men in Intervallen, die von 30 s (Beginn) bis 15 min (Ende) variierten, aliquote
Teile von 30 uL und versetzten diese in einer Eppendorf-Pipette mit 30 pL
gesittigter Kaliumchloridlosung. Nach einer Inkubationszeit von 1.75 min bei
273 K, in deren Verlauf die Monoaquakomplexe in Monochlorverbindungen
tiberfithrt werden [12], wurden die Proben in flissigen Stickstoff getaucht und
bis zur Analyse bei 77 K gehalten. Die Kithlung auf 77 K ist wichtig, da noch
bei 193 K, der Temperatur von Trockeneis, die einfach koordinierten Spezies I1
und 12 trotz UberschuB an KCI in das Chelat C iberfiihrt werden. Da die
spiteren HPLC-Analysen sehr zeitraubend sind und so einige Proben iber
mehrere Tage aufbewahrt werden miissen, kann diese langsame Umwandlung
die relativen Konzentrationen signifikant verdndern.

Fir die HPLC-Analysen benutzten wir einen Spectra-Physics-SP-8800-Chro-
matographen mit einer Nucleosil-C18-Saule (250 x 4.6 mm 1D, 5 um, 100 A;
Macherey Nagel). Die Standardarbeitsbedingungen waren: Mobile Phase: Am-
moniumacetatpuffer (Merck; 0.01 M, pH = 4.70) und Acetonitril (Merck)
(95:5 v/v); FluBrate 0.8 mLmin " '; 7 =298 K. Die Detcktion erfoligte bei
255 nm. Bei dieser Wellenldnge nimmt die Absorption des Reaktionsgemisches
im Verlauf der Reaktion um 4% ab, wobei die Abnahme in etwa mit der
Bildung des Chelats C korreliert. Die durch Peak-Integration ermittelte Kon-
zentration von C wurde deshalb mit den1 Faktor 1.04 korrigiert.

Wir identifizierten die Monoaddukte durch enzymatischen Abbau der entspre-
chenden Fraktionen mit der Exonuclease Venum-Phosphodiesterase (VPD,
Sigma). VPD spaltet das 5-Monoaddukt (12) in c¢is-[PtCY(NH,},d(TpG-N7)]
und dpG, withrend das 3'-Monoaddukt (I1) nicht angegriffen wird {13].

Anhang

Die Integration der Differentialgleichungen, durch die die Kinetik des Reak-
tionssystems aus Schema 1 beschrieben wird, ergibt zur Zeit ¢ fiir die Konzen-
trationen [N], [T1], [12] und [C] die folgenden Ausdriicke (W = UberschuB an
cis-[Pt(NH,),(H,0),I(NO;), bezogen auf das Oligonucleotid N):

w
INI = cwrsaw 7y

4 W sky=kyy + kg W=[Pt] —[N]
[11] = ke~ SINKIND + W)k

(12} = ke~ %= [INJ(IN] + W)ek="dz

[C] =[N}, — [N} - [I1] — [12]

Die Integrale in den Gleichungen fiir [I1] und [12] wurden fur Zeitabstéinde von
1 s numerisch geldst. Zur Optimierung wurde das Lot durch den MeBpunkt auf
die Tangente der errechneten Kurve gefillt (pin Abb. 3). Wir bevorzugten diese
Methode, anstatt den vertikalen Abstand (v in Abb. 3) zu verwenden, der die
Differenz zwischen berechneten und experimentell bestimmten Konzentratio-
nen wiedergibt. Diese Niherung bezieht sich auf den experimentellen Fehler
von Zeit und Konzentration und ist nur dann sinnvoll, wenn die Skalenein-
teilung beider Variablen entsprechend der MeBungenauigkeit gewihlt wird.

