
Die Synthese und Verfutterung eines spezifisch 3H- und 
I4C-markierten Hydroxyloganins werden zur Zeit in Zu- 
sammenarbeit rnit Herrn Prof. A. R. Battersby, Cambridge, 
England, durchgefiihrt. 
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5'-Nitrate yon P yrimidin-Nucleosiden : 
Salpetersaure-Analoge der Nucleotide['"**] 
Von F .  W Lichtenthuler und H. J. Miiller['] 

Bei direkter Umsetzung ungeschiitzter Pyrimidin-Nucleo- 
side rnit Salpetersaure kann, je nach Reaktionsbedingun- 
gen, Nitrierung an C-5 der Nucleobase mit zusatzlicher 
Oxidation der 5'-Hydroxygruppe zur Carbonsaure[21 oder 
Nitratisierung der Zucker-Hydroxyfunktionen zu Di-0- 
und Tri-0-nitro-nucleosiden eintretenL3' 'I. Wir beschrei- 
ben nun Bedingungen, die es gestatten, aus Ribo- und 
Desoxyribonucleosiden direktt51 und in praparativ brauch- 
baren Ausbeuten 5'-0-Nitro-nucleoside (Nucleosid-5'-ni- 
trate), z. B. ( I )  - (3) ,  darzustellen, die als Salpetersaure- 
Analoga der 5'-Phosphate pharmakologisches Interesse 
beanspruchen. 
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So liefert Uridin bei Umsetzung mit 90-proz. Salpetersaure 
(1.5h, -70°C) ein Gemisch, das neben etwa 40% Aus- 
gangsverbindung 5'-0-Nitro-uridin (I) und zwei Di- 
0-nitrate im Verhaltnis 5:  1 enthalt. Hieraus IaDt sich ( I )  
durch Essigester-Extraktion in 44-proz. Ausbeute als Na- 
deln vom Fp= 139°C und [a]gO+ 16"[h1 gewinnen, wah- 
rend aus der Dinitrat-Fraktion bislang nur das 3',5'-Di-O- 
nitro-uridin durch schichtchromatographische Auftren- 
nung als Blattchen vom Fp= 179-182°C und [u]iO+ 12", 
Ausbeute 5 % ,  rein erhalten wurde. 

Bei Anwendung der genannten Bedingungen auf 2'-Des- 
oxyuridin lassen sich das 5'-0-Nitrat (2), Fp=  175"C, 
[u];" = +42", in 20-proz. Ausbeute neben 13% 3',5'-Di-O- 
nitro-2'-desoxyuridin, Fp = 113°C (129°C'31), [a];' = 
+ 12", gewinnen. Aus Cytidin entsteht unter den gleichen 
Bedingungen ein 5: 1-Gemisch aus dem 5'-0-Nitrat (3) 
und zwei Dinitraten, aus dem sich (3) in 46-proz. Ausbeute 
als Nadeln vom Fp=  160-161 "C, = +28", abtrennen 
1aI3t. 
Der Beweis fur das Vorliegen der 5'-0-Nitrate folgt eindeu- 
tig aus den NMR-spektroskopischen Daten von (1)-(3), 
insbesondere aus der Lage der 5'-CH,-Signale, die im Ver- 
gleich zu denen der Ausgangsverbindungen um etwa 
1.2 ppm paramagnetisch verschoben sind. 
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Dieses Verfahren der direkten 5'-O-Nitratisierung diirfte 
sich problemlos zur Darstellung weiterer 5'-O-Mononitrate 
von Pyrimidin-Nucleosiden heranziehen lassen. 

5'-0-Nitro-uridin ( I  ) 

In 7.5ml 90-proz. HNO, (p=1.48), auf -70°C gekuhlt, 
werden unter kraftigem Riihren 1.2g (4.9mmol) Uridin 
eingetragen. Die nach kurzer Zeit klare Losung wird 1 h 
bei - 70°C und nach Zusatz weiterer 7.5 ml90-proz. HNO, 
nochmals 30min bei - 70°C gerUhrt['! Das Gemisch wird 
sodann in Eiswasser (80ml) eingeriihrt, mit 50ml Essigester 
uberschichtet und durch anteilweise Zugabe von festem 
NaHCO, neutralisiert. Die waDrige Phase18' wird mit Es- 
sigester (6 x 50ml) extrahiert, die vereinigten Extrakte wer- 
den getrocknet (MgS04) und eingedampft. Rei Aufnahme 
des schaumigenRiickstandes in heiBem.~ili;unol, Behandeln 
rnit Aktivkohle und langsamem Abkiihlen kristallisiert (I)  
(530 mg, 37%) in Form farbloser Nadeln vom Fp= 139 "C, 
[a];'= + 16" (c= 1, DMF). 
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Methoxymethyl-isocyanat ah neue reversible SH- 
Schutzgruppe in der Protein- und Peptidchemie 
Von Harulrl Tschusche und Helmut Jeriny"] 

