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Die frfiher angegebene 1Vi6glichkeit zur Konstitutions- 
ermittlung yon Peptiden tiber N-Carbobenzoxyderivate wurde 
auf Peptide mit den im Titel genannten Aminos~iuren am Amino- 
ende ausgedehnt. Dabei auftretende Schwierigkeiten konnten 
so welt fiberwunden werden, dab sich der Abbau aueh dieser 
Peptide (in allen F~illen ira MikromaBstab, in der Mehrzahl der 
Fi~lle aueh pr~parativ) erreiehen last. 

Im Laufe der Arbeit warden bisher noch nicht besctn'iebene 
N-Cbzo-Dipeptidester (I), l-Iydantoin-3-essigsiiuren (III) und 
3-Aminohydantoine (X) sowie einige sieh davon ableitende 
Produkte dargestellt (Tabelle 2 und 3). 

Quantitative Untersuehung der Laugenmlagerung yon 
Cbzo-Dipeptiden zeigte, dai~ diese Umlagerung mit groBer 
Wahrscheinlichkeit den schon friiher postulierten Verlauf (fiber 
Hydantoin-peptide als Zwisehenstufen) nimmt. Eia mSglicher 
Mechanismus fiir die Bildung dieser Zwischenstufen (und der 
3-Aminohydantoine) wird diskutiert. 

In frfiheren Mitteilungen s wurde eine Methode zur Bestimmung der 
N-endsti~ndigen Aminos~ure(N-AS) und der ihr benachbarten in Peptiden 
beschrieben, die fiber substituierte Hydantoin-3-essigs~uren (III) ver- 
lguft; die Grenzen des Verfahrens wurden diskutiert und Schwierigkeiten, 

1 VII. Mitteilung fiber Konstitutionsermittlm~g nnd XII .  Mitteilung fiber 
Pep~ide: K. Schlggl, F. Wessely und E. Wav3ersich, Mh. Chem. 85, 957 (1954 d. 

2 Siehe VII. und frfihere Mi~teilungen. 
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die etwa bei Lysyl 3- oder Glutamyl4-peptiden auftraten, behandelt. 
Spater konnte die Methode dann aueh auf die gleichzeitige Bestimmung 
der N- und C-endstandigen Aminosauren (1~- und C-AS) ausgedehnt 
werden 1. 

Es schien wfinsehenswert, diese Verfahren auch in Fallen zu unter- 
suchen, bei denen Aminosauren am Aminoende vorlagen, die Sehwierig- 
keiten erwarten liel~en. In dieser Mitteilung soll also fiber Versuehe be- 
richter werden, den Abbau aueh ffir Peptide zu ermSglichen, die die im 
Titel genannten Aminosauren als N-AS tragen. Damit haben wir nun 
zusammen mit den fffiher abgebauten Pep~iden ~ praktiseh alle wiehtigen 
in Frage kommenden MSgliehkeiten erfal~t. Wohl wurden die Versuehe 
nur an Dipeptiden mit den fragliehen Aminosauren als N-AS und Glyein 
als C-AS ausgeffihrt, Peptide, bei denen sich ein Abbau im eigentlichen 
Sinne, also die Bestimmung der beiden Aminos~uren am Aminoende 
oder die gleichzeitige Ermitt lung der N- und C-AS erfibrigen wfirde. 
Es genfigen jedoch die an diesen Dipeptiden erhobenen Befunde, um 
zu zeigen, da~ die Bildung yon Hydantoin-3-essigsauren (III) aucl~ in 
den vorliegenden Fallen mSglich ist; damit ist dem Prinzip des Ab- 
baues Genfige getan, da dafiir nut  die beiden endstandigen Amino- 
s~uren yon Bedeutung sind, w~hrend die restliche Peptidkette praktisch 
ohne EinfluB ist. 

In den Fallen der 1Yiet-, Pro-, Try- und His-Glycin-Peptide konnte 
auch der Hydrazinabbau 1 mit Effolg ausgefiihrt werden. Wie sehon 
ffiiher gezeigt, lai~t sieh beim Serin und Cystin die Bfldung der daffir 
nStigen 3-Aminohydantoine (X) night erreiehen 1, 5. 

R 

I O H -  I ~ H .  CH- COOH H +  
NHCHCO-/qI-I C I-I ~COOC2H~ . . . .  / 
I CO 
CO. 0CI-I2C~H ~ \ 

NH" CI-I~COOH 

(I) (II) 

R.CH-C0 
\ 

N. CH ~C00I-I i / 
~I-I- CO I 

CH+. C0\ 

/N. ~H. C00H 

NH �9 CO R 

(III) (IV) 

In allen F~llen erfolgte die Umwandlung der/q-Cbzo-Dipeptidester (I), 
die, wenn noeh nicht beschrieben, auf bekannten Wegen erhalten wurden 

K.  Schl6gl und H. Fabitschowitz, Mh. Chem. 84, 937 (1953). 
4 2L Wessely, K .  SchlSgl und E. Wawersich, Mh. Chem. 84, 263 (1953). 
5 K.  SchlSgl, J.  Derlcosch und E. Wawersich, ~J_h. Chem. 85, 607 (1954). 
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(Tabelle 2), in die Carbonyl-bisaminos~uren (II) wie fiblich dureh Er- 
w~rmen mit w~gr.-alkohol. Luuge; diese wurden, wenn mSglich, durch 
Extr~ktion isoliert und rein dargestellt (Met-CO-Gly, Try-CO-Gly und 
Pro-CO-Gly), sonst warden sie direkt mit HCI zu den Hydantoin-3- 
essigsi~uren (III) ringgeschlossen. 

