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Die Tyrosinase ist ein ubiquit�res Enzym, das die o-Hydro-
xylierung von Monophenolen zu Catecholen und deren an-
schließende Zweielektronenoxidation zu Chinonen vermit-
telt.[1] Ihre physiologische Funktion ist der erste Schritt der
Melaninsynthese, die Umwandlung von Tyrosin zu Dopachi-
non.[2, 3] Wie aus spektroskopischen Daten und einer Kris-
tallstruktur ersichtlich ist,[4] enth�lt das zweikernige aktive
Zentrum der Tyrosinase zwei Kupferionen, die von sechs
Histidinresten koordiniert werden. Ein solches Typ-3-Kup-
ferzentrum findet sich auch in den aktiven Zentren der H�-
mocyanine und Catechol-Oxidasen.[3] Diese Kupferproteine
binden alle in ihrem Oxy-Zustand Disauerstoff in einer
verbr�ckenden Side-on-Form, wobei die Kupfer(I)-Ionen des
Desoxy-Zustands zu CuII oxidiert
werden. Ausgehend vom Oxy-Zu-
stand der Tyrosinase werden Mono-
phenole vermutlich durch elektro-
phile Substitution in o-Diphenole,
auch Catechole genannt, umgewan-
delt (Monophenolasereaktion).[5]

Anschließend werden die Catechol-
intermediate zu o-Chinonen oxi-
diert. Eine zweite Reaktivit�t des
Oxy-Zentrums ist die Zweielektro-
nenoxidation von externen Cate-
cholsubstraten zu o-Chinonen (Di-
phenolasereaktion). W�hrend die
Tyrosinase sowohl Mono- als auch
Diphenolasereaktivit�t zeigt, ist die
enzymatische Aktivit�t der Cate-
chol-Oxidase auf die letztere Um-
wandlung beschr�nkt.[6]

Die Reaktivit�t der Tyrosinase gegen�ber phenolischen
oder aromatischen Substraten wurde erfolgreich mit nieder-
molekularen Kupferkomplexen reproduziert.[7–12] Zun�chst
wurden haupts�chlich aromatische Hydroxylierungen des

Ligandenger�sts durch m-h2:h2-Peroxo- und Bis-m-Oxodi-
kupferkerne untersucht,[13–17] doch inzwischen ist die Hydro-
xylierung externer mono- und diphenolischer Substrate
immer mehr in den Fokus des Interesses ger�ckt.[18–24] Eine
zus�tzliche Herausforderung auf diesem Forschungsgebiet ist
die Synthese von Systemen, die die katalytische Funktion der
Tyrosinase nachstellen. Abgesehen von einem Patent[25]

existieren nur zwei Ver�ffentlichungen, die sich auf diesen
Punkt beziehen. Im Jahr 1990 synthetisierten R�glier et al.
den Liganden Bis-2,2’-[2-(pyrid-2-yl)ethyl]iminobiphenyl
(BiPh(impy)2), der zwei �ber einen Biphenylspacer
verbr�ckte Pyridylethylimin-Seitenketten enth�lt (Sche-
ma 1).[21, 26] Es wurde gezeigt, dass eine Mischung dieses Li-

ganden mit 2 �quivalenten CuI-Salz, 100 �quivalenten 2,4-
Di-tert-butylphenol (DTBP-H) und 200 �quivalenten Tri-
ethylamin (NEt3) in Gegenwart von Sauerstoff die Bildung
von o-Chinon mit einer Umsatzzahl (TON) von 16 kataly-
siert. Die Reaktion, die �ber das Auftreten einer Absorpti-
onsbande von 3,5-Di-tert-butyl-o-chinon (DTBQ) bei rund
400 nm verfolgt wurde, stoppte nach 1 h, vermutlich wegen
der Bildung eines oxoverbr�ckten Komplexes. Ein Mecha-
nismus, bei dem ein zweikerniger Peroxokomplex und ein
catecholverbr�cktes Intermediat auftreten, wurde vorge-
schlagen. Kurz nach R�glier et al. beschrieben Casella et al.
ein Tyrosinasemodell basierend auf dem Liganden a,a’-
Bis{bis[2-(1-methylbenzimidazol-2-yl)ethyl]amino}-m-xylol
(L66, Schema 1).[18] Dieses System f�hrte in einem st�chio-
metrischen Modus (TON = 1) zur Hydroxylierung von
Methoxycarbonylphenol zu Methoxycarbonylcatechol. Mit

Schema 1. Formeln des Liganden BiPh(impy)2 von R�glier et al. sowie der Liganden L66 und L von
Casella et al.
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Phenolen, die elektronenschiebende Substituenten wie zwei
tert-Butylgruppen enthalten, wurden TONs> 1 beobachtet.

