
Wechselwirkungen und Reaktionen von Organometallverbindungen 
mit Enzymen und Proteinen 

Von Alexander D. Ryabov" 

Die meisten Metallorganiker haben nur wenig aktuelle Kenntnisse in Biochemie. Ebenso 
glauben die meisten Biochemiker, daB die Organometallchemie weit von den Problemen ent- 
fernt ist, die sie bearbeiten. Der tatsachliche Abstand zwischen diesen zwei Grundpfeilern der 
modernen Chemie wird aber, wenn uberhaupt vorhanden, immer kleiner. Die .,Auswiichse" 
dieser beiden, friiher unabhangigen Disziplinen durchdringen sich und bilden ein neues Fach- 
gebiet, die metallorganische Biochemie, deren Grundlagen hier diskutiert werden sollen. So 
wird die Anaendung von Biokatalysatoren fur selektive Urnwandlungen von Organometall- 
verbindungen beschrieben. Ferner wird auf Systeme eingegangen, in denen redoxaktive 
Organometallverbindungen als Substrate in Oxidase- und Peroxidasereaktionen fungieren, 
und schlieB1ic.h werden Enzyme behandelt, die die zunehmenden Mengen von Organometall- 
verbindungen, insbesondere Organoquecksilberverbindungen, in der Biosphare abbauen. 
Diese Enzyme sind einzigartig. da sie die Metall-Kohlenstoff-Bindung, das Kernstiick von 
Organometallverbindungen, katalytisch spalten konnen 

1. Einleitung 

Dieser Aufsatz wird nicht von Vitamin B,,, einem natur- 
lich vorkommenden Molekiil rnit Cobalt-Kohlenstoff-Bin- 
dung"], handeln, das lange Zeit die einzige Briicke zwischen 
der Organometallchemie und der Biochemie war. Ziel dieser 
Ubersicht ist es. den Leser davon zu iiberzeugen, daB wir 
gegenwlrtig mit den Anfangen eines neuen Wissenschafts- 
zweigs, der inetallorganischen Biochemie, konfrontiert wer- 
den. Dieses Fachgebiet konzentriert sich nicht langer auf die 
Chemie des Vitamins B,, und dessen zahlreiche Modellsyste- 
me12 - 'I, sondern dehnt sich auf viele Organometallverbin- 
dungen aus, die von Enzymen oder Mikroorganismen umge- 
wandelt werden konnen. Zur Zeit sind Biokatalysatoren 
noch nicht geniigend ausgereift, um Organometallverbin- 
dungen direkt aus Metallen, Ionen, Komplexen oder organi- 
schen Molekiilen herzustellen, sie konnen aber jetzt schon 
synthetische Organometallverbindungen modifizieren und 
in einigen Fallen Kohlenstoff-Metall-Bindungen selektiv 
spalten. 

2. Selektive Urnwandlungen von Organornetall- 
verbindungen durch Biokatalysatoren 

2.1. Allgemeines 

Fur den EinsatL von Biokatalysatoren auch in der Synthe- 
se von Organometallverbindungen sprechen die Erfolge bei 
der Anwendung von Enzymen's-131 und Mikroorganis- 
men['4] in der organischen Synthese. Biokatalysatoren kon- 
nen sowohl in waBrigen Losungsmittel-Gemischen, als auch in 
reinen organischen Losungsmitteln eingesetzt werden" - 91 ; 
die spezifische katalytische Aktivitlt von Enzymen bleibt in 
inversen Micellen['ol erhalten oder wird sogar gesteigert. 
Viele organische Synthesen, die unter Verwendung von Bio- 
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katalysatoren durchgefuhrt wurden, haben gezeigt, daB En- 
zyme eine wesentlich breitere Substratspezifitat aufweisen 
als friiher angenommen wurde" ' I .  Man hat deshalb vermu- 
tet, daB Enzyme auch Organometallverbindungen als Sub- 
strat akzeptieren wurden. Da Organometallverbindungen 
aber meist nicht wasserloslich sind, lag es nahe, sie in nicht- 
wlBrigen Medien zu testen. Dieses Forschungsgebiet 1st eine 
Herausforderung fur Chemiker und Biochemiker. Die kata- 
lytische Aktivitlt und Spezifitlt eines Enzyms kann durch 
Variation seiner Umgebung, zum Beispiel des Innern inver- 
ser Micellen[2'1, und vermutlich auch durch die Verlnderung 
der Zusammensetzung des organischen Mediums eingestellt 
werden. Es gibt also die Moglichkeit. die Enzymspezifitat an 
ein spezielles Organometallsubstrat anzupassen. 

2.2 Umsetzungen von Silicium- und 
Germaniumverbindungen 

Die Biosynthese von Organometallverbindungen hat noch 
nicht den Stand erreicht, der eine detaillierte kritische Unter- 
suchung ermoglicht; man unterscheidet aber zwei Ansatze: 
Der erste beschlftigt sich vor allem rnit Metallocenen, insbe- 
sondere rnit Ferrocenverbindungen. Wie wir in Abschnitt 2.3 
sehen werden, sind die Ferrocenderivate zweifellos die am 
ehesten als ,,biologisch" zu bezeichnenden Substanzen in- 
nerhalb der Vielzahl von Organometallverbindungen. Der 
zweite, von der Arbeitsgruppe von Tucke entwickelte Ansatz 
mag auf den ersten Blick trivial erscheinen. ist jedoch ein 
ausgewogenes, wohl durchdachtes und niitzliches Konzept. 
Die Idee erscheint einfach : da die Synthese vieler organischer 
Verbindungen, die nicht unbedingt natiirlichen Ursprungs 
sein miissen, rnit Enzymen enantioselektiv ablaufen, warum 
sollten diese Enzyme nicht auch Substanzen umwandeln, in 
denen Kohlenstoffatome durch Siliciumatome ersetzt sind? 
Und tatsachlich akzeptieren Enzyme von Mikroorganismen 
diese Derivate! Wenn die Umwandlung rnit Si-haltigen Sub- 
stanzen funktioniert, warum nicht auch die von Ge-haltigen? 
Auch diese werden akzeptiert! Es ist hervorzuheben, da13 die 
Vorteile dieses scheinbar einfachen Ansatzes auBerordent- 
lich hoch einzuschatzen sind, da optisch aktive Organosili- 
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ciumverbindungen als vielversprechende Pharmaka[” - 241 

bereits klinisch angewendet werden. Organogermaniumver- 
bindungen sind noch vielversprechender, da sie schon heute 
als mogliche Alternative zu Platinkompiexen in der Krebs- 
therapie gelterir22. ’’. 261. 

Der erste Bericht von Tacke et al.1271 behandelte die mi- 
krobielle enantioselektive Reduktion von Acetessigsauretri- 
methylsilylafkylester 1 b,d sowie deren Kohlenstoffanaloga 
1 a,c zu den entsprechenden (+)-(S)-3-Hydroxybutan- 
siureestern 2 in Anwesenheit von Kloeckera corticis 
(ATCC 20109) [GI. (a)]. Die Enantiomerenreinheit betragt 
80% fur 223, b,d und 65 YO fur 2c. Es ist bemerkenswert, daB 
die Substitution von Kohlenstoff- durch Siliciumatome die 
Enantiomeremeinheit der Reaktionsprodukte erhoht. 

0 0  II II Klorckero m r f r c i s  p, y 
Me,E(CH,),,OCCH,CMe -+ Me,E(CH2),0CCH2CMe (a) 

1 2 

a:  E =C.  n = 1; b: E = Si, n = 1; c:  E = C ,  n =  2; d :  E = Si, n = 2  

Trigonopsis variabilis (DSM 70714) ist von hunderten ge- 
testeten Hefen am besten fur die enantioselektive Reduktion 
von Acetyldimethylphenylsilan 3 zu (R)-(1-Hydroxyethy1)- 
dimethylphenylsilan 4 geeignet [GI. (b)]. Mit Trigonopsis va- 
riabilis wurden die besten Ergebnisse beziiglich Reaktionsge- 
schwindigkeit, Isolierung und Reinheit des Produkts 4 in 
bezug auf die Bildung biogener Nebenprodukt erzielt’281. 

