
Da der postulierte Hydrogencarbonato-Komplex 2 auf- 
grund seiner Labilitat nicht isoliert werden konnte, sollte auf 
anderem Weg ein stabiles Derivat synthetisiert werden. Dies 
gelang durch Umsetzung des Hydroxo-Komplexes 1 rnit Py- 
rokohlensauredimethylester, wobei dieser als Losungsmittel 
verwendet wurde. Reaktionsprodukt war der Methylcarbo- 
nato-Komplex 4. 

Verbindung 4 wurde ebenfalls durch Kristallstrukturana- 
lyse abgesichertL7]. Zwar sind fuoffach und sechsfach koordi- 
nierte Alkylcarbonatozink-Komplexe beschrieben" 'I, aber 4 
ist das erste Beispiel mit tetraedrisch koordiniertem Zink. 
Als Methylester des Hydrogencarbonato-Komplexes 1st 4 
ein unmittelbares strukturelles Modell von 2. Die strukturel- 
len Details der [Zn-OCOJ-Baueinheit in 4 decken sich sehr 
weitgehend sowohl mit denen im zweikernigen Carbonato- 
Komplex 3 als auch mit denen im verwandten Acetatozink- 
Komplex [{q3-HBL,}Zn(q'-OCOCH3)] (L = 3-tert-Butyl- 
pyra~olyl)~"~. Weiterhin bestatigen die IR-Daten von 2 
(1675 und 1302 cm-') und 4 (1689 und 1297/1280 cm-'), 
dal3 die Koordinationsformen des Liganden in beiden Kom- 
plexen ahnlich sind. 

Der Hydrogencarbonato-Komplex 2, der Carbonato- 
Komplex 3 und der Methylcarbonato-Komplex 4 werden 
durch Wasser in organischen tosungsmitteln sehr schnell 
zum Hydroxo-Komplex 1 hydrolysiert. Diese Reaktion ist 
ein wichtiger Aspekt der funktionellen Verwandtschaft zum 
Enzym, da die leichte Freisetzung des Hydrogencarbonats 
und die Ruckbildung der Hydroxo-Zink-Spezies kritische 
Reaktionsschritte des vorgeschlagenen katal ytischen Cyclus 
der Carboanhydrase sind. 

Durch die Zinkkomplexe 2, 3 und 4 lieBen sich Struktur 
und Funktion der Carboanhydrase modellieren und auch die 
Inhibition der Enzymaktivitat, die bei Gegenwart kleiner 
Anionen beobachtet wird, rnit dem Pyrazolylborat-Zink-Sy- 
stem imitieren. So reagieren Losungen des Hydroxo-Kom- 
plexes 1 in Methanol rasch mit Chlorid-, Azid- und Cyanid- 
Salzen, wobei der Hydroxo-Ligand unter Bildung der 
Neutralkomplexe 5 a-c ersetzt wird, die durch Spektren und 
Analysen charakterisiert wurden. Der am besten untersuchte 
Inhibitor der Carboanhydrase, das Acetazolamid["], rea- 
gierte allerdings nicht mit l .  

Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen die enge struktu- 
relle und chemische Ahnlichkeit zwischen dem Pyrazolylbo- 
rat-Zink-System und dem Carboanhydrase-Enzymsystem 
auf. Insbesondere konnte gezeigt werden, dal3 der zinkge- 
bundene Hydroxo-Ligand in 1 sowohl ein effektives 
Nucleophil als auch eine gute Abgangsgruppe ist und dal3 
der Hydrogencarbonato-Ligand in 2 labil ist, was eine Vor- 
aussetzung fur eine katalytische Reaktionsfuhrung ist. Die 
leichten Umwandlungen zwischen den beschriebenen Kom- 
plexen liefern damit das erste funktionelle Modell der Akti- 
vitat der Carboanhydrase. 
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Ein synthetischer Rezeptor fur 
cyclo- Adenosinmonophosphat * * 
Von Ghislain Deslongchamps, A m a h  Galan, 
Javier de Mendoza* und Julius Rehek, Jr.* 

Molekulare Erkennung spielt bei biologischen Vorgangen 
eine zentrale Rolle, und die Synthese von Rezeptoren fur 
biologisch wichtige Molekiile ist ein sich schnell entwickeln- 
der Zweig der Bioorganischen Chemie. Einer Reihe von syn- 
thetischen Rezeptoren fur heterocyclische Basen" -41, Koh- 
l enh~dra t e [~>  und PhosphateL7. *I  hat konkave Oberflachen 
mit mehreren Bindungsstellen. Nischenartige Rezeptoren 
sind fur die molekulare Erkennung besonders vorteilhaft, da 
zwischen der konkaven Oberflache des Rezeptors und der 
konvexen Oberflache eines Substrats optimale Wasserstoff- 
briickenbindungen gebildet werden konnen. Wir berichten 
hier uber die Bindung cyclischer Adenosinmonophosphate 
(CAMPS) durch Nischenmolekule. 

