Ozon

Uber den Ozon-Gehalt der Atmosphdre existiert eine aus-
gedehnte Literatur. Wie wir heute genau wissen, entsteht das
Ozon dadurch, daB der Sauerstoff der Atmosphdre durch das
ultraviolette Licht in seine Atome gespalten wird. Diese Atome
lagern sich im DreierstoB an Sauerstoff an, unter Bildung von
Ozon. Das Ozon seinerseits wird sowohl durch ultraviolettes
Licht in der Gegend von 2500 A, in welcher das Ozon ein Ab-
sorptionsmaximum besitzt, wieder gespalten, aber auch im nahen
Ultraviolett. Sogar durch langwelliges Licht wird Ozon in Sauer-
stoff und Sauerstoffatome gespalten. Die Bindungsfestigkeit in
der Ozon-Molekel zwischen dem Sauerstoff-Atom und der Sauer-
stoff-Molekel betrigt iibrigens nur 24 Kcal. In der Atmosphére
spielt sich eine stationire Ozon-Konzentration ein, da einerseits
dauernd Sauerstoff-Atome gebildet werden, die AnlaB zur Ozon-
bildung geben, andererseits zugleich Sauerstoff-Atome Ozon
angreifen konnen, unter Bildung von 2 Sauerstoff-Molekein. Es
héngt von dern Druck-, Temperatur- und Konzentrationsverhait-
nissen ab, wie Ozon-Bildung und Ozon-Zersetzung sich zueinan-
der verhalten. Wie Experiment und Theorie zeigen, ist in etwa
40 km Hghe ein Maximum der Ozon-Konzentration vorhanden.
Das Aquivalent des gesamten Ozons in der Atmosphire entspricht
einer Schichtlinge von einigen Millimetern unter Normalbedin-
gungen. Die Ozon-Konzentration ist in unmittelbarer Erdboden-
ndhe auBerordentlich gering, da dann das Ozon mit Staub usw.
abreagiert, und ,,die ozonreiche Luft in Tannenwéldern‘* ist ein

lange widerlegtes Mirchen. Auf das Ozon-Problem niher ein-
zugehen, eriibrigt sich, da es zu wiederholten Malen und ein-
gehend in der Literatur dargestellt ist¢).

Probleme

Es gibt im Zusammenhang mit der Chemie und Photochemie
der Atmosphire noch viele Fragen, die der Beantwortung harren.
Fragen z. B., wic groB der CO-Gehalt der Atmosphére fern von
GroBstéddten ist, und ob nicht vielleicht im CO der Atmosphdre
bevorzugt radioaktiver Kohlenstoff vorhanden ist, sind noch
nicht beantwortet. Ferner wie und wo das N,0 in der Atmosphire
entstanden sein mag. Man merkt merkwiirdigerweise praktisch
nichts vom NO, das doch sicherlich in den hohen Schichten der
Atmosphdre bei der Rekombination von N + O-Atomen entsteht,
und auch eine genaue Diskussion iiber die Entstehungsmaglich-
keiten von Formaldehyd im Regenwasser wire erwiinscht. Ich
glaube mit diesen Ausfithrungen gezeigt zu haben, wie ungeheuer
reichhaltig an interessanten Fragen und Problemen unsere At-
mosphére ist, sobald wir nur etwas naher zusehen, woher die ein-
zelnen Bestandteile kommen, und wie ihre Konzentration sich
mit dem Alter der Erde dndert. Es handelt sich um Probleme,
die gerade in jingster Zeit hervorgetreten sind und die zur all-
gemeinen Abrundung unseres Verstdndnisses, was auf unserer
Erde geschieht, nicht unwesentlich beigetragen haben.
o Eingeg. am 23. November 1950 [A 312]

1é)_ VgT.‘E. Regener loc. cit.

Peptidsynthesen

Von Prof. Dr. TH. WIELAND, Organisch-chemisches Institut der Universitit Mainz

Die Méglichkeiten Peptidbindungen zu knilpfen, sind, nachdem man in den letzten Jahren erkannte, daBB gewissen

Peptiden insbes. in der Biochemie eine bedeutsame Rolle zukommt, von groBem Interesse und werden daher von

zahireichen Seiten weiterentwickelt, Es werden die entspr, Fortschritte der priparativen organischen Chemie
und der Biochemie der letzten 50 Jahre zusammengefaft, ’

Einleitung

Methoden von Emil Fischer (Chloride)
Methoden von Theodor Curtius (Azide, Ester)
Leicht abspaltbare Acyl-Reste

Verwendung von Anhydriden

1. Anhydride mit substituierten Phosphorsiuren

Einleitung

War schon die Nachricht von der Isolierung und Konstitu-
tionsaufkldrung des Tripeptids Glutathion durch den groBen F.
G. Hopkins eine die Biochemiker aller L#nder alarmierende
Kunde, so hat sich spiter gezeigt, daB vielen weiteren, -aus
einigen wenigen Aminosduren zusammengesetzten Verbin-
dungen die verschiedensten biologischen Funktionen zukom-
men. Es soll hier nicht von den unglaublich differenzierten
Leistungen der Proteine die Rede sein, auch kann es nicht
im Rahmen dieses Aufsatzes liegen, alle Wirkstoffe aufzuzihlen,
die aus Aminosduren zusammengesetzt sind oder solche enthal-
ten. Es moge geniigen, zu erwdhnen, daB wir es bei zahlreichen
Antibiotica, z. B. den Gramicidinen, Actinomycinen oder Po-
lymyxinen mit Oligopeptiden*) zu tun haben. Zu dieser Kdrper-
klasse diirfen wir weiterhin die meisten Mutterkornalkaloide
rechnen, auBerdem die verschiedenen Giftstoffe des grinen
Knollenblédtterpilzes. Das adrenocorticotrope Hormon des Hy-
pophysen-Vorderlappens hat sich als ein Eiweifikérper entpuppt,
der sich z. B. fermentativ in niedere Peptide aufspalten ldft,
denen noch die Hormonwirkung eigen ist. Uber die Vitamin-
und Wuchsstoffeigenschaften von Polypeptiden, die durch
schonenden Abbau aus Proteinen hervorgehen, wie etwa das
Strepogenin, ist die Forschung noch nichf abgeschlossen. Die
von pflanzenpathologischen Pilzen produzierten Bakterien-hem-
menden Enniatine und der Welkstoff Lycomarasmin zerfallen
ebenfalls bei der Hydrolyse in Aminosduren.

An Moglichkeiten zur Verknipfung von Aminosduren zu
Peptiden fehlt es nicht. Trotzdem gehdrt auch heute noch die
*) Einem Vorschlag von B. Helferich zufolge seien Verbindungen, die sich

aus einigen (etwa 2—10) Aminosduren zusammensetzen, in Analogie
zur Nomenklatur der Zuckerchemiker mit ,,Oligopeptiden'* bezeichnet.
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I 2. Anhydride mit organischen Siuren
[ Verwendung ringférmiger Anhydride
1. Leuchssche Korper
! 2. Mercaptothiazolone
I 3. Oxazolone und Azlactone
| Enzymatische Peptidsynthesen

Synthese von Oligopeptiden zu den weniger angenehmen
Aufgaben des Organikers. Mag die Kniipfung der Peptidbindung
zwischen zwei Aminosduren heute als gelgstes Problem gelten,
so stellen sich bei Versuchen, die Peptidkette um mehrere In-
dividuen in definierter Weise zu verldngern, oft nicht unerheb-
liche Schwierigkeiten ein, deren Beseitigung heute an zahlreichen
Laboratorien das Arbeitsziel darstellt. Die peptidartige Ver-
kniipfung zweier als Zwitterionen vorliegender Aminosiduren
stellt eine endergone Reaktion dar, eine Reaktion also, zu deren
Vollendung Energie aufgewendet werden mu8. Der synthetisch
arbeitende Chemiker fiihrt deshalb mindestens eine der Amino-
sduren in eine energiereiche Form iiber (S&urechlorid, -azid od.
a.), die sich dann mit der anderen in exothermer Reaktion zum
Peptid verbindet. Diese Verkniipfung kann man entweder un-
ter den im prédparativen Labor gebrduchlichen Bedingungen oder
auch unter Zuhilfenahme biologischer Katalysatoren erfolgen
lassen. Die erste, weitaus gebrduchlichere Reaktionsart, soll hier
hauptséchlich behandelt werden.

Methoden von Emil Fischer

Die ersten Synthesen freier Peptide stammen aus den An-
fdngen dieses Jahrhunderts und sind von E. Fischer ausgearbei-
tet worden!). Sein Bestreben war hauptsichlich danach gerich-
tet, ohne Schutz der Amino-Gruppe auszukommen, da die da-
mals gebrduchlichen Gruppen wie Benzoyl-, Acetyl- oder Carb-
oxyédthyl- nachtrdglich ohne Mitbeteiligung" der Peptidbindung
nicht mehr abgespalten werden konnten. So entwickelte er mit
E. Fourneau 1901 die ecrste Synthese eines Dipeptides, des
') Eine zusammenfassende Darstellung aus der Feder des Meisters findet

man in dem gedruckten Vortrag vor der Dtsch. Chem. Ges., vom 6. 2.
1906 in Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 530 [1906].



