die Analyse der punktuellen GréBe H(rc) aus, wihrend fiir
quantitative Angaben der Verlauf von H(r) im Bindungsbe-
reich beriicksichtigt werden muB!L

Eingegangen am 28. Mirz,
in veranderter Fassung am 14. Mai 1984 [Z 783]

CAS-Registry-Nummern:
C;H,: 74-84-0 / CH3NH;: 74-89-5 / CH,0H: 67-56-1 / CH,F: 593-53-3 /
H,0.: 7722-84-1 / F,: 7782-41-4.

[1] J. M. Savariault, M. S. Lehmann, J. Am. Chem. Soc. 102 (1980) 1298.

[2] ). D. Dunitz, P. Seiler, J. Am. Chem. Soc. 105 (1983) 7056.

[3] a) P. Chakrabarti, P. Seiler, J. D. Dunitz, J. Am. Chem. Soc. 103 (1981)
7378; b) J. D. Dunitz, W. B. Schweizer, P. Seiler, Helv. Chim. Acta 66
(1983) 123.

[4} a) P. Coppens, E. D. Stevens, Adv. Quantum Chem. 10 (1977) 1; b) P.

Coppens, Angew. Chem. 89 (1977) 33, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 16
(1977) 32; c) 1. D. Dunitz: X-ray Analysis and the Structure of Organic

Molecules, Cornell University Press, Ithaca, NY 1979.

Schwierigkeiten ergeben sich u. a. bei der Untersuchung von lonen mit

deiokalisierter Ladung, z. B. Kationen oder Anionen von Cyclopoly-

enen.

[6] Die Bedeutung des Laplace-Feldes 14Bt sich Ober die Definition der
zweiten Ableitungen verstindlich machen. Im eindimensionalen Falie
gilt:

Al,irTo lo(x) — 2[p(x — Ax) +p(x + Ax)) =
—%Alif_f_!o {lo(x + Ax) —p(x)] —[p(x) —p(x — Ax)}} =
—z(d%prdx?)-dx*

5

Wenn die zweite Ableitung und damit die Krimmung von p negativ ist,
50 ist p(x) groBer als der Durchschnittswert von p an allen benachbarten
Punkten; P. M. Morse, H. Feshbach: Methods of Theoretical Physics, Bd.
I, McGraw-Hill, New York 1953, S. 6.

[71 R. F. W. Bader, J. Am. Chem. Soc., im Druck.

[8] Eine signifikante Korrelation zwischen Dichteeigenschaften und den
thermochemisch abgeleiteten Bindung; gien erhdlt man, wenn man
die gesamte im Bindungsbereich vorhandene Elektronendichte berdck-
sichtigt. Siehe z. B. R. F. W. Bader, T. Tang, Y. Tal, F. W. Bieler-Ké&nig,
J. Am. Chem. Soc. 104 (1982) 946.

[9] Bei korrelationskorrigierten Rechnungen ist die Elektronendichte p(r)
im Bindungsbereich kleiner als bei HF-Rechnungen (M. Breitenstein,
H. Dannéhe, H. Meyer, A. Schweig, W. Zittlan in P. Coppens, M. B.
Hall: Electron Distributions and the Chemical Bond, Plenum Press, New
York 1982, S. 255). Da dies positivere Kriimmungen sowohl in als auch
senkrecht zur Bindungsrichtung zur Folge hat, wird eine Verbesserung
der Rechnung zu einem noch gréBeren Vp(r)-Wert fohren.

{10) Nach dem Hohenberg-Kohn-Theorem (P. Hohenberg, W. Kohn, Phys.
Rev. 136 (1964) BB864) existiert ein noch unbekannter Zusammenhang
zwischen Energie und Elektronendichte.

[11] K. Ruedenberg, Rev. Mod. Phys. 34 (1962) 326.

[12] a) R. F. W. Bader, J. Chem. Phys. 73 (1980) 2871; b) G(r) und ¥ (r) wer-
den durch die Dichtematrix erster Ordnung I''(r,r) definiert:

GO =1VV'T (. r),-r; V(r)=Spur &(r),
o() =4[V +V'V)— (VW' + V'O (r,r), .

Integriert diber den gesamten Molekiilraum ergeben G(r) und V(r) die
kinetische bzw. potentielle Energie des Molekils. Entsprechend gilt fiir
dic elektronische Molekiilenergie E= [H(r)dr.

[13] D. Cremer, E. Kraka, Croat. Chem. Acta, im Druck.

