
schlag. In neueren Veroffentlichungen wird die intermoleku- 
lare Lewis-Basen-Stabilisierung monomerer Batrium-bis-,%- 
diketonate durch Kronenether'" oder lineare Oligoether" 
beschrieben. Verbindung 3 ist jedoch unseres Wissens das 
erste Beispiel fur einen basenfreien monomeren Barium(r1)- 
,%-Diketonato-Komplex. Diese neue Ligandenklasse wird ge- 
genwartig weiter untersucht. 

Experimentelles 
1 (HL): Unter trockenem, ndchgereinigtem N, wurden 44.0 g (0.50 mol) Pina- 
colon tropfenweise bei Raumtemperatur zu einer kraftig geruhrten Suspension 
von 49.4 g (0.37 mol) MeO(CH,),COOMe und 15.5 g (0.67 mol) NaH in 
190 mL frisch destilliertem DME gegeben. Nach Beendigung der Zugabe wurde 
die Mischung unter starkem Ruhren 18 h zum RuckfluD erhitzt . Nach dem 
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden 70 mL konzentrierter wiBriger HCI zu 
der gebildeten orange-braunen Suspension gegeben. Eine geringe Menge cines 
weiDen. wasserloslichen Ruckstands wurde verworfen. Die waDrige Phase wur- 
de init Et,O extrahiert (5 x 200 mL), die vereinigten orgdnischen Fraktionen 
wurden uber wasserfreiem MgSO, getrocknet, filtriert und mit einem Rota- 
tionsverdampfer eingeengt. Die Destillation des Ruckstands ergab reines 1 
(Kp = 45°C bei 0.01 Torr) in 65.5% Ausbeute (49.0 g). 
Spektroskopische Daten von 1 :  'H-NMR (300 MHz, CDCI,): 6 =1.10 
(s; C(CH,),), 1.85 (m; CH,CH,CH,), 2.35 (t; CH,CO), 3.30 (s; CH,-O), 3.35 
(t; 0-CH,), 5.50 (s; COCH,CO); "CC('H)-NMR (75 MHz. CDCI,): 6 = 
25.13(C(CH3),), 26.83(CH,CH2CH,), 35.02(COC(CH,),), 58.17(0-CHzCH,), 
71.35(CH3-0), 94.98(C0CHzC0),  195.50(COC(CH3),), 200.I0(CH2COCH,). 
IR (KBr, Reinsubstanz): C[cm-'] = 2960 s, 2920 m, 2860 w, 1720 w, 1700 w, 
1600 s, 1480 w? 1460 w, 1360 w, 1270 w, 1120 m, 1020 w. 
2 :  In einem offenen Becherglas wurden 1.21 g (6.45 mmol) Cu(NO,),, 20 mL 
destilliertes Wasser, 1.53 g (7.64 mmol) 1, 20 mL EtOH (95%) und cine zur 
Bildung einer homogenen, klaren, dunkelblauen Losung ausreichende Menge 
waflriger NH,-Losung (ca. 6 mL) gemischt. Die Losung wurde rnit Et,O extra- 
hiert (3 x 50 mL), die organischen Phasen wurden vereinigt, uber wasserfreiem 
MgSO, getrocknet, filtriert, auf 20 mL eingeengt, rnit 60 mL Hexan uber- 
schichtet und 48 h bei - 20 "C belassen. Die gebildeten Kristalle wurden abfil- 
triert und an drr Luft gelrocknet. Fp. = 55-56°C. Zur Rontgenstrukturand- 
lyse [ lo]  geeignete Kristalle von 2 wurden durch Kuhlen einer Losung der 
Substana in Hexan (- 2 0 ° C  20 h) erhalten. 
3: Unter trockenem, nachgereinigtem N, wurden bei Raumtemperatur 3.41 g 
(17.0 mmol) 1 auf einmal in einen Kolben mit Magnetruhrer und 0.87 g 
(6.30 mmol) elementaremBarium gegeben. Man lien ruhren, bis keine Metall- 
teilchen mehr zu sehen waren (5-6 h). Uberschussiges 1 wurde destillativ ent- 
fernt ( l o - *  Torr, 45 "C),  worauf eine klare viskose Flussigkeit zuruckblieb, die 
als Verbindung 3 identifiziert wurde; Ausbeute fast quantitativ. 
Analytische Daten von 3: Befriedigende CH-Analyse; Molmasse (kryoskopisch 
in Benzol): gef. 535, ber. 600 g mol-'; TGA (Nz. 1 atm); bis 270°C 8 5 % ,  bis 
460"C46%, bis60O0C39%. 'H-NMR(CDC1,): d =t.OO(s), l . lO(s),  1.85(br 
m), 2.10 (br m), 2.40 (s), 3.20 (s), 3.40 (br m ), 5.30 (s). 
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13.220(2)A; a = 68.72(1), p = 81.49(1), y = 84.32(1)"; V=1238 A3; 