Zur Komplexierung von Purinen wurde das Nischenmole- 
kiil 1 mit zwei hydrophoben Imidfunktionen synthetisiert, 
das nach dem Prinzip einer Tripelhelix-Anordnung simultan 
Watson-Crick- und Hoogsteen-Basenpaarungen ermogli- 
chen sollte. Der 3,6-disubstituierte Carbazol-Spacer in 1 
bringt die beiden Imidfunktionen in eine ideale Entfernung 
und Orientierung, und die Carbazoleinheit ermoglicht Aren- 
Stapelwechselwirkungen mit einem komplexierten Gastmo- 
lekiil. Uber das Carbazol-Stickstoffatom ist eine Phosphat- 
bindungsstelle rnit dem Nischenmolekiil verkniipft. Die rnit 
dem lipophilen Naphthoylrest substituierte bicyclische Gua- 
nidiniumgruppe, ein Derivat von  a as para gin[^, ', ''I, wur- 
de uber einen kurzen Spacer an die Carbazoleinheit gebun- 
den. Der Rezeptor 1 wurde ohne Probleme aus dem 
Tripropylimidsaurechlorid 4" und dem Diamin 5 darge- 
stellt; die abschlieoende Kupplungsreaktion zwischen 6 und 
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dem Guanidiniumderivat gelang rnit Carbonyldiimidazol 
(CDI) in Dimethylformamid (DMF)"']. 

Die Affinitat des Rezeptors 1 zu Nucleotidderivaten wur- 
de durch Fliissig-fliissig-Extraktionen ermittelt, bei denen 
waI3rige Losungen von CAMP-Salzen (0.1 1 M) mit Losungen 
des Rezeptors in CH,Cl, (2.75 mM) ausgeschiittelt wurden. 
Die Extraktionsausbeute, d. h. der Anteil der substratbelade- 
nen Rezeptormolekule in der organischen Phase, wurde 
durch Integration der NMR-Signale bestimmt. Zum Ver- 
gleich wurden auch Extraktionsversuche rnit dem Methyl- 
ester 6,  der keine Phosphatbindungsstelle hat, sowie mit den 
Bis-2-naphthoylguanidinium- und Bispalmitoylguanidi- 
niumderivaten 2 bzw. 3L9* lo], beides Molekiile ohne die Ade- 
ninerkennungsgruppe, durchgefuhrt. 

Der Rezeptor 1 hat eine hohe Affinitat zu CAMP-Deriva- 
ten (Tabelle 1); er extrahiert ein Aquivalent von 2',3'-cAMP 
oder von 3',5'-cAMP in die organische Phase! Die Extrak- 
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Tabelle 1. Flussig-flussig-Extraktion von cAMP und cGMP mit den abioti- 
when Rezeptoren 1-3 und 6. Die Zahlen geben den Prozentsatz der substratbe- 
ladenen Rezeptormolekiile bei der Extraktion an. Eine Losung des Rezeptors 
(5.5 x lo-, mmol) in Dichlormethan (2 mL) wurde 2 min mit einer Losung des 
Nucleotids (5.5 x lo-* mmol) in Wasser (0.5 mL) geschuttelt. Die Mischung 
wurde zentrifugiert und die organische Phase abgetrennt und eingedampft. Der 
Ruckstand wurde in CDCI,:CD,OD (4:l) (oder in [DJDMSO) aufgenommen 
und 'H-NMR-spektroskopisch untersucht. 

