Cyclische Peptide

Bei der zunehmenden Anzahl biologisch wirksamer
Stoffe, die sich als cyclische Peptide herausstellen, kommt
den priparativen Mdoglichkeiten zur Gewinnung solcher
Verbindungen ein gewisses Interesse zu. Die dabei einzu-
schiagenden Wege sind im Prinzip Anwendungen bekann-
ter Methoden zur Verkniipfung, die hier zwischen der
Amino-Gruppe und der Carboxyl-Gruppe derselben Molekel
einzutreten hat. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, in
Verdiinnung zu arbeiten.

Zu kristallisierten, Ninhydrin-negativen Produkten fiihrt
z. B. die Behandlung von Glycyl-pL-alanyl-bL-phenylala-
nin-methylester in Methanol mit Ammoniak oder Piperi-
din03), ferner die Umsetzung von Triglycin-azid-hydro-
chlorid in verdiinnter, waBriger Losung mit Hydrogen-
carbonat'94), durch das die Amino-Gruppe zur intramote-
kularen Reaktion mit dem Sdureazid-Rest freigesetzt wurde,
In diesem Falle stellte sich das urspriinglich als Cyclo-tri-
peptid aufgefaBte Produkt als das cyclische Hexaglycyl
heraus?®- 105, 108) - pachdem diese Verbindung analog aus
Hexaglycylazid in authentischer Weise erhalten worden
war, Das cyclische Hexaglycyl entsteht neben anderen, wie
schon oben erwdhnt, auch aus dem inneren Carbaminsaure-
anhydrid des Glycins®?).

Ein kristallisiertes Cyclopentapeptid wurde nach dem im
hiesigen Arbeitskreis aufgefundenen Prinzip der reaktions-
fahigen Aminoacylmercaptan-Gruppierung durch intra-

193y H. Brockmann, H. Tummes u. F. A. v. Metzsch, Naturwissen-
schaften 47, 37 [1954].

104y C.Sheehan u.W.L.Richardson,}.Amer,.chem.So0c.76,6329[1954].

108y J, C. Sheehan, M. Goodman u. W. L. Richardson, ebenda 77,
6391 [1955].

108y ¢, H. Bamford u. F. J. Weymouth, }J. Amer. chem. Soc. 77, 6368
[1955].

molekulare Peptid-Synthese aus Glycyl-L-leucyl-glycyl-L-
leucyl-glycyl-p-nitrothiophenol erhaltens4), Ahnlich ge-
lang die Darstellung von Cyclotetraglycyl und Cyclohexa-
glycyl aus den 8-Peptidyl-Derivaten der Thioglykolsdurelo?)
und aus den aktiven Cyanmethylestern des Tetraglycins
und, unter Dimerisierung, des Triglycins. Zur Cyclisierung
eines Dekapeptids wurde bei der bemerkenswerten Syn-
these des cyclischen Gramicidin S durch R. Schwyzer von
der Aktivierung des Carboxyls des offenen Polypeptids
durch Veresterung mit p-Nitrophenol Gebrauch gemachts®).

Nach eigenen Befunden?) eignet sich auch Dicyclohexyl-
carbodiimid in methanolisch-waBriger Losung sehr gut
fiir Peptid-Cyclisierungen. So konnten aus 500 mg Glycyl-
valyl-glycyl-glycyl-valyl-glycin geldst in 0,5 1 80proz. Me-
thanol nach mehrtigigem Aufbewahren bei Zimmertem-
peratur 459, des kristallisierten cyclischen Hexapeptids

gewonnen werden.

Mit den hier betrachteten zahlreichen priparativen Me-
thoden hat die Peptid-Chemie heufe einen Stand erreicht,
der es ermoglicht, Polypeptide auch komplizierteren Baues
unter Erhaltung der optischen Aktivitit ihrer Bausteine zu
synthetisieren. Die plangerechte Kniipfung anderer Bin-
dungen als des grundlegenden NH—CO-Strukturelements,
z.B.von Disulfid- oder Phosphodiester-briicken, die Darstel-
lung grofer wasserldslicher abwechslungsreicher Polypep-
tide und die kiinstliche Faltung solcher Ketten zur eigen-
artigen Protein-Struktur mit ihrer biologischen Wirkung
sind nun die ndchsten Aufgaben, deren Bewaéltigung aller-
dings noch in fernerer Zukunft liegen diirfte.

Eingegangen am 29. April 1957 [A 813]

107y R. Schwyzer, B. Iselin, W. Rittel u. P, Sieber, Helv. chim. Acta
39, 872 [1956).

Lactonacetale, eine neve Klasse von Carbonsédure-Derivaten
Zur Theorie des isosbestischen Punktes in ihrer Bedeutung fir die Erkennung
von Reaktionszwischenprodukten
Von Prof. Dr. RICHARD KUHN und Dipl.-Chem. D. WEISER
Max-Planck- Institut fiir Medizinische Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg

Bei der UV-spektroskopischen Verfolgung der Hydrolyse von 3-Phenyl-cumarinimid (A)) in CH,OH/
H.,O/HCI-Gemischen zeigte sich, daB nicht sofort 3-Phenyl-cumarin (C;;;) gebildet wird. Beim isosbesti-
schen Punkt des Systems A;—Cy;; sinkt namlich die Extinktion voriibergehend stark ab. Das dafiir ver-
antwortliche Reaktionszwischenprodukt ist ein Lactonacetal, das priparativ isoliert werden konnte
(Fp 68—69°C). Der weitere hydrolytische Zerfall dieses Dimethylacetals (B;;) zum 3-Phenyl-cumarin
erfolgt wiederum in 2 Stufen, wie Messungen am isosbestischen Punkt des Systems B;—Cy; erkennen lie-
Ben. Hier tritt das Halbacetal C|als Reaktionszwischenprodukt in Erscheinung. — Alle Umsetzungen
gehorchen der Reaktionsgeschwindigkeits-Gleichung 1. Ordnung.

Verbindungen, in denen die Carbonyl-Gruppe eines Lac-
tons in >C(OR), verwandelt ist, scheinen noch nicht be-
schrieben worden zu sein. Acetalisierungsmittel wie Ortho-
kohlensiureester, Orthoameisensdureester, Orthokiesel-
siaureester, Dimethylsulfit u. a., mit deren Hilfe sich Alde-
hyde und Ketone in die entsprechenden Acetale verwan-
deln lassen, wirken, wie wir gefunden haben, auf Lactone
nicht ein. Es ist jedoch kein Grund ersichtlich, warum Lac-
tonacetale nicht existenzfihig sein sollten. Denn sie er-
scheinen als Orthocarbonsiureester, deren Besonderheit
nur darin liegt, daB die eine von den drei Hydroxyl-Grup-
pen, die schematisch mit dem Carbonsaure-Hydrat —C(OH),
unter Wasseraustritt reagieren, der Molekel der Carbon-
sdure selbst angehort.

Es ist nicht unsere Zielsetzung gewesen, die anscheinend
bestehende kleine Liicke in der Systematik der Kohlenstoff-
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Verbindungen zu schlieBen. Wir waren vielmehr daran in-
teressiert, die Eigenschaften und Reaktionen von Imino-
lactonen zu studieren, da deren Bildung bei der von R.
Kuhn und W. Kirschenlohr!) aufgefundenen Aminozucker-
Synthese in manchen Fillen eine unerwiinschte Rolle
spielt. Wahrend die meisten Aminonitrile der Zuckerreihe
als solche existieren, d.h. die der Gruppierung —-CH-NH,—CN
entsprechende 1R-Bande bei ca. 4,5 p zeigen und sich zu
den Aminozuckern katalytisch hydrieren lassen, fehlt mit-
unter die genannte IR-Bande, und dann versagt auch
die Hydrierungsmethode?). Es ist recht wahrscheinlich
geworden, daf die Ursache in der spontan erfolgenden
Cyclisierung gewisser Hydroxynitrile zu Iminolactonen
besteht.

1y R. Kuhn u. W. Kirschenlohr, diese Ztschr. 67, 786 [1955].
2) R. Kuhn u. W. Kirschenlohr, Liebigs Ann. Chem. 600, 126 [19561;
R. Kuhn u. D. Weiser, ebenda 602, 208 [1957].
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Die isosbestischen Punkte

Zur Klarung der Verhaltnisse haben wir Modellversuche
am 3-Phenyl-cumarinimid (A;) angestellt®), weil man bei
diesem auch an Hand der UV-Absorption das Reaktions-
geschehen verfolgen kann, was bei den UV-durchléssigen
Zuckerderivaten nicht der Fall ist. Es war zu erwarten,
daB die Hydrolyse des Iminolactons A; zum 3-Phenyl-
cumarin (Cypp) sich in mehreren Stufen abspielt. Das Er-
gebnis umfangreicher MeBreihen iiber die Kinetik der
Hydrolyse von A;, wobei wir die H®-Konzentration, die
Temperatur und die Natur der Losungsmittel variiert ha-
ben, 146t sich kurz wie folgt zusammenfassen:

In Bild 1 sind die UV-Spektren des Iminolactons A; und
des Lactons C;; dargestelit. Man erkennt, daf sich die
Kurven bei 283 mu (e = 9900) und 345 mp (e = 9000)
schneiden. An diesen Schnittpunkten, den sog. isosbesti-
schen Punkten*), muB aus rein geometrischen Griinden

~d 'A’ \A\ A
\%ﬂ/ Pe N \
& N
Ml >
220 250 300 350 mu
.
Bild 1

UV-Spektren in Methanol bei 23 °C. 0—o—o0 3- Phenyl- cumarin-
imid (Ay); 0-~--0 2/, derOrdinaten von Kurve A; A—A—A 3-Phenyl-
cumarin (Cyyp); A---A 1/;der Ordinaten von Kurve Cryg

die Extinktion unverdndert bleiben, wenn A, ohne die
Bildung von langerlebigen Zwischenprodukten in C;,
iibergeht. Denn wenn z. B. 1/, von A, in C;;, ilbergegangen
ist (Abfall P — 0), so bleibt doch bei 345 mu die Absorp-
tion unverandert, weil sich die Strecken MO (¢ = 6000)
(2/, noch vorhandenes A;) und MN (e = 3000) (!/, neu ge-
bildetes C,;;) wieder zu MP (s = 9000) erganzen.

In saurer Losung verandert sich wegen der eintretenden
Salzbildung das Spektrum des Iminolactons A;. Die sofort
einsetzende Reaktion mit hydroxyl-haltigen Ldosungsmit-
teln (s. u.) und die Unlgslichkeit des Hydrochlorids in an-
deren organischen Ldsungsmitteln erlaubte uns nicht, ein
Spektrum des Salzes aufzunehmen. Es gelang uns jedoch,
aus den Konzentration/Zeit-Kurven der kinetischen Mes-
sungen in saurer, methanolischer Losung den isosbestischen
Punkt des Hydrochlorids A;; und des Cumarins C;;; in
Methanol/Wasser zu bestimmen (A = 330 my; e = 14500).

Es hat sich gezeigt, daB bei der Reaktion A; — C;; die
Extinktion im isosbestischen Punkt (x = 345 my; € = 9000)
sich nicht verdndert. 1m sauren Gebiet oberhalb einer be-
stimmten HCI-Konzentration konnten wir ebenfalls keine

3) R. Kuhn u. D. Weiser, ebenda 600, 144 [1956].

4) A. Thiel, Fortschr. Chem., Physik, physikal. Chem. 78, 38 [1924].
Dieser leitete den Ausdruck ab von: icog gleich, o8éois Aus-
l6schung. Uber die Bedeutung isosbestischer Punkte fiir die
spektrometrische Untersuchung chemischer Zeitreaktionen und
Gleichgewichte vgl. H. L. Schldfer u. O. Kling, diese Ztschr. 68,
667 [1956].
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Anderung der Extinktion im isosbestischen Punkt (» =
330 my; e = 14500) wahrend der Hydrolyse feststellen. In
schwach saurer Losung unterhalb einer bestimmten
HCI-Konzentration sinkt die Extinktion im isosbesti-
schen Punkt unter den in Bild 2a angegebenen Bedingun-
gen auf £ = 12800 ab, um dann langsam anzusteigen. Nach
volligem Ablauf der Reaktion hat die Extinktion wieder
den Anfangswert von e = 14500 erreicht.

Bild 2a
Zeitliche Anderung
der Extinktion bei T 7%
7. = 330 my (42 °C).

-
3-Phenyl-cumarin- &
58]

1
| _Om—m0—0

45 f

/(f

[
T,o,d»o—o—f’”“
.

imid - hydrochlorid /0/
(Arp in by
I & /
nCHaOH/H.IO/ %ad
_HCl=8:1,9:0,1
00 25+
(c = 5,04/4,18-107% :
Mol /l) 5 5607.0703 5 2
(4808 2]

Ahnliches gilt fiir die Hydrolyse des Dimethylacetals
B;;- Wie aus Bild 4 hervorgeht, besitzen das Dimethyi-
acetal B;; und das Cumarin C;, einen isosbestischen
Punkt P bei A =302 my (e = 14500). Unter den bei Bild 2b
angegebenen Bedingungen dndert sich die Extinktion im
isosbestischen Punkt zeitlich, um nach Durchlaufen
eines Minimums wieder den Ausgangswert zu erreichen.

Bild 2b 74'5i_ ‘ | 1
(o]
Zeitliche Anderung o
% - 0|
der Extinktion bei 1 >
A =302 my. (23 °C). j /0%
3-Phenyl-cumarin- = 7351 /o’O
dimethylacetal \ S ‘
(Byp) in ol F "
CH,OH/H,0/ \% /
oo HCI=8:1,9:0,1 1251 % A l
(c = 2,28-1073 10 20 0
Mol/l) sec- 107
A R0B.2b

Aus den Bildern 2a und 2b ist egsichtlich, daB bei beiden
Umsetzungen ein Reaktionszwischenprodukt mit anderer
Extinktion auftritt, das sich voriibergehend anhiuft und
dann wieder verschwindet. Die maximale Menge des Zwi-
schenproduktes findet man in beiden Fillen nach ca.
2,5-10% sec (unter den fiir Bild 2a bzw. 2b angegebenen Be-
dingungen; s. a. Bild 6).

Priparative Darstellung des Zwischenproduktes

Da das Zwischenprodukt im Bereich A = 325--335 mp
schwicher absorbiert als A bzw. A und C, d. h. ein
Extinktionsabfall beobachtet wurde, war die SchluBfol-
gerung naheliegend, daB auf dem Weg vom Iminolacton
zum Lacton die Doppelbindung >C=NH bzw. >C=0,
die in Konjugation zum {ibrigen Doppelbindungs-System
steht, voriibergehend aufgehoben wird. Das Zwischen-
produkt 148t sich praparativ isolieren, wenn man 3-Phenyl-
cumarinimid-hydrochlorid in abs. Methanol drei Tage ste-
hen 1468t. Es kristallisiert in Rhomben (Biid 3) vom Fp
6869 °C und erweist sich als 3-Phenyl-cumarin-dimethyl-
acetal (B};). Mit abs.Athanol erhalt man das entsprechende
Diédthylacetal (Kpg o = 122 °C). Das UV-Spektrum von
By, zeigt Bild 4. Die Bildung des Acetals entspricht dem
von Pinner entdeckten Ubergang von Iminoadthern in
Orthocarbonséureester.
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Aufsicht Quersicht

TABG®83

Bild 3

Kristalle des 3-Phenyl-cumarin-dimethylacetals (natiirliche Gréfie).
Glimmerartige Rhomben mit symmetrischer Ausléschung, ohne
Pleochroismus. « =76°, §'=104°, v =60°, § =120°

20

= 70 bt

220 250 J00

Bild 4

UV-Spektren in Methanol bei 23°C; o--0—0 3-Phenyl-cumarin-
dimethylacetal (Byy); A—A—A 3-Phenyl-cumarin (Cyyp)

Das UV-Spektrum von By ist dem des trans-Stilbens,
mit dem es das Chromophor-System gemeinsam hat.. auf-
fallend ahnlich. Acetal B;;: Hauptmax. 285 mp (e =
18600), Nebenmax. 313 mp (¢ = 13600) in Methanol. —
trans-Stilbens): Hauptmax. 295 mp (e = 27000), Neben-
max. 314 mp (¢ = 24000) in Methanol. — cis-Stilben5):
Hauptmax. 280 mu (¢ = 10000), Nebenmax. 260 my (e =
7600) in Methanol.

3-Phenyl-cumarin-dimethylacetal (Bpy). 10 g Imid-
hydrochlorid Ay wurden in 30 em? mit Magnesium getrocknetem
Methanol gelost und drei Tage stehen gelassen (20 °C, Feuchtig-
keitsausschlufl). Wahrend dieser Zeit schied sich reichlich NH,C]
ab. Von diesem wurde abfiltriert, einmal mit wenig Methanol nach-
gewaschen und die gelbliche Losung durch Aufkochen mit etwas
Aktivkohle aufgehellt. Nach Filtrieren kristallisierte das Acetal
in priachtigen, meist bis zu 1 em groflen Rhomben. Ausbeute 8,2 g
(799% d.Th.) nach 3maligem Umkristallisieren aus Methanol, Fp
68—69 °C (Berl-Block).

0y,H,40, (268,3) Ber. € 76,10 H 6,01 OCH, 23,11
Gef. 76,53 5,90 93,79
75,74 5,67 23,57

IR-Spektrum: Ather-Banden bei 9,05, 9,70 und 9,90 u; keine
Carbonyl-Bande; Phenyl-Banden bei 6,70 und 13,25 p.

3-Phenyl-cumarin-didthylacetal. Im Gegensatz zum Di-
methylacetal konnte das auf die gleiche Weise mit Athanol dar-
gestellte Didthyl-Derivat nicht kristallin erhalten werden. Es bil-
det ein klares viscoses Ol vom Kp 122 °¢/1078 Torr; n‘-’]‘j” = 1,6070;
Ausheute 55 9% d.Th. 7

C1H200; (296,4) Ber. € 77,00 H 6,80 0C,H, 30,37
Gel. 76,82 6,85 30,91

") A. Smakulau. A. Wassermann, Z. physik. Chem., Abt. A, 755, 353
[1931].
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. Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten
Kinetische Messungen

Die Reaktionen wurden spekiropholometrisch an einem Beck-
man-Spektralphotometer Modell DU verfolgt. Wir hatten uns da-
von iiberzeugt, dall bei Gegenwart von Wasser in jedem Fall
3-Phenyl-curmnarin als Endprodukt entsteht. Zu diesem Zweck hat-
ten wir kleinere Ansitze aufgearbeitet und durch Fp-Vergleich das
entstandene 3-Phenyl-cumarin identifiziert. Das Lambert- Beersche
Gesetz ist erfiillt: Eingewogene Gemische von Imid und Cumarin
wurden schnell in Methanol/Wasser (4:1) gelost und sofort spek-
trophotometrisch bei 325 my gemessen. Durch graphisches Auf-
tragen (Ordinate €:103, Abszisse 9% Imid bzw. % Cumarin) erhiel-
ten wir eine Gerade. Die gemessene Extinktion ergab sich als
Summe der Teilextinktionen von Imid und Cumarin.

Gemessen wurde meist bei 326 my, weil sich bei dieser Wellen-
linge die Spektren von Anfangs- und Endprodukt am meisten
unterscheiden (s. Bild 1). Sofern das Acetal als Zwischenprodukt
auftrat — bzw. bei der Acetalhydrolyse — wurde bei 285 my ge-
messen (Bild 4). Die Reaktionen wurden in Quarzkiivetten (Q 63,
d= 10,0 mm) vorgenommen, die sich in einem Beckman-Kiivetten-
halter befanden. Dieser wurde mit Hilfe der handelsiiblichen
Beckman-Thermozellen, dic an einem Umlaufthermostaten ange-
schlossen waren, auf der gewiinschten Temperatur gehalten. Die
jeweilige Reaktionslésung wurde in einem Thermostaten mit vor-
gewiarmten Losungsmittel, Mellkolben und Kiivetten hergestellt.
Unter gleichen Bedingungen wurden stets mindestens zwei Mes-
sungen mit jeweils verschiedenen KEinwaagen vorgenommen.
Methanol und Athanol waren Merck-Praparate. Tetrahydrofuran
wurde durch 1-stiindiges Kochen mit KOH und anschliefende
Kolonnen-Destillation gereinigt. Als H,0 wurde Leitfdhigkeits-
wasser benutzt.

Zur Auswertung der gemessenen Daten wurde die Konzentra-
tion des Ausgangsproduktes zum Zeitpunkt t = O der Differenz
der molaren Extinktionen von Ausgangs- und Endprodukt gleich-
gesetzt. Die Differenz der konstanten Extinktion des Endproduk-
tes und der gemessenen Extinktion zum Zeitpunkt t ergab die Kon-
zentration an Ausgangsprodukt zum Zeitpunkt t. Durch Ein-
setzen in die integrierte Reaktionsgeschwindigkeits-Gleichung 1.
Ordnung wurden Gerade erhalten. Die Reaktionsgeschwindig-
keits-Konstante wurde durch graphische Auswertung der log
e¢/t-Geraden bestimmt.

Ergebnisse

a) 3-Phenyl-cumarinimid-Hydrolyse: Die Um-
setzung von Imid A; zum Lacton C,;; ist nach Tabelle 1
eine ionische Reaktion, die vom Losungsgemisch abhangig
ist. In der Reihe Tetrahydrofuran/Athanol/Methanol/Was-
ser nimmt die Anzahl der Protonen und auch die Reak-
tionsgeschwindigkeit zu.

In Methanol/Wasser-Gemischen ist die Hydrolyse aufler-
dem konzentrationsabhdngig und wird zu einer Reaktion
2. Ordnung. Da im gleichen Volumen die gleiche Zahl von
Protonen vorliegt, muf diese in Methanol/Wasser, um die

Konzentrationsabhangigkeit zu bewirken, die gleiche
‘ h T c| o= K
5 i . ° c
Losungsgemisc emp ) A > Crp

C,HO/H,0 (4:1) ........ 42 2,76
426 0,05

C,H;OH/H,0 (4:1) ....... 52 2,82
4.66 0,46
CH,;OH/H,0 (4:1) ....... 52 2,05 4,94
5,46 3,08
CH,0H/H,0 (7:3) ....... 52 3,02 6,60
5,09 4,71
CH,OH/H,0 (3:2) ....... 52 2,05 9,66
4,11 7,12
CHZOH/H,0 (1:1) ....... 52 2,45 16,55
3,50 11,72
CH,0H/H,0 (4:1) ....... 42 2,89 1,78
5,28 1,30
CH,0H/H,0 (4:1) ....... 32 2,34 1,00
n 4,04 0,74

- : N 4
CH,OH/[ o NH, (4:1) 42 g,;o 0,18

*) Konzentration an Imid in 107 Mol/l.

*#%) Reaktionsgeschwindigkeits-Konstante der Reaktion 1. Ordnung

in 1075 sec™?.

Tabelle 1

Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten der Hydrolyse des 3-Phenyl-
cumarinimids in verschiedenen L§sungsmitteln ohne Sdure-Zusatz
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GroBenordnung wie die Konzentration an Imid A besitzen.
Bei groBerer Einwaage verlauft daher die Verseifung lang-
samer; ein deutlicher Beweis fiir die H®-Abhangigkeit.

b) 3 - Pheuy!l - cumarinimid - hydrochlorid -
Hydrolyse: Bei Zugabe von HCl tritt in Tetrahydrofuran-
Wasser zundchst eine starke Reaktionsbeschleunigung ein.
Wird die HCl-Konzentration weiter erhoht, so verlang-
samt sich die Reaktion wieder. Tragt man die in Tabelle 2
angegebenen k-Werte als log k + 6 gegen den negativen
Logarithmus der HCl-Konzentration auf, so erhélt man die
in Bild 5 dargestelite Kurve.

" . k
Losungsgemisch ~log{HCl} A > g
C,H,0/H, 0/100 HCI
(8:1,9:0,1) ............ 5 51,5
(8:1,75:0,25) .......... 4.6 69,0
C,H,0/HCI (4:1)
n /100 2,7 102,7
n/10 1,7 115,0
in 0,7 106,7
2n 0,4 88,5
6n —0,08 35,4
Tabelle 2

Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten k (10-5sec™') der Hydro-
lyse des 3-Phenyl-cumarinimid-hydrochlorids in Tetrahydrofuran
(C,H,0)-Wasser-HCl-Gemischen bei 42 °C

Q.

-
|
f

- -

Bild 5
Reaktionsgeschwindig-
keits-Konstanten
(log k+ 6) der Hydrolyse
von 3-Phenyl-cumarin-
imid-hydrochlorid (Ayy)
in. C,H;0/H,0/HCIi-Ge-
mischen bei 42 °Cin Ab-
héngigkeit vom negati-
ven Logarithmus der
HCl-Konzentration.

A = 325 my,
¢ = 2-6-10"% Moi/l

Jog k

Benutzt man statt Tetrahydrofuran ein hydroxyi-hatti-
ges organisches Losungsmittel, so dndern sich die Reak-
tionsgeschwindigkeits-Konstanten. Innerhalb eines HCI-
Bereiches tritt ein zeitlich begrenzt bestandiges Zwischen-
produkt in Erscheinung. In Tabelle 3 sind die Reaktions-
geschwindigkeits-Konstanten fiir die Reaktionen 1. Ord-
nung angegeben, wobei sich k, auf die Bildung des Zwi-

M . . k, k,
Losungsgemisch -log[HC!] Arr > Cp [N
CH,OH —- HCI
OH/H, 0/100
(8:1,9:0,1) ...... 5 122 19,1
(8:1,75:0,25) 4,6 94,4 28,4
(8:1,5:0,5) ...... 4,3 52,4 40,0
H
C,H,O0H/H, 0/100 HCI
(8:1,75:0,25) 4,6 253 12,2
Tabelle 3

Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten k, und k, (107%sec™?!) der
Zweistufen-Hydrolyse des 3-Phenyl-cumarinimid-hydrochlorids in
Methanol-Wasser-HCl-Gemischen bei 42 °C
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schenproduktes, k, auf dessen Verseifung bezieht. Bild 6
zeigt die Konzentration/Zeit-Kurven vom Ausgangs-, Zwi-
schen- und Endprodukt in Methanol/Wasser/ro. HCI
(8:1,75:0,25).

Man erkennt, daBl das Zwischenprodukt nach 1,8-10%

sec, d. h. nach 30 min seine maximale Konzentration er-
reicht.
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Bild 6

Zweistufen - Hydrolyse des 3 - Phenyl - cumarinimid - hydrochlorids
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¢ == 1. 0—0—0 Zeitliche Abnahme des Imid-hydrochlorids Ayy;
x—x—x Zeitliche Zu- und Abnahme des Zwischenproduktes Cy;

. A—A—A Zeitliche Zunahme des 3-Phenyi-cumarin Cyj;, Reaktions-
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Gemischen bei 42 °C als Funktion des negativen Logarithmus der
HCl-Konzentration; ¢ = 2—7:107% Mol/l; » — 325 mp
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Bei mehr als 0,02n HCI kommit ¢s nicht mehr zur mebi-
baren Bildung cines Zwischenproduktes. Die Reaktionsge-
schwindigkeits-Konstanten steigen zundchst mit zuneh-
mender HCI-Konzentration an, um nach weiterer Erhghung
von [HCl} wieder abzusinken (Tabelle 4 und Bild 7).

M . k
Ldsungsgemisch log [HCI] A > Cppp

CH,OH/HCI (4:1)

n/10 1,7 443

In 0,7 56,7

2n 0,4 48,5

3n 0,22 44,8

12n —0,48 28,1

CH,0OH/I2nHCI (1:1) —0,78 0,47

Tabelle 4

Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten k (10~ %-sec™!) der Hydrolyse
des 3-Phenyl-cumarinimid-hydrochlorids in Methanol-Wasser-HCl-
Gemischen bei 42 °C

c) Acetal-Hydrolyse: In Tabelle 5 sind die MeRdaten
angegeben.

- . Temp, k k,
Losungsgemisch Ccp -log[HCI] By ;CI ¢ - Cinp
no .
CH,OH/H,0/ . HCI
(8:1,9:0,1) 23 5 88,4 7,7
(8:1,5:0,5) 23 4,3 4917 15,2
CH,OH/in HCl (4:1) | 23 0,7 « o
n
CH,OH/H,0/ ;¢ HCI
(8:1,5:0,5) 42 4,3 o0 50,2
CH,OH/In HCI (4:1) | 42 0,7 o o
CH,OH/H,0 (4:1) 42 0 1,47 —
C4H,,O/HZO/180- Hcl
(8:1,9:0,1) 23 5 3,56 0,14
(8:1,6:0,5) 23 43 16,9 0,55
(8:1,5:0,5) 42 4,3 71,3 3,66
Tabelle 5

Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten k, und k, (107% sec™!) der

Hydrolyse des 3-Phenyl-cumarin-dimethylacetals (Byy) in Methanol-

bzw, Tetrahydrofuran(C,H.0)-Wasser-HCI-Gemischen bei verschie-
denen Temperaturen

Die zweistufige Hydrolyse des Dimethylacetals

Die MeBergebnisse, besonders im isosbestischen Punkt
(P in Bild 4) zeigen, daf die Acetalhydrolyse unter geeig-
neten Bedingungen in zwei deutlich hintereinander ver-
laufenden Stufen erfolgt, die beide durch ErhShung der
HCl-Konzentration beschleunigt werden. Wir deuten dieses
Verhalten so, daB die erste Stufe in dem Ubergang B —
C; besteht. Das Halbacetal C; kann durch Mesomerie eine
gewisse Bestandigkeit erreichen.

Das Auftreten des Halbacetals C; ist bemerkenswert,
weil unseres Wissens bisher noch kein Fall in der Ortho-
ester-Reihe bekannt geworden ist, in dem eine Verbindung

OH
CioR existiert, wenn auch nur kurzzeitig®). In unserem
o)
Fall il:t noch hinzuzufiigen, daB die 1. Stufe, der Ubergang
Vollacetal - Halbacetal (B; — C;), etwa um eine Zehner-
potenz schneller erfolgt, als die sich anschlieBende 2. Stufe,
die Hydrolyse des Halbacetals zum Lacton (C; — Cy)).

Reaktionsschema

In den folgenden Formelbildern ist bei Substanzen, die kristalli-
siert vorliegen, der 3-stindige Phenyl-Rest ausgeschrieben; bei
den nicht isolierten Zwischenprodukten steht datir Ph. Halbfett
hervorgehoben sind die H®- und OH®-Ionen, deren gegenliufige
Wirkungen das pH-OpIimum der Hydrolysengeschwindigkeiten
erkliren.

Gesichert sind: der wechselseitige Ubergang A} <= A},
zwischen dem kristallisierten Cumarinimid und seinem kri-

4y A. Skrabal u. O. Ringer, Mh. Chem. 42, 9 [1921]: A. Skrabal u.
M. Baltadschiewa, ebenda 45, 19 [1924].
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stallisicrten Hydrochlorid; ferner der einsinnige Ubergang
des kristallisierten Dimethylacetals B}, in das kristallisierte
Cumarin C;;;, wobei das als Halbacetal formulierte Zwi-
schenprodukt C; durch die im voranstehenden Abschnitt
und in Tabelle 5 gemachten Angaben, d. h. durch die ge-
trennt bestimmbaren Reaktionsgeschwindigkeits-Konstan-
ten ky fiir B;; — C; und k, fiir C; - C;;;, gekennzeichnet
ist. Auf dem Weg von C| nach C;;; mag die Stufe des Lac-
ton-Hydrats durchlaufen werden.

Hypothetischsind: die durch Addition von H,0 bzw.
von CH;OH an A, hervorgehenden Kationen D bzw. B,
und die daraus durch Abspaltung eines Protons bzw. durch

(\ AN
| +R® ) L
n Y B ANV
I @
NPANZY —H*> N @
N0 NH NN,
N
—1,0 /)
. //+ H,0 fcnﬁoﬂu+cmor1
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ST via Cyy | ocH,
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N 2COH),—H0 NS

Reaktions-Schema

Einwirkung von OH® hervorgehenden ungeladenen Ver-
bindungen —O—C(OH)(NH,)— (D;;) bzw. —0-C(OCHy)
(NH,)- (nicht im Formel-Schema). Da das Cumarinimid A,
auch in alkalischer Lésung — langsam — NH; abspaltet und
Cy; bildet, nehmen wir an, daB mit geringer Geschwindig-
keit auch der direkte Ubergang A; — Dy, erfolgen kann.

Das zur Diskussion gestellte Reaktions-Schema ist in
vieler Hinsicht vergleichbar demjenigen, das H. S. Isbell
und H. L. Frush?) in einer sorgfiltigen Studie fiir die
Hydrolyse von Glykosylaminen vorgeschlagen haben.
L-Arabinosylamin, das als Beispiel genannt sei, zerfillt in
waBriger Losung bei py 5 mit maximaler Geschwindigkeit
hydrolytisch in L-Arabinose + Ammoniak; bei pg-Werten
unterhalb von 2 und oberhalb von 9 findet man keine
meBbare Hydrolyse. Die von den Autoren gegebene
Deutung des pg-Optimums bei pg 5 lauft darauf
hinaus, daB unter der Einwirkung von H®-Tonen sich zu-
nichst Imonium-Tonen —CH=NH,® bilden, an deren Dop-
pelbindung sich H,0 zu —CH(OH)—NH;® addiert. Die so
gebildeten Ammonium-lonen zerfallen aber erst dann, wenn
sie durch OH®-Ionen unter Bildung von Wasser wieder
entladen werden, wobei Aldehyd-Ammoniak —CH(OH)-
NH, entsteht, das spontan in NH,; und r-Arabinose zer-
fallt. Unser Schema fiir den Ubergang des Imino-lactons in
das Cumarin zeigt in entsprechender Weise Reaktions-
schritte, die einerseits durch H®, anderseits durch OH®
katalysiert werden, und macht daher die gefundenen py-
Maxima der Hydrolysengeschwindigkeiten auf analoge Art

7;7‘]. Research Nat. Bureau of Standards 76, 132 [1952].
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gut verstandlich. Da unser Cumarin-imid schwicher ba-
sisch ist als die Glykosylanine, versteht man auch, dal
unsere Maxima der Hydrolysengeschwindigkeiten erst bei
viel héherer Siaurekonzentration in Erscheinung treten
(-log[HCI] = 2 bzw. 0,8, Bild 5 bzw. 7) als bei Isbell und
Frush (pg 5). Man beachte, daBl bei /Isbell und Frush die

Imonium-lonen hypothetisch sind, wahrend sie bei uns in
Form des Imid-hydrochlorids A, kristallisiert vorliegen.
Die zu beiden Seifen des Atiantik an recht verschiedenen
Stoff-Systemen entwickelten Vorstellungen stiitzen und er-
génzen sich somit wechselseitig.

Eingegangen am 13. April 1957 [A 808]

Induzierter Funktionswandel von Proteinen in Biologie
und Medizin

Von Prof. Dr. M. G. SEVAG*)
Department of Microbiology, School of Medicine, University of Pennsylvania, Philadelphia (USA)

Dedicated to Professor Heinrich Wieland, an inspiring teacher and friend, a pioneer and idealist,
as I have known him. M. G. Sevag

Diese Ubersicht behandelt Proteine und Nucleinsiuren, Bausteine von hereditiren Einheiten, als viel-
fach wandelbare Karper infolge von Reaktionen mit Fremdstoffen wie Toxinen, Proteinen, Arznei-
mitteln, Strahlen usw. Diese Umwandlungen werden als Ursachen von anormalem Zelistoffwech-
sel im Sinne von krankhaften Zustinden, Uberempfindlichkeit, Allergie, Sucht, Arzneimittelresi-
stenz, pathologischem Wachstum, Mutationen, genetischen Blocks usw. angesehen. Strukturelle Ver-
anderungen konnen durch Einwirkung artfremder, antigen-wirksamer, natiirlicher wie kiinstlicher Ei-
weiBkorper auf die normale Globulin-Synthese unter Antikérper-Bildung erzeugt werden. Derartige
Vorginge werden als Modell entsprechender Verinderungen von Gewebsproteinen und unizelluliren
Systemen diskutiert. Verschiedene Theorien werden vom chemischen und enzymatischen Gesichtspunkt
aus betrachtet. Es wird der SchluB gezogen, daB Antigene in Konjugation mit Globulin-bildenden Zellen
alsBiokatalysatoren wirksam sind. Weiter wird gezeigt, daB gebildete Antikérper-Molekeln als spezifische
Inhibitoren von biologischen Funktionen der verantwortlichen antigenen Proteine reagieren. Da Eiweif3-
Substanzen, wenn sie als Antikdrper-Bildner in thren Mutterzellen wirksam wiirden, die Synthese
von spezifisch hemmenden Antikérpern stimulieren und damit den Zelltod verursachen wiirden, wird
die Antigeneigenschaft von Proteinen als artfremdes Verhalten betrachtet. Da weiterhin eine Antigen-
eigenschaft nur in einem artfremden multizelluliren lebenden System manifest wird, kann sie nicht als
eine native Charakteristik betrachtet werden, sondern als ein von auBen herrithrendes Verhalten sowie
eine Auswirkung einer anderen genetisch determinierten Charakteristik eines Proteins. Antigen-
Spezifitit sowie biokatalytische Spezifitait werden auf die gleichen Zentren zuriickgefiihrt. Nur auf
dieser Grundlage kdnnen gleichwertige Spezifititen, die Neutralisation der biologischen Wirksam-
keiten von Proteinen, der Konkurrenzantagonismus zwischen spezifischen Substraten und Antikorpern
sowie der Mechanismus des Immunschutzes gegeniiber infektids wirksamen Stoffen erklirt werden.
Hochgereinigte und mehrfach umkristallisierte Proteinpriparationen bestehen, wie man heute weif3,
aus mikro-heterogenen Molekelpopulationen. Die Griinde fiir dieses Verhalten sind nicht bekannt.
Gleichfalls konnen bekanntlich mehrfach umkristallisierte Enzyme multi-katalytische Funktionen ent-
wickeln. Die moglichen Ursachen fiir diese Zusammenhinge werden diskutiert. Es ist zu hoffen, daB
Physik, Chemie und Biologie die Ritsel der Protein-Molekel |dsen werden.

Einleitung, — Antikorper-Globuline als Beispiele fiir den
Strukturwandel von Proteinen, — Mechanismus des Struk-
turwandels der Globulin-Molekel. — Antikdrper-Synthese
und adaptive Enzym-Bildung. — Vorgange bei der Induk-
tion der Antikérper-Bildung durch Antigene. — Wie beein-
fluidt ein Antigen die Globuiin-Synthese, so daf spezifisches
Antikorper-Globulin gebildet wird ? — Kritik der Einwinde
gegen die Auffassung von den Antigenen als Co-Katalysa-
toren. — Energetische Grundlagen der Antikorper-Synthese,
— Wie wirken haptene Gruppen als Co-Katalysatoren? —
Uber die Parallelitdt von Antigen-Wirkung und enzymati-
schen Funktionen. — Ursachen und Auswirkungen von An-

Einleitung

Emil Fischer berechnete 1923, dafl 30 Aminosiduren von
achtzehn verschiedenen Arten 1,28:10%7 Protein-Isomere
bzw. dal zwanzig der natiirlichen bekannten Aminosduren
2,4-10'8 Isemere bilden konnen. Bedenkt man die Mig-
lichkeiten des Auftretens einer oder mehrerer tautomerer
Formen einer jeden Molekel, so konnen noch weitere Isomere
existieren, Die Anzahl der Isomeren kann schlieBlich weiter
gesteigert werden, wenn man die zusatzlichen molekilaren
Strukturen, die durch intramolekulare rdumliche Umla-

*) Die Arbeit wurde durch einen Vertrag mit dem Office of Naval
Research, Department of the Navy, und die Universitdt von
Pennsylvania unterstiitzt. '
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tigen-Eigenschaften. — Uber die Einheitlichkeit der Zentren
von antigenen und enzymatischen Spezifitaiten, — GroBe der
determinanten oder katalytischen Zentren von spezifischen
Protein- und Enzym-Funktionen. — Aktivierungszustinde
von katalytischen Zentren und aktiven Gruppen. — Grund-
lage der serologischen Kreuzreaktion zwischen kiinstlichen
Antigenen gleicher haptener Gruppen im Gegensatz zur
Abwesenheit von Kreuzreaktionen zwischen Enzymen mit
gleicher aktiver Gruppe oder gleichen Coenzymen, — Hetero-
genitat der Molekel-Population innerhalb einer molekularen
Art. — Multikatalytische Funktionen von Enzymen. — Zu-
sammenfassende Bemerkung. — Summary. — Literatur,

gerung und Wasserstoffbriickenbindungen zustande kom-
men konnen, mit in Befracht zieht. Man kann sich vor-
stellen, daB derartige molekulare Varianten unter normalen
dynamischen physiologischen Bedingungen, wie sie inner-
halb lebender, proteinbildender Zellen existieren, auftreten.
In Zusammenhang hiermit steht die Tatsache, daB anor-
male oder umgebaute neue Proteine unter dem EinfluB von
fremden toxischen oder nicht-foxischen Substanzen von
EiweiBl- oder Nichteiweiinatur entstehen konnen, die dic
lebende Zelle nicht zerstéren oder unmittelbar eliminieren
kann. Derartige Umbauvorgange an genetisch determinier-
ten Proteinen werden allgemein als sekundarer Ausdruck
von primédren Verdnderungen der Desoxyribonucleinsdure-
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