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164. Inosin-N(1)-oxid-Nucleotide als Komplexbildner 
111. Komplexchemische Untersuchungen von Inosin-N(1)-oxid und von 

dessen 5‘-Monophosphat 
von Helmut Sigel 

(10. VII. 65) 

1. Einleitung. - Desaminiert man Adenosin-5’-monophosphat-N(1)-oxid (I) [l], 
so erhalt man Inosin-5’-monophosphat-N( 1)-oxid (H,L) (II), ein ebenfalls (( ambi- 
valentesn Ligandsystem [2], das sich von I jedoch durch die niedrigere Basizitat der 
heterocyclischen Koordinationsstelle unterscheidet . 
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Der Phosphat-Gruppe im Adenosin-5’-monophosphat-N( 1)-oxid (I) entspricht ein 
pK, = 6,13l); fur die Abspaltung eines Protons von der o-Amino-N-oxid-Gruppe 
findet man pK,, = 12,49 [2] ; die beiden Koordinationsstellen unterscheiden sich also 
sehr stark in ihrer Basizitat. Hier vermag nur Cu2+ die NH2(6)-Gruppe genugend zu 
acidifizieren und im gesamten pH-Bereich gegen die Konkurrenz des Protons Cu2+-0- 
Amino-N-oxid-Komplexe auszubilden ; alle anderen untersuchten Metall-Ionen treten 
erst bei hoheren pH-Werten von der Phosphat- an die o-Amino-N-oxid-Gruppe uber. 

Fur Inosin-5‘-monophosphat-N(l)-oxid (11) ergab sich die Aciditatskonstante der 
o-Hydroxy-N-oxid-Gruppe zu pKEZL = 5,43, die der Phosphat-Gruppe zu pK& = 
6,31 2, [3]. Dieses Ligandsystem weist also im Gegensatz zum vorhergehenden zwei 
Koordinationsstellen vergleichbarer Basizitat auf, so dass auch fur weniger stark 
acidifizierende Metall-Ionen eine messbare ((Verteilung)) auf beide Haftstellen zu 
erwarten ist3). Zum Vergleich wurde auch das entsprechende, als einzahniger Ligand 
wirkende Nucleosid - Inosin-N( 1)-oxid (HL’) - komplexchemisch untersucht 4). 

2. Ergebnisse. - Die starke Extinktionszunahme des Absorptionsminimums bei 
226 nm, durch die sich die Abspaltung eines Protons5) von der o-Hydroxy-N-oxid- 
Gruppierung sowohl beim Inosin-N( 1)-oxid als auch bei dessen 5‘-Monophosphat (11) 

l) Adenosin-5’-monophosphat: pK, = 6,14 [Z]. 
2) Diese beiden Werte wurden potentiometrisch bestimmt ; die spektrophotometrische Bestim- 

mung von pK;%, ergab 553  [31. 
3) Die gleichzeitige Koordination eines Metall-Ions an die Phosphat- und die o-Hydroxy-N-oxid- 

Gruppierung ist hier ebenso wie im Adenosin-5’-monophosphat-N(1)-oxid (I) sterisch unmog- 
lich (Kalottenmodell). 

H 
4, Die Aciditatskonstante wurde spektrophotometrisch bestimmt : pK,, = 5,40 [3] 
5, Vgl. bei [3], Fig. 2. 
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bemerkbar macht, findet in Gegenwart der untersuchten Metall-Ionen bereits bei 
tieferen pH-Werten statt  (vgl. Fig. 2a). Das Metall-Ion verdrangt offenbar durch 
Ausbildung von o-Hydroxy-N-oxid-Komplexen das Proton der OH(6)Gruppe. Aus 
der Zunahme der 226-nm-Absorption bei bestimmtem pH6) und bestimmter Metall- 
ionen-Konzentration wurden die Komplexstabilitatskonstanten (s. Tabelle) bestimmt. 

