ZUSCHRIFTEN

Ein Flavo-Thiazolio-Cyclophan als funktions-
fihiges Modell fiir die Pyruvat-Oxidase **

Patrizio Mattei und Frangois Diederich*

Pyruvat-Oxidase ist ein in Milchsdurebakterien vorkommen-
des Flavinadenindinucleotid(FAD)- und Thiamindiphosphat-
(ThDP)-abhingiges Enzym!?!, dessen Struktur im Kristall kiirz-
lich bestimmt wurde!. Das Enzym katalysiert die Reaktion
von Pyruvat zu Acetylphosphat (Schema 1, Reaktionsweg I).
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Schema 1. Katalysecyclen fur die durch Pyruvat-Oxidase katalysierte Umsetzung
von Pyruvat zu Acetylphosphat (Reaktionsweg I) und fiir die Oxidation eines Al-
dehyds zu einem Methylester in Modelisystemen (Reaktionsweg 11).

Die ThDP-vermittelte Decarboxylierung von Pyruvat
erzeugt einen aktivierten Aldehyd, der von FAD oxi-
diert wird. Das dabei entstehende reduzierte Flavin
(FADH,) wird von molekularem Sauerstoff unter Bil-
dung von H,0, reoxidiert. Die aus der Oxidation des

aktivierten Aldehyds hervorgegangene 2-Acetylthia-  HiCs-.*
zolium-Zwischenstufe reagiert schlieBlich mit anorga-  H13Ce””
nischem Phosphat, wobei der energiespeichernde Me-

tabolit Acetylphosphat erzeugt und das Thiazolium-

Ylid regeneriert wird.

In einer dhnlichen Reaktionssequenz werden Aldehyde in
Wasser oder Alkoholen zu Carbonsduren bzw. Estern oxidiert.
(Schema 1, Reaktionsweg I1). Katalysiert wurden diese Umset-
zungen von einfachen Thiazolium-Ionen!¥, Thiazolium-Micel-
len!® und Thiazolio-Cyclodextrinen!®! in Anwesenheit von Oxi-
dationsmitteln wie Nitrobenzol**~ 9! Hexacyanoferrat(tm)!®!
und Flavinen!# !, Wir berichteten vor einiger Zeit iiber kataly-
tische Reaktionen mit dem Thiazolio-Cyclophan 1, das eine
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Bindungsstelle fiir aromatische Aldehyde enthilt!!). In basi-
scher methanolischer Lésung reagiert ein komplexierter aroma-
tischer Aldehyd zum aktivierten Aldehyd!”), der dann durch
Transfer eines Hydrid-Aquivalents an ein Flavin-Derivat zu ei-
nem Acylthiazolium-Zwischenprodukt oxidiert wird!®l, Diese
Zwischenstufe reagiert rasch mit dem Losungsmittel, wobei ein
Methylester gebildet und das Thiazolium-Ylid zuriickgewonnen
wird. Das entstandene Dihydroflavin wird bei niedrigem anodi-
schen Potential (— 300 mV vs. Ag/AgCl) reoxidiert. Dieser Ka-
talysecyclus ist eine milde Methode zur Darstellung aromati-
scher Ester mit hohen Umsatzzahlen. Die Umsatzzahlen soliten
sich durch den Einbau des Flavins in das Rezeptormolekiil wei-
ter steigern lassen, denn CPK-Modellbetrachtungen zeigten,
daB der aktivierte Aldehyd im Innern des Hohlraums von 1 nur
schwer fiir eine intermolekulare Oxidation durch ein externes
Flavin zugénglich ist. Zusétzlich schlieBt das schnelle Abfangen
des aktivierten Aldehyds durch das Oxidationsmittel Nebenre-
aktionen wie die Benzoin-Kondensation aus und verhindert,
daB die Oxidation zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
wird !,

