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Die Acetylaceton-Dioxygenase (Dkel) ist ein in Acineto-
bacter johnsonii vorkommendes Enzym, welches das zum Teil
fiir Sdugetiere, marine Lebewesen und Mikroorganismen to-
xische Acetylaceton mithilfe von O, abbaut.! Das Enzym ist
in der Lage, eine ganze Reihe von in 1-, 3- oder 5-Position
substituierten -Diketonen und -Ketoestern in die entspre-
chenden Carbonsduren und a-Ketoaldehyde zu spalten.
Entscheidend fiir die Aktivitit ist das Vorliegen eines 1,3-
Carbonyl-Strukturmotivs im Substrat; so werden beispiels-
weise entsprechende 1-Keto-3-hydroxoverbindungen nicht
gespalten. Dkel wurde durch Einkristallrontgenstrukturana-
lyse, Fluoreszenz- und UV/Vis-Spektroskopie untersucht,
und auf Basis der erhaltenen Ergebnisse geht man davon aus,
dass das aktive Zentrum ein von drei Histidinliganden und
Wasser koordiniertes Eisenzentrum enthilt.”!

Der Mechanismus der Substratspaltung ist hingegen noch
immer weitgehend ungeklirt. Nach ersten Studien basierend
auf Isotopenmarkierungsexperimenten wurde eine einleiten-
de Deprotonierung des Acetylacetons gefolgt von einem
Angriff des Disauerstoffs oder von Superoxid am C,-Atom
vorgeschlagen. Dabei wiirde sich eine Organoperoxoeinheit
bilden, die anschlie3end durch einen nucleophilen Angriff am
Carbonylkohlenstoffatom iiber eine Dioxetanspezies in die
Spaltungsprodukte zerfillt.”! Im Zuge von Folgeuntersu-
chungen wurde dann postuliert, dass die Funktion des Metalls
lediglich in der Aufhebung des Spinverbots fiir die Reaktion
von Triplettsauerstoff mit dem Singulettsubstrat (iiber
Wechselwirkungen der beteiligten HOMOs) besteht, sodass
es in einem konzertierten Schritt direkt zur Bildung einer
Organoperoxofunktion kommen kann (Schema 1).! Das
heif}t, von einem einleitenden Schritt, der bei vielen anderen
oxygenierenden Hém- und Nichthim-Eisenenzymen eine
entscheidende Rolle spielt — die Anbindung von O, an das
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Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus fiir den katalytischen Abbau
von fB-Dicarbonylverbindungen durch Acetylaceton-Dioxygenase.

Fe"-Zentrum unter Bildung einer Fe™-O,-Einheit —, wurde
hier abgesehen.

Auf der anderen Seite wurde jedoch gezeigt, dass eine
Substitution des Eisen(II)-Ions durch andere Metallionen wie
Zn*", Co**, Mn**, Cu** oder Ni** mit einem Verlust der Ak-
tivitit einhergeht.”!

Molekulare Modellverbindungen konnen bei der Beant-
wortung mechanistischer Fragen, die sich fiir die Reaktionen
an aktiven Zentren in Metalloenzymen ergeben, wertvolle
Hilfestellungen leisten.”! Als Beispiel lassen sich die a-Ke-
tosdure-abhédngigen Nichthdm-Eisenenzyme anfiihren, die
der oben beschriebenen Acetylaceton-Dioxygenase insofern
dhneln, als dort ebenfalls ein durch drei Aminosiaurereste
(zwei Histidinreste und ein Asparaginrest) komplexiertes
Fe'-Zentrum einen externen Liganden iiber zwei O-Funk-
tionen fiir die nachfolgende Oxidation mit O, bindet. Ein
wesentlicher Beitrag zum Verstdndnis der Proteinfunktion
kam hier von Modellkomplexen mit Tp-Liganden (Tp = Hy-
dridotrispyrazol-1-ylborato): Nach Prikoordination eines
zweizdhnigen Substrat-Analogons an einer TpFe"-Einheit
steht wie im Enzym noch eine Koordinationsstelle zur Ver-
figung, und es zeigte sich, dass dort O, fiir den Angriff am
Cofaktor aktiviert wird.[”! Ziel der Studie, iiber die hier be-
richtet wird, war es, mithilfe von TpFe-Komplexen die Mog-
lichkeit eines dhnlichen Szenarios fiir die Acetylaceton-Di-
oxygenase auszuloten.!”

