


ZUSCHRIFTEN 

C-H-Bindungen durch molekularen Sauerstoff oder Wasser- 
stoffperoxid zu iniitieren[" 'I. Unser Ansatz beruhte darauf, das 
aktive Zentrum der Methan-Monooxygenase sowohl hinsicht- 
lich der carboxylatoreichen Umgebung des Eisenzentrums als 
auch die Nachbarschaft einer Bindungsstelle fur das Substrat 
moglichst genau nachzuahmen. Dazu entwarfen wir ein Ethy- 
lendiamintetraessigslure(EDTA)-Derivat. in dem zwei Carb- 
oxylatoeinheiten durch zwei Phenylgruppen als Substrate fur 
die Oxidation ersetzt wurden. 

Mischen des Liganden L, N,N'-Bis(3,4,5-trimethoxybenzyl)- 
ethylendiamin-N,N'-diessig~aure[~~ (1 mM), mit vier Aquivalen- 
ten Triethylamin in einer Losung aus Wasser und Acetonitril im 
Verhiiltnis 1 : 1 sowie mit einem Aquivalent Fe(CIO,), . 9H,O 
und zehn Aquivalenten Natriumacetat gab den p-Acetato-p- 
oxodieisen-Komplex [Fe,OL,(CH,CO,)] - 1. Seine Charakteri- 
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sierung in Losung stutzt sich auf sein UV/Vis-Spektrum[*], das 
tatsachlich fur p-Acetato-p-oxodieisen-Komplexe typisch ist ['I. 
Sein ESI-MS-Spektrum["I zeigt einen Negativ-Ionen-Peak mit 
m/z 1255.5 (loo%), der dem Quasimolekulion [Fe,OL,- 
(CH,CO,)]- entspricht["I. Die Zuordnung wurde durch das 
Profil der berechneten Isotopenverteilungen bestatigt (Abb. 1). 
Das Fehlen von EPR-Signalen in Losung deutet auf eine antifer- 
romagnetische Kopplung der Eisenionen iiber die Oxobrucke 
hin. Das 'H-NMR-Spektrum (200 MHz, CD,CN/D,O) von 1 
zeigt wenige Signale. Interessant ist das bei 6 = 12.5, das den 
Methylprotonen der Acetatgruppe zugeschrieben wird, da eine 
solche chemische Verschiebung die verbruckende Koordination 
der Acetatgruppe beweist["]. Mit einer Propionatgruppe als 
verbriickender Carboxylateinheit war das Signal der Methylen- 
protonen bei 6 = 11.3, wahrend das der m-Ringprotonen einer 

1255 
1 

m l z  - 
Abb. 1 .  Negativ-Ionen-Elektronenspray-Massenspektrum yon 1. Die berech- 
nete Isotopenverteilung fur C,,H,,O,,Fe ist durch Balken unter den Peaks darge- 
stellt. 

Benzoatbrucke bei 6 = 9.03 lag. Alle Versuche, 1 zu isolieren 
und zu kristallisieren, waren erfolglos. Anhand der diskutierten 
Daten schlagen wir jedoch vor, daIJ es sich um einen zwei- 
kernigen Eiseiikomplex mit einer Acetato- und einer 0x0-  
brucke handelt. Die Koordinationssphare jedes Eisenatoms 
wird durch zwei Sauerstoff- und zwei Stickstoffatome aus den 
Carboxylato- bzw. tertiaren Aminoeinheiten des Liganden ver- 
vollstandigt. 

Wurden zu einer 1 mM Losung des Komplexes 1 entweder 
in waBrigem Acetatpuffer (pH 5.4) oder in Acetonitril/Wasser 
(1 / I )  drei Aquivalente Wasserstoffperoxid zugegeben, wurde die 
Losung durch das Auftreten eines neuen Chromophors mit ei- 
nem Absorptionsmaximum bei 560 nm tief blau (Abb. 2). Die 
neue, als Komplex 2 bezeichnete Spezies konnte nach Sattigen 
der Losung mit NaCl mit CH,Cl, extrahiert werden. Es zeigte 
sich, daB es sich um einen monomeren Eisenkoinplex handelte, 
in dem der Ligand L an einer der Phenylgruppen in Position 2 
hydroxyliert worden war. Die Monohydroxylierung von L wur- 
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Abb. 2. Oben: Abhhgigkeit  der Absorption bei 560 nm van der Zeit fur die Reak- 
tion van 1 (0.75 mM) mit H,O, ( 3  Aquiv.; durchgezogene Lime) sowie mit O2 (Dif- 
fusion in die UV-MeOzelle) und 15 Aquiv. Ascorbat (gestrichelte Linie). Unten: 
UV/Vis-Spektrum nach beendeter Reaktion. 
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de nach Reduktion von 2 mit Dithionit 'H- und 13C-NMR- 
spektroskopisch nachgewiesen. Das Positiv-Ionen-ESI-Massen- 
spektrum von 2 zeigte nur das Signal fur das Quasimolekulion 
[Fe(L') + HI'. Das zugehorige Peakmuster bei m/z 606 (90%) 
ist vollig im Einklang rnit der berechneten Isotopenverteilung. 
Es wurde kein Beweis fur ein Ion gefunden, das einer zweikerni- 
gen Spezies entsprechen wurde. Nach Aufarbeitung und Behan- 
deln der Reaktionsmischung rnit EDTA im UberschuR zum Ent- 
fernen des Metallions wurde der modifizierte Ligand L' durch 
HPLC/ESI-MS als N-(2-Hydroxy-3,4,5-trimethoxybenzyl)-N'- 
(3,4,5-trimethoxybenzyl)ethylendiamin-~,N'-diessigsaure iden- 
tifiziert"']. Die umsatzbezogene Ausbeute der Oxidation lag bei 
etwa 80%. Versuche, das Produkt zu kristallisieren waren we- 
gen seiner sehr guten Loslichkeit in allen untersuchten Losungs- 
mitteln auch hier erfolglos. Der sehr intensive Ubergang bei 
560 nm im sichtbaren Bereich des Absorptionsspektrums von 
2 kann einer Phenolato -+ Eisen-Charge-Transfer-Bande ( E  = 

