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149. Zur Struktur der ATP-Komplexe zweiwertiger Kationen
II. Fixierung des Zentral-Ions am Riboserest
von H. Brintzinger
(12. V. 1961)

In einer vorangegangenen Mitteilung?) fithrten wir einige Gesichtspunkte an, die
dafiir sprechen, dass zweiwertige Metallionen in ihren Komplexen mit Adenosintri-
phosphat (ATP) nicht an den Purinkern gebunden sind, und dass andererseits die
Bindung an die Polyphosphatkette moglicherweise nicht den Charakter eines Chela-
tes, sondern eher den eines teilweise oder vollstindig hydratisierten Ionenpaares hat.
In dieser Mitteilung wollen wir uns mit der Frage beschiftigen, ob und inwieweit der
Riboseteil der ATP-Molekel an der Fixierung des Metallions in diesen 1:1-Komplexen
beteiligt ist.

Einen Hinweis auf die Moglichkeit einer Koordination zwischen Metallion und dem
Riboserest des Adenosins geben Untersuchungen von HARKINS & FREISER?). Diese
Autoren fanden, dass in Cu?+ und Adenosin enthaltenden Lésungen zwar kein mit
Hilfe der BjerruM-Technik erfassbarer Komplex zwischen Metallion und Purinkern
sich bildet, dass jedoch ausgefallenes Cu-Hydroxid bei héheren pH-Werten unter Aus-
bildung einer komplexen Partikel wieder in Lésung geht. Unter gleichartigen Bedin-
gungen bildete auch Ribose Komplexe mit Cu?+. Es ist deshalb zu vermuten, dass
Cu?* in der Lage ist, die Protonen der 2, 3-Diol-Gruppierung der Ribose zu verdrin-
gen. Es war nun zu untersuchen, ob zweiwertige Metallionen auch in ihren ATP-Kom-
plexen in dieser Weise an der Ribose koordiniert sein kénnen.

Bei der Titration von ATP allein und in Gegenwart dquivalenter Mengen verschie-
dener Metallionen3) ergab sich, dass durch die Metallionen Mn2+, Co?+, Ni*+, Cu?+ und
Zn* {iber den Aquivalenzpunkt der Reaktion M2+ + HATP3-—>MATP?- + H+
hinaus tatsichlich noch zwei zusitzliche Protonen titrierbar gemacht werden.

Das erste dieser beiden Protonen lasst sich ohne Verzogerung titrieren ; sobald man
jedoch in den Titrationsbereich des zweiten zusitzlichen Protons kommt, vermindert
sich die Reaktionsgeschwindigkeit stark, so dass sich die endgiiltigen pH-Werte
schliesslich erst jeweils nach mehreren Stunden einstellen?).

Die Dissoziation des zweiten zusitzlichen Protons geht mit einer betrichtlichen
Farbvertiefung der Lésungen parallel. Die Absorptionen werden vor allem bei den
Komplexen der Metallionen Mn2+, Fe?+ und Co?* sehr intensiv (s. Fig. 1), bei Ni*+ und
1) H. BRINTZINGER, Helv. 44, 935 (1961).

?) T. R. HarRkINS & H. FREISER, J. Amer. chem. Soc. 80, 1132 (1958).

3) Titriert mit 0,18 NaOH wurden je 50 ml 2,7 - 10-3m Na,H,ATP allein, bzw. in Gegenwart von
2,7 - 10-8M Mg-, Mn-, Co-, Ni-, Cu- und Zn-SO,, jeweils in 0,1m KCI bei 22°.

4) Dieses Verhalten kénnte — zusammen mit der von HarkiNs & FREISER?) beschriebenen
Zunahme der Viskositit in Lésungen derartiger Komplexe — bedeuten, dass bei der Disso-
ziation des zweiten zusitzlichen Protons aus den M-ATP-Komplexen polynucleare Komplexe
gebildet werden, wie dies z. B. auch von Cu?t-Tartrat-Komplexen in alkalischer Losung

