
Konstitntionserlnittlung yon Peptiden VII. 
Die gleichzeitige Bestimnmng der amino- nnd carboxyl- 

endst~indigen Aminos~iure mittels IIydrazins 1. 
XII.  M i ~ t e i l u n g  i i b e r  P e p t i d e  2. 

Von 

K. SchlSgl, F. Wessely und E. Wawersieh. 

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universit~t Wien. 

(Eingelangt am 22. M~rz 195~.) 

Bei der energischen Hydrazinbehandlung yon N-Carbo- 
benzoxypept iden t r i t t  Spalt tmg al]er Pept idbindungen mater 
Bildung yon Aminos~ure-hydraziden (III)  ein, w/~hrend die 
carboxylendst~ndige Aminos~ure unver~ndert  bleibt  und aus 
der aminoendst~ndigen ein Dihydrazid  (II) einer ~-Amino-N- 
earbons~ure gebildet wird. Diese Reakt ion  konnte  zur gleich- 
zeitigen Bestirnmung der beiden an den Enden eines Peptides 
vorliegenden Aminos~uren herangezogen werden, da  sieh, wie 
schon friiher gezeigt wurde 8,4, die Dihydrazide  leieht in 3-Amino- 
hydantoine  (IV) iiberfiihren lassen, die dann von den Amino- 
sguren und ihren Hydraz iden  g la t t  ab t rennbar  sind und an- 
sehliel3end papierehromatographiseh getrennt  uncl identifizierb 
werden k6nnen. 

Dieses Veffahren, alas sich auch vortei lhaft  mit  ehlem frtiher 
beschriebenen Pep t idabbau  5-9 kombinieren l~l~t, wurde sowohl 
pr / iparat iv  als aueh im Mikrornal3stab an 5 Dipeptiden,  5 Tri- 
pept iden und dem krist .  Enzym Lysozym erprobt .  
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1952 ha t ten  S.  Akabor i ,  K o O h n o  und K .  Nar i t a  1~ ein Verfahren zur 
Best immung der carboxylendst~ndigen Aminos~ure (C-AS) in Pept iden 
angegeben, das darauf  beruht ,  dal~ bei energischer Hydraz inbehandhmg 
yon Pept iden aus allen Aminos~uren bis auf die C-endst~ndige, die unver- 
~ndert  bleibt,  Aminos~ure-hydrazide (III)  gebildet werden. ~Terden dann 
diese Hydrazide  mi t  Benz~ldehyd als unlSsliehe Benzalverbindm~gen entfernt,  
so scheint in einem Papierehromatogramm nur mehr die C-AS auf. Kiirzlich 
ha t  K .  Ohno 1~ die lV[ethode dahingehend modifiziert,  dal~ er das Reaktions- 
gemiseh mit  Dinitrofluorbenzo] umsetzt  und dabei  aus den ~yd ra z ide n  (III)  
Di-DNP-Verbindungen erh~lt, die als neutrale Substanzen yon der aus der 
C-AS erhaltenen sauren D~P-Aminosi iure  ab t rennbar  sind. ]:)as Verfahren 
ha t  sich auch bereits bei Proteinen bew~hrt und scheint allen ~brigen chem. 
~ e t h o d e n  zur Best immung der C-AS, bei denen die freie COO~-Gruppe  
dureh mehr oder weniger umst~ndliehe Reakt ionen bloekiert  werden mul~ 12, 
fiberlegen zu sein. 

Wir  ha t ten  anderseits  1951 die Beobaehtung gemaeht,  da2 bei der  
Hydrazinolyse yon N-Cbzo-Ammos~ure-estern Dihydrazide der S t ruktur  I I  
entstehen, die beim Erhi tzen ihrer w~13r. L6suag under Hydz'azinabspal~ung 
Ringschlu2 erleiden 3. Die Konst i tu t ion  der dabei  erhal tenen Verbindungen 
wurde l<iirzlich ~ einer eingehenderen Priifung ~mterzogen. Aus den meisten 
l~eaktionen liet~ sich mit  grol3er Wahrscheinlichkeit  die Formulierung als 
Aminohydanto in  (IV)ablei ten.  So]che Aminohydantoine  wurden bisher yon 
10 a-Arainos~uren dargestell~3, 4. 

Diese Umse t zung  schien uns,  vor  ~llem d~ sie auch auf N-Cbzo- 
Pep t ide  f iber t ragb~r  war,  sehr zur A b s p a l t u n g  cter aminoends t~nd igen  
Aminos~ure  (N-AS) eines Pep t ide s  geeignet  und  mui~te es z u s a m m e n  
m i t  d e m  eing~ngs e rw~hnten  Verfahren  ermSgliehen,  in e inem P e p t i d  
in e inem einfaehen Arbe i t sgang  beicle an den E n d e n  bef indl iehen Amino-  
si~uren, also die I%- und  die C-AS, zu e rmi t te ln .  

I n  K o m b i n a t i o n  mi~ der  frfiher beschr iebenen ~ 5 g l i c h k e i t  .~-9 zur  
A b s p a l t u n g  der  N-AS  und  der  ihr  b e n a c h b a r t e n  als subs t i tu ie r t e  H y d -  
antoin-3-essigs~ure,  bei  de r  sich abe r  die  ~eihen~oige der  be iden  a m  
Aminoende  des Pep t ide s  bef indl iehen Aminos~uren  nur  in  wenigen F~l len  
fes ts te l len  lie~ ~, is~ es j e t z t  mSglieh,  die  Lage  yon  drei  Aminos~uren  im 
P e p t i d v e r b a n d  festzulegen,  woraus  sich bei  n iederen Pep~iden meis t  schon 
die volle Aminosi~uresequenz ergibt .  

