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Untersuchungen tiber die Kinetik der Spaltung von Di- und Tripeptiden

III. Mitt.: Uber die rasche Spaltung von Serinpeptiden in rein wissriger Losung?!

Von Hermany HarTmany und Joacnim HeipBERG

Aus dem Institut fiir physikalische Chemie an der Universitdt Frankfurt am Main

(Z. Naturforschg. 19 b, 1095—1100 [1964] ; eingegangen am 22. September 1964)

The kinetic data of the hydrolysis of some serine peptides in diluted hydrochloric acid and in
pure water and of the rearrangement of O-glycyl-pr-serine to glycyl-bL-serine were determined.

The hydrolysis of glycyl-or-serine and pr-alanyl-pr-serine proceeds surprisingly rapidly in pure
water as compared with the hydrolysis of those peptides in 0.5 N hydrochloric acid as well as the
hydrolysis of glycyl-pr-alanine in purely aqueous solution. The O — N migration of the glycyl
residue in O-glycyl-pL-serine which probably is an intermediate in the cleavage of glycyl-pr-serine
in purely aqueous solution represents a three center reaction in which the nucleophilic attack on
the O-peptide and peptide bond. respectively, involves a free basic amino group. The analogy
between the serine peptide interconversion and the hydrolysis catalyzed by certain proteolytic

enzymes is referred to.

Under the conditions of freeze drying are formed in hydrochloric acid solutions of pr-alanyl-

pi-serine O-peptide and depsipeptide.

Die bevorzugte Spaltung von Peptidbindungen in
der Nachbarschaft von Hydroxygruppen in saurem
Medium ist seit langem bekannt 2. Sie wird auf die
intermediire Bildung cyclischer Strukturen und de-
ren Spaltung in leicht hydrolysierbare Ester zuriick-
gefiihrt. Kiirzlich wurde die selektive Labilisierung
von Peptidbindungen durch die Umwandlung des
Serin- in den Dehydroalaninrest beschrieben . Bei
pr 2 und 100 °C wird die der Doppelbindung be-
nachbarte Peptidbindung nach 1 Stde. unter Bildung
von Peptidamid und Brenztraubensédure hydrolysiert.
An dieser Stelle soll iiber den Befund berichtet wer-
den, dal} die Selektivitdt der Spaltung von Serin-
peptidbindungen schon bei Anwendung von reinem
Wasser als hydrolysierendes Agens besonders aus-
gepragt ist.

Zur Ermittlung der kinetischen Konstanten der
Peptidbindungen sind die Peptidhydrolysate quanti-
tativ zu analysieren. Die Hydrolysate der im Hin-
blick auf diese vollstindige Analyse geeignet mit
14C markierten Peptide wurden mit Hilfe der Papier-
chromatographie und Zonenelektrophorese getrennt
und die isolierten Komponenten auf Grund ihrer
Radioaktivitdt bestimmt?. Wegen der sauberen
Trennbarkeit seiner Hydrolysate verwandten wir

1 II. Mitt.: H. Hartvany, J. Fernanoez, J. Hemsere u. H.
Juxe, Z. Naturforschg. 18 b, 269 [1963].

2 E. Fiscuer u. E. Aperuarpen, Ber. dtsch. chem. Ges. 40,
3544 [1907]; B. Wirkor, Advances Protein Chem. 16,
225 [1961].

3 A. Parcrornik u. M. Sokorovsky, J. Amer. chem. Soc. 86,
1206 [1964].

4 H. HarTtMmany, J. HemBerG, J. HEiNntces u. H. June, Z. ana-
lyt. Chem. 181, 533 [1961].

pr-Alanyl-pL-serin als Substrat bei den Hydrolyse-
versuchen in saurer Losung. In rein wéBriger Losung
wurde zunidchst die Spaltung von Glycyl-pL-serin
untersucht, da angenommen wurde, dal} dieses Pep-
tid von allen Serinpeptiden mit einer bifunktionellen
Aminosdure am schnellsten gespalten wird. Seine
Hydrolysate wurden ausschlie3lich elektrophoretisch
getrennt.

Die Synthese der !*C-markierten Peptide wurde
nach dem Anhydridverfahren ausgefiihrt 5.

