von 333.7 und 343.7 pm treten zwischen Te3 und den freien
Br®-lonen auf.

Arbeitsvorschrift

2:2 g Te, 0.6 g WBr; und 0.6 g WOBr, werden in eine Glasampulle von 15 cm
Ldnge und 1.5 cm Durchmesser eingefiillt. Die Ampulle wird evakuiert, zuge-
schmolzen und so in einem Rohrofen plaziert, daB ein Temperaturgefille
230 — 210°C anliegt. 2 scheidet sich im Verlauf einiger Wochen an der kilteren
Stelle in Form schwarzer, glinzender, nadel- und plattenférmiger Kristalle ab.
Die Ausbeute betrdgt etwa 80%. Stets werden geringe Mengen rotes WO, Br,
gebildet, das sich zusammen mit den Kristallen von 2 niederschldgt, aber me-
chanisch leicht entfernt werden kann. An feuchter Luft hydrolysieren die Kri-
stalle von 2 langsam.

Eingegangen am 19. April 1991 [Z 4584]

CAS-Registry-Nummern:
2, 135108-07-5; Te, 13494-80-9; WOBTr,, 13520-77-9; WBr,, 13470-11-6.

[1] 1. Beck, Angew. Chem. 102 (1990) 301, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 29
(1990) 293.

[2] J. Beck, Z. Naturforsch. B45 (1990) 413.

[3] Kristallstrukturanalyse von 2: Gitterkonstanten a = 2658.5(7), b =
841.6(3), ¢ =779.3(3) pm, orthorhombische Raumgruppe Pcca, Z = 4,
1291 unabhidngige Reflexe mit / > o(/) fiir 65 Parameter, numerische Ab-
sorptionskorrektur, R = 0.027. Weitere Einzelheiten zur Kristallstruktur-
untersuchung kénnen beim Fachinformationszentrum Karlsruhe, Gesell-
schaft fiir wissenschaftlich-technische Information mbH, W-7514 Eggen-
stein-Leopoldshafen 2, unter Angabe der Hinterlegungsnummer CSD-
55574, des Autors und des vollstdndigen Zeitschriftenzitates angefordert
werden.

[4] U. Miiller. Acta Crystallogr. Sect. C40 (1984) 915.

{51 W. Willing, U. Miiller, Acta Crystallogr. Sect. C43 (1987) 1425,

[6] P. Klingelhofer, U. Miiller, Z. Anorg. Allg. Chem. 542 (1986) 7.

[7] U. Miller, E. Conradi, U. Patt-Siebel, M. Kersting, I. Schmidt, A. Kha-
bou, K. Dehnicke, Z. Anorg. Allg. Chem. 560 (1988) 95.

[8] U. Patt-Siebel, A. Khabou, U. Miiller, K. Dehnicke, Z. Anorg. Allg. Chem.
569 (1989) 91.

[9] P. Bottcher, Angew. Chem. 100 (1988) 781, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 27
(1988) 759.

[10] M. Julien-Pouzol, S. Jaulmes, F. Alapini, Acta Crystallogr. Sect. B33
(1977) 2270.

[11] P. Béttcher, U. Kretschmann, J. Less Common. Met. 95 (1983) 81.

[12] P. Bottcher, U. Kretschmann, Z. Anorg. Allg. Chem. 491 (1982) 39.

[13} F. Klaiber, W. Petter, F. Hulliger, J. Sofid State Chem. 46 (1983) 112,

{14} J. Bernstein, R. Hoffmann, norg. Chem. 24 (1985) 4100.

[15] L. Pauling: Die Natur der chemischen Bindung, Verlag Chemie, Weinheim
1968 The Nature of the Chemical Bond, Cornell University Press, Ithaca,
NY, USA 1960.

Reduktion der kleinen Untereinheit

der Ribonucleotid-Reductase mit Diimid:
Beweise fiir die Bildung eines gemischtvalenten
Fe'"Fe'"'-Zentrums **

Von Catherine Gerez, Jacques Gaillard, Jean-Marc Latour
und Marc Fontecave *

Dieisenzentren, die keine Him-Struktur aufweisen, dienen
in lebenden Organismen der reversiblen Sauerstoffbindung
(Hamerythrin, Hr), der Sauerstoffaktivierung (Methan-Mo-
nooxygenase, MMO, und Ribonucleotid-Reductase, RR),
sowie der Hydrolyse von Organophosphaten (Purpursdure-
Phosphatase, PAP)!!l. Ribonucleotid-Reductase aus E. coli
besteht aus zwel nicht identischen Untereinheiten, den Pro-
teinen R1 und R2!2. Protein R2 ist ein Homodimer, wobei
jede Polypeptidkette ein Dieisen(in)-Zentrum komplexiert,
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Université Joseph Fourier Chimie Recherche 301
rue de la chimie Domaine Universitaire
Saint-Martin d"Heres, BP 53X, F-38041 Grenoble Cedex (Frankreich)

J. Gaillard, J.-M. Latour

DSM/DRF. C.EN.G.

