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nicht nachgewiesen werden konnte!*! gab nach der Photolyse
mit Tetranitromethan in HEP bei 22 C ein 2-H' ™ entsprechen-
des. intensives und gut aufgeldstes ESR-Spektrum. Das De-
hydrodimer von 2-H . 2.2°.5.5-Tetramethoxybiphenyl (2),. wur-
de hergestellt. um Anatogreaktionen zu denen von [ und (1),
untersuchen zu konnen. Photolysiert man ¢ine Lasung von (2),
und Tetranitromethan in HEP, so unterschetdet sich das ESR-
Spektrum des Produkts (2),' deutlich vom Spektrum von 2-
H™ ' Unter priparativen Bedingungen fiihrte die Photolyse von
2-H mat Tetranitromethan in HEP bet 200 C nach 2 h und 19 %
Umsatz (nach 4 h: 33%) zu 1 4-Dimethoxy-2-nitrobenzol 2-
NO, als cinzigem Produkt. Dic analoge Reaktion in Dichior-
methan ergab unter identischen Bedingungen bei 47% Um-
satz (nach 4 h: 82%) chenfalls 2-NO. . Da in beiden Losungs-
mitteln dasselbe Produkt entsteht. kann man daraus nur
schlieBen. daly dic hohere Effizienz der Umsetzung in Dichlor-
methan auf cinen durch das Trinitromethanid-lon inititerten
Reaktuonsweg hinweist. Dieser (ihrt vermutlich zu einem
transienten Addukt®!l das schlieBlich zu 2-NO. abreagiert.
Die deutlich geringere Effizienz in HEP wiirde dann durch
die Blockierung dieses Wegs infolge des Losungsmittels verur-
sacht. so dafly die ziemlich Tangsame Reaktion zwischen 2-H™”
und NO, als moglicher Reaktionskanal zu 2-NO, wihrschein-
lich 1st.

Bestrablt man 1.4-Dimethylnaphthalin 3 und Tetrunitromie-
than m Dichlormethan ber - 607°C, so kann kein ESR-
Signal  detektiert  werden'*Y: fithrt man  diese  Photolyse
dagegen i HEP unter den gleichen Bedingungen bei 5°C
durch. ergibt sich ein breites, nicht autpeldstes Signal. Bel
der Photolyse in priparativem Mallstab in HEP ([3] = 0.5,
[Tetranitromethan) = (.0 moldm ) bei 20 € cntsteht nach
40 Umisatz nahesu quantitativ L4-Dimethyl-2-nitronaphtha-
lin. Wieder st es offensichthich, dald die Bildung der aus 377
und dem Trimtromethantd-Ton abgeletteten Produkte. die man
in Dichlormethan bei 20 C erhiilt ™! ndmlich die Addukte 4
und § (msgesamt i 49", Ausbeute) und das in der Seitenkette
nitrierte Substitutionsproduk 16 (48 %) vollstiindig unterdrickt
wird.
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Diese Beispicle zeigen die eimmalig hohe Persistenz von Radi-
kalkationen in HIP. dic dic Beobachtung dieser Kationen m
Gegenwart eines Nucleophils, betspielsweise dem Trinitrome-
thanid-lon. sogar bel Raumtemperatur ermoglicht. Die verblei-
bende Reaktivitidt des Radikalkations fihrt zur Bildung von
Dehydrodimeren und-oder durch Kupplungsreaktiionen mit
NO, zu den (normalen™ Produkten der Reaktionen von Arll*”
mit NO.. Es scheint also. dall HEP exakt zwischen der radikali-
schen und elektrophilen Reaktivitit von Radikalkationen difte-
renziert.
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Zum Katalysemechanismus einer metallfreien
Hydrogenase aus methanogenen Archaea:
enzymatische Umsetzung von H, ohne Metall
und ihre Analogie zur Chemic der Alkane

