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An L3ZnOH Complex as a Functional Model of the Enzyme Carbonic Anhydrase

The tridentate ligand hydrotris(3-tert-butyl-5-methylpyrazo-
lyl)borate (L) reacts with zinc perchlorate hexahydrate to form
L3ZnOH (1) which is the first mononuclear neutral zinc hy-
droxide complex. 1 is a structural model of the enzyme car-
bonic anhydrase due to its tetrahedral coordination with three
N-heterocycles and one OH ion as ligands. Its functional
analogy to the enzyme involves (a) reversible uptake of CO,
forming the unstable bicarbonate complex L*ZnOCOOH (4)
in solution from which the dinuclear carbonate complex
L*ZnOC(0)OZnL? (3) crystallizes, (b) reaction with dialkyl

pyrocarbonates forming the complexes L*ZnOC(O)OR (5)
which are stable esters of the bicarbonate complex and which
are easily hydrolyzed to ROH, CO,, and L*ZnOH, (c) thermal
decarboxylation of the ethyl carbonate complex 5b resulting
in the ethanolate complex L3ZnOEt (6) which is extremely
sensitive to hydrolysis, (d) “inhibition” by small anions due to
conversion of 1 into the complexes L3ZnX (% X = Cl, CN, Nj,
OAc). The identity of the various L*Zn derivatives is estab-
lished by NMR methods and structure determinations.

Carboanhydrase ist eines der am besten untersuchten
Enzyme!!!. IThre bemerkenswert einfache Funktion besteht in
der Katalyse der hydrolytischen Umwandlung zwischen
Kohlendioxid und Hydrogencarbonat, die normalerweise
langsam, da kinetisch gehemmt, ist. An vielen Stellen im
Korper, so auch in den roten Blutkérperchen als das bio-
logische Gegenstiick des Himoglobins, sorgt sie damit fiir
den raschen Umsatz bzw. die rasche Entfernung des kor-
pereigenen Verbrennungsprodukts CO,. Ihr katalytisch ak-
tives Zentrum besteht aus einem Zink-Ion, das tetraedrisch
von drei Histidin-Imidazol-Gruppen und einem Wasser-
molekiil umgeben ist. Als Teilschritte des Katalysecyclus
werden die Deprotonierung des H,O-Liganden und der An-
griff des starken Nucleophils [His;ZnOH]" an CO, unter
Bildung eines Hydrogencarbonat-Liganden diskutiert, der
dann unter Substitution durch ein neues Wassermolekiil ab-
gelost wird" 3, Da jedoch bis jetzt weder der Enzym-Sub-
strat-(CO,)-Komplex noch andere Intermediate des kataly-
tischen Cyclus durch Strukturanalysen identifiziert sind, be-
ruhen die Vorschlige zu seinem Verlauf bisher nur auf
kinetischen, spektroskopischen und theoretischen Studien®,

Ansdtze zur strukturellen Modellierung des Enzyms
konnten in der Vergangenheit nicht die tetraedrische Ns-
ZnOH,-Koordination reproduzieren'”, und Studien zur
funktionellen Modellierung mit anderen Zink-Komplexen
blieben zumeist auf Ester-Hydrolysen beschriinkt®. Die be-
ste Anndherung an den Zustand im Enzym gelang bisher
Kimura et al. mit dem Komplex [(1,5,9-Triazacyclodode-
can)ZnOH,]**, der nahe dem Neutralpunkt deprotoniert
wird und die CO,-Hydratisierung katalysiert™. Einen ein
deutig charakterisierten einkernigen tetraedrischen L’ZnOH-
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Komplex gab es zu Beginn unserer Untersuchungen nicht,
obgleich basische Salze eine normale Erscheinung in der
anorganischen Chemie von Zink sind”’ und obgleich eine
Reihe Hydroxid-verbriickter Mehrkernkomplexe von Zink
bekannt ist'®,

Wir hatten gefunden, daB 3-substituierte Pyrazolylborat-
Liganden sehr gut zur Stabilisierung tetraedrischer Zink-
Komplexe mit N;ZnX-K oordination geeignet sind®. Unsere
Versuche, auf gleiche Weise zu N3ZnOH,- oder N;ZnOH-
Komplexen zu kommen, hatten jedoch iiberraschenderweise
zur Zerlegung der Pyrazolylborate unter hydrolytischer
Spaltung der B—N-Bindungen gefiihrt®. Wir waren des-
halb bemiiht, die Arbeiten auf solche Pyrazolylborate aus-
zudehnen, bei denen durch Substituenten in 3- und 5-Stel-
lung das Bor-Atom und das Zink-lon schiitzend eingehillt
sind. Liganden dieser Art sind seit kurzem bekannt"*"!, Wir
wihlten daraus die Verbindung L* mit 3-tert-Butyl- und 5-
Methyl-Substituenten aus.

L’ = HBpz'y

Die vorliegende Arbeit beschreibt unsere erfolgreichen
Versuche, mit Zink-Komplexen des L’-Liganden ein struk-
turelles und funktionelles Modell des Enzyms Carboanhy-
drase zu entwickeln. Kurzmitteilungen dazu>** wurden ge-
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meinsam mit G. Parkin publiziert, der die Strukturanalysen
von 1 und 3 sowie spektroskopische Untersuchungen bei-
steuerte. Er wird iiber seine Ergebnisse separat berichten.

