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Rf des ptirines synthttisbs 

Ptkrines Solvants a) 

1 2 3 4 5 6 

I11 0,11 0,12 0,12 0,18 027 
I V  0,65 0,28 0,27 0,39 0,38 
VII 0,04 0,04 0,05 0,11 0,13 

~~ ~ ~ 

a) N O  1 : H,O; N O  2 : citrate de sodium 8. 3 yo ; NO 3 : chlorure d’ammonium B 3% ; No 4: isopro- 
panol-NH, & 1 yo, 2 : 1 ; NO 5 : isopropanol-H,O, 2 : 1 ; NO 6 : isopropanoLac6tate d’ammonium 
B 2%, 1:l. 

RESUME 
Par action de l’hydrate d’hydrazine et du dimkthylformamide sur la tbtrahydro- 

ptkrine (11) on obtient l’hydrazone de la formyld-dihydro-7,s-ptCrine (111), qu’on 
oxyde ensuite facilement en hydrazone de la formyld-ptbrine (IV). Un traitement 
acide transforme par oxydo-rkduction cette hydrazone en hydroxymCthyl-6-pt6rine 
(V) isomCriquement pure. 

Zurich, Institut de chimie organique de l’universitk 
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52. Struktur und Synthese von Evolidinl) 
von R. 0. Studer und W. Lergier 

(5. 11. 65) 

1952 isolierten HUGHES, NEILL & RITCHIE [l] aus den Blattern von Evodia xa.ntho- 
xyloides eine kristalline Substanz, die sie Evolidin benannten. Die saure Hydrolyse 
fuhrte zu einem Aminosauregemisch folgender Zusammensetzung : 1 Valin, 2 Leucin, 
1 Prolin, 1 Phenylalanin, 1 Serin und 1 Asparagin, was auf ein Heptapeptid stimmte. 
Im intakten Peptid konnten keine Endgruppen bestimmt werden, was, zusammen mit 
weiteren Eigenschaften der Verbindung, zur Annahme einer cyclischen Struktur 
fiihrte. RONTGEN-Untersuchungen von CURTIS [2] ergaben ein Molekulargewicht von 
769 f 6. Dies steht mit dem fur ein cyclisches Heptapeptid dieser Aminosaure- 
Zusammensetzung berechneten Molekulargewicht von 771 gut im Einklang. 
l) Die Abkurzungen folgen den Vorschlagen des V. Europ. Pepticlsymposiums, Pergamon Press, 

Oxford 1963. 2- = Benzyloxycarbonyl, -0But = t-Butylester, PTH = Phcnylthiohydantoin, 
DNP = Dinitrophenyl. 
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LAW et al. [3] isolierten nach Partialhydrolyse rnit konz. Salzsaure bei 35" papier- 
chromatographisch eine Reihe von Peptidfragmenten, deren Sequenz rnit Hilfe der 
DNP-Methode von SANGER [4] und mittels EDMAN-Abbau [5] bestimmt werden 
konnte. Auf Grund der Aminosauresequenz in fiinf isolierten, sich iiberlappenden Di- 
und Tripeptiden schlugen LAW et al. [3] fur Evolidin die folgende Struktur vor (Figur) : 

S t r u k f w  van Evolidin 

Die optischen Drehungen der aus einem Totalhydrolysat nach Dinitrophenylie- 
rung isolierten Dinitrophenyl-Aminosauren zeigten, dass alle Aminosauren die L-Kon- 
figuration aufweisen. 

Dieses cyclische Heptapeptid schien uns eine ideale Substanz, um Erfahrungen 
in der Cyclisierung von Peptiden fur unsere Arbeiten iiber die Polymyxin-Antibiotica 
[6] zu sammeln. Zunachst besitzt es rnit Ausnahme des Serin-Hydroxyls keine wei- 
teren sekundaren Funktionen, welche im Laufe der Synthese geschiitzt werden mus- 
sen. Des weitern ist das Endprodukt der Synthese eine gut zu kristallisierende und 
definierte Substanz. Zudem konnte in Analogie zur Cyclisierung der Polymyxine [6] 
der Ringschluss zwischen Phenylalanin und Leucin erfolgen, allerdings rnit dem 
Unterschied, dass Phenylalanin im Polymyxin eine D-, im Evolidin dagegen eine 
L-Konfiguration besitzt. Daher haben wir zuerst durch stufenweisen Aufbau vom 
Carboxylende her nach der 9-Nitrophenylester-Methode [7] das geschutzte Hepta- 
peptid 2-Leu-Pro-Val-Asp(NH,)-Leu-Ser-PheOCH, [8] hergestellt und dieses Peptid 
nach Abspaltung der Schutzgruppen in hoher Verdiinnung rnit einem Uberschuss an 
Dicyclohexyl-carbodiimid [6] behandelt. Diese Methode, welche in der Polymyxin- 
Reihe in 5-10% Ausbeute zu reinen cyclischen Produkten fiihrt [6] [9], ergab hier 
kein Evolidin. Dies kann seine Grunde in Nebenreaktionen des iiberschiissigen Dicy- 
clohexyl-carbodiimids rnit Serin [ 101 und Asparagin [ 111 haben. Nachdem auch eine 
Cyclisierung nach der Azid-Methode [12] nicht zur gewiinschten Substanz fiihrte 2 ) ,  

2) Zu ahnlichen Resultaten ist auch Hr. Dr. H. NESVADBA durch Cyclisierung eines analogen 
offenen Heptapeptides gckommen (Privatmitteilung). Eine vorlaufige Mitteilung der Synthese 
des offenen Heptapeptides ist erschienen in [13]. Wir danken Hrn. Dr. H. NESVADBA (Wien) 
und Hrn. Prof. Dr. G. T. YOUNG fur gegenseitigen Austausch der Erfahrungen. 
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haben wir nach Rucksprache mit LAW3) nochmals eine fiberprufung der Struktur 
durchgefuhrt . 

