ZUSCHRIFTEN

Abb. 6. SEM-Aufnahme von PPY-Drihten auf mit PEA gepfropftem
Kohlenstoff.

sen sind. Die PPY-Dréhte sind auf der gesamten Elektroden-
oberfldche statistisch verteilt; ihr Durchmesser liegt zwischen
400 nm und 1 pym.

Nach dem vorgeschlagenen Mechanismus fiir das PPY-
Wachstum gibe es keine intrinsische Obergrenze fiir die
Lénge des Drahtes; ein limitierender Faktor wire lediglich
die Polarisationsdauer. Solange die Bildung von Kanilen im
PEA-Film nicht erkirt werden kann, kann der Drahtdurch-
messer und die Belegungsdichte der Drihte auf der Elek-
trodenoberfldache nicht vorhergesagt werden. Die Drahtbil-
dung wird in der Tat durch das mehr oder weniger komplexe
Zusammenwirken verschiedener Parameter, wie der Leitfi-
higkeit von PPY, der Stromdichte, der Diffusionsgeschwin-
digkeit von PPY und Pyrrol durch die gequollene gepfropfte
Polymerschicht und somit durch die Art, Dicke und Pfropf-
dichte der isolierenden Polymerketten, kontrolliert.

Experimentelles

Monomere, Losungsmittel und Leitsalz wurden vor der Verwendung
getrocknet. Elektrochemische Experimente wurden in einer Ein-Kammer-
Zelle mit einer Platin-Pseudoreferenzelektrode und einer Platin-Gegen-
elektrode mit einem PAR-Potentiostaten (EG&G, Modell 273 A) durch-
gefiihrt; die Versuchsanordnung befand sich in einem Handschuhkasten
mit trockener Inertgas-Atmosphére. Diese Technik wurde bereits ausfiihr-
lich beschrieben.®?]
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Eine komplexchemische Basis fiir die
biologische Funktion der Phytochelatine**

Jens Johanning und Henry Strasdeit*

Professor Bernt Krebs zum 60. Geburtstag gewidmet

Organismen reagieren unter Schwermetallstre3, hervorge-
rufen durch toxische Metalle, mit unterschiedlichen Entgif-
tungsstrategien.['! Pflanzen synthetisieren dabei kurze Peptide
der Zusammensetzung (y-Glu-Cys),-Gly (n=2-11), die
Phytochelatine (PC,),) die Metallionen komplexieren und
dadurch deren Toxizitét herabsetzen.’)! Am besten charakte-
risiert sind die Phytochelatinkomplexe des Cadmiums. Die
Bioanorganik hat allerdings hier noch ein recht grobes Bild,
unter anderem wegen des heterogenen Charakters der
nativen Komplexe. Zudem fehlen Daten der thermodynami-
schen Stabilitédten, die fiir ein tiefergehendes Verstdndnis der
biologischen Funktion der PC, unerldflich sind.

Wir haben dazu das System Cd'/PC, mit potentiometri-
scher TitrationP! untersucht, um unter definierten Bedingun-
gen (siche Experimentelles) Informationen iiber die darin
auftretenden Komplexe zu gewinnen. PC,, das einfachste
Phytochelatin, ist eine fiinfprotonige Sédure (HsL). Fiir den
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freien Liganden ergaben sich, ausgehend von der vollsténdig
protonierten Form HPC3 (H¢L"), die Protonierungskonstan-
ten pK; =2.39(5), pK,=3.18(3), pK;=4.01(7), pK,=8.75(9),
pKs=9.03(3) und pK,;=10.04(12).! Die gefundenen Kom-
plexspezies sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die dort angege-
benen 1gB-Werte beziehen die Protonierungsgleichgewichte
der Liganden [Gl. (1)] ein. Sie sind die in den Verfeinerungen
direkt ermittelten GroBen. Fiir komplexchemische Betrach-
tungen sind jedoch die daraus berechneten IgK-Werte niitz-
licher, mit denen Gleichgewichte wie das in Gleichung (2)
quantitativ erfa3t werden.

