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Benzyl-n-butyl-pyrophosphorsaure: 6.0 g (10 mMol) Silbersalz der Tr i -  
benzylpyrophosphorsiiure werdenunterKiihlungzueinerMischungvon 3gn-Buty l -  
jodid und 15 ccm Chloroform zugegeben und das Ganze erst 5-0 Stdn. bei gewohnl. 
Temperatur geschuttelt und dann 2 Stdn. riickflieDend gekocht. Es wird von den Silber- 
salzen filtriert, rnit vie1 Chloroform gewaschen, die vereinigten Filtrate mit Kalium- 
hydrogencarbonat gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet, i. Vak. zur Troche ver- 
dampft und der Ruckstend wiederholt rnit Petrolather ausgewaschen. Das zuriickblei- 
bende sirupijse Tribenzyl-n-butyl-pyrophoaphat (3.7 g entspr. 76% d. Th.) wird 
zusammen mit 2.3 g Natriumjodid in 30 ccm Aceton gelost und die Losung 20 Nin. 
riickfiedend gekocht, wobei das Dinatriumsalz (VITIa) doe obigen Dieaters kristal- 
linisch ausfiillt. Ausb. 2 g (73% d. Th.). Zur Fbinigung wird es in wenig Waaser gelost 
und mit Aceton wieder ausgefiillt. 

Xaa~,Hl,O,P, (308.1) Ber. P 10.85 Gef. P 10.75 
n-Butyl-pyrophosphorsiiure: Die LijBung von 1.6 g des Natriumsalzes VIIIa 

(4 mMol) in Methanol-Wasser wird nach Z w t z  von 4 ccm n %OH in Gegenwart von 
Palladiumschwarz katalytisch hydriert. Gewohnlich ist die Hydrierung nach wenigen 
Minuten beendet (Verbrauch an Wasserstoff ca. 100 ccm bei 27'/764 Tom). Das 
Filtrat wird rnit Essigsiure auf ?)H 7.6 gebracht und mit einer alkohol. Lijsung von 2.4 g 
Bariumjodid versetzt. Darr sich ausscheidende Bariumsalz (entspr. IXa) wird ab- 
zcntrifugiert, erat mit W m r  und dann wiederholt mit Aceton ausgewaschen. Ausb. 
1.5 g (88% d. Th.). 

Ba,C8Hl,01,P, (874.2) Ber. P 14.2 Ba 47.1 Gef. P 14.3 Ba 46.8 

137. Helmut Hormann, Wolfgang GraSmann, Erich Wunsch und 
Hartmuth Preller*; : Die Veresterung von Peptiden und ihre Bedeutung 
fur die Bestimmung carboxylendstiindiger Aminosauren nach der Re- 

duktionsmethode ' 
[Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Regensburg] 

(Eingegangen am 12. Dezember 1955) 

Die Reduktion vercsterter Carboxylgruppen in Peptiden rnit 
Lithiumborhydrid verliiuft in siimtlichen von uns unterauchten 
Fallen ohne Nebenreaktionen. Dagegen liil3t sich die Veresbmng 
selbst, die notwendig iet, um die freien Carboxylpppen einer 
quantitativen Reduktion zuggnglich zu machen, mit Methanol- 
SalzsiLure oder Methanol-Acetanhydrid nicht vollkommen einwand- 
frei durchfuhren. Ein besondera abweichendes Verhalten zeigt das 
Tripeptid Glycyl-phenylalanyl-serin, das einerseits in betriicht- 
lichem MaBo ein gemischtes Diketopiperazin aus Phenylalanin und 
Serin abspaltet und anderemeits, insbesondcre bei Behandlung rnit 
Methanol-Acetmhydrid, unter Acylwanderung am Serinrest Um- 
lagerung zum Esterpptid erfahrt. Mit Diazomethan dagegen IieIlen 
sich 6mtliche Peptide einwandfrei verestern, wenn vorher ihre 
freien Aminogruppen durch den DNP-Rest substituiert waren. 

Ein Weg zur Bestimmung fieier Carboxylendgruppen in Peptiden und 
Proteinen besteht in der Reduktion der endstandigen Aminosiiuren zu Amino- 
alkoholenl), die dann nach Hydrolyse des EiweiBkorpers, am besten als Di- 

*) Zum grodten Teil Diplomarbeit H. Preller, Miinchen 1950. 
1) C1. Fromageot, M. Jutisz, D. Meyer u. L. Penasse, Biochim. biophysica Acta 

[Amsterdam] 6, 283 [1950]. 
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nitrophenyl-(DNP)-Derivatea), isoliert und identifiziert werden konnen. Wie 
eingehende Untersuchungen sowohl von uns2v3) als auch von J. L. Bai ley4)  
gezeigt haben, eignet sich zur selektiven Reduktion der Carboxylgruppe, wo- 
bei Peptidbindungen nicht angegriffen werden durfen, nur Lithiumborhydrid. 
Lithiumaluminiumhydrid und Aluminiumhydrid wirken zu stark und redu- 
zieren auch Peptidbindungen in wechselndem AusmaB 4 9  6 ) ,  wiihrend Kalium- 
und Natriumborhydrid zu schwache Reduktionsrnittel sind, um Carboxylgrup- 
pen oder ihre Ester anzugreifene). Vielleicht laat sich auch Calciumborhydrid, 
daa von Kol loni t sch  und Mitarbeitern') zur Reduktion von Estergruppen 
vorgeschlagen wurde, fur diese Zwecke verwenden. 

Freie Carboxylgruppen werden von Lithiumborhydrid im Gegensatz zu 
Lithiumaluminiumhydrid nur zu einem gcringen Briichteil angegriffen3), wah- 
rend Estergruppierungen vollstandig reduziert werdens). Fur eine quantita- 
tive Bestimmung der Carboxylendgruppen ist es daher notwendig, dieselben 
vor der Reduktion zu verestern. 

Bereits in den friiheren Veroffentlichungen konnten wir zeigen und finden 
es auch in der vorliegenden Arbeit immer wieder bestatigt, daB gereinigte 
Peptidester durch Lithiumborhydrid in siedendem Tctrahydrofuran keine Spal- 
tung von Peptidbindungen erleiden, und daB die Estergruppe in nahezu quan- 
titativer Ausbeute reduziert wird. Dagegen erwies es sich im Hinblick auf elrlige 
abweichende Beobachtungen als notwendig zu untersuchen, ob bei der Ver- 
esterung Nebenreaktionen auftreten, die zur Bildung von Estergruppen aus 
Peptidbindungen fiihren konnen. Als solche Nebenreaktionen wiiren neben 
einer fiormalen alkoholytischen Aufspaltung von Peptidbindungen ituch Acyl- 
wanderungen an Hydroxyaminosliuren EU erwarten, die bekanntlich durch 
Sliuren katalysiert werden 9). 

Zur Veresterung von Peptiden und Proteinen wird ublicherweise Methanol-Salzsaure 
verwcndet. Es ist dabei nicht notwendig, die Losung mit Chlorwaaserstoff zu sitttigen, 
wie cs von friiheren Autoren angegeben wurdclo), sondern es gcniigt bereits cine 0.1 n 
Konzentrationu). Soweit an Hand von van Slyke-Bestimmungen festzustellen war, 

- ~ -  - 

*) W. GraLDmann, H. H o r m a n n  11. H. EndreR, [!hem. Ber. 86, 1477 [1953]. 
3, W. GraBmann,  H. H o r m a n n  u. H. Endres .  Chem. Ber. 58, 102 [1955]. 
4, Biochem. J. 60,170 [1955]. 
5, R. N y s t r o m  u. W. G. Brown,  J, Amer. chem. SOC. 70, 3738 [1948]; A. Uffer  u. 

