
[~ber  M e s o h K m i n - p o l y - p h e n y l a l a n i n - g l u t a m i n s ~ i u r e n  *~ 

Von 
W. Lautseh und E. SchrSder ~ 

Aus dem Insti tut  fiir Orgmlische Chemie der Freien Universit~t Berlin 

(Eingegangen am 9. Januar 1957) 

Es werden die zur Gewinnung der enantiomorphen und 
diastereomeren Formen der freien Carbons.~uren yon Ferment- 
modellen aus den 5Iethyl- und Benzylestern der Mesohfimin- 
poly-phenylManin-glutamins~uren verwendeten Verseifungs- 
methoden besproehen, sowie die N- und C-endst~ndigen Amino- 
s~iuren der Polypeptide ermittelt, deren Partialhydrolyse einen 
statistisehen Aufbau der Polypeptidkette erkennen 1/~Bt. Die 
Beobaehtungen fiber das katMytisebe und optisehe Verhalten 
der Fermentmodelle werden auf die Bildung von Einsehlul3- 
systemen yon Wirkungsgruppe und Substrat zuriiekgefiihrt. 

Kfirzheh haben wit fiber die Synthese, fiber die optisehen und kata- 
lytisehen Eigensehaften der Mesoh~min-poly-DL-(phenylalanin-glutamin- 
s~urdn) bzw.-(isoleuein-glutamins~uren) beriehtet  a. Diese Untersuehun- 
gen werden erg~nzg du tch  die in der vorliegenden Arbeit  beschriebenen 
enant iomorphen bzw. d ias te reomeren  Formen  der Fermentmodelle.  

Die vorliegende Arbeit  behandel t  
I. die Syllthese der Mesoh/~min-poly-phenylalanin-glutamins~ure-y- 

meghylester (L,n; D,L; DL,L), tier -y-benzyles ter  (L,L; D,L; DLfl,), der Meso- 
h~imin-poly-(O-aeetyl-L-tyrosin-L-glut~mins~iure-y-methylester) sowie der 
du tch  Verseifung erh~tltlichen freien Carbons~uren, 

I I .  Endgruppen  und Aminos~uresequenzen, 
I I I .  Messung der kata lyt isehen Eigensehaften der Fermentmodelle,  
IV. Synthese der Di- und Tripeptide. 

* t terrn Professor Dr. F. Wessely zum 60. Geburtstag gewidmet. 
28. Mitt. : ,,I~'ber Fermentmodelle" yon W. Lautsch und Mitarb. ; 27. Mitt. : 

W. La:~ttsch und R. Wiechert, Kolloid-Z., im Druck. 
-2 Auszug aus Dissertation E. SchrSder, Freie Vniversitfit Berlin (1956). 



Lautsch u. Schr6der : LTber Mesoh~min-poly-phenylalanin-glutaminsguren 433 

I. 1. S y n t h e s e  d e r  P o l y p e p t i d e s t e r  u n d  V e r s e i f u n g  zu  
d e n  P o l y p e p t i d s g u r e n  

Die Initiierung der Polykondensation der N-Carbons~ureanhydride 
(NCA) mit  Mesoporphyrin-IX-dihydrazid bzw. mit  Methanol zwecks 
Gewinnung der mesoporphyrinsubsti tuierten Pol3goeptide bzw. der - -  
zum Studium der Zwischenstoffwirkungen 4 erforderlichen - -  unsubsti- 
tuierten Polypeptidester erfolgte unter Variation des Molverhgltnisses 
der NCA yon Phenylalanin : Glutamins~ure wie 1 : 4, 1 : 2, 1 : 1 und 
3 : 2  unter Verwendung yon Nitrobenzo] als L5sungsmittel (siehe Ver- 
suchsteil): 

Zur Darstellung der freien Polypeptidcarbons~uren waren die Ver- 
seifungsmethoden und -bedingungen zu ermitteln, die die Gewinnung 
der Po]ys~uren ohne Racemisierung und Vergnderung der prosthetischen 
Gruppe gestat te ten.  

a) Versei/ung mit  NaOH-Cu(OH)2.  Da die alkalische Verseifung yon 
Polypeptidestern zu einer betrgchtliehen I~acemisierung fiihrt 5, prtiften 
wir die yon B. Bruckner und J. und K .  Kovads 6 beschriebene alkalische 
Verseifung in Gegenwart yon CuII-]gydroxyd. Unter  den yon uns er- 
mittel ten Bedingungen (50~ Stdn./0,5 n NaOI-I) war nur ein geringer 
Abfall der spezifischen Drehung zu beobachten, auch die prosthetisehe 
Gruppe unterlag keiner Ver~nderung. Nach diesem Verfahren haben 
wir aus den Polymethylestern L,L-, D,L-, DI~,L-, I~,DL- und D,DL-Carbon- 
sguren hergeste]lt. 

b) Verse:i]ung mit  HBr-Eisessig.  Zur Gewinnung der Mesoh~min- 
polypeptide aus den Polybenzylestern wurde das yon D. Ben Ishai 7 

zur Abspaltung des Carbobenzoxy (Cbo)-Restes und von B . G .  Overell 

und V. Petrow s zur Benzylesterspaltung besehriebene Verfahren mit  
tIBr-Eisessig angewendet. Wir fanden, dal~ unter opLimalen Bedingungen 
(50~ Min.) die Benzylgruppen nahezu quanti tat iv (94% freie Carboxyl- 
gruppen) ohne Racemisierung und ohne I-Iydrolyse der prosthetisehen 
Gruppen abgespalten werden k5nnen. Es ist zweckm~Big, die Behandlung 
mit HBr-Eisessig an den Mesohgminpolypeptidel i  durehzufiihren. Das 
komp]exgebundene Eisen wirkt offensiehtlich stabilisierend gegeniiber 
hydroxylierend wirkenden Agentien, denn die Mesoporphyrinpolypeptide 

3 W. Lautsch und E. Schr6de~', Z. l%aLurforseh. 9 b, 277 (1954). 
4 W. Lautsch, W. Broser, W. Biedermann und H. Gnichtel, Angew. Chem. 

66, 123 (1954), siehe Bild 26, S. 134. - -  Ferner W. Lautsch, H. Gnichtel, 
I .  Gnichtel nnd E. H6]ling, Kolloid-Z. 14~1, 132 (1955), vgl. Tabellen 2 mad 3. 

5 W. E. Hanby, S. G. Waley und J. Watson, J. Chem. See. London 1950, 
3009, 3239. - -  V. Bruc/cner und J.  und K.  Kova~s, Naturwiss. 89, 380 (1952). 

s V. Bruc/cner, J.  und K.  Kovads und A. Kotai, Exper. 10, 166 (1954). 
D. Ben Ishai, J. Org. Chem. 19, 62 (1954). 

s B. G. Overell und V. Petrov, J. Chem. See. London 1955, 232. 
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erfahren bei der HBr-Eisess ig-Behandlung eine erhebliche Abspa l tung  
yon  Wirkungsgruppen .  

Zur Pr i i fung der Frage,  inwieweit  bei der Verseifimg ol~tisch-aktiver 
eopolymerer Pept ide  t~aeemisierung e int r i t t ,  wurden  die in  Tabelle 19 
angeffihrten opt iseh-akt iven eopolymeren Methyl- und  Benzylester  bzw. 
die verseiften P roduk te  der t tydro lyse  ]nit 48~oiger t I B r  unterworfen  

Tabelle 1. S p e z i f i s c h e  D r e h u n g e n  in  2 4 % i g e m  B r o m w a s s e r s t o f f  
n a c h  I - I y d r o l y s e  y o n  P o l y - p h e n y l a l a n i n - g l u t a m i n s ~ u r e m e t h y l -  
u n d  - b e n z y l e s t e r n  bzw.  n a c h  H y d r o l y s e  der  G l u t a m i n s / ~ u r e -  
b e n z y l -  u n d  - m e t h y l e s t e r  sowie  n a e h  B e h a n d l u n g  bzw. A u f -  

16sung yon Glutamins~ure und Phenylalanin (c= 0,4 pro 
Komponente; 2 dm) 

I. D-H-Phe-OH .................... 
2. D-I-I-Phe-OI4 .................... 
3. n-H-Glu-0H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
4. n-H-GIu-OH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
51 z-H- Glu-OI-I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

[-y-OCH2C6tt~ 
6. L-H-Glu-Ott . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

I-y-OC:I-I2C6I-I 5 
7. D-H-Phe-Ott q- DL-II-GIu-OH . . . . .  
8. I-I- (D-1)he -DL - Glu)n- OI-f . . . . . . . . . . .  

(fiber y-Methylester) 
9. H-(D-Phe-DL- GIu)n-0H ........... 

(fiber y-Benzylesi/er ) 
10. D-I-I-Phe-OH -{- L-H-GIu-0H ...... 
Ii. D-I-I-Phe-0H ~ z-I-I-Glu-OH ...... 
12. D-H-Phe-OH + z-H-Glu-Ol-I ...... 

[y-OCtt~C6tt5 
13. H- (D-Phe-L- GIu)n-OCH2C6tt 5 . . . . . .  

Ly_OCH2 . C6H 5 
14. H - ( D - P h e - L - G I u ) n - O I K  . . . . . . . . . . . .  

(fiber 7-Methylester) 
15. H-(D-Phe-L-Glu)n-OH . . . . . . . . . . . .  

(fiber y-Benzylester) 
16. H-(L- Glu)n-OI-I . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

(fiber y-Methylester) 
17. H-(L- Glu)n-OH . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

(fiber y-Benzylester) 
18. D-H-Phe-OH + L-H-Glu-OH . . . . . .  

I-y-OCH3 
19. H- (D-Phe-L- Glu)n-OCI-I 3 . . . . . . . . . .  

Ly-OCtla 

- -  0,056 
6 Stdn. gek. 0,054 

- -  0,244 
6 Stdn. gek. 0,224 

- -  0,336 

6 Stdn. gek. 0,220 

6 Stdn. gek. 0,055 
6 Stdn. gek. 0,052 

6 Stdn. gek. 0,057 

- -  0,30 
6 Stdn. gek. 0,27 
6 Stdn. gek. 0,26 

6 Stdn. gek. 0,27 

6 Stdn. gek. 0,233 

6 Stdn. gek. 0,228 

6 Stdn. gek. 0,214 

6 Stdn. gek. 0,210 

6 Stdn. gek. 0,269 

6 Stdn. gek. 0,267 

+ [~J~ 

5,6 ~ 

5,4 ~ 
30,5 ~ 
28 o 

24,2 ~ 

27,5 ~ 

5,5 ~ 
5,2 ~ 

5,7 ~ 

18,7 ~ 
16,9 ~ 
16,3 ~ 

16,96 ~ 

14,6 ~ 

14,3 ~ 

26,7 ~ 

26,2 ~ 

16,8 ~ 

16,7 ~ 

9 Wir benutzen das von E .  B r a n d  u n d  J .  T .  E d s a l l  [Ann. Rev. Biochem. 
16, 223 (1947)] eingefiihrte Abkfirzungssystem und benennen die Gruppierung 
---NHCH(R)--CO-- mit ihren ersten 3 Anfangsbuehstaben. 
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und die beobachteten Drehungen verglichen mit denen der monomeren 
Aminosi~uren nach LSsung bzw. nach Hydrolyse ihrer Ester unter ver- 
gleichbaren Bedingungen. Bei denen aus aktiver und inaktiver Kompo- 
nente bestehenden copolymeren Pep~iden blieb bei der Errechnung der 
spezifischen Drehung die Einwaage der DL-Form unberficksichtigt 
(siehe Versuchsteil). 

Aus Tabelle 1 lgl3t sich folgendes entnehmen: 

1. Da D-Phenyl~l&nia unter den Hydrolysebedingungen nicht racemi- 
siert wird (1 und 2), L-Glutamins~ure nur einen geringen Drehungs- 
abfgll zeigt (3 und 4), D-Phenylalanin in dem copolymeren Peptid eben- 
falls keine wesentliche Vergnderung der spezifischen Drehung erleidet 
(7, 8 und 9), kann man aus dem Vergleich yon 18 und 19 schlieBen, dal~ 
im copolymeren Poly-D-phenyl~lanin-n-glutaminsgure-methylester die 
Komponenten im Molverh~ltnis 1 :1  vorliegen. Damit werden unsere 
frfiheren Ergebnisse fiber die grundmolekularen Drehungsbeitr~ge s, lo 
der Komponenten in copolymeren Peptiden erneut best~tigt. 

2. Der Drehungsbeitrag der Phenylalaninkomponenten erf~hrt bei 
der Verseifung yon copolymeren Peptiden keine Veri~nderung (vgl. 7, 
8, 9). Dies gilt aueh ffir die Glut~mins/~urekomponenten, wie der Ver- 
gleich yon 12 und 13 sowie 4, 16 und 17 ergibt. 

3. Bei der Verseifung der copolymeren Peptide ist der Glutamins/iure- 
anteil empfindlicher als in der reinen Polyglutaminsi~ure, wie ein Ver- 
gleich von 4, 16, 17 und 11 bis 15 zeigt. 

Wir haben schliel~lieh ~uch die Abspaltung der Benzylester mit der 
HBr-Nitrobenzolmethode yon N.  F.  Albertson und F. C. M c K a y  n geprfift. 
Nach diesem Verfahren lie~ sich der Poly-~-glutamins~ure-y-benzylester 
in etwa 50% Ausbeute verseifen, r~]~0 L ~ ~ - 2 6  ~ . 94% der Carboxyl- 
gruppen waren nachweisbar. Wegen der sehweren LSslichkeit der co- 
polymeren Peptide in I~itrobenzol haben wir die Arbeitsweise in Eisessig 
vorgezogen. 

c) Das Hydrazinver/ahren. Die yon V. Bruckner und J.  und K. 
Kovacs 5, 12 zur Verseifung yon Polypeptidestern angegebene Methode 
mit wasserfreiem Hydrazin und nachfolgender saurer Hydrolyse der 
Polyhydrazide fiihrt zu befriedigenden Ergebnissen, wenn Hydr~zin 
direkt der LSsung des Polyesters n~eh der Polykondens~tion zugesetzt 
wird. Wir erhielten aus Poly-L-g]utaminsaure-y-methylester (OCI-I 3 
: 2 1 , 6 8 % )  fiber das Polyhydrazid (N bet.: 29,36%; Iq gef.: 29,15% 
und 28,85%; OCHs bet. : 0%; OCI-I 3 gel  : 0,24%) dutch s~ure Verseiiung 
eine Poly-L-glutaminsaure, bei der nach Itydrolyse mit HBr [~]~)0 

~o W. Lautsch, R. Schi~tze ul]d W. Broser, Kolloid-Z. 133, 1 (1953). 
1~ N..F.  Albertson und F. C. McKay ,  J. Amer. Chem. Soe. 75, 5323 (1953). 
1~ V. Bruckner und J. und K. Kovads, J. Chem. Soc. London 1958, 145. 
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= + 26,8 ~ betrug; analog behandelte monolnere Glutamins~ure zeigte 
[a]~ = + 27,3 ~ 

Das Verfahren lieB sich jedoeh auf wirkungsgruppensubstituierte 
Polypeptide nicht anwenden, da eine beinahe vollstandige Abspaltung 
der Farbstoffkomponente erfolgte. Darfiber hinaus erfolgt bei der Um- 
wandlung in das Polyhydrazid gleichzeitig eine tIydrazino]yse der Poly- 
peptidkette,  was mit  einem starken Abfall des Molgewiehtes verbunden 
ist s, 12 (vgI. aueh S. Alcabori, K.  Ohno und K.  Narita is, ferner K.  Sehlggl, 
F.  Wessely und E. Wawersichl4). 

