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3: CH300 (M,=490.55); Schmp. 162°C; [a]d =+69° (¢=0.11 in
MeOH); DCI-MS (200 eV): m/z: 508 ([M+NH,(]*, 100%); HR-EI-MS
(70 eV): 490.2202, gef. wie ber. fiir C;oH3,0,; IR (KBr): 7,,,, = 3428, 2926,
1734, 1719, 1702, 1658, 1637, 1381, 1250, 1090, 1033cm~!; UV (MeOH): A,
(£)=202 nm (11514); 'H-NMR (500 MHz, [D]Pyridin): 6 =1.07 (s, 3H,
24-H,), 114 (d,J = 6.9 Hz, 3H, 23-H,), 1.19 (d,J = 6.5 Hz, 3H, 26-H,), 1.55
(dm,, J=15.5 Hz, 1H, 22-H,), 1.65 (m, 1H, 22-H,), 1.72 (m, 1 H, 21-H,),
1.79 (ddd, J = 12.0, 12.0, 12.0 Hz, 1 H, 9-H,), 1.92 (m,, 1H, 21-H,), 2.05 (s,
3H, 28-H,), 2.1 (ddd, J=11.5, 11.5, 6.6 Hz, 1H, 8-H), 2.21 (m, 1 H, 10-H),
2.26 (dq,J=6.9,3.5 Hz, 1 H, 4-H), 2.36 (ddq, J =10.0, 10.0, 6.5 Hz, 1 H, 15-
H), 2.55 (m, 2H, 18-H, 17-H), 2.79 (ddd, J=11.5, 6.5, 6.5 Hz, 1 H, 9-H,),
3.11 (dddd, J~ 10, 10, 2, 2 Hz, 1H, 13-H), 322 (dd, J=11.5, 10.5 Hz, 1H,
19-H), 3.95 (s br., 1H, 20-H), 4.17 (dd, J=10.0, 5.9 Hz, 1H, 16-H), 4.42
(ddd, J=3.5, 3.5, 3.5 Hz, 1H, 3-H), 5.00 (dd, J = 10.0, 10.0 Hz, 1 H, 14-H),
726 (dd, J=2.5,2.5 Hz, 1H, 12-H); 3C-NMR: siche Tabelle 2.

Daten von 4-6: siche Hintergrundinformationen.
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Kristallstrukturanalyse von Hexacyclinsdure 3: Stoe-Siemens-Huber-

Vierkreisdiffractometer mit Bruker-CCD-Flachendetektor, graphit-

monochromatisierte Moy,-Strahlung (A= 0.71073 A), ¢- und w-Scans;

empirische Absorptionskorrektur mit SADABS, Strukturlésung mit

Direkten Methoden, Verfeinerung gegen F? mit SHELXL-97 durch

Volle-Matrix-kleinste-Quadrate-Methoden, Wasserstoff wurde auf

berechneten Positionen mit fixierten isotropen Auslenkungspapra-

metern nach dem Reitermodell verfeinert, C,;H;,0,, 0.5 x 0.4 x

0.1 mm, orthorhombisch, Raumgruppe P2,2,2,, a=12.371(3), b=

13.559(3), ¢=30.004(6) A, a ==y =90°, V=5032.8(17) A3, Z=8,

Prer.=1.319 gem™3; u=0.100mm~"; 26,,,=41.84; 133(2) K; 50542

gemessene Reflexe davon 6207 unabhingig, 5322 bei der Verfeine-

rung beriicksichtigte Reflexe, 674 Parameter verfeinert, R1=0.0390,
wR2=0.0751, min./max. Restelektonendichte 1.69/—1.79 e A3, Die
kristallographischen Daten (ohne Strukturfaktoren) der in dieser

Veroffentlichung beschriebenen Struktur wurden als ,,supplementary
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Allosterische Regulation der Aktivitiit einer
kiinstlichen Phosphodiesterase durch
Metallionen**

Igor O. Fritsky, Reina Ott und Roland Krimer*

In der enzymatischen Katalyse versteht man unter alloste-
rischer Regulation die Kontrolle der Enzymaktivitdt durch
nichtkovalent gebundene Effektoren (Molekiile oder Ionen),
die die Konformation des aktiven Zentrums dndern, indem sie
an das Enzym - nicht aber an das aktive Zentrum selbst —
binden. Im aktiven Zentrum der Alkalischen Phosphatase aus
E. coli wird das Phosphatmonoester-Substrat an einer Di-
zink(11)-Einheit hydrolysiert, wiahrend ein die aktive Kon-
formation stabilisierendes (,,strukturelles*) Mg?**-Ion, das
etwa 6 A von den Zink-Ionen entfernt ist, als starker
allosterischer Aktivator wirkt.l! Der Ersatz des Mg?*-Ions
durch andere zweiwertige Metallionen fithrt zur Anderung
oder gar Inhibierung der katalytischen Aktivitédt natiirlicher
Alkalischer Phosphatasen?! oder ihrer Mutanten.?!