In dieser Arbeit beschreiben wir die Synthese und eine vorldu-
fige Evaluation der Katalysatoreigenschaften des neuartigen
Cyclophans 2, des ersten funktionsfahigen Modells der Pyruvat-
Oxidase, das eine wohldefinierte Bindungsstelle mit den pros-
thetischen Flavin- und Thiazolium-Gruppen vereint. Wir ver-
gleichen das Flavo-Thiazolio-Cyclophan 2 mit unserem frither
ver6ffentlichten System {1 + externes Flavin} !, dem nicht-ma-
krocyclischen Bis(coenzym)-Derivat 3 sowie dem einfachen Sy-
stem {N-Benzylthiazolium-Ion 4 + Flavin 5}.

o}
NJL N-Cele
]
HgCA\N/KI(kO
o
OEt
O CHg

o]
NJLN’C“HQ
HgC4\NJ'\(k0

|

N
(] -

0~ (CHzla-0 Q
C cHsHSC HoC

*.-Cetha + CHg
R Et,N
CHg (/kN+ CeHis 2 +N\/%
Q o} = o o|5\_S
=(CHp)4~ cr 2Cr t
CHs HC 8 CHs 3
(¢]
@—-\ + CHj H3~N /N R!
" A ]@ »
s g 0T NN R
R4
4
| R’ R R* R
5| 2CH0-CeHy H  CsHg  CgHg
22| Br H C4Hg C4H9
26 | CHy CHy CHs Tetra-O-acetylribityl

Im Unterschied zu fritheren Tetraoxa[n.1.n.1]paracyclophan-
Rezeptoren!™-*! ist 2 unsymmetrisch, d.h. die vier Benzolringe
haben drei verschiedene Substitutionsmuster, weshalb ein neuer
Syntheseweg ausgearbeitet werden muBte. Die Cyclisierungs-
vorliufer 15 und 16 werden aus dem tertidren Alkohol 6!!1 dar-
gestellt (Schema 2)!'%. Die Phenolfunktion in den Verbindun-
gen 8-14 wurde als 2-Nitrobenzylether geschiitzt, denn der
Aufbau der beiden Diphenylmethan-Einheiten in 15 und 16
(Schritte c und g in Schema 2) erforderte eine Schutzgruppe, die
gegeniiber BF; - OEt, stabil ist. Einfache Benzylether werden
unter derartigen Friedel-Crafts-Bedingungen gespalten' 1. Die
photolytische Abspaltung der Schutzgruppe!'?! aus 13 und 14
gelang ohne Bruch der empflindlichen C-Br-Bindungen.
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Al 1 ergab 19, das mit BH, THF zum
OH CHg OR zweifachen tertidren Amin 20 redu-
AcN . .

CHy -2 ACN}QOR L AcN CHy ziert wurde. Die Boronsiure 21 wurde
O CHy durch Metallierung des Bromcyclo-
HoG OCMs CHy o s phans 20 mit #BuLi/TMEDA, an-
7 R=H R = 2-NO»CeH,CH, schlieBende Umsetzung mit Trimethyl-

6 b CHs ) y
8 R=2-NO,-C¢H,CH, borat und wilrige Aufarbeitung
hergestellt. Suzuki-Kupplung!*3 von
B Br . 21 mit dem 7-Bromflavin 22U “ lieferte
o (CHg- OHSC 0-(CHals-0 y 23 in 56% Ausbeute (aus 20). Dieser
@ a Q Schliisselschriit in der Herstellung von
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0 oR%2 R'O Arylflavinen. Durch Quaternisierung
HsC CHs H3C von 23 und anschlieBenden lonenaus-
OzN | m R2 tausch wurde das Flavo-Cyclophan 24
12 1l n P NOCH.OH gewonnen. Chlormethylierung von 24
L~ (CHa)aBr 2:No::c:HZCH2 mit CH,0/HCl in AcOH/konz. Salz-
WL 18] (CHy)eBr H sdure!! fithrte zum benzylischen Chlo-
16| H H rid 25. Das wasserldsliche Flavo-Thia-

Schema 2. Synthese der Cyclisierungsvorlaufer 15 und 16. a) BBr,, CH,Cl,, RickfluB, 93 % ; b) 2-Nitrobenzylch-
lorid, K,CO;, CH,CN, RiickfluB, 98%; c) o-Kresol, BF, - OEt,, CH,Cl;, 50°C, 93%; d) Br,, CH,Cl,, 0°C,
92%: ¢) 1,4-Diiodbutan, K,COj,, 2,6-Di-tert-butyl-p-kresol, Aceton, RiickfluB, 91 % f) Cs,CO;, Aceton, 40°C,
80%; g) 0-Kresol, BF, - OEt,, CH,Cl,, 50 °C, 96%; h) 1,4-Dibrombutan, K,CO,, CH,CN, RiickfluB, 91%; i)

hv, 2,6-Di-tert-butyl-p-kresol, THF, 20°C, 96 % i) v, THF, 20°C, 87%.

