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bilitlten fur 2. Deshalb mussen wir davon ausgehen, daR die 
[MnCl,]'--Ionen schwach antiferromagnetisch entweder mit 
den Manganzentren in 2 und/oder rnit sich selbst koppeln. Trotz 
dieser Einschrankungen bekommen wir jedoch bei hoheren 
Temperaturen bis hinauf zu ca. 200 K sehr wichtige Einblicke in 
die magnetischen Eigenschaften von 2, da die schwachen Wech- 
selwirkungen der [MnCl,]' --Ionen hier klein im Vergleich zu 
den Austauschwechselwirkungen innerhalb von 2 sind und da- 
her vernachlassigt werden k o n n e ~ ~ " ~ ] .  Bei Raumtemperatur be- 
rechnet sich perf fur 1 zu 11.1 pB. Da der theoretische Wert fur 
sechs nicht gekoppelte Mn'+-Zentren 14.5 pB betragt, sollten 
die Manganatome in 2 antiferromagnetisch gekoppelt sein. Ein 
ahnliches Verhalten ist auch typisch fur die Komplexionen 
[Mn,Te,(TezC,H,),]4 - I '  * I  und [Mnz(SPh)Jz - I"]. 

In dieser Arbeit haben wir die Synthese und einige Eigen- 
schaften des neuartigen, achtkernigen Dimetall-Komplexions 2 
beschrieben, dessen herausragendes Merkmal das cubanartige 
Mn,Cu,-Geriist ist. Die Verbindung gehort zu einer neuen 
Klasse gemischter Sulfid-Thiolato-Komplexe und ist das erste 
Beispiel fur einen Metallwiirfel mit einem p,-S-Liganden im 
Zentrum. 

Exper imen telles 
Alle Arbeiten wurden in Handschuhkisten oder in evakuierbaren Glasapparaturen 
unter Stickstoff durchgefuhrt. 
(Me,N),[Mn,(SiC,H,), [6] (1.42 g ,  2 mmol) wurde in 50 mL Acetonitril gelost. 
Nach Zugabe von festem CuCl (0.40 g, 4 mmol) wurde die rote Losung etwa 24 h 
geruhrt, wobei die Farbe nach gelb umschlug. AnschlieBend wurde von einer germ- 
gen Menge eines unloslichen Niederschlags abfiltriert, das Filtrat auf ein Drittel des 
Ausgangsvohmens eingeengt und rnit dem gleichen Volumen Diethylether iiber- 
schichtet. Innerhalb weniger Tage fielen orangegelbe Kristalle von 1 sowie gelbe 
Kristalle eines Nebenprodukts [7] aus. Ausbeute: 65 % (bezogen auf Cl); C,H,N,S- 
Analysefurl:gef.(%):C32.08,H7.00,N3.74,S 18.56;ber.(%):C32.19,H6.92. 
N 3.80, S 18.65. 
1 konnte auch auf folgendem Wege erhalten werden: (Me,N),[Mn,(SiC,H,),I 
(159 mg, 0.23 mmol) wurde rnit CuCl(57 mg, 0.58 mmol) gemischt, gemorsert und 
in eine dickwandige Pyrex-Ampulle iiberfiihrt. Nach Zugabe von 1 mL Acetopitril 
wurde die Ampulle rnit fliissigem Stickstoff abgekiihlt, unter Vakuum abgeschmol- 
zen und bei 80 "C getempert. Nach 3 d entstanden orangegelbe hexagonale plltt- 
chenformige Kristalle sowie ein gelbes Nebenprodukt [7]. 
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Nachweis der enzymkatalysierten Bildung von 
Carboxybiotin durch Messung von "N,"C- 
und 3C,13C-Spin-Spin-Kopplungen** 
Stefan Berger", Annett Braune, Wolfgang Buckel*, 
Ulrich Hartel und Man-Ling Lee 

Professor Anton Rieker zum 65. Geburtstag gewidmet 

Die Wirkungsweise von Biotin als prosthetischer Gruppe in 
carboxylierenden, trans- und decarboxylierenden Enzymen ist 
zwar bekannt, der genaue Mechanismus aber, nach dem Biotin 
1 in Carboxybiotin 2 (Schema 1) umgewandelt wird, ist immer 
noch Gegenstand intensiver Debatte"]. Selbst der Nachweis 
von Carboxybiotin wlhrend dieser Reaktionen ist bisher nur 
indirekt gefiihrt worden. Die Fragestellung wurde erst kurzlich 
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Abb. 1. Zeitabhingigkeit der Intensitit des 2’-’3C-Signdls von Carboxybiotin 2 
wlhrend der GcdA-katalysierten Reaktion von 1 b mit Glutaconyl-CoA (I,,, = 
Intensitit in relativen Einheiten). 

