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Fehlerrechnung ergibt eine Abweichungsm6gtichkeit von 
4- 5%, bedingt vor allem durch die Unsicherheit des Dif- 
Iusionskoeffizienten. 

Ausser der niedrigen ATP-ase Aktivi t~t  liegen die 
Resultate auch im Bereich der Werte,  die an Skelett- 
myosin gewonnen wurden 1, so dass offensichtlich erst 
eine Feinstrukturanalyse etwaige Unterschiede aufdecken 
kann ~4. 

results of MUELLER et al. 4 for cardiac myosin of the dog, 
and are not essentially different from values reported for 
skeletal myosins ~. 

E. J ~ . ~ v  und P. G. "~,;VASER 

.Pharmakologisches Institut, Universitlit ZiArick 
(Schweiz), 25. Februar 1965. 

Summary. Sedimentation and diffusion coefficients, 
partial  specific volume, intrinsic viscosity, ATP-ase ac- 
t iv i ty  and molecular weight of cardiac myosin from calf 
hearts were determined. The values agree well with the 

14 Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zur FSr- 
derung der wissenschaftlichen Forsehung (Projekt 3046) in dan- 
kenswerter SVeise unterstiitzt. 

Geschwindigkeit der imidazolkatalysierten 
O - A c e t y l i e r u n g  v o n  D e r i v a t e n  u n d  P e p t i d e n  d e s  

S e r i n s  u n d  T h r e o n i n s  

Modelluntersuchungen zur enzymatischen Katalyse 
haben gezeigt, dass bei Reaktion yon p-Nitrophenylacetat  
mit  hydroxylgruppenhaltigen Imidazolderivaten, wie z. B. 
4-Hydroxymethyl-  oder 4-HydroxyXthyl-imidazol, sowie 
serin- oder threoninhaltigen Histidinpeptiden, wie z.B. 
cis cyclo-L-his-L-ser oder cis cyclo-n-his-L-thr, Acetylie- 
rung der OH-Gruppe eintri t t  1. Als energiereiches Acyl- 
derivat, das den Acetylrest auf die OH-Gruppe tibertr~igt, 
t r i t t  dabei N-Acetyl-imidazol auf2; das riickgebildete 
Imidazol reagiert erneut mit  p-Nitrophenylacetat ,  fibt 
also eine katalytische Funktion aus. 

Um Aufschluss zu erhalten, inwieweit die Acetylie- 
rungsgeschwindigkeit strukturabh/ingig ist und ob es sich 
um intra- oder intermolekulare Acylfibertragung handelt, 
best immten wir die o-Acetylierungsgeschwindigkeit der 
oben genannten Verbindungen und einiger anderer Deft- 
r a t e  des Serins und Threonins in Gegenwart und Ab- 
wesenheit yon Irnidazolderivaten in Essigs~iure/Acet- 
anhydrid mit  der Hydroxams~urereaktion nach Hestrin 3. 
]3el Reaktion mit  Acetanhydrid t r i t t  ebenfalls Acet- 
imidazol auf 4, das seinen Acetylrest auf die OH-Gruppe 
fibertr~igt. Die Messung der Abh~ingigkeit der Acetylie- 
rungsgeschwindigkeit v o n d e r  Konzentration der hy- 
droxylgruppenhaltigen Imidazolderivate sollte ausserdem 
eine Aussage fiber die Frage erlanben, ob eine intra- oder 
intermolekulare Katalyse vorliegt. 

Derartige Untersuehungen in wasserfreiem Medium 
sind im Hinblick auI die enzymatische Katalyse yon In- 
teresse, da anzunehmen ist, dass Reaktionen an der Fer- 

• mentoberfl/iche in praktisch wasserfreier, hydrophober 
Umgebung ablaufen k6nnen, wobei andere kinetische und 
energetische Verh/iltnisse herrschen als in w~ssrigem 
Milieu. 

