


1. Einleitung

Aktive Kupfer- und Eisenzentren dominieren das Gebiet
der biologischen Sauerstoffchemie[1] und spielen wichtige
Rollen in der homogenen[2] und der heterogenen Katalyse.[3, 4]

Kupferproteine sind an der reversiblen Disauerstoff-Koordi-
nation (H‰mocyanin),[5] an der mit der Oxidation von
Substraten gekoppelten Zwei-Elektronen-Reduktion zu Per-
oxid (Amin-, Galactose- und Catechol-Oxidasen),[6] an der
Aktivierung zur Hydroxylierung (Dopamin-�-Hydroxylase,
Peptidylglycin-�-hydroxylierende Monooxygenase, Tyrosina-
se und partikul‰re Methan-Monooxygenase)[6, 7] und an der
mit der Substratoxidation einhergehenden Vier-Elektronen-
Reduktion zu Wasser (Laccase, Ascorbat-Oxidase, Caerulo-
plasmin und Fet3p)[7] sowie an Protonen-Pumpen (Cyto-
chrom-c-Oxidase, die auch H‰m-Eisenzentren enth‰lt) be-
teiligt.[8] Die bislang bekannten, an Disauerstoff-Koordina-
tion, -Aktivierung und -Reduktion beteiligten Kupferproteine
sind, geordnet nach dem Strukturtyp des aktiven Zentrums, in

Schema 1 aufgef¸hrt. Wesentliche Strukturmerkmale aus der
Protein Data Bank (PDB) sind in Abbildung 1 gezeigt.[9±16]

Amin-Oxidase und Galactose-Oxidase katalysieren die
Zwei-Elektronen-Reduktion von O2 zu Peroxid an einem
einzelnen Kupferzentrum, welches nur ein Elektron bereit-
stellen kann.[6] Wie in Abbildung 1A gezeigt, wird die Zwei-
Elektronen-Reduktion mit Hilfe einer zus‰tzlichen, redoxak-
tiven funktionellen Gruppe erreicht, einem Topachinon bei
der Amin-Oxidase oder einem durch eine Thioether-Bindung
kovalent an einen Cysteinrest gebundenen Tyrosinliganden
bei der Galactose-Oxidase. Beide funktionellen Gruppen
werden durch posttranslationale Modifizierung eines Pro-
teinrestes durch das Kupferzentrum gebildet. Im Fall der
Amin-Oxidase erfolgt dies durch die Hydroxylierung eines
Tyrosinrestes durch O2 unter Mitwirkung eines einzelnen
Kupferzentrums. Diese Reaktion ist zurzeit noch nicht genau
verstanden, kˆnnte aber ¸ber die Aktivierung von Tyrosin
durch CuII verlaufen.[17, 18]

Dopamin-�-Hydroxylase (D�H) und Peptidylglycin-�-hy-
droxylierende Monooxygenase (PHM) weisen nichtgekop-
pelte zweikernige Kupfereinheiten auf,[6] wobei sich der
Begriff πKopplung™ hier auf magnetische Wechselwirkungen
zwischen den Kupferatomen bezieht. Im Enzym im Ruhezu-
stand sind die CuII-Atome des aktiven Zentrums dement-
sprechend mindestens 7 ä voneinander entfernt und nicht
durch Liganden verbr¸ckt, was mit der Kristallstrukturanaly-
se der Peptidylglycin-�-hydroxylierenden Monooxygenase
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Abbildung 1. Kristallstrukturen von Kupferproteinen: A) Kupfer-Amin-
Oxidase (AmO, PDB-Code 1KSI), Galactose-Oxidase (GO, PDB-Code
1GOG), B) Peptidylglycin-�-hydroxylierende Monooxygenase (PHM,
PDB-Code 1PHM), C) desoxygenierte Form von H‰mocyanin (Desoxy-
Hc, PDB-Code 1LLA), oxygenierte Form von H‰mocyanin (Oxy-Hc,
PDB-Code 1OXY), Catechol-Oxidase (CatO, PDB-Code 1BT3), D) As-
corbat-Oxidase (AO, PDB-Code 1AOZ).

(Abbildung 1B) ¸bereinstimmt.[15, 16] Das Enzym hat ein an
der Katalyse beteiligtes Kupferzentrum (bezeichnet als CuM,
da es einen Methioninliganden aufweist[19]); man nimmt an,
dass die Reaktion durch Abspaltung eines Wasserstoffatoms
vom Substrat (dem Benzylwasserstoffatom in D�H oder dem
�-Wasserstoffatom in PHM) ¸ber einen bislang nicht beob-
achteten Hydroperoxid-CuIIM-Komplex abl‰uft.[6] Das zweite
zur Bildung des Hydroperoxids benˆtigte Elektron stammt
von CuH (dem Kupferatom mit ausschlie˚lich Histidinligan-
den). Da die Kupferzentren nicht gekoppelt sind (d.h. keine
Br¸cke existiert), ist der Mechanismus des Transports des
zweiten Elektrons zu CuM unklar. Es wurde vorgeschlagen,
dass entweder ein neuer Pfad f¸r die Elektronen¸bertragung
gebildet wird, indem Substratmolek¸le die beiden entfernten
Kupferatome verbr¸cken,[16] oder dass die Reaktion ¸ber eine
O2-Reduktion zu Superoxid am CuH- und ein Superoxid-
Channeling zum CuM-Zentrum abl‰uft.[20]

Zu den gekoppelten zweikernigen Kupferproteinen gehˆ-
ren H‰mocyanin, Tyrosinase und Catechol-Oxidase.[5, 7] Die
zweikernigen Kupfereinheiten in diesen Proteinen sind durch
einen verbr¸ckenden Liganden, ¸ber den eine direkte Zwei-
Elektronen-Reduktion von Disauerstoff ermˆglicht wird,
stark gekoppelt. In Oxy-H‰mocyanin (Abbildung 1C) wird
diese Br¸cke durch Disauerstoff gebildet, der als Peroxid
reversibel in einer side-on-verbr¸ckenden (�-�2:�2-) Struktur
an Desoxy-H‰mocyanin (2CuI) bindet.[14, 21] Hierbei handelt
es sich um das stabilste Sauerstoff-Zwischenprodukt bei
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Schema 1. An Sauerstoff-Koordination und -Aktivierung beteiligte Kupferproteine.
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Kupferproteinen, und es zeigt ungewˆhnliche spektroskopi-
sche Eigenschaften. Diese resultieren aus einer neuartigen
elektronischen Struktur f¸r die Side-on-Peroxo-CuII2 -Struk-
tur, die eine bedeutende Rolle bei der Reaktivit‰t spielt
(Abschnitt 2).[5] Die spektroskopischen und Struktureigen-
schaften von Oxy-H‰mocyanin und verwandten Modellkom-
plexen geben Anhaltspunkte f¸r Sauerstoff-Zwischenstufen
in verschiedenen, andere Reaktionen katalysierenden Kupfer-
enzymen und liefern Korrelationen zwischen geometrischen
und elektronischen Strukturen und Funktionen in der Kup-
ferchemie. W‰hrend f¸r Tyrosinase noch keine Kristallstruk-
turanalyse vorliegt, kann aus den spektroskopischen Eigen-
schaften von Oxy-Tyrosinase auf ein dem Oxy-H‰mocyanin
sehr ‰hnliches aktives Zentrum mit Side-on-Peroxo-CuII2 -
Struktur geschlossen werden.[22] Jedoch katalysiert im Fall der
Oxy-Tyrosinase das aktive Zentrum die elektrophile Oxygen-
ierung von Phenol zu Catechol (Brenzcatechin) und die Zwei-
Elektronen-Oxidation von Catechol zu Chinon. Wir haben
gezeigt, dass ein wichtiger Unterschied zwischen H‰mocyanin
und Tyrosinase darin besteht, dass das Substrat bei der
Tyrosinase, nicht jedoch bei H‰mocyanin, Zugang zu dem
aktiven Zentrum hat und das Kupferatom direkt koordinieren
kann.[22] Der f¸r diese Reaktion allgemein akzeptierte Me-
chanismus ist in Abbildung 2 dargestellt.[7] Eine wichtige
Frage zum Monophenolase-Zyklus ist, ob die side-on-ver-
br¸ckte Peroxo-Verbindung das Phenol direkt hydroxyliert
oder ob hierzu ebenfalls eine Bis-�-oxo-CuIII2 -Struktur er-
forderlich ist. Die Side-on-Peroxo/Bis-�-oxo-Isomerisierung
ist nachgewiesen und detailliert in Cu2O2-Modellverbindun-

gen untersucht worden.[23] Die elektronischen Strukturen der
oben f¸r die nichtgekoppelten zweikernigen Kupferenzyme
angegebenen Side-on-Peroxo-CuII2 -,[24] Bis-�-oxo-CuIII2 -[25] und
CuII-Hydroperoxo-Zwischenstufen[26] und deren Reaktivit‰-
ten in der elektrophilen Hydroxylierung und der Wasserstoff-
atom-Abspaltung werden in Abschnitt 3 besprochen. Der
Diphenolase-Mechanismus in Abbildung 2 wird durch die
Kristallstruktur der Met- (d.h. oxidierten (2CuII)) oder
Ruheform der Catechol-Oxidase untermauert.[10] Die Kris-
tallstruktur st¸tzt weiterhin die Idee des Substratzugangs und
der Koordination des Kupferzentrums in Catechol-Oxidase
und Tyrosinase, nicht aber in H‰mocyanin. W‰hrend beide
Enzyme Catechol zu Chinon oxidieren, kann nur die Tyrosi-
nase Phenol hydroxylieren. Die strukturellen Voraussetzun-
gen f¸r diesen Reaktivit‰tsunterschied sind noch ungekl‰rt,
kˆnnen aber mit unterschiedlichen strukturellen Erfordernis-
sen f¸r die verschiedenen Reaktionen zusammenh‰ngen.
Spektroskopische Daten zur Bindung von kompetitiven
Inhibitoren an die zweikernige Kupfereinheit in Tyrosinase
deuten darauf hin, dass eine trigonal-bipyramidale Umlage-
rung an der Phenol-Hydroxylierung (Monophenolase-Zyklus,
Oxy-T�Met-D, Abbildung 2) beteiligt ist, nicht aber an der
Catechol-Oxidation (Diphenolase-Zyklus).[27]

Der letzte Strukturtyp in der biologischen Chemie von Cu/
O2-Verbindungen ist der der dreikernigen Kupfercluster in
mehrkernigen kupferhaltigen Oxidasen[7, 28] und eventuell
auch anderen Enzymen wie der partikul‰ren Methan-Mo-
nooxygenase.[29] Laccase und Fet3p[30] sind die einfachsten der
mehrkernigen kupferhaltigen Oxidasen. Diese enthalten

einen dreikernigen Kupferclus-
ter (bestehend aus einer hy-
droxidverbr¸ckten, gekoppel-
ten zweikernigen CuII-Einheit
(Typ 3, T3)[31] und einem drei-
fach koordinierten einkernigen
CuII-Zentrum (Typ 2, T2)) und
ein zus‰tzliches Blaues Kupfer-
zentrum (Typ 1, T1). Das Typ-1-
Kupferatom ist �13 ä vom
dreikernigen Cluster entfernt,
aber durch einen Elektronen-
transferpfad (T1-Cys-His-T3)
mit diesem verbunden (Abbil-
dung 1D).[9] Ascorbat-Oxidase
ist im Wesentlichen ein Lacca-
se-Dimer, und Caeruloplas-
min enth‰lt zwei zus‰tzliche
entfernte Typ-1-Kupferzent-
ren.[9, 32] Die Substratoxidation
findet am Typ-1-Zentrum statt,
die Elektronen werden schnell
¸ber den �13 ä langen Elek-
tronentransferpfad zum drei-
kernigen Kupfercluster trans-
portiert, wo Disauerstoff zu
Wasser reduziert wird. Ein
Sauerstoff-Zwischenprodukt,
das πnative Zwischenprodukt™,
wird bei der Reduktion von O2
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Abbildung 2. Mechanismus der Tyrosinase-Katalyse. Zur Vereinfachung sind die axialen Liganden an den
Kupferzentren nicht eingezeichnet. Wiedergegeben aus Lit. [27].
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durch vollst‰ndig reduzierte (d.h. 4CuI) Laccase gebil-
det.[7, 33±35] Wird das Typ-1-Zentrum durch ein redoxinaktives
Quecksilberion[36] (T1Hg-Derivat) ersetzt, und l‰sst man den
reduzierten dreikernigen Kupfercluster mit O2 reagieren, so
resultiert eine weniger reduzierte Sauerstoff-Zwischenstufe,
das πPeroxid-Zwischenprodukt™.[37] Eingehende Untersu-
chungen dieser Zwischenprodukte f¸hrten zu einem Mecha-
nismus f¸r die Vier-Elektronen-Reduktion von Disauerstoff
zu Wasser und einem allgemeinen Modell f¸r die reduktive
Spaltung der O-O-Bindung.[38] Diese Untersuchungen werden
in Abschnitt 4 vorgestellt.
Die im Folgenden beschriebenen Forschungsarbeiten zei-

gen die St‰rke der Spektroskopie in Verbindung mit Dichte-
funktionaltheorie(DFT)-Rechnungen bei der Entwicklung
von Beziehungen zwischen geometrischer und elektronischer
Struktur und biologischer Funktion.