Komplexstabilitutskonstanten (log KEiLr und log KEiHL) verschiedener zmeiwertigev Kationen fur 
Tnosin-N(/)-oxid (L’) bzw. Inosin-5’-nzonophospha~-~(7)-oxi~ (H2L) ( I  = 0 , l ;  t = 25”), sowie zum 
Vergleich die Sfabilitiitskonsta~zten (log I$&*) fur Adenosin-5’-monophosphat (HI>*) [2] 

Mn2+ 
co2+ 
Ni2+ 
Cu2+ 
Zn2+ 
Mg2i 
C&L+ 
Ba2+ 

a) Vgl. nbschnitt 3.3 

3. Diskussion. - 3.1. Struktur uizd Protonierztugsgrad der Inosin-5’-mono$hos$hat- 
N(I)-oxid-Kom$lexe: Die zum Vergleich untersuchten Inosin-N( 1)-oxid-Komplexe 
hesitzen Struktur 111 ; damit gilt fur die Stabilitatskonstanten K:::12, =- [MeL’l/ 

[Me2+] . [L’]. I m  Falle derjenigen Komplexe von Inosin-5’-monophosphat-N(l)-oxid 
(11) , bei denen das Metall-Ion an die o-Hydroxy-N-oxid-Gruppe gebunden ist, stellt 
sich jedoch die Frage, oh die in der Tabelle angegebenen Stabilitatskonstanten fur 
die protonierten oder die deprotonierten Komplexe gelten. Die Phosphat-Gruppe kann 
namlich in diesen Komplexen je nach pH als -PO,H-- (IV) oder als -PO:-- Gruppe 
(V) vorliegen. Ausserdem ist abzuklaren, ob Inosin-5‘-monophosphat-N(1)-oxid (11) 

6) Der Protonierungsgrad der OH(6)-Gruppe bei den cntsprechenden pH-Werten wurde im Falle 
von Inosin-5’-monophosphat-N(1)-oxid ebenfalls mit Hilfe der spektrophotometrisch be- 
stimmten Aciditatskonstanten berechnet (vgl. 2 ) ) .  

’) Fur den pH-Bereich > 8, in Clem der Ligand vollkommen deprotoniert vorliegt und die Kon- 
kurrenz mit dem Proton folglich wegfallt, lassen sich die Glcichgewichtskonstanten K I  = 

rMeO---PO,]/[O---PO,Mel fur den intramolekularen ubergang eines Metall-Ions von der 

Phosphat- auf die o-Hydroxy-N-oxid-Gruppe abschatzen : K ,  KE:HL / KhIeL* (vgl. ll)). Die 
hier angegebenen Werte fiir logK, sind so geschatzt worden. 

Me 
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neben den untersuchten o-Hydroxy-N-oxid-Komplexen bei unseren Messbedingungen 
auch Me2+-Phosphat-Komplexe bildet, bzw. ob eventuell sogar Partikel Me2L vor- 
liegen, bei denen je ein Metall-Ion an die o-Hydroxy-N-oxid- und an die Phosphat- 
Gruppe gebunden ware. Die Summe der Konzentrationen der Me2+-Phosphat- und 
Me2L-Komplexe kann mit Hilfe der Aciditats- und Komplexstabilitats-Konstanten 

E (MeHL) Y(MeL) )"&I 
von Adenosin-5'-monophosphat (HL*) 
nach folgender Gleichung abgeschatzt werdenE) : 

vgl. 121 und Tab.; pKg,. = 6,14) 

1 
= 1 +  [Me2+] . Khle ' (' + z) G o t 1  

MeL* 
[MeL*] 

Bei unseren Messbedingungen (vgl. exp. Teil) liegen bei den 3d-Elementen bis maxi- 
mal 4% des Liganden - bezogen auf Ltot - als Phosphat-Komplexe vor, bei den Erd- 
alkalien steigt deren Anteil bis auf ca. 7% (Ba2+). Die angegebenen Prozentzahlen 
fur die Summe der Konzentrationen der beiden Phosphat-Komplexe sind fiir Inosin- 
5'-monophosphat-N( 1)-oxid eher zu gross, da die Komplexbildungstendenz der o- 
Hydroxy-N-oxid-Gruppe grosser ist als diejenige der Phosphat-Gruppe, so dass letz- 
tere bei den pH-Werten der Messlosungen kaum ~ z u m  Zuge)) kommt (vgl. auch Fig. 1). 
In einem Komplex MeL mit o-Hydroxy-N-oxid-Koordination wird die Komplex- 
bildungstendenz der Phosphat-Gruppe noch geringer sein, so dass die Ausbildung von 
Me,L-Komplexen vernachlassigt werden kann. 

