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Die Reduktion von Distickstoffoxid (N,O) ist eine chemische
Herausforderung, sowohl was die selektive Oxidation organischer
Substrate durch N,O anbelangt als auch die Beseitigung von N,O als
Treibhausgas. Die Reduktion von N,O ist thermodynamisch giinstig,
aber kinetisch gehemmt und erfordert die Aktivierung von N,O durch
Ubergangsmetallzentren. In biologischen Systemen ist die Reduktion
von N,O der abschlieflende Denitrifizierungsschritt im bakteriellen
Stickstoffkreislauf und wird von dem Enzym Distickstoff-Reduktase
katalysiert, dessen aktives Zentrum aus einem u,sulfidverbriickten
vierkernigen Cuy-Cluster mit vielen ungewohnlichen spek-

troskopischen Eigenschaften besteht. Aktuelle Untersuchungen
fiihrten zu einer detaillierten Beschreibung der elektronischen Struktur
des Cuy-Clusters im Ruhezustand und im katalytisch aktiven Zustand.
Dies fiihrt zum besseren Verstindnis der Rolle dieses vierkernigen
Kupferclusters bei der Aktivierung und Reduktion von N,O.

1. Einleitung

Die selektive Oxidation organischer Substrate ist eine
schwierige priparative Aufgabe.! Oxidationsmittel sind oft
entweder so reaktiv, dass die Oxidation nicht substratselektiv
verlduft, oder sie erzeugen Nebenprodukte, die dann zu
unerwiinschten Nebenreaktionen fiithren. Distickstoffoxid
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konnte ein interessanter Sauerstoff-
iibertrdger bei der Oxidation organi-
scher Substrate sein, da bei seiner
Reduktion N, das einzige Nebenpro-
dukt ist (N,O + 2H' + 2e” — N, +
H,0, E°=1.76V).2l Allerdings ist
N,O ein kinetisch inertes Molekiil, zu
seiner thermischen Zersetzung (einer
unimolekularen, spinverbotenen Reaktion) muss eine Ak-
tivierungsenergie von ca. 59 kcalmol ™! aufgewendet wer-
den.P! Fiir eine erfolgreiche Reduktion muss N,O in homo-
genen Systemen normalerweise zunichst durch Ubergangs-
metalle wie Ti, V, Ni, Zr, Ru oder Hf aktiviert werden." Die
beiden dazu benotigten Elektronen stammen entweder vom
Metallzentrum (Bildung endstindiger!"™'" oder verbriickter!"
Metalloxide) oder von den Liganden (Insertion des Sauer-
stoffatoms in die Metall-Ligand-Bindung®”'?). Bisher ist
noch keine Kiristallstrukturanalyse eines der bekannten
Metall-N,O-Komplexe gelungen. Spektroskopische Untersu-
chungen des [(NH;)sRu(N,O)]**-Komplexkations ergaben
eine lineare End-on-Koordination von N,O iiber sein end-
stindiges Stickstoffatom an das Rutheniumzentrum.' Im
dimeren {Ru(N,O)Ru}-Komplex wird eine zusitzliche Koor-
dination durch das terminale Sauerstoffatom von N,O an das
zweite Metallzentrum angenommen;'*' im Falle der N,O-
Adsorption an 0-Cr,0O; wurde eine solche Koordination
spektroskopisch nachgewiesen.[!

Die N,0-Reduktion wird in vivo durch das kupferhaltige
Enzym Distickstoffoxid-Reduktase (N,OR) ausgefiihrt. Die-
se Reaktion ist der abschlieBende Schritt der Denitrifizie-
rung. Der denitrifizierende Organismus verwendet fiir die
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anaerobe Atmung, die an die ATP-Synthese gekoppelt ist,
anstelle von Sauerstoff oxidierte Formen von Stickstoff als
terminale Elektronenacceptoren (Abbildung 1)."® Dariiber
hinaus ist die Reduktion von N,O unter 6kologischen Ge-
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Abbildung 1. Der bakterielle Stickstoffkreislauf und seine Thermoche-

mie (widssrige Lésung bei pH 7). Die Werte von AG (ox + ne” —red)
beziehen sich auf N, als Standard (null), sind aber pro Mol der N-Ato-
me angegeben.

sichtspunkten wichtig, da N,O neben CO, und CH, eines der
bedeutendsten Treibhausgase ist. Es wird hauptséchlich durch
Kunstdiinger und bei der Erdslverbrennung erzeugt.®®! Das
Enzym N,OR enthilt zwei unterschiedliche aktive Kupfer-
zentren, Cu, und Cu,.'*'® Das Cu,-Zentrum ist ein wohl-
bekanntes Elektroneniibertragungszentrum aus zwei Kupfer-
ionen, die durch zwei Cysteinliganden verbriickt sind.""*!
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Die Struktur des katalytisch aktiven Cugz-Zentrums war
dagegen schwerer zu ermitteln und wurde urspriinglich
aufgrund spektroskopischer Messungen als zweikerniges
Kupferzentrum beschrieben.”??! Eine spiter mit niedriger
Auflosung (2.4 A) gemessene Kristallstruktur von N,OR aus
Pseudomonas nautica (Pn)? deutete auf ein vollig neues
Strukturmotiv fiir das Cuy,-Zentrum hin, und zwar auf einen
vierkernigen Kupfercluster in der N-terminalen Doméne
jeder Untereinheit des dimeren Proteins. Das Cu,-Zentrum
ist in der C-terminalen Doméne lokalisiert. Die benachbarten
Cu,- und Cuy-Zentren befinden sich in verschiedenen Unter-
einheiten des dimeren Proteins (Abbildung 2). Die Ergeb-
nisse der quantitativen Elementaranalyse und die Analyse
der spektroskopischen Daten deuteten bald auf ein Cuy,-
Zentrum in Form eines py-sulfidverbriickten vierkernigen
Kupferclusters hin.”" Dies wurde in der Folge durch eine
hochaufgelsste Kristallstruktur (1.6 A) der N,OR aus Para-
coccus denitrificans (Pd) bestétigt, und die Pn-N,OR-Struk-
tur wurde daraufhin revidiert.”>>!

