


ZUSCHRIFTEN 

bildet sich aus dem Orthoamid 3 nach 
Protonierung mit Tetrafluoroborsaure 
oder Salzsaure bei 110°C innerhalb von 
23 h quantitativ das Guanidiniumsalz 4 
und molekularer WasserstoffLzo1. Die un- 
gewohnliche Reaktivitat des Orthoamids 
3 kann durch die Wechselwirkung der drei 
antiperiplanaren freien Elektronenpaare 

Methenyl-HIMPT 1 Methylen-H,MPT 2 der Stickstoffatome mit dem cr*-Orbital 
der zentralen C-H-Bindung erklart wer- 
den. Die Schwachung dieser Bindung gibt 
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Schema 1 .  Fur die vollstandigen Strukturformeln van 1 und 2 inklusive Seitenketten siehe Lit. [Il,  121. 

NMR-Studien (,,magnetic labeling") ermittelt[" - I 3 ] .  . a) Das 
Substrat 1 wird stereoselektiv reduziert. Die formale Hydrid- 
iibertragung 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 auRerdem rnit dem Losungsmittel Wasser aus. Die Aus- 
tauschgeschwindigkeit ist etwa 2.4mal hoher als die Geschwin- 
digkeit der Umsetzung 2 --+ 1. Letzteres belegt, dai3 ein direkter 
Austausch mit dem Losungsmittel vorliegt und nicht eine Se- 
kundarreaktion via zunachst gebildetem Wasserstoff. Diese Er- 
gebnisse stimmen gut mit Untersuchungen uberein, die zeigen, 
da13 die Dehydrierung von Methylen-H,MPT 2 in D,O zur 
gleichzeitigen Bildung von HD und D, fUhrtfl4* ''I. 

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 rnit H, zu kata- 
lysieren, und sie zeigt ein reines Protein-UV/Vis-Spektrum. 

Das Fehlen eines redoxaktiven Ubergangsmetalls raumt 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 praparativer 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, daR die Reaktion zwischen Methenyl- 
tetrahydromethanopterin 1 und Wasserstoff durch enzymati- 
sche Aktivierung des Substrats 1 bewirkt wird. Dies ist ein fur 
Hydrogenasen neuer Katalysemechanismus, da bei den iiber- 
gangsmetallhaltigen Systemen das H,-Molekul aktiviert wird. 
Wir fuhren 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 fur diesen Reaktionsmodus in der Chemie der 
Alkane in supersauren Losungen['6-'91 existieren. 

Zunachst sol1 die Ruckreaktion, 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[20-z21 . W' ie in Gleichung (a) gezeigt, 

3 li 4 

sich bereits durch das Auftreten der C-H- 
Streckschwingung bei ungewohnlich grol3er Wellenlange zu er- 
kennen (4.0 pm. ,,B~hImann-Bande"[~~~). Wie in Schema 2 ge- 
zeigt, kann auch der Imidazolidin-Funfring von Methylen- 
H,MPT 2 problemlos eine Konformation einnehmen, bei der 
die freien Elektronenpaare der beiden flankierenden Stickstoff- 
atome antiperiplanar zur Bindung C-H, stehen (A, Schema 2). 

- 0 I. 

Methylen-H,MPT 2 ProtoniewngT I enVmgebunden) [durch enzymstandige .&refun*uan(en)l 
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Schema 2. 

