
deutlich sichtbar, die Tc-0-Valenzschwingungen treten im 
IR-Spektrum bei 909 (symmetrisch) und 880 cm- (antisym- 
metrisch) auf. Im ' H-NMR-Spektrum werden die Methyl- 
protonen bei 6 = 1.606 beobachtet. 

A rbeitsvorschrift 
1x0 mg (0.57 mmol) 4 wurden in 15 mL C,H, gelost und mit 5 mL 30 proz. 
H,O, durch Ruhren bei RaUmtWTIperdtur zur Reaktion gebracht. Erst nach 
24 h begdnn die Ausgangskonzentration an 4 abzunehmen. Nach 3d konnte 
kein 4 mehr nachgewiesen werden. Nach Trennung der Phasen wurde die orga- 
nische Phase mit Nd,SO, getrocknet und durch Chromatographie (Kieselgel 
60, 30 x 2 cm, C,H,) von oligen Reaktionsprodukten befreit. Anschlieknde 
Elution mit C,H,/Diethylether (1/1) ergab eine gelbe Zone. Aus dem Eiudt 
wurde 5 in Form von nadelformigen gelben Kristallen nach langsamem Verdun- 
sten des Losungsmittels (cd. 12 h) erhalten. Ausbeute: 25.0 mg (16.0%). 99Tc 
51.6% (berechnet: 51.94%). EI-MS: Fragmentierung (in Klammern relative 
Intensitit ["A]): C P * ~  (100); Cp*Tco (36); CP*TCO,~ (0.0): C ~ * T C , O , ~  (18). 
Die entsprechenden relativen Intensititen fur 2 unter Phnlichen Bedingungen 
betrdgen 100, 35. 100 und 0.0%. 
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Das aktive Zentrum der Glutathion-Reduktase, 
ein Beispiel fur Nahezu-Ubergangsstrukturen ** 
Von Reiner Sustmann *, Willi Sicking und Georg E. Schulz * 
Professor Christoph Riichardt zum 60. Geburtstag gewidmet 

Das ubiquitare Flavoenzym Glutathion-Reduktase ubt ei- 
ne wichtige Funktion bei intrazellularen Redoxprozessen 
aus, indem es freie Thiole in Form von reduziertem Gluta- 
thion bereitstellt ['I .  Die Katalyse verlauft in zwei trennbaren 

[*I Prof. Dr. R. Sustmann, Dip1:Ing. W. Sicking 
Institut fur Organische Chemie der Universitit 
Postfach 103 764, D-4300 Essen 1 
Prof. Dr. G. E. Schulz 
Institut fur Organische Chemie und Biochemie der Universitat 
AlbertstraBe 21, D-7800 Freiburg 

fordert. 
[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft ge- 

Schritten. Im hier berechneten ersten Schritt werden zwei 
Elektronen von NADPH auf das Enzym iibertragen: 

H e  + N A D P H  + Eox Ere,H, + N A D P O  

wobei das reduzierte Enzym als stabiles Intermediat entsteht. 
Im zweiten Schritt wird dann Glutathiondisulfid reduziert : 

Er,,H, + GSSG =$ E,, + 2 G S H  

Das aktive Zentrum besteht aus einem im Proteininneren 
verborgenen Verbund aus Isoalloxazin (von FAD) und der 
Disulfidbrucke Cys58: Cys63, an den sich auf der Isoalloxa- 
zinseite das reduzierende NADPH und auf der Disulfidseite 
das zu reduzierende Glutathion anlagern ['I. Die Geometrie 
dieser Anordnung ist nun durch Rontgenstrukturanalysen 
rnit Auflosungen zwischen 2.0 8, und 1.54 8, bestimmt wor- 
denr3'. Da das aktive Zentrum in einem sehr dicht gepackten 
inneren Bereich des Proteins weit entfernt von allen intermo- 
lekularen Kontakten des Enzymkristallverbandes liegtL3] 
und da das Enzym im Kristall aktiv bleibt, darf man anneh- 
men, daB die etablierte Geometrie der mittleren Orte der 
Nicht-Wasserstoffatome bis auf 0.1 -0.2 8, mit der Geome- 
trie im zellularen Enzym iibereinstirnmt. Der Ablauf der Re- 
duktion ist bisher nicht im Detail bekannt; unbeantwortet ist 
auch die wichtige Frage, ob es sich urn eine sukzessive Ein- 
elektronen- oder eine Hydridubertragung handelt. 

