Histidin im aktiven Zentrum von Enzymen

Von Friedhelm Schneider!*]

Professor Peter Karlson zum 60. Geburtstag gewidmet

Das Vorkommen von Histidin im aktiven Zentrum eines Enzyms 148t sich z. B. durch kinetische
Messungen, chemische Modifizierung, NMR-Spektroskopie oder Rontgen-Strukturanalyse be-
weisen. Histidin ist die einzige natiirliche Aminosiure, die einen Imidazolrest als Seitenkette
enthilt. Die Rolle des Histidins bei der Enzymkatalyse beruht u.a. auf den Besonderheiten
des Imidazolrestes: So neigt er zur Bildung von Wasserstoffbriicken, vereinigt Donor- und
Acceptoreigenschaften und kann in einer nucleophilen Katalyse oder in einer Basekatalyse
wirksam werden. — Bei einigen dieser Enzyme ist die Lage jedes Atoms bekannt, und doch
sind die Vorstellungen iiber den Ablauf der Katalyse auf molekularer Ebene kontrovers.

1. Einleitung

Die Aminosdure Histidin wurde 1896 gleichzeitig von Kos-
sel'! aus Sturin, einem Protein aus Stérspermien, und von
Hedin'® aus Hydrolysaten mehrerer Proteine (u.a. Casein
und Ovalbumin) isoliert. Pauly!®! gelang die Aufklirung der
Struktur des Histidins, die 1904 von Knoop und Windaus'*!
endgiiltig bewiesen wurde. Als das bei weitem wichtigste Stoff-
wechselprodukt des Histidins fanden Best et al!! das Hist-
amin, das bereits 1907 von Windaus und Vog!®! synthetisiert
worden war.
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Mit dem Histidingehalt der Proteine hat sich die Wissen-
schaft zundchst vor allem unter ernihrungsphysiologischen
Gesichtspunkten befallt. Die Funktion des Histidins in
Proteinen, besonders in Enzymen, riickte erst Anfang der fiinf-
ziger Jahre in den Vordergrund des Interesses, als das Konzept
des aktiven Zentrums der Enzyme konkrete Gestalt annahm!”),
Modellreaktionen'® *) gaben den Enzymologen und Protein-
chemikern wertvolle Impulse bei ihren Bemiihungen, die Rolle
des Histidins bei der Enzymkatalyse aufzukldren. Vorausset-
zung dafiir war vor allem die Entwicklung spezifischer Metho-
den zur Identifizierung von Histidin im aktiven Zentrum.
Uber die moglichen Funktionen des Histidins bei der Enzym-
katalyse konnten jedoch erst fundierte Uberlegungen angestellt
werden, nachdem man genaue Kenntnisse der chemischen,
physikalisch-chemischen und katalytischen Eigenschaften des
Imidazols besal.

2. Eigenschaften des Imidazols

2.1. Chemische und physikalisch-chemische Eigenschaften

Imidazol (Im) ist ein ebenes heterocyclisches Molekiil mit
sechs n-Elektronen!!®; seine Resonanzenergie betrdgt 154
kcal/moltt ), Es ist strukturell sowohl dem Pyridin als auch
dem Pyrrol (Resonanzenergie 20.9 bzw. 8.5 kcal/mol) verwandt.

[*] Prof. Dr. Fr. Schneider
Physiologisch-Chemisches Institut II der Universitat
Lahnberge, D-3550 Marburg
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Durch Aufnahme eines Protons oder Komplexbildung mit
einem Metallion entstehen die aromatischen Kationen ImH ™
bzw. InM*. N-1 und N-3 sind im Imidazolium-Ion ImH™
dquivalent.
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In wiBriger Losung stellt sich ein Tautomerie-Gleichgewicht
iiber einen Protonenaustausch mit dem Losungsmittel ein.
Die vorherrschende Austauschreaktion in saurer Losung ist

ImH" == [m+H*

ky

und in alkalischer Lésung
Im + Hz():‘“=‘ ImH* + OH~

Thermodynamisch sind die Riickreaktionen begiinstigt; sie
zeigen Geschwindigkeitskonstanten, wie sie fiir diffusionskon-
trollierte Prozesse typisch sind, ndmlich k,=10'°? und
kys=10'"* s~ ' 1 mol ' Da der pK-Wert des Imidazols
7.0 betrigt, mithin k,/k,=K,=10"", errechnet sich fiir k,
10%2 und fiir k3 10°* s~!. Die Ahnlichkeit dieser beiden
Zahlenwerte ist darauf zuriickzufiihren, daf3

K.=10""=)/K,=[H"]=[0H]

Dabher ist Imidazol in wiBriger Losung in der Nihe des Neu-
tralpunktes ein optimaler Katalysator und Puffer'!2). Die Pro-
tonierung des neutralen Imidazols durch Wasser (k3) ist der
langsamste Schritt beim Austausch des stickstoffgebundenen
Wasserstoffs durch Losungskomponenten in alkalischer Lo-
sung.

Die Protonierung kann durch allgemeine Sdurekatalyse be-
schleunigt werden. Fungiert das Imidazolium-Ion als Séure,
verlduft die Reaktion nach der Gleichung

Im + ImH*<=ImH" + Im

Die Geschwindigkeitskonstante der Hin- und Riickreaktion
betrigt etwa 108 s7! 1 mol L,
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Imidazol kann nicht nur an N-3 zum Kation ImH™" (Imid-
azolium-Ion) protoniert werden (pK =7.1; 25°C, Ionenstirke
0.2), sondern in stark alkalischer Losung an N-1 zum Anion
(Imidazolid-Ion) deprotoniert werden (pK = 14.2 bis 14.6)!31,
Das Anion, ebenfalls aromatisch, besitzt zwei dquivalente
Koordinationsstellen und ist damit ein potenter briickenbil-
dender Ligand.

