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Die Angabe cis bezieht sich auf die Sulfinyl- und SLi-Gruppen.

In frilheren Arbeiten konnten wir zeigen, daB die Enthiolatalkylierung unter
vollstindiger Retention der Konfiguration verlduft [23]. Die Konfiguratio-
nen der Ketendithioacetale wurden mit Hilfe von NOE-Differenzstudien be-
stimmt, die an den entsprechenden S-Benzylketendithioacetalen durchgefiihrt
wurden.

Um die zum Nebenisomer gehorenden !H-NMR-Signale zu bestimmen, wur-
den die Verbindungen 4 Deprotonierungs-/Protonierungssequenzen mit unter-
schiedlichen Basen (NEt,, NaH) unterworfen. Nachdem das Referenzspek-
trum des Nebenisomers bestimmt worden war, konnten die lsomerenver-
hiltnisse der ungereinigten Produkte 4 durch Messen der Integrale der beiden
Singuletts der MeS-Gruppen im gespreizten 'H-NMR-Spektrum bestimmt
werden.

4a,: CyH,,0S;: trklin, Raumgruppe P1, a=7.617(4), b= 8.499(5),
¢=9.576(4) A, x = 80.18(2), B = 80.75(2), y = 68.74(2)°, ¥ = 566.0 (5) A?,
Z=2, M, =2224, p=1305Mgm~3 Siemens-P3/PC-Diffraktometer,
Moy,-Strahlung (hochorientierter Graphitkristall-Monochromator, 2 =
0.71073 A). Die Struktur wurde mit dem Siemens-SHELXTL-PLUS-Pro-
gramm (PC-Version) gelost und mit Volle-Matrix-kleinste-Quadrate-Metho-
den verfeinert. Der Absorptionskoeffizient betrug 0.611 mm ™! und der 20-Be-
reich 3.0 bis 56.0°. (/20-Scan, Scan-Bereich (w) 2.30°, T=173K,
2 Standardreflexe wurden nach der Registrierung von jeweils 98 Reflexen
gemessen. 2663 Reflexe gesammelt, davon 2464 unabhingige und 2179 als
beobachtet eingestufte, keine Absorptionskorrekturen, 165 verfeinerte Para-
meter, isotrope Verfeinerung, R = 0.0375 (Rw = 0.0574). Die kristallographi-
schen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser Verdffentlichung beschrie-
benen Struktur wurden als ,,supplementary publication no. CCDC-179-147*
beim Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der Daten
kénnen kostenlos bei folgender Adresse angefordert werden: The Director,
CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ (Telefax: Int. +1223/336033;
E-mail: deposit@ chemcrys.cam.ac.uk).

Untersucht man die NMR-Spektren systematisch, so stellt man fest, daf die
chemischen Verschiebungen der an die stereogenen Zentren gebundenen Proto-
nen und der MeS-Gruppen des Nebenisomers relativ zu denen des Hauptiso-
mers zu tieferem Feld verschoben sind.

N.T. Anh, O. Eisenstein, Nouv. J. Chim. 1977, {, 61-70; N. T. Anh, F. Maurel,
J-M. Lefour, New J. Chem. 1995, 19, 353—364; N. T. Anh, Orbitales frontiéres
— Manuel pratique, InterEditions CNRS Editions, Paris, 1995.

[20] Ein analoges Modell ist zur Erkldrung der Resultate von x-Sulfinylenolat-Alky-

[21]

[22]

23]

420

lierungen vorgeschlagen worden: M. Fujita, M. [shida, K. Manako, K. Sato,
K. Ogura, Tetrahedron Lett. 1993, 34, 645—-648.