Ohne biomimetische Beweggriinde hatten zuvor bereits
Kitajima etal. [Tp™™Fe(acac)] hergestellt (acac= Acetyl-
acetonato, Tp™™= Hydridotris(3,5-isopropylpyrazol-1-yl)bo-
rato).l”! In Kontakt mit Luft zersetzt sich dieser Komplex
innerhalb einer Woche unter Bildung eines dreikernigen Fi-
sen(IIT)-Komplexes mit Ligandkonstellationen p-Oxo-bis-pi-
acetato und p-Hydroxo-bis-p-acetato zwischen den Fe-Zen-
tren. Die verbriickenden Acetato-Liganden haben zweifellos
ihren Ursprung in den eingesetzten Acetylacetonato-Ligan-
den, und uns stellte sich die Frage, ob diese entsprechend der
Enzymreaktivitidt iiber eine dioxygenierende Spaltung er-
zeugt wurden. Wir haben daher zunichst ein Analogon, in
dem die Isopropylgruppen am Liganden durch Methylgrup-
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pen ausgetauscht sind, hergestellt, um eine hohere Reaktivi-
tit zu erreichen.” Dieser Komplex, [Tp*Fe(acac)], wurde
dann mit getrocknetem O, umgesetzt (Tp* = Hydridotris(3,5-
dimethylpyrazol-1-yl)borato). Der daraufhin einsetzende
Farbwechsel (gelb zu braun) deutet auf die Bildung von Fe'™-
Komplexen hin, und nachfolgende ESI/MS-Studien detek-
tierten die Spezies [FeTp*,]", [Tp*Fe(acac)]” und
[(Tp*Fe),O(acac)]*, d.h., Abbauprodukte des Acetylaceto-
nato-Liganden waren nicht nachzuweisen (sieche Hinter-
grundinformationen). Erst nach Zugabe von Wasser konnte
eine eisenhaltige Verbindung mit Acetato-Liganden (OAc),
[(Tp*Fe),O(OAc)]*, ausgemacht werden, sodass davon aus-
zugehen ist, dass die Acetato-Liganden der vorherigen Stu-
dien zumindest teilweise auf das in der Luft vorhandene
Wasser zuriickzufiihren sind (Hydrolyse des Acetylacetonato-
Liganden™ nach vorheriger Oxidation des Komplexes).
Nachweislich ist Wasser jedoch an der Spaltung von Acetyl-
aceton mit Dkel nicht beteiligt, denn ein hydrolytischer
Abbau wiirde neben Acetat zu Aceton fithren und nicht — wie
beobachtet — zu Pyruvaldehyd. Insofern ist das System
[TpFe(acac)]/O,/H,O kein addquates Modell.

Die Modellierung der f-Diketon-Spaltung allein mit O,
erfordert demnach einen reaktiveren Substratliganden, und
um in einer solchen Studie auch das potenziell oxidations-
empfindliche 1,2-Dicarbonylprodukt nachweisen zu koénnen,
sollte dieses zweifellos substituiert sein. Vor dem Hinter-
grund, dass auch p-Ketoester durch Dkel gespalten werden,
haben wir Diethylmalonat mit einem Phenylsubstituenten in
der C,-Position (HPhmal) als Modellsubstrat gewahlt (zumal
wir kiirzlich bei einem Derivat beobachten konnten, dass die
Malonatgruppierung in Gegenwart von Fe-Zentren ohne
mehrzihnige Coliganden oxidationsempfindlich ist®™). Die
bei einer Dkel-analogen Spaltung zu erwartenden Oxida-
tionsprodukte EtOCO,” und Ethylbenzoylformiat kénnen
weder oxidiert werden noch iiber eine anschlieBende erneute
Enolisierung eine weitere Spaltungsreaktion eingehen
(Schema 2).
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Schema 2. Produkte der Dioxygenierung von Diethylphenylmalonat
entsprechend der Reaktivitit von Dkel.

