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Experimentelles 
Die Polyprenylpyrophosphate wurden aus den entsprechenden Polyprenylalkoho- 
len oder -halogeniden [31] nach der Methode Yon Poulter et al. [32] erhalten. G e m  
nylphosphat la& sich analog der Vorschrift fur Pyrophosphate synthetisieren. 
Eniymassay : 100 nmol eines Benzoesaurederivates (Referenz: PHB), 100 nmol Po- 
lyprenylpyrophosphat (Referenz: GPP), 50 pmol MgCI, (MgZ+ als Cofaktor) in 
50 pL TRIS-Puffer (50 mM TRIS'HCI; pH =7.5) und 50 pL Enzymsuspension (ca. 
25 pkat) werden 60 min bei 37 "C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 
2 pL Ameisenslure gestoppt und die Reaktionsmischung mit 500 pL 4-Ethylben- 
zoeslure(PEB)-Losung (100 ~ L M  in Ethylacetat; interner Standard) ausgeschiittelt. 
Mach der Phasentrennung (ggf. zentrifugieren) werden 450 pL der organischen Pha- 
se entnommen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wird in 
60 pL Methanol aufgenommen und HPL-chromatographisch analysiert (20 pL Lo- 
sung, Saule 250 x 4 mm, RP-18 (7 pm), 100 bar, Detektion bei 240 nm (Amax PEB) 
oder 254 nm). Die geranylierten Substanzen weisen die 2.5- bis 4-fache Retentions- 
zeit des jeweiligen Arens (Elutionsmittel A: MethanoljWasserlAmeisensHure 750/ 
245/5, isokratisch), geranylgeranylierte Verbindungen die 6- bis 7-fache Retentions- 
zeit anf (Elutionsmittel A (2 min), dann Gradientenelution (13 min) + Elutions- 
mittel B: Methanol/lsopropanol/Ameisenslure 800/195/5). PEB eluiert zwischen 
dem Edukt und dem Produkt. Die UV-Spektren der prenylierten Benzoesluren 
zeigen einen bathochromen Shift von 5 - 10 nm fur die K-Bande (x  -+ n') des Arens. 
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Auswahl unterschiedlicher Reaktionsmechanis- 
men durch Enantiomere bei Elektronentransfer- 
reaktionen mit Met alloproteinen" * 
Klaus Bernauer* und Luca Verardo 

Die Charakterisierung des Reaktionszentrums bei Elektro- 
nentransferreaktionen mit Metalloproteinen war Gegenstand 
vielfaltiger Untersuchungen" - 'I. Beim Plastocyanin (PcCu") 
wurden zwei Stellen zur Bindung der Reaktionspartner identifi- 
ziert: eine nahe beim Cuz +-Zentrum gelegene, hydrophobe und 
eine etwa 16 A vom Metallion entfernte, negativ geladene. An- 
ionische und neutrale Metallkomplexe reagieren ausschliel3lich 
an der nahegelegenen Bindungsstelle, kationische sowohl an der 
nahen als auch an der entfernterenr3]. Bei der negativ geladenen, 
entfernteren Bindungsstelle ist vermutlich Tyr 83 am Elektro- 
nentransfer beteiligt. Um genauere Informationen iiber den Ort 
des Angriffs eines redoxaktiven Reagens zu erhalten, haben wir 
die Reaktion mit optisch aktiven Metallkomplexen untersucht. 
Das Ziel dabei war es, die chirale Erkennung zwischen Reagens 
und Proteinoberflache anhand der kinetischen Stereoselektivi- 
tat der Wechselwirkung nachz~weisen[~- 'I. 

Eine zur Identifizierung von Bindungsstellen bei lnner- 
sphere-Elektronentransferreaktionen haufig verwendete Me- 
thode besteht darin, CrZ +-Komplexe durch Oxidation zu iner- 
ten Cr"'-Komplexen kovalent an das verbriickende Atom zu 
bindenL8]. Diese Technik wurde auch zur Untersuchung von 
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Metalloproteinen eingesetzt, wobei sich allerdings die Identifi- 
zierung der Reaktionsprodukte als schwierig erwiesLg9 "1. Hier 
berichten wir iiber die erstmalige Identifizierung der spezifi- 
schen Bindungsstellen beim Elektronentransfer zwischen Pla- 
stocyanin und optisch aktiven Co2+-Komplexen durch Circu- 
lardichroismus(CD)-Untersuchungen. 

