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H4-Peroxo- versus Bis(u,-hydroxo)-Einheiten in
strukturell analogen Tetrakupfer(i)-
Komplexen**

Franc Meyer* und Hans Pritzkow

Fiir die Vermittlung von Mehrelektronen-Redoxumwand-
lungen nutzt die Natur héufig die vereinte Redoxkraft
mehrerer benachbarter Metallzentren. Insbesondere beim
O,-Transport oder bei der Aktivierung von O, fiir Oxidations-
bzw. Oxygenierungsreaktionen spielen mehrkernige Kupfer-
enzyme eine Schliisselrolle! — Beispiele hierfiir sind das O,-
Transportprotein Himocyaninl?! sowie die Enzyme Catechol-
Oxidase und Tyrosinase.’! Zum Verstindnis der Funktions-
weise solcher Metalloenzyme sowie auch in Anbetracht des
grundsétzlichen Interesses an der Nutzung molekularen
Sauerstoffs fiir katalytische Oxidationen haben vielfiltige
Arbeiten zum Ziel, stabile Kupfer-Disauerstoffaddukte
herzustellen™ 3! und Einblicke in die Art der O,-Anbindung
an mehrkernigen Kupferzentren zu gewinnen.[! Strukturellen
Untersuchungen an Peroxo-Kupferkomplexen kommt hierbei
grundlegende Bedeutung zu.

Die wenigen bislang strukturell charakterisierten Kupfer-
Disauerstoffaddukte umfassen einen Komplex mit trans-u-
1,2-Peroxobriicke (A),1 zwei Modellkomplexe fiir das O,-
Transportprotein Hémocyanin mit u-n?:n*-Peroxogruppe
(B)B 8 sowie eine einkernige 7?-Superoxo-Kupfer(ir)-Verbin-
dung (C).”! Zudem beschrieben Krebs et al. einen in der
Kupferchemie bislang einzigartigen Typ der O,-Anbindung,
bei dem eine Peroxoeinheit im Sinne einer u,-Koordination
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von vier Kupfer(i)-Zentren umgeben ist (D).'Y Hier berich-
ten wir iiber ein neuartiges Beispiel fiir eine solch unge-
wohnliche uy-Peroxo-Koordination (Typ E) sowie iiber die

Cu/O\O/C“ CU<CI)>CU Cu<(|)
O (o}
A B C
Cu70_0 ‘cu Cu., Oy Cu
Cu Cu Cu=o Cu
D E

Charakterisierung eines strukturell analogen Komplexes, bei
dem die O-O Verkniipfung formal geoffnet und unter Erhalt
des Gesamtgeriists durch zwei OH-Gruppen ersetzt ist.

Den neuen Kupferkomplexen liegt ein mehrzéhniger
Pyrazolatligand L~ zugrunde.'!l Liganden dieses Typs hatten
sich als geeignet erwiesen, um in ihren Koordinationstaschen
zwei Metallionen in rdumlicher Nachbarschaft zu fixieren und
auf diese Weise zur Kooperativitit zu bringen.l'Zl Der Metall-
Metall-Abstand ldsst sich dabei iiber die Linge geeigneter
Chelatarme am Pyrazolat einstellen: In Komplexen des
Liganden L~ mit , kurzen“ Seitenarmen sind Abstidnde, die
eine zusitzliche einatomige Verbriickung durch kleine Ionen
wie OH~ erméglichen wiirden, nicht zugénglich.['®! Fiir den
Fall der O,-Aktivierung durch Dikupfer()-Komplexe mit L~
legten Molekiilmodelle daher eine einleitende O,-Anbindung
in Form einer cis-u-1,2-Peroxoverbriickung nahe.

Bei der Diffusion von O, in eine zuvor mit Et,O {iiber-
schichtete Losung von L~/2[Cu(MeCN),]PF, in EtCN fallen
bei —80°C dunkelgriine Kristalle des Peroxokomplexes
1-2PF; aus. Die Molekiilstruktur von 1 wurde rontgenogra-
phisch bestimmt('¥l (Ab-

bildung 1).  Abbildung 2
zeigt die zentrale Koordi- = —|2+
nationseinheit als Struk- C“(w/\/
turausschnitt. /N\ NTN N;Z