Gly cylglycins durch kurze Verseifung von Diketopiperazin mit
starker Mineralsdure. Spiter lieB sich zeigen, daB auch alkali-
sche Verseifung bei Zimmertemperatur bei manchen Diketopi-
perazinen zum Ziel fithrt. Wenige Zeit danach wurden im Ber-
liner Institut in den «-Halogenfettsidure-chloriden Sub-
stanzen gefunden, die mit Aminosiure-estern im organischen
Losungsmittel leicht unter Amid-Verkniipfung reagieren, wo-
nach man nach schonender Verseifung des Esters und durch
Umsatz mit konz. Ammoniak unter Austausch des Halogens
gegen die Amino-Gruppe zu Dipeptiden kam. Ohne diesen Aus-
tausch vorzunehmen war auch die Uberfiihrung der Halogenacy!-
aminosduren in ihre Chloride und Umsatz dieser mit Aminoséure-
estern oder sogar mit Aminosduren und Peptiden in wé&Brig-
alkalischer Losung erfolgreich. Erst in letzter Stufe muBte dann
das Halogen durch die Amino-Gruppe substituiert werden, wobei
z. B. aus N-(x-Bromisocapronyl)-triglycinchlorid und Triglycin
Leucyl-hexaglycin entstand:
H,C
H,C a
H,C.
—_—

O  NH,OH )
/,CH—-CH2—%1‘{—&)(NH——CH,CO)‘.,-—NH—CHQ——C\'\ = ‘Heptapeptid

H,C OH

1905 gelang E. Fischer die Bereitung der Aminosdurechloride
in Form ihrer Chlorhydrate aus den feingepulverten Monoamino-
monocarbonsduren durch Schiitteln mit PCl; in Acetylchlorid.
Diese setzen sich mit Aminosdure-estern zu Peptidestern um, und
dasselbe gilt auch fiir die Sdurechloride von Oligopeptiden wie
dem Leucyl-glycylglycinchlorid-chlorhydrat, das sich aus dem
Peptid in gleicher Weise gewinnen l46t.

E. Fischer sagte in einem zusammenfassenden Vortrag iiber seine Ar-
beiten bis Ende 1905: ,,Voraussichtlich wird es gelingen, an Stelle der ein-
fachen Aminasdiureester auch die Polypeptidester oder an Stelle der Ester die
alkalische Losung der Aminosduren oder Polypeptide bei dieser Synthese zu
verwenden‘, Den 2. Teil dieser Prognose, den Fischer nicht verwirklichen
konnte, haben wir selbst mit der empfindlichen Methode der Papierchro-
matographie zu bestitigen versuchf. Es hat sich jedoch gezeigt, daB Gly-
cinchlorid-chlorhydrat mit einer alkalisohen Losung von Valin bei Zim-
mertemperatur keino Spur von Glyeylvalin bildet, da anscheinend die
Zersetzungsgeschwindigkeit des Chlorids im Wasser zu grof ist. Wie sich
die Chloride hoherer Peptide bei dieser Reaktion verhalten, soll in nich-
ster Zeit gepriift werden.

Wie vor kurzem O. Siis (unverdff.) gefunden hat, lassen sich
die Chloride von N-acylierten oder freien Aminosduren ohne vor-
hergehende Isolierung zu Peptidsynthesen verwenden. Behan-
delt man z. B. Phenacetylglycin (Phenacetursdure) in Benzol
mit PCI; und anschlieBend mit Glycinester, unter Zusatz von
Dimethylanilin, so erfolgt glatte Bildung von Phenaceturyl-
glycinester. Diese Reaktion ist bis zum Phenacetyl-tetraglycin-
ester verfolgt worden.

Methoden von Theodor Curtius

Es darf nun bei allen Verdiensten E. Fischers nicht vergessen
werden, daB schon 1881 Th. Curtius in Heidelberg, fast méchte
man sagen unfreiwillig, die ersten Synthesen von Peptiden aus-
gefithrt hat, allerdings von solchen, deren endstindige Amino-
Gruppen durch den Benzoyl-Rest blockiert waren?). Bei seinen
Studien iiber die Hippursiure lie§ er zum Zweck der Benzoylie-
rung auf Glycokoll-silber in siedendem Benzol Benzoylchlorid
einwirken. Aus dem Ansatz wurden neben Hippursiure N-
Benzoyldiglycin und eine ,,y-Sdure*-isoliert, die sich nachtrag-
lich als Benzoylhexaglycin erwie , (wahrscheinlicher Reak-
tions-Mechanismus s. u.). Die y-Sdure wurde 1883 von Curtius
auch beim Zusammenschmelzen von Hippursdureester mit Gly-
cin erhalten. Damit war zum ersten Mal die Brauchbarkeit der
Ester acylierter Aminosduren zu Peptidsynthesen aufgezeigt
worden, eine Reaktion, die besonders den Methylestern zukomm¢t
und von der auch E. Fischer z. B. beim Erhitzen von N-Carb-
4thoxy-glycylglycinmethyl-ester mit Leucinester zum Ester des
Carbithoxy-glycylglycyl-leucins Gebrauch gemacht hat.

Der Methylester des Glycins polykondensiert sich schon
beim Stehen seiner wiBrigen Losung bei Zimmertemperatur zur
sog. ,,Biuretbase*, Tetraglycin-methylester, wie Curtius 1883

2y Zusammenfassende Arbeit von Th. Curtius, J. prakt. Chem. 78,57 [1904].
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2 Br H H N
2

beobachtet hat. Triglycinester dimerisiert sich beim Erwidrmen
der trocknen Substanz vorwiegend zu Hexaglycinester, daneben
entstehen hdéhermolekulare Verbindungen (Polyglycinester),
denen nach Arbeiten von Pacsu und Wilson®) Kettengliederzahlen
bis zu 96 Glycin-Resten zukommen sollen. Ahnliche Ketten-
ldngen werden von den durch langes Aufbewahren {iber Atzkalk
im Vakuum oder durch Kochen in Xylol erhaltenen Polykonden-
saten aus den Estern des Glycins mit verschiedenen Alkoholen
berichtet*), wihrend das auf dhnliche Weise erhaltene wasserlos-
liche Polyalanin aus rund 20 Einheiten besteht. Schramm und
Thumm®) haben #hnliche Polykondensate aus Alanyl-diglycin-
methylester hergestellt und die Diffusions- und Sedimentations-
konstanten einheitlicher Proben gemessen, welchen nach Amino-
stickstoff-Bestimmung und Methoxyl-Wert ein Molekulargewicht
von rund 12000 zukam. Aus den physikalischen Messungen er-
gab sich aber eindeutig ein solches von etwa 1300, wonach man
auf das Vorliegen von cyclischen Peptiden von etwa 20 bis 25
Ringgliedern schlieBen muB. Hochst interessanter-
weise wirkt Chymotrypsin auf die Ester mancher
Aminosduren ebenfalls polykondensierend ein. Dabei
findet gleichzeitig eine Verseifung statt, so daB z. B. aus ver-
schiedenen Methioninestern neben Methionin Dimethionin, Tri-
methionin und noch héhere Homologe entstehen, wie Brenner,
Miiller und Ptfister®) in allerjiingster Zeit durch Verwendung der
papierchromatographischen Analysentechnik gezeigt haben (s. u.).
Daraus ergibt sich, daB neben den Chloriden von Aminosduren
auch deren Ester energiereiche Verbindungen sind, die mit
Aminosiure-Anionen oder Estern unter Freiwerden der zur
Peptidbindung notigen Energie reagieren konnen.

Aber nicht die Estersynthese hat die Konstitutionsaufklarung
der Curtiusschen y-Sdure erbracht, sondern der systematische,
schrittweise Aufbau mit Hilfe der Azidmethode, die wir eben-
falls diesem glinzenden Experimentator verdanken. Bei seiner
Beschiftigung mit dem Hydrazin und der Stickstoffwasserstotf-
sdure entdeckte er, daB die Azide von Carbonsduren fiir die
Schotten-Baumann-Reaktion ebenso geeignet sind wie die Chlori-
de, und er iibertrug diese Erkenntnis auf die N-acylierten Amino-
sduren. 1901 erhielt er aus N-m-Nitrobenzoylglycinazid und
Glycin in wibBrig alkalischer Lésung das acylierte Dipeptid und
die griindliche Ausarbeitung und Anwendung dieser Reaktion
fithrte spater zur Synthese der polymerhomologen Benzoyl-di-,
tri-, tetra-, penta- und hexaglycine, von denen sich das letzte als
identisch mit der y-Sédure erwies. Die Azide, welche hier in waB-
rig-alkalischer Losung mit Aminosduren oder Peptiden umge-
setzt wurden, reagieren auch mit Aminosdure-estern in organi-
scher Phase. Dabei wird im Gegensatz zu den Chloriden kein
Aminosiure-ester zur Bindung derfreiwerdenden Sdure verbraucht,
da der ,,in Stromen entweichende Stickstoffwasserstotf* von
selbst aus dem System entfernt wird. Die Azidmethode ist spater
auf tosylierte und besonders carbobenzoxylierte Aminosduren
und Peptide mit groBem Erfolg fibertragen worden (s.u.).

Im letzten Jahr ist mit Hilfe dieser Methode von amerikani-
schen Autoren?) ein hochpolymeres Glycinpeptid erhalten wérden.
Triglycinhydrazid-chlorhydrat gibt mit Nitrit in wdBriger Lo-
sung beim anschlieBenden Alkalisieren weiBes unldsliches Poly-
glycin. Das Triglycinazid bildet sich also rascher als Desami-
nierung an der Amino-Gruppe eintritt und kondensiert sich je-
weils mit der durch Alkali freigelegten Amino-Gruppe einer zwei-
ten Molekel.

- HNO +
HyN—CH,—~CO—(NH—CH,~CO),~N—NH, ———% HN—CH;—CO(NH—CH,~CO);-N,
Cl- H Cl-

P +  Alkali
~CZNy + HN— ——p —C—N— 4 HN,+ CI-
ci- H

Die Aminosiureazide werden aus den Estern tiber die Hy-
drazide durch Diazotieren erhalten. -Manchmal stiBt die Ver-
esterung hoherer Peptide auf Schwierigkeiten, so daB die Beobach-
tung von Curtius, daB auch die Hydrazide von freien Amino-

3y E. Pacsu u, E, J, Wilson, ). org. Chemistry 7, 117 [1942]; Wilson u.
E. Pacsu, ebenda 7, 126 [1942].

4y M. Frankel u, E. Katchaiski, J. Amer. Chem. Soc. 64, 2264 [1942].

5) G. Schramm u. G. Thumm, Z. Naturforschg. 3b, 218 f1948].

) [Mé Brenner, H. R. Miiller u. R. W. Pfister, Helv. chim. Acta 33, 568
1950].

7y K. Hofmann u. M. Z. Magee, ). Amer, Chem. Soc. 71, 1575 {1949].
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sguren mit Aziden N-acylierter Aminosiduren oder Peptide unter
Kniipfung der Peptidbindung reagieren, Beachtung verdient. So
werden direkt die durch HNO,-Behandlung in Azide tberfiihr-
baren Peptidhydrazide erhalten, von denen aus die Azidsynthese
weitergehen kann.

