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Die Aufklärung des Ablaufs der Ozonolyse von Olefinen
durch Criegee[1] war ein Meilenstein in dem Bemühen,
Mechanismen organischer Reaktionen zu verstehen. Schon
1949 wurde erkannt,[2] daû dabei Carbonyloxide die entschei-
denden Zwischenstufen sind. Es gelang aber bis heute nicht,
diese Spezies bei der Umwandlung der Primärozonide in die
Ozonide direkt spektroskopisch nachzuweisen. Ein Zugang
zu Carbonyloxiden besteht hingegen in der Abfangreaktion
von Carbenen mit Sauerstoff unter Matrixbedingungen.[3] Das
unsubstituierte Formaldehyd-O-oxid 1 läût sich jedoch auch
unter diesen Bedingungen nicht isolieren. Bei der Reaktion
von Methylen mit Sauerstoff in einer Argonmatrix wurde nur
Ameisensäure erhalten.[4]

die Nutzung anderer Methoden zur Aktivierung von poten-
tiellen Ausgangsstoffen, z. B. durch Photolyse oder Ultra-
schall.

Experimentelles

3 und 4 : In einer typischen Reaktion wird zu einer Lösung von
[CpCr(CO)2(h3-P3)][11] (0.052 g, 0.2 mmol) und [Fe3(CO)9(m3-S)2][11]

(0.290 g, 0.6 mmol) oder [Fe3(CO)9(m3-Se)2][12] (0.34 g, 0.6 mmol) in Ace-
tonitril (50 mL) unter Rühren bei Raumtemperatur eine Lösung aus
Trimethylaminoxid (44 mg, 0.6 mmol) in Acetonitril (5 mL) getropft. Es
wird weitere 30 min gerührt, wobei die Vollständigkeit der Reaktion
mittels Dünnschichtchromatographie kontrolliert wird. Das Lösungsmittel
wird im Vakuum entfernt und der Rückstand in CH2Cl2 gelöst. Zum
Abtrennen unlöslicher Bestandteile wird die Lösung über Kieselgur
filtriert und anschlieûend dünnschichtchromatographisch an mit Kieselgel
beschichteten Platten getrennt. Eluieren mit n-Hexan liefert eine einzelne
braune Bande bestehend aus 3 (30 mg, 25%) bzw. 4 (46 mg, 32 %).

3 : IR (n-Hexan): nÄ(CO)� 2083(s), 2050(vs), 2014(vs), 1999(m),
1919(m) cmÿ1; EI-MS (70 eV, 180 8C): m/z (%) 579.7 (6) [M�], 523.7 (24)
[M�ÿ 2CO], 439.9 (26) [M�ÿ 5CO], 411.6 (9) [M�ÿ 6 CO], 383.7 (22)
[M�ÿ 7CO], 355.7 (100) [M�ÿ 8CO], 292.7 (52) [M�ÿ 8 COÿPS], 227.7
(25) [M�ÿ 8 COÿPSÿCp]. 1H-NMR (250.113 MHz, 298 K, CDCl3,
TMS): d� 4.90 (d, 3J(P,H)� 1.8 Hz, 5H). 31P-NMR (101.256 MHz, 298 K,
CDCl3, 85-proz. H3PO4 ext.): d� 260.7. Schmp.� 136 ± 137 8C. Elementar-
analyse (%) von C13H5CrFe2O8PS3: ber.: C 26.9, H 0.86; gef.: C 26.2, H 1.3.

4 : IR (n-Hexan): nÄ(CO): 2075(s), 2042(vs), 2006(vs), 1991(m), 1985(s),
1920(m) cmÿ1; EI-MS (70 eV, 180 8C): m/z (%) 721.8 (7) [M�], 665.8 (20)
[M�ÿ 2CO], 581.7 (21) [M�ÿ 5CO], 497.8 (100) [M�ÿ 8 CO], 432.7 (12)
[M�ÿ 8COÿCp], 321.8 (34) [M�ÿ 2 Feÿ 8 COÿCp]. 1H-NMR
(250.113 MHz, 298 K, CDCl3, TMS): d� 4.88 (d, 3J(P,H)� 2.01 Hz, 5H).
31P-NMR (101.256 MHz, 298 K, CDCl3, H3PO4 ext.): d� 235.1 (s, J(P,Se)�
95.9, und 269 Hz); Schmp. 142 ± 143 8C; Elementaranalyse (%) von
C13H5CrFe2O8PSe3: ber.: C 21.6, H 0.69; gef.: C 21.5, H 1.15.
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Die Vorstellung, man könne durch Cycloreversion von
1,2,4-Trioxolan zu Formaldehyd und dessen O-Oxid gelangen,
ist bisher nicht realisiert worden, vermutlich deshalb, weil das
notwendige Ozonid von Ethen nur schwer handhabbar ist.[5]

