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Es wird die Darstellung der ~-Naph~hylamide yon Valin, Iso- 
Ieucin, Prolin, Hydroxyprolin, Histidin, Tyrosin, Tryptophan, 
Phenylalanin, Lysin, Arginin und Ornithin sowie yon Asparagin- 
sgure und Glutamins~ure besehrieben und die M6gliehkeit, diese 
Verbindungen als spezifische Substrate zur Bestimmung der Ak- 
tivitat proteolytischer Fermente einzusetzen, diskutiert. 

Bei der Charakterisierung, quanti tat iven Bestimmung und Spezifitgts- 
nntersuchung Vieler proteolyvischer Fermente hat  die Verwendung yon 
niedermolekularen Peptiden und Aminos~urederivaten als Substrate 
wertvolle Dienste geleistet ~-~, wenngleich bekannt  ist, dag die an ein- 
fachen Modellsubstunzen ermittelte Substra~spezifitgt nur in beschriink- 
tern Mage das VerhMten sines Enzyms h5hermolekularen Substraten 
gegeniiber widergibt 5. Auf Grund ihrer ,,chromogenen" Eigensehaft 
stellen die ~-Naphthylamide yon freien oder acylierten AminoSguren 
ausgezeichnete Enzymsubstrate dar; ihre Verwendnng geht auf Gomvri  6 

zuriick, dcr Glycin- und Alanin-~-naphthylamid zur histochemischen Dar- 
stellung yon Aminopeptidusen heranzog, wghrend S e l i g m a n  und Mit~rb. 7 

1 M .  Bergmann,  Naturwiss. 20, 420 (1932); Science [USA] 79, 439 (1934). 
M .  Bergmann., J .  S.  F r u t o n  und H. PolloIc, J.  Biol. Chem. 127, 643 (1939). 

s K .  H o f m a n n  u n d  M .  Bergmann,  J. Biol. Chem. 130, 81 (1939); !38, 
243 (1941). 

M .  Bergmann  undJ .  S. Fruton ,  Adv. Enzymol. 1, 63 (1941); 2, 49 (1942). 
5 H.  Zuber, Chimia [Ziirich] 14, 405 (1960). 
6 G. Gomori, Proc. Soc. Exper. Biol. Med. 87, 559 (1954). 
7 M .  25. Green, K .  C. T8ou, R.  Bressler und A.  M .  Sel igman,  Arch. Bio- 

chem. Biophysics 57, 458 (1955). 
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spgter fiir einen gugerst empfindliohen Nachweis der Leucinamino- 
peptidase das L-Leucin-}-naphthylamid einfiihrten. 

Bei Verwendung dieser chromogenen Suhstrate wird das dureh enzyma- 
tisehe I-Iydrolyse abgespal~ene Naphthylamin ent,weder dureh eine modifi- 
zierte Brat ton-MarshaILMet .hode  s bestimmt, d. h. zungchst in saurer L6sung 
diazotiert und sodann mit N-(i-Naphthyl)-/ithylendiamin gekuppett, oder 
aber direkt mit tetrazotiertem Di-o-Anisidin a* umgesetzt; die so gebildeten 
Farbstoffe werden kolorimetrisch ausgemessen. Auf diese ~u lassen sieh 
note wenige i*g ~-Naphthyta.mi~ quant.ita~,iv erfassen, 

Mit H .  T u p p y  wurde vor einigen Jahren eine Best immung der Oxy- 
tocinase mittels Cystin-di-~-naphthylamid als Substrat ausgearbeitet, 
~,elehe uns einen enzymehemiseh gefiihrten Schwangerschaitsnaehweis 
erlaubtel~ 1.. Da.s im Serum schwangerer Frauen vorkommende Fer- 
merit ~2-~a inaktiviert  das Hypophysenhinterlappenhormon Oxytocin dureh 
Spaltung der Pcptidbindung, an der der amino-endstgndige Halbeystinrest  
des Cyelopeptides beteiligt ist, und besitzt, somit die Wirkungsweise einer 
Aminopelotidase. I m  Verlaufe dieser Arbeiten war es notwendig, eine 
Priifung des Enzyms mit einer l%eihe yon Naphthylamidsubstraten** 
vorzunehmen. Dabei zeigten sieh signifikante Untersehiede zwisehen der 
Slgaltspezifitgt der 0xytoeinase und einer anderen kminopeptidase,  
welehe die Oxytocinase begleitet. 

Die vielseitige Anwendbarkeit  dieser ehromogenen Subs{,rate - -  in 
der Zwisehenzeit berichteten Wii)z~'ch und Mitarb. iiber eine quantitative 
Best immung des Trypsins*6 mittels N~'-Benzoyl-arginin -$-naphthylamid - -  
erforderte die Darstellung weiterer noeh nieht besehriebener Aminosgure- 
~-naphthylamide und die Priifung auf ihre VerwendungsmSgliehkeit, 
woriiber in dieser Arbeit beriehtet werden so[[. 

Die in T~b. 1 zusammengefM)~en gesehiitzten Naphthytamide wurden 
naeh der in tier Peptidehemie iibliehen DCCI-Methode ~v (Dieyelohexyt- 
earbodiimid) hergestellt. Die Abspaltung der Sehutzgruppe zu den freien 
Aminosgure-$-naphthylamiden (Tab. 2) erfolgte entweder mit  25proz. 

