5 Allosterische Regulierung der Phosphodiester spaltung durch
M etallkomplexe

5.1 Verwendete Liganden und M etallkomplexe

Im Arbeitskreis Kramer wurde ein Ligandensystem entwickelt, an dem die allosterische
Regulierung einer , kiinstlichen Phosphodiesterase” untersucht werden kann.

Die Liganden enthalten eine vierzahnige Bindungsstelle fur ein strukturelles Metallion Mg
und zwei zweizéhnige Chelateinheiten fur funktionelle Metallionen My

M; = Cu®*
Ms= Cu?*, Ni%", Pd®*
X=5SS, Se, Se-Se, CHCN

Abb. 5.1: Metallkomplexe fur die Untersuchung der allosterischen Regulierung der
Phosphodiester spaltung

Die Aktivitédt der Komplexe hangt von der Préorganisation der beiden funktionellen
Metallionen und dabei vor allem von ihrem Abstand ab. Dieser kann auf zwel Arten
beeinflul3t werden: einerseits durch die Wahl unterschiedlicher Spacergruppen X, durch die
die beiden Untereinheiten des Liganden miteinander verknipft sind, und andererseits durch
die Variaton des strukturellen Metallions. Bisher wurden Liganden mit X = CHCN, S, S-S,
Se und Se-Se synthetisiert.™*™ Das strukturelle Metallion nimmt nicht direkt an der
Reaktion teil, hat aber Einfluld auf die Konformation des Komplexes und auf die rdumliche
Lage der beiden funktionellen Metallionen, Uber deren Abstand die Geschwindigkeit der
Reaktion reguliert wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Komplexbildung in Lésung durch Spektrophotometrie
und die Kinetik der Phosphodiesterspaltung untersucht. Hauptséchlich wurde dabei der
Ligand L mit X = CHCN verwendet. Als strukturelle Metallionen wurden Cu?*, Ni** und

Pd?* eingesetzt, als funktionelle Metallionen dienten zwei Cu®*-lonen.
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Der Polypyridyl-Ligand L wurde von Dr. |. Fritsky ausgehend von 4-(2-Pyridyl)pyrimidin in
zwei Stufen hergestellt. Durch eine C-C-Kupplung mit 2-Brom-6-lithiopyridin erhélt man 4-
(6-Brom-2-pyridyl)-6-(2-pyridyl)pyrimidin. Dieses wird mit Cyanacetamid zum Liganden L,
einem dunkelroten, kristallinen Feststoff, umgesetzt.[*')

Der Kristallstrukturanalyse von L kann man entnehmen, dal3 X
der Ligand in einer vollstdndig konjugierten Form vorliegt.

Ein Proton ist dabei an einem Pyridin-N-Atom lokalisert.

In Metallkomplexen bildet sich die deprotonierte Form von

L (L-H =, L minusH").

5.2 Komplexbildungin Ldsung

5.2.1 Bildungder einkernigen Komplexe
[(L-H)Mg]"

5.2.1.1 Spektrophotometrische Titrationen

Die Bildung der einkernigen Komplexe [(L-H)Mg]”
kann aufgrund der geringen Lodlichkeit des

Liganden in DMSO/Wassergemischen nur in

reinem DMSO  spektrophotometrisch  verfolgt N [(L-H)Mg]*
werden. Verwendet wurden 0,1 mM Ldsungen des

Liganden und 2mM Lésungen der Metallsalze (Cu(NOs);, Ni(NOs), bzw
Pd(CHsCN)4(BF),). Es wurden bei jeder Zugabe 0,2 Aquivaente des jeweiligen Metallions
hinzugefigt und nach einer geeigneten Wartezeit UV-Spektren aufgenommen. Eine

Wiederholung der Messungen mit langeren Wartezeiten fuhrt zu identischen Ergebnissen.

Der einkernige Komplex [(L-H)Cu]NO; bildet sich schon bel Raumtemperatur sehr schnell,
in diesem Fall wurden die Spektren jeweils 5 Minuten nach der Zugabe des Metallsalzes
aufgenommen. Die Komplexbildung kann durch Zunahme der Absorption bei 530 nm bzw.
Abnahme der Absorption bel 435 nm beobachtet werden. Man erhélt scharfe isosbestische
Punkte bei 415 nm und 460 nm, was auf eine einheitliche Komplexbildung hindeutet.
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Die maximale Absorption wird bei einer Zugabe von einem Aquvalent Cu** erreicht, es
bildet sich zunachst ausschliefllich der 1:1 Komplex des Liganden mit Cu®*. Die Farbe der
Ldsung verandert sich wahrend der Titration von Rot zu Rotviolett.

Bel weiterer Zugabe von Cu®* nimmt die Extinktion bei 530 nm durch die Bildung des
dreikernigen Komplexes [(L-H)Cus]”" wieder ab (s.u.), da dieser ein Absorptionsmaximum

bei 635 nm aufweist.
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Abb. 5.2: Spektrophotometrische Titration des Liganden L mit Cu®*
Uberlagerung der UV-Spektren (links) und Zunahme der Absorption bei 535 nm
wahrend der Titration (rechts), volumenkorrigierte Werte

Die Titrationen des Liganden L mit Ni** und Pd®* werden durch die langsame
Komplexbildung bei Raumtemperatur erschwert. Daher wurden die Proben nach jeder
Zugabe des jeweiligen Metallsalzes fur 15 bis 30 Minuten auf 50°C erwéarmt. Nach einer
Abkuhlzeit von 10 Minuten wurden die UV-Spektren aufgenommen.