‘? Trrgonopsi.~ varrabilir HO, .li 
PhMe,SiCMe , PhMe,SiCMe 

3 4 

Unter Verwendung ruhender Zellen bei optimalen Bedin- 
gungen (37 “C, pH 6-8,0.25 g L- von 3) wurden 70% 4 rnit 
einer Enantiomerenreinheit von 86 % isoliert. Vorversuche 

haben gezeigt, daB auch Acetyldimethylphenylgerman von 
Trigonopsis variahilis als Substrat akzeptiert wird und als 
Produkt der Reduktion das Enanantiomer rnit der (R)-Kon- 
figuration liefert. Uberraschenderweise nimmt die Aktivitat 
der Hefe in der Reihenfolge Silicium- > Germanium- 
> Kohlenstoffverbindung (21 :12:1) ab. Auch die enantio- 
selektive mikrobielle Reduktion von RR’R”SiC(0)Me 
(R = Me, R’ = Ph, R” = Me,C, Me,%) zu den entspre- 
chenden Alkoholen kann in Gegenwart von Trigonopsis 
variabilis durchgefiihrt ~ e r d e n ‘ ~ ~ ] .  

Silacyclohexanone werden ebenfalls enantioselektiv redu- 
ziert. Wachsende Zellen der Hefe Kloeckera corticis reduzie- 
ren 1 ,l-Dimethyl-l-silacyclohexan-2-on 5 zum Alkohol6 in 
60 Yo Ausbeute (92 % ee). Umkristallisieren aus n-Hexan 
steigert die optische Reinheit auf 99% eer301. Ein ahnlicher 

Me Me Me Me 
\ /  \ I  

Kloeckero corricis 

5 6 

Weg zum optisch aktiven (1 R,2S‘-l-Methyl-l -phenyl- 
1 -silacyclohexan-2-0l[~’~ geht von racemischem 1-Methyl- 
I-phenyl- I-silacyclohexan-2-on 7 aus und liefert die dia- 
stereomerenreine Substanz in zwei Biotransformations- 
schritten und einem chemischen Reaktionsschritt (Sche- 
ma 1). Durch diastereoselektive Reduktion von 7 rnit 
Kloeckera corticis entsteht eine racemische Mischung von 
(1 S ,  2R)- und (1  R,2S)-l-Methyl-l-phenyl-l-silacyclohexan- 
2-01 in 97 Yo Ausbeute und einem DiastereomereniiberschuB 
von ca. 90 %. Die quantitative Veresterung der Mischung rnit 
Acetylchlorid in Pyridin ergibt das Racemat der entspre- 
chenden Acetate. Die Acetate wurden anschlieBend in einer 
hoch enantioselektiven Hydrolyse rnit Puchia pijperi 
(ATCC 20127) zum optisch aktiven Alkohol 8 rnit R-Kon- 
figuration am Siliciumatom und S-Konfiguration am Koh- 
lenstoffatom umgesetzt. Nach der chromatographischen 

Schema 1. Zwei Biotransformations- und 
ein chemischer Reaktionsschritt liefern dia- 
stereomerenrein 8 1 S , 2 R  1 R,  2 s  1 S , 2 R  1 R,  2s 

8 
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Trennung vom nicht umgesetzten (1 S,2R)-Acetat an Silica- 
gel wurde das gewunschte Produkt in sehr reiner Form 
(ee > 96%) isoliert. 

Man darf annehmen. daD auch Organometallverbindun- 
gen mit tetraedrisch koordinierten Metallzentren diese Bio- 
transformationen eingehen. Zweifellos werden solche Unter- 
suchungen durch den enormen Bedarf an neuen Wirkstoffen 
angeregt. 

2.3. Ferrocen- und Cymantren-Derivatisierungen 

Die Geschichte der Ferrocen-Biotransformationen be- 
gann vermutlich 1971, als Johnson und Murray uber die mi- 
krobielle H ydroxylierung von 1,2-(sc-Oxotetramethylen)- 
ferrocen 9 zum Hydroxyketon 10 rnit dem Schimmelpilz 
Sporotrichum sulfurescens (ATCC 71 69) beri~hteten[~’]. Die 
besten Ergebnisse wurden mit niedrigen Substratkonzentra- 
tionen erzielt. 10 ist optisch aktiv und exo-konfiguriert, ein 
Hinweis auf eine enzymatische Oxidation [GI. (d)]. 

Spororrrckum sulfiirescms 

Fe 

0 
9 

Fe 

0 
10 

Ratujczak und Misterkiewic~[’~] haben die asymmetrische 
Reduktion von Carbonylferrocenen detailliert untersucht 
und die Reduktion von Formylferrocen, Ferrocenyltrifluor- 
methylketon 11 und [3]Ferrocenophan-l-on 12 mit Backer- 
hefe in Gegenwart von D-Glucose beschrieben (Tabelle 1, 
Reaktion 1, 2, 5 ) .  Formylferrocen wird bei 33 “C innerhalb 
von 20-40 min zu Hydroxymethylferrocen reduziert. Die 
prochiralen Molekule 11  und 12 werden in 50% bzw. 10% 
Ausbeute zu ( -)-1 -Ferrocenyl-2,2,2-trifluorethanol und 
( -)-[3]Ferrocenophan-I -01 umgesetzt. Acetyl-, Propionyl-, 
Isobutyryl-. Benzoyl- und 1 ,If-Diacetylferrocen werden da- 
gegen ebensowenig wie 9 von Backerhefe reduziert. Das Re- 
duktionsprodukt von 11 hatte zunachst einen spezifischen 
Drehwert von [a,] = - 6,4[331, der dann aber bei einer Aus- 
beute von 90.5 YO auf - 27.7 optimiert w ~ r d e [ ~ ~ ] .  Der Ein- 
satz anderer Mikroorganismen erweitert die Substratspezifi- 
tat der Reduktion. So wird Acetylferrocen (Reaktion 3), das 
gegenuber Backerhefe resistent ist, von anderen Mikro- 
organismen wie Candida tropicalis ( I F 0  199), Pichia quer- 
cuum (IF0 949) oder Succharomyces cerevisiue ( I F 0  305) 
zum korrespondierenden S-Alkohol reduziert. Die Ausbeute 
ist zwar gering, dafiir verlauft die Reduktion jedoch unter 
Bildung eines hohen Enantiomereniiberschusses (96 % er). 
Weitere Beispiele mikrobieller oder enzymatischer Redox- 
reaktionen, die sich auf die Umwandlung der Gruppen 
-CO- + -CH(OH)- beziehen, sind in Tabelle 1 zusam- 
mengefaDt. Die Reaktionen 6 und 7 bediirfen naherer Erkla- 
rung: 1,2-Bis(hydroxymethyl)ferrocen 13 wurde mit Pferde- 
leber-Alkohol-Dehydrogenase (HLADH) in Gegenwart von 
NADO (und Glutamat-Dehydrogenase (30 “C, p H  8.3) fur 
die Cofaktor-Regenerierung) oxidiert [361. Das Produkt hatte 

Tabelk 1. Enzymkatalysierte Redoxreaktionen von Ferrocenderivaten Fc-R. 

