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Viele RNA-Aptamere, die eine grofe Bandbreite an
Molekiilen erkennen, wurden auf diese Weise isoliert und
genau charakterisiert. Detaillierte Strukturuntersuchungen
an vielen Aptamer/Ligand-Komplexen zeigten, dass die
Bildung des Komplexes in der Regel mit starken Konforma-
tionsé@nderungen einhergeht, wobei die Aptamerstruktur sich
nur in Gegenwart des Liganden durch adaptive Bindung stabil
ausbilden kann.*"") Diese Eigenschaft von Aptameren wurde
bereits fiir die rationale Entwicklung kiinstlicher allosteri-
scher Ribozyme herangezogen. Diese konnen durch nieder-
molekulare Liganden aktiviert oder inhibiert werden, wenn
sie an eine entsprechende spezifische Aptamersequenz bin-
den, die unmittelbar an eine Ribozymsequenz fusioniert
wurde.[>-19]

Wir stellen hier die Ergebnisse einer neuen In-vitro-Selek-
tionsstrategie vor, die auf der allosterischen Inhibierung eines
kovalent an eine randomisierte RNA-Bibliothek fusionierten
Hammerhead-Ribozyms durch das Antibiotikum Doxycyclin
1 bei sehr geringen Konzentrationen basiert. Nach 16 Selek-

Doxycyclin 1

Tetracyclin 2

tionsrunden konnten wir Ribozyme isolieren, die mit bemer-
kenswerter Spezifitdt und mit Inhibierungskonstanten bis zu
20 nm durch 1 inhibiert wurden. Doxycyclin 1 wurde als
»Schaltermolekiil“ gewihlt, weil es ein fiir hohere Eukaryon-
ten nicht toxisches, zellpermeables kleines Molekiil ist. Ein
allosterisches, auf 1 reagierendes Ribozym konnte daher
potentiell fiir die Entwicklung konditionaler Genexpressions-
systeme eingesetzt werden, die auf der Spaltung von mRNAs
durch inserierte Hammerhead-Ribozyme basieren, je nach-
dem, ob 1 in der Zelle vorhanden ist oder nicht.

Das Design der randomisierten Bibliothek ist aus Ab-
bildung 1a abzuleiten. Allosterische Ribozyme wurden in
fritheren Arbeiten durch rationales Design erhalten, indem
man die Aptamer-RNA mit der Helix IT fusionierte.l' ' Wir
wihlten diese Stelle ebenfalls fiir die Positionierung der
randomisierten Sequenz, da sie fiir die Aktivitdt des Ham-
merhead-Ribozyms wichtig ist.'! Um eine Bibliothek mog-
lichst aktiver Ribozyme zu erhalten, wurden deshalb die
ersten zwei Basenpaare der Helix beibehalten. Den Verlauf
der Selektion zeigt Abbildung 1 c. Nach fiinf Selektionscyclen
wurde eine Anreicherung des Pools mit Doxycyclin-inhibier-
ten Ribozymen detektiert. Ein Kontrollexperiment ohne 1
zeigte jedoch, dass der selektierte Pool nur schwach auf den
Liganden reagierte: In Gegenwart von Doxycyclin 1 wurden
14% der RNA im Schritt 4 (Abbildung 1b) eluiert, wihrend
im Negativkontrollexperiment ohne 1 noch 10% eluiert
werden konnten.

