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Benzyl-n-butyl-pyrophosphorsdure: 5.86¢g (10 mMol) Silbersalz der Tri-
benzylpyrophosphorsaure werden unter Kiihlung zu einer Mischung von 3g n-Butyl-
jodid und 15 ccm Chloroform zugegeben und das Ganze erst 5—6 Stdn. bei gewdhnl.
Temperatur geschiittelt und dann 2 Stdn. riickflieBend gekocht. Es wird von den Silber-
salzen filtriert, mit viel Chloroform gewaschen, die vereinigten Filtrate mit Kalium-
hydrogencarbonat gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet, i. Vak. zur Trockne ver-
dampft und der Riickstand wiederholt mit Petrolather ausgewaschen. Das zuriickblei-
bende sirupdse Tribenzyl-n-butyl-pyrophosphat (3.7 g entspr. 769, d. Th.) wird
zusammen mit 2.3 g Natriumjodid in 30 com Aceton geldst und die Losung 20 Min.
riickflieBend gekocht, wobei das Dinatriumsalz (VIIIa) des obigen Diesters kristal-
linisch ausfallt. Ausb. 2 g (73% d. Th.). Zur Reinigung wird es in wenig Waasser geldst
und mit Aceton wieder ausgefallt.

Na,C,,H,,0,P, (368.1) Ber. P 16.85 Gef. P 16.75

n-Butyl-pyrophosphorsiure: Die Losung von 1.5 g des Natriumsalzes VIIIa
(4 mMol) in Methanol-Wasser wird nach Zusatz von 4 ccem n NaOH in Gegenwart von
Palladiumschwarz katalytisch hydriert. Gewohnlich ist die Hydrierung nach wenigen
Minuten beendet (Verbrauch an Wasserstoff ca.100ccm bei 27°/754 Torr). Des
Filtrat wird mit Essigsiure auf py 7.5 gebracht und mit einer alkohol. Lésung von 2.4 g
Bariumjodid versetzt. Das sich ausscheidende Bariumsalz (entspr. IXa) wird ab-
zentrifugiert, erst mit Wasser und dann wiederholt mit Aceton ausgewaschen. Ausb.
1.5g (889, d. Th.).

Ba,C;H,,0,,P, (874.2) Ber. P14.2 Ba47.1 Gef. P 14.3 Ba 468

137. Helmut Hérmann, Wolfgang GraBmann, Erich Wiinseh und

Hartmuth Preller* : Die Veresterung von Peptiden und ihre Bedeutung

fiir die Bestimmung carboxylendstindiger Aminosiuren 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 mit
Lithiumborhydrid verlduft in s&mtlichen von uns untersuchten
Fillen ohne Nebenreaktionen. Dagegen laBt sich die Veresterung
selbst, die notwendig ist, um die freien Carboxylgruppen einer
quantitativen Reduktion zugénglich zu machen, mit Methanol-
Salzsdure oder Methanol-Acetanhydrid nicht vollkommen einwand-
frei durchfiihren. Ein besonders abweichendes Verhalten zeigt das
Tripeptid Glycyl-phenylalanyl-serin, das einerseits in betrécht-
lichem MaBe ein gemischtes Diketopiperazin aus Phenylalanin und
Serin abspaltet und andererseits, insbesondere bei Behandlung mit
Methanol-Acetanhydrid, unter Acylwanderung am Serinrest Um-
lagerung zum Esterpeptid erfihrt. Mit Diazomethan dagegen liefien
sich samtliche Peptide einwandfrei verestern, wenn vorher ihre
freien Aminogruppen durch den DNP-Rest substituiert waren.

Ein Weg zur Bestimmung freier Carboxylendgruppen in Peptiden und
Proteinen besteht in der Reduktion der endstindigen Aminoséuren zu Amino-
alkoholen?), die dann nach Hydrolyse des EiweiBkorpers, am besten als Di-

*) Zum grioBten Teil Diplomarbeit H. Preller, Miinchen 1956.
1) CL Fromageot, M. Jutisz, D. Meyer u. L. Penasse, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 6, 283 [1950].
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nitrophenyl-(DNP)-Derivate?2), isoliert und identifiziert werden kénnen. Wie
eingehende Untersuchungen sowohl von uns?2) als auch von J. L. Bailey?4)
gezeigt haben, eignet sich zur selektiven Reduktion der Carboxylgruppe, wo-
bei Peptidbindungen nicht angegriffen werden diirfen, nur Lithiumborhydrid.
Lithiumaluminiumhydrid und Aluminiumhydrid wirken zu stark und redu-
zieren auch Peptidbindungen in wechselndem Ausmafi4 ?), wihrend Kalium-
und Natriumborhydrid zu schwache Reduktionsmittel sind, um Carboxylgrup-
pen oder ihre Ester anzugreifen®). Vielleicht li8t sich auch Calciumborhydrid,
das von Kollonitsch und Mitarbeitern?) zur Reduktion von Estergruppen
vorgeschlagen wurde, fiir diese Zwecke verwenden.

Freie Carboxylgruppen werden von Lithiumborhydrid im Gegensatz zu
Lithiumaluminiumhydrid nur zu einem geringen Bruchteil angegriffen®), wih-
rend Estergruppierungen vollstindig reduziert werden®). Fiir eine quantita-
tive Bestimmung der Carboxylendgruppen ist es daher notwendig, dieselben
vor der Reduktion zu verestern.

Bereits in den friitheren Verdffentlichungen konnten wir zeigen und finden
es auch in der vorliegenden Arbeit immer wieder bestitigt, dal gereinigte
Peptidester durch Lithiumborhydrid in siedendem Tetrahydrofuran keine Spal-
tung von Peptidbindungen erleiden, und da@} die Estergruppe in nahezu quan-
titativer Ausbeute reduziert wird. Dagegen erwies es sich im Hinblick auf eintige
abweichende Beobachtungen als notwendig zu untersuchen, ob bei der Ver-
esterung Nebenreaktionen auftreten, die zur Bildung von Estergruppen aus
Peptidbindungen fithren kénnen. Als solche Nebenreaktionen wiren neben
einer fiormalen alkoholytischen Aufspaltung von Peptidbindungen auch Acyl-
wanderungen an Hydroxyaminoséuren zu erwarten, die bekanntlich durch
Séuren katalysiert werden?).

