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Die endsténdigen Carboxylgruppen von Peptiden werden verestert
und mit Lithiumborhydrid reduziert. Die nach Hydrolyse erhaltenen
Aminosiuren und Aminoalkohole werden in die entsprechenden Di-
nitrophenyl-Verbindungen iibergefiihrt. Die Dinitrophenyl-amino-
alkohole kénnen dann als Neutralkérper von den Dinitrophenyl-
aminosduren praktisch quantitativ abgetrennt und papierchromato-
graphisch identifiziert werden.

Trotz der groBen Bedeutung, die die Bestimmung carboxylendstindiger Aminosduren
zur Strukturaufklirung von Peptiden und Proteinen besitzt, gibt es zur Zeit noch sehr
wenige Methoden, dieses Problem befriedigend zu lésen, Erste Arbeiten stammen von
F. Bettzieche und R. Menger!), welche die endstindige Carboxylgruppe durch Um-
setzung mit Grignard-Verbindungen charakterisierten, und von M. Bergmann und L.
Zervas?), die mit Hilfe des Curtiusschen Abbaues der Azide die endstindige Aminosiure
als Aldehyd abspalteten. Eine Abwandlung dieses Verfahrens, nimlich der Lossensche
Abbau der entsprechenden Hydroxamsiuren, wurde neuerdings von Th. Wieland?) vor-
geschlagen. Ebenfalls als Aldehyd lat sich nach R. A. Boissonnas?) die Carboxyl-
endgruppe durch anodische Oxydation abtrennen. Alle diese Methoden haben jedoch
noch keine weitere Verbreitung gefunden. Dasselbe gilt auch von einem Vorschlag von
S. Akabori und Mitarbb.5), die EiweiBkorper durch Hydrazin aufzuspalten, wobei nur
die Aminosiuren mit freier Carboxylgruppe als solche erhalten bleiben, wihrend die
anderen Hydrazide bilden. Dagegen wurde die Abspaltung der Endgruppe als Thio-
hydantoin nach P. Schlack und W. Kumpf®) bereits mehrfach aufgegriffen und erfolg-
reich angewendet?). Sie erlaubt allerdings nicht die Bestimmung endstdndiger Imino-
siuren. Von dieser Einschrankung abgesehen eignet sich die Methode nach unseren Er-
fahrungen recht gut fiir die qualitative Endgruppenbestimmung, kaum aber fiir quanti-
tative Aussagen®). Die Bedingungen zur Bildung des Thiohydantoinringes konnten neuer-
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dings durch Anwendung von Diphenylphosphor-isothiocyanatidat wesentlich gemildert
werden®), wihrend der Versuch, mit Hilfe von Carbodiimiden den HydantoinringschluB
zu erreichen, wenig glatt verlief!).

Vor einiger Zeit haben C. Fromageot und Mitarbb.1) vorgeschlagen, die
endstindigen Carboxylgruppen mit Lithiumaluminiumhydrid zu Carbinol-
gruppen zu reduzieren. Sodann sollte der EiweiBlkorper sauer hydrolysiert
und die gebildeten Aminoalkohole papierchromatographisch identifiziert wer-
den. Allerdings reduziert Lithiumaluminiumhydrid unter den angegebenen
Bedingungen auch die Peptidbindungen teilweise unter Bildung von sekun-
diren Aminogruppen?), die dann nicht mehr aufthydrolysiert werden konnen.
Um diesen Nachteil auszuschalten, haben A. C. Chibnall und M. W. Rees??)
Lithiumborhydrid auf verestertes Insulin einwirken lassen. Dieses Reduk-
tionsmittel wirkt milder, so daB eine Verdnderung der Peptidbindungen nicht
zu befiirchten ist, wihrend die Estergruppierungen vollstindig reduziert
werden4),