Wir haben begonnen, die Wechselwirkungen im aktiven 
Zentrum des Enzyms zu analysieren, und zwar mit Rechnun- 
gen auf dem MNDO-Niveau, wobei dessen neueste PM3- 
Parametrisierung Anwendung findetC4]. Diese Rechnungen 
werden durch Storungsrechnungen rnit dem Programm 
PERVALt5], ebenfalls PM 3-parametrisiert, erganzt. Letzte- 
res ermoglicht die direkte Ermittlung der Wechselwirkung 
zweier Molekiile und die Interpretation der Ergebnisse auf 
der Basis kovalenter Stabilisierung, sowie polarer und nicht- 
kovalenter Anteile (,,closed shell repulsion"). Der Analyse 
liegen die Koordinaten der Nicht-Wasserstoffatome aus der 
Rontgenstrukturanalyse, die unter Heranziehung von Stan- 
dardbindungslangen und -winkeln mit Wasserstoffatomen 
versehen wurden, zu Grunde. Da auch semiempirische Rech- 
nungen fur vollstandiges FAD und NADPH zu aufwendig 
sind, wurden die Molekiile auf die fur den Reaktionsablauf 
wichtigen Substrukturen, d. h. Isoalloxazin rnit und auch oh- 
ne Ribit bzw. Dihydronicotinsaureamid mit Ribose, redu- 
ziert. Die Verknupfungsstellen mit dem vernachlassigten Tei- 
len wurden rnit Wasserstoffatomen abgesattigt. Gleichartig 
wurde rnit der Disulfidbrucke zwischen Cys58 und Cys63 
verfahren, wobei die Bindungen zu den nachstfolgenden 
Atomen des Proteins gelost und mit Wasserstoffatomen ab- 
gesattigt wurden. Die Rechnungen zeigen in der Tat, daD die 
fur die Reaktion wichtigen Grenzorbitale der Reaktanten 
ausschlieBlich im Isoalloxazin bzw. im Dihydronicotinsau- 
reamid lokalisiert sind. Auch das fur die Reduktion der Di- 
sulfidbrucke wichtige LUMO der SS-Bindung findet sich in 
dieser wieder. Damit wird unterstrichen, daI3 das umliegende 
Protein zunachst nur die Funktion hat, die reagierenden Mo- 
lekule in einer bestimmten Lage zu fixieren. 

Wir berichten hier iiber zwei Aspekte: 1) Die Wechselwir- 
kung des Dihydronicotinsaureamids von NADPH mit dem 
Isoalloxazin von FAD (siehe 1) und 2) die Wechselwirkung 
des reduzierten Isoalloxazins mit der Proteindisulfidbrucke 
Cys58:Cys63 (siehe 5, unten). Ein Vergleich rnit durch ab- 
initio-Rechnungen bestimmten Ubergangsstrukturen der 
Hydridubertragung von Dihydropyridin auf Formaldehyd 
(siehe 2)[61 und von Methylamin auf das Methyleniminium- 
Ion (siehe 3)['] erweist sich als nutzlich. 
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In 1-3 wird die Struktur des Komplexes aus Dihydronico- 
tinsaureamid und Isoalloxazin von FAD aus der Rontgen- 
strukturanalyse mit den Ubergangsstrukturen der beiden 
ab-initio-Rechnungen verglichen. Augenfallig ist die Uber- 
einstimmung von 1-3 im Bereich der an der Reaktion teil- 

U 

H 

1 
H 

H 

2 3 

nehmenden Atome, wobei festzuhalten ist, dal3 1 noch keine 
Ubergangsstruktur darstellt. Die errechnete Wechselwir- 
kung der Molekiile im Komplex 1 ist rnit f 6 .5  kcal mol-' 
schwach abstooend. Der Abstand der Atome, zwischen de- 
nen das Wasserstoffatom ausgetauscht wird, ist im Enzym 
mit 3.2 8, um ca. 0.5-0.6 8, grol3er als in den Ubergangs- 
strukturen 2 (2.70 8,) und 3 (2.55 A). Die Diskussion, ob die 
an der Reaktion beteiligten Atome eine lineare Anordnung 
einnehmen''', wurde von den ab-initio-Rechnungen zugun- 
sten einer Anordnung rnit einem Winkel von ca. 140-150" 
entschieden. Die Enzymstruktur bildet einen vergleichbaren 
Winkel von 134", was einen ahnlichen Verlauf der Reaktion 
nahelegt. Eine derartige Anordnung fiihrt zu optimalen 
Grenzorbitalwechselwirkungen, wie in 4 fur die domi- 

nierende HOMO~Dihydropyridin~-LUMO~Forma,dehyd~-WechseIwir- 
kung gezeigt wird (vgl. 2). Die PERVAL-Rechnung sagt aus, 
dalj sie in 4 63 % der gesamten kovalenten Stabilisierung des 

Ubergangszustandes der Hydridubertragung ausmacht. Die 
Ausrichtung der Orbitale in 4 unterstreicht, warum eine 
nicht-lineare Anordnung gunstiger ist: Beim Ubergang von 
den Ausgangsmolekiilen zu den Reaktionsprodukten stellt 
sie eine maximale Uberlappung der betroffenen MOs her. 