Messvorgang. 0,1 m M  der Verbindung wurde in 5 ml 
Essigs~ure gel6st und 1 ml (10 mM) Acetauhydrid zuge- 
setzt; man liess bei Zimmertemperatur  (25 °) stehen und 
entnahm in best immten Zeitabst/inden Proben yon 0,5 
ml, die mit  2 ml "vVasser versetzt wurden, um das Acet- 
anhydrid und das Acetyl-imidazol zu zerst6ren. Nach 60 
rain und kurzem Erw/irmen wurde im Vacuum zur 
Trockne eingedampft. Der Rtickstand wurde in 2 ml 
Wasser gel6st, 0,6 ml alkalische Hydroxylaminl6sung 
(2 ml 3,5N NaOH q- 1 ml 4 N  Hydroxylamin-hydro-  
chlorid) zugesetzt. Nach 15 min bei Zimmertemperatur  

gab man 2,5 ml einer 10 prozentigen EisenchloridlSsung 
zu (10 prozentiges FeC1 a • 6H20 in 0,5N HC1) und be- 
st immte nach 1 min die Extinkfion gegen Wasser. Abge- 
zogen wurde die Ext inkt ion einer L6sung, die alle Be- 
standteile enthielt, aber in umgekehrter 1Reihenfolge 
gemischt; gemessen wurde bei 546 nm in 10 mm Kiivet- 
ten. Zur Bestimmung des E ~  Wertes wurde die Extink- 
tion derselben Mischung mit  den o-Acetylderivaten be- 
st immt. Die Berechnung erfolgte unter Zugrundelegung 
einer Reaktion erster Ordnung nach 

k t =  2,31g E o * -  E t " 

Ergebnisse. Die Ergebnisse der Messungen sind in der 
Tabelle aufgeffihrt und lassen sich in den Iolgenden 
Punkten zusammenfassen : 

(t) N-Acetyl-serinamid wird in Essigs/iure/Acetanhy- 
drid etwa 21/~mal schneller acetyliert  als das entspre- 
ehende Threoninderivat.  Im  Vergleieh mit  N-Acetyl- 
serinamid ist die Acetylierungsgeschwindigkeit des cis 
cyclo-asp-ser erniedrigt. Die Reaktionsf/ihigkeit des Serins 
wird also duich die benachbarte Asparagins~ure beein- 
flusst, was im Hinblick auf das Auftreten yon -asp-set im 
aktiven Zentrum der Serinproteasen yon Interesse ist, 
w~thrend die geringe Reaktionsgeschwindigkeit des Threo- 
ninderivates einen Hinweis gibt, warum Threonin in 
Ferrnenten bisher nicht an Stelte yon Serin gefunden 
wurde. 

(2) Diesetbe A b s t u f n n g -  N-Acetyt-serinamid > cyclo- 
asp-ser > N-Acetyl-threoninamid - findet sich auch bei 
den dutch Imidazolderivate katalysierten Acetylierungs- 
geschwindigkeiten. Von den gepriiffen Imidazolderivaten 
ist Imidazol selbst der wirksamste I£atalysator, ce-Acetyl- 
histidin ist etwa halb so wirksam. Das ist auf Grund der 
Behinderung eines Stickstoffs des Imidazols durch die 
Seitenkette des Histidins zu erwarten. Die Methylgruppe 
im 2-Methyl-imidazol fiihrt zu einer starken sterischen 
Hinderung, wodurch die katalytische Wirksamkeit  dieser 

1 F. SCHNEIDER, Hoppe-Seyler's Z. 338, 131 (1964); dort weitere 
Literatur. 
TH. BRUICE und G. L. ScuMIR, J. Am. chem. Soc. 79, 1663 (1957). 