Zur Veresterung von Peptiden und Proteinen wird iiblicherweise Methanol-Salzsiure
verwendet. Es ist dabei nicht notwendig, die Losung mit Chlorwasserstoff zu sattigen,
wie es von fritheren Autoren angegeben wurdcl?), sondern es geniigt bereits eine 0.1 n
Konzentration'). Soweit an Hand von van Slyke-Bestimmungen festzustellen war,

2) W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 86, 1477 [1953].
3) W. GraBmann, H. Hérmann u. H, Endres, Chem. Ber. 88, 102 [1955].
1) Biochem. J. 60, 170 [1955]. ]
5) R. Nystrom u. W. G. Brown, J, Amer. chem. Soc. 70, 3738 [1948]; A. Uffer u.
E. Schlittler, Helv. chim. Acta 31, 1397 [1948]; P. Karrer u. B. J. R. Nikolaus,
ebenda 85, 1581 [1052]; V.M. Micéovié¢ u. M. L. Mihailovié, J. org. Chemistry 18, 1190
[1953]; M. Jutisz, D. M. Meyer u. L. Penasse, Bull. Soc. chim. France 1954, 1087.
. %) 8. W. Chaikin u. W. G. Brown, J. Amer. chem. Soc. 71, 122 [1949]; E. B. Reid
u. J. R. Siegel, J. chem. Soc. [London] 1954, 520; J. K. Hamilton u. F. Smith, J.
Amer. chem. Soc. 76, 3543 [1954]. Uber eine Reduktion von Carbonsiureestern mit
NaBH, bei Gegenwart von AlCl, siche H. C. Brown u. B. C. S. Rao, J. Amer. chem. Soc.
77, 3164 [1955].
7) J. O. Kollonitsch, O. Fuchs u. V. Gabor, Nature [London] 175, 346 [1955].
8) R. F. Nystrom, S. W. Chaikin u. W. G. Brown, J. Amer. chem. Soc. 71, 3245
[1949]. ?) A. P. Phillips u. R. Baltzly, J. Amer. chem. Soc. 89, 200 [1947].
10) K. Felix u. H. Rauch, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 200, 27 [1031]; K. Felix
u., H. Reindl, ebenda 205, 11 [1932]; A. Kiesel u. M. Znamenskaja, ebenda 218, 89
[1932]. .
1) H, Fraenkel-Conrat u. H. S. Olcott, J. biol. Chemistry 161, 259 [1945]; s. a.
W. F. H M. Mommaeaerts u. H. Neurath, obenda 185, 909 [1950].
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sollen dabei keine Peptidbindungen geoffnet werden!!). Neben Chlorwasserstoff wurden
als Katalysatoren auch noch Acetylchlorid!?) oder Acetanhydrid!®) vorgeschlagen. Bei
diesen Verfahren bildet sich wohl zuerst das Saurechlorid oder das gemischte Anhydrid
der zu veresternden Carboxylgruppe, welches dann mit dem Alkohol weiter zum Ester
reagiert. Gleichzeitig werden auch die freien Aminogruppen acetyliert. Auch mit Diazo-
methan lassen sich Peptide verestern, wenn man ihre Aminogruppen durch Substituenten,
die die Basizitit aufheben, blockiert'4). Beachtet man diese MaBnahme nicht, so erhilt
man infolge der zwitterionischen Natur der Peptide betainartige Reaktionsprodukte!é1s),

Zuerst haben wir die Peptide Glycyl-phenylalanin und Prolyl-gly-
cyl-phenylalanin mit Methanol-0.12HCl und mit Methanol-109, Acet-
anhydrid verestert. Dabei konnten wir papierchromatographisch feststellen,
daB bei beiden Arbeitsweisen geringe Mengen von Bruchstiicken auftraten.
Nach Veresterung sowohl des Dipeptides wie des Tripeptides mit Acetanhy-
drid als Katalysator zeigte das (wegen des Fehlens freier Aminogruppen nach
F.Reindl und W. Hoppe!®) angefiirbte) Chromatogramm neben dem acety-
lierten Peptidester und kleinen Mengen von Bruchstiicken noch eine bedeu-
tendere Fraktion, welche dieselben Aminosiuren wie das Ausgangsmaterial
enthielt. Sie reagierte gleichfalls nicht mit Ninhydrin und gab beim Bespriihen
mit Umbelliferon (zum Nachweis von Carboxylgruppen) keine Fluorescenz,
wodurch die Moglichkeit ausgeschlossen wird, daf es sich um unverestertes
Acetylpeptid handeln kénnte. Moglicherweise liegt hier ein Cyclisierungs- oder
Dimerisierungsprodukt vor, das sich durch Umsetzung des als Zwischen-
produkt anzunehmenden gemischten Anhydrides aus Peptid und Essigsiure
gebildet haben kdnnte.

Infolge all dieser Nebenreaktionen ergaben, anders als bei der Reduktion
gereinigter Peptidester®3), die nach Veresterung mittels beider Methoden er-
haltenen Reaktionsprodukte bei ihrer Reduktion mit Lithiumborhydrid und
nachfolgender saurer Hydrolyse auch Spuren von Aminoalkoholen nicht carb-
oxylendstéindiger Aminosiuren. Thre 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 erwihnte Dimerisierung oder Cyclisierung zuriickfiihren.

Gegeniiber diesen Methoden der Veresterung ergab das Verfahren mit Di-
azomethan, wobei der DNP-Rest zum Schutz der Aminogruppen verwendet
wurde, keine Nebenprodukte. Nach Reduktion mit Lithiumborhydrid in sie-
dendem Tetrahydrofuran und Hydrolyse lie8 sich ausschlieBlich die Carboxyl-
endgruppe als DNP-Aminoalkohol in sehr guter Ausbeute isolieren.

Eine methylierende Spaltung von Amidbindungen, wie sie H. Biltz!?) an acetylierten
Spirodihydantoinen und Bredereck und Mitarbb.®) an N7.acetylierten Purinen beob-

1) K. Freudenberg u. W. Jakob, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1001 [1941].

13) J. N. Ashley u. C. R. Harrington, Biochem. J. 28, 1178 [1929]; s. a. S. Black-
burn u. H. Phillips, ebenda 88, 171 [1944].

1) J. Herzig u. K. Landsteiner, Biochem. Z. 61, 463 [1914]; 105, 11 [1920].

15) K. Landsteiner, Biochem. Z. 58, 362 [1914]; H. Herzig u. K. Landsteiner,
Biochem. Z. 61, 458 [1914]; E. Abderhalden u. H. Sickel, Hoppe-Seyler's Z. physiol.
Chem. 117, 1 [1927]; R. Kuhn u. H. W, Ruelius, Chem. Ber. 85, 38 [1952].

18) Chem. Ber. 87, 1103 [1954]. 17) Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1146 {19313}

18) H. Bredereck, I. Hennig u. W. Pfleiderer, Chem. Ber. 86, 321 [1953].
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Tafel 1. Ausbeuten an DNP-Aminoalkoholen nach der Reduktion von
. Peptiden, die nach verschiedenen Methoden verestert worden waren

Ausbeuten an DNP-Aminoalkoholen in 9%, d. Th.
| Veresterungsmethode
gefundener Methanol -
Peptid DNP-Amino- ethanol- ;
P alkohol Methanol- 109, Acetan- DNP-Peptid
0.1» HCl - Diazomethan
hydrid
DNP-Phe-ol 67.1 53.8 84.0
Gly-phe ..... DNP-Gly-ol 3.5 38 -
DNP-Phe-ol 70.8 64.0 84.1
DNP-Gly-ol 4.1 6.6 -
Pro-gly-phe .. DNP-Pro-ol 34 3-4 -
DNP-Ser-ol 44.0 39.1 77.3
DNP-Phe-ol 4.6 14.4 -
Gly-phe-ser .. DNP-Gly-ol 24.4 20.6 -
DNP-Ser-ol 52.0
DNP- DNP-Phe-ol 13.1
Gly-phe-ser .. DNP-Gly-ol -

achtet haben, diirfte nur in besonders gelagerten Fillen eintreten und wurde von uns
nicht bemerkt. Beim Arbeiten mit Diazomethan ist zu beachten, daB dieses Reagens im
allgemeinen betrichtliche Mengen Methylamin enthilt, welches bei ungeniigender Ab-
trennung im spateren Gang der Untersuchung stort, da es ebenfalls mit FDNB unter
Bildung von N-Methyl-2.4-dinitro-anilin reagiert.

