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I. ВВЕДЕНИЕ

Описание биологических окислительно-восстановительных процессов
на уровне элементарного акта практически неосуществимо из-за слож-
ности белковых объектов исследования. На помощь приходят различ-
ного рода модельные системы, которые в упрощенном виде воспроизво-
дят те или иные функциональные особенности биологических систем.

В обзоре мы ограничимся рассмотрением вопросов моделирования
элементарных механизмов действия металлоферментов — катализаторов
процессов с участием О2 [1]. К этим процессам традиционно приковано
внимание вследствие большой важности О2 для жизнедеятельности орга-
низмов, в связи с перспективой использования О2 как экологически чи-
стого окислителя, а также распространенностью процессов с участием
О2 в окружающей среде.

При рассмотрении металлоферментных систем и их моделей следует
учитывать химическую и биологическую характеристику каждого эле-
ментарного акта. Химическая характеристика для многих ферментных
систем имеет общий характер, тогда как биологическая определяет спе-
цифичность данной системы, обусловленную структурной особенностью
активного центра и всей белковой молекулы металлофермента, динами-
ческими свойствами макромолекул с их многоточечными внутримолеку-
лярными взаимодействиями. Для таких сложных систем делать какие-
либо обобщения представляется преждевременным. Химическая же ха-
рактеристика элементарного акта позволяет с общих позиций рассмот-
реть механизмы окислительно-восстановительных превращений и в фер-
ментативных, и в модельных системах. Эта посылка и лежит в основе
обзора. Его цель — попытка представления биологических окислитель-
но-восстановительных процессов в терминах акта электронного пере-
носа.

Теория внешнесферпого переноса электрона развита в работе [2],
а количественный аспект применения теории в работе [3].

Внешнесферный электронный перенос осуществляется в столкнови-
тельном (неориентированном и нестабилизированном) комплексе вслед-
ствие флуктуации диполей среды, выравнивающих уровни энергий на-
чальных и конечных состояний [2, 3]:

А + Д е - ( А . . . Д е * - * Ае . . . Д)*-*А + Д г ,
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где А — акцептор электрона, Д е — одноэлектронный донор. Энергия реор-
ганизации растворителя при внешнесферном электронном переносе за-
висит от числа переносимых электронов квадратично. В силу этого пе-
ренос двух электронов по внешнесферному механизму, хотя в ряде слу-
чаев и зарегистрирован, осуществляется малоэффективно. В фермент-
ных же системах, если говорить о реакциях с участием О2, его восста-
новление происходит двухэлектронно с образованием О2

2~ (Н2О2), или
эффективно четырехэлектронно с образованием О2~ (Н2О). Эти реакции
осуществляются большей частью в результате образования комплексов
О2 с восстановленными ионами металлов переменной валентности, чаще
всего меди и железа. Обобщенно можно назвать такие реакции реакция-
ми внутрисферного электронного переноса.

Часто под внутрисферным подразумевают и внутримолекулярный
•перенос электрона:

Такой перенос обычно осуществляется либо при наличии в молекуле мо-
•стиковых электронпроводящих групп (при «жесткой» молекулярной
структуре), либо за счет внутримолекулярных соударений донорно-ак-
цепторных функциональных групп (гибкая динамичная структура).

Рассматривая комплексы электронодонорных частиц с электронак-
цепторными, Малликен ввел понятие комплексов с переносом заряда
(КПЗ) [4, 5]. Роли таких комплексов в окислительно-восстановительных
превращениях посвящены работы одного из авторов обзора [6, 7]. По-
следующее рассмотрение окислительно-восстановительных превращений
с участием О2 в модельных и ферментативных системах проведено с по-
зиций представлений о внутримолекулярном электронном переносе как
химическом акте, в котором образование продуктов результирующего
переноса электрона осуществляется при распаде промежуточного донор-
но-акцепторного комплекса с частичным переносом заряда (К.ЧПЗ):

где (АД)е—комплекс ЧПЗ с одноэлектронным внутрисферным пере-
носом.

Аналогичным образом можно представить и результирующий двух-
электронный перенос:

Принципиальное различие между «активированным» столкновитель-
ным комплексом и комплексом ЧПЗ заключается во взаимной ориента-
ции и расстоянии между донором и акцептором, точнее — в величине
электронно-обменного взаимодействия (V) донорно-акцепторных орби-
талей. Во внешнесферном случае реагенты сближаются на расстояние
^ 4 А и V<CkT; во внутрисферном случае расстояние между реагирую-
щими частицами меньше суммы их ван-дер-ваальсовых или ионных ра-
диусов, но больше суммы ковалентных радиусов контактирующих ато-
мов, а обменное донорно-акцепторное взаимодействие превышает энер-
гию теплового движения: kl'< Κ=ζΠ0 kT. Очевидно, в зависимости от зна-
чений V внутримолекулярный перенос может осуществляться либо по
«внешнесферному» механизму, либо по «внутрисферному» (реализуется
состояние ЧПЗ). Внутримолекулярный перенос электрона на большие
расстояния — наиболее типичное свойство биологических электронно-
транспортных систем.

