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Warum hat die aktive Form
der Galactose-Oxidase einen
diamagnetischen Grundzustand ?**

Jochen Miiller, Thomas Weyhermiiller, Eckhard Bill,
Peter Hildebrandt, Linda Ould-Moussa,
Thorsten Glaser und Karl Wieghardt*

Professor Gottfried Huttner zum 60. Geburtstag gewidmet

Die katalytisch aktive Form des Enzyms Galactose-Oxida-
se (GO) aus Pilzen enthilt ein quadratisch-pyramidal koor-
diniertes Cu'-Ion (d?), an das in der dquatorialen Ebene des
Koordinationspolyeders ein Tyrosyl-Radikal (Tyr272) iiber
dessen Sauerstoffatom gebunden ist (siche Abb. 1).l1 EPR-
spektroskopische und magnetochemische Messungen an die-
ser oxidierten Form des Metalloproteins zeigten, da3 ein
diamagnetischer Grundzustand mit S=0 vorliegt.'l Es
wurde vorgeschlagen, da das ungepaarte Elektron im
magnetischen Cu™-Orbital (d._,.) intramolekular antiferro-
magnetisch mit dem ungepaarten Elektron des Tyrosyl-m-
Radikalliganden gekoppelt ist. Das ist tiberraschend, weil in
bekannten Cu!-Komplexen mit dem Semichinonanion als
Liganden die intramolekulare Kopplung der beiden Spins
ferromagnetisch ((S =1)-Grundzustand) ist.”! Wie kann man
den Mechanismus der Austauschkopplung in der GO ver-
stehen?

Die katalytisch inaktive, Cu'l-tyrosinat-haltige (reduzierte)
Form der GO wurde rontgenstrukturanalytisch charakteri-
siert (Abb. 1).Fl Da der Tyr272-Ligand durch m-Stapelung
zum Tryptophanrest Trp290 konformativ festgelegt ist, geht
man davon aus, daB3 bei der Ein-Elektronenoxidation zum
Tyrosyl die Anordnung des Benzolringes im Komplex erhal-
ten bleibt und die GroBe des Cu-O-C-Bindungswinkels a sich
nicht dndert.

Kiirzlich berichteten Tolman et al.! und wirl’! iiber einige
niedermolekulare, strukturell charakterisierte Cu''-Phenolat-
Komplexe, die sich reversibel chemisch und elektrochemisch
zu den entsprechenden Cu''-Phenoxyl-Komplexen oxidieren
lassen.l Die oxidierten Komplexe zeigen keine EPR-Signale;
sie sind diamagnetisch (S =0).l In diesen Verbindungen sind
die Phenolatliganden mit dem Makrocyclus 1,4,7-Triazacy-
clononan verkniipft, der ebenfalls koordinativ an das Metall
gebundenen ist (Abb. 2); es bildet sich ein Cu'-N-C-C-C-O-
Sechsring. Auch hier kann man davon ausgehen, daf} sich die
Konformation dieses Chelatringes bei der Oxidation des
koordinierten Phenolats zum Phenoxyl nicht wesentlich
dndert.

Eine qualitative Analyse der relativen Orientierung der
magnetischen Orbitale des Cu™-Ions (d._,;) und des Pheno-
xyl-Radikals (halbbesetztes t-Orbital) zeigt: Betrégt der Cull-
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Abb. 1. Schematische Darstellung des aktiven Zentrums der Galactose-

Oxidase (pH =4.5).5
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Abb. 2. Liganden und Komplexe.