Die Néherungsfunktion lautet:
F= [;(P'f)z]z + [;(P!’)Z]2 + 2P + [ZeHY (]

Dabei sind pf die durch Fillen des Lotes ermittelten Abweichungen der
MeBwertei von der errechneten Kurve, bestimmt durch pf=

Konzentration

.. Mefwert /
[X19% |
el
\p
v o
[Xjeoled ... ",
i 5 SAGRREEELE R it
. berechnete Kurve
4 tImin]

Abb. 3. Zwei Abstinde, durch die die Beziehung zwischen Mefwert und be-
rechneter Kurve ausgedriickt werden kann; p ist die Normale zur Kurve durch
den Mefpunkt. In linearer Niherung ist p = vcosa. Die Variablen sind in
Einheiten skaliert, die mit deren systematischen MeBfehlern korrelieren. Wih-
rend v nur die Ungenauigkeit der Konzentrationsmessung wiedergibt, beriick-
sichtigt p den Fehler beider Variablen.
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{IX]eb — [X]e} cos = {[X]e** — [XJ;**}(1 + tan?x)”/* mit tano = {d[X]""/
dr} {s(0)/s(IX])}. [XI™ und [X]™"° sind die beobachteten bzw. errechneten Kon-
zentrationen des Produkts X zur Zeit ¢;; s(¢) und s[X] wurden entsprechend der
Fehler bei der Bestimmung von Zeit und relativen Konzentrationen als 4 s und
2% der Ausgangskonzentration an Oligonucleotid geschitzt. Die Teilsummen
in Gleichung (1) wurden in der zweiten Potenz eingebracht, damit nicht eine
Kurve durch das Programm wesentlich schlechter angepaBt wird als die ande-
ren. Zur Optimierung benutzten wir einen ,,grid-search“-Algorithmus [{4].

Eingegangen am 14. Mai 1992 [Z 5348]
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Formiat-getriebene, nicht-enzymatische
NAD(P)H-Regeneration bei der durch Alkohol-
Dehydrogenasen katalysierten stereoselektiven
Reduktion von 4-Phenyl-2-butanon**

Von Dorothée Westerhausen, Sabine Herrmann,
Werner Hummel und Eberhard Steckhan*

Biotransformationen organischer Verbindungen durch
Enzyme oder Mikroorganismen sind aufgrund ihrer Stereo-
selektivitdt inzwischen weit verbreitet. Die Anwendung von
Redoxenzymen in Synthesen ist wegen der Notwendigkeit
zur Cofaktorregeneration bisher jedoch relativ einge-
schrinkt geblieben. Fiir Reduktionen mit NAD(P)H-abhin-
gigen Enzymen wurden enzymgekoppelte Regenerationssy-
steme entwickelt. Dabei wird entweder ein Regenerations-
enzym wie Formiat-Dehydrogenase (FDH)™ fiir NADH-
abhingige Produktionsenzyme oder das Produktionsenzym

[*] Prof. Dr. E. Steckhan, Dipl.-Chem. D. Westerhausen, Dr. S. Herrmann
Institat fiir Organische Chemie und Biochemie der Universitit
Gerhard-Domagk-Strafle 1, W-5300 Bonn 1
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in der KFA Jilich GmbH
Postfach 2050, Wilhelm-Johnen-StraBe, W-5170 Jiilich
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selbst, wie im Falle der NADPH-abhingigen Alkohol-
Dehydrogenase aus Thermoanaerobium brockii (TBADH)Z,
verwendet.

Wir entwickelten ein nicht-enzymatisches Regenerations-
system fiir NADH und NADPH, das auf der Verwendung
von [(C;Me,)Rh™(bpy)(H,0)ICl, und dhnlichen Komple-
xen als homogenen Redoxkatalysatoren basiert und entwe-
der die Elektrode %! oder Formiat!* I als Donor nutzt.
Der Reaktionsmechanismus der Formiat-getricbenen
NAD(P)H-Regeneration wird durch die Gleichungen
(a)—(c) beschrieben (rds = geschwindigkeitsbestimmender
Schritt). Schliisselschritt ist der Hydridtransfer vom interme-
didren Hydridorhodiumkomplex auf NAD(P)* [GL. (c)], der
mit hoher Geschwindigkeit und vollstindiger Selektivitit
ablduft. Es wird ausschlieBlich enzymaktives NAD(P)H!3 ~¢]
gebildet.

