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Synthesis and Crystal Structure of the First Quinoid Dihydropterinmolybdenum(IV) Complex

The first molybdenum(IV) complex with a quinoid dihydropterin, i.e. 2, was isolated and characterized by IR,
UV and NMR data and single-crystal X-ray diffraction. The reaction of MoY'0,Cl, with the biologically
important 64-5,6,7,8-tetrahydro-L-biopterin?) (7) in MeOH gave almost quantitatively trichloro(1,5-quinoid-7,8-
dihydro-6H -L-biopterin)oxomolybdenum(IV) (2). The complex crystallizes with one molecule of MeOH in the
noncentrosymmetric orthorhombic space group P2,2;2; (No.19) with unit cell dimensions a = 1009.3(3),
b =1104.7(3), and ¢ = 1484.5(4) pm and Z = 4. The Mo-atom has a distorted octahedral geometry (Fig. I). It is
coordinated by N(5) and O(4) of the pterin ligand. The distance of the Mo—N(5) bond (202 pm) is unusually short
compared to similar complexes. O(4) is located trans to a terminal oxo ligand. The octahedral coordination is
completed by three Cl-atoms in a meridional arrangement. Complex 2, with the Mo-atom in the enzyme-relevant
oxidation state +1V and the pterin in the intermediate quinoid dihydro form, should lead to an extension of the
proposed ‘common molybdenum cofactor’ model.

1. Einleitung. — Vor mehr als 20 Jahren wurde schon angenommen, dass das 63-
5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin (7), welches als Cofaktor der Phenylalanin-hydroxylase
wirkt, fiir die Teilnahme an der Enzym-Reaktion direkt mit Fe" bzw. Fe!'' koordiniert
sein sollte [3-9]. Es schien uns wichtig zu untersuchen, ob Molybdidn-Enzyme, die im
Beisein eines hydrierten Pterin-Molekiils zahlreiche Reaktionen katalysieren, ebenfalls
mit diesem hydrierten Pterin einen Komplex bilden k6nnen.

Molybddn-Enzyme werden in zwei Gruppen eingeteilt. Die Nitrogenase, die einen
Eisen-Molybddn-Cofaktor besitzt, und die Nicht-Nitrogenase-Molybdidn-Enzyme. Die
letztgenannten enthalten einen Molybdidn-Pterin-Komplex [10-15]. Mindestens 10 ver-
schiedene Enzyme sollen dabei die gleiche Untereinheit, einen sogenannten ‘common
molybdenum cofactor’ { = Mo-co), als Reaktionszentrum besitzen. Dieser Mo-co (s. 1)
besteht nach einem Vorschlag von Rajagopalan et al. [12] aus einem 6-substituierten

'y 89. Mitteilung: [1].
2)  Wir benutzen fiir die hydrierten Pterine die konsequent und eindeutig von uns vorgeschlagene Nomenklatur
[2]. Laut CIP-Regeln wire die Konfiguration dieser Substanz 1R,25,6R.
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Tetrahydropterin mit S-Atomen an C(1") und C(2’) der Seitenkette, die an das Mo-Atom
koordiniert sein sollen. Die Koordinationssphire des Mo-Atoms soll zusdtzlich ein oder
zwei terminale O- oder S-Atome enthalten, die als essentiell fiir die Aktivitdt der Enzyme
angesechen werden. Diese Annahme, wie auch die Aussagen iliber die weitere Umgebung
des Mo-Atoms, wurde im wesentlichen aus ESR- und EXAFS-Untersuchungen abgelei-
tet [13].

Einige Veroffentlichungen berichten von Komplexen der Pterine [16—-18] und der
verwandten Molekiile Flavin [19-22] und Isoalloxazin [23] mit Metallen wie Ag, Ni, Cu
etc. Vor kurzem berichteten Burgmayer et al. [24] von einer Modellreaktion, bei der
wahrscheinlich ein kurzlebiger Dihydropterinmolybddn-Komplex entsteht. Bis jetzt exi-
stieren aber nur drei kristallographisch charakterisierte Metall-Komplexe von oxidierten
Pterinen [25-27].

Wir berichten hier von der Isolierung, spektroskopischen Charakterisierung und
Einkristall-Strukturanalyse des Trichloro(1,5-quinoid-7,8-dihydro-6 H-L-biopterin)oxo-
molybdin(IV) (2), des ersten Mo-Komplexes mit einem hydrierten Pterin. Damit konnte
die vermutete Koordination des hydrierten Pterin-Geriistes an das Metall-Atom nachge-
wiesen werden, was zu einer Erweiterung der Kenntnis iiber das Molybdan-Cofaktor-
Modell fiihren sollte.