Wir vermuteten deshalb, dass sich im Laufe der Selektion
parasitire Ribozyme mit angereichert hatten, die sich in
unterschiedliche Konformationen falten, von denen einige
spaltungsaktiv, andere inaktiv in der Spaltung sind. Wéahrend
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Abbildung 1. Selektion von allosterischen Ribozymen, die durch 1 in-
hibiert werden. a) Sekundérstruktur der Transkripte aus dem Anfangspool.
Die Helix II wurde auf zwei Basenpaare verkiirzt und die Schleife IT durch
eine 40 Nucleotide lange, randomisierte Region ersetzt. Griin: Nucleotide
des katalytischen Zentrums des Hammerhead-Ribozyms (HHR); roter
Pfeil: Spaltstelle. b) Schematische Darstellung des Selektionsverfahrens.
Fiir Einzelheiten siche Experimentelles. Schritt 1: Transkription der DNA-
Bibliothek mit T7-RNA-Polymerase in Gegenwart von Guanosinmono-
phosphothioat (GMPS) und 1.0 mm 1 (rot: randomisierte Region; blauer
Pfeil: T7-Promotor); Aufreinigung der ungespaltenen RNA-Transkripte
durch denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese und chemische
Biotinylierung der 5'-Sulfanylgruppe (schwarz gefiillter Kreis). Schritt 2:
Kupplung an Streptavidin-Agarose und Inkubation mit 1. Schritt 3:
Waschen unter denaturierenden Bedingungen zur Entfernung von 1 und
gespaltenen Ribozym-Produkten; Inkubation der verbleibenden immobi-
lisierten RNA ohne 1 im Selektionspuffer. Schritt 4: Eluierung der
gespaltenen Ribozyme. Schritt 5: Reverse Transkription und PCR-Ampli-
fizierung; blaue Pfeile: Primer 3 und 4. ¢) Prozentualer Anteil der nach der
zweiten Inkubation eluierten Radioaktivitit y. Gelb: in Gegenwart von 1;
schwarz: Kontrollexperiment. Die Tabelle setzt jeden Selektionscyclus in
Beziehung zu den Selektionsbedingungen. Die Pfeile kennzeichnen Selek-
tionscyclen, bei denen eine mutagene PCR durchgefiihrt wurde. Fiir
Einzelheiten siche Text.
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der ersten Inkubation (Schritt 2, Abbildung 1b) wiirden diese
Ribozyme nur partiell eluiert werden, da ein Teil von ihnen
aufgrund der falschen Faltung gar nicht gespalten wird.
Wiéhrend der Denaturierung/Renaturierung zwischen
Schritt 2 und 3 (Abbildung 1b) wiirde sich ein Teil dieser
Ribozyme zuriickfalten — wieder nur partiell in die aktive
Konformation, die dann ungewollt zusammen mit den durch 1
inhibierten Spezies im zweiten Inkubationsschritt eluiert
werden konnten (Schritt 3, Abbildung 1b), mit der Konse-
quenz, dass Doxycyclin-unabhingige (,,parasitire“) Ribozy-
me koselektiert wiirden. Um diese zu eliminieren, modifi-
zierten wir ab Cyclus 6 das Selektionsschema, indem wir den
ersten Inkubationsschritt (Schritt2, Abbildung 1b) durch
repetitive Wasch-Schritte unter Denaturierungs/Renaturie-
rungs-Bedingungen unterbrachen. Tatsichlich war die para-
sitdre Aktivitdt des angereicherten Pools nach Cyclus7
deutlich niedriger (10% Eluierung in Schritt 4 in Gegenwart
von 1, 0.5% ohne 1). Nach diesem Cyclus wurde der
Selektionsdruck graduell erhoht, indem Ligandenkonzentra-
tion und Inkubationszeit in Schritt 2 (Abbildung 1b,c) redu-
ziert wurden. Nach den Cyclen 10 und 13 wurde die Kom-
plexitit der Bibliothek durch mutagene PCRI 2 erhéht.
Zugleich erhohten wir die Selektionsstringenz, um die An-
reicherung von Ribozymen mit besseren K;-Werten und
Geschwindigkeitskonstanten zu fordern.

