zwei Sorten von Oktaederliicken im Verhiltnis 1:2. Die
Oktaederliicken, die jeweils nur von einer der vier fert-Bu-
tylgruppen pro Tetrahedranmolekiil umgeben sind, schlie-
Ben die Gasmolekiile bzw. -atome ein. Die iibrigen Liicken
sind dafiir zu klein. Im Packungsdiagramm (Abb. 1) sind

Abb. 1. Packungsdiagramm der Argon-EinschluBkristalle von 1 (Projektion
entlang ¢); Argonatome durch Kreise markiert.

die Positionen der Argonatome durch Kreise markiert. Die
Belegung im verwendeten Kristall betrug 26%. Beim Er-
wirmen der Kristalle in der Mutterlauge iiber 220 K beob-
achtet man unter dem Mikroskop, daB Gasblasen aus den
Kristallen austreten und aus der Lésung herausperlen. Die
Kristalle werden triib: Ohne die stiitzenden Gaseinschliisse
bricht das Gitter zusammen. Auf der Basis der Tieftempe-
raturdaten kénnen die beiden spiegelbildlichen Torsions-
fehlordnungslagen der terr-Butylgruppen, die in die von
Argonatomen belegten Liicken ragen, getrennt verfeinert
werden. Der Torsionswinkel zwischen den beiden Fehlord-
nungslagen betréigt 26°. Aus den thermischen Parametern
ergibt sich fiir die rert-Butylgruppen eine Torsionsschwin-
gung von 9°, die sich durch dynamische Schwingung oder
statische Fehlordnung erkldren 148t. Im Vergleich zur Mes-
sung bei 213 K sind die Bindungslingen wegen der Ver-
feinerung mit Reflexen hoher Ordnung' weitgehend frei
von Effekten, die durch die Abweichung der Bindungs-
elektronen von der kugelsymmetrischen Elektronendichte-
verteilung um die Atome entstehen'?.

Abb. 2. Deformationsdichten von 1 [3]. Schnitte jeweils entlang einer Bin-
dung und senkrecht zur gegenitberliegenden Bindung des Tetraeders. Die in
den Formeln mit Kreisen markierten Atome und Bindungsmittelpunkte lie-
gen in der jeweiligen Schnittebene. Kontur-Intervall 0.05 eA-3,
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Die Deformationsdichten wurden jeweils in Schnitten
(Abb. 2) entlang einer Tetraederbindung und durch den
Mittelpunkt der gegeniiberliegenden Tetraederbindung be-
rechnet. Schnitte mit Maxima in speziellen Lagen (Spiegel-
ebenen) haben wir wegen der gréfleren Standardabwei-
chung (o(p)=0.06 eA > gegeniiber 0.04 ¢A > in allgemei-
nen Lagen) nicht zur Diskussion herangezogen. Die Dich-
temaxima der Tetraederbindungen sind um 0.37 A von der
Bindungsachse nach auBen verschoben. Dies entspricht ei-
ner Biegung dieser Bindungen um 26°. Die Tetrahedran-
bindung ist somit eine der am stirksten gebogenen C-C-
Bindungen®®. Theoretische Berechnungen!d ergeben Bie-
gungen der gleichen GréB8enordnung. Ein Kreisbogen iiber
das Dichtemaximum zwischen zwei Tetrahedran-C-Ato-
men ist 1.7 A lang, wihrend der Abstand zwischen den
Atomen 1.497 A betrigt. Die Dichtemaxima der Bindun-
gen zwischen den Tetrahedran-C-Atomen und den quarti-
ren C-Atomen der fer-Butylgruppen (Abb. 2) liegen exakt
auf den Verbindungslinien zwischen den Atomen. Dies gilt
auch fiir die Cguan-Cmeny-Bindungen der tert-Butylgrup-

pen.
Eingegangen am 15. Dezember 1986,
verdnderte Fassung am 22. Januar 1987 [Z 2011)
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ENDOR-Untersuchung biologisch relevanter
organischer Radikale in inversen Micellen**

Von Norbert Bretz, Ingrid Mastalsky, Martin Elsner und
Harry Kurreck*

-Das Interesse an inversen Micellen (,,mit dem Wasser in-
nen*‘) nimmt aus mehreren Griinden zu:

a) Enzyme konnen iiblicherweise nur in wiifirigem Mi-
lieu eingesetzt werden, da sie durch hydrophobe Wechsel-

