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Angucyclinone gefunden. Die Sulfinylgruppe am chinoiden
Grundgeriist induzierte eine zweifache asymmetrische Induk-
tion bei Diels-Alder-Cycloadditionen, womit die kinetische
Racematspaltung von (4)-2 gelang. Diese Reaktionen sowie
Totalsynthesen von Angucyclinonen sind Gegenstand unserer
aktuellen Arbeiten.
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Im Gegensatz hierzu berichtet Sulikowski [4 g] bei einem dhnlichen System iiber

das Ausbleiben der Reaktion mit DBU in Benzol bei 0 °C.
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Magnetisierungsstudien zur strukturellen
Charakterisierung der reduzierten aktiven Form
der Katalase von Thermus thermophilus

Lilian Jacquamet, Isabelle Michaud-Soret,
Noéle Debaecker-Petit, Vladimir V. Barynin,
Jean-Luc Zimmermann und Jean-Marc Latour*

Manganhaltige Katalasen!!*?} kommen in einer Reihe von
Bakterien vor, z. B. in Thermus thermophilus und in Lactobacil-
lus plantarum. Strukturelle’™ und spektroskopische Hinwei-
sel*~®1 Jassen darauf schlieBen, daB in dem Enzym aus 7. ther-
mophilus eine Dimangan-Wirkstelle vorliegt, die in vier Redox-
formen existiert. Mechanistische Untersuchungen zeigten,!™
daB das Dimanganzentrum wihrend der Katalyse zwischen ei-
ner Mn"Mn"- und einer Mn™Mn"-Form hin- und herpendelt.
In vitro lassen sich die gemischtvalenten Formen Mn"Mn™ und
Mn"™Mn' erzeugen. Diese beiden Formen und der Phosphat-
komplex des reduzierten Enzyms liefern charakteristische EPR-
Spektren, die eingehend untersucht wurden.'* ¢ Dabei wurde
insbesondere die Temperaturabhdngigkeit der Spektren heran-
gezogen, um die magnetische Austauschwechselwirkung J
(# = — 2JS,S,) zwischen den beiden Manganionen zu berech-
nen. Da der J-Wert von der Art der Gruppen abhingt, die
die beiden Ionen verbriicken, kénnen aus seiner Bestimmung
Strukturinformationen gewonnen werden. Ein Vergleich dieser
Werte mit denen strukturell charakterisierter Modellverbindun-
gen spricht fiir das Vorliegen einer Bis(u-0x0)-Mn"Mn!'Y- bzw.
einer (u-Hydroxo)-Mn""Mn"-Einheit in den beiden gemischtva-
lenten Zustinden.!®! Fiir die reduzierte Katalase wurden weni-
ger schliissige Ergebnisse erhalten. Khangulov et al. ermittelten
fiir das Phosphatderivat des Enzyms aus T. thermophilus eine
Austauschwechselwirkung J von — 5.6 cm ™ L1 Dieser Wert
liegt zwischen den Werten, die fiir (u-Aqua)-bis(u-carboxy-
lato)-Mn"Mn!-Zentren (- 2.5cm™!<J< —1.5cm ™ HE 9
und fiir (p-Hydroxo)-bis(u-carboxylato)-Mn"Mn"-Zentren
(J~ — 9cm™1)U1% beobachtet wurden. Uber die ligandenfreie
aktive Mn"Mn"-Form gibt es keine Strukturinformationen, da
das EPR-Spektrum fiir Untersuchungen zur Temperaturabhin-
gigkeit nicht ausreichend aufgelost ist.

Um Informationen zur Struktur der ligandenfreien kataly-
tisch aktiven Stelle und des Phosphatkomplexes der Mn"Mn"'-
Katalase aus 7. thermophilus zu erhalten, untersuchten wir die
Feld- und Temperaturabhidngigkeit der Sittigungsmagnetisie-
rung.[!! Diese Technik eignet sich optimal, um die Austausch-
wechselwirkung in zweikernigen Zentren zu untersuchen,!!?
und ermoglichte uns, erste Informationen zur Struktur des akti-
ven reduzierten Zustands zu erhalten. Aus Magnetisierungs-
Struktur-Korrelationen leiten wir eine (u-Aqua)-(u-carboxyla-
to)-Verbriickung in der ligandenfreien Mn"Mn"-Form des
Enzyms ab. Diese Briicken liegen auch im Phosphatderivat vor,
und das Auftreten einer zusitzlichen Phosphatbriicke stimmt
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mit allen magnetischen und biochemischen Beobachtungen am
besten iiberein — eine Tatsache, die wichtige mechanistische Be-
deutung haben kann.

