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Abstract: Das bislang realistischste niedermolekulare Analo-
gon fiir die 1-Aminocyclopropan-I-carbonsdiure-Oxidase
(ACCO) wird beschrieben. Das aktive Zentrum der ACCO,
bestehend aus einer 2-His-1-Carboxylateisen(Il)-Spezies,
wurde durch eine Tp-Eisen-Einheit nachgeahmt, welche in der
Lage ist, ACC zu binden. Der resultierende Komplex
[TpM"" FeACC] (1) stellt entsprechend einer fiir das Nickel-
derivat durchgefiihrten Rontgenstrukturanalyse ein hervorra-
gendes Strukturmodell dar, da es, wie fiir das Enzym vorge-
schlagen, das ACC zweizihnig koordiniert und eine freie Ko-
ordinationsstelle verbleibt. Letztere ermdglichte erstmalig auch
die Nachahmung der Funktion: 1 ist der erste bekannte ACC-
Komplex, der in der Reaktion mit Sauerstoff Ethylen produ-
ziert. Da als Teil des katalytischen Zyklus unter anderem ein
FeOOH-Intermediat vorgeschlagen worden war, wurde auch
H,0, als Oxidationsmittel gepriift. Tatsdchlich konnte eine
noch schnellere Ethylen-Entwicklung mit einer Ausbeute von
65 % nachgewiesen werden.

Ethylen ist ein gasformiges Hormon fiir Pflanzen, das die
Fruchtreifung induziert Es wird durch Oxidation der
Aminosiure 1-Aminocyclopropan-1-carbonsidure mit O, als
Oxidationsmittel und Ascorbat als Koreduktionsmittel pro-
duziert, vermittelt durch das Enzym 1-Aminocyclopropan-1-
carbonsiure-Oxidase (ACCO).!! Gleichzeitig werden CO,
und HCN gebildet (Schema 1). Aus bislang nicht vollstiandig
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Schema 1. Der letzte Schritt der Biosynthese von Ethylen.
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ACoo H,C=CH, + CO, + HCN + 2 H,0
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verstandenen Griinden benotigt das Enzym dariiber hinaus
CO, (oder Bicarbonat-Ionen), um seine Reaktivitdt zu ent-
falten.

Schofield und Mitarbeiter verdffentlichten 2004 die
Kristallstruktur der ACCO aus Petunia hybrida.® Demnach
gehort das Enzym zur Familie der Nicht-Hadm-Eisen-Enzyme,
die die sogenannte faciale 2-His-1-Carboxylat-Triade als
Strukturmerkmal aufweisen: Das aktive Zentrum enthélt ein
Eisen(II)-Ion, das facial von zwei Histidinen und einem As-
partat koordiniert wird, sodass drei freie Koordinationsstellen
fiir die ACC- und O,-Bindung zur Verfiigung stehen. Der
Reaktionsmechanismus, der der Umsetzung in Schema 1 zu-
grundeliegt, wird noch immer kontrovers diskutiert, allge-
mein akzeptiert ist allerdings, dass die Oxidation von ACC
radikalisch mit zwei sukzessiven Einelektroneniibertra-
gungsschritten verlauft.”! Spektroskopische Studien haben
gezeigt, dass ACC im ersten Schritt zweiziihnig an das Fe™-Ion
bindet. Anschliefend erfolgt vermutlich die O,-Aktivierung
unter Bildung eines Fe'-Superoxo-Intermediats.”! Fiir den
weiteren Verlauf wurden verschiedene Vorschldge gemacht,
die allesamt ein Fe"Y=0-Intermediat umfassen, sich jedoch in
der Abfolge der Elektronentransferschritte mit Ascorbat
sowie in der Natur der Intermediate unterscheiden, welche
die sukzessive ACC-Oxidation bewirken. Rocklin et al.
schlagen vor, dass nach ACC- und O,-Bindung eine Ein-
elektronenreduktion erfolgt, die zu einem Eisen(III)-hydro-
peroxid-Intermediat fiihrt. Dieses vollzieht den ersten ACC-
Oxidationsschritt, im Zuge dessen die Fe"V=0-Spezies gebil-
det wird, die fiir den zweiten Oxidationsschritt verantwortlich
ist.’) Ein von Ascorbat bereitgestelltes Elektron vervollstin-
digt dann den katalytischen Zyklus. Alternativ schlugen
Mirica et al. eine Ascorbat-abhiingige Bildung des FeV=0-
Intermediats vor, welches dann als erste oxidierende Spezies
fungiert.”