{*} Prof. Dr. H. Kurreck, Dipl.-Biochem. N. Bretz,

I. Mastalsky, Dipl.-Chem. M. Elsner
Institut fir Organische Chemie der Freien Universitit
TakustraBe 3, D-1000 Berlin 33

[**] Wir danken Herrn Dr. B. Kirste fur hilfreiche Diskussionen und Unter-
stiitzung bei den Spektrensimulationen. N. B. dankt Herrn Prof. F. Miil-
ler, Universitdt Wageningen, fir einen anregenden Forschungsaufent-
halt in dessen Laboratorium. Diese Arbeit wurde von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie ge-
fordert.
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wirkungen denaturieren. Gelost im Wasser innerhalb in-
verser Micellen sind sie jedoch gegeniiber hydrophoben
Losungsmitteln stabilisiert und so als Biokatalysatoren ein-
setzbar, um schlecht wasserlosliche Substrate in der nicht-
wilrigen Phase zu den gewiinschten Produkten umzuset-
zen!"?,

b) Proteinfreie, modifizierte Cofaktoren von Enzymen
wie die der Flavoproteine sind wegen unerwiinschter Ei-
genschaften, die beim intakten nativen Material nicht be-
obachtet werden, oft keine ,,guten‘* Modellverbindungen.
Der Einbau der Flavin-Coenzyme in inverse Micellen
konnte moglicherweise diese Eigenschaften, z.B. Aggre-
gatbildung durch Stapelung, Lichtempfindlichkeit oder -
im Falle der semichinoiden Stufen - Disproportionierung
und Dimerisierung, unterdriicken.

c) Fur die Spektroskopie freier Radikale mit den ma-
gnetischen Resonanztechniken EPR (Elektronenspinreso-
nanz) und ENDOR (Elektron-Kern-Doppelresonanz) ist
Wasser wegen seiner hohen dielektrischen Verluste im Mi-
krowellenbereich besonders ungeeignet. Andererseits sind
gerade wiiBrige Pufferlosungen fiir die Einstellung physio-
logischer Bedingungen unabdingbar. Wenn die parama-
gnetischen Spezies jedoch im Innern inverser Micellen er-
zeugt werden, sollte ihre Untersuchung in wiBrigen Kom-
partimenten der weiterhin vorwiegend hydrophoben Lé-
sung mdglich sein.

Die EPR-Spektroskopie Spin-markierter Molekiile (,,re-
porter group technique‘™), die Aussagen iiber die Radi-
kalumgebung ermdglicht™”), erbrachte bei inversen Micel-
len interessante Ergebnisse z. B. iiber die micellare Mikro-
viskositit. Allerdings sind Informationen iiber die wichti-
gen Hyperfeindaten wegen des begrenzten Aufldsungsver-
mogens der EPR-Spektroskopie nur unzureichend zuging-
lich. Deutlich besser ist das Aufldsungsvermogen der Dop-
pelresonanzmethode ENDOR, die heute bei organischen
Radikalen viel angewendet wird"®>-"), Die erste ENDOR-
Untersuchung in inversen Micellen wurde am Fremyschen
Salz, einem anorganischen Radikal (ON(SOK),), durchge-
fiihrt. Dabei wurden das Dodecylammonium-propionat/
Toluol- und das Natrium-1,2-bis(2-ethylhexyloxycarbo-
nyl)-1-ethansulfonat (AOT)/Toluol-System verwendet!®!.
Aus der Temperaturabhingigkeit der Signalintensitit des
hochfrequenten “N-ENDOR-Signals konnte geschlossen
werden, dafl das micellare Wasser ein fiir das Radikalsalz
polareres und viskoseres Milieu ist als reines Wasser. Au-
Berdem ist der EinfluB von Luftsauerstoff auf den EN-
DOR-Effekt geringer, und auch die bei hoheren Konzen-
trationen zu beobachtende Aggregation des Fremyschen
Salzes ist unterdriickt. (Dieses Ergebnis ist vergleichbar
mit dem Verhalten von in Micellen eingebauten Porphyri-
nen, bei denen die sonst iibliche Aggregation ebenfalls
nicht auftritt® %)

Hier berichten wir iiber das erste erfolgreiche ENDOR-
Experiment an in inverse Micellen eingebauten organi-
schen Radikalen mit den Radikalanionen von Lumiflavin,
Riboflavin, FMN (Flavinmononucleotid) und FAD (Fla-
vin-adenindinucleotid) als Beispielen. Flavine treten als
ubiquitdre Redox-Cofaktoren in nahezu allen biologischen
Elektronentransportketten auf; die chemischen, biochemi-
schen und biologischen Aspekte des Flavin-Systems wer-
den z.B. in !'" ' behandelt. Obwohl durch UV- und EPR-
Untersuchungen in wiBrigen Losungen stabile Radikal-
anionen von Flavinen nachgewiesen werden konnten!!®,
waren ENDOR-Signale bisher nur von gefrorenen wiBri-
gen Losungen erhiiltlich. Dagegen sind die Radikalanio-
nen der Flavine der ENDOR-Spektroskopie zuginglich,
wenn sie elektrochemisch in nichtwiBrigen Losungsmit-
teln wie CH,Cl, oder Hexamethylphosphorsduretriamid
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(HMPT) mit Tetra-n-butylammoniumtetrafluoroborat als
Leitsalz erzeugt werden!" '3l Auch kationische parama-
gnetische Derivate der Flavin-Modellverbindungen konn-
ten ENDOR-spektroskopisch untersucht werden, aller-
dings ebenfalls in nichtwdBrigen Losungsmitteln, z.B. in
Mischungen von Toluol und Trifluoressigsiure’®. EN-
DOR-Untersuchungen an Radikalen von Flavoproteinen
sind bisher nur in gefrorenen wiBrigen Losungen méglich
(vgl. . 16])_