Der Cu,S-Kern des Cuz-Zentrums hat eine angendherte
C,-Symmetrie, die Spiegelebene ist definiert durch die Cu;-S-
Cuy-Ebene (siehe Abbildung 2). Der Cu;-S-Cuy-Winkel be-
tragt ca. 160°, die anderen Cu-S-Cu-Winkel sind ungeféahr
rechtwinklig. Alle Cu-S-Bindungsldngen sind mit ca. 2.3 A
fast identisch, aber die Cu-Cu-Abstinde sind sehr unter-
schiedlich: Die drei Kupferatome Cuy, Cuy und Cupy
befinden sich nahe beieinander und relativ weit entfernt
vom Cu; (r(Cu-Cuyy) = r(Cu-Cuyy) ~3.4 A, r(Cuy-Cuyy) =
r(Cuy-Cupy) = 2.6 A, r(Cuy-Cuyy) = 2.9 A). Der Cu,S-Cluster
wird durch sieben Histidinreste des Proteingeriists koordi-
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Abbildung 2. Kristallstruktur des Cu,-Zentrums aus Pn. Die beiden Untergruppen des homodimeren Proteins sind rot und blau markiert. Der
Cu,S-Cluster hat eine angeniherte C,-Symmetrie mit der Spiegelebene Cu,-S-Cu,,. r(Cu-S) ~2.3, r(Cu-Cu,) ~r(Cu,-Cuy) ~ 3.4, r(Cu,-Cuy) =~ r(Cuy-
Cuy) ~2.6, r(Cuy-Cuy) = 2.9 A. Der Cu-S-Cu,-Winkel betrigt ca. 160°. Alle anderen Cu-S-Cu-Winkel sind ungefihr 90°. Der Ligand L (0%, OH~
oder H,0) ist gemif der Kristallstruktur von N,OR aus Pd (Auflssung 1.6 A) nur schwach gebunden (r(Cuy-O) ~2.6, r(Cu,-O) ~2.8 A). Ein mole-
kulares (xy'z')-Koordinatensystem und lokale (xyz)-Koordinatensysteme wurden fiir die Orbitalbezeichnungen verwendet.

niert. Ein zusétzlicher Ligand L zwischen dem Cu;- und dem
Cup~Zentrum markiert vermutlich die Substratbindungsstel-
le.” Bisher konnte durch Kristallstrukturanalysen die Natur
dieses Liganden (O*~, OH™ oder H,0) nicht genau bestimmt
werden.
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Abbildung 3. a) Absorptions- und MCD-Spektrum des Cuz-Zentrums
von Pn-N,OR bei 10 K bzw. 5 K und 7 T b) VTVH-Sittigungs-MCD-Da-
ten (Punkte) des Cu,-Zentrums, gemessen bei 620 nm, und simulierte
Sattigungskurven (durchgezogene Linien).
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Eine Reihe spektroskopischer Daten des Cu,-Zentrums
im Ruhezustand ist bereits veroffentlicht worden.”” Darunter
sind ein Absorptionsspektrum (Abbildung 3 a, durchgezoge-
ne Linie), welches eine intensive Charge-Transfer(CT)-Bande
bei ca. 640 nm (ca. 15650 cm™') zeigt, und auch ein Tief-
temperaturspektrum des magnetischen Circulardichroismus
(MCD; Abbildung 3 a, gestrichelte Linie) mit einer Bande bei
ca. 640 nm.??222 Das EPR-Spektrum des Cuy-Zentrums
zeigt einen sehr kleinen g-Wert und eine komplizierte
Hyperfeinstruktur.'*%! Da jedoch die Gesamtzahl der
Kupferzentren im Enzym, ihre Oxidationsstufen und auch
weitere benotigte Strukturinformationen noch nicht bekannt
waren, konnten die spektroskopischen Eigenschaften des
Enzyms und der enzymkatalysierte Mechanismus der N,O-
Reduktion bisher nicht erkliart werden. In diesem Kurzaufsatz
konzentrieren wir uns auf unsere jiingsten Untersuchungen
der vielen ungewohnlichen spektroskopischen Eigenschaften
der Distickstoffoxid-Reduktase und der detaillierten elek-
tronischen Struktur ihres Cuy-Zentrums.”>! AuBerdem
préasentieren wir unsere Befunde zum Beitrag der elektroni-
schen Struktur des Cuz-Zentrums zur N,O-Reduktion sowie
einen moglichen Mechanismus fiir diese vom Cu,-Zentrum
katalysierte Reaktion.

