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Metallsulfide sind aktive Katalysatoren fur die Reduktion 
von Nitrilen.[51 Wir konnten bestatigen, da13 [ReS,]--haltige 
Losungen fur die katalytische Hydrierung von Benzonitril zu 
NH, und Dibenzylamin sehr aktiv sind (typische Reaktionsbe- 
dingungen: reines Nitril, 175 "C, 1000 psi H,, 16 h;  75% Um- 
satz, Wechselzahl (turnover number, TON) ca. 3400). Dieser 
Arbeit zufolge sollten Mechanismusmodelle fur metallsulfid- 
katalysierte Hydrierungen von Nitrilen die Moglichkeit der 
Substratbindung am Schwefelatom berucksichtigen. Eine spe- 
kulative, aber logische Erweiterung der hier vorgestellten Ergeb- 
nisse ist, daR es ahnliche Reaktionswege bei der biologischen 
Stickstoffixierung geben konnte, die von Clustern rnit gut zu- 
ganglichen Sulfidliganden katalysiert wird.['6, 17] 

Experimentelles 
NEt,[ReS,] wurde nach der von Exxon modifizierten Vorschrift von Miiller et al. 
hergestellt und durch Metathese in MeCN in das PPhf-Salz uberfuhrt [18]. CF,CN 
wurde von PCR (Gainesville, FL, USA) bezogen. 
PPh,-1, R = CO,CH,: Eine Mischung aus 0.36 g (0.55 mmol) PPh,[ReS,], 0.054 g 
(0.21 mmol) Schwefel und 2.0g (12.41 mmol) 4-NCC6H,CO,Me wurde 1.5 h auf 
85'C erwirmt. In dieser Zeit anderte sich die Farbe der Reaktionslosung von 
Violett nach Dunkelbrdun. Das Produkt wurde rnit 5 mL T H F  extrahiert und durch 
Abkiihlen ausgefallt. Ausb. 0.36 g (72%). Analytisch reine Proben wurden durch 
Umkristallisieren BUS THF/Hexan erhalten. Elementaranalyse her. (gef.) fur 
C,,H,,NO,PReS,: C 43.50 (43.47), H 2.99 (3.24), N 1.54 (1.24), S 24.63 (24.62), 
P 3.40 (3.14); 'H-NMR (500 MHz, CD,CN): 6 = 3.90 (Me, 3H) ,  7.83 (m, 16H), 
7.98 (m. 4H) ,  8.06 (Ar, 2H, J = 0.75 Hz), 8.36 (Ar, 2H, J = 0.75 Hz); "C-NMR 
(125 MHz, [D,]Aceton): 6 = 52.41 (OMe), 118.94 (PPh, J = 88.8 Hz), 129.87, 

J =  2.75 Hz). 139.3, 166.85 (C=O), 181.5 (SCN); IR (KBr): C ~ 1 7 1 4  ( G O ) ,  
1603 (C=N), 1278 cm-' (C=O); MS (Negativ-Ionen-ESI): mjz: 571.8 
(C,H,NO,ReS;). 
Auf dieselbe Weise wurden Synthesen rnit 4-CF,C6H,CN und 4-O2NC,H,CN 
durchgefiihrt: NEt,-1, R = CF,: MS (Negativ-Ionen-ESI): mjz: 581.7 
(C,H,F,NReS;); 'H-NMR (400 MHz; CD,CN): 6 =1.17 (tt, 12H), 3.11 (4, XH), 
7.77 (d, 2H, J = 10 Hz), 8.42 (d, 2H, J = 10 Hz). NEt,-I, R = NO,: MS (Negativ- 
Ionen-ESI): m/z: 558.9 (C,H,N,O,ReS;); 'H-NMR (500 MHz; CD,CN): 
6 =1.09 (tt, 12H), 2.98 (4. 8H) ,  8.28 (d, 2H,  J =  9 Hz), 8.46 (d, 2H,  J =  9 Hz). 
PPh,-2: Eine Losung aus 0.25 g (0.38 mmol) PPhJReS,] und 0.051 g (0.43 mmol) 
NMO in 20 mL MeCN wurde auf - 47 "C gekuhlt und rnit gasformigem CF,CN 
umgesetzt. Die Losung nahm sofort eine braune Farbe an. Man lie6 die Losung auf 
Raumtemperatur kommen. 'Nach 1 h wurde das Solvens aus der schwachgelben 
Losung entfernt, wobei gelbe Mikrokristalle verblieben, die mit 50 mL Hexan gewa- 
schen wurden. Ausb. 0.28 g (86%). Analytisch reine Einkristalle wurden durch 
langsame Diffusion von Hexan in eine Ethanollosung des Produkts erhalten. Ele- 
mentaranalyse ber. (gef.) fur C,,H,,F,N,OPReS,: C 39.11 (39.38), H 2.34 
(2.28), N 3.26 (3.48), S 14.92 (14.75), F 13.26 (12.84), P 3.60 (3.47); I9F-NMR 
(376MHz. CF,CO,H): 6 =13.80, 13.95; IR (KBr): 5=1560 (C=N), 1278 (CF), 
1194 (CF), 1182 (CF) ,  1125 (CF),  960 (Re=O), 630cm-' (CS); MS (Negativ- 
Ionen-EX): mjr: 520.8 (C,F,N,OReS;). 