I m  folgenden Schema is t  die gleiehzei t ige B e s t i m m u n g  der  ~LAS 
m~d der  C-AS in einem T r i p e p t i d  mi~tels H y d r a z i n s  f o r m e l m ~ i g  dar-  
gestel l t .  A n  H a n d  dieses A b b a u s e h e m a s  sollen die einzelnen Stufen  und  
die  sieh da raus  e rgebenden  P rob leme  und  exper imente l l en  Ta~saehen 
e tw~s n~her  besprochen werden.  

t0 Bull. Chem. Soc. J apan  25, 214 (1952). 
11 j .  Biochem. (Japan) 40, 621 (1953). 
12 K .  SchlSgl, ()sterr. Chem.-Ztg. 54, 8 (1953). - -  R.  A .  Boissonas,  I-Ielv. 

Chim. Aet~ 85, 2226 (1952). - -  J .  L .  Bai ley ,  Biochem. J.  52, IV (1952). - -  
G. W.  Kenner ,  H .  G. K h o r a n a  u n d  R .  J .  S tedman,  J .  Chem. Soc. London 
1953, 673. - -  Th.  Wie land  und H.  Fri tz ,  Chem. Ber. 86, 1186 (1953). - -  
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1. H y d r a z i n o l y s e .  

Wird ein Cbzo-Pep~id (I) mit Hydrazin(hydrat)  erhitzt, so trit t ,  wie 
schon erw~hnt., Spal~ung der Peptidbindungen unter Bildung yon Amino- 
saurehydraziden (III) und des Dihydrazides (II) ein, w~hrend die C-AS 
weitgehend unverEndert bleibt. Da also die Hydrazinspal~ung die 
Schlfisselreaktion des Abbaues vorstellt, scluien es vor atlem wesentlich, 
die optimalen Spaltungsbedingungen festzustellen. Dazu w~hlten wir 

in erster Linie das N-Cbzo-Phe- 

5 6 

6 ~  

�9 

6 

nylalanyl-glycin bzw. dessen 
Athylester, die beim 5stiind. 
Erhitzen mit Hydrazinhydrat  
bzw. Hydrazinhydr~t-~thanol 
(1 : 10) auf 100 ~ die nebenstehen- 
den Prod~kte lieferten. 

W. Grassmann, H.  H6rmann und  
H.  Endres, Chem. Ber. 86, 1477 
(1953). - -  R . A .  Turner und  G. 
Svhmerzler, J.  Amer. Chem. Soc. 
76, 949 (1954). 
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Das Hydrazinsa]z des Cbzo-Phe-Gly (V) und das Cbzo-Phe-Gly-hydra- 
zid (VI) wurden aus dem Gbzo-Peptid bzw. seinem Ester auch durch 
Umsatz mit geringem HydraziniiberschuB bei Zimmertemp. erhalten. 
Bemerkenswert ist, dab die Behandlung mit dem ~hanol-Hydrazin- 
Gemisch beim Cbzo-Pep~id noch nicht zur Sprengung der Peptidbindung 
gefiihrt und auch die Cbzo-Gruppe noch unversehrt gelassen hatte, 
wi~hrend Umsetzung der Cbzo-Aminos~ureester unter gleichen Bedingun- 
gen bereits unter Eliminierung der Cbzo-Gruppe zur Bildung der Di- 
hy4ra, zide (II) fiihrh a. 

Nachdem auf diese Weise pr~par~tiv auch aus Cbzo-Peptiden die 
Bildung yon Dihydraziden bewiesen w~r, aus denen dann durch Wasser- 
verkochung die Aminohydantoine erhMten werden k6nnen, sollten die 
folgenden papierchromatographischen Untersuchungen eines mit Hydrazin 
unter verschiedenen Bedingungen behandelten Dipeptides die optimalen 
Bedingungen zur v511igen Sprengung der Peptidbindung aufzeigen. Dafiir 
w~hlten wir d~s Peptid Glycyl-Pheny]alanin, d~s au:[ vier verschiedene 
Arten (100 ~ bzw. Kochen mit Hydrazinhydrat bzw. wasserfreiem Hydra- 
zin) der ttydrazinolyse unterworfen wurde. Nach den in der Tabelle 1 
angegebenen Zeiten wurden gleiche Mengen papierchroma~ographier~, 
mit Ninhydrin auf noch vorhandenes Peptid bzw. abgespMtene C-Amino- 
s~ure und mit ammoniakal. AgNO~-LSsung auI ttydrazide in getrennten 
Chromatogrammen gepriift. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 1. 

Es traten dabei, wie aus der Tabelle 1 hervorgeht, nach einiger Zeit 
auch steigende Mengen yon Phenylalanin-hydrazid anf, was auI die 
Umsetzung der freien COOH-Gruppe des Peptides zum Hydrazid schiiel~en 
liel~. Da aber einerseits mit der ~Sglichkeit der Bildung des Diketopipera- 
zins zu rechnen war, das dann auch Itydrazinolyse zum Phenylalanin- 
hydrazid erleiden konnte, anderseits aber die japanischen Autoren 
angegeben hatten 1~ dab z. B. beim Gly-Leu auch nach 10stfind. Kochen 
mit wasserfreiem J:Iydrazin noch keine Umsetzung der COOI-LGruppe 
eingetreten sein sollte, behandelten wir auch Phenylalanin unter denselben 
Bedingungen wie das Peptid mit I-Iydrazin. Wie aus den Ergebnissen, 
die ebenfalls in Tabelle 1 enthMten sind, eindeutig hervorgeht, treten 
bei zunehmender Dauer steigende Mengen yon Phe-Hydrazid auf und 
es ist somit nicht auznuehmen, dag Gly-Leu noch nach 10 Stdn. vSllig 
unver~ndert vorliegen sollte. ~-berdies stellte auch Ohno kiirzlich lest n, 
dab Leucin nach 10stfind. ~ydrazinolyse nut mehr zu 66% wiederzu- 
gewinnen war. Auch dieses Ergebnis lggt sich nach obigen Befunden 
ohue weiteres dutch partietle Umsetzung zum Leucin-hydrazid inter- 
pretieren. 

