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Durch Koordination von Ruthenium an native
Glucose-Oxidase zu einer effizienten
Elektroneniibertragung™*
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Alexander D. Ryabov*

Die Elektroneniibertragung zu oder von den aktiven
Zentren von Oxidoreduktasen! wird im Labor oft durch
kovalentes Binden einer redoxaktiven Verbindung an die
Oberfliche?! oder an das aktive Zentrum des Enzymsl
ausgeldst. Dabei werden meist Ubergangsmetallkomplexe
wie Ferrocenderivate und Osmiumverbindungen eingesetzt.
Daneben gibt es auch Berichte iiber den Einsatz von
Rutheniumverbindungen,” 8! doch fanden diese keine breite
Anwendung, was tiberrascht, wenn man an die, verglichen mit
den verwandten Osmiumkomplexen, geringeren Kosten der
Rutheniumkomplexe und ihre hohere Reaktivitéit gegeniiber
GOP! denkt. Eine weitere attraktive Eigenschaft von Ruthe-
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niumkomplexen des Typs cis-[Ru(LL),Cl,] (LL =Liganden
vom bpy- oder phen-Typ) ist ihre Fihigkeit, einzdhnige
Stickstoff-Donorliganden wie Pyridin oder Imidazol (Q)
koordinativ zu binden [GI. (1)].

cis-[Ru(LL),Cl,] + Q = cis-[Ru(LL),CIQ]*Cl- )

Wenn man Proteine als potentielle Liganden betrachtet,
scheinen Enzyme eine vorziigliche Wahl zu sein, da viele von
ihnen, einschlieBlich den Oxidoreduktasen, in ihren aktiven
Zentren Histidinreste enthalten, an deren Imidazol-Seiten-
ketten cis-[Ru(LL),Cl,] binden kénnte. Damit befidnde sich
der Komplex in der Néhe des aktiven Zentrums und sollte so
ein wirkungsvolles Relais fiir die Elektroneniibertragung sein
(Schema 1). Die Glucose-Oxidase aus A. niger eignet sich als

e

F/'\/D\*[?U(LL)QCI]

[Ru(LL)Cl2]
—_ >

GO Ru(LL)-GO

Schema 1. Schematische Illustration der Bindung eines Ru-Komplexes an
Glucose-Oxidase und seiner Relaisfunktion.

Testenzym besonders gut, da sie zwei Imidazol-Seitenketten
in der Nihe von FAD enthilt — die von His 516 und His 559.11
Wir beschlossen daher, GO mit den Komplexen cis-
[Ru(LL),CL] (LL=bpy (1), phen (2)) ,koordinativ¢ zu
beladen und die elektrokatalytischen Eigenschaften dieser
Ruthenium-modifizierten GO (Ru(LL)-GO) zu untersuchen.
In der Tat gelang es uns, einen extrem aktiven Biokatalysator
mit iiberlegenen elektrokatalytischen Eigenschaften herzu-
stellen.

Das Redoxpotential der Halbreaktion Ru™+e=Ru' ist
fiir die Verkniipfung mit GO nahezu ideal. Da der Liganden-
austausch bei Ru'l- und Ru'-Verbindungen drastisch unter-
schiedlich einfach gelingt!'l - letztere sind gegeniiber einer
Ligandensubstitution nahezu inert - sollten fiir die Kom-
plexbildung mit GO Ru"-Verbindungen eingesetzt werden.
Nach der Komplexbildung sollte Ru™ moglichst zu Ru™
oxidiert werden, da damit die Bindung an die Protein-
Donorgruppen stirker wird. Es kam ein zweistufiges Ver-
fahren zum Einsatz, das an das Entwickeln und Fixieren von
SchwarzweiBfilmen erinnert: Komplexierung (Entwicklung)
und Dialyse (Fixierung) wurden bei verschiedenen pH-Wer-
ten durchgefiihrt.

Mittels Differentialpulsvoltammetrie wurde gezeigt, daf3 2
in einer gepufferten wéBrigen Losung bei pH 5.5 mit Imidazol
reagiert: Das Potential verschob sich bei der Zugabe zweier
Aquivalente Imidazol zu einer Losung von 2 von 382 zu
330 mV (Abbildung 1a,b). Eine sehr dhnliche Verschiebung,
von 382 zu 340 mV, erhielten wir, als wir GO zur Losung von 2
gaben (Abbildung 1c). In diesem Fall sank allerdings der
Stromfluf} auf etwa 40 %. Dies palit zum Wert von 43 %, der
mit der Annahme, daB der Komplex vollstindig an ein
Makromolekiil von 150000 Da gebunden ist, erhalten wur-
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Abbildung 1. Differentialpulsvoltammogramme von 2 (9.8 x 10~*m, 0.01m
Phosphatpuffer, pH 5.5, 25°C, Aufnahmegeschwindigkeit 20 mVs™)
a) ohne Zusatz von Imidazol, b) in Gegenwart zweier Aquivalente
Imidazol, c) in Gegenwart von 0.14 Aquivalenten GO.