2. Disauerstoff-Koordination

2.1. Die ungewˆhnliche elektronische Struktur
von Oxy-H‰mocyanin

Wie bereits erw‰hnt, weisen Oxy-H‰mocyanin und struk-
turell ‰quivalente �-�2 :�2-side-on-Peroxo-verbr¸ckte zwei-
kernige Kupfermodellkomplexe ungewˆhnliche spektrosko-
pische Eigenschaften auf.[1, 5, 7, 39] Als erstes betrachte man
end-on-gebundenes Peroxid in einem einkernigen tetragona-
len CuII-Komplex als Referenz. Die wichtigen Valenzorbitale
sind das energetisch hoch liegende, halb gef¸llte dx2�y2-Orbital
des Kupferatoms und das zweifach entartete �*-HOMO des
Peroxids.[5] Wie in Abbildung 3A gezeigt, wird ein �*-Orbital

Abbildung 3. A) Elektronische Struktur der Peroxid-CuII-Bindung eines
End-on-Peroxo-CuII-Modellkomplexes. In abgewandelter Form aus Lit. [5]
¸bernommen. B) Absorptionsspektren von Oxy-H‰mocyanin (––) und
einem Peroxo-CuII-Modellkomplex (- - - -). CT�Charge Transfer. C) Reso-
nanz-Raman-Spektren, die die O-O-Streckschwingungsbanden des Per-
oxidmolek¸ls in Oxy-H‰mocyanin (––) und im Peroxo-CuII-Modellkom-
plex (––) zeigen. D) EPR-Spektren von Oxy-H‰mocyanin (unteres
Spektrum) und eines tetragonalen CuII-Modellkomplexes (oberes Spek-
trum). In abgewandelter Form aus Lit. [7] ¸bernommen.

(�*� � mit dem Cu-dx2�y2-Orbital eine �-Bindung eingehen und
energetisch stabilisiert, wobei das halbbesetzte dx2�y2-HOMO
destabilisiert wird. Das andere �*-Orbital (�*v , v� vertikal)
liegt senkrecht zur Cu-O-O-Ebene und kann nur schwache �-
Wechselwirkungen mit dem Kupferatom eingehen. Da die
Intensit‰t der Charge-Transfer-Absorption die ‹berlappung
der Orbitale widerspiegelt, resultiert aus dieser Peroxid-�-
Donor-Bindung ein intensiver Charge-Transfer-‹bergang
(Peroxo-�*� �Cu-dx2�y2-Charge-Transfer). Dies kann experi-
mentell an einem End-on-Peroxo-CuII-Modellkomplex als
Absorptionsbande bei ca. 500 nm mit �� 5800��1 cm�1 fest-
gestellt werden (Abbildung 3B).[40] Abbildung 3B zeigt wei-
terhin das Absorptionsspektrum von Oxy-H‰mocyanin, des-
sen Peroxid-�*� �CuII-Charge-Transfer-‹bergang bei we-
sentlich hˆherer Energie liegt und eine etwa vierfache
Intensit‰t aufweist (�� 350 nm, �� 20000��1 cm�1).[40, 41] Re-
sonanz-Raman-Spektren, die bei Anregung bei der Wellen-
l‰nge dieser Peroxid-Charge-Transfer-‹berg‰nge erhalten
wurden (Abbildung 3C), zeigen eine O-O-Streckschwingung
bei etwa 800 cm�1 f¸r den End-on-Peroxid-CuII-Modellkom-
plex, w‰hrend diese Schwingung f¸r Oxy-H‰mocyanin bei ca.
750 cm�1 liegt, was auf eine extrem schwache O-O-Bindung
hindeutet.[40, 42] Im Unterschied zu einkernigen tetragonalen
CuII-Komplexen, die das πnormale™ EPR-Spektrum (EPR�
paramagnetische Elektronenresonanz) in Abbildung 3D ge-
ben, weist Oxy-H‰mocyanin wegen der magnetischen Kopp-
lung zwischen den beiden CuII-Atomen ¸ber die Peroxid-
br¸cke kein EPR-Signal auf.[7] Aus SQUID-Messungen der
magnetischen Suszeptibilit‰t (SQUID� superconducting
quantum interference device) ergibt sich eine starke
antiferromagnetische Kopplung (zwei CuII-Zentren mit
S� 1³2 koppeln unter Bildung eines Singulett- und eines
Triplett-Zustandes), wobei der Singulett-Grundzustand ener-
getisch mehr als 600 cm�1 g¸nstiger als der Triplett-Zustand
ist.[43]

Diese ungewˆhnlichen spektroskopischen Eigenschaften
geben also die neuartige elektronische Struktur des Side-on-
Peroxo-CuII2 -Komplexes in Abbildung 1C wieder.[24, 44] Wie in
Abbildung 4 dargestellt, erh‰lt man bei zweikernigen CuII-
Komplexen das HOMO und das LUMO durch Wechselwir-
kung der symmetrischen und antisymmetrischen Linearkom-
binationen der beiden halbbesetzten Cu-dx2�y2-Orbitale mit
den Peroxid-Valenzorbitalen in der Side-on-Struktur. Auch

Abbildung 4. Elektronische Struktur der Peroxid-CuII-Bindung von Oxy-
H‰mocyanin. In abgewandelter Form aus Lit. [1] ¸bernommen.

Angew. Chem. 2001, 113, 4702 ± 4724 4707
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hier ist an der wichtigsten Wechselwirkung das �*� -Orbital
beteiligt, dessen Interaktion mit der symmetrischen Kombi-
nation der dx2�y2-Orbitale das LUMO liefert. Wie beim End-
on-Peroxo-CuII-Komplex in Abbildung 3Awird eine Peroxid-
�-Donor-Bindung gebildet, wobei die bindende/antibindende
Wechselwirkung allerdings wesentlich st‰rker ist. Die Ur-
sache f¸r diese starke �-Donor-Wechselwirkung kann aus
dem Konturdiagramm f¸r das LUMO abgelesen werden, das
verdeutlicht, dass das Peroxid in der side-on-verbr¸ckten
Struktur vier �-Donor-Bindungen zu den beiden Kupferzent-
ren bildet. Diese sehr starke �-Donor-Wechselwirkung f¸hrt
zur hohen Energie des Peroxid-�*� �CuII-Charge-Transfer-
‹bergangs bei Oxy-H‰mocyanin und zur hohen Intensit‰t,
die die ‹berlappung der Orbitale und damit die St‰rke der �-
Donation widerspiegelt. Eine zus‰tzliche bindende Wechsel-
wirkung tritt in Oxy-H‰mocyanin, nicht aber im End-on-
Peroxo-CuII-Monomer auf. Diese beinhaltet die Stabilisie-
rung der antisymmetrischen Kombination der dx2�y2-Orbitale
durch eine schwache bindende Wechselwirkung mit dem
energetisch hoch liegenden, unbesetzten Peroxid-�*-Orbital
(Abbildung 4, HOMO-Konturdiagramm). Dies f¸hrt zu einer
gewissen �-R¸ckbindung unter ‹bertragung von Elektro-
nendichte von den Kupferzentren in das in Bezug auf die
O-O-Bindung stark antibindende �*-Orbital des Peroxids.
Daraus resultieren eine sehr schwache Peroxid-Bindung und
die niedrige Frequenz der O-O-Streckschwingung im Re-
sonanz-Raman-Spektrum von Oxy-H‰mocyanin (Abbil-
dung 3C).[45] Da in Dimeren die HOMO/LUMO-Aufspaltung
durch den verbr¸ckenden Liganden der Grund f¸r die
antiferromagnetische Kopplung ist, f¸hrt schlie˚lich die
Kombination von sehr starker �-Donation (Destabilisierung
des LUMO) und �-R¸ckbindung (Stabilisierung des HOMO)
zur starken Stabilisierung des Singulett-Grundzustands in
Oxy-H‰mocyanin.[24]

Aus der Beschreibung der Bindung in Oxy-H‰mocyanin
(Abbildung 4) geht hervor, dass die wichtigen besetzten
Valenzorbitale (das Peroxid-�*� -Orbital und das HOMO
(dx2�y2�dx2�y2)) energetisch abgesenkt werden, was zu einer

sehr starken Peroxid-CuII2 -Bindung f¸hrt. Dies stabilisiert das
Oxy-H‰mocyanin und verhindert den Verlust des Peroxids,
was zu einer oxidierten (Met-Zustand), nicht l‰nger an
der Disauerstoff-Bindung beteiligten Metalleinheit f¸hren
w¸rde, und tr‰gt damit wesentlich zu der in Abschnitt 2.2
beschriebenen Energetik der O2-Koordination an H‰mo-
cyanin bei.

2.2. Der Reaktionsverlauf

Die oben beschriebenen, ungewˆhnlichen spektroskopi-
schen Eigenschaften von Oxy-H‰mocyanin und die wenigen
bislang vorliegenden Daten f¸r Desoxy-H‰mocyanin (zwei
CuI-Atome mit d10-Konfiguration) wurden benutzt, um die
Ergebnisse von Hybrid-DFT-Rechnungen (auf dem B3LYP/
Lanl2dz-Niveau),[46±50] einschlie˚lich zeitabh‰ngiger DFT-
Rechnungen,[51, 52] mit den spektroskopischen Daten zu kor-
relieren und die Rechnungen zu kalibrieren. Die Ergebnisse
werden hier nicht im Einzelnen diskutiert, es soll nur
angedeutet werden, dass die berechneten Struktur- und
spektroskopischen Daten und die resultierende allgemeine
Beschreibung der Bindung sinnvoll sind. Die Rechnungen
liefern allerdings eine zu kovalente Bindungsstelle in Oxy-
H‰mocyanin, was Einfluss auf die energetischen Betrachtun-
gen hat (siehe unten).[53] Diese Rechnungen geben die
ænderung der elektronischen Struktur bei der Bindung von
O2 an Desoxy-H‰mocyanin wieder, wie in Abbildung 5
gezeigt. Das HOMO von Desoxy-H‰mocyanin weist dx2�y2-
Orbitale senkrecht zum Cu-Cu-Vektor auf (jede Kupfer(�)-
Einheit hat lokal eine etwa trigonal-planare Struktur). Durch
O2-Koordination werden diese dx2�y2-Orbitale destabilisiert
und drehen sich, um zwei Elektronen in den �*-Orbitalsatz
von O2 ¸bertragen zu kˆnnen. Dadurch wird O2 zu Peroxid
reduziert, und es entsteht das kupferzentrierte LUMO in
Abbildung 5 rechts (und Abbildung 4).[53] Die O2-Koordina-
tion beinhaltet also die ‹bertragung von zwei Elektronen und
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Abbildung 5. Orbital-Korrelationsdiagramm f¸r die Bindung von O2 an Desoxy-H‰mocyanin. In abgewandelter Form aus Lit. [53] ¸bernommen.
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ein Intersystem-Crossing (ISC) vom Triplett-Disauerstoff
zum Singulett-Grundzustand von Oxy-H‰mocyanin.
Diese mit experimentellen Werten kalibrierten Berech-

nungen der elektronischen Struktur wurden benutzt, um den
Reaktionsverlauf der Sauerstoff-Bindung an H‰mocyanin zu
analysieren.[53] Abbildung 6 zeigt die Strukturen, die erhalten

Abbildung 6. Verlauf der O2-Koordination/Abgabe durch H‰mocyanin.
Oben: Blick entlang der O-O-Bindung in [Cu2(�-�2:�2-O2)]; unten: Blick
senkrecht zur O-O- und zur Cu-Cu-Verbindungslinie. In abgewandelter
Form aus Lit. [53] ¸bernommen.

werden, wenn das Peroxidmolek¸l in Oxy-H‰mocyanin um
eine Strecke R aus der Molek¸lebene herausgehoben und die
Geometrie beim ‹bergang zur Desoxy-Form unter O2-Ab-
gabe teilweise optimiert wurde. Zuerst verzerrt sich die
Einheit zu einer Schmetterlingsstruktur, dann zu einer
asymmetrisch verbr¸ckten �-�1:�2- und einer end-on-ver-
br¸ckten �-�1:�1-Struktur, um schlie˚lich O2 abzugeben (in
Abbildung 6 nicht gezeigt). Dieser Reaktionsverlauf spiegelt
die Tatsache wider, dass die Maximierung der Metall-Ligand-
‹berlappung eine beherrschende Rolle bei der Festlegung
des Koordinationsmodus spielt. Trotz der nichtsymmetrischen
Koordination ist es energetisch g¸nstiger, die beiden Kupfer-
atome des zweikernigen aktiven Zentrums miteinander zu
verbr¸cken.
Abbildung 7 zeigt die Ladungs‰nderungen bei

diesem Reaktionsverlauf. Wenn das Peroxid aus
der Molek¸lebene herausgehoben wird, nehmen
die positive Ladung an den Kupferatomen und
die negative Ladung an den Peroxid-Sauerstoff-
atomen kontinuierlich ab, was in Einklang mit
einer Ladungs¸bertragung unter Bildung von
Disauerstoff und der reduzierten Bindungsstelle
ist. Die Ladung wird gleichm‰˚ig auf beide
Kupferatome ¸bertragen, und zwar sogar im
nichtsymmetrischen �-�1:�2-Koordinationsmo-
dus. Daher ist die gleichzeitige Zwei-Elektro-
nen-‹bertragung f¸r die Peroxid-verbr¸ckte
zweikernige Kupfereinheit thermodynamisch
beg¸nstigt. Der kontinuierliche Ladungsfluss in
den Singulett-Zustand bereitet den Komplex f¸r
das Intersystem-Crossing vor.
Unser besonderes Interesse galt der Frage,

wie H‰mocyanin das Spinverbot der O2-Koor-
dination lˆst.[53] Im Verlauf der O2-Abgabe
nimmt die Singulett/Triplett-Aufspaltung, w‰h-
rend das Peroxid unter Bildung der verzerrten
Schmetterlingsstruktur aus der Molek¸lebene