2. Elektronische Struktur des Cu,-Zentrums

Die Intensitit der MCD-Banden (Abbildung 3a) ist von
der Magnetfeldstirke und der Temperatur abhéngig (Beitrag
des C-Terms) und nimmt mit sinkender Temperatur und
steigender magnetischer Feldstirke zu. Die MCD-Intensitét
zeigt ein Séttigungsverhalten bei hoher Feldstirke (ca. 7 T)
und tiefen Temperaturen (ca. 2 K). Unterschiedliche Spinsys-
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teme haben unterschiedliche Sittigungsverhalten.*? MCD-
Messungen bei variabler Temperatur und variablem Feld
(VTVH-Sittigungs-MCD) koénnen daher den Spinzustand
des Cuyz-Zentrums im Ruhezustand, d.h. im Zustand mit
bekannter Kristallstruktur, aufkldren. Ein Vergleich der
VTVH-MCD-Sittigungskurven des Cuz-Zentrums (Abbil-
dung 3b, Punkte) mit berechneten Sittigungskurven fiir S=
'/,-, S=1- und S =>/-Systeme (durchgezogene Linien) zeigt,
dass der Cuy-Cluster einen Sym = '/»-Grundzustand hat."*"

Es gibt zwei Moglichkeiten fiir das vierkernige Cuy-
Zentrum, einen Syeum = /-Zustand zu erreichen: 1 Cu'"/3 Cu'
oder 3Cu'/1 Cu' (Cu'": d°; Cu': d'%). Im zweiten Fall miissten
zwei der oxidierten Kupferatome antiferromagnetisch gekop-
pelt sein. Mithilfe von Rontgenabsorptionsspektroskopie
(XAS) an der K-Kante von Kupfer kann zwischen diesen
beiden Fillen unterschieden werden: Cu'-Komplexe haben
eine intensive, charakteristische Absorptionsbande bei ca.
8984 eV des elektrisch-dipol-erlaubten Cu-1s—4p-Uber-
gangs; Cu-Komplexe dagegen haben keine intensiven Ban-
den unterhalb von 8985 eV, sondern nur eine sehr schwache
Bande des verbotenen Cu-1s—3d-Ubergangs bei ca.
8979 eV.”¥) Das Kupfer-K-Kanten-Rontgenabsorptionsspek-
trum des Cuy-Clusters wird in Abbildung 4 zusammen mit
simulierten Spektren fiir die 1Cu"/3Cu'- und 3Cu'"/1Cu'-

0.6 1cCu'r3cy

T 0.4
3cu'r1cy'
Inorm.
0.2
CuZ
0.0 . ' . .
8975 8980 8985 8990 8995
EleV —>

Abbildung 4. Kupfer-K-Kanten-Réntgenabsorptionsspektrum des Cug-
Zentrums von Pn-N,OR und simulierte Spektren mit den Oxidations-
stufen 1Cu'"/3 Cu' und 3Cu"/1CU".

Varianten gezeigt. Die Simulation des 1Cu"/3 Cu'-Modells
gibt den realen Kurvenverlauf wesentlich besser wieder als
die des 3 Cu'/1 Cu-Modells. Dies lisst darauf schlieBen, dass
der Cuy-Cluster nur ein oxidiertes Cu"-Zentrum mit einem
einzigen Spin (einer einzigen Kupfer-d-Elektronenliicke)
enthalt.?”

Durch EPR-spektroskopische Messungen kann die Ver-
teilung dieses einzelnen Spins iiber das Cug-Zentrum be-
stimmt werden. Das Q-Band-EPR-Spektrum (Abbildung Sa,
v~35 GHz) zeigt ein axiales Muster mit gy~2.16>g, ~
2.04 > 2.0, was darauf hindeutet, dass ein d,._,.-Kupferorbital
den einzelnen Spin enthilt.”! Dieser g-Wert fiir Cuy ist
relativ klein verglichen mit g, =2.3-2.4 fiir normale tetrago-
nale Cu"-Komplexe (z.B. CuSO,). Dies kann entweder die
Folge eines stark kovalenten Charakters der Metall-Ligand-
Wechselwirkungen oder hoher Ligandenfeld-(d-d)-Uber-
gangsenergien sein.’™ Die Ubergangsenergien beeinflussen
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Abbildung 5. Experimentelle und simulierte Q-Band- (a) und X-Band-
EPR-Spektren (b) des Cuz-Zentrums von Pn-N,OR.

die g-Werte, da die Spin-Bahn-Kopplung zwischen den
angeregten Zustdnden und dem Grundzustand zu der Ab-
weichung der g-Werte von g=2.0023 fiihrt und diese Ab-
weichung mit zunehmenden Energien der angeregten Zu-
stinde abnimmt. Durch Korrelation des Q-Band-EPR-Spek-
trums mit dem niederfrequenten X-Band-EPR-Spektrum
(v~9.3 GHz) kann die Metall-Hyperfeinkopplung in der
g-Region aufgeldst werden (Abbildung 5b). Ubertrigt man
die g-Werte des Q-Band-EPR-Spektrums auf das X-Band-
EPR-Spektrum, fillt der g-Wert (2.16) mit einem Maximum
einer der Hyperfeinlinien zusammen, was auf ein Hyperfein-
muster mit einer ungeraden Linienzahl hindeutet (Abbil-
dung 5b). Hierin besteht der Unterschied zu EPR-Hyper-
feinmustern normaler einkerniger Cu"™-Komplexe, die ein
Muster mit vier Linien haben (Kernspin von Kupfer: 1=
*4).2) Das X-Band-Hyperfeinmuster kann durch die Beriick-
sichtigung zweier Kupferzentren fiir die Hyperfeinkopplung
erklart werden: Ein Kupferzentrum dominiert die Hyperfein-
aufspaltung (A;=61x10"*cm™"), und ein zweites Kupfer-
atom steuert mit A;=24x10"*cm™' einen kleineren Beitrag
hinzu. Das Verhiltnis der Hyperfeinkopplungskonstanten, ca.
5:2, gibt ungefdhr das Verhéltnis der Spindichten an den
beiden Kupferatomen wieder. Daher kann der Cu,-Cluster
von Pn-N,OR als zum Teil delokalisiertes gemischtvalentes
System mit einem einzelnen Spin, der tiberwiegend in einem
d,..-Kupferorbital lokalisiert ist, beschrieben werden."’}
Zur Bestimmung der Kovalenz des verbriickenden Sulfids
im Grundzustand wurden weitere XAS-Messungen, diesmal
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an der Schwefel-K-Kante, durchgefiihrt.®l Die Vorkante an
der Schwefel-K-Kante ist der Ubergang vom 1s-Orbital des
Schwefels zum Grundzustand-SOMO, das eine Linearkom-
bination der Kupfer-3d- und Schwefel-3p-Orbitale ist (Ab-
bildung 6a). Die Intensitdt dieses Vorkanteniibergangs ist
direkt proportional zur Schwefelkovalenz a? in der Grund-
zustandswellenfunktion  (sieche  Gleichung in  Abbil-
dung 6a).*) Abbildung 6b zeigt das Schwefel-K-Kantenspek-
trum des Cu,-Clusters.’”) Der Schwefel-Vorkanteniibergang