Entsprechend wurde nun die Synthese von [Tp*FePhmal]
(1; siehe Schema 3) untersucht und schlieBlich durch Um-
setzung von FeCl, mit LiPhmal und KTp* in Acetonitril er-
reicht. Nach Aufarbeitung der Reaktionsmischung konnte 1
in Ausbeuten von 51 % isoliert werden, und das Abkiihlen
einer Losung von 1 in Hexan fiihrte zu Einkristallen, die fiir
die Strukturanalytik mittels Rontgenbeugung geeignet waren.
Das Ergebnis einer entsprechenden Untersuchung ist in Ab-
bildung 1 dargestellt.!'?

Das Eisen(II)-Ion ist verzerrt trigonal-bipyramidal (7=
0.58)1 von den drei N-Atomen des Tp*-Liganden und zwei
O-Atomen des Diethylphenylmalonats koordiniert. Erwar-
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Schema 3. Mégliche Mechanismen der oxidativen Spaltung von
Diethylphenylmalonat.

Abbildung 1. Molekiilstruktur von 1 (alle Wasserstoffatome wurden
weggelassen). Ausgewihlte Bindungslangen (in A) und -winkel (in °):
Fel-O1 2.0876(8), Fe1-O2 1.9868(9), Fel-N1 2.0968(11), Fel-N3 =
2.0906(11), Fel-N5 2.1678(10), 02-C20 1.2695(14), O1-C16
1.2444(15), C16-C19 1.4188(17), C19-C20 1.4026(16); C16-C19-C20
118.74(11), O2-Fe1-N3 142.34(4), O1-Fel-N5 177.13(4), C16-C19-C23-
C24 71.99(16).

tungsgemif steht somit eine freie Koordinationsstelle zur
Bindung und anschlieBenden Aktivierung von O, zur Verfi-
gung.

Versetzt man Losungen von 1 in Acetonitril unter was-
serfreien Bedingungen mit Sauerstoff, so konnen nach der
Aufarbeitung mit 0.5 mL 3m Salzsdure und anschlieBender
Filtration tiber Kieselgel (Acetonitril als Laufmittel) Losun-
gen der HPhmal-Spaltungsprodukte erhalten werden. Die
Analyse per GC-MS (CI) ergab lediglich einen Peak (m/z
179.1), der — wie auch 'H- und "*C-NMR-spektroskopisch!"*]
nachgewiesen werden konnte — Ethylbenzoylformiat ent-
spricht. Wie oben bereits dargestellt, ist Ethylbenzoylformiat
eines der beiden Produkte, die bei Dioxygenaseaktivitdt von 1
entsprechend der Funktion von Dkel erwartet werden (vgl.
Schema 2). Das zweite Produkt, EtOCO,", zerfillt offenbar
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bereits wihrend der Reaktion zu EtO™ und CO,; letzteres
wurde IR-spektroskopisch nachgewiesen. Um die Dioxyge-
naseaktivitit zu bestitigen, wurde 1 zudem mit '*O-angerei-
chertem Disauerstoff (95%) umgesetzt. Die anschlieBende
Analyse der nach der Aufarbeitung erhaltenen Losung per
GC-MS zeigte einen 94-proz. Einbau von 'O in Ethyl-
benzoylformiat (ein *O-Atom pro Molekiil).'”! Die Markie-
rung in CO, wurde durch IR-Spektroskopie iiberpriift, wobei
eine Verschiebung der v,-Bande um 16 cm™' entsprechend
der Erwartung fiir '5*OC'®O beobachtet werden konnte.['"!

