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(Eingegangen am 1. Juli  1957) 

Beim Azidieren von Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycin-hydrazid 
mit fiberschiissigem Nitrit wird der Phenolkern des einge- 
bauten TyrosH~s nitriert und bei der I~e~ktion des nitrierten 
Azids mit ~)L-Alanin-benzylester alas Nitropeptidderivat er- 
halten. 

1. E i n l e i t u n g  

Ffir die Untersuehung saurer und enzymatiseher Partialhydrolysate 
yon Seidenfibroin 2 sollte das Tripeptid Tyrosyl-glycyl-alanin naeh dem 
Azidverfahren dargestellt werden. Dabei vrat unerwarteterweise eine 
Nitrogruppe in den Phenolkern des eingebau~en Tyrosins ein. 

2. S y n t h e s e  

Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycin-hydrazid wurde naeh der Vorsehrift 
yon K. Ziegler 3 gewonnen, wobei jedoeh mit etwa der doppelten Menge 
Nitrit azidiert wurde. In  friiheren Arbeiten 4 h~tte sieh Azidieren mit 
iibersehfissigem Nitrit auf Abseheidung und Ausbeute der Azide giinstig 
ausgewirkt. Als wit jedoeh zum Aufbau des gewiinsehten Tripeptid- 
der iwts  das Zieglersehe I-Iydrazid in s~urer L6sung ebenfalls mit fiber- 

* Fritz Wessely zum 60. Geburtstag in Verehrm~g gewidmet. 
1 5. Mit~eilung fiber Peptide. 4. Mitteilung vgl. H. Zahn und J. ft. Diehl, 

Angew. Chem. 69, 135 (1957). 
2 H. Zuber, unverSffer~tliehte Versuehe, vgl. H. Zahn, Angew. Chem. 68, 

163 (1956). 
K. Ziegler, Dissertation Univ. Heidelberg (1956). 
H. Zahn und E. Schnabel, Ann. Chem. 604, 62; 605~ 212 (1957). 
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schiissigem Nitrit  versetzten, sehied sieh des Azid als gelbes 01 ab und 
bei der Vereinigung der gewasehenen und getroekneten Azidl6sung mit  
DL-Alanin-benzylester 5 bildete sich an Stelle des Tripelotidderivates 
dessen gelbgef~rbte Nononitroverbindung I veto Sehmp. 180 bis 181 ~ 

C6I-IsC H ~. OCO. NH.  Ctt .  CO--NH.  CH~. CO--NH �9 Ctt  (C H3)COOC t t  2. C6I-I 5 
J 

1 
NO~ (I) 

3. Eigensohaften 

Die gelben Sph~rolithe 16sen sioh in Alkalien unter intensiver l~ot- 
f~rbung. Diazotier~e Sulfanils~ure in sodaalkalisoher L6sung kuppelt 
erst naeh 12 Stdn. merklich. Diese Versuehe spreehen ffir die Kons~i- 
tution eines o-Nitroso- oder o-Nitrophenols. 

Die Reduktion der Verbindung in methanolisch-salzsaurer LSsung 
mit SnCle in der Siedehitze 6 lieferte eine grauweifie Substanz, die in 
Methanol glair 15slieh war und sich an der Luft  raseh dunkel f~rbte, 
offensichtlieh hat te  sich eine aromatische Aminogruppe gebildet. Diazo- 
t ierte Sulfanilsgure bilde~ mit  einem alkalisch reduzierten Produkt  sofort 
einen braunroten Azofarbstoff, dessen Farbe sieh beim Ans~uern nach 
Rot  aufhellt. 

Zum direkten Nachweis der bei der Reduktion entstandenen aromati- 
sehen Aminogruppe wurde die saure LSsung der reduzierten l~itrover- 
bindung auf 0 ~ abgekfihlt und mit  fiberschiissiger Nitritl6sung diazotiert, 
wobei eine sehwache Gelbf~rbung auftrat .  Nach einiger Zeit wurde das 
Nitri t  dutch Digerieren mit  einer sauren I-Iarnstoffl6sung zerst6rt. Die 
gebildete Diazoniumverbindung lieB sieh dureh Kuppeln mit  Dimethyl- 
anilin nachweisen. Der entstandene rote Azofarbstoff schliigt in alkali- 
scher LSsung ins Grfinliche bis Schw~rzliche urn. 

Nachdem so bewiesen war, dab die eingetretene Gruploe N-hal~ig 
war, vermute ten  wit zun~chst eine direkte Kernnitrosierung durch das 
iibersehfissige I~i~rit. Aber die Analyse zeigte einen zu tiefen C- und 
N-Wert.  Nur bei Annahme von 1 Mol Konstitutionswasser wfirde die 
Analyse auf ein Nitrosoderivat  stimmen. Krat z scM sowie Ziegler a hat ten 
bei Tyrosinpeptiden wiederholt Hydratwasser  festgestellt. Abet die 
Liebermannsche  Reaktion verlief negativ und aueh der Umsatz  mit  
Anilin zur Gewinnung einer Azoverbindung war erfolglos. Es mul~te 
sich also um eine Nitrogruppe handeln, zumal die Analyse gut fiberein- 

5 H.  K .  Miller and  H .  Waelsch, J.  Amer. Chem. Soc. 74, 1092 (1952). 
6 Zuvor wurde am Carbobenzoxy-glyein festgestellt, dab die Carbo- 

benzoxy-gruppe beim l~eduzieren mit Zn-Staub in salzsaurer LOsung kaum 
angegriffen wird. 

E.  Kratzsch, Dissertation Univ. I-Ieidelberg (1955). 
43* 
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stimmte. Das IR-Spek t rum ermSglichte keine eindeutige Entscheidung. 
B e l l a m y  s ordnet der Nitrogruppe Banden bei 1300 bis 1350 K und 1500 

s L .  J .  B e l l a m y ,  Ul~rarot-Spektrum und ehemische Konstitution. Darm- 
stadt : Dr. S~einkopff-Verlag, 1955. 
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bis 1600 K zu. Naeh einer Arbeit yon Franc]c, H 6 r m a n n  und Sctteibe 9 

ist das Absorpt ionsmaximum bei 1540 K - -  je naeh den iibrigen Substi- 
tuenten varfieren die Werte yon 1490 bis 1550 K - -  besonders charak- 
teristisch, w~hrend die Bande bei 1350 K stErker gestSrt ist. Vergleieht 
man die IR-Spekt ren  unserer Verbindung I (Abb. I) und der nieht 
substituier~en Verbindung (Abb. 2), so erkennt  man grebe Unterschiede. 
Eine schwaehe Bande bei 1110 K fehlt im Spektrum des Nitropeptids. 
Sie ist charak~eristiseh fiir p-Substitution. Daffir t re ten eine Reihe von 
teilweise sehwaehen Absorptionsstellen neu anti So die fiir 1,2,4-Tri- 
substitution charakteristisehen Banden bei 755 K, 841 K und 1209 K. 
Einige Peaks lassen sieh nicht zuordnen, wie z. B. die bei 1270 K und 
1395 K, w~hrend die bei 1350 K und 1540 I~ erwarteten NO~-Banden 
yon Phenol- und Amidbanden fiberlagert werden und beim Nitroderivat  
nur etwas starker sind - -  eine ,,Verschiebung" der Amidbande I I  um 
18 em -1 kSnnte ebenfalls dureh die Anwesenheit der Nitrogruppe erkl~rt 
werden. 

4. D i s k u s s i o n  

Sohon yon Rohr l i ch  1~ und anderen wurden Modellversuche zur Auf- 
kl~rung der Farbreakt ion von Proteinen mit Ni%rit bzw. salpetriger S~ture 
durchgefiihrt. Rohr l i ch  konnte die Bildung einer kupplungsfghigen 
Diazoniumverbindung nachweisen. Anderseits haben P h i l p o t  und 
S m a l l  n die prim~ire Bildung einer Nitrosoverbindung experimente]l be- 
stgtigt. Rohr l i ch  vermute t  die Oxydation dieses NitrosokSrpers zur 
Nitroverbindung und dem Diazoniumnitrat  durch die naszierenden Stick- 
oxyde. Die Bildung eines Diazoniumsalzes konnten ~_r nieht beobachten 
und auch beim Umsatz yon Carbobenzoxy-n-tyrosyl-glyeyl-DL-alanin- 
benzylester mit  salpetriger Sgure entstand keine mit  Dimethylanflin 
kuppelnde Zwisehenverbindung. Wit  fiihren daher die Ents tehung des 
Carbobenzoxy-L-nitrotyrosy]-glyeyl-DL-alanin-benzylesters lbeilweise auf 
die direkte Nitrierung des aromatischen Phenolkerns dutch die beim 
LSsen der nitrosen Gase aus dem fibersehiissigen I~itrit gebildete Salpeter- 
s~ure zuriiek, zumal die elektrophile Nitrierungsreaktion beim eingebauten 
Tyrosin schon mit  sehr verdfinnter Salpetersgure 12 sehr raseh erfolgt. 
Wahrseheinlich laufen beide Reaktionen nebeneinander ab. 

Experimenteller Teil 
1. Carbobenzoxy-L-ni trotyrosyl-glycyl-DL-alanin-benzylester  

15 g Carbobenzoxy-L4yrosyl-glycin-hydrazid wurden in einer Mischung 
yon 14 ccm konz. HC1, 30 cem Eisessig und 350 ccm tI20 unter heftigem 

9 B.  Franclc, H.  H 6 r m a n n  u n d  S.  Scheibe, Chem. Ber. 90, 330 (1957). 
lo M .  Rohrlich, Chem.-Ztg. 80, 847 (1956). 
n j .  St .  L.  Ph i lpo t  und P .  Smal l ,  Biochemic. J. 82, 534, 542 (1938): 
12 H.  Z a h n  u n d  K .  Kohler,  Z. Na~urforsch. 5b, 137 (1950). 
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Vibrieren gel6st und vom ungel6sten gelatin6sen Rfickstand abgesaugt. Bei 
- - 3  ~ wurde eine L6sung yon 7,5 g Natr iumnitr i t  langsam zugegeben und 
das sirupSs ausgefallene Azid in 500 ecm kaltem Essigester aufgenommen. 
Der Essigesterextrakt wurde mit  kalter Biearbonatl6sung und Wasser ge- 
wasehen und fiber Natrinmsulfat  getroeknet. Dann wurde mit  einer Auf- 
sehlgmmung yon 18 g DL-Alanin-benzylester-benzolsulfonat in 50 eem 
Chloroform mad 10 cem Triiithylamin versetzt  and 24 Stdn. bei Zimmer- 
temp. gehalten. Naeh dem sauren, bicarbonatalkalisehen und w~l]rigen 
Wasehen wurde das L6sungsmittelgemiseh bei 40 ~ im Vak. abdestilliert. 
Es hinterblieb ein hellbrauner Sirup, der mehrfaeh in Methanol gel6st win'de, 
wobei der Alkohol jeweils im Vak. abgezogen wurde. Sehlieglich wurde 
wieder in Methanol aufgenommen; beim Aufbewahren im Eisschrank sehieden 
sieh Mlm~hlieh 4,3 g (=  19% d. Th.) gelbe tfx'istMle aus. Zur Analyse ~-arde 
mehrfaeh aus viel Methanol umkristMlisiert und gelbe K6rner vom Schmp. 180 

bis 181 ~ erhalten. [a]~ = -  20,3 ~ 

Nitrosoverbindung CegH30N40 s (562,56). Ber. C 61,91, H 5,37, N 9,96. 

Hych'at der Nitrosoverbindung C29HaoNaOs - H20 (580,58). Ber. C 59,99, 
I t  5,55, N 9,65. 

Nitroderivat  C29HaoNaO 9 (578,56). Ber. C 60,20, H 5,23, N 9,71. 
Gef. C 60,13, H 5,28, N 9,67. 

2. Redu]ction yon I 

a) Sauer: Eine Spatelspitze I wurde mit  wenig konz. Salzs~ture ver- 
setzt, in w/iBr. Methanol gelSst und mit  viel SnCI~ kurz aufgekocht. 

Die ReaktionslSsung f/irbte sich zun/~chst braun, hellte sich darm aber 
wieder auf. Ehle schwache Gelbf~rbtmg wurde durch Filtrieren fiber ein 
mit  Zn-Staub beschiektes Fil ter  beseitigt und gleichzeitig die Sn-Ionen als 
Metal1 auf dem Zn niedergeschlagen. Die l~eduktion wurde nach diesem 
Reduktorprinzip auch mit  Zn-Staub alIein durcbgeffihrt. Naeh dem Alkaliseh- 
maehen schied sich in der Kglte ein weigliehgrauer Niederschlag ab, der 
sieh an der Luft  raseh dunkel f~rbte and in Methanol glatt  lbslieh war, was 
auf eine Aminogruppe hinweist. 

b) Allcalisch: Da sieh das Nitroderivat  glatt  in Laugen 15st, ffihrten 
wir naeb dem l~eduktorprinzip aueh eine alkalisehe Reduktion mit  Devarda- 
seher Legierung dureh. I)as farblose Fi l t ra t  bildete mit  einer L6sung yon 
diazotierter Sulfanils~ure sofort einen braunroten Azofarbstoff, dessert Farbe 
sich beim Ans~uern naeh Rot  aufhellte. Der gleiehe Farbstoff v~lrde aueh 
aus den sauer reduzierten Ans~tzen bei der alkalisehen Kupplung mit  diazo- 
tierter Sulfanilsgure erhMten. 

3. Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycyl-1)L-alanin.benzylester 

12,5 g Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glyein-hydrazid wurden in der gleichen 
Weise wie bei 1, aber mit  der stSehiometrischen Menge Natr iumnitr i t  azidiert 
und das in Essigester aufgenommene Azid mit  DL-Alanin-benzylester - -  aus 
15 g Benzolsulfonat - -  umgesetzt.  Nach dem iiblichen Aufarbeiten wurde 
ein hellgelber Sirup erhalten, der, in Essigsgure gelSst, schlieBlieh zu kristalli- 
sieren begann Lind unter Xther durchkristallisierte. Die weiBen Nadeln waren 
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in Mei~hanol sehr gut  16slich und wurden mehrfach aus Essigester umkristall i-  
siert. Ausbeute 6,5 g = 35% d. Th. Schmp. 175 bis 176 ~ 

[ a ]~  = -  19,5 ~ (c = 1; Methanol). 

C~gH~lN30 v (533,56). Ber. C 65,28, H 5,86, N 7,88. 
Gel. C 65,50, t t  5,86, N 8,08. 

H e r r n  Dr.  H .  v. Die t r ich  d~nken  wir  fiir die Aufnahme  der  IR-  
Spek t ren ,  der  B A S F  fiir d ie  t~berlassung von  Chemikal ien und  der  
Deu t schen  Forschungsgemeinschaf t  fiir e ine Sachbeihilfe.  


