ZUSCHRIFTEN

Damit ist [NH,],[Ir(S,)(S¢),] ein Material, daB3 bei der Kristalli-
sation einer spontanen Racematspaltung unterliegt. Es ist inter-
essant, dal3 derartige Kristalle ein Jahrzehnt vor Werners klassi-
schem Bericht von 1914,/'41 in dem er erstmals die Racemat-
spaltung einer rein anorganischen Verbindung beschrieb, ver-
fligbar waren.

Bemerkenswerterweise beschrieben Hofmann und Hochtlen
kurz kleine, orangefarbene Kristalle als zweites Produkt ihrer
Reaktion. [NH,],[Ir(S,),], das wir charakterisiert haben!®), kri-
stallisiert in Form orangefarbener Pléttchen.

Hofmanns und Hochtlens bahnbrechende Arbeiten auf die-
sem Gebiet bestechen durch extrem genaue Elementaranalysen,
reproduzierbare Reaktionsbedingungen und griindliche Be-
schreibungen der isolierten Produkte. Die nicht korrekte For-
mulierung von [NH ];[IrS, ] als [NH,],[IrS, ;] resultiert einfach
aus dem etwas zu gering bestimmten Schwefelanteil, ein Pro-
blem, das auch bei [NH,];[Rh(Ss),] - 3H,0 auftrat.!!? Wegen
der Analogie zu Rh'"- und Pt™-Verbindungen(* 1111 ist die
Existenz von [NH];[Ir(S;),] vollkommen plausibel. Aber weder
die bemerkenswerten Arbeiten von Hofmann und Hochtlen aus
dem Jahre 1904 noch unsere Arbeiten konnten Beweise fiir des-
sen Existenz liefern.

Experimentelles

[NH,]5{Ir(S,X(S¢),] wurde durch Umsetzen von 1.000 g IrCl; - nH,0, gelést in
10 mL Wasser, mit 30 mL (NH,),S,-Lésung hergestellt, die man durch Aufldsen
von 5 g Schwefel in 30 mL (NH,),S (20 Gew.- %) bei 50 °C erhielt. Die resultierende
tiefrote Losung wurde bei 50 °C eine Stunde geriihrt und dann durch Celite filtriert.
Das Filtrat wurde in zwei Portionen aufgeteilt; jede wurde mit 40 mL eines Ge-
mischs aus Ethanol/2-Propanol (1/1) iberschichtet. Normalerweise hatten sich nach
24 h Kristalle gebildet. Die Mutterlauge wurde abdekantiert und die Kristalle mit
CS, und 2-Propanol gewaschen. Dem Aussehen nach hatten sich drei verschiedene
Produkte gebildet: orangefarbene, oktagonale Plittchen, kleine rote Kristalle
und braune, polykristalline Aggregate. Die orangefarbenen Pléttchen sind
[NH,],[1r(S4);]) - H,O - 0.5CH,CH,O0H [6]. Die anderen beiden Produkte wurden
Raman-spektroskopisch und mit energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX)
als [NH,]5[Ir(S,XS),] identifiziert. Das Verhiltnis von [NH,]5[Ir(Se),]- H,O -
0.5CH,CH,OH zu [NH]5[Ir(S,}(S,)-] betrug ungefiihr 1:4; es wurde durch manu-
elles Trennen der Kristalie bestimmt. Die Gesamtausbeute lag bei 1.430 g (ca. 57%).
Halbquantitative EDX-Analysen zur Bestimmung der Ir:S-Verhiltnisse in
[NH J;5[Ix(S);] - H,O - 0.5CH,CH,0OH und [NH,];[Ir(S,)(S,),] wurden auf einem
Hitachi-S-4500-SEM-Gerit durchgefiihrt, weil Standard-Elementaranalysen von
Polysulfidometallaten irrefiihrend und ungenau sein kdnnen [4, 11].

