
0.15 mm'). Die bei Spannungen von 10-300 mV ermittelten 
spezifischen Membrankapazitaten (Tabelle 1) liegen um 

Tabelle I. Spezifische MembrankapazitBt (C,") und Dicke ( d )  des Kohlen- 
wasserstoffbereichs der Doppelschicht-Membranen der Lactosylceramide 4- 
7 [al. 

Verbindung C, [pF/cm'] [b] d [nml Icl 

0.563 f0.072 3.30i0.26 
0.755 i 0.073 2.46 f 0.25 
0.818iO.092 2.27 f 0.20 
0.570f0.038 3.26 i 0.49 

[a] Zur Durchfiihrung der Messungen siehe 19-12]. zit. Lit. [b] Mittelwert aus 
zehn Messungen. [c] Zur Berechnung siehe [I I]. 

den Faktor 1.5 iiber denen von Phosphatidylcholin-Mem- 
branen[I2l. Dies kann an den veranderten dielektrischen Ei- 
genschaften der hydrophilen Kopfgruppen bei den Lacto- 
sylceramiden liegen, oder die Doppelschicht ist aufgrund 
starkerer Knauelung und Kinkenbildung des Lipidteils 
dunner. Die spezifischen Membrankapazitaten steigen in- 
nerhalb der CI8-SBure-Derivate 4-6 mit der Zahl der cis- 
Doppelbindungen, wahrend umgekehrt die ermittelte 
Schichtdicke fur den Lipidteil, vermutlich bedingt durch 
Kinkenbildung, sinkt. Die spezifische Membrankapazitiit 
des Arachidonsaure-Derivats 7 ist ahnlich groR wie die 
des Olsaure-Derivates 4, d. h. die Kettenverlangerung um 
zwei C-Atome wird in etwa durch drei zusatzliche cis-Dop- 
pelbindungen kompensiert. 
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Strukturaufklarung eines neuen Icosapeptides aus 
menschlicher Samenfliissigkeit** 
Von Klaus Schneider. Josef Reiner und Gerhard Spitellet-* 

Der nach Chang und Wittmann-Liebold modifizierte Ed- 
man-Abbau hat sich zur Strukturaufklarung von Peptiden 
bestens bewahrtl'l. Einziger Nachteil dieser Methode ist 
die Unsicherheit bei der Bestimmung des C-Terminus, 
denn wenn das Peptid bis auf zwei bis drei Reste abgebaut 
ist, kann bei der Extraktion des Hydantoins ein Teil des 
Restpeptides verlorengehen. Daher ist zumindest noch 
eine Aminosaurebestimmung notwendig. 

Diese Bestimmung kann wegfallen, wenn das exakte 
Molekulargewicht des Peptides bekannt ist, das sich durch 
,,weiche Ionisierungsmethoden" ermitteln Aller- 
dings wachst die hierfiir erforderliche Probenmenge mit 
steigendem Molekulargewicht stark an (etwa um den Fak- 
tor 10 beim Ubergang von Masse 1500 zu Masse 2500). 
Unserer Erfahrung nach sind die hierfur notwendigen Pro- 
benmengen an kleinen unbekannten Peptiden kaum erhllt- 
lich. 

Zur Untersuchung von Peptiden mit Massen zwischen 
2000 und 3000 Dalton, die wir aus biologischem Material 
gewinnen, wenden wir daher folgende Strategie an: Wir 
spalten das Peptid tryptisch und chymotryptisch, trennen 
die Bruchstiicke per HPLC (eine moglichst hohe Reinheit 
der Peptide ist fur eine Sequenzierung durch MS essen- 
tiell) und bestimmen von diesen Bruchstiicken das Mole- 
kulargewicht per LSIMS["'l. Nur in optimalen Fallen - 
meist dann, wenn das Peptid ein Molekulargewicht < 1000 
Dalton hat - ermoglichen im LSIMS auftretende Frag- 
mente eine direkte und sichere Strukturableitung. Von der 
zur LSIMS-Messung verwendeten Probe (ca. 1 pg) wird 
nur ein winziger Bruchteil verbraucht. Der Rest der Probe 
wurde bisher verworfen. Wir fanden nun, daR sich der Pro- 
benrest unverandert vom Target eluieren und durch 
HPLC-Chromatographie von der Matrixsubstanz Glycerin 
befreien 1aBt. Ein Teil der Restprobe wird nun mit einem 
Tropfen CH30H/2  N HCI versetzt. Nach 12 h Stehen sind 
alle COOH- und alle CONH,-Gruppen in COOCH,- 
Gruppen iiberfiihrt. Eine LSIMS-Aufnahme dieser Probe 
ergibt die Zahl der urspriinglich vorhandenen COOH- und 
CONH,-Gruppen. Der grol3ere Teil der Restprobe wird 
durch doppelten Edman-Abbau nach Chang und Witt- 
mann-Lieboid et aLr3I sequenziert, wobei jedes abgespal- 
tene Aminosaurefragment sowohl durch Diinnschicht- als 
auch durch HPLC-Chromatographie (bessere Absiche- 
rung!) bestimmt wird. Die wiedergewonnene Probe kann 
im Bedarfsfall zur Bestimmung des N-Terminus durch 
Dansylierung verwendet werden, wofiir eine LSIMS-Auf- 
nahme des Ge~amtpept ides~~l ,  aber auch eine hydrolytische 
Spaltung des Peptides und nachfolgende Ermittlung der 
derivatisierten N-terminalen Aminosaure per HPLC in 
Frage kommt. 

