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Zusammenfassung—Fs wurde die Synthese der y-Poly-1-glutaminsdure ( ITfa), y-Poly-D-glutamin-
sdure (IIIb) und der mesoiden /—Poly-g]utammsaure (IIIc) durchgefuhrt

Als Schlisselsubstanz der Synthese diente der y-Glutamyl-glutaminsiure-aa’-dimethylester (I) der
t-L-Form (Ia), p-p-Form (Ib) bzw. t-p-Form (Ic); diese drei Startdipeptide wurden aus L- bzw.
D-Glutaminsdure in mehreren Schritten aufgebaut. Die intermolekulare Polyacylierung der bifunk-
tionellen Startdipeptide, die zur Bildung des y-Poly-glutaminséure-a-methylesters (I1) der ents-
prechenden Konfiguration fiihrte, liess sich auf viererlei Weise—durch Aktivierung der Carboxyl- bzw.
Aminogruppe—bewirken. Nach der alkalischen Verseifung der Polyester (II) wurden die entsprechen-
den yp-Poly-glutaminsduren iiber ihre schwerldslichen Kupfer(ll)-salze abgesondert und durch
Dialyse gereinigt.

Der chemische und der von Prof. G. Ivanovics durchgefiihrte serologische Vergleich der y-Poly-
glutaminsduren verschiedener Konfiguration mit dem Anthrax-Polypeptid und dem Subtilis-Polypep-
tid brachte—in Ubereinstimmung mit der frither mittels Abbau durchgefiihrten Konstitutionser-
mittlung—den Beweis, dass das Anthrax-Polypeptid die Konstitution der y-Poly-D-glutaminséure
innehat. Da ausser der y-Poly-p-glutaminsdure auch die mesoide y-Polyglutaminsdure mit
Antianthrax-Immunseren eine Prizipitationsreaktion zeigte, ist es nicht ausgeschlossen, dass in den
Peptidketten des Subtilis-Polypeptids p- und L-y-Glutamylreste vergesellschaftet vorkommen.

Durch die Synthese der y-Poly-p-glutaminsiure (=Anthrax-Polypeptid) wurde zum ersten Mal
die Vollsynthese eines natiirlichen Haptens verwirklicht.

Abstract—;-Poly-L-glutamic acid (IIla), y-poly-pD-glutamic acid (IITb) and mesoid y-poly-glutamic

acid (ITTc) have been synthesiced

AClQ (1118) NAVe DeCT LICSISCa.

The syntheses started from ««’-dimethyl y-glutamyl-glutamate of either the L-L-form (Ia) or the
p-D-form or the L-p-form, respectively, prepared from the corresponding glutamic acid stereoisomer
in a series of consecutive steps. The directed intermolecular nnlvm‘v]atlon of these bifunctional
dipeptides to a-methyl - po[yglutamdtes (I) of the respective conﬁguratxon has been effected by
activation either of the carboxyl or of the amino group, in altogether four different ways. The
polyester so forming has then been hydrolysed with aqueous alkali, and the polyacid—isolated in
form of its copper (II) salt—was purified after foregoing demetalation by carefully conducted dialysis.

The synthetic stereoisomers of y-poly-glutamic acid have then been compared with the anthrax
polypeptide and subtilis polypeptide. The y-poly-p-glutamic acid proved to be identical in any
respect with the anthrax polypeptide, and was found (by Prof. G. Ivanovics) to give a precipitation
reaction with antianthrax horse immune serum. Since the mesoid y-poly-glutamic acid was likewise
found to produce a precipitate in this reaction it appears that the subtilis polypeptide may contain
peptide chains composed of units of both the L- and the p-form of glutamic acid.

The synthesis of y-poly-p-glutamic acid (=anthrax polypeptide) represents the first total synthesis
of a natural hapten.

* Vorldufige Mitteilungen: Naturwissenschaften 42, 210 (1955); 42, 463 (1955); 44, 89 (1957).
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ZUR PROBLEMSTELLUNG

Vor geraumer Zeit haben Ivanovics und Bruckner! iiber die Isolierung der immun-
spezifischen Substanz der Milzbrandbacillenkapsel berichtet und gezeigt, dass diese
Substanz ein biuretnegatives Polypeptid darstellt, das bei der salzsauren Hydrolyse in
hoher Ausbeute D(—)-Glutaminsdure-hydrochlorid liefert. Gleichzeitig wurde auch
gefunden, dass verschiedene grampositive, aérobe, mesophile Sporentriger (z. B.
B. subtilis, frither als B. mesentericus bezeichnet) eine Substanz in ihren Nahrboden
ausscheiden, die sich besonders leicht isolieren ldsst; sie schien mit der spezifischen
Kapselsubstanz der Milzbrandbacillen (B. anthracis) identisch zu sein. Es sollen im
folgenden diese zwei Polypeptide als Anthrax-Polypeptid (APP) bzw. als Subtilis-
Polypeptid (SPP) bezeichnet werden.
Spitere Untersuchungen®3 haben den strengen Beweis erbracht, dass beide Poly-
peptide nur aus Glutaminsiureresten aufgebaut sind, d.h. monotone Polypeptide
darstellen, wie dies unmittelbar nach ihrer ersten Untersuchung!4 bereits vermutet
wurde. Man hat auch bewiesen, dass das APP eine D-konfigurative Einheitlichkeit
besitzt3® (sie ist also eine optisch reine Poly-D-glutaminsiure), hingegen scheint das
SPP, das aus dem Nihrboden der auf die urspriingliche Art! geziichteten B. subtilis
Stimme abgetrennt werden kann, etwa 85 % D-isomere und 15 % L-isomere Glutamin-
sdurereste zu enthalten.® Unlédngst wurde sogar gefunden,® dass das Mengenverhiltnis
der D- und L-isomeren Bausteine beim SPP sehr stark von der Ziichtungsart ein und
desselben B. subtilis Stammes abhiingt, so dass die Menge der eingebauten L-Glutamin-
sdurereste fallweise auch 809, betragen kann. Nun wurden SPP Priparate, deren
Gehalt an rL-Glutaminsiureresten 15-20Y, stark iiberwiegt, bisher serologisch nicht
gepriift. Hingegen ist festgestellt worden, dass das nach dem urspriinglichen Verfahren!
gewinnbare SPP eine ebenso ausgepriigte serologische Reaktion aufweist wie das
APP: Die Losungen beider Polypeptide zeigen mit Antianthrax-Immunseren bis zu
einer Verdiinnung von 3,2 X 10°% eine Prézipitationsreaktion.! Nach den immun-
biologischen Untersuchungen ist das APP und ebenso auch das (nach dem urspriing-
lichen Verfahren! gewinnbare) SPP als immunspezifisches Hapten (Halbantigen) der
Anthrax-Subtilis Bacillengruppe zu betrachten.
Aus den Ergebnissen eines speziellen Abbaus, dem das APP und das SPP unter-
worfen wurde, konnte man darauf schliessen, dass beide Polypeptide y-Poly-glutamin-
sduren (IIT) darstellen.” Die Zuverldssigkeit dieser Aussage wurde vorerst durch den
analogen Abbau des synthetisch gewonnenen a-Poly-L-glutaminsdure-y-methylesters
und seines D-Antipoden auf indirekte Weise bewiesen: Es liess sich das fiir die
«-Glutamylbindung charakteristische Abbauprodukt, die ay-Diaminobuttersdure (in
Form ihres Diflavianats) fassen, wihrend das fiir die y-Glutamylbindung charak-
1 G. Ivanovics und V. Bruckner Naturwissenschaften 25, 250 (1937); Z. ImmunForsch. 90, 304 (1937);
91, 175 (1937).

2 M. Bovarnick J. Biol. Chem. 145, 415 (1942); G. Pongor Experientia 6, 421 (1950).

3 W. E. Hanby und H. N. Rydon Biochem. J. 40, 297 (1946).

4 V. Bruckner, G. Ivanovics und M. Kovacs Oskolas Magy. Chem. Fily. 45, 131 (1939); V. Bruckner
und M. Kovacs Oskolas Acta Chem. et Phys. Univ. Szeged 1, 144 (1943).

5 D. W. Watson, W. J. Cromartie, W. L. Bloom, R. J. Heckly, W. J. McGhee und N. Weissman J. Infect.
Dis. 80, 121 (1947); M. Torii Med. J. Osaka Univ. 6, 725 (1955); 6, 1043 (1956).

8 C. B. Thorne, C. G. Gomez, H. E. Noyes und R. D. Housewright J. Bact. 68, 307 (1954).

7 J. Kovacs und V. Bruckner Research 5, 194 (1952); J. Chem. Soc. 4255 (1952); V. Bruckner, J. Kovacs
und H. Nagy J. Chem. Soc. 148 (1953); V. Bruckner, J. Kovics, K. Kovacs und H. Nagy Experientia
9, 63 (1953); V. Bruckner, J. Kovacs und G. Dénes Nature, Lond. 172, 508 (1953); V. Bruckner,

J. Kovacs und 1. Kandel Naturwissenschaften 40, 243 (1953); V. Bruckner, J. Kovacs, I. Kandel und
G. Dénes Hung. Acta Chim. 7, 223 (1955).
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teristische Abbauprodukt, die A-Formylpropionsiure weder priparativ (z.B. als
p-Nitrophenylhydrazon), noch chromatographisch nachgewiesen werden konnte.8.?
Unléngst konnte auch ein direkter Beweis fiir die Brauchbarkeit des konstitutions-
ermittelnden Abbaus geliefert werden, und zwar an Hand des synthetisch zugéng-
lichen® «,y-Poly-L-glutaminsidure-methylesters, der dadurch gekennzeichnet ist, dass
sich in seiner Peptidkette «- und y-Glutamylbindungen laufend abwechseln. Hier
konnten in der Tat beide erwarteten Abbauprodukte préiparativ gefasst werden.

Fiir die Konstitutionsermittiung des APP’s und des SPP’s war es ausschlaggebend,
dass sich die synthetischen a-Poly-glutaminsduren nicht nur durch das Ergebnis ihres
speziellen Abbaus, sondern auch in ihren Eigenschaften (d.h. sehr schlechte Léslichkeit
in Wasser, positive Biuretreaktion, Racemisierung in alkalischer L&sung, keine
serologische Reaktion) vom APP bzw. SPP sehr charakteristisch unterschieden. Es
war somit die Aussage von Hanby und Mitarbeitern,® 1* dass ndmlich das APP
vorwiegend (dasjenige urspriinglicher Isolierungsart' sogar ausschliesslich nur) «-
Glutamylbindungen enthielte, widerlegt worden.

Als letzten Schritt des Konstitutionsbeweises haben wir jetzt die Synthese des APP’s,
d.h. der ¢-Poly-p-glutaminsiure (11Ib) durchgefiihrt, nachdem der am besten geeignete
Weg vorerst in der L-Reihe aufgesucht wurde.12: 12 Gleichzeitig mit den letztgenannten
Vorarbeiten und unabhingig von uns hat auch Waley' die Synthese der y-Poly-L-
glutaminsiure (I111a) verwirklicht. Als Schliisselsubstanz der Synthese bediente sich
Waley desselben Dipeptidderivats wie wir (s. unten: L-L-Startdipeptid; la); auch
wurden beim Aufbau des letzteren prinzipiell die gleichen Wege eingeschlagen. Ausser
der y-Poly-glutaminsidure der D- und der L-Reihe haben wir auch die Synthese der
y-Poly-(y-L-glutamyl-D-glutaminsdure) (1llc) verwirklicht. Dieser Typ der stereoiso-
meren y-Poly-glutaminsduren, der schlechthin als mesoide -Poly-glutaminsiure (I1lc)
bezeichnet werden kann, ist dadurch gekennzeichnet, dass sich in seiner Peptidkette
L- und D-y-Glutamylreste laufend abwechseln. Dieses Produkt war besonders zum
Vergleich mit dem SPP bestimmt.

ALLGEMEINER WEG DER SYNTHESEN

Die Synthese der oben aufgezihlten drei stereoisomeren y-Poly-glutaminsiduren
gestaltete sich folgendermassen. Zuerst wurde der y-Glutamyl-glutaminsiure-oo’-
dimethylester (I) der entsprechenden sterischen Reihe aufgebaut; diese drei stereoiso-
meren Dipeptidderivate werden in folgendem als L-L-Startdipeptid (Ia), D-p-Startdi-
peptid (Ib) bzw. L-D-Startdipeptid (Ic) bezeichnet. Nun wurden die bifunktionellen
Startdipeptide durch vorherige Aktivierung ihrer Carboxylgruppe bzw. Aminogruppe
einer zur Bildung des y-Poly-glutaminsiure-a-methylesters (1I) filhrenden intermole-
kularen Polyacylierung unterworfen. Diese Umsetzung wurde in moglichst konzen-
triertester Losung bewirkt, um die Wahrscheinlichkeit der Bildung von cycloPeptiden

8 J. Kovacs,V. Bruckner und K. Kovéaces J. Chem. Soc. 145 (1953); V. Bruckner, J. Kovacs und K. Kovacs
J. Chem. Soc. 1512 (1953).