Wie wir bereits gezeigt haben, findet die Elektroneniibertra- 
gung zwischen Plastocyanin und den optisch aktiven Fe2+- 
Komplexen rnit 1 und 2 als Liganden an der hydrophoben, dem 

A A 
H3C YNH coo- ,,Y coo- CH3 13 coo- .;' coo- 

1 2 

Cu-Zentrum benachbarten Bindungsstelle dieses blauen Kup- 
ferproteins statt, wobei der Ubergangszustand unter ausgeprag- 
ter chirder Erkennung gebildet wird. Daraus ergdb sich die 
Frage, ob die an der Proteinoberflache befindliche Imidazolein- 
heit von His87 am Elektronentransfer beteiligt ist. Um darauf 
eine Antwort zu finden, wurde Plastocyanin rnit den Co2+- 
Komplexen der (S,S)- und (R,R)-Enantiomere der mehrzahni- 
gen Aminosaureliganden 1 sowie 2 bei 20°C und pH 7 (Phos- 
phatpuffer) umgesetzt und die Reaktion anhand der 
Anderungen der UV/Vis- und der CD-Spektren verfolgt. Bei 
allen untersuchten Co2 -Komplexen verlaufen die Reaktionen 
vollstandig und mit ahnlichen Geschwindigkeiten. Da das redu- 
zierte, Cul-haltige Protein im sichtbaren Bereich keine CD-Akti- 
vitdt aufweist, kann das CD-Spektrum der gebildeten Co"'-Spe- 
zies ~ nach Korrektur um den im UberschuB eingesetzten 
Co2+-Komplex ~ in einfacher Weise erhalten werden. Im Falle 
einer Reaktion uber einen durch His 87 verbruckten Ubergangs- 
zustand bleibt das gebildete Co"'-Zentrum uber die Imidazol- 
einheit am Protein gebunden. Bei einer Outer-Sphere-Reaktion 
wird dagegen der Aqua-KompIex gebildet, und das Metallion 
wird nicht am Protein fixiert. Die Menge an gebundenen Co"'- 
Ionen ergibt sich durch den Vergleich der CD-Spektren mit de- 
nen der entsprechenden Co"'-Komplexe, die entweder einen 
Imidazolrest oder ein Wassermolekiil an der sechsten Koordina- 
tionsstelle enthalten. Anhand der Ergebnisse, von denen einige 
in Abbildung 1 dargestellt sind, wird deutlich, daB A-[Co((S,S)- 
l)] quantitativ an das Protein gebunden wird, wahrend mit bei- 
den Enantiomeren [Co(2)] ausschlieBlich die Aqua-Komplexe 
entstehen. Das Spektrum nach der Reaktion rnit A-[Co((R,R)- 
l)] entspricht dem einer Mischung aus Imidazol- und Aqua- 
Komplex. 

Dialysiert man die Losung nach der Reaktion mit A- 
[Co((S,S)-l)], so wird der gebildete Co"'-Komplex quantitativ 
rnit dem Protein zuruckgehalten. Ferner wird nach Ruckoxida- 
tion des Proteins mit [Fe(CN),I3- ein vom urspriinglichen deut- 
lich verschiedenes CD-Spektrum des Proteins gemessen. Bei der 
Dialyse der mit den beiden Enantiomeren von [Co(2)] erhalte- 
nen Losungen wird dagegen samtliches Co"' entfernt, und nach 
Ruckoxidation erhalt man das CD-Spektrum des Plasto- 
cyanins. Auch hier reagiert A-[Co((R,R)-l)] nicht eindeutig : 
Durch Dialyse kann nur ein Teil des gebildeten Co"'-Komplexes 
entfernt werden, und das CD-Spektrum des zuruckgehalteneii 
Co"'-Komplexes ist rnit dem des Imidazol-Komplexes identisch, 
weist aber eine niedrigere Intensitiit auf als fur die gesamte Men- 
ge an gebildetem Co"' zu envarten ist. 