de.l'”l DaB in Abbildung 1¢ nur ein Peak zu sehen ist, 148t
darauf schlieBen, daB Ru"" vollstindig an das Enzym gebun-
den ist und daf3 an der Bindung dhnliche Donorgruppen, sehr
wahrscheinlich die Imidazol-Seitenketten von Histidinresten,
beteiligt sind. Gleiches ergab sich im Fall von Komplex 1. Man
weiBl, daB Ru'-Derivate, die beispielsweise aus 2 erhalten
wurden, in Gegenwart von GO durch D-Glucose leicht
reduziert werden und da man diese Reaktion UV/Vis-
spektroskopisch verfolgen kann.[’) Dasselbe Verhalten wurde
hier durch eine cyclovoltammetrische Untersuchung besté-
tigt. Sowohl 1 als auch 2 koppeln effektiv intermolekular mit
GO, und die Geschwindigkeitskonstanten (zweiter Ordnung)
k der Oxidation von reduzierter GO durch die elektroche-
misch erzeugte Ru-Verbindung sind (1.5 4 0.2) x 10°] bzw.
(0.90 £0.06) x 10°m~'s~! (25°C, pH 7 (0.01m Phosphat), [Glu-
cose] 0.033Mm). Wurde der pH von 7 mit 0.1m Phosphat-
Losung eingestellt, resultierten kleinere Geschwindigkeits-
konstanten: Im Fall von 1 betrug sie nur noch (5.4+0.2) x
10*m~!s~L Unter diesen Bedingungen erzeugt Reaktion (1)
aus 1 jedoch die Verbindungen cis-[Ru(bpy),CIQ]* (Q =Py-
ridin, Imidazol, Histidin) mit einem groferen formalen
Redoxpotential, das gegeniiber dem von 1 (E“ =300 mV)
anodisch um 182, 106 bzw. 104 mV verschoben ist. Dies fiihrt
zu einer drastischen Erhohung der Geschwindigkeitskon-
stanten; sie betragen (4.15 £0.01) x 10°, (3.6 £ 0.2) x 10° bzw.
(9.6 £0.4) x 10°M~!s~L. Verwendet man eine 0.01m Phosphat-
Losung, ist dieser Effekt so gut wie verschwunden.

Die Komplexbildung zwischen 1 oder 2 und GO wurde bei
pH 5.5 im Phosphatpuffer (0.01m) durchgefiihrt; das Verhilt-
nis von GO zu Ru" betrug 1:3.5 bzw. 1:7. Unter diesen
Bedingungen wird Ru" durch molekularen Sauerstoff nicht zu
Ru'™ oxidiert. Daher ist die substitutionslabile Verbindung an
der ,,Entwicklung® beteiligt. Die Dialyse wurde gegen den-
selben Puffer bei pH 7.0 durchgefiihrt. Bei diesem pH-Wert
wurde Ru! langsam oxidiert, und nach 48 h lag nahezu
ausschlieBlich Ru' vor. Dadurch wurde die Rutheniumver-
bindung an die Donorgruppen des Enzyms fixiert. Bei den
genannten GO-Ru-Verhiltnissen wurde das Ruthenium
vollstindig an das Enzym gebunden. Es wurde gezeigt, daf3
die Eigenschaften des Ru-modifizierten Enzyms nach
Gelchromatographie unverindert sind; die Herstellung des
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aktiven Biokatalysators erfordert die Dialyse zusammen mit
der Oxidation.

Die Ru-modifizierte GO (Ru(LL)-GO) erwies sich als
ebenso aktiv und stabil wie die native GO: Die spektropho-
tometrisch gemessene katalytische Aktivitit (bezogen auf 2,6-
Dichlorphenolindophenol (DCIP)™) betrug 73.4 (phen) bzw.
82% (bpy) der Aktivitdt von nativer GO, und eine Losung,
die einen Monat bei pH 7 und 5°C gehalten wurde, wies
keinerlei Aktivitdtsverlust auf. Die funktionelle Stabilitdt von
Ru(LL)-GO 14Bt sich von der nativer GO nicht unterschei-
den. Das UV/Vis-Spektrum des modifizierten Enzyms ist eine
Uberlagerung der Spektren von GO (4, =455 nm, nicht
gezeigt) und Ru™ (Abbildung 2). Die beiden Maxima im
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Abbildung 2. UV/Vis-Spektren von Ru(phen)-GO (3.4 mgmL~') a) vor
und b) nach der Reduktion durch p-Glucose im Uberschuf (0.1m). ¢) UV/
Vis-Spektrum von 2 in Gegenwart von Imidazol. Bedingungen fiir alle
Spektren: pH 7 (0.01m Phosphatpuffer), (22 +2)°C.