Eine st�chiometrische Hydroxylierung von Phenolen
wurde auch f�r den einkernigen CuI-Komplex des Liganden L
(Schema 1), des dreiz�hnigen Analogons von L66, belegt. In
dieser Reaktion wurde die Beteiligung des zweikernigen m-
h2:h2-Peroxokomplexes demonstriert.[27] Deshalb stellt sich
die Frage, ob einkernige Kupfer(I)-Komplexe auch in der
Lage sind, die katalytische Hydroxylierung von Phenolen zu
vermitteln.

Um diese Frage zu beantworten, haben wir den Liganden
L1 (Schema 2) synthetisiert, der eine H�lfte des zweikernige
Komplexe bildenden, vierz�hnigen Liganden BiPh(impy)2

darstellt, wobei die Iminfunktion durch eine tert-Butylgruppe

statt einen aromatischen Ring terminiert wird. Der von L1
abgeleitete Bis(acetonitril)kupfer(I)-Komplex [CuI(L1)-
(CH3CN)2](PF6) (1) wurde der Prozedur von Casella folgend
in den Phenolatokomplex �berf�hrt,[18] indem er mit einem
�quivalent DTBP-H und zwei �quivalenten NEt3 umgesetzt
wurde, was eine 1:1-Mischung (2) aus dem neutralen Pheno-
lato-Triethylamin-Komplex [CuI(L1)(DTBP)(NEt3)] und
(HNEt3)PF6 ergab.

Eine Mischung von 1 oder 2 mit 50 �quiv. DTBP-H und
100 �quiv. NEt3 in CH2Cl2 f�hrte nun in der Tat zur kataly-
tischen Erzeugung von DTBQ, wie durch das Auftreten einer
Absorptionsbande bei 407 nm (Abbildung 1) gezeigt werden
konnte. Basierend auf einem e-Wert von 1830m�1 cm�1 wurde
– nahezu identisch mit dem Ergebnis von R�glier et al. – eine
Umsatzzahl pro Dikupfereinheit von 18 (siehe unten) ge-
funden. Die Reaktion erwies sich jedoch als deutlich langsa-
mer, was mit einer l�ngeren Lebensdauer verbunden war:
W�hrend die Reaktion des BiPh(impy)2-Systems nach einer
Stunde beendet ist, werden die ersten 16 Zyklen des Cu(L1)-
Systems in 10 h und die erw�hnten 18 Zyklen nach 1 d er-
reicht.

Um durch Kupferspezies verursachte Absorptionen zu
eliminieren, wurde die Reaktionsmischung nach 8 h Oxyge-
nierung mit HCl im �berschuss versetzt und mit CH2Cl2 ex-
trahiert. Das UV/Vis-Spektrum der organischen Phase zeigte
deutlich die Banden von DTBQ (Abbildung 1, durchgezo-
gene Linie). Des Weiteren wurde die organische Phase NMR-
spektroskopisch untersucht, was eine Mischung aus DTBQ
(15 % der Anfangsmenge an DTBP-H), DTBP-H (52 %), 3,5-
Di-tert-butylcatechol (DTBC-H2, 3%) und dem C-C-Kupp-
lungsprodukt 4,4’,6,6’-Tetra(tert-butyl)-2,2’-biphenol (30%)
offenbarte. Dieses Resultat stimmt gut mit der TON f�r die
Entstehung des Chinons �berein, die �ber die 407-nm-Bande

bestimmt wurde (Abbildung 1, Einschub).[29,30] Schließlich
wurde in einem Kontrollexperiment eine 1:1-Mischung aus
DTBP-H und DTBC-H2 in Gegenwart von NEt3 oxygeniert,
wobei nach der Zugabe von HCl eine 1:1-Mischung aus
DTBP-H und DTBQ erhalten wurde; die UV/Vis- und NMR-
Spektren von DTBQ aus diesem Experiment waren identisch
mit denen, die bei der kupferkatalysierten Oxygenierung von
DTBP-H erhalten wurden.