In der supramolekularen Wirt-Gast-Chemie wurde die
allosterische Modulation von Rezeptoreigenschaften durch
Metallionen oder organische Molekiile eingehend unter-
sucht, Hinweise auf die allosterische Regulation syntheti-
scher molekularer Katalysatoren sind jedoch duBerst selten.
Auf der Basis kinetischer Daten wurde Allosterie fiir die
Cyclodextrin-katalysierte Ester- und Alkylnitrit-Hydrolyse,
die durch Zusatz bestimmter organischer Molekiile beschleu-
nigt wird, vorgeschlagen.P!

Hier beschreiben wir die allosterische Regulation eines
synthetischen Metallkatalysators fiir die Phosphodiester-
Spaltung. In diesem System
treten zwei funktionelle Me-
tallionen (als M; bezeichnet)
direkt mit dem Substrat in
Wechselwirkung, wéhrend
die Reaktivitdt durch ein
drittes, strukturelles Metall
(M;) moduliert wird.

Der neue Polypyridyl-Li-
gand L mit einer vierzihni-
gen und zwei zweizdhnigen
Chelateinheiten wurde ausgehend von 4-(2-Pyridyl)-pyrimi-
din in zwei Stufen hergestellt (Schema 1).1 Die C-C-Kupp-
lung mit 2-Brom-6-lithiopyridin lieferte 4-(6-Brom-2-pyri-
dyl)-6-(2-pyridyl)pyrimidin. Nach einer Methode zur Her-
stellung von Makrocyclen aus Brompyridinen und Cyanacet-
amid!”! wurde L im nichsten Schritt als dunkelroter, kristal-
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Schema 1. Synthese von L.

liner Feststoff erhalten. Einer Kristallstrukturanalysel®! zu-
folge liegt L in einer vollstdndig konjugierten Form vor, wobei
ein Proton an einem Pyridin-N-Atom lokalisiert ist.

Durch Reaktion von L mit M?**-Salzen wurden die 1:1-
Komplexe [(L-H)Cu]NO;, [(L-H)Ni]NO; und [(L-H)Pd]-
ClO, als violette, mikrokristalline Feststoffe erhalten und
anhand der [(L-H)M]*-Peaks im MALDI-Massenspektrum
sowie der C,H,N-Analysen identifiziert (L —H (,,L minus H*)
steht fiir die deprotonierte Form des Liganden). Das EPR-
Spektrum von [(L-H)Cu]* in einem CHCly/Methanol-Glas
bei 77 K deutet auf eine
planare N,-Koordination
des Kupfers (g,=2.207,
A =196 G) hin. Das 'H-
NMR-Spektrum des qua-
dratisch-planaren  Pd-
Komplexes zeigt C,-Sym-
metrie an. Im 'H-NMR-
Spektrum von [(L-H)-
Ni]* werden in [Dg]-
DMSO paramagnetische
Verschiebungen (Ad=
6-90) relativ zu den Signallagen des freien Liganden sowie
eine starke Linienverbreiterung fiir fiinf Signale (koordinier-
tes Pyridin und Pyrimidin) beobachtet, wihrend vier Signale
(unkoordiniertes Pyridin) um Ad < 2 verschoben sind. Offen-
bar ist in Losung oktaedrisches Nickel (1) mit axialer Solvens-
Koordination gegeniiber einer diamagnetischen, quadratisch-
planaren Struktur bevorzugt.

Die hohe Stabilitédt der einkernigen Komplexe in Losung
wurde durch Photometrie nachgewiesen: Gute Chelatbildner
wie Ethylendiamin und EDTA (bei pH 8) konnen selbst in
20fachem  Uberschuss
die Metallionen nicht
aus den Komplexen ex-
trahieren. Die Bildung
dreikerniger Komplexe
[(L-H)M,Cu,]’* wurde
durch  photometrische
Titration von [(L-H)-
N M]* mit Kupfer(i)-ni-
trat-Losung untersucht.
Die Titrationen wurden

HL-H)Ms]* Ms = Cu', Ni', Pd"