3 S. HESTRm, J. biol. Chem. 180, 249 (1949). 
4 G. S. REDDV, LEON MANDELL und I. H. GOLt)STEIN, J. chem. Soe. 

1963, 1414. 
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V e r b i n d u n g  im Vergle ich  z u m  Imidazo l  erhebl ich ab- 
s inkt .  D e n s e l b e n  E f f e k t  b e o b a e h t e t  m a n  auch  be |  Reak-  
t ion  m i t  p - N i t r o p h e n y l a c e t a t  L 

(3) Von  den  V e r b i n d u n g e n ,  die eine Hydroxy lg ruppe  
und  den  I m i d a z o l r i n g  im selben Molek/il en tha l t en ,  zeigt 
das 4 - H y d r o x y A t h y l - i m i d a z o l  die h6chste Acetylierungs- 
geschwindigkeit. Die W e r t e  ftir das 4 -Hydroxymethy l -  
imidazol  s ind  n i c h t  zu e rmi t te ln ,  da  in  alkal ischer Hy-  
d r o x y l a m i n l 6 s u n g  eine E l imin ie rungs reak t ion  neben  der  
H y d r o x y l a m i n o l y s e  abl~uf t% Die hohe  Acetyl ierungs-  
geschwind igke i t  des  4-HydroxyAthyl - imidazols  | s t  auf  

Gesehwindigkeitskonstanten sowie Hatbwertzeitea der o-AcetyHe- 
rung in Essigs~ture/Acetanhydrid 

k- 10 ~ mia -l t" 10 -s rain 

H ydroxy~th yl-imidazol 7 973,0 0,71 
Hydroxymethyl-imidazol s nicht messbar - 

N-Acetyl-DL-serinamid ~ 2,3 300,0 
N-Aeetyl-DL-serinamid 
+ Imidazoi 165,0 4,2 
N-Acetyl-DL-serinamid 
+ Aeetyl-histidin xo 70,5 9,8 
N-Acetyl-DL-serinamid 
+ 2-Methyl-imidazol Ix 21,0 33,0 
c-his-ser x 70,0 98,5 

N-Aeet yl-oL-threoninamid 12 0,9 770,0 
N-Acetyl- DL-threoninamid 
+ Imidazol 30,1 23,0 
N-Acetyl-oL-threoninamid 
+ Aeetyl-histidin 14,2 48,8 
e-his-thr x 3,3 208,0 

e-asp-set 12 2,0 346,0 
c-asp-ser + Imidazol 115,8 6,0 
e-asp-ser + Acetyl-histidin 50,3 13,7 

e = cyclo 

eine in t ramolekulare  Acyl i ibe r t ragung  zur i ickzuf i ihren ,  
die durch  die m6gliche A u s b i h h m g  e i n ~  Scchsr inges  be-  
g(instigt  |st ,  Fiir  diese in t r amoleku la re  R e a k t i o n  sp r i ch t  
die Unabhi ingigkei t  der  Acc ty l i e rungsgeschwind igke i t  
yon der  Konzen t ra t ion .  Die o -Ace ty l ie rungsgeschwindig-  
keit  d ~  4.Hydroxyii . thyl-imid;tzols |st 14real gr6sser als 
die des c-his-ser und 32mal gr6sser  als die des c -h is - thr .  
Die Acetyl ierungsgeschwindigkei t  de r  l e t z t g e n a n n t e n  
Pept ide  ist  p ropor t iona l  ihrer  Konzen t r a t i ou ,  d .h .  es 
f indet  keine in t ramoleku la re  Ace ty l i e rung  s t a t t .  Das  
zeigt auch  die ~ b e r e i n s t i m m u n g  tier Aee ty l i e rungs-  
geschwindigkei t  des c-his-ser mi t  dc r jen igen  yon  Ace ty l -  
ser inamid in Gegenwar t  yon  Acety l -h is t id in .  Gegen i ibe r  
cis cyclo-his-ser | s t  die Acyl ie rungsgeschwindigkc i t  des  
cis cyclo-his- thr  s t a rk  erniedr igt .  

Summary. o-Acety la t ion  of cyclo-his-ser  aml  cyclo-his-  
t h r  in acet ic  ac id / ace t anhydr ide  proceeds v ia  in te r -  
molecular,  and  in the  case of 4 -hydroxye thy l - imidazo le  
via  in t ramolecular ,  acyl  t ransfer .  The  h ighes t  r a t e  of 
ace ty la t ion  is observed w i th  4 -hydroxye thy l - imidazo le ,  
and  the  mos t  effective ca t a ly s t  ill the  case of in te rmotecu-  
lar  aeyl  t r ans fe r  is imidazole;  de r iva t ives  of imidazole  
are less effective. Der iva t ives  and  pept ides  of ser inc arc  
general ly more reac t ive  t h a n  those  of th reon ine .  