Reak- Ausgangs- Produkt Mikro- Ausbeute [Oh] Lit. 
tion verbindung organismus (er [XI) 

oder Enzym 

Fc-CHO Fc-CH,OH Bickerhefe 100 

Fc-COCF, H OH Bickerhefe 50 
90.5 \ :. I 1  

Fc’c‘ CF3 

Fc-COCH, HO H Cundidu 7 (96) 
rropiculis \ :- 

Fc/ ‘\CH, Succhuromyca.7 
ccwvisuc  

Fc-COD “0, ,.H Backerhefe 9 0 8  

F C A C \ D  

S 

mO @{: Bickerhefe 10 

12 (-1 

XO(94) CHO HLADH. 
NADH 

CHO 

14 (1 S, 2 R )  

HLADH. 44(100) I 
Fc AoH FcAO N A D e , F M N  

15 

bis auf das Vorzeichen des spezifischen Drehwerts die glei- 
chen Eigenschaften wie das Material, das durch HLADH- 
katalysierte Reduktion von 1,2-Difomylferrocen 14 in Ge- 
genwart von Ethanol und NADH ( S T ,  pH 7) entsteht. Die 
Tatsache, dal3 HLADH das meso-Diol 13 zum (1R,2S)- 
Monoaldehyd oxidiert und den meso-Dialdehyd 14 zum 
(1 S,2R)-Enantiomer reduziert, deutet darauf hin, dal3 
HLADH sowohl bei Oxidations- als auch bei Reduktions- 
reaktionen meso-Verbindungen enantiotop unterscheidet. 
Ein solches Phanomen konnte, trotz der grol3en Zahl 
HLADH-katalysierter asymmetrischer Synthesen, die rnit 
meso-Diolen und Diketonen durchgefiihrt wurden, bisher 
noch nicht beobachtet ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Die metallorganischen 
Substrate 13 und 14 machen einige Merkmale der HLADH- 
Katalyse sichtbar, die im Fall der reinen Kohlenstoff- 
substrate nicht zu erkennen sind. Reaktion 8 ist ein Beispiel 
fur die kinetische Racematspaltung eines Alkohols. Die ent- 
sprechenden Ruthenocen- und Osmocenderivate verhalten 
sich ahnl i~h[~’] .  

Alkohol-Dehydrogenase wurde auch fur die kinetische 
Racematspaltung chiraler Cymantrenaldehyde verwendet. 
(*)-Tricarbonyl(q’- 1 -formyl-2-methylcyclopentadienyl)- 
mangan 17 wurde mit HLADH und NADH bei 4°C und 
pH 7 enantioselektiv reduziert. Dabei erhielt man zusammen 
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rnit nicht urngesetztem (1S,2R)-17 (31 YO) den (1R,2S)-Alko- 
hol 18 in 35% Ausbeute [GI. (e)]. Das (lR,2S)-Enantiomer 
der Verbindung 17 ist durch Oxidation von (1R,2S)-18 mit 
Mangandioxid leicht zuganglich[371. 

Me Me 
I 

@-cHO HLADH/NADH , 
*OH + (1 S, 2R)-17  (e) 

Mn 
oc~&co 

17 

M n  

co 
(1 R, 2 9 - 1 8  

oc/ 1 'co 

Lipasen sind eine weitere Gruppe von Enzymen, die die 
Ferrocen-Struktur leicht akzeptieren. So wurde iiber die Re- 
aktion von racemischem 1-Hydroxyethylferrocen 15 (siehe 
Tabelle 1) mit Vinylpropionat in Toluol, katalysiert durch 
die Schweinpankreas-Lipase (PPL), zum R-Enantiomer 16 
berichtet [GI. (f)] . Durch die Wahl eines Acylierungsreagens, 
das ein fliichtiges Beiprodukt (Acetaldehyd) bildet, wurde 
ein irreversibler Reaktionsverlauf e r z w ~ n g e n [ ~ ~ ] .  Die Enan- 
tiomerenreinheit fur auf diese Weise synthetisiertes S-15 und 
R-16 betragt jeweils 84 %. Ahnliche Umwandlungen wurden 
mit Lipasen von Pseudomonasfluorescens in tert-Butylalko- 
hol unter Verwendung von MeCOOCH=CH, als Acylie- 
rungsreagens d ~ r c h g e f i i h r t [ ~ ~ ] .  

4, PPL 
15 + E1COOCH=CH2 + S-15 + Fc "H + H,CCHO (f)  

OCOEt 

R-16 

2.4. Weitere Beispiele 

Theri.~od[~* beschrieb kiirzlich die Lipase-katalysierte Um- 
esterung rnit 0-Stannylethern in Benzol oder Cyclohexan 
[GI. (g)]. Lipasen aus Schweinepankreas (PPL), Chromo- 
bacterium viscosum und Candida cylindracea wurden getestet. 
Nur die Lipasen aus Candida cylindracea verhielten sich indif- 
ferent gegeniiber den Organometallsubstraten. Die hochste 
Geschwindigkeit der PPL-katalysierten Reaktionen wurde 
bei der Umsetzung von Ethylbutanoat rnit Me(CH,),OSnBu, 
erzielt. Interessanterweise sind Stannylether dabei wesentlich 
reaktiver als die entsprechenden Alkohole. 

0 0 
M M 

0--Et  0 -R '  
R'-C\ t R'OSnR, + R'-C\ + EtOSnR, (g) 

R = Me, nBu; R'  = n-C,H,, Cyclohexyl; R 2 C 0  = Acetyl, 
n-Butyryl, Capryloyl, Lauryl. 

Tricarbonylchrom, ein starkes elektonenlieferndes Frag- 
ment das durch Komplexbildung die Reaktivitat von Arenen 
stark beeinflussen kann, wird von Organikern haufig ver- 
~ e n d e t ' ~ ~ ] .  Es stellt sich nun die Frage, wie die Komplexie- 
rung die Reaktivitat von Arenen in Enzymreaktionen beein- 
fluI3t. Bei solch einer Komplexierung rnit asymmetrisch 1,2- 
disubstituierten Arenen sollte ein Enantiomerenpaar ent- 

stehen; rnit Enzymen oder Mikroorganismen sollte sich 
dann selektiv ein Enantiomer umsetzen lassen. 
(q6-Acetophenon)tricarbonylchrom 19 a wird von Backer- 

hefeL4,I oder Saccharomycrs c e r e ~ i s i a e [ ~ ~ '  in Gegenwart von 
D-Glucose rnit 96% (99 YO ee) bzw. 94% (74% ee) Ausbeute 
in (5')-($-1 -Phenylethanol)tricarbonylchrom 20 a umgewan- 
delt [GI. (h)] . Reduziert man nicht komplexiertes Acetophe- 
non unter den gleichen Bedingungen, betrlgt die Ausbeute 
dagegen nur 69 Yo (92 Yo ee)[431. Mit dem wenig sperrigeren 
Komplex 19b verlief die Reduktion sehr langsam, wobei in- 
nerhalb von zwei Wochen nur 20% 20b gebildet wurden. 

Dagegen wird freies Propiophenon innerhalb von sechs Ta- 
gen zu 50% reduziert. In beiden Fallen betragt der Enantio- 
merenuberschul3 an (9-Alkohol 87 YO. Substituiert man ei- 
nen CO-Ligand von 19a  durch PPh,, erfolgt ebenfalls keine 
Reduktion. Sperrige Substituenten in diesem Teil des Mo- 
lekiils beeinflussen den Reaktionsverlauf also erheblich. 
Zwei Erklarungen fur den EinfluI3 sperriger Gruppen sind 
moglich: Es konnte die raumliche Struktur des aktiven Zen- 
trums des Enzyms und das Volumen des Organometall- 
substrats nicht rnehr iibereinstimmen. Es andert sich aber 
auch die Fahigkeit hydrophober Organometallsubstrate, 
Zellmembranen zu durchdringen, wenn ihr Volumen und 
ihre Hydrophobie verandert werden. Es 1st schwer zu ent- 
scheiden, welcher Effekt iiberwiegt, solange noch nicht genii- 
gend Ergebnisse von Untersuchungen an unterschiedlichen 
Enzymen vorliegen. 

