Multiplexer : Mehrfachumschalter, der benétigt wird, wenn
ein Datenweg abwechselnd fiir mehrere Gerite benutzt
wird; in On-line-Systemen ist ein Multiplexer gemeinsam
benutzten A/D-Wandlern vorgeschaltet

Off-line-Betrieb: Der Computer bearbeitet Rechenaufga-
ben, die im Gegensatz zum On-line-Betrieb keinen Echt-
zeit-Anforderungen unterworfen sind

On-line-Betrieb: Der Computer ist direkt mit analyti-
schen Mefigeriten gekoppelt

Peripherie: ,AuBere* Bestandteile des Computers wie
Lochkartenleser, Magnetbinder oder Zeilendrucker

Priorititsebene: Ein gestaffeltes Hardware-Interruptsy-
stem erlaubt, nicht nur Programme zu unterbrechen, son-
dern gestattet iiberdies, den Datentransfer zwischen Rech-
ner und Peripherie je nach erforderlicher Geschwindigkeit
und Echtzeit-Anforderung mit unterschiedlicher Prioritit
abzuwickeln. Auf niedriger Priorititsebene ablaufende
Datentransfers werden unterbrochen, wenn ein Interrupt-
Signal eine Aufgabe hoherer Prioritit ankiindigt. Neben
solchen Hardware-Priorititsebenen gibt es auch Software-
Priorititsebenen in Form verschiedener Warteschlangen,
in die zu rechnende Programme je nach augenblicklichem
Status, Vorgeschichte, GroBe usw. eingeordr:et werden

ProzeBrechenanlage: Computer, der zur Uberwachung
und Steuerung von Versuchsabliufen, Fertigungsprozessen
usw. eingesetzt wird

Random access: Programmiertes Lesen oder Schreiben
von Daten in einem Speichermedium, bei dem die Reihen-
folge der Speicherplitze die fiir den Lese- oder Schreibvor-
gang benétigte Zugriffszeit nicht beeinfluBt (,wahlfreier
Zugriff*). Moglich bei Magnetplatten, -trommeln und

ZUSCHRIFTEN

Kernspeicher, nicht jedoch bei Magnetbindern, Lochstrei-
fen usw., die seriell gelesen oder geschrieben werden miissen

Satellitenrechner: Einem Zentralrechner zur Erledigung
von Teilaufgaben zugeordneter (Klein-)Rechner

Software : Geszmtheit der Programme. Man unterscheidet
»System-Software” (zum Betrieb benétigte oder ihn unter-
stiitzende Software) und ,,Anwendungs-Software* (pro-
blem-orientierte Programme)

Swapping-Betrieb: Kurzzeitiges Abschieben von Program-
men (in Form ihrer Kernspeicherabbilder) auf einen Plat-
tenspeicher oder eine Magnettrommel, wenn die Kern-
speicherkapazitit nicht ausreicht, um alle gleichzeitig akti-
ven Programme aufzunehmen

Teletype : Fernschreiber. Urspriinglich Handelsname, biir-
gert sich zunehmend als Kurzbezeichnung fiir Ein-/Aus-
gabeschreibmaschine als Computerterminal ein

Terminal : Datenendstation (z. B. Teletype, Sichtgerit), die
dem Benutzer die Kommunikation mit dem Rechner er-
moglicht

Text-Editor: Hilfsprogramm zum Erstellen und Korrigie-
ren von Programmen und Datensitzen durch Eintippen
von einem Terminal aus

TI-Korrektur: Korrektur von Intensitidtsverzerrungen
durch Druckdnderungen widhrend der Laufzeit eines
Spektrums

Time-Sharing-System: System, das mehreren Benutzern
gleichzeitig das Arbeiten mit dem Computer erméglicht

I'TY : Computer-orieniierte Abkiirzung fiir Teletype (s. d.)

