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Die endstilndigen Carboxylgwppen von Peptiden werden verestert 
und mit Lithiumborhydrid reduziert. Die nach Hydrolyse erhaltenen 
Aminosiiuren und Aminoakohole werden in die entsprechenden Di- 
nitrophenyl-Verbindungen iibergefuhrt. Die Dinitrophenyl-arnino- 
alkohole konnen dann als Neutralkorper von den Dinitrophenyl- 
aminosiiuren praktisch quantitativ abgetrennt und papierchromato- 
graphisch identifiziert werden. 

Trotz der groDen Bedeutung, die die Bestimmung carboxylendstandiger Aminosiiuren 
zur Strukturaufklarung von Peptiden und Proteinen besitzt, gibt es zur Zeit noch sehr 
wenige Methoden, dieses Problem befriedigend zu losen. Erste Arbeiten stammen von 
F. B e t t z i e c h e  und R. Mengerl), welche die endstandige Carboxylgruppe durch Um- 
setzung mit Grignard-Verbindungen charakterisierten, und von M. B e r g m a n n  und L. 
Zervas2) ,  die mit Hilfe des Curtiusschen Abbaues der Azide die endstandige Aminosiiure 
ah Aldehyd abspalteten. Eine Abwandlung dieses Verfahrens, namlich der Lossensche 
Abbau der entsprechenden Hydroxamsauren, wurde neuerdings von Th. Wieland3)  vor- 
geschlagen. Ebenfalls ah Aldehyd laBt sich nach R. A. BoissonnasP)  die Carboxyl- 
endgruppe durch anodische Oxydation abtrennen. Alle diese Methoden haben jedoch 
noch keine weitere Verbreitung gefunden. Dasselbe gilt auch von einem Vomchlag von 
S. A k a b o r i  und M h ~ b b . ~ ) ,  die EiweiBkorper durch Hydrazin aufzuspalten, wobei nur 
die Sminosiiuren mit freier Carboxylgruppe als solche erhalten bleiben, wiihrend die 
anderen Hydmzide bilden. Dagegen wurde die Abspaltung der Endgruppe als Thio- 
hydantoin nach P. S c h l a c k  und W. Kumpfe)  bereits mehrfach aufgegriffen und erfolg- 
reich angewendet 7). Sie erlaubt allerdings nicht die Bestimmung endstkndiger Imino- 
siiuren. Von dieser Einschriinkung abgesehen eignet sich die Methode nach unseren Er- 
fahrungen recht gut fur die qualihtive Endgruppenbestimrnung, kaum aber fur quanti- 
tative Aussagen 8). Die Bedingungen zur Bildung des Thiohydantoinringes konnten neuer- 
- 
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Nature [London] 168,910 [1951]; W. GraBmann u. H. Hormann,  Hoppe-Seyler’s Z. 
physiol. Chem. 292,24 [1963]; R. A. T u r n e r  u. G. Schmerz ler ,  Biochim. biophysica 
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dings durch Anwendung von Diphenylphosphor-isothiocyanatidat weaentlich gemildert 
werdena), wahrend der Versuch, mit Hilfe von Carbodiimiden den HydantoinringschluS 
zu erreichen, wenig glatt verlief"'). 

Vor einiger Zeit haben C. Fromageot  und Mitarbb.ll) vorgeschlagen, die 
endatandigen Carboxylgruppen mit Lithiumaluminiumhydrid zu Carbinol- 
gruppen zu reduzieren. Sodann sollte der EiweiBkorper sauer hydrolysiert 
und die gebildeten Aminoalkohole papierchromatographch identifiziert wer- 
den. Allerdings reduziert Lithiumaluminiumhydrid unter den angegebenen 
Bedingungen auch die Peptidbindungen teilweise unter Bildung von sekun- 
diiren Aminogruppen12), die dann nicht mehr aufhydrolysiert werden konnen. 
Um diesen Nachteil auszuschalten, haben A. C. Chibnall  und M. W. Reesla) 
Lithiumborhydrid auf verestertes Insulin einwirken lassen. Dieaes Reduk- 
tionsmittel wirkt milder, so daR eine Veranderung der Peptidbindungen nicht 
zu befiirchten ist, wahrend die Estergruppierungen vobtandig reduziert 
werden14). 