---  * Bayer Echtblausalz B (Sierck). 
�9 * Es wurden die Synthesen tier ~-,N*aphthylamide yon Leucin, 5lethionin. 

Cystein und Cystin besehrieben. 
s A .  C. Brat ton und E. K .  ~llarshall, J. Biol. Chem. 128, 537 (1939). 
9 H.  A .  Rav in ,  P.  H. Berr~stei~ und A.  M.  Seligma.~,, J. Biol. Chem. 208. 

J (1954). 
ao 7-7. cf~,ppy und H.  Nesvadbc~, ~lh. Chem. 88, 977 (~957). 
n W. 2}Iidler-Hartbztrg, H.  Nesvadba und H. T u p p y ,  Arch. Gyn~tkol. 191, 

442 (1959). 
r~ K .  Fekete, Endocrino]. 7, 1 (1930); 10, 16 (1932). 
~a E.  Werle und G. E / / keman ,  Arch. Gynfikot. 171, 186 (1941). 
~ E.  Werle, A .  Hevellce und K .  B u t h m a n n ,  Bioehem. Z. 309, 270 (194i) 
~ E.  Werle,  K .  Serum und R; Enzenbach,  Arch. Gyngkol. 177, 211 (1950). 
~ A .  Riedel,  .F,. Witnsch und A.  Hart l ,  Z. physiol. Chem. 316, 61 (1959). 
~ J .  C. Sheehan und G. P.  Hess,  J. Amer. Chem. Soc. 77, 1067 (1955). 
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H B r  in Eisessig ~s oder  dureh  ka tMyt i sehe  Hydr i e rung  mi t  P d - K a t a l y s ~ -  
to ren  19. Prol in-  und  I so l eue in -~ -naph thy l amid  wurden,  da  sie bei  der  
Aufa rbe i tung  nur  als IJle anfielen, in F o r m  ihrer  H y d r o b r o m i d e  eharak-  

Tabeile t. G e s e h f i t z t e  ~ - A m i n o s ~ t u r e - ~ - n a p h t h y l a m i d e *  

Verbindung ** Formel Analysenwerte 
(Vorsehrift Nr.; Ausb. in %) Schmp. (Mol.-Oew.) C H N 

Cbo-L-Val-NA 213--13,5 ~ C23H24N~O3 Ber. 73,38 6,43 7,44 
(1; 65) (376,44) Gel. 73,35 6,57 7,41 

Cbo-L-iLeu-NA 202--40 C24H26N203 Ber. 73,82 6,71 7,17 
(3; 42) (390,47) Gef. 73,97 6,43 7,16 

Cbo-L-Ser-NA 185--86 ~ Ce1H~0N204 Ber. 69,22 5,53 7,69 
(5; 64) (364,39) Gel. 68,92 5,73 7,72 

Cbo-~-Pro-NA 131---33 ~ C2aHI22N2Os Ber. 73,78 5,92 7,48 
(7; 61) (374,42) Gel. 73,80 5;98 7,32 

Cbo-L-Hypro-NA 172--73 ~ CzeHz2N204 Ber. 70,75 5,68 7,18 
(9; 84) (390,42) Gef. 70,90 5,75 7,33 

Cbo-L-ttis-NA 174 ~ C24I-I2~N~O3 Ber. 69,55 5,35 13,52 
( l l ;  51) (414,45) Gel. 69,76 5,50 13,40 

Na-Cbo-O-Benzyt-L-Tyr-NA 174--76 ~ C~4I-I3oN204 Ber. 76,96 5,70 5,28 
(13; 74) (530,60) Oef. 76,63 5,72 5,33 

Cbo-L-Try-NA 1 8 1 - - 8 3  ~ C29I-I25N303 Ber. 75,14 5,44 9,06 
(15; 64) (463,53) Gef. 75,34 5,64 9,33 

CbO-L-Phe-NA 1 7 3 - - 7 4  ~ C27I'I24N203 Ber. 76,39 5,70 6,60 
(17; 49) (424,48) Gel. 75,97 5,69 6,65 

Cbo-L-Asp-~-Benzylester-c~-NA 171--72 ~ C29H26N205 Ber. 72,16 5,43 5,81 
(19; 76) (482,52) Gel. 72,38 5,57 6,06 

Cbo-L-Asp-~-Benzylester-~-NA 180--81 ~ Ce9H26N~O5 Ber. 72,16 5,42 5,81 
(21; 52) (482,52) Gef. 72,31 5,45 6,02 

Cbo-L-Glu-y-Benzylester-a-NA 181--83 ~ C30i'i2sNu05 Ber. 72,71 5,69 5,60 
(23; 46) (495,54) Gef. 72,56 5,77 5,77 

Cbo-L-Glu-~-Benzylester-y-NA 150--51 ~ C30H2sN205 Ber. 72,71 5,69 5,60 
(25; 43) (495,54) Gef. 72,68 5,57 5,57 

])i-Cbo-~-Lys-NA 151,5--53,5 ~ Cs2Ha3N305 Bet. 71,15 6,16 7,80 
(27; 77,5) (539,71) Gel. 71,19 6,17 7,87 

Di-Cbo-L-Orn-NA 176--78 ~ C~IHalNsO5 Ber. 70,83 5,95 8,06 
(29, 64) (525,5) Gel. 70,68 6,05 8,01 

Tri-Cbo-J~-Arg-NA 192--94 ~ C40HagNsO7 Ber. 68,40 5,60 10,03 
(31; 42) (701,76) Gel. 68,32 5,73 9,84 

* Der besseren ~bersicht wegen wird in den Tabellen und ira experimentellen 
Abktirzung -NA ersetzt. 

