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Cytochrom-c-Oxidasen (CcOs) sind die terminalen Enzy-
me der Atmungsketten. Diese membrangebundenen Enzym-
komplexe katalysieren die Vier-Elektronen(4eÿ)-vier-Pro-
tonen(4 H�)-Reduktion von O2 zu H2O und koppeln diese
exergonische Reaktion mit einem Protonentransport durch
die Membran. Die freiwerdende Energie wird direkt zur
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sofort nach dem Entfernen aus der Mutterlauge rauh wurde, was
wahrscheinlich am Verlust des als Solvens enthaltenen Methanols
liegt, wurden die Kristalle mit Siliconfett überzogen und in Methanol-
enthaltenden Glaskapillaren eingeschmolzen. Die Gitterparameter
sowie die Orientierungsmatrix zur Datensammlung wurden durch
Kleinste-Quadrate-Verfeinerungen bestimmt, wobei die Winkel von
25 Reflexen im Bereich von 238< 2w< 258 verwendet wurden.
Gemessen wurde mit einem Rigaku-Diffraktometer (AFC-7R) mit
rotierender Anode (Rotaflex). Zur Datensammlung wurden Reflexe
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bei 293(2) K aufgenommen, von denen 9955 unabhängige (Rint�
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ATP-Synthese verwendet, indem Protonen durch das Mem-
branenzym ATP-Synthase zurückflieûen.[1, 2] Die besondere
Eignung der CcOs für die 4eÿ-4H�-Reduktion von O2 ist darin
begründet, daû sie keine teilweise reduzierten Intermediate
wie Superoxide oder Peroxide freisetzen; deren Bildung in
gröûeren Mengen wäre auûerordentlich schädlich für die
Zelle.[3]

Viele der neueren Arbeiten zu CcO[4] sind durch die
Veröffentlichung von zwei Kristallstrukturen[5±8] dieser Enzy-
me angeregt worden. Die fundamentale Frage nach der Art
und Weise, in der die Enzyme die Reduktion von O2 zu H2O
bewerkstelligen, ohne dabei H2O2 freizusetzen, muûte aller-
dings bislang unbeantwortet bleiben. Schon seit vielen Jahren
wird über Versuche berichtet, synthetische Analoga des
Zentrums von CcO herzustellen, das O2 bindet und aktiviert.
Die wenigsten hiervon können jedoch die Katalyseeigen-
schaften von CcO nachahmen.[9]

Vor kurzem berichteten wir über das erste funktionelle
CcO-Modell, welches aus einem CoII-Porphyrin mit einer CuI-
koordinierenden distalen Superstruktur und einer kovalent
angeknüpften Imidazolgruppe als axialem Liganden für das
CoII-Ion besteht.[10] Wir konnten zeigen, daû dieser zwei-
kernige Komplex unter physiologischen Bedingungen
die 4eÿ-Reduktion von O2 katalysiert, ohne daû dabei H2O2

freigesetzt wird. Unsere elektrokatalytischen Untersuchun-
gen zeigten zudem, daû sowohl das Kupferion als auch der
axiale Imidazolligand für die gemessene Aktivität essentiell
sind.

Wir berichten hier über die Synthese, Charakterisierung
und elektrokatalytischen Eigenschaften von zwei Fe/Cu-
haltigen synthetischen Analoga des sauerstoffaktivierenden
Häm-a3-CuB-Zentrums von CcO. Diese Verbindungen unter-
scheiden sich nur in ihrer distalen, Cu-koordinierenden
Superstruktur voneinander (Schema 1), die bei A von 1,4,7-
Triazacyclononan (TACN), bei B von N,N',N''-Tribenzyltris-
(aminoethyl)amin (TBTren) gebildet wird.

Wie die UV/Vis-spektroskopisch verfolgte O2-Titration
ergab, bilden A und B jeweils stabile 1:1-Addukte mit O2,
XA und XB. Diese zeichnen sich, im Unterschied zu den
paramagnetisch verschobenen Spektren der O2-freien Ver-
bindungen A und B, durch ein diamagnetisch verschobenes
NMR-Spektrum aus.[11] Dieser Befund ist mit einer stark
antiferromagnetisch gekoppelten Peroxideinheit in Einklang,
die FeIII und CuII verbrückt.

