
Die periphere Bindung C1-C2 ist linger als im Spiropen- 
tanl'l. I n  Analogie zu Cyclopropanderivatenl'l wird diese 
Bindung. durch die elektronenziehende Wirkung der Ester- 
gruppen verliingert (Abb. 1 ). Die beiden Estergruppen wei- 
chen nur 0.3 bzw. 5.3' von der bisektierenden Orientierung 
ab, die eine optimale Wechselwirkung der Substituenten mit 
den Walsh-Orbitalen des Dreirings ermoglicht. Die elektro- 
nischen Effekte auf die beiden zentralen Bindungen Cl-C3 
und C2-C3 schwichen sich gegenseitig ab. da diese Bindun- 
gen jeweils geminal und distal zu den Substituenten angeord- 
net sind. Daher findet man im Vergleich zu Spiropentan['] 
keine signifikante Beeinflussung dieser Bindungen. Die 
Atomabstlnde der Tieftemperaturmessung sind linger als 
bei Raumtemperatur. weil die Librationsverkiirzung und die 
Einfliine der Bindungselektronen minimal sind (Abb. 1). 

Simtliche Einfachbindungen des Spiropentens I sind 
stark gebogen. deutlich erkennbar an den Verschiebungen 
der Elektroncndichtemaxima relativ zu den Bindungsachsen 
(Abb. 2). Die Bindungsbiegung in Spiropentanen liegt in der 
gleichen GroOenordnung["'. Signifikant stirkere Biegungen 
im geslttigten Dreiring von 1 relativ zum weniger gespann- 
ten Cyclopropanl" und seinen Derivatenl". konnen inner- 
halb der Mellgenauigkeit nicht festgestellt werden. 
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1 

Abb. 2 .  DiKeren.<elektronendichte in dcr Cyclopropenebene (C3. C4. C 5 )  und 
in der Cyclopropanebene (CI. C2,  C3) des Spiropcntens 1. Konturintervall 
0.05 e ,  A ', Slandardabweichung der  Differenzdichtc a u k r h a l b  der Atomla- 
gen 0.03 0.04 e i k '  Nullinie gepunktet. negative Elektronendichte gesrri- 
chelt. 

Die Bindung C4-C5 ist eine der am stirksten gebogenen 
Doppelbindungen. Das Dichtemaximum ist stark gegeniiber 
der Bindungzachse verschoben (0.18 A. Winkel zwischen 
Bindungsachse und Verbindung vom Atom zum Dichtema- 
ximum der Bindung: 15"), und zwar deutlich mehr als bei 
einer Doppelbindung im Vierringsystem eines Cyclobuta- 
diens (0.08 A bzw. 8"" ' I ) .  In benzokondensierten Cyclopro- 
penen liegen die Biegungen wegen der reduzierten Bindungs- 
ordnung entsprechend hoher" 'I. Sehr starke Deformationen 
der Bindungen in Spiropentan und Spiropenten ergeben sich 
auch aus quantenmechanischen Berechnungen''. I 3 l .  
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Diastereoselektive, enzymatische Aldoladditionen 
mit L-Rhamnulose- und L-Fuculose-1-phosphat- 
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Aldolasen sind vielversprechende Katalysatoren fur die Or- 
ganische Synthese. da enzymkatalysierte C-C-Verkniipfungen 
mit einem hohen Grad an Enantio- und Diastereoselektivitit 
verlaufen, der selten mit klassischen Synthesemethoden er- 
reicht wird[*I. Speziell aus dem Kohlenhydratstoffwechsel 
sind vier komplementire Aldolasen bekannt (Schema 1). die 
die asymmetrische Addition von Dihydroxyacetonphosphat 
(DHAP) an L-Lactaldehyd oder ~-Glycerinaldehyd-3-phos- 
phat katalysieren. wobei jeweils nur ein einziges Produkt mit 
einer der vier moglichen diastereomeren Konfigurationen ge- 
bildet wird. Die Fructose-l .6-bisphosphat-Aldolase (FruA) 
akzeptiert eine breite Palette von Aldehyden als Substrat- 
analoga[']. Die Nutzung des vollen Potentials der DHAP- 
Aldolasen in einer allgemeinen und leistungsfihigen Metho- 
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de fur  asymrnetrische Synthesen wird weitgehend vom Zu- 
gang zur  kompletten Tetrade der Enzyme abhingen.  Dies 
wurde die gezielte Herstellung aller vier moglichen Diastereo- 
mere nach einem Baukastenprinzip ermoglichen, wobei n u r  
der passendr Aldehyd und das korrekte Enzym zu wihlen 
wiren.  Wir berichten hier uber die Subklonierung. Uberex- 
pression, lsolierung und Anwendung von zwei bakteriellen 
DHAP-Aldolasen in der Synthese. nimlich der  L-Rhamnu- 
lose-(RhuA: EC4.1.2.19) und I.-Fuculose-I-phosphat-At- 
dolasen (FucA; 1324.1.2.17) aus E. c,o/i. die KbKnfdS viele 
Aldehyde akzeptieren, jedoch Produkte bilden. die sich von 
denen der FruA stereochemisch unterscheiden. 