® V. Bruckner, K. Kovacs und J. Kovacs Hung. Acta Chim. 3, 361 (1953); V. Bruckner, K. Kovics,
J. Kovacs und A. Kotai  Experientia 10, 166 (1954); Hung. Acta Chim. 5, 267 (1955).

10V, Bruckner, M. Szekerke und J. Kovécs Naturwissenschaften 43, 107 (1956); Z. Physiol. Chem. 309,
25 (1957).

11 W. E. Hanby, S. G. Waley und J. Watson J. Chem. Soc. 3239 (1950); H. N. Rydon Biochemical
Society Symposium No. 1, p. 42. Cambridge (1948); E.J. Ambrose J. Chem. Soc. 3246 (1950).

12 V. Bruckner, J. Kovacs, H. Nagy und M. Kajtar Hung. Acta Chim. 6, 219 (1955); vorlidufige Mitt:
Naturwissenschaften 41, 528 (1954).

13V, Bruckner, J. Wein, H. Nagy, M. Kajtar und J. Kovacs Naturwissenschaften 42 210 (1955).

148, G. Waley J. Chem. Soc. 520 (1955);  Chem. & Ind. (Rev.) 1148 (1954).
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zu vermindern. Formal betrachtet diirfte angenommen werden, dass im Polyester die
endstéindige Carboxyl- bzw. Aminogruppe noch in ihrer aktivierten Form vorliegt
(vgl. z.B. die Formeln XVI, XXI und XXX), doch werden im Laufe der Herstellung
der freien Polysduren aus den entsprechenden Polyestern derartige Gruppen wieder
zu freien Carboxyl- bzw. Aminogruppen umgewandelt. Zur Herstellung der freien
Polysdure (III) wurde namlich der Polyester alkalisch verseift, dann die Polysdure
zuerst in Form ihres schwerloslichen Kupfer(IT)salzes abgeschieden, aus diesem mit
Schwefelwasserstoff freigesetzt, durch Dialyse gereinigt bzw. von den niedrigeren
Oligopeptiden befreit und zum Schluss aus der Losung durch Gefriertrocknung
gewonnen. Es ist zu bemerken, dass Polyester, die in Dimethylformamid-Losung
hergestellt worden sind und die dieses Losungsmittel stark binden, in Wasser 15slich
sind; dies ermoglichte die Einschaltung einer Dialyse gegen Wasser auch schon beim
Polyester.

H H CO,CH, CO,CH,
| | |
H2N—A|:—(CH,)2CO~H N—C—(CH,),CO,H H,N—C—(CH,),CO—HN—_C—(CH,),CO,H
| ] I
CO,CH, CO,CH, H H
la ib

H CO,CH, H lr
|
H2N—£——(CH2)2CO—HN—-C—(CHZ)QCO,,H H—‘:HN—C—(CH2)2CO—HN—C-—(CHZ)2CO __OH
[ | |

CO,CH, H COR COR .

lc lla: R = OCH;,
illa: R = OH

COR COR
| |
H—l:HN#C—(CHZ)QCO—HN—-C—(CHE),CO —OH
l |
H H n

| |
COR H .

llb: R = OCH, fle: R = OCH,
llb: R = OH lHe: R = OH

H COR
| |
H—I:HN—C#(CHB)ZCO—HN—C—(CH2)2CO —OH

SYNTHESE DER STEREOISOMEREN STARTDIPEPTIDE

Uber die Synthese des L-L-Startdipeptids, d.h. des y-L-Glutamyl-L-glutaminszure-
o’-dimethylesters (Ia) haben wir'? und unabhéngig von uns auch Waley!* bereits
ausfiihrlich berichtet. Einige unterschiedliche Beobachtungen werden an Hand der
analogen Synthese des D-D-Startdipeptids (Ib) angegeben.

Die Synthese des D-D-Startdipeptids, d.h. des y-D-Glutamyl-D-Glutaminsiure-ae’ -
dimethylesters (Ib), die der Synthese des L-L-Startdipeptids (Ia) genau nachgebildet
war, nahm folgenden Weg. Carbobenzoxy-p-glutaminsdure-y-hydrazid (IV) wurde
iiber das (nicht isolierte) Azid (V) mit D-Glutaminsdure-y-benzylester (VI) zum
Carbobenzoxy-y-b-glutamyl-p-glutaminsiure-y’-benzylester (VII) gekoppelt. Das
unmittelbar anfallende kristalline Produkt war erwartungsgemiss'® mit wenig Carbo-
benzoxy-a-D-glutamyl-D-glutaminsidure-y~benzylester (IX) verunreinigt, der sich auch

15 H. Sachs und E. Brand J. Amer. Chem. Soc. 15, 4608, 4610 (1953).
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durch wiederholtes Umbkristallisieren nicht vollstindig entfernen liess. Diese Beobach-
tung, die selbstredend auch fiir das vollkommen analog aufgebaute L-L-Produkt VII
zustimmt,'? steht im Gegensatz zu der Beobachtung von Waley,'* der dariiber
berichtete, dass bei der Umsetzung des L-Siureazids V mit dem r-Benzylester VI zum
Derivat VII des L-L-Startdipeptids das strukturisomere L-L-Derivat 1X nicht mitent-
steht bzw. im kristallin anfallenden Umsetzungsprodukt nicht enthalten ist. Trotz der
erwihnten geringen Verunreinigung des Produktes VII konnte die Synthese erfolgreich
weitergefiihrt werden. Es folgte ndmlich als ndchster Schritt die Umsetzung des
Produktes VII (in Methanol-Losung) mit Diazomethan zum Carbobenzoxy-y-D-
glutamyl-p-glutaminsdure-aa’-dimethyl-y’-benzylester (VIII), der gleich kristallin
anfiel und aus Methanol sehr gut umkristallisiert werden konnte, wobei das Um-
setzungsprodukt der strukturisomeren Komponente, der Carbobenzoxy-a-D-glutamyl-
D-glutaminsdure-ya'-dimethyl-y’-benzylester (X), fast ganz in den Mutterlaugen
zuriickblieb. Die Hydrogenolyse (Pd-Tierkohle, Methanol) des Derivates VIIL
lieferte schliesslich den y-pD-Glutamyl-D-glutaminsidure-oa’-dimethylester, d.h. das
D-D-Startdipeptid (Ib), dessen papierchromatographische Untersuchung darauf hin-
wies, dass die Beimengung der strukturisomeren Verbindung Xl hochstens 0,59
betrigt. Wie auch Waley'* fand, enthilt das kristalline L-L-Startdipeptid (Ia) 1 Mol.
Kristallwasser.'? Wir haben in Gegensatz zu Waley festgestellt, dass man das

COOH
CH—NHR
|
(CHy), IV: R = CH,CH,0,C; R’ = N,H,
: V: R = C.H.CH.0,C+ R’ = N,
COR’ VI! R = H: R — C,H,CH,0
CO,R’ CO,R’
l |
R—HNCH-—(CH,),CO———HNCH(CH,),CO,R”

Vil: R = CH,CH,0,C; R’ =H; R”=CH,CH,
VIIl: R = CHiCH,0.,C: R’ = CH, R’ = CyH.CH,
I' R=H: R =CHg; R —H

(CH,),CO,R’ CO,R’
i |
R—HNCHCO——— HNCH(CH,),CO,R”

IX: R = CgH,CH,0,C; R"=H; R” = C,H,CH,
X: R = C,H,CH,0,Ci R’ = CH,; R” — C.H.CH.
Xl: R = H; R = CHy; R” = H

Kristallwasser durch einfaches Trocknen—es sei denn in der Vakuumpistole bei
missiger Temperatur—nicht ohne sekundire Verinderung der Substanz entfernen
kann.'?* Es ist selbstredend, dass dies auch fiir das p-D-Startdipeptid (Ib) zutrifft.

Auf die oben geschilderte Weise wurde auch das L-p-Startdipeptid, d.h. der
7-L-Glutamyl-D-glutaminsdure-ao’-dimethylester (Ic) aufgebaut; der erste Schritt
bestand aus der Umsetzung des 4us dem Carbobenzoxy-L-glutaminsdure-y-hydrazid
(IV) frisch bereiteten L-Azids (V) mit D-Glutaminsdure-y-benzylester (VI) zum
Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-D-glutaminsiure-y’-benzylester (VIl). Sidmtliche Zwi-
schenprodukte waren auch hier—mit Ausnahme des nicht isolierten L-Azids (V)—gut
kristallisierende Verbindungen.

4
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UMSETZUNG DER STEREOISOMEREN STARTDIPEPTIDE ZU
y-POLY-GLUTAMINSAURE-«-METHYLESTERN (II) DEN
ENTSPRECHENDEN STEREOISOMEREN FORMEN

Die zum Polyester (II) fithrende intermolekulare Polyacylierung der bifunk-
tionellen Startdipeptide (I) konnte nach Umsetzung der Carboxyl- bzw. Aminogruppe
zu einer reaktionsfahigeren Gruppe leicht bewirkt werden. Diese Aktivierung, die
fallweise gleich mit der intermolekularen Umsetzung verbunden war, erfolgte beim
L-L-Startdipeptid (Ia) auf viererlei Weise (Methoden 1-4). Auf das kostspieligere
p-D-Startdipeptid (Ib) und L-p-Startdipeptid (Ic) wurden nur zwei bzw. eine Methode
(Methode 2 und 4, bzw. Methode 2) iibertragen.

(1) Dieerste Methode stellt eine sinngemésse Abénderung eines bereits mitgeteilten
Verfahrens!? dar: Aus dem L-L-Startdipeptid (Ia) wurde zuerst der Carbobenzoxy-y-
L-glutamyl-L-glutaminsdure-aa’-dimethylester (XII) bereitet und dieser in eiskalter
Dimethylformamid-Lésung nach der Methode von Boissonnas'® mit Chlorameisen-
sduredthylester in Gegenwart von 1 Mol. Tridthylamin zum gemischten Esteranhydrid
XIII umgesetzt. Das letztere Produkt wurde gleich in seiner eiskalten Losung nach
Zusatz von Pd-Tierkohle einer- Hydrogenolyse unterworfen. Diese wurde nicht im
geschlossenen Gefiss, sondern—aus Griinden, die a.a.0.12 bereits erdrtert worden
sind—mit durchstromendem Wasserstoff durchgefiihrt. Die CO,-Abgabe, die im
entweichenden Gas bestimmt wurde, kam bei 1 Mol. nicht zum Stillstand, ein Zeichen
dafiir, dass unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht nur die Hydrogenolyse
der Carbobenzoxygruppe (XIII— XIV — XV) stattfindet, sondern auch schon die
intermolekulare Polyacylierung des entstandenen bifunktionellen Derivats XV einsetzt
(XV— XVI). Um den letzteren Vorgang zu fordern, wurde—nachdem die CO,-
Abgabe (insgesamt 1,36 Mol.) praktisch beendet war—das Reaktionsgemisch nach
Zusatz von 1 Mol. Tridthylamin gelinde erwidrmt (60°). Es ist anzunechmen, dass
das gemischte Anhydrid XV nicht nur die Acylgruppe des L-L-Startdipeptids
(H,N—A—CO—), sondern—wenn auch in geringerem Masse—seine Carbéthoxy-
gruppe an eine Aminogruppe zu iibertragen vermag. Im letzteren Falle erleidet
jedoch die intermolekulare Polyacylierung einen Abbruch, da die N-Carbéthoxygruppe
nicht hydrogenolysiert werden kann. Wenngleich dieser vorzeitige Abbruch der
intermolekularen Polyacylierung nicht vermieden werden konnte, zeigten doch die
Versuchsergebnisse, dass das polydisperse Umsetzungsprodukt (XVI) auch Kom-
ponenten verhéltnisméssig hohen Molekulargewichtes enthalt.