Mit Cobaltocen (Cp2Co) können beide O2-Addukte reduk-
tiv in ihre desoxygenierte Form überführt werden. Während
hierfür bei XA nur zwei ¾quivalente Cp2Co benötigt werden,
braucht man zur Bildung der desoxygenierten Form von XB

(!B) vier ¾quivalente des Reduktionsmittels. A und B
wurden mit einer rotierenden Ring-Scheiben-Elektrode[12]

(rotating ring-disk electrode, RRDE) untersucht. Wie in
Abbildung 1 gezeigt ist, wird bei der Reduktion von O2 bei

Verb. A
2e–-Katalysator

Verb. B
4e–-Katalysator

0.2 0.1 0 0.3 0.1 0 -0.10.2
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Abb. 1. Ergebnisse des RRDE-Experiments. (0.025m Phosphatpuffer,
pH 7; Scheibenfläche 0.46 cm2; Vorschubgeschwindigkeit 100 mV sÿ1; Ab-
fangeffizienz 0.15; Ringpotential �1.1 V vs. Standardwasserstoffelektrode
(NHE, normal hydrogen electrode). IS� an der Scheibe gemessene Strom-
stärke; IR �am Ring gemessene Stromstärke.
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Schema 1. Synthese der CcO-Modellverbindungen A und B. a) FeBr2, THF, ~; b) Methanol, ~; c) Methanol/Toluol (1/5), ~; d) CuBr, CH3CN, ~.
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pH 7 mit A H2O2 gebildet, mit B jedoch nicht. Daraus
schlieûen wir, daû A hauptsächlich die 2eÿ-Reduktion von O2

zu H2O2 katalysiert, während B unter physiologischen Be-
dingungen die 4eÿ-Reduktion von O2 zu H2O katalysiert.

Die unterschiedlichen Halbwellenpotentiale für CuI/CuII,
die bei der cyclovoltammetrischen Untersuchung von A und
B erhalten werden, lassen sich auf die verschiedenen Struk-
turen am distalen Ende der beiden Verbindungen zurück-
führen.[9] Die CuI/CuII-Potentiale fallen bei unterschiedlichen
absoluten Werten ab, und das Verhältnis der Fe- und Cu-
Potentiale zueinander unterscheidet sich ebenfalls. Die Um-
gebung des Kupferzentrums in der TACN-Einheit mit drei
koordinierenden Stickstoffatomen ist weniger günstig für den
CuII-Oxidationszustand als in der TBTren-Einheit mit vier
Stickstoffatomen. Somit sollte im zweiten Fall das Fe-Ion
zuerst reduziert werden, wodurch wahrscheinlich die Bindung
von O2 an der distalen Position des Porphyrins bevorzugt
erfolgt.

Um die Thermodynamik der 4eÿ-Reduktion zu verstehen,
wird das elektrochemische Potential der Reaktion auf die
Differenz der freien Enthalpie DG umgerechnet.[13] Die von
der Modellverbindung (Kat.) katalysierte 4eÿ-Reduktion von
O2 an der Graphitelektrode läût sich dann mit den Gleichun-
gen (1) bis (3) beschreiben.

Kat.�O2 > Kat. ´ O2ÿ
2 DGB

1 (1)

Kat. ´ O2ÿ
2 � 4 eÿ� 4 H� > 2H2O�Kat. DGB

2 (2)

O2� 4 eÿ� 4 H� > 2H2O DGB
gesamt (3)

Da Schritt 1 [Gl. (1)] in Lösung spontan abläuft, sollten nur
im zweiten Schritt [Gl. (2)] Elektronen von der Elektrode
aufgenommen werden. Das im RRDE-Experiment bestimm-
te Potential repräsentiert somit nur den Wert für den zweiten

Schritt (DGB
2 ). Durch Subtraktion des Werts von DGB

2 von
dem für die Nettoreduktion von O2 (DGB

gesamt)[14] läût sich
daher die untere Grenze für den Wert von DGB

1 abschätzen.
Die so berechneten Werte sind in Tabelle 1 zusammengefaût
und in Schema 2 graphisch dargestellt.

Es fällt auf, daû bei der Bindung von O2 an B, das die 4eÿ-
Reduktion von O2 zu H2O katalysiert, in Abwesenheit des
Reduktionsmittels mindestens eine Energiemenge von
47.4 kcal molÿ1 freigesetzt wird (Tabelle 1). Die Bildung des
derartig stabilen Intermediats XB hat zur Folge, daû dessen
Hydrolyse zu H2O2 endergonisch und damit thermodyna-
misch ungünstig wäre.[15] Die Umwandlung von XB zu H2O
wird damit zum vorrangigen Reaktionsweg, sofern sie kine-
tisch möglich ist (Schema 2 B).

Im Unterschied dazu wird bei der O2-Bindung an A, das die
2eÿ-Reduktion von O2 zu H2O2 bei einem kleineren Potential

Tabelle 1. Thermodynamische Daten für die Sauerstoffreduktion.