kungs- und Gelpermeations-Chromatographie. Katalytisch 
aktive Aldolasen sind Homotetramere aus Untereinhei- 
ten vom Molekulargewicht 30 kDa  ( R ~ U A ) ' ~ '  oder 25 kDa  
(FwA)'". In  reiner Form bilden beide Enzyme jeweils leicht 
Kristalle (RhuA:  Stibchen oder rechteckige Tafeln aus 
2 10 proz. (NH,),SO,-Losung: FucA: quadratische Tafeln 
aus 22 proz. (NH,),SO,-Losung bei pH 7.8), die zur Ront -  
genstrukturanalyse geeignet sind. 

Tahellc 1. RhuA- oder FucA-katalysiertc eniymati\che Synthcsen von Ketoce- 
I -phosphaten [a] 

6H OH 

D-Fructose-l.6-P2 

(3S,JS) ( 3 R , J R )  

D-Tagatose- 1 .6-P2 
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L-Rhamnulose-1 -P 

H3c*0p HO HO 

L-Fuculose-1 -P 

Schema 1 .  Stcreochcniie der Produkte der vier komp1ement;iren DHAP-Aldo-  
Iiiscn ( P  = Orthophosphatesier). FruA = [,-Fructose- I .h-hispho~phar-Aldola- 
\e. X = C'H,OP: RhuA = i.-Rh;imnulose-l-pIiosphat-AIdolase, X = C'H,:  
TagA = ~~-Taga~o\e-I .h-hispho\phat-Aldola\c .  X = CH,OP: FucA = L - F u ~ u -  
I ~ c c - I  -phorph;ir-Aldol,i\e, X = C H ,  

Zellen von E. c d i  K - I ?  konnen auf L-Rhamnose oder 
1.-Fucose als einziger Kohlenstoff- und Energiequek wach- 
sen. wobei Stoffwechselwege induzicrt werden. die jeweils 
eine zentrale Aldolspaltung des C,-Zuckers durch RhuA 
bzw. FucA bewirken. Zur Herstellung groner Enzymmengen 
fur  eine priiparative Nutzung wurden zwei unabhingige 
Uberexpressionssysteme entwickelt. Fur  die RhuA wurde 
ein BtinfHI-Hind(II-Genomfragment der Griil3e 3.3 kb. das 
das gesamte. fur  die Aldolase codierende rhciD-Strukturgen 
enthilt. in den ptJC18-Vektor ~ u b k l o n i e r t l ~ ~ .  Nach Transfor- 
mation des rekombinanten Plasmids in eine rccA-Mutante des 
E.-coli-Stammes ECL40 wurde das Enzym im Vergkich zurn 
Wildtyp ca. I Sfach konstitutiv ubcrexprimiert (0.4 U mg- I 