K. S c h l i t t l e r ,  Helv. chim. Acta 31, 1397 [1948]; P. K a r r e r  u. B. J. R. Nikolaus ,  
ebenda 86,1581 rl9521; V.M.Mi6ovi6 u. M. L. Mihai lovib,  J. org. Chemistry 18,1190 
[1953]; M. Ju t i tw,  D. M. Meyer u. L. Penasse ,  Bull. SOC. chirn. France 1964, 1087. 

6 )  S. W. Chaik in  u. W. G. Brown,  J. h e r .  chcm. SOC. 71, 122 [1949]; E. B. Reid  
11. J. R. Siege], J. chem. SOC. [London] 1964, 520; J. K. H a m i l t o n  11. F. S m i t h ,  J. 
Amer. chem. SOC. 76, 3543 [1964]. ifiber eine Reduktion von Carboneaureestern mit 
NaBH, bei Gegenwart von AICI, siehe H. C. Brown u. R. C. S. Rao ,  J. Amer. chem. SOC. 
77, 3164 [1955]. 

') J. 0. Kol loni t sch ,  0. F u c h s  u. V. G a b o r ,  Nature [London] 176, 346 [1955]. 
8)  R. F. N y s t r o m ,  S. W. Chaik in  u. W. G. Brown,  J. Amer. chem. SOC. 71, 3245 

[1949]. 
lo) K. Fe l ix  u. H. R a u c h ,  Hoppe-Seyler's %. physiol. Chem. 200,27 [1931]; I(. F e l i x  

u. H. Reindl ,  ebenda 206, 11 [1932]; A. Kiesel  u. &I. Znamenskaja ,  ebcnda 218, 89 
[1932]. 

11) H. F r a e n k e l - C o n r a t  u. H. S. Olcot t ,  J. biol. Chemistry 161, 259 [1945]; 8. a. 
W. F. H. M. Mommaer ts  u. H. N c u r a t h ,  cbenda 156, 909 [1950]. 

g, A. P. P h i l l i p s  u. R. Bbl tz ly ,  J. Amer. chem. 8oc. 69, 200 [1947]. 
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sollen dabei keine Peptidbindungen gcofFnet werdenu). Neben Chlorwasserstoff wurden 
ale Hatelyeatoren auch noch Acetylchloridl2) oder AcetanhydridlS) vorgeschlagen. Bei 
diesen Verfahren bildet sich wohl zuerst das Saurechlorid oder das gemischte Anhydrid 
der zu veresternden Carboxylgruppe, welches dann mit dcm AJkohol weiter zurn Ester 
reagiert. Gleichzeitig werden auch die freien Aminogruppen acetyliert. Auch mit Diazo- 
methan lassen sich Peptide verestern, wenn man ihre Aminogruppen durch Substituenhn, 
die die Basizitit aufheben, blockiert"). Beachtct man diese Maanahme nicht, 80 erhalt 
man infolge der zwitterionischen Natur der Peptide betainartige Reaktion~produkte~~~'). 

Zuerst haben wir die Peptide Glycyl-phenylalanin und Prolyl-gly- 
cyl-phenylalanin mit Methanol-O.lnHC1 und mit Methanol-lO% Acet- 
anhydrid verestert. Dabei konnten wir papierchromatographisch feststellen, 
daB bei beiden Arbeitsweisen geringe Mengen von Bruchstucken auftraten. 
Nach Veresterung sowohl des Dipeptides wie des Tripeptides mit Acetanhy- 
drid als Katalysator zeigte das (wegen des Fehlens fieier Aminogruppen nach 
F. Reindl und W. Hoppe16) angefarbte) Chromatogramm neben dem acety- 
lierten Peptidester und kleinen Mengen von Bruchstiicken noch eine bedeu- 
tendere Fraktion, welche dieselben Aminosiiuren wie das Ausgangsmaterial 
enthielt. Sie reagierte gleichfalls nicht rnit Ninhydrin und gab beim Bespriihen 
mit Umbelliferon (zum Nachweis von Carboxylgruppen) keine Fluorescenz, 
wodurch die Moglichkeit ausgeschlossen wird, dal3 es sich um unverestertes 
Acetylpeptid handeln konnte. Moglicherweise liegt hier ein Cyclisierungs- oder 
Dimerisierungsprodukt vor, daa sich durch Umsetzung des als Zwischen- 
produkt anzunehmenden gemischten Anhydrides aus Peptid und Essigsaure 
gebildet haben konnte. 

Infolge all dieser Nebenreaktionen ergaben, anders als bbi der Reduktion 
gereinigter Peptidester e* s), die nach Veresterung mittels beider Methoden er- 
haltenen Reaktionsprodukte bei h e r  Reduktion mit Lithiumborhydrid und 
nachfolgender 8aurer Hydrolyse auch Spuren von Aminoalkoholen nicht carb- 
oxylendstandiger Aminosiiuren. Ihre Mengen, die nach iiblicher Isolierung 
als DNP-Derivat bestimmt wurden, betrugen zwischen 3 und 7 %  (Tafel 1). 
Dementsprechend war die Ausbeute an Endgruppen erniedrigt, und zwar be- 
sonders im Falle der Veresterung mit Methanol und Acetanhydrid, was wir auf 
die oben erwahnte Dimerisierung oder Cyclisierung zuruckfiihren. 

Gegeniiber diesen Methoden der Veresterung ergab das Verfahren mit Di- 
azomethan, wobei der DNP-Rest zum Schutz der Aminogruppen verwendet 
wurdc, keine Nebenprodukte. Nach Reduktion mit Lithiumborhydrid in sie- 
dendem Tetrahydrofuran und Hydrolyse lieB sich ausschliealich die Carboxyl- 
endgruppe als DNP-Aminoalkohol in sehr guter Ausbeute isolieren. 

Eine methylierende Spaltung von Amidbmdungen, wie sie H. Biltz17) an acetylierten 
Spirodihydantoinen und Bredereck und Mitarbb.1') an N7-acetylierten Purinen beob- 

") K. Freudenberg u. W. Jekob, Ber. dtsch. chem. Ges. 74,1001 "3411. 
la) J. N. Ashley u. C. R. Harrington, Biochem. J. 28, 1178 [1929]; 8. a. S. Black- 

14) J. Herzig u. K. Landsteiner,  Biochem. Z. 61, 463 [1914]; 106, 11 [1920]. 
15) K. Landsteiner,  Biochem. Z. 68, 362 [1914]; H. Herzig u. K. Landeteiner,  

Biochem. Z. 61, 468 [1914]; E. Abderhalden u. H. Sickel, Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chem. 117, 1 [1927]; R. Kuhn u. H. W. Ruelius, Chem. Ber. 88.38 [1952]. 

- ~ _ _ _ _ _ _  

______ 
, 

burn u. H. Phillips, ebenda 88, 171 [1944]. 

la) Chem. Ber. 87, 1103 [1954]. 17)  Ber. dtsch. chem. Ges. 8.1, 1146 [1931].\ 
l*) H. Bredereck, I. Hennig u. W. Pfleiderer, Chem. Bcr. 86, 321 [1953]. 
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Peptid 

Tafel 1. A u s b e u t e n  an DNP-Aminoalkoholen  n a c h  d e r  R e d u k t i o n  v o n  
P e p t i d e n ,  d i e  n a c h  verschiedenen  Methoden  v e r e s t e r t  worden  w a r e n  

I Ausbeuten an DNP-Aminoalkoholen in yo d. Th. 

gefundener 
DNP-Peptid 

I i Veresterungsmethode 

DNP-Phe-ol 84.0 
Cly-phe . . . . . DNP-Gly-ol 

DNP-Phe-01 70.6 64.0 
DSP-Gly-ol 6.6 

Pro-gly-phe . . 1 DNP-Pro-01 1 3:: ~ 3-4 

84.1 
- 

- 

Gly-phe-ser 

DNP- 
Gly-phe-ser . . 

