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fonen und Isothiocyanaten. Wihrend die Gasphasenthermo-
lyse des Thiocyanats 25e bei 400°C ausschlieBlich (E)-31
liefert (Ausbeute 80%), erhilt man bei 260-320°C ein
Gemisch aus (E)-31 und (Z)-31 im Verhiltnis 1.5:1 und das
Allen 30 in 64-40% Ausbeute. Die erneute Thermolyse
dieses Gemisches bei 400°C liefert (E)-31 als einziges Pro-
dukt. Offenbar ist bei hoheren Temperaturen zumindest die
Cope-Umlagerung 30 —31 reversibel.

Diene des Typs 6 oder 9 mit zwei funktionellen Gruppen
konnten sich als niitzliche Synthesebausteine erweisen. Erste
Untersuchungen haben ergeben, daB Tetracyanethylen [4+4-2]-
Cycloaddukte mit 12a (Ausbeute 63%), (Z)-14aa (28%),
14af (44%), (Z)-14ay (64%), (Z2)-14a0 (46%), (Z)-14a¢
(71%), 26 (42%), (E)-28 (60%) oder (E)-31 (57 %) bildet.
Das Sulfon 18a reagiert mit elektronenreichen und elektro-
nenarmen Dienophilen regio- und stereoselektiv in Diels-
Alder-Additionen zu 32 (Schema 5). Ahnlich selektiv gelingt
die nucleophile Substitution 18a—33; auch nucleophile
Additionen sind moglich.
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Schema 5. Das Bissulfon 18a als Synthesebaustein.
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Hy-bildende

Dehydrogenase

Methylentetrahydromethanopterin-

AG® =-55kJ mol?

Archaea gibt es auBBerdem eine metallfreie Hydrogenase, die
weder die Aktivierung von H, noch einen Elektronentrans-
port katalysieren kann.F! Vielmehr scheint das Enzym den
Wasserstoffacceptor zu aktivieren, der danach direkt mit H,
reagiert.l]

Die metallfreie Hydrogenase katalysiert die reversible
Reduktion von N’ N'"-Methenyltetrahydromethanopterin
(Methenyl-H,MPT) 1 mit molekularem Wasserstoff zu
N> ,N'*-Methylentetrahydromethanopterin (Methylen-
H,MPT) 2 (AG" = —5.5 kImol ') (Schema 1).["! Diese Reak-
tion ist in methanogenen Archaea an der Methanbildung aus
CO, und H, beteiligt.’ ! Dabei wird ein Hydridion von H,
direkt in die pro-R-Position von Methylen-H,MPT 2 iiber-
tragen.'”) AuBerdem katalysiert das Enzym den Austausch
des Wasserstoffatoms in der pro-R-Position von 2 mit Wasser,!!]
den Methenyl-H,;MPT-abhéngigen Austausch von H, mit dem
Losungsmittell> ¥ sowie die ebenfalls von 1 abhingige ortho/
para-Umwandlung von H,."! Aufgrund dieser Eigenschaften
wurde fiir die metallfreie Hydrogenase ein Katalysemecha-
nismus vorgeschlagen,”! der darauf beruht, daB Carbokationen
in supersauren Losungen in Abwesenheit anderer Nucleophile
direkt mit H, reagieren kénnen (Schema 2).1)

Man nimmt an, daf3 bei der Bindung von 1 an das Enzym
eine Konformationsdnderung erfolgt, wodurch die konjuga-
tive Stabilisierung aufgehoben und ein kationisches Zentrum
am Atom Cl4a erzeugt wird, das in seinen Eigenschaften
Carbokationen entspricht, die sonst in Losung nur unter
»supersauren“ Bedingungen gebildet werden konnen. Die
Stereospezifitdt der Reaktion 146t den Schluf} zu, daf 2 im
Komplex mit dem Enzym eine Konformation einnehmen
muB, in der die pro-R-C-H-Bindung antiperiplanar zu den
freien Elektronenpaaren der flankierenden Stickstoffatome
stehen muf}. Dieser Mechanismus wird von Molekiilorbital-
rechnungen fiir den Ubergangszustand gestiitzt.['6-18]