5 
a 

340 390 440 490 540 

k / m -  
Abh. 1. Durchgezogene Linien: CD-Restspektrum (pH =7.  iibrige Bedingungen 
siehe Tahelle 1) der Reaktionsprodukte von Plastocyanin rnit A-[Co((S,S)-l)] 
(a; identisch mit dem Spektrum von A-[Co((s,sj-l)(imidazol)li j ,  A-[Co((S,S)-Z)] 
(b; identisch mit dem Spektrum von n-[Co((s,S)-Z)(H,O)]') und d- [Co( (R ,R) - l ) ]  
(c). Gestrichelte Linien: Referenzspektren von A-[Co((R,R)-l)(H,Oj]' (d) und 
d-[Co((R,R)-I)(imidazol)]+ (e). (Aus Griinden der Uhersichtlichkeit wurde das 
Restspektrum der Reaktion mit A-[Co((R,R)-2)]  weggelassen.) 

Es bleibt die Frage, ob das Co"'-Zentrum in einer Folgereak- 
tion an das Protein gebunden wird. Diese Moglichkeit kann 
aber ausgeschlossen werden, denn bei der Reduktion mit As- 
corbinsaure, die mit den verwendeten Co"'-Verbindungen nur 
sehr langsam reagiert, werden in Gegenwart von A-[Co((S,S)- 
l)(H,O)]+ keine Co"'-Zentren am Protein fixiert. SchlieBlich 
wurde auch gezeigt, daD die Reaktion zum Aqua-Komplex nicht 
am entfernten, negativ geladenen Bereich des Proteins stattfin- 
det, da die Gegenwart mehrfach geladener Kationen wie 
[Co(NH,)J3 + keinen EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
hat. Eine weitere Frage betrifft die genaue Struktur des Uber- 
gangszustandes mit der Imidazoleinheit von His 87 als Brucke. 
Die Bestimmung des Anteils an kovalent gebundenen Co"'-Io- 
nen in Abhangigkeit vom pH-Wert (Tabelle 1) weist darauf hin, 

Tahelle 1. Relative Menge [%] des nach dem Elektronentransfer an das Plastocy- 
anin gebundenen Co"'-Komplexes [a]. 

pH A-[Co( (S ,S ) - l ) ]  d-[Co((R,R)-l)] A-[Co((R,R)-2)]  A-[Co((S,S)-2)]  

5.5 80 13 - - 
6.0 > 95 21 - - 
7.0 ca. 100 40 0 0 
8.0 Cd. 100 50 - 

[a]  Bestimmt anhand der CD-spektroskopischen Befunde; Fehlergrenze F 5 Yo. Re- 
aktionsbedingungen: [PcCu"]- 1 0 - 4 ~ ,  [Cozf],,, = [Ligand],,, = 1 0 - 3 ~ ,  [Puffer] 
= 0.1 M (Phosphat), T = 20°C. 

daB die beiden Metallzentren im Ubergangszustand iiber die 
deprotonierte, negativ geladene Imidazoleinheit gebunden sind 
(Schema l) ,  wie dies auch fur die Bindung zwischen ZnZ+ und 
Cu2 + in der Superoxid-Dismutase" oder bei diesbezuglichen 
Modellverbindungen der Fall ist[12]. Auch bei pH 5.5 werden 
bei der ReaEtion rnit A-[Co((S,S)-l)] immer noch rund 80% des 
Oxidationsproduktes an das Protein gebunden, wahrend die 
Reaktion mit A-[Co((R,R)-l)] unter den gleichen Reaktionsbe- 
dingungen zu uber 85 YO zum Aqua-Komplex fuhrt. 

Diese Ergebnisse fiihren zu einigen interessanten SchluDfolge- 
rungen. So mu0 die Elektronenubertragung im hydrophoben 
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Schema 1. Elektronentransferreaktion zwischen A-[Co((S,S)-l)] und PcCu" an 
His87 (Bindungsstelle (a)) sowie mogliche Struktur des Ubergangszustandes. 

Bereich von Plastocyanin uber mindestens zwei Reaktionswege 
stattfinden, bei einem davon fungiert die Imidazoleinheit von 
His 87 als uberbruckende Gruppe (Reaktionszentrum (a)). 
Nutzliche Informationen uber den Outer-sphere-Mechanismus, 
der uber ein nicht genauer bekanntes Reaktionszentrum (b) zum 
Aqua-Co"'-Komplex fuhrt, konnten rnit genetisch modifizier- 
tem Plastocyanin erhalten werden. Ortsspezifische Mutationen 
an Leu12 lassen vermuten, daf3 die Reaktion rnit [Co(2)] an 
einer von dieser Aminosaure entfernten Stelle stattfindetl"]. 

