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Tris(pyrazolyl)methansulfonate: eine neue
Klasse wasserloslicher Liganden

Wolfgang Klédui,* Michael Berghahn, Gerd Rheinwald
und Heinrich Lang

Trofimenko hat 1966 mit Hydrotris(pyrazolyl)borat einen
neuartigen tripodalen Stickstoffliganden in die Koordina-
tionschemie eingefiihrt. Schon bald haben diese Anionen als
Stickstoffchelatliganden weitreichende Anwendungen in der
Koordinationschemie gefunden. Heute bilden die substituier-
ten Hydrotris(pyrazolyl)borate (im Folgenden mit Tp ab-
gekiirzt) die am hiufigsten verwendete Klasse von Nj-
Tripodliganden.ll Die Méglichkeit, den sterischen Anspruch
der Liganden durch sperrige Substituenten in 3-Position des
Pyrazolrings zu vergroBern, ist ein wichtiger Aspekt in der
Chemie der Tp-Liganden.?l Solche sterisch anspruchsvolle
Tp-Liganden spielen eine wichtige Rolle bei der Synthese
verschiedener Enzymmodelle.”! So erhielt Vahrenkamp mit
dem Liganden Tp©®*™Me[ einen Zink-Hydroxid-Komplex, der
z.B. aktivierte Ester, Amide und nichtaktivierte Phosphor-
sdureester hydrolysiert und somit als stochiometrisches Mo-
dell fiir Esterasen, Peptidasen und Phosphatasen gilt.[!
Allerdings ist es auf Grund der Unloslichkeit dieses Kom-
plexes in Wasser weder moglich, einen pK-Wert fiir ein Zink-
gebundenes H,O-Molekiil in wéssriger Losung zu bestimmen,
noch kann Wasser wihrend einer Hydrolysereaktion zugege-
ben werden, um den Tp®™Me-Zn-OH-Komplex zu regenerie-
ren. Die Hydrolyse lduft daher nur stéchiometrisch und nicht
katalytisch ab.l! Ein weiteres Problem der Hydrotris(pyrazo-
lyl)borat-Liganden ist ihre hydrolyseempfindliche B-N-Bin-
dung. Die Hydrolyse dieser Bindung kann auch durch
Methylsubstituenten in 5-Position der Pyrazolringe nicht
vollstindig unterbunden werden.!”)

Besonders im Bereich der Enzymmodelle ist es aber von
grofBem Interesse, Komplexe zu erhalten, die unter physiolo-
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gischen Bedingungen 16slich und stabil sind. Die Einfiihrung
von wasserloslich machenden funktionellen Gruppen in
Hydrotris(pyrazolyl)borate ist bis heute ein ungeldstes Pro-
blem. Ausgehend von dieser Aufgabenstellung haben wir
nach einem wasserloslichen und hydrolysestabilen Liganden
gesucht, der als eine Alternative zu den Hydrotris(pyrazo-
lyl)boraten eingesetzt werden kann.

Ein geeignetes Ligandensystem sollte neben einer mog-
lichst @hnlichen Anordnung der Donorzentren wie in den
Hydrotris(pyrazolyl)borat-Liganden die Moglichkeit bieten,
leicht hydrophile Gruppen einzufiigen. Wir haben jetzt
gefunden, dass die isosteren und isoelektronischen Tris(pyra-
zolyl)methan-Liganden geeignete Ausgangsverbindungen
sind. In dieser Ligandenklasse, die erstmals von Hiickel
erwdhnt und von Julia vereinfacht zuginglich gemacht
wurden, sind die B-N-Bindungen durch C-N-Bindungen
ersetzt.> ) Das Methin-Proton des Tris(pyrazolyl)methans
ist so acide, dass es sich durch Butyllithium abstrahieren lésst.
Man erhilt so eine reaktive Zwischenstufe, die sich mit
Elektrophilen umsetzen lésst.!'"]

Da unsere Zielsetzung die Einfiihrung einer hydrophilen
Gruppe war, setzten wir lithiiertes Tris(pyrazolyl)methan mit
Schwefeltrioxid-Trimethylamin-Komplex um und erhielten so
nach Gleichung (1) das Lithiumsalz der Tris(pyrazolyl)me-
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thansulfonsédure 1a (LiTpms). Durch eine Metathesereaktion
mit Kaliumcarbonat enthélt man das entsprechende Kalium-
salz 1b (KTpms).