Da Evolidin von Enzymen nicht angegriffen wird, wurde es einer Partialhydrolyse 
mit konz. HC1 bei 37" uber 14 Std. ~nterworfen~) .  Durch Gegenstromverteilung liess 
sich darauf neben andern Fragmenten ein Ninhydrin-positives Bruchstuck fassen, das 
die gleiche Aminosaure-Zusammensetzung besass wie das intakte Evolidin. Durch 
Dinitrophenylierung und Totalhydrolyse nach SANGER [4] konnte Serin als N-end- 
standige Aminosaure nachgewiesen werden. Der stufenweise Abbau nach EDMAN 
[5]  zeigte in der 1. Stufe insofern Schwierigkeiten, als nach der klassischen Methode 
Serin nicht eindeutig nachzuweisen war und bereits etwas Phenylalanin festgestellt 
wurde. Mit Hilfe der modifizierten Methode nach CHERBULIEZ et al. [14] konnte aber 
auch auf diesem Weg Serin eindeutig als N-terminale Aminosaure erfasst werden. Die 
f olgenden Stufen verlief en normal und ergaben nacheinander die Aminosauren Phenyl- 
alanin, Leucin, Prolin und Valin. Der 6. Schritt verlief negativ. Durch Inkubation mit 
Carboxypeptidase bei 25" wurden praktisch gleichzeitig Leucin und Asparagin frei- 
gesetzt ; wurde jedoch die Inkubation bei 0" vorgenommen, erschien zuerst Leucin 
und, deutlich verzogert, Asparagin. Nach Fortsetzung der Inkubation bei 25" konnte 
nach 24 Std. noch Valin nachgewiesen werden. Durch Hydrazinolyse nach AKABORI 
et aZ. [15] konnte Leucin als C-terminale Aminosaure bestatigt werden. Auf Grund 
dieser Resultate kommt dem Heptapeptid die Sequenz H-Ser-Phe-Leu-Pro-Val- 
Asp(NH,)-Leu-OH zu. Es ist aus dem intakten Evolidin durch Ringoffnung an der 
besonders labilen Leucin- Serin-Bindung [16] entstanden. Die Aminosauresequenz 
stimmt mit der von LAW et al. [3] auf Grund kleinerer Bruchstucke abgeleiteten 
uberein. 

Durch enzymatische Methoden konnte die von LAW et al. [3] uber die optische 
Drehung der Dinitrophenyl-Aminosauren gefundene L-Konfiguration aller Amino- 
sauren bestatigt werden. Leucin, Valin und Phenylalanin wurden durch Inkubation 
eines Totalhydrolysates mit L-Aminosaureoxydase vollstandig oxydiert. Sie besitzen 
daher die L-Form.. Serin, Asparagin und Prolin dagegen werden unter diesen Bedin- 
gungen nicht angegriffen [17]. Da jedoch D-Aminosaureoxydase, die D-Prolin quanti- 
tativ oxydiert [HI, das Prolin im Hydrolysat vollstandig intakt liess, muss auch Prolin 
die L-Konfiguration besitzen. Carboxypeptidase setzte Asparagin aus dem Hepta- 
peptid und Serin aus einem kleineren isolierten Bruchstuck (H-Leu-Ser-Phe-Leu-OH) 
frei. Sie gehoren deshalb ebenfalls zur L-Reihe. 

Zum Aufbau des aus der Partialhydrolyse von Evolidin resultierenden Hepta- 
peptides wurde zuerst das geschutzte Heptapeptid Z-Ser-Phe-Leu-Pro-Val-Asp(NH,)- 
Leu-OBut hergestellt. Seine Synthese erfolgte durch stufenweise Verlangerung vom 
Carboxylende her, ausgehend von L-Leucin-t-butylester [19], vorwiegend nach der 
$-Nitrophenylester-Methode (71. Z-Serin wurde uber die Azidmethode [12] eingefuhrt 
(Aufbauschema). 

Entfernung beider Schutzgruppen durch Trifluoressigsaure und anschliessende 
Hydrierung fuhrte zum freien Heptapeptid, das sich in Chromatogrammen und Ab- 

3, Wir mochten an dieser Stellc Hrn. Dr. H. D. LAW fur wertvolle Diskussionen im Verlaufe 

4) Ein Praparat von natiirlichem Evolidin wurde uns in verdankenswerter Weise von Hrn. Prof. 
dieser hrbcit danken. 

A. J. BIRCH (Manchester) uberlassen. 
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Aufbauschema: Alle Aminosauren haben L-Konfiguration. 
Z = Benzyloxycarbonyl; OBut = t-Butylester; ONP = fi-Nitrophenylester. 

bauversuchen als vollkommen identisch mit dem durch Partialhydrolyse von Evolidin 
entstandenen Heptapeptid erwies. Die Abspaltung der t-Butylestergruppe im ge- 
schiitzten Heptapeptid mit Trifluoressigsaure [24] und die Umsetzung der entstan- 
denen 2-Heptapeptidsaure mit Di-(p-nitropheny1)-sulfit [25] fuhrte zum aktivierten 
Ester. Nach Entfernung der 2-Gruppe durch HBr in Trifluoressigsaure [26] erfolgte 
die Cyclisierung des aktivierten Heptapeptid-hydrobromids in Pyridin [27]. Die Auf- 
arbeitung des Cyclisierungsgemisches fuhrte zu einer kristallinen Verbindung, welche 
sich physikalisch-chemisch als identisch mit naturlichem Evolidin erwies (Tabelle 1). 

Sowohl beim synthetischen als auch beim naturlichen Evolidin wurde ein Dimor- 
phismus beobachtet. Aus Alkohol kristallisierten beide in leicht hygroskopischen 
Nadeln, die keine reproduzierbaren RONTGEN-Spektren lieferten. Beide Substanzen 
kristallisierten aus Alkohol/Wasser in Prismen. Die RONTGEN-Beugungsdiagramme 
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Tabelle 1. Vergleich von synthetischem und natiirlichem Evolidin 

natiirlich synthetisch 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

[a]: (Athanol) 
Smp. (aus Alkohol krist.) 

Misch- Smp . 
Diinnschichtchromatogramm 

(aus Alkohol/Wasser krist.) 

Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1 : 1 
Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 
30:20:6:24 
Methanol 

Molekulargewicht 

1R.-Spektrum C=O-Amid 

Mikroanalysen 

Amid-11-Bande 

- 129,O' (C = 0,45) - 128,OO (C = 0,34) 
278-280" 279-281 
283-284" 283-284" 

keine Depression 

Rf 0.82 Rf 0,82 
Rf 0,89 Rf 0,89 

Erlauterungen zur Tabelle 1 
ad. 1. Die Drehungsmessungen wurden in einem photoelektrischen Polarimeter mit Thermo- 

stat, das in unserer physiko-chemischen Abteilung durch Hrn. Dr. F. BURKHARDT entwickelt 
worden ist, durchgefiihrt. 

ad. 3. Herstellung der Kieselgelplatten und Arbeitstechnik gemass den Originalangaben von 
STAHL [28]. Entwicklung der Platten in J2-Atmosphare mit anschliessendem Bespriihen rnit 
Starkelosung. 

ad. 4. Die Molekulargewichte wurden vou Hm. Dr. W. VETTER in unserer physikochemischen 
Abteilung mit einem Massenspektrometer der ASSOCIATED ELECTRICAL INDUSTRIES, MS 9, be- 
stimmt. 

ad. 5. Die 1R.-Spektren wurden von Hrn. Dr. L. H. CHOPARD-DIT- JEAN in Kaliumbromid 
(1 mg Substanz in 300 mg KBr) mit einem 1R.-Spektrophotometcr PERKIN-ELMER, Mod. 21, 
aufgenommen. 

ad. 6.  Alle Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung 
der Herren Dres. H. WALDMANN und A. DIRSCHERL ausgefiihrt. 

dieser beiden Substanzen waren bis auf eine schwache Interferenz des synthetischen 
Evolidins bei 9,40 A identisch in bezug auf die Lage der Interferenzen (Tabelle 2). 

Die Pulverdiagramme nach DEBYE-SCHERREK wurden mit CuK,-Strahlung und 
einer P~rL1~s-PW-1010/1050-RoN~~Erj-Feinstrukturan1age mit Zahlrohrgoniometer 
aufgenommen. In der Tabelle 2 sind die Werte fur die sechs grossten Netzebenen- 
abstande angegeben. Die Interferenzen konnten auf Grund der Elementarzellenmes- 
sung von natiirlichem Evolidin [Z] indiziert und die entsprechenden Netzebenenab- 
stande aus den Massen der Elementarzellen berechnet werden. Unsere Werte sind 
systematisch etwas hoher als diejenigen von CURTIS [2], was auf eine verschiedene 
Eichung der Apparatur zuruckzufuhren ist. 
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Tabelle 2. Netzebenenabstande in A 
465 

MILLER Indices von uns gcmessen an Evolidin, 
natiirlich und synthetisch 

nach CURTIS [2] bercchnet 

- 

0,  0, 1 11,3 A 10,9 A 
0, 1, 0 10,3 10,l 
1 ,  0, 0 9,02 8,52 
1, 1, 0 8,49 8.12 
1, 0, 1 6,91 6.81 
0, 1, 1 6,65 6,53 

Unsere Werte wurden mit Quarz als Eichmaterial kontrolliert und stimmen auf 1,5%. Die 
Aufnahmen und Auswcrtungen verdankcn wir Hrn. Dr. C. VON PLANTA aus unserer physikalischen 
Abteilung. 

Experimenteller Teil 
A. Versuche zur Bestatigung der chemischen Konstitution des Naturproduktes 
1. A minosdure-Z.tisummense~zung. Ca. 5 pMol naturliches Evolidin wurden, wie friiher be- 

schrieben [29], totalhydrolysiert und das Hydrolysat nach Entfernung der Salzsaure in 1 ml Was- 
ser gelost. Die Auftrennung der Aminosauren erfolgte durch kombinierte 2-dimensionale Hoch- 
spannungs-Papierelektrophorese (pH 2,5, 65 V . cm-l, 45 Min.) und Papierchromatographie (n- 
Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1 : 1. 16 Std.) von 5-10 p1 Hydrolysatlosung auf SCHLEICHER und 
ScHuLL-Papier 2043 b, gewaschen. Die Pherogramme wurden rnit Ninhydrin-Kupfer-Reagens ent- 
wickelt [30], die einzelnen Flecke ausgeschnitten, rnit je 5 ml Methanol eluiert und bei 504 nni 
gemessen (BECKMAN B). Die Auswertung gegen cine gleich aufgetrennte und bchandelte Ver- 
gleichslosung, enthaltend Lcu/Ser/Phe/Pro/Val/Asp im Molverhaltnis 2 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1, ergab fur alle 
Hydrolysatkomponenten ffbereinstimmung innerhalb der Fehlergrcnze (f 10%). 

Die separate papierchromatographische Prufung auf Isoleucin im Laufmittel Methylathyl- 
keton/Pyridin/Wasser 70: 15: 15 fie1 ncgativ aus. 

2. Optiscke Konfigurution der Anzinosauren. - a) Inkubution mit L-Aminosaureoxydase (Sigma 
Typ I11 ; hochgereinigtes Pulver aus  Crotulus-udamanteus-Gift). Ca. 3 pMol natiirlichcs Evolidin 
wurden unter Normalbedingungen hydrolysiert und das von HC1 vollstandig befreite Totalhydro- 
lysat in 0,4 ml Trispuffer pH 7,5 [6] gelost. 0,2 ml diescr Liisung wurden rnit 100 pg L-Amino- 
saureoxydase versetzt uncl unter Sauerstoff 24 Std. bei 37" inkubiert. Die restlichen 0,2 ml Hydro- 
lysatlosung (ohne Enzym) machten als Kontrolle alle Operationen mit. Nach abgeschlossener In- 
kubation wurden direkt je 2-10 p1 papierchromatographisch im Laufmittel n-ButanollEisessigl 
Wasser 4: 1 : 1 untersucht (Anfarbung mit Ninhydrinreagens). In der mit L-Aminosaurcoxydase 
inkubierten Hydrolysatprobe wurden Leu, Phe und Val quantitativ oxydiert. Pro, Ser und Asp 
blieben intakt. (Nach GREENSTEIN [17] und eigenen Modellversuchen werden L-Pro, L-Ser uncl 
 asp durch L-Aminosiureoxydase nicht angegriffen.) 

b) Inkubation rnit D-Aminosaureoxydase (FLUKA, Rohprodukt). Die Totalhydrolyse wurde 
wie unter a) beschrieben durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte ebenfalls wic bei a), jedoch in 
einem Pyrophosphatpuffer pH 8,4 nach RENDER & KREBS [31] und rnit 500 pg Enzym. Zudeni 
wurde parallcl einc aquimolarc Menge authentisches o-Pro unter den gleichen Bedingungen rnit 
D-Aminosaureoxydase inkubiert. Die D-Pro-Vergleichsprobe wurde dabei quantitativ oxydiert, 
wahrend das Pro und die iibrigen Aminosauren im Hydrolysat intakt blieben. 

c) Dass auch Ser und Asp(NH,) in der L-Form vorliegen, crgab sich aus Versuchen mit Carbo- 
xypeptidase an isolierten Bruchstiicken der Partialhydrolyse (vgl. 4, d). 