Kovalente Bindung von Ferroceneinheiten 
an Glucose-Oxidase in inversen Micellen ** 
Von Alexander D .  Ryabov*, Alexey M .  Trushkin, 
Lidia I .  Baksheeva, Raisa K. Gorbatova, Irina c! Kubrakova, 
Vadim J? Mozhaev, Boris B. Gnedenko 
und Andvey I/: Levashov 

An Enzymen, die mit einer Elektrode direkt Elektronen 
austauschen konnen, besteht derzeit groRes Interesse. Bei im- 
mer mehr nativen Enzymen wird gefunden, daR sie sich unter 
geeigneten Bedingungen als elektrochemisch aktiv erwei- 
sen"'. Eine Alternative zu diesen mediatorfreien Systemen 
sind die pseudo-mediatorfreien Systeme, bei denen ein Media- 
tor fur den Elektronentransport an ein Redoxenzym gebun- 
den ist'', 'I. Zwar sind viele Mediatoren bekanntt4' 51, doch er- 
wiesen sich Ferrocenderivate[61 und Osmiumk~mplexe[~~ als 
am besten fur FAD-abhangige Oxidasen geeignet. Die vielen 
Studien zur Biochemie der Ferrocene[*I machen die Ent- 
wicklung einfacher Verfahren fur die kovalente Bindung die- 
ser Substanzen an Proteine unabdingbar. Die geringe Los- 
lichkeit der Ferrocene in waRrigem Medium ist hierbei 
jedoch sehr hinderlich, und die bekannten Verfahrent9I sind 
daher oft heterogener Natur. Dariiber hinaus wird die Modi- 
fizierung normalerweise bei ziemlich hohen Konzentratio- 
nen an Harnstoff durchgefuhrt, die zu einer Denaturierung 
(Entfaltung) des Proteins fuhren, die nicht immer reversibel 
ist. 

Eine mogliche Alternative, welche einerseits die Loslich- 
keitsprobleme behebt, andererseits die Denaturierung der 
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Proteine vermeidet, bietet die Reaktion in inversen Micellen 
(,,Mikroreaktoren"). Diese Methode wurde schon zur Mo- 
difizierung von a-Chymotrypsin und anderen Biomolekulen 
rnit Fettsaurechloriden eingesetzt"']. Hier berichten wir 
uber die Modifizierung von Glucose-Oxidase (GO) [*I mit 
Ferrocencarbonsaure (Fc-COOH) in Gegenwart von Dicy- 
clohexylcarbodiimid (DCC)/N-Hydroxysuccinimid in inver- 
sen Micellen von AOT in n-Octan. 

Die GroDe der inversen Micellen kann einem Protein an- 
gepaRt werden, indem man den Hydratationsgrad andert; 
darunter versteht man das Molverhaltnis von Wasser zu 
oberflachenaktiver Substanz, wo = [H,O]/[AOT]["]. In un- 
serem Fall muljte die GroBe des Hohlraums im Inneren der 
Micelle einem GO-Molekul rnit zwei Untereinheiten und ei- 
ner Molekulmasse von 160 kDa angepaDt werden, was bei 
einem [H,O]/[AOT]-Verhaltnis von 23 gewahrleistet ist. Pa& 
die GroDe des Hohlraums zu der des Enzyms, wird dessen 
Denaturierung verhindert, so daD nur Aminogruppen auf der 
Oberfliiche der GO reagieren. Diese Modifizierung von funk- 
tionellen Gruppen auf der Oberflache scheint weniger schwie- 
rig und allgemeiner anwendbar zu sein als die Oxidation von 
Oligosacchariden auf der Oberflache von E n ~ y m e n [ ~ ~ ] .  GO 
wurde rnit Fc-COOH unter Aktivierung durch DCCIN-Hy- 
droxysuccinimid in Acetonitril modifiziert["]. Acetonitril, 
welches im molaren Verhaltnis 1 :75 rnit Wasser vorlag, be- 
einfluljt wahrscheinlich nicht die GroBe der inversen Micel- 
len und scheint eine wesentliche Komponente zu sein, da bei 
einer Aktivierung von Fc-COOH in Benzol oder n-Octan 
keine Modifizierung eintritt. Das aktivierte Fc-COOH rea- 
giert problemlos mit den NH,-Gruppen der GO, die in der 
waDrigen Phase der inversen Micellen solubilisiert ist. 