Die Reduktion folgt im allgemeinen der sogenannten Pre- 
log-Regel, die in Gleichung (i) wiedergegeben ist (Ellip- 
se = grorjer Substituent, Kreis = kleiner S ~ b s t i t u e n t ) [ ~ ~ 1 .  
Komplexe Substrate liefern erwartungsgemarj mehrere Pro- 
dukte. Zum Beispiel entstehen bei der Reduktion von (*)-($- 
1ndanon)tricarbonylchrom rnit Backerhefe 47 YO (55 YO ee) 

0 HO H 

des (-)-(9-endo-Alkohols 21 und 5% (71 'YO ee) des (-)- 
(a-exo-Alkohols 22. Nicht umgesetzte Ausgangsverbin- 
dung wurde mit NaBH, chemisch zum (+)-(R)-endo-Alko- 
hol 23 (48 %, 25 Yo ee) red~zier t [ ,~]  (Schema 2). Bei der Re- 
duktion des ahnlichen Tetralonkomplexes 24 entsteht kein 
exo-Produkt. In Pufferlosung bei pH 7 wurde der (18-endo- 
Alkohol in 52% Ausbeute (92% ee) erhalten; in ungepuffer- 
tern Medium verringerte sich die optische Reinheit des Pro- 
dukts auf 83 YO ee. 

Ein weiteres Beispiel fur kinetische Racematspaltungen chi- 
raler Organometallverbindungen mit Mikroorganismen ist 
die enantioselektive Reduktion von (~)-(vf-l-Formyl-2- 
methoxybenzo1)tricarbonylchrom 25 rnit Backerhefe (22 "C, 
H,O). Sie liefert in Gegenwart von D-Glucose (+)-(R)-(q6- 
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0 

NaBH,  

23 
( )-[(Indanon)(CO),Cr] 

Bickerhefe I 

21 22 

24 

Schema 2. Reduktion von ( f)-[(~6-Indanon)(CO),Cr] mit Bickerhefe. 

1-Hydroxyniethyl-2-methoxybenzol)tricarbonylchrom 26 
(66% ee) neben unverandertem, optisch aktivem (+)- 
(1 S)-($- 1 - Form yl-2-methoxybenzol)tricarbon ylchrom 27 
(81 % ee)[451 (Schema 3). Eine verbesserte Racematspaltung 
von 25 wurde rnit HLADH und NADH e r r e i ~ h t ~ ~ ’ ] .  Die 
optische Reinheit der Produkte betrlgt dabei 100%. 

e O M e ( C H 0 )  

25 

1 Backerhefe 

26 27 

Schema 3 .  Kinetische Racematspaltung durch enantioselektive Reduktion rnit 
Backerhefe. 

Schweineleber-Estera~e[~~~ (PLE) ist ein weiteres Enzym, 
das rnit Erfolg fur die Racematspaltung von Organometall- 
verbindungen eingesetzt wird (Schema 4). Bei der PLE-kata- 

I I .  COOEt / C O O E t  PLE COOH 

-ri 
Fe(CO), Fe(CO), 

28 29 

Schema 4. Racematspaltung rnit Schweineleber-Esterase (PLE) 

lysierten Rea ktion von racemischem 2-Ethoxycarbonyl-sub- 
stituierten Butadieneisenkomplex 28 in wlRrigem Methanol 
(pH 7, Raumtemperatur, 30 h) wurde die Saure 29 in 40% 
Ausbeute erhalten. Der nicht hydrolysierte Ester wurde zu- 
ruckgewonnen und zum Enantiomer von 29 rnit LiOH hy- 
drolysiert (38 O h ) .  Fur das enzymatische Hydrolyseprodukt 
29 und fur die aus dem nicht umgesetzten Ester erhaltene 
Saure wurde ein EnantiomereniiberschuO von jeweils 85 % 
gemessen. Die optische Reinheit beider Sauren erhohte sich 
nach dem LJmkristallisieren auf iiber 98 YO ee. 

2.5. Organornetallverbindungen 
fur die NADH/NAD@-Regenerierung 

Die Umwandlung von NAD@ in NADH erfordert die 
Ubertragung von zwei Elektronen und einem Proton. Es 1st 
offensichtlich nicht leicht, diesen Transfer konzertiert durch- 
zufiihren, aber ein schrittweiser Transfer sollte vermieden 
werden, weil dabei enzymatisch inaktives NAD@-Dimer ent- 
stehen kann14’]. Die Regenerierung von NADH in Dehydro- 
genasereaktionen ist immer noch ein Problem, das einer Ko- 
stensenkung fur Dehydrogenase-katalysierte asymmetrische 
Synthesen e n t g e g e n ~ t e h t ~ ~ ~ ] .  Die Erkenntnis, daR der Trans- 
fer von zwei Elektronen und einem Proton einem Hydrid- 
transfer entspricht, kann der Schlussel zur Losung dieses 
Problems sein. Das Hydrid wird in einem Schritt ubertragen, 
und Ubergangsmetallkomplexe sind zweifellos die besten 
Hyd~-idi iber t r lger[~~] .  Ein solcher Transfer wurde zuerst von 
Steckhun et al. real i~ier t~’~] .  Auf der Grundlage der Ergeb- 
nisse von Kolle und G r i i t ~ e l ~ ” ~  demonstrierten sie, daR 
[Cp*(bpy)ClRh]Cl chemisch rnit F ~ r m i a t [ ~ ’ .  531 oder elektro- 
chemisch[”] reduziert werden kann; dabei entsteht vermut- 
lich der Hydridokomplex [Cp*(bpy)HRh]@, der wiederum 
NADO zu NADH reduzieren kann. Dadurch wurde die von 
D-Lactat-Dehydrogenase katalysierte elektrochemische Re- 
duktion von Pyruvat zu D-LaCtat mit einer Geschwindigkeit 
von 5 Cyclen pro Stunde e r r n o g l i ~ h t [ ~ ~ ] ,  wobei D-Lactat in 
67 % Ausbeute und einem EnantiomerenuberschuR von 
93.5% erhalten wurde. 

Dieser Ansatz eroffnet neue Perspektiven, betrachtet man 
das enorme Potential von Ubergangsmetallkomplexen als 
Oxidations- oder Reduktionsmittel der jeweils korrespon- 
dierenden Nicotinamid-Cofaktoren. Solche Verbindungen 
mussen aber nicht notwendigerweise Organometallverbin- 
dungen sein. Da eine detaillierte Diskussion dieses Themas 
den Rahmen dieser Ubersicht sprengen wurde, konnen nur 
einige Beispiele vorgestellt werden. So wurde iiber die elek- 
trochemische Regenerierung von NADH aus NAD@ rnit 
einem Tris(2,2‘-bipyridyl)-Komplex von Rhodium(II1) be- 
r i ~ h t e t r ~ ~ ]  und auch iiber die photochemische Reduktion von 
NAD(P)@ zu NAD(P)H[55, 561. Die umgekehrte Reaktion, 
also die Regenerierung von NAD@ und NAD(P)@, kann 
in Gegenwart von [Fe(L)J2@- und [R~(L),]~@-Komple-  
xen15’. durchgefuhrt werden, wobei L Liganden vom Typ 
2,2’-Bipyridin- und 1 .lo-Phenantrolin sind. 