Da O-Glycyl-pr-serin bei der Hydrolyse von
Glycyl-pr-serin moglicherweise als Zwischenkorper
auftritt, wurde das Verhalten dieses Esters im iso-
elektrischen Bereich von Glycyl-pr-serin studiert. Die
hierbei beobachtete rasche Umlagerung des O-Peptids
in das Peptid wurde nach der py-Stat-Methode ver-
folgt.

Experimenteller Teil

Substanzen
¥C.pr-Alanyl-or-serin und *C-Glycyl-br-serin

Centimolare Mengen des nach Beremann ¢ dargestell-
ten, an der Carboxylgruppe markierten !*C-Carbo-
benzoxyalanin (-glycin) und des nach WarLscu? ge-

5 Tu., Wierano u. H. Bervnarp, Liebigs Ann. Chem. 572,
190 [1951]; R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 34, 874
[1951]; J. R. Vauvcuan, J. Amer. chem. Soc. 73, 3547
[1951].

6 M. Beremany u. L. Zrrvas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65,
1192 [1932].

7 H. K. MirLer u. H. WagLsch, J. Amer. chem. Soc. 74, 1092
[1952].
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wonnenen Serinbenzylesters verkniipften wir in 20 ml
absolutem Tetrahydrofuran mit Hilfe von Chlorkohlen-
sdureithylester zum  !#C-Carbobenzoxy-pr-alanyl-pr-
serinbenzylester (-glycyl-nL-serinbenzylester). Nicht um-
gesetzte Ausgangskorper wurden aus Essigesterlosung
mit 1-n. Salzsdure bzw. 5-proz. Natriumbicarbonat-
losung extrahiert. Der beim Abdestillieren des Essig-
esters im Vakuum erhaltene 6lige Riickstand wurde
aus Chloroform/Petrolither umkristallisiert. Die Aus-
beuten an kristallinem Produkt betrugen 70 bis 80 Pro-
zent.

Schmp. Analyse
C H N

°C ber. gef. ber. gef. ber. gef.
14C-Carbobenzoxy-pr-alanyl-
pr-serinbenzylester

118 63,0 63,0 6,04 5,93 6,99 6,95
14C-Carbobenzoxy-glycyl-
pr-serinbenzylester

139 62,1 61,9 5,73 5,62 7,25 7,34

Das reine Peptid wurde dargestellt, indem in 1-proz.
Losung der Carbobenzoxy- und Benzylrest gleichzeitig
in mit 1 Vol.-% Eisessig versetztem Methanol p. A.
durch katalytische Hydrogenolyse (Pd-Mohr) entfernt
und das erhaltene Produkt aus Wasser/abs. Athanol
umkristallisiert wurde. Die Ausbeuten lagen bei 70
Prozent.

Schmp. Analyse
C H N
°C ber. gef. ber. gef. ber. gef.
14C-pr-Alanyl-
pr-serin 2118 40,9 40,8 6,87 6,95 159 15,5
HC-Glycyl-
DL-serin 1988 37,0 364 6,22 6,33 17.3 171

Es ist bekannt, dall Glycyl-pr-serin Wasser gebun-
den enthdlt® Die Peptide waren chromatographisch
und elektrophoretisch einheitlich.

O-Glycyl-pL-serin

Dieses nur in Form seines Monohydrochlorids dar-
stellbare O-Peptid wurde im Rahmen der Struktur-
aufkldrung von Azaserin nach dem Anhydridverfahren
synthetisiert *. Bei seiner Gewinnung hielten wir uns
an diese Vorschrift; die hierbei nicht zu vermeidende
Verunreinigung des O-Peptids durch Glycin und Serin,
die elektrophoretisch nachgewiesen wurde, storte in
diesem Zusammenhang nicht. Schmelzpunkt (163 °C)
und IR-Spektrum stimmten mit den Literaturangaben
ebenso tiberein wie die chromatographischen Eigen-
schaften ®.

Hydrolysierende Agenzien

Bei den Hydrolyseversuchen in saurer Losung wurde
eingestellte Salzsdure (Merck p.A.), deren Gehalt zu
1%o bekannt war, angewendet. — Fiir die Hydrolyse in
reinem Wasser wurde dest. Wasser des Handels in

® H. Zanx u. E. Scuxaser, Liebigs Ann. Chem. 605, 212
[1957].
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einer Quarzapparatur zweimal destilliert und das De-
stillat im O,-Strom aufgekocht und abgekiihlt. Die spe-
zifische Leitfahigkeit des gereinigten Wassers betrug bei
20°C 8,5:1077Ohm'em™ L.