Die C-H-Bindung sol1 durch eine enzymstandige saure Gruppie- 
rung protoniert werden, 2.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 Stereoselektivitat der formalen Hydrideliminierung 
aus 2 wird durch die konformative Fixierung des Fiinfrings nach 
Bindung im Enzym manglos erklart. Im freien Formamidinium- 
ion Methenyl-H,MPT 1 wird schliel3lich 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- 
lektivitat erkliiren kann, so versagt sie doch im Bezug auf zwei 
weitere wichtige Aspekte der enzymatischen Umwandlung 
(Schema 1) : a) Wie eingangs envahnt, tauscht das pro-R-Was- 
serstoffatom von Methylen-H,MPT 2 etwa 2.4mal schneller rnit 
dem Losungsmittel aus, als es unter Bildung von Methenyl- 
H,MPT 1 abgegeben wirdtL31. Ein H/D-Isotopenaustausch an 
der zentralen C-H-Bindung von Orthoamiden des Typs 3, 2.B. 
bei Behandlung mit DBF, statt mit HBF,, konnte dagegen nicht 
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nachgewiesen werden[" - "1. b) Im Gegensatz zur reversiblen 
enzymatischen Reduktion von Methenyl-H,MPT 1 (Schema 1) 
findet eine Umsetzung von Guanidiniumionen niit molekula- 
rem Wasserstoff zum Orthoamid nicht statt [GI. (a)], d. h., die 
,,Orthoamid-Reaktion" in Tetrafluoroborsaure oder Salzslure 
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) koiinten die freien Elektronenpaare an den 
Stickstoffatomen - wiederuni durch eiizymstandige saure Grup- 
pierungen - protoniert werden, es resultiert eine ,,Envelope"- 
Konforination 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 erhoht ist, und das in seinen Eigenschaften eher Carboka- 
tionen entspricht, wie sie in Losung unter ,,supersauren Bedin- 
gungen"[I6- erzeugt werden konnen. Die Ahnlichkeiten sind 
in der Tat verbliiffend: Wie von Olah et al.[z4z 251 und Hogeveen 
et a1.[261 beobachtet wurde, kann bei Alkanen in supersaurer 
Losung unter Retention der Konfiguration am betroffenen 
Kohlenstoffatom H/D-Austausch auftreten, ohne daB oder be- 
vor es zur Bildung des entsprechenden Carbokations kommt. 
Bei Isobutan 5 [GI. (b)] wird z.B. das tertiare H-Atom rasch 

5 6 7 

ausgetauscht[16- 1 9 %  271 . D' iese Austauschreaktionen werdeii 
durch reversible Protonierung/Deuterieruiig der (im Fall des 
Isobutans tertiaren) C-H-Bindung unter Bildung einer Zwei- 
Elektronen-Drei-Zentren-Bindung erklart[24] [GI. (b), 61. 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 enzymstandigen Slurefunktion Enz-C0,H und der 
Losung mu13 namlich existieren, da im Verlauf der enzymati- 
schen Reduktion von 1 zu 2 die gebildeten Protonen an die 
Losung abgegeben werden. Diese Hypothese erklart auch, war- 
uin die H,-bildende Methylentetrahydromethanopterin-De- 
hydrogenase nur in Gegenwart des Substrats (1 oder 2) den Isoto- 
penaustausch zwischen Gasphase und Losung katalysiert[''. 1 4 1 .  

Von Hogeveen et a1.[281 konnte gezeigt werden, daB molekularer 
Wasserstoff mit Carbokationen wie dem tert-Butylkation zum 
entsprechenden gesattigten Kohlenwasserstoff reagieren kann 
[GI. (b), Umsetzung von 7 mit Wasserstoff zu 51. Dieser Trans- 
formation entsprache die Umsetzung von enzymatisch aktivier- 
tem Methenyl-H,MPT rnit Wasserstoff zu Methylen-H,MPT 
und einem Proton. Letzteres wiirde vom enzymstandigen Carb- 
oxylat-Ion aufgenommen werden konnen (B + A, Schema 2). 

Von Walling und Bollyky wurde - unter drastischen Reaktions- 
bedingungen - die Reduktion von Benzophenon rnit H, in Ge- 
genwart starker Basen beoba~hte t [ '~~] .  Dies deutet darauf hin, 
daB die Heterolyse des H,-Molekiils durch die enzymstandige 
Base zusatzlich erleichtert werden kann. Hogeveen et al. konn- 
ten bei der Umsetzung des tert-Butylkations mit H, oder D, 
keinen kinetischen Isotopeneffekt feststellen[z81. Interessanter- 
weise zeigt auch die H,-bildende Methylentetrahydrometha- 
nopterin-Dehydrogenase keinen signifikanten kinetischen Iso- 
topeneffekt: Die Reduktion von Methenyl-H,MPT 1 rnit H, 
und D, verlauft gleich schnell bei allen Substratkonzentrationen 
und untersuchten pH-Werten [' bl.  

