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Schmp. 69-70°C (Pentan). ‘H-NMR (400 MHz, CDCl;): 6 =11.58 (s, 1H), 5.30
(t,J =8 Hz 1H),3.04(q,/ =7 Hz, 1H), 2.12-1.91 (m, 5H), 1.50—1.12 (m, 18 H);
13C{'H}-NMR (125 MHz, CDCl,): § =181.8, 137.8, 128.1, 43.9, 27.0, 26.7, 25.4,
2493, 24.88, 24.87, 24.5, 24.1, 22.7, 16.7.

13b: 11b wurde in 1 M Losung 6 h bei 3 bar und 55°C in Ethylacetat mit 10 % Pd/C
hydriert. Isoliert wurden 94% weiBer Feststoff, Schmp. 46-48°C. "H-NMR
(400 MHz, CDCl,): § =11.04 (s, 1H), 2.45-2.28 (m, 1H), 1.79-1.77 (m, 1H),
1.39-1.18 (m, 22H), 1.03 (d, J =7 Hz, 3H); *C{*H}-NMR (125 MHz, CDCl,):
5 =183.4,42.3, 36.6, 27.1, 25.8, 24.5, 23.9, 23.7, 23.6, 23.2, 231, 22.3, 21.3, 13.4.
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Zweikernige Lanthanoidkomplexe als
Katalysatoren fiir die Hydrolyse von
Bis( p-nitrophenyl)phosphat und von
doppelstringiger DNA**

Kaliappa G. Ragunathan und Hans-Jorg Schneider*

Die katalytische Hydrolyse von Phosphorsdureestern ist aus
zwel extrem entgegengesetzten Gesichtspunkten von besonde-
rem Interesse. Bildung und Zerfall von Phosphatbriicken in
Nucleinsduren ist eine der wichtigsten molekularen Grundlagen
des Lebens. Als chemische Waffen gehoren einige Phosphorséu-
reester zu den verhdngnisvollsten Erfindungen der syntheti-
schen Chemie; oft wird dabei aber vergessen, dafl gerade Aryl-
phosphate als Insektizide das Leben von Millionen bewahrt
haben. Die vorliegende Verdffentlichung befaBt sich mit der
Hydrolyse beider Arten von Phosphorsdureestern mit Hilfe
neuer Katalysatoren.

Neuere Arbeiten, vor allem von Breslow!!!, Komiyamal!?!,
Morrow!], Chin! und ihren Mitarbeitern haben gezeigt, daB
hochgeladene Kationen, besonders von Lanthanoiden, die Hy-
drolyse von Phosphorsidureestern sehr beschleunigen kénnen!s!,
Unsere Anstrengungen auf diesem Gebiet richten sich in erster
Linie auf die Entwicklung von Liganden, welche geniigend sta-
bile Komplexe ergeben und die katalytische Effizienz erho-
hen!¢l. Die Gegenwart mehrerer Metallkationen kann zu erheb-
lichen Beschleunigungen der Hydrolyse fiihren, sowohl in
Enzymen als auch in synthetischen Analoga!”). In neuester Zeit
haben Chapman und Breslow® mit maBgeschneiderten zwei-
kernigen Zinkkomplexen gezeigt, wie die katalytische Effektivi-
tidt vom Abstand der Metallbindungszentren und von der Kon-
formation der Spacer zwischen ihnen abhéngt. Allerdings waren
die beobachteten Geschwindigkeiten' mit UpU als DNA-Mo-
dell nur um etwa einen Faktor von zwei und mit Bis( p-nitrophe-
nyl)phosphat (BNPP) um den Faktor 12 erhdht 81, Andere Au-
toren haben {liber die Verwendung zweikerniger Metallkomplexe
mit Peroxoliganden™%, Zinkkomplexen fiir Dinucleotide!! !,
und intramolekularen Komplexen mit Phosphonatoliganden!!?!
berichtet. Trogler et al."'*! fanden mit zweikernigen Imidazol-
komplexen mit BNPP Beschleunigungen um den Faktor zwei;
mit DNA wurde zwar Bindung jedoch keine Hydrolyse beob-
achtet. Wir berichten hier iiber zweikernige Lanthanoidkomple-
xe, welche mit BNPP RGK-Faktoren!®! (RGK = Reaktionsge-
schwindigkeitskonstante) von bis zu 72 zeigen, sowie drastische
Steigerungen gegeniiber doppelstringiger (ds) DNA.