O-C-Winkel a 180° so sind die beiden Orbitale unabhingig
vom Diederwinkel 8 zwischen der x,y-Ebene des Cu'-Ions
und dem Benzolring des Phenoxylradikals strikt orthogonal
(Abb. 3). Nach den Goodenough-Kanamori-Regeln muf
dann eine ferromagnetische Kopplung den Triplett-Grundzu-
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ADbD. 3. Relative Orientierung des magnetischen Cu"-Orbitals (d.._,.) in
der x,y-Ebene zum halbbesetzten n-Orbital des Phenoxyl-Radikals. a: Cu-
O-C-Bindungswinkel; : Diederwinkel zwischen der x,y-Ebene und der
Benzolringebene des koordinierten Phenoxyl; S,: erwarteter elektroni-
scher Grundzustand.

stand favorisieren. Ist der Bindungswinkel a im experimentell
beobachteten Bereich von 125-135°, so entscheidet die
GroBe von f dariiber, ob ein Singulett- oder Triplett-Grund-
zustand (S=0 bzw. 1) stabiler ist: Ist §=0, dann sind die
magnetischen Orbitale wieder strikt orthogonal und es
resultiert der (S=1)-Grundzustand. Ist andererseits = 90°,
so kommt es zu einer Uberlappung der magnetischen Orbitale
und ein diamagnetischer Grundzustand (S =0) ist stabil. In
der GO betrdgt a~129° und f~75°, was demnach einen
(S =0)-Grundzustand ergibt.

Dal} diese Interpretation im wesentlichen korrekt ist,
konnten wir experimentell iiberpriifen. Dazu haben wir die
mononuclearen Komplexe 2, 3 und 4 (siche Abb.2) syn-
thetisiert, die alle den gleichen vierzdhnigen, makrocyclischen
Liganden (LO“™)- enthalten. Das Cu"-Ion im Komplex 2 ist
fiinffach koordiniert; die Struktur des Komplexes ist der von
1 die rontgenographisch bestimmt wurde, sicher sehr
dhnlich. In 3 und 4 ist der Cl -Ligand durch die zweizdhnigen
p-Diketonate (Ph,acac)~ und (Bu,acac)~ substituiert, wo-
durch das Cu"-Ton sechsfach koordiniert ist. In 31 zeigt das
cis-Cu"™N;O;-Polyeder eine tetragonale Jahn-Teller-Verzer-
rung (Abb. 4): Die Cu-N- und Cu-O-Abstinde der N(2)-
Cu(1)-O(2)-Achse (z-Achse) sind ldnger als die in x- und y-
Richtung. Das ungepaarte Elektron des Cu!-Ions befindet
sich also im d._p-Orbital, wie im quadratisch-pyramidal
koordinierten Cu'-Ion in 2. Das beweisen auch die EPR-
Spektren dieser Cu"-Komplexe.

Die Cyclovoltammogramme von 2, 3 und 4 in CH,ClL,
(20°C; 0.10M [(nBu),N]PF) zeigen im Potentialbereich 0.2
bis —1.2 V gegen Ferrocenium/Ferrocen (Fc'/Fc) jeweils eine
reversible Ein-Elektronenoxidation (E,, gegentiber Fc*/Fc
fir2: —0.015 V;3: —0.33 V;4: —0.42 V). In Abbildung 5 sind
die UV/Vis-Spektren von 4 und 2 sowie von den elektroche-
misch oxidierten Formen [4]"" und [2]** abgebildet. Die
kleinen Banden von [4]" bei 391, 411 und 477 nm sind
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Abb. 4. Struktur von 3 im Kiristall. Ausgewéhlte Bindungslédngen [A] und
-winkel [°]: Cu(1)-O(1) 1.914(2), Cu(1)-O(2) 2.330(2), Cu(1)-O(3) 1.994(2),
Cu(1)-N(1) 2.047(2), Cu(1)-N(2) 2.333(2), Cu(1)-N(3) 2.125(2), O(1)-
C(11) 1.325(3), O(3)-C(21) 1.268(3), O(2)-C(23) 1.243(3), C(21)-C(22)
1.392(4), C(22)-C(23) 1.421(4), Cu(1)-O(1)-C(11) 129.2(2), N(3)-Cu(1)-
O(1) 176.9(1), O(3)-Cu(1)-N(1) 173.7(1), O(2)-Cu(1)-N(2) 172.0(1).
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Abb. 5. UV/Vis-Spektren von 4 und 2 (unterbrochene Linien) sowie der
elektrochemisch erzeugten oxidierten Formen [4]** und [2]** (durchgezo-
gene Linien) in CH,Cl,. Die Einschiibe zeigen die Cyclovoltammogramme
von 4 und 2 in CH,Cl, (0.10M [ (nBu),N]PFy) bei verschiedenen Vorschub-
geschwindigkeiten (50 -500 mV s™!). Angegeben sind die Potentiale E in V
gegen Ferrocenium/Ferrocen (Fc*/Fc).

