3 Spaltung aktivierter Phosphodiester durch Zr(1V)

3.1 Verwendete Substrate
Nichtaktivierte Phosphodiester wie Dimethylphosphat sind gegentiber der hydrolytischen

Spaltung sehr stabil. Deshalb werden zur kinetischen Untersuchung der Hydrolysereaktion
aktivierte Phosphodiester eingesetzt, die Uber eine gute Abgangsgruppe verfligen.

Als Modellverbindung fir die DNA wird haufig Bis(p-nitrophenyl)phosphat (BNPP)
verwendet. Fir die RNA dient in vielen Féllen 2-Hydroxypropyl-p-nitrophenylphosphat
(HPNP) as Modellsubstrat, das wie diese eine 2-Hydroxygruppe enthalt (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Aktivierte Phosphodiester als Modellsubstrate fir DNA und RNA

In beiden Féllen liegt mit p-Nitrophenol eine gute Abgangsgruppe vor, die aufl3erdem Uber
eine starke Absorption im UV-VIS-Bereich verfugt. Der Ablauf der Hydrolysereaktion laf3t
sich daher gut spektrophotometrisch verfolgen.

3.1.1 Hydrolysevon Bis(p-nitrophenyl)phosphat (BNPP)

Bel der Hydrolyse von BNPP werden p-Nitrophenol (NP) und der Monoester
p-Nitrophenylphosphat gebildet (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Reaktionsgleichung der Hydrolyse von BNPP
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In wéal¥rigen Lésungen liegen das entstehende p-Nitrophenol und p-Nitrophenolat (NPat) in
einem pH-abhangigen Gleichgewicht nebeneinander vor (Abb. 3.3). Mit zunehmendem pH-

Wert wird dieses Gleichgewicht immer mehr auf die Seite des p-Nitrophenolats verschoben.
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Abb. 3.3: pH-abhangiges Gleichgewicht zwischen NP und NPat

Die Zunahme der Konzentration an p-Nitrophenol kann Gber UV-Messungen bel Amax =
320 nm ermittelt werden. Der Extinktionskoeffizient €sxonm betrégt 10000 M cm™. In
alkalischen Losungen wird die Hydrolysegeschwindigkeit Uber die Freisetzung von p-
Nitrophenolat bestimmt, welches bei A ma = 400 nm absorbiert ( €400nm = 18700 Mt cm™).

3.1.2 Spaltung von 2-Hydroxypropyl-p-Nitrophenylphosphat (HPNP)
Als Modellsubstrat fur die RNA wird haufig HPNP verwendet, das wie diese eine 2-
Hydroxygruppe enthélt.

HPNP wird nach einer Literaturvorschrift durch die Umsetzung von p-Nitrophenyl phosphat
mit einem UberschuR an Propylenoxid hergestellt. Das Produkt wird anschlieRend als
Bariumsalz gefal|t.*®
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Abb. 3.4: Reaktionsgleichung der Darstellung von HPNP

Die spontane Hydrolyse der RNA verlduft nach einem anderen Mechanismus als die
hydrolytische Spaltung der DNA. Im ersten Schritt erfolgt durch einen intramolekularen
Angriff der 2'-Hydroxygruppe des Riboserings eine Umesterung zu einem cyclischen
Phosphodiester. Dieser kann anschlief3end zum 2'- oder 3'-Monophosphatester hydrolysiert

werden.l¥
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Nach diesem Umesterungsmechanismus wird auch das Modellsubstrat HPNP gespalten.
Hierbel dient die 2-Hydroxygruppe as Nucleophil. Unter Abspaltung von p-Nitrophenol
bildet sich ein cyclischer Phosphodiester.™
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Abb. 3.5: Spaltung von HPNP >

Der intramolekulare Angriff der 2'-Hydroxygruppe der RNA erfolgt schneller als der
intermolekulare Angriff eines Hydroxid-Nucleophils, der bel der Spaltung der DNA abl auft.
So lassen sich die grof3en Unterschiede in der Hydrolysegeschwindigkeit von DNA und
RNA erklaren. Die RNA wird etwa eine Million mal schneller gespalten als die DNA.™!

Die Geschwindigkeit der unkatalysierten Spaltung von HPNP ist stark pH-abhéngig. Bei pH-
Werten < 7,5 lauft die Hydrolyse nur sehr langsam ab, mit steigendem pH-Wert nimmt die
Reaktionsgeschwindigkeit deutlich zu™® Ursache hierfir ist die zunehmende
Deprotonierung der 2-Hydroxygruppe, da die Alkoholat-Gruppe ist ein vid starkeres
Nucleophil als die Alkohol-Gruppeist.