Die Autoren beider Arbeiten stehen aber dann vor der Schwierigkeit, die 
nach saurer Hydrolyse der reduzierten Proteine oder Peptide entstandenen 
Aminoalkohole von den meist in wesentlich groljeren Mengen gebildeten 
Aminosauren abzutrennen und zu identifizieren. Sehr viele der in Frage 
kommenden Aminoalkohole (Colamin, Serinol, Threoninol, Asparagin-diol, 
Glutamin-diol und Oxyprolinol) besitzen niimlich eine derart hohe Loslich- 
keit in Wasser, daD es nur sehr schwer moglich ist, sie aus dem wallrigen 
Hydrolysat zu isolieren, vor allem, wenn sie nur in geringen Mengen vor- 
handen sind. Bei der Reduktion mit Lithiumborhydrid bilden sich auBer- 
dem schwer spaltbare Borsiiurekomplexe, deren Bildung allerdings vermieden 
werden kann, wenn man mit Aluminiumhydrid arbeitet, dim nach einer 
kurzen Mitteilung von J. Bailey16) iihnliche Keduktionseigenschaften wie 
Lithiumborh ydrid besitzen soll. Dazu kommt noch, daB die papierchromato- 
graphische ldentifizierung der Aminoalkohole namentlich neben Aminosauren 
wegen ihrer unbefriedigenden Anfarbbarkeit auf Schwierigkeiten sto13t. Die 
Ninhydrinreaktion besitzt niimlich nur l/lo bis der Empfindlichkeit, die 
sie bei AminoGuren zeigt ll). 

Man kann diese Schwierigkeiten in der Form iiberwinden, daD man die 
mit Lithiumborhydrid reduzierten EiweiBkorper bzw. Peptide sauer hydro- 
lysiert und anschlieBend in hydrogencarhonatalkalischer Losung mit einer 
alkoholischen Losung von Dinitrofluorbenzol (DNFB) nach F. Sanger16) zur 

Q) G. W. Kenner, H. G. Khorana u. R. J. Stedman, J. chem. SOC. [London] 
1963,673. 

10) H. G. Khorana, J. chem. SOC. [London] 1963,2081. 
11) C. Fromageot, M. Jutisz,  D. Meyer u. L. Penasae, Biochim. biophysica, 

Acta 6,283 [1950]. 
15) A. Uffer u. E. Schlittler, Helv. chim. Acta31,1397 [1948]; P. Karrer u. B. 

J. R. Nicolaus, Helv. chim. Acta 86, 1581 [1952]; R. L. Slykes, Nature [London] 
171,654 119531; A. L. Morrison, R. F. Long u. M. Konigstein, J. chem. SOC. [Lon- 
don] 1961, 952. 

I d )  R. F. Nystrom, S .  W. Chaikin 11. W. G .  Brown, J. Amer. chem. SOC. 71,3245 
{ 19491. 

13) Biochern. J. 48, xlvii [1951]. 

15) Biochem. J. 62, iv [1952]. Is) Biochem. J. 39,507 [1945]. 
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Reaktion bringt. Dabei werden die gebddeten Aminoalkohole und Amino- 
&wen vobtiindig in die entsprechcnden N-Dinitrophenyl-Verbindungen (DNP- 
Aminoalkohole bzw. -Aminosiiuren) verwandelt. Erstere verlieren damit ihre 
groBc Wasserl&lichkeit, wiihrend lctztere infolge ihrer noch vorhandenen 
Carboxylgruppe im wahig-alkalischen Reaktionsmedium gelost bleiben. Uber- 
schussiges DNFB, daa spater bei der papierchromatographischen Identifi- 
zierung storen wiirde, kann nach der Umsetzung mit Hilfe von nachtriiglich 
zugesetzten Aminosiiuren entfernt werden. Sodann werden die DNP-Amino- 
alkohole aus hydrogencarbonathaltiger Losung mit Ather ausgeschuttelt und 
papierchromatographisch bestimmt. Sie sind auf Grund ihrer gelben Eigen- 
farbe am Papier leicht auffindbar. 

