Konstitutionsermittlung von Peptiden VIII*

Uber den Abbau von Methionin-, Cystin-, Serin-, Prolin-,
Tryptophan- und Histidin-Peptiden?

XIII. Mitteilung iitber Peptide?

Von
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Aus dem II. Chemischen Institut der Universitét Wien
Mit 1 Abbildung
{ Bingelangt am 7. April 1956)

Die frither angegebene Moglichkeit zur Xonstitutions-
ermittlung von Peptiden tiber N-Carbebenzoxyderivate wurde
auf Peptide mit den im Titel genannten Aminoséuren am Amino-
ende ausgedehnt. Dabei auftretende Schwierigkeiten konnten
so weit Gberwunden werden, dafl sich der Abbau auch dieser
Peptide (in allen Fillen im Mikromalfstab, in der Mehrzahl der
Fille auch préparativ) erreichen laft.

Im Laufe der Arbeit wurden bisher noch nicht beschriebene
N-Cbzo-Dipeptidester (I), Hydantoin-3-essigsduren (III) und
3-Aminchydantoine (X) sowie einige sich davon ableitende
Produkte dargestellt (Tabelle 2 und 3).

Quantitative Untersuchung der Laugeumlagerung von
Cbzo-Dipeptiden zeigte, daf diese Umlagerung mit groBer
Wahrscheinlichkeit den schon frither postulierten Verlauf (iiber
Hydantoin-peptide als Zwischenstufen) nimmt. Ein moéglicher
Mechanismus fir die Bildung dieser Zwischenstufen (und der
3-Aminchydantoine} wird diskutiert.

In friheren Mitteilungen? wurde eine Methode zur Bestimmung der
N-endsténdigen Aminosdure(N-AS) und der ihr benachbarten in Peptiden
beschrieben, die tiber substituierte Hydantoin-3-essigsduren (III) ver-
lauft; die Grenzen des Verfahrens wurden diskutiert und Schwierigkeiten,

1 VII Mitteilung tber Konstitutionsermittlung und XII. Mitteilung iiber
Peptide: K. Schiogl, F. Wessely und K. Wawersich, Mh. Chem. 85, 957 (1954).
2 Siehe VII. und frithere Mitteilungen.
28*
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die etwa bei Lysyl3- oder Glutamyl4-peptiden auftraten, behandelt.
Spiter konnte die Methode dann auch auf die gleichzeitige Bestimmung
der N- und C-endsténdigen Aminossiuren (N- und C-AS) ausgedehnt
werden?.

Es schien wimschenswert, diese Verfahren auch in Féllen zu unter-
suchen, bei denen Aminoséiuren am Aminoende vorlagen, die Schwierig-
keiten erwarten lieflen. In dieser Mitteilung soll also tiber Versuche be-
richtet werden, den Abbau auch fiir Peptide zu erméglichen, die die im
Titel genannten Aminosduren als N-AS tragen. Damit haben wir nun
zusammen mit den frither abgebauten Peptiden? praktisch alle wichtigen
in Frage kommenden Moglichkeiten erfait. Wohl wurden die Versuche
nur an Dipeptiden mit den fraglichen Aminossuren als N-AS und Glycin
als C-AS ausgefiihrt, Peptide, bei denen sich ein Abbau im eigentlichen
Sinne, also die Bestimmung der beiden Aminosiuren am Aminoende
oder die gleichzeitige Ermittlung der N- und C-AS eriibrigen wiirde.
BEs geniigen jedoch die an diesen Dipeptiden erhobenen Befunde, um
zu zeigen, daB die Bildung von Hydantoin-3-essigsiuren (III) auch in
den vorliegenden Fillen moglich ist; damit ist dem Prinzip des Ab-
baues Geniige getan, da dafiir nur die beiden endstdndigen Amino-
siuren von Bedeutung sind, wihrend die restliche Peptidkette praktisch
ohne Einflufl ist.

In den Fillen der Met-, Pro-, Try- und His-Glycin-Peptide konnte
auch der Hydrazinabbau! mit Brfolg ausgefiihrt werden. Wie schon
frither gezeigt, 148t sich beim Serin und Cystin die Bildung der dafiir
nétigen 3-Aminohydantoine (X) nicht erreichen?. S.
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In allen Fillen erfolgte die Umwandlung der N-Cbzo-Dipeptidester (I),
die, wenn noch nicht beschrieben, auf bekannten Wegen erhalten wurden

8 K. Schlogl und H. Fabitschowitz, Mh. Chem. 84, 937 (1953).
4 F, Wessely, K.Schlégl und E. Wawersich, Mh. Chem. 84, 263 (1953).
8 K. Schlégl, J. Derkosch und E. Wawersich, Mh. Cher. 85, 607 (1954).
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(Tabelle 2), in die Carbonyl-bisaminosiduren (II) wie dblich durch Hr-
wirmen mit wibr.-alkohol. Lauge; diese wurden, wenn mdoglich, durch
Extraktion isoliert und rein dargestellt (Met-CO-Gly, Try-CO-Gly und
Pro-CO-Gly), sonst wurden sie direkt mit HCI zu den Hydantoin-3-
essigsiuren (III) ringgeschlossen.

