ZUSCHRIFTEN

Bei der Photolyse von 2 in liberschiissigem Sauerstoff entsteht
unmittelbar Ozon entsprechend den Gleichungen (g) und (i)
(Abb. 1b). Damitist 2 ein moglicher Vorlaufer fiir das in Gegen-
wart von CF, gebildete Ozon.

Da die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionen (f), (g)
und (1) nicht bekannt sind, ist eine Aussage, in welchem Verhalt-
nis die Reaktionen (g) und (h) ablaufen, nicht méglich. Das
Verhiltnis (h)/(g) sollte allerdings bei niedrigem Druck und
niedriger Temperatur groBer werden, da die Desaktivierung von
schwingungsangeregtem CF,0O, dann langsamer ist!*3). Unter
den von uns gewidhlten Bedingungen (1 bar, 298 K) hat (h) noch
eine gewisse Bedeutung,

Die hier beschriebenen Experimente zeigen eindeutig — unab-
héngig davon, welches energiereiche CF,Q,-Intermediat vor-
liegt —, daB sich auch unter Stratosphirenbedingungen CF, an
der O,-Bildung beteiligen kann. Dies ist fiir die Diskussion um
FCKW-Ersatzstoffe, fiir die Fluorkohlenwasserstoffe in Be-
tracht kommen, von Bedeutung. Zumindest das CF,-Bruch-
stiick wird deren moglichem Ozonabbaupotential entgegenwir-
ken. Wieviel O, allerdings nach dem von uns vorgeschlagenen
Mechanismus gebildet wird, kann erst nach quantitativer Kennt-
nis sdmtlicher Reaktionsschritte berechnet werden.
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mente umfassen mehrere aufeinanderfolgende Schritte, wobei
der erste immer die Synthese einer Bibliothek von DNA-Mole-
kiilen mit zufilliger Sequenz ist. Nach der Amplifizierung der
DNA durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird durch In-
vitro-Transkription ein RNA-Pool hergestellt. Aus diesem
RNA-Pool werden dann, z.B. durch Affinitdtschromatogra-
phie, diejenigen RNAs (Aptamere) selektiert, die spezifisch an
ein Zielmolekiil binden!!-2), Solche spezifisch ligandenbinden-
den Nucleinsduren kénnten nicht nur als potentielle Leitstruk-
turen fiir Proteininhibitoren von Nutzen sein!3!, sondern auch
unser Wissen iiber die Mechanismen biochemisch wichtiger
RNA-Substrat-Wechselwirkungen — wie der Erkennung von
Nucleotiden, Proteinen, Peptiden, Aminosduren, Metall-Tonen
und Antibiotica durch RNA — vermehren helfen. AuBerdem
koénnen detaillierte Kenntnisse dieser Art die Entwicklung neuer
Ribozyme erleichtern. Wir berichten hier itber die Isolierung
von RNA-Motiven, die an den Flavinteil von Flavinadenindi-
nucleotid (FAD) und Flavinmononucleotid (FMN) binden.
Zusitzlich fithrten wir Selektionsexperimente zur Isolierung
von RNA-Aptameren fiir Nicotinamidadenindinucleotid
(NAD*) und Nicotinamidmononucleotid (NMN™*) durch
(Schema 1).
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Schema 1. Die in den Selektionen verwendeten Liganden FAD, FMN, NAD* und
NMN* sowie das fiir die Untersuchung von Bindungsspezifititen verwendete 7,8-
Dimethylalloxazin 1.
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a)

TC [TAATACGACTCACTATA| GGAGCTCAGCCTTCACTGC —a

GGAGCTCAGCCTTCACTGC --- (N74) - - -GGCACCACGGTCGGATCC-3

~a—— CCOTGGTGCCAGCCTAGG
T7-Promotor Sacl Banl BamH]1
Primersequenzen: Schema 2. a) Design der DNA-Bibliothek
M27.39: 5 ~CCCAATTCTAATACGACTCACTATAGG zur Synthese des verwendeten RNA-Pools.