Die oben angefuhrten Reaktionen verlaufen nach unseren Erfahrungcn, 
die wir bisher allerdings nur an einigen synthetischen Dipeptiden Sam- 
meln konnten, in Ausbeuten von etwa 90%; Nebenprodukte, die auf eine 
teilweise Reduktion der Peptidbindungen hinweisen konnten, wurden niemals 
beobachtet. Das Verfahren eignet sich also in gewissen Grenzen auch zur 
quantitativen Bestimmung der endstiindigen AminosZiuren. 

Um die Reduktion mit Lithiumborhydrid quantitativ ausfuhren zu kon- 
nen, ist es erforderlich, die freien Carboxylgruppen vorher zu verestern. Als 
b o n d e r s  mildes Verfahren, das die ubliche Behandlung mit alkoholischer 
SalzsZiure 17) umgeht, hat sich die Einwirkung von Methanol-Essigsiiureanhy- 
&idla) gut bewahrt. Dabei werden gleichzeitig die freien Carboxylgruppen 
verestert und die Aminogruppen acetyliert, was bei unserer Reaktionsfolge 
nicht stort. Die Verwendung von Diaxomethan, wie sie A. C. Chibnal l  und 
M. W. Rees13) empfehlen, wirkt nur in untergeordnetem MaDe veresternd, 
in der Hauptsache entstehen N-methylierte und andere, noch wenig unter- 
suchte Verbindungen 19). 

Die bisher nicht beschriebenen DNP-Aminoalkohole, die bei der Identi6- 
zierung der Endgruppen als Vergleichssubstanzen benotigt wurden, haben wir 
&us den Estern der Aminosauren durch Reduktion mit Lithiumaluminium- 
hydrid nach der Methode von P. Karrer20) und anschlicBende Umsetzung 
mit DNFB hergestellt. 

~~ 

l’) K. Felix u. €I. Rauch, Hoppe-Soyler’s Z. physiol. Chem.200,27 [1931]; K. 
Felix u. H. Reindl, Hoppe-Seyler’s 2. physiol. Chem. 208,11 “321; H. Fraenkel- 
Conret u. H. S. Olcott, J. hiol. Chemistry 161,269 [1945]. 

Is) J. N. Ashley u. C. R. Herrington, Biochem. J. 23,1178 [19291; vergl. aiich 
S. Blackbiirn u. H. Philipps, Biochem. J. 88,171 [1944]. 

I(. Lendsteiner, Biochem. Z. 68,362 [1914]; J. Heraig u. K. Landsteiner, 
Biochem. Z. 61,458 [1914]; E. Abderhalden u. H. S icke l ,  Hoppe-Sepler’a X. physiol. 
Chem. 169,163 “261; J. Herzig u. H. Lieb, Hoppe-Seyler’s Z. phpiol. Chem. 117, 
1119211; R. Kuhn u. H. W. Ruelius, Chem. Ber.S6,38 “521; I. J. O’Donnel u. 
J. M. Swan, Nature [London] 171,571 [1953]. 

2O) P. Karrer, P. Portmann u. M. Suter, Helv. chim. Acta81,1617 [1948], 32, 
1166 [1949]. 
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Ihre Schnielzpunkte zeigtTafel1. DNP-Z-Leucinol und DNP-2-Prolinol konnten vorliiufig 

. . . . . . . . - _ 
1480 

nur als 01 erhalten werden; sie erwiesen sich papierchrometographisch ale einheitlich. 
Tafel 1. 