Die Bildung des Komplexes [(L-H)Ni]NOs; kann durch die Zunahme der Absorption bel
500 nm und die Abnahme der Absorption bel 435 nm verfolgt werden. Es werden scharfe
isosbestische Punkte bel 420 und 460 nm erhalten. Die Lésung féarbt sich bei Zugabe von
Ni?* zunehmend rotviolett. Bei der Titration mit Pd** beobachtet man eine Zunahme der
Absorption bei 545 nm und eine Abnahme der Absorption bel 440 nm, in diesem Fall findet
man isosbestische Punkte bei 415 und 465 nm. Die Farbe der Losung verdndert sich von Rot

zu Lila
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Wie man Abbildung 5.3 entnehmen kann, ist zur quantitativen Bildung der 1:1 Komplexe
von Ni?* und Pd®* mit L ein geringer Uberschu® an Metallionen notwendig, die maximale
Extinktion wird bei ca. 1,2 Aquivalenten erreicht. Bei weiterer Zugabe von Ni%* bzw. Pd**
falt die Absorption durch Bildung der dreikernigen Komplexe wieder, da diese ein
Absorptionsmaximum bei hheren Wellenlangen aufweisen (Amax = 540 nm fiir [(L-H)Nis]>*

und Amax = 675 nm fiir [(L-H)Pd3]*").
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Abb. 5.3: Spektrophotometrische Titration des Liganden L mit Ni?* (oben) bzw. Pd®* (unten).
Links: Uberlagerung der UV-Spektren, rechts: Zunahme der Absorption wahrend
der Titration, volumenkorrigierte Werte

5.2.1.2 Isolierung der Komplexe [**

Die enkernigen  Komplexe  [(L-H)Cu][NO32H,0O, [(L-H)Ni][NO3s2H,O  und
[(L-H)Pd]CIO42H20 kénnen durch Reaktion des Liganden L mit den Metallsalzen erhalten
werden. Die Isolierung der Komplexe erfolgt durch Zugabe eines UberschulRes von KNO3
bzw. NaClO,, die erhaltenen Niederschldge werden in Methanol gelést und durch Zusatz
von Diisopropylether in reiner Form ausgefdlt. Es handelt sich bei den einkernigen
Konplexen um violette, feinkristaline Feststoffe, die durch MALDI-Massenspektren und
durch C,H,N-Analysen identifiziert wurden.
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Ausgehend von den isolierten Metallkomplexen wurden die photometrischen
Untersuchungen zur Bildung der dreikernigen Komplexe der Form [(L-H)MsCu,]*" und die
kinetischen Messungen durchgefiihrt.

Von dem Kupferkomplex [(L-H)Cu(MeOH)]CIO; wurde von Dr. |. Fritsky eine
Kristallstrukturanalyse angefertigt. Aus dieser geht hervor, daR das strukturelle Cu®*-lon

durch eine quasi-planare N4-K oordination gebunden wird.!**?

5.2.2 Bildungder dreikernigen Komplexe [(L-H)MsCu,]”*

Die  Bildung der dreikernigen Komplexe
[(L-H)MsCug]>* wurde ausgehend von den einkernigen
Komplexen durch spektrophotometrische Titrationen
verfolgt. Die Titrationen wurden unter den
Bedingungen der  kinetischen  Untersuchungen
durchgefiihrt, das heil3t, in Wasser/DMSO 3/1 bel pH 7
(50 Aquivalente MOPS-Puffer pro Aquivalent Ligand). ‘(‘N:‘ [(L-H)MsCu,**
Das Substrat HPNP wurde durch 5 Aquivalente des

stabileren Phosphodiesters Natriumdimethylphosphat ersetzt, das im Zeitfenster der

photometrischen Titrationen nicht gespalten wird. ES wurden 0,1 mM L&sungen der
einkernigen Komplexe [(L-H)Mg]" und eine 2 mM Lésung von Cu(NOs), in DM SO/Wasser
1/3 verwendet. Die Zugabe erfolgte in Schritten von 0,25 Aquvalenten Cu**, die UV-
Spektren wurden ca. 30 Sekunden nach dem Mischen aufgenommen, eine langere Wartezeit
fUhrte zu keiner weiteren Veranderung der Spektren.

Man beobachtet wahrend der Titrationen eine Abnahme der Absorption im Bereich von 520
nm und eine Zunahme der Absorption im Bereich von 635 nm mit scharfen isosbestischen
Punkten bei 555 nm fiir Ms= Cu*, 565 nm fiir Ms= Ni*" und 600 nm fir Ms = Pd*". Die
Farbe der Losungen verandert sich von Rotviolett zu Blau (fir Ms = Cu®* und Ni%*) bzw.
Blauviolett (fir Ms= Pd™).

Fir die quantitative Bildung der dreikernigen Komplexe [(L-H)Cus]®* und [(L-H)NiCu,]**
ist ein Uberschu an Cu®* notwendig, die Absorption bei 635 nm steigt bis zur Zugabe von
ca 3 Aquivaenten Cu** weiter an. Dies ist auf eine relativ schwache Komplexierung von
Cu®" durch die zweizshnigen Bindungsstellen des Liganden zuriickzufiihren. Im Gegensatz
dazu erfolgt die Bildung von [(L-H)PdCu,]®* schon bei einer Zugabe von 2 Aquivalenten

Cu?* nahezu quantitativ.
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Abb. 5.4: Spektrophotometrische Titrationen der Komplexe [(L-H)Mg * mit Cu**.
Uberlagerung der UV-Spektren der Titration von [(L-H)Cu] * (oben), Zunahme der
Absorption bei 635 nm wahrend der Titration (unten), volumenkorrigierte Werte

Eine Wiederholung der Titrationen mit in situ hergestellten einkernigen Komplexen bzw.
mit dem Substrat HPNP anstelle des Natriumdimethylphosphats fuhrt zu vergleichbaren
Ergebnissen (maximale Abweichung 15%).
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Ersetzt man Natriumdimethylphosphat bzw. HPNP durch KH,PO,, wird die Bildung des
dreikernigen Kupferkomplexes [(L-H)Cus]®* begiinstigt. Unter diesen Bedingungen kann
schon bei Zugabe von 2 Aquivalenten Cu** eine vollstandige K omplexbildung nachgewiesen

werden.
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Abb. 5.5 Titration von [(L-H)Cu] * mit Cu?* mit und ohne Zugabe von Phosphat,
volumenkorrigierte Werte

Diese Beobachtung 143t sich durch die Stabilisierung des dreikernigen Komplexes durch

Phosphat erkléren, wobei die beiden funktionellen Cu**-lonen durch Phosphat verbriickt

werden und die el ektrostatische Abstossung zwischen den Metallionen verringert wird.