charakteristisch fiir das Phenoxylradikal. Das Resonanz-
Raman (RR)-Spektrum von [4]*" in CH,Cl, (A =413 nm)
zeigt die typische intensititsstarke (C—O)-Valenzschwingung
des Phenoxyls bei 1509 cm™! und eine schwichere (C=C)-
Valenzschwingung bei 1602 cm~L.F) Die Energiedifferenz 4
dieser beiden Banden von 107 cm~! beweist, daf3 das Pheno-
xylradikal an das Cu'-Ion koordiniert ist.”] Fiir das freie
Radikal  2,6-Di-tert-butyl-4-methoxyphenoxyl ist A=
79 cm L[ Ganz dhnliche UV-Vis- und RR-Spektren wurden
fiir die Radikalkomplexe [2]" und [3]" erhalten. Die Kom-
plexe [2]*, [3] " und [4]"* enthalten also den gleichen, an Cu™
koordinierten Radikalliganden (LO%)-.
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Wir haben die X-Band-EPR-Spektren der elektrochemisch
erzeugten Radikalkomplexe [2]*, [3]'" und [4]* in gefrore-
ner CH,Cl,-Losung im Temperaturbereich 4-60 K aufge-
nommen. Losungen von [2]*t zeigten mit Ausnahme eines
schwachen Restsignals von 2 (<4 %) kein Signal. Das ist auch
von Tolman et al.® fiir [1]** berichtet worden. Wir schlieBen
daraus, daB [1]** und [2]** mit fiinffach koordiniertem Cu'!
einen diamagnetischen Grundzustand haben (S =0). Losun-
gen von [3]" und [4]'" sind dagegen EPR-aktiv. Abbildung 6
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Abb. 6. X-Band-EPR-Spektrum von elektrochemisch erzeugtem [3]*" in
CH,Cl, (0.10Mm [(nBu),N](PF4)) bei 16 K. MeBbedingungen: Frequenz
9.6463 GHz, Leistung 100.6 uW, Modulationsamplitude 19.7 G, Modula-
tionsfrequenz 100 kHz. Einzelheiten der Simulationen in Lit."]. In den
vergroflerten Spektrenausschnitten entspricht das obere Spektrum dem
experimentellen und das untere dem simulierten.

zeigt das Spektrum von [3]'*. Neben einem Signal eines Cu'l-
Folgeproduktes wird ein typisches Triplett-Spektrum mit
Hyperfeinstruktur beobachtet.l'] Aus der Temperaturabhiin-
gigkeit des Triplett-Signals wurde eine ferromagnetische
Kopplung von J=+16+3cm™ (# =-2/§,S,; $,=8,=
1/2) ermittelt. Das Spektrum von [4]*" ist dhnlich, allerdings
ist die Hyperfeinstruktur nicht aufgelost.

Diese spektroskopischen Ergebnisse belegen, daB [2]**
einen (S =0)- und [3]** und [4]* einen (S = 1)-Grundzustand
haben, obwohl in allen drei Radikalkomplexen der gleiche
Radikalligand (L°®%)* an ein Cu"-Ion gebunden ist.

Ein Vergleich der Bindungs- («) und Diederwinkel () im
fiinffach koordinierten 1¥ mit den entsprechenden Winkeln
im sechsfach koordinierten 3 zeigt, dal der Winkel « sich nur
wenig verdndert (125.2° in 1 und 129.2° in 3), wenn die
Koordinationszahl von 5 auf 6 erhoht wird. Dagegen wird
um fast 10° von 27.4° in 1 auf 17.6° in 3 verkleinert. Diese
strukturelle Anderung bewirkt — im Einklang mit obiger
Analyse (Abb. 3) — offensichtlich den Wechsel des Vorzei-
chens der Austauschkopplung von antiferromagnetisch in
[1]** und [2]** zu ferromagnetisch in [3]*" und [4]"".