CO,CH, CO,CH,
CH;CH,0,C—~HN—A—CO,R A= —éH(CH,)2CO—HNCH(CHz)2—
Xll: R =H Xl: R = CO,C,H,
Pd/H,
n XIIl——>n[HOOC—HN —A—CO,CO,C,H;] == n[H,;N—A—CO,CO,C,H,] + nCO,
XV XV

(n — 1)CHOH + (n — 1)CO, + H—[HN—A—COL,OR <—

XVI: R = CO,C,H,
XVIHi: R = CO,CH(CH,),

16 R. A. Boissonnas Helv. Chim. Acta 34, 874 (1951).
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Ausgehend von der Beobachtung von Boissonnas und Schuman,'? dass die
Esteranhydridbildung aus einem Carbonsdureanion und Chlorameisensiureester durch
die gleichzeitige Anwesenheit von freien Aminogruppen nur unwesentlich beeintrich-
tigt wird, liess sich das oben erorterte Verfahren wesentlich vereinfachen, indem auf
die voriibergehende Blockierung der Aminogruppe des L-L-Startdipeptids (Ia — XII)
zwecks Herstellung des gemischten Esteranhydrids XV verzichtet werden konnte.
Die Bildung des Polyesters XVI findet auch dann statt, wenn eine ciskalte Dimethyl-
formamid-Losung des L-L-Startdipeptids (Ia) zuerst mit 1 Mol. Tridthylamin und 1
Mol. Chlorameisensduredthylester versetzt (Ia— XV) und dann—nach Zusatz eines
zweiten Mol. Tridthylamins—gelinde erwdrmt wird (XV —> XVI). Es ist zu bemerken,
dass nach Abdampfen des Losungsmittels der Polyester in wasserloslicher Form
gewonnen wurde und somit gegen Wasser dialysiert werden konnte. Um die
Wahrscheinlichkeit der N-Carbalkoxylierung in der zweiten Reaktionsphase zu
vermindern, wurde in einem anderen Versuch anstatt Chlorameisensiuredthylester
der Isopropylester angewant,'® zugleich wurde hier vor der Reaktion die Dimethyl-
formamid-Lésung des L-L-Startdipeptids (Ic) durch eine azeotrope Destillation mit
Toluol entwissert. Die Bildung des Polyesters (XVII) verlief auch hier glatt, doch
nahm die Ausbeute nur unwesentlich zu (43,59, gegen 38,5% d.Th.). Es wurde aber
gefunden, dass aus diesem Polyester die durch Dialyse gereinigte freie Polysiure in
etwas besserer Ausbeute gewonnen werden konnte (s. Tabelle 2), ein Zeichen dafiir,
dass dieser Polyestereinengrdsseren Anteilan hohermolekularen Komponentenenthilt.

(2) Die zweite Methode, die von der Peptid- bzw. Polypeptidsynthese von Wieland
und Bernhard!® Gebrauch macht, wurde auf alle drei stereoisomeren Startdipeptide
iibertragen. Demgemiss wurde das Carbobenzoxy-derivat des L-L-, D-D-, bzw.
L-D-Startdipeptids (XII aus Ia, Ib bzw. Ic) iiber das gemischte Anhydrid XIII mit
Thiophenol zum Thiophenylester XVII umgesetzt und aus diesem mit Eisessig-
Bromwasserstoff?® das Hydrobromid des Startdipeptid-thiophenylesters (XIX)
bereitet. Wird dessen Aminogruppe mit Tridithylamin in Aceton-L&sung freigesetzt,
so erleidet das primir entstehende Produkt XX eine zur Bildung des Polyesters XX1
fiihrende intermolekulare Polyacylierung, die durch Erwdrmen geférdert werden kann:

CO,CH, CO,CH,
C4H,CH,0,C- - HN-—A-—COSC:H, A= ﬂrCH(CH2)2CO—HNCH(CH2)2~«
XViHl
HBr
Eisessig
(CeH;)sN
Br{H,;N-—A—COSC H;, —_—> H,;N—A--COSC H,
Aceton
XIX XX

nXX —» H—[HN-—A—COJ,—SC,H; -+ (n — 1)C;H,SH
XXI

17 R. A. Boissonnas und J. Schuman Helv. Chim. Acta 35, 2229 (1952).

18 Th. Wieland und H. Bernhard Liebigs Ann. 572, 190 (1951); J. R. Vaughan, Jr. und R. L. Osato
J. Amer. Chem. Soc. 74, 676 (1952). :

1% Th. Wieland und H. Bernhard Liebigs Ann. 582, 218 (1953).

20 D. Ben-Ishai und A. Berger J. Org. Chem. 17, 1564 (1952); R. A. Boissonnas und G. Preitner Helv.
Chim. Acta 35, 2240 (1952); R. Schwyzer Ibid. 37, 155 (1954).
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(3) Die dritte Methode beruhte auf einer Methode, die zuerst Sheehan und Hess?!
bei der Synthese von Di- und Tripeptiden angewandt haben. Wie bekannt, ldsst sich
nach diesem Verfahren z.B. ein Dipeptid derart herstellen, dass eine Aminosidure mit
geschiitzter (z.B. acylierter) Aminogruppe (XXII) und ein Aminosédureester (XXIII)
mit Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid (XXIV) kondensiert wird. Die Reaktion
verlduft in Losung schon bei Raumtemperatur, wobei neben dem Dipeptidderivat
(XXYV) als Beiprodukt Dicyclohexylharnstoff (XXVI) entsteht:

AcHNCHRCOOH -+ H;NCHR’COOC,H; + CeHy\;N—=C=NCgH,, -
XX XXt XXIV
AcNHCHRCO—HNCHR'COOC,H; + (C4H;;NH),CO
XXV XXVl
Der Mechanismus der kondensierenden Wirkung des Dicyclohexylcarbodiimids (und anderer
Carbodiimide) konnte Khorana®*® aufkldren. Es handelt sich um eine Aktivierung der Carboxyl-
gruppe, deren erste Phase darin besteht, dass das Carbodiimid die Reaktionskomponente mit freier
Carboxylgruppe anlagert, wodurch ein O-acyliertes iso-harnstoffderivat (XXVIIa) gebildet wird, das
schon selbst seine Acylgruppe auf Aminogruppen zu libertragen vermag.

CanNHﬂ(]: = NCHy, CoHuNH —-C = NC,H,,
0coQ HN—A—COOH
XXVl XXVl

a: Q = —CHRNHAc
b: Q =—A—NH,

Man konnte vermuten, dass sich diese, zur Ausgestaltung einer einzigen Peptidbin-
dung dienende Methode auch zur Polyautokondensation des bifunktionellen Startdi-
peptids (I) heranziehen liesse, vorausgesetzt, dass die freie Aminogruppe—trotz ihres
nukleophilen Stickstoffatoms—die Entstehung des reaktionsfihigen Zwischenpro-
duktes (XXVIIb) nicht in entscheidendem Mass verhindert. Eine derartige Kon-
kurrenzreaktion wiirde ndmlich zur Bildung eines vermutlich stabilen Guanidin-
derivates (XXVIII) fiihren und somit einen ginzlichen bzw. vorzeitigen Abbruch des
intermolekularen Polyacylierungsvorganges mit sich bringen.

Nun zeigten Modellversuche, die mit Dicyclohexylcarbodiimid und verschiedenen
primdren Aminen durchgefiihrt wurden, dass die Bildung von Guanidinderivaten
unter den Versuchsbedingungen, die bei der Polyautokondensation der Startdipeptide
(I) angewandt wurden (s. unten), kaum vor sich geht. Dies bestitigen auch die
Versuche, die mit dem L-L- bzw. D-D-Startdipeptid (Ia bzw. Ib) selbst durchgefiihrt
wurden: 16st man in der Dimethylformamid-Losung des Startdipeptids (I) Dicyclo-
hexylcarbodiimid (XXIV), so erfolgt selbst bei Raumtemperatur schon nach einigen
Minuten—als Zeichen einer Polyautokondensation—die kristalline Ausscheidung von
Dicyclohexylharnstoff (XXVI): ,

nH,;N—A—COOH + mCH ;N=C=NC¢H,; - H—[HN—A—CO],—OH -+ m(C¢H,,NH),CO
| XXV ] XXVi

(A wie bei
XVIy

Das Filtrat enthielt den y-Poly-L-glutaminsdure-a-methylester (I1a) bzw. den y-Poly-
D-glutaminsiure-o-methylester (IIb), der zur entsprechenden Polysdure verarbeitet
worden konnte.

21 J C. Sheehan und G. P. Hess J. Amer. Chem. Soc. 77, 1077 (1955).
22 . G. Khorana Chem. & Ind. (Rev.) 1087 (1955).
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Es sei hier bemerkt, dass die Carbodiimid-Methode zur Herstellung von monotonen
Polypeptiden das erste Mal an Hand der Synthese der ay-Poly-glutaminsiure erprobt
wnrde 10

(4) Die vierte Methode wurde aus der Polypeptidsynthese von Noguchi und
Hayakawa® entwickelt. Nach dem urspriinglichen Verfahren der japanischen
Forscher wird ein Oligopeptidester zuerst mit Chlorthioameisensdure-phenylester
(CICOSC¢H;) zum N-Carbothiophenylderivat umgesetzt, dann die Estergruppe sauer
verseift und zum Schluss die Benzol-Pyridin Lasung des N-Carbothiophenyl-oligopep-
tids (XXIX) erwidrmt, wobei die Blldung des Polypeptlds {XXX) unter Abspaltung
von Kohlendioxyd und Thiophenol vor sich geht. Wie bekannt, handelt es sich hier
um die Aktivierung der Aminogruppe; der zum Polypeptid fiihrende Umsatz 1dsst
sich folgend formulieren:

0 o
nCﬁH5S~e<~HN~———A—COOH - CBH55~k‘%——~HN—A‘ACO~[HNWA-—CO],,,~OH 4+ mCO,
1+ mCgH,SH
XXX XXX
Formal betrachtet bildet sich hier ein Polypeptid, dessen (endstindige) Aminogruppe
carbothiophenyliert vorliegt, doch konnen solche Gruppen schon durch einen milden
alkalischen Eingriff zu freien Aminogruppen regeneriert werden.

Vorversuche zeigten, dass in Gegenwart von Tridthylamin auch eine Carboxyl-

orunne mit r‘h]nrﬂ'nnamplcpncaanhhpr\v]PcfPr ‘aktivierbar’ ist, wobei zunichst ein

o upps AL LARONIOAINRCLUISARIV PRI YITsiLl aXxvillvdal L, DCL LAl iist

gemischtes Anhydrid vom Typ XXXI entstehen diirfte. Es war somit zu erwarten,
dass sich das Verfahren von Noguchi und Hayakawa unmittelbar auf das Startdipeptid
(1) iibertragen liesse, dass also beim Umsatz des Startdipeptids mit Chlorthioameisen-
sdure-phenylester in Gegenwart von Tridthylamin ausser dem N-Carbothiophenyl-
Startdipeptid (XXIX; A = wie bei XVIII) auch das gemischte Anhydrid XXXII
entstehen kann, das—ebenso wie das N-Carbothiophenyl-Startdipeptid (XXIX)—

~ ~ ~ ~

w A\ A\ A

i I 1 i
R—C—O—C—SCyH, HoN—A— C—O-C-SC,H,

XXXI XXXH

einer intermolekularen Polyacylierung fédhig wire. Versuche, die mit dem r-L-Start-
dipeptid (la) durchgefiihrt wurden, zeigten nun folgendes: wird eine Suspension
des L-L-Startdipeptids in eiskaltem, tridthylaminhaltigem Chloroform mit einer
nahezu #quimolekularen Menge von Chlorthioameisensiurephenylester versetzt
und das Gemisch ;reqchurtel’r so ;reht ein erheblicher Teil des angesetzten Startdmen-
tids unter Selbsterwarmung des Gemlsches sofort in Lésung. Aus der Losung lasst
sich ein farbloses Produkt (“‘prim#res Umsetzungsprodukt™) isolieren; wird die
Benzol- t’yrldm-Losung dieser Substanz erwidrmt (90°), so erfolgt allmdhlich die
Ausscheidung einer hochmolekularen Substanz, die nach ihren Eigenschaften und

analytischen Daten den y-Poly-L-glutaminsdure-a-methylester (1Ia) darstellt.

Da das labile “primire Umsetzungsprodukt”, das vermutlich uneinbeitlich ist, bisher einwandfrei
nicht definiert werden konnte, haben wir zur Kldrung der sich hier abspielenden Reaktionen mit
weiteren Untersuchungen begonnen, iiber die spéter berichtet werden soil. Einstweilen sei nur
bemerkt, dass der ganze Vorgang viel verwickelter ist. Gemischte Anhydride des Typs XXXI sind
néamlich nicht zu fassen, da sie sich sofort nach ihrer Entstehung zu Carbonsiureanhydriden (XXXITI)

23 J, Noguchi und T. Hayakawa J. Amer. Chem. Soc. 76, 2846 (1954).
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umlagern. Es ist anzunehmen, dass diese Umlagerung mit einer Disproportionierung verbunden ist
die im Sinne der Gleichung XXXI — XXXIII + XXXIV verlduft:
2RCO,COSC:H; — (RCO),0 + [(C4H,5C0),0]
XXXI XXX XXXV

Das bisher unbekannte Anhydrid XXXIV, dessen Existenzfihigkeit sehr fraglich erscheint, diirfte
durch Aminogruppen sofort abgefangen werden, wobei nebst Kohlendioxyd und Thiophenol ein
N-Carbothiophenylderivat (Typ XXIX) entstehen miisste. Es wird an anderer Stelle?* erortert,
welche Vorstellungen man sich tiber die Zusammensetzung des “primiren Umsetzungsproduktes”™
und iiber den Mechanismus seiner Umsetzung zum Polyester (Ila) machen kann.

