Abb. 1. Kalottenmodelle (aus CHARMmM/QUANTA-Simulationen) der
Komplexe 2 - 6 (a), 2- 8 (b) und 3 - 5 (c). Man erkennt die optimale Lage des
polarisierten Phenylrings (a) und Iodatoms (b) zum induzierenden N® des
Rezeptors 2.

Die freien Bindungsenthalpien fiir die Substrate 4 und 6-8
sind im makrocyclischen Wirt 1 jeweils etwa 7 kJ mol ™! ho-
her als im halboffenen Analogon 2 (Tabelle 1). Ursachen fiir
diese Differenz konnen entropische Effekte sein oder die un-
glinstige Enthalpie von Wassermolekiilen, welche innerhalb
des Rezeptorhohlraums weniger Wasserstoffbriicken bilden
konnen als auBerhalb!”). Molekiilmechanik-Simulationen
von 1 in einer Wasserbox mit dem CHARMm-Programm '®
zeigen, daB das Azoniacyclophan 1 in der Tat im oder nahe

Abb. 2. Aus CHARMm/QUANTA-Simulationen erhaltene Darstellung des
Azoniacyclophans 1 mit finf Wassermolekilen im Hohlraum; Wasserstoff-
briicken im Hohlraum sind gestrichelt dargestellt.

am Hohlraum ungefdhr fiinf Wassermolekiile enthilt, wel-
che insgesamt an nur etwa fiinf Wasserstoffbriicken beteiligt
sind (Abb. 2); Wassermolekiile auBerhalb des Hohlraums
sind dagegen durch durchschnittlich vier Briicken pro Mole-
kiil stabilisiert.
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Synthese, Struktur und Catalase-artige Wirkung
eines neuartigen Oxo-verbriickten,

vierkernigen Mangankomplexes mit

kurzen Sauerstoff-Sauerstoff-Abstiinden

Von Robert T. Stibrany und Sergiu M. Gorun*
Professor Stephen J. Lippard zum 50. Geburtstag gewidmet

Vierkernige Mangankomplexe sind wegen ihrer Bedeu-
tung fiir das katalytische Zentrum bei der photosyntheti-
schen Wasserspaltung von griinen Pflanzen und Cyano-
bakterien Gegenstand intensiver Untersuchungen!'). Eine
Mn,-Gruppe ist fiir die Kupplung von zwei Wassermolekii-
len und die Freisetzung von molekularem Sauerstoff [Gl. (a)]
im Photosystem II (PSII)!?! von essentieller Bedeutung.

2H,0 —» O, + 4H® + 4¢° (a)

Wihrend dieses Prozesses durchliuft die Mn,-Einheit
fiinf Oxidationsstufen, S, bis S,, wobei S, den am stirksten
reduzierten Zustand benennt®®! in dem ein Mn'- und drei
Mn"-Zentren vorliegen!!l. Ergebnisse aus EXAFS- und
EPR-Untersuchungen legen fiir die Mn-Ionen eine Umge-
bung aus Sauerstoff-Donoratomen nahe!*-?l. Die Metall-
atome sollten iiber Oxo-, Hydroxo- oder Alkoxogruppen
verbriickt sein. Zwei Hydroxogruppen — aus diesen entsteht
durch Deprotonierung und Kupplung O, — wurden fiir den
So-Zustand postuliert !, Fiir den Reaktionsablauf ist auch
die Anwesenheit von Calcium-Ionen notwendig, ihre Funk-
tion ist jedoch noch nicht verstanden!®l. Interessanterweise
kann das PSII-Reaktionszentrum im Dunkeln aus H,O,
Sauerstoff entwickeln, ein ProzeB, fiir den die Einbeziehung
des So- und des S,-Zustandes vermutet wird [Gl. (b)]'®.

2H® + H,0, 2H,0
So >_< s, (b)
0, + 2H® H,0,

Trotz vieler Bemithungen existiert keine strukturell cha-
rakterisierte Modellsubstanz fiir den Sy-Zustand!'* 7). Dar-
iiber hinaus sind vierkernige Mangankomplexe, die oben-
drein noch ein oder mehrere biologisch wichtige Calcium-
Ionen enthalten, nicht bekannt. Nach unserer Kenntnis wur-
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de auch noch nichts iiber biomimetische Aktivitdten anorga-
nischer Modellsubstanzen publiziert.