II. ОСОБЕННОСТИ РЕАКЦИЙ ВНУТРИСФЕРНОГО ПЕРЕНОСА ЭЛЕКТРОНА
И ПРОМЕЖУТОЧНЫХ КОМПЛЕКСОВ С ЧАСТИЧНЫМ ПЕРЕНОСОМ ЗАРЯДА

Остановимся на отличительных особенностях донорно-акцепторных
комплексов ЧПЗ, благодаря которым они играют важную роль в метал-
локомплексном и, в частности, металлоферментном катализе. Главная
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их особенность — существование быстроустанавливающегося (теплово-
го) равновесия между основным (N) и электронно-возбужденным (Е)
состояниями. В настоящее время о такого рода комплексах говорят как
о примерах редокс-изомерии. Из основного состояния комплекс распа-
дается на исходные реагенты, а из электронно-возбужденного — на про-
дукты электронного переноса:

kT

А + Д е ^ (АД)& л> (АД)! ->- Ае + Д,

А + Д 2 е ^ (АД)?? 5 (АД)|е -> А2е + Д.

Благодаря этому комплекс ЧПЗ может вступать во взаимодействие
с любой «третьей» частицей, находясь одновременно в двух (основном
и электронно-возбужденном) состояниях, может проявлять свойства
как исходных реагирующих частиц, так и продуктов электронного пере-
носа. Такая «двойственность» свойств комплексов ЧПЗ имеет наглядную
интерпретацию в представлениях резонансной теории Малликена [4, 5],
согласно которой комплекс ЧПЗ можно представить в виде «суперпо-
зиции» состояний без переноса и с полным переносом заряда:

(АД) 2 е =(АД 2 е ^А 2 е Д).

Одинаковый «вес» предельных структур реализуется при равенстве
энергий донорно-акцепторной пары без переноса (£) и с полным пере-
носом (/) заряда в отсутствие электронно-обменного взаимодействия
[6, 8]. Разность энергий этих состояний (АНе) можно оценить из термо-
динамических соображений [5]:

АНе ж Аа°л + RT In {KjKcA

где Аоэл—разность редокс-потенциалов донора и акцептора, Кс—кон-
станта устойчивости гипотетических комплексов начального и конечных
состояний. В случае близости значений /Cci, /Сс/ условие Д Я е « Лоэл?к0
означает примерное равенство редокс-потенциалов партнеров по связи:

При наличии значений Кс,и Кс,т или способов их оценки может быть
учтен и вклад эффекта комплексообразования в величину А#е.

Термодинамический фактор определяет не только свойства комплек-
сов ЧПЗ (степень переноса заряда в основном и электронно-возбужден-
ном состоянии зависит от величины АЯе), но и относительную вероят-
ность его распада на продукты электронного переноса.

Скорость результирующего переноса электрона при внутрисферном
механизме зависит от природы промежуточного комплекса ЧПЗ и тер-
модинамики процесса. Можно выделить два крайних случая [8]: либо
скорость электронного переноса определяется скоростью образования
комплекса ЧПЗ (как правило, при Аа°л<10), либо скоростью распада
его на продукты электронного переноса (обычно при Ао°л > 0).

Поскольку свойства комплексов ЧПЗ и вероятность их распада на
продукты электронного переноса зависят от таких параметров как АНе,
Аа°л возможно осуществление нескольких «внешних» механизмов воз-
действия на эти параметры.

В случае участия в реакциях ионных и сильно полярных реагентов
значения Аа°эл зависят от полярности среды. Эффекты сольватации при-
водят к уменьшению А# е и соответственно к увеличению степени пере-
носа заряда в донорно-акцепторном комплексе. Значительные измене-
ния полярности среды происходят обычно на границе раздела вода —
неполярная фаза, в силу чего именно в таких пограничных областях
следует ожидать эффективного переноса заряда, индуцированного отно-
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сительно небольшими движениями реагирующих частиц в среде с гра-
диентом полярности.