2. Kristallstrukturbestimmung. — Ein tiefroter Kristall von Trichloro(1,5-quinoid-7,8-dihydro-6 H-L-biopte-
rin)oxomolybdan(IV) (2) mit den ungefdhren Abmessungen 0,1 x 0,075 x 0,05 mm® wurde auf einem Glasfaden
montiert und bei —60° unter N, vermessen. Aus den systematischen Ausldéschungen ergab sich die nicht-zentrosym-
metrische Raumgruppe P£2,2,2; (Nr.19). Die Messung der 3618 Reflexintensitédten erfolgte mit monochromati-
scher CuK,-Strahlung und /#-‘scans’ im Beugungswinkelbereich von # = 3-69°. Die genauen Gitterkonstanten
(Tab. 1) wurden auf dem automatischen Einkristall-Diffraktometer anhand von 25 Reflexen hoher Beugungswin-
kel genau bestimmt und nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate verfeinert. Von den 3618 gemessenen
Reflexen verblieben 2914 mit einer Intensitit / > 3¢. Die Lageparameter des Mo-Atoms und der Cl-Atome
ergaben sich aus ciner Patterson- Synthese [29]. Nachfolgende Differenz-Fourier -Synthesen [30] erbrachten dann
alle weiteren Atome des Komplexes einschliesslich der H-Atome, ausser dem H-Atom am O-Atom des Solvatmole-

Tab. 1. Kristalldaten von [ MoOCIl;(H-q-BH,) ] (2)- MeOH

Formel CoH 3C13M0oNO5
Molmasse 491,59
Kristallsystem orthorhombisch
Raumgruppe P2,2,2; (Nr.19)
Gitterkonstanten bei — 60° a 1009,3(4) pm

b 1104,7(1) pm

c 1484,5(2) pm
Zellvolumen V 1709,2-10° pm3
Formeleinheiten Z 4
Dichte p, 1,910 g-cm™3

Messtemperatur T —60°
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Tab. 1 (Forts.)

Absorptionskoeffizient u(Cuk,)
Extinktionskoeffizient
Messbereich 6

Messmethode

Kristallgrosse {mm}
Messinstrument
Absorptionskorrektur
Maximale Absorptionskorrektur
Minimale Absorptionskorrektur
Durchschnittl. Absorptionskorrektur
Strukturermittiung
H-Atomanlagen

Anzahl der gemessenen Reflexe
Anzahl der Reflexe mit 7 2> 3 o (1)
Anzahl der verfeinerten Parameter
R-Wert

111,504 cm ™!
4,760-1078

3-69°

w/6-‘scans’

0,1 x 0,075 x 0,05
CAD4-Enraf-Nonius
DIFABS [28]

1,3365

0,8891

1,0046

Patterson-Fourier- Methoden [29] und Differenz-Fourier- Synthese [30]
in Differenz- Fourier- Synthese gefunden und in Strukturfaktorrechnung

einbezogen

3618

2914

268

0,036 (inverses Modell: 0,047)

R,-Wert 0,039 (inverses Modeil: 0,051)
Tab.2. Ausgewdhite Bindungsabstdnde [pm)] in (2). Standardabweichungen in Klammern.

Abstand Abstand Abstand
Mo—Cl(1) 238,0(2) N(1)—C(2) 133,0(8) N(8)—C(8a) 133,2(7)
Mo—Cl(2) 240,2(2) N(1)—C(8a) 134,6(7) C(4)—C(4a) 140,1(8)
Mo—CI(3) 240,2(2) N(@2)—C(2) 132,3(8) C(6)—C(7) 153,2(9)
Mo-0(1) 165,8(4) N3)—-C(2) 138,8(8) C(6)—C(61) 157,4(9)
Mo—-0(4) 222.9(4) N(3)—C@) 135,0(8) C(4a)—C(8a) 142,6(7)
Mo—N(5) 201,7(4) N(5)—-C(6) 148,4(8) H(3)—0(62) 187,4(4)
0(4)—C(4) 127,4(7) N(5)—C(4a) 133,4(8) H(062)--0(2) 181,5(6)
0(61)—C(61) 139,2(8) N(8)—-C(7) 145,5(8) H(22)—0(61) 193,9(4)
0(62)—C(62) 143,1(8)

Tab. 3. Ausgewdhlite Bindungswinkel [°] in 2. Standardabweichungen in Klammern.
Winkel Winkel