Die modifizierte GO unterscheidet sich nur wenig von na- 
tiver GO. Pro Molekul GO sind funf Ferroceneinheiten ge- 
bunden (atomabsorptionsspektroskopisch bestimmt); bei 
Verfahren unter Verwendung von Harnstoff werden norma- 
lenveise mehr als zehn Ferroceneinheiten gebunden"]. Elek- 
tropherogramme des nativen und des modifizierten Enzyms 
(SDS, Polyacrylamid-Gel) sind praktisch identisch, wobei 
lediglich Banden der monomeren 80 kDa-Untereinheiten zu 
erkennen sind, so daD eine Aggregation ausgeschlossen wer- 
den kann. Die Kinetik des Sauerstoffverbrauchs der modifi- 
zierten GO wurde rnit einer Clark-Elektrode gemessen und 
ahnelt der des nativen Enzyms, wobei das modifizierte En- 
zym 22% der Aktivitat des nativen Enzyms aufweist. Die 
Modifizierung beeinfluDt die Aktivitat also nur wenig, fuhrt 
aber zu einer neuen Eigenschaft des Enzyms, die aus den 
Cyclovoltammogrammen (Abb. 1 links) deutlich wird, wel- 
che in Ab- und Anwesenheit von D-Glucose aufgenommen 
wurden. 

Selbst in Abwesenheit des Substrates D-Glucose tritt der 
fur gebundenes Ferrocen typische Kurvenverlauf mit einem 
Peak bei 0.27 V auf (Kurve a). Die Rolle der Ferroceneinhei- 
ten als Mediatoren des Elektronentransfers wird bei Zugabe 
von D-Glucose deutlich (Kurven be). Fur den Strom ergibt 
sich eine lineare Abhangigkeit von der D-Glucose-Konzen- 
tration im Bereich von 0.01 -0.1 5 M. Die elektrochemische 
Antwort ist auch temperaturabhangig, erreicht bei 40 "C ein 
Maximum und nimmt bei hoheren Temperaturen wegen der 
Inaktivierung des Enzyms wieder ab. In diesem Zusammen- 
hang war es interessant, die ProzeD-Thermostabilitat der na- 
tiven und modifizierten GO-Praparationen bei 55 "C anhand 
des elektrokatalytischen Stroms zu vergleichen. Fur native 
GO wurde die Abnahme des Spitzenstroms unter Zusatz von 
Fc-COOH und D-GIucose beobachtet, fur modifizierte G o  

[*I Abkurzungen: GO = Glucose-Oxidase, BSA = Rinderserumalbumin, 
AOT = Aerosol OT [Bis(2-ethylhexyl)natriumsulfosuccinat], Fc = Ferro- 
cen, Fc-COOH = Ferrocencarbonsaure, SDS = Natriumdodecylsulfat. 

unter Zusatz von D-Glucose. In beiden Fallen ergaben die 
Strom/Zeit-Diagramme eine Kinetik 1. Ordnung fur die 
thermische Inaktivierung rnit kbeob, = (5.0 f 0.2) x und 
(6.0 f 0.8) x s- '  fur native bzw. modifizierte GO 
(0.5 M D-Glucose, pH 5). Die ProzeD-Stabilitat wird also 
durch Modifizierung der GO mit hydrophoben Ferrocenre- 
sten nicht wesentlich verringert. 

i 
I 

i ILOuA A" 

b 

- u 
0 0.2 0.L 0 0.5 

E/V - E/V - 
Abb. 1. Links: Cyclovoltammogramme der rnit Fc-COOH modifizierten GO 
bei verschiedenen D-Glucose-Konzentrationen: a) 0, b) 0.031, c) 0.046, d) 0.077, 
e) 0.154 M .  GO 2 mgmL-'; Vorschubgeschwindigkeit 2.5 mVs-'. Rechts. 
Cyclovoltammogramm van BSA mt adsorbiertem Ferrocen: a) native BSA 
(2 mgmL-I), b) BSA mit adsorbiertem Ferrocen (2 mgmL-'; c) entsprechend 
b) aber in Gegenwart von GO (4 mgmL-') und D-Ghcose (0.2 M); Vorschub- 
gescbwindigkeit 5 mVs-'. 