Zur Frage, ob unter unseren Messbedingungen Komplexe der Zusammensetzung 
MeL oder MeHL vorliegen, lassen sich folgende Abschatzungen machen : Ebenso wie 
die Ausbildung von Komplexen mit o-Hydroxy-N-oxid-Koordination die Komplex- 
bildungstendenz der Phosphat-Gruppe senkt, fordert sie auch deren Deprotonierung 
(IV V) (vgl. auch [ 2 ] ) .  Beim Cu2+-Komplex von Inosin-5'-monophosphat-N(1)- 
oxid (11) ist eine ahnliche Acidifizierung der Phosphat-Gruppe zu erwarten wie beim 
Cu2+-Komplex von Adenosin-5'-monophosphat-N( 1)-oxid (I), namlich um ca. 0,7 pK- 
Einheiten ; bei den ubrigen MeHL-Komplexen werden die Werte ahnlich bzw. kleiner 
sein. Hieraus l a s t  sich pKz,,, zu N 6,31 - 0,7 2 5,6 abschatzen. Bei den pH-Wer- 
ten der Messlo~ungen~) sind folgende Anteile an MeL-Komplexen zu erwartenlO) : 

s, Die Verwendung der Konstanten von Adenosin-5'-monophosphat gibt sicherlich eine richtige 
Grossenordnung, da sich die Einfiihrung der N-Oxid-Gruppe und der Austausch der NH,(6)- 
gegen eine OH-Gruppe auf die Aciditats- und Komplexstabilitats-Konstanten der -POSH-- 
Gruppe wohl kaum auswirkt (vgl. [Z ]  [3]). 

9, pH 3,O (Cuz+); pH 4,O (MnZ+, Coz+, Ni2+, Zn2+) ;pH 4,8 (Mg2+, Cazf) ; pH 5,s (Ba2+). 
lo) Nimmt man an, dass [Lt,tj g [MeHL] + [MeL] ist, so crhalt man aus [Lt,t]/[MeL] = 1 + [H+J/ 

KZ,,,, und unter Verwendung der pH-Werte der Messlosungeng) die maximal moglichen 
Prozente des deprotonierten Komplexes MeL. Da [L] und [HL] vernachlassigt werden und 
pKE,,, fur die meisten Metall-Ionen zu tief geschatzt ist, sind die angegebenen Werte eher 
zu gross. 

96 
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Bei den untersuchten Komplexen der 3d-Elemente ist die maximalc MeL-Konzentra- 
tion < 3y0, so dass die Stabilitatskonstanten der Tabclle fur die protonierten Kom- 
plexe IV gelten: K&, = [MeHL]/[Me2+] . [HL]. Auch die bei hoheren pH-W‘erten 
untersuchten Mg2+-, Ca2+- (< 14%) und Ba2+-Komplexe (ca. 44%) liegen uber- 
wiegend noch als MeHL-Komplexe vor ll). 

Die geringe Differenz von 0,2 bis maximal 0,5 log Einheiten zwischen den Stabili- 
tatskonstanten der Komplexe von Inosin-5’-monophosphat-N(1)-oxid (11) und Ino- 
sin-N( 1)-oxid stimmt hiermit uberein, da fur eine zusatzliche negative Ladung in die- 
ser Distanz kein grosserer Stabilitatszuwachs der Komplexe zu erwarten ist 12). 

3.2. Veyteilmg der Metall- Ionen a’uf die beiden Koordanationsstellen: Ein c ambi- 
valentes D Ligandsystem mit zwei Haftstellen von ungefahr gleicher Koordinations- 
tendenz bildet in wasseriger Losung mit Metall-Ionen zwei miteinander im Gleich- 
gewicht stehende 1 :I-Komplexspezies aus. Im Falle von Inosin-5’-monophosphat- 
N( 1)-oxid (11) waren dies o-Hydroxy-N-oxid- und Phosphat-Komplexe. Fur erstere 
kennen wir die Komplexstabilitatskonstanten 13) (s. Tab. S. 1520) ; fur die Me2+-Phos- 
phat-Komplexe darf in erster Naherung wiederum angenommen werden, dass ihre 
Konstanten von derselben Grossenordnung sind wie diejenigen von Adenosin-5‘- 
monophosphat [2] *). 