130.40, 131.37 (PPh, J = 1 2 . 9 H z ) ,  131.58, 135.65 (PPh, J = l O H z ) ,  136.34 (PPh, 
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Ortsspezifische photochemische Spaltung 
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Reagentien, die Proteine thermisch oder photochemisch mit 
hoher Spezifitit spalten, konnten fur die Analyse von Struktur- 
Wirkungs-Beziehungen bei Proteinen, fur die Untersuchung 
struktureller Aspekte von Proteindomanen, fur die Entwicklung 
neuer therapeutischer Wirkstoffe und fur die Umwandlung 
groI3er Proteine in kleinere und damit leichter sequenzierbare 
Fragmente von Nutzen sein."] Der zunehmende Einsatz von 
chemischen Nucleasen in DNA-Spaltungsstudien demonstriert, 
wie auf kleinen Molekulen basierende Reagentien als Werk- 
zeuge in der Molekularbiologie angewendet werden.['. 31 In 
Analogie dazu werden chemische Proteasen zur Manipulation 
von Proteinen verwendet.". 4* '1 Bei der Konstruktion von che- 
mischen Proteasen konnen zwei Herangehensweisen unterschie- 
den werden: 1) Entwicklung von Reagentien, die an das zu 
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spaltende Protein binden ; 2) kovalente Verkniipfung von redox- 
aktiven Metallkomplexen rnit spezifischen Aminosaureresten 
und anschlieRende Spaltung des Proteins durch Aktivierung des 
Metallzentrums. Wir beschreiben hier ein neues Reagens fur die 
photochemische Spaltung von Proteinen, das a) eine hohe Affi- 
nitat zu hydrophoben Proteinbereichen aufweist, b) starke Ab- 
sorption im sichtbaren Bereich zeigt, c) einen langlebigen ange- 
regten Singulett-Zustand hat, der fur Photoreaktionen geeignet 
ist, und d) einen Chromophor enthllt, mit dessen Hilfe die Mi- 
kroumgebungen ausfiihrlich untersucht werden konnen. Die 
Spaltung von Proteinen rnit Licht ermoglicht eine genaue Kon- 
trolle uber Start und Abbruch der Reaktion. Vanadat wurde als 
Photosonde fur Phosphat-Bindungsstellen in Proteinen be- 
nutzt.[61 Es hat jedoch einen geringen Extinktionskoeffizienten 
(fur 1- > 320 nm),I6] und daher werden hohe Vanadat-Konzen- 
trationen benotigt, um einen signifikanten Anteil des einfallen- 
den Lichts einzufangen. Die Anwesenheit mehrerer Vanadium- 
Spezies in Vanadatlosungen erschwert die Identifizierung des 
aktiven Reagens;[6c1 des weiteren induziert Vanadat die photo- 
chemische Spaltung nicht nur an Serin-, sondern auch an vielen 
anderen Resten.[6d1 Wir fanden nun, daD Py-Phe (Schema 1) die 
Vanadat-Photochemie erganzt und die photochemische Spal- 
tung von Rinderserumalbumin (BSA) und Huhnerei-Lysozym 
unter milden Bedingungen ind~zier t .~ ' ]  

Q 
Py-Phe 

Schema 1. Strukturformel der difunktionellen Sonde Py-Phe, die durch Verknup- 
fung von 4-(l-Pyrenyl)buttersCure rnit L-Phenylalanin erhalten wird. 

