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61. Ernst Waldschmiht-Leitz und Karl Gauss: Verfahren zur Be- 
stimmung der carboxyl-endstandigen Aminosauren in Peptiden 

[Aus dem Privatlaboratorium Miinchen, Kraepelinstra8e 21 
(Eingegangen an1 3. Januar 1952) 

Es wird ein Verfahren beschrieben, welches auf der Abspdtung 
der carboxyl-endsttlndigen Aminosauren aus den mit dem Dinitrophe- 
nylrest substituierten Peptiden niittels Carboxy-peptidese und der 
papierchromatographisohen Identifizierung der abgespaltenen Amino- 
siluren beruht. 

Zur Ermittlung der die endstgndigen Aminogruppen tragenden Amino- 
sauren in Proteinen und auch in Peptiden hat F. Ranger1) vor einigen Jahren 
ein einfaches und elegantes Verfahren heschrieben: es besteht in der Ein- 
fiihrung des Dinitrophenylrestes 'tnittels 2.4-Dinitro-fluor-benzols und in der 
Isolierung und Kennzeicllnung der den Dinitrophenylrest enthaltenden Amino- 
sauren nach der Hydrolyse des substituierten Proteins bzw. Peptids. Das Ver- 
fahren, das nur geringe Substanzmengen erfordert, hat inewischen in zahl- 
reichen Fiillen wertvolle Dienste geeleistet, so zur Bestimmung der Aminosauren 
mit freien Aminogruppen im Insulin')~ in Hanioglobin und Myoglobin2), in 
Fibrinogen und Fibrins). f h e r  ein gleichwertiges Verfahren zur Beutimmung 
der carboxyl-endstandigen Aminosauren verfiigen wir noch nicht ; denn die 
bisher in der Literatur dafiir angegebenen Wege4) sind umstandlich und 
erfordern verhii1tnismiiBig groBe Substanzmengen. 

Fur die Bestimmung der carboxyl-endstandigen Aminosaiiren in Peptiden 
laBt sich mit Erfolg die spezifische Wirkungswoise der Carboxy-peptidasc, 
2.13. aus Pankreas, heranziehen. Es ist bekannt, daB dieses Enzym nur die 
die freion Carboxygruppen tragenden Aminoduren in Peptiden oder Peptid- 
Derivaten abzuspalten vermag, da es fur seinen dngriff die Gegenwart einer 
freien Carboxygruppe in Nachbarschaft zu der zu spaltenden Peptidbindung 
benijtigt. Wahrend freie Peptide durch das Enzym nur beini Vorhandensein 
einer sauren Aminosaure am Carboxylende gespalten werden, werden acylierte 
Peptide, z. B. beiizoylierte, soviel man bisher beobachtet hat, unabhiingig 
von der Natur des carboxyl-endstandigen Bausteins angegriffens). Man kann 
also, mie wir uns iiberzeugt haben, die carboxyl-endstiindige dminosaure 
eines Peptids nach dessen Acylierung mittels der Einwirkung von Carbosy- 
peptidase ermit teln. 

Einfacher noch und ZweckmaiBiger erscheint der Weg uber die Dinitro- 
phenyl-Derivate der Peptide, die nach S a s g e r  zugleich zur Kennzeichnung 

l) Biochem. Journ. 39,507 [1945]. 
2) F. Sanger ,  Biochem. Journ. 39,507 [1945]; R. R . P o r t e r  u. F. S a n g e r ,  Biochem. 

Journ. 42,287 [1947/&]. 
3, K. Bai ley ,  F. R. B e t t e l h e i m ,  L. L o r a n d  u. W. R. Middlebrook,  Nature167, 

233 [1950/51]. 
4, Siehe dazii P. S c h l a c k  u. W. Kumpf, Ztschr. physiol. Chern. 154,125 [1926]; 

F. B e t t z i e c h e  u. R. Menger ,  ebenda 161,37,178 [1926]; E. A b d e r h a l d e n  u. H. 
B r o c k m a n n ,  Biochem. Ztsohr. 225,386 [1930]; M. B e r g m a n n  u. L. Z e r v a s ,  Journ. 
biol. Chem. 113,341 [1936]; N. L i c h t e n s t e i n ,  Journ. Amer. chem. SOC. 60,560 [1938]. 