Abbildung 7. ænderungen der Partialladungen Q der Kupfer- und Sauer-
stoffatome w‰hrend der Abspaltung von O2 aus Oxy-H‰mocyanin im
Singulett-Zustand mit �-�2 :�2-O2-Koordination (––) und im Triplett-
Zustand mit nichtsymmetrischer O2-Koordination (- - - -). R ist die Entfer-
nung zwischen den Zentren der O-O- und Cu-Cu-Strecken. In abgewan-
delter Form aus Lit. [53] ¸bernommen.

herausgehoben wird, stark ab, und es kommt zu einem
Intersystem-Crossing bei R� 0.6 ä (Abbildung 8). Mit dem
Herausheben des Peroxidmolek¸ls aus der Cu2O2-Ebene wird
das �*� -Orbital weniger stark �-bindend, und das �*v -Orbital
geht eine �-‹berlappung ein. Das bringt die �*-Orbitale der
Peroxidbr¸cke energetisch einander n‰her und erlaubt eine
Ausrichtung entlang der individellen Cu-�2-O2

2�-Ebenen
(Abbildung 9). Wie in Abbildung 9B gezeigt, f¸hrt dies zu
einer nahezu orthogonalen Anordnung der Orbitale f¸r die
magnetische Kopplung zwischen den beiden CuII-Atomen,
wodurch deren Superaustauschkopplung eliminiert wird; dies
f¸hrt zu einem Triplett-Grundzustand. Die verminderte anti-
ferromagnetische Wechselwirkung ist ebenfalls aus dem
geringen Beitrag des zweiten Kupferatoms zum LUMO in
Abbildung 9B ersichtlich. Wie in Schema 2 f¸r den Triplett-
Grundzustand dargestellt, f¸hrt die Elektronen¸bertragung
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Abbildung 8. Potentialenergieoberfl‰chen f¸r die Umwandlung von Oxy-H‰mocyanin und
Desoxy-H‰mocyanin. Ausgef¸llte Symbole: symmetrische O2-Koordination (�-�2 :�2); leere
Symbole: nichtsymmetrische O2-Koordination (�-�1:�2 und �-�2:�2); Triplett-Zustand: S� 1;
Broken-Symmetry-Zustand:Ms� 0; der Singulett-Zustand (S� 0) ist spin-projiziert. d(X-X)
ist der Abstand zwischen den Zentren der O-O- und Cu-Cu-Vektoren. In abgewandelter
Form aus Lit. [53] ¸bernommen.
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Schema 2. Elektronen¸bergang aus orthogonalen �*-Peroxid-Orbitalen
im Triplett-Zustand. In abgewandelter Form aus Lit. [53] ¸bernommen.

zu einem Spin-up-Elektron in jedem orthogonalen �*-Orbital
des Peroxids, was mit dem 3��

g -Grundzustand von O2 in
Einklang ist und zu einer weiteren energetischen Stabilisie-
rung des Triplett-Grundzustands f¸hrt.
Die Energetik der O2-Koordination an Desoxy-H‰mocya-

nin sowie an einkernige Cu-Modellsysteme ist in Abbil-
dung 10 zusammengefasst. Die O2-Bindung an Desoxy-H‰-
mocyanin ist mit etwa 16 kcalmol�1 exotherm, was ungef‰hr
dem Doppelten des experimentellen Wertes entspricht und
die Tatsache wiedergibt, dass die B3LYP/Lanl2dz-Rechnun-
gen die Kovalenz der Bindungen in Oxy-H‰mocyanin ¸ber-
sch‰tzen. Die Rechnungen reproduzieren die Energie‰nde-

rung bei der beobachteten O2-Bindung
zwischen der gespannten und der relaxier-
ten Quart‰rstruktur von H‰mocyanin,[1, 54]

wobei die relaxierte Desoxy-Struktur ei-
nen k¸rzeren CuI-CuI-Abstand aufweist
(3.5 ä gegen¸ber 4.6 ä f¸r die gespannte
Struktur) und eine grˆ˚ere Affinit‰t f¸r
O2.[14] Bemerkenswerterweise ergeben die
Rechnungen, dass eine O2-Koordination
an isolierte CuI-Monomere unter Bildung
von �-�2 :�2-O2

2�-CuII2 -Dimeren weniger
bevorzugt ist. Dies spiegelt die Tatsache

wider, dass das Protein die Desoxy-Einheit durch Fixieren der
beiden CuI-Atome in einem kurzen Cu-Cu-Abstand de-
stabilisiert. Die daraus resultierende absto˚ende Wechselwir-
kung vergrˆ˚ert die Exothermie der O2-Koordination an die
zweikernige Kupfereinheit im Protein. Nach diesem Mecha-
nismus vermag das Protein die O2-Affinit‰t (kooperativ)
durch ænderung des Cu-Cu-Abstands in Desoxy-H‰mocya-
nin zu regulieren.[53] (In Modellkomplexen wird diese Reak-
tion durch gespannte mehrz‰hnige Liganden beg¸nstigt, die
das CuI-Zentrum destabilisieren.)[55, 56]

Die vorliegenden Befunde sind in Abbildung 11 zusam-
mengefasst: Wenn Triplett-O2 an Desoxy-H‰mocyanin bin-
det, wird durch Ladungstransfer von den Kupferatomen die
Spindichte der ungepaarten Elektronen auf die einzelnen,
separaten Metallzentren verteilt, wodurch die Austauschsta-
bilisierung des 3��

g -Grundzustands des Disauerstoffs verrin-
gert wird. Die Reaktion verl‰uft dann ¸ber den Superaus-
tauschpfad ¸ber das verbr¸ckende Peroxid, was zur anti-
ferromagnetischen Kopplung und damit zur Stabilisierung des
Singulett-Zustands f¸hrt. Dies scheint ein allgemein g¸ltiger
Mechanismus zu sein, um das Spin-Verbot der O2-Koordina-
tion an gekoppelte zweikernige Metalleinheiten in Metallo-
proteinen zu umgehen.[53]

3. O2-Aktivierung durch
Kupferenzyme und verwandte
Modellkomplexe

Wie schon in der Einleitung angedeu-
tet, kann ein einkerniger CuII-Hydroper-
oxidkomplex (Schema 3A) als katalyti-
sche Zwischenstufe bei der H-Atom-
Abspaltung von Substraten in den nicht-
gekoppelten zweikernigen Kupferenzy-
men D�H und PHM betrachtet wer-
den.[6] Im gekoppelten zweikernigen
Kupferenzym Tyrosinase, das die elek-
trophile Hydroxylierung von Phenol
(Abbildung 2) katalysiert, liegt eine
dem Oxy-H‰mocyanin ‰quivalente,
durch side-on-gebundenes Peroxid ver-
br¸ckte zweikernige CuII2 -Zwischenstufe
vor (Schema 3B).[7] In Kupfer-Modell-
komplexen kann diese Side-on-Peroxo-
CuII2 -Struktur in schnellem Gleichge-
wicht mit dem Bis-�-oxo-CuIII2 -Isomer
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Abbildung 9. A) Verringerung der Energiedifferenz zwischen den beiden Peroxid-�*-Orbitalen
durch Schmetterlingsverzerrung des [Cu2(�-�2 :�2-O2)]-Kerns (Spinorbitalenergien sind gemittelt).
B) Konturoberfl‰chen-Darstellungen des �- und des �-LUMO, erhalten aus Broken-Symmetry-
Rechnungen an der Schmetterlingsstruktur (Abbildung 8). Die Anteile der Cu- und O-Orbitale
wurden aus einer Mulliken-Populationsanalyse erhalten. In abgewandelter Form aus Lit. [53]
¸bernommen.

Abbildung 10. Energieminima der zweikernigen (links, Protein) und einkernigen Modellkomplexe
(rechts) in unterschiedlichen Stadien der O2-Reduktion. Auf der rechten Seite ist ein einkerniger
Superoxo-Komplex eingef¸gt, der bei den zweikernigen Modellkomplexen nicht auftritt. Die
Energiewerte wurden aus Spin-Projektions-, Frequenz- und PCM-Rechnungen (PCM�polarized
continuum model) erhalten. Zur besseren Anschaulichkeit sind die NH3-Liganden durch Linien
angedeutet. R� relaxierte Struktur, T� gespannte Struktur, ��Dielektrizit‰tskonstante. In abge-
wandelter Form aus Lit. [53] ¸bernommen.
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Schema 3. Wichtige Cu/O2-Spezies bei der Disauerstoff-Aktivierung.

vorliegen (Schema 3C).[23] Wie in Abschnitt 2.1 f¸r die Side-
on-Peroxo-CuII2 -Struktur besprochen, wurden die elektroni-
schen Strukturen der drei Peroxo-Spezies in Schema 3 durch
spektroskopische Methoden in Verbindung mit DFT-Rech-
nungen aufgekl‰rt.[24±26] Hier betrachten wir nun, wie diese
elektronischen Strukturen zur Peroxid-Aktivierung bei der
elektrophilen Hydroxylierung und der H-Atom-Abspaltung
beitragen, und beschreiben die elektronischen Unter-
schiede sowie deren Einfluss auf die unterschiedlichen
Reaktivit‰ten.
Das zweikernige Cu-XYL-Modellsystem [CuI2(NO2-XYL)]

(Schema 4; XYL�N,N,N�,N�-Tetra(2-pyridylethyl)-3,5-di-
(aminomethyl)phenyl) von Karlin et al. kann den aromati-

schen Ring des Liganden nach einem elektrophilen Mecha-
nismus ‰hnlich dem der Tyrosinase hydroxylieren.[57] Bei
tiefen Temperaturen und mit einer elektronenziehenden
Gruppe (R�NO2) am Ring in para-Stellung zur zu hydroxy-
lierenden Position kann eine Sauerstoff-Zwischenstufe stabi-
lisiert werden. Ihr Absorptionsspektrum (Abbildung 12A) ist
dem der Side-on-Peroxid-CuII2 -Einheiten von Oxy-H‰mo-
cyanin und Oxy-Tyrosinase sehr ‰hnlich, zeigt aber eine
zus‰tzliche Bande bei ca. 430 nm f¸r das Bis-�-oxo-CuIII2 -
Isomer. Diese Mˆglichkeit konnte experimentell durch
Resonanz-Raman-Spektroskopie mit Einstrahlung in diese
Bande eruiert werden (Abbildung 12B).[58] Die Bis-�-oxo-
CuIII2 -Spezies sollte eine intensive Cu2O2-Ger¸stschwingung
bei ca. 600 cm�1 geben, die aber in Abbildung 12B nicht
vorhanden ist. Die Absorptionsbande bei ca. 400 nm ist also
mit der Side-on-Peroxo-CuII2 -Struktur verkn¸pft und r¸hrt
von einer Schmetterlingsverzerrung des Cu2(O2)-Kerns.[59]

Aus dem Hintergrundrauschen im Raman-Spektrum (Ab-
bildung 12B) kann man als obere Grenze f¸r die im Cu-XYL-

System vorhandene Menge dieser Bis-�-
oxo-CuIII2 -Spezies einen Wert von �0.1%
absch‰tzen.
Anhand der O-O-Schwingung der Side-

on-Peroxo-Spezies bei 747 cm�1 konnte die
zeitliche ænderung der Hydroxylierung
verfolgt werden. Aus Abbildung 12C und
D geht hervor, dass die Intensit‰t der
�(O-O)-Bande abnimmt, w‰hrend die der
�(C-O)-Bande des hydroxylierten Rings
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Abbildung 11. Schematische Darstellung der relevanten Schritte der O2-Bindung an Desoxy-H‰mocyanin. Die Lokalisierung der ungepaarten Elektronen
ist jeweils durch Pfeile angedeutet (aufw‰rts: � ; abw‰rts: �). S/T-ISC� Singulett/Triplett-Intersystem-Crossing. In abgewandelter Form aus Lit. [53]
¸bernommen.
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zunimmt. Somit hydroxyliert entweder die Side-on-Peroxo-
Verbindung den Ring direkt, oder sie steht im raschen
Gleichgewicht mit der Bis-�-oxo-Struktur. Da diese nur zu
�0.1% vorliegt, m¸sste sie dann allerdings um Grˆ˚en-
ordnungen reaktiver als die Side-on-Peroxo-Spezies sein, um
f¸r die Hydroxylierung verantwortlich zu sein.
Die relativen Reaktivit‰ten der Side-on-Peroxo-, der Bis-�-

oxo- und der CuII-OOH-Struktur (Schema 3) konnten mit
Hilfe der Grenzmolek¸lorbital(FMO)-Theorie ermittelt wer-
den.[25, 26, 58] Wie in Abbildung 13 gezeigt, beinhaltet ein
elektrophiler Mechanismus die Wechselwirkung des HOMO
des Donor-Substrats mit dem LUMO des Acceptors, im Fall
von Cu-XYL-Systemen mit dem des Cu2O2-Ger¸stes.[58] Ein
elektrophiler Angriff auf den aromatischen Ring des

Abbildung 13. Grenzmolek¸lorbitale mit �-‹berlappung
des Benzol-HOMO und des LUMO des �-�2 :�2-side-on-
verbr¸ckten Peroxo-CuII2 . Der Side-on-Komplex wird durch
das [Cu2(HBPz3)2(O2)]-Molek¸l in der hier gezeigten DFT-
Rechnung modelliert. HBPz3�Hydrotris(3,5-dialkyl-1-py-
razolyl)borat.