Die Entwicklung von Py-Phe basiert auf fruheren Studien in 
unserem Labor uber difunktionelle Sonden, bei denen eine hy- 
drophobe und eine hydrophile Gruppe iiber ein Verbindungs- 
stuck (einen ,,Spacer") verkniipft sind.[* ~ l o ]  Difunktionelle 
Sonden machen Bindungsstellen in Proteinen ausfindig, die 
durch einen hydrophoben und einen hydrophilen Bereich in 
enger Nachbarschaft gekennzeichnet sind. Die kovalente Ver- 
kniipfung von 4-( 1 -Pyrenyl)buttersaure rnit L-Phenylalanin er- 
gab die fluoreszierende Sonde Py-Phe (Schema I).["] Durch die 
hydrophile Carboxygruppe von Py-Phe und die Amidverkniip- 
fung wird die Loslichkeit des hydrophoben Pyrengerustes in 
Wasser verbessert. Die hydrophilen Gruppen konnen sich an 
elektrostatischen Wechselwirkungen und Wasserstoffbrucken 
beteiligen. Die GroBe des Abstandes zwischen den hydropho- 
ben und hydrophilen Anteilen (die Spacerlange) spielt eine wich- 
tige Rolle bei der Bindung einer Sonde an Proteine: Die Affni- 
tiit der Sonde zu Proteinen nimmt rnit der Spacerlgnge sowie mit 
der GroBe des hydrophoben Anteils ZU.['] Der langlebige ange- 
regte Singulett-Zustand des Pyrenyl-Chromophors (Halbwerts- 
zeit > 100 ns) fuhrt in Kombination rnit der Redoxaktivitat von 
Cobalt(tr1)-ammin-Komplexen, zu einer ortsspezifischen Pro- 
teinspaltung. 

Wie durch Bindungsstudien gezeigt werden konnte, bindet 
Py-Phe an Proteine. Die Absorptionsbanden von Py-Phe (3 p ~ )  
werden z. B. durch die Bindung an BSA rotverschoben (Abb. 1). 
Die Intensititen der Py-Phe-Absorptionsbanden nehmen rnit 
steigender Proteinkonzentration ab, der isosbestische Punkt 
liegt bei 345 nm. Die Rotverschiebung und der hypochrome Ef- 
fekt lassen auf eine hydrophobe Umgebung des Pyrenyl-Chro- 
mophors schlieBen.181 Die Auswertung"'] der Absorptionstitra- 
tion (Einschub in Abb. 1) ergab eine Bindungskonstante von 
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Abb. 1. Absorptionsspektren von Py-Phe (3 PM) ohne und mit Rinderserumalbu- 
min. Die Spektren zeigen eine Rotverschiebung rnit 4 nm, mit einem isosbestischen 
Punkt bei 345 nm. Oben rechts im Bild ist der Quotient aus der BSA-Konzentration 
und A E . ~  [12] gegen die BSA-Konzentration aufgetragen. Die aus der Auftragung 
bestimmte Bindungskonstante fur die Bindung von Py-Phe an BSA betrlgt 
2.8 k 0.5 x lo6 M - ' .  Die Bindungskonstante fur die Bindung von Py-Phe an Lyso- 
zym betragt 7 k 0.5 x lo5 M-'. A = Absorbdnz. 