Bei der Langeumlagerung waren bis auf das Serinderivat, das dabei
wegen seiner Alkalilabilitét® zum Teil zerstort wurde, keine Schwierig-
keiten zu erwarten. Bei den Cystinpeptiden, die bei Laugebehandlung
uniibersichtliche Zersetzungen erleiden, konnte diese Schwierigkeit durch
S-Benzylierung umgangen werden, wobei man 11T (R = C,H,CH,SCH,)
als definierte kristalline Verbindung erhielt, die nach Hydrolyse neben
Gly und S-Benzyl-Cystein im Chromatogramm auch noch etwas Cystin
und Cystein zeigte. Im Mikroabbau fithrte auch Oxydation des N-Chbzo-
Cystinpeptides mit Perameisensdure zum Ziel, die im priaparativen Maf-
stab allerdings nur nicht kristalline hygroskopische Zwischenprodukte
ergab; nach Hydrolyse der letzten Stufe (III) lagen am Papier dann
aber die erwarteten Aminosduren Glycin und Cysteinsiure vor.

Der SaureringschluB zu den Hydantoin-3-essigsiuren (III) verlief
durchwegs glatt, nur durfte beim Try-CO-Gly wegen der bekannten
Siurelabilitit des Tryptophans nur kurz mit HCl erwirmt werden
(56 Min.), was aber durchaus zum Ringschluf} ausreichte. Allerdings wird
bei hoheren Peptiden mit Try als N-AS, bei denen zur Abspaltung der
restlichen Peptidkette linger hydrolysiert werden muB, partielle Zer-
setzung des Try kaum zu vermeiden sein. Zum Nachweis der beiden
aminoendstindigen Aminosduren ist hier die Hydrolyse von (ITI) mit
Ba(OH),, statt wie ublich mit H(l auszufithren.

Die Peptide des Met, Try und S-Benzyl-Cysteins (mit Gly als C-AS)
ergaben kristallisierte Hydantoin-3-essigsiuren, beim Serin konnte nur
in geringen Ausbsuten ein Produkt fraglichér Reinheit gefalit werden
und das Pro-Derivat (VI) war im Gegensatz zu der wenn auch nur langsam
kristallisierenden Carbonyl-bisammosiure (V, Pro-CO- Gly) nicht kristallin
zu erhalten. Das Histidin-Derivat endlich ist ja wegen des wenn auch
nur schwach basischen Charakters des Imidazol-N aus der sauren Lésung
nicht extrahierbar, es konnte aber als Methylester isoliert und kristallisiert
gewonnen werden. Fiir den Fall des Abbaues aber eriibrigt sich hier das
Isolieren in Substanz; die entsprechende Hydantoin-3-essigsiure kann
am Papierchromatogramm mit diazotierter Sulfanilsiure (wie alle
Histidinderivate) nachgewiesen, aus einem Parallelchromatogramm
eluiert” und hydrolysiert werden. Im Hydrolysat legen dann His und
Gly vor.

8 F. Bettzieche und R. Menger, 7. physiol. Chem. 150, 177 (1925); 172,
56 (1927).
7 K. Schlogl, A. Siegel und F. Wessely, Z. physiol. Chem. 291, 265 (1952).
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Fir Vergleichszwecke und vor allem, um die Konstitution der
Hydantoin-3-essigsiiuren festzulegen — es kiimen ja bis auf das Pro-
Derivat (VI) auch die isomeren Formen (IV) in Frage, wenn diese auch
] |
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NH-CH,COOH
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in unseren Fillen aus frither diskutierten Grinden® kaum zu erwarten
waren —, wurden die Verbindungen 1, 4 und 5 der Tabelle 3 syntheti-
siert und mit den durch Abbau erhaltenen verglichen. Die Darstellung
erfolgte durch Umsetzung 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 durch Abbau erhaltenen Produkten (verglichen wurden die
Athylester 1a und 5a der Tabelle 3) als identisch. Das synthetische
Pro-Derivat war aber ebenso wie das beim Abbau erhaltene nicht
kristallisiert zu gewinnen, doch erwiesen die TR-Spektren der beiden
Methylester die Identitdt®. Aufspaltung des synthetischen Produktes
mit Alkali lieferte dieselbe kristallisierte Carbonyl-bisaminosdure (V),
die schon die Laugebehandlung von Cbzo-Pro-Gly ergeben hatte. Auch
aus den synthetischen Verbindungen (VIII) des Met und Try konnten
durch Laugeaufspaltung die mit den auf Abbauweg erhaltenen identischen
Carbonyl-bisaminoséuren (II) gewonnen werden.

R-CH-CO
| AN NaOC,H,
! NH —————
[ BrCH,COOR,
NH-CO
(VII)
101
R-CH-CO 1 Mol NaOH
| AN -
—_ ! N-CH,COOR,
' ~.
NH-CO 2 Mol NaOE
(VIII) I

8 F. Wessely, K. Schlogl und E. Wawersich, Mh. Chem, 83, 1426 (1952);
siche auch 83, 1156 (1952). )
? Fir die Aufnahme der Spektren danken wir Herrn Dr. J. Derkosch

bestens.
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Im Falle des Pro-Produktes war eine Isomerieméglichkeit (im Sinne 11T
und IV) iberhaupt ausgeschlossen, da ja ein Pro-CO-Gly (V) nur eine
Mgoglichkeit des Ringschlusses, ndmlich zu (VI) hat. Deshalb mull der
Abbau auch versagen, wenn in einem Peptid Pro der N-AS benachbart
ist, da auch hier das N-Cbzo-Peptid keine Moglichkeit eines intermedidren
Ringschlusses zu einem Hydantoin-peptid besitzt. Tatsfchlich trat bei
der Laugebehandlung von Cbzo-Gly-Pro-ester nur Verseifung zum
Chbzo-Gly-Pro ein.