Tell ~-Naphthylamid durch die 

** Abkfirznngen nach E. Brand und J. T.EdsaU, Ann. Rev. Biochem. 16, 223 (1947). 

ter is ier t .  Die be iden  isomeren Glutamins/ /ure-  und  Asparagins/ /ure-~-  
n a p h t h y l a m i d e  wurden  dureh  H y d r i e r u n g  der en tsprechenden  Carbo- 
benzoxy-aminosgurebenzy les te r  hergestel l t .  Sehwier igkei ten  e rgaben  sieh 

is D.  B e n . I s h a i  und A .  Berger, J. Org. Chem. 17, 1564 (1952). 
19 R.  Shr iner  und R.  A d a m s ,  J.  Amer. Chem. Soc. 46, 1683 {1924). 
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anf/inglieh nur bei der Synthese der Naphthylamide der basischen Amino- 
s~uren Lysin, Arginin und Ornithin. 

Wie Wiinsch  und Mitarb. beriehteten 16, stellten sie bei der Synthese des 
N~-Benzoyl-arginin-,~-naphthylamids aus optiseh aktivem N~-Benzoyl- 
L-a,rginin naeh der DCCI-Me~hode vollst/fndige l~aeemisierung lest und 
nahmen die Bildung eines 0xazol0ns als Zwisehenprodukt an, welches bei 
Gegenwart von [~-Naphthylamin nucleophil zum S//ureamid aufgespalten 
wird, wobei Verlust der optisehen Ak~iviti~t auftritt .  

Wir stellten naeh der gleiehen Methode N~-Tosyl-, N~-p-Nitm-earbo, 
benzoxy-, N~-Carbobenzoxy-co-nitro- bzw. Tri-Carbobenzoxy-L-arginin-[~- 
naphthylamid her, welehe alle in optiseh aktiver Form erhalten wurden: 
Die AbspMtung der Sehutzgruppen naeh den tibliehen Methoden fiihrte 
jedoch nur yon Tri-earbobenzoxy-L-arginin-[~-naphthylamid ausgehend zu 
einem kristallisierenden und papierehromatographiseh einheitliehem Pro- 
dukt. Es fiel im Vertauf der katalytischen Hydrierung als optiseh aktives 
L-Arginin-[~-naphthylamid-earbonat aus. Lysin-und Ornithin-[~-naphthyI- 
amid, welehe zun/~ehst nut 51ig erhalten werden konnten,, kristallisierten 
in Methanoll6sung in Gegenwart ~on COs gleiehfalls als stabile Carbonate. 

Wir haben speziell diese basisehen Naphthylamidsubstrate in le~zter 
Zeit auf ihre Verwendbarkeit untersueht und mit ihnen bei der Bestim- 
mung einiger an der Blutgerinnung maggeblieh beteiligter Fermente, wie 
Thrombin, Plasmin und Thrombokinase, brauchbare Ergebnisse erhMten. 
Thrombin und Plasmin spalten bekanntlieh eine Reihe niedermolekularer 
Snbstrate, wie z.B. N~-Tosyl-L-arginin-methylester 2o-2~ ' bzw. Lysin- 
es*er 2s-2~. Es sei aus einer Arbeit, welehe an anderer Stelle publiziert 
werden wird, vorweggenommen, daft wir die proteolytisehe'Aktivitgt des 
Thrombins mit L-Arginin-[~-naphthylamid bestimmten26, 27. Da Seegers ~s 

in letzter Zeit Thrombinpr/iparate herstellen konnte, die zwar Esterase- 
wirkung, aber keine gerinnungsausl6sende Wirkung haben, sehien es 
zweifelhaft, ob die esterolytisehe und die proteolytisehe Aktivit/~t des 
Thrombins einander gleiehgesetzL werden diirfen. Die Tafisaehe, dab 
Plasmin zum Untersehied yon Thrombin N~-Tosyl-L-arginin-[~-naphthyI -' 
amid nieht spaltete, seheint far die Bestimmung beider Fermente in einem 

2o S. Sherry und W. Troll, J. Biol. Chem. 208, 95 (1954). 
2t E. Ronwin,  Canad. J. Bioehem. Physiol. 35, 743 (1957). 
o.2 H.  A .  Scheraga, S. Ehrenpreis und E. Sullivan., Nature [London] 182, 

461 (1958). 
~ S. Ehrenpre4s und H. A .  Scheraga, J. Biol. Chem. 227, 1013 (1957). 
2~ M .  Lassen, Bioehem. J. 69, 361 (1958). 
~s E. Ronwin,  Canad. J. Bioehem. Physiol. 34, 1169 (1956). 
~.6 B. KSbele, Disser& TSbingen 1962. 
~ E.  Deutseh, B. K6bele und H. Nesvadba, Thromb. Diath. Haem., in ~or- 

bereitung. 
zs W. H.  Neegers und  R.  H.  Landaburu, Amer. J. Physiol. 191, 167 (1957). 
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System yon Bedeutung zu sei•. In l~lbereinstimmung mit einer ktirzlich 
yon M i l s t o n e  29 ver6ffentliehten Arbeit fanden aueh wir, dab die Thrombo- 
kin~se, deren Fermentnatnr  angezwoifelt wird, synt, hetisehe Substrate 
- -  in unserem Falle Arginin- und Lysin-~-naphthylamid - -  spaltete. 