Wir berichten hier iiber Synthese und Struktur des ge-
mischtvalenten Mn!"™™Mn!-Komplexes 18], welcher den bis-
her noch nicht beschriebenen (Mn,0,H)?®-Kern enthilt.
Wir beschreiben ferner die durch 1 katalysierte biomi-
metische Zersetzung von H,0,.

(Ba,Ca),[Mn,(u-O)(4-OH)(O,CCH,),L,] 1
L = 1,3-Diamino-2-hydroxypropan-N,N,N',N -tetraessigsdure

Abbildung 1 zeigt das Anion von 1, in dem vier Mangan-
Ionen ein Trapezoid beschreiben. In der kristallographischen
Spiegelebene liegen die Atome C2a, Cla, O1b, H, O2b, C3a
und C4a. Die Struktur kann als Dimer eines Dimers ange-
sehen werden. Die symmetrieunabhingigen Atome Mn1 und
Mn2 werden durch die Alkoxogruppen des Liganden und
durch die (O,H)*®-Einheit verbriickt. Die Spiegelebene pro-
duziert das Dimer um die Atome Mn1’ und Mn2’. Die Dime-
re sind iiber die (O,H)3®- und die Acetato-Gruppen ver-
kniipft. Anders betrachtet ergeben die durch O1b und ein
Carboxylat verkniipften Mn1 und Mn1’ sowie die liber O2b
und einem anderen Carboxylat verbriickten Mn2 und Mn2’
jeweils ein zweikerniges Fragment; die beiden Fragmente
sind kovalent durch Alkoxogruppen und durch Wasserstoff-
briickenbindungen miteinander verbunden.

Abb. 1. Struktur des Anions von 1 im Kristall. Ausgewihlte Bindungslingen
[A] und -winkel [°]: Mn1-Mn1" 3.379(2), Mn2-Mn2’ 3.584(2), Mn1-Mn2
3.718(1), Mn1 -01b 1.817(2), Mn1-0O1a 1.961(4), Mn1-O4 2.217(4), Mn1 - N1
2.120(4), Mn1-02 2.152(4), Mn1-01 1.954(3), Mn2-02b 1.925(3), Mn2-
O2a 2.078(5), Mn2-08 2.169(5), Mn2-N2 2.190(4), Mn2-06 2.140(4), O1b-
H 1.2(2), O2b-H 1.3(1); Mn1-O1b-Mn1" 136.8(3), Mn2-0O2b-Mn2'
137.2(4), Mn1-01-Mn2 132.5(2), O1b-H-02b 156(10).

Die verbriickende (O,H)*®-Gruppe ist von besonderem
Interesse. Das Wasserstoffatom, das iiber Differenz-Fourier-
Methoden lokalisiert und ohne Restriktionen verfeinert wer-
den konnte, wird von beiden verbriickenden Oxo-Liganden
beansprucht. Der ungewohnlich kurze Abstand von
2.467(S) A zwischen O1b und O2b weist auf eine starke Was-
serstoffbriickenbindung hin!®!. Diese Einheit kann nach un-
serer Meinung den intermedidren Zustand bei der Deproto-
nierung und Kupplung von zwei Wassermolekiilen am
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Metallzentrum darstellen [siehe Gl. (a)]. Die Stabilitdt von 1
wird wohl durch die Bildung von zwei sechsgliedrigen Metall-
acylen, bestehend aus der (O,H)*®-Gruppe, den Mangan-
Tonen und den verbriickenden Alkoxogruppen, vergrofert.