Leicht abspaltbare Acyl-Reste

Die Hoffnung E. Fischers, den Carb4thoxy-Rest vom Amino-
stickstoff unter gelinden Bedingungen abspalten zu kénnen, hat
sich nicht erfiillt. Bei Umschau nach anderen, zum Schutze des
Stickstoffs geeigneten Resten, die nachtriglich leicht ohne Be-
teiligung der Peptidbindung entfernt werden konnen, stieB 1926
Schénheimer aut den p-Toluolsulfonyl-Rest. Tosylamino-
sdurechloride oder -azide setzen sich mit Aminosduren oder deren
Estern zu Dipeptiden um, aus denen sich die schiitzende Gruppe
durch Einwirkung von Jodwasserstoffsdure (D 1,96) unter Zu-
satz von Phosphoniumjodid bei 50-65° in einigen Stunden ohne
Angriff auf die Peptidbindung abspalten 148t%).

Wesentlich geeigneter aber, einen Umschwung in der Chemie
der Peptidsynthesen herbeizufiithren, war der von Bergmann-und
Zervas®) 1932 eingefiihrte Chlorkohiensdure-benzylester
(Benzyl-chlorkohlensdure-ester, Benzylester-kohlensdurechlorid,
Benzylchloroformat, Carbobenzoxychlorid), der aus Phos-
gen und Benzylalkohol in Toluol-Lésung leicht entsteht und sich
wie Benzoylchlorid in Schotten-Baumannscher Reaktion mit
Amino-Gruppen verbindet.

R
<>—cu.,()—CO—N—CH—co()u O—Cl[z—()—CO— = CbO—
H

Der grofie Vorteil, den dieser Acyl-Rest mit sich brachte, liegt
in der leichten Abspaltbarkeit durch katalytisch erregten Wasser-
stoff, wobei Toluol, CO, und das. Amin oder diec Aminosdure ge-
bildet werden. Bergmann hat mit seiner Schule in zahlreichen
schonen Arbeiten die Verwendbarkeit von Carbobenzoxyamino-
sduren in Form ihrer Chloride oder Azide zu Synthesen von Pep-
tiden gezeigt'®). Bei Gegenwart schwefel-haltiger Aminosdure-
Reste versagt allerdings die katalytische Methode mitunter!?),
Man kann sich dann die selektive Abspaltbarkeit des Carbobenz-
oxy-Restes mit Salzsdure bei 60° ohne Angriff auf die Peptid-
Bindung zunutze machen oder aber nach Du Vigneaud und Mit-
arbeitern'?) den Rest mit Natrium in fliissigem Ammoniak ab-
spalten. Nach Harington und Mpad'®) bewahrte sich auch Phos-
phoniumjodid in Eiscssig bei 40° bei der Synthese des Gluta-
thions zur Entfernung des Restes.

Auch der Carboxy-allyl-Rest®?) CH,=CH-CH,0-CO-
ist vor kurzem unter Verwendung des in Amerika im Handel be-
findlichen Allylchloroformats unter Schotten- Baumann-Bedingun-
gen in die Amino-Gruppen verschiedener Aminosduren einge-
fithrt worden, wobei z. T. gut krystallisierte Derivate entstanden.
Seine Entfernung gelingt ebenfalls durch katalytische Hydrierung

- (Pt0O,), wobei allerdings ein Teil des ungesdttigten Acyl-Restes
an der Aminosdure zum hydrogenolytisch unangreifbaren Carbo-
propyloxy-Rest aufhydriert wird. Die Abspaltung gelingt ferner
auch durch Na in Ammoniak oder durch Phosphoniumjodid. Da-
bei wurde beobachtet, daB auch der hydrierte Rest mit Hilfe
dieses Mittels vom Stickstoff entfernt werden kann; ob das auch
fiir den Carbomethoxy-Rest gilt, ist nicht beschrieben. Uber
Peptidsynthesen aus carboallyl-oxylierten Aminosdure-Derivaten
ist bisher nicht berichtet worden.

Vor einigen Jahren hat man sich fiir Verwendung bei Peptid-
synthesen auch wieder des in einer Vielzahl von Fillen zur Mas-
kierung der Amino-Gruppe verwendeten Phthalyl-Restes er-
innert1%), Seine Abspaltung gelingt nimlich, wie Radenhausen's)
schon 1895 beobachtet hatte, durch Erwdrmen mit Hydrazin-
hydrat. Diese Reaktion, von Ing und Manske'”) eingehender

3) R. Schénheimer, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem, 154, 203 [1926].

9y M. Bergmann u. L, Zervas, Ber. dtsch. chem, Ges. 65, 1192 [1932].

10) 7. B. M. Bergmann u. L. Zervas, J. 8. Fruton, F. Schneider u. H. Schileich,
J. biol. Chemistry 109, 325 [1935].

J. White, ebenda 106, 141 [1934).

R. H. Sifferd u. V., du Vigneaud, ebenda 108, 753 [1935]; H. S. Loring
1. V. du Vigneaud, ebenda 111, 385 (1935].

. R. Harington u. T. H. Mead, Biochemic. J. 29, 1604 [1935].

. M. Stevens u. R. Watanabe, J. Amer. Chem. Soc. 72, 725 [1950].

. C. Sheehan u. V. S. Frank, ebenda 71, 1856 [1949].

R. Radenhausen, J. prakt. Chem. 52, 446 [1895].

H. R. Ingu. R. H, F. Manske, J. Chem. Soc. [London] 1926, 2348,
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studiert, fithrt beim Erhitzen in Alkohol zur raschen Bildung
eines Produktes, vielleicht der untenstehenden Formulierung, das
beim Erwdarmen mit Salzsdure oder ver- N—CH~CC) -
diinnter Essigsdure unter Bildung von
Phthalhydrazid unter Freigabe der Amino- )
Gruppe zerfillt. Dabei wird die Peptid- R :
bindung nicht angegriffen. Sheehan und
Frank's) sowie Grassmann und Schulte-Uebbing'®) haben auf dem
Weg:

N-Phthalylaminosiure

PCl H,N—-€HR-CO,~

—

—> N-Phthalvlaminosiurechlorid
oder SOCl,

0
NEH,-HL(),» /\:/(\NII
K P
C
0
einige Di- und Tripeptide in guten Ausbeuten synthetisiert. Auch
bei schwefel-haltigen Verbindungen gelingt diese Entacylierung
glatt. Die schiitzende Gruppe 148t sich auch in Soda-L&sung
durch Hydrazinhydrat in der Kilte entfernen'®).

SchlieBlich hat Ehrensvird?®) die Liste der leicht abspalt-
baren Reste durch Heranziehung des aus Thiophenol und
Phosgen erhiltlichen Monothiokohlensdure-S-phenylesterchlorids
Phenyl-mercaptocarbonylchlorid { >-s—co-ci2t)
um eine wertvolle Substanz bereichert. Es reagiert bei Zimmer-
temperatur mit Aminosdure-estern in Ather, Die acylierten Ester
kénnen durch 10 min langes Erwdrmen mit einer Mischung von
konz. Salzsdure-Eisessig (1:1) verseift werden. Die dabei er-
haltenen Phenyl-mercaptocarbonyl-aminosduren gehen mit PCI;
leicht in Chloride iiber, die man mit Amino-Gruppen kuppeln
kann. Die nachtrdgliche Abspaltung des Restes erfolgt durch
5 min langes Erhitzen mit Bleiacetat in 70proz. Alkohol oder

Kaltbehandlung mit 0,1 n-Alkali in Gegenwart von Bleihydroxyd
als Bleithiophenolat.

N-Phthalvldipeptid

dann HCl + Dipeptid
oder CH;COOH

Verwendung von Anhydriden

Man kann die bisher besprochenen Halogenide und Azide als
Anhydride aus Aminosdure und Chlorwasserstoff- oder Stick-
stoffwasserstoffsaure auffassen. Es lassen sich aufer ihnen noch
weitere Verbindungen dieses Typs zur Kniipfung der Peptid-
bindung verwenden.

1. Anhydride mit substituierten Phosphorsiauren

Chantrenne®®) hat beobachtet, da Anhydride aus Cbo-Amino-
sduren und Phenylphosphorsiure in wéfriger Losung bei py 7,4
und 37° mit Aminosiuren unter Peptidverkniipfung reagieren,
wobei die dazu nétige Energie durch die Bildung von Phenyl-
phosphat geliefert wird.

0 o-
. V4
CbO-N—CH,—C-0—1 -0

H
"
o=
. . . 4
CbO—N—ClI,~CO—NH—CHR—C.  + O=F—OH
H o \()O

Die durch anschlieBende Hydrierung erhiltlichen Dipeptide
lassen sich in gleicher Weise zu Tripeptiden acylieren, wie an der
Darstellung von Di-glycyltryptophan gezeigt wurde. Nicht viel
spéter haben Sheehan und Frank?®) Anhydride von Phthalylglycin
oder Cbo-Glycin mit Di-benzylphosphorsdure dargestelit und von
diesen Verbindungen dieselbe Reaktionsbereitschaft mit Amino-
sduren in wabriger gepufferter Losung nachgewiesen.

Die zu diesen Peptidsynthesen notwendigen Anhydride wur-
den aus den Silbersalzen der substituierten Phosphorsuren mit
den Acylaminosdurechloriden im indifferenten Losungsmittel er-
halten (vgl. dazu F. Lynen)*). Die Chloride sind nun selbst be-
liebte Ausgangsstoffe fiir Peptidsynthesen. Die Bereitung der

t HLN—CHR—CO,~ —>

13y W. Grassmann u. E. Schulte-Uebbing, Chem. Ber. 83, 244 [1950].

*) F. E. King u. D. A. A. Kidd, J. Chem. Soc. {London] 1949, 3315,

20y G. C. H. Ehrensvdrd, Nature [London] 159, 500 [1947).

21y H. Rivier, Bull. Soc. Chim. France (4) 1, 733 [1907].

22) H. Chantrenne, Nature {London) 164, 576 [1949];
Acta 4, 484 [1950].