Eine I)bersieht fiber die spezifischen Drehungen der yon uns her- 
gestellten Poly-n-glutamins~uren und der copolymeren Peptide zeigt 
T~belle 2. 

Tabelle2. S p e z i f i s e h e  D r e h u n g e n  von  P o ! y - n - g l u t a m i n s / ~ u r e  und  
P o l y - p h e n y l a l a n i n - g l u t a m i n s a u r e n  (Molverh~iltnis I : l )  in 0,5n 

NaOl~  (1 dm c = 1) 

Substanz Hergestellt aus Verseifungsverfahren [ a ] ~  

H-(L-Glu)n-OH . . . . . . . . . .  
H-(L-Glu)~-OH . . . . . . . . . . .  
H-(L- Glu)n-OH . . . . . . . . . . .  
H-U,-Glu)n-OH . . . . . . . . . . .  
H-(D-Phe-L-Glu)n-Ott . . . . .  
I-I-(D-Phe-L-Glu)n-OH . . . . .  
H-(D-Phe-DL-Glu)~-OH .... 
H- (D-Phe-DL- Glu)n-Ott . . . .  
t-L (L-Phe-L - Glu)n- Ot{ . . . . .  
I-t- (L-Phe-L- Glu)n-014 . . . . .  

Benzylester 
Benzylester 
Neghylester 
Methylester 
N:ethylester 
Benzylester 
Methylester 
Benzylester 
Methylester 
Benzylester 

HBr-Eisessig 
KBr -Nitrobenzol 
Na0tt/Cu(OH)2 
Hydrazin 
Na0II/Cu(OH)~ 
I-LBr -Eisessig 
Na0I-I/Cu(OH)2 
HBr-Eisessig 
NaOH/Cu(OH)~ 
HBr-Eisessig 

__ 750 
_ _  7 ~  o 

_ _  7 7  ~ 

_ _  7 4  ~ 

_ _  2 4  ~ 

_ _  25 ~ 
_ _ 3  ~ 
_ _ 4  ~ 

_ _  38 ~ 
_ _  3 6  ~ 

2. M e s o h g m i n p o l y p e p t i d e  

Es wurden die in der Tabelle 3 aufgeffihrten mesohgminsubstituierten 
Polypeptide hergestellC. Ihr  Eisengehalt wurde dureh Extinktionsbestim- 
mung der Pyridinha.mochromogenb~nden bei 518 m# und 547 m}t er- 
mit tel t  und die Werte verglichen mit den durch kolorimetrische Eisen- 
best immung mit  c~,d-Dip~idyl  erhaltenen. Der angegebene Mittel- 
wert wurde den k~talytischen Messungen zugrunde gelegt. Aus den 
in der letzten 8palte angegebenen 8ubstanzmengen in rag, die 50 Y Fe 
entspreehen, kann das dnrchsehnittliche Molekulargewicht der betreffen- 
den Fermentmodelle unter der Voraussetzung abgeleitet werden, daft 
die Polykondensation ausschlieBlich yon dem Mesoporphyrinhydrazid 

~ S. Akabori, K.  Ohno und K. ~rarita, Bull. Chem. See. Japan 25, 214 
(1952). 

~4 K. SchlOgl, F. Wessely und E. IVawersich, Naturwiss. 41, 38 (1954); 
Mh. Chem. 85, 957 (1954). 
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initiiert wurde. Darnach sehwankt das 5Iolgewieht unserer 5{odelle 
etwa. zwisehen 14000 und 35000. 

Tabelle 3. F e - G e h a l t  der  M e s o h / ~ m i n - p o l y - p h e n y l a l a n i n - g l u t a m i n -  
s/~uren 

5f.e soh~imin - poly-phenylalanin- 
glutamins~iure Fe-GehaIt in ~,/mg 

Form 

DL,L 

L,DL 

L,L 

D,L 

D,DL 

L 

L,L ! 
D,I~ 

DL,L i 

DL,DL ! 
DL,DL 

DL,DL 

DL,DL 

DL 

5fol- 
verh. 

1:1  
1 :1  
1 :1  
1 :1  
1 1 

0 : 1  
I : 1  
1 :1  
l : i  
3 : 2  
1 :1  
1 :2  
1 :4  
0 :1  

hergestellt aus 

y-Methylester 
y-lVlethylester 
y-Methylester 
7 -Methylester 
y-2v[ethylester 
y-)/Iethylester 
y-Benzy]ester 
7-Benzylester 
y-Benzylester 
y-Methylester 
y-Methylester 
y-Methylester 
7-Methylester 
y-Methylester 

aus Extinktionsmessun- ] Kolori- 
gen (518 und 547 m/~) metrische 

1. Best 2 . ~  [Bestimmung 

2,36 
3,95 
4,70 
4,05 
3,78 
1,15 
1,32 
1,69 
1,56 
2,04 
2,5 
2,83 
4,98 

34,6 

4,40 
4,18 
1,18 
1,28 
1,48 
1,49 
2,05 
2,4 
2,43 
5,26 

34,6 

Mittel- 
wert 

1,92 2,14 
3,85 3,90 
4,35 4,52 
4,30 4,25 
4,0 4,0 

- -  1,17 
- -  1 , 3 0  

- -  1,58 
1,52 

- -  2,04 
- -  2,45 
- -  2,63 
- -  5,12 
- -  34,6 

50 mg Fe 
lIlg 

Substanz 

23,4 
12,8 
11,1 
11,8 
12,5 
42,7 
38,5 
31,6 
32,9 
24,5 
20,4 
19,0 
9,8 
1,45 

II .  E n d g r u p p e n  u n d  A m i n o s g u r e s e q u e n z e n  

Kfirzlieh hat ten wir aus den Enddrehnngen yon copolymeren Peptiden 
mit  weehselndem Molverh~ltnis die grundmolekularen Drehungsbeitr~ge 
der Komponenten ~bgeleitet und aus der T~tsache, dab diese vom 
Kondensationsverh/iltnis abhi~ngig sind, auf das Vorliegen von Co- 
polymeren und aus dem Kurvenverlauf  der zeitliehen Abh~ngigkeit 
der optischen Drehung wi~hrend der Polykondensation geschlossen, dal3 
bei l)berwiegen eines der ReM~tionspartner zuniiehst Copolymere auf- 
gebgut werden, in welehen die Partner  annghernd regelms weehseln, 
w~hrend - -  infolge der Verarmung an unterschfissiger Komponente  - -  
spgter die Einheiten im Copolymerisat vorwiegend aus der fibersehfissigen 
Komponente  bestehen. 

Wit haben diese aus der optisehen Drehung gezogenen Sehliisse 
iiberpriift, indem wit 

1. in den niehtwirkungsgruppensubstituierten Peptiden die N- und 
C-endst~ndigen Aminos/iuren best immt haben, und 

2. die in Betracht  kommenden copolymeren Peptide wie aueh unsere 
Fermentmodelle der Parti~lhydrolyse unterworfen haben. 

Monatshefte fiir Chemie. Bd. 88/4 30 
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Zu 1 :  

a) Best immung tier N-endstiindige~ Ami,no~'iiure. Naeh dem DNFB- 
Verfahren yon F. Sanger 15 best immten wir die N-endst~ndige Aminos~ure 
in den Poly-DL-(phenylalanin-glutamins~uren) mit  den Nolverh~iltnissen 
2 : 1, 1 : 1 und 1 : 2 durch Umsetzung mit  Dinitrofluorbenzol, ansehlieften- 
der t Iydrolyse der DNP-Polypeptide (48% I~Br/24 Stdn./100 ~ und an- 
sehlieftender Extrakt ion mit  ]~ther und papierehromatographiseher 
Trennung (Phtbalatpuffer,  p]-[ = 6, tert.-AmylalkohoI). In  derselben 
Weise wurde die N-endst~ndige Aminos~ture in den Mesoh~imin-poly- 
phenylalanin-glutaminsiiuren mit den Molverh~Rnissen 1 : 1  und 2 : 1  
ermitgeR. 

])as Ergebnis zeigg Tabelle 4. 

Tabelle 4. N-ends t /~nd ige  A m i n o s ~ u r e n  in P o l y p h e n y l a ! a z a i n -  
g l u g a m i n s ~ u r e n  m i t  w e e h s e l n d e n  5 io lverh /~ l tn i s sen  

DNP-ner iva t  yon 

L(DL)-H-Glu-OtI . . . . . . . . . . . . .  
Dn-H-(Phe)-OH . . . . . . . . . . . . . .  
I)L-H-(Phe-Glu)n-OH (2 : 1) . . .  

( t  : 1 )  . . .  
( 1  : 2 )  . . .  

RF-Werte  

DNP-Phe DNP-Glu 

- -  0,14 s 
0,45 
0,44 0,11~ 
0,45s 0,127 
0,46 0,11s 

Es ist ersichtlich, dab in den copolymeren Peptiden mit den Mol- 
verhaltnissen 2 : 1  und 1 : 2  beide Komponenten als N-endst~indige 
Amhlos~uren naehweisbar sind. Dazu sei bemerkt,  daft man wohl nur 
bei h6herem Ubersehuft der einen Komponente  mit  dem bevorzugten 
Aultreten der iibersehiissigen Aminosgure als Endgruppe wird reehnen 
k6nnen. Dariiber hinaus mug eine Spaltung der Peptidkette  unter den 
Verseifnngsbedingungen in Betraeht gezogen werden. 

b) C-endstiindige Aminosiiuren. Zur Bestimmung der C-endst~ndigen 
Aminosguren verwendeten wir das yon F, Wessdy  1~ und MitarbeRern 
bzw. S. Akabori 13 beschriebene Hydrazinolyseverfahren, naeh welehem 
die C-endstgndige Aminosgure als freie Carbonsfinre anf~Ilt, w~hrend 
die Aminos~iurereste der Ket te  als Benzalverbindnng abgetrennt werden. 

Wit  haben dig Poly-DL-(phenylalanin-glutamins~uren) mR den Nol- 
verhgltnissen 2 : 1, 1 : 1, 1 : 2 und 0 : 1 mit  dem in der T~belle 5 wieder- 
gegebenen Ergebnis gepriift. 

Zum sieheren Naehweis der endst~ndigen C-Aminos~Luren erwies sigh 
auf Grund yon Voruntersuehungen das Verh~ltnis yon 10 mg Polypeptid 
zu 1 cm a J:[ydrazin als n6tig, aueh war eine Variation der sonstigen 
l~e~ktionsbedingungen sowie eine Analyse unter weehselnden 

1~ F.  Sanger, Biochemic. J. 39, 507 (t945). 
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ttydrazinolysebedingungen erforderlieh, da sich sonst unter Umst~tnden 
Phenylalanin sowie Glutaminsgure bei Priifung des Polyesters dem 
Naehweis als endst/~ndige Aminosgnre entziehen k6nnen (vgl. 14). 

Tabelle 5 .  B e s t i m m u n g  der C-endsggnd igen  A m i n o s s  in den 
P o l y p h e n y l ~ l a n i n - g l u t a m i n s g u r e n  mi t  wechse lnden  M o l v e r h ~ l t n i s s e n  

Pept ide 

H-Phe-0tt  . . . . . . . . .  
t{-Phe-Phe-Ott . . . . .  
H-(Phe-Glu)~-0I-I... 

H-(Phe- Olu)n-OCH ~ 
Ly-OCtIa . . . 

H-(Glu)~-OIt . . . . . . .  

2r 
verh~lt-  

his 

/~F-Werte 

Butanol  : Eisessig : H~O = 4 : 1 : 1 Essigester : Pyr id in  : II~O = 4 : 2 : 2 
IIydrazinolyse l tydrazinolyse  

12 S~dn./100 ~ 24 Stdn./100 ~ 12 Stdn./100 ~ 12 Stdn./150 ~ 

Phe Glu  Phe Gin Phe 

0,457 
0,46s 
0,46v 
0,45s 
0,457 

0,457 

0,17 
0,167 
0,167 

- - !  

i 

0,443 
0 , 4 4 1  
- - !  

0,17~ 
0,16s 
0,157 

0,157 

Phe GIu 

0,57 s 0,14 
0,582 0,147 
0,58~ 0,14.~ 

0,57~ - -  ! 
- -  0 , 1 4 2  

0,57 
0,56v 
0,57e 

0,58 

2 :1  
1 :1  
1 :2  

1 :1  

GIu 

Zu 2: Part ialhydrolyse .  Die Frage, ob man es bei den Polyphenyl- 
alanin-glutamins~uren sowie bei den entspreehenden Fermentmodellen 
mit einem statistischen Aufbau der Polypeptidkette zu tun hat, oder 
aber ob die beiden Komponenten regelm~Big alternierend die Kette auf- 
bauen, war der Anla], eine P~rtialhydrolyse durchzuffihren, wie sie 
von iF. Sanger  und Nitarbeitern 1~, V. D u  VigneaudlL  H .  T u p p y  Is und 
anderen erfolgreieh zur Aufklgrung yon Hormonen mit Polypeptid- 
eharsAter verwendet wurde. Eine Entscheidung miil3te bereits durch 
den Naehweis yon Di- und Tripeptiden mSg]ich sein. 

Wir haben deshMb zunaehst die in Kapitel II ,  3 beschriebenen Di- 
und Tripeptide auf ihr VerhMten bei der P~rtialhydrolyse gepriift. Das 
Ergebnis beinhaltet Tabelle 6. 

