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Abstract—Oligopeptide-4-nitroanilide alkaline hydrolysis mechanism has been studied in a wide pH-range. In the
log ky, vs pH-profile we have identified three different ranges. In the ky/k_, controlied range a stereoelectronic
control of the cleavage of the tetrahedral intermediate has been observed in the case, a a-substituent is available
for interaction with groups on the tetrahedral carbon atom. In the ki/k-;- and in the k;-range of the hydrolysis no
mechanistically differences exist between oligopeptide-4-nitroanilides and acet-4-nitroanilides. Kinetic-D-isotope
effects are consistent with the postulated mechanism of hydrolysis.

Die basische Hydrolyse von Oligopeptid-4-nitroaniliden wurde in einem weiten pH-Bereich
untersucht. Im log k,, vs pH-Profil wurden drei verschiedene Bereiche identifiziert. Im ko/k_, kontrollierten Bereich
wurde ecine stereoelektronische Kontrolle der Spaltung des tetrahedralen Intermediats beobachtet, sobald in
a-Stellung wechselwirkungsaktive Substituenten vorhanden sind. Im ky/k_- und im k,-Bereich der Hydrolyse
wurden bei Oligopeptid-4-nitroaniliden im Vergleich zu Acet-4-nitroaniliden keine Unterschiede im Mechanismus
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gefunden. Kinetische-D-Isotopieeffekte sind in Ubereinstimmung mit dem postulierten Hydrolysemechanismus.

Der Mechanismus der basischen Hydrolyse verschie-
dener Anilide, die sowohl im Acylteil, als auch im Ani-
lidteil des Molekils unterschiedlich substituiert sind,
wurde eigehend untersucht.'”** Wir haben die Geschwin-
digkeit der Hydrolyse einiger a-Aminosdure-4-
nitroanilide und Oligopeptid-4-nitroanilide ber einen
weiten pH-Bereich gemessen. Dabei zeigten erste Un-
tersuchungen eine im Vergleich mit a-Amino-
sdureaniliden, bei denen die 4-Nitrogruppe durch weniger
elektronegative Substituenten ersetzt ist, sehr hohe
Reaktivitat.'* Diese und im Aryiteil modifizierte Anilide
finden als Substratanaloga zur Aktivititsbestimmung von
Enzymen mit proteolytischen (aminopeptidatischen)
Eigenschaften umfassende Verwendung. Ein Vergleich
der Konstanten der enzymatischen Hydrolyse sollte zur
genaueren Interpretation nach unserer Meinung stets auf
der mdglicherweise unterschiedlichen Acylreaktivitit der
Oligopeptid-anilide beruhen, um Fehlinterpretationen der
hohen enzymatischen Spaltungsrate mancher Peptid-
bindungen zu vermeiden.

Die hydroxylionen-katalysierte Hydrolyse von 4-
Nitroacet-anilid und 4-Nitro-trifluoracetanilid wird {iber
einen weiten pH-Bereich durch das kinetische Modell
(Gleichung 1) beschrieben.
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In Gegenwart eines weiteren Katalysators B, der
sowohl die Bildung als auch den Zerfall des tetrahedralen
Intermediats (I) katalysiert, ergibt sich fir die Ge-
schwindigkeitskonstante pseudo-1. Ordnung (k) der
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Hydrolysereaktion:

- &i[HO] + kd B]Nkz + ka[HO ™} + ks[B] + ke[BH 1)
k.1 +k2+k[HO 1+ k_[BH"] +ks[B] + ke(BH"] °
@

a - Aminosiure - 4 - nitroanilide und Oligopeptid - 4 -
nitroanilide sollten in ihrem Hydrolyseverhalten zwi-
schen diesen beiden Acylrestvariationen liegen, wobei die
Protonierung der a-Aminogruppe bei pH-Werten <10
cinen weiteren pH-empfindlichen Term in die Glei-
chungen (1) und (2) einfihrt. Protonierte a-Amino-
siureester hydrolysieren im alkalischen Bereich ca. 10
mal schneller als die neutrale Form der
Verbindungen.'**

Um die einzelnen kinetischen Parameter in den Glei-
chungen (1) und (2) bestimmten Katalysatorkon-
zentrationen besser zuordnen zu konnen, haben wir
neben dem katalytischen Verhalten zugesetzter
Puffersubstanzen auch kinetische Deuterium-Solvent-
Isotopieeffekte und sekundiire D-Isotopiceffekte auf die
Hydrolysegeschwindigkeit bei der Substitution von H
durch D in a-Stellung eines Substrates experimentell
ermittelt.

ERGEBNISSE
Die Hydrolyse der 4-Nitroanilide wurde spektralpho-
tometrisch anhand des entstchenden p-Nitroanilins bei
30° und u=1.0 (KCI) verfolgt. Die beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten pseudo-1. Ordnung koo
missen infolge der Bildung des unreaktiven Anions (Ia)
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nach Gleichung (3) korrigiert werden.2*'""”

Die Profile der so erhaltenen pH/1g k.-Abhfingigkeiten
fir L - Pro - 4 - nitroanilid (Pro-pNA), L - Ala - 4 -
nitroanilid (Ala-pNA), L - Ala - L - Ala - 4 - nitroanilid
(AlaypNA), L - Ala- L - Ala - L - Ala - 4 - nitroanilid
(Alay-pNA), L - Phe - L - Ala - 4 - nitroanilid (Phe-Ala-
pNA) und Acetyl - L - Ala - 4 - nitroanilid (Ac-Alar-
pNA) sind z.T. in Abb. 1 bzw. die daraus erhaltenen
kinetischen Einzelkonstanten in Tabelle 1 wiedergegeben.

Die Gleichgewichtskonstante K, der NH-Dissoziation
(Ia) lasst sich aus der Extinktionsinderung einer Sub-
stratldsung bei verschiedenen Hydroxylionen-Konzen-
trationen zur Zeit t =0 ermitteln. Reaktionen bei hohen
Hydroxylionen-Konzentrationen wurden bis zu einem
stabilen Endpunkt verfolgt und nach einer Reaktion 1.
Ordnung ausgewertet. Der erste Messpunkt war nach ca.
10sec. zugdnglich; eine Anlaufphase der Hydroly-
segeschwindigkeit war nicht zu beobachten. Bei gerin-
geren Hydrolysegcschmndlgkenen wurde nach Guggen-
heim® oder durch die Messung der Anfangsgesch-
windigkeit ko, ermittelt. Im Uberlappungsbereich der
Methoden wurden iibercinstimmende Resultate erhalten.

Eine chromatographische Produktanalyse ergab nur
Aminosiuren bzw. Oligopeptide und p-Nitroanilin als
Endprodukte. Eine Hydrolyse von Amidbindungen
neben der 4-Nitroanilidgruppe in den Oligopeptiden
wurde nicht beobachtet. Zwischenprodukte sind
chromatographisch und UV-VIS-spektrometrisch nicht
nachweisbar. Man beobachtet sowohl bei hohen pH-
Werten, als auch im pH-Bereich von 8-11 bei Anwesen-
heit von Puffersubstanzen isosbestische Punkte bis zur
Beendigung der Hydrolyse (z.B. fir AlarpNA bei
344 nm).

Eine Diketopiperazinbildung durch intermolekulare
Aminolyse der « - Aminosiure - 4 - nitroanilide konnte
nicht beobachtet werden. Im Bereich von Substratkon-
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Abb. 1. Geschwindigkeitskonstanten 1g k, der Hydrolyse von
Ala-pNA (O), Ala,-pNA (@) und Alas-pNA (+) in Abhéingigkeit
vom pH-Wert. Die durchgezogenen Kurven sind nach Gleichung
(1) mit den Konstanten von Tabelle 1 berechnet. Fiir Ala-pNA

wurde diese Kurve als Summe der pH-Wert abhingigen Kon-
zentrationen von H,N-Ala,-pNA und H;N-Ala,-pNA in Verbin-
dung mit Gleichung (1) erhalten.
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zentrationen ¢=3%10" bis 5x 107> M ist ky, in den
Fehlergrenzen von der Konzentration unabhiingig. Gly-
cinkonzentrationen bis 0.5M erhShen k., nicht
signifikant Ober k, X [OH™]. Hydrolyse von AlaypNA
filhrt zum Dipeptid, wobei auch im pH-Bereich um 10.0
keine Diketopiperazinbildung (DOnnschicht-
chromatographie, Anfirbung mit Chlor/Tolidin-Reagens)
festgestellt werden konnte. NH,-Titration des Reaktions-
produktes ergab 98+2% Dipeptid. Bei hohen pH-

Tabelle 1. Thermodynamische und kinetische Parameter der Hydrolyse von acylsubstituierten 4-Nitroaniliden

Substanz pK; "'t ) e | k) (M~ sec™)t Kkt kyk,t
L-Ala-4-nitroanilid 7.98 13.05 0.019 0.14 4
L-Ala-L-Ala-4-nitroanilid 8.08 12.60 0.023 0.13 100
L-Ala-L-Ala-L-Ala-4-nitroanilid 19 12,61 0.021 0.12 130
Acetyl-L-Ala-L-Ala-4-nitroanilid —_ 12.59 0.028 0.15 90
L-Phe-L-Ala-4-nitroanilid 1.9 12.09 0.028 0.12 70
L-Ala-methylester's-'¢ 1614 — 1.1% - -
L-Pro-4-nitroanilid 8.62 13.01 0.015 0.54 tt
4Nitroacetanilid®** —_ 13.6 0.0047 0.05 8
4-Nitrotrifluoracetanilid’ - 8.2¢ 360§ - 5x 10°%
4-Nitrodichloracetanilid* —_ - K | 0.05% 61309

1Bei 30.0°C und u« = 1.0 (KC)).

+
1Bei 25.0°C und g = 0.1 (KCI) fir die H,N-Form; in der H;N-Form gilt k, = 80.3 M~ sec™'."

§Bei 25.0°C und u = 0.2 (KCI).
1Bei 40.0°C; k,/k_, ist kaum temperaturabhiingig.

IFur die H;N-Form; for die H,ttl-Porm gelten nZberungsweise folgende Werte: k, = 0.4 M™'

3000 M.
tNicht bestimmbar, da k;k,/(k_, + k,) nur wenig kieiner als k;.

sec”!, ko/k ;=02 und ky/k_ =
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Werten zeigen die erhaltenen pH/lg ki-Profile eine
grosse Ahnlichkeit mit dem Hydrolyseprofii von p-
Nitroacetanilid, obwohl der maximale Anstieg der
Kurven (im pH-Bereich von ca. 11 bis 12) mit m=1.5
den ausgeprigten Term 2. Ordnung bezfiglich der
Hydroxylionen-Konzentration bei p-Nitroacetanilid (m =
1.8) nicht erreicht. Aus ks lassen sich nach Gleichung (1)
bei einigen Verbindungen die Einzelkomponenten k,,
k./k—, und ki/k_, errechnen (Tabelle 1).

Bei allen untersuchten p-Nitroaniliden kann bei hohen
Hydroxylionen-Konzentrationen ein Grenzwert von
ko/[HO™] beobachtet werden, der nach Gleichung (1)
einer geschwindigkeitsbestimmenden HO™-lonen-Ad-
dition (k,) zuzuordnen ist. Die erwartete drastische
Geschwindigkeitszunahme der Hydrolyse bei Ala-pNA
und Pro-pNA durch Protonisierung der a-Aminogruppe
bei pH<10 ist nicht zu finden. Dagegen weicht fiir
AlapNA k, bei pH-Werten <10.5 signifikant von Glei-
chung (1) ab. Diese Verbindung wird ca. dreimal
schneller hydrolysiert als seine Homologen Ala-pNA und
Ala,-pNA. Berlicksichtigt man den steigenden Anteil an

H,N-Ala-pNA bei sinkenden pH-Werten, lisst sich
diese Abweichung von den Homologen quantitativ kldren
(Abb. 1). Blockierung der freien a-Aminogruppe des
Dipeptids flihrt zur Aufhebung der hohen Reaktivitét
(Ac-Alay-pNA).

Ala;pNA unterliegt neben der hydroxylionen-in-
duzierten Hydrolyse der allgemeinen Katalyse durch
zugesetzte Puffersubstanzen. Es zeigt sich, dass diese
Katalyse bei hohen Katalysatorkonzentrationen zu
einem Grenzwert von k, flihrt. Ein solches Verhalten ist
zu erwarten, wenn kJB]<k,[HO"] und kJBH*]+
k(BYk_» 1 +ko/k_, + ks/k[HO™) wird. In diesem
Falle wird k, = k,{HO™] und damit unabhiingig von der
Katalysatorkonzentration. Die auf diese Weise fQr einen
weiten pH-Bereich zugiingliche Geschwindigkeit der
Hydroxylionen-Addition, die zur Ausbildung von (I)
faihrt, ist fir Ala,-pNA in Abbildung 2 zu finden.

Bei niedrigen Pufferkonzentrationen findet man eine
nahezu lineare Abhingigkeit zwischen k, und dieser
Konzentration, wodurch die Katalysekonstanten kg und

ken+ zuginglich werden. Vorliufige Untersuchungen '

zeigen, dass eine allgemeine Basenkatalyse beobachtet
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wird, wihrend siurekatalytische Terme nicht mit
Sicherheit nachgewiesen werden konnen. Setzt man
Glycin als Katalysator ein, kann man k,, allerdings nicht
mit sehr hoher Genauigkeit, zu ~4x10™> M ™' sec™’
bestimmen (Abb. 3).

Die Hydrolyse von AlarpNA in H;O und DO ergibt
kinetische Deuterium-Solvent-Isotopiceffekte, die sich,
bedingt durch den komplexen Hydrolysemechanismus
dieser Verbindung, nur bei Lyoxid-Konzentrationen
>10"° M Einzelkonstanten nach Gleichung (1) zuordnen
lassen. Wir haben aus diesem Grunde bei niedrigen Ly-
oxid-Konzentrationen k."'°/k,"*® 30 berechnet, dass
identische XO~-Konzentrationen vorliegen und zusitzl-
ich den Solvent-Isotopieeffekt auf das [R-NH.)/[R-
NH;*]-Verhiltnis des Substrates angeben (Tabelle 2).

- In Tabelle 2 sind ausserdem die sekundiren kineti-
schen Deuteriumsisotopieeffekte der Hydrolyse von L -
Ala - L - Ala-2-d, - d - aitroanilid im Bereich der

I&Or
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Abb. 3. Bestimmung der Katalysekonstanten far H,N-Glycin und

+
H3sN-Glycin bei der Hydrolyse von Ala,pNA (30°C; u=1.0

(KCD). r = [H;N-Gly)/[H,;N-Gly]; S = Anstieg des linearen ks v

[H;N-Gly}-Plots bei konstantem Pufferverhaltis 1 (pK, (30°C,

Glycm) = 9.65)." kum ~4x10°3 (M-l sec"'); kH)N—G!y H
1%107¢ (M~ sec™).

Abb. 2. Abh#ngigkeit der Hydroxylionen-Addiﬁon:iesc

gezogene Kurve wurde nach der Gleichung: k,% =k,

hwindigkeit k, von AlaypNA vom pH-Wert. Die aus-

H°(-NH, ")+ k"-NH,) (V™" =04 M ' sec™'; kM=

0.023 M~ sec™"; pK, = 8.08) berechnet. Katalysator: @, HO™; O, Imidazol; ©, Prolin; O, Morpholin.
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Tabelle 2. Kinetischer Deuterium-Solvent-Isotopiceffekt der Hydrolyse von Alay-pNA und sekundfrer kinetischer
Isotopieeffekt bei der Hydrolyse von Ala-Ala-2-d,-pNA (30°C; u = 1.0 (KCI)
pH bzw pDt ko' /ot ks */[DO" 1§ k"/HO) ky% ko [-NH,I"#[[-ND,1"°¢
13.38 4.7 3.49%10°2 223%10°? 0.64 -
13.22 49 341x1072 2.30x107? 0.67 —
12.38 46 3.62x 1072 2.25x 1072 0.62 -
12.51 7.0 2.48%1072 2.34x 1072 0954 —
1.7t 7.8 1.65x 1072 1.75% 1072 1.06 —
11.22 73 1.33x 1072 1.32x 1072 1.00 1.00
9.70 43 1.9%10°2 1.12x 1072 0.58 1.0§
8.74 40 6.33x 1072 3.88x107? 0.53 1.40
7.98 3.2 1.17x 107" 5.01x 1072 043 2.25
11.10 1.05+0.04
11.80 1.06+0.04

tpD= _JJH +0.37 bei 30.0°C (u =1.0).®
$pK, ™% = 13.09 (in D,O).

§1g aP%” =pKopo-pD; pKESC =14.70."
fpK.(Ala-pNA) in DO =8.59.

i, (Ala-pNA)/k, (Als-Ala-2-d,-pNA); jeweils 12 Reproduktionen; K, (Ala;-pNa)/K,**-(Ala-Ala-2-d,-pNA) = 1.00.

Hydroxylionenkatalyse des Zerfalls des Intermediates (I)
niedergelegt.

DISKUSSION

Die pH-Profile der Hydrolyse von Ala-pNA und Pro-
pNA weisen aus, dass die protonierte Form dieser Sub-
strate nur eine geringfiigige Steigerung der Hydroly-
serate zeigt (Abb. 1 und 2). Dieses Verhalten ist un-
erwartet, da die Steigerung der alkalischen Hydroly-
segeschwindigkeit von positiv geladenen Carbon-
sfiureestern gegenilber den neutralen Formen betriicht-
lich ist und eingehend untersucht wurde. ™"

Mit zunchmender Entfernung der positiven Ladung
vom Reaktionszentrum nimmt der beschleunigende
Effekt ab, ist aber auch bei B-Alanin-methylester

(ken+/ke=S51) und e- -H3N- Lysmmethylestcr (ken/ke=
2.7) noch deutlich.'® Holmquist und Bruice® korrelieren
kuo- fiir die basekatalysierte Hydrolyse von X-CHr-
COOC,H; linear mit Chartons o-Werten (p=3.89),
wobei geladene CH,-X-Reste nicht von der Korrelation
abweichen.

Im Falle der a-Aminosdureanilide muss das inerte
Verhalten der Hydrolysegeschwindigkeit gegendber der
NH.-Protonierung im Mechanismus begriindet sein.
Wahrend der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
Esterhydrolyse die Hydroxylionen-Anlagerung ist (ko —
~k;),7 finden wir bei pH-Werten <10 im Falle von
Ala-pNA und Pro-pNA kuo- =kika/(k_, +k2). Glycin-
iithylester (NH,-Form) hydrolysiert ca. 6 mal schneller als
Athylacetat bei 25°C;® ein dhnliches Verhiltnis beo-
bachtet man, wean k, in p-Nitroacetanilid mit dem in
H,N-Ala-pNA verglichen wird (k, > CH-NH,/k," " =
4.3).

Zumindest fir k; muss damit auch bei den Aniliden
mit einer den Estern entsprechenden Beschleunigung
gerechnet werden, wenn der Acylsubstituent protoniert.
Das von Hay und Morris' gefundepe Verhiltnis
ken+/ke =73 konnte einen oberen Grenzwert fir Ala-
pNA darstellen. Fir Ala,pNA Iisst sich kA" /k* =
17.4 direkt messen (Abb. 4). Obwohl die Weiterleitung
elektronischer Effekte iiber cine zwischengeschaltete
Amidgruppe hinweg nicht widerspruchsfrei® geklért ist,
nehmen wir fiir die Beschleunigung der Hydroxylionen-
Addition an diese Verbindung induktive, Ober die

Bindungen hinweg wirksame Einflusse der H,ItI-Gruppe

an. Diese Auffassung wird durch '*C-NMR-Un-
tersuchungen an Glycyl-sarkosin gestiitzt. Protonierung
der  Glycyl-NH»Gruppe fiohrt zu beachtllchen

Anderungen des Sarkosin-Carboxylat "°C- Shlfts
Nehmen wir fir Ala-pNA an, dass kA kA~
-pNA ko/k_,

keu+/ke =73 betragt, so muss in H,N-
drastisch reduziert sein, damit die beobachtete Hydroly-
serate erklarlich wird (ko/k_, ca. 107). Fiir eine solche
Verinderung in ko/k-, in der Nachbarschaft positiv
geladener Zentren gibt es Hinweise. Trialkylam-
moniumacetamid-Kationen liegen in ihrem ki/k_,-Ver-
hiltnis um ca. 10 mal niedriger als eine Reihe &hnlich
acylsubstituierter Amide.*!

Normalerweise ist ki/k ; sehr intensiv gegenilber
Einfliissen des Acylrestes,>>' da dieser sowohl die Ab-
spaltung des Hydroxylions unter Rickbildung des Ani-
lids als auch die Bildung des H-gebrlickten Produktes

e

-NH-Ar-NO, gleichermassen verindert. So un-
terscheiden sich zwar die induktiven Eigenschaften des
Acylsubstituenten in 4-Nitro-dichloracetanilid und 4-
Nitroacetanilid sehr stark, ohne aber ko/k_, zu verdndern
(Tabelle 1). Die Ursache fiir die Sonderstellung der
Ammoniumstruktur in der Reihe der Acylsubstituenten
kdnnte in den stereoelektronischen Eigenschaften des
Intermediates (I) liegen.

_HO- Ausgangsstoffe

_W_Af_m:

0 R
Endprodukte

Die Spaltung von (I) in beide Richtungen kann nur
erfolgen, wenn beide am zentralen C-Atom verbleibende
Heteroatome das Orbital eines ihrer einsamen Elek-
tronenpaare jeweils antiperiplanar zur spaltenden
Bindung ausrichten® (Schema 1).

In (I) sind alle Reste am zentralen C-Atom ohne er-
hebliche Rotationsbarriere frei drehbar, solange R
wechselwirkungsinaktiv ist und keine ortho-Substituen-
ten am Phenylrest des Anilidteils auftreten (1). kao/k_,
wird dann ausschliesslich durch die elektronischen
Eigenschaften der austretenden Gruppen bestimmt.®'*
Sobald -NHR bzw. -OH im Hemiorthoamid (I) mit
glnstig angeordneten Substituenten im Acylrest Wech-
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Scheme 1.

selwirkungen eingehen kénnen, entstehen mehr oder
weniger ausgeprigte Rotationsbarrieren. Wird durch
diese Rotationsbarriere die antiperiplanare Anordnung
der Elektronenpaare der OH-Gruppe relativ zur zu
16senden Anilidbindung bevorzugt (Blockierung der
antiplanaren Stellung des Protons durch intramolekulare
H-Briickenbildung) (3) kommt es zu ecinem héh-
eren Ko/k_,-Verh&ltnis. Umgekehrt sinkt dieses Verhalt-
nis, wenn ein freies Elektronenpaar durch den Acylsub-
stituenten fixiert wird (2). Gleiche Uberlegungen lassen
sich flr die Wechselwirkung des Anilidrestes mit einem
glinstig angeordneten Acylsubstituenten anstellen, wobei
die Wirkung auf die austretende HO -Gruppe (k-,)
betrachtet wird. ko/k_, hingt damit unter Umstinden
von der relativen Stiarke der -OH bzw. -NH-Wechsel-
wirkung mit dem Acylsubstituenten ab. Bezogen auf die
Hydrolyse der a-Aminosdure-4-nitroanilide lassen sich
daraus die Schlussfolgerungen zichen:

Das hohe Verteilungsverhiltnis ko/k-, bei HoN-AS-
pNA im Vergleich zu strukturverwandten Acyl-4-
nitroaniliden kommt durch eine (wenngleich in Wasser
sicher schwache) intramolekulare OH.... N-Briicke
zustande (3). Intramolekulare H-Brilcken in S-Amino-
alkoholen sind in unpolaren Medien gut untersucht.”

Das niedere ky/k ,-Verhiltnis bei H;N-AS-pNA kann
durch eine komformative Ausrichtung der freien Elek-
tronenpaare der OH-Gruppe durch die positive Ladung
an der NR;-Gruppe erkliirt werden (3). Acyliert man die
a-Aminogruppe der a-Aminosiureanilide, kommt man
zu einer trans-Peptidbindung, die ebenfalls als starker
H-Brickenacceptor bekannt ist.** Diese N-Aminoacyl-
aminosdurederivate sind Verbindungen, fir die beson-
dere Hydrolysemechanismen dber Oxazolinon-Inter-
mediate bekannt sind, wenn die austretende ~OR-
Gruppe einen pK.<11 aufweist. p-Nitroanilin ist in
dieser Hinsicht ein schlecht austretender Rest (pK.=
18.37); ein Oxazolinonmechanismus der Hydrolyse ist
nicht zu beobachten. ki/k , in acylierten a-Amino-
siurcamiden bleibt infolge der wechselwirkungsaktiven
Peptidgruppe idber dem Wert, den man bei p-
Nitroacetanilid oder 4-Nitro-dichloracetanilid findet. Die
Geometrie dieser trans-Peptidbindung ist allerdings zur
Ausbildung der C=O....HO-Briicke nicht optimal, da
cine encrgicglingstige kolinare Anordnung®® zwischen der
Hydroxylgruppe und den sp*-hybridisierten freien Elek-
tronenpaaren der Carbonylgruppe nicht méglich ist (4).
Fixierung der antiperiplanaren Anordnung der Orbitale
durch Ringbildung fihrt zu einem starken Abspaltungs-
druck fiir den Nitroanilidrest.

Wir haben die Nitroanilidabspaltung an L-Ala-L-Pro-4-

(o *

-H
R—+—N4—Ar—NO¢ = R—?—NH—Ar—NOz

OH O-

m

nitroanilid untersucht, das als Prolin-Peptid Anteile an
cis-Peptidbindungen,” enthalten sollte. Die dadurch
beglinstigte intramolckulare Aminolyse ergibt eine
ausserordentlich hohe Spaltungsgeschwindigkeit, welche
ein ka/k_,-Verhiltnis um 1 fordert.*

In H3N-AlaxpNA ist die H;N-Gruppe aufgrund ihrer
geometrischen Lage nicht mehr fihig, in Wechsel-
wirkung mit den OH-Orbitalen in (I) zu treten, so dass
wir ein ko/k_,-Verhilltnis, dhnlich dem von Ac-Ala,-pNA
Zu erwarten haben (Tabelle 1). Im Bereich der quadrati-
schen Abhingigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit von
der HO™-Konzentration gilt der Mechanismus (Schema 2):

Fine antiperiplanare Anordnung der O™-Orbitale zur
zu 13senden C-N-Bindung ist leicht mdglich; die Reak-
tion lauft nicht mehr unter stereoelektronischer Kontrolle
ab. Offensichtlich wird ky/k-, hauptsiichlich durch die
Aciditit der Hydroxylgruppe in (I) bestimmt und héngt
damit niherungsweise von induktiven Substituen-
teneinflissen ab. Eine signifikante Abweichung fir
Verbindungen mit wechselwirkungsaktiven Substituen-
ten im Acylrest wird nicht beobachtet® (Tabelle 1). Die
im Vergleich zu a-Aminosiure-4-nitroaniliden hohe
Suszeptibilitit von Alar-pNA gegenfiber basenkataly-
sierten Einflissen (Abb. 1 und 2) im Bereich des
Monoanionen-Mechanismus (1), kdnnte ebenfalls auf der
erhditen OH-Aciditit des Intermediates (I) beruhen.

Deuterium-Isotopieeffekte

Der kinetische-Deuterium-Solvent-Isotopieefiekt
(KSIE) der Hydrolyse von Ala,-pNA kann vor allem bei
niedrigen pH-Werten nur summarisch ausgewertet
werden, da bei der geringen Anzahl an Hydrolysedaten
eine Aufspaltung in die kinetischen Konstanten fiir H,N-

Ala-pNA und fiir H;N-Ala-pNA besonders in DO nicht
mdglich ist (Tabelle 2). Bei hohen pH-Werten kann der
auf identische Lyoxidkonzentrationen bezogene Isoto-
piceffekt als Mass fir k,"/k,” angesehen werden. Oli-
gopeptid-4-nitroanilide verhalten sich hier analog vielen
anderen Hydroxylionen-Additionen an Carbonylgruppen
und zeigen einen inversen Effekt*' (k,*/k, = 0.67).

Im Bereich der Gultigkeit des Hydrolysemechanismus
(Schema 2) ist eine genaue Ermittlung des KSIE fiir ka/k_,
aus den oben angegebenen Griinden nicht mdglich. Bei
pH-Werten um 11 wird aber dieser KSIE niherungsweise
mit ca. 1.0 erreicht. Kershner und Schowen® fanden bei m
- Nitro - N - methyltrifluor - acetanilid einen KSIE von 0.92
und bestiitigen damit fiir ihre Substrate die Giltigkeit von
Mechanismus (Schema 2) mit der Abspaltung des solva-

(-]
— HN——Ar—NO: Produkt

Scheme 2.
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tisierten HH-Ar, bevor im Ubergangszustand N-Pro-
tonicrung einsetzt.

Die Daten fiir den sekundiren kinetischen
Isotopieeffekt der Hydrolyse bei Substratdeuterierung
am a-C-Atom des an der Anilidbindung beteiligten
Acylrestes von Ala,-pNA wurden im Bereich der
Galtigkeit des gleichen Mechanismus gemessen (Tabelle
2). Auch hier sind, verglichen mit identischen Un-
tersuchungen an 4-Nitroacetanilid-ds,"”* Hinweise fir die
Gilltigkeit des Dianionenmechanismus abzuleiten. Damit
scheint sich zu bestitigen, dass a-Aminosiure-4-
nitroanilide und Oligopeptid-4-nitroanilide im Dianion-
bereich und im Bereich des geschwindigkeitsbestim-
menden k, analog ecinfachen acylsubstituierten 4-
Nitroaniliden reagieren. Das Verhalten im Zerfalls-
bereich des Monoanions, also unter physiologischen pH-
Bedingungen, scheint dagegen sehr different.

EXPERIMENTELLER TEIL

(a) Substanzen

Peptide wurden nach der Methode der gemischten Anhydride®
(Chlorkohlensiureester, N-Athylmorpholin) unter Verwendung
der tert. Butyl-oxycarbonyl-Schutzgruppe®® aufgebaut. Die Ent-
fermung der Schutzgruppe in HCl/Eisessig ergab die Hydro-
chloride der Peptide, die for die Messungen in 1 M KCl geldst
und erst zu diesem Zeitpunkt auf den gewGnschten pH-Wert
gebracht wurden.

Analytische Daten und 'H-NMR-Spektren (Varian-HA 100)
waren in Ubereinstimmung mit der Struktur. Die Reinheit wurde
didnnschichtchromatographisch (n-Butanol/Eisessig/Wasser;
4:1:1v/v) kontrolliert. Totalhydrolyse durch Dipeptidylamino-
peptidase IV und unter stark basischen Bedingungen ergab 100 +
1.1% 4-Nitroanilin als Reaktionsprodukt (€23, = 11,900). L-Ala-
24d, wurde aus DL-Acetyl-Ala-2-d, durch stereoselektive Ab-
spaltung der Acetylgruppe mittels Schweinenieren-Acylase mit
einem Deuterierungsgrad am C-2>98% erhalten. Imidazol
(Merck. z.S. wurde mehrmals aus CHCl, umkristallisiert (Fp.
89-90°). Die lonenstirke wurde mit KC! (VEB Laborchemie
Apolda; p.a.) eingestellt, das aus 0.1 M HC! umkristallisiert
wurde. H,0 und D,O (99.7%, Isocommerz, Berlin) waren CO»-
frei und mit Argon gesattigt.

(b) Kinetische Messungen

Hydrolysegeschwindigkeiten wurden anhand der Zunahme an
p-Nitroanilin spektralphotometrisch bei 390-410nm gemessen
(Perkin-Elmer, M 356). Alle L3sungen wurden bei 30.0+0.2°
vortemperiert und bei dieser Temperatur auch im Spektral-
photometer vermessen. Zu 3ml einer Sx10°bis 1x1072M
Anilidldsung wurden unterschiedliche Mengen an KOH gegeben
und die Hydrolyse durch die Extinktionszunahme verfolgt.
Linearitht der logE gegen E/t-Auftragung wurde vom ersten

G. FISCHER et al.

Messpunkt an mindestens drei Halbwertszeiten beobachtet. Bei
niedrigen Hydrolysegeschwindigkeiten wurde k., nach Gleichung
(5) crmittelt. Ae ist fr die einzelnen Substrate etwas unter-
schiedlich und zudem leicht pH-Wertabhiingig (Tabelle 3).

kow = AB/At X Coupeermt X A€ 4]

Der sekundiire Isotopieeffekt bei der Hydrolyse von Alay-pNA
wurde direkt bei den identischen Konzentrationen an deuterier-
tem und undeuteriertem Substrat gemessen. Wiahrend der
Hydrolyse was es bei bestimmten Hydroxylionenkon-
zentrationen notwendig, den pH-Wert wihrend der Reaktion
durch KOH-Zugabe konstant zu halten. Dies wurde durch
Kopplung der Kilvette mit einer pH-Stat-Apparatur (T 11; ABU
13; Radiometer Kopenhagen) erreicht. Bei der Berechnung der
Konstanten der Hydroxylionen-Katalyse wurde stets die Ak-
tivitht aMO" benutzt, die fiber a"° =K,/a%" zughnglich ist
(pKo® = 13.83).2

Alle pH-Messungen wurden an einem pH-Meter PHM 26 mit
der Glaselektrode G 2222 B und der Kalomelelektrode K 4112
(Radiometer) unter Schutzgas (Argon) vorgenommen.

(c) Gleichgewichtskonstanten

Der Dissoziationsgrad des Anilidprotons konnte spektraipho-
tometrisch bei 390 nm anhand der Extinktionszunahme zur Zeit
t=0 bei verschiedenen Hydroxylionen-Aktivititen berechnet
werden.

e
(-N-]
K= N pK N =pK, - gK ©

Ae des reinen Anilids wurde aus Werten, die bis ca. 70%
Umsatz reichten, extrapoliert (Tabelle 3) und zur Berechnung des

[-ﬁ-]l[—NH-]-Verhilmisses im Gleichgewicht herangezogen. Die
thermodynamischen lonisationskonstanten der endstindigen
H,N-Gruppe der Oligopeptid-4-nitroanilide wurden aus den
Titrationskurven (pH-Stat-Radiometer) errechnet.
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