Kinetische Messungen
Hydrolyse der Peptide

Ausfithrung der Hydrolyse, Gefriertrocknung, zonen-
elektrophoretische und papierchromatographische Tren-
nung der Hydrolysate sowie die Aktivitdtsbestimmung
der isolierten Hydrolyseprodukte wurden bereits be-
schrieben 4.

Umlagerung von O-Glycyl-pL-serin

Wie Vorversuche zeigten, erniedrigt sich im Laufe
der Umlagerung von O-Glycyl-pr-serin zu Glycyl-pr-
serin bei gleichzeitiger Verminderung der Reaktions-
geschwindigkeit der pp-Wert der Losung. Es war da-
her zweckmillig, bei Eruierung der Reaktionsordnung
beziiglich des reagierenden Peptids den pp-Wert wih-
rend der Umlagerung konstant zu halten. Dies geschah
nach der py-Stat-Methode. Mit ihrer Hilfe konnte der
Fortgang der Umlagerung quantitativ verfolgt werden,
da die Menge der gebildeten Sdure ein Maf} fiir den
Reaktionsumsatz darstellt.

Ihres geringen Raumbedarfs wegen diente die Ein-
stabmef3kette Typ 403 der Fa. Dr. W. Ingold, Frank-
furt am Main, in Verbindung mit dem Prézisions-py-
Meter py 35 der Fa. Knick, Berlin, zur Messung des
pu-Wertes. Die Schwankung des pp-Wertes wahrend
eines kinetischen Versuchs betrug héchstens 0,01
pu-Einheiten. Wie bekannt ist jedoch die Absolut-
genauigkeit der elektrometrischen pp-Bestimmung we-
gen der Vernachldssigung der Konzentrationsabhdn-
gigkeit der Diffusionspotentiale, die an den beiden
Grenzflichen der gesittigten KCl-Briicke zur Bezugs-
elektrode auftreten, beziiglich dem unter Zugrunde-
legung der Debye-Hiickel-Theorie definierten pp-Begriff
nur etwa T 0,05 py-Einheiten.

Uberdies weisen geriihrte und ruhende Losungen
bei elektrometrischer py-Messung scheinbare pp-Diffe-
renzen auf. Bei konstanter Riihrgeschwindigkeit war
diese scheinbare pp-Verschiebung wihrend eines kineti-
schen Versuchs unverinderlich sowie unabhingig von
Temperatur und py —0,070+ 0,005 py-Einheiten.
Diese Potentialverdnderung wurde vor und nach jedem
kinetischen Versuch gemessen.

Zur Aufrechterhaltung eines konstanten pp-Wertes
wurde unter Riihren und gleichzeitiger Beobachtung
des pp-MeBgerites 0,1-n. Natronlauge aus einer ma-
nuell iiber eine Mikrometerschraube gesteuerten Glas-
schliff-Kolbenbiirette der Losung zugesetzt. Der Vor-
schub des Kolbens und damit der Verbrauch an Alkali
als Funktion der Zeit wurde von einem an die Mikro-
meterschraube gekoppelten Schreiber, dem Titrigra-
phen SBR 2c¢ der Fa. Radiometer, Kopenhagen, auf-

? E. D. Nicoramnes, R. D. Westrano u. E. L. WrrTLE, J. Amer.
chem. Soc. 76, 2887 [1954].
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gezeichnet. Die Genauigkeit der Registrierung des zu-
gesetzten Volumens an Lauge betrug 0,7%, die Ge-
nauigkeit der Zeitbestimmung je nach Einstellung 5 sec
bis 1 Minute. Diese Fehler fielen gegen die Unbe-
stimmtheit der pg-Messung nicht ins Gewicht.