Wir fanden, dab die Dipeptide in den angegebenen Zeiten teilweise 
gesp~lten, teilweise noch nachweisbar sind, w~hrend die Tripeptide 
sehon nach 2 Tagen gespglten wurden, und zwm ~ bevorzugt an der ge- 
mischten Peptidbindung, so dag neben den monomeren nur K-Phe-Phe-OH 
und H-Glu-Glu-OH nachweisbar sind, wahrend die chromaCographiseh 
schwer trennbaren H-Phe-Glu-OIt und H-Glu-Phe-OIt nur noch an- 
deutungsweise erkennbar sind (+).  

is F .  Sanger, Bioehemic. J. ~4, 126 (1949); 4.5, 563 (1949). 
1~ V. D u  Vigneaud, J. Amer. Chem. Soe. 75, 4879 (1953). 
xs H.  T u p p y ,  Biochim. Biophys. Aeta 11, 449 (1953). - -  H.  T u p p y  und 

H.  ~]fichl, Mh. Chem. 84, 1011 (1953). 
30* 
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In tIinblick auf die Einheifliehkeit yon H-Phe-Glu-Phe-OH wird 
auf II ,  3 verwiesen. 

Das Ergebnis der PartiMhydrolyse der PolyphenylManin-glut~min- 
si~uren mit den Molverh~ltnissen 2 : 1 und 1 : 1 zeigt Tabelle 7. 

Der Nachweis yon tLGlu-Glu-OH bzw. H-Phe-Glu-OH (H-Glu- 
Phe-OH) bei der Durehffihrung der Hydrolyse bei 37 ~ sowie das Auf- 
treten yon I-LPhe-Phe-OI-I erst naeh li*ngeren Hydrolysezeiten sowie das 
Versehwinden yon H-Glu-Glu-OH unter energiseheren Reaktions- 
bedingungen lassen I~fieksehliisse auf die versehiedene SpMtungs- 
gesehwindigkeit der Peptidbindungen zu. Die Phe-Phe-Bindung erwies 
sieh als am sehwersten spaltbar. Der Naehweis yon H-Phe-Phe-OH und 
H-Glu-Glu-OH aueh fiir das Molverhi~ltnis 1 :1  sehliegt einen regel- 
mttf~ig alternierenden Aufbau aus den Komponenten aus. Der Aufbau 
der Polypeptidkette wiihrend der Polykondensation erfolgt statistiseh. 

III .  N e s s u n g  de r  k a t a l y t i s c h e n  E i g e n s e h a f t e n  de r  
F e r m e n t m o d e l l e  

Wit haben die besproehenen Nesoh~tmin-poly-phenylalanin-glutamin- 
s~turen mit I-Iilfe der manometrisehen Methodik naeh Warburg auf ihre 
katalytischen Eigensehaften geprtift. Das Ergebnis dieser Untersuehun- 
gen zeigt Tabelle 8. 

D i s k u s s i o n  de r  M e B e r g e b n i s s e  

1. p-Phenylendiamin.  Man entnimmt Tabelle 8, dab die Misehung 
aus Polypeptid d-Mesohgmin die Dehydrierung stgrker katalysiert als 
Mesohgmin (welches in der vorliegenden Megreihe durehweg als Na-Salz 
angewendet wird; frfiher a wurde der Ester des Mesohgmins zum Ver- 
gleieh herangezogen). Die Mesohgmin-poly-DL-glutaminsgure katalysiert 
am stgrksten, wenn die positive Katalyse dutch das unsubstituierte 
Polypeptid Beriieksiehtigung finder. Damit steht die hemmende Wirkung 
der unsubstituierten Polypeptide im Einklang, sie ist besonders aus- 
geprggt bei dem Molverhgltnis 1 : 1. Wit konnten beweisen, dab diese 
Nemmnng auf bevorzugter EinsehlieBung des Semiehinons beruht, ein 
Ergebnis, welches auf Grund der Versehiebung der Bandenmaxima 
der Absorptionsspektren sowie der Hemmung der Dehydrierung yon 
p-Phenylendiamin in Gegenwart yon ~-Cyelodextrin, Ng-Desoxyeholat 
und Poly-DL-phenylalgnin-glutaminsgure (1: i) gewonnen wurde 19. Dar- 
fiber hinaus haben wit feststellen k6nnen, dag bei EinsehlieBungsvorggngen 
aueh das gedoxpotential  des Substrats versehoben wird. ggir konnten 
dutch Studium des Systems 3-Hydroxythiazin-fl-Dextrin ~0 zeigen, dag dutch 

19 W. Lautsch und 2r Kolloid-Z. 144, 82 (1955), vgl. insbesondere 
Abb. 6a und 6b, S. 9i. 

"20 W. Broser und Ch. Bahr, Z. N~turforsch. 10 b, 121 (1955). 
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Tabelle 8. O z - V e r b r a u e h  u n d  k a t a i y t i s c h e  W i r k u n g  der  P o l y -  
(20 ~ C, Phosphatpuffer 

Fermentmodelle )[esoh~imin~poly- 
phenylalanin-glutaminsi~ure (I) 

bzw. 3s (5 y Fe) + Poly- 
phenytManin-glutamins~ ure (II) 

5 y Fe ent- 
sprechen 

nag l~IodelI] 
3~ol- Geffi~ 

verh~It- 
his  

3 : 2 2,45 
1 : 1 2 , 0 4  

I Dr.-]:)]; 1 : 2 1.9 
1 : 4 0,98 
0 : 1 1,71 

: 0 : : 1  Z I 
O;ne Z.; iz : : / : - -  Z . . . . .  
Mesohgmin (5 y) .  i - -  

r 

L-L ~ . . . . . . .  I 1 
L ' L 2  . . . . . . .  I 1 

L ' D L  1 . . . . . .  ~ 1 

DL-L 1 . . . . . .  1 
D L - L  2 . . . . . .  1 

D - L  ~ . . . . . . .  1 

D'L2 ....... I 1 

1,11 

3 , 8 5  
1 ,28  
2 , 3 4  
3 , 2 9  
1 ,18  
3 , 1 6  

PolyphenylManin-glutamins~uren 
0 ~ mm~/Stdn. 

p-Phe- 5(D)- Tetra- 
nylen- Adre- chlor- 
diamin 3 nalin 4 salicoin 5 

- -  - -  46 
5 4 6  46  

14 46  46  

22 - -  - -  

! 

F u r ~  i ~ - P y r i -  d o i n  7 

84 200 

Aus y-2~Iethylester. 
2 Aus y-Benzylester. 
3 0,0434 mg p-Phenylendiamin in 4,8 cm a Phospha~puffer bei p i t  ~ 7,3 + 

+ 0,2 cm a Pyridin, aufgefflllt auf 6 cm 3 unter  Zugabe der obengenamlten 
FermentmodMle bzw. unsubsti tuierten Poly-phenylalaninglu~amins/iurem 

10rag L(~))-Adrenalin in 4 ,8cm a Phosph~tpuffer bei I~H ~ 7,3 + 
+ 0,2 em a Pyridin, aufgefiil]t auf 6 cm a unter  Zug~be der obengenannten 
Fermentmodelle bzw. unsubsti tuierten Polyphenylalanin-glutamins~uren 
(SieBdauer 30 Min. extrapoliert auf 60 Mill.). 

5 5 mg TetrachlorsMicoin (Mel3dauer 30 ~ in .  extraloolier~ auf 60 Min.). 
10 mg Furoin (SIegdauer 30 iV[in, extrapoliert auf 60 Min.). 

7 10rag Pyridoin (~eBdauer 6Mhl. extrupolierg auf 60Min.). 

EinschlieBung die El-  , E s- und  E~-Poten t iMe erh6ht  werden, das heis t ,  
da[3 das Subs t ra t  im EinschluB ein stArkeres Oxydat ionsmi t te l  dgrstellt ,  
und  dab der Effekt mi t  einer gleichzeitigen Vergnderung der pK-Wer t e  
verknfipft  ist. 

D~mit  im Einklm~g steht  die h6here katMytische Wirks~mkei t  der 
Mesoh~mh>poly-phenylManin-glutamins~uren.  Zwangslgufig muB die 
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p h e n y l a l a n i n - g l u ~ a m i n s ~ u r e n  g e g e n  v e r s e h i e d e n e  
p t t  = 7,3 + 0,2 cm 3 Pyridin) 

443 

S u b s t r a t e  

Substrate 

p-Phenylen- I [ 
diamin~ i L(1))-Adrenalin4 Tetrachl~176 ]~ur~ ~'Pyrid~ 

o.o+i  ' I I Katal. I O~ mma/ Katal. o: m+/I o. ramS/ Katal. O. ram'/ Katal. 
~rirkung Stdn. ]Wirkung Stdn. I Stdn. kungWir" i Stdn. Wirkung Wizkung i Stdn. 

51 
57 
61 
62 
68 

52 I 132 
47 I 102 

46 ! 82 

86 
56 

40 35 [ 21s 
45 31 ' - -  
50 ? ] - -  
52 30 i - -  

174 

110 26 

I 

1980 

1960 

4 8  2 

6 6  2 0  

6 6  2 0  

7O 

104 58 

40 
72 32 

] 

1 7 8 0  

84 
132 48 

1760 

15 - -  ! 4 4  - -  1 9 0  - -  

35 20 i 210 166 1860 1670 

m 

58 - -  140 
58 - -  140 
- -  - -  i 13o 
55 - -  i 130 
55 - -  120 
62 - -  122 
58 - -  134 

Mesoh~min-poly-I)L-glutamins~ure den h6chsten ka ta ly t i schen  Wer t  
besitzen, weil sie beim Vergleich mi~ den copolymeren Pep t iden  die 
geringsten Wechselwirkungen mi t  dem Subs t ra t  eingeht, die sich Ms 

Ka t a ly sehemmungen  zu e rkennen  geben. 
I n  der 26. Mit tei lung 21 k o n n t e n  wir die Tatsache begri inden,  dab 

die Dehydrierungsgeschwindigkei t  unserer  Fermen~modelle auf addi t iven  
Effekten mi t  tells positiven, teils nega t iven  Beitriigen beruht ,  welche 
auf Zwischenstoifwirkungen der Polypept idket te  mi t  der Wirkungs-  
gruppe bzw. dem Subs t ra t  zurtickzuffihren sind 22. Wir  k o n n t e n  mi t  

t t i lfe der Redoxt i t r a t ion  zeigen, dab die Mesoh~imin-IX-poly-DL-phenyl- 
Manin-glutamins~ure  ein u m  110 mV ~ gegenfiber der ~e sohamin - IX-d i -  
glutamins~Lure e3 positiveres Redoxpotent iM besitzt,  u n d  dab diese 

21 W.  Lautsch,  W.  Broser und K1. Becker, Z. Elektrochem. 61, 174 (1957). 
2~ Vgl. Anm. 19, Kapitel I I I ,  S. 90. 
~a W.  Lautsch  ~md W .  Gekrmann in Anm. 19, Abb. 19, S. 102. - -  W. 

Lautseh,  W.  Gehrmann, R .  Pasedag und Kl .  Prater,  Chem. Ber. 90~ 470 (1957). 
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Potentialverschiebung auf Einsehliegungserseheinungen beruht, denn 
das Potential des 3/[esoh~imins erf~hrt sowohl dutch den Zusatz von 
wirkungsgrnppenfreier Poly-DL-phenylalanin-glutaminsiiure, wie auch 
yon y-Dextrin eine ErhShung (60 bis 20 mV). Da wir zeigen konnten, 
dab die PotentialerhShung des t t~mins-IX dureh y-Dextrin auf Ein- 
sehlieBungsverbindungsbildung beruht - -  was sich sowohl auf Grund 
des t~edoxverhaltens wie aueh auf Grund yon spektrophotometrisehen 
Untersuehungen beweisen lieB - - ,  steht nunmehr fest, dab aueh die 
zwisehenmolekularen Weehselbeziehungen der Polypeptidkette mit der 
H~minwirkungsgruppe auI EinsehlieBungserseheinungen zurfickzufiihren 
sind. In diese Deutung fiigt sich aueh zwanglos die Tatsache ein, dab 
die 1gesohgmin-IX-po]ypeptide ein hSheres gedoxpotential  besitzen 
als die Misehung aus Wirkungsgruppe und Polypeptid. Somit geht in 
die Dehydrierungsgesehwindigkeit gem/~g der Nerns t sehen  Beziehung 
das Redoxpotential des Katalysators fiber die Konzentration der 
Oxydationsstufe ein. 

2. Endiole  ~4. Von den untersuchten Endiolen L-(D)Adrenalin, Tetra- 
ehlorsalieoin, Furoin und ~-Pyridoin liegen Adrenalin 2s und sc-Ps~'idoin 
(Stabilisierung durch i-I-Briieken) 26 ganz oder fiberwiegend als Endiole 
vor. Man wird deshalb erwarten k6nnen, dab dnreh EinsehlieBungs- 
erscheinungen ausgelSste Polarisationseffekte, die zu einer Gleiehgewichts- 
versehiebung in l~iehtung auf das Endiol fiihren und in einer ErhShung 
der Dehydrierungsgeschwindigkeit in Erseheinung treten sollten, aus- 
bleiben. Dies ist in der Tat  der Fall, wie man Tabelle 8 entnimmt. Der 
Zusatz yon Polyphenylalanin-glutamins~uren im weehselnden Molver- 
hiiltnis bewirkt keine Ver~nderung des 02-Blindwertes, Mesoh~min und 
die Misehung aus Mesohgmin d- Poly-Dn-(phenylalanin-glutamins~ure) 
beschleunigen die Oxydation stark, mit steigendem Glutamins~turegehalt 
im Polypeptid sinl/t die Dehydrierungsgeschwindigkeit. Vorerst un- 
erkl~rlieh ist die Tatsaehe, dab die Mesoh/hnin-poly-phenylalanin- 
glutaminsguren jedoeh die hSehste sauerstofffibertragende Wirkung 
besitzen, wenn man nieht die Annahme maeht, dab ein bestimmter Gehalt 
an Phenylalanineinheiten ffir elektronische Weehselwirkungen mit dem 
aromatisehen Substrat yon Bedeutung ist. Die optiseh-aktiven Ferment- 
modelle zeigten keine sterische Spezifit~tt beim Vergleieh yon L- und 
D-AdrenMin in Best~tigung frfiherer Ergebnisse2L Aueh die diastereo- 
meren Fermentmodelle zeigen keine wesentlicheren Untersehiede gegen- 
fiber der DL-Form. ~Tir konnten ferner keine ins Auge f~llenden Unter- 
schiede in der kutalytischen Wirkung yon Fermentmodellen ~estste]lem 

24 H .  yon Euler,  ,,Reduktone". Stuttgart. 1950. 
25 Vgl. Amn. 24, S. 29. 
26 H.  R.  Hensel, Angew. Chem. 65, 491 (1953). 
2~ Vgl. Anm. 19, Abb. 21, S. 103. 
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die der alkalisehen Verseifung der Methylester bzw. der HBr-Spal tung 
der Benzylester entstammen, was wiederum nicht iiberrasehend ist, 
da dureh die Einwirkung der verseifend wirkenden Agentien die urspriing- 
lich vorhandene Strukturierung der Polypeptidester vermutlich zerstSrt 
wird (vg]. cr und fl-Konfiguration unserer Fermentmodelle2S). 