im Rohextrakt bei insgesamt 400 U L - '  Kultur[") bei Fer- 
mentation in Ampicillin-haltigem (100 p g m L -  I )  1 proz. 
CAA-Medium'sl .  Das Strukturgen der FucA wurde unter 
Ei n fu h r u ng von kko R I - Pst l -Sc h n i t t s tel len nac h PC R-S t an - 
dardverfahren aus dem p f ~ c 4 l a - P l a s m i d ' ~ ~  in cinen pUCl8-  
abgekiteten Expr~ss ionsvek to r~ '~  umkloniert. wo es unter 
die K o n t r o k  deh [tic-Promotors geriet. Die mit diesem re- 
kombinanten Plasmid transforinierten Zellen des E.-cdi- 
Stammes H 13101 uberexprirnierten das FucA-Protein 20fach 
relativ zum Wildtyp ( 5  U mg- '  im Rohextrakt bei insgesamt 
900 U L - '  Kultur[") nach lnduktion mit 0.5 mM Isopropyl- 
B-r,-thiogalactopyranosid (IPTG)['I. 

Die Enzyme wurden his zur Homogeniti t  gereinigt 
( 2  60% (RhuA), 2 40% (FucA) Gesamtausbeute; eine Ban- 
de in der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese oder bei iso- 
elektrischer Fokussierung; keine FruA-Aktivitit nachweis- 
bar). und zwar mit vergleichbaren. dreistufigen Reinigungs- 
sequenzen iius Ionenaustausch-. hydrophober Wechselwir- 
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(a] Bcdingungen siehe E.~~~.rii , ic.i irc,/ /c,\ .  P = Orthophosphatesier. Beieichnung 
der ahsoluten Konfigurationen an  C-4: rrum IIII.~.I.F -. [h] An den kristallinen 
Bia(c~clohexylarnmoniurn)sal~en bestirnmi ; Werte in Klammern hrrichen cich 
auf nicht-hristallisicrende Bis(triethylainmonium)sal~e der I>i:iatereomeren 
[lo]. [c ]  Berogen auf  i.-Lactaldehyd i l ls  100%. Beslimmung der lnitialgerchwin- 
digkeitrn anhand von Assays auf Rest-DHAP in Prohcn. wclche in Minutenah- 
s t inden einem Reaktionsansatz enrnommen wurden. der 5 mM DHAP. 50 mM 
Aldehyd und cine entsprechende Menge gereinigte Aldolase enthieli. 



Die Stereoselektivitit und Substrattoleranz der so gerei- 
nigten Enzyme wurde in zwei priparativen Versuchsreihen 
rnit den reprisentativen achiralen und homochiralen Alde- 
hyden I - 13 als Substratanaloga untersucht (Tabelle 1). Alle 
Umsatzgeschwindigkeiten. die in separaten enzymatischen 
Assays bestimmt wurden. erwiesen sich als ausreichend 
schnell. um DHAP effizient und okonomisch umzusetzen[']. 
Die Reaktionen wurden im 1 - 20 mmol-MaDstab durchge- 
fuhrt rnit tipkchen Ausbeuten von 70--90% (nicht opti- 
miert). Die I>iastereomerenverhiltnisse wurden durch Hoch- 
feld-' H-NMR-spektroskopische Analyse der Rohprodukte 
bestimmt. Die Produkte wurden zudem uber Ionenaus- 
tausch-Chromatographie gereinigt"" und durch Vergleich 
mit authentischen Proben aus einer anderen Untersuchung" I ]  

oder rnit enantiomerem Material aus entsprechenden FruA- 
katalysierten Reaktionen identifiziert. 