Cl(1)-Mo—Cl(2) 87,3(7) C(2)-N(3)—-C4) 119,6(5)
Cl(1)-Mo—CI(3) 86,6(6) C(6)—N(5)—C(4a) 114,5(4)
Cl(1)-Mo—-0(1) 104,9(2) Mo—N(5)-C(6) 125,8(4)
Cl(1)~-Mo—0(4) 88,8(2) Mo—N(5)~C(4a) 119,2(4)
CI(1)-Mo—N(5) 162,8(1) C(7)—N(8)—C(8a) 118,4(5)
Cl(2)—Mo—Cl(3) 165,8(7) N(5)—-C(6)—-C(61) 108,2(5)
Cl(2)—Mo—0O(1) 98,8(2) N(5)—C(6)—H(6) 115,9(5)
Cl(2)—Mo—0(4) 81,7(1) C(7)—C(6)—C(61) 115,8(5)
Cl(2)—Mo—N(5) 88,2(1) N(8)—C(7)—-C(6) 112,0(5)
Cl(3)-Mo—0(1) 95,1(2) N(1)—C(8a)—N(8) 120,6(5)
Cl(3)—Mo—0(4) 85,4(1) N(1)-C(8a)—C(4a) 122,6(5)
CI(3)-Mo—N(5) 94,0(1) N(8)—C(8a)—C(4a) 116,8(5)
O(1)-Mo—0(4) 166,3(2) 0O(61)—C(61)—-C(62) 107,2(5)
O(1)-Mo—N(5) 92,2(2) C(6)—C(61)—C(62) 110,7(5)
O(4)—Mo—N(5) 74,1(2) 0(62)—C(62)—C(61) 109,9(5)
Mo—0O(4)—C(4) 112,1(4) 0(62)—C(62)—C(63) 110,3(5)
C(2)—N(1)—C(8a) 116,7(5) 0O(61)—C(61)—C(6) 113,3(5)
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kiils MeOH. Alle Atome, mit Ausnahme der H-Atome, wurden anisotrop verfeinert. Die Lagen der H-Atome
wurden nicht verfeinert und mit konstanten Temperaturfaktoren B = 4-10* pm? in die Strukturfaktor-Rechnung
einbezogen. Die Strukturverfeinerung erlaubte die Bestimmung der absoluten Struktur. Der R-Wert des richtigen
Enantiomeren konvergierte zu 0,036, wihrend das andere zu R = 0,047 fiihrte. Die gefundenen Methyl-H-Atome
wurden mit Hilfe des Programms Hydro korrigiert [30]. Ausgewdhlte Bindungsabstinde und Winkel sind in Tab. 2
und 3 angegeben, Ortsparameter und dquivalente isotrope Temperaturparameter wurden im Cambridge Crystallo-
graphic Data Centre hinterlegt.

3. Diskussion der Struktur. — Die molekulare Struktur von 2-CH,OH im Kristall
(Fig. 1 [31]) besteht aus dem mononuklearen Metall-K omplex und einem MeOH-Solvat-
molekiil. Das H-Atom der OH-Gruppe an C(62) bildet eine H-Briicke mit dem O-Atom

Fig. 1. Molekulare Struktur von 2- MeOH im Kristall

des MeOH. Weitere intermolekulare H-Briicken treten zwischen den Atomen O(62) und
H—-N(3) und O(61) und H—N(2) auf. In 2 ist das Mo-Atom stark verzerrt oktaedrisch
von N(5) und O(4) des Pterin-Systems, drei meridional angeordneten Cl-Liganden und
einem terminalen Oxo-Liganden koordiniert. Die Verzerrung des Oktaeders ist auf die
Chelatisierung durch das Pterin-System und auf den trans-Effekt des Oxo-Liganden
zuriickzufiihren. Der gefundene (Mo—O(1))-Abstand liegt mit 165,8 ppm im Bereich der
Erwartung fiir terminale Oxo-Gruppen. Aufgrund des trans- Effektes ist das Mo-Atom
aus der Ebene, die durch das N-Atom und die drei Cl-Liganden aufgespannt wird, in
Richtung auf O(1) zu verschoben. Trotz vorhandener Cl- und N-Liganden ist O(4) des
Pterins trans-stindig zum terminalen Oxo-Liganden angeordnet. Diese Tatsache und der
Doppelbindungsabstand von 127,4 pm zwischen C(4) und O(4) lassen auf eine schwach
koordinative Bindung zwischen Mo-Atom und O(4) schliessen, die mit 222,9 pm entspre-
chend lang ist. Dies ist ein entscheidender Unterschied bei der Koordination von oxidier-
ten und reduzierten Pterinen an das Mo-Atom.

In Tab.4 werden die wichtigsten Bindungslingenunterschiede von 2 und dem bisher
einzigen kristallographisch charakterisierten Pterinmolybddn-Komplex 3 [25] aufge-
fiihrt, dessen Ligand Xanthopterin statt, wie in 2, ein oxidiertes Pterin ist. Im Gegensatz
zu 2 tragt im Komplex 3 das N(3) kein Proton, und der (Mo—O(4))-Abstand von 208 pm
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Tab. 4. Vergleich der wichtigsten Bindungsabstinde [pm] in 2-4