Die Verbindung 1b ist im Unterschied zu Tris(pyrazolyl)-
methan nur in Wasser gut und in Methanol nur noch méaBig
loslich. Im Unterschied zu Tris(pyrazolyl)methan"!! und
besonders zum Hydrotris(pyrazolyl)borat-Liganden ist der
hier beschriebene Ligand Tpms 1 iiber einen weiten pH-
Bereich in wissriger Losung stabil. Selbst bei pH 0 findet man
erst nach mehreren Wochen geringe Mengen von freiem
Pyrazol als Hydrolyseprodukt, bei pH 13 ist auch nach
Wochen keine Zersetzung zu beobachten.

Im Hinblick auf die Verwendung der Tris(pyrazolyl)me-
thansulfonate als neue Ligandenklasse fiir Enzymmodelle
synthetisierten wir ausgehend von Tris(3-tert-butylpyrazolyl)-
methan analog zur Synthese von 1 den sterisch anspruchsvol-
len Liganden Tris(3-tert-butylpyrazolyl)methansulfonat 2a
(LiTpmsBu121),

Durch Metathesereaktion von 2a mit Thalliumnitrat in
Methanol/Wasser erhilt man das entsprechende Thalliumsalz
2b (TITpms™®¥). Dieses ist auf Grund der leichten Abtrenn-
barkeit von Thalliumsalzen eine sehr gute Ausgangsverbin-
dung fiir Komplexe. Die Molekiilstruktur von 2b wurde durch
Rontgenbeugung ermittelt (Abbildung 1).%! TITpms™® ist in
protischen Losungsmitteln stabil, die Verbindung zersetzt sich
erst in Gegenwart von Mineralsduren unter Bildung von
Pyrazol.
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Abbildung 1. Struktur von 2b im Kristall. Ausgewihlte Abstinde [A] und
Winkel [°]: TI1-O1 2.708(3), TI1-Tlla 4.1537(3), S1-O3 1.434(3), S1-O2
1.456(3), S1-O1 1.465(3), S1-C1 1.891(4), O1-Tl1a 2.748(3), N1-N2 1.371(4),
N1-C1 1.448(5), N3-N4 1.374(5), N3-Cl 1.451(5), N5-N6 1.374(5), N5-C1
1.452(5); O1-TI1-Ola 80.86(10), O1-TI1-Tlla 40.79(6), Ola-TI1-Tlla
40.07(6), 02-S1-O1 111.72(18), O1-81-C1 102.71(17), S1-O1-TIl
100.26(15), S1-O1-Tlla 135.99(17), TI1-O1-Tlla 99.14(10), N1-CI-N3
109.6(3), N1-C1-N5 109.5(3), N3-C1-N5 108.6(3), N1-C1-S1 110.5(2), N3-
C1-S1 110.4(3), N5-C1-S1 108.2(3).

Erste Versuche belegen, dass der Ligand Tpms™®® 2 mit
Ubergangsmetallen tetraedrische Komplexe bildet, die nach
den spektroskopischen Daten C;-Symmetrie aufweisen.['"¥
Der Ligand 1 bildet mit zweiwertigen Metallionen schwer-
16sliche Niederschldge der Zusammensetzung M(Tpms),. Er
verhilt sich in dieser Hinsicht wie der unsubstituierte Tp-
Ligand. Die Loslichkeit von Tpms in protischen Losungs-
mitteln erlaubt aber z.B. die Synthese von [(Tpms)Cu(CO)],
einem in Methanol l6slichen, thermisch stabilen, aber oxida-
tionsempfindlichen Kupfer(i)-carbonylkomplex. Offensicht-
lich fungieren Tpms 1 und Tpms™" 2 als tripodale Stickstoff-
Donorliganden.