Als Erginzung zu den oben erdrterten vier Methoden sei nochmals darauf
hingewiesen, dass unabhingig von uns auch Waley'* die Synthese des L-L-Startdipep-
tids (Ia) verwirklicht hat. Es wurde von ihm auch eine Polyautokondensation des
L-L-Startdipeptids zum y-Poly-L-glutaminsidure-«-methylester (Ila) durchgefiihrt, und
zwar mit Hilfe von Tetradthylpyrophosphit, d.h. nach einer Methode, die zuerst von
Anderson et al.?® zu Peptidsynthesen herangezogen wurde. Es ist zu bemerken, dass
die y-Poly-L-glutaminsdure (IIla), die Waley* durch Verseifung des Polyesters
gewonnen hat, 0,6 %, gebundenen Phosphor enthdlt. Wir haben das Verfahren genau
reproduziert und gefunden, dass es weniger befriedigend ist, als die Methoden 1-4.
Es sei noch bemerkt, dass Waley bisher weder iiber die Synthese des p-D-Startdipeptids
{Ib) und L-p-Startdipeptids (Ic), noch iiber deren Polyautokondensation berichtet hat.

VERGLEICHENDER ABBAU DES SYNTHETISCHEN
y-POLY-L-GLUTAMINSAURE-«-METHYLESTERS

Um einen entsprechenden Vergleich mit dem mit Methanol veresterten APP und
SPP zu haben, wurde der nach dem zweiten Verfahren gewonnene y-Poly-L-glutamin-
sdure-x-methylester (IIa) mit fliissigem Ammoniak in das entsprechende Polyamid
(IIa; R = NH,; anstatt R = OCH;) umgewandelt, dann dieses dem Hofmann’schen
Abbau unterworfen und danach sofort mit Salzsdure hydrolysiert. Aus dem Hydroly-
sat konnte B-Formylpropionsdure in Form ihres p-Nitrophenylhydrazons isoliert
werden, hingegen liess sich das fiir die «-Glutamylbindung charakteristische Abbau-
produkt,®?® die ay-Diaminobuttersiure nicht nachweisen. Wie bekannt,” kam man
beim gleichen Abbau des aus dem APP oder SPP hergestellten Polymethylesters zu
demselben Ergebnis, was als ein Beweis des Vorherrschens der y-Glutamylbindungen
betrachtet wurde.

HERSTELLUNG DER y-POLY-GLUTAMINSAUREN AUS DEN
ENTSPRECHENDEN POLYESTERN

Es wurde bereits erwihnt, dass zwecks Herstellung der freien Polyséuren die auf
verschiedenen Wegen gewonnenen Polyester alkalisch verseift und die Polysduren
iiber ihre schwerloslichen Kupfer(Il)salze isoliert wurden. Man kann damit rechnen,
dass im Laufe dieser Operationen auch endstidndige Carboxyl- und Aminogruppen
freigesetzt werden, die im synthetischen Polyester noch blockiert vorliegen diirften
(z.B. XVI, XXI, XXX), doch ist eine Regenerierung von Aminogruppen, die im Laufe
des dritten Verfahrens Guanidingruppen (Typ XXVIII) etwa anteilig geworden sind,
kaum zu erwarten.

Die auf oben angegebene Weise gewonnenen stereoisomeren yp-Poly-glutamin-
sduren, d.h. die y-Poly-L-glutaminséure (1Ila), y-Poly-D-glutaminsdure (I1Ib) und die

24V, Bruckner und J. Koviacs Hung. Acta Chim. 12, 363 (1957).
25 G, W. Anderson, J. Blondiger und A. D. Welcher J. Amer. Chem. Soc. 14, 5309 (1952).
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mesoide y-Poly-glutaminsidure (IIlc), stellen schneeweisse, flaumartige Produkte dar,
die in Wasser sehr leicht loslich sind; sie zeigen keine Biuretreaktion und ihre
Ninhydrinreaktion ist im Vergleich zur y-L-Glutamyl-L-glutaminsdure nur sehr
schwach positiv (quantitative Angaben s. im Versuchsteil). All diese Eigenschaften
kommen auch dem APP und SPP zu.

Es dringt sich hier die Frage auf, ob die alkalische Verseifung der y-Poly-glutamin-
sdure-a-methylester etwa nicht von einer innermolekularen, partiellen & — y-Trans-
peptidierung begleitet wird. Battersby und Robinson?® haben ndmlich gefunden, dass
die alkalische Verseifung des Athylesters des N-Acetyl-diglycyl-a-L-glutamyl-glycin-
hexylamids (Teilformel: XXXV) mit einer weitgehenden «— p-Transpeptidierung
(und vollstindigen Racemisierung) verbunden ist, so dass ein Gemisch der struk-
turisomeren Peptide XXXVII und XXXVII entsteht, in welchem das Derivat mit
y-Glutamylbindung (XXXVII) sogar vorherrscht. Dieser Vorgang ldsst sich so
deuten, dass durch einen iiberginglichen Ringschluss ein 2:6-Diketopiperidinderivat
(XXXV]) entsteht, welches—als sekundidres Saureamid—an zwei verschiedenen
Stellen eine hydrolytische Ringsprengung (XXXVII «— XXXVI— XXXVIH) erleidet:

o o
C_H c H
N N
R—HNCH N--Q one R—HNCH N—Q
E O — : o)
7 ? o
CH, c gﬁi o
~_. N
cH, ocH, CH, OC,H,
XXXV

‘ o
COOH C c
/ \“ /
R—HNCH NH—-Q H,0 R—HNCH N—Q 10 R—HNCH NH—Q
| <~ 1 | —> |
CH, C=0 qk\ c—0 CH, COOH
CH; CH, CH,
XXXVII XXXVI XXXVIII

Hierzu sei bemerkt, dass die innermolekulare Transpeptidierung von strukturisomeren
Glutamylpeptiden (Typ XXXVII und XXXVIII) mit freier Carboxylgruppe—alier-
dings mit Hilfe einer anderen Methode—in unserem Institut schon frither durchgefiihrt
wurde,?” und zwar in beiden Richtungen (« <> y). Dabei wurden die intermedieren
Ringverbindungen (Typ XXXVI) in kristalliner Form gefasst und ihre (auf Einwirkung
von verdiinnter Lauge) in zwei Richtungen verlaufende hydrolytische Ringdffnung
(XXXVIL«— XXXVI— XXXVII) streng bewiesen.28

26 A, R. Battersby und J. C. Robinson Chem. & Ind. (Rev.) 45 (1954); J. Chem. Soc. 259 (1955).

#7 K. Medzihradszky erortert in einem Vortrag von V. Bruckner und J. Kovécs erschienen in - Magyar Tud.

Akadémia VII. Osztdlydnak Kézleményei 3, 105 (1952).

28 J. Kovacs, K. Medzihradszky und V. Bruckner Naturwissenschaften 41, 450 (1954);  Hung. Acta Chim.
6, 183 (1955).
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Da nun bei dieser Transpeptidierung nach unserer Erfahrung?® immer ein Gemisch
entsteht, in welchem die y-Glutamylverbindung (XXXVII) in rund zehnfacher Menge
die a-Glutamylverbindung (XXXVIII) iiberwiegt, so wird man mit einer weitgehenden
y — a-Transpeptidierung bei der Verseifung der y-Poly-glutaminsiure-a-methylester
keinesfalls rechnen miissen. Uberdies, ist die y — «-Transpeptidierung hier auch
dadurch erschwert, dass bei der Niherung der veresterten Carboxylgruppe eines
y-Glutamylrestes (XXXVII, COOCHj, statt COOH) zum betreffenden Stickstoffatom
zwei lange Ketten (R und Q) mitschwingen miissen. Umgekehrt, wird man damit
rechnen miissen, dass bei der alkalischen Verseifung eines a-Poly-glutaminsiure-y-
esters (Teilformel: XXXYV) die nétige Kettenschwingung leichter erfolgt und somit
auch schon aus diesem Grund eine a— y-Transpeptidierung viel leichter vor sich
gehen kann.

In Ubereinstimmung mit diesen Folgerungen hat Volcani?® gefunden, dass ein von
ihm isoliertes, y-L-Glutamylbindungen spezifisch spaltendes Enzym unsere synthetische
y-Poly-L-glutamins#ure (I1la) bis zu 959, zu L-Glutaminsdure abbaut. Dies kann als
ein Beweis dessen betrachtet werden, dass in diesem synthetischen Produkt o-
Glutamylbindungen nur in sehr niedrigem Prozentsatz anwesend sein diirften, ferner
auch, dass eine nennenswerte Racemisierung im Laufe der Synthese nicht stattgefunden
hat.

Ubrigens wurde die optische Reinheit einiger unserer Endprodukte auch durch
ihre volistindige salzsaure Hydrolyse gepriift; das spezifische Drehungsvermdgen der
entstandenen Glutaminsdure war nur ein wenig geringer als dasjenige optisch reiner
L- bzw. D-Glutaminsiure. Diese Versuche miissen noch mit grosseren Ansitzen
wiederholt und auf simtliche Endprodukte erstreckt werden. Es sei hier gleich be-
merkt, dass die nach der zweiten Methode gewonnene y-Poly-L-glutaminsdure (IIla)
in Wasser den spez. Drehwert [«]3® = —23,8° zeigte, wihrend der spez. Drehwert
ihres natiirlichen Antipoden (I1Ib), d.h. des APP’s in Wasser [o]f = +-23,5° betrigt.
Diese vorziigliche Ubereinstimmung ist kaum als strenger Beweis der optischen
Reinheit des synthetischen Produktes zu betrachten, da der spez. Drehwert auch
vom Molekulargewicht der Polysdure abhingen diirfte, einwandfreie Molekularge-
wichtsbestimmungen jedoch noch nicht durchgefiihrt wurden (s. unten).

Wie bei allen Synthesen hochmolekularer Stoffe, entstanden auch in unseren
Fillen polydisperse Produkte. Es wurde darauf Gewicht gelegt, dass aus diesen
Gemischen durch andauernde Dialyse—es sei denn auf Kosten der Ausbeute—Pri-
parate je hoheren durchschnittlichen Molekulargewichtes abgesondert werden, die
papierchromatographisch (Phenol-Wasser) nicht mehr aufgeteilt werden konnen und
fast unbewegt an der Startstelle verbleiben. Zuverlassige Bestimmungen der Moleku-
largewichte unserer Produkte stehen noch aus, es wurde einstweilen nur aus ihren
Aminostickstoffwerten (van Slyke) auf ihr durchschnittliches Molekulargewicht
geschlossen, ebenso wie dies frilher beim APP und SPP geschah. Die Aminostick-
stoffwerte unserer synthetischen Endprodukte schwankten—vom Ausmass der Dialyse
abhingend, das wegen Materialmangels fallweise eingeschrinkt werden musste—
zwischen 0,16 und 1,5% (bei der mesoiden Polysdure (IlIc) konnte wegen Material-
mangels bisher nur ein Priaparat vom Aminostickstoffwert 2,9 %, gewonnen werden).
wihrend die Aminostickstoffwerte von APP und SPP Priparaten urspriinglicher

29 Briefliche Mitteilung von Dr. B. E. Volcani, The Weizmann Institute of Science, Rehovoth, Israel vom
24 Juni (1956).



Ein synthetischer beweis der konstitution der natiirlichen polyglutaminsduren 223

Isolierungsart* eine ziemliche Konstanz (0,18-0,20%]) zeigten. Infolge der Spaltung
der N-endstindigen p-Glutamylbindung, die bei der van Slyke-schen Bestimmung—
wenigstens im Falle von Oligopeptiden—beobachtet wurde,? sind die durchschnitt-
lichen Molekulargewichte, die aus den Aminostickstoffwerten berechnet werden,
wahrscheinlich bis zur Irrealitit nach tieferen Werten hin verzerrt. Welches Ausmass
diese Verzerrung errecichen kann, wird an anderer Stelle* gezeigt. Trotzdem kann
man aber aus den Aminostickstoff-werten der natiirlichen Polyglutaminsduren ur-
spriinglicher Isolierungsart! das Verhdltnis ihrer durchschnittlichen Molekulargewichte
einigermassen abschiitzen,—vorausgesetzt, dass die van Slyke’sche Bestimmung bei
samtlichen Proben ganz genau unter ein und denselben Versuchsbedingungen durch-
gefiihrt wird. Diese vergleichende Abschitzung des relativen Molekulargewichtes ist
bei den Naturprodukten deshalb zuldssig, weil sie praktisch homodispers sind.
Hingegen ist bei den polydispersen synthetischen Produkten dieser Vergleich (es sei
denn mit einander, oder mit dem APP bzw. SPP) kaum statthaft, umsomehr da hier
das durchschnittliche Molekulargewicht ohne Kenntnis der quantitativen Verteilung
der einzelnen Komponenten keinen realen Wert hat. Wenn man jedoch von der
etwaigen Anwesenheit von cycloPeptiden absieht, so wird man—ohne einen groben
Fehler zu begehen—annehmen konnen, dass z.B. eine synthetische, polydisperse
y-Poly-glutaminsiure vom Aminostickstoffwert 0,5%; (ber. Molekulargewicht 2800)
auch Komponenten enthalten diirfte, deren Molekulargewichte dasjenige des Natur-
produktes (Aminostickstoffwert 0,29, ber. Molekulargewicht 7000) schon erreichen.
Dabei ist zu vermuten, dass das reale Molekulargewicht auch etwa das Sechsfache
des Wertes betragen kann, der aus dem nach der van Slyke’schen Methode ermittelten
Aminostickstoffgehalt berechnet wurde.?