Cu-XYL-Modellkomplexes in Schema 4 erfordert eine gute
�-‹berlappung der Valenzorbitale. Dies wiederum setzt
Sauerstoff-�-Charakter im LUMO der Metalleinheit voraus.
Wie in Abbildung 4 dargestellt und in Abschnitt 2.1 f¸r die
Side-on-Peroxo-Struktur beschrieben, resultiert dieser �-
Charakter aus der starken Donor-Wechselwirkung zwischen
dem Peroxid-�*� -Orbital und dem aus dem dx2�y2-Orbital
abgeleiteten LUMO der Kupfereinheit (Abbildung 14, Mit-
te). Je niedriger die Energie des LUMO und je hˆher der
Mischungskoeffizient des Peroxid-�*� -Orbitals mit diesem
LUMO, desto grˆ˚er ist die Aktivierung f¸r eine aromatische
elektrophile Hydroxylierung. Die Energie und der �*� -Cha-
rakter dieses Orbitals spiegeln sich direkt in der Energie bzw.
der Intensit‰t des O2

2�-�*� �CuII-Charge-Transfer-‹bergangs
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Abbildung 12. A) Absorptionsspektren von [Cu2(NO2-XYL)(O2)]2� und �-�2 :�2-side-on-Peroxo-verbr¸ckten CuII2 -Modellkomplexen. B) Resonanz-Ra-
man-Spektrum von [Cu2(NO2-XYL)(O2)]2� (Anregung bei 413 nm). C) Zeitabh‰ngigkeit des Resonanz-Raman-Signals von [Cu2(NO2-XYL)(O2)]2� im
Verlauf der Hydroxylierung. D) Entwicklung der O-O- und C-O-Schwingungsbanden im Resonanz-Raman-Spektrum von [Cu2(NO2-XYL)(O2)]2�.
Wiedergegeben aus Lit. [58].

Abbildung 14. Valenzmolek¸lorbital-Energiediagramme von Hydroperoxo-, Side-on-
Peroxo- und Bis-�-oxo-Kupferspezies. Die Atombeitr‰ge sind an den einzelnen MOs
angegeben (oben), die Atomladungen an den chemischen Strukturen (unten). Die
Molek¸lorbitale sind durch die wesentlichen Beitr‰ge ihrer Fragmente gekennzeichnet,
so ist d/�* ein Cu-d-Orbital mit signifikantem Peroxid-�*-Beitrag. Die benutzten
Modellkomplexe sind [Cu(HBPz3)(OOH)], [Cu2(HBPz3)2(O2)] und [(LME)2Cu2O2]2�.
LME�N,N�-Dimethyl-N,N�-diethylcyclohexyldiamin.
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wider, wie in Abschnitt 2.1 f¸r die Side-on-Peroxo-Struktur
besprochen und in Abbildung 15 dargestellt wurde. Unter-
suchungen der ‰quivalenten spektroskopischen und elektro-
nischen Strukturen von CuII-Hydroperoxid-[26] und Bis-�-oxo-
CuIII2 -Einheiten[25] in Modellkomplexen f¸hrten zu den elek-
tronischen Strukturen auf der linken bzw. rechten Seite in

Abbildung 15. Absorptionsspektrum von Side-on-Peroxo-CuII2 -, Bis-�-
oxo-CuIII2 - und Hydroperoxo-CuII-Komplexen. Man beachte, dass das
Spektrum des Hydroperoxo-CuII-Komplexes das einer vierfach koordi-
nierten Spezies ist, w‰hrend die anderen Spezies f¸nffach koordiniert sind.
Die Charge-Transfer-‹berg‰nge werden beim ‹bergang von der Vierfach-
zur F¸nffach-Koordination um 8000 ± 10000 cm�1 verschoben, wie durch
den Pfeil f¸r den Hydroperoxo-CuII-Komplex angedeutet wird.

Abbildung 14 und den entsprechenden Charge-Transfer-Ab-
sorptionsspektren in Abbildung 15. F¸r ‰quivalente Ligand-
umgebungen sind die Energien der LUMOs aller drei Spezies
‰hnlich. Das LUMO des Hydroperoxid-CuII-Komplexes weist
allerdings am nichtkoordinierten, f¸r den Angriff auf das
Substrat zur Verf¸gung stehenden Sauerstoffatom nur sehr
wenig �*-Charakter auf. Daher sollte diese Hydroper-
oxid-CuII-Spezies beim elektrophilen �-Angriff auf aromati-
sche Substrate keine Rolle spielen (Abbildung 16). Dagegen
weisen sowohl die Side-on-Peroxo- als auch die Bis-�-oxo-
Struktur LUMOs mit ‰hnlichem �*� -Peroxid-Charakter auf
und sollten daher ‰hnlich gut f¸r eine elektrophile aromati-
sche Hydroxylierung aktiviert sein. Allerdings gibt es in der
Grenzmolek¸lorbitaltheorie einen Ladungsterm, und da die
Sauerstoffatome der Bis-�-oxo-Struktur negativer sind, d.h.
mehr Oxid-Charakter aufweisen, w¸rde dies
die Bis-�-oxo-Struktur gegen¸ber der Side-
on-Peroxo-Struktur bei der aromatischen
Hydroxylierung benachteiligen (Abbil-
dung 16). F¸r das Cu-XYL-System von Kar-
lin ist daher klar, dass die Side-on-Peroxo-
CuII2 -Spezies f¸r die aromatische Hydroxy-
lierung verantwortlich ist. Ihre Konzentra-
tion ist um mehr als drei Grˆ˚enordnungen
hˆher als die der Bis-�-oxo-Spezies, und sie
sollte aufgrund der Ladungsdifferenz am
Sauerstoffatom reaktiver sein. Die Unter-
suchungen werden nun auf Oxy-Tyrosinase
ausgedehnt, um zu bestimmen, ob die Sub-
stratkoordination die Art der an der Hydro-

xylierung des Phenolrings be-
teiligten Sauerstoffspezies be-
einflusst.
Abbildung 14 zeigt, dass f¸r

die Kupfer-Sauerstoff-Spezies
ein zus‰tzlicher elektronischer
Pfad f¸r den elektrophilen An-
griff auf Substrate ¸ber das
LUMO�1 existiert. Die Pro-
tonierung des Peroxids in CuII-
OOH und die erhebliche La-
dungs¸bertragung auf die Kup-
feratome in der Side-on-Per-
oxo-Struktur erniedrigen die
Energie des Peroxid-�*-Orbi-
tals stark.[26, 60] Dies f¸hrt zur
R¸ckbindung in der Side-on-
Peroxo-Struktur (siehe Ab-
schnitt 2.1); in der Bis-�-oxo-Spezies wurde die O-O-Bindung
aufgrund der R¸ckbindung gespalten, und das �*-Orbital ist
energetisch stark abgesenkt, sodass es nun mit dem einen
signifikanten �*-Charakter aufweisenden LUMO wechsel-
wirken kann.[25] Experimentell belegen dies die Charge-
Transfer-Spektren der Bis-�-oxo-Spezies (Abbildung 15), wo-
bei die neue, intensive Bande bei niedriger Energie (ca.
25000 cm�1) den �*-Charakter des LUMOwiderspiegelt. Der
�*-Pfad (Abbildung 17) erfordert eine gute �-‹berlappung
mit dem Substrat und kˆnnte z.B. in Reaktionen, die einen
Oxo-Transfer auf das freie Elektronenpaar eines Phosphans
beinhalten, eine Rolle spielen. Aus Abbildung 17 ist ersicht-
lich, dass sowohl die Hydroperoxid-CuII- als auch die Side-on-
Peroxo-CuII2 -Spezies in ‰hnlichem Ausma˚ f¸r einen elektro-
philen �-Angriff aktiviert sind, wie auch experimentell fest-
gestellt wurde.[26, 61] Aufgrund der niedrigen Energie des auf
einem �*-Orbital basierenden LUMO der Bis-�-oxo-CuIII2 -
Struktur ist ein elektrophiler �-Angriff stark beg¸nstigt. Dies
wird durch den Ladungsterm noch verst‰rkt (Abbildung 18),
da das Phosphoratom in PR3 partiell positiv geladen ist. Ein
Vergleich der Abbildungen 17 und 18 deutet auf einen gro˚en
Unterschied in der Reaktivit‰t dieser Kupfer-Sauerstoff-
Spezies gegen¸ber einem elektrophilen Angriff von �- und
�-Donor-Substraten hin.[62]

Es sollte darauf hingewiesen werden, dass sterische Fakto-
ren die �-Wechselwirkung sterisch anspruchsvoller Substrate
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Abbildung 16. Qualitative
Grenzmolek¸lorbitalanalyse der
relativen Reaktivit‰ten (je ne-
gativer �E desto reaktiver) un-
terschiedlicher Cu/O2-Spezies in
Bezug auf einen �*-elektrophi-
len Angriff (links: der FMO-
Term; rechts: unter Einbezie-
hung des Ladungsterms).

Abbildung 17. Links: Grenzmolek¸lorbitale weisen auf eine �-‹berlappung des Phosphan-
HOMO und des Bis-�-oxo-CuIII2 -LUMO hin. Rechts: Valenzmolek¸lorbital-Energiediagramme
von Hydroperoxo-, Side-on-Peroxo- und Bis-�-oxo-Cu-Spezies und relevanten Substraten zur
Veranschaulichung des �*-Pfades. Die Atombeitr‰ge sind an den einzelnen MOs angegeben, die
Atomladungen an den chemischen Strukturen.
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mit dem kompakten Bis-�-oxo-
CuIII2 -Kern einschr‰nken kˆn-
nen.[62] F¸r die H-Atom-Abspal-
tung w‰re dies allerdings weniger
wichtig. Hier kˆnnen dieselben
Pfade ¸ber das �-LUMO (Abbil-
dung 17) benutzt werden, was zu
ganz ‰hnlichen Reaktivit‰ten f¸r
die unterschiedlichen Kupfer-
Sauerstoff-Spezies f¸hren w¸rde
(Abbildung 18). Die Bis-�-oxo-
Spezies w‰re die effektivste, da
sie das energetisch niedrigst liegen-
de �*-LUMO und den g¸nstigs-
ten Ladungsterm aufweist. Der
Grenzmolek¸lorbitaltheorie zufol-
ge sollte die Side-on-Peroxo-Spe-
zies weniger aktiv sein, und wie in
Abbildung 19 gezeigt (und in Ab-

schnitt 4.2.3 weiter ausgef¸hrt), sollte eine zus‰tzliche starke
Franck-Condon-Aktivierungsbarriere mit der reduktiven
Ein-Elektronen-Spaltung der O-O-Bindung einhergehen.[25]

Abbildung 19. Schematische Darstellung der Franck-Condon-Barrieren
der Bis-�-oxo- (oben) und der Side-on-Peroxo-Spezies (unten) f¸r eine
H-Atom-Abspaltung. �� geometrische Verzerrung. In abgewandelter
Form aus Lit. [25] ¸bernommen.

Schlie˚lich wurde die H-Atom-Abspaltung durch die CuII-
OOH-Spezies als energetisch unvorteilhaft berechnet (Ab-
bildung 20A).[26] Es w¸rde eine CuII-Oxyl-Spezies gebildet,
die nur durch eine �-Wechselwirkung zwischen Kupfer und
Sauerstoff (siehe LUMO in Abbildung 20B) stabilisiert w‰re.
F¸r D�Hund PHM ist also entweder die CuII-Oxyl/CuIII-Oxo-
Zwischenstufe geometrisch oder aufgrund des Methionin-

Abbildung 20. A) Berechnete Energie‰nderung f¸r die H-Atom-Abspal-
tung durch CuII-OOH. B) Auf dem B3LYP-Niveau berechnetes LUMO
der formalen, durch H-Atom-Abspaltung gebildeten CuII-Oxyl-Spezies mit
Angabe der Atombeitr‰ge. Die Tabelle gibt die berechneten Atom-
ladungen Q wichtiger Spezies wieder. Die CuII-Oxyl-Spezies wurde in
dieser Rechnung durch den [Cu(HBPz3)]-Oxyl-Komplex modelliert.