bekannt ist (H. BRINTZINGER, Z. anorg. Chem. 259, 197 (1949); J. LEFEBVRE, J. Chim. phys.
54, 601 (1957)).
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Cu?* sind die Farbvertiefungen weit weniger ausgeprigt. Aus der hohen, gegen das
UV. hin weiter ansteigenden Intensitdt der Absorptionsbanden muss geschlossen wer-
den, dass es sich um gegen das Sichtbare hin verschobene Charge-Transfer-Banden
der Metallionen handelt, — und zwar offensichtlich um Charge-Transfer-Uberginge
vom Liganden in leere d-e-Bahnen des Metallions: Die Intensitit der Absorptionen ist
namlich umso ausgeprigter, je mehr leere d-e-Plitze das betreffende Metallion auf-
weist. Ein solches Verhalten ist auf Grund der gegenseitigen riumlichen Lage der d-e-
Bahnen der Metallions einerseits und der $-Bahnen der Sauerstoff-Elektronenpaare
eines Hydroxy- oder Alkoxy-Liganden anderseits durchaus zu erwarten$).
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Fig.1. Absovptionsspektven der deprotonisier- Fig. 2. Titration von AT P, allein und in Gegen-
ten AT P-Komplexe verschiedeney Metallionen, wart verschiedener Metallionen®)

alle be: pH 11,4

Die Dissoziation des ersten zusitzlichen Protons®) haben wir niher untersucht.
Aus dem Verlauf der Titrationskurven (s. Fig. 2) ermittelten wir die Acidititskon-
stante dieses Protons (Kfiarp) in den verschiedenen ATP-Metallionen-Komplexen
(s. Tabelle). Die Werte fiir pKsrpWeisennunaber durchwegs dhnliche Grossenordnun-
gen auf, wie die ihnen in der Tabelle gegeniibergestellten pK-Werte fiir die Dissozia-
tion eines Protons aus der Hydrathiille des betreffenden freien, hydratisierten Metall-
ions"), so dass es galt, die Frage zu iiberpriifen, ob bei vergleichbaren pH-Werten ein
Proton auch aus der Hydrathiille eines nur an eine Polyphosphatkette gebundenen
Metallions abgegeben wird. Titriert man die Komplexe der verschiedenen Metallionen
mit Triphosphat (TP) — einem dem ATP vergleichbaren Ligandsystem - so ergibt
sich, dass — wenn iiberhaupt — erst bei sehr viel hoheren pH-Werten als bei den ent-
sprechenden ATP-Komplexen iiber den Aquivalenzpunkt der Reaktion M2+ -+ HTP4-

pK-Werte dev Acidititshonstanten fiir die Dissoziation des evsten Protons aus verschiedenen
M-AT P-Komplexen bsw. freien, hydvatisierten Metallionen™)

Metallion Mg2+ Mn2+ Co?t Nizt Zn2t Cu?t
PKyarp- - - - - ~ 10,4 9,4 9,3 8,5 7.7
PK;}(Hzo)x e 12,8 10,6 8,9 9,4 8,7 6,8

5) Siehe z. B. auch TH. KApEN & S. Farras, Helv. 44, 714 (1961),

%) Wegen der unverminderten Reaktionsgeschwindigkeit ist hier das Auftreten polymerer
Assoziate jedenfalls nicht zu vermuten.

7) S. CHABEREK JUN., R, C. COurRTtNEY & A. E, MARTELL, J. Amer. chem. Soc. 74, 5057 (1952).
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= MTP3- 4 H+* hinaus weitere Protonen abgegeben werden?). Die Anwesenheit der
Ribose im Liganden ist also eine notwendige Bedingung fiir das Auftreten und die
Lage der zusdtzlichen Puffergebiete in Fig. 2.

Des weiteren stellten wir fest, dass Ribose-5-phosphat?) und Adenosin-5'-mono-
phosphat ebenfalls deprotonisierte Komplexe der gleichen Art wie ATP bilden?9),
nicht jedoch Adenosin-2'(3')-phosphat, bei dem eine OH-Gruppe der Diol-Gruppie-
rung durch die Phosphatgruppe blockiert ist1%). Offenbar ist die sterische Festlegung
der beiden OH-Gruppen in cis-Stellung ebenfalls eine Voraussetzung zur Fixierung
des Metallions; ist diese Festlegung durch die freie Drehbarkeit der Glycerophosphat-
Diol-Gruppierung aufgehoben, so unterbleibt — wohl aus Entropiegriinden — die Kom-
plexbildung.