Der Komplex L3ZnOH

Wihrend andere Pyrazolylborate K[HBpz%] mit Zn-
(ClOy), - 6 H,O entweder unter Bildung der Bis(ligand)-
Komplexe Zn(HBpz%), (pz* = Pyrazolyl, 3-Phenyl-, 3-
Tolylpyrazoly)®! oder unter B—N-Hydrolyse zu den Kom-
plexen [L’3Zn-O(H)-ZnL;](ClO,); (L’ = 3-Anisylpyrazol, 3-
tert-Butylpyrazol)®™ reagieren, ergibt sich mit dem hier ver-
wendeten doppelt substituierten Pyrazolylborat-Liganden
L? spontan die Bildung des Komplexes 1 vom gesuchten
Typ L*ZnOH. Die OH-Gruppe stammt dabei aus dem Kri-
stallwasser von Zinkperchlorat; die Ausbeute an 1 wird aber
durch Zugabe von KOH zur Reaktionslésung noch verbes-
sert. DaB der Schutz des Pyrazolylborats durch doppelte
Substitution der wesentliche Faktor zur Stabilisierung von
1 ist, konnten wir inzwischen durch Gewinnung weiterer
Komplexe L*ZnOH mit dhnlichem Substitutionsmuster
belegen ',

.l‘l Me
B

ol /Ao'

OH
1

1 ist an Hand seiner NMR-Daten (s.u., Tab. 1) leicht zu
identifizieren. Im IR-Spektrum (Nujol) liegen die WOH)-
Bande bei 3676 und die v(BH)-Absorptionen bei 2543 und
2522 ¢cm~!. Damit ist 1 dem analogen Cobalt-Komplex!!*!
sehr dhnlich. 1, dessen Molekiilstruktur von Parkin be-
stimmt wurde!'?, ist das bisher beste strukturelle Modell der
Carboanhydrase. Die Koordinationsumgebung des Zink-
Ions in 1 ist jedoch in der fiir Komplexe L*ZnX typischen
Weise®! gegeniiber der tetraedrischen verzerrt, und der
Zn—O-Abstand von 185 pm ist deutlich kiirzer als der far
das aktive Zentrum der Carboanhydrase berechnete von
196 pm™"® oder der mit 2.0 A Aufldsung fiir das Enzym er-
mittelte von ca. 210 pm"",

1 ist in Losung nur méBig stabil und neigt zur Zersetzung
unter B— N-Spaltung. Beim Erhitzen im festen Zustand bis
zur Sublimation zerfallt es vollstindig unter Abgabe von 5-
tert-Butyl-3-methylpyrazol. Diese Beobachtung bestétigt die
bei den erfolglosen Syntheseversuchen zu L*ZnOH-Kom-
plexen angestellte Vermutung™®, daB die Selbstzerstorung
der intermediiren Verbindungen L*ZnOH der Grund fiir
die Freisetzung der entsprechenden Pyrazole ist. Auch bei
der Behandlung von 1 mit Perchlorsdure in Toluol werden
die B— N-Bindungen gespalten. Ergebnis dieser Reaktion ist
das 2:1-Gemisch der beiden (Pyrazol)zink-Komplexe 2a
und b, dessen Zusammensetzung sich durch Umkristallisa-
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tion nicht dndert. Unter milden Hydrolyse-Bedingungen
(Wasser, Methanol, Alkalihydroxide) ist 1 aber stabil.

[Zn1¢)(ClOy), [ZnL)(ClO4),
2a 2b
L’ = 5-tert-Butyl-3-methylpyrazol

CO,-Reaktionen von L*ZnOH

Der auf Grund der biochemischen Untersuchungen vor-
geschlagene Ablauf der katalytischen Hydratisierungen/De-
hydratisierungen im aktiven Zentrum des Enzyms
Carboanhydrase' wird in Schema 1 wiedergegeben. Dabei
wird durch His; die Protein-Umgebung des Zink-Ions und
seine Koordination an drei Imidazol-Seitengruppen von
Histidin-Einheiten symbolisiert.

Schema 1. Katalytischer Cyclus der Carboanhydrase

+

Hi B -BH Hi
is is
A 5 ! t . A .
Hig wm= Zn“"— OHy HIS‘; Zn  — OH
His/ His
-HCOj3~ CO2
H,0 H
) .0
His AN
. ' C=!
Higmee Zn*
~o”
His

Durch die Isolierung von 1 war es nun moglich, einige
der hierbei ablaufenden Reaktionen zu modellieren. Die er-
haltenen Informationen beruhen im wesentlichen auf NMR-
Messungen, die zuniichst verwirrend waren, schlieBSlich aber
zur Identifizierung und Unterscheidung der in Tab. 1 an-
gegebenen Spezies fiihrten. Grund der Verwirrung war ein-
mal, daB in verschiedenen Losungsmitteln unterschiedliche
Produktverteilungen entstehen und nur in CDCl; die wich-
tigste Spezies 4 in nennenswerten Konzentrationen vorliegt,
zum anderen, daf3 die Substanzpaare 1/3, 1/4 und 3/4 sich
immer nur in ein oder zwei NMR-Signallagen unterscheiden
und speziell 1 und 3 deckungsgleiche '"H-NMR-Spektren zei-
gen. Ohne Informationswert war dazu das 'H-NMR-Signal
fir die OH-Gruppe von 1, das in CDCIl; nur bei hohen
Konzentrationen von 1 bei & = 0.13 auftaucht, aber dann,
vermutlich durch H/D-Austausch mit dem Lésungsmittel,
verschwindet.

Leitet man CO, in eine CDCl,-Losung von 1 ein, so spal-
ten im 'H-NMR-Spektrum die Pyrazol-H- und -tBu-Signale
zu zwei Signalen etwa gleicher Intensitdt auf, wihrend die
Lage der Methyl-Signale unverindert bleibt. Im *C-NMR-
Spektrum bleiben die Lagen der Me- und tBu-Signale un-
verdndert, diec Pyrazol-C-4- und -C-3-Signale werden im
Verhiltnis 1: 1 aufgespalten, und neben dem C-3-Signal tau-
chen zwei ca. halb so intensive Signale auf. Zusétzlich be-
obachtet man im '*C-NMR-Spektum zwei neue Signale bei
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& = 124.8 (fiir das geléste CO,) und bei § = 157.9 (zu den
anderen d-Werten siche Tab. 1). Damit liegt es nahe, daB
neben noch vorhandenem 1 mindestens eine, eventuell zwei
neue Substanzen in Ldsung vorliegen.