Wir beabsichtigen die einwandfreie Bestimmung des durchschnittlichen Molekular-
gewichtes auf anderen Wegen in der Kiirze durchzufiihren. Zur Zeit sind auch
Versuche mit grosseren Ansitzen im Gange, deren erstes Ziel die Gewinnung von
y-Poly-glutaminsiduren viel hoheren Molekulargewichtes und einer besseren Anni-
herung der Homodispersitit ist.

Solange die Versuche mit grosseren Ansitzen nicht abgeschlossen sind, ldsst sich
auch keine endgiiltige Entscheidung dariiber treffen, welche von den angefiihrten vier
Methoden der Synthese als die zuverldssigste zu bezeichnen ist, da bei dieser Beurtei-
lung die Grosse des Molekulargewichtes, die (auf die Startdipeptide berechnete)
Ausbeute und die sichere Reproduzierbarkeit gemeinschaftlich in Rechenschaft
gezogen werden miissen. Uberdies, muss auch die optische Reinheit samtlicher
Endprodukte an grésseren Substanzproben nachgepriift werden. Nach den bisherigen
Versuchsergebnissen, die in Tabelle 2 zusammengefasst sind, scheint die erste
Methode—bei Anwendung von Chlorameisensdure-i-propylester—die giinstigste zu
sein (Ausbeute 9,89 d.Th., auf das Startdipeptid berechnet; Aminostickstoff nach
van Slyke 0,64 %)).

VERGLEICH DER STEREOISOMEREN 7-POLY-GLUTAMINSAUREN MIT
DEM APP BZW. SPP AUF SEROLOGISCHEM WEG

Herr Prof. Ivanovics (Mikrobiologisches Institut der Universitit Szeged) hat die
synthetischen, stereoisomeren y-Poly-glutaminsduren der serologischen Priifung unter-
worfen und in dieser Beziehung auch Polyglutaminséduren anderen Typs untersucht,

30 H. Sachs und E. Brand J. Amer. Chem. Soc. 76, 3601 (1954).
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die ebenfalls in unserem Institut synthetisiert wurden. Uber diese Untersuchungen

berichtet Herr Prof. Ivanovics selbst ausfiihrlich (s. im Anhang). Hier sei blos soviel
hervnraehnhen dass mit Antianthrax-Immunsceren 1 ncnngpn der m-DnIv_n_alnfamm_

(SR8 H L

sdure—genau so wie Losungen des APP’s bzw. des SPP’s—bis zu einer Verdunnung
von 10% eine Prizipitationsreaktion zeigten, hingegen blieb diese Reaktion bei der
y-Poly-L-glutaminsdure aus. An Hand des serologischen Testes nach Quchterlony®!
wurde zugleich die Polydispersitit der synthetischen Produkte nachgewiesen.

Es ist somit festzustellen, dass simtliche Eigenschaften der synthetischen y-Poly-
D-glutaminsdure mit denen des Anthrax-Polypeptids iibereinstimmen. Auf Grunde
dessen und der friilheren Abbauergebnisse’ kann man nun behaupten, dass das
Anthrax-Polypeptid als y-Poly-D-glutaminsdure (IIIb) anzusprechen ist. Durch die
Synthese dieser Polyglutaminsiure wurde erstmals die Vollsynthese eines natiirlichen
Haptens durchgefiihrt.

Betreffs der Konstitution des Subtilis-Polypeptids ist es noch zu entscheiden, ob
es sich hier um ein Gemisch von y-Poly-D-glutaminsdure (IIIb) und y-Poly-L-
glutaminsdure (IIla) handelt, oder ob Glutaminsiurc-Bausteine entgegengesetzter
Konfiguration in ¢in und derselben Polypeptidkette vergesellschaftet vorkommen.
Nun zeigte nach Beobachtungen von Prof. Ivanovics auch die mesoide y-Poly-
glutaminsdure (ITlc) eine positive serologische Reaktion. Dadurch scheint auch die
Moglichkeit, dass in den Peptidketten des SPP’s b- und L-Glutaminsidure-Bausteine
vergesellschaftet vorkommen, nicht a priori ausgeschlossen zu sein

peSvaISLAIAlve VOIRQAINCE, AL & pliil @LspvsiliOsstil 41 SCi.

Es sei noch betont, dass nur die y-Poly-p-glutaminsdure und die mesoide
y-Poly-glutaminsdure eine positive serologische Reaktion zeigte, wihrend sich die
bisher gepriiften Poly-glutaminsiuren anderer Konstitution als serologisch inaktiv
erwiesen.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE
Synthese der Startdipeptide (1) und ihrer carboxylaktivierten
Derivate

(a) Synthese des L-L-Startdipeptids (1a) und seiner Derivate
L-L-Startdipeptid; y-L-Glutamyl-L-glutaminsdure-ax’-dimethylester (I1a). Die Syn-

14
these dieser Verbindung haben wir'? und unabhingig von uns Waley!* bereits be-

schrieben. Auf unterschiedliche Beobachtungen wurde im theoretischen Teil hinge-
wiesen.

Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsdure-xa’-dimethylester (X11; L-L-Form).
S. unsere frithere Arbeit.2 Schmp. 109-110°. [«]3 = —28,3 (c = 11,8; Methanol).

Carbobénzoxy-y-L-glutamyl-y'-1-glutamylthiophenol-a.a’-dimethylester (XVIIL; L-L-
Form). Eine mit Eis gekuhlte und geriihrte L6sung von 3,49 g des Carbobenzoxy-
L-L-Startdipeptids (XII) in 20 ml absol. Tetrahydrofuran wurde zuerst mit 1,12 ml
absol. Tridthylamin, dann binnen 15 Min. tropfenweise mit einem Gemisch von 0,77
ml Chlorameisensdureithylester und 2 ml absol. Tetrahydrofuran versetzt. Nach
weiteren 15 Min. versetzte man das Gemisch, das mit Kristallen des ausgeschiedenen
Tridthylammoniumchlorids durchsetzt war, binnen 30 Min. tropfenweise mit einer
Lssung von 0,87 ml Thiophenol in 3 ml absol. Tetrahydrofuran, riihrte danach bei
Raumtemperatur noch 1 Stunde weiter und liess zum Schluss das Gemisch 14 Stunden
stehen. Nun wurde das Gemisch bei Unterdruck (Bad 25°) zur Trockne gebracht, der
Riickstand auf dem Filter zuerst mit insgesamt 140 ml Wasser, dann nach dem

31 §. Ouchterlony Acta Path. Microbiol., Scand. 26, 507 (1949).
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Trockensaugen mit 20 ml Petroldther gewaschen und schliesslich iiber Nacht im
Vakuumesxsiccator iiber P,O, und Paraffin aufbewahrt. Dieses Rohprodukt (3,6 g)
wurde zuerst aus 60 ml eines gleichteiligen Gemisches von Benzol und Petrolédther
umkristallisiert (Schmp. 124-126°). Nach einmaligem Umbkristallisieren dieses Pro-
duktes wurden 2,73 g (64,69 d.Th.) einer analysenreinen Substanz vom Schmp.
134-135° gewonnen. [o]f) = —9,6° (¢ = 4,0; Tetrahydrofuran).
CoH30OsN,S  (530,6)
Ber. C 5885 H 57, N 53, CH;O 117
Gef. C 59,0, H §7, N 57, CH;O 11,9

Hydrobromid des y-L-Glutamyl-y’-L-glutamyl-thiophenol-aa’-dimethylesters (X1X;
L-L-Form). Man léste 3,5 g des reinen L-L-Thiophenylesters XVIII in 35 ml absol.
Eisessig-Bromwasserstoff (1079, HBr), liess die Ldsung unter Feuchtigkeitsausschluss
1 Stunde stehen, versetzte sie danach unter Riihren mit 100 ml dbSOl Ather, wobei
sich das Hydrobromid X1X als klebriges Produkt ausschied. Nach dem Abgiessen der
Fliissigkeit wurde das Produkt dreimal mit je 100 ml absol. Ather durchgearbeitet,
wodurch es zu einem Pulver zerfiel. Dieses wurde noch zweimal mit je 50 ml absol.
Ather (Aufschlimmen, Abgiessen) gewaschen, dann im Vakuumexsiccator iiber
Schwefelsdure getrocknet (3,0 g). Das Produkt ist sehr hygroskopisch. Kristalli-

sationsversuche waren erfolglos.

(b) Synthese des D-D-Startdipeptids (1b) und seiner Derivate

Carbobenzoxy-D-glutaminsdure-y-Hydrazid (IV; p-Form). Die Verbindung wurde
auf dieselbe Weise hergestellt wie das entsprechende Derivat der L-Glutaminsiure.'?
Aus D-Glutaminsédure- hydrochlorid (52 g) wurde zuerst das Hydrochlorid des

g 1£Q0, r.120 LY R LB P Y TN
D-Glutaminsiure- y-ulcuxyxcnu;xa \.)u g5 ouuup 156-158 s 1&]p == —&t,e (0= 9 6 2o 24

Wasser), dann aus 28 g des Ester-hydrochlorids Carbobenzoxy-p-glutaminsiure-y-
methylester bereitet, der gleich im rohen Zustand mit Hydrazinhydrat umgesetzt
wurde. Das zuerst anfallende, kristalline Carbobenzoxy-D-glutaminsdure-y-hydrazid
(27 g; 64°%; d.Th.) schmolz bei 168-169° (Zers.) und war zur weiteren Verarbeitung

geeignet, Nach einmaligem Umkristallisieren aus wissrigen Alkohol (1 : 2) liess sich
ein analysenreines Produkt gewinnen, das bei 177-178° schmolz. [oc] = +11,5°
(¢ = 10,75; n-Salzsdure).
C,5H;;O;N; (295,3)
Ber. C 52,9, H 58 N 142
Gef. C 52,3, H 585 N 14,1
D-Glutaminsdure-y-benzylester (V1; D-Form). Nach dem zur Herstellung des
L-Stereoisomeren beschriebenen Verfahren!'? wurden aus 22 g p-Glutaminsdure 13,8 g
(399, d.Th.) des aus Wasser einmal umkristallisierten D-Glutaminsiure-y-benzylesters
vom Schmp. 167-168° gewonnen, der zur weiteren Verarbeitung geeignet war. Nach
wiederholtem Umkristallisieren aus Wasser blieb der Schmp. unverindert. [a]f =
—28,1° (¢ = 9,8, n-Salzsiure).
C,H;0,N (237,25)
Ber. C 6038, H 63, N 59

Gef. C 60,65. H 62, N 6,1
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Carbobenzoxy-y-D-glutamyl-D-glutaminsdure-y’-benzylester (VII; D-D-Form). Aus
23,7 g Carbobenzoxy-D-glutaminsiure-y-hydrazid (IV) vom Schmp. 168-169° und
18,9 g bD-Glutaminsiure-y-benzylester (VI) auf analoge Weise bereitet wie das
stereoisomere L-L-Produkt.l? Ausbeute an unmittelbar anfallenden kristallinen Pro-
dukt 21,4 g (619 d.Th., nach Abrechnung des unverédndert geblicbenen Benzylesters,
2,2 g). Schmp: Ziehend 153-159°, nach vorherigem Sintern bei 138°. Obzwar das
Produkt mit der strukturisomeren Verbindung IX verunreinigt ist (s. im allgem. Teil
und a.a.0.1%) wurde es weiter verarbeitet. Zur Analyse wurde eine Probe (2 g) aus
Alkohol (10 ml) einmal umkristallisisert. Schmp. 160-162°, nach vorherigem Sintern
bei 156°. [«]22 = 4-6,7° (¢ = 4,7; Methanol).

C25H2809N2 (500,5)
Ber. C 600, H 56 N 56
Gef. C 596, H 57, N 56

Carbobenzoxy-vy-D-glutamyl-D-glutaminsdure- s’ - dimethyl-y’-benzyl-ester (VIII;
D-D-Form). Aus 7 g Carbobenzoxy-y-p-glutamyl-p-glutaminséiure-y-benzylester (VII)
vom Schmp. 153-159° (s. oben) wurden nach dem bei der Herstellung der L-L-Form
angewandten Verfahren'? 5 g (67,7% d.Th.) der Substanz VIII vom Schmp. 116-117°
gewonnen; sie wurde weiter verarbeitet. Zur Analyse wurde eine kleine Probe aus
Methanol einmal umkristallisiert. Schmp. 119-120°. [o]} = +7,3° (c = 4.,9;
Essigester).

CyHj,00 N, (528,5)

Ber. C 61,35, H 6,1, CH;O 11,7

Gef. C 61,7, H 6,1, CH;O0 11,8
Die frithere Angabe!? tiber den spez. Drehwert des L-L-Antipoden ist nach den jetzt
durchgefiihrten Kontrollbestimmungen auf [«]f) = —7,1° (¢ = 5,5; Essigester) zu
korrigieren.