Beim Versuch der Synthese von VIII (R = C;H;CH,SCH,) aus dem
Hydantoin des S-Benzyl-Cysteins (VII, R = C,H,CH,SCH,), Na-ithoxyd
und Bromessigsdure-dthylester ergab sich die Uberraschende Tatsache,
daBl aus der Reaktionsmischung S-Benzylthioglykolsdure-athylester
(CeH,CH,SCH,COOC,H;) isoliert werden konnte, der dann noch durch Ver-
seifung zur freien Séure bzw. durch Umsetzung zum Amid eindeutig identi-
fiziert wurde. Es muBte also durch das Na-éithoxyd intermedidre Spaltung
der Thiodtherbindung unter Bildung von Benzylmerkaptan-(Na) eingetreten
sein, das sich dann mit Bromessigester zu der isolierten Verbindung um-
setzte. Hs ist dies ein anormaler Fall der (Ab-)spaltung eines S-Benzylrestes,
denn tiblicherweise bleibt der Schwefel ja mit dem Restmolekiil und nicht
mit  dem Benzyl verkniipft!®. Trotz -mehrfacher Variation der
Versuchsbedingungen konnte das gewiinschte Reaktionsprodukt (III,
R = CH,CH,SCH,) nicht erhalten werden; Crombie und Hooper stieBen
bei der Behandlung von Cystin-bis-3-phenylhydantoinen mit Na in flissigem
Ammoniak ebenfalls auf Schwierigkeiten!l. Es besteht aber unseres Erachtens
bei der durch Abbau erhaltenen krist.. Hydantoin-3-essigséure des S-Benzyl-
Cysteins vor allem in Analogie zu den tbrigen Fillen kaum ein Zweifel an
der angenommenen Struktur (gemaf Formel IIT).

Auch beim Serin und Histidin konnten die Hydantoin-3-essigsduren
auf dem synthetischen Weg nicht erhalten werden. Das Hydantoin des
Serins lieferte nur unidentifizierbare Produkte, was vielleicht auf die erwihnte
Labilitdt des Serinrestes zuritckzufihren sein dirfte. Das Hydantoin des
Histidins war in der Literatur nur einmal erwidhnt!?, konnte aber auf diesem
Weg (Umsetzung von His mit Harnstoff) nicht erhalten werden und auch
die Reaktion mit KCNO lieferte nur ein stark verunreinigtes Produkt; als
dieses Rohprodukt in {iblicher Weise mit Bromessigester zur Reaktion ge-
bracht wurde, lag in der Reaktionsmischung wohl der gewimschte Hydantoin-
3-essigester in geringer Menge vor, wie aus papierchromatographischem
Vergleich mit dem durch Abbau erhaltenen reinen Produkt hervorging,
konnte jedoch daraus nicht isoliert werden.

Der eingangs erwihnte Hydrazinabbau!, also die gleichzeitige 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 MikromaBstab in der
frither beschriebenen Weise® ausgefithrt und lieferte eindeutige Ergebnisse.
Die gebildeten 3-Aminohydantoine (X) wurden in allen Féllen nur durch

1 D. St Tarbell und D. P. Harnish, Chem. Rev. 49, 1 (1951).

1 L. Crombie und K. C. Hooper, J. Chem. Soec. London 1855, 3010.

12 M. N. Shchukina, J. Gen. Chem. USSR 10, 1108 (1940); Chem. Abstr.
85, 4022 (1941).
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Papierchromatographie vom Gly abgetrennt, im Falle des Met- und
Try-Derivates wurden sie als solche durch (papierchromatographischen)
Vergleich mit synthetischen Proben® identifiziert, beim Pro und His
wurde noch zusiitzlich aus einem Parallelchromatogramm eluiert und
nach Hydrolyse Pro bzw. His nachgewiesen. Die noch nicht beschriebenen
3-Aminohydantoine (X) des His und Pro wurden auch préparativ durch
energische Hydrazinbehandlung ihrer Cbzo-ester und Ringschlufl der
dabei gebildeten N-Carbonsiure-dihydrazide (IX) dargestellt®. Auch
hier waren beim Pro wieder sowohl das Dihydrazid wie das Aminohydantoin
nur nicht kristallisierende Ole.

R-CH-CO
R-CH-CONHNH | AN
| P NeH, N-NH,
NH-CONHNH, v
NH-CO
(IX) (X)

Da viele der erwihnten Substanzen durch Papierchromatographie
nachgewiesen bzw. im Zuge des Peptidabbaues iiberhaupt nur am Papier
identifiziert wurden, sind in der folgenden Tabelle 1 die Ep-Werte einer
groferen Anzahl von Derivaten angefithrt.