Unsere Versuche bestitigen also erneut, daBl bei der Reduktion von Pep-
tidestern mit Lithiumborhydrid in siedendem Tetrahydrofuran die Peptid-
gruppierung nicht angegriffen wird, denn sonst hitte im Falle der Reduktion
von DNP-Prolyl-glycyl-phenylalaninester neben DNP-Phenylalaninol noch
DNP-Colamin nachgewiesen werden miissen. Auch die urspriingliche Amino-
endgruppe hitte sich noch als DNP-Aminoalkohol finden kénnen, da die DNP-
Gruppierung des DNP-Peptidesters wiihrend der Reduktion zumindest noch
teilweise erhalten bleibt1?).

Unser Befund, daf3 Lithiumborhydrid Peptidbindungen intakt 1a8t, ist neuerdings von
J. C. Crawhall und D. F. Elliott®) angegriffen worden, die Benzoylglycyl-alaninester
mit Lithiumborhydrid in siedendem Tetrahydrofuran reduziert und nach der Hydrolyse
neben Alaninol auch Colamin in geringer Menge nachgewiesen haben. Wir haben diesen
Versuch nachgearbeitet und gefunden, daB unter diesen Bedingungen aus reinem Benzoyl-
glycyl-alanin-methylester, unter strengstem WasserausschluB bei der Reduktion, nur
Alaninol und kein Colamin entsteht. Wir haben diese'Aminoalkohole in der iiblichen
Weise als DNP-Verbindungen isoliert und saulenchromatographisch getrennt®), wihrend
Crawhall und Elliott das gesamte Hydrolysat papierchromatographisch aufgetrennt
und mit Ninhydrin entwickelt haben.

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

18) K. Heyns u. K. Stange, Z. Naturforsch. 10 b, 252 [1955].

20) Nature [London] 175, 299 [1955]; Biochem. J. 61, 264 [1955].

) W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem.
296, 208 [1954].
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tides, Glycyl-phenylalanyl-serin, ein schwieriger iibersehbares Bild. Ein Pa-
pierchromatogramm des mit Methanol-0.1 n HCl veresterten Produktes
lie@ beim Besprithen mit Ninhydrin neben dem Peptidester eine bedeutende
Menge Glycinester erkennen, dessen Menge zu etwa 16 9, des insgesamt im
Peptid vorhandenen Glycins ermittelt wurde. Beider Anfirbung nach Reindl-
Hoppel®) erschien weiterhin eine Komponente, die bei der Hydrolyse Serin
und Phenylalanin ergab. Da diese Verbindung mit Ninhydrin kaum angefarbt
wurde, handelt es sich offenbar um das entsprechende Diketopiperazin. Auf
Grund der Tatsache, daB ein Teil des carboxylendstéindigen Serins durch diese
Cyclisierung blockiert war, fand man auch nach Reduktion mit Lithinmbor-
hydrid und saurer Verseifung des Reaktionsgemisches Serinol nur in stark
verminderter Ausbeute (44 %), wihrend das urspriinglich nicht carboxylend-
stindige Glycin zu 23 9, als DNP-Colamin erhalten wurde (Tafel 1). In die-
sem Versuch, der getrennt von dem papierchromatographisch aufgearbeiteten
ausgefithrt worden war, hatten also 23 %, des Peptides eine Spaltung in Gly-
kokollester und das gemischte Diketopiperazin aus Serin und Phenylalanin
erlitten. Daneben fand sich noch zu 4.6 9%, DNP-Phenylalaninol;, was von
einer geringen Acylwanderung an der Bindung zwischen Phenylalanin und
Serin herriihren diirfte (s. u.). Die nicht reduzierten Aminosiuren lieBen sich
nach Uberfithrung in die DNP-Derivate quantitativ zuriickgewinnen. Eine
mogliche Zersetzung von endstindigem Serin in Glykokoll??), das nach der
Reduktion als DNP-Colamin auftreten wiirde, kann daher ausgeschlossen
werden (vergl. Tafel 2).

Tafel 2. Reduktion von Glycyl-phenylalanyl-serin mit Lithiumborhydrid

nach verschiedenartiger Veresterung

(Verwendet wurden je 32 uMol Peptid. Nach Hydrolyse wurden Aminoalkohole und
Aminosguren als DNP-Verbindungen getrennt und chromatographisch quantitativ

bestimmt, )
Stamm- DNP-Aminoalkohole DNP-Aminosguren oSumme
amino- % d. Th.
saure | Mol | %d.Th wMol | 9 d.Th.
Veresterung mit Methanol- 0.1 HC1
Gly ........ ’ 7.82 24.4 24.0 75.0 95.4
Phe ........ | 1.3 4.6 29.4 91.7 96.3
Ser ........ 14.25 44.0 17.9 55.8 99.6
Veresterung mit Methanol-Acetanhydrid
Gly ........ 66 | 204 22.0 68.7 89.3
Phe ........ 4.6 14.4 26.0 81.3 95.7
Ser ........ 12.5 39.1 17.0 53.2 92.3
Veresterung des DNP-Peptides mit Diazomethan

Gly ........ - -
Phe ........ - -
Ser ........ 24.75 71.3

'm) Th. Wieland, H. Cords u. E. Keck, Chem. Ber. 87, 1312 [1954]; Th. Wieland
u. K. Dose, Angew. Chem. 66, 781 [1954].