Obgleich quantitativ von untergeordneter Bedeutung in
wifiriger Losung im Gleichgewicht, muB die Bildung des Ylids
Im+* durch Deprotonierung des Imidazolium-Ions an C-2
erwihnt werden. Der Austausch des Protons an C-2 in D,O
geht rasch vor sich; die Halbwertszeit bei 65°C und pD=6.9
betrdgt 10.9 min!'*1,
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Die Protonierungsgleichgewichte des Imidazols lassen sich
wie folgt zusammenfassen:
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AbschlieBend sollen noch kurz die Komplexbildungseigen-
schaften des Imidazols erortert werden! !, In neutraler Lésung
bildet unprotoniertes Imidazol Komplexe tiber das freie Elek-
tronenpaar an N-3. (Eine Metallbindung iiber N-1 ist sehr
unwahrscheinlich.) Zu nucleophilen Reaktionen ist komplex-
gebundenes Imidazol nicht mehr befdhigt, da das nucleophile
Zentrum durch die koordinative Bindung an das Metallion
beansprucht wird. Bei der Bildung von Imidazol-Metall-Kom-
plexen bleibt der aromatische Charakter des Imidazols erhal-
ten. Auf die Struktur von Metallkomplexen des Imidazols
und seiner Derivate sowie des Histidins und der Histidinpepti-
de kann hier nicht niher eingegangen werden (Ubersicht siehe
(15)), Die Ahnlichkeit der Bindungskonstanten von Proteinen
mit denen von Imidazol-Derivaten und von Histidinpeptiden
fiihrte zur Annahme einer Beteiligung von Imidazolresten an
der Metallbindung von Proteinen; diese Annahme wurde in
neuerer Zeit durch Rontgen-Strukturanalysen auch direkt be-
statigt.

Zu den physikalisch-chemischen Eigenschaften des Imid-
azols, die fiir seine Rolle bei der Enzymkatalyse von Bedeutung
sein konnen, gehort die Neigung zur Bildung von Wasserstoff-
briicken!*%). Der ,,Pyrrolstickstoff* (N-1) tendiert zur Abgabe
des Protons, wihrend der ,,Pyridinstickstoff (N-3) zur Uber-
nahme eines Protons befihigt ist. So vereinigen sich im Imid-
azol Donor- und Acceptoreigenschaften —und das bei pH-Wer-
ten um den Neutralpunkt! Diese Eigenschaft macht Imidazol
zu einem idealen Wasserstoffbriickenbildner in biologischen
Systemen, besonders in Enzymen.

2.2. Katalytische Eigenschaften

Ein intensives Studium der katalytischen Eigenschaften des
Imidazols setzte ein, nachdem Hartley und Massey'!”™ beob-
achtet hatten, dal Benzoylhistidinmethylester die Hydrolyse
von p-Nitrophenylacetat katalysiert. Imidazol war damit die
erste organische Base, die als Katalysator fiir eine Esterhydro-
lyse erkannt wurde. In zahlreichen Untersuchungen konnte
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gezeigt werden, dal Imidazol, je nach Struktur des Esters,
in einer nucleophilen Katalyse oder einer Basekatalyse wirk-
sam werden kann.

Am eingehendsten wurde die nucleophile Katalyse einer
Esterhydrolyse durch Imidazol am Beispiel von p-Nitrophenyl-
acetat studiert!!®~221; dies ist zugleich ein Beispiel fiir die
Katalyse eines Acyltransfers. Imidazol vermag wegen seines
schwach basischen Charakters die stark basischen Alkoholat-
Ionen aus normalen Estern nicht zu verdréngen ; die nucleophi-
le Katalyse wird deshalb nur bei der Hydrolyse aktivierter
Ester (Anhydridcharakter) beobachtet, denen schwach basi-
sche Alkoholate zugrunde liegen. Die Hydrolyse verlduft iiber
die intermediare Bildung von N-Acetylimidazol, dessen Zerfall
der langsamste Schritt der Gesamtreaktion ist. In Gegenwart
anderer nucleophiler Agentien wie SH-Verbindungen oder
Amine tritt an die Stelle der Hydrolyse ein Acyltransfer, eine
Reaktion von hoher Selektivitit, die auch bei groBem Uber-
schuB von Wasser stattfindet!® '°1:

l_\
HNVN + O,N O—COCH;
Im l

A\
N N-COCH; + O,N oH
RSH RNH l w

RS-COCH; RNH-COCH; CH;COOH

+ Im + Im + Im

Imidazol hat mehrere Eigenschaften, die es als nucleophilen
Katalysator besonders effektiv machen!!2): Es ist ein tertiires
Amin, dessen N-Substituenten so fixiert sind, dall sie nur
eine geringe sterische Hinderung bewirken, weil der Stickstoff
seinerseits Bestandteil eines fiinfgliedrigen aromatischen
Ringsystems ist. Dadurch kommt die im Vergleich zu primédren
und sekundéiren Aminen erhohte nucleophile Reaktivitit voll
zur Wirkung (im Gegensatz zu gewohnlichen tertidren Ami-
nen). Auflerdem ist Imidazol mit einem pK-Wert von 7 die
stiarkste Base am Neutralpunkt (sieche Abschnitt 2.1).

Das intermediir gebildete N-Acetylimidazol ist wegen seiner
geringen Resonanzstabilisierung gegeniiber Nucleophilen viel
reaktiver als normale Amide. Das einsame Elektronenpaar
am Stickstoffatom, das bei normalen Amiden mit der Carbo-
nylgruppe in Wechselwirkung tritt, ist im Acetylimidazol in
das m-Elektronensystem des Imidazols integriert und somit
nicht verfiigbar.
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Die Basizitdt des Acetylimidazols (pK = 3.6) ist relativ hoch,
da ein anderes N-Atom als das acylsubstituierte protoniert
wird(?3], Es gibt zur Zeit keinen iiberzeugenden Beweis dafiir,
dal enzymgebundenes Imidazol bei enzymatischen Acyltrans-
fer-Reaktionen als nucleophiler Katalysator wirkt; bei den
meisten biologischen Acyltransfer-Reaktionen hat man es
nicht mit aktivierten Acylverbindungen als Substraten zu tun.
Einige Untersuchungen sprechen dafiir, daf3 Imidazol als
nucleophiler Katalysator in Enzymen wirksam werden kann,
die einen Phosphattransfer katalysieren. So wurde N-Phospho-
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noimidazol in mehreren Enzymen als Intermediat nachgewie-
sen (siche Tabelle 1). Bei nichtenzymatischen Modellreaktio-
nen zeigte sich, dal Imidazol kein besonders gutes Nucleophil
gegeniiber monosubstituierten Phosphorsiureestern ist; unter
bestimmten Bedingungen konnen Imidazol oder Phosphono-
imidazol aber die Hydrolyse von Phosphorsdureestern bzw.
den Phosphattransfer katalysieren'>*~ ¢!, Phosphonoimidazo-
le sind etwa ebenso reaktionsfahig wie andere Phosphorsédure-
amide.