in supersaurer Losung**

Albrecht Berkessel* und Rudolf K. Thauer*

Hydrogenasen werden Enzyme genannt, dic Reaktionen mit
molekularem WasserstolT (11,) als Substrat oder Produkt kata-
lysieren. Alle bisher untersuchten Hydrogenasen sind Metal-
loenzyme, alle enthalten Eisen-Schwefel-Zentren und die mei-
sten zusiitzlich Nickel'! Dic Aktivicrung des H,-Molekiils soll
an cinem der beiden redoxaktiven Ubergangsmetall-Tonen statt-
finden. Die genaue Struktur des aktiven Zentrums ist noch un-
bekannt. Dic Kristallstruktur einer Nickel-Eisen-Hydrogenase
licgt zwar vor, jedoch von einem inaktiven Enzympriparat!?!,
Die Bindung und Aktivierung von molekularem Wasserstoft an
nicdermolckularen Ubergangsmetallkomplexen ist dagegen ver-
gleichsweise gut untersucht und ¢y ist zu erwarten. dafl in der
nitheren Zukunit die aus der Metallorganischen Chemie be-
kannten Mechanismen!®! auch tiir die Gbergangsmetallhaltigen
Hydrogenasen nachgewiesen werden konoen.

Vor ctwa {int Jahren wurde i methanogenen Archaca cine
neuartipe Hydrogenase entdeckt. die die reversible Reduktion
von NN -Methenvitetrahvdromethanopterin, - Methenyl-
H,MPT 1. mit molckularem Wasserstoff zu ¥ N'"-Mecthylen-
tetrahvdromethanopterin, Methylen-H,MPT 2, und ¢inem Pro-
ton  Katalysiert (Schema 1), und die weder Nickel- noch
Eisen-Schwetel-Zentren su enthalten scheint und in diesem Sin-
ne metallfred ist™ #,

Der stereochemische Verlauf der in Schema | zusammenge-
taBten Reaktion, die in methanogenen Archaea'” an der Me-
thanbildung aus CO, und 1, beteiligt 15t wurde durch
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Hxbildende
Methylentetrahydromethancopterin- [o)
Dehydrogenase
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Schema 1. Fiir die vollstindigen Strukturformeln von 1 und 2 inklusive Seitenketten siehe Lit. {11, 12].

NMR-Studien (,,magnetic labeling‘) ermittelt!!!~131: a) Das
Substrat 1 wird stereoselektiv reduziert. Die formale Hydrid-
itbertragung erfolgt in die oder aus der pro-R-Position von Me-
thylen-H,MPT 2, das pro-S-Wasserstoffatom bleibt unangeta-
stet. b) Das pro-R-Wasserstoffatom von Methylen-H,MPT 2
tauscht auBerdem mit dem Lésungsmittel Wasser aus. Die Aus-
tauschgeschwindigkeit ist etwa 2.4mal héher als die Geschwin-
digkeit der Umsetzung 2 — 1. Letzteres belegt, daB ein direkter
Austausch mit dem Ldsungsmittel vorliegt und nicht eine Se-
kundirreaktion via zunichst gebildetem Wasserstoff. Diese Er-
gebnisse stimmen gut mit Untersuchungen iiberein, die zeigen,
daBl die Dehydrierung von Methylen-H,MPT 2 in D,O zur
gleichzeitigen Bildung von HD und D, fithrtit* 5],

Die ,,H,-bildende Methylentetrahydromethanopterin-De-
hydrogenase unterscheidet sich von allen anderen Hydrogena-
sen nicht nur durch das Fehlen von Nickel- und Eisen-Schwefel-
Zentren, sondern auch durch folgende Eigenschaften: Sie ist
nicht inhibierbar durch CO, NO, Cyanid, Azid, Nitrit oder Ace-
tylen; sie katalysiert in Abwesenheit des Substrats keinen H,/H* -
Austausch; sie ist nicht in der Lage, die reversible Reduktion von
Farbstoffen wie Methylenblau oder Viologenen mit H, zu kata-
lysieren, und sie zeigt ein reines Protein-UV/Vis-Spektrum.