[MoOCl,(H-¢-BH,)] (2) [Mo,Os(Xanthopterinat),*~ (3) [Ag(10-Methylisoalloxazin)]* (4)
Mo—0(1) 165,8(4) Mo—0(1) 169,1(7)
Mo—0(2) 170,7(5)
Mo—0(4) 222.9(4) Mo—0(4) 208,4(5) Ag—0(4) 248,4(6)
Mo—0(6) 224,6(6)
Mo—N(5) 201,7(4) Mo—N(5) 232,4(6) Ag—N(7) 229.,4(6)
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reprasentiert eine Einfachbindung. Beim Xanthopterinat-Komplex 3 ist der Abstand
Mo—N(5) mit 232 pm im Rahmen dessen, was man bei der Koordination eines sterisch
gehinderten, bicyclischen Liganden erwartet [32]. Bei der Koordination von Pyridin
findet man hingegen (Mo—N)-Abstinde von 217-221 pm [33]. Bei 2 ergibt sich ein kurzer
(Mo—N(5))-Abstand von 202 pm, der sich moglicherweise durch die Einbeziehung der
(Mo—N(5))-Bindung in ein tautomeres Pterin-System erkldren ldsst. Der Ag-Flavin-
Komplex 4 von Fritchie 23] weist ebenfalls eine Metall-Koordination durch die Atome
N(5) und O(4) auf, aber auch hier ist der (Ag—N(5))-Abstand mit 229 pm grésser, obwohl
das Flavin einen dem Dihydropterin vergleichbaren Oxidationszustand einnimmt.

Das Pterin liegt in 2, nach den vorliegenden Daten, in einer 1,5-chinoiden N*-proto-
nierten 7,8-Dihydro-6H-Form vor. Von besonderer Bedeutung sind dabei die Bindung
C(4a)—N(5), die mit 133 pm als Doppelbindung, und die Bindung C(4a)—C(8a), die mit
142 pm als Einfachbindung interpretiert werden miissen. Die Bindungslidnge C(8a)—N(8)
betragt ebenfalls 133 pm, was fiir eine Einfachbindung zu kurz scheint. Man sollte jedoch
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das System N(2)—C(2)—N(1)—C(8a)—N(8) als ein mesomeres betrachten, was zu einem
Bindungsldngenausgleich fithrt.

In Tab.5 werden Daten des Pterin-Gerlistes von 2 mit den signifikanten Abstinden
des einzigen kristallographisch charakterisierten 1,5-chinoiden Pterin, des 3,6,7,8-Tetra-
hydro-2-(methoxyimino)-6,6,7,7-tetramethylpteridin-4(3H )-ons (5) [34], und mit denje-
nigen des 5,6,7,8-Tetrahydro-5,6,7-trimethylpterin-dihydrochlorid-monohydrats
(6-H,0) [35] verglichen. Ahnlich wie bei 6 weisen die Bindungen N(1)—C(2) (133 pm) und
N(8)—C(8a) (133,2 pm) von 2 weitgehenden Doppelbindungscharakter auf, was fiir eine
starke Delokalisierung der positiven Ladung spricht. Davon ausgenommen ist die Bin-
dung N(3)—C(2) (138,8 pm), die auf die Ausbildung eines exocyclisch- und para-ungesit-
tigten Tautomeren der chinoiden Spezies hinweist, wie das bei 5 der Fall ist. In 2 findet
man wie in 5 eine konjugierte 1,2-Diimino-Einheit (N(1)—C(8a)—C(4a)—N(5)). Eine
vinyloge Amid-Gruppierung (N(8)—C(8a)—C(4a)—C(4)) wie bei 6 schliessen Noar et al.
[34] fur 5 aufgrund der langen Bindung C(4a)—C(4) von 151 pm aus. Im Fall von 2
betrigt der Abstand C(4a)—C(4) hingegen nur 140 pm. Mdéglicherweise kann man eine
‘vinyloge® Amid-Gruppierung unter Finbeziechung des Mo-Atoms diskutieren
(C(4)—C(4a)—N(5)—Mo). Dies wire zugleich eine zuséitzliche Erklirung fiir den kurzen
Abstand Mo—N(5).

Tab. 5. Vergleich ausgewdhlter Abstinde [pm) der Pterin-Geriiste von 2,5 und 6

2 5 6 2 5 6
N(1)-C@) 133,08) 1362(6) 1326 N(5)—-C(6) 148,48)  149.9(7) 1529
N(1)—-C(8a) 134,6(7)  128,8(6) 1377 N(8)—C(7) 145,5(8) 1470y 1463
N@)-C(2) 132,368)  129,3(5  131,8 N(B)-C(8a)  1332(7) 1338(6) 1318
NG3)—CQ) 138,8(8)  141,4(6) 1344 CA)—-C(da)  140,1(8)  151,06) 1397
N(@3)—C(4) 13508)  136,0(7)  140,0 C6)-C(T) 153,209)  1482(8) 1524
N(5)—C(4a) 133,48)  1258(5) 1464 Clda)—C(8a)  142,6(7)  148,0(7)  137.6

Der Pyrimidin-Ring von 2 ist wie in den beiden Vergleichsmolekiilen 5 und 6 planar,
wenn auch die Abweichungen der einzelnen Atome zum Teil bis zu 5,6 pm betragen.
Wenn man die durch die Koordination bewirkte Verzerrung des Pterin-Systems in Be-
tracht zieht, liegen N(2) (11,8 pm), N(5) (18,5 pm) und auch N(8) (—19,5 pm) noch
annihernd in der Pyrimidin-Ebene. Selbst C(6) befindet sich, trotz der angekniipften
Dihydroxypropyl-Gruppe, nur 26,3 pm iiber der Pyrimidin-Ebene. C(7) liegt hingegen
mit 53,2 pm deutlich unter dieser Ebene. Die Atome Mo, O(4), C(4), C(4a) und N(5)
bilden einen ebenfalls fast planaren Chelat-Finfring mit Abweichungen bis zu 7,9 pm.
Die berechneten Ausgleichsebenen fiir den Pyrimidin-Ring und den fiinfgliedrigen Che-
lat-Ring weisen einen Interplanarwinkel von 10,2° auf.