Mit zunehmender Basizitdt des einem Ester zugrundeliegen-
den Alkoholats wird die nucleophile Katalyse durch Imidazol
weniger effektiv; man findet schlieBlich in den Geschwindig-
keitsgleichungen eine Abhdngigkeit zweiter Ordnung von der
Imidazolkonzentration, was durch eine allgemeine Basekataly-
se folgenden Typs erklirt werden kann!27- 281
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Falls das Carbonylkohlenstoffatom des Esters positiv polari-
siert ist, wie z. B. im Chloressigsdureethylester, wirkt Imidazol
als allgemeiner Basekatalysator der Esterhydrolyse. In diesem
Fall ibernimmt Imidazol ein Proton eines Wassermolekiils,
dessen OH-Gruppe das Carbonylkohlenstoffatom angreift!°!:
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Obwohl bisher keine eindeutige Modellreaktion mit Imid-
azol als allgemeinem Siurekatalysator bekannt ist, wird ange-
nommen, daB es in Enzymen nach Art einer allgemeinen
Sdure-Base-Katalyse wirksam werden kann.

Die allgemeine Basekatalyse der Esterhydrolyse durch Imid-
azol erfordert die Ubernahme des Protons eines Wassermole-
kiils. Da die Geschwindigkeitskonstante des Protonentransfers
von einem Wassermolekiil 103s™! betrigt, sollte die Ge-
schwindigkeit dieser Reaktion die obere Grenze fiir hydrolyti-
sche, allgemein basekatalysierte Prozesse mit Imidazol sein.
Stirkere Basen als Imidazol werden zwar schneller protoniert,
doch werden ihre konjugierten Sduren langsamer deprotoniert
als das Imidazolium-Ion. Bei einem Katalysator miissen Proto-
nierung und Deprotonierung nacheinander erfolgen; demnach
wird die Geschwindigkeit der katalysierten Reaktion jeweils
durch die langsamere Protoneniibertragung bestimmt. In der
Nihe des Neutralpunktes ist aus den oben dargelegten Griin-
den Imidazol der wirksamste allgemeine Basekatalysator. Da
die Umsatzzahlen der hydrolytischen Enzyme 10-10°s~! be-
tragen und die obere Grenze fiir Katalysen unter Beteiligung
von Imidazol bei 10*s™! liegt, muB man annehmen, daB
benachbarte saure oder basische Gruppen die Protonierungs-
und Deprotonierungsgeschwindigkeit erhohen konnen. In
Modellexperimenten wurden durch Nachbargruppeneffekte
Steigerungen der Umsatzzahlen bis zum Faktor 100 beobach-
tet!®%!. Damit werden Geschwindigkeitskonstanten bis 10° s ™+
erreicht, die denen der effektivsten enzymkatalysierten Reak-
tionen entsprechen. Geschwindigkeitskonstanten unter 10* s™*
treten dann auf, wenn andere Teilschritte geschwindigkeitsbe-
stimmend werden.

Die grof3e Bedeutung der allgemeinen Sdure-Base-Katalyse
fiir die Enzymwirkung liegt darin, daB auf diesem Wege dersel-
be Effekt erzielt wird wie durch intermediire Bildung von
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Hydroxid- oder Wasserstoff-Ionen. Die Base iibernimmt ein
Proton vom angreifenden Wassermolekiil und erhoht so die
nucleophile Reaktivitat des Wassers, ohne dal sich freie Hy-
droxid-Ionen bilden. Trotzdem gibt es nur wenige enzymati-
sche Reaktionen, fiir welche eine allgemeine Sdure-Base-Kata-
lyse als bewiesen gelten kann (siche Abschnitt 4).

3. Methoden zur Identifizierung von Histidin im aktiven
Zentrum von Enzymen

Die Frage, ob eine bestimmte Aminosdure am katalytischen
ProzeB eines Enzyms beteiligt oder Teil des aktiven Zentrums
ist, 146t sich im wesentlichen auf folgenden Wegen untersu-
chen:

1. durch kinetische Messungen,

2. durch chemische Modifizierung und kovalente Markierung,
3. durch NMR-spektroskopische Messungen,

4. durch Rontgen-Strukturanalyse.

3.1. Kinetische Untersuchungen

Durch kinetische Studien zur pH-Abhingigkeit der Enzym-
aktivitdt 146t sich in giinstigen Fillen der pK-Wert einer
fiir die Katalyse essentiellen Aminosdure bestimmen, falls diese
Aminosdure eine dissoziationsfahige Gruppe enthidlt. Untersu-
chungen des Einflusses des pH-Wertes auf V/,,, und K,, erlau-
ben unter Umstinden noch eine Differenzierung zwischen
Gruppen, die sich direkt an der Katalyse beteiligen, und Grup-
pen, die primir fiir die Substratbindung verantwortlich
sind3!!. Zur Erginzung kann die Temperaturabhingigkeit
der pH-Abhingigkeit dienen, wodurch man die Dissoziations-
energie der zum gemessenen pK-Wert gehdrenden funktionel-
len Gruppe erhilt. pK-Wert und Dissoziationsenergie konnen
manchmal einer bestimmten, fiir die Katalyse essentiellen,
dissoziationsfahigen Gruppe zugeordnet werden.

Es ist evident, daB kinetische Methoden allein nur in giinsti-
gen Fillen die Identifizierung essentieller Gruppen ermog-
lichen, da sich z. B. die pK-Wert-Bereiche der funktionellen
Gruppen der Proteine zum Teil iiberlappen und wir iiber
ihre moglichen Extremwerte in Enzymen nur unvollkommen
unterrichtet sind. Es gibt weitere Faktoren, die zu scheinbaren
pK-Werten fiihren, die zu den an der Katalyse beteiligten
funktionellen Gruppen nicht in Beziehung stehen; das ist be-
sonders bei hohen und niedrigen pK-Werten der Fall. Diesel-
ben Uberlegungen gelten mutatis mutandis auch fiir die Disso-
ziationsenergie von funktionellen Gruppen im Proteinverband.

Fiir Imidazolreste werden im allgemeinen pK-Werte zwi-
schen 5.6 und 7.0 angenommen bei einer Dissoziationsenergie
von 6.9 bis 7.5 kcal/mol. Die Imidazol-pK-Werte liegen also
in einem pH-Bereich, in dem es kaum zu einer Denaturierung
der Proteine kommt und die Enzymaktivitdt daher meistens
unproblematisch bestimmt werden kann.

Man wird sich heute mit einer Zuordnung von essentiellen
Gruppen eines Enzyms nur aufgrund kinetischer Messungen
nicht zufrieden geben, sondern mehrere voneinander unabhin-
gige Untersuchungsverfahren kombinieren.

