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Die Oxidation von Benzylalkohol mit Cu"- und
Zn"-Phenoxylradikal-Komplexen als Modell
fiir die Redoxreaktion der Galactose-
Oxidase™**

Shinobu Itoh,* Masayasu Taki, Shigehisa Takayama,
Shigenori Nagatomo, Teizo Kitagawa, Norio Sakurada,
Ryuichi Arakawa und Shunichi Fukuzumi*

Elektronenverschiebungen zwischen einem Ubergangsme-
tall-Ion und einer redoxaktiven Aminosdure-Seitenkette, wie
der Phenoleinheit von Tyrosin, spielen eine entscheidende
Rolle in biologisch wichtigen Prozessen.!!l'. Vor wenigen
Jahren wurde ein an ein Cu"-Ion koordiniertes Tyrosin-
Radikal im aktiven Zentrum der Galactose-Oxidase (GO,
EC 1.1.3.9) nachgewiesen.”l GO katalysiert die Oxidation von
D-Galactose und primdren Alkoholen zu den entsprechenden
Aldehyden unter Reduktion von O, zu H,O, [GL (1)]. Die

RCH,0H + O, — RCHO + H,0, )

Kristallstrukturanalyse dieses Metalloenzyms (Auflosung
1.7 A) ergab, daB der Tyrosin-Rest (Tyr272), der in dquato-
rialer Position an ein Cu'-Ion koordiniert ist, kovalent an das
Schwefelatom des benachbarten Restes Cys228 gebunden ist
(Schema 1).! Die Cu"-Phenoxylradikal-Gruppierung wird
als aktives Zentrum von GO angesehen, die bei der Oxidation
von Alkoholen zu Aldehyden unter Aufnahme von zwei
Elektronen in die reduzierte Form [Cu!(phenol)] iibergeht.-!
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Schema 1. Darstellung der Koordination am Cu''-Zentrum der Galactose-
Oxidase (links; das unbeschriftete O-Atom stammt von einem Acetat-Ion
oder von Wasser), des organischen Cofaktors (Mitte) und der protonierten
Form des in den Modellkomplexen verwendeten Liganden 1 (rechts; py =
2-Pyridyl).
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In letzter Zeit wurden viele Anstrengungen unternommen,
Komplexe zu synthetisieren, die die katalytischen und spek-
troskopischen Eigenschaften der Cu'-Phenoxylradikal-Grup-
pierung der nativen Enzyme aufweisen.’'"! Wieghardt et al.
konnten ein Funktionsmodell fiir GO entwickeln, indem sie
einen Cu'-Komplex mit der Radikalform von 2,2’-Thio-
bis(4,6-di-tert-butylphenol) (LH,) als Liganden synthetisier-
ten, der Alkohole unter aeroben Bedingungen oxidieren
kann.[ Das aktive Zentrum dieser Verbindung ist der dimere
Phenoxylradikal-Komplex [Cu¥(L*),]**, wobei nur die Radi-
kale als Oxidationszentren wirken und am Cu'-Zentrum
keine Redoxreaktion stattfindet. Somit stellt sich die Frage,
welche Bedeutung dem Cu'-Zentralatom bei der enzymati-
schen Reaktion der GO zukommt.

Wir berichten hier iiber zwei Modellkomplexe, deren
Strukturen und spektroskopische Eigenschaften denen des
aktiven Zentrums von GO idhneln. Der eine, ein Cu'l-
Phenoxylradikal-Komplex, kann zwei Elektronen aufneh-
men, der andere, der entsprechende Zn"'-Komplex, dagegen
nur eines. Zu unserer Uberraschung oxidieren beide Kom-
plexe Benzylalkohol zu Benzaldehyd. Die Kinetik der beiden
Oxidationen ist allerdings verschieden; ihre Untersuchung
liefert wertvolle Einblicke in den Katalysemechanismus von
GO.

Die Bildung von [Cu'(1')(NO;)]* wurde UV/Vis-spektro-
skopisch verfolgt. Die Zugabe von (NH,),[Ce!V(NO;)s] (CAN)
zu einer Losung des dimeren Kupfer(ir)-Phenolat-Komplexes
[Cull(1),](PF,),"1 bei 25°C fiihrte sofort zu einer Abnahme
der  Ligand-Metall-Charge-Transfer(LMCT)-Absorptions-
bande des dimeren Komplexes bei 522 nm, wihrend
gleichzeitig neue Absorptionsbanden bei 415nm (e=
1790m~'em™') und 867 nm (e =550m~'cm™!) auftraten (Ab-
bildung 1). Ein &hnliches Spektrum erhielten wir bei der
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Abbildung 1. UV/Vis-Spektren von [Cul(1),](PF,), (2.5x10™*M in
CH;CN, gestrichelte Linie) und [Cu'(1°)(NOs)]* (durchgezogene Linie),
das aus ersterem durch Zugabe von CAN (5.0 x 10~*m) bei 25°C erzeugt
wurde. Einschub: zeitlicher Verlauf der Absorptionsanderung bei 867 nm
durch die Bildung und Zersetzung von [Cu'(1°)(NO;)]*.