SiehedazuE.Waldschmidt-Leitz,Chemie derEiweiBkorper, Stuttgart1950, S.67. 



Nr. 4/1952] carboxyLendstandigen Aminosauren in Peptiden 353 
- - _ - ~ - ~ _ _ _ _ _  

des amino-ends tiindigen Baus teins dienen. i_fberraschenderweise sind namlich 
such die Dinitrophenyl-nerivate, wenigstens von Tripeptiden und wohl auch 
von hSheren Peptiden, durch Carboxy-peptidase spaltbar. Wir belegen dies 
in1 Versuchsteil an der Spaltung der Derivate von fiinf verschiedenen Tripep- 
tiden, mi t verschiedenen carboxyl-endstandigen Rausteinen, nLmlich Glyko- 
koll, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin und A sparaginsiiure. Bemerkenswerter- 
weise beschrankt sich in den untersuchten Beispielen, welche Derivate des 
Ifiucyl-glycins betreffen, die Einwirkung der Carboxy-peptidase auf die Ab- 
spaltung der carboxyl-endstandigen Aminosiiure; sie bleibt auf der Stufe des 
Diyeptids stehen. Dies lafit sich nicht nur aus der Zunahme an freiem Amino- 
stickstoff bei der Spoltung ableiten, welche in keinem Falle den fur die Hy- 
drolyse einer Peptidbindung berechneten Wert iibersteigt, es ergibt sich auch 
eindeutig aas der papierchromatographischen Analyse der Spaltprodukte auch 
nach langeren Einwirkungseeiten deii Enzyms. Fur eine sichere Kennzeich- 
nung der carboxyl-endstandigen Aminosaure ist schon eine kuree Anspaltung 
des Dinitrophenyl-Derivats und die papierchromatographische Analyse des 
'abgespaltenen Bausteins ausreichend. 

Reim Vorliegen hoherer Peptide, etwa von Tetr&peptiden, wird man die 
Reihenfolge der Aminosauren am Carboxylende BUS dem Intensitatsvergleich 
der mit Ninhydrin farbbaren Flecke in dem Chromrttogramm ableiten kijnnen ; 
dies gilt auch f i i i  Fiille, bei welchen, etwa durch des Vorliegen besonderer 
Baustcine bedingt, die Spaltung durch Carhoxy-peptidase nicht bei der Di- 
peptidstufe haltmachen sollte. Es bleibt ferner die Frege, ob die hfethode 
fur die Ermittlung nicht nur neutraler oder saurer wie der bisher gepriiften, 
sondern auch fiir die Kennzuichnung besischer Aminosaurebausteine, z. B. 
von &ginin, oder auch von Prolin und Oxyprolin am Carboxylende anwend- 
bar ist oder ob man in solchenFallen ein anderes Enzym, beispielsweise Pro- 
taminasee), zu Hilfe nehmen muB, sowie auch die Frage, inwieweit das ver- 
fahren einer solchen enzymetischen Analyse grundsiitzlich auch fur die Kenn- 
Beichnung carboxyl-endstandiger Aminosauren in Proteinen dienlich sein 
kann. Denn auch dinitrophenylsubstituierte Proteine werden. wie wir an  
Dinitrophenyl-clupein festgestellt haben, verhkiltnismal3ig leicht onzymatisch 
gespalten. Wir sind mit der I'riifung dieser Pragen beschaftigt*) . 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft  danken wir ergebenst fur die zur Ver- 
fiigung geatellten Mittel. 

Beschreibung der Versuche 
Darstellung der Din i t rophenyl -pept ide  

1.) N -  [2.4-Dinitro-phenyl]-d,Z-leucyl-glycyl-glycin: Zu 400 mg d,Z-Leu- 
cyl-diglycin7), mit 800 mg Natriumhydrogencarbonat in 5 ccm Wasser gelost, wurde 

s, Siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz,  A. Schaffner,  Fr. Ziegler u. 11. Weil, 
Ztschr. physiol. Chem. 197,219 [1931]. 