Das berechnete HOMO des Dihydronicotinsaureamids 
(mit Ribose) im Enzym (siehe 5, oben) hat fast die gleiche 
Struktur wie das des Dihydropyridins (vgl. 4). Das LUMO 
des Isoalloxazins (mit Ribit) weist den grol3ten Beitrag am 
Stickstoffatom N-5 auf, das bei einer Hydridubertragung das 
H-Atom iibernehmen wurde. Dieses LUMO stimmt prak- 
tisch mit dem in 5 (Mitte) dargestellten HOMO des reduzier- 
ten Isoalloxazinrestes FADHO uberein. HOMOaADHe, und 
LUMO(,,,, unterscheiden sich hauptsachlich durch die Bei- 
trage der Atome N-5 und C-4a, wobei im LUMO(,,,) 
der Beitrag von N-5 etwas groDer als der von C-4a ist. Wie 
in 4 tragt die Wechselwirkung HOMO~Dihydronicotina~i~~-LU- 
MO~,soalloxazin) den groljten Anteil zur kovalenten Stabilisie- 
rung bei. Damit ist dies auch die dominierende Wechselwir- 
kung. Aus der Vergleichbarkeit der Strukturen 1-3 und der 
Ahnlichkeit der Wechselwirkungen wird man zu dem SchluB 
gefiihrt, dal3 NADPH und FAD im Enzym fast ideal fur eine 
Hydridiibertragung auf N-5 des Isoalloxazins angeordnet 
sind. 

..... 
r,+..* 
I, , + i 4' 

,Ribit 

5 
P 
Protein 

Im zweiten Schritt iibertragt FADHO Reduktionsaquiva- 
lente auf die Disulfidbrucke Cys58 : Cys63 (vgl. 5, unten). 
Hier stellt der direkte nucleophile Angriff des reduzierten 
Isoalloxazins eine attraktive Moglichkeit dar, die den gangi- 
gen Vorstellungen fur den Angriff eines Nucleophils auf 
FAD ent~pricht~']. Bei einem solchen Angriff geht das Nu- 
cleophil eine kovalente Bindung zu C-4 a des Isoalloxazins 
ein. Kristallstrukturanalyse und Rechnung stutzen einen sol- 
chen Ablauf. Besonders interessant erscheint die nach- 
gewiesene ungewohnliche Konformation der Disulfidbriik- 
kef3], die bei gegebener Lage relativ zum Isoalloxazin zu 
einer exakten Ausrichtung des antibindenden LUMOs der 
Briicke auf C-4a, fuhrt, wie die mal3stabgetreue Reproduk- 
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tion der Kristallstruktur in 5 zeigt. C-4a des Isoalloxazins 
und die S-Atome der Disulfidbriicke liegen linear iibereinan- 
der, und die energetisch fast entarteten Grenzorbitale (HO- 
MO~,,,,e~-LUMO~,-,,,,~ cys63)) ergeben eine kraftige kova- 
lente Wechselwirkung zwischen C-4a und dem Schwefel- 
atom von Cys63.5 unterstreicht zudem die giinstige Ausrich- 
tung der Orbitale fur einen Riickseitenangriff von C-4a auf 
die Disulfidbindung. Der Ablauf 1aDt sich als nucleophile 
Spaltung der SS-Briicke unter Bildung einer kovalenten Bin- 
dung zwischen C-4a des Isoalloxazins und dem S-Atom von 
Cys63 beschreiben. Es sollten Ubertragung des Protons von 
N-5 auf das S-Atom von Cys58@ und Fragmentierung durch 
intramolekulare nucleophile Substitution zu Cys63' und 
Isoalloxazin folgen. Es ist interessant anzumerken, daB die 
MNDO-PM 3-Rechnung fur die Wechselwirkung von FAD 
rnit Cys63', deren relative Lage aus Rontgendaten bekannt 
ist, eine Stabilisierung von -2.6 kcal mol-' und keine Ab- 
stoBung - wie zwischen Molekulen mit abgeschlossener Va- 
lenzschale iiblich -, ergibt. Die Rechnung bestatigt hier of- 
fensichtlich die spektroskopisch nachgewiesene Bildung 
eines CT-Komplexes[', 21 zwischen FAD und Cys63'. 