Das Fehlen eines redoxaktiven Ubergangsmetalls riumt der
H,-bildenden Methylentetrahydromethanopterin-Dehydroge-
nase einen besonderen Platz unter den Hydrogenasen ein, denn
die bei metallhaltigen Hydrogenasen stattfindende Aktivierung
des H,-Molekiils durch Bindung an ein Ubergangsmetall kann
hier nicht erfolgen. Vor diesem Hintergrund ist das Enzym aus
mechanistischer und priparativer Sicht hochst interessant: Es
handelt sich bei der katalysierten Reaktion (Schema 1) um die
Reduktion eines organischen Substrats mit molekularem Wasser-
stoff ohne Zuhilfenahme eines redoxaktiven Ubergangsmetalls!

Wir schlagen vor, dal die Reaktion zwischen Methenyl-
tetrahydromethanopterin 1 und Wasserstoff durch enzymati-
sche Aktivierung des Substrats 1 bewirkt wird. Dies ist ein fiir
Hydrogenasen neuer Katalysemechanismus, da bei den iiber-
gangsmetallhaltigen Systemen das H,-Molekiil aktiviert wird.
Wir fithren im folgenden aus, wie die in Schema 1 gezeigte Reak-
tion durch konformative Fixierung und Protonierung des Sub-
strats 1 im Enzym katalysiert werden kann, und zeigen auf,
welche Analogien fiir diesen Reaktionsmodus in der Chemie der
Alkane in supersauren Losungen!!®~ 1] existieren.

Zunichst soll die Riickreaktion, d.h. die formale Hydrid-
eliminierung aus Methylen-H,MPT 2, betrachtet werden
(Schema 1). Ahnliche Umsetzungen sind von den strukturell
verwandten Orthoamiden des Typs 3 (Perhydro-3a,6a,9a-
triazaphenalen) bekannt!2° 22 Wie in Gleichung (a) gezeigt,
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Methylen-H,;MPT 2
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bildet sich aus dem Orthoamid 3 nach
Protonierung mit Tetrafluoroborsdure
oder Salzsdure bei 110 °C innerhalb von

N 23 h quantitativ das Guanidiniumsalz 4
ZCHa und molekularer Wasserstoff?°.. Die un-
| gewohnliche Reaktivitdt des Orthoamids
“CH, 3 kann durch die Wechselwirkung der drei

antiperiplanaren freien Elektronenpaare
der Stickstoffatome mit dem o*-Orbital
der zentralen C-H-Bindung erkldrt wer-
den. Die Schwichung dieser Bindung gibt
sich bereits durch das Auftreten der C-H-
Streckschwingung bei ungewohnlich groBer Wellenldnge zu er-
kennen (4.0 pm, ,,Bohlmann-Bande*‘'*3"). Wie in Schema 2 ge-
zeigt, kann auch der Imidazolidin-Fiinfring von Methylen-
H,MPT 2 problemlos eine Konformation einnehmen, bei der
die freien Elektronenpaare der beiden flankierenden Stickstoff-
atome antiperiplanar zur Bindung C-Hy stehen (A, Schema 2).
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Schema 2.

Die C-H-Bindung soll durch eine enzymstidndige saure Gruppie-
rung protoniert werden, z.B. durch die Carboxylgruppe eines
Asparagin- oder Glutaminsaurerests. Durch die antiperiplanare
Anordnung der freien Elektronenpaare und der C-H-Bindung
wird die Protolyse stark erleichtert (stereoelektronischer Ef-
fekt), die Stereoselektivitit der formalen Hydrideliminierung
aus 2 wird durch die konformative Fixierung des Fiinfrings nach
Bindung im Enzym zwanglos erklirt. Im freien Formamidinium-
ion Methenyl-H,MPT 1 wird schlieBlich die positive Ladung an
C-14a durch Planarisierung des Imidazolidin-Fiinfrings optimal
stabilisiert.

