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Beim Azidieren von Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycin-hydrazid
mit tberschiissigem Nitrit wird der Phenolkern des einge-
bauten Tyrosins nitriert und bei der Reaktion des nitrierten
Azids mit pL-Alanin-benzylester das Nitropeptidderivat er-
halten.

1. Einleitung

Fir die Untersuchung saurer und enzymatischer Partialhydrolysate
von Seidenfibroin? sollte das Tripeptid Tyrosyl-glyeyl-alanin nach dem
Azidverfahren dargestellt werden. Dabei trat unerwarteterweise eine
Nitrogruppe in den Phenolkern des eingebauten Tyrosing ein.

2. Synthese

Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycin-hydrazid wurde nach der Vorschrift
von K. Ziegler® gewonnen, wobel jedoch mit etwa der doppelten Menge
Nitrit azidiert wurde. In fritheren Arbeitent hatte sich Agzidieren mit
iiberschiissigem Nitrit auf Abscheidung und Ausbeute der Azide ginstig
ausgewirkt. Als wir jedoch zum Aufbau des gewiinschten Tripeptid-
derivats das Zieglersche Hydrazid in saurer Losung ebenfalls mit dber-
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schiissigem Nitrit versetzten, schied sich das Azid als gelbes Ol ab und
bei der Vereinigung der gewaschenen und getrockneten Azidlésung mit
pL-Alanin-benzylester® bildete sich an Stelle des Tripeptidderivates
dessen gelbgefirbte Mononitroverbindung I vom Schmp. 180 bis 181°

C,H,CH,-0CO-NH.CH-CO—NH-CH,- CO—NH-CH(CH,) COOCH,- C,H,

TN
CHZ—\\__/—OH
NO, I
3. Eigenschaften

Die gelben Sphirolithe 16sen sich in Alkalien unter intensiver Rot-
firbung. Diazotierte Sulfanilsiure in sodaalkalischer Losung kuppelt
erst nach 12 Stdn. merklich. Diese Versuche sprechen fiir die Konsti-
tution eines o-Nitroso- oder o-Nitrophenols.

Die Reduktion der Verbindung in methanolisch-salzsaurer Losung
mit SnCl, in der Siedehitze® lieferte eine grauweife Substanz, die in
Methanol glatt loslich war und sich an der Luft rasch dunkel firbte,
offensichtlich hatte sich eine aromatische Aminogruppe gebildet. Diazo-
tierte Sulfanilsdure bildet mit einem alkalisch reduzierten Produlkt sofort
einen braunroten Azofarbstoff, dessen Farbe sich beim Ansduern nach
Rot aufhelit.

Zum direkten Nachweis der bei der Reduktion entstandenen aromati-
schen Aminogruppe wurde die saure Losung der reduzierten Nitrover-
bindung auf 0° abgekiihlt und mit tiberschiissiger Nitritlosung diazotiert,
wobei eine schwache Gelbfirbung auftrat. Nach einiger Zeit wurde das
Nitrit durch Digerieren mit einer sauren Harnstofflssung zerstért. Die
gebildete Diazoniumverbindung lief sich durch Kuppeln mit Dimethyl-
anilin nachweisen. Der entstandene rote Azofarbstoff schligt in alkali-
scher Losung ins Griinliche bis Schwérzliche um.

Nachdem so bewiesen war, daB die eingetretene Gruppe N-haltig
war, vermuteten wir zundchst eine direkte Kernnitrosierung durch das
iiberschiissige Nitrit. Aber die Analyse zeigte einen zu tiefen C- und
N-Wert. Nur bei Annahme von 1 Mol Konstitutionswasser wiirde die
Analyse auf ein Nitrosoderivat stimmen. Kratzsch’ sowie Ziegler® hatten
bei Tyrosinpeptiden wiederholt Hydratwasser festgestellt. Aber die
Liebermannsche Reaktion verlief negativ und auch der Umsatz mit
Anilin zur Gewinnung einer Azoverbindung war erfolglos. Es mufite
sich also um eine Nitrogruppe handeln, zumal die Analyse gut tiberein-

5 H. K. Miller und H. Waelsch, J. Amer. Chem. Soc. 74, 1092 (1952).
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benzoxy-gruppe beim Reduzieren mit Zn-Staub in salzsaurer Lésung kaum
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stimmte. Das IR-Spektrum ermoglichte keine eindeutige Entscheidung.
Bellamy® ordnet der Nitrogruppe Banden bei 1300 bis 1350 K und 1500

8 L. J. Bellamy, Ultrarot-Spektrum und chemische Konstitution. Darm-
stadt: Dr. Steinkopff-Verlag. 1955.

Abb, 2
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bis 1600 K zu. Nach einer Arbeit von Franck, Hormann und Scheibe®
ist das Absorptionsmaximum bei 1540 K — je nach den iibrigen Substi-
tuenten variieren die Werte von 1490 bis 1550 K — besonders charak-
teristisch, wihrend die Bande bei 1350 K stirker gestort ist. Vergleicht
man die JR-Spektren unserer Verbindung I {Abb. 1) und der nicht
substituierten Verbindung (Abb. 2), so erkennt man groBe Unterschiede.
Eine schwache Bande bei 1110 K fehlt im Spektrum des Nitropeptids.
Sie ist charakferistisch fiir p-Substitution. Dafiir treten eine Reihe von
teilweise schwachen Absorptionsstellen neu auf. So die fir 1,2,4-Tri-
substitution charakteristischen Banden bei 755 K, 841 K und 1209 K.
Einige Peaks lassen sich nicht zuordnen, wie z. B. die bei 1270 K und
1395 K, wihrend die bei 1350 K und 1540 K erwarteten NOyp-Banden
von Phenol- und Amidbanden iiberlagert werden und beim Nitroderivat
nur etwas stirker sind — eine ,,Verschiebung’* der Amidbande II um
18 em—* kénnte ebenfalls durch die Anwesenheit der Nitrogruppe erklirt
werden.
4. Diskussion

Schon von Rohrlich'® und anderen wurden Modellversuche zur Auf-
klarung der Farbreaktion von Proteinen mit Nitrit bzw. salpetriger Sdure
durchgefithrt. Rohrlich konnte die Bildung einer kupplungsfihigen
Diazoniumverbindung nachweisen. Anderseits haben Philpot und
Small™t die primére Bildung einer Nitrosoverbindung experimentell be-
stitigt., Rohrlich vermutet die Oxydation dieses Nitrosokdrpers zur
Nitroverbindung und dem Diazoniumnitrat durch die naszierenden Stick-
oxyde. Die Bildung eines Diazoniumsalzes konnten wir nicht beobachten
und auch beim Umsatz von Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycyl-pr-alanin-
benzylester mit salpetriger Sgure entstand keine mit Dimethylanilin
kuppelnde Zwischenverbindung. Wir fithren daher die Entstehung des
Carbobenzoxy-L-nitrotyrosyl-glycyl-pr-alanin-benzylesters teilweise auf
die direkte Nitrierung des aromatischen Phenolkerns durch die beim
Losen der nitrosen Gase aus dem iiberschiissigen Nitrit gebildete Salpeter-
siure zuriick, zumal die elektrophile Nitrierungsreaktion beim eingebauten
Tyrosin schon mit sehr verdiinnter Salpetersiure!? sehr rasch erfolgt.
Wahrscheinlich laufen beide Reaktionen nebeneinander ab.

Experimenteller Teil
1. Carbobenzoxy-L-nitrotyrosyl-glycyl-D L-alanin-benzylester

15 g Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycin-hydrazid wurden in einer Mischung
von 14 ccm konz. HCI, 30 cem Eisessig und 350 ccm H,O unter heftigem

® B. Franck, H. Hormann und S. Scheibe, Chem. Ber. 90, 330 (1957).
10 M. Rohrlich, Chem.-Ztg. 80, 847 (1956).

1t J. St. L. Philpot und P. Small, Biochemic. J. 32, 534, 542 (1938).
12 H, Zahn und K. Kohler, Z. Naturforsch. 5b, 137 (1950).
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Vibrieren geldst und vom ungeldsten gelatinésen Rickstand abgesaugt. Bej
— 3° wurde eine Lésung von 7,5 g Natriumnitrit langsam zugegeben und
das sirupos ausgefallene Azid in 500 ccmn kaltem Essigester aufgenommen.
Der Essigesterextrakt wurde mit kalter Bicarbonatlésung und Wasser ge-
waschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Dann wurde mit einer Auf-
schlimmung von 18g bDL-Alanin-benzylester-benzolsulfonat in 50 cem
Chloroform und 10 cem Tridthylamin versetzt und 24 Stdn. bei Zimmer-
temp. gehalten. Nach dem sauren, bicarbonatalkalischen und wéiBrigen
Waschen wurde das Losungsmittelgemisch bei 40° im Vak. abdestilliert.
Es hinterblieb ein hellbrauner Sirup, der mehrfach in Methanol gelést wurde,
wobei der Alkohol jeweils im Vak. abgezogen wurde. SchlieBlich wurde
wieder in Methanol aufgenommen ; beim Aufbewahren im Eisschrank schieden
sich allméhlich 4,3 g (= 199, d. Th.) gelbe Kristalle aus. Zur Analyse wurde
mehrfach aus viel Methanol umkristallisiert und gelbe Korner vom Schmp. 180

bis 181° erhalten. [a]py = — 20,3°.
Nitrosoverbindung C,,Hz,N,O; (562,56). Ber. C 61,91, H 5,37, N 9,96.

Hydrat der Nitrosoverbindung C,,H;,N,O; - H,O (580,58). Ber. C 59,99,
H 5,55, N 9,65. '

Nitroderivat CyH,N,0, (578,56). Ber. C 60,20, H 5,23, N 9,71.
Gef. C 60,13, H 5,28, N 9,67.

2. Reduktion wvon F

a) Sauer: Eine Spatelspitze I wurde mit wenig konz. Salzsidure wver-
setzt, in walr. Methanol geldst und mit viel 8nCl, kurz aufgekocht.

Die Reaktionslosung fédrbte sich zunéchst braun, hellte sich dann aber
wieder auf. Eine schwache Gelbfdrbung wurde durch Filtrieren iber ein
mit Zn-Staub beschicktes Filter beseitigh und gleichzeitig die Sn-Ionen als
Metall auf dem Zn niedergeschlagen. Die Reduktion wurde nach diesem
Reduktorprinzip auch mit Zn-Staub allein durchgefithrt. Nach dem Alkalisch-
machen schied sich in der Kilte ein weilllichgrauer Niederschlag ab, der
sich an der Luft rasch dunkel farbte und in Methanol glatt 18slich war, was
auf eine Aminogruppe hinweist.

b) Alkalisch: Da sich das Nitroderivat glatt in Laugen 16st, fithrten
wir nach dem Reduktorprinzip auch eine alkalische Reduktion mit Devarda-
scher Legierung durch. Das farblose Filtrat bildete mit einer Lésung von
diazotierter Sulfanilsdure sofort einen braunroten Azofarbstoff, dessen Farbe
sich beim Ansiuern nach Rot aufhelite. Der gleiche Farbstoff wurde auch
aus den sauer reduzierten Ansitzen bei der alkalischen Kupplung mit diazo-
tierter Sulfanilsdure erhalten.

3. Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycyl-D L-alanin-benzylester

12,5 g Carbobenzoxy-L-tyrosyl-glycin-hydrazid wurden in der gleichen
Weise wie bei 1, aber mit der stochiometrischen Menge Natriumnitrit azidiert
und das in Essigester aufgenommene Azid mit pDL-Alanin-benzylester — aus
15 g Benzolsulfonat — umgesetzt. Nach dem iiblichen Aufarbeiten wurde
ein hellgelber Sirup erhalten, der, in Essigsiure geldst, schlieBlich zu kristalli-
sieren begann und unter Ather durchkristallisierte. Die weilen Nadeln waren
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in Methanol sehr gut 19slich und wurden mehrfach aus Essigester umkristalli-
siert. Ausbeute 6,56 g = 359 d. Th. Schmp. 175 bis 176°.

[} = —19,5° (c = 1; Methanol).

CyoH,,N,0, (533,56). Ber. C 65,28, H 5,86, N 7,88.
Gef. C 65,50, H 5,86, N 8,08.

Herrn Dr. H. v. Dietrich danken wir fiir die Aufnahme der IR-
Spektren, der BASF fiir die Uberlassung von Chemikalien und der
Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir eine Sachbeihilfe.