4. Spektroskopische Eigenschaften. — Die spektroskopische Charakterisierung von 2
in Losung erweist sich wegen teilweiser Zersetzung des Komplexes als schwierig. Zugleich
ist diese Zersetzung jedoch im Vergleich mit der natiirlichen Enzym-Reaktion von Inter-
esse. Die Bildung von 2 findet in leicht saurem Milieu statt, wodurch dieses stabilisiert
und fast quantitativ gebildet wird (G/. I'). Beim erneuten Lésen der Substanz in verschie-
denen Losungsmitteln findet eine teilweise Spaltung des Komplexes unter Umkehrung
der Entstehungsreaktion zu 7 und Molybdén in der Oxidationsstufe +VI statt, bis ein
Gleichgewicht erreicht ist (G/.2). In DMSO zeigt das "C-NMR-Spektrum (Fig. 2a) zu
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a)

! | [ ! |

b)

It M‘ MLJ MM\‘MWN‘W%WW% A wl ﬁ WW‘W%

i v 1
lBO 160 140 I20 100 80 60 40 20 0

ppm

Fig.2. 3C-NMR-Spektren von 2 a) in DMSO und b) in MeOH nach ca. 2 h. MeOH-Solvatmolekiil bei 49 ppm
(Fig.2a).

Beginn die eindeutigen Signale von 2. Ca. 1-2 h spéiter beobachtet man, in MeOH, neben
den Signalen des Metall-Komplexes 2 9 weitere Signale, die dem Ausgangsprodukt 7
zugeordnet werden kénnen (Fig. 2b). Wir werden spater auf diese erstaunliche Beobach-
tung zuriickkommen.
MeOH
[Mo"'0,CL,] + BH,-2 HCI (7-2 HCl) —— (1)
[Mo™OCI(H-¢-BH,)] (2) + H,O + HClt

[MoYOCI(H-¢-BH,)] 2) + MeOH = [Mo"'OCL(MeO)]+ BH,(7)  (2)

A 4000 T
3000 _
2000 T

1000 ";

T RS e = H
190 300 400 500 600
Fig. 3. UV-Spektrum von 2 in absolutem MeOH A [nm]
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Im UV-Spektrum von 2 findet man neben den Maxima bei 220 und 268 nm eine charakteristische neue Bande
bei 487 nm, die die tiefrote Farbe des Komplexes in Losung hervorruft (Fig. 3). Eine schwache Schulter bei ca. 300
nm kann ebenfalls der Dihydro-Form zugeordnet werden [36]. Die Riickreaktion (Gl.2) dussert sich in einer
Intensitdtsabnahme der Absorption bei 487 nm innerhalb mehrerer h auf ca. 50-70% der Anfangsintensitit. Die
Intensitdt der Schulter bei 300 nm nimmt wenig, die des Maximums bei 268 nur sehr wenig ab. Bei Ausschluss von
Luft-O, und Feuchtigkeit bleibt das Spektrum dann unverdndert. Der Extinktionskoeffizient der Bande bei 487 nm
ldsst sich zu ungefdhr ¢ = 2000 bestimmt, was auf einen ‘charge-tranfer’-Charakter hinweist {37). Ein Vergleich der
spektroskopischen Daten von 2 mit den analogen Werten des Mo'Y-Komplexes 9 des Riboflavins (8), der ebenfalls
in chinoider Form vorliegt, erweist sich als sehr aussagekriftig. Komplex 9 wurde analog zu Selbin et al. [22] aus 8
und MoCl, in MeOH in einer heterogenen Reaktion hergestellt. Auch im UV-Spektrum von 9 taucht gegentiber 8
eine neue Absorption bei 523 nm auf (7Tab. 6).