Bei der Laugeumlagerung waren bis auf das Serinderivat, das dubei 
wegen seiner Alkalflabilit/it 6 zum Teil zerst6rt wurde, keine Schwierig- 
keiten zu erwarten. Bei den Cystinpeptiden, die bei L~ugebehandiung 
uniibersichtliehe Zersetzungen erleiden, konnte diese Schwierigkeit durch 
S-Benzylierung umgangen werden, wobei man I I I  (R = C6tt~CH~SCtI~) 
Ms definierte kristalline Verbindung erhielt, die nach Itydrolyse neben 
Gly und S-Benzyl-Cystein im Chromatogramm auch noch etwas Cystin 
und Cystein zeigte. Im Mikro~bbau fiihrte auch Oxydation des N-Cbzo- 
Cystinpeptides mit Perameisens~ure zum Ziel, die ira pr/~parativen MaB- 
st~b Mlerdings nur nicht kristalline hygroskopische Zwischenprodukte 
ergab; nach Hydrolyse der letzten Stufe (III) lagen am Papier dann 
~ber die erwarteten Aminos/~uren Glycin und Cysteins~ure vor. 

Der S~ureringschlul3 zu den Hydantoin-3-essigs~uren (III) verlief 
durchwegs glatt, nur durfte beim Try-CO-Gly wegen der bekannten 
Si~urel~bilit~t des Tryptophans nur kurz mit HC1 erw~rmt werden 
(5 Min.), was abet durchaus zum i%ingschlug uusreichte. Allerdings wird 
bei h6heren Peptiden mit Try  Ms N-AS, bei denen zur AbspMtung der 
restlichen Peptidkette li~nger hydrolysiert werden mug, partielle Zer- 
setzung des Try  kaum zu vermeiden sein. Zum Nachweis der beiden 
~minoendst~ndigen Aminosi~uren ist bier die Hydrolyse yon (III) mit 
Ba(OH)2, start  wie iiblich mit HC! auszu~iihren. 

Die Peptide des Met, Try  und S-Benzyl-Cysteins (mit Gly als C-AS) 
ergaben kristallisierte Hydantoin-3-essigs~uren, beim Serin konnte nur 
in geringen Ausbeuten ein Produkt  fraglieher l~einheit gefaBt werden 
und das Pro-Derivat (VI) war im Gegensatz zu der wenn aueh nur langsam 
kristallisierenden Carbonyl-bisaminos~ure (V, Pro-CO- Gly) nicht kristallin 
zu erhalten. Das Histidin-Derivat end]ich ist ja wegen des wenn aueh 
nut  schwach basischen Charakters des Imidazol-N aus der sauren LSsung 
nieht extrahierbar, es konnte aber als 1Kethylester isoliert and kristallisiert 
gewonnen werden. Fiir den Fail des Abbaues aber erfibrigt sieh bier das 
Isolieren in Substanz; die entspreehende Hydantoin-3-essigs~ure kann 
am P~pierehromatogramm mit diazotierter Sulfanfis/~ure (wie alle 
Histidinderivate) naehgewiesen, aus einem Parallelehromatogramm 
eluiert 7 und hydrolysiert werden. Im t tydrolysat  liegen dann His und 
Gly vor. 

6 F .  Bettzieche und R. Menger, Z. physiol. Chem. 1~0, 177 (1925); 172, 
56 (1927). 

: K .  Schl6gl, A .  Siegel und  _F. Wessely, Z. physiol. Chem. 291, 265 (1952). 
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Fiir Vergleiehszweeke und vor allem, um die Konstitution der 
Hydantoin-3-essigsguren festzulegen - -  es k~men ja bis auf das Pro- 
Derivat (VI) aueh die isomeren Formen (IV) in Frage, wenn diese such 

I /~COOH \N i I 
\ /-co\ 

/ ~ N N. CH2COOH 
CO ~ / 

\ CO 
NH. CH2COOH 

(V) (VI) 

ill unseren Fgllen aus frfiher diskutierten Griinden s kaum zu erwarten 
w~ren - - ,  wurden die Verbindungen 1, 4 und 5 der Tabelle 3 syntheti- 
siert und mit  den durch Abbau erhaltenen vergliehen. Die Darstellung 
erfolgte dureh Umse~zung der Hydantoine (VII) (als Na-Salze) mit  Brom- 
essigester und Verseifung der gebildeten Hydantoin-3-essigester (VIII). 
Die krist. Derivate des Met und Try  erwiesen sich in der Mischprobe 
mit den dureh Abbau erhaltenen Produkten (verglichen wurden die 
~thylester  l a  und 5a der Tabelle 3) als identisch. Das synthetisehe 
Pro-Derivat war abet ebenso wie das beim Abbau erhaltene nicht 
kristallisiert zu gewinnen, doeh erwiesen die IR-Spektren der beiden 
Methylester die Identit~t 9. Aufspaltung des synthetischen Produktes 
mit Alkali lieferte dieselbe kristallisierte Carbonyl-bisaminos~ure (V), 
die sehon die Laugebehandlung yon Cbzo-Pro-Gly ergeben hatte.  Aueh 
aus den syn~hetisehen Verbindungen (VIII) des Met und Try  konnten 
dureh Laugeaufspaltung die mit den auf Abbauweg erhaltenen identisehen 
Carbonyl-bisaminos~uren (II) gewonnen werden. 