Liganden an CuM zus‰tzlich stabilisiert, oder ein alternativer
Mechanismus f¸r die Hydroxylierung der Substrate durch
diese Enzyme muss postuliert werden.

4. O2-Reduktion zu H2O

4.1. Das aktive Zentrum mit dreikernigem Kupfercluster

Wie in der Einleitung bereits erw‰hnt, weisen die mehr-
kernigen kupferhaltigen Oxidasen drei Typen von Kupfer-
zentren (Typ 1 ± 3) auf, wobei es sich beim Typ 3 um ein
gekoppeltes zweikerniges Kupferpaar handelt.[7] In fr¸heren
Untersuchungen haben wir gezeigt, dass die Typ-2- und Typ-3-
Zentren einen dreikernigen Kupfercluster bilden, der eine
bedeutende Rolle bei der Reduktion von Disauerstoff
zu Wasser durch mehrkernige kupferhaltige Oxidasen
spielt.[63, 64] Dies wurde nun durch Rˆntgenstrukturanalysen
der drei Oxidasen Laccase aus Pilzen,[65] Caeruloplasmin[32]

und Ascorbat-Oxidase[9] best‰tigt. Die Strukturen zeigten
auch, dass das entfernte Typ-1-Kupferzentrum mit dem
dreikernigen Kupfercluster ¸ber den Cys-His-Elektronen-
¸bertragungspfad verbr¸ckt ist (Abbildung 1D). Unter Ver-
wendung des T1Hg-Derivats,[36] bei dem das Typ-1-Kupfer-
zentrum durch das redox- und spektroskopisch inaktive
Quecksilberion ersetzt wurde, konnten spektroskopische
und kristallographische Befunde korreliert werden, um so
Einsichten in die elektronische Struktur des dreikernigen
Kupferclusters zu erhalten.[66] Magnetischer Circulardichrois-
mus (MCD) bei niedriger Temperatur reagiert empfindlich
auf paramagnetische Zentren und kann damit selektiv die
Ligandenfeld¸berg‰nge von Typ-2-Kupfer (S� 1³2) sondieren
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Abbildung 18. Qualitative
Grenzmolek¸lorbitalanaly-
se der relativen Reaktivit‰-
ten unterschiedlicher Cu/
O2-Spezies in Bezug auf
�*-elektrophilen Angriff
(links: der FMO-Term;
rechts: unter Einbeziehung
des Ladungsterms).



AUFSæTZEKupferproteine

(Abbildung 21A, oben). Die Reduktion des Typ-2-Zentrums
im T1Hg-Derivat f¸hrt zu keiner ænderung imCD-Spektrum,
was darauf hindeutet, dass die beobachteten Banden (Ab-
bildung 21A, unten) Ligandenfeld¸berg‰nge der beiden oxi-
dierten Typ-3-Kupferzentren sind. Diese ‹berg‰nge sind
wegen der verzerrten Geometrie des Typ-3-Kupfers (siehe
unten) sowohl im Absorptions- wie auch im CD-Spektrum
relativ intensiv, tragen aber nicht zum Tieftemperatur-MCD-
Signal bei, da diese Kupferzentren magnetisch gekoppelt
vorliegen und einen diamagnetischen S� 0-Grundzustand
aufweisen. Durch Ligandenfeldrechnungen wurde aus den
‹bergangsenergien in Abbildung 21A eine Beschreibung der
elektronischen Struktur des dreikernigen Kupferclusters in
Abbildung 21B erhalten.[67] Das dreifach koordinierte Typ-2-
Kupferzentrum (zwei His-, ein H2O-Ligand) weist einen
dx2�y2-Grundzustand und eine quadratisch-planare Koordina-
tionsumgebung mit einer den beiden Typ-3-Kupferzentren
zugewandten, unbesetzten Koordinationsstelle auf. Die Typ-
3-Kupferzentren sind vierfach koordiniert (drei His-, ein �-
OH-Ligand), und ihre elektronischen Strukturen kˆnnen am
besten als trigonal-bipyramidal mit unbesetzten ‰quatorialen
Koordinationsstellen in Richtung der Typ-2-Kupferzentren
beschrieben werden. Beide Typ-3-Kupferzentren haben dz2-

Grundzust‰nde, die f¸r starke antiferromagnetische Kopp-
lung ¸ber das verbr¸ckende OH�-Ion ausgerichtet sind. So ist
der dreikernige Kupfercluster bestens orientiert, um mit
Disauerstoff verbr¸ckte Zwischenstufen zu bilden. Neuere
DFT-Rechnungen st¸tzen diese Beschreibung (Abbil-
dung 21C). Man beachte, dass es sich hierbei um Rechnungen
mit gebrochener Symmetrie und uneingeschr‰nktem Spin
(πspin-unrestricted broken symmetry™) handelt, bei denen die
drei unbesetzten Orbitale zusammen die Spinverteilungen an
den drei Kupferatomen des Trimers widerspiegeln, d.h., zwei
Typ-3-Kupferatome sind antiferromagnetisch gekoppelt, und
das Typ-2-Kupferatom wechselwirkt mit diesen nur schwach.
Weiterhin ergaben diese Rechnungen eine Mischung der 4p-
Orbitale f¸r die beiden Typ-3-Kupferzentren entlang der
koordinativ unges‰ttigten Positionen, welche f¸r die Bindung
des Liganden wichtig sein kˆnnten. Wie bei H‰mocyanin
(Abschnitt 2.2) besteht eine Funktion des Proteins darin, die
Kupferatome des Clusters zusammenzuhalten. Die daraus
resultierenden absto˚enden Wechselwirkungen kˆnnten im
Cluster gebundene anionische Sauerstoff-Zwischenstufen
stabilisieren.[68]

4.2. O2-Reduktion

Die Reaktionen der vollst‰ndig reduzierten
nativen Laccase (reduzierte Typ-1-Zentren, redu-
zierter dreikerniger Cluster) und des vollst‰ndig
reduzierten T1Hg-Laccase-Derivats (reduzierter
dreikerniger Cluster) mit Disauerstoff f¸hren zu
unterschiedlichen Zwischenstufen (der nativen
bzw. der T1Hg-Zwischenstufe; Absorptionsspek-
tren siehe Abbildung 22A).[35, 37, 69, 70] Im Unter-
schied zum T1Hg-Derivat weist das native Enzym
ein redoxaktives Typ-1-Zentrum auf, welches in
dieser Reaktion oxidiert wird (die Typ-1-Absorp-
tionsbande bei ca. 600 nm w‰chst mit der gleichen
Geschwindigkeit wie die der Sauerstoff-Zwischen-
stufe bei 360 nm). Das bedeutet, dass der Disauer-
stoff in der nativen Zwischenstufe mindestens um
ein Elektron st‰rker reduziert vorliegt als in der
T1Hg-Zwischenstufe. Wie aus Abbildung 22B her-
vorgeht, werden allerdings beide Zwischen-
stufen nahezu gleich schnell gebildet (k� 2�
106��1 s�1).[71] Die Bildung der T1Hg-Sauerstoff-
Zwischenstufe kˆnnte damit der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt bei der Reduktion von O2

sein, und die Elektronen¸bertragung vom entfern-
ten Typ-1-Kupferatom ¸ber die �13 ä lange Cys-
His-Einheit auf den dreikernigen Kupfercluster
w‰re sehr schnell (�103 s�1). Wie in Abschnitt 4.2.1
zusammengefasst, deuten spektroskopische Daten
darauf hin, dass die T1Hg-Sauerstoff-Zwischen-
stufe eine an den dreikernigen Kupfercluster
gebundene Peroxoverbindung mit zu Oxy-H‰mo-
cyanin unterschiedlicher geometrischer und elek-
tronischer Struktur ist. In Abschnitt 4.2.2 werden
diese Untersuchungen zur Bestimmung der Natur
der nativen Zwischenstufe weiter ausgef¸hrt. Es
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Abbildung 21. A) Ligandenfeld¸berg‰nge (die zugehˆrigen Energien sind durch senk-
rechte Linien markiert) des dreikernigen Clusters: Tieftemperatur-MCD- (oben) und
Raumtemperatur-CD-Spektrum (unten), das Typ-2- bzw. die Typ-3-Cu-‹berg‰nge zeigt.
Man beachte, dass es mehr als vier Ligandenfeld¸berg‰nge im CD-Spektrum gibt, d.h. die
beiden Typ-3-Cu-Zentren sind nicht ‰quivalent. B) Aus dem Ligandenfeld abgeleitete
elektronische Struktur des dreikernigen Clusters. Das HOMO jedes Cu-Atoms ist
dargestellt. Wiedergegeben aus Lit. [67]. C) Oberfl‰chen-Darstellungen der unbesetzten
MOs, erhalten aus uneingeschr‰nkten (unrestricted) DFT-Rechnungen. Die ‹berlage-
rung dieser MOs ist im Einklang mit dem Ergebnis der Ligandenfeldrechnungen unter B)
unter Ber¸cksichtigung einer zus‰tzlichen 4p-Mischung entlang der koordinativ unge-
s‰ttigten Positionen eines jeden Typ-3-Kupferzentrums.
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Abbildung 22. A) Absorptionsspektren der Peroxid-Zwischenstufe (––)
in T1Hg-Laccase und der nativen Zwischenstufe (- - - -) in nativer Laccase.
Die Absorptionsbande bei 600 nm in der nativen Zwischenstufe stammt
vom Typ-1-Cu-Zentrum. B) Bildungsgeschwindigkeit der Peroxid- (�, ––)
und der nativen Zwischenstufe (�, - - - -) als Funktion der O2-Konzentra-
tion. In abgewandelter Form aus Lit. [66] ¸bernommen. Die Geschwindig-
keitskonstanten zweiter Ordnung betragen 2.2� 106��1 s�1 f¸r die Peroxid-
Zwischenstufe und 1.7� 106��1 s�1 f¸r die native Zwischenstufe.

handelt sich hierbei, wie gezeigt werden wird, um eine
vollst‰ndig oxidierte Form des Enzyms, die sich aber vom
vollst‰ndig oxidierten Ruhezustand unterscheidet. Die Unter-
suchungen f¸hren zu einem Mechanismus f¸r die Vier-
Elektronen-Reduktion von Disauerstoff zu Wasser und zu
Einblicken in die reduktive Spaltung der O-O-Bindung
(Abschnitt 4.2.3).

4.2.1. Die Peroxid-Zwischenstufe:
Vergleich mit Oxy-H‰mocyanin

Isotopenverh‰ltnis-Massenspektrometrie(IRMS)-Messun-
gen zufolge finden sich beide Sauerstoffatome des O2-
Molek¸ls in der T1Hg-Sauerstoff-Zwischenstufe wieder, bei
der es sich somit um einen Superoxo- oder einen Peroxozu-
stand handelt. Diese beiden Mˆglichkeiten konnten CD/
MCD-spektroskopisch im Ligandenfeldbereich (Ab-
schnitt 4.1) unterschieden werden. Alle Ligandenfeld¸ber-
g‰nge der Typ-3-Kupferzentren sind im CD-Spektrum der
T1Hg-Zwischenstufe vorhanden (Abbildung 23A); beide
Typ-3-Kupferzentren liegen also oxidiert vor. Das Tieftem-
peratur-MCD-Spektrum der Zwischenstufe (Abbildung 23B)
zeigt jedoch keine Typ-2-Merkmale (was damit ¸berein-
stimmt, dass im EPR-Spektrum kein Typ-2-Signal auftritt),
was auf Typ-2-Kupfer in der reduzierten Form hinweist. Zwei
Elektronen wurden von den Typ-3-Kupferzentren auf O2

¸bertragen, es handelt sich somit um eine Peroxid-Zwischen-
stufe.[37]

Messungen der magnetischen Suszeptibilit‰t (SQUID)
wurden zur Untersuchung der magnetischen Wechselwirkun-
gen zwischen den beiden oxidierten Typ-3-Kupferzentren
dieser Peroxid-Zwischenstufe eingesetzt. Der S‰ttigungsmag-
netisierung und Curie-Diagrammen (bezogen auf das voll-

Abbildung 23. Vergleich der Ligandenfeld¸berg‰nge in der Peroxid-
Zwischenstufe (––) und der T1Hg-Laccase im Ruhezustand (- - - -).
A) Raumtemperatur-CD-Spektren, die die Ligandenfeld¸berg‰nge des
Typ-3-Cu-Zentrums zeigen; B) Tieftemperatur-MCD-Spektren, die die
Ligandenfeld¸berg‰nge des Typ-2-Cu-Zentrums zeigen. In abgewandelter
Form aus Lit. [37] ¸bernommen.