Die gebrauchlichen Blockierungsreagentien zur Alkylie- 
rung, Mercurierung oder Oxidation der SH-Gruppe des 
Cysteinsr'] fiihren zur irreversiblen Derivatisierung der 
Thiolfunktion. 
Wie wir fanden, eignet sich Methoxymethyl-isocyanat (1 a) 
ausgezeichnet zur raschen und selektiven Carbamoylierung 
von Cystein-SH bei pH=4-5 in waBrigem Milieu und 
bei Raumtemperatur. Die Reaktion zu (2a)  verlauft sehr 
rasch und ist bei UberschuD an Reagens in weniger als 
2 min vollstandig. Unter den genannten Bedingungen re- 
agieren die a- und &-Aminogruppen nicht. Das gebildete 
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N-Methoxymethyl-S-cabamoyl-Derivat ( 2  a )  des Cy- 
steins ist bis p H = 6  ausreichend stabil (s. Tabelle 1). Jin 
Vergleich dazu betragt die Halbwertszeit des unsubstituier- 
ten S-Carbamoyl-Derivates ( 2  b )  aus Cyanat und Cystein 
nur etwa 10 rnin bei 25°C und pH=6rz1. 

DIJ = 4-5 

Methyl-, Athyl- und tert.-Butyl-isocyanat reagieren bei 
pH=4-7 in waDrigem Milieu nur sehr langsam und sind 
daher wenig geeignet. 
Die Deblockierung der SH-Funktion unter Abspaltung 
der N-Methoxymethyl-carbamoyl-S-Schutzgruppe gelingt 
leicht und unter schonenden Bedingungen im alkalisch- 
warjrigen Milieu (s. Tabelle I) .  Bei pH = 9.6 ist die Abspal- 
tung vom Cystein nach 30 min, vom Glutathion nach 
60 min vollstandig. 

Tdbelle 1. Abspaltungder Schutzgruppe aus Cystein (Cys) und Glutathion 
(GSH) bei Raumtemperatur. 

SH-Freisetzung [X] 
PH t [min] cys GSH 

9.6 30 100 80 
8.6 100 100 55 
7.6 I00 67 20 
6.0 180 2 I .5 

Methoxymethyl-isocyanat ( 1  a) wurde als Schutzgruppe 
zur reversiblen Blockierung der SH-Funktion in Cystein, 
Glutathion, Papain und selektiv an C y ~ ' ~ - C y s ~ ~  reduzier- 
tem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor aus Rinder~rganen '~]  
eingesetzt. 
Die enzymatischc Aktivitat von Papain wurde durch Reak- 
tion von Methoxymethyl-isocyanat rnit dcr reaktiven 
Thiolgruppc von Cys2' augenblicklich blockiert. Die pro- 
teolytische Aktivitat des bei pH = 5.6 inaktivierten Enzyms 
lie0 sichdurch Inkubation bei pH = 8.8 und 20°C innerhalb 
von 60 rnin zu 50% regenerieren. 
Die beiden SH-Gruppen der selektiv rnit Natriumtetrahy- 
dridoborat im Trypsin-Kallikrein-Inhibitor aus Rinder- 
organen reduzierten Dis~l f idbrucke[~~ lassen sich unter 
den beschriebenen Bedingungen quantitativ rnit ( I  a) um- 
setzen. Der zweifach S-carbamoylierte Inhibitor ist gegen- 
uber Trypsin vollstiindig inaktiv. Die Abspaltung der SH- 
Schutzgruppen bei pH=9.5 und 20°C in Gegenwart von 
Glycylglycin und die anschlierjende Oxidation der benach- 
barten Thiolgruppen zur Disulfidbriicke unter Sauerstoff- 
zutritt bcim gleichen pH-Wert regenerieren die Aktivitat 
des Inhibitors innerhalb von 60 rnin vollstandig. 