Abbildung 6. a) Methodik der Schwefel-K-Kanten-Réntgenabsorptions-
spektroskopie. SOMO: einfach besetztes Molekiilorbital; b) Schwefel-
K-Kantenspektrum des Cu,-Zentrums von Achromobacter-cycloclastes-
N,OR und des Cu,-Zentrums.
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liegt bei 2469 eV, und seine schwache Intensitdt ist im
Einklang mit einem Schwefelcharakter von 15-22% in der
Wellenfunktion des Grundzustands. Das Schwefel-K-Kanten-
spektrum des Cu,-Zentrums (ebenfalls in Abbildung 6b) hat
dagegen ein viel intensiveres Vorkantenprofil bei 2470 eV.
Die Intensitdt dieses Cu,-Vorkanteniibergangs entspricht
einem Schwefelcharakter von 46% im Grundzustand des
Cu,-Zentrums, was gut belegt ist.
Dichtefunktionaltheorie(DFT)-Rechnungen lieferten ei-
ne detaillierte Beschreibung der Grundzustandswellenfunk-
tion des Cuy-Zentrums. Abbildung 7 und Tabelle 1 zeigen die
optimierten Strukturen bzw. atomaren Spindichten des Cuy-
Spin-Dubletts, wobei verschiedene Liganden L verbriickend
an die Cu;- und Cup-Zentren koordinieren. Die Rechnungen
lassen erkennen, dass die Wellenfunktion des Grundzustands
und die Spindichteverteilung im Cu,-Cluster von der Art
dieses Liganden abhéngen. In den meisten Fillen ist Cu; das
am hochsten oxidierte Kupferzentrum (Tabelle 1). Dies ist
erklirbar durch die Vierfachkoordination des Cu'-Ions ge-

Abbildung 7. Optimierte Strukturen des Cu,-Clusters mit unterschiedli-
chen Liganden L zwischen den Cu- und Cuy-Zentren aus ,spin-unres-
tricted“ DFT-Rechnungen auf dem BP86/LanL2DZ-Niveau. Die Koordi-
naten des Cu,S-Kerns und des Liganden L wurden optimiert, wihrend
die Positionen der Histidinliganden (Imidazol im Modell, hier nicht ge-
zeigt) auf den entsprechenden Koordinaten der Kristallstruktur von Pd-
N,OR festgehalten wurden; Liganden: 1. 0%7; 2. OH™; 3. H,0; 4. und
5.zwei OH™; 6. H,0 und OH™; Komplexe mit L=H;0,™ und
L=0,H,”” wurden ebenfalls betrachtet; diese Ergebnisse werden an
anderer Stelle prisentiert. Die Rechnungen fiir den Komplex mit zwei
H,O-Liganden fiihrten nicht zu einer stabilen Struktur.

Tabelle 1: Atomare Spindichten des Cu,-Clusters mit verschiedenen Liganden L an Cu, und Cu,, (Abbildung 7).

Ligand L Verhiltnis® Cu, Cu, Cuy, Cuyy S o, O,

1. 0% 5.7 (19) 0.31 (0.40) 0.02 (0.01) 0.01 (0.01) 0.06 (0.02) 0.1 (0.13) 0.48 (0.42) -

