
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. 

[*] Dr. G. Kaupp 
Chemischcs Ldboratorium der Universltit 
78 Freiburg, Albertstralle 21 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
untcrstutzt. 
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Fur den formulierten Singulettmechanismus sind die fol- 
genden Befunde relevant: 
1. Die Lebensdauer der Phenanthren-Fluoreszenz 
(4&, =0.13) ist mit 57.5 ns[73 verhlltnisrnlflig groB. 
2. Die Phenanthrerr-Fluoreszenz wird von (2) und (3) 
(4.5.W2 mol/l; Benzol) zu 92 bzw. 48% g e l o ~ c h t ~ ~ ~ .  
3. Die Reaktion mit (3) wird von Sauerstoff nicht verlang- 
samt, sondern beschleunigt. 

4. Die von Phenanthren sensibilisierte Isomerisierung der 
Olefine (2) und (3) ist in Benzol verhaltnism%ig langsam 
und verlauft in beiden Richtungen (s. Tabelle 1). 
5. In Athylbromid, welches die Bildung von Triplett- 
Phenanthren begunstigt (die Phenanthren-Fluoreszenz ist 
in Athylbromid 12-ma1 schwacher als in Benzol), tritt neben 
Bildung von ( 6 )  und (7) eine schnelle Umwandlung 
( 3 ) - + ( 2 )  ein (s. Tabelle 1). 

\ 

yy$ 

gleich [$=O.OlO; 4.5.10-2 mol/l (2) oder (3); Benzol; 
Nz], obwohl (2) die Phenanthren-Fluoreszenz vie1 wir- 
kungsvoller loscht als (3) (siehe oben). Ein Vergleich der 
sensibilisierten Olefin-Isomerisierungen unter Standardbe- 
dingungen (s. Tabelle 1) zeigt jedoch, daf3 ( 2 )  schneller 
isomerisiert als (3). 
Offenbar bildet Fumarsaureester (2)  bei nahezu gleicher 
Annaherungsgeometrie mit elektronisch angeregtem Phen- 
anthren zwei isomere Zwischenprodukte ( 4 )  und ( 4 ) ,  
wobei die Fluoreszenzfahigkeit verl~rengeht[~]. Das syn- 
Zwischenprodukt (4 ' ) ,  welches bestenfalls ( 6 ) ,  jedoch 
nicht (7) bilden konnte, zerfallt dann wieder zu Phenan- 
thren und (2) oder (3),  weil durch partielle Rotation um 
die neu gebildete cT-Bindung - auch im Einklang mit Mole- 
kiilmodellen ~ die sterische Hinderung und gleichzeitig 
die Orbitaluberlappung der radikalischen Zentren ab- 
nimmt. Die Reaktion rnit (3) erfordert nicht die wenig 

- Nebenreaktionen f 

1 

Neben den Loschdaten und dem praparativ wichtigen 
SauerstoffeinfluB belegen AusmaD und Richtung der sensi- 
bilisierten cisltrans-Isomerisierungen, daD unter den expe- 
rimcntellen Bedingungen eine Spinumkehr im elektronisch 
angeregten Phenanthren kaum zum Zuge kommt, wenn 
diese nicht durch auRere Schweratomeffekte beschleunigt 
wird. Das in allen Fiillen praktisch gleiche (6) : (7)-Ver- 
haltnis'" belegt eine - nach Molekiilmodellen plausible 
- gegenseitige Umwandlung der Zwischenprodukte ( 4 )  
und ( 5 ) .  Hierfur spricht auch eine scheinbare Diskrepanz: 
Die Anfangsquantenausbeuten sind fur die Reaktionen von 
Phenanthren rnit (2) und (3) innerhalb der Fehlergrenze 

plausible Annahme von (5'). Bei den anli-Rotameren ( 4 )  
und ( 5 )  ist die Orbitaluberlappung fur die Vierringbildung 
zu (6) bzw. (7) gunstiger (vgl. auchI2]), jedoch uberwiegt 
der Zerfall zu ( I )  und ( 2 )  bzw. (1) und (3), wie die 
geringen Quantenausbeuten zeigen. 
Zur weiteren Sicherung des Formelschemas dienen die 
Belichtungen von ( 6 )  (Fp= 1 14°C)[101 und (7)'"l 
(Fp= 116°C). Aus (6) (Anregung der langstwelligen Ab- 
sorptionsbande) bildet sich Phenanthren schneller als aus 
(7) (s. Tabelle 2), und bei partiellem oder weitgehendem 
Umsatz von (6) laBt sich - im Einklang rnit dem Zwischen- 
produktmechanismus - chromatographisch (7) isolieren. 

Tabelle I .  Selektive Belichtung von 1.12 mmol Phenanthren ( I )  in Gegenwart von 11.2 mmol (2) oder (3) 
[.I. 
Olefin Losungsmittel ( 1 )  ( 6 )  (7) /2)/(3) 

lmll  Umsatz [%I Ausb. [%I Ausb. [%] P I  
( 2 )  Benzol, 250 34 17.5 I I  5 93 11 
1 3 )  Benzol, 250 31 18 12 5 5194.5 
( 2 )  Benzol, 50 55 20 13.5 87/13 

i 3 )  Benzol, 50 [c] 89 44 29 5/95 
i 3 )  CZHSBr, SO 81 33 22 >99/1 

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

[a] Quccksilber-Hochdrucktauchlampe Hanau 4-81 : Wertheimcr UVW-55-Filterglas [Yo Transmission: < 1 
(h=31Snm); 12.5 (334); 31 (365); < 1 (410)]; Nz;  20°C; 12h; Anthracen-Verunreinigungen im Phcnanthren werdcn 
durch Belichtung konzentrierter Losungen, Filtration und Sublimation entfernt. 
[b] Nach Reaktionsabbruch. 
[c] Be1 Durchleiten von Sauerstoff. 
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Tahelle 2. 313-nm-Belichtung von 
an Phenanthren (I) [b] und Quantenausbeute 4 [c]. 