Als Beispiel fur die Anwendung des oben skizzierten 
Verfahrens moge die Sequenzierung eines 20 Aminosauren 
umfassenden neuen Peptides dienen, das wir in einer 
Menge von 300 pg aus menschlicher Samenfliissigkeit iso- 

['I Prof. Dr. G. Spiteller. Dr. K. Schneider, Dr. J. Reiner 
Lehrstuhl fiir Organische Chemie 1 der UniversitPt 
Postfach 101251, D-8580 Bayreuth 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gef6r- 
dert. 

[*"I LSIMS - Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry: Bei diesem Ver- 
fahren werden geladene Molekiile durch BeschuO mit Cs+ aus einer 
flirssigen Matrix herausgeschleudert und so der Massenspektrometrie 
zugiinglich gemacht. Ahnlich arbeitet die FAB-Massenspektrometrie, 
bei der Xe-Atome anstelle von Cs+ als Ceschosse verwendet werden. 
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lierten. Eine Molekulargewichtsbestimmung des Gesamt- 
peptides durch LSIMS gelang uns nicht. Die zur Messung 
eingesetzte Probenmenge betrug ca. 20 pg. 

Um das Peptid massenspektrometrisch analysieren zu 
konnen, spalteten wir es daher mit Trypsin und Chymo- 
trypsin. (CarboxamidomethyIier~ng[~~ und Reaktion mit 
Bromcyan['I zur Modifizierung von SH-Gruppen bzw. zur 
Spaltung der Peptidkette an der Carboxylseite eines Me- 
thioninrestes blieben erfolglos.) Bei der tryptischen Ver- 
dauung erhielten wir nach Trennung durch RP-HPLC drei 
Spaltstiicke (Tl, T2 und T3), wilhrend die chymotryptische 
Verdauung nur zwei Teilstiicke (CI und C2) erbrachte. 

Das LS1-Massenspektrum von C1 (Abb. 1) zeigt neben 
dem ausgepragten MI"-Ion der Masse m/z 805 intensive 
Spaltstiicke, die eine Ableitung der Sequenz bis zum N-ter- 
minalen Dipeptid der Masse 231 ermoglichen. Fur dieses 
Restpeptid ergeben sich nur zwei Moglichkeiten der Ami- 
nosiiurezusammensetzung, namlich 1. Asn-Val oder Val- 
Asn oder 2. Gly-Arg oder Arg-Gly. 

50 100  150 288 250 300 350 400 

0 
450 508 550 680 6 5 0  708 750 800 850 

I / ,  - 
Abb. 1. LSI-Massenspektrum positiver lonen vom Spaltstiick CI : Gly-Arg- 
Leu-Pro-Ser-Glu-Phe, im Ein-Buchstaben-Code: G-R-L-P-S-E-F; m / z  
805 - MHa. Die mit ,.G' gekennzeichneten Signale stammen von der 
Matrixsubstanz Glycerin. Die Peptidfragment-lonen (A. . . . 2.) sind 
nach Roepsrorflet al. bezeichnet [7]. Im Schema Uber dem Spektrum wird der 
Ein-Buchstaben-Code nur auf die Seitenketten der Aminosauren angewen- 
det. 

