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Das ubiquit�re Kupferenzym Tyrosinase katalysiert die o-
Hydroxylierung von Monophenolen zu Catecholen mit an-
schließender Zweielektronenoxidation zu o-Chinonen.[1–3]

Seine physiologische Funktion ist die Initiierung der Mela-
ninsynthese durch Umwandlung von Tyrosin zu Dopachinon,
das in einer nichtenzymatischen Reaktionskaskade spontan
polymerisiert.[4,5] Kristallstrukturen verschiedener Tyrosina-
sen aus den letzten Jahren haben ein zweikerniges Kupfer-
Typ-3-Zentrum offenbart, in dem jedes Kupferion von drei
Histidinen koordiniert wird.[6–9] Zwei verwandte Vertreter
dieser Klasse von Metalloproteinen sind das H�mocyanin
(Hc), das als Sauerstofftransportprotein in Mollusken und
Arthropoden fungiert, und die Catecholoxidase (CO), die die
Oxidation von Catecholen zu o-Chinonen vermittelt.[5] In
�bereinstimmung mit ihren sehr �hnlichen aktiven Zentren
binden alle diese Kupferproteine Disauerstoff als Peroxid in
einem einzigartigen Side-on-Modus (m-h2 :h2), wobei die CuI-
Ionen zu CuII oxidiert werden.[1, 10] In der Monophenolase-
Reaktion wandelt die Oxy-Form der Tyrosinase monophe-
nolische Substrate in Catechole um, was in der Regel als
Resultat einer elektrophilen Substitution interpretiert
wird.[1,7] Das Substrat wird dann unter Wiederherstellung des
Desoxy-Zustands als o-Chinon freigesetzt. In der zweiten
Reaktion von Oxy-Tyrosinase (Diphenolase-Reaktivit�t)
werden externe Catechole zu o-Chinonen oxidiert. Im Un-
terschied zur Tyrosinase ist die katalytische Aktivit�t von CO
auf die letztere Reaktion beschr�nkt.[11]

Die biologische Funktion der Tyrosinase ist erfolgreich
mit niedermolekularen Kupferkomplexen reproduziert
worden, die entweder externe monophenolische Substrate
oder das Ligandger�st hydroxylieren.[1,2, 12–15] Der letztere
Reaktionstyp wurde von Karlin und Mitarbeitern w�hrend
der Untersuchung des Cu2XYL-Systems entdeckt.[16] Ausge-
hend von einem Dikupfer-m-h2:h2-Peroxo-Intermediat wurde

der m-Xylyl-Spacer des Liganden in 2-Position hydroxyliert,
wahrscheinlich im Zuge eines elektrophilen Angriffs der
Side-on-Peroxo-Dikupfereinheit auf das Aren.[17] Tolman und
Mitarbeiter haben sp�ter das Durchlaufen eines Bis(m-oxo)-
Dikupfer(III)-Intermediats als alternatives mechanistisches
Szenario f�r aromatische Hydroxylierungen etabliert.[18]

K�rzliche Untersuchungen zur Ligand-Hydroxylierung eines
Dikupfer-Bisimin-Systems haben gezeigt, dass das s*-Orbital
des Peroxids mit den p-Orbitalen des Substrats �berlappen
muss, wodurch die Orientierung des aromatischen Substrats
zu den Dikupfer-Peroxo- oder Dikupfer-Bis(m-oxo)-Einhei-
ten in den entsprechenden �bergangszust�nden bestimmt
wird.[1,19]

Trotz der betr�chtlichen Zahl an Modellsystemen, die die
Hydroxylierung einer im Ligandger�st enthaltenen Aren-
Einheit zeigen,[15] wurde bislang noch keine Evidenz f�r eine
aromatische Hydroxylierung eines an den Liganden gebun-
denen Phenols gefunden. Um diese Reaktion herbeizuf�hren,
die das wahre Gegenst�ck zur chemischen Reaktivit�t der
Tyrosinase darstellen w�rde, haben wir den neuen Liganden
[N-(3-Hydroxyphenyl)methyl]bis[(2-pyrid-2-yl)ethyl]amin
(L5-H, Schema 1a) synthetisiert. Der Kupfer(I)-Komplex 1
von L5-H wurde durch Tieftemperatur-Oxygenierung in
Aceton in ein hochreaktives Dikupfer-m-h2:h2-Peroxo-Inter-
mediat �berf�hrt. Wir erwarteten, eine Tyrosinase-artige
Hydroxylierung des angeh�ngten Phenols zu beobachten,
fanden jedoch die Bildung von m-Hydroxybenzaldehyd als
Produkt einer benzylischen Ligand-Hydroxylierung mit an-
schließender N-Desalkylierung (Schema 2). Diese Reaktivi-
t�t wurde in einer langsameren Variante bereits von Karlin