23y J. C. Sheehan u, V. S. Frank, J. Amer, Chem. Soc. 72, 1312 [1950].

28) F. Lynen, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 367 [1940].
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Acylphosphate scheint auf dem umgekehrien Weg (2. B. aus dem
Silbersalz der Acylaminosdure und Dibenzyl-phosphorsdure-
chlorid) nicht zu gelingen. So ist das Interessante an diesen Me-
thoden ihre Analogie zur heute als am wahrscheinlichsten gel-
tenden Ansicht tiber die biologische Peptidkniipfung, bei welcher
man Acylphosphate ~NH-CHR-CO-0-PO,H™ als energie-
reiche Zwischenstufen vermutet (s.u.).

2. Anhxdride mit organischen Siduren

Die 1881 von Curtius beobachtete Bildung von Benzoyl-poly-
glycinen bei der Einwirkung von Benzoylchlorid auf Glycinsilber
scheint uns iiber Anhydride von N-benzoylierten Aminosiuren
oder Peptiden mit Benzoesdure (moglicherweise auch iiber Oxa-
zolone) zu verlaufen®¥). So koénnte Benzoylchlorid aus Glycin-
silber auBer hippursaurem Silber auch intermedidr Glycinbenzoat
nach

0 )
V4 N .
HN—CH—(Z0 Ag + /L—O — nzN—cu,—co-o-co-O 1 AgCl
¢l

bilden. Wirkt nun auf dieses Anhydrid eine weitere Molekel
Benzoylchlorid ein, so fiihrt das zum Hippursdure-benzoesiure-
anhydrid unter Freiwerden von HCI, der sofort mit einem wei-
teren Glycinsilber zu Glycin und Silberchlorid reagiert. Hippur-
sdurebenzoat und Glycin aber kénnen sich unter Peptidverkniip-
fung zu Benzoyl-di-glycin vereinigen. Dieses kann nun mit
Benzoylchlorid wieder ein Benzoeanhydrid ergeben, wobei der
entwickelte Chlorwasserstoff aus Glycinsilber eine weitere Mole-
kel Glycin in Freiheit setzt. Diese mufl mit dem Anhydrid des
Dipeptids zu Benzoyltriglycin reagieren usw.:

/°
O—co- N—CH,~CO-N—CHy-C.  + O
H i N

. on

-COoCl —

(Anhydrid 2)

0
7
O—cox—cuz—co—.\'—mz—C—O—coO 2 HCl
H H
(

)

v
HCL -+ HN ~CHy—C —> AgCl 4 HyN-CH,—COOH

AN
VAg

O
A

Anhydrid 2 - H,N~CH,—COOIl  —> O—c\ + Tripeptid usw.

OH

So erkldrt sich wohl das Auftreten von Benzoylhexaglycin (y-
S4ure) in den Reaktionsansidtzen von Curtius.

Wir haben die Anhydride verschiedener Acylaminosduren und
Dipeptide mit Essigsdure und Benzoesdure aus den Silber- oder
Alkalisalzen und Acetyl- oder Benzoylchlorid bereitet¢) und zei-
gen konnen, daB sich diese Verbindungen mit primédren Aminen
glatt zu Aminosdureamiden umsetzen, wobei Acetat oder Ben-
zoat frei wird. Mit Aminosiduren bilden sich in wiBrig-alkalischer
Losung die acylierten Dipeptide und mit Dipeptiden N-Acyl-
tripeptide. Da man auf die Isolierung der Anhydride verzichten
kann, und diese aus Acylaminosduren im organischen Losungs-
mittel in Gegenwart von tert. Basen mit Acetyl- oder Benzoyl-
chlorid in der Kilte herstellen kann, ergab sich so eine besonders
einfache neuc Peptidsynthese.

0
AcN—R-—C ¢ £ HpN—R'—C0,~ =3 AcN~R--CO-NH—R'—CO,~ + C11,C00~
H
H 0—COCH,

Man wird sich der Vermutung nicht verschlieBen diirfen, dafl viel-
leicht auch energiereiche Essigsaureanhydride von Aminosiuren
beim biologischen Aufbau von Peptiden eine Rolle spielen kdnnen. Die
erwiesene Notwendigkeit von Adenosintriphosphat bei Peptidsynthesen
durch Gewebe sagt noeh nieht, dall die energiereichen Zwisehenprodukte
Acylphosphate sein miissen. So weil man seit den schonen Arbeiten von
Lipmann, daB das energiereiche Adenosintriphosphat auch an der Bildung
der sog. aktivierten Essigsiure beteiligt ist, welche wohl ein Anhydrid aus
Essigsiure und einer Phosphorsiure darstellt. Seine Beteilizung an der
biologischen Peptidsynthese scheint mir nicht unwahrscheinlieh; es
braucht aber nieht unbedingt seinen Phosphorsiure-Anteil auf die Amino-
siuren zu iibertragen (Bildung von energiereichem Acylphosphat), son-
dern ktnnte ebensogut die Carboxyl-Gruppen der Aminosdure acetylie-
ren, wobei ein Acylacetat entstiinde, dessen Spaltungsenergie ebenfalls
zur Kniipfung der Peptidbindung ausreichen wiirde.

23y Th, Wieland u. R. Sehring, Liebigs Ann, Chem. 569, 117 [1950].
) Th, Wieland, W. Kern u. R. Sehring, ebenda 569, 122 [1950].
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I die eben bespructiene Klasse von Reaktionen gehiren auch
die Umsetzungen der inframolekularen Anhydride der
acylierten Aminodicarbonsduren, bes. der Glutaminsidure. Pep-
tide der Glutaminsdure, in denen die entfernter stehende, +-
stdandige Carboxyl-Gruppe reagiert hat, spielen in der Biochemie
eine wichtige Rolle. Das y-Amid, Glutamin, scheint als wichtiger
Proteinbaustein von Mikroorganismen besonders gut verwertet
zu werden, die Rolle des ebenfalls y-verkniipften Glutathions ist,
wenn auch noch nicht im einzelnen aufgekldrt, gewiB eine be-
deutende. Besondere Aufmerksamkeit hat in letzter Zeit die Ent-
deckung der Vitamine der Folinsiuregruppe auf die Glutamin-
sdure-y-peptide gelenkt, widhrend in den Proteinen diese Aminc-
sdure in a-Peptidbindung steht.

Zur Synthese von «-Peptiden der Glutaminsdure ging Berg-
mann®) vom Anhydrid der Cbo-Glutaminsdure aus, das unter
Spaltung der Anhydridbindung mit Ammoniak oder Amino-
Gruppen unter Amid-Kniipfung reagiert. Dabei findet die Auf-
spaltung des Anhydrid-Ringes ganz vorwiegend in dem Sinn

"statt, daB die der Amino-Gruppe benachbarte Carboxyl-Gruppe

ins Peptid tibergeht, und die andere frei wird. Diese Verhiltnisse
entsprechen genau unseren Befunden iiber die Spaltung von un-
symmetrischen Cbo-Aminosdureanhydriden, wobei ebenfalls Pep-
tidverkniipfung eintritt, und die fremde Sadure als Anion frei wird.
Zu einer merkwiirdigen Umkehr der Reaktionsweise kommt es,
wenn man vom Anhydrid der Phthalylglutaminsiure ausgeht.
Bei dessen aminolytischer Aufspaltung geht die y-Carboxyl-
Gruppe in Peptidbindung iiber, so daB auf diese Weise die Syn-
these des Glutamins und anderer y-Glutaminylpeptide gelingt?®),
Cbo-Asparaginsdureanhydrid wird analog dem Glutaminsiure-
Derivat aufgespalten, d. h. mit Ammoniak entsteht daraus Cbo-
isoasparagin. Wie die Verhiltnisse beim Phthalyl-asparagin-
sdureanhydrid liegen, ist noch nicht untersucht worden.

Verwendung ringférmiger Anhydride
1. Leuchssche Kérper '

1903 untersuchte H. Leuchs am Fischerschen Institut in Ber-
lin die Zersetzung N-carbodthoxylierfer Aminosiurechloride und
fand, daB das Glycin-Derivat beim Erwarmen unter Abspaltung
von Athylchlorid in das innere Anhydrid der Glycin-N-carbamin-
sdure iibergeht®?). Die Bildung dieser krystallisier-  11,C-CO
ten Substanz verlfuft mit hoherer Ausbeute beim . o
Carbomethoxy-Derivat; auch die Chloride von nN—¢o
Cbo-Aminosdure zersetzen sich im selben Sinnf®). Spiter
zeigte Fuchs?®), dal man auch durch Einwirkung von Phosgen
in alkalisch wiBriger Losung auf N-Phenylglycin das innere
Anhydrid darstellen kann. Diese Phosgenierungsreaktion ist
spédter in den Farbenfabriken Bayer, Leverkusen und in Eng-
land?%2) auf unsubstituicrte Aminosduren i{ibertragen wor-
den. Dabei zeigte sich, daB man beim Einleiten von COCl, in die
Suspension der Aminosiduren in Dioxan oder Tetrahydrofuran bei
30—40° zunédchst Carbaminsdurechloride erhalt, die sich beim
Abdampfen des Losungsmittels i. V. bei 40° unter HCI-Abspal-
tung zu den Anhydriden umsetzen. Curtius*®) wies den Weg zur
Gewinnung solcher Substanzen durch Zersetzen der Halbazide
substituierter Malonséduren.

//C()()}I COOH CO--0O
R—CH —_— R—CH - R-CH
N
CON; N=C=0 N—CO
H

Schon Leuchs beobachtete, daB das N-Carbonsdureanhydrid
des Glycins mit wenig Wasser bei Zimmertemperatur unter CO,-
Entwicklung in ein unldsliches hochmolekulares Produkt {iber-
ging. Zusammen mit Geiger®?) stellte er dieses Verhalten spiter
auch bei den Anhydriden gleichen Baues von Phenylalanin und
Leacin fest. Die Produkte wurden damals allerdings als Poly-

mere des dreigliedrigen Rings CH, aufgefaBt. ,,Ihre che-
mischen  Eigenschaften, die R-N_ Unléslichkeit in Sduren
und Alkalien sprechen jedenfalls co  dagegen, dag sie nach

Art der Peptide zusammengesetzt oder in ihnen Amino- oder Car-

27y H. Leuchs, Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 857 [1903].