Nucleotidextraktion [ %] 
Rezeptor ?,?-CAMP 3',5'-cAMP 2',3'-cGMP 3',5'-cGMP 

6 < 5  <5 < 5  < 5  
2 50 20 8 < 5  
3 21 13 < 5  < 5  
1 100 100 60 34 

tionsverhaltnisse entsprechen einer 1 :I-Stochiometrie im 
Komplex, und spektroskopische Daten stiitzen das in Abbil- 
dung 1 dargestellte Bindungsmodell. Das 600-MHz-NMR- 
ROESY-Spektrum des Komplexes aus 1 und 3',5'-CAMP 
(in [DJDMSO) zeigt unter anderem Nachbarschaftsbe- 
ziehungen zwischen den Protonen des Spacers (NCHJO) 
sowie den Protonen H-I und H-8 der Carbazoleinheit einer- 
seits und den Protonen H-2' und H-3' der Ribose des Gast- 
molekuls andererseits. 

p&- 

I 

m 

Abb. 1. Aus NMR-spektroskopischen Daten abgeleitetes Modell des Komple- 
xes aus 1 und 3',5'-CAMP. 

Die Selektivitat ist jedoch nur maIjig : In Parallelversuchen 
wurde bei 2',3'-cGMP 60% und bei 3',5'-cGMP 34% Ex- 
traktion beobachtet. Guanin kann mit den Imidgruppen des 
Rezeptors lediglich eine ,,Wobble"-Basenpaarung" 31 einge- 
hen. Die Herabsetzung der Bindungsstarke entspricht dem 
Verlust einer Wasserst~ffbriickenbindung['~l. Dariiber hin- 
aus konnte auch die geringere Loslichkeit von cGMP in 
CH,Cl, zu der schlechteren Extraktionsausbeute beitragen. 

Der Teil von 1, der die molekulare Nische bildet, geniigt 
allein - trotz der hohen Affinitat zum Aminopuringerust - 
nicht zur Extraktion von cAMP (6 in Tabelle 1). Die Asso- 
ziationskonstante fur die Bindung von 9-Ethyladenin an 6 in 
CDCl, betragt 2.B. ca. ~ O O O O M - ' ,  und 6 extrahiert auch 
Adenosin (0.3 Aquivalente) und 2'-Desoxyadenosin (0.8 
Aquivalente) aus waDriger Losung. Die veresterten Guanidi- 
nium-Rezeptoren 2 und 3 ermoglichen die Extraktion von 
erheblichen Mengen cAMP in die organische Phase, was fur 
eine starke Bindung des Phosphat-Ions durch die Guanidi- 
niumgruppe spricht. Trotzdem gelingt rnit 2, 3 und 6 keine 
signifikante Extraktion von cGMP aus Wasser (im besten 
Fall wurde bei 2 eine Extraktionsausbeute von ca. 8 YO gefun- 
den). 
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Wir haben den Rezeptor 1 so weiterentwickelt, daR er 
auch Dinucleotide binden kann [I5]. Molekiile wie 1 sollten 
auch den Transport von Nucleotiden durch Membranen er- 
moglichen 61. 
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M) keine Tendenz zur Aggregation. 

Biidung eines toxischen Dimerisierungsproduktes 
aus 3,4-Dichloranilin durch Lignin-Peroxidase von 
Phanevochaete chvysosporium * * 
Von Dietmar Helmut Pieper, Reinhard Winkler 
und Heinrich Sandermann, Jr." 

Vor nunmehr sechs Jahren wurde entdeckt, daB der auf 
den Ligninabbau spezialisierte WeiBfauIepilz, Phanerochaete 
chrysosporium, die ungewohnliche Fahigkeit hat, freie chlo- 
rierte Kohlenwasserstoffe und freie sowie Lignin-gebundene 
chlorierte Aniline zu metabolisieren und zum Teil in be- 
trachtlichem MaBe (bis zu CO,) abzubauen"]. Seither be- 
schaftigt sich eine Reihe von Arbeitsgruppen mit dem mog- 
lichen Einsatz des Pilzes zur biologischen Dekontarninie- 
rung"]. Haufig vermutet man, daB extrazellulare Lignin- 
Peroxidasen (Ligninase) am Abbdu von Fremdstoffen betei- 
ligt sind. Hierfur ergaben sich im Fall von Benzo[a]pyren 
und von chlorierten Phenolen experimentelle Hinweisef3], 
nicht aber im Fall der Mineralisierung von DDT (l,l ,l- 
Trichlor-2,2-bis(4-chlorphenyl)ethan) oder von chlorierten 
A~~ilinen[~].  Wir haben jetzt als Erganzung unserer friiheren 
in-vivo-Untersuchungeni1b3 51 den Umsatz von 3,4-Dichlor- 
anilin 1 durch die Lignin-Peroxidase von P. chrysosporium 

