N-Methoxymethyl-S-carbamoyl-Derivat (2a) des Cy-
steins ist bis pH=6 ausreichend stabil (s. Tabelle 1). Im
Vergleich dazu betrégt die Halbwertszeit des unsubstituier-
ten S-Carbamoyl-Derivates (25) aus Cyanat und Cystein
nur etwa 10 min bei 25°C und pH =62l

pH=4-5

R-N=C=0 + -

. ._HN_(I:cho_. -+ + Hy0

CH,
(1) o

pH>6

. -—HN—(IJH—CO—- .
CI:Hz + OH®
S-CO-NHR

(2)

(a), R = ;C-O-CH,; (b),R=H

Methyl-, Athyl- und tert-Butyl-isocyanat reagieren bei
pH=4-7 in wilrigem 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-
wilrigen Milieu (s. Tabelle 1). Bei pH=9.6 ist die Abspal-
tung vom Cystein nach 30 min, vom Glutathion nach
60 min vollstandig.

Tabelle 1. Abspaltung der Schutzgruppe aus Cystein {Cys) und Glutathion
(GSH) bei Raumtemperatur.

SH-Freisetzung [%]

pH t [min] Cys GSH
9.6 30 100 80
8.6 100 100 55
7.6 100 67 20
6.0 180 2 1.5

Methoxymethyl-isocyanat (1a) wurde als Schutzgruppe
zur reversiblen Blockierung der SH-Funktion in Cystein,
Glutathion, Papain und selektiv an Cys!*-Cys3® reduzier-
tem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor aus Rinderorganen!®!
eingesetzt.

Die enzymatische Aktivitit von Papain wurde durch Reak-
tion von Methoxymethyl-isocyanat mit der reaktiven
Thiolgruppe von Cys?® augenblicklich blockiert. Die pro-
teolytische Aktivitit des bei pH = 5.6 inaktivierten Enzyms
lieB sich durch Inkubation bei pH = 8.8 und 20°C innerhalb
von 60 min zu 50% regenerieren.

Die beiden SH-Gruppen der selektiv mit Natriumtetrahy-
dridoborat im Trypsin-Kallikrein-Inhibitor aus Rinder-
organen reduzierten Disulfidbriicke!® lassen sich unter
den beschriebenen Bedingungen quantitativ mit (/a) um-
setzen. Der zweifach S-carbamoylierte Inhibitor ist gegen-
iiber Trypsin vollstindig inaktiv. Die Abspaltung der SH-
Schutzgruppen bei pH=9.5 und 20°C in Gegenwart von
Glycylglycin und die anschlieBende Oxidation der benach-
barten Thiolgruppen zur Disulfidbriicke unter Sauerstoff-
zutritt beim gleichen pH-Wert regenerieren die Aktivitit
des Inhibitors innerhalb von 60 min vollstindig.

Allgemeine Arbeitsvorschrift:

1 umol Peptid oder Protein wurde in 0.5ml 0.2 M Natrium-
succinat-Puffer (pH=4.0) gelost und pro mol Cystein
350 ymol Methoxymethyl-isocyanat ( 1 a ), gelést in Di-
methylformamid [50ut (7a) in 150 ul DMF], bei Raum-
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temperatur unter Riihren zugefiigt. Bei gleichzeitiger leich-
ter CO»-Entwicklung erfolgt innerhalb von 2 min quantita-
tive Umsetzung. Es wird noch 3 min bis zur vollstdndigen
Zersetzung des Reagens geriihrt und anschlieBend die
Losung zur Abtrennung der Reaktionsprodukte und Puf-
fersalze der Gelfiltration an Sephadex G-15 oder Bio Gel
P-2 in 10-proz. Essigsdure unterworfen. Das N-Methoxy-
methyl-S-carbamoyl-Derivat (2a) kann in saurer Lsung
oder aus saurer Losung lyophilisiert aufbewahrt werden.
Mit NaBH, unter Stickstoff reduzierte Disulfidbriicken
konnen direkt im Reaktionsansatz nach Abstumpfen der
zur Zerstorung des iiberschiissigen Reduktionsmittels ver-
wendeten Sdure bei pH=4 mit (/a) umgesetzt werden.
— Papain wird bei pH=15.6 gelost und mit nur 20 statt
350 umol (1a) versetzt.