3. Reaktionen von Oxidasen und Peroxidasen 
in Gegenwart von Organometallverbindungen 

Dieses zweifellos am weitesten entwickelte Gebiet der 
metallorganischen Biochemie erfuhr 1984 einen lebhaften 
Aufschwung, als Cuss et al.lS9] iiber die a d e r s t  vorteilhaften 
Vermittlereigenschaften von Ferrocenderivaten bei der Glu- 
coseoxidase-katalysierten Oxidation von P-D-Glucose be- 
richteten. Selbstverstlndlich sind noch viele andere Beispiele 
von Redoxprozessen bekanntr60 ~ 621, an denen Proteine und 
Koordinations- oder Organometallverbindungen beteiligt 
sind. Keines dieser Beispiele ist fur die vorliegende Diskus- 
sion jedoch so gut geeignet, wie die Ergebnisse der Arbeit 
von Cuss et a1.1591, die die Entwicklung neuer amperometri- 
scher Biosensoren initiiert und die intensive Forschung auf 
diesem Gebiet angeregt hat (siehe Abschnitt 3.1). 
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3.1. Ferrocene als Substrate von Oxidasen 

Flavinadenindinucleotid(FAD)-abhangige Enzyme kon- 
nen die Oxidation unterschiedlicher Molekule mit molekula- 
rem Sauerstoff katalysieren ; es entstehen die entsprechenden 
Oxidationsprodukte und Wasserstoffperoxid [GI. G)]. So 
auch bei der Oxidation von P-D-Glucose rnit Glucose- 
Oxidase [GI. (k)]. Es 1st bemerkenswert, daR 
Ferrocenium-Ionen Substrate der G O D  sind, wobei die ioni- 
schen Organometallverbindungen den molekularen Sauer- 

hohen Werte der in Tabelle 2 aufgefuhrten Geschwindig- 
keitskonstanten zweiter Ordnung zeigen, daR Oxidasen be- 
reitwillig Ferrocene akzeptieren und diese sich wie echte Sub- 
strate dieser Enzyme verhalten. Octacyanomolybdat(1v) und 
Octacyanowolframat(1v) werden von Lactat- und Sarcosin- 
Oxidase auf die gleiche Weise a k ~ e p t i e r t c ~ ~ ] .  Die Geschwin- 

Fe R ' -Fc-R2 

Red-H, + O2 -+ Ox + H,O, 6) 

Tabelle 2. Oxidasen, die Ferrocenium-lonen als Substrate akzeptieren und die zugehori- 
gen Geschwindigkeitskonstanten k fur die Oxidation der reduzierten Enzyme. OH O H  

(k) R'-Fc-R2 &[mV] 10- 'k  
Enzym Substrat R' R' vs. SCE [M-'s-'] Lit 

OH O H  
Glucose-Oxidase D-Glucose CH, CH, 100 0.77 I591 

H 165 0.26 i591 Glucose-Oxidase D-Glucose H 
Glucose-Oxidase o-Glucose H,C=CH H 250 0.30 i59] 

stoff ersetzen. Die beste Methode zur Kontrolle des Kata- ~ l u c o s e . ~ x i ~ d s e  r , . ~ j l u c o s e  COOH H 275 2.01 1591 
lyseverlaufs ist die Cyclovoltammetrie. Aus Abbildung 1 ist Glucose-Oxidase D-Glucose COOH COOH 285 0.26 1591 

Pyruvat-Oxidase Pyruvat COOH H 275 0.2 1631 
tisch der Grenzstrom erreicht wird, wahrend in Abwesenheit Xanthin-Oxidase Xanthin cOOH H 275 4.0 I631 

ersichtlich, daB im System Ferrocen-D-Glucose-GOD prak- Glucose-oxidase D-Giucose 400 5.25 1j91 

von D-Glucose oder GOD nur die fur Ferrocen typische Sarcosin-Oxidase Sarcosin COOH H 275 0.1 b l  
Diaphorase NADH COOH H 275 0.2 (631 

Kurve auftritt. Die Elektrokatalyse in Gegenwart des G,utathion.Reduktase NAD(P)H COOH 275 2,0 1631 

I I I I I I  

0.1 0.3 0.5 
ElVl - 

Abb. 1. Gleichst rom-Cyclovoltammogramm von Hydroxycarbonylferrocen 
(0.05 mM) a)  bei pH 7 , 2 5  "C. in Gegenwart von u-Glucose (50 mM), Vorschub- 
geschwindigkeit 1 mVs- ' und b) unter den gleichen Bedingungen bei zusatzli- 
cher Zugdbe von GOD (10.9 FM) [59]. 

Organometall-Vermittlers kann rnit den Gleichungen (1)- 
(n) erklart ~ e r d e n ' ~ ~ ' .  E(ox) und E(red) stehen fur die 

E(ox) + p-u-Glucose + E(red) + u-Gluconolacton (1)  

E(red) + 2 Fc" + €(ox) + 2 Fc + 2 H0 (m) 

2 FC - 2 ~ -  + 2Fc'O (n) 

oxidierte bzw. reduzierte Form der GOD, Fc fur Ferrocen- 
derivate. Tabelle 2 faRt Oxidasen rnit ahnlicher Funktion wie 
GOD und Ferrocene R1-Fc-R2 zusammen sowie die aus 
elektrochemischen Daten berechneten Geschwindigkeitskon- 
stanten fur die Oxidation des reduzierten Enzyms. Die bei- 
den lhnlichen Enzyme, Oxalat-Oxidase und Cholin- 
Oxidase. reagieren nicht rnit F e r r ~ c e n e n ~ ~ ~ l .  Die relativ 

CO-Oxidase co COOH H 275 4.0 i63j 
Flavocytochrom-b, L-Lactat COOH H 275 67.0 [63] 
Alkohol-Dehydro- MeOH COOH H 275 2.0 I631 
genase 
L-Lysin-Oxidase L-Lysin COOH H 275 [a] [671 
L-Lysin-Oxidase L-Lysin Me,NCH, H 275 [a] [671 

[a] nicht gemessen. 

digkeitskonstanten fur die Oxidation der mit W(CN);' oder 
Mo(CN);@ reduzierten Enzyme sind beinahe so hoch wie die 
der Ferrocenium-Ionen [(3 - 4) x l o4  M-'s- ' ] .  Glucose- 
Oxidase und D-Aminosaureoxidase reagieren ihnlich rnit 
dem Poly(viny1pyridin)-Komplex [OSL,CI]@'~@ (L = 2,2- 
Bipyridyl)16', 661. 

Das Prinzip der enzymatischen Verstarkung der elek- 
trochemischen Antwort durch Organometall-Vermittler 
wurde bereits fur viele amperometrische Biosensoren, u. a. 
auch fur die ~ - G l u c o s e - [ ~ ~ ~  und die Kohlenmonoxid-Bestim- 
mung[6sl angewendet. Die giinstigen Perspektiven dieses 
Ansatzes fur die Anwendung von B i o s e n ~ o r e n ~ " ~ -  7 1 1  regen 
weitere Untersuchungen auf dem Gebiet der metallorgani- 
schen Biochemie an. Obwohl Organometall-Vermittler sehr 
effektiv arbeiten, wird auch der Standpunkt vertreten, daR 
bioelektrokatalytische Systeme ohne Vermittler vorteilhafter 
~ e i e n ~ ~ ~  771. Deshalb versuchte man durch kovalente Bin- 
dung von Ferrocenen an Enzyme pseudo-vermittlerfreie 
Oxidase-Ferrocen-Systeme h e r z ~ s t e l l e n [ ~ ~  - Die auf diese 
Weise mit Fc(CH,),COOH (n = 0, 1 und 3) unter Verwen- 
dung wasserloslicher Carbodiimide modifizierte G O D  ist 
anscheinend auch ohne zugesetzte Ferrocene elektrokataly- 
tisch aktiv. Es liegt nahe, auf eine direkte elektrische Wech- 
selwirkung zwischen der chemisch modifizierten G O D  und 
den Elektroden zu schliekn. Eine neuere Veroffentlichung[811 
berichtet jedoch uber einen von Ferrocen-gebundenem Rin- 
derserum-Albumin vermittelten Elektronentransport zwi- 
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schen dem aktiven Zentrum des Enzyms G O D  und einer 
Elektrode und deutet somit auf einen intermolekularen Me- 
chanismus der Ferrocen-modifizierten G O D  hin. Mit Orga- 
nometallverbindungen modifizierte Oxidoreduktasen sind 
aber auf jeden Fall ein lohnendes Forschungsthema[sZ1. Ein 
rein metallorganischer Ansatz, der sich auf Ferrocen-modifi- 
zierte Enzyme[831 bezieht, basiert auf der hohen Reaktivitat 
von Organoquecksilberverbindungen gegeniiber freien Cy- 
steinresten von Pr~teinen[ '~] .  Zum Beispiel fiihrt die Reaktion 
von Ferrocenylquecksilberchlorid mit Cytochrom c (CYT) 
aus Backerhefe zu einer Bindung der Ferrocenylquecksilber- 
Gruppe an den Cys-102-Rest [GI. (o)]. Das Produkt ist elek- 
trochemisch aktiv, mit einem Maximum bei 450 mV gegen- 
iiber derNormaluasserstoffelektrode (NHE). Offenbar kann 
diese Methotle auch auf Oxidoreduktasen angewendet wer- 
den. vorausgesetzt, die fiir die Katalyse wichtigen SH-Grup- 
pen bleiben erhalten. 