st‰ndig oxidierte T1Hg-Derivat) zufolge sind die beiden
oxidierten Typ-3-Zentren der Peroxid-Zwischenstufe stark
antiferromagnetisch gekoppelt (�2J� 200 cm�1). Diese Aus-
tauschkopplung erfordert einen verbr¸ckenden Liganden
zwischen den beiden Typ-3-CuII-Zentren. Die Verbr¸ckung
wurde durch Rˆntgenabsorptionsspektroskopie (XAS) an der
T1Hg-Peroxid-Zwischenstufe untersucht. Die Fourier-Trans-
formation des EXAFS-Spektrums (EXAFS� extended X-ray
absorption fine structure) der Zwischenstufe liefert eine
intensive Au˚enschalenbande bei ca. 3.4 ä (korrigiert bez¸g-
lich Phasenverschiebung; Abbildung 24), die weder beim

Abbildung 24. EXAFS-Spektren (I(FT)� Intensit‰t des Fourier-transfor-
mierten Signals) der oxidierten T1Hg-Laccase (±±±), der Peroxid-Zwi-
schenstufe (����), des Peroxid-Addukts (––) und der reduzierten T1Hg-
Laccase (�±�±). Wiedergegeben aus Lit. [67].

oxidierten Ruhezustand noch beim reduzierten dreikernigen
Kupfercluster auftritt. Hier muss ein fest gebundener ver-
br¸ckender Ligand zwischen zwei Kupferatomen vorliegen.
Es kann sich nicht um das �-Hydroxidion der oxidierten
dreikernigen Kupfereinheit (Abbildung 21B) handeln, da
dieses nicht den g¸nstigen Debye-Waller-Faktor aufweist,
der f¸r die Beobachtung einer Au˚enschalenbande notwen-
dig ist. Es sind also zwei Kupferatome der Peroxid-Zwischen-
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stufe der T1Hg-Laccase ¸ber das Peroxid in einem Cu-Cu-
Abstand von 3.4 ä fest verbr¸ckt.[37]

Dem Antiferromagnetismus zufolge sind die beiden oxi-
dierten Typ-3-Kupferzentren verbr¸ckt. Die Mˆglichkeit
einer Verbr¸ckung zwischen den Typ-3- und dem Typ-2-
Kupferzentrum ist in der Peroxid-Zwischenstufe schwieriger
nachzuweisen, da das Typ-2-Kupferzentrum reduziert ist. Das
Peroxid bindet jedoch an den oxidierten dreikernigen Kup-
fercluster des T1Hg-Derivats im Ruhezustand und bildet ein
Peroxid-Addukt.[67] Dieses Addukt weist die gleiche intensive
Au˚enschalen-EXAFS-Bande auf wie die T1Hg-Peroxid-
Zwischenstufe (Abbildung 24), was auf eine ‰hnliche Per-
oxidverbr¸ckung hinweist. Im Peroxid-Addukt ist das Typ-2-
Kupferzentrum oxidiert und paramagnetisch und kann daher
durch Tieftemperatur-MCD- (siehe Abschnitt 4.1) und EPR-
Spektroskopie sowie andere Methoden untersucht werden.
Aus den EPR-Daten in Abbildung 25A geht hervor, dass sich

Abbildung 25. Vergleich des Peroxid-Addukts von T1Hg-Laccase (––)
und der T1Hg-Laccase im Ruhezustand (����). A) EPR- und B) Tief-
temperatur-MCD-Spektren von Typ-2-Cu (oben) und Raumtemperatur-
CD-Spektren von Typ-3-Cu (unten). Wiedergegeben aus Lit. [67].

die Koordinationsumgebung des Typ-2-CuII-Zentrums bei der
Bindung des Peroxids an den oxidierten dreikernigen CuII-
Cluster erheblich, und zwar von rhombisch zu axial ‰ndert.
Einer Ligandenfeldanalyse zufolge ist das Typ-2-CuII-Zent-
rum in der Peroxid-Form vierfach koordiniert. Dies wird
durch die starke Ver‰nderung im Ligandenfeld¸bergang des
Typ-2-Zentrums im Tieftemperatur-MCD-Spektrum best‰tigt
(Abbildung 25B, oben). Zus‰tzlich tritt beim Peroxid-Addukt
eine Peroxid�CuII-Charge-Transfer-Bande bei 400 nm mit
einem starken Tieftemperatur-MCD-Signal auf, was auf die
Bindung des Peroxids an das Typ-2-CuII-Zentrum hinweist.
Die ænderungen in den Ligandenfeld-CD-Eigenschaften
(Abbildung 25B, unten) und die Tatsache, dass ein Peroxid�
CuII-Charge-Transfer-‹bergang im Absorptionsspektrum des

Peroxid-Addukts ohne zugehˆrige Tieftemperatur-MCD-
Bande auftritt,[67] deuten ebenfalls auf eine Bindung des
Peroxids an das Typ-3-Zentrum unter Bildung einer Br¸cke
zwischen den Typ-2- und Typ-3-Kupferzentren.
Die oben aufgef¸hrten Untersuchungen f¸hren zu den zwei

mˆglichen, in Abbildung 26 dargestellten Beschreibungen der
Peroxid-Zwischenstufe des dreikernigen Kupferclusters in
den mehrkernigen kupferhaltigen Oxidasen. In einemModell

Abbildung 26. Strukturmodelle f¸r die Peroxid-Zwischenstufe in den
mehrkernigen kupferhaltigen Oxidasen, in denen die Peroxid-Zwischen-
stufe Typ-2- und Typ-3-Cu-Zentren verbr¸ckt.

verbr¸ckt das Peroxid intern die Typ-2- und Typ-3-Kupfer-
zentren, wobei die magnetische Kopplung zwischen den
oxidierten Typ-3-CuII-Zentren aus der antiferromagnetischen
Kopplung ¸ber die Peroxidbr¸cke resultiert. Alternativ
kˆnnten die Typ-3-CuII-Atome durch die auch im Ruhezu-
stand vorhandene Hydroxidbr¸cke verbr¸ckt sein (Abbil-
dung 21B), und das Peroxid w¸rde als Hydroperoxid extern
die Typ-2-CuI- und Typ-3-CuII-Zentren verbr¸cken. Rech-
nungen zur elektronischen Struktur sind noch erforderlich,
um zwischen diesen Mˆglichkeiten zu unterscheiden. Her-
vorzuheben ist allerdings, dass sich beide Mˆglichkeiten
grunds‰tzlich in geometrischer und elektronischer Hinsicht
von der �-�2:�2-side-on-Peroxid-verbr¸ckten Struktur von
Oxy-H‰mocyanin (Abbildung 3 und 4) unterscheiden, wie ein
Vergleich der Charge-Transfer-Spektren der Peroxid-Zwi-
schenstufe und des Oxy-H‰mocyanins (Abbildung 27) belegt.

Abbildung 27. Vergleich der Absorptionsspektren der Peroxid-Zwischen-
stufe in T1Hg-Laccase (––) und der side-on-Peroxid-verbr¸ckten Einheit
in Oxy-H‰mocyanin (����). Die 330-nm-Bande im Oxy-H‰mocyanin-
Spektrum ist zu Vergleichszwecken auf ein F¸nftel verkleinert.

Der Charge-Transfer-‹bergang der Peroxid-Zwischenstufe
bei 340 nm liegt energetisch vergleichsweise hoch, ist aber
weniger als ein F¸nftel so intensiv wie der ‹bergang im Oxy-
H‰mocyanin. Hohe Energie verbunden mit niedriger Inten-
sit‰t erfordert stark bindende Wechselwirkungen zwischen
dem Peroxid und nichtchromophoren Atomen (also nicht
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CuII), wie dem Proton im �-Hydroperoxid oder dem Typ-2-
CuI-Zentrum in der �-(�1)3-Struktur in Abbildung 26. Die
niedrige Charge-Transfer-Intensit‰t deutet auf eine schwache
Elektronendonor-Wechselwirkung mit den oxidierten Kupfer-
atomen hin (imUnterschied zu Oxy-H‰mocyanin), welche die
Peroxid-Zwischenstufe am dreikernigen Kupfercluster gegen
den reversiblen Verlust von O2 stabilisiert. Weiterhin wird die
Energie des Peroxid-�*-Orbitals durch die Protonierung des
Peroxids (und/oder seine bindende Wechselwirkung mit dem
reduzierten Typ-2-Kupferzentrum) gesenkt und so das Per-
oxid f¸r die reduktive Spaltung der O-O-Bindung aktiviert.
Diese Reaktion ist bei der Peroxid-Zwischenstufe der T1Hg-
Laccase sehr langsam (0.0003 s�1 bei pH 7.5), obwohl das
Peroxid eine Br¸cke zu einem reduzierten Typ-2-Kupferatom
bildet.[38] Wie MCD-Untersuchungen ergaben, f¸hrt die lang-
same reduktive Spaltung der Peroxid-Zwischenstufe in T1Hg
zu einer der nativen Zwischenstufe ‰hnlichen Spezies.[37] Da
diese Zwischenstufe im nativen Enzym mit einer Geschwin-
digkeit von 106��1 s�1 gebildet wird (Abbildung 22B), muss
die Reduktion einer Peroxid-Spezies unter Bildung der
nativen Zwischenstufe sehr schnell ablaufen (�350 s�1). Die
Art der nativen Zwischenstufe wird im Folgenden beschrie-
ben, wobei der Reaktivit‰tsunterschied auf die Spaltung der
O-O-Bindung durch Ein- bzw. Zwei-Elektronen-Reduktion
zur¸ckgef¸hrt werden kann.

4.2.2. Die native Zwischenstufe:
Vergleich mit dem Enzym im Ruhezustand

Aus Abbildung 22A geht hervor, dass das Typ-1-Kupfer-
zentrum in der nativen Zwischenstufe oxidiert ist und dass
damit O2 mindestens um ein Elektron weiter reduziert
vorliegen muss als in der T1Hg-Peroxid-Zwischenstufe. Ver-
bunden mit der Tatsache, dass kein Typ-2-EPR-Signal, daf¸r
aber ein neues, breites, bei Verwendung von 17O2 sogar noch
st‰rker verbreitertes EPR-Signal beobachtet werden kann
(siehe unten), f¸hrte dies dazu, die native Zwischenstufe als
eine durch eine Drei-Elektronen-Reduktion gebildete Oxyl-
oder Hydroxyl-Spezies mit noch reduziertem Typ-2-Kupfer zu
beschreiben.[35, 69] Die Oxidationsstufen der Kupferatome in
der nativen Zwischenstufe konnten durch Rˆntgenabsorp-
tionskanten-Untersuchungen direkt bestimmt werden.[72] Ei-
ne 1s�4p-Bande bei 8984 eV ist charakteristisch f¸r redu-
ziertes, nicht aber oxidiertes Kupfer. Die Rˆntgenabsorp-
tionskante der nativen Zwischenstufe von Laccase ist
identisch mit der des vollst‰ndig oxidierten Enzyms im
Ruhezustand (Abbildung 28A), d.h., alle Kupferatome in
der nativen Zwischenstufe sind oxidiert.[73] O2 wird daher
durch vier Elektronen bis zum H2O/OH�/O2�-Niveau redu-
ziert.[34] Weiterhin zeigt die Fourier-Transformation des
EXAFS-Spektrums der nativen Zwischenstufe (Abbil-
dung 28B) eine Au˚enschalenbande, die im Ruhezustand
nicht vorhanden ist und nur durch eine Cu-Cu-Wechselwir-
kung mit einem Cu-Cu-Abstand von 3.3 ä simuliert werden
kann.[73]

W‰hrend die native Zwischenstufe einen vollst‰ndig oxi-
dierten dreikernigen Kupfercluster aufweist, unterscheidet
sich das EPR-Signal dieser Zwischenstufe sehr von dem des

Abbildung 28. A) Cu-K-Absorptionskanten-Daten f¸r die reduzierte
(––), die vollst‰ndig oxidierte (±±±) und die (renormalisierte) native
Zwischenstufe (- - - -) (korrigiert bez¸glich nichtumgesetzter reduzierter
Laccase). A� normierte Absorption. B) Fourier-Transformierte (nicht
phasenkorrigiert) der EXAFS-Daten f¸r reduzierte Laccase(�±�±), voll-
st‰ndig oxidierte Laccase (- - - -) und die native Zwischenstufe (––).
I(FT)� Intensit‰t des Fourier-transformierten Signals. In abgewandelter
Form aus Lit. [73] ¸bernommen.

oxidierten dreikernigen Clusters im Ruhezustand mit dem
¸blichen EPR-Signal f¸r das lokalisierte Typ-2-CuII-Zentrum
(Abbildung 25A).[35, 73, 74] Das EPR-Signal der nativen Zwi-
schenstufe (Abbildung 29A, das Spektrum des oxidierten
Typ-1-Zentrums ist abgezogen) ist sehr breit, und die g-Werte
sind sehr niedrig (zwei Werte unterhalb 2.00). Aus der
Frequenzabh‰ngigkeit der g-Werte ergibt sich f¸r den Grund-
zustand S� 1³2.[73] Das EPR-Signal relaxiert schnell und kann
oberhalb 20 K nicht beobachtet werden (Abbildung 29B).
Die schnelle Relaxation deutet auf niedrig liegende angeregte
Zust‰nde hin, und durch eine Orbach-Analyse der Tempera-
turabh‰ngigkeit der Leistungss‰ttigung konnte die Energie
dieses Zustands zu ca. 150 cm�1 oberhalb derer des Grund-
zustands bestimmt werden (Abbildung 29C).[73]

