Stabilititskonstanten

Zwei Metallionen behindern sich kaum bei der
Koordination an ein Purin**

Bernd Knobloch, Roland K. O. Sigel,* Bernhard Lippert
und Helmut Sigel

In biologischen Systemen sind hidufig zwei (oder mehr)
Metallionen in unmittelbarer Nihe zueinander koordiniert.!"
So sind zum Beispiel im aktiven Zentrum der Cu,Zn-
Superoxid-Dismutase die beiden Metallionen durch das
Imidazolat ecines Histidinrestes verbriickt, wihrend in
bestimmten Eisenclustern Sulfidionen oder Cysteinreste
Metallzentren verbriicken. Nicht nur Proteine, sondern auch
RNA-Molekiile benotigen ein- und zweiwertige Metallionen
(meist Mg*") zum Aufbau ihrer korrekten, aktiven Struk-
tur.”*1 So sind mehrere Fille bekannt, in denen bis zu fiinf
Mg**-Ionen einander direkt benachbart sind,”#™ um entwe-
der spezielle Strukturen und Tertidrkontakte zu stabilisie-
ren®7! oder direkt bei der Katalyse mitzuwirken.”*™ Die
Koordination von Mg** (manchmal eine Outer-Sphere-Koor-
dination iiber Wassermolekiile)? erfolgt dabei hiufig an den
Atomen N7 und/oder (C6)O einer Guaninbase.”™ AuBer
diesen beiden Acceptorstellen ist auch die N1-Position von
Guanin von Interesse: Es gibt Hinweise, dass das deproto-
nierte N1-Ringstickstoffatom direkt an der Katalyse des
Hairpin(Haarnadelschleifen)-Ribozyms beteiligt ist.”™ In
Proteinen und RNA werden die Metallionen durch die
Bindung an weitere Koordinationsstellen innerhalb der
Molekiile genau positioniert. Was geschieht nun aber in
Abwesenheit solcher zusitzlichen Bindungsstellen? Aus
Studien mit kinetisch inerten Metallionen wie Pt*" ist
bekannt, dass zwei solche Metallionen gleichzeitig an N1
und N7 von Adenin®*® und Guanin®*? koordinieren kénnen.
Dennoch gibt es auBer fiir Pd**™ keine weiteren Daten iiber
die gleichzeitige Bindung zweier biologisch relevanter oder
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kinetisch labiler Metallionen an eine Nucleobase in Losung.
Entsprechende Untersuchungen sind jedoch zum Versténdnis
der Struktur und Funktionsweise von Ribozymen von ent-
scheidender Bedeutung.

Um den gegenseitigen FEinfluss, den zwei an dasselbe
Purin koordinierte Metallionen auf-
einander und auf ihre Bindungsstabi-
litdt ausiiben, zu quantifizieren, unter- Q_ ﬁMZ*
suchten wir die Metallionenbindungs- N SN
eigenschaften eines Guanins mit <,3‘ | a2l
einem bereits an die N7-Position koor- Et N
dinierten Metallion. Das Komplex-
kation [(dien)Pt(9EtG-N7)]**
(Schema 1), das aus einem 9-Ethyl-
guanin (9EtG) mit einer kinetisch
inerten (dien)Pt**-Gruppe an N7
besteht, ist fiir diese Untersuchung
besonders geeignet, da nach der
Deprotonierung von H(N1) die Koor-
dination eines zusétzlichen Metallions
stattfinden kann. Mithilfe potentio-
metrischer pH-Titrationen (25°C; I=
0.1M, NaNO,)P**! bestimmten wir die
Siurekonstante Ky, popig-y7) fUr das
Gleichgewicht (1a):

dien)Pt*
(dien) {

NH,

Schema 1. Welchen
Effekt hat ein an N7
gebundenes Metallion
auf die Koordination
eines weiteren M**

an N1 im Komplexkat-
ion [(dien) Pt(9ELG-
N7—HNT)*?
(dien=Diethylentri-
amin=1,4,7-Triaza-
heptan; 9EtG = 9-Ethyl-
guanin).

[(dien)Pt(9EtG-N7)]*" = [(dien)Pt(9EtG-N7—HNI)|* + H*  (la)
K™ omomn = [[(dien)Pt(9EtG-N7—HNI)|*] [H*] (1b)

([(dien)Pt(9EtG-N7)*"]

Wir erhielten pK{y., porg-yz = 8-17 £0.03. Dieses Er-
gebnis stimmt sehr gut mit dem frither NMR-spektroskopisch
ermittelten Wert von 8.14 + 0.06 iiberein.” Der Vergleich mit
der Séurekonstanten von freiem 9EtG, pKip,=9.57+
0.05,5% zeigt, dass die Koordination einer (dien)Pt**-Einheit
an N7 von Guanin die Aciditdt von H(N1) um ApKp =
1.40+0.06 erhoht.