Tab. 1. NMR-Daten (CDCls, int. TMS, 8-Werte) fiir 1, 3 und 4

1 3 4
130 1y 13¢ 1y 13¢ 1y

c3 162.8 166.1 163.8
cs 143.9 143.8 144.5
c4-H  102.3 5.70 102.3 5.70 103.0 5.74
C(CH3)3 31.5 31.5 31.5
C(CH3)3 30.4 1.30  30.4 1.30  30.5 1.26
CHj 12.7 2.29  12.7 2.29  12.7 2.29
€052~ 163.7
HCO5™ 157.9

Eine dieser Substanzen ist durch die folgenden Beobach-
tungen eindeutig als der zweikernige p-Carbonato-Komplex
3 identifiziert: Wird die Reaktionslésung im CO,-Strom bis
zur Trockne verdampft, dann hinterbleibt nur eine Verbin-
dung, deren 'H-NMR-Spektrum mit dem vom 1 deckungs-
gleich ist, deren *C-NMR-Spektrum sich aber beziiglich C-
3 um 3.3 ppm von dem von 1 unterscheidet und ein zusétz-
liches Signal bei 8 = 163.7 zeigt. Letzteres 1dBt sich einem
Carbonato-Liganden zuordnen!'®, was durch zwei neue IR-
Banden (bei ¥ = 1587 und 1311 cm~}; in Nujol) untermau-
ert wird ">, Die Charakterisierung dieser Substanz als der
Komplex 3 ist durch die Strukturanalyse von Parkin si-
chergestellt, der sie bei Reaktionsfithrung in Benzol kristallin
erhielt!"*?", Die Strukturanalyse belegt die doppelt-einzih-
nige Bindungsart des p-Carbonato-Liganden, erlaubt aber
wegen dessen Fehlordnung keine Diskussion der Zn—O-
und C— O-Bindungsldngen. 3 ist der erste eindeutig charak-
terisierte Carbonatozink-Komplex. Man kennt einige Co-
balt-?" und Kupfer-Komplexe® mit der gleichen
M—0 —C(O)— O~ M-Verbriickung. Im verwandten p-
Carbonatobis(pyrazolylborato-Kupfer)-Komplex fungiert
die CO%~-Einheit aber als doppelt-zweizihniger Briicken-
ligand 3],

Die dritte Substanz in den CO,-Reaktionslésungen halten
wir aufgrund der folgenden Befunde fiir den Hydrogencar-
bonato-Komplex 4: Da die im 'H-NMR-Spektrum neu auf-
tauchenden Signale nicht dem Zweikernkomplex 3 zuzu-
ordnen sind, miissen sie zu einer weiteren Substanz gehoren.
Desgleichen sind drei der Signalaufspaltungen im *C-NMR-
Spektrum nicht auf die Bildung von 3 zuriickzufiihren. Das
starkste Indiz zugunsten der Bildung von 4 ist das isolierte
13C-NMR-Signal bei § = 157.9, das sich durch Vergleich
mit den Signallagen fiir (Alkylcarbonato)zink-Komplexe
(s.u.) dem Hydrogencarbonato-Liganden zuordnen lift.
Aus den NMR-Spektren ergibt sich — unter Beriicksichti-
gung der Tatsache, dal 1 und 3 zumeist identische Si-
gnallagen haben —, daB in den CO,-gesittigten Losungen
1, 3 und 4 im ungefihren Mengenverhéltnis 1:1:2 vorliegen.
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Zwei NMR-Experimente erhirteten die Konstitutions-
zuordnung von 4: Die quantitative Auswertung der “C-
NMR-Signalintensititen mit Hilfe der Reversed-Gated-De-
coupling-Methode™ ergibt fiir C-3, C-4, C-5 und C(Hydro-
gencarbonat) ein Haufigkeitsverhéltnis von 3:3:3:1, wie es
der Formel entspricht. Und bei Verwendung von “C-mar-
kiertem CQ, treten die Signale fiir gelostes CO, (6 = 124.8)
und fiir den Hydrogencarbonat-Liganden (8 = 157.9) mit
stark erhohter Intensitdt auf. Ein letztes Argument zugun-
sten der Bildung von 4 resultiert aus dem IR-Spektrum einer
CO,-gesittigten Losung von 1 in CCl,, die neben den v(CO)-
Banden von CO, und 3 (schwach) zwei Banden bei ¥V =
1694 und 1310 cm~' zeigt, die sich wiederum durch Ver-
gleich mit (Alkylcarbonato)zink-Komplexen (s.u.) dem Hy-
drogencarbonato-Liganden zuordnen lassen.

Der Komplex 4 hat sich bis jetzt nicht isolieren lassen.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum hinterbleibt
1 mit einigen Prozenten 3. Beim Einengen im CO,-Strom
und beim Abkiihlen unter einer CO,-Atmosphare kristalli-
siert 3. Die gleichen Verhiltnisse herrschen in Dichlorme-
than, Methanol oder Benzol als Lésungsmittel, wobei in
methanolischer Lésung 4 und in benzolischer Losung 3 do-
miniert. Die leichte Riickreaktion zu 1 und die Weiterreak-
tion zu 3 deuten an, daB der Hydrogencarbonat-Ligand in
4 nicht ausreichend abgeschirmt ist. Dementsprechend
scheinen analoge Hydrogencarbonat-Komplexe mit sterisch
anspruchsvolleren Pyrazolylborat-Liganden stabiler zu
sein (4],

Die Umwandlung von 1 in 4 ist eine Einschiebungsreak-
tion; bei der Weiterreaktion von 4 mit 1 zu 3 wird ein Aqui-
valent Wasser abgespalten. Dal3 alle diese Reaktionen sehr
leicht umkehrbar sind, ergibt sich nicht nur aus der Labilitit
von 4, sondern auch aus der Hydrolyse-Empfindlichkeit von
3. 3 ist nur in extrem trockenen Ldsungsmitteln zu hand-
haben und wird im festen Zustand wie in Losung durch den
Zutritt von Luftfeuchtigkeit rasch wieder in 1 umgewandelt.



706

Auf diese Weise sind in Lésung durch Dosierung des Feuch-
tigkeits- und CO,-Gehalts die Mengenverhiltnisse von 1, 3
und 4 zu variieren und die Komplexe reversibel beliebig
ineinander zu iiberfiihren.