Wie bei der Verwendung von BNPP as Substrat, ensteht bel der Reaktion p-Nitrophenol
bzw. p-Nitrophenolat. Die Bildung der Hydrolyseprodukte lafdt sich durch UV-Messungen
bei A = 320 nm bzw. 400 nm verfolgen.
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3.1.3 Kinetische Analyseder Zr(1V)-vermittelten Hydrolyser eaktion

Die pH-Abhangigkeit des Gleichgewichts zwischen p-Nitrophenol und -phenolat kann
durch die Henderson-Hasselbach-Gleichung beschrieben werden (1). Mit Hilfe dieser
Beziehung 183 sich das Verhdtnis von NP und NPat und damit die Gesamtkonzentration des
Hydrolyseprodukts berechnen.

c(NPat)

—-pH =pK, +lo
PH = PK gc(NP)

(1)

Die meisten UV-Messungen wurden in sauren Losungen (pH 3,0 - 4,5) durchgefihrt, in
denen ausschliefdlich p-Nitrophenol vorliegt. In diesen Falen wurde nur die Absorption bei
320 nm fur die Auswertung berilicksichtigt. Fir Untersuchungen in alkalischen Ldsungen
(pH > 9) wirde man die Absorption des p-Nitrophenolats, A nax = 400 nm, verwenden. Bei
Messungen im Bereich zwischen pH 55 und 7 wurden beide Wellenlangen fur die

Bestimmung der Hydrolysegeschwindigkeit herangezogen.

Die jeweilige Konzentration von p-Nitrophenol bzw. von p-Nitrophenolat erh&lt man tber
die durch UV-Spektroskopie ermittelten Werte fur die Extinktion. Den Zusammenhang
zwischen der Extinktion E und der Konzentration ¢ stellt das Lambert-Beer”sche Gesetz (2)

her.

E=¢cd (d: Schichtdicke in cm) 2

Bel der Hydrolyse von BNPP enstehen zunadchst p-Nitrophenol und der Monoester
p-Nitrophenylphosphat as Reaktionsprodukte. Lezteres kann noch in Phosphat und
p-Nitrophenol gespalten werden, so da3 pro Aquivalent BNPP zwei Aquivalente NP
entstehen konnten. Die geringe Freisetzung von p-Nitrophenol aus dem Monoester wird bei
der Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeiten fur die Hydrolysereaktion vernachl éssigt.
Auch bei der Spaltung von HPNP wird nur der erste Schritt der Reaktion, die Umesterung
zum cyclischen Phosphodiester, betrachtet.
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Die Hydrolysereaktionen wurden in Gegenwart eines Zr(IV)-Uberschusses durchgefiinrt.
Die Zirconium-Konzentration kann daher als konstant angesehen werden, und die Reaktion

wird nach einem Geschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung (3) behandelt.

_dc(BNPP) _ dc(NR)
dt dt

= k[Zr][Substrat] = k., [Substrat] 3)

obs

Es werden nur die Anfangsgeschwindigkeiten bel einem Umsatz < 10% zur Auswertung
herangezogen, daher wird die Konzentration des Substrates als anndhernd konstant
betrachtet. In diesem Fall gilt:

dc (NP,)

=~ o=l 4
" [Substrat], dt )
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3.2 Verwendete Liganden

Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, da? mit bestimmten Aminoalkoholen wie
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) oder 2,6-Bis(hydroxymethyl)pyridin (BHP) eine
Komplexierung von Zr(1V) moglich ist, ohne die Aktivitét des Metallions fur die Hydrolyse
von Phosphodiestern vollstandig zu unterbinden.®” Daher wurden in den kinetischen
Messungen Uberwiegend dhnliche Substanzen als Liganden eingesetzt. Verwendet wurden
u.a 1,3,5-Trideoxy-1,3,5-tris-(dimethylamino)-cis-inositol (TDCI), 1,3,5-Triamino-1,3,5-
trideoxy-cis-inositol (TACI), 1,3-Bis(tris(hydroxymethyl)methyl amino)-2-propanol
(BTMP), Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan (Bis-TRIS) und 4-Chlor-
2,6-bis(hydroxymethyl)pyridin (CI-BHP).
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Abb. 3.6: Eingesetzte Liganden

TDCI und TACI wurden von Prof. Dr. K. Hegetschweiler von der Universitét Saarbriicken
zur Verfligung gestellt.

Ferner wurden Versuche mit Hydroxycarbonsaurederivaten (Natriumcitrat, Natriumgluconat,
Natriumtartrat, Hydroxyessigsaure), mit D-Glucamin, N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin
(Bicin), N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin (Tricin), Acetylaceton und mit 2,6-
Pyridindialdehyd als Liganden durchgeftihrt.
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3.3 Ligandensynthese

3.3.1 Synthesevon 1,3-Big[tris(hydr oxymethyl)-methylamino]-2-propanol (BTMP)

Der Ligand 1,3-Bigtris(hydroxymethyl)-methylamino]-2-propanol (BTMP) wurde nach
einer Literaturvorschrift dargestel|t.*?