Schema 1. Cdrboxykrung von markiertem Biotiu 1 durch (E)-Glutaconyl-CoA 4 
rnit Hilfe der Carboxytrdnsferdse-Untereinheit (GcdA) der Glutaconyl-CoA- 
Decarboxylase. 

durch die Synthese von ,,crippled“-Biotin, in dem das Stick- 
stoffatom 1‘-N durch ein Kohlenstoffatom ersetzt istr2], wieder 
aufgegriffen. F. Lynen und Mitarbeitern gelang es, das instabile 
2, das mit I4C-markiertem Hydrogencarbonat erhalten wurde, 
in situ mit Diazomethan zu methylieren, das Produkt mit au- 
thentischem Methoxycarbonylbiotinmethylester 3 zu verglei- 
chen und damit einen Hinweis auf das Auftreten von 2 wahrend 
des enzymatischen Prozesses zu liefern[31. Die direkte nicht- 
enzyrnatische Synthese von 2 ist unseres Wissens bis heute nicht 
gelungen. Wir konnten zeigen, da8 2, wenn es unter NMR-Kon- 
trolle bei 5 “C durch basenkatalysierte Hydrolyse von 3 erhalten 
wird, innerhalb weniger Minuten de~arboxyliert[~]. Die Halb- 
wertszeit fur die Decarboxylierung in enzymatischen Prozessen 
betragt dagegen 103 min[’I. 

Um die Funktion von Biotin als prosthetischer Gruppe besser 
zu versteheni6] und um einen direkten Nachweis fur das Auftre- 
ten von 2 wahrend der enzymatischen Reaktion zu erbringen, 
haben wir [l’-’’N]- und [2’-’3C]Biotin, 1 a[’] bzw. I b[’], synthe- 
tisiert. Wir konnten ein kurzzeitig auftretendes ’ 3C-NMR- 
Signal bei 6 = 160.4 beobachten, wenn die Carboxytransferase- 
Untereinheit (GcdA) der Biotin-abhangigen Natriumionen- 
pumpe Glutaconyl-CoA-Decarboxylase (EC 4.1 .1.70) einge- 
setzt wurde, um die Carboxylierung von freiem 1 b durch 
(E)-Glutaconyl-CoA 4 unter Bildung von Crotonyl-CoA 5 zu 
katalysieren. Die Zeitabhangigkeit dieses Signals ist in Abbil- 
dung 1 gezeigt. Die Kurve wurde mit der Gleichung fur Folge- 
reaktionen an die Daten angeparjt, wobei je eine Geschwindig- 
keitskonstante erster Ordnung fur die Bildung und die De- 
carboxylierung von 2 angenommen wurde. 

Das kurzfristige Auftreten eines Signals ist jedoch angesichts 
moglicher Hintergrundsignale und Verunreinigungen kein iiber- 
zeugender Nachweis fur ein Zwischenprodukt. Wir haben des- 
halb die Verwendung von ‘C-markiertem Glutaconyl-CoA 4 in 
Betracht gezogen. Mit 1 b sollte man zwei zwischenzeitlich auf- 
tretende Signale des Produkts 2 b erwarten, die eine ’J(C,C)- 
Spin-Spin-Kopplung aufweisen. Mit 1 a sollte man dagegen ein 
Signal erwarten, das durch eine ‘J(C,N)-Spin-Spin-Kopplung 

aufgespalten ist und somit eindeutig die Knupfung einer C-N- 
Bindung durch das Enzym beweist. 

Die Synthese von [l-13C]Glutaconsaure 4 a  erwies sich infolge 
Markierungswanderung und anderer Probleme als unerwartet 
schwierig; jedoch war [I ,5-’3C2]GlutaconsSiure 4 b ausgehend 
von 1,3-Dibr0mpropan-2-o1[~~ in drei Schritten relativ leicht zu- 
ganglich. Die zusltzliche ‘ 3C-Markierung erwies sich als niitz- 
lich, da sie die Beobachtung des Endprodukts Acetat ermog- 
lichte [vgl. GI. (a)]. 