Erste Ergebnisse mit einer (E)/(Z)-Mischung von 3d,, die hauptséchlich das
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tion und die Umlagerungsselektivitit voneinander unabhingig sind (vgl.
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Synthese und Charakterisierung photolabiler
Verbindungen, die Noracetylcholin innerhalb von
Mikrosekunden freisetzen **

Ling Peng, Jakob Wirz und Maurice Goeldner *

O\/\N!/ N\n/o\/\N(/ R *
ON I -l o E o - ' on -

Aus photolabilen Vorstufen kdnnen biologisch aktive Mole-
kiile zeitlich und rdumlich kontrolliert freigesetzt werden. Diese
Vorstufen sind wichtige Werkzeuge beim Studium schneller bio-
logischer Prozesse.!'! Die Hydrolyse des Neurotransmitters
Acetylcholin (ACh) durch Acetylcholin-Esterase (AChE)!?! ist
ein besonders schneller enzymatischer Prozel mit einer Wech-
selzahl (TON, turnover number) von nahezu 20000 s~ !.B3! Die
Kenntnis der dreidimensionalen Struktur der AChE™*! und eini-
ger AChE-Inhibitor-Komplexe!® hat zu einem besseren Verstand-
nis der Struktur-Funktions-Beziehungen bei Cholin-Esterasen
gefiihrt, angesichts der hohen TONs aber auch neue, dringende
Fragen zum Transport von Substrat und Produkten zum akti-
ven Zentrum hin bzw. von ihm weg aufgeworfen.[® 71 Zeitaulge-
16ste Kristallographie wére zur Untersuchung dieser Fragen auf
atomarem Niveau und in Echtzeit die ideale Methode, vorausge-
setzt Verbindungen wéren verfiigbar, die die effiziente und syn-
chronisierte Initilerung des dynamischen Prozesses sicherstel-
len.®! Die photolabilen Vorstufen 1a—3a!® und 1b—3b!'% von
Cholin, dem Produkt der AChE, bzw. Carbamoylcholin, einem

H / o]
R R X

1a:R = Me 1b: R =Me 1c:R=Me
2a:R=H 2b:R=H 2c:R=H
3a: R = CH;NCS 3b: R = COOH

AChE-Substrat, konnten kiirzlich hinsichtlich ihrer Wechselwir-
kung mit AChE und ihrer potentiellen Verwendbarkeit in zeit-
aufgelosten kristallographischen Untersuchungen bewertet wer-
den.!'V

Wir berichten hier iiber Synthese und Charakterisierung eines
neuen Typs photolabiler Verbindungen (1¢ und 2¢), die sich fiir
zeitaufgeldste Untersuchungen mit AChE eignen sollten. Es
handelt sich um 2-Nitrobenzylderivate von Noracetylcholin
(N,N-Dimethylaminoethylacetat), einer dem Acetylcholin stark
dhnelnden Verbindung.!?! Die Hydrolyse von Noracetylcholin
durch AChE verlduft dhnlich wie die des natiirlichen Substrats
Acetylcholin.?- 121 So kénnte die Hydrolyse von Noracetylcho-
lin, das aus seiner Vorstufe am aktiven Zentrum photochemisch
generiert wird, als Modellreaktion fiir das Studium des Kata-
lysemechanismus von AChE unter den Bedingungen der zeit-
aufgelosten Kristallographie dienen.
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Schema 1. Postulierter Mechanismus der photochemischen Fragmentierung von
2-Nitrobenzylderivaten von Noracetylcholin.
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1:R=Me 3:R=Me
2:R=H
c
b | 99%
95 %
N/ o I
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NO, I d.e NO,
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1c:R=Me 4:R =Me
2c:R=H 5:R=H

Schema 2. Reagentien und Bedingungen: a) HOCH,CH,NH,, NaBH,CN, ZnCl,,
MeOH; b) CH,0, NaBH,CN, ZnCl,, MeOH; ¢) HOCH,CH,NHMe, NaBH,CN,
ZnCl,, MeOH; d) CH,COC], Triethylamin, CH,Cl,; e) Mel, CH,CN.