M38.27:
M20.106: 57 -GTGGATCCGACCGTGGTGCC

b)

5 " -TCTAATACGACTCACTATAGGAGCTCAGCCTTCACTGC

Die eingerahmte Sequenz ist der T7-Promo-
tor, die unterstrichenen Sequenzen sind Re-
striktionsschnittstellen fiir die spitere Klo-
nierung. b) Schematische Darstellung des
In-vitro-Selektionscyclus. Die RNA wurde
auf die Préselektionssdule (0.5 mL Adipin-

Klonieren ——waf---- RNA- -
Sequenzieren Pool

sduredihydrazid-Agarose) geladen und mit
1.0mL Selektionspuffer (250 mM NaCl;
50 mM Tris-HCI, pH =7.6; 5mM MgCl,)
auf die Selektionssiiule eluiert. Nicht-
bindende RN As wurden mit fiinf Siutenvo-

Priselektion:

0.5 mL. Adipinsaure-
dihydrazid-Agarose

lumina Selektionspuffer entfernt. Gebunde-
ne RNAs wurden mit einer Ldsung des
Liganden im Puffer eluiert und revers trans-
kribiert (50 mm Tris-HCl, pH = 8.3; 75 mM
KCl; 3mm MgCl,; 10mm DTT, 03%

Selektion:

Agarose

1.0 mL Cofaktor-

Transkription TWEEN 100; 0.4 mM des Desoxynucleotid-
T7f£‘1:' triphosphate dATP, TTP, dGTP, dCTF;
Pol):mer‘:s-e 1uM  Promer M20.106; 40U Super-

script Reverse Transcriptase; 45 min Reak-

Affinitétselution
gebundener RNAs

Elution ungebundener reverse.
RNAs mit Selektions- Transkription

puffer +

PCR-Amplifizierung

tion bei 42 °C). Die cDNA wurde PCR-am-
plifiziert (10 mm Trs-HCI, pH =8.3;
50mm KCl; 0.01% Gelatine; 1.5mM
MgCl;; 0.3% TWEEN 100; 0.2 mM der
Desoxynucleotidtriphosphate dATP, TTP,
dGTP, dCTP; 3.0pum Primer M38.27;
3.0 uM Primer M20.106; 2.5U 100 pL~*
Taq-DNA-Polymerase; Cycler-Bedingun-
gen: 94°C—1min, 55°C-2min, 72°C-
2 min), die PCR-DNA transkribiert (40 mm
Tris-HCl, pH =7.9; 6.8 mm Spermidin;
22 mm MgCl;: 0.01% Triton X-100; 5 mM
der Nucleotidtriphosphate ATP, UTP,
GTP, CTP; 10mM DTT; 50 U T7-RNA-
Polymerase; 1 -2 uCi «->?P-GTP; 16 h Re-
aktion bei 37°C). Der Selektionscyclus
kann nun mit dem angereicherten RNA-

cDNA

Fiir die Selektionen verwendeten wir einen Pool aus 113mer
32P.markierten RNAs mit einer Zufallssequenz von 74 Nucleo-
tiden zwischen zwei definierten Primerbindungsstellen und mit
einer Komplexitiit von 10 verschiedene Molekilen. Aus die-
sem Pool wurden durch Affinitidtschromatographie an Agarose,
die mit dem jeweiligen Cofaktor derivatisiert war, diejenigen
RNA-Sequenzen angereichert, die an die Agarose banden und
sich mit dem entsprechenden Liganden in L&sung von der Sdule
eluieren lieBen (Schema 2, Tabelle 1).

Tabelle 1. Gebundener Anteil {%] der in den Selektionscyclus eingebrachten RNA.
Die Werte reprasentieren den Anteil gebundener RNA, der nach fiinf Elutionsvolu-
mina mit Selektionspuffer durch eine Losung des jeweiligen Liganden im Selektions-
puffer von der Siule eluiert wurde.

Selektionscyclus FMN FAD NAD* NMN*

1 0.09 0.11 0.13 0.07

2 1.74 1.20 0.75 0.10

3 1.31 0.14 0.27 0.55

4 0.23 11.09 0.95 0.11

5 0.48 21.38 1.63 0.17

6 33.03 16.07 1.44

7 38.60 36.40 0.12

8 0.33
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- PCR-DNA

Pool wiederholt werden.

Nach sechs Cyclen zeigten signifikante Mengen der eingesetz-
ten RNA Bindung an die FMN- und NAD *-Séulen. Bindung
an die FAD-Matrix war bereits nach vier Cyclen meBbar, wéah-
rend bei NMN' selbst nach acht Selektions/Amplifizierungs-
cyclen keine Anreicherung zu erkennen war. Die FMN-, FAD-
und NAD*-RNA-Pools aus dem jeweils letzten in Tabelle 1
angegebenen Cyclus wurden revers transkribiert, die cDNA
PCR-amplifiziert und kloniert. Wir sequenzierten 17 Klone aus
dem FMN-, 14 aus dem FAD- und 16 aus dem NAD*-Pool
(Schema 3).