5.2.3 Untersuchungen zum M etallaustausch

Fur die kinetischen Untersuchungen zur Kkatalytischen Aktivitét der dreikernigen
Metallkomplexe ist es wichtig, dal? das strukturelle Metallion in [(L-H)MsCu,]®*" (Ni** oder
Pd?*) unter den Reaktionsbedingungen nicht gegen ein Cu®*-lon ausgetauscht wird, da sich
sonst Gemische unterschiedlicher Komplexe bilden. Dieses fuhrt zu einer Verfa schung bzw.
Fehlinterpretation der Ergebnisse, da man nicht mehr feststellen kann, welche Spezies die
Aktivitét hervorruft.

Untersuchungen zum Metallaustausch wurden mit Hilfe der MALDI-Massenspektrometrie
durchgefuhrt. Hierbel macht man sich zunutze, dal3 unter den lonisierungsbedingungen die
beiden funktionellen Cu®*-lonen dissozieren und man nur die Signale der einkernigen
Komplexe [(L-H)Mg]" erhdlt.
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Die Messungen wurden unter den Bedingungen der kinetischen Untersuchungen
durchgefihrt, die Losungen enthielten 0,1 mM des jeweiligen einkernigen Komplexes, 0,4
mM Cu?*, 5mM MOPS-Puffer (pH 7) und 0,5 mM des Substrates 2-Hydroxypropyl-p-
nitrophenylphosphat (HPNP) in DMSO/Wasser 1/3. Nach 3 Tagen bei 20°C wurden
MALDI-Massenspektren aufgenommen, hierbel erhdt man Uberwiegend die Peaks fur die
einkernigen Komplexe [(L-H)Ni]* (m/z = 562) bzw. [(L-H)Pd]* (m/z = 610) und nur Spuren
von [(L-H)Cu]” (m/z = 567). AuRerdem wurden Gemische von [(L-H)Ni]* und [(L-H)Cu]*
bzw. [(L-H)Pd]" und [(L-H)Cu]* mit 4 Aquivalenten Cu** massenspektrometrisch
untersucht, hierbei werden die Signale der einkernigen Komplexe im erwarteten Verhdtnis
gefunden (s. Abb. 5.6).

Aus diesen Ergebnissen kann man ablesen, dal3 unter den Reaktionsbedingungen der
kinetischen Untersuchungen nur ein geringer Metallaustausch stattfindet. Dieser ist
vernachlassigbar klein und muR3 fir die Auswertung und Interpretation der Mef3ergebnisse
zur HPNP-Spaltung nicht berticksichtigt werden.
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Abb. 5.6: MALDI-Massenspektren von [ (L-H)Pd] *mit 4 Aquivalenten Cu?* (links) bzw. von einem
1:2-Gemisch aus [ (L-H)Pd] *und [(L-H)Cu] " mit 4 Aquivalenten Cu?*(rechts),
a: Sgnal fur [(L-H)Cu]*,b: Signal fur[ (L-H)Pd]*
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5.3 Kinetische Analyse der Phosphodiester spaltung
5.3.1 HPNP-Spaltung

5.3.1.1 Auswertung der kinetischen M essungen
Als Substrat fur die kinetischen Untersuchungen wurde die RNA-Modellverbindung

2-Hydroxypropyl-p-nitrophenylphosphat (HPNP) verwendet. Bel der Spaltung von HPNP
entsteht im ersten Schritt ein cyclischer Monoester und abhéngig vom pH-Wert
p-Nitrophenol bzw. p-Nitrophenolat (s. a. Kapitel 3.1.3). Die Messungen wurden bel pH 6
bis 7,5 durchgefihrt, in diesem pH-Bereich liegen sowohl p-Nitrophenol (NP) as auch
p-Nitrophenolat (Npat) vor. Aufgrund der starken Absorption des Metallkomplexes bei
Wellenlangen < 350 nm kann nur die Konzentration des entstehenden p-Nitrophenolats
(Amax = 400 nm) erfasst werden. Die Gesamtkonzentration des Hydrolyseprodukts wird mit
Hilfe der Hendersson-Hassel bach-Gleichung (1) berechnet.

c(NPat)
c(NP)

pH =pK, +log (1)
Mit dem pKWert fur p-Nitrophenol (pKs= 7,15) erhdt man bei pH 7 einen Faktor von 2,4
zur Berechnung der Gesamtkonzentration (NPyes) aus der p-Nitrophenolatkonzentration. Bei
Messungen mit [(L-H)Cus]®* und [(L-H)NiCu,]>* wurde die Reaktion bei 420 nm verfolgt,
die Absorption des p-Nitrophenolats betrdgt bei dieser Wellenldnge noch 90% der
Absorption bei 400 nm (der Extinktionskoeffizient € betragt 18600 M™* cm™ bei 400 nm und
16750 M™* cm™ bei 420 nm).