Tetrachlorsalicoin, dessen Diketon wir im tIinb]iek auf seine zwischen- 
molekularen Vgeehselbeziehungen zu EiweigkSrpern (Albumin, Globin) 
auf die Bildung von EinschluBsystemen 29 untersueht haben, erwies sich 
nur in Gegenwart yon Pyridin als dehydrierbar. Bemerkenswert ist, 
dab die Misehung aus Mesoh~tmin und Polypeptid die hSehste Dehydrie- 
rungsgesehwindigkeit zeigte. Aueh Furoin erwies sieh nur in Gegenwart 
yon Pyridin als dehydrierbar. Die molekular dispers gelSste Wirkungs- 
gruppe war katalytisch am wirksamsten. 

Pyridoin ist als durch tt-Briicken stabilisiertes Endiol bereits ohne 
Pyridinzusatz dehydrierbar, ein Pyridinzusatz - -  nur diese MeBwerte 
sind in Tabelle 8 enthalten - -  bewirkte eine starke ErhShung der 
Dehydrierungsgeschwindigkeit, die Mesoh~min-poly-pheny]alanin-glut- 
amins~ure (Molverh~]tnis 1 :1 )  war der wirksamste Katalysator ,  die 
sauerstoffiibertragende Wirkung unterscheidet sich jedoeh nur unwesent- 
lieh yon der Misehung aus Wirkungsgruppe und Polypeptid. 

Setzt man die Dehydrierungsgesehwindigkeit yon a-Pyridoin durch 
die Mesoh~min-poly-nL-(phenyla]anin-glutamins~ure) ( l :  1) = 1, so ist 
die yon Adrenalin 1/20, p-Phenylendiamin ]/40, Furoin und Tetra- 
ehlorsalicoin 1/60. 

Wir haben eine Reihe weiterer ~-Hydroxyketone im Hinblick auf ihr 
DehydrierungsvermSgen durch unsere Fermentmodelle gepriift, als nieht 
dehydrierbar erwiesen sieh Benzoin, m,m'-Diehlor- und p,p'-Dijod- 
benzoin, o,o'-Dinitrobenzoin, p,p'-Diacetaminobenzoin, 2,2'-Dimethoxy- 
und 5,5'-Dibrombenzoin, Sa]ieoin, Chinaldoin, Diphenylbenzoin und 
Lauroin. 

IV. T r i p e p t i d s y n t h e s e n  

Von den ben6tigten Di- und Tripeptiden mit Phenylalanin und 
Glutaminsi~ure als Komponenten ist DL-Phenylalanyl-DL-phenylalanin 
bereits yon F.  Fischer 3~ und F.  Wessely und Mitarb. 31 nach der Azid- 
methode erhalten worden, wobei letzterer besonders auf die Kristalli- 
sationshemmung der DL-Formen hingewiesen hat. Es konnte aber aueh 
nach der Anhydridmethode yon Boissonnas 3~ synthetisiert werden. 

2s Vgl. Anm. 19, Abb. 3, S. 88. 
29 Vgl. Anm. 19, Kapi te l IV,  S. 95. - -  W. Lautsch, W. Bandel und 

W. Broser, Z. Naturforsch. 11 b, 282 (1956). 
3o E.~'ischer, Ber. d~seh, chem. Ges. 37, 3062 (1904). 
3~ F. Wessely, K .  Schl6gl und G. Korger, Mh. Chem. 8, ~ 671 (1951). 
3~ R. A.  Boissonnas, ~elv. Chim. Aeta 34, 874 (1951). 
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Dn-Phenyla lanyt -DL-glutaminsgure  wurde  analog nach beiden Verfahren  
gewonnen.  r  lieB sich aus Cbo-Dn-g!ut- 
amins~ureanhydr id  naeh  Le  Quesne und  Young  33 herstel len und  ve to  

7 -Pep t id  dureh  F rak t i on i e rung  mi t  Soda  ab t rennen .  Cbo-~-DL-Glutamyl-  
Dn-glutamins~ure-i~thylester  fiel in kristall isiert ,  er F o r m  an, l ie ler te  jedoeh 
bei der  Versei lung ein 61iges Cbo-Dipept id ,  aus dem c~-Dz-Glutamyl-Dn- 
glutamins~gure e rha l ten  wurde.  

Aueh  DL-Phenyla lanyl-DL-phenyla lanyl-DL-glutaminsgure  ist  aus Cbo- 
Bz-Phenyla lany l -Dn-phenyla lan in  mi t  Dz-Olutamins~nredi~t thylester  nur  
im amorphen  g u s t a n d e  zu erhal ten.  Die Umse tzung  mi t  n-Glutamins~ure-  
d ibenzy les te r  dagegen f i ihr te  zum kr is taI l i s ier ten  H y d r a t  der  Dn-Phenyl- 
a lanyl -Dn-phenyla lanyl -n-g lu tamins~ure .  DL-Glutamyl-Dn-phenyla lanyl -  
DL-phenylalanin  wurde  nach  der  Az idme thode  als H y d r a t  kr is ta l l i s ier t  
e rhal ten .  P h e n y l a l a n y l - g l u t a m y l - p h e n y l a l a n i n  und  Glu t amyl -g lu t amyl -  
phenylManin  wurden  naeh  Boissonnas  Ms Dn-Formen nur  im amorphen  
Zus t and  gewonnen.  

Experimenteller Teil 

I. S y n t h e s e n  d e r  F e r m e n t m o d e l l e  u n d  d e r  u n s u b s t i t u i e r t e n  
P o l y p e p t i d e  

1. 9L-Phenylalanin.  Aus I-Iippm~s~ure fiber Azlaeton naeh Erlenmeyer a~. 
Farblose Bliittchen, Schmp. 273 ~ (Zers.). Ausbeute 90 bis 100~o d. Lit.  

2. D- und L-Phenylalanin.  Durch t~aeematspM~ung des N-Formyl-DL- 
phenylalanin-brueinsalzes naeh W. Schoeller und /~. t~iseher as. Ausbeute aus 
50g  DL-Phenylatanin: 8 bis 10g D-Phenylalanin, [~]~  = @ 35 bis 360 
( •  0,5~); 4 bis 6 g 5-Phenylalanin, [c~]~ = -  34 bis 34,5 ~ ( ~  0,5~ 

3. 1)L-Glutaminsi~urea% Aus 75 g L-G!utamins/~ure mit  Ba(OH)~ im Auto- 
Maven bei 160 bis 170 ~ ~ a r d e n  40 bis 45 g DL-Glutamh~s~ure veto Sehmp, 198 ~ 
erhalten. 

4. L- und DL-Glutamins(~ure-7-methylesterS. Aus 37 g L- bzw. DL-Glutamin- 
s~ture in Methanol und Acetylehlorid 22 bis 24 g L-GlutaminsS~ure-y-methyl- 
ester, Sehmp. 182 ~ bzw. DL-Gtutamins'~are-y-methylester, Sehmp. 170 bis 
171 ~ . 

5. L. und DL-Glutaminsi~ure-y-benzylester. Aus 15 g L-Glutamins/~ure in 
Benzylalkohol mit  Jodwasserstoffs~ure 7,5 bis 8,5g L-Glutaminsfiure-y- 
benzylester, Sehmp. 174 bis 175 ~ Li t . :  169 bis 170 ~ und 174 ~ 

DL-GIutaminsfiure-y-benzylester a wurde naeh dem gleiehen Verfahren 
hergestellt,  Sehmp. 172 bis I74 ~ 

6. Naeh dem Phosgenverfahren yon A.  C. Farthing m~d R.  J .  Reynold 3, 3s 
wurden folgende NCA dargestell t :  

~a W.  J .  Le Quesne mid G. T.  Young, J.  Chem. See. London 1954, 1950. 
34 E .  Erlenmeyer, Org. Synth. 14, 82. 
"~ E.  Fischer und W. Sehoeller, Ann. Chem. 357, 1 (1907). 
aa N. Fischer, Ann. Chem. 365, 183 (1909). 
:~ E.  R.  Blout,  P .  Doty und iVIitarb., J .  Amer. Chem. See. 78, 941, 947, 

955 (1956). 
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:o-Phenylalanin-NCA, Sehmp.  91 bis 92 ~ L-Phenyla la~in-NCA, Sehmp.  90 
bis 91 ~ Dz-Phenyla]anin-NCA, Schmp. 127 bis 128 e, z -Glu tamins~ure-y-  
methy les te r -NCA,  Schmp. 98 ~ DL-Glutamins&ure-y-methylester-NCA, Sehmp. 
70 bis 72 ~ z-Glutamins i iure-7-benzy]es ter -NCA,  Sehmp.  96 bis 97 ~ DL- 
Glutamins&ure-y-benzyles ter-NCA, Schmp. 62 bis 63 ~ 

7. Mesoporphyrinhydrazid. Aus H~imin 3, a0 fiber P ro toporphyr in  40, Meso- 
porphyrin-IX-dimethylester und Umse?0zung mit IIydrazin zum Mesopor- 
phyrin-IX-dihydrazid41; Sehmp. > 300 ~ 

8. Mesoh~min 4~ Mesoh~min wurde  aus d e m  Mesoporphyr in  m i t  Eisen-  
I I - a e e t a t  in Eisessig-AmeisensSoure in Anwesenhe i t  von  Cl-Ionen gewonnen.  
N a e h  Umkristal l isafl ion aus wenig Eisessig-Ameisens~iure zeigte das P r o d u k t  
e inen Eisengeha l t  yon  8 ,31%;  8,26O/o . Be t . :  8 ,51% (vgl. exper.  Toil I ,  10). 

9. Synthese der Polyglutamins(ture-y-methyl- bzw. -y-benzylester, der Poly- 
phenylalanin-glutaminsgure-y-methyl- bzw. -7-benzylester gowie der  entspre-  
ehenden  mesoporphyrin-substituierten Polypeptide (inalctive und alctive Formen) 
(vgl. Anm.  3). Jeweils  1 g der N C A  (bei den Copolymeren  die Misehung der 
NCA in den Molverh~l tnissen 2 : 1, 1,5 : 1, 1 ." 1, 0,5 : 1, 0,25 : 1, 0 �9 1) wurde  
in 20 ecru Ni t robenzo l  (mit  K O H  gekoeht ,  fiber P~O5 get roeknet ,  im Vak.  
destill iert) gelSst. Von einer In i t ia tor lSsung Ni t robenzol  zu Methanol  = 95 : 5 
wurden  0,5 eem zugesetzt .  Bei  der  Syn~hese der Fe rmen tmode l l e  diente  
das Mesoporphyr indihydraz id ,  das im Molverh~l tnis  1 : 100 zugesetz t  wurde  
(der Farbgtof f  muB zuerst  in Ni t robenzol  gel6st werden),  als In i t ia tor .  Die 
Ni t robenzol lSsung der Anhydr ide  wurde  4 bis 6 Tage  bei 65 bis 70 ~ belassen. 
N a e h  dieser Zeit en t s t and  meis tens  eine Gallerte,  in einigen Fa l len  eine hoeh-  
viskose Lesung.  Die auspolymer is ie r te  Lesung  wurde  mi t  Petrol~ither ver-  
setzt ,  mehr faeh  dekant ie r t  und  der en t s tandene  Niedersehlag fiber N a e h t  
un te r  Methanol  aufbewahr t .  Da  das Ni t robenzol  sehr h a r t n i e k i g  a m  Poly-  
pep t id  haf te t ,  wurden  die Po lyes te r  m i t  e inem Benzol -hfe thanol -Oemiseh  
oxt rah ier t .  N a c h  30 his 45 Min. waren  die Subs tanzen  im a l lgemeinen gerueh- 
los. Sie wurden  im Vak. odor bei 30 bis 35 ~ get roeknet .  Die m i t  einer Wirkungs-  
g ruppe  subs t i tu ie r ten  Po lypep t ide  sind s ta rk  l iehtempfindl ieh,  so dab es 
ra~sam ersehien, sic n u t  in F o r m  der en tspreehenden  Mesohgmin-polypept id-  
ester  aufzubewahren .  Die Po lypep t ides te r  fal len mi t  sehr untersehiedl iehen 
Ausbeu ten  an, Po ly -y -methy les t e r  m i t  38 big 90%, die Poly-y-benzyles ter  
mit, 46 his 86% . Die sehwankenden  Ausbeut~en erkl~ren sich du tch  die ver -  
sehieden s tarke LSsung n iedermolekularer  Antei le  w~hrend der Behand lung  
mi t  Methanol .  

10. Herstellung clef Mesohi~minpolypeptidester. Die Eiseneinff ihrung finder 
bei 90 ~ in einer  Eisessiglesung m i t  F e - I I - a e e t a t  s tar t .  Fa rbumsch lag  naeh  
Braun .  Die Lesung  wurde  2 bis 3 Min. in gel indem Sieden geha l ten  und  
ansehl iegend 1 bis 2 Stdn.  bei Z immer t emp .  aufbewahr t ,  wobei  sie zu einer 
Gal ler te  ers tarr te .  N a e h  Verdfirmen m i t  Wasser  wurde  f i l t r iert  bzw. zentri-  
fugiert ,  bis zur nega t iven  Rhodan id reak t ion  gewasehen und  wie un te r  Nr.  9 
wei te rbehandel t .  