Die Synthese der Zielverbindung 2 aus den Cyclisierungsvor-
ldufern 15 und 16 ist in Schema 3 beschrieben. Das w-bromalky-
lierte Phenol 15 cyclisierte intramolekular zu 17 in einer Ausbeu-
te von 83 %! Cyclophan 17 wurde in 41 % Ausbeute auch durch
bimolekulare Makrocyclisierung von Bis(phenol) 16 mit 1,4-Di-
brombutan erhalten. Hydrolyse von 17 zum zweifachen sekun-
ddren Amin 18, gefolgt von Acylierung mit Hexanoylchlorid
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Schema 3. Synthese des Flavo-Thiazolio-Cyclophans 2. a) Cs,CO,, CH,CN, Riick-
fluB, 83%, b) 1,4-Dibrombutan, CS,CO;, CH,CN, RickfluB, 41 %; ¢) KOH, 2-
Methoxyethanol, RiickfluB, 95 %; d) Hexanoylchlorid, Et,N, THF, 20 °C, 95%; €)
BH, - THF, THF, RiickfluB, 93%; f) nBuLi, N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin
(TMEDA), THF, —78 °C, dann B(OCH,),, dann H* /H,0; g) 22, [PdCl,(PPhy),},
aq. Na,CO,, PhH/EtOH, RickfluB, 56 % ; h) 1-Iodhexan, CH,CN, RiickfluB, dann
Ionenaustausch (C17), 88 %; i) aq. CH,0, HCI (g), AcOH/conc. aq. HCI, 40°C,
75%; j) 4-Methylthiazol, 80°C, 67 %.
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zolio-Cyclophan 2 wurde schlieBlich
durch Erwirmen von 25 in 4-Methyl-
thiazol und anschliefende chromato-
graphische Reinigung an Umkehrpha-
sen-Kieselgel (C,,) erhalten.

Die Komplexierung von 2-Naph-
thaldehyd mit dem Flavo-Cyclophan 24 und dem Flavo-
Thiazolio-Cyclophan 2 wurde durch 'H-NMR-spektroskopi-
sche Titrationen in D,0/CD;0D (3:2) bei 300 K untersucht
(Tabelle 1). Die gemessene freie Bindungsenthalpie fiir den
Komplex mit 24 lag in derselben Groflenordnung wie diejenige
eines dhnlichen Cyclophans chne den Flavin-Teil!"!. Der Kom-
plex mit 2 ist etwas weniger stabil. Dies ist vermutlich auf die
,»Selbstkomplexierung des Thiazolium-Ringes im Hohlraum
zurfickzufiihren, was schon bei 1 beobachtet wurde!'!.

Tabelle 1. *H-NMR-spektroskopisch (,,Bindungstitrationen*) ermittelte Assozia-
tionskonstanten K, und freie Bindungsenthalpien — AG" fiir 1:1-Komplexe mit 2-
Naphthaldeyhd bei T = 300K [a].

Wirt K, — 4G° Losungsmittel erreichter Stti-
[L mol™?} [kcal mol™'] gungsgrad {%)

24 5300 5.1 D,0/CD,0D (3:2) 93

2 2900 48 D,0/CD,0D (3:2) 88

2 26 1.9 CD,0D 71

3 —[b] - CD,0D -

[a] Titrationen in D,0/CD,0OD: [2-Naphthaldehyd] = 0.5 mum, {Cyclophan] vari-
iert. Titrationen in CD,OD: [Wirt] =10 mM, [2-Naphthaldehyd] variiert. Die As-
soziationskonstanten wurden durch nichtlineare Kurvenanpassung nach der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate erhalten. Genauigkeit der K.-Werte ca.
+15%. Angegeben ist auch der maximal erreichte Sittigungsgrad. [b] Keine si-
gnifikante Komplexierung beobachtet.