3.2. Chemische Modifizierung

In vielen biochemischen Laboratorien wird die katalytische
Aktivitdt von Enzymen untersucht, bei denen einzelne Amino-
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sduren chemisch modifiziert wurden'*?!. Die Modifizierungs-

reagentien sollten

1. eine moglichst hohe Spezifitit fiir eine bestimmte Amino-
sdure besitzen und

2. unter moglichst milden Bedingungen mit der Aminosidure
reagieren.

Obwohl der Imidazolrest des Histidins im Prinzip zahlrei-
chen Reaktionen zugénglich ist — z. B. Acylierungen, Alkylie-
rungen und elektrophilen Substitutionen — ist die Zahl der
fiir eine spezifische Modifizierung unter milden Bedingungen
geeigneten Reaktionen gering. Wie ein Blick in die Literatur
zeigt, haben nur wenige Reaktionen ausgedehntere Anwen-
dung gefunden; von diesen muB an erster Stelle die Photooxi-
dation erwihnt werden.

3.2.1. Chemische Modifizierung durch Photooxidation

Die Photooxidation in Gegenwart von Methylenblaul33!
oder Rose Bengalel**! als Sensibilisatoren wird am héufigsten
zur chemischen Modifizierung von Histidinresten in Proteinen
verwendet. Das Verfahren ist schonend, 14Bt aber in Hinblick
auf die Spezifitit etwas zu wiinschen iibrig, denn es k6nnen
auch Tyrosin, Tryptophan, Cystein und Methionin oxidiert
werden, wobei die Spezifitdt zum Teil vom pH-Wert der Reak-
tionslosung abhingt!3®). So ist Histidin in neutraler Losung
in Gegenwart von Rose Bengale besonders empfindlich gegen
Photooxidation. Reaktionsprodukte sind Asparaginsiure und
Harnstofft*°,

Um eine sichere Aussage iiber die Beziehungen zwischen
Histidinoxidation und Aktivitédtsverlust eines Enzyms zu erhal-
ten, sollte man die pH-Abhingigkeit des Aktivititsverlustes
durch Photooxidation in die Untersuchungen einbeziehen und
iber eine Aminosidureanalyse auch den Tryptophan-, Tyrosin-
und Methioningehalt des photooxidierten Proteins kontrollie-
ren. Eventuell gebildetes Methionin-S-oxid kann héufig durch
Reduktion mit SH-Verbindungen (z. B. Thioglykolsdure, Mer-
captoethanol) zu Methionin reduziert werden. Der Farbstoff
wird nach der Reaktion am besten durch Gelfiltration entfernt,
was bei Rose Bengale manchmal Schwierigkeiten bereitet.
Bei der Dialyse dauert die restlose Entfernung der Farbstoffe
hdufig sehr lange.

3.2.2. Chemische Modifizierung durch Azokupplung

Bereits 1904 beobachtete Pauly'*!, daB Histidin und Tyrosin
in Proteinen mit aromatischen Diazoniumsalzen zu Azofarb-
stoffen kuppeln. Diese Reaktion wird seitdem hiufig in der
Immunologie und Enzymologie zur Modifizierung von
Proteinen angewendet; sie findet bereits unter milden Bedin-
gungen statt. Gut geeignet ist das 1964 von Horinishil3"-38
eingefiihrte Tetrazoldiazonium-Ion. Es besitzt den Vorteil, dal3
es keine farbigen Nebenprodukte bildet, die den Leerwert
bei optischen Messungen stark erhohen. Bei der Kupplung
mit Histidin- und Tyrosinresten kénnen Mono- und Bisazo-
Verbindungen entstehen, die sich zum Teil in ihren Absorp-
tionsmaxima erheblich unterscheiden und daher unter giinsti-
gen Bedingungen (nicht zuviel kupplungsfihige Reste, aus-
schlieBliche Bildung der Bisazo-Produkte) eine spektroskopi-
sche Bestimmung des Modifizierungsgrades erlauben; Bis(te-
trazolylazo)histidin und Mono(tetrazolylazo)tyrosin unter-
scheiden sich allerdings praktisch nicht in ihren Absorptions-
maxima. Es ist daher auf jeden Fall wiinschenswert, den Modi-
fizierungsgrad {iber eine Aminosdureanalyse zu kontrollieren.
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Die Geschwindigkeit der Kupplung von Histidin- und Tyro-
sinresten mit dem Tetrazoldiazonium-Ion nimmt mit sinken-
dem pH-Wert stark ab.

Obwohl durch derartige Kupplungsexperimente wertvolle
Informationen iiber essentielle Histidinreste von Enzymen ge-
wonnen wurden, darf nicht iibersehen werden, dal3 die Spezifi-
tdt der Reaktion gering ist. AuBer Histidin und Tyrosin, die
farbige Kupplungsprodukte bilden, setzen sich Aminogruppen,
Tryptophan und Arginin um, und zwar mit hoherer Reaktivitat
als Histidin und Tyrosin'% 49, Unter bestimmten Vorausset-
zungen eignet sich daher das Tetrazoldiazonium-Ion auch
sehr gut zur Modifizierung von Tryptophan*®!; der Modifizie-
rungsgrad der Tryptophanreste mul3 iiber eine Aminosiu-
reanalyse ermittelt werden!*!l. Nicht unerwihnt bleiben soll
die Explosivitit des Tetrazoldiazonium-Ions, das man sich
nur in kleinen Mengen aus dem Amin herstellen darf.

3.2.3. Chemische Modifizierung durch Diethyldicarbonat

Wie 1967 gezeigt wurde!*?), ist Diethyldicarbonat (,, Diethyl-
pyrocarbonat“) (DEP) ein unter milden Bedingungen verwend-
bares Protein-Modifizierungsreagens von erheblicher Spezifi-
tét fiir Histidin. AuBer Histidin konnen sich Tyrosin, Trypto-
phan und Aminogruppen!*3!umsetzen. DEP reagiert mit Histi-
din bei pH=4-7 zu N'™-Ethoxycarbonylhistidin (1), das
ein Absorptionsmaximum bei 240 nm besitzt und zur spektro-
photometrischen Bestimmung des Modifizierungsgrades her-
angezogen wird. Die Reaktion ist reversibel: N'™-Ethoxycar-
bonylhistidin kann z. B. mit Hydroxylamin unter milden Be-
dingungen wieder gespalten werden.