[A875]

Relaxationskinetische Untersuchungen
intramolekularer Protoneniibertragungen an
Cystein und verwandten Verbindungen!™

Von Giinter MaaB und Frens Peters"

Das Dissoziationsverhalten von Aminosiuren mit mehr als
zwei Protonen-Donor-Acceptorfunktionen wie Cystein
und verwandten Verbindungen war Gegenstand zahl-
reicher Untersuchungen!’ ~3), Wihrend sich das Carboxy-
proton in saurer Ldsung abl6st, werden Amino- und
Thiolproton beim Cystein unter etwa den gleichen schwach
basischen Bedingungen frei. Eine Zuordnung der potentio-

{*] Priv.-Doz. Dr. G. MaaB und Dr. F. Peters

Gesellschaft fiir Molekularbiologische Forschung

3301 Stockheim/Braunschweig, Mascheroder Weg 1

und

Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie

34 Gottingen-Nikolausberg
{**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft im Rahmen des SFB 75 unterstiitzt.
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metrisch ermittelten pK-Werte pKy und pK,, zu indi-
viduellen ,,mikroskopischen* pK-Werten der beiden Grup-
pen't), die durch die Beziehungen K;=K,+K, und
1/Kiy=1/K; + 1/K, verkniipft sind, ist jedoch nicht ohne
zusitzliche Annahmen méglich.

Allgemein wird fur das Dissoziationsverhalten von Cystein
und analogen mehrbasigen Sduren ein einfaches Reak-
tionsschema!*! angegeben, wobei die protonierte Spezies A
unter Abspaltung zweier Protonen iiber B oder C in die
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deprotonierte Form D iibergeht. Wir fanden, daB dieses
Schema durch einen direkten Protoneniibergang zwi-
schen B und C erginzt werden mufB}, dessen Gleich-
gewichtskonstante mit den anderen mikroskopischen
Konstanten durch K,=K,/K,=K,/K, zusammenhingt.
Diese Protoneniibertragung kann durch chemische Re-
laxationsuntersuchungen mit Hilfe von Ultraschallab-
sorptionsmessungen!>' %) direkt nachgewiesen werden. Ahn-
liche Protoneniibertragungsreaktionen am Cysteamin
HS(CH,),—NH, sind bekannt!*).

Der Protonenaustausch zwischen den beiden funktionel-
len Gruppen kann intra- und intermolekular erfolgen:

NHY. . NH,
or’ P == OR _—
R L oo R (B=2C)
P« SH
"""""" A
NH s . NH,
ORi. + ‘RO *ké 2 0K (B+B==C+C)
SQ ®H,N » “SH

Wir wihlten pH-Werte, unter denen die Konzentrationen
der Formen B und C maximal und die der Formen A
und D gering waren. Unter diesen Bedingungen erhiilt
man fiir die beiden Parallelreaktionen aus der Auftra-
gung der reziproken Relaxationszeit

L 2y vm + kv + (ki + K3,

(€8="7Yn"Co,Ec=7Yc Co: Gleichgewichtskonzentrationen von
B bzw. C) gegen die Einwaagekonzentration ¢, eine Ge-
rade (Abb. 1). Aus dieser ldBt sich durch Extrapolation
zu niedrigen Konzentrationen die Zeitkonstante

Lor
£ 20f
S
0 05 10
Colmol /1) —=

Abb. 1. Konzentrationsabhingigkeit der Relaxationsfrequenzen.
@ = Glutathion (pH=9.05), O = Cysteamin (pH =9.7).

fiir den intramolekularen Protoneniibergang ermitteln.
Fiir Cysteamin erhilt man damit 1/t'=k},+k3, =3.0-10’
s~ und fiir Glutathion 1/v'=6.2-10" s~ . Ist der intra-
molekulare Protonenaustausch schnell gegeniiber dem
intermolekularen ProzeB, dann kann man den ersten
Summanden vernachlidssigen, und die reziproke Relaxa-
tionszeit wird konzentrationsunabhinging. Diese Be-
dingung ist fiir Cystein erfiillt.

Das Schallabsorptionsspektrum (Abb. 2) zeigt einen
schnellen konzentrationsunabhiingigen Beitrag (Effekt II)
und einen um mehr als eine GroBenordnung langsameren
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Act/v [dB-sicm) —=

10°

10° 0’ 10°
Hi1% v (Hz)—

Abb. 2. Schallabsorptionsspektren von wiBrigen Cysteinlosungen bei
pH=95.

(Effekt I), der auf intermolekulare Reaktionen zuriick-
gefithrt werden kann. In diesem Fall kénnen wegen der
stark unterschiedlichen Zeitkonstanten beide Effekte als
entkoppelt behandelt werden. Im Cystein hat die Summe
der Geschwindigkeitskonstanten fiir den intramolekularen
Protonenaustausch zwischen Thiol- und Aminogruppe
den Wert 1/t'=3.6-10%s~".