Die Zusammensetzung von 1 verlangt eine gemittelte La-
dungvon + 2.75 pro Mn-Atom, was einer Aufteilung auf ein
Mn"- und drei Mn™-Ionen im Komplex entspricht. Dies
wird durch eine Redoxtitration von 1 mit KI/Na,S,0, be-
stitigt, die einen Ubergang von 2.9(1) Elektronen pro Man-
gankomplex anzeigt. Dies bedeutet eine komplette Reduk-
tion vom Mn"Mnl-Niveau auf die Oxidationsstufe
Mnllti0. 121

Der gemittelte Abstand Mn1-Ligand ist mit 2.037 A ty-
pisch fiir Mn'1!3} der gemittelte Abstand Mn2-Ligand ist
mit 2.102 A linger. Die Mn-OR-Briicken sind asymme-
trisch: Der Abstand Mn1-O1 liegt mit 1.954(3) A innerhalb
des Bereichs 1.88—1.96 &, der fitr Mn'-OR generell gefun-
den wird; der Abstand Mn2-O1 ist mit 2.108(3) A etwas
unterhalb des bekannten Bereichs fiir die Mn"-OR-Bin-
dungslinge (2.120—-2.386 A). Diese Asymmetrie ist bezeich-
nend fiir gemischtvalente Zweikernkomplexe mit lokalisier-
ter Ladung!'®l, Symmetrie und Atomabstinde widerspre-
chen einer Berlicksichtigung von Oxidationsstufen > 1.
Demzufolge ist 1 als Mn"Mn'E-Komplex zu formulieren.

Aufgrund der oben angefiihrten metrischen Parameter
ordnen wir dem Atom Mn1 die Oxidationsstufe m zu. Hier
beobachten wir eine Jahn-Teller-Stauchung der axialen
O1b-Mn1-N1-Bindungen: Mn-X,,,, = 1.969 gegen Mn-
K = 2.071 A. Diese Stauchung ist allerdings etwas abge-
mildert durch den trans-Oxo-n-Donor O1b entlang des
Mn1-N1-Vektors. Ein dhnliches Phdnomen, beobachtet in
zweikernigen Mn"-Komplexen, wurde erst kiirzlich disku-
tiert!14]. Der Mn1-O1b-Abstand ist mit 1.817(2) A etwas
groBer als der Wert fiir Oxo-verbriickte Mn¥'-Komplexe
(1.78 + 0.02) A), aber kleiner als der typische Wert fiir p-
OH- und p-OR-Briicken (1.95 A)!:15. Der beobachtete
Zwischenwert konnte als Ausdruck partieller Wasserstoff-
briickenbindungen in der O---H---O Gruppe angesehen
werden, da bekannt ist, daB die Protonierung von p-Oxo-
Briicken eine Verldngerung der Metall-Sauerstoff-Bindung
bewirkt.

Die gemitteite Oxidationszahl von + 2.5 fiir das Paar
Mn2/Mn2’ kann mit Valenzfluktuation oder mit positionel-
ler Fehlordnung im Kristall erklirt werden. Die Auslen-
kungsparameter von Mn2 sind gleich oder groBer als die
entsprechenden Werte fiir Mn1. Doch besonders bei B, , fiir
02a, der mit dem Wert 80(2) etwa doppelt so groB ist wie
Bj,,. fiir Ola (36(1)), wird der Unterschied deutlich. Ebenso
ist B,,, fiir O2b mit 49(2) signifikant groBer als B;, fiir O1b
mit 33(2). Weiter liegt die Mn2-O1-Bindungslinge etwa zwi-
schen den Bindungslingen Mn™-OR und Mn"™-OR (siehe
oben). Diese Beobachtung geht mit den oben formulierten
Maéglichkeiten fiir das Verstidndnis der gebrochenen Oxida-
tionszahl konform.

Die rdumlichen Beziehungen zwischen dem Mn,-Kom-
plex-Anion und den Barium/Calcium-Ionen zeigt Abbildung
2. Interessanterweise sind die kleineren Ca2®-Ionen in der
Niilhe der Mn"-Lage des Komplexanions lokalisiert, wih-
rend die groBeren Ba2®-lonen zur Mn'™-Lage benachbart
sind %), Die Wassermolekiile in den Koordinationssphiren
von Ba?® und Ca?? sind iiber Wasserstoffbriicken mit den
Carboxygruppen des Liganden verbunden.