2Cd* +4H" +31L5 2 [Cdy(H,L)(HL),]’- )
2Cd*" + H,L* +2HL* 2 [Cd,(H,L)(HL),]"- 0)

Die Speziesmodelle wurden nach allgemeinen Kriterien
entwickelt und bewertet.P! Zusitzlich standen einige spezielle
Anhaltspunkte zur Verfiigung:
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a) Die ausgeprigte Tendenz von Cd", Thiolate unter
Bildung einer S,-Umgebung zu binden: Bei Thiolatunter-
schuB entstehen Mehrkernkomplexe wie [Cd,(SR)¢]*>~ und
[Cd4(SR),0)*~, die zweifach verbriickende Liganden enthal-
ten.!

b) Cd-EXAFS-Ergebnisse (EXAFS =extended x-ray ab-
sorption fine structure), die eine S,-Koordination sowohl fiir
isolierte Cd"/PC,-Komplexe als auch fiir Cd" in cadmium-
belasteten Pflanzenzellen belegen.*s " In einigen Fillen gibt
es dabei Hinweise auf mehrkernige Komplexe.[*! AuBerdem
weisen die EXAFS-Daten auf eine OgUmgebung von
Cadmium in miBig sauren Losungen hin.

c) Parallel zu den potentiometrischen Titrationen durch-
gefiihrte Analysen mit einer cadmiumselektiven Elektrode.
Vorhersagen, die ein Speziesmodell iiber den pH-abhingigen
Verlauf der Konzentration von unkomplexiertem Cd" macht,
konnten so experimentell tiberpriift werden.

Im System CdY/PC, entstehen hinreichend stabile Kom-
plexe nur mit solchen Liganden, in denen mindestens eine der
Sulfhydrylfunktionen deprotoniert ist. Dabei konnen zwei
Kategorien unterschieden werden (Tabelle 1): Komplexe, die

Tabelle 1. Komplexspezies im System Cd'"/PC,.

Komplexformel Zusammen- lgf lg K™ PC,:Cd"
setzung 1:1 1.5:1 2:1
[CA(H,L) P+ (LCdHy) 403 29 + + +
[CA(H,L) P+ (LCdH;) 374 24+ + +
[Cdy(H,L),J? (L,CdH) 870 99  + + +
[Cdy(H,L),(HL)]** (L,Cd;H;) 824 114 + +
[CA,(H,L)(HL),]- (L:«Cd;H,) 774 128 + +
[Cdy(HL),J* (LCAL,H,) 456 128 +
[Cd,(HL)L]- (L.C&,H) 367 133 +
[CdL]- (LCd) 17 17+
[CA,(HL)HL),]- (L:«CdH,) 718 163 +
[Cd,(HL),J* (LiCdHy) 631 165 +
[Cdy(HL),L]*- (LCd,H,) 537 168 +
[Cd,(HL)L, ] (LiC,H) 441 170 +
[Cd,Ly]1- (LsCdy) 330 165 +
[Cdy(H,L),J* (LCAH,) 1088 163 +
[Cd(H,L),(HL)" (L,CdH,) 1024 176 +
[Cdy(H,L),(HL),]'- (L,Cd,H,) 955 186 +
[Cdy(H,L)(HL);]'"~ (L,Cd,Hy) 877 193 +
[CA(HL), ] (LCH,) 377 176 +
[CA(HL)L]™- (L,CdH) 286 185 +
[CdL,J* (L,Cd) 180 180 +

[a] 1g K< gibt die Stabilitdt pro Cd"-Ion eines m-kernigen Komplexes an: Ig
K®=1/mIgK. Die mittlere geschitzte Standardabweichung fiir die 1gf-
und die 1gK®-Werte betriigt jeweils +0.2. Die drei letzten Spalten
informieren dariiber, welche Komplexe bei der jeweiligen Gesamtzusam-
mensetzung des Systems auftreten.