11. Verseifung der Polypeptid- bzw. Mesohi~minpolypeptidmethylester. 
0,75 g der op t i seh-ak t iven  Polypepgidesger wurden  m i t  1 bis 2 eem Dioxar~ 
benetz t ,  m i t  einer LSsung von  0,75 g Kupfersu l fa t  in 3 big 5 eem H20 ver-  

38 A. C. Fa~'thing u n d  R. J. W. Reynold, N a t u r e  165, 647 (1950). 
3~ Siehe bei 1V. Nenlci und J. ZalesI~i, Z. physiol .  Chem. 30, 390 (1900). 
~o H. Fischer und  B. Pi~tzer, Z. physiol.  Chem. l g t ,  39 (1926). 
~ H. Fischer, E. Haarer und F. Steadier, Z. physiol .  Chem. 241, 209 (1936). 
H. Fischer, Chemie des Pyr ro ls  I I .  Leipzig. 1937. 
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setz~ und naeh Zugabe yon 30 eem 0,5 n Na0H 5 Stdn. bei 50 ~ aufbewahrt. 
N a e h  F i l t r a t i on  v o m  en t s t andenen  CuO und  Cu(Ott)~ wurde  die t ie fb laue  
L6sung mi t  HC1 sehwaeh angesi iuert  und  die ausgefal lenen weigen bzw. 
bra tmen f loekigen Niedersehl~ige dureh  Zentr i fugieren und  Wasehen  yon  
Cu ++- und  I-I+-Ionen befreit .  Auf  diese Weise  wurden  lV[odelle aus folgenden 
K o m p o n e n t e n  gewonnen : 5-J~; D-L ; L-I)L; D-DL. Bei den inak t iven  Subs tanzen  
unterb l ieb  der  Kupfe r su l f a t zusa t z ;  das Modell  im Molverh~iltnis 1 , 5 : 1  
wurde  m i t  1 n N a O H  7 Stdn.  bei 50 ~ behandel t .  H6here  Molverh~ltnisse 
wurden  nieht~ wei ter  verarbe i te t ,  da z. B. bei dem H - ( P h e - G l u ) n - 0 H  2 : 1  
erst  naeh  8 Stdn.  bei 90 bis 95 ~ LSsung eintr i t t ,  w/~hrend H- (Phe-Glu )n -OH 
3 : i e inen betr i ieht l iehen Ri ieks tand  hinterl~Bt.  Die Verseifung der Methyl-  
ester folgt  mi t  42 bis 95% Ausbeu te ;  die untersehiedl iehen Ausbeu ten  beruhen  
auf  der du tch  Troeknung  bedingten  versehiedenen physikal isehen Besehaffen-  
hei t  der  Polyester .  Die  Po lypep t ide  sind 15slieh in Pyr idm,  Eisessig u n d  
D ime thy l fo rmamid .  

Zur  wei te ren  Re in ig lmg wurden  die Pept ids~uren  in NaHCOa gel6st ,  
2 bis 4 Tage  gegen dest. Wasser  un te r  Verwendung  einer Ce l lophanmembran  
dialysiert ,  m i t  verd.  tIC1 gef-~llt, neu t ra l  zentr i fugier t ,  ge t roeknet ,  1 his 2 Stdn.  
m i t  w a r m e m  Methanol ,  1 b i s  2 Stdn.  m i t  Nther  ex t rah ie r t  und  noehmals  
im Vak.  get roeknet .  

12. Ermittlung der Versei]ungsbedingungen des Poly-L-glutamins~iure-y- 
methylesters (OCH a her. : 21,68~o) mi t  0,5 n N a 0 H  in Anwesenhei t  yon h ' isch 
gef~tlltem Cu(0t-I)2. 21/2 bzw. 71/2 Stdn.  bei 20 ~ gel . :  OCH a 16,15~o bzw. 
0 ,1%;  2a/2 bzw. 5 Stdn.  bei 50 ~ , gef. :  0 C H  a 8,35~o bzw. 0,5~o. 

L -H-Glu-OH (nieht mi t  H B r  gekoeht)  

L-H-Glu-OJ:[ (mit  t t B r  gekocht)  

H-(L-Glu)n-.0H (71/2 Stdn.  20 ~ ohne Cu) 

H- (L-Glu)n-0H (71/2 Stdn. 20 ~ mi t  Cu) 

/-I-(L-Glu)n-OH (5 Stdn.  50 ~ ohne Cu) 

I-I-(L-Glu)n-0:K (5 Stdn.  50 ~ mi t  Cu) 

H-(L-Glu)~,-OH (5 Stdn.  70 ~ m i t  Cu) 

+ ~ + [~]20 Mittelwert 

0,640 
0,640 

0,560 
0,586 
0,598 

0,618 
0,593 
0,612 

0,610 
0,607 
0,629 

0,555 
0,570 
0,540 

0,650 
0,647 
0,643 

0,446 
0,510 
0,470 

30,05 
30,05 

26,3 
27 
28,1 

25,4 
24,4 
25,3 

25,2 
25,1 
25,9 

22,9 
23,6 
22,3 

26,8 
26,7 
26,6 

18,4 
21,0 
19,4 

+ 30,05 ~ 

+ 27,3 ~ 

+ 25 ~ 

-? 25,4 ~ 

+ 22,9 ~ 

+ 26,7 ~ 

+ 19,64 



H. 4/1957] lJber Mesoh/~min-poly-phenylalanin-glu~amins/~uren 449 

Zur Bestimmung yon [~]~)0 wurden jeweils 3 Proben 71/2 Stdn. bei 20 ~ 
mi t  und ohne Kupfersulfatzusatz, 5 Stdn. bei 50 ~ mit  und ohne Kupfersulfat- 
zusatz, 5 Stdn. bei 70 ~ mit  Kupfersulfatzusatz verseift. Jeweils 266 nag 
der erhaltenen ]-L(L-Glu)n-OH wurden mit  10 ccm l:[Br (48~ 6 Stdn. 
auf dem Drahtnetz hydrolysiert, mit  Wasser auf 25 cem aufgeffillt und im 
2-dm-Rohr gemessen. (Siehe S. 448.) 

Die Ans~tze ergaben 85 his 96% Ausbeute, die Proben 5 Stdn. 50 ~ trod 
71/2 Stdn. 20 ~ hat ten 96% freie Carboxylgruppen (titriert gegen Phenol- 
phthalein). 

13. Hydrazinverfahren. a) 1,8 g Poly-L-glutamins/~ure-y-methylester 
wurden 2 Stdn. auf dem Wasserbad bei 60 bis 70 ~ mit  ~ydraz inhydra t  
behandelt .  Naeh Entfernung des I-Iydrazins im Vak. und Wasehen mit  
~ t h e r  verblieben 1,6 g (80o/o d. Th.). 
(CsHgO,,Na) n (143,15). 

Ber. C 41,95, H 6,34, N 29,36, OCH a - -  
Gef. C 39,15, 39,00, H 6,45, 6,61, N 27,75, 27,55, OCH 3 0,85, 0,84. 

b) 2,74 g L-Gtutamins~iure-y-me%hyiester-NCA wurder~ in 14 ccm Dioxan 
polymerisiert  (Methanol als Initiator) und zu der auspolymerisierten LSsung 
l0 ccm t tydrazinhydrat  hinzugesetzt. Nach 2 Stdn. bei 50 bis 60 ~ wurde 
mit  ~_ther gef/~llt, gewaschen und fiber tt2SO a im Vak. getroeknet. Man er- 
h/elf eine fast vollst~ndige Umwandlung in das Hydrazid. 

(CsHgO~+N+) n (143,15). 
Ber. C 41,95, I-I 6,34, N 29,36, OCH a - -  
Gel. C 38,65, 38,40, I-I 6,76, 6,86, N 29,15, 28,85, OCHa 0,24, 0,24. 

e) In einem drit ten Versueh wurde der isolierte Poly-DL-phenylManin- 
Dz-glutamins/iure-y-methylester, wie unter i4 a besehrieben, in das Hydrazid 
iibergeftihrt. 

(C 14HlsO~Na) n (290,32)n. 
Ber. C 57,92, I-I 6,25, N 19,30, OCK a - -  
Gef. C 54,65, H 6,42, m 16,95, 17,10, OCH a 0,35, 0,36. 

Das unter 13 a hergestellte Poly-L-glutamins~ure-?-hydrazid wurde 
mit  7 n HC1 201V[in. bei 85 ~ hydrolysiert. Naeh kurzer Zeit beginnt die 
Ausscheidung der Poly-L-glutamins/~ure (65% d. Th.). Titrat ion gegen P h e n o l  
phthalein ergab 96O/o freie Carboxylgruppen. I)as Produkt  zeigt im Kofler 
einen scharfen Schmp. yon 244 bis 246 ~ Die aus dem Methylester mit  0,5 n 
NaOI-I-k  Cu(OI-I)~ hergestellte Poly-L-glutaminsfiure hat  im Kofler einen 
Schmp. yon 246 his 249 ~ 

Versuche, die I~ydrazinmethode ~uf die Mesoporphyrin- bzw. Mesoh~min- 
polypeptide anzuwenden, waren erfolglos. 

14. Verseifung der Polypeptidbenzylester mit HBr-Eisessig. 
a) 266 nag L-Glutamins/~ure in 10 ccm Wasser gel6st, 10 ccm 4 8 0  HBr,  

2cem I-IBr-Eisessig zttgefiigt und mit  Wasser attf 25ecru aufgefiillt. 
[++3~ = 2 9 , 3  o. 

b) 373 mg L-Glutamins/~ure-y-benzylester (dies entsprieht 266 mg L-Glut- 

amins~ure) werden wie unter a behandelt. [c+]~ = 23,45 ~ 

e) 373mg L-Glutamins~ure-y-benzylester werden 45Min. mit  2 c c m  
I-[Br-Eisessig bei 50 ~ behandelt, wie unter a mit  }{Br und YVasser auf 25 ecm 
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aufgeftil l t .  Die LOsung war  dureh feine 01tr6pfehen yon Benzy lb romid  
ge t rSbt ,  welehe mi t  ~ t h e r  ausgeseh/ i t te l t  wurden.  Die Dreh tmg ergab bei 

3 Proben  einen mi t t l e ren  W e f t  yon [ a ] ~  = 28,4 ~ 
d) 250 mg Poly-L-glutaminsf iure-7-benzylester  45 Min. bei 50 ~ m i t  H B r -  

Eisessig behande l t  (vollstgrldige L6sung), mi t  At.her die Polys/iuJ:e ausgeffi.llt, 
f i l tr iert ,  m i t  Nther  gewasehen und  aus NaI-IC0a-]=IC1 umgeffiltt ,  Naeh  dem 
Troeknen  verble iben 116,5 nag (80% d. Th.). Zur  Bes t immvmg der Dreh tmg 

wurde  mi t  10 eem I-IBr 6 Stdn. gekoeh t :  [c~]~ = 26,2 ~ Dies en tspr ieh t  
e inem Drehungsabfa l l  yon  0,9 ~ wenn  man  den Abfal l  der Drehung  yon  

[a]~) ~ = 30 ~ auf  [a]~) ~ = 27,1 ~ be im 6st/incl. Koehen  m i t  48%iger  H B r  
beri icksiehtigt .  Bei  der Poly-L-glulbamins~ture konnten  94o,0 freie Carboxyl-  
gruploen naehgewiesen werden.  

Bei Mesoporphyrinloolypelotiden wird der Farbs to f f  dureh HBr-Eisess ig  
abgespal ten,  bei IMesohi*minpolypeptiden dagegen wird das Fe  aus dem Komp]ex  
teihveise entfernt ,  trod es t r e ten  im Sioektrun3 dis 4 Po rphyr inbanden  bei 
500, 530, 565 und  624 m/z auf. Erneu~ve Eiseneinf( ihrung ergibt  wieder  das 
Mesoh/iminloolypeptid (Hi imoehromogenspekt  rum), 

N a c h  der HBr-Eisess igmethode  wurder~ Poly-(phenylManin-glutamins~ure)  
und  Mesoh/~min-poly-(phenylalanin-glutamins~iure) aus den Kombinat . ionen 
L-L, D-L m~d DL-L hergestel l t .  

15. Ht?r-NgtrobenzoI-Ver/ahren. Der  Poly-L-glutamins~iure-~-benzyles~er 
wurde  in Ni t robenzol  gelSst bzw. aufgesehl/~mmt und  bei 60 bib 70* 2 Stdn. 
H B r  durehgele i te t  - -  da  bei copolymeren  Po lypep t ides te rn  LSsungssehwierig-  
ke i ten  eintrat,en, wurde der Es te r  n ieh t  isoliert, sondern in die auspolymeri -  
sierte L6sung direkt  H B r  eingelei tet  - - ,  m i t  s gef/illt, zentri~ 
fugiert ,  dab Ni t robenzol  en t fe rn t  und  2mal aus NaHC03-HC1 umgef~l l t .  
Die  Poly-z-glutamins~ture (51% d. Th.) ha t  94% freie Carboxytgruppen  und 

zeigt  naeh  Hydro lyse  mi t  H B r  [~]~)0 = 26,2 o. 

16. Best immung des Eisengehaltes der Mesoh~iminpolypeptide erfolgte dm'eh 
A u f n a h m e  der H/~moehromogenspekt ren  und Vergleich mi t  dem m o n o m e r e n  
Mesoh/imJn (Substanzen jeweils in 7,5 eem Phospha tpuf fe r  p H  = 7,3 q- 2,5 ecru 
Pyr id in  gel6st trod mi t  Na t r i umdi th ion i t  reduziert) .  Es  wurden  jeweils zwei 
Eisenbest . immungen durehgeff ihr t  und  in einigen F:gllen die e rha l tenen  ~,,Verte 
dureh dis kolor imetr isehe E i senbes t immung  fiberprtift  (Lange-Kolorimeter,  
Modell VI,  Grtinfilt.er, Sehiehtdieke der K ~ v e t t e  2,997 era). 

Spelct~ophotometrische .Fe-Bestim~nuny [Beispie! : Mesoh/~min-po!y-Dc- 
(phenylManin-glutamins/gure) (1 : 4), vgl, Tabel le  3]. 

3lesoh/~min-Einwaage:  0,3 rag/10 ecru. 
Fe rmen tmode l l -E inwaage :  3,03 mg/10  ecru; d = 0,5 era. 

E 
E = e.  c.  d, e -- e . d '  /E'5~ s = 0,266 ftir Pept id ,  

0,423 
e~ls = 0,46.0,5 

0,681 
~ 7  = 0,46.0,5 

0,266 
cs~s = 1,84.0,5 

0,370 
c5~7 = 2,96"0,5- 

�9 1 0 5  = 1,84. lOS; 

�9 105 ~ 2,96. 105 , 

�9 10 -5 = 0,289. 10 -5 

�9 1 0  - 5  = 0 , 2 5 0 ,  10 -5 

E547 = 0,370 fSr Pept.id, 

l = 0,269. 10 -5 , 
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c -- 2,69 - 56 �9 10 -6 = 151 - I0 -6 rag Fe/l, 

0,303 g Peptid = 0,151 mg Fe, 

I mg Peptid ~ 4,98 T Fe. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung wurden  25 mg  der Substanz in 0,25 ecru 
konz. I-I~SO 4 und 1 corn I-I~O~ zerst5rt, znr Entfernung dos I~O 2 i0 Min. 
erhitzt, mit Aqua dest. verdiinnt und gegen Phenolphthalein neutralisiert. 
Nach Zugabe yon 2 cam einer 2~oigen Na-Aeetatl6sung und 2 eem einer 
Dithionitl6sung (200rag in 40cem 2~oiger NatriumacetatlSsm~g) sowie 
1 ecru ~,a'-Dipyridyll6sung (250rag in 50 cem I-I~O) erfolgte naeh 30 Min. 
die Bestimmung der Absorption. Als Vergleieh diente eine ebenso behandelte 
L6sung ohne Modellsubstanz. Die Eiehkurve wurde mit llJohrsehem Salz 
hergestell~. 

