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Kupferenzyme spielen eine Rolle bei vielen wichtigen bio-
chemischen Prozessen. Klassisch werden die dabei beteiligten
aktiven Zentren je nach Zahl der Kupferatome und chemi-
scher Zusammensetzung in Typ1, Typ2 und Typ3 unterteilt.!!
Obwohl diese Einteilung urspriinglich auf der Grundlage
struktureller und spektroskopischer Eigenschaften erfolgte,
spiegelt sie auch eine klare Aufgabenteilung wider: Wéhrend
Typ3-Zentren in den Enzymen Tyrosinase und Catechol-
oxidase die Oxygenierung (Hydroxylierung) und/oder Zwei-
elektronenoxidation von Phenolsubstraten vermitteln, sind
Typl-Kupferzentren (,,blaue Kupferzentren*) in den Elek-
tronentransfer involviert. Typ2-Kupferzentren gibt es in Su-
peroxid-Dismutasen, Oxidasen/Reduktasen und Oxygena-
sen. Kupferhaltige Oxidasen wie Aminoxidase oder Galac-
tose-Oxidase enthalten ein Typ2-Kupferzentrum und koppeln
die Oxidation eines Substrats an die Zweielektroneniiber-
tragung auf Sauerstoff unter Bildung von H,0O,. Monooxy-
genase-Aktivitdt findet sich hingegen bei Kupferenzymen mit
zwei Typ2-Zentren. Ein Typ2-Zentrum (Cu,) iibernimmt
dabei den Elektronentransfer, wihrend das andere Typ2-
Zentrum (Cug) fiir den Einbau von Sauerstoff in das Substrat
zustindig ist. Im Unterschied zu den Typ3-Systemen werden
von diesen Enzymen keine aromatischen, sondern aliphati-
sche Substrate hydroxyliert; ferner sind die beiden Kupfer-
zentren ungekoppelt. Dies trifft besonders auf die Dopamin-
B-monooxygenase (DPM) und die Peptidylglycin-a-hydro-
xylierende Monooxygenase (PHM) zu.! Das erstgenannte
Enzym spielt eine Rolle bei der Biosynthese von Adrenalin
(Umwandlung von Dopamin in Noradrenalin) wihrend PHM
in die post-translationale Modifizierung von Peptiden invol-
viert ist. Beide Enzyme setzen den nicht eingebauten Sauer-
stoff mithilfe von zwei Aquivalenten Ascorbat zu Wasser um
(Schema 1).
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Schema 1. Substratumsetzungen von a) DM und b) PHM.

Obwohl grofles Interesse daran besteht, die Wirkungs-
weise von DM und PHM auf molekularer Ebene aufzukla-
ren, ist der genaue Reaktionsverlauf in diesen Enzymen bis-
lang unbekannt. Einen entscheidenden Hinweis lieferte eine
Veroffentlichung aus dem Jahre 2004, welche die Rontgen-
struktur der Sauerstoff-gebundenen Form von PHM mit ei-
nem Substratanalogon zeigt (Abbildung 1).F! Dabei wird
Disauerstoff end-on (n') an Cup gebunden. Der Cuy-O-O-
Winkel betrigt 110°, und der O-O-Abstand wurde zu 1.23 A
bestimmt. Diese Geometrie ist in Einklang mit einem Di-
sauerstoff oder einer Superoxidspezies, die an Cup gebunden
ist, nicht aber mit einer Cu-Peroxo-Einheit (oder Cu-Hy-
droperoxo-Einheit) (Schema?2ab). Die Autoren nahmen
zunéchst an, dass im ersten Schritt ein Elektron von Cu,
iibertragen wird, wobei die Cu'- in eine Cu'-Superoxospezies
iibergeht. Dieses Intermediat wiirde das aliphatische Substrat
unter H-Abstraktion angreifen, wofiir der O,-Ligand in
Richtung dieses H-Atoms rotieren konnte (Abbildung1).
Basierend auf Rechnungen wurde dieses Reaktionsschema
jedoch spiter modifiziert (Schema 3):*! Demnach werden
zunichst ein Elektron und ein Proton auf das Superoxo-In-
termediat iibertragen, wobei eine Cu"-Hydroperoxospezies
entsteht. Dieses Zwischenprodukt spaltet spontan die O-O-
Bindung unter Bildung von Wasser und einem hochreaktiven
Kupfer-Oxo-Intermediat. Diese {Cu=0O}*"-Spezies, die als
[L,"Cu™O""]*"-Einheit formuliert wurde (L= Liganden),
hydroxyliert sodann das Substrat in einer Weise, die analog
zum [(Por~)Fe"=0O]-Intermediat (,,compound I“; Por =
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Abbildung 1. Aktives Zentrum von PHM mit den beiden Kupferatomen
(violett) und einem gebundenen Substratanalogon (IYT, cyan). Disauer-
stoff (roter Balken) ist end-on terminal (') als Superoxid koordiniert
und kann prinzipiell zu einem H-Atom von IYT (hellblau) hin rotieren
(orange), um eine H-Abstraktion zu verursachen (Details siehe Text).
N blau, S gelb, | griin.
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Schema 2. Einkernige Cu-O,-Komplexe (a)—(d); L=Ligand.