*) Anmerkung bei der  K o r r e k t u r  (25. 2. 1952): Versuche der Spaltung von 
Dinitrophenyl-clupein mit krist. Carboxy-peptidase haben inzwischen ergeben, da13 hier 
zufolge der chromatographischen Analyse Aginin, Alanin und Valin in dieser Reihenfolge 
vom Carboxyl-Ende des Proteins abgespalten werden. 

7) Dargestellt nach E. Fischer,  R. 36,2990 [1903]. 
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eine Losung von 800 mg 2 .4-Dini t ro- f luorbenzol  in 20 ccm Alkohol zugefiigt, wobei 
nach kurzer Zeit die Ausscheidung des Reaktionsprodulrtes begann. Nach 12stdg. Stehen- 
laasen im Eisschrank wurde i.l7ak. bei 30° zur Trockne eingeengt, darauf von Natrium- 
fluorid und dem Natriumhydrogencarbonat durch Extraktion des Reaktionsprodukts mit 
warmem absol. Alkohol und nach dem wiedereindampfen der Alkohol-Losung durch Be- 
handeln mit Ather von uberschiiss. Dinitro-fluorbenzol getrennt. -Das Dinitrophenyl- 
peptid wurde aus der Losung in wenig warmem Alkohol durch tropfenweisen Zusatz von 
Wasser bis zur Trubung umgefallt; Ausb. 400 mg (74% d.!Ch.). Die Verbindung zersetzt 
sich zwischeii 145 und I 50°. 

Die papierchromatographisohe Reinheitsprufung (absteigende Methode) crgab keine 
Verunreinigung durch Peptid. RF-Wert bei Verwendung von Phenol-Wasser (75 : 25) = 
0.83, bei Verwendung von Butaiiol-Ameisensaure-Wasser (75 : 15 : 10) = 0.88. 

2.) N - [2.4 -Din i t r  o - ph en yl] - d ,  I-1 e u  c yl- g l  y c yl - I  - 1 eu ci n : Zu 400 mg d,  Z -Leu  - 
cyl-glycyl-Z-leucins), mit 800 mg Natriumhydrogencarbonat in 20 ccm Wasser gelost, 
gab man 850 mg D i n i t r o - f l u o r b e n z o l  in 20 ccm Alkohol und beliel3 die Mischung 
12 Stdn. im Eisschrank. Die Reinigung und Unifiillung des Reaktionsproduktes erfolgtr, 
wie oben beschrieben. Ausb. 400 mg (64YL d.Th.); zersetzt sich zwischen 136 und 145O. 

Die papierchromatographische Analyse lie13 keine Verunreinigung durch Peptid er- 
kennen; RF-Wert in Phenol-Wasser = 0.88, in Butanol-Ameisensaure-Wasser = 0.91. 

3.) N-[2.4-Dinitro-phenyl]-d,l-leucyl-glycyl-d,Z-phenylalanin: Zur Lo- 
sung von 3.36 g d ,  1 - L e u  c y 1 - g l  y c y l  - d ,  I - p he  n y l a  l a  n in  O) und 5.35 g Natriumhydrogen- 
carbonat in 135 ccm Wmser gab man 3.7 g D i n i t r o - f l u o r b e n z o l  in 80 ccm Alkohol, 
beliel3 die Mischung 2 Tage irn Eisschrank und vemtzte  dann mit Wmser bis zur h u n g  
des Reaktionsprodukts. Die durch Einengen i. Vak. vom Alkohol befreite Losung wurde 
dahn mit Ather bei alkal., darauf bei saurer Reaktion ausgeschuttelt und wieder i.Vak. 
hei 30° zur Trockne eingedampft; am dem Ruckstand nahm man daa Reaktionsprodukt 
in absol. Alkohol auf und wusch es nach dem Eindampfen zur Trockne nochmals mit hither 
aus. Ausb. 4.7 g (94OL d.Th.); zersetzt sich bei 1250, 

Die papierchroniatographische Reinheitsprufung ergab keine Verunreinigung; RF- 
Wert in Butanol-Ameisensiiure-Wasser = 0.92. 

