikrochem. 40, 383 (1953).

10 J, Chem. Soc. London 1953, 475.

1 M, Bergmann, L.Zervas und W.F. Ross, d. Biol. Chem. 111, 245
(1935). ~— J. P. Greenstein, J. Org. Chem. 2, 480 (1937).

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 84/5. 61
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Lys konnte dann mit KOCN in die Hydantoinsiure VII itbergefithrt
werden und diese lieB sich bei vorsichtiger HCl-Behandlung teils direkt
in das Hydantoin VIII umwandeln, teils wurde dieses nach energischer
Saurebehandlung von VII durch nachtrigliche Carbobenzoxylierung
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erhalten. Umsetzung des Na-Salzes von VIIT mit Bromessigsiure-
dthylester filhrte schlieflich zum 5-[8-(Cbzo-Amino)-n-butyl]-hydantoin-
3-essigsdure-dthylester IX, der nach Aufspaltung mit 2 Mol Alkali das
gewiinschte Chzo-Lys-CO-Gly IT (R, = H) lieferte, das sich im Chromato-
gramm mit der aus dem Cbzo-Dipeptidester erhaltenen Verbindung als
identisch erwies, wihrend die Schmelzpunkte differierten. Es wiesen
aber auch die aus verschiedenen Ansiitzen durch Laugebehandlung aus
dem Cbzo-Lys-Gly-ester erhaltenen Harnstoffe IT (R, = H) untereinan-
der deutliche Schmelzpunktsdifferenzen auf, wihrend sie papier-
chromatographisch identisch waren. Diese Differenzen kénnen eventuell
durch partiellen Ringschlull der Harnstoffe zu den Hydantoinpeptiden
erklirt werden? 12,

Die Phenylureido-hydantoine IV (R, = H) aber, die sowohl aus
sauer verseiftem IX, als auch aus dem s#urebehandelten synthetischen
Harnstoff 11 (R; = H) gewonnen worden waren, erwiesen sich mit der
aus dem Cbzo-Peptidester erhaltenen Verbindung nach Schmp., Misch-
schmp. und Rzp-Wert als identisch.

Lysyl-glycyl-phenylalanin.

Der Di-Cbzo-Lys-Gly-Phe-ester, der nach Methode A aus Cbzo-
Lysyl-azid und Gly-Phe-dthylester erhalten wurde, lieB sich nicht mehr
eindeutig — auch nicht mit 1 Mol Lauge — zum Di-Cbzo-Tripeptid ver-
seifen. Dem Verseifungsprodukt, das laut Chromatogramm 2 Verbin-
dungen enthielt, konnte jedoch mit verd. Sodalosung das stirker saure
Carbonyl-aminosdure-peptid Cbzo-Lys-CO-Gly-Phe IIa (R, =H, R, =
= Benzyl) bevorzugt entzogen und rein erhalten werden.

Direkte Umlagerung des Cbzo-Tripeptidesters mit 2 Mol Lauge in
der Wirme gab nur mehr den Harnstoff, der nach Behandlung mit Sdure
im Chromatogramm viel Phe und Hydantoin IIT (R, = H) neben wenig
Lys und Gly zeigte. Umsetzung dieses Gemisches mit Phenylisocyanat,
Erhitzen des Reaktionsproduktes mit Séure und Ausschiitteln der Essig-
esterlosung des Riickstandes mit Soda gab eine Phenylureido-hydantoin-
3-essigsdure IV (R; = H), die mit der aus Cbzo-Lys-Gly-ester erhaltenen
nach Schmp., Mischschmp. und Chromatogramm identisch war und
bei Hydrolyse ausschlieBlich Gly und Lys ergab, womit die Abtrennung
der beiden endstdndigen Aminosduren des Tripeptides gelungen war.

Lysyl-valin und Lysyl-valyl-phenylalanin.

Als néchste Peptide wurden Lys-Val und Lys-Val-Phe gewéhlt, weil
diese Aminoséurefolge im Lysozym auftritt® und wir damit Vergleichs-
moglichkeiten fiir die Untersuchung des Lysozyms zu erhalten hofften.

12 K. Schlégl, F. Wessely und G. Korger, Mh. Chem. 83, 493 (1952).
61%



944 K. Schlogl und H. Fabitschowitz: [Mh. Chem., Bd. 34

Di-Cbzo-Lys-Val-ester, dargestellt nach Methode A und B (8. 940),
konnte nur als Ol erhalten werden. Auch hier fiithrte alkalische Ver-
seifung mit 1 Mol NaOH wieder zu einem Gemisch des Cbzo-Dipeptides
und des Harnstoffes II (R; = Isopropyl), wihrend 5stiind. Kochen mit
HCI (1:1) im Chromatogramm auller den zu erwartenden Aminosduren
Lys und Val noch 2 weitere Flecke lieferte, die zwischen den genannten
Aminosduren lagen (Tabelle 1). Da es nach den Hydrolysebedingungen
unwahrscheinlich schien, dafi es sich noch um unveréindertes Peptid —
zumindest bei einem der beiden Flecke — handelte, muBlten wir annehmen,
daB die fraglichen Flecke bereits die freien Hydantoine vorstellten.
Hydantoine deshalb, weil ja mit der Bildung von 2 Isomeren (111,
R, = Isopropyl bzw. R’ und R, vertauscht) gerechnet werden konnte,
die sich hier infolge der verschiedenen Verteilung der polaren Gruppen
in den beiden mdglichen Formen schon merklich in ihren Rp-Werten
unterscheiden soliten; eine solche Unterscheidung konnte bei normalen
isomeren Hydantoin-3-essigséiuren ohne Aminogruppen frither nicht
beobachtet werden® und war in diesen Féllen auch nicht zu erwarten.

Beide Flecke gaben nach Eluieren, Druckhydrolyse und erneutem
Chromatographieren Lys und Val, was ebenfalls zugunsten der Annahme
der beiden Hydantoine spricht.