Weitere Einblicke in den Grund- und die angeregten
Zust‰nde des oxidierten dreikernigen Kupferclusters in der
nativen Zwischenstufe konnten aus der Temperatur- und
Feldabh‰ngigkeit des MCD-Spektrums gewonnen werden.
Das Spektrum der nativen Zwischenstufe weist zus‰tzlich zur
Absorptionsbande des Typ-1-Zentrums bei 600 nm Banden
bei 365 und 318 nm auf (Abbildung 30A, oben), die auf Oxo-
oder Hydroxo-Charge-Transfer-‹berg‰nge zu den CuII-Zen-
tren des dreikernigen Kupferclusters zur¸ckzuf¸hren sind.[73]

Diese ‹berg‰nge geben bei niedriger Temperatur eine starke,
an ein Ableitungssignal erinnernde MCD-Bande (Abbil-
dung 30A, unten).[34, 73] Die Feldabh‰ngigkeit dieser MCD-
Banden bei niedriger Temperatur gibt eine S‰ttigungskurve
(Abbildung 30B), die mit einer Brillouin-Funktion f¸r einen
S� 1³2-Grundzustand simuliert werden kann.[73] Die Tempera-
turabh‰ngigkeit des Hochfeld-MCD-Spektrums ist in Ab-
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Abbildung 29. A) Oben: Die X-Band-EPR-Spektren der nativen Zwi-
schenstufe (NI) und von T2D-Laccase bei 200 mW und 10 K. Unten: X-
und S-Band-EPR-Spektren der nativen Zwischenstufe abz¸glich der T2D-
Beitr‰ge (NI�T2D). Simulationen der Spektren, die g-Werte von 2.15,
1.86 und 1.65 liefern, sind ebenfalls abgebildet (Sim.). B) Leistungss‰tti-
gungsstudien an der nativen Zwischenstufe. Die normierten EPR-Inten-
sit‰ten der nativen Zwischenstufe bei etwa 4000 G sind gegen die Mikro-
wellenleistung von 0.1 bis 200 mW bei 8.8 (�), 11 (�), 14 (�) und 17 K (�)
aufgetragen. C) Die Auftragung von ln[P1/2] gegen 1/T zeigt ein lineares
Verhalten, was auf einen niedrig liegenden angeregten Zustand bei ca.
140 cm�1 hinweist. In abgewandelter Form aus Lit. [73] ¸bernommen.

bildung 30C f¸r den Charge-Transfer-Bereich des dreikerni-
gen Kupferclusters dargestellt. F¸r einkernige S� 1³2-Systeme
nimmt das MCD-Signal einfach mit zunehmender Tempera-
tur (proportional 1/T) ab. Aus Abbildung 30C geht jedoch
hervor, dass die Spektren der nativen Zwischenstufe sich mit
zunehmender Temperatur ‰ndern. Dies weist auf eine Boltz-
mann-Besetzung eines angeregten Zustands mit
einem von dem des Grundzustands unterschied-
lichen MCD-Spektrum hin. Beispielsweise zeigen
die Daten bei 25000 cm�1 (Abbildung 30C, Pfeil),
dass das MCD-Signal zun‰chst im Bereich von 5
bis 40 K ab- und dann mit steigender Temperatur
zunimmt (Abbildung 30D). Eine Simulation der
Energie des angeregten, thermisch besetzten Zu-
stands liefert einen Wert von 150 cm�1 in ‹ber-
einstimmung mit dem Ergebnis der Orbach-
Analyse der EPR-Daten.[73]

Der oxidierte dreikernige Kupfercluster in der
nativen Zwischenstufe weist also einen S� 1³2-
Grundzustand und einen niedrig liegenden ange-
regten Zustand bei ca. 150 cm�1 auf. Wir betrach-

Abbildung 30. A) Oben: Verfolgung der Bildung der nativen Zwischenstufe (NI) mit
der Rapid-Scan-stopped-Flow-Absorptionsspektroskopie bei pH 7.5 und 4 �C. Der erste
Scan wurde nach 1.28 ms und vier weitere in Abst‰nden von 2.56 ms bis zu einer
Gesamtdauer von 11.52 ms durchgef¸hrt. Unten: Das Tieftemperatur-MCD-Spektrum
der nativen Zwischenstufe, gemessen bei 7 Tund 1.8 K. B) MCD-S‰ttigungsmagnetisie-
rung der nativen Zwischenstufe, gemessen bei 27560 (�) und 31780 cm�1 (�) bei 1.8 K.
Durchgezogene Linien sind Simulationen basierend auf den jeweils angegebenen
unterschiedlichen mˆglichen Spinzust‰nden. M� normierte Magnetisierung. C) Die
Temperaturabh‰ngigkeit des MCD-Spektrums der nativen Zwischenstufe im erweiter-
ten Charge-Transfer-Bereich (1.8 ± 160 K bei 7 T). Man beachte, dass das MCD-Signal
nicht einfach mit 1/T abnimmt; dies weist auf die Population eines angeregten Zustands
mit einem andersartigen MCD-Spektrum hin. D) Die Temperaturabh‰ngigkeit des
MCD-Signals der nativen Zwischenstufe bei 25000 cm�1 (�; Pfeil in Diagramm C). Die
Signalintensit‰t nimmt zwischen 5 und 40 K ab, steigt aber wieder bei Temperaturen
zwischen 50 und 150 K. Die durchgezogenen Linien sind das Ergebnis von Simulationen
mit unterschiedlichen Aufspaltungen des angeregten Zustands (bester Fit bei ca.
150 cm�1). In abgewandelter Form aus Lit. [73] ¸bernommen.
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ten nun die mit der Wechselwirkung verbr¸ckender Liganden
assoziierte Austauschkopplung zwischen den drei S� 1³2-CuII-
Ionen, die diese Grundzustandseigenschaften reproduziert.
Die Austauschkopplung zweier mit dem verbr¸ckenden
Liganden verbundener CuII-Atome (Cua und Cub) liefert
einen Singulett-Grundzustand und einen energetisch um 2J
hˆher liegenden angeregten Triplett-Zustand (Abbildung 31).
Die Kopplung des dritten S� 1³2-CuII-Zentrums f¸hrt dann zu

Abbildung 31. A) Schema des Zwei-Br¸cken-Modells. B) Energiedia-
gramm des Zwei-Br¸cken-Modells als Funktion des Verh‰ltnisses der
Austauschkopplungskonstanten. C) Lˆsungsraum f¸r die 150-cm�1-Auf-
spaltung des Grundzustands und des ersten angeregten Zustands als
Funktion der beiden Austauschkopplungskonstanten nach dem Zwei-
Br¸cken-Modell. In abgewandelter Form aus Lit. [73] ¸bernommen.

einem STOT� 1³2-Grundzustand (�S� 1³2,0	) und angeregten
Zust‰nden mit STOT� 1³2 und 3³2 bei 2J. L‰sst man eine zweite
Verbr¸ckung zwischen den Kupferzentren Cub und Cuc zu,
spaltet die Energie der angeregten 1³2- und 3³2-Zust‰nde auf,
wobei der Zustand �S� 1³2,1	 in Abbildung 31B der bei ca.
150 cm�1 beobachtete Zustand ist. Die Suche nach einem
Lˆsungsraum, der zu einer �S� 1³2,0	- � S� 1³2,1	-Aufspaltung
von 150 cm�1 mit zwei verbr¸ckenden Liganden (Abbil-
dung 31C) f¸hrt, liefert einen maximalen J-Wert f¸r jede
Br¸cke von ca. 170 cm�1.[73] Die EXAFS-Daten in Abbil-
dung 28B deuten jedoch auf eine verbr¸ckte Kupfereinheit
mit einem Cu-Cu-Abstand von 3.3 ä. Aus Korrelationen
zwischen magnetischen und Strukturdaten Hydroxid-ver-
br¸ckter CuII-Dimere[75, 76] folgt, dass die Austauschkopplung
bei diesem Abstand ca. 520 cm�1 betragen sollte (Abbil-
dung 32). DieserWert sollte f¸r eine Oxobr¸cke (siehe unten)
sogar noch grˆ˚er sein. Um einen angeregten Zustand bei
150 cm�1 mit dieser gro˚en Austauschkopplung (die wegen
des Cu-Cu-Abstands erforderlich ist) zu erhalten, muss eine

Abbildung 32. Korrelation des Cu-Cu-Abstands R und des Cu-O-Cu-
Winkels 	 mit den Kopplungskonstanten f¸r OH-verbr¸ckte zweikernige
CuII-Modellkomplexe. Man beachte, dass eine nichtlineare Beziehung
zwischen dem Cu-O-Cu-Winkel und dem Cu-Cu-Abstand besteht. Daten
aus Lit. [76].

dritte Br¸cke (zwischen Cua und Cuc) vorhanden sein, die zu
Spinfrustration f¸hrt und die Energie des angeregten
�S� 1³2,1	-Zustands erniedrigt.
In Abbildung 33B ist der Lˆsungsraum mit einer �S� 1³2,0	-

� S� 1³2,1	-Energieaufspaltung von 150 cm�1 als Funktion der
drei J-Werte dargestellt. H‰lt man �2Jab konstant bei
520 cm�1 f¸r den Cu-Cu-Abstand von 3.3 ä, m¸ssen die
anderen J-Werte ebenfalls gro˚ sein und gut zwei Drittel
dieses Wertes betragen. Die einzelnen J-Werte kˆnnen aus
den relativen Kopplungen der drei S� 1³2-CuII-Atome des
dreikernigen Clusters mit den Wellenfunktionen des Grund-
zustands �S� 1³2,0	 und des angeregten Zustands �S� 1³2,1	
ermittelt werden. Experimentell gelang dies durch den Ver-
gleich der MCD-Spektren des angeregten und des Grundzu-
stands, wobei ersteres aus der Temperaturabh‰ngigkeit der
Spektren in Abbildung 30C erhalten wurde.[73] In Abbil-
dung 33D entsprechen die mit
1 markierten Banden in den
MCD-Spektren den Charge-Transfer-‹berg‰ngen zu einem
CuII-Zentrum mit unterschiedlichem Vorzeichen zwischen
Grund- und angeregtem Zustand, w‰hrend die Banden 
2
und
3 mit einem Wechsel von stark zu schwach positiv bzw.
von schwach zu stark positiv beim ‹bergang zwischen Grund-
und angeregtem Zustand verbunden sind. Dieses Verhalten
spiegelt die Kopplungskoeffizienten der drei CuII-Zentren im
Grund- und im angeregten S� 1³2-Zustand f¸r spezifische
Werte von �2J wider (Abbildung 33C). (Die Banden
1 ±
3
sind Charge-Transfer-‹berg‰nge zu CuIIb , zu CuIIc bzw. zu
CuIIa �. Eine Anpassung der experimentellen MCD-Daten aus
Abbildung 33D an die in Abbildung 33C dargestellten Daten
liefert die drei J-Werte in Abbildung 33A. Die ungewˆhnli-
chen Spektren der nativen Zwischenstufe kˆnnen mit einem
vollst‰ndig oxidierten dreikernigen Kupfercluster erkl‰rt
werden, wobei allerdings alle drei Kupferzentren an starken
verbr¸ckendenWechselwirkungen beteiligt sind.[73] Dies f¸hrt
zu den beiden mˆglichen Strukturmodellen der nativen
Zwischenstufe in Abbildung 34, in der nach der Vier-Elek-
tronen-Reduktion von Disauerstoff entweder zwei zus‰tz-
liche OH�-Br¸cken oder eine �3-Oxobr¸cke vorliegen.
Insgesamt zeigen die Untersuchungen der nativen Zwi-

schenstufe, dass alle vier Kupferatome oxidiert sind und es
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Abbildung 33. A) Schema des Drei-Br¸cken-Modells mit Kopplungskon-
stanten f¸r die native Zwischenstufe. B) Lˆsungsraum f¸r den ersten
angeregten Zustand bei 150 cm�1 als Funktion des Verh‰ltnisses der
Kopplungskonstanten, wobei die dritte Kopplungskonstante beim jeweils
angegebenen Energiewert festgehalten wurde. C) Kopplungskoeffizienten
der einzelnen Kupferatome des dreikernigen CuII-Clusters im Grundzu-
stand und im angeregten Zustand. �ES, �GS�Koeffizienten des angeregten
bzw. des Grundzustands. D) MCD-Spektren der nativen Zwischenstufe im
Grund- und im angeregten Zustand. Die Banden sind nach unterschied-
lichen Temperaturabh‰ngigkeiten gruppiert (
1 ,
2 und
3 ), die sich in den
ænderungen der Kopplungskonstanten widerspiegeln (siehe C). Eine
Gau˚-Simulation des Grundzustandsspektrums ist als Linie dargestellt.
In abgewandelter Form aus Lit. [73] ¸bernommen.