2. OH- 3.4 (5.2) 0.41 (0.45) 0.07 (0.08) 0.05 (0.07) 0.12 (0.01) 0.22 (0.26) 0.07 (0.06) -

3. H,0 2.4 (2.0) 0.42 (0.39) 0.18 (0.19) 0.07 (0.07) 0.04 (0.05) 0.15 (0.16) 0.01 (0.01) -

4. O-H-OH> 5.1 0.47 0.00 0.01 0.09 0.11 0.28 0.01

5. HO-H-0* 1.4 0.24 0.00 0.00 0.34 0.08 0.04 0.28

6. HO-H-OH"~ 1.7 (3.6) 0.41 (0.51) 0.06 (0.06) 0.02 (0.02) 0.24 (0.14) 0.13 (0.11) 0.02 (0.05) 0.04 (0.01)

[a] Die ,spin-unrestricted“ DFT-Rechnungen wurden auf B3LYP6-311G**-Niveau und basierend auf den mit BP86/LANL2DZ und B3LYP6-311G**
optimierten Strukturen fiir den Spin-Dublett-Grundzustand ausgefiihrt. Die Spindichten, die fiir die B3LYP6-311G**-optimierten Strukturen berechnet
wurden, sind in Klammern aufgelistet. [b] Verhiltnis der atomaren Spindichten der beiden Kupferatome mit den gréfiten und zweitgréfiten Werten.
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geniiber den niedrigeren Koordinationszahlen der anderen
Kupferionen. Die Spinverteilungen im Cluster zwischen den
Cu;- und Cuy-Zentren mit L =H,O und zwischen den Cu;-
und Cup-Zentren mit L=HO-H-OH™ haben ein Verhiltnis
von ungefahr 2:1. Dieses Verhiltnis ist im Einklang mit den
Q-/X-Band-EPR-Ergebnissen, welche auf ein Verhiltnis von
ca. 5:2 deuteten. Die Komplexe mit anderen, von Wasser
abstammenden Liganden L haben Spinverteilungen, die von
diesem 5:2-Verhiltnis abweichen. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass der Ligand L im Cuy-Cluster entweder H,O
oder HO-H-OH  ist. In diesen Modellen tréagt das p,-verbriik-
kende Sulfid 13-16 % zur Wellenfunktion des Grundzustands
bei, was mit der Schwefelkovalenz der Schwefel-K-Kanten-
untersuchungen iibereinstimmt (Abbildung 6b). Die Deloka-
lisierung der Elektronen im Cu,-Cluster ist sehr wichtig, da
sie zu einer niedrigen Reorganisationsenergie des Cuy,-
Zentrums beim Redoxprozess beitrdgt und seine oxidierte
Form nach der Reduktion von N,O stabilisiert.

Die Beschreibung der Grundzustandswellenfunktion des
Cuy-Zentrums vereinfacht auch das Verstdndnis seiner an-
deren charakteristischen spektroskopischen Eigenschaften
erheblich. Abbildung 8a zeigt das Resonanz-Raman-Spek-
trum des Cuz-Zentrums (Anregungswellenlinge A=
624.4 nm).”) Drei dominierende Banden bei 366, 386 und
415 cm ™ sind zu sehen, alle werden durch **S-Isotopenmar-
kierung in Richtung niedrigerer Frequenzen verschoben."!
Die Lage der Banden und die *S-Isotopenverschiebung
lassen darauf schlieBen, dass diese drei Schwingungen auf

Cu-S-Streckschwingungen  basieren. Die beobachteten
a)
(-5.8) -7
386 415
-2.1)

366

340 360 380 400 420 440
vlem™! ——p

1

5000 —e—366cm 420

—o—386cm’
4000 |
1.5
3000 |

——415cm™" |

—1 =1 I
M~ Tem 2000 - RR
1000 108
0 &= . 0.0
18 16 14 12
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Abbildung 8. a) Resonanz-Raman-Spektrum des Cu,-Zentrums (Anre-
gungswellenlange 1 =624.4 nm). In Klammern sind die **S-Isotopen-
verschiebungen angegeben. b) Anregungsprofile der resonanzverstark-
ten Cuz-Schwingungen, tiberlagert mit dem Tieftemperaturabsorptions-
spektrum. RR =Resonanz-Raman
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Schwingungen koénnen mithilfe eines Cu,S-Clustermodells
mit angenéherter Cs-Symmetrie und einer Cuy-S-Cuy-Spie-
gelebene verstanden werden (Abbildung 2).” Tm Cluster
gibt es vier Cu-S-Bindungen und daher insgesamt vier Cu-S-
Streckschwingungsmoden: zwei symmetrische (mit A’-Sym-
metrie in der C-Punktgruppe) Cu;-S- und Cuy-S-Schwin-
gungsmoden in der Cu;-S-Cuy-Spiegelebene (,,in plane) und
zwei Schwingungsmoden ,,out of plane®, wovon eine die
symmetrische(plus)-Kombination der Cuy-S- und Cuy-S-
Schwingungsmoden und die andere die antisymmetrische
Kombination (minus, A”-Symmetrie) der Cuy,;-S- und Cuyy-S-
Schwingungsmoden ist. Antisymmetrische Schwingungsmo-
den werden nicht resonanzverstirkt,” daher werden nur die
drei symmetrischen Schwingungsmoden im Resonanz-Ra-
man-Spektrum erwartet und auch experimentell beobachtet
(Abbildung 8a). Die individuellen Cu-S-Bindungsstirken
konnen durch eine Normalkoordinatenanalyse der beobach-
teten Schwingungsfrequenzen und der **S-Isotopenverschie-
bungen bestimmt werden.” Die Cu,-S-Bindung ist die
stirkste Bindung (ca. 3.3 mdynA™"), die Cuy-S-Bindung die
zweitstirkste (ca. 3.1 mdyn A~"), und die Cuy-S- und Cuyy-S-
Bindungen sind die schwichsten Bindungen (ca. 1.3 mdyn
A’l). Das Bindungsstarkenmuster der vier Cu-S-Bindungen
spiegelt die elektronische Struktur des Cuy-Clusters mit L =
H,O wider: Cuy ist am stédrksten oxidiert, Cuy erhélt einen
leicht oxidierten Charakter durch Elektronendelokalisierung
iiber die Sulfidbriicke zu Cu,, und Cuy; sowie Cuy, sind
hauptséchlich reduziert.