Die Aktivitdten der selektierten Pools aus den Cyclen 10,
13 und 16 wurden durch Zeitverlaufsexperimente bei unter-
schiedlichen Inhibitorkonzentrationen verfolgt. Die Sensitivi-
tit der Pool-Ribozyme fiir Doxycyclin 1 nahm kontinuierlich
zu (Abbildung 2a), wobei der Pool aus Cyclus 16 schon in
Gegenwart von 1pum 1 vollstindig inhibiert wurde (ganz
rechte Auftragung). Die selektierten Pools wurden deshalb
nach den Cyclen 10, 13 und 16 kloniert und sequenziert
(Abbildung 2b). Wir erhielten acht Sequenzklassen, aus
denen jeweils ein représentatives Mitglied fiir weitere Analy-
sen ausgewdhlt wurde. Eine kinetische Analyse wurde mit
(1 um) und ohne zugesetztes 1 durchgefiihrt, die k,,,-Werte
und der Inhibierungsfaktor gegeniiber dem unselektierten
Pool sind in Abbildung 2b ebenfalls aufgefiihrt. Der unter-
suchte Reprédsentant aus Cyclus 10 wirkte bei dieser Kon-
zentration nicht allosterisch inhibierend, was aber nicht
tiberrascht, da dieser Cyclus in Gegenwart von 100 um 1
durchgefiihrt wurde. Klone, die unter hoherer Stringenz
selektiert wurden, zeigten deutliche allosterische Effekte
mit 3- bis fast S0fachen Unterschieden in der k,,,-Werten.
Interessanterweise wiesen die selektierten Ribozyme eine
reduzierte katalytische Aktivitdt in Abwesenheit des Regu-
latormolekiils auf: Thre mittleren k.,,-Werte liegen bei
0.3 min"!, was etwa zehnmal weniger ist als beim entspre-
chenden ,,Wildtyp“-Hammerhead-Ribozym, bei dem keine
zusitzlichen Sequenzen an Helix II fusioniert sind und fiir das
ein kq,-Wert um 3.0 min~! gemessen wurde (Daten nicht
gezeigt).

Von den vier Klonen mit den besten Inhibierungswerten
wurden die Inhibierungskonstanten K; bestimmt (Tabelle 1).
Diese Klone erwiesen sich als eindrucksvoll sensitiv fiir 1 mit
K;-Werten zwischen 20 und 70 nMm. Diese Werte gehoren zu
den hochsten Affinitdten, die man bisher fiir die Interaktio-
nen zwischen RNA und kleinen Molekiilen erhalten hat.>!]
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Klasse A Kiasse
D16-03 TTAACGTACTTGCCTTATTCTGAGCATCTCAGTCTCAATG 10
Dl16~22 TTAACGTACTCGGTCATACTCTGATCCGTCTCAGTCTCAA 5
D16-11 TTAACGTATGTTGCGCAGTCAATGTCAGTCTCTATTGCTT 2
Andere Klassen
D16-05 GGTACAGTCCAGGGTGAAGTTCCAATTTTGAACACCTCC 9
D16-13 CCTCGGTAATCGCCGTATCARAAGTCGGAATGGAGGGTCG 4
D16-17 GTCGTGTGGGTCTAATTGAGGCGCATACAATTGTATGGTIC 4
D13-01 GTATATGACACCGATGGGTATTITGCTAGTATCCTGCGTTC 2
D13-02 TAGCTGATCTTCCTTTGGCTATGGATCTATTTGAGGTGTC 2
Einzei-Klone
D10-01 TGATCAGGACAGGTGGCGTTTGGTCGTCTTTTGTGTGTGC
D13-05 CAGATCAGGGGAATATGTTGTCTATTGTCTATTTTAGGG
D16-06 GGTTTGACCCTTGATTCGATGTATTCGARAGTGCTTIGTTG
D16-21 AGTAGAGCGCGGCCCGCAAGCATATGTCATAACTCCCARC

Abbildung 2. Allosterische Inhibierung der Bibliothek und von individuellen selektierten Klonen. a) Mit der
Zahl der Selektionscyclen (10, 13, 16 von links nach rechts) nimmt die Sensitivitdt der Bibliothek fiir den
Inhibitor 1 zu. Spaltung im Selektionspuffer (SB; 40 mwm Tris-HCI, pH 8, 50 mm NaCl, 10 mm Spermidin, 8 mm
MgCl,) bei 37°C mit oder ohne 1 [c¢(1) =0 (o), 1 (0), 10 um (2)], Start durch Zugabe von Mg?*. b) Sequenzen
der nach der Selektion analysierten Klone. D10, D13, D16 gibt den Selektionscyclus an, aus dem der Klon
stammt. Einige Klone konnten auf der Basis von Sequenzhomologien in Familien gruppiert werden.
Sequenzfamilie A enthilt ein kurzes konserviertes Motiv (unterstrichen). Anhand der k.,,-Werte in den ersten
3 min der Reaktion wurde das Verhiltnis der k,,,-Werte der inhibierten und der nichtinhibierten Reaktion

bestimmt; es ist als Inhibierungsfaktor angegeben.