Schema 1. Liganden f�r Kupfer-Monooxygenase-Modellkomplexe:
a) L5-H aus dieser Studie, b) PhCH2PY2,[20] c) PhCD2PY2 (auch be-
kannt als LPy2)[20–22] und d) TMG3tren.[23, 24]
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und Mitarbeitern nach Oxygenierung des verwandten Kom-
plexes [Cu(PhCH2PY2)]+ (Schema 1b) in Dichlormethan
beschrieben.[20] Wie Itoh und Mitarbeiter gezeigt haben, kann
diese Reaktion durch Deuterierung des PhCH2PY2-Ligan-
den in benzylischer Position unterdr�ckt werden. Das m-h2:h2-
Peroxo-Intermediat des zweifach deuterierten Komplexes
[Cu(PhCD2PY2)]+ (auch bekannt als [CuILPy2] ; Schema 1c)
erwies sich tats�chlich als stabil gegen�ber der benzylischen
Hydroxylierung, und die subst�chiometrische o-Hydroxylie-
rung verschiedener externer p-substituierter Phenolate
konnte beobachtet werden.[21, 22] Dieses Resultat deutete auf
eine H-Atom-Abstraktion als wichtigen Schritt in der ben-
zylischen Hydroxylierung hin. Der vollst�ndige Mechanismus
dieser Reaktion – die unerw�nscht ist, wenn man eine Tyro-
sinase-artige aromatische Hydroxylierung beabsichtigt – blieb
jedoch unklar.

Um mechanistische Einblicke in die benzylische Hydro-
xylierung von L5-H zu erhalten, wurde zun�chst die Reaktion
von 1 mit O2 in Aceton durch In-situ-UV/Vis-Spektroskopie
untersucht (Abbildung 1). W�hrend der ersten 8 min der
Sauerstoffaufnahme bildeten sich vier Absorptionsbanden
bei 364 nm (e� 14 000m�1 cm�1), 430 nm (e� 4000m�1 cm�1),
510 nm (e� 1700m�1 cm�1) und � 650 nm (e� 900m�1 cm�1),
die auf die Entstehung eines neuen Intermediats 2 hinweisen.
Entsprechende spektroskopische Merkmale wurden nach
Tieftemperatur-Oxygenierung der Kupfer(I)-Komplexe
mehrerer verwandter Bis[(2-pyrid-2-yl)ethyl]amin-Liganden
beschrieben[25,26] und sind charakteristisch f�r eine CuII

2-m-
h2:h2-Peroxo-Spezies, die sich im Gleichgewicht mit ihrem
Bis(m-oxo)-CuIII

2-Analogon befindet.[14] Im Unterschied zum
relativ stabilen CuII

2-m-h2:h2-Peroxo-Intermediat von

PhCH2PY2[20] beginnt sich 2 jedoch nach 8 min der O2-Auf-
nahme bei 195 K zu zersetzen, wie aus den abnehmenden
Absorptionsbanden bei 364, 430, 510 und 650 nm ersichtlich
ist. Das Resultat des Zerfalls von 2 ist die Bildung von m-
Hydroxybenzaldehyd nach einer benzylischen Hydroxylie-
rung mit anschließender N-Desalkylierung (Schema 2). Als
einzige weitere Produkte der beschriebenen Reaktion
werden nach Extraktion der organischen Phase das entspre-
chende sekund�re Amin, Bis[(2-pyrid-2-yl)ethyl]amin, und
der intakte Ligand L5-H durch NMR-Spektroskopie nach-
gewiesen.

Um den Reaktionsfortschritt als Funktion der Zeit zu
verfolgen, wurde ein neues Protokoll f�r die quantitative
Bestimmung des Endprodukts nach Derivatisierung des ent-
stehenden Aldehyds zu der UV/Vis-detektierbaren Verbin-
dung 1,3-Bis(m-hydroxybenzyliden)aceton entwickelt
(Schema 3; siehe die Hintergrundinformationen f�r Details).