25, avenue des Martyrs, BP 85X, F-38041 Grenoble Cedex (Frankreich)
[**] Diese Arbeit wrude vom Centre National de la Recherche Scientifique

gefordert (Projekte CNRS URA 332 und CNRS URA 1194).

Angew. Chem. 103 (1991) Nr. 9

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, W-6940 Weinheim, 1991

wie kiirzlich durch eine Roéntgenstrukturanalyse bestitigt
wurde!®!, Das Dieisen(in)-Zentrum von R2 hat die Funk-
tion, die spezifische Einelektronenoxidation von Tyrosin 122
mit O, zu fordern'®). Die Bildung des Tyrosylradikals ist
Voraussetzung fiir ein aktives Enzym!?),

Die charakteristischen Raman-Resonanzschwingungen
des Proteins R2 lassen auf ein oxoverbriicktes Dieisenzen-
trum schlieBen!!!. AuBerdem enthilt das UV/VIS-Spektrum
zwei Banden bei 370 und 325 nm, die durch einen Ladungs-
transfer von O?~ zu Fe®" entstehen, sowie ein scharfes
Maximum bei 410 nm, welches auf das Tyrosylradikal zu-
riickzufithren ist!'!. Das Dieisenzentrum zeigt ebenfalls eine
starke antiferromagnetische Kopplung der beiden Eisen-
Ionen (J = — 110 cm ™! fiir H = — 2J§,S,)!. Daher ist das
Dieisen(in)-Zentrum EPR-inaktiv und das EPR-Spektrum
des Proteins R2 zeigt ausschlieBlich das charakteristische
Signal des Tyrosylradikals bei g = 2.0047¢},

Im allgemeinen kénnen Dieisenzentren noch in zwei weite-
ren Redoxzustinden, dem vollstindig reduzierten Fe''Fe!l-
Zustand und dem EPR-aktiven gemischtvalenten Fe''Fe'-
Zustand, vorliegen. Allerdings wurde im Fall des Proteins
R2 nur der Fe!'Fe'-Zustand beobachtet und charakteri-
siert!*® 7-8.91 Ingbesondere enthilt sein UV/VIS-Spektrum
nicht die Banden bei 325, 370 und 410 nm. Daher ist die
UV/VIS-Spektroskopie das geeignete Instrument, um die
anaerobe Reduktion des Proteins R2 zum radikalfreien
Fe'"Fe!-Zustand des Proteins, der als reduziertes R2 bezeich-
net wird“* 7-81 zu verfolgen.

In dieser Arbeit berichten wir, daB 1) Diimid ein sehr ef-
fektives Reduktionsmittel des Redoxzentrums des Proteins
R2 ist und 2) der gemischtvalente Zustand des Dieisenzen-
trums wihrend dieser Reduktion EPR-spektroskopisch nach-
gewiesen werden konnte.

Bei der Inkubation von Protein R2 (1 mgmL ~")[1% jn ei-
ner spektrophotometrischen Kivette mit Diimid, das wah-
rend der in-situ-Hydrolyse von 4 mM Kaliumazodicar-
boxylat™*! bei pH 8.5 unter anaeroben Bedingungen ent-
steht, geht, wie im Spektrum der Loésung zu erkennen, der
radikalische Fe"Fe'-Zustand langsam zum reduzierten R2
itber!* 3-¢1, Die Reaktion ist nach etwa zwei Stunden been-
det (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen deutlich,
dafl Diimid Elektronen auf die Redoxzentren des Proteins
R2, das Dieisenzentrum und auf das Tyrosylradikal Gibertra-
gen kann. Wahrscheinlich ist die auflerordentliche Effizienz
der Reaktion auf das niedrige Redoxpotential, die Elek-
troneutralitit und das geringe Volumen von Diimid zuriick-
zuftiihren. Das aktive Zentrum befindet sich innerhalb des
Proteinst®], wo es vor negativ geladenen Reduktionsmitteln
geschiitzt ist(7).