Der Fe-Gehalt der Fermentmedelle ist in Tabelle 3 wiedergegeben. 

17. Auf  eine Wiedergabe  der Spektren wird  in dieser Arbe i t  verz ich te t ,  
da diese berei ts  in a mi t  einer ausfi ihrl ichen Diskussion erfelgte.  Die Lage  
der eharakter i s t i schen I - t~mochromogenbanden bei 518 und  547 m~  ~mrde  
bei den E i senbes t immungen  ermi t te l t .  

18. Synthese der Mesohi~min.poly-Jc-tyrosin-L-glutaminsi~ure 1 - 1, dos 
unsubs t i tu ie r ten  Pept ides  und  des Poly-L-tyrosins.  

O-Acetyl-L-tyrosin  wurde  aus dem L-Tyrosin (Ausbeute 54% d. Th.)  
e rhal ten ,  Sehmp.  213 bis 2 t5  ~ (Lit . :  54% d. Th.,  Sehmp.  213 bis 215~ 

Dureh  Phosgenis ierung des O-Acetyl-L-tyrosins in Dioxan  war  das 
O-Aeetyl -L- tyros in-NCA mi t  77% d. Th., Schmp. 120 bis 124 ~ erh~ltl ich.  
L i t . :  90% d. Th., Schmp. 122 bis 123 ~ J . L .  Bailey 42 gibt  120 ~ an. 

O-AeetyI-L-tyrosin-NCA, O-Aeetyi -L- tyros in-NCA + ~-Glutaminsgure-y-  
methyles$er -NCA 1 : 1  (und mi~ Zusatz  yon  Mesoh~mindihydraz id  1 :100 )  
win-den, wie un te r  10 besehrieben,  in Ni t robenzol  po lykondens ie r t  l ind die 
en t s t andenen  hoehviskosen L6sungen wie fiblieh aufgearbei te t .  Die  Poly-  
pept ide  sind sehwach gelbliehe Pulver ,  Ausbeu ten :  

Poly-(O-aeetyl-y~-tyrosin): 67% (Lit . :  88%),  
Poly- (O-aeetyl-L-tyrosin-L-glutamins~ure-y-methylester) 62,5%, 
Mesoporphyr in-poly-  (O-aeetyl-L-tyrosin-L-glu~aminsgure-y-methylester)  

57,5%. 
Die Eiseneinff ihrung erfolgte  wie fiblieh und  die Po lypep t ide  wurden  

dann  5 Stdn.  bei 50 ~ ~ Cu(OI-I)~ verse i f t :  H-(L-Tyr-L-Glu)n-OH naeh  

Dialyse trod E x t r a k t i o n  m i t  Methanol  (Ausbeute yon 64% d. Th.). [a ]~  ~ = 
- -  - -  38 ~ (1 dm, c = 1), Mesoh/~min-K-(L-Tyr-L-Glu)n-OH 67% d. Th.  (braunes 
Pulver) .  

] )as  Poly-(O-aeetyl-L-~yrosin) wa rde  45 1VIin. m i t  0 , 5 n  NaOI-I bei 20 ~ 
verseift ,  da naeh  15 Min. ein groBer Tell  noeh ungel6st  war. Sehwaeh gelb- 
liehes Yulver,  77% d. Th. (Lit . :  76% d. Th.). 

[c,]~ = 17,2 ~ (a = 0,32 ~ 1 din, c = 0,928 in n NaOI-I), Drehung  ident iseh 

m i t  ~3. 
Fe rne r  wurde  das O-Aeetyl -L- tyros in  5 Stdn.  bei 50~ - Cu(OI-I) 2 ver-  

seift, u m  festzustellen,  ob eine Drehungsdi f fe renz  e in t r i t t :  
[ a ] ~  = 16,7 ~ (~ = 0,31 ~ , l d m ,  e = 0,928 in n NaOI-I). 

4~ j .  L. Bailey, J .  Chem. See. L o n d o n  19~0, 3461. 
43 K. Schl6gl, F. Wessely und  E. Wawersieh, Mh. Chem. 84, 705 (1953). 
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I I .  E n d g r u p p e n  u n d  A m i n o s f i u r e s e q u e n z e n  

1. D N P -  Ver]ahren 

a) DNP-Polypeptide. 0,075 g der t t - (Ds-Phe-DL-GIu)n-OtI  im Moiver-  
hiilt.nis 2 : 1, i : 1, 0,5 : 1 und  der Mesoh~tmin-I-I-(DL-Phe-DL-Glu)n-OI-I 1 : 1 
und  0,5 : 1 w a r d e n  in 4 eem Wasser  + 0,1 g N a I t C O  a und  1,5 eem Dimethy l -  
f o rmamid  gelSst und  0,1 g I ) N F B  in 1,5 eem Alkohol  zugesetzt .  N a e h  
6 Stdn. auf der Sehiittelmasehhle wurde mehrfaeh ausge/i~hert und auf 
pH ~ 4 anges~tuert; die ausgefallenen DNP-Polypeptide wurden dann 3 
bis 4 Stdn. mit ~ther zur Entfernung yon iiberseh/issigem DNFB und 
Dinitrophenol extrahiert, mit Essigsiiure a~ff pI-I = 4 anges~uert und zentri- 
fugiert. Ausbeute 0,035 bis 0,055 g. Die DNP-Polypeptide der unsubsti- 
tuierten Modelle stellen gelb gef~irbte Pulver dar, die bei 225 bis 230 ~ (Kofler) 
erweiehen. 

b) .DNP-DL-Phenylalanin. Das DNP-Phe-OI- t  wurde  m i t  45,5% d. Th.  
erhal ten.  Schmp. 207 bis 208 ~ Li t . :  44 Sehmp.  204 bis 206 ~ 

c) DNP-DL-Glutamins4ure. Die DNP-DL-Glu tamins~ure 'wurde  naeh  zwei- 
mMigem Umf~l len  aus Ather -Pe t ro l~ ther  und  Umkr is ta l l i sa t ion  aus ~ t h e r -  
Benzol  mi t  e inem Sehmp.  155 bis 159 ~ (Ko/ler) erhMten. (Naeh F .  Green 44 
Schmp. 155 bis 162 ~ naeh  K. R. Rao und  H. A.  Sober 45 Schmp. 148 bis 149~ 

d) DNP-L-Glutamins~ture. N a e h  A. L. Levy u n d  D. Chung 46 bzw. S . G .  
Waley ~7 in 68~oiger Ausbeute .  Der  Sehmp.  vmseres Pr~para t s  lag jedoch 
bei 112 bis 114 ~ und  konn te  du tch  wei tere  g e i n i g u n g  n ieh t  ver~indert, werden  
(nach A.  L. Levy Schmp.  134 bis 136 ~ nach  S.G.  Waley Sehmp.  93,5 bis 
94,5~ Es  h a t  den  gleiehen RF-Wer t  wie der  DL-K6rper.  

e) Hydrolyse tier DNP-Verbindungen. i , S m g  der  DNP-Arninos~iure 
bzw. 4 bis 6 nag der  D N P - P o l y p e p t i d e  w a r d e n  m i t  0,5 ecru I-IBr (48~oig) 
24 Stdn.  bei  t00 ~ der  t t yd ro lyse  im geseh!ossenen !~ohr unterworfen .  Nach  
Verdf innung auf  1 cem wurde  mehr faeh  m i t  ~ t h e r  ex t r ah ie r t  und  die ]4_ther- 
t6sung auf  m i t  P h t h a l a t p u f f e r  p i t  = 6 get  r a n k t e m  Sehleicher- l ind Seh/ill- 
Pap ie r  2 0 4 3 b m  ehromatograph ie r t .  Als LSsungsmi t te l  d iente  terti/~rer 
A_mylalkohol, der  8 Stdn.  mi t  Ph tha la tpu f fe r  gesehtittel~ ~alrde. Laufze i t  
14 bis 16 Stdn.  (absteigend). 

2. Hydrazinolyse (C-endst(~ndige Aminos(~uren) 

10 mg  des Poly-DL-(phenylManin-glutamins/~ure-y-methylesters)  im Mol- 
verh/~ltnis 2 : 1, 1 : 1, 0,5 : 1, 0 : 1, 1 : 1 und  4 mg  Pheny]Manhl  und  Glut.amin- 
s~iure wurden  12 Stdn.  bei  100 ~ 24 Stdn.  bei 100 ~ u n d  12 Stdn.  bei  150 ~ 
im geschlossenen R o h r  m i t  1 ecru H y d r a z i n h y d r a t  behandel t .  Bis uuf eine 
leiehte Tr i ib tmg des Modelles 2 : 1 waren  alle Proben  Mar  gel6st. N a c h  Ent,- 
fe rnung des I-Iydrazins im Vak.  fiber Sehwefelsfiure wurde  m i t  1 eem Wasser  
aufgenommen,  m i t  4 Trolofen Benza ldehyd  erw/irm~, 12 Stdn. s tehen gelassen, 
f i l tr iert ,  aUsgeiithert,  die w~13r. L6sung auf  0,5 cem e ingedampf t  und  ehromato-  
g raphie r t :  1. Sehleieher  und  Sehfill 2043 b m  aeetyl ier t ,  B u t a n o l :  Eis- 
essig : t t20  = 4 : 1 : 1 ; l I  bis 12 Stdn.  Laufze i t  (absteigend).  2. Sehleieher 
und  Sehfill 2043 b m  Methyl f i thy lke ton  : Pyr id in  : Wasser  = 4 : 2 �9 2 ; 5 Stdn.  
Laufze i t  (absteigend).  

44 •. Ch. Green, Ana ly t .  Chemis t ry  24, 726 (1952). 
45 K.  R. Rao u n d  H. A.  Sober, J .  Amer .  Chem. Soe. 76, 1328 (1954). 
46 A.  L. Levy u n d  D. Chung, J. Amer.  Chem. Soe. 77, 2899 (1955). 
~7 S.G.  Waley, J. Chem. Soc. London  195~, 517. 
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3. Partialhydrolyse 

a) Peptide. 3 mg  der Pep t ide  wurden  mi t  2 cem HC1 konz. im geschlossenen 
l%ohr bei 50 ~ hydrolys ie r t  und  naeh  2, 4 und  6 Tagen  je 0,5 ecru abgenommen .  
N a c h  E n t f e r n u n g  der HC1 fiber P ~ O d K O H  im Vak.  wurde  m i t  0,25 cem 
Wasser  au fgenommen,  f i l t r ier t  und  chromatographie r t .  

b) Polypeptide. 10 m g  der Po lypep t ide  wurden  0,1 n N a O H  gelSst (Modell 
2 : 1  in 0 , 2 c c m ;  Modell  1 : 1  in 0 , 3 c c m ;  p H =  7 bis 8). N a c h  Zugabe von 
2 ccm I-IC1 konz. bzw. 2 cem 9%iger  HC1 wurde  bei 37 ~ ~md 50 ~ bzw. bei 
100 ~ hydro lys ie r t  und  wie un t e r  a P roben  e n t n o m m e n  u n d  ehromatograph ie r t .  
Schleicher  und  Sehfill 2043 b m  Methy]~ thy lke ton  : Pyr id in  : Wasser  4 : 2 : 2 ; 
Laufze i t  4 bis 5 Stdn.  (absteigend). Methy l~ thy lke ton  der Fa .  Riedel  de 
/-Iaen, Sdp. 79,5 bis 81,5~ Pyr id in  fiber KOI-I gekocht ,  Sdp. 115,5 ~ 

I I I .  M e s s u n g  d e r  k a t a l y t i s c h e n  E i g e n s c h a f t e n  

a) Substvate: Tetrachlorsalicoin und Derivate 

1. Zn.Staub-Eisessig-Reduktion. 1,9 g Tetrachlorsa l icyl  wurden  in Eis- 
essig gel6st,  in der Siedehitze ein ~berschul ]  Zn -S t aub  zugesetz t  und  5 Min. 
schwach erhitzt, die fast entfiirbte L6sung vom Zink abfiltriert und in Wasser 
gegossen; weiBer, zun/iehst klebriger Niederschlag, der in der K/~ite lest 
wurde. Naeh Filtrieren und Troeknen erhielt man dureh zweimaliges Um- 
kristallisieren aus Benzol-Ligroin 1,2 g (63% d. Th.), Sehmp. 154 bis 156~ 
156 his 158 ~ (Kofler). 

2. Hydrierung mit PtO~ in Eisessig. 800 mg  Tetrachlorsal ie i l  wurden  
in 50 ccm Eisessig bei 65 bis 75 ~ mi t  P t O  2 als K a t a l y s a t o r  h y d r i e r t .  Nach  
2 Stdn.  waren  50 ccm H e (theor.) ve rb raueh t .  Die yore  K a t a l y s a t o r  abfil-  
t r i e r te  L6sung wurde  in ausgekochtes  Wasser  gegeben und  der in der K~tlte 
festwe~dende Niedersehlag aus Ligroin  umkris ta l l is ier t .  410rag  (51~o d. Th.),  
Schmp.  155 bis 157 ~ 

3. Hydrierung mit Pd. 3 g Tetraehlorsal ie i l  in 250 cem Eisessig, 150 ccm 
I ) ioxan  wurden  m i t  Pd  als K a t a l y s a t o r  hydr ier t .  N a c h d e m  die L6sung an-  
n~hernd  entfi~rbt war ,  wurde  wie un t e r  1 aufgearbei te t .  2, i  g (68o/o d. Th.) ,  
Schmp.  154 bis 156 ~ 

C14HsO4Clt (382,03). Ber.  C1 37,13. Gef. C1 37,66, 37,76. 

4. Osazon. Tetrachlorsal ic i l  bzw. -salicoin wurden  in Eisess ig-Dioxan 
gel6st,  m i t  Pheny lhydraz in  ve r se tz t  u n d  einige 5/[inuten erhi tz t .  B e i m  Ab-  
kfihlen gelbe Kris ta l le ,  die zweimal  aus  D ioxan  umkris ta l l i s ier t  wurden .  

Osazon aus Tetrachlorsal ici l ,  Sehmp.  264 bis 266 ~ (Ko[ler), 
Osazon aus Tetraehlorsal ieoin,  Schmp. 263 bis 266 ~ (Kofler), keine  

Schmp.-Depress ion der Misehung. 

C~6H1sO~N4C14 (560,264). Ber. C1 25,32. Gef. C1 25,70, 25,82. 