Kristallstrukturanalyse: [NH,],[Ir(S.XS,),]: rote, unregelmaBig geformte Blocke,
Kristallabmessungen 0.16x0.17 x 0.13 mm?, tetragonal, D$-P4,2,2, Z =4,
a=12.009(2), c =15.154(3) A, ¥ = 2186(1) A? (T =113 K), Enraf-Nonius-CAD4-
Diffraktometer, 0, = 49.94°, Cuy,, 4 =1.54056 A, w-Scan-Modus, 2487 gemes-
sene, davon 1121 unabhingige Reflexe, die alle in der Verfeinerung verwendet wur-
den. Die Daten wurden mit Lorentz-, Polarisations- und Absorptionskorrekturen
(empirische Methode) versehen, u = 261 cm ™!, Strukturldsung mit Patterson-Me-
thoden [15]. anisotrope Verfeinerung gegen F2 mit voller Matrix nach der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate [16], 101 Parameter, R,(F2) = 0.120, R, = 0.054 fiir
929 Reflexe mit F2 > 20(F?), absoluter Strukturparameter — 0.07(5), Restelektro-
nendichte 1.12 e A ~3. Weitere Einzelheiten zur Kristallstruk turuntersuchung kon-
nen beim Fachinformationszentrum Karlsruhe, D-76344 Eggenstein-Leopoldsha-
fen, unter der Hinterlegungsnummer CSD-406601 angefordert werden.
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NADH-abhiingige Halogenasen sind
wahrscheinlich eher an der Biosynthese von
Halogenmetaboliten beteiligt als
Haloperoxidasen**

Kathrin Hohaus, Annett Altmann, Wassily Burd,
Ilona Fischer, Philip E. Hammer, Dwight S. Hill,
James M. Ligon und Karl-Heinz van Pée*

Die Entdeckung der Chlorperoxidase aus dem Pilz Caldario-
myces fumago'!! und die Entwicklung eines einfachen spektro-
photometrischen Tests!?) fiir den Nachweis halogenierender
Enzyme unter Verwendung der synthetischen
Verbindung Monochlordimedon 1 als organi- Cl. H
sches Substrat filhrten zur Isolierung mehrerer O o
Haloperoxidasen aus verschiedenen Organis-
men. Alle diese Enzyme produzieren hypohalo- H,C~CH,
genige Sdure als eigentliches halogenierendes
Agens. Aus diesem Grund verlduft die durch Ha- 1
loperoxidasen katalysierte Halogenierung ohne
Substrat- und Regiospezifitit.[* *! Untersuchungen der Biosyn-
thesewege verschiedener Halogenmetabolite ergaben aber, da3
die biologische Halogenierung spezifisch sein muB."" ) Dariiber
hinaus ist die Bildung fluorhaltiger Metabolite durch Haloper-
oxidasen schwer zu erkliren, da Fluoridionen durch sie nicht
oxidiert werden kdnnen.[!

Kiirzlich wurde durch genetische Untersuchungen gezeigt,
daB Enzyme des Haloperoxidase-Typs nicht an den Biosynthe-
sen von Chlortetracyclin und Pyrrolnitrin 6 beteiligt sind.[”®
Diese Ergebnisse filhren zu einigen interessanten Fragen: Wel-
che anderen halogenierenden Enzyme kdnnte es geben und wie
konnten diese nachgewiesen werden? Bisher wurde immer ange-
nommen, daB halogenierende Enzyme das Halogenidion oxidie-
ren und daB anschlieBend das oxidierte Halogenid mit dem
organischen Substrat reagiert. Weshalb aber sollte das Enzym
nicht zuerst so mit dem organischen Substrat reagieren, dal3
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dieses vom Halogenidion in einer nucleophilen Reaktion ange-
griffen werden kann?

Offensichtlich haben alle Arbeitsgruppen, die iiber enzymati-
sche Halogenierung arbeiten, ignoriert, daBl sie fiir die Suche
nach spezifischen Enzymen deren natiirliche Substrate verwen-
den miissen und nicht ein unnatiirliches Substrat wie 1. Ein
Grund, weshalb dies ignoriert wurde, ist der Mangel an Kennt-
nissen der Strukturen dieser Substrate. Deshalb muf3 vor dem
Einsatz eines natiirlichen Substrats nachgewiesen werden, daB
es tatsdchlich das Substrat ist, das in vivo halogeniert wird.

Tryptophan 2 wire ein solches Substrat, wenn die Chlorie-
rung von 2 zu 7-Chlortryptophan 3 tatsdchlich der erste Schritt
in der Biosynthese des antifungisch wirkenden Antibioticums
Pyrrolnitrin 6 ist (Schema 1).11 Um diese Hypothese zu iiber-
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Schema 1. Der Biosyntheseweg von Pyrrolnitrin 6, basierend auf der Isolierung von
Metaboliten und der Klonierung der Biosynthesegene [9, 11].