Dieselben beiden Flecke traten in viel stdrkerem MaBe nach normaler
Umlagerung des Di-Cbzo-Lys-Val-esters mit Lauge und anschliefender
Sdurebehandlung des Harnstoffes II (R, = Isopropyl) im Chromato-
gramm auf (Abb. 1). Wurde nun wieder in tiblicher Weise mit Phenyi-
isocyanat umgesetzt und die Phenylureido-hydantoine IV (R; = Iso-
propyl oder Vertauschung der Gruppen) normal abgetrennt, so erhielt
man ein nicht kristallisierendes 01, das diesmal im Chromatogramm nur
einen Fleck gab. Es handelt sich dabei aber wahrscheinlich wieder um
ein Gemisch der beiden mdoglichen Hydantoine (IV), die jedoch nach
Aufhebung der oben erwdhnten Polaritit am Chromatogramm nicht
mehr trennbar sind.

Um eine weitere Klidrung der Verhéltnisse zu erreichen, stellten wir
noch das freie Dipeptid Lys-Val durch Hydrierung von Di-Cbzo-Lys-
Val-benzylester dar, der nach Methode B aus Di-Cbzo-Lys und Val-
benzylester gewonnen worden war. Auch der Di-Cbzo-Lys-Val-benzylester
gab analog dem Athylester nach saurer Hydrolyse (5 Stdn., HCI 1: 1)
im Chromatogramm wieder einen deutlichen Fleck zwischen Lys und
Val (der untere der beiden Hydantoinflecke trat immer erst bei groBerer
Konzentration auf, was vielleicht auf die verschiedene Empfindlichkeit
der Ninhydrinreaktion zuriickgefiihrt werden kann); das freie, durch
Hydrierung gewonnene Dipeptid lieferte dagegen nur einen Fleck, dessen
Ryp-Wert dem des fraglichen Hydantoinfleckes allerdings sehr dhnlich
war (Tabelle 1).
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Es war nun — da im Ninhydrinchromatogramm eine Unterscheidung
zwischen Dipeptid und Hydantoin nicht moglich schien — auf anderem
Wege zu beweisen, daB schon im Di-Cbzo-Lys-Val-ester (moglicherweise
durch die Aufarbeitung) und damit dann im Dipeptid eine bzw. beide
der moglichen Hydantoin-3-essigsduren aus Val und Lys vorlagen.

Diesen Beweis lieferten wir durch Umsetzung des durch Hydrierung
gewonnenen Lys-Val mit Phenylisocyanat, wobei wir die Di-Phenyl-
isocyanatverbindung des Dipeptides und die des Hydantoins (IV,
R, = Isopropyl) trennen konnten; erstere lieB sich rein erhalten und -
wies einen wesentlich hoheren Rp-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 identisch
war.

Endlich untersuchten wir noch den Di-Cbzo-Lys-Val-Phe-dthylester,
der nach Methode B durch Umsetzung mit Val-Phe-ester erhalten worden
war. Die zuerst genannte Verbindung, die fest gewonnen werden konnte,
war, wie zu erwarten, nicht definiert zum Cbzo-Tripeptid zu verseifen,
lieB sich aber leicht mit 2 Mol Alkali in das Carbonyl-aminosiure-peptid ITa
(R, = Isopropyl, R, = Benzyl) umlagern. Es gab nach Erhitzen mit
HCI im Chromatogramm neben viel Phe und wenig Lys und Val diesmal
nur einen Hydantoinfleck, der mit dem unteren der beiden aus dem
Cbzo-Dipeptid (Lys-Val) erhaltenen identisch war (Abb. 1). Dies erkléirt
sich zwanglos durch die Annahme, daf das Carbonyl-aminoséure-peptid
Cbzo-Lys-CO-Val-Phe mit Sdure primir zum Hydanteinpeptid X2
ringschlieBen wird (vor allem auch wegen der verhiltnismafBig groBen
Stabilitéit der Val-Phe-Bindung) und dann aus diesem Hydantoinpeptid X

Cbzo-NH-(CH,),- CH-CO

| N.CH-CO-NH-CH-COOH

! s |

NH-CO  CH(CH,), CH,C.H,
X

nur mehr ein Hydantoin (ITI, R, = Isopropyl) abgespalten werden kann.
Der Ringschlufl von Cbzo-Lys-CO-Val dagegen konnte natiirlich zwanglos
in beiden Richtungen erfolgen, damit beide mogliche Hydantoine und
somit 2 Flecke liefern. Mithin scheint auch die Struktur der den beiden
Flecken zugrunde liegenden Hydantoine festgelegt (vgl. Tabelle 1).

Ubliche Umsetzung des sidurebehandelten Carbonyl-aminosiure-
peptides mit Phenylisocyanat und Abtrennung des Phenylureido-
hydantoins ergab schlieBlich ein Produkt, das laut Chromatogramm mit
dem aus dem Dipeptid Lys-Val gewonnenen identisch war und nach
Eluieren mit Athanol®, Hydrolysieren und erneutem Chromatographieren
nur mehr Lys und Val gab.
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Lysozym.

Als letztes Beispiel fiir den modifizierten Abbau von Lysylpeptiden
wihlten wir das im Vergleich zu den bisher beschriebenen Peptiden
wesentlich komplexer gebaute Protein Lysozym vom Molekular-
gewicht 149001, Es ist uns klar, daB es nach dem im folgenden be-

schriebenen Verfahren nicht ge-

2 Iungen wire, die beiden endstan-
SS 2043 & 5 i’ | s digen Aminosduren zu bestimmen,
4 s ¢ o |§ S val wenn deren Natur nicht bekannt
T i 2 t gewesen wire® und wir somit nicht
3 % die Méglichkeit gehabt hitten, das
O C‘f § zu erwartende Hydantoin aus syn-
© ZO Q SN © O thetischen Vergleichspeptiden zu
Qg §‘§‘ gewinnen. Wir wollten aber hier
p O E nur den Beweis erbringen, daB die
0 o § Umlagerung von Cbzo-Peptiden zu
o 0 Q U R O den Harnstoffen auch im Falle sehr
7k langer Peptidketten méglich ist
und somit die Bestimmung der
Aminosdure und der ihr benach-
Y barten prinzipiell nicht nur auf nie-

VN ONg! 0 QO dere Peptide beschrinkt ist.
& s wurde also reines kristalli-
e siertes Lysozym bei einem pH von
D 8 bis 9 mit Benzylchlorkohlen-
‘,\/\/\/Q/_\/\, |~ sdureester umgesetzt, das erhal-

tene Cbzo-Lysozym, das zum Un-
terschied vom reinen Protein in
Essigsdure wunloslich  war, it
0,3 n NaOH erhitzt und hierauf

\..—v___.‘/
mit Winhyor. entw.