2-Nitrobenzylgruppen sind als photolabile Schutzgruppen 3!
zur Maskierung oder ,,Einsperrung® biologisch aktiver Mole-
kille verwendet worden.!** '*! Die photochemischen Fragmentie-
rungen unterschiedlicher 2-Nitrobenzylderivate wie Ether, Car-
bamate, Carbonsdureester und Amine sind in Analogie zur
photochemischen Freisetzung von ATP aus 2-Nitrobenzyl-p*-
ester von ATP [,,eingesperrtes™ (caged) ATP]'*%! untersucht wor-
den,!!" 141 wobei der Abbau eines aci-Nitro-Intermediates (Sche-
ma 1) mit der Bildung von ATP korreliert wurde. Die Verbindun-
gen 1cund 2 ¢ sind die ersten Beispiele fiir ,,eingesperrte Effekto-
ren, die als quartire Ammoniumsalze vorliegen, bei denen an das
Ammonium-Zentrum eine 2-Nitrobenzylgruppe gebunden ist.

Die Synthesen von 1¢ und 2c sind in Schema 2 wiedergege-
ben. Die 2-Nitrobenzylgruppe wurde entweder durch reduktive
Aminierung™®! von 2-Nitroacetophenon 1 mit Ethanolamin
oder von 2-Nitrobenzaldehyd 2 mit N-Methylethanolamin in
Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid und Zinkchlorid ein-
gefiihrt. Die tertidren Amine 4 und 5 wurden nachfolgend acety-
liert und methyliert, was zu den Produkten le¢ bzw. 2¢ in
> 80 % Gesamtausbeute fiihrte.

Die photochemische Freisetzung von Noracetylcholin aus
1c wurde UV-spektroskopisch, HPL-chromatographisch und
durch einen Enzymassay verfolgt (Abb. 1). Die beobachteten
isosbestischen Punkte in den UV-Absorptionsspektren (Abb. 1a)
sind mit einem gleichfdrmigen photochemischen Abbau in Ein-
klang. Dies wurde durch quantitative HPLC-Analysen (Abb. 1 b)
und durch den Noracetylcholin-Assay (Abb. 1¢) bestitigt, nach
denen die Menge des photolysierten Reaktanten mit der Menge
entstandenen Nitrosoprodukts und Noracetylcholins iiberein-
stimmten. Diese Ergebnisse weisen auch auf eine stdchiometri-
sche Bildung von Noracetylcholin aus der Vorstufe 1¢ hin.

Die Quantenausbeuten der Reaktionen von 1 ¢ und 2¢ (Tabel-
le 1) wurden durch Vergleich des Umsatzes mit dem der Reak-
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Abb. 1. Eine Lésung aus 1¢ (0.2 mM) in 50 mm Phosphatpuffer wurde bei pH 7.2
mit einer Hg-Xe-Lampe bei 364.5 nm bestrahlt. a) Wihrend der Photolyse aufge-
nommene UV-Spektren. Die unterste Kurve bei 230 und 300 nm und die oberste
Kurve bei 260 nm riihren von der Absorption des Reaktanden 1¢ her. B) Aliquote
(20 pL der bestrahiten Lésung wurde HPL-chromatographisch analysiert. Die Ver-
bindung I ¢ wies eine Retentionszeit von 8.9 min auf. Das Signal bei 4.7 min stammt
vom Nebenprodukt der Photolyse, 2-Nitrosoacetophenon. ¢) Photochemisch frei-
gesetztes Noracetylcholin wurde quantitativ mit einem Enzymassay nachgewiesen,
wobei 100 uL Aliquote der bestrahlten Lsung verwendet wurden.

Tabelle 1. Spektroskopische Daten, Parameter der Photofragmentierungen und In-
hibierungskonstanten von 1¢ und 2c¢.