Um die Rolle des gemischten Pyridin/Imin-Donorsets in
L1 kl�ren zu k�nnen, wurden die Liganden L2 und L3 syn-
thetisiert, die zwei Imin- bzw. zwei Pyridinfunktionen auf-
weisen (Schema 2).[28] Die Umsetzung einer Mischung von
[Cu(L2)]+ oder [Cu(L3)]+ mit 50 �quiv. DTBP-H und
100 �quiv. NEt3 f�hrte jedoch nicht zum Auftreten der 407-
nm-Bande, was belegt, dass diese Komplexe in Bezug auf die
Oxygenierung von Monophenolen katalytisch inaktiv sind.
Offensichtlich stellen also weder zwei Pyridin- noch zwei
Imin-Donorfunktionen pro Metallzentrum die geeignete
Koordinationssph�re f�r eine katalytische Aktivit�t des
Kupferkomplexes bereit.

Um Einblicke in den Mechanismus der durch Cu(L1)
vermittelten Oxygenierung von DTBP-H zu DTBQ zu er-
halten, wurde die Reaktion auch im st�chiometrischen
Modus durchgef�hrt. Dabei wurde der zugrundeliegende
Phenolato-Triethylamin-Kupfer-Komplex aus 1 und
NaDTBP/NEt3 synthetisiert, um die Anwesenheit von
HNEt3

+ in der L�sung zu vermeiden, was zu einer Mischung
(2’) aus [Cu(L1)(DTBP)(NEt3)] und NaPF6 f�hrte.

Eine L�sung von 2’ in CH2Cl2 wurde nun ohne Zugabe
von weiterem NEt3 oder DTBP-H 30 min oxygeniert. Das
Absorptionsspektrum von 2’ weist einen Phenolat!Cu-
�bergang (Schulter bei ca. 350 nm in Abbildung 2, Kurve a)
auf. Nach der Oxygenierung wurde ein Absorptionsspektrum
mit einer Schulter bei 340 nm (Abbildung 2, Kurve b) beob-
achtet. Das zugeh�rige Spektrum �hnelt dem des Catecho-
latokomplexes des L55-Systems von Casella et al.[31] Das er-

Schema 2. Ligandenset L1–L3 dieser Studie.[28]

Abbildung 1. UV/Vis-spektroskopische Verfolgung der katalytischen Bil-
dung von DTBQ durch Oxygenierung einer 20 mm L�sung von 1 in Di-
chlormethan in Gegenwart von 50 �quiv. DTBP-H und 100 �quiv. NEt3

w�hrend der ersten 6 h (gestrichelte Linien) und nach 8 h sowie an-
schließendem Abbrechen durch HCl-Zugabe und Extraktion mit CH2Cl2
(durchgezogene Linie); A= Absorbanz; l = 5 cm. Einschub: Umsatz-
zahl pro Dikupfereinheit als Funktion der Zeit.
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zeugte Intermediat (4) kann somit Catecholat enthalten, das
an einen zweikernigen Kupferkomplex koordiniert ist. Diese
Vermutung wurde durch die NMR-Analytik nach Zugabe
von HCl und Extraktion mit CH2Cl2 gest�tzt: Die organische
Phase enthielt ann�hernd eine 5:4:1-Mischung aus DTBP-H,
DTBQ und DTBC-H2, was die Gegenwart eines Catecholats
und eines Phenolats im Intermediat 4 nahelegt.[32] Des Wei-
teren wurde 4 isoliert und durch Elementaranalyse, magne-
tische Suszeptibilit�t (c) und Massenspektrometrie charak-
terisiert. Die Elementaranalyse ist mit einer Formulierung
von 4 als zweikerniger Komplex [Cu2(L1)2(OH)(DTBC)-
(DTBP)]·2NaPF6 kompatibel. Die c(T)-Messungen deuten
hingegen nur auf eine schwache antiferromagnetische
Wechselwirkung hin, was nahelegt, dass 4 w�hrend der Iso-
lierung in zwei CuII-Monomere, [Cu(L1)(DTBC)] +

[Cu(L1)(OH)(DTBP)] (Verbindung 4’; siehe die Hinter-
grundinformationen), zerf�llt. Einen weiteren Beleg f�r diese
Konstitution lieferte das MALDI-TOF-Massenspektrum
(Abbildung 3, unten): Die Struktur des hochaufgel�sten Si-
gnals bei m/z� 477 wird exzellent durch eine 1:1-�berlage-
rung der Signale von [{Cu(L1)(DTBC)} + 3H]+ und
[{Cu(L1)(DTBP)(OH)} + 3H]+ reproduziert (Abbildung 3,
oben), die w�hrend der Ionisierung von 4’ gebildet werden.
Der Zerfall des m-Catecholato-m-hydroxo-CuII

2-Dimers in
zwei Monomere erinnert an das Cu-DBED-System, f�r
dessen korrespondierendes Intermediat bei Zugabe von H+

eine Aufspaltung in einen Aqua-CuI- und einen Semichinon-
CuII-Komplex nachgewiesen wurde.[23]

Somit ist durch zwei unabh�ngige Methoden (d.h. sowohl
durch Aufarbeitung und NMR-Analytik einer Verbindung 4
enthaltenden L�sung als auch durch direkte Isolierung/Cha-
rakterisierung von 4) belegt, dass die Produkt(Catechol)-
Ausbeute im st�chiometrischen Modus (Phenol/Cu 1:1) 50%
betr�gt. Dieser Befund ist ein starker Beleg f�r einen Reak-
tionsverlauf unter Beteilung eines zweikernigen Komplexes,
wie er in Schema 3 dargestellt ist: Oxygenierung des Pheno-

lato-Triethylamin-CuI-Komplexes 2 liefert zun�chst den
zweikernigen m-h2:h2-Peroxokomplex 3 mit zwei Phenolatli-
ganden. In diesem Komplex kann nur ein Phenolatligand
hydroxyliert werden, was zu einem asymmetrisch verbr�ckten
m-Catecholato-m-hydroxo-Komplex,[33] Intermediat 4, f�hrt.
Die Hydroxylierung wird dabei durch das s*-Orbital des
koordinierten Peroxids vermittelt.[16] Im st�chiometrischen
Modus ist die Reaktion auf der Stufe von 4 beendet. Ein
weiteres wichtiges Resultat ist die Tatsache, dass die Zugabe
von DTBP-H/NEt3 im �berschuss zu 4 unter anaeroben
Bedingungen zur Freisetzung des Substrats als Chinon f�hrt
(Schema 3 und Abbildung 2, Kurve c). Schließlich „springt“
die katalytische Aktivit�t des Systems durch Oxygenierung
dieser Mischung wieder „an“, wie am Anwachsen der 407-
nm-Bande von DTBQ mit der Zeit ersichtlich ist. Das l�sst
erkennen, dass sowohl Verbindung 2 als auch Intermediat 4
katalytisch kompetent sind.

Um weitere Informationen zum Mechanismus des Hy-
droxylierungsschritts zu erhalten, wurde die Umwandlung
von 2’ in 4 auch kinetisch untersucht. Die Reaktionsfolge
kann mit dem Kinetikschema (1)–(3) beschrieben werden
(siehe Hintergrundinformationen).

20 þO2 G
k1

k�1

H ½CuIIðL1ÞðOArÞðO2
�Þ� þNEt3 ð1Þ

½CuIIðL1ÞðOArÞðO2
�Þ� þ 20 G

k2

k�2

H 3þNEt3 ð2Þ

3 k3
�! 4 ð3Þ

Wenn der Superoxokomplex [CuII(L1)(OAr)(O2
�)] wie

auch der Peroxokomplex 3 hochreaktiv sind, k�nnen k�1 und
k�2 als klein betrachtet werden im Vergleich zu k1, k2 und k3,
und die Produktbildung folgt dem Geschwindigkeitsge-
setz (4).

d½4�
dt
¼ k1½20 �pðO2Þ ð4Þ

Abbildung 2. 500 mm L�sung von 1 in Dichlormethan in Gegenwart
von 1 �quiv. NaDTBP und 1 �quiv. NEt3 (a, 2’), nach 30 min Oxygenie-
rung (b, 4) sowie nach Zugabe von 200 �quiv. NEt3 und 100 �quiv.
DTBP-H in Argonatmosph�re (c); l = 1 cm. Einschub: Kinetik der Oxy-
genierung von 2’ zu 4 bei l = 310 nm.

Abbildung 3. Hochaufgel�stes MALDI-TOF-Massenspektrum von 4’
(unten) und berechnetes Isotopenmuster f�r die beiden Fragmente von
[4’+ 6H]2+ (oben; siehe Text und die Hintergrundinformationen f�r n�here
Erl�uterungen).
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Dies wird auch experimentell beobachtet (Abbildung 2,
Einschub), d.h., obwohl die Hydroxylierungsreaktion �ber
zweikernige Intermediate verl�uft, zeigt die Reaktionsge-
schwindigkeit eine Abh�ngigkeit erster Ordnung von der
Kupferkonzentration.[27] Die beschriebene Kinetik erkl�rt
zudem, warum kein Peroxointermediat in unserem System
nachgewiesen werden konnte.

Der abgeleitete Katalysezyklus (Schema 3) hat eine in-
teressante Konsequenz in Bezug auf die enzymatische Re-
aktion. Es wird allgemein angenommen, dass die Phenole an
die Oxy-Form der Tyrosinase binden.[2] Es ist jedoch schwer
zu verstehen, warum die Zugabe von (protoniertem) Phenol
zu synthetischen zweikernigen Peroxokomplexen immer zu
unphysiologischen Radikalkupplungsprodukten f�hrt und die
korrekte Hydroxylierungsreaktion nur nach Zugabe von
(deprotonierten) Phenolaten beobachtet wird.[34] Es stellt sich
somit die Frage, ob Phenole im Enzym vor der Koordination
an das Oxy-Zentrum deprotoniert werden. In der direkten
Umgebung des zweikernigen Kupferzentrums ist jedoch
keine Seitengruppe vorhanden, die diese Deprotonierung

bewirken k�nnte, abgesehen von einem
nichtkoordinierten Histidinrest, der sich in
der Sequenz unmittelbar neben einem an
CuB koordinierten His-Rest (His215 bzw.
His216 in Streptomyces-castaneoglobispo-
rus-Tyrosinase) befindet.[4, 35] Wie dieser
nichtkoordinierte Rest in einen Protonen-
Shuttle mit dem aktiven Zentrum involviert
sein k�nnte, ist jedoch unklar. Alternativ
k�nnte das sich n�hernde Phenolmolek�l
durch den Hydroxidliganden des Catecho-
latintermediats unter Bildung von Wasser
deprotoniert werden, wodurch die Bindung
des Phenols und die Freisetzung des gebun-
denen Catecholats als Chinon gekoppelt
w�ren (vgl. Schema 3). Ein entsprechender
Mechanismus im Enzym w�rde erstens eine
basische Aminos�ure dicht am zweikernigen
Kupferzentrum unter Turnoverbedingungen
�berfl�ssig machen und zweitens nahelegen,
dass das Phenol unter diesen Bedingungen
im Desoxy-Zustand bereits gebunden ist.
Zur Zeit werden Versuche durchgef�hrt, um
zu �berpr�fen, ob dieses alternative Szena-
rio auf die Tyrosinase zutrifft.[36]

Zusammenfassend l�sst sich feststellen,
dass das Cu(L1)/NEt3-System das erste ka-
talytische Tyrosinasemodell ist, das auf
einem einkernigen CuI-Komplex basiert. Im
st�chiometrischen Modus erm�glicht es, die
beiden aufeinander folgenden Schritte der
Tyrosinasereaktion, Phenolhydroxylierung
und Produktfreisetzung als Chinon, schritt-
weise und kontrolliert durchzuf�hren. Die
Kombination aus Pyridin- und Imindonoren
stellte sich als essenziell f�r die katalytische
Aktivit�t des Systems heraus, und eine Ver-
br�ckung der beiden zweiz�hnigen Ligan-
den bewirkt eine Erh�hung der Reaktions-

geschwindigkeit. Das Cu(L1)/NEt3-System erm�glicht somit
ein vollst�ndiges mechanistisches Verst�ndnis der Tyrosina-
sereaktion und sollte zu weiteren katalytischen Tyrosinase-
modellen f�hren. Derzeit werden detaillierte spektroskopi-
sche und quantenchemische Studien durchgef�hrt, um wei-
tere Einblicke in die Elementarschritte des beschriebenen
Katalysezyklus zu erhalten.

Eingegangen am 16. Februar 2010,
ver�nderte Fassung am 2. Juni 2010
Online ver�ffentlicht am 22. Juli 2010
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