CYT(Cys 102)-SH - ClHgFc -> CYT(Cys 102)-SHgFc + H@ + Cle (0) 

Wahrend Flavoproteine eine Bindung mit oxidierten Fer- 
rocenen eingehen, katalysiert Peroxidase die Oxidation von 
Ferrocenen mit W a s s e r s t o f f p e r o ~ i d ~ ~ ~ ~ .  Neben unverander- 
tem Ferrocen waren FcCH,OH, FcCHMeOH, FcCMe,OH, 
FcCH2COOH, FcB(OH), und FcCH,N@Me,I' an der Re- 
aktion beteiligt. Diese Beobachtungen fiihrten zur Kon- 
struktion eines amperometrischen Biosensors fur Wasser- 
stoffperoxid, in dem Ferrocene zwischen einer Elektrode und 
dem aktiven Zentrum der Peroxidase[861 oder der Cyto- 
chrom-c-Peroxidase hin und her transportiert ~ e r d e n ~ ' ~ ] .  

3.2. Ferrocene und Immunoassays 

In waRrigen Medien sind Ferrocene als hydrophobe Mole- 
kiile perfekte Gastmolekiile fur Cyclodextrine[". 891. Kiirz- 
lich wurde berichtet["l, daB auch Ferrocenium-Ionen Ein- 
schluherbindungen mit Cyclodextrinen bilden [GI. (p)]. Die 
komplexierten Verbindungen stehen der Glucose-Oxidase 
nicht mehr als Substrat zur Verfiigung und liefern im System 
Ferrocen-D-Glucose-GOD auch keinen katalytischen Strom 
mehr. Die Aufnahme von Ferrocenen in Hohlriume eines 

Fe + 
l@ 

Wirtmolekiils oder ihre Abschirmung durch Fragmente gro- 
Rer Molekiile kann also deren Vermittlereigenschaften stark 
beeinflussen. Dieser Effekt hat fiir einfache Sensoren auf 
Ferrocen-Basis offensichtliche Nachteile, da Wirtmolekule 
die Oxidaseantwort storen. Fur Immunoassays 1st er jedoch 
sehr vorteilhaft: Angenommen ein Molekiil, in dem ein Hap- 
ten kovalent an Ferrocen gebunden ist, verliert seine Affini- 
tat fiir die korrespondierenden Antikorper nicht, dann kann 
die Antigen-.Antikorper-Reaktion zu einer Abschirmung des 
Organometallfragments fiihren. Das Konjugat konnte daher 
seine bioelektrokatalytische Aktivitit verlieren. Wenn jetzt 

freies Antigen dem System hinzugefiigt wird, mul3 es das 
Konjugat verdrangen, da seine Affinitat mindestens so hoch 
wie diejenige des Konjugats ist. Das freigesetzte Konjugat 
wird jetzt von Oxidasen als Substrat akzeptiert. und die 
Stromstarke wird als Funktion der Konzentration des zuge- 
gebenen Antigens zunehmen. Diese Methode wurde bereits 
fiir die Analyse von Thyroxin[", 9 2 1  und Lido~ain[ '~]  ange- 
wendet, wobei die entsprechenden Konjugate 30 und 31 her- 
gestellt wurden. Auch ein nahe verwandtes Verfahren zur 
Quantifizierung des humanen Choriongonadotropins ist be- 
k a n r ~ t [ ~ ~ .  951. Die Kopplung von Ferrocen-Konjugaten mit 

I 1 

Me 

Me 
Me.& 

Oxidasen verhalf dem von Cais et al.196,y71 Ende der siebzi- 
ger Jahren vorgeschlagenen Konzept des Metalloimmun- 
assays zum Durchbruch. Daraufhin wurden viele Ferrocen-. 
Cobaltocen- und Cqmantrenderivate von Ostriol. Morphin, 
Barbituraten, Amphetamin und Cocain synthetisiert, jedoch 
konnte sich die Methode nicht allgemein durchsetzen, da 
man normalerweise die Atomabsorptionsspektroskopie als 
analytische Routinemethode verwendet. 

Es ist hervorzuheben. daB selbst einfache Bindung von 
Ferrocen-Konjugaten an entsprechende Antikorper die elek- 
trochemische Ansprechbarkeit einer Ferrocen-markierten 
Substanz vermindert. Dieser Zusammenhang wurde erst- 
mals am Beispiel der mit Morphin konjugierten Ferrocen- 
c a r b o n s a ~ r e ~ ~ ~ ]  dernonstriert. Der Effekt 1st allerdings ge- 
ring und entspricht nicht den Erfordernissen moderner Im- 
mu no assay^[^^^. Nutzt man jedoch Oxidasen zur Verstar- 
kung, so ist die Methode dann auch fur Analysen geeignet. 

Da sich das Redoxpotential funktionalisierter Ferrocene 
durch Variation in der Seitenkette verandert, konnen auch 
Proteasen fur die Bioelektroanalyse genutzt werden. Verbin- 
dung 32 zum Beispiel, wurde fur die Bestimmung alkalischer 
Phosphatase und Ostriol hergestellt['OO]. In diesem Fall ist es 
entscheidend, daR 32, ein Substrat der alkalischen Phospha- 
tase, einen quasi-reversiblen Peak bei 390 mV hat. Produkt 
33 zeigt zwei irreversible Peaks fiir die Phenol- und die Fer- 
rocen-Oxidation be1 590 mV bzw. 180 mV versus Standard- 
calomelelektrode (SCE). Bemerkenswerterweise wird das 
Produkt der enzymatischen Reaktion (q) bei 210 mV, in ei- 
nem. verglichen mit der Ausgangsverbindung, kathodischen 
Bereich oxidiert. 

Das Produkt liBt sich daher auch bei einem Substratiiber- 
schuB nachweisen und ermoglicht so die Bestimmung der 
alkalischen Phosphatase (bis zu Konzentrationen von 
1.2 x M). Das Verfahren eignet sich auch fur enzy- 
matische Immunoassays (ELISAs) mit alkalischer Phospha- 
tase als Markerenzq m. Es wurden drei Kriterien vorgeschla- 
gen, um eine weitere Enzymverstarkung zu erreichen['OO1: 
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1. 

2. 

3. 

32 ( E , , ,  = 390 mV) 

Das Produkt muR ein geringeres Oxidationspotential 
als das Substrat haben. 
Die Differenz zwischen den Oxidationspotentialen 
mu8 100-200 mV betragen. 
Die oxidierte Form des Produkts mu13 von Glucose- 
oxidierenden Enzymen als Substrat akzeptiert wer- 
den. 

4. Rezeptoren fur Organornetallverbindungen 

Bisher konnten noch keine spezifischen Rezeptoren fur 
Organornetallverbindungen nachgewiesen werden. aber Bio- 
molekiile rnit Organometallresten verlieren nicht ihre Fahig- 
keit, sich an Rezeptoren anzulagern. Dieses Verhalten wurde 
zur Ausarbeitung eines Verfahrens zur Bestimmung von 
Hormonrezeptoren rnit FT-IR-Spektroskopie genutzt[lO'l. 
Da die allgemeinen Prinzipien der Methode bereits in zwei 
Ubersichten['02, I o 3 1  zusammengefant wurden, sol1 hier nur 
kurz darauf hingewiesen werden, um die unerwarteten und 
interessanten Ergebnisse der metallorganischen Biochemie 
zu demonstrieren. 