Eine direkte Berechnung der individuellen Geschwindig-
keitskonstanten k), und k), und damit der mikroskopi-
schen pK-Werte aus Relaxationsmessungen setzt die
Kenntnis der Gleichgewichtskonstanten K voraus. Die
Bestimmung der mikroskopischen Konstanten aus der
Kombination von potentiometrischen und spektralphoto-
metrischen Titrationen!!! gelingt jedoch nur unter der
einschrinkenden Voraussetzung, dafl die Absorption der
deprotonierten Thiolgruppe vom jeweiligen Protonie-
rungsgrad der Aminogruppe unabhingig ist. Diese An-
nahme liBt sich mit kinetischen Methoden iiberpriifen,
wenn neben dem Reaktionsvolumen AV =Vy—V,. noch
bekannt ist, aufl welcher Seite das Gleichgewicht
liegt. Dann ist eine eindeutige Bestimmung von
K =¢p/Cc=7/1—v aus der Messung der maximalen
Schallabsorptionsamplitude (Aa/v),,,=const. ‘(1 —y)-AV?
moglich.

Unabhiingig davon kann jedoch festgestellt werden, da
der intramolekulare Protonenaustausch zwischen be-
nachbarten Gruppen in den untersuchten Systemen (s.
Tabelle) um zwei bis drei GréBenordnungen schneller ist
als die Protolyse- (oder Hydrolyse-)reaktionen'”!

B+H*2A=C+H*
oder
=D+H*=C

Tabelle. Relaxationszeiten fiir die intramolekularen Protoneniiber-
tragungen.

Verbindung t[s)

Cystein 28-10°°
Homocystein 44-10°¢
Penicillamin 49-10°%
Glutathion 1.6-10°8
Cysteamin 331078
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Das bedeutet, daB die direkte Protoneniibertragung
2wischen den beiden funktionellen Gruppen unter Zwi-
schenschaltung von Wasserbriicken wesentlich leichter
erfolgen kann als die entsprechenden Reaktionen iiber
die freien Protonen oder Hydroxid-Ionen.

Diese Ergebnisse sind von besonderem Interesse im Hin-
blick auf Enzymreaktionen, in denen durch schnelle
Strukturumwandlungen (10”7 s) miteinander reagierende
Gruppen in engen riumlichen Kontakt gebracht werden
konnen. Sie zeigen, daB die Elementarprozesse der in-
tramolekularen Protoneniibertragung vergleichbar schnell
oder schneller als Strukturumwandlungen ablaufen.

Eingegangen am 14. Januar 1972 [Z 604]
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Totalsynthese von [, - *C,)-Uroporphyrin III
Von Burchard Franck, Dietrich Gantz und Fritz Hiiper™

Uroporphyrin III (6} sowie dessen Hexahydro-Derivat,
das Uroporphyrinogen IIl (4) werden als Biosynthese-
Vorstufen der biologisch wichtigen Tetrapyrrole Ham,
Chlorophyll und Vitamin B,, diskutiert!"). Spezifisch
'4C.markiertes Uroporphyrin Il und Uroporphyrino-

Ps-OCHg 1:’5-1‘(‘_)(:].]a A-OH
CH;0-A~ ~cCHO S
3 \_NH (CH;;N'CHO, CHgO-A \_NH HN_ Ps-OH
pocl,
—_——
NH P N + -
CH;0-A // CHO-A // M A\ A-OH
CHO
Ps-OCHj Ps-OCH,  Ps-OH
) (2) (3)
1. HJ, AcOH
52% [2. O:
3. CH;0H/HC)

Ps-OH A-OH Ps-OCH; A-OCH,

HO- A Ps-OH CH;0-A~ T %Y )-Ps-OCH,
\ NH N=
HO-A A-OH CH,0-A A-OCH,
*
Ps-OH Ps-OH Ps-OCH, Ps-OCHj
(4) (3)
A = -CH,-CO-

Ps = -CH,;-CH;-CO- (6), A-OH, Ps-OH statt A-OCH;, Ps-OCH,

[*] Prof. Dr. B. Franck und Dr. D. Gantz
Organisch-Chemisches Institut der Universitit
44 Miinster, Orléans-Ring 23
Dr. F. Hiiper, jetzige Anschrift:
Farbenfabriken Bayer AG
56 Wuppertal-Elberfeld
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gen I11 zur Priifung dieser Vorstellungen durch Fiitterungs-
versuche standen bisher nicht zur Verfiigung!®. Wir
teilen hier ein Verfahren zur Totalsynthese von [a,y-'4C,]-
Uroporphyrin in Form seines haltbaren, als Ausgangs-
material fiir Fiitterungsversuche gut geeigneten Octa-
methylesters (5) mit. Hieraus 146t sich das Uroporphyrino-
gen III durch Hydrolyse und Reduktion leicht gewinnen.