Abb. 1. Abbau von Lysozym.

A Sdurebehandeltes &-Cbzo-Lys-CO-Val.
B: Sdurebehandeltes £-Chzo-Lys-CO-Val-Phe.

C, D: Mit Lauge umgelagertes und wmit HCl
hydrolysiertes Cbzo-Lysozym. C (50 ug);
D (5300 g, nicht mit Ninhydrin entwickelt).

H; ,,Hydantoinflecke**.

sofort der Hydrolyse mit HCI
unterworfen.
Aus vergleichenden Hydrolyse-

versuchen beim freien Liysozym war
hervorgegangen, dal} es — wahrscheinlich wegen der glatten Sdureldslich-
keit — schon nach 2 Stdn. Kochen mit konz. HCl quantitativ hydrolysiert
gewesen sein diirfte, da im eindimensionalen Durchlaufchromatogramm
(Butanol-Eisessig-Wasser) bereits dieselben Flecke vorlagen, die auch
nach 10 Stdn. vorhanden waren (siche Abb. 1). Anderseits zeigte es
sich, dafl die fraglichen Hydantoine aus Lys und Val auch nach 5stiind.

18 J.C. Leurs, N.S.Snell,
J. Biol. Chem. 186, 23 (1950).

D. J. Hirschmann und H. Fraenkel-Conrat,
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Kochen noch weitgehend unveréindert vorlagen, so daf wir auf Grund
dieser Befunde fiir das umgelagerte Cbzo-Lysozym eine Hydrolysen-
dauer von 4 Stdn. wihlten. Aus dem Chromatogramm dieses Hydroly-
sates, das sich im Aussehen nicht von dem eines reinen hydrolysierten
Lysozyms unterschied (Abb. 1), wurde der Fleck ausgeschnitten und mit
Wasser eluiert, der dem zu erwartenden Hydantoin entsprechen mufte.
Wenn dieses fragliche Hydantoin auch am Chromatogramm mit Amino-
siuren von dhnlichem Rp-Wert (etwa Ala oder Pro) zusammentiel, so
muBte das Eluat nach Druckhydrolyse neben diesen unverdndert ge-

Tabelle 1. E,-Werte von Aminoséure- und Peptid-derivaten.
Papier: Schleicher & Schiill 2043&a (rauh). Losungsmittelgemische A, B, C
(siehe Text). Absteigende Methode. Nachweis: N = Ninhydrin; U = 4-

Methyl-umbelliferon.

Losungsmittel Nach-
Verbindun; - "
© g A ‘ B \ c wels
Di-Chzo-Lys .o .ot s 0,70 | 0,80 | — U
e-Chzo-Lys .o e -— | 0,64 | 0,75 N
£-Cbzo-Lys-hydantoinsdure (VII) ............. 0,08 | 0,59 | — U
Chzo-Val .. ... i i 0,59 1 0,72 | — U
Di-Chzo-Lys-Gly ... 0,37 0,75 | — U
Cbzo-Val-Phe . ..., 0,70 | 0,79 | — U
Phenylisocyanat-Gly.......... .. ..o, 0,14 | 0,54 | — U
Phenylisocyanat-Val........... ..., 0,51 | 0,70 — U
Di-Phenylisocyanat-Lys...................... 0,68 | 0,76 | — U
Phenylisocyanat-Phe ............. ..., 0,54 | 0,73 | — U
Di-Phenylisoeyanat-Lys-Val .................. 0,69 | 0,77 © — U
£-Cbzo-Lys-CO-Gly (II, R, =H) ............. 0,00 | 0,33 | — U
&-Cbzo-Lys-CO-Val (II, Ry = Isopropyl)....... 0,24 | 0,72 | — U
g-Cbzo-Lys-CO-Gly-Phe (ITa, R; = H,
Ry,=Benzyl)......ooiiiiiiiiiiiiianan, 0,02 | 0,48 —— U
&-Cbzo-Lys-CO-Val-Phe (Ila, R, = Isopropyl,
R,=Benzyl).......oooiiiiiii 0,58 | 0,77 — U
Hydantoin aus Lys und Gly (III, B, =H) ... | — 10,28 | 0,26 N
Hydantoin aus Lys und Val (III, R, = Iso- \
Propyl) «oeii — 1037033 N
Hydantoin aus Lys und Val (III, R und R,
vertauscht) .. .. ..o i i e — 1 0,30 | 0,28 N
Lys—Val .ottt — 10,28 | 0,27 N
Phenylureido-hydantoin aus Lys und Gly (IV,
Ry=H) oo 0,09 | 0,56 i — U
Phenylureido-hydantoin aus Lys und Val (IV,
R, = Isopropyl) ......coiiiiiiiiiiit, 0,26 | 0,72 | — U
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bliebenen Aminosiduren noch zusitzlich Lys und Val liefern, die infolge
ibrer stark verschiedenen REp-Werte leicht daneben nachweisbar waren.

Tatsdchlich lagen nun im Chromatogramm des hydrolysierten Eluats
geringe, aber deutliche Mengen Lys und Val vor, so dall damit der Beweis
fir die Anwendbarkeit des Verfahrens auch am Lysozym erbracht war.

