zueinander sind und zusammen auskristallisieren (in der Kri-
stallstruktur sind sie {iber Inversionszentren verkniipft).

Abb. 3. Tn der oberen Hilfte der Abbildung ist ein Modell fiir die intramoleku-
lare ,,Lithiumwanderung™ in 1 skizziert. Die beiden unten dargestellten Struk-
turen von 1 (Blickrichtung orthogonal zu oben) sind beide im Kristall vorhan-
den. Thre wechsclseitige Umwandlung kénnte die , Restmobilitit™ von 1 in
Hexan erkliren.

Auch im Festkorper konnten NMR-Spektren von 1 erhal-
ten werden. Die Zentrallinie des bei Raumtemperatur erhal-
tenen Magic-Angle-Spinning(MAS)-"Li-NMR-Spektrums
(77.7 MHz) von 1 setzt sich aus zwei Komponenten zusam-
men: einer breiten Resonanz, welche eine fir das MAS-Ex-
periment von Quadrupolkernen typische Quadrupolaufspal-
tung!® aufweist (586 Hz), sowie einer quasi aufgesetzten
relativ scharfen Resonanz mit einer Halbwertsbreite von ca.
120 Hz. Registriert man ein Spektrum derselben Probe bei
116.5 MHz, so reduziert sich die Peakseparation der beiden
duBeren Peaks, was in FEinklang mit einem Quadrupoleffekt
ist. Die scharfe Resonanzlinie vereinigt bei 296 K etwa 8 %
der Gesamtintensitit einschlieBlich Seitenbanden und sollte
ihre Ursache in ,leicht beweglichen* Lithiumatomen ha-
ben!!%1, Ob das Signal durch eine partielle ,,Lithium-Dyna-
mik* als Folge von Gitterschwingungen in 1 oder durch eine
geringe Beimischung einer Fremdsubstanz ausgeldst wird,
bleibt in weiteren Untersuchungen zu kléren.

Experimentelles

0.7 g (3.2 mmol) Indiumehlorid in 5 mL Diethylether werden mit einer Lésung
einer doppelt molaren Menge an Me,Si(NSiMe,),Li, [11] in 25 mL n-Hexan
versetzt und 6 h bei Raumtemperatur geriibrt. Die Suspension wird gefiltert
und die Losung eingeengt; dabei bilden sich Kristalle des Ether-Addukts von
1. Bei der nachfolgenden Sublimation (70-80°C Badtemperatur/10~* Torr)
verliert die Verbindung den Ether, und man erhilt 1.37 g (73%) farbloses 1
(Schmp. 142 °C). Korrekte Elementaranalyse und Massenspektren. Chemische
Verschiebungen von 1 in Lésung (200 MHz {Dg]Toluol, 296 K, TMS): 'H-
NMR: §=0.18 (s, 36H, SiMe,), 0.33 (s, 12H, SiMe,); '*C-NMR
(IDsToluol): 8 = 4.2 (s, 12C, SiMe,), 6.6 (s, 4C, SiMe,); 13C-NMR (Hexan):
8 = 3.9 (s, SiMe;,}, 6.4 (s, SiMe,); 2°Si-NMR: 6 = — 0.55 (s, SiMe,), — 5.80 (s,
SiMe,); 1*N-NMR (CH;NO, ext.): & = 308.5(s, b,;, =10 Hz); "Li-NMR (ext.
Standard: LiCl/D,0): 6 = 3.0 (s, b,;, = 5.7 Hz). Chemische Verschiebungen
von 1im Festkorper (200 MHz, 296 K, sek. Standard: Adamantan, TMS = 0),
13C.NMR: é = 5.8 (b,,, = 85 Hz); "Li-NMR: (ext. Standard: LiCl): 6 =1.0
[12}.
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3246 A%, Z=4, p=914cm*, Siemens-AED2-Diffraktometer, -0-
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Katalyse der Phosphorsiurediester-Hydrolyse
durch Lanthanoid-Ionen und
der EinfluBl von Liganden **