__|5+
Z N,Cu (/DU\N R

[(L-H)McCuzl*
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unter den gleichen Bedingungen wie fiir die kinetischen
Experimente (siche unten) durchgefiihrt, allerdings wurde
2-(Hydroxypropyl)-p-nitrophenylphosphat (HPNP) durch
das stabilere Dimethylphosphat ersetzt. Die Koordination
von Cu" an die zweizihnigen Einheiten von L kann durch
Abnahme der Absorption bei 500 nm und Zunahme der
Absorption bei 635 nm (Abbildung 1) verfolgt werden, wobei
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Abbildung 1. Zunahme der Absorption bei 635 nm bei der photometri-
schen Titration von [(L-H)M]* (10~*M) mit Kupfer(in)-nitrat-Losung.
Wasser/DMSO 3:1, pH 7.0, 5 x 10~*M Natriumdimethylphosphat, Puffer
5 mMm 3-(N-morpholinyl)propansulfonsidure (MOPS), T=20°C.

scharfe isosbestische Punkte auftreten. Die Farbe der Losun-
gen wechselt von Violett nach Dunkelblau fiir My = Cu und Ni
sowie Blauviolett fiir M, = Pd. Im letztgenannten Komplex ist
die bathochrome Verschiebung von A, und damit auch der
Anstieg der Absorption bei 635 nm (Abbildung 1) weniger
stark ausgeprégt.

Aus den Intensitidten (e=6000-9000Mm~'cm™) schlieBen
wir, dass die optischen Banden der Komplexe ligandenzen-
trierte ;w-r*-Ubergiinge sind, wihrend Metall-d-d-Banden nur
einen geringfligigen Anteil an der Bandenintensitdt haben.
Die relativ schwache Komplexierung von Cu durch die
zweizdhnigen Bindungsstellen von L geht daraus hervor, dass
fiir die quantitative Bildung von [(L-H)M,Cu,]** ein Cu-
Uberschuss (ca. 4 Aquivalente) notwendig ist. Unter den
Bedingungen der Elektrospray-Massenspektrometrie disso-
ziieren in solchen Losungen die labil koordinierten Cu-Ionen
ab, und es werden intensive [ (L - H)M,]* Signale gefunden. In
wissrigen Losungen, die [(L—H)Cu]NO; und 10 Aquivalente
Kupfer(i)-acetat enthalten, werden jedoch auch intensitits-
schwache Peaks der mehrkernigen Spezies [(L-H)-
Cu,(CH;CO,) J** und [(L-H)Cu;3(CH;CO,);]** beobachtet.

Durch Reaktion von [(L-H)Cu]NO, mit zwei Aquivalen-
ten Kupfer(i)-perchlorat und KH,PO, wurde ein dunkel-
blauer, mikrokristalliner Komplex erhalten, dessen Elemen-
taranalyse fiir die Zusammensetzung [(L-H)Cus;(PO,)]-
(ClO,), spricht.

Die Moglichkeit eines Austauschs der vierzdhnig koordi-
nierten Ni- und Pd-Ionen in [(L-H)NiCu,]’* und [(L-H)-
PdCu,]’* durch Cu haben wir experimentell untersucht.
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Losungen, die [(L-H)M,]* (M,=Ni, Pd) und 4 Aquivalente
Cu" (Bedingungen siehe Legende zu Abbildung 1) enthielten,
wurden bei 20°C 15 Minuten aufbewahrt und dann durch
MALDI-Massenspektrometrie untersucht. Da wir intensive
Signale fiir [(L-H)Ni]* und [(L-H)Pd]*, aber nur Spuren
(<1%) von [(L-H)Cu]* fanden, ist fiir kurze Reaktions-
zeiten der Metallaustausch vernachléssigbar. In Kontroll-
experimenten mit frisch hergestellten Mischungen aus Lo-
sungen von [(L-H)M]" (M=Ni, Pd) + 4Cu und [(L-H)-
Cu]* + 4 Cuwurden die Signale von [ (L-H)M,]* und [ (L-H)-
Cu]*t im erwarteten Verhiltnis gefunden.
Reaktivitdtsstudien wurden mit dem RNA-Analogon
HPNP durchgefiihrt, das zur Untersuchung der Phospho-
esterase-Aktivitdt von Metallkomplexen breite Verwendung
findet. Die intramolekulare Cyclisierung dieses Phosphodie-
sters (Schema 2) kann leicht photometrisch iiber die Zunah-
me der Absorption des freigesetzten Nitrophenolats bei

HPNP

_O\ 0

' + 0 N—< >— B *
//P\ j\ 2 (o] + H
(o] O

Schema 2. Intramolekulare Spaltung des Phosphodiesters 2-(Hydroxypro-
pyl)-p-nitrophenylphosphat (HPNP).