mol/l (6) und (7) [a]; Ausbeute 

Reaktionsmedium Ausb. ( I !  [;;I ALisb. ( i )  ['Yo] 

4 aus ( 6 )  4 aus (7) 

CHJCNiN2 95 0.75 82 0.45 
CH3CN/O? 96 0.8 80 0.4 
1 .0 mol/l truns-Pipe- 
rylen in C H J C N / N ~  92 0.75 67 
C2 H Br!N 50 0.45 35 

[a] Bandpass 4.8 nm; 20°C 
[h] L'V-Analysc nauh vollstlndigem Umsatz. 
[c] Phcnanlhren-Bildung his etwa 30% IJmsat?. 

Weitere Hinweise geben die unterschiedlichen Fluoreszenz- 
Intensitaten [ ( 6 ) :  +FI=0.015; (7): +FI=0.f5; Cyclohe- 
xan/N2; 20°C; ?$?=313, 326, 337 Sch, 355 Sch, 375 
Sch; Stokessche Verschiebung: 4 nm] 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, dafi stufenweise Mechanismen mit moglichst ge- 
ringer geometrischer und chemischer Anderung bei jedem 
Teilschritt zutreffen, und es ist zu schliefien, dafi die cis-di- 
substituierte Vierringbindung in (6) zuerst gespalten wird 
[vgl. (711. 
Auch die Photoreversionen verlaufen ohne voriibergehende 
Multiplizitltsanderung, wie Quantenausbeute- und Aus- 
bcutc-Messungen unter variierten Bedingungen zeigen (s. 
Tabcllc 2): 
1. Sauerstoff hat keincn wcscntlichen Einflufi aufdie Quan- 
tenausbeuten und Phcnanthrenausbeuten. 
2. Der ubliche Triplettliischer trans-Piperylen vermindert 
die Bildungsgeschwindigkeit von Phenanthren aus (6) fast 
nicht ; eine Verlangsamung der Phenanthrenbildung aus 
f 7) ist wegen verminderter Produktausbeute zu erwarten. 
3. In Athylbromid wirkt kein gunstiger Schweratomeffekt 
fur die Phenanthrenbildung: Verminderte Anfangsge- 
schwindigkeit und verminderte Ausbeute laufen parallel. 
Es wird angenommen, daB die Rotameren ( 4 )  und ( 5 )  
[auch ( 4 ' ) ]  teilweisc von zugesetzten oder wahrend der 
Reaktion entstehenden Stoffen zu den uneinheitlichen 
(wahrscheinlich polymerisierenden) Nebenprodukten ab- 
gefangen werden, wcil Phcnanthren unter den Bestrah- 
lungsbedingungen auch bei verlangerter Belichtung stabil 
ist. Die Ergcbnisse zeigen, daB sehr verschiedene Ueobach- 
tungen, welclie nach der Mcthodc dcr Potentialhyperfla- 
chen offenbar nicht vorausbercchnct werden konnen" 31, 

auf empirisch-cxperimenteller Grundlage zusammenhin- 
gend verstandlich sindl'"]. Die Versuche legen nahe, Varia- 
tionen von Anfangsquantenausbeuten unter dem EinfluB 
von Triplettloschern oder von moglichen Schweratomef- 
fekten nur dann im Sinnc von Triplettmechanismen zu 
deuten, wenn nicht zugleich die Produktausbeute betracht- 
lich variiert. 
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CIDNP-Nachweis einer photokatalysierten 
C-CSpaltung bei der UV-Bestrahlung 
yon Glykolaldehyd in waBriger Liisung 

Von Kurl-Grrhard Se!fif~'rt und Joachim Baryon[*] 

Glykolaldehyd ( 1 )  kann als einfachster Zucker und Model1 
fur Aldosen angesehcn werden. Sein photochemisches Ver- 
haltcn ist daher von Interesse in der Biochemie. 
Wir haben (1) in waDriger Liisung photolysiert und die 
Produkte anhand der chemisch induzierten dynamischen 
Kernspin-Polarisation (CIDNP)"] untersucht. Da sich ( I )  
in Wasser im Gleichgewicht mit zwei dimeren Formen 
und seincm Hydrat befindet, ist das ' H-NMR-Spektrum 
ziemlich komplex: der monomcre Aldehyd liegt so nur 
zu 4% vor['] und verursacht die schwachen Resonanzlinien 
bei 6 = 9.7 (Formyl-H) und 4.5 ppm (Methylen-H)[3"1. 

Wiihrend dcr UV-Bes t rah l~ng[~~]  einer ncutralen Losung 
von ( I )  in DzO im aufgebohrten Probcnbehiilter eines 

a1 

100 9 0  80 70 60 5 0  10  30  - S[ppml 

Ahb. 1. a) 'H-NMR-Spektrum von ( I )  in D20:  b) CIDNP-Spektriim 
von ( I )  wlhrend der UV-Bestrahlung. 
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