Die Spaltung von HPNP wird nach einem Geschwindigkeitsgesetzt pseudo-erster Ordnung
behandelt. kops Wird aus der konstanten Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion bei kleinem
Umsatz (<10%) bestimmt. Daher wird neben der Katalysatorkonzentration auch die
Substratkonzentration als konstant angesehen und es gilt:

_ do(NP,)

% = [HPNF], dt %)

Alle Ergebnisse sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung, die maximale Abweichung
betragt 15%.
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5.3.1.2 Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit vom strukturellen Metallion M

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vom strukturellen
Metallion Ms wurde Cu®* al's funktionelles Metallion eingesetzt. Als strukturelle Metallionen
dienten Cu?*, Ni?* und Pd**. Firr die kinetischen Untersuchungen wurden 0,1 mM Lésungen
der einkernigen Komplexe [(L-H)Mg]" mit 50 Aquivalenten MOPS-Puffer (pH 7,0), 0 bis 3
Aquivalenten Kupfernitrat und 5 Aquivalenten des Substrates HPNP in Wasser/DMSO 3/1
verwendet.

Mit den einkernigen Komplexen erhdlt man nur sehr geringe Spaltungsgeschwindigkeiten
(Kops < 2 x 10° s%), die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt bei Zugabe von Cu?* stark zu. Das
Aktivitatsmaximum liegt bei ca 2,5 Aquivalenten Cu**. Dies stimmt mit den Ergebnissen
aus den photometrischen Titrationen Uberein, wonach zur Bildung der dreikernigen
Komplexe ein Uberschu® an Cu** notwendig ist. Bei weiterer Zugabe von Cu(NOs), bleibt
die Spaltungsgeschwindigkeit annahernd konstant. Bei mehr als 4 Aquivalenten Cu®* nimmt
sie wieder ab, der Wert fir kqps ist bei insgesamt 7 Aquivalenten Cu?" nur noch halb so grofl3
wie bei einer Zugabe von 4 Aquivalenten Cu®*. Dies liegt moglicherweise daran, da3
{iberschiissiges Cu®* tiber Hydroxobriicken an den Katalysator gebunden wird und so dessen
Aktivitét herabsetzt !
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Abb. 5.7: ko fiir die Spaltung von HPNP in Abhéngigkeit von der Cu?*-Konzentration und
vom strukturellen Metallion Ms bei pH 7,0 und 20°C; Dreifachbestimmung,
maximale Abweichung 15%

Die Aktivitét der dreikernigen Komplexe hangt stark vom strukturellen Metall Mg ab. Durch

[(L-H)Cus]®" wird HPNP um den Faktor 3 schneller gespalten als durch [(L-H)NiCus]>* und

sogar um Faktor 10 schneller a's durch [(L-H)PdCuy]®" (Kews= 2,7 (+ 0,4) x 10 s fir Mg =

Cu?*, 9,5 (+ 1,4) x 10° s fir Ms= Ni®* und 2,5 (+ 0,4) x 10° s fir Mg= Pd*").
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Dies hangt damit zusammen, dal3 schon durch geringe Verdnderungen im lonenradius von
Ms und in dessen Neigung, die NsMs-Koordinationsebene zu verzerren, die Konformation
des Katalysator-Komplexes und die Préorganisation der beiden funktionellen Metallionen
stark beeinfluf3t wird.

Eine direkte Beteiligung von Ms an der Reaktion ist aus sterischen Grinden ausgeschlossen.
Auch die Ergebnisse kinetischer Untersuchungen mit 4,6-Di(2-pyridyl)pyrimidin (py.pym),
einer Untereinheit des Liganden L, und 2 Aquivalenten Cu(NOs),
deuten darauf hin, da® Ms nicht as funktionelles Metall an der
Reaktion teilnimmt. Durch [(py-pym)Cu,]** wird das Substrat HPNP
unter den Ublichen Reaktionsbedingungen nur sehr langsam gespalten
(Kops = 8,0 (+ 0,4) x 10° s%: 0,1 mM py-pym, 0,2 mM Cu(NOs),, 0,5
mM HPNP, DMSO/Wasser 1/3, 5 mM MOPS-Puffer pH 7, 20°C).
Eine effiziente Kooperation der Pyrimidin-verbriickten Cu®*-lonen
wird also nicht beobachtet.

[(py2pym)Cuy]**

Die Reaktivitdt der dreikernigen Komplexe gegeniber HPNP ist mit der anderer
Kupferkomplexe mit zwei funktionellen Cu?*-lonen vergleichbar.!>*#%7™72 ko fur die
unkatalysierte Reaktion in Wasser/DMSO 3/1 bei pH 7,0 (5 mM MOPS-Puffer) betragt 1,2
(+ 0,3) x 10® s*. Durch Cu?**-lonen wird unter diesen Reaktionsbedingungen die Spaltung
von HPNP vernachléssigbar langsam katalysiert (kops = 3,0 (+ 0,5) x 10° s, 0,2 mM Cu?").

Durch die Zugabe von einem Aquivalent PO, zu [(L-H)Cus]®" wird die Spaltung von
HPNP vollstandig unterdriickt (keps < 1 x 10° ). Im Gegensatz dazu wird die Reaktions-
geschwindigkeit durch Zusatz von 5 Aquivalenten NaClO,4 oder NaNOs nicht beeinfluft.

Losungen, die den Liganden L und 3,5 Aquvaente Ni(NOs), bzw. Pd(CH3CN)4(BFs)2
enthalten, beschleunigen die HPNP-Spaltung nur sehr wenig (keps = 1,0 (+ 0,2) x 10° s* mit
Ni®* bzw. kops < 1 x 10° s* mit Pd**; 0,1 mM L, 3,5 mM Ni*/Pd®*,0,5 mM HPNP, 20°C,
DM SO/Wasser 1/3, 5 mM MOPS-Puffer, pH 7,0).
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5.3.1.3 pH-Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit

Fiur die Messungen wurden 0,1 mM Losungen der einkernigen Komplexe mit 2,5
Aquivalenten Cu(NOs),, 5 Aquivalenten HPNP und 50 Aquivalenten Puffer verwendet. Bei
pH 55 bis 6,5 wurde 2-(N-Morpholino)ethansulfonsédure (MES) und bei pH 7 und 7,5
3-(N-Morpholino)propansul fonsaure (MOPS) als Puffersubstanz eingesetzt.