Tabelle 1. PR,-Werte

Verbindung Formel Nrt. R = Ry

N-Cbzo-Met ........ e — — 0,74
Di-Cbzo-Cystin ..........covvnvnt. — — 0,60
N-Cbzo-8-Benzyl-Cystein .......... — — 0,67
N-Cbzo-8er «..vvveiiiinnennn.n — — 0,63
N-Cbzo-Pro ......coivvvveeunnnn.. —_ — 0,68
N-Cbzo-Try .o vvvivin i i ns — — 0,71
Cbzo-Met-Gly .................... — | — 0,59
Cbzo-Try-Gly ........cooviiin, — — 0,61
Met-CO-Gly......ovvvviiniennn... 1T CH,SCH,CH, 0,23
Pro-CO-Gly ..........coviiinin., \ — 0,17
Try-CO-Gly .....oovviviviiint, I1 CyH,N 0,22
His-CO-Gly .....ovviiivinnt, IT C,H,N, 0,06
Derivat des Gly.................. IIX H 0,22
» > Phe ...t 1T C.H,CH, 0,53

" o Meb ...l 11T CH,SCH,CH, 0,44

" » S-Benzyl-Cys ......... 11T C,H,CH,SCH, 0,54

» s BB e 111 HOCH, 0,20

v e Pro......... o, VI — 0,39

. B 1 I1x C,HN 0,45

. > His...o..ooooviiiaa. IIT C,HN, 0,23
Derivat des Pro.................. X _— 0,52
»» s His....o.ooooiiaioia. X C,H,N, 0,28
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Es wurde absteigend auf Schleicher-Schill 2043 a mit dem Ldésungs-
mittelgemisch n-Butanol-Athanol-Ammoniak-Wasser (4:4:1:1)7 chromato-
graphiert. Der Nachweis der Sduren erfolgte durch Fluoreszenzloschung
von 4-Methylumbelliferon?, der der His-Derivate mit diazotierter Sulfanil-
sdure und die 3-Aminohydantoine wurden mit Lauge und ammoniakal.
AgNO, — wie frither beschrieben! — nachgewiesen. Als Vergleichs- und
Bezugssubstanzen sind in der Tabelle auch die EBp-Werte der Hydantoin-3-
essigsdure (III, R = H) und der 5-Benzyl-hydantoin-3-essigsdure (III,

R = Benzyl) angegeben.
709

Im Zusammenhang %7
mit der Laugebehand- »
lung empfindlicherCbzo- &
Peptide (etwa von Serin-
derivaten) und auch um
nidheren Hinblick inden &
Mechanismus der Um-
lagerung von I nach II
zu gewinnen, wurden ¥
quantitative Studien an 4,
einigen Cbzo-Dipeptiden
durchgefiithrt, wobei der
Laugeverbrauch (0,1n 4
NaOH bei 75°) durch N
potentiometrische  Ti- 7 z 7
tra'tl(_)n verf()lgt wurde. Abb. 1. Umlagerung der Cbzo-Dipeptide in Carbonyl-bisamino-
In einem Falle (Cbzo- siuren (IT) bei 75°
Gly-Gly) wurde die Un- (2): Cbzo-Try-Gly } )

. (2): Cbzo-Met-Gly mit 0.1n NaOH
lagerung auch mit 0,5n (3): Cbzo-Gly-Gly

" (4): Hydantoin-3-essigséiure (II1, R=H) mit 0,1n NaOH
NaOH ausgefuhrt’ da (5): Cbzo-Gly-Gly mit 0,50 NaOH

1
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mit dieser Konzen-

tration ja beim tatsichlichen Abbau gearbeitet wird; wie aus der
Abb. 1 hervorgeht, erfolgt jedoch dabei die Umsetzung schon so rasch,
dafl sie nur mehr schwierig zu verfolgen ist.

Wenn als Intermedisirprodukt zwischen dem Chzo-Dipeptid (I) und
dem tatsichlich isolierten Produkt (II) ein Hydantoinpeptid (vom
Typ III) gefordert wird, dann erfolgt der Verbrauch eines 2. Aquivalentes
Alkali erst bei der Ringofinung dieses Hydantoins, wihrend beim ersten
Schritt, der formal in der Abspaltung von Benzylalkohol besteht, noch
keine Lauge verbraucht wird. AuBer bereits frither® diskutierten Grinden
fir die Annahme des erwihnten Hydantoinpeptides als Zwischenprodukt
konnten wir diese auch noch dadurch stiitzen, daf Hydantoin-3-essig-
séiure selbst deutlich rascher Lauge verbrauchte, als Cbzo-Gly-Gly; dies
mul ja der Fall sein, wenn die Reaktion von Chzo-Gly-Gly zu Gly-CO-Gly
iiber Hydantoin-3-essigsiiure als Zwischenprodukt verldufs.
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Wie die in der Abb. 1 enthaltenen Zeit-Umsatz-Kurven zeigen, ist
nach verhiltnisméBig kurzer Zeit schon ein groBer Teil umgesetzt (die
Umsétze wurden aus dem Laugeverbrauch berechnet), wihrend sich die
Kurve dann nur langsam gegen hohere Werte zu bewegt. Sehr wahrschein-
lich treten dann schon weitere sekundire Verinderungen der gebildeten
Carbony-bis-aminosduren auf. Nach 3 Stdn., also einer Zeit, die beim
tatsiichlichen Abbau nicht iiberschritten wird, waren laut Papierchromato-
gramm in keinem der untersuchten Fille freie Aminosiuren abgespalten
worden. DaB das Cbzo-Gly-Gly rascher als die beiden anderen unter-
suchten Peptide reagiert, deren N-AS den gréeren Rest besitzen (hier
wieder Met-Gly rascher als Try-Gly), steht nur in scheinbarem Wider-
spruch zur Tatsache, daB bei solchen Aminoséuren mit groBen Resten R
Ringschtuf zu den Hydantoin-3-essigsduren (mit H+) rascher und glatter
erfolgt®; wir erfassen durch den Laugeverbrauch ja nur die Ring6ffnung
der primér gebildeten Hydantoin-3-essigséuren, und diese werden um so
stabiler sein, je groBer der Rest R am C-Atom 5 ist'3. Die Stabilitét
wird also vom Gly zum Try zunehmen, und in dieser Richtung nimmt ja
auch der Laugeverbrauch zu einer gegebenen Zeit ab. Somit scheint
man auch zur Annahme berechtigt, da8 die Hydantoin-3-essigsduren
tatsidchlich in Substanz als Zwischenprodukte auftreten und damit die
beiden Schritte RingschluB und Ringdffnung getrennt sind und nicht
zu einem Vorgang etwa in einem ,,Transition-state” verschmelzen.