Eine Untersuehung der in die Blutgerinnung eingreifenden loroteoly- 
tiseh aktiven Schlangengifte war naheliegend. Mic.hI und K i s s  3~ konn~en 
mit.tels Zonenelektrophorese in St//rkegel sine fCir jede Giftart charak- 
terisgisehe Auftrennung in eine oder mehrere Zonen proteolygiseher 
/~Iktivitgt feststellem Der Aktivitgtsnaehweis lieB sieh nieht nut  dureh 
Gelatineabbau, sondern - -  wie wit fanden - -  aueh dutch Inkubation des 
Stgrkegelstreifens mit Naphthylamidsubstraten in Gegenwart eines geeig- 
neten Diazoniumsalzes durehftihren, wobei eine spezifische, dem Ferment- 
typus entspreehende Anf//rbung zu erreiehen war. 

So ergaben Versuche* an Gift yon Bothrops at.fox nach Inkub~tiotx 
mit Leuein-~-naphthylamid bzw. Arginin-~-naphthylarnid zwei Aktivit/its- 
zonen. Wir gingen hiebei naeh einer vor kurzem yon T u p p y  und Winter's-  

be t t e r  ~1 ausgearbeiteten Methods vor, mit der die Oxytoeinase nnd 
Leueinaminopeptidase des Sehwangerenserums dureh St/trkegelelektro- 
phorese voneinander getrennt wnrden. Dutch Inkubat ion der Gelstreifen 
mit Leuein-~-naphthylamid bzw. Cystin-di-~-naphthylamid und Fast  
Garnet GBC gelang es - -  mit einer yon Burs' ton und Fol~ s~, sowie Nach lass ,  

Crawford  und S e l i g m a n  33 eingeffihrten Methodik - -  die beiden Fermente 
voneinander getrermt naehzuweisen. 

Naeh den bisherigen Erfahrungen ist mit Sieherheit zu erwarten, dab 
Aminos/iure-(~-naphthylamide bei bioehemisehen Arbeiten, welehe sieh 
mit proteolytisehen Fermenten befassen, mannigfaltige Anwendung finder~ 
werden. Um nut  einige MSgliehkeiten zn erw/ihnen, sei auf die Bearbei- 
tung der bakteriellen Enzyme, auf die Kathepsine, die Hefe-endopepti- 
dasen, auf die in Carcinomen vorkommeDden Proteasen, ferner auI 
Spezifit/itsuntersuehungen in der Chymotrypsinreihe, auf die bereits er- 
wghnten Blutgerinnungsfaktoren sowie auf die proteolytisehe Fermente 
aus tierisehen Giften hingewiesen. 

Mit Hilfe dieser Substrate lassen sieh Anreieherung und Reinigung 
yon Fermentpr/iparationen dutch quantitative Messungen verfolgen und 
Aussagen tiber Konzentrations- und pH:Abh/ingigkeit der Wirkung sowie 
tiber Aktivierung und Hemmung proteolytiseher Enzyme maehen. Auf 

~s j .  H.  llJilstone, Proe. Soc. Exper. Biol. Med. 103, 361 (1960). 
30 H.  Mich l  und G. Kis s ,  Mh. Chem. 90, 604 (1959). 
~1 E.  Wintersberger und H. T u p p y ,  lV[h. Chem. 91, 406 (1960). 
~0" M .  S.  Burst, one und E. J .  Foll~, d. Histochem. Cytoehem. 4, 217 (1956). 
.~3 M.  3g. Nachlas,  D. T. Crawjord und A.  M .  SeZigman, J. Histoehem. 

Cytoehem. 5, 264 (1957). 
* Ia Zusammenarbei~s mit E. Wintersberffer und G. Kiss .  
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die his tochemiseh bedeu t same  Anwendung  der ~ -N a ph thy l a mide  zur 
d i r ek ten  und  spezifisehen Anf~;rbung von E n z y m e n  in Cewebesehni t ten  
und  auf ihre Verwendung  bei  der  Trennung  yon  Enzymgemisehen  mi t te l s  
Papie r -  oder  St/~rkegelelektrophorese is t  berei ts  hingewiesen worden.  

G r o t e  Bedeu tung  k o m m t  auch der  Aufnahme  eines , ,Akt iv i t~ tsspek-  
t r u m s "  eines p ro teo ly t i sehen  Fe rmen te s  zu:  Die un te r  S t anda rdbed ingun-  
gen e rmi t t e l t e  Spezif i t~t  eines E n z y m s  gegeniiber  einer vol ls ts  i~eihe 
e inhei t l ich gebau te r  Subs t ra te ,  wie sie in F o r m  der Aminosgure-~-naph-  
t h y l a m i d e  vorl iegen,  k a n n  zur Charak te r i s ie rung  eines re inen E n z y m s  
dienen, Hinweise  beziigl ieh seiner E ino rdnung  in eine b e s t i m m t e  F e r m e n t -  
g ruppe  geben und  die Suehe naeh  wei teren E n z y m s u b s t r a t e n  er leichtern.  