Die Tatsache, dass zwei freie, in einer Ebene mit den Kohlenstoffatomen 2’ und 3’
festgelegte OH-Gruppen fiir die Fixierung des Metallions notwendig sind, ldsst zwei
Interpretationen zu. Entweder ist das Metallion entsprechend Struktur I direkt an der
Ribose koordiniert, oder aber es liegt eine Partikel der Struktur II vor, welche als ein
durch H-Briicken an der Ribose fixierter Hydroxy-Komplex des Metallions anzusehen
ist. Die Einbeziehung der Hydroxid-Gruppe in einen Wasserstoffbriicken-Ringschluss
liesse verstehen, dass das Proton des entsprechenden Hydrat-H,O um mehrere pK-
Einheiten leichter abgegeben wird als z. B. in den entsprechenden Triphosphat-
Metallionen-Komplexen.

Fiir einen Komplex der Struktur I wire wegen der Koppelung des Metallionen-
Absorptionssystems mit den optisch aktiven Zentren C-2’ und C-3’ und auf Grund
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R = OH oder = Adenylrest. R’ = PO oder = P,0,4.

8) Bei Mn-TP, Co-TP und Ni-TP konnten iiberhaupt keine zusitzlichen Puffergebiete gefunden

werden. Bei Zn-TP ist erst bei pH>10, bei Cu-TP erst bei pH)9 eine Abweichung der

Titrationskurve von der des Liganden allein iiber den oben beschriebenen Aquivalenzpunkt

hinaus festzustellen.

Der deprotonisierte Komplex des Ribose-5-phosphats mit Cu%*t ist nur kurze Zeit stabil.

Nach einigen Minuten beginnt aus der Losung ein Niederschlag von Cu,O auszufallen. Die

entsprechenden Cu-Komplexe der anderen untersuchten Ribotide zeigten dieses Verhalten

nicht.

10y Beim Ribose-5-phosphat und Adenosin-5’-phosphat gehen die bei der Bildung der normalen,
nicht deprotonisierten Assoziate zunichst entstehenden Niederschlige durch Zugabe von
2 Aquivalenten NaOH unter Auftreten der oben beschriebenen Farbvertiefung wieder in
Losung. Beim Adenosin-2/(3’)-phosphat und beim «-Glycerophosphat tritt bei der Zugabe
von NaOH keine Losung der zunichst gebildeten Niedérschlége ein, sondern es wird — wie das
gallertige Aussehen zeigt, das die zunichst kristallinen Niederschlige hierbei annehmen -
das entsprechende Metallionen-Hydroxid gebildet. Dieser Unterschied im Verhalten der
Kupferkomplexe von Adenosin-3’(2)-phosphat und Adenosin-5-phosphat ist schon linger
bekannt (R. KLimex & J. K. Parnas, Biochem. Z. 252, 392 (1932)) und zur Unterscheidung
der beiden Adenylsduren vorgeschlagen worden (H. BERLIN & J. WESTERBERG, Z. physiol.
Chem. 258, 98 (1944)).
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entsprechender Befunde bei anderen Kohlehydrat-Metallionen-Komplexen!) zu er-
warten, dass die optische Aktivitit des Ribotides bei der Komplexbildung erheblich
verdndert wird. Wie die Rotationsdispersionskurven der Figur 3 zeigen, weisen jedoch
die deprotonisierten — wie tibrigens auch die normalen, nicht deprotonisierten 12) - ATP-
Komplexe aller untersuchten Metallionen genau die gleiche Rotationsdispersion auf
wie freies ATP. Dieses Verhalten weist ziemlich eindeutig darauf hin, dass Struktur I1,
bei welcher eine H-Briicke die Koppelung zwischen dem d-Elektronensystem des Me-
tallions und den aktiven Zentren unterbricht, die Fixierung des Metallions an der
Ribose richtig wiedergibt.
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Fig. 3. Rotationsdispersionskurven von AT P und deprotonisierien AT P-Komplexen verschiedener
Metallionen, aufgenommen in 2 + 10-3M-Lisungen

Ob auch in den primir gebildeten, nicht deprotonisierten ATP-Metallionen-Kom-
plexen das Metallion — z. B. entsprechend Struktur III — an der Ribose fixiert ist,
kann allein aus der Tatsache, dass bei der Deprotonisierung einer solchen Partikel
direkt der Komplex II entstehen wiirde?3), nicht geschlossen werden. Ein zusitzliches
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Fig. 4. Absorptionsspektven dev AT P- und T P-Komplexe von Co*t und Ni2t,
alle bei pH 6,5-7,0

1) R. E. REEVES, Advances in Carbohydrate Chemistry 6, 107 (1951).