[(CsMegRR"™(bpy)L]2* + HCOO™ —
5 5

i} + (@)
[(CsMe;)Rh¥(bpy)(HCO )™ + L

[(CsMe,) RN (bpy)(HCO, ) — 2

[(CsMe )R H(bpy)]* + CO, ®)

schnell

[(CsMe)Rh™H(bpy)]™ + L + NAD(P)*

i 24 (©
[(C,Meg)Rh"(bpy)L]** + NAD(P)H

Hier beschreiben wir die Formiat-getriebene, nicht-enzy-
matische NAD(P)H-Regeneration fiir die durch Alkohol-
Dehydrogenasen (ADH) katalysierte stereoselektive Reduk-
tion von Carbonylverbindungen. In einem ersten Modell-
system wurde die Pferdeleber-ADH(HLADH)-katalysierte
Reduktion von Hexanal durch in-situ-Regeneration von
NADH mit Formiat als Donor und [(C;Me;)Rh(bpy-5-
OAc)(H,0)|Cl, als Homogenkatalysator (Tabelle 1) unter-
sucht.

Tabelle 1. Ergebnisse der enzymatischen Reduktion von Hexanal mit Formiat-
getriebener in-situ-Regeneration von NADH [a].

¢ (Hexanal) t ¢ {Hexanol) Cyclenzahlen fir
[mm] [h] [mM] Redox-Kat. NAD
100.0 0 0 0 0
92.8 1 7.2 14 7
84.6 3 15.4 3 15
57.2 5 42.8 86 43
1.0 24 99.0 198 99
0 30 100.0 200 100

[a] Konzentrationen: HCOONa = 0.1 M, Aldehyd = 0.1 M, NAD* =1 mm,
[(CsMe,)Rh(bpy-5-OAc)(H,0)]Cl, = 0.5 mm, HLADH = 21 Units (Acetalde-
hyd/Ethanol); in 50 mL 0.1 M Na-Phosphat-Puffer, pH 7.5; T = 25°C; Ar-
gonatmosphire; gaschromatographische Analyse.

Mit einem Formiat(0.1 mM)-zu-Substrat(0.1 m)-Verhiltnis
von 1:1, 21 U HLADH (Acetaldehyd/Ethanol), 1 Mol-%
NAD* und 0.5 Mol-% Redoxkatalysator wurde nach 6'h
ein Umsatz von 50 % erreicht, vollstindiger Umsatz nach ca.
30 h. Ein dhnliches Ergebnis erhiclten wir mit Butanal als
Substrat. Wir haben dann entsprechend Abbildung 1 diese
Methode auf das prochirale Keton 4-Phenyl-2-butanon
iibertragen. Dabei haben wir vier Enzyme im Hinblick auf
Umsatz und Stereoselektivitit bei der nicht-enzymatischen
Cofaktorregenerierung verglichen. Zwei der Enzyme,
HLADH und TBADH, sind kommerziell erhiltlich, die bei-
den anderen, Phenylethanol-Dehydrogenase (PhEDH) aus
Lactobacillus kefir' und eine Sekundiralkohol-Dehydroge-
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nase (S-ADH) aus Rhodococcus sp.!¥!, wurden erst kiirzlich
isoliert. Hefealkohol-Dehydrogenase wurde nicht zum Ver-
gleich herangezogen, da sie nur duBerst schleppend das Sub-
strat reduziert. HLADH und S-ADH sind NADH-abhéngi-
ge Enzyme, wihrend die beiden anderen NADPH-abhéngig
sind.

(&)
HCOO [CPRALH, O] NAD(PJH
ADH
co, [Cp*RALH]® NADP)®.
L= - Pan N

Qo

o

ot
OXB{‘

Abb. 1. Enzymatische Reduktion von 4-Phenyl-2-butanon unter in-situ-Co-
faktorregeneration mit [(CsMe)Rh(bpy)(H,0)]Cl, als Redoxkatalysator und
Formiat als Donor.

Unter Standardbedingungen wurden 10 mL eines KP-
Puffers (0.1 M, pH 7) benutzt, der den oxidierten Cofaktor
(1 mm), [(CsMe)Rh(bpy)(H,0)]Cl, (0.5 mm), Natriumfor-
miat (0.066 M) und 4-Phenyl-2-butanon (0.033 M) enthielt.
Wegen der schlechten Lslichkeit des Ketons im wirigen
Puffersystem bildete sich eine Suspension. Der Reaktions-
fortschritt lieB sich gaschromatographisch auf einer HP-1-
Glaskapillare verfolgen. Der Enantiomereniiberschufl wur-
de nach Veresterung des Alkohols mit Acetanhydrid auf
einer f-Cyclodextrinphase (50 m, FS-Cyclodex beta-I/P, CS-
Chromatographie Service GmbH) ebenfalls gaschromato-
graphisch bestimmt.