Другой путь осуществления результирующего переноса электрона в
комплексах ЧПЗ связан с эффектами сопряжения окислительно-восста-
новительных и кислотно-основных превращений. Механизм поставки
протона к акцептору может быть различным: протон может черпаться
из водной среды или от других близлежащих протонных доноров. Пере-
ход реакции от ионной к электронейтральной приводит к резкому изме-
нению величин Δσ"Ί, Δ//θ· Фактически, такое энергетическое сопряжение
электронного и протонного переноса выглядит как перенос атома Η при
одноэлектронном процессе или гидрид-иона — при двухэлектронном.
В белковых макромолекулах существует взаимосвязь между небольши-
ми локальными изменениями относительного расположения атомов в
активном центре с изменением структуры всей макромолекулы [9].
В силу этого открывается возможность энергетического сопряжения
структурных и электронно-структурных характеристик, сопровождаю-
щихся изменением величин V, Δσ^. Тем самым динамические конфор-
мационные свойства макромолекулы определяют и функциональные
возможности ее в осуществлении электронного переноса. Любое сопря-
жение лишь «проявляет» то или иное свойство, присущее ЧПЗ, суть же
внутрисферного переноса электрона остается неизменной.

Собственно понятие «внутрисферный» относится обычно к реакциям
переноса электрона, протекающим во внутренней координационной сфе-
ре ионов переходных металлов.

В отличие от межмолекулярной донорно-акцепторной (валентной)
связи, в случае ионов металлов координационная связь носит коллек-
тивный характер. Благодаря этой особенности, значительные изменения
геометрической и электронной структуры комплекса могут происходить
без больших энергетических затрат [11]. Два следствия такого коллек-
тивного связывания имеют большое значение для осуществления «истин-
но» внутрисферных реакций электронного переноса.

Первое — касается динамического характера связи металл—лиганд:
несмотря на высокую прочность каждой отдельно взятой связи в отсут-
ствие стерических ограничений или хелатообразования, комплексный
ион пребывает постоянно в состоянии лигандного обмена. Происходит
это либо в результате конформационной нестабильности (динамический
эффект Яна — Теплера) [12], либо в результате переходов между близ-
корасположенными конформационно-возбужденными состояниями комп-
лекса, отличающимися симметрией лигандного окружения и как след-
ствие— электронно-структурными характеристиками центрального иона
[9]. У ионов переходных металлов могут быть три типа конформацион-
но-возбужденных состояний:

1) При неизменном координационном числе (КЧ) меняется лишь
симметрия лигандного окружения, что может повлечь за собой измене-
ние спинового состояния и заселенности с/-орбиталей центрального иона.

2) При конформационном возбуждении КЧ возрастает на 1 или 2 —
в координационной сфере появляются вакантные места для вхождения
дополнительно одного или двух лигандов.

3) При конформационном возбуждении КЧ уменьшается на 1 или
2 — происходит диссоциация (одного или двух) лигандов.

Второе следствие связано с возможностью выделения в качестве
«валентной» донорно-акцепторной связи иона металла с редокс-лиган-
дом. Учитывая ограничения на прочность такой связи (l/ίζΐθ kT) и
приведенные выше типы конформационно-возбужденных состояний ме-
таллокомплексного иона, можно априори судить о наличии или отсут-
ствии у иона металла мест в координационной сфере, потенциально ва-
кантных для связывания редокс-лиганда с образованием координаци-
онного комплекса ЧПЗ [9].

Ионы металлов переменной валентности в окисленном состоянии
(М2+) обычно координационно максимально насыщены. В этом случае
вхождение редокс-лигандов — двухэлектронного донора (Д2") во внут-
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реннюю координационную сферу возможно лишь по механизму лиганд-
ного замещения:

ЬМ2 ++Д2 +?± МД г2 М+ + Д~.

Напротив, в восстановленной форме металлы зачастую имеют потенци-
ально вакантные места для связывания редокс-лиганда. Вхождение ли-
ганда во внутреннюю координационную сферу осуществляется в этом
случае по механизму типа окислительного присоединения:

LM+ + А ?* L (МА)+ -> LM2+ + А".

Если А — двухэлектронный акцептор, возможно осуществление внутри-
сферного двухэлектронного переноса с образованием иона металла в
сверхокисленном состоянии М3 +:

М+ + А «2 МА+ i± M3+ + А2~.

Аналогичным образом возможно осуществление внутрисферной двух-
электронной реакции и при взаимодействии иона М3+ с двухэлектрон-
ным донором Д2~:

Д\3+ _|_ Д2- - * Д^Д _^ М+ ^_ Д_

В каждом из рассмотренных примеров одно-, двухэлектронного внутри-
сферного переноса промежуточный комплекс сосуществует в основном
и электронно-возбужденном состояниях, распадаясь соответственно на
исходные реагенты, либо на продукты электронного переноса. Чтобы
иметь более наглядное представление о природе КЧПЗ, из каких исход-
ных реагентов он образуется и на какие продукты распадается, при опи-
сании КЧПЗ удобно воспользоваться символикой Малликена [5], пони-
мая под «предельными структурами» соответственно исходные реагенты
и продукты результирующего электронного переноса. В этом случае
промежуточные бинарные комплексы ЧПЗ с внутрисферным одно- или
двухэлектронным переносом могут быть представлены в виде «суперпо-
зиции» структур без переноса и с полным переносом заряда:

i = (М+А«-»М3+А2~),

(МА+)ц = (М+А~М

МД = (Ма+Д2~ —

При этом двойная стрелка между состояниями без переноса (исходные
реагенты) и с полным переносом заряда (продукты) отражает смешение
этих двух состояний при образовании КЧПЗ.