Die meisten Proteine haben ein ,,IR-Fenster" bei etwa 
2000 cm- I ,  Metallcarbonyle dagegen absorbieren stark in 
diesem Bereich. Dariiber hinaus konnen [Cr(CO),]-, 
[Cr(CO),CS]- oder ahnliche Fragmente an biologisch rele- 
vante M ~ l e k i i l e [ ' ~ ~ -  unter anderem auch an Ostradiol- 
derivate["l], gebunden werden. Die mit Organochromver- 
bindungen markierten Steroide 34 sind in waBrigem Metha- 
nol stabil. Ihre relative Affinitat zum Ostrogenrezeptor va- 
riiert im Bereich von 0.4-28°/0. wobei der hochste Wert fur 
R = HO(CH,), erzielt wird. Die in Tritium-markierter Form 

hergestellte Substanz hat eine hohe spezifische Aktivitat. Sie 
bindet mit einer Affinitat (Dissoziationskonstante KD = 

0.85 nM) und einer Anzahl von Bindungsstellen, die nahe bei 
den fur Ostradiol beobachteten Werten liegen, reversibel an 
den Ostradiol-Rezeptor im Cytosol aus dem Uterus von 
Lammern. Der Anteil unspezifischer Bindung ist gering und 
das Hormon wird nicht signifikant an andere Rezeptoren 
gebunden. Tricarbonylchrom-markierte Molekiile eignen 
sich gut zur Markierung von Hormonrezeptoren, die sich im 
Fall von 34 durch FT-IR-Absorptionsbanden bei 1880 und 
1957 cm- nachweisen lassen. Dieses und andere Beispie- 
le[lo7] zeigen, wie vorteilhaft eine Derivatisierung von Bio- 
molekiilen rnit Organometallverbindungen sein kann. Dieser 

33 ( E , , ,  = 180 mV) 

Weg fiihrt nicht nur  zu neuen Pharmaka['08], sondern auch 
zu geeigneten Substanzen fur die Markierung von Rezepto- 
ren. 

5. Organornetall-Lyasen 

Die Schwermetallbelastung gehort zu den zivilisationsbe- 
dingten Umweltrisiken. Eine groRe Gefahr geht von den Or- 
ganoquecksilber-Giften aus. Das gesamte Quecksilberreser- 
voir in den Ozeanen wird auf 200MillionenTonnen ge- 
schltzt, das der fliichtigen Formen (Hg', MeHgX) in der 
Atmosphare auf etwa 4 Millionen Tonnen. Zwischen diesen 
Reservoiren werden jedes Jahr ca. 15  000 Tonnen ausge- 
t a ~ s c h t [ ' ~ ~ ~ .  In biologischen Systemen werden Quecksilber- 
salze rnit Methyl-Coenzym B, zu Methylquecksilbersalzen 
methyliert, und diese Organoquecksilberverbindungen wir- 
ken beim Menschen stark neurotoxisch. Um zu iiberleben 
mu8 die Natur einen Mechanismus entwickeln, der das Ein- 
dringen von Organometallverbindungen in Organismen ver- 
hindert" lo]. Bakterien bedienen sich einer Entgiftungsstra- 
tegie, die auf einer zweistufigen enzymatischen Umwandlung 
von Organoquecksilberverbindungen zum nicht toxischen, 
fliichtigen. elementaren Quecksilber[" - I t 5 ]  beruht. Das 
erste Enzym, die Organoquecksilber-Lyase[' 1 6 .  I 'I, kataly- 
siert die protolytische Spaltung der Kohlenstoff-Quecksilber- 
Bindung [GI. (r)]. Das zweite Enzym, Quecksilber-Ionen-Re- 
duktase" 1 8 -  ' 241, reduziert Hg" in einer NADPH-abhlngi- 
gen Reaktion zu Hgo [GI. (s)]. 

H,C-HgX + H,O + CH, + Hg(0H)X ( r )  

Hg(0H)X + NADPH (S)  -- Hg' + NADPQ + H,O + X' 

Die Evolution hat also ein Enzym hervorgebracht, dessen 
natiirliche Substrate Organometallverbindungen sind und 
das die Kohlenstoff-Metall-Bindung angreift. 

5.1. Struktur und Eigenschaften 
der Organoquecksilber-Lyase 

Die Organoquecksilber-Lyase ist ein einfaches monomeres 
Polypeptid rnit einem Molekulargewicht von 22 400 Da" 16]. 

Die qualitative Neutronenaktivierungsanalyse deutet auf 
das Fehlen von Metall-Ionen im reinen Enzym hin, wobei 
aber zu beachten ist, daR Pb, Mg, Ca. Mo, Ir und Sn rnit 
dieser Methode nicht sicher nachgewiesen werden konnen. 
Die Aminosaure-Zusammensetzung und die aminoterminale 
Sequenz des Enzyms ist bekannt; auffallend dabei sind vier 
Cystein-Reste. Die Lineweaver-Burk-Auftragung fur die 
Aktivitat der Organoquecksilber-Lyase gegeniiber MeHgCl 
zeigt eine starke Substrathemmung bei Konzentrationen 
iiber 1 mM, die bisher noch nicht befriedigend erklart werden 
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konnte. Der gleiche Effekt wurde auch bei fBuHgC1, nicht 
aber bei anderen Quecksilberverbindungen, beobachtet. Die 
Geschwindigkeit der enzymatischen Protolyse ist von der 
Struktur und von der Konzentration des Thiol-Puffers ab- 
hiingig. Die Geschwindigkeit fur Cystein (5 mM) 1st achtmal 
so schnell wie die fur 2-Mercaptoethanol (5 mM), wahrend 
mit 2-Aminoethanthiol keine Protolyse auftritt. In Anwesen- 
heit von Cystein-Konzentrationen unter 2 mM wird EtHgCl 
nicht protolysiert, bei Konzentrationen uber 2 mM erhoht 
sich die Geschwindigkeit rnit steigendem Cysteingehalt und 
erreicht schlieBlich bei Konzentrationen uber 15 mM ihr Ma- 
ximum. 

Das Enzym katalysiert die Protolyse unterschiedlichster 
Organoquecksilberverbindungen vom Typ RHgX, Substrate 
vom Typ RHgR werden dagegen nicht akzeptiert (Tabelle 3 ) .  

Tabelle 3. Substrdtspezifitit und kinetische Parameter Lyase-katalysierter Re- 
aktionen von Organoquecksilberverbindungen [I  161. 

Substrat I : , ~ ,  [nmolmg-lmin-'j K,  [mM] CycIen [min-'1 

MeHgCl 31 0.5 0.7 

.rBuHgCI 110 0 8  2.5 
rBuHgCl 40 0.8 2.5 
PhHgCl 670 0.9 15.0 
(Croty1)HgCI 2600 1.3 58 
H,C=CHHgCI 530 1 .o 12 
(us-2-ButenyljHgCI 10 700 3.3 240 
MeHgMe 0 0 

riBuHgCl 880 0.9 20 

Dies ist ein uberraschendes Ergebnis, wenn man die wesent- 
lich groBere Reaktivitat von RHgR bei der sauren Spal- 
tung['251 berucksichtigt. Eine weitere bemerkenswerte Ei- 
genschaft des Enzyms ist die pH-Abhangigkeit der Werte fur 
die Reaktionsgeschwindigkeit u,,, und u,,, K i ' ,  die rnit 
EtHgCl bestimmt wurden. Die Geschwindigkeit steigt bis zu 
einem pH-Wert von 10.2 an, dann wird das Enzym denatu- 
riert ( p K ,  = 9). Wieder gibt es eine erhebliche Diskrepanz 
zur protolytischen Spaltung von Organoquecksilberverbin- 
dungen" "I, die, bezogen auf die Saure, Reaktionen erster 
Ordnung sind. Es wurden groBe Anstrengungen unternom- 
men, um den Mechanismus der enzymatischen Spaltung der 
C-H-Bindung im Detail aufzuklarenf' ' 'I. Die Entschei- 
dung zwischen SNl-, radikalischem, SE1- oder SE2-Mechanis- 
mus erfolgte auf der Grundlage einer mechanistischen Studie 
uber die Reaktivitat der Organoquecksilberverbindungen 
35- 38. Dabei ist der S,2-Mechanismus begunstigt. 