Das in unseren Experimenten benutzte enzymatische System 
bestand aus der Carboxytransferase-Untereinheit (GcdA) der 
Glutaconyl-CoA-Decarboxylase aus Aciduminococcus fermen- 
tans[”] sowie einer Mischung von Hilfsenzymen, die aus dem 
gleichen Organismus prapariert wurden” ‘1. Zur Gewinnung der 
GcdA wurde das entsprechende Gen gcdA in den Vektor 
pJFl18HE kloniert und in Escherichiu coli DHSa iiberexpri- 
miert[’ Obl .  Aus Zellextrakten wurde GcdA durch zwei aufein- 
anderfolgende Ionenaustausch-Chromatographieschritte gerei- 
nigt“’1. Die Hilfsenzym-Mischung enthielt Glutaconat-CoA- 
Transferase (EC 2.8.3.12), Crotonase [(E)-2-Butenoyl-CoA- 
Hydratase, EC 4.1.2.171, 3-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydro- 
genase (EC 1 .I.  1.35), Thiolase (Acetyl-CoA-C-Acetyltransfer- 
ase, EC 2.3.1.9) und Phosphat-Acetyltransferase (EC 2.3.1 3). 
Das System war daher in der Lage, Glutaconat und Biotin in 
Gegenwart von NAD+, katalytischen Mengen von Acetylphos- 
phat und CoASH in Phosphatpuffer bei pH 7.0 iiber die Zwi- 
schenstufen Glutaconyl-CoA, Crotonyl-CoA, (S)-3-Hydroxy- 
butyryl-CoA, Acetoacetyl-CoA und Acetyl-CoA zu Acetat, 
Carboxybiotin und Acetylphosphat [GI. (a)] umzusetzen. Carb- 
oxybiotin decarboxylierte schlierjlich zu Biotin und CO, [Halb- 
wertszeit ca. 13 min, G1. (b)]. 

Glutacoiiat2- + Biotiii- + H,O + NAD’ + HP0:- (a) - Carboxybiotin2- + Acetat- t Acety1phosphat’- + NADH + H+ 

Carboxybiotin’- + H +  --f Biotin- + CO, (b) 

Die Experimente, die bei Raumtemperatur mit einem Bruker- 
AMX-500-Spektrometer durchgefiihrt wurden, bestatigten den 
urspriinglich von F. Lynen vorgeschlagenen Mechanismus. I3C- 
NMR-Spektren wurden kontinuierlich aufgenommen, wobei je- 
weils fur die Dauer von 2 inin akkumuliert wurde. Die Aus- 
gangsspektren wurden von einer Losung aufgenommen, die die 
Inkubationsmischung und 1 a oder 1 b. aber nicht die Carboxy- 
transferase-Untereinheit (GcdA) enthielt. Diese Spektren zeig- 
ten nur die Signale der markierten Ausgangsverbindungen. 
Nach Zugabe von GcdA wurde je nach Art der Enzymprapara- 
tion eine Induktionsperiode von einigen Minuten beobachtet. 
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Abbildung 2 zeigt die zwischenzeitlich auftretenden Signale, die 
zunachst wachsen, nach etwa einer halben Stunde ihr Maximum 
erreichen, dann abnehmen und verschwinden. In Abbildung 2 a 
(hier wurde 1 a benutzt) ist eine '3C,'5N-Spin-Spin-Kopplungs- 
konstante von 17.8 Hz, in Abbildung 2b  (mit 1 b) eine 13C,13C- 
Spin-Spin-Kopplungskonstante von 3.1 Hz zu beobachten. Bei- 
de Kopplungskonstanten sind in Ubereinstimmung mit 
Erwartungswerten aus ahnlicher chemischer Umgebung" '3 141. 

i l  
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Abb. 2. Ausschnitt aus den 13C-NMR-Spektren (125 MHz) von a) [l'-''N- 
'3C0,]Carboxybiotin 2a und b) [l'-N-'3C0,, 2-"C]Carboxybiotin 2b. 

Die hier verwendete Methode" ist generell dann anwend- 
bar, wenn beide Bausteine, die durch eine neue chemische Bin- 
dung verkniipft werden, rnit einer geeigneten Markierung verse- 
hen werden konnen. Somit kann ein eindeutiger Beweis fur die 
enzymatische Kniipfung einer chemischen Bindung erhalten 
werden. 