Tab. 6. UV-Absorptionsdaten (in MeOH ) von 68-BH, (7), Riboflavin (8) und deren Mo'"-Komplexe 2 bzw. 9
7-2HCI 2 8 9

Amax [NM] 221, 267 223,267,487 220, 261, 347, 406, 441 209, 258, 308, 377, 410 (sh), 523

Aufgrund der oftmals schwierigen Interpretation der '"H-NMR-Spektren der Tetrahydropterine, verursacht
durch zusammenfallende m der Protonen an C(6), C(7), C(1’) und C(2’), hat sich die '*C-NMR-Spektroskopie als
aussagekriftigere Methode erwiesen. Dies gilt auch fiir die Dihydropterinmolybdin-Komplexe. In Tab. 7 sind die
13C-NMR Daten der Ausgangsverbindungen 7 und 8, der entsprechenden Mo!Y-Komplexe 2 und 9 sowie von 5
aufgefiihrt. Besondere Beachtung verdient das Signal des Briickenkopf-Atoms C(4a). Es reagiert charakteristisch
auf Verdnderungen der elektronischen Umgebung und hat sich als entscheidendes Merkmal fiir eine Komplexie-
rung am Metall erwiesen. So verschiebt sich das C(4a)-Signal des Tetrahydropterins 7 nach Koordinierung des
Mo-Atoms um iiber 30 ppm zu tieferem Feld (C(4a) von 2 bei 120,6 ppm). Im Vergleich zu 5§ (C(4a) bei 146,2 ppm)
bedeuten die Werte, dass das C(4a)-Signal eines chinoiden Dihydropterin-Systems durch die Komplexierung um
ca. 25 ppm hochfeldverschoben wird. Gestiitzt wird diese Annahme durch den Vergleich mit den Riboflavin-Ver-
bindungen 8 und 9 (C(4a) des chinoiden 8 bei 135,7 ppm und des Mo-Komplexes 9 bei 116,6 ppm). Ein zusétzliches
Indiz fiir die Komplexierung in 2 liefert die Tieffeldverschiebung des C(6)-Signals im Vergleich zum Tetrahydro-
pterin 7 (als auch zum chinoiden Pterin 5) um iiber 20 ppm. Auch das C(4)-Signal wird durch Komplexierung um
ca. 4 ppm tieffeldverschoben (vgl. auch 8 und 9).

Tab. 7. 3C-NMR-Signale der Ring-C-Atome von 2, 5 und 7-9. & in ppm bzgl. (Dg)DMSO (39,5 ppm) oder CD;0D
(49,0 ppm). Verschiebungen wurden relativ zum CDCl;-Pik einer 10 %-Ethylbenzol/CDCl;-Lésung angegeben.

Cé) C@2) C@Ba) C@a) C(6) C(7) Ref. C@) C@2) C(10a)C@da) C(5a) C(9a) Ref.
7% 1560 152,8 150,7 853 54,1 376 89 1599 1555 150,8 1357 1460 1367 [38]
2%) 1596 154,0 147,5 1206 79,1 376 9°) 163,2 149,3 148,1 116,6 141,1 1400

5% 159,7 150,2 1499 146,2 656 57,1 [34]

%) In (D)DMSO. %) In D,O bei pH 4,5. ) In CD;0D.

Burgmayer et al. gaben fiir die Unterscheidung von freiem und komplexiertem Pterin im IR-Spektrum (KBr)
zwei Hauptmerkmale an [25] [26]: die Carbonyl-Bande bei 1750-1650 cm™ verschwindet bei der Komplexierung,
und drei neue Banden bei 1580, 1520 und 1500 cm™! tauchen auf. Dies gilt fiir Metall-K omplexe mit oxidierten
Pterinen. Bei unserem Mo-Komplex 2 mit chinoidem Dihydropterin bleibt die Carbonylbande erhalten und wird
nur minimal von 1704 auf 1696 cm ™! verschoben (s. Tab . 8). Dies steht im Einklang mit der in der Kristallstruktur
gefundenen Doppelbindung zwischen C(4) und O(4). Weiterhin tauchen in 2 neue Banden bei 1630, 1620 und
ebenfalls bei 1502 cm™! auf, die einer (C=C—C=N)-Kombinationsschwingung zugeordnet werden kann [26]. Die
typische Absorption einer terminalen (Mo=0)-Schwingung erscheint bei 982 cm™'. Auch im Falle der IR-Spektro-
skopie bietet sich der Vergleich mit den Flavinen und deren [Mo'YOCl,)-K omplexen an. Selbin et al. [22] beschrie-
ben die IR-Spektren von Flavinmolybdéin-Komplexen. Die Spektren der Flavine unterscheiden sich nicht wesent-
lich von denen der Pterine; die Hauptunterschiede bestehen im Auftreten einer zusitzlichen (C=0)-Schwingung
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Tab.8. IR-Daten fem ~ 1] von T des Mo-Komplexes 2, von 8 und des Mo-Komplexes 9
$(C—H), (O—H), »(N-H) 3(C=0) 7(C-0), ¥(C=N), C=C) ¥(Mo=0) J(C—H), andere

7 3300s, 3221vs, 3120m, 1704vs  1669vs, 1579s, 1550 (sh), 1230m, 1154m, 1128m,
2966m, 2900m, 2822m, 1472m, 1460m, 1370m, 1080m, 1073s, 1036m,
26865, 2628s, 2500m, 1357m, 1330s, 1307m 938w, 901w, 794m, 734m,
2448m 644m