Spektrum von Ru(phen)-GO (Abbildung 2a) bei 455 und
648 nm stammen von FAD bzw. Ru'l. Die Zugabe von D-
Glucose fiihrte zu einer Farbidnderung von griinlich nach lila
(Abbildung 2b), was auf die Umwandlung des koordinierten
Ru™ in Ru" zuriickzufiihren ist [GL (2); mit GO(ox) und

p-Glucose

Ru"-GO(ox)———Ru"-GO(red) 2)

GO(red) werden die oxidierten bzw. reduzierten Formen des
Enzyms bezeichnet]. In Einklang damit ist das Spektrum der
reduzierten Ru(phen)-GO im Bereich 400-800 nm #hnlich
dem, das von 2 in Gegenwart von Imidazol erhalten wird
(Abbildung 2¢). Insbesondere verschwindet die Bande bei
648 nm, und die Intensitidt der 455-nm-Bande nimmt ab, da
FAD zu FADH, reduziert wird.[' Zudem tritt eine Verschie-
bung des Absorptionsmaximums nach 467 nm auf, die Ru"
entspricht. Da die enzymatische Aktivitit ca. 75% betragt,
kann man unter der Annahme, da Ru" die einzige bei dieser
Wellenldnge absorbierende Komponente ist, die Menge des
»katalytisch aktiven“ Rutheniums anhand des Extinktions-
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koeffizienten, der fiir 2 in Gegenwart von Imidazol erhalten
wurde, abschédtzen. Berechnungen lassen darauf schlieen,
daB Ru(phen)-GO und Ru(bpy)-GO iiber drei bzw. ein
aktives Rutheniumzentrum verfiigen.

Die cyclovoltammetrisch bestimmten elektrokatalytischen
Eigenschaften der Ru(LL)-GO-Komplexe sind Abbildung 3
zu entnehmen. Ohne Zusatz von D-Glucose (Kurven
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Abbildung 3. Cyclovoltammogramme von Ru(bpy)-GO (A) und Ru-
(phen)-GO (B) a) ohne, b) mit Zusatz von D-Glucose (0.033m). [Ru-
(bpy)-GO] 12.7, [Ru(phen)-GO] 171 mgmL-!, pH7 (0.01m Phosphat-
puffer), Aufnahmegeschwindigkeit 10 mVs~!. Der Einschub zeigt ein
vergroBertes Voltammogramm von Ru(phen)-GO ohne Zusatz von D-
Glucose.

a) werden nur schwache Signale bei 350 (Ru(bpy)-GO) bzw.
324 mV (Ru(phen)-GO) erhalten. Die in Gegenwart von D-
Glucose aufgenommenen Kurven b belegen die beeindruk-
kenden elektrokatalytischen Eigenschaften von Ru(LL)-GO:
Die Verstirkungskoeffizienten /1, sind 12.8 fiir Ru(bpy)-GO
und 66.7 fiir Ru(phen)-GO (bei 500 bzw. 480 mV). Die fiir
unterschiedliche ~Aufnahmegeschwindigkeiten erhaltenen
Verstarkungskoeffizienten sind in Tabelle 1 zusammengefaf3t.
DaB sie sogar bei hohen Aufnahmegeschwindigkeiten grof3
sind, macht die Ruthenium-modifizierten Katalysatoren zu
sehr vielversprechenden Verbindungen fiir Biosensoren.