In der Schwefelreihe sind ± wie in dieser Mitteilung[6] gezeigt
wird ± die Verhältnisse völlig anders. 1,2,4-Trithiolan 3 ist eine
stabile, leicht herstellbare Substanz.[7] Zudem gibt es Gründe,
eine thermische Spaltung von 3 in das dem Criegee-¹Zwitter-
ionª 1 analoge Titelmolekül 2 und Thioformaldehyd 4 zu
versuchen: Zum einen ist eine derartige Cycloreversion von
Huisgen und Rapp[8] erfolgreich zur Herstellung substituierter
Derivate von 2 eingesetzt worden, zum anderen konnten
Bock et al.[9] bei der Pyrolyse von 3 photoelektronenspek-
troskopisch die Bildung von 4 nachweisen.

In der Tat eröffnet die Gasphasenpyrolyse von 3 in
Kombination mit der Matrixisolation der gebildeten Produkte
eine ideale Route zu dem sowohl aus präparativer als auch
aus theoretischer Sicht bedeutsamen System Thiosulfin2/
Dithiiran 5/Dithioameisensäure6.[10]

Wir haben 1,2,4-Trithiolan 3 im Hochvakuum (Quarzrohr:
Durchmesser 8 mm, Heizzone 5 cm, ca. 10ÿ5 mbar, 950 8C)
pyrolysiert und die Reaktionsprodukte mit Argon auf einem
10 K kalten CsI-Fenster kondensiert. Im IR-Spektrum der
gebildeten Matrix treten auûer den bekannten Banden von 3
und 4 (unabhängig durch Pyrolyse von Allylmethylsulfid
erzeugtes 4 gab ein identisches IR-Spektrum) die in den
Tabellen 1 und 2 sowie in Abbildung 1 aufgeführten Ab-
sorptionen auf.

Abbildung 1. Ausschnitt aus dem experimentellen IR-Spektrum (Ar,
10 K) des durch Pyrolyse von 1,2,4-Trithiolan 3 erhaltenen Produktge-
misches.

Fabian und Senning[10] haben die Energie und die Geome-
trie von Thioformaldehyd-S-sulfid 2 auf dem B3LYP/6-311�
G(3df,3pd)-, das IR-Spektrum aber auf dem B3LYP/6-31G*-
Niveau berechnet. Da insbesondere die Lage der S-S-
Streckschwingung stark vom verwendeten Basissatz abhängt
(6-31G*: 586, 6-311�G(3df,3pd): 612, exp: 623 cmÿ1), haben
wir auch für die IR-Spektren Rechnungen nach der erst-
genannten Methode durchgeführt. Wie der Vergleich zeigt,
stimmt das so erhaltene theoretische sehr gut mit dem
experimentellen IR-Spektrum von 2 überein (Tabelle 1).

Nach der Rechnung sind die IR-Banden von Dithiiran 5
viel weniger intensiv als die von 2. In Übereinstimmung damit
zeichnet sich 5 im experimentellen Spektrum durch eine sehr
schwache, aber deutlich sichtbare Bande bei 581 cmÿ1 aus.
Aus den berechneten Bandenintensitäten läût sich abschät-
zen, daû die Cycloreversion von 3 bei 950 8C zu 2 und 5 im
Verhältnis von etwa 2:1 führt. Bei 850 8C findet man weniger
Dithiiran 5 (2 :5� 3.5:1). Bei noch niedrigeren Temperaturen
(650 8C) bleibt das Ausgangsmolekül 3 intakt. Das heiût, bei
der thermischen Spaltung von 3 muû eine beträchtliche
Barriere überwunden werden. Kommt es zu einer Spaltung,
findet bereits während der Pyrolyse teilweise ein thermischer
Ringschluû von 2 zu 5 statt.

Tabelle 1. Berechnetes (B3LYP/6-311�G(3df,3pd), harmonische Nähe-
rung; Intensitäten [km molÿ1] in Klammern) und experimentelles IR-
Spektrum (Ar-Matrix, 10 K) von Thioformaldehyd-S-sulfid 2.