DNP-Ser-ol 
DNP-Phe-ol 
DSP-Gly-ol 20.6 

DJSP- Ser-ol 52.0 
DNP-l'he-ol 
DNP-Gly-01 

77.3 
.- 

- 

achtet haben, d W t e  nur in besonders gelagerten Fillon e i n h t e n  und wurde von UIIE 

nicht bomerkt. Beim Arbeiten mit Diazomcthan ist zu beachten, daB d i ~ s  Reagens im 
allgemeinen betriichtliche Mengen Methylamin enthiilt, welches bei ungeniigender Ab- 
trennung im spiiteren Gang der Untersuchung stort, da es ebenfah mit FDNB unter 
Bildung von N-Methyl-2.4-dinitro-anilin reagiert. 

Unsere Versuche bestiitigen also erneut, dal3 bei der Reduktion von Pep- 
tidestern mit Lithiumborhydrid in siedendem Tetrahydrofuran die Peptid- 
gruppierung nicht angegriffen wird, denn sonst hatte im Falle der Reduktion 
von DNP-Prolyl-glycyl-phenylalaninester noben DNP-Phenylalaninol noch 
DNP-Colamin nachgewicsen werden mussen. Auch die urspriingliche Amino- 
endgruppe hatte sich noch als DNP-Aminoalkohol finden konnen, da die DNP- 
Gruppierung des DNP-Peptidesters wahrend der Reduktion zumindest noch 
teilweise erhalten bleibt le). 

Unsor Befund, daD Lithiumborhydrid Peptidbindungen intakt IiiBt, ist neuerdings von 
J. C. Crawhal l  und D. F. El l iot tm) angegriffen worden, die Benzoylglycyl-alanineskr 
mit Lithiumborhydrid in siedendem Tetrahydrofuran rcduziert und nach der Hydrolysc: 
neben Alaninol auch Colamin in geringer Menge nachgewiesen haben. Wir haben diesen 
Versuch nachgearbeitet und gefunden, daD unter diesen Bedingungen aus reinem Benzoyl- 
glycyl-alanin-methylester, unter strengstem WmserausschluB bei der Reduktion, nur 
Alaninol und kein Colamin entsteht. Wir haben dieee,Aminoalkohole in der iiblichen 
Weise als DNP-Verbindungcn isoliert und siulenchromatographisch getrennt"), w i h n d  
Crawhal l  und E l l i o t t  das gemmte Hydrolysat papiierchmmatographisch aufgetrennt 
und mit Ninhydrin entwickelt haben. 

Hatten bereits die Veresterungsversuche an einfach gebauten Peptiden 
einige Nebenreaktionen gezeigt, so ergab die Vcresterung eines Ser inpep-  

lS) K. H e y n s  u. K. S t a n g e ,  Z. Naturforsch. lob,  252 [1955]. 
20) Nature [London] 176,299 [1955]; Biochem. J. 61, 264 [1965]. 
*I) W. GraBmann,  H. H o r m a n n  u. H. E n d r e s ,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 

296,208 [ 19541. 
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t ides ,  Glycyl-phenylalanyl-serin, ein schwieriger ubersehbares Bild. Ein Pa- 
pierchromatogra;mm des mit Methanol  - 0.1 n HC1 veresterten Produktes 
lies beim Bespriihen mit Ninhydrin neben dem Peptidester eine bedeutende 
Menge Glycinester erkennen, dessen Menge zu etwa 16% des insgesamt im 
Peptid vorhandenen Glycins ermittelt wurde. Bei der Anfarbung nach Re ind l  - 
H oppel6) erschien weiterhin eine Komponente, die bei der Hydrolyse Serin 
und Phenylalanin ergab. Da dieae Verbindung mit Ninhydrin kaum angefarbt 
wurde, handelt es sich offenbar um das entsprechende Diketopiperazin. Auf 
Grund der Tatsache, daD ein Ted des carboxylendstiindigen Serins durch diese 
Cyclisierung blockiert war, fand man auch nach Reduktion mit Lithiumbor- 
hydrid und saurer Verseifung des Reaktionsgemisches Serinol nur in stark 
verminderter Ausbeute (44 yo), wiihrend das urspriinglich nicht carboxylend- 
stiindige Glycin zu 23 % ah DNP-Colamin erhalten wurde (Tafel 1). In  die- 
sem Versuch, der getrennt von dem papierchromatographisch aufgearbeiteten 
ausgefuhrt worden war, hatten also 23 yo des Peptides eine Spaltung in Gly- 
kokollester und das gemischte Diketopiperazin aus Serin und Phenylalanin 
erlitten. Daneben fand sich noch zu 4.6% DNP-Phenylalaninol, was von 
einer geringen Acylwanderung an der Bindung zwischen Phenylalanin und 
Serin herriihren durfte (8. u.). Die nicht reduzierten Aminosauren liesen sich 
nach Uberfuhrung in die DNP-Derivate quantitativ zuruckgewinnen. Eine 
mogliche Zersetzung von endvtiindigem Serin in GlykokollZ2), das nach der 
Reduktion als DNP-Colamin auftreten wurde, kann daher ausgeschlossen 
werden (vergl. Tafel 2). 
Tafel2. Reduktion von Glycyl-phenylalanyl-serin mit  Lithiumborhydrid 

nach verschiedenartiger Veresterung 
(Verwendet wurden je 3 2 9 0 1  Peptid. Nach Hydrolyse wurden Aminwlkohole und 
Aminoaiiuren ah DNP-Verbindungen getrennt und chromatographisch quantitativ 

bestimmt.) 

Veresterung mit Methanol- 0.1% HCl 

Gly ........ : 7.82 24.4 75.0 
Phe ........ 1 1.3 ~ 4.6 I it:: 91.7 
Ser ........ 14.25 44.0 17.9 55.6 

Veresterung rnit Methanol-Acetanhydrid 

Gly ........ 6.6 20.4 22.0 68.7 
Phe 4.6 
Ser 12.5 

........ 

........ 1 :::; I ;;:: 1 :;:; 
Veresterung des DNP-Peptides mit Diazomethan 

Summe I yo d. Th. I DNP-Aminoalkohole I DNP- Aminoshuren Stamm- 
amino- 

95.4 
96.3 
99.6 

89.3 
95.7 
92.3 

I I 1 uMol 1 "/, d.Th. I uMol 1 O/, d.Th. 1 &Ure 

Gly - - ........ 
Phe ........ 
-Ser ........ 1 24.75 1 77.3 ~ 1 I 
a) Th. Wieland, H. Cords u. E:. Keck,  Chem. Ber. 87, 1312 [1954]; Th. Wieland 

u. K. Dose,  Angew. Chem. 66, 781 [1954]. 
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Noch etwaa unubersichtlicher war vorerst das Ergebnis, daa wir mit Glycyl- 
phenylalanyl-serin nach Veresterung mit Methanol  - A c e t a n  h y d r  id  er- 
hielten. Das Chromatogramm, daa wir wegen der Blockierung samtlicher 
freier Aminogruppen durch den Acetylrest wieder nach der Methode von 

Re ind l  und Hoppe16) angefalrbt hat- 
ten, zeigte funf Flecken an (s. die Ab- 
bild.), von denen drei (1-111) samt- LiisungsmittelfFont 

I 
I1 
111 

liche Aminosliuren des eingesetzten Pep- 
tides enthiclten. Im Fleck IV lieB sich 
nach der Hydrolyse nur Phenylalanin 
und Serin, in Fleck V, dessen RF-Wert 
dem von Acetylglycinester entsprach, 
nur Glycin nachweisen. Nach dem Aus- 
schneiden der Flecken und Hydrolyse 
lie0 sich durch kolorimetrische Bestim- 
mung mit Ninhydrin zeigen, da13 der 
Aminosauregehalt der beiden Fleckcn 
IV und V grofienordnungsgerntifi im 
Verhaltnis 2 :  1 war. Auch hier beob- 
achtet man also offenbar eine teilweise 
Aufspaltung des Serinpeptides in ein 