Experimenteller Teil* 
Die Sehmelzpunkte werden auf einem Kofler-Block best immt und sind 

korrigiert.  Die besehriebenen Ans~ttze wurden bei 0 ~ unter  Magnetrfihrung, 
die einzelnen Zus~tze in der angegebenen Reihenfolge durehgeffihrt. Naeh 
Stehen fiber Naeht  im Eiskasten wurde von ausgefallenem Dieyelohexylharn- 
stoff abgesaugt und das F i l t r a t  im Vak. sehonend eingedampft.  Unter  
,,fiblieher Aufarbei tung" ist zu verstehen: Aufnehmen in Essigester, Aus- 
sehiitteln mi t  I n ttC1, t{20, 4proz. NaHCO3, H20,  Troeknen mi t  MgSO4 und 
Eindampfen im Vak. Zur Spsl tung mit  25proz. t tBr/Eisessig wurde 1 Stde. bei 
Zimmertemp. stehen gelassen, dann im Vak. eingedampft  und mi t  Nther 
gef~llt. Falls nieht  anders angegeben, wurde zur Analyse 4 Stdn. bei 89 ~ und 
0,1 Torr fiber P205 getroeknet. 

C b o - L - v a l i n - N A  (1): 1,13g Cbo-L-valin a~, 0 , 6 4 g N A u n d  0,92gDCCI 
in 9 ml absol. T t tF .  Der Eindampfrf iekstand wurde mi t  Wasser, ansehliegend 
mi t  1 n HC1 digeriert,  wobei Kristal l isat ion eintrat .  Naeh dem Absaugen 
wurde 2mal mi t  sied. Methanol digeriert.  Ausb.:  1,1 g Nadeln (65% d. Th.). 

• - V a l i n - N A  (2): 1,1 g Cbo-L-valin-NA wurde mi t  9 m l  HBr/Eisessig 
gespalten. Das unter  ~ the r  kristallisierende Hydrobromid  wurde in Wasser 
gel6st und das S~ureamid dutch Zusatz yon re td .  Ammoniak  ausgefi~llt. Mit 
Wasser gewasehen, 0,52 g (74%). [~]2i~ = + 35,0 ~ (c = 1, CHaOH). 

C b o - L - i s o l e u c i n - N A  (3): 1,96g Cbo-L-isoleuein a~, 1,06g NA und 
1,57 g DCCI in einer Misehung won 8 ml absol. T t t F  und 2 ml DMFA. Der 
Eindampfr i iekstand kristall isierte auf  Zusatz von Xther. Aus T H F  1,2 g 
(42%) Kris tal le ;  zur Analyse 4 Stdn. hei 100 ~ fiber P205 getrocknet. 

L - I s o l e u c i n - N A - h y d r o b r o m i d  (4): Spaltung von 1,02g obiger Cbo- 
Verbindung mi t  8 ml HBr/Eisessig ergaben 0,75 g (85~ Hydrobromid,  wel- 
ches in Form feiner Nadeln kristallisierte. Zur Analyse wurde 10 Stdn. bei 
115 ~ fiber P205 getroeknet;  [~]~ = -~ 70,0 ~ (c = 1, H20). 

3~ j .  R.  Vaughan, Jr.  und J. A .  Eichler, J. Amer, Chem. Soe. 75,~5556 
(1953). 

a~ W.  Rittel, B.  Iselin, H.  Kapeller, B. Rinilcer und R. Schwyzer, Helv. 
Chim. Acta 40, 614 (1957). 

* Verwendete Abkfirzungen: NA ~ ~-Naphthylamid resp. ~-Naphthyl- 
amin,  Cbo = Carbobenzoxy,  DCCI = Dxeyelohexyl-carbodiimid; T H F  ~ Te- 
t rahydrofuran,  DMFA := Dimethylformamid.  
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C b o - L - s e r J n - N A  (5): 1,5 g Cbo-L-serin a~, 0,9 g NA und 1,29 g DCCI in 
28 ml absol. THF. Nach fiblieher Aufarbeitung 1,46 g (64~ aus Methanol, 
Schmp. 185--!86 o (unter vorheriger Umwandbmg bei 167--168~ 

L - S e r i n - N A  {6): 0,05 g PdO~ wurde i n  20ml  Methanol vorhydriert, 
dann 0,44 g obiger Cbo-Verbindung in 30 ml Methanol zugesetzt. Nach be- 
endeter Wasserstoffaufnahme wurde im Va,k. eingedampft, der t~fiekstand fl~ 
retd.  HC1 gelfst, mit  Tierkohle behandelt, filtriert und dann das Naphthy]- 
~mid mit  verd. NH3 ausgefgllt. 0,23 g (83%) Blgttehen, ngeh Umkristallisa- 
tion aus ~Vasser. [a]~ 3 = - -  2,0 ~ (c ~ t, CH3OH). Zur Analyse l0 Stdm bei 
115 ~ fiber P-~Os getroeknet. 

C b o - L - p r o l i n - N A  (7): 4,0 g Cbo-L-prolin aT, 2,58 g NA und 3,64 g DCC[ 
in t2 ml DMFA. Der Eindgmpfr6ekst~and warde in Essigester mffgenommen 
und wie i~blieh aufgearbeitet. Auf Zusatz von Ather erfolgte Kris~aIlisation. 
Ausb. 3,7 g (61~o). Ungetroeknet zur Analyse. 