Die Liganden 1 bis 4 wurden wie beschrieben'*! hergestellt
und in wasserfreiem Methanol mit zwei Aquivalenten EuCl,
oder PrCl; behandelt. Komplexe mit Nitrat-Ionen waren weit-
gehend unléstich und fielen unmittelbar nach ihrer Herstellung
aus, wihrend die Verbindungen mit Chlorid-Ionen im Methanol
1oslich waren, und durch langsame Zugabe von Acetonitril aus-
gefillt wurden. Nach Waschen waren die Komplexe mit wenigen
Ausnahmen analysenrein und zeigten dabei wie auch bei kom-
plexometrischen Titrationen mit EDTA (nach Lésen bei pH 2,
welcher dann auf pH 5.2 erh6ht wurde) mit allen Liganden die
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Pridsenz von zwei Metallkationen in den festen Komplexen. Lei-
der erwiesen sich die benzolhaltigen Komplexe mit 1 und 2 nur
in Form ihrer Nitrate als wasserlostich, wodurch der kinetische
Vergleich mit dem reaktiveren Chlorid aus 4 erschwert ist. Ni-
trate bilden besonders stabile Lanthanoidkomplexe!*3!; dies er-
klart unter Umstédnden die geringere, wenn auch noch betricht-
liche Geschwindigkeitserhdhung mit Pr** gegeniiber BNPP
(Tabelle 1, Schema 1). Wie wichtig ein geniigend groBer Ab-

(—NH HN—> Wi 07 0 M

NH HN On NO
NH HN

<— NH HN—> O o\—/

¢

Schema 1. Strukturen der Liganden 1 bis 4.

Tabelle 1. Zusammenfassung der Ergebnisse der Phosphat- und der DNA-Hydro-
tyse mit Lanthanoidkomplexen.

Makrocyclus F gegeniiber BNPP [a] DNA-Spaltung [% RF IIj [b]

1 Eu(NO;), Pr(NO,); Eu(NOy), Pr(NO;),
1.5 4.5 17 5

2 Eu(NO;), Pr(NO); Eu(NO;), Pr(NO,),
3 14.6 23 7

3 Eu(NO;), Pr(NO,),
1.5 6

4 EuCl, PrCl, EuCl, PrCl,
14 72 77 80

— ¢l EuCl, PrCi, EuCl, PrCl,
1[d] 1[d] 46 42

[a] Die Effektivitit der Liganden bei der Hydrolyse von BNPP ist mit dem Faktor
F = k(M,L)/ky aus den RGK mit 1mM [M,L] und 2mmM [M] angegeben;
[BNPP] = 3.35x 10~ % M; T = 50 °C; EPPS-Puffer (N-(2-Hydroethyl)piperazin-N'-
propansulfonsdure) (0.01 M), pH 7.0. Die Hydrolysen wurden durch UV-Vis-Spek-
troskopie bei 400 nm anhand der Freisetzung von p-Nitrophenolat erfolgt. {b] Die
Spaltung von DNA ist angegeben in [%] der offenen circuliren Form RF II (siche
Text); Inkubation 2 h bei 37 °C mit plasmidischer DNA (pBR322; Konzentration
1.95 x 107 pro Basenpaar), mit [M,L] =1 x 103 moder [M] = 2 x 10~3 m; EPPS-
Puffer (0.01 M), pH 7.0. Dabei wurden die jeweils frisch bereiteten Metalikomplexe
zunichst in Dimethoxysulfoxid (DMSO) geldst, dann Pufferldsung zugegeben
(DMSO-Endgehalt 5%) und der pH-Wert eingestellt. Die makrocyclischen Poly-
amine inhibieren die Wanderung der DNA bei der Gelelektrophorese; daher wurde
eine Mikrotechnik zur Entfernung der Polyamine mit Hilfe von Ionenaustauschern
eingesetzt [6b]. Die Densitometrie nach der Elektrophorese zeigte bei regelmiBig
ausgefiihrten Doppelbestimmungen Abweichungen von + 2.5%. [c] Ohne Ligand.
[d] Relativgeschwindigkeiten; absolute RGK fiir EuCl,: k = 6.0 x 10 ™3 min~*; fiir
PrCl;: k = 7.0x10™* min~ !,

stand zwischen den Metallbindungszentren ist, wird deutlich
durch den Vergleich des RGK-Faktors 72 von Pr3*-4 mit den
anderen Komplexen. In Ubereinstimmung mit den Befunden
von Chapman und Breslow!™ scheint ein geniigender Abstand
notwendig zu sein, um gleichzeitig eine elektrostatische Stabili-
sierung des Phosphats von der einen Seite und eine Wasserakti-
vierung von der anderen Seite zu erreichen! 6!,