Gl

priifen, wurde das Wachstumsmedium einer Mutante von Pseu-
domonas fluorescens, die im zweiten Schritt der Pyrrolnitrin-Bio-
synthese blockiert ist, analysiert. Isoliertes 3 wurde mit D- und
L-Aminosdure-Oxidasen als das vr-Isomer identifiziert. Die
Chlorierung des L-Isomers von 2 ist also der erste Schritt der
Pyrrolnitrin-Biosynthese in P. fluorescens. Dieser Stamm muf}
ein Enzym enthalten, das die spezifische Chlorierung des L-Iso-
mers von 2 zum L-Isomer von 3 katalysieren kann. Eine zweite
Chlorierung findet mit der Umwandlung von Monodechlor-
aminopyrrolnitrin 4 zu Aminopyrrolnitrin 5 statt (Schema 1).[!

Fir die Suche nach Tryptophan-Halogenase-Aktivitdt wurde
eine Mutante von P. fluorescens verwendet, der alle chromoso-
malen Pyrrolnitrin-Biosynthesegene fehlten, die aber das Gen
fiir den ersten Schritt in einem Plasmid enthielt. Als Substrat
wurde das L-Isomer von 2 eingesetzt, fir den Nachweis der
Aktivitdt ein HPLC-Test entwickelt. Da wir nicht wuBten, ob
Cofaktoren bendtigt werden (und wenn ja, welche), wurden
mehrere gepriift. 3 konnte nur nachgewiesen werden, wenn
NADH zum zellfreien Extrakt gegeben wurde (Schema 2a).
Versuche, 2 mit Haloperoxidasen zu chlorieren, fithrten nur zur
Bildung des Oxindolderivats von 2 und nicht zu einem chlorier-
ten Produkt.l*®! Die chemische Chlorierung von 2 in der 7-Posi-
tion ist ebenfalls nicht méglich. Deshalb kann die enzymatische
Chlorierung von 2 als eine spezifische und ungewdéhnliche Reak-
tion betrachtet werden, obwohl sich etliche natiirliche Antibio-
tica von 3 ableiten.[®!

Fiir den Nachweis des zweiten chlorierenden Enzyms wurde
eine Pyrrolnitrin-Deletionsmutante von P. fluorescens einge-
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Schema 2. a) Die von der Tryptophan-Halogenase katalysierte, NADH-abhingige
Chlorierung von L-Tryptophan 2 zu 7-Chlor-L-tryptophan 3. b) Die von der Mono-
dechloraminopyrrolnitrin-Halogenase katalysierte, NADH-abhéngige Chlorierung
von Monodechloraminopyrrolnitrin 4 zu Aminopyrrolnitrin 5.

setzt, bei der das Enzym, das den zweiten Chlorierungsschritt
katalysiert, plasmidcodiert vorlag. Auch hier war die Zugabe
von NADH zum zellfreien Extrakt notwendig (Schema 2b). Die
Halogenase, die 4 zu 5 chloriert, ist also ebenfalls NADH-ab-
hingig. Da die Oxidation von Halogenidionen in einer NADH-
abhidngigen Reaktion ausgeschlossen werden kann, lieBe sich
die NADH-Abhéngigkeit durch die Beteiligung von Sauerstoff,
die zur intermedidren Bildung des Epoxids 7 fiihrt, erkldren.
Aus diesem enzymgebundenen Epoxid kénnte durch den Ein-
bau eines Halogenidions das Halogenhydrin 8 entstehen, aus
dem dann spezifisch Wasser abgespalten wirde (Schema 3). So

H H
¢ COOH  \sph 0, H* :. COOH
____—_’
! NH, “NAD*,-H,0 ] NH,
N o> N
2 7
+CIT+H*
H
- COOH - COOH
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Schema 3. Hypothetischer Mechanismus der NADH-abhdngigen Halogenierung.
Die Verbindungen 7 und 8 werden wahrscheinlich nicht vom Enzym freigesetzt.

konnten organische Substrate nicht nur chloriert, bromiert oder
iodiert werden, sondern auch die Einfiihrung von Fluor wire
moglich, abhéngig von der Spezifitit des Enzyms fiir die Halo-
genidionen. Demnach wire kein wesentlich anderes halogenie-
rendes Enzym fir die Einfiihrung von Fluoridionen notwendig.
Aufler 3 und 5 konnten keine weiteren enzymatisch gebildeten
Produkte nachgewiesen werden. Die Enzyme sind spezifisch
und die Tryptophan-Halogenase katalysiert nicht die Chlorie-
rung von 4 oder umgekehrt. Der Vergleich der Aminosdure-
sequenzen der beiden Halogenasen ergab keine Sequenzhomo-
logien. Dagegen ist die Monodechloraminopyrrolnitrin-Halo-
genase homolog zu der Halogenase, die die Chlorierung in der
7-Chlortetracyclin-Biosynthese katalysiert.[7- 11