Тройные комплексы ЧПЗ могут включать либо один, либо два иона
металла. В первом случае внутрисферный электронный перенос осуще-
ствляется в координационной сфере одного иона металла. Образование
таких комплексов происходит при взаимодействии бинарных комплексов
ЧПЗ с редокс-лигандом. Соответственно могут образовываться четыре
типа тройных комплексов:

(ДМА~)1 = (Да-М+А«-»Д-М2+А«- <-» ДМ+А2~),

(ДМА-)ц = (Д2~М+А <- Д^М+А"«- Д-М2|-А2- ~ ДМ + А2"),

(АМД) = (АМ2+Д2- <-, А~М2+Д-«-»А^МД ^> А«-Мя+Д),

(АМД+) = (АМ34"Д2~ «. A^M2f Д <-> А~М8 ГПГ *-* А2~М3+Д).

Распад этих комплексов на те или иные продукты электронного переноса
определяется соответствующими величинами Да»л и может управляться
эффектами энергетического сопряжения, проявляющими те или иные
«предельные» структуры.
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В роли редокс-партнера бинарного комплекса ЧПЗ может выступать
и второй ион металла, в результате могут образовываться биядерные
мостиковые комплексы ЧПЗ:

М+ + (МА+)п ;-i (MAM)2+ -> 2M2t + A2",

МД + M2 f ϊ> (МДМ)24· -» 2М+ + Д,

М+ + Μ (Α—Α)ί τ± (MA—AM)2 v -» 2 (MA+)i -»• 2M3+ + 2A2~,

МД+ + МД+ τ± (МД—ДМ)2+ -> 2М+ + Д—Д.

Биядерные мостиковые комплексы ЧПЗ могут образовываться и при
взаимодействии исходного биядерного металлокомплексного иона (пары)
с соответствующим редокс-лигандом:

М+ . . . М++А «± (МАМ)24" -+ М24" . . . М2+ + А2",
ι ι ι 1 ι 1

М24" . . . M2t" + Д2~ τϊ (МДМ)2+-^М+ . . . М+ + Д.
I I I 1 1 1

В осуществлении эффектов энергетического сопряжения могут участ-
вовать и полиядерные кластерные комплексы с сильной связью металл—
металл:

—М+—М+ + А ^ (—ММА)2+-^ — М 2 4— М2+ + А2",

_М2 +—Μ2 4" + Д2~ ϊ=ϊ —М+—М+ + Д.

ί
ϊ2 (—ММД)"+ Я

Приведенные схемы описывают в общем виде практически все случаи-
образования молекулярных и координационных комплексов ЧПЗ в окис-
лительно-восстановительных превращениях.

Предложенная классификация К.ЧПЗ полезна при рассмотрении при-
роды, свойств и реакционной способности промежуточных комплексов,
образующихся при осуществлении каталитических редокс-превращений.
Фактически, зная структурные и энергетические характеристики иона
металла и редокс-лиганда, можно предсказывать возможность образо-
вания К.ЧПЗ, его реакционную способность в отношении «третьих» ча-
стиц, преимущественные каналы распада и константу скорости резуль-
тирующего электронного переноса [7, 10]. Представления о КЧПЗ ока-
зываются весьма продуктивными при анализе как общих вопросов, так
и конкретных примеров активации молекулярного кислорода ионами ме-
таллов переменной валентности [7].

III. ЛИГАНДНЫЕ СВОЙСТВА МОЛЕКУЛЯРНОГО КИСЛОРОДА
И РЕАКЦИОННАЯ СПОСОБНОСТЬ МЕТАЛЛКИСЛОРОДНЫХ КОМПЛЕКСОВ

Молекулярный кислород является редокс-лигандом, не обладающим
неподеленными парами электронов для образования обычной (σ-донор-
ной) координационной связи. В силу этого обстоятельства вхождение О2

в координационную сферу иона металла возможно лишь по потенциаль-
но вакантному месту конформационно-возбужденного комплекса. Обра-
зование донорно-акцепторной металл-кислородной связи осуществляет-
ся при частичном переносе одного или двух электронов с /2Горбитали
иона металла, находящегося исходно в восстановленной форме, на раз-
рыхляющие орбитали молекулы О2.