DaB die Katalyse tatsdchlich auf der Wirkung zweier Metall-
Ionen beruht, wurde durch die Bestimmung der Reaktionsord-
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Abb. 1. Auftragung von lg v (aus Anfangsgeschwindigkeiten v der BNPP-Hydro-
lyse, bei <10% Umsatz, [BNPP] =7 x 10~ * M) vs. Ig [M], wobei [M] = [Pr®*] bei
konstanter Konzentration (1 mm) an Ligand 4; pH 7.0, 50 °C. Die Konzentration
von M wurde zwischen 1 und 2 mM variiert; die resultierende Steigung ist 2.3 + 0.2;
Herstellung der Komplexe siehe Text, FuBnote zu Tabelle 1 und Lit. [17].

nung nach der van’t Hoff-Methode bewiesen. Die Auftragung
(Abb. 1) von Ig v gegen Ig [M] bei konstanter Ligandenkonzen-
tration, wobei v die Anfangsgeschwindigkeit (bei <10% Um-
satz gemessen), und [M] die Konzentration der Metall-Ionen
(zwischen 1 und 2 mM variiert) ist, ergibt eine Gerade mit einer
Steigung nahe zwei innerhalb des Fehlers (diese Behandlung
vernachldssigt die —kleinen — kinetischen Beitrdge von freien
Kationen und von einkernigen Komplexen). Die van’t Hoff-
Auftragung (Abb. 1) beweist, dall zwei Metall-Ionen am langsa-
men Schritt der Reaktion beteiligt sind. Spektroskopische und
andere Methoden, welche einen 1:2-Komplex im festen Zustand
oder in Losung nachweisen, sind nicht unbedingt schliissig,
da der katalytische wirksamste Komplex auch ein thermo-
dynamisch instabilerer sein kann. Alternative Erklirungen fiir
die beobachtete Reaktionsordnung zwei konnten darin be-
stehen, daB entweder zwei freie Kationen, oder aber — noch
unwahrscheinlicher - ein freies und ein komplexiertes Kation im
langsamen Schritt der katalysierten Reaktion wirksam sind. Die
erste Alternative 148t sich durch die friiher beobachtete!®* reine
erste Ordnung mit nichtkomplexierten Lanthanoid(Ln)-Ionen
sowie die bis 72mal langsamere Hydrolyse mit den freien Kat-
ionen ausschlieBen, die zweite durch eine fiinfmal langsamere
Reaktion, welche mit einem 1:1-Komplex in Gegenwart von
dquimolaren Mengen an freien Ln3*-Ionen beobachtet wird.
Der 1:1-Komplex 148t sich durch Umsetzung von gleichen
Aquivalenten Ln®* und Ligand L in Wasser statt Methanol
herstellen. Die Komplexe mit variablem Metallgehalt wurden
dagegen jeweils durch Losen in Methanol (iiber Magnesiumme-
thanolat getrocknet) gewonnen, welches anschlieend bei 40 °C
entfernt wurde. Die langsame Bildung der Komplexe erfordert
besondere Bedingungent”!. Hinzufiigen von EDTA (1 mM in
der Reaktionsldsung) fithrt in Minuten zu einem Absinken der
Geschwindigkeiten um etwa 70 % mit 2 mM EDTA wird tiber-
haupt keine Reaktion mehr beobachtet. Dies zeigt, dal3} die
Komplexe gegeniiber EDTA nicht austauschstabil sind, in {Tber-
einstimmung mit dhnlichen Befunden von Morrow et al.!8!,
Uberraschenderweise zeigt die Aktivitdt der Komplexe mit 1
bis 4 gegeniiber DNA die gleiche Abfolge wie gegeniiber BNPP,
obwohl Nitrophenolat als besonders gute Abgangsgruppe eine
Anderung des Mechanismus bewirken kénnte*®!. Mit Pr3*-4
finden wir durch Elektrophorese und Densitometrie 80% der
offenen circuldren Form RF II von plasmidischer DNA als Re-
sultat eines Strangbruchs von DNA der Form RF I (jeweils
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Abb. 2. Gelelektrophoretische Analyse der Spaltung der plasmidischen DNA nach
2 h. Bedingungen siehe FuBnote zu Tabelle 1. Bahn 1: DNA ohne Zusatz; Bahn 2
mit Eu*; Bahn 3 mit Eul*-4; Bahn 4 mit Eu3*-2; Bahn S5mit Eu?*-2; Bahn 5mit
Eu}*-1; Bahn 6 mit Pr** ; Bahn 7 mit Pr}*-4; Bahn 8 mit Pr3* - 2; Bahn 9 mit
Pr3*-1.