Alle ausschliel3lich oder hauptsschlich erhaltenen Diaste- 
reomere der RhuA-Reaktionen waren mit Ausnahme ihres 
gegenliufigen optischen Drehsinns identisch rnit denjenigen 
aus analogell FruA-Reaktionen. Dies beweist. dal3 RhuA 
vicinale Diol-Einheiten der absoluten (3R.4S)-tran.s-Konfi- 
guration (.,L-i/irco") erzeugt. im Gegensatz zu der von FruA 
gebildetcn (3S.4R)-rrrtris-Konfiguration ( . , i ~ - r / z r c W ) .  Die je- 
weils einzigen Diastereomere. die bei FucA-katalysierten 
Reaktionen rnit den achiralen oder homochiralen Hydroxy- 
aldehyden 1 --5 gebildet wurden, unterscheiden sich jedoch 
von denjenigen. die bei RhuA- oder FruA-Katalyse erhalten 
wurden. Dies bestitigt. dal3 FucA vicinale Dioleinheiten rnit 
cis-Kontigurdtion der Hydroxy-Substituenten an der C3-C4- 
Bindung erzeugt im Gegensatz zur rrntis-Stellung bei RhuA- 
und FruA-Produkten. Die Identitit der Produkte von FucA 
und deren absolute (3R.4R)-Konfiguration ( . . ~ - ~ r y t / i r o " )  
wurde zweifelsfrei durch Vergleich rnit  authentischen Proben 
belegt'"]. 

Innerhalb der Nachweisgrenzen von Hochfeld-'H- und 
-l3C-NMR-Spektroskopie ( < 3%) bilden die Enzyme 
RhuA und FucA nur jeweils ein einziges Diastereomer aus 
den Hydroxyddehyden 1-5. Daraus kann man schlienen. 
daR das typisierende Man an Diastereoselektivitit bei der 
Bildung von L-Rhamnulose- 16 bzw. L-Fuculose-1 -phosphat 
17 in der Regel rnit verwandten. polaren Substratanaloga 
voll erhalten bleibt. Damit wird ein direkter. hochstereokon- 
trollierter Zugang zu Phosphaten ungewohnlicher oder un- 
naturlicher Zucker wie 14 (L-Xylulose). 18 (D-Sorbose). 20 
(t-Fructose), 15 (D-Ribulose). 19 (D-Psicose) und 21 (L-Tagd- 
tose) sowie enlsprechender 5-Desoxyderivate 22.23 eroffnet. 
Neben ihrer Iigenschaft als direkte. stabile Vorliufer der 
freien Zuckerfzl sind die phosphorylierten Verbindungen 
wertvoll fur Untersuchungen des Stoffwechsels von Kohlen- 
hydraten" 'I. 

Bei Experimenten rnit RhuA und einer Reihe unpolarer. 
aliphatischer Aldehyde 7 -  10 war jedoch neben den erwarte- 
ten Deoxyzuckern 25,27,29 und 31 die Bildung wechselnder 
Anteile eines zweiten Stereoisomers durch die deutlich abge- 
setzten 3-/4-H-Signale in den Hochfeld-' H-NMR-Spektren 
(Abb. 1 ) nachweisbar. Fur die falschen Diastereomere. de- 
ren Menge invers proportional zur  Substituentengrone an- 
stieg. (Maximum von ca. 30% fur Acetaldehyd) wurde die 
entgegengesetzte Stereochemie an C-4 (z. B. 26) durch Identi- 
tat rnit dern durch FucA erhaltenen Material bewiesen und 
ist daher durch ungenaue Steuerung der Aldehydaddition 
verursacht. Anscheinend 1st das aktive Zentrum der Enzyme 
konsequenter au f  die Bindung wasserstoffbriickenbildender 
als die nicht-wasserstoffbruckenbildender Substituenten im 
Aldehydteil hin konstruiert. Vergleichsweise arbeitet die 
FucA sehr selektiv im Falle von Acetaldehyd 7 (Verhiltnis 
95:5), ist aber sehr vie1 weniger selektiv beim sterisch an- 
spruchsvolleren Isobutyraldehyd 10 (70: 30). Diese Ergebnis- 

OH 

I Aldolasc 

25 26 

Abh. 1 
omercn Aldoladdukle 25 ( f rom)  und 26 (<.is). 

Exemplaristhe ' H-NMR-Daten (400 MHL. D,O. pH 7.0) der dlastere- 

se unterstreichen die Problematik. die synthetische Anwend- 
barkeit von Enzym-Katalysatoren ausschlienlich durch 
Messung eines Substratumsatzes im Assay aufzeigen zu wol- 
fen[']'. ohne die Produktqualitit fur jeden Einzelfall genauer 
zu untersuchen. 