13 der an FMN bindenden RNAs enthielten zwei konservier-
te Regionen der Sequenz AGGNUAU und AGAAGG (wobei
die Sequenz des Klons FMN-2 dreimal auftrat). Beide Konsen-
sussequenzen sind von variablen Nucleotiden flankiert, die mit-
einander paaren und so eine definierte Sekundarstruktur bilden
konnen. Die monoklonalen RNAs der Sequenzen FMN-2, -7,
-12 und -15 zeigten alle Affinitdt zu FMN. Durch analytische
Affinititschromatographic!® bestimmten wir die Dissoziations-
konstante K, fir den Komplex aus dem Aptamer FMN-2 und
FMN. Die Spezifitat dieser RNA wurde durch Affinitatselution
mit 7,8-Dimethylalloxazin 1, FAD, ATP und GTP quantifiziert.
Anhand der konservierten Sekundarstruktur konstruierten
wir eine RNA von 35 Basen Linge (35FMN-2 = 5-GGCGU-
GUAGGAUAUCGUGUUCGAGAAGGACACGCC-3). Fir
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FMN-Selektion

cBNUy

=e

GG A AGA
Klon
FMN- 2 Ny;-20cAGGaUAUG------ My—- - - cAGAAGGocn-v, (3x)
FMN-4 aannAGGuUAUyanu-- -ty ;- - -cuvcAGAAGGavs-n,,
FMN- 5 Ny6-0006cAGGAUAUG- - - - Ng-—---=- cAGAAJGeace
EMN-7 N4 -vaguecAGGuU AUuacg—- -Ny---cerusAGAA g Geacca
FMN-3 Np, -caceccAGGuUAUgcean- v, -tucuguc AGA AGGasusca-v;,
FMN-10  Npq-vcaacunaeAGGuUAUge- - -- -8g-- - - - -accAGA AGGecvuueucss-N;s
FMN-12 cuucacugadGGGAUAUY------ Ng------aBcGAAGACUcReeooAG-N: 4
FMN~13 geanuccAGGGUAUua----- Ny------ uaAGAAGGesacucu-n; 4
FMN-15 Nyz-couuAGGeUAUcy----- My------ AcAGAAGGancG-N;g

FMN-22 No7-macceuesuvAGGuUAUgy----- Ng----—- acAGAAGGascvscecuu-ny g

FMN-21 My 4-cUuAAgccatAGGAUAUca----- Ng==nmm- 1wAGAAGGavacouuar-§, 4
FuN-22  Nea-veeuectc AGGeUAUc------ PP cAGAAGGeggcacca
FMN-24 o3 -ouucaceAGGuUAUg------ PR cAGAAGGeouaanr-5

FAD-Selektion
Klon (Klone 2, 5, 16 und 22 sind identisch mit FMN-2)
FAD-3 N3y -ceccucAGAAGGecear-- - - -- Nys---ucas AGGuU AUgagugag

AA
A
Pu GG
A
— AU A
GUG

FaD-] N -wecGAAAGGAAGUGUA AL -N;,
FAD 4 Wy o-ugcaecc AARAGGAAGUGUAscucaos-Ng
FAD-$ 1 5-gueeeuacGAAAGGAAGGGUA rcaccace -1,
FAD-11 N34-2aacauaccacGAARAGGAAGUGUAyscavcuyy-n;,
¥AD-20 ;7 -uesueacacacuicGAAAGGAAGUGUA zeyuccuucaccs N,

Schema 3. Sequenzen FMN- und FAD-bindender RNAs. Selekticrte RNAs wur-
den revers transkribiert und mit Hilfe der Primer M27.39 und M20.106 (siche
Schema 2a) PCR-amplifiziert. Der Primer M27.39 wurde verwendet, um die DNA
mit der E£coRI-Schnittstelle zu versehen. Danach wurde mit Eco RS und mit BamHI
verdaut und das geschnittene Fragment in den Vektor pGem3z (Promega) kloniert
[7]. Sequenziert wurde nach der Didesoxymethode [8]. Gezeigt sind nur die fiir die
Bildung der oberhalb der Sequenzen dargestellten Bindungsmotive relevanten Ba-
sen. Die Bindungsmotive zeigen die Konsensussequenzen und schematisch die Stem-
regionen.