R.CH.CO 
! ~ NaOC~H, 
! N I - I  * 
[ / BrCHsCOORI 
NH.CO 

(vi i )  

/ III 

It. OH. CO 1 IVlol NaOH 

I N.GH2COOR1 

NH.  CO 2 Mol NaOH 

(VIII) k I I  

s F.  Weesely, K .  Schl6gl und E. Wawersich, Mh. Chem, 88, 1426 (1952); 
siehe auch 83, 1156 (1952). 

Fiir die Aufnahme der Spektren danken wir Herrn Dr. •. Derlcosch 
bestens. 
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I m  Falle des Pro-Produktes war eine IsomeriemSglichkeit (ira Sinne I I I  
und IV) iiberhaupt ausgesehlossen, da ja ein Pro-CO-Gly (V) nur eine 
MSglichkeit des Ringschlusses, n/~mlich zu (VI) hat. I)eshalb mul3 der 
Abbau aueh versagen, wenn in einem Peptid Pro der N-AS benachbart  
is~, da auch hier des N-Obzo-Pepbid keine MSglichkeit eines intermedi/iren 
Ringschlusses zu einem tIydantoin-pept id  besitzt. Tatsachlieh tra~ bei 
der Laugebehandlung yon Cbzo-Gly-Pro-ester nur Verseifung zum 
Cbzo-Gly-Pro ein. 

Beim Versuch der Synthese yon VI I I  (t% = C6ttsCI-I~SCH~) aus dam 
tIydantoin des S-Benzyl-Cysteins (VII, R = C6I-IsCI-I2SCtt~), Na-~thoxyd 
und Bromessigs/~ure-/~thylester ergab sieh die ilberraschende Tatsache, 
dal~ aus der Reaktionsmischup.g S -Benzylthioglykols~ure -athylester 
(C61-IsCI-12SCI-I2COOC~I-I~) isoliert werden konnte, der dann noeh dureh Ver- 
seifung z~u" ireien S/iure bzw. dureh Umsetzung zum Amid eindeutig identi- 
fiziert wurde. Es mul~te also durch das Iga-/ithoxyd intermedi~re Sloaltung 
der Thio/~therbindung unter Bildung yon Benzylmerkaptan-(Na) eingetreten 
sein, das sieh dann mit Bromessigester zu der isolierten Verbindung urn- 
setzte. Es ist dies ein anormaler Fall der (Ab-)spaltung eines S-Benzylrestes, 
derm iiblicherweise bleib~ der Sehwefel ja mit dem ]~estmolektil und nicht 
mit dem ]3enzyl verkn/ipft I~ Trotz mehrfaeher Variation der 
Versuehsbedingtmgen konnte des gewiinsehte Reaktionsprodukt (III, 
I~ = CsI{sCI-I2SCI:I~) nicht erhalten werden; Crombie und Hooper stiel]en 
bei der Behandlung -con Cystin-bis-3-phenylhydantoinen mit iNCa in fl~ssigem 
Ammoniak ebenfalls auf Sehwierigkeiten 11. Es besteht aber unseres Eraehtens 
bei der dutch Abbau erhaltenen krist. I-Iydantoin-3-essigs/~ure des S-Benzyl- 
Cysteins vor allem in Analogie zu den iibrigen F/illen kaum ein Zweifel an. 
der angenommenen Struktur (gern~I3 Formel III). 

Aueh behn Serin und Histidin konnten die Hydantoin-3-essigs~uren 
auf dem synthetischen Weg nich~ erhalten werden. Des Hydantoin des 
Serins lieferte nur unidentifizierbare lProdukte, was vielleicht auf die erw/ihnte 
Labilit/it des Serinrestes zur(ickzufiihren sein diirfte. ])as I-Iydantoin des 
I-listidins war in der Literatur nur einmal erwghnt I~, konnte aber auf diesem 
~Veg (Umsetzung yon I-Iis mlt l-[arnstoff) nieht erhalten werden und aueh 
die Reaktion mit KCNO lieferte nur ein stark verunreinigtes Produkt; als 
dieses Rohprodukt in iiblieher Weise mit Bromessigester zur Reaktion ge- 
brecht wurde, lag in der Reaktionsmisehung wohl der gewiinsehte gydantoin- 
3-essigester in geringer Menge vor, wie aus paloierchromat, ogralohisehenl 
Vergleich mi~ dem dutch Abbau erhaltenen reinen Produkt hervorging, 
konnte jedoeh daraus nieht isoliert werden. 

Der eingangs erwghnte Hydrazinabbau I, also die gleiehzeitige Be- 

stimmung der N- und C-AS wurde an den 4 Peptiden Met-Gly, Pro-Gly, 

Try-Gly und His-Gly (als N-Cbzo-Peptide) im Mikromal3stab in der 

frtiher besehriebenen Weise 1 ~usgefiihrt und liefer~e eindeutige Ergebnisse. 
Die gebildeten 3-Aminohydantoine (X) wurden in allen F~llen nur durch 

lo D. St .  Tarbell  u n d  D. P .  Harn i sh ,  Chem. t%ev. 49, 1 (1951). 
11 L .  Crombie u n d  K .  C. Hooper~ J. Chem. Soc. London 1955, 3010. 
12 M .  N .  Shchuk ina ,  J.  Gen. Chem. USSR 10, 1108 (1940); Chem. Abstr. 