Die Komplexe L>ZnOC(O)OR und L*ZnOR

Die Nichtisolierbarkeit von 4 veranlafite uns zu Versu-
chen, stabile Derivate davon in die Hand zu bekommen.
Diese fanden sich in den Alkylcarbonat-Komplexen S5a und
b, die als Ester der Saure L*ZnOC(O)OH Kklassifiziert werden
konnen. Ihre Bildung und Reaktivitit steuerte weiter zum
Modellcharakter von 1 fiir die Carboanhydrase bei.

Setzt man 1 mit einem Dialkylpyrocarbonat ROC(O)-
OC(O)OR (R = Me, Et) um, indem man dieses als Lo-
sungsmittel verwendet, so wird in langsamer Reaktion das
Pyrocarbonat durch 1 hydrolysiert, und es fallen in guten
Ausbeuten die Komplexe 5 an. Als Nebenprodukt wird da-
bei der p-Carbonato-Komplex 3 isoliert. Seine Bildung kann
wie bei der Entstehung aus 1 und CO, durch einen erneuten
Angriff von 1 auf das Intermediat, in diesem Fall 5a bzw.
b, gedeutet werden. Konstitution und Darstellungsweg eta-
blieren damit die Verwandtschaft von 4 und 5.

L T/é\ﬂrf?;g
9

Zn

|

0

/
0=C

\

OR
5a: R = Me
5b: R = Et

5a ist durch eine Kristallstrukturanalyse abgesichert, de-
ren Ergebnis in Abb. 1 wiedergegeben ist. Auch diese Struk-
turanalyse krankt wie die mehrerer L*ZnX-Komplexe (s.o.
und Lit.®'**2) an einer Fehlordnung des X-Liganden. In
der ZnOC(O)OR-Ebene liegen zwei OC(O)OR-Einheiten
mit Besetzungsfaktoren von 0.7 und 03 vor; der
01 —Zn—01'-Winkel betrigt 26°. Abb. 1 gibt die domi-
nierende Molekiilform wieder. Die anderen molekularen Pa-
rameter bleiben durch diese Fehlordnung unbeeinfluflt.

Der Methylcarbonato-Ligand ist einzdhnig an das Zink-
Ion gebunden, das sich hier wie iiblich in stark trigonal
verzerrter tetraedrischer Koordination Dbefindet. Der
Zn—O-Abstand von 188 pm entspricht denen in 1
(185 pm™), 3 (185 pm™") und L*ZnOC(O)Me (186 pm™),
ist somit fiir die L’ZnOX-Situation typisch. Im Methylcar-
bonato-Komplex L*ZnOC(O)OMe (L* = Me,[14]anN,)P
ist er mit 196.5 pm dagegen charakteristisch ldnger, wie auch
in anderen Carboxylatozink-Komplexen, z.B. in Zn-
(OAc),(Imidazol), mit 196 bzw. 198 pm™".
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Abb. 1. Molekilstruktur von Sa; ausgewihlte Bindungsldngen
[pm] und -winkel [°]: Zn—N12 204.4(4), Zn—N22 202.5(4),
Zn—N32 203.4(4), Zn—O1 188.3(6), O1—C1 121(1), C1—02
138(1), C1—03 124(1), 03—C2 155(1); N12—Zn—N22 93.7(2),
N12—Zn—N32 94.5(2), N22—Zn—N32 96.6(2), O1 —Zn—N12
113.1(2), O1—Zn—N22 121.2(2), O1—-Zn—N32 129.6(2),
Zn—01—C1 140.4(6), 01 —-C1—-02 116(1), O1 —C1—-03 131(1),
02--C1—03 114(1)

Die Zn—O1-Bindung entspricht nicht der dreizdhligen
Achse des Pyrazolylborat-Liganden, die sich fast mit der
O1 —Zn—01’-Winkelhalbierenden deckt. Entsprechend
der Auslenkung von O1 in Richtung auf N12 sind die
O — Zn —N-Winkel verschieden. Der Zn— O2-Abstand von
328 pm ist auBerhalb des Bereichs fiir eine zweizidhnige
Koordination. Kiirzer ist der nichtbindende Zn — O-Abtand
in L*ZnOC(O)Me (295 pm ), und noch kiirzer der lingere
der beiden Zn— O-Abstdnde in HB(3-Phenyl-pz),ZnONO,
(247 pm®). Damit deutet sich fiir den L*ZnOX-Strukturtyp
ein kontinuierlicher Ubergang von der einzihnigen zur zwei-
zahnigen Koordination des OX-Liganden an. Die Abstinde
und Winkel im Alkylcarbonato-Liganden von 5a entspre-
chen nur grob der Erwartung, z.B. ergibt sich fir die
C1—02-Doppelbindung der lingste C—O-Abstand. Hier
treten offensichtlich Verfilschungen durch die Fehlordnung
auf, die eine Detaildiskussion verbieten.

Ein wichtiges Detail der Molekiilstruktur von 5a besteht
darin, daB der Alkylcarbonato-Ligand durch die umgeben-
den tert-Butyl-Gruppen nicht ausreichend abgeschirmt
wird. Dies macht seine Weiterreaktion mit 1 zu 3 verstind-
lich. Dies kann auch die Empfindlichkeit des Hydrogencar-
bonato-Komplexes 4 erkléren, der bis auf das Atom C2 mit
5a deckungsgleich sein sollte. Es ist daraus abzuleiten, daf3
zur Stabilisierung eines Hydrogencarbonato-Komplexes die
Substituenten in 3-Stellung des Pyrazolylborats vergroBert
werden sollten.

Die spektroskopischen Daten der Komplexe 5 liefern die
wichtigsten Grundlagen fiir die Identifizierung von 4. In den
NMR-Spektren (Tab. 2) entsprechen alle Banden fiir den
L*Zn-Molekiilteil denen von 1. Dazu kommen die Alkyl-
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carbonat-Signale mit 5(**C)-Werten von ca. 158, ganz ihn-
lich dem von 4. In den Komplexen [(Me,[14]anN,)Zn-
OC(O)OR]™* liegen diese Signale ebenfalls bei & =
158 —15924, Die IR-Banden fiir den OC(O)OR-Liganden
(Tab. 3) liegen auch in einem charakteristischen Bereich, in
den sich der Hydrogencarbonat-Ligand von 4 als Spezialfall
eines OC(O)OR-Liganden genau einfiigt.