Der zeitliche Verlauf der benzylischen Hydroxylierung von
L5-H ist in Abbildung 2 dargestellt. Es zeigte sich, dass die
benzylische Hydroxylierung von L5-H deutlich schneller ab-
l�uft als die vergleichbare Reaktion von PhCH2PY2. W�h-
rend das Karlin-System nach Oxygenierung in Dichlorme-
than erst nach 4 Tagen eine Ausbeute an Benzaldehyd von
40% pro Dikupfereinheit ergab,[20] wurde f�r L5-H die glei-
che Ausbeute an m-Hydroxybenzaldehyd bereits 6 h nach der
Oxygenierung in Aceton durch HPLC-Analyse und Deriva-
tisierung gefunden. Außerdem zeigte sich f�r L5-H eine

Schema 2. Die Reaktionssequenz zur Bildung von m-Hydroxybenzalde-
hyd: Intermediat 2 wird durch die Reaktion von 1 mit Disauerstoff bei
tiefen Temperaturen gebildet. Anstelle der beabsichtigten aromati-
schen Hydroxylierung wurde die benzylische Hydroxylierung des Ligan-
den mit anschließender N-Desalkylierung beobachtet. Die Gegenionen
und das Gleichgewicht der CuII

2-m-h2 :h2-Peroxo-Spezies mit dem Bis(m-
oxo)-Dikupfer(III)-Analogon in 2 wurden nicht ber�cksichtigt.

Abbildung 1. UV/Vis-Spektren einer 1 mm L�sung des Komplexes 1 in
Aceton unter Argon-Atmosph�re (schwarz) und seines Oxygenierungs-
produkts 2 nach Einleiten von O2 bei �78 8C �ber 3 min (rot) und
5 min (blau); l = 0.1 cm. Einschub: Zersetzung von 2, beginnend nach
8 min der Oxygenierung und gemessen in Intervallen von 30 min.

Schema 3. Derivatisierung von m-Hydroxybenzaldehyd mit Aceton zu
1,3-Bis(m-hydroxybenzyliden)aceton.
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h�here Gesamtausbeute der Reaktion von 50% pro Di-
kupfereinheit nach 1 Tag. Die endg�ltige Ausbeute an m-
Hydroxybenzaldehyd wurde zus�tzlich durch Aufarbeitung
der organischen Phase best�tigt.

Um sicherzustellen, dass die unterschiedlichen Reakti-
onsgeschwindigkeiten nicht durch die verschiedenen L�-
sungsmittel verursacht werden, wurde die Tieftemperatur-
Oxygenierung von 1 in Dichlormethan wiederholt. Auch
wenn in diesem L�sungsmittel kein reaktives Cu2-O2-Inter-
mediat nachgewiesen werden konnte, zeigten sich die gleiche
Ausbeute und der gleiche zeitliche Verlauf der Reaktion wie
in Aceton. Diese Ergebnisse sprechen f�r eine starke Be-
schleunigung der Reaktion durch die zus�tzliche phenolische
Hydroxygruppe in L5-H, die entweder als Protonen- oder als
H-Atom-Donor fungieren kann.

Um die genaue Rolle der Hydroxygruppe zu kl�ren,
wurde die Tieftemperatur-Oxygenierung von 1 in Gegenwart
des H-Atom-Donors TEMPO-H in Aceton wiederholt. Dazu
wurden nach 15 min der Oxygenierung zwei Teilproben mit
gleichen Volumina entnommen. Zu einer der beiden L�sun-
gen wurde ein �quivalent TEMPO-H bezogen auf die
Stoffmenge des Peroxointermediats 2 gegeben, bevor beide
Proben unter identischen Bedingungen erw�rmt und deriva-
tisiert wurden. Bezeichnenderweise f�hrte der zus�tzliche H-
Atom-Donor zu einer vierfach h�heren Ausbeute an m-Hy-
droxybenzaldehyd als in der Referenzprobe ohne TEMPO-
H, was auf einen weiteren Anstieg der Reaktionsgeschwin-
digkeit hinweist. Die endg�ltige Gesamtausbeute an m-Hy-
droxybenzaldehyd (50 %) wurde hiervon nicht beeinflusst.[27]

Dieses Resultat best�tigt, dass ein H-Atom-Transfer eine
Schl�sselrolle in der benzylischen Hydroxylierung durch m-
h2:h2-Peroxo-Dikupfer(II)-Intermediate spielt. Dar�ber
hinaus st�tzt es stark die Annahme, dass die erh�hte Reak-
tionsgeschwindigkeit der benzylischen Hydroxylierung von
L5-H verglichen mit dem PhCH2PY2-System durch den zu-

s�tzlichen Phenolrest verursacht wird, der als H-Atom-Donor
fungiert.