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 gréBeren Mengen gebildeten
Aminosduren abzutrennen und zu identifizieren. Sehr viele der in Frage
kommenden Aminoalkohole (Colamin, Serinol, Threoninol, Asparagin-diol,
Glutamin-diol und Oxyprolinol) besitzen nidmlich eine derart hohe Loslich-
keit in Wasser, daB es nur sehr schwer moéglich ist, sie aus dem wiBrigen
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 Borsiurekomplexe, deren Bildung allerdings vermieden
werden kann, wenn man mit Aluminiumhydrid arbeitet, das nach einer
kurzen Mitteilung von J. Bailey'®) dhnliche Reduktionseigenschaften wie
Lithiumborhydrid besitzen soll. Dazu kommt noch, da3 die papierchromato-
graphische I1dentifizierung der Aminoalkohole namentlich neben Aminosduren
wegen ihrer unbefriedigenden Anfirbbarkeit auf Schwierigkeiten st6B8t. Die
Ninhydrinreaktion besitzt ndmlich nur !/, bis !/,,. der Empfindlichkeit, die
sie bei Aminosguren zeigt!).

Man kann diese Schwierigkeiten in der Form iiberwinden, da man die
mit Lithiumborhydrid reduzierten EiweiBkorper bzw. Peptide sauer hydro-
lysiert und anschlieBend in hydrogencarbonatalkalischer Losung mit einer
alkoholischen Losung von Dinitrofluorbenzol (DNFB) nach F. Sanger!$) zur
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1) C. Fromageot, M. Jutisz, D. Meyer u. L. Penasse, Biochim. biophysica
Acta 6, 283 [1950].
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Reaktion bringt. Dabei werden die gebildeten Aminoalkohole und Amino-
siiuren vollstandig in die entsprechenden N-Dinitrophenyl-Verbindungen (DNP-
Aminoalkohole bzw. -Aminosiduren) verwandelt. Erstere verlieren damit ihre
groBe Wasserloslichkeit, wihrend letztere infolge ihrer noch vorhandenen
Carboxylgruppe im wiBrig-alkalischen Reaktionsmedium geldst bleiben. Uber-
schiissiges DNFB, das spiter bei der papierchromatographischen Identifi-
zierung storen wiirde, kann nach der Umsetzung mit Hilfe von nachtriglich
zugesetzten Aminosiiuren entfernt werden. Sodann werden die DNP-Amino-
alkohole aus hydrogencarbonathaltiger Losung mit Ather ausgeschiittelt und
papierchromatographisch bestimmt. Sie sind auf Grund ihrer gelben Eigen-
farbe am Papier leicht auffindbar.

Die oben angefiihrten Reaktionen verlaufen nach unseren Erfahrungen,
die wir bisher allerdings nur an einigen synthetischen Dipeptiden sam-
meln konnten, in Ausbeuten von etwa 909%,; Nebenprodukte, dic auf eine
teilweise Reduktion der Peptidbindungen hinweisen konnten, wurden niemals
beobachtet. Das Verfahren eignet sich also in gewissen Grenzen auch zur
quantitativen Bestimmung der endsténdigen Aminosiuren.

Um die Reduktion mit Lithiumborhydrid quantitativ ausfiihren zu kén-
nen, ist es erforderlich, die freien Carboxylgruppen vorher zu verestern. Als
besonders mildes Verfahren, das die iibliche Behandlung mit alkoholischer
Salzsiure'?) umgeht, hat sich die Einwirkung von Methanol-Essigsiureanhy-
drid®) gut bewihrt. Dabei werden gleichzeitig die freien Carboxylgruppen
verestert und die Aminogruppen acetyliert, was bei unserer Reaktionsfolge
nicht stort. Die Verwendung von Diazomethan, wie sie A, C. Chibnall und
M. W. Rees?®) empfehlen, wirkt nur in untergeordnetem MaBe veresternd,
in der Hauptsache entstehen N-methylierte und andere, noch wenig unter-
suchte Verbindungen'®).

Die bisher nicht beschriebenen DNP-Aminoalkohole, die bei der Identifi-
zierung der Endgruppen als Vergleichssubstanzen benétigt wurden, haben wir
aus den Estern der Aminosiuren durch Reduktion mit Lithiumaluminjum-
hydrid nach der Methode von P. Karrer?® und anschlicBende Umsetzung
mit DNFB hergestellt.

17) K. Felix u. H. Rauch, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 200, 27 [1931]; K.
Felix u. H. Reindl, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 205, 11 [1932]; H. Fraenkel-
Conrat u. H. 8. Olcott, J. hiol. Chemistry 161, 259 [1945].