4.) N-[2.4-Dinitro-phenyl]-d,l-leucyl-glycyl-Z-tyrosin: Auf 700 mg d , l -  
Leucyl-glycgl-Z-tyrosinlO), niit 1.1 g Natriumhydrogancmbonat in 60 ccm Wasser 
gelost, lien man 750 mg D i n i t r o - f l u o r b e n z o l  in 30 ccm Alkohol mehrere Tage bei Zim- 
mertemperatur einwirken und verdunnte dann mit Wasser bis zur Losung des Reaktions- 
produkts; weitere Aufarbeitung wie unter 3) angegeben. Ausb. 1.0 g (100% d.Th.); 
zersetzt sich bei 200O. 

Die papierchromatographische Analyse ergab keine Verunreinigung; RF-Wert in Phe- 
nol-Wasser = 0.83, in Butanol-Ameisensiiure-Wasser = 0.90. 

5.) N - [2.4-Din i t r o  - p h  en yl] - d ,  Z-leucyl -gl y c y l ~  1 - a s  p a r a  g i n s a u r e  : 600 mg 
d,  1 - L e u  c y 1 - g 1 y c y 1 - 1 - a s p  ar a g  i n s Lur el') und 1.2 g Natriumhydrogencarbonat in 
60 ccm Wasser vermischte man mit 560 mg D i n i t r o - f l u o r b e n z o l  in 65 cam Alkohol 
und beliel3 mehrere Tage bei Zimmertemperatur. Die Aufarbeitung des Realrtionspro- 
duktes erfolgte, wie unter 3) und 4) beschrieben. Ausb. 920 mg (62% d.Th.); zersetzt 
sich bei 146O. 

Die papierchromatographische Analyse ergab keine Verunreinigung ; R p W e r t  in Bu- 
tanol-Ameisensiiure-Wasser = 0.88. 

E n z y m a t i s c h e  S p a l t u n g  d e r  D i n i t r o p h e n y l - p e p t i d e  
A n g e w a n d t e  E n z y m - L o s u n g e n :  a) Glycerin-Rohauszug, aus mit Aceton und 

Ather getrocknetem Pankreas mit 10 Tln. Glycerin bereitet; b) aus dem Rohauszug durch 
Adsorption mit Tonerde Cy dargestellte Losung von Carboxy-peptidaae, frei von Dipep- 

5) Dargest. nach E. F i s c h e r  u. J. Ste ingroever ,  A. 365, 167, 169 u. 174 [l909]. 
9) Dargest. nach E. F i s c h e r ,  s. Ful3n. 7). 

In) Dargest. nach E. Fischer ,  B. 37,2494 [1904]. 
1 1 )  Dargest. nach E. F ischer  u. A. Fiedler ,  A. 376,182,185,187 U. 189 [1910]. 
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tidase- sowie Aminopolypeptidase-Wirkung'?), aber noch Trypsin enthaltend. Enzym- 
Losungen zu den Spaltungsansltzen jeweils mit peptidasefreier Enterokinase aktiviert. 

1.) S p a l t b a r k e i t  d u r c h  Glycer in-Rohauszug;  A n s a t z :  209.2 mg D i n i t r o -  
p h e n  y l -  d, 2-leucyl- d igl yci  n $- 1.0 ccm Glycerinauszug (enth. 0.0184 C.-Pol.-E.'8) neben 
0.0030 Pol.-E.14) und 0.0016 Er.-E.lS)), 30 Min. mit 0.35 ccm Entero-kinase aktiviert, + 
1.5 ccm Alkohol, Gesamtvol. 25.0 ccm, pH 8.5 (mittels NaOH eingestellt), bzw. 151.7 mg D i - 
n it rop h en y 1 - d ,  Z - l e u c  y 1 - g l  y c y 1 - Z - 1 e u  c i n + 1.0 ccm Glycerinauszug, wie oben akti- 
viert, Gesamtvol. 25.0 ccm, pH 8.3, bzw. 70.0 mg Dinitrophenyl-d,Z-leucyl-gly- 
cyl-d,  2 -phenyla lan in+ 0.5 ccm aktivierter Glycerinauszug, Gesamtvol. 25.0ccm, pH 8.6, 
bzw. 70.0 mgD in i t r o p h e n  y l -  d ,  I - leucyl -g lyc  y l -  Z - t y r o s  in  + 0.5 ccm aktivierter Gly- 
cerinauszug,Gesamtvol. 25.0 ccm, pH 8.0, bzw. 60.0 mgD i n i t r o p h e n  y l -  d ,  I - leucyl -  gly- 
c y l - l - a s p a r a g i n s a u r e  + 0.5 ccm aktivierter Glycerinauszug, Gesamtvol. 25.0 ccm, 
pH 7.4; Temp. 30°. Zur Analyse entnommen 5.0 ccm des Ansatzes; NH,-Zuwachs bestimrnt 
nach v a n  Slyke ,  gemessene Spaltung bez. auf die Hydrolyse einer Peptidbindung. 