Die Umwandlung von Phenolen zu Phenoxylradikalen
durch eine Reaktion mit CuII

2-m-h2 :h2-Peroxo- und CuIII
2-Bis-

(m-oxo)-Intermediaten ist f�r Kupfer-Typ-3-Modellverbin-
dungen wohlbekannt. Tats�chlich ist diese Reaktion die
Hauptursache f�r die Schwierigkeit, niedermolekulare Mo-
dellsysteme der Tyrosinase zu etablieren, die externe Phenole
in einer biomimetischen und katalytischen Weise in o-Chi-
none �berf�hren.[1] Im vorliegenden CuI-(L5-H)-System l�st
ein H-Atom-Transfer vom Phenolrest im Liganden (oder al-
ternativ vom hinzugegebenen TEMPO-H) zum m-h2:h2-
Peroxo-Intermediat offensichtlich eine Reaktionssequenz
aus, die schlussendlich zur selektiven benzylischen Hydroxy-
lierung des Liganden f�hrt. Wichtige Informationen in Bezug
auf diese Reaktion k�nnen von den Mechanismen aliphati-
scher Hydroxylierungen abgeleitet werden, die durch die
ungekoppelten zweikernigen Kupfer-Monooxygenasen PHM
und DbM vermittelt werden.[28]

Angesichts der großen Zahl an Mechanismen, die f�r
PHM publiziert wurden,[28–32] beschr�nken wir uns auf das
Szenario, das von Amzel und Mitarbeitern auf der Basis einer
Kristallstruktur und DFT-Rechnungen vorgeschlagen
wurde.[33, 34] Ausgehend von einer einkernigen, end-on-ge-
bundenen h1-Superoxo-CuII-Spezies postulierten die Autoren
als ersten Schritt den Transfer eines Protons und eines Elek-
trons auf das Superoxid, was zu einem h1-Hydroperoxo-CuII-
Intermediat f�hrt. Diese Spezies erf�hrt eine heterolytische
O-O-Bindungsspaltung, die ein hochreaktives [LCuO]2+-In-
termediat erzeugt (L steht hier f�r die Ligandensph�re) und
f�r den Einbau von Sauerstoff in das Substrat verantwortlich
ist. Genauer wurde diese reaktive Cu-O-Einheit als [LC+ CuIII-
O2�]2+ formuliert, entsprechend einer CuIII-Oxo-Spezies, an
die ein Ligand-Radikalkation koordiniert ist.[29] Die [CuO]+-
Einheit wurde jedoch von Cramer und Mitarbeitern durch
Rechnungen an niedermolekularen Modellsystemen als CuII-
Oxyl-Struktur definiert.[35, 36]

Weitere Evidenz f�r den oben dargestellten Mechanismus
lieferte die Untersuchung eines niedermolekularen Modell-
systems mit dem Liganden TMG3tren (Schema 1 d).[23,24]

Karlin und Mitarbeiter demonstrierten im Jahre 2008, dass
die Zugabe von Phenol oder von TEMPO-H zu dem ein-
kernigen h1-Superoxo-CuII-Komplex in diesem System zur
Hydroxylierung des aliphatischen Ligandger�sts f�hrt. Als
relevante Zwischenstufe wurde ein hochvalentes Kupfer-
Oxo-Intermediat postuliert.[24]