Die pH-Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit ist fur die eingesetzten Komplexe mit
Ms = Cu?*, Ni?* bzw. Pd*" sehr hnlich. Die maximale Aktivitat wird bei pH 6,5 bis 7
erreicht. Bei niedrigeren pH-Werten sinkt die Spaltungsgeschwindigkeit langsam, wéahrend
siebei pH 7,5 deutlich abnimmt.
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Abb. 5.8: Abhangigkeit der Spaltung von HPNP durch [ (L-H)MsCus] > vom pH-Wert
Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15%

Die Ursache fur die Abnahme der Spaltungsgeschwindigkeit bei hoheren pH-Werten liegt in

der Bildung von hydroxyverbriickten Aggregaten mit (iberschiissigem Cu®*, bei pH > 7,5

beginnen Kupferhydroxid-Niederschldge auszufallen. Bel pH-Werten < 5,5 dissozieren die

dreikernigen Komplexe zumindest teilweisein [(L-H)Mg* und Cu?*.
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5.3.1.4 Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Komplexkonzentration

Die Messungen zur Abhadngigkeit der  Spaltungsgeschwindigkeit von  der
K omplexkonzentration wurden ausgehend von dem einkernigen Kupferkomplex [(L-H)Cu]”
durchgefiihrt. Es wurden folgende Reaktionsbedingungen eingehalten: 0,5 bis3x 10“*M
[(L-H)Cu]*, 2,5 Aquivalente Cu**, 5 mM MOPS-Puffer (pH 7,0) und 0,5 mM HPNP in
Wasser/DM SO 3/1, 20°C.
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Abb. 5.9: Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Komplexkonzentration

Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15%
In diesem Konzentrationsbereich héngt die Reaktionsgeschwindigkeit linear von der
K omplexkonzentration ab, die Reaktion ist erster Ordnung bezogen auf die [(L-H)Cus]*-

Konzentration.

5.3.1.5 Turnover-Messungen

Bel langeren Reaktionszeiten und damit verbundenen grofReren Umsdizen kann man
feststellen, inwieweit die Komplexe katalytisch wirksam sind oder ob lediglich eine
stéchiometrische Umsetzung des Substrates erzielt werden kann. Ein Turnover bzw. eine
Turnover-Zahl von 1 entspricht hierbel einem Umsatz von einem Molekil Substrat pro
Komplexmolekiil.

Fir diese Untersuchungen wurden zunéchst die Messungen unter den tblichen Bedingungen
(0,1 mM [(L-H)Mg*, 0,25 mM Cu*, 0,5 mM HPNP, 5 mM MOPS-Puffer pH 7,0 in
DMSO/Wasser 1/3, 20°C) Uber mehrere Stunden hinweg verfolgt (Abb. 5.10).
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Abb. 5.10: Zeitlicher Verlauf der Spaltungsreaktion mit [ (L-H)MsCu,]>* als Katalysator,
Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15%

Fir den Komplex [(L-H)Cus]®* findet man eine konstante Reaktionsgeschwindigkeit (Kops=
2,8 x 10s™) bis zu einem Zeitpunkt von ca. 500 Sekunden. In diesem Zeitraum wird 15%
der eingesetzten Substratmenge umgesetzt. Die Reaktionsgeschwindigkeit verlangsamt sich
unter anderem aufgrund der abnehmenden Substratkonzentration immer weiter. Aul3erdem
konkurriert das Reaktionsprodukt, der cyclische Phosphodiester, mit dem Substrat um die
Bindung an den Katalysator. Dadurch wird die Reaktion zusétzlich verlangsamt. Tragt man
die logarithmierten Werte der Substratkonzentration gegen die Reaktionszeit auf, so wirde
man fur eine Reaktion 1. Ordnung einen linearen Zusammenhang erwarten. Dies ist jedoch
nur zu Beginn der Reaktion (< 500 s) der Fall. Uber einen langeren Zeitraum hinweg
betrachtet, entspricht die Spaltung von HPNP eher einer Reaktion 2. Ordnung, wie man an
dem linearen Zusammenhang zwischen der reziproken Substratkonzentration und der
Reaktionszeit erkennt. Mit zunehmender Reaktionsdauer wird die HPNP-Spaltung also
stérker verlangsamt, als man es fur eine Reaktion 1. Ordnung erwarten wirde, was mit der

oben erlauterten Produkthemmung kompatibel ist.

Nach 35 Minuten haben 40% (0,2 mmol) des HPNP reagiert, das entspricht einer Turnover-
Zahl von 2. Fiir den Komplex [(L-H)NiCu]>* erhalt man nach 185 Minuten zwei Turnover
und fiir [(L-H)PdCus]®* nach 155 Minuten ein Turnover. Bei der Bestimmung der Turnover-
Zahlen muf3 jedoch berticksichtigt werden, dal3 eine Produkt-K onzentration von 0,2 mmol/I
einer Extinktion von ca. 2 entspricht. Die ermittelten Werte sind daher mit einem relativ
grof3en Fehler (ca. 20%) behaftet.
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Setzt man einen groReren UberschuR an HPNP ein, kann man mehrere Turnover ohne
Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit beobachten. Fir den dreikernigen Komplex
[(L-H)Cus]®" (0,1mM) erh&lt man bei einer HPNP-Konzentration von 2,5 mmol/l innerhalb
von 10 Minuten 2 Turnover ohne Verlust der Aktivitét, die aus diesem Wert berechnete

Turnover-Frequenz betragt 12 h™.