Dariiber hinaus wurde die Reaktion auch mithilfe der 'H-
NMR-Spektroskopie verfolgt. Wird eine CD;CN-Losung von
1 mit O, in Kontakt gebracht, so weichen die paramagnetisch
verschobenen Signale von 1 innerhalb von 2 h den Signalen
von Ethylbenzoylformiat und zwei verschiedenen Ethanolat-
Einheiten. Weitere Signale waren nicht auszumachen, sodass
das Schicksal des {Tp*Fe}-Komplexfragments zunéchst
unklar blieb. Innerhalb weniger Stunden schieden sich aus der
Losung Kristalle von [Tp*,Fe] ab, deren Bildung mit der
Entstehung einer Tp*-freien Eisenverbindung einhergehen
muss, die am Ende entsprechend die EtO -Liganden tragt.

Als néchstes sollte die Frage geklart werden, ob die Ma-
lonatspaltung iiber die vorherige Aktivierung von O, am Fe'-
Zentrum verlduft. Zunichst wurde daher LiPhmal mit O,
umgesetzt. Nach einer Aufarbeitung analog zur Reaktion von
1 mit O, konnten jedoch keine Spaltungsprodukte identifi-
ziert werden, sodass die Spaltung der C=C-Bindung offen-
sichlich mehr als nur die Anwesenheit eines Lewis-sauren
Metallions erfordert. Zudem wurde 1 mit einem Aquivalent
NOPF; oxidiert und die erhaltene Eisen(IIT)-Verbindung mit
O, umgesetzt. Nach gewohnter Aufarbeitung konnten per
GC-MS ebenfalls keine Oxidationsprodukte nachgewiesen
werden, sodass wir davon ausgehen, dass die Reaktion von 1
iiber die Aktivierung von O, am Fe"-Zentrum unter Gene-
rierung einer Fe™-Superoxido-Spezies — abweichend von dem
fiir das Enzym postulierten Mechanismus — verlduft. Diese
greift zunédchst unter Bildung einer Eisenorganoperoxido-
Einheit am elektrophilen Kohlenstoffatom des Phmal-Li-
ganden an (Schema 3) — dhnliches wurde bereits im Zusam-
menhang mit Modellkomplexen fiir a-Ketosdure-abhéngige
Enzyme postuliert.”) AnschlieBend konnte es entweder zur
Bildung einer Dioxetanspezies kommen, die wiederum durch
Cycloreversion in die entsprechenden Spaltungsprodukte
zerfillt, oder zu einem O-O-Bindungsbruch (homo- oder
heterolytisch). Letzterer ginge mit der Bildung einer hoch-
valenten Eisenoxidospezies einher, die ein Sauerstoffatom
auf das a-Kohlenstoffatom tibertragen sollte. Ein Angriff des
endstdndigen Superoxidosauerstoffatoms am eher nucleo-
philen C,-Atom erscheint dagegen unwahrscheinlich, und die
Tatsache, dass nach Oxidation mit NOPF, und anschlieBender
Reaktion mit O, keine Spaltung beobachtet wurde, schlieB3t
auch einen Mechanismus iiber einen intramolekularen Elek-
tronentransfer und Bildung eines substratzentrierten Radi-
kals in Analogie zu intradiolspaltenden Catechol-Dioxyge-
nasen® aus.

In jedem Fall werden die vier Oxidationsdquivalente des
O, ausschlieBlich durch Elektronen des Liganden kompen-
siert, sodass das Eisenzentrum nach der Spaltung erneut in
der Oxidationsstufe + II vorliegt und demnach auch kataly-
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tische Umsetzungen moglich sein sollten. Um dies zu iiber-
priifen, wurden LiPhmal und 5 Mol-% 1 in Acetonitril mit O,
umgesetzt. Die Analyse der Reaktionslosung nach einer
Aufarbeitung wie oben beschrieben belegte die selektive
katalytische Spaltung des Substrats mit einer TOF von 55 h™!.