F. SCIINI';i I)ER 

Physiologisch.Chemisches Institut der Universitiit 
Tiibingen (Deutschland), 2. Januar 1965. 

5 F. Sctts~:lm.:a, Itoppe-Seyh,r's Z. 334, 26 (196.1). 
It Tit, BRUICI~ Ulld Tit. i:tFF., J. Aln. ehenh See. 8.1, 1124 (1961). 

W. Rmu,t~ et al,, Liebigs Aim. 596, 1 (1955} und zwar p. 68. 
n j .  R. Torrl.:g und W. J, I)xRllv, Org. Synthesis 2.1, ~'~4 0944). 

E, Rornsrl.:trc, J. chem. See. 19.19 t IC~8. 
to A. NEuIn~Ro!~R, liioehenl. J. 32, 1452 (1938}. 
II I. W, CORNFORTII UHd tl. T. llv^m;, J, chem. See. 1948, 1960. 
ti 1;. ScHr~v.m~, erseheint denmlh'hst in lloppe-Seyh'r's Z. 

Use of Escherichia coli A.T.C.C.  9637 for the 
A s y m m e t r i c  Hydro lys i s  of Amino  Acid 

Derivat ives  

t n  t he  course  of r e sea rch  work  car r ied  ou t  wi th  Escheri- 
¢hia col| A.T.C.C. 9637 cells x, we m a d e  the  following 
observa t ions .  

The  e n z y m a t i c  s y s t e m  p r e s en t  in  E. coli cells acts  on 
some a m i d e s  p r o d u c i n g  t h e  hyd ro ly t i c  cleavage ~ of the  
a m | d e  l inkage.  A m o n g  t h e  c o m p o u n d s  tried, the  following 
were h y d r o t y s e d  ~ : p h e n y l a c e t a m i d e ,  des th iobenzylpeni -  
ciUin, D-cc-desthiobenzylpenicilloiC acid 4, phenylacetyl-L- 
a lanine,  pheny lace ty l -L-va l iue ,  phenylacetyl-L-¢t-amino- 
n - b u t y r i c  acid,  phenylacetyl -L- leuciue ,  phenylacetyl-L- 
pheny la l an ine ,  ch loroace ty l -L-phenyla lan ine ,  chloroacetyl-  
L-alan |he,  chloroacetyl -L- leucine .  

I n  t he  case of t h e  p h e n y l a c e t y l  der iva t ives ,  we followed 
the  c leavage  b y  d e t e r m i n i n g  t h e  phenylace t ic  acid pro- 
duced (see Table) .  

Among the compounds  tes ted,  the  following did  no t  
undergo any  appreciable  c leavage of t he  .'tmicle l inkage:  
phenylace ty l -~ .ahmine ,  phenylacetyI-D-val ine ,  pheny l -  
acetyl -D-~-amino-n-butyr ic  acid, ehh~roacetyl-D-alanine,  
c h l o r o a c e t y b D - p h e n y l a h t n i n e ,  eh lo ro : t ce ty l -D- leuc ine ,  

t While this work was in progn,ss, M, Cot.t~ published a note con- 
cerning substrates hydn~lysed by tile acyiases present in E. coli 
B.R.L. 1040 cells. Nature 203, 5[9 (I964).. 

t All the hydrolysis experiments were carried out at pl[ 7.5 ant| at 
37~C. l:or ollc milli-n|ole of stlbstr:tte we ttscd 100 lug [yophilized 
cells of E, coil in 40 till tff btfffer s~flutiotI. 

t It shouk| be noted tilat all tile exlwriments made refer to E. coli 
cells, ill which it is not yet kttowll if there is more t|la|t olle acylase 
present. 

t The asynunetrie carbon atom to which the pheny| acetamidc, 
group is linked has the L-eonfigtlration. A. Rot.tEe attd G. lit MAle, 
Anll. Chilli. {Rome} .t7) 676 (1957). 