IV 
V 

Auftragatelle 

Diketopiperazinderivat (Fleck IV) und Papierchromatogramm von Glycyl- 
phenylalanyl-serin nach Veresterung Acetylglycinester v, 
mit Methanol - Acetamhydrid. Lij- Aus der in einem zweiten Versuch 
sungsmittel : Butanol-&mol-Was- 

ser 4 : l : B  
nach Reduktion mit Lithiumborhydrid 
isolierten Menge an DNP-Colamin ging 
hervor, daB diese Aufspaltung zu etwa 

20 yo erfolgt war. Die Ausbeute an DNP-Serinol betrug nur 39.6 yo. Dagegen 
war DNP-Phenylalaninol in wesentlich groBerer Menge (14.4 o& vorhanden 
als in dem Ansatz, der mit Methanol-Salzsaure behandelt worden war (4.6 yo). 
Nachdem im Papierchromatogramm von acetylierend verestertem Glycyl- 
phenylalanyl-serin kein Fleck vorhanden war, der ausschlieBlich Serin ent- 
hielt, und demzufolge cine Abspaltung von endstandigem Serin offenbar nicht 
erfolgt war, muB man annehmen, daB die am Phenylalanin neu entstandene 
Estergruppierung durch eine teilweise Acylwanderung dieses Restes von der 
Aminogruppe des Serins zu dessen Hydroxylgruppe gebildet wurde. Wahr- 
scheinlich stellt einer der drei Flecken, die alle drei Aminosauren des Peptides 
enthalten, dits umgelagerte Esterpeptid dar. 

HO-CH, Qly-Phe-0- CHa 
Gly-Phe-NH-hH-CO,H ---9 H,N-&H-CO,H 

Die Acylwanderung unter dem E i d u B  von Acetanhydrid lie13 sich an Di- 
nitrophenyl-glycyl-phenylalanyl-serin eindeutig nachweisen. Dam m d e  daa 
mit Acetanhydrid als Katalysator veresterte DNP-Peptid mit nNH, behan- 
delt, um die Esterbindungen zu verseifen. In  der Ltisung lieB sich abgespal- 
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tenes DNP- Glycyl-phenylalanin papierchromatographisch in einer Ausbeute 
von 23.1 yo neben unveriindertem DNP-Glycyl-phenylalanyl-serin nachwei- 
sen. AuBerdem war freies Serin zu 17.1 yo vorhanden. In einem zweiten An- 
satz, der durch Reduktion des Peptidesters mit Lithiumborhydrid aufge- 
arbeitet wurde, konnte DNP-Phenylalaninol in einer Ausbeute von 13.1 yo 
nachgewiesen werden. Die Ausbeute an DNP-Serinol, das der Carboxylend- 
gruppe entstammte, betrug nur 52 yo. 

Im Zusammenhang rnit der schlechten Ausbeute an DNP-Serinol mag e n d m t  wer- 
den, daS man auch bei Veresterung von Serin und von N-hnzoyl-aerin mit Methanol- 
Acetanhydrid nach der Reduktion mit Lithiumborhydrid und Hydrolyse Serinol nur in 
10.5- bzw. 15-proz. Ausbeute als DNP-Derivat isolieren kann. Mit Salzsiiure als Kata- 
lyeatm lassen sich zwar b ide  Produkte in guter Ausbeute verestern, doch ergibt nur der 
benzoylierte Serinester bei der Reduktion einheitliches DNP-Serinol, wahrend Serinester- 
hydrochlorid selbst ein uneinheitliches Gemenge liefert 8 ,  * a ) ,  das den gesuchten DAT- 
Aminoalkohol nur in einer 9-proz. Auebeute enthiilt. 

Im Gegensatz zu den Versuchen, in denen Methanol-Salzsiiure oder Metha- 
nol-Acetanhydrid zur Veresterung verwendet wurden, fand man bei der Ein- 
wirkung von Diazomethan auf DNP- Glycyl-phenylalanyl-serin wiedcrum keine 
Nebenreaktionen. Die Reduktion des DNP-Esters mit Lithiumborhydrid er- 
gab nach iiblicher Aufarbeitung in 77.2-proz. Ausbeute DNP-Serinol als ein- 
zigen DNP-Aminoalkohol. 

Unsere Ergebnisse bestiltigen, daB zwar bei der Reduktion mit Lithium- 
borhydrid keine Veranderungen der Peptidbindung erfolgen, andererseits aber 
bei der notwendigen Veresterung, falls sie mit Methanol in Gegenwart von 
Salzsaure oder Acetanhydrid ah Katalysator erfolgt, fiir das Ergebnis storende 
Nebenreaktionen eintreten konnen. Eine einwandfreie Veresterung kompli- 
zierter Peptide wird dagegen nach den bisherigen Erfahrungen bei Einwirkung 
von Diazomethan auf das DNP-Peptid erreicht. Fiir die Bestimmung der 
Carboxylendgruppen bietet diese Veresterungsweise weiterhin den Vorteil, da13 
dabei auch die Aminoendgruppe nach Reduktion und Hydrolyse identifiziert 
werden kann, da Lithiumborhydrid den DNP-Rest weitgehend intakt liiBt la). 

Die Abspaltung der beiden carboxylendstkndigen Aminosauren als Diketo- 
piperazinderivate unter sauren Bedingungen stellt eine bis jetzt noch unbe- 
liannte Reaktion dar, die sicher eng mit der besonderen Struktur des untcr- 
suchten Tripeptidea zusammenhangt. An einfachen Peptiden ist eine solche 
Abspaltung bis jetzt nur beim Erhitzen zusammen mit Basen beobachtet wor- 
den*). Wie weit diese Reaktion auch in Proteinen zu erwarten ist, die ja eine 
wesentlich groBere Stabilisierung h e r  Peptidketten durch Wasserstoffbriicken 
aufweisen, entzieht sich vorlaufig noch unserer Kenntnis. 

Dagegen ist die Acylwanderung eine bereits gut bekannto Reaktion. Die ersten Ar- 
beiten dazu stammen von Bergmann und Mitarbeitern”) die, nach vorhergehenden 
Versuchen an einfachen N-Acylaminoalkoholen, N-Benzoyl-serinester mit Thionyl- 

w, P. Kerrer ,  P. Por tmann u. M. Suter ,  Helv. chim. Acta 81, 1617 [1948]. 

*s) M. Bergmann, E. Brand  u. F. Dreycr, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 936 [1921]; 
M. Bergmann, E. Brand  u. F. Weinmenn, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 181, 1 
[ 19233. 

G. Schramm u. I. Leube, Makromolekulare Chem. 18, 117 [1964]. 
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chlorid in 2-Phenyl-4-carbomethoxy-oxazolon iiberfiihrten, welches mit Silure in den 
0-Benzopl-eerinester iibergingle). Spiltere Untarsuchungen anderer Autoren haben dann 
gezeigt, daB eine solche Umlagerung auch durch S&uren allein, wenn auch nicht voll- 
stindig, hervorgerufen werden kannQ), was wohl auch ein Grund fur die leichtore Hydro- 
lysierbarkeit von Serinpeptiden sein dtirfte97). D. F. El l iot t")  hat mit Hi& von konz. 
Schwefelsiiure an Seidentibroin eine Acylwanderung der Peptidbindungen der Hydroxy- 
aminosauren erreicht und konnte nach Schutz der entatandenen freien Aminogruppen 
durch den DNP-Rest mit anschlieBender schwach alkalischer Hydrolyse die gebildeten 
Esterbindungen spezifisch aufspalten. J. L. Bailey-) anderemeits, der diem Umlagerung 
auf die durch Reduktion erhaltenen Peptidalkohole anwendet, hat darauf ein Verfahren 
zum schrittweieen Abbau von Peptiden am Carboxylende aufgebaut. 