1500 M-'  cm-') zugeordnet ~ e r d e n " ~ ] .  Das EPR-Spektrum 
von 2 bei 100 K zeigt einen bei g = 4.3 zentrierten Ubergang fur 
ein ein kerniges, hexakoordiniertes High-spin-Eisen(m)-Ion[' 51. 

Es ist bemerkenswert, daR die Intensitlten des EPR-Signals bei 
g = 4.3 und der Absorptionsbande bei 560 nm wlhrend der 
Umwandlung von 1 in 2 in gleichem MaRe zunahmen. Wir 
schlagen daher vor, daR im Komplex 2 das Eisen(uI)-Ion durch 
zwei Stickstoff- und vier Sauerstoffatome, zwei der Carboxyla- 
toeinheiten, eines des Phenolatrestes und eines aus einem Was- 
sermolekul, koordiniert wird'161. 

In Gegenwart von Acetat koordiniert also der Ligand L die 
Eisenionen unter Bildung eines zweikernigen Eisenkomplexes, 
in dem die Eisenionen durch eine 0x0- und eine Acetatogruppe 
doppelt verbruckt sind. Als Substrate fur die Oxidation stellt L 
Phenylgruppen in Nachbarschaft zum Eisenzentrum zur Ver- 
fugung. Wegen der wohlbekannten Labilitat von Acetatobruk- 
ken['7] ist eine Reaktion mit H,O, moglich und fiihrt sogar zur 
aromatischen Hydroxylierung. Am Ende der Reaktion bildet 
sich der Zweikernkomplex nicht erneut. Statt dessen wird ein 
einkerniger Eisenkomplex mit einem Eisen-gebundenen Pheno- 
latrest erhalten. L wird wahrscheinlich deswegen nur mono- 
hydroxyliert, weil der entstehende Phenolatoeisenkomplex 2 
H,O, wegen der stark verminderten Aciditat des Eisenions nicht 
binden und aktivieren kann. 

Wahrend Alkylhydroperoxide, Natriumhypochlorid und m- 
Chlorperbenzoesaure den Komplex 1 unter den fur H,O, ange- 
wendeten Bedingungen nicht oxidieren, findet die Mono- 
hydroxylierung ohne H,O, , aber in Gegenwart von molekula- 
rem Sauerstoff und reduzierendem Ascorbat (Asc.) im Uber- 
schuB statt (Abb. 2). Die kinetischen Verhaltnisse und die Aus- 
beute der Reaktion ahneln denen H,O,-abhdngiger Reaktio- 
nen. Ohne Ascorbat tritt die Reaktion nicht ein. LieR man 1 mit 
Ascorbat unter anaeroben Bedingungen reagieren, war die Lo- 
sung nach einer halben Stunde merklich ausgebleicht. Durch 
Zugabe von 0, wurde dann der bei 560 nm absorbierende Kom- 
plex 2 regeneriert. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dafi 
Ascorbat zur Bildung eines Eisenkomplexes dient, der Disauer- 
stoff binden und aktivieren kann. Es ist unwahrscheinlich, dafi 
die Reaktion von der Bildung von H,O, abhlngt, da sie durch 
die Zugabe von Katalase nicht beeinflufit wird. 

Soweit wir wissen, ist dies der erste Bericht uber eine redukti- 
ve, durch einen zweikernigen Eisenkomplex katalysierte Akti- 
vierung von molekularem Sauerstoff unter ,,aromatischer Hy- 
droxylierung" als Modell fur Methan-Monooxygenase- oder 
Ribonucleotid-Reduktase-abhgngige Reaktionen. Die Hy- 
droxylierung eines Tyrosinrestes einer Mutante der Ribonucleo- 
tid-Reduktase wird hier auch insofern nachgeahmt, als dafi wie 
im Enzyni das hydroxylierte Reaktionsprodukt am Eisenzen- 

trum gebunden istt4]. Es ist anzumerken, daR eine derartige 
Chemie im Fall von Kupferenzymen und ihren Modellverbin- 
dungen gut bekannt ist['*I. 
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Stichworte: Eisenverbindungen * Enzymmodelle - Komplexe mit 
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