Die Bandbreite der Substrattoleranz 1st weiterhin exem- 
plarisch belegt durch die FucA-katalysierten Reaktionen 
von DHAP rnit den Aldehyden I 1  - -  13 als reprisentative 
Substratanaloga. die einige typische. fur die Synthese nutzli- 
che Funktionen enthalten. Generell wurde dabei eine Diaste- 
reoselektivitiit von uber 97Y0 beobachtet. Obwohl die abso- 
luten Konfigurationen von 34, 36 und 38 wegen der be- 
schrinkten Verfugbarkeit eindeutiger Vergleichssubstanzen 
nicht rnit letzter Sicherheit bestirnmt sind. sollte jedoch die 
Konfiguration an C-3 rnit ziemlicher Sicherheit aus mechani- 
stischen Erwigungen erhalten bleiben'l 31. Aus ihnlichem 
Grund muf3 eine enge Beschrinkung fur DHAP-Analoga 
erwartet werden. 

Die gereinigten. mikrobiellen Aldolasen weisen eine aus- 
gezeichnete Stabilitit in Gegenwart niedriger Zn'@-Konzen- 
tration (I 1 r n M )  auf rnit geschgtzten Halbwertszeiten bei 
Raumtemperatur von mehreren Wochen und einer vernach- 
lissigbaren lnaktivierung wiihrend der Lagerung bei 4°C 
uber Monate. Zudem tolerieren die Enzyme bemerkenswert 
hohe Anteile organischer Cosolventien (z. B. 30 50% Etha- 
nol. D M F  oder DMSO, Abb. 2). 

Zusammenfassend 1st hiermit belegt, dan sowohl RhuA 
als auch FucA eine bemerkenswerte Vielfalt von Aldehyden 
als Substratanaloga fur die efiziente. hoch enantio- und dia- 
stereokontrollierte dc-now-Synthese von Kohlenhydraten, 

l Z O  1 

f l d l  - 
Ahh. 2 .  Stahilitll der Aldolascn in Phosphacpuffer (50 mM; 0.5 r n M  ZnCl,; pH 
7.2: ca. I U m L -  ' 1  bei 25 C .  bestimmt anhand von Assays nach 141. Die Bei- 
spielc rcigen a )  o RhoA; h )  o RhuA. 30% EIOH; c )  A RhuA, 50% DMSO;  
d)m FucA; e ) o  FucA. 30% D M S O .  f )  A FucA. 30% DMF. 



verwandten Polyhydroxyverbindungen und phosphorylier- 
ten Derivaten akzeptiert. Obwohl die Diastereoselektivitit 
fur bestimrnte Substratklassen eingeschriinkt sein kann und 
eine sorgfdtige Auswahl von Substitutionsmustern erfor- 
dern mag. bieten sich diese Aldolasen aufgrund ihrer leichten 
Zugiinglichkeit und Anwendungsbreite als leistungsfidhige 
enzyrnatische Katalysatoren fur die Organische Synthese an. 

Allgernein profitiert die Methode der enzymatischen Al- 
doladdition vorn hohen Grad an gleichzeitiger asymrnetri- 
scher Induktion an zwei Stereozentren. den milden Reak- 
tionsbedingungen und der fehlenden Notwendigkeit. funk- 
tionelle Gruppen zu schutzen. Die praktischen Beschrin- 
kungen liegen immer noch in der Kontrolle uber die vierte. 
bis jetzt noch unzugiingliche (3S.4S)-Aldol-Diastereochemie 
und der inhiirenten Begrenzung auf Produkte vom Ketose- 

Unsere Anstrengungen richten sich deshalb darduf. 
sowohl die TagA als auch KetosehAldose-Isomerasen mit 
DNA-Rekombinationmethoden verfiigbar zu rnachen. 

