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metal ion and the ligand protons liberated in com-
plex formation.

The ligands under study is a very weak acid
pK. = 10.96. Thus the ligand protons as such are
not in a titrable form. Hydrolysis of these metal
ions in 70% dioxan-water mixture have been
studied 7 and are not likely to interfere in the stabi-
lity determinations. Moreover, there was no pre-
cipitation during the chelation titrations, ruling out
the possibility of hydrolysis of these metal ions in
presence of large excess of ligands. Thus, the con-
sumption of an excess of alkali in chelation titration
over the simple ligand titration is due to the ligand
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protons liberated during the complex formation.
This may be represented as:

M2© L HA + OH® ZMA® +H,0,
MA® + HA+OH® ZMA,+H,0.

The following order of stability of BPHA metal
chelates was found. Paladium > copper > nickel
> zinc > manganese.

The authors express their gratitude to Professor R.
C. MEenrotra for providing facilities in the department.
They are also grateful to the Council of Scien-
tific & Industrial Research for granting a
research followship to one of them (J. P. C. Jamni).

7 D. N. Puronrr and N. C. Socani, Naturwissenschaften 51 (23), 553 [1964].
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Zur massenspektrometrischen Sequenzbestimmung von Cysteinpeptiden eignen sich die S-Benzyl-
N-Trifluoracetylpeptiddthylester. Verschiedene Di-, Tri- und Tetrapeptide mit Cystein sind neu dar-
gestellt und deren Massenspektren eingehend untersucht worden. Eine Feststellung von N- und
C-terminalem Cystein sowie der Position von Cystein in einer Peptidkette ist leicht moglich. Die
Gas-Chromatographie einiger Dipeptide wird mitgeteilt.

Im Rahmen der Synthese von Peptiden aus der
Sequenz des Ferredoxins mittels klassischer Metho-
den und an fester Phase nach MerriFiELD ! war die
Sequenz und die Konstitution der insbesondere
Cystein enthaltenden Peptide zu iiberpriifen. Hierfiir
erschien die Massenspektrometrie der N-Trifluor-
acetyl-Peptidester geeignet, die von WEeycanp %3
und STENHAGEN* ausfiihrlich untersucht worden ist.

Obwohl bereits viele Peptide mit neutralen und
sauren Aminosduren massenspektrometrisch unter-
sucht worden sind, fehlen bisher eingehendere Stu-
dien iiber Cysteinylpeptide. Bei der N-Trifluoracety-
lierung und Veresterung von Cysteinylpeptiden
laufen durch H,S-Eliminierung und Disulfid-
bildung unerwiinschte und unkontrollierbare Neben-
reaktionen ab. WevcanD ® hat daher die Entschwefe-

1 G. R. Marsuart u. R. B. MerririeLp, Biochemistry 4, 2394
[1965].

2 F. Wevcano, A. Prox, W. Konic u. H. H. FesseL, Angew.
Chem. 75, 724 [1963].

3 F. Wevcanp, A. Prox, H. H. Fesser u. K. Kux Sux, Z. Na-
turforschg. 20 b, 1169 [1965].

4 E. Stexnacey, Z. analyt. Chem. 181, 462 [1961].

lung der Cysteinreste mit Raney-Nickel vorge-
schlagen, wobei die entsprechenden Alaninderivate
entstehen. Die direkte massenspektrometrische Unter-
scheidung von urspriinglich vorhandenem Alanin ist
dann aber schwierig. Es erschien daher giinstiger,
die SH-Gruppe durch Veritherung zu schiitzen. Da-
durch werden Nebenreaktionen vermieden. Als
Schutzgruppe eignet sich die Benzylgruppe, die bei
vielen Synthesen ohnehin bereits eingefithrt wird
und somit zumindest bei der Kontrolle von Synthesen
am giinstigsten ist. Aber auch bei der massenspektro-
metrischen Sequenzanalyse ist diese Schutzgruppe
vor bzw. nach der Hydrolyse leicht einzufithren und
somit auch in diesen Féllen empfehlenswert.
N-Trifluoracetyl-Peptidester konnen nach Wey-
GAND gaschromatographisch bis zu Tetrapeptiden 6

5 F. Wevcanp, A. Prox, E. C. Jorcensen, R. Axex u. P. Kircu-
NER, Z. Naturforschg. 18 b, 93 [1963].
8 F. Wevcanp et al., Chem. Ber. 92, 2099 [1959].

%2 A. Prox u. F. Wevcanp, Sequenzanalyse durch Kombina-
tion von Gaschromatographie und Massenspektrometrie;
VIII. Europ. Peptidsymposium, Sept. 1966, Noordwijk,
North Holland Publ. Amsterdam, im Druck.
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Verbindung Relative Intensititen in 9, bezogen auf intensivsten Peak Temperatur
mle M-91 mle mle mle mle mle mle mle M  des Proben-
91 123 124 137 149 166 176 177 halters bei
Verdampfung
(ca.10-7Torr)
MY
TFA-Cys(BZL)-Gly-OEt * 100 14 8 3 4 3 — 8 2 4 ca. 50
TFA-Cys(BZL)-Ala-OEt * 100 23 6 4 6 3 1 5 6 6 ca. 50
TFA-Cys(BZL)-Val-OEt * 100 27 6 4 4 3 2 3 10 7 ca. 60
TFA-Cys(BZL)-Ile-OMe * 100 16 5 5 6 3 2 3 6 2 ca. 50
TFA-Ser(Ac)-Cys(BZL)-OEt 100 10 5 4 9 11 6 8 — 4 ca. 80
TFA-Gly-Ala-Cys(BZL)-OEt 100 13 1 10 3 3 7 4 — 1 ca. 80
TFA-Thr-Cys(BZL)-Ile-OMe 100 17 3 6 3 8 9 5 8 2 ca. 85
TFA-His-Ala-Cys(BZL)-OEt 98 33 3 16 3 2 — — — 4 160—180
TFA-Cys(BZL)-Pro-Val-OMe 100 6 9 4 10 4 — 3 2 2 ca. 170
TFA-Cys(BZL)-Ala-Ser(Ac)-OEt 100 11 7 7 6 5 — 16 10 2 ca. 80
TFA-Ala-Cys(BZL)-Ala-OEt 91 26 4 5 2 7 8 5 6 3 ca. 80
TFA-Gly-Ala-Cys(BZL)-Ala-OEt 96 17 4 10 2 4 19 4 5 2 180—200

Tab. 1. Charakteristische Peaks einiger S-Benzyl-Cysteinylpeptide. * Gaschromatographisch untersucht entsprechend Bedin-
gungen von Abb. 1.

getrennt werden. Andererseits eignen sich diese
Derivate auch zur massenspektrometrischen Identi-
fizierung 2~ 4. Beide Methoden sollten deshalb bei der
Sequenzanalyse von Polypeptiden einen wesentlichen
Fortschritt erbringen.

Bei Peptiden mit neutralen und sauren Amino-
sdure-Bestandteilen ist die Brauchbarkeit dieser Me-
thode im Prinzip auch aufgezeigt worden. Schwierig-
keiten treten insbesondere bei cystein- und serinhal-
tigen Peptiden auf. Es zeigte sich nun, daf} die
S-Benzyldther von Cystein enthaltenden N-Trifluor-
acetyl-Peptidestern wegen ihrer relativ hohen Fliich-
tigkeit (s. Tab. 1) fiir massenspektrometrische Unter-
suchungen geeignet sind. Die hohe Thermostabilitit
dieser Verbindungen erlaubte auch die Trennung
einiger dieser Derivate mit dem kombinierten Gas-
Chromatograph-Massenspektrometer (LKB 9000)
(s. Tab. 1 und Abb. 1). Da die Massenspektren der
von der GC-Sédule eluierten Substanzen und der im
Direkt-EinlaB-System untersuchten, ungereinigten
Verbindungen keine Unterschiede aufweisen, kann
angenommen werden, dal die N-Trifluoracetylierung
dieser S-Benzyl-Cystein-Derivate ohne Bildung von
fliichtigen Nebenprodukten ablauft.

Uber die Fragmentierung von N-TFA-Peptidestern
liegen bereits ausfiihrliche Untersuchungen vor 274,
Die dabei gefundenen GesetzmiBigkeiten werden
durch das Vorhandensein von S-Benzyl-Cystein in
der Peptidsequenz im Prinzip nicht verdndert. Die
Elektronenanhdufung in der S-Benzyl-Seitenkette be-
wirkt zusatzlich eine groBe Intensitdt der durch Re-
aktionen dieses Restes entstehenden Ionen in den

}
L

1

10 5 Min.
Abb. 1. Gas-Chromatogramm eines Gemisches von TFA-Cys-
(BZH)-Ala-OEt (1), TFA-Cys(BZL)-Gly-OEt (2) und TFA-
Cys(BZL)-Val-OEt (3). LKB-9000 Gas-Chromatograph-Mas-
senspektrometer, Siule: 5, 1/8” (Stahl) ; 5% SE 30 auf Chro-
mosorb W, Trigergas: 60 ml He/min, Temperatur: Injektor
290 °C, Siule: 170 °C isotherm, Separator: 270 °C, Ionen-
quellentemperatur: 290 °C. Probe: 1 ul einer Losung der

Komponenten in Essigester.

Massenspektren. So fillt besonders die groBe Inten-
sitit des Peaks bei m/e 91 (C,H,®) auf, der in den
Spektren fast aller untersuchten Beispiele am groften
ist. Auch ein Peak der Masse M-91 zeichnet sich in
allen Fillen durch grole Intensitdt aus. Weitere auf
den S-Benzyl-Rest zuriickzufiihrende Ionen sind aus
Tab. 2 ersichtlich. Die jeweiligen relativen Inten-
sitdten sind in Tab. 1 angegeben. Die entsprechenden

mle 123 [CeHz—CH,—S]

mle 124  [CeH;—CH,—SH]

mle 137 [CeH;—CH,—S—CH,]

mle 149 [CgH;—CH—S—CH—CH,]

mle 166  [CeH;—CH,—S—CH,—CH=NH,]
mle 176 [CgH;—CH—S—CH—CH—C=0]
mle 177 [CeH;—CH,—S—CH—CH—C=0]

Tab. 2. Auf den S-Benzyl-Rest zuriickzufiihrende Fragment-
ionen.
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Abb. 2. Massenspektrum, Fragmentierungsschema und Fragmentionen von TFA-Cys(BZL)-Ala-OEt, Massenspektrometer:
LKB 9000. Elektronenenergie: 50 eV. Ionenquellentemperatur: 270 °C.
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Abb. 3. Massenspektrum, Fragmentierungsschema und Fragmentionen von TFA-Ser(Ac)-Cys(BZL)-OEt.

Massenspektro-

meter: LKB 9000. Elektronenenergie: 50 eV. Ionenquellentemperatur: 270 °C.
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Ionen, bei denen die positive Ladung am Molekiil-
rest verbleibt, finden sich in fast allen untersuchten
Fillen bei M-123, M-137 und auch bei M-122 (Ab-
spaltung von CgH; —CH=S).

AuBerordentlich wichtig fiir die Ableitung der
Sequenz sind die Ionen, die bei N-terminaler bzw.
C-terminaler Stellung von S-Benzyl-Cystein auftreten.
In den Abbn.2 und 3 ist je ein Beispiel wieder-
gegeben. Bei N-terminaler Stellung tritt regelmaBig
ein Peak bei m/e 172 auf, der wahrscheinlich dem

D
Ion CF; — CO — NH = CH — CH, — SH zukommt. Bei

@

mfe 262 (CF3—CO—-NH=CH-CH,—-S—-CH,—
CgH;) wurde dagegen in keinem Fall ein Peak mit
bemerkenswerter Intensitdt festgestellt. Charakte-
ristisch fiir N-terminales S-Benzyl-Cystein sind auch
Ionen, die aus dem Molekiil durch Eliminierung von
CF; — CO —NH, (M-113) bzw. von CF3— CO — NH,
+ C¢H; — CH, (M-204) entstehen. Der aufeinander-
folgende Zerfall M® — (M-113) © — (M-204) © ist
durch die Beobachtung metastabiler Ionen in meh-
reren Fillen gesichert und wurde ausschlieflich bei
N-TFA-Peptidestern mit aminoendstdndigem S-Ben-
zyl-Cystein beobachtet (Tab. 3). Die Ionen der
Form [I] und [II] scheinen besonders stabilisiert
zu sein und wurden in sdmtlichen untersuchten Fal-
len mit grofer Intensitdt beobachtet.

" 0
l o
CJ&—CHrS—CH=CH—C0—HN—CH—C< )
OR’
(1]
_OR

(S—CH=CH—CO—HN-—(|JH—C\ o
0

R
(11]

Diese Ionen lassen einen eindeutigen Schluf} iiber
die Stellung des Cysteins in der Sequenz in héheren
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Peptiden zu, wie dies fiir ein Tri- und Tetrapeptid
als Beispiel in Tab. 4 gezeigt wird.

Peptid Relative Intensitit
(%]
m/e222 " mje131
(Ion [III])
TFA-Ser(Ac)-Cys(BZL)-OEt 75 28
TFA-Gly-Ala-Cys(BZL)-OEt 22 12
TFA-His-Ala-Cys(BZL)-OEt 2 5

Tab. 4. Intensitéten einiger charakteristischer Peaks bei
C-terminalem Cystein.

Bei C-terminalem S-Benzyl-Cystein tritt bei jedem
der drei untersuchten Beispiele ein Peak bei m/e 222
[III] sowie ein daraus durch Abspaltung von
C¢H; — CH, entstehendes Ion bei m/e 131 auf
(Tab. 5).

/0

C¢H;—CH,—S—CH=CH-C @)

( 6415 2 \OC2H.)
[1I1]

Sehr wichtig fiir die Sequenzableitung ist auch
das Erkennen des Molekularions. Es tritt in allen
untersuchten Fiéllen mit ungewdhnlich grofler Inten-
sitat auf (s. Tab. 1). Dies diirfte auf den aromati-
schen Molekiilanteil des Benzylrestes zuriickzufiihren
sein und spricht wiederum fiir die Stabilitit dieser
S-Benzyl-Cystein-Derivate. Bei Peptiden ohne aro-
matischen Molekiilanteil liegt die Intensitat des Mole-
kularions oft sogar unterhalb der Nachweisgrenze,

Peptid Relative Intensitit
(%]
Ion [I] ° Ion [II]
TFA-Ala-Cys(BZL)-Ala-OEt 6 31
TFA-Thr-Cys(BZL)-Ile-OMe 4 42
TFA-Gly-Ala-Cys(BZL)-Ala-OEt 5 30

Tab. 5 Intensitdten der charakteristischen Peaks bei Cystein
in der Sequenz.

Peptid Relative Intensitit
[%]
mfe 172 mfe mfe
(M-CF;;-CO . NHg) (M-CFaCONHz + (P'CHz)

TFA-Cys(BZL)-Gly-OEt 7 23 31
TFA-Cys(BZL)-Ala-OEt 6 23 33
TFA-Cys(BZL)-Val-OEt 7 12 32
TFA-Cys(BZL)-Ile-OMe 6 7 24
TFA-Cys(BZL)-Pro-Val-OMe 7 1 2
TFA-Cys(BZL)-Ala-Ser(Ac)-OEt 3 <1 4

Tab. 3. Intensitdt einiger charakteristischer Peaks bei N-terminalem Cystein.
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wihrend hier Intensitaten bis zu 7% erreicht werden.
Dies erleichtert wesentlich die Deutung der Massen-
spektren.

Eine Ubersicht iiber die Fragmentierung mit Inter-
pretation aller wichtigen Ionen ist in Abb. 2 fiir ein
Cysteinylpeptid mit N-terminalem S-Benzyl-Cystein
und in Abb. 3 firr ein Peptid mit C-terminalem
S-Benzyl-Cystein angefiihrt.

Die hier verwendeten Peptide sind in den meisten
Fillen bisher noch nicht beschrieben worden. Zur
Synthese wurden die iiblichen Verfahren der Peptid-
chemie verwendet, die im einzelnen aus dem experi-
mentellen Teil ersichtlich sind. Uber die an fester
Phase synthetisierten Peptide werden wir gesondert
berichten.

Beschreibung der Versuche *

1. Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden mit einem LKB-9000
Gas-Chromatograph-Massenspektrometer mit einer Elek-
tronenenergie von 50 eV bei einer Ionenquellentempe-
ratur von 270° aufgenommen. Als EinlaBsystem diente
ein Direkt-EinlaBsystem mit direkter Heizung und Was-
serkiihlung.

2. Darstellung der S-Benzyl-Cystein-
Peptidester

Z-1-Cys(BZL)-Gly-OEt wurde nach GoLpscamipT und
Jurz 7 dargestellt.

Z-1-Cys(BZL)-or-Ala-OEt

34,5 g (0,1 Mol) Z-.-Cys(BZL)-OH7 werden mit
14,3 g (0,1 Mol) Carbonylamino-pi-Alanindthylester 8
und 10ml Pyridin iibergossen. Nachdem die Kohlen-
dioxidentwicklung schwécher wird, erhitzt man noch
3 Stdn. auf 80°. Danach wird das Pyridin im Vakuum
verdampft, der Riickstand in 300 ml Essigester auf-
genommen und je dreimal mit 50 ml 2-n. Salzsdure,
10-proz. Sodalésung und Wasser gewaschen, iiber Na-
triumsulfat getrocknet und mit Petroldther gefillt. Eine
weitere Umfillung erfolgt aus Essigester-Petroléther.
Schmp. 114 —115,5°; Ausbeute 24,2 g (54,5%).

CasH2s05NoS (444,6)
Ber. C 62,00 H6,38 018,05 N 6,35 S7,22,
Gef. C61,50 H6,30 018,16 N 6,44 S 7,44.

Z-1.-Cys(BZL)-ovL-Val-OEt

34,54 g (0,1 Mol) Z-.-Cys(BZL)-OH7, 17,1 g (0,1
Mol) Isocyanat-pr-Val-OEt® in 20 ml absolutem Pyri-

* Nomenklatur und Abkiirzungen wurden entsprechend den
IUPAC-Empfehlungen ausgefiihrt: IUPAC Information
Bulletin Nr. 20, Juli 1963, S. 16 —18 und Nr. 25, Februar
1966, S. 32 —40.
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din werden bei 80° 3 Stdn. erhitzt. Nach dem Entfer-
nen des Pyridins im Vakuum und Aufnehmen des Riick-
standes in 300 ml Essigester wird mit je dreimal 50 ml
2-n. HCI, 10-proz. Natriumcarbonat-Losung und Was-
ser gewaschen. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat wird
der Essigester eingeengt und mit Petroldther gefallt.

Ausbeute nach einer weiteren Umféllung aus Essigester-
Petroldther: 26,0 g (55% d. Th.), Schmp. 104—107°.

CasH3205N,S  (472,6)

Ber. C63,54 H6,83 016,93 N 5,93 S 6,78,
Gef. C63,75 H6,65 016,88 N 5,99 S 6,92.

Z-1-Cys(BZL)-v-1le-OMe

14,5 g (0,08 Mol) H-r-Ile-OMe - HCI werden in 150 ml
absolutem Tetrahydrofuran gelost, auf 0° abgekiihlt
und mit 11,2 ml (0,08 Mol) Tridthylamin versetzt. Nach
Absaugen des ausgefallenen Tridthylaminhydrochlorids
wird das Filtrat zu einer Losung von 27,6 g (0,08 Mol)
Z-1-Cys(BZL)-OH in 150 ml absolutem THF gegeben
und die Losung auf 5° abgekiihlt. Nun gibt man 16,5 g
(0,08 Mol) Dicyclohexylcarbodiimid in 40 ml Tetra-
hydrofuran zu, 1dBt die Mischung unter Riihren auf
Raumtemperatur kommen und fiigt nach 2 Stdn. 0,5 ml
Eisessig zu. Danach wird vom Harnstoff abgesaugt, das
Filtrat im Vakuum eingeengt und der olige Riickstand
in 300 ml Essigester aufgenommen. Die Losung wird
mit je dreimal 0,75-n. HCI, 40 ml Wasser, 5-proz. Na-
triumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser gewaschen,
iber Natriumsulfat getrocknet, mit Petroldther bis zur
Triibung versetzt und auf —70° gekiihlt. Der Dipeptid-
ester kristallisiert bei langsamem Erwédrmen auf Raum-
temperatur in schonen Nddelchen. Nach dem Absaugen,
Waschen mit Petroldther und Trocknen iiber Diphos-
phorpentoxid wird aus Essigester-Petroldther umkristal-
lisiert. Schmp. 79,5—80°, Ausbeute: 32,1 g (85%
d. Th.).

CasHysO5N,S (472,6)

Ber. C63,40 H6,83 016,90 N 5,92 S 6,78,
Gef. C63,48 H7,08 016,82 N 5,89 S6,91

H-1-Cys(BZL)-L-lle-OMe- HBr

18,95 g (0,04 Mol) Z-.-Cys(BZL)-L-Ile-OMe werden
mit einer eiskalten Mischung aus 10 ml Eisessig und
34 ml 40-proz. Bromwasserstoff-Eisessiglosung iibergos-
sen und nach Zusatz einiger Resorcinkristalle eine Stde.
bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach Abziehen des
Eisessigs am Rotationsverdampfer wird der Riickstand
mit 300 ml absolutem Ather iibergossen und iiber Nacht
in den Kiihlschrank gestellt. Das gut kristallisierte Di-
peptidesterhydrobromid wird nach dem Absaugen iiber
Kaliumhydroxid und Diphosphorpentoxid getrocknet.
Ausbeute: 16,4 g (97,5% d. Th.).

Cy;H5;05N,SBr (419,4)

7 S. Govrpscamiot u. C. Jurz, Chem. Ber. 86, 1116 [1953].
8 S. Gorpscumint u. M. Wick, Liebigs Ann. Chem. 375, 217
[1952].
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Z-pr-Ser-.-Cys(BZL)-OEt

25,33 g (0,1 Mol) Z-pL-Ser-NHNH, ? werden in einer
Mischung von 250 ml H,0, 25,3 ml Eisessig und 8,5 ml
konzentrierter Salzséiure gelost und auf —5° abgekiihlt.
Unter Riihren wird eine kalte Lésung von 8 g NaNO, in
25ml Wasser zugetropft. Nach 5 Min. wird das olige
Azid 2-mal mit je 100 ml eiskaltem Essigester extra-
hiert, mit kaltem Wasser gewaschen und 10 Min. unter
Riihren bei 0° mit Natriumsulfat getrocknet. Die ge-

trocknete Losung wird mit einer Losung von H-r-Cys-

(BZL)-OEt versetzt, die durch Suspension von 27,58 g
(0,1 Mol) H--Cys (BZL)-OEt-HCI in 40 ml Wasser und
200 ml Ather, Abkiihlen auf 0°, Zusatz von 14 ml
(0,1 Mol) Tridthylamin unter Schiitteln und Trocknen
bei 0° iiber Natriumsulfat erhalten worden ist. Die ver-
einigten Losungen werden durch eine Glasfritte gesaugt
und 48 Stdn. bei 0° stehengelassen. Nach dem Ab-
saugen und Waschen mit Ather wird aus Ather-Chloro-
form - Petroldther, Ather - Essigester - Petroldther und
Athanol (500 ml) umkristallisiert. Nach dem Trocknen
iiber Diphosphorpentoxid erhdlt man lange Nédelchen
vom Schmp. 118,5—119°; Ausbeute 31,8 g (69%).
Ce3Hps06NoS (460,6)

Ber. C 60,00 H 6,08 020,90 N 6,07 S 6,96,

Gef. C60,01 H6,01 021,05 N6,07 S7,14.

Z-Gly-or-Ala-L-Cys(BZL)-OEt

6,9 g (0,025 Mol) H-Cys(BZL)-OEt-HCl werden in
10 ml Wasser und 50 ml Ather suspendiert und bei 0°
mit 3,5ml Tridthylamin geschiittelt. Die abgetrennte
Atherphase wird wihrend der Azidbereitung iiber Na-
triumsulfat getrocknet.

7,35 g (0,025 Mol) nach Zau~x und ScunaseL 1° dar-
gestelltes Z-Gly-pL-Ala-NHNH, werden azidiert und in
300 ml Ather aufgenommen. Die Atherlsung wird mit
Eiswasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrock-
net. Nun werden Azidlésung und Esterlosung vereinigt,
24 Stdn. bei 20° stehengelassen, danach abgesaugt und
aus Essigester mit Petroldther ausgeféllt. Ausbeute:
6,1 g (48,5% d. Th.), Schmp. 108°.

Ca5Hs;06N3S (509,4)
Ber. C59,83 H6,22 019,13 N 8,39 S 6,43,
Gef. C59,82 H6,19 019,02 N8,41 S6,61.

BOC-1-Thr-.-Cys(BZL)-v-1le-OMe

8,6 g (0,0392 Mol) nach Hormasn u. Mitarb. ! dar-
gestelltes BOC-.-Thr-OH und 16,4 g (0,0392 Mol) H-r-
Cys(BZL)-L-Ile-OMe - HBr werden in 150 ml absolutem
Tetrahydrofuran geldst, auf 0° gekiihlt und unter Riih-
ren 5,30 ml Tridthylamin zugegeben. Nach 10 Min. wer-
den 8,25 g (0,04 Mol) Dicyclohexylcarbodiimid in
30 ml Tetrahydrofuran zugegeben und 4 Stdn. bei 0°
geriihrt. Nach Stehenlassen im Kiihlschrank iiber Nacht

9 G.Riey, J. H. TurssurL u. W.J. Witson, J. chem. Soc.
[London] 1957, 1373.

10 H, Zanx u. E. Scunasei, Liebigs Ann. Chem. 604, 62
[1957].

11 K. Hormany, R. Scamiecuen, R.D. WeLLs, Y. WoLman u.
N. Yanamara, J. Amer. chem. Soc. 87, 611 [1965].
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wird 1ml Eisessig zugegeben und am Rotationsver-
dampfer das Losungsmittel entfernt. Der Riickstand
wird zweimal aus Essigester-Petroldther umkristalli-
siert. Ausbeute: 17,8 g (84% d. Th.), Schmp. 103°.
Cy6H,4,0;NsS (539,7)
Ber. C57,80 H 7,65 020,55 N 7,78 S 5,94,
Gef. C58,17 H7,71 020,45 N 7,81 S5,86

Z-prL-His-prL-Ala-OEt

Die Synthese erfolgte analog der wL-Verbindung
nach R. W. HoLLey und E. SonpremEr 12, Die Ausbeute
betrigt nach einer Umkristallisation aus Athanol 69%,
Schmp. 113 —114°.

CioH»,05N, 388,4)
Ber. C59,14 H 6,37 O 20,04 N 14,45,
Gef. C59,45 H6,45 019,95 N 14,47.

Z-ov-His-oL-Ala-NHNH,

13,1 g Z-pr-His-pr-Ala-OEt, gelost in 65 ml Athanol,
werden mit 3,9 ml Hydrazinhydrat (90%) kurz auf-
gekocht und 24 Stdn. bei Raumtemperatur stehen-
gelassen. Die auskristallisierten, langen Nadeln werden
abgesaugt, mit wenig Athanol und viel Ather gewaschen
und roh zum Azid umgesetzt. Ausbeute: 11,1 g (88%),
Schmp. 188 —190°.

Z-or-His-or-Ala-L-Cys(BZL)-OEt

5,52 g (0,02 Mol) H-L-Cys(BZL)-OEt-HCl werden
in Wasser und 50 ml Ather suspendiert und bei 0° mit
2,8 ml Tridthylamin kurz geschiittelt. Die Atherphase
wird iiber Natriumsulfat getrocknet.

7,25 g (0,02 Mol) Z-pr-His-pr-Ala-NHNH, werden
in 250 ml Wasser und 50 ml konzentrierter Salzsdure
gelost, auf —5° gekiihlt und mit 2,4 g Natriumnitrit
in 15 ml Wasser azidiert. Nach 20 Min. werden 300 ml
—5° kaltes Chloroform zugegeben. Mit 50-proz. Pott-
aschelosung wird die wiBirige Phase auf pg 9 gebracht
und dann das Azid in die Chloroformphase extrahiert.
Nach fiinfminiitigem Trocknen iiber Natriumsulfat bei
—5° wird die Azidlésung mit der Esterlosung vereinigt
und 24 Stdn. stehengelassen. Die gelatineartig ver-
festigte Masse wird danach mit viel Petrolédther versetzt,
geriihrt und abgesaugt. Umkristallisiert wird aus Me-
thanol-Wasser, Athanol-Wasser und aus Dioxan durch
Zugabe von Petrolather. Ausbeute: 7,7 g (67,5% d. Th.),
Schmp. 119 —121°.

CagHgs06N5S (569,7)
Ber. €59,00 H6,25 016,84 N 12,26 S 5,65,
Gef. C 59,00 H6,26 016,83 N12,25 S5,81.

H-1-Pro-v-Val-OMe
13,45 g (0,08 Mol) H-L-Val-OCHy-HC1 '3 werden in
200 ml absolutem Dimethylformamid gel6st, mit 11,2 ml

12 R, W. Horrey u. E. SonpuEIMER, J. Amer. chem. Soc. 76,
1326 [1954].

13 R. A. Borssonas, St. GurrmMany, P.-A. Jaquenoup, I.-P. War-
LER, Helv. chim. Acta 39, 1421 [1956].
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Tridthylamin bei 0° versetzt und 10 Min. geriihrt. Nach
dem Abfiltrieren wird das Filtrat zur Lésung von 17,2 g
(0,08 Mol) BOC-L-Pro-OH** in 150 ml Tetrahydro-
furan gegeben. Danach werden 16,5 g (0,08 Mol) Di-
cyclohexylcarbodiimid in 40 ml Tetrahydrofuran zuge-
setzt und 2,5 Stdn. bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Zusatz von 2 ml Eisessig saugt man den ausgefallenen
Harnstoff ab und zieht die Losungsmittel im Vakuum
ab. Der Riickstand, ein leicht gelbes 01, wird ohne wei-
tere Reinigung zur Abspaltung der t-Butyloxycarbonyl-
Schutzgruppe mit 250 ml 4-n. Salzsdure in absolutem
Dioxan 45 Min. bei 20° geriihrt. Nach dem Abziehen
am Rotationsverdampfer wird der Riickstand mit abso-
lutem Ather versetzt, eine Nacht bei 0° geriihrt und
dann der Ather abdekantiert. Zur Freisetzung der Ester-
base wird das Hydrochlorid bei 0° mit 10-proz. Kalium-
hydrogencarbonat-Losung geschiittelt, quantitativ mit
Chloroform extrahiert, mit Wasser gewaschen und iiber
Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abziehen des
Chloroforms und 1-stdg. Trocknen iiber Diphosphor-
pentoxid bei 0,01 Torr werden 16,0 g (70%) olige Di-
peptidesterbase erhalten, die sofort weiterverarbeitet
wird.

H-.-Cys(BZL)-v-Pro-.-Val-OMe- HBr

11,4 g (0,05 Mol) H-L-Pro-.-Val-OMe und 17,2 g
(0,05 Mol) Z-1-Cys(BZL)-OH werden in 200 ml Methy-
lenchlorid gelost, auf —10° gekiihlt und mit 11,3 g
(0,055 Mol) Dicyclohexylcarbodiimid in 30 ml Methy-
lenchlorid versetzt, 12 Stdn. bei —10° und weitere
2 Stdn. bei 20° geriihrt. Nach Zusatz von 2 ml Eisessig
wird vom Harestoff abgesaugt, das Filtrat im Vakuum
abgezogen und der Riickstand in 200 ml Essigester auf-
genommen. Nach dem Waschen mit je dreimal 50 ml
5-proz. Natriumhydrogencarbonat-Losung, Wasser,
3-proz. Salzsdure und Wasser, wird iiber Natriumsulfat
getrocknet, der Essigester abgezogen und das zuriick-
bleibende Ol bei 0,01 Torr iiber Kaliumhydroxid und
Diphosphorpentoxid getrocknet. Zur Abspaltung der
Carbobenzoxy-Schutzgruppe wird das Ol mit 50 g eis-
kalter Bromwasserstoff-Eisessig-Losung (40%) iibergos-
sen und unter Zusatz von etwas Resorcin 45 Min. bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Hydrobromid wird dann
mit absolutem Ather ausgefillt und iiber Kalium-
hydroxid getrocknet. Das zahe Ol kristallisiert langsam
nach dem Umféllen aus absolutem Methanol durch Zu-
gabe von Ather beim weiteren Trocknen iiber Diphos-
phorpentoxid bei 0,01 Torr. Ausbeute: 14,8 g (59%
d. Th.).

Z-1-Cys(BZL)-or-Ala-NHNH,

10,7 g Z--Cys (BZL) -or-Ala-OC,H; werden in 150 ml
absolutem Athanol gelost, mit 6 g Hydrazinhydrat
(100%) versetzt und bei 20° 24 Stdn. stehengelassen.
Nach dem Absaugen, Einengen der Mutterlauge und
Umkristallisieren aus Athanol werden 9,4 g (91%)

14 G. W. A~persox u. A. C. McGrecor, J. Amer. chem. Soc.
79, 6180 [1957].

E. BAYER, G. JUNG UND W. KONIG

Niédelchen vom Schmp. 183,5° erhalten.

Ber. C58,55 H 6,10 014,88 N 13,00 S 7,46,
Gef. C58,53 H 6,18 015,03 N 12,96 S 7,54.

Z-L-Cys(BZL)-or-Ala-pL-Ser-OEt

1,70 g (0,01 Mol) H-pL-Ser-OEt- HCI und 1,40 ml Tri-
dthylamin werden in 20 ml Chloroform geldst, mit Essig-
ester versetzt und auf —10° gekiihlt. Nach Absaugen
des Tridthylaminhydrochlorids wird das Filtrat mit der
Azidlosung vereinigt, die wie folgt hergestellt wird:

4,31 g (0,01 Mol Z-1-Cys(BZL)-pr-Ala-NHNH, wer-
den in einer Mischung aus 17 ml Eisessig, 14 ml 2-n.
HCI und 33 ml Wasser geldst, auf 0° gekiihlt und eine
kalte Losung von 0,73 g Natriumnitrit in Wasser zuge-
tropft. Nach 5 Min. Riihren bei 0° wird das Azid in
150 ml eiskaltem Essigester aufgenommen und die
Azidlgsung schnell mit eiskalter Bicarbonat-Losung und
Eiswasser neutralgewaschen. Dann wird unter Riihren
10 Min. bei —10° mit Natriumsulfat getrocknet und
abgesaugt.

Die vereinigten Losungen werden 48 Stdn. bei 0°
stehengelassen, mit Petroldther ausgeféllt und zweimal
aus Essigester-Petroldther umgefillt. Ausbeute: 3,6 g
(67,6% d. Th.), Schmp. 100 —102°, Sintern ab 90°.

C26H3307N35 (531,6)
Ber. €58,75 H6,26 021,10 N7,91 S6,03,
Gef. C59,63 H6,33 019,31 N 8,44 S 6,29.

Z-or-Ala-v-Cys(BZL)-or-Ala-OEt

Z-1.-Cys(BZL) -pr-Ala-OEt wird mit Bromwasserstoff-
Eisessig-Losung wie iiblich decarbobenzoxyliert, die
freie Base aus dem Hydrobromid durch Schiitteln mit
eiskalter Kaliumcarbonat-Losung in Freiheit gesetzt
und in Chloroform aufgenommen. Nach dem Trocknen
iiber Natriumsulfat wurde das Chloroform im Vakuum
verdampft und der olige, farblose Riickstand bei
0,05 mm Hg iiber Diphosphorpentoxid eine Stde. ge-
trocknet. 13,4 g (0,04 Mol) H-.-Cys(BZL)-pL-Ala-OEt
werden dann zur Synthese des Tripeptidesters nach der
Phosphorazomethode !5 in 100 ml absolutem Pyridin ge-
lost, auf 0° gekiihlt und mit 2,8 g (0,02 Mol) Phos-
phortrichlorid in 15 ml Pyridin versetzt. Nach 30 Min.
Riihren bei Raumtemperatur werden 9,6 g (0,043 Mol)
Z-p1-Ala-OH zugegeben und 3 Stdn. auf 90° erhitzt.
Nach dem Abziehen des Pyridins wird in 500 ml Essig-
ester aufgenommen und je zweimal mit je 100 ml 2-n.
Salzsdure, Wasser, gesittigter Natriumhydrogencarbo-
nat-Losung und Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen
iiber Natriumsulfat wird die Lésung eingeengt und mit
Petrolather ausgefillt. Zwei weitere Umféllungen erfol-
gen aus Dioxan mit Petroldther. Ausbeute: 10,5 g (51%
d. Th.), Schmp. 131 —134°.

CoH3306N;S (515,6)

Ber. C 60,57 H6,45 N 8,16 S 6,22,
Gef. C59,27 H6,49 N 8,01 S5,81.

15 S. Goupscumint, Collection Czech. Chem. Commun. 24, 15
[1959].



VERBINDUNGEN UNTER HYDROTHERMALEN BEDINGUNGEN

Z-Gly-or-Ala-L-Cys(BZL)-pr-Ala-OEt

Die aus 7,3 g (0,025 Mol) nach Zaux und Scuna-
BEL 10 dargestelltem Z-Gly-pr-Ala-NHNH, bereitete, auf
0° gekiihlte und mit Natriumsulfat getrocknete dthe-
rische Azidlosung (s. oben) wird mit der gekiihlten und
getrockneten &therischen Lésung von 7,75 g (0,025 Mol)
H-1-Cys (BZL) -pr-Ala-OEt vereinigt und 36 Stdn. bei 0°
gehalten. Nach Absaugen des voluminésen Nieder-
schlags wird aus Essigester mit Petroliather zweimal
umgoeféillt. Ausbeute: 4,75 g (33,2%), Schmp. 113 bis
115°.

CosHgeO;N,S (572,7)
Ber. C 58,50 H 6,44 019,65 N 9,80 S 5,61,
Gef. C58,05 H 6,52 019,78 N 10,06 S 5,82.

3. Herstellung der N-TFA-Peptid-
Ester

Die nach obigen Vorschriften erhaltenen Carbobenz-
oxy-Peptidester werden zur Entfernung der Z-Schutz-
gruppe mit HBr-gesittigtem Eisessig bei Raumtempera-
tur behandelt. Die Trifluoracetylierung wird nach Wey-
canD 3 mit TFE-Methylester durchgefiihrt.
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3—100 mg Z-Peptidester werden mit 2ml gekiihl-
tem, HBr-gesittigtem Eisessig versetzt und unter Riih-
ren '/2 Stde. bei ca. 20° stehengelassen. Danach wird
im Wasserstrahlvakuum (18 Torr) bei Raumtemperatur
zur Trockne eingedampft.

Der Riickstand wird in ca. 5—8 ml Methanol auf-
genommen, mit Tridthylamin auf einen pgp-Wert von
ca. 8 gebracht und mit 2 ml Trifluoressigsduremethyl-
ester versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 6 —8 Stdn.
bei Raumtemperatur unter Riihren stehengelassen. Da-
nach wird im Vakuum bei Raumtemperatur zur Trockne
eingedampft. Der Riickstand wird zwischen Wasser und
Essigester verteilt. Die Essigesterphase wird im Vakuum
zur Trockne eingedampft. Als Riickstand bleibt ein
kristallines oder 6liges Produkt, das ohne weitere Rei-
nigung massenspektrometrisch untersucht wird.

Zu bemerken wire noch, da8 die Serin-haltigen Pep-
tidester beim Behandeln mit HBr-Eisessig O-acetyliert
werden, was jedoch nicht stort.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft
danken wir fiir eine Sachbeihilfe zur Beschaffung des
Massenspektrometers.

Das Verhalten von Glykokoll, Alanin, @-Aminobuttersiure, Leucin, Phenylalanin
und Asparaginsiure unter hydrothermalen Bedingungen

Worrcane WarTer, Hans-PeTer HArke und REiNer PorcHow

Chemisches Staatsinstitut, Institut fiir organische Chemie der Universitit Hamburg

(Z. Naturforschg. 22 b, 931—937 [1967] ; eingegangen am 15. Mérz 1967)

Ausgehend von der Frage nach der Bestdndigkeit von im Zuge der vororganismischen Evolution
entstandenen Aminosduren unter ihren Bildungsbedingungen wurde das Verhalten von Amino-
sduren gegeniiber Wasserdampf oberhalb seiner kritischen Temperatur untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dal die Aminosduren Glykokoll, Alanin, Phenylalanin, a-Aminobuttersdure, Leucin und
Asparaginsdure unter derartigen Bedingungen nicht besténdig sind. Sie geben Anlaf zur Entstehung
einer Vielzahl von Verbindungen aus zahlreichen Substanzklassen, von denen ein groBer Teil
identifiziert wurde. Die Entstehung mehrerer der so sich bildenden Substanzen auf iibersichtlichen
Reaktionswegen konnte durch Modellversuche wahrscheinlich gemacht werden.

Allen Uberlegungen zur Entstehung einfacher
lebender Struktur ist die Frage nach der Bildung
jener chemischen Verbindungen vorgelagert, an die
der Ablauf der Lebensvorginge gebunden ist. Aus-
gehend von den rein thermischen Umwandlungen
der Aminosduren! haben wir uns besonders fiir
deren Rolle im Laufe der vororganismischen Evolu-
tion interessiert> 3. Unter der l.c.? 3 diskutierten
Voraussetzung, daf} die Erde im Anfang ihrer Ent-
wicklung eine reduzierende Atmosphidre aufwies,

1 K. Heyns u. K. Paver, Z. Naturforschg. 12b, 97, 109

[1957].
2 K. Heyns, W. Warter u. E. Mever, Naturwissenschaften
44, 385 [1957].

kann mit der Bildung von Aminoséuren aus ein-
fachen Gasen (CH,, NH;, H,) gerechnet werden.
Diese Synthese ist in Modellversuchen unter geeig-
neter Energiezufuhr nachvollziehbar >3, Es erhebt
sich jedoch die Frage nach den Bereichen vor allem
hinsichtlich Temperatur und Druck, in denen hin-
reichende Bestindigkeit entstehender Aminosauren
gewihrleistet ist. Nach Berechnungen von Hurn?
soll der photochemischen Zersetzung der Aminosdu-
ren unter ihren Bildungsbedingungen das entschei-

3 K. Heyns, W. Warter u. R. Porcrow, Handbuch der Bio-
logie 1/2, 605 [1965].
4 D. E. Hury, Nature [London] 186, 693 [1960].