12) Der nicht deprotonisierte Cu-ATP-Komplex erleidet zugleich mit einer Verinderung des
sichtbaren Teils seines Absorptionsspektrums cine Verinderung seiner Rotationsdispersion,
welche bei pH 5,4 nach ca. 24 Std. einen Endwert crreicht.

13) Uber ein dhnliches Problem — die Struktur eines Cut-Tartrat-Komplexes — berichten S.
KirscuNER & R. KIESLING, J. Amer. chem. Soc. 82, 4174 (1960).
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Argument zugunsten einer solchen Fixierung lisst sich jedoch darin sehen, dass die
Absorptionsspektren von Metallionen wie Co%+ und Ni?+ in ihren ATP-Komplexen
von denjenigen der betreffenden Komplexe mit Triphosphat verschieden sind (s. Fig. 4).
Die kurzwellige Verschiebung der Absorptionsbanden um ca. 400 cm~! und die
Erhéhung ihrer Intensitit bedeuten, dass in den ATP-Komplexen ausser der Poly-
phosphatkette noch ein weiterer Molekelteil mit dem Metallion in Wechselwirkung
tritt. Die in Struktur ITI dargestellte Wechselwirkung eines Hydrat-H,O mit der Diol-
Gruppierung der Ribose kénnte der Richtung und Gréssenordnung nach die in Fig. 4
dargestellte Verinderung der Absorption der Zentral-Tonen durchaus bewirken.

Herrn Professor H. ERLENMEYER danke ich fiir sein Interesse an dieser Arbeit. Wertvolle
Anregungen verdanke ich Herrn PD Dr. O. ScHINDLER und Herrn Dr. B. Prijs. Die Rotations-
dispersions-Spektren konnten dank der freundlichen Bemithung von Herrn Dr. F. BURKHARDT
im Forschungslaboratorium der Fa. HoFFMANN-LA RocHE, Basel, aufgenommen werden. Hierfir
sowie fiir die von der Kommission fiir Atomwissenschaft des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS
zUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG gewihrte Unterstiitzung sei an dieser
Stelle Dank gesagt.

SUMMARY

The complexes of the metal ions Mn?+, Co?*, Ni**, Cu?t and Zn?*+ with ATP and
some other ribotides are shown to lose protons at pH-values, at which hydrolysis of
complex bound metal ions normally does not occur. Evidence is given for the forma-
tion of H-bridged association products between the ribose 2,3-diol group and metal

ion hydroxy-complexes. Institut fiir Anorganische Chemie

an der Universitiat Basel

150. Amidchloride als elektrophile Reagentien: Umsatz mit
Methiden (Cyaninbildung) und Alkoholaten

von H. H. Bosshard, E. Jenny und Hch. Zollinger
(12. V. 61)

1. Etnlestung. Vor einiger Zeit haben wir gezeigt, dass Amidchloride die wirksamen
Partikeln bei der durch Dimethylformamid katalysierten Darstellungsmethode von
Siurechloriden) und bei der Aldehydsynthese nach VILSMEIER?) sind. Die experimen-
tellen Resultate (Reaktionsprodukte, IR.-Spektren usw.) deuten — in Ubereinstim-
mung mit denjenigen anderer Autoren?3)?) —auf die ionisierte Struktur Ia«>IDb der
Formamidchloride. Die Grenzstruktur Ib und die ausschliessliche Bildung des para-

1) H. H. BossHARD, R. Mory, M. Scamip & HcH. ZoLLINGER, Helv. 42, 1653 (1959).

?) H. H. BossHARD & HcH. ZoLLINGER, Helv. 42, 1659 (1959). Dr. Z. ArNoLD, Prag, machte
uns freundlicherweise darauf aufmerksam, dass das Dimenthylformamidchlorid erstmals von
Z. ArNoLD, Chem. Listy §2, 2013 (1958), in der wissenschaftlichen Literatur erwidhnt wurde.
Auf die Rolle der Amidchloride bei der ViLsMEIER’schen Aldehyd-Synthese wurde zum ersten
Mal im DBP 1060375 (CIBA, Erf. E. JENNY; Anmeldedatum 27. 8. 1956) hingewiesen.

3) Z. ArnNoLD & F. Sory, Chem, Listy 57, 1082 (1957); Ca. Jutz, Chem. Ber. 97,850 (1958); vgl.
auch Z. ARNoLD & J. ZEmMLICKA, Coll. czechoslov. chem. Comm. 24, 2378 (1959).

4) F. CRaMER & K. BaER, Chem. Ber. 93, 1231 (1960).