Die Reaktion von 0.25 mM Protein R2 mit 6 mm Kalium-
azodicarboxylatin 0.1 Mentgastem Tris-Puffer, pH 8.5, wird
in einem mit Argon durchspiilten EPR-Réhrchen innerhalb
eines Handschuhkastens durchgefiihrt, um anaerobe Be-
dingungen sicherzustellen. In regelmaBigen Abstinden wird
das Rohrchen mit fliissigem Stickstoff gekiihlt und das
EPR-Spektrum bei niedrigen Temperaturen aufgenommen
(4—10 K). Wihrend die Intensitdt des charakteristischen
EPR-Signals des Tyrosylradikals bei g = 2.00 langsam ab-
nimmt, erscheint ein neues schwaches Signal, bei dem sdmtli-
che Resonanzlinien unterhalb g = 2 liegen. Wihrend der Re-
aktion kann kein Signal bis g ~ 16 nachgewiesen werden.
Solche EPR-Eigenschaften wurden kiirzlich wihrend der
Reduktion von Protein R2 mit Dithionit beobachtet und
reduziertem R2 zugeordnet!®,

Abbildung 1 zeigt das neue EPR-Signal. Dieses Signal er-
reicht nach etwa einstiindiger Reaktion seine maximale In-
tensitdt, wenn das Eisenzentrum und das Tyrosylradikal bei-
nahe vollstindig reduziert sind, wie die Amplitude des Si-
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1.93

1.83 164

Abb. 1. EPR-Spektrum von R2 im gemischtvalenten Zustand. Experimentelle
Bedingungen: Temperatur: 5 K; Leistung: 20 mW; Amplitudenmodulation:
1.25 mT; Frequenzmodulation: 100 kHz; Resonanzfrequenz: 9223 MHz. Der
TieffeldefTekt (markiert mit *) wird teilweise vom gesittigten Signal des restli-
chen Tyrosylradikals verursacht.

gnals des organischen Radikals anzeigt. Es besteht aus einer
scharfen Resonanzlinie bei g, = 1.93, zwei sehr nahe beiein-
anderliegenden Linien bei g, = 1.85und g,. = 1.83 und einer
breiten Komponente bei g; ~ 1.64. Wahrscheinlich stammt
dieses Signal von der Uberlagerung zweier rhombischer Si-
gnale mit geringfiigig unterschiedlichen g-Werten, die eine
Verdoppelung der Zentrallinie und die Verbreiterung der
Hochfeldkomponente bewirkt. Wegen des letztgenannten
Effekts und der Anwesenheit einer Restmenge des nicht re-
duzierten Tyrosylradikals kann die Intensitdt des g < 2-Si-
gnals nur mit begrenzter Genauigkeit quantifiziert werden.
Wir schdtzen aus der doppelten Integration dieses Signals,
daB die entsprechende EPR-aktive Spezies 2—5% der ge-
samten Proteinkonzentration ausmacht. Es ist erwdhnens-
wert, daB} kein dhnliches g < 2-Signal nachweisbar ist, wenn
Protein R2 mit 1,4-Dithio-L-threit bei pH-Werten > 7 redu-
ziert wird!*?!, Mit Dithionit in Gegenwart von Methylvio-
logen miBlingt es ebenfalls, dieses Signal zu erzeugen'”). Dies
deutet darauf hin, daB die entsprechende Spezies extrem in-
stabil ist.

Luftzufuhr fiihrt zu einem sofortigen Anstieg des g =
2.00-Signals und zum Verschwinden des g < 2-Signals. Die
Regeneration des Tyrosylradikals bestitigt, dall wiahrend der
anaeroben Stufe reduziertes R2 entsteht!- 7 ~°1. Die Bildung
des Radikals verlduft allerdings nicht vollstdndig (60 % Aus-
beute), wahrscheinlich weil Diimid teilweise endogenes Eisen
mobilisiert, wie der signifikante Anstieg des g = 4.3-Signals
nahelegt. Die Instabilitit von Fe" in R2 ist gut dokumen-
tiert!®]. Wir haben auch iberpriift, ob das Protein R2 bei
lingerer Inkubation mit Diimid denaturiert wird. Dies ist
nicht der Fall, da sich nach Chelatisierung des Eisens mit
8-Hydroxychinolin-5-sulfonat und Freisetzung in Gegen-
wart von Fe" und Ascorbat!” Diimid-behandeltes R2 voll-
standig reaktivieren 1af3t, wie aus den EPR-Spektren folgt.