18) J. N. Ashley u. C. R. Harrington, Biochem. J. 28, 1178 [1929]; vergl. auch
8. Blackburn u. H. Philipps, Biochem. J. 88, 171 [1944].

19) K, Landsteiner, Biochem. Z. §8, 362 [1914]; J. Herzig u. K. Landsteiner,
Biochem. Z. 61, 458 [1914]; E. Abderhalden u. H. Sickel, Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 169, 163 [1926]; J. Herzig u. H. Lieb, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 117,
1[19211; R. Kuhn u. H. W. Ruelius, Chem. Ber. 85, 38 [1852]; I. J. O'Donnel u,
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Thre Schmelzpunkte zeigt Tafel 1. DNP-I-Leucinol und DNP-I-Prolinol konnten vorliufig
nur als Ol erhalten werden; sie erwiesen sich papierchromatographisch als einheitlich.

Tafel 1.
Schmp. Schmp.
DNP-Colamin (DNP-Glycinol) 92° DNP-d,-Valinol ........... 770
DNP-d,l-Alaninol ........... 970 DNP-d,!l-Phenylalaninol .... 94°

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 Sekundéarreaktionen beobachtet
wurden. Die Aufklirung derselben sowie die Frage, ob beim Abbau von Peptiden mit
den entsprechenden Aminosiuren am Carboxylende die gleichen Reaktionsprodukte er-
halten werden, ist derzeit noch in Arbeit. Ahnliches gilt fiir Arginin und Histidin, da die
Guanidinogruppe?®!) und vermutlich auch der Imidazolkern gegeniiber Reduktionsmitteln
instabil sind und das Verhalten dieser Aminosiduren bei der angegebenen Reaktionsfolge
erst genauer gepriift werden muB.

Von siamtlichen dargestellten Verbindungen wurden die Absorptionsspektren auf-
genommen. Sie zeigen ein starkes Maximum bei 350 my und ein kleineres bei 260 mu
(Abbild.). Die Maxima sind gegeniiber denjenigen der DNP-Aminosiuren, die bei
330 my bzw. 250 my liegen, etwas in den kurzwelligeren Bereich verschoben.
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Abbild. Absorptionsspektren von o DNP-Colamin, o DNP-Alaninol, x DNP-Valinol
und & DNP-Phenylalaninol in Essigester (/g5 Mol)

Die papierchromatographische Trennung der DNP-Aminoalkohole stie3
anfangs auf Schwierigkeiten, da diese in den fiir die Trennung der DNP-
Aminosiduren gebriuchlichen Losungsmitteln im allgemeinen mit der Lo-
sungsmittelfront wanderten.

Einzig das von Biserte und Osteux?®?) fiir die Trennung einiger DNP-Aminosiuren
angegebene Losungsmittelgemisch Dekalin-Eisessig schien erfolgversprechend. Die DNP-
Aminoalkohole zeigten aber dabei sehr geringe Wanderungsgeschwindigkeiten, so da8

2) A. Rhein v. M. Jutisz, Biochim. biophysica Acta 9, 645 [1952].
2) (. Biserte u. R. Osteux, Bull. Soc. chim. biol. 88, 50 [1951].



Nr.12/1953] Bestimmung von Aminosduren am Carbozylende 1481

ziemlich lange Trennzeiten notwendig waren. Dieser Ubelstand wurde behoben, indem
man dem Lisungsmittelgemisch Isoamylalkohol oder Nitrobenzol zusetzte. Als brauch.
bar haben sich die Gemische Dekalin-Eisessig-Isoamylalkohol (15:10:2), Dekalin-Eisessig-
Nitrobenzol (9:6:1) und Dekalin-10-proz.-Essigeiure-Isoamylalkohol (15:10:4) erwiesen.
Samtliche drei Losungsmittelgemische lieferten abgegrenzte und gut voneinander getrennte
Flecken. Ihre Rp-Werte, die fiir die ersten beiden Gemische auf DNP-ILeucinol, fiir das
dritte auf die Losungsmittelfront bezogen sind, sind in Tafel 2 angefiihrt.