938 Hérmann, Grapmann, Wiinsch, Preller: [Jahrg. 89

Noch etwas uniibersichtlicher war vorerst das Ergebnis, das wir mit Glycyl-
phenylalanyl-serin nach Veresterung mit Methanol-Acetanhydrid er-
hielten. Das Chromatogramm, das wir wegen der Blockierung simtlicher
freier Aminogruppen durch den Acetylrest wieder nach der Methode von
Reindl und Hoppe?®) angefirbt hat-
ten, zeigte fiinf Flecken an (s. die Ab-

| Lbsungsmittelfront bild.), von denen drei (I-III) samt-
i, I liche Aminosiuren des eingesetzten Pep-
gI tides enthiclten. Im Fleck IV lieB sich
nach der Hydrolyse nur Phenylalanin

und Serin, in Fleck V, dessen Rp-Wert

dem von Acetylglycinester entsprach,

nur Glycin nachweisen. Nach dem Aus-

schneiden der Flecken und Hydrolyse

I, v lieB sich -durc.h kolox.'imetl.'ische Bestim-
v mung mit Ninhydrin zeigen, daB der
. Aminosiuregehalt der beiden Flecken

IV und V gréBenordnungsgemifl im

Verhiltnis 2:1 war. Auch hier beob-

Auferagatelle achtet man also offenbar eine teilweise

Aufspaltung des Serinpeptides in ein

Diketopiperazinderivat (Fleck IV) und

Papierchromatogramm von Glycyl-

phenylalanyl-serin nach Veresterung Acetylglycinester (Fleck V).

mit Methanol - Acetanhydrid. L&- Aus der in einem zweiten Versuch

sungsmittel: Butanol-Athanol-Was- nach Reduktion mit Lithiumborhydrid
ser 4:1:5

isolierten Menge an DNP-Colamin ging
hervor, daB diese Aufspaltung zu etwa
209, erfolgt war. Die Ausbeute an DNP-Serinol betrug nur 39.6 %. Dagegen
war DNP-Phenylalaninol in wesentlich groBerer Menge (14.4 %) vorhanden
als in dem Ansatz, der mit Methanol-Salzsiure behandelt worden war (4.6 %).
Nachdem im Papierchromatogramm von acetylierend verestertem Glycyl-
phenylalanyl-serin kein Fleck vorhanden war, der ausschlieBlich Serin ent-
hielt, und demzufolge cine Abspaltung von endstindigem Serin offenbar nicht
erfolgt war, muB man annehmen, daf 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 Aminosiuren des Peptides
enthalten, das umgelagerte Esterpeptid dar.

HO-CH, Gly—Phe—0—CH,
Gly—Phe—-NH-CH-CO,H --» H,N—CH—CO,H

Die Acylwanderung unter dem EinfluB von Acetanhydrid lie8 sich an Di-
nitrophenyl-glycyl-phenylalanyl-serin eindeutig nachweisen. Dazu wurde das
mit Acetanhydrid als Katalysator veresterte DNP-Peptid mit » NH; behan-
delt, um die Esterbindungen zu verseifen. In der Losung lieB sich abgespal-
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tenes DNP-Glycyl-phenylalanin papierchromatographisch in einer Ausbeute
von 23.19%, neben unverindertem DNP-Glycyl-phenylalanyl.serin nachwei-
sen. AuBerdem war freies Serin zu 17.19, vorhanden. In einem zweiten An-
satz, der durch Reduktion des Peptidesters mit Lithiumborhydrid aufge-
arbeitet wurde, konnte DNP-Phenylalaninol in einer Ausbeute von 13.1Y,
nachgewiescn werden. Die Ausbeute an DNP-Serinol, das der Carboxylend-
gruppe entstammte, betrug nur 52 9%,.

Im Zusammenhang mit der schlechten Ausbeute an DNP-Serinol mag erwihnt wer-
den, daB man auch bei Veresterung von Serin und von N-Benzoyl-serin 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 Salzsiure als Kata-
lysator lassen sich zwar beide Produkte in guter Ausbeute verestern, doch ergibt nur der
benzoylierte Serinester bei der Reduktion einheitliches DNP-Serinol, wiahrend Serinester-
hydrochlorid selbst ein uneinheitliches Gemenge liefert ?-23), das den gesuchten DNP-
Aminoalkohol nur in einer 9-proz. Ausbeute enthalt.

Im Gegensatz zu den Versuchen, in denen Methanol-Salzsiure oder Metha-
nol-Acetanhydrid zur Veresterung verwendet wurden, fand man bei der Ein-
wirkung von Diazomethan auf DNP-Glycyl-phenylalanyl-serin wiederum 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 bestitigen, daB zwar bei der Reduktion mit Lithjum-
borhydrid keine Verinderungen der Peptidbindung erfolgen, andererseits aber
bei der notwendigen Veresterung, falls sie mit Methanol in Gegenwart von
Salzstiure oder Acetanhydrid als Katalysator erfolgt, fiir das Ergebnis stérende
Nebenreaktionen eintreten kénnen. 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, da8
dabei auch die Aminoendgruppe nach Reduktion und Hydrolyse identifiziert
werden kann, da Lithiumborhydrid den DNP-Rest weitgehend intakt 1aB8t18).

Die Abspaltung der beiden carboxylendstindigen Aminosiuren als Diketo-
piperazinderivate unter sauren Bedingungen stellt eine bis jetzt noch unbe-
kannte Reaktion dar, die sicher eng mit der besonderen Struktur des unter-
suchten Tripeptides zusammenhingt. 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 gréBere Stabilisierung ihrer Peptidketten durch Wasserstoffbriicken
aufweisen, entzieht sich vorldufig noch unserer Kenntnis.

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

#) P, Karrer, P. Portmann u. M. Suter, Helv. chim. Acta 31, 1617 [1948].

4) G. Schramm u. I. Leube, Makromolekulare Chem. 18, 117 [1954].

%) M. Bergmann, E. Brand u. F. Dreyer, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 936 [1921];
M. Bergmann, E. Brand u. F. Weinmann, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 181, 1
[1923].
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chlorid in 2-Phenyl-3-carbomethoxy-oxazolon iiberfiihrten, welches mit Saure in den
O-Benzoyl-serinester iiberging?), Spitere Untersuchungen anderer Autoren haben dann
gezeigt, daB eine solche Umlagerung auch durch Siuren allein, wenn auch nicht voll-
stindig, hervorgerufen werden kann®), was wohl auch ein Grund fiir die leichtere Hydro-
lysierbarkeit von Serinpeptiden sein diirfte??). D. F. Elliott®) hat mit Hilfe von konz.
Schwefelsiaure an Seidenfibroin eine Acylwanderung der Peptidbindungen der Hydroxy-
aminosiuren erreicht und konnte nach Schutz der entstandenen freien Aminogruppen
durch den DNP-Rest mit anschlieBender schwach alkalischer Hydrolyse die gebildeten
Esterbindungen spezifisch aufspalten. J. L. Bailey?) andererseits, der diese Umlagerung
auf die durch Reduktion erhaltenen Peptidalkohole anwendet, hat darauf ein Verfahren
zum schrittweisen Abbau von Peptiden am Carboxylende aufgebaut.

Nach unseren Befunden und denjenigen von Fraenkel-Conrat und Olcottl) tritt
jedoch mit 0.1 = HCI in Alkohol nur eine sehr geringe Acylwanderung an Serinbindungen
ein. Dagegen ist dicse Reaktion bei Verwendung von Acetanhydrid als Veresterungs-
katalysator wesentlich stirker begiinstigt. Vielleicht diirfte auch die gegeniiber dem er-
rechneten Wert etwas zu hohe Ausbeute an DNP-Alaninol, die wir bei der Reduktion von
acetylierend verestertem Insulin mit Lithiumborhydrid erhalten hatten?), auf eine solche
Acylwanderung an der Bindung zwischen Alanin und Serin zuriickzufiihren sein.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unterstiitzung dieser
Arbeit sehr dankbar.