5.3.1.6 Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration
(Michaelis-M enten-Kinetik)

Erste Untersuchungen zur Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Substratkonzentration wurden mit dem dreikernigen Kupferkomplex durchgefthrt. Es
wurden 0,1 mM Lésungen von [(L-H)Cu]* in Wasser/DMSO 3/1 mit 2,5 Aquivalenten Cu®*
und 50 Aquivalenten MOPS-Puffer (pH 7,0) verwendet, die HPNP-Konzentration lag

zwischen 0,1 und 2,5 mmol/Il.
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Abb. 5.11: Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration,
Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15%

Man erhdlt einen linearen Zusammenhang zwischen der Substrat-Konzentration und der

Spaltungsgeschwindigkeit bei HPNP-Konzentrationen < 1 mmol/l. Bel hoheren

Substratkonzentrationen wird die Reaktion nicht mehr so stark beschleunigt. Es liegt eine

Séttigungskinetik vor, die nach dem Zeitgesetz von Michaelis und Menten fir

enzymkatalysierte Reaktionen behandelt werden kann.
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Dabel bildet sich zunédchst in einer schnellen Gleichgewichtsreaktion ein Katalysator-
Substrat-Addukt, welches irreversibel zu den Produkten weiterreagiert. Im Séttigungsbereich
wird der Katalysator-Substrat-Komplex quantitativ gebildet und der Zerfall des Addukts zu
den Produkten wird der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion.

k1 Keat
Kat./(HPNP)

Kat. + HPNP Produkte + Kat.

ka

In diesem Fal gilt: L. L + 1 .
dc/dt K. [Kat] K ewe Kex [KaL][HPNP]

Durch  Auftragung der reziproken  Geschwindigkeit gegen die reziproke
Substratkonzentration in einem Lineweaver-Burk-Diagramm kann man Kppne Und Ko
ermitteln. Kypyp entspricht hierbel der Gleichgewichtskonstanten fur die Bindung des
Substrates an den Metallkomplex, ke ist die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung fir
die Spaltung des an den Katalysator gebundenen HPNP.

Als x-Achsenabschnitt erhdlt man die Komplexbildungskonstante Kypne und als y-
Achsenabschnitt (ke [Kat.])™. Zur Ableitung dieser Beziehung siehe auch Kapitel 3.7.1.

Die weiteren kinetischen Untersuchungen zur Abhéngigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit
von der Substratkonzentration wurden mit Hilfe eines Pipettierroboters durchgefihrt, was
eine grofRe Anzahl von Messungen innerhalb von kurzer Zeit ermdglichte. Es wurden die
ublichen Reaktionsbedingungen verwendet, abweichend von den anderen Mef3reihen wurde
Cu?* ds letzte Substanz hinzugefiigt, um die Reaktion zu starten.

Im Lineweaver-Burk-Diagramm erkennt man einen linearen Zusammenhang zwischen der
reziproken Reaktionsgeschwindigkeit und der reziproken Substratkonzentration, die
Reaktion kann im untersuchten Konzentrationsbereich durch das Geschwindigkeitsgesetz

von Michaelis und Menten beschrieben werden.
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(dc/dt) -1x 10-8 [ M-1s]

Abb. 5.12: Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung von ke, und Kypne fur die Spaltung
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von HPNP durch [(L-H)MsCuy] >*
Dreifachbestimmung, maximale Abweichung 15%
Bedingungen: 0,1 mM [(L-H)M<Cu,] >*, DMSO/Wasser 1/3, pH 7,0

Aus der Auftragung der reziproken Werte konnen kez und Kppne ermittelt werden. Die
Geschwindigkeitskonstanten ke unterscheiden sich fir die drei Komplexe deutlich
voneinander, [(L-H)Cus]®* spaltet HPNP sechsmal schneller als [(L-H)NiCu,]* und sogar
77-mal schneller as[(L-H)PdCu,]®*. Fiir die Gleichgewichtskonstante K pnp erhédlt man eine
entgegengesetzte Tendenz, das Substrat wird 8-mal stérker an [(L-H)PdCu,]°* gebunden als

(50 Aquivalente MOPS-Puffer), 20°C

an [(L-H)NiCu,]°* und 16-mal stérker als an [(L-H)Cus]’*(s. Tabelle 5.1).

Ms Krene (M) keat (X 107 s1)
cu? 170 (+ 35) 17 (£ 3)

NiZ* 340 (+ 70) 3,1(x0,6)
P 2600 (+ 500) 0,22 (+ 0,05)

Tabelle 5.1: k., und Kypne flr die Spaltung von HPNP durch [ (L-H)MsCuy] 5
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Der katalytisch aktivste Komplex [(L-H)Cus]®* hat die geringste Affinitdt zum Substrat
HPNP, dariiberhinaus sind die beiden funktionellen Cu?*-lonen schwécher an den Komplex
gebunden als in [(L-H)PdCus]°*, wie man anhand der spektrophotometrischen Titrationen
erkennen kann. Durch Cu?* als strukturelles Metalion wird die Konformation des
Komplexes wahrscheinlich so beeinflul®, dal3 ein vergleichsweise energiereicher
Katalysator-Substrat-Komplex  gebildet wird. Maoaglicherweise  wird dadurch  die
Energiedifferenz zum Ubergangszustand der Reaktion verringert und der Zerfal in die
Reaktionsprodukte beschleunigt.