Viele im Laufe dieser Arbeit auftretenden Fragen waren — wie
mehrfach erwihnt — nur mit Hilfe der Papierchromatographie losbar.
In der folgenden Tabelle 1 sind die Rp-Werte der im Zuge unserer Unter-
suchungen erhaltenen Verbindungen angefithrt. Die Substanzen, deren
rationelle Nomenklatur meist umsténdlich ist, sind nur abgekiirzt be-
zeichnet. Es sind in der Tabelle 1 auch die Phenylisocyanatderivate der
vier in Frage kommenden Aminosiduren (Gly, Val, Lys und Phe) ent-
halten. Der Nachweis der beiden letzteren gelingt nur in gréferen Mengen
(etwa 100 bis 200 pug), was auf die grofle RingschluBitendenz zu den
3-Phenylhydantoinen VI zurickzufithren sein diicfte. Beim energischen
Trocknen (15 Min., 150°) der Chromatogramme aber erscheinen diese
Verbindungen als braune Flecke®, so daB ihr Nachweis auch dadurch
gelingt,

Als Losungsmittel fiir die Chromatographie der S#iuren wurden Iso-
amylalkohol-konz. Ammoniak-Wasser (30:15:5; Gemisch A)* und n-
Butanol-Athanol-konz. Ammoniak-Wasser (4:4:1:1; Gemisch B)3, fir
die mit Ninhydrin entwickelten Chromatogramme auch Butanol-Eisessig-
Wasser (4:1:5; Gemisch C) herangezogen. Der Nachweis der sauren Ver-
bindungen am Papier erfolgte nach der schon 6fter!. 3 914 gut bewihrten
Methode des Bespriithens mit einer Lésung von 4-Methyl-umbelliferon als

Fluoreszenzindikator, wobei unter der UV-Lampe die Substanzen als dunkle
Flecke auf hellblau leuchtendem Grund erscheinen.

Experimenteller Teil.
Di-Cbzo-Lysyl-glycin-dthylester.

Di-Cbzo-Lysin-hydrazid wurde nach der Vorschrift von Bergmannl® fiir
das p-Isomere dargestellt. Aus Athanol Nadeln. Schmp. 156 bis 158°1.

CpoH,0.N,. Ber. N 13,07. Gef. N 13,28.

Die Diazotierung des Hydrazids und Kupplung des Azids mit Glycin-
athylester erfolgte nach Brenner und Burckhardié. Ausbeute 609, d. Th.
Aus Essigester-Petrolidther amorph. Schmp. 70 bis 74°.

CpeH;30,N;. Ber. N 8,41, OC,H; 9,01. Gef. N 8,79, OC,H; 8,55.

Di-Cbzo-Lysyl-glycin.

0,3 g Di-Cbzo-Dipeptidester wurden in 3 ml Aceton geldst, mit 0,6 ml
(1 Mol) n NaOH versetzt und 4 Stdn. bei Zimmertemp. geschiittelt. Nach

1 K. Schlogl und A. Siegel, Mikrochem. 40, 202 (1953).

5 M. Bergmann, L. Zervas und J. P. Greenstein, Ber. dtsch. chem. Ges. 65,
1692 (1932).

1% Alle Schmelzpunkte dieser Arbeit wurden im Mikroschmelzpunkts-
apparat nach Kofler bestimnmt.
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Abdampfen des Acetons im Vak. und Ansiuern mit n HCI fiel ein klebriger
Niederschlag, der in Hssigester aufgenommen wurde. Der Essigesterlosung
wurde das Cbzo-Dipeptid mit Sodalésung entzogen und nach Fallen mit
HCl erneut in Hssigester aufgenommen. Beim Versetzen mit Petrolather
fiel nach einigem Stehen im Eijsschrank ein amorpher Niederschlag. Ausbeute
0,2¢g (709, d. Th.). Schmp. 135 bis 141°.

C,,H,,0,N,. Ber. Aqu.-Gew. 471. Gef. Aqu.-Gew. 476 (Titr.).

Carbonyl-(e-Cbzo-lysin)-(glycin) (11, R, = H).

a) Mit 3 Mol Alkali in der Kdlte: Wurden 0,2 g Di-Cbzo-Lys-Gly-ester
in 1,2 ml Athanol gelést und mit 1,2 ml n NaQOH 4 Stdn. bei Zimmertemp.
behandelt, so erhielten wir nach dem Abdampfen des Alkohols, Ansiuern
mit n HC] und anschlieBender Atherextraktion (24 Stdn.) 0,1 g (669 d. Th.)
eines Glases, das nach Behandeln mit Athanol-Ather-Petrolather fest wurde.
Aus Essigester-Petroléther mehrfach umgeldst, schmolz die amorphe Substanz
von 128 bis 135°. Sie war papierchromatographisch einheitlich.

C,;H,;0,N,. Ber. N 10,99. Gef. N 10,98.

b) Mit 2 Mol Alkali in der Warme: 1,56 g Cbzo-Dipeptidester losten wir
in 6 ml Athanol, versetzten mit 6 ml n NaOH (2 Mol) und erwirmten die
Losung 2 Stdn. am Wasserbad. Die Aufarbeitung und Reinigung erfolgte
wie unter a beschrieben. Ausbeute 0,8 g (709 d. Th.). Schmp. 140 bis 150°;
nach mehrmaligem Umlésen aus Essigester-Ather 148 bis 154°.

0. H,,0,N,. Ber. C 53,54, H 6,12, Aqu.-Gew. 190,6.
Gef. C 53,50, H 5,78, Aqu.-Gew. 195.

5-( 0-Phenylureido-n-butyl) -hydantom-&essigsdm"e (IV, R, =H).