Abbildung 8b enthilt die Anregungsprofile der beobach-
teten Resonanz-Raman-Schwingungen, iiberlagert mit dem
Absorptionsspektrum des Cu,-Zentrums.”! Alle drei Cu-S-
Streckschwingungen werden durch Anregung im Bereich der
breiten CT-Absorptionsbande bei ca. 640nm (ca.
15650 cm™') resonanzverstirkt, was auf ihre S —Cu-CT-Natur
hinweist. Drei individuelle elektronische Uberginge, bei ca.
14300, 15700 und 16500 cm™!, konnten mithilfe der Re-
sonanz-Raman-Anregungsprofile bestimmt werden. Diese
drei Ubergiinge stammen von Anregungen aus den drei p-
Orbitalen des py-verbriickenden Sulfids.

In den Absorptions- und MCD-Spektren des Cu,-Clus-
ters, die am Anfang dieses Kurzaufsatzes angesprochen
wurden (Abbildung 3a), konnen die Banden experimentell
durch eine GauB-Analyse bestimmten Ubergingen zugeord-
net werden (Abbildung 9).””) Die Wellenfunktion des Grund-
zustands (Spin-down-LUMO) - eine o-antibindende Kom-
bination hauptséchlich des Cuj-d,._,.- und des Schwefel-p,’-
Orbitals — ist das Acceptororbital fiir alle elektronischen
Uberginge. Drei CT-Banden fiir S — Cu wurden durch die
Resonanz-Raman-Anregungsprofile identifiziert (Abbil-
dung 8b und die Banden 5, 6, 7 in Abbildung 9). Bande 6
hat im Absorptionsspektrum die grofte Intensitit dieser drei
Banden und kann dem Ubergang Schwefel-p, — Spin-down-
LUMO zugeordnet werden. Bei diesem Ubergang ist das
Donororbital das direkte bindende Gegeniiber des Acceptor-
orbitals; daher hat dieser Ubergang die groBte Donor-
Acceptor-Orbitaliiberlappung und die grofite Intensitdt im
Absorptionsspektrum. Bande 5 kommt vom schwéchsten S—
Cu-CT-Ubergang, nimlich dem Ubergang aus dem Schwefel-
p.-Orbital. Dieses Schwefel-p,’-Orbital steht senkrecht zum

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

4229


http://www.angewandte.de

Angewandte

4230

a) 6000

!

/M-tem-1 2000/

13 1S
| % O
30 25 20 15 10 5

b) 750/

500

T 250
0

AciM-emt en|

+— E10%em™!

Abbildung 9. a) Absorptionsspektrum und b) MCD-Spektrum bei 10 K
bzw. 5 K und 7 T des Cu,-Clusters mit durch Gau-Analyse aufgelésten
Banden.

Cuy-d,o_-Acceptororbital (d.h. schlechte Donor/Acceptor-
Uberlappung), was zu einer schwachen Bandenintensitét
fithrt. Bande 7 ist von mittlerer Intensitdt und rithrt vom
CT-Ubergang aus dem Schwefel-p,-Orbital her. Nur das
oxidierte Cu; kann Ligandenfeld(d-d)-Ubergiinge vorweisen
(Banden 1, 3, 4 und 8, Abbildung 9). Diese d-d-Uberginge
haben wegen der starken Spin-Bahn-Kopplung des Kupfer-
zentrums (&(Cu™)~ —830cm™") ein groBes MCD/Absorp-
tions-Intensititsverhéltnis.*! Interessanterweise findet der
Ubergang d,,—Spin-down-LUMO bei ca. 18000 cm! statt,
d.h. bei sehr hoher Energie im Vergleich zu jener in normalen
tetragonalen Cu"-Komplexen.[*!! Die hohe Energie ist in der
Koordinationsgeometrie des Cuj-Zentrums begriindet, in der
zwei Histidinliganden und ein Sulfidligand eine verzerrte T-
Struktur bilden.” Diese hohe Energie des d,,-Ubergangs ist
die Ursache fiir den kleinen g-Wert (ca. 2.16) des Cuz-
Clusters, denn die Kovalenz des verbriickenden Sulfids ist zu
niedrig (ca. 15-22% Schwefelcharakter im Grundzustand,
Abbildung 6b) um ein Grund fiir diesen kleinen g-Wert zu
sein. Bande 2 im Absorptionsspektrum kann als Intervalenz-
Charge-Transfer(IT)-Ubergang identifiziert werden.””’ Die-
ser IT-Ubergang ist in nur eine Richtung polarisiert und hat
daher keine MCD-Intensitit bei tiefen Temperaturen (Ab-
bildung 9b).”)  Formal gesehen entspricht er einem
Cu'(d")—Cu" (d’)-Elektroneniibergang und spiegelt die
elektronische Kopplung und die Delokalisierung der Elek-
tronen zwischen den Kupferatomen, vermittelt durch das
verbriickende Sulfid, wider. Die Banden bei hoheren Ener-
gien (9 — 13, Abbildung 9) kénnen Histidin — Kupfer-CT-
Ubergingen zugeordnet werden. Verglichen mit CT-Uber-
gangen in tetragonalen Kupfer-Imidazol-Modellkomple-
xen®!l haben sie niedrige Energien, was auf die niedrige
Dreifachkoordination des Cu;-Zentrums im Cu,-Cluster zu-
riickgefiihrt werden kann.
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3. Der katalytisch aktive Zustand des Cu,-Zentrums