Typ[a] nÄber. [cmÿ1] nÄexp. [cmÿ1]

n1 a' CH2 str. 3264 (2) 3126.3 (vw)
n2 a' CH2 str. 3140 (3) 3010.4 (w)
n3 a' CH2 sciss. 1416 (12) 1366.4 (m)
n4 a' CS str. 1019 (23) 970.9 (m)
n5 a' CH2 rock. 934 (13) 910.2 (m)
n8 a'' CH2 wag. 809 (59) 756.8 (s)
n6 a' SS str. 612 (47) 622.8 (s)
n9 a'' CH2 twist. 575 (3) ±
n7 a' def. 310 (1) ±

[a] str.(stretching)� Streckschwingung, sciss.(scissors)� symmetrische De-
formationsschwingung, rock.(rocking)� asymmetrische Deformations-
schwingung, wag.(wagging)�Kippschwingung, twist.(twisting)�Tor-
sionsschwingung, def.�Deformationsschwingung.

Tabelle 2. Berechnetes (B3LYP/6-311�G(3df,3pd), harmonische Nähe-
rung; Intensitäten [km molÿ1] in Klammern) und experimentelles IR-
Spektrum (Ar-Matrix, 10 K) von Dithiiran 5.

Typ[a] nÄber. [cmÿ1] nÄexp. [cmÿ1]

n6 b1 CH2 str. 3215 (0) ±
n1 a1 CH2 str. 3118 (9) 2986.7 (m)
n2 a1 CH2 sciss. 1461 (2) 1412.0 (w)
n7 b2 CH2 wag. 1072 (2) 1053.0 (m)
n5 a2 CH2 twist. 952 (0) ±
n8 b1 CH2 rock. 944 (3) 928.3 (m)
n3 a1 Ring str. 856 (1) ±
n9 b2 Ring str. 588 (9) 581.0 (s)
n4 a1 SS str. 501 (1) ±

[a] Siehe Fuûnote [a] in Tabelle 1.
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Im UV-Spektrum zeichnet sich 2 durch eine intensive
Bande bei 356 nm aus. Da sogar mit sehr langwelligem Licht
(l> 570 nm; siehe unten) eine Photoisomerisierung möglich
ist, muû die Substanz noch eine zweite, bathochrom verscho-
bene Absorption aufweisen, deren Intensität für eine direkte
Messung unter den angewandten experimentellen Bedingun-
gen jedoch zu gering ist. Dieser Befund steht in Einklang mit
Rechnungen von Fabian und Senning,[10] die für 2 einen
intensiven p!p*-Übergang bei 300 nm und eine sehr schwa-
che n!p*-Absorption bei 373 nm voraussagen. Für 5 konnte
kein ausgeprägtes Absorptionsmaximum gemessen werden.
Das nachstehend diskutierte photochemische Verhalten von 5
fordert aber auch für dieses Molekül eine Absorption im
langwelligen Bereich (bei ca. 500 nm).

Die Pyrolyseprodukte von 3 gehen in Abhängigkeit von der
verwendeten Wellenlänge unterschiedliche Photoreaktionen
ein. Licht der Wellenlänge >385 nm führt zu s-cis- und
s-trans-Dithioameisensäure 6 c bzw. 6 t, wie ein Vergleich mit
den bekannten Matrix-IR-Spektren[11] und den auf dem
B3LYP/6-311�G(3df,3pd)-Niveau berechneten Spektren
(Abbildung 2) beweist. Bestrahlt man die Pyrolyseprodukte
mit noch langwelligerem Licht (l> 570 nm), so zeigen die IR-
Spektren anfangs eine selektive Umlagerung von 2 in 5 an.
Bei fortgesetzter Bestrahlung mit Licht der Wellenlänge

Abbildung 2. Ausschnitt aus den experimentellen (Ar, 10 K) und berech-
neten (B3LYP/6-311�G(3df,3dp)) IR-Spektren der CH2S2-Isomere Thio-
formaldehyd-S-sulfid 2, Dithiiran 5 und s-cis- sowie s-trans-Dithioamei-
sensäure 6 c/6t. Mitte: Experimentelles Differenzspektrum vor und nach
der Bestrahlung der matrixisolierten Produkte der Pyrolyse von 3 mit Licht
der Wellenlänge >570 nm (die positiven Banden wachsen, die negativen
verschwinden bei der Belichtung). Oben: Berechnetes Spektrum einer
10:1:1-Mischung aus 5, 6c und 6t. Unten: Berechnetes Spektrum von 2,
bezogen auf die gleiche Skala.

l> 570 nm nehmen die Banden von 2 weiter ab und man
registriert auûer den Absorptionen von 5 bereits auch die von
6 c und 6 t (Abbildung 2). Wird die Sekundärbelichtung mit
monochromatischem Licht (l� 500� 10 nm) durchgeführt,
beobachtet man zunächst eine teilweise Rückreaktion 5!2,
bis dann letztlich aus dem Photogleichgewicht 5>2 die
endgültige Umwandlung in 6 c und 6 t erfolgt.