Tabelle 1. K;-Werte fiir 1 und 2 sowie die Reaktionsgeschwindigkeit der
nichtinhibierten Reaktion und die maximale Inhibierung.

Klon  kgy(nichtinhibiert) K;(1) [nM] maximaler K;i(2) [nm]
[min] Inhibierungsfaktor

D13-01 0.13+0.02 70+£20 11 > 1000000

D16-05 0.40 £0.02 2045 49 100 £20

D16-06 0.13 +0.02 25+3 12 100 420

D16-13 0.09 +0.01 50+£30 12 > 1000000

Um die Spezifitit dieser Klone zu ermitteln, bestimmten wir
auch die K;-Werte in Gegenwart von Tetracyclin 2, das sich
von 1 lediglich in der Position einer OH-Gruppe unter-
scheidet. Die Klone D13-01 und D16-13 zeigten bei 1.0 mm 2
keinen allosterischen Effekt, was einer mindestens 10000fa-
chen Diskriminierung zwischen 1 und 2 entspricht (Tabelle 1).
Die beiden anderen getesteten Klone wiesen eine moderate
Selektivitdt (vier- bis fiinffach) auf. Dieses Ergebnis ldsst
vermuten, dass die Klone D13-01 und D16-13 eine andere
Bindungstasche fiir 1 bilden als die Klone D16-05 und D16-06.

Der aktivste Klon, D16-05, wurde verwendet, um ein
Minimalmotiv fiir die Doxycyclin-Bindung zu bestimmen.
Dazu stellten wir 16 verkiirzte Versionen einer spaltungs-
inaktiven Mutante dieses Klons her und fithrten Spaltungs-
reaktionen in Gegenwart dieser Konstrukte durch, wobei
deren Konzentrationen zehnmal so hoch waren wie die des
Inhibitors 1. Wirken verkiirzte Konstrukte als Aptamere,
konnen diese den Inhibitor vom allosterischen Ribozym
abfangen und so die Ribozymaktivitit wiederherstellen.

4540
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Verkiirzte Konstrukte ohne Ap-
tamer-Aktivitdit agieren auch
nicht als Koder fiir 1, hier bleibt
das allosterische Ribozym D16-05

= daher inhibiert. Das Ergebnis ist
= in Abbildung 3a zu sehen. Da-

- nach ist die randomisierte Region

allein nicht zur Bindung an 1
Inhibi fahig. Vielmehr wird fiir eine wir-
nhibierungs-

K gy / min faktor kungsvolle Kompetition neben
0.04 4.7 der randomisierten Region zu-
0.05 7.0 sétzlich die Helix I des urspriing-
0.25 4.5 lichen Hammerhead-Ribozyms
0.40 49 benotigt. Dabei sind offensicht-
0.09 12 lich sowohl die Sequenz der
g:ig 12 Schleifenregion dieser Helix als
0.01 3.9 auch die gepaarte Region wichtig,
0.16 0.9 wie die Experimente 9-11 in Ab-
0.11 4.0 bildung 3 a nahelegen. Demzufol-
8~£ 1§ 5 ge konnen wir fiir Klon D16-05

die in Abbildung 3b wiedergege-
bene Sekundirstruktur, die mit
dem Algorithmus von Turner und
Zuker®! erhalten wurde, als Mi-
nimalmotiv fiir die aptamerische
Bindung von 1 angeben.

