ZUSCHRIFTEN

Die Koordination von Methoxid in der Tasche
von {Cu"Tp®"™M¢} ynd ein einfaches Modell fiir
das Cu-Zentrum der Galactose-Oxidase**

Michael Ruf und Cortlandt G. Pierpont*

Funktionalisierte Hydrotris(pyrazolyl)borat-Liganden (Tp®)
sind verwendet worden, um geschiitzte Koordinationsstellen
bei Ubergangsmetallzentren zu schaffen. Pyrazol-N-Atome
dhneln dabei Histidin-Donoren, und TpR-Komplexe von Fe,
Cu und Zn dienen als Modelle fiir bioanorganische Metall-
koordinationssphiren sowohl im Hinblick auf deren Struktur
als auch auf deren Funktion.!! Basische Hilfsliganden in der
geschiitzten Tasche konnen durch Protonierung entfernt
werden, wobei eine freie Koordinationsstelle am Metallzen-
trum entsteht. Bisher wurde Hydroxid dafiir verwendet, doch
Alkoxide bieten als stirkere Basen den Vorteil besserer
Abgangsgruppen. Hier beschreiben wir Ergebnisse von
Studien zur Methoxid-Koordination in der Tasche, die vom
Cumenyl- und Methyl-substituierten Tp-Liganden in {Cu"Tp-
CumMe} - gebildet wird. AuBerdem berichten wir iiber die
Bildung eines einfachen Analogons zum Kupfer-Zentrum
der Galactose-Oxidase.

Durch Zugabe einer Losung von Cu(ClO,), in Methanol zu
KTp®mMe in  Dichlormethan wurde [Cuf{(Tp©™Me)Cu(u-
OMe),},] 1 erhalten. Der Rontgenstrukturanalyse dieses
Komplexes zufolge sind die drei Cu?*-Ionen linear angeord-
net;? ein planares [Cu(OMe),]*> -Ion im Molekiilzentrum ist
dabei mit weiter auBen gelegenen, quadratisch-pyramidalen
[Cu(TpCmMe)]+-Tonen verbriickt (Abb. 1). Die Methoxid-O-
Atome der Pyramidenbasis ermoglichen einen starken anti-
ferromagnetischen Austausch zwischen den Metallzentren,
weshalb der Komplex ein temperaturunabhédngiges magneti-
sches Moment von 1.82 ug hat entsprechend S=1/2. Bei
Raumtemperatur ist das Molekiil im festen Zustand und in
Toluollosung EPR-inaktiv, in glasartig erstarrtem Toluol
unter 100 K registriert man ein schwaches, konturloses Signal
bei g =2.26. Die starke Basizitdt des Methoxidliganden in 1
wurde genutzt, um aus diesem Komplex durch Reaktion mit
2-(Methylsulfanyl)phenol [Cu(TpcmMe){O(MeS)CH,}] 2 zu
erhalten.

Galactose-Oxidase (GOase) aus Pilzen katalysiert die
Oxidation primiirer Alkohole zu Aldehyden.! Sie zéhlt zu
einer interessanten Klasse von Metalloenzymen, die einen
Zwei-Elektronen-Oxidationsschritt mit einem einzigen re-
doxaktiven Metallion im aktiven Zentrum Kkatalysieren,
in diesem Fall einem Kupferion. Aus einer rontgenographi-
schen und einer Extended-X-ray-absorption-fine-structure-
(EXAFS)-Analyse geht hervor, da das Cu-Zentrum in der
partiell oxidierten, inaktiven (GOaseS™")- und der vollstéin-
dig oxidierten, aktiven (GOase®X)-Form des Enzyms ein Cu'l-
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Abb. 1. Struktur von 1 im Kristall. Ausgewihlte Abstinde[A] und
Winkel []: Cul-O1 1.948(3), Cul-02 1.947(3), Cu2-O1 1.922(3), Cu2-02
1.917(3), Cul-N2 2.030(3), Cul-N3 2.038(3), Cul-N1 2.486(4); O1-Cul-N2
165.2(1), 02-Cul-N3 168.8(1).