Die Koordinationseigenschaften des deprotonierten
Ringstickstoffatoms N1 von [(dien)Pt(9EtG-N7—HNI)]*
wurden nun mit Cu?* und Mg?* fiir das Gleichgewicht (2a)
untersucht, wobei **PtN7-G:N1~ den Komplex [(dien)Pt(9-
EtG-N7—-HNI)]* und (PtN7-G-NIM)** den zweikernigen
Komplex aus [(dien)Pt(9EtG-N7—HNI)]* und M*" darstel-
len:

ZPIN7 -G -N1I™ +M?" = (PtN7 - G - NIM)** (2a)
[(PtN7 - G - NIM)**]
Kg{NIG-NlM = [2} PtN7 . G i le] [M2+] (Zb)

Cu’* wurde wegen seiner bekannten groBen Affinitit fiir
Stickstoffliganden!® und Mg** wegen seiner biologisch wich-
tigen Rolle in Ribozymen gewihlt.”) Die fiir Gleichung (2b)
erhaltenen Stabilitidtskonstanten betragen Ig Ky, cnvice=
3.454+0.25 bzw. Ig K}l’{i,m_,\,,Mg =0.65+0.3. Vergleicht man
nun unsere Resultate mit der Affinitédt dieser Metallionen zu
an der N1-Position deprotoniertem 9EtG (nggg(gEthHN,) =
4.45+0.25 fir [Cu(OEtG—HND]™" bzw. 1g K\ or vy =
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1.0+0.2 fiir [Mg(9EtG—HNI)]*™), so wird ihre Bedeutung
klar: Die Stabilititsdifferenzen, die durch die Koordination
der (dien)Pt**-Gruppe an die N7-Position erhalten werden,
betragen Alg Kp c, = (4.45+0.25)—(3.45+£0.25)=1.0+
0.35(30) fiir das Cu’*- bzw. AlgKp v, = (1.0£0.2)—(0.65 +
0.3)=0.35+0.35(30) fiir das Mg**-System. Dies bedeutet,
dass sich zwar die beiden gleichzeitig an N1 und N7
koordinierten zweiwertigen Metallionen abstoBen, dass
diese AbstoBung aber erstaunlicherweise relativ gering ist.
Der abstoBende Effekt ist bei der Koordination von Mg**
erwartungsgemaif kleiner, da dieses Metallion normalerweise
tiber ein Wassermolekiil durch eine Outer-Sphere-Wechsel-
wirkung an derartige Stickstoffliganden koordiniert.”*!
Diese reduzierte AbstoBung stimmt mit Erwartungen aus
theoretischen Rechnungen iiberein.® Es ist auch wichtig, die
eigentlich geringe Stabilitit des Mg?*-Komplexes nicht zu
unterschétzen: Die relativ fest gebundenen Wassermolekiile
der Hydratsphire eines Mg**-Ions sind in einer RNA-
Struktur stark iiber Wasserstoffbriicken mit einer Vielzahl
weiterer Atome verbunden,?®?™ wodurch die geringe Stabi-
litdt einer isolierten Koordination kompensiert wird.

Wie grof} ist nun die Metall-Metall- und Metall-Proton-
Abstoung im Vergleich zur Proton-Proton-Absto3ung zwi-
schen den N1- und N7-Positionen? Die Mikrosidurekon-
stantel® pkH 7N =7.2240.01 beschreibt die Deprotonie-
rung von H(N1) bei Gegenwart eines Protons an N7 von
H(9EtG)*, was zum zwitterionischen ("HN7-9EtG—HNI )*-
Tautomer fiihrt. Folglich betrégt die Proton-Proton-Wechsel-
wirkung ApKuyy=1(9.57£0.05)—(7.224+0.01) =235+
0.05(30). Diese AbstoBung ist betrichtlich stiarker als die
Pt**-Proton- (ApKgp.y = 1.40 £0.06) wie auch die Pt**-M**-
Wechselwirkung (Alg Kpc, =1.0£0.35(30) und Alg Kpp, =
0.35+0.35(30); siche oben). Daraus folgt, dass die Cluster-
bildung von Metallionen in RNA, besonders von Mg*",
erstaunlich leicht geschehen kann. Es ist also zu erwarten,
dass noch weitere Metallionencluster in RNA-Strukturen
identifiziert werden. Solche Cluster eignen sich besonders
dazu, bestimmte Faltungen in Tertidrstrukturen zu stabilisie-
ren sowie Reaktionen zu beschleunigen oder Katalyse iiber-
haupt erst zu ermoglichen. Tatsdchlich wurde bereits vorge-
schlagen, dass in Ribozymen wie RNAse P mehrere Metall-
ionen miteinander kooperieren.”*