CP/MAS -*C-NMR-Spektren von sklerotisierter
Insektencuticula und von Chitin**

Von Martin G. Peter*, Lothar Griin und Hans Forster

Die Sklerotisierung des Exoskeletts ist fiir Insekten ein
lebensnotwendiger ProzeB. Dabei werden die N-acylierten
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Catecholamine (,,Diphenole**) N-(3,4-Dihydroxyphen-
ethyl)acetamid (N-Acetyldopamin)V und 3-Amino-N-(3,4-
dihydroxyphenethyl)propionamid (N-B-Alanyldopamin)®?
in der Cuticula zu reaktionsfihigen Zwischenstufen oxi-
diert. Nach weit verbreiteter Ansicht handelt es sich dabei
um o-Chinone und/oder p-Chinonmethide, die in einer
Additions-Oxidations-Kondensations-Sequenz®® zur kova-
lenten Quervernetzung von Proteinen und/oder Chitin
fiihren sollen™, Sklerotisierte Cuticula ist unter nicht-de-
struktiven Bedingungen fast vollig unléslich, so daB es
keine iiberzeugenden Beweise fiir das postulierte Konstitu-
tionsschema gibt®. Zur zerstérungsfreien Analyse von
komplexen unldslichen Biopolymeren bietet sich die Fest-
koérper-*C-NMR-Spektroskopie an. Mit dieser Methode
ist es uns nun gelungen, erstmals Strukturinformationen
tiber die vollstindig sklerotisierte, native Cuticula von In-
sekten zu erhalten.

. [ FH L |
SignalNo 1 2 3 4 5 & 789 10112 13 U5
250 200 150 100 50 0

Abb. 1. a) CP/MAS-"*C-NMR-Spekirum der Puppencuticula (Exuvien) von
Manduca sexta; b) Aromatenregion des CP/MAS-*C-NMR-Spektrums von
Blaberus giganteus (Exuvien). Rotationsseitenbander wurden unterdrickt.
MeBbedingungen: Bruker CXP 300, MeBfrequenz 75.46 MHz, 'H-">C-
Kreuzpolarisation mit Probenrotation um den magischen Winkel, 15—20 G
Entkopplungsfeldstirke, 4.9—5.1 kHz Rotationsfrequenz, I ms Kontaktzeit.
Die sklerotisierte Cuticula wurde in eiskaltem 0.1 M Phosphatpuffer (pH 6.8)
mit einem Ultra-Turrax-Gerét bei hochster Drehzahl zerkleinert. Nach Ab-
saugen wusch man mit Wasser, Ethanol und Ether und trocknete iiber
PO 0.
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Abb. 2. CP/MAS-'*C-NMR-Spektrum von Chitin. Rotationsseitenbinder
wurden nicht unterdriickt. Die Cuticula von Manduca-sexta-Larven wurde
zweimal wie folgt behandelt: | h Einlegen in 10proz. NaOH bei 80°C, Wa-
schen mit Wasser, | h Einlegen in 89proz. HCOOH bei 22°C, Waschen mit
Wasser, Trocknen @iber P.O,q, Zerkleinern des iibriggebliebenen Chitingerii-
stes mit einer Schere.
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Abbildung 1la zeigt ein CP/MAS-*C-NMR-Spektrum
von festen, tiefbraunen Puppenhiillen (Exuviae) der Ta-
bakmotte Manduca sexta. Aus dem Vergleich mit dem
Spektrum von Chitin (Abb. 2) folgt unmittelbar die Zuord-
nung der Signalgruppen 1, 6 bis 11 und 14 (siehe Tabelle 1
und ©N), die von 2-Desoxy-2-acetylaminoglucopyranosyl-
Einheiten stammen. Durch Vergleich mit dem Spektrum
von Rinderserumalbumin (Abb. 3) erkennt man einen Bei-
trag von Proteinen bei den Signalgruppen 1, 2, 4, 5 und 10
bis 15 (siehe Tabelle 1 und ™). Was 148t sich nun ilber den

Tabelle 1. Zuordnung der Signalgruppen in den CP/MAS-'*C-NMR-Spek-
tren von sklerotisierter Cuticula (Abb. 1), von Chitin (Abb. 2) und von Rin-
derserumalbumin (Abb. 3).

Signal- &-Werte (rel. Int.) Zuordnung
gruppe der Signalzentren
Cuticula  Chitin Protein
1 171.6 (vs) 172 (m) 176.3 (vs)  Acylamin in Chitin
und Protein
2 154.8 (vw) — 158.8 (vw)  Phenoxy-C in Tyrosin,
Guanidino-C in Arginin
3 143.6 (W) — — Phenoxy-C in
Diphenolen
4 1289 (m) — 129 (m) aromat. C
5 1156 (s)  115[a] (vw) 1155 (vw) C-3/5 in Tyrosin,
C-4 in Imidazol,
C-2/5 in Diphenolen
6 103.5 (vs) 102.3 (s) — C-1 in B-GlcNAc-
Einheiten
7 82.3 (s) 82.3 (s) — C-4 in B-GlcNAc-
Einheiten
8 75.3 (vs)  73.9 (vs) — C-5 in B-GlcNAc-
Einheiten
9 73.6 (v§)  71.6 (vs) - C-3 in B-GlcNAc-
Einheiten
10 600 (s)  60.0 (s) 65 (m) C-6 in B-GlcNAc-
Einheiten, a-C in
Aminos#ureresten
11 548 (vs) 53.6(s) 57 (s) C-2 in B-GlcNAc-
Einheiten, a-C in
Aminosdureresten
12 44.2 (s) 44.1 [b] (vw) 41 (s) aliph. C in Amino-
slureresten
13 328(6) — 30 (s) aliph. C in Amino-
séiureresten
14 23.4 (vs)  22.1 (vw) 25/21 (vs) CHj; in Acetyl, CH
in Leucin und Isoleucin
15 19.3 (s) — 18 (m) CH; in Alanin und