400 nm verfolgt werden. Die kinetische Analyse wurde in
einem gepufferten Wasser-DMSO-Gemisch (3:1) durchge-
fithrt (pH 7.0, Komplex 10~*m, HPNP 5 x 10~*m). Die Spal-
tungsaktivitdt der einkernigen Komplexe ist sehr gering
(kgps <2 x107%s7"), da der Palladium-Komplex koordinativ
gesittigt ist und die Wechselwirkung des Substrats mit den
axialen Koordinationsstellen des Ni- und eventuell des Cu-
Komplexes nur eine schwache Aktivierung bewirkt.

Die Spaltungsgeschwindigkeit erhoht sich drastisch, wenn
Cu?* zu den [(L-H)M,]*-Losungen gegeben wird (Abbil-
dung 2). Im Einklang®” mit der photometrischen Titration
(Abbildung 1) sind mehr als 2 Aquivalente Cu zur quantita-
tiven Bildung von [(L-H)M,Cu,]’* und zum Erreichen der
maximalen Aktivitit notig. Fiir das Zusammenwirken von
zwei Metallionen bei der Phosphatester-Spaltung in Phos-
phoesterase-Modellkomplexen gibt es bereits viele Beispie-
le.l'’l Die Reaktivitit unseres Systems mit zwei funktionellen
Cu-Ionen gegeniiber HPNP ist mit der anderer kiinstlicher
Dikupfer(i)-Phosphoesterasen vergleichbar.!!!

Die Kinetik in situ hergestellter [(L-H)Cus]**-Losungen
haben wir nidher untersucht. Das pH-Geschwindigkeitsprofil
hat bei pH 7 ein Maximum, die Reaktion héngt in erster
Ordnung von der Komplexkonzentration (Bereich 0.5-3 x
10~*m) und Substratkonzentration (Bereich 10~4-10-3Mm) ab.
Bei 2.5 mm HPNP-Konzentration und 10~*m Komplexkon-
zentration werden mindestens zwei Umsédtze ohne Aktivi-
titsverlust beobachtet. Der Zusatz von einem Aquivalent
PO~ pro Komplex bewirkt die vollstindige Hemmung der
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Abbildung 2. k,,, fir die Spaltung von HPNP (5x107*M) durch
[(L-H)M,]* (10~*m) bei verschiedenen Kupfer(i1)-nitrat-Konzentrationen,
abgeleitet aus Anfangsgeschwindigkeiten fiir Reaktionszeiten <15 Minu-
ten. Wasser/DMSO 3:1, pH 7.0, Puffer 5mMm MOPS, T=20°C. Durch-
schnittswerte von drei Messungen, die mit einer Maximalabweichung von
15% reproduzierbar waren.

HPNP-Spaltung, wihrend fiinf Aquivalente NaClO, oder
NaNO; keinen Effekt auf k., haben.

Die Reaktivitit der Komplexe [(L-H)M,Cu,]** gegeniiber
HPNP hingt stark vom strukturellen Metall M; ab; [(L-H)-
NiCu,J** ist dreimal und [(L—-H)Cu;]>* sogar zehnmal reak-
tiver als [(L-H)PdCu,]**. Nach unserer Ansicht ist dies auf
unterschiedliche Katalysatorkonformationen und damit — in
Abhingigkeit von der Art des strukturellen Metalls M, — eine
unterschiedliche Praorganisation der funktionellen Cu-Ionen
zuriickzufiihren. Bereits geringfiigige Unterschiede im Ionen-
radius von M; und in dessen Neigung, die N,M,-Koordina-
tionsebene zu verzerren, sollten starke Auswirkungen auf den
M;-M;-Abstand und die Ligandenkonformation haben. Eine
direkte Beteiligung des strukturellen Metalls M; an der Cu-
vermittelten Katalyse, selbst Wasserstoffbriicken zwischen
den Sauerstoffatomen eines Cu-koordinierten Phosphats und
axialem M-H,O, scheinen einem Kugel-Stab-Modell zufolge
sterisch nicht moglich zu sein. Das effiziente Zusammen-
wirken von zwei Metallionen tiber das verbriickende Pyrimi-
din hinweg kann auch experimentell ausgeschlossen werden:
Der Dikupfer(i)-Komplex von 4,6-Di(2-pyridyl)pyrimidin,
[(dppm)Cu,]**, spaltet HPNP nur mit
kops=8x10°s!  (Reaktionsbedin- T4
gungen siehe Legende zu Abbil-
dung 2).