85, 4022 (1941). 



430 K. Sehl6gl, F. Wessely und  H. Woidich: [M1a. Chem., Bd. 87 

Papierchromatographie  vom Gly abget rennt ,  im Falle des Met- und  
Try-Der iva tes  wurden  sie als solche durch (papierchromatographischen) 
Vergleich mi t  synthe t i schen  I)roben 5 identifiziert ,  be im Pro und  His 
wurde noch zus/~tzlich aus einem Para l le lchrom~togramm eluiert  und  
nach  t Iydro lyse  Pro bzw. His nachgewiesen.  Die noch n icht  beschriebenen 
3 -Aminohydan to ine  (X) des His und  Pro wurden  auch pri~parativ durch 
energische t t y d r a z i n b e h a n d l u n g  ihrer Cbzo-ester u n d  l~ingsehlut~ der 
dabei  gebi ldeten N-Carbonsaure-dihydrazide  (IX) dargeste]lt  5. Auch 
hier waren beim Pro wieder sowohl das Dihydrazid  wie das Aminohydan to in  
n u r  n ich t  kristal]isierende 01e. 

R.CI-I .CO 
R.  CtI .  CONHNH 2 I "~ 

I - - N 2 H 4  > N '  N I t  2 
NH" CONHNH~ / 

NII. C0 

( i x )  (x)  

Da  viele der e rwahn ten  Subs tanzen  durch Papierchromatographie  
naehgewiesen bzw. im Zuge des Pep t idabbaues  i iberhaupt  n u t  am P~pier 
ident if izier t  wurden,  s ind in der folgenden TaJoelle 1 die Rs -Wer te  einer 
grSgeren Anzahl  yon  Der iva ten  angefiihrt .  

Tabelle 1. R F - W e r t e  

Verbindlmg [ Formel Nr. I% = Rr 
I 

' 7  

I)erivat des 

N-Cbzo-Met . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Di-Cbzo-Cystin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Cbzo-S-Benzyl-Cystein . . . . . . . . . .  
N-Cbzo- Ser . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Cbzo-Pro . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
N-Cbzo-Try . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cbzo-Met- Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Cbzo-Try-Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Met-CO- Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Pro-CO- Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Try-CO- Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
His-CO-Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Derivat des Gly . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
,, Phe . . . . . . . . . . . . . . . . .  
,, Met . . . . . . . . . . . . . . . . .  
,, S-Benzyl-Cys . . . . . . . . .  
,, Set . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

:Pro .................. 

Try .................. 
His .................. 

IDro .................. 

His . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

II 
V 
II 
II 

III 
III 
III 
III 
III 
VI 
III 
III 

X 
X 

Ctt3 SCtt2CI-I 2 

C9I-Is• 
CaH~N2 

t t  
C6HsCI-I ~ 
CII 3 SCII~CH~ 
CeHsCII~SCII2 
t tOCtI  2 

CgtIsN 
CaHsN2 

C~I-IsN 2 

0,74 
0,60 
0,67 
0,63 
0,68 
0,71 

0,59 
0,61 

0,23 
0,17 
0,22 
0,06 

0,22 
0,53 
0,44 
0,54 
0,20 
0,39 
0,45 
0,23 

0,52 
0,28 
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Es wurde absteigend auf Sch|eicher-Sch/ill 2043 a mit, dem LSsungs- 
mittelgemisch n-Butanol-J~thanol-Ammoniak-Wasser (4 : 4 : 1 : 1)7 chromato- 
graphiert. Der Nachweis der Sguren erfolgte dureh FluoreszenzlSsehung 
yon 4-Methylumbelliferon 7, der der His-Derivate mit diazotierter Sulfanil- 
s~ure and die 3-Aminohydant.oine wurden mit Gauge mad ammoniakal. 
AgNOs - -  wie friiher beschrieben 1 - -  nachgewiesen. Als Vergleichs- und 
Bezugssubstanzen sind m der Tabelle auch die R/~-Werte der Hydantoin-3- 
essigsiiure (III,  g = H) 
R = Benzyl) angegeben. 

I m  Zusammenhang 
mit  der Laugebehand- 
lung empfindlicherCbzo- 
:Peptide (etwa yon Serin- 
derivaten) und aueh um 
n~heren Einblick in den 
Meehanismus der Um- 
lagerung yon I naeh I I  
zu gewinnen, wurden 
quanti tat ive Studien an 
einigen Cbzo-Dipeptiden 
durchgefiihrt, wobei der 
Laugeverbrauch (0,1 n 
NaOt t  bei 75 ~ dureh 
po~entiometrisehe Ti- 
tration verfolgt wurde. 
In  einem Fatle (Cbzo- 
Gly-Gly) wurde die Um- 
lagerung aueh mit  0,5 n 
NaOI t  ausgefiibrt, da 
mit  dieser Konzen- 

und der 5-Benzyl-hydant.oin-3-essigs~ure (11I, 

I001- 

,gO 
i'd.] == 

dO 

;0  

"{J/ 

C0 

YO 

~0 

J,q 

ZO 

/0  

0 
l Z ,.~ ,~ 5 .J'td,~. 