5.3.1.7 Spaltung von HPNP durch Kupferkomplexe der Schwefel- und Selen-Analoga

von L

Um den Einflud der Spacergruppe auf die
Spaltungsgeschwindigkeit von HPNP zu untersuchen,
wurden Kupferkomplexe von R-S-R bzw. R-Se-R
verwendet und die erhaltenen Ergebnisse mit denen
von [(L-H)Cus]®* verglichen.

Die kinetischen Messungen wurden unter den

gleichen Bedingungen wie die mit L as Ligand
durchgefiihrt. Zunéchst wurden Lésungen von R-S-R X=S:R-S-R

. X =Se: R-Se-R
mit 1 bis 10 Aquivaenten Cu(NO3), in DMSO
hergestellt. Nach einer Wartezeit von 2 Stunden wurden Wasser und MOPS-Puffer
hinzugefiigt und die Reaktion nach weiteren 30 Minuten durch Zusatz des Substrates HPNP
gestartet. Die Konzentrationen in den Reaktionslésungen betrugen 0,1 mM Ligand, 0,1 bis
1 mM Cu*, 5 mM MOPS-Puffer (pH 7,0) und 0,5 mM HPNP in DM SO/Wasser 1/3.
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Abb. 5.13: kg flr die Spaltung von HPNP durch (R-SR)- Komplexe in Abhangigkeit von
der Cu?*-Konzentration; Doppel bestimmung, maximale Abweichung 15%
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Die Spaltungsaktivitat des 1:1-Komplexes [(R-S-R)Cu]*" ist sehr gering (Kobs = 2,0 (+ 0,3) X
10° s1). Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt mit steigender Cu®*-Konzentration linear zu,
das Aktivitatsmaximum wird bei 9 Aquivalenten Cu?* erreicht (Kops = 1,9 (+ 0,3) x 10* s%).
Bei noch gréReren Cu*- Konzentrationen bleibt die Spaltungsgeschwindigkeit nahezu
konstant. Einen sehr &hnlichen Verlauf der Aktivitat in Abhangigkeit von der Cu?*-
Konzentration erhdlt man mit R-Se-R als Ligand. Auch hier liegt die maximae
Reaktionsgeschwindigkeit bei 9 Aquivalenten Cu?* (kgps= 1,0 (+ 0,2) x 10°* )11

Die Bildung der einkernigen Komplexe [(R-S-R)Cu]** bzw. [(R-Se-R)Cu]*" und der
dreikernigen Komplexe [(R-S-R)Cus]® bzw. [(R-Se-R)Cus]® kann in CH3CN/CH,Cl,-
Gemischen (CH3CN/CH.Cl, 1/1) durch spektrophotometrische Titrationen nachgewiesen
werden. Dabei hat sich gezeigt, dal3 bei Zugabe von DM SO die Bildung der mehrkernigen
Komplexe erschwert wird.™*¥ Unter den Bedingungen der kinetischen Untersuchungen
(Wasser/DM SO 3/1) liegt daher nur eine geringe Konzentration der dreikernigen Komplexe
vor, die vermutlich die katalytisch wirksame Spezies sind. Bei Zugabe von Cu** steigt die
Komplexkonzentration und damit die Reaktionsgeschwindigkeit an.

Die Kupferkomplexe von R-S-R zeigen eine etwa doppelt so hohe Aktivitét gegentiber
HPNP wie die von R-Se-R. Dieser Unterschied 1813t sich durch den Einflul? der Spacergruppe
(S oder Se) auf die Konformation des Komplexes und vor alem auf den Abstand der beiden
funktionellen Cu**-lonen erklaren. Dadurch wird die katalytische Aktivitat der Komplexe

entscheidend beeinflufit.

Ein direkter Vergleich der Kupferkomplexe von L, R-SR und R-Se-R gestaltet sich
schwierig, da sich [(L-H)Cus]®" unter den Bedingungen der kinetischen Messungen bei
einem geringen Cu?*-Uberschuf quantitativ bildet. Dartiberhinaus ist es in [(L-H)MsCus]®*
maoglich das strukturelle Metallion zu variieren, da sich hierbei stabile Komplexe bilden,
wahrend mit R-S-R und R-Se-R als Liganden ein schneller Metallaustausch zwischen Mg
und den funktionellen Kupferionen stattfindet.**"
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5.3.2 Reaktivitat von [(L-H)MsCus]®" gegeniiber anderen Substraten

Anaog zu den kinetischen Messungen mit der RNA-Modellverbindung HPNP wurden
Untersuchungen zur Hydrolyse anderer Substrate durch [(L-H)MsCus]®* durchgefiihrt.
Hierbei wurden der Phosphomonoester p-Nitrophenylphosphat (NPP), der aktivierte Ester
p-Nitrophenylacetat (NPA), das DNA-Modell Bis(p-nitrophenyl)phosphat (BNPP) und das
RNA-Dinucleotid UpU (s. unten) als Substrate eingesetzt.

Die Versuche mit NPP, BNPP und NPA wurden unter den gleichen Bedingungen
durchgefuihrt wie digenigen mit HPNP. Es wurden 0,1 mM Ld&sungen der einkernigen
Komplexe [(L-H)Mg* mit 2,5 Aquivalenten Cu?*, 50 Aquivalenten MOPS-Puffer (pH 7,0)
und 5 Aquivalenten Substrat in DM SO/Wasser 1/3 verwendet.

Es kann jedoch in keinem Fall eine Beschleunigung der Hydrolysereaktion nachgewiesen
werden, die dreikernigen Komplexe [(L-H)MsCu,]** sind inaktiv gegeniiber den Substraten
NPP, BNPP und NPA.

5.3.3 Spaltung des RNA-Dinucleotids Uridinyl(3'-5")Uridin (UpU)

Zur Untersuchung der Spaltung von RNA-Dinucleotiden durch [(L-H)MsCuy]>*wurde
Uridinyl(3-5")Uridin (UpU) als Substrat verwendet. Im ersten Schritt der Reaktion entsteht
ein cyclischer Ester (2,3-cUMP) durch einen intramolekularen Angriff der 2'-
Hydroxygruppe, dieser kann dann zu den Monoestern und schliefdlich zu Uridin und
Phosphat hydrolysiert werden (zum Reaktionsablauf siehe auch Kapitel 4.4.1).

Die Reaktionsprodukte werden durch HPLC-Messungen nachgewiesen und quantifiziert. Es
wird dafur eine reversed phase C18-Saule eingesetzt, als Laufmittel dient ein Gemisch von
8 mM KH,PO, in Wasser mit 12% Methanol bel einer Fliel3geschwindigkeit von 0,3 ml/min.
Die Detektion erfolgt durch Messung der UV-Absorption bet A = 260 nm. Die
Retentionszeiten betragen unter diesen Bedingungen 6,8 Minuten fur UpU und 5,2 Minuten
fur Uridin. AuRerdem erhalt man Peaks fiir die dreikernigen Komplexe [(L-H)MsCus]* bei
3,1 Minuten und fir DM SO, das in den Reaktionldsungen als Solvens verwendet wird, bei
4,3 Minuten.
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Abb. 5.14: HPLC-Elutionsprofil firr die Spaltung von UpU (0,1 mM) durch [(L-H)Cus] >*
(2 mM) nach einer Reaktionszeit von 140 h

Es wurden Untersuchungen mit verschiedenen Komplexkonzentrationen (0,1 mM bzw.
1 mM [(L-H)MsCu,]”") und mit verschiedenen Substratkonzentrationen (0,1 mM bzw. 0,5
mM UpU) durchgeftihrt. Die Messungen erfolgten analog zu den UV-Messungen mit HPNP
als Substrat in Wasser/DMSO 3/1 bei pH 7,0 (20 bzw. 50 Aquivalente MOPS-Puffer) und
20°C. In geeigneten Zeitabsténden wurden Proben entnommen und mit Laufmittel verdinnt,
umn die Reaktion zu stoppen. Der dabel entstehende Niederschlag (wahrscheinlich
[(L-H)MsCu,]°* mit koordiniertem Phosphat in feinverteilter Form) wurde abzentrifugiert
und die Lésungen anschlieffend durch HPLC-Messungen analysiert.

2,3 -cUMP und die Monoester konnten dabei nicht nachgewiesen werden, sie werden im
Reaktionsgemisch nicht angereichert sondern reagieren schnell weiter zu Uridin und
Phosphat.
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Tragt man die Konzentration des entstehenden Uridins gegen die Zeit auf, so erhdlt man aus
der Anfangssteigung die Reaktionsgeschwindigkeit fur die Spaltung von UpU. Fir den
dreikernigen Kupferkomplex [(L-H)Cus]®* betragt ks 3,5 (+ 0,7) x 10® s (0,1 mM
[(L-H)Cus]*>*, 0,5mM UpU). Unter den gleichen Bedingungen wird das aktivierte Substrat
HPNP ca. 10*- mal schneller gespalten (Kgus = 2,7 (+ 0,4) x 107 ™).
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Abb. 5.15: Spaltung von UpU (0,5 mM) durch [(L-H)MsCus,] >* (0,1 mM) bei pH 7 und 20°C,

Zunahme der Uridinkonzentration mit der Zeit, Doppelbestimmung; maximale
Abweichung 20%

Die Uibrigen Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 aufgelistet. Mit Ms= Ni?* konnten keine genauen

Werte ermittelt werden, da in den Proben schon nach einigen Stunden Niederschlage

ausgefallen sind.
Zusammensetzung der Proben Kobs (s'l)
Ms = Cu®* Ms = Pd**
0,5 mM UpU / 5mM MOPS <5x10°
0,1 mM UpU / 20 mM MOPS <5x10°
0,1 mM [(L-H)MsCu,]°>*/ 0,5 mM UpU 35(*07)x10®  1,2(+02) x 10

1 mM [(L-H)MsCu,]°*/ 0,5 mM UpU
1 mM [(L-H)MsCu,]**/ 0,1 mM UpU

6,0 (+ 1,2) x 10°®
1,0 (+ 0,3) x 107

1,0 (+ 0,2) x 10”7
1,6 (+ 0,3) x 10”7

Reaktionsbedingungen: DM SO/Wasser 1/3, 5 mM MOPS-Puffer (0,1 mM Komplex) bzw.
20 mM MOPS-Puffer (1 mM Komplex), pH 7,0, 20°C
Alle Werte sind Mittelwerte einer Doppel bestimmung, maximale Abweichung 20%.

Tabelle 5.2: kys fir die Spaltung von UpU durch [ (L-H)M<Cu,] >*
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Insgesamt sind die fur die Spaltung von UpU gefundenen Beschleunigungen durch
[(L-H)MsCu,]°* Kleiner als die kiirzlich in der Literatur beschriebenen Werte fiir einen
zweikernigen Kupferkomplex (Kops = 8,7 x 10° s; 2 mM Komplex, 0,1 mM UpU, 25°C,
pH 7,5).[4

Die Aktivitét der Komplexe [(L-H)MsCu,]™* hangt auch bei der Spaltung von UpU vom
strukturellen Metallion ab. Der Effekt ist jedoch bei einem Unterschied von Kop,s um den
Faktor 1,5 bis 3 beim Vergleich von [(L-H)Cus]®* und [(L-H)PdCu,]*" nicht mehr so groR
wie bei der Spaltung von HPNP, wo die Aktivitéten der beiden Metallkomplexe sich um den
Faktor 10 unterscheiden. Eine mogliche Ursache dafir ist der groRere sterische Anspruch
des Ubergangszustandes der Dinucleotid-Spaltung.



