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215. Aminodiacylhydrazin-Umlagerung
Ein weiteres neues Aufbauprinzip in der Peptidsynthese

1. Mitteilung

Umlagerung von N-(Carbobenzoxyglycyl-glycyl)-N'-(phenylalanyl)-
hydrazin in Carbobenzoxyglycyl-glycyl-phenylalanin-hydrazid

von M. Brenner und W. Hofer
(22. IX. 61)

Aminosduren an einem Peptidverband konnen eine aussergewéhnliche intramole-
kulare Reaktionsfreudigkeit besitzen. Nucleophile Reaktionen an Carbonyl-Kohlen-
stoffatomen verlaufen unter Umstdnden erheblich beschleunigt. Massgebend sind
im wesentlichen die sterischen Verhiltnisse. Bei Beriicksichtigung dieses Sachver-
haltes erdffnen sich der Peptidsynthese prinzipiell neue Wege. Beispiele sind die
Aminoacyl-Einlagerungsreaktion?) und die Aminodiacylimid-Umlagerung?). Erstere
bietet die Moglichkeit N-endstindiger oder ketteninterner, letztere die Maglichkeit
C-endstidndiger Vergrosserung beidseitig geschiitzter Peptidketten. Diesen nicht klas-
sischen3) Reaktionsschemen ist gemeinsam, dass die einzufithrende Aminosiure zu-
néichst {iber ihre Carboxylgruppe an einen Akzeptor gebunden wird, welcher selbst
Bestandteil des zu vergrossernden geschiitzten Peptides ist. Als Akzeptor fungiert
bei der Aminoacyleinlagerung zum Beispiel der Salicoylrest (N-endstdndig) oder der
Serylrest (kettenintern), wihrend Tn. WiELANDZ) C-endstindig cine Amidgruppe
verwendet. Der am Akzeptor haftende Aminoacylrest wird in einem zweiten Reak-
tionsschritt, als Folge einer Umlagerung, Bestandteil der nun um ein Glied verlin-
gerten geschiitzten Kette; gleichzeitig wird der Akzeptor fiir einen nichsten Reak-
tionszyklus freigegeben.

Die priparative Anwendung einer solchen Konzeption erfordert die Erfiillung von
vier Voraussetzungen:

a) Das Ausgangsmaterial mit dem ecingebauten Akzeptor muss leicht zuginglich
scin.

b) Die Einfithrung der Aminosiure in den Akzeptor muss chne stérende Neben-
reaktion verlaufen; es muss insbesondere ein zu frithzeitiges Einsetzen der Umlage-
rungsreaktion verhindert werden kénnen.

¢) Die Umlagerungsbedingungen miissen Nebenreaktionen ausschliessen (z. B.
Spaltung der Aminoacyl/Akzeptor-Bindung oder Racemisierung).

1) M. BRENNER, J. P. ZIMMERMANN, J. WEHRMULLER, P. QuiTT, A, HARTMANN, W. SCHNEIDER
& U. BEGLINGER, Helv. 40, 1497 (1957); M. BReENNER, J. cellular comparat. Physiol., Suppl.
1 to Vol. 54 (1959}.

2) Tu. WiELAND & H. MoHR, Licbigs Ann. 599, 222 (1956); Tu. WiELanp & H. URBACH,
ibid. 613, 84 (1958).

3) Zur klassischen Peptidsynthese vgl. z. B. W. GrassMaNN & E. WiNscH, Fortschr. Chem. org.
Naturstoffe 73, 444 (1956); M. GoopmaNn & G. W. KENNER, Advances Protein Chemistry
12, 465 (1957).
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d) Der Akzeptor darf im Endprodukt der Synthese nicht stéren, muss also zum
Beispiel leicht entfernbar sein.
Mit der C-endstédndigen Amidgruppe als Akzeptor ist Voraussetzung a) erfiillt;

ebenso c), indem z. B. die Reaktion (1) unter geeigneten Bedingungen recht glatt
ablduft?).

H,NCH,CO-NH-OCCH,NH, ~» H,NCH,CO-NHCH,CO-NH, 1)

Anderseits aber ist die Amidogruppe nur schwer aminoacylierbar, und als Bestandteil
des Synthese-Endproduktes kann sie stéren.

Ein Vergleich der bekannten Eigenschaften von Amid- und Hydrazid-Gruppe
lisst nun sofort erkennen, dass beim Ersatz von C-endstindigem -NH, durch C-
endstindiges -NHNH, ausser Voraussetzung a) auch b) und d) erfiillt werden. Es
erschien somit angezeigt, die Umlagerungsfihigkeit von N-Acyl-N’-aminoacyl-hydra-
zinen (III) in Acylaminosiurehydrazide (IV) zu untersuchen und so die Realisierung
der nachstehend dargestellten Reaktionsfolge abzukliren. Zur Verdeutlichung haben
wir neben jeden geforderten Reaktionsschritt einen kurzen Kommentar gesetzt.

Reaktionsschema
Acyl-OH (I) 7
i Methoden bekannt?) a) erfillt
> Acyl-NHNH, (1)
! L Einige Methoden bekannt?)3)8) b) bedingt erfiillt
| Acyl-NHNH-OCCHRNH, (I1I)
1
! l Umlagerung diese Arbeit
|
-—- Acyl-NHCHRCO-NHNH, (IV)
Weiterverwendung nach
klassischem Reaktionsschema?)
Acyl-NHCHRCO-N; (V) d) erfiillt
Dehydrazidierung, .
i z. B. nach 8); vgl. diese Arbeit

Acyl-NHCHRCO-OH (VI)

Der Ubergang von I1I zu IV — im weitern Sinn eine Variante der Aminoacyl-
Einlagerungsreaktion') —ist durchfiihrbar. Er sei als Aminodiacylhydrazin-Umlagerung
bezeichnet und am Beispiel I1Ta - IVa beschrieben.

N-(Cbzo-glycyl-glycyl)-N’'-(phenylalanyl)-hydrazin (IIIa)®) ist in Wasser (Bedin-
gungen der WIELAND schen Aminodiacylimid-Umlagerung?)) sowie in neutralen und
basischen organischen Losungsmitteln bestindig. In Gegenwart organischer Sduren
aber, insbesondere in Mischungen von Eisessig, Propionsiure oder Pivalinsiure mit
einem Losungsmittel wie Dioxan, Tetrahydrofuran, 1,2-Dimethoxyéthan, Dimethyl-

1) K. HormanN, A. LINDENMANN, M. Z. Magee & N. H. KzaN, J. Amer. chem. Soc. 74, 470
(1952).

5) A. WINTERSTEIN, B. HEGeDUS, B. Fust, E. Bount & A. STUDER, Helv. 39, 229 (1956).

8) St. GurTMANN, Helv. 54, 721 (1961).

7) Vgl. z. B. bei 3).

8) M. E. KanaNE & O. SACKUR, Ann. pharmac. frang. 77, 175 (1953).

9) Zur Herstellung vgl. 2. Mitteilung dieser Rethe: M. BRENNER & W. HorEr, Helv. 44, 1798
(1961).
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formamid, Dimethylacetamid oder Pyridin, lagert es sich um. In einer Reaktion erster
Ordnung entsteht, unter optimalen Bedingungen praktisch quantitativ, Cbzo-glycyl-
glycyl-phenylalanin-hydrazid (IVa).

Cbzo - Gly - Gly—l\,IH Umlagerung Cbzo - Gly - Gly . Phe—l\lTH
H.Phe NH ———> NH,
IITa Iva

Cbzo =C4H,CH,0CO Gly = NHCH,CO Phe =NHCH(CH,CgH;)CO

Auffillig ist eine ausgeprigte Abhingigkeit der Umlagerungsgeschwindigkeit von
der Zusammensetzung des Losungsmittels. Das optimale Mischungsverhiltnis und
der maximale Wert der Geschwindigkeitskonstanten variieren mit der Siure und dem
Verdiinnungsmittel. Tabelle I enthilt als Beispiel einige Geschwindigkeitskonstanten
fiir den Umsatz IITa - IVa im System Dioxan/Eisessig bei 40°.

Tabelle I. Scheinbare Reaktionskonstanten 1. Ordnung,
berechnet unter Vernachlissigung der bei hoherer Eisessig-Konzentration auftretenden
Gegenreaktion, vgl. Text

% Umsatz 9, Umsatz
Y%, Eisessig I bei 9/, Eisessig]| 4 1 bei
(vfv) k-10% min Versuchs- (v/v) k-10° min Versuchs-
abbruch abbruch
0 0 0 25 4,5 55
2,5 5,9 56 35 2,8 20
5 9,1 71 50 1,6 17
. 8 10,3 62 75 0,7 5
10 9,9 94 100 0,4 5
20 6,0 57

Zur quantitativen Verfolgung der Umlagerungsreaktion titrieren wir das mit 2N Schwefel-
sdure verdiinnte Reaktionsgemisch mit Natriumhypobromit!?). Das Umlagerungsprodukt wird
nach Gleichung (2) selektiv dehydrazidiert; den Endpunkt erkennt man an der Entfirbung von
zugesetztem Methylrot8).

O .
i I
R-C-NHNH, + 2HOBr — R-C-OH + N, + 2 HBr + H,0 (2)
Die gleiche Reaktion lisst sich, wie vorlaufige Versuche gezeigt haben, zur priparativen
Dehydrazidierung von Siurehydraziden verwenden.
Fiir die qualitative Analyse der Reaktionsgemische eignet sich die Diinnschicht-
Chromatographie auf Kieselgel G mit Chloroform/Methanol 2:1 oder 3:1 als Fliess-
mittel1!) und den in Tabelle IT aufgefithrten Nachweisreagenzien.

In einem priparativen Versuch (500 mg I1Ia, 5 ml Eisessig + 45 ml Dioxan, 14 Std. 40°) er-
hiclten wir nach Eindampfen der Reaktionslésung und einmaligem Umbkristallisieren aus Athanol/

19) In Gegenwart bromempfindlicher Gruppierungen beniitzen wir die Ninhydrinreaktion (S.
Moore & W. STEIN, J. biol. Chemistry 776, 367 (1948)); III und IV reagieren verschieden,
so dass man den Umsatz bei 4 = 570 myu anhand einer Eichkurve verfolgen kann.

11y Vgl. z. B. M. BRENNER & A. NIEDERWIESER, Experientia 76, 378 (1960).
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Petroldther reines IVa in 919, Ausbeute. Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit authen-
tischem Materiall®) (Smp., Misch-Smp., Rf-Wert und IR.-Spektrum).

Der Acylrest und die Gruppe R in III lassen sich bei der Aminodiacylhydrazin-
Umlagerung in weiten Grenzen variieren!?). Wir werden in spiteren Verdffentlichun-
gen darauf zurtickkommen. Hier sei nur noch erwihnt, dass Verbindungen mit Acyl =
Carbobenzoxy4) oder t¢-Butyloxycarbonyl®) nach bisher vorliegenden Erfahrungen
nicht umlagerungsfihig sind®). — In der zweiten Mitteilung dieser Reihe soll iiber
eine speziell einfache Methode zur Aminoacylierung von Siurehydraziden (IT — ITI)
berichtet werden. Sie ist fiir die priparative Anwendung der Umlagerung besonders
bedeutsam.

Tabelle I1. Nachweisreagenzien fiiv Hydvazide, Aminodiacylhydvazine und Diacylhydrazine

Reagens Hydrazide diac:lrl?;giz;zine Diacylhydrazine
Ninhydrinl® . , . . . . . . . . .. — gelb, rot, violett —
Chlor{Tolidin1¥) . . . . . . . . . .. blau blau blau
0,29 FeCly in 50-proz. Methanol . . . — rot, violett rot, violett
ToLLENS™) . . . . . . . .. . ... braun -
Methylrot/{NaOBr1%) . . . . . . . . . rot — -

Nach einer soeben erschienenen Veréffentlichung haben Kurtz & NIEMANN?) in
0,05~ Salzsiure bei 96° die Umlagerung von Acetyltyrosinhydrazid in N-Acetyl-N’-
tyrosyl-hydrazin beobachtet. Es handelt sich dabei um eine direkte Umkehrung
(IV > III) der Aminodiacylhydrazin-Umlagerung. Wir kénnen die Umkehrbarkeit
anhand chromatographischer Analysen eigener Versuche bestitigen. Hippurylglycin-
hydrazid (IVb) und Acetylphenylalaninhydrazid (IVc) bilden bereits bei 60° in 2N
Essigsdure (20 Std.) erhebliche Mengen N-Hippuryl-N'-glycyl-hydrazin (IIIb) bzw.
N-Acetyl-N’-phenylalanyl-hydrazin (IIIc). Andererseits entsteht aus IIIb unter den
gleichen Bedingungen wenig IVb. Ferner ist die in Tab. I dargestellte Abnahme der
Geschwindigkeitskonstanten zwischen 10- und 100-proz. Eisessig nicht einfach einer
Blockierung der Aminogruppe von IITa durch Protonierung zuzuschreiben. Sie ist
zusitzlich eine Folge der Gegenreaktion IVa — IIIa; in 100-proz. Eisessig werden
beispielsweise innert 4 Std. bei 40° aus IVa erhebliche Mengen IIla gebildet. Die
amerikanischen Autoren formulieren ein Gleichgewicht zwischen III und IV und

12

1,5 g Ninhydrin in 15 ml Eisessig + 500 ml n-Butylalkohol.
13) F. REINDEL & W. Hoppre, Chem. Ber. §7, 1103 (1954); vgl. M. BRENNER, A. NIEDERWIESER

& G. Pataki, Experientia 77, 145 (1961).
14) 0,5 ml 0,1~ AgNO, +0,5 ml 28 NaOH+ 2~ NH, bis gelost, mit H,O aufgefiillt auf 40 ml.
15 a) 0,059%, Methylrot in 2x H,SO,; b) 0,18 NaOBr; vgl. ).
16) 4,20 g Carbobenzoxyglycyl-glycyl-DL-phenylalanin-dthylester (G. W. ANDERsoN et al., J.
Amer. chem. Soc. 78, 2126 (1956)) wurden mit 25 ml Methanol und 1 ml Hydrazinhydrat
versetzt. Nach 24stdg. Stehen bei 35°, Einengen und Kristallisation aus Athanol{Petrolither
resultierten 2,48 g Carbobenzoxyglycyl-glycyl-phenylalanin-hydrazid, Smp. 203-206°. Zur
Analyse wurde aus A thanol umkristallisiert und bei 80°/0,01 Torr 14 Std. iiber P,O; getrocknet.
Smp. 206-207°.

CyHpyOgN, Ber. C59,00 H 5,90 N 16,39 Gef £59,25 H 596 N 16,19

Schweiz. Patentanmeldung, G. Nr. 8630/60 vom 28. 7. 60.
18) Versuche von M. SCHEER, unver6ifentlicht.
19) A. N. Kurtz & C. NIEMANN, J. Amer. chem. Soc. 83, 3309 (1961).
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schreiben die von ihnen in Salzsdure ausschliesslich beobachtete Reaktionsrichtung
IV > III der stirkeren Basizitdt von III zu. Ist die treibende Kraft bei der KurTz-
NiemanN-Reaktion eine Versalzung von III, so ist sie in unserem Fall wahrscheinlich
durch den Unterschied im Energieinhalt von zwei N-N'-gekoppelten Amidgruppen
und zwei nicht gekoppelten Amidgruppen gegeben?). Offenbar aber erheischt die
Umsetzung in beiden Richtungen ausser einer treibenden Kraft noch katalysiercnde
Wechselwirkungen mit dem Reaktionsmilieu. Ergénzend sei in diesem Zusammenhang
noch folgende Beobachtung erwidhnt: ITIb bleibt in Wasser unverindert, bildet aber
in 10-proz. Kaliumhydrogencarbonatlésung Spuren von IVb und in 2~ Sodalésung
neben Spaltprodukten viel IVb (37°, 18 Std.).

Ob der Mechanismus in saurem und basischem Milieu identisch ist und ob Hin-
und Riickreaktion iiber dieselben Zwischenstufen verlaufen, bleibt unscrer Ansicht
nach vorliufig offen.

Zur Durchfithrung dieser Arbeiten standen uns Mittel aus den Arbeitsbeschaffungskrediten

des Bundes und seitens der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, zur Verfiigung, fiir die wir auch
an dieser Stelle unsercn besten Dank aussprechen.

ZUSAMMENFASSUNG
Aus N-geschiitzten Aminosiurehydraziden kann man N-geschiitzte Dipeptidhy-
drazide erhalten, aus dicsen N-geschiitzte Tripeptidhydrazide usw., indem man den
NH,-Stickstoff der Hydrazidgruppe jeweils mit einer «-Aminosiure acyliert und das
gebildete Aminodiacylhydrazin einer Umlagerung unterwirft. Fir diesen neuen
Umlagerungstypus wird die Bezeichnung Aminodiacylhydrazin-Umlagerung vor-

geschlagen. Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Basel

20) Vgl. z. B. F. ARNDT, L. L6wWE & L.. ERGENER, Rev. Fac. Sci. Istanbul 73, 110 (1948).

216. Aminodiacylhydrazin-Umlagerung
2. Mitteilung!)

Herstellung von N-(Acyl)-N'-(¢-aminoacyl)-hydrazinen aus
Siurehydraziden und N-Carboxyanhydriden von ¢-Aminosiuren
von M. Brenner und W. Hofer
(23.1X. 61)

N-(Acyl)-N'-(a-aminoacyl)-hydrazine (im folgenden kurz «-Aminodiacylhydrazine
genannt) sind Ausgangsmaterialien zur Gewinnung von Acylaminosdurehydrazident).
Ihre Herstellung kann aus Sdurehydraziden und N-geschiitzten a-Aminosduren er-
folgen. Dabei entsteht zunichst ein «~-Aminodiacylhydrazin mit geschiitzter «-Amino-
gruppe. Die Schutzgruppe ist anschliessend abzuspalten?)3). HormanN und Mit-

1) 1. Mitteilung: M. BRENNER & W. HoFER, Helv. 44, 1754 (1961).

2) A, WINTERSTEIN, B. HEGEDUs, B. Fust, E. Bount & A. STUDER, Helv., 39, 229 (1956);
St. GurTMANN, Helv. 54, 721 (1961).

3) K. HormaNN, A, LINDENMANN, M. Z. Macee & N. H. KnaN, J. Amer. chem. Soc. 74, 470
(1952).