Reaktion E [V] vs. NHE DG [kcal molÿ1]
(bei pH 7) (� ÿ nFE)

O2� 2 eÿ� 2 H� > H2O2 ([H2O2]� 1m) 0.282[a] ÿ 13.0
O2� 2 eÿ� 2 H� > H2O2 ([H2O2]� 10ÿ6m) ÿ 16.6
O2� 4 eÿ� 4 H� > 2H2O 0.816[a] ÿ 75.1

für Modellkatalysator A
A ´ O2� 2 eÿ� 2 H� > H2O2�A

0.20[b] ÿ 9.2

O2�A > A ´ O2 ÿ 7.4[c]

für Modellkatalysator B
B ´ O2� 4 eÿ� 4 H� > 2H2O�B

0.30[b] ÿ 27.6

O2�B > B ´ O2 ÿ 47.4

für Cytochrom-c-Oxidase
CcO ´ O2� 4 eÿ� 4 H� > 2H2O�CcO 0.245 ÿ 22.6
CcO�O2 > CcO ´ O2 ÿ 52.5

[a] Werte aus Lit. [32]. [b] Meûwerte aus den RRDE-Experimenten (siehe
Abb. 1). [c] Unter der Annahme, daû [H2O2]� 10ÿ6m.
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Schema 2. Vorgeschlagenes Energiediagramm der Sauerstoffreduktion. A) Thermodynamische Daten; B) 4eÿ-Reduk-
tion von O2; C) 2eÿ-Reduktion von O2. Er� relative Energie.



ZUSCHRIFTEN

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 24 � WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998 0044-8249/98/11024-3595 $ 17.50+.50/0 3595

katalysiert, unter den gleichen Bedingungen weitaus weniger
Energie freigesetzt. Die Reaktionswege, die von XA zu H2O2

und H2O führen, sind beide exergonisch. Welcher Weg
eingeschlagen wird, hängt höchstwahrscheinlich von der
Hydrolysegeschwindigkeit der Peroxidzwischenstufe XA ab
(Schema 2 C).

Unser Modell kann auch mit der CcO-Enzymfamilie
verglichen werden, indem man annimmt, daû Cytochrom c
sich gegenüber CcO ähnlich verhält wie die Graphitelektrode
gegenüber unseren Modellverbindungen. Der publizierte
Wert für das Redoxpotential von Cytochrom c (0.245 V)[4]

ermöglicht die Berechnung von DG für die O2-Bindung an
CcO unter Standardbedingungen. Das Ergebnis von
ÿ52 kcal molÿ1 ist mit dem für B erhaltenen Wert vergleich-
bar.

Wir haben gezeigt, daû der Zustand des gebundenen
Peroxids stark von der Natur der distalen Superstruktur
abhängt. Es ist letztendlich das Kupferion, welches über das
Schicksal der Peroxidzwischenstufe und damit über den
Verlauf der Reduktion entlang des 2eÿ- oder des 4eÿ-Reak-
tionswegs entscheidet. Wir nehmen an, daû der Initialschritt
der von CcO und von B katalysierten Reaktion des voll-
ständig reduzierten Katalysators mit O2 unter Bildung der
Peroxidzwischenstufe hinreichend exergonisch ist, um das
gebundene Peroxid thermodynamisch ¹festzusetzenª. Die
Freisetzung des für die Zelle toxischen H2O2 wird dadurch
effektiv verhindert, denn dessen Bildung wäre ein endergo-
nischer Prozeû. Die Geschwindigkeit der CcO-katalysierten
Reaktion kann also durchaus von der Protonentransferge-
schwindigkeit abhängen, auch wenn dadurch hohe Konzen-
trationen an Peroxidintermediaten entstehen. Da diese Inter-
mediate im Vergleich zu möglichen toxischen Produkten
energetisch begünstigt sind, ist das Risiko der Freisetzung
gefährlicher Verbindungen auch bei hohen Konzentrationen
an Peroxidzwischenstufen sehr klein.

Experimentelles

Der Michael-Acceptor 1 wird mit FeBr2 zu 2 metalliert.[16] Verbindung A
wird hieraus durch Umsetzung mit TACN, nachfolgende Michael-Addition
von 1-(3-Aminopropyl)imidazol in Methanol/Toluol (1/5) unter Rückfluû,
chromatographische Reinigung sowie Metallierung mit CuBr in Acetonitril
unter Rückfluû nach einer Literaturvorschrift erhalten.[10, 17] Die Synthese
von B wurde bis auf den Austausch von TACN gegen TBTren analog
durchgeführt. Alle neuen Verbindungen wurden spektroskopisch vollstän-
dig charakterisiert (siehe Hintergrundinformationen).
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