Вопрос этот подробно изучен [9, 13, 14] и мы остановимся лишь на
геометрической структуре металл-кислородных комплексов. Из сообра-
жений симметрии следует, что комбинация орбиталей л*(О2) и ί2«(Μ+)
может осуществляться двояким образом — с сохранением или наруше-
нием эквивалентности атомов О. В первом случае образуется комплекс
ЧПЗ с внутрисферным двухэлектронным переносом с образованием ком-
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плекса перекисного типа (кислород как бидентнын лиганд):

.О ,0-^

во втором случае — с одноэлектронным, с образованием комплекса су-
пероксидного типа (кислород как монодентный лиганд) «линейной»
структуры:

О

(М0+)„ = \М* . . . О ('Δ) ^—> М2+ —О

Реализация электронной конфигурации синглетного кислорода (sp2-
гибридизация атомных орбит) в комплексе «супероксидного» типа под-
тверждается результатами квантовохимических расчетов [15] и пря-
мым измерением методами ИК-спектроскопии [16]. Наряду со структу-
рой синглетного кислорода, в комплексах «линейной» структуры реги-
стрируется присутствие супероксидного радикала [17, 18].

Комплексы «супероксидного» типа выделены в твердом виде на при-
мере ионов Со2 + (d1) и Fe 2 + (de) [16] в плоском лигандном окружении:
салицилиденимины, порфирины и др. макроциклические лиганды. Мно-
гие такие комплексы охарактеризованы в растворе методом ЭПР. Это
(OH-)Ti4 +O2- [19], Мп3+(порфирин)О2- [20], Со3+(коррин)О2", вита-
мин В12 [21], Sn 4 +O 2" [22] и др. Аналогичные металл-кислородные ком-
плексы образуются при взаимодействии НО2 с Ti4+ [23] и другими d°-
элементами (V5+, Zr4+, U e +, Th4+, Mo6+) [23—25], а также при взаимо-
действии витамина В12 в окисленной форме с О2~-радикалом [26].

Эквивалентность атомов О в комплексе «линейной» структуры дости-
гается лишь при образовании двуядерных μ-пероксокомплексов:

О . . . М+ О-—M*+N
/ /

(ΜΟΜ)2ί"= \М+ . . . О <—> М2+—О-

Комплексы такого типа наиболее характерны для ионов с сР-элек-
тронной конфигурацией — Со2+ [27, 28], а также с электронной конфи-
гурацией if: Mn2 + (фталоцианин) в присутствии пиридина [29] и Ru2+ +
-i-ЭДТА в щелочной среде [30, 31]. Аналогичные комплексы образуются
при взаимодействии Ru3+ ЭДТА с Н2О2 [31]. Возможно образование
двуядерных μ-пероксокомплексов и в случае ионов М+ с электронной
конфигурацией d9, di0.

Преимущественное образование того или иного типа кислородного
комплекса зависит от наличия одного или двух потенциально вакантных
мест в координационной сфере иона металла и от величины Ао1л соот-
ветствующей реакции электронного переноса.

Само по себе связывание О2 в комплекс с металлами переменной ва-
лентности хоть и представляет интерес в плане исследования природных
переносчиков О2 [14], но более существенен вопрос об активации О2 как
окислителя. К активации О2 приводит полное или частичное восстанов-
ление О2 до таких реакционноспособных продуктов как НО2, ОН. Сле-
дует обратить внимание на то обстоятельство, что чем выше реакцион-
ная способность промежуточной частицы, тем меньше шансов ее заре-
гистрировать или выделить в твердом виде. Поэтому «ненаблюдаемые»
кислородные комплексы могут играть роль в активации О2.

С точки зрения концепции ЧПЗ реакционная способность координи-
рованного кислорода определяется природой кислородного комплекса
и возможностью вхождения окисляемого субстрата во внутреннюю ко-
ординационную сферу иона металла.

В случае комплексов «супероксидного» типа наиболее характерны
реакции трех видов.

1) Реакции внешнесферного переноса электрона подобные реакциям
супероксидного радикала [32], но протекающие гораздо более эффек-
тивно вследствие увеличения редокс-потенциала кислорода, координи-
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рованного высокозарядным центральным ионом:
(МО+)И + Д2- -» МО2 + Д-.

2) Внутрисферные редокс-превращения при ц«с-координации окис-
ляемого субстрата: при этом вхождение субстрата во внутреннюю ко-
ординационную сферу возможно либо по потенциально вакантному ме-
сту, либо по механизму лигандного замещения в г^ис-положении к коор-
динированному кислороду.