Vermutlich ist die Helix I inte-
graler Bestandteil der Doxycy-
clin-Bindungsstelle. Wenn sich
diese unter Konformationsidnde-
rung der Tertidrstruktur des Ribozyms bildet, konnte dies die
durch 1 induzierte Inhibierung erkldren. Eine andere mogli-
che Erkliarung fiir die Beteiligung der Helix I am Minimal-
motiv ist, dass 1 die Struktur des Ribozyms in einer
definierten Konformation festhilt, wodurch der entropische
Vorteil der Produktbildung am Ribozym reduziert wird, was
wiederum das Gleichgewicht der Reaktion in Richtung
Ligation der Spaltprodukte verschieben wiirde.!

Wir konnten zeigen, dass das auf der allosterischen
Regulierung basierende In-vitro-Selektionsschema zu Ribo-
zymen fiihrt, die auf verbliiffend niedrige Konzentrationen
des Zielmolekiils reagieren und teilweise hochspezifisch fiir
das Regulatormolekiil sind. Bei einem von Breaker et al.
kiirzlich angewendeten analogen Selektionsprinzip wurden
allosterische Ribozyme de novo erhalten, die auf cAMP und
c¢GMP als Effektormolekiile reagierten.?*! Ribozymspaltung
fand dabei nur in Gegenwart von 100 um cAMP bzw. cGMP
statt; ohne diese Molekiile war das Ribozym inaktiv. Sie
beschrieben eine mehr als 1000fache allosterische Aktivie-
rung der Hammerhead-Spaltungsaktivitdt. Unser Selektions-
schema fiir allosterische Inhibierung fithrte zu 10- bis
S50facher Inhibierung, bei nanomolaren Konzentrationen
eines nicht toxischen, zellpermeablen Molekiils mit niedrigem
Molekulargewicht. Inseriert in die mRNA eines bestimmten
Zielgens konnten allosterische molekulare Schalter dieses
Typs als niitzliche Werkzeuge fiir die Entwicklung mafBge-
schneiderter konditionaler Genexpressionssysteme verwen-
det werden, die durch die An- oder Abwesenheit beliebiger
niedermolekularer Liganden gesteuert werden konnten.
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Abbildung 3. Bestimmung der Minimalsequenz von Klon D16-05. a) Re-
lative Aktivitit Kqpsmormy der Spaltreaktion unter verschiedenen Bedingun-
gen (immer in Gegenwart von 1 um tRNA als unspezifischem Kompetitor).
1: Spaltaktivitdt von D16-05 (1 nm), 2: zusétzlich 200 nMm 1, 3: wie 2. Lauf,
zusitzlich 2 pm unselektierte Bibliothek als unspezifischer Kompetitor; 4 —
8: wie 2. Lauf, zusitzlich 2 pm spaltungsinaktive Punktmutante M16-05 (4),
Konstrukt T16-05.4 (5), Konstrukt T16-05.9 (6), Konstrukt T16-05.13 (7),
Konstrukt T16-05.1 (8); 9—11: Wie 2. Lauf, zusétzlich 2 pm Konstrukt T16-
05.9 mit den gezeigten Variationen in der Helix I. b) Computer-generierte
Sekundérstruktur der Punktmutante D16-05. Die Markierungssymbole
flankieren die getesteten Sequenzen der verkiirzten Versionen. Um die T7-
Transkription zu ermoglichen, wurden zwei Guanosinreste in die 5'-
Positionen der verkiirzten Konstrukte eingefiigt, die hier nicht gezeigt
sind. Orange: die urspriingliche randomisierte Region; rot: konstante
Regionen aus dem Hammerhead-Ribozym (Helix I); griin: katalytisch
aktives Zentrum. Der schwarz unterlegte Guanosinrest zeigt die Punkt-
mutation C —G. Die Zahlen in Klammern beziehen sich auf die Numerie-
rung in (a).
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Experimentelles

Synthese der Zufallsbibliothek: DNA-Oligonucleotide wurden an einem
Expedite-DNA-Synthesizer synthetisiert und durch PAGE gereinigt. Der
Pool-Primer (5-CGCGTTGTGTTTACG CGT CTG ATG AGT-N,-AC-
G AAACTACCTCGAGACGT) wurde zunéchst mit den Primern 1 (5'-
CGCGTTGTGTITACGCGTCTGATG) und 4 (5-ACGTCTC-
GAGGTAGTTTCGT) amplifiziert.?”) Unter denselben Bedingungen
erfolgte eine weitere Amplifizierung mit den Primern3 (5-AGCTGG-
TACCTA ATACGACTCACTATAGGAGCTCGGTAGT-
CACGCGTTGTGTTTACG CGTCTG ATG) und 4. Die resultierende
DNA-Bibliothek mit einer Komplexitit von 10" verschiedenen Sequenzen
wurde als Templat fiir die In-vitro-Transkription mit T7-RNA-Polymerase
fiir den ersten Selektionscyclus verwendet.