Der erste Schritt, also die Abspaltung von Benzylalkohol aus dem Cbzo-
Poptid (I) und die Bildung des Hydantoins kann als ,,Four-center-type
Elimination Reaction* formuliert werden. Elektronenverschiebung im
Transition-state (A), die wahrscheinlich durch den normalen Verseifungs-
mechanismus mit Angriff von OH~ auf das Carbonyl-C-Atom im alkalischen
Milieu begiinstigt wird, fithrt dann zur Eliminierung von Benzylalkohol und
gleichzeitiger Ausbildung der Bindung zwischen Carbonyl-C und Peptid-N
und liefert somit das Hydantoin B.

0
Va 0
R—0—C o
S AN R—C—
SN—R’
I — HN . — G,H,CH,0H N_R
AN H /
N e HN—C
c—0 N
Va 0
0 CH,C,H,
(A) (B)

13 Sjehe auch z. B.: BE. Ware, Chem. Rev. 46, 403 (1950).
u F, Wessely, K. Schlégl und E. Wawersich, Mb. Chem. 88, 1439 (1952).
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Bei der Bildung von Hydantoin-5-essigsduren aus Phenyl-thiocarbonyl-
peptiden'* wird die Abspaltung von Thiophenol aus dem Transition-state
durch Abfangen mit Bleiacetat als Blei-thiophenolat noch wesentlich
erleichtert werden.

0
R>C—C<
S
ay. CV N —CGHSH
N y o @)
N e
c—$
RN
0 CoH,

Auch durch bloBes Erhitzen kann — wie gezeigt’ — in giinstigen Fillen
der Ringschluf von Phenylthiocarbonyl-peptiden erreicht werden. Diese
Reaktion zeigt eine gewisse Ahnlichkeit mit der thermischen Behandlung
von Xanthogenaten (T'schugaeff-Reaktion). Diese fithrt unter Abspaltung
von Methylmerkaptan (und OCS) allerdings zu ungesittigten Verbindungen,
da hier keinerlei Moglichkeit zu einem Ringschlull gegeben ist.142

N,

e —C—

/{\ Q\ — 0C8 Lo
N — CH,SH O=C—

N

Cc=S$

/

CH,S

SchlieBlich kann auch noch die Bildung der 3-Aminohydantoine (X)
aus den w«-Amino-N-carbonsdure-dihydraziden (IX)!5 auf analoge Weise
zwanglos erklirt werden. Abspaltung des Hydrazins aus dem Transition-
state wird hier durch Erhitzen der wifirigen Losung (Wasserdampffliichtig-
keit von N,H,) begiinstigt.

0
N, 7
R—C—C
// SN_NH
IX -» HN - * O NHNH, o
N H
NI
C—NH
7
0 \NH2

148 @, L. O’Connor und H. R. Nace, J. Amer. Chem. Soc. 74, 5454 (1952)
75, 2118 (1953).



K. Schlogl, F. Wessely und H. Woidich: [Mh. Chem., Bd. 87

434

*19980TAYIBR-B[ Y

“SUH-0ZqD) uop 41y ($961) 9ZEL ‘YL 008 "WEY() WY T “onsaypuog ‘5 pun o g Y uoA Burgpesiecf 1op S0[BUy g
‘ue 66 Siq 86 ‘dwryog sfe ueqel ‘(ggeT) 9ITT ‘98 “I0g "WIOYD ‘Znf Y PUN 2PAUYISPIoY IS .1
(9961) LYOT ‘2L "008 "WOY) IOWY P SSIH g H PUN wDYedyS ') [ YORU PIUIPO]IEd
-[4XouoPAoL YN () opoYlewIpIZY g 109so[AUHE-oangsue[yOI MW PUPAUUY ejyosimes sEP 104[) Y OPOYIRI o
juuigseq 4ogfoyy yoru qereddesisyundzomyosoriy un wopinm ogyundzieuinog ueuoqefeSue IeqIy I0SOTPp UT OV o