Tab. 2. NMR-Daten (CDCl;, int. TMS, 8-Werte) von Sa, b und 6

5a 5b 6

134 1y 13, 1y 13¢ 1y
c3 164.4 163.8 163.3
cs 145.7 144.5 143.7
C4-H 103.5 5.92 102.9 5.81 102.8 5.71
C(CH3)3 31.9 31.6 32.0
C(CH3)3 30.4 1.36 30.4 1.40 30.6 1.60
CH; 13.1 2.42 12.9 2.39 13.1 2.17
€O3R 158.4 157.7
0-R 54.0 3.68 62.2 3.73q® 62.0 78¢°

15.1 1.25¢8 22,8 1.85tP

2J=173Hz. —*J = 67 Hz

Tab. 3. CO-Valenzschwingungen von 5a, b und Vergleichssubstan-
zen (4 in CCly, sonst in Nujol)

Vag Vg
L3Zn-0-COOH (4) 1694 1310
1.32n-0-CcoOMe (5a) 1689 1280
132n-0-COOEt (5b) 1684 1290
L4zn-0-coome? 1676 1310
142n~-0-CcOOEL 3 1660 1300

* L% = Me,[14]anN, P

Die Alkylcarbonato-Komplexe 5 zeigen auch in ihrer
Reaktivitdt Modellcharakter in bezug zur Carboanhydrase.
So werden sie nicht nur von tberschiissigem 1 an ihrer Koh-
lensdureester-Funktion unter Bildung von 3 gespalten (s.0.),
sondern auch durch Spuren von Wasser zersetzt, wobei ver-
mutlich {iber intermediares 4 letztlich 1, CO, und ROH ge-
bildet werden. Wie bei 3 und 4 setzt so die sehr leicht ver-
laufende Hydrolyse das komplexgebundene Kohlensiure-
Derivat wieder als CO, frei.

Die CO,-Freisetzung aus 5b 148t sich auch durch ther-
mische. Decarboxylierung herbeifithren. Wird eine Probe
von 5b an das EinlaBsystem eines Quadrupol-Massenspek-
trometers angeschlossen und erhitzt, so tritt oberhalb von
60°C ein sprunghafter Anstieg des CO,-Massensignals bei
m/z = 44 ein. Diese Beobachtung deutet darauf hin, daf3
aus 5b unter CO,-Eliminierung der Ethanolat-Komplex 6
entsteht.

Priparativ ist 6 durch Hochvakuum-Pyrolyse von 5b bei
90°C zuginglich. Wegen seiner extremen Hydrolyse-Emp-
findlichkeit ist 6 nicht durch Umkristallisation zu reinigen.
Seine NMR-Spektren (Tab. 2) belegen aber seine Konsti-
tution. In seinem IR-Spektrum fehlen die CO-Valenzschwin-
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gungen von Sa oder 4, und seine v(BH)-Bande (Exp. Teil)
ist charakteristisch gegeniiber denen von 1 oder 5a ver-
schoben. In Gegenwart von Feuchtigkeit geht 6 spontan und
quantitativ in 1 und Ethanol iiber. Thermische und hydro-
lytische Zerlegung von 5 bzw. 6 vollenden also hier das

Modell des katalytischen Cyclus der Zink-vermittelten Koh-
lensdure-Dehydratisierung.

Substitution der OH-Gruppe von L*ZnOH

Fir das Enzym Carboanhydrase gibt es zahlreiche
Inhibitoren!***2 Deren bekannteste sind kleine nucleo-
phile Anionen und die Substanzgruppe der Sulfonamide. Bei
ihrer inhibierenden Wirkung wird entweder der Zugang zum
aktiven Zentrum blockiert oder das Zink-gebundene Hy-
droxid-Ton ersetzt. Die Verfiigbarkeit des Komplexes L*-
ZnOH (1) gab nun Gelegenheit, auch diesen Typ von En-
zymreaktion modellhaft nachzuvollziehen.

Losungen von 1 in Methanol reagieren rasch und in ho-
hen Ausbeuten mit LiCl, KCN und NaN,. Die Produkte
der OH-Substitution 7a —c fallen dabei praktisch analysen-
rein aus der Reaktionslosung aus. Die Substitution durch
das Acetat-Ion, einen guten Liganden fiir L*Zn-Komple-
xe®? gelingt sogar, wenn dieses als Kupferacetat angebo-
ten wird. Das entstehende 7d ist aber iiber Mangan(11)-ace-
tat oder Blei(Il)-acetat nicht zugénglich, ebensowenig wie
Metallnitrate oder -carbonate die Substitution der OH-
Gruppe in 1 auslésen. Die Komplexe 7 sind iiber ihre 'H-
und ®C-NMR-Spektren (Tab. 4) leicht zu identifizieren, die
fir den L’Zn-Teil in allen Belangen denen der zuvor be-
schriebenen L*Zn-Komplexe entsprechen.

Me E r. Me
M
<9\ 79
Zn Bu

X

7

X | CI CN N3 OAc
7| a b ¢ d

Die Komplexe 7a—c lassen sich mit KOH nicht wieder
in 1 zuriickverwandeln, was indirekt die Labilitdt von 1 be-
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Tab. 4. NMR-Daten (CDCI;, int. TMS, 6-Werte) von 7a—d

7a 7b 7c 7d

1y 13¢
c3 163.2
c5 144.4
C4-H 5.84 5.86 102.8 5.86 5.76
C(CH3)3 31.7
C(CH3)3 1.43 1.45 30.9 1.43 1.29
CH; 2.40 2.41 12.7 2.41 2.32
Zn-X 139.8 2.05

legt. Gegeniiber Sulfonamiden scheint 1 aber inert zu sein:
mit dem als Carboanhydrase-Inhibitor bekanntesten Ver-
treter dieser Verbindungsklasse, dem Acetazolamid!>?! von
dem wir auch schon einen Zink-Komplex untersucht
haben®, reagiert 1 nicht.