Hierbei wird Epichlorhydrin mit 2 Aquivalenten TRIS umgesetzt. Durch Zugabe von konz.
HCI wird das Produkt als Hydrochlorid ausgefdlt. Der erhaltene weil3e Feststoff wird durch

Umkristallisieren aus Ethanol/Wasser (2:1) gereinigt.

NH2 HO y OH H o oH
2 + O N N
[
Cl HO OH
OH |OH
OH HO OH

Abb. 3.7: Synthese von BTMP

3.3.2 Darstellung von 4-Chlor-2,6-bis(hydr oxymethyl)pyridin (CI-BHP)
4-Chlor-2,6-bis(hydroxymethyl)pyridin  (CI-BHP) wird in 2 Stufen ausgehend von
4-Hydroxypyridin-2,6-dicarbonsdure (Chelidamséure) hergestellt. Durch Umsetzung von
Chelidamsaure mit Phenylphosphorylchlorid erhdt man das Saurechlorid der 4-
Chlorpyridin-2,6-dicarbonsdure. Aus diesem bildet sich durch Zugabe von Methanol der
entsprechende Ester (4-Chlor-2,6-dimethylpyridindicarboxylat) in Form von hellbraunen
Nadeln. Diese werden aus Methanol umkristallisiert.l*®

Im zweiten Schritt wird 4-Chlor-2,6-dimethylpyridindicarboxylat mit Natriumborhydrid zu
CI-BHP reduziert.’® Der erhaltene hellgelbe Feststoff wird durch Umkristallisieren aus

Aceton gereinigt.
OH
Z PhPOC|2 NaBH4
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N CH30H
OH OH OCH3 OCH3

Abb. 3.8: Darstellung von CI-BHP
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3.4 Charakterisierung von Zirconium-Komplexen in L osung

Die Untersuchung der Komplexbildung von Zirconium(IV) mit unterschiedlichen Liganden
hat sich as schwierig erwiesen. In den meisten Falen kann man nur aufgrund der Tatsache
auf eine stabile Komplexierung schlief?en, dal3 bei Anwesenheit des Liganden

Zirconiumhydroxid-Niederschlage bei pH-Werten > 6 ausbleiben.

Nur mit 2,6-Bis(hydroxymethyl)pyridin (BHP) und TDCI war es moglich, die

Komplexierung von Zr(1V) durch *H-NM R-Untersuchungen nachzuweisen (s. unten).

Der BHP-Zirconium-Komplex konnte auf3erdem durch Zugabe von Natriumperchlorat as
weil3es Pulver ausgefédllt werden. ESI-Massenspektren von waldrigen Ldsungen dieses
Komplexes sind sehr untbersichtlich. Man erhédlt Signale fir m/z im Bereich von 234 bis
Uber 2000, der Abstand zwischen den Peaks betragt zwischen 60 und 65, das entspricht etwa
einer [Zr(OH)z]*-Einheit. Offensichtlich bilden sich mehrkernige Komplexe, in denen die

Zirconium-lonen Uber Hydroxybrtcken verknipft sind.

3.4.1 'H-NMR-Untersuchungen

Mit 2,6-Bis(hydroxymethyl)pyridin (BHP) werden im *H-NMR-Spektrum sowohl Signale
far den koordinierten als auch fur den freien Liganden erhalten, da der Austausch langsam
auf der NMR-Zeitskalaist. Aus dem Verhdtnis zwischen freiem und koordinierten BHP bei
unterschiedlichen  Zusammensetzungen der untersuchten Losungen kann die

Komplexbildungskonstante K zumindest ungefahr bestimmt werden, da fur K gilt:

_ c(Zr/BHP)
c(Zr) c(BHP)
Es wurden Lésungen mit folgender Zusammensetzung verwendet : 5 mg BHP (3,6 x 10°
mol) und 0,5 bis 2 Aquivalente ZrCl, in 1 ml D,O bei pD 4,0.

Bei einer Zugabe von einem Aquivalent ZrCl, liegen 85% und bei zwei Aquivalenten Zr(1V)
98% des Liganden in koordinierter Form vor, daraus ergibt sich eine Komplex-
bildungskonstante K von ca. 1000 M™%,

Von TDCI und TACI ist bekannt, dai3 sie stabile Komplexe mit hoch geladenen Metallionen
wie Fe**, AI**, Ga*, In*, Ge**, Sn*"'und Ti** bilden. In TACI ist sowohl eine Bindung tiber
3 N-Atome als auch tber 3 O-Atome oder eine gemischte N,O-Koordination des Metallions

maoglich.
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Wenn die Aminogruppen wie in TDCI methyliert sind, findet aus sterischen Grinden nur
noch die Bindung tber die drei OH-Gruppen statt.[*®
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Abb. 3.9: Metallkomplexe mit TDCI [**!

