HIGHLIGHTS

Zweikernige Metallkomplexe als effiziente Vermittler biochemisch relevanter
Hydrolysereaktionen

Michael W. Gobel *

Mit ihrer oftmals erstaunlich hohen Selektivitiit bei gleichzei-
tig enormer Beschleunigung von Reaktionen setzen Enzyme
dem Chemiker einen hohen Standard fiir die Entwicklung syn-
thetischer Katalysatoren, der sich nur schwierig erreichen oder
gar iibertreffen 1i0t. Die Aufklirung der Funktionsweise von
Enzymen zihlt daher zu den grofien Aufgaben der Wissen-
schaft, zu deren Losung verschiedenste Forschungsdisziplinen
ihren Beitrag leisten. Besonders die Réntgenstrukturanalyse hat
in den letzten Jahren eine Fiille detaillierter Strukturinformatio-
nen bereitgestellt, die als Grundlage fiir die Formulierung me-
chanistischer Vorstellungen dienen kénnen. Die weitere Verfei-
nerung solcher Modelle ist dann mit der gezielten Mutagenese
und durch Rechnungen méglich. Angesichts des Erfolgs metho-
discher Ansitze, die gewissermallen eine Gesamtsicht des Pro-
blems ergeben konnen, stellt sich die Frage, welche Rolle die
Synthesechemie in Fragen der Enzymkatalyse heute zu spielen
vermag. Ist die Synthese niedermolekularer Enzymmodelle ei-
gentlich noch zeitgemiB?

Ich glaube, diese Frage entschieden bejahen zu k6nnen. Aller-
dings gilt es, ein MiBverstdndnis zu vermeiden: Enzymmodelle,
die der komplexen Struktur und Dynamik eines proteinogenen
Katalysators gerecht werden, kommen bei den Bemithungen der
Synthetiker in der Regel nicht zustande. Dies ist auch nicht das
Ziel solcher Arbeiten. Untersuchungen an kleinen, gut be-
schreibbaren Molekiilen dienen vielmehr dazu, einen bestimm-
ten Aspekt des interessierenden Enzyms, z.B. die aus Kristall-
strukturdaten erhaltene spezielle Anordnung von funktionellen
Gruppen, in isolierter Form zu betrachten und auf ihre Rele-
vanz in bezug auf den Reaktionsmechanismus zu iiberpriifen.
Schrittweise werden so einzelne Funktionsprinzipien herausge-
arbeitet, die fiir ein tieferes Verstindnis niitzlich sind. Ein weite-
rer Vorteil der reduktionistischen Sicht liegt in der Moglichkeit,
unter Nutzung der am Modell gefundenen Prinzipien ginzlich
neuartige, enzymanaloge Katalysatoren zu konstruieren, die in
Zukunft auch praktische Bedeutung erlangen kénnten.

Ein schones Beispiel fiir den Wert solcher Modellsysteme bil-
det eine Reihe kiirzlich erschienener Arbeiten iiber zweikernige
Metallkomplexe. Neben den schon linger bekannten Eisen-
Schwefel-Proteinen der Atmungskette wurden in jiingerer Zeit
Enzyme und Proteine beschrieben, deren aktive Zentren Grup-
pen mit zwei oder drei interagierenden Metall-Ionen (z.B. Zn,
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Fe, Cu) enthalten!!l, Die biologischen Aufgaben reichen vom
Sauerstofftransport bis zu Oxygenase- und Hydrolaseaktiviti-
ten. Da die Struktur-Funktions-Beziehungen dieser Enzyme im
Detail noch keineswegs geklart sind, ist die Synthese vereinfach-
ter Modellkomplexe ein wichtiges Ziel. Typischerweise kommen
hierfiir symmetrische, iiber meta-substituierte Arenbausteine
verkniipfte Liganden zur Anwendung. So konnten Karlin et al.
mit 1 nach dem Vorbild von Hamocyanin, das kupferhaltige
O,-Transportprotein der Mollusken, einen zweikernigen Kup-
ferkomplex herstellen, der bei tiefer Temperatur O, reversibel
bindet?4l, Noch bestindiger ist das Sauerstoffassoziat des Kom-
plexes 212®) In Gegenwart von Dimethylformamid (DMF ) oder
-acetamid reagiert dieses Assoziat jedoch augenblicklich unter
Bildung von 3, dessen Struktur rontgenographisch aufgeklirt

0, -Assoziat von 2 3

wurde. Bei analogen Kupferkomplexen war die bemerkenswerte
Redoxreaktion, Hydroxylierung des Arens und Oxidation der
Kupfer-Tonen, bereits friiher aufgetreten!??l, Vollig unerwartet
jedoch das ,,Schicksal des Amids: Es wird zum Formiat-Ion
hydrolysiert. Angesichts der hohen kinetischen Stabilitdt von
Carbonsdureamiden, deren Halbwertszeit in neutralem Wasser
im Bereich von Jahren liegt, ist eine innerhalb von Sekunden
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ablaufende Hydrolyse von DMF ein neuer Geschwindigkeitsre-
kord! Wo ist die Ursache dieser enormen Beschleunigung zu
suchen? Zum einen scheint die Gegenwart beider Kupfer-Ionen
essentiell zu sein. Wahrend 4 DMF mit einer Geschwindigkeits-
konstanten pseudoerster Ordnung von etwa 0.3 h~! hydroly-
siert, ist mit dem einkernigen Komplex 5 keine Reaktion zu

beobachten!®!, Wahrscheinlich koordiniert das erste Cu-Ion von
4 ein Hydroxid-lon, wihrend das zweite Cu-Kation die Carbo-
nylgruppe von DMF am Sauerstoff bindet und als Lewis-Sidure
fiir die intramolekulare Ad-
dition des Nucleophils akti-
viert (Schema 1). Im Hin-
blick auf seine Reaktivitit
ist 4 mit bereits bekann-
ten Metallkatalysatoren von
Amidhydrolysen'  durch-
aus vergleichbar, doch das
Sauerstoffassoziat von 2
bleibt unerreicht. Wie man
Schema 1. Postulierter Mechanismus weil, nimmt aufgrund des o-
der Amidhydrolyse mit 4 als Kataly- Effekts die Nucleophilie von
sator. OOH ™ -lonen im Vergleich
zu OH ™ -Tonen drastisch zu.
Die Autoren vermuten daher, ein in der primidren Redoxreaktion
entstandener Cu?*-Komplex mit Peroxidoliganden kdnnte die
die Hydrolyse bewirkende Spezies sein. Schema 2 gibt den an-
genommenen Mechanismus
wieder. Mit der Untersu-
chung von Komplex 2 wur-
den nicht nur die erhofften
Antworten auf Fragen der
Sauerstoffbindung an Kup-
ferkomplexen erhalten, son-
dern, gleichsam als Zugabe,
ein neuartiger Ansatz fir
die Konstruktion kiinstli-
Schema 2. Postulierter Mechanismus cher Peptidasen gefunden.
der Amidhydrolyse mit 2 als Katalysa- In der Natur dienen mehr-
tor. kernige Metalloenzyme, zu
denen auch die RNAse H
der HIV-Reversen-Transkriptase zdhlt, fir die Katalyse zahlrei-
cher Acyl- und Phosphoryl-Ubertragungsreaktionen. Chin et al.
wihlten einen mit 1 verwandten zweikernigen Kupferkomplex,
um die Reaktion eines Phosphorsdurediester-Anions zu beschleu-
nigen!® (Schema 3). Diese Reaktion kann als Modell fiir den
ersten Schritt der Hydrolyse von RNA gelten, wobei dic Alkohol-

H
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CHa

Schema 3. Modellreaktion CHj, ‘\
fir den ersten Schritt IB
der Hydrolyse von RNA.

B = Base. NO,

funktion der Seitenkette als Nucleophil das Phosphorylzentrum
unter Ringschluf angreift. Wie im zuvor geschilderten Fall wur-
de der zweikernige mit einem analogen einkernigen Kupferkom-
plex verglichen: Die rund 50mal héhere Geschwindigkeitskon-
stante des zweikernigen Komplexes zeigt an, daB auch hier
wahrscheinlich®®! die beiden Metall-Ionen kooperieren. Da bei
der Cyclisierung des Substrats Ubergangsstrukturen mit erhdh-
ter negativer Ladungsdichte an der Phosphorylgruppe durch-
laufen werden, ist die Wechselwirkung mit mehreren elektrophi-
len Metallzentren vorteilhaft. Auch analoge Zinkkomplexe
wurden bereits zur Hydrolyse dhnlicher Modellsubstrate heran-
gezogen'®. Den heikelsten Priifstein fiir jegliche synthetische
Hydrolase bilden jedoch die Phosphodiestergruppen der DNA.
Da wegen der bei DNA fehlenden Hydroxyfunktion an C-2 im
Gegensatz zu RNA kein entropisch begiinstigter intramolekula-
rer Reaktionsverlauf moglich ist, zeigen diese Phosphorsaure-
ester eine extreme kinetische Stabilitdt gegeniiber Substitutionen.
Mit dem redoxaktiven System Ce®*/0, konnten Chin et al. in-
zwischen auch die hydrolytische Spaltung von Desoxyribodinu-
cleotiden in iiberzeugender Weise durchfiihren!™. Obwohl der
Mechanismus der Hydrolyse noch nicht vollig geklart ist, er-
scheint die Annahme plausibel, ein durch Reaktion von Ce3*-
Tonen mit Sauerstoff gebildeter Komplex aus zwei Ce**-Ionen
und dem Dianion O2~ sei das wirksame Reagens (Schema 4).
Dieses sollte sich durch eine dhnliche Kombination elektrophi-
ler und nucleophiler Eigenschaften auszeichnen, wie das Zwi-
schenprodukt der von Karlin et al. beobachteten Amidhydrolyse.

HO A HO A
o O
3+
. /o 2Ce™ [/ O, _Oﬁ_,Ce(IV) ..... o—\ /o
N
//P\ _| /—\OA//P\o
d o A O--Ce(vy™
o o
ud HO

Schema 4. MutmafBlicher Mechanismus der durch Ce?* /O, bewirkten Hydrolyse
von Desoxyribodinucleotiden.
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Um eine elektrophile, Lewis-Sdure-artige Aktivierung von
Substraten zu erreichen, sind Enzyme jedoch nicht ausschlieB-
lich auf Metall-Tonen angewiesen. Vielfach erfiillen auch Guani-
dinium-Ionen von Arginin-Seitenketten diese Funktion. So be-
schleunigt die Staphylokokken-Nuclease die Hydrolyse von
Phosphorsdaurediester-Anionen um sechzehn Zehnerpotenzen
("), obwohl das aktive Zentrum nur ein Calcium-Ion enthilt.
Entscheidend ist die zusitzliche Gegenwart zweier Guanidi-
nium-Ionen, die sowohl elektrostatische als auch strukturelle
Komplementaritit zu den dianionischen, trigonal-bipyramida-
len Ubergangsstrukturen der Substrathydrolyse aufweisen.
Gleich drei Arbeitsgruppen haben nun versucht, die Bis(guani-
dinium)-Substruktur der Staphylokokken-Nuclease als wirksa-
mes Prinzip synthetischer Katalysatoren mit Phosphodiestera-
seaktivitit einzusetzen'®. Bei den Verbindungen 6 und 7 sind die
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kationischen Gruppen so miteinander verbunden, daB3 zu einem
komplexierten tetraedrischen oder trigonal-bipyramidalen Oxo-
Anion gleichzeitig vier Wasserstoffbriicken ausgebildet werden
konnen. Wie erhofft, beschleunigen 7 und analoge Verbindun-
gen Substitutionsreaktionen von Phosphorsiurediestern in di-
polar-aprotischen Ldsungsmitteln stark!®®84. Mit 6 konnten
Anslyn, Smith et al. sogar die Spaltung von RNA in Wasser
katalysieren!8®),

Von den bisher behandelten Verbindungen unterscheidet sich
der von Czarnik etal. beschriebene zweikernige Co-Kom-
plex 8'°). Die beiden Metall-Ionen werden durch den Abstands-
halter so weit voneinander getrennt, daB keine direkte Dimeri-
sierung der beiden Untereinheiten iiber Sauerstoffbriicken
moglich ist. Der Kom-
plex 8 beschleunigt die
Hydrolyse von Phos-
phorsdurediester - An-
ionen um sieben Zeh-
nerpotenzen, iibertrifft
die Wirkung einkerni-
ger Komplexe jedoch
nicht. Von Co**-Kom-
plexen ist bekannt!®),
daBl Nucleophil und
Phosphorsduredieester
an dasselbe Metall-Ion
gebunden werden und intramolekular iiber einen viergliedrigen
{Ubergangszustand reagieren (Schema 3, links). Die hohe Wirk-

Schema 5. Postulierte Mechanismen fir die Hydrolyse von Phosphorsdureestern.

samkeit von 8 ist daher nicht auf eine Kooperativitit der beiden
Co?*-lonen zuriickzufiihren. Dagegen erhoht 8 die Hydrolyse-
geschwindigkeit von Phosphorsduremonoestern im Vergleich zu
entsprechenden einkernigen Komplexen etwa zehnfach starker.
Wahrscheinlich koordiniert ein Metall-Ion das nucleophile Was-
sermolekiil, wihrend das zweite die Phosphorylgruppe unter
Bildung eines Vierrings bindet™!. Die Reaktion der Phosphor-
sduremonoester kann daher von der speziellen rdumlichen
Anordnung der Metall-Tonen in 8 profitieren (Schema 5,
rechts).

Die kleine Auswahl! an Beispielen soll verdeutlichen, daf mit
synthetischen Metallkomplexen eine Fiille subtiler Einblicke in
Struktur-Wirkungs-Beziehungen erhalten werden kann, die auch
fiir Enzyme Giiltigkeit haben diirften. Fein abgestufte Struktur-
anderungen sind an Proteinen weit schwieriger durchzuftihren
und noch schwieriger zu iiberpriifen. Dariiber hinaus zeigen die
vorgestellten Modellsysteme trotz ihres einfachen Aufbaus be-
achtliche Reaktivititen. Die Verbindungen sind durchaus von
praktischem Interesse, sei es als kimnstliche Proteasen oder als
synthetische Ribonucleasen, die — verkniipft mit Antisense-Oli-
gonucleotiden — eine hydrolytische Inaktivierung von pathoge-
ner Messenger-RINA bewirken konnten.
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