6L st 3061 | 03T *HDO0 NFOFH) — 10 sgy | Ao-sTH-1-02q)
101)8[0I90 L
oL v 66¢ 968 OY ENFO™H™) | -1098081s89 | 8181 — e £1-Lay-1a-0zq)
IOUGB[OII
69 v 11°0T1 366 N ENCOTHS) | -101s08rs8if | gg1—eET | 1AWy | A19H-Lig-10-0zq)
88 V| BLET | LE€T *H'O | NFORHYD — 10 hayy [t App-01g-1-0790
LTI9 139 | IOUFBIOTIDT
8L q 81°9G 9968 O INCO%HY) | -109s03s8H | 06—88 Auysy v AH-10g-1a-02q)
9g‘9. 609 H
12 a0 00°19 LE19 D SENFOP®H®) | 1038988H | 00166 ayy | £
-(HS)s4D-1-14zueg-g-07q)
6L°G $9°c H _
LS v L6‘GS 80€C O BQINTTOSCH®D) | aeselissEl | TAT—69T | TAWY | A--(88)84p-T-0z0D-1
% 919POUIN sne 0 d.
. D o 8
Sy | senwea oo o ol LB o A8 ot PR

opudag-0290-N pun () 4essopude-0290-N

g °lI°q®B L



435

Konstitutionsermittlung von Peptiden VIIT

H. 3/1956]

¥O°g 6Ly H .
9LLT | BOLY D NPOTHYD [oueylop Z81—081 INTHTD | TAwel e A1 ‘s 9
19‘¢ PPC H
$8°09 | 3609 D ]NPOMH™) 1948051885 LI—3LI N°H® | Hwiy & Lay, | we
983 L8% OY 10YgE[0IIeg
Al 2 299T N ENTORTHTY) ~103598188] £6T—68T N*H%D — Ao “Aag, g
86°c oL'e |
181 | ¥60¢ O INTOTR®) | ovT—agl 10 dpy 10 — e - L ‘oag | e
01g 861 HY ENYOMH®D | 061—0LT 7"0dps 0 TA [owaog — e £ ‘oag $
86°¢ 627 H o0GT ‘Tuur 19
3gLe | 088 O INCO'H™) JIeTIIIgNY 938—5%% "HOOH - T A ‘aeg g
8L% 6Ly H
6826 | G0°€e O SENTOTTHD JOSSE M POI—G9T | “HOS®HOHY, — © A1 (asisdp
i ~[Lzueg-g 2
61°9 0z H ,
gi'oy | S1'9% O SENFOTTHD TOYLy 3818 | "HO°HOS*HD | 14Uty Tt AD ep | w1
a@&ﬁm i
A5 388 HY | ENFOHD ~[0132 - IOUFY M £01—001 | *HO*HOS*HD | — A e 1
(ITTA) wo1s0- pun (I1T) uasnpsbisso-g-usogupph Iy
ge1 | 9391 OV , d
B1°‘g 6y H i w
L6PG | 90°9¢ O INFOTH™D | eury-rouByry | £9T—I191 NEHED i I & “hay | —
L9°G 09°¢ W IBYIBI0IIOJ #
Z89F | PP O INFOTTH®D -X9808SEE . GLT-—L9T A om0y — | Ly ‘oag | —
381 931 Oy !
$9°g F9'¢ W ;
ge‘ge | Lg'se D SNCOT'HPD | seury-roumygy _ TL1—89T | *HO*HOS*HD — o A el | —
BEYs) ‘0 ' WO SE IR . nﬂ&o g =T 3981 IV suy IN

(IT) vaanpsouninsiQ-1Aucqin)

€ efreqRy



436 K. Schlogl, F. Wessely und H. Woidich: [Mh. Chem., Bd. 87

Experimenteller Teil

Synthese der N-Cbzo-Dipeptidester (I} {Tabelle 2)

Fir diese Synthesen seien 2 Beispiele angefithrt:

a) N-Cbzo-S-Benzyl-L-cysteinyl-glycin-dthylester (Methode C). 2,2 g
N-Cbzo-8-benzyl-cysteinl® wurden in 10ml Tetrahydrofuran gelost und
1,6 g Dicyclohexyl-carbodiimid und 0,8 g Glycin-dthylester in 5 ml Tetra-
hydrofuran zugesetzt. Nach Stehen iiber Nacht wurde mit etwas Essigsédure
versetzt und nach einiger Zeit vom ausgeschiedenen Dicyclohexyl-harnstoff
abgesaugt. Nach Abdampfen des Filtrates wurde der Riickstand in Essig-
ester aufgenommen, die Losung mit verd. HCl, Sodalosung und Wasser ge-
waschen und nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat eingeengt; Ausfillen
mit Petrolather und Umkristallisieren aus Essigester lieferte 1,95 g des ge-
winschten Produktes. Eigenschaften siehe Tabelle 2.

b) N-Cbzo-DL-Tryptophanyl-glycin-dthylester (Methode A). Eine Losung
von 1,4 g N-Cbzo-pr-Tryptophan in 20ml abgol. Tetrahydrofuran wurde
mit 0,6 g Tri-n-propylamin versetzt, auf — 10° gekihlt und 0,45 g Chlor-
ameisensidure-dthylester zugesetzt. Nach 30 Min. bei — 10° wurden 0,6 g
Glycin-dthylester zugegeben und anschliefend iiber Nacht bei Zimmertemp.
stehen gelassen. Die Aufarbeitung erfolgte durch Filtrieren, Verdinnen des
Filtrates mit Ather, Waschen der Lésung mit verd. HCl, Sodalésung und
Wasser, Trocknen mit Natriumsulfat und Fallen mit Petrolither. Ausbeute
und Eigenschaften siche Tabelle 2.