Von Hans-Jorg Schneider *, Jorg Rammo und Ronald Hettich

Nachdem Bamann die katalytische Wirksamkeit von
Lanthanoid-Ionen bei der Hydrolyse von Glycerinphospha-
ten entdeckt hatte!’), sind diese sowie Ubergangsmetall-
Ionen auch als Katalysatoren fiir die Spaltung der durch die
vicinalen Hydroxygruppen strukturell verwandten Ribose-
phosphate herangezogen worden!?~#!. Die Hydrolyse nor-
maler Phosphorsdureester oder von DNA 1 erfordert im
Vergleich zu der von RNA 2 durch die Abwesenheit der
2’-OH-Gruppe drastische Bedingungen. Mit hoher gelade-
nen Ubergangsmetall-Ionen lassen sich erhebliche Beschleu-
nigungen erzielen!® %, Vor allem Chin et al. haben ge-
zeigt'>® daB mit speziellen Cobaltkomplexen selbst nicht
aktivierte Ester wie Dimethylphosphat bis zu 10'° mal
schneller reagieren!”). Allerdings scheinen die bisher benutz-
ten — teilweise auch wenig stabilen — Metallkomplexe bei der
Reaktion verbraucht zu werden; d. h. sie fungieren nicht als
Katalysatoren, und eine Michaclis-Menten-Kinetik {wie bei
Enzymen) wurde nicht beobachtet. Kiirzlich konnten Ko-
miyama et al. erstmals zeigen!®*, daB auch die Spaltung von
plasmidischer DNA durch Lanthanoid-Tonen beschleunigt
wird; allerdings sind die Bedingungen im Vergleich zu den
bekannten radikalisch verlaufenden DNA-Spaltungen durch
Redox-Metalle so drastisch!®®, daB bis jetzt nicht auszu-

[*] Prof. Dr. H.-1. Schneider, Dipl.-Chem. J. Rammo,
Dipl.-Chem. R. Hettich
Fachrichtung Organische Chemie der Universitit
D-66041 Saarbriicken
Telefax: Int. + 681/302-4105
[**] Supramolekulare Chemie, 38. Mitteilung. — 37. Mitteilung: H.-J. Schnei-
der, V. Riidiger, O. A. Raevsky, J. Org. Chem., im Druck.
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schlieBen ist, dal} — zumindest teilweise — ein radikalischer
Mechanismus wirksam ist.

Wir berichten hier iiber eine durch Sittigungskinetik cha-
rakterisierte hocheffiziente Katalyse bei der Verseifung der
Phosphorsdurediarylester 3 durch Lanthanoid-lonen und
liber prinzipielle Mdglichkeiten, die Hydrolyse durch Kom-
plexliganden zu steuern. Wesentlich fiir die potentielle Ver-
wendung synthetischer Agentien zur Hydrolyse von Phos-
phorsiureestern — seien es Insektizide, Kampfstoffe oder
Nucleinsduren — ist, dal} sich die katalytischen Zentren in
kinetisch moglichst stabilen Komplexen befinden. Dies sollte
z.B. Immobilisierungen der Katalysatoren sowie die Ver-
kniipfung mit Polyamin- und Oligonucleotid-Resten ermdg-
lichen, um Erhéhungen der Affinitit zur DNA und die In-
duktion selektiver DNA-Strangbriiche (durch Tripel-
helix-Bildung mit Oligonucleotid-Komplex-Konjugaten!®)
zu erreichen. Dies wurde bisher — von wenigen Ausnahmen
abgesehen!' % — weitgehend mit oxidativ wirkenden Agentien
realisiert!*!], von denen die Eisen-EDTA-Oligonucleotide
von Dervan et al. die bekanntesten sind[*2]. Die dabei auftre-
tenden, sehr reaktiven sauerstoffhaltigen Radikale haben
den Nachteil, wenig selektiv zu reagieren und unnatiirliche
Spaltprodukte zu liefern; dies lieBe sich durch' Hydrolysen
von Phosphorsdureestern — wie sie die Natur verwirklicht —
vermeiden.