Verb. e[M™ em™'] [a] K[s™'] [b] @I K [uM] [d]
1c 3900(254 nm) 2.82x10* 0.10 0.70 + 0.06
2¢ 5100(262 (nm) 2.90 x 10% <0.01 4.52 4035

[a] Absorptionsspektren von 0.1 M Phosphatpufferldsungen bei pH 7.2 und 20 °C.
[b] Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung des Abbaus des aci-Nitro-Interme-
diats. [c] Quantenausbeute. [d] Inhibierungskonstanten fiir Acetylcholin-Esterase.

tion von 1-(2-Nitrophenyl)ethylcarbamoylcholin (@ = 0.25) be-
stimmt.[® *?1 Zwar ist die Abhingigkeit der Quantenausbeute
von 2-Nitrobenzylderivaten vom «-Benzylsubstituenten be-
kannt,!!- 14 die GréBe des Unterschieds zwischen 1e und 2¢ ist
dennoch bemerkenswert. Die niedrige Quantenausbeute bei der
Bestrahlung von 2¢ kénnte die Anwendung in zeitaufgeldsten
Studien an AChE limitieren.

Bei einer Laser-Blitzphotolyse (351 nm) von 1c und 2e trat
bei ca. 400 nm eine voriibergehende Absorption auf (Abb. 2
oben), die fiir ein aci-Nitro-Intermediat charakteristisch
ist.l!- 14151 Die Zwischenstufe bildete sich innerhalb des 20 ns
dauernden Laserpulses, und der nachfolgende Abbau verlief
exakt als Reaktion erster Ordnung (Abb. 2 unten). Die Ge-
schwindigkeitskonstanten des Abbaus hingen im physiologisch
bedeutsamen pH-Bereich zwischen 6.5 und 8.0 nicht vom pH-
Wert ab und betragen ca. 2.8 x 10* s 1. Dieser Befund kdnnte
mit dem in Schema 1 postulierten Reaktionsmechanismus er-
klart werden: Die Freisetzung von Noracetylcholin ist unab-
hidngig vom pH-Wert, da das benzylische Stickstoffatom des
aci-Nitro-Intermediates positiv geladen bleibt. Uberraschender-
weise beeinfluBBt der Substituent an der a-Benzylposition die
Abbaugeschwindigkeit nicht: Die Signalintensititen der aci-
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Abb. 2. Laser-Blitzphotolyse von 1¢ bei 351 nm (1.5 mM 1¢in 0.1 M Phosphatpuf-
fer, pH 7.2, 20°C). Oben: Transiente Absorptionskurve 1 us nach dem Laserpuls.

Unten: Kinetische Verfolgung der Absorptionsdnderung des Intermediates bei
400 nm. Der Pfeil zeigt den Beginn des Laserblitzes an.

Nitro-Intermediate von 1c¢ und 2c¢ fielen mit sehr dahnlichen
Geschwindigkeiten ab (Tabelle 1). Wir nehmen an, daB die meB-
bare Abbaugeschwindigkeit der aci-Nitro-Intermediate mit der
Geschwindigkeit der Freisetzung des korrespondierenden Pro-
dukts gleichgesetzt werden kann.[!>

Sowohl 1 ¢ als auch 2 ¢ zeigten bei gereinigter Torpedo-Acetyl-
cholin-Esterase inhibierende Wirkung. Die Inhibierungskon-
stanten liegen im mikromolaren Bereich (Tabelle 1) und kor-
respondieren mit den fiir aromatische, eine quartire Ammo-
niumgruppe aufweisende Molekiile erwarteten Werten. AChE
blieb vollig stabil, wenn es den Laserblitzen (351 nm) ausgesetzt
wurde. Das photolytisch aus 1c¢ entstandene Nebenprodukt,
2-Nitrosoacetophenon, hatte sogar bei einer Konzentration von
1 mM keine toxischen Einfliisse auf die Aktivitit der Acetylcho-
lin-Esterase (Daten hier nicht prasentiert).