Tafel 2. Rp-Werte einiger DNP-Aminoalkohole

. Léosungsmittelgemisch

DNP-Aminoalkohol I I IMI
DNP-Leucinol ................... 1.00 1.00 0.86
DNP-Valinol .................... 0.68 0.64 0.71
DNP-Phenylalaninol ............. 0.51 0.54 0.82
DNP-Prolinol ..........ccovvieen 0.31 0.37 0.65
DNP-Alaninol ................... 0.25 0.34 0.53
DNP-Colamin (DNP-Glycinol) ... 0.12

Losungsmittel: 1. Dekalin: Eisessig: Isoamylalkohol 15:10:2, II. Dekalin:Eisessig:
Nitrobenzol 9:6:1, IT1. Dekalin:10-proz.-Essigsiure:Isoamylalkohol 15:10:4.

Um die Brauchbarkeit der Methode zu priifen, haben wir die Dipeptide
Glycyl-glycin und Glycyl-d,l-phenylalanin?®) der angegebenen Reaktionsfolge
unterworfen. In beiden Fillen konnten die am Carboxylende stehenden Amino-
siuren als DNP-Aminoalkohole in nahezu quantitativer Ausbeute rein ge-
wonnen werden. Sie wurden durch Mischschmelzpunkt mit der entsprechen-
den Vergleichssubstanz und papierchromatographisch identifiziert. Die zweite
Aminosiure lie sich papierchromatographisch als DNP-Aminosdure zusam-
men mit der nachtriglich zugesetzten nachweisen; sie war frei von der ur-
spriinglich carboxylendstindigen und anderen Verunreinigungen. Diese Er-
gebnisse zeigen, daB Lithiumborhydrid Peptidbindungen nicht angreift.

Herrn Prof. G. Wittig, Tiibingen, sowie Herrn Dr. P. Pickhard, Hanau, méchten
wir an dieser Stelle fiir die Uberlassung von Lithiumborhydrid bzw. Lithiumaluminium-
hydrid vielmals danken.

Beschreibung der Versauche

Darstellung der DNP-Aminoalkohole

DNP-Colamin: 0.5g Colamin wurden in einem Kolben mit 1 g Natriwmhydro-
gencarbonat, 10 ccm Wasser und einer Lésung von 0.8 g Dinitrofluorbenzol (DNFB)
in 20 cem Alkohol 3 Stdn. geschiittelt. Hierauf wurden zur Entfernung von iiberschiis-
sigem DNFB 0.2 g Glykokoll zugegeben. Nach weiterem 2stdg. Schiitteln wurde i. Vak,
bei 40° vom Alkohol befreit und mit Wasser versetzt. Das Reaktionsprodukt wurde aus-
gedthert und der Atherauszug i. Vak. zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde
aus Alkohol umkristallisiert und iiber Diphosphorpentoxyd i.Vak. getrocknet. Ausb.
1.62 g (86.49, d.Th.); feine, rotgelbe Nadeln vom Schmp. 92°.

CsH,O,N; (227.2) Ber. C42.42 H3.99 N 18.51 Gef. C42.65 H4.23 N 18.32

) Fiir die Darstellung von Peptiden méchten wir Herrn Dipl. chem. E. Wiinsch
an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen.
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Nach demselben Verfahren und mit den gleichen Ausgangsmengen wurden hergestellt:

DNP-d,l-Valinol: Der Riickstand wurde aus verd. Alkohol umkristallisiert. Ausb.
1.16 g (889, d.Th.); feine, hellgelbe Nadeln vom Schmp. 779,

¢, H;;0:N; (269.2) Ber. C48.77 H5.69 N 15.89 Gef. C49.01 H5.71 N 15.53

DNP-d,l-Alaninol: Der Riickstand wurde aus verd. Alkohol umkristallisiert. Ausb.
1.52 g (94.89, d.Th.); gelbe Nadeln vom Schmp. 970,
CyH,;O;N; (241.2) Ber. C44.81 H4.59 N 17.43 Gef. C44.79 H 4.83 N 17.19

DNP-d,l-Phenylalaninol: Der Riickstand wurde aus verd. Alkohol umkristalli-
siert. Ausb. 0.97 g (92.99, d.Th.); gelbe Nadeln vom Schmp. 94°.
CsH,;sN;O, (317.3) Ber. C56.83 H4.79 N 13.25 Gef. C57.07 H5.06 N 13.39

DNP-I-Leucinol: Als Riickstand hinterblieb ein rotgelbes OL
DNP-I-Prolinol: Als Riickstand hinterblieb ein rotgelbes Ol.