Abb. 1. Umlagerung der Cbzo-Dipeptide in Carbonyl-bisamino- 
s~iuren (II) bei 75 ~ 

(1): Cbzo-Try-Gly } 
(2): Cbzo~et-Gly mit 0.1n NaOH 
(3): Cbzo-Gly- Oly 
(4): Hydantoin-3-essigs~ure (IlI, R = H )  mit 0,1n :NaOH 
(5): Cbzo-Gly-Gly mit 0,Sn NaOH 

t rat ion ja beim tats/~chlichen Abbau gearbeitet  wird; wie aus der 
Abb. 1 hervorgeht, erfolgt jedoch dabei die Umsetzung schon so rasch, 
daB sie nur mehr sehwierig zu verfolgen ist. 

Wenn als Intermedi~rprodukt  zwischen dem Cbzo-Dipeptid (I) und 
dem tats/~chlich isolierten Produkt  (II) ein Hydantoinpept id  (yore 
Typ I I I )  gefordert wird, dann erfolgt der Verbrauch eines 2. ~quivalentes 
Alkali erst bei der RingSffnung dieses Hyda.n~oins, w~hrend beim ersten 
Schritt, der formal in der AbspMtung yon Benzylalkohol besteht,  noch 
keine Lauge verbraucht  wird. AuBer bereits frfiher s diskntierten Grfinden 
fiir die Armahme des erw~hnten Hydantoinpeptides als Zwischenprodukt 
konnten wir diese auch noch dadurch stfitzen, dab Hydantoin-3-essig- 
s~ure selbs$ deutlieh rascher Gauge verbrauchte,  ats Cbzo-Gly-Gly; dies 
muB ja der Fall sein, wenn die l~eaktion yon Cbzo-Gly-Gly zu Gly-CO-Gly 
fiber Hydantoin-3-essigsgure als Zwischenproduk~ verl~uft. 
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Wie die in der Abb. 1 enthaltenen Zei t-Umsatz-Kurven zeigen, ist 
nach verhgltnismgBig kurzer Zeit schon ein grol~er Teil umgesetzt  (die 
Umsatze wurden aus dem Laugeverbrauch berechnet), w~hrend sich die 
Kurve  darm nur langsam gegen hShere Werte zu bewegt. Sehr wahrschein- 
lich t re ten  dann sehon weitere sekundi~re Ver~nderungen der gebildeten 
Carbony-bis-aminos~uren auf. Nach 3 Stdn., also einer Zeit, die beim 
t~tsaehlichen Abbau nieh~ iibersehrRten wird, waren laut Papierehromato- 
gramm in keinem der untersuchten F~lle freie Aminosauren abgespalten 
worden. Da~ das Cbzo-Gly-Gly raseher als die beiden anderen unter- 
suchten Peptide reagiert, deren I~I-AS den grS~eren Rest  besitzen (hier 
wieder Met-Gly rascher a]s Try-Gly), steht nur in scheinbarem Wider- 
spruch zur Tatsache, dab bei solchen Aminos~uren mit  grol~en Resten R 
RingschluB zu den Hydantoin-3-essigsauren (mit H+) raseher und glatter 
erfolgtS; wir erfassen durch den Laugeverbrauch ja nur die RingSffnung 
der pr imer gebfldeten ttydantoin-3-essigs~uren, und diese werden um so 
stabfler sein, je grSBer der Rest  R am C-Atom 5 ist 13. Die Stabilitgt 
wird also vom Gly zum Try  zunehmen, und in dieser Riehtung n immt ja 
aueh der Laugeverbrauch zu einer gegebenen Zeit ab. Somit seheint 
man auch zur Annahme berechtigt, dab die Hydantoin-3-essigs~uren 
ta~sgchlieh in Substanz als Zwisehenprodukte auftreten und damit  die 
beiden Sehritte Ringsehlu~ und RingSffnung getrennt sind und nicht 
zu einem Vorgang etwa i a  einem ,,Transition-state" verschmelzen. 

Der erste Schritt, also die Abspaltung yon Benzylalkohol aus dem Cbzo- 
Peptid (I) und die Bildung des Hydantoins kann als ,,Four-center-type 
Elimination Reaction" formuliert werden. Elektronenverschiebung im 
Transition-state (A), die wahrseheinlich durch den normalen Verseifungs- 
mechanismus mit Angriff yon O H -  auf das Carbonyl-C-Atom im alkalisehen 
Milieu begiins~igt wird, fiihrt dann zur Eliminierung yon Benzytalkohol und 
gleichzeitiger Ausbildung der Bindung zwischen Carbonyl-C und Peptid-N 
und liefer~ somit das Hydantoin B. 

O 
\ // o 

~--c--c / 
/ \ R--C--C 

/ r-~N--R' \ 
I --~ HN ~---I - - C o H s C H ~ O H .  N - - R '  

\\ 14 / 
~ ....... H N - - C  

c--o %~ 
/ \ o 

0 CI-I2CeI-I 5 

(A) (B) 

13 Siehe aueh z. B. : E. Ware, Chem. l~ev. 46, 403 (1950). 
1~ F. Wessely, K.  SchlSgl und E, Wawersich, Mh. Chem. 88, 1439 (1952), 



H. 3/1956] Konsdtut ionsermit t lmlg von Peptiden VI I I  433 

Bei der Bildung yon Hydantoin-5-essigs&uren aus Phenyl-thioearbonyL 
peptiden 14 wird die Abspaltung yon Thiophenol aus dem Transition-state 
dureh Abfangen mit  Bleiacetat als Blei-thiophenolat noeh wesentlich 
erleiehtert werden. 