3. Partialhydrolyse und Isolierung eines offenen Heptupeptides. 50 mg naturliches Evolidin 
Whrden in 25 ml konz. HC1 suspendiert und unter Riihren 14 Std. auf 37" gehalten. Ein unlos- 
licher Anteil (unverandertes Ausgangsmaterial) wurde abgetrennt, das Filtrat bei 20" im Vaknum 
eingedampft und sofort 2mal aus Wasser lyophilisiert. Eine eingehende diinnschichtchromato- 
graphische Priifung in verschiedenen Laufmitteln ergab Anhaltspunkte fur die Wahl eines geeig- 
neten Losungsmittelsystems zur Auftrcnnung cles Partialhydrolysates mittels multiplikativer 

30 
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Vcrteilung nach CRAIG : Verwendet wurde das Losungsmittelgemisch n-Butanol/Pyridin/Eisessig/ 
Wasser 600: 150:75 :675 (v/v) in eincr vollautomatischen Apparatur rnit 5-ml-Elementen. Nach 
130 Stufen wurde durch Eindampfen der einzelnen Glascheninhalte eine Gewichtskurve erstellt. 
Sie ergab im wesentlichen funf gut aufgetrennte Maxima. Samtliche Einzelfraktionen wurden 
diinnschichtchromatographisch in verschiedenen Laufmittcln untersucht und nur die platten- 
chromatographisch cinhcitlichen Gipfelfraktionen zur Sequenzanalysc verwcndet. 

4. Struktur der Verteilungsfraktion mi t  K = 2,7. - a) Aminosaurezusammensetzung, Ca. 500 pcg 
der Fraktion rnit dem Verteilungskoeffizient K = 2,7 wurden mit 30 pl 6~ HC1 in ein Kapillar- 
rohrchen iibergefiihrt und 24 Std. auf 110' erhitzt. Die papierchromatographische Auftrennung 
desTotalhydrolysates in den Laufmitteln n-Bntanol/Eisessig/\Vasser 4 : 1 : 1 und Methylathylkcton/ 
Pyridin/Wasser 70 : 15 : 15 ergab die Anwesenheit aller Evolidin-Aminosauren im gleichen Mol- 
verhaltnis wie in der mitchromatographierten, kiinstlichen Vergleichslosung (s. A. l). 

b) Ermittlung der N-terminalen Aminosdure nach SANGER. Ca. 800 pg Peptid wurden in 0.2 ml 
1-proz. wasserigem Trimethylamin gelost und mit einer Losung von 20 pl l-Fluor-Z,.l-dinitro- 
benzol in 0,3 ml Atlianol versetzt. Das Gemisch wurde 2 Std. im Dunkeln bei Raumtemperatur 
uncl konstantem pH (8-10) geriihrt, anschliessend 3mal rnit ca. dem gleichen Volumen Ather ge- 
waschcn und im Vakuumexsikkator zur Trockne vcrdampft. Der Ruckstand wurde rnit 20 ,u1 
2~ HC1 versetzt, noch einmal im Vakuum zur Trockne eingedampft und anschliessend das Dini- 
trophenol durch Sublimation im Hochvakuum bei 60' entfcrnt. Das DNP-Peptid wurde rnit 30 p1 
6N HC,l in ein Kapillarrohrchen ubergefiihrt und 12 Std. bei 105" hydrolysiert. Nach Verdiinnen 
des Hydrolysates rnit 0,5 ml Wasser erfolgte die Extraktion der DNP-Aminosaure durch Smaliges 
Ausschutteln mit j e  ca. 0,5 ml Ather. Die vereinigten kherextrakte wurden 3mal mit je 0.5 ml 
Wasser gewaschen und durch Aufblasen von N, auf ca. 0,3--0,s ml konzentriert. Diese Losung 
diente zur direkten diinnschichtchromatographischen Identifizierung der DNP-Aminosaure auf 
luftgetrockneten Kieselgel-G-Platten. Laufmittcl : wButanol, gesattigt mit 0,25-proz. Ammoniak; 
Benzol/Pyridin/Eisessig 160 : 40 : 4 (v/v) [32] ; Methylenchlorid/abs. Methanol/Eisessig 190 : 10 : 2 
(v/v). - Auf allen Platten wurden die entsprechenden authentischen DNP-Aminosauren sowie die 
moglichcn Zersetzungs- und Nebenprodukte DNP-OH und DNP-NH, mitchromatographiert. Als 
cinzige N-terminale Aminosaure konnte eindeutig Ser als DNP-Ser identifiziert werden. 

c) EDMANSCHER Abbau [5]. Die experimentellc Durchfiihrung bis und mit Extraktion cler 
PTH-Aminosauren erfolgtc weitgehend nach der Vorschrift von H. FRAENKEL-CONRAT et al. [33], 
Eingesetzt wurden ca. 700 pg. Bei der Umsetzung mit Phenylsenfol wurde der pH-Wcrt von 8,9 
rnit Hilfe des Radiometertitrators konstant gehalten ( 0 , O l ~  NaOH) . Der Ringschluss und die 
Abspaltung der PTH-Aminosaure erfolgte immer in 3N HC1 wahrcnd 3 Std. bei Raumtemperatur. 
Die mit Essigester extrahierten PTH-Aminosauren wurden diinnschichtchromatographisch auf 
Kieselgel G rnit Hilfe reiner Vergleichspraparate identifiziert. Dic Analysenextrakte wurden je- 
weils in 0,2 ml abs. Athanol gelost und Konzentrationsreihen von 1 6  pl aufgetragen; von den 
Vergleichspraparaten wurden Mengen von 0,05-0,2 pg mitchromatographiert. Laufmittel : 

Mcthylenchlorid/Essigester 99 : 1 1 Trennung aller 
Benzol/Essigester 80 : 20 Evolidin-PTH-Aminosauren 

Chloroform/abs. Methanol 143 : 7 Differenzierung 
PTH- Ser/PTH-Phe 

Die fertigen Plattenchromatogramme wurden zucrst mit 0,5-proz. Starkelosung und (nach 
kurzem Trocknen) rnit Jodazid [34] bespriiht. 
Ergebnisse : 

1. Stufe: PTH-Phc (+ + +) 
2. Stufe: PTH-Phe (+ + + + +) Nebenflecke: Spur PTH-Leu 
3 .  Stufe: PTH-Leu (+ + + + +)  Nebenflecke: Spur PTH-Phe 
4. Stufe: PTH-Pro (+ + +) 
5. Stufe: PTH-Val (+ + + +) 
6. Stufe: nicht mehr eindeutig interpretierbar. 