R
¢ X ?
~0-p=0 ~0-P=0
O‘KOJR 0
R"0O X i
R
1(X=H) 3a(R=H)
2(X=0H) 3b(R=NO2)

Zunichst verfolgten wir das Ziel, durch konventionelle
starke Nucleophile wie Thiolate, Oximate etc. (Thiophenol,
Salicylaldoxim, Iodosobenzol) die Hydrolyse von Modell-
phosphaten wie 3b zu beschleunigen, da sich durch Kombi-
nation solcher Liganden mit Polyaminen die Affinitat zur
DNA nahezu beliebig steigern lassen sollte™ ], Nachdem
dieses Konzept bei Vorversuchen mit plasmidischer DNA
nur zu kaum nachweisbaren Effekten gefiihrt hatte!3%) ha-
ben wir die Freisetzung von Nitrophenolat aus dem Modell-
ester 3b in Gegenwart wechselnder Konzentrationen von
Europium(un)-chlorid bei pH 7.0 photometrisch gemessen.
Bei zB. [Eu**] =5x1073M wurde k,,, =1.67 x 10" *s~ !
bestimmt, was einer Beschleunigung von k_,/k, =1.1x
10817 entspricht. Unter gleichen Bedingungen ergab Yb3*
kg =3.7x1073s71; Zusatz von Pb?*-Salzen fiihrte zu
Triibungen. Bei einem Umsatz von bis zu 95% verliefen alle
Reaktionen nach (pseudo-)erster Ordnung mit linearen Kor-
relationskoeffizienten von r > 0.997, wobei in der Regel der
Katalysator im UberschuB eingesetzt wurde. Die gemesse-
nen Endextinktionen zeigen, daB die Hydrolyse unter den
normalen Reaktionsbedingungen ([3b] < [Eu®*]) zur Ab-
spaltung beider Phenoxygruppen fithrt. Dies bedeutet, daf3
der entsprechende Monophenylester, wie bei nicht-kataly-
sierten Hydrolysen!®*], schneller reagiert als der Diester.
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Um abzusichern, dafl der Katalysator auch unter
,, Turnover-Bedingungen** seine Aktivitit behilt, wurde mit
10fachem Substratiiberschul3 gemessen, wobei wiederum
nach der Gleichung fiir eine Reaktion erster Ordnung ausge-
wertet werden konnte; die dabei beobachtete Geschwindig-
keit der Nitrophenolat-Freisetzung lag mit &, = 3.9 x
1075571 (50 °C, [Eu®*] =1 x 10~ * M) etwa halb so hoch wie
die bei [Eu®*}-UberschuB gefundene (k = 8.6 x107 %57 1),
Der Monoester liegt hier zunéchst in viel geringerer Konzen-
tration vor als das Edukt, welches nur ein Phenolat-lon frei-
setzt; ferner wird mit [3] > [Eu®*] die Konzentration an akti-
verem, freiem Eu®* durch dessen Bindung an 3 stirker
gesenkt. Die mit Eu3* erstmals beobachtete Sittigungskine-
tik (Abb. 1) ergibt durch nichtlineare Kurvenanpassung fiir
einen 1:1-Komplex eine Michaelis-Menten-Konstante von
Ky =29x%x1073wm, deren GroBenordnung mit Bindungs-
konstanten von Lanthanoid-Jonen mit Phosphaten tiberein-
stimmt!*!, sowie eine Katalysekonstante von k., = 2.6 x
10~*s~!. Die Hydrolysegeschwindigkeitskonstante ohne
Katalysator 1Bt sich aus bekannten Daten™® bei 50 °C zu
ke =3x10"1%5! abschitzen.