Die Ergebnisse zeigen zum erstenmal, daB es méglich ist,
ein Mn/Ca-Aggregat auflerhalb eines Proteins aufzubauen.
Weiter kann gefolgert werden, daB im PSII die hydratisierten
Ca-lonen sowoh! eine strukturelle —~ Bindung der Protein-
Seitenketten — als auch eine funktionelle — Erleichterung des
Zugangs von H,O zu den Mn-Zentren — Rolle spielen.
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Abb. 2. Ausschnitt aus der Struktur des Kristallverbandes von 1. Die alternie-
renden Mn,-Einheiten und die verbriickenden Calcium- und Barium-lonen
sind dargestellt. Blick entlang der O1b-O2b-Achse. Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen den Carboxylat-Sauerstoffatomen und den an die Calcium/
Barium-Ionen gebundenen Wassermolekiilen sind gestrichelt gezeichnet. Was-
serstoffatome sind nicht dargestellt.

Die biomimetische Aktivitidt unseres Modells eines S,-Zu-
stands wurde mit H,O, als Substrat gepriift [siche auch
GL. (b)]. Der Komplex 1 zersetzt H,0, katalytisch mit hohen
Ausbeuten!'”]. Diese Reaktion legt nahe, daB 1 als funkii-
onelles Modell fiir den Sy-Zustand von PSII betrachtet wer-
den kann. Die Zersetzung von H,0, durch 1 stiitzt auBer-
dem die ,,Dimer-eines-Dimers‘‘-Beschreibung, da ja auch
zweikernige Mn"™-Zentren unbekannter Koordination Be-
standteil der aktiven Bereiche von Catalasen und Pseudoca-
talasen sind, deren hauptsichliche Funktion in vivo die Zer-
setzung von H,0, ist!'* 18],

Experimentelles

268 mg (80.83 mmol) Ligand L wurden in 15 mL H,O geldst; mit einer dquimo-
laren Menge von Ba(OH), und Ca(OH), wurde der pH auf 7 eingestellt. Nach
Zugabe von 406 mg (1.66 mmol) Mn(OAc), - 4H,0, gelost in 1 mL Methanol,
wurde die Loésung unter Riihren auf pH 8.5 gebracht. Das Durchblasen von
Luft oder die Zugabe von t mL 25% H,0, (Vorsicht! Warme- und Gasentwick-
lung!) erzeugt eine dunkelbraune Farbe. Kristalle wurden nach Zugabe von
Dimethylformamid und anschlieBendem langsamen Eindampfen der Mischung
erhalten.
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Nicht-radioaktiver DNA-Hybridisierungsnachweis
durch DNA-Templat-vermittelte Bildung eines
terniiren Tb''-Komplexes in rein fliissiger Phase

Von Andres Oser und Giinther Valet*

Der spezifische Nachweis von Nucleinsdure-Sequenzen
durch die Hybridisierungstechnik [!! erfolgt in der Regel im
heterogenen Zweiphasen-System, bei dem das zu untersu-
chende Nucleinsdurematerial auf eine feste Matrix fixiert
und in einzelnen Teilschritten (Prahybridisierung, Hybridi-
sierung, Waschungen, Detektion) mit verschiedenen Losun-
gen inkubiert wird 2!, Homogene Hybridisierungsansitze in
rein fliissiger Phase besitzen giinstigere Hybridisierungskine-
tiken und machen zudem die Prihybridisierungs- und
Waschschritte iiberfliissig, was eine wesentliche Vereinfa-
chung darstellt und fiir automatisierte Verfahren von
groBem Interesse ist. Sie erfordern jedoch eine spezielle Mar-
kierung der Nucleinsdure-Sonden, so daf sich erst nach Hy-
bridbildung mit der komplementiren Sequenz ein meBbares
Signal ergibt - zum Beispiel durch einen Fluoreszenz-Reso-
nanz-Energietransfer (FRET)!. Nachfolgend wird ein sol-
ches System beschrieben, bei dem geeignete Paare von Oligo-
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