E.xprrirncw rrllc~s 
Einc wiUrige Liisung \ o n  1)-Glycerinaldehyd 3 ( 2 5  mmol in 300 mL)  wurde mil 
einer frisch a u i  pH 6.X eingestellten DHAP-Losung [9] (20 mmol in 200 mL)  
vereinigt. Die Mischutig wurde rnit RhuA (100 U) bei Raumtemperatur unter 
Verfolgung de\ Umsatres durch Dunnschichtchrom;itographie (2-Propanoli 
gea Ammoniah Wasscr 6:4:2) und enrymatischcm Assay auf  D H A P  fur 24 h 
inkuhiert Das I'roduht wurde an  einen lonenaustauscher (Dowex AGl-XX. 
H ( ' 0 ,  ' ,  100 niL) gehunden und mil 200 mM Triethylammoniumhicarbonat- 
Puffer eluierl. Nach Ionenaustausch mil Dowcx AGSOW-X8 ( H a )  und Neutra- 
Ii,ieren mil Cyclohexylamin wurdc das Produkt aua Ethanol (90%) als Bis(cy- 
clohexylammonium)~~-i)-sorbopyranoae.I-phosphat 18 pdrblos kristallisiert: 

(400.1 MHz. D:O. TSPNu. pH 7.0) d = 3.56 (d. 3-H), 3.62 3.76 (m. 4.. 5.. 
Ausbeute 7.71 g (X4%): Fp = 15X C :  [z],'," = + X.O (HI(). c = I ) :  ' H - N M R  

6 . ~ ) .  3 7x (dd. I - H ~ ) . ~ . x ~  (dd. i - t iB) .  "C-NMR (100.6 M H L ,  D,O, CH,CN, 
pH 7.0) d = 62 .? (C-61. 66.5 (('-1. 1,- 
(C-3).  98 I (C-2 ,  J, 

= 3 7 Hi) .  70.0 (C-5). 71.2 (C-4). 74.0 
=7.3 H i ) .  

Eingegangen am 12 Dezemher 1990. 
\eriinderte Fassung a m  13. Februar 1991 [Z 4322;4323] 

CAS-Registry-Nummcrn 
I. 141-46-X: 2. 3913-64-2: 3. 453-17-X; 4. 497.09-6: 5. 2134-29-4: 6. 50-00-0: 7. 
75-07-0; 8, 123-38-6: 9. 123-72-X: 10. 78-84-2: 11. 6367-37-9. 12. 692-29-5. 13. 
1121-60-4: 14.1347-08-2: 15.7721-50-8: 16.444-09-7: 17.92418-41-2: 18.2650- 
47-7. 19. 9241X-40-1 : 20. 19456-X0-5: 21. 133007-25-7: 22. 132959-24-1 : 23. 
132959-25-2: 24. 2547~10-6. 25. X9195-02-X. 26. 133007-26-X: 27. 132959.26-3: 
28. 132959-27.4: 29. 132959-2X-5, 30. 132959-29-6, 31. 132959-30-9: 32, 
132959-31-0: 33. 132959-32-1. 34. 132959-33.2: 3s. 132959-34-3: .%. 132959- 
35-4.37. 132959-36-5; 38. 132959-37-6: DHAP. 57-04-5: ~.-Rhamulose-I-phos- 
phat-Aldolasc. 0054-5-4. I -Fuculose-l -phosphat-Aldolase. 9024-54-X 

[XI Uberexpression der FucA und Substratassays fureine begrenrte Aniahl  an  
Aldehyden mil ungercinigrem Enrym wurdcn kijrrlich berichtet: A Oraki. 
E. J. Toone. C. H .  yon dcr Ostcn. A J. Sinskey. G .  M. Whiteiideb. J .4in 

[Y] D H A P  uurde  auf chemischem Weg in Abwandlung des Literaturverliih- 
rens (F. Effenberger, A. Str:iuh. f i~rruhc~/rot i  Lc,//. 2X (19x7) 1641 - 1644) 
uher die entsprechenden Methylacetale hergestellt. Dadurch wird ein Pro- 
dukt  von > 9 5 %  Reinheitsgrad erreicht bet s 5 %  anorpanischem Phos- 
phu! (anst:itt X0% Reinheit. 20% P, ). G Sincriuc. A. Schneider. DipIwiur- 
hcw. Universitlt Freihurg 1990. 