) Ebenda 55, 2943 [1922].

a4y A, C. Farthing u. R. J. W. Reynold, Nature 165, 4199 [1950].
2%y Th, Curtius u. W. Sieber, ebenda 55, 1543 {1922].

30) H. Leuchs u. W, Geiger, ebenda 41, 1721 [1908].
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boxyl-Gruppen vorhanden sind*. Die leichte Aufspaltbarkeit der
inneren. Anhydride und Amine jedoch war ebenfalls von Leuchs
und Manasse3t) gezeigt worden, die aus N-Phenylglycin-carbon-
anhydrid mit alkoholischem Ammoniak das Amid des Phenyl-
glycins erhielten. Fuchs®®) zeigte am selben Anhydrid die amino-
Iytische Aufspaltung mit Anilin zum Anilid des Phenylglycins;
offenbar hatten bei diesen Reaktionen die iiberschiissigen Basen
auch die Carboxyl-Gruppe vom Stickstoff der Aminosdure ab-

gespalten:

R
—N-COO~ -+ II,NR  —> —NH -+ HN—COO- (Umamidierung)

Cqlly CeHjg

Geraume Zeit spater befaBten sich Wessely und Mitarbeiters?)
mit dem ausfiihrlicheren Studium der Polymerisations- und Ring-
spaltungsreaktion, welche aus Phenylalanin-N-car-
bonaphydrid mit verschiedenen primdren Aminen H

wohnlichem Benzol gelost einige Wochen bei Raumtemperatur
stehen und erhielten beim AusgieBen klare Filme des ,syn-
thetischen Proteins‘‘. Der Eintritt der Polymerisation wird
auf Spuren von Wasser zurfickgefiihrt, die im Benzol ent-
halten waren, und einige wenige Mole Anhydrid zur Carbamin-
siure aufspalteten. Diese verliert spontan CO,, die gebil-
dete Aminosiure reagiert nun mit ihrer Amino-Gruppe mit einer
zweiten Molekel Anhydrid zu einer Dipeptidcarbaminsédure, die
nach CO,-Verlust mit einer weiteren Anhydridmolekel weiter-
reagiert usw.: -

NH-CO NH—COOH

7 —COyq
1

N,
R—C} +H,0 —» R-CH ~—3% R—CH

Co 0

%
/

AN
COOll COOH

OC—CH, H H
zu Amiden und vor allem mit waBriger Glycin- und ~ K-CNHs | - R—-C—NH-CO—CH, —C0;  R-C-NH-CO-CH,=NH, usw.
Diglycin-Lgsung (2 Mol pro Mol Anhydrid) zu den COOH 0_c6 COOH  HN—COOH COOH
entsprechenden Peptiden gelangten.
CO-0 Die Polymerisation gelingt besonders leicht in Gegenwart
O—CHZ-—C\P/I + H,N—CH,~CONH_CH, CO0~ —> tertidrer Basen, wie Wessely schon mit Pyridin beobachtet
“v_co hat, In Essigester und tert. Basen entstehen amorphe unorien-
H tierte Produkte kleiner Molekulargroe (MG 2000-5000) mit
NH,

O—CH,—CH—CO-NH»—CHS—CO—NH— CHy—C0,p™ i HCCT

Die Methode geriet dann anscheinend in Vergessenheit. 1938
wurde noch einmal die Synthese von Alanylhistidin auf diese
Weise beschrieben®®). Die zur Polymerisation fithrenden Neben-
reaktionen sind erst neuerdings von Bailey**) ausgeschlossen
worden, der zeigen konnte, daB bei gleichzeitiger Einwirkung
von Aminosdure-estern und Tridthylamin auf die Leuchsschen
Anhydride eine eindeutige Reaktion unter Bildung des carbamin-
sauren Salzes eines Peptidesters erfolgt, das durch gelindes Er-
wirmen in CO,, Amin und Peptidester zerfillt332),

Der Peptidester ist nun der Kondensation mit einem neuen
Anhydrid unter denselben Bedingungen zuginglich.

L0 0

CONH-CH--CO,R

s

r-CH
N,

R
+ HyN—CH-CO,R + N(C,Ik); —» R-CH

SNH—CO N—CO,-HY (C,11,);
i

30—40° R/
———% CO, - N(C,Hy)y + R-CH-CO NU—CH--CO,R
NII,

Bailey hat auf diese elegante Weise etwa ein Dutzend Di-
Tri-, Tetra- und Penta-peptide bereitet.

Auch die zu hochmolekularen Stoffen flhrend€, zuerst
beobachtete Reaktion der interessanten Carbonanhydride ist
in der Folgezeit genauer untersucht worden. Man ist seit K.
H. Meyer3?) der Ansicht, daB es sich bei den Polymerisaten
utn echte Polypeptide handelt. 1939 haben Freudenberg und
Mitarbeiter®) die Hydrolysegeschwindigkeit von Polyglyci-
nen, die nach der Leuchsschen Methode hergestellt waren, ge-

messen. Aus Azidobernsteinsdure wurde von ihnen mit Thi-
onylchlorid das Anhydrid erhalten, das mit Ani- co
lin ein Anilid(gemisch) ergab, aus dem durch ka- N_C,;{" ‘\”
talytische Hydrierung Asparaginsiureanilid entstand. ;C &

Die Hydrierung des Anhydrids fiihrte nicht zur Isolie-
rung von Asparaginsiureanhydrid, weil sich anscheinend diese
Verbindung unter Reaktion des energiereichen Rings mit der
Amino-Gruppe einer Nachbarmolekel zu ecinem teilweise in
Wasser loslichen Produkt polymerisierte, das nicht ndher
untersucht wurde. Woodward und Schramm?®?) lieBen die
N-Carboxyanhydride von [-Leucin und d,/-Phenylalanin in ge-

34y H. Leuchs u. W. Manasse, ebenda 40, 3235 [1907].

32) F, Wessely, Hoppe-Seylers Z, physiol. Chem. 146, 72 [1925]; F. Sig-
mund u, F. Wessely, ebenda 157, 91 [1926]; F. Wessely u. F. Sigmund,
ebenda 159, 102 [1926].

13) M. Hunt u. V. du Vigneaud, J. biol. Chemistry 124, 699 [1938].

330y Vgl dazu die Thermolabilitat der von Frankel u. Katchalski aus Amino-
saureestern und CO, erhaltenen Aminosdureester-N-carbaminsauren

H

3 +
Salze der Ester RO,C-CH-N—-COO—~ HyN—-CHR-CO,R %),
R

) Nature [London] 164, 889 [1949].

33) M. Frankel u, E. Katchalski, J. Amer. Chem. Soc. 65, 1670 [1943].

%) K. Freude]nberg, G. Piazolo u. C. Knoevenagel, Liebigs Ann, Chem. 5§37,
197 [1939].

37) R. B, Woodward u. C. H. Schramm, j. Amer. Chem. Soc. 69, 1551 [19471
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guter Ausbeute’®). Zur Formulierung der Basen-katalysierten
Polymerisation kommt man m. E. ohne Anwesenheit von Wasser
oder H-Ionen aus, wenn man annimmt, daB das cyclische An-
hydrid mit dem tertidren Stickstoff unter Anlagerung L R
reagiert, dhnlich wie Saurechloride und Anhydride R-c-NCR,
mit tertidren Basen saizartige Carbonyl-Verbindungen ¢ &,
bilden. Die dabei entstehenden Zwitterionen kinnen —OCOR
sich dann unter gleichzeitiger Abspaltung von Base und CO,
polymerisieren:

R
HN--CH-(=0
/ 7 /7
CO,- +N< l CO, - N& l CO, o NG

R R
HN- CH—C=0 = HN—-CH-(C=0 |

R R
HN—CH—CO—NH—CH--CO-NH~CHR~CO

/

: /
CO,- 4 N&
AN

Ve /s
N CO, b NC 4 CO
\, 2 \\ 2

Ohne die Anwesenheit von Wasser wiirde man dabei ring-
formige Polymerisate erwarten, die durch Reaktion der beiden
polaren Kettenenden miteinander zustande kommen, (kleines
Molekulargewicht, amorph und nicht zur Faserbildung neigend).

Die ohne Basenzusatz erhaltenen Polypeptide aus verschie-
denen Aminosduren sind als Filme, Pulver und Fasern der Ront-
genanalyse unterworfen worden, wobei sich typische, auch an
Proteinen beobachtete Interferenzlinien zeigten3?). Bemerkens-
werterweise zeigt das Poly-/-alanin die gleiche Unldslichkeit in
Wasser wie Polyglycin, wihrend Poly-d,l-alanin darin gut 1dslich
ist. Ein lgsliches Proteinmodell ist weiterhin das von Katchals-
ki*%) durch Polymerisation aus frisch bereitetem e-Cbo-/-lysin-N-
carbonanhydrid und anschlicBende Entacylierung mit Phos-
phoniumjodid gewonnene starkbasische Polylysin, das durch
Pankreatin und Trypsin gespalten wird. Auch Polyarginin ist
durch Guanylierung von Polyornithin mit S-Methylisoharnstoff
erhalten worden*°?) sowie Polyglutaminsiure aus dem Leuchs-
schen KoOrper des Glutaminsaure-y-methylesters in kaltem Pyri-
din und anschlieBender milder Verseifung4®®). Diese Polysdure
zeigt Ahnlichkeit mit der als Poly-d-glutaminsiure erkannten
Kapselsubgtanz der Milzbrandbazillen.

Erwdrmt man N-Carboxyphenyl-alaninanhydrid mit Amino-
sduren in Essigsdure, so bilden sich Di- oder Tri-phenylalanin-
peptide, ohne da8 es zu einer weiteren Polymerisation kommts).

38) W. T. Astbury, Ch. E. Dalgliesh, S. E. Darmon u, G, B. B. M. Suther-
land, Nature [London] 162, 596 [1948]).

3%y K. H. Meyer u, r. Go, Helv. chim. Acta 17, 1448 [1934]; W. T, Ast-
bury u. a. s.28nn E. J. Ambrose u. W. E. Hanby, Nature g.ondon] 163,
483 (19491 LY | 7 Brown u. D. Coleman, ebenda 163, 834 [1948].