Experimentelles
Alle Verbindungen ergaben korrekte C,H,N-Analysen und Massenspek-

tren. Die Verbindungen L°“"*H und Na(L°“:) wurden nach Lit.”
synthetisiert.
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2: Zu Na(L°) (0.37 g; 1.0 mmol), geldst in einem THF/n-Pentan-
Gemisch (40 mL, 3/1), wurde wasserfreies CuCl, (0.134 g; 1.0 mmol)
gegeben und 1 h bei 20°C geriihrt. Reduktion des Losungsmittelvolumens
im Vakuum fiihrte zur Kristallisation von violettem 2; 0.21 g (47 %).

3: Zu einer Losung von Na(L9) (0.37 g; 1.0 mmol) in wasserfreiem
CH;O0H (30 mL) wurde [Cu!(NCCHj;),](BF,) (0.32 g; 1.0 mmol) in Gegen-
wart von Luft gegeben und 20 min bei 20°C geriihrt. Zur tiefvioletten
Losung wurde K[Phyacac] (0.26 g; 1.0 mmol) gegeben. Innerhalb weniger
Minuten fiel ein braun-griiner Niederschlag von 3 aus. Umkristallisation
aus CH,Cl,/CH;CN (1/1) ergab zur Strukturanalyse geeignete Einkristalle;
028 g (44%).

4: Zu einer Losung von Na(L°™) (0.37 g; 1.0 mmol) in wasserfreiem
CH;OH (30 mL) wurde wasserfreies CuCl (0.099 g; 1.0 mmol) gegeben und
20 min in Gegenwart von Luft geriihrt. Zu der braunen Losung wurde
K[Buacac] (0.22 g; 1.0 mmol) gegeben und 10 min weiter geriihrt. Nach
tropfenweiser Zugabe von H,O (5mL) und anschlieBender Filtration
fielen aus der Losung innerhalb von 5 h braun-griine Kristalle von 4 aus;
0.31 g (52%).

Physikalische Daten der Komplexe: UV/Vis (CH,CL): A, [nm] (e
[Lmol~tem™1]): 2: 252 (8.1 x 10°), 315 (5.3 x 10°), 532 (1.2 x 10%); 3: 254
(2.71 x 10%), 334 (1.67 x 10%), 358 (1.60 x 10%); 4: 256 (1.6 x 10*), 293 (1.8 x
10%), 451(500); [2]**: 236 (4.5 x 10%), 308 (1.4 x 10%), 413 (5.1 x 10°), 431
(5.2 x10%), 485 (2.4 x 10°%); [3]*: 270 (2.6 x 10%), 304 (2.4 x 10%), 352 (2.2 x
10%), 412 (6.1 x 10%); [4]**: 259 (1.9 x 10%), 303 (2.5 x 10%), 347sh (6.4 x 10°),
391 (3.2 x 10%), 411 (4.0 x 10%), 477(990).

Die Radikalkomplexe [2]**, [3]*" und [4]"" wurden in CH,Cl, (0.10M
[(nBu),N]PF¢) coulometrisch erzeugt. X-Band EPR-Spektren (CH,Cl,;
10K; 9.45 GHz); g,.8,.8, (Ax=A,, A, in 10~* cm™'): 2: 2.05, 2.05, 2.24 (20;
180); 3: 2.05, 2.06, 2.26 (21.7; 176); 4: 2.06, 2.07, 2.25 (0; 175).