Die Oxidation von 2-Naphthaldehyd zu Methyl-2-naphthoat
in Methanol wird von 2 in Anwesenheit von Et;N katalysiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von Et;N (50 mM) zu einer
entgasten Losung von 2 (0.5mMm) und 2-Naphthaldehyd
(2—50 mM) unter Argon gestartet. Der Verlauf der Reaktion wur-
de anhand der Abnahme der Flavinchromophor-Absorption bei
der Reduktion zur farblosen Dihydro-Form verfolgt. Die An-
fangsgeschwindigkeiten wurden durch lineare Regressionsanalyse
des linearen Abschnittes der Absorption als Funktion der Zeit
bestimmt. Zum Vergleich wurde diese Oxidation unter dhnlichen
Bedingungen auch mit 3 und {4 + 5} untersucht!*>.

Mit dem Cyclophan 2 wurde eine Sittigungskinetik beobach-
tet (Abb. 1, Tabelle 2). Durch Linearisierung nach Lineweaver-
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Abb. 1. Graphische Darstellung der relativen Anfangsgeschwindigkeit der Oxida-
tion von 2-Naphthaldehyd zu Methyl-2-naphthoat als Funktion der Substratkon-
zentration; Katalyse durch 2, 3 und {4 + 5} [15] sowie {1 + 26} [1]. Fiir einen
aussagekriftigen Vergleich wird v/[Thiazolium-ion] an Stelle von v aufgetragen, da
die experimentellen Bedingungen verschiedene Konzentrationen der jeweiligen
Katalystoren erforderten [15].

Tabelle 2. Oxidation von 2-Naphthaldehyd zu Methyl-2-naphthoat in Anwesenheit
von Et;N in Methanol.

Katalysator Geschwindigkeitskonstante

2. Ordnung [M™*s™1]

Flavo-Thiazolio-Cyclophan 2
Thiazolio-Cyclophan 1 und Flavin 26
Flavo-Thiazolio-Spalte 3
Thiazolium-Ion 4 und 7-Arylflavin 5

ke/ K =10 [a]
K/ Ky = 0.36 [b]
k, = 0.058

k, = 0.015

[a] ke = 0.24577, Ky = 23 mM. [b] k,,, = 0.013 7', Ky = 36 mM.

Burk (1/v vs. 1/[2-Naphthaldehyd])** wurde v, =1.2x
10~* Ms™! und K,, = 23 mu erhalten. Die Michaelis-Konstante
ist geringfiigig kleiner als die Dissoziationskonstante (K, '), die
durch 'H-NMR-Titration ermittelt wurde (38 mm). Dies LBt
sich durch unproduktive Konformationen des Wirt-Gast-Kom-
plexes erkldren!'®). Es wurde eine Geschwindigkeitskonstante 1.
Ordnung k_,, = v,,,,/[2] von 0.24 s~ ! berechnet; dieser Wert ent-
spricht ungefdhr einer zwanzigfachen Beschleunigung gegen-
iiber der Reaktion mit dem bimolekularen System {1 + 26} !
und ist einer der hdchsten, der je fiir kiinstliche Enzyme gemes-
sen wurde!! 1. Da die bimolekulare Reaktion schon nullter Ord-
nung in bezug auf das Oxidationsmittel ist!!-3-5! kann die Stei-
gerung der Geschwindigkeit, die mit 2 erreicht wird, nicht als
effektive Molaritdt ausgedriickt werden. Obwohl wir mit dem
Verschwinden der Absorption des oxidierten Flavins tatsdchlich
die Anfangsgeschwindigkeit der Bildung der 2-Acylthiazolium-
Zwischenstufe gemessen haben, kénnen wir diesen Wert mit der
Bildungsgeschwindigkeit des Methylesters gleichsetzen, da die
Reaktion der Zwischenstufe mit MeOH unter basischen Bedin-
gungen rasch verlduft™'®, Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen
waren die Reaktionsgeschwindigkeiten in Anwesenheit von 3
und {4 + 5} linear proportional zur Substratkonzentration
(Abb. 1).