2.0 1 ——

kx10%s™)
10 /

T T T
0 0002 0.006 0.010
CEUCly) M —

Abb. 1. Hydrolysekinetik des Bis(4-nitrophenyl)phosphats 3b ([3b} = 3.76 x
107 % M) in Abhéingigkeit von der Katalysatorkonzentration [Eu**] (in 0.01 m
EPPS-Puffer; 50°C; pH 7.00); experimentelle Punkte und fiir eine Michaelis-
Menten-Kinetik simulierte Kurve.

Zwar ist die Hydrolysegeschwindigkeit von Nitrophenyl-
estern bequem mefbar, doch unterscheidet sich der Hydroly-
semechanismus eventuell von dem bei nichtaktivierten Deri-
vaten! 1% Wir haben deshalb die Wirksamkeit von Lan-
thanoid-Ionen auch bei der Hydrolyse des Diphenyl-
phosphates 3a untersucht. Dieser Ester ist so inert, dal} die
notwendige Vergleichskonstante der Hydrolyse bei pH 7.0
ahnlich wie bei Dimethylphosphat'*™ nur durch Extrapola-
tion aus von Kirby et al. ermittelten Korrelationen zu gewin-
nen ist!'3. Unter der Annahme, daB die Aktivierungsentro-
pie fiir die Hydrolyse in Wasser von der Struktur des Diesters
weitgehend unabhingig ist[3*], ergibt sich eine Aktivierungs-
enthalpie von etwa 30 kcalmol ~*. Die damit berechnete Ge-
schwindigkeitskonstante wire dann k, = 3.6 x 10712571
(bei 70 °C). Der mit [Eu®*] = 4.3 x 1073 M gemessene Wert
betrigt k . = 3.95 x 10~ ¢, womit sich mit k_,_{k, ~ 10° (bei
70°C) eine sogar etwas héhere Katalysewirkung ergibt als
bei dem Nitrophenylester 3b (k,,/k, = 0.56 x 108, 50 °C).

Mit den Liganden 4—17 (Schema 1) wurde bei gleichblei-
benden Bedingungen untersucht, wie die katalytische Wir-
kung des Eu®*-Ions durch Liganden beeinfluBt wird. Von
Reaktionen mit RNA ist bekannt, daB3 es z.B. mit EDTA zur
vollstindigen Unterdriickung des Metalleffektes kommen
kann®™!. Tatséichlich finden wir bei einer Reihe von stick-
stofthaltigen Liganden (4-8) eine verminderte Hydrolysege-
schwindigkeit (siche Schema 1). Aus bekannten Komplex-
konstanten 1aBt sich abschitzen!', wieviel ,,freie*, d.h. als
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HaN—(CH;),—NH, 4da(n=2) 4b(n=3)

0.13 0.17

(CHyCHOHCH,),N N(CH,CHOHCH;), 5
0.62
N(CH,CH,CHzNH,); 7
HN N H 0.49
[ . ] 6
0.38
HN NH
HOOCCH,HN NHCH,COOH 8
0.082
(c=0005M)
Vamm\
(\o o/\ 9
N 0 0 "N 0.92
K/O o\) {c=0.005M)
_/
OH
OH
oH OH
[OH EOH T
OH OH
OH OH
OH
OH
10 1 12 13
1.03 1.16 0.54 2.0
OH OH COOH COOH
HO OH OH OH
HO HO HO HO
OH OH OH OH
oH OH OH OH
OH OH OH COOH
14 15 16 17
224 2.53 0.0055 <0.0012

Schema 1. Komplexliganden L und ihre Wirkung auf die katalytische Aktivitdt
von Eu®*; die Zahlen geben das Verhdltnis der Reaktionsgeschwindigkeitskon-
stanten mit und ohne zusétzlichem Ligand an (jeweils[3b] = 3.76 x 107 * M und
[L] = 5 x 1072 m, auBer bei 8 und 9; hier [L] = 5 x 10~ > M aus Griinden man-
gelnder Loslichkeit). Folgende Verbindungen wurden ebenfalls zugesetzt, eig-
peten sich jedoch wegen Niederschlagsbildung oder Tritbung nicht: Spermin,
N,N'-Bis(3-aminopropyl)piperazin, 3,4-Dihydroxyphenylalanin, m-Hydroxy-
benzoesdure, 3,5-Dihydroxybenzoesiure, Pyrogallol.