L - P r o l i n - N A - h y d r o b r o m i d  (8): 3,2 g Cbo-Produkt wurde mit  20 ml 
HBr/Eisessig gespalten.' Das mit  Ather ausgeffillte Hydrobromid wurde aus 
MethanoLJ~ther umkristallisiert. Bl~ttehen, Ausb. 2,34g (86%). [~]~t = 
- -  23,0 ~ (c = l, CH3OH). 

C b o - L - h y d r o x y p r o l i n - N A  (9): 1,5g Cbo-L-hydroxyprolin 3~, 1,64g 
NA nnd 2,36 g DCCI in 12 ml absol. TI-IF. Nach den] Eindampfen im Vak. 
erfolgte bereits Kristallisation. Aus Methanol-Ather umkristallisiert : 1,86 g 
Nadeln (84%). 

L - H y d r o x y p r o l i n - N A  (10): 0,43 g obiger Cbo-Verbindung wurde mit 
0,05 g vorhydriertem PdO~ in iasgesamt 30 ml Methanol hydriert. Nach Filtra- 
t ion wurde im V~k. eingedampft, in retd.  HC1 gel6st und mit  NHa ausgefglt t. 
Aus Methanol umkristallisiert 0,25 g (85%). [~]~)4 = __ 34,0 ~ (c = 1, CHsOtt). 

M o n o - c a r b o b e n z o x y - ~ - h i s t i d i n - N A  (11): 2g  Di-carbobenzoxy-L- 
histidin ~s, 0,65 g NA und 1,0 g DCCI in 7 ml absol. THF. Nach fiblicher 
Aufarbeittmg (bei der die Abspaltung einer Cbo-Gruppe erfolgte) wurde der 
Essigester-Eindampfrfiekstand mit  CHIC12 versetzt, wobei Krista|l isation 
erf01gte. 1,0 g (51%) Nadeln aus Methanol. 

; ~ - H i s t i d i n - N A  (12): Spaltung yon 0,6g obiger Cbo-Verbindung mR 
6 ml  HBr/Eisessig ergab auf Zusatz yon _Kther ein kristallines Hydrobromid. 
Naeh Aufnahme in Wasser, Behandtung m it Tierkohle in Siedehitze, Filtration 
und F~illung mit verd. NH3 0,32 g (79%) N~deln. [~]~j-~ ~= q- 38,0 ~ (c = 1. 
CH3OH). 

N ~ - C b o - O - b e n z y l . L - t y r o s i n - N A  (t3): 3g N-Cbo-O-benzyt-L-tyrosin ~ 
1,06 g NA und 1,53 g DCCI in 25 m] DMFA. Der Eindampfrfiekstand krist~/1- 
lisierte auf Zusatz von ,'4ther. Abgesaugt und mit  Athanol in Siedehitze 
digeriert 2,92 g {74~ 

5 - T y r o s i n - N A  (14): 1,0g obiger Cbo-Verbindung wurde mit  10ml 
HBr/Eisessig gespalten trod das Naphthylamid aus der w~.sserigen L6sung 

a6 St. Gut tman~ und R .  A .  Boissonav, Helv. Chim. Aeta 41, 1856 (1958). 
37 W. Gfa88~a,rtn und E. Wi~nseh, Chem. Ber. 91, 462 (t958). 
as A .  Patehornilc, A ,  Besger und E. Katchals,~i, J. Amer. Chem. Soe. 79. 

6461 (1957). 
a,q E. Wi~nsch, G. 2"ties und A.  Zwiek ,  Chem. Ber. 91, 542 (1958). 
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des Hydrobromides  dutch Zusatz yon verd. NHa ausgefgllt; 0,28 g (48~ 
[ a ] ~  = -  152,0 ~ (r = 1, Eisessig). 

C b o - I , - t r y p t o p h a n - N A  (15): 2,17g Cbo-L-tryptophan ~~ 0,92g NA 
und 1,32 g DCCI in 8 ml DMFA. In  fiblieher Weise aufgearbeitet ;  Kristall isa- 
t ion des Eindampfrfiekstandes auf Zusatz yon A-thor. Ausb. 1,9 g (64%). 

L - T r y p t o p h a n - N A  (16): Hydr ierung yon 0,9g Cbo-Verbindung in 
30 ml Methanol mi t  0,05 g vorhydr ier tem PdO2. I m  Vak. eingedampft ,  dann 
in Wasser aufgenommen und dureh NHa gef~llt; 0,48g (64%). [a]~j ~ = 
-t- 76,0 ~ (c = I, CHaOH). 

C b o - I ~ - p h e n y l a l a n i n - N A  (17): 2,0 g Cbo-L-phenylalanin 41, 0,96 g N A  
und 1,38 g DCCI in 7 ml absol. THF.  Der unter  J~ther kristallisierende Ein-  
dampfrfmkstand wurde mehrmals mit Methanol ausgekocht. Ausb. 1,4 g (49%). 

L - P h e n y l a l a n i n - N A  (18): 1,12 g obiger Verbindung wurde mi t  8 ml  
HBr/Eisessig gespalten. Das in Wasser gel6ste Hydrobromid  gab auf Zusatz 
yon verd. NH3 0,47 g (61%) eines in Nadeln kristal l isierenden Naphthyl-  
amides. [~]~j~ ~ + 86,0 ~ (e = 1, CHaOH). 