Tafel. % p a l t  u n g v o n D in i t r op h e  n y l -  p e p t i den  

a b C d e 

$ Zeit 1 SpGlt. Zeit ~ p a ~ t .  I Zeit Spalt. Zeit Spalt. Zeit 1 S T l t .  

300 30.8 j - 1 - j 15 I 14.9 - - 39 99.0 

Min. ,o Min. I % 1 Stdn. i ";I Stdn. :& SIdn. ~-~~~ __ __ -_ ~ ____ - - 

11.2 1 120 1 . 2  2 I ii: ~ 25.9 300 45.0 

P a p i  e r  c h r o  m a t ogr  a p  h isc  h e  An alyse. a) Mit Phenol-Wasser unabhiingig von 
der Spaltungsdauer beobachtet: Gelber Fleck von RE = 0.83 (fur angew. Dinitrophenyl- 
peptid I 0.83) ; daneben nur ein ninhydrinfarbbarer Fleck von RF = 0.40 (fur G 1 y k o - 
k o l l  beob. RF = 0.42). 

b) Mit Phenol-Wasser unabhiingig von der Spaltungsdauer beobachtet : Gelber Fleck 
Ton RF = 0.88 (fiir angew. Dinitrophenyl-peptid = 0.88); daneben nur ein ninhydrinfarb- 
barer Fleck von RF = 0.84 (fur L e u  c i ri gemessen RF = 0.83). 

c) Mit Butanol-Ameisensaure-Wasser unabhangig von der Spaltungsdauer beobachtet : 
Gelber Fleck von RF = 0.91 (fiir angew. Dinitrophenyl-peptid = 0.92); daneben nur ein 
ninhydrinfarbbarer Fleck von RF = 0.53 (fur P h e n y 1 a 1 a n i n gemessen RF = 0.53). 

d) Mit Phenol-Wasser nach 41 stdg. Spaltung beobachtet : Gelber Fleck von RF = 0.83 
(fiir angew. Dinitrophenyl-peptid = 0.83); daneben nur ein ninhydrinfarbbarer Fleck von 
RF = 0.59 (fur T y r o s  i n gemessen RF = 0.58). 

e) Mit Butanol-Ameisensaure-Wasser unabhangig von der Spaltungsdauer beobachtet : 
Gelber Fleck von RF = 0.87 (fur angew. Dinitrophenyl-peptid = 0.88); daneben nur ein 
ninhydrinfarbbarer Fleck von RF = 0.12 (fur A s p a r a g i n s a u r e  gemessen RF = 0.12). 

2.) S p a l t u n g  m i t  g e r e i n i g t e r  C a r b o x y - p e p t i d a s e .  S p a l t u n g s a n s a t z e :  
a) 41.1 mg Dinitrophenyl-d,Z-leucyl-diglycin, bzw. b)  46.7 mg D i n i t r o p h e n y l -  
d,Z-leucyl-glycyl-Z-leucin, bzw. c) 50.1 mg Dinitrophenyl-d,Z-leucyl-glycyl- 
d , l - p h e n y l a l a n i n ,  bzw. d) 35.6 mg Dinitrophenyl-d,Z-leucyl-glycyl-Z-tyrosin, 
bzw. e) 46.9 mg Dinitrophenyl-d,Z-leucyl-glycyl-2-asparaginsaure + 1.2 ccm 
gerein. Carboxy-peptidase-Losung, mittels 0.2 ccm Enterokinase-Losung 30 Min. aktiviert 
(enth. 0.0028 C.-Pol.-E.), + 0.1 ccm Alkohol, Gesamtvol. 5.0 ccm; pH 7.5, Temp. 30°; 
Proben von etwa 0.03 ccm zur papierchromatographischen Analyse nach 30 und 60 Min. 
entnommen16). 