Schmp. I Schmp. 
~~ ~ . . ~~ ~~ ~ 

DNP-Colamin (DNP-Glycinol) 92O ' DNP-d,l-Valinol . . . . . . . . . . . 77O 
DNF-d,Z-Alaninol . . . . . . . . . . . 97O 1 DNP-d,l-Phenylalaninol . . . . 94O 

Die DNP-Aminoalkohole mit zwei Oxygruppen, wie DNP-Serinol, DNP-Threoninol, 
DNP-Asparagin .diol, DNP-Glutamin-diol und DNP-Oxyprolinol sind in dieser Zusammen- 
stellung noch nicht enthalten, da  bei ihrer Darstellung Sekundiirreaktionen beobachtet 
wurden. Die Aufklarung derselben sowie die Frage, ob beim Xbbau von Peptiden mit 
den entaprechenden Aminosiiuren am Carboxylende die gleichen Reaktionsprodukte er- 
halten werden, ist deneit noch in Arbeit. &nliches gilt fur Arginin und Histidin, da die 
Guanidinogruppe21) und vermutlich auch der Imidazolkern gegenuber Reduktionsmitteln 
instabil sind und daa Verhalten dieser Aminosiiuren bei der angegebenen Reaktionsfolge 
erst. genauer gepruft werden mul3. 

Von samtlichen dargestellten Verbindungen wurden die Absorptionsspektren auf- 
gcnomrnen. Sie zeigen ein starkes Maximum bei 350my und ein kleineres bei 260my 
(Abbild.). Die Maxima sind gegenuber denjenigen der DNP-Aminosiiuren, die bei 
330 mp bzw. 250 mp liegen, etwas in den kurzwelligeren Bereich vemchoben. 

L(tn,u)- 
Abbild. Absorptionsspektren von o DNP-Colamin, 0 DNP-Alaninol, x DW-Valinol 

und A DNP-Phenylalaninol in Rssigester Mol) 

Die papierchromatographiache Trennung der DNP-Aminoalkohole stieI3 
anfangs auf Schwierigkeiten, da diese in den fur die Trennung der DNP- 
Aminosauren gebrauchlichen Losungsmitteln im allgemeinen mit der Lo- 
sungsmittelfront wanderten. 

Einzig das von Biser te  und OsteuxZ2) fur die Trennung einiger DNP-Aminosluren 
angegebene Liisungsmittelgemisch Dekalin-Eisessig schien erfolgvemprechend. Die DNP- 
Aniinoalkohole zeigten aber dabei sehr geringe Wanderungsgeschwindigkeiten, SO daB 

A. Rhein  11. M. J u t i s z ,  Biochim. biophysica Acta9,645 [1952]. 
2 n )  G. Biser te  u. R. Osteux ,  Bull. SOC. chim. biol. 33,50 119511. 
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ziemlich lange Trennzeiten notwendig waren. Dieser ffbelstand wurde behoben, indem 
nian dem bsungsmittelgemisch Isoamylalkohol oder Nitrobenzol zuaetzte. -41s brauch. 
bar haben sich die Gemische Dekalin-Eisessig-Iaoamylalltohol (15: 10:2), Dekalin-Eisessig 
Nitrobenzol (9:6: 1) und Dekalin-lO-proz.-Essigeiiul.e-Ieoarnylalkohol (15: 10:4) erwiesen. 
Siimtliehe drei Liisungsrnittelgemische lieferten abgegrenzte und gut voneinander getrennte 
Flecken. Ihre RF-Werte, die fur die ersten beiden Gemische auf DNP-Leucinol, fur das 
dritte auf die Losungsmittelfront bezogen aind, sind in Tafel2 angefiihrt. 

Tafel2. RF-Wer te  e in iger  DNP-Aminoalkohole  

Lijsungsmittel: I. Dekalin:Eisessig:Isoamylalkohol 15: 10:2, 11. Dekalin:Eisessig: 
Nitrobenzol 9:6: 1, 111. Dekalin: IO-proz.-Essigsaure:Is~rnylalkohol 15: 10:4. 

