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ZUSAMMENFASSUNG:

Synthetisch erhaltenes L-Tyrosyl-L-isoleucyl-glycyl-r-glutamyl-L-phenylalanin ist unter
der Wirkung von Pepsin zu einem plasteinartigen Polypeptid kondensierbar. Durch Ex-
tinktionsmessungen an der Dinitrophenylverbindung liefl sich dessen Polymerisationsgrad
zu 2 bis 3 bestimmen.

SUMMARY:

The pentapeptide L-tyrosyl-L-isoleucyl-glycyl-L-glutamyl-L-phenylalanine has been
synthesized and proved to be a monomer in the plastein reaction with pepsin as a catalyst.
The molecular weight of the plastein so formed was ~ 2250 as determined by UV spec-
trophotometry of its DNP-derivative.

Einleitung

Bei unseren Untersuchungen iiber die Plastein-Reaktion, einer enzy-
matisch katalysierten Polymerisation bestimmter Oligopeptide zu hoher-
molekularen Produkten (Plasteine), konnten wir vor kurzem einige defi-
nierte plasteinaktive Peptide aus WITTE-Pepton isolieren! 2. Eines davon,

H-Tyr—Heu—(Ghu, Gly, Phe)—(Glu, leu)—Phe - OH *%)
I

*) 1. Mitteilung vgl. 1.

**%) Wir verwenden die von M. GoopmaN und G. W. KENNER?) zur Formulierung von
Peptiden und Derivaten benutzten Abkiirzungen. Bei den hier beschriebenen Synthe-
sen handelt es sich immer um die 1-Formen der Aminosiuren.

1) TH. WIELAND, H. DETERMANN und E. ATBRECHT, Liebigs Ann. Chem. 633 (1960) 185,

2) Vortragsbericht H. DETERMANN, TH. WIELAND und O. Zipp, Chimia 14 (1960) 374.

%) M. GooomaN und G. W. KENNER, Advances Protein Chem. 12 (1957) 465.
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Untersuchungen iiber die Plasteinreaktion, IT

hat uns als natiirliches Vorbild zu Syntheseversuchen kiinstlicher Pla-
stein-Bausteine gedient. Wir haben das Pentapeptid
H:Tyr—Ileu—Gly—Glu—Phe -OH
|
II OH

synthetisiert und als plasteinaktiv befunden.,

Peptidsynthesen

Die Synthese erfolgte durch Zusammenfiigen des Tripeptids IIl¢ (Car-
bobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin) mit dem Dipeptid IVd (Glutamyl-
phenylalanin) nach der Methode der gemischten Anhydride®.

III Z Tyr—Ileu—Gly-OR, * v Rl-GhIx;Phe‘ORs
OR, OR,
Illa: R, = H, R, = CH, IVa: R, - Z, R, - C,H,, R, — pNBz *
Ilib: R, = Z, R, = CH, IVb: R, = Z, R, = Ry = Bz
Ille: R, = H, R, - H IVe: R, = Tos®, R, =R, = H

IVd: R, =R, = R, = H

Da der Glycingrundbaustein die Stelle der Aktivierung ist, scheidet hier
die Racemisierungsgefahr aus, die dann immer besteht, wenn optisch
aktive Peptide an ihrer Carboxylgruppe aktiviert werden®.

Zur Synthese des Tripeptides III¢c wurde Isoleucyl-glycin-methylester
entweder mit Di-carbobenzoxy-tyrosin® nach der Anhydridmethode oder
mit N-Carbobenzoxy-tyrosin-azid? gekuppelt. N-Carbobenzoxy-tyrosin®
ist schlecht zuginglich und hilt hartnickig Wasser fest, so dafl es bei
der Bildung eines unsymmetrischen Athylkohlensiure-Anhydrids schlech-
te Ausbeuten liefert. N-Carbobenzoxy-tyrosin-azid 148t sich gut itber das
Hydrazid aus dem Methylester herstellen, dieser wird durch partielle
Acylierung von freiem Tyrosin-methylester® - in Chloroform in Gegen-

*) Das Symbol Z gilt als Abkiirzung fiir den Carbobenzoxyrest, pNBz fiir den p-Nitro-
benzylrest und Tos fiir den Tosylrest, vgl. ?).

4 Tu. WieLanp und R. SEnRiNe, Liebigs Ann. Chem. 569 (1950) 122.

3 Vgl. z.B. H. Scawarz und F. M. Bumpus, J. Amer..chem. Soc. 81 (1959) 890.

% E. KatcuHALskI und M. SELA, J. Amer. chem. Soc. 75 (1953) 5284.

7)) H. ZanN und H.-E. MESSERKNECHT, Hoppe Seyler’s Z. physiol. Chem. 315 (1959) 228.

8) M. BERGMANN und L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65 (1932) 1192.

9 R. A. BoissoNNAs, St. GUTTMANN, P. A. JAQUENOUD und J. P. WALLER, Helv. chim.
Acta 38 (1955) 1491.
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H. DETERMANN und TH. WIELAND

wart von einem Aquivalent Tridthylamin mit Carbobenzoxychlorid er-
halten. Bei der alkalischen Verseifung von Illa entsteht die gleiche Sdure
ITIc wie aus der Dicarbobenzoxyverbindung IITb, da hier der am Sauer-
stoff gebundene Carbobenzoxy-Rest ebenfalls hydrolytisch abgespalten
wird.