Dab fur Ferrocen ein elektrochemisches Signal zu beob- 
achten ist (Abb. 1 a), IaDt darauf schlieDen, daD die metallor- 
ganische Verbindung uber einen Spacer kovalent an die GO 
gebunden und nicht nur an der Oberflache des Enzyms ad- 
sorbiert ist. Darauf deuten auch die Kurvenverlaufe in Ge- 
genwart von D-GlUCOSe hin, die den von Heller et al. fur 
Ferrocen-modifizierte GO erhaltenen ahneln, bei der die Or- 
ganometallverbindung uber einen kurzen Spacer kovalent 
gebunden istLYd1. Sie unterscheiden sich von denen von Cass 
et al., der Mischungen aus nativer GO und Fc-COOH unter- 
suchte[61, fur die der Strom als Funktion des Potentials steil 
ansteigt, um dann einen Grenzstrom zu erreichen. Dagegen 
wurden keine Ferrocensignale beobachtet, wenn die Modifi- 
zierung der GO ohne Zusatz von DCC und/oder N-Hydroxy- 
succinimid durchgefuhrt wurde. Der Strom stieg auch bei 
Zugabe von D-Glucose nicht an, obwohl bereits eine kleine 
Menge des Mediators in Gegenwart des Substrates ein Signal 
hervorrufen kann. Fur Proteine wie Rinderserumalbumin 
(BSA) konnte man eine nicht-kovalente Wechselwirkung er- 
warten. Tatsachlich wird in inversen Micellen sogar nicht 
funktionalisiertes Ferrocen (Fc) an der Oberflache von BSA 
absorbiert. In diesem Fall wird selbstverstandlich keine akti- 
vierende Kupplung benotigt. Die Praparation ist wiederum 
elektrochemisch aktiv, der Strom ist jedoch zu sehr vie1 posi- 
tiveren Potentialen verschoben (Abb. 1 rechts, Kurve b), was 
darauf schlieDen laBt"31, daD Fc im Inneren des globularen 
BSA eingeschlossen ist und daher durch die Aminosaure- 
reste stark abgeschirmt wird. Trotzdem kann derartig modi- 
fiziertes BSA, wie andere kovalent modifizierte P r~ te ine"~]  
als Mediator fungieren und an native GO binden (Abb. 1 
rechts, Kurve c). 
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Die hier vorgestellten Verfahren ermoglichen es also, Or- 
ganometallverbindungen in inversen Micellen an Protein- 
oberflachen zu adsorbieren oder kovalent zu binden. Dies 
kann bei der Entwicklung von Elektronenrelais und neuen 
Katalysatoren Anwendung finden. Die Organornetallverbin- 
dungen konnen als Schwermetallsonden in der Elektronen- 
spektroskopie dienen, und die Konjugate konnen in vielen 
anderen Bereichen der metallorganischen Biochemie einge- 
setzt werden. 

Experimentelles 
GO (fl-o-Glucose: Sauerstoff-1-Oxidoreductase, EC 1 .I .3.4) aus Aspergillus 
niger und BSA wurden von Boehringer bzw. Serva bezogen, Dicyclohexylcar- 
bodiimid und N-Hydroxysuccinimid von Merck bzw. Sigma, AOT von Serva, 
Ferrocen von Reakhim. Fc-COOH wurde wie beschrieben hergestellt [15]. Cy- 
clovoltammogramme wurden rnit einem Potentiostat-P-5827 M rnit einem XY- 
Schreiber aufgenommen. Es wurde eine Standard-Dreielektroden-Zelle mit ei- 
ner Ag/AgCI-Refereuz- und einer Pt-Hilfselektrode sowie Pyrographit-plat ten 
(ca. 1 em') als Arbeitselektrode verwendet. Letztere wurdeu vor jeder elektro- 
chemischen Messung rnit feingekorntem Al,O,-Pulver gereinigt. Die 2 mL-Zel- 
le wurde rnit Wasser uber einen 2290-Multitemp-Thermostaten (LKB) thermo- 
statiert. Die Messungen wurden bei pH 6.0 (0.1 M Phosphat-Puffer) unter 
aeroben Bedingungen durchgefuhrt. Alle Potentiale sind gegen Ag/AgCI ge- 
messen. 
GO/Fc-COOH-Konjugat: 30 mg GO, gelost in 6 mL Borat-Puffer (0.05 M, 
pH 9.0) wurden in 50 mL n-Octan, welches 6.67 g (0.015 mol) AOT enthielt, 
solubilisiert. Aktivierung der Ferrocen-Carboxygruppen: 6.3 mg (0.027 mrnol) 
Fc-COOH, 6.3 mg (0.030 mmol) DCC und 3.7 mg (0.027 mmol) N-Hydrox- 
ysuccinimid wurden in 0.25 mL Acetonitril gelost (wegen einer moglichen Phas- 
entrennung sollten gronere Mengen Acetouitril vermieden werden). Die Lo- 
sung wurde 30 min bei 5 "C und 1 h bei Raumtemperatur gehalten und dann zu 
dem in der inversen Micelle von AOT in n-Octan solubilisierten Enzym gegeben. 
Die resultierende pseudohomogene Losung wurde 24 h bei 20 "C und 1 h bei 
5 "C gehalten. Um die mil Ferrocen modifizierte GO zu fallen, wurden 100 mL 
kaltes Aceton zugegeben. Die Praparation wurde zentrifugiert, rnit kaltem Ace- 
ton gewaschen, um mogliche Verunreinigungen rnit Fc-COOH zu entfernen, 
und anschlienend im Vakuum getrocknet. 
BSA/Ferrocen-Adsorbat: 8.4 mg BSA wurden in 1.2 mL Borat-Puffer gelost 
und in 6 mL n-Octan, welches 1.66 g (0.0038 mol) AOT enthielt, solubilisiert. 
1.4 mg (0.0075 mmol) Ferrocen in 0.6 mL n-Octan wurden zu der Micellen-Lo- 
sung zugegeben und die Reaktionslosung wie oben beschrieben aufgearbeitet 
(zur Fallung der Praparation wurden 18 mL Aceton verwendet). 
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Carbonylmetallcluster-modifizierte Ostradiole 
als Suizid-Substrate zur Untersuchung von 
Rezeptorproteinen: Anwendung beim 
Ostradiol-Rezeptor ** 
Von Anne VessiPres, Siden Top, Colette Vaillant, 
Domenico Osella, Jean-Paul Mornon und GPrard Jaouen * 