D-D-Startdipeptid; y-D-Glutamyl-D-glutaminsdure-aa'-dimethylester (Ib). Aus 8 g
des obigen Produktes (VIII) vom Schmp. 116-117° wurden nach dem fiir die
Herstellung des L-L-Startdipeptids (Ia) beschriebenen Verfahren'? 3,1 g (649, d.Th.)
des D-p-Startdipeptids (Ib) gewonnen. Das unmittelbar anfallende, mit Methanol-
Ather, danach mit Ather gewaschene Kristallprodukt schmolz rasch erhitzt nach
vorherigem Sintern bei 129-130°. Das so gewonnene Produkt enthilt 1 Mol.
Kristallwasser. [o]% = --3,3° (c = 4,86; Methanol). Die frithere Angabe'? iiber den
spez. Drehwert des L-L-Antipoden ist nach den jetzt durchgefiihrten Kontrollbestim-

mungen auf [o]f) = ~—3,2° (¢ = 4,72; Methanol) zu korrigieren.
CoH5,0,N,, H,0 (322,3)
Ber. C 447, H 69, N 87 CH;O 19,25
Gef. C 452, H 6,75, N 86 CH;O 19,2

Priifung der Einheitlichkeit der Verbindungen V11 und VIII (D-D-Form), weiterhin des
D-D-Startdipeptids (Ib). Je 0,3 g des Produktes VII (D-p-Form) vom Schmp. 160-162°
und seines methylierten Derivates (VIII; p-p-Form) vom Schmp. 119-120° wurden
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in 80 prozent. Essigsdure (25 ml) hydrogenolysiert (Pd-Tierkohle, 109, Pd), das
Filtrat bei Unterdruck eingedampft und die beiden Riickstinde, weiterhin 0,3 g des
D-D-Startdipeptids (Ib) vom Schmp. 129-130° in je S0 ml Wasser gelost. Je 0,01 ml
dieser Losungen wurden chromatographiert. Losungsmittel: Eisessig-n-Butanol-
Wasser 1 :4:5; aufsteigende Chromatographie auf Macherey-Nagel Nr. 518-Papier;
Entwicklung mit Ninhydrin. Substanz VII lieferte zwei etwas zusammengeschmolzene,
durch ihre verschiedene Intensitit unterscheidbare Flecke, R, = 0,21-0,24, die auf die
Anwesenheit von y-p-Glutamyl-p-glutaminsidure und «-p-Glutamyl-p-glutaminsdure
hindeuten. Substanz VIII lieferte einen sehr intensiv angefirbten Fleck des y-D-
Glutamyl-p-glutaminsdure-ox’-dimethylesters (R, = 0,50), weiterhin einem viel
kleineren und nur ganz schwach angefirbten Fleck des a-D-Glutamyl-p-glutaminséure-
ya/-dimethylesters (R, == 0,34). Bei Substanz Ib ist der Fleck R, = 0,50 sehr
intensiv angefirbt, wihrend der bedeutend kleinere Fleck R, = 0,34 eben nur die
Empfindlichkeitsgrenze (etwa 0,2 y) der Ninhydrinreaktion des «-pD-Glutamyl-D-
glutaminsiure-ya’-dimethylesters (XI) erreicht. Daraus folgt, dass diese Verunreini-
gung im D-p-Startdipeptid (Ib) vom Schmp. 129-130° unter 0,59, liegt.

Carbobenzoxy-y-D-glutamyl-pD-glutaminsdure-ax-dimethylester (XII; D-D-Formy).
Nach dem fiir die Carbobenzoxylierung des r-L-Startdipeptids angewandten Verfah-
ren'? wurden aus 2,65 g des D-D-Startdipeptids (Ib) 1,68 g (479, d.Th.) seines
Carbobenzoxy-Derivats (X1II) in analysenreinem Zustand gewonnen. Schmp. 109-
110° [a]f) = +28,3° (¢ = 9,8; Methanol).

Carbobenzoxy-vy-D-ghitamyl-y’ -D-glutamyl- thiophenol-a.o-dimethylester (XV1II;
D-D-Form). Nach der Herstellungsart der stereoisomeren L-L-Verbindung (XVIII;
L-L-Form)wurden aus 1,54 g des Carbobenzoxy-p-p-Startdipeptids 1,15 g (61,7 9, d.Th.)
der p-p-Verbindung (XVIII) in analysenreinem Zustand gewonnen. Schmp. 133-135°.

Hydrobromid des y-D-Glutamyl-y'-p-glutamyl-thiophenol-ao.-dimethylesters (XI1X;
p-D-Form). Aus 1,1 g des D-p-Thiophenylesters XVIII wurde nach der Herstellung-
sart des Hydrobromids XIX der L-L-Form das rohe p-p-Hydrobromid (XIX) in Form
eines hygroskopischen Pulvers in fast quantitativer Ausbeute gewonnen.

(c) Synthese des L-D-Startdipeptids und seiner Derivate

Samtliche Schritte sind der Synthese des L-L-Startdipeptids bzw. D-D-Startdipep-
tids und seiner Derivate nachgebildet worden. Nachstehend wurden nur die Ansitze,
Ausbeuten, die Art der Kristallisation, die Analysendaten und die physikalischen
Konstanten angegeben.

Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-D-glutaminsdure-y’ -benzylester (VH L-D-Form). Aus
11,8 g 1V (t-Form) und 7,7 g VI (p-Form) 8 g (479, d.Th.) des Rohproduktes.
Einmal umkristallisiert aus 180 ml Essigester—Ather (1:1) 5,24 g, aus der Mutterlauge
weitere 2,2 g Schmp. 135-137°. Aus Essigester noch einmal umkristallisiert: Schmp.

137-138°. [a]2) = —1,12° (¢ = 8.9; Methanol).
Cy5H,504N, (500,5)
Ber. C 600, H 56, N 56
Gef. C 601, H 55 N 53

Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-D-glutaminsdure- aa’ - dimethyl-y’ - benzyl-ester (VIII;
L-D-Form). Aus 7,4 g VII (L-D-Form) 4,1g (527, d.Th.) VIII (L-D-Form) vom Schmp.
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104-107°. Aus absol. Essigester (12 ml) umkristallisiert 3,15 gvom Schmp. 107-108,5°.
[0J% = +0,95° (c = 11,5; Aceton).

CoyH3p0O4 N, (528,5)
Ber. C 61,35, H 6,1, N 53, CH;O 11,7
Gef. C 61,6, H 63, N 53, CH;O 120

L-D-Startdipeptid; y-L-Glutamyl-D-glutaminsdure-ao’-dimethylester (Ic). Aus 3,1
g VIII (L-D-Form) 1,2 g (66 9; d.Th.) des aus Methanol (7 ml) einmal umkristallisierten
L-D-Startdipeptids. Schmp. 143-144°. [«]} = +-38,6° (c = 5,5; Methanol).

C12H2007N2 (304,3)
Ber. N 92, CH,0 204
Gef. N 94, CH,0 203

Die chromatographische Priifung der Einheitlichkeit des Produktes erfolgte ebenso
wie beim D-D-Startdipeptid und brachte dasselbe Ergebnis. '

Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-D-glutaminsiure-oo’-dimethylester (XI1; L-D-Form).
Aus 1 g L-p-Startdipeptid (Ic) 0,5 g (359 d.Th.) des kristallinen Rohproduktes; aus
4 ml absol. Essigester—Ather (1:1) zweimal umkristallisiert 0,35 g vom Schmp.
136-137°. [a]® = --4,3° (¢ = 8,2; Methanol).

CyoHygOg N, (438,4)
Ber. C 5438, H 60, N 64
Gef. C 55,0, H 61, N 6,7

Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-y’ -D-glutamyl- thiophenol-a.o’-dimethylester (XVIII;
L-D-Form). Aus 3 g des Carbobenzoxy-L-D-Startdipeptids (XII; L-D-Form) fiel nachder
Herstellungsart der stereoisomeren L-L-Verbindung (XVIII; r-L-Form) zuerst ein mit
Kristallen durchsetztes Ol an. Dieses wurde in Essigester gelost, die Losung zuerst
zwecks Entfernung des Tridthylammoniumchlorids mit Wasser ausgeschiitielt, dann
getrocknet (Na,SO,) und schliesslich bei Unterdruck eingedampft. Der so gewonnene
olige Riickstand kristallisierte allméhlich beim Verreiben mit absol. Ather. Das
* Kristallprodukt wurde zuerst aus absol. Methanol-Ather (1:4), dann aus absol.
Methanol je einmal umkristallisiert. Das Produkt (0,65 g; 17,99 d.Th.) schmolz
unscharf bei 97-100° nach vorherigem Sintern bei 94°. Wegen Materialmangels wurde
auf eine weitere Reinigung verzichtet.

Hydrobromid des y-L-Glutamyl-y’-b-glutamylthiophenol-aa'-dimethylesters (XI1X;
L-D-Form). Aus 0,62 g des L-D-Thiophenylesters XVIII wurde nach der Herstellungs-
art des Hydrobromids XIX der L-L-Form das rohe L-D-Hydrobromid (XIX) in Form
eines hygroskopischen Pulvers in nahezu quantitativer Ausbeute gewonnen.

Umsetzung der stereoisomeren Startdipeptide (1) bzw. ihrer Derivate zum
y-Polyglutaminsiure-a-methylester entsprechender Konfiguration
Erste Methode

(a) Herstellung des L-Polyesters (Ila, bzw. XVI) aus dem Carbobenzoxy-L-L-
Startdipeptid (X1I; L-L-Form). In einem Zweihalsk6lbchen wurde eine Losung von
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1,46 g Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsiure-xx'-dimethylester(XI I, 1r-L-
Form) in 3 ml reinstem, wasserfreiem Dimethylformamid unter Feuchtigkeitsaus-
cchluce nebst Fickithlune und Riihren zuerst rﬂllf 047 ml absol Tﬂﬂf!"lvlamln dann
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tropfenweise mit einem Gemisch von 0,32 ml Chloramelsensaureathylester und 2 ml
Dimethylformamid versetzt. Man riihrte noch 10 Min. weiter, versetzte danach das
Gemisch—das mit den Kristallen des ausgeschiedenen Trifithylammoniumchlorids
durchsetzt war—mit 0,5 g Pd-Tierkohle (109, Pd), verband den einen Hals mit einem
bis zum Boden des Klbchens reichenden Gaseinleitungsrohr, den anderen durch eine

vorgeschaltete, mit konz. Schwefelsdure beschickte Waschflasche mit einem abgewo-
genen Geissler’schen Kaliapparat. Jetzt liess man durch das Gemisch unter stindiger
Eiskiihlung einen langsamen Wasserstoffstrom (1 Blase per Sec.) streichen. Durch
zeitweisiges Unterbrechen der Wasserstoffzufuhr und Abwiigen des Kaliapparates
konnte man feststellen, dass binnen 5 Stunden rund 1 Mol. (0,15 g) CO, abgegeben
worden war. Da jedoch die CO,-Abgabe bei diesem Stadium noch nicht zum Still-
stand kam, wurde der Versuch weiter geleitet. Nach weiteren 24 Stunden war die
CO,-Abgabe praktisch beendet und betrug insgesamt 1,36 Mol. (0,20 g). Jetzt wurde
das Gemisch abgeschleudert, der Bodensatz einmal mit 3 ml Dimethylformamid durch
Aufschlimmen und Abschleudern ausgewaschen, die vereinigte Losung nach Zusatz
von 0,47 mt Tridthylamin 3 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen, dann eine
Stunde auf 60° erwirmt und schliesslich i. Vak. (20 mm) eingedampft (Bad 80°), wobei
ein zihfliissiges, braunes Ol zuriickblieb. Dieses wurde 8 mal mit je 40 ml absol.
Ather griindlich zerrieben, dann im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure aufbewahrt.
Das so gewonnene, pulverisierbare Produkt, das vom anhaftenden Katalysator
graustichig war, wog 177 mg (18,6 %, d.Th. auf das Carbobenzoxy-L-L-Startdipeptid,
etwa 9,3 % d.Th. auf das L-L-Startdipeptid berechnet). Das Rohprodukt (Polyester 1-a)
wurde ohne Reinigung weiter verarbeitet.

(b) Herstellung des L-Polyesters (11a) unmittelbar aus dem L-L-Startdipeptid (la).
Mittels Chlorameisensiuredthylester. Eine Losung von 2,0 g des L-L-Startdipeptids
(Ta) in 11 ml Dimethylformamid wurde nebst Rithren und Kiihlung (——4°) zuerst mit
0,87 ml Tridthylamin, dann tropfenweise mit einem Gemisch von 0,53 ml Chlor-
ameisensduredthylester und 3 ml Dimethylformamid versetzt. Man riihrte noch 15
Min. weiter, nutschte dann das ausgeschiedene Tridthylammoniumchlorid rasch ab,
wusch es zweimal mit je 2 ml Dimethylformamid nach und engte das mit der
Waschfliissigkeit vereinigte Filtrat im Hochvakuum (Bad 0°) bis auf etwa 4 ml ein.
Diese Losung wurde nach Zusatz von 0,87 ml Tridthylamin 8 Stunden auf 40-60°
erwidrmt, dann iiber Nacht stehen gelassen, wobei eine geringe Kristallausscheidung
erfolgte. Deren unbeachtet wurde das Gemisch 1. Vak. (Bad 80°) ganz eingedampft,
der Riickstand in 5 ml Methanol gelost, die Losung bei Unterdruck abermals
abgedampft, und diese Prozedur noch einmal wiederholt. Das so gewonnene rétlich-
braune, zéhfliissige Ol (2,7 g) wurde in 15 ml Wasser geldst, die Losung gegen
insgesamt 2 1. dest Wasser (in vier Ansitzen) 46 Stunden dialysiert (Cellophan), dann
der Gefriertrocknung unterworfen und der feste Polyester 24 Stunden im Vakuumex-
siccator iiber P,O; aufbewahrt. Das sandfarbige, amorphe Produkt (Polyester 1-b)
wog 688 mg (38,89 d.Th.); es wurde ohne Reinigung weiter verarbeitet.

[CoH,ON], [143,14],
Ber. CH,0 21,7
Gef. CH;0 22,0
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Mittels Chlorameisensdure-i-propylester. Eine Losung von 2,0 g des L-L-Startdipep-
tids in 12 ml absol. Dimethylformamid wurde nach Zusatz von 3 ml absol. Toluol i.
Vak. (8 mm; Bad 50°) bis auf etwa 6 ml eingeengt, dann die teilweise ausgeschiedene
Substanz durch Zusatz von 6 ml Dimethylformamid durch gelindes Erwidrmen wieder
gelost. Man versetzte die Losung zuerst mit 0,87 ml Tridthylamin, hierauf—nebst
starker Kiihlung (Bad —10°)—tropfenweise und unter Riihren mit einem Gemisch
von 0,72 ml Chlorameisenséure-i-propylester und 2 ml Dimethylformamid. Es wurde
noch weitere 20 Min. unter Kiihlung geriihrt, dann Tridthylamin (0,87 ml) zugesetzt
und nachher allmihlich auf Raumtemperatur gebracht. Nun wurde die mit Kristallen
(Tridthylammoniumchlorid) durchsetzte Losung 3 Stunden auf 50°, dann 1 Stunde
auf 70° erwiarmt und nachher i. Vak. (10 mm) eingedampft. Der Riickstand wurde
mit 30 ml absol. Ather verrieben und das Gemisch iiber Nacht im Eisschrank stehen
gelassen. Nach Abgiessen des Athers wurde das zihfliissige, mit Kristallen durch-
setzte Produkt in 20 ml Methanol aufgenommen, das Gemisch bei Unterdruck scharf
abgedampft und diese Prozedur noch einmal wiederholt. Der Riickstand wurde in
25 ml dest. Wasser gelost, die Losung zuerst gegen 3} 1. dest: Wasser (in vier Ansét-
zen) 72 Stunden dialysiert (Cellophan), dann der Gefriertrocknung unterworfen. Das
sandfarbige, amorphe Produkt (Polyester 1-b") wog 773 mg (43,59 d.Th.).

[CSHSOBN]n [143, 14]n
Ber. CH,0 21,7

Gef. " CH,0 21,0
Zweite Methode

y-Poly-L-glutaminsiure-a-methylester (I1a, bzw. XXI). Eine Losung von 3 g des
rohen Hydrobromids XIX (L-L-Form) in 3 ml absol. Aceton wurde nach Zusatz von
1,8 ml absol. Tridthylamin nebst Feuchtigkeitsausschluss 24 Stunden sich selbst
iiberlassen. Ungeachtet der kristallinen Ausscheidung (Tridthylammoniumbromid)
wurde aus dem Gemisch mit Hilfe eines Heizbades (100°) der grosste Teil der
Fliissigkeit abdestilliert, dann der olige Riickstand unter Feuchtigkeitsausschluss 3
Stunden auf 100° erwdrmt. Nach dem Abkiihlen wurde der zédhfliissige Riickstand
mit 150 ml absol. Ather iibergossen und 12 Stunden im Eisschrank stehen gelassen.
Wihrend dessen erhirtete sich das Produkt derart, dass es sich (unter Ather) zu einem
feinen Pulver zerreiben liess. Dieses wurde abgeschleudert, dann in der Zentrifuge der
Reihe nach dreimal mit je 70 ml Ather, dreimal mit je 30 ml Wasser, dreimal mit je
50 ml Aceton und schliesslich zewimal mit je 50 ml absol. Ather gewaschen. Das so
gewonnene, fast farblose Produkt (L-Polyester 2) wurde zuerst an der Luft, dann im
Vakuumexsiccator iiber P,O5 getrocknet. Ausbeute 400 mg (21,29, d.Th. auf den
carbobenzoxylierten Thiophenylester XVIII, etwa 6,8 %; d.Th. auf das L-L-Startdipep-
tid berechnet).

[C;H,O,N], [143,14],

Ber. C 50,4, H 63, N 98 CHO 21,7
Gef. C 49,6, H 57, N 96, CH,O 219

y-Poly-D-glutaminsdure-x-methylester (I1lb, bzw. XXI). Aus 1,1 g Carbobenzoxy-
y-D-glutamyl-y’-D-glutamylthiophenol-aa’-dimethylester (XVIII; p-pD-Form) gewon-
nenes, rohes Hydrobromid XIX (p-p-Form) wurde auf die oben angegebene Weise
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umgesetzt. Das gewonnene Produkt (D-Polyester 2) wog 139 mg (23,49, d.Th. auf den
carbobenzoxylierten Thiophenylester XVIIL, etwa 7,29 auf das D-p-Startdipeptid
berechnet).

mesoider y-Poly-glutaminsdure-a-methylester (1lc, bzw. XXI). Aus 620 mg Carbo-
benzoxy-y-L-glutamyl-y’-p-glutamylthiophenol-aa’-dimethylester (XVIII) gewon-
nenes, rohes Hydrobromid XIX (L-p-Form) wurde auf die oben angegebene Weise
umgesetzt. Das gewonnene Produkt (L-D-Polyester 2) wog 220 mg (65,8 %, d.Th. auf
den carbobenzoxylierten Thiophenylester XVIII, 4,1 %, d.Th. auf das L-p-Startdipeptid
berechnet.)

Dritte Methode

y~PoZy-L-glutammsaure—cx-methylester (I1a). In einer Losung von 3,2 g (0,1 Mol.)
des L-L-Startdipeptids (Ia) in 6,5 ml Dimethylformamid wurden 2,3 g (0,11 Mol.)
frisch destillierten Dicyclohexylcarbodiimids gelost. Es erfolgte eine starke Selbster-
wirmung und nach etwa 10 Min. setzte die Ausscheidung von Dicyclohexylharnstoff

ein. Man erwirmte das Reaktionsgemisch unter Feuchtigkeitsausschluss 4 Stunden

am siedenden Wasserbad, kiihlte danach ab, nutschte den Dicyclohexylharnstoff (1,7g)
ab, und wusch ihn am Filter mit eiskaltem Dimethylformamid nach. Das vereinigte
Filtrat wurde bei Unterdruck (20 mm; Bad 90°) eingedampft, der zahfliissige Riick-
stand mit insgesamt 200 ml absol. Ather wiederholt solange digeriert bis er zu einem
Pulver zerfiel. Das so gewonnene Produkt (2,4 g) stellt ein Gemisch des amorphen
Polyesters (L-Polyester 3) und kristallinen chyclohexylhamstoffs (ber. zuruckgebhe-
bene Menge 0,8 g) dar. Ausbeute an Polyester etwa 1,6 g (56,3% d.Th.). Da das
Harnstoffderivat nicht volistindig entfernt werden konnte, wurde das Mischprodukt
unmittelbar zur Herstellung der y-Poly-L-glutaminsdure herangezogen.
y-Poly-D-glutaminsdure-o-methylester (11b). Aus 1,35 g des p-p-Startdipeptids
(Ib) wurden auf den oben angegebenen Weg 1,3 g eines pulverartigen Produktes
gewonnen das ein Gemisch des amorphen Polyesters (p- Polyester 3) und kristallinen
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(66,79 d.Th.). Das Produkt wurde unmittelbar zur Herstellung der y-Poly-bD-
glutaminsidure herangezogen.

Vierte Methode
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Zuerst m1t 1,39 ml 0,01 Mol) Tridthylamin, dann tropfenwelse unter Schiitteln mit
1,45 mi (0,01 Mol.) Chlorameisensaurethiophenylester versetzt. Unter gelinder
Selbsterwidrmung ging ein erheblicher Teil der umgesetzten Substanz sofort in Losung.
Das Gemisch wurde in geschlossenen Geféss 4 Stunden auf der Maschine geschiittelt,
dann das unumgesetzte Startdipeptid (0,55 g) abfiltriert, das Filtrat zweimal mit
Wasser, einmal mit verd. Salzsiure, zweimal wiederum mit Wasser ausgeschﬁttelt
hierauf mit 1Vd20U4 gcuuu&nct und zum Schluss bei Unterdruck und Raumtem-
peratur eingedampft. Es blieb ein gelbliches, zihfllissiges O1 zuriick, das durch
wiederholtes Verreiben mit absol. Ather zu einem Pulver zerfiel. Dieses ‘“‘primire
Umsetzungsprodukt”, das 1,3 g wog, konnte nicht kristallisiert werden. Es wurde
unmittelbar zum Polyester umgesetzt.

‘6 b
Das *“Primire Umsetzungsprodukt™ (1

3

5

5
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Pyridin und 16 ml absol. Benzol gelést. Schon nach ejnigen Minuten erschien eine
schwache Triibung. Das Gemisch wurde unter Feuchtigkeitsausschluss in einem 90°
warmen Bad erwirmt, wobei die Substanzausscheidung fortschritt und die Haupt-
menge des Produktes sich filmartig an die Kolbenwand ansetzte; die Losung bekam
eine schmutziggelbe Farbe. Nach etwa 60 Stunden war die Ausscheidung des Pro-
duktes praktisch beendet. Die Substanz wurde in der Zentrifuge abgetrennt, dann
mehrere Mal mit absol. Aceton und hierauf mit absol. Ather gewaschen, schliesslich
im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsdure getrocknet. Der so gewonnene Polyester
(L-Polyester 4) stellt ein schwach sandfarbiges, amorphes Pulver dar. Ausbeute 610
mg (25,7% d.Th. auf das rL-L-Startdipeptid berechnet, abgerechnet den nicht um-
gesetzten Anteil). Zur Analyse wurde eine Probe in Methanol geldst, mit Ather
ausgefillt, abgeschleudert, dann in der Vakuumpisole iiber P,O5 zuerst bei Raumtem-
peratur und schliesslich bei 78° getrocknet.

[C6H903N]n [143,14]n
Ber. C 504, H 63, N 98 CHO 21,7
Gef. C 495, H 61, N 99,  CHO 210

Konstitutionsermittelnder Abbau des y-Poly-L-glutaminsdure-a-methylesters. 100
mg des nach der zweiten Methode gewonnenen Polyesters (L-Polyester 2) wurden
mit 10 m! fliissigem Ammoniak im Bombenrohr 72 Stunden bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Wiahrend dessen ging die Substanz fast ganz in Losung. Nachdem
sich das Ammoniak aus dem gedffneten Rohr verfliichtigt hatte, wurde der feste
Riickstand im Zentrifugenrohr zweimal mit je 50 ml Wasser, dann zweimal mit je 50
ml eines gleichteiligen Gemisches von Alkohol und Athet, und schliesslich dreimal
mit je 30 ml absol. Ather gewaschen. Das an der Luft, danach im Vakuumexsiccator
iiber P,O; getrocknete, weisse, amorphe Polyamid (IIa; R = NH, anstatt OCHy)
wog 62 mg (69,3% d.Th.). Zur Analyse wurde eine kleine Probe noch 5 Stunden in
der Pistole iiber P,O; bei 80° getrocknet.

[C;H O,N,], [128,14],
Ber. N 21,8
Gef. N 20,6

Es sei erwdhnt dass das Polyamid, das aus dem SPP iiber den Methylester auf
dieselbe Weise hergestellt worden ist, genau denselben Stickstoffgehalt (20,6 %)
aufwies.3? :

50 mg des Polyamids wurden mit 0,98 ml einer 2,68 proz. alkalischen Natrium-
hypochloritlosung unter hdufigem Umschwenken zuerst 1 Stunde bei Raumtem-
peratur, dann 15 Min. bei 60° behandelt, wobei die Substanz fast ganz in Losung
ging. Nach Zusatz von 10 ml 6 n-Salzsdure wurde die Losung 30 Min. riickfliessend
gekocht und dann bei Unterdruck trocken gedampft. Der Riickstand wurde noch
zweimal in je 2 ml Wasser gelost und die Losung bei Unterdruck eingedampft. Den
so gewonnenen Riickstand versetzte man mit 1 ml einer frisch bereiteten, bei Raum-
tempetatur gesittigten Losung von p-Nitrophenylhydrazin in n-Salzsdure, tauchte das
Gemisch einige Sek. in ein 70° warmes Bad und liess es danach 15 Min. unter
Eiskiihlung stehen. Das kristallin ausgeschiedene p-Formylpropionsdure-p-nitro-
phenylhydrazon wurde abgenutscht, auf dem Filter zweimal mit je 1 ml eiskaltem

32 V. Bruckner, J. Kovacs und H. Nagy J. Chem. Soc. 148 (1953).
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Wasser gewaschen und schliesslich im Vakuumexsiccator getrocknet. Es wog 20 mg
und schmolz bei 172°. Nach einmaligem Umkristallisieren aus 1 ml Wasser wurde
ein analysenreines Produkt gewonnen, das iibereinstimmend mit der Literaturangabe®
bei 177° schmolz und in der Mischprobe mit einem authentischen Préparat vom
Schmp. 177° keine Depression zeigte.

30 mg des Polyamids wurden auf oben angegebene Art mit Natriumhypochlorit
behandelt, dann die Losung mit Wasser auf 4 ml verdiinnt. Die eine Hilfte dieser
Lésung wurde unmittelbar, die andere (Kontrollversuch) nach Zusatz von 0,7 mg
ay-Diaminobuttersdure zum Nachweis der fiir die a-Glutamylbindung charakteris-
tischen8: 1° ay-Diaminobuttersdure herangezogen. Man versetzte jede Losung mit 2
ml rauchender Salzsiure und kochte sie danach 2 Stunden riickfliessend. Die
abgekiihlte Ldsung wurde—zwecks Entfernung der #-Formylpropionsidure—24
Stunden im Apparat mit Ather ausgezogen, dann bei Unterdruck trocken gedampft,
der Riickstand mit 5 ml eiskalter, rauchender Salzsdure versetzt, das ausgeschiedene
NaCl abfiltriert und das Filtrat bei Unterdruck trocken gedampft. Diese Behandlung
des Riickstandes mit rauchender Salzsiure wurde so lange wiederholt, bis eine
Ausscheidung von NaCl nicht mehr erfolgte. Die zum Schluss gewonnenen Riick-
stinde der beiden Proben wurden in je 1 ml Wasser gelost und je 0,01 ml dieser
Losungen der Papierchromatographie unterworfen. (Aufsteigende Chromatographie
auf Wh. No. 4 Papier; Losungsmittel n-Butanol-Eisessig-Wasser 4 : 1 : 5; Entwick-
lung mit Ninhydrin.) Wéhrend im Kontrollversuch ausser dem Fleck der Glutamin-
sdure auch der Fleck der ay-Diaminobuttersiure ganz deutlich erscheint, fehlt der
letztere beim originalen Ansatz.

Herstellung der y-Poly-glutaminsduren (II1) verschiedener Konfiguration aus den
entsprechenden Polyestern

Ansitze von 100-1600 mg der verschiedenen Polyester wurden mit einem 50-100-
proz. Uberschuss von 0,25 n-NaOH 1 Stunden am Dampfbad erhitzt, die Losung
notigenfalles (z.B. bei der Verarbeitung des nach der vierten Methode gewonnenen
Polyesters zwecks Entfernung des unloslich gebliebenen Dicyclohexylharnstoffs)
abfiltriert, dann bei pg 6 (Einstellung mit Salzsdure, bzw. mit Natronlauge) mit einer
gesittigten Kupfer(ID)sulfat-Losung das Kupfersalz der Polysdure ausgefillt.
Letzteres wurde abgeschleudert und in der Zentrifuge 3-4-mal mit wenig eiskaltem
Wasser gewaschen. Man l8ste den feuchten Niederschlag in der eben zureichenden
Menge von 0,1 n-HCl auf; diese Menge betrug der Regel nach 1 ml je 10-15 mg des
angesetzten Polyesters. Diese Losung wurde mit Schwefelwasserstoff gesittigt, dann
der Uberschuss des letzteren mit einem Luftstrom entfernt, der Niederschlag
abgeschleudert, in der Zentrifuge 2-mal mit wenig Wasser gewaschen, die mit dem
Waschwasser vereinigte Losung notigenfalles klarfiltriert, dann gegen dest. Wasser
der Dialyse unterworfen unter Verwendung einer Cellophanmembrane (Dialysier-
schlauch). Die Dialyse wurde bis zum Verschwinden der Chloridreaktion vorgenom-
men; die Gesamtmenge des 8-12 mal gewechselten Aussenwassers betrug in der
Regel 12-15 ml auf je 1 mg des angesetzten Polyesters. Die zuriickgebliebene Losung
wurde i. Vak. (Bad 30°) auf 10-20 ml eingeengt, dann der Gefriertrocknung unter-
worfen. In kolloidaler Form etwa mitgeschlepptes Kupfer(Il)sulfid koaguliert im
Laufe der Gefriertrocknung und lédsst sich durch Losen des Riickstandes in Wasser,

33 C. Harries Ber. Dtsch. Chem. Ges. 45, 2585 (1912).
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Abfiltrieren der Losung und Gefriertrocknung des Filtrats vollkommen entfernen.

Dieso gewonnene y-Poly-glutaminsauren stellen schneeweisse, flaumartige Produkte
dar, die in Wasser sehr leicht Ioslich sind. Sie zeigen—in Ubereinstimmung mit dem
APP und SPP—keine Biuretreaktion, ihre Ninhydrinreaktion ist—im Vergleich mit der
y-L-Glutamyl-L-glutaminséure—nur schwach positiv; wihrend die Empfindlichkeits-
grenze der Reaktion (auf Papier getestet) bei der letzteren Substanz etwa 0,2 y betriigt,
liegt sie bei den synthetischen y-Poly-glutaminséuren bei etwa 10 y, stieg jedoch
fallweise bis 20 y an. Beim SPP urspriinglicher Darstellungsart! liegt die Empfind-
lichkeitsgrenze zu mindest bei 25 p. In Tabelle 1 sind einige Versuchsdaten zusam-
mengefasst; hierzu ist zu bemerken, dass die Ausbeuten nicht auf den angesetzten

TABELLE 1
Angesetzter Polyester / Gewonnene y-Poly-Glu.
Hergestelltes
Produkt Herstellungs- Menge } Menge H,N-N | Ausbeute
art (mg) | (mg) (%) (%)
(1) y-Poly-L-Glu. L-Polyester 1-a 176 48 1,1
(2) y-Poly-L-Glu. L-Polyester 1-b 688 89 1,18 71
(3) y-Poly-L-Glu. L-Polyester 1-b’ 762 138 0,61 9,8
(4) y-Poly-L-Glu. L-Polyester 2 100 44 1,50 3,9
(5) y-Poly-L-Glu. L-Polyester 3 ~1600 142 0,49 6,3
(6) y-Poly-L-Glu. L-Polyester 4 252 73 0,32 7,8
(7) y-Poly-p-Glu. D-Polyester 2 138 86 1,50 5,4
0,82)* |'4H*
(8) y-Poly-p-Glu. D-Polyester 3 ~900 60 0,16 6,3
(9) mesoide-y-Poly-Glu. | L-D-Polyester 2 220 70 3,6 1,3
‘ @9t

* Produkt (7) wiederholt dialysiert.
1 Produkt (9) wiederholt dialysiert.

Polyester, sondern auf das entsprechende Startdipeptid berechnet wurden, und zwar
auch dann, wenn der Polykondensation nicht unmittelbar das Startdipeptid, sondern
sein Derivat herangezogen wurde.

All die in Tabelle 1 angefiihrten y-Poly-glutaminsduren weisen eine erhebliche
Polydispersitit auf. Dies liess sich nicht nur bei den serologisch aktiven Polysduren
an Hand der Testungsmethode nach Ouchterlony3! zeigen (s. die nachstehende
Mitteilung von Ivanovics), sondern bei séimtlichen Produkten auch durch ihre
chromatographische Untersuchung. Bei der aufsteigenden Chromatographie (Losung-
smittel Phenol-Wasser 7 :3, Entwicklung mit Ninhydrin) wurden von der Auf-
tragstelle ausgehende, in der Wanderungsrichtung verzogene Streifen gewonnen.
Durch weitere fraktionierte Dialyse dieser Produkte dialysierten Fraktionen heraus,
deren Chromatogramme bei konstanter Laufzeit (20 Stunden) immer kiirzere (von der
Auftragstelle ausgehende) Streifen darstellten, bis schliesslich das Chromatogramm
des undialysierten Riickstandes aus einem einzigen, auf der Auftragstelle verblicbenen
scharf abgegrenzten Fleck bestand.

Die synthetischen y-Poly-glutaminsduren binden Wasser und Aschebestandteile
sehr hartnéckig, ebenso wie dies beim APP und SPP der Fall ist. Dies hat zwei
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Folgen: erstens lassen sich vollkommen aschefreie Pardparate durch Reinigung
mittels einer gewoShnlichen Dialyse kaum gewinnen, und zweitens ldsst sich das
gebundene Wasser durch Trocknung in der Hochvakuumpistole praktisch geniigend
schnell nur bei 110-120° entfernen, doch erfolgt bei dieser Temperatur schon eine
geringfligige Zersetzung, die auch an der schwachen Verfiarbung der schneeweissen
Produkte zu erkennen ist. Der Aschegehalt unserer Priparate schwankte zwischen
<20,01 und 1,8%,. Wegen der grossen Wasserbindungsfihigkeit ist zwar eine strenge
Kontrolle der Endprodukte mittels Elementaranalyse nicht moglich, doch liess sich
feststellen, dass die bei der Gefriertrocknung anfallenden Produkte nach 24 stiindigem
Aufbewahren im Vakuumexsiccator tiber P,O; ziemlich genau 1 Mol. gebundenes
Wasser je zwei Glutaminsidurereste enthalten. Tabelle 2 fasst einige Daten der
Elementaranalyse zusammen; die Trocknungsart ist in der letzten Spalte verzeichnet.

Es ist hier zu bemerken, dass Waley!* fiir seine synthetische y-Poly-L-glutaminsiure,
die ebenfalls durch Gefriertrocknung herausgewonnen wurde, Analysendaten angibt
(C40,9; H35,9; N9,55), die fiir 1 Mol. gebundenes Wasser je ein Glutaminsidurerest
(Ber. C 40,8; H 6,2; N 9,5) entsprechen. Eine derartige Zusammensetzung wurde
von uns weder beim SPP oder APP, noch bei unseren synthetischen Produkten
beobachtet, hingegen wurde dieser Fall bei der synthetischen ay-Poly-glutaminsdure!?
gefunden. Es ist noch zu bemerken, dass der eine unvollstindige Verseifung des
Polyesters andeutende geringe Methoxylgehalt einiger Priparate nicht einen uniiber-
windbaren Fehler der Synthese bedeutet. Wegen den geringen Ansitzen, auf die
wir einstweilen angewiesen waren, haben wir—um etwaige Spaltungen der Peptid-
kette zu vermeiden—die moglichst mildeste Verseifungsart angewandt.

TABELLE 2
. Herstel- !
; Asche | Trocknungs-
Produkt Nungsart ((,j E{ F CI;L,’O (Sulfat) | art, Giber PEO5
S.Tab. 1 % A %% o o/ 22 mm
No. 7o
y-Poly-L-Glu. ! 2 42,8 54 | . 24 Stunden 20°
y-Poly-L-Glu. : 4 448 57 | 102 0,0 0,0 | 24 Stunden 20°
i - dann 5 Stunden
‘ 110°
y-Poly-L-Glu. 5 442 62 | 102 1,5 2,2 ' 24 Stunden 20°
dann 1 Stunde
: i i 100°
y-Poly-L-Glu. 6 438 | 6,2 ; 1,0 | 1.2 8 Stunden 100°
v-Poly-p-Glu. 7 ’ L 10,4 : 24 Stunden 20°
v-Poly-p-Glu. 8 43,7 6,1 | 103 1,2 . 0,0 24 Stunden 20°
Subtilis-Polypeptid 43,8 55 1 10,1 0,0 24 Stunden 20°
Ber. (C,,H,,OsN, - H,0), 436 | 585 ! 10,2
Ber. (C;H,;0;N), 46,5 | 5,5 10,8

Der Ungarischen Akademie der Wissenschaften wird auch an dieser Stelle fiir die Unterstiitzung
dieser Arbeit gedankt. Die Mikroanalysen wurden in unserem Institut von Fr. H. Schweiger, Fr,
S. Kutassy und Fr. J. Kajtdr durchgefiihrt; Herr J. Gera hat uns bei der Durchfithrung vieler
Versuche sehr gute technische Hilfe geleistet. Allen unseren Mitarbeitern gebiihrt unser bester Dank.