Zentrum mit quadratisch-planarer Umgebung ist.”] Ein
ungewohnliches Cysteinyltyrosin (Tyr272, Cys228) ist iiber
das Tyrosin-O-Atom an der Pyramidenbasis an Cu koordi-
niert und erweitert dessen Redoxaktivitit.’] Zwei weitere
basale Koordinationsstellen sind von Histidin-N-Atomen
besetzt, die apicale Stelle von einem O-Atom eines normalen
Tyrosins (Tyr495). Die vierte Koordinationsstelle an der
Pyramidenbasis direkt neben dem Tyr272-O-Atom ist die
Substratbindungsstelle.[’) Die Oxidation von GOaseS®™! zur
aktiven GOase®X findet am Cysteinyltyrosin statt. Sykes et al.
bestimmten das Oxidationspotential dieses Tyrosins und
stellten einen ungewOhnlich niedrigen Wert von 0.40V
(gegen die Normalwasserstoffelektrode, pH 7.5) fest,! wih-
rend Tyrosin und Phenolate sonst iiblicherweise bei Poten-
tialen oxidiert werden, die niher bei 1.0 V liegen.’! Mit der
Substratoxidation geht die Reduktion von molekularem
Sauerstoff einher [Gl. (1)].1% Die Metallkoordination und

RCH,OH RCHO
Cu?*(Tyrs-Cys) == Cu’*{TyrS-Cys) == Cu’(TyrS-Cys) m
H,0; 0,

der Cysteinylsubstituent tragen so zur Verschiebung des
Oxidationspotentials von Tyr272 bei, daf3 eine Reoxidation
durch molekularen Sauerstoff oder Superoxid im Aktivie-
rungsschritt moglich wird.

Der Rontgenstrukturanalyse von 2 zufolge liegt ein Cu-
Zentrum mit quadratisch-pyramidaler Geometrie vor, dabei
besetzen ein Phenolat-O-Atom und zwei Pyrazol-N-Atome
basale Koordinationsstellen (Abb.2)."1 An der vierten
basalen Koordinationsstelle befindet sich das S-Atom des 2-
(Methylsulfanyl)phenolats; die Cu-S-Bindungsldnge ist mit
2.394(2) A fiir einen Thioether relativ kurz.'?l Hierin unter-
scheiden sich die Cu-Zentren von 2 und dem Enzym, doch
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Abb. 2. Struktur von 2 im Kristall. Ausgewihlte Abstinde[A] und
Winkel[?]: Cu-O 1.900(4), Cu-S 2.394(2), Cu-N1 2.023(5), Cu-N3
2.026(5), Cu-N2 2.319(4), C40-O 1.334(8), C41-S 1.719(6), S-C46 1.795(8),
C40-C41 1.315(9), C41-C42 1.456(9), C42-C43 1.385(11), C43-C44
1.318(11), C44-C45 1.367(10), C40-C45 1.447(9); O-Cu-N1 170.9(2), S-
Cu-N3 157.7(1).

konnen die charakteristischen Eigenschaften des Komplexes
einen Einblick in die GOaseSEM! und die GOase®X vermitteln.

Elektrochemische Messungen an 2 ergaben eine irrever-
sible Oxidation des Phenolatliganden bei einem Potential von
0.61 V (CH,Cl,, gegen Ferrocen/Ferrocenium). Dieser Wert
ist positiver als die Reduktionspotentiale entsprechender
Phenolatliganden mit elektronenschiebenden Alkylsubsti-
tuenten.” 3151 Er ist auch trotz struktureller Ahnlichkeit
zwischen dem Komplex 2 und GOase®X um etwa 0.6V
positiver als das Reduktionspotential des Tyrosylrestes in der
GOase®XPl Ein Charakteristikum im Enzym, das zum nega-
tiveren Wert fiir Tyr272 beitragen konnte, mag die Bildung
eines Charge-Transfer-Komplexes mit dem Indolring von
Trp290 sein.l’l Der Cumenylsubstituent des apicalen Pyrazols
in 2 konnte eine dhnliche n-Stapelung mit dem Phenolatring
eingehen.l' Die Struktur 14Bt aber erkennen, daB die
Methylgruppe am S-Atom dies verhindert und daf} die
Bildung des Komplexisomers, bei dem sich der Methylsub-
stituent der Sulfanylgruppe unterhalb der Pyramidenbasis
befindet, wegen ungiinstiger Wechselwirkungen mit den
Cumenylsubstituenten benachteiligt ist. Modellstudien erga-
ben, dal der Methylsulfanylsubstituent das Oxidationspoten-
tial des an Kupfer koordinierten Phenolats um ungeféhr
—0.2 V verschieben kann.[”! Die beim Reduktionspotential
fir das Enzym festgestellte stark negative Verschiebung
deutet auf einen wichtigen Beitrag hin, der aus der Wechsel-
wirkung mit dem Tryptophan herriihrt.

Die Irreversibilitdt der Oxidation von 2 konnte daraus
resultieren, daf in der oxidierten Form des Komplexes das
Thioether-S-Atom vom Cu-Zentrum abdissoziiert [Gl. (2)].