In Schema 2 ist fiir freies, nicht an das Enzym gebundenes 2
in waBriger Losung eine Konformation angegeben, in der die
pro-S-C-H-Bindung des Fiinfrings antiperiplanar zu den
freien Elektronenpaaren der flankierenden Stickstoffatome
steht und damit eine Konformationsdnderung fiir die Disso-
ziation des Produkts vom Enzym erfordert. Wéahrend sich dies
NMR-spektroskopisch aus den 'H-'H-Kern-Overhauser-Ef-
fekt(NOE)-Signalen und den entsprechenden Kopplungskon-
stanten nicht ableiten lieB,! stiitzen die 'Jy-Kopplungskon-
stanten, die chemischen Verschiebungen des pro-R- und pro-
S-Protons und die stereospezifische Deuterierung die An-
nahme dieser Konformation von freiem Methylen-H,MPT in
wilriger Losung.
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+ H* Schema 1. Die von der metall-
freien Hydrogenase katalysier-
te Reaktion. Fiir die vollstdn-
digen Strukturformeln von 1
und 2 inklusive der Seitenket-

2 ten siehe Lit. [5, 10].
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2 sollte ein &dhnliches Reaktionsverhalten aufweisen wie
Perhydro-3a,6a,9a-triazaphenalen 3,[% !9 das mit dquimolaren
Mengen wiBriger HBF, bei 110 °C zum Guanidiniumsalz und
H, reagiert.?l Die C-H-Bindung der Methingruppe in 3 ist
ungewoOhnlich reaktiv beziiglich der Heterolyse in das Carbo-
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kation und ein Hydridion.??2 Dies kann durch die Wechsel-
wirkung mit den drei antiperiplanar zur C-H-Bindung ste-
henden freien Elektronenpaaren der Stickstoffatome erklart
werden und wird durch das Auftreten einer C-H-Streck-
schwingung mit ungewohnlich kleiner Wellenzahl (v=
2450 cm )42l im IR-Spektrum (,,Bohlmann-Bande*) !
sowie durch eine sehr kleine 'Jqy-Kopplungskonstante von
141 Hz" und eine Verschiebung des Signals zu hohem Feld
(6 =2.25-2.33) im NMR-Spektrum®-?> 24l belegt. Beide Be-
funde konnen durch die Konjugation der Stickstoff-n-Orbitale
mit dem o*-Orbital des C-H-Fragments erkliart werden: Wéh-
rend die Schwichung der Bindung eine kleinere Kopplungs-
konstante zur Folge haben sollte, fiihrt die negative Teilladung
zu einer Hochfeldverschiebung im NMR-Spektrum.20-221

Anders als in 3 ist die C-H-Bindung der Methingruppe von
Perhydro-2a,4a,6a-triazacyclopenta[cd]pentalen 4 weit weni-
ger reaktiv,*>?2 was mit der gauche-Stellung des Methinpro-
tons von 4 beziiglich der freien Elektronenpaare der benach-
barten Stickstoffatome erklart wird. Die stdrkere C-H-Bin-
dung der Methingruppe in 4 #uBert sich im Fehlen der
Bohlmann-Bande im IR-Spektrumf 24 sowie in einer deut-
lich groBeren Kopplungskonstante (1Jy=184 Hz)?Y und
einer chemischen Verschiebung von 6 =5.03 im NMR-Spek-
trum.?- 24 Mit diesen spektroskopischen Befunden kann die
relative Orientierung der freien Elektronenpaare zur C-H-
Bindung sehr gut charakterisiert werden.