Angewandte

Die Nachahmung der enzymatischen Reaktion mit ein-
fachen Modellsystemen und die Charakterisierung der dabei
auftretenden Kupfer-Sauerstoff-Intermediate ist ein span-
nendes und hochaktuelles Gebiet der bioanorganischen
Chemie. Dabei ging und geht es zundchst einmal darum,
Sauerstoff-Addukte einkerniger Kupfer-Komplexe herzu-
stellen und zu charakterisieren. Das ist nicht einfach, da sol-
che Intermediate die Tendenz haben, zu zweikernigen O,-
verbriickten Intermediaten zu dimerisieren. Diese sind aber
Modellsysteme fiir Typ3-Kupferzentren, deren Sauerstoff-
Reaktivitdt mit Monophenolsubstraten heute als elektrophile
aromatische Substitution interpretiert wird.l’! Insofern wur-
den viele Versuche unternommen, die einkernigen Cu-O,-
Addukte durch sperrige Liganden vor einer Dimerisierung zu
schiitzen. Ein frither Vertreter der Klasse von einkernigen
Cu-O,-Addukten ist der Side-on-Superoxo-Komplex (Sche-
ma2c) von Kitajima etal., der durch Reaktion des Cu-
Komplexes mit O, in Losung bei tiefen Temperaturen gene-
riert wurde (Schema 4a).”! Der Schliissel zur Synthese dieses
Komplexes lag in der Weiterentwicklung eines fiir die Bildung
von p:m*:n*-Peroxo-Dikupfer(II)-Komplexen bekannten Li-
ganden zu einem Liganden mit stirkerer sterischer Hinde-
rung, der eine Dimerisierung zweier Kupferzentren verhin-
dert. Weitere Beispiele fiir n>-Disauerstoff-gebundene, ein-
kernige Kupfer-Komplexe wurden von Tolman et al. unter-
sucht.®! Diese Komplexe wurden bei tiefen Temperaturen
durch Oxygenierung sterisch gehinderter B-Diketiminato-
und Anilido-Imin-Kupfer(I)-Komplexe synthetisiert.**% Der
hohe rdumliche Anspruch der Liganden ist auch hier wieder
notwendig, um die Bildung von zweikernigen Cu,-Bis(p-0xo0)-
Komplexen zu verhindern, die insbesondere im Uberschuss
des jeweiligen Kupfer(I)-Komplexes entstehen. Wéhrend die
n*-Koordination durch Rontgenstrukturanalyse nachgewie-
sen werden konnte, bleibt die Frage offen, ob es sich bei
diesen Systemen um Cu"-Superoxo-Komplexe oder um Cu™-
Peroxo-Komplexe handelt.’? Aktuelle spektroskopische