In-vitro-Selektion: Standard-Transkriptionsreaktionen enthielten die fol-
genden Komponenten: 250 U T7-RNA-Polymerase (Stratagene), T7-
Puffer, 2.5 mm dNTPs, 20 mm GMPS, 20 pCi a-*P-GTP, RNAsin (50 U),
1 (1 mm), Templat-DNA (2 um). Die Transkription lief 16 h bei 37°C.
Ungespaltene RNA-Transkripte wurden durch 8proz. denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) gereinigt und die 5'-Sulfanyl-
gruppe anschlieBend 90 min bei 25 °C mit N-Biotinyl-N'-iodacetylhexame-
thylendiamin (200facher Uberschuss) derivatisiert. Die Biotinylierung
erfolgte mit 40% Effizienz. 5'-Modifizierte RNA wurde erneut durch
PAGE gereinigt und mit Streptavidin-Agarose (Pierce) inkubiert (30 min,
25°C). Die immobilisierte RNA wurde anschlieBend mit je 6 x 1 mL der
Waschpuffer A (WA ; 25 mm HEPES, pH 7.4, 1m NaCl, 5 mm EDTA) und
B (WB; 3M Harnstoff, 5 mm EDTA) sowie Wasser gewaschen. Danach
wurde im Selektionspuffer (SB; 40 mm Tris-HCI, pH 8, 50 mm NaCl, 10 mm
Spermidin, 8 mm MgCl,) bei 37°C unterschiedlich lang und bei unter-
schiedlichen Konzentrationen an 1 inkubiert (siche Abbildung 1c). Die
Spaltungsreaktionen wurden durch Zugabe von Mg?* gestartet. Nach
Cyclus 5 wurde diese Inkubation wihrend der ersten 2.5 h zehnmal durch
alternierendes Waschen mit WB, WA und Wasser unterbrochen. Die zweite
Inkubation in SB erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie die erste,
jedoch ohne 1. Die RNA wurde eluiert, mit Phenol/CHCI; extrahiert, mit
EtOH ausgefillt und mit Tth-DNA-Polymerase (Boehringer) revers
transkribiert; die resultierende ¢cDNA wurde mit den Primern3 und 4
mit Hilfe der PCR amplifiziert. Die PCR-Primer waren so konzipiert, dass
das abgespaltene 5'-Ende von HHR und der T7-Promotor wieder ein-
gefithrt wurden. Diese DNA wurde als Templat fiir die T7-Transkription
der RNA in der néchsten Selektionsrunde verwendet.

Kinetische Analyse der zwolf Klone: Die Klone wurden am 5'-Ende mit y-
2P-ATP markiert und 1 nM in SB+8 mm MgCl, bei 37°C inkubiert. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen, die Reaktion
mit EDTA und Harnstoff auf Eis gestoppt, das Gemisch auf einem
denaturierenden PA-Gel aufgetrennt und die den ungespaltenen und
gespaltenen Fraktionen entsprechenden Banden durch PhosphorImaging
(Molecular Dynamics) quantifiziert. Die k,,,-Werte wurden durch expo-
nentielle Kurvenanpassung der Messwerte der ungespaltenen Ribozym-
fraktion wihrend der ersten 3 min bestimmt.