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 ,,supersawen Bedingungen" charakteristisch sind, z.B. 
die Isomerisierung von Alkanen, wurden auch schon in Gegen- 
wart fester Ionenaustauscher oder Zeolithe beobachtet, die Sul- 
fonsaureeinheiten als saure Gruppen tragen[". 30, 311. ,,Super- 
saure Reaktionen" sind folglich in passender, nicht-basischer 
Umgebung und bei richtiger Positionierung der Saurefunktio- 
nen (eventuell unter di- oder gar multifunktioneller Kata- 
ly~e[~'])  auch ohne die typischen Supersauren der Chemie in 
Losung moglich. Warum also nicht auch im Verlauf von enzy- 
matischen Reaktionen? Es sei daran erinnert, darj Proteasen 
Amidbindungen bei Raumtemperatur und pH 7 in Minuten hy- 
drolysieren, wahrend fur die analoge, saurekatalysierte 
,,Losungschernie" mehrstiindiges Erhitzen unter RiickfluD in 
6 M Salzsaure notwendig ist. 

Im Licht der Chemie von Carbokationen in supersaurer Lo- 
sung erscheint die Katalyse durch die H,-bildende Methylente- 
trahydromethanopterin-Dehydrogenase nicht mehr mysterios, 
sondern drangt sich als Alternative zur H,-Aktivierung durch 
metallhaltige Hydrogenasen geradezu auf. Konnte die vorge- 
schlagene Substrataktivierung durch Protonierung auch fur 
weitere Enzyrnreaktionen 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 intermediare Bildung eines sehr reaktiven, also hoch- 
energetischen Carbokations. Dennoch kann gemutmaBt wer- 
den, ob  auch folgende Fragmentubertragungsreaktionen, die 
nur enzymatisch katalysiert, aber nicht spontan in Losung ab- 
laufen, durch intermediare selektive Protonierung der Methyl- 
gruppendonoren katalysiert sein konnten : zum Beispiel a) die 
Methylgruppeniibertragung von Methanol auf Coenzym M 8 
unter Bildung von Methyl-Coenzym M 9 (Schema 3) in metha- 

Methanol-Ccenzym-M- 
HO:*SO; Methyltransfeerase CH(S*sO; 

CHs-OH 8 bGG = -28 kJ mol-' H20 9 
Schema 3. 

nogenen A r ~ h a e a [ ~ ~ ] ,  oder b) die Methylierung von Homocy- 
stein durch N5-Methyltetrahydrofolat zu Methionin in allen 
L e b e ~ e s e n ~ ~ ~ ] .  Der Verdacht liegt nahe! So kann unter 
,,supersauren Bedingungen" die Elektrophilie von Methanol in 
einem MaB gesteigert ~ e r d e n [ ' ~ ] ,  da13 sogar Benzol methy- 
liertr311 oder eine ionische Hydrierung zu Methan erreicht wer- 
den Ahnliches gilt fur die Aktivierung von Methyl- 
amin['gl. 

Eingegdngen am 20. Juni 1995 [Z 81 151 

Stichworte: Archaebakterien . Carbokationen . Enzyme . Hy- 
drogenasen 

2420 I ( ,  kCI1 b'idagsgesellschuf~ mbH D-694S1 Weinhcim, 1995 UU44-8249/9S/1072U-2420 $ f0 OU+ 2510 Angel1 Chem 1995, 107. N r  20 



[l] S. P. J. Albracht, Biochim. Biophys. Actu 1994, f188, 167-204. 
[2] a) A. Volbeda, M.-H. Charon, C. Piras, E. C. Hatchikian, M. Frey, J. C. Fonte- 

cilla-Camps, Nature 1995, 373, 580-587; b) R. Cammack, ibid. 1995, 373, 
556-557; c) M. A. Halcrow, Angew. Chem. 1995, 107, 1307-1310; Angew. 
Chem. In?. Ed. Engl. 1995, 34, 1193-1195. 