Nebenflecke: Spur PTH-Leu und unbekannte Artefakte 

Nebenflecke: keinc 
Nebenflecke: keine 

Das nach der DNP-Methode eindeutig als N-terminale Aminosaure identifizierte Ser konnte 
hier nicht erfasst wcrden. Die unbekannten Nebenflecke bei der 1. Stufe stellen wahrscheinlich 
Zersetzungsprodukte des PTH-Ser dar, dessen Labilitat bekannt ist [33]. Nach den konventio- 
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nellen Methoden zur praparativen Darstellung von PTH-Aminosauren [5] [32] erhalt man eben- 
falls lrein einheitliches, definiertes PTH-Ser. Ein analysenreincs, in Losung ziemlich stahilcs 
PTH-Scr-Vergleichspraparat erhielten wir nach der Vorschrift von CHERBULIEZ et al. [14]. 
E,, 268 nm = 14000 (Feinsprit). Smp. 163-164". 

C,,H,,O,N,S Ber. C 54,04 H 4,54 N 12,61 S 14,42% 
(222,26) Gef. ,, 54,17 ,, 4,47 ,, 12,72 ,, 14,67% 

Durch obertragung der praparativen Methode von CHERBULIEZ [14] in den analytischen 
MaRstab konnten wir auch bcim Evolidin-Heptapeptid PTH-Ser in der 1. Stufe eindeutig erfassen. 

d) Einwirkung von Carboxypeptidase (5mal krist., wasserige Suspension, MANN RESEARCH 
LAB., New York). Ca. 1 mg Peptid wurde in 0.5 ml pH 8-Puffer ( 0 , 0 5 ~  Ammoniumacetat + 0,05nr 
NaHCO,) gelost und rnit 10 p1 Carboxypeptidase-Suspension bei 25" inkubiert. Nach 1, 2, 4, 8 
und 24 Std. wurden aliquote Probchen von 0.1 ml entnommen, rnit Ameisensaure angesauert, im 
Vakuum eingedampft, in 0,05 ml Wasser gelost und je 2 p1 dunnschichtchromatographisch unter- 
sucht (Kieselgel G, n-ButanollEisessiglWasser 4 : 1 : 1). Bereits nach 1 Std. waren! gleichzeitig 
freies Leucin und Asparagin nachweisbar. In  der 24-Std.-Probe erschien erstmals freies Valin. 

Die Keihenfolge am C-Ende konnte eindeutig durch Inkubation rnit Carboxypeptidase bei 0' 
ermittelt werden: Nach 1 und 2 Std. Einwirkung wurde nur Leucin freigesetzt; Asparagin 
konnte erst nach 4-8 Std. Inkubation bei 0" nachgewiesen werden. Weiterfiihrung der Inkubation 
bei 25' fiihrte darauf ebenfalls zur Freisetzung von Valin. 

e) Bestilnmuizg der C-terminalen Aminosaure nach AKABORI [15]. Ca. 1,6 mg wurden in einem 
Gliihrohrchen mit 0.6 ml wasserfreiem Hydrazin (Darstellung nach BRAUNITZER [35]) gelost, das 
Rohrchen wurde zugeschmolzen und 4 Std. im siedenden Wasserbad erhitzt. Die Losung wurde 
anschlicssend sofort im Vakuum iiber konz. HzSO, zur Troclrne gebracht, der Ruckstand in ca. 
1 ml Wasser aufgenommen, 1 ml Benzaldehyd zugefiigt und 1 Std. geriihrt. Gleich anschliessend 
wurde filtriert, die obere (wasserige) Phase abgetrennt, die untere (Benza1dehyd)-Phase Zmal rnit 
je 0,3 ml Wasser ausgeschuttelt, die vereinigten wasserigen Phasen 3mal mit dther gcwaschcn und 
im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Ruckstand wurde in 0,l ml Wasser gelost und Proben 
von 1-3 p1 zur chromatographischen Identifizierung cingesetzt. Eine analoge Hydrazinolyse 
wurde parallel mit 1,6 mg des synthetischen Heptapeptides H * Ser-Phc-Leu-Pro-Val-Asp(NHz)- 
Leu . OH durchgefiihrt. In beiden Fallen wurden aquimolare Mengen freies Leucin (Vergleich der 
Ninhydrinfarbung, & 20%) als einzige C-terminale Aminosaure gefunden. 

B. Syntheses) 
1. L-Leucin-t-butylester, HCl ( I ) .  L-Leucin-t-butylester wurde nach ANDERSON et al. [19] dar- 

gestellt. 1,87 g (0,Ol Mol) des oligen Esters wurden in 100 ml Ather gelost, auf - 20" gekuhlt und 
mit 5 ml Z N  HCl/Methanol (0,Ol Mol) versetzt, wobei langsam das Hydrochlorid des L-Ixucin-t- 
butylesters auskristallisiert. Es wird abgenutscht, mit Ather gewaschen, getrocknet und aus Me- 
thanol/Ather umkristallisiert. Ausbeutc 2 g (90%). Srnp. 173'. [MI: = + 11". 

Cl,Hz20,NCl (223,7) Ber. C 53,68 H 9,91 C1 15,85% Gef. C 53,82 €I 10,Ol C1 15,88% 

2. Z-~-Aspa~aginyZ-~-Zeucin-t-butyZeste~ (11). 3,87 g (0,01 Mol) 2-L-Asparagin-p-nitrophenyl- 
ester [20] und 2.27 g (0.01 Mol) L-Leucin-t-butylester-hydrochlorid (I) werdcn zusammen in 20 ml 
Dimethylformamid geIost, auf 0" gekiihlt und mit 1,4 ml (0,01 Mol) Triathylamin versetzt. Die 
Reaktion wird 2 Std. in Eis und anschliesscnd uber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach 
Fallen mit Eiswasser wird abgenutscht, rnit Wasser gewaschen, getrocknet und aus Methanol/ 
Wasser umkristallisiert. Ausbeute 4,3 g (80%). Smp. 130-131'. [ m ] F  = - 17,7". 