40) E, Ka \aso, I Grossfeld u. M. Frankel, J. Amer. Chem. Soc. 69, 2565
[194]5 70, 2094 [1948).

403) E, Katchalski u. P. Spitnik, Nature [London] 164, 1092 [1949].

sop) W. E. Hanby, S. G. Walev u. J. Watsow, ebenda 161, 4082 [1948].

41) A.L. Levy, Nature [London] (i. Druck).
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Verwendung von lsocyanaten

Nach einer von 0. Bayer®?) geduBerten Vermutung kdénnte
die Polymerisation der Leuchsschen Verbindung in der Hitze
auch auf anderem Weg vor sich gehen: das N-Carbonsdure-
anhydrid kdnnte sich dabei in die Isocyanat-Verbindung um-
lagern, aus der durch Addition der Carboxyl-Gruppe einer zwei-
ten Molekel iiber ein instabiles Carbaminsdureanhy-

in Losung. Das Esterhydrochlorid 148t sich nun auf dieselbe
Weise, nachdem man es mit Triithylamin in die Base verwandelt
hat, neuerlich mit einem Mercaptothiazolon zur Umsetzung brin-
gen. Diese Reaktionen sind mit dem einfachen, dem Glycin ent-
sprechenden Thiazolon bis zum Pentaglycin-4thylester
durchgefiihrt worden48).

" _ apiits HC co H,N~CH,~CO,R HC——CO-NI—CH-CO,R
drid, das CO, verliert, Dimerisierung usw. erfolgte: B - 1cl +
HN 8 N(C,Hy)s HN ’ —> €S, + HN(C,H,),
RCH -CO 0 : CS, HN(C,H “
N RCH~-COOH AN 2 HN(C,H )y
0 — CCH-N=C=0 +
—c= R
Y N=C=0 1o + HyN—CH,—CO-NH—CH,—CO,R
Isocyanat A cr= ¢

R H

— HO,C—-CH-N—CO—~0—CO—CH;~N=C=0 . . . ... ..
R H

— HO,C—CH—N—CO—CH,~N=C=0 + CO, usw.

Es ist ndamlich bekannt, daf Diphenyl-carbaminsdurechlorid
mit Glycin erhitzt Polyglycin bildet%®). Das erwdhnte Sdure-
chlorid reagiert dabei mit der Amino-Gruppe, wohl primir un-
ter Bildung von :

oN
g
welches beim Erwidrmen Diphenylamin abspaltet zu A, dem
Monomeren der oben formulierten Polymerisation.
Eine.Verwendung dieser Reaktion zum systematischen Pep-
tidaufbau haben vor kurzem S. Goldschmidf und M. Wick%) an-

gegeben. Dabei 148t man Cbo-Aminosduren mit Isocyanat-fett-
siureestern bei 110° bis zur Beendigung der CO,-Entwicklung

—CO-NH—CH,~CO,H,

reagieren:
R-CH—COOH  O=C=N—CHR’ R~CH—CO-NH—CHR’
. | ; | + CO
HN—CbO CO4R HNCbO CO,R ?

2. Mercaptothiazolone

Im Friihjahr letzten Jahres hat Heilbron in einem Vortrag
die weitgespannten Untersuchungen seiner Schule iiber Amino-
siuren, Peptide und Purine umrissen und dabei von einer neuen
Peptidsynthese Kenntnis gegeben, die sich der Dithio-Analo-
gen der vorhin erwdhnten N-Carboxyanhydride von Amino-
sduren bedient, der 2-Mercaptothiazolone*®) (B). Ihr Ring wird
durch Basen, wie z. B. Morpholin zwischen —CO und S unter
Amid-Verkniipfung aufgespalten4®). Die Synthese dieser Ver-
bindungsklasse verdankt man einem Zufall. Als die englischen
Chemiker47) Aminoacetonitril aus seinem Sulfat in Aceton mit Na-
triumathylat in Freiheit setzen wollten, fand Reaktion mit dem
Losungsmittel statt und es bildete sich ein Imino-oxazolidin, das
mit Wasser ins Amid des Glycins und Aceton gespalten wurde.
Aus den Aminosidureamiden entstehen mit Schwefelkohlenstoff
in saurer Losung iiber die Dithiocarbaminsduren die Mercapto-
thiazolone, aus den Iminooxazolidinen erhdlt man sie mit Schwe-
felkohlenstoff in feuchtem Aceton beim Anséduern direkt:

R 1L R
H,N-CH—CN R(?, ———(},:.\H \K‘z.o/' H(.,»———C + (CH,4),CO
- —> HN O — NH, NH,
ANV l cs,
CO. /(, X
4\ 1S oc S, )
¢Ha o 2 s \ . 7 H*
Imino-oxazolidin RLH—L\
: NH,
HN—CS,H
H
R:CH -C=NH RC co
: HD LB m
HN S HN. $
N4 AN
cs c§

Diese Heterocyclen reagieren nun mit Aminosdureestern in
Chloroform unter Zusatz von einem Mol Tridthylamin zum Tri-
dthylammoniumsalz der Dipeptidester-dithiocarbaminsadure, die
beim Ansiuern unter CS,-Abspaltung ins Hydrochlorid des Di-
peptidesters itbergeht. Dabei bleibt Tridthylammoniumchlorid

‘%) Diese Ztschr. §9, 257 [1947].

43) S, Petersen, D.R.P. 752757, Liebigs Ann. Chem. 562, 213 [1950].
4) 7. Naturforschg. 56, 170 [1950].

45y J. Heilbron, J. Chem. Soc. [London]} 1949, 2099,

©) j. D. Billimoria u. A. H. Cook, ebenda 1949, 2323,

47) A, H. Cook, I. Heilbron v. A, L. Levy, ebenda 1949, 201.
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+
B +C —» HN-CHyCO—NH—CI[,—CO-NH—CH,~CO;R + B usw.
Cl-

Auch in wabBrig-alkalischer Losung setzt sich das Thiazolon
mit Aminosduren um, Mit Phenylalanin ist in 25proz. Ausbeute
daraus Glycyl-d,/-phenylalanin gewonnen worden.

2-Thio-4-methyl-5-thiazolon, die dem Alanin entsprechende
Verbindung, 148t sich ebenfalls durch Aminosdureester aufspal-
ten, doch bildet sich aus dem Dipeptidester-dithiocarbamin-
sauren Salz beim Ansiuern das Ausgangsthiazolon unter Peptid-
spaltung zuriick®). Zu Peptiden gelangt man indessen durch
Kuppeln mit Aminosduren in waBrig-alkalischem Medium, wo-
nach zur Aufarbeitung der papierchromatographisch nachgewie-
senen Gemische die Chromatographie an Zeocarb wertvolle
Dienste leistete. Mit Glycin gelang eine direkte Umsetzung beim
kurzen Aufkochen in Wasser oder Essigsdure zu Alanylglycin.

3. Oxazolone und Azlactone

Diese Heterocyclen stellen ebenfalls energiereiche Verbin-
dungen dar, die durch Wasserabspaltung aus der Carboxyl-
Gruppe und der in der selben Molekel enthaltenen Lactim-

Gruppe entstanden sind. Syste- . I 1
matisch sind sie mit Enolestern ~ ¢ 00 _ R“Cl—§°
ergleichbar und nehmen in HN N 0

vergleichb u n n in N N

ihrem Energieinhalt etwa die
Mittelstellung zwischen echten
Anhydriden und S&ureestern ein.

cO

QO O

Die einfachen Oxazolone (Lactimone) bilden sich nach
Mohrs Untersuchungen iiber ,lactondhnliche Anhydride acylierter
Aminosduren®®) aus N-Benzoylaminosduren (ungeeignet ist Hip-
pursiure) beim Behandeln mit wasserabspaltenden Mitteln, wo-
bei sich Essigsdureanhydrid besonders bewdhrt hat. Die im
Vakuum unzersetzt destillierbaren Verbindungen setzen sich,
auBer mit Alkohol und Aminen, auch mit Aminosiuren in waB-
riger Losung zu N-Benzoyldipeptiden um. Aus N-Benzoyl-
alanyl-ax-aminoisobuttersdure gelang mit Essigsdureanhydrid der
RingschluB zum Oxazolon des Dipeptids, das von Ammoniak

CH,
H
CeHy—CO—N—CH—(C=—N CH CH
o - rCHy Ny, woi o omico
} ——3 CgHy €O N—CH CO-N—(C
o, ¢ ) N
NN “NH
CO  CH, CHy 2

glatt unter Amidbildung aufgespalten wurde. Auch die Syn-

" these von Benzoyl-alaninprolin auf diese Weise ist beschrieben

worden®!). Das Oxazolon der-Hippursdure, welches auf dem von
Mohr angegebenen Weg nicht erhiltlich ist, haben Karrer und
Bussmann’?) bei Einwirkung von Diazomethan auf Hippuryl-
chlorid in die Hand bekommen, wobei jenes als Abspaltungs-
mittel von Chlorwasserstoff fungierte.

o)
. Z
CHyC H,C — €O
{ Nyt NiCH, = CHCL 4 x, + )
N N, O
AN AW
C—OH (.‘/
| .
CeHj CgHy

48y A, H. Cook u. A. L. Levy, ebenda 1950, 646.

%) A. H. Cook u. A. L. Levy, ebenda 1950, 651,

50y E. Mohr u. Th, Geis, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 798 [1908]; Ders. u.
F. Strohschein, ebenda 42, 2521 [1909); Ders. u. Th. Geis, J. prakt.
Ciem. 81, 49 [1910]; ebenada 81, 473 {1910}.

1) IH L]zrtré . M. E. Fernholz, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 266, 37
1940].

52y Helv. chim, Acta 24, 645 [1941].
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Die Oxazolone haben in den letzten Jahren bei synthetischen
Versuchen in der Penicillin-Chemie wieder groBeres Interesse
erlangt. Es wurde gezeigt, daB auch N-phenacetylierte Amino-
sduren in Oxazolone zu verwandeln sind und diese beim Erhitzen
in Eisessig mit Aminosduren in Phenacetyldipeptide iibergehen.
Auch das von Karrer hergestelite 2-Phenyloxazolon wurde im
Zuge dieser Arbeiten aus Hippursiure in Acetylchlorid beim
Schiitteln mit Phosphorpentachlorid erhalten5?).