In Abbildung 1 sind die magnetischen Eigenschaften der re-
duzierten Katalase in D,O (Kurve a) und in einem deuterierten
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Abb. 1. Temperaturabhingigkeit des Produkts aus magnetischer Suszeptibilitit
und Temperatur (in cm® K mol ™) fiir die ligandenfreie Katalase (a) und ihr Phos-
phatderivat {(b). Die Daten wurden bei einer Feldstdrke von 5 Tesla erhalten. Die
durchgezogenen Linien sind die theoretischen Kurven fiir die am besten passenden
Parameter (siche Text).

Phosphatpuffer (Kurve b) als Temperaturabhdngigkeit des Pro-
dukts aus molarer Suszeptibilitit und Temperatur wiedergege-
ben. Beide Enzymformen zeigen ein sehr dhnliches Verhalten.
Bei 200 K erreicht 7, T mit etwa 8 cm® K mol ™! einen Wert, der
mit zwei ungepaarten Spins, S = 5/2, in Einklang ist. Das Pro-
dukt y,, 7 nimmt iiber den Bereich von 200 bis 60 K langsam,
danach stirker ab und wird bei 5 K kleiner als 1 cm®Kmol ~*.
Mit dem Hamilton-Operator fiir den Heisenberg-Austausch
(# = — 2JS,S,) wurde versucht, die Daten beider Katalasefor-
men zu beschreiben. Dabei ergaben sich Austauschwechselwir-
kungen J von - 2.4(2) cm~* fir das ligandenfreie Enzym und
von —1.7(2) cm ™! fiir das Phosphatderivat. Diese Werte liegen
dicht beieinander, unterscheiden sich aber dennoch signifikant.
Daten von Modellverbindungen!® °- 131 zeigen, da3 J-Werte um
~ 2cm” ! zu Dimangan(i)-Einheiten gehoren, die eine Wasser-
und zwei Carboxylatbriicken aufweisen. Dabei ist jedoch zu
beachten, daf sich die Zahl der Carboxylatgruppen wahrschein-
lich nicht sehr stark auf den J-Wert auswirkt, sofern wenigstens
eine vorhanden ist. Die Magnetisierungsdaten sprechen dem-
nach im Gegensatz zu den EPR-Ergebnissen zweifelsfrei fiir eine
Aquabriicke in den reduzierten Enzymzustinden.

Sichere Schliisse iiber die Art der Phosphatbindung kénnen
wegen der niedrigen Absolutwerte der Austauschwechselwir-
kung kaum gezogen werden. Allerdings ist die Abnahme von |J]
in Gegenwart von Phosphat mit der Bildung einer Phosphat-
briicke in Einklang. Aus der Eisenchemie sind mehrere Beispiele
dafiir bekannt,** da die Einfiihrung einer Phosphatbriicke —
zusdtzlich zu oder anstelle von einer Carboxylatgruppe — zu
einer Abnahme der Austauschwechselwirkung fiihrt. Ein in die-
ser Hinsicht lehrreiches Beispiel ist das Dieisenenzym Uterofer-
rin (purpurfarbene Saure Phosphatase).'*®! Auch unsere Beob-
achtung, daf} die Bindung von Phosphat das reduzierte Zentrum
vor der Oxidation durch Luftsauerstoff oder Wasserstoffper-
oxid schiitzt, ist ein Hinweis auf das Vorliegen einer Phosphat-
briicke.

Die aus diesen Ergebnissen ableitbaren Strukturvorschlige
sind in Schema 1 gezeigt. Im reduzierten Enzym sind die beiden
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Schema 1. Struktur der ligandenfreien reduzierten Katalase von T thermophilus
(links) und ihres Phosphatderivats (rechts).