Nach wie vor bleiben also viele Fragen zur Substrat-
wechselwirkung, zur Rolle verschiedener Kofaktoren/Ko-
substrate (Ascorbinsdure, Disauerstoff und Kohlendioxid)
und zum Katalysemechanismus unbeantwortet.

Bioanorganische Modellstudien konnen wertvolle Infor-
mationen {iiber strukturelle Parameter sowie auch iiber Vor-
aussetzungen fiir die enzymatische Reaktivitit liefern. Den-
noch sind bislang kaum Verbindungen bekannt, die man —
unter der Minimalvoraussetzung, dass sie ACC enthalten und
eine nennenswerte ACCO-éhnliche Reaktivitit besitzen — als
ACCO-Modelle betrachten konnte.*! Ein Eisen-Komplex ist
bekannt, der jedoch zweikernig ist, Eisen(III)-Ionen enthélt
und zwei verbriickende ACC-Liganden aufweist.’! Wihrend
Eisen(II)-Komplexe lange unbekannt blieben, konnten ein-
kernige 1:1-Metall-ACC-Komplexe fiir Kupfer(II) zugénglich
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gemacht werden. Ein Fe"-ACC-Komplex wurde erst kiirzlich
veroffentlicht, doch er kann schwerlich als funktionelles
Modell der ACCO gesehen werden: Das Eisenzentrum wird
oktaedrisch von sechs Donoratomen koordiniert, sodass
keine Bindungsmdoglichkeit fiir Oxidantien zur Verfiigung
steht. Dies erkldrt auch, dass die Verbindung keine Reakti-
vitdt gegeniiber O, zeigt und eine nur geringfiigig hohere
Ethylenausbeute (7 %) bei der Umsetzung mit H,O, erreicht
wird als im Blindexperiment.!'”!

Um Nicht-Hidm-Eisen-Dioxygenasen mit einem 3-His-
Strukturmotiv nachzuahmen, haben wir in vergangenen
Jahren den Tris(pyrazolyl)borato(Tp)-Liganden eingesetzt,""
der in der Vergangenheit auch schon erfolgreich verwendet
wurde, um Vertreter basierend auf dem 2-His-1-Carboxylat-
motiv nachzuahmen."” Demnach erschien uns der Tp-Ligand
auch zur Entwicklung von niedermolekularen Analoga der
ACCO vielversprechend. Die Tendenz von ACC, zwei Me-
tallzentren zu verbriicken, hat in der Vergangenheit immer
wieder zu Problemen gefiihrt, da Mehrkern-Komplexe mit
verbriickenden ACC-Koordinationsmodi nur bedingt Mo-
dellcharakter besitzen (siche oben). Demzufolge wurden
Phenylsubstituenten in 3-Position der Pyrazoldonoren von Tp
gewihlt, um eine abgeschirmte Reaktivitdtstasche analog
zum Enzym zu erzeugen. [TpMeP"FeCI|™ (TpMerre =3-
Phenyl-5-methylhydridotrispyrazol-1-yl-borato) stellte daher
eine geeignete Ausgangsverbindung dar, die gelost in Di-
chlormethan mit dem Kaliumsalz der Aminosidure 1-Amino-
cyclopropan-1-carbonsdure umgesetzt wurde (Schema 2).
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Schema 2. Synthese von [Tp"*™FeACC] (1).

Nach Aufarbeitung konnte ein schwach gelber Feststoff
isoliert werden, der mittels Elementaranalyse, IR- und 'H-
NMR-Spektroskopie (siche Hintergrundinformationen) cha-
rakterisiert wurde. Das IR-Spektrum zeigte charakteristische
Banden fiir die NH,-Streckschwingungen sowie fiir die
Carboxylat-Absorption, und die v(BH)-Schwingung, die fiir
Tp-Komplexe typisch und umgebungssensitiv ist, absorbierte
bei 2549 cm™'. Wenngleich alle ermittelten analytischen und
spektroskopischen Daten auf den Komplex [TpM“""Fe ACC]
(1) hinwiesen, ergaben alle Ansitze, die Verbindung 1 zu
kristallisieren, Kristalle der Verbindung [Tp™**",Fe].”” Um
herauszufinden, ob letztere eine Verunreinigung mit giinsti-
gem Kristallisationsverhalten ist, oder iiber einen Ligand-
austausch wihrend des Kristallisationsprozesses von 1 ent-
steht, wurde [Tp™*™,Fe] separat hergestellt und mittels 'H-
NMR-Spektroskopie charakterisiert. Ein Vergleich zeigte,
dass [TpM“*",Fe] in frisch bereiteten Losungen von 1 nicht
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vorhanden war, und auch nach 7 h traten noch keine Signale
auf. Nach iiber 5 Tagen Lagerung konnten jedoch signifikante
Mengen [TpM*™™Fe] nachgewiesen werden. Dies zeigte
deutlich, dass 1 in Losung zwar stabil genug fiir Reaktivi-
tatsstudien ist, aber nicht fiir die Kristallisation: Da 1 schlecht
kristallisiert, wird mehr Zeit benotigt als der Ligandaustausch
zuldsst.