C,,H,,O,N, (435,5) Ber. C 60,67 H 7,64 N 9,65% Gef. C 60,71 H 7,67 N 9.79% 

3. L-ASparaginyZ-L-Zeucin-t-butylesteV (111). 4,85 g (0,011 Mol) 2-L-Asparaginyl-L-leucin-t- 
butylcster (11) werden in 50 ml Methanol gelost und iiber Pd/C hydriert. Nach vollstandiger 

5, Die Smp. wurden auf einem KOFLER-Block bestimmt und sind konigiert. Die Drehungen wur- 
den in Dimethylformamid bei c = 2 bestimmt; Fehlergrenze f 2". Fur die sorgfaltigc Mit- 
arbcit danken wir Herrn K. SCHWEIZER. 
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Hydrierung wird vom Katalysator abgenutscht, zur Trockne verdampft und aus Ather/Petrol- 
athcr umkristallisiert. Ausbeute 2,9 g (90%). Smp. 7.577". [a]: = -26'. 
C,,H,,04N, (301,38) Ber. C 55,79 H 9.03 N 13,94% Gef. C 55,80 H 8,96 N 14,00y0 

4. Z-L- Valyl-L-aspuraginyl-L-leucin-t-butylester (I V) . 2,9 g (0,Ol Mol) L-Asparaginyl-L-leucin- 
t-butylester(II1) werden in 20 ml Dimethylformamid gelost, in Eis gekuhlt und rnit einer eiskalten 
Losung von 3,7 g (0,Ol Mol) Z-L-Valin-p-nitrophcnylcster [Z l ]  in 20 ml Dimethylformamid ver- 
setzt. Die Losung wird 1 Std. in Eis geruhrt und darauf ubcr Nacht bei Raumtemperatur auf- 
bewahrt. Darauf wird mit Eiswasser gcfallt, abgenutscht, mit vie1 Wasser gcwaschen und anschlics- 
send aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 4,25 g (80%). Smp. 205-206". [a]: = - 21,4". 
C27H4207N4 (534,6) Ber. C 60,65 H 7,92 N 10,48% Gef. C 60,78 H 7,88 N 10,70% 

5. L- ValyZ-L-asparaginyZ-L-Ze~c~n-t-butylester ( V). 34 g (0,064 Mol) 2-L-Valyl-L-asparaginyl-L- 
leucin-t-butyl-ester (IV) werden in 500 ml Methanol gclost und iiber PdjC hydriert. Nach been- 
deter Hydrierung wird vom Katalysator abfiltriert und zur Trockne verdampft. Die Substanz 
wird aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 24,2 g (95%). Smp. 152-154". [a]? = - 37,5". 
CI9H3,O5N4 (400,5) Ber. C 56,98 H 9.06 N 13,99y0 Gef. C 56,55 H 9,03 N 13.75% 

6. Z-L-Prolyl-L-valyl-L-asparuginyl-L-leucin-t-butylester ( V  I ) .  22 g (0,055 Mol) L-Valyl-L-aspa- 
raginyl-L-leucin-t-butyl-ester (V) werden in 100 ml Dimethylformamid gelost, auf 0" gekuhlt und 
mit einer eiskalten Liisung von 20,2 g (0,055 Mol) 2-L-Prolin-p-nitrophenylester [20] versetzt. 
Die T,osung wird 1 Std. bei 0" und 15 Std. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Dann wird rnit Eis- 
wasser gefallt, abgenutscht, rnit Wasser gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird aus Dime- 
thylformamid/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 24,2 g (70%). Smp. 218-219". [a]g = -41,Z". 
C,,HisOsN, (631,7) Ber. C 60,93 H 7,81 N 11,08% Gef. C 61J4 H 7,96 N l l , O Z ~ o  

7. ~-Prolyl-L-valyZ-L-asparuginyl-L-leucilz-t-butyZester ( V I I ) .  18,9 g (0,03 Mol) t-Rutylester VI 
werden in 150 ml Eisessig geldst und uber Pd/C hyclricrt. Nach beendeter Hydrierung wird vom 
Katalysator abgenutscht und zur Trockne verdampft. Der olige Ruckstand wird rnit Ather ver- 
ricben, wobei Erstarrung eintritt. Nach Abnutschen und Waschen mit dther  wird in wenig 
Methanol gelost und mit eiskaltem, verdiinntem Ammoniak gefallt, abgenutscht, mit Eiswasser 
gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird aus Mcthanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 
12 g (80%). Smp. 198". [a]: = -40,6". 
C,,H,,O,N, (497,6) Ber. C 57,92 H 8,71 N 14,08y0 Gef. C 58,11 H 8,88 N 13,92y0 

8. Z-L-Leucy2-L-prolyE-L-valyl-~-asparaganyl-~-leuc~~-t-b~tylester ( VIIZ) . 5 g (0,Ol Mol) t-Butyl- 
ester VII werdcn in 40 ml Dimethylformamid gelost, in Eis gekiihlt und mit einer eiskalten 
Losung von 4 g (0 ,Ol  Mol) 2-L-Lcucin-p-nitrophenylester [21] in 10 ml Dimethylformamid ver- 
setzt. Die Losung wird 1 Std. in Eis geruhrt und darauf uber Nacht bei Raumtemperatur auf- 
bewahrt. Nach Konzentrieren wird in Essigester gelost, mit eiskalter 5-prOz. Zitroncnsaure, 
Wasser, 5-proz. NaHC0,-Losung und Wasscr gewaschen, getrocknet und eingedampft. Die Sub- 
stanz wird aus Essigester/Petrolather umgefallt. Ausbeute 5,6 g (75%). Smp. 157-159". [a]? = 
- 51,O". 
C,,H,,O,N, (744,9) Ber. C 61,27 H 8,12 N l l , Z S %  Gcf. C 61,18 H 8,30 N 11,25% 

9. L-Leucyl-L-prolyl-L-ualyZ-L-asparaginyl-L-leucin-t-butylesfer ( I X ) .  7,45 g (0 ,Ol  Mol) t-Butyl- 
ester VIII weiden in 100 ml Methanol gelost und iiber Pd/C hydriert. Nach beendeter Hydrie- 
rung wird vom Katalysator abfiltriert und zur Trockne verdampft. Der Ruckstand wird aus 
Aceton/Ather/Petrolather umgefallt. Ausbeute 5,5 g (90%). Smp. 110-111". [a]% = - 53,5". 
C,H,,O,N, (610,8) Ber. C 58,99 H 8,91 N 13,76y0 Gef. C 59,04 H 8,95 N 13,43y0 

10. Z-~-Phenylalanyl-L-leucyl-L-prolyl-~-valyl-~-as~ura~~nyl-~-leucin-t-butylester (X). l5,5 g 
(0,022 Mol) t-Rutylester IX werden in 50 ml Dimethylformamid gelost, in Eis gekiihlt und rnit 
einer eiskalten Losung von 9,2 g (0,022 Mol) 2-L-Phenylalanin-p-nitrophenylester [22] in 50 ml 
Dimethylformamid vereinigt. Die Losung wird 2 Std. in Eis uncl uber Nacht bei Raumtemperatur 
aufbewahrt. Nach Versetzen rnit Eiswasser wird abgcnutscht, mit eislralter 5 proz. Zitronensaure, 
Wasser, 5-prOZ. NaHCO,-Losung und Wasscr gewaschen und getrocknet. Das Hexapcptid wird 
aus Methanol/Wasser umgefallt. Ausbeute 19,5 g (80%). Smp. 184-186". [ a ] g  = -47,4". 
C,,H,,O,,N, (892,O) Ber. C 63.27 H 7,79 N 10,99Y0 Gef. C 63,04 H 8,03 N 11 ,18~0  
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1 1. L- Phenylalanyl-L-lezccyl-~-prolyE-L-valyl-~-asparaginyl-~-leucin-t-buty~ester (XI), 17,8 g 
(0,02 Mol) t-Butylester X werden in 300 ml Methanol gelost und iiber PdjC hydriert. Darauf wird 
vom Katalysator abfiltriert und zur Trockne verdampft. Die Substanz wird aus Aceton/Athcr/ 
Petrolather umgefallt. Ausbeute 13,6 g (90%). Smp. 98-100'. [z]g = - 69,5O. Die Substanz halt 
hartnackig etwas Aceton zuriick. 
C,gH,aO,N, (757,9) Rer. C 61,80 H 8,38 N 12,94% Gef. C 61,91 H 8.50 N 12,48% 

12. Z-L-Seryl-L-leucyl-L-phenylalanyl-L-prolyl-L-valyl-L-asparaginyl-L-leucin-t-butylester ( X I I )  . 
1 g (0,004 Mol) Z-L-Serin-hydrazid [23] wird in 11 ml Wasser suspendiert, mit 0,85 ml Eisessig 
und 0 2 8  ml konz. HC1 in Losung gebracht und bei 0" rnit 410 mg Natriumnitrit in 5 ml Wasscr 
versetzt. Nach 5 Min. Ruhren wird das Azid rnit 50 ml eiskaltem Essigester extrahiert, dieser 
2mal mit Eiswasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und zu einer eiskalten Losung 
von 3 g (0,004 Mol) ~-Leucyl-~-phenylalanyl-~-prolyl-~-valyl-~-asparaginyl-~-leucin-t-butylester 
(XI) in 50 ml Dimethylformamid filtriert. Die Losung wird darauf uber Nacht im Eiskasten auf- 
bewahrt. Nach Abdestillieren des Essigesters wird rnit Eiswasser versetzt, der Niederschlag ab- 
genutscht, rnit eiskalter 5-proz. Zitronensaure, Wasser, 5-proz. NaHC0,-Losung und Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Das Heptapeptid wird aus  MethanoljWasscr umgefallt. Ausbeute 2,4 g 
(62%). Smp. 189-190". [u]g = -45,5O. 
C,oH,40,,N, (979,l) Ber. C 61,33 H 7,62 N 11,44% Gef. C 61,33 H 7,87 N 11,72% 

13. Z-L-SeryE-~-leucyl-~-phenylalanyl-~-~rolyl-~-walyl-~-asparaginyl-~-le~c~n ( X I I I ) .  3,s g 
(0,0036 Mol) geschutztes Heptapeptid XI1 werden rnit 7 ml Trifluoressigsaure [24] iibergossen und 
30 Min. bei Raumtemperatur geruhrt, wobei vollstandige Losung eintritt. Darauf wird mit eis- 
kaltem Ather vcrsetzt, dcr Niederschlag abgenutscht und rnit viel Ather gewaschen. Die erhaltene 
Heptapeptidsaure wird lmal aus Dimethylformamid/Ather und lmal aus Dimethylformamidl 
Wasser umgefallt. Ausbeute 3,3 g (90%). Smp. 185-190'. [a]E = -47,3". 

C4,H,B0,,N, (923,O) Rer. C 59,85 H 7,21 N 12,14% Gef. C 59,67 H 7,23 N ll,SO% 
14. 2-L-Seryl-L-leucyl. L-phenylalanyl-L-prolyl-L-valyl-L- asparaginyl-L-leucin-p-nitvophenylester 

( X I V ) .  3,l g (0.0034 Mol) Hexapeptidsaure XI11 werden in 8 ml Pyridin gelost, mit 1,9 g (0,0068 
Mol) Di-(p-nitropheny1)-sulfit [25] versetzt und 15 Std. bci Raumtemperatur aufbewahrt, wobei 
cine feste Masse entsteht. Dicse wird mit &her verrieben, abgenutscht und rnit viel k h e r  ge- 
waschen. Die Substanz wird zur Entfernung von iiberschiissigem p-Nitrophenol verschiedene 
Male rnit AtherlPctrolather 1 : 1 verrieben und am Schluss aus Dimethylformamid/Ather umge- 
fallt. Ausbeute 3 g. Die Reinheit des Z-Heptapeptid-p-nitrophenylesters wurde spektroskopisch 
[27] zu ca. 70% bestimmt. Er  wurde ohne weitere Reinigung direkt weiter eingesetzt. 

15. L-Seryl-~-leucyl-L-phenylaEanyl-~.-prolyE-~-walyE-L-asparaginyl-L-leucin p-nitrophenylester, 
HBv ( X V ) .  2,6 g Z-Hexapeptid-p-nitrophenylester XIV werden in einem Gemisch von 11 ml Tri- 
fluoressigsaure und 0,25 ml Wasser gelost. Bei 0' wird darauf unter Ruhren wahrend 1 Std. 
HBr-Gas eingeleitet und anschliessend das Hydrobromid durch Zusatz van eiskaltem Ather ge- 
fallt. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit viel Ather gewaschen und getrocknet. Das leicht 
hygroskopische Produkt (2,Z g) wird direkt zur Cyclisierung verwendet. 