Wird das Gemisch der Dithioameisensäuren 6 c und 6 t in
der Matrix mit Licht der Wellenlänge 313 nm bestrahlt, bilden
sich CS und H2S. Ein Wechsel zu Licht der Wellenlänge
254 nm führt zu einem teilweisen Rückeinfang innerhalb des
Matrixkäfigs unter erneuter Bildung von 6. Bei anhaltender
Belichtung, liegt schlieûlich nur noch vermutlich unter Ab-
spaltung von H2 gebildetes CS2 vor.

Bei der direkten Bestrahlung (l� 313 nm) von Trithiolan 3
lassen sich bemerkenswerterweise keine IR-Banden von 2
beobachten, sondern nur diejenigen von Thioformaldehyd 4,
Dithiiran 5 und Dithioameisensäure 6. Wahrscheinlich wird
das aus 3 photochemisch erzeugte Thiosulfin 2 sofort zu den
Isomeren 5 und 6 photoisomerisiert.

Fazit: a) Die Erwartung von Fabian und Senning,[10] daû die
berechneten spektroskopischen Daten von 2 zu dessen
Entdeckung unter Matrixbedingungen führen könnten, hat
sich erfüllt. Damit ist erstmals ein Thiosulfin ± und sogar die
unsubstituierte Stammverbindung ± direkt nachgewiesen
worden, nachdem Huisgen und Rapp[8] bereits 1987 die
Existenz von Thiosulfinen durch Abfangreaktionen deutlich
gemacht haben. b) Die gute Übereinstimmung zwischen den
experimentellen und den berechneten IR-Spektren spricht
dafür, daû die Geometrie (planar, gewinkelt) und die Elek-
tronenstruktur von 2 durch die Rechnungen richtig wieder-
gegeben werden. Danach ist Thioformaldehyd-S-sulfid 2 eher
als ein Dipol (Ylid-Form) und weniger als ein Singulett-
Diradikal aufzufassen.[10] c) Nachdem es kürzlich[12] gelungen
ist, sterisch gehinderte Dithiirane zu isolieren, liegt nunmehr
auch ein Beweis für die Existenz des unsubstituierten Grund-
körpers 5 vor. d) Die berechnete[10] hohe Barriere von
28.6 kcal molÿ1 für die Isomerisierung von 2 in das um
5.9 kcal molÿ1 stabilere Dithiiran 5 (das globale Minimum
wird durch 6 repräsentiert) erklärt, warum der Ringschluû
2!5 einer hohen Temperatur (kinetisch kontrollierte Reak-
tion; je höher die Pyrolysetemperatur, umso mehr 5 ensteht)
oder einer Photoanregung bedarf. Die thermische Schwelle
für die Umwandlung 2/5!6 ist offenbar so hoch, daû sie unter
den angewandten Pyrolysebedingungen nicht überwunden
wird. e) Diese Beobachtung wirft ein neues Schlaglicht auf die
kontrovers diskutierte Frage,[8, 13] ob sich substituierte Thio-
sulfine in Lösung über die entsprechenden Dithiirane in
Dithiocarbonsäureester umwandeln lassen.

Eingegangen am 25. August 2000 [Z 15699]
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Subnanomolar wirksame Inhibitoren aus dem
Computerscreening: eine Modellstudie an der
humanen Carboanhydrase II
Sven Grüneberg, Bernd Wendt und Gerhard Klebe*

Die Suche nach neuen Leitstrukturen in der Pharma- und
der Pflanzenschutz-Wirkstoff-Forschung ist eine zunehmend
zeit- und kostenintensive Aufgabe. Durch neue Methoden der
Targetsuche, die in Zukunft vor allem durch die Resultate des
Genomsequezierungsprogramms mitbestimmt werden,[1] ist
ein deutliches Anwachsen der Zahl interessanter Targets für
neue Therapieansätze zu erwarten. Wie gut ist die Leitstruk-
tursuche auf diese Flut vorbereitet? In den letzten Jahren ist
unter massivem apparativem Aufwand das experimentelle
Hochdurchsatz-Sceening (High-Throughput-Screening, HTS)
etabliert und weitgehend automatisiert worden. Die anfäng-
lich euphorisch bejubelten Zukunftsperspektiven dieser Me-
thode im Hinblick auf das effektive Auffinden neuer Leit-
strukturen sind heute angesichts der enormen Kosten des
Verfahrens sowie der häufig nicht optimalen Qualität und
Quantität der verfügbaren Verbindungen einer realistische-
ren, teilweise pessimistischen Einschätzung gewichen.[2] Da-