Die Ergebnisse zeigen, dass bei zweiwertigen Metallionen
die Metall-Metall-Abstoung kleiner als die Metall-Proton-
AbstoBung ist!® und dass diese wiederum kleiner als die
Proton-Proton-Wechselwirkung ist. Dies stimmt mit Beob-
achtungen iiberein,*! die auf Gleichgewichtsstudien an Pd**-
Purin-Systemen mithilfe von 'H-NMR-Experimenten beru-
hen."! Es ist zudem bemerkenswert, dass bei Purinbasen der
Effekt von Ladungen an N1 und N7 sowohl wechselseitig als
auch von gleicher GroBe ist; d.h., der Effekt einer Ladung an
N1 auf eine Ladung an N7 ist der gleiche wie der einer
Ladung an N7 auf eine Ladung an N1; diese Aquivalenz der
Effekte ist fiir M*>*-H"-Wechselwirkungen gezeigt worden."

Die Séurekonstante pK(Pfﬁen)Pt(gE‘G_W) =8.17 liegt nahe
beim physiologischen pH-Bereich, fiir Guanosin- und 2'-
Desoxyguanosinreste liegen die pK,-Werte sogar nochmals
um ca. 0.3 pK-Einheiten tiefer.”*?! Zusitzlich zur Erhchung
der Aciditdt von H(N1) durch Koordination eines Metallions
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an N7 erleichtert auch die Koordination eines weiteren
Metallions an N1 die gleichzeitige Deprotonierung von
H(N1) infolge des Wettbewerbs zwischen Metallion und
Proton um die Koordination. Dies bedeutet, dass bei einem
physiologischen pH-Wert von ca. 7.5 problemlos zwei Metall-
ionen gleichzeitig an die N7- und die N1-Position von
Purinbasen in Ribozymen koordinieren konnen.

Experimentelles

9-Ethylguanin wurde von Sigma Chemical Co., St. Louis (MO)
bezogen. Der Komplex [(dien)Pt(9EtG-N7)](ClO,),2H,O wurde
iiber das Zwischenprodukt [(dien)PtI]T hergestellt.”*'®! Fiir die
iibrigen Chemikalien siehe Lit. [Sa,b]. Die potentiometrischen pH-
Titrationen in wissriger Losung und ihre Auswertung wurden wie
bereits beschrieben durchgefiihrt."™ Zur Bestimmung der Séurekon-
stanten pK{y.. porc-y7 [Gl (1b)] wurden 25 mL einer wissrigen
0.2 mm HNO;-Losung (25°C; I =0.1M, NaNO;) sowohl in Gegenwart
als auch in Abwesenheit von 0.29 bis 0.41 mum [(dien)Pt(9EtG-N7)]*+
unter N, mit 0.8 mL einer 0.03m NaOH-Losung titriert. Die Stabili-
titskonstanten Ky, (Gl (2b)] der Mg*t- und Cu**-Komplexe
wurden unter den gleichen Bedingungen bestimmt,'™ wobei NaNO;
teilweise oder vollstindig durch M(NOs), ersetzt wurde. Die Verhilt-
nisse [(dien)Pt(9EtG-N7)]**/M>* betrugen 1:90 fiir Mg** und 1:58,
1:45 oder 1:36 fiir Cu®*. Wegen der geringen Puffersenkung im Mg**-
System (d.h. der kleinen Differenz zwischen dem pK,-Wert des
Liganden und der scheinbaren Aciditdtskonstanten pK, die in
Gegenwart von M?** gemessen wird!®™) und der Bildung von
Hydroxokomplexen im Falle des Cu’*-Systems sind die Fehler-
grenzen der gemessenen Stabilitdtskonstanten relativ gro. Der Wert
fiir K{jio pioma-nz [Gl (1b)] ergibt sich aus dem Durchschnitt von
fiinf unabhéngigen Titrationspaaren; im Falle der Stabilitdtskon-
stanten [Gl. (2b)] fiir die Cu**- und Mg?*-Systeme ergibt er sich aus
dem Durchschnitt von drei bzw. vier unabhéngigen Titrationspaaren.
Die angegebenen Fehlergrenzen entsprechen dem dreifachen
Standardfehler des Mittelwertes (30) oder der Summe der wahr-
scheinlichen systematischen Fehler — je nachdem, welcher Betrag
grofer ist.
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