Es ist uns gelungen, bemerkenswert stabile Lésungen
von Flavin-Radikalanionen in Hexan/Hexanol-Mischun-
gen mit Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) als Am-
phiphil zu erzeugen. Abbildung 1 zeigt die 'H- und 2H-
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Abb. 1. 'H- und *H-ENDOR-Spektren der Radikalanionen selektiv deute-
rierter Lumiflavine in inversen Micellen. Die Zuordnung der Signale (unten)
ist eindeutig, da die Signale der selektiv ausgetauschten Protonen im 'H-
ENDOR-Spektrum jeweils fehlen.
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ENDOR-Spektren!'”! der Radikalanionen selektiv deute-
rierter Lumiflavine!”® in diesen inversen Micellen (dhnli-
che ENDOR-Spektren wurden fiir die Radikalanionen von
Riboflavin, FMN und FAD erhalten). Die Spektren zeigen
ein gutes Signal/Rausch-Verhiltnis und eine gute Auflé-
sung mit Linienbreiten von etwa 150 kHz. Wir fiihren dies
darauf zuriick, dal Austauschprozesse (,,chemischer Aus-
tausch” und ,,Heisenberg-Austausch*) weitgehend unter-
driickt werden; dies ist unter der Annahme plausibel, daB
eine Micelle maximal ein Radikalanion enthilt. Derartige
Austauschprozesse wiirden den ENDOR-Effekt drastisch
reduzieren'”); es ist wahrscheinlich, daB gerade wegen die-
ser Effekte bei den in fliissigem Wasser erforderlichen ho-
hen Radikalkonzentrationen ENDOR-Signale nicht nach-
gewiesen werden konnen.

Wihrend Neutralradikale in fliissiger wiBriger Losung
nicht in fiir ENDOR-Messungen ausreichender Konzen-
tration zu erzeugen sind (um Flavin-Neutralradikale unter-
suchen zu konnen, muB N5 des Isoalloxazinrings alkyliert
werden!'”), kénnen sie in inversen Micellen angereichert
werden. Offensichtlich dimerisieren oder disproportionie-
ren sie in diesem Milieu nicht. In orientierenden
Versuchen konnten wir das ENDOR-Spektrum des Neu-
tralradikals von Lumiflavin-3-acetat in Hexan mit AOT als
Tensid problemlos aufnehmen™. Es gelang auch, EPR-
Spektren invers-micellarer Losungen von Flavoproteinen
wie den Radikalen von Flavodoxinen und der Glucoseoxi-
dase aufzunehmen. Bisher konnten allerdings von diesen
Lasungen keine ENDOR-Signale erhalten werden.

Arbeitsvorschrift

Eine 0.3 molare Losung von CTAB (umkristallisiert aus Ethanol und tber
Silicagel im Vakuum getrocknet) in Hexan/Hexanol (6/1 v/v), wy-Wert [2d]
([H,O)/[CTAB]) von 15, wurde hergestellt durch Zugabe des berechneten Vo-
lumens an Pufferldsung (typische Zusammensetzung: 25 mM Flavin-Derivat,
75 mm Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und 50 mM 2-Amino-2-hydroxy-
methyl-1,3-propandiol (Tris; pH 10) oder Pyrophosphat (pH 11) oder NaOH
(pH 12)). Die durch kriftiges Schitteln (ca. 1 min) und durch Beschallung
(2 % 25 s) homogenisierte, phasenstabile Losung wurde in das EPR/ENDOR-
Probenrghrchen iiberfiihrt, entgast und unter Hochvakuum abgeschmolzen.
Die Probe wurde im EPR-Resonator so lange bestrahlt (Halogenlampe
250 W, 15s-Intervalle, 313 K), bis eine optimale EPR-Signalintensitat der ge-
bildeten Radikalanionen erreicht war. Fiir die ENDOR-Messungen wurde
das Probenrdhrchen in einen ENDOR-Resonator iberflihrt (mit unseren Ge-
raten ist eine in-situ-Erzeugung der Radikale im ENDOR-Resonator nicht
maglich).
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Enantioselektive Synthese von a-Trialkylsilylketonen
und -aldehyden**

Von Dieter Enders* und Braj Bhushan Lohray
Professor Gerhard Quinkert zum 60. Geburtstag gewidmet

Silylenolether B!'! und die isomeren a-Silylketone (B-
Ketosilane) A™ lassen sich ineinander iiberfiihren!®, Sie
gehodren zu den Verbindungsklassen der modernen Carbo-
nylchemie, die bei Synthesen am vielseitigsten einsetzbar
sind. Wihrend die O-silylierten Verbindungen B einfach
durch Silylierung der Ketone zugénglich sind (Z=0), muf3
man zur Synthese der C-silylierten Isomere A entspre-
chende Azaenolate (Z=NR, NNR,)"**~ oder andere Ver-

kniipfungsmuster heranziehen (siche Retrosynthese-
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Professor-Pirlet-StraBe 1, D-5100 Aachen
[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie und den Fir-
men BASF AG und Degussa AG gefordert. Wir danken Herrn Dr. H.
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