Studien und DFT-Rechnungen lassen auch auf eine
Cu-O,-Einheit im Kontinuum zwischen diesen beiden

[(m"—o‘-] _______ o, & Transfer H* [CLJ”—OOH] 7777777 ! Qrenzstrukturen schlie.Ben.[g"‘? Des Weiteren syntllleti-
oz "y H 0 HH sierten Tolman et al. einkernige Cu-Komplexe mit 2-

)J\ S )t S Pyridincarbaldehydimin-Liganden, die in 6-Stellung

Pep” N° €O, Pep” "N” "CO, verschieden substituierte Arene enthalten (Sche-
A ‘o o ma 4b). Bei der Reaktion zweier dieser Systeme mit
+SL21bstrat o O, wurde eine Hydroxylierung des Arenrings gefun-

-H,0 2 den, die vermutlich durch eine hochvalente {Cu=0}"-
[CU_OHZ} ________ C“L + CUB_OHJ ______ Cu: Hz‘? [ . uB:0]2 _____ o SPezies vermittelt wird. Das andere O-AtF)m des zu-
Hydroxylierung ndchst end-on Superoxo-gebundenen Disauerstoffs

Produkt j\HO ;H i )OL H)\H _ wird auf das als Cofaktor koordinierte a-Ketocarb-

Pep” N° CO, Pep” N° €O, oxylat iibertragen, nachdem CO, abgespalten wur-

Schema 3. Vorschlag von Amzel et al. (2006) fiir den katalytischen Mechanis-

mus der PHM. Pep = Peptidrest.

Porphyrin-Radikalanion) von Cytochrom P450 ist. Nachfol-
gend miissen die beiden Cu"-Zentren wieder reduziert wer-
den; der Katalysezyklus schlief3t sich mit der Freisetzung des
Substrats. Es sollte allerdings erwidhnt werden, dass es auch
andere Vorschlidge fiir den Mechanismus gibt, die sich von
diesem Reaktionsschema unterscheiden.”!
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Im Unterschied zu Tolman et al. synthetisierten
Itoh und Mitarbeiter einkernige Cu"-Hydroperoxo-
Komplexe (Schema 2b) durch Umsetzung von Kup-
fer(IT)-Komplexen sperriger dreizdhniger Liganden
mit einem Gemisch aus Triethylamin und Wasserstoffperoxid
im Uberschuss bei tiefen Temperaturen.”! Auf der Basis ki-
netischer Messungen postulierten sie ein vorgelagertes De-
protonierungsgleichgewicht von H,O, mit anschlieBender
Koordination des Hydroperoxidanions an das Kupferzen-
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Schema 4. Cu-O,-Modellsysteme fiir DBM und PHM: a) Side-on-Cu'-
Superoxo-Komplex von Kitajima et al.;! b) End-on-Cu-O,-Komplex mit
einem substituierten 2-Pyridincarbaldehydimin- und einem a-Ketocarb-
oxylat-Liganden von Tolman et al.;® c) Cu"-Alkylperoxo-Komplex mit
verschieden substituierten N,N-Bis[(6-phenyl-2-pyridyl)methyl]benzyl-
amin-Liganden von Itoh et al.;® d) Cu"-Hydroperoxo-Komplex mit
6tBP-Ligand nach Karlin et al.;"” e) N-Desalkylierung des Cu"-Hydro-
peroxo-Komplexes mit NMez-TMPA-Ligand nach Karlin et al.;"" f) ali-
phatische Hydroxylierung des Cu"-Superoxo-Komplexes mit TMGstren-
Ligand, initiiert durch einen H-Atom-Donor, nach Karlin et al.l"”