0,6 g des nach a oder b erhaltenen Harnstoffes II (R, = H) wurden
mit 10 ml HCI (1:1) 1 Std. zum Sieden erhitzt und dann die Lésung im
Vak. abgedampft. Der Riickstand lieferte imn Chromatogramm neben etwas
Lys und Gly das Hydantoin III (R, = H} {vgl. Tabelle 1). Er wurde in wenig
Wasser aufgenommen, mit n NaOH auf pH 8 bis 9 gebracht und mit 0,4 g
Phenylisocyanat in 2 Portionen unter Schiitteln versetzt, wobei durch weitere
Laugezugabe der pH aufrechterhalten wurde. Der gebildete Diphenyl-
harnstoff wurde abzentrifugiert, die klare Lésung mit HCl angesiuert und
24 Stdn. mit Ather extrahiert. Schon aus dem Ather fielen 0,22 g (419
d. Th.) Niederschlag aus, der von 170 bis 173° schmolz. Aus Wasser.
Schmp. 172 bis 175°.

0;H,00;N,. Ber. C 55,16, H 5,78, Aqu.-Gew. 348.
Gef. C 55,54, H 5,94, Aqu.-Gew. 348.

Die aus den kleinen Mengen Gly und Lys entstandenen Phenylisocyanat-
derivate waren wahrscheinlich durch das Umlésen entfernt worden.

£-Cbzo-Lysin.

4,5 g Lysin-monohydrochlorid wurden in 50 ml Wasser geldst, in der
Hitze mit einem UberschuB8 von Cu-Carbonat versetzt, vorn {iberschiissigen
Cu-Carbonat abfiltriert und die klare blaue Lésung unter Eiskithlung und
gutem Schiitteln abwechselnd mit 8,4 g Benzylchlor-kohlensiureester (2 Mol)
und Sodalosung behandelt. Der ausfallende blaue Cu-Komplex wurde ab-
gesaugt, mit wenig eiskaltem Wasser und nach dem Trocknen mit Ather
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zur Entfernung von anhaftendem Cbzo-Chlorid gewaschen. Hierauf wurde
er in wenig Wasser suspendiert, mit n HCI bis zur Losung versetzt und unter
Erwiarmen H,S eingeleitet. Das Filtrat vom CuS wurde zur Trockene ab-
gedampft, in wenig Wasser geldst und durch vorsichtiges Versetzen mit
wilBr. Ammoniak das e-Cbzo-Lys ausgefillt. Ausbeute 4,6 g (659 d. Th.).
Aus Athanol-Wasser Blattchen. Schmp. 231 bis 237° (Zers.).

Cy4H,00,N,. Ber. Nyg 4,99, Gef. Nyy 4,90.

o-Ureido-e-(Chzo-amino ) -n-capronsiure (VII).

2,85 g &-Cbzo-Lys losten wir in 300 ml heilemn Wasser teilweise auf,
versetzten mit 1,25 g (1,5 Mol) KOCN und erhitzten die Loésung 15 Min.
zum Sieden, wonach auch die letzten Reste von Cbzo-Lys in Losung gegangen
waren. Nach Kihlen wurde mit konz. HCl schwach angeséuert und der
ausfallende Niederschlag nach guter Kithlung abgesaugt. Ausbeute 2,65 g
(809 d. Th.). Aus Athanol-Wasser Stidbchen. Schmp. 159 bis 161° (ger.
Zers.).

O H,0;N,. Ber. Aqu.-Gew. 323. Gef. Aqu.-Gew. 330.

§-[ 8-(Chzo-Amino ) -n-butyl [-hydantoin {VIII).

a) 0,1 g VII wurde mit 20 ml HCI (1: 2) im Vak. eingedampft, hierauf
noch einmal mit 5ml HCL (1:2) im Vak. zur Trockene gebracht und der
Riickstand aus Athanol-Wasser umgelost. 0,05g (52% d. Th.). Nadeln,
Schmp. 136 bis 138°.

b) Wurden 2,6 g VII mit 100 ml HCl (1:1) 30 Min. zum Sieden erhitzt
und der Abdampfrickstand in ublicher Weise mit Benzylchlorkohlenségure-
ester und NaHCO; acyliert, so fiel 1 g (409, d. Th.) eines schmierigen Nieder-
schlages aus, der nach 2maligem Umldsen aus Wasser von 135 bis 137° schmolz
und keine Depression im Mischschmp. mit dem nach a erhaltenen Produkt
gab. Trotz der schlechteren Ausbeute ist bei groBeren Ansitzen Weg b
vorzuziehen, da Methode a nur in kleinen Mengen befriedigende Resultate
liefert.

CsH,O,N;. Ber. N 13,76, Gef. N 13.68.

5-[ 6-(Cbzo-Amino ) -n-butyl | -hydantoin-3-essigsdure-dthylester (1X).

0,055 g Na wurden in 5 ml absol. Athanol gelsst, die Losung mit 0,7 g
VIIT (1 Mol) 1 Std. erhitzt, die Suspension mit 0,4 g Bromessigsgureithyl-
ester (1 Mol) in weiteren 5ml Athanol versetzt und die Mischung noch
5 Stdn. am siedenden Wasserbad erhitzt. Schon nach einiger Zeit war die
Lésung klar, wihrend sich im weiteren Verlauf der Reaktion wieder ein
feiner Niederschlag abschied. Der Abdampfrickstand wurde in Wasser
aufgenommen und der zéh-schmierige Riickstand durch Verreiben mit Ather
zur Kristallisation gebracht. Ausbeute 0,65 g (739 d. Th.). Aus Athanol-
Ather Nadeln. Schmp. 120 bis 122°.

CpoH,;04N;. Ber. C 58,30, H 6,44, N 10,73, OC,H, 11,51.
Gef. C 57,69, H 6,43, N 10,73, OC,H; 11,73.
Carbonyl-( ¢-Cbzo-lysin)-(glycin) (II, B, = H) aus IX.

Wurden 0,2 g IX in 1,5 ml Athanol gelést und mit 1,1 ml n NaOH (2 Mol)
2 Stdn. am Wasserbad erhitzt, so erhielt man nach der frither beschriebenen
Aufarbeitung 0,15 g (779 d. Th.) eines sehr zshen Oles, das durch Behandeln
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mit Essigester-Petrolather fest wurde. Schmp. 117 bis 123°. Der Schmp.
war auch nach 6fterem Umlésen unveridndert. Papierchromatographisch war
das Produkt mit dem aus Di-Cbzo-Lys-Gly-ester erhaltenen identisch.