2 3332vs, 3200 (sh), 16965 1659vs, 1630vs, 982s 1375m, 13395, 1266m,
2980s, 2925s, 2640 (sh), 1615 (sh), 1576s, 1502s, 1242m, 1134w, 1069m,
2400 (sh) 1460 (sh) 1036w, 921w, 879w, 774w,

748w, 727w

8  3496m, 3340s, 3213s, 1732vs, 1622m, 1581vs, 1546vs, 1368m, 1345m, 1304s,
3113m, 2936m 1648vs  1504m, 1457m, 1397m 1275w, 1247s, 1179m,

1078m, 1015m, 850m,
817m, 806m, 774m

9 34445, 29205 1734vs, 1628vs, 1604vs, 1550m, 986s 1384w, 1356w, 1277m,
(2 Ban-  1530m, 1500m, 1453m 1175w, 1016m, 871w,
den) 766w

Mo0O,Cl, 958s,917s

und einer mittelschwachen Bande bei 1500 cm™!, die bei den Pterinmolybdin-Komplexen neu auftritt und als
Merkmal fiir die Komplexierung angesehen wird [26]. Diese Bande bleibt bei den Flavinmolybddn-Komplexen,
wenn auch nur mittelstark, erhalten. Die von Seibin et al. angegebenen Verschiebungen und Zuordnungen der
(C=0)-Banden in den Mo"Y-Komplexen kénnen wir aufgrund unserer IR-Daten von 8 und 9 (s. Tab. 8) und nach
Vergleich mit Pterin-Komplex 2 nicht bestétigen. Statt der angegebenen Verschiebung der (C(4)=0)-Bande von
1670 cm™! im Riboflavin-tetraacetat (RTA) auf 1635 cm™' im entsprechenden Komplex [MoOCL(H-RTA)]
verschwindet die tieferliegende (C=0)-Bande sowoh! in letzterem als auch in [MoOC;(H-Riboflavin)] (9). Dafiir
erscheint die (C(2)=0)-Bande von [MoOCL(H-RTA)] bei 1751 cm™' stark verbreitert mit einer Schulter und
diejenige von 9 als fast aufgeléste Doppelbande bei 1734 cm™ (s. Tab. 8). Die Lage der (C(4)=0)-Bande ist damit
in guter Ubereinstimmung mit derselben im Pterin-Komplex 2. Auch die Wellenzahl der (Mo=0)-Valenzschwin-
gung von 9 und 2 ist fast identisch.

5. Schlussfolgerung. — Es gelang mit dem Mo-Komplex 2 die erste Isolierung und
kristallographische Charakterisierung eines biologisch relevanten 1,5-chinoiden 7,8-Di-
hydro-6H -biopterins, das als wichtige Zwischenstufe vieler Enzym-Reaktionen angese-
hen wird [3-9]. Die spontane Umkehrung der Bildungsreaktion (s. GI. /) unter Einstel-
lung eines (Mo"/q-BH,//Mo"'/BH,)-Gleichgewichtes (s. Gl. 2) ist eine wichtige Reaktion
(g = 1,5-quinoid). Die Regenerierung des BH, aus g-BH, wird bei Enzym-Reaktionen im
allgemeinen der Dihydropteridin-Reduktase zugeschrieben, die dabei das NADPH als
Elektronendonor verwenden soll [3]. Eine Beteiligung des (Mo"/g-BH,)-Systems, das
beziiglich der Energiebilanz einen effektiveren Weg zur Regenerierung des BH, darstellt,
sollte in diesem Zusammenhang diskutiert werden. Biologische und biochemische Unter-
suchungen wiren in dieser Richtung erforderlich.

Weiterhin ist 2 der erste Modell-Komplex fiir Molybdédn-Enzyme, der ein hydriertes
Pterin und das Mo-Atom in einem enzym-relevanten Oxidationszustand enthélt. Wir
halten es daher fiir erwiesen, dass ein hydriertes Pterin im Molybdadn-Cofaktor bei der
Elektroneniibertragung eine wichtige Rolle spielt. Dies hatten vor kurzem Johnson et al.
ebenfalls als denkbare Mdéglichkeit erkannt [39]. Somit kann eine Erweiterung des von
Rajagopalan et al. vorgeschlagenen ‘common molybdenum cofactor’ formuliert werden.
Schon 1985 wiesen Burgmayer et al. [40] auf ein alternatives Bindungsmodell fiir den
Molybdan-Cofaktor hin. Wie in Fig. 4 zu ersehen, kénnte im reduzierten Molybdédn-Co-
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HN = c CH,
)\ \S | z
- -
= X/ OPOy Fig.4. Vorschiag eines erweiterten