Nachdem sich bei einigen Enzymen Schwierigkeiten bei
der Berechnung des Modifizierungsgrades aufgrund der publi-
zierten Extinktionskoeffizienten von (I ) ergeben hatten!** +3],
zeigten Loosemore und Pratt 1976!*¢) daB der Imidazolring
in einer unerwiinschten Folgereaktion (Bamberger-Reaktion)
auch unter milden Bedingungen gespalten werden kann. Diese
Folgereaktion verfilscht die Ergebnisse der spektrophotome-
trischen Untersuchungen, denn die Spektren von (1), (2)
und (3) iiberlagern sich. Man sollte daher unbedingt eine
Aminosidureanalyse des modifizierten Proteins durchfiihren,
um die Zahl der zerstérten Histidinreste zu ermitteln. Die
Bedingungen, die eine quantitative Ringspaltung von (1) im
Proteinmolekiil begiinstigen oder sie auch vollstindig verhin-
dern, sind nicht genau bekannt.

/~\ _ DEP /~\ _ DEP /5\

HN\7N — C2H502C—N\,/N —> CH503;C-N{ZiN-CO2C,H;
©0C H;
(1)
H,0 —\ —
t—2> CaH;0,C-NN-CO3CoH; — C2H502C—N\ NH-CO2CqH;y
HXOH CHO
(2)
—> C3H;OC-NH HN-COyC.Hg
(3) DEP = O(CO-OC3Hs),
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Tabelle 1. Zusammenstellung von Enzymen mit essentiellen Histidinresten und der verwendeten Methoden zum Nachweis des Histidins.

Nr. (EC) Enzym Nachweismethode [a] Lit.
1111 Alkohol-Dehydrogenase DEP [81]
1.1.1.30 D-3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase DEP [82]
1.1.1.37 Malat-Dehydrogenase DEP [83]
1.1.1.40 »Malic enzyme* DEP [84]
1.1.1.41 Isocitrat-Dehydrogenase DEP, Photoox. (M), Alk. (x-Hal.) [85]
1.1.1.64 Ostradiol-Dehydrogenase Alk. [86]
1.1.3.9 Galaktose-Oxidase Alk. (x-Hal.) [87]
1432 L-Aminosdure-Oxidase Kin., Thermodyn. [88]
1434 Monoamin-Oxidase DEP, Photoox. (R), Azo [89]
1.5.1.11 Octopin-Dehydrogenase Photoox. (R) [90]
1.13.124 Lactat-2-Monooxygenase DEP [91]
1.15.11 Superoxid-Dismutase Br* (Pulsradiolyse) [92]
2132 Aspartat-Transcarbamylase Photoox. (P), Alk. [93, 94]
2212 Transaldolase Photoox. (R), [b] [9s, 96]
24.1.1 Phosphorylase Photoox. (R) [97]
24.2.1 Purinnucleosid-Phosphorylase Kin. [98]
2.6.1.1 Aspartat-Aminotransferase Photoox. (M), Alk., Kin. [99]
27111 6-Phosphofructo-Kinase Photoox. (M) [100]
2.7.1.37 c-AMP-abhingige Histon-Kinase [*?P]-P-His [78, 101]
27.1.40 Pyruvat-Kinase DEP [102]
2732 Kreatin-Kinase DEP [103]
2733 Arginin-Kinase DEP [104]
2,743 Adenylat-Kinase NMR [105]
27.4.6 Nucleosiddiphosphat-Kinase Kin. [106]
P-His [107]
2,791 Pyruvatphosphat-Dikinase [*?P]-P-His [108]
3113 Lipase Photoox., Kin. [109]
DEP [110]
3.1.14 Phospholipase A, Alk. (p-Bromph.} [111]
3.1.1.7 Acetylcholin-Esterase Kin. f112]
3.1.3.1 Alkalische Phosphatase Photoox. (M, R) [113]
3.1.3.2 Saure Phosphatase Photoox. (R) [114]
P-His [115]
3139 Glucose-6-phosphatase Kin. [116, 117]
P-His [76]
3.1.43 Phospholipase C DEP [118]
3145 Desoxyribonuclease Alk. {Iodacetat) [119]
3.1.4.22 Ribonuclease (Pankreas) Photoox. [120]
Alk. (x-Hal.) [121]
Kin. [122]
NMR [123, 124]
3.1.4.23 Ribonuclease T, Photoox. [125]
Alk. (Todacetamid) f126]
NMR [127, 128]
3.16.1 Arylsulfatase A Kin,, DEP [129]
Azo [130]
Arylsulfatase B DEP, Azo [131]
3.2.11 a-Amylase Kin., Thermodyn. [132]
3.2.1.2 B-Amylase Photoox. [133]
3.2.1.4 Cellulase Kin., Azo [134]
3.2.1.26 Invertase Kin. [135, 136]
34111 Leucin-Aminopeptidase Photoox., DEP [137]
34122 Carboxypeptidase A Rontgen [72, 138,
139]
34.12.4 Carboxypeptidase Y Alk. (Z-Phe-CK) [140]
3.4.21.1 Chymotrypsin Kin. [141]
Alk. (TPCK) [142]
Photoox. [143]
Rontgen [144]

[a] Abkiirzungen: Alk.= Alkylierung mit Bromacetyl-argininmethylester (BrAc-Arg-OMe), mit p-Bromphenacylbromid (p-Brph.), mit x-Halogenacetaten (x-Hal.),
mit Tosyllysylchlormethylketon (TLCK), mit Tosylphenylalanylchlormethylketon (TPCK), mit Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanylbrommethylketon (Z-L-PheX)
und mit Benzyloxycarbonyl-Phe-chlormethylketon (Z-Phe-CK); Azo = Azokupplung; DEP = Diethyldicarbonat (,,Diethylpyrocarbonat®); Kin. =kinetische Daten;
P-His = N-Phosphonohistidin; Photoox.=Photooxidation mit Methylenblau (M), mit Pyridoxalphosphat (P) und mit Rose Bengale (R); Rontgen=Rd&ntgen-

Strukturanalyse; Thermodyn. = thermodynamische Daten.

Da sich die Spektren von (1), (2) und (3) iiberlagern,
ist eine spektrophotometrische Auswertung des Modifizie-
rungsgrades bei 240nm nicht moglich, wenn II und III in
nennenswertem Ausmaf} gebildet werden.