Experimentelles 
Die lnkubationsmischung des Versuchs, der die Daten in Abbildung 1 ergab, ent- 
hielt in einem Gesamtvolumen von 750 pL folgende Substanzen: 100 mM Kalinm- 
phosphat (pH 7.0), 10% *H,O, 27 mM Ghtaconat, 24mM d-[2'-''C]Biotin 1 b, 
6.3 mM NAD', 2.1 mM Acetylphosphat, 4.8 mM CoASH, 30 mM Dioxan, 330 pg 
GcdA und 500 pg Hilfsenzyme. Die Inkubationsmischungen der Versuche, die die 
Daten in Abbildung 2 ergaben, waren identisch rnit der in Abbildung 1 verwen- 
deten, doch wurde unmarkiertes Glutaconat ersetzt durch [1,5-'3C,]GIutaconat, 
und die Inkubationsmischung fur Abbildung 2a enthielt d-[I,-''NlBiotin anstatt 
[2'-13C]Biotin. Da die Totalsynthese von [l'-''N]Biotin nur das Racemat lieferte"', 
wurde das natiirlich vorkommende d-Euantiomer 1 a durch HPLC auf einer chira- 
len SBule vom /-Enantiomer abgetrennt" 'I. 
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Cyclopeptidbibliotheken als neue chirale 
Selektoren fur die Kapillarelektrophorese 
Giinther Jung*, Heike Hofstetter, Susanne Feiertag, 
Dieter Stoll, Oliver Hofstetter, Karl-Heinz Wiesmiiller 
und Volker Schurig* 

Zur chromatographischen Trennung von Enantiomeren wird 
ein einzelner chiraler Selektor entweder zur mobilen Phase hin- 
zugefugt oder als stationare Phase verwendet. Einfache Gemi- 
sche chiraler Selektoren wurden z.B. bei der Inclusions-['' und 
Komplexierungsgaschromatographie[21 eingesetzt. Die durch 
die Kombinatorische Chemie zuganglichen definierten Verbin- 
d~ngsbibliotheken~~] sind neue chirale Vielkomponentengemi- 
sche, die als Additive zur mobilen Phase oder als heterogene 
stationare Phase sowohl in druck- als auch in elektrogetriebenen 
Trennverfahren Verwendung finden konnen. Indem eine Multi- 
selektor-Bibliothek eingesetzt wird, kann somit auf das zeitrau- 
bende Testen von vielen einzelnen moglichen chiralen Selekto- 
ren verzichtet werden. Zur Identifizierung der Komponente mit 
den besten Selektoreigenschaften liefern Teilbibliotheken von 
geringerer Komplexitat wichtige Informationen. Grundsatzlich 
steht die Suche nach dem besten Selektor im Vordergrund, da 
jede einzelne Komponente innerhalb der Gesamtmischung nur 
in grol3er Verdunnung vorliegt. Dennoch kann sich die Verwen- 
dung einer kompletten Multiselektor-Bibliothek als vorteilhaft 
erweisen, namlich dann, wenn kooperative Effekte zwischen den 
Komponenten die Enantioselektivitat beeinflussen. 

Kapillarelektrophorese mit chiralen Additiven in der mobilen 
Phase ist eine effiziente Technik zur Trennung von wasserlosli- 
chen Enantiomeren, die in kleinen Probenvolumina vorliegen. 
Bisher wurden Enantiomerentrennungen rnit Hilfe von Prote- 
inen wie RinderserumaIb~min[~], AGP Orosomu~oid [~~ ,  Ovo- 
mucoid[6' 'I, CaseinC7] und Cellulase[sl, oder durch cyclische 
Strukturen, z.B. macrocyclische Antibiotica (Vancomycin, Rif- 
amycin B[', ''I), Kronenether" 'I  und Cyclodextrine['21 erzielt, 

[*I Prof. Dr. G. lung, Prof. Dr. V. Schurig 
Institut fur Organisclie Chemie der Universitdt 
Auf der Morgenstelle 18, D-72076 Tiibingen 
Telefax: Int. +49/7071-296925 (Prof. lung) 
Int. +49/7071-296257 (Prof. Schurig) 
E-mail: guenther.jung[o~uni-tuebingen.de 
volker.schurig@ uni-tuebingen.de 
Dipl.-Chem. H. Hofstetter, DipL-Biochem. 0. Hofstetter 
lnstitut fur Organische Chemie der Universitit Tiibingen 
Dr. S. Feiertag, Dipl.-Chem. D. Stoll, Dr. K.-H. Wiesmiiller 
Naturwissenschaftliches und Medizinisches Institut an der Universitat Tiibin- 
gen, Reutlingen 
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