Diskussion

Mit Hilfe des Komplexes L*ZnOH (1) als Carboanhy-
drase-Modell sind nun erstmals wesentliche Teilschritte der
katalytischen Hydratisierung von CO, bzw. Dehydratisie-
rung von HCOj; durch Isolierung von Zwischenstufen und
deren Derivaten nachvollzogen. 1 ist durch die doppelte
Substitution seines Pyrazolylborat-Liganden einerseits inert
genug, um isoliert werden zu konnen, andererseits ist die
sterische Hinderung in der Nachbarschaft des Zink-Ions
nicht so groB, daB Reaktionen an diesem ,,aktiven Zentrum*
zu sehr beeintriachtigt werden.

Die Bedeutung von 1 als funktionelles Modell der Car-
boanhydrase liegt in der Umsetzung mit CO, zum labilen
Hydrogencarbonat-Komplex 4, der mit 1 zum Carbonat-
verbiickten Zweikernkomplex 3 weiterreagiert und auch bei
Versuchen zur Kristallisation in diesen iibergeht. Reaktio-
nen von Ubergangsmetallkomplexen mit CO, und die Ei-
genschaften von Carbonato-Komplexen sind seit langem
Gegenstand vieler Untersuchungen3, Doch die aus-
schlieBliche Einschiebung von CO, in eine M — OH-Funk-
tion ist dabei eine seltene Ausnahme, und die strukturana-
lytische Identifizierung von Hydrogencarbonat-Komplexen
ist bis jetzt auf Beispiele aus der metallorganischen Chemie
beschriinkt geblieben. Die hohe Labilitit von 3 und 4 und
ihre leichte Riickumwandlung in 1 entsprechen dabei der
Bedeutung von Zink fiir den enzymkatalysierten Vorgang.
Denn von einem zu L*ZnOH &hnlichen (Pyrazolylborato)-
kupfer-Komplex [L’Cu(u-OH)], wird CO, irreversibel zu
einem entfernt mit 3 verwandten Komplex aufgenommen *,
ganz analog zu der Tatsache, daB3 bei Ersatz von Zink durch
Kupfer die Carboanhydrase inaktiv wird. In den moleku-
laren Details scheinen jedoch die Zwischenstufen-Modelle 3
und 4 nicht dem biologischen Vorbild zu entsprechen: wih-
rend fiir letzteres eine unsymmetrische Fiinffach-Koordi-
nation des Zink-lons angenommen wird (Schema 1), ent-
halten 4 (modelliert in 5) und 3 einzdhnige Carbonat-Ligan-
den und ein verzerrt tetraedrisch koordiniertes Zink-Ion.

R. Alsfasser, M. Ruf, S. Trofimenko, H. Vahrenkamp

Die Komplexe 5 und 6 bestirken die Identifizierung des
nicht isolierbaren Komplexes 4. Die Strukturanalyse von 5a
entspricht der Erwartung fiir einen Methylester von 4, und
die thermische Decarboxylierung von 5b liefert in Form von
6 eine Verbindung, die sich als ein Ethylester von 1 klassi-
fizieren 14Bt. Beide Verbindungen, speziell 6, sind wieder sehr
empfindlich gegen Wasser, von dem sie wie auch 3 und 4 in
1 zuriickverwandelt werden. Damit ist ein nahezu komplet-
tes Reaktionssystem zwischen Kohlensdure in ihren ver-
schiedenen Veresterungs- und Dehydratisierungs- bzw. De-
protonierungsstufen und dem Hydroxozink-Komplex her-
gestellt.

Die Reaktivitdt in diesem System ist wesentlich mit dem
Vorhandensein von Zn—O-Bindungen verkniipft. In Ge-
genwart kleiner nucleophiler Anionen gehen diese zugunsten
anderer Bindungen (in den Komplexen 7) verloren, was ana-
log zur Inhibierung des Enzyms durch solche Anionen ist.
Im Zusammenhang damit steht unsere Beobachtung, daf3
Spezies wie 1, 3 oder 4 ausgehend von den bequem zugéng-
lichen Halogeno-Komplexen L’ZnHal nicht zuginglich
sind™, Das katalytische System der Carboanhydrase ba-
siert demnach wohl auch auf der Tatsache, daB das Zink-
Ion als vorwiegend zu den weichen Sduren nach Pearson
zdhlende Spezies zwar Sauerstoff-haltige Liganden noch ak-
zeptiert, aber eben in Form labiler und nur méaBig stabiler
Komplexe.

Das hier beschriebene Reaktionssystem L*ZnOH/CO, er-
laubt keine katalytische Hydratisierung von CO,, wie es fiir
andere Zink-Komplexe mit dreizdhnigen Liganden beob-
achtet wurde®. Letztere haben dafiir jedoch den Nachteil,
keine strukturellen Modelle der Carboanhydrase darzustel-
len. Die herausragende Eigenschaft von 1 und seinen Reak-
tionsprodukten ist dementsprechend, dal durch sie die
wichtigsten Intermediate des Katalysecyclus reprisentiert
sind und zur Untersuchung in Form kleiner Molekiile zur
Verfiigung stehen.

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
und dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt. Dr. W, Deck
und Dipl.-Chem. 4. Meifiner steuerten wichtige NMR-Messungen
bei. Besonderer Dank gebiihrt Prof. G. Parkin von der Columbia
University, New York, fiir die Kooperation und zahlreiche frucht-
bare Diskussionen sowie Prof. M. Binnewies fiir die Ermoglichung
der MS-Untersuchungen.

Experimenteller Teil

Die allgemeinen experimentellen Techniken waren wie beschrie-
ben™, Der Ligand L? wurde nach Literaturvorschrift!! gewonnen.
Alle neuen Komplexe sind in Tab. 5 charakterisiert. IR-Spektren
(¥-Werte [cm~']) wurden, wenn nicht anders angegeben, von Nujol-
Suspensionen vermessen. Bei der Aufnahme des '*C-NMR-Spek-
trums von 4 nach der Reversed-Gating-Decoupling-Methode wur-
den die Spin-Gitter-Relaxationszeiten zunichst durch ein Inver-
sion-Recovery-Experiment abgeschiétzt und daraufhin die Warte-
zeit zwischen zwei MeBimpulsen zur vollstindigen Relaxation der
C-Atome auf 5 min eingestellt.