3.24. Chemische Modifizierung durch «-Halogenacetate,
Chlormethylketone und Iod

In diesem Abschnitt sollen einige Reagentien erwihnt wer-
den, die in speziellen Fillen wertvolle Aufschliisse iiber die
Funktion des Histidins bei der Enzymkatalyse geliefert haben.
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a-Halogenacetate reagieren normalerweise nur sehr langsam
mit Imidazolresten in Proteinen. In einigen Enzymen besitzen
bestimmte Histidinreste jedoch eine ungewéhnliche Reaktivi-
tit, die diejenige des Imidazols im Histidin selbst iber-
steigtl*” ~*%), Fiir diese ungewdhnliche Reaktivitit ist eine
hohe Affinitidt der Modifizierungsreagentien zum aktiven Zen-
trum des Enzyms verantwortlich, in dem sich der Histidinrest
befindet. Dieses Prinzip liegt den K,-Inhibitoren zugrunde.
Sie verdanken ihre hohe Spezifitit einer Bindung im aktiven
Zentrum, der eine kovalente Reaktion mit einer funktionellen
Gruppe folgt!>). Zu den K-Inhibitoren gehdren Chlormethyl-
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Tabelle 1. (Fortsetzung).

Nr. (EC) Enzym

Nachweismethode [a] Lit.
34214 Trypsin Kin. [145]
Alk. (TLCK) [146]
Alk. (Bromaceton) [147]
3.4.21.5 Thrombin Alk. (TLCK) [148]
342111 Elastase Kin., Réntgen [149]
3.4.21.14 Subtilisin Kin. [150]
Photoox. [151]
Alk. (Z-L-PheX) [152]
34222 Papain Photoox. [153-155]
Azo [156]
Rontgen [157]
34223 Ficin [<] [158]
34.224 Bromelain [c] [159]
34226 Chymopapain Photoox. [160]
342210 Streptococcen-Protease Alk. (BrAc-Arg-OMe) [161]
34243 Kollagenase Photoox. (M) [162]
34.244 Thermolysin DEP [163]
3.4.99.26 Urokinase [d] [164]
3515 Urease Kin. [165, 166]
35114 Amino-Acylase Photoox. (M) [167]
DEP [168]
4.1.1.15 Glutamat-Decarboxylase Photoox. (P) [169]
4.1.2.13 Fructose-bisphosphat-Aldolase Photoox. (P) [170, 171]
4.1.3.8 ATP-Citrat-Lyasc P-His [172, 173]
4.1.99.2 Tyrosin-Phenol-Lyase DEP [174]
42.1.1 Carboanhydrase Rontgen [71]
4.2.1.2 Fumarase Kin. [175]
NMR [176]
Affinitdtsmark. [177]
4.2.1.11 Enolase Photoox. [178]
Kin. [179]
4.21.24 Porphobilinogen-Synthase Photoox. (M), DEP [180]
4.2.1.60 3-Hydroxyoctanoyl-[acyl-carrier-protein]-Dehydratase Kin., Alk. (Bromacetat), Photoox. [181]
4322 Adenylosuccinat-Lyase Photoox. [182]
5.3.1.1 Triosephosphat-Isomerase Photoox. [183]
Azo, [e] [184]
53.1.8 Mannose-6-phosphat-Isomerase Kin. [185]
5.3.19 Glucose-6-phosphat-Isomerase Kin. [186]
Photoox. [187, 188]
5331 A%-3-Ketosteroid-Isomerase Photoox. [189]
DEP [190]
54.21 3-Phosphoglycerat-Mutase [b] [77]
6.1.1.20 Phe-tRNA-Synthetase DEP, Photoox. (R) [191]
6.2.1.5 Succinatthiokinase P-His [75]
Luciferase ['*C]-DEP [192, 193]
Actin DEP [194]
B-Cyclopiazonat-Oxidocyclase DEP [195]
Phosphoenolpyruvat-abhingiges Phosphotransferasesystem
aus Staph. aureus NMR [196]1
Ancrod Kin. [197]
unspezifische Lipase Photoox. (R) [198]
Secotransferrin DEP [199]
Lactotranslerrin
Himopexin Photoox. (R) {200]
Himocyanin Photoox. [201]
Colipase NMR [202]
— a-~Lactalbumin DEP [203]
— Ovotranslerrin DEP, Photoox. (M) [204]

[b] .active-site-peptide“-Methode.
[¢] Vernetzung der essentiellen SH-Gruppe mit einem Histidinrest.

[d] Alkylierung mit Chlormethylketonen und anschlieBende Oxidation mit Perameisensdure.

[e] Carboxymethylierung.

ketone wie Tosyllysylchlormethylketon!5!! und Tosylphenyl-
alanylchlormethylketon!3?!, die zur kovalenten Markierung
der Imidazolreste im aktiven Zentrum des Trypsins bzw. des
Chymotrypsins herangezogen wurden.

Bei der Interpretation der Alkylierungsexperimente mit a-
Halogenacetaten und Chlormethylketonen ist zu beriicksich-
tigen, daB 1- und/oder 3-substituiertes und schlieBlich 1,3-di-
substituiertes Imidazol entstehen konnen. Bei Carboxymethyl-
Derivaten ist die Identifizierung der Stellungsisomere durch
konventionelle Aminosdureanalyse moglich, da die Derivate
die Sdurehydrolyse iiberstehen.

Angew. Chem. 90. 616-625 (1978)

Es gibt bisher kaum Beispiele, bei denen die Iodierung
zur Identifizierung essentieller Histidinreste eingesetzt wur-
de'®?!. Die lodierung des Histidins fiihrt zu 5'-Iod- und danach
zu 2,5 -Diiodhistidin!** *1, die beide durch Sdurehydrolyse
zerstort werden, so daB nur eine indirekte Bestimmung der
Iodierung iiber eine Aminosdureanalyse moglich ist. Histidin
wird nur geringfiigig langsamer als Tyrosin iodiert. Das Ver-
héltnis der Tyrosin- zur Histidin-Iodierung hingt sehr stark
vom Protein und von den Bedingungen ab!®®l; es scheint,
daB die Zahl reagierender Histidinreste hdufig um so niedriger
gefunden wird, je hoher der Tryptophangehalt des Proteins
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ist. Bei pH-Werten >9 ist die lodierung des Histidins gegen-
iber derjenigen des Tyrosins begiinstigt; fiir die Tyrosin-Iodie-
rung wird ein pH-Optimum von 8.5 angegeben.

3.3. NMR-spektroskopische Messungen

Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, haben NMR-spektroskopi-
sche Messungen an einer Reihe von Enzymen wertvolle Auf-
schliisse iiber Funktion und Zustand von Histidinresten erge-
ben. Obwohl die NMR-Spektroskopie zuverldssige Informa-
tionen iiber Struktur und dynamische Eigenschaften niedermo-
lekularer Verbindungen liefert, ist die Anwendung dieser Me-
thode auf Makromolekiile und die Interpretation der Ergebnis-
se nicht immer unproblematisch!®*”). Vor allem mufB geniigend
Substanz mit ausreichender Laslichkeit in D,O vorliegen.
Die Signale miissen im Spektrum deutlich getrennt und
bekannten chemischen Gruppen des Systems zuzuordnen sein;
ferner miissen sich die Daten in Hinblick auf Struktur und
Dynamik des Systems interpretieren lassen.