0o Cul—0
cult — . (2)
s Hs*
\CH3 CH3
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Eine Oxidation zum Radikal wiirde dabei die positive Ladung
am S-Atom erhShen. Charakteristisch fiir das (Methylsulfa-
nyl)phenolat in 2 ist, daB3 selbst in dessen reduzierter Form die
Ring-C-S-Bindung einen betréchtlichen Doppelbindungscha-
rakter hat. Die S-C41-Bindungslinge zum Ring-C-Atom ist
nidmlich mit 1.719(6) A betrichtlich kiirzer als die zum
Methyl-C-Atom mit 1.795(8) A, und die C40-O-Bindungs-
linge von 1.334(8) A unterscheidet sich nicht wesentlich von
Werten in chelatartig gebundenen Brenzcatechinatliganden.
Dariiber hinaus weist der Phenolatring ein subtiles, aber
signifikant ausgepridgtes Muster von kurzen und langen C-C-
Bindungsldngen auf. Die C40-C41-Bindung und die ihr
gegeniiberliegende C43-C44-Bindung sind mit 1.315(9) and
1.318(11) A nahezu so lang wie lokalisierte Doppelbindun-
gen. Die unmittelbar benachbarten C40-C45- und C41-C42-
Bindungen sind linger, namlich 1.456(9) und 1.447(9) A, und
die anderen beiden Bindungslingen im Ring liegen mit
1.367(10) und 1.385(11) A dazwischen.

In einem Punkt unterscheidet sich der Komplex 2 deutlich
vom aktiven Zentrum des Enzyms, und das ist die Koordina-
tionsstelle fiir das S-Atom, an die beim Enzym das Substrat
bindet. 2 bildet sich dadurch, da Methanol aus dieser
Koordinationsstelle verdrangt wird. Bei aus Methanol erhal-
tenen Proben des Komplexes zeigte sich, da3 der Alkohol den
S-Liganden nicht vom Metallzentrum verdrdngen kann. Die
Ringebene des Tyr272-Phenylrings in der GOaseS™! und die
tetragonale Ebene des Cu-Zentrums stehen senkrecht zuein-
ander.l) Eine Drehung des Cys228-S-Atoms in die Substrat-
bindungsstelle hinein wiirde das Enzym wahrscheinlich des-
aktivieren. Es wird aber an seinem Platz gehalten durch die
Einbindung des Cysteins in das Protein und ebenso durch die
ni-Stapelung mit Trp290.

Das vorrangige Interesse bei der Galactose-Oxidase galt
bisher der Kupfer-(Cysteinyl-Tyrosin)-Wechselwirkung, fiir
die Funktionsbereitschaft des aktiven Zentrums ist allerdings
Trp290 von wesentlicher Bedeutung. Trp290 bildet nédmlich,
wie aus Molecular-Modeling-Studien hervorgeht, eine H-
Briicke zum Ring-O-Atom der p-Galactose und trédgt so zur
Substratselektivitit bei,® und es verhindert eine Drehung des
ungewoOhnlichen Cysteinyltyrosins, so daf3 eine irreversible
Koordination von Schwefel an das aktive Zentrum unmdoglich
wird. AuBerdem fiihrt seine Charge-Transfer-Wechselwirkung
mit dem Ring von Tyr272 zu einem giinstigen Reduktions-
potential, das eine Oxidation durch Superoxid erméglicht.

Experimentelles

1: Cu(ClOy,), - 6 H,0 (429 mg, 15 mmol) in 20 mL Methanol wurde zu einer
Losung von KTp©™Me (500 mg, 0.77 mmol)!'"”! in 15 mL Dichlormethan
gegeben. Die Mischung wurde geriihrt und der dabei entstandene griine
Niederschlag durch Filtration abgetrennt. Das Produkt erhielt man als
hellgriinen, mikrokristallinen Feststoff in 78 % Ausbeute (460 mg). Durch
langsames Verdampfen einer gesittigten Losung in Dichlormethan/Me-
thanol wurden fiir eine Rontgenstrukturanalyse geeignete Kristalle ge-
ziichtet, die man dabei als instabile Dichlormethansolvate der Formel 1-
2 CH,Cl, erhielt.

2: 1 (100 mg, 0.065 mmol) wurde zu einer Losung von 2 Aquiv. 2-
(Methylsulfanyl)phenol in Dichlormethan/Methanol gegeben. Die griin-
braune Mischung wurde zur Entfernung des polymeren Cu(OMe), filtriert.
Beim langsamen Eindampfen des Filtrats erhielt man Kristalle von tief
blaugriiner Farbe in 50 % Ausbeute (53 mg). C,H,N-Analyse: ber.: C 68.0,
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H 6.5,N 10.3; gef.: C67.8, H 6.9, N 10.2; UV/Vis (Toluol): A, (¢) =485 nm
(1530), 756 (510); magnetisches Moment (292 K): 1.81 ug.
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