her stellt sich die Frage, ob Computermethoden inzwischen so
weit entwickelt sind, dass sie ± nicht als Ersatz, eher als
Ergänzung ± zum Screening nach neuen Leitstrukturen
eingesetzt werden können.

Die Voraussetzungen für das Computerscreening[3] sind
völlig gegensätzlich zu denen für das HTS. Das HTS ist
technologiegetrieben und weist für mehrere strukturell teil-
weise extrem diverse ¹Hitsª die Wechselwirkung mit dem
Target nach. Es eröffnet aber keinerlei Einblicke, warum die
gefunden Verbindungen mit dem Target wechselwirken kön-
nen. Das virtuelle Computerscreening dagegen kann nur dann
eingesetzt werden, wenn Wissen um die Bindung an das
Target vorhanden ist, es ist damit erkenntnisgetrieben. Es
liefert somit die Gründe für die Wechselwirkung mit dem
Target automatisch mit. Nun sind die Zusammenhänge, die
letztlich zur Bindung eines Liganden an ein Protein führen,
sehr komplex und bisher nur teilweise verstanden.[4] Daher
stellt sich die Frage, ob die heute entwickelten Computer-
programme bereits eine Zuverlässigkeit erreicht haben, die
ein solches Computerscreening aussichtsreich erscheinen
lässt.

In einer Modellstudie haben wir für das Enzym humane
Carboanhydrase II nach Inhibitor-Leitstrukturen gesucht.
Voraussetzung ist zunächst die Kenntnis der Kristallstruktur
dieses Enzyms. Weiterhin müssen Programme zur Verfügung
stehen, die eine detaillierte Analyse der Proteinbindungs-
tasche erlauben, um daraus eine geeignete Suchanfrage an
eine Datenbank mit abgespeicherten Leitstrukturkandidaten
zu richten. Zum Übersetzen der Proteineigenschaften in eine
Suchanfrage haben wir eine Reihe neuer Strategien entwi-
ckelt. Anschlieûend wird die Zahl der Suchkandidaten
stufenweise verringert. Unterschiedliche, teilweise neu ent-
wickelte Filter kommen zum Einsatz, die im Hinblick auf
molekulare ¾hnlichkeit, Liganden-Docking und Abschätzen
von Bindungsaffinitäten ausreichend zuverlässig sind.

Als Molekülkandidaten für unsere Suchen setzen wir die
mit dem Programm CORINA[5] generierten Geometrien von
ca. 90 000 Einträgen aus der Maybridge-[6] sowie der Lead-
Quest-Datenbank[7] ein. Letztere enthält insbesondere Ver-
bindungen, die präparativ einfach zugänglich sind, aber
dennoch vom chemischen Standpunkt aus eine groûe Vielfalt
abdecken.[8] Aus kapazitiver Beschränkung wurden nur die 13
besten ¹Hitsª aus diesen Datenbanken einer experimentellen
Überprüfung unterzogen. Unter diesen konnten wir drei in
subnanomolarer, einen in nanomolarer und sieben in mikro-
molarer Konzentration wirksame Inhibitoren entdecken.
Zum wirklichen ¹Proof-of-conceptª wurde von zwei dieser
besten Verbindungen der Bindungsmodus in humaner Car-
boanhydrase II kristallstrukturanalytisch aufgeklärt.

Das Metalloenzym Carboanhydrase II (CAII; EC 4.2.1.1)
katalysiert die reversible Hydratation von CO2 zu HCO3

ÿ.[9]

Ein durch drei Histidinreste koordiniertes Zinkion befindet
sich am Boden einer konischen amphiphilen Bindungstasche.
Eine Isoform der CAII befindet sich in hoher Konzentration
in den Ziliarkörperfortsätzen des Auges und ist dort neben
anderen Enzymen für die Kammerwasserproduktion verant-
wortlich. Ein behinderter Kammerwasserabfluss bei Glauko-
men führt zu einem den Sehnerv schädigenden Augenüber-
druck. CAII-Inhibitoren sind ein effektives Mittel zur Ver-
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