Carbonyl-bisaminosiuren (II) aus den Cbzo-Peptiden (Tabelle 3)

Die Losung des Chzo-Dipeptidesters in Athanol wird mit 2,1 Aquival.
1n NaOH versetzt (Alkohol : Wasser etwa 1:1) und 2 bis 3 Stdn. am sie-
denden Wasserbad erhitzt. Nach Einengen der Ldsung im Vak. zur Ver-
treibung tiberschiissigen Alkohols wird mit HCIl angesfiuert (geringer Uber-
schuB) und die Loésung mit Ather im Apparat extrahiert. Reinigung und
Eigenschaften der Carbonyl-bisaminoséuren siehe Tabelle 3.

Hydantoin-3-essigsduren (III) (Tabelle 3, Nr. 1, 2, 3, 4, 5 und 6)
Diese wurden — soweit die Carbonyl-bisaminoséuren rein vorlagen
(Tabelle 3) — durch !/,stiind. Erhitzen (Try-Derivat nur 5 Min.) mit HCL (1: 1}
und Abdampfen der Salzsiure im Vak. erhalten. Die Derivate des Met
und Try wurden durch Umbkristallisieren (Tabelle 3) rein erhalten, das Pro-
Produkt (Nr. 4) wurde destilliert. In den anderen Fillen wurden die Roh-
produkte der Laugeumlagerung mit HCl erhitzt, die Hydantoin-3-essigséuren
durch Atherextraktion isoliert und nach der in der Tabelle 3 angegebenen
Methode gereinigt. Beim His-Derivat (Nr. 6) wurde der Abdampfrickstand
nach der Samrebehandlung gut getrocknet, mit Methanol-HCl verestert und

der Ester in der iiblichen Weise {Natriumcarbonat-Essigester) isoliert.

Synthese der Hydonioin-3-essigester {VIII) {Tabelle 3, Nr. 1a, 4a und 5a)
Hierzu wurden die entsprechenden Hydantoine (VII) in einer Na-dthoxyd-
bzw. -methoxydlésung (1 Aquival. Na) 1 Std. zum Sieden erhitzt und an-
schlieflend mit der molaren Menge Bromessigsiiure-ester (Athyl- bei 1aund 5a,
Methyl- bei 4a) weitere 5 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Zur Aufarbeitung
wurde der Alkohol im Vak. abgedampit, der Riickstand in Wasser aufgenommen
und mit Ather extrahiert. Reinigung und Eigenschaften siehe Tabelle 3.

‘19 (. R. Harington und T. H. Mead, Biochemic. J. 30, 1598 (1936).
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Die Aufspaltung dieser synthetischen Hydantoin-3-essigester zu den
Carbonyl-bisaminosduren (II) erfolgte durch Erhitzen (3 Stdn.) mit 2 Aquiv.
NaOH, Ansguern und Atherextraktion. Zur Gewinnung der Hydantoin-
3-essigsiuren (I1I) wurde mit 1 Aquival. Alksli in Athano! bei Zimmertemp.
(tiber Nacht) verseift, der Athanol im Vak. verdampft und weiter wie oben
verfahren.

8- Benzylthioglykolsaure-dthylester (durch Behandlung von S-Benzyl-
cystein-hydantoin (VII, R = C,H,;CH,SCH,) mit Na-dthoxyd und Brom-
essigester). :

§-( Benzyl-thiomethyl)-hydantoin

1,5 g S-Benzyl-pL-Cystein wurden zusammen mit 0,9 g KCNO in 20 ml
Wasser 30 Min. am Wasserbad erhitzt und nach Zusatz von 10 ml! konz.
HCI noch 15 Min. unter RiuckfluB gekocht. Nach dem Einengen im Vak.
und Kihlen schieden sich 1,3 g (77% d. Th.) ab, die aus Wasser umbkristalli-
siert wurden. Schmp. 121 bis 123°.

CyH,0,N,8. Ber. C 55,86, H 5,12. Gef. C 55,65, H 5,10.

1,25 g dieses Hydantoins wurden in einer Na-éthoxydlésung (0,12 g Na
in 15 ml absol. Athanol) gelést und nach 1 Std. am Wasserbad 0,9 g Brom-
essigsiure-dthylester zugesetzt und noch weitere 5 Stdn. unter Ruckflufl
erhitzt. Nach Abdampfen im Vak. wurde der Riickstand mit Wasser be-
handelt und das abgeschiedene Ol in Ather aufgenommen. Der Atherriickstand
(1,4 g) lieferte bei der Destillation im Kugelrohr (0,1 Torr, 110° Luftbadtemp.)
0,85 g (76% d. Th.) eines farblosen Ols. Die Lit.?° gibt als Sdp. bei 23 Torr
179 bis 189° an.

C:H,0,8. Ber. C 62,77, H 6,71. Gef. C 61,85, H 6,53.

Zur Identifizierung wurde ein Teil alkalisch verseift und die erhaltene
Ssure aus Athanol-Wasser umkristallisiert. Schmp. 58 bis 61° (Lit.20 Schmp.
58 bis 59°).

CoH,40,8. Ber. C 59,31, H 5,53. Gef. C 58,78, H 5,63.

Weiters wurde aus dem Ester noch durch Behandeln mit fl. Ammoniak
in Athanol das Amid dargestellt. Aus Wasser Blittchen, Schmp. 95 bis 97°
(Lit.2° Schmp. 97°).