(2.8 +_ 0.5) x lo6 M-' .  Die Bindung von Py-Phe an BSA wurde 
auRerdem durch Messung des Circulardichroismus (CD) und 
durch Fluoreszenzspektroskopie bestatigt. Neue positive CD- 
Banden erschienen bei 330 und 345 nm, wenn BSA (50 p ~ )  zu 
Py-Phe (50 p ~ )  gegeben wurde; die freie Sonde wies negative 
CD-Banden bei 336, 351 und 360nm auf. Die Bindung von 
Py-Phe an BSA erhoht die Py-Phe-Fluoreszenzlebensdauer von 
106 ns (freie Sonde, luftgesgttigter Puffer) auf 125 ns (bei einem 
1 : 1-Verhaltnis von Py-Phe zu BSA). Studien zur Fluoreszenzlo- 
schung ergaben, daR an BSA gebundenes Py-Phe gut vor waBri- 
gem Medium geschutzt ist. Die rnit CoHA( = [Co(NH3),J3 +) als 
Loscher ermittelten Stern-Vollmer-Loschkonstanten K,, neh- 
men von 1.9 mM-' (freie Sonde) auf 0.25 mM-' (gebunden an 
BSA) ab. Insgesamt zeigen die spektroskopischen Untersuchun- 
gen, daB die Sonde an das Protein rnit ihrem Pyrenylteil bindet, 
der durch die Proteinmatrix vor dem waRrigen Medium ge- 
schutzt wird. 

Die photochemische Spaltung von BSA wurde durch Be- 
strahlen im Bereich der Absorptionsbanden des Pyrenyl-Chro- 
mophors bei 344 nm in Gegenwart von CoHA (1 ,2  und 10 mM) 
als Elektronenacceptor erreicht und durch Natriumdodecylsul- 
fat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) verfolgt (6 Yo 
Acrylamid; 0.4% Bisacrylamid; 13 % Glycerin; p H  8.4) .[I3] 

Zwei neue Banden, die von BSA-Fragmenten rnit Molekulmas- 
sen von 41 und 28 kDa herruhren (Abb. 2), erscheinen im Gel, 
was den hohen Grad an spezifischer Spaltung veranschaulicht. 
Ware die photochemische Spaltung unselektiv erfolgt, hatte 
man einen Schmier in diesen Spuren beobachtet. In Abwesen- 
heit von entweder einem der beiden Reagentien oder Licht trat 
keine photochemische Spaltung ein (Abb. 2 unten, Spuren 3 
und 8-10): Bestrahlung von BSA und CoHA ohne Py-Phe er- 
gab keine Fragmentierung (Spur 10); Bestrahlung von BSA in 
Anwesenheit oder Abwesenheit von Py-Phe ohne CoHA hatte 
keine Fragmentierung zur Folge (Spur9 bzw. 8). Py-Phe, 
CoHA und Licht sind also fur die photochemische Spaltung 
essentiell. Auch Lysozym konnte photochemisch rnit Py-Phe 
gespalten werden, wobei zwei Fragmente geringer Molekulmas- 
se (1 1 kDa, 3.5 kDa) entstanden. Photochemische Spaltung rnit 
Py-Phe wurde auch bei Myoglobin und Carboxypeptidase 
beobachtet, d. h. das Reagens Py-Phe ist breit anwendbar. 

Die Verwendung anderer Co"'-Komplexe anstelle von CoHA, 
wie Chlorpentaammin-Co'I'Chlorid, [ C ~ ( b p y ) ] ~ '  oder Co"'- 
Sepulchratchlorid, ergab die gleichen Fragmente bei der Spal- 
tung von BSA rnit Py-Phe. Die Spaltung findet wahrscheinlich 
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hohe Affinitat von Py-Phe fur hydrophobe/hydrophile Bereiche 
in Proteinen konnten fur die hohe Spezifitat verantwortlich sein. 