Leucin

fa] Rotationsseitenband der Gruppe 1. [b] Chitin 148t sich nicht véllig prote-
infrei gewinnen.

Verbleib der N-acylierten Catecholamine ableiten, die bei
der Sklerotisierung in die Cuticula eingelagert werden? In
den Signalgruppen 1 und 14 iiberlagern sich die Resonan-
zen der N-Acetylgruppen mit denen von Chitin. Die Si-
gnale der aliphatischen C-Atome der Seitenkette, die mit
denen von Aminosdureresten zusammenfallen, sind eben-
falls nicht gesondert zu beobachten. Dagegen hat die Re-
gion aromatischer C-Atome groBlen diagnostischen Wert.
Der Vergleich mit einem Festkérper-'>C-NMR-Spektrum
von N-Acetyldopamin'® ergibt, daB die im Spektrum der
sklerotisierten Cuticula beobachteten Signalgruppen 3 und
5 hauptsichlich von diphenolischen Partialstrukturen ab-
zuleiten sind. Dabei handelt es sich hchstwahrscheinlich
um Polyphenole, die durch oxidative Kopplung entstan-
den sind. DaB die Absorptionsbereiche der Gruppen 3 und
5 sehr viel breiter als die Chitin-Resonanzen sind, deutet
das Vorliegen einer Vielzahl aromatischer C-Atome mit
unterschiedlichen chemischen Umgebungen an. Die Zu-
ordnung der Signalgruppen 1 bis 4 zu quartiren C-Atomen
ergibt sich auch aus einem Spektrum, das mit einer NQS-

Angew. Chem. 96 (1984) Nr. 8

© Verlag Chemie GmbH, D-6940 Weinheim, 1984

o

250 200 150 100 50 0

—"

Abb. 3. CP/MAS-'"*C-NMR-Spektrum von Rinderserumalbumin (Sigma).
Rotationsseitenbander wurden unterdriickt. MeBbedingungen wic in Abb. 1.

MeBsequenz aufgenommen wurde, bei der die iibrigen Re-
sonanzen verschwinden.

Der Befund, dal die Umwandlungsprodukte der Sklero-
tisierungsagentien in der Cuticula reduziert vorliegen, ist
zunichst liberraschend, da er der Hypothese einer kova-
lenten Quervernetzung von Proteinen iiber Aminochinon-
imine widerspricht. Die Absorptionen von Imino-C-Ato-
men sind im Bereich von 6 = 150 — 160 zu erwarten. In die-
ser Region erscheinen auch die Phenoxy-C-Atome von Ty-
rosin- und die Guanidino-C-Atome von Argininresten!”.
Vergleicht man die Intensititen der Signalgruppen 2 im
Cuticula- (Abb. 1a) und im Proteinspektrum (Abb. 3) mit
denjenigen der Gruppe 4, so ergibt sich kein Hinweis auf
groBBere Anteile an Aminochinonimin-Partialstrukturen.
Exuvien der Wanderheuschrecke Locusta migratoria ha-
ben ein analoges Festkdrper-'>C-NMR-Spektrum. Dage-
gen findet man in den Exuvien der Schabe Blaberus gigan-
teus wesentlich geringere Diphenol-Anteile (Abb. Ib). Of-
fensichtlich sind die molekularen Grundlagen der Skleroti-
sierung der Cuticula bei einzelnen Insektenarten verschie-
den.

Die Frage, ob kovalente Protein-Diphenol-Verkniipfun-
gen durch Addition von Nucleophilen an p-Chinonme-
thide entstanden sind, ist ohne Anwendung isotopenmar-
kierter Verbindungen nicht zu beantworten. - Die vorlie-
genden Ergebnisse sind konsistent mit der Hypothese, dal
die Sklerotisierung der Cuticula durch eine Denaturierung
von Strukturproteinen durch Polyarene zustande kommt.
Analogien zur Tanningerbung oder zur Stabilisierung
pflanzlicher Strukturen durch Lignin liegen nahe®® .
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