Beschreibung der Versuche

1. Allgemeine Arbeitsmethoden

Veresterung mit Methanol-Salzsdure: Sofern nicht anders angegeben, lief
man 5 mg Peptid mit 5 ccm wasserfreier 0.1 n methanol. HCI 24 Stdn. bei Zimmertempe-
ratur stehen. Anschliefend wurde die Losung i. Vak. zur Trockene gedampft, der Riick-
stand mehrmals mit Mcthanol aufgenommen und erneut abgedampft. Zur papierchroma-
tographischen Priifung wurde ein aliquoter Teil der methanolischen Losung aufgetragen
und mit dem Gemisch Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) entwickelt. Die Chromatogramme
wurden sowohl mit Ninhydrin als auch durch Chlorieren und anschlieBendes Baden in
einer Benzidin-Kaliumjodidlésung nach Reindl und Hoppe!¢) angefarbt.

Veresterung mit Methanol-Acetanhydrid: 5 mg Peptid wurden mit 5 cem
absol. Methanol und 0.5 ccm Acetanhydrid 20 Stdn. bei Zimmertemperatur stehenge-
lassen, wobei eine klare Ldsung entstand. Nach dem Verjagen des Losungsmittels i. Vak,
hinterblieb ein &liger Riickstand. Die papierchromatographische Untersuchung desselben
geschah mit einem aliquoten Teil seiner methanolischen Losung. Als Lisungsmittel
diente Butanol-Athanol-Wasser (4:1:5). Das Anfirben der Chromatogramme geschah
nach der Methode von Reindl und Hoppels).

Darstellung der DNP-Peptide und ihre Veresterung mit Diazomethan:
10 mg Peptid wurden in 3 ccm 66-proz. Alkohol mit 100 mg NaHCO; und 100 mg DNFB
versetzt. Nach 3 Stdn. wurde mit 10 ccm Wasser verdiinnt und nicht umgesetztes DNFB
ausgedthert. Nach dem Ansiuern mit 1 ccm konz. Salzssure lieB sich das DNP-Peptid
mit Ather ausschiitteln, sofern es nicht bereits ausfiel (DNP-Glycyl-phenylalanyl-serin).
Die vereinigten Atherausziige wurden mit 10 ccm Wasser gewaschen und eingedampft.
Zur Entfernung von 2.4-Dinitrophenol nach Turba?) wurde der Atherriickstand in
0.5 ccm Methanol aufgenommen, auf eine Siule von anionotropem Al,0; (9x100 mm)
aufgebracht und mit 0.5 ccm Methanol nachgewaschen. Mit 2.proz. Essigsiure ging
Dinitrophenol in das Eluat, und dann wurde das DNP-Peptid zuerst mit wenig 0.1 n

%) M. Bergmann u. A. Miekeley, Hoppe-Scyler’s Z. physiol. Chem. 140, 128 [1924];
Collegium [Darmstadt] 1925, .225.

#7) P. Desnuelle u. A. Casal, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 2, 64 [1948].

23) Biochem. J. 50, 542 [1952]. 29) Biochem. J. 52, iv [1952]; 60, 173 [1955].

%) F. Turba u. G. Gundlach, Biochem. Z. 326, 322 [1955].
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NaOH und anschlieBend mit einer 1-proz. Natriumhydrogencarbonatlosung eluiert. Die
erhaltene Losung wurde angesiuert und mit Ather extrahiert.

Zur Veresterung wurde der Atherriickstand in 5 ccm Methanol aufgenommen und unter
Eiskiihlung gasformiges Diazomethan eingeleitet, welches nach R. Kuhn und W, H.
Ruelius®) aus einer Toluollisung bei 45° mit Stickstoff ausgetrieben und bei —18° von
Methylamin befreit worden war. Nach 4stdg. Stehenlassen unter Eiskiihlung wurde noch
15 Min. unter RiickfluB gekocht, wobei der groBte Teil an unverbrauchtem Diazometban
entwich. Das Methanol wurde i. Vak. abgedampft.

Bestimmung der Carboxylendgruppe durch Reduktion: Das als Ldsungs-
mittel verwendete Tetrahydrofuran wurde gereinigt, indem man 500 g 14 Tage iiber 100 g
festem Kaliumhydroxyd stehen lie. Nach Filtrieren und Destillieren wurde es zuerst iiber
Natrium und dann nochmals iiber Lithiumaluminiumhydrid destilliert3?). Vor jeder
Reduktion ist es unbedingt notwendig, das Tetrahydrofuran erneut iiber Lithiumalumi-
niumhydrid zu destillieren, da das trockene Lisungsmittel ziemlich rasch Wasser aus der
Luft aufnimmt. Beim Eintragen von Lithiumborhydrid darf kein Aufschiumen erfolgen.

Das zur Reduktion gelangende Peptidestergemisch wurde iiber Nacht im Exsiccator
iiber Kaliumhydroxyd getrocknet. Dann wurde es mit 5 cecm absol. Tetrahydrofuran
und etwa 30 mg Lithiumborhydrid versetzt und 30 Stdn. unter RiickfluB und Feuchtig-
keitsausschluB am Wasserbad erhitzt. Nach Zersetzen 'des iiberschiissigen Lithiumbor-
hydrids mit 5-proz. Essigsiure unter Eiskiihlung wurde i.Vak. abgedampft und mit 2 n HC]
8 Stdn. hydrolysiert. Nach dem Abdampfen der Saure i. Vak. blieb der Riickstand iiber
Nacht iiber Kaliumhydroxyd stehen. Anschliefend fiihrte man die Hydrolysenprodukte
durch 3stdg. Stehenlassen mit 15 mg DNFB und 100 mg NaHCO; in 15 ccm 66-proz.
Alkohol in die DNP-Derivate iiber und gab dann zur Zersetzung von iiberschiiss. DNFB
7 mg Glutaminsiure zu. Nach weiterem 2stdg. Stehenlassen wurde der Alkohol i. Vak.
abgedampft, der Riickstand in 10 ccm Wasser aufgenommen und die DNP-Aminoalkchole
mit Ather erschopfend ausgeschiittelt. Von der erhaltenen Atherlosung wurde ein aliquoter
Teil zur papierchromatographischen Untersuchung im Losungsmittel Dekalin- 10proz.
Essigsdure - [soamylalkohol (15:10:4)2) abgezweigt. Zur Chromatographie diente eine
vor Licht geschiitzte waagrechte Kammer3), wobei man wesentlich besser abgegrenzte
Flecken als nach auf- oder absteigendem Verfahren erhalt.

Die quantitative Bestimmurig der DNP-Aminoalkohole geschah an einer Kieselgur-
Celite-Saule nach der bereits friither gegebenen Vorschrift.3).