Die Komplexbildungskonstanten fiir Zr/TDCI bzw. Zr/TACI kénnen aus den *H-NMR-
Spektren nicht ermittelt werden, da man nur die Signale fur die Komplexe, aber nicht die der
unkoordinierten Liganden erhélt.

Aus "H-NMR-Messungen bei gleichzeitiger Zugabe von jeweils einem Aquivalent EDTA
und TDCI bei pD 7 erkennt man, da3 derZr/TDCI-Komplex &hnlich stabil wie der
Zr/EDTA-Komplex ist, da die Signale fur freies EDTA (6 = 3,3 ppm und 3,65 ppm),
Zr/EDTA (& = 3,0 ppm und 3,4 - 3,9 ppm), Zr/TDCI (d = 2,9 ppm, 3,1 ppm und 4,8 ppm)
und freies TDCI (6 = 2,8 ppm, 2,9 ppm und 4,8 ppm) nebeneinander vorliegen

Die Komplexbildungskonstante K fiir den Zr/EDTA-Komplex betragt ca. 10%.[1%)
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Abb. 3.10: *H-NMR fiir ein Gemisch aus ZrCly, EDTA und TDCI im Verhaltnis 1:1: 1
bei pD 7; a) EDTA, b) Zr/TDCI, c) Zr/EDTA, d) TDCI
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3.5 Kinetische Unter suchungen zur Hydrolyse von BNPP

3.5.1 Einflul3 von Liganden

Die kinetischen Untersuchungen wurden zunéachst bel pH 4, dem Aktivitétsmaximum fur die
Hydrolyse von BNPP durch ZrCl, " und bei pH 7 durchgefiihrt.

Die Konzentrationen in den ReaktionslGsungen betrugen 5 mM ZrCl,, 2,5 bzw. 5 mM
Ligand und 2 x 10° M BNPP. Der pH-Wert wurde mit 0,1 N NaOH auf 4,0 bzw. 7,0
eingestellt. Auf Zugabe von Puffersubstanzen wurde verzichtet, da die Komplexldsungen
selbst Uber eine ausreichende Pufferkapazitét verfigen. Darlberhinaus haben
Kontrollmessungen gezeigt, dai die Spaltungsgeschwindigkeit mit 50 Aquivalenten MOPS-
Puffer (pH 7,0) um Faktor 2 bis 3 gegenlber der nicht gepufferten Reaktion abnimmt. Der
pH-Wert wurde vor und nach den kinetischen Messungen Uberprift, die Abweichung betrug
dabel maximal 0,1. Die Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung (Kops) Wurden

aus den konstanten Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolysereaktion bestimmt.

Mit carboxylathaltigen Liganden erhalt man stabile Komplexe, die bel pH 7 das Ausfalen
von Zirconiumhydroxid-Niederschldgen verhindern. Die Aktivitdt dieser Komplexe ist
jedoch meist sehr gering, eine méldige Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit kann
mit N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin (Bicin), N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin (Tricin)
und D-Glucamin erzielt werden. Die Hydrolyse mit den Zirconium-Komplexen der
verwendeten Hydroxycarbonsauren ist zu langsam, um exakt bestimmt zu werden, das heift,
mindestens um Faktor 30 kleiner als mit ZrCl,.

Im Gegensatz dazu werden mit den eingesetzten Animoakoholen hthere Reaktivitéten
beobachtet. In allen Falen ist die Hydrolysegeschwindigkeit bei pH 4 deutlich héher als bei
pH 7 (s. auch Kapitel 3.5.2).

Die Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung (Kqps) Sind in Tabelle 3.1
aufgefihrt.
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Ligand KobsX 10° ()
pH 4 pH 7
-3 6,0 (+ 0,9)
TRIS (2 Ag.)*? 75 (£ 1,1) 0,9 (+0,2)
BHP 42 (+0,6) 05(+0,1)
Cl-BHP 31(£0,5) 0,9 (£ 0,2)
BisTRIS (0,5 Aq.) 2,2 (+0,3) 0,3 (£ 0,1)
(1Aq.) 1,5 (£ 0,2) 0,15 (+ 0,05)

TDCI 2,6 (= 0,4) 0,3(x0,1)
TACI 2,7 (£ 0,4) 0,5 (+ 0,1)
BTMP(0.5Aq.) 2,5 (+ 0,4) 0,6 (+ 0,1)

(1Aq.) 2,1(x0,3) 0,3(x0,1)
Bicin (0,5 Aq) 1,4 (£ 0,2) <0,05
D-Glucamin 0,95 (x 0,15) <0,05
Tricin (0,5 Aq) 0,6 (x0,1) < 0,05