Um zwischen den vier Moglichkeiten zu unterscheiden, 
wurde das Spaltstuck C1 wie oben beschrieben mit einem 
Tropfen CH30H/2 N HCI umgesetzt. Eine LSIMS-Auf- 
nahme des Umsetzungsproduktes (Abb. 2) ergab die Zahl 
der urspriinglich vorhandenen COOH- und CONH2-Grup- 
pen aus der Verschiebung des Molekulargewichtes von der 
Masse 805 zur Masse 833. Daraus leiteten wir das Vorhan- 
densein von zwei Estergruppierungen ab. 

Dieser Befund schlieI3t die Endgruppierungen Asn-Val 
und Val-Asn aus. Um zwischen Gly-Arg und Arg-Gly zu 
unterscheiden, wurde die Endgruppe mit Dansylchlorid 
(Dns-Cl)isl bestimmt und das entstandene Dns-Glycin 
durch HPLC nachgewiesen. Durch Umsetzung des Hydto- 
lysats mit Dns-CI konnte zwischen den beiden moglichen 
massengleichen Aminosiluren Leucin und Isoleucin (per 
HPLC) unterschieden werden. Fur C1 ergab sich so die Se- 
quenz Gly-Arg-Leu-Pro-Ser-Glu-Phe. 

Das LSI-Massenspektrum vom Spaltstuck C2 zeigte 
zwar ein Molekiilion der Masse m / z  1412, doch war wegen 
des Mangels an sequenzspezifischen Ionen eine Sequenz- 
analyse aus dem Spektrum nicht m6glich. 

341 39G417 4'?1 2S72;7 

a / x  - 
Abb. 2. LSI-Massenspektrum positiver lonen vom Spaltstiick CI. verestert 
mi1 M e 0 H / 2 ~  HCI; m/z 833 - MHm. Die lonen m/z  93 und m/z  185 stam- 
men von der Matrixsubstanz Glycerin. 

Auch von den tryptischen Bruchstucken T1 und T2 lie- 
Ben sich nur die Molekulargewichte per LSIMS ermitteln 
(Abb. 3 und 4). Das Spaltstuck T3, von dem durch LSIMS 
kein Molekiilion zu erhalten war, lieferte bei der chymo- 
tryptischen Verdauung zwei Sekundarspaltstiicke: CTI ist 
identisch mit C1; bei CT2 rnit der Masse 927 traten im 
LSI-Massenspektrum (Abb. 5) zwar einige sequenzspezifi- 
sche Ionen auf, doch waren sie fur eine Strukturableitung 
zu wenig intensiv. Die Sequenz des Peptides CT2 wurde 
daher mit Hilfe der manuellen Mikrosequenzierung nach 
Chang[91 zu Ser-Gln-Phe-Pro-His-Gly-Ala-Gly-Lys ermit- 
telt, ebenso die des Teilstuckes T1 zu Gly-Gln-His-Tyr. 

5 0  1 8 0  150 280 250 300 350 4 0 0  4 5 0  500 
d, - 

Abb. 3. LSI-Massenspektrum positiver lonen vom Spaltstiick TI  : Gly-Gln- 
His-Tyr: m / z  504 = MH", m / z  526 = m a " ;  Glycerin-Untergrund subtra- 
hiert. 

PA1 "I 

m/z - 
Abb. 4. LSI-Massenspektrum des Molekiilionenbereichs vom Spaltstiick T3; 
m/z I501 = MH": Leu-Pro-Ser-Glu-Phe-Ser-Gln-Phe-Pro-His-Gly-Ala-Gly- 
Lys. Die zur Messung eingesetzte Probenmenge betrug ca. 5 pg. 

Angew. Chem. 99 (1987) Nr. 8 0 VCH VerlagsgesellschaJi mbH. 0-6940 Weinheim. 1987 0044-8249/87/0808-0815 $ 02.50/0 815 



225 i 

H5C200C gR - TosOH 

0 0  

u z  - 
Abb. 5. LSI-Massenspektrum positiver lonen vom Spaltstuck CT2: Ser-Gln- 
Phe-Pro-His-Gly-Ala-Gly-Lys: m/z  928 = MHm; Glycerin-Untergrund sub- 
trahiert. 

H5C2OOC FR 
COOC2Hz 

OH 

Die chymotryptische Verdauung von T2 lieferte ein Teil- 
stuck der Masse m / z  591 (CT3) und das bereits bekannte 
Spaltstuck CT2 der Masse m / z  927. 