Zur Abspaltung der SH-Schutzgruppe werden 1 pmol ge-
schiitztes Peptid oder Protein in 0.5ml 0.1 M Tris/HCI-Puf-
fer (pH=9.5) gelost, 1 mg Glycylglycin als Cyanatfinger
zugesetzt und die Losung 60 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Zur Vermeidung unerwiinschter Reoxida-
tionen der SH-Gruppen ist die Abspaltung unter Stickstoff
durchzufiihren.

Eingegangen am 18. Juni 1973 [Z 863]

[1] G. E. Means v. R. E. Feeney: Chemical Modification of Proteins.
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[2} G. R. Stark, W. H. Stein u. S. Moore, 1. Biol. Chem. 235, 3177
(1960): G. R. Stark, ibid. 239, 1411 (1964).

[3] L. F. Kress u. M. Laskowski, Sr., J. Biol. Chem. 242, 4925 (1967).
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[2-+2]-Photocycloadditionen mit
Phenanthren — mechanistische Modelle
fiir Zweistufenprozesse ™

Von Gerd Kaupp'!

Das anhaltende Interesse an konzertierten Singulett- sowie
Triplett-Photocycloadditionen!'! und der experimentelle
Nachweis kinetisch wirksamer Zwischenprodukte beiintra-
molekularen Modellen!? legen mechanistische Ent-
scheidungen auch bei intermolekularen Beispielen nahe.
Wir berichten jetzt liber experimentelle Ergebnisse an ei-
nem typischen Modellsystem (Fluoreszenz, selektive Anre-
gung, keine komplizierende cis/trans-Isomcrisierung) fiir
nicht stereospezifische [2r+ 2n]-Photoadditionen. Man-
gelnde Stereoselektivitit spricht fiir Zwischenprodukte mit
internen Rotationen, jedoch sind zusitzliche Daten not-
wendig, um dem Postulat konkurrierender supra- und anta-
rafacialer Additionen!! zu begegnen. Hierzu sind die Pho-
toadditionen von Phenanthren (1) mit Malein- (3 ) und
Fumarsduredimethylester (2) zu (6) und (7) geeignet'*!,
Das Ergebnis wurde inzwischen durch Annahme von Exci-
plexen!®- ¢ (elektronisch angeregten n-K omplexen mit der
Moglichkeit zur Lumineszenz) sowie nicht synchroner Tri-
plettmechanismen!®! gedeutet. Dagegen fiihrt eine Kombi-
nation von Ausbcute-, Quantenausbeute- und Lumines-
zenzmessungen unter Zuhilfenahme von Molekiilmodellen
zueinem Verstéindnis des kaum variierenden (6) : (7 )-Ver-
hiltnisses (s. Tabelle 1) auf der Grundlage eines zweistufi-
gen Singulettmechanismus{*! entsprechend dem Formel-
schema.

[*] Dr. G. Kaupp
Chemisches Laboratorium der Universitiit
78 Freiburg, Albertstrale 21

[**] Diese Arbcit wurde von der Deutschen Forschungsgemecinschaft
unterstiitzt,
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Fiir den formulierten Singulettmechanismus sind die fol-
genden Befunde relevant:

1. Die Lebensdauer der Phenanthren-Fluoreszenz
(011 =0.13) ist mit 57.5ns!"! verhiltnism#Big grof.

2. Die Phenanthren-Fluoreszenz wird von (2) und (3)
(4.5-10"2mol/l; Benzol) zu 92 bzw. 48% geldscht!*l
3. Die Reaktion mit (3) wird von Sauerstoff nicht verlang-
samt, sondemn beschleunigt.

4. Die von Phenanthren sensibilisierte Isomerisierung der
Olefine (2) und (3 ist in Benzol verhéltnismaBig langsam
und verlduft in beiden Richtungen (s. Tabelle 1).

5. In Athylbromid, welches die Bildung von Triplett-
Phenanthren begunstigt (die Phenanthren-Fluoreszenz ist
in Athylbromid 12-mal schwicher alsin Benzol), tritt neben
Bildung von (6) und (7) eine schnelle Umwandlung
(3)—(2) ein (s. Tabelle 1).