Jeder kinetische Versuch wurde mit 5ml 0,015-m.
wilriger Losung von O-Glycyl-pr-serinmonohydrochlo-
rid, die einen pp-Wert von 3,5 aufwies, in einem ther-
mostatisierten Glasgefill von 14 ml Inhalt ausgefiihrt.
Die Temperaturkonstanz belief sich auf 0,01°. Beim
Start des Versuchs wurde die Losung durch raschen
Zusatz von 0,1-n. Natronlauge auf einen etwas hdohe-
ren als den gewiinschten pu-Wert gebracht. Sobald
dieser infolge der eingetretenen Reaktion erreicht war,
begann der kinetische Versuch. Die Umlagerung wurde
je nach den Versuchsbedingungen 1 bis 8 Halbwerts-
zeiten verfolgt. Der Fortgang langsamer Reaktionen
wurde mindestens eine Halbwertszeit gemessen und
der fiir t—oc benotigte MeBwert durch Temperatur-
erhohung bei konstantem pp-Wert erhalten. Wenn sich
in der Nachperiode der Reaktion der pp-Wert nicht
mehr dnderte, wurden 0,5 ml der Losung entnommen
und durch Gefriertrocknung, Elektrophorese und Ent-
wicklung der Pherogramme mit Ninhydrin analysiert.
Da in keinem Fall das bei Anwesenheit nachweisbare
O-Glycyl-r-serin zu erkennen war, hatte sich dieses
zu mindestens 99% in das einwandfrei nachzuweisende
Glycyl-oL-serin  umgewandelt. Dieser Befund wurde
durch Wiederholung des Experiments mit O-(**C-Gly-
cyl)-pr-serin bestitigt. Uberdies zeigt dieser Versuch,
daBl eine mefbare Spaltung zu den Aminosduren neben
der Umlagerung nicht stattfindet.

Ergebnisse

Reaktionen in saurer Losung: Die Bildung von
O-Peptiden und Depsipeptiden

Ein Teil von pr-Alanyl-pr-serin wandelt sich unter
den Bedingungen der Gefriertrocknung seiner salz-
sauren Hydrolysatlosungen in O-pr-Alanyl-pL-serin
und Depsipeptide um. Fithrte man nidmlich die chro-
matographische bzw. elektrophoretische Trennung
der Hydrolysate ohne vorherige Gefriertrocknung
unter sonst gleichen Bedingungen aus, so lieBen sich
die beiden Substanzen nicht nachweisen. Den Struk-
turbeweis fiir O-pr-Alanyl-pr-serin fiithrten wir durch
Vergleich der chromatographischen und elektro-
phoretischen Eigenschaften des isolierten und eines
nach der oben beschriebenen Anhydridmethode syn-
thetisierten Préiparates sowie durch Abbau in saurer
Losung zu den Aminosduren. Die Struktur des
Depsipeptids wurde durch seine Hydrolyse in 0,6-n.
Salzsdure bei 32 °C zu pr-Alanyl-pr-serin sowie
durch sein IR-Spektrum, das im Gegensatz zu jenem
von pr-Alanyl-pL-serin bei 1750 cm~! die bekannte,
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der Valenzschwingung der Carbonylgruppe im Ester
zuzuordnende Bande aufweist?, sichergestellt. Die
quantitative Verfolgung der Spaltung des Depsi-
peptids ergab, dal} die Esterbindung um den Faktor
~ 100 schneller gespalten wird als die Amidbindung.
kpster = 2,0°1071 (d7Y), kymia = 2,6°107% (d71).
Die Reaktionen bei der Gefriertrocknung finden
wahrscheinlich in dem die feste Phase umgebenden
Flussigkeitsfilm statt. Wasser und Chlorwasserstoff
bilden némlich ein eutektisches System, dessen eutek-
tischer Punkt bei — 86 “C und bei einem HCl-Gehalt
von 25 Gew.-% liegt 0. Trotz dieser Nebenreaktio-
nen unterwarfen wir die Hydrolysate vor ihrer Tren-
nung zur Entfernung tberschiissiger Saure der Ge-
friertrocknung, da bei Abwesenheit von Siureiiber-
schul die Zonen bei der Chromatographie und
Elektrophorese schiarfer und damit die Substanzen
sauberer zu isolieren waren. Fiir die kinetische Aus-
wertung wurde die Radioaktivitat von pr-Alanyl-pL-
serin zur Hydrolysenzeit ¢ gleich der Summe der
Radioaktivitdten von Depsipeptid, O-Peptid und ge-
messenem DL-Alanyl-pL-serin gesetzt.