5. Acetate. a) Tetrachlorsal ici l  wurde  in Dioxan  ~ - P y r i d i n  mi t  Acet-  
anhydr id  verse tz t  und  20 bis 30 Min. auf  dem Wasserbad  erhi tz t .  N a c h  
Verdf innen mi t  Wasser  weiger,  klebriger  Niederschlag,  der nach  einigen 
Stdn.  bei - - 5  ~ fest wurde.  Aus Alkohol  Sehmp.  152 bis 154 ~ (Lit . :  152 
bis 153~ 

b) Ana log  w u r d e  das Tetrachlorsal ieoin  behandel t .  Das  Tr iace ta t  kristall i-  
siert  aus Alkohol  in kleinen Sti~bchen yore  Schmp. 176 bis 178 ~ 

C.~0H140:CIa (508,!4). Ber.  C1 27,91. Gef. C1 27,51, 27,25. 

~'~onatshe~te flit Chemie. ]~d. 88/4 31 
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b) Messungen 

Die Messmlg des Sauerstoffverbrauehes wurde in der Warburg-Apparatur 
bei 20 ~ C durchgefiihrt. Jedes Gef~g enthielt immer 6 ccm: 4,8 cem Phosphat- 
puffer p i t  = 7,3, 1 cem LSsung der Modellsubstanzen und  0,2 ccm Pyridin. 

Die Substrate wurden wie folgt zugesetzt: p-Phenylendiamin, 4,8 ecru 
einer LSsung von 0,4527 g in 50 ecru Puffer, 

10rag L-(D)-Adrenalin (lest), 
5 mg Tetraehlorsalieoin in 0,2 ecru Pyridin, 
10 mg Furoin in 0,2 eem, 10 mg Pyridin in 0,2 eem Pyridin. 
Von den iibrigen Benzoinderivaten 10 mg in 0,2 eem Pyridin. 

IV. S y n t h e s e  der  Di-  u n d  T r i p e p t i d e  

1. D L- P hen ylalan yl- D1,-phen ylalanin 

a) Nach F. Wessely 31 mit Hil]e der Azidmethode. Phenylalanin~ithylester- 
hydroehlorid: 78 bis 87% d. Th., umkristallisiert aus Essigester, Schmp. 126 
bis 128 ~ (Lit.: 127~ 

N-Cbo-DL-Phenylalanin~thylester: 80 bis 84~o d. Th., Schmp. 77 bis 
80~ Lit.:  74% d. Th., Sehmp. 77 bis 79 ~ (Ko/ler). 

N-Cbo-DL-Phenylalaninhydrazid: 88 bis 92% d. T h ,  Schmp. 135 bis 
137~ Lit.: 92% d. Th., Schmp. 136 bis 138 ~ (Keller). 

N-Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-phenylalanin~thylest.er : 
84 bis 90% d. Th., Sehmelzbereich 84 bis 93~ mit 82% d. Th. kein aus- 

gepr~gter Schmp. naeh (Lit.-Angabe). 
N-Cbo-Dr.-Phenylalanyl-DL-phenylalanin. 80% d. Th., Schmp. 135 bis 

138~ 80% d. Th., Schmp. 138 bis 140 ~ (Keller). 
DL-Phenylalanyl-DL-phenylalanin. 5,51 g Cbo-DL-PhenylManyl-DL-phenyl- 

alanin warden mit  16,5 g HBr-Eisessig (36%ig) versetzt ~md 20Min. bei 
Zimmertemp. gesehiittelt. Naeh Zusatz yon 250 ccm ~ther  erhielt man ein 
O1, das bald erstarrte. Abgesaugt mit  J~ther, Aceton und  Essigester gewasehen, 
verblieben 4,42 g (91~o d. Th.) i yd robromid ,  Sehmp. 213 bis 218 ~ Durch 
erneutes L6sen in Alkohol u n d  wenig Essigester kristallisierte das Hydro- 
bromid mit  einem Schmp. yon 216 bis 218 ~ aus (Lit.: 218 bis 220~ Es 
verblieben 4 g (82,5% d. Th.). 

4 g des Hydrobromids wurden in wenig Wasser gel6st und  mit  einer ge- 
s/~ttigten Na-Aeet.atl6sung versetzt, wobei sofor~ das freie DL-Phenylalanyl- 
DL-phenylalanin in kleinen Niidelehen ausfiel. 2,64 g (83% d. Th.). Sehmp. 
283 bis 286 ~ (KoJler) (Lit.: 283 bis 285~ 

b) Anhydridmethode nach Boissonnas. 1,196g Cbo-DL-Phenylalanin 
wurden in 10 ccm Dioxan gel6st, 1 eem Tri-n-butylamin,  0,4 cem Chlorameisen- 
s/iure-/ithylester hinzugefiigt und  mit  einer L6sm~g yon 1,207 g DL-Phenyl- 
alanin-iithylesterhydroehlorid (0,0052 Mol) in 10 ccm Dioxan + 1,15 eem 
Tri-n-butylamin nach 10Min. bei 5 bis 10 ~ vereinigt (CO~-Entwicklung). 
Naeh 1 Std. bei 5 bis 10 ~ und  1 Std. bei Zimmertemp. ~ctrde das Dioxan 
bei 40 ~  Vak. abgezogen, das entstandene O1 in Essigester aufgenommen, 
mit  1 n iC1,  IK~O, einer 1 ~oigen NM-ICO3-LSsung und  H~O gesch/ittelt uud 
der Essigester im Vak. entfernt. Das schwaeh gelbliehe 01 wurde aus Essig- 
ester umkristallisiert. 1,39 g, 74%o d. Th., Schmp. 84 bis 93 ~ 

Verseifung und  A bspal tung der Cbo-Gruppe fiihrte zum DL-Phenylalanyl- 
DL-phenylalanin veto angegebenen Schmp. 

Die Boissonnassche Methode im w~Br. Medium verlief nur  mit  30,5% 
Ausbeute. Das entstandene Cbo-DL-Phenylalanyl-oL-phenylalanin war 
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sehwierig von den Ausgangssubstanzen zu t rennen und zeigte nur  einen 
Schmp. yon 112 bis 114 ~ Entfernung der Cbo-Gruppe mit  HBr-Eisessig 
lieferte jedoeh auch hier das Dipeptid veto Schmp. 283 bis 286 ~ 

2. cr 3a, as 

a) Cbo-DL.Glutaminsiiure. Aus 13 g DL-Glutamins~nre wurden 18 g 
(72,5% d. Th.) Cbo-DL-Glutamins~ure erhalten, das nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Essigester einen Schmp. yon 121 bis 123 ~ zeigte (Lit. : 
122 bis 124~ bei weiteren Ans/~tzen betrug die Ausbeute bis zu 89,5%. 

b) Cbo-Glutamins(~ureanhydrid. 18 g Cbo-DL-Glutamins~ure warden mit  
50 ccm Acetanhydrid gelSst und  5 Min. auf dem Wasserbad erw~rmt. Nach 
Entfernung des Aee~a1~hydrids im V~k. bei 60 bis 65 ~ hinterblieb ein weil]er 
l~iiekstand, der einige Tage fiber KOH and  P~O 5 im Vak. getroeknet wurde. 
Umkristallisation ans Chloroform ergab 15 g (89,5~o d. Th., bei weiteren 
Ans/itzen bis 95% d. Th.), Sehmp. 109 ~ 

ClzHlaOsN (263,24). Ber. C 59,31, H 4,98, N 5,32. 
Gef. C 58,85, 58,90, H 4,08, 4,83, N 5,30, 5,15. 

e) Cbo-c~-DL-Glutamyl.DL-phenylalaningtthylester. 14 g Phenylalanini~thyl- 
esterhydrochlorid wurden in 100 ccm H~O + 12,6 g NaHCO a gelSst, mit  
100ccm Essigester iibergchichtet, 15g Cbo~DL-Glutamins~ureanhydrid in 
100 ccm Essigester anteilweise zugesetzt und 6 Stdn. geriihrt. ~ :Nach 24 Stdn. 
wurde (tie w/~f~r. Phase anges/~uert, ausgeestert und  die vereinigten Essig- 
esterausziige mit  einer SodalSsung (4 Portionen, die je 0,6 g enthielten) 
extrahiert. AnsehlieBend wurde mit  einer 5~oigen SodalSsung extrahiert, 
aus der sieh nach Ans/~uern mit  2 n HC1 ein (~l absehied, das nach einiger 
Zeit erstarrte. Umkristallisa~ion aus Essigester ergab 7,1 g (27,4% d. Th.) 
Cbo-a-DL-Glutamyl-DL-pheny]atanin/~thylest6r. Kleine Nadeln veto Schmp. 
126 bis 129 ~ Durch weiteres ~mkristallisieren stieg der Schmp. auf 131 bis 
133 ~ Bei weiteren Ans~tzen konnte die Ausbeute bis zu 44% d. Th. erhSht 
werden. 

C~aI-I~sOTN 2 (456,48). Ber. C 63,14, ]-I 6,18, N 6,14. 
Gef. C 63,55, 63,70, H 6,56, 6,41, N 6,05, 5,85. 

d) Cbo-o~.DI,-Glutamyl-DL-phenylalanin. 7,1g des Esters wurden mit  
40 ccm 1 n NaOI-I 1 Std. bei Zimmertemp. verseift (bereits nach kurzer 
Zeit geht der Ester in L5sung). Mit 2 n HC1 wurde die freie S/~ure vorsichtig 
gef~llt, wobei sich schmierige Kristalle abschieden. Der Niederschlag wurde 
in heiBem Essigester gel5st und  mit  Petrol~ther bis zur beginnenden Triibung 
versetzt. Nach 24 Stchl. bei 0 ~ Lind erneuter Petrol~therzugabe schieden sich 
4,7 g (71% d. Th.) veto Sehmp. 140 bis 148 ~ ab. Dureh Umkristall isation 
aus Wasser stieg der Schmp. auf 152 bis 154~ Schmp. (Ko]ler): 153 bis 155 ~ 
unlSslich in Benzol, CC14, CHCls, sehwerlSslieh in Essigester. 

C22I-I~4071q2 (428,43). Ber. C 61,67, H 5,65, 1~ 6,54. 
Gef. C 61,55, 61,30, IK 5,55, 5,53, N 6,40, 6,30. 

e) oc-DL-Glutamyl-DL-phenylalanin. 8 , 5 g  des Cbo-Derivates wurden in 
20 ccm Wasser, 24 ccm Eisessig und 300 ccm Methanol mit  Pd als Katalysator  
hydriert (nach einigen Stunden bereits Abscheidung weiBer Kristalte). Nach 
zirka 48 Stdn. wurde dureh Zusatz yon Wasser das Peptid in L5sung gebraeht, 

4s j . S .  Fruton und M. Bergmann, J. Biol. Chem. 127, 627 (1939). 
31. 
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vom Katalysator  abfiltriert, das L6sungsmittel im Vak. abgezogen und 
3 g Dipeptid erhalten. .&us der Mutterlauge konnten naeh weiterem Einengen 
und  Alkoholzusatz noch 1,4 g gewonnen werden (insgesamt 75,5% d. Tit.). 
Aus Wasser umkristallisiert, zeigt die Substanz einen Sehmp. yon 178 bis 
180 ~ (Kofler). 

ClaHlsOsN e (294,30). Bet. C 57,13 I-I 6,17 N 9,52 
Gef. C 57,00, 57,15 H 6,07, 6,00 N 9,55, 9,50 

3. DL.Phenylalanyl-DL-glutaminsdture 
a) Cbo-1)L-Phenylalanyl-1)L.glutaminsdurediSthylester (Azidmethode). [,2 g 

Cbo-DL-Phenylalaninhydrazid wurden, wie bei /~. Wessely beschrieben, in 
das Azid fibergeftihrt lind mit  I)l,-Glutamins~Lm'edi~thylester gekuppelt. 
Beim Abdampfen der &Lherischen L6sung sehied sieh der Cbo-Dipeptidester 
bereits fest ab. _&us AIkohol-Wasser bzw. Essigester-Ligroin wurde um- 
kristallisiert. Schmp. 85 bis 93 ~ Die Substanz bildet warzenf6rmige Aggre- 
gate, 1,2 g (64,5% d. Th.). 

C2~I-ts20:N ~ (484,53). Ber. 0C2H s 18,61. Gel. OC2H 5 19,90. 

b) Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-glutaminsduredi(tthylester (Anhydridmethode). 
1,196g (0,004Mol) Cbo-DL-Pheny]alanin wurden mit  1,27 g DL-Glutamin- 
s/iuredi~thylester (0,0053 Me1) in der beim H-Phe-Phe-OH angegebenen 
V~%ise gekuppelt. Die anfallende leicht klebrige Kristallmasse wurde, wie 
unter  a Ltmkristallisiert, 1,54 g (79,5% d. Th.), Sehmp. 85 bis 93 ~ 

c) Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-glutaminsgure. 1,6'2 g des  Esters wurden in 
8 ccm 1 n NaOH und Alkohol (12 ccm) 45 Min. bei Zimmertemp. verseift, 
yon wenig Ungel6stem abfiltriert, bis zum Kongoumsehlag anges~uert  und  
das L6sungsmittel im Vak. abgezogen. Das erhalt, ene 01 erstarrte nach 
emiger Zeit und  aus Essigester-Ligroin umkristallisiert verblieben 0,9g 
(670/o d. Th.). Kleine Nadeln, Sehmp. 159 bis 163 ~ 

C2~H24OTN 2 (428,43). Ber. N 6,54. Gel. N 6,75, 6,85. 

d) 1)L-Phenylalanyl-1)L-glutaminsiiure. 2,2 g der Cbo-Verbindung wurden 
in der unter  IV, 2, e besehriebenen Weise hydriert. Naeh Abziehen des 
L6sungsmittels im Yak. hinterblieb ein 01, das naeh einigen Tagen tiber 
P2OJNaOH im Vak. erstarrt.e. Aus wenig Wasser umkristMlisiert, wurden 
1,2 g (79% d. Th.) vom Sehmp. 233 bis 236 ~ erhalten. Das Dipeptid hatte 
einen seharfen RF-W'ert yon 0,26 v. Bei der sauren Hydrolyse treten Phenyl- 
alanin und Glutamins/iure auf; Endgruppenbest.immung mit Hydrazin zeigte 
eindeutig Glutamins~ure. 

