Darstellungsversuche von Peptiden
mit funktionellen endstindigen Gruppen
und Bestimmung der Katalaseaktivitit
von Peptid-Metall-Chelaten
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Mit 5 Abbildungen

Inhaltsiibersicht

Es wird die Darstellung von N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoséuren) angegeben. «-Amino-
isobutyryl-a-aminoisobuttersiurederivate konnen durch Umsetzung von Oxazolonen
synthetisiert werden. Das Cu?+-Bindungsvermégen von N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-
histidinamid) und N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) wurde bestimmt und mit dem von
Histidin verglichen. N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) aktiviert die katalatische Wasser-
stoffperoxydzersetzung durch Cu?t-Ionen starker, N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-
histidinamid) weniger als L-Histidin.

Seitdem man weill, dall die Apofermente hiufig Schwermetallionen
enthalten, die fir die Enzymwirkung erforderlich sind, werden Unter-
suchungen iiber Verinderungen der katalytischen Eigenschaften von
Schwermetallionen durch Chelatbildner durchgefithrt. Als Modell-
reaktion fiir Versuche iiber den EinfluBl von Aminoséduren und Peptiden
auf die katalytischen Eigenschaften von Cu?*-Ionen ist die katalatische
Wasserstoffperoxydzersetzung geeignet. So hat L. A. NIKOLAJEW?)
gefunden, daBl «-Aminoséuren die katalatische Wasserstoffperoxyd-
zersetzung durch Kupferionen weniger aktivieren als f-Aminosduren.
W. LaxGgENBECK und Mitarbeiter?) konnten zeigen, daf Histidin,
Histidinanhydrid und Arginin die katalatische Wasserstoffperoxyd-
zersetzung durch Cu®*-Ionen aktivieren. Ausgehend von diesen Er-
gebnissen wurde versucht, Verbindungen mit zwei endstindigen, peptid-
artig gebundenen «-Aminosiuren zu synthetisieren, die charakteristische
komplexbildende Gruppen enthalten.

1) L. A, N1KoLAJEW, Chem. Abstr. 42, 3653b, 1617¢c (1948); 44, 5689g (1950); 49,
14164, 73505 (1955).

?2) W. LancenBECK, H. Mix u. TrrreLBacH-HermricH, W., Chem. Ber. 90, 2699
{1957); 89, 69 (1956).
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Fiir die gleichzeitige Einfithrung von zwei endstindigen x-Amino-
sduren wurde die Umsetzung von o, w’-Di-[oxazolon-(5)-yl-(2)]-Deri-
vaten mit x-Aminosduren bzw. deren Derivaten gewidhlt, K. Mour und
Mitarbeiter?®) benutzten bereits Oxazolone zur Darstellung von Benzoyl-
peptiden. Spéter haben M. BEReMANN und Mitarbeiter?) iiber Peptid-
synthesen aus Azlactonon, Aminosiuren oder deren Derivaten berichtet.
Umsetzungen von w,w’-Di-[oxazolon-(5)-yl-(2)]-Derivaten mit x-Amino-
sduren sind unseres Wissens bisher in der Literatur nicht erwihnt,

Oxazolone reagieren sowohl mit x-Aminoséureanionen in wafrigem
Aceton als auch mit x-Aminoséureestern in organischen Losungsmitteln.
Um eine Hydrolyse der Dioxazolon-Derivate zu vermeiden, wurden
wasserfreie Losungsmittel fiir die Umsetzung der Dioxazolon-Derivate
angewandt.

Als Ausgangsprodukt wurde 1.4-Di-[4.4-dimethyloxazolon-(5)-yl-(2)]-
butan gewdhlt, das aus N.N’-Adipoyl-bis-(x-amino-isobuttersiure) durch
Wasserabspaltung mit Acetanhydrid erhalten wird, weil bei diesen Ver-
suchen gleichzeitig gepriift werden sollte, ob sich durch Umsetzung mit
o-Amino-isobuttersiureestern =~ N.N’-Adipoly-bis-{x-aminoisobutyryl-«-
aminoisobuttersédure) darstellen 1aB1.

Bei Peptidsynthesen ist die Anwendung von a-Aminosidurebenzyl-
estern vorteilhaft, weil die Peptidbenzylester oder die Carbonbenzoxy-
peptidbenzylester durch katalytische Hydrierung leicht in die freien
Peptide iiberfithrt werden konnen. Der bendtigte x-Aminoisobutter-
sdurebenzylester wurde nach zwei verschiedenen, voneinander unab-
héangigen Methoden dargestellt. Analog der von B. F. ErraxgEr und
R. M. Hawr®) fiir die Darstellung von Phenylalaninbenzylesterhydro-
chlorid angegebenen Vorschrift wurde aus x-Aminoisobuttersiure und
Benzylalkohol in Gegenwart von Polyphosphorsdure «-Aminoiso-
buttersiurebenzylesterhydrochlorid in 63—72proz. Ausbeute erhalten.
Der freie x-Aminoisobuttersdurebenzylester ist durch Umsetzung des.
Esterhydrochlorids mit Trifithylamin zugénglich. «-Aminoisobutter-
siurebenzylester erhilt man auch, wenn man N-Carbobenzoxy-x-amino-
isobuttersiure mit Benzylalkohol in Gegenwart von p-Toluolsulfon-
siure verestert und den Carbobenzoxyrest mit Bromwasserstoff ab-
spaltet. Aus dem so gewonnenen Esterhydrobromid 148t sich der freie

%) E. Mo=R u. Mitarb., Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 798 (1908); 42, 2521 (1909); J. prakt.
Chem. 81, 49, 473 (1910).

4) M. BEraMANN u. Mitarb., Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 167, 91 (1927); 175,
154 (1928); 187, 196 (1930); Liebigs Ann. Chem. 449, 277 (1926).

5) B. F. ErLawcER u. R. M. Harr, J. Amer. chem. Soc. 76, 5781 (1954).
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«-Aminiosobuttersdurebenzylester wie aus dem Hydrochlorid mit
Tridthylamin darstellen.

Wihrend Oxazolone mit x-Aminoséureestern in Issigester bereits
bei Zimmertemperatur reagieren, findet zwischen 1.4-Di-[4.4-dimethyl-
oxazolon-(H)-yl-(2)]-butan und «-Aminoisobuttersiurebenzylester unter
gleichen Bedingungen auch nach lingerem Stehen keine Umsetzung
statt. Wird jedoch 1.4-Di-[4.4-dimethyloxazolon-(5)-yl-(2)]-butan mit
a-Aminoisobuttersiurebenzylester in absolutem Pyridin 5 Stunden unter
Riickflull gekocht, so erhélt man N.N’-Adipoyl-bis- [x-aminoisobutyryl-x-
aminoisobuttersiurebenzylester) in 26proz. Ausbeute.

Die fir eine Umsetzung erforderlichen verschirften Reaktions-
bedingungen und die relativ schlechten Ausbeuten sind wahrscheinlich
auf die beiden am «-Kohlenstoffatom der x-Amino-isobuttersédure be-
findlichen Methylgruppen zuriickzufiithren, die auch die Synthese von
Peptiden wie N-Carbobenzoxy-x-amino-isobutyryl-a-aminoisobutter-
sdure®) erschweren.

N.N’-Adipoyl-bis-(«-aminoisobutyryl-a-aminoisobuttersdurebenzyl-
ester) erhidlt man auch, wenn man aus N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoiso-
buttersdure) und Dicyclohexylecarbodiimid 1.4-Di-[4.4-dimethyloxa-
zolon-(b)-yl-(2)Jbutan darstellt und dieses ohne Isolierung mit x-Ami-
noisobuttersdurebenzylester umsetzt. Auf diese Weise gewonnener
N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoisobutyryl- « -aminoisobuttersdurebenzylester)
enthilt jedoch geringe Mengen Dicyclohexylharnstoff, deren Abtrennung
mithsam ist.

Durch katalytische Hydrierung des Bisesters wurde N.N'-Adipoyl-
bis-(x-aminoisobutyryl-a-aminoisobuttersiure) erhalten. Diese Ver-
bindung bindet pro Mol ein bhalbes Mol Wasser so fest, dafl es durch
mehrstiindiges Trocknen bei 150 °C und 14 Torr nicht entfernt werden
kann. Die Erscheinung, dafl Verbindungen mit C-terminaler «-Aminoiso-
buttersiure Wasser addieren, wurde auch bei Peptiden wie a-Amino-
isobutyryl-glycyl-x-aminoisobuttersdéure ~ und  «-Aminoiso-butyryl-
glyeyl-a-aminoisobutyryl-glycyl-x-aminoisobuttersédure®) beobachtet.

Analog der Darstellung von N.N'-Adipoyl-bis-(x-aminoiso-butyryl-
«-aminoisobuttersiure) wurde versucht, aus 1.4-Di-[4.4-dimethyl-
oxazolon-(5)-yl-(2)]-butan und L-Histidinmethylester N.N'-Adipoyl-
bis-(x-aminoisobutyryl-L-histidinmethylester) darzustellen. Da L-Hi-
stidinmethylester bei erhthten Temperaturen sich rasch in 3.6-Dioxo-
2.5-bis-[imidazolyl-(4)-methyl]-piperazin umwandelt, muBlte bei Zimmer-
temperatur gearbeitet werden. Unter diesen Bedingungen erfolgt auch

8) G. Faust u. H. Laxcg, J. prakt. Chem., im Druck.
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bei einem UberschuB an L-Histidinmethylester nur teilweise Umsetzung.
Das Reaktionsprodukt konnte nicht analysenrein erhalten werden und
enthielt eine stickstoffirmere Verbindung, wahrscheinlich bei der Auf-
arbeitung gebildeten N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoisobuttersduremethyl-
ester).

Andere Versuche zur Darstellung von N.N'-Adipoyl-bis-(x-aminoiso-
butyryl-L-histidinmethylester) nach der Azid-Methode waren ebenfalls
erfolglos, da es uns nicht gelang, N.N'-Adipoyl-bis-(x-aminoisobutter-
sdurehydrazid) aus dem entsprechenden Methylester herzustellen. Bei
weiteren Versuchen wurde deshalb a-Aminoisobuttersiure durch das
eine CH,-Gruppe weniger enthaltende Alanin ersetzt.

Zur Darstellung von  N.N'-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidin-
methylester) wurde zundchst Adipinsdurediazid mit Alaninidthylester
umgesetzt. Durch Aminolyse mit Hydrazin erhélt man aus N.N'-Adi-
poyl-bis-{D.L-alaninédthylester) das entsprechende Hydrazid und durch
Einwirkung von salpetriger Sdure N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alaninazid).
Bei der Reaktion mit L-Histidinmethylester konnte N.N’-Adipoyl-bis-
(D.L-alanyl-L-histidinmethylester) nicht zur Kristallisation gebracht
werden. Aus diesem Grunde wurde durch Finwirkung von ammoniaka-
lischem Methanol auf den Ester N.N'-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidin-
amid) dargestellt. Wie andere Histidinpeptidderivate?) bindet N.N'-
Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid) Wasser, das durch Trocknen
bei 100 °C und 2 Torr nicht entfernt werden kann.

Zum Vergleich wurde ferner N.N’'-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) aus
Adipinsdureazid und Histidinmethylester und anschlieflende Aminolyse
dargestellt. N.N'-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) bindet pro Mol ebenfalls
3 Mol Wasser fest.

Aus N.N’'-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinmethylester) und N.N’-
Adipoyl-bis-(L-histidinmethylester) erhidlt man durch Umsetzung mit
Hydrazinhydrat N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinhydrazid) und
N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinhydrazid), die als Ausgangsprodukte fiir
die Ankniipfung weiterer Aminoséduren verwendet werden kénnen.

Die dargestellten Histidinderivate, N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidin-
amid) und N.N'-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid), bilden erwar-
tungsgemdll Kupferchelatverbindungen. Werden wifirige Losungen der
Histidinderivate mit wenigen Tropfen einer verdiinnten Kupferacetat-
I6sung versetzt, so farbt sich die Losung tief blau.

Um das Komplexbildungsvermégen von N.N'-Adipoyl-bis-(D.L-
alanyl-L-histidinamid) und N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) mit Kup-

) A. PATCHORNIK, A. BERGER u. E. KATCHALSKI, J. Amer. chem. Soc. 79, 5227 (1957).
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ferionen mit dem von Histidin vergleichen zu kénnen, wurde das Cu2+-
Bindungsvermogen der beiden Histidinamidderivate nach der von
G. Worrr, S.Farras und H. ERLENMEYER angegebenen Methode®)
bestimmt. Nach diesem Verfahren wird das Cu*t-Bindungsvermégen in
der Weise ermittelt, da8 man einer gepufferten [Fe (Dipy),)2+-Losung
den zu bestimmenden Chelatbildner und Cu?t-Ionen zusetzt und die Zu-
nahme an [Fe (Dipy);]2+ gegeniiber einem. Vergleichsversuch ohne Chelat-
bildner ermittelt. Die Methode liefert jedoch nur vergleichbare Werte
fir das Cu?+-Bindungsvermégen,

wenn man die Messungen bei gleichen ; I
pu-Werten durchfiihrt. N?i” :

Das Cu?t-Bindungsvermogen von §
Histidin wurde bereits von G.WoLrr, &4

S. FatraB und H. ERLENMEYERS)
bestimmt. Unsere Werte stimmen 5t
mit diesen gut iiberein. In Abb. 1
wurde das Cu?t-Bindungsvermdogen
von N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidina- ot
mid) (I), N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-
alanyl-L-histidinamid) (II) und L- 71
Histidin (IIT) graphisch dargestellt.
Als Abszisse ist die Konzentration . ) , )
des im System vorhandenen Chelat- 12 5 0 15:10”
. . (Chelorbilaner)
bildners aufgetragen, als Ordinate . )
die kolorimetrisch ermittelte ver- Ly, - OU-Bindungsvermogen von
) N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) (1),
bleibende [Fe(Dipy);]**-Konzentra-  x N.Adipoyl-bis-(D.L-alanyl - L-histidin-
tion. Das grofite Cu2t-Bindungs- amid) (IT) und L-Histidin (TII)
vermdgen besitzt N.N'-Adipoyl-bis-
(D.L-alanyl-L-histidinamid), wihrend das von N.N’-Adipoyl-bis-(L-
histidinamid) wesentlich geringer als das von Histidin ist. Daff durch
Acylierung von Histidin das Cu?*-Bindungsvermdogen erniedrigt wird,
konnte z.B. am Acetylhistidin gezeigt werden®). Das Cu2?*-Bindungs-
verméogen von Acetylhistidin ist nur wenig kleiner als das von N.N'-Adi-
poyl-bis-(L-histidinamid). Die Tatsache, daBl die Histidinpeptidderivate
Cu?t+-Ionen so fest zu binden vermdgen, dafl sie der Austauschreaktion
zwischen [Fe(Dipy);]** und Cu?t entzogen werden, kann als Beweis
fiir die Chelatstruktur der Verbindungen zwischen Cu?*-Ionen und

8) G. WorrF, S.FarLas u. H. ERLENMEYER, Experientia (Bagel) 11, 440 (1955);
Helv. chim. Acta 87, 1050 (1954); 88, 92 (19565); 40, 187 (1957).

%) J. ProTak1, D. ScHAUFLE, S. Farras u. H. ERLENMEYER, Helv. chim. Acta 40,
187 (1957).

J. prakt. Chem. 4. Reihe, Bd. 11. 10
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N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid) bzw. N.N’-Adipoyl-bis-
(L-histidinamid) angesehen werden.

Von N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid) und N.N’-Adi-
poy!-bis-(L-histidinamid) sollte man erwarten, daB sie mit Himin zur
Bildung von Parahimatinen fdhig sind. Setzt man einer verdiinnten
wiBrigen Losung von Himin in Ammoniak N.N’-Adipoyl-bis-(L-hi-
stidinamid) bzw. N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid) zu, so
erfolgt ein deutlicher Farbumschlag der Ldsung von braun nach rot-
braun, Dieser Farbumschlag konnte als ein Zeichen der Parahdmatin-
bildung gedeutet werden. Durch Synthese von Peptiden, die zwei Hi-
stidinbausteine in geniigend grofer Entfernung besitzen, sollte es méglich
sein, solche Parahidmatine zu erhalten, bei denen die beiden fiir die
Parahidmatinbildung bendstigten Imidazolyl- bzw. Histidylreste iiber eine
Peptidbriicke um das eine flache Scheibe bildende Hémin miteinander
verkniipft sind. Allerdings wiirde eine Entscheidung zwischen dieser
Moglichkeit und der, daf das zwei Histidylreste besitzende Peptid an
zwei Hiamin-,,Scheiben® jeweils nur eine Koordinationsstelle besetzt,
schwierig sein.

Der Einflufl auf die katalatische Wasserstoffperoxydzersetzung der
Cu-Chelate von N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid) wund
N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) wurde nach der von W.LANGEN-

w0t BECK, H. M1x und W. TITTELBACH-
HerLmricH angegebenen Methode?)
bestimmt. Bekanntlich ist die
Katalasewirkung von Metallchela-
ten von der Konzentration der
Chelatbildner abhingig. Fiir die

Kupferchelate von Histidin und
SMin. Histidinanhydrid wurde eine opti-
male Wirkung bei einem Molver-

hiltnis von Kupfersulfat zum
Chelatbildner von 1:2 gefunden?).
Deshalb haben wir zunédchst die
Katalaseaktivitdten des N.N'-Adi-
poyl - bis- (L-histidinamid) -Kupfer-
Abb. 2, Katalaseaktivititen von Kupfer- chelat bei verschiedenen Molver-
che'laten .des N.l\T’-Adipoyl-bis-(L-}xist?din- héltnissen und konstantem py = 8

amid) bei verschiedenen Molverhdltnissen . . .
o gemessen. Die Lisungen enthielten

und konstantem py = 8 5

immer 1-10-%* Mol CuS80O, pro
100 cm?®, wihrend die Konzentration des Chelatbildners von 1.10-4
bis 3-10-* Mol pro 100 em3® variiert wurde. In Abb. 2 wurde als
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Abszisse die Konzentration des Chelatbildners und als Ordinate die
ermittelte Wasserstoffperoxydzersetzung (Mittelwerte von je 4 Messungen)
nach 5 bzw. 30 Minuten aufgetragen. Das Optimum der Katalasewirkung
liegt ebenfalls bei einem Molverhéltnis von 1:2 (Cu?+-Ionen: Chelat-
bildner).

Die Messungen der Katalaseaktivititen der Kupfer-Chelat-Verbin-
dungen in Abhingigkeit vom py-Wert wurden deshalb bei einem Mol-
verhiltnis von 1:2 durchgefithrt. Bei der Bestimmung der Katalase-
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Abb. 3. Katalaseaktivitaten des
N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidin-
amid)-Kupfer-Chelats bei ver-
schiedenen py-Werten und dem
Molverhiltnis 1:2

Min, —
Abb. 4. Katalaseaktivititen des
N.N’- Adipoyl-bis - (D.L-alanyl - L~
histidinamid)-Kupfer-Chelats bei
verschiedenen pg-Werten und
dem Molverhaltnis 1:2

aktivitdt der Kupferchelate von Histidin und Histidinanhydrid wurde
ein Wirkungsoptimum bei puy = 8 gefunden?). Die Katalaseaktivitit
des N.N'-Adipoyl-bis-(L-histidinamid)-Kupfer-Chelats und des N.N’-
Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid)-Kupfer-Chelats ist ebenfalls bei
pu = 8 am gréfiten. In Abb. 3 und 4 wurde als Abszisse die Zeit in
Minuten und als Ordinate die gemessene Wasserstoffperoxydzersetzung
in 9, aufgetragen. Die katalatische Wasserstoffperoxydzersetzung ver-
liuft zur Reaktionszeit nicht direkt proportional, sondern klingt nach
einer ragschen Zersetzung zu Beginn der Realktion langsam ab.

Zum Vergleich und zur XKontrolle des MeBverfahrens wurde noch die
bereits bekannte Katalaseaktivitit des Histidin—Kupfer-Chelats ge-
messen. Die gefundenen Werte stimmen mit den Literaturangaben?)

10*
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gut iiberein. In Abb. 5 wurden die Katalaseaktivititen der Kupfer-
chelate von N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) (I), N.N’-Adipoyl-bis-
(D.L-alanyl-L-histidinamid) (II) und L-Histidin (III) bei pg = 8 und
einem Molverhiltnis von 1:2 gegeniibergestellt. Das Kupferchelat von
N.N'-Adipoyl-bis-(L-histidinamid) aktiviert die katalatische Wasser-
stoffperoxydzersetzung stirker als das
Histidin—Kupfer-Chelat. Die Katalase-
wirkung des  N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-
alanyl-L-histidinamid)-Kupfer-Chelats ist
zuniichst geringer als die des Histidin—
Kupfer-Chelats, klingt aber weniger rasch
ab und wird deshalb nach etwa 30 Minuten
grofler.

Vergleicht man die Katalaseaktivi-
titen der Kupfer-Chelate wvon N.N'-
Adipoly - bis- (D.L-alanyl-L-histidinamid),
N.N'-Adipoyl-bis- (L-histidinamid) und
Histidin mit dem Cu?+-Bindungsvermégen

T N o der Hisfsidinderivate, so ergibt sich, dal

Min.——e mit steigendem Cu?t-Bindungsvermdgen

Abb. 5. Katalaseaktivititen der die Katalaseaktivitdt der Kupferchelate

Kupferchelate von N.N-Adipoyl- abnimmt, Das Cu?*-Bindungsvermdgen

bis-(L-histidinamid) (I), NN o5 N N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histi-

Adipoyl-bis-(D. L-alanyl- L-histi- dinamid) ist am groBten, die Katalase-
dinamid) (II) und L-Histidin (ITT) Lo i .

bei py — 8 und dem Molverhalt-  2Ktivitdt des Kupfer-Chelats am klein-

nis 1:2 sten. Dagegen aktiviert das Kupfer-

Chelat von N.N’'-Adipoyl-bis-(L-histidin-

amid), dessen Cu2t-Bindungsvermogen am kleinsten ist, die katalatische

Wasserstoffperoxydzersetzung stirker als die beiden anderen Kupfer-

Chelate.

Untersuchungen, die von W. LaneeNBECK und Mitarbeiter in letzter
Zeit durchgefiihrt wurden, fithrten zu der Hypothese, dal nur solche
Chelate, die eine Koordinationsliicke besitzen, katalytisch stark wirksam
sind10). An der Koordinationsliicke lagert sich im allgemeinen das
Losungsmittel (oder anch eine andere Verbindung) locker an, das aber
leicht durch das Substrat verdringt werden kann.

nt

=
[y
T

2ersetzung in 55 —e—
=y

R

Unsere Versuchsergebnisse kénnen im Sinne dieser Hypothese ge-
deutet werden. Mit zunehmendem Cu?+-Bindungsvermogen der Chelat-

10) W. LANGENBECK, Ber. Verh. sichs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-na turwiss. Kl
103, Heft 5, S. 11 (1959).
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bildner — oder anders ansgedriickt — mit steigender Stahilitit der Kupfer-
Komplexe nimmt die katalatische Aktivitit der Kupfer-Chelate ab
(vgl. Abb. 1 und b).

Experimenteller Teil

a-Aminoisobuttersaurebenzylesterhydrochlorid: 20 g Polyphosphorsiure!) und
100 em?® Benzylalkohol wurden bei einer Badtemperatur von 95—100 °C geriihrt, bis eine
homogene Losung entstanden war. Nach anteilweiser Zugabe von 5 g x-Aminoisobutter-
sgure wurde 4 Stunden bei einer Badtemperatur von 95 bis 100 °C weitergerithrt. Die
Losung wurde in 800 cm® Wasser gegossen, das vorher mit 40 cm?® konz. HC angesduert
wurde. Nach Zugabe von Ather wurde die wiBrige Schicht abgetrennt und die dtherische
Schicht zweimal mit 2proz. Salzsdure gewaschen. Die wallrige Schicht wurde mit dem
Waschwasser vereinigt, alkalisch gemacht und dreimal mit Ather extrahiert. Die vereinig-
ten Atherextrakte wurden getrocknet und mit trockenem HCI fast gesittigt. x-Aminoiso-
buttersiurebenzylesterhydrochlorid schied sich in Form farbloser Plittchen vom F. 168 °C
ab. Nach dem Umbkristallisieren aus Methanol-Ather wurden farblose Nadeln oder Platt-
chen vom F. 170—171 °C32) erhalten.

Ausbeute: 7—8 g (63—729, d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 57,519%,; gef.: C = 57,88%,;
C,H,,0,HCl H = 17,029%; H= 17189%:;
N = 6,109%; N— 6,35%.

a-Aminoisobuttersidurebenzylester: Zu einer Suspension von 5 g «-Aminoisobutter-
saurebenzylesterhydrochlorid in 32 em?® Chloroform wurden 3,0 cm? Tridthylamin unter
Eiskithlung zugetropft. Nach Zugabe von 110 cm® Ather blieb die Mischung 10 Minuten
stehen. Dann wurde vom ausgefallenen Tridthylammoniumchlorid abfiltriert und das
Losungsmittel abdestilliert. Der zuriickbleibende «-Aminoisobuttersiurebenzylester kann
im Vakuum unzersetzt destilliert werden. Kp.;q = 181-131,5 °C.

Ausbeute: 749, d. Th.

Elementaranalyse: ber.: C = 68,369,; gef.: C = 67,67%;
CuH,,0,N H— 17,829; H= 7,74%;
N— 7,25%; N= 741%.

N-Carbobenzoxy-«-aminoisobuttersdurebenzylester: Eine Losung von 6 g N-Carbo-
benzoxy-«-aminoisobuttersiure13) (F. 78 °C) in 40 cm?® Benzol wurde mit 4 g Benzyl-
alkohol und 0,4 g p-Toluolsulfonsidure unter Riickflul gekocht. Das bei der Veresterung
gebildete Wasser wurde unter Verwendung eines Wasserabscheiders azeotrop abde-
stilliert. Nach 2—3 Stunden war die theoretisch zu erwartende Menge Wasser abdestilliert.
Die benzolische Lisung wurde zweimal mit 15 em? einer 5proz. Kaliumbicarbonatlésung
gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum abdestil-
liert. Carbobenzoxy-«-aminoisobuttersiurebenzylester kristallisiert in derben farblosen
Kristallen vom F, 66,6—67 °C.

Ausbeute: 35—409, d. Th.

1y |, UnLic, Angew. Chem. 66, 435 (1954).

12) Samtliche Schmelzpunkte wurden mit KorLER-Mikroschmelzpunkt-Bestimmungs-
apparat ermittelt.

18) M. BERGMANX u. Mitarb., Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1194 (1932); J. biol. Chem.
109, 325 (1955).
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Elementaranalyse: ber.: C = 69,709,; gef.: C = 69,949,;
CH,,0,N H= 6,469%; H= 6,58%;
N = 4,289%; N = 4,689%.

«-Aminoisobuttersdurebenzylesterhydrobromid: 8,6 g einer gesatbigten Losung von
HBr in Eisessig (36proz.) wurden mit 2,8 g Carbobenzoxy-«-aminoisobuttersiurebenzyl-
ester versetzt. Die Reaktionsmischung blieb unter gelegentlichem Schiitteln etwa eine
halbe Stunde stehen, wobei CO,-Entwicklung erfolgte. Dann wurden 85 cm® abs. Ather
dem Gemisch zugefiigt, das nach einiger Zeit ausgeschiedene «-Aminoisobuttersiure-
benzylesterhydrobromid abfiltriert und mit abs. Ather gewaschen. Nach dem Umkri-
stallisieren aus Methanol-Ather wurden das Hydrobromid in Form farbloser Kristalle
erhalten. F. 147 °C.

Ausbeute: 879, d. Th.

Elementaranalyse: ber.: C == 48,199%,; gef.: C = 48,489/;
C,H;,0,HBr H = 5,889%; H= 5,809%,;
N = 5,119, N = 5,339,

N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoisobutyryl-«-aminoisobuttersaure-benzylester):

a) 3 g (0,0106 Mol) 1.4-Di-[4.4-dimethyloxazolon-(5)-yl-(2)]-butan'4) (F. 112—113 °C)
wurden in 50 cm? abs. Pyridin gelost und mit 4,1 g (0,0212 Mol) freiem «-Aminoisobutter-
siurebenzylester versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 5 Stunden unter Riickflufl
gekocht und das Pyridin im Vakuum abdestilliert. Der zuriickbleibende Riickstand wurde
aus Essigester umkristallisiert. Farblose Kristalle vom F. 176—179 °C.

Ausbeute: 1,8 g (25,89, d. Th.).

b) Einer Losung von 1,28 g (0,004 Mol) N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoisobuttersiure)4)
(F. 234 °C) in 20 cm® Dimethylformamid wurden 1,7 g (0,008 Mol) Dicyclohexylcarbodi-
imid zugesetzt. Die Reaktionsmischung blieb 24 Stunden unter gelegentlichem Schiitteln
stehen. Der ausgeschiedene Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert, das Filtrat mit
einer Losung von 1,65 g (0,008 Mol) freiem «-Aminoisobuttersiurebenzylester in 10 cm?
Dimethylformamid versetzt und 4 Stunden unter Riickflufl gekocht. Das Lisungsmittel
wurde im Vakuum abdestilliert und der Riickstand aus Fssigester umkristallisiert, F. 176
bis 179 °C.

Ausbeute: 300 mg (11,29, d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 64,849,; gef.: C = 64,609%;
C36H5,05N, H= 7,56%; H= 17569%;
N = 8,419;; N = 8,689%.
1.4-Di-[4.4-dimethyloxazolon-(5)-yl-(2)]-butan: Bei der Darstellung nach b) aus
N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoisobuttersidure) und Dicyclohexylcarbodiimid wird als Zwischen-
produkt 1.4-Di-[4.4-dimethyloxazolon-(5)-yl-(2)]-butan gebildet. In einem Parallelver-
such wurde es nach dem Abfiltrieren vom Dicyclohexylharnstoff und vor der Zugabe von
a-Aminoisobuttersaurebenzylester durch Einengen im Vakuum isoliert. F. 110 °C (aus
Benzol).

Elementaranalyse: ber.: C = 60,095; gef.: C = 60,189;

CHyO,N, H = 7,149,; H= 7,309%;

N = 10,0%; N = 10,439,
N.N’-Adipoyl-bis-(x-aminoisobutyryl-a-aminoisobuttersiure): 0,85 g (0,00128 Mol)
N.N’-Adipoyl-bis-(«-aminoisobutyryl-a-aminoisobuttersiurebenzylester) ~ wurden  in

14y G. Faust, Dissertation, Halle 1956,
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50 cm?® Methanol gelost und mit einigen Tropfen Eisessig versetzt. Unter Verwendung von
Palladium-Mohr1%) wurde hydriert. Nach 10 Minuten war die berechnete Menge Wasser-
stoff verbraucht. Der Katalysator wurde abfiltriert. Nach einiger Zeit begann die Ab-
scheidung der in Methanol schwer loslichen N.N’-Adipoyl-bis-(«-aminoisobutyryl-«-
-aminoisobuttersiure). Sie ist in Wasser, Alkohol und den iiblichen organischen Ldsungs-
Tmitteln praktisch unléslich, dagegen in Dimethylformamid 16slich. Aus verdiinnter Bi-
carbonatlosung kann sie mit verdiinnter Salzsiure umgefallt werden. F. 238—239 °C.

Ausbeute: 0,45 g (739, d. Th.). Die Analysenprobe wurde bei 150 °C und 15 Torr
getrocknet.

Elementaranalyse: ber.: C = 53,329; gef.: C = 53,10%;
Cyp,H3N,Oq - 3 H,0 H= 793%; H= 805%;
N = 11,319%; N = 11,309,

N.N"-Adipoyl-bis-(x-aminoisobuttersiuremethylester): Zu einer Losung von 9,7 g
(0,063 Mol) Adipinsduredichlorid in 150 ml Essigester wurden unter Eiskithlung und
Rithren 12,4 g (0,106 Mol) freier x-Aminoisobuttersiuremethylester (Kp.,, = 45 °C) und
10,8 g (0,106 Mol} Tridthylamin zugetropft. Die Mischung wurde noch 30 Minuten im
Eisbad geriihrt. Nach 3 Stunden wurde sie zum Sieden erhitzt und vom ausgefallenen
Tridthylammoniumchlorid abfiltriert. Aus dem Filtrat. wurden derbe farblose Kristalle
erhalten. F. 158—159 °C (aus Essigester).

Ausbeute: 609, d. Th.

Flementaranalyse: ber.: C = 55,80%,; gef.: C = 55,799%;
CeHs O N, H= 8,20%; H= 820%;
N = 8,13%; N = 8,30%.

N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alaninathylester): 12 ¢ Adipinséure-dihydrazid (F. 178 °C)
wurden in einer Mischung von 600 em?® Wasser, 220 cm? Eisessig und 120 cm?® 5 n-HCI
gelost und auf 0 °C gekiihlt. Dann wurden 12 g Natriumnitrit in 50 cm® Wasser innerhalb
von 10 Minuten unter Rithren zugetropft, 10 Minuten weitergeriihrt und 100 cm?® kaltes
Chloroform zugefiigt. Die Chloroformschicht wurde abgetrennt und die warige Schicht
mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten und getrockneten Chloroformextrakte wurden
mit der Lésung von 11,7 g (0,1 Mol) D.L-Alanindthylester (Kp.;; = 57 °C) in 20 cm?
Chloroform vereinigt und iiber Nacht stehen gelassen. Danach wurde das Losungsmittel
im Vakuum abdestilliert und der Riickstand mit Essigester aufgekocht. Farblose Kristalle
vom F. 106,5—107 °C (aus Essigester).

Elementaranalyse: ber.: C = 55,80%; gef.: C= 55,289,;
C6Hp506N, H= 8,20%; H= 8,289%;
N = 813%; N = 8,309%.

N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alaninhydrazid): 12 g Adipinsiurehydrazid wurden wie bei
der Darstellung von N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanin-ithylester) zur Reaktion gebracht,
nur wurde der Riickstand nicht in Hssigester, sondern in 150 cm?® abs. Alkohol geldst
und mit 15 g 95—100proz. Hydrazinhydrat 30 Minuten unter Riickflufl gekocht. Nach
3 Tagen wurde das ausgeschiedene N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alaninhydrazid) abgetrennt
und aus Wasser-Alkohol umkristallisiert. F. 215—216 °C. Ausbeute: 9,3 g (58,99 d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 45,509,; gef.: C = 45,489;
C,H,,0,N H= 17,64%: H= 7,70%;
N = 26,57%; N = 25,839,

15) J. Tausz u. N. v. Purnvoxy, Ber. dtsch. chem. Ges. 52, 1576 (1919).
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N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid): 2,62 g (0,015 Mol) Adipinsguredihydrazid wurden
in Adipinséurediazid iiberfihrt. Die Losung des Diazids in Chloroform wurde mit einer
Losung von 0,024 Mol freiem L-Histidinmethylester'$) in 20 cm?® Chloroform vereinigt,
geschiittelt und iiber Nacht stehen gelassen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abge-
zogen und ein zum Teil schon vorher abgeschiedenes Ol erhalten, das nicht zur Kristalli-
sation gebracht werden konnte. Deshalb wurde N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinmethyl-
ester) in 40 cm?® abs. Methanol gelést und die Losung unter Eiskithlung mit Ammoniak
gesittigh. Der fest verschlossene Kolben blieb 3—4 Tage stehen. Bereits nach 2 Tagen
begann die Abscheidung vom N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinamid). Es wurde abgetrennt
und aus Wasser-Alkohol umkristallisiert. F. 199—200 °C (unter Aufschéiumen).

Ausbeute: 3,3 g (669, d.Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 50,589,; gef.: C = 50,289%,;
CysHyO,Ng -  H,0 H= 6,37%; H= 6,489%:;
N = 26,229,; N = 26,439,.

N.N"-Adipoyl-bis-(L-histidinhydrazid): Der sirupdése N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidin-
methylester) wurde in 40 cm® abs. Alkohol gelést, mit 3,7 em® 95—100proz. Hydrazin-
hydrat versetzt und 15 Minuten unter RiickfluBf gekocht. Nach 3—4téigigem Stehen wurde
das ausgeschiedene N.N’-Adipoyl-bis-(L-histidinhydrazid) abgetrennt und aus Alkohol-
Wasser umkristallisiert. F. 185—187 °C (Zersetzung).

Ausbeute: 2,7 g (50,29, d. Th.).

Elementaranalyse: ber: C = 47,269; gef.: C = 46,919;
CisHs0, N, - £ H,O H= 6,399%:; H= 6,53%;
N = 30,629; N = 30,219,.

N.N"-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid): 4,83 g (0,015 Mol) N.N’-Adipoyl-bis-
(D.1-alaninhydrazid) wurden in einer Mischung von 128 cm® Wasser, 47,2 cm3 Eisessig
und 25,8 cm® 5 n-HCl gelést. Zu der auf 0° gekiihlten Losung wurden 2,62 g Natrium-
pitrit in 10 cm® Wasser innerhalb von 10 Minuten unter Riihren zugetropft, 10 Minuten
weitergeriihrt und 21,5 em?® Chloroform zugefiigt. Die Chloroformschicht wurde abgetrennt
und die wafirige Schicht mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten getrockneten Chloro-
formextrakte wurden mit 0,024 Mol freiem L-Histidinmethylester in 20 em® Chloroform
vereinigt, geschiittelt und iiber Nacht stehen gelassen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
abdestilliert und ein Sirup erhalten, der nicht kristallisierte. Der Sirup wurde in 40 cm? abs,
Methanol aufgenommen und mit trockenem Ammoniak unter Eiskithlung gesittigt. Der
fest verschlossene Kolben blieb 3—4 Tage stehen. Das ammoniakalische Methanol wurde
im Vakuum entfernt und der Riickstand in abs, Alkohol unter Erwirmen gelést. Nach
2 Tagen wurde das ausgeschiedene N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid) abge-
trennt, in Wasser aufgenommen, die Lésung filtriert und zur Trockene im Vakuum
wieder eingeengt. Aus abs. Alkohol wurde ein amorphes, hygroskopisches Pulver er-
halten. F. 175 bis 180 °C (unter Aufschiumen).

Ausbeute: 1,8 g (279 d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C == 50,609; gef.: C = 50,48%;
G, H406N, - 1 H1,0 H= 6,55%; H= 6,60%;
N = 24,5699, N = 24,089%,.

16) R. F. FisceHER u. R. R. WHETSTONE, J. Amer. chem. Soc. 76, 5076 (1954); G. HiLL-
MANN, Z. Naturforschg. 1, 682 (1946).
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N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinhydrazid): Der bei Anwendung von 0,015
Mol N.N‘’-Adipoyl-bis-(D.L-alaninhydrazid) als Sirup erhaltene N.N’-Adipoyl-bis-
(D.L-alanyl-L-histidin-methylester) wurde in 40 em?® abs. Alkoho! gelost, mit 3,7 em?®
95—100proz. Hydrazinhydrat versetzt und 15 Minuten am Riickflul gekocht. Der ver-
schlossene Kolben blieb 3—4 Tage stehen. Das ausgeschiedene Hydrazid wurde abgetrennt
und wie N.N’-Adipoyl-bis-(D.L-alanyl-L-histidinamid) umgefallt. Hygroskopische,
farblose, amorphe Substanz. F. 185—190 °C (Zersetzung).

Ausbeute: 2,5 g (35,29, d. Th.).

Elementaranalyse: ber.: C = 48,07%; gef.: C = 48,03%;
CouHlyO Ny, - 1,0 H = 6,56%; H= 661%;
N = 28,03%; N = 27,719%,

Bestimmung des Cu2+-Bindungsvermdogens

Die Bestimmung des Cu?t-Bindungsvermdgens erfolgte nach der Methode von
G. Worrr, S. Farras und H. ERLENMEYER %),

Fiir die Messungen wurde ein PurrricE-Photometer (Zeiss, Jena) mit Spektralfilter
S 53 (Filterschwerpunkt bei 5330 A) benutzt. Die py-Messungen wurden mit dem py-
Messer Typ 190 und einer MeBkette (hochohmige Glaselektrode und Kalomelelektrode)
durchgefiithrt. Die Elektrodenfunktion wurde wiederholt iiberpriift. Nach Aufstellung
der Eichkurve einer [Fe (Dipy),1*+-Losung im Konzentrationsbereich von 1 - 10-5—6 . 10-5
Mol/1000 cm® wurde in Kontroliversuchen gefunden, da8 bei den gewihlten Konzentra-
tionen der Komplexbildner die [Fe (Dipy);1*+-Konzentration nicht verindert wird.

Das Cu?*t-Bindungsvermodgen wurde im Acetatpuffer bei einem konstanten py von
5,2 ermittelt. Die Messungen wurden bei einer Konzentration von 1 - 10—3—15 - 102 molar
an Histidin, N.N’-Adipoyl-bis-histidinamid oder N.N’-Adipoyl-bis-(alanyl-histidinamid)
durchgefiihrt.

Bestimmung der Katalaseaktivitiit

Nach der von W. LaxGENBECK, H. Mix und W. TrrrerBAcH-HELMRICH2) angegebenen
Methode wurde die Katalaseaktivitdt bestimmt. 2.10-4 Mol (bzw. 1-10-4, 1,5.104
und 3 . 10-4 Mol) der zu priifenden Histidinderivate wurden in 90 cm?® kohlensénrefreiem
Wasser gelost und 5 cm? einer 2 - 10-2 m CuSO,-Losung zugesetzt. Das Mefgefal befand
sich in einem Bad von 20 4 0,1 °C. Unter magnetischer Rithrung wurde mit n/10 NaOH
unter Verwendung einer py-MeBanlage der py-Wert eingestellt und auf 100 ecm?® aufge-
fullt. Nach 30 Minuten wurden 10 cm® 1m H,0, (aus stabilisatorfreiem 30proz. H,0,
durch Verdimnen mit kohlensdurefreiem Wasser) zugesetzt. Unmittelbar nach Zugabe
und 5, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten spiter wurden je 5 cm? entnommen und zu 20 ecm?
10proz. Schwefelsiure gegeben. Die H,0,-Konzentration wurde durch Titration mit
n/10 KMnO,-Losung bestimmt. Der py-Wert wurde wahrend des Versuchs auf 4 0,1
konstant gehalten. Jede Versuchsreihe wurde viermal durchgefiihrt. Bei der graphischen
Darstellung wurden die Mittelwerte von vier Einzelversuchen angegeben.

Herrn Prof. Dr. W. LaNeeNBECK mochten wir fiir sein forderndes
Interesse sehr danken.

Halle, Justus-von-Liebig-Institut fir Organische Chemie der Martin-
Luther-Universitit Halle-Wittenberg.

Bei der Redaktion eingegangen am 9. Dezember 1959,