Uberdies wurde in Hydrolysatlosungen, die bei
iiber 70 °C erhalten wurden, Ammoniak und ein
weiterer Stoff nachgewiesen, der &hnliche chromato-
graphische und elektrophoretische Eigenschaften wie
pr-Alanyl-pr-serin besal; beim Entwickeln mit Nin-
hydrin lieferte diese Substanz jedoch zunéchst einen
gelben Farbstoff, der nach einiger Zeit in den be-
kannten violetten iiberging. Vermutlich stellt die
Substanz Alanyldehydroalanin dar.pr-Seryl-pr-alanin
besitzt &hnliche chromatographische und elektro-
phoretische Eigenschaften und zeigt ein &hnliches
Verhalten beim Entwickeln wie die fragliche Sub-
stanz, so dal} unter den geschilderten Bedingungen
die Inversion des Ausgangspeptids ebenfalls nicht
ausgeschlossen werden kann. Da in dieser Arbeit die
Hydrolysentemperaturen weit niedriger als 70 °C
waren, traten diese Nebenreaktionen nicht in Er-
scheinung.

Kinetische Daten

Der Reaktionsablauf der Hydrolyse von pr-Alanin-
pL-serin in Salzsdure wird durch ein Zeitgesetz
1. Ordnung beziiglich des Peptids beschrieben. Aus
den entsprechenden graphischen Darstellungen lieBen
sich die Halbwertszeiten 7 ablesen und daraus die

10 Lanport-BornsteIN, Physikalisch-chemische Tabellen, Sprin-
ger-Verlag, Berlin 1923, Bd. I, S. 626.
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zugehorigen Geschwindigkeitskonstanten £ berech-
nen. Die Arrheniussche Aktivierungsenergie E
und Aktionskonstante 4 wurden unter Zugrunde-
legung der Arrheniusschen Gleichung durch
Ausgleichsrechnung ermittelt. Entsprechend wurde
bei der Auswertung der Daten der Hydrolyse von
Glycyl-pL-serin und pr-Alanyl-pL-serin in neutraler
Losung sowie bei der Umlagerung von O-Glycyl-
pL-serin vorgegangen. Auch diese Reaktionen schrei-
ten nach einem Zeitgesetz 1. Ordnung beziiglich des
Peptids fort. Fir die Umlagerung wurde iiberdies
bei der Berechnung von k die sog. Schrittformel

kti+loge ([H®]i— [H®]i") =const. (1)

herangezogen. Bezeichnet man mit 4 ein konstantes
Zeitintervall, 4 = Halbwertszeit, so bedeuten [H®];
und [H®]," die Konzentrationen der nach der Zeit ¢;
bzw. t; + A gebildeten Wasserstoffionen.

Der mittlere Fehler der Geschwindigkeitskonstan-
ten der Hydrolyse betrdgt 3 Prozent. Fir die Um-
lagerung ergibt sich wegen der Unsicherheit der
pu-Messung, Apy = £0,0224[H®]/[H®] =5%,
und der besonderen py-Abhangigkeit von £

k=k[H®]", (2)

mit n = — 1,7, der erheblich grofiere Fehler von etwa
9 Prozent. Der einzelne k-Wert ohne Bezugnahme
auf den absoluten py-Wert der Losung 1t sich ge-
nauer zu T 1% bestimmen.

H. HARTMANN UND J. HEIDBERG

[H®) Temperatur | k-103 | (k/[H®])- 103
[Mol/l] [°C] a1 d-11 Mol-1
0,500 320 | 214 4,28
0,600 32,0 2,61 4,36
1,00 32,0 4,96 4,96
2,00 32,0 13,3 6,65
0,500 36,9 3,9 7.8
1,00 36,9 9,2 9,2
0,500 41,6 6,9 13,8
1,00 41,6 15,8 15,8
0,500 449 9.6 19.2

Tab. 1. Geschwindigkeitskonstante & der Hydrolyse von pr-
Alanyl-pr-serin in Salzsdure.

Temperatur k+ 102
) a1

Glye-Ser 59,9 2,44

Glye-Ser 70,3 7.36
Glye-Ser 78,5 16,5
Glye-Ser 85,4 30.8
Ala-Ser 76,2 22,5

Tab. 2. Geschwindigkeitskonstante & der Hydrolyse von Gly-
cyl-pr-serin und pr-Alanyl-pr-serin in reinem Wasser.

[HS] EA [10g10 A
[Mol/1] [kcal/Mol] (d-1)j11
Ala-Ser 0,500 22,6717,6 1 li;,:?
Ala-Ser 1,00 23,0 (+ 0,6) 14,2
Glyc-Ser ~ 10-6 23,6 + 0,3 13,9
Tab. 3. Arrheniussche Aktivierungsenergien Ey und Aktions-
konstante 4 der Hydrolyse.
PH Tem[gaatur k- 102 min—1
s | 2204 049
5,57 27,72 1,29
5,57 32,38 2,38
5,57 35,21 3,61
6,07 12,09 ‘ 0,57
6,07 20,01 2,14
6,07 20,00 2,47
6,07 24,18 | 4,66
6,07 24,18 | 4,76
6,07 27,45 8,08
Tab. 4. Geschwindigkeitskonstante k der Umlagerung von
O-Glycyl-pr-serin zu Glycyl-pr-serin.
Ea 1 A(d-1)11
PH [kcal/Mol] [ 0g10 ( )]
5,57 27,2(4+ 2,0) 21,0
6,07 29,4(+ 2,0) 23,5

Tab. 5. Arrheniussche Aktivierungsenergien EA und Aktions-
konstante 4 der Umlagerung.

Diskussion

Die Hydrolyse von Glycyl-pL-serin und pr-Alanyl-
pL-serin in reinem Wasser verlduft sowohl im Ver-
gleich zur Hydrolyse in 0,5 n Salzsdure als auch im
Hinblick auf die Hydrolyse von Glycyl-pr-alanin in
reinem Wasser liberraschend schnell. Wie aus Tab. 6
hervorgeht, ist die Selektivitit der Spaltung der
Serinpeptidbindungen in reinem Wasser erheblich
stirker ausgeprégt als in walriger Saure.

Das fiir Peptide, die aus bifunktionellen Amino-
sduren aufgebaut sind, in 0,25 bis 1-n. Salzsdure in
einer vorhergehenden Arbeit eruierte Zeitgesetz !

_ d[Peptid®]

PR —K[H®] [Peptid®] (3)

ist in der gleichen Ndherung fiir prL-Alanyl-pr-serin
gultig. Als Folge der Erhchung der Wasserstoffionen-
Aktivitat nimmt die Geschwindigkeitskonstante & mit
steigender Wasserstoffionen-Konzentration schwach
zu. Im Einklang mit dem empirischen Zeitgesetz und
Versuchsmaterial tber die

dem umfangreichen
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Medium Substanz kagec Ea [logio 4 (d—1)]11
d-1 [kecal/Mol] €10 £
Wasser Glyc-Ser 1,3-10°1 23,6 13,9
Wasser Ala-Ser 2,3-101 23,212 13,912
Wasser Glyc-Ala13 <1-10-3 >27 > 14
0,5n HCI Ala-Ser 2,7-1071 22,6 13,5
0,5n HC1 Glyc-Alal 1,8-101 20,2 11,9
0,5n HCI Ala-Glye?! 1,3-101 21,3 12,5

Tab. 6. Die kinetischen Daten der Hydrolyse von Serinpeptiden und verwandten Peptiden.

Hydrolyse von Peptiden stellt die Spaltung von
pr-Alanyl-pr-serin in Salzsdure eine Folge von min-
destens zwei Elementarprozessen dar: der geschwin-
digkeitsbestimmenden Anlagerung einer nucleophilen
Gruppe an das Carbonyl-Kohlenstoffatom und einem
diesem Schritt vorgelagerten prototropen Gleich-
gewichtsvorgang:

CH,CH-CO-NH- CH-COOH+H,0° Z

| |
©NH,

CH,
|
OH
®
CH,-CH-C(OH) -NH- CH-COOH+H,0 ,
| |
®NH, CH,
\
OH
®

R-C(OH) -NH-R’+HO— —>R'(]:(0H) ‘NH-R'+H® .
X

Die kinetischen GroBen fiir die Hydrolyse von
pr-Alanyl-pL-serin in Sdure ordnen sich in die Reihe
der bisher bekannten Daten iiber die Peptidspaltung
zwanglos ein. Deshalb diirfte diese Hydrolyse den
gleichen direkten Reaktionsweg wie die Spaltung der
bisher untersuchten, bifunktionellen Peptide nehmen.
Die im Vergleich zum pr-Alanylglycin erhohte Akti-
vierungsenergie wird auf die verstdrkte sterische
Hinderung der Atome in allen Konformationen des
Ubergangskomplexes als Folge des vergroBerten
Raumbedarfs der hydratisierten CH,OH-Gruppe zu-
riickgefithrt. Der relativ hohe Betrag der Aktions-
konstanten kann durch den Kompensationseffekt
allein nicht gedeutet werden, da nach unseren bis-
herigen Erfahrungen der Gang der Geschwindigkeits-
konstanten in einer Gruppe verwandter Reaktionen

11 Die Aktionskonstanten A sind beziiglich der Wasserstoff-
ionen- und Wasserkonzentrationen nicht normiert,

12 P, Martinez, unveroffentlichte Ergebnisse, Frankfurt 1964.

13 J. Fernanpez, unveroffentlichte Ergebnisse, Frankfurt 1962.

durch die Abstufungen der Aktivierungsenergien be-
stimmt wird. Doch diirfte in Analogie zu den Unter-
schieden der Bildungsentropien der als Bausteine fun-
gierenden Aminosdure-Ammoniumionen '* die Ab-
nahme der Entropie bei der Bildung des Amidinium-
ions von pr-Alanyl-pL-serin geringer als von pr-Ala-
nylglycin sein; denn bei der Bildung des Amidinium-
ions von pr-Alanyl-pr-serin sollte der Solvatations-
grad wegen der bereits im Ausgangszustand aus-
gepragten Wechselwirkung mit dem Wasser weniger
stark zunehmen.

Da in konzentriert salzsaurer, wiairiger Losung —
sogar unter den Bedingungen der Gefriertrocknung
beobachtbar — die Umlagerung von pr-Alanyl-pr-
serin zu O-pr-Alanyl-pr-serin erheblich schneller vor
sich geht als die Hydrolyse, kann der iiber den Ester
verlaufende Reaktionsweg ebenfalls nicht ausgeschlos-
sen werden. Der hohe Betrag der Aktionskonstanten
lieBe sich auf die hohe StoBzahl zwischen der Serin-
hydroxygruppe und dem zu dieser giinstig gelager-
ten Carbonyl-Kohlenstoffatom zuriickfiihren. Es ist
schwierig, eine begriindete Aussage iiber die relative
Bedeutung dieser beiden, wahrscheinlich gleichzeitig
beschrittenen Reaktionswege zu machen.

In neutraler wéBriger Lésung spalten sich Glycyl-
pL-serin und br-Alanyl-pL-serin im Gegensatz zu
Glycyl-pr-alanin, das sich unter diesen Bedingungen
teilweise in das cyclische Anhydrid, ein Diketopiper-
azin, umwandelt, rasch ohne erkennbare Storung
zu den Aminoséduren. Fir die Hydrolyse von Glycyl-
pL-serin und pr-Alanyl-pr-serin in reinem Wasser
ergab sich ein Zeitgesetz 1. Ordnung:

d[Peptid ?]

=k[Peptid *]
dt =

(4)
Der py-Wert der Losung @nderte sich wiahrend eines
kinetischen Versuchs praktisch nicht, da die isoelek-

4 E. J. Cony u. J. T. Epsarr, Proteins, Amino Acids and
Peptides as Ions and Dipolar Tons. Reinhold Publ. Corp.,
New York 1943.



1100

trischen Punkte der Aminosduren und Peptide dicht
beisammen liegen; (bei 25 °C® : plg. = 5,97,
pl.\ln =6,02, PlSvr =5,68, pl‘(ély(--{\‘(‘r = 5,65, pl;\l:\-SPr
=5,63). Die Geschwindigkeitskonstante £ kann da-
her py-abhéngig sein.

Die gemessene Aktivierungsenergie fiir die Spal-
tung von Glycyl-pr-serin in Wasser ist unerwartet
niedrig. Aus dem Zeitgesetz (3) folgt, daf} die nicht-
katalysierte Hydrolyse in saurer Losung, wahrschein-
lich wegen zu hoher Aktivierungsenergie, keine Rolle
spielt. Fihrt man die Hydrolyse in reinem Wasser
aus, so ist eine weitere Erhohung der Aktivierungs-
energie gegeniiber jener der nichtkatalysierten Re-
aktion in saurer Losung als Folge der Zunahme der
negativen Ladung des Peptids und damit des anzu-
greifenden Carbonyl-Kohlenstoffs zu erwarten. Tat-
sachlich verlduft die Hydrolyse von Glycyl-pr-alanin
in reinem Wasser aullerordentlich langsam. Zwischen
den Aktivierungsenergien fiir die Spaltung von Serin-
peptiden in saurer und neutraler Losung besteht je-
doch kein Unterschied. Die Neutralreaktion diirfte
deshalb nach einem anderen Mechanismus als die
saure Hydrolyse ablaufen. In Ubereinstimmung da-
mit tritt das Glied fiir die Neutralreaktion in dem
empirischen Zeitgesetz (3) fiir die saure Hydrolyse
nicht auf, obwohl die Hydrolyse von pr-Alanyl-pr-
serin in neutraler Losung fast ebenso schnell wie in
0,5-n. Salzsaure fortschreitet.