Im Gegensatz zu den Haloperoxidasen weisen die neu ent-
deckten NADH-abhédngigen Halogenasen zumindest einige der
Eigenschaften auf, die von spezifisch halogenierenden Enzymen
erwartet werden. Es war immer schwierig, zu verstehen, weshalb
die Halogenierung durch Haloperoxidasen in vitro zu Verbin-
dungen fiihrt, die in den Organismen, aus denen diese Halo-
genasen isoliert worden waren, nicht vorkommen. Fiir solche
Reaktionen sind NADH-abhingige Halogenasen viel besser
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geeignet. Bei Diskrepanzen zwischen den in vivo und den in
vitro gebildeten Halogenmetaboliten erscheint deshalb eine
Uberpriifung der Beteiligung von Haloperoxidasen an der Bio-
synthese notwendig. In den betreffenden Organismen sollte
nach NADH-abhingigen Halogenasen gesucht werden.

Experimentelles

Zur Isolierung von 3 wurden die Bakterien in 2 L Glycerin-Minimalmedium [9] in
Gegenwart von 8.5 x 107 * M Kanamycin und 6.2 x 10~ % m Tetracyclin, 2 d bei 30 °C
geziichtet. Da 3, ebenso wie 2, iiber verschiedene Wege metabolisiert wird, war keine
Akkumulation zu erwarten. Deshalb wurde das Wachstumsmedium mit 1 N HCl auf
pH 5.3 eingestellt und auf eine Amberlite-CG-1201-Kationenaustauscher-Siule
(Volumen 25 mL) aufgetragen, die mit 0.35 M Citrat-Puffer (pH 5.3) dquilibriert
worden war. Nach der Elution mit 1proz. wiBrigem Ammoniak wurden die Frak-
tionen (2.4 mL) mit 1 M Essigsdure neutralisiert und durch HPLC analysiert [12].
Fraktionen, die 3 enthielten, wurden vereinigt, im Vakuum konzentriert und iiber
eine Sephadex-G-10-Sdule (Volumen 5 mL) entsalzt. Die Fraktionen (1 mL) wurden
mit HPLC analysiert, und diejenigen, die 3 enthielten, wurden vereinigt und konzen-
triert. Die isolierte Verbindung wurde durch Vergleich der Retentionszeit und der
UV- und Massenspektren mit den Daten von authentischem, synthetisiertem 3 [13]
identifiziert. Die Oxidation von isoliertem 3 zu 3-(3-Indolyl)brenztraubensiure
durch Aminosiure-Oxidasen wurde in einem Gesamtvolumen von 75 pL in 0.2 M
Tris/HCI-Puffer (pH 8.3) in Gegenwart von 9 x 10~ * Units Katalase durchgefiihrt.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 x 10~ ! Units b-Aminosdure-Oxidase oder
5x 1072 Einheiten L-Aminosiure-Oxidase gestartet. Die Ansitze wurden unter
stindigem Schiitteln bei 30 °C inkubiert. 20 nL-Proben wurden beim Start der Re-
aktion, nach 60 und 90 min entnommen und analysiert. Fiir den Nachweis der
Halogenaseaktivitit wurde eine Mutante von P. fluorescens, der alle Pyrrolnitrin-
Biosynthesegene fehlten, und die das Tryptophan-Halogenase-Gen bzw. das Mono-
dechloraminopyrrolnitrin-Halogenase-Gen in einem Plasmid enthielt, 3 d geziich-
tet, wie fir 3 beschrieben. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, im
zweifachen Volumen 100 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 6.8) resuspendiert und
durch Ultraschalibehandiung 6 min bei 2 °C aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wur-
den durch Zentrifugation entfernt und die erhaltenen Rohextrakte auf Halogenase-
aktivitit untersucht. Die Ansétze enthielten 200 yL Rohextrakt, 20 mm NaCl,
0.2 mM 2 oder 4, 2 mM Cofaktor und 0.1 M Ammoniumacetat-Puffer (pH 6.8) in
einem Gesamtvolumen von 1 mL. Nach einer Inkubation von 16 h bei Raumtempe-
ratur wurde die Reaktion der Tryptophan-Halogenase durch Sminiitiges Kochen
beendet. Ausgefallene Proteine wurden abzentrifugiert und 20 pL des Ansatzes mit
HPLC analysiert [12]. Bei 4 als Substrat wurde der Reaktionsansatz mit 2 x 0.5 mL
Essigsdureethylester extrahiert. Nach Entfernen des Lésungsmittels wurde der
Riickstand in 50 pL Methanol gelost und 20 pL der Losung wurden mit HPLC
analysiert [14]. Die Produkte wurden durch Vergleich ihrer Retentionszeiten,
HPLC-UV-Spekiren, des HPLC-MS-Spektrums im Fall von 3 und des GC-MS-
Spektrums im Fall von 5 mit denen der authentischen Verbindungen identifiziert

[13, 15]. . «
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Boratabenzol-Zirconium(ir)-Komplexe:
eine ungewohnliche Anellierung mit Ethinen**

Arthur J. Ashe IIL* Saleem Al-Ahmad, Jeff W. Kampf
und Victor G. Young, Jr.

Professor Gerhard E. Herberich zum 60. Geburtstag gewidmet

1-Substituierte Boratabenzole kénnen als anionische Sechs-n-
Elektronen-Liganden fiir eine Vielzahl von Metallen dienen.!!!
Die gut untersuchten Komplexe der spiten Ubergangsmetalle,
z.B. 112 und 2,® sind den entsprechenden Cyclopentadienyl-
Metall-Verbindungen sehr &hnlich. Komplexe der friihen Uber-
gangsmetalle wurden weit seltener untersucht. Vor kurzem be-
richteten wir {iber den ersten Zirconium(iv)-Boratabenzol-
Komplex, 3a, der nach Aktivierung mit Methylaluminoxan
Ethylen mit der gleichen Aktivitiat wie [Cp,ZrCl,] polymeri-
siert.”! Da Cp,Zr"-Verbindungen in organischen Synthesen be-
sonders nitzlich sind,!! ist eine Untersuchung der analogen
Boratabenzol-Zr"-Komplexe sinnvoll. Wir haben den Borata-
benzol-Zr-Komplex 4b synthetisiert und konnten die PMe,-
Liganden unter sehr milden Bedingungen ersetzen. Die Reak-
tion von 4b mit Acetylen hat eine Anellierung zum Komplex 5
zur Folge, der den neuen Liganden 4a-Phenyl-8a H-4a-borata-
naphthalin enthélt.

C B-Me @ B-Ph RBO S |
SN

3a, R=N(iPr);
3b, R=Ph

®
®

\ /PMe;
r Zr
Mn(CO), /~K  “PMe;

C
Q

4b, R=Ph

Die Reaktion von 3a und 3b™" mit Butyllithium in Ether
und PMe, im UberschuB liefert die Zirconiumderivate 4a bzw.
4bin 70 bzw. 75% Ausbeute.® ¢ Im Gegensatz zu den entspre-
chenden Reaktionen von [Cp,ZrCl,} wurde weder das vermu-
tete Zwischenprodukt, ein (>-1-Butenyl)-Zr-Komplex,'*® noch
Zr"M_verbriickte Produkte nachgewiesen.!”

Die Struktur von 4a wurde durch eine Rontgenstrukturana-
lyse bestimmt (Abb. 1).181 Der Vergleich der Strukturen von 4a
und 3a verdeutlicht die Unterschiede zwischen den analogen
Zr'- und Zr'V-koordinierten Boratabenzolen. In beiden Mole-
kiilen sind die Koordinationssphiren der Metallzentren pseudo-
tetraedrisch, wie es fiir gebogene Metallocene der Gruppe 4 ty-
pisch ist. Die B-Zr-Abstinde in 3a (2.980(7) A) und 4a
(2.830(3) A) sind bei den Zr'V-Derivaten jedoch gréBer und die
B-N-Abstinde (3a 1.396(6), 4a 1.438(3) A) sind kleiner. Offen-
bar wird das stirker elektronenziehende Zr'V-Atom vom Bor-
atom abgestoBen . °1 Folglich sind die Boratabenzolliganden in
3a »° und in 42 »°® an das Zentralmetall gebunden.

Bei Raumtemperatur gibt es im 'H-NMR-Spektrum (Ta-
belle 1) einer Lésung von dquimolaren Mengen 4b und PMe; in
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4a, R=N(iPr);