Ein Vergleich der scheinbaren Geschwindigkeitskonstante
k../Ky fir 2 mit den berechneten Geschwindigkeitskonstanten
zweiter Ordnung fiir die katalytischen Systeme 3 und {4 + 5},
die keine makrocyclische Bindungsstelle aufweisen, ergab daB
die Reaktion mit 2 um den Faktor 170 bzw. 670 schneller ist als
mit 3 und {4 + 5}. Die betrichtliche Steigerung der Reaktions-
geschwindigkeit mit 2 ist eine Folge des intramolekularen Ver-
laufs aller Schliisselschritte im Katalysecyclus. Die Bildung des
Methylesters wurde durch *H-NMR-Spektroskopie bestitigt.
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Ein Vergleich mit authentischen Proben von 2-Naphthaldehyd
und Methyl-2-naphthoat zeigte, dal kein Nebenprodukt gebil-
det wurde.

Versuche, die Reaktion unter aeroben Bedingungen durchzu-
fihren, um das Flavin zu reoxidieren (in Analogie zur Reaktion
mit Pyruvat-Oxidase, Schema 1) fiihrten zur weitgehenden oxi-
dativen Zerstorung des Thiazolium-Katalysators 2. Lediglich
1.1 Aquivalente des Methylesters wurden pro Aquivalent des
Katalysators gebildet'!®). Eine héhere Zahl von Katalysecyclen
wurde mit dem reaktiveren 4-Formylbenzonitril (,,4-Cyanbenz-
aldehyd*) beobachtet. In kiinftigen priparativen Experimenten
mit 2 mochten wir deshalb das oxidierte Flavin unter anaeroben
Bedingungen elektrochemisch regenerieren und damit den Ka-
talysecyclus schlieBen'). Mit dem in Gramm-Mengen herge-
stellten 2 werden wir dariiber hinaus auch die interessante kata-
lytische Oxidation von Aldehyden zu Carboxamiden unter-
suchen. Parallel dazu soll die Monooxygenase-Aktivitdt des
neuartigen Flavo-Cyclophans 24 bei der Hydroxylierung phe-
nolischer Verbindungen studiert werden!29),
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Tetrakis(tri-tert-butylsilyl)-tetrahedro-
tetragerman (tBu;Si),Ge, — die erste
molekulare Germaniumverbindung mit einem
Ge,-Tetraeder**

Nils Wiberg*, Walter Hochmuth, Heinrich Né6th,
Andrea Appel und Martin Schmidt-Amelunxen

Nach ab-initio-Rechnungen!!-2) wiichst die Spannungsener-
gie von (EH),-Polyedern (E = Si, Ge) mit der Zahl der dreiglied-
rigen Ringe, also in der Reihe hexahedro-Octasilan (-german) A,
triprismo-Hexasilan (-german) B, tetrahedro-Tetrasilan (-ger-
man) CP. Dementsprechend wurden zundchst die Hexa-

HE—EH HE——EH 5
7
| el N
| 5| —em HE|— B NL/
A B c

hedrane (ER)g (E/R = Si/SiMe,rBu'*?l Si/CMe,iPr*"], Si/2,6-
C¢H,Et,!* Ge/CMeEt, ", Ge/2,6-C H,Et,*)) und Tripris-
mane (ER), (E/R = Si/2,6-CcH,iPr,*¢!, Ge/CH(SiMe,),"9,
Ge/2,6-C¢H,iPr,““}) erhalten. Durch Reaktion von Tetrabrom-
1,2-bis(supersilyl)disilan #Bu,Si—SiBr,—-SiBr,-SitBu, 3 mit
Supersilylnatrium ¢Bu,SiNa in Tetrahydrofuran (THF) konn-
ten wir die erste molekulare Siliciumverbindung 1 mit einem Si,-
Tetraeder synthetisieren'> ® [Gl. (a); Supersilyl = Si¢Bu,'™].