Fig. 1. Metallionen- Verteilung auf die beiden Koordanationsstellen von Inosin-5’-monophosphat- 
hT( 7)-oxid (11) : prozentualer Antei l  des Phosphat-Komplexes ( M e L * )  a n  totaler komplexgebundener 

Metallmenge zn Abhangigkeit v o w  pH 

11) Die Stabilitatskonstanten der McL- und MeHL-Komplexe durften sich maximal urn 0,7 log 
Einheiten untcrscheiclen, analog den Cu2f-I<omplexen von Adenosin-5’-monophosphat-N(1)- 
oxid (I) (vgl. [Z]). 

12) Eine ahnliche Grossenordnung ist fur das Proton zu bcobaclitcn, wie ein Vergleich der hcidi- 
tatshonstanten von Adenosin-5’-monophosphat-N(1)-oxid (I) und Inosin-5’-monophosphat- 
N(1)-oxid (11) zeigt: Die Einfiihrung eincr negativen Ladung an der OH(6)-Gruppe in der- 
selben Entfernung bedingt eine Zunahme dcr Basizitat der -PO,H--Gruppc yon ebenfalls 
0,2 pK-Einheiten [ 3 ] .  

13) Wir nehmen bei der folgenden Diskussion an, der Protonierungsgrad der Phosphat-Gruppe 
hatte auf die Komplexbildungstendenz der o-Hydroxy-N-oxid-Gruppe keinen Einfluss, so dass 
KMMeHL = KZ:L gesetzt wcrden kann (vgl. auch l1)). III e 
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na l x i  cler Vertciluiig (lei; Melall-Iunen auf die beiden Kuordinatioiisstellcn die 
Konkurrenz mit dem Proton eine wesentliche Rolle spielt, miissen fur einen Vergleich 
der Metall-Ionen-Affinitat der beiden Haftstellen die fur diese Konkurrenz mit dem 
Proton korrigierten FALLAB’schen Masszahlen [4] x::, = KtiEL . K i L /  ([Hf] + K & )  
herangezogen werden (vgl. auch [2])  ; die in Fig. 1 angegebene prozentuale Verteilung 

ai t 
o-Hydroxy-N-oxid- (MeL) bzw. Phosphat-Bindung (MeL*) wurde so nach [MeL*]/ 
[MeI,] = X::,*/X& abge~chatz t l~) .  

Die Werte zeigen bei steigendem pH zunachst alle denselben Gang, d. h. bei allen 
Metall-Ionen uberwiegt - wie erwartet - die Komplexbildung an der o-Hydroxy-N- 
oxid-Gruppe; Cu2+ ist sogar im gesamten pH-Bereich, in dem es Komplexe bildet, 
zu mehr als 99,5y0 an diese Gruppe gebunden, so dass hier kaum mehr ein Gleich- 
gewicht zwischen den beiden Komplexspezies vorliegt. Auch die anderen 3d-Metall- 
Ionen bilden noch uberwiegend o-Hydroxy-N-oxid-Komplexe, wahr end bei den Erd- 
alkali-Ionen tatsachlich ein echtes Gleichgewicht besteht 7 ,  liegen doch beim ((phy- 
siologischen D pH 7,4 [5] vom komplexgebundenen Magnesium bzw. Barium 25% 
als Phosphat- und nur 75% als o-Hydroxy-N-oxid-Komplex vor. Interessant ware 
es zu untersuchen, ob bzw. wie sich diese Verteilung bei enzymatischen Reaktionen 
auswirkt . 

Experimenteiler Teil 

1. Heagenzzeiz u ? ~ d  Apparafe:  Synthesen der Liganden s. [1]. Metallperchlorate : Firma FLUKA 
AG, Riichs. ~IV.-Absorptinnssprktr~ii ’ RFrKMAN-SP~lrtrophotOmCfrr DF. pfT Mrssungcn: 
METRoHM-pH-Meter E 353. 