Eingegangen am 15. Mai,
verdnderte Fassung am 4. August 2000 [Z15120]
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Homoleptische Phosphaniminato-Komplexe
von Seltenerdelementen als Initiatoren fiir die
ringoffnende Polymerisation von Lactonen**

Thorsten Grob, Gert Seybert, Werner Massa,
Frank Weller, Ravi Palaniswami, Andreas Greiner und
Kurt Dehnicke*

Phosphaniminato-Komplexe von Ubergangsmetallen mit
der Ligandengruppe NPR;™ sind als Folge ihrer verschiede-
nen Bindungsmodi in vielen koordinationschemischen Va-
rianten bekannt.! In Komplexen mit Metallionen in niedri-
gen Oxidationsstufen (+1, +1I) tritt die NPR;-Gruppe als
us-N-Ligand, in mittleren Oxidationsstufen (+III, +1V)
bevorzugt als u,-N-Briickenligand und in hohen Oxidations-
stufen (+V bis + VIII) ausschlieBlich als terminaler Ligand
auf. In diesem Bindungszustand beobachtet man kurze
Metall-Stickstoff-Abstdnde und lineare oder nahezu gestreck-
te Achsen M-N-P, die sich mit den Resonanzstrukturen A und
B beschreiben lassen. Die Schreibweise B erfordert fiir die

MEN=PR, <—= [M-N-PR; <o= MIE)
A B Cc
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M=N-Bindung, wie zuerst fiir Imido-Komplexe (NR?*") ab-
geleitet wurde,” einen o¢,2m-Orbitalsatz, der den NPR; -
Liganden bei gleicher Ladung als 1-isolobal mit dem #°-
Cyclopentadienid(Cp)-Liganden C ausweist.’! Kiirzlich aus-
gefiihrte Ab-initio-Rechnungen bestédtigen diese Auffas-
sung.M

Nachdem wir den Bindungsmodus A/B iiberraschender-
weise auch in den  Gemischt-Ligand-Komplexen
[Ln,Cps(NPPh;);] (Ln=Y, Dy, Er, Yb) mit Ln*" angetroffen
haben,®! bestand Aussicht, auch die homoleptischen Vertreter
[Ln(NPPh;);] herzustellen und sie mit den 1-isolobalen
Komplexen [LnCp#] (Cp*=CsMes) zu vergleichen, die als
Initiatoren fiir die ringdffnende Polymerisation (ROP) von
Lactonen bekannt sind.[®-$I

Die Komplexe 1 entstehen in praktisch quantitativen
Ausbeuten nach Gleichung (1) aus den Alkalimetall-Phos-

HLN(NPPh3)s}o] 4]

Ln = La (1a), Yb (1b)

2 LnCl; + 6 NaNPPh,
- NaCl

phaniminaten MNPPh; (M=Na, K, Rb, Cs)”! und den
wasserfreien Metalltrichloriden oder -triflaten in THF. Inte-
ressant ist, dass nur die Lanthanverbindung als THF-Solvat
1a-2THF kristallisiert, wihrend die Ytterbiumverbindung
1b wegen des im Vergleich mit La** um 16 pm kleineren
Tonenradius des Yb**-Tons!' solvatfrei kristallisiert.

Nach der Kristallstrukturanalysel'!l hat 1a-2THF die in
Abbildung 1 wiedergegebene Molekiilstruktur, in der die
beiden Lanthanatome iiber die N-Atome zweier NPPh; -
Gruppen zu einem nichtebenen La,N,-Vierring mit Butterfly-
Anordnung verkniipft sind. Dies ist eine Folge des die beiden
La-Atome zusétzlich u-O-iiberbriickenden THF-Molekiils,

-IL L e
ig] |
| [ ‘
]
LA LA
e 9O
L
=F] H1
[
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Abbildung 1. Struktur von [{La(NPPh;);},]-2THF (1a-2THF) im Kris-
tall. Ausgewidhlte Bindungsldngen [pm] und -winkel [°]: La-N1 228.3(6),
La-N3 231.9(6), La-N2 245.4(7), La-N2A 252.3(7), La-O1 282.5(6); N1-La-
01 174.9(2), N1-La-N3 105.0(3), N1-La-N2 105.7(2), N2-La-N2A 79.9(3),
N2-La-N3 120.5(3), N2A-La-N3 130.7(2), La-N1-P1 163.9(4), La-N3-P3
168.1(5).
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