Aquakomplex vorliegende Metall-Tonen bei den jeweiligen
Konzentrationen noch vorhanden sind. Der Vergleich mit
den dafiir aus der Sittigungskurve (Abb. 1) vorausgesagten
Restaktivititen ergibt, daB die Metall-Ionen auch im kom-
plexierten Zustand fast immer noch katalytisch wirken. Die
Aktivitit sinkt in Gegenwart der meisten Liganden nur auf
10-50% derjenigen der ligandenfreien Losungen, obwohl
z.B. bei 8 und 9 nur noch etwa ein Prozent ,,freie* Metall-lo-
nen vorliegen. Eine Ausnahme bilden die beiden Hydroxy-
carbonsduren 16 und 17, bei denen die Restaktivitdt nahe
der Nachweisgrenze liegt. Als besonders vielversprechend
erweist sich der Eu3*-Komplex mit [222]-Cryptand 9, wel-
cher trotz extrem hoher Komplexkonstante als einziger fast
die Aktivitdt der freien Metall-Ionen erreicht. Unter den Mel-
bedingungen bilden sich die Komplexe selbst bei Cryptanden
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mit dreiwertigen Lanthanoid-lonen noch hinreichend
schnell*®!; die Dissoziationen sind dagegen, z.B. bei 25°C
mit &k, =107%s7!, bereits relativ langsam!®!. Durch die
thermodynamische und kinetische Stabilitdt bei gleichzei-
tiger Erhaltung der Aktivitit sind wesentliche Voraussetzun-
gen fiir kiinftige Anwendungen solcher Komplexe erfiillt.
Um den fiir RNA typischen hohen Hydrolysegeschwin-
digkeiten durch Variation der Komplexliganden niherzu-
kommen, wurde zusitzlich ein neues Konzept untersucht.
Der allgemein akzeptierte Grund fiir die hohe Reaktivitit
der RNA ist die Bildung des cyclischen Esters cyclo-2 unter
Mitwirkung der nachbarstindigen 2'-OH-Gruppe. Im Prin-

R'

O\P/O
_O/ \\0

cyclo-2

zip sollte es moglich sein, diese Gruppe durch ein am Metall-
komplex statt am Substrat fixiertes Nucleophil zu ersetzen
(Schema 2). Die Ergebnisse erster Versuche mit Polyolen,

R—q R-—O\

~0-P=0 -0-p-
1 —OR' 0-P-0N
R-0 gy o A\
\, |
nt+ nt ’
&*\%@, /l &*‘\M"% 4
C Cr

Schema 2. Mechanismus der Hydrolyse von Phosphorsdurediestern, wenn die
bei RNA-Derivaten im Substrat enthaltenen OH-Gruppe durch eine im Metall-
katalysatorkomplex vorhandene ersetzt ist.

welche das katalytisch wirksame Metall-ITon — wenn auch
schwach — binden*#?! und zusitzlich nucleophile OH-Grup-
pen an der Peripherie tragen, stiitzen diese Hypothese (siche
Schema 1). Der Vorteil solcher Polyole liegt auch darin, dai3
sie - wie RNA - neben der bereits phosphorylierten OH-
Guppe eine weitere vicinale OH-Gruppe aufweisen, wo-
durch dann im zweiten (schnelleren) Schritt ein cyclisches
Phosphat (ein Analogon zu cyclo-2) gebildet werden konnte.
Die beobachteten Effekte reichen bis zu einer zusdtzlichen
Beschleunigung der Katalyse um den Faktor 2.5; noch we-
sentlicher ist, daB diese deutlich von der Struktur der Polyole
abhiingt, wobei offensichtlich ein minimaler Abstand der als
Nucleophil gegeniiber dem Phosphat dienenden OH-Grup-
pe vom Metallbindungszentrum erforderlich ist. Angesichts
der bekannt kleinen Komplexkonstanten von Lanthanoid-
Tonen mit Polyhydroxyverbindungen mit vicinalen OH-
Gruppen!’*® und der daraus resultierenden minimalen
Konzentration an aktivem Komplex in Wasser sind die beob-
achteten Beschleunigungen betrachtlich: der Zusatz von z.B.
5x 1072 M 15 fiihrt unter real beobachtbaren Bedingungen
{mit [Eu®*] = 5x 1073 M) zu einer Erhohung der Hydro-
lysegeschwindigkeiten um insgesamt 1.4 x 106!
Zusammenfassend 146t sich feststellen, daB3 1) mit stabilen
und einfach zuginglichen Lanthanoidkomplexen Phosphor-
sdureester-Hydrolysen (mit einer Michaelis-Menten-Kine-
tik) katalysiert werden kdnnen, wobei auch mit wenig akti-
vierten Abgangsgruppen Steigerungen bis zum Faktor 10°
mdglich sind, daB 2) die katalytische Aktivitdt auch in ther-
modynamisch und kinetisch sehr stabilen Komplexen erhal-
ten bleibt — durch Modifikation der Liganden sollten deshalb
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Wirksamkeit und Selektivitdt gegeniiber Biopolymeren wie
der DNA noch erhéht werden konnen — und daB3 3) durch
Einfithrung zusitzlicher nucleophiler Gruppen in die Metall-
komplexe anstelle der bei Ribosephosphaten im Substrat sel-
ber vorhandenen 2'-OH-Gruppen eine weitere Steigerung
der Katalysatoraktivitiit erreicht werden kannt' 7,

Eingegangen am 7. Mai,
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Konformationsanalyse an Ni''-Modellkomplexen
fiir die Methyl-Coenzym-M-Redunktase
methanogener Bakterien: ein Vergleich von
Strukturen im Kristall und in Lésung®*

Von Albrecht Berkessel*, Michael Bolte,
Christian Griesinger*, Gottfried Huttner,
Thomas Newmann, Berthold Schiemenz,
Harald Schwalbe und Thomas Schwenkreis

Im letzten Schritt der archaebakteriellen Methanogenese
wird der Methylthioether Methyl-Coenzym-M 1 mit
dem Thiol N-7-Mercaptoheptanoyl-O-phospho-L-threonin
(,,HS-HTP*, 2) zu Methan und dem gemischten Disulfid 3
umgesetzt!!]. Diese ungewdhnliche Reaktion wird durch das
Enzym Methyl-Coenzym-M-Reduktase bewirkt, das als Co-
faktor das Nickel-Tetrahydrocorphinoid ,,Faktor 430
(F,3,) enthilt™! Allgemein beruht die von Metalloenzymen
bewirkte Katalyse auf der spezifischen Wechselwirkung zwi-
schen Substrat(en) und Metall-Ion(en). Auch im Fall der
Methyl-Coenzym-M-Reduktase kann davon ausgegangen
werden, daB das Nickel-Ion von F,,, am katalytischen Ge-
schehen beteiligt ist,

H,C. SO,”
g N Methyi-Coenzym-
1 M-Reduktase s SO,
CH4 + '
* S—HTP
HS—HTP oy COH 3
2 CHa
HTP= —(CHps N oy
OPO2
Faso

—CO,H
LC02H

Ubergangsmetallkomplexe mehrzihniger Liganden ha-
ben sich als Modelle zum Studium der Substrat-Metall-
Wechselwirkungen in Metalloenzymen bewiihrt*l, Im Fall
der Methyl-Coenzym-M-Reduktase dienten Nickelchelate
wie rac-4 als Modelle zur Simulation der Wechselwirkung
der schwefelorganischen Substrate 1 und 2 mit dem Cofak-
tor F,3,: Durch Vergleich der Redoxeigenschaften von Mo-
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