Oxidation von [Zn"(1)(CH;CN) ]PF 'l durch CAN unter den
gleichen Versuchsbedingungen (418 nm (¢ =1250m~'cm™)
und 887 nm (¢ =510M~'em™') in CH;CN bei 25°C). Die UV/
Vis-Spektren dhneln denen der Radikalform von 2-Methyl-
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thio-p-cresol (A =400 und 830 nm)!*> 3l und der oxidierten
Form von GO (445 und ca. 800 nm).P! Dies deutet darauf hin,
daf} die bei der CAN-Oxidation auftretenden Absorptions-
banden von dem Liganden 1° stammen. Diese Absorptions-
bande im langwelligen Bereich (oberhalb 800 nm), die
charakteristisch fiir das katalytische Zentrum der GO ist,
wurde aufler bei einem von Halcrow et al. beschriebenen
Radikalkomplex"”! bei keinen anderen Cu!- und Zn"-Phen-
oxylradikal-Komplexen beobachtet.

Weitere Beweise fiir die Bildung von [M"(1")(NO;)]* M =
Cu, Zn) erhielten wir aus den Resonanz-Raman-Spektren
(M =Cu: 7=1512, 1589 cm™!; M =Zn: 7=1517, 1595 cm™'),
den Elektrospray-Ionisations-Massenspektren (ESI-MS)[
und den ESR-Losungsspektren der mit CAN oxidierten
Phenolat-Komplexe (M = Cu (—196°C, CH;CN): ESR-inak-
tiv; M=Zn (—80°C, CH;CH,CN): g=2.0052). Die durch
Computersimulation bestimmten isotropen Hyperfeinkop-
plungskonstanten von [Zn(1)(NO3)]* (arsme=3.72 G, a5
u=115G, as3=0.87G, acygeny) =243 G) deuten darauf
hin, dal wie bei den metallfreien Phenoxylradikalen ein
erheblicher Teil der Spindichte in die Methylthio-Gruppe
delokalisiert ist.'?l Aus den nahezu identischen spektrosko-
pischen Eigenschaften der beiden Phenoxylradikal-Komplexe
schlieBen wir, daB sie eine dhnliche Struktur haben.

Der Cu!-Komplex zersetzt sich bei Raumtemperatur
allméhlich in einer Reaktion erster Ordnung (ke cuy=
1.62 x 10~3s~!, Einschub in Abbildung 1).[] Die Zugabe von
Benzylalkohol in groBem UberschuBl zu einer Losung von
[Cu(1)(NOs)]* in CH;CN beschleunigt den Zerfall des
Komplexes. Die Bildung von [Cu'(1-H)|* als Endprodukt war
daran zu erkennen, da a)im Spektrum des Reaktionsge-
mischs nach der Reaktion keine charakteristischen LMCT-
und d-d-Absorptionsbanden des Cu!-Komplexes auftraten
und b) das Endprodukt nicht ESR-aktiv war. Zudem wurde
der Ligand 1-H nach der Aufarbeitung mit wiaBrigem NH; fast
quantitativ zuriickgewonnen, was bei der Selbstzersetzung
nicht der Fall ist.'"] Die quantitative Bildung von Benzalde-
hyd wurde durch GC-MS bestitigt.'¥l Die Oxidation von
Benzylalkohol zu Benzaldehyd gehorcht einem Geschwindig-
keitsgesetz pseudo-erster Ordnung, und die Auftragung der
Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung Ko, cu)
gegen die Konzentration des Benzylalkohols ergibt eine
Gerade (Abbildung2a). Aus der Steigung dieser Gerade
wurde die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung
kcy=479x103m"'s™! abgeleitet. Die Verwendung von
PhCD,OH anstatt PhCH,OH fiihrte zu einem starken kine-
tischen Isotopeneffekt (k™ c,y/kPc,=6.8), was darauf hin-
weist, daf die Abstraktion des benzylischen Wasserstoffatoms
Teil des geschwindigkeitsbestimmenden Schritts ist.