CT3 hat die Sequenz Leu-Pro-Ser-Glu-Phe und somit 
bis auf das Fehlen des N-terminalen Dipeptides Gly-Arg 
die gleiche Sequenz wie C1 und CTI. Daraus war zu fol- 
gern, daD das Bruchstuck T3 ein nur unvollstilndig tryp- 
tisch verdautes Peptid ist. 

wurde in relativ kuner Zeit eine groBe Zahl von Derivaten 
synthetisiert. Die Derivatisierung war jedoch lange Zeit 
auf die Phenylgruppe und auf C-2 und C-3 des IP-Dihy- 
dropyridinrings beschrankt. 4,4-Disubstituierte 1,4-Dihy- 
dropyridine waren nicht erhgltlich. 

Erst die Synthese von Goldmann[*I machte die 4,4-disub- 
stituierten 1,4-Dihydropyridine zuganglich. Aber auch die- 
ser Weg ist nicht allgemein anwendbar. Verbindungen rnit 
den am meisten erwiinschten 2- oder 3-Nitrophenylgrup- 
pen an C-4 lassen sich nicht mit dieser Methode syntheti- 
sieren. 

Ausgehend vom a-Pyronderivat erhielten wir jetzt durch 
eine neue Synthese auch ein 4-Methyl-4-(3-nitrophenyl)- 
1,4-dihydropyridin, das alle Strukturmerkmale vereinigt, 
die sich bisher als vorteilhaft erwiesen haben. 

Der 3-(3-Nitrophenyl)-2-pentendisaure-diethylester 3a 
wurde aus Glutaconsaure-diethylester 1 und 1 -Brom-3-ni- 
trobenzol2a durch eine Heck-Reakti~n~~l hergestellt, zu 4a 
formyliert und anschlie5end in Anwesenheit einer kata- 
lytischen Menge Toluolsulfonslure in Toluol cyclisiert. 
Der erhaltene 4-(3-Nitrophenyl-6-oxopyran-3-carbonslu- 

Gly -Arg -Leu-Pro-Ser-GGLu-Phe-Ser-Gln-Phe-Pro-His-Gly-Ala-Gly-Lys-Gly-Gln-His-Tyr 

G - R  - L - P - s  - - E - F  - s - Q - F - P - H - G - A - G - K -  G - ~ - H - Y  
I >  I ,  

I T2 I 

-c1 C2- 
I CTl CT2 I 

Schema 1. Struktur des iieuen Icosapeptides. Bruchstucke siehr Text. Zweite Zeile: kin-Huchstabrn-Code 

Addiert man die Molekulargewichte der chymotrypti- 
schen Spaltstucke C1 (Masse 804) und C2 (Masse 1412), so 
erhalt man nach Subtraktion von 18 amu (= Masse von 
H20) fur das Peptid ein Molekulargewicht von 2198. Die 
gleiche Masse erhalt man aus den Spaltstucken der trypti- 
schen Verdauung T3 = CTl (M 804) + CT2 (M 927) und 
T1 (M 503) nach Subtraktion von 2 x 18. Es ergibt sich so- 
mit fur das Peptid die in Schema l gezeigte Struktur. An- 
aloge Strukturen sind bisher unbekannt. 
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Substituierte a-Pyrone als Edukte fur die Synthese 
von 4,4-disubstituierten 1,4-Dihydropyridinen 
Von Vratislav Kvita* und Hans-Peter Sauter 

Nachdem sich einige 4-Aryl- I ,4-dihydropyridine als 
hochwirksame Calcium-Antagonisten erwiesen haben['l, 

[*I Dr. V. Kvita, H.-P. Sauter 
Zentrale Forschungslaboratorien und 
Zentrale Funktion Forschung Physik der Ciba-Geigy AG 
Rosental, CH-4002 Basel (Schweiz) 

re-ethylester 5a reagierte bei Raumtemperatur mit Piperi- 
din unter Abspaltung von C 0 2  zu 3-(3-Nitrophenyl)-2-pi- 
peridinomethylen-3-butensaure-ethylester 6aI4], der mit 3- 
Aminocrotonsaure-ethylester zu 2,4-Dimethyl-4-(3-nitro- 
pheny1)- 1,4-dihydropyridin-3,5-dicarbons~ure-diethylester 

Y00C2H5 H5C200F 

1 
1. NaH. H C O q H S  
2. HCI 

L 

5a 40 

b 
6a 7a 

a. R = NO2: b. R = COCH3: c, R = COOC2H5 
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