Obwohl uns dazu noch nicht geniigend befriedigende Versuchsergeb-
nisse zur Verfiigung stehen, glaube ich, daB die Bildung der Oxazolone
aus geeigneten N-aeylierten Aminosduren und S#urechloriden oder -an-
hydriden iiber gemischte Anhydride verlauft. Bei Verwendung von Acet-

anhydrid zum RingschluB diirfte es ein unsymmetrisches Acetylanhydrid
sein, das beim Erwérmen intramolekular Essigsiure abspaltet:

R /0 R
HC—C H-C - --CO
! 0—CO*CH; —> < -+ CH,COOH
HN N 3 I\\ . /() 3
C—OH '
CsH:. CeH;

Bei der Oxazolon-Bildung mit PCl, kénnte das Saurechlorid unter Chlor-
wasserstoff-Abspaltung dieselbe Umwandlung crieiden. Man kann diese
Vorstellung zwanglos auch in die Erklirung der Curtiusschen Benzoyl-
polyglycin-Bildung einbezichen. Zu dieser Vermutung wird man fast ge-
drangt durch eine Arbeit von Carter und Mitarb.538), die beim Behandeln
von Aminosiuren mit Acetylehloriden in Pyridin acylierte Dipeptide
crhielten. Sie nehmen als Produktc¢ der Einwirkung von Sédurechlorid auf
Aminosdure Oxazolone an, die dann mit unacylierten Aminoséure-Mo-
lekeln zu Acyl-dipeptiden reagieren sollen. Das Auftreten gemischter
Anhydride an Stelle der Oxazolone, die ebenfalls zur Bildung von Pep-
tiden fiithren kionnen?®), kann jedoch dabei nicht ausgeschlossen werden.

Die inneren Anhydride N-acetylierter Aminosiuren, deren
Bearbeitung Mohr nur in einer FuBnote andeutete, hat spiter
M. Bergmann mit Stern und Witte5*) am Beispiel der Phenyl-
alanin- oder Leucinderivate aus den feingepulverten Amino-
sauren mit Essigsdureanhydrid bei 100° hergestelit. Er zeigte,
daB sie sich in Ather mit Glycinester unter Bildung von Acetyl-
dipeptidestern glatt umsetzen und bestétigte die alten Mohr-
schen Befunde hinsichtlich der Reaktionsfahigkeit auch mit den
freien Aminosduren.

Ebenda wird auch tiber die Verwendung der altbekannten,
in der Seitenkette ungesdttigten Azlactone zum Zwecke des
Peptidaufbaus berichtet. Schon ihr Entdecker, Erlenmeyer jr.
hatte auf dic groBe Reaktionsfahigkeit dieser Anhydride mit Am-
moniak und Anilin hingewiesen®%), so dall auch
ihre Reaktion mit Aminosduren (z. B. Glutaminat
in wiBrig-alkalischer Losung) unter Kniipfung der
. Peptidbindung zu ungesattigten Peptiden fithren

7% mufite, Diese lieBen sich dann mit Wasserstoff
und Palladiumschwarz in Eisessig zu echten Peptiden abséttigen.

R-CH=C— - CO

N O
AN
N/

Enzymatische Peptidsynthesen

Die Erkldrung des Weges, den die lebende Zelle bei der Ver-
kniipfung von Aminosduren zu Peptiden und Proteinen beschrei-
tet, stellt heute eines der Hauptprobleme der biochemischen For-
schung dar. DaB es sich dabei einfach um eine Umkehrung der
Wirkung jener Fermente handelt, die Peptidbindungen spalten,
wird heute allgemein nicht mehr geglaubt. Thermodynamische
Messungen und Rechnungen haben ndmlich ergeben, daB die
freie Energie eines Dipeptids etwa um 3000--5000 Kcal groBer
ist als die Summe der beiden Bausteine, wenn sie als Zwitter-
ionen vorliegen, so daB die Synthese eines niederen Peptids aus
a-Aminosiduren, wie schon ofter erwihnt, eine endotherme
Reaktion darstellt. Billigt man den Peptidasen neben der spal-
tenden Wirkung eine synthetisierende zu, so kdnnen in Anwesen-
heit des passenden Ferments aus thermodynamischen Griinden
neben freien Aminosiuren (je 1 Mol) nur 1077 Mol Dipeptid vor-
handen sein®®). Fiir ein Dekapeptid errechnet sich sogar die win-
zige Konzentration von 107 Mo!, wenn die Anderung der freien
Energie bei der Peptidsynthese zwischen Oligopeptiden von der-
selben GréBenordnung und demselben Vorzeichen ist wie bei der
einfachen Peptidsynthese.
53y Chemistry of Penicillin, Princeton Univ. Press 1949,
s3a) E. H. Carter, P. Handler u. C. M. Stevens, ]. biol. Chemistry 138, 619
5y llge‘tull]g-s Ann, Chem. 4?9 277 (1926).

35) Ebenda 337, 269 [1904,
58) G. V., Sr:hulz Naturwiss. 37, 196 [1950].
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Man konnte sich aber denken,. da die Energieaufwendung
bei der Synthese héherer Peptide hauptsachlich zur Deckung des
Energiebedarfs der ersten Schritte, den Synthesen niederer
Peptide, bendtigt wird. Wie ndamlich Virtanen und Mitarbeiter?)
in letzter Zeit beim Studium der ,,Plastein*“-Bildung gezeigt ha-
ben, ist das protein-spaitende Pepsin in der Lage, bei py 4 aus
einem Gemisch von niederen, hauptsdchlich Hexapeptiden, wel-
che man durch proteolytischen Zeinabbau erhielt, groBe Poly-
peptide mit Ausbeuten bis zu 409, zu synthetisieren, die aus dem
Reaktionsgleichgewicht ausfallen. Diese Plasteine sind wahr-
scheinlich regellos aufgebaute Polypeptide, vom Molekularge-
wicht 2500-10000, ihre Bildung unter den geschilderten Be-
dingungen kann nur eine energetisch-neutrale oder exotherme
Reaktion sein. Das scheint verstdndlich, wenn man folgende
von F. Lynens®) diskutierte Uberlegung anstellt: Bei der Ver-
kntipfung zweier als Zwitterionen vorlicgender Aminosduren muf}
zur erfolgreichen Peptidbindung die Arbeit des Transports eines
Protons von der —NH,+-Gruppe der einen Aminosdure auf die
~COO ™ -Gruppe der anderen aufgewendet werden, Bei der darauf-
folgenden Reaktion, in welcher das Peptid gebildet wird, wird
die Verkniipfungsarbeit durch die Bildung von H,0O iiberkom-
pensiert, diese Reaktion verlduft freiwillig.

+ + +
. H,N-R—COO™ 4 H,N—R—CO0" —3 HN-R—COOH 4 I,N-R—COO— x Kcal

-—» HXN-R—CO.NH--R-COO~  H,0
+4-y Kecal

*—
2. H N—R-COOH 4 HN-R-COO~

Die Gesamtbilanz der Reaktion ist bei der Bildung eines Di-
peptids negativ, da x groBer als y ist. Nun zeigt sich aber, daB
die basische Dissoziationskonstante der Ammonium-Gruppe und
die saure der Carboxyl-Gruppe eines Peptids um so kleiner wer-
den, je langer der Dipol, so daB die Protonenverschiebungsar-
beit fiir ein System aus Peptiden (x’) kleiner werden kann als y
und damit die Reaktion im Ganzen exotherm werden muf.

H N-R—CO.NH-R--CO0O— + H,N—R—CONH-R—COO" -—

4 .
H,;N-R—CO-—NH-R-COOH - H,N-R—CO.NH-R—-COO —X’Kcal

Wenn nun die enzymatische Kniipfung der Peptidbindung in
manchen Fillen mit guten Ausbeuten gelungen ist, so rithrt das
daher, daB bei diesen Reaktionen nicht von Zwitterionen ausge-
gangen wurde, sondern einc oder beide Komponenten zum gro-
Ben Teil undissoziiert vorlagen. So haben Bergmann und Mit-
arbeiter5?) gezeigt, daB unter der Einwirkung von Papain Hippur-
sdure und Anilin sich zu Hippuranilid vereinigen, das aus dem
Reaktionsansatz auskrystallisierte. Diese Reaktion ist ther-
modynamisch neutral, eher exotherm, so daf es hierbei durch
den Katalysator zur raschen Einstellung ecines Gleichgewichts
kommt, das fir Hippuranilid unter den gegebenen Konzentra-
tionen mehr auf Seiten des ,,Peptids® liegt. DaB bei diesem
Reaktionstyp aber auch noch andere, vielleicht sterische Fak-
toren bei den verwendeten Basen eine Rolle spielen, haben vor
kurzem Waldschmidt-Leitz und Kiihn klargestellt®?), die bei Ver-
wendung verschiedener aromatischer Amine aus Hippursiure
mit Papain ganz wechselnde Ausbeuten an Amiden erhielten.

NaturgemdBer und den Verhiltnissen in der lebenden Zelle
ndherkommend sind die Ergebnisse, die man beim Studium der
enzymatischen Bildung von Hippursdure und p-Amino-
hippursdure aus Benzoat oder p-Aminobenzoesiure mit Glycin
in Anwesenheit von Leberschnitten oder Leberhomogenat er-
halten hat. Dabei bietet sich wenigstens einer der Reaktions-
partner als Zwitterion der Kondensationsreaktion dar. Die Syn-
these l4duft aber nur dann ab, wenn entweder Zellinhaltsstoffe
gleichzeitig oxydiert werden oder Adenosintriphosphat (ATP)
als Energiequelle vorhanden ist®1).

57y A. I. Virtanen, H. Kerkkonen, M. Hakala u. T. Laaksonen, Naturwiss.
37, 139 [1950].

53y R, Lynen priv. Mittlg,

) M. Bergmann u. Mitarb., ]. biol. Chemistry 119, 707 [1937];
7, 321 [1938]; 129, 587 [1939).