Eingegangen am 12. September 1997 [Z10917]
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Eine Ausnahme stellt ein Komplex dar, der das Phenoxylradikal in
apicaler Position der quadratischen Pyramide des Cu'-Polyeders
hat.[°? Hier wird ein (S =1)-Grundzustand angenommen.
Kristallstrukturanalyse von 3: Braun-griiner Kristall (0.42 x 0.60 x
0.49 nm®); C;;H,sCuN;0,, M = 635.3, monoklin, Raumgruppe P2,/c,
a=15.407(3), b=11.490(2), c=18.438(4) A, B=101.69(3)°, V=
3196(1) A3, Z=4 bei 293(2) K; Pper. = 1.32 g cm3; ptpyo = 0.726 mm-",
semiempirische Absorptionskorrektur, Verfeinerung nach dem Volle-
Matrix-Kleinste-Fehlerquadrate-Verfahren gegen F mit 6083 Refle-
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xen mit [/>20(I)] und 388 Variablen, endgiiltige R-Werte: R(F)=
0.037 und wR(F) =0.091. Die Daten wurden auf einem Enraf-Nonius
CAD-4 Diffraktometer aufgenommen. Die kristallographischen Da-
ten wurden als ,,supplementary publication no. CCDC-100759* beim
Cambridge Crystallographic Data Centre hinterlegt. Kopien der
Daten konnen bei folgender Adresse in GroBbritannien angefordert
werden: CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB21EZ (Telefax:
Int. + 1223/336-033; e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
A. Sokolowski, J. Miiller, T. Weyhermiiller, R. Schnepf, P. Hilde-
brandt, K. Hildenbrand, E. Bothe, K. Wieghardt, J. Am. Chem. Soc.,
1997, 119, 8889.
[10] R. Schnepf, A. Sokolowski, J. Miiller, V. Bachler, K. Wieghardt, P.
Hildebrandt, J. Am. Chem. Soc., im Druck.
[11] In der Ableitungsdarstellung (dX”/dB) wird das EPR-Spektrum
(Abb. 6) scheinbar dominiert von einer Cu'-Verbindung (S=1/2).
Die Intensitit der Signale dieser Verbindung macht aber nur 10 % des
doppelt integrierten Gesamtsignals aus. Das eigentliche Oxidations-
produkt [3]** zeigt in einem breiten Feldbereich typische Resonanzen
eines Triplett-Spektrums mit kleiner Nullfeldaufspaltung (D < hv),
wie sie fiir Spinpaare (S,=3S,=1/2) beobachtet werden. Deutlich
erkennbar sind Signale mit Am =1 unterhalb g =2 (350-430 mT) und
die charakteristischen Halbfeld-Ubergiinge mit Am =2 bei g=4, die
zudem eine klar aufgeloste Cu-Hyperfeinaufspaltung (I=3/2) auf-
weisen. Das Spektrum wurde simuliert mit einem Spin-Hamilton-
Operator fiir effektiven Spin S =1 (Grenzfall starker Kopplung) und
den Parametern D =0.086 cm~!, E/D =0.13, g=(2.034, 2.021, 2.10)
und A = (20, 20, 100) x 10~* cm~!. Umgerechnet auf den lokalen Spin
des Cu'-Ions (S, = 1/2) erhilt man mit den Methoden der Spinprojek-
tion ac, = (40, 40, 200) x 10~* cm™!, g, = (2.07, 2.04, 2.20), was in etwa
den Werten des Cu' in 3 entspricht. Das Spintriplett ist aufgrund von
ferromagnetischer Kopplung offenbar Grundzustand von [3]*, da die
Signale bis 4 K beobachtet werden. Die Austauschaufspaltung 2J
zwischen Triplett und (EPR-stillem) Singulett wurde aus der Tempe-
raturabhéngigkeit der Intensitidten (IT gegentiber T) durch Anpas-
sung mit der Boltzmannfunktion IT=const.(1+ exp(2J/kT)™" im
Temperaturbereich 4 — 60 K bestimmt. Fiir / wurden die peak-to-peak-
Amplituden der gemessenen Ableitungsspektren bei g =4 eingesetzt,
da fiir diese Resonanzen keine Uberlagerungen mit den Signalen der
Verunreinigung auftreten.