Es liegt nahe, diese Sonderstellung der Serin-
peptide mit ihrer besonderen Struktur und Reaktions-
weise zu begriinden. Das Peptid steht mit dem O-Pep-
tid im Gleichgewicht, das bei py 5 — 6 auf der Seite
des Peptids liegt. In diesem py-Bereich stellt sich das
Gleichgewicht im Vergleich zur Hydrolyse sehr rasch
ein. Ist der Quotient der Geschwindigkeitskonstan-
ten ko/kp der O-Peptid- bzw. Peptidspaltung groBer
als das reziproke Verhiltnis ihrer Gleichgewichts-
Konzentrationen,

ko

> P > 100,
kp

)

so verlduft die Hydrolyse iiber das O-Peptid. Eine
direkte Prifung dieser Bedingung ist wegen der
raschen Einstellung des Umlagerungsgleichgewichts
nicht moglich. In Anbetracht der iber die Labilitat
von Esterbindungen gemachten Erfahrungen dirfte
die Bedingung jedoch erfiillt sein.

15 M. L. Bexper, Chem. Reviews 60, 53 [1960].

KINETIK DER SPALTUNG VON DI- UND TRIPEPTIDEN

Die unerwartet schnell fortschreitende Hydrolyse
der Serinpeptide in neutraler Losung ist in diesem
Reaktionsschema eng mit der raschen Einstellung
des Umlagerungsgleichgewichts verkniipft. Die Ver-
schiebung des Gleichgewichts zuungunsten des O-Pep-
tids und die Erhéhung der Geschwindigkeit der
Gleichgewichtseinstellung mit steigendem py in
schwach saurem bis neutralem Bereich kompensieren
sich zumindest teilweise in ihrem Einflu} auf die
Hydrolysegeschwindigkeit. Setzt man den Ansatz

k=ko[H®]" (5)

fir die Geschwindigkeitskonstante der Umlagerung
des O-Peptids als giiltig voraus, so ergibt sich fir
die kinetische Ordnung in bezug auf das Wasserstoft-
ion bei Pu 5,6
n=—1,7.
Die Nichtganzzahligkeit der kinetischen Ordnung
wird durch die Annahme gedeutet, dall mindestens
zwel lonensorten des O-Peptids an der Umlagerung
beteiligt sind:

CH,-CO-0-CH,-CH-CO0® (|ZH2~CO~O-CH2~CH~COOG

| |
NH, ONH,
I II

NH,

NH,

Die wichtige, vollig deprotonisierte Struktur I be-
schreibt demnach den Ubergangskomplex einer
3-Zentrenreaktion. Der hohe Betrag der Arrhe-
niusschen Aktivierungsenergie E, fir die Umlage-
rung ist mit einer fast vollstindigen Deprotonisie-
rung des Ubergangskomplexes konsistent. Denn die
in E, enthaltenen Dissoziations-Enthalpien betragen
je Ammoniumgruppe etwa 10 kcal/Mol.

Nach dem Prinzip der mikroskopischen Reversi-
bilitit verlduft jeder ProzeR iiber den gleichen Uber-
gangszustand wie sein Umkehrproze3. Der wichtige
Ubergangszustand fiir die Umlagerung des Peptids
zum O-Peptid sollte demnach ebenfalls vollstandig
deprotonisiert sein, und die N— O-Glycylwanderung
sollte in diesem py-Bereich durch OH®-Ionen be-
schleunigt werden. Schliellich sei bemerkt, daf} die
N — O-Peptidylwanderung in neutralem Milieu ein
Modell fir die Enzymwirkung von Chymotrypsin !5
und anderen Enzymen darstellt, indem wie im Enzym
die nucleophile Serinhydroxygruppe im Verein mit
einem freien basischen Rest Peptidbindungen —
wahrscheinlich sehr rasch — zu 16sen vermag.