C b o - L - a s p a r a g i n s ~ u r e - ~ - b e n z y l e s t e r - ~ - N A  (19): 1,0g Cbo-~- 
asparagins/iure-~-benzylester a~, 0 ,4g NA und 0,6g DCCI in 10ml absol. 
THF.  Der ausgefallene Harnstoff  wurde abgesaugt und die L6sung im Vak. 
eingedampft,  wobei sofort Kristal l isat ion eintrat .  Aus T H F - - N t h e r  1,0 g 
(76%). 

L - A s p a r a g i n s / i u r e - a - N A  (20): 0,8 g obiger Benzylester wurde in einem 
Gemiseh von 30 ml Eisessig und 10 ml Methanol suspendiert  und mi t  0,1 g 
vorhydrier tem PdO2 fiber Naeht  hydriert .  Naeh einigen Stdn. ging die Sub- 
stanz vollstiindig in L6sung: Sie wurde veto Ka ta lysa to r  filtriert,  mit  Methanol 
naehgewasehen und im Vak. eingedampft.  Der Rfickstand wurde 2real mit  
Wasser abgedampft ,  dann mi t  T H F  digeriert  und abgesaugt.  0,33 g (76~ 
[~]21)~ = + 42,30 (e ~ 1, 95proz. Essigs~ure). 

C b o - L - a s p a r a g i n s i i u r e - g - b e n z y l e s t e r - ~ - N A  (21): Ansatz und Auf- 
arbei tung wie oben besehrieben, jedoeh mi t  Cbo-L-asparagins~iure-a-benzyl- 
ester ~3. Ausb. 0,71 g (52%). 

L - A s p a r a g i n s i ~ u r e - ~ - N A  (22): Hydrierung wie unter (20) besehrieben. 
Aus 0,6 g obiger Verbindung wurden 0,25 g Naphthy lamid  (77%) erhalten. 
[c~]~ ~ + 1,4 ~ (e = 0,5, 95proz. Essigsgure). 

C b o - n - g l u t a m i n s ~ t u r e - y - b e n z y i e s t e r - a - N A  (23): 1,62g Cbo-L- 
giutaminsgure-y-benzylester 4~, 0,62 g NA und 0,89 g DCCI in t4 m[ abso[. 
THF .  Naeh Stehen fiber Naeht  wird vom ausgefallenen t tarns toff  abgesaugt 
und im Vak. eingedampft.  Der g f ieks tand  kristal l isiert  auf Zusatz yon 24ther. 
1,0 g (46%) aus T H F / ~ t h e r  in Form yon Nadeln. 

4o E. L.  Smi th ,  J. Biol. Chem. 175, 39 (1948). 
~1 M .  Bergmann,  L. Zervas, H.  Rin]ce und H. Sehleieh, Z. physiolog. Chem. 

224, 33 (1934). 
42 p .  M .  Br iant ,  R.  H.  Moore, P .  J .  .Pimiott und G. T. Young,  J. Chem. 

See. [London] 3868 (1959). 
43 R.  iF. F4scher und R.  R.  Whetstone, J. Amer. Chem. See. 77, 750 (1055). 
~ W.  E.  Hanby ,  S .  G. Wale.y und J .  Watson,  J .  Chem. See. ~London] 

3239 (t950). 



H. 2/1962] Aktivi t / i tsbest immung proteo!ytiseher Fermente  395 

L - G l u t a m i n s i i u r e - z . - N A  (24): 0,8 g obiger Ester  wurde in einem Ge- 
miseh yon 18 ml Eisessig und 7 ml Methanol suspendier~c und mit  0,1 g vor-  
hydr ier tem FdO~ fiber Naeht  hydriert .  Naeh Eindampfen im Vak. wurde der 
Rfiekstand zur Entfernung der Essigs~ture 2mal mi t  Wasser, dann mi t  ~ thano l  
abgedampft ,  wobei sehlieglieh Kristal l isat ion eintrat .  0,29g (68(}/o) mi t  
Sehmp. 184--186 ~ (naeh vorheriger Umwandlung bei 165--166~ [ e ] ~  = 
~-65,7 ~ (c = t, 95proz. Essigs~iure). 

C b o . L - g l u t a m i n s / ~ u r e . ~ - b e n z y l e s t e r - 7 - N A  (25): 5,8 g Cbo-L-glut- 
amins~ure-a-benzylester 4~, 2,22 g NA und 3,t9 g DCCI in 42 ml absol. T t I F .  
Aufarbeitung wie bei (23) (,/-Benzylester); 3,35 g (43%) aus T t t F / ~ t h e r  bzw. 
Benzol. 

L - G l u t a m i n s ~ u r e - u  (26): 0 ,8g  obiger Substanz wurde in einem 
Gemiseh yon 25 ml Eisessig und 7 ml Methanol mi t  0,07 g vorhydrier tem 
PdO2 hydriert .  Der Eindampfrf iekstand wurde mehrfaeh rnit Wasser abge- 
damply, dann mi t  T t t F  digeriert.  0 ,24g (55%). [~]~ = + 0,5 ~ (c = 1, 
95proz. Essigs~iure). 