Die nach dem Ausschiitteln mit Ather in der hydrogencarbonatalkalischen Lésung
verbliebenen DNP-Aminosiuren wurden nach dem Ansiuern ausgeithert und papier-
chromatographisch mit dem Lésungsmittel Toluol-Pyridin-Glykolchlorhydrin-0.8 =
Ammoniak (5:1:3:3)%) aufgetrennt. Im Falle des Vorliegens von DNP-Alanin, welches
in diesem Losungsmittel denselben Rp-Wert wie das als Nebenprodukt auftretende 2.4-
Dinitrophenol aufweist, verwendeten wir als Entwicklungsgemisch Pyridin-Isoamyl-
alkohol - 1.6 » Ammoniak (8:14:20)34),

Quantitative Bestimmung von DNP-Aminosiduren am Papierchromato-
gramm: Die quantitative Bestimmung wurde in Anlehnung an das bei Aminoséuren
bewihrte Verfahren %.%) ausgefiihrt. Die zu messenden DNP-Aminosduren wurden in
einem bekannten Volumen Essigester gelost und ein aliquoter Teil davon, der von jeder

31) Chem. Ber. 88, 420 [1950].

) F.Weygand, G. Eberhardt, H. Linden, F. Schifer u.1. Eigen, Angew. Chem.
65, 525 [1953].

3) W. GraBmann u. R. Strobel, unversffentlicht, 8. a. E. Kawerau, Biochem. J.
47, xxiii [1950]; L. S. Cuendet, R. Montgomery u. F.Smith, J. Amer. chem. Soc.
75, 2764 [1953]; J. Léonis, Ann. Soc. roy. Sci. med. natur. Bruxelles 8, 147 [1955].

3) @. Biserte u. R. Osteux, Bull. Soc. Chim. biol. 88, 50 [1951].

35) F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 824, 544 [1953].

%) W. GraBmann, K. Hannig u. M. Plock], Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chern 299,
258 [1965].
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DNP-Aminosiure 0.1-0.4 £Mol enthalten soll, als 3 cm langer Strich aufgetragen. Kine
Testlosung dhnlicher Zusammensetzung wurde auf denselben Papierstreifen daneben in
2-3 cm Abstand aufgebracht. Beide Proben sollen vom Papierrand noch 1.5 em entfernt
sein. Die Chromatogramme wurden in einer waagrechten Kammer?) entwickelt. Die ver-
wendeten Ldsungsmittel sind jeweils bei den einzelnen Versuehen angegeben. Die Chro-
matogramme wurden im Dunkeln an der Luft getrocknet und in Streifen von 4 cm Breite
geschnitten. Dann wurden sie durch !/,stdg. Einlegen in ein Gemisch von a-Bromnaph-
thalin und Paraffin6] mit dem Brechungsindex 1.5 durchsichtig gemacht. In diesem Ge-
misch sind die DNP-Aminosduren und Dinitrophenol unléslich, DNP-Aminoalkohole
hingegen gehen in Losung, weshalb dieselben auf diese Art nicht bestimmt werden kénnen.
Die durchsichtigen Streifen wurden im Kolorimeter ,,Eppendorf* unter Verwendung eines
Zusatzgerites bei 366 my millimeterweise ausgemessen und die erhaltenen Extinktions-
kurven planimetrisch ausgewertet. Aus dem Verbaltnis der erhaltenen Werte zu denen
der Testlosung lieB sich die Menge der einzelnen DNP-Aminosiuren ermitteln. Das Ver-
fahren eignet sich hauptsichlich zur Bestimmung von Gemischen, die nur eine geringe
Anzahl verschiedener DNP-Aminosduren enthalten.

2. Untersuchungen an serinfreien Peptiden

Glycyl-phenylalanin: Das Peptid, welches nach der Vorschrift von St. Gold-
schmidt und H. Lautenschlager®) dargestellt worden war, war nach papierchromato-
graphischer Untersuchung im Gemisch Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) einbeitlich. Nach
Veresterung von 5 mg (22.6 uMol) mit Methanol-Salzsiure ergab die papierchromato-
graphische Untersuchung neben der Hauptmenge des Peptidesters (Rg 0.69) geringe
Mengen von Glycinester und Phenylalaninester, die durch Mitlaufcniassen entsprechender
Vergleichsproben identifiziert wurden. Allem Anschein nach war auch noch eine geringe
Menge nicht veresterten Peptides vorhanden; welches einen sehr &hnlichen Rg-Wert
(0.64) wie der Ester hat. Nach der Reduktion und Hydrolyse licB sich papierchromato-
graphisch DNP-Phenylalaninol und eine geringe Menge DNP-Colamin nachweisen. Die
sdulenchromatographische Trennung ergab 15.11 uMol DNP-Phenylalaninol (67.1%, d.Th.)
und 0.83 uMol DNP-Colamin (3.56% d. Th.) neben geringen Mengen Dinitrophenol. In
der willr. Mutterlauge fand sich DNP-Glycin neben geringen Mengen DNP-Phenylalanin,
welches von geringen Anteilen nicht veresterten Peptides herriihren diirfte. Etwas DNP-
Glutaminsidure stammte von der Entfernung von iiberschiiss. DNFB.

Das mit Methanol-Acetanhydrid veresterte Dipeptid (5 mg, 22.5 uMol) zeigte am
Papierchromatogramm nach Reindl und Hoppe!8) zwei deutliche Flecken (Ry 0.75 und
0.89). Sie wurden aus einem getrennten Chromatogramm ausgeschnitten, mit Methanol
eluiert und nach dem Verdampfen desselben mit konz. Salzsiure 16 Stdn. hydrolysiert.
Die Papierchromatogramme beider Hydrolysate enthielten Glycin und Phenylalanin in
ungefahr gleicher Menge. Die Reduktion des acetylierten Peptidesters ergab 12.4 Mol
DNP-Phenylalaninol (53.8%, d. Th.) und 0.87 :Mol DNP-Colamin (3.8%, d. Th.) neben
etwas Dinitrophenol. Die waBr. Mutterlauge enthielt DNP-Glycin, eine Spur DNP-
Phenylalanin, Dinitrophenol und DNP-Glutaminsidure, stammend von der Entfernung
von iiberschiiss, DNFB.

Nach Veresterung des DNP-Dipeptides (45 yMol) mit Diazomethan ergab die Reduktion
37.8 uMol DNP-Phenylalaninol (84.0%, d. Th.) und Dinitrophenol. In der wiBrigen
Mutterlauge fand sich neben Dinitrophenol und DNP-Glutaminsidure nur noch DNP-
Glyein,

L-Prolyl-glycyl-L-phenylalanin: Die Darstellung dieses Peptides wird an
anderer Stelle beschrieben®). Seine Reinheit wurde im System Butanol-Eisessig-Wasser
(4:1:5) iiberpriift.