5 1 1::; I 4:: :::; I 1: 1 ii:! 

12) Nach E. W a l d s c h m i d t - L e i t z  u. A. P u r r ,  B. 62,2217 [1929]. 
13) Carboxy-Polypeptidase-Einheiten. 
14) Polypeptidase-Einheiten. 
16) Der Zuwachs an NH,-Stickstoff, in 1.0 ccm der Ansatze bestimmt, lag innerhalb 

der Fehlergrenzen der Bestimmung. 

l5) Erepsin (oder Dipeptidase)-Emheiten. 
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P a p  i e r  chro  m a t  o g r a p  hi so h e  Anal  yse  : a) Mit Butanol-Ameisensgure-Wasser gel- 
ber Fleck von RB- 2 0.88 (fiir Dinitrophenyl-leucyl-diglycin gernessen 0.88); daneben nin- 
hydrinfkrbbarer Fleck von RF = 0.13 (fur G 1 y k o k o 11 gernessen 0.13). 

b) Mit Butanol-Ameiscnsiiue-Wasser gelber Fleck von RF = 0.92 (fur Dinitrophenyl- 
leucyl-glycyl-leucin gemessen 0.91); daneben ninhydrinfibbarer Fleck von RF c 0.62 
(fur Leucin  gemessen 0.62). 

c) Mit Butanol-Ameisensilure-Wasser gelber Fleck von RF = 0.91 (fiir Dinitrophenyl- 
leucyl-glycyl-phenylalanin gernessen 0.92); daneben ninhydrinfiirbbarer Fleck von Rp = 
0.54 (fitr P h e n y l a l a n i n  gemessen 0.53). 

d) Mit Phenol-Wasser gelber Fleck von RF = 0.83 (fiir Dinitrophenyl-leucyl-glycyl- 
tyrosin gernessen 0.83); daneben ninhydrinfarbbarer Fleck von RF = 0.59 (fiir T y r o s i n  
gemessen 0.58). 

e) Mit Butanol-Ameisensaure-Wasser gelber Fleck von RF = 0.89 (fiir Dinitrophenyl- 
leucyl-glycyl-asparaginsiiure gernessen 0.88); daneben ninhydrinfar6barer Fleck von 
Rp = 0.12 (fiir Asparagins i iure  gemessen 0.12). 

B e r i c h t i g u n g e n  

Jahrg. 84 [1951], Heft 7, S. 383: I n  dieser Mitteilung sind die ersten Siitze beim 
Druck irrtiimlich als Inhaltsiibersicht der Arbeit vorangestellt worden, obwohl sie nur 
den Inhalt der vorangegangenen 11. Mitteilung umfassen. Die Inhaltsiibersicht der 111. 
Mitteilung mu13 folgondermafien lauten : 

Die in der 11. Mitteilung beschriebenen 2.5-Diaroyl-hydrochinone reagieren mit je 
2 Moll. Phenylhydrazin, Hydrazin und Anilin unter Austritt von 2 Moll. Wasser. Trotz 
Unloslichkeit der Derivate in Alkalien wird normale Reaktion mit den 2 Ketogruppen 
angenornmen, da auch der Digthylather des Dibenzoylhydrochinons mit Phenylhydrazin 
so reagiert. Erhitzen mit Pyridinium-hydrochlorid auf 200-220° fiihrt das Di-phenyl- 
hydrazon und das Tolylhomologe in Tetraaryl-pyrazo-benzopyrazol iiber. 

Jahrg. 85 [1952], Heft 1, S. 25, Zeile 4 v. 0. lies ,,(&H4,O5N2P' statt 
,,C2,H,,0,N2 J". 
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