Abbau von Dipeptiden

Glycyl-glycin: 2g Glycyl-glycin wurden mit 50 ccm Methanol und 10 cem
Essigsiureanhydrid versetzt und 20 Stdn. stehengelassen. Das Lésungsmittel wurde
auf dem Wasserbad verdampft, der Riickstand wieder in Methanol aufgenommen und
nochmals verdampft. Diese Operation wurde mehrmals wiederholt. Der Riickstand
wurde iiber Kaliumhydroxyd scharf getrocknet, in wenig Methanol aufgenommen und
mit Ather ausgefillt. Bei lingerem Stehenlassen bildeten sich weiSle Stabchen des Ace-
tyl-glycyl-glycinesters; Ausb. 2.72 g (96.7% d.Th.) vom Schmp. 123°.

C,H,,O,N, (188.1) Ber. C44.68 H 6.43 N 14.89 Gef. C44.72 H 6.35 N 14.72

lg N-Acetyl-glycyl-glycin-methylester wurde in 50 ccm absol. Tetrahydro-
furan aufgeschlaimmt und unter starkem Riihren und duferer Kithlung mit 4 g feingepul-
vertem Lithiumborhydrid versetzt. Nach 30stdg. Erhitzen bei Feuchtigkeitsaus-
schluB und unter RiickluB (Badtemperatur 75—80° C) versetzte man nach dem Erkalten
mit 125 ccm Alkohol und etwas Wasser, filtrierte den Niederschlag ab und kochte ihn
dreimal mit je 50 ccm Alkohol aus. Nach dem Verjagen des Losungsmittels hinterblieb
ein Ol, welches mit 2 n Salzsiure aufgenommen und 8 Stdn. unter RiickfluB gekocht
wurde. Dann wurde i. Vak. eingeengt und der entstandene Alkohol als DNP-Verbindung,
wie oben beschrieben, isoliert. An Stelle von Glycin wurden zur Entfernung von iiber-
schiissigem DNFB nachtriglich 0.3 g Alanin zugegeben. Ausheute an rohem DNP-
Colamin: 1.05g (87% d.Th.). Die papierchromatographische Untersuchung in den
3 Laosungsmitteln zeigte keine Verunreinigung an, der Rp-Wert stimmte mit DNP-Cola-
min, das zum Vergleich nebenher lief, iiberein. Nach Umkristallisation aus Alkohol
schmolzen die rotgelben Kristalle bei 92%; der Mischschmelzpunkt mit DNP-Colamin
war nicht erniedrigt.

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

Glycyl-d,l-phenylalanin: 2g Glycyl-d,l-phenylalanin wurden, wie bei Glycyl-
glycin beschrieben, verestert und acetyliert. Im Gegensatz zu Glycyl-glycin trat schon nach
wenigen Stunden véllige Losung ein. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels lieferte
der Riickstand, aus Alkohol-Petrolather bei Gegenwart geringer Mengen Ather umkri-
stallisiert, feine, weiBe Nadeln des acetylierten Esters vom Schmp. 173%; Ausb.2.24 g
(89% d. Th.).

C,H,, 0N, (280.3) Ber. C59.13 H6.11 N10.61 Gef, C59.28 H6.11 N 10.67

Die Reduktion des Esters und die Isolierung des entstandenen Alkohols als DNP-
Verbindung wurde, wie bei Glycyl-glycin beschrieben, durchgefiihrt.

Ausbeute an rohem DNP-d,/-Phenylalaninol 1.095g (91.39, d.Th.). Es erwies sich
papierchromatographisch einheitlich, Nach Umbkristallisation aus wifirigem Alkohol
schmolzen die Kristalle bei 94°; der Mischschmelzpunkt mit DNP-d,I-Phenylalaninol war
nicht erniedrigt.