(1) +(2)

(1) +(3)

Neben den Loschdaten und dem pridparativ wichtigen
Sauerstoffeinflul belegen AusmaB und Richtung der sensi-
bilisierten cis/trans-Isomerisierungen, dal unter den expe-
rimentellen Bedingungen eine Spinumkehr im elektronisch
angeregten Phenanthren kaum zum Zuge kommt, wenn
diese nicht durch duBere Schweratomeffekte beschleunigt
wird. Das in allen Fillen praktisch gleiche (6):(7)-Ver-
hiltnis!®! belegt eine ~ nach Molekiilmodellen plausible
- gegenseitige Umwandlung der Zwischenprodukte (4)
und (5). Hierfur spricht auch eine scheinbare Diskrepanz:
Die Anfangsquantenausbeuten sind fiir die Reaktionen von
Phenanthren mit (2) und (3) innerhalb der Fehlergrenze

gleich [$=0.010; 4.5-10"2 mol/l (2) oder (3); Benzol;
N.], obwohl (2) die Phenanthren-Fluoreszenz viel wir-
kungsvoller 16scht als (3) (siche oben). Ein Vergleich der
sensibilisierten Olefin-Isomerisierungen unter Standardbe-
dingungen (s. Tabelle 1) zeigt jedoch, daB (2) schneller
isomerisiert als (3).

Offenbar bildet Fumarsidureester {2) bei nahezu gleicher
Annidherungsgeometrie mit elektronisch angeregtem Phen-
anthren zwei isomere Zwischenprodukte (4) und (4,
wobei die Fluoreszenzfihigkeit verlorengeht®®!. Das syn-
Zwischenprodukt (4'), welches bestenfalls (6), jedoch
nicht (7) bilden konnte, zerfillt dann wieder zu Phenan-
thren und (2) oder (3), weil durch partielle Rotation um
die neu gebildete 6-Bindung — auch im Einklang mit Mole-
kiilmodellen — die sterische Hinderung und gleichzeitig
die Orbitaliiberlappung der radikalischen Zentren ab-
nimmt. Die Reaktion mit (3) erfordert nicht die wenig

®

(6)

R= COzCH3

plausible Annahme von (5’). Bei den anti-Rotameren (4)
und (5 ) ist die Orbitaliiberlappung fiir die Vierringbildung
zu (6) bzw. (7) giinstiger (vgl. auch!®), jedoch iiberwiegt
der Zerfall zu (1) und (2) bzw. (1) und (3), wie die
geringen Quantenausbeuten zeigen.

Zur weiteren Sicherung des Formelschemas dienen die
Belichtungen von (6) (Fp=114°C)l*% ynd (7)™
(Fp=116°C). Aus (6) (Anregung der ldangstwelligen Ab-
sorptionsbande) bildet sich Phenanthren schneller als aus
(7) (s. Tabelle 2), und bei partiellem oder weitgehendem
Umsatz von (6 ) liBt sich — im Einklang mit dem Zwischen-
produktmechanismus — chromatographisch (7) isolieren.

Tabelle 1. Selektive Belichtung von 1.12 mmol Phenanthren (1) in Gegenwart von 11.2 mmol (2) oder (3)

[a].

Olefin Losungsmittel (1) (6) (7) (2)/(3)
[mi] Umsatz [%] Ausb. [%] Ausb. [%] [b]

(2) Benzol, 250 34 17.5 11.5 93/7

(3) Benzol, 250 31 18 12 5.5/94.5

(2) Benzol, 50 55 20 13.5 87/13

(3) Benzol, 50 50 29 19 8/92

(3) Benzol, 50 [c] 89 4 29 5/95

(3) C,H;Br, SO 81 33 22 >99/1

[a] Quecksilber-Hochdrucktauchlampe Hanau Q-81: Wertheimer UVW-55-Filterglas [% Transmission: <1
(A=315nm): 12.5 (334); 31 (365); <1 (410)]; N2; 20°C; 12h; Anthracen-Verunreinigungen im Phenanthren werden
durch Belichtung konzentrierter Losungen, Filtration und Sublimation entfernt.

[b] Nach Reaktionsabbruch.
[c] Bei Durchleiten von Sauerstoff.
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Tabelle 2. 313-nm-Belichtung von 107 mol/l (6) und (7) [a]; Ausbeute
an Phenanthren (1) [b] und Quantenausbeute ¢ [c].

Reaktionsmedium Ausb. (1} [%] Ausb. (1) [%]
d aus (6) daus(7)

CH3CN/N2 95 0.75 82 045

CH,CN/O, 96 0.8 80 04

1.0 mol/l trans-Pipe-

rylen in CH;3CN/N, 92 075 67

C,HsBr/N; 50 045 35

[a] Bandpass 4.8 nm; 20°C
[b] UV-Analyse nach vollstindigem Umsatz.
[¢] Phenanthren-Bildung bis etwa 30 % Umsatz.