> М3+ + НОГ+ R'

(МО+)„+ RH г». (MO2RH)+-

2

* М+ + Н0.3 + R'

М+ + Н20.3 + продукт

Последняя реакция представляет наибольший интерес, так как в ней
происходит двухэлектронное окисление субстрата во внутренней коор-
динационной сфере иона металла с образованием в качестве продукта
восстановления О2 пероксида водорода и без результирующего измене-
ния (восстановленного) состояния окисления иона металла. Такая реак-
ция обнаружена на примере окисления аскорбиновой кислоты ионами
меди [7, 33—36] и при окислении метанола комплексами L,Cu+O2 (L —
2,2'-дипиридил) [37].

При наличии у субстрата восстановительных (ДН~) и лигандных
свойств возможно образование тройного комплекса ЧПЗ, причем суб-
страт может быть связан с металлом и до взаимодействия с О2.

3) Внутрисферные редокс-превращения при взаимодействии со вто-
рым ионом металла. Это — распространенная реакция в процессах ав-
тоокисления:

(МО+)П + М+——-> 2М2+ + НоО,.

Два иона М+ могут находиться и в «паре»:
2Н+

> м2+м2+ + н 2 о 2М+ . . . М+ + О2 τζ ( Μ - Ο 2 - Μ ) 2 + —
1 ' ' ' > М2Ш2+ + 2Н,0+

I I
Реакционная способность моноядерных кислородных комплексов пе-

рекисного типа обусловлена двумя факторами.
1) Проявление ими реакционноспособных свойств ионов металлов в

сверхокисленном состоянии как одно-, двухэлектронных акцепторов. Об-
разование сверхокисченного состояния иона металла может сопровож-
даться полным или частичным окислением координированных лигандов.
Например, автоокисление комплексов Fe 2 + с 1-гидразинфталазином [38],
фосфинами [39] и ЭДТА сопровождается внутрисферным окислением
этих лигандов. Вхождение редокс-лиганда в координационную сферу
возможно как до взаимодействия М+ с О2, так и после связывания О 2

в комплекс с металлом. Для комплексов перекисного типа характерна
высокая реакционная способность в отношении Н+, ОН~ с «проявлени-
ем» соответственно координированной перекиси водорода или сверх-
окисленного иона металла.

2) В комплексах с сильным двухэлектронным переносом заряда в
силу увеличения эффективного заряда центрального иона металла, осо-
бенно, в слабополярных средах, вместо структуры пероксида водорода,
может оказаться более выгоден разрыв связи О—О за счет стабилиза-
ции О2" с (частичным) образованием атомарного кислорода [40]:

/ О . О - / О 2 "
(МО+), = М+ . . . II <—* М3+< | <—» M 3 V !

V о х г "о
Соответственно комплексы перекисного типа с сильным переносом

заряда могут проявлять реакционную способность, свойственную сверх-
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окисленному иону металла, участвовать, подобно атомарному кислоро-
ду в реакциях гидроксилирования и эпоксидирования субстратов.

Из модельных гидроксилирующих систем на базе О2 наиболее широ-
ко изучена открытая в 1954 г. Уденфрендом [41] система Fe3 +/Fe2 +—
ЭДТА-аскорбиновая кислота (ДН2), катализирующая реакции типа:

RH + ДН2 + O2^ROH + Д + Н2О.
Роль электронного донора в этой реакции сводится к регенерации вос-
становленной формы этилендиаминтетраацетатного комплекса железа,
участвующего в активации Оа с образованием кислородного комплекса
перекисного типа.

IV. АКТИВАЦИЯ КИСЛОРОДА МЕТАЛЛОСОДЕРЖАЩИМИ ФЕРМЕНТАМИ

Биологические катализаторы процессов окисления молекулярным
кислородом широко распространены в природе. Обращаясь к приведен-
ным выше представлениям и характерным механизмам активации О2,
рассмотрим металлосодержащие ферменты — оксидазы и оксигеназы.
Первые используют кислород как электронный акцептор, вторые — как
донор атома О [42].

Наиболее изученными являются оксидазы — катализаторы 4-элек-
тронного восстановления О2 до воды: лакказа, аскорбатоксидаза, цито-
хром с-оксидаза. Особенностью всех этих ферментов является простран-
ственное разделение центров трансформации субстрата и восстановле-
ния О2.

«Голубые оксидазы» (лакказа, аскорбатоксидаза) содержат ионы
меди трех типов: ЭПР-детектируемые «синий» (тип (I)) и «несиний»
ионы Си2+ (тип (II)), а также пару не детектируемых методов ЭПР
ионов Си2+ (тип (III)) [43]. В этих оксидазах осуществляется прямой
перенос электрона между ионами меди типа (I) и (II), (II) и (III)
[44]. Фактически для этой группы ферментов активация О2 в процессе
окисления субстрата не происходит. Роль О2 заключается в регенерации
окисленной формы фермента. Скорость ферментативной реакции лими-
тируется взаимодействием субстрата с «синим» ионом Си2+, тогда как
регенерация окисленной формы оксидазы — взаимодействием О2 с вос-
становленными ионами типа (III).