Das wohl erstaunlichste Ergebnis dieser Untersuchung ist 
aber der Befund, daB die Wahl des Reaktionsweges nicht nur 
von der Struktur des Liganden, sondern auch von dessen Chira- 
litat abhangt. Aus den fur pH 5.5 und bei 20°C erhaltenen Da- 
ten (Tabelle 1) wurden die Gibbs-Aktivierungsenergien berech- 
net: Sie sind fur die Reaktion von A-[Co((S,S)-l)] an der 
Bindungsstelle (a) und fur die von A-[Co((R,R)-l)]  an der Bin- 
dungsstelle (b) um 3.4 bzw. 4.6 kJmol-' kleiner als die fur die 
Reaktion des jeweiligen Enantiomers. Interessanterweise sind 
die gemessenen globalen Gibbs-Aktivierungsenergien bei 19 "C 
fur beide Enantiomere gleich groB (Schnittpunkt der Eyring- 
Geraden; AG * = 72.2 kJ mol- 1)[141. Dies zeigt klar, dal3 die Re- 
aktion an der Bindungsstelle (b) nicht einfach ein Umweg fur 
den Fall ist, dal3 die Reaktion an (a) ungunstig wird, sondern 
dal3 jedes der beiden Reaktionszentren eines der beiden Enan- 
tiomere definitiv bevorzugt. Offensichtlich konnen enantiomere 
Reagentien mit hoher Praferenz an ganz verschiedenen Stellen 
einer Proteinoberflache reagieren. 

Stichworte: Circulardichroismus * Elektronentransfer * Mole- 
kulare Erkennung * Plastocyanin 
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Diastereoselektive C-C-Verknupfungen mit 
nichtracemischen, planar-chiralen q2-Mangan- 
komplexen** 
Dieter Schinzer' und Heiko Barmann 

Wir berichten hier erstmals uber die enantioselektive Herstel- 
lung von planar-chiralen q2-Mangankomplexen und deren Ein- 
satz in diastereoselektiven C-C-Verknupfungen['I. In der race- 
mischen Reihe haben wir bereits diastereoselektive Alkylierun- 
gen und Aldolreaktionen mit q2-Mangankomplexen beschrie- 
benC2. 3]. Jetzt ist es uns gelungen, diese Komplexe enantioselek- 
tiv herzustellen und die Reaktionen auch in der nichtracemi- 
schen (enantiomerangereicherten) Reihe durchzufuhren. Brom- 
cyclopentenon 1 laDt sich einfach zum racemischen Cyclopente- 
no1 rac-2 reduzierenL4. 51, das mit einer immobilisierten Lipase 
(Novozym 435, candida antarctia) zu (S ) -2  in 45 YO Ausbeute 
(94% ee) und dem entsprechenden Acetat (R)-2' in 46% Aus- 
beute (94% ee) reagiert16* 'I. Die Umsetzung von (S)-2 mit tert- 
Butyllithium liefert (S)-3 in 69% Ausbeute ([cz];' = + 29.3 
(c =1.1 in CHCI,))[*]. Das (S)-Cyclopentenol (S)-3 wird mit 
dem photochemisch in situ gebildeten [Mn(MeCp)(CO),] . 
THF-Komplex umgesetzt, wobei diastereoselektiv uber eine 
syn-Addition der q2-Mangankomplex (S,S)-4 ([cz];' = + 31 .O 
(c  = 0.5 in Benzol)) in 25% Ausbeute (50% Umsatz) ent- 
stehtl'. 3, 'I. Dessen Oxidation rnit Tetra-n-propylammonium- 
perruthenat (TPAP) als Katalysator und N-Methylmorpholin- 
N-oxid (NMO) als Oxidationsmittelllol liefert den planar-chira- 
len q2-Mangankomplex (S)-5 in 90 % Ausbeute ([a]:' = + 78.8 
(c = 0.5 in Benzol))[l'. 12]. Diese Oxidation ist insofern bemer- 
kenswert, als daB speziell q2-Manganfragmente sehr oxidations- 
empfindlich sind. Mit den meisten anderen hier getesteten mo- 
dernen Oxidationsmitteln wurde lediglich Braunstein erhalten. 
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