Um die Wirksamkeit von Ru(LL)-GO mit der von GOs zu
vergleichen, die mit anderen Redoxverbindungen modifiziert
wurden, ermittelten wir die Geschwindigkeitskonstanten der
intramolekularen Elektroneniibertragung durch Computer-
simulation der in Abbildung 3 angegebenen Daten nach
bekannten Verfahren.”] Dabei legten wir das in Schema 2

Tabelle 1. Verstirkungskoeffizienten /I, bei 500 (Ru(bpy)-GO) bzw.
480 mV (Ru(phen)-GO) in Abhingigkeit von der Aufnahmegeschwindig-
keit v; 25°C, pH 7, 0.01m Phosphatpuffer.

v[mVs] I,

v[mVs] I,

Ru(bpy)-GO 2 40.9 Ru(phen)-GO 5 93.7
5 37.8 10 66.7
10 12.8 20 47.6
30 20.5
40 18
100 7.1
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FADH, M!" = FADH,-M" ¢ (EY, Elektrode)
FADH,-M™ — FADH-M"} H* (k,)
FADH-M" =— FADH"-M"' + ¢ (EY, Elektrode)
FADH-M" . FAD-M"+ H~ (k,)

FAD-M!" — FADH,-M" (k;)

Annahmen: k, =k,, EY = EJ l' k; =800 s~! (Glucose-gesittigt)!'

Schema 2. Den Computersimulationen zugrundeliegendes Modell.

zusammengefafite Modell zugrunde und erhielten als Ge-
schwindigkeitskonstanten 70 s~! fiir Ru(phen)-GO und 12 s7!
fir Ru(bpy)-GO. Zum Vergleich: Die hochste Geschwindig-
keitskonstante in einer Reihe von mit 13 willkiirlich ausge-
suchten Ferrocencarbonsidurerestern modifizierten GOs ist
3.6 s7.11 Wir erhielten dariiber hinaus bei der Zufallsmodi-
fizierung von GO mit 4-Pyridylessigsdure und der anschlie-
Benden Komplexierung mit 1 einen Katalysator mit k; =
0.55 s7. Die Vorteile der koordinativen Modifizierung brau-
chen nicht weiter kommentiert zu werden.

Zusammengefalit liefert die extrem einfache koordinative
Modifizierung von GO mit Ru'(bpy)- oder Ru!(phen)-
Komplexen katalytisch und elektrokatalytisch sehr aktive,
stabile Biokatalysatoren, die sogar bei hohen Aufnahmege-
schwindigkeiten zu einem bisher nicht erreichten Verstir-
kungskoeffizienten I/I, und entsprechend hohen Geschwin-
digkeiten der intramolekularen Elektroneniibertragung fiih-
ren. Dies legt den Schluf zwingend nahe, daf} sich die
Rutheniumzentren in der Néhe des aktiven Zentrums des
Enzyms befinden und vermutlich an die Histidine 516 und/
oder 559 koordiniert sind.

Experimentelles

Die elektrochemischen Messungen wurden mit einem Potentiostat/Galva-
nostat (Modell 273A, EG&G Prinston Applied Research) durchgefiihrt. Es
wurde eine Drei-Elektroden-Anordnung eingesetzt (Arbeitselektrode:
Glaskohlenstoff, Referenzelektrode: AgCl/Ag gesittigt, Hilfselektrode:
Pt). GO aus Aspergillus niger (EC1.1.3.4,285 Umg™") war ein Préparat von
Serva. Die Ruthenium(ir)-Komplexe wurden wie beschrieben!'”! hergestellt.

Modifizierung von GO mit Ru': Zu 1 mL einer Lsung von 2 (9.8 x 10~m)
in einer 0.01m Phosphatpufferlosung (pH 5.5) wurde eine abgewogene
Menge GO (20.5mg) gegeben (Verhiltnis Ru:GO 7:1). Die dabei
erhaltene braunlich-rote Losung wurde 4 h bei Raumtemperatur stehen-
gelassen. Wihrend dieser Zeit verblaf3te die Farbe, was auf die Bindung an
GO und die partielle Oxidation von Ru"! zu Ru™ zuriickzufiihren ist.
AnschlieBend wurde die Losung 48h bei 5°C gegen einen 0.01m
Phosphatpuffer (1L, pH 7.0) dialysiert, wobei der Puffer mindestens
zweimal ausgetauscht wurde. Die Losung wurde schlieBlich griin, was fiir
die vollstindige Oxidation von Ru" zu Ru'" spricht. Die Differentialpuls-
voltammetrie der dialysierten Losung belegte, daB8 kein nicht an GO
gebundener Rutheniumkomplex vorhanden war. Die mit der Lowry-
Methode bestimmte Proteinmenge in der Probe betrug 17.1 mgmL~'; die
spektrophotometrisch bestimmte, auf DCIP bezogene Aktivitit war 73.4 %
(native GO: 100 % ). Die Modifizierung von GO durch 1 wurde analog
durchgefiihrt; das Verhiltnis von Ru zu GO betrug 3.5:1. Die Aktivitdt war
82%.