trum.™ Des Weiteren beobachteten Itoh et al., dass das
Losungsmittel einen groBen Einfluss auf die Bindung der
reaktiven Sauerstoffspezies hat, da bei der Umsetzung eines
einkernigen Kupfer-Komplexes mit NEt; und H,0, in ver-
schiedenen Losungsmitteln unterschiedliche Reaktionspro-
dukte erhalten wurden. So wurde fiir die Reaktion eines
einkernigen Kupfer-Komplexes mit NEt; und H,O, in Aceton
bei tiefen Temperaturen die Bildung eines Alkylperoxo-
Komplexes (Schema2d, Schema4c) formuliert, der nach
Erwédrmen auf Raumtemperatur zu einer aromatischen Li-
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gand-Hydroxylierung und der Bildung des analogen Pheno-
lat-Komplexes fiihrte.” Die gleiche Reaktion in Propionitril
hingegen lieferte den Hydroperoxo-Komplex, fiir den nach
der Erwiarmung keine Ligand-Hydroxylierung beobachtet
werden konnte. Der Mechanismus der Hydroxylierung durch
den Alkylperoxo-Komplex wurde bislang noch nicht ermit-
telt.’!

Auch Karlin et al. konnten die aromatische Ligand-Hy-
droxylierung eines einkernigen Kupfer-Komplexes des Li-
ganden 6tBP durch Umsetzung mit H,O, in Gegenwart von
NEt; in Aceton nachweisen.'” Im Unterschied zur Gruppe
um Itoh wurde jedoch fiir diese Reaktion in Aceton der
Hydroperoxo-Komplex (Schema4d) und nicht der Alkyl-
peroxo-Komplex als reaktives Intermediat postuliert. Eine
weitere Reaktivitdt, die von Karlin et al. bei einkernigen
Kupfer-Modellkomplexen beobachtet wurde, ist die N-Des-
alkylierung eines NMe,TMPA-Liganden durch einen Hy-
droperoxo-Komplex (Schema 4¢).''l Das NMe,TMPA-Sys-
tem &dhnelt dem H,bppa-System [H,bppa = Bis[(6-pivalam-
ido-2-pyridyl)methyl][(2-pyridyl)methyl]Jamin] von Masuda
et al., mit dem Unterschied, dass der von Karlin untersuchte
Ligand ein potenziell oxidierbares Substrat in Form einer
Dimethylamino-Gruppe enthalt.!?!

In keinem dieser Félle konnte jedoch bisher eine alipha-
tische Ligand-Hydroxylierung beobachtet werden, wie sie
durch DM oder PHM Kkatalysiert wird. Diese Liicke wurde
kiirzlich durch Karlin et al. geschlossen, die bei einem ein-
kernigen Cu"™-O,-Komplex die Hydroxylierung einer Me-
thylgruppe des Liganden nachweisen konnten (Sche-
ma 4 f)."’ Beim untersuchten System handelt es sich um ei-
nen bei tiefen Temperaturen stabilen 1:1-Cu/O,-Komplex mit
dem superbasischen Liganden Tris[2-(/N-tetramethylguan-
idyl)ethyl]amin (TMGgstren). Dieses Addukt war in der Ar-
beitsgruppe von Sundermeyer durch Oxygenierung des ana-
logen Cu'-Komplexes synthetisiert worden. Schindler und
Mitarbeitern war es gelungen, die Kristallstruktur des SbF,-
Salzes dieses Komplexes zu 16sen." Die Molekiilstruktur
zeigt eine End-on-Koordination des Disauerstoffs, wie sie
auch im Enzym PHM nachgewiesen wurde (Schema 4 f). Die
O-O-Bindungsldnge und die O-O-Streckschwingungsfre-
quenz lassen ebenfalls auf eine End-on-Superoxo-Konfigu-
ration (Schema 2 a) schliefen.