Das Papierchromatogramm des mit Methanol-Salzsiure veresterten Tripeptids
(5 mg, 15.6 1Mol) ergab neben Peptidester geringe Mengen Prolinester und Phenylalanin-
ester. Nach der Reduktion des Peptidesters lieBen sich 11.02 uMol DNP-Phenylalaninol

© 97) Liebigs Ann. Chem. 580, 68 [1953].
) W. GraBmann u. E. Wiinsch, in Vorbereitung.
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(70.6 % d. Th.), 0.64 uMol DXP-Colamin (4.1% d. Th.) und etwas DNP-Prolinol nach-
weisen. DNP-Prolinol konnte nicht exakt quantitativ bestimmt werden, da noch keine
kristallisierte Vergleichssubstanz vorlag, somit also der genaue Extinktionskoeffizient
fehlte. Als DNP-Aminosduren wurden in der wiBr. Mutterlauge DNP-Glycin, DNP-
Prolin und geringe Mengen DNP-Phenylalanin nachgewiesen. Letzteres diirfte von einer
unvollstindigen Veresterung herriihren. AuBerdem war noch Dinitrophenol und Glutamin-
séiure, von der Entfernung von iiberschiissiggm DNFB, vorhanden.

Wurde zur Veresterung derselben Menge Tripeptids Methanol-Acetanhydrid ver-
wendet, so enthielt das Papierchromatogramm zwei deutliche (Rp 0.81 und 0.87) und
einen schwicheren Fleck (Rp 0.65). Nach der Reduktion lielen sich DNP-Phenyl-
alaninol und DNP-Colamin in Ausbeuten von 9.98 uMol (64.09%, d. Th.) und 1.04 pMol
(6.8% d. Th.) nachweisen. Geringe Mengen DNP-Prolinol konnten aus den oben er-
wihnten Griinden nicht quantitativ erfaBt werden. Die wifrige Mutterlauge enthielt
DNP-Prolin, DNP-Glycin und geringe Mengen DNP-Phenylalanin. Daneben waren
nooh wie iiblich Dinitrophenol und DNP-Glutaminsiure vorhanden.

Das mit Diazomethan veresterte DNP-Peptid®?) (22.1 uMol) lieferte bei der Reduktion
an DNP-Aminoslkoholen nur 18.6 uMol DN P-Phenylalaninol (84.1%,). AlsDNP-Amino-
sduren waren in der Mutterlauge nur DNP-Prolin, DNP-Glycin und, von der Zerlegung
von iiberschiissigegm DNFB herriihrend, DNP-Glutaminsiure, aber kein DNP-Phenyl-
alanin, vorhanden.

Benzoyl-glycyl-pL-alanin-dthylester: Der benzoylierte Dipeptidester wurde
analog einer Vorschrift von E. Fischer#) fiir Benzoyl-glycyl-glycin-dthylester aus
Hippurylchlorid und pL-Alanin-dthylester dargestellt. Das mehrmals aus
heiBern Wasser umkristallisierte Produkt hatte den von T. Curtius und E. Lambottet!)
gefundenen Schmp. von 126°, Es wanderte im Lisungsmittelgemisch Butanol-Dibutyl-
ather-Wasser (4:2:5) als einheitliche Substanz, wie die Anfirbung nach Reindl und
Hoppe!s) ergab. 14 mg Ester (50 uMol) wurden wie iiblich reduziert. In der isolierten
DNP-Aminoalkoholfraktion lieB sich papierchromatographisch nur DNP-Alaninol und
etwas Dinitrophenol nachweisen (Losungsmittel: Dekalin - 10proz. Kssigsiure-Isoamyl-
alkohol 15:10:4). Die saulenchromatographisch bestimmte Ausbeute an DNP-Alaninol
betrug 40.1 uMol (80.2%, d. Th.). In der waBr. Mutterlauge fand sich kein DNP-Alanin

mehr.

3. Untersuchungen an Glycyl-pr-phenylalanyl-pL-serin
Darstellung des Peptides

Carbobenzoxy-glycyl-DL-phenylalanyl-prL-serin: 3.66 g Carbobenzoxy-
glyeyl-pL-phenylalanin®) und 2.38 cem Tri-n-butylamin wurden in 25 cem Tetra-
hydrofuran mit 0.96 ccm Chlorkohlensdure-athylester bei —10° umgesetzt. Nach
5 Min. fiigte man eine Losung von 1.56 g DL-Serin-methylester-hydrochlorid
und 2.38 ccm Tri-n-butylamin in 25 ccm Chloroform zu, erhitzte das Gemisch rasch bis
zum beginnenden Sieden und kiihlte sofort wieder ab. Nach Zugabe von Kaliumhydrogen-
carbonatlosung und Ather wurden die Schichten getrennt. Die Ather-Chloroformphase
wurde i. Vak, zur Trockene gedampft. Aus Essigester-Petrolather schied sich der Carbo-
benzoxy-tripeptidester als farblose Kristallmasse ab. 3.25g des erhaltenen Carbobenzoxy-
esters (Rohprodukt) wurden in waBrigem Dioxan mit 7.2 ccm » NaOH verseift, wobei
die Zugabe von NaOH tropfenweise unter Riihren erfolgte und mit Thymolphthalein als
Indikator kontrolliert wurde. Nach Ansiduern und Entfernen des Dioxans i. Vak. wurde
das ausgeschiedene Ol in Essigester aufgenommen, mit Hydrogencarbonatisung gewaschen
und wieder auf ein kleines Volumen eingeengt. Auf Zugabe von Petrolither farblose
Kristallmasse. Aush. 2.8 g (889 d. Th., bez. auf den Carbobenzoxyester). Das Carbo-

39) Das DNP-Tripeptid stellte uns freundlicherweise Herr Dr. G. Deffﬁer zur Vef-
fiigung.

40) Untersuchungen iiber Aminosiuren, Polypeptide und Proteino; Berlin, Springer-
Verlag 1908, S. 431. 41y J, prakt, Chem. [2] 70, 116 [1904].
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benzoxy-tripeptid lieB sich durch fraktionierte Kristallisation in zwei Diastereoisomere
aufspalten:

Fraktion A: farblose Kristalle aus Essigester. Schmp. 150—152°.

(e Hp0,N, (443.4) Ber. C59.58 H5.68 N9.48 Gef. C59.62 H5.77 N 9.30

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

Glycyl-pr-phenylalanyl-pL-serin: Je 0.44g Carbobenzoxy-tripeptid
(A bzw. B) wurden unter den iiblichen Hydrierbedingungen in die freien Peptide iiber-
gefithrt. Farblose Nadelchen aus Wasser-Alkohol.

Fraktion A: 0.27 g (899 d. Th.).

C1 HysOsN; (309.3) Ber. C54.36 H6.19 N 13.59 Gef. C53.99 H /.97 N 13.46

Fraktion B: 0.28 g (889, d. Th.).
C1 HyoO05 N5 +1/, H,O (318.3) Ber. C52.82 H6.33 N 13.20
Gef. C52.54 H6.18 N13.12
Zur Untersuchung wurde das Diastereoisomere A herangezogen. Die Einheitlichkeit
des Peptides wurde papierchromatographisch im System Butanol-Eisessig-Wasser
(4:1:5, Rg 0.43) und papierelektrophoretisch bei pg 4.8 (m/,, Phosphatpuffer, 200 V,
18 mA)#%) iiberpriift. Um auch ninhydrin-negative Komponenten erkennen zu kénnen,
wurde das Verfahren von Reindl und Hoppe'®) zum Anfirben verwendet. Es war keine
Nebenkomponente erkennbar. AuBerdem wurde die Aminocendgruppe mit Hilfe der
DNP-Methode*®) bestimmt und nur Glycin gefunden.