4. DL-Glutamyl-DL-glutaminsdure 
a) Cbo-DL-Glutamyl-nL-glutaminsdiuredidithylester. 4,7 g Cbo-DL- Glut- 

amins/~ureanhydrid in 33 ccm Essigester wurden innerhalb yon 5 Min. bei 
Zimmertemp. zu einer Misch~mg yon 4,2 g NaHCOa in 33 ccm Wasser und  
4,7 g DL-Glutamins/iuredi~thylesterhydrechlorid in 33 ccm Essigester gegeben 
und 5 bis 6 Stdn. gertihrt. Naeh 15 Stdn. Stehen wurde die Essigestersehicht 
abgetrennt~, .die w~gr. Schicht mit  2 n I-IC! angesiiuert, dreimal mit  50 ccm 
Essigester ausgeschiittelt und  alle Essigesterfraktionen vereinigt. Der im 
Essigester befindliche Cbo-Peptidester wurde mit  einer 5~ NaCO a- 
L6sung extrahiert. Beim Ans~uern schied ein z/~hes O1 ab, das bald erstarrte. 
Aus Essigester-Ligroin konnten 2,7 g (32,4% d. Th.), bei einem weiteren 
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Ansatz 50% d. Th. vom Schmp. 126 bis 129 ~ erhalten werden. Die Substanz 
l ~ t  sich auch aus Wasser umkristallisieren. 

C2~tta0OgN e (466,48). Ber. OC2H 5 19,32. Gef. OC~Hs 19,85, 19,80. 

b) Cbo.DL-Glutamyl-I)L-glutaminsgture. 10 g des Digthylesters wurden mit  
50 ccm 1 n N a 0 H  25 Min. bei 20 ~ verseift. Nach Ansguern bis zum Kongo- 
umschlag hinterblieb ein O1 (5,5 g = 62% d. Th.), das nicht lest erhalten 
werden konnte. 

c) DL-Glutamyl-DI,-glutamins4ure. 5g  der nicht kristallisierten Cbo- 
Verbindung warden, wie unter IV, 2, e beschrieben, hydriert.  Nach Ent-  
fernung des LSsungsmittels konnte wiederum nur ein ()1 gewonnen werden, 
das aber nach scharfem Trocknen fiber P2OJKO H  mit  absol. Xther-Aceton 
fest wurde, so da~ 2 g (59,5~o d. Th.) als amorphes Pulver erhalten werden 
konnten. Das Dipeptid ist sehr hygroskopisch und zeigt keinen ausgepr~gten 
Schmp., dagegen aber im Chromatogramm neben Glutamins~ure einen ein- 
heitlichen Fleck, der mi t  dem yon n-Glutamyl-n-glutamins~ure veto  
Schmp. 184 ~ identiseh ist. 

5. D L- P hen ylalan yl- D L-phen ylalan yl- D L-glutamins(ture 

a) Cbo-DL.Phenylalanyl-DL-phenylalanyl-DL-glutamins4uredi(tthylester. 4,3g 
Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-phenylalanin wurden in der bei IV, 1, b beschrie- 
benen Weise mit  2,2 g DL-Glutamins~uredi~thy]esterhydrochlorid zum Cbo- 
Tripeptidester gekuppelt. Das anfallende 61ige Produkt  wurde in Alkohol 
gelOst und mit  Wasser bis zur Triibung versetzt, wobei nach einigem Stehen 
der Ester kristallisierte. Weil~es Pulver, Schmp. 105 bis 107~ 4,6 g = 75,4~o 
d. Th. 

Der Cbo-Tripeptidester konnte auch nach der Azidmethode aus dem 
Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-phenylalaninhydrazid mit  einer Ausbeute yon 
59% d. Th. erhalten werden. Schmp. 103 bis 108 ~ 

b) 4,5g des Cbo-Tripeptidesters wurden mit  100 ccm in NaOH und 
70 ccm Alkoho l  1 Std. bei Zimmertemp. verseift. Nach Ansfiuern fiel ein 
gelbes ()l aus, aus dem nach Entf~rbung mit  Aktivkohle durch Umkristalli- 
sation mit  Essigester-Ligroin 3 g Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-phenylalanyl-DL- 
glutamins~ure vom Schmp. 165 bis 175 ~ gewonnen wurden. Dutch weitere 
Reinigungsversuche vergrSl]erte sich der Schmelzbereich, die Hydrierung 
fiihrte zu einem uneinheitlichen Stoffgemisch. 

6. DL- Phenylalanyl-DL-phenylalanyl-L-glutamins4ure 

a) Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-phenylalanyl-L-glutaminsiiuredibenzylester. Um 
die kritische Stufe der alkalischen Verseifung des Cbo-Tripeptidmethylesters 
zu umgehen, wurden 5,1 g Cbo-DL-Phenylalanyl-DL-phenylalanin mit  4,4 g 
~,-Glutamins~uredibenzylester (Schmp. 100 bis 102~ Lit . :  50 100 his 102 ~ 
nach der Anhydridmethode, wie unter IV, 1, b beschrieben, gekuppelt. Die 
zun~chst als 01 anfalIende Substanz w~u'de aus Alkohol-Wasser als PuIver 
erhalten. 3 g = 34,9% d. Th., Schmp. 87 bis 89~ 88 bis 92 ~ (Ko]ler). 

b) 1)L-Phenylalanyl-I)L-phenylalanyl-L-glutamins(ture. 2,6 g Cbo-Tripept/d- 
dibenzyles~er wurden in 200 ccm Methanol, 15 ccm Wasser und 15 ccm Eis- 
essig mi t Pd/H2 hydriert. Nach Entfernung des L6sungsmittels wurde der 

a9 M. Bergmann und L. Zervas, Ber. dtsch, chem. Ges. 65, 1192 (1932). 
~o E. Brand und H. Sachs, J. Amer. Chem. Soc. 75, 4610 (1953). 
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51ige l~fickstand beim Trocknen fiber P~Os/KOH fest. Durch Umfi~lIung aus 
Alkohol-~ther ergaben sich 1 g (66,5% d. Th.) eines schwach gelben l~ulvers, 
das durch UmlSsen aus wenig Dimethylformamid weiB und  dutch anschlieBende 
Umkristallisution aus Wasser als Hydrat  in kleinen Nadeln yore Schmp. 210 
bis 212 ~ (Ko]ler) erhalten wurde. 

C~H~O6~N~ �9 H~O (459,49). Ber. C 60,12, H 6,36, N 9,15. 
Gel. C 60,70, 61,00, H 6,78, 6,75, 1~ 8,55, 8,60. 

7. a-DL-Glutamyl-2)L-phenylalanyt.JOL-phenylalanin 

a ) Cbo - a -DL- Glutamyl-DL-phenylalaninhydrazid. 4, 5 g Cbo- a -])L- Glutamyl - 
D~.-lohenylalanin~tthylester warden in 20 ccm absol. Alkohol gelSst, mit  2 g 
Hydrazinhydrat  versetz~, 30 Min. ~ttf 50 ~ erw/irmt und nach 12 Stdn. bei 
0 ~ vorsichtig PetroNither zugegeben. ]:)as Hydrazid kristallisiert in Nadeln 
vom Schmp. 181 bis 183 ~ (Ko]ler). Es l~i3t sich aus Alkohol umkristalli- 
sieren. 4g  (90~o d. Th.). 

C~2I-I2606N 4 (442,46). Ber. N 12,66. Gel. N 12,85, OC2H5 0,5. 

b) Cbo-~-DL-Glutamyl-1)L-phenylalanyl-DL-phenylalanin(tthylester. 3,3 g des 
~-Cbo-Dipep~idhydrazids wurden in 20 ccm Eisessig und  40 ccm 2 n I-IC1 
bei 5 ~ mit  NaNO~ in das Azid fibergefiihrt, das mit  ~4ther-Essigester exvrahiert 
~ r d e .  Nach Waschen rnit H~O, NaHCOa, H20 wurde die LSsung mit 2,2 g 
Phenylalanin~thylester in ~4ther vereinigt. Nach 24 Stdn. bei 5 ~ wurde die 
J~therlSsung mit 0,5 n I-ICI, NaHCO~ und H~O gewaschen, das LSsungsmittel 
im Vak. entfernt told der erhaltene Rfickstand aus Alkohol-Wasser um- 
kristallisiertr. 2,4g (53% d. Th.) kleine :Nadeln vom Schmp. 158 bis 161 ~ 
(Ko/ler) .  

c) 2,4 g des Esters wurden mit  1 n NaOH verseift und 1,7 g (75% d. Th.) 
Cbo-Tripeptid erhalten, das nach Umkristallisation aus Alkohol-Wasser 
keinen ausgepr~gten Schmp. zeigt, sondern ab 130 ~ (Ko]ler) langsam erweicht. 

d) ~-DL-Glutamyl-Dz.phenylalanyl-DL.phenylalanin.  0,7 g des Cbo-Tri- 
peptids wurden katalytisch hydriert. Nach Entfernung des LSsungsmittels 
im Vak. verblieb ein 0], das unter  Alkohol erstarrte. Durch Umkristallisation 
aus Wasser konnten 0,4 g (71% d. Th.) des in St/~bchen kristal]isierenden 
Tripeptidhych'ates yore Schmp. 172 bis 174 ~ (Ko]ler) erhalten werden. 

C~3H2~O6N3. H20 (459,49). Ber. C 60,12, I-I 6,36, N 9,15. 
Gef. C 60,15, 60,45, t~I 6,38, 6,45, N 9,15, 9,45. 

8. DL-Phenylalanyl-a-DL-glutamyl-19L-phenylalanin 

1,497g Cbo-DL-Phenylalanin (0,0051Viol) wurden in 10ccm Dioxan 
gelTst und  1,25 ccm Tri-n-butylamin und  0,5 ccm Chlorarneisensa.ure~ithyl- 
ester zugefiig~. Diese LTsung wurde bei 5 ~ mit  1,472 g a-DL-Glutamyl-DL- 
phenylalanin in 10 ccm Wasser ~ 0,4 g ~ a O H  vereinigt. ~N~ach 11/2 Stdn. 
bei 5 ~ und  2 Stchl. bei 20 ~ wurde das Dioxan entfernt und  beim Ans'~uern 
der w~l]r. LSsung ents tand ein weiBer Niederschlag, der keinen ausgepr~gten 
Schmp. zeigte. 1,47 g (51,2% d. Th.), 15slich in Alkohol, Essigester, Chloro- 
form; unlSslich in Wasser. Umkristallisationsversuche waren ohne Erfolg. 

1,3 g des Cbo-Tripeptides wm~den in der iiblichen Weise hydriert. Es 
hinterblieb ein ()l, das unter  Aceton nach einiger Zeit erstarrte. 0,57 g (57,4% 
d. Th.). Das Tripeptid l~tl3t sich aus Wasser-Ace~on umf~]]en. Weii]es 
amorphes 1Julver ohne ausgepr~igten Schmp. 
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RF-Wer t  (Schleicher und  Schiill 2043 b m ;  Methy l~ thy lke ton  : Pyri-  
din : Wasser  ~ 4 : 2 : 2) : 0,564. Daneben  t r i t t  im C h r o m a t o g r a m m  Glutamyl -  
phenyla lan in  auf, RF-Wer t  0,243. 

9. a.DL-Glutamyl.a-DL.glutamyl-DL.phenylalanin 

1,486 g Cbo-I)L-Gint~mhls~ure-y-benzylester  (0,004 MoI) in t0  ccm Dioxan  
mi t  1 ccm Tr i -n -bu ty lamin  und  1,4 ccm Chlorameisens~ure~thyles ter  wttrden 
mi t  1,18 g a-DL-Glutamyl-I)L-phenylalanin  in 5 ccm Wasser  und  0,32 g N a O t t  
vermisch t .  Nach  2 Stdn.  bei 5 ~ en t s t eh t  be im Ansauern  ein ()1. 1,05 g 
{39,5% d. Th.). Kr is ta l l i sa t ionsversuche  waren  erfolglos. L6slich in Alkohol,  
Essigester ,  unlSslich in Wasse r ,  Ligroin.  

0,95 g des ()ls wurden  m i t  Pd  hydr ie r t  und  in der t iblichen Weise auf- 
gearbei te t .  Es  verb l ieben  0,33 g (54,5% d. Th.) eines Ols, d~s un t e r  Ace ton  
e rs ta r r te  trod aus Wasser -Aceton  umgef~l l t  wurde.  Umkr is ta l l i sa t ion  erfolglos. 

R F - W e r t :  0,49; da~leben t r i t t  Glutamins/s auf  0,393. (Schleicher und 
Sch~ll  2043 b in ;  Methyl i~thylketon : :Pyrin : Wasser  = 4 : 1 : 2,5.) 

RF-Werte der Di- und Tripeptide (Schleicher und  Schiill 2043 bin, Methyl-  
/~thylketon : Py r id in  : Wasser  = 4 : 2 : 2 ; Lanfzei t  4 bis 5 Stdn.,  absteigend) : 

H - G l u - O H  0,134, t{-Phe-OI-I 0,55 s, 
I -LGlu-Glu-OI t  0,054, I { -Phe -Phe -Glu -OH 0,56a, 
H - P h e - G l u - O t t  0,267, t t - G l u - G l u - P h e - O t t  n icht  t r ennba r  yon t t - G l u - O H ,  
H - G l u - P h e - O H  0,22~, H - P h e - G l u - P h e - O H  0,564, 
H - P h e - P h e - O H  0,694, H - G l u - P h e - P h e - O H  0,510. 

Wurde  Cbo-Glu-Phe-OC2Hs zur  Hers t e l lung  yon  H-Glu-Phe-OI-I  nicht 
mi t  B ica rbona t  f rakt ionier t ,  so konnte  bei I - I -Glu-Phe-OH ein F leck  m i t  
zwei deut l iehen Abgrenzungen  erha l ten  werden.  Bei  t t - P h e - G l u - P h e - O H  
t r i t t  neben  dem RF-Wer t  0,56~ noch ein F leck  0,24~ yon  H - G l u - P h e - O H  auf. 
])as Tr ipep t id  aus 3 DL-Formen ist n u t  pseudokris tMlin und  1/igt sich nieht  
v o m  H-Glu-Phe-OI-I  t rennen.  Analoges  gil t  fiir das t I - G l u - G l u - P h e - O t t ,  
das noch t t -Glu-OI:[  enth/i l t ,  m i t  Methyl~ithylketon : Pyr id in  : Wasser  = 
- - - - -4 :1 :2 ,5  aber  deut l ich ident i f iz ierbar  ist:  RF-Wer t  0,49: Glu:  0,393. 

D ie  A r b e i t  w u r d e  d u r c h  S p e n d e n  aus  d e m  , ,Fonds  C h e m i e "  u n t e r -  

s t i i t z t .  W i r  sp r eehen  d e n  zus t i ind igen  S te l l en  fiir  die  G e w ~ h r u n g  d e r  

Be ih i l fe  unse r en  v e r b i n d l i c h s t e n  D a n k  aus.  