Manganionen durch ein Wassermolekiil und eine oder zwei
Carboxylatgruppen verbriickt, wobei das Vorliegen von einer
oder zwei Carboxylatbriicken gleich wahrscheinlich ist. Eine
Phosphatgruppe miiBte zwei benachbarte Koordinationsstellen
des Dimanganzentrums besetzen, um eine Briicke zu bilden. Da
diese Stellen fiir eine konzertierte Wechselwirkung von Peroxid
oder Disauerstoff mit dem Dimanganzentrum bendétigt werden,
wiirde die Bildung einer Phosphatbriicke die Inhibitorwirkung
dieser Gruppe auf die Katalasereaktion ebenso erkliren wie die
Stabilisierung des reduzierten Zustands gegeniiber dem Angriff
von molekularem Sauerstoff. Dies 1468t wiederum darauf schlie-
Ben, daB nur eine Carboxylatbriicke vorliegt und die beiden
syn-stindigen Koordinationsstellen des Dimanganzentrums
von leicht austauschbaren Liganden, d. h. Wassermolekiilen, be-
setzt sind.

Experimentelles

Alle Proben wurden UV/Vis- und EPR-spektroskopisch untersucht, um die sehr
kleinen Anteile an Mn"Mn"-, Mn™Mn""- und Mn"Mn"-Formen zu quantifizie-
ren. Als EPR-Standard diente [Cu(edta)]. Der Mangananteil wurde ICP-analytisch
und die Enzymkonzentration wie in Lit. [7] beschrieben bestimmt. Nach dem Einen-
gen in einem deuterierten Puffer auf 130—150 pL wurden die Proben wiederholt
evakuiert und mit Argon begast, um sie von Sauerstoff zu befreien. Anschliefend
wurden 115 uL unter Inertgas (Handschuhbox) in einen Quarzprobenbehalter {iber-
fithrt. Die Proben wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und in das Magneto-
meter eingebracht. Zwei Proben des Phosphatderivats (0.34 und 2.9 mm) wurden
durch Reduktion der oxidierten Katalase mit Hydroxylamin{7] in 10 mM Phosphat-
puffer bei pH 6.8 und anschlieBendes dreimaliges Verdiinnen und Konzentrieren mit
100mM Phosphatpuffer bei pH 6.8 hergestellt. Zwei Proben der ligandenfreien
Form (0.21 und 2.15 mM) wurden aus dem Phosphatderivat durch mehrmaliges
Verdinnen und Konzentrieren mit D,0, gefolgt von mehrstiindigem Inkubieren in
einer Handschuhbox und Einengen erhalten.

Die Untersuchungen zur Magnetisierung (Abb. 1) wurden an beiden Proben mit
einem SQUID-Magnetometer SHE 500 bei sechs verschiedenen Magnetfeldstirken
zwischen 0.5 und 5 Tesla in einem Temperaturbereich von 5 bis 200 K durchgefiihrt.
Die Daten wurden nach der von Day entwickelten Methode{11] analysiert. Bei
diesem Verfahren wird der diamagnetische Beitrag des Proteins durch die ferro-
magnetische Verunreinigung des Quarz-Probenbehilters eliminiert. Wegen der
duBerst geringen Feldabhidngigkeit der Magnetisierung wurde zur theoretischen
Modellierung der Suszeptibilititsdaten die aus dem Heisenberg-Hamilton-Operator
H# = —2J8,8, fir ein Spinpaar mit S = 5/2 erhaltene Gleichung genutzt. Die
Daten wurden fiir das Vorliegen geringer Mengen (0.5% in Probe 1, 5% in Probe 2)
einer stark antiferromagnetisch gekoppelten gemischtvalenten Spezies (S =1/2)
korrigiert. Die g-Werte wurden auf 2.0 festgesetzt.

Eingegangen am 6. November 1996,
verdnderte Fassung am 2. April 1997 [Z29737]

Stichworte: Briickenliganden -
Mangan + Metalloenzyme

Magnetische Eigenschaften -

[1] ). E. Penner-Hahn, Structural Properties of the Manganese Site in the Mangane-
se Catalases, VCH, New York, 1992, S. 29.

[2] a) C. G. Dismukes in Bioinorganic Caralysis (Hrsg.: J. Reedjik), Dekker, Basel,
1993, S. 317-346; b) Chem. Rev. 1996, 96, 2909-2926.

[3] V. V. Barynin, A. A. Vagin, V. R. Melik-Adamyan, A.1. Grebenko, S.V.
Khangulov, A. N. Popov, M. E. Andrianova, B. K. Vainshtein, Sov. Phys.
Dokl. 1986, 31, 457-459.