Nach unaeren Befunden und denjenigen von P r a e n k e l - C o n r a t  und Olcot tu)  tritt 
jedoch mit 0.1 n HC1 in Alkohol nur eine sehr geringe Acylwanderung an Serinbindungen 
ein. Dagegen ist dime Reaktion bei Venvendung von Acetanhydrid ah Veresterungs- 
katalyaatoz wesentlich stiirker begiinstigt. Vielleicht diirfte auch die gegeniibcr dem er- 
rechneten Wert etwas zu hohe Ausbeute an DNP-Alaninol, die wir bei der Reduktion von 
acetylierend verestertcm Insulin mit Lithiumborhydrid erhalten hatten,), auf eine solche 
Acylwanderung a n  der Bindung zwischen Alanin und Serin zuruckzufiihren soin. 

Der D e u t s c h e n  Forschungsgemeinschaf t  sind wir fiir die Unteretiitzung dieeer 
Arbeit sehr dankbar. 

Beschreibung der Versnche 

1. Bl lgemeine  A r b e i t s m e t h o d e n  
Veres te rung  rnit Methanol-Salzsi lure  : Sofern nicht anders angegeben, lieB 

man 5 mg Peptid mit 5 ccm wasserfreier 0.1 n methanol. HC124 Stdn. bei Zimmertempe- 
ratur stehen. AnschlieDend wurde die Losung i. Vak. zur Trockene gedampft, der Ruck- 
stand mehrmals mit Methanol aufgenommen und erneut abgedampft. Zur papierchroma- 
tojgaphischen Priifung wurde ein aliquoter Ted der methanolischen Lijsung aufgetragen 
und mit dem Gemisch Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1 :5) entwickelt. Die Chromatogramme 
wurden sowohl mit Ninhydrin ah auch durch Chlorieren und anschliehndes Baden in 
einer Benzidin-Kaliumjodidosung nach R e i n d l  und Hoppelo) angefiirbt. 

Veres te rung  m i t  M e t h a n o l - A c e t a n h y d r i d :  5 m g  Peptid wurden mit 5 ccm 
absol. Methanol und 0.5 ccm Acetanhydrid 20 Stdn. bei Zimmertemperatur stehenge- 
lassen, wobei eine Hare Losung entstaud. Nach dcm Verjagen des Usuugsmittels i. Vak. 
hinterblieb ein oliger Riickstand. Die papierchromatographkche Untersuchung desaelben 
geschah rnit einem aliquoten Teil seiner methanolischen Usung. Ah Liisungsmittel 
diente Butanol-Athanol-Wasser (4: 1 :5). Das Anfiirben der Chromatogramme geschah 
nach der Methode von R e i n d l  und Hoppe'e). 

D a r s t e l l u n g  d c r  D N P - P e p t i d e  u n d  i h r e  Veres te rung  rnit D i a z o m e t h a n :  
10mg Peptid wurden in  3 ccm 66-proz. Alkohol mit 100mg NaHCO, und l00mg DNFB 
veraetzt. Nach 3 Stdn. wurde mit 10 ccm Wasser verdunnt und nicht umgeeetztes DNFB 
ausgeathert. Nach dem Ansiiuern mit 1 ccm konz. Salzsilure lieB sich daa DNP-Peptid 
mit Ather ausschiitteln, sofern es nicht bereits ausfiel (DNP-Glycyl-phenylalanyl-secin). 
Die vereinigten Atherausziige wurden mit 10 ccm Wwser gewaschen und eingedampft. 
Zur Entfernung von 2.4-Dinitrophenol nach Turba30) wurde der Atherruckstand in 
0.5 ccm Methanol aufgenommen, auf eine Siiulc von anionotropem A1,0, (9x100 mm) 
aufgebracht und mit 0.5 ccm Methanol nachgewaachen. Mit 2-proz. Essigsilure ging 
Dinitrophenol in das Eluat, und dann wurde das DR'P-Peptid zuerst mit wenig 0.1 n 

26) M. B e r g m a n n  u. A. Miekeley, Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 140, 128 [1924]; 
Collegium [Darmstadt] 1928, ,225. 

27) P. Desnuel le  u. A. Casal ,  Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 2, 64 [1948]. 
") Biochem. J. 60,642 [1952]. 
30) F. T u r b a  u. C. Gundlach ,  Biochem. Z. 336, 322 [1955]. 

*9) Biochem. J. 68, iv [1952]; 60, 173 [l955]. 
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&OH und amchliel3end mit einer 1-proz. Natriumhydrogencarbonatlosung eluiert. Die 
erhaltene Losung wurde angesiiuert und mit hither extrahiert. 

Zur Veresterung wurde der hitherriickstand in 5 ccm Methanol aufgenommen und unter 
Eiskiihlung gasformigee Diazomethan eingeleitet, welches nach R. Kuhn  und W. H. 
Rueliussl) aus einer Toluolliisung bei 46' mit Stickstoff ausgetrieben und bei -18' von 
Methylamin befreit worden war. Each htdg. Stehenlaasen unter Eiskiihlung wurde noch 
15 Min. unter RiickfluB gekocht, wobei der grOBte Teil an unverbrauchtem Diazomethan 
entwich. Das Methanol wurde i. Vak. abgedampft. 

Bestimmung der Carboxylendgruppe durch Reduktion : Daa als Usungs- 
mittel verwendete Tetrahydrofuran wurde gereinigt, indem man 600 g 14 Tage iiber 100 g 
festem Kaliumhydroxyd stehen lie& Nach Filtrieren und Destillieren wurde es zuerst iiber 
Xatrium und dam nochmals iiber Lithiumaluminiumhydrid destilliertaz). Vor jeder 
Reduktion ist es unbedingt notwendig, daa Tetrahydrofuran erneut iiber Lithiumalumi- 
niumhydrid zu destillieren, da das trockene Usungsmittel ziemlich raach Waaser am der 
Luft aufnimmt. Beim Eintragen von Lithiumborhydrid darE kein Aufschaumen orfolgen. 

Das zur Reduktion gelangende Peptidestergemiach wurde iiber Nacht im Exsiccator 
uber Kaliumhydroxyd getrocknet. Dann wurde es mit 5 ccm a b d .  Tetrahydrofuran 
und etwa 30 mg Lithiumborhydrid versetzt und 30 Stdn. unter R,iickfluB und Feuchtig- 
keitsausschluB am Waeserbad erhitzt. Nach Zemtzen .des uberschiissigen Lithiumbor- 
hydrida mit 5-proz. Essi@ure untar Eiakiihlung wurde i.Vak. abgedampft und mit 2 n HCI 
8 Stdn. hydrolysiert. Nach dem Abdampfen der Siiure i.Vak. blieb der Ruckstand iiber 
Xacht iiber Kaliumhydmxyci stehen. AnschlieBend fiihrte man die Hydrolysenprodukte 
durch 3stdg. Stehenlaaeen mit 15 mg DNFB und 100 mg NaHCO, in 15 ccm 66-pnn. 
Alkohol in die DNP-Derivate iiber und gab dann zur Zemtzung von iiberschiiss. DNFB 
7 mg Glutaminsiiure zu. Nach weiterem 2stdg. Stehenlassen wurde der Alkohol i. Vak. 
abgedampft, der Riickstand in 10 ccm Wasser aufgenommen und die DNP-Aminoalkohole 
rnit Ather erschispfend ausgeschiittalt. Von der erhaltenen Atherlosung wurde ein aliquoter 
Teil zur papierchromatographischen Untersuchung im Usungsmittel Dekalin - 10proz. 
Essigsiiure - Isoamyhlkohol (16: 10:4)*) abgezweigt. Zur Chromatopaphie diente eine 
vor Licht geschiitzte waggrochte Kemmeru), wobei man wesentlich besser abgegrenzte 
Flecken als nach auf- oder absteigendem Verfahren erhiilt. 