O 
\ //  

R - - C - - C  
/ \ 

/ 
HN 

\ II 
,'-%./ 

C--S 

O C6H5 

Aueh durch blol3es Erhitzen karm - -  wie gezeigg 14 - -  in gfinstigen F/~llen 
der Ringsehtul3 yon Phenylthiocarbonyl-loeptiden erreieh~ werden. Diese 
Reaktion zeigt eine gewisse Ahnlichkeit mit  der thermisehen Behandlung 
yon Xanthogenaten (Tschugae//-Reaktion). Diese ftihr$ unter  Abspaltung 
yon l~Iethylmerkaptan (und OCS) allerdings zu unges~ittigten Verbindungen, 
da hier keinerlei MSglichkeit zu einem Ringschlul3 gegeben ist. ~4a 

\ / 
- - C - - C -  

O I-I 

\ r -~ ....... 
C:S 

/ 
CH3S 

-- o c s  i { 

--C----C-- + 
- -  CH~SH 

SehlieBlich kann  aueh noeh die Bildung der 3-Aminohydantoine (X) 
aus den a-Amino-N-earbons/~ure-dihydraziden (IX)l, 5 auf anMoge Weise 
zwanglos erkl/~rt werden. Abspalttmg des Hydrazins aus dem Transition- 
state wird hier dutch Erhitzen der w/~Brigen LSsung (Wasserdampffl/iehtig- 
keit yon N~H4) begiinstigt. 

O 

R - - C - - C  
/ \ 

/ r~N--NH2 
IX  --* H N  u~_ I - -  NH2NH~ 

C- -NH 
/ /  \ 

0 N t I .  

(x) 

14a G.L.  O'Connor und  H. R. Naee, J. Amer. Chem. Soe. 74, 5454 (1952) 
7 5 ,  2 1 1 8  ( 1 9 5 3 ) .  
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Experimenteller Tei| 
Synthese der N-Cbzo-Dipeptidester (I)  (Tabelle 2) 

Ffir diese Synthesen seien 2 Beispiele angefiihl%: 
a) N-Cbzo-S-Benzyl-L-cysteinyt-glycin-gtthylester (Methode C). 2,2 g 

N-Cbzo-S-benzy]-cystein 19 wurden in 10ml  Tetrahydrofuran ge16st trod 
1,6 g Dieyclohexyl-carbodiimid und  0,8 g Glyein-~thylester in 5 ml Tetra- 
hydrofuran zugesetzt. Nach Stehen fiber Nacht wurde mit  etwas Essigs~ure 
vorsetz~ und  naeh emiger Zeit vom ausgesehiedenen DieyelohexyI-harnstoff 
abgesaugt. Naeh Abdampfen des Filtrates wurde der Riiekstand in Essig- 
ester aufgenommen, die L6sung m~t verd. tIC1, SodalSsung und  Wa~ser ge- 
wasehen mad naeh dem Trock-nen fiber Natrinmsulfat  eingeengt; Ausfi~llen 
mit  Petrol~ther mad Umkristallisieren aus Essigester lieferte 1,95 g des ge- 
wimsehten Produktes. Eigensehaften siehe Tabelle 2. 

b) N-Cbzo-DL-T~yptophanyl-glycin-~tthylester (Methode A).  Eine LSs~mg 
yon 1,4 g N-Obzo-D~-Tryptophan in 2 0 m l  absol. Tetrahydrofuran wurde 
mit 0,6 g Tri-n-propylamin versetzt, auf - - i 0  ~ gekflhlt und  0,45 g Chlor- 
ameisens~ture-abhylester zugesetz~. Nach 30Min. bei - - 1 0  ~ wurden 0,6 g 
Glyein-&thylester zugegeben und  anschlieflend fiber Naeht bei Zimmertemp. 
stehen gelassem Die Aufarbeittmg erfolgte dureh Filtrieren, Verdtim~en des 
Filtrates mit  J(ther, Waschen der L6smlg mit  verd. HC1, Sodal6sung und  
Wasser, Troeknen mit  Natriumsulfat und  Fi~llen mit  Petrol~ther. Ausbeute 
trod Eigenschaften siehe Tabelle 2. 

Carbonyl-bisaminos4uren (1I) aus den Cbzo-Peptiden (Tabelle 3) 
Die L6sung des Cbzo-Dipeptidesters in ~_thanol wird mit  2,1 ](quival. 

1 n NaOI-I versetzt (Alkohol : Wasser etwa 1 : 1) und  2 his 3 Stdm. am sie- 
denden Wasserbad erhitzt. Nach Einengen der L6stmg im Vak. zur Ver- 
treibtmg iibersehfissJge~ Alkohols wird mit  HC1 anges~uert (geringer ~be r -  
sehug) und  die L6sung mit ~_ther im Apparat  extrahiert, l~einigung u n d  
Eigensehaften der Carbonyl-bisaminos~uren siehe Tabelle 3. 