Vorversuche haben gezeigt, dass es moglich ist, alternativ
zur Sulfonatgruppe andere hydrophile Gruppen einzufiihren.
Die Reaktion von Lithium-tris(pyrazolyl)methanid z.B. mit
CO, oder Ethylenoxid fiihrt zu der entsprechenden wasser-
loslichen Carbonsdure oder zum Alkohol. Auf diese Weise
ergeben sich eine Vielzahl von weiteren Derivatisierungs-
moglichkeiten, die zu stabilen, wahrscheinlich noch besser
wasserloslichen Enzymmodell-Liganden fiithren.

Experimentelles

1a, b: Zu einer Losung von 1.3 g (6.1 mmol) Tris(pyrazolyl)methan!! in
25 mL absolutem THF wurden bei —60°C 4.7 mL 1.6M n-Butyllithium-
Losung zugetropft. Die Losung wurde sofort gelb und triibe. Nach 1h
wurde bei einer Temperatur von —50°C 1.0 g (7.5 mmol) Schwefeltrioxid-
Trimethylamin-Komplex zugegeben. Unter stdndigem Riihren lie man die
braune Suspension innerhalb von 90 min auf 0 °C erwdrmen. Nach weiteren
3h wurde das Losungsmittel abkondensiert. Zur Entfernung von iiber-
schiissigem Tris(pyrazolyl)methan wurde der Feststoff in Chloroform
aufgenommen und nach 1 h Rithren durch Membranfilter filtriert. Durch
Kristallisation des Rohproduktes aus heiBem Methanol erhielt man
farblose Kristalle von LiTpms 1a (0.88 g, 48 % ). Elementaranalyse (%):
ber. fiir C,,HyLiNO;S: C 40.0, H 3.0, N 28.0; gef.: C 40.0, H 3.1, N 28.2.

Alternativ erhielt man KTpms aus dem Rohprodukt durch Metathese mit
Kaliumcarbonat in Methanol/Wasser. Entfernen des Losungsmittelgemi-
sches und Kristallisation des Riickstandes aus heilem Methanol liefert
farblose Kristalle von Kaliumtris(pyrazolyl)methansulfonat 1b (0.72 g,
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37%). '"H-NMR (200 MHz, D,0, 300 K): 6 = 6.5 (dd, */(H,H) = 2.8, 1.8 Hz,
1H; 4-H), 7.6 (dd, J(H,H) = 2.8, “/(H,H) = 0.6 Hz 1 H; 3 oder 5-H), 7.7 (dd,
3J(HH)=18, “(HH)=06Hz, 1H; 3 oder 5-H); C{'H}-NMR
(500 MHz, D,0, 300 K): 6=96.4, 108.4, 132.9, 142.7; Elementaranalyse
(%): ber. fiir C,yHyKN;O,S: C36.1, H2.7,N 25.3; gef.: C36.1, H 2.3, N 25.0.

/Bu

2a,b: Die Synthese von LiTpms™®* aus Tris(3-tert-butylpyrazolyl)methan!']
erfolgt in Analogie zur Synthese von LiTpms. Das Thalliumsalz 2b erhielt
man durch Umsetzen von 023 g (0.48 mmol) LiTpms®' mit 0.25g
(0.95 mmol) TINOj; in 30 mL Methanol/Wasser (1/1). 2b fillt analysenrein
als weies Pulver aus (0.25g, 75%). Verdunstungskristallisation aus
Methanol lieferte fiir die Kristallstrukturanalyse geeignete Einkristalle.
'H-NMR (200 MHz, CDCl;, 300 K): 6 =7.5 (d, 3/(H,H) =2.7 Hz, 1 H, 5-H),
6.3 (d, 3J(H,H)=2.7 Hz, 1H, 4-H), 1.3 (s, 9H, CH;); *C-NMR (500 MHz,
CDCl;, 300 K) 6=31.1, 32.9, 96.8, 105.0, 134.0, 165.0; Elementaranalyse
(%): ber. fiir C,,H33N4O5STI: C 39.7, H 5.0, N 12.6; gef.: C 39.7, H 49, N
12.7.
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Spektroskopischer Nachweis eines
4-Methylidenimidazol-5-ons sowohl in Histidin-
als auch in Phenylalanin-Ammoniak-Lyasen**