[*I Prof. Dr. H. Sandermann, Dr. D. H. Pieper, Dr. R. Winkler 
GSF-Forschungszentrnm fur Umwelt und Gesundheit 
GmbH Institut fur Biochemische Pflanzenpathologie 
Ingolstadter LandstraDe 1, W-8042 Neuherberg 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgerneinschaft (Sa l80/ 
15-9, dem Bundesministerium fur Forscbung und Technologie (PBE 
038657) und dem Fonds der Chemischen Industrie gefordert. 

gepriift. Dabei bildete sich die dem 2,3,7,8-Tetrachlor-p- 
dibenzodioxin in Struktur und Toxizitat vergleichbare Ver- 
bindung 3,4,3',4'-Tetrachlorazobenzol 3[61. 

c1 

Cl 

A A 1 
c1 1 in., , 

CI CI 
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J, J, 

1 + 0 0 0  - CI-$==yQOH 

C1 C1 CI 

4 5 

Schema 1. Umwandlung von 3,4-Dichloranilin 1 zum toxischen 3,4,3',4'- 
Tetrachlorazobenzol 3 sowie 2.3',4-Trichlor-4-hydroxydiphenylamin 5. 
a) Ligninase, b) Saurekatalyse, c) Ascorbinsaure. 

Ein Lignin-Peroxidase-Praparat wurde aus dem Kultur- 
iiberstand von unter kohlenstofflimitierten Bedingungen 
wachsendem Mycel voti P. chry~ospor iurn~~~ gewonnen und 
durch Ultrafiltration und mehrmaliges Waschen rnit Tartrdt- 
puffer von Begleitkomponenten des Nahrmediums gerei- 
nigtc']. Die Umsatzgeschwindigkeit von 1 durch dieses Roh- 
praparat betrug in Tartratpuffer (50 mM, pH 3.2) ca. 30 % 
derjenigen des Standardsubstrates Veratrylalkohol[sl. 

Die nach vollstandigem Umsatz von 1 (1 mL einer 100 mM 
Losung nach 20 min Inkubation mit 0.02 U Lignin-Peroxi- 
dase) gebildeten Produkte wurden zunachst einer Umkehr- 
phasen-HPLC-Analyse mit Gradientenelution auf einer ana- 
lytischen Saule unterzogen. Zur Vermeidung von Artepdkten 
wurden die Proben direkt inji~iert '~]. Die Analyse zeigte, daD 
sich verschiedene unpolare Produkte bildeten (Nettoreten- 
tionsvolumen von 1: 2.9 mL; Nettoretentionsvolumina der 
Produkte > 6 mL), ein Hinweis auf Oligomerisierungsreak- 
tionen. Um die Reaktion durch Radioaktivitatsdetektion 
quantifizieren zu konnen, wurde ['4C]-3,4-Dichloranilin als 
Ausgangsverbindung eingesetzt. Bei der HPLC-Trennung 
wurde zuerst 1 eluiert. Etwa 95 % der eingesetzten Radioak- 
tivitat wurde in den folgenden Eluaten gefunden, und zwar 
60 % beim Hauptprodukt 2 (Nettoretentionsvolumen, 
7.6 mL) und 15 % beim Produkt 3 (Nettoretentionsvolu- 
men? 14.3 mL). Polare Produkte entstanden, im Gegensatz 
zu in-vitro-Untersuchungen an Benzo[a]pyren und chlorsub- 
stituierten Phen~ len [~] ,  nicht. 

Der Umsatz von 1 in praparativem MaDstab (1 mmol) 
erfolgte trotz der sehr geringen Pufferkapazitat in Phosphat- 
puffer (500 mM, pH 3.2), um eine Uberladung der praparati- 
ven HPLC-Saule durch extrahierbaren Tartratpuffer zu ver- 
meiden. Hierzu wurde 1 L einer 1 mM Losung von 1 mit 
Lignin-Peroxidase entsprechend einer Gesamtaktivitat von 
18 U, bezogen auf den Umsatz von Veratrylalkohol, ver- 
setzt, und die Reaktion durch Zugabe von H,O, in Konzen- 
trationsschritten von jeweils 40 p~ gestartet. Nach vollstan- 
digem Umsatz von 1 wurde das Reaktionsgemisch mit 
Ethylacetat extrahiert und das eingeengte Extrakt nach Lo- 
sen in Acetonitril zur Reinigung von 2 und 3 einer praparati- 
ven HPLC-Trennung"'] unterzogen. Hierdurch konnten 2 
und 3 gereinigt werden. 
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