Zur weiteren Charakterisierung des Komplexes 1 wurde
ein MoBbauer-Spektrum aufgenommen. Dieses zeigte ein fiir
Eisen(II)-High-Spin-Komplexe typisches Dublettsignal mit
einer Isomerenverschiebung von ¢ =1.0906 mms™" und einer
elektronischen Quadrupolaufspaltung von AE,=2.7 mms .

Um dariiber hinaus auch strukturelle Informationen zu
erhalten, wurde nach der gleichen Synthesestrategie ausge-
hend von [TpM**™™NiBr] auch der Nickelkomplex
[TpM**"NiACC] (2) hergestellt (siehe Hintergrundinforma-
tionen). Nach dem Aufarbeiten der blau-griinen Reaktions-
16sung wurde ein schwach-griiner Feststoff gewonnen, dessen
IR-Spektrum beziiglich Bandenform, -muster und -intensité-
ten nahezu identisch zum IR-Spektrum von 1 war (Abbil-
dung 1). Dies deutete auf eine dhnliche Struktur wie die von
Komplex 1 hin, sodass die Strukturbestimmung von 2 von
groBem Interesse war.

T T T T T T T el
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Abbildung 1. Vergleich der IR-Spektren von 1 (blau) und 2 (rot), aufge-
nommen von KBr-Presslingen.

Kristalle von 2THF konnten durch Uberschichten einer
THF-Losung mit Hexan geziichtet werden. Abbildung 2 zeigt
die mittels Einkristallstrukturanalyse ermittelte Molekiil-
struktur. Wie erwartet bindet der ACC-Ligand chelatisierend.
Somit wird das Nickel(II)-Zentrum von drei N-Atomen des
TpMe™_Liganden sowie von der Amin- und Carboxylatfunk-
tion der O-deprotonierten ACC koordiniert. Die Geometrie
der resultierenden Ligandensphére liegt zwischen einer tri-
gonalen Bipyramide und einer quadratischen Pyramide (=
0.48). Im Gegensatz zu vorherigen Modellsystemen, in denen
die C-C-Bindung der Cyclopropaneinheit verkiirzt war,” ist
die C3-C4-Bindung von 2 (1.496(3) A) nahezu identisch mit
der von freiem ACC (1.490-1.497 A).l¥

Basierend auf der hervorragenden Ubereinstimmung der
IR-Spektren von 1 und 2 wird fiir 1 eine analoge Struktur
angenommen, in der folglich eine freie Koordinationsstelle
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Abbildung 2. Molekiilstruktur von 2 THF (H-Atome zur besseren Uber-
sicht nicht gezeigt). Ausgewahlte Bindungslangen [A] und -winkel [°]:
Ni-O1 1.9585(11), Ni-N1 2.0859(14), Ni—N2 2.0993(13), Ni-N5
2.0698(13), Ni-N7 2.0510(13); O1-Ni-N1 82.19(5), N2-Ni-N5 87.29(5),
N2-Ni-N7 90.03(5), N5-Ni N7 95.17(5), O1-Ni-N2 95.59(5), O1-Ni-N5
146.53(5), O1-Ni-N7 118.12(5), N1-Ni-N2 175.66(5), N1-Ni-N5 92.51-
(5), N1-Ni-N7 94.31(5).

fiir eine potentielle Bindung und Aktivierung von O, oder
anderen Oxidantien vorliegt;"®! dies gab Anlass fiir Reakti-
vitdtsstudien mit 1. Es ist postuliert worden, dass ein Potential
von Ep(Fe™) < —0.1 V gegen Fc'/Fc eine Voraussetzung
fiir eine Reaktivitit von O, mit Eisen(II)-Komplexen ist.®
Eine cyclovoltammetrische Analyse von 1 gelost in Dichlor-
methan ergab ein reversibles Redoxereignis, allerdings sind
die Oxidations- und Reduktionspeaks um 410 mV versetzt,
was mit reversiblen strukturellen Verdnderungen wihrend
der Oxidation/Reduktion erkldrt werden konnte (siche Hin-
tergrundinformationen). Der Oxidationspeak trat bei 0.03 V
auf und erschien damit fiir die O,-Reaktivitidt nicht negativ
genug. Allerdings waren auch zuvor beobachtete Reaktivi-
tatstrends TpFe-basierter Dkel-Modelle auf Grundlage der
Redoxpotentiale nicht zu verstehen gewesen,'” und tatsich-
lich reagierte auch die Verbindung 1 mit O,.

