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~bdn&-Oligopeptide41&oaniW alkaline hydrolysis mechanism has been shulkd in a wide pH_ranpc. In the 
bh vs pH-pro6k we have identitied three d@ent ranges. In the k& controlled range a stereoelectronic 
control of the cleavage of the tetnbdral intamcbte has been observed in the use. a o-substibnt is rv&ble 
foriuteractionwRllgroupsonthe~ carbon atom..In the j$.-Landti the k,? of rhe hydrolysis no 
lQAmnisfically diiTerence8 exist between oligopepbde4laroana 4nbanWes. Kinetic-Diitope 
effects are consistent with the postulated q echanian of hydrolysis. 

-Die basis& Hydrolyr von O&op&l4nitro&iden wurde in einem weiten pH-Baeicb 
untersucht. Im log 16 vs pH-Profil wwden drei verscbkdeae Bereicbc identiE&rt. Im k& kontrollierten Baeich 
wwk einc stereoekktroniscbe Kontrolle der Spsltung des tebahed&n Intamedii beobachtet, solAd in 
Atellong wechsel~ve !bb&ueaten vorhaden God. Im k,/k_,- und im k,-Bereich der Hydrolyze 
wurden bei Oligopeptid4nitn im Vergkich zu Acet4nibwSkn k&e Unterschkde im Mechanismus 
gefunden. Kinetische-DIsotopiffekte sind in beainstimmung mit dem postulkrten Hydrolysemechanismus. 

Der Mechanismus der basis&en Hydrolyse verschie- 
dener Anilide, die sowohl im Acylteil, als such im Ani- 
Mteil des MolekOls unterschiedlich substituiert sind, 
wurdeeigehenduntersuc 

weiten pH-Bereich gemessen. Dabei z&ten erste Un- 
tersuchungen eine im Vergleich mit a-Amino- 
&ueaniMen, bei denen die QNitrogtuppe durch weniger 
elektronegative Substituenten ersetzt ist, sehr hohe 
Keaktivit&” Diese und im Arylteil mod%&& Anilide 
Men als Substrauma@ w AktiviuItsbestimmung von 
Enxymn mit proteolytischea (aminopept&tischen) 
Eigenschaften umfassende Venvendung. Kin Vergkich 
der Konstanten der enxymatischen Hydrolyse sollte zur 
genmmren Interpretation nach ullserer Meinung stets auf 
der nulglicherweise unterschiedlichen AcyheaktivitM der 
Oligopeptid-anilide beruhen, um Fehlinterpretationen der 
hohen enxymatischen Spaltungsrate mancher Peptid- 
bindungen N vermeiden. 

Die hydroxylionen-katalysierte Hydrolyse von 6 
Niuoacet-anihd und 4-Nitro-uilluoracetanilid whd aber 
einen weiten pH-Bereich durch das kinetische &dell 
(Gkichung 1) beschtieben. 

Lb = k&2 + kdHO-1HHO-l 
L-, + k2 + k,IHO-1 ’ 

In Gegenwart eines weiteren Katalysators B. der 
sowohl die Bildung als such den Z&all des tetrahedralen 

&medLus 0 katalysiert ergiit sich ftlr die Ga 
~hwimhgkeitskonstante p&do-l. Ordnung (16) der 

ka Ej E, %- -Ni--PI--Y + to- -- 

Hydrolysereaktion: 

kb = 0rdHO-l + kDlKL2+ MHO-l+ WI + kdBH+I) 
L-1 + k2 + kJHO-] + k_r[BH'l + k,[B] + UBH’] ’ 

(2) 

Q - Aminosfoue - 4 - nitroanilide und Oligopeptid - 4 - 
nitroaml& sollten in ihrem Hydrolyseverhalten xwi- 
s&n diesen I&en Acyhestvariationen liegen, wobei die 
Protonienmg der a-Aminogruppe bei pH-Werten <IO 
einen weiteren pHcmpfindlicben Term in die Gki- 
chungen (1) und (2) einftlhrt. Proton&e a-Amino- 
s6ureester hydrolysieren im alkalischen Bereich ca ld 
mal schneller als die neutrale Form der 
Verbiudungen.‘5”6 

Urn die einzelnen kinetischen Parameter in den Glei- 
chungen (1) und (2) bestimmten Katalysatorkon- 
xentrationen besser zuordnen xu LBnnen, haben wir 
neben dem katalytischen Verhalten xugesetxter 
PufIersubstanxen such kinetische Deuterium-Solvent- 
Isotopieeffekte und sekumhire DIsotopieeffekte auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit bei der Substitution von H 
durch D in a-Stellung eines Substrates experimentell 
ermittelt. 

Die Hydrolyse der 4Nitroanihde wurde spektralpho- 
tometrisch anhand des entstehenden p-Nitroanilins bei 
30” und p = 1.0 (KC]) verfolgt. Die bcabachteten 
Geschwindigkcitskonstanten pseudo-l. Ordnung kab 
mllssen infolge der Bildung des unreaktiven Anions (Ia) 
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nach Gleichung (3) korrigiert werden.lb”*” 
Die Profile der so erhaltenen pH/lg k~A_eiten 

fQr L - Pro - 4 - nitroanilid (PropNA). L - Ala - 4 - 
nitroanilid (Ala-pNA), L - Ala - L - Ala - 4 - nitroanilid 
(Ala=pNA),L-Ala-L-Ala-L-Ala-4-nitroanilid 
(AlarpNA). L - Phe - L - Ala - 4 - nitroanilid (Phe-Ala- 
pNA) und Acetyl - L - Ala - 4 - nitroanilid (AC-Alat 
pNA) sind rT. in Abb. 1 bm. die daraus erhaltenen 
kinetischen Einxelkonstanten in Tabelle 1 wk&gegeben. 

Die Gkichgewichtskonstante K. der NH-Dissoxiation 
(Is) Ksst sich aus der JMhtktionsEnderung einer Sub 
sttatl6sung bei verschiedenen Hydroxylionen-Konzen- 
trationen zur Zeit t = 0 ennitteln. Keaktionen bei hohen 
Hydroxyliinen-Konxentrationen wurdea bis xu einem 
stabilen Kndpunkt verfolgt und nach einer Keaktion 1. 
Ordnung ausgewertet. Der erste Messpunkt war nach ca. 
1Osec. xug&lich; eine Anlaufphase der Hydroly- 
segeschwindigkeit war nicht xu beobachten. Bei gerin- 
geren Hydrolysegeschwindigkeiteo wurde nach Guggen- 
heim” oder durch die Messung der Anfmh- 
windigkeit 16b ermittelt. Im Uberlappungsbereich der 
Methoden wurden iibereinstimmende Kesultate erhalten. 

Pine chromatographische Produktanalyse ergab nur 
Aminos&uen bxw. Oligopeptide und p-Nitroanilin als 
Endprodukte. Pine Hydrolyse von Amidbindungen 
neben der 4Nitroaniiidgruppe in den Oligopeptiden 
wurde nicht beobachtet. Zwischenprodukte sind 
chromatogmphisch und UV-VIS-spektrometrish nicht 
nachweisbar. hIan beobachtet sowohl bei hohen pH- 
Werten. als such im pH-Bereich von 8-11 bei Anwesen- 
heit von Puffersubstanxen isosbestische Punkte bii xur 
Beendigung der Hydrolyse (z.B. Mr AlarpNA bei 
344 nm). 

Eine Diketopiperazinbildung durch intermolekulare 
Aminolyse der a - Aminotiure - 4 - nitroanilide konnte 
nicht beobachtet werden. Im Bereich von tibstratkon- 

PH 

Abb. I. GcschwioSgkcitskonrtmten lg Lb dcr Hydrolyr van 
Alr-pNA (0). AlarpNA (0) und AlarpNA (+) in Abh6qigkcit 
vom pH-West. Die durchgczagcncn Kurven sind nnch Gkiilumg 
(I) mit den Konstantcn van Tabelk I bercchaet P6r A&-pNA 
wudc dime Kurve J Snmme der pH-yczt abhgngiga Ken- 

zentra&nen von I&N-ALarpNA und H,N-AlarpNA in Verbin- 
dung mit Gkichung (I) crhaltcn. 

zentrationen c=3xlQ3 bis SxlQ”M ist kb in den 
Fehlergre-n von deer Konzentration unabhW&. Gly- 
cinkonzentrationen bis 0.5 M erhBhen 4 nicht 
signSkant Dbcr k,x[OH1. Hydrolyse von A&pNA 
fUhrt em Dipeptid, wobei such im pH-Bereich um 10.0 
keine Diketopiperazinbildung (qOnnschicht- 
ChronWograpbie, At&bung mit Chlor/Tolidin-Reagens) 
festgentellt we&n konute. NHrTitration des Reaktions- 
prod&es ergab 98*296 Dipeptid. Bei hohen pH- 

Tobelle I. ‘llwmodyntuniachc und kirtctkchc Parameter der Hydrolysc VOII scylsuhstinucrteo 6Nitroanilkkn 

!3ubstanz pK;NH’t P&-- k, (!A-’ see-‘)t k&t k&-it 

LAla4nitroansi 
LAla-LAla4IdwoanM 
LAla-L-Ala-LAla4nitmanZd 
AcetyCLAla-LAla4nitroanilid 
LPhc-LAla4nitroanilii 
LAla-mcthykrter’J*‘6 
LRo4nitromilid 
QNitroltcelaailid** 
CNitKltritlUXXCtUlilid’ 
+Nitrodichloracctan&d 

7.98 

%! 
- 

:::t 
8.62 

- 
- 
- 

13.05 
12.60 
12.61 
1259 
12.09 
- 

13.01 
13.6 
8.2# 
- 

0.019 
0.023 
0.021 
0.028 
0.028 
1.1$ 
0.01s 
0.0047 

3w 
391 

0.14 
0.13 
0.12 
0.15 
0.12 
- 
0.54 
0.05 

O.as, 

24 
loo 
130 
90 
70 
- 
tt 

5x180’1 
61301 

tBei 3O.W und p = 1.0 (KCI). 

SBci U.O@C und c = 0.1 (KU) fflr die H2N-Form; in dex H&Form gilt k, = 80.3 M-’ see-‘.I’ 

#Bei 2S.o”c und fi =I 0.2 (KU). 
l&i 4O.U’C; k&, ist kauo~ tcmpewurabhgngig. 

tP6r die HaN-Form; fttr dii H&orm geltcn n6heruogsweise folgcndc Wcrtc: k, = 0.4M-’ see-‘, k& -02 und k&I = 

3Oat la-‘. 
ttNicht bcstinunbnr. da k&J&_, + kd nur weak kleiner da k,. 
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Werten _zeigen die erhaltenen pH/lg k&rofile eine 
grosse Ahnlichkeit mit dem Hydrolyseprofil von p- 
Nitroacetanilid, obwohl der maximale Anstieg der 
Kurven (im pH-Benich von ca. 11 bis 12) mit m d 1.5 
den aus.geprQten Term 2. Ordnung bezttghch der 
Hydroxylionen-Konzentration bei p-Nitroacetanilid (m = 
1.8)2 nicht erreicht. Aus t lasscn sich nach Gleichung (1) 
bei einigen Verbindungen die Einzelkomponenten k,. 
k&, und kJlL, errechnen (TabcUe 1). 

Bei allen untersuchten p-Nitroaniliden kann bei hohen 
Hydroxylionen-Konzentrationen ein Grenzwert von 
Ird[HO-] beobachtet werden, der nach Gleichung (1) 
einer geschwindigkeitsbestimmenden HO--Ionen-Ad- 
dition (k,) xuzuordnen ist. Die erwartete drastische 
Geschwindigkeitszunahme der Hydrolyse bei Ala-pNA 
und Fro-pNA durch Protonisiirung der a-Aminogruppe 
bei pH C 10 ist nicht N finden. Dagegen weicht fhr 
Ala=pNA k,, bei pH-Werten C10.5 signi&ant von Glei- 
chung (1) ab. Diese Verbindung wird ca dreimal 
schmller hydrolysien als seine Homologen Ala-pNA und 
AlarpNA. Berttcksichtigt man den steigenden Anteil an 

H&j-AlarpNA bei sinkenden pH-Werten, l&t sich 
diese Abweichung von den Homologen quantitativ W&en 
(Abb. 1). BlockieNng der freien o-Aminogruppe des 
Dipeptida ftthrt zur Aufhebung der hohen Reaktivitttt 
(AC-AlarpNA). 

Ala=pNA unterliegt neben der hydroxylionen-in- 
duzierten Hydrolyse der allgemeinen Katalyse durch 
zugesctzte Pulfersubstanzen. Es xeigt sich, dass diese 
Katalysc bei hohen Katalysatorkonzentrationen zu 
einem Grenzwert von 16 ftlhrt. Em sol&es Verhalten ist 
zu erwarten, wenn 14[B]4kl[HO-] und UBH)+ 
kJB]lk_, # 1 +wlr_, + kJkJHO_l wird. In diesem 
Falle wird 16 = kJHO-1 und damit unabh6ngig von der 
Katalysatorkonz4mtration. Die auf diese Weiw ftlr einen 
weiten pH-Bereich xq#inghche Geschwindigkeit deer 
Hydroxylionen-Addition, die zur Ausbildung von (I) 
ftthrt, ist ftb Ala=pNA in Abbildung 2 xu finden. 

Bei niedrigen PufEerkonzentrationen fin&t man eine 
nahezu lineare Aweit zwischen Ira und diem 
Konzentration, wodurch die Katatysekonstanten kg und 
k Bw+ zug&glich werden. VorlMge Untersuchungen 
zeigen, dass eine alIgemeine Basenkatalyse beobachtet 

wird, w&rend sbrekatalytische Terme nicht mit 
Sicherheit nachgewiesen werden k&men. Setzt man 
Glycin ah Katalysator ein, kann man kt,, allerdings nicht 
mit s&r hoher Genauigkeit, zu -4x IO-’ M-’ set-’ 
bestimmen (Abb. 3). 

Die Hydrolyse von Ala*pNA in HzO und M ergiit 
kinetische Deuterium-Solvent-Isotopieeffek~, die sich, 
bedin8t durch den komplexen Hydrolysemcchanismus 
dieser Verbindung. nur bei Lyoxid-Konzentrationen 
>lO-’ M Einzelkonstanten nach Gleichung (1) zuordnen 
laswn. Wii haben aus diesem G~nde bei niedrigen Ly- 
ox&Konxentrationen k,,“*lka90 so berechnet. dass 
identische X0--Konzentrationen vorliegcn und zus&l- 
ich den Solvent-Isotopieeffekt auf das [R-NHd/[R- 
NH37~erhfiltnis des Substrates an&en tJbelle 2). 

In Tabelle 2 sind ausserdem dii sekund6ren kineti- 
s&en Dcuterimisotopieeffehe der Hydrolyse von L - 
Ala - L - Ala - 2 - d, - 4 - nitroanilid im Bereich der 

V 4 
2 4 6 

I/r 
Ahh. 3. Beatimmtmg der tCatatyaekonstanten fnr &NGlyciu und 

H$;Glycin bci da Hydrolyw VOP A&pNA (30°C; c = 1.0 

(IQ). I = fI&lykfH~N-Gly); S - An&g des linePren 4 VI 

&4lyl-ms bci kolJstultcm Pa!rvelllfiltnis I (PK. WC, 

Glycin) = 9.65).‘9 k,,- _ 4 x lo-9 (!A-’ ncc-‘1; 
1 x lo+ (M-1 see_‘). 

k,,- ai 

=70 

k- 

SO loo IID 12D 
PH 

Mb. 2. Abh@&it der HydroxytioaebAdditio ~+vt&igM k, VW Ahi=pNA vom pH-Wat. Dk aus- 
gczoorac Kurve wu& nach &r Gkkhaag: klo = k, "' [-NH,*] + k,““‘f-NHJ (kINHC = 0.4 M-’ se@; kIN”’ = 

0.023 M-’ se& PK. = 8.06) baechwt. a 0, HO-; 0, Imiduol; 0. Pmtin; 0, Morphdin. 
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Tabelle 2. Kiwtisckr Deuterium-Solvent-Isotopireffekt du Hydrolys~ voa AlarpNA und Kku&mr -her 
Isotopieeffeh beiderHydrdysevoaAla-Ala-2dl-pNA(300C;C=l.O(KCI)) 

pHbmpDt kb"kb7 lb%DO-IO kb”/[Ho-1 kil”O‘~ao- [-N&l”l”n-NDJ? 

13.38 
13.22 
12.88 
I251 
II.71 
II.22 
9.10 
8.14 
7.98 
II.10 
Il.80 

4.7 
4.9 
4.6 
7.0 
7.8 
7.3 
4.3 
4.0 
3.2 

1.0sro.od 
1.06*0.04 

3.49x 10-z 2.23x 10-2 0.64 - 

3.41x 10-z 2.30x 10-2 0.67 - 
3.62x IO-' 2.2.5x to-2 0.62 - 
2.48x 10-z 2.34x to-2 0.94 - 
1.6.5x 10-Z I.75 x 10-2 1.06 - 
1.33x 10-2 1.32x lO-2 1.00 I.00 
1.9x 10-2 1.12x 10-2 0.58 1.0s 

6.33x IO-' 3.88x 10-2 0.53 I.40 
1.17x 10-l 5.01 x 10-2 0.43 2.25 

tpD =~Ht0.37 bei 3O.(pc (J = l.O).aD 
*pK. &= 13.09 (in 40). 
OlgP_= pKw - pD; pKw = 14.70.” 
fpK.(A&pNA) in 40 = 8.59. 
'Lb(Alrt,pNA)/k&la-Ala-2d,-pNA);jcweils I2 Rcproduktioneo;~~H- (AIPtpNallICUH-(Ala-~-2d,~NA) = 1.00. 

Hydroxylionenkatalyse des Zerfalls des Intermediates (I) 
niedergekgt. 

Die pH-Profile der Hydrolyse von Ala-pNA und Pro- 
pNA weisen aus, dass die proton&e Form dieser Sub 
strate mu eine geringftlgige Steigerung der Hydrdly- 
serate zeigt (Abb. I und 2). LXeses Verhalten ist un- 
erwartet, da die Steigerung der alkalischen Hydroly- 
segeschwindiieit von positiv geladenen Carbon- 
sltureestem gegenilber den neutralen Formen betrlicht- 
lich ist und eingehend untersucht wurde.%= 

Mit zunehmender Rntfemung der positiven Ladung 
vom Reaktionszentrum nimmt der beschleunigende 
Rffekt ab. ist aber such bei /Mlanin-methykster 

(km+/ka = 5 1) und l -H,fi-Lysinmethylester (k&kn = 
2.7) mh deutlich.” Holmquist und Bruice’6 korrelieren 
kHo- ftlr die basekatalysierte Hydrolyse von X-CHZ- 
COOCBs linear mit Chartons ut-Werten (p=3.89), 
wobei geladene CHrX-Reste nicht von der Korrelation 
abweichen. 

Im Falle der a-Aminosliureanilide muss das inerte 
Verhalten der Hydrolysegeschwindigkeit gegentlber der 
NHsProtonierung im Mechanismus begrllndet sein. 
Wtiend der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 
Ester~drolyse die Hydroxylionen-Anlagemng ist &to- 
-k,), finden wir bei pH-Werten <lo im Falle von 
Ala-pNA und Pro-pNA kHO- = k,k&k-,+ kz). Glycin- 
iithykster (NH=Form) hydrolysiert ca 6 mal schneller als 
iathylacetat bei 2_5”c? ein iihnliches Verh&ltnis be* 
bachtet man, wenn kc in p-Nitroacetanilid mit dem in 
&N-Ala-pNA verglichen wird (k, > CH-MtlklcHj = 
4.3). 

Zurnindest fllr k, muss damit such bei den Aniliden 
mit einer den Rstem entsprechenden Beschleunigung 
gerechnet werden, wenn der Acylsubstituent protoniert. 
Das von Hay und Morri~‘~ gefundene Verhiiltnis 
kw+/kE =73 k&tnte einen oberen Grenzwett fbr Ala- 
pNA darstellen. Ftlr AlarpNA East sich k,^H’/klA= 
17.4 direkt messen (Abb. 4). Obwohl die Weiterleitung 
elektronischer FlEekte llber eine xwischengeschaltete 
Amidgruppe hinweg nicht widerspruchsfrei’g gekl5rt ist, 
nehmen wir fllr die Beschleunigung der Hydroxylionen- 
Addition an diese Verbindung induktive, bber die 

Bindungen hinweg wirksame E%t&sse der H&Gruppe 

an. Diese Auffassung wird durch ‘3C-NMR-Un- 
tersuchungen an Glycyl-sarkosin gesttltzt. Protonierung 
der Glycyl-NHrGruppe ftlhrt N beachtlichen 
&tderungen des SarkosinCarboxylat “C-Shifts.” 

Nehmen wir ftlr Ala-pNA an, dass k,AW+/k,A- 

km/kg =73 betr@t, so muss in H&Ala-pNA kJk_, 
drastisch reduxiert sein, damit die beobachtete Hydroly- 
serate erwilrlich wird (ks/k_, ca. 10-3. Fllr eine solche 
VerHnderung in k&+ in der Nachbarschaft positiv 
geladener Zentren giit es Hinweise. Ttialkylam- 
moniumacetamid-Kationen liegen in ihrem kJlr_t-Ver- 
hilltnis um ca. 10 mal nkdriger als eine Reihe lihnlich 
acylsubstituierter Antkk3’ 

Normalenveise ist kJk_, sehr intensiv gegenilber 
Einlltlssen des AcyhestesP” da dieser sowohl die Ab- 
spaltung des Hydroxylions unter Rtlckbildung des Ani- 
lids als such die Bildung des H-gebrtlckten Prod&es 

-iH-Ar-Na3’ gleichermassen veriindert. So un- 
terscheiden sich zwar die induktiven Rigenschaften des 
Acylsubstituenten in 4-Nitrodichloracetanilid und 4 
Nitroacetanilid sehr stark, ohne aber LJL-t N ver%ndem 
(Tabelle 1). Die Ursache fbr die Sonderstellung der 
Ammoniumstruktur in der Reihe der Acylsubstituenten 
LBnnte in den stereoelektronischen Rigenschaften des 
Intermediates (I) liegen. 

EndprodUkt@ 

Die Spaltung von (I) in beide Richtungen kann mu 
erfolgen, wenn beide am xentralen C-Atom verbktbende 
Heteroatome das orbital eines ihrer e&amen Rkk- 
tronenpaare jeweils antiperiplanar zur spaltenden 
Bindung ausrichtet? (Schema 1). 

In (I) sind alle Reste am xentralen C-Atom ohne er- 
hebliche Rotationsbarriere frei drehbar, solange R 
wechselwirkungsinaktiv ist und keine ortgo-Substituen- 
ten am Phenylrest des Aniliiteils auftreten (1). kJk_, 
wird dann ausschliesslich durch die elektronischen 
Rigenschaften deer austretenden Gntppen bestimmt.6”1” 
Sobald -NHR bzw. -OH im Hemiorthoamid 0 mit 
ganstig angeordneten Substituenten im Acylrest Wccb 
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selwirkungen eingeben ki%nen, entsteben mehr oder 
weniger ausgepr8gte Rotationsbanieren. Wud durch 
diese Rotationsbaniere die antiperiplanare Anordmmg 
der Elektronemmare der OHGmppe relativ xur xu 
16senden Anilidbindung bevorxugt (Blockierung der 
antiplanaren SteUung des Protons durch intramokkulare 
H-Brtickenbildung) (3) kommt es xu einem hi5b 
eren kJL-l-Verh8hnis. Umgekehrt sinkt dieses VetMt- 
nis, wenn ein freies Elektronenpaar durch den Acylsub 
stituenten fixiert wird (2). Gkiche &erlew lassen 
sich fth die Wechselwirkung des Anilidrestes mit einem 
gtinstig angeordneten Acylsubstituenten ansteUen, wobei 
die Wirkung auf die austretende HO-Gruppe (k_,) 
betrachtet wird. kJk_r h8ngt damit unter Umstiurden 
von deer relativen St8rke der -OH bxw. -NH-Wechsel- 
wirkung mit dem Acylsubstituenten ab. Bezogen auf die 
Hydrolyse der a-Aminos8ure4nitroanihde lassen sich 
daraus die Schlussfolgerungen xiehen: 

Das hohe Verteihmgsverh8ltnis kJk_, bei H2N-AS- 
pNA im Vergleich xu struktmvenvandten Acyl4 
nitroaniliden kommt durch eine (wenngleich in Wasser 
sicher schwache) intramolekulare OH.. . . N-Brtlcke 
xustande (3). Inbamolekulare H-B&ken in &Amino- 
alkoholen sind in unpolaren Medien gut untersucht.- 

Das niedere k&r-Verhiiltnis bei H&ASpNA kann 
durch eine komformative Ausrichtung der freien EIek- 
tronenpaare der OH-Gruppe durch die positive Ladung 
an der NR&uppe erkl8rt werden (3). Acyliert man die 
a-Aminogruppe der a-Aminos8ureanilide, kommt man 
N einer trans-Peptidbindung, die ebenfalls als starker 
H-Brtkckenacceptor bekannt ist.- Dkse N-Aminoacyl- 
aminos8urederivate sind Verbindungen, ftlr die beson- 
dere Hydrolysemechanismen tiber Oxaxolinon-Inter- 
mediate bekannt sind, wear die austretende -OR- 
Gruppe einen pK.< 11 aufweist. p-Nitroanilin ist in 
dieser Hinsicht ein schkcht austretender Rest (PK.= 
18.37); ein Oxaxolinonmechanismus der Hydrolyse ist 
nicht zu beobachten. knLl in acylietten a-Amino- 
s8ureamiden bkibt infolge der wechselwirkungsahiven 
Peptidgruppe 8ber dem Wert, den man bei p- 
Nitroacetanilid oder 4Nitrodichloracetanilid Met. Die 
Geometric dieser tmns-Peptidbmdung ist allerdings xur 
Ausbildung der C=O . . . . HO-Brticke nicht optimal, da 
eine energkgtlngstige kolinare Anordmt# xwiscben der 
Hydroxylgruppe und den sp’-hybridisiin freien Elek- 
tronenpaaren der Carbonylgruppe nicht m6glich ist (4). 
Fixierung der antiperiplanaren Anordnung der Orbitale 
durch Ringbildung f8hrt xu einem starken Abspaltungs- 
druck f8r den Nitroanihdrest. 

Wu haben die NitroaniMabspaltung an L-Ala-L&o4 

&oanilid untersucht, das als ProlinPeptid Anteile an 
cis-Peptidbindungen,“‘~ enthalten solhe. Die dadurch 
begftnstigte intramolekulare Aminolyse ergibt eim 
ausserordentlich hohe Spaltuogsgeschwindigkeit, welche 
ein kJL_,-Verhiiltnis um 1 fordert.” 

III H&Ah+pNA ist die H&ntppe aufgrund &rer 
geometrischen Lage riicht mehr fahig, in Wechsel- 
wirkung mit den OH-Orbitalen in (I) xu treten, so dass 
wir ein k&-r-VeMhnis, Hbrdich dem von AC-Ala*pNA 
zu erwarten haben (Tabelk 1). Im Bereich der quadrati- 
s&n Abh&gigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit von 
der HO--Konxenhation gilt der Mechanismus (Schema 2): 

Eine antiperiplanare Anordnung der O-Orbitale xur 
N IBsenden C-N-Bindung ist kicht m6glich; die Reak- 
tion kiuft nicht mehr unter stereoelektronischer KontroUe 
ab. OIIensichtlich wird k&r haupts8chlich durch die 
Acid& der Hydroxylgnrppe in (I) bestimmt und h&zt 
damit n8herungsweise von induktiven Substituen- 
tenein88ssen ab. tine si&ikante Abweichung fur 
Verbindungen mit wechselwirkungsahiven Substituen- 
ten im Acylrest wird nicht beobachtet” (Tabelle 1). Die 
im Vergkich xu a-Aminos8ure4nitroaniliden hohe 
Susxeptiiit8t von Ala=pNA gegenttber basenkataly- 
s&en Einfl8ssen (Abb. 1 und 2) im Bereich des 
Monoanionen-Mechanismus (l), kbnnte ebenfalls auf der 
erhglten OH-Acidit& des Intermediates 0 benthen. 

Lk kin&&e-&uterium-Solvent-Isotopieeff ekt 
(KSIE) der Hydrolyse von AlarpNA kann vor allem bei 
niedrigen pH-Werten mu summa&h ausgewettet 
werden, da bci der geringen Anzthl an Hydrolysedaten 
eine Aufspahung in die kinetischen Konstanten fth HrN- 

AlarpNA und f8r &N-A&-pNA besonders in &O nicht 
m6glich ist (TabeUe 2). Bei hohen pH-Werten kann der 
auf identische Lyoxidkonxentrationen bexogene Isoto- 
pieeffekt als Mass ftir kl”/klD angesehen werden. Oli- 
gopeptid4nitroanilide verhalten sich hier analog vielen 
anderen Hydroxylionen-Additionen an Carbonylgruppen 
und xeigen einen inversen Effekt” (k,“/k,” = 0.67). 

Im Bereich der Gffltigkeit des Hydrolysemechanismus 
(Schema 2) ist eine genaue Ermittlung des KSIE ftlr k&_, 
aus den oben an@gebenen Grthukn nicht m&lich. Bei 
pH-Werten um 11 wird aber dieser KSIE n8herungsweise 
mit cu. 1.0 erreicht. Kershner und Schowen” fanden bei m 
- Nitro - N - methyltrithror - acetanilid einen KSIE von 0.92 
und best&en damit f8r ihre Substrate die Gtlltigkeit von 
Mechanismus (Schema 2) mit der Abspalttmg des solva- 

0- . 
R- 1 -N-k-Ar-N& & R- -NH-Ar--NOa T -f- ) Produkt 

cm (1) 
Q. 

8cbaae2 
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tisierten EH-Ar, bevor im -stand N-Pro- 
tonicrung einaetzt. 

Die Daten fOr den sekundiiren kinetischen 
Isotopieeffekt der Hydrolyse bei Substratdeuterierung 
am &-Atom des an der Anilidbindung beteiligten 
Acylrestes von AlaflNA wurden im Bereich (Ier 
GDltigkeit des gleichen Mecbauismus gemessen (TabeUe 
2). Auch hiir sind, verglichen mit identischen Un- 
tersuchungen an 4-Nitroacetanilidd3,” Hinweise fi die 
Gilltigkeit des Dianionenmechanismus abzuleiten. Damit 
scheint sich N bestiitigen. dass a-Aminos&ure4 
nitroanilide und OIigopeptid4nitroanilide im Dianion- 
bereich und im Bereich des geschwindigkeitsbestim- 
menden kc analog einfachen acylsubstituierten 4 
Nitroaniliden reagieren. LIas Verhalten im Zerfalls- 
bereich des Monoanions. also unter physiologischen pH- 
Bedingungen, scheint dagcgen sehr different. 

-TmL 

(a) LwmIJlzeR 
Peptide wurden nach &r Methodc dcr gomiachten Anhydride 

(Chlorhohkndureestor, N-Athybnorplmlin) unter Verwendung 
der fnt. Butyl-oxycarbonyl-Schutz&p&’ aufgebaut. Die Ent- 
fcmunn dcr Schutimum in HCUEisesJin crmb die Hydre _ __ 
chloride der Peptide. dk fbr die Mesaunge~ in-l M KCI &I$& 
und ent xu dkaem Z&punk auf den gewtlnscbten p&Wart 
pbracht wurdcn. 

AnalytiscIk Doten und ‘II-NM&Spaktreo (Varian-HA 100) 
waren in Uberainstimmuag mit der Struhur. Dk Beinheit wurdc 
d6nnschichtchromatograph&h (n-Butanol/Eisessip/Wasser: 
4: 1: I v/v) kootmUkrt. Totalhydrolysc. durch Dipeptidylami~ 
pnptidascIVundunterstarhb&schanBcd@m%mergab1W* 
1.1% CNitroanilin ak Reahtknsnrcduh (c!& = 11900). LAla- 
Zd, wurde aus DLAcetyl-Akid, durch-&reo&khiiva Ab 
spahung der Acetylgruppe mitt& Schweinnokren-Acykac q it 
eioam Deuterkrungsgrad am C-2> 9896 erhalten. Imidaxol 
(Me& z.S. wurde mehrmak aus CHClr umhrismlliskrt (Pp. 
89-%P). Dk Iononst&ha wurdc mit KC1 (VEB Laborchemk 
Apohia: p.a.) eingestellt. das aus 0.1 M HCI umhristaBisii 
wurde. Ha und D& (99.7%. Isocommen. Berlin) waren CO, 
frei und q it Argon &ittigt. 

(b) Kin&de Messuagtn 
Hydrolysegeschwindigheiten wurdco anhaod der Zunahme an 

p-Nitroanihn s&tralphotometriacrirch bei 3904lOnm gemesaen 
(P&in-Elmer. M 356). Me Llkullgeo wurden bei 30.0*0.20 
vortempcrkrt uad bci dkser Temperatur such im Spohral- 
photometer vermasaeo. Zu 3 ml eioar 5 x lo-‘his 1 x lo-‘M 
AniBdKkunp wurtkn untcrachkdlkbc Mengen an KOH gegebeo 
und dk Hydrolysc durch dk Extinhtionsxunahmc verfolgt. 
I&&&t der log E 8agen E,/t-Auftraeung wurde vom enten 

Messpunht an mimkstcns droi Halbwerbxeiten baobachtot. Boi 
niahipen Hydrolysepeschwindi@ton wurdc t nach Gkiihung ’ 
(S) amittclt. AC kt ftir die einxelmn Substrata etwas unter- 
xbih und &em kicht pH-We&&h&& (T&Be 3). 

t=AElAtxdx& (3) 

Ikr aekumHra Isotopkeffekt bei der Hydrolysc von Alar-pNA 
wurde direht bei den identiacben Konxentrationen an deuterkr- 
tern uml undeuterkrtem Subs&at gemessen. Whhrond der 
Hydrolyze was es hoi bestimmteo Hydroxyliononhon- 
xantrationan notwendi& den pH-Wert w&rend der Reahtion 
durch KOH-Zugiba hoortant xu h&o. Dks wurde durch 
Kopphmg dar KOvette mit oiner pH-!Itat-Appamtur (T 11; ABU 
13: Badiimcter Kopanhagen) erreicht. Bei der Berechoung der 
Konstanten der HydroxyBonen-Katalys wurde atets die Ah- 
&it& aHo- bfmtzt, die Ober ano-=K,/aH* xu&gBch kt 
CpKw” = 13.83)” 

Alk pH-MessunBen wurdeo an einem pH-Meter PHM 26 mit 
der Gkaekhrork G 2222 B and der Kalowlelehtm& K 4112 
(Badiometer) uoter Schutxgas (Argoo) vorgeoommeo. 

(c) G&ic/rpewic/rt&orufpnlrn 
tkr Dksoxiationsgrad des Midprotons honntc sp&&ho- 

tome&is& bei 390nm anhaod da Extinhtknsmmahmc xur Zeit 
t = 0 bei verachkdanen Hydroxylionen-Ahtivit6tnn barechnet 
we&n. 

[-&I 

K = [-NH-] x arm- pK. 
-““-=pKr-1pK (6) 

Ae des rcimn Anilids wurde aus Wean. dii bii co. 70% 
Umsatx reichten, exmIkrt (TabaBe 3) umi xur Bcrechnung des 

[-#-Ifi-NH-l_Verh&hnisses im Gkiihgewicht hewn. Die 
themmdynamischen Ionisation&onstanten dor cod&di8en 
H2NGruppe der Ohpopeptid4nhroaniBkk wurden aus den 
Titration&urvcn (pH-Stat-Radiometer) errnchnat. 
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Tabelk 3. 

!3llbatrat W’W [ati Aes X IO-'0 Aenn X lo-‘9 

LAk4nitmaniIid~HCI 
LAla-LAk4nit~&Iii~HCI 
LAk-LAla-LAk4nitmanilMHCI 
Acetyl-LAbi-LAaniBd 
LPha-LAk4&oaniiMHCl 
LPro4&oaniBd~HCI 
LAla-LAla-2d,4nitroanXd~HCl 

294-217 +8.76 1.13 6.94 
254-258 -34.48 1.14 7.36 
203-2&i -48.35 1.14 8.48 
282-284 -30.71’ 1.1s 7.38 
223-22s -57.m I.15 8.15 
234-248 -37.12 1.12 7.37 
a250 -61.02 1.14 

tunkorrisiat. 
e* in Alhaaol 
ODiIfcrenx der Ex~nten von Substrat uml Produh (390 run). 
lExtrapo&m DiSYriScrrrtink$knahodIixkotoo xwkchan &r -Co-NH-Ar-NG&mn und der -CG-N-- 

Ar-N&Form dea 
tc’r in DMSO. 
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