Die quantitative Bestimmung der DNP-Aminoalkohole geschah an einer Kieselgur- 
Celite-Siiule nach der bereits friiher gegebenen Vorschrift"*s). 

Die nach dem Auaschiittaln rnit &her in der hydrogencarbonatalkahchen Lijsung 
verbliebenen DNP-Aminosiiuren wurden nach dem Ansiiuorn ausgeiithert und papier- 
chromatographisch mit dem Usungsmittel Toluol-Pyridin-Glykolchlorhydrin - 0.8 n 
Ammoniak (5: 1 :3:3)M) aufgetrennt. Im Falle des Vorliegem von DhT-Alanin, welches 
in diesem Losungsmittel denselben RF-Wert wie daa ah Nebenprodukt auftretende 2.4- 
Dinitrophenol aufweist, verwendeten wir als Entwicklungsgemisch Pyridin-Isoamyl- 
alkohol- 1.6 n Ammoniak (6:14:20)a4). 

Quantitative Bestimmung von DNP-Aminosauren a m  Papierchromato- 
gramm: Die quantitative Bestimmung wurde in Anlehnung an daa bei Aminoeiiuren 
bewiihrte Verfahrenm*a) ausgefiihrt. Die zu messenden DXP-Aminosiiuren wurden in 
einem bekannten Volumen Essigester gelost und ein aliquoter Teil davon, der von jeder 

Chem. Ber. 88,420 [1950]. 
33) F. Weygand, G. Eborhardt,  H. Linden, F. Schafer u. I. Eigen, Angew. Chem. 

65,526 [1963]. 
*a) W. GraBmann u. R. Strobel, unveriiffentlicht, s. a. E. Kawerau, Biochem. J. 

47, xxiii [1950]; L. S. Cuendet, R.Montgomery u. F. Smith,  J.Amer. chem. SOC. 
76, 2764 [1953]; J. Lbonis, Ann. SOC. roy. Sci. med. natur. Bruxelles 8, 147 [1955]. 
a) G. Biserte u. R. Osteux, Bull. SOC. Chim. biol. 88, 50 [1951]. 
55) F. G. Fischer u. H. Dorfel, Biochem. Z. 824, 544 [1953]. 
88) W. GraBmann, K. Hannig u. M. Plockl, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 399, 

258 [1955]. 
Chemisehe Rerichte Jahrp. 89 61 
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DNP-Aminosiiure 0.1-0.4 pMol enthalten SOU, als 3 cm langer Strich aufgetragen. Eine 
Testlosung iihnlicher Zusammensetzung wurde auf denselben Papierstreifen daneben in 
2-3 cm Abstand aufgebracht. Reide Proben sollen vom Papierrand noch 1.5 cm entfernt 
sein. Die Chromatogramme wurden in einer waapchten Kammers3) entwickclt. Die ver- 
wondeton Lijsungsmittel sind jeweils bei den einzelnen Versuchen angegeben. Die Chro- 
matogramme wurden im Dunkeln an der Luft getrocknet und in Streifen von 4 cm Breite 
geschnitten. Dann wurden sie durcb '/@dg. Einlegen in ein Gemisch von a-Bmmnaph- 
thalin und Parafhol mit dem Brechungsindcx 1.5 durchsichtig gemacht. In diesem Ge- 
misch tlind die DRP-Aminosauren und Dinitrophenol unloslich, DNP-Aminoalkohole 
hingegen gehen in Losung, weshalb dieeelben auf diese Ar t  nicht bestimmt werden konnen. 
Die durchsichtigen Streifen wurden im Kolorimeter ,,Eppendorf" unter Verwendung eines 
Zusatzgerates bei 366 my millimeterweise ausgemessen und die erhaltcnen Extinktions- 
kurren planimetrisch ausgewerht. Aus dem Verhaltnis der erhaltenen We& zu denen 
der Testlosung lieB sich die Menge der einzelnen DNP-Aminosiimn ermitteln. Das Ver- 
f a h n  eignet sich hauptsiichlich zur Bestimmung von Gemischen, die nur eine gerhge 
Anzahl verschiodener DNP- Aminosiiurcn enthalten. 

2. Untersuchungen an s e r i n f r e i e n  Pept iden  
Glycyl-phenylalanin: Daa Peptid, welches nach der Vorschrift von St. Gold- 

Schmidt und H. L a ~ t e n s c h l a g e r ~ ' )  dargestellt worden war, war nach papierchromato- 
graphischer Untersuchung im Gemisch Buhnol-Eisessig-Waaser (4: 1 :5) einheitlich. Nach 
Veresterung von 5 mg (22.5 @ol) mit Methanol-Salzsiiure ergab die papierchromato- 
graphiache Untersuchung neben der Hauptmenge des Peptidestera (BF 0.69) geringe 
Mengen von Glycinester und Phenylalaninester, die durch Mitlaufcnlassen entsprechender 
Vergleichsprobcn identifiziert wurden. Allem Anschein nach war auch noch eine geringe 
Menge nicht rerestertan Peptides vorhanden, welches einen sehr hhnlichen RF-Wert 
(0.64) wie der Ester hat. Nach der Rsduktion und Hydrolyse licB sich papierchromato- 
graphisch DNP-Phenylalaninol und eine geringe Menge DKP-Colamin nachweisen. Die 
~ulenchromatographischoTreMung ergab 15.11 yN01 DNP-Phenylalaninol(67.1 yo d. Th.) 
und 0.83 pMol DNP-Colamin (3.6% d. Th.) neben geringen Mengen Dinitrophenol. In 
der w%Br. Mutterlauge fand sich 1)"-Glycin neben geringen Nengen DAW-Phenylalanin, 
welches von geringen Anteilen nicht veresterten Peptides hemiihron diirfte. Etwas DNP- 
Glutaminsiiure stammte von der Entfernung von iiberschiiss. DNFB. 

Das rnit Methanol-Acetanhydrid veresterte Dipeptid (5 mg, 22.6 yMol) zeigte am 
Papierchromatogramm nach Reindl und Hoppe16) zwei deutliche Recken (RF 0.75 und 
0.89). Sie wurden aus einem getwnnten Chromatogramm ausgeschnitten, mit Methanol 
eluiert und nach dem Verdampfon desselben mit konz. Salzeiiure 16 Stdn. hydrolysiert. 
Die Papiorchromatogramme beider Hydrolysate enthielten Glycin und Phenylalanin in 
ungefiihr gleicher Menge. Die Reduktion des acetylierton Peptidestera ergab 12.4 pMol 
DSP-Phenylalaninol (53.8% d. Th.) und 0.87 pMol DNP-Colamin (3.8% d. Th.) neben 
etwas Dinitrophenol. Die wiiBr. Mutterlauge enthielt DNP-Glycin, eine Spur DNP- 
Yhenylalanin, Dinitrophenol und DNP-Glutaminsiiure, stammend von der Entfernung 
von uberschuss. DNFB. 

Kach Veresterung des DNP-Dipeptides (45 pMol) mit Diazomethan ergab die Reduktion 
37.8 yMol DNP-Phenylalaninol (84.0% d. Th.) und Dinitrophenol. In der wiiBrigen 
Mutterlaugc fand sich neben Dinitrophcnol und DNP-Glutaminsiiure nur noch DNP- 
Glycin. 

L-Prolyl-glycyl-L-phenylalanin : Die Darstellung dieses Peptides wird an 
anderer Stelle beschrieben3*). Seinc Reinhcit wurde im System Butanol-Eisessig-Tser 
(4: 1 :5) iibcrpriift. 