01, H;,0,N,. Ber. Aqu.-Gew. 190,6. Gef. Aqu.-Gew. 199.

§-( 8- Phenylureido-n-butyl)-hydantoin-3-essigsiure (IV, R, = H).

a) Aus obigem Harnstoff wurde das Phenylureidohydantoin nach- Er-
hitzen mit Salzsiure durch Umsetzung des Riickstandes mit Phenyliso-
cyanat — wie frither (S. 949) beschriechen — erhalten. Schmp. 168 bis 172°,
keine Depression im Mischschmp. mit dem aus dem Dipeptid erhaltenen
Produkt (S. 949).

C1sH,00;N,. Ber. Aqu.-Gew. 348. Gef. Aqu.-Gew. 352.

b) Aus IX: Nach 3stiindigem Kochen von IX mit HCl (1: 1) und Um-
setzung des Abdampfriickstandes, in dem das Vorliegen des freien Hydantoins
IIT (R, = H) papierchromatographisch erwiesen wurde, mit Phenyliso-
eyanat in der beschricbenen Weise konnte wieder das erwartete Phenyl-
ureidohydantoin gewonnen werden, das nach Schmp., Mischschmp. und
Rp-Wert sowohl mit dem nach a, als auch mit dem aus dem Cbzo-Dipeptid-
ester erhaltenen Produkt (S. 949) identisch war.

Di-Cbzo-Lysyl-glycyl-phenylalanin-dthylester.

2,3 g Di-Cbzo-Lysin-hydrazid wurden nach Brenner und Burckhardts
diazotiert und die #therische Losung (50 ml) des Azids mit einer Lésung
von 1,75¢g (1,3 Mol) Gly-Phe-dthylester? in 50 ml absol. Essigester ver-
setzt. Nach 3 Stdn. Stehen bei 0° und weiteren 12 Stdn. bei Raumtemp.
wurde die Losung mit n HCI, NaHCO,;-Losung und Wasser gewaschen und
im Vak. eingedampft. Bs hinterblieben 2,3 g zahes Ol, das nach Lésen in
Essigester und Versetzen mit Petroldther nach einiger Zeit im FEisschrank
erstarrte. Ausbeute 2,0 g (539% d. Th.). Nach o6fterem Umldsen aus Essig-
ester-Petrolather schmolz der Chzo-Tripeptidester von 70 bis 76° und lieferte
nach 5stiindiger Hydrolyse mit HCl (1:1) im Papierchromatogramm Lys,
Gly und Phe.

CyH,,O4N,. Ber. OC,H; 6,96. Gef. OC,H; 6,55.

Carbonyl-( e-Cbzo-lysin)-(glycyl-phenylalanin) (Ila, R, = H, R, = Benzyl).
a) Durch Verseifen mit 1 Mol Lauge: 0,3 g Di-Cbzo-Tripeptidester 16sten
wir in 5 ml Aceton und schiittelten die Lésung mit 0,5 ml n NaOH (1,1 Mol)
4 Stdn. bei Zimmertemp. Nach Abdampfen des Acetons und Ansiuern mit
n HCl wurde mit Ather 24 Stdn. extrahiert. Die Atherlésung, aus der sich
wenig Niederschlag abgeschieden hatte, wurde eingedampft, der Riickstand
in Essigester geldst und mit 59%iger Sodalésung ausgeschuttelt. Nach deren
Anssuern und erneutem Aufnehmen des ausfallenden Oles in Essigester
wurde die Essigesterléosung mit Petrolidther versetzt und gekiihlt. Nach
einiger Zeit hatte sich ein amorpher Niederschlag abgeschieden, der 2mal

aus Athanol-Ather umgelést wurde. Schmp. 163 bis 168°.

C,eH;,04N,. Ber. € 59,08, I 6,10, N 10,60.

Gef. C 59,03, H 6,19, N 10,74.

b) Dieselbe Verbindung konnte in besserer Ausbeute (809, d. Th.) durch
Erwdrmen des Cbzo-Tripeptidesters mit 2 Mol #thanol. Lauge gewonnen
werden. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter a beschrieben.
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5-( §-Phenylureido-n-butyl) -hydantoin-3-essigsiure (IV, R, = H) aus Cbzo-
Lys-CO-Gly-Phe.

0,36 g des nach b erhaltenen Harnstoffes wurden mit 10 m! HCI (1: 1)
3 Stdn. zum Sieden erhitzt. Der Abdampfriickstand zeigte im Papierchromato-
gramm neben viel Phe, wenig Lys und Gly noch das Hydantoin aus Lys
und Gly IIT (R, = H). Nach Lésen in Wasser wurde der Riuckstand bei
pH 8 bis 9 mit Phenylisocyanat umgesetzt, vom Diphenylharnstoff abzentri-
fugiert und hieraunf angesduert. Vom Niederschlag (0,25 g), der im Chromato-
gramm neben viel Phenylureidohydantoin auch noch die Phenylisocyanat-
verbindung des Phenylalanins zeigte (Tabelle 1), wurde abgesaugt und die
Mutterlauge mit Ather erschépfend extrahiert. Der Atherriickstand (0,1 g)
wurde mit dem erwihnten Niederschlag (0,25 g) vereinigt und mit 10 ml HCI
(1:1) 30 Min. zum Sieden erhitzt. Den Abdampfrickstand nahmen wir
in Essigester auf, schiittelten mit Sodalésung aus und extrahierten die Soda-
l6sung nach dem Ans#iuern erneut mit Ather. Dabei wurden 0,13 g (559,
d. Th.) Ruckstand erhalten, der nach Umlésen aus Wasser von 170 bis 174°
schmolz und im Mischschmp. keine Depression mit den frither beschriebenen
Phenylureidohydantoinen aus Gly und Lys (IV, R; = H) ergab.

Nach 5stindiger Hydrolyse mit konz. HCL bei 150° lagen im Chromato-
gramm nur Lys und Gly vor.

Di-Cbzo-Lysyl-valin-dthylester.

a) Nach Methode A (8. 940): Die Kupplung des Di-Cbzo-Lysyl-azids mit
dem Valinester erfolgte wie beim Cbzo-Lys-Gly-Phe beschrieben, nur dafl
der Valinester (0,5 Mol UberschuB) in Ather gelsst wurde. Der Cbzo-Dipeptid-
ester stellt ein zihes, atherlosliches Ol dar, das nicht zur Kristallisation ge-
bracht werden konnte. Ausbeute 609, d. Th.

b) Nach Methode B: 2,28 g Di-Chzo-Lysin wurden in 10 ml absol, Tetra-
hydrofuran gelost, mit 1,25 g (1 Mol) Tri-isoamyl-amin und nach Kiihlen
auf — 10° mit 0,59 g (1 Mol) Athylchlorkohlensdureester versetzt. Nach
10 Min. bei — 10° wurden 0,95 g Valin-athylester (1,2 Mol) in 5 ml absol.
Tetrahydrofuran zugegeben, wobei CO,-Entwicklung zu beobachten war.
Nach Stehen tiber Nacht bei Raumtemp. wurde mit Ather verdiinnt und
mehrfach mit n HCI, Wasser, Sodalésung und wieder mit Wasser gewaschen.
Nach dem Trocknen und Abdampfen des Lésungsmittels verblieben 1,85 g
629, d. Th.) gelbliches 01 von den unter a angegebenen Eigenschaften.

Nach 35stiindigem Kochen mit HCl (1:1) zeigten beide Produkte (a
und b) im Chromatogramm die im allgemeinen Teil niher besprochenen
Hydantoinflecke (siehe auch Tabelle 1).

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

Die Umlagerung des Di-Cbzo-Lys-Val-esters erfolgte mit 2 Mol #thanol.
NaOH in der Wiarme. Aufarbeitung durch Abdampfen des Alkohols, An-
sguern und Atherextraktion. Awusbeute 709, d. Th. eines nicht kristallisieren-
den zihen Oles. Saure Hydrolyse und Chromatographie gab wieder die
schon frither erwihnten Flecke zwischen Lys und Val.

Phenylureido-hydantoin aus Lys und Val (IV, R, = Isopropyl bzw. Reste
vertauscht ).

Die Darstellung war der des Phenylureidohydantoins aus Lys und Gly
analog (S. 949). Glasiges Ol, das nicht erstarrte, papierchromatographisch
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einheitlich war (Tabelle 1) und bei Druckhydrolyse (HCI, 5 Stdn., 150°)
Lys und Val gab.
Lysyl-valin.

Di-Obzo-Lysyl-valin-benzylester wurde analog dem Athylester nach
Methode B durch Umsetzung von Di-Cbzo-Lysin und Val-benzylester in
609%iger Ausbeute gewonnen. Er stellt ein schwach gelbliches, sebr zdhes
Ol vor, das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Zur Dar-
stellung des freien Dipeptides wurden 0,50 g des Benzylesters in 20 ml Athanol
gelést, mit 1,7ml n HCl (2 Mol) versetzt und nach Zugabe von 0,5g Pd-
Tierkohle (5%ig) unter Wasserstoffdruck mehrere Stdn. geschiittelt. Der
Abdampfrickstand der vom Katalysator abfiltrierten Losung lieferte 0,256 g
(959% d. Th.) hygroskopischen Riickstand.

N-[(x,e-Diphenylureido)-n-capronyl | -valin.

. 0,25 g Dipeptid-chlorhydrat wurden in Wasser gelost und bei pH 8
bis 9 in der tiblichen Weise mit Phenylisocyanat (0,25 g) umgesetzt. Beim
Ansiuern der vom Diphenylharnstoff durch Zentrifugieren befreiten Losung
fielen 0,20 g (519, d. Th.) amorpher Niederschlag aus, der 2mal aus Soda-
l6sung mit HCl umgefallt wurde. Schmp. 110 bis 116°, Sintern ab 105°.

C,sH,,0.N,. Ber. Aqu.-Gew. 483,5. Gef. Aqu.-Gew. 483.

Atherextraktion der Mutterlange lieferte 0,09 g eines Oles, das sich im
Chromatogramm als Phenylureido-hydantoin IV (R, = Isopropyl) erwies.

Obzo-Valyl-phenylalanin-dthylester.

2,2 g Cbzo-Val, 2 g Tri-isoamyl-amin, 0,98 g Athylchlorkohlensiureester
und 1,9 g Phenylalanin-sithylester wurden, wie beim Di-Cbzo-Lys-Val-ester
(Methode B) beschrieben, umgesetzt und aufgearbeitet. Ausbeute 3,0 g
(809, d. Th.) eines bald erstarrenden Oles, das sich aus Athanol-Wasser
umlésen lie. Schmp. 128 bis 133°, Sintern ab 105°. Die Literatur, in der
der Cbzo-pL-Val-pi-Phe-ester 2mal erwdhnt ist, gibt als Schmp. 123°"
bzw. 138 bis 140°18 an.

Cbzo-Valyl-phenylalanin.

Verseifung des Esters mit 1 Mol dthanol. NaOH bei Raumtemp. lieferte
nach tblicher Aufarbeitung (Abdampfen des Athanols und Ansiuern mit
HCl) das Cbzo-Dipeptid, das sich aus Ather-Petrolither umldsen lieB. Es
schmolz unscharf von 138 bis 147° nach vorherigem Sintern.

0, H, O;N,. Ber. Aqu.-Gew. 398,5. Gef. Aqu.-Gew. 410.

Valyl-phenyldlanin-dthylester.

0,85 g Cbzo-Dipeptidester wurden in 25 ml Athanol, das 2ml n HCl
(1 Mol) enthielt, gelost und mit 0,5 g 5%iger Pd-Tierkohle unter geringem
Wasserstoffdruck mehrere Stdn. geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Kata-
lysators und Abdampfen des. Lésungsmittels im Vak. verblieben 0,65 g
Esterchlorhydrat, aus dem der Ester mit K,CO; in Freiheit gesetzt und in
HEssigester aufgenommen wurde. Ausbeute 0,42 g (749 d. Th.) zdhes OL

17 J. W. Davis, C. r. acad. sci.,, Paris 285, 180 (1952). v
18 J. R. Vaughan und R. L. Osato, J. Amer. Chem. Soc. 74, 676 (1952).
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Di-Cbzo-Lysyl-valyl-phenylalonin-dthylester.

0,66 g Di-Cbzo-Lys, 0,36 g Tri-isoamyl-amin, 0,17 g A'thy}chlorkohlew
sdureester und. 0,42 g Dipeptidester wurden in der beschriebenen Weise um-
gesetzt und aufgearbeitet. Ausbeute 0,82 (799, d. Th.) eines Glases, das
beim Umlésen aus Wasser und Alkohol erstarrte und dann unscharf von
110 bis 120° schmolz. 5stiind. Kochen mit HCI (1: 1) und Chromatographie
des Riickstandes gab Lys, Val und Phe.

C,sH,s04N,. Ber. N 8,13, OC,H, 6,54. Gef. N 7,87, OC,I, 6,32.

Abbau des Lysyl-valyl-phenylalanins.

0,3 g Di-Cbzo-Tripeptidester wurden mit 2 Mol &thanol. NaOH in der
Wirme umgelagert (2 Stdn.), das Carbonyl-aminosiure-peptid durch Ather-
extraktion isoliert und 2 Stdn. mit HCI (1: 1) erhitzt. Das Chromatogramm
zeigte viel Phe neben wenig Liys und Val sowie das eine der beiden Hydantoine
aus Lys und Val (siehe allg. Teil und Tabelle 1). Der Abdampfriickstand
wurde in tiblicher Weise mit Phenylisocyanat umgesetzt, das Filtrat vom
Diphenylharnstoff mit konz. HCL im Uberschu8 versetzt, 30 Min. zum Sieden
erhitzt und dem Abdampfrickstand, der in Essigester gelost worden war,
das gewiinschte Phenylureido-hydantoin IV (R, = Isopropyl bzw. Reste
vertauscht) mit Sodalésung entzogen. Die Sodalésung wurde angesiuert,
mit Ather erschopfend im Apparat extrahiert, der Atherriickstand chromato-
graphiert, wobei er sich mit dem aus Lys-Val gewonnenen Phenylureido-
hydantoin (8. 952) als identisch erwies, und die Substanz in der frijher be-
schriebenen Weise® vom Papier mit Athanol eluiert, in einer Kapillare 5 Stdn.
mit HCI bei 150° hydrolysiert und das Hydrolysat erneut chromatographiert:
Es lagen nur Val und Lys vor.

Cbzo-Lysozym.

0,100 g Lysozym wurde in 3 ml Wasser suspendiert, mit einigen Tropfen
509 iger Essigsdure in Lésung gebracht, hierauf auf 0° gekiihlt und mit
0,10 ml Cbzo-Chlorid versetzt. Nachdem der pH mit 2 n NaOH auf 8 bis 9
gebracht worden war, wurde unter Eiskithlung heftig geschiittelt, worauf
bald Tribung und Ausfallen eines Niederschlages erfolgte. Nach 1/, Std.
wurde nochmals 0,10 ml Cbzo-Chlorid zugegeben, der pH wieder auf 8 bis 9
gebracht und weitere 4 Stdn. bei Zimmertemp. geschiittelt. Es wurde zur
Entfernung wvon uberschiissigem Cbzo-Chlorid mehrfach mit Ather aus-
geschiittelt, die wiflr. Schicht angeséuert, der dichte Niederschlag abgesaugt
und gut mit Wasser, Athanol und Ather gewaschen. Ausbeute 0,097 g eines
in Essigsdure unloslichen Pulvers.

Abbaw won Cbzo-Lysozym.

50 mg Cbzo-Lysozym wurden mit 1 mi 0,3 n NaOH 11/, Stdn. am Wasser-
bad erhitzt, wobei unter Gelbfdrbung bald Losung eintrat. Der Abdampi-
rickstand wurde mit 5 ml HC! (1:1) zum Sieden erhitzt, nach 4 Stdn. die
klare Losung im Vak. zur Trockene gedampft, der Riickstand mehrfach
mit Wasser abgedampft und schlieflich in 1m] Wasser gelést. Endlich
wurden 10 ul dieser Losung auf den Startpunkt eines Chromatogramms
aufgebracht (wegen seiner grofleren Dicke wurde hier Schleicher & Schiill
2043 b rauh verwendet) und mit Butanol-Eisessig-Wasser entwickelt, Das
fragliche Hydantoin aus Lys und Val, dessen Lage aus einem Parallel-
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chromatogramm (siche Abb. 1) bekannt war, wurde ausgeschnitten, mit
Wasser eluiert, 5 Stdn. in einer Kapillare mit HCl bei 150° hydrolysiert und
das Hydrolysat wieder chromatographiert. Auller einem Fleck mit dem
ungefdahren Rp-Wert des Hydantoins (wahrscheinlich Ala, Pro) lagen noch
2 Flecke mit den Rp-Werten von Lys und Val vor, wie aus der Abb. 1
hervorgeht.

Die Mikro-C-, H- und N-Analysen wurden von Herrn Dr. G. Kainz
im Mikrolaboratorium des II. Chem. Institutes ausgefiihrt.

Fiir sein f6rderndes Interesse an unserer Arbeit sind wir dem Vorstand
unseres Institutes, Herrn Prof. Dr. F. Wessely, zu groBem Dank ver-

pilichtet.
Einer von uns (K.S.) dankt der Osterreichischen Akademie der

Wissenschaften fiir die Gewihrung einer Unterstiitzung aus den Mitteln
der Seegen-Stiftung.