[lo] Alle Produkte sind durch ihre Spektren charakterisiert ( ' H - .  "C-NMR. 
IR). Fur  die kristalltnen Verbindungen wurdcn befriedigende Analysen- 
werte crh:iltcn (C. H. P). 

[ I  I] Erhalten durch eniymatische Phosphorylierung entsprechender Ketoiuk-  
kcr. A. Schneider. J Badia. W:D. Fessner. unveriilTentlichte Ergebnkse 

[ I ? ]  J. Badia. R. Gimencr. L Baldomi. E .  Barneb. W -D.  Fessner. J. Aguilar. J. 
Bui~r~woI. .  im Vruck. 

[I31 D. J. Hupe in M.  1. Page, A Wi1li;ims (Hrsg ) :  Eii:rnic Mcdtuiiiv?i.v. The 
Royal Society of Chemistry. London 19x7. S. 324 332 

1141 Eine Synthese von Aldosen aus Dialdehydderwiten. untcr Strukturver in-  
derung und formaler ,.Inversion" stereochemischer Symbole. uu rde  ehen- 
f:ills vorgcschlagen. C .  W. Borysenko. A.  Spaltenstein. J. A.  Strauh. G. M.  
Whiteside\. J. A m  ~ ' / i i w .  .Su .  111 (19x9) 9275 9276 

< ' / i lV f I .  sol'. / / ?  (1990) 4970 4971. 

Nachweis starker S - H  -.-S-Brucken in 
IRu(SH,)(PPh,)('S,')I - THF, dem ersten 
rontgenographisch charakterisierten H,S-Komplex** 
Von Dierrr Si~llmuriri*, Pi~lc~r  Ld i r i c r .  F~i lk  Ktiocii 
und Marthius Moll 

Die Wechselwirkung von HZS. HSO sowie Szo mit Uber- 
gangsmetallen ist der Primiirschritt bei der Bildung von Er- 
zen und beim Aufbau der [M,S,]-Cluster in  Enzymen wie 
Ferredoxinen oder Nitrogenasen. Hier wie auch bei der Me- 
tallenzym-katalysierten SO:o/H,S-Umwandlung im biolo- 
gischen Schwefelkreislauf werden HIS-Komplexe als Inter- 
mediate angenommen. Solche Komplexe konnten jedoch 
wegen ihrer groRen Reaktivitiit['.2"1 bisher n u r  in Ausnah- 
mefiillen nachgewiesen l Z h . f . K 1  oder isoliert~'"-'l. aber noch 
nie rontgenstrukturanalytisch charakterisiert werden. Da- 
durch unterscheiden sic sich von den zahlreichen. gut cha- 
rakterisierten H,O-Kornplexen. 

Es ist uns nun gelungen, den einkernigen H,S-Komplex 
[ Ru(SH 2)(PPh3)('S4')] I aus [ R U ( P P ~ ~ ) ( ' S ~ ' ) ] [ ~ ]  zu erhalten 

[ I ]  a ) G .  M .  H'hitesides. C . -H .  Wong. Aii ,~yw. Chmi. Y7 (19x5) 617-720. 
.Arigc!i < ' / i c r r i .  / i i r .  GI .  Eti,qI. 2.5 (1985) 617 638: b) E. J. Toone. E. S. Si- 
mon. M. D .  Bednarski. (i. M. Whitesides. fierru/ir~/rlrori 4.5 (1989) 5365 
5422. 