16. Cyclo-(L-seryl-~-leucyl-L-phenylalanyl-L-~rolyl-L-valyl-~-asparaginyl-L-leucyl-) ( X V I ) .  Das 
Hydrobromid XV (2,2 g) wird in 100 ml Dimethylformamid gelost und innerhalb 4 Std. unter 
kraftigem Riihren bei 55" in 800 ml Pyridin eingetropft. Die Losung wird noch 15 Std. bei 55' 
gehalten und dann zur Trockne verdampft. Der Ruckstand wird rnit Eiswasser versetzt und die 
feste Masse abgenutscht, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Darauf wird in wenig Athanol 
gelost und stehengelassen, wobei Evolidin langsam auslrristallisiert, Es wird abgenutscht und aus 
Athanol/Wasser umkristallisiert. Die analytische Charakterisierung dieses Produktes und sein 
Vergleich rnit naturlichem Evolidin sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Ausbeute 280 mg (23%), 
bezogen auf 70% p-Nitrophenylester. 

17. 0.Acetyl-evolidin ( X V I I ) .  60 mg Evolidin (XVI) und 60 mg wasserfreies Natriumacetat 
werden rnit 1,4 ml Acetanhydrid 4 Std. auf Clem Dampfbad erhitzt [Z]. Darauf wird zur Trockne 
verdampft, rnit wenig Eiswasser versetzt und die anfallende Substanz abgenutscht. Sic wird aus 
MethanoljWasser umkristallisiert. Ausbeute 40 mg. Smp. 250-252' (Lit. [2] : 24S-25O0). 

C,H,,O,,N, (812,9) Ber. C 59,09 H 7,44 N 13,78% Gef. C 59,OZ H 7,60 N 13,64% 
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SUMMARY 

The structure proposed for Evolidine, a cyclic heptapeptide isolated from the 
leaves of Evodia xanthoxyloides, is coiifirmed by degradation of the natural product 
and by synthesis. 

Chemische Forschungsabteilung der 
I?. HOFFNANN-LA ROCHE & Co. AG., Basel 

LITERATURVERZEICHNI S 

[I] G. K.  HUGHES, K.  G. NEILL & E. RITCIIIE, Austral. J. agric. Res. 7952, AS, 401. 
[2] I?. W. EASTWOOD, G. K. HUGHES & E. RITCHIE, Austral. J. Chemistry 8, 552 (1955). 
[3] H. U. LAW, I.  T. MILLAR, H. D. SPRINGALL &A.  J .  BIRCH, Proc. chem. SOC. 7958,198; H. D. 

[4] F. SANGER, Biochem. J. 39, 507 (1945); F. SANGER & E. 0. P. TaonfpsoN, ib id .  53, 353 (1953). 
[5] P. EDMAN, Acta chem. scand. 4, 277, 283 (1950). 
[6] K. VOGLER. R. 0. STUDER, P. LANZ, W. LERGIER, Erika BOHNI & B. FUST, Hclv. 46, 2823 

(1963). 
[7] M. BODANSZKY, Nature 775, 685 (1955). 
[8] R. 0. STUDER, unveroffentlichte Versuche. 
[9] I<. VOGLER, R. 0. STUDER. P. LANZ, W. LERGIER 61 ERIKA ASHNI, Experientia 20, 365 

(1964). 
[lo] J .  P. GREENSTEIN & M. WINITZ, {(Chemistry of the Amino Acids,, John Wiley & Sons, Inc., 

London 1961, p. 1048. 
1111 D. T. GISH, P. G. KATSOYANNIS, G. P. H ~ s s  & R. J.  STEDNIAN. J. Amer. chem. Snc. 78, 

5954 (1956); C. RESSLER, ibid. 78, 5956 (1956); M. BODLNSZKY & V. D U  VIGNEAUD, ibid.  
87, 5688 (1959). 

LAW, I. T. MILLAR & M. D. SPRINGALL, J. chem. SOC. 1961,279. 

[12] TH. CURTIUS, Ber. deutsch. Chem. Ges. 35, 3226 (1902). 
1131 H. NESVADBA & G. T. YOUNG, Tetrahedron Letters 7963, 361. 
[I41 E .  CHERBULIEZ, J .  MARSZALEK & J. RABINOWITZ, Helv. 46, 1445 (1963). 
[151 S. AICABnRI, K. OHNO & K. NARITA, Bull. chem. SOC. Japan 25, 214 (1952). 
[l6] J .  I. H~RRIs ,  R. D. COLE & N. G. PON, Biochem. J .  62, 154 (1956); P. DESNUELLE & A. 

CASAL, Biochim. biophysica Acta 2, 64 (1948); P. DESNUELLE h G. BONJOUR, ibid. 7, 451 
(1951); A. H. GORDON, .4. J. P. MARTIN & R. L. M. SYNGIE, Biochem. J .  35, 1369 (1941). 

1171 Ref. [lo], p. 1785. 
[18] Ref. [lo], p .  1782. 
[19] G. W. ANDERSON & F. M. CALLAHAN, J. Amer. chem. SOC. 82, 3359 (1960). 
[ZO] M. BODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. SOC. 87, 5688 (1959). 
[21] R. ISELIN, W. RITTEL, P. SIEBER h R. SCHWYZER, Helv. 40, 373 (1957). 
[22] M. BODANSZKY & V. nu  V I G N E a U D ,  J .  Amer. chcm. SOC. 87, 6072 (1959). 
1231 J. S. FRUTON, J. biol. Chemistry 146, 463 (1942). 
1241 R. SCHWYZER & W. RITTEL, Helv. 44, 159 (1961). 
[25] B. ISELIN & R. SCHWYZER, Helv. 43, 1760 (1960). 
[26] S T .  GUTTMANN & R. A.  BOISSONNAS, Helv. 42, 1257 (1959). 
[27] R. SCHWYZER & P. SIEBER, Helv. 40, 624 (1957). 
j28] E. STAHL, ~Arbeitsvorschrift fur Uiinnschichtchrornalographie )), herausgcgeben von dcr 

[29] R.  0. STUDER, W. LERGIER & K. VOGLER, Helv. 46, 612 (1963). 
[30] K. ROWE, E. FERBER h H. FISCHER, Z. physiol. Chem. 373, 174 (1958). 
1311 A. E. BENDER & 1% A. KREBS. Biochem. J .  46, 210 (1950). 
[32] M. BRENNER, A. NIEDERWIESER & G. PATAKI, Experientia 77, 145 (1961). 
[33] H. FRAENKEL-CONRAT & J. I. HARRIS, J. Amer. chcm. SOC. 76, 6058 (1954) ; ((Methods of Bio- 

1341 P. EDMANN & J .  SJOQUIST, Acta chem. scand. 70, 1507 (1956). 
1351 G. RRAUNITZER, Chem. Ber. 88, 2025 (1955). 

Firma C. DESAGA, GmbH., I-Ieiclelberg. 

chemical Analysis$, Vol. 2, S. 386. 