[9
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Synthese und Charakterisierung der
ersten doppelt verbriickten
Tetraselenafulvalenophane™*

Kazuo Takimiya, Akinobu Oharuda,
Atsushi Morikami, Yoshio Aso und Tetsuo Otsubo*

Seit der Entdeckung des Tetrathiafulvalen-Tetracyano-p-
chinodimethan-Komplexes (TTF-TCNQ) als erstes nieder-
dimensionales organisches Metallll wurden viele Derivate
des TTF-Gertists untersucht, um noch leitfihigere organische
Materialien zu entwickeln.”! Eine der grundlegenden Modi-
fikationen ist dabei die Dimerisierung von TTF, die es
ermoglicht, die Stochiometrie der entstehenden Charge-
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Transfer-Komplexe zu kontrollieren.?! Bis heute wurde folg-
lich eine Vielzahl an dimeren TTFs synthetisiert und charak-
terisiert.!! Darunter sind die Tetrathiafulvalenophane (TTF-
Phane) besonders interessant, da in diesen Systemen die
beiden TTF-Einheiten eine einzigartige Sandwichstruktur
annehmen konnen, was effektive Wechselwirkungen zwi-
schen den Einheiten ermoglicht.> ) Wir entdeckten, daB3 die
TTF-Phane 1 besonders gute Elektronendonoren sind und

Se Se

S S
L= 3 L =
/S/ES 5= S rs/Ese 'Se= S
(CH2)n (CH2)n  (CH2)n (CH2)n
S— S S—, S—-Se  Se-,
L= &S L == &S
\ES S) \[Se Se)
lan=2 2a n=2
1b n=3 2b n=3

leitfahige Radikalkationensalze bilden. Die guten Leitfahig-
keiten lassen sich auf starke intra- und intermolekulare nicht-
bindende Wechselwirkungen zwischen den Schwefelatomen der
TTF-Einheiten zuriickfiihren.l” Da die nichtbindenden Wech-
selwirkungen zwischen Selenatomen im allgemeinen effektiver
sind als die zwischen Schwefelatomen, sollten Tetraselenaful-
valenophane (TSF-Phane) bessere Elektronendonoren als TTF-
Phane sein. Nach unserem Wissen wurden TSF-Phane bisher
noch nicht beschrieben. Wir stellen hier Synthese und Eigen-
schaften der ersten zweifach verbriickten TSF-Phane (2) vor.

Die Synthese erfolgte in drei Stufen (Schema 1). Der
Schliisselschritt ist dabei der leichte Zugang zu den verbriick-
ten Vorstufen 5, die wir iiber unsere kiirzlich verbesserte

ACN - hesemget, THE S—C=C-H
(CH2n (CH2)n
“scN “s—c=c-H
3an=2 4a n =2 (55%)
3b n=3 4b n =3 (60%)
1) nBuLi, THF Se
2) Se L )=se
3) CSe, . ST Tse P(OMe)s, PhCH;  2a (9%)
_— H _
(CHz)n 2b (13%)

“s__se
TS
se

5a n =2 (51%)
5b n=3(58%)

Schema 1. Synthese der TSF-Phane 2a und 2b.

Synthesemethode fiir 1,2-Dihydro-1,3-diselenol-2-selone her-
stellen konnten:[! Die Reaktion der Dithiocyanate 3 mit
Ethinylmagnesiumchlorid lieferte die Bis(ethinylthio)alkane 4,
die mit Butyllithium in THF zweifach metalliert und anschlie-
Bend zuerst mit Selenpulver und dann mit Kohlenstoffdiselenid
zu 5a und 5b in mittelméBigen Ausbeuten (51 bzw. 58 % ) um-
gesetzt wurden. Die anschlieBende Kupplungsreaktion, in der
die Verbindungen 5 mit Trimethylphosphit in einer siedenden
Toluollésung umgesetzt wurden, ergab die gewiinschten TSF-
Phane 2a und 2b in Ausbeuten von 9 bzw. 13 %.
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