Unser System kann als Prototyp
eines synthetischen allosterischen Ka-
talysators mit einer gut definierten
katalytischen und allosterischen Un-
tereinheit angesehen werden, auch
wenn nicht der typische Fall der En-
zymregulation nachgeahmt wird, bei
dem ein Metallion reversibel als ex-
terner Effektor an die allosterische Bindungsstelle andockt.
Wir sehen aber gewisse Parallelen zur Alkalischen Phospha-
tase, in der der Austausch des strukturellen Mg?*-Ions durch

[(dppm)Cus]**
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andere zweiwertige Metallionen die (durch zwei funktionelle
Zn**-Tonen vermittelte) katalytische Aktivitdt stark beein-
flusst.>3] Ein weiterer bemerkenswerter Aspekt ist die
Moglichkeit zur Feinabstimmung der Prdorganisation zweier
funktioneller Metallionen M; durch einfache Variation des
strukturellen Metalls M,. Dies erlaubt die systematische
Untersuchung der Metall-Metall-Kooperativitét bei verschie-
denen Reaktionen fiir eine Reihe von M-MAbstinden und
relativen Orientierungen der Koordinationspolyeder. Andere
Losungsansétze fiir dieses Problem wurden beschrieben, sie
setzen aber die aufwindige Synthese einer Serie ditoper
Liganden mit geeigneten Spacern zwischen den Unterein-
heiten voraus.['”]
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Fiinffach koordinierte Carbidozentren in
Ti-Al-C-Komplexen**

James E. Kickham, Frédéric Guérin, Jeffrey C. Stewart
und Douglas W. Stephan*

Fiinfzig Jahre nach der Entdeckung der katalytischen
Olefinpolymerisation durch Ziegler und Natta sind Poly-
olefinprodukte géingige Chemikalien. IThre Herstellung ist
eine betrichtliche Triebkraft unserer Wirtschaft — eine, die die
Forschung nach wie vor inspiriert. Wéhrend der letzten
zwanzig Jahre wurde viel Forschungsarbeit in die speziell
einstellbaren Single-Site-Katalysatoren investiert.l'"* Bei der
iiberwiegenden Mehrheit der Katalysatorsysteme, und auf
jeden Fall bei den kommerziell genutzten, miissen alumi-
niumbhaltige Aktivatoren verwendet werden. Trotz der Be-
deutung dieser Alkylaluminiumreagentien wurden bislang
nur wenige wohldefinierte Produkte bei stochiometrischen
Umsetzungen von Verbindungen frither Ubergangsmetalle
mit Aluminiumreagentien erhalten. Wihrend Aluminiumrea-
gentien einfach als Alkylierungsmittel fiir Ubergangsmetall-
spezies fungieren konnten, gibt es mehrere Beispiele fiir C-H-
Bindungsaktivierungen, die zu neuartigen Produkten fiihren.
Das gebréuchlichste Reagens dieser Art ist das Tebbe-
Reagens!’® [Cp,Ti(u-CH,)(u-Cl)AlMe,], das durch Umset-
zung von [Cp,TiClL,] und AlMe; erhalten wird.

Roesky et al. beschrieben kiirzlich die Bildung der sehr
interessanten Zr-Al- und Hf-Al-Cluster [ (Cp*MMe)(u-F),Al-
Me,], bzw. [(Cp*M);AlMeg(us-CH,),(s-CH),y(us-CH) .1 1)
Hier losen die attraktiven Wechselwirkungen zwischen den
Aluminiumzentren und den Fluoridliganden die Reaktionen
zwischen [Cp*MF;] und AlMe; aus. Ganz dhnlich beschrieben
wir kiirzlich, dass die Wechselwirkungen von AlMe; mit den
S- und/oder N-Liganden von [CpTi(NPR;)(SR),] zur Bildung
einer Ti-Thiolat-Al-Carbidospezies fiithren.'!l Wir zeigen hier,
dass eine bemerkenswerte dreifache C-H-Aktivierung direkt
bei Umsetzungen der Dialkylkomplexe [CpTi(NPR;)Me,]
mit AlMe; auftritt. Weiterhin bilden die erhaltenen Ti-Al-
Carbidokomplexe Gleichgewichte mit im Uberschuss vor-
handenem AlMe;, sodass ungewohnlich leichte Umwandlun-
gen der Carbidospezies untereinander mdoglich sind, wobei
Verbindungen mit verzerrt tetraedrischen sowie fiinffach
koordinierten und pseudo-trigonal-bipyramidalen Strukturen
auftreten.

Setzt man 1 in Toluol oder Hexan mit AlMe; (mehr als vier
Aquivalente) um, entsteht in 16 h rotes, kristallines 2 in 75 %
Ausbeute. Das 3'P{!H}-NMR-Spektrum von 2 enthilt ein

[CPTi(NPiPr;Me,] 1
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