Veresterung mit Methanol-Salzsdure: 10 mg Peptid (32.2 Mol) wurden mit
10 ccm absol. methanolischer Salzsiure, wie oben angegeben, verestert. Die papierchro-
matographische Aufarbeitung im Losungsmittel Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) ergab
als Hauptkomponente den Peptidester. Daneben fanden sich aber noch bedeutende
Mengen Glykokollester sowie geringe Mengen Serinester und unverestertes Peptid, welche
durch Mitlaufenlassen von Vergleichssubstanzen identifiziert wurden. Bei der Anfirbung
nach Reindl und Hoppe!®) erschien noch ein weiterer Fleck, Ry 0.84, der imn ninhydrin-
bespriihten Chromatogramm nur schwach zu erkennen war. Er wurde aus einem getrenn-
ten Chromatogramm ausgeschnitten und mit Methanol eluiert. Nach Hydrolyse mit
Salzsiure lieBen sich papierchromatographisch im System Pyridin-Wasser (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 dic Menge Glycinester papierchromatographisch nach der Methode von GraB8-
mann, Hannig und Pl6ck]®) quantitativ bestimmt. Seine aus dem 50. Teil des An-
satzes ermittclte Menge betrug 11.5puMol (16.89, d. Th.). Die verhaltnisméBig grobe
Ubereinstimmung dieses Wertes mit dem von DNP-Colamin, welcher nach der Reduktion
erhalten wurde (24.49%,), diirfte sich vor allem daraus ergeben, daB es sich in beiden Fallen
um getrennte Ansitze handelte.

Veresterung mit Methanol-Acetanhydrid: 10 mg Peptid (32.2 uMol) wurden
mit 10 cem absol. Methanol und 1 cem Acetanhydrid wie iiblich verestert. Das Regktions-
produkt lieferte papierchromatographisch im Losungsmittel Butanol-Athanol-Wasser
(4:1:5) 5 Fraktionen (I Rg 0.94, IT Ry 0.88, III Rg 0.83, IV R 0.39, V Ry 0.33), welche
nach der Methode von Reindl und Hoppe!8) anfarbbar waren. Alle Fraktionen wurden
ausgeschnitten und mit Methanol eluiert und nach dem Eindampfen hydrolysiert. Papier-
chromatographisch (Pyridin-Wasser 2:1) ergaben I und II, die den Hauptanteil aus-
machten, sowie 111, das in geringerer Menge vorhanden war, alle drei Aminoséuren. IV
enthielt nur Serin und Phenylalanin, und zwar in etwa gleichen Mengen, V nur Glycin.
Aquivalente Mengen des Hydrolysates von IV und V wurden in Losung mit Ninhydrin
nach S. Moorc und W. H. Stcin*) behandelt und das Extinktionsverhaltnis beider
Losungen bestimmt. Es betrug 0.542:0.185.

) W. GraBmann u. K. Hannig, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 292, 32 [1953].
43) F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 44) J. biol. Chemistry 178, 53 [1949].
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Reduktion der Veresterungsprodukte: Die Reduktion des nach beiden Me-
thoden veresterten Serinpeptides lieferte die in Tafel 2 wiedergegebenen Ergebnisse. Es
wurden auch die Anteile an nicht reduzierten Aminosiuren, die nach dem Ausschiitteln
der DNP-Aminoalkohole in Form von DNP-Aminoséauren in der wifrigen Losung zuriick-
blieben, quantitativ bestimmt.

Veresterung von DNP-Glycyl-pL-phenylalany!-pL-serin mit Methanol-
Acetanhydrid: 10 mg DNP-Tripeptid (21.5Mol) wurden mit 10 ccm Methanol und
1 cem Acetanhydrid 20 Stdn. stehengelassen. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels
wurde das Reaktionsprodukt wie iiblich mit Lithiumborhydrid reduziert und aufgearbeitet.
Die papierchromatographische Auftrennung der erhaltenen DNP-Aminoalkohole ergab
DNP-Serinol und DNP-Phenylalaninol neben Dinitrophenol. Die quantitative Bestim-
mung derselben ergab 10.97 uMol DNP-Serinol (52.09, d. Th.) und 2.76 uMol DNP-
Phenylalaninol (13.19, d. Th.). In der wiBrigen Mutterlauge fanden sich noch DNP-
Glycin, DNP-Phenylalanin und etwas DNP-Serin neben Dinitrophenol und DNP-Glut-
aminsiure, welche bei der Entfernung von iiberschiiss. DNFB entstanden war.

Um eine Acylwanderung an der Bindung zwischen Phenylalanin und Serin nachzu-
weisen, wurden 5 mg Tripeptid (16.2pMol) in das DNP-Derivat iibergefithrt und an-
schlieBend acetylierend verestert. Nach dem Verdampfen des Lsungsmittels i. Vak.
wurde der Riickstand in 10 ccm wafir. n NH; 10 Stdn. bei Zimmertemperatur aufbewahrt.

Nach dem Verdampfen i. Vak. wurde der Riickstand in 10 com Wasser aufgenommen,
angesiuert und ausgedthert. Die papierchromatographische Priiffung (Butanol-Alkohol-
Wasser-konz. Ammoniak 4:4:1:1) des Atherriickstandes unter Mitlaufenlassen von Ver-
gleichssubstanzen zeigte DNP-Glycyl-phenylalanyl-serin und DNP-Glycyl-phenylalanin,
welches durch Verseifung der Esterbindung im umgelagerten Peptid entstanden war,
neben Dinitrophenol an. In der salzsauren w#Br. Losung, die noch 6 Stdn. gekocht
wurde, lieB sich papierchromatographisch (Pyridin-Wasser 2:1) Serin nachweisen. Eine
quantitative papierchromatographische Bestimmung ergab 3.6 Mol DNP-Glycyl-phenyl-
alanin (23.19% d. Th.) und 2.8 uMol Serin (17.2%, d. Th.).

Veresterung von DNP-Glycyl-pr-phenylalanyl-pL-serin mit Diazo-
methan: 149 mg DNP-Glycyl-phenylalanyl-serin (32 xMol) wurden, wie oben
ausgefiihrt, mit Diazomethan verestert. Nach der Reduktion mit Lithiumborhydrid
fand sich im Atherauszug der hydrogencarbonatalkalischen Lésung nur DNP-Serinol
(24.75 pMol) (77.3%, d. Th.) neben Dinitrophenol. In der wiBrigen Mutterlauge fand sich
nur DNP-Glycin und DNP-Phenylalanin neben Dinitrophenol und DNP-Glutaminsiure,
herriihrend von der Entfernung von iiberschiiss. DNFB.