nach Korrektur fiir die bereits im Ausgangsmaterial vorhandene
RF-II-Form). Visuelle Kontrollen der Gele zeigen ebenfalls nur
die beiden Formen RF I und RF II (Abb. 2). Dies ist unseres
Wissens der héchste bisher beobachtete Anteil an Spaltprodukt
bei plasmidischer DNA. Bemerkenswert ist die Abwesenheit
von linearen Bruchstiicken, beispielsweise RF III, wie sie bei
radikalisch verlaufenden Prozessen immer beobachtet wird!2°l.
Da8 die Spaltungen analog zu denen mit Enzymen hydrolytisch
sind, ist in Einklang mit neueren Befunden von Chin et al.l'®
und Komiyama et al.I?%). Selbst das redoxaktivere Ce* " reagiert
als hydrolytischer Katalysator. Ferner zeigt die Abwesenheit[6®]
von Geschwindigkeitserhéhungen bei Zusatz von Wasserstoff-
peroxid zu den Lanthanoidldsungen, daf3 radikalische Redox-
prozesse kaum beteiligt sein konnen.

Wie bereits beschrieben!®®), kann die Spaltung plasmidischer
DNA nach Elektrophorese und Densitometrie durch eine Kine-
tik pseudo-erster Ordnungen gut charakterisiert werden, wo-
durch dann aus Sittigungskurven Michaelis-Menten-analoge
Gleichgewichts- und Geschwindigkeitskonstanten Ky bzw. k_,,
zuginglich werden. Diese Verfahren konnten nun auch bei den
vorliegenden zweikernigen Komplexen angewendet werden. Die
mit Eu} " -4 und Pr3" -4 beobachteten Kurven (Abb. 3) zeigen
das erwartete Sdttigungsverhalten, waren jedoch durch man-
gelnde Loslichkeiten begrenzt. Die entsprechenden theoreti-
schen Kurven (Abb. 3) stimmen mit K,, bei 3 x 1074 M und k_,,
bei 1.5 x 1072 min~! etwa mit Werten iiberein, wie sie bei dhnli-
chen Systemen gefunden wurden!®®. Die Geschwindigkeitser-
héhung mit Pr3 *- 4 bei 37 °C liegt bei etwa 2 x 10® im Vergleich
zur Hydrolysegeschwindigkeit von DNA bei 25 °C und pH 7.0,
welche bis jetzt nur sehr ungenau!?!! bestimmt werden konnte.
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Abb. 3. Sattigungskinetik der Spaltung plasmidischer DNA mit Pr3 * - 4. Die theo-
retische Kurve entspricht Ky, = 3.3x10"* M und &, =1.7x 1072 min" 1.
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Abschlielend 148t sich feststellen, daf3 zweikernige Lantha-
noidkomplexe die Spaltung von DNA im Vergleich zu den freien
Metallsalzen um nahezu zwei GréBenordnungen beschleunigen,
wobei der Abstand der Metallbindungszentren in den Liganden
eine wesentliche Rolle spielt. Unerwarteterweise zeigen die ver-
schiedenen Liganden &dhnliche Effekte bei Hydrolysen von Ni-
trophenylphosphaten und plasmidischer DNA. Die experimen-
tell realisierten Halbwertzeiten werden bei BNPP von etwa 75
Jahren?? auf 8 min verkiirzt (mit Eu3*-4 bei 50°C und
pH 7.0), bei DNA (mit Pr3 * -4 bei 37 °C und pH 7.0) von etwa
2000 Jahren!2!) auf 50 min.
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