Der in Abbildung 2 dargestellte Reaktionsablauf zeigt,
daB3 PhEDH, S-ADH und HLADH unter Batch-Bedingun-
gen nach 24 h zu einem Umsatz zwischen 76 und 90 % bei
30°C fithren. TBADH erreicht bei 30 °C einen Umsatz von
24 %, wihrend sie bei 60 °C wesentlich schneller und effizien-
ter reagiert und nach 5 h bereits 75 % Umsatz erreicht. Nach
ersten Untersuchungen enthdlt die verwendete TBADH-
Priparation eine NADPH-inaktivierende Nebenaktivitit.
Diese scheint sich bei niedrigeren Temperaturen stirker aus-
zuwirken und zu dem geringen Umsatz bei 30 °C zu fithren.

100~

[%]

T T S W O T O 0 A O A B A W
ox

o] 10 20 30 40 50
tih] —=

Abb. 2. Abhingigkeit des Umsatzes x von der Zeit ¢ der enzymatischen Re-
duktion von 4-Phenyl-2-butanon mit in-situ-Cofaktorregeneration mit
HLADH bei 30°C (+), TBADH bei 30 °C (a), TBADH bei 60 °C (x), PhEDH
bei 30°C (m) und S-ADH bei 30°C (o) [Bedingungen: 4-Phenyl-2-butanon:
33 mM; HCOONa: 66 mM; NAD(P)*: 1 mM; [(CsMes)Rh(bpy)(H,0)Cl,:
0.5 mM; in 10 mL 0.1 M KP-Puffer von pH 7; bei 30 °C und 60 °C (nur im Falle
von TBADH); HLADH: 9 U (bezogen auf 4-Phenyl-2-butanon); TBADH:
SU (4-Phenyl-2-butanon); PhEDH: 20 U (4-Phenyl-2-butanon); S-ADH:
20 U (4-Phenyl-2-butanon)].
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Die Werte fiir die Enantiomereniiberschiisse ee und die
Umsétze bei 30, 38 und 60 °C (Tabelle 2) zeigen, daB die
gleichen ee-Werte wie bei anderen Regenerationsverfahren
beobachtet werden: TBADH und S-ADH erreichen minde-
stens 99%, HLADH 96% fiir den (S)-Alkohol. PhEDH
liefert bevorzugt den (R)-Alkohol (96 % ee). Die hohen En-

Tabelle 2. Umsatz x und Enantiomereniiberschul3 ee bei der enzymatischen
Reduktion von 4-Phenyl-2-butanon mit Formiat-getriebener redoxkataly-
tischer in-situ-Cofaktorregeneration [a].

Enzymaktivitit Cofaktor-Konz. T ! x ee

[U] [b] [mM] *q [b[e]  [%] [%]
HLADH [9] NAD™ [1] 30 24 90 96 (S)
HLADH [9] NAD™ [1] 38 24 75 96 (S)
TBADH [5] NADP* [1] 30 24 24 >99 ()
TBADH {5} NADP" {1] 38 24 45 >99 (8)
TBADH [5] NADP* [1] 60 5 75 >99 (S)
PhEDH [20] NADP* [1] 30 45 76 96 (R)
PhEDH [20] NADP" [1] 38 24 81 96 (R)
S-ADH [20} NAD* {1} 30 43 89 >99 (S)

[a] Bedingungen wie in Abb. 2. [b] Einheiten immer beziiglich 4-Phenyl-2-bu-
tanon. [c] Zeit, von der an die Anderung des Umsatzes nicht mehr signifikant
war.