(1 Aq) 0,25 (+ 0,05) <0,05
Acetylaceton 0,75(x0,2) <0,05
2,6-Pyridindialdehyd 0,5 (£ 0,1) 0,2 (+ 0,05)

Reaktionsbedingungen: 5 mM ZrCl,, 2 x 10° M BNPP, 20°C
Alle Ergebnisse sind Mittelwerte einer Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15%

Tabelle 3.1: kqps flr die Hydrolyse von BNPP durch ZrCl4 und Zirconium-Komplexe

Die bisher héchste Beschleunigung (8 x 10°-fach bei pH 4 und 20°C bzw. 1 x 10°-fach bei
pH 7 und 20°C) wird durch Zr/TRIS ereicht, aber auch mit den Ubrigen untersuchten
Aminoa koholen werden hohe Reaktionsgeschwindigkeiten erzielt.

Zr/TRIS ist bisher der einzige Komplex mit dem die Aktivitat von ZrCl, Ubertroffen werden
kann, in alen UObrigen Fallen nimmt durch Zugabe des Liganden die
Reaktionsgeschwindigkeit deutlich ab. Die Verringerung der Hydrolysegeschwindigkeit in
Gegenwart von Liganden hat vermutlich elektrostatische Ursachen, die Ladung des
Metallatoms wird zumindest teilweise ausgeglichen und die Lewis-Aciditdt nimmt ab.
Aul¥erdem konnten von vielzdhnigen Liganden wie D-Glucamin freie Koordinationsstellen

blockiert werden, so dal3 das Substrat nicht mehr gebunden werden kann.
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Durch Liganden, mit denen hohe Aktivitdten erzielt werden, wird Zirconium(lV) nur relativ
schwach komplexiert. So ist bei der Verwendung von TRIS die Zugabe von 2 Aquivalenten
des Liganden notwendig, dennoch fallen bei pH > 8 Zirconiumhydroxid-Niederschl&ge aus.
Bel alen Liganden, die zwei Zirconium-lonen binden kénnen (BTMP, Bis-TRIS, Bicin,
Tricin), fuhrt ein Uberschul an Ligand (Zugabe eines Aquivalentes) zu einer deutlichen
Verringerung der Aktivitét (s. Tabelle 3.1). Auf die Bildung zweikerniger Komplexe weist
jedoch nur ein Ausbleiben von Zirconiumhydroxid-Niederschldgen bei pH > 6 hin.

3.5.2 pH-Abhangigkeit der BNPP-Hydrolyse durch Zr(1V)-K omplexe

Mit den aktivsten Komplexen Zr/TDCI, Zr/Bis-Tris und Zr/ClI-BHP wurde die pH-
Abhangigkeit der Hydrolysereaktion genauer untersucht. Wie im Fall von ZrCl, liegt das
Reaktivitatsmaximum bel ca. pH 4 und die Aktivitéat nimmt bei steigendem pH-Wert stark

ab.
. ZrCI4 / Bis-TRIS

y o ZrCl / TDCI
3 4
x ZrCl [ CI-BHP
X o 4
< o
L 2 - ° ] 5
™
= .o x
xw o
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X 14 o %
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O T T T T T
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Abb. 3.11: pH-Abhéangigkeit der BNPP-Hydrolyse durch Zirconium-Komplexe
Bedingungen: 5 mM ZrCl,, 2,5 baw.5 mM Ligand, 2 x 10° M BNPP, 20°C
Mittelwerte einer Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15%

Aus diesen Ergebnissen kann man keine Ruickschlisse auf den genauen
Reaktionsmechanismus ziehen. Vermutlich erfolgt ein nucleophiler Angriff eines an
Zirconium(IV) gebundenen Hydroxidions, da schon bei pH < 1 [Zr(OH)]**-Spezies
vorliegen.®® Dieser Mechanismus wird tblicherweise fir die Ubergangsmetall-vermittelte

BNPP-Hydrolyse vorgeschlagen.
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Die Ursache fur die Verringerung der Aktivitét bel hoheren pH-Werten liegt vermutlich in
der zunehmenden Bildung von Hydroxid-Bricken, wodurch freie Koordinationsstellen

blockiert werden.

3.6 Hydrolyse von BNPP durch Hafnium(1V)- und Titan(IV)-Komplexe

Anaog zu den Messungen mit Zirconium-Komplexen wurden Untersuchungen zur BNPP-
Hydrolyse durch Hafnium- und Titan-Komplexe durchgeftihrt. Die verwendeten
Konzentrationen betrugen hierbei 5 mM Metallsalz, 1 Aquivalent Ligand und 2 x 10 M
BNPP bei 20°C und pH 4 bzw. 7. Als Liganden wurden TDCI und BHP eingesetzt. Die
Komplex-Loésungen mit Ti(1V) wurden zunéchst in Methanol hergestellt und anschlief3end
mit Wasser auf die entsprechenden Konzentrationen verdinnt. Der Methanolgehalt in den
Reaktionsl 6sungen betrug 15 %.