Eingegangen am 30. Dezember 1996, 
veranderte Fdssung am 14. April 1997 [Z 99461 
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Abb. 2. Oben: Das Gelelektrophoresemuster von Rinderserumalbumin (BSA) un- 
ter verschiedenen Bedingungen: Spur I ,  Molekulmassenstandard fur die links ange- 
gebenen Massen; die Spuren 2-8 enthielten BSA (15 p ~ )  und Py-Phe (15 p ~ ) ,  die 
Spuren 3-5 dariiber hinaus 1 mM CoHA und die Spuren 6-8 2 mM CoHA. Die 
Proben in den Spuren 3 .4  und 5 wurden mit Licht der Wellenlange 344 nm fur 20, 
40 bzw. 60 min bestrahlt; die Proben in den Spuren 6-8 wurden 20,40 bzw. 60 min 
bestrahlt. Die Proben liefen von oben nach unten. Unten: Das Gelelektrophorese- 
muster yon BSA unter verschiedenen Bedinguugen: Spur 1, Molekulmassenstand- 
ard fur die links angegebenen Massen; die Spur 2 enthielt BSA (15 PM), die Spu- 
ren 3-7 BSA (15 p ~ ) ,  CoHA (10 mM) und Py-Phe (15 p~), und die Proben waren 
0, 10, 20, 30 bzw. 60 min bestrahlt worden. Spur 8 enthielt nur BSA (15 p ~ ) ,  das 
30 min bestrahlt worden war; Spur 9 enthielt BSA (15 p ~ )  und Py-Phe (15 p ~ ) ,  und 
die Probe war 30 min bestrahlt worden; Spur 10 enthielt BSA (15 p ~ )  und CoHA 
(10 mM), und die Probe war 30 min bestrahlt worden. 

eher an der Pyrenyl- als an der Metall-Bindungsstelle statt. Sin- 
gulett-Sauerstoff ist nicht an diesen Reaktionen beteiligt, da 
Entgasung des Reaktionsansatzes die Photoproduktbildung we- 
der veranderte noch reduzierte. Natriumazid, ein bekannter Lo- 
scher fur Singulett-Sauerstoff, inhibiert die Photoreaktion 
nicht. Bestrahlungen llnger als 20 Minuten erhohten die Bil- 
dung der Photoprodukte nur geringfugig (maximaler Umsatz 
von 21 % fur BSA und 44% fur Lysozym). Verantwortlich fur 
die photochemische Spaltung konnte das Pyrenyl-Radikalkat- 
ion sein, das durch Elektronenubertragung aus dem angeregten 
Py-Phe-Singulett-Zustand auf CoHA entsteht. Gestutzt wird 
diese Hypothese dadurch, darj die Loschung der Py-Phe- 
Fluoreszenz durch CoHA diffusionskontrolliert erfolgt (4.6 x 
lo9 dm3mol- ' s- '), Cot''-Ammin-Komplexe fur die Spaltung 
notwendig sind, Py-Phe allmahlich in der Photoreaktion ver- 
braucht wird und [Co"(H,O)]~ + am Ende der photochemischen 
Reaktion detektiert wurde. Die Fluoreszenz des proteingebun- 
denen Py-Phe wird durch CoHA mit einer niedrigeren Ge- 
schwindigkeit geloscht als die der freien Sonde (Ksv wird durch 
die Bindung an BSA um den Faktor 8 reduziert). Ohne Py-Phe 
fuhrte die Bestrahlung nicht zur Spaltung des Proteins. Der 
Pyrenyl-Chromophor ist wichtig fur die Lichtabsorption und 
die nachfolgende Photoreaktion. Die N-terminale Sequenzie- 
rung der Photoprodukte zur Identifizierung der Spaltstelle war 
nicht erfolgreich, was auf eine mogliche N-terminale Blockie- 
rung hindeutet. Ahnliche N-terminale Blockierungen wurden 
bereits bei anderen Proteinspaltungen beobachtet.['a-c. 61 

Gegenwartig werden Experimente zur Identifizierung der 
Spaltstelle und des fur die photochemische Spaltung verant- 
wortlichen Mechanismus durchgefuhrt. Das Auftreten zweier 
scharfer Banden in den Gelen verweist auf einen einzigen 
Schnitt im Peptidruckgrat mit einem hohen Grad an Spezifitat. 
Die geringe Diffusionsbeweglichkeit des Pyrenyl-Radikalkat- 
ions (im Vergleich zu der des HydroxyI-Radikal~['~]) und die 
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