Механизм действия лакказы и аскорбатоксидазы однотипен и вклю-
чает обычную циклическую схему попеременного окисления субстра-
та — восстановления О2:

Окисление восстановленного фермента осуществляется через проме-
жуточное образование двуядерного μ-пероксокомплекса, аналогичного
•комплексам О2 с Cu-содержащим переносчиком О2 (гемоцианином) и
церулоплазмином [42]. Восстановление мостикового пероксида водоро-
да в таком комплексе до воды требует передачи двух дополнительных
электронов от центра связывания субстрата. Такой электронный транс-
порт в случае лакказы и аскорбатоксидазы осуществляется через «не-
синий» ион меди.

В рамках представления о К.ЧПЗ механизм 4-электронного восста-
новления О2 в «голубых» оксидазах может быть представлен через по-
следовательность следующих внутрисферных превращений ионов типа
(III):
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ч .0=0. , ч /"О—0-
>Cu+·.' •-.Cu+Z-i—н· >Cu2+<

О2" . . .

Λθι 3 + /
х R

ч уо*...о. , ч /О2-...о2-ч ,
>Cu2+< > C u 3 + < ^ > C u 3 + / )Cu2+<

\ R / \ R /

1-
Q2- Q2- | |

' ' ' ^Cu**/ 2 H + -^ \Cu 2+ x /Cu2+<
\ / \ / XR/ X

x R /
R — мостиковый лиганд

Внутрисферное двухэлектронное окисление каждого из ионов меди
в двуядерном комплексе призвано играть стабилизирующую роль в силу
инертности Си2+ в реакциях лигандного замещения. При связывании О2

скорость внутримолекулярного переноса электрона от центра I к цент-
ру III возрастает на два порядка [42], что, по-видимому, и обеспечива-
ет возможность 4-электронного восстановления 0 2 до того, как комп-
лекс распадается на Н2О2 через состояние μ-перокомплекса.

Функциональной моделью аскорбатоксидазы является медь-полимер-
ный комплекс (Си2+-поливинилпиридин) [44, 45]: в его присутствии
аскорбат-анионы окисляются одноэлектронно, а выхода ОГ-радикалов
за пределы макромолекулярного клубка не происходит из-за высокой
локальной концентрации ионов меди в металл-полимерном комплексе.

Цитохром с-оксидаза — фермент, играющий важную роль в процес-
сах дыхания, катализирует окисление цитохрома с:

4 цитохрома с (2 +) + 4Н+ -» 4 цитохрома с (3 +) + Н20.

Методом ЭПР установлено, что в состав фермента входят два маг-
нитно-изолированных центра-—низкоспиновый цитохром а и Cua (S —
= 1/2; <ро = О,25 В), а также центр S = 2, обусловленный антиферромаг-
нитным сопряжением цитохрома а3 (S = 5/2) и Сиаз (S=l/2), находя-
щимися на расстоянии 5 А друг от друга (ср„ = 0,35 В) [46]. Эти два
центра, по-видимому, связаны через мостик общим лигандом — кислоро-
дом (цитохром а3—О—Си2+), имидазолом или серой [47—52]. Однако
при исследовании различных синтетических имидазолмостиковых диме-
ров при измерении магнитной восприимчивости между 4 и 300 К было
показано, что антиферромагнитное сопряжение не соответствует обна-
руженному в цитохром с-оксидазе (—/>200 см"1) [52]. Наиболее ве-
роятно, что в окисленном ферменте центры цитохрома а3 и СиЛз связаны
между собой через атомы кислорода или серы [49]. Лигандами в Сио

служат остатки цистеина и гистидина [53]. Между цитохромами а и а,
существует гем-гемовое взаимодействие, сопровождающееся изменени-
ем от высоко- к низкоспиновому состоянию железа в цитохроме а3 при
изменении молекулярного окружения гема а [54]. Исследование частич-
но восстановленных форм цитохром с-оксидазы показало присутствие
восстановленного низкоспинового гемового железа, ионов меди типа (I)
в восстановленной форме и высокоспинового ферригема а3. Как окислен-
ный, так и одноэлектронно восстановленный фермент окисляет цито-
хром с и в отсутствие О2. Двухэлектронное восстановление окисленной
формы цитохром с-оксидазы переводит ее в активную форму. Дальней-
шее восстановление для проявления каталитической активности не су-
щественно.
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Активация фермента связана, по-видимому, с восстановлением би-
ядерного центра гема а3—Си, в результате чего создается возможность
вхождения О2 в координационную сферу ионов меди и железа в каче-
стве мостикового лиганда.