Untersuchungen haben gezeigt, dass N,OR in vitro durch
Inkubation mit Methylviologen, das mit Dithionit reduziert
wurde, aktiviert werden kann und dass ldngere Inkubations-
zeiten zu hoherer Enzymaktivitit fithren.”>* Um die
katalytisch aktive Form des Cuy-Zentrums zu bestimmen,
wurden X-Band-EPR-Spektren von N,OR nach unterschied-
lichen Inkubationszeiten in einer Losung von iiberschiissigem
Methylviologen und Dithionit gemessen (Abbildung 10a).5!

a)

2800 3000 3600

b)
100
I 801 Aktivitat
3
& 601
S
g—?
o
R 401
N
Q '
(2]
© 2

Ty
Ooe - T v "
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Abbildung 10. a) Zeitabhingigkeit des Cu,-EPR-Signals. *: Methylviolo-
gen-Radikalsignal. b) Zeitliche Korrelation zwischen der Pn-N,OR-Akti-
vitdt (100% bezieht sich auf die Reduktion von 275 pmol N,O

min~' (mg Enzym) ") und dem Cu,-EPR-Signal (100% bezieht sich auf
den 1Cu"/3Cu'-Zustand des Cu,-Clusters).

Bei =0 zeigt das Spektrum das charakteristische EPR-Signal
des Cuy-Zentrums im Ruhezustand (1Cu'/3Cu') mit g =
2.16. Die Signalintensitdt nimmt allm&hlich mit zunehmender
Inkubationszeit ab. Da das Cuy,-Zentrum im 1Cu"/3Cu'-
Zustand nur eine Elektronenliicke aufweist, deutet die Ab-
nahme des Cuz-EPR-Signals in dieser reduzierenden Losung
darauf hin, dass alle vier Kupferionen des Cuz-Clusters in
ihrer reduzierten Form vorliegen. Aktivitdtsuntersuchungen
mit dhnlichen Inkubationszeiten zeigen eine steigende Enzym-
aktivitdt mit zunehmender Inkubationszeit. Die Aktivitéts-
zunahme kann direkt mit der Abnahme des EPR-Signals des
Cu,-Clusters korreliert werden (Abbildung 10b).*!! Dieser

Angew. Chem. 2004, 116, 4224 -4233


http://www.angewandte.de

Enzymatische N,O-Reduktion

direkte Zusammenhang der Enzymaktivitdt mit der Reduk-
tion des Cuy-Clusters weist darauf hin, dass die katalytisch
aktive Form des Cuy-Clusters der vollstindig reduzierte
4 Cu'-Zustand ist.*”! Aktuelle Absorptionsspektroskopie-Ver-
suche und Versuche mit markiertem Stickstoff sind im
Einklang mit diesen Ergebnissen.[*]

4. N,O-Aktivierung und die Rolle des vierkernigen
Cu,S-Clusters

Mit der Beschreibung der elektronischen Struktur des
Cuy-Clusters im Ruhezustand und der Bestimmung des
katalytisch aktiven Zustands kann die von diesem Cluster
katalysierte Zweielektronenreduktion von N,O zu N, nun
genauer betrachtet werden. Die katalytisch aktive, elektro-
nenreiche Form des Cu,-Clusters besteht aus vier reduzierten
Cu'-Ionen. An der Substratbindungsstelle zwischen den Cu;-
und Cup-Ionen (Abbildung 2) kann das Substrat N,O sowohl
mit Cu,; als auch mit Cu;y wechselwirken, moglicherweise in
einer verbriickenden Bindungsweise (Abbildung 11). Zwei

% 7

Abbildung 11. Reduktion von N,0 am Cuz-Zentrum.

Elektronen konnten gleichzeitig von Cu; und Cuy abgegeben
werden, um die Reaktionsbarriere der N,O-Reduktion zu
iiberwinden. Vom benachbarten Cu,-Zentrum in der zweiten
Untereinheit des dimeren N,OR-Proteins zu den Cuy- und
Cup~Zentren existieren gute Elektroneniibertragungspfa-
de,? die in Kombination mit der delokalisierten elektroni-
schen Struktur des Cuy-Clusters dessen schnelle Riickreduk-
tion im enzymatischen Katalysekreislauf ermoglichen. Die
Delokalisierung der Elektronen iiber das verbriickende Sulfid
tragt zu einer niedrigen Reorganisationsenergie beim Redox-
prozess bei und fiihrt zu einer Stabilisierung der oxidierten
Form des Cuz-Zentrums nach der N,O-Reduktion.

Die moglichen Wechselwirkungen zwischen N,O und der
katalytisch aktiven 4 Cu'-Form des Cu-Clusters wurden auch
mit theoretischen Methoden untersucht.®!! Abbildung 12
zeigt die energetisch giinstigste Struktur des Cuy,(4Cu')-
N,O-Komplexes mit einem gewinkelt p-1,3-verbriickenden
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Abbildung 12. DFT-optimierte Geometrie des N,O-Komplexes im 4 Cu'-
Zustand des Cu,-Clusters.?!!