Die MNDO-PM 3-Rechnungen und die storungstheore- 
tische Analyse der Struktur des aktiven Zentrums der Gluta- 
thion-Reduktase zeigen, daD im Enzym die Reaktionspart- 
ner NADPH und FAD sowie FADHO und Cys58:Cys63 so 
positioniert sind, daD sie auf der Reaktionskoordinate der 
Hydridiibertragung bzw. der nucleophilen Spaltung der Di- 
sulfidbrucke bereits nahe am Ubergangszustand lokalisiert 
sind. Damit entfallt der Entropiebeitrag fiir die Reaktionen, 
was wiederum in Einklang mit Vorstellungen iiber enzymka- 
talysierte Reaktionen ist. Dariiber hinaus werden andere Re- 
aktionsablaufe wie beispielsweise iiber Einelektronenschritte 
unwahrscheinlich. - Weitere Untersuchungen, die auch die 
Reduktion des Glutathions und einige wichtige Aminosau- 
ren im Bereich des aktiven Zentrums einschlieDen, werden 
zur Zeit durchgefiihrt. 
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Erste heterodinucleare Komplexe mit 
Bis(cyclopentadieny1)methan-Brucken ** 
Von Peter Harter *, Gunther Boguth, Eberhardt Herdtweck 
und Jurgen Riede 

Zweikernige Komplexe haben zunehmendes Interesse ge- 
funden"], weil die Moglichkeit besteht, daD die Eigenschaf- 

[*I Dr. P. Hbrter, G. Boguth, Dr. E. Herdtweck, J. Riede 
Anorgdnisch-chcmisches Institut der Technischen Universitbt Munchen 
LichtenbergstraDe 4, D-8046 Garching 

hardt-Lorenz-Stiftung gefordert. 
[**I Diese Arbeit wurde durch die Stiftung Volkswdgenwerk und die Leon- 

ten der beiden Fragmente sich erganzen und zu neuartigen 
Reaktionen fiihren. In neuerer Zeit werden Komplexe rnit 
(C,H,),X-Brucken (X = SiMe, und (CH,),, n = 0,1,2) un- 
ter anderem wegen ihrer Robustheit bevorzugt. Uber die 
besonders interessante heterodinucleare Variante dieser Ver- 
bindungsklasse ist in Ermangelung geeigneter Syntheserou- 
ten bisher jedoch nur wenig bekannt. So wurde lediglich die 
mehrstufige Synthese von heterodinuclearen Fulvalen-Kom- 
plexenL2] und 1,2-Bis(cyclopentadienyl)ethan-verbruckten 
Komplexenr3I beschrieben. Dagegen gibt es bisher keine Bei- 
spiele von heterodinuclearen Komplexen der Bis(cyc1openta- 
dieny1)methan-Reihe. Wir berichten nun iiber einen einfa- 
chen Zugang zu dieser Substanzklasse. 

Wir haben gefunden, daB die von Mueller-Westhoff et 
aLc4] beschriebene Reaktion von Dilithioferrocen rnit 6-Di- 
methylaminofulven zu Bis(6-fulvenyl)ferrocen auf andere 
Komplexe mit Iithiiertem Cyclopenadienylring iibertragbar 
ist. LaBt man Tricarbonyl(lithiocyclopentadieny1)mangan 
1 ['I rnit 6-Dimethylaminofulven 2 a oder 1 -(Dimethylamino- 
methylen)-I H-inden 2bf6] in THF-Losung reagieren, so er- 
halt man nach Hydrolyse und chromatographischer Aufar- 
beitung die neuen Fulvenyl-Komplexe 3a bzw. 3b. 

1 2a, b 3a, b 

e- ICO(CO), 

l 
M n  

(CO), 

5 

I I 
THF M n  Li 

(CO), 

4 

Mo(CO),Br 

Die spektroskopischen Daten dieser Verbindungen sind 
rnit dem dargestellten Strukturvorschlag im Einklang. Eine 
rontgenographische Strukturbestimmung von 3a bestitigt 
diese Formulierung; die Bindungslangen und -winkel sind 
typisch fiir C,H,Mn(CO),-Deri~ate['~ (Abb. 1). Der Fulve- 
nylrest hat die fiir Fulvene charakteristische, ausgepragte 
Alternanz der Doppelbindungen. Der Abstand C6-C7 
(146.6 pm) sowie der Diederwinkel von 16.4" zwischen den 
beiden Ringen deuten auf keine bemerkenswerte n-Wechsel- 
wirkung zwischen dem Manganteil und dem Fulvenylrest 
hin. 

Durch Reaktion von Verbindung 3 a mit ,,Superhydrid" 
(Li[HB(C,H,),]) in THF-Losung erhiilt man nahezu quanti- 
tativ den anionischen Komplex 4, der rnit Hexan als schwach 
gelbes Pulver hllbar ist. Zur weiteren Umsetzung wird 4 
zunachst mit frisch bereitetem Tetracarbonyl(iodo)cobalt ['I 
bei - 78 "C geriihrt. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur 
und Extraktion rnit Hexan wird der Komplex 5 in 63 % Aus- 
beute als rotbraunes 0 1  erhalten. 
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