Das Papierchromatogramm des mit Methanol-SalzsBure voresterten Tripeptids 
(5 mg, 16.6 pMol) ergab neben Peptidester geringe Mengen Prohester und Phenylalanin- 
ester. Nach der Reduktion des Peptidestera lieBen sich 11.02 yMol DNP-Phenylalaninol 

37) Liebigs Ann. Chem. 680. 68 [1953]. 
") W. GraBmann u. E. Wunsch, in Vorbereitung. 
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(70.0 % d. Th.), 0.84 pMol DSP-Colamin (4.1% d. Th.) und etww DXP-Prolinol nach- 
weisen. DAT-Prolinol konnte nicht exakt quantitativ bestimmt werden, da noch keine 
kristalliisierte Vergleichssubstanz vorlag, somit a h  der genaue Extinktionskoeffizient 
fehlte. Als DNP- Aminosiluren wurden in der wii13r. Mutterlaugo DNP-Glycin, DNP- 
Prolin und geringe Mengen DNP-Phenylalanin nachgewiesen. Letztcrea diirfte von einer 
unvollstandigen Veresterung herriihren. AuDerdem war noch Dinitrophenol und Glutamin- 
siiure, von der Entfernung von iiberschiiasigem DNFB, vorhanden. 

Wurde zur Veresterung dersslben Menge Tripeptids Methanol-Acetanhydrid ver- 
wendet, so enthielt das Papierchromatogramm zwei deutliche (H, 0.81 und 0.87) und 
einen schwacheren Fleck (ItF 0.85). Nach der Reduktion lieUcn sich DNP-Phenyl- 
alaninol und DNP-Colamin in Ausbeuten von 9.98 pMol (64.0yo d. Th.) und 1.04 @ol 
(0.8% d. Th.) nachweisen. Geringe Mengen DNP-Prolinol konnton aus den oben er- 
wiihnten Griinden nicht quantitativ erfa13t werden. Die wii13rige Mutterlauge enthielt 
DNP-Prolin, DNP-Glycin und geringe Mengen DNP-Phenylalanin. Daneben waren 
noch wie ublich Dinitrophenol und DNP- Glutaminsiiure vorhenden. 

Das mit Diazomethan veresterte DNP-Peptid=) (22.1 $viol) lieferte bei der Reduktion 
an DNP-Aminoalkoholen nur 18.6$viol DNP-Phenylalaninol(84.1 yo). Ale DNP-A m i n o - 
siiuren waren in der Mutterlauge nur DNP-Proh, DNP-Glycin und, von der Zerlegung 
von iiberschiiasigem DNFB berriihrend, DNP- Glutaminsiiure, aber kein DNP-Phenyl- 
alanin, vorhanden. 

Ben z o y 1 - g 1 y c yl - D L - a1 enin - iit h y le s t e r : Der beneoylierto Dipeptidester wurde 
analog einer Vorschrift von E. Fis c her'o) fiir Benzoyl-glycyl-glycin-iithylester aus 
H i p  p u r  y lc h l o r  i d und D L - A1 a n  i n - ii t h y 1 e s t e r dargestellt. Das mehrmals &us 
heillem Wasser umkristaxsierte Produkt hatte den von T. Curtius und E. Lambotte'l) 
gefundenen Schmp. von 126'. Es wanderte im Usungsmittelgemiach Butanol-Dibutyl- 
ather-Wwer (4:2:6) als einheitliche Substanz, wie die Anfiirbung nach Reindl und 
Hoppele) ergab. 14 mg Ester (50 pMol) wurden wie ublich reduziert. In  der isolierten 
DNP-Aminoalkoholfraktion lie13 sich papierchromatographch nur  DNP-Alaninol und 
etwas Dinitrophenol nachweisen (Lijsungsmittel: Dekalin - l0proz. Essigsiiure-Isoamyl- 
alkohol 15 : 10:4). Die silulenchromatographch bestimmte Ausbeute an DNP-Alaninol 
betrug 40.1 pMol (80.2% d. Th.). In der wilDr. Mutterlauge fend sich kein DhT-Alanin 
mehr. 

3. Untersuchungen an Glycyl-DL-phenylalanyl- DL-serin 
Darstellung des Peptides 
Carbobenzoxy-glycyl-DL-phenylalanyl- DL-serin: 3.56 g Carbobenzoxy- 

glyoyl-DL-phenylalanins7) und 2.38 ccrn Tri-n-butylamin wurdcn in 25 ccrn Tetra- 
hydrofuran mit 0.96 ccrn Chlorkohlensilure-ilthylester bei -10" umgesetzt. Nach 
5 Min. fiigte man eine Llisung von 1.Mg DL-Serin-methylester-hydrochlorid 
und 2.38 ccrn Tri-n-butylamin in 25 ccrn Chloroform zu, erhitzte das Gemisch rasch bis 
zum beginnenden Sieden und kiihlte sofort wieder ab. Nach Zugabe von Kaliumhydrogen- 
carbonatlosung und Ather d e n  die Schichten getrennt. Die &her-Chloroformphaae 
wurde i. Vak. z w  Trockene gedampft. Aus Easigester-Petroliither schied sich der Carbo- 
benzoxy-tripeptidesr als farbloee Kristallmasse ab. 3.26 g des erhaltonen Carbobenzoxy- 
esters (Rohprodukt) wurden in wiiBrigem Dioxan mit 7.2 ccm nNaOH veraeift, wobei 
die Zugabe von NaOH tropfenweiee unter Riihren erfolgte und mit Thymolphthalem als 
Indikator kontrolliert wurde. Nech Ansiiuern und Entfernen des Dioxans i. Vak. wurde 
das auusgeschiedene 01 in Essigester aufgenommen, mit Hydrogencarbonatlosung gewmchen 
und wieder auf ein Meines Volumen eingeengt. Auf Zugabe von Petmliither farbloae 
Kristclllmwe. Ausb. 2.8 g (88% d. Th., bez. auf den Carbobenzoxyester). Das Carbo- 

Das DNP-Tripeptid stellte uns freundlicherweise Herr Dr. G .  Deffner zur Ver- 

m) Untersuchungen uber Aminosiiuren, Polypeptide und Proteino ; Berlin, Springer- 
fugung. 

Verlag 1906, 5.431. U )  J. pmkt. Chem. [2] 70, 118 [1904]. 
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benzoxy-tripeptid lieR sich durch fraktionierte Kri&4lisation in zwei I hstereoisornere 
au fspalten : 

Fmktion A: farblose Kristallc aus Essigester. Schrnp. 15C-L52°. 

Fraktion B : aus der Mutterlauge von A. Farblose Kristalle aus Essigcster-Petrolather. 
Schmp. 70-80". 

a l y  c y l ~  D I , -phenylalanyl-  D L-ser in  : J e  0.44 g Ca  r b o b e n z o x y - t r i p e  p t i d 
(A bzw. B) wurden unter den iiblichen Hydrierbedingungen in die freien Peptide uber- 
gefuhrt. Farblose Nitdelchen aus Waaser-Alkohol. 

('2zHz50,N, (443.4) Ber. C 59.68 H 6.68 N 9.48 Gef. C 59.62 H 5.77 N 9.30 

Fraktion A: 0.27 g (89% d. Th.). 
C,,H,,O,N, (309.3) 
Fraktion H: 0.28 g (88% d. Th.). 

Ber. C 64.36 H 6.19 X 13.59 Gef. C 53.99 H 5.97 N 13.46 

C14H1905N3 + %O (318.3) Ber. C 52.82 H 6.33 N 13.20 
Gef. C52.54 H6.18 N 13.12 

Zur Untersuchung wurde das Diastereoisornere A herangezogen. Die Einheitlichkeit 
des Peptides wurde papierchromatographisch im System Butanol-Eisessig-Waaser 
(4: 1 :5, R ,  0.43) und papierelektrophoretich bei p H  4.8 (mllo Phosphetpuffer, 200 V, 
18 rnA)") iibcrpriift. Um auch ninhydrin-negative Komponenten erkennen zu konnen, 
wurde das Verfahren von R e i n d l  und Hoppe'e) zum Anfarben verwendct. Es war keine 
Nebenkomponente erkennbar. AuBerdem wurde die Aminoendgruppe rnit Hilfe der 
DNP-Methodea3) bestimmt und nur Glycin gefunden. 