Urn die Brauchbarkeit der Methode zu priifen, haben wir die Dipeptide 
Glycyl-glycin und Gly~yl-d,l-phenylalanin2~) der angegebenen Reaktionsfolge 
nnterworfen. In  beiden Fallen konnten die am Carboxylende stehenden Amino- 
sauren als DNP-Aminoalkohole in nahezu quantitativer Ausbeute rein ge- 
wonnen werden. Sie wurden durch Mischscbmelzpunkt mit der entsprechen- 
den Vergleichseubstanz und papierchromatographisch identsziert. Die zweite 
Aminosaure lieB sich papierchromatographisch als DNP- Aminosaure zusam- 
men mit der nachtraglich zugesetzten nachweisen; sie war frei von der up- 
spriinglich carboxylendstandigen und anderen Verunreinigungen. Diese Er- 
gebnisse zeigen, daB Lithiumborhydrid Peptidbindungen nicht anqeift.. 

Hemn Prof. G. W i t t i g ,  Tubingen. sowie Herrn Dr. P. P i c k h a r d ,  Hanau, mochhn 
wir an dieser Stelle fiir die Oberlawung von Lithiumborhydrid bzw. Lithiumaluminiiim- 
hydrid vielmals danken. 

Besebreibung der Versnehe 

D a r s t e l l u n g  d e r  DNP-Aminoalkohole  
DNP-Colamin:  0.6 g Colamin wurden in einem Kolben mit 1 g Natriumhydro- 

genarbonat, 10 ccm Wasser und einer Losung von 0.8 g Dini t rof luorbenzol  (DNFB) 
ki 20 corn Alkohol 3 Stdn. geschuttelt. Hierauf wurden zur Entfernung von uberschiis- 
sigem DNFB 0.2 g Glykokoll zugegeben. Nach weiterem 2sMg. Schiitteln wurde i.Vak. 
bei 40° vom Alkohol befreit und mit Wasser versetzt. Des Reaktionsprodukt wurde am- 
geiithert und der &herauszug i.Vak. zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand h e  
aus Alkohol umkristallisiert und iiber Diphosphorpentoxyd i. Vak. getrocknet. Ausb. 
1.62 g (86.4% d.Th.); feine, rotgelbe Nadeln vom Schmp. 92O. 

C&,O,N, (227.2) Ber. C42.42 H 3.99 N 18.51 Gef. C 42.65 H4.23 N 18.32 

”) Fiir die Darstellung von Peptiden mochten wir Herrn Dipl. chem. E. Wiinach 
an dieeer Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 
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Nach demselben Verfahren und mit den gleichen Ausgangsmengen wurden hergestellt : 
D N P -  d ,Z-Valinol: Der Ruckstand wurde ails verd. Alkohol umkristallhiert. Ausb. 

('llH1505N3 (269.2) 
DNP-d,Z-Alaninol :  DerRuckstand wurde aus verd. Alkoholumkristallisiert. Ausb. 

C,H,105N3 (241.2) 
DNP-d,Z-Phenyla lan inol :  Der Ruckstand wurde am verd. Alkohol umkristalli- 

C15H16N304 (315.3) 
DNP-Z-Lencinol: Als Ruckstand hinterblieb ein rotgelbes 61. 
DNP-Z-Prolinol: Als Riickstand hinterblieb ein rotgelbes 61. 

. 1482 
- 

1.16 g (88% d.Th.); feine, hellgelbe Nadeln vom Schmp. 77O. 
Ber. C 48.77 H 5.69 PI: 15.69 Gef. C 49.01 H 5.71 N 15.53 

1.52 g (94.8% d.Th.); gelbe Nadeln vom Schmp. 97O. 
Ber. C44.81 H4.59 N 17.43 Gef. C44.79 H4.83 N 17.19 

siert. Ausb. 0.97 g (92.976 d.Th.); gelbe Nadeln vom Schmp. 94O. 
Ber. C 56.83 H4.79 N 13.26 Gef. C57.07 H 5.06 N 13.39 

A b b a u  von D i p e p t i d e n  
Glycyl-glycin:  2 g Glycyl-glycin wurden mit 50 ccm Methanol und 10 ccm 

Essigsi iureanhydrid versetzt und 20 Stdn. stehengelaasen. Das Ltisungsmittel wurde 
auf dem Wasserbad verdampft, der Riickstand wieder in Methanol aufgenommen und 
nochmals verdampft. Diese Operation wurde mehrmals wiederholt. Der Ruckstand 
wurde uber Kaliumhydroxyd scharf getrocknet, in wenig Methanol aufgenommen und 
mit Ather ausgefallt. Bei liingerem Stehenlassen bildeten sich w e i b  Stiibchen des Ace- 
tyl-glycyl-glpcinesters; Ausb. 2.72 g (96.7% d.Th.) vom Schmp. 123O. 