Durch Protonierung des Imidazolstickstoffs im Histidin
wird das ' H-NMR-Signal des C-2’-Protons um 1 ppm zu nied-
rigeren Feldstirken verschoben!’®). Uber die pH-Abhzngigkeit
dieser Verschiebung konnen demnach pK-Werte des Imidazols
bestimmt werden. Die pK-Werte werden durch Wechselwir-
kungen des Imidazols mit Nachbargruppen sowie mit lonen,
Substraten, Inhibitoren oder anderen Effektoren beeinfluf3t.
Aus den Anderungen der Signalbreite konnen auBerdem Riick-
schliisse auf die Geschwindigkeit des Wechsels zwischen zwei
oder mehreren Zustéinden des C-2"-Protons gezogen werden.
Damit erlauben NMR-Messungen Aussagen iiber Zustandsin-
derungen von Imidazolresten in Proteinen, die mit Anderungen
der pK-Werte einhergehen.

4. Enzyme mit essentiellen Histidinresten

In Tabelle 1 sind Enzyme zusammengefal3t, die essentielle
Histidinreste im aktiven Zentrum enthalten; auBerdem sind
die Nachweismethoden angegeben. Es besteht kein Zweifel,
dal3in zahlreichen Fillen zusétzliche Experimente erforderlich
sind, um den essentiellen Charakter der Histidinreste fiir die
Katalyse zu erhidrten. In anderen Fillen sind die Beweise
fiir die unmittelbare Beteiligung von Histidinresten an der
Katalyse liickenlos; trotzdem ist die Diskussion um ihre spe-
zielle Funktion nicht abgeschlossen, wie z. B. bei Pankreas-Ri-
bonuclease oder Papain (s.u.). Bei diesen Enzymen ist die
Lage jedes Atoms bekannt — und doch sind die Vorstellungen
iiber den Ablauf der Katalyse auf molekularer Ebene kontro-
vers. Bei einigen Enzymen ist die Rolle des Histidins beson-
ders eingehend und sorgfiltig studiert worden; zu ihnen geho-
ren Chymotrypsin, Pankreas-Ribonuclease, Papain, Carboan-
hydrase, Carboxypeptidase und Aldolase. An diesen Beispielen
soll kurz erldutert werden, welche Funktion dem Histidin
beim Ablauf der Katalyse zugeschrieben werden kann.

Bei den Serinproteasen!*®! Chymotrypsin, Trypsin, Throm-
bin, Elastase und Subtilisin wird angenommen, dal3 der Imid-
azolrest des Histidins in einer allgemeinen Sdure-Base-Kataly-
se wirksam wird; er erleichtert die Abspaltung eines Protons
von der Hydroxylgruppe eines Serinrestes oder aus Wasser
und erh6ht dadurch die nucleophile Reaktivitédt des verbliebe-
nen Anions!®?. Die Wechselwirkung des Imidazols mit der
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Carboxylatgruppe eines Asparaginsdurerestes kann iiber ein
»Charge-relay“-System die Nucleophilie des Serinsauerstoffs
weiter steigern und die tetraedrische Zwischenstufe der Kataly-
se stabilisieren (Abb. 1)!¢!,

Asp His Ser Asp His Ser
Yo R’ R’
l// R" R™ R R" R™
N O = 1 ly = )
O-H-N  N-- H-0—>C=0 —> C NG NH  0—C-0
X OH X
"Charge-relay" Substrat tetra-
System edrische
Zwischen-
stufe

Abb. 1. Wirkungsweise der Serinproteasen [59-61].

Eine allgemeine Siure-Base-Katalyse durch Imidazol wird
auch bei den Cysteinproteasen Papain, Ficin, Bromelain und
Streptococcen-Protease angenommen, wobei die Art des Zu-
sammenwirkens von Imidazol und SH-Gruppe im aktiven
Zentrum noch nicht klar ist'®%, Manches spricht fiir eine
Verwandtschaft mit der Wirkungsweise der Serinproteasen
(Abb, 2)l63],

His Cys His Cys
R R' R" R R' R"
= [ = [
HNVN---H~S—>CI;O ~ NVNH 5—C=0
X HX

Abb. 2. Vorstellungen iiber dic Wirkungsweise der Cysteinproteasen [62,
637].

Obwohl die genaue Struktur des aktiven Zentrums der
Pankreas-Ribonuclease bekannt ist, werden mehrere Reak-
tionsmechanismen diskutiert, die sich zum Teil erheblich un-
terscheiden!®*!. Einige Autoren nehmen eine allgemeine Siure-
Base-Katalyse unter Beteiligung von zwei Histidinresten
an'®®~%71: andere betrachten ein wasserstoffverbriicktes Sy-
stem aus zwei Imidazolresten, das nicht als Sdure-Base-Kataly-
sator wirkt, sondern nur zur Erhaltung der Geometrie des
aktiven Zentrums und der erforderlichen Elektrophilie eines
Protons dient, als Teil des katalytischen Zentrums (Abb. 3)168),

His , His
R\
?) O\P’ N NH
AN A0 B
HNZYN o O/\) R —
—0O-H G/ \H
(o)
H Pyr
His N/ His
P
/\
00
HN Sy ROH 'O*HZC}Z SH( HN7YNH
\__/ o \—/
R H Pyr R

Abb. 3. Siure-Base-Katalyse bei der Ribonuclease [65]. Pyr=Pyrimidinbase.

Als Protoneniibertrdger auf ein intermedidr gebildetes
Carbanion wirkt Imidazol auch in der Fructose-1,6-bisphos-
phat-Aldolase. Dieses Carbanion entsteht aus Fructose-1,6-
bisphosphat durch Aldolspaltung und Freisetzung des ersten
Produktes Glycerinaldehyd-3-phosphat (Abb. 4)16°).
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Zeitweilig hat das Konzept der konzertierten Sdure-Base-
Katalyse unter Beteiligung von Imidazolresten besondere
Beachtung gefunden. Jencks! "% hat jedoch darauf aufmerksam
gemacht, daB eine konzertierte allgemeine Sdure-Base-Kataly-

Abb. 4. Protoneniibertragung durch einen Imidazolrest bei der Fructose-1,6-
bisphosphat-Aldolase [69].

se komplexer Reaktionen in wilBriger Losung nur moglich
ist, wenn im Laufe der Reaktion eine starke Anderung des
pK-Wertes auftritt und wenn der pK-Wert des Katalysators
zwischen dem Ausgangs- und End-pK-Wert des Substrates
liegt. Da diese Kriterien nicht oft erfiillt sind, verlaufen die
meisten Reaktionen schrittweise und nicht konzertiert.