Das neue Signal dhnelt den bereits frither fiir die beiden
gemischtvalenten Fe"'Fe-Zustinde des Himerythrins
(g-Werte von 1.95, 1.72, 1.57 und 1.96, 1.88, 1.66), der
Methan-Monooxygenase (g = 1.95, 1.88, 1.78) und der
Purpursdure-Phosphatase (g = 1.93, 1.72, 1.56) beschriebe-
nen Signalen! - 3141 Aych ein synthetischer zweikerniger Ei-
sen-Komplex, der eine Fe'Fe!-Einheit enthilt, hat dhnliche
S = 1/2-EPR-Eigenschaften, die von der antiferromagneti-
schen Wechselwirkung eines Paars von high-spin-Fe"- und
Fe'-Tonen herrithren!*). Das S = 1/2-EPR-Spektrum in
Abbildung 1 148t darauf schiieBen, da3 wihrend der Reduk-
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tion von R2 mit Diimid ein gemischtvalenter Fe"Fe''-Zu-
stand gebildet wird.

Obwohl die g-Werte gemischtvalenter Zustinde von Pro-
teinen mit Dieisenzentren im gleichen Bereich liegen und
damit den dhnlichen Bau dieser Zentren bestitigen, sind die
beobachteten Differenzen dennoch signifikant. Sie reflektie-
ren Verzerrungen an der Fe'-Position sowie geringe Ande-
rungen der relativen GroBen der Austausch- und Nullfeld-
Aufspaltungsparameter!'6l. Es ist daher bemerkenswert,
daB3 der gemischtvalente Zustand von R2 ein EPR-Spektrum
ergibt, das stark an das von (Semi-MetHr),, den gemischtva-
lenten Zustand, der durch Einelektronenreduktion des Met-
hiamerythrins!** 17! entsteht, erinnert. Dies legt den SchluB3
nahe, daB3 die beiden Eisenatome nur schwach antiferromag-
netisch koppeln, was wiederum darauf schlieBen 148t, daB
die Oxobriicke wihrend der Reduktion von R2 in eine Hy-
droxobriicke umgewandelt wird!!¢~'°1. Da Fe?* in (Semi-
MetHr), sechsfach koordiniert ist, tritt im gemischtvalenten
Zustand von R2 wahrscheinlich eine dhnliche Geometrie
auf.

Die Verdoppelung des Signals konnte von einer dipolaren
Wechselwirkung zwischen dem paramagnetischen Fe'Fe''-
Zentrum und dem restlichen Tyrosylradikal stammen, sofern
es sich in der gleichen Polypeptidkette befindet. Allerdings
wiirde dies auch zu einer Aufspaltung des g = 2.00-Signals
fliihren. Da keine Verdnderung der Position oder der Breite
dieses Signals beobachtet werden konnte, ist diese Hypothe-
se auszuschlieBen. Wir gehen daher davon aus, daf die Ver-
dopplung des Signals mit der Asymmetrie des Dieisenzen-
trums zusammenhingt. Die Anwesenheit zweler unterschied-
lich umgebener Eisen-Ionen!®! kénnte die Entstehung von
zwei geringfiigig verschiedenen gemischtvalenten Dieisen-
zentren erkldren, wie sie fiir Semimethdmerythrine gefunden
wurden!!7- 18],

Wie bereits erwdhnt, zeigt das mit Dithionit reduzierte R2
ein EPR-Signal bei g = 16!°). Im Gegensatz dazu ist das Die-
isenzentrum, welches wiahrend der Reduktion von R2 mit
Diimid gebildet wird, EPR-inaktiv. Diese Situation erinnert
an Desoxyhdmerythrin, bei dem die Erzeugung eines analo-
gen Tieffeldsignals (g =~ 13) von dem an die freie Koordina-
tionsstelle gebundenen Liganden abhingig ist!?°]. Man
konnte daher annehmen, dafl die Koordination von Diimid
an das Dieisen(i1)-Zentrum von reduziertem R2 dieses EPR-
inaktiv macht. Eine derartige Koordination wiirde auch die
Stabilisierung des gemischtvalenten Zustands erkldren. Wir
untersuchen zur Zeit die Méglichkeit einer solchen Bindung
an die Ribonucleotid-Reductase.
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Verb. S('H)y[b]  S("3C{1H})[b] 5(298i) 5C'P)
[J(S,P)]
. 250,270 44.3,46.0 215
3.5-3.6 (m) 64.3
.. . , 1.95 39.3 (s) —~786
Intramolekulare Basenstabilisierung von Si=N- 4.10 57.6 (t. J(Si,F) 253 Hz)
und Si=P-Verbindungen und verwandten 274 (s5) 19.59 29 _972
Silandiyl-Ubergangsmetallkomplexen 1a (d, JC.P) = 5.4 Hz) [¢] (92 Hz)
3.5 3.6(m) 2645
Von Robert Corriu*, Gérard Lanneau und Christian Priou (d, J(C.P) = 15.4 Hz) [c]