D i e a r b o b e n z o x y - L - l y s i n - N A  (27): 3,74 g Diearbobenzoxy-r~-lysin 46 
1,3 g NA und 1,87 g DCCI in 9 ml DMFA. Der Eindampfrf iekstand kristalli- 
sierte auf Zusatz yon ]4ther. Aus absol. ]4thanol 3,76 g (77%). 6 Stdn. bei 
115 ~ fiber P205 getroeknet. 

L - L y s i n - N A - e a r b o n a g  (28): 1,25 g Diearbobenzoxy-L-lysin-NA wurde 
in 50 ml Methanol mi t  0,07 g vorhydrier tem PdO,~ hydriert .  Die Suspension 
ging naeh einigen Stdn. in Lbsung. Naeh beendeter l tydr ie rung  warde aus- 
gefallenes Naphthylamid-earbonat  dutch Erw/~rmen in Lbsung gebraeht,  der 
Katalysa~or abfiltriert ,  das ]~'iltrat mi t  Tierkohie behandelt  und im Vak. 
sehonend eingedampft.  InCO~-Agmosph~ire fielen 0,61 g (83%) Carbonat aus, 
welches zur Analyse bei Zimmertemp. fiber Si l ikagel  getroeknet wurde. 
[~]~ = + 8 9 , 0  ~ (e = 1, I n t I C l ) .  

L - L y s i n - N A - d i p i k r a t :  F/~llung aus wfil~riger LSsung; Bl~ttehen (aus 
]4thanol), Sehmp. 238--239 ~ (Zers.). 

C~6H21N30" 2 C6H3NsOT- Bet. N 17,28. Gel. N 17,46. 

D i e a r b o b e n z o x y - ~ - o r n i t h i n - N A  (29): 3,9 g Diearbobenzoxy-n-orni-  
thin 47, 1,12 g NA und 2 g DCCI in t0 ml DMFA. Der Eindampfr t ieks tand 
wurde mi t  1 n tIC1, dann mi t  4proz. Nal-ICO3-L6sung digeriert. 2real aus 
Xthanol umkristal l is iert  2,3 g (64%). 16 Stdn. bei 100 ~ fiber P205 getroeknet.  

5 - O r n i t h i n - N A - e a r b o n a t - m o n o h y d r a t  (30): 2 ,1g Diearbobenz-,  
oxy-L-ornithin-NA wurden in 80 ml Methanol suspendiert  und mi t  0,11 g vor- 
hydrier tem PdO~ hydriert .  Wie  berei~s bei dem entspreehenden Lysin-Derivat  
besehrieben , kristalIisierte das 5-Ornithin-NA-earbonat  in CO~-Atmosph~i.re als 
verhi~ltnismgBig sehwer 15sliehes Monohydrat  aus (I-I20 bet. 5,65%, gel. 
5,9%). Ausb. 1,2 g (94%). [~]})l = § 82,8 ~ (e = 1, 1 n HC1). 

L- O r n i t h i n -  N A -  d i p i k r a t  : Aus w~griger LSsung gef~llt. Aus AthanoJ- 
Aeeton Nadeln, Sehmp. 226--228 ~ (u. Zers.). 

C15I-I192~30. - 2 C6II~N307. Ber. N 17,62. Gef. N 17,65. 

4s H.  Sachs und ~.  Brand, J. Amer. Chem. Soe. 75, 4610 (1953). 
4~ M .  Bergmann, L.  Zervas und W. 2F. Ross, J. Biol. Chin. 111, 245 

(1935). 
47 R. L.  M.  Synge, Biochem. J. 42, 99 (1948). 
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T r i e a r b o b e n z o x y - L - a r g i n i n - N A  (31): 1,73g Triearbobenzoxy-L- 
arginin ~s wurde in 10 ml absol. THF mit 0,62 g NA und 0,43 g DCCI gekup- 
pelt. Harnstoff und Naphthylamid wurden dutch Zusatz von ~ther gemein~ 
sam ausgef~llt. Nach dem Digerieren mit sied. Methanol konnte 0,89 g (42%) 
Substanz erhalten werden, die noehmals aus THF-)[ther umkristallisiert 
Wllrde. 

L - A r g i n i n - N A - e a r b o n a t - h e m i h y d r a t  (32): 0 ,6g  obiger Substanz 
wurden in 50 ml Methanol mit 0,05 g PdO2 hydriert und gingen imVerlauf yon 
48 Stdn. in L6sung. Nach Filtration wurde ira Vak. schonend eingedampft, 
wenig Ather zugesetzt und mit CO2 begast. Die ausgefallene amorphe Substanz 
wurde aus Methanol umkristallisiert. Ausb. 0,21 g (67%). Ungetroeknet zur 
Analyse. [~]~ ~ + 61,4 ~ (e = l ,  95proz. Essigs/~ure). 

Fiir die Durchsicht des Manuskriptes und fiir die F6rderung meiner 
Arbeit danke ich dem Vorstand des Biochemisehen Institutes der Uni- 
versit/~t Wien, Herrn Prof. Dr. H. Tuppy .  

Die Mikroanalysen wurden in dankenswerter Weise yon Herrn H. 
Bieler im Mikrolaboratorium des Organisch-Chemisehen InStitutes der 
Universit/it Wien ausgefiihrt. 

As L. Zervas, M. Winitz und J. P. Greenstein, J. Org. Chem. 22, 1515 
(1957). 