In Tabelle 1 sind die Kopplungskonstanten /-y und die
chemischen Verschiebungen der pro-S- und pro-R-Protonen
von Methylen-H,MPT 2 in wéBriger Losung zusammenge-
faBt. Der Vergleich beider Parameter mit denen von 3 und 4
ergibt, daf} 2 in wéBriger Losung eine Konformation ein-
nimmt, in der die pro-S-C-H-Bindung antiperiplanar zu den
freien Elektronenpaaren der benachbarten Stickstoffatome
steht und das pro-S-Proton daher reaktiver als das pro-R-
Proton sein sollte. Methylen-H,MPT muf3 daher, wie in
Schema 2 gezeigt, unter betrichtlicher Konformationsdnde-
rung von der metallfreien Hydrogenase dissoziieren, da bei
der enzymkatalysierten Reaktion nur das pro-R-Wasserstoff-
atom reagiert.'”l Im Unterschied dazu ist zu erwarten, daB bei
der Reduktion von 1 in wilriger Losung Wasserstoff in der
pro-S-Position von 2 eingebaut wird und das Methenylproton
in die pro-R-Position iibergeht. Dies wird NMR-spektrosko-
pisch tatsichlich beobachtet: Bei der Reduktion von 1 mit
NaBD, in D,O wurde das Deuteridion in der pro-S-Position
von 2 eingebaut (Abb. 1).

Tabelle 1. Kopplungskonstanten 'Joy und chemische Verschiebungen o
der Methylengruppe von [*C]Methylen-H,MPT und ["*C]Methylen-H,F.[?

Verbindung Yen [Hz] 0
[BC]Methylen-H,MPT

pro-R 158.0 5.05
pro-S 150.0 4.10
pro-R (M) 157.5 4.98
pro-S (M) 1455 3.67
[*C]Methylen-H,F

pro-R 157.0 4.93
pro-S 149.0 3.90

[a] Die Proben waren in einer Konzentration von 4mMm in 20mm
Formiatpuffer (pH 3.0) gelost. Mit (M) sind solche Proben gekennzeichnet,
die in Methanol/Wasser (1/1) gelost waren.
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Abb. 1. 'H-BC-Heteronuclear-single-quantum-correlation(HSQC)-NMR-
spektroskopische Verfolgung der Reduktion von [14a-'*C]Methenyl-
H,MPT! 1 mit NaBD, zu [*C]Methylen-H,MPT. A) Spektrum einer
Losung von [14a-*C]Methenyl-H;MPT (ca. 2mMm) in 16mm Kaliumphos-
phatpuffer (in D,0, pH 6.0) und 20proz. Acetonitril. Die '*C-Anregung
erfolgte bei d =170 mit A=1/(4'Jy) =1.19 ms. B) Gleiche Probe wie in
A), aber Anregung bei 6 =70. Die Signale bei 0 =5.1 fiir das pro-R-Proton
H" und bei 6 =3.8 fiir das pro-S-Proton H? lassen die Bildung geringer
Mengen von reduziertem ["*C]Methylen-H,MPT erkennen. C) Gleiche
Probe wie in A), aber nach Zugabe von etwa 2mg NaBD,. Die
Deuterierung erfolgt selektiv an der pro-S-Position, da die Intensitdt des
Signals fiir pro-R-H", nicht aber die fiir pro-S-H?* zunimmt. D) Wieder-
holung der Reaktion unter gleichen Bedingungen. Die Aufnahme der
Spektren C) und D) bei einer *C-Frequenz von d =70 begann etwa 15 min
nach der Zugabe von NaBD,. E) Spektrum der Probe aus D) etwa 11 h
nach Reaktionsbeginn. Die Intensitdten der Signale fiir H* und H® haben
sich durch Epimerisierung am Atom Cl4a angeglichen; dieser Effekt tritt
auch in rein wiBriger Losung auf. [14a-*C]Methenyl-H,MPT wurde wie in
Lit. [19] beschrieben hergestellt. Alle heteronuclearen 1D-'H-*C-HSQC-
NMR-Spektren??! wurden bei einer 'H-Frequenz von 600.14 MHz an
einem AMX600-Spektrometer (Bruker) aufgenommen und mit dem
Programm XWINNMR (Bruker) prozessiert. AuBer fiir das Spektrum in
B) (64 Transienten) wurde das Signal von 256 Transienten summiert (nach
16 Blindmessungen). Die Wartezeit zwischen den Transienten betrug 2 s.
Aufgenommen wurden 4096 reelle Datenpunkte tiber einen Frequenzbe-
reich von 6024.1 Hz. Die '*C-Entkopplung erfolgte durch Globally-
optimized-alternating-phase-rectangular-pulse(GARP)-Serien.?! Auf die
Spektren wurde eine Lorentz-Linienverbreiterung von 3 Hz angewandt.
Zum Vergleich der Signalintensitdten wurden alle Spektren entsprechend
der Zahl der Transienten skaliert. Alle 6-Werte sind relativ zum HDO-
Signal in 1D-'H-Presat-Spektren (nicht dargestellt) bei 6 =4.70 und 303 K
angegeben.
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In Tabelle 1 sind auch die J-4-Kopplungskonstanten und
die chemischen Verschiebungen fiir die beiden Methylenpro-
tonen in N’ N'"-Methylentetrahydrofolat (Methylen-H,F)
angegeben. Dabei fillt die Ahnlichkeit dieser NMR-Parame-
ter mit denen von 2 auf: Eine chemische Verschiebung bei
tiefem Feld korreliert mit einer groBen 'Jy-Kopplungskon-
stante und umgekehrt eine kleine 'J-y-Kopplungskonstante
mit einer chemischen Verschiebung bei hohem Feld. Bei
dieser Korrelation liegen die Bereiche der einander entspre-
chenden Methylenprotonen von 2 und Methylen-H,F sehr
nahe zusammen (Abb.2). Das 148t auch auf eine sehr