Nach all dem wghlten Mr als optimale Bedingungen ffir den Abbau 
yon N-Cbzo-Peptiden 4- bis 6stiind. Erhitzen mit ttydrazinhydrat (bzw. 
w~sserffeiem Hydrazin) im siedenden Wasserbad. 
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2. B e s t i m m u n g  de r  c a r b o x y l e n d s t / i ~ n d i g e n  A m i n o s ~ u r e  (C-AS).  

Diese Besti-mmung erfolgt im allgemeinen nach den Angaben der 
jap. Autoren 1~ Es werden also in einem Tell des mit Hydrazin erhaltenen 
geaktionsproduktes naeh Entfernung yon iiberschfissigem Hydrazin 
durch Umsetzung Ini~ BenzMdehyd oder Kochen mit Aceton die ~ror- 
]iegenden Hydrazide und Dihydrazide blockiert und in dec erhaltenen 
LSsung kann nach Entfernung der unl6slichen Dibenzalverbindungen 
(die bei Umsatz in alkalisehem Medium entstehen) die C-AS pal0ier- 
chromatographisch ermittelt warden. Auch die Umsetzung mit DNFB 
naeh Ohno 11 li~gt sich zur Abtrennung der Hydrazide und Dihydrazide 
heranziehen. Bei einfacheren Peptiden wird aber zweckm~Big das 
I~eaktionsgemisch ohne vorherige Umsetzung direkt papierchromato- 
graphisch auf die C-AS geloriift, da ja die freien Aminos~uren infolge 
ihcer wesentlieh st/irkeren Farbreaktion mit Ninhydrin yon den Hydra-  
ziden leicht unterschieden werden kSnnen. 

3. B e s t i m m u n g  de r  a m i n o e n d s g ~ n d i g e n  A m i n o s ~ u r e  (N-AS) .  

Naehdem nun in einem Teil des hydrazinbehandelten Cbzo-Peptides 
die C-AS bestimmt ist, wird der Rest in Wasser gelSst und die w/~Br. 
L6sung 10 his 20 Min. zum Sieden erhitzt, wobei das vorliegende Di- 
hydrazid, das aus der N-AS stammt, Ringsehlul3 zum 3-Amino-hydantoin 
(IV) erleidet. Dieses bildeg mit S~turen kein Salz 3,4 und kann daher aus 
der anges~uerten LSsung glair mi~ ~ther  extrahier~ und somit yon den 
unver~ndert gebliebenen Aminos~ure-hydraziden (III) und der C-AS ab- 
getrennt werden. 

Als letzter Sehrit~ bleibt also nur mehr die Identifizierung der Amino- 
hydantoine and damit die Besgimmung der N-AS, die zweifaeh aus- 
gefiihrt werden kann: 

a) Es k6nnen die extrahierten Aminohydantoine mit HC1 unter energi- 
sehen Bedingungen (140 ~ 4 bis 5 Stdn.) hydrolysiert und die dabei in 
l~reiheit gesetz~en, ihnen zugrunde liegenden Aminos~uren papierehro- 
matographiseh identifiziert werden. Aus allen in der Tabelle 2 angefiihrten 
Hydant0inen (IV) erh~lt man bei dieser I-Iydrolyse aussehlieglieh die 
entsprechenden Aminos/iuren. 

b) Es lassen sieh die Aminohydantoine als solehe am Papier mit 
Ammoniak enthaltenden LSsungsmittelgemisehen beffiedigend trennen. 
Die RFWer te  sind in der Tabelle 2 angefiihrt. 

Der Nachweis kann in sehr empfindlicher Weise dutch Bespriihen mit 
0,1 n NaOH, Troeknen im Troekensehrank bei 50 his 70 ~ (etwa 10 3/Iin.) 
und erneutes Bespriihen mit ammoniakM. SilbernitratlSsung (zirka 0,1 n) 
erfolgen, worauf die Aminohydantoine nach gelindem Erw/irmen in Mengen 
his etwa 3 #g (Ala-Derivat) bzw. 5 #g (Phe-Derivat) noch deutlieh sichtbar 
sind. Nur das s-Cbzo-Lys-Derivat ist erst in etwas grSl~erer Menge (15 bis 
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20#g) nachzuweisen. Anschliei3end k6nnen die Chromatograrmne dann 
dureh Waschen mit 5%iger NatriumthiosulfatlTsung und Wasser haltbar 
gemaeht werden. 

Der Nachweis der Aminohydantoine bernht darauf, dab bei der 
Behandlung mit Lauge sehr leieh~ RingTffnung zu den Hydrazidsguren 
(VII) eintritO, die zum UnLerschied yon den I-Iydantoinen (IV) ammoniakal. 
AgNOs-LSsung glatt reduzieren. 

Tabelle 2. RF-Wer te  der Amino-  
h y d a n t o in e (IV). Papier : Schleieher- 
Schiill 2043a. Absteigend. LTsungs- 
rnit~el A: n-Butanol - ~thanol - konz. 
NHs-H20 (4 : 4 : 1 : 1), B : Isoamylalkohol- 

konz. NI-Is-H20 (6: 3: 1). 

Aminohydantoin yon s, 4 

Glutamins~iure . . . . . . . . .  
Alanin . . . . . . . . . . . . . . . .  
C -Phenyl -g]ycin . . . . . . . .  
Tyrosin . . . . . . . . . . . . . . .  
iViethionin . . . . . . . . . . . . . .  
Tryptophan . . . . . . . . . . .  
Valin . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Phenylalanin . . . . . . . . . .  
Leucin ................ 
e-Cbzo-Lysin . . . . . . . . . .  

