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PRAGUE SYMPOSIUM

Zur Frage der Unterscheidung sterischer und
induktiver Einfliisse beim Abbau synthetischer
Polypeptide'

K. HEYNS, W. WALTER, und H. F. GRUTZMACHER, Chemisches
Staatsinstitut, Universitit Hamburg, Deutsche Bundesrepublik

Schon vor 25 Jahren sind in der Schule von Abderhalden und von Levene
Regeln iiber die Stabilitit von Polypeptidbindungen, an denen Monoamino-
monocarbonsiuren beteiligt sind, aufgestellt worden.?

1. Die Stabilitit einer Peptidbindung wichst mit der Linge des ali-
phatischen Restes am o-C-Atom.

2. Sind die aliphatischen Reste verzweigt, so weisen sie eine stirker
stabilisierende Wirkung auf, deren Wirkung in dem Masse wichst, wie die
Verzweigungsstelle an das «-C-Atom heranriickt.

Voraussetzung fiir ein Verstindnis der Einfliisse, die von der Polypeptid-
molekel her die Stabilitiat der Peptidbindung beeinflussen, ist die Kenntnis
des Mechanismus, nach dem die Hydrolyse einer Peptidbindung verlduft.
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Der im Formelschema 1 dargestellte Mechanismus fiir die Hydrolyse
einer Peptidbindung wurde von Ingold als Ascs~Reaktion klassifiziert,
wobel “AC” besagt, dass die Spaltung der Molekel in Analogie zu dem
entsprechenden Mechanismus der Esterversiefung an der C-N-Bindung
erfolgt.

Man erkennt, dass das Wesentliche des Mechanismus in einem nucleo-
philen Angriff des Wassers auf das a~C-Atom der Carbonylgruppe besteht.
Es ist also zu erwarten, dass solche Substituenten, welche die Elektronen-
verteilung an diesem C-Atom beeinflussen, sich auf die Hydrolyse auswirken
werden,

Hier interessiert uns besonders der Rest R’, der in dieser Hinsicht den
grossten Einfluss haben wird, da er unmittelbar am C-Atom der Carbonyl-
gruppe sitzt. In der 3. Zeile des Schemas 1 ist die Abstufung des +1-
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Effektes verschiedener Alkylgruppen dargestellt. Da mit steigendem +1I-
Effekt des Restes R’ das Elektronenangebot am «-C-Atom der Carbonyl-
gruppe zunehmen muss, ist mit einer Verlangsamung der Hydrolyse in der
Reihe der Substituenten R’ zu rechnen, wenn wir in der 3. Reihe des
Schemas 1 von rechts nach links fortschreiten. Dies ist aber auch die
Reihenfolge der Beeinflussung der Stabilitdt der Peptidbindungen durch
aliphatische Substituenten, wie sie in den beiden Regeln, die eingangs
erwihnt wurden, zum Ausdruck kommt.

Ebenso gut lisst sich aber diese Regel mit Hilfe der Vorstellung von der
sterischen Hinderung deuten, denn die Raumerfiillung des Substituenten
R’ steigt in der gleichen Reihenfolge wie der +I-Effekt, der ihnen zugeord-
net werden kann. Da beide Einfliisse in der gleichen Richtung laufen, ist
eine Unterscheidung zwischen ihnen zunidchst nicht méglich gewesen.

Wir wurden auf die Méglichkeit, eine solche Entscheidung zu treffen,
aufmerksam, als wir in anderem Zussammenhang synthetische Polypeptide
benétigten, die wir durch Polymerisation der entsprechenden 2,5-Oxazolid-
dione darstellen. Die letzteren haben wir nach dem Verfahren von Fuchs?
durch Einleiten von Phosgen in eine Suspension der entsprechenden Amino-
sidure in Dioxan hergestellt.
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Die Reaktion ist auf Formelschema 2 dargestellt. Der Endpunkt der
Reaktion ist erreicht, wenn die zundchst in dem Dioxan suspendierte
Aminosiure vollstindig in Losung gegangen ist.