Weitere Hinweise geben die unterschiedlichen Fluoreszenz-
Intensititen [(6): ¢m=0015; (7): ¢rn=0.15; Cyclohe-
xan/N,; 20°C; AM™ =313, 326, 337 Sch, 355 Sch, 375
Sch; Stokessche Verschiebung: 4nm] und Photolyse-Ge-
schwindigkeiten [(6) schneller als (7)] bei — 190° (Ather/
Alkohol-Glas)!!?], Da demnach bei den Photoreversionen
—trotz konkurrierender Lumineszenz — keine wesentlichen
thermischen Aktivierungsbarrieren auftreten, wird erneut
deutlich, daB stufenweise Mechanismen mit moglichst ge-
ringer geometrischer und chemischer Anderung bei jedem
Teilschritt zutreffen, und es ist zu schlieBen, daB die cis-di-
substituierte Vierringbindung in (6) zuerst gespalten wird
[vel (7)}

Auch die Photoreversioncn verlaufen ohne voriibergehende
Multiplizitdtsdnderung, wie Quantenausbeute- und Aus-
beutc-Messungen unter variierten Bedingungen zeigen (s.
Tabclle 2):

1. Sauerstoff hat keinen wesentlichen EinfluB aufdie Quan-
tenausbeuten und Phenanthrenausbeuten.

2. Der iibliche Triplettloscher rrans-Piperylen vermindert
die Bildungsgeschwindigkeit von Phenanthren aus (6 ) fast
nicht; eine Verlangsamung der Phenanthrenbildung aus
(7) ist wegen verminderter Produktausbeute zu erwarten.

3. In Athylbromid wirkt kein giinstiger Schweratomeffekt
fir die Phenanthrenbildung: Verminderte Anfangsge-
schwindigkeit und verminderte Ausbeute laufen parallel.

Es wird angenommen, daBl die Rotameren (4) und (5)
[auch (4')] teilweisc von zugesetzten oder wihrend der
Reaktion entstehenden Stoffen zu den uneinheitlichen
(wahrscheinlich polymerisierenden) Nebenprodukten ab-
gefangen werden, wcil Phenanthren unter den Bestrah-
lungsbedingungen auch bei verlingerter Belichtung stabil
ist. Dic Ergebnisse zeigen, daB sehr verschiedene Beobach-
tungen, welche nach der Mcthodc der Potentialhyperfla-
chen offenbar nicht vorausberechnet werden konnen!'3],
auf empirisch-cxperimenteller Grundlage zusammenhén-
gend verstdndlich sind!!*. Die Versuche legen nahe, Varia-
tionen von Anfangsquantenausbeuten unter dem Einflu3
von Triplettloschern oder von mdglichen Schweratomef-
fekten nur dann im Sinne von Triplettmechanismen zu
deuten, wenn nicht zugleich dic Produktausbeute betricht-
lich variiert.

Eingegangen am 19. Juni 1973 [Z 865]
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CIDNP-Nachweis einer photokatalysierten
C—C-Spaltung bei der UV-Bestrahlung
von Glykolaldehyd in wiiliriger Losung

Von Karl-Gerhard Seifert und Joachim Bargont’]

Glykolaldehyd (1) kann als einfachster Zucker und Modell
fir Aldosen angesehen werden. Sein photochemisches Ver-
halten ist daher von Interesse in der Biochemie.

Wir haben (1) in wélBriger Losung photolysiert und die
Produkte anhand der chemisch induzierten dynamischen
Kernspin-Polarisation (CTDNP)!! untersucht. Da sich (/)
in Wasser im Gleichgewicht mit zwei dimeren Formen
und seincm Hydrat befindet, ist das 'H-NMR-Spektrum
ziemlich komplex: der monomecre Aldehyd liegt so nur
zu 4%, vor'? und verursacht die schwachen Resonanzlinien
bei 6=9.7 (Formyl-H) und 4.5 ppm (Methylen-H)!34,

Wiihrend der UV-Bestrahlung!3® einer ncutralen Losung
von (1) in D;O im aufgebohrten Probenbehilter eines

OH

10 [I]H 0
L 7 cnz-cfH CH;-OH
h bl
) et al
100 90 80 70 50 50 L0 30
~— §[ppm]

Abb. 1. a) "H-NMR-Spektrum von (1) in D;O: b) CIDNP-Spektrum
von (1) wihrend der UV-Bestrahlung.

[*] Dr. K.-G. Seifert und Dr. J. Bargon [**]
Molecular Physics Department, IBM Rescarch Laboratory
San Jose, California 95193 (USA)

[**] Korrespondenzautor.
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