Die Aktivitdt der Hafnium-Komplexe ist um den Faktor 3 bis 4 kleiner als die der
entsprechenden Zirconiumkomplexe. So betrégt kops fiir H/TDCI 9,0 (+ 1,3) x 10* s* bei
pH 4 (Keps fiir Zr/TDCI = 2,6 (+ 0,4) x 103 s%).

Fir 1 mM Hf/BHP erhalt man Kgss = 6,0 (+ 0,9) x 10 s (pH 4, fir Zr/BHP: kgps = 2,3 (+
0,4) x 103 .

Mit den Titan-Komplexen kann man weder bei pH 4 noch bei pH 7 eine Erhéhung der
Reaktionsgeschwindigkeit beobachten, diese Verbindungen sind inaktiv fir die Hydrolyse
von BNPP.
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3.7 Spaltung von HPNP durch ZrCl4

3.7.1 Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Zr Cl,-Konzentration
(Michaelis-M enten-Kinetik)

Zur Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit wurden
Losungen mit HPNP (0,02 mM) und unterschiedlichen Konzentrationen an ZrCl, (0,1 mM
bis 5 mM) eingesetzt. Der pH-Wert betrug 3,5, die Reaktionen wurden bei 20°C
durchgefihrt.

Die Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Konzentration von ZrCl, ergibt
nur bis zu einer Zirconium-Konzentration < 0,8 mM den fir eine Reaktion erster Ordnung
erwarteten linearen Zusammenhang, bel hoheren Konzentrationen steigt die

Reaktionsgeschwindigkeit wesentlich langsamer an.

)ldt x 10 8 [Ms-1]
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=

dc(NP

0 1 T T T T T T T 1
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c(ZrCI4) [mM]

Abb. 3.12: Abhéngigkeit der HPNP-Spaltungsgeschwindigkeit von der Konzentration an
ZrCl4 (bei pH 3,5 und 20°C), Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15 %

Das deutet darauf hin, dal3 in diesem Fall eine sogenannte Séattigungskinetik vorliegt. Es
bildet sich in einer Gleichgewichtsreaktion ein Substrat-Metall-Addukt, welches irreversibel
zu den Produkten weiterreagiert.
Ky
Ky

Keat

M+S

MS P+M
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Bel einer Konzentrationserhohung des Metals (oder des Substrats) nimmt die
Geschwindigkeit der Adduktbildung zu und das Gleichgewicht wird immer weiter auf die
Seite des komplexierten Substrates verschoben. Im Séttigungsbereich wird das Substrat-
Metall-Addukt quantitativ gebildet. Eine weltere Konzentrationserhéhung bewirkt dann
keine Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit mehr, da der Zerfall des Addukts zu
den Produkten zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird.

Im Fall eines solchen schnellen vorgelagerten Gleichgewichtes kann ein Zeitgesetz
aufgestellt werden, welches dem von Michalis und Menten fir enzymkatalysierte
Reaktionen gleicht. Die Adduktkonzentration wird hierbei als konstant angenommen, d.h. es

liegt ein Flief3gleichgewicht vor, in dem Bildungs- und Zerfallsgeschwindigkeit gleich sind.

d M
de_ppeg [M] (6)
dt [dt  [M]+K,y,

Die MichaglisMenten-Konstante Ky setzt sich aus den Gleichgewichtskonstanten der
Gesamtreaktion zusammen.

— k2 + kcat

K

()
Unter der Voraussetzung einer im Vergleich zur Spaltungsreaktion schnellen Adduktbildung
(kea << kz), kaon man Ky in die Gleichgewichtskonstante fir das vorgelagerte

Gleichgewicht umformen.

k 1
K. = 2 == 8
" Tk )
Insgesamt erhalt man mit Hilfe der Beziehung
CH _
Ed, =k_[S 9
fur die reziproke Geschwindigkeit
1 1 1 (10)

doidt Ky [Sly | KKy [Sly[M]
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Durch  Auftragung der reziproken  Geschwindigkeit gegen die reziproke
Komplexkonzentration in einem Lineweaver-Burk-Diagramm kann man ke und K
ermitteln. Als x-Achsenabschnitt erhdit man die Komplexbildungskonstante K fir den
Metall-Substrat-K omplex und als y-Achsenabschnitt (Kex [S]o) ™

10+

(dc/dt) 1 x 107 [M 1 §]
T

O T T T T T
0 2 4

c(Z rCI4)-1 [mM-1]