Hydantoin-3-essigsi~uren ( I I I )  (Tabelle 3, Nr. 1, 2, 3, 4, 5 mad 6) 
Diese wurden - -  soweit die Carbonyl-bisaminos/~uren rein vorlagen 

(Tabelle 3) - -  dutch 1/2stfind. Erhitzen (Try-Derivat nur  5 Min.) mit  I~C1 (i : 1) 
und  Abdampfen der Salzsi~ure im Vak. erhalten. :Die :Derivate des Meg 
und  Try wurden dutch UmkristMlisieren (Tabelle 3) rein erhalten, des Pro- 
Produkt  (Nr. 4) wurde destilliert. I n  den anderen F~llen wurden die 1%o11- 
produkte der Laugeumlagemmg mit I-IC1 erhitzt, die ttydmltoin-3-essigs/i~uren 
dutch 2~therextraktion isoliert und  naeh der in der Tabelle 3 angegebenen 
Methode gereinigt. Beim His-Derivat (Nr. 6) wurde der Abdampfr/iekstand 
nach der S/~urebehandlung gut getroekne% mit Methanol-I-IC1 verester~ und  
der Ester in der i~bliehen Weise (Natriumearbonag-Essigester) isoliert. 

Synthese der Hydantoin-$-essigester ( V I I I )  (Tabelle 3, Nr. l a ,  4a  und  5a) 
Hierzu wurden die entspreehenden Hydaatoine (VII) in einer Na-~hoxyd-  

bzw. -methoxydlSsung (1 NquivM. Na) 1 Std. z u m  Sieden erhitzt und  an- 
schliefiend mit der molaren Menge Bromessigs/~ure-ester (~_thyl- bei 1 a mid 5a, 
)/Iethyl- bei 4a) weitere 5 Stdn. unter  RiickfluB gekocht. Zm" Aufarbeitung 
wurde der Alkoho] im Vak. abgedampflb, der l~iiekstand in Wasser aufgenommen 
tutd mit  ~ ther  extrahiert. Reinigamg und  Eigensehaften siehe Tabelle 3. 

~9 C. R. Harington und T. H. Mead, Biochemic. J. 89, 1598 (1936). 
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Die AufspaItung dieser syathetischen Hydantoin-3-essigester zu den 
Carbonyl-bisaminos~turen (II) erfolgte durch Erhitzen (3 Stdn.) mi~ 2 ~_quiv. 
NaOH, Ans~uern und  ~therextraktion.  Zur Gewin~ung der Hydantoin-  
3-essigs~uren (III) wurde mit  1 ~quival .  Alkali in Athanol bei Zimmertemp. 
(tiber Nacht) verseift, der ~ thanol  im Vak. verdampft mid weiter wie oben 
verfahren. 

S-Benzylthioglykolsaure-athylester (dureh Behandlung yon S-Benzyl- 
cystein-hydantoin (VII, R = C~HsCH2SCH2) mit  Na-~thoxyd und  Brom- 
essigester). 

5- ( Benzyl.thiomethyl)-hydantoin 

1,5 g S-Benzyl-DL-Cystein wurden zusammen mit 0,9 g KC~O in 20 ml  
Wasser 30Min. am Wasserbad erhitzt und  nach Zusatz yon 10 ml konz. 
I=IC1 noch 15 Min. unter  l~fickflul] gekocht. Nach dem Einengen fin Vak. 
und K0hlen schieden sich 1,3 g (77% d. Th.) ab, die aus Wasser umkristalli- 
siert wurden. Schmp. 121 bis 123 ~ 

CllH~202N2S. Ber. C 55,86, H 5,12. Gef. C 55,65, H 5,10. 

1,25 g diescs I-Iydantoins wurden in einer ~Na-~thoxydlSsung (0,12 g Na 
in 15 ml absol. J~thanol) gclSst und  nach 1 Std. am ~Tasserbad 0,9 g Brom- 
essigs~ure-~thylester zugesetzt trod noeh weitere 5 Stdn. v_nter Rfiekflul3 
erhitzt. Nach Abdampfen im Vak. wurde der Rfiekstand mit  ~'~asser be- 
handelt  und  das abgeschiedene (~l in ~ther  aufgenommcn. Dcr ~therrfickstand 
(1,4 g) liefcrte bei der Dcstillation im Kugelrohr (0,1 Torr, 110 ~ Luftbadt.emp.) 
0,85 g (76% d. Th.) clues farblosen (~ls. Die Lit. S~ gibt als Sdp. bei 23 Torr 
179 bis 189 ~ an. 

CllH1402S. Bet. C 62,77, ~-I 6,71. Gef. C 61,85, H 6,53. 

Zur Identifizierung wurde ein Tefl alkalisch verseift und  die erhaltene 
S~ure aus J~thanoI-XYasser umkristallisiert. Schmp. 58 bis 61 ~ (Lit. S~ Schmp. 
58 bis 59~ 

C9H1002S. Ber. C 59,31, H 5,53. Gef. C 58,78, H 5,63. 

Weiters wurde aus dem Ester noeh dureh Behandeln mit  fl. Ammoniak 
in Xthanol das Amid dargestellt. Aus Vv~asser Blgttchen, Schmp. 95 bis 97 ~ 
(Lit. S~ Schmp. 97~ 

CgHnONS. Ber. :N 7,73. Gel. Iq 8,11. 

Dihydrazid der Histidin-N-carbons(~ure (IX, R ~ C4~5N~.) 

0,6 g N-Cbzo-~-I-Iistidin-methylester is wurden in 2 ml abso]. J~thanol in 
der Hitze gelSst, 0,75 g I-Iydrazinhydrat zugesetz~ mid die Misch~mg 5 Stdn. 
im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abdampfen des ~thanols  ~md 
fiberschfissigen I-Iydrazins im Vak. wurde vom ]~est des I-Iydrazins im Ex- 
sikkator fiber Sehwefels~ure weitgehend befreit. Der z~h-glasige Rfickstand 
wurde beim Behandeln m i t  J~thanol-ALher allm~hlieh lest und  kolmte aus 
J(thanol-Ather-Petro1~ther umgef~llt werden. Schmp. 163 bis 164 ~ (get. Zers.). 