35FMN-2 und FMN-2 wurde fiir diec Bindung an FMN eine K,
im Bereich von 0.5 yM gemessen. Der Riboseteil von FMN wird
von den Aptameren nicht erkannt, denn an 1 binden sowohl
FMN-2 als auch 35FMN-2. Diese beiden Aptamere haben eine
recht geringe Affinitit zu Adenosintriphosphat (ATP) und bin-
den gar nicht an Guanosintriphosphat (GTP). Erwartungsge-
méiB binden sie an FAD dhnlich gut wie an FMN (Tabelle 2).

Tabelle 2. Dissoziationskonstanten X, der Bindung von FMN-2, 35FMN-2, FAD-
1 und 27FAD-1 an verschiedene Liganden in Lésung [a].

Ligand K, [uM]

FMN-2 35FMN-2 FAD-1 27FAD-1
FMN 0.5 0.5 84 280
FAD 1.4 0.7 137 273
1 0.5 0.3 23 a5
ATP 250 163 4x%103 2x10°
GTP > 5x10* > 5x10* 3x10° 3Ix 102

[a] Die K,-Werte wurden durch Affinitiitselution von 3?P-markierter RNA von
einer Sdule bestimmt, die 1.0 mL einer 0.5 mm FMN- oder einer 3.0 mm FAD-Aga-
rose enthielt. Die Berechnung erfolgte nach der Gleichung K, = [L]x {{V,, — V) x
(¥, — V)7 '} [11]. [L] ist die Konzentration des Liganden in Losung, ¥, das Elu-
tionsvolumen in Gegenwart des Liganden in Ldsung, ¥, das Elutionsvolumen mit
Selektionspuffer in Abwesenheit des Liganden, V, das DurchfluBvolumen der Siule
(0.7 mL).
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Von den 14 an FAD bindenden RNAs waren vier identisch
mit dem Klon FMN-2. Der Klon FAD-3 kann die gleiche Se-
kundirstruktur bilden. Im Vergleich zu allen anderen Sequen-
zen, die dieses Motiv bilden, sind aber die beiden Konsensusse-
quenzen in ihrer Anordnung vertauscht. Insbesondere dieser
Befund ist ein starker Hinweis auf die Richtigkeit der vorge-
schlagenen Sekundarstruktur. Die FAD-Selektion fiihrte zu ei-
nem weiteren Bindungsmotiv, dem konservierten 13mer 5'-Pu-
AAAGGAAGUGUA-3'. Dieses ist von miteinander paarenden
Basen flankiert, so daf3 die in Schema 3 gezeigte Stem-loop-
Struktur gebildet werden kann. Das Motiv wurde in fiinf Se-
quenzen (FAD-1, -4, -9, -11 und -20) gefunden. Die Affinitit
von FAD-1 zu FAD oder FMN ist deutlich geringer als die des
Motivs FMN-2 zu diesen Liganden (Tabelle 2). Auch FAD-1
erkennt wohl ausschlieBlich den Flavinteil von FAD, denn die
Bindung an 1 (K, = 23 pM) ist deutlich besser als die an FMN
(84 pM) und die Affinitdt zum Adenosinteil von FAD fehlt fast
ganz (K2™ > 4.0 mm). An GTP bindet FAD-1 ebenfalls nicht.
Eine auf der Sekundérstruktur von FAD-1 basierende 27mer
Minimal-RNA  (27FAD-1 = 5-GGCAGUCGAAAGGAA-
GUGUAGACUGCC-3), in der die 13mer Konsensussequenz
und die Stemregion enthalten sind, zeigt Bindungskonstanten,
die etwas schwicher, aber in der gleichen GroBenordnung wie
die des Vollingen-Aptamers FAD-1 sind!*%. Sieist somit eine der
kleinsten spezifisch ligandenbindenden RNAs, die zur Zeit be-
kannt sind. Die entsprechende DNA-Version dieses Aptamers
hat keine meBbare Affinitiat zu FAD.

Es stellt sich die Frage, warum bei der FMN-Selektion nur ein
Bindungsmotiv mit Affinitéit fiir den Flavinteil selektiert wurde,
wihrend bei der FAD-Selektion zusétzlich ein zweites mit deut-
lich geringerer Affinitit isoliert werden konnte. Der Grund da-
fiir dirfte wohl die unterschiedliche Konzentration des Ligan-
den in der FMN- und der FAD-Agarose sein (FMN: 0.5 mM;
FAD: 3.0 mM). Ein Vergleich der Elutionsvolumina V, von
FAD-1 an den beiden unterschiedlich derivatisierten Agarosen
mit ¥, =2mL fir FMN-Agarose und ¥, =13mL fiir FAD-
Agarose ergibt K,-Werte von gleicher Gréflenordnung. Dem-
nach wurden mit dem wihrend der Selektion angewendeten
Waschvolumen von 5.0 mL alle Binder des Typs FAD-1 von der
FMN-Agarose entfernt und konnten deshalb nicht angereichert
werden.