Herstellung von 1: 205 mg (0.55 mmol) Zn(ClO,), - 6 H,O wurden
zu einer Losung von 250 mg (0.55 mmol) K[HB(3-tBu-5-Mepz);]
in 40 ml Methanol gegeben. Nach 15 min wurde zu der Reaktions-
16sung eine Ldsung von 31.0 mg (0.55 mmol) KOH in 10 ml Me-
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thanol gegeben und die Mischung 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Die
Losung wurde durch ein Membranfilter filtriert, um das ausgefal-
lene KClO, abzutrennen, und anschlieBend eingeengt, bis kristal-
lines 1 ausfiel. Zur Vervollstindigung der Kristallisation lie man
die Reaktionslosung noch 24 h bei —20°C stehen. Das analysen-
reine Produkt wurde abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrock-
net. Man erhielt insgesamt 180 mg (65%) 1.

Thermische Zersetzung von 1: Aus 70.0 mg (0.14 mmol) 1 subli-
mierten bei 180°C/0.3 Torr 40.0 mg (92%) analysenreines kristal-
lines 3-tert-Butyl-S-methylpyrazol.

Umsetzung von 1 mit Perchlorsdure: Zu einer Losung von 150 mg
(0.29 mmol) 1 in 20 ml Toluol wurden unter Rithren 2 ml HCIO,
(70%) in 8 ml Wasser gegeben. Nach 2 h wurde die organische
Phase abgetrennt, mit MgSQO, getrocknet und i. Vak. zur Trockne
eingeengt. Umkristallisation aus heiBem Toluol ergab 120 mg eines
2:1-Gemisches aus 2a und b, dessen Zusammensetzung sich durch
mehrfaches Umkristallisieren nicht inderte. — '"H-NMR (CDCly):
9.80 (br. s, NH), 6.08 (s, Ring-CH), 2.40 [s, Me(2b)], 2.33 [s, Me(2a)],
1.39 [s, tBu(2a)], 1.37 [s, tBu(2b)]. — IR: v(NH) 3198 (br.), 3138.

CisHgCLN{;Os7Zn (1093.6)/
C3;HssClLNgOgZn (817.2)(67:33)
Ber. C 52,67 H 746 N 1491
Gef. C 52.07 H 7.58 N 14.92

Herstellung von 3: Durch eine Loésung von 100 mg (0.20 mmol)
1 wurde ein langsamer CO,-Strom geleitet, bis alles Losungsmittel
verdampft war. Danach wurde der Riickstand 1 h im CO,-Strom
getrocknet. Man erhielt so 3 als einziges Produkt der Reaktion.
Wegen seiner Empfindlichkeit konnte 3 nicht durch Umkristalli-
sieren gereinigt werden.

Herstellung der Komplexe 5. — 5a: 50.0 mg (0.10 mmol) 1 wurden
unter Rithren in 2 ml Pyrokohlensidure-dimethylester suspendiert.
Nachdem eine klare Lésung entstanden war (ca. 2 h), wurde soviel
tiberschiissiger Ester im Olpumpenvakuum entfernt, bis der Alkyl-
carbonato-Komplex zu Kristallisieren begann. Zur Vervollstindi-
gung der Kristallisation wurde die Reaktionslésung ca. 12 h bei
3°C belassen. AnschlieBend wurde das kristalline Produkt abfil-
triert, mit Pentan gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Tab. 5. Charakterisierung der neuen Komplexe

Schmp. [°C] Summenformel Analysen
v(BH)[cm~1] (Molmasse) c H N
1 160(Zers.) Cjp4Hy1BNgOZn Ber. 56.99 8.17 16.62
2543/2522 (505.9) Gef. 56.70 8.10 16.42
4 50(Zers.) CygHgpBoN31203Zn,y Ber. 56.72 7.77 16.20
2555/2520 (1037.8) Gef. 56.20 8.01 16.27
ba 270(Zers.) CyeHy3BNgO3Zn Ber. 55.38 7.69 14.91
2553/2522  (560.8) Gef. 55.12 7.61 15.23
5b 260(Zers.) Cy7Hy5BNgO32n Ber. 56.36 7.82 14.61
2551/2518 (574.8) Gef. 55.96 7.80 15.19
6  320/zers.) CygHy5BNgOZn Ber. 58.44 8.43 15.73
2562 (533.9) Gef. 54.45 7.61 15.68
7a 185 C44HgoBCLNgZn Ber. 54.98 7.69 16.03
2542 (524.3) Gef. 54.66 7.60 15.88
7b 167 Co5HggBN;Zn Ber. 58.32 7.83 19.05
2533 (514.9) Gef. 57.56 7.56 18.63
7c  155(Zers.) CoqHypBNgZn Ber. 54.30 7.60 23.75
2555 (530.9) Gef. 53.08 7.30 23.37
7d 214 CpgHg3BNgO22Zn  Ber. 57.00 7.91 15.34
2547 (547.9) Gef. 57.80 7.84 14.79

Es verblieben 36.0 mg (65%) Sa. Die Mutterlauge der Reaktion
wurde fast bis zur Trockne eingeengt und anschlieBend nochmals
zur Kristallisation bei 3°C belassen. Im Laufe von 3 d kristallisier-
ten 10.0 mg (20%) 3.

5b: Wie Sa aus 50.0 mg (0.10 mmol) 1 und 2 ml Pyrokohlensiure-
diethylester. Man erhielt aus der ersten Kristallisation 40.0 mg
(70%) Sb und aus der zweiten Kristallisation 12.0 mg (24%) 3.