Dagmar Roéther, Dietrich Merkel und Janos Rétey*

Histidin-Ammoniak-Lyase (HAL, Histidase, EC 4.3.1.3)
und Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL, EC 4.3.1.5) kata-
lysieren die nichtoxidative Desaminierung ihrer jeweiligen
Aminosduresubstrate zu trans-Urocaninsdure bzw. zu trans-
Zimtsdure.'l HAL leitet den Abbau von Histidin sowohl in
Bakterien als auch in Tieren ein. 3 Thr Defekt im Menschen
ist die Ursache der Krankheit Histidindmie.! PAL ist ein
wichtiges Pflanzenenzym, welches an der Abzweigung des
Primér- und Sekundidrmetabolismus agiert. Ihr Produkt, die
trans-Zimtsdure, ist Vorstufe von Ligninen, Flavonoiden und
Cumarinen. Die beiden Enzyme weisen eine hochgradige
Homologie in ihrer Aminosiduresequenz auf und es wurde
postuliert, dass sie ein prosthetisches Dehydroalanin in ihrer
aktiven Stelle enthalten.>”! Uberexpression der Enzyme in
E. coli verbunden mit Mutageneseexperimenten ergaben,
dass die prosthetische Gruppe autokatalytisch aus Serin 143

im Falle von HAL und Serin 202 im

}_'N s P Falle von PAL gebildet wird.*19 Kiirz-
/g——N/\{‘ lich haben Schwede et al. die rdumliche

N Struktur von HAL durch Rontgen-Kris-

© tallographie gelost.'! Die Struktur zeig-

CH, te, dass die prosthetische Gruppe nicht
Dehydroalanin, sondern 4-Methyliden-

1 imidazol-5-on (MIO) 1 ist. Diese neu-
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artige elektrophile Gruppe wird durch autokatalytische
Cyclisierung eines internen Tripeptids (Ala-Ser-Gly) des
Vorstufenproteins gebildet, ein Prozess, der zwei aufeinander
folgende Wassereliminierungen einschlie8t. Um einen spek-
troskopischen Nachweis des MIO-Chromophors zu erhalten,
untersuchten wir die UV-Spektren von Wildtyp-HAL und
diejenigen der Mutante S143A, die keine MIO-Gruppe bildet.
Abbildung 1a zeigt das UV-Differenzspektrum der HAL-
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Abbildung 1. a) UV-Differenzspektrum der HAL-Mutante S143A und
von Wildtyp(wt)-HAL; b) UV-Differenzspektrum der PAL-Mutante
S202A und von Wildtyp-PAL.

Mutante S143A und von Wildtyp-HAL zwischen 240 und
360 nm, gemessen bei Enzymkonzentrationen von 0.2, 0.4, 0.8
und 1.6 mgmL~% Das UV-Spektrum von Wildtyp-HAL zeigt
ein diskretes Maximum zwischen 305 und 310 nm, dessen
Intensitit mit zunehmender Enzymkonzentration wéchst. Wir
schlagen vor, dass dieses Maximum von der MIO-Gruppe
stammt, die ein kreuzkonjugiertes Doppelbindungssystem
aufweist. Die Mutante weist kein konjugiertes System auf und
folglich zeigt sie kein Absorptionsmaximum um 308 nm.

Die Kristallstruktur von PAL ist noch nicht gelost. Um zu
entscheiden, ob PAL ebenfalls eine MIO-Gruppe an der
aktiven Stelle enthélt, untersuchten wir das Wildtyp-Enzym
und die Mutante S202A UV-spektroskopisch. Abbildung 1b
zeigt das UV-Differenzspektrum der Mutante S202A und von
Wildtyp-PAL bei Enzymkonzentrationen von 0.2, 0.4, 0.8 und
1.6 mg mL~% Wie schon in dem mit HAL durchgefiihrten
Experiment, ist auch hier ein Maximum zu beobachten,
dessen Intensitit mit zunehmender Enzymkonzentration
wichst. Dieses Maximum tritt zwischen 305 und 310 nm auf.
Ein Vergleich der Abbildungen 1a und 1b zeigt, dass die UV-
Differenzspektren von HAL und PAL sehr dhnlich sind,
jedoch PAL bei gleicher Proteinkonzentration eine etwas
niedrigere Absorption zeigt, was zum Teil an dem hoheren
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