Allgerneirw Arbeitscorsclzvijt: 
1 kmol Peptid oder Protein wurde in 0.5 m10.2 M Natrium- 
succinat-Puffer (pH =4.0) gelost und pro mol Cystein 
350 pmol Methoxymethyl-isocyanat ( I  a)[41, gelost in Di- 
methylformamid [Sop1 ( l a )  in 150pl DMF], bei Raum- 

temperatur unter Riihren zugefugt. Bei gleichzeitiger leich- 
ter C02-Entwicklung erfolgt innerhalb von 2 rnin quantita- 
tive Umsetzung. Es wird noch 3 rnin bis zur vollstandigen 
Zersetzung des Reagens geriihrt und anschliel3end die 
Losung zur Abtrennung der Reaktionsprodukte und Puf- 
fersalze der Gelfiltration an Sephadex G-15 oder Bio Gel 
P-2 in 10-proz. Essigsaure unterworfen. Das N-Methoxy- 
methyl-S-carbamoyl-Derivat (2 a )  kann in saurer Losung 
oder aus saurer Losung lyophilisiert aufbewahrt werden. 
Mit NaBH4 unter Stickstoff reduzierte Disulfidbriicken 
konnen direkt im Reaktionsansatz nach Abstumpfen der 
zur Zerstorung des iiberschussigen Reduktionsmittels ver- 
wendeten Saure bei p H = 4  rnit ( I  u )  umgesetzt werden. 
- Papain wird bei pH = 5.6 gelost und wit nur 20 statt 
350 pmol ( l a )  versetzt. 
Zur Abspaltung der SH-Schutzgruppe werden I pmol ge- 
schutztes Peptid oder Protein in 0.5 mlO.1 M Tris/HCl-Puf- 
fer (pH=9.5) gelost, 1 mg Glycylglycin als Cyanatfanger 
zugesetzt und die Losung 60 rnin bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Zur Vermeidung unerwiinschter Reoxida- 
tionen der SH-Gruppen ist die Abspaltung unter Stickstoff 
durchzufii hren. 
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[Z + 2]-F%otocycloadditionen mit 
F'benanthren - mechanistische Modelle 
fur Zweistufenprozesse[**l 

Von Gerd Kaupp"] 
Das anhaltende Interesse an konzertierten Singulett- sowie 
Triplett-Photocycloadditionen['l und der experimentelle 
Nachweis kinetisch wirksamer Zwischenprodukte bei intra- 
molekularen Modellen ['I legen mechanistische Ent- 
scheidungen auch bei intermolekularen Beispielen nahe. 
Wir berichten jetzt iiber experimentelle Ergebnisse an ei- 
nem typischen Modellsystem (Fluoreszenz, selektive Anre- 
gung, keine komplizierende cisltrans-Isomcrisierung) fur 
nicht stereospezifischc [2x  + 2111-Photoadditionen. Man- 
gelnde Stereoselektivitat spricht fur Zwischenprodukte rnit 
internen Rotationen, jedoch sind zusiitzliche Daten not- 
wendig, um dem Postulat konkurrierendcr supra- und anta- 
rafacialer Additionen''] zu begegnen. Hierzu sind die Pho- 
toadditionen von Phcnanthren ( I  )I3] rnit Malein- (3) und 
Fumarsauredirnethylester ( 2 )  zu (6) und ( 7 )  geeignetr4'. 
Das Ergebnis wurde inzwischen durch Annahme von Exci- 
p l e ~ e n [ ~ . ~ ]  (elektronisch angeregten x-Komplexen mit dcr 
Moglichkeit zur Lumineszenz) sowie nicht synchroner Tri- 
plettmechanismenr"' gedeutet. Dagegen fuhrt eine Kombi- 
nation von Ausbcute-, Quantenausbeute- und Lumines- 
zenzmessungen unter Zuhilfenahmc von Molekiilmodellen 
zu einem Verstandnis des kaum variierenden (6) : (7)-Ver- 
haltnisses (s. Tabelle 1) auf der Grundlage eines zweistufi- 
gen Singulettrne~hanismus~~l entsprechend dem Formel- 
schema. 
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