L6sungsmittel 

0,10 
0,43 
0,50 
0,52 
0,65 
0,65 
0,68 
0,71 
0,75 
0,79 

:B 

0,00 
0,11 
0,20 
0,17 
0,35 
0,50 
0,45 
0,54 
0,69 
0,73 

gehend siehere Identifizierung der 

R. CI-I. COOH 

IV OH-  I 
. . . .  NI-I. CO" NI-INI-[ ~ 

VII 

Am besten zur Identifizierung 
der N-AS hat sieh jedoeh eine 
Kombination der beiden erw~hn- 
ten NachweismSglichkeiten be- 
w~Lhrt: Dazu werden die extra- 
hierten Aminohydantoine primer 
am Papier chromatographiert, 
dadurch vSllig rein erhalten, 
dann aus einem Parallelehromato- 
gramm - -  ~hnlich wie friiher ffir 

Hydantoin-3-essigs~uren be- 
schrieben s - - e l u i e r L  in Kapil- 
laren mit HC1 hydrolysiert und 
ernellt, diesmal als Aminosanren, 
chromatographiert. Damit ist 
eine doppelte und daher weir- 
N-AS gegeben. 13berdies lggt 

sich dadurch der Snbstanzbedarf, da es sich ja anch bei allen Stufen 
um sehr ]eicht auszufiihrende Reaktionen handelt, auf ein • 
beschrgnken und man kann daher mit kleinen Peptidmengen das Aus- 
l angen  finden. So konnten wit z .B.  den Abbau yon Cbzo-Phe-Gly 
noch mit 5 mg ohne Schwierigkeiten ansfiihren, ohne dab diese Menge 
jedoch eine untere Grenze darstellt. 

4. G r e n z e n  der  M e t h o d e .  

Bei der Bestimmung yon allen in der Tabelle 2 angefiihrten Amino- 
sguren am Aminoellde eines Peptides treten keine Schwierigkeiten auf. 
Wie friiher gezeigt% ist ja z .B.  die e-Cbzo-Gruppe des Lysins gegen 
I-Iydrazin weitgehend stabil nnd es f~ltt daher das Aminohydantoin- 
Derivat des Lysins mit dem Rest R = Cbzo. N H .  (CI-I~) 4 -  an, wodurch 
sich Lysylpeptide glair bestimmen lassen. 

In  c~-Glutamylpeptiden wird die freie y-COOI-I-Gruppe der Glutamin- 
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s~nre wei~gehend in das Hydrazid fibergefiihrt ~ und liegt dana in nicht 
extrahierbarer l~orm vor. Dennoch bleibt noeh so viel yon der C~rboxyl- 
gruppe unvergndert,  dab auch Glutaminsiiure am Aminoende ohne 
wesentliche Sehwierigkeiten bestimmbar ist. Bei y-Gln~amylpeptiden 
hingegen versagt die Me~hode analog wie beim Hydan~oin-3-essigs~ure- 
Veffahren ~, da sieh ja auch hier wieder beim RingschluB der Dihydrazide 
ein 7er Ring ausbflden miiBte. 

R 
[ 

HOOC" CI-I. CH~CI-I 2 �9 CO" NI-I" CH. CO. . .  N2H~_~ 
I 

NH.  Cbzo 

--~ HOOC" CH" CHiCHi" CONHNH 2 HOOC" CH" CH 2" CH2 
I - - N , H ~  I \ 

NH" CO. N H N H  2 NH.  CO" N. CO 
I 
NH~ 

Von den bisher untersuchten Aminos~uren ~reten jedoch Komplika- 
~ionen beim Glycin, Serin und Cys~in (Cys~ein) auf, sofern sie am Amino- 
ende vorliegen. Die Dihydrazide des Glycins und Serins (II, R 1 = H bzw. 
CH2OH ) geben n~mlich beim Erhitzen der w~i~r. LSsung keinen Ring- 
schlut~3, a und daher keine ~therextrahierbare Substanz mehr. Im Fall 
yon Glyeylpeptiden kann diese Schwierigkeit, wenn auch etwas um- 
st~ndlich, auf folgende Weise umgangen werden: Nach Hydrazinbehand- 
lung des Cbzo-Peptides wird das Gemisch aus dem Dihydrazid der 
Glycin-N-carbons~nre (II, R 1 ~ H) und den Aminos~urehydraziden (III) 
mit Benzaldehyd in s a u r e r  LSsung umgesetz~, wobei aus den Hydraziden 
(III) nur die Monobenzalverbindungen [zum Unferschied vom alk~]ischen 
Medium, wo die Dibenzalverbindungen enfs~ehen, wie wir beim Phenyl- 
alaninhydrazid zeigen konnten (VIII, IX)], ans dem Glycin-ctihydrazid 
aber die Dibenzalverbindung s entsteh~. Diese kaun aus saurer LSsung 
yon den Monobenzalverbindungen, die noch eine freie Aminogruppe 
besitzen, abgetrennt werden and  liefert nach energiseher t tydrolyse die 
ends~'ndige Aminos~ure Glycin. 

Beim Serin aber versagte diese Modifikation, da die Dibenzalverbindung 
des Serin-dihydrazides (II, R1 = CH~OH) naeh Hydrolyse keinen Fleck 
im Papierchromatogramm mehr ergab. Serin selbst lag nach HC1- 
Behandlung unter analogen Bedingungen (140 ~ 5 S~dn.) zum grSBten 
Tell als Alanin vor TM. 

13 K .  H e y n s  und W .  Wal ter ,  Naturwiss. 39, 507 (1952fl; Z. physiol. Chem. 
294, 111 (1954). - -  V .  M .  I n g r a m ,  J .  Chem. Soc. London 19~8, 3717. 
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Benzaldehyd 

NH~. CH.  CO- N H N H  2 

sauer 

alkaliseh 

CH~C6H5 

NH.2' CtI �9 c o .  NHN=CHC6I-I  5 

CH~C6H5 
VIII 

CGHsCH=N" CII" CO" NHN=CHCeH~ 
] 
C I-I 2C 6I-I5 

IX 

Beirn Cystin endlich t ra ten die Schwierigkeiten auf, die schon in 
der friiheren Mitteilung 4 eingehender besproehen wurden. Da ans 
dem Di-Cbzo-Cystin-dirnethylester weder naeh direkter energiseher 
Hydrazinbehandlung und nachfolgender Wasserverkoehung, noeh nach 
vorhergehender Oxydation mit  Perameisens~ure zmn Cysteinsgurederivat 
definierte extrahierbare Produkte erhMten werden konnten, versagt die 
Methode also bei Peptiden mit Cystin als N-AS. 