H Molybdin-Cofaktors in seiner
X =H, CH,, Protein reduzierten Form

faktor, neben der Koordination durch das chinoiden Dihydropterin, ein S-Atom der
Seitenkette an das Mo-Atom koordiniert sein. Die Funktion der zweiten Mercapto-
Gruppe wire auch als Anker des Cofaktors an das Protein durch eine Disulfid-Briicke
denkbar. Da das exocyclische O-Atom des chinoiden Dihydropterins nur schwach an das
Mo'" gebunden ist, kann eine Losung dieser Bindung wihrend der weiteren Enzym-Re-
aktion, die zu einem Mo"-Komplex fiihrt, in Betracht gezogen werden. Dann wére eine
Koordination des Mo"" nur durch das Atom N(5) des Pterin-Geriistes und die beiden
S-Atome der Dimercaptoalken-Gruppe denkbar.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. Diastereoisomerenreines 6§-5,6,7 8- Tetrahydro- L-biopterin-dihydrochlorid ( = BH,-2 HCl =
(I'R,2’S,6 R )-2-Amino-6-( I' 2’ -dihydroxypropyl)-5,6,7 8-tetrahydropterin-4( 3H )-on-dihydrochlorid; 7-2 HCI)
wurde freundlicherweise von Dr. Tadashi Kanai, Suntory Inst. for Biochem. Research, Tokyo, Japan, zur Verfi-
gung gestellt. MoO,Cl, wurde nach einer modifizierten Vorschrift von Wasmuht [41] hergesteilt (MoO; in einem
Korund-Schiffchen wurde in einem linglichen Glasrohr unter einem gut getrockneten Cly-Strom bei 200° zu
gelbem MoO,Cl, umgesetzt). MoCl, wurde nach [42] erhalten (Umsetzung von MoCls in Benzol unter Schutzgas
zu MoCl, und Chlorobenzol). UV-Spektren: UV-2100-Spektrometer der Firma Shimadzu. IR-Spektren: Fourier-
Transform-IR-Spektrometer IFS 48 der Firma Bruker, KBr-Presslinge. 3C-NMR-Spektren: Bruker AC250 (250
MHz); in CD;0D oder (Dg)DMSO; § in ppm bzgl. des jeweils verwendeten Lsgm.

2. Trichloro(1,5-quinoid-7,8-dihydro-6 H-L-biopterin )oxomolybdin(IV) ( = [MoOC}; (H-q-BH,)] - MeOH
= Trichlorof (I'R,2'S,6 R )-2-iminio-6-( I, 2"-dihydroxypropyl)-3,6, 7, 8-tetrahydropteridin-4(3H )-on-O* N* Joxo-
molybddn(IV) ; 2). Zu einer farblosen Lsg. von 252 mg (0,8 mmol) 7-2 HCI in 30 ml MeOH werden unter
Schutzgas 160 mg (0,8 mmol) MoO,Cl, in 20 ml MeOH gegeben. Die Lsg. wird sofort tiefrot und das gelGste
Produkt durch Zugabe von Toluol/Cyclohexan bis zur Triibung und Stehenlassen bei 4° iber Nacht ausgefalit.
Nach dem Abfiltrieren unter Schutzgas wird i. HV. getrocknet: 382 mg (97,1 %) 2-MeOH. Die Lsg. sind luft- und
feuchtigkeitsempfindlich, der purpurrote Feststoff ist unter N, stabil und hydrolysiert sich langsam an der Luft.
Kristalle fiir die Réntgenstrukturanalyse wurden durch Uberschichten der MeOH-Lsg. mit Toluol/Cyclohexan bei
4° erhalten. Anal. ber. fir CgH4C13M0oNsO,4-MeOH (491,5): C 24,40, H 3,66, N 14,24; gef.: C 23,14, H 3,58, N
13,04.

3. Trichlorooxo(riboflavin-1-ium )molybdin(IV) (9) wurde in Anlehnung an [22] hergestellt. Unter Schutzgas
werden 214 mg (0,9 mmol) MoCl, in 80 ml MeOH geldst (—dunkelbraun bis schwarz). Nach Zugabe von 339 mg
(0,9 mmol) Riboflavin (8) wird die heterogene Mischung 48 h bei RT. geriihrt (—tiefrotviolett). Es wird von
nichtumgesetztem 8 abfiltriert und wie fiir 2 beschrieben ausgefillt und getrocknet: 314 mg (58 %) 9- HCI. Die Lsg.
sind luft- und feuchtigkeitsempfindlich, der schwarzviolette Feststoff ist unter N, stabil und hydrolysiert sich
langsam an der Luft. Anal. ber. fiir C;;H,;ClsMoN,O;-HCI(632,2): C 32,20, H 3,51, N 7,83; gef.. C 31,10, H 3,86,
N 8,86.

4. Rintgenbeugungsuntersuchungen. Die Registrierung der Reflexintensititen erfolgte auf einem automati-
schen Vierkreisdiffraktometer CAD4 der Firma Enraf-Nonius mit Graphit-Monochromator. Bei den Messungen
wurde CuKu -Strahlung verwendet.

Wir danken Herrn Dr. Tadashi Kanai, vom Suntory Inst. for Biochem. Research, Tokyo, Japan, fiir die
Uberlassung des diastereoisomerenreinen 68-BH,.
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