[4] S. V. Khangulov, M. Sivaraja, V. V. Barynin, C. G. Dismukes, Biochemistry
1993, 32, 49124924,

[5] M. Zheng, S. V. Khangulov, C. G. Dismukes, V. V. Barynin, /norg. Chem.
1994, 33, 382-387.

0044-8249/97/10915-1698 $ 17.50+ .50/0 Angow (Chom 1007 100 Nw 15



ZUSCHRIFTEN

[6] S. V. Khangulov, P.J. Pesseki, V. V. Barynin, D. E. Ash, C. G. Dismukes,
Biochemistry 1995, 34, 2015-2025.

[7] S. V. Khangulov, V. V. Barynin, S. V. Antonyuk-Barynina, Biochim. Biophys.
Acta 1990, 1020, 25-33.

[8] A. Caneschi, F. Ferraro, D. Gatteschi, M. C. Melandri, P. Rey, R. Sessoli,
Angew. Chem. 1989, 101, 1408 -1410; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1989, 28,
1365-1367.

[9] S. B. Yu, S. Lippard, I. Shweky, A. Bino, Inorg. Chem. 1992, 31, 3502—3504.

{10] U. Bossek, K. Wieghardt, Inorg. Chim. Acra 1989, {65, 123-129.

[11] E. P. Day, Methods Enzymol. 1993, 227, 437-463.

[12] Die Austauschwechselwirkung wird bei EPR-Experimenten nach dem Entfal-
ten der temperaturabhidngigen experimentellen Spektren in die der angeregten
S =1-und § = 2-Zustidnde bestimmt, wodurch die Besetzung dieser Zustinde
abgeschétzt und schlieBlich mit der Heisenberg-Gleichung fiir Spinaustausch
modelliert werden kann. Wegen des gréBeren Temperaturbereichs (ca. 200
gegeniiber ca. 40 K) und der Tatsache, daB die Suszeptibilitdt chne zusitzliches
mathematisches Verfahren direkt bestimmt wird, ermdglicht die Untersuchung
der Magnetisierung eine zuverldssigere Bestimmung der magnetischen Aus-
tauschwechselwirkung.

[13] Das Mangan(u1)-Ion ist wegen seiner d°-Konfiguration isotrop und gegeniiber
geometrischen Einfliissen verhdltnismaBig unempfindlich. Es ist daher ziemlich
unwahrscheinlich, daB derartige Faktoren die durch eine Hydroxobriicke ver-
mittelte magnetische Austauschkopplung verringern konnen. In dieser Hin-
sicht ist bemerkenswert, daB J auch in einem (u-Hydroxo)-bis(u-carboxylato)-
Mn"Mn"-Komplex zu — 9 cm ™! bestimmt wurde[14].

[14] U. Bossek, H. Hummel, T. Weyermiiller, K. Wieghardt, S. Russell, L. van der
Wolf, U. Kolb, Angew. Chem. 1996, 108, 1653-1655; Angew. Chem. Int. Ed.
Engl. 1996, 35, 15521554,

[15] W. H. Armstrong, S. J. Lippard, J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 3730-3731.

[16] E. P. Day, S. David, J. Peterson, W. R. Dunham, I. J. Bonvoisin, R. H. Sands,
L. Que, Ir., J. Biol. Chem. 1988, 263, 15561-15567.

Perfluoralkylsubstituierte Arylphosphane
als Liganden fiir die homogene Katalyse
in tiberkritischem Kohlendioxid**
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Kohlendioxid im liberkritischen Zustand (scCO,) ist ein inter-
essantes Reaktionsmedium, das in jiingster Zeit auch fiir An-
wendungen in der homogenen Ubergangsmetallkatalyse er-
schlossen wurde.[*) Einer der wichtigsten Vorteile von scCO,
gegeniiber konventionellen organischen Lésungsmitteln ist die
toxikologische und &kologische Unbedenklichkeit des Reak-
tionsmediums, Weiterhin hat scCO, die Eigenschaft, mit vielen
gasformigen Reaktionspartnern in weiten Grenzen vollstindig
mischbar zu sein, wodurch die bei Gas/Fliissigphasen-Reaktio-
nen nicht selten auftretende Limitierung der Reaktionsge-
schwindigkeit durch Diffusionsprozesse grundsitzlich vermie-
den wird. AuBlerdem werden Selektivitdts- und Aktivitdtssteige-
rungen durch spezielle Solvatationseffekte im iiberkritischen
Medium diskutiert. Ferner kénnen die Losungseigenschaften
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von scCO, durch Druck- und Temperaturdnderung in gewissen
Bereichen variiert werden,’?! so daB selektive Trennprozesse
direkt aus der Reaktionsmischung méoglich werden.