dieselbe Zahl der Liganden und Cd"-Ionen enthalten
(Ig K=9.9-13.3), und solche mit mehr Liganden als Metall-
ionen (IgK®=16.3-19.3). Die Konsequenzen, die sich dar-
aus unter biologischen pH- und Konzentrationsbedingungen
ergeben, lassen sich aus dem in Abbildung 1 gezeigten
Speziesverteilungsdiagramm ablesen. Das dort vorgegebene
Cysteinyl:Cd"-Verhiltnis von 3:1 tritt in nativen Komplexen
kurzkettiger Phytochelatine (n=2-4) auf;*l die Gesamt-
konzentration von 50 pm Cadmium entspricht etwa derjenigen
in hochbelasteten Pflanzenzellen. Bei pH 7.3, einem typischen
Wert im Cytoplasma hoherer Pflanzen,® ist [Cd,(H,L)-
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Abb. 1. pH-Abhingige Verteilung der Komplexspezies (Anteile x [%])
bei einer Gesamtzusammensetzung PC,:Cd"=1.5:1 und einer Cd-gesamt-
konzentration von 50 um (entsprechend 100 % ).

(HL),]’- (L;Cd,H,) der vorherrschende Komplex. Er weist
vermutlich eine iiberwiegende, aber nicht ausschliefliche
Schwefelkoordination auf, da in H,L3~ eine der beiden SH-
Gruppen noch nicht deprotoniert ist. Somit ist einerseits ein
{S,Cd(u-S),CdS(O),}-Strukturfragment méoglich, wobei dieses
nicht den EXAFS-Ergebnissen (sieche oben) widerspricht.
Diese schlieBen prinzipiell einen geringen Sauerstoffanteil an
der Koordination nicht aus. Andererseits konnte aber auch
ein {S,Cd(u-S),CdS(SH)}-Zentrum mit Thiolat- und Thiol-
koordination vorliegen. Die Koordination von Thiolen an Cd"
tritt nur selten auf, doch wurde z.B. iiber den Komplex
[Cd;(SR)((HSR)] (R =-2,4,6-iPr;C4H,) mit gemischter Thiol-
Thiolat-Ligandensphire berichtet.

Bei pH 7.3 liegen noch 0.5% des Cadmiums nichtkomple-
xiert vor. Auch wenn man fiir die anderen Phytochelatine
(n>3) etwas hohere Stabilititen annehmen kann,'" zeigt
dieser Wert doch, daB die Cd"/PC,-Komplexe keineswegs
extrem stabil sind. Dementsprechend sind sie in Pflanzen-
zellen auch nicht die Langzeitspeicherform fiir Cadmium,
sondern werden vom Cytosol in die Vakuole transportiert, in
der Cd" in einem noch nicht endgiiltig gekldrten Bindungszu-
stand verbleibt.['!]

Unsere Stabilitdtsdaten belegen, daB Cd"/PC,-Komplexe
im sauren Milieu der Vakuole groftenteils bis vollstindig
dissoziieren. Bei pH 5.4, einem typischen Wert in den
Vakuolen hoherer Pflanzen® sind im System Cd%/PC,
(Abb. 1) 62 % des Cadmiums freigesetzt. Betrigt die Gesamt-
konzentration in Cadmium statt 50 um nur 5 pum, so sind es bei
dem gleichen pH-Wert bereits 100%. Diese Dissoziation
ermoglicht es der Pflanzenzelle, die Phytochelatine zuriick-
zugewinnen, und diirfte deshalb biologisch von erheblicher
Bedeutung sein.'Zl Die koordinationschemischen Griinde
dafiir sind erstens, da$ sich keine Komplexe der potentiellen
Carboxylatliganden H;L?~ und H,L~ bilden, und zweitens die
geringen Stabilitdten der Komplexe mit dquimolaren Ligand-
und Metallanteilen (siehe oben). So hat im PC,:Cd"-System
(1.5:1) im schwach Sauren nur noch der Komplex
[Cd;(H,L)(HL),]~ (L;Cd;H,) einen nennenswerten EinfluB.
Sein IgK“-Wert ist mit 12.8 aber deutlich niedriger als etwa
der von [Cd,(H,L)(HL),]’”- (Ig K“=16.3). Als zentrale
Baugruppe der dreikernigen Komplexe L;Cd;H, (p=4-6)
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erscheint ein Cd,(u-S);-Sechsring plausibel, wie er auch im -
,,Cluster* der Metallothioneine auftritt.[!!

Die hier vorgestellten Ergebnisse erkldren wesentliche
Beobachtungen im Zusammenhang mit der biologischen
Funktion der Phytochelatine. Sie konnen dariiber hinaus fiir
mogliche Anwendungen dieser Peptide, z. B. in Schwermetall-
biosensoren, von Nutzen sein.