[2] a) M. D. Bednarski. E. S. Simon. N. Bischofberger. W:D. Fessner. M:J. 
Kim. W, Ixes. T. Siiito. H .  Waldmann. G.  M.  Whitesides. J.  Aru. C h i w  
Sot 1 1 1  (I'%Y)h27 6 3 5 :  h)  J. R. Durrwachter. D. G .  Drueckhammer. K. 
Noraki. H.  M.  Sweers. C.-I{. Wong. ihid. /OX(1986) 7812 7XlX. c )C .  H.  
\ o n  der Osten. A. J. Sinskey, C .  F. Barbas. R L. Pederson, Y:F. Wang. 
C -H Won:. ih id  11 (19x9) 3924-3927: d )  A. Straub. F Effenberger. P. 
Fischer. J,  0r.p. Ch~v~i. 5.5(1990) 3926 3932:e) M.  Schulta. H .  Waldmann. 
H .  Kun7. W Vogt. Lii,hix\ A m  C/itvi /YY(J. 1019 1024: f) H P Brok- 
kamp. M K. Kula. 7 i , r r u / t d r m  Lef t .  31 (1990) 7123 7126. 

[31 J. B:idia. 1.. Baldwni. J. Aguilar. A. Boronat. F E M S  Micr~ihro/. / . v f r .  6.5 
(19x9) 2 5 3  25x. 

[4] 1 Unit katalybiert die Spaltung von 1 pmol I -Ketose-I-phosphat pro Mi- 
nute bei ". C. photometrisch anhand der NADH-Oxidation in eincm 
gekoppclrcri Assay mil der (ilyceropho\phatdehydrogen;ise bertimmt. 

[S] Ausgehend von der N-terminalen Aminosiuresequenz (E.  Schiltz. W.-D. 
Fessner, unveroffentlichte Ergebnisse) konnte der rugehorige Leserahmen 
und die DNA-Anfangssequenr fur das RhuA-Enrym identifiriert werden 
(J. Aguilar el  al . unveriiffcntlichte Ergchnisse) Mil dieser Information 
gelang die Konbtruktion cines ru~~-Promotor-kontrollierten Uherexpre.i- 
aiomsystems iihnlich dem fur die FucA beschriebenen (G.  Sineriua. W.-D. 
Fessner. unveroffcntlichte Ergehnisae). 

[6] Y:M. Chen. Z. Lu, E. C C. Lin. J. Bucrorid.  171 (1989) 6097 -6105. 
171 K. Proba. /hswrru/ioii.  Universitit Frciburg, in Vorbereitung. Die Rich- 

rigkeir der Sequeni  des /ui .4-lnserts wurde durch vollstindige Didesoxy- 
Sequennerung ge.;ichert. M. Dreyer. Diploniorhrif. Universitdt Freihurg 
1991. 

[GI. (a)], der auch rontgenstrukturanalytisch charakterisiert 
werden konnte (Abb. 1 a)141. 1 fWt beirn Umkristallisieren 
aus H2S-gesiittigtern T H F  als 1 . T H F  in gelborangen Kri- 
stallen an und ist im Massenspektrometer unzersetzt ioni- 
sierbar. Irn Gegensatz zurn aul3erordentlich labilen. solvat- 
freien 1 1st I . T H F  bei 2 5 ' C  stabil und spaltet erst im 
Vakuurn langsam H,S ab. Beide Verbindungen werden durch 
O2 rasch zum turkisfarbenen [(p-S,)( Ru(PPh,)('S,')) ,] oxi- 
diert"] [GI. (b)]. 

['I Prof. Dr.  D.  Sellmann. I>ipl.-Chem. P. Lechner. Dr  F Knoch. 
Dr.  M.  Moll 
Ins t i tu t  fur Anorganischc ('hemie I1 der Univcr\itat Erlangen-Nurnberg 
Egerlandstralk 1 ~ W-XS20 Erlangen 

["I = 2.2'-( Ethylendithio)bis( thiophenolat). Ubergangsmetallkom- 
plexe mit Schwefelliganden. 64. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft. dem Fonds der Chemischen Indu- 
strie und der Degussa AG. Hanau. durch eine Spende RuCl,  x H,O 
gefordert 63. Mttfeilung: D. Sellmann. M. Geck. F. Knoch. M. Moll. 
/norp. Chiin .4cru. im Druck. 