Decarboxylierung von 5b: 200 mg (0.35 mmol) 5b wurden
i.Hochvak. (10~¢ mbar) 12 h getrocknet und anschlieBend 2 h auf
90°C erhitzt. Danach lagen 186 mg (100%) rohes 6 vor, das spek-
troskopisch charakterisiert wurde. Bei Versuchen zur Umkristalli-
sation nahm die Reinheit von 6 wegen dessen extremer Hydrolyse-
Empfindlichkeit ab.

OH-Substitution an 1. — 7a: Zu einer methanolischen Lésung
von 40.0 mg (0.08 mmol) 1 wurde eine Losung von 10.0 mg (0.09
mmol) LiCl - 4 H,O in 5 ml Methanol unter Riihren getropft. Der
sofort ausgefallene Niederschlag wurde abfiltriert, mit wenig Me-
thanol gewaschen und aus Toluol bei — 18 °C umkristallisiert, wo-
bei 39.0 mg (94%) 7a anfielen.

7b: Wie 7a aus 40.0 mg (0.08 mmol) 1 und 7.00 mg (0.11 mmol)
KCN; Ausb. 38.0 mg (93%) 7b.

Tab. 6. Atomparameter von Sa

Atom X Y Z Ueq
Zn 1262 (1) 7815(1) 2097(1) 35(1)
B -431(5) 6645(3) 2626(4) *°35(2)
N(11) -1214(4) 7313(2) 2361(3) 34(1)
N(12) -636(4) 7936(2) 2057(3) 36(1)
C(11) -1560(5) 8415(3) 1872(3) 40(1)
C(12) =-2710(5) 8100(3) 2058(3) 46(1)
C(13) -2473(5) 7410(3) 2358(3) 39(1)
C(14) -3376(5) 6830(4) 2621(4) 59(2)
C(15) =1279(5) 9171(3) 1532(4) 52(2)
C(16) -660(7) 9623(4) 2241(4) 75(3)
C(17) =-2494(7) 9547(4) 1255(5) 84(3)
c(18) -418(7) 9119(4) 755(4) 73(3)
N(21) 421(4) 6846(2) 3378(2) 32(1)
N(22) 1259(4) 7425(2) 3308(3) 36(1)
c(21) 1787(5) 7514(3) 4083 (3) 36(1)
c(22) 1299(5) 6993(3) 4637 (3) 42(1)
C(23) 441(4) 6587(3) 4187(3) 34(1)
C(24) -335(5) 5956(3) 4478 (3) 49(2)
C(25) 2753(5) 8088(3) 4255(3) 49(2)
C(26) 2263(7) 8841(3) 3987(4) 72(3)
c(27) 3062(7) 8101(4) 5210 (4) 88(3)
c(28) 3938(6) 7912(4) 3764 (4) 80(3)
N(31) 347(4) 6377(2) 1859(3) 34(1)
N(32) 1254 (4) 6824 (2) 1503(3) 36(1)
C(31) 1746(5) 6446(3) 846(3) 41(1)
C(32) 1158(5) 5770(3) 787(3) 46(1)
C(33) 293(5) 5737(3) 1427(3) 40(1)
C(34) -589(6) 5136(3) 1646(4) 58(2)
C(35) 2808(5) 6738(4) 309(4) 54(2)
C(36) 3983(6) 6781(5) 861(5) 87(3)
C(37) 2481(7) 7494 (4) -42(4) 74(3)
C(38) 3042(8) 6225(5) -445(5) 104(4)
0(1) 2130(6) 8679(3) 1811 (4) 53(2)
C(1l) 3191(7) 8910(5) 1747 (4) 73(3)
0(2) 4119(7) 8388(5) 1735(5) 93(3)
0(3) 3585(9) 9544(5) 1643(5) 91(4)
Cc(2) 2597(9) 10157(5) 1760(9) 89(5)
o(1') 2670(16) 8344(9) 1794(10) 55(5)
o(2') 2211(16) 9559(10) 1891(10) 80(5)
0(3") 4168(19) 9190(12) 1713(13) 76(7)
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7¢: Wie 7a aus 40.0 mg (0.08 mmol) 1 und 7.00 mg (0.11 mmol)
NaNj; Ausb. 39.0 mg (93%) 7ec.

7d: Zu einer Losung von 35.0 mg (0.07 mmol) 1 in 10 ml Me-
thanol wurden unter Rihren 14.0 mg (0.07 mmol) Cu(OAc), - H,O
gegeben. Nach 15 min wurde die Losung filtriert und i. Vak. auf die
Hilfte eingeengt. Nach 24 h bei —20°C kristallisierten 30.0 mg
(71%) 7d, diec mit wenig Pentan gewaschen wurden.

Strukturanalyse®: Das allgemeine Vorgehen bei der Struktur-
analyse und die zur Datenverarbeitung benutzten Programme wa-
ren wie voranstechend beschriecben®. Als Besonderheit der Struk-
turlésung mufBite die im Text diskutierte 70:30-Fehlordnung des
Methylcarbonato-Liganden beriicksichtigt werden. Dadurch war
die Lage des duBleren C-Atoms C2’ fiir die zu 30% besetzte Lage
des Methylcarbonats so schlecht definiert, daf dieses C-Atom nicht
mit sinnvollen Temperaturfaktoren in die Berechnungen mitein-
bezogen werden konnte. Farblose Kristalle von 5a wurden bei 3°C
direkt aus der Reaktionslosung erhalten. Summenformel:
C,6H43BNgO3Zn; Molmasse: 560.8; KristallgroBe: 0.5 x 0.4 x0.2
mm; Raumgruppe: P2,/n; Z = 4;a = 1069.8(2), b = 1824.4(4),c =
1565.7(3) pm; B = 90.08(3)% ¥V = 3.055(1) nm>; dy, = 1.22; Aot =
1.23 gem™ % p = 8.6 cm !} 20@-Bereich: 2—44° hkl-Bereich: +h,
+k, +1 3163 Reflexe mit I > 3o(l); 346 Variable; R-Wert nach
empirischer Absorptionskorrektur: 0.048; Restelektronendichten:
+0.5 und —0.3 - 10° ¢/pm°. Tab. 6 gibt die Atomparameter.
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