Experimentelles

MeBapparatur: Hochleistungs-pH-Meter pMX 2000 (WTW, Ablesegenau-
igkeit: 0.001 pH-Einheiten) mit Temperaturfiihler, Dosiersystem ACCU-
STEP (Tri-Continent Scientific), EinstabmeBkette 2GE1-DOKA (Jumo)
mit Doppelkammersystem (Salzbriicke), cadmiumselektive Elektrode
Cd500 (WTW), Titriergefa mit Thermostatmantel. Chemikalien: analy-
senreines HPC3CF,COO~- (C/H/F/N/S), Cd(NO;),-4H,0 p.a., 0.1m
wiBrige KOH-Losung (Aldrich, Volumetrie-Standard), 0.1M Salpetersdure
(Aldrich, Volumetrie-Standard), KNO; (Fluka, MicroSelect, >99.5%).
MeBbedingungen: wifrige Losung, 7=25.00+0.02°C, Ionenstirke /=
1.00 M tber die gesamte Titration konstant gehalten mit KNO; als
Grundelektrolyt, wassergesittigte N,-Schutzgasatmosphére. Der pK,,-Wert
wurde zu 13.76 bestimmt. Kalibrierung von pH-Meter und Elektroden
durch Starke-Siure/starke-Base-Titration.[’] Testsystem: Ni/Glycin.['"¥
Titrationsbeispiel: 671 umol Cd(NO;), und 100.7 pmol (65.8 mg)
HPC3 CF;COO™ in 50.0 mL Grundelektrolytlosung, mit bekannter Menge
Salpetersdure auf pH 2.5 eingestellt, Titration mit carbonatfreier 0.1016 M
KOH-Losung (I=1.00 M) bis pH 10.5. pK,-Werte: fiinf Titrationen mit
insgesamt 336 MeBpunkten (og = 0.0039-0.0086). Komplexbildungskon-
stanten: sieben Titrationen mit unterschiedlichen PC,:Cd"-Verhiltnissen
und insgesamt 677 MeBpunkten (o = 0.0021-0.0086). Verwendetes Pro-
gramm: BEST.P
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Lutz F. Tietze,* Gyula Schneider,* Janos Wolfling,
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Professor Wolfgang Steglich zum 65. Geburtstag gewidmet

Eine wichtige Aufgabe der Organischen Chemie ist die
Entwicklung neuartiger biologisch aktiver Substanzen. Eine
besondere Bedeutung kommt hierbei den Naturstoffen zu, die
in vielfdltiger Weise entweder direkt oder als Leitstrukturen
verwendet werden. Beispiele hierzu sind die von Steglich und
Anke beschriebenen Strobilurinel'! sowie das von Hofle
beschriebene Epothilon.?

Dies darf jedoch nicht dariiber hinwegtduschen, daf} es
nicht einfach ist, neue interessante Naturstoffe aufzufinden.
Ein nahezu unerschopfliches Reservoir an neuartigen Struk-
turen hoher Diversitét steht allerdings durch die Verkniipfung
von zwei oder mehreren Naturstoffen zu Hybrid-Naturstoffen
bereit. Dieser Weg wird zumindest im Ansatz auch von der
Natur beschritten, z.B. in der kombinierten Biosynthese von
Vitamin E, das aus einem Terpen und Shikimisdure entsteht.!
Weiterhin ist Vincristin zu nennen, das aus einem Aspido-
sperma- und einem Iboga-Alkaloid gebildet wird und das
eines der wichtigsten Mittel zur Behandlung akuter Leukémie
bei Kindern ist.!

Wiéhrend die enzymatische Bildung von Hybrid-Natur-
stoffen mit genetischen Manipulationen zur Zeit intensiv
untersucht wird,’! gibt es bisher nur wenige Ansitze zur
chemischen Synthese derartiger Verbindungen.[! Hier be-
schreiben wir einen neuartigen pharmakologisch interessan-
ten Hybrid-Naturstoff, der aus Estron 1 und dem biologisch

HO OH
1 2

Estron (—=)-Talaromycin B
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