C~H~aO~N v. Ber. ~T 43,15. Gef. N 42,72. 

5-(Imidazolyl-methyl)-3-amlno-hydantoin (X, R-----CaH~N~) 

Wurde eine w~]r. LSsung des obigen/Dihydrazides 30 Min. zum Sieden 
erhitzt und  der Abdampfrfiekstalld aus J~thanol-Wasser umkristallisiert, 

so S. Gabriel, Ber. dtsch, chem. Ges. 12, 1639 (1879). 
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dann erhielt man das gewfinschte Produkt  in einer Ausbeute yon 60% d. Th. 
Kurze Nadeln, Sehmp. 131 bis 134 ~ die Substanz Wh'd beim weiteren Erhitzen 
allm~hlich lest, urn darm bei 219 bis 221 ~ zu schme]zen. Nach dem Troeknen 
des tiefer sehmelzenden Produktes bei 100 ~  Hochvak. t r i t t  nu t  mehr der 
hohe Sehmp. auf. 

C,H902N 5. Ber. N 35,89. Gef. N 35,86. 

Die analogen Derivate des Prolins warden - -  ausgehend veto N-Cbzo- 
Prolinmethylester - -  auf dieselbe Weise erhalten. Sowohl das Dihydrazid 
als aueh das Aminohydantoin waren 01e, die nicht zur Kristallisation gebraeht 
werden konnten. 

Das Aminohydantoin lieg sieh bei 0,01 Torr und  130 his 140 ~ (Luftbad- 
temp.) im Kugelrohr destiUieren und  erwies sich papierehromatographisch 
als einheitlich (Tabelle 1). 

C~H9OeN 3. Ber. N 27,09. Gef. N 25,34. 

Abbau eines Cbzo-Dipeptides im Milcromaflstab 
Der Abbau sei am Beispiel des Cbzo-Met-Gly-esters erlgutert: 
10 mg Cbzo-ester warden rnit einer Mischung aus 0,1 ml ~ thanol  und  

0,054 ml (2 Mol) 1 n NaOH 3 Stdn. am Wasserbad erhitzt, der Abdampf- 
rtickstand in HC1 (1: 1) aufgenommen und 1 Std. un t e r  Riickflug' gekocht. 
Es wurde erneut ira Vak. zur Troekene gedampft trod eine gquival. Menge 
am Papier 2real chrom. (Bedingungen siehe S. 431). Ein  Streifen wurde mit  
4-Methyl-umbe]liferon entwickelt (RF: 0,44) und  aus dem Paralle]chromato- 
gramm die ]-Iydantoin-3-essigs~iure m i t  Alkohol eluiert, das Eluat  in einer 
Kapillare mit  HC1 hydrolysiert (4 Stdn. 140 ~ und das Hydrolysat  erneut 
chromatographiert, wobei Met und  Gly vorlagen 7. Ffir die Best immung 
der N- und  C-AS (Hydrazinabbau 1) haben wir 5 mg Cbzo-Met-Gly mit  0,3 ml 
Hydrazh~hydrat 5 Stdn. anf 100 ~ erhitzt, das Hydrazin im Vakuumexsikkator 
tiber Schwefels~ure abgedampft und den Abdampfrfiekstand in 0,5 ml Wasser 
aufgenommen. Ein  Tell wurde am Papier ehromatographiert und  zeigte das 
Vorliegen yon Gly (neben ganz schwachen verwasehenen Streifen). Naeh Er- 
hitzen der wgBr. LSsung zum Sieden (20 Min.) wurde erneut am Papier 
chromatographiert und  mit  Lauge und  ammoniakal. Silbernitrat ~ das Amino- 
hydantoin  des Methionins (X, R = CI-IaSCH~CH2) nachgewiesen (Vgl. mit  
einer authentisehen Probe !). AuBerdem lag daneben noch ein schwacher 
Fleck mit  dem RF-Wert des Gly-hydrazides (0,17) vor. 

Quantitative Ver]olgung der Laugeumlagerung I nach I I  
Sorgf~tltig gereinigte N-Cbzo-Dipeptide (nicht Ester) wurden in 2 Mol 

0,1 n NaOI-I gel6st trod die L6sung im Thermostaten auf 75 ~ erhitzt. Zu 
bestimmten Zeiten wurden Proben enmommen,  rasch abgek/ihlt und  dutch 
Titrat ion mit  0,I n H,SO4 ira Beclzman-Autotitrator (Model l K) (Aufnahme 
der Titrationskurve) die Menge der fiberschiissigen Lauge bestimmt. 

Die MJkroanalysen wurden  yon  He r rn  Dr. G. Kainz im Mikrolabora- 
to r ium des I I .  Chemischen Ins t i t u t e s  ausgefiihrt.  

Her rn  Dir. Prof. Dr. G. Ettrhardt yon den Fa rbwerken  Hoechst  s ind 
wir fiir die ~-ber]assung yon  Aminosguren  zu grol~em D a n k  verpflichtet .  

Dieser u n d  anderen  Arbe i ten  ~ k a m  eine Zuwendung  zugute,  welche 
die Rocke]eller-Foundation einem yon uns  (F. W.)  gew~ihrt hat ,  wof/ir 
an dieser Stelle bestens  gedankt  sei. 