Die Umwandlung von 35 und 36 erfolgt unter Retention 
der Konfiguration. Verbindung 35 liefert ausschlieBlich cis- 
2-Buten und 36 wird rnit D,O zum endo-deuterierten Pro- 
dukt umgesetzt. Die enzymatische Protolyse der Verbindun- 
gen 37 und 38, die sich normalerweise gut zur Untersuchung 
von radikalischen Reaktionsschritten eignen"261, verlauft 

ohne Umlagerungen und radikalische Zwischenstufen. so 
daB ein radikalischer Mechanismus ausgeschlossen werden 
kann. 

Die Substratspezifitat der Lyase wurde ebenfalls unter- 
suchtr" 'I, und zwar durch Umsetzung von Quecksilberver- 
bindungen vom Typ RHgCI, darunter auch Alkyl-, Alkenyl-. 
Allyl- und Phenyl-Derivate, (siehe Tabelle 3). Bei diesen Sub- 
stanzen zeigte 35 die grol3te und MeHgCl die geringste Reak- 
tivitat. Der signifikante Deuterium-Isotopeneffekt des Lo- 
sungsmittels [v,,,(H,O)/u,,,(D,O)] von 2.1 fur 35 und 4.9 
fur EtHgCl (pH 7.4) deutet auf eine fur die Kinetik wichtige 
Ubertragung von Protonen hin. Die stochiometrische Bil- 
dung von 2-Buten und Hg" aus 35 sowie Methan und HgLL 
aus MeHgCl schlieBt die Moglichkeit einer Solvolyse nach 
dem S,1-Mechanismus aus. 

Schema 5 zeigt einen Vorschlag fur die Wechselwirkung 
von Organoquecksilberverbindungen mit dem aktiven Zen- 
trum der Lyase["']. Die Substrate werden zuniichst an die 
Gruppe X des Enzyms gebunden und bilden einen Enzym- 
Substrat-Komplex (Sattigungskinetiken werden fur alle Sub- 
strate beobachtet). Die Koordination einer weiteren nucle- 
ophilen Gruppe Y rnit der Organometallverbindung aktiviert 
dann die C-Hg-Bindung fur die Protolyse. Diese Schlul3- 

R'-SH 

Enzym 

Schema 5 Vorschlag f i r  die Wechselwirkung von Organoquecksilberverbin- 
dungen rnit dem tiktiven Zentrum der Lyase 

folgerung wurde aufgrund der gut dokumentierten nucleo- 
philen Unterstutzung der elektrophilen Spaltung von Koh- 
lenstoff-Metall-Bindungen g e ~ o g e n ' l ~ ~ .  '"I . D er Bruch der 
Kohlenstoff-Quecksilber-Bindung wurde dann uber einen 
S,2-U bergangszustand erfolgen. Der gegenwartige Wissens- 
stand erlaubt jedoch nicht, zwischen Mechanismen mit Drei- 
punkt- oder Vierpunkt-Anlagerung zu unterscheiden. Die 
Vierpunkt-Anlagerung wird allerdings fur wahrscheinlicher 
gehalten. SchlieBlich fuhrt der Austausch von Hgl' mit Thio- 
len im Losungsmittel zum freien Enzym, das nun fur einen 
weiteren katalytischen Cyclus bereitsteht. Falls Hgl' nicht 
durch einen UberschuB an Thiolen im Puffer aus dem akti- 
ven Zentrum entfernt wird, reichert sich der inhibierte En- 
zym-Hg"-Komplex an. 

Der katalytische Abbau von Organozinnverbindungen 
durch Organoquecksilber-Lyase wurde als nachstes unter- 
sucht [ I  "I. Von den getesteten Verbindungen. wird Tetra- 
vinylzinn mit der hochsten spezifischen Aktivitat umgesetzt. 
Dabei entsteht Ethen als organisches Produkt. Trietylvinyl- 
zinn wird von der Lyase mit 1/60 der Geschwindigkeit von 
Tetravinylzinn zu E.then und Ethan (97:3) abgebaut. Die 
Reaktion rnit Me,Sn und Me,SnF liefert geringe Mengen 
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Methan, bevor das Enzym seine Aktivitat verliert. Der Akti- 
vitatsverlust stimmt mit der beobachteten Enzymhemmung 
durch Me,SnBr, iiberein. Silicium- und Germanium-Analo- 
ga der Organozinn-Substrate werden ebensowenig enzyma- 
tisch gespalten wie Et,Sn, Bu,Sn, Et,SnOAc und BuSnC1,. 
Die Enzymaktivitat scheint also fur das jeweilige Metallzen- 
trum charakteristisch zu sein. 

Organoquecksilber-Lyase hat die Aufmerksamkeit vieler 
Wissenschaftler unterschiedlicher Fachrichtungen auf sich 
gezogen, so daB Chemiker bald ein Modellsystem zur Verfii- 
gung stellen k ~ n n t e n I ' ~ ~ ~ .  Mit diesem Modell kann der Me- 
chanismus der nucleophilen Katalyse und der gunstige Ein- 
flu8 der Thiol-Bindung erklart werden. Die Protolysege- 
schwindigkeit der Modellverbindung 39 wurde unter ver- 
schiedenen Bedingungen gemessen; die Geschwindigkeits- 

konstante (k,,,) betragt bei pH 6.6 in 0.3 M Phosphatpuffer 
lO-'s- ', in Gegenwart von 100 Aquivalenten 2,3-Dimer- 
captopropansulfonat dagegen 10-4s- '. Der gro8te Teil 
(90%) dieser Geschwindigkeitssteigerung wird bereits nach 
Zugabe von nur zwei Aquivalenten Dithiol beobachtet. 39 ist 
daher vollstiindig gebunden mit 39a als Substrat. Die 
Reaktion wird durch den Puffer (B) katalysiert, da kerp = 

( k  + k,,[B],), wobei [B], fur die gesamte Pufferkonzentration 
steht. Fiir Formiat-, Acetat- oder Phosphatpuffer erhalt man 
bei der Auftragung von log k,, gegen den pH-Wert Glocken- 
kurven mit den maximalen Geschwindigkeiten bei pH-Wer- 
ten um 4, 5 bzw. 6. Die Glockenkurve weist auf die Bedeu- 
tung beider Komponenten des Puffers, der Saure und der 
Base hin. Dies la8t sich durch einen zweistufigen Mechanis- 
mus erklaren, dessen geschwindigkeitsbestimmender Schritt 
sich pH-abhangig verandert [GI. (t)]. Dies deutet dar- 

auf hin, da8 eine Bindung von zwei Thiolen nicht nur fur die 
Entfernung von Hg" aus dem aktiven Zentrum des Enzyms, 
sondern auch fur die Entstehung des eigentiichen Substrats 
notwendig ist. 

6. Ausblick 

Die metallorganische Biochemie wird sich in nachster Zu- 
kunft zweifellos rasch weiterentwickeln. Insbesondere auf 
den Gebieten der metallorganischen Biosynthese und der 
Biosensoren gibt es eine Vielzahl von Forschungsthemen. 
Biochemiker und Chemiker an Universitaten und in der In- 
dustrie werden an dieser Entwicklung beteiligt sein. Umwelt- 
und Gesundheitsprobleme, die mit der verstarkten Anwen- 
dung von Organometallverbindungen in Industrie und Me- 
dizin zusammenhangen, werden wahrscheinlich Anregungen 
fur weitere Untersuchungen geben. 

Ich mochte mich bei Dr. Vadim V. Mozhaevfur die kritische 
Durchsicht des Manuskripts und seine Anregungen bedanken. 
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