Wir konnten zeigen, dafl die Photolyse von 1¢ und 2¢ zu
Noracetylcholin iiber ein aci-Nitro-Intermediat fiihrt. 1c weist
ausgezeichnete kinetische Eigenschaften fiir die photochemische
Freisetzung von Noracetylcholin auf (k= 2.82x10*s™!,
20 °C). Die Geschwindigkeitskonstante dieser photochemischen
Fragmentierung &hnelt der TON der Acetylcholin-Esterase
(kx~2x10*s™1). Die Quantenausbeute der Photolyse von 1c
sollte eine ausreichende photochemische Freisetzung von Nor-
acetylcholin sicherstellen. So ist 1¢ unter allen bisher synthetisier-
ten Verbindungen die, deren Einsatz in zeitaufgeldsten kristallo-
graphischen Studien zur Untersuchung des Reaktionsmechanis-
mus von Acetylcholin-Esterase am aussichtsreichsten ist.

Experimentelles

Die Details aller photochemischen Reaktionen, des AChE-Aktivitdtsassays und der
Studien zur Inhibierung von AChE durch Liganden sind in Lit. [9] geschildert.
1c: Gelbe Kristalle. Schmp. 143 - 145 °C. *H-NMR (300 MHz, CDCl;): 6 = 1.78 (d,
3H, J =4.5Hz), 1.97 (s, 3H), 2.92 (s, 3H), 3.08 (s, 3H), 3.65-3.72 (m, 2H),
4.32-441 (m, 2H), 5.39 (q, 1H, J =4.5Hz), 7.59-7.64 (m, 1H), 7.71-7.76 (m,
1H), 7.84-7.88 (m, 2H); MS (FAB, positive Ionen): m/z (%): 281.1(100)
[C,.H,,;N,0,]; passende Elementaranalyse.

2¢: Gelbe Kristalle, Schmp. 123-125 °C. 'H-NMR (300 MHz, CDCl,): § = 2.17 (s,
3H), 3.37 (s, 3H), 3.38 (s, 3H), 4.30-4.35 (m, 2H), 4.65-4.72 (m, 2H). 5.60 (s,
2H), 7.74-7.93 (m, 2H), 8.13-8.18 (m, 1 H), 8.34-8.39 (m, 1 H), MS (FAB, positi-
ve lonen): m/z{%):267.1 (100) [C;,H,N,0,}; passende Elementaranalyse. HPLC-
Analysen: C18-Umkehrphasen-Sdule (250 mm x 3.9 mm), isokratische Eluierung
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mit einer Mischung aus 30 % Acetonitril und 70 % einer wiBrigen Losung aus 5 mM
Natriumdodecylsulfat und 5 mm Natrumsulfat bei pH = 2.00.

Enzymatischer Assay fiir Noreacetylcholin: 100 uL-Aliquote von Photolyseproben
wurden zu 900 pL einer Losung aus einer Einheit Acetylcholin-Esterase, funf Ein-
heiten Cholin-Oxidase, vier Einheiten Peroxidase, 0.74 mM 4-Aminoantipyrin,
0.34 mm CaCl, - H,O und 5.3 mM Phenol in 50 mum Tris-Puffer (pH =7.8) gegeben.
Nach 30 min bei 25 °C wurde die Rotfirbung bei 505 nm gemessen. Die entspre-
chende Menge Noracetylcholin wurde durch Messungen von Referenzldsungen

bestimmt. Eingegangen am 23. September 1996 [Z 9581]
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Ungewohnlich stabile Organoquecksilberhydride
und -radikale **

Eiichi Nakamura,* Yong Yu, Seiji Mori und
Shigeru Yamago

Das Interesse an der Charakterisierung der bis vor kurzem
schwer faBbaren Organoquecksilberhydride!!! nimmt stetig zu.
Die Hydridreduktion von Organoquecksilberchloriden ist eine
wichtige Methode zur Bildung von Kohlenstoffradikalen.!?!
Man nimmt an, daf3 diese Reaktion in drei Schritten ablduft:
Bildung eines Organoquecksilberhydrids, homolytische Spal-
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