R
E
+2 RNa

—EX,—EX,—p S2RNa o el | g

R—EX;—EX;—R —jpot—oe R E\E/E R (a). (b)
[

3.4 R
(a) E=Si; X =Br o 1, E=Si
(b) E=Ge;x-C1 R~ SiBus 2, E=Ge

{*1 Prof. Dr. N. Wiberg, Dipl.-Chem. W. Hochmuth, Prof. Dr. H. N&th,
Dipl.-Chem. A. Appel, Dr. M. Schmidt-Amelunxen
Institut fir Anorganische Chemie der Universitit
MeiserstraBe 1, D-80333 Miinchen
Telefax: Int. + 89/5902-578

[**] Verbindungen des Siticiums und seiner Gruppenhomologen, 108. Mitteilung;
sterisch iliberladene Supersilyl-Verbindungen, 10. Mitteilung. Diese Arbeit
wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefordert. — 107. bzw.
9. Mitteilung: Lit. [3].
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Um analog zu einer molekularen Germaniumverbindung mit
einem Ge,-Tetraeder zu gelangen, setzten wir das aus GeCl, und
fBu,SiNa in THF bei Raumtemperatur neben anderen Produk-
ten (1Bu,SiGeCl;, (Bu,Si),GeCl,, (1Bu,Si),, tBu,SiCl) erhilt-
liche, kristallstrukturanalytisch aufgekldrte Tetrachlor-1,2-
bis(supersilyl)digerman fBu,Si—GeCl,~GeCl, - Si¢Bu, 43 mit
tBu,SiNa in THF bei —78 °C um und erhielten das terrahedro-
Tetragerman 2 in niedriger Ausbeute [GL. (b)] neben anderen,
auch bei der Reaktion von GeCl, - C,H;O, und ¢Bu,SiNa an-
fallenden (siche unten) supersilylhaltigen Verbindungen®!. Mit
Natrium in C;D, reagiert 4 bei Raumtemperatur zunichst zu 2,
das aber durch Natrium angegriffen wird ; das dabei entstehende
1Bu,SiNa reagiert — wie beschrieben — mit nicht umgesetztem
4183,

Mit GeCl, - C,H O, reagiert /Bu,SiNa in THF iiber eine
Reihe von — zum Teil isolierbaren — Zwischenprodukten'®! eben-
falls zu 2 und weiteren Verbindungen [Gl. (c)].

+6 RNa
-2 RCL — 6 NaCl,
-4 C4H3O,

4 GeCl; - C4HgO, 2 (c)

Das Tetragerman 2 bildet intensiv rote Kristalle, die von Was-
ser langsam hydrolysiert und von Luft rasch oxidiert werden.
Auch 148t sich 2 mit Natrium reduzieren, wobei unter anderem
fBu,SiNa entsteht, das durch Uberfiihren mit Me,SnCl in
tBu,Si—SnMe, identifiziert werden kann.

Bisher erhielten wir nur aus den geméB Gleichung (c) herge-
stellten Loésungen — nach Ersatz von THF durch Pentan —
Kristalle, die sich rontgenographisch vermessen lieBen!!2,
Allerdings enthalten diese neben 2 auch Superdisilan ¢Bu,Si—
SifBu,H!! das im Kristall die groBen Liicken zwischen den
nahezu kugelférmigen Molekiilen 2 fiillt und hierdurch das
Kristallgefiige stabilisiert. Die monokline Elementarzelle der
Kristalle mit der Zusammensetzung 2 (:Bu,Si),Ge, - (1Bu;Si),
2 a enthdlt vier Molekiile 2 und - in den Zwischenrdumen — zwei
Molekiile tBu;Si—SitBu, (Abb. 1). Im Kristall 2a weist 2 ange-
ndhert reguldr gebaute Ge,-Tetraeder auf (Abb. 2). Die Ge-Ge-
und Ge-Si-Abstiinde sind mit durchschnittlich 2.44 bzw. 2.38 A
geringfiigig groBer als die in H,Ge—GeH, (2.41 A**) bzw.

Abb. 1. Perspektivische Darstellung der monoklinen Elementarzelle von 2a ent-
lang der c-Achse.
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