Die Koordination von Lewis-Basen ist eine effiziente Me-  3b ;i‘i‘;; - ;2'20(‘”) — 64 [;411’;5;:]
thode zur Stabilisierung ungesittigter Silicium- oder Germa- o (d. JC.P) 15.6 Hz) [c] '
niumverbindungen!l. Die durch intramolekulare Koordina- 210 3 e
tion eines Aminonaphthylsubstituenten stabilisierte Verbin- 4 410 s '

sspielsweise 1i ‘tter {21
dung 1 beispielsweise liegt als Zwitterion vor'. s 1 88 4 57
3.92 65.3 (t, J(SLF) = 222 Hz)
p 50.3, 51.4 +101.1
@ - 68.3
si” ; 45.0, 48.0 41240
C\\( \N+ - CH, 65.9
)
N D RIR?SIPR? (d] +1988 +69.0
4 (153 Hz] (3]
R3SiPR* [e] +151.2 136.0

Tabetle 1. Ausgewihite NMR-Parameter von 1- 7 {a) und verwandten Verbindungen.

Das Silaphosphen 3 wird iiber eine Kupplungsreaktion
des Aminonaphthyl(difluor)phenylsilans 2 mit PhPLi, er-
halten. In Lésung liegt 3 nach 3'P- und *°Si-NMR-spektro-
skopischen Befunden als Mischung zweier Diastereomere 3a
und 3bim Verhiltnis 2:1 vor, die sich in der Orientierung der
Phenylgruppe am Phosphor unterscheiden. Das Isomer 3a
kann durch Kristallisation aus Aceton abgetrennt werden.
In Chloroform stellt sich das Isomerengleichgewicht inner-
halb von ca. 1 h ein.

Die NMR-Daten von 3 zeigen einige Besonderheiten, die
auf ungewdhnliche Bindungsverhiltnisse schlieBen lassen
(Tabelle 1). Zum Vergleich wurden die von Bickelhaup: et al.

{149 Hz] [4)

fa} Lésungsmitttel CDCl,. {b] Die 8('H)- und 6('*C)-Werte von 1-7 beziehen sich in der
jeweils ersten Zeile auf die NMe,- und in der zweiten Zeile anf die CH,N-Gruppe.
[c} Zuordnung des Dubletts aufgrund der C-P-Fernkopplungskonstanten. [d} R! = tBuy,

Wir beschreiben nun die analogen Siliciumverbindungen 3
und 4, die auf dieselbe Weise intramolekular stabilisiert wer-

den und in denen das Siliciumatom direkt an Stickstoff oder
Phosphor gebunden ist sowie die beiden Silandiyl-Uber-
gangsmetallkomplexe 6 und 7.

RZ

= 24,6-Pr,C H,, R? = 24,6-Me,C H,. [e] R* =24.,6-Bu,CH,.

fiir zwei sterisch abgeschirmte basenfreie Silaphosphene er-
haltenen Werte mit aufgefiihrt’®. Die von Bickelhaupt
et al.[ fiir basenfreie Silaphosphene beobachteten !'P- und
298i-NMR-Signale erscheinen bei sehr tiefem Feld (6-Werte

PPl —si— P von +70 bis + 136 bzw. von + 150 bis + 200 mit groBen

THF i, Kopplungskonstanten (*Jpg; = 130-150 Hz)) und sind ein

WA 3 Beleg fiir stark entschirmte P- und Si-Atome. Die 2°Si-NMR-

Signale fiir 3a und 3b liegen aufgrund einer durch die Koor-

dination von Stickstoff an Silicium hervorgerufenen Hoch-

d F feldverschiebung bei § = — 2.7 bzw. — 6.4. Der zwitterioni-

T S;‘ N sche Charakter der diastereomeren Silaphosphene 3a und
./ N 3b kommt durch sehr stark hochfeldverschobene *!P-NMR-
\ X Signale zum Ausdruck (6 = — 97.2bzw. — 116.5, 'Jpg, = 9.2

_ - §i=N bzw. 24.1 Hz), die mit einer ,,Phosphid‘*-Struktur in Ein-

2 2 tBuNHLI 4 klang stehen. Die beobachteten 3J,-Kopplungskonstanten
THF \ /7 N\\ 4 (5-15 Hz) der direkt an Stickstoff gebundenen Methyl-C-
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Atome stimmen ebenfalls mit einer partiellen Si-N-Bindung
uberein.

Das Silaimin 4 wird analog und in hoher Ausbeute durch
Reaktion von 2 mit zwei Aquivalenten /BuNHLi erhalten
(Schema 1b). Das zweite Aquivalent /BuNHLi dient zur
Metallierung des Aminofluorsilyl-Intermediats, das NMR-
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