Wenngleich die ,,Orthoamid-Analogie* die formale Hydrid-
eliminierung aus Methylen-H,MPT 2 inklusive ihrer Stereose-
lektivitdt erkldren kann, so versagt sie doch im Bezug auf zwei
weitere wichtige Aspekte der enzymatischen Umwandlung
(Schema 1): a) Wie eingangs erwihnt, tauscht das pro-R-Was-
serstoffatom von Methylen-H,MPT 2 etwa 2.4mal schneller mit
dem Losungsmittel aus, als es unter Bildung von Methenyl-
H,MPT 1 abgegeben wird!!3l. Ein H/D-Isotopenaustausch an
der zentralen C-H-Bindung von Orthoamiden des Typs 3, z.B.
bei Behandlung mit DBF, statt mit HBF,, konnte dagegen nicht
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nachgewiesen werden'2~ 22! b) Im Gegensatz zur reversiblen
enzymatischen Reduktion von Methenyl-H,MPT 1 (Schema 1)
findet eine Umsetzung von Guanidiniumionen mit molekula-
rem Wasserstoff zum Orthoamid nicht statt [Gl. ()], d.h., die
,,Orthoamid-Reaktion® in Tetrafluoroborsdure oder Salzsidure
ist irreversibel. Dieses Dilemma wird durch die Annahme besei-
tigt, daB die Stabilisierung des kationischen Zentrums an C-14a
von Methenyl-H,MPT 1 durch die freien Elektronenpaare der
flankierenden Stickstoffatome im Enzym aufgehoben werden
kann. Diese Hypothese ist in Schema 2 durch den Ubergang von
freiem Methenyl-H,MPT 1 zum enzymgebundenen Zustand B
angedeutet: Im ungebundenen Zustand wird die positive La-
dung an C-14a in der planaren Konformation des Fiinfrings
durch die beiden flankierenden Stickstoffatome stabilisiert. Bei
der Bindung von Methenyl-H,MPT 1 an das Enzym (Zu-
stand B, Schema 2) konnten die freien Elektronenpaare an den
Stickstoffatomen — wiederum durch enzymstédndige saure Grup-
pierungen — protoniert werden, es resultiert eine ,,Envelope-
Konformation des Imidazolidin-Rings. Durch dieses Ausschal-
ten der konjugativen Stabilisierung wiirde ein kationisches
Zentrum an C-14a erzeugt, dessen Elektrophilie im Vergleich
zum Formamidiniumion 1 oder dem Guanidiniumion 4 [Gl. (a)]
stark erh6ht ist, und das in seinen Eigenschaften eher Carboka-
tionen entspricht, wie sie in L&sung unter ,,supersauren Bedin-
gungen* ¢~ erzeugt werden kdnnen. Die Ahnlichkeiten sind
in der Tat verbliiffend: Wie von Olah et al.1?# 237 ynd Hogeveen
et al.1?% beobachtet wurde, kann bei Alkanen in supersaurer
Losung unter Retention der Konfiguration am betroffenen
Kohlenstoffatom H/D-Austausch auftreten, ohne daf3 oder be-
vor es zur Bildung des entsprechenden Carbokations kommt.
Bei Isobutan 5§ [Gl. (b)] wird z.B. das tertiire H-Atom rasch

H:;CXCH:; HiC., ,CHs HsC, ,CHs
s L ——— “, - “
HaC H +D* === \*r’D = + “HD
HC ), HaC
5 ‘ 6 7 (b)
HeC, ,CHs
ALy e
H,C” D
ausgetauscht!¢~ 12271 Diese Austauschreaktionen werden

durch reversible Protonierung/Deuterierung der (im Fall des
Isobutans tertidren) C-H-Bindung unter Bildung einer Zwei-
Elektronen-Drei-Zentren-Bindung erklirt'?¥ [GI. (b), 6]. Das
reversible Auftreten einer analogen Spezies mit Zwei-Elektro-
nen-Drei-Zentren-Bindung (B, Schema 2), d. h. die Rotationsfa-
higkeit des ,,kationgebundenen H,-Molekiils*, erklart zwanglos
den raschen Isotopenaustausch des pro-R-Wasserstoffatoms
von 2 mit dem Losungsmittel. Ein Protonenaustauschpfad zwi-
schen der enzymstidndigen Sdurefunktion Enz-CO,H und der
Losung muB nimlich existieren, da im Verlauf der enzymati-
schen Reduktion von 1 zu 2 die gebildeten Protonen an die
Losung abgegeben werden. Diese Hypothese erklirt auch, war-
um die H,-bildende Methylentetrahydromethanopterin-De-
hydrogenase nur in Gegenwart des Substrats (1 oder 2) den Isoto-
penaustausch zwischen Gasphase und Lésung katalysiert!!2 141,
Von Hogeveen et al.?®! konnte gezeigt werden, daB molekularer
Wasserstoff mit Carbokationen wie dem fers-Butylkation zum
entsprechenden gesittigten Kohlenwasserstoff reagieren kann
[GI. (b), Umsetzung von 7 mit Wasserstoff zu 5]. Dieser Trans-
formation entspriache die Umsetzung von enzymatisch aktivier-
tem Methenyl-H,MPT mit Wasserstoff zu Methylen-H,MPT
und einem Proton. Letzteres wiirde vom enzymstindigen Carb-
oxylat-Ion aufgenommen werden kénnen (B — A, Schema 2).