CyH,;;ONS. Ber. N 7,73. Gef. N 8,11.

Dihydrazid der Histidin-N-carbonsdure (IX, R = C,H;N,)

0,6 g N-Cbzo-L-Histidin-methylester'® wurden in 2 m! absol. Athanol in
der Hitze geldst, 0,75 g Hydrazinhydrat zugesetzt und die Mischung 5 Stdn.
im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Ahdampfen des Athanols und
uberschiissigen Hydrazins im Vak. wurde vom Rest des Hydrazins im Ex-
sikkator tiber Schwefelsdure weitgehend befreit. Der zih-glasige Riickstand
wurde beim Behandeln mit. Athanol-Ather allméhlich fest und konnte aus
Athanol-Ather-Petrolither umgefillt werden. Schmp. 163 bis 164° (ger. Zers.).

C,H,;,0,N,. Ber. N 43,15. Gef. N 42,72.

5-( Imidazolyl-methyl}-3-amino-hydantoin (X, B = C/HN,)

Wurde eine wilr. Losung des obigen Dihydrazides 30 Min. zum Sieden
erhitzt und der Abdampfriickstand aus Athanol-Wasser umkristallisiers,

20 8. Gabriel, Ber. dtsch. chem. Ges. 12, 1639 (1879).
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dann erhielt man das gewlnschte Produkt in einer Ausbeute von 609, d. Th.
Kurze Nadeln, Schmp. 131 bis 134°, die Substanz wird beim weiteren Erhitzen
allméhlich fest, um dann bei 219 bis 221° zu schmelzen. Nach dem Trocknen
des tiefer schmelzenden Produktes bei 100° im Hochvak. tritt nur mehr der
hohe Schmp. auf.

C,H,O,N,. Ber. N 35,89. Gef. N 35,86.

Die analogen Derivate des Prolins wurden — ausgehend vom N-Cbzo-
Prolinmethylester — auf dieselbe Weise erhalten. Sowohl das Dihydrazid
als auch das Aminohydantoin waren Ole, die nicht zur Kristallisation gebracht
werden konnten.

Das Aminohydantoin lief sich bei 0,01 Torr und 130 bis 140° (Luftbad-
temp.) im Kugelrohr destillieren und erwies sich papierchromatographisch
als einheitlich (Tabelle 1).

C.H,0,N,. Ber. N 27,09. Gef. N 25,34.

Abbau eines Cbro-Dipepiides im Mikromafstab

Der Abbau sei am Beispiel des Chzo-Met-Gly-esters erldutert:

10 mg Cbzo-ester wurden mit einer Mischung aus 0,1 ml Athanol und
0,064 ml (2 Mol) 1 n NaOH 3 Stdn. am Wasserbad erhitzt, der Abdampf-
riickstand in HCL (1: 1) aufgenommen und 1 Std. unter Rickflu’ gekocht.
Es wurde erneut im Vak. zur Trockene gedampft und eine dquival. Menge
am Papier 2mal chrom. (Bedingungen siehe 8. 431). Ein Streifen wurde mit
4-Methyl-umbelliferon entwickelt (Rr: 0,44) und aus dem Parallelchromato-
gramm die Hydantoin-3-essigsédure mit Alkohol eluniert, das Eluat in einer
Kapillare mit HCl hydrolysiert (4 Stdn. 140°) und das Hydrolysat erneut
chromatographiert, wobei Met und Gly vorlagen?’. Fir die Bestimmung
der N- und C-AS (Hydrazinabbau!) haben wir 5 mg Cbzo-Met-Qly mit 0,3 ml
Hydrazinhydrat 5 Stdn. auf 100° erhitzt, das Hydrazin im Vakuumexsikkator
iiber Schwefelsdure abgedampft und den Abdampiriickstand in 0,5 ml Wasser
aufgenommen. Ein Teil wurde am Papier chromatographiert und zeigte das
Vorliegen von Gly (neben ganz schwachen verwaschenen Streifen). Nach Er-
hitzen der wiBr. Losung zum Sieden (20 Min.) wurde erneut am Papier
chromatographiert und mit Lauge und ammoniakal. Silbernitrat! das Amino-
hydantoin des Methionins (X, R = CH,SCH,CH,) nachgewiesen (Vgl. mit
einer authentischen Probe!). Auflerdem lag daneben noch ein schwacher
Fleck mit dem RBp-Wert des Gly-hydrazides (0,17) vor.

Quantitative Verfolgung der Laugeumlagerung I nach IT

Sorgfiltig gereinigte N-Cbzo-Dipeptide (nicht Ester) wurden in 2 Mol
0,1 n NaOH gelost und die Losung im Thermostaten auf 75° erhitzt. Zu
bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen, rasch abgekiihlt und durch
Titration mit 0,1 n H,80, im Beckman-Autotitrator (Modell K) {Aufnahme
der Titrationskurve) die Menge der iiberschiissigen Lauge bestimmt.

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

Herrn Dir. Prof. Dr. G. Ehrhardt von den Farbwerken Hoechst sind
wir fir die Uberlassung von Aminosiduren zu groem Dank verpflichtet.

Dieser und anderen Arbeiten® kam eine Zuwendung zugute, welche
die Rockefeller-Foundation einem von uns (F. W.) gewihrt hat, wofir
an dieser Stelle bestens gedankt sei.