[3] R. H. Crabtree, Angew. Chem. 1993, 105, 828-845; Angew. Chem. Znt. Ed. 
Engl. 1993,32, 789-805. 

[4] C. Zirngibl, R. Hedderich, R. K. Thauer, FEBS Lett. 1990, 261, 112-116. 
[5]  B. Schworer, R. K. Thauer, Arch. Microbiol. 1991, 155, 459-465. 
[6] K. Ma, C. Zirngibl, D. Linder, K. 0. Stetter, R. K. Thauer, Arch. Microbiol. 

1991, 156, 43-48. 
[7] R. von Biinau, C. Zirngibl, R. K. Thauer, A. Klein, Eur. J.  Biochem. 1991,202, 

1205- 1208. 
[8] C. Zirngibl, W. van Dongen, B. Schworer, R. von Biinau, M. Richter, A. Klein, 

R. K. Thauer, Eur. J .  Biochem. 1992, 208, 51 1-520. 
[9] R. S. Wolfe, Anna. Rev. Microbiol. 1991, 45, 1-35. 

[lo] D. S. Weiss, R. K. Thauer, Cell 1993, 72, 819-822. 
1111 J. Schleucher, B. Schworer, C. Zirngibl, U. Koch, W. Weber, E. Egert, R. K. 

[12] J. Schleucher, C. Griesinger, B. Schworer, R. K. Thauer, Biochemistry 1994,33, 

[13] J. Schleucher, B. Schworer, R. K. Thauer, C. Griesinger, J.  Am. Chem. Soc. 

[I41 B. Schworer, V. M. Fernandez, C. Zirngibl, R. K. Thauer, Eur. J .  Biochem. 

[IS] A. Klein, M. Fernandez, R. K. Thauer, FEES Lett. 1995, im Druck. 
[16] G. A. Olah, G. K. Surya Prakash, J. Sommer, Superucid.s, Wiley, New York, 

[I 71 P. Vogel, Carbocution Chemistry, Elsevier, Amsterdam, 1985. 
[lX] G. A. Olah in The Chemistry of Alkanes und Cycloalkunes (Hrsg.: S .  A. Patai), 

Wiley, New York, 1992, S. 609-652. 
[19] a) G. A. Olah. AnRew. Chem. 1993,105,805-827; Angew. Chem. Znt. Ed. Engl. 

1993. 32, 767-788; b) G. A. Olah, Angew. Chem. 1995. 107, 1519-1532; 
Angen. Chem. Int .  Ed. Engl. 1995,34, 1393-1405. 

[20] J. M. Erhardt. J. D. Wuest, J .  Am. Chem. Soc. 1980, 102, 6363-6364. 
[21] T. J. Atkins, J.  Am. Chem. Soc. 1980, f02, 6364-6365. 
[22] J. M. Erhardt, E. R. Grover, J. D. Wuest, J.  Am. Chem. Soc. 1980,102,6365- 

[23] F. Bohlmann, Angrw. Chem. 1957, 69, 641 -642. 
[24] G. A. Olah, N. Hartz, G. Rasul, G. K. Surya Prakash, J. Am. Chem. Soc. 1995, 

[25] G. A. Olah, G. Klopman, R. H. Schlosberg, J.  Am. Chem. So t .  1969,91,3261- 

[26] H. Hogeveen, C. J. Gaasbeek, R e d .  Trav. Chim. Pays-Bus 1968, 87, 

[27] G. A. Olah, Y Halpern, J. Shen, Y K. Mo, J .  Am. Chem. Soc. 1973,95,4960- 

[28] A. F. Bickel, C. J. Gaasbeek, H. Hogeveen, J. M. Oelderik, J. C. Platteeuw, J. 

[29] a) C. Walling, L. Bollyky, J .  Am. Chem. Soc. 1964,86,3750-3752; b) A. Klein, 

[30] W. 0. Haag, Srud. Surf Sci. Cutal. 1994, 84, 1375-1394. 
[31] J. Kaspi, D. D. Montgomery, G. A. Olah, J.  Org. Chem. 1978, 43, 3147- 

[32] R. Breslow, Acr. Chem. Res. 1995, 28, 146-153. 
[33] J. T. Keltjens, G. D. Vogels in Methanogenesis: Ecology, Physio[ogy. Biochemi- 

stry und Genetics (Hrsg.: J. G. Ferry), Chapman 81 Hall, New York, 1993, 
S. 253-303. 

[34] R. V. Banerjee, V. Frasca, D. P. Ballou, R. G. Matthews, Biochemistry 1990, 
29, 11101-11109. 

[35] G. A. Olah, A.-H. Wu, Synlett 1990, 599-600. 

. 

Thauer, C. Griesinger, FEES Lett. 1992,314,440-444, 

3986-3993. 

1995,117, 2941 -2942. 

1993,2f2, 255-261. 

1985. 

6369. 

l f 7 ,  1336-1343. 

3268. 

319-320. 

4970. 

Chem. Soc. Chem. Commun. 1961, 634-635. 

G. Hartmann. R. K. Thauer, Eur. J. Biochem. 1995, eingereicht. 

31 50. 

- 

Angew. Chem. 1995, 107, Nr. 20 0 VCH Verlagsgesellschaf~ mbH. 0-69451 Weinherm, 1995 0044-8249/95jf0720-242f 8 10.00+ ,2510 2421 

ZUSCHRIFTEN 

Ein neuartiger sechskerniger Fe"'-cis-Inositolato- 
Komplex als Model1 fur Fe"'-Polyol- 
Wechselwirkungen in wallriger Losung** 
Kaspar Hegetschweiler*, Lorenza Hausherr-Primo, 
Willem H. Koppenol, Volker Gramlich, Leon Odier, 
Wolfram Meyer, Heiner Winkler und 
Alfred X. Trautwein 

Es ist seit langem bekannt, da13 Zucker, Zuckeralkohole und 
Zuckersauren in wal3riger Losung die Fallung von schwerlos- 
lichen Metallhydroxiden effektiv unterbinden konnen[']. Wird 
eine Losung eines Metallsalzes in Gegenwart eines Polyols mit 
Lauge versetzt, so konnen je nach den gewahlten Bedingungen 
losliche 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 0x0- oder 
hydroxoverbruckter, mehrkerniger Polyolato-Komplexe, erfol- 
gen kannE3]. Solche Verbindungen sind insbesondere fur die 
Synthese neuer Materialien (Sol-Gel-Technik) von InteresseL4]. 
Die Struktur vieler Metallpolyolate ist nicht bekannt, da diese 
Verbindungen oft schlecht kristallisieren und amorph anfallen. 
Es gelang uns nun, den wasserbestandigen Polyolato(oxo)eisen- 
Komplex 1 als Kaliumsalz der Zusammensetzung 

K,[OFe,{(ino),-21 H}] .14.5H20 K,-1 .14.5H2O 

(ino = cis-Inosit, Schema 1) zu kristallisieren und mit einer 
Rontgenstrukt~ranalyse[~~ sowie durch Messungen der magne- 
tischen Suszeptibilitatt6] zu charakterisieren. Das Komplex- 
anion 1 fugt sich in eine standig wachsende Reihe mehrkerniger 
Fe"'-Komplexe ein, die als Modellverbindungen fur eisenhaltige 
Proteine wie Ferritin von Interesse sind"]. 

CHzOH 
I 

ino: R = OH 
taino: R = NH-CO-CH3 

I 
CHzOH 

Schema 1. Formeln der hier verwendeten Liganden. 
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