Fiir die spezifische !'*C-Markierung wurden die Methin-
Gruppen a und y ausgewihlt. Zum einen 148t sich hier die
Radioaktivitat wihrend der letzten Schritte einer hin-
sichtlich Stufenzahl und Ausbeute giinstigen konvergieren-
den Synthese' einfithren und zum anderen konnen die
entsprechenden C-Atome wichtiger biogenetischer Folge-
produkte zur Lokalisation der Radioaktivitat selektiv
herausgespalten werden!- ¢,

In Anlehnung an MacDonald!™ und Treibs'®! wurden in
13- bzw. 11-stufigen Synthesen die Dipyrrylmethane (/)
und (3) dargestellt. Um (J) fiir einen anschliefenden
siurekatalysierten Porphyrin-RingschluB in den radio-
aktiven Dialdehyd (2) zu iiberfithren, kam nur die Vils-
meier-Reaktion mit ['*COJ-Dimethylformamid/POCI,
in Betracht. Bei anderen Aldehydsynthesen beeintrichtigt
der erforderliche hohere UberschuB an radioaktivem
Formylierungsreagens die Radioaktivititsausbeute erheb-
lich. Auch bei der Vilsmeier-Reaktion von (/) wurde das
radioaktive Dimethylformamid entgegen der sonst bei
Isotopenmarkierungen iiblichen Verfahrensweise in einem
wenn auch geringeren UberschuB eingesetzt, um das
wegen der langwierigen Darstellung wertvollere Dipyrryl-
methan (/) mit optimaler Ausbeute reagieren zu lassen.
So betrug die Gewichtsausbeute der Uberfiihrung von (1)
in den '“C-markierten Dialdehyd (2) 92.5% bei einer
Radioaktivititsausbeute von 17%,. K ondensation des radio-
aktiven Dialdehyds (2) mit dem Dipyrrylmethan (3) in
Eisessig bei Gegenwart von Jodwasserstoffsiure, an-
schlieBende Luftoxidation und Methylierung mit Metha-
nol/HCl ergaben mit 529, Ausbeute, bezogen auf (2),
den radioaktiven, kristallisierten Uroporphyrin-I1l-octa-
methylester (5), Fp=258-261°C (258-260°C'"}).

[(**CHO),)-Dipyrrylmethan-dicarbaldehyd (2) :

Zu 140 mg (1.9 mmol, 2.5 mCi) ['*CO)-Dimethyl-
formamid® in 0.2 ml wasserfreiem CH,Cl, wurden
unter Eiskiihlung nacheinander 0.18 ml (20 mmol)
POCI,, tropfenweise eine Lésung von 100 mg (0.22 mmol)
des Dipyrrylmethans (/) in 1 ml wasserfreiem CH,Cl,
und 0.05 m! (0.54 mmol) POCI, gegeben. Diese Reaktions-
mischung hielt man 1 Std. auf 20°C, erwiarmte dann 1 Std.
auf 50°C, wobei das CH,Cl, abdestillierte, kiihite wieder
auf 0°C ab, 16ste in 100 ml Eiswasser und versetzte bis zur
schwach alkalischen Reaktion mit Natriumacetat. Nach
drei Tagen wurde das Reaktionsprodukt abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und aus 60-proz. Athanol umkristalli-
siert; 103 mg (92.5%), 0.43 mCi (17%) Dialdehyd (2.

[, y-'4C,])-Uroporphyrin-111-octamethylester (5) :

Eine Losung von 99 mg (0.19 mmol, 0.15 mCi) (2) und
77.6 mg (0.19 mmol) (3) in 120 ml Eisessig wurde mit
0.6 ml 56-proz. HJ in 28 ml Eisessig versetzt!”). Nach
20 min. gab man zu der tiefroten Reaktionsmischung
1.9 g Natriumacetat in 28 ml Eisessig, leitete Luft ein,
saugte nach 24 Std. den dunkelbraunen Niederschlag ab,
lieB ihn geldst in 5-proz. methanolischer HCI 24 Std. bei
20°C stehen und extrahierte nach Zugabe von Eis-
wasser mit CHCIl;. Der getrocknete Riickstand des
CHCl;-Auszugs wurde durch Schichtchromatographie
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