Abb 3.13: Lineweaver-Burk -Diagramm zur Ermittlung von ke und K fur die Spaltung von
HPNP durch ZrCl, bei pH 3,5 und 20°C; Doppel bestimmung, Abweichung < 15 %

Fur die Spaltung von HPNP wird ein linearer Zusammenhang zwischen der reziproken
Spaltungsgeschwindigkeit und der reziproken ZrCls-Konzentration gefunden. Es liegt also
ein MichaglisMenten-Verhalten vor. Aus der Auftragung in einem Lineweaver-Burk-
Diagramm erhdlt man fir kex einen Wert von 47 (+ 07) x 10° s Die
K omplexbildungskonstante K betragt 650 (+ 100) M ™.
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Eine andere Ursache fur die nicht-lineare Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit bel
Erhthung der Metallionen-Konzentration (s. Abb. 3.12) kdnnte die zunehmende Bildung
von Zirconium-Hydroxid-Aggregaten bei steigenden ZrCls-Konzentrationen sein. Eine
solche Aggregat-Bildung konnte die Bindung des Substrates erschweren, so dal3 die
Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr linear mit der Zirconium-Konzentration ansteigen
wirde.

Um diese mogliche Ursache fur die beobachteten Mef3ergebnisse auszuschliessen wurden
'H-NMR-Untersuchungen mit verschiedenen Konzentrationen an ZrCl, (2 bis 10 mM in
D,O, pD 3,5) und Natrium-Dimethylphosphat (DMP) durchgefihrt. Das gegenlber der
hydrolytischen Spaltung stabilere DMP diente dabei a's Ersatz fur das Substrat HPNP.

Man erhélt einen breiten Peak fur koordiniertes DMP (6 = 3,7 ppm) und ein scharfes Dublett
far freles DMP (6 = 3,5 ppm). Aus dem Verhdltnis zwischen freiem und gebundenem DMP
la3t sich ein ungeféhrer Wert fir die Komplexbildungskonstante fir den Metall-Substrat-

Komplex bestimmen, da gilt:

_ ¢(Zr/IDMP)
 ¢(Zr)c(DMP)”

Bei gleichen Konzentrationen an ZrCl, und DMP (jewells 2 mM) liegt ca. 32% des
Substrates in gebundener Form vor, bel der doppelten Menge ZrCl, sind ca. 50% DMP
koordiniert (4 mM ZrCl,, 2 mM DMP), das entspricht in beiden Fallen einer
K omplexbildungskonstante von ca. 400 M™. Bei einem fiinffachen UberschuR® an ZrCl,4 (10
mM ZrCl,, 2 mM DMP) erhdlt man nur noch einen breiten Peak fir die beiden sich
Uberlagernden Signale (< 20% freles DMP), was sich ebenfdls mit einer
K omplexbil dungskonstante von ca. 400 M vereinbaren |43

K ist im untersuchten Konzentrationsbereich unabhéngig von der ZrCl,-Konzentration, was
darauf hindeutet, daf? nicht die Bildung von Zirconium-Hydroxid-Aggregaten die Ursache
fir die langsamere Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit bei steigender Zirconium-
Konzentration ist, sondern eine Sattigungskinetik  vorliegt, die nach dem

Geschwindigkeitsgesetz von Michalis und Menten behandelt werden kann.
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Vergleicht man die durch kinetische Analyse erhaltenen Werte von ke und K fur die
Spaltung der RNA-Modellverbindung HPNP durch Zr-lonen mit denen fir die Hydrolyse
des DNA-Analogons BNPP, so erhalt man dhnliche Werte (kex = 4,9 (+ 0,7) x 10° s* und K
= 770 (+ 120) M firr die Hydrolyse von BNPP ¥ bzw. kg = 4,7 (+ 0,7) x 10° s  und K =
650 (+ 100) M fiir die Spaltung von HPNP).

Interessanterweise sind die gemessenen Geschwindigkeiten fir die Spaltung von HPNP bis
zu einer ZrCls-Konzentration von 1 mM etwa so grofd wie die fur die BNPP-Hydrolyse, bei
hoheren Metallkonzentrationen |auft die Reaktion mit BNPP sogar deutlich schneller ab.