C,H,,O,N, (188.1) 
1 g N-Acetyl-glycyl-glycin-methylester wurde in 50 ccm absol. Tetrahydro- 

furan aufgeschliimmt und unter starkem Riihren und iiul3erer Kuhlung mit 4 g feingepul- 
vertem L i t h i u m b o r h y d r i d  versetzt. Nach 30stdg. Erhitzen bei Feuchtigkeitsaus- 
schlud und unter Ruckflud (Badtemperatur 75-80° C) versetzte man nach dem Erkalten 
rnit 125ccm Alkohol und etwas Waaser, fltrierte den Niederschlag ab und kochte ihn 
dreimal mit je 50 ccm Alkohol aus. Nach dem Verjagen des Losungsmitteh hinterblieb 
ein 01, welches mit 2 n Salzsiure aufgenommen und 8 Stdn. unter Ruckflu0 gekocht 
wurde. Dann wurde i.Vak. eingeengt und der entstandene Alkohol ah DNP-Verbindung. 
wie oben beschrieben, isoliert. An Stelle von Glycin wurden zur Entfernung von iiber- 
schiissigem DNFR nachtriiglich 0.3g Alanin zugegeben. Ausbeute a n  mhem D N P -  
Colamin: 1.05 g (87% d.Th.). Die papierchromatographsche Untersuchung in den 
3 Losungsmitteln zeigte keine Verunreinigung an, der RF-Wert stimmte mit DNP-Cola- 
min, daa zum Vergleich nebenher lief, uberein. Nach Umkristallisation aus Alkohol 
schmolzen die rotgelben Kristalle bei 92": der Mischschmelzpunkt mit DNP-Colamin 
war nicht erniedrigt. 

Die wiiBrige Mutterlauge zeigte bei chromatographischer Untersuchung DNP- Gly- 
cin und DNP-Alanin (Alanin wurde zur Beseitigung von iiberschiissigem DNFB 
zugegehen) ; Verunreinigungen traten keine auf. 

G1 y c y 1 - d , 1 - p h e  n p 1 a1 a n  i n : 2 g G 1 y c y 1 - d , 2 - p h e n y 1 ala n i  n wurden, wie bei Glycyl- 
glycin beschrieben, verestert und acetyliert. Im Gegensatz zu Glycpl-glycin trat schon nach 
wenigen Stunden vollige Ltisung ein. Nach dem Verdampfen des Losungsm?els lieferte 
der Riickstand, aus Alkohol-Petroliither bei Gegenwart geringer Mengen Ather umkri- 
stallisiert, feine, weiDe Nadeln des acetylierten Esters vom Schmp. 173O; Ausb. 2.24 g 
(89% d. Th.). 

Ber. (244.68 H 6.43 N 14.89 Clef. (344.72 H6.35 N 14.72 

C,,H,,O,N, (280.3) 
Die Reduktion dea Esters und die Isolierung des entatandenen Alkohols als DNP- 

Verbindung wurde, wie bei Glycyl-glycin beschrieben, durchgefuhrt. 
Ausbeute anrohem DNP-d,Z-Phenylalaninol1.095g (91.3% d.Th.). Es envies sioh 

papierchromatographisch einheitlich. Nach Umkristallisation aus wii0rigem Alkohol 
schmolzen die Kristalle bei 9 4 O  ; der Mischschmelzpunkt rnit DNP-d,Z-Phenylalaninol war 
nicht erniedrigt. 

Ber. C59.13 H 6.11 N 10.61 Gef. C59.28 H6.11 N 10.67 