2420 € VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1995

Von Walling und Bollyky wurde - unter drastischen Reaktions-
bedingungen — die Reduktion von Benzophenon mit H, in Ge-
genwart starker Basen beobachtet!?°?l. Dies deutet darauf hin,
dal3 die Heterolyse des H,-Molekiils durch die enzymstindige
Base zusitzlich erleichtert werden kann. Hogeveen et al. konn-
ten bei der Umsetzung des ters-Butylkations mit H, oder D,
keinen kinetischen Isotopeneffekt feststellen!?®. Interessanter-
weise zeigt auch die H,-bildende Methylentetrahydrometha-
nopterin-Dehydrogenase keinen signifikanten kinetischen Iso-
topeneffekt: Die Reduktion von Methenyl-H,MPT 1 mit H,
und D, verlduft gleich schnell bei allen Substratkonzentrationen
und untersuchten pH-Werten[2°?],

Auf den ersten Blick mag die Formulierung von Intermedia-
ten, wie sie unter Losungsbedingungen nur in supersauren Me-
dien beobachtbar sind, bei einer enzymatischen Reaktion etwas
gewagt erscheinen. Reaktionsmuster organischer Molekiile, wie
sie unter ,,supersauren Bedingungen‘‘ charakteristisch sind, z.B.
die Isomerisierung von Alkanen, wurden auch schon in Gegen-
wart fester Ionenaustauscher oder Zeolithe beobachtet, die Sul-
fonsiureeinheiten als saure Gruppen tragen!!®-3%31 Quper-
saure Reaktionen® sind folglich in passender, nicht-basischer
Umgebung und bei richtiger Positionierung der Sdurefunktio-
nen (eventuell unter di- oder gar multifunktioneller Kata-
lysel®2)) auch ohne die typischen Supersiuren der Chemie in
Losung moglich. Warum also nicht auch im Verlauf von enzy-
matischen Reaktionen? Es sei daran erinnert, dafl Proteasen
Amidbindungen bei Raumtemperatur und pH 7 in Minuten hy-
drolysieren, wihrend fiir die analoge, sdurekatalysierte
,»,Losungschemie mehrstiindiges Erhitzen unter Riickfluf in
6 M Salzsdure notwendig ist.

Im Licht der Chemie von Carbokationen in supersaurer Lo-
sung erscheint die Katalyse durch die H,-bildende Methylente-
trahydromethanopterin-Dehydrogenase nicht mehr mysteri6s,
sondern drédngt sich als Alternative zur H,-Aktivierung durch
metallhaltige Hydrogenasen geradezu auf. Koénnte die vorge-
schlagene Substrataktivierung durch Protonierung auch fiir
weitere Enzymreaktionen von Interesse sein? Die H,-bildende
Methylentetrahydromethanopterin-Dehydrogenase ist sicher
ein Extremfall, denn die Umsetzung des sehr wenig nucleophilen
H,-Molekiils ohne Zuhilfenahme eines Ubergangsmetalls erfor-
dert die intermedidre Bildung eines sehr reaktiven, also hoch-
energetischen Carbokations. Dennoch kann gemutmalt wer-
den, ob auch folgende Fragmentiibertragungsreaktionen, die
nur enzymatisch katalysiert, aber nicht spontan in Losung ab-
laufen, durch intermediére selektive Protonierung der Methyl-
gruppendonoren katalysiert sein kdnnten: zum Beispiel a) die
Methylgruppeniibertragung von Methanol auf Coenzym M 8
unter Bildung von Methyl-Coenzym M 9 (Schema 3) in metha-

Methanol-Coenzym-M-
H’i\/\so; Methyltransferase CHy” f\/\SO T
CH-OH 8 AG® = =28 kJ mol ™" H,0 9

Schema 3.

nogenen Archaeal*?, oder b) die Methylierung von Homocy-
stein durch N3-Methyltetrahydrofolat zu Methionin in allen
Lebewesen!**). Der Verdacht liegt nahe! So kann unter
,,supersauren Bedingungen‘ die Elektrophilie von Methanol in
einem MaB gesteigert werden!!®!, daB sogar Benzol methy-
liert!¥!1 oder eine ionische Hydrierung zu Methan erreicht wer-
den kann%), Ahnliches gilt fiir die Aktivierung von Methyl-
amin™?],

Eingegangen am 20. Juni 1995 [Z 8115]
Stichworte: Archaebakterien - Carbokationen - Enzyme - Hy-
drogenasen
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Ein neuartiger sechskerniger Fe'"'-cis-Inositolato-

Komplex als Modell fiir Fe''-Polyol-
Wechselwirkungen in waflriger Losung**

Kaspar Hegetschweiler*, Lorenza Hausherr-Primo,
Willem H. Koppenol, Volker Gramlich, Léon Odier,
Wolfram Meyer, Heiner Winkler und

Alfred X. Trautwein

Es ist seit langem bekannt, dal3 Zucker, Zuckeralkohole und
Zuckersduren in wiBriger Losung die Féllung von schwerl6s-
lichen Metallhydroxiden effektiv unterbinden konnen!!!. Wird
eine Losung eines Metallsalzes in Gegenwart eines Polyols mit
Lauge versetzt, so konnen je nach den gewihlten Bedingungen
16sliche Polyolatometallate oder feste Metallpolyolate erhalten
werden!?!, Als Konkurrenzreaktion beobachtet man oft die hy-
drolytische Vernetzung der Metall-Kationen, wobei auch die
Kombination beider Reaktionen, d.h. die Bildung oxo- oder
hydroxoverbriickter, mehrkerniger Polyolato-Komplexe, erfol-
gen kann!3l Solche Verbindungen sind insbesondere fiir die
Synthese neuer Materialien (Sol-Gel-Technik) von Interesse*.
Die Struktur vieler Metallpolyolate ist nicht bekannt, da diese
Verbindungen oft schlecht kristallisieren und amorph anfallen.
Es gelang uns nun, den wasserbestdndigen Polyolato(oxo)eisen-
Komplex 1 als Kaliumsalz der Zusammensetzung
K,[OFe,{(ino); —21 H}] '14.5H,0  K,-1-14.5H,0
(ino = cis-Inosit, Schema 1) zu kristallisieren und mit einer
Réntgenstrukturanalyse!® sowie durch Messungen der magne-
tischen Suszeptibilitidt!®) zu charakterisieren. Das Komplex-
anion 1 filigt sich in eine stindig wachsende Reihe mehrkerniger
Fe™-Komplexe ein, die als Modellverbindungen fiir eisenhaltige
Proteine wie Ferritin von Interesse sind!”).

CH,0H
—OH HO OH
HO— OH A
'—"'OH R R
Sorbit OH
ino: R=0H
CH,0H taino: R = NH-CO-CHj

Schema 1. Formeln der hier verwendeten Liganden.
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[**] Metallkomplexe von Polyalkoholen, 3. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der
Firma Vifor (International), St. Gallen, Schweiz, und durch das BMFT (Pro-
jekt 05 SFLAXI4) gefordert. Wir danken Prof. S. J. Angyal, Sydney, Austra-
lien, fiir wertvolle Anregungen und Dr. H.-F. Nolting von der EMBL-Aufen-
stelle Hamburg fiir hilfreiche Unterstiitzung. - 2. Mitteilung: L. Haus-
herr-Primo, K. Hegetschweiler, H. Riiegger, L. Odier, R. D. Hancock, H. W.
Schmalle, V. Gramlich, J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1994, 1689-1701.
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