N,O zwischen den Cu;- und Cup-Ionen (N-N-O =139°). Das
endstindige N-Atom ist an Cu; koordiniert; andere Bin-
dungsarten von N,O an den Cuy-Cluster sind energetisch
ungiinstiger. Die Kriilmmung des gebundenen N,O im Cug,-
(4Cu")-N,O-Komplex fiihrt zu einer Aufspaltung des im
freien N,O zweifach entarteten LUMO in zwei t*-Orbitale
(AE=2¢eV). Das i*-LUMO in der N-N-O-Ebene ist wegen
seines verringerten antibindenden Charakters um ca. 3 eV
stabilisiert (Abbildung 13b). Dadurch riickt das Energie-
niveau dieses N,O-m*-Orbitals ndher an diejenigen der
vollbesetzten d-Orbitale des Cuy(4Cu")-Clusters, wodurch
der N,O-Ligand zu einem sehr guten Elektronenacceptor
wird. Das LUMO des Cug(4 Cu")-N,0-Komplexes (Abbil-
dung 13a) hat einen N,O-m*-Charakter von 54 % mit einem
d-Orbitalanteil von 12% Cu; und 10% Cuyy; dies weist auf
betréachtliche Cu-d —N,O-n*-Riickbindungswechselwirkun-
gen vom vollstindig reduzierten Cuy-Zentrum zum gebun-

a) | n

Zustandsdichte

T T
-12 -10 -8 -6 -4 -2 0
EfeV

Abbildung 13. a) Beitrige von N,O, Cu, und Cu,, zur Zustandsdichte
des Cuz(4 Cu')-N,O-Komplexes. Das Fermi-Niveau ist als F angezeigt.
Bild: LUMO des Cuy(4 Cu")-N,O. b) Zustandsdichte des N,O-Molekiils
in linearer Anordnung (schwarze Linie) und in der gewinkelten Anord-
ung des N,O-Liganden im gleichen Coulomb-Potential wie im Cu,(4-
Cu')-N,0-Komplex (rote Linie). Bilder: LUMO des gewinkelten (links)
und linearen N,O (rechts).
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denen N,O hin. Diese werden in der Ladung des gebundenen
N,O von —0.53 und der Verlangerung der N-N- und N-O-
Bindungen (40.03 bzw. +0.07 A) deutlich. Diese starken
Riickbindungswechselwirkungen vom Cu,(4Cu") zum N,O
sind nur dann vorhanden, wenn N,O in einer gewinkelten, p-
1,3-verbriickenden Weise zwischen dem Cu;-und dem Cuyy-
Ion koordiniert ist. Andere Bindungsarten weisen wesentlich
(vier- bis fiinfmal) kleinere Riickbindungswechselwirkungen
auf.Die elektronischen Wechselwirkungen zwischen dem
vollstdndig reduzierten Cuy-Cluster und dem koordinierten
N,O-Liganden spielen eine entscheidende Rolle bei der
Aktivierung und Reduktion von N,O und fiihren letztendlich
zur Spaltung der N-O-Bindung. Die N-O-Bindung wird durch
die Cu-d—N,O-m*-Riickbindungswechselwirkungen erheb-
lich geschwicht, und bei gleichzeitiger Ubertragung zweier
Elektronen vom Cugz-Zentrum zum u-1,3-verbriickenden
N,O kann sie direkt gespalten werden (Schema 1, Reaktions-

Cu
O/\ I
Cu/ E
v K
Cu"/ /Culll
N,
H+
A
_N.
N (|:uI Ho/?ul
o] B / —» —> Produkt
Cuy I Hi X Cuy J
Cu, Cuy N, Cuy i
c +
HO—Cu, H
H,0 HO |
\
N, Cuy, Y,
Cu"/ Uy

Schema 1. Mégliche Reaktionswege (A-C) fiir die Reduktion von N,0O
am Cuz-Zentrum.

weg A). Zudem erhohen diese Riickbindungswechselwirkun-
gen die Elektronendichte am Sauerstoffatom des gebundenen
N,O-Molekiils (Ladung = —0.5) und aktivieren es so fiir den
elektrophilen Angriff durch ein Proton (Schema 1, Reak-
tionsweg B). Das HOMO-2 des Cu,(4 Cu")-N,0O-Komplexes,
das nahe am HOMO liegt und einen starken Sauerstoffcha-
rakter hat (Abbildung 13a), kann gut als Donorgrenzmole-
kiilorbital fiir die Protonierung fungieren. Dieser und andere
mogliche Reaktionswege (Schema 1, Reaktionsweg C), die
zur reduktiven Spaltung der N-O-Bindung in N,O fiihren,
werden zurzeit genauer untersucht. DFT-Rechnungen®”
weisen auf B als sehr giinstigen Reaktionsweg hin: Eine
Protonierung des Sauerstoffatoms von koordiniertem N,O
fiihrt zu einer barrierelosen Spaltung der N—O-Bindung.

5. Zusammenfassung

Spektroskopische Methoden in Verbindung mit DFT-
Rechnungen wurden angewendet, um den Spinzustand, die
Oxidationsstufen der Kupferatome, die Spinverteilung und

die Grundzustandswellenfunktion des Cu,-Zentrums zu be-
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stimmen. Damit konnen die ungewohnlichen Eigenschaften
seiner Schwingungsspektren und optischen Spektren besser
verstanden werden. Die Beschreibung der elektronischen
Struktur des Cuyz-Zentrums im Ruhezustand und die Auf-
klarung der katalytisch aktiven Form als vollstindig redu-
zierte 4 Cu'-Stufe fithrte zum Verstindnis der Rolle des p,-
sulfidverbriickten vierkernigen Kupferclusters bei der Akti-
vierung von N,O fiir die Zweielektronenreduktion. Die
starken Riickbindungswechselwirkungen zum N,O-Liganden
im Cu,(4Cu")-N,0O-Komplex — in dem N,O in einer gewin-
kelten, p-1,3-verbriickenden Weise koordiniert ist — aktivie-
ren die reduktive Spaltung der O—N,-Bindung.
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