Zu O,-gesittigtem DMF wurde in hermetisch abge-
schlossenen Gefidfien eine Losung aus 1 in DMF (Dimethyl-
formamid) gegeben. Die gaschromatographische Analyse der
Gasphase bestitigte die Ethylenproduktion, und die maxi-
male Ausbeute der Umsetzung von 17 % war nach wenigen
Minuten bei 70°C erreicht. Es ist wichtig zu erwédhnen, dass
bei der Umsetzung von ACC allein (in Form des NBu,'-
Salzes) mit O,-gesittigtem DMF selbst nach einer Stunde
kein Ethylen nachzuweisen war. Dies belegt, dass die beob-
achtete Aktivitdat nicht auf freies ACC (nach eventueller
Abspaltung aus dem Komplex) zuriickzufiihren ist. Dartiber
hinaus war die Ethylenproduktion dreimal niedriger (Aus-
beute von ca. 6%), wenn Fe(ClO,),xH,O zusammen mit
(NBu,)ACC anstelle von Komplex 1 bei gleichen Reakti-
onsbedingungen eingesetzt wurde. Bemerkenswerterweise
reagiert der analoge Nickelkomplex 2 nicht mit O,, was auf
eine O,-Anbindung am Eisenzentrum im einleitenden Schritt
der Katalyse hindeutet.
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Rocklin et al. zeigten, dass unter Single-Turnover-Bedin-
gungen und in Abwesenheit von Ascorbat nur 0.35 mol
Ethylen pro Mol ACCO gebildet wurden, woraus die Ver-
mutung abgeleitet wurde, dass die fiir die Katalyse benétigten
Elektronen von einem Teil des urspriinglichen ACCO-
Enzyms stammten./) Auch im Falle unserer Experimente ist
denkbar, dass die Elektronen einem Teil des eingesetzten
Komplex 1 entzogen wurden, sodass die erreichbare Aus-
beute wie im Falle des Enzyms limitiert ist. Leider blieben
Bemiihungen, die Elektronen durch Zusatz verschiedener
Reduktionsmittel (Ascorbat oder Benzoin) bereitzustellen,
erfolglos.

Um Informationen iiber das Schicksal des verbleibenden
Strukturgeriists von 1 zu erhalten, wurde die Gasphase nach
der Reaktion mittels GC/MS untersucht. Wie erwartet konnte
CO, als weiteres Produkt nachgewiesen werden.”’ Durch
Verfolgung des UV/Vis-Spektrums einer Losung von 1 in
DMF bei Raumtemperatur und bei 70°C zeigte sich, dass
nach O,-Zusatz auch bei Raumtemperatur die groiten Ver-
danderungen (Zunahme der Absorption bei 300-500 nm)
zwischen 0-5 min auftreten (sieche Hintergrundinformatio-
nen). Nach Ablauf dieser Zeit blieb das Spektrum nahezu
unveriandert, wihrend die Ethylenausbeute innerhalb der
ndchsten 2 h weiter stieg. Folglich gibt es vermutlich einen
schnellen ersten Reaktionsschritt (eventuell nur partiell als
Teil eines Gleichgewichts), gefolgt von einer deutlich lang-
sameren Reaktion, in der Ethylen gebildet wird. Bei Raum-
temperatur erreicht die Ethylenproduktion ein Maximum bei
ca. 7%, was auf eine Zersetzungsreaktion hindeutet, die mit
der produktiven Route konkurriert. Letztere kann aber of-
fenbar durch Erwédrmen auf 70°C signifikant beschleunigt
werden, wodurch sich die Maximalausbeute auf 17 % steigern
lasst.