Carboanhydrase C aus menschlichen Erythrocyten ist das
am besten untersuchte Enzym, in dem Imidazolreste von Histi-
dinen als Liganden zur Bindung des fiir die Aktivitdt essentiel-
len Zinks dienen. Das Zink wird in diesem Enzym durch
drei Imidazolreste in einem verzerrten Tetraeder gebunden,
dessen vierte Koordinationsstelle von einem Wassermolekiil
eingenommen wird!”!!, In Carboxypeptidase A ist ebenfalls
ein Imidazolrest an der Zinkbindung beteiligt!"%,

Wie bereits in Abschnitt 2.2 erwédhnt, konnte bei einigen
Phosphotransferasen und Hydrolasen N-Phosphonohistidin
als Zwischenstufe der enzymatischen Reaktionen nachgewie-
sen werden. Zu diesen Enzymen gehoren z. B. die saure Phos-
phatase!’® 7%, Succinatthiokinase!’*), Glucose-6-phosphata-
sel 71 Phosphoglycerat-Mutase! "], Histon-Kinase!® und Py-
ruvatphosphat-Dikinase!’®. Wihrend bei der sauren Phos-
phatase angenommen werden muB, daB sich ein Imidazolrest
des Histidins an einer nucleophilen Reaktion beteiligt und
ein Phosphonohistidin als direkte Zwischenstufe auf dem Wege
vom Substrat zum Produkt auftritt, ist die Bedeutung des
nachgewiesenen Phosphonohistidins bei den Phosphotransfe-
rasen (Kinasen) nicht vollig klar. Zumindest in einigen Fillen
scheint das Phosphoenzym (Phosphohistidin) ein Nebenpro-
dukt und keine Zwischenstufe der eigentlichen enzymatischen
Reaktion zu sein!8%.

In Tabelle 1 sind zahlreiche Enzyme mit essentiellen Histi-
dinresten sowie die verwendete Methode zum Nachweis des
Histidins zusammengestellt.

Unter den insgesamt mehr als 1800 bisher klassifizierten
und durch eine spezifische Reaktion charakterisierten Enzy-
men wird man sicherlich in Zukunft weitere finden, die essen-
tielle Histidinreste enthalten, denn erfahrungsgeméf3 bedient
sich die Evolution bewihrter Prinzipien moglichst oft.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Fonds der Chemischen Industrie fiir die Unterstiitzung der hier
zitierten eigenen Arbeiten.

Eingegangen am 22. September 1977 [A 224]
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Zuschriften sind kurze vorldufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten mu- zu erwarten
sein, daB er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr viclen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten, bei Ein-
sendung ihrer Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Verdffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte, von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt, daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des bebandelten Gebietes
wendet.

4-Dimethylamino-3-butin-2-on als Aktivierungsmittel
fiir Peptidsynthesen!™"]

Von Hans-Joachim Gais[’)

Die chemoselektive Aktivierung von Carboxygruppen in
polyfunktionellen Molekiilen gelingt sehr einfach mit 4-Dime-
thylamino-3-butin-2-on (7). Die dabei anfallenden aktivier-
ten Enolester (4) erwiesen sich als ausgezeichnete Acyliibertra-
ger, z.B. bei der Synthese von Thiol- und Selenolestern!'),

Es schien daher reizvoll, die Verwendbarkeit des Acetylende-
rivats (1) als Aktivierungsmittel fiir Peptidsynthesen zu priifen.
Wir fanden, daB (1) mit N-Acylaminosduren (2a—i) oder
N-Acylpeptiden (2j-m) in wasserfreien aprotonischen
Losungsmitteln bei — 60 bis 0°C schnell und nahezu quantita-
tiv zu N-Acylaminosidure- (4a-i) bzw. N-Acylpeptid-(Z)-1-

[*] Dr. H.-J. Gais
Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule
PetersenstraBe 22, D-6100 Darmstadt

[**] Teilweise vorgetragen auf der Chemiedozententagung in Berlin (5. April
1978).
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methyl-2-dimethylcarbamoyl-vinylestern  (4j—m) reagiert
(Tabelle 1)[2, Diese Ester sind in der Regel gut kristallisierende,
nicht hydrolyseempfindliche und bis auf (4e) haltbare Verbin-
dungen. Die Primiraddukte (3) entziehen sich selbst bei
—60°C dem NMR-spektroskopischen Nachweis''l.

Tabelle 1. N-Acylaminosidure- (4a—i) und N-Acylpeptid-(Z)-1-methyl-2-dime-
thylcarbamoyl-vinylester (4j-m).

Aminosdure oder Peptid Enolester Ausb. [ %] [a]
(2a) Boc-L-Tyr (4a) 97

(2b)  Boc-L-Ser (4b) 96

(2¢)  Z-L-Ser (4c) 97

(2d) Z-L-Hyp (4d) 98

(2e)  Ac-L-Cys (4e) 92 [b.c]
(2f)  Z-L-Gln (4f) 94

(2g) Boc-L-Asn (4g) 91

(2h)  Z-L-Phe (4h) 98

(2i) Bz-L-Leu (4i) 99

(2j)  Z-Gly-L-Phe (4j) 95

(2k)  Boc-Gly-L-Pro (4k) 93

(21)  Z-Gly-L-Met (41) 9%

(2m) Z-L-Leu-L-Val (4m) 96

[a] Die Ausbeuten beziehen sich auf die isolierten reinen Verbindungen.
[b] Wandelt sich bei Raumtemperatur unter Abspaltung von Acetessigsdure-
dimethylamid um.

[c] NMR-spektroskopisch bestimmt.

Die chemoselektive Aktivierung der Carboxygruppe in Boc-
Tyrosin (2a), Boc-Serin (2b), Z-Hydroxyprolin (24 ), Ac-Cy-
stein (2e ), Z-Glutamin (2f) und Boc-Asparagin (2g) gelingt
glatt; die ungeschiitzten Seitenkettenfunktionen werden selbst
von iiberschiissigem (1) nicht angegriffen. Bei einem Unter-
schul} an (1) bildet sich kein Carbonsdureanhydrid.
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