antiomereniiberschisse bestdtigen iiberzeugend, daB die Re-
aktion selektiv iiber das Enzym verlduft und kein direkter
Hydridtransfer vom intermedidren Hydridorhodiumkom-
plex auf das Keton erfolgt. Dies trifft nicht nur fiir ein For-
miat/Substrat-Verhiltnis von 2:1, sondern sogar fiir ein Ver-
héltnis von 15:1 zu. Nur im Falle von HLADH haben wir
fiir ein Formiat/Substrat-Verhéltnis von 15:1 einen etwas
geringeren Enantiomerenilberschufl beobachtet. Der direkte
Hydridtransfer vom Hydridokomplex auf das Keton in Ab-
wesenheit von Cofaktor und Enzym fiihrt bei 25°C nach
52h nur zu einem Umsatz von 7%, bei 30°C steigt der
Umsatz nach 45 h auf 13 %. Selbst bei 60 °C kann der direkte
Hydridtransfer nicht mit der enzymatischen Reaktion kon-
kurrieren, wie der Enantiomereniiberschufl von 99 % bet der
Verwendung von TBADH zeigt. Fiir alle untersuchten Enzy-
me gilt, daB der hochste Umsatz bereits fiir ein Formiat/Sub-
strat-Verhaltnis von 2:1 erreicht wird. Im Falle von d4quimo-
laren Konzentrationen ist der Umsatz nach der gleichen Zeit
etwa 30% niedriger. Fine eventuelle Enzyminhibierung
durch den Rhodiumkomplex kénnen wir nach eingehenden
Untersuchungen ausschlieflen. Dazu haben wir die vier En-
zyme mit dem Rhodiumkomplex (0.5 mM) bei 30 °C 5 min,
1h, 8 h und 24 h vorinkubiert, dann die Anfangsreaktions-
geschwindigkeiten gemessen und mit denen in Abwesenheit
des Rhodiumkomplexes verglichen. Es wurde keinerlei Be-
einflussung beobachtet. Die Reaktionsgeschwindigkeit unter
Anwendung unserer nicht-enzymatischen Cofaktorregene-
ration war unter sonst gleichen Bedingungen gewdhnlich ho-
her als bei Verwendung der Regenerationsmethode der ge-
koppelten Substrate unter Verwendung von Ethanol
(HLADH) oder Isopropylalkohol (TBADH, PhEDH) als
Cosubstrate. So wurde beispielsweise mit HLADH in Ge-
genwart von Ethanol als Cosubstrat bei 25 °C nach 24 h ein
Umsatz von nur 33 % erzielt.

Die Temperaturabhingigkeit des Umsatzes unterscheidet
sich fiir die vier Enzyme: Wihrend HLADH und S-ADH
bereits bei 30 °C das Umsatzoptimum erzielen, hat PREDH
ihr Optimum bei 35 °C und TBADH bei 60 °C. Im Falle von
HLADH untersuchten wir ferner den EinfluB von Dioxan
als Cosolvens. Wihrend ein Zusatz von bis zu 5% Dioxan
den Umsatz nur geringfiigig erniedrigt, sinkt der Umsatz bei
hoheren Konzentrationen stark. Der Enantiomereniiber-
schuB} hingegen bleibt fast unverindert.
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Wir werden dieses System nun in einem Enzymmembran-
reaktor unter Verwendung der von uns synthetisierten was-
serloslichen hochmolekularen Rhodiumkomplexen als Re-
doxkatalysatoren einsetzen!s: ¢-°1,
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Molekulares Schalten durch Elektroneniibertragung
— das Spiroperimidin/Chinonimin-System**

Von Josef Salbeck, Vitaly N. Komissarov, Viadimir I. Minkin
und Jérg Daub*

Bausteine fiir molekulare Informationsspeicher, Sensoren
und Schalter enthalten Teilstrukturen mit Bi- oder Multi-
stabilitdten, wobei funktionellen Farbstoffen herausragende
Bedeutung zukommt!: 2. Nach bisherigen Untersuchungen
zeigt Spiroperimidin 1 photochromes Verhalten mit photo-
chemischer Hinreaktion zu Chinonimin 2 (1_,, = 615 nm)
und thermischer Riickreaktion 2 —»1 (Schema 1)%). Im fol-
genden berichten wir Gber reversible Umlagerungen 1/2 un-
ter elektrochemischer Aktivierung.

Das Cyclovoltammogramm von 1 (Abb. 1a) zeigt ein irre-
versibles Reduktionssignal [Ef = — 2150 mV vs Ferrocen
(Fc)] mit zwei deutlich zu positiveren Potentialen verschobe-
nen Rickoxidationssignalen (£ ol und £9%) und einem ausge-
priagten Uberkreuzungseffekt (Pfeil) von Reduktions- und
Oxidationskennlinie (trace-crossing). Ein derartiger Kur-
venverlauf verweist auf die Stabilitit und Reaktivitit der
Radikalanionen und ist auf eine homogen ablaufende Dis-
proportionierung des Radikalanions 1'~ zuriickzufiihren!®.
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