Naeh dem bisherigen Stand der Untersuehungen kann also aus dem 
Fehlen eines gtherextrahierbaren Aminohydantoins naeh normalem Ab- 
bau auf das Vorliegen yon Glyein, Serin oder Cystin am Aminoende 
gesehlossen werden. 

Das Verfahren zur Best immnng der amino- nnd earboxylendst~ndigen 
Aminos~nren wurde in der besehriebenen Form an den Peptidenl~: 
Phe-Gly, Gly-Tyr, Ala-Gly, Glu-Gly, Val-Gly-Gly, Ala-Leu-Gly und 
Gly-Ala-Gly im pr/~parativen Ma.l?stab unter Identifizierung der aus den 
N-AS erhaltenen Aminohydantoine (Mischsehmp.) and an den Peptiden 
Phe-GIy, Lys-Val, Glu-Gly, Leu-Gly-Gly und Leu-Gly-Phe im Mikro- 
mM3stab erprobt und lieferte in allen F/illen eindeutige Ergebnisse. 

Dal~ diese Methode prinzipiell nieht nut  auf niedrige Peptide be- 
sehriinkt ist, konnten wit im Fall des krist. Enzyms Lysozym vom 
Molgewieht 14900 zeigen, bei dem wir in Ubereinstimmnng mit  den yon 
anderen Antoren erhobenen Befunden als N-AS Lysin 15 und als C-AS 
Leucinn, 16 fanden. 

5. K o m b i n a t i o n  m i t  d e m  I - I y d a n t o i n - 3 - e s s i g s ~ u r e - A b b a u .  

Wie eingangs sehon erw~hnt, kann das vorliegende Verfahren mit  
einer friiher besehriebenen l~{ethode zum PeptidabbauS-9, e, die ebenfalls 

1~ Fiir die i]lberlassung yon Peptiden sind wir Herrn Prof. Dr. _F. Mietzsch, 
Bayerwerke Elberfeld, und der Fa. ttoffmann-La l~oehe, Basel, zu grol3em 
Dank verpfliehtet. 

15 W.  A .  Sehr6der, J. Amer. Chem. Soe. 74, 5118 (1952). 
16 A .  R .  Thompson, Nature 169, 495 (1952). 



I~. 4/1954] Konstitutionsermittlung yon Peptiden VII.  967 

ihren Ausgang yon  den N-Carbalkoxy(Carbobenzoxy-)pept iden n immt,  
kombinier t  werden und  liefert in dieser l~orm AufschluB fiber die Lage 
von drei Aminos~uren im Pept idverband.  Die AbspMtung yon 2 Amino- 
s~uren vom Aminoende als substi tuierte Ilydantoin-3-essigs~ure,  die 
dem erw~hnten Abbau  zugrunde liegt, erm6gliehte bis jetzt  nur  in be- 
s t i m m t e n  F~tllen die Ermit t lnng,  der Reihenfolge dieser beiden Amino- 
s~uren 7 und  manehmal  mit  NaBH~ aueh die Bes t immung der C-AS 6. 
Durch  den I-Iydrazinabbau werden nun  diese Sehwierigkeiten behoben, 
und  aueh in Bezug auf andere Kompl ika t ionen erg~nzen sieh die beiden 
?r sehr gut.  Lysylpeptide,  die z. B. beim Hydantoin-3-essigs~ure- 
Abbau  einige Sehwierigkeiten verursaehen 2, lassen sieh - -  wie erwghnt  - -  
mit  Kydraz in  giant bes~immen, und  Glyeylpeptide,  bei denen GIy als 
N-AS mit  I-Iydrazin nur  sehwer gefunden werden kann, bieten beim 
andern Abban  keinerlei Sehwierigkeiten. 

So ergibt sieh also aus der Kenntnis  yon  3 Aminos~uren im Peptid- 
verband,  und  zwar der N-AS, der ihr benaehbar ten und der C-AS im 
Fall  eines Tetrapeptides sofort die eindeutige Konst i tut ion,  w~hrend 
e twa  die MSgliehkeiten der Aminos~uresequenzen in einem aus ffinf 
versehiedenen Aminos~uren anfgebauten Pentapept id  yon  120 auf nu t  
mehr  2 eingesehr~nkt werden. 

Experimenteller Teil. 
N - C  bzo - D L- P hen ylalan yl-gl ycin-(tth ylester. 

9 g N-Cbzo-DL-PhenylManin wurden in 35 ml absol. Tetrahydrofuran 
gelSst, mit 6,8 g Tri-isoamylamin (1 Mol) versetzt und zur gekiihlten L6sung 
( - - 1 0  ~ 3,2 g (i Mol) Chlorkohlens~ure-~thylester zugefiigt. Nach I0 Min. 
wurde eine LSsung yon 3,1 g Glycin-~thylester (1 Mol) in 10 ml absol. Tetra- 
hydrofuran zugetropft, wobei starke CO~-Entwickkmg zu beobachten war. 
Nach 12stiind. Stehen bei Zimmertemp. warde yon wenig Ungel6stem 
filtriert, mit 100 ml ~Vasser verd~innt, mit }IC1 angesguert und mehrfaeh 
mit Essigester ausgeseh/ittelt. Die vereinigten Essigesterausziige lieferten 
nach Wasehen mit 1 n I-IC1, ~20,  Sodal6sung und Wasser beim Eindampfen 
im Vak. einen 51igen Riickstand, der zwei Sehiehten bildete. Die obere 
d~innfl/issige wurde abgegossen (1,9g) und konnte als Tri-isoamylamin 
identifiziert werden, w~hrend die untere Sehicht (lI,6 g) beim Verreiben 
mit Xther erstarrte. Ausbeute: 10 g (87O/o d. Th.) vom Sehmp. 97 bis 10I ~ 
Zur AnMyse warde aus wenig Nghanol umkristaltisiert. Nadeln, Sehmp. I01 
bis 103 ~ 

C21I-I2~O5N2. Ber. N 7,29. Gef. N 7,18. 