При функционировании фермента гем а и Сиа являются независи-
мыми акцепторами электронов при контакте с субстратом, тогда как
гем а3 и Сиаз вместе образуют биядерный центр связывания О2 [53, 55].
Опыты с поперечносшивающими реагентами позволили установить, что
перенос электрона от гема ферроцитохрома с к гему а цитохром с-окси-
дазы происходит на большом расстоянии и осуществляется с констан-
той скорости, близкой к диффузионной. Взаимодействие цитохрома с с
центром Си„ происходит независимо, но гораздо медленнее, чем с ге-
мом а [53].

Структурные исследования показывают, что плоскость гема а рас-
полагается перпендикулярно плоскости фосфолипидной мембраны вбли-
зи поверхности раздела вода — неполярная фаза, т. е. в области гра-
диента диэлектрической проницаемости среды. Тем самым, для этого
фермента, по-видимому, реализуется упомянутое ранее «содействие»
электронному переходу за счет локальных изменений полярности среды.
Существенное значение для функционирования фермента имеет также
«протонное содействие» в стадии восстановления О2 до воды [55, 56].
Механизм действия цитохром с-оксидазы может быть представлен схе-
мой, аналогичной схеме, приведенной для аскорбатоксидазы:

reMa(F.e " ) - - ^ ^-—-Си£3 . . .цит.а 3(3+)

з . . .цит.а 3 (2 + ) ) ^

+ Н

н?о
„ r - V * " ^ Г - - - ^ _ С и 2 ; . . ц и х . а 3 ( 2 + )

цит.-clF.e )-*^ ^*- С и а

 s

При восстановлении мостиковой молекулы кислорода до Н2О разли-
чают три промежуточных соединения: [Fea,—О—О—Cua3]

3+, [Fe<,3—О—
—О—Cu a J 2 + и [Fea 3—О—О—CuaJ+ [57]. Эти формы могут рассматри-
ваться как биядерные комплексы ЧПЗ.

Из приведенных схем действия оксидаз следует, что в окислении
субстрата — донора электрона (цитохром с) или атома Η (аскорбат)
участвует ион металла в окисленной форме (Си2+ или Fe 3 +), тогда как
в восстановлении Оа до Н2О участвует пара ионов металла в восстанов-
ленной форме, образующих относительно устойчивый промежуточный
μ-пероксокомплекс. При последующем восстановлении этого комплекса
немаловажное значение имеет протонное содействие среды.

Металлоферменты, катализирующие восстановление О2 до Н2О2,
содержат в активном центре, как правило, один «несиний» ион меди
(типа (II)). Представители этой группы «бесцветных» ферментов — не-
которые аминооксидазы, галактозооксидаза, уриказа. Механизм дейст-
вия ферментов этой группы может быть различным.

В случае галактозооксидазы каталитический цикл включает фермент-
ные формы Си (I) и Си (III), т. е. взаимодействие Си (I) с О2 осуще-
ствляется по механизму внутрисферного двухэлектронного переноса. Для
ионов меди Си (I) характерно образование кислородных комплексов пе-
рекисного типа, но в отсутствие субстрата они легко трансформируются
в комплексы супероксидного типа [58]. Образующийся при диссоциации
этой формы фермента Си (II), каталитически неактивен. Неактивная
Си (II) и активная Си (III) формы фермента могут взаимопревращать-
ся под влиянием одноэлектронных редокс-агентов [58]. В целом меха-
низм действия галактозооксидазы может быть представлен циклической
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лигаяд.

Частицей-окислителем здесь служит ион меди в сверхокисленном со-
стоянии.

Реакции такого типа моделированы на примере окисления аскорби-
новой, дигидрооксифумаровой кислот и метанола при использовании в
качестве катализаторов аква-ионов и 2,2'-дипиридильных комплексов
меди [9].

Активация О2 за счет образования металлкислородного комплекса
супероксидного типа происходит в случае фермента уриказы:

Cu(I) + О2 -

CuO2 (Η) + субстрат -> Си (I) + Н2О + продукт.

Здесь частица-окислитель — металлкислородный комплекс «супер-
оксидного» типа [59].

Ксантиноксидаза—фермент окисления гипоксантина в ксантин, а
ксантина в мочевую кислоту [60]. Ксантиноксидазу часто применяют
для генерации О2-радикалов. Активный центр включает ион молибдена,
железосерные кластеры (восемь парных атомов Fe) и две молекулы
ФАД. При удалении ФАД фермент теряет способность восстанавливать
О2, но сохраняет способность к окислению ксантина. Функция Мо сво-
дится, таким образом, к окислению субстрата, функция железосерных
кластеров — к передаче электрