Inaktivierung des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz)
durch Abspaltung des Dipeptids Ala 16—Arg 17 im
reaktiven Zentrum["™"!

Von Helmut Jering und Harald Tscheschel™)

Die Abspaltung des Restes P, (Lys 15) aus dem reaktiven
Zentrum des modifizierten Trypsin-Kallikrein-Inhibitors I*
(Kunitz)'!'inaktiviert den Inhibitor!?\ Es stellte sich die Frage,
obdie Entfernung des Restes P1 (Ala 16) den Inhibitor ebenfalis
inaktiviert, obwohl an P, die Bildung eines Acyl-Enzym-K om-
plexesals Zwischenstufe auf dem Weg zum stabilen Enzym-In-
hibitor-Komplex C!¥ noch mdglich ist.

Die Abspaltung des Restes P; (Ala 16) aus 1* gestaltete sich
schwierig, da der Edman-Abbau infolge Inaktivierung des
Inhibitors (N*-Derivatisierung) nicht anwendbar ist und meh-
rere Aminopeptidasen [ Leucin-Aminopeptidase aus Rinderau-
genlinsen (MG 3000001*), Aminopeptidase M u.a.] I* nicht
angreifen. Aminopeptidase K (Merck AG) ist infolge ihres
kleinen Molekulargewichtes (190001*)) wirksam und spaltet
innerhalb 20min die Reste P, und P; (Ala 16 und Arg 17)
ab (0.5 pmol I*,0.2 Mol-% Aminopeptidase K in 1.5 ml 0.025 m
Didthylbarbiturat-Puffer, pH =8.3) (Schema 1).

Die Reaktion kann so gelenkt werden, daB3 zu 95%, modifizier-
ter Des-(Ala 16, Arg 17)-Inhibitor entsteht. Lingere Enzymein-
wirkung spaltet auch noch Ile 18 ab. Darauf kommt die Reak-
tion zum Stillstand.
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Der modifizierte Des-(Ala 16, Arg 17)-Inhibitor lieB sich durch
Molekularsiebfiltration an Sephadex G-50 in 0.} M Essigsdure
vom Enzym trennen und wurde durch Ionenaustauschchroma-
tographie an CM-Sephadex C-25in 0.01 M Natriumborat-Puf-
fer pH = 8.6 gereinigt (linearer NaCl-Gradient von 0 bis 0.3 m).
Das homogene Material ist durch seine Aminosidure-Zusam-
mensetzung charakterisiert. Nativer Inhibitor wird am N-Ter-
minus (Arg-Pro-Asp-Phe-) durch Aminopeptidase K nicht an-
gegriffen.

Nach Abspaltung der Reste P, und P ist I* im iiblichen Test!®’
gegen Trypsin inaktiv, d.h. die Assoziationskonstante K
(Bildung des Enzym-Inhibitor-Komplexes) ist um 8 bis 10
Zehnerpotenzen verringert. Ob der Acyl-Enzym-Komplex als
Zwischenstufe noch entsteht, wird zur Zeit untersucht. Da
Arg 17 einen wesentlichen Beitrag zur Stabilisierung des Kom-
plexes liefert!3!, war mit einer drastischen Verringerung von
K aw zu rechnen: dennoch sollten nach den Réntgen-Struktur-
daten des kristallisierten Komplexes!! noch geniigend Wech-

[*] Priv.-Doz Dr. H. Tschesche und Dr. H. Jering

Organisch-Chemisches Laboratorium,

Lehrstuhl fiir Organische Chemie und Biochemie der Teehnischen Univer-

sitiit

8 Mifhichen 2, Arcisstralie 21
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unter-
stiitzt. Friulein C. Fronk danken wir fir dic Durchfithrung der Aminosiiure-
Analysen. Der Bayer AG, Wuppertal, danken wir fiir die Uberlassung von
Trasylol® (Trypsin-Kallikrein®-Inhibitor (K unitz) aus Rinderlunge).

Angew. Chem. [ 86. Jahrg. 1974 [ Nr. 19

selwirkungen zur orientierten Einlagerung des Des-(Ala 16,
Arg 17)-Inhibitors an das Enzym vorhanden sein.
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[2.2](2,5)Benzochinonophane: Struktur und Photoche-
mie!!

Von Hermann Irngartinger, Rolf-Dieter Acker, Walter Rebafka
und Heinz A. Staabl"]

Rebafka und Staab!®! haben kiirzlich im Rahmen der Synthese
ointramolekularer ~ Chinhydrone® zwei  diastereomere
[2.2](2,5)Benzochinonophane beschrieben, fiir die die Zuord-
nung zur achiralen ,,pseudo-geminalen* Struktur (1) und zur
chiralen ,,pseudo-ortho“-Struktur (2) aufgrund der Synthe-
sewege vorgenommen wurde. Rontgen-Strukturanalysen wa-
ren nicht nur zur Bestédtigung dieser Zuordnung von Interesse,
sondern auch zur Kldrung der Frage, wie die beim [2.2]Para-
cyclophan beobachtete Molekiildeformation' durch den Er-
satz der Benzol-Ringe durch die nicht-aromatischen p-Benzo-
chinon-Einheiten verdndert wiirde, sowie im Zusammenhang
mit dem zu erwartenden unterschiedlichen photochemischen
Verhalten von (1) und (2).

( I') kristallisiert aus Dioxan in der monoklinen Raumgruppe
P2,/n mit zwei Molekiilen in der Elementarzelle [a =7.930(2),
b=9.280(2), c=8.024(2)A; B=93.30(2)°; d,,. =1.51g-cm~3].
Zur Strukturbestimmung wurden 1440 (einschl. 420 ,,unbe-
obachteter”) Reflexe bis sin @/A=0.66 auf einem Computer-
gesteuerten  Siemens-Einkristalldiffraktometer mit Moy,-
Strahlung nach der Differenz-Filter-Methode vermessen. Die
Struktur konnte anhand von 120 E(hkl)-Werten mit direkten
Methoden!® gelést und nach dem Verfahren der kleinsten
Quadrate mit anisotropen Temperaturfaktoren fiir die C- und
O-Atome und mit isotropen Temperaturfaktoren fur die H-
Atome in mehreren Cyclen bis zu einem R-Wert von 5.19
verfeinert werden.

Das Molekiil (1) (Abb. 1) hat im Kristall die Symmetrie
T (C)); die Abweichung von der Symmetrie 2/m(C ) beruht
im wesentlichen auf einer Parallelverschiebung der beiden
Chinon-Ringe um 0.24 A senkrecht zu C3---C¢, Wihrend Bin-
dungsldingen und -winkel innerhalb der Chinon-Ringe von
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Abb. 1. Bindungslingen (A, Standardabweichung 0.002 A) und Bindungswin-
kel ( , Standardabweichung 0.1-0.2 ) von (7). Die ORTEP-Zeichnung der
Schwingungsellipsoide ist mit 50 % Wahrscheinlichkeit fiir die C- und O-Ato-
me durchgefiihrt: die H-Atome wurden auf 0.1 A festgesetzt.)

(1) mit den Werten fiir 2,5-Dimethyl-1,4-benzochinon!®! gut
{ibereinstimmen, ist die Bindung C™—C?, die parallel zu den
AbstoBungskriften innerhalb des Molekiils verlduft, auf
1.581 A gedehnt. Aufgrund der transanularen AbstoBung er-
folgt ferner eine betrédchtliche bootférmige Deformation der
Chinon-Ringe (Abb. 2). Zur Ebene E1 durch die Atome C*,
C2, C* und C? sind die Ebenen E2 durch C!, C® und C°
bzw. C2, C*® und C* um durchschnittlich 16° geneigt (bei
[2.2]Paracyclophan betrigt die entsprechende Deformation
12.6°13%1), Die Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindungen weichen in
entgegengesetzter Richtung um 5.5° von El ab (O!---O%:
3.37 A). Besonders kurze Kontakte von 2.73 A und 3.11 A wer-
den fiir C3---C® und C2---C¥, d.h. fiir die einander paarweise
gegeniiberliegenden Kohlenstoff-K ohlenstoff-Doppelbindun-
gen der beiden p-Benzochinon-Systeme, gefunden. Da diese
Doppelbindungen zudem in der Projektion auf E1 parallel
zueinander angeordnet sind (in der durch sie festgelegten Ebene
bilden sie einen Winkel von 16.5° miteinander), liegen hier
glinstige Voraussetzungen fiir intramolekulare photochemi-
sche [2+2]-Cycloadditionen vor.

Demgegeniiber sind die Bedingungen fiir die sonst bei p-Benzo-
chinonen beobachteten zwischenmolekularen Photo-Cycload-
ditionen wesentlich ungiinstiger: zwar wird ein Mittel-
punktsabstand zwischen der Doppelbindung C2—C* und der
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Abb. 2. Transanulare Abstinde (/B\) und gemittelte Abweichungen von der
Ebene E1 durch C*, C%, C*und C’in (1).

Doppelbindung C°>—C¢ eines Nachbarmolekiils mit 380A
unterhalb des topochemischen Maximalabstands von 4.2 Al®!
gefunden, doch kreuzen sich diese beiden Doppelbindungen
unter einem Winkel von 53.3°,

Die Festkorper-Bestrahlung von (/) (900 W-Hg-Hochdruck-
lampe, Duran-Filter, 24h) ergibt in der Tat durch doppelte
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intramolekulare Cycloaddition in etwa 90-proz. Ausbeute eine
farblose Verbindung (Zers. >230°C, aus Dioxan), der die
Kiifig-Struktur ( 3 ) zukommt: ' H-NMR (PFT, 3540 Durchldu-
fe,in D>0):8=2.0-3.6(m, 8 Methylen-H), 3.76 (s,4 Methin-H);
IR:ve-o=1710cm ™! (in Dioxan); UV: kein Maximum ober-
halb 200nm; MS: M™ ber. fiir C;oH;2.04 268.0734, gef.
268.0736. Fiir die massenspektrometrische Fragmentierung
ist die sukzessive Abspaltung der vier Carbonyl-Gruppen bis
zu C;:H;; und entsprechend in der um 1 H &rmeren Reihe
typisch; weitere wichtige Fragment-Ionen sind m/e=214
(80%), 201 (100%), 115 (43%). (1) nimmt dhnlich wie die
strukturverwandten, durch Photodimerisierung von Dimethyl-
benzochinonen erhaltenen Kifig-Verbindungen!” Wasser zu
einem Dihydrat auf.
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O O

(3)

Im Gegensatz zu (1) lieB sich beim Diastereomeren (2) bei
der Festkorper-Bestrahlung unter den gleichen Bedingungen
und auch nach ldngerer Bestrahlungszeit erwartungsgemify
keine intramolekulare Cycloaddition der p-Benzochinon-Ein-
heiten beobachten. In einer wesentlich langsameren Umset-
zung tritt vielmehr eine zwischenmolekulare Photoreaktion
zu einem Produkt héheren Molekulargewichts ein (nach 72h
Bestrahlung 40 % Ausb.). Eine Deutung dieser Photoreaktion
aufgrund der topochemischen Verhiltnisse ist bisher nicht
méglich, da bei der Rontgen-Aufnahme von (2) [a=9.09,
b=23.65, c=1144A; B=90.9"; Raumgruppe: P2,/c, Z=8;
Drer. = 1.45] ebenfalls Verinderungen auftreten.
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Photoisomerisierung  des Tricyclo[5.2.1.0% ! ]deca-
2,5,8-triens (Triquinacens)!™

Von Dieter Bosse und Armin de Meijerel’]

Die thermische Isomerisierung des Diademans (1)!!! fiihrt
zum Triquinacen ( 2 ). Die Umkehrreaktion (2 ) — (1) dagegen
ist nur iiber einen photochemischen Mehrstufenprozef3 denk-
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