Wie Karlin et al. nun zeigen konnten, reagiert dieser Su-
peroxo-Komplex mit einer Reihe von Mono- und Diphenol-
substraten zu den entsprechenden oxygenierten bzw. oxi-
dierten Produkten, wobei auch Phenoxylradikale und die fiir
Cu-Sauerstoff-Systeme typischen C-C-gekuppelten Produkte
beobachtet werden. Diese Chemie war jedoch fiir einkernige
Kupfer-Komplexe bereits vom NMe,-TMPA-Komplex
(Schema 4 e) bekannt.'!! Interessanter war die Beobachtung,
dass bei diesen Reaktionen immer auch der TMGstren-Li-
gand hydroxyliert wurde, was einer dem Enzym analogen
aliphatischen Hydroxylierung entspricht (Schema 1). Die
Autoren schlossen aus ihren Beobachtungen, dass der An-
fangsschritt fiir alle Hydroxylierungen eine H-Abstraktion
von einem Phenol ist. Um die Ligand-Hydroxylierung zur
Hauptreaktion zu machen, verwendeten sie daher einen H-
Atom-Donor, der keine Folgereaktionen eingeht: N-Hydro-
xy-2,2,6,6-Tetramethylpiperidin (TEMPO-H). Bei der Reak-
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tion des Superoxo-Komplexes mit diesem Reagens entsteht
zunichst ein Cu"-Hydroperoxo-Komplex, was sich bei tiefen
Temperaturen (ca. —100°C) spektroskopisch verfolgen lasst.
Dieses Intermediat, das sich auch durch Reaktion des Cu'-
Komplexes mit H,O, erzeugen lésst, reagiert anschlieSend bei
Erwarmen weiter zum hydroxylierten Endprodukt (Sche-
ma 4 f, unten).

Die entscheidende Frage ist nun, ob das Hydroperoxo-
Intermediat selbst in der Lage ist, die Hydroxylierung zu
vermitteln, oder ob zunichst eine O-O-Spaltung erfolgen
muss. Dabei wiirde eine {Cu=0}**-Spezies ({Cu"-O""} oder
{L-"Cu"-O""}) entstehen, die nachfolgend das Substrat an-
greift. Dieses Szenario, das vollig analog zum Reaktionsme-
chanismus von PHM wire (Schema 3), wurde von den Au-
toren durch die Zugabe eines O-Atom-Donors (PhIO) zum
Cu'-Komplex untersucht. Dabei wurde in der Tat ebenfalls
eine Ligand-Hydroxylierung beobachtet.™! Die Autoren
weisen allerdings darauf hin, dass es sich bei der Hydroxy-
lierung auch um die Reaktion eines an das Cu'-Zentrum ko-
ordinierten PhIO-Molekiils handeln konnte.

Karlin et al. haben durch den Nachweis der Ligand-Hy-
droxylierung in Sundermeyers Cu-TMGs;tren-Komplex neue
experimentelle Einblicke in den Reaktionsverlauf der ali-
phatischen Hydroxylierung an Kupferzentren geliefert. Nun
steht ein einfaches Modellsystem zur Verfiigung, mit dessen
Hilfe sich die Reaktionen im Enzym detailliert nachvollzie-
hen und so besser verstehen lassen. Allerdings diirfen die
stark unterschiedlichen Ligandensysteme in Enzym und
Modellkomplex nicht iibersehen werden: Wihrend das aktive
Cug-Zentrum von PHM zwei Histidin- und einen Methionin-
Liganden enthilt, ist das Kupferzentrum des TMG;-tren-
Komplexes trigonal-pyramidal durch ein Amin-Stickstoff-
atom und drei stark Elektronen-donierende Imin-Gruppen
koordiniert. Diese verschiedenen Koordinationssphiren
konnen durchaus unterschiedliche Reaktivititen der invol-
vierten Sauerstoffspezies verursachen und dementsprechend
auch verschiedene Reaktionsmechanismen fiir die Hydroxy-
lierung aliphatischer Substrate nach sich ziehen. Ein syste-
matisches Verstdndnis dieser Struktur-Funktions-Beziehun-
gen steht noch aus. Insofern wird dieses Thema auch in Zu-
kunft noch reichlich Gelegenheit fiir neue, iiberraschende
Befunde und interessante wissenschaftliche Kontroversen
bieten.
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