Eingegangen am 1. Juli 1998 [Z12079]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 804 —807
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[{(MeAl(x,-F)},N(2,6-iPr,C¢H;) |, -
eine molekulare Al-F-N-Kifigverbindung**

Helge Wessel, Hyung-Suh Park, Peter Miiller,
Herbert W. Roesky* und Isabel Us6n

AIN und AlF; sind hochschmelzende, temperaturbestindi-
ge Feststoffe und in organischen Losungsmitteln unloslich. In
den letzten Jahren ist es jedoch gelungen, von beiden
Verbindungen 16sliche Vorstufen zu erhalten, die durch
Eliminierung der organischen Reste unter relativ milden
Bedingungen zu AINM bzw. AIF;? fithren. Wir wollten nun
kldren, ob es moglich ist, beide Systeme zu vereinen und
losliche Al-F-N-haltige Vorstufen zu synthetisieren. Nachfol-
gend beschreiben wir die Synthese von [(2,6-iPr,CsH;NH)-
MeAl(u,-F)], 1 und dessen Pyrolyse zur ersten Al-F-N-
Kifigverbindung, 2, die roéntgenstrukturanalytisch,’] NMR-
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Industrie fiir ein Doktoranden-Stipendium.
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und IR-spektroskopisch sowie massenspektrometrisch cha-
rakterisiert wurde. Verbindung 2 wurde in Form farbloser
Kristalle iiber eine zweistufige Eliminierungsreaktion aus
Me,AlF und (2,6-iPr,C¢H;)NH, erhalten (Schema 1).

HNAr
Me... ! Me
PhCH; Al—F
s AN
F Al s
4 ArNHy + (MezAlF)4$_> ‘ | NHAr
4 Me ArHN" Al\ JE
B / CF—Al
Me Me
AINH
1
Me
M ’ Ar
\ F\Al\‘
Al e b F\ .
Y
AN Ar—y ~Ar
1 — 12 E
-2 ArNH; \ F FAI(--,,MC /
A E.,
Mé F— Al
/Al\N/ “~Me
Me \
Ar
2

Schema 1. Synthese von 1 und 2. Ar=2,6-iPr,CsH;.

Im ersten Reaktionsschritt wurde an jedem Al-Atom des
achtgliedrigen Edukts (Me,AlF), eine Methylgruppe unter
Methanabspaltung durch einen (2,6-iPr,C¢H;)NH-Rest er-
setzt. 1 konnte isoliert und charakterisiert werden: Im EI-
Massenspektrum wurde der Peak von [M —3Me]* bei m/z
902 detektiert, die 'YF-NMR-Signale (6 = — 141 und — 140) fiir
die Al-verbriickenden Fluoratome waren in Einklang mit
denen bekannter Al-F-Al-Substrukturen,>® und die Ele-
mentaranalyse bestétigte die Zusammensetzung. Die Pyroly-
se von 1 erfolgte tiberraschenderweise dann unter (2,6-
iPr,C¢H;)NH,-Eliminierung. Diese bei zwei sehr unterschied-
lichen Temperaturen ablaufende Reaktionsfolge ermoglichte
die Isolierung von 2 in hohen Ausbeuten.

2 kristallisiert in der tetragonalen Raumgruppe P42,c mit
einem Viertelmolekiil in der asymmetrischen Einheit; die
iibrigen drei Viertel werden durch die 4-Achse erzeugt. Der
Kern der Struktur ist ein wiirfelférmiger Kifig, dessen sechs
Fldachen vier achtgliedrige AlN(u,-F);-Ringe in der Halb-
sessel-Konformation und zwei ebenfalls achtgliedrige
ALN,(u,-F),-Ringe in der Boot-Konformation bilden (Abbil-
dung 1). In allen Ringen ist die Besetzung mit Metall- und
Nichtmetallatomen alternierend. Zur Vervollstindigung der
Koordinationssphire tréigt jedes Al-Atom eine Methylgrup-
pe, und jedes N-Atom ist an einen 2,6-Diisopropylphenyl-
Rest gebunden.

Die mittlere AI-N-Bindungslinge in 2 (1.788(3) A) liegt in
dem fiir Al-N-Bindungen typischen Bereich,! die Al-F-
Bindungen (im Mittel 1.785(3) A) sind linger als AIl-F-
Einfachbindungen (1.65 A), aber durchaus typisch fiir z,-
verbriickende F-Atome.l Die Aluminiumatome sind alle
leicht verzerrt tetraedrisch koordiniert (Winkelsumme 651.5°
(ideales Tetraeder: 657.0°)), wobei man vier Gruppen von
Winkeln unterscheiden kann: F-Al-F- (1 x ), C-Al-N- (1 x ),
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