147 = BNPP
4 | |
1] © HPNP .
P )
= 107 .
[ee]
S & 0
< o]
g ° 0
D-é, 4+ 8o
Z e}
s 21,
© 1 =
O_IQ T T T T T T T 1
0 2 4 6 8

c(ZrCI4) [mM]

Abb. 3.14: Reaktionsgeschwindigkeiten fir die Hydrolyse von BNPP 3 und die Spaltung
von HPNP durch ZrCl,4 bei pH 3,5 und 20°C,
Doppel bestimmung, Abweichung < 15%

Dies deutet auf einen vergleichbaren Mechanismus hin. Offenbar erfolgt der nucleophile
Angriff eines an Zirconium gebundenen Hydroxids auf das Phosphoratom des
Phosphodiesters und kein intramolekularer Angriff der Alkoholatgruppe unter Bildung eines
cyclischen Esters. Der letztgenannte Reaktionsmechanismus lauft in der Regel bei der
Ubergangsmetall-vermittelten HPNP-Hydrolyse ab, die um mehrere Zehnerpotenzen
schneller verlauft al's die Spaltung von BNPP durch Ubergangsmetallionen.[®®

Weiteren Aufschlul® Gber den Verlauf der Zr-vermittelten Spaltungsreaktion kann man mit

Hilfe einer Produktanalyse durch 3*P-NM R-Spektren erhalten.
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3.7.2 Produktanalyse durch 3P-NM R-Spektroskopie

Um zu untersuchen, welche Zwischen- und Endprodukte bel der Spaltung von HPNP durch
Zirconium-Verbindungen entstehen, wurden Losungen von ZrCl, und Zr/TDCI bei pH 3,5
mit HPNP umgesetzt.

Es wurden dabei folgende Konzentrationen verwendet: 15 mM HPNP, 30 mM ZrCl, und 30
mM TDCI. Nach einer Reaktionzeit von 90 Minuten wurden 1,5 Aquivalenten EDTA zur
Maskierung des Zirconiums zugegeben, anschlieffend wurde der pH-Wert mit NaOH auf pH
7,2 eingestel It und *'P-NMR-Spektren aufgenommen.

Zum Vergleich wurden bel pH 7,2 Spektren von HPNP (& = -2,9 ppm), von KH,PO; (in
Gegenwart von Zr/EDTA) und vom cyclischen Phosphodiester 1,2-Propylenphosphat
(erzeugt in situ durch Cyclisierung von HPNP bel pH 10,5) gemessen.

Aus den *'P-NMR-Spektren kann man ablesen, da3 bei der alkalischen Spaltung von HPNP
fast ausschliefdlich der cyclische Phosphodiester entsteht (& = 19,9 ppm). Setzt man diesen
bei pH 3,5 mit ZrCl, um, erhélt man die Signale fur beide Monoester (6 = 5,1 ppm fir 2-
Hydroxypropylphosphat bzw. 2,7 ppm fir 1-Hydroxyisopropylphosphat) im Verhétnis von
ca. 2.1. Auch die Monoester werden durch ZrCl, gespalten, wie man an dem Signal fir

freies Phosphat (0 = 4,2 ppm) erkennen kann.

NO,
NO, o)
B OH NP Zr(Iv) OH 0-P-0
00 —_— * o0 — (”) B +\[ OH
“p«O \ / O—P-0 OH
1l Hzo |
o) k OH OH
HO

Abb. 3.15: Spaltung von HPNP, 1. Schritt: Umesterung , 2. Schritt: Hydrolyse des cyclischen
Phospodiesters.
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Im Gegensatz dazu werden bei der Spaltung von HPNP durch ZrCl,; und durch den
Zr/TDCI-Komplex die Signale von 2-Hydroxypropylphosphat (6 = 5,1 ppm) und von freiem
Phosphat (6 = 4,2 ppm) erhalten (Abb. 3.16), 1-Hydroxyisopropylphosphat tritt nur in

Spuren auf.

ppm

Abb. 3.16: 3'P-NMR-Spektrum des Reaktionsgemisches der HPNP-Spaltung durch Zr/TDCI
bei pH 3,5 und 20°C; a) HPNP, b) 2-Hydroxypropylphosphat, c) Phosphat d)
cyclischer Phosphodiester, €) 1-Hydroxyisopropyl phosphat.

Vor der Aufnahme des Spektrums wurden 1,5 Aquivalente EDTA zugegeben und
der pH-Wert auf 7,2 eingestellt.

Sowohl die Ergebnisse der kinetischen Untersuchungen als auch die Produktanalyse durch
die 3'P-NMR-Spektroskopie deuten darauf hin, da es sich bei der Zirconium-vermittelten
Spaltung von HPNP um eine echte Hydrolysereaktion handelt.

NO,
NO,
Zr(IV) OH
o \[ Q
950 HZ0 " 0-P-0

|
o k OH OH
HO

Abb. 3.17: Direkte Hydrolyse von HPNP durch Zirconium(1V)
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Die Ublicherweise beobachtete intramol ekulare Umesterung des Substrates mit Bildung eines
cyclischen Phosphodiesters als Zwischenprodukt lauft in diesem Fall as untergeordnete
Nebenreaktion ab, wie man an den im 3P-NMR-Spektrum enthaltenen Signalen (Abb. 3.16)

erkennen kann.



