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Es konnte kiirzlich gezeigt werden, daf3 durch Per-
ameisensdure-Umlagerung und anschlieender Séure-
hydrolyse des mit dem spezifischen Inhibitor TPCM *
im aktiven Zentrum modifizierten Chymotrypsin der
Nachweis der Alkylierung des Stickstoffs-3 im Histidin-
rest-57 gefithrt werden kann!. Gleichzeitig wurde die
Vermutung geduBlert, dafl es sich bei dieser Reaktion
um eine allgemeine Methode handeln konnte, die zur
raschen Identifizierung eines mit einem Chlorketon
alkylierten Histidinrestes fithren sollte. Die Richtigkeit
dieser Voraussage lief} sich nun durch Anwendung der
Umlagerungsreaktion auf Trypsin beweisen.

Ein nach beschriebenen Vorstellungen 2 synthetisier-
tes Chlorketon-Derivat des N-a-Tosyl-L-lysin reagiert
im aktiven Zentrum von Trypsin unter Alkylierung
eines Histidinrestes 375, Toma$ex und Mitarbb. 3 konn-
ten inzwischen Histidinrest-46 in der Aminosdure-
sequenz von Trypsin als Angriffsstelle der Alkylierung
festlegen.

Trypsin und mit dem Chlorketon modifiziertes Tryp-
sin wurden nach dem bereits beschriebenen Verfahren
mit Perameisensdure behandelt und dann der quantita-
tiven Aminosdureanalyse unterworfen®. In der Tab. 1

* Verwendete Abkiirzungen: TPCM, N-Tosyl-L-phenylalanyl-

chlormethan; TLCM, N-alpha-Tosyl-L-lysyl-chlormethan.
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Ein Hinweis! auf unveroffentlichte Arbeiten von R.
C. Lorp veranlalt uns, unsere Ergebnisse auf dem Ge-
biet der IR- und R am an - Spektroskopie von Cyclo-
propenonen mitzuteilen.
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NOTIZEN

| Trypsin Trypsin- LIypsin-
Trypsin ox{'é)iert T}:%M TLOM
N oxydiert
Histidin 3,12 2,95 2,30 2,21
3-Carboxy-

methyl-

Histidin 0 0 0 0,78
1/2 Cystin 10,8 0 10,5 0
Cystein-

sdure 0 11,42 0 11,22

Tab. 1. Aminosdureanalyse von Trypsin und Trypsin-TLCM

vor und nach Oxydation mit Perameisensdure !. ! Kalkuliert

auf der Basis von 25 Glycinresten pro Molekiil Trypsin.
2 Werte konnen nur abgeschétzt werden.

ist das Ergebnis zusammengefalit. AusschlieBlich
3-Carboxymethyl-histidin konnte nachgewiesen werden,
wihrend, wie auch den Verhéltnissen bei Chymotrypsin
entsprechend !, keine Spur von 1-Carboxymethyl-histi-
din gefunden werden konnte. Der Angriff der Alkylie-
rung hat also am Stickstoff-3 des Histidinrestes-46 von
Trypsin stattgefunden. Wegen der Strukturéhnlichkeit
des Alkylierungsmittels zu den natiirlichen Substraten
wird man den Schluf} ziehen diirfen, dal auch im Falle
der Enzymkatalyse Stickstoff-3 des Imidazolringes an
den entsprechenden Ubergangszustinden direkt betei-
ligt ist.

Die Analogie im katalytischen Bezirk der aktiven
Zentren von Trypsin und Chymotrypsin ist demzufolge
aullerordentlich weitgehend.

4 E. S. Severin u. V. Tomadek, Biochem. biophysic. Res.
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Fiir die IR-Spektren aller bisher untersuchten Cyclo-
propenone (la, 1b) sind zwei sehr intensive Banden um
1850 und 1630 cm ™! charakteristisch. Die Zuordnung
dieser Banden war bisher widerspriichlich 173, da so-
wohl die C=C-Valenzschwingung von an der Doppel-
bindung disubstituierten Cyclopropenen (2)* als auch
die C=0-Valenzschwingung von Cyclopropanonen (3)3
um 1840 cm™1! auftreten. Die Frage der Zuordnung
war wichtig im Zusammenhang mit dem Problem, in-
wieweit die zwitterionische Form 1b am Grundzustand
der Cyclopropenone beteiligt ist 2.
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don] 10, 65 [1960] ;R. BresLow u. P. Dowp, J. Amer. chem.
Soc. 85, 2732 [1963].

5 N. J. Turro, W. B. Hammonp u. P, A. Leermakers, J. Amer.
chem. Soc. 87, 2774 [1965]; s. dort auch Hinweise auf
frithere Arbeiten.



NOTIZEN

Zur Kliarung dieser Frage wurden folgende Unter-
suchungen durchgefiihrt:
1. Aufnahme der R am an- Spektren von (4) und (5).
2. Markierung von (4) mit %0 und Analyse der ent-
sprechenden IR- und R a m a n- Spektren.
3. Losungsmittelabhiingigkeit der beiden Banden bei
(4) und (5)°8.
Die Ergebnisse sind in den Tabn.1 und 2 zusam-
mengefalit.

Raman-Spektren IR-Spektren,

(Festkorper) Loésung in CCly

@ | (B @0 | (910

Vas 1845 (0,10)* 1830 (0,17)* 1861 1842
Vs 1616 (1,00) 1615 (1,00) 1633 1628

Tab. 1. Lage der beiden typischen Cyclopropenon-Banden bei
(4) und (5) in em—!, * Maximumintensitit »s=1,00.

Diese Ergebnisse lassen sich folgendermaflen erkli-
ren: Die C=C- und die C=0-Gruppe des Cycloprope-
nons sind wegen des starren Dreirings stark mitein-
ander gekoppelt. Dies fithrt zu einer symmetrischen
und einer asymmetrischen Schwingung des gesamten
Systems, wobei an beiden Schwingungen die C=C-
und die C = O-Gruppierung beteiligt sind:
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Abb. 1. Symmetrische (¥s) und asymmetrische (¥35) Schwin-
gung des Cyclopropenon-Systems.

Die »s sollte wegen der groBeren Anderung der Pola-
risierbarkeit im R am a n - Effekt stdrker sein als die
v,s; beide Schwingungen sollten sich in einer starken
Anderung des Dipolmoments #uBern, daher stark im
IR-Spektrum sein.
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Man kann annehmen, daf} die beiden ,,ungestérten®
Schwingungen der C=C- und der C=0O-Gruppe unge-
fahr in der Mitte zwischen der »s und der 7,5, also
etwa um 1740 cm ™!, auftreten wiirden; diese Verschie-
bung um etwa 100 cm™?! nach niedrigeren Frequenzen
gegeniiber der Lage in den Cyclopropenen und Cyclo-
propanonen weist auf eine starke Beteiligung der
Form 1b am Grundzustand der Cyclopropenone hin.

In Losung wird beim Ubergang vom unpolaren zum
polareren Losungsmittel die Struktur 1b begiinstigt;
die ,,ungestorten“ ¥ (C=C) und »(C=0) sollten da-
her im polaren Losungsmittel bei niedrigeren Frequen-
zen liegen. Wegen der nun erhéhten Ordnung der kop-
pelnden Bindungen im Dreiring steigt aber die Reso-
nanzabstoBung der »s und v,s. Dies erkldrt den beob-
achteten starken Losungsmitteleffekt der Bande bei
1630 cm ! und den geringen der Bande bei 1850 cm™1.

V[Cm_!] _—\—F— Vas

1800+

"”-:\" == Vc=0

T TR Vese
1700+
1600} i 0

unpolares  polares
Lasungsmiftel

Abb. 2. Zum Losungsmitteleinflul auf die Lage der Banden.

Bei der Substitution durch 80 im Diphenylcyclo-
propenon (4) verschieben sich beide Banden, die »s um
5cm™1, die 755 um 19 em™!. Dies zeigt, dal die C=O0-
Gruppe an beiden beobachteten Schwingungen beteiligt
ist, an der v,5 aber stdrker als an der »s.

Verbindungen Aceton Diphenylcyclopropenon (4) cy(c;‘l}(,) i}ggg&fgﬁoi 5)
L(")Suhgsmittel ‘ o ‘ | - ; :
Cyclohexan L1725 | 1864 © 1639 | 185l 1654
Tetrachlorkohlenstoff 3 1721 | 1861 Schulter | 1633 \ 1851 1648
Benzol 3 1718 ‘ 1861 1 1633 ' 1851 1641
Methylenchlorid 1714 1861 1851 ‘ 1625 i 1851 1630
Bromoform 1710 1850 1619 | 1851 1621
Av (CgHya—CHBry) 15 | 3 | 20 | 0 33
Steigung (Aceton = 1) 1| 0.2 14 | o 2.2

Tab. 2. Losungsmittel-Abhéngigkeit der Bandenlage bei (4) und (5) im Vergleich zu Aceton.

% Die Losungsmittelabhingigkeit der Bandenlage wurde von
L. J. Berramy u. R. L. WitLiams, Proc. Roy. Soc. 255 A, 22
[1960] ; Trans. Faraday Soc. 55, 14 [1959] zur Unterschei-
dung von C=0- und C=C-Valenzschwingungen herange-
zogen; s. a. z. B. H. Gorz, E. HeiLsronner, A. R. KaTrIiTZKY
u. R. A. Jongs, Helv. chim. Acta 44, 387 [1961] u. Y. Ike-

camr, Bull. chem. Soc. Japan 35, 967, 972 [1962] fiir die
Zuordnung beim Tropon. Im Falle der Cyclopropenone hit-
ten wegen der starken Kopplung der Schwingungen die Er-
gebnisse der Losungsmittel-Abhéngigkeit allein zu einer
inkorrekten Zuordnung gefiihrt 2.