Es handelt sich bei 1 um HO/ CU\O_O/CUQOH ~ 1
einen vierkernigen Kom- :N.‘.}cu/ ord

plex mit zentralem O,>~- N
Peroxoliganden. Wie auf- / \/©\ /\>
grund der geometrischen -
Vorgaben der Ligandmat-
rix L~ erwartet, tiberspannt die zweiatomige Peroxoeinheit
die Kupferzentren Cul und Cu2 eines Dimetall-LCu,-Grund-
bausteins in u-1,2-Weise. Allerdings wird diese Peroxokoor-
dination in 1 durch eine weitere Dikupfer(i1)-Einheit LCu,
stabilisiert, was zur Bildung des vierkernigen Gertists mit g4-
Koordination der O,>~-Hantel fiihrt. Die kiirzeren Seiten des
nichtplanaren Rechtecks aus vier Kupfer(i)-Ionen (Dieder-
winkel 23.6°) sind jeweils durch einen zusétzlichen Hydroxo-
liganden verbriickt, dessen H-Atom in einer Briickenbindung
zum PF¢ -Gegenion lokalisiert werden konnte und dessen
O-H-Streckschwingung sich im IR-Spektrum durch eine
scharfe Bande bei 3641 cm~! zu erkennen gibt.

Die Kupfer()-Ionen in 1 sind in Jahn-Teller-verzerrter
Weise quadratisch-pyramidal koordiniert, wobei die termina-
len N-Donoren der Seitenarme von L~ (N4 und N6) mit
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Abbildung 1. Molekiilstruktur von 1 im Kristall. Nur eine Lage der
fehlgeordneten Peroxoeinheit ist gezeigt. Ausgewihlte Abstinde [A] und
Winkel []: Cul-N1 1.920(3), Cul-N3 2.149(3), Cul-N4 2.323(4), Cul-O1A
2.040(4), Cul’-O1B’ 1.950(4), Cul-O2 1.934(3), Cu2-N2 1.911(2), Cu2-N5
2.153(3), Cu2-N6 2.351(3), Cu2-O1B’ 2.015(4), Cu2-OlA 1.968(4),
Cu2-02' 1.919(3), N1-N2 1.357(3), O1A-O1B’ 1.497(5), Cul --- Cu2 3.902,
Cul --- Cu2’ 2.986, O2---F2 3.013; Cul-O2-Cu2’ 101.6(2), Cul-O1A-Cu2’
96.3(2), Cul-O1A-O1B’ 121.6(3), Cu2’-O1A-O1B’ 115.4(2), Cu2-O1B'-
Cul’ 97.7(2), Cu2-O1B’-O1A 123.8(3), Cul'-O1B’-O1A 113.0(2).

N4’
B
@% |
N3’
N6 N1'

Abbildung 2. Zentrale Koordinationseinheit von 1.

erwartungsgemafl langen Cu-N-Abstinden (2.323(4) bzw.
2.351(3) A) die apikalen Positionen besetzen. Das Zentrum
des vierkernigen Molekiilkations liegt auf einer zweizéhligen
kristallographischen Achse, und der Peroxoligand ist iiber
zwei Positionen fehlgeordnet. Der Abstand O1A-O1B’
(1.497(5) A) liegt im charakteristischen Bereich fiir O,> -
Gruppierungen, ist dabei allerdings der ldngste aller bislang in
rontgenographisch charakterisierten Kupfer-Peroxo-Komple-
xen gefundenen O-O-Abstinde. Die Geometrie des {Cu,-
(0,)}-Gertists in 1 unterscheidet sich von der des verwandten,
von Krebs etal. beschriebenen u,-Peroxotetrakupfer(in)-
Komplexes:['%l In dieser Verbindung iiberdacht der Peroxo-
ligand die Fldche eines nahezu planaren Cu,-Rechtecks und
weist folglich eine ekliptische Orientierung beziiglich der
O-O-Bindung auf (cis-u,-Peroxo, Typ D). Eine solche An-
ordnung wurde auch in drei anderen Komplexen (von Fe, Mo
bzw. Sb) mit u,-Koordination eines Peroxoliganden gefun-
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den.™ Tm Fall eines sechskernigen Fe-Komplexes wurde
zudem eine wu,-O,>-Koordination mit planarer Umgebung
der O-Atome beobachtet.l'®l In 1 hingegen liegen die O-Ato-
me der Peroxoeinheit auf verschiedenen Seiten des Cu,-
Gerdiists, und die Peroxogruppe ist in ndherungsweise trans-
gestaffelter Orientierung von den Metallzentren umgeben
(trans-u,-Peroxo, Typ E).

Der Peroxokomplex 1-2PF ist bei Raumtemperatur stabil,
und seine Zusammensetzung kann auch massenspektromet-
risch bestitigt werden: Das Fast-Atom-Bombardment(FAB)-
Massenspektrum (Matrix Nitrobenzylalkohol) zeigt ein Sig-
nal bei m/z 1055 mit der fiir das Ion [L,Cu,(O,)(OH),(PF;)]*
charakteristischen Isotopenverteilung.

Léasst man die Losung mit dem gebildeten Komplex 1- 2 PF,
mehrere Tage bei Raumtemperatur unter Luftzutritt stehen,
so bilden sich allméhlich einige blaue Kristalle der Verbin-
dung 2-2PF,. Die ront-
genographisch ermittelte ~
Molekiilstruktur von 2 ist

in Abbildung 3 darge- N=N /N\
stellt,)und Abbildung 4~ =N e,
zeigt zur Verdeutlichung HO, H,O---HO\ ‘OH 2
ihre zentrale Koordina- Cu Gy
. inhei \N/ N=N \N
tionseinheit. . \ O \\)

Der Komplex 2 weist N

das von 1 her bekannte,
vierkernige Gerliist aus
zwei Dimetallfragmenten LCu, und zwei verkniipfenden
OH-Briicken auf (O1 und O4), allerdings liegen in 2 nun
zwei weitere Hydroxobriicken (O2 und O3) anstelle des
zentralen Peroxoliganden vor. Die H-Atome aller vier
Hydroxobriicken in 2 konnten lokalisiert werden: Zwischen
den zentralen O-Atomen bildet das an O3 gebundene
H-Atom eine kurze Wasserstoffbriicke (d(02-03) =2.747 A),

Abbildung 3. Molekiilstruktur von 2 im Kristall. Ausgewihlte Abstdnde
[A] und Winkel [°]: Cul-N1 1.939(4), Cul-N3 2.138(4), Cul-N4 2.384(4),
Cul-O1 1.928(4), Cul-O2 1.989(4), Cu2-N2 2.142(4), Cu2-N5 2.071(4),
Cu2-N6 2.116(4), Cu2-O3 1.917(4), Cu2-O4 1.995(3), Cu3-N7 2.197(4),
Cu3-N9 2.065(4), Cu3-N10 2.069(4), Cu3-O1 1.954(4), Cu3-O2 1.937(4),
Cu4-N8 1.980(4), Cu4-N11 2.081(4), Cu4-N12 2.323(5), Cu4-O3 1.915(4),
Cu4-O4 1.993(3), N1-N2 1.364(5), N7-N8 1.365(5), Cul---Cu2 4.348,
Cu3---Cu4 4.530, Cul---Cu3 2.925, Cu2---Cu4 2.925, O2---O3 2.747;
Cul-O1-Cu3 97.8(2), Cul-O2-Cu3 96.3(2), Cu2-O3-Cu4 99.5(2), Cu2-O4-
Cu4 94.4(2).
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Abbildung 4. Zentrale Koordinationseinheit von 2.

alle anderen O-gebundenen H-Atome finden sich in Briicken
zu PF"-Gegenionen sowie zu einem EtCN-Solvensmolekiil.
Drei der vier terminalen N-Donoren der Chelatarme der
Liganden L koordinieren von einer Seite die Cu,-Anordnung
(N6, N10 und N12) und schirmen drei Quadranten der
Umgebung der zentralen (H)O --- HO-Gruppierung ab. Ein-
zig N4 steht auf der entgegengesetzten Seite des Cuy-Geriist
und lasst damit Raum fiir das an O2 gebundene H-Atom. Das
IR-Spektrum von 2 zeigt zwei Banden im O-H-Streckschwin-
gungsbereich (3644, 3589 cm™!).

Die Cu,-Grundstruktur aus jeweils zwei LCu,-Baugruppen
findet sich demnach sowohl in 1 als auch in 2. Das Vier-
kerngeriist ermoglicht die Variabilitidt des zentralen O-O
Abstandes (1.497 A fiir die Peroxogruppe in 1, 2.747 A fiir die
(H)O --- HO-Briicke in 2), zum einen durch unterschiedliche
Cu---Cu-Abstinde innerhalb jeder LCu,-Bimetalleinheit
(3.902 A in 1, 4.348/4.530 A in 2) und zum anderen durch
eine Verkippung der Ebenen der beiden Cu,O,-Vierringein-
heiten gegeneinander (99.4° in 2). Vom strukturellen Ge-
sichtspunkt aus ist somit eine wechselseitige Umwandlung
von {Cu,(O,)}- und {Cu,(OH),}-Einheiten unter Erhaltung
der Tetrametall-Grundstruktur moglich, wobei die Bildung
des zentralen {Cu,(OH),}-Strukturfragments in 2 formal einer
Zweielektronenreduktion und doppelten Protonierung der in
1 vorliegenden {Cu,(O,)}-Einheit entspricht. Der Komplex 2
liefert somit einen Hinweis darauf, wohin die reduktive
Spaltung des als u,-Peroxoligand auf einer Cu,-Oberfldche
eingefangenen Disauerstoffs letztlich fithren konnte. Der
Frage, ob 2 durch Reduktion der Peroxoeinheit aus dem
Komplex 1 hervorgeht, oder ob 2 auf anderem Weg entsteht,
wird zurzeit nachgegangen.

Experimentelles

1: HLI" (0.18 g, 0.61 mmol) wird in THF (20 mL) gelost und bei 0°C mit
0.61 mL einer 1.0M Losung von [NBu,]JOH in Methanol deprotoniert. Nach
dem Entfernen aller fliichtigen Bestandteile im Vakuum wird der Riick-
stand in Propionitril (20 mL) aufgenommen und unter Argon bei —80°C
mit einer Losung von [Cu(MeCN),]PF; (0.45 g, 1.21 mmol) in Propionitril
(10 mL) versetzt. Die enstehende, gelbe Reaktionsmischung wird bei
—80°C mit Et,0 (100 mL) iiberschichtet und sodann Luft in das iiber-
stehende Volumen des Schlenk-Rohres eingelassen. Das verschlossene
Schlenk-Rohr wird daraufhin bei —80°C gelagert. Die Reaktionslosung
wird dunkelgriin, und nach zwei Wochen hat sich ein feinkristalliner
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Niederschlag von 1-2 PF, gebildet, der bei Raumtemperatur abfiltriert und
getrocknet wird (Ausbeute 0.14 g, 0.12 mol, 38%). Das Produkt kann
durch Uberschichten einer EtCN-Losung mit Et,O umkristallisiert werden.
UV/Vis (EtCN): A, (¢)=360nm (3100), 631 nm (260 m~'cm~/Cu,);
Elementaranalyse (% ): ber. fiir C;)Hg,Cu,F,N,,0O,P, (1201.0): C 30.00, H
5.37,N 13.99; gef.: C 30.53, H 5.40, N 13.54. Wird die Reaktionslosung mit
dem gebildeten 1-2PF bei Raumtemperatur gelagert, entstehen allméh-
lich blaue Kiristalle der Verbindung 2-2PF;- EtCN.
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Herstellung von Biokonjugaten durch
Ugi-Reaktion**

Thomas Ziegler,* Sonja Gerling und Martin Lang

Professor Franz Effenberger zum 70. Geburtstag gewidmet.

Die gezielte Herstellung von Biokonjugaten, d.h. ganz
allgemein die kovalente Verkniipfung einer niedermolekula-
ren Verbindung mit einem Protein oder Oligonucleotid oder
auch die Verkniipfung zweier Proteine miteinander, gehort
mit zu den wichtigsten Methoden der modernen Biochemie.[!]
Konjugate aus einem Protein oder einem Oligonucleotid, wie
z.B. einem Enzym oder einem DNA-Fragment, und einem
Farbstoff oder einer radioaktiven Verbindung werden in
vielfdltiger Form fiir analytische Zwecke, in der Histologie
und in der Genetik eingesetzt. Antikorper-Enzym-Konjugate
dienen bei nahezu allen immunologischen Untersuchungen
als unverzichtbare analytische Hilfsmittel. Ebenso kommen
Biokonjugate, z.B. Neoglycokonjugate aus einem Saccharid
und einem Protein, oder Konjugate mit pharmazeutischen
Wirkstoffen als Impfstoffe und Therapeutika in der Medizin
zur Anwendung, und geradezu beliebig lieBe sich diese
Aufzdhlung der Anwendungen von Biokonjugaten hier noch
fortsetzen. Es ist aus diesem Grunde auch gut verstindlich,
dass die weitere Entwicklung neuer Methoden zur Herstel-
lung von Biokonjugaten wiinschenswert ist, obschon das
Repertoir an ausgearbeiteten und etablierten Konjugations-
verfahren einen beachtlichen Umfang erreicht hat. Einen
Uberblick gibt hierzu Lit. [2].

Ublicherweise basiert die Herstellung von Proteinbiokon-
jugaten auf der Kondensation oder Addition freier Amino-,
Carboxyl-, Thiol- oder Aldehydgruppen im Protein mit

[*] Prof. Dr. T. Ziegler, S. Gerling, Dipl.-Chem. M. Lang
Institut fiir Organisch Chemie, Universitéit zu Koln
GreinstraBe 4, 50939 Koln (Deutschland)
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E-mail: thomas.ziegler@uni-koeln.de

[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Industrie und von
Aventis Research & Technologies, Frankfurt am Main, gefordert.
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niedermolekularen Verbindungen, die ihrerseits freie Funk-
tionalitdten aufweisen, wobei verschiedene Kondensations-
mittel oder bifunktionelle Kupplungsreagentien zum Einsatz
kommen konnen. Trotz des insgesamt hohen Niveaus, das die
Methode der Biokonjugation heute erreicht hat, sind die
Moglichkeiten zur gleichzeitigen Verkniipfung eines Biopo-
lymers mit mehreren niedermolekularen Verbindungen in
ganz definiertem stochiometrischen Verhiltnis beschréinkt.
Zwar lassen sich prinzipiell auch mehrere niedermolekulare
Verbindungen sukzessive nach den bekannten Methoden mit
einem Protein konjugieren, die Stochiometrie der Konjugate
ist dabei aber nicht kontrollierbar. Konjugate, die verschie-
dene Reportergruppen in ganz definiertem Verhiltnis ent-
halten, wiren aber dann wiinschenswert, wenn es z. B. gilt, ein
Protein mit zwei oder mehr Molekiilen unterschiedlicher
Eigenschaft zu konjugieren.’! Unsere Arbeiten zu Ugi-
Reaktionen von Isocyanoglycosen!* ! haben uns nun veran-
lasst, zu untersuchen, ob diese Mehrkomponentenreaktion,
bei der im Kklassischen Fall ein Isonitril, ein Amin, eine
Carbonylverbindung und eine Carbonsdure in exakt molarem
Verhiltnis zu einem Peptid reagieren,®” auch fiir die
Herstellung von Biokonjugaten des erwidhnten Typs heran-
gezogen werden kann.

Ugi-Reaktionen wurden hierfiir unseres Wissens nach
bisher nur fiir die Immobilisierung von Proteinen herange-
zogen, bei der ein Protein in einer Ugi-Reaktion an einen
Isonitril-modifizierten Trager gebunden wurde.’! Um die
Anwendbarkeit von Ugi-Reaktionen zur Herstellung von
Biokonjugaten des oben erwéhnten Typs zu nutzen, haben wir
nun die beiden Proteine Rinderserumalbumin (BSA) 1a und
Meerrettichperoxidase (HRP) 1b, ¢ unter verschiedenen
Bedingungen mit den Carbonsduren 2, den Carbonylverbin-
dungen 3, den Isonitrilen 4 und den Aminen 5 umgesetzt.]
BSA und HRP fungieren dabei iiber ihre jeweiligen freien
funktionellen Gruppen entweder als Amin- oder Carbonséu-
rekomponente (native Proteine 1a, b) oder als Aldehydkom-
ponente (mit NalO, oxidierte Meerrettichperoxidase, 1¢%)
bei den entsprechenden Ugi-Reaktionen und liefern die in
Schema 1 dargestellten Biokonjugate.

Als reprisentative Komponenten fiir die Ugi-Reaktionen
der Proteine 1 haben wir die Verbindungen in Schema 2
ausgewdihlt. Als Carbonsdurekomponenten 2 das Glycosid 2a,

NH»
la,b 1c
COOH
RICOOH 2 CHO RICOOH 2
o 3 la BSA R*NC 4
A, 1b HRP (nativ)  RSNH,5
R R 1c HRP (oxidiert)
RANC 4
R*NC 4
la,b | RSNH, 5
Rl Aceton 3a o o
R2R3 H o /Rs R4 )k .
0”7 ™n “Ré N HN-g4 N NZgsR
Io) 5 COOH
COOH NH, NH,

Schema 1. Prinzip der Konjugatbildung eines Proteins 1 mit den nieder-
molekularen Verbindungen 2-5 durch Ugi-Reaktion.
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