80y Hoppe Seylers Z. physnol Chem. 285, 23 [1950].

1y C. H. Borsook u J. W. Dubnoff, J. biol. Chemistry 168, 12} [1947],
P, P. Coh R. W. McGilvery, ebenda 166, 261 [1946], 169, 119
[1947]; 171 lZl [1947].

124, 1,
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Die Schliisse, die man hinsichtlich .der Energiebilanz auch
fur die Synthesen hiherer Peptide bezogen hat, scheinen sich vor
allem auf die ersten Stufen, die Bildung von Di- und Tripeptiden,
zu beziehen. Synthesen héherer Peptide sind in letzter Zeit von
amerikanischen Autoren unter Verwendung von !*C-indizierten
Aminosduren mit Gewebsschnitten und Homogenisaten durch-
gefithrt worden, wobei sich immer die Notwendigkeit einer gleich-
zeitig ablaufenden Energie-liefernden Reaktion ergab%?). Bor-
sook und Mitarbeiter®®) isolierten aus Leberhomogenat der ver-
schiedensten Tierarten eine anscheinend einheitliche, relativ
niedermolekulare Peptid-fraktion, die aus lebensnotwendigen

. Aminosduren aufgebaut ist und in welche radioaktive Bausteine
beim Inkubieren mit Zellelementen der Leber rasch eingebaut
werden, Die eindeutige in vitro-Synthese eines wasserlgslichen
Proteins ist kiirzlich ebenfalls beobachtet worden. Bei der In-
kubation von Hiihnerleberschnitten mit 4C-Bicarbonat konn-
ten Peters und Anfinsen®®) aus dem Inkubationsmedium durch
Alkohol-Fallung bei tiefer Temperatur einen EiweiBkorper ab-
scheiden, der in den Carboxyl-Gruppen der Asparagin-, und Glu-
taminsdure und des Alanins radioaktiv war. Nach seinen immu-
nologischen und elektrophoretischen Eigenschaften und seinem
Verhalten in der Ultrazentrifuge handelte es sich dabei um Hiih-
nerserumalbumin.

Eine echte enzymatische Peptidsynthese, namlich die des
Glutathions im Leberhomogenat, konnte von Bloch durch
Inkubation mit 24C-markierten Glycin gezeigt werden. Das nach
1 h mit Hilfe nachtriglich zugesetzten Glutathions (Trédger) iso-
lierte Tripeptid erwies sich von einer Radioaktivitit, die der Bil-
dung von etwa 0,3 mg/g Gewebe in der Stunde entsprach. Bei
LuftausschluB nahm die Synthese auf durchschnittlich 209, ab,
ATP hatte dann in der Mehrzahl der Fille eine stimulierende
Wirkung, manche Ansitze lieBen sich jedoch damit nicht akti-
vieren, so daB Bloch die Vermutung duBert, daB von den zwei bei
der Glutathion-bildung notigen Peptidkniipfungsschritte nur
einer von ATP direkt beeinfluBt wird®®). Das kénnte m. E. die
v-Peptidkniipfung (Glutamylcystein) sein, da wir gerade bei v-
Amiden der Glutaminsidure itber die Verhdltnisse aus Arbeiten
von Specks®) unterrichtet sind. Er fand, daB die enzymatische
Bildung von Glutamin aus Glutamat und NH-Ion in gereinig-
ten Taubenleberextrakten nur in Anwesenheit von ATP gelingt.
Letzthin hat man auch die Konjugation von p-Aminobenzoe-
siure mit a- und y-Benzoylornithin mit gewaschenen Hiihner-
Nierenzelltriimmern studiert, die anaerob eindeutig durch ATP
beschleunigt wird®?). Man kann deshalb heute mit Sicherheit
sagen, daf die enzymatische Kniipfung gewisser Amid-Bin-
dungen nach folgender Bruttogleichung verlduft:

R-NH, 4 HO,C-R’ {+ ATP —» R-NHCOR’ - ADP + I1,P0,

Welcher Natur das Zwischenprodukt ist, welches die Verkniip-
fung zwischen ATP-Zerfall und Amidsynthese vermittelt, 146t
sich noch nicht sagen. Zur Diskussion stehen mehrere, wie:

o (6]

R-NH-POH,, R'—COOPOM,, R-N—P-0-P-O-Adenosin,
H :
OH OH

Q 0

R/~ 0—0-P~0—P—0--Adenosin, Epzym-COO-POH,,
: {oder—N—)

OH OH )39

0] 0]
oder Enzym--CO0—P—0—-P-0—-Adencsin
(-NH-) -
OH oH

Bei den Beispielen, in denen die Notwendigkeit von ATP
zur erfolgreichen Amid-Verkniipfung mit Sicherheit nachgewie-
sen ist, handelt es sich um Modellreaktionen. Die Synthese eines
bestimmten Amid-Typs lie6 sich durch weitgehend definierte

62y A. B. Anfinsen, A, Beloff, A. B. Hastings u. A. K. Solomon, ebenda
168, 111 [1947]; J. Melchior u, H. Tarver, Arch. Biochem. 12, 309
[1947]; I. D. Frantz, R. B. Loftfield u. W, W, Miller, Science [New
York] 106, 544 [1947]. )

83) H, Borsook, C. L. Deasy, A. J. Hagen-Smit, G, Keighley u. P, H. Lowy,
J. biol. Chemistry 179, 705 [1949].

64y Th, Peters jr. u. Ch. B. Anfinsen, ebenda 182, 171 [1950].

85) K. Bloch, ebenda 179, 1245 [1949].

6¢) J. Speck, ebenda 168, 403 [1947].

8y R. W. McGilvery u. P. P. Cohen, ebenda 183, 179 [1950].
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Enzymsysteme bewerkstelligen und studieren. Jje mehr man
sich aber den wahren Verhiltnissen in der Zelle zu nidhern ver-
sucht, desto komplizierter werden die Systeme und es ist bis
heute noch nicht moglich gewesen, genauen Einblick in ihre Zu-
sammensetzung zu gewinnen. Deshalb lassen sich auch iber die
wahren energiereichen biologischen Bausteine der Peptide und
Proteine nur Vermutungen duBern. DaB man vor allem dabei
an —NH- oder —COO-phosphorylierte Aminosduren denkt, die
ihren Substituenten etwa aus Nucleinsduren beziehen, ist nahe-
liegend, obwohl solche Produkte bisher noch nicht aus der Zelle
isoliert werden konnten. Deshalb scheidet die Mdglichkeit nicht
aus, daB auch andere energiereiche Derivate der Protein-
bausteine von der Zelle bei ihren Polypeptidsynthesen verwen-
det werden. So haben kiirzlich Brenner, Miiller und Pfister®)
nach Einwirkung von Chymotrypsin auf die Ester bestimmter
Aminosduren, z. B. des Methionins, nach kurzer Inkubation
Methionyl- und Dimethionylmethionin papierchromatographisch
nachgewiesen, und zur Diskussion gestellt, ob nicht Amino-
sdureester die Rolle der aktivierten Stufen in der Zelle spiefen
konnten. Thermodynamisch scheint das ebenso plausibel wie
die erwidhnte Uberlegung bei Acetylanhydriden von Amino-
sduren, deren Brauchbarkeit im biochemischen Versuchsansatz
allerdings noch nicht erwiesen ist. SchlieBlich konnte man auch
an Oxazolone als eigentliche reaktionsfihige Formen denken,

deren etwaige Entstehung aus den Anhy- R .

driden von Peptiden durch intramolekulare H \.(_,/
Abspaltung der fremden Siure angedeutet b C/'\R,
wurde. Oxazolone aus Di- oder Tripeptiden, )

bis heute noch nicht synthetisierte Verbindungen, kénnten dann
die energiereichen Bausteine ldngerer Peptidketten sein.
SchiieBlich muB auch mit Umpeptidierungsreaktionen
bei der biologischen Peptidsynthese gerechnet werden, die unter
der Wirkung proteolytischer Fermente ablaufen kénnen. So
haben Hanes, Hird und Isherwood®) vor kurzem papierchromato-
graphisch gezeigt, dal der Glutamyl-Rest des Glutathions in
Gegenwart von Nieren- oder Pankreasenzymen unter Bildung
neuer y-Peptide auf andere Aminosduren, wie Valin, Leucin oder
Phenylalanin iibergehen kann. Diese Carboxyl-Ubertragung

\H,

: 1
HO,C—C~CHy~CHyCO-| NH-C-CO-NH CH,- COH
1t H:. ‘H CHy-SH

HOLC-C- NH
R

die interessanterweise durch Penicillin gehemmt wird, kdnnte
dann in der Zelle von einer Amin-Ubertragung gefolgt sein, durch
die mit einer Aminosdure ein «-Dipeptid, mit einem Dipeptid
ein Tripeptid usw. entstiinde:

SR
B |

HOLC-CH-CH, CH,- €O < NH-CH-CO,II

NH, HO! C~CH-XNH -

"OR

Man vergleiche dazu auch einen Aufsatz von J. S. Fruton%),
der auf Grund des Befundes, daB Hippursdureamid in Gegen-
wart von Papain seine Amid-Gruppe gegen ®*NH,- austauscht,
zu dhnlichen Uberlegungen kommt.

Mit der Losung des Ratsels von den eigentlichen energierei-
chen Bausteinen bei den bjologischen Peptidsynthesen ist aller-
dings die andere wichtige Frage noch in keiner Weise beantwor-
tet, ndmlich die, wie die Zelle aus dem bunten Aminosdure-Ge-
misch, das ihr angeboten wird, mit unbestechlicher Prizision
immer dieselben Aminosduren im selben charakteristischen Mu-
ster zu den verschiedenartigsten Peptiden und Proteinen zu-
sammenfiigt, eine Leistung, welche sicherlich auch mit einem er-
heblichen Energieaufwand verbunden ist. Die Vorstellungen zu
erldutern, die man heute {iber diese Mechanismen hat, gehort
nicht zum Inhalt dieser Zusammenfassung.

Eingeg. am 28, Juni 1950. [A 291)

85) Nature [London] 166, 288 [1950].
%) Yale J. Biol. Medicine 1950, 263.
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