Fiir viele O,-aktivierenden Nicht-Him-Enzyme und ihre
Modelle haben theoretische Untersuchungen gezeigt, dass
der initiierende O,-Bindungsschritt unter Bildung eines Ei-
sen(IIT)-superoxo-Intermediats endotherm abliduft. Die
darauf folgenden Reaktionsschritte sind iiblicherweise exo-
therm, allerdings bei niedermolekularen Analoga durch er-
hebliche Energiebarrieren charakterisiert, was zusammen mit
der endothermen O,-Bindung die Reaktionsgeschwindigkeit
absenkt. Bei der Modellierung von Enzymen, die, wie die
ACCO, parallel zum O,-Umsatz Elektronen benétigen, um
ihre jeweiligen Substrate oxidieren zu konnen, und iiber Fe'v=
O- oder Peroxid-Intermediate reagieren, kann dieses Pro-
blem mitunter durch Verwendung reduzierter Disauerstoff-
formen (z.B. H,0,) oder O-Atom-Transferreagentien um-
gangen werden kann. Tatsdchlich wurde eine signifikante
Ethylenproduktion bei Umsetzung von Komplex 1 mit PhIO
oder mCPBA (meta-Chlorperbenzoesidure) beobachtet, al-
lerdings sind die Reagentien auch in Abwesenheit des FEi-
senkomplexes in der Lage, ACC zu oxidieren (ca. 75 % bzw.
35% Ausbeute nach 2-3 h), sodass ihr Einsatz keine weiteren
Informationen iiber den Mechanismus zuginglich macht
(siche Hintergrundinformationen). Infolgedessen wurden
H,0,-Losungen in unterschiedlichen Konzentrationen getes-
tet. Interessanterweise erreichte die Ethylenausbeute ausge-
hend von einer 0.5 mm Losung des Komplexes 1 bei Ver-
wendung einer 10-20 mMm H,0O,-Losung nach 20 min einen
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Wert von 65%. ACC alleine wurde unter gleichen Bedin-
gungen kaum oxidiert (mit weniger als 2% Umsatz), was
belegt, dass die beobachtete Aktivitdt nicht auf freies ACC
zuriickzufiihren ist. Auch die Reaktivitdt von 2 gegeniiber
H,O, war sehr gering (weniger als 2% Ausbeute), was die
Bedeutung der Natur des Metallzentrums verdeutlicht.
Schlussendlich wurde auch die Ethylenproduktion von Fe-
(ClOy4),xH,0/(NBu,)ACC in DMF in Gegenwart von 10—
20 mm H,0O, untersucht, und auch hier war der Umsatz mit
10-12 % sechsmal geringer im Vergleich zur Verwendung von
Komplex 1, was auch die Rolle des Koliganden bei der
Steuerung der Reaktivitit unterstreicht.

Die vorliegenden Ergebnisse implizieren, dass die er-
folgreiche Ethylenproduktion bei der Umsetzung von Kom-
plex 1 mit O, bzw. Wasserstoffperoxid mafgeblich auf der
sehr guten Eignung der Tp™**"Fe-Einheit als Modell fiir die 2-
His-1-Carboxylateisen-Einheit der ACCO basiert. H,O, rea-
giert bekannterweise mit Fe"- oder Fe™-Komplexen zu den
entsprechenden Fe''-OOH-Intermediaten.'”) Es kann daher
angenommen werden, dass die Umsetzung von Komplex
1 mit H,O, zunichst zur Oxidation von Fe" zu Fe' und an-
schlieBend zur Bildung des Fe™-OOH-Intermediats fiihrt. Bei
Einsatz von Disauerstoff konnte ein Fe™-OOr-Intermediat im
Zuge ceiner Einelektronenreduktion durch ein weiteres
Aquivalent von 1 und Protonierung (z.B. durch Restwasser
im DMF) ebenfalls zu einem Fe-OOH-Intermediat fiihren.
Unsere Ergebnisse deuten daher darauf hin, dass tatsdchlich
eine Fe™-OOH-Spezies im katalytischen Zyklus der ACCO
involviert ist und dass dessen Bildung wahrscheinlich der
Oxidation des gebundenen Substrats vorausgeht. Dies ist im
Einklang mit den beiden vorgeschlagenen Mechanismen der
enzymatischen Aktivitat.

Zusammenfassend haben wir das erste Fe'-basierte nie-
dermolekulare Modellsystem beschrieben, das die Struktur
des aktiven Zentrums der ACCO naturgetreu nachahmt und
zudem auch seine Funktion simuliert. Die Oxidaseaktivitét
des Fe"-Komplexes in Kontakt mit O, ist bemerkenswert
(17%), denn unter Single-Turnover-Bedingungen erreicht
auch das Enzym lediglich 35% Umsatz. Weiterfiihrende
Studien mit alternativen Oxidationsmitteln, Elektronen- und
Protonendonoren sowie kinetische und theoretische Unter-
suchungen werden auf die weitere Aufkldrung des biomime-
tischen Oxidationmechanismus abzielen.

Stichwérter: Aminocyclopropan-1-carbonsiure - Eisen -
Enzymmodelle - Oxidasen - Sauerstoff
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