Die Wirkung eines Hormons wird durch dessen Bindung 
an einen Rezeptor ausgelost; der zugrundeliegende Mecha- 
nismus ist allerdings noch weithin unbekanntl'l. Ein Ansatz 
zur Identifizierung der fur die Horrnon-Rezeptor-Bindung 
verantwortlichen Aminosaurereste ist die Affnitatsmarkie- 
rung, d.h. der Einsatz molekularer Sonden, die die Bin- 
dungsstelle erkennen und sich an dieser irreversibel anla- 
gem'']. Die Kornplexierung an Metalle andert die Eigen- 
schaften organischer Verbindungen drastisch. Es werden so 
Reaktionen moglich, die mit herkornmlichen Verfahren nur 
schwer oder iiberhaupt nicht ausgefuhrt werden konnen['I. 
Auf biochemische Fragestellungen iibertragen, konnte dies 
bedeuten, daR man durch Kornplexierung rnit Ubergangs- 
metall-Komplexfragmenten die Eigenschaften von Bioligan- 
den so verandern kann, daI3 daraus weitere Schliisse auf den 
Mechanismus der Substraterkennung gezogen werden kon- 
nen . 

Untersuchungen am Ostradiol-Rezeptor legen eine acide 
Bindungsstelle nahe, die auch eine SH-Gruppe enthalten 
konnteI3l. Es konnte auDerdem gezeigt werden, daI3 Hydroxy- 
gruppen an C-3 und C-17 des Ostradiols fur eine effektive 
Substraterkennung notwendig sind'']. Dagegen spielen rela- 
tiv groI3e Substituenten in der 17~-Position fur die Substrat- 
erkennung nur eine untergeordnete R~ l l e '~ ' .  Wir haben uns 
daher zunachst der Synthese der rnetallorganischen Hor- 
monderivate 1-5 zugewandt, mit dem Ziel, Ostradiol kova- 
lent an seinen Rezeptor zu binden. Dabei wollten wir uns 
zunutze machen, daD sich Alkohole leicht in die korrespon- 
dierenden Carbenium-Ionen umwandeln lassen, wenn sie am 
C-Atom der OH-Gruppe durch eine metallorganische Grup- 

["I Prof. Dr. G. Jaouen, Dr. A. Vessiires, Dr. S .  Top, Dr. C. Vaillant 
Ecole Nationale Supirieure de Chimie de Paris 
URA CNRS 403 
11 rue P. et M. Curie, F-75231 Paris Cedex 05 (Frankreich) 
Prof. Dr. D. Osella 
Dipartimento di Chimica Inorganica, Torino (Italien) 
Dr. J.-P. Mornon 
Universiti Pierre et Marie Curie, Paris (Frankreich) 

[**I Diese Arbeit wurde vom Centre National de la Recherche Scientifique, 
Pinned, Inserm, MRT und Medgenix gefordert. Wir danken J. Harrod fur 
hilfreiche Diskussionen sowie Johnson Matthey fur eine Spende von Edel- 
metallen. 
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