2. Bestimmwtg der Komplexstabilitatskonstante$i der Me2+-l:l-Komplexe: Die in Gegenwart von 
MctallLIoncn schon bei ticfcrca pII-Wertcn stalllintlendc Vcrdr&ngung des Protons der oH(G)- 
Gruppe im Inosin-N(l)-oxid (HL‘) und in dessen 5’-Monophosphat (11) (H,L) aussert sich im UV.- 
Spektrum durch eine Zunahme der Extinlrtion bei 226 nni (Fig. Za), die ein Mass fur die Ausbil- 
dung dcr MeL’- bzw. MeHL-Komplexe ist. Es wurde deshalb die Differenz der Extinktionen von 
Losungen der Liganden ( 3  . lO-5~) ,  in denen die Me,+-Konzentration von 6 .  l o - 4 ~  bis max. 
3 . lo-, M variiertc, und von Ligand-freien Losungen derselben Me%+-Konzentrationen bei kon- 
stanter Ionenstarke (I = 0,1, NaClO,; t = 25”) gemessen15). Die Extinktionsdifferenzen AE,,, 
zwischen Me2+-Losungen mit und ohne Ligand-Zusatz bei 226 nm wurden durch Auftragen von 
l/AE,26 gegen 1/[Me2+] graphisch ausgewertet. Die so erhaltenen Punkte liegen auf Geraden, was 
das Vorliegen von 1 :1-Komplexen bestatigt (Fig. 2b zeigt die Auswertung der Messungen von 
Fig. Za). Aus den Schnittpunkten dieser Geraden mit dcn Ordinaten l/[Me2+] lasscn sich die schein- 
baren Stabilitatskonstanten der Komplexc bei den verwendeten pH-Wertens) berechnen. Addiert 
man zu diesen Werten log (1 + [H+]/KELl) bei Inosin-N(l)-oxid - bzw. log (1 + [H+]/K;,,) bei 
dessen 5’-Monophosphat6) - als Korrektur fur die bci den pH-Wcrten der Messungen auftretende 
Verminderung der freien Ligand-Konzentration durch partielle Protonierung, so erhalt man die 
in der Tabelle angegebenen Stabilitatskonstanten. 

Herrn Prof. Dr. H. ERLENMEYER danke ich fur seine Anteilnahme an der vorliegenden Arbeit. 
Herrn PD Dr. H. BRINTZINCER bin ich fur wertvolle Anregungen dankbar. Des weiteren gilt mein 
Dank Herrn Dr. B. P R I J S  fiir seine Hilfe bei der Abfassung dieser Publikation und Frl. I<. RADICKE 
sowie Herrn stud. chem. W. DRITTENBASS fur ihre Mitarbeit bei den analytischen Messungen. 

rler knrnplexgcbimderien Rlctnllrnenjir nnf  die hridm i=nWglit 

Diese Gleichung gilt nur, wenn [HL] + [L] = [HL*] + [L*] ist, d. h. wenn entweder [MeL] 
[MeL*] oder [MeL] und [MeL*], verglichen mit [Lt,t] bzw. [L&j, vernachlassigbar klein sind. 
Bei der Bestimmung der Cu2+-Komplexstabilitatskonstanten musste, wegen der starken 
Absorption der Vergleichslosung, der Spalt des Spektrophotometers geoffnet werden: Ein- 
stellung 2. 
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Fig. 2a. UV.-Absorption einer ca. 3 . 1 0 - 5 ~  
Losung von Inosin-5'-monophosphat-N( 1 )-oxid 
(H,L) bei p H  4,00, allein und in Gegenwart von 
Ni(ClO,),7,5. 1 0 - , ~ ;  7,5. 1 0 - 3 ~ ; 3 , 0 -  IOP~M; 
6,O . 70-SM; 9,0 ' l o - 3 ~  und 1,2. 10 -2~ .ge -  
nzessen gegen die entsprechenden Metallionen- 
losungen (von unten nach oben) (1-cm-Quarz- 

kiivetten; I = 0, l ;  t = 25") 

RO1 d %a, 
I / 2  4 6 8 10 12 

Fig. 2b. Graphische Errnittlung der scheinbaren 
Stabilitatskonstanten des NiHL-Komplexes  bei 
pH 4,O. (Auswertung von Fig. 2a bei 226 nm) 

SUMMARY 

Stability constants of metal ion complexes, in which the metal ion is bonded to 
the o-hydroxy-N-oxide ligand group of inosine N(1)-oxide and inosine N( 1)-oxide 
5'-monophosphate, have been measured. The distribution of some bivalent metal 
ions between o-hydroxy-N-oxide and phosphate ligand groups of inosine N(1)-oxide 
5'-monophosphate has been estimated: Mn2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, and Zn2+ are mainly 
bonded to the o-hydroxy-N-oxide ligand group; with Mg2+, Ca2+, and Ba2+ an equi- 
librium between the two complexes has to be assumed. 

Institut fur Anorganische Chemie, 
Universitat Basel 
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