534
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3.9 O
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Abb. 2. Korrelation der chemischen Verschiebungen 6 der Protonen mit
den Jey-Kopplungskonstanten von Methylen-H,F und Methylen-H,MPT.
m = pro-S-Proton und e = pro-R-Proton von Methylen-H,MPT, o = pro-S-
Proton und o =pro-R-Proton von Methylen-H,F. Mit MeOH/H,O ge-
kennzeichnete Daten wurden in Methanol/H,O (1/1), die iibrigen in 20mm
Formiatpuffer bei pH 3.0 aufgenommen. Die in MeOH/H,0 gemessenen
Daten zeigen, daB8 chemische Verschiebung und Kopplungskonstante
unabhingig vom Losungsmittel korrelieren.

dhnliche chemische Reaktivitit der Methylenprotonen in
beiden Verbindungen schlieen. Tatsdchlich wird bei der
Reduktion von N°,N'°-Methenyltetrahydrofolat mit NaBH,
das Hydridion wie bei 2 in der pro-S-Position eingebaut, !
wihrend die enzymkatalysierte Reduktion von Methenylte-
trahydrofolat mit den reduzierten Formen von Nicotinamid-
adenindinucleotid (NADH) oder von Nicotinamidadenindi-
nucleotidphosphat (NADPH) zu Methylen-H,F interessan-
terweise ebenfalls mit entgegengesetzter Stereospezifitit
verlduft.[? 20

Die Ubertragung von molekularem Wasserstoff auf Me-
thenyl-H{MMPT 1 durch die metallfreie Dehydrogenase
verlduft mit einer Stereospezifitit, die der fiir die Reduktion
des freien Substrats in Losung entgegengesetzt ist. Dieser
Befund stimmt mit dem Ergebnis der enzymkatalysierten
Reduktion von Methenyl-H,F mit NADH oder NADPH als
Coenzym iiberein. In beiden Féllen lassen die NMR-spek-
troskopischen Daten darauf schlieBen, dafl die reaktiven
Konformationen, die bei der enzymkatalysierten Reaktion
und bei der Umsetzung in Losung eingenommen werden,
nicht ibereinstimmen. AuBlerdem liegt das enzymgebundene
Produkt in einer energetisch ungiinstigen Konformation vor,
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wodurch eine mogliche Produktinhibition verhindert werden
konnte.
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