In Analogie zu diesen Szenarien schlagen wir einen �hn-
lichen Mechanismus f�r die benzylische Hydroxylierung von
L5-H vor (Schema 4): Die Reaktion wird durch einen H-
Atom-Transfer vom Phenol auf das Peroxid unter O-O-Bin-
dungsspaltung eingeleitet, wodurch eine m-Hydroxo-m-oxo-
Dikupfer-Spezies entsteht, in der beide Kupferionen formal
in der Oxidationsstufe + 2.5 vorliegen; das resultierende
Phenoxylradikal wird durch Koordination an ein Kupferzen-
trum stabilisiert. Dieses Intermediat lagert sich spontan zu
einer hoch reaktiven [PhOCCuII-OC�]+-Spezies um, die in
einem „rebound“-�hnlichen Mechanismus Sauerstoff in die
benzylische C-H-Bindung von L5-H inseriert. Das gebildete
Produkt erf�hrt schließlich eine N-Desalkylierung unter Bil-

Abbildung 2. UV/Vis-spektroskopische Verfolgung der Bildung von 1,3-
Bis(m-hydroxybenzyliden)aceton nach Oxygenierung und Derivatisie-
rung (siehe Text f�r zus�tzliche Informationen) einer 12.5 mm L�sung
von 1 w�hrend der ersten 4 h (gestrichelte Linien; marineblau:
t =0 min, dunkelgelb: t =30 min, rot: t = 1 h, blau: t = 2 h, cyan:
t =3 h, schwarz: t = 4 h) und nach 1 d (durchgezogene Linie; magen-
ta); l = 1 cm. Einschub: Ausbeute pro Dikupfereinheit als Funktion der
Zeit.
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dung von m-Hydroxybenzaldehyd. Zurzeit werden detail-
lierte spektroskopische und quantenchemische Untersu-
chungen durchgef�hrt, um weitere Einblicke in die Elemen-
tarschritte des beschriebenen Reaktionsmechanismus zu er-
halten.

Zusammenfassend l�sst sich feststellen, dass das L5-H-
System eine deutlich schnellere benzylische Ligand-Hydro-
xylierung erf�hrt als verwandte Modellsysteme ohne Phenol.
Durch Vergleichsexperimente mit dem H-Atom-Donor
TEMPO-H konnte ferner gezeigt werden, dass diese Reak-
tion durch den Transfer eines H-Atoms auf die m-h2:h2-
Peroxo-Gruppe ausgel�st wird. �blicherweise werden bei der
Reaktion von Phenolen mit m-h2:h2-Peroxo-Dikupfer-Kom-
plexen Phenoxylradikale gebildet, die nachfolgend C-C- oder
C-O-Kupplungsreaktionen eingehen.[37, 38] Entsprechende
Kupplungsprodukte werden im vorliegenden Fall nicht be-
obachtet, was darauf hindeutet, dass die intermedi�r gebil-
deten Radikalspezies im Verlauf der nachfolgenden Reakti-
onsschritte an die Kupferzentren koordiniert bleiben. Da-
durch kommt es mit weit h�herer Effektivit�t, als dies bislang
bekannt war, zu einer benzylischen Hydroxylierung des Li-
ganden. Als Schl�sselintermediat wird in Analogie zu den
ungekoppelten zweikernigen Kupfer-Monooxygenasen eine
hochreaktive [CuO]+-Spezies angenommen.

Von zentraler Bedeutung ist das Ergebnis, dass sich diese
Reaktivit�t der m-h2:h2-Peroxo-Einheit gezielt induzieren
l�sst. Im Hinblick auf das biologische System ist bemerkens-
wert, dass die unphysiologische Reaktion eines Tyrosinase-
Modellsystems durch Reaktion eines physiologischen Inter-
mediats (Oxy-Zentrum) mit einem Analogon des nat�rlichen
Substrats Tyrosin (Phenol) ausgel�st wird. Dieser Befund
wirft erneut die Frage auf, wie der H-Atom-Transfer von
phenolischen Substraten auf die m-h2:h2-Peroxo-Einheit im
Enzym Tyrosinase vermieden wird.[10] Eine interne Base nahe
dem aktiven Zentrum des Enzyms w�rde zum einen die
Deprotonierung des Phenols bewirken und somit eine bessere
Koordination des Substrats an das Kupferzentrum erm�gli-
chen, und zum anderen die Bildung von Phenoxylradikalen
verhindern. Eine derartige Base wurde mehrfach postuliert,

jedoch noch nicht eindeutig identifiziert.[1] Insofern wird diese
Thematik auch in Zukunft noch interessante Befunde liefern
und kontroverse Diskussionen anregen.
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