N-Cbzo-]o L- P hen ylalan yl-gl ycin. 

Zur Verseifung wurden 3,8 g Xthylester in 40 ml Athanol gel6st, mit 
10 ml 1 n NaOI-I (1 Mol) versetzt und 2 Stdn. bei Zimmertemp. stehen gelassen. 

17 Alle Sehmelzpunkte dieser Arbeit warden im ~{ikrosehmelzpunkts- 
apparat  naeh Kofler bestimmt. 
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Hierauf wurde der Alkohol im Vak. abgedampft und der w ~ r .  l~iickstand 
anges~tuert. Es fiel ein ()1 aus, des bald erstarrte und sieh aus ~ thano l  um- 
krist, lieB. Ausbeute: 3,2 g (90% d. Th.). Schmp. 157 bis 159 ~ (Die Litera- 
tur  ~s gibt 158 his 159 ~ an.) 

C~Hg00~N e. Bet. ~qu.-Gew. 356,4. GeL J(qu.-Gew. 360 (Titr.). 

Hydrazinsalz des Cbzo-Phe-Gly (V). 

Wurde Cbzo-Phe-Gly (0,2 g) in 0,2 ml I-tydrazhlhydrat gelSst und nach 
2stfind. Stehen bei Zimmertemp. im Vak. fiber I-t2SO ~ das I-Iydrazin ab- 
gedampft, so konnten durch UmlSsen aus absol. ~ thano l  0,2 g Hydrazinsalz 
yore Schmp. 86 bis 105 ~ gewonnen werden. Der Schmp. ist stark yon der 
Anheizgeschwindigkeit abh~ngig und liegt bei langsamem Anw~rmen bei 
10t bis 105 ~ . 

CI~H20OsiN- ~ �9 N2H ~. Ber. N 14,43. 
(C~�I~20OsN~)2N2H4. Ber. N 11,28. Gef. N 12,77. 

Beim LSsen in Wasser und Ans~uern der LSsung ]ieferte das Hydrazinsalz 
wieder ~-Cbzo-Phe-Gly. 

N-Cbzo-DL-Phenylalanyl-glycin-hydrazid ( VI). 

0,16 g Cbzo-Phe-Gly-~thylester wurden in 2rot absol. ~ thanoI  gelSst, 
mit  0,1 ml Hydrazinhydrat  versetzt und  iiber Naeht bel Zimmertemp. 
aufbewahrt. Nach dem Eindampfen im Vak. wurde der Riickstand 3real 
aus Athano] umkristallisiert. Sehmp. 158 bis 161 ~ 

C19He~O4N4. Bet. C 61,60, H 5,98. Gel. C 61,45, ~ 5,95. 

Cbzo-Phe-Gly(-(tthylester) ~- Hydrazinhydrat (bei 100~ 

0,5 g des Cbzo-Peptides bzw. des Esters wurden in 0,7 ml Hydrazinhydr~t  
(10 Mol) gelSst und 5 Stdn. im siedenden ~Tasserbad erhitzt. ~Iierauf vcurde 
des iibersehiissige Hydrazha im Vak. abgedampft und  der Rest im Exsikkator 
fiber H~SO4 so welt als mSglich entfernt.  

a) Cbzo-Phe-Gly: Die H~lfte des Rfiekstandes wurde mit  fiberschiissigem 
Aceton 3 Stdn. gekocht, ein Tell devon papierehromatographiert, wobei nur  
Glycin nachzuweisen war, und der l~est mehrfaeh aus Athanol umkristMlisiert. 
Schmp. 192 bis 194 ~ ~ischsehmp. mi~ der Di-isopropylidenverb. 3 des 
Phenylalanin-N-carbons~ure-dihydrazids (II, R~ -= Benzyl)- 192 bis 194 ~ 

Den Rest des Hydrazinrfickstandes erhitzten wir mit  5 ml Wasser 10 Min. 
zum Sieden und extrahierten ansehliel~end die anges/~uerte LSsung mit  
~ t h e r  im Apparel. Ausbeute: 0,095 g (66% d. Th.) vom Sehmp. 185 bis 200 ~ 
Each 2maligem Umkristallisieren aus Athanol lag der Schmp. bei 205 bis 
206 ~ Im Mischsehmp. mit  dem Aminohydantoin  des Pheny]alanins (IV, 
R1 = Benzyl) ergab sieh keine Depression. 

b) Cbzo-Phe-Gly-ester: Hier wurde der ganze Hydrazinri ickstand mit  
~r verkoeht und die Aufarbeittmg wie unter  a) angegeben durehgefiihrt. 
Es wurden 0,17 g (64% d. Th.) 5-Benzyl-3-amino-hyd~ntoin vom Schmp. 203 
bis 205 ~ erhalten, des nach I-Iydrolyse mit  HC1 (5 Stdn., 140 ~ im Papier- 
ehromatogramm aussehliel~lieh Phenyla]anin ergab. 

is F. W. Dunn und K. Dittmer, J. Biol. Chem. 188, 263 (1951). 
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Cbzo-Phe-Gly(-i~thylester) + Athanol-Hydrazinhydrat (bei 100~ 

0,5 g Cbzo-Peptid bzw. Cbzo-Peptid-~thylester wurden in 7 ml absol. 
~ thanol  gelSst, mit  0,7 in] t tydraz inhydra t  (10 Mol) versetzt und  5 Stdn. 
am siedenden Wasserbad unter  l~fiekflul3 erhitzt. Nach dem Abdampfen 
des ~thanols  und  Hydrazins im Vak. wurde des restliehe Hydrazin weir- 
gehend ira Sehwefels~ure-Exsikkator entfernt.  

a) Cbzo-Phe-Gly: I n  diesem Fall  erhielten wir aus dem l:~iickstand durch 
lJmkristallisieren aus J~thanol 0,3 g Hydrazinsalz, des beim langsamen An- 
heizen yon 99 bis 104 ~ schmolz, naeh Hydrolyse im Papierchromatogramm 
Phenylalanin und  Glyein zeigte ~md bei der Behandlung mit  verd. S~ure 
wieder Cbzo-Phe-Gly yore Sehmp. 156 bis 158 ~ lieferte. 

b) Cbzo-Phe-Gly-(tthylesterer: Aus dem Ester liel~en sich 0,25 g Cbzo-Phe- 
Gly-hydrazid gewinnen, des mi~ dem oben beschriebenen Produkt  (VI) keine 
Depression im Mischsehmp. zeigte. 

Darstellung der N-Cbzo-Peptide. 

Die fiir den I-Iydrazinabbau notwendigen Cbzo-Peptide wurden attf 
fibliehe Weise dureh Aeylieren ihrer Na-Salze (1 n NaOH) bei 0 ~ mit  1,2 Mol 
Benzylchlorkohlens~iureester und 1 n NaOH dargestellt. I-Iierauf wurde zur 
Entfernung yon ~berschfissigem Benzylchlorkohlens~iureester mit  Nther aus- 
gesehiittelt und  mi~ HC1 des Cbzo-Peptid gef~llt, bzw. wenn es sieh u m  
leichter 16sliche Verbindtmgen handelte, nach dem Ans~iuern dureh Aus- 
sehfitteln mit  Essigester gewonnen. 

Cbzo -D5 -Val- Gly- Gly: aus Methanol-Wasser, Sehmp. 180 bis 182 ~ C17I-I ~ ~O 6N 8. 
_~qu.-Gew. ber. 365, gel. 375. 

Cbzo-DL-Ala-DL-Leu-Gly: aus Nthanol, Schmp. 197 bis 199 ~ C19H~706N3. 
Nqu.-Gew. ber. 393, gef. 395. 

Cbzo- Gly-DL -Ale - Gly: aus J~thanol-Nther, Sehmp. 150 his 152 o 19, C1 sI-i19061kr a. 
_~qu.-Gew. ber. 337, gel. 341. 

Abbau im prdparativen Mafistab. 

Als Beispiel sei der Abbau von D~-Ala-DL-Leu-Gly etwas n~her ausgefiihrt: 
0,2 g Cbzo-Ala-Leu-Gly wurden mit  0,5 InI Hydrazinhydrat  6 Stdn. am 

siedenden Wasserbad erhitzt, des Hydrazin ansehlieBend ira Vakuum- 
exsikkator fiber H2SO 4 abgedampft und  der l%fiekstand in 10 ml Wasser 
gel6st. 

Bestimmung der C-AS: 1 ml der w~il3r. L6sung wurde mit  1 Tropfen 
Benzaldehyd gesehfittelt und nach 10 Min. die Suspension zm - Entfernung 
yon iibersehfissigem Benzaldehyd mit ~_ther ausgesehfittelt. Es wurde 
filtriert und das Fil trat  papierchromatographiert:  Nut  Gtycin. 

In  einem andern Fall wurde wenig des vom iibersehfissigen I-Iydrazin 
befreiten Reaktionsproduktes mit  2 ml Aceton 1 Std. gekocht, der Abdampf- 
riickstand in wenig Wasser aufgenommen und wieder chromatographiert. 
Aueh hier war nur  Glycin vorhanden. 

Bestimmung der N-AS: Die rest]ichen 9 ml der w~l~r. LSsung wurden 
20 Min. in einem offenen K61behen zum Sieden erhitzt, anschliel3end lnit  
HC1 anges/~uert, 24 Stdn. mit  _~ther extrahiert und  der ~fickstand (0,025 g) 
bei 0,0i Torr und 140 bis 150 ~  Kugelrohr destilliert. Nach Umkristallisieren 

19 Lit. Sehrap. : 145 ~ [Th. Wieland und R. Sehring, Ann, Chem. 569, 122 
(1950)]. 
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aus Xthanol-Ather schmolz das Aminohydantoin von 134 bis 136 ~ und zeigte 
keine Depression im Mischschmp. mit dem 5-MethyL3-amino-hydantoin 
(IV, R I = CI-I3). Naeh I-Iydrolyse mit HCI bei 140 ~ (5 Stdn.) lag im Papier- 
chromatogramm nur ~41anin vor. 

In analoger Weise konnten auch aus den Peptiden Ala-Gly und Val-Gly. Gly 
die entsprechenden Aminohydantoine [IV, R I = CI-Ia bzw. (CHs)2CH ] er- 
halten und durch Mischschrnp. und Hydrolyse identifiziert werden. 

Abbau im Milcromafistab. 

0,020 g (0,04m Mol) Cbzo-Leu-Gly-Phe wurden mit 0,2 ml Hydrazin- 
hydra t  6 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt  und nach Abdampfen des 
Hydrazins der Rfickstand in 5 ml Wasser aufgenommen. Ein Tell der w~l]r. 
LSsnng wurde direkt papierchromatographiert ,  wobei als prim~[rer und 
st~rkster Fleck der des Phenylalanins auftrat.  Daneben zeigten sich nach 
einiger Zeit noch schwache verwasehene Flecken, die wahrscheinlieh von 
den Hydraziden herrfihrten. 

Der Rest  der w~3r. LSsung wurde 20 Min. gekocht, anges~uert und 
48 Stdn. mit  ~_ther extrahiert .  Den Ntherrfiekstand ehromatographierten 
wir, wie im allgemeinen Tefl n~Lher beschrieben (S. 963 und Tabelle 2), und 
erhielten dabei nur einen Fleck vom RF-VVert des Leuein-Deri~,ates (IV, 
R1 = (CH3)2CHCH2). Aus einem Paral lelchromatogramm wurde m i t  ~A:asser 
eluiert, in einer Kapillare 5 Stdn. bei i40 ~ hydrolysiert  und erneut ehromato- 
graphiert,  wobei ntlr Leucin vorlag. 