1 stellt damit ein hervorragendes Modell fiir das aktive
Zentrum der Acetylaceton-Dioxygenase dar, denn es erfiillt
drei Kriterien: 1) Die strukturelle Ahnlichkeit: Der Tp*-
Ligand empfindet die (His);-Koordinationssphire des Fe'-
Zentrums nach, wihrend Phenyldiethylmalonat als Substrat-
analogon fiir -Diketonate und (-Ketoesterate betrachtet
werden kann. 2) Auch die Funktion wird simuliert: In Kon-
takt mit O, bilden sich selektiv Ethylbenzoylformiat und CO,,
wobei die Dioxygenaseaktivitit mit '*O,-Experimenten be-
stédtigt wurde. 3) Wie das Enzym, wirkt auch das Modell ka-
talytisch.

Insofern stellt der O,-Aktivierungsmechanismus, der fiir
das Modell 1 abgeleitet wurde, ein alternatives Denkmodell
fir die Enzymfunktion dar, zumal er auch mit den Ergeb-
nissen kinetischer Studien,® die mit dem Enzym durchge-
fithrt wurden, in Einklang zu bringen wére.

Experimentelles

Alle Experimente wurden mit Schlenk-Techniken in einer Argonat-
mosphire oder im Handschuhkasten durchgefiihrt. Verwendete Lo-
sungsmittel wurden getrocknet und entgast. Die Herstellung von
Me,PzH,["! KTp*!'®! und Lithiumdiisopropylamid (LDA)"! erfolgte
nach literaturbekannten Vorschriften. 95-proz. 'O, wurde von der
Firma Chemotrade bezogen. Das Lithiumsalz des Diethylphenylma-
lonats wurde durch Umsetzung von Diethylphenylmalonat mit
1 Aquivalent LDA in THF erhalten.

1: Eine Losung von 720 mg LiPhmal (2.97 mmol) und 1.00 g
KTp* (2.97 mmol) in Acetonitril (50 mL) wurde mit 376 mg FeCl,
(2.97 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht geriihrt
und anschlieBend vom weiBen Feststoff ([Tp*,Fe]) abfiltriert. Die
Losung wurde bis zur Trockne eingeengt und der verbleibende
Riickstand mit 20 mL Hexan gewaschen. AnschlieBend wurde 1
durch dreimaliges Extrahieren mit je 80 mL Hexan von den entste-
henden Salzen abgetrennt. Die so erhaltene Losung wurde auf 20 mL
eingeengt, filtriert und der Riickstand mit 20 mL Hexan gewaschen.
Nach Trocknung am Hochvakuum erhilt man 904 mg 1 (1.54 mmol)
als weiles Pulver (51% Ausbeute). Fiir die Strukturbestimmung
durch Rontgenbeugung geeignete Einkristalle erhdlt man durch
langsames Abkiihlen einer Losung von 1 in Hexan. 'H-NMR
(CD;CN, 25°C) 6 = —13.66 (4H, CH,), —2.03 (6H, CH3;), 5.93 (1H,
CH,,), 6.03 (9H, Pz-CH,), 6.96 (2H, CH,,), 8.46 (2H, CH,,), 12.25
(9H, Pz-CH,), 56.59 ppm (3H, 4H-Pz); IR: 7=2984 (w), 2928 (W),
2523 (s), 1624 (vs), 1599 (m), 1543 (m), 1450 (s), 1410 (s), 1379 (s),
1333 (s), 1313 (s), 1271 (vw), 1198 (m), 1011 (w), 806 (m), 789 cm™*
(m); Elementaranalyse ber. (%) fiir C,sH;,BFeNO, (588.23 gmol™):
C 5717, H 6.34, N 14.29; gef.: C 56.72, H 6.25, N 14.20; UV/Vis
(MeCN): =260 nm; y,, = 1.05x 102 cm’mol™, u; = 5.00 pg (o
= 4.90 pp).

Eingegangen am 20. Juni 2008
Online veroffentlicht am 3. September 2008
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