Veres te rung  m i t  Methanol -  Sa lzsaure  : 10 mg Peptid (32.2 pMol) wurden mit 
10 ccm absol. methanolischer Salzsaure, wie oben angegeben, verestert. Die papierchro- 
matographische Aufarbeitung im Losungsrnittel Butsnol-Eieessig-Wasr (4: 1 : 5 )  ergab 
als Hauptkomponente den Yeptidester. Daneben fanden sich aber noch bedeutende 
Mengen Glykokollester sowie geringe Mengen Serinester und unvereetertes Peptid, welche 
durch Mitlaufenlasaen von Vergleichesubstanzen identsziert wurden. Bei der Anfiirbung 
nach R e i n d l  und Hoppe'e) erschien noch ein weiterer Fleck, RF 0.64, der im ninhydrin- 
bespriihten Chromatogramm nur schwach zu erkennen war. Er wurde aus einem getrenn- 
ten Chromatogramm ausgeschnitten und mit Methanol eluiert. Nach Hydrolyse mit 
Salzsiiure lieBen sich papierchromatographisch im System Pyridin - W a r  (2: 1) nur 
Serin und Phenylalanin in etwa gleicher Menge nachweisen. Es handelte sich also offenbar 
um das gemischte Diketopiperazin aus Phenylalanin und Serin. In  einem getrennten An- 
satz wurde die Nenge Glycinester papierchromatographisch nach der Methode von GraB - 
m a n n ,  H a n n i g  und P l o c k l r )  quantitativ bestimmt. Seine aus dem 50. Teil des An- 
satzes ermittclte Menge betrug 11.5 pMol (16.8% d. Th.). Die verhitltnimlBig grobe 
Obereinstimmung dieses Wertes mit dem von DNP-Colamin, welcher nach der Reduktion 
erhalten wurde (24.4y0), diirfte sich vor allem daraus crgeben, daB es sich in beiden Fallen 
urn getrennte Ansatze handelte. 

Veresterung m i t  Methanol -  A c e t a n h y d r i d  : 10 mg Peptid (32.2 yMol) wurden 
mit 10 ccm absol. Methanol und 1 ccm Acetanhydrid wie iiblich verestert. Daa Reaktiom- 
produkt lieferte papierchromatographisch im Losungsmittel Butanol-Athanol-Waeser 
(4: 1 :5) 5 Fraktionen (I R ,  0.94,II RF 0.88,III R, 0.83, IV RF 0.39, V RF 0.33), welche 
nach der Methode von R e i n d l  und Hoppew) anfarbbar waren. Alle Fraktionen wurden 
ausgeschnitten und rnit Methanol eluiert und nach dern Eindampfen hydrolysiert. Papier- 
chrornatographisch (Pyridin-Wasser 2 : l )  ergaben I und 11, die den Hauptanteil aus- 
machten, sowie 111, daa in geringerer Menge vorhandcn war, alle drei Aminoailuren. IV 
enthielt nur &in und Phenylalanin, und zwar in etwa gleichen Mengen, V nur Glycin. 
Aquivalente Mengen des Hydrolysates von I V  und V wurden in Losung rnit Ninhydrin 
nach S. Moore und W. H. Stcin'4) behandelt und tlas Rxtinktionsverhitltnis beider 
Losungen bestimrnt. Es betrug O.Fi42 :0.185. 
- -~ 
9 W. GraOrnann u. K. H a n n i g ,  Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 292, 32 [1953]. 
43) F. Sangcr ,  Biochern. J. 89, Fio7 [194,5]. '') .J. biol. Chemistry 178, 53 r19491. 
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R e d u k t i o n  d e r  V e r e s t e r u n g s p r o d u k t e :  Die Reduktion des nach beiden Me- 
thoden vcrcsterten Serinpeptides lieferte die in Tafel 2 wiedergegebenen Ergebnisse. Es 
wurden auch die Anteile an nicht reduzierten Aminosauren, die nach dem Ausschutteln 
der DNP-Aminoakohole in Form von DNP-Aminosiiuren in der waBrigen Losung zuruck- 
hliebcn, quontitativ bestimmt. 

Veres te rung  v o n  DNP-Glycyl-oL-phenylaLlanyl-oL-serin rnit N e t h a n o l -  
Acetanhydr id  : 10 mg DSP-Tripeptid (21.5pMol) wurden rnit 10 ccm Methanol und 
1 cam Acetanhydrid 20 Stdn. stehengelwen. Nmh dem Verdampfen des Liisungsmittels 
wurdo das Reaktionsprodukt wie iiblich mit Lithiumborhydrid reduzicrt und aufgearbeitet. 
Die papierchromatographische Auftrennung der erhaltenen DAT-Aminoalkohole ergab 
DNP-Serinol und DNP-Phenylalaninol neben Dinitrophenol. Die quantitative Bestim- 
mung derselben ergab 10.97 pMol DNP-Serinol (52.00/, d. Th.) und 2.76 pMol DNP- 
Phenylalaninol (13.1% d. Th.). In  der wii13rigen Mutterlauge fanden sich noch DNP- 
Glycin, DNP-Phenylalanin und etwas DNP-Serin neben Dinitrophenol und DNP-Glut- 
aminsiiure, welche bei der Entfernung von iiberschiiss. DhTB entstanden war. 

Uin eine Acylwanderung an der Bindung zwischen Phenylalanin und Scrin nachzu- 
weisen, wurden 5 mg Tripeptid (16.2 pMol) in das DNP-Derivat iibergefiihrt und an- 
schlieBend acetylierend verestert. Nach dem Verdampfen des Liisungsrnittels i. Vak. 
wurde der RuckRtand in 10 ccm wiil3r. n NH3 10 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 
Sach dem Verdampfen i. Vak. wurde der Ruckstand in 10 ccm Wasser aufgenommen, 
angesauert und ausgeiithert. Die papierchromatographiche Priifung (Butanol-Alkohol- 
Waseer-konz. Ammoniak 4:4: 1 : 1) des Atherriickstandee unter Mitlaufenlassen von Ver- 
gleichssubstonzen zeigte DNP-Glycyl-phenylalanyl-mrin und DNP- Glycyl-phenylalanin, 
welchos durch Verseifung der Estcrbindung im umgelagerten Pcptid entstanden war, 
nebcn Dinitrophenol an. I n  der salzsauren wiiBr. Liisung, die noch 6 Stdn. gekocht 
wurde, lie13 sich papierchrornatographisch (Pyridin-Wasser 2: 1) Sorin nachweisen. Kine 
quantitative papierchromatographiche Bestimmung ergab 3.6 pMol DNP- Glycyl-phenyl- 
alanin (23.1% d. Th.) und 2.8 pMol Serin (17.2% d. Th.). 

V e r e s t e r u n g  von D N P -  Clycyl -  D L-phenyla lenyl -  D L-serin rnit Diazo- 
m e t h a n :  14.9 mg DNP-Glycyl-phenylalanyl-eerin (32pMol) wurden, wie oben 
ausgefiihrt, mit Diazomethan verestert. Nach der Reduktion rnit Lithiumborhydrid 
fand sich im Athcrauszug der hydrogencarbonatakaischen Losung nur DNP- Serinol 
(24.75 pMol) (77.3% d. Th.) neben Dinitrophenol. In der wiilrigen Mutterlauge fand aich 
nur DNP-Glycin und DNP-Phenylalanin neben Dinitrophcnol und DNP-Glutaminsiiure, 
herruhrend von der Entfernung von iiberschiiss. DNFB. 