Wir fanden nun, dass die Zeit, in der dies unter vergleichbaren Bedin-
gungen geschieht, in charakteristischer Weise von der verwendeten Amino-
siure abhingt. 0,1 Mol Glycin konnte unter den von uns verwendeten
Bedingungen innerhalb 6 Stunden nur zur Hiilfte umgesetzt werden;
beim prL-Pseudoleucin (R = tert.-Butyl) war die Umsetzung in 5-10
Minuten beendet. Zwischen diese beiden Extremwerte ordnen sich die
iibrigen untersuchten Aminosiuren in der Reihenfolge Alanin, a-Amino-
buttersiure, Norleucin, Leucin, Isoleucin ein. Man erkennt, dass es sich
um die gleiche Reihenfolge handelt, die die Aminosiuren annehmen
miissen, wenn man sie nach den Regeln von Abderhalden und Levene so
anordnet, dass sie die von ihnen gebildete Peptidbindung in steigendem
Masse stabilisieren, mit dem Unterschied, dass bei dieser Reaktion die-
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jenigen Aminosduren, deren Bildung im Polypeptidverband am leichtesten
gelost werden kann, am langsamsten reagieren, Umgekehrt reagieren
diejenigen Aminosiuren, die nur sehr schwer hydrolysierbare Polypeptide
liefern, besonders schnell.

In Analogie zur Ammonolyse der Ester kann man fiir die Reaktion einen
Zwischenkomplex (I) formulieren,* der sich unter Abspaltung von HCl in
das Aminosiure-N-carbonsiurechlorid umwandelt, das sich unter weiterer
Abspaltung von HCl zum Ozxazolid-2,5-dion umsetzt. Der erste Schritt
dieser Reaktion ist der nucleophile Angriff der Aminogruppe der Amino-
séure auf das C-Atom des Phosgens. In diesem Falle wirken der +-I-Effekt
des Restes R und dessen Raumerfiilllung im entgegengesetzten Sinne.
Durch den +4I-Effekt wird der nucleophile Charakter der Aminogruppe
erhoht und damit die Bildung des Komplexes begilinstigt, wihrend die
zunehmende Raumerfiillung des Restes R der Bildung des Zwischenkom-
plexes entgegenwirkt. Dass sich in diesem Falle der sterische Effekt, der
bei der Ammonolyse der Ester mit Aminen deutlich hervortritt, nicht so
weit auswirken kann, dass er die Wirkung des induktiven Effektes iiber-
kompensiert, liegt wahrscheinlich an dem sterischen Einfluss der dem Reak-
tionszentrum benachbarten —COOH-Gruppe, die immer konstant und
offenbar so gross ist, dass der sterische Einfluss des Restes R keine Rolle
mehr spielt. Wir haben hier also einen Fall vor uns, in dem sich die
sterischen und die elektrostaitischen Einfliisse auf das Reaktionsgeschehen
voneinander unterscheiden lassen.

Bei der Bildung der Polypeptide aus den Oxazolid-2,5-dionen tribt sich
nach Bildung einer hinreichenden Menge des Polypeptides die wasser-
haltige Dioxanlésung, in der man die Polymerisation vornimmt.
Wenn man bel dieser Reaktion die Zeiten beobachtet, die bis zum Beginn
einer Flockung bzw. bis zum Auftreten einer Tritbung verstreichen, so
findet man wieder die Reihenfolge der Hydrolysierbarkeit, wie sie in den
Regeln von Abderhalden und Levene niedergelegt ist. Dieses Verhalten
wird versténdlich, wenn man auf der Basis des von Waley und Watson?
vorgeschlagenen Mechanismus die Reaktion diskutiert.

Formelschema 3:

X
R—CH—CO y
RN R—CH—C—0H
, PP HX — )
NH—CO” 7
NH-—CO
/o
4 R—CH-—COX
R=CH=C —— ] + CO,
X% NH,
NH—COOH

wo X = —0OH, —NH,, —NHR.
Auch hier erfolgt als Einleitung der Reaktion ein nucleophiler Angriff
auf das C-Atom 5 des Oxazoliddions, das wir als das C-Atom der Carbonyl-
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gruppe der urspriinglichen Aminosiure wiedererkennen. Auch in diesem
Falle vorlaufen die elektrostatischen und sterischen Effekte in ihrer
Auswirkung parallel.

Nach diesen Ergebnissen schien uns eine quantitative Behandlung des
Problems aussichtsreich zu sein, und wir haben diese am Beispiel der
sauren Hydrolyse der Polypeptide durchgefiihrt.

Mit Ausnahme des Polyglycins, das in LiCl-Losung untersucht wurde,
wurden die Polypeptide in Dichloressigsiure mit 4 N hydrolysiert und der
Abbau durch Bestimmung der freien Aminogruppen nach van Slyke in
einer von Kainz angegebenen Apparatur® verfolgt. Daneben wurden die
in Freiheit gesetzten Aminosiuren durch Oxydation mit Chloramin T nach
Kemble und MacPherson’ bestimmt, wobei das bei der Oxydation frei-
werdende CO: in der Warburg-Apparatur quantitativ erfasst wurde. Auf
diese Weise kann zwischen der Hydrolyse der endstindigen Peptidbin-
dungen (Kg), die zur Bildung von Aminosguren fiihrt, und der Hydrolyse
der inneren Bindungen (K ), durch welche nur neue Polypeptide entstehen,
unterschieden werden. Die Spaltung der inneren Bindungen ergibt sich
aus der Differenz zwischen den Werten fiir die Zunahme der Aminogruppen
und der Bildung der Aminosiuren.

Eine Sonderstellung nehmen bei der Hydrolyse die Dipeptide ein, die
etwa zwei- bis acht mal langsamer hydrolysiert werden als die mehr als drei
Aminoséuren enthaltenden Polypeptide.® Die Dipeptide reichern sich also
im Verlauf der Hydrolyse an und verschieben daher in zunehmendem Mass
die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante. Es kann also nur eine Anfangs-
geschwindigkeitskonstante festgestellt werden.
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Diese wurde -auf Grund der Schema 4 dargestellten Beziehungen ermit-
telt.
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TABELLE 1
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der untersuchten Polypeptide bezogen auf
gleiche Sdaurekonzentration und Poly-pL-alanin = 1

Polypeptid Kg K, K:/K,
Poly-glycin 256 500 0,53
Poly-pL-alanin 100 100 1,41
Poly-pL-a-aminobuttersiure 71 22 4,58
Poly-pi-phenylalanin 72 13 7,53
Poly-pL-norleucin 39 20 2,75
Poly-pLLeucin 20 17 1,69
Poly-pr-isoleucin 6,0 5 1,62

Die Werte dieser Konstanten bezogen auf gleiche Saurekonzentration
und Poly-pr-Alanin = 100 sind in Tabelle I verzeichnet. Hier fallen zwei
Punkte besonders auf. Man erkennt erstens, dass sich die Konstante der
Hydrolyse der inneren Peptidbindungen der Polypeptide aus unverzweigten
Aminosduren von der a-Aminobuttersiure ab praktisch nicht mehr dndert.
Die Abweichungen liegen in der Fehlergrenze. In der Mitte der Polypep-
tidkette wirken sich also sterische Einflitsse auf den Abbau der Peptid-
bindungen beherrschend aus. Dass dies an den Enden der Kette nicht der
Fall ist, zeigen die Werte fiir das Phenylalanin. Dieses zeigt eine Gesechwin-
digkeitskonstante der Spaltung der dusseren Peptidbindungen in der Gross-
enordnung der e-Aminobuttersiure. Dieser Befund ist nicht zu erkliren,
wenn man nur sterische Faktoren heranziehen will. In diesem Falle miisste
des Polyphenylalanin eine Hydrolysenkonstante der dusseren Bindung von
der Grosse des Leucins haben, mit dem es beziiglich der Spaltbarkeit
seiner inneren Bindungen vergleichbar ist. Das andersartige Verhalten
der dusseren Bindungen kann aber bei Beriicksichtigung des +I-Effektes
des Benzolkernes, der eine Verminderung des Elektronenangebotes am C-
Atom der Carbonylgruppe und damit eine leichtere Spaltbarkeit der Pep-
tidbindung bewirkt, erklirt werden. Daher scheint uns das unterschied-
liche Verhalten der inneren und der dusseren Peptidbindungen bei der Hy-
drolyse darauf zuriickgefithrt werden zu kénnen, dass die Eigenschaften der
dusseren Peptidbindungen in erheblichem Masse von den induktiven Ein-
fliissen der Substituenten bestimmt werden, wihrend die Kinetik des
Abbaues der inneren Peptidbindungen von den sterischen Eigenschaften
der Substituenten beherrscht wird.
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Zusammenfassung

Durch Anwendung geeigneter Analysenmethoden kann die Kinetik des Abbaues der
inneren und dusseren Peptidbindungen von Polypeptiden unterschieden werden, wenn
diese aus den gleichen Aminosiuren aufgebaut sind. Es wurden Polypeptide untersucht,
die aus Monoaminomonocarbonsiuren mit verschiedenen aliphatischen und aroma-
tischen Resten am o-Kohlenstoffatom aufgebaut waren. Bei der sauren Hydrolyse
dieser Polypeptide zeigten die Hydrolysenkonstanten der inneren bzw. der dusseren
Peptidbindungen jeweils einen charakteristischen Gang in Abhéingigkeit von der Substi-
tution, der in der Weise gedeutet werden kann, dass der Abbau der #usseren Peptid-
bindungen im wesentlichen von induktiven Einfliissen, derjenige der inneren Peptid-
bindungen aber iiberwiegend von sterischen Kinfliissen beherrscht wird. Bei der Bildung
der 2,5-Oxazoliddione bei der Einwirkung von Phosgen auf in Dioxan suspendierte
Aminosduren sind vorwiegend induktive Einfliisse von Bedeutung fiir die Reaktionsge-
schwindigkeit.

Synopsis

Using appropriate analytical methods, the kinetics of the degradation of inner and
outer peptide bonds in polypeptides can be distinguished, if these are build up by the
same amino acids. Polypeptides built up by mono-amino acids containing different
aliphatic and aromatic residues on the a-carbon atom are studied. In the acid hydroly-
sis of these polypeptides the hydrolysis constants for the inner and outer peptide bonds,
respectively, show a characteristic variation with the substitution. This may be ex-
plained by assuming that the degradation of outer peptide bonds mainly depends on
inductive effects, but the degradation of inner peptide bonds depends on steric effects.
For the formation of oxazolide-2,5-diones by the action of phosgene on amino acids sus-
pended in dioxane, inductive effects are most important for the reaction rate.

Résumé

Par l'utilisation de méthodes analytiques appropriées on peut arriver 4 distinguer la
cinétique de dégradation des liaisons peptidiques internes et externes de polypeptides,
si ceux-ci sont ¢onstitués des mémes acides aminés. On a ainsi examiné des polypep-
tides, consitués d’acides monocarboxylés monoaminés porteurs de groupes aliphatiques
et aromatiques 4 ’atome de carbone en . Soumis & Phydrolyse acide ces polypeptides
fournissent des constantes d’hydrolyse des liaisons peptidiques internes et externes qui
manifestent une variation caractéristique suivant le substituant. On peut ainsi mon-
trer que la dégradation des liaisons peptidiques externes est déterminée principalement,
par des effets inductifs, tandis que celle des liaisons peptidiques internes I’est par des
effets stériques, Lors de la formation de 2.5-oxazolide-dione par Vaction du phosgene
sur les acides aminés en suspension dans le dioxane, ce sont également les effets inductifs
qui déterminent principalement les vitesses de réactions.

Discussion

A. G. Pasynskii (Moscow): (1) Es wire interessant die induktiven und sterischen
Effekte durch die thermodynamischen Grossen der inneren Energie und der Aktivierung-
senergie AF* ausgudriicken, die der Peptidbindung entsprechen wiirden.
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(2) Die kleinere Geschwindigkeit der Hydrolyse von Dipeptiden (2-8 mal), wie aus
der Mitteilung ersichtlich ist, kann mit der Angabe von Linderstrém-Lang iiber sehr
grossere Peptidbindung-bildungserengie in Dipeptiden und iiber deren Erniedrigung in
Peptiden hoherer Ordnung in Einklang gestellt werden.

W. Walter (Hamburg): (1) Da die Ergebnisse aus kinetischen Messungen erhalten
wurden, konnen Sie zunichst auch nur kinetisch interpretiert werden. Wir beabsichtigen
die Erweiterung unserer Untersuchungen zur Bestimmung der Aktivierungsenergie und
der Aktivierungsentropie.

(2) Die besonders langsame Hydrolyse der Dipeptide hat neben dem von Herrn Prof.
Pasynskii herausgestellten thermodynamischen auch einen eindeutigen kinetischen
Aspekt. Die —C—HN— Bindung eines Dipeptides unterscheidet sich prinzipiell von

0
den Peptidbindungen hoherer Peptide dadurch, dass sich in einer unmittelbaren Nihe eine
starke positive Ladung (in sauer Losung die NH}-Gruppe) oder eine starke negative
Ladung (in alkalischen Losung eine —COO ~-Gruppe) befindet. Dies hat zur Folge, dass
die Anniherung des hydrolysierenden Agens (bei der sauren Hydrolyse des H;O *-Ions)
erschwert wird und damit die Reaktionsgeschwindigkeit sinkt.