sich um eine Vier-Elektronen-O2�/OH�- und nicht um eine
Drei-Elektronen-O�/OH-Zwischenstufe handelt. Die native
Zwischenstufe unterscheidet sich jedoch von der Ruheform
des Enzyms, weil alle Kupferatome des oxidierten dreikerni-
gen Kupferclusters verbr¸ckt sind. Der ‹bergang der nativen
Zwischenstufe in die Ruheform des Enzyms ist sehr langsam
(k� 0.034 s�1).[77] 18O-IRMS- sowie 17O-EPR-Untersuchun-
gen der Reaktion des reduzierten Enzyms mit markiertem O2

ergaben, dass ein Sauerstoffatom des O2-Molek¸ls im Enzym

Abbildung 34. Strukturmodell der nativen Zwischenstufe und ihr Zerfall
zum oxidierten Ruhezustand.

im Ruhezustand vorhanden ist. Dieses Atom ist von au˚en
terminal an das Typ-2-Kupferzentrum des dreikernigen Clu-
sters gebunden (Abbildung 34).[78, 79] Der langsame ‹bergang
der nativen Zwischenstufe in das oxidierte Enzym im Ruhe-
zustand ist in Einklang mit einer erheblichen Struktur‰nde-
rung, wie sie mit der Wanderung des O2-Sauerstoffatoms von
der Innen- auf die Au˚enseite des Clusters verbunden w‰re.
Schlie˚lich sollte noch herausgestellt werden, dass sowohl die
Weiterreaktion der Zwischenstufe als auch die Reduktion des
oxidierten dreikernigen Kupferclusters des Enzyms im Ruhe-
zustand zu langsam sind, um den Turnover zu beschrei-
ben.[80±83] Dagegen ist die Reduktion der nativen Zwischen-
stufe schnell, was darauf hinweist, dass es sich hierbei um die
vollst‰ndig oxidierte Form des Enzyms handelt, die in der
Katalyse aktiv ist.[7] Mˆglicherweise werden die Typ-2-Kup-
ferzentren des Clusters durch die Br¸cke(n) in die Elektro-
nen¸bertragung eingebunden, um eine schnelle Reduktion
durch am Typ-1-Kupfer eintretende Elektronen zu gew‰hr-
leisten (¸ber die Cys-His-Einheit zum Typ-3-Zentrum in
Abbildung 1D). Diese Mˆglichkeit wird zurzeit noch unter-
sucht.

4.2.3. Der Mechanismus:
reduktive Spaltung der O-O-Bindung

Die Aufkl‰rung der Zwischenstufen in der Reduktion von
O2 zu H2O durch mehrkernige kupferhaltige Oxidasen f¸hrt
zu dem Mechanismus f¸r diesen Vier-Elektronen-Prozess in
Abbildung 35. Das reduzierte Enzym reagiert mit Disauer-
stoff unter Bildung der durch Zwei-Elektronen-Reduktion

Abbildung 35. Mechanismus der Reduktion von O2 zu H2O in mehr-
kernigen kupferhaltigen Oxidasen.
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hervorgehenden Peroxid-Zwischenstufe, in der das Peroxid
ein oxidiertes Typ-3-Kupferpaar und ein reduziertes Typ-2-
Kupferzentrum verbr¸ckt. Diese Peroxid-Zwischenstufe wird
in einem zweiten Zwei-Elektronen-Schritt reduziert, wobei
das Typ-2- und das entfernte Typ-1-Zentrum unter Bildung
der πnativen Zwischenstufe™ oxidiert werden. Hierbei han-
delt es sich um ein Oxo- oder Hydroxo-Produkt mit einer
Br¸cke zwischen den oxidierten Typ-3- und dem nun ebenfalls
oxidierten Typ-2-Kupferzentrum des dreikerniges Clusters. Es
wird nun entweder schnell durch das Substrat reduziert oder
reagiert in Abwesenheit eines Substrats langsam zum Ruhe-
zustand, in dem ein Sauerstoffatom des O2-Molek¸ls in Form
von H2O terminal an das Typ-2-Kupferzentrum gebunden ist.
Diese Umlagerung entkoppelt den dreikernigen Kupferclus-
ter und entfernt das ruhende Enzym aus dem Katalysezyklus.
Die Reduktion von O2 zu H2O verl‰uft ¸ber zwei Zwei-

Elektronen-Schritte. Der in Abbildung 22B dargestellten
Kinetik zufolge ist der erste Schritt geschwindigkeitsbestim-
mend und der zweite Schritt sehr schnell. Wichtig ist, dass der
zweite Schritt die reduktive Spaltung der O-O-Bindung
beinhaltet und eine gro˚e Franck-Condon-Barriere mit dieser
Verzerrung einhergeht. Wir konnten diese Barriere experi-
mentell anhand der Temperaturabh‰ngigkeit der Weiterreak-
tion der Peroxid-Zwischenstufe in T1Hg-Laccase bestimmen,
einer Reaktion, die die reduktive Ein-Elektronen-Spaltung
(Elektron vom reduzierten Typ-2-Cu-Zentrum) der O-O-
Bindung beinhaltet.[38] Aus dem kinetischen Sauerstoffisoto-
peneffekt k(16O2)/k(18O2) von 1.10� 0.05 kann die Spaltung
der O-O-Bindung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt
definiert werden. Die experimentelle Barriere ist mit ca.
9 kcalmol�1 recht hoch, was in Einklang mit der langsamen
Weiterreaktion (3� 10�4 s�1) ist. Der Marcus-Theorie f¸r
Elektronen¸bertragungen zufolge sollte die Geschwindigkeit
dieser Reduktion vom elektronisch koppelnden Matrixele-
ment (HDA; D�Donor, A�Acceptor), von der thermody-
namische Triebkraft (�G�) und von der Reorganisierungs-
energie (�) abh‰ngen. Da das Peroxid in der T1Hg-Zwischen-
stufe an das Typ-2-Kupfer gebunden ist, sollte HDA gro˚ sein.
Das Redoxpotential des Typ-2-Cu-Zentrums im Ruhezustand
des Enzyms ist 0.37 V,[84] was dem E�-Wert f¸r das Ein-
Elektronen-Reduktionspotential von H2O2 (0.38 V) ‰hnelt.
�G� ist somit klein und die Reaktion thermoneutral. F¸r
einen isoenergetischen Prozess sollte die mit der Spaltung der
O-O-Bindung verbundene Reorganisationsenergie etwa ein
Viertel der Bindungsdissoziationsenergie betragen,[85] welche
f¸r Peroxide 34 ± 50 kcalmol�1 betr‰gt.[86±88] Dies liefert eine
Aktivierungsenergie von 8.5 ± 12.5 kcalmol�1 ± in guter ‹ber-
einstimmung mit den experimentellen Daten. Die Tatsache,
dass die Peroxid-Zwischenstufe im nativen Enzym nicht
beobachtet wird, belegt, dass die Umwandlung der Peroxid-
zur nativen Zwischenstufe gegen¸ber ihrer Bildung rasch
verl‰uft (die Bildungsgeschwindigkeit der Peroxid-Zwischen-
stufe in T1Hg betr‰gt 2� 106��1 s�1). Kinetische Modelle des
allgemeinen Reaktionsschemas (1) liefern f¸r die Umwand-
lung der Peroxid-Zwischenstufe in die native Zwischenstufe
eine untere Grenze von ca. 350 s�1, was etwa ca. 106-mal

reduziertes Enzym�O2 �� Peroxid-Zwischenstufe ��
native Zwischenstufe �� Enzym im Ruhezustand (1)

schneller ist als die reduktive Ein-Elektronen-Spaltung der
O-O-Bindung in der T1Hg-Zwischenstufe.[38]

Im nativen Enzym erfordert diese Reaktion jedoch eine
Zwei-Elektronen-‹bertragung, ein Elektron vom Typ-2- und
eins vom Typ-1-Cu-Zentrum (¸ber den Cys-His-Pfad), wobei
die vollst‰ndig oxidierte native Zwischenstufe gebildet wird.
Der E�-Wert des Typ-1-Zentrums betr‰gt 0.39 V und ‰hnelt
damit dem des Typ-2-Zentrums.[84] Das Potential f¸r die Zwei-
Elektronen-Reduktion des Peroxids ist mit 1.37 V um 1 V
g¸nstiger (ca. 46 kcalmol�1 mit n� 2 in der Nernst-Glei-
chung) als die Ein-Elektronen-Reduktion. Dies liefert eine
starke zus‰tzliche thermodynamische Triebkraft, die die
Aktivierungsbarriere deutlich senkt (auf ca. 1 kcalmol�1).
Der Unterschied in den Aktivierungsenergien der reduktiven
1e�- bzw. 2e�-Spaltung des Peroxids ist in Abbildung 36
gezeigt. Der gro˚e Unterschied in den Aktivierungsenergien
f¸hrt zu einem 107fachen Anstieg der Geschwindigkeit der
Peroxidreduktion im nativen Enzym, was im Einklang mit
experimentellen Daten und dem Reaktionsmechanismus in
Abbildung 35 ist. O2 wird in zwei Zwei-Elektronen-Schritten
reduziert, wobei der zweite aufgrund der gro˚en Triebkraft
f¸r diese Reaktion sehr schnell ist.

Abbildung 36. Potentialenergie-Oberfl‰chen f¸r die reduktive Ein- und
Zwei-Elektronen-Spaltung der O-O-Bindung von Peroxid. Morse-Poten-
tiale werden zur Modellierung des Reaktanten (H2O2) und des Produkts
(1e�- und 2e�-Spaltung von H2O2) benutzt. Die Produktkurve f¸r die
reduktive 2e�-Spaltung ist um 46 kcalmol�1 zu niedriger Energie verscho-
ben.

Abbildung 36 gibt einen allgemeinen ‹berblick ¸ber die
Strategien zur reduktiven Spaltung von O-O-Bindungen in
der Biologie. Aufgrund der gro˚en Franck-Condon-Barriere
f¸r diese Spaltung muss eine starke thermodynamische Trieb-
kraft existieren, um die f¸r biologische Prozesse notwendigen
Geschwindigkeiten zu erreichen. Dies kann entweder durch
die Stabilit‰t des in einem Ein-Elektronen-Schritt gebildeten
M�O-Produkts (z.B. FeIV�O) oder durch die 1 V g¸nstigere
Zwei-Elektronen-Reduktion des Peroxids geschehen.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Aus der Zusammenfassung des Abschnitts 4 kˆnnen die
ungewˆhnlichen spektroskopischen Eigenschaften der Kup-
fer/Disauerstoff-Zwischenstufen allgemein verstanden wer-
den; sie spiegeln neue elektronische Strukturen wider, die
einen gro˚en Einfluss auf die Reaktivit‰t haben. Die Unter-
suchungen lieferten Beziehungen zwischen der geometri-
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schen und elektronischen Struktur und der Funktion und
Mechanismen f¸r die reversible Koordination von Sauerstoff
durch H‰mocyanin, f¸r die Sauerstoff-Aktivierung durch
Tyrosinase und f¸r die Vier-Elektronen-Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser durch die mehrkernigen kupferhaltigen
Oxidasen. Weiterhin haben sie allgemeine Einblicke in die
reduktive Spaltung der O-O-Bindung, einem wichtigen Pro-
zess in vielen Bereichen der Biologie, ermˆglicht. Grund-
legende Fragen bleiben noch offen, z.B. die Art der Substrat-
Wechselwirkungen in den unterschiedlichen Enzymen, wie
Mutationen die aktiven Zentren beeinflussen und ihre Reak-
tivit‰t ver‰ndern, die Beschaffenheit der Sauerstoff-Zwi-
schenstufen in den nichtgekoppelten zweikernigen Kupfer-
enzymen und in der Biosynthese organischer Cofaktoren, die
Verwandtschaft zwischen den Sauerstoff-Zwischenstufen in
den mehrkernigen kupferhaltigen Oxidasen und denen in
Cytochrom-c-Oxidase, und wie das Typ-1-Kupferzentrum in
den mehrkernigen kupferhaltigen Oxidasen ¸ber den Cys-
His-Pfad mit dem dreikernigen Kupfercluster gekoppelt ist.
Wir freuen uns auf viele neue Einblicke auf dem Gebiet der
Kupfer/O2-Chemie in den kommenden Jahren.

E.I.S. dankt seinen Mitarbeitern und ehemaligen Studenten,
deren Namen in den Literaturangaben zu finden sind, f¸r ihre
hervorragenden Arbeiten auf diesem Gebiet. Die Forschungs-
arbeiten wurden von den National Institutes of Health gro˚-
z¸gig gefˆrdert (DK31450). P.C. dankt f¸r ein Gerhard Casper
Stanford Graduate Fellowship, M.M. f¸r ein DAAD-Postdoc-
Stipendium und A.P. f¸r ein Franklin Veatch Memorial
Fellowship.
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