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Hydrazin, Hydroxylamin und zahireiche Hydrazinderivate iibernehmen die N-Formyl-
gruppe von N-Formyl-aminen, N-Formyl-aminosiduren und N-Formyl-peptiden. Die Reaktion
14uft bevorzugt in Anwesenheit schwacher Sduren ab und kann zur schonenden Entfernung
der N-Formylschutzgruppe bei Peptidsynthesen dienen.

Man hat schon mehrmals versucht, N-Formyl-aminosiduren bei Peptidsynthesen
einzusetzen -7, Die N-Formylgruppe verleiht den Peptiden giinstige Kristallisations-
und Lslichkeitseigenschaften und ist gegeniiber Protonensolvolyse, alkalischer Ver-
seifung und unter den Bedingungen der katalytischen Hydrierung ausreichend
stabil®. Die Abspaltungsbedingungen?2.3.6.9.10 gind aber zumindest fiir hohere Pep-
tide unvorteilhaft. So muBiten Hofinann und Mitarbb. bei der Synthese von Peptiden
mit der Sequenz des «-MSH und des ACTH 1V iiber Né-Formyl-lysin-Peptide bei der
Abspaltung der Formylgruppen mit heifler verd. Salzsdure spiirbare Verluste hin-
nehmen; im Falle des «-MSH wurde nur die Desacetylverbindung erhalten12).

Auf der Suche nach verbesserten Abspaltungsmethoden faBten wir die Umformy-
lierung ins Auge. Bekanntlich 148t sich die N-Formylgruppe von Formamid auf
Aminosduren Ubertragen!3). In umgekehrter Weise hofften wir nun, z. B. durch Reak-
tion mit Semicarbazid als Formylgruppen-Akzeptor zu einer Reaktionsfolge zu
gelangen, bei der die Formylgruppe tiber das Zwischenprodukt 1 unter Bildung von
1.2.4-Triazolon-(5) (2) abgespalten und stabilisiert wiirde.

Die experimentelle Prifung dieser Hypothese ergab, daB bei der Reaktion einer
N-Formyl-aminosidure mit Semicarbazid die freie Aminosdure entsteht; doch betrug
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die Ausbeute zunichst nur etwa 50%, und bei der papier- und diinnschichtchromato-
graphischen Charakterisierung der Reaktionsprodukte war 2 nicht nachweisbar.
SchlieBlich fanden wir, daB die Reaktion unter Bildung von 3 und freier Aminosédure
ablduft, und daB Hydrazin selbst der beste Formylgruppen-Akzeptor ist14.19. Die
Formylgruppe ist nach der Reaktion papierchromatographisch als Formylhydrazin
nachweisbar.

Die Ubertragung der N-Formylgruppe ist eine Gleichgewichtsreaktion; bei Ein-
wirkung eines groBen Uberschusses Formylhydrazin oder Formylphenylhydrazin auf
Phenylalanin wurde in geringer Menge N-Formyl-phenylalanin nachgewiesen.
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Das Gleichgewicht der Reaktion ist also stark nach 7 und 8 hin verschoben. Daf3
dennoch zur Erzielung guter Ausbeuten ein groBerer UberschuB an Hydrazin und
langere Reaktionszeiten vorteilhaft sind, fiihren wir darauf zuriick, daB Reaktion I als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt langsam ablauft und 6 im Gleichgewicht nur in
sehr geringer Menge vorliegt.

14) Bekanntgemachte niederlindische Patentanmeldung Nr. 67. 11728, Prioritit 27. 8. 1966,
Erf. R. Geiger.

15) Nach Niederschrift des Manuskripts erreichte uns die Verdffentlichung von H. Yajima,
Y. Okada, Y. Kinomura und H. Minami, J. Amer. chem. Soc. 90, 527 (1968), welche Ne-
Formylgruppen von MSH-Peptiden ebenfalls mit Hydrazin-acetat abspalten. Wir haben
die Methode (4 Stdn., 65°, in methanolischer Losung) auch bei der Synthese von a-MSH
aus seinem N&-Formyl-Lysil-Derivat angewandt und erhielten nach Chromatographie
an Carboxymethylcellulose ein chromatographisch und elektrophoretisch reines o-MSH
mit [a]E’: —61 + 22 (¢ = 0.5 in 10proz. Essigsiure).
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Spaltung von N-Formyl-phenylalanin in 80proz. Athanol bei 65°; x~ » mit 2m Hydrazin-

acetat; 0——~ 0 mit 2m Hydrazin

Wie aus der Abbild. zu erkennen, beschieunigt Saurekatalyse dic Reaktion. Ohne
Sdurezusatz, d. h. bei Verwendung von Hydrazin anstelle des Acetats, veriduft die
Reaktion komplizierter und nimmt erst nach geraumer Zeit merklichen Umfang an.
Dieses Verhalten erklirt auch, warum die Uberfithrung eines Alkylesters in ein Hydra-
zid4160 mittels Hydrazinhydrats auch in Anwesenheit von N-Formylgruppen mit
hoher Ausbeute gelingt.

Die Reaktionsbedingungen sind den von Schwyzer und Mitarbb.1? fiir die Ab-
spaltung der Phthaloylgruppe mit Hydrazin-acetat empfohlenen dhnlich. Man erhitzt
z. B. mit iiberschiissigem methanolischem 2m Hydrazin-acetat 15 Stdn. auf 50 --55°
oder besser 4 Stdn. auf 60--65°. Die Reaktion wird bevorzugt in alkoholischer oder
alkoholisch-wiBriger Losung ausgefiihrt, jedoch kénnen auch Losungsmittel wie Phenol,
Dimethylacetamid, Dioxan u.a. eingesetzt werden, die unter den Reaktionsbedingungen
keine Veridnderung erleiden. Dimethylformamid wird durch Hydrazin gespalten.
Auch einige Hydrazinderivate selbst, wic z. B. Phenylhydrazin oder Alkoxycarbonyl-
hydrazine, konnen bei der Spaltungsreaktion gleichzeitig als Losungsmitte] dienen.

Wir haben auch unter diesen Bedingungen das Verhalten des Serins gegeniiber Race-
misierung gepriift und keine Racemisierung gefunden!”. Schutzgruppen vom Ure-
thantyp wurden nicht angegriffen. Benzyloxycarbonyl-asparagin und -glutamin
blieben ebenfalls unverdndert, jedoch entstanden aus Peptid-methylestern bis zu 509,
Hydrazid. n-Alkylester miissen deshalb vor Anwendung der Reaktion verseift werden.
tert.-Butylester sind erwartungsgemifl —— auch gegeniiber der thermischen Belastung —
stabil. Eine Spaltung von Peptidbindungen haben wir bisher ebenfalls noch nicht
beobachtet. Bei Peptiden der Asparaginsidure, insbesondere in Nachbarschaft von
Serin, dirfte jedoch Vorsicht geboten sein.

16) K. Hofmann, T.-Y. Liu, H. Yajima, N. Yanaihara und S. Lande, J. Amer. chem. Soc. 83,
2294 (1961).

17 R. Schwyzer, A. Costopunagiotis und P. Sieber, Chimia [Aarau, Schweiz] 16, 295 (1962);
Helv. chim. Acta 46, 870 (1963).
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Beim Studium der Literatur fanden wir eine Veréffentlichung von Miyamoto und
Mitarbb. 18, die bereits die Hydrazinolyse von N-Formyl-aminosduren und -peptiden
beobachtet und fiir priparative Zwecke genutzt hatten. Die Spaltung wurde dort aber
mit Hydrazin selbst erzwungen. Die hierfiir notwendigen Reaktionsbedingungen,
die kompliziertere Peptide nicht mehr ohne Schaden iiberstehen diirften, mogen dazu
beigetragen haben, dafl diese Beobachtung nicht weiter ausgebaut und beachtet wurde.

In den Tabellen 1 und 2 sind die Spaltungsraten, die mit einer Reihe von Hydrazin-
derivaten und anderen Verbindungen unter standardisierten, unzureichenden Spal-
tungsbedingungen erzielt wurden, aufgefithrt. Die im Hinblick auf den erforderlichen
UberschuB an Spaltungsreagens unzureichenden Bedingungen wurden deshalb ge-
wihlt, weil wir sicher sein wollten, auch Abspaltungsreagentien mit einer dem Hydrazin
iiberlegenen Wirkung aufzufinden.

Die angegebenen Spaltungsraten wurden papierchromatographisch aus der loga-
rithmischen Beziehung zwischen Fleckengr6Be und Konzentration ermittelt. Bei einer
Fehlerbreite von +10% reicht die Genauigkeit fiir den geforderten Zweck, rasch einen
Uberblick iiber eine groBere Zahl von Verbindungen zu gewinnen, aus.

Tab. 1. Spaltung von N-Formyl-phenylalanin durch Hydrazin und Hydrazinderivate; Reak-
tionsbedingungen: 1 mMol N-Formyl-phenylalanin + 3 mMol Hydrazinverb. in 3 ccm
Losungsmittel, 4 Stdn., 60°

R! R?

A !/

N-~N

/n \

R H 5
R1 R2 R3 Losungsmittel Verb. ZusatzcmMOI % Spaltung
H H H 60proz. AtOH - - 70
H H H 90proz. AtOH ~ - 67
H H H 60proz. AtOH AcOH 3 85
H H H 60proz. AtOH AcOH 6 66
H H H 60proz. AtOH HC1 3 1
H H H 60proz. AtOH HClL 6 152
H H H DAAWD — — 80
CgHs H H 90proz. AtOH — - 48
CsHs H H 60proz. AtOH AcOH 3 52
CgHs H H DAA - - 42
CesHs H H Phenol — — 49
p-CH30—CsHy H H 60proz. AtOH AcOH 3 52
p-HO —CgHy H H 60proz. AtOH AcOH 3 4
CH; H H 60proz. AtOH AcOH 3 10
CHj3 CH; H 60proz. AtOH AcOH 3 2
CH; CH; H 60proz, AtOH — —_- 2
CH; H CH; 60proz. AtOH AcOH 3 8
CsHs CsHs H 60proz, AtOH AcOH 3 4
CeHs H CsHs 90proz. AtOH AcOH 3 8
CsHsCO H H 90proz. AtOH - - 53
CH;3CO H CgHs 90proz. AtOH - 2
C,Hs0CO H H 60proz. AtOH — — 72
NH;—CO H H 60proz. AtOH — - 45
NH, —C(NH) H H 60proz. AtOH AcOH 3 5
CH;3CO C¢Hs CsHs 90proz. AtOH - - 1
o-Tolyl H o-Tolyl 90 proz. AtOH — - 0
p-Tolyl H p-Tolyl 90proz. AtOH - —_ 8
N-Amino-piperidin 60proz. AtOH AcOH 3 4

a) Spaltung durch Siure. P Dimethylacetamid.

18) M. Miyamoto, Y. Kawamatsu, M. Shinohara und Y. Ueno, J. pharmac. Soc. Japan
[Yakugakuzasshi] 81, 439 (1961).
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Tab. 2. Spaltung von N-Formyl-phenylalanin durch verschiedene Reagentien.
Reaktionsbedingungen wie bei Tab. 1; Losungsmittel 60 proz. Athanol

Spaltungsreagens VerliusmzinMol % Spaltung
Hydroxylamin AcOH 3 72
0-Methyl-hydroxylamin AcOH 3 66
Ammoniak AcOH 3 0
n-Propylamin AcOH 3 0
n-Propylamin - - 0
Diathylamin — 0
Natriumcarbonat - -

Piperidin - 0
Piperidin AcOH 3 0
Athanolamin AcOH 3 1
Athanolamin - 2
Didthanolamin - — 0
Glycinamid AcOH 3 0

Beschreibung der Versuche

1. Spaltung von N-Formyl-phenylalanin mit den in Tab. I und 2 aufgefiihrten Reagentien

3.86 g (20 mMol) N-Formyl-phenylalanin werden in 40 ccm 90proz. Athanol geldst;
2 cem dieser Losung werden mit je 3 mMol Reagens und ggf. Zusidtzen gemischt. Dann wird
mit Athanol/Wasser im geforderten Verhiltnis auf 3.0 ccm aufgefiillt und die Losung im
verschlossenen Reagensglas unter Stickstoff 4 Stdn. bei 60° aufbewahrt. Nach Verdiinnen
mit Wasser oder Wasser/Athanol auf 6.0 ccm werden 0.5 und 1 cmm je dreimal zusammen mit
je 0.5 und 1.0 cmm einer Verdiinnungsreihe von Phenylalanin auf Papier der Firma Schleicher &
Schiill 2043 b aufgetragen und 15 Stdn. aufsteigend im Laufmittel n-Butanol/Eisessig/Pyridin/
Wasser (30:6:20:24) chromatographiert. Nach sorgfiltigem Besprithen mit Ninhydrin,
Entwickeln der Farbe (10 Min. 90°) und Markieren der Fleckenausdehnung mit Bleistift
wird die Fliche der Flecken mit Hilfe eines Ott-Kompensations-Planimeters der Firma
Bender & Hobein gemessen und durch Vergleich der Flichen die (angenaherte) Spaltungsrate
ermittelt.

Die Chromatographie wird nun so wiederholt, dal durch geeignete Verdiinnung des
Reaktionsansatzes und Wah! der Phenylalanin-Vergleiche die zu ermitteinde Konzentration
inmitten einer Reihe von Vergleichswertenliegt. Die unbekannte Konzentration an Phenylalanin
wird aus dem Vergleich der Mittelwerte aus der fiinfmaligen Ausmessung von je 5 Punkten
an Hand einer fiir jeden Versuch neu zu erstellenden Eichkurve auf halblogarithmischem
Papier ermittelt.

2. Bestinunung der in der Abbild. aufgetragenen Spaltungsraten

193 mg (1 mMol) N-Formyl-phenylalanin werden in 100.0 ccm 2m Hydrazin bzw. Hydrazin-
acetat in 80proz. Athanol bei 65° geldst und im Thermostaten bei dieser Temperatur auf-
bewahrt. Nach 10 Min. beginnend, werden im Abstand von ctwa 40 Min. Proben von 0.1 bis
0.5 ccm entnommen und mit Puffer pH 2.2 auf 1.0 ccm aufgefiilit. Die Probemenge wird
so bemessen, dafl im ccm etwa 0.2—1 pMol Phenylalanin enthalten sind. Das Phenylalanin
wird dann im Aminosdureanalysator Unichrom der Firma Beckman bestimmt.
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3. Praparative Spaltung von N-Formyl-aminosduren und -peptiden mit Hydrazin und Hydrazin-
derivaten

Die Reinheit der Aminosiauren und Peptide wird nach Abspaltung der N-Formylgruppe
durch N-Bestimmung, Chromatographie und Bestimmung der opt. Drehung im Vergleich zu
authent. Material gesichert.

a) 1.59 g (10 mMol) N-Formyl-L-leucin, 2.48 ccm (30 mMol) 80proz. Hydrazinhydrat und
1.8 ccm (30 mMol) Essigsiure werden in 12 ccm 60proz. Athanol 16 Stdn. bei 50° aufbe-
wahrt. Nach dieser Zeit sind 0.8 g Leucin ausgefallen, die abfiltriert und mit Athanol ge-
waschen werden. Man engt das Filtrat i. Vak. ein und versetzt den Riickstand mit 10 ccm
Aceton, wobei weitere 0.32 g L-Leucin ungelost zuriickbleiben. Sie werden abfiltriert und mit
Aceton und Athanol gewaschen. Gesamtausb. 1.12 g (85%).

b) 1.59 g (10 mMol) N-Formyl-L-leucin, 2.24 g (20 mMol) Semicarbazid-hydrochlorid und
1.6 g (20 mMol) Natriumacetat werden in 15 cem 50proz. Athanol 16 Stdn. bei 55° aufbe-
bewahrt. Man saugt vom ausgefallenen r-Leucin ab, das mit 50 proz. Athanol gewaschen wird
(0.8 g) und bringt das Filtrat i. Vak. zur Trockne. Beim Versetzen des Riickstandes mit Aceton
bleibt ein Niederschlag zuriick, der abfiltriert und mit Wasser und 30 proz. Athanol digeriert
wird. Man erhilt so weitere 0.11 g L-Leucin, zusammen 0.91 g (70%)).

¢) 1.93 g (10 mMol) N-Formyi-L-phenylalanin werden in 6 ccm Dimethylacetamid gelost.
Man versetzt mit 5 ccm (59 mMol) Phenylhydrazin und erwdrmt 6 Stdn. auf 60°. Durch Fallen
mit Ather und Digerieren des Niederschlags mit Athanol erhilt man 1.06 g L-Phenylalanin
(64%).

d) 3.86 g (20 mMol) N-Formyl-L-phenylalanin werden mit 13 g (0.1 Mol) tert.-Butyloxy-
carbonyl-hydrazin 30 Min. auf dem Dampfbad erwirmt. Nach dem Erkalten gibt man 50 ccm
Ather zu und isoliert 3.1 g L-Phenylalanin (94 %).

€) 1.43 g (10 mMol) N-Formyl-L-prolin werden in 5 ccm Athanol geldst und nach Zusatz
von 6.5 g (50 mMol) tert.-Butyloxycarbonyl-hydrazin 3 Stdn. auf 70° erwidrmt. Man dampft
i. Vak. ein, versetzt den Riickstand mit Ather und filtriert 862 mg L-Prolin (75%) ab.

f) 500 mg (1.6 mMol) N®Benzyloxycarbonyl-Né-formyl-L-lysin werden in 10 ccm 2m
methanolischer Hydrazinacetar-Losung 20 Stdn. auf 50° erwidrmt. Dann bringt man i.Vak.
zur Trockne und versetzt den Riickstand mit Aceton. Man erhdlt 350 mg N9 Benzyloxy-
carbonyl-L-lysin (76 %;).

g) 432 mg (2 mMol) N-Formyl-L-leucyl-glycin werden in 10 ccm 2 m methanolischer Hydra-
zinacetat-Losung 20 Stdn. auf 50° erwdrmt. Man verdiinnt mit 20 ccm 50proz. Methanol und
ribrt 30 Min. gleichzeitig mit 4 ccm lonenaustauscher Amberlite IRC-50 und 10 ccm Amber-
lite IR-43. Dann filtriert man vom lonenaustauscher ab, wiischt ihn mit 50 proz. Methanol und
bringt die Losung i.Vak. zur Trockne. Der Riickstand wird mit etwas Aceton verrieben.
Man erhilt 248 mg L-Leucyl-glycin (66 %).
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