Alle 16 an NAD* bindenden Sequenzen enthielten die Basen-
folge GGAAGAAACUG. Die gleiche Konsensussequenz ist
Bestandteil eines kiirzlich von Sassanfar und Szostak isolierten
ATP-bindenden RNA-Motivs!'dl, Tatsiichlich kénnen die von
uns isolierten Aptamere zu einem identischen Motiv falten
(Schema 4). Dieses bindet den Adenosinteil von ATP mit einer
K, von 4.0pmM, hat
aber auch Affinitit zu GAA
NAD®. Um aus dem AQ AC
selektierten Pool even- % U

tuell in geringer Men- G 3
T~G

ge vorhandene Apta-
mere anzureichern, die

Schema 4. RNA-Bindungsmotiv {1d] fiir den
Adenosinteil von ATP oder NAD™.

den NMN"*-Teil zur
Bindung an NAD®
bendtigen, fithrten wir
drei zusitzliche Selektionscyclen durch, wobei wir der Affini-
tatselution mit NAD " eine negative Selektion mit ATP voran-
stellten. Es konnten auf diese Weise jedoch keine weiteren Bin-
der erhalten werden. Bestétigt wird dieses Resultat durch die
NMN*-Selektion (Tabelle 1), die iiber acht Cyclen ebenfalls zu
keiner Anreicherung von Bindern fiihrte. Die einfachste Erkla-
rung fiir diesen Befund wire, daB der Pool keine einzige Sequenz
enthielt, die zur Bindung an NMN" fahig ist®,
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Bemerkenswert an dem Ergebnis der NAD *- und ATP-Selek-
tionen!*¥list die Tatsache, daB zwei vollig unabhingige Selektio-
nen, fiir die strukturell zwar verwandte, aber doch unterschied-
liche Agarosen und Liganden (und Nucleinsiurepools!)
verwendet worden waren, zu identischen Aptameren fithrten,
und zwar ausschlieBlich zu solchen mit Affinitit zum Adenosin-
teil des Liganden. Die Tatsache, daBl dieses Motiv wiederholt
aus unabhingigen Pools mit einer Komplexitit von 10*4-10'*
angereichert werden kann, beweist die ,, Treffsicherheit* und
Prézision dieser Selektionstechnik. Zudem deutet dieses Ergeb-
nis darauf hin, daB es sich bei dem adenosinspezifischen Apta-
mer um eine ,,optimale Sequenzlésung™ fiir die molekulare Er-
kennung von Adenosin durch RNA handelt.

Fazit: Wir konnten neue RNA-Motive fiir die spezifische
Erkennung biologischer Cofaktoren aus randomisierten RNA-
Pools selektieren. Die beschriebenen Aptamere erkennen be-
stimmte Regionen eines Liganden bevorzugt. Andere Regionen
werden nur schwach oder gar nicht gebunden. Die RNA-Motive
35FMN-2 und 27FAD-1 reprisentieren eine neue Klasse supra-
molekularer Systeme zur hochspezifischen Erkennung von Fla-
vinen, basierend auf ,,irrationalem Rezeptordesign®[® 191,
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Hydrathiille bei 1 und FMN oder FAD, Aryl-Stapelwechselwirkungen oder
sterische Phinomene in Frage. Hier kdnnen nur detaillierte Strukturuntersu-
chungen Einblick gewdhren.

[6] Moglicherweise lieB die von uns angewendete Selektionsstringenz eine Isolie-

rung von Aptameren, die an NMN* oder an den NMN*-Teil von NAD*

binden, nicht zu. Wir testen derzeit unterschiedliche Pufferbedingungen, Me-
tall-Ionen und Ligandenkonzentrationen sowie Elutionsvolumina (wie bei

FAD-1), die durchaus zur Isolierung spezifischer Aptamere fithren kdnnten.

Der Pool enthilt aber wohl keine NMN * -spezifischen Motive, deren K,-Werte

in der GroBenordnung der K,-Werte des ATP-Binders liegen (1-10 pu).

a) J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis, Molecular Cloning, 2. Aufl., Cold

Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989; b) F. Asubel, R.

Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J. A. Smith, K. Struhl,

Current Protocols in Molecular Biology, Wiley, New York, 1987.

[8] F. Sanger, S. Nicklen, A. R. Coulson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1977, 74,
5463.

[9] Beispiele fir Flavinrezeptoren, die auf rationalem Rezeptordesign basieren: Y.
Aoyama, Y. Tanaka, H. Toi, H. Ogoshi, J Am. Chem. Soc. 1988, 110,634,b) Y.
Yano, N. Tamura, K. Mitsui, T. Nabeshima, Chem. Lert. 1989, 1655; ¢) Y.
Aoyama, K. Mizokami, H. Toi, ibid. 1990, 651.

[10] Siehe FuBnote 2 in G. von Kiedrowski, dngew. Chem. 1991, 103, 839; Angew.

Chem. Int. Ed. Engl. 1991, 30, 822.
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Ein Triosmiumcluster mit einem ungewohnlich
gebundenen Carbenliganden **

Andrew J. Edwards, Mark A. Gallop, Brian F. G.
Johnson, Jochem U. Kdhler, Jack Lewis*
und Paul R. Raithby

Ubergangsmetallcluster mit flicheniiberbriickenden n-Aren-
liganden sind als Modellverbindungen fiir die Chemisorption
von Arenen an Metalloberflichen interessant!!!, Dieser Koordi-
nationsmodus wurde zuerst im oktaedrischen Carbidohexaruthe-
niumcluster [Ru,C(CO),,(#°-CeHy) (2572 :7%:7*-CH ) so-
wie in den dreikernigen Clustern [M,(CO)o(u5-1%:7% :72-CsHy)
(M = 0s! 1, RuB)) und [(CpCo),(us-aren)]™*! nachgewiesen.
Bislang ist jedoch wenig iiber die Reaktivitit solcher flichen-
iiberbriickenden Arenliganden bekannt. Der Benzoltriosmium-
cluster 1 reagiert mit Carbanionen (PhLi, MeLi) und mit LiB-
HEt; (oder LiBDELt,) zu den exc-Additionsprodukten 2a-d,
die einen dreifach verbriickenden Cyclohexadienylliganden auf-

weisen (Schema 1)),
R
~[N(PPhg)a"
<"

<o

Nog” ab Nog” 2a,R=H

VAN VAN 2b,R=Ph

— Qs Qs — — 0Os Os— 2¢, R=Me

7| ™ | (AN 2d,R=D
1

Schema 1. Reaktion des Triosmiumclusters 1 mit Carbanionen. a) + R™, THF,
—78°C: b) +[N(PPh,),]Cl, iPrOH.

Mit dem Triphenylmethyl-Kation (Trityl-Kation) kann Was-
serstoff als Hydrid aus 2a abgespalten werden, wobei glatt die
Ausgangsverbindung 1 zuriickgebiidet wird. Die analoge Um-
setzung mit deuteriertem 2d zeigt, daB es sich um eine stereose-
lektive exo-Wasserstoffeliminierung handelt!®!. Obwohl aus den
meisten einkernigen Komplexen das exo-Wasserstoffatom abge-
spalten wird, sind auch einige endo-Wasserstoffeliminierungen
aus koordinierten n-Kohlenwasserstoffen mit dem Trityl-Kat-
ion bekannt!®. Wiirde das endo-Wasserstoffatom aus den an-
ionischen pu,-Cyclohexadienylkomplexen 2b, ¢ abgespalten,
sollten die flicheniiberbriickenden Arencluster [Os,(CO),-
(us-n2 % :n2-C¢H5R)] (R = Ph, Me) entstehen. Setzt man je-
doch 2b bei 78 °C mit dem Trityl-Kation um, so werden nach
der diinnschichtchromatographischen Reinigung zwei Produkte
isoliert: der orangefarbene Carbentriosmiumkomplex 3 und der
ebenfalls orangefarbene Cyclohexadienontriosmiumkomplex 4
(Schema 2).

Offenbar ist eine endo-Hydridabspaltung durch das sterisch
anspruchsvolle Trityl-Kation wegen der exo-stindigen Phenyl-
gruppe und den dquatorialen CO-Gruppen am Os,-Geriist
nicht méglich. Die Resonanzstruktur von 2b (Schema 3) ver-
deutlicht, warum eine Hydrideliminierung in 4-Stellung des C,-
Rings zu einer Carbenstruktur und damit zu einem neuen Koor-
dinationsmodus eines Benzolisomers an einen Ubergangs-
metallcluster fiihrt.
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