Benzaldehyd wurde auch bei der Umsetzung von Benzylal-
kohol mit [Zn"(1°)(NO;)]* erhalten.l'¥ Im Unterschied zur
Reaktion des Cu'-Komplexes ist die Reaktion des Zn'-
Komplexes mit Benzylalkohol zweiter Ordnung in bezug auf
die Abnahme der Absorption bei 887 nm, und die Geschwin-
digkeitskonstante zweiter Ordnung Koy z) ze€igt eine Ab-
hingigkeit zweiter Ordnung von der Alkoholkonzentration
(Abbildung 2b).["1 Die Ausbeute an Benzaldehyd betrug nur
fast die Hilfte der Ausbeute der Reaktion des Cu'-Kom-
plexes.
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Abbildung 2. a) Auftragung von (Kpeob.(cuy — Kzers(cuy) gegen die Konzentra-
tion von Benzylalkohol fiir die Oxidation von Benzylalkohol durch
[Cu(1°)(NO3)]* in CH;CN bei 25°C. Einschub: graphische Darstellung
der Reaktion pseudo-erster Ordnung; y=In(A — A_). b) Auftragung von
(Koeob.(zn) — Kzers(zn)) gegen die Konzentration von Benzylalkohol fiir die
Oxidation von Benzylalkohol durch [Zn"(1")(NO;)]* in CH;CN bei 25°C.
Einschub: graphische Darstellung der Reaktion zweiter Ordnung; y=
(Ag—A)[Zn(1)]o(A — A,) x 1074

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, da3 die Oxidation von
Benzylalkohol durch [Cu"(1°)(NO;)]* iiber die Koordination
von Benzylalkohol in monomerer Form und einen formalen
2e /2H*-Mechanismus verlduft, wobei quantitativ Benzalde-
hyd und [Cul(1-H)] entstehen (Schema?2a (TypI)). Bei
[Zn(1")(NOs)]* ist am Metallzentrum keine Redoxreaktion
zu erwarten. In diesem Fall konnen zwei Elektronen nur von
den Phenoxylradikalen in einer dimeren Form aufgenommen
werden (Schema 2b (Typ II)). Die Reaktion ist somit zweiter
Ordnung, und der Mechanismus &hnelt dem, der bei der
Reaktion des oben genannten Komplexes von Wieghardt
et al. beobachtet wurde.[™ Bisher wurde angenommen, daf3
die enzymatische Reaktion nach dem Mechanismus vom
Typ I verlduft. Unsere kinetischen Experimente mit den
Modellkomplexen [Cul(1')(NO;)]* und [Zn"(1")(NO;) |* zei-
gen eindeutig, welche Bedeutung dem Redoxpaar Cu!/Cul!
und der reversiblen Umwandlung der Phenoxylradikalform in
die Phenolform bei der Zweielektronenoxidation von Alko-
holen am einkernigen, in der Proteinmatrix fixierten Kupfer-
komplex des Metalloenzyms GO zukommt.
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Schema 2. Mechanismus vom Typ I (a) und vom Typ II (b) der Oxidation
von Benzylalkohol durch den Kupfer- bzw. Zink-Modellkomplex. (Auf die
Angabe von Ladungen wurde verzichtet.)

Experimentelles

Kinetische Experimente und Produktanalyse: Die Cu- und Zn"-Phen-
oxylradikal-Komplexe wurden in situ erzeugt, indem man eine dquimolare
Menge (NH,),[Ce™(NO;)s] (CAN, 5.0 x 10~#m) bei 25°C zu einer ent-
gasten CH;CN-Losung von [MY(1),](PF), (M = Cu, Zn,l''1 2.5 x 10~*M) in
einer UV-Kiivette gab (1 cm Dicke, mit einem Siliconstopfen dicht ver-
schlossen). Die Geschwindigkeitskonstanten der Selbstzersetzung (k)
der Phenoxylradikal-Komplexe wurden bestimmt, indem man die Ab-
nahme der vom Phenoxylradikal stammenden Absorptionsbande verfolgte.

Die Oxidation von Benzylalkohol durch die in situ erzeugten Komplexe
wurde bei 25°C durch Zugabe von Benzylalkohol im Uberschufl zur
CH;CN-Losung eingeleitet, nachdem die Absorptionsbanden der Phen-
oxylradikal-Komplexe ein Maximum erreicht hatten (wenige Minuten
nach der Zugabe von CAN zur Losung des Phenolat-Komplexes). Die
Geschwindigkeitskonstanten (ky..,) der Redoxreaktion wurden ebenfalls
anhand der Abnahme der Phenoxylradikal-Absorption bestimmt. Die
Ausbeute an Benzaldehyd wurde durch GC-MS mit Mesitylen als internem
Standard bestimmt.
Eingegangen am 1. Februar,
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Die Anwendung von Enzymen und Mikroorganismen in
der organischen Synthese wurde innerhalb der letzten zehn
bis fiinfzehn Jahre ein wertvolles und unverzichtbares Werk-
zeug der Synthesechemie.ll Da im allgemeinen nicht die
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