M onobenzalverbindung des 9 L- P hen ylalanin-h ydrazides ( V I I I ) .  

0,2 g DL-Phenylalanin-hydrazid a (Schmp. 82 bis 84 ~ wurden in 2 mI 
~Arasser gel6st, mit  2 n I-t2SO 4 auf ein pH yon 2 bis 3 gebraeht und mit  0,5 g 
(4Mol) Benzaldehyd 10Min. gesehfittelt. Ansehliel?end wurde zur Ent- 
fernung yon iiberschfissigem Benzaldehyd mit  Ather mehrfaeh attsgesehtittelt 
und die w/~l?r. LSsung, in der sich ein zfihes 01 befand, mit  NaOH alkaliseh 
gemaeht.  Naeh mehrsttindigem Stehen auf Eis t ra t  Kristattisation ein. 
Ausbeute: 0,22g (74O/o d. Th.). Ans ~thanol ,  Sehmp. I31 bis 133 ~ 

C16HlvON s. Ber. C 71,88, H 6,41. Gel. C 71,35, H 6,19. 

Dibenzatverbindung de8 DL-Phenylalanin-hyd, razides ( I X ) .  

Wurden 0,2 g Phe-hydrazid in einer w/il~r. LSsung (2 ml), die mit  NuOH 
auf ein pH yon 8 bis 9 gebraeht worden war, mit  0,5 g Benzaldehyd gesehiittelt, 
wobei das pI~ durch Laugezugabe aufrechterhalten wurde, so konnten naeh 
Aufarbeitung wie unter  V I I I  beschrieben, 0,25 g (63 % d. Th.) eines kristallinen 
Niederschlages erhalten werden, der nach Umkristallisieren aus Xthanol 
(Nadeln) yon 140 bis 142 ~ sehmolz. 

C2sH21ON 3. Bet. C 77,7i, I-I 5,96. Gef. C 77,36, H 5,92. 

Abbau eines Glycyl-Peptides. 

0,2 g Cbzo-Gly-DL-Ala-Giy wurden mit  0,5 g Hydrazinhydrat  wie /iblich 
(6 Stdn. 100 ~ behandelt.  Der Rfickstand wurde in 4 ml Wasser gelSst, 
mit  2 n ~2SO 4 anges~uert und mit  Benzaldehyd geschfittelt, worauf bald 

2o Im Gegensatz zu den Angaben yon Akabori und 5J[itarbeitern ~~ die 
ftir das Phe-hydrazid als Schmp. 123 bis 124 ~ angeben. 
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ein diehter  Niedersehlag ausfiel. Naeh Entfernung des iiberseh/issigen 
Benzaldehyds mit  ~ t h e r  wurde abgesaugt und die w~Gr. LSsung papier-  
ehromatographier t ,  wobei nu t  Glycin vorlag. Der Niederschlag wurde in 
2 n H~S04 suspendiert  und mi t  ~ t h e r  erseh6pfend extrahier~. Der E x t r a k t  
liel~ sich aus viel J4thanol umkristall isieren und sehmolz dann yon 235 bis 238% 
I m  Misehschmp. mit  der  Dibenzalverbindung des Glycin-N-carbons~ure- 
dihydrazids 3 brat keine Depression ein. Naeh energischer Hydrolyse  (HCI, 
5 Stdn., 140 ~ lag im Papierchromatogramm nm" Glycin vor. 

Aueh im Gly-Tyr  konnte das Gly auf analoge Weise bes t immt werden. 

Abbau yon Lysozym. 

30 mg Cbzo-Lysozym 2 wurden mi t  0,5 ml wasserfreiem Hydraz in  8 Stdn. 
im siedenden Wasserbad erhi tzt  und ansehliel~end das iiberseh/issige Hydraz in  
im Vakuumexsikkator  entfernt.  

Bestimmung der C-AS. 

a) Etwas des halbfesten Rfiekstandes wurde mit  Aceton 2 Stdn. gekoeht, 
der  Ri ickstand in wenig Wasser  aufgenommen und papierchromatographier t ,  
wobei ein deutl ieher Fleck yon JLeucin neben einigen sehwaehen verwaschenen 
Streifen auf t ra t .  

b) Der Rest  des Hydrazinr i ickstandes wurde in 2 ml Wasser gel6st und 
0,5 ml davon mit  Benzaldehyd gesehiittelt .  Naeh iiblicher Reinigung mit  
~ t h e r  wurde die w~i~r. Mutterl~uge chromatographier t  und gab als einzige 
Aminos~ure Leucin, wieder neben einigen verwaschenen sehr sehwachen 
Flecken. 

Bestimmung der N-AS. 

Die restliehe w~l~r. L6suug (1,5ml) wurde 20Min. gekoeht, mit  HC1 
anges~uert and  3 Tage im Appara t  mi t  ~_ther extrahier t .  Den Riiekstand 
chromatographier ten wit  in der  beschriebenen Weise (s. S. 963) und erhielten 
einen schwaehen Fleck mi t  dem R~-Wert  des e-Cbzo-Lysinderivates [IV, 
R 1 = Cbzo-N-H(CH~)a]. Wurde aus einem ParaUelchromatogramm dieser 
Fleck mit  Wasser  eluiert  und in elner Kapi l lare  mi$ HC1 (5 Stdn., 140 ~ 
hydrolysiert ,  so lag im Papierehromatograram nu t  Lysin vor. 

Die Mikro-C-,  H-  u n d  N-Ana ly sen  wurden  yon  H e r r n  Dr.  G. Kainz 
im  M i k r o l a b o r a t o r i u m  des I I .  Chemisehen In s t i t u t e s  ausgefi ihr t .  

Dieser  u n d  anderen  Arbe i t en  ~-9 k a m  eine Zuwendung  zugute ,  welche 
die gocke]eller-Foundation einem yon  uns (F. W.) gew~hrt  ha t ,  wofiir  
an  dieser Stelle bes tens  g e d a n k t  sei. 

Monatshef te  ffir Chemie.  Bd.  85/4.  63 