Paradoxerweise sind es gerade diese Losungseigenschaften
von scCO,, die dessen breite Anwendung als Reaktionsmedium
in der homogenen Katalyse bislang verhindert haben: In erster
Niherung dhnelt scCO, als Solvens gesittigten Kohlenwasser-
stoffen, was zu erheblichen Einschrinkungen bei der Katalysa-
torauswahl fiihrt. Vor allem Komplexe mit den in der Kata-
lyse vielfach bewdhrten Arylphosphanliganden (z. B. Ph,P,
Ph,P(CH,),PPh,, 4,5-Bis[(diphenylphosphanyl)methyl]-2,2-di-
methyl-1,3-dioxolan (Diop), 2,2'-Bis(diphenylphosphanyl)-1,1'-
binaphthyl (Binap)) sind in scCO, nur unzureichend 16slich3!
und kénnen nur dann eingesetzt werden, wenn das Substrat als
Co-Solvens fungiert.[!

Um die Loslichkeit von ionischen Katalysatoren mit Alkyl-
phosphanliganden in scCO, zu erhohen, haben Burk und Tu-
mas das lipophile, fluorhaltige Anion [B(3,5-(F;C),CcH;), ]~
(BAr,) eingesetzt.l®! Jessop und Noyori schlagen fiir neutrale
Komplexe mit Arylphosphanen vom Binap-Typ die Zugabe von
Perfluoralkylalkoholen zur Reaktionsmischung vor.3®! Beide
Methoden fiihren zu einer médBigen Erhéhung der Loslichkeit,
haben aber den Nachteil, daf} die Lésungsvermittler nicht direkt
mit dem Reaktionszentrum verbunden sind, so dal3 nur eine
schwache, nicht permanente Wechselwirkung vorliegt. Die Ver-
wendung des BAr-Anions ist ferner auf ionische Verbindungen
beschrankt, und der Zusatz von Additiven erscheint im Hinblick
auf mogliche Anwendungen nicht praktikabel.

Wir haben nun eine generell anwendbare Methode entwik-
kelt, um die Loslichkeit von Arylphosphanen und ihrer Metall-
komplexe in scCO, zu erhéhen, ohne dabei ihre katalytischen
Eigenschaften zu beeintrichtigen. Das Prinzip ist in Schema 1

s¢CO,

Schema 1. Konzept zur Verwendung von Bisarylphosphanen als Liganden in der
homogenen Katalyse in scCO,. Die als gewellte Linien dargestellten Seitenketten in
der Ligandenperipherie machen die unléslichen Stammverbindungen in scCO, 16s-
lich, ohne die elektronischen Eigenschaften und die Struktur des Katalysezentrums
(gestricheltes Oval) zu verdndern.

fiir ein zweizdhniges Chelatfragment verdeutlicht: Direkt am
Arylrest des Phosphans werden Loslichkeitsvermittler fixiert,
die im Vergleich zur unsubstituierten Stammverbindung mog-
lichst geringe elektronische und geometrische Verdnderungen
am Metallzentrum bewirken. Als Ldsungsvermittler haben
wir die langkettigen Perfluoralkylreste R = (CH,),(CF,)F
(v = 6, 8) gewihlt.!¥

Die als Ausgangsverbindungen fiir die Synthese der bislang
unbekannten Arylphosphane bendtigten Arylbromide 2a-d
haben wir durch Cu'-katalysierte Kopplung der aus den Dibro-
miden 1a—c erhaltenen Mono-Grignard-Verbindungen mit den
kommerziell erhéltlichen Iodiden I(CH,),(CF)F (y =6, 8)
hergestellt (Schema 2). Durch Lithiierung von 2a—d und an-
schlieBende Umsetzung mit 1,2-Bis(dichlorphosphanyl)ethan in
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