Konstitutionsermittlung von Peptiden VII.
Die gleichzeitige Bestimmung der amino- und earboxyl-
endstiindigen Aminosiure mittels Hydrazins?.

XII. Mitteilung iitber Peptide?

Von
K. Schligl, F. Wessely und E. Wawersich.

Aus dem II. Chemischen Laboratorium der Universitidt Wien.
(Eingelangt am 22. Mdrz 1954.)

Bei der energischen Hydrazinbehandlung von N-Carbo-
benzoxypeptiden tritt Spaltung aller Peptidbindungen unter
Bildung von Aminosiure-hydraziden (ITI) ein, wihrend die
carboxylendsténdige Aminosiure unverindert bleibt und aus
der aminoendsténdigen ein Dihydrazid (IT) einer x-Amino-N-
carbonsiure gebildet wird. Diese Reaktion konnte zur gleich-
zeitigen Bestimmung der beiden an den Enden eines Peptides
vorliegenden Aminosduren herangezogen werden, da sich, wie
schon frither gezeigt wurde?4, die Dihydrazide leicht in 3-Amino-
hydantoine (IV) uberfihren lassen, die dann von den Amino-
sguren und ihren Hydraziden glatt abtrennbar sind und an-
schlieBend papierchromatographisch getrennt und identifiziert
werden kénnen.

Dieses Verfahren, das sich auch vorteilhaft mit einem frither
beschriebenen Peptidabbau®—? kombinieren l48t, wurde sowohl
préaparativ als auch im MikromaBstab an 5 Dipeptiden, 5 Tri-
peptiden und dem krist. Enzym Lysozym erprobt.

I Vorlsufige Mitteilung: K. Schlégl und E. Wawersich, Naturwiss. 41, 38
(1954).
2 X1. Mittlg.: K. Schlogl und H. Fabitschowitz, Mh. Chem. 84, 937 (1953).
K. Schlégl und G. Korger, Mh. Chem. 82, 799 (1951).
K. Schlégl, J. Derkosch und E. Wawersich, Mh. Chem. 85, 607 (1954).
F. Wessely, K. Schlogl und G. Korger, Mh. Chem. 83, 1156 (1952).
F. Wessely, K. Schlégl und E. Wawersich, Mh. Chem. 83, 1426 (1952).
Dieselben, Mh. Chem. 83, 1439 (1952).
8 K. Schligl, A. Siegel und F. Wessely, Z. physiol. Chem. 291, 265 (1952).
® P, Wessely, K. Schlogl und E. Wawersich, Mh. Chem. 84, 263 (1953).

62*

8

Qe U e ow



958 K. Schlogl, F. Wessely und E. Wawersich: [Mh. Chem., Bd. 85

1952 hatten S. Akabori, Ko Ohno und K. Narita'® ein Verfahren zur
Bestimmung der carboxylendsténdigen Aminosdure {C-AS) in Peptiden
angegeben, das darauf beruht, daB bei energischer Hydrazinbehandiung
von Peptiden aus allen Aminoséuren bis auf die C-endstédndige, die unver-
dndert bleibt, Aminosédure-hydrazide (I1I) gebildet werden. Werden dann
diese Hydrazide mit Benzaldehyd als unlésliche Benzalverbindungen entfernt,
so scheint in einem Papierchromatograrom nur mehr die C-AS auf. Kiirzlich
hat K. Ohno't die Methode dahingehend modifiziert, dall er das Reaktions-
gemisch mit Dinitrofluorbenzol umsetzt und dabei aus den Hydraziden (IIT)
Di-DNP-Verbindungen erhélt, die als neutrale Substanzen von der aus der
C-AS erhaltenen sauren DNP-Aminosdure abtrennbar sind. Das Verfahren
hat sich auch bereits bei Proteinen bewihrt und scheint allen tbrigen chem.
Methoden zur Bestimmung der C-AS, bei denen die freie COOH.-Gruppe
durch mehr oder weniger umsténdliche Reaktionen blockiert werden muf312,
iiberlegen zu sein.

Wir hatten anderseits 1951 die Beobachtung gemacht, da bei der
Hydrazinolyse von N-Cbzo-Aminosgure-estern Dihydrazide der Struktur IT
entstehen, die beim Erhitzen ihrer wiBr. Losung unter Hydrazinabspaltung
RingschluB erleiden3®. Die Konstitution der dabei erhaitenen Verbindungen
wurde kiirzlich? einer eingehenderen Priifung unterzogen. Aus den meisten
Reaktionen lief sich mit groBer Wahrscheinlichkeit die Formulierung als
Aminohydantoin (IV) ableiten. Solche Aminohydantoine wurden bisher von
10 «-Aminosduren dargestellts.s,

Diese Umsetzung schien uns, vor allem da sie auch auf N-Cbzo-
Peptide iibertragbar war, sehr zur Abspaltung der aminoendstindigen
Aminosiure (N-AS) eines Peptides geeignet und mulite es zusammen
mit dem eingangs erwihnten Verfahren erméglichen, in einem Peptid
in einem einfachen Arbeitsgang beide an den Enden befindlichen Amino-
sduren, also die N- und die C-AS, zu ermitteln.

In Kombination mit der frither beschriebenen Moglichkeit®—® zur
Abspaltung der N-AS und der ihr benachbarten als substituierte Hyd-
antoin-3-essigséure, bei der sich aber die Reihenfolge der beiden am
Aminoende des Peptides befindlichen Aminoséiuren nur in wenigen Féllen
feststellen lieB?, ist es jetzt moglich, die Lage von drei Aminostiuren im
Peptidverband festzulegen, woraus sich bei niederen Peptiden meist schon
die volle Aminosduresequenz ergibt.

Im folgenden Schema ist die gleichzeitige Bestimmung der N-AS
und der C-AS in einem Tripeptid mittels Hydrazins formelmiBig dar-
gestellt. An Hand dieses Abbauschemas sollen die einzelnen Stufen und
die sich daraus ergebenden Probleme und experimentellen Tatsachen
etwas niher besprochen werden.

10 Bull. Chem. Soc. Japan 25, 214 (1952).

11 J. Biochem. (Japan) 40, 621 (1953).

2 K. Sehlogl, Osterr. Chem.-Ztg. 54, 8 (1953). — R. 4. Boissonas, Helv.
Chim. Acta 35, 2226 (1952). — J. L. Bailey, Biochem. J. 52, IV (1952). —
G. W. Kennier, H.G. Khorana und R.J. Stedman, J. Chem. Soc. London
1953, 673. — Th. Wielond und H. Fritz, Chem. Ber. 86, 1186 (1953), —
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1. Hydrazinolyse.

Wird ein Chzo-Peptid (I) mit Hydrazin(hydrat) erhitzt, so tritt, wie
schon erwihnt, Spaltung der Peptidbindungen unter Bildung von Amino-
surehydraziden (III) und des Dihydrazides (II) ein, wihrend die C-AS
weitgehend unveriindert bleibt. Da also die Hydrazinspaltung die
Schliisselreaktion des Abbaues vorstellt, schien es vor allem wesentlich,
die optimalen Spaltungsbedingungen festzustellen. Dazu wihlten wir
in erster Linie das N-Chzo-Phe-
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Das Hydrazinsalz des Cbzo-Phe-Gly (V) und das Cbzo-Phe-Gly-hydra-
zid (VI) wurden aus dem Cbzo-Peptid bzw. seinem Ester auch durch
Umsatz mit geringem Hydraziniberschul bei Zimmertemp. erhalten.
Bemerkenswert ist, daB die Behandlung mit dem Athanol-Hydrazin-
Gemisch beim Cbzo-Peptid noch nicht zur Sprengung der Peptidbindung
gefithrt und auch die Cbzo-Gruppe noch unversebrt gelassen hatte,
wihrend Umsetzung der Cbzo-Aminosiureester unter gleichen Bedingun-
gen bereits unter Eliminierung der Cbzo-Gruppe zur Bildung der Di-
hydrazide (IT) fithrt®.

Nachdem auf diese Weise priparativ auch aus Obzo Peptiden die
Bildung von Dihydraziden bewiesen war, aus denen dann durch Wasser-
verkochung die Aminohydantoine erhalten werden konnen, sollten die
folgenden papierchromatographischen Untersuchungen eines mit Hydrazin
unter verschiedenen Bedingungen behandelten Dipeptides die optimalen
Bedingungen zur villigen Sprengung der Peptidbindung aufzeigen. Dafiir
withlten wir das Peptid Glycyl-Phenylalanin, das auf vier verschiedene
Arten (100° bzw. Kochen mit Hydrazinhydrat bzw. wasserfreiem Hydra-
zin) der Hydrazinolyse unterworfen wurde. Nach den in der Tabelle 1
angegebenen Zeiten wurden gleiche Mengen papierchromatographiert,
mit Ninhydrin auf noch vorhandenes Peptid bzw. abgespaltene C-Amino-
sdure und mit ammoniakal. AgNOQ,-Losung auf Hydrazide in getrennten
Chromatogrammen gepriift. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 1.

Es traten dabei, wie aus der Tabelle 1 hervorgeht, nach einiger Zeit
auch steigende Mengen von Phenylalanin-hydrazid auf, was auf die
Umsetzung der freien COOH-Gruppe des Peptides zum Hydrazid schliefen
lieB. Da aber einerseits mit der Moglichkeit der Bildung des Diketopipera-
zins zu rechnen war, das dann auch Hydrazinolyse zum Phenylalanin-
hydrazid erleiden konnte, anderseits aber die japanischen Autoren
angegeben hatten!®, daf z. B. beim Gly-Leu auch nach 10stiind. Kochen
mit wasserfreiem Hydrazin noch keine Umsetzung der COOH-Gruppe
eingetreten sein sollte, behandelten wir auch Phenylalanin unter denselben
Bedingungen wie das Peptid mit Hydrazin. Wie aus den Ergebnissen,
die ebenfalls in Tabelle 1 enthalten sind, eindeutig hervorgeht, treten
bei zunehmender Dauer steigende Mengen von Phe-Hydrazid auf und
es ist somit nicht anzunehmen, daB Gly-Leu noch nach 10 Stdn. véllig
unverdndert vorliegen sollte. Uberdies stellte auch Ohno kiirzlich festl,
daB Leucin nach 10stiind. Hydrazinolyse nur mehr zu 66%, wiederzu-
gewinnen war. Auch dieses Ergebnis 148t sich nach obigen Befunden
ohne weiteres durch partielle Umsetzung zum Leucin-hydrazid inter-
pretieren.

Nach all dem wiihlten wir als optimale Bedingungen fiir den Abbau
von N-Chbzo-Peptiden 4- bis 6stiind. Erhitzen mit Hydrazinhydrat (bzw.
wasserfreiem Hydrazin) im siedenden Wasserbad.
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2. Bestimmung der carboxylendstindigen Aminosdure (C-AS).

Diese Bestimmung erfolgt im allgemeinen nach den Angaben der
jap. Autoren!®. Es werden also in einem Teil des mit Hydrazin erhaltenen
Reaktionsproduktes nach Entfernung von tberschitssigem Hydrazin
durch Umsetzung mit Benzaldehyd oder Kochen mit Aceton die vor-
liegenden Hydrazide und Dihydrazide blockiert und in der erhaltenen
Lésung kann nach Entfernung der unlgslichen Dibenzalverbindungen
(die bei Umsatz in alkalischem Medium entstehen) die C-AS papier-
chromatographisch ermittelt werden. Auch die Umsetzung mit DNFB
nach Ohno't 148t sich zur Abtrennung der Hydrazide und Dihydrazide
heranziehen. Bei einfacheren Peptiden wird aber zweckmilig das
Reaktionsgemisch ohne vorherige Umsetzung direkt papierchromato-
graphisch auf die C-AS geprift, da ja die freien Aminosiduren infolge
ihrver wesentlich stédrkeren Farbreaktion mit Ninhydrin von den Hydra-
ziden leicht unterschieden werden konnen.

3. Bestimmung der aminoendstidndigen Aminosdure (N-AS).

Nachdem nun in einem Teil des hydrazinbehandelten Cbzo-Peptides
die C-AS bestimmt ist, wird der Rest in Wasser geldst und die wiBr.
Loésung 10 bis 20 Min. zum Sieden erhitzt, wobei das vorliegende Di-
hydrazid, das aus der N-AS stammt, Ringschlufl zum 3-Amino-hydantoin
(IV) erleidet. Dieses bildet mit Sduren kein Salz®* und kann daher aus
der angesiuerten Losung glatt mit Ather extrahiert und somit von den
unverdndert gebliebenen Aminosdure-hydraziden (IIT) und der C-AS ab-
getrennt werden.

Als letzter Schritt bleibt also nur mehr die Identifizierung der Amino-
hydantoine und damit die Bestimmung der N-AS, die zweifach aus-
gefithrt werden kann:

a) Eskonaen die extrahierten Aminohydantoine mit HCl unter energi-
schen Bedingungen (140°, 4 bis 5 Stdn.) hydrolysiert und die dabei in
Freiheit gesetzten, ihnen zugrunde liegenden Aminosiuren papierchro-
matographisch identifiziert werden. Aus allen in der Tabelle 2 angefiithrten
Hydantoinen (IV) erhilt man bei dieser Hydrolyse ausschlieBlich die
entsprechenden Aminoséguren.

b) Es lassen sich die Aminohydantoine als solche am Papier mit
Ammoniak enthaltenden Losungsmittelgemischen befriedigend trennen.
Die Ry-Werte sind in der Tabelle 2 angefiihrt.

Der Nachweis kann in sehr empfindlicher Weise durch Bespriihen mib
0,1 n NaOH, Trocknen im Trockenschrank bei 50 bis 70° (etwa 10 Min.)
und erneutes Besprithen mit ammoniakal. Silbernitratlésung (zirka 0,1 n)
erfolgen, worauf die Aminohydantoine nach gelindem Erwirmen in Mengen

bis etwa 3 ug (Ala-Derivat) bzw. 5 ug (Phe-Derivat) noch deutlich sichtb@r
sind. Nur das s-Cbzo-Lys-Derivat ist erst in etwas groflerer Menge (15 bis
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20 ug) nachzuweisen. AnschlieBend konnen die Chromatogramme dann
durch Waschen mit 5%iger Natriumthiosulfatlosung und Wasser haltbar
gemacht werden.

Der Nachweis der Aminohydantoine beruht darauf, daB bei der
Behandlung mit Lauge sehr leicht Ringdffnung zu den Hydrazidsiuren
{(VII) eintritt4, die zum Unterschied von den Hydantoinen (IV) ammoniakal.
AgNO,-Losung glatt reduzieren. ‘

R-CH-COOH
v OH- l
Tabelle 2. Rp-Werte der Amino- ———= NH-CO-NHNH,
hydantoine (IV). Papier: Schleicher- VI

Schiill 2043a. Absteigend. Losungs- .
mittel A: n-Butanol - Athanol - ko;z. Am besten zur Identifizierung

NH,-H,0 (4:4:1:1), B: Isoamylalkohol- der N-AS hat sich jedoch eine
konz. NH-H,0O (6:3:1). Kombination der beiden erwihn-

- - ten Nachweismoglichkeiten be-
Lésungsmittel . .
Aminohydantoin von® ¢ |—————— wahrt: Dazu werden die extra-
A " B hierten Aminohydantoine primér
Glutaminséure . . ... .. .. 0,00 0,00 am Papier chromatographiert,
Alanin ................ 0,43 | 0,11 dadurch véllig rein erhalten,
C-Phenyl-glycin ........ 0,50 | 0,20  dann aus einem Parallelchromato-
Tyr0§1n R 0,52 ' 0,17 gramm — #hnlich wie frither fiir
Methionin . ............ 0,65 | 0,35 Hvdantoin-3 i b
Tryptophan ........... 0,65 | 0,50 ydantoin-s-essigsauren be-
Valin................. 0,68 | 0,45  schrieben® — eluiert, in Kapil-
Phenylalanin .......... 0,71 | 0,54 laren mit HCI hydrolysiert und
Leucin................ 0,75 0,69 erneut, diesmal als Aminosiuren,
S-CbZO-Lyslll .......... 0,79 i 0,73 Ohromatographiert. Damit ist

eine doppelte und daher weit-
gehend sichere Identifizierung der N-AS gegeben. Uberdies it
sich dadurch der Substanzbedarf, da es sich ja auch bei allen Stufen
um sehr leicht auszufithrende Reaktionen handelt, auf ein Minimum
beschriinken und man kann daher mit kleinen Peptidmengen das Aus-
langen- finden. So konnten wir z. B. den Abbaun von Cbzo-Phe-Gly
noch mit 5 mg ohne Schwierigkeiten ausfithren, ohne dafl diese Menge
jedoch eine untere Grenze darstellt.

4. Grenzen der Methode.

Bei der Bestimmung von allen in der Tabelle 2 angefithrten Amino-
siuren am Aminoende eines Peptides treten keine Schwierigkeiten auf.
Wie frither gezeigt®, ist ja z. B. die e-Cbzo-Gruppe des Lysins gegen
Hydrazin weitgehend stabil und es fillt daher das Aminohydantoin-
Derivat des Lysins mit dem Rest R == Cbzo - NH - (CH,),— an, wodurch
sich Lysylpeptide glatt bestimmen lassen.

In x-Glutamylpeptiden wird die freie y-COOH-Gruppe der Glutamin-
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sdure weitgehend in das Hydrazid dibergefithrt* und liegt dann in nicht
extrahierbarer Form vor. Dennoch bleibt noch so viel von der Carboxyl-
gruppe unverdndert, daf auch Glutaminsiure am Aminoende ohne
wesentliche Schwierigkeiten bestimmbar ist. Bei yp-Glutamylpeptiden
hingegen versagt die Methode analog wie beim Hydantoin-3-essigséure-
Verfahren?®, da sich ja auch hier wieder beim Ringschlufl der Dihydrazide
ein 7er Ring ausbilden miif3te.

R
|
HOOC-CH-CH,CH,-CO-NH-CH-CO... N.H,
I —_—
NH-Cbzo
— HOOC-CH-CH,CH,-CONHNH, HOOC-CH- CH,-CH,
| —N.H, l N
NH-CO-NHNH, - NH-CO-N-CO

|
NH,

Von den bisher untersuchten Aminoséuren treten jedoch Komplika-
tionen beim Glycin, Serin und Cystin (Cystein) auf, sofern sie am Amino-
ende vorliegen. Die Dihydrazide des Glycins und Serins (II, R, = H bzw.
CH,OH) geben némlich beim Erhitzen der wéfr. Lésung keinen Ring-
schluf®4 und daher keine #therextrahierbare Substanz mehr. Im Fall
von Glyceylpeptiden kann diese Schwierigkeit, wenn auch etwas um-
sténdlich, auf folgende Weise umgangen werden.: Nach Hydrazinbehand-
lung des Cbzo-Peptides wird das Gemisch aus dem Dihydrazid der
Glycin-N-carbonséure (II, R, = H) und den Aminosiurehydraziden (IIT)
mit Benzaldehyd in squrer Losung umgesetzt, wobei aus den Hydraziden
(I1I) nur die Monobenzalverbindungen [zum Unterschied vom alkalischen
Medium, wo die Dibenzalverbindungen entstehen, wie wir beim Phenyl-
alaninhydrazid zeigen konnten (VIII, IX)], aus dem Glycin-dihydrazid
aber die Dibenzalverbindung® entsteht. Diese kann aus saurer Losung
von den Monobenzalverbindungen, die noch eine freie Aminogruppe
besitzen, abgetrennt werden und liefert nach energischer Hydrolyse die
endstindige Aminosiure Glyein.

Beim Serin aber versagte diese Modifikation, da die Dibenzalverbindung
des Serin-dihydrazides (II, R, = CH,0H) nach Hydrolyse keinen Fleck
im Papierchromatogramm mehr ergab. Serin selbst lag nach HCI-
Behandlung unter analogen Bedingungen (140°, 5 Stdn.) zum groBten
Teil als Alanin vor!®.

13 K. Heyns und W. Walter, Naturwiss. 39, 507 (1952); Z. physiol. Chem.
294, 111 (1954). — V. M. Ingram, J. Chem. Soc. London 1953, 3717.
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NH,-CH-CO-NHNH,
' —>

OH,CH,

NH, CH-CO-NHN=CHC,H,
sauer !

>

CH,CGH,
 Benzaldehyd VI

. CeH,CH=N-CH-CO-NHN=CHC H,
alkalisch J

- CH,C.H,
IX

Beim Cystin endlich traten die Schwierigkeiten auf, die schon in
der fritheren Mitteilung? eingehender besprochen wurden. Da aus
dem Di-Chzo-Cystin-dimethylester weder nach direkter energischer
Hydrazinbehandlung und nachfolgender Wasserverkochung, noch nach
vorhergehender Oxydation mit Perameisensiiure zum Cysteinsiurederivat
definierte extrahierbare Produkte erhalten werden konnten, versagt die
Methode also bei Peptiden mit Cystin als N-AS.

Nach dem bisherigen Stand der Untersuchungen kann also aus dem
Fehlen eines dtherextrahierbaren Aminohydantoins nach normalem Ab-
bau auf das Vorliegen von Glycin, Serin oder Cystin am Aminoende
geschlossen werden.

Das Verfahren zur Bestimmung der amino- und carboxylendstdndigen
Aminosiuren wurde in der beschriebenen Form an den Peptidenit:
Phe-Gly, Gly-Tyr, Ala-Gly, Glu-Gly, Val-Gly-Gly, Ala-Leu-Gly und
Gly-Ala-Gly im priparativen MaBstab unter Identifizierung der aus den
N-AS erhaltenen Aminohydantoine (Mischschmp.) und an den Peptiden
Phe-Gly, Lys-Val, Glu-Gly, Leu-Gly-Gly und Leu-Gly-Phe im Mikro-
malstab erprobt und lieferte in allen Fillen eindeutige Ergebnisse.

Dafl diese Methode prinzipiell nicht nur auf niedrige Peptide be-
schrénkt ist, konnten wir im Fall des krist. Enzyms Lysozym vom
Molgewicht 14900 zeigen, bei dem wir in Ubereinstimmung mit den von
anderen Autoren erhobenen Befunden als N-AS Lysin® und als C-AS
Leucin'®1® fanden.

5. Kombination mit dem Hydantoin-3-essigsdure-Abbau.

Wie eingangs schon erwihnt, kann das vorliegende Verfahren mit
einer frither beschriebenen Methode zum Peptidabbau®-%2, die ebenfalls

14 Fiir die Uberlassung von Peptiden sind wir Herrn Prof. Dr. F. Mietzsch,
Bayerwerke Elberfeld, und der Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, zu groflem
Dank verpilichtet.

5 W. A. Schroder, J. Amer. Chem. Soc. 74, 5118 (1952).
16 4. R. Thompson, Nature 169, 495 (1952).
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ihren Ausgang von den N-Carbalkoxy(Carbobenzoxy-)peptiden nimmt,
kombiniert werden und liefert in dieser Form AufschluB itber die Lage
von drei Aminosduren im Peptidverband. Die Abspaltung von 2 Amino-
sduren vom Aminoende als substituierte Hydantoin-3-essigsiure, die
dem erwihnten Abbau zugrunde liegt, ermdglichte bis jetzt nur in be-
stimmten Fillen die Ermittlung: der Reihenfolge dieser beiden Amino-
siuren’ und manchmal mit NaBH, auch die Bestimmung der C-ASS.
Durch den Hydrazinabbau werden nun diese Schwierigkeiten behoben,
und auch in Bezug auf andere Komplikationen erginzen sich die beiden
Methoden sehr gut. Lysylpeptide, die z. B. beim Hydantoin-3-essigsiure-
Abbau einige Schwierigkeiten verursachen?, lassen sich — wie erwihnt —
mit Hydrazin glatt bestimmen, und Glycylpeptide, bei denen Gly als
N-AS mit Hydrazin nur schwer gefunden werden kann, bieten beim
andern Abbau keinerlei Schwierigkeiten.

So ergibt sich also aus der Kenntnis von 3 Aminosiuren im Peptid-
verband, und zwar der N-AS, der ihr benachbarten und der C-AS im
Fall eines Tetrapeptides sofort die eindeutige Konstitution, wihrend
etwa die Moglichkeiten der Aminosiuresequenzen in einem aus fiinf
verschiedenen Aminosiuren aufgebauten Pentapeptid von 120 auf nur
mehr 2 eingeschrénkt werden.

Experimenteller Teil.
N-Chzo-pL- Phenylalanyl-glycin-dthylester.

9 g N-Cbzo-prL-Phenylalanin wurden in 35ml absol. Tetrahydrofuran
gelost, mit 6,8 g Tri-isoamylamin (1 Mol) versetzt und zur gekithlten Losung
(—10°) 3,2g (1 Mol) Chlorkohlenséure-athylester zugefiigt. Nach 10 Min.
wurde eine Losung von 3,1 g Glycin-sthylester (1 Mol) in 10 ml absol. Tetra-
hydrofuran zugetropft, wobei starke CO,-Entwicklung zu beobachten war.
Nach 12stiind. Stehen bei Zimmerternp. wurde von wenig Ungelostem
filtriert, mit 100 ml Wasser verdiinnt, mit HCl angesiuert und mehrfach
mit Essigester ausgeschiittelt. Die vereinigten Essigesterausziige lieferten
nach Wasehen mit 1 n HCl, H,0, Sodalésung und Wasser beim Eindampfen
im Vak. einen oligen Riickstand, der zwei Schichten bildete. Die obere
diinnflissige wurde abgegossen (1,9 g) und konnte als Tri-isoamylamin
identifiziert werden, wihrend die untere Schicht (11,6 g) beim Verreiben
mit Ather erstarrte. Ausbeute: 10 g (87% d. Th.) vom Schmp. 97 bis 101°7.
Zur Analyse wurde aus wenig Athanol umkristallisiert. Nadeln, Schmp. 101
bis 103°.

Cy H,,O;N,. Ber. N 7,29. Gef. N 7,18.

N-Chzo-pr- Phenylalanyl-glycin.
Zur Verseifung wurden 3,8 g Athylester in 40 ml Athanol gelost, mit
10 ml 1 n NaOH (1 Mol) versetzt und 2 Stdn. bei Zimmertemp. stehen gelassen.

17 Alle Schmelzpunkte dieser Arbeit wurden im Mikroschmelzpunkts-
apparat nach Kofler bestimmt.
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Hierauf wurde der Alkohol im Vak. abgedampft und der wéBr. Riickstand
angesiuert. Es fiel ein 01 aus, das bald erstarrte und sich aus Athanol um-
krist. lieB. Ausbeute: 8,2 g (909 d. Th.). Schmp. 157 bis 159°. (Die Litera-
tur'® gibt 158 bis 159° an.)

CioH,00N,. Ber. Aqu.-Gew. 356,4. Gef. Aqu.-Gew. 360 (Titr.).

Hydrazinsalz des Cbzo-Phe-Gly (V).

Wurde Cbzo-Phe-Gly (0,2 g) in 0,2 ml Hydrazinhydrat gelést und nach
2stind. Stehen bei Zimmertemp. im Vak. tber H,80, das Hydrazin ab-
gedampft, so konnten durch Umlésen aus absol. Athanol 0,2 g Hydrazinsalz
vom Schmp. 86 bis 105° gewonnen werden. Der Schmp. ist stark von der
A nheizgeschwindigkeit abhingig und liegt bei langsamem Anwirmen bei
101 bis 105°.

CoH,,O;N, - N,H,. Ber. N 14,43.

(CyoHp0O,N,),N,H,. Ber. N 11,28, Cef- N 12,77.

Beim Lésen in Wasser und Anséuern der Losung lieferte das Hydrazinsalz
wieder N-Cbzo-Phe-Gly.

N-Obzo-DL-Phenylalanyl-glycin-hydrazid (V1)

0,16 g Cbzo-Phe-Gly-dthylester wurden in 2ml absol. Athanol gelést,
mit 0,1 ml Hydrazinhydrat versetzt und iber Nacht bei Zimmertemp.
aufbewahrt. Nach dem Eindampfen im Vak. wurde der Riickstand 3mal
aus Athanol umkristallisiert. Schmp. 158 bis 161°.

C1oH,,0,N,. Ber. C 61,60, H 5,98. Gef. C 61,45, I 5,95.

Cbzo-Phe-Gly( -dthylester) + Hydrazinhydrat (bet 100°).

0,5 g des Cbzo-Peptides bzw. des Esters wurden in 0,7 ml Hydrazinhydrat
(10 Mol) geldst und 5 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Hierauf wurde
das Uberschiissige Hydrazin im Vak. abgedampft und der Rest im Exsikkator
tuber H,80, so weit als mdglich entfernt.

a) Cbzo-Phe-Gly: Die Hilfte des Ruckstandes wurde mit tiberschiissigem
Aceton 3 Stdn. gekocht, ein Teil davon papierchromatographiert, wobei nur
Glycin nachzuweisen war, und der Rest mehrfach aus Athanol umkristallisiert,
Schmp. 192 bis 194°. Mischschmp. mit der Di-isopropylidenverb? des
Phenylalanin-N-carbonsiure-dihydrazids (II, R; = Benzyl): 192 bis 194°.

Den Rest des Hydrazinriickstandes erhitzten wir mit 5 ml Wasser 10 Min.
zum Sieden und extrahierten anschlieBend die angesduerte Lésung mit
Ather im Apparat. Ausbeute: 0,095 g (669 d. Th.) vom Schmp. 185 bis 200°.
Nach 2maligem Umbkristallisieren aus Athanol lag der Schmp. bei 205 bis
206°. Im Mischschmp. mit dem Aminohydantoin des Phenylalanine (IV,
R, = Benzyl) ergab sich keine Depression.

b) Cbzo-Phe-Gly-ester: Hier wurde der ganze Hydrazinriickstand mit
Wasser verkocht und die Aufarbeitung wie unter a) angegeben durchgefiihrt.
Es wurden 0,17 g (649 d. Th.) 5-Benzyl-3-amino-hydantoin vom Schmp. 203
bis 205° erhalten, das nach Hydrolyse mit HCl (5 Stdn., 140°) im Papier-
ehromatogramm ausschlieflich Phenylalanin ergab.

8 F. W. Dunn und K. Dittmer, J. Biol. Chem. 188, 263 (1951).



H. 4/1954] Konstitutionsermittlung von Peptiden VII, 969

Cbzo-Phe-Gly(-dthylester) + Athanol-Hydrazinhydrat (bes 100°).

0,5 g Cbzo-Peptid bzw. Cbzo-Peptid-dthylester wurden in 7 ml absol
Athanol geldst, mit 0,7 ml Hydrazinhydrat (10 Mol) versetzt und 5 Stdn.
am siedenden Wasserbad unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Abdampfen
des Athanols und Hydrazins im Vak. wurde das restliche Hydrazin weit-
gehend im Schwefelsdure-Exsikkator entfernt.

a) Cbzo-Phe-Gly: In diesem Fall erhielten wir aus dem Riickstand durch
Umkristallisieren aus Athanol 0,3 g Hydrazinsalz, das beim langsamen An-
heizen von 99 bis 104° schmolz, nach Hydrolyse im Papierchromatogramm
Phenylalanin und Glyein zeigte und bei der Behandlung mit verd. Sidure
wieder Cbzo-Phe-Gly vom Schimp. 156 bis 158° lieferte.

b) Cbzo-Phe-Gly-cthylesterer: Aus dem Ester lieen sich 0,25 g Cbzo-Phe-
Gly-hydrazid gewinnen, das mit dem oben beschriebenen Produkt (VI) keine
Depression im Mischschmp. zeigte.

Darstellung der N-Cbzo- Peptide.

Die fiir den Hydrazinabbau notwendigen Cbzo-Peptide wurden auf
iibliche Weise durch Acylieren ihrer Na-Salze (1 n NaOI) bei 0° mit 1,2 Mol
Benzylchlorkohlensdureester und 1 n NaOH dargestellt. Hierauf wurde zur
Entfernung von iiberschiissigem Benzylchlorkohlensiureester mit Ather aus-
geschiittelt und mit HCl das Cbzo-Peptid gefdllt, bzw. wean es sich um
leichter I6sliche Verbindungen handelte, nach dem Ansfuern durch Aus-
schiitteln mit Essigester gewonnen.

Chbzo-pL-Val-Gly-Gly : aus Methanol-Wasser, Schmp. 180 bis 182°, C,;H,;0,N ,.
Aqu.-Gew. ber. 365, gef. 375.
Cbzo-DL-Ala-DL-Leu-Gly: aus Athanol, Schmp. 197 bis 199°, C,H,,0.N..
Aqu.-Gew. ber. 393, gef. 395.

Cbzo-Gly-pL-Ala-Gly : aus Athanol-Ather, Schmp. 150 bis 152°29, C, ;H,,O,N,.
Aqu.-Gew. ber. 337, gef. 341.

Abbau im praparativen. Mapstab.

Als Beispiel sei der Abbau von DL-Ala-DL-Leu-Qly etwas néher ausgefithrt:

0,2 g Cbzo-Ala-Leu-Gly wurden mit 0,5 ml Hydrazinhydrat 6 Stdn. am
siedenden Wasserbad erhitzt, das Hydrazin anschlieBend im Vakuum-
exsikkator tber H,80, abgedampft und der Riuckstand in 10 ml Wasser
gelost.

Bestimmung der C-AS: 1ml der wifir. Lésung wurde mit 1 Tropfen
Benzaldehyd geschiittelt und nach 10 Min. die Suspension zur Entfernung
von tiberschiissigem Benzaldehyd mit Ather ausgeschiittels. Hs wurde
filtriert und das Filtrat papierchromatographiert: Nur Glycin.

In einem andern Fall wurde wenig des vom f{iberschiissigen Hydrazin
befreiten Reaktionsproduktes mit 2 ml Aceton 1 Std. gekocht, der Abdampf-
riickstand in wenig Wasser aufgenommen und wieder chromatographiert.
Auch hier war nur Glyein vorhanden.

Bestimmung der N-AS: Die restlichen 9ml der wéBr. Losung wurden
20 Min. in einem offenen Xo6lbchen zum Sieden erhitzt, anschlieBend mit
HCl angesguert, 24 Stdn. mit Ather extrahiert und der Riickstand (0,025 g)
bei 0,01 Torr und 140 bis 150° im Kugelrohr destilliert. Nach Umkristallisieren

19 Lit. Schrp.: 145° [Th. Wieland und R. Sehring, Ann., Chem. 569, 122
(1950)].
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aus Athanol-Ather schmolz das Aminchydantoin von 134 bis 136° und zeigte
keine Depression im Mischschmp. mit dem 5-Methyl-3-amino-hydantoin
(IV, R; = CH,;). Nach Hydrolyse mit HOL bei 140° (5 Stdn.) lag im Papier-
chromatogramm nur Adlanin vor.

In analoger Weise konnten auch aus den Peptiden Ala-Gly und Val-Gly-Gly
die entsprechenden Aminohydantoine [IV, R; = CH; bzw. (CH,),CH] er-
halten und durch Mischschmp. und Hydrolyse identifiziert werden.

Abbau tm MikromapBstab.

0,020 g (0,04 m Mol) Cbzo-Leu-Gly-Phe wurden mit 0,2 ml Hydrazin-
hydrat 6 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt und nach Abdampfen des
Hydrazins der Riickstand in 5 ml Wasser aufgenommen. Ein Teil der wiBr.
Losung wurde direkt papierchromatographiert, wobei als primérer und
stirkster Fleck der des Phenylalanins auftrat. Daneben zeigten sich nach
einiger Zeit noch schwache verwaschene Flecken, die wahrscheinlich von
den Hydraziden herrithrten.

Der Rest der wafir. Losung wurde 20 Min. gekocht, angesduert und
48 Stdn. mit Ather extrahiert. Den Atherriickstand chromatographierten
wir, wie im allgemeinen Teil niéher beschrieben (S. 963 und Tabelle 2), und
erhielten dabei nur einen Fleck vom Rp-Wert des Leucin-Derivates (IV,
R; == (CH,),CHCH,). Aus einem Parallelchromatogramm wurde mit Wasser
eluiert, in einer Kapillare 5 Stdn. bei 140° hydrolysiert und erneut chromato-
graphiert, wobei nur Leucin vorlag.

Monobenzalverbindung des DL-Phenylalonin-hydrazides (VIII).

0,2 g pr-Phenylalanin-hydrazid® (Schmp. 82 bis 84°2%) wurden in 2 ml
Wasser gelost, mit 2n H,80, auf ein pH von 2 bis 3 gebracht und mit 0,5 g
(4 Mol) Benzaldehyd 10 Min. geschiittelt. AnschlieBend wurde zur Ent-
fernung von iiberschiissigem Benzaldehyd mit Ather mehrfach ausgeschiittelt
und die waBr. Losung, in der sich ein zahes O] befand, mit NaOH alkalisch
gemacht. Nach mehrstindigem Stehen auf Eis trat Kristallisation ein.
Ausbeute: 0,22 g (749, d. Th.). Aus Athanol, Schmp. 131 bis 133°

C6H,;ON,. Ber. C 71,88, H 6,41, Gef. C 71,35, I 6,19.

Dibenzalverbindung des DL-Phenylalonin-hydrazides (IX).

Wurden 0,2 g Phe-hydrazid in einer wafr. Losung (2 ml), die mit NaOH
auf ein pH von 8 bis 9 gebracht worden war, mit 0,5 g Benzaldehyd geschiittelt,
wobel das pH durch Laugezugabe aufrechterhalten wurde, so konnten nach
Aufarbeitung wie unter VIII beschrieben, 0,25 g (639 d. Th.) eines kristallinen
Niederschlages erhalten werden, der nach Umkristallisieren aus Athanol
{(Nadeln) von 140 bis 142° schmolz.

CpeHONy. Ber. C 77,71, H 5,96. Gef. C 77,36, H 5,92.

Abbau eines Glycyl- Peptides.

0,2 g Cbzo-Gly-pr-Ala-Gly wurden mit 0,5 g Hydrazinhydrat wie {iblich
(6 Stdn. 100°) behandelt. Der Rickstand wurde in 4 ml Wasser gelést,
mit 2n H,S0, angesduert und mit Benzaldehyd geschittelt, worauf bald

20 Im Gegensatz zu den Angaben von Akabor: und Mitarbeiterni®, die
fiir das Phe-hydrazid als Schmp. 123 bis 124° angeben.
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ein dichter Niederschlag ausfiel. Nach Entfernung des iiberschiissigen
Benzaldehyds mit Ather wurde abgesaugt und die wiBr. Lésung papier-
chromatographiert, wobei nur Glycin vorlag. Der Niederschlag wurde in
2 n H,80, suspendiert und mit Ather erschépfend extrahiert. Der Extrakt
lieB sich aus viel Athanol umkristallisieren und schmolz dann von 235 bis 238°.
Im Mischschmp. mit der Dibenzalverbindung des Glyein-N-carbonsiure-
dihydrazids® trat keine Depression ein. Nach energischer Hydrolyse (HCI,
5 Stdn., 140°) lag im Papierchromatogramm nur Glycin vor.

Auch im Gly-Tyr konnte das Gly auf analoge Weise bestimmt werden.

Abbau von Lysozym.

30 mg Cbzo-Lysozym? wurden mit 0,5 ml wasserfreiem Hydrazin 8 Stdn.
im siedenden Wasserbad erhitzt und anschlieBend das iiberschiissige Hydrazin
im Vakuumexsikkator entfernt.

Bestimmung der 0-AS.

a) Etwas des halbfesten Riickstandes wurde mit Aceton 2 Stdn. gekocht,
der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und papierchromatographiert,
wobei ein deutlicher Fleck von Leucin neben einigen schwachen verwaschenen
Streifen auftrat.

b) Der Rest des Hydrazinriickstandes wurde in 2 ml Wasser gelost und
0,5 m! davon mit Benzaldehyd geschiittelt. Nach iiblicher Reinigung mit
Ather wurde die wiBr. Mutterlauge chromatographiert und gab als einzige
Aminosiiure Leucin, wieder neben einigen verwaschenen sehr schwachen
Flecken.

Bestimmung der N-AS.

Die restliche wifr. Lésung (1,6 ml) wurde 20 Min. gekocht, mit HCI
angeséuert und 3 Tage im Apparat mit Ather extrahiert. Den Riickstand
chromatographierten wir in der beschriebenen Weise (s. 8. 963) und erhielten
einen schwachen Fleck mit dem Rp-Wert des &-Cbzo-Lysinderivates [IV,
R; = Cbzo - NH(CH,),]. Wurde aus einem Parallelchromatogramm dieser
Fleck mit Wasser eluiert und in einer Kapillare mit HCl (5 Stdn., 140°)
hydrolysiert, so lag im Papierchromatogramm nur Lysin vor.

Die Mikro-C-, H- und N-Analysen wurden von Herrn Dr. G. Kainz
im Mikrolaboratorium des IT. Chemischen Institutes ausgefiihrt.

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