Die glutaminsiurehaltige Dipeptidkomponente IV wurde in Form ver-
schiedener Derivate auf ihre Verwendbarkeit hin untersucht. Wir erhiel-
ten die beiden Ester IVa und IVb aus den Komponenten nach der An-
hydrid-Methode in kristallisierter Form in guten Ausbeuten. Da sich
aber einerseits der y-Athylester im endgiiltigen Pentapeptid schlecht ein-
deutig verseifen 1iBt19, andererseits die v-Benzylgruppe von IVh wegen
ihrer Sidurelabilitit'V beim Versuch der Abspaltung des Carbobenzoxy-
Restes mit Bromwasserstoff in Eisessig teilweise mit abgespalten wird,
sind beide Derivate nicht recht geeignet. Wir stellten deshalb «-Glutamyl-
phenylalanin (IVd) aus der Tosylverbindung 1V ¢ her, die sich sehr gut
aus Tosylpyrrolidoncarbonsiurechlorid® und freiem Phenylalanin ge-
winnen ldft; es ist hier nicht nétig, den Phenylalaninester zu verwen-
den!®. Nach der Abspaltung der Tosylgruppe mit Natrium in Ammoniak
fillt beim Aufarbeiten das freie Dipeptid (IVd) in Kristallen an. Deshalb
kann man sich das umstiéndliche Entfernen der in anderen Fillen!®) sto-
renden Sulfationen sparen. Das freie Peptid IVd entsteht auch aus IVb
durch kafalytische Hydrierung. :

Bei der Synthese des Pentapeptids II setzten wir wegen seiner guten
Zuginglichkeit das freie Dipeptid IVd in Form seines Dinatriumsalzes
ein, obwohl die Aufarbeitung des Synthese-Ansatzes hierdurch eischwert
werden muBite. Man verzichtete auf die Isolierung des geschiitzten Syn-
theseproduktes, entfernte den Carbobenzoxy-Rest mit Bromwasserstoff
in Eisessig und hatte nun unumgesetztes freies neutrales Tripeptid vom
freien sauren Pentapeptid zu trennen. Hierzu wurde der Ansatz einer
kontinuierlichen Elektrophorese im BECkMAN-Spince-Apparat CP unter-
worfen. Die sich sauber abtrennende anodische Komponente, von der wir
ca. 3 g isolierten, erwies sich durch Bausteinanalysel¥ und Endgruppen-
10) Vgl. z.B. A. R. BatrersBY und J. C. RoBINsoN, J. chem. Soc. [London] 1955, 259;

E. SonouEIMER und R. W. HoLLEY, J. Amer. chem. Soc. 76 (1954) 2467; P. SCHELLEN-

BERG und J. ULLricH, Chem. Ber. 92 (1959) 1276; 90 (1957) 700.

1) 7.B. H. Sacns und E. BRaND, J. Amer. chem. Soc. 75 (1953) 4610.
12) J. RUDINGER, Collect. Czechoslov. chem. Commun. 19 (1954) 365.

.13) J, RUDINGER, Collect. Czechoslov. chem. Commun. 19 (1954) 375.
1) K. ROWE, E. FERBER und H. FiscHER, Hoppe Seyler’s Z. physiol. Chem. 313 (1958) 174.
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Untersuchungen iiber die Plasteinreaktion. IT

bestimmung nach SANGER! als rein. Das freie Peptid 16st sich bei neu-
traler und stark saurer Reaktion in Wasser leicht auf, schwer dagegen im
pH-Bereich von 2 bis 4. Der tatsichlich zum Ziel fithrende Syntheseweg
ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tab. 1. Syntheseschema fiir das Pentapeptid I1

Z—| Ileu —.—OH H-| Gly |-O0CH,

Z—{ Tleu Gly |-OCH,

Di-Z—| Tyr |-OH H—l Ileu

Gly I—OCH3 Tos—{ Pyr |-Cl

H-| Phe |—OH

Di——Z—’ Tyr Ileu Gly l—-OCH3 Tos—l Glu Phe |——OH
Z—I Tyr . Tlen Gly I—OH H—l Glu Phe I—OH
H-{ Tyr Ileu Gly Glu Phe |-OH

Plastein- Reaktion

Kurz nach Zugabe von wenig Pepsin zu einer konzentrierten Losung
des Peptids beginnt bei 37°C und pyg 5 ein dichter Niederschlag auszu-
fallen. Nach zwolfstiindiger Inkubation werden ca. 30 9, Plastein durch
Zentrifugieren gewonnen und ebenso wie der Uberstand genauer unter-
sucht. Wie bei der Plastein-Bildung aus natiirlichen Vorstufen? findet
auch hier die Reaktion ohne Transpeptidierung, also unter Wasserabspal-
tung statt. Das isolierte Plastein zeigt nach Hydrolyse mit Salzsiure die-
selbe Aminosiurezusammensetzung!? wie sein Monomeres, wihrend der
Uberstand nur nicht umgesetztes Pentapeptid, jedoch keine Spaltpro-
dukte enthilt.

Das Plastein ist in Wasser so gut wie unldslich, durch Zusatz von Na-
tronlauge geht es in Losung und 148t sich nun gegen viel Wasser dialy-
sieren, ohne wieder auszufallen. Im Schlauch liegt jetzt eine neutrale
Lésung des Natriumsalzes vor, aus welcher durch verdiinnte Siure die

15) Ubersicht: G. B1serTE, J. W. HoLLEMAN, J. HorLEMAN-DEHOVE und P. SAUTIERE, J.
Chromatography 2 (1959) 225.
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schwerldsliche protonisierte Form ausfillt. Die klare Losung des Na-
triumsalzes wurde bei der Herstellung eines Dinitrophenyl-(DNP)-Deri-
vates beniitzt, das wir zur Bestimmung des Molekulargewichtes benstig-
ten. Die Hydrolyse mit Salzsdure in Eisessig ergibt daraus aufler den vier
anderen Aminosduren (im erwarteten Verhiltnis)® O-DNP-Tyrosin aus
der Kette und N,0-Di-DNP-Tyrosin vom Aminoende.

Bestimmung des durchschnittlichen Polymerisationsgrades

Zur Molekulargewichtsbestimmung kann man die Konzentration des
O-DNP-Tyrosins mit der des N,0-Di-DNP-Tyrosins im Hydrolysat des
dinitrophenylierten Plasteins vergleichen. Hierzu beniitzten wir die Mes-
sung der Extinktion im Bereich von 250 bis 400 my in 99 9%iger Ameisen-
sdure. Die Spektren der beiden reinen Verbindungen sind in Abb. 1 wie-
dergegeben, sie iiberlappen sich im ultravioletten Bereich. Bei 290 my
hat die Di-DNP-Verbindung (Kreuze) ein flaches Minimum und bei
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Abb. 1. Absorptionsspektren von 10-¢ m N,0-Di-DNP-Tyrosin
(=% —) und von 2:10-4 m O-DNP-Tyrosin (—0—) in 99 %iger Ameisensiure.
Abszisse: Wellenldnge in my, Ordinate: Ig I/I

335 myp. ein ebensolches Maximum, wihrend die Mono-DNP-Verbindung
(Kreise) bei 290 mu ein ausgeprigtes Maximum besitzt und bei 335 my.
nur wenig absorbiert. Die beiden Wellenléingen sind also zur Konzentra-
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Untersuchungen iiber die Plasteinreaktion. 1I

tionsbestimmung nach dem Zweikomponentenverfahrenl® 1 geeignet.
Man findet die Konzentration beider DNP-Verbindungen aus den Glei-
chungen (1)

(16,4 E2%0_15,1 E3%)-10-5 (1)

I

Cm
Cp

I

(12,4 E3%5 4,5 E290)-10-5

wobei E2% und E335 die Extinktionen bei den bezeichneten Wellenlingen
darstellen und die molare Konzentration von O-DNP-Tyrosin bzw. N,0-
Di-DNP-Tyrosin mit Cy bzw. Cp bezeichnet wird. Die Zahlenkonstanten
sind aus den molaren Extinktionskoeffizienten der beiden reinen Ana-
lysensubstanzen errechnet worden, nachdem diese den gleichen Bedin-
gungen wie bei der Hydrolyse von dinitrophenyliertem Plastein ausge-
setzt gewesen sind. Wir haben uns von der Brauchbarkeit des Verfahrens
dadurch iiberzeugt, daBl wir bekannte Mischungen der Komponenten
,,hydrolysierten* und danach auf dem beschriebenen optischen Weg ihre
Zusammensetzung nachpriiften. Dabei ergaben sich Werte, wie sie in
Tabelle 2 zusammengestellt sind.

Tab. 2. Vergleich der nach Gl. (1) errechneten Konzentrationen Cp und Cp,
mit der Einwaage.

Gemisch Cp -105 [Mol/1) Cp -10% [Mol/1]
berechnet Ieingewogen berechnet |eingewogen

A 3,0 3,2 8,0 7,9

B 4,9 4,9 4,5 4,7

c 7.8 8,1 3,3 3,2

Im Falle des Hydrolysats vom obigen DNP-Plastein betrug das Ver-
hiltnis Cp: Cp = 1,3, bei einem parallel hergestellten Plastein 1,5. Da
der Polymerisationsgrad n mit diesem Verhiltnis nach

Cm_ @)
"= e

zusammenhingt, ergibt sich fiir das erste totalsynthetische Plastein
n = 2,3 bzw. 2,5.

Dieser Wert wurde auch bei einer zweiten, unabhingigen optischen
Messung erhalten. Wie aus Abb.1 hervorgeht, absorbiert bei 400 my.
nur der N-DNP-Anteil des dinitrophenylierten Tyrosins, also nur der an

19 G. H. BEavEN und E. R. HoripAY, Advances Protein Chem. 7 (1952) 369.
1) E. R. Farrze und H. ZABN, Z. analyt. Chem. 162 (1958) 414.
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der Aminoendgruppe befindliche DNP-Rest, wihrend O-DNP-Gruppen
hier unsichtbar bleiben. Man erhilt also eine Aussage iiber das Molekular-
gewicht (M) durch Vergleich der Absorption (E) gewogener Mengen
DNP-Plastein mit derjenigen des DNP-Monomeren. Es gilt

400 .
EMonomer Cplastein [g/l] 3)

Mplastein = 7400 .
Eplastein CMonomer [MOI-/I]

In unserem Fall resultiert ein Molekulargewicht von 2250, was einem
Polymerisationsgrad von 2,6 entspricht.

Diskussion

Durch die geschilderten Befunde ist noch einmal sichergestellt, dal der
Zusammentritt der Pentapeptid-Molekiile in Gegenwart von Pepsin un-
ter Abspaltung von Wasser erfolgt. Das Auftreten von O-DNP-Tyrosin
im Hydrolysat zeigt deutlich, daB die Kopfaminosiure des Monomeren
im Plastein Peptid-gebunden vorliegt. Der relativ niedere Polymerisa-
tionsgrad erklirt sich durch die enorme Schwerldslichkeit der Oligomeren.
Es wird daher nétig sein, Plasteinbausteine mit hydrophilen Gruppen
herzustellen, um vielleicht hohermolekulare Plasteine zu erhalten. Eine
andere Moglichkeit, um aus dem Bereich der Schwerléslichkeit herauszu-
kommen, ist die Wahl eines anderen py-Wertes bei der Polymerisation.
Dann kann jedoch nicht mehr mit Pepsin gearbeitet werden. Es wurde
deshalb am beschriebenen Pentapeptid die Einwirkung von Chymotryp-
sin bei py 8,3 betrachtet und gefunden, daB auch hier die Bildung eines
Plasteins erfolgt, das aber in Losung bleibt. Uber seine Eigenschaften soll
spiiter berichtet werden.

Versuchsteil ®)

L. Peptidsynthesen

Tripeptidkomponente
1. Carbobenzoxy-isoleucyl-glycin-methylester; Z-Ileu-Gly - OCH,

13,5 g (0,05 M) Carbobenzoxy-isoleucin werden mit 15 ccm (0,11 M) Tridthylamin in
250 cem trockenem Tetrahydrofuran unter Riihren und Feuchtigkeitsausschluf bei —4.°C
tropfenweise mit 4,7 ccm Chlorameisensaureithylester versetzt und unter Abscheidung von
Triathylammoniumhydrochlorid in das gemischte Anhydrid iibergefiihrt, dessen Bildung

*) Alle Synthesen wurden mit L-Aminosduren durchgefiihrt. Die Schmelzpunkte wurden
im Kupferblock bestimmt und nicht korrigiert. Alle Substanzen wurden durch Papier-
elektrophorese auf ihre Reinheit gepriift, notfalls wurde vorher die Carbobenzoxy-
gruppe partiell hydrolysiert.
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Untersuchungen iiber die Plasteinreaktion. IT

nach 20 Min. bei —4°C abgeschlossen ist. Daraufhin wird eine vorgekiihlte Losung von
6,25 g (0,05 M) Glycinmethylester-hydrochlorid in 50 ccm Wasser in einem Gufl zu dem
Ansatz hinzugefiigt, die Eis-Kochsalz-Mischung entfernt und das Gemisch unter weiterem
Riihren auf Zimmertemperatur kommen lassen. Beim Abdestillieren des Tetrahydrofurans
scheidet sich der Carbobenzoxydipeptid-ester fest ab, er wird mit Wasser, 5 %igem NaHCO,,
1 n HCl und wieder mit Wasser neutral gewaschen. Nach dem Trocknen und Umkristalli-
sieren aus 100 ccm Essigester werden 12,5 g (759, d.Th.) Carbobenzoxy-isoleucylglycin-
methylester vom Schmp. 128—130°C erhalten. Analysenpriparat (aus Essigester) Schmp.
131°C.
Analyse: Ci;H,,O;,N, (M = 336,4) Ber. C 60,70 H 7,19 N 8,33
Gef. C60,64 H 7,11 N 8,43

2. Hydrochlorid vom Isoleucyl-glycin-methylester; HCl-H-Ileu-Gly - OCH,
12,5 g der Carbobenzoxyverbindung werden in 300 ccm absol. Methanol, das 25 cem
6 n methanolische HCl enthilt, mit Pd-Mohr aus 1 g PdCl, bei 40 °C unter heftiger Durch-
mischung mit einem Vibro-Mischer im Wasserstoffstrom innerhalb weniger Stdn. hydriert.
Beim Eindampfen der filtrierten Losung hinterbleibt das Esterhydrochlorid als Kristall-
kuchea. Auflésen in trockenem Methanol und Ausfillen mit ebensolchem Ather liefert
8,0 g (909 d.Th.) Isoleucyl-glycin-methylester als Hydrochlorid vom Schmp. 175°C
(Zers.).
Analyse: C,H,,0;N,Cl (M = 238,7) Ber. C45,28 H 8,02 N 11,73
Gef. C 45,27 H 8,40 N 10,98

3. Carbobenzoxy-tyrosin-hydrazid; Z-Tyr - NHNH,

13,5 g (0,07 M) freier Tyro~in-methylester®:5 werden in 200 ccm Chloroform aufge-
schlimmt und unter Vibrieren bei 0—5 °C tropfenweise mit 10,0 ccm (0,07 M) Tridthylamin
und 12,0 g (0,07 M) Carbobenzoxychlorid versetzt, wobei sich das Gemisch allmihlich
kldrt. Nach 1 Stde. bei Zimmertemperatur wird das Losungsmittel abdestilliert und der
Riickstand in Essigester/Wasser aufgenommen. Die Essigester-Schicht wird mit 59%igem
NaHCO,, 1 n HCl und Wasser sorgfaltig neutral gewaschen, getrocknet und i.Vak. ein-
gedampft. Das klare Ol wird in 40 ccm Methanol gelost und mit 7,0 g 100 %igem Hydrazin-
hydrat versetzt. Der sich iiber Nacht bei Zimmertemperatur abscheidende Kristallkuchen
wird abgepref3t, mit Methanol kalt gewaschen und aus 1,2 1 Methanol umkristallisiert. Die
Gesamtausbeute iiber beide Stufen (Carbobenzoxylierung und Hydrazinolyse) betrigt
609% d.Th., Schmp. 218°C.

Analyse: C,H,,0,N; (M = 329,4) Ber. N 12,76 Gef. N 12,62

4. Di-carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin-methylester (I1Ib); Di-Z- Tyr-Ileu-Gly -OCH,
6,3 g (0,014 M) Di-carbobenzoxy-tyrosin® werden mit 4 cem (0,028 M) Triathylamin
und 1,3 cem (0,014 M) Chlorameisensidureithylester in 75 ccm Tetrahydrofuran in der bei
1. beschriebenen Weise in das gemischte Anhydrid iiberfiihrt. Dieses wird ebenso mit 3,33 g
(0,014 M) Isoleucyl-glycin-methylester als Hydrochlorid in 10 ccm Wasser aminolytisch
aufgespalten. Nach der gleichen Aufarbeitung 1d8t sich das Produkt noch wasserfeucht aus
ca. 250 ccm Methanol umkristallisieren, und man erhilt 4,6 g (529, d.Th.) Di-carbobenz-
oxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin-methylester (IIIb) vom Schmp. 203—205 °C. Analysenpripa-
rat (aus Methanol) Schmp. 206 °C,
Analyse: Cg,HgON; (M = 633,7) Ber. C 64,44 H 6,20 N 6,63
Gef. C 64,33 H 6,21 N 6,80
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5. Carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin-methylester (Illa); Z-Tyr-Ileu-Gly - OCH,4

9,9 g (0,03 M) Carbobenzoxy-tyrosin-hydrazid fithrt man in einem Gemisch aus 130 ccm
konz. HCl und 650 ccm Wasser bei —5 °C mit 2,4 g (0,03 M) NaNO, in wenig Wasser ins
Azid iiber. Nach 5 Min. wird das Azid?) — immer bei 0°C — abgesaugt, in 100 cem Essig-
ester gelost und dort mit eiskalter 5 %iger NaHCO;-Losung und Eiswasser gewaschen. Man
gibt in der Kilte za dem kurz mit Natriumsulfat getrockneten Essigester eine gekiihlte
Chloroform-Lésung von 7,2 g (0,03 M) Isoleucyl-glycin-methylester als Hydrochlorid, die
vorher mit 4,2 ccm (0,03 M) Tridthylamin versetzt war und stellt fiir 24 Stdn. in den Eis-
schrank. Nach weiteren 24 Stdn. bei Zimmertemperatur haben sich 10,0 g (669, d.Th.)
Carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin-methylester (IIIa) fest abgeschieden, die abge-
saugt und in der beschriebenen Weise auf neutrale Reaktion hin aufgearbeitet werden
(Schmp. 198 °C). Beim Umlésen aus Methanol wird keine deutliche Kristallisation und kein
eindeutiger Schmp. des Niederschlags gefunden, daher wurde das Rohprodukt direkt zur
Alkaliverseifung eingesetzt.

6. Carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin (Illc); Z-Tyr-lieu-Gly -OH

7,0 g (0,014 M) Carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin-methylester (IIIa, Rohprodukt)
werden in 300 ccm Aceton gelost. Dazu gibt man bei Zimmertemperatur wihrend 30 Min.
unter Vibrieren portionsweise insgesamt 25 ccm 1 n NaOH, 16st mit 100 ccm Wasser das
ausgeschiedene Natriumsalz und ldft mit weiteren 10 ccm 1 n NaOH eine Stde. stehen.
Nach dem Abdestillieren des Acetons i. Vak. wird mit 50 ccm 2 n HCI angeséduert, und die
abgeschiedenen Flocken werden durch leichtes Erwirmen und Schiitteln in 500 ccm Essig-
ester aufgenommen. Die mit Wasser neutral gewaschene Essigester-Losung wird zweimal
mit 150 cem 59%iger KHCO, ausgezogen und die Bicarbonatphase nach Waschen mit
frischem Essigester mit konz. HCl angeséduert. Die Siaure scheidet sich in Flocken ab, wird
auf der Nutsche neutral gewaschen und noch feucht aus 500 ccm 96 %igem Athanol um-
kristallisiert. Man erhilt 5,5 g (819 d.Th.) Carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin (IIIc)
vom Schmp. 236 °C. Analysenpriparat (aus wassergesittigtem Essigester) Schmp. 238 °C.

Analyse: C,HjO,N; (M = 485,5) Ber. C61,84 H 6,44 N 8,66
Gef. C61,53 H 6,37 N 8,58

Aus dem Di-carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin-methylester (IIIb) wird unter &hn-
lichen Bedingungen die gleiche Séure IIlc in etwas geringerer Ausbeute erhalten.

Dipeptidkomponente

7. Carbobenzoxy-a-glutamyl-(y-dthylester)-phenylalanin-p-nitrobenzylester (IVa);

Z - Glu(y-OEt)-Phe - OpNBz

Wie unter 1. beschrichen, wird aus 3,09 g (0,01 M) Carbobenzoxyglutaminsaure-y-
dthylester!®), 2,8 cem (0,02 M) Tridthylamin und 0,95 cem (0,01 M) Chlorameisenséure-
dthylester in 50 ccm Tetrahydrofuran eine Losung des gemischten Anhydrids bereitet, die
dann ebenso mit 3,81 g (0,01 M) Hydrobromid von Phenylalanin-nitrobenzylester’® in

18) B. HeGEDUs, Helv. chim. Acta 31 (1948) 737.
19) H. ScawARz und K. ARAKAWA, J. Amer. chem. Soc. 81 (1959) 5691.
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Wasser versetzt wird. Der nach Abdestillieren des Tetrahydrofurans (i.Vak.) hinterblei-
bende Riickstand wird in Essigester 10 mal mit verd. HCl (Phenylalanin-nitrobenzylester
ist in verd. Sdure schlecht 16slich), anschlieend schnell zweimal mit 5%iger NaHCO; und
dann mit Wasser neutral gewaschen. Umkristallisieren des Essigester-Riickstandes mit
wiilrigem Methanol liefert 4,1 g (709, d.Th.) Carbobenzoxy-a-glutamyl-(y-dthylester)-
phenylalanin-p-nitrobenzylester (IVa) vom Schmp. 111-113°C. Analysenpriparat (aus
walrigem Methanol) Schmp. 115°C.
Analyse: C3H,;,0,N, (M = 591,6) Ber. € 62,93 H 5,62 N 7,10
Gef. C63,13 H 5,55 N 7,20

8. Carbobenzoxy-«-glutamyl-(y-benzylester)-phenylalanin-benzylester (IVb);
Z-Glu(y-OBz)-Phe - OBz
3,7g (0,01 M) Carbobenzoxy-glutaminsiure-y-benzylester?®) werden, wie bei 1. be-
schrieben, mit 2,9 g (0,01 M) Phenylalanin-benzylester-HCl mit Hilfe von 2,8 ccm (0,02 M)
Tridthylamin und 0,95 ccm (0,01 M) Chlorameisenséiure-ithylester gekuppelt. Zur Auf-
arbeitung wird in Essigester aufgenommen, mit Siure, Bicarbonatlosung und Wasser ge-
waschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Beim Versetzen mit Petrolither
erhilt maa 3,65 ¢ (609 d.Th.) Carbobenzoxy-x-glutamyl-(y-benzylester)-phenylalanin-
benzylester (IVb) vom Schmp. 116117 °C, Analysenpriparat (aus Essigester/Petrolather)
Schmp. 121°C.
Analyse: C3sHyzO,N, (M = 608,8) Ber. €71,03 H 5,96 N 4,60
Gef. C70,95 H 5,63 N 4,81

9. Tosyl-z-glutamyl-phenylalanin (IVc); Tos: Glu(y-OH)-Phe OH
3,0 g (0,01 M) Tosyl-pyrrolidoncarbonsiurechlorid!?) werden in 10 cem Tetrahydro-
furan gelést und mit 30 ccm Ather vermischt. Diese Losung wird mit 1,65 g (0,01 M) Phe-
nylalanin in 15 cerm 2 n NaOH auf der Maschine 2 Stdn. geschiittelt. Danach zieht man
die organische Phase mit 5 ccm 2 n NaOH aus, wischt die vereinigten alkalischen Losun-
gen mit Ather und erhalt beim Ansiuern mit konz. HCl ein beim Reiben erstarrendes OL.
Die Masse wird in 10 ccm 2 n NaOH aufgelost, angesiuert und geimpft, wobei sich sofort
Tosyl-a-glutamyl-phenylalanin (IVc) mikrokristallin abscheidet. Die Ausbeute betrigt
3,55 g (809 d.Th.) an leicht gelbem Rohprodukt vom Schmp. 204—206 °C. Weiteres Um-
kristallisieren ist verlustreich und liefert aus sehr wenig Athanol 2,5 g (559, d.Th.) derbe
Kristalle vom Schmp. 206—-207 °C. Analysenpriparat (aus Isopropanol) Schmp. 208 °C.
Analyse: C,,H,,0,N,S (M = 448,42) Ber. C 56,24 H 5,39 N 6,15 S 7,14
Gef. C 56,48 H 5,38 N 6,25 S 7,00

10. a-Glutamyl-phenylalanin (IVd); H-Glu(y-OH)-Phe OH

1,8 g (0,004 M) Tosyl-u-glutamyl-phenylalanin werden im 250-ccm-Kolben in 100 cem
trockenem, fliissigen Ammoniak gelost und unter Feuchtigkeitsausschlul und intensivem
Vibrieren mit im ganzen ca. 600 mg Natriummetall in 10 Portionen bis zur 3 Min. bleiben-
den Blaufirbung versetzt. Hierbei wird mit der neuen Zugabe jeweils gewartet, bis die vor-
herige Blaufirbung verschwunden ist. AnschlieBend wird mit 12 g trockenem Kationen-
austauscher®) in der NH,*-Form (Dowex 50X 4, 200—400 mesh) entfirbt, das Ammoniak
verdunsten gelassen und der Kolbeninhalt zuletzt 15 Stdn. i. Vak. ithber Schwefelsiure auf-
bewahrt. Den wiBrigen Extrakt des Austauschers neutralisiert man mit Eisessig und engt
ihn i. Vak. auf 20 bis 30 ccm ein. Die Ausscheidung des Dipeptids in Drusen 1i8t sich durch

20} W. E. HANBY, S. G. WALEY und J. WATsON, J. chem. Soc. [London] 1950, 3239.
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Zugabe von Eisessig (bis px 4,5) vervollkommnen, nach Waschen mit wenig kaltem Was-
ser erhilt man 900 mg (759% d.Th.) «-Glutamyl-phenylalanin (IVd) vom Schmp. 196 °C.
Analysenpriaparat (aus Wasser) Schmp. 196 °C.
Analyse: C,,H,;O;N, (M = 294,3) Ber. C57,13 H6,17 N 9,52
Gef. C57,30 H6,17 N 9,33
In gréBeren Ansitzen war die Ausbeute immer deutlich geringer. Das gleiche freie Di-
peptid (IVd) wurde durch Hydrogenolyse — éhnlich wie bei 2. — von Carbobenzoxy-a-
glutamyl-(y-benzylester)-phenylalanin-benzylester (IVb) in 909, Ausbeute gewonnen.

Pentapeptid
11. Tyrosyl-isoleucyl-glycyl-a-glutamyl-phenylalanin (I1); H-Tyr-Ileu-Gly-Glu-Phe-OH

In 50 com Tetrahydrofuran wird, wie bei 1. beschrieben, aus 3,4 g (0,007 M) Carbo-
benzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycin (IIlc), 1,0 cem (0,007 M) Tridthylamin und 0,67 cem
(0,007 M) Chlorameisensdureithylester das gemischte Anhydrid bereitet und mit einer
Losung ven 2,06 g (0,007 M) a-Glutamylphenylalanin (IVd) in 30 cem 0,5 n NaOH amino-
lytisch aufgespalten. Nach dem Verjagen des Tetrahydrofurans i. Vak. bleibt eine gallert-
artig getriibte Losung der Natriumsalze zuriick, die auch durch weitere Lauge und leichtes
Erwiérmen nicht gekliart werden kann. Deshalb wird sie sofort angesiuert und das sich in
Flocken abscheidende Rohprodukt abgesaugt und mit Wasser neutral gewaschen. Nach
dem Trocknen erhilt man 4,0 g Carbobenzoxy-tyrosyl-isoleucyl-glycyl-a-glutamyl-phenyl-
alanin, verunreinigt mit Carbobenzoxy-tripeptid, als weiles Pulver. Reinigungsversuche
blieben erfolglos. Daher wurden 800 mg des trockenen Rohproduktes in 5 cem 59%igem
Bromwasserstoff in Eisessig gelost und die Hydrobromide nach 10 Min. mit Ather ausge-
fallt. Aus dem erhaltenen Ol entfernt man i. Vak. iiber festem Kaliumhydroxyd den Uber-
schul Bromwasserstoff und den Eisessig und 16st es in 75 ccm Wasser, stellt den pg-Wert
mit 2 n NaOH auf 6,5 ein und gibt das Gemisch kontinuierlich iiber 40 Stdn, auf das BEck-
MAN-Spinco-Elektrophorese-Geriat CP (pm 6,5; 950 V; 30 mA). Die Ausbeute an reinem,
freien Pentapeptid (leicht gelbes Pulver) betrigt ca. 309, d.Th., berechnet auf die einge-
setzte Tripeptidkomponente. Die papierelektrophoretische und papierchromatographische
Untersuchung in verschiedenen Puffern bzw. Losungsmittelsystemen sowie die Baustein-
analyse mit Hilfe des Spinco-Analytrols14:1) sprechen fiir das Vorliegen eines einheitlichen
Peptids. Die Totalhydrolyse der Di-DNP-Verbindung ergibt nur Di-DNP-Tyrosin und die
4 freien Aminosiuren im gleichen Verhiltnis.
12. N,0-Di-DNP-Tyrosyl-isoleucyl-glycyl-a-glutamyl-phenylalanin15) ; N,0-Di-DNP-Tyr-

Ileu-Gly-Glu-Phe - OH

100 mg freies Pentapeptid werden in 10 ccm 50 %jiges Athanol mit 100 mg Fluordinitro-
benzol und 0,2 cem Tridthylamin versetzt, eine Stde. im Dunkeln aufbewahrt, im Exsik-
kator eingedampft, mit Petrolither/Ather (1:1) digeriert und durch Zentrifugieren solange
mit Essigester ausgewaschen, bis nichts Gelbes mehr in Losung geht. Das pulvrige Tridthyl-
ammoniumsalz 1dBt sich mit verd. Salzsiure zerlegen, und das DNP-Peptid lost sich jetzt
in Essigester, in dem es neutral gewaschen, getrocknet und daraus anschlieSend mit
Petrolither als zitronengelbes Pulver ausgefillt werden kann. Einerseits zeigt die Papier-
chromatographie in n-Butanol/Ammoniak (Ry < 0,1) das Fehlen von Dinitrophenol und
anderen DNP-Verbindungen, andererseits enthilt das Totalhydrolysat lediglich N,0-Di-
DNP-Tyrosin und keinerlei Tyrosin bei den freien Aminosduren, was als Beweis fiir die
Reinheit des DNP-Derivates gilt.

) J. M. SwAN und V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 76 (1954) 3110.
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Untersuchungen iiber die Plasteinreaktion. IT

I1. Plasteinreaktion

1. Plastein-Synthese?)

100 mg Pentapeptid werden in 0,2 ccm Wasser mit winzigen Tropfen 2 n HCl auf pg 5,0
eingestellt und mit einer Spur (<C 1 mg) krist. Pepsin versetzt. Nach 15 Stdn. bei 37°C
wird das Enzym durch 10 Min. Erhitzen auf 80 °C denaturiert und das ausgefallene Plastein
7mal mit viel Wasser und anschlieBend 2mal mit Aceton gewaschen. Ausbeute ca. 35 mg
getrocknetes Produkt. Das Pulver wird in 0,1 n NaOH gelost und gegen viel Wasser dialy-
siert. Die innere, klare Losung erreicht dann einen pp-Wert von 7,6. Das Plastein fallt
erst bei Dialyse gegen verd. Sdure wieder aus und kann durch Zentrifugieren gesammelt
werden, nachdem die Suspension vorher wieder durch Dialyse gegen Wasser neutralisiert
worden war (Ausbeute 30 mg).

2. Dinitrophenylierung des Plasteins

Die klare, dialysierte Losang von 30 mg Plastein-Natriumsalz in 5 ccm Wasser wird
unter intensivem Riihren mit je 1 Tropfen Dinitrofluorbenzol und Tridthylamin versetzt.
Wihrend 1 Stde. wird der pa-Wert bei 8,5 bis 9,0 gehalten, wobei das Natriumsalz des
DNP-Plasteins langsam ausfalit. Die Suspension wird mit 2 n HCl angesduert und die
flockige Abscheidung durch Zentrifugieren mit Wasser, Methanol, Essigester und Ather
sorgfiltig ausgewaschen. Das trockene, ockergelbe Pulver 16st sich leicht in 99 % iger Amei-
sensdure und ist daraus mit Wasser fillbar. Die so erhaltene, voluminése Fillung wird in
der beschriebenen Weise ausgewaschen und getrocknet (Ausbeute 30 mg).

3. Zur Bestimmung des Polymerisationsgrades

Die fiir die Molekulargewichtsbestimmang nach Gl. (1) und (2) bzw. (3) erforderlichen
Messungen der UV-Absorption von DNP-Verbindungen wurden in l-em-Kiivetten mit
Hilfe des BEckman DK 2 durchgefiihrt. Dazu loste man die Proben — moglichst 8-10-5m
— in 99%iger Ameisensdure. N,0-Di-DNP-Tyrosin war nach LEvy und CEHUNGZ? und
O-DNP-Tyrosin — vgl. 1) — durch Dinitrophenylierung von N-Carbobenzoxy-tyrosin und
anschlieBende Partialhydrolyse mit Bromwasserstoff in Eisessig gewonnen worden. Zur
Totalhydrolyse wurden die Proben in einem Gemisch aus Eisessig und konz. HCI (1:1) im
zugeschmolzenen Rohr 15 Stdn. bei 110 °C aufbewahrt. AnschlieBend wurde im Exsikkator
getrocknet und in Ameisensiure aufgenommen. Fiir die dekadischen molaren Extinktions-
koeffizienten wurde bei O-DNP-Tyrosin e}}’ = 9180 und £}f = 3320 sowie bei N,0-Di-
DNP-Tyrosin €}’ = 11180 und eff* = 12110 mit der Dimension [I/Mol] unter den ge-
nannten Bedingungen gefunden. Aus diesen Werten errechnen sich nach dem LAMBERT-
BeERschen Gesetz!®) die Konstanten der Gl. (1).

Wir danken der DEuTscHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT und dem
Fonps pER CaEMISCHEN INDUSTRIE fir die groBziigige Unterstiitzung
dieser Arbeit durch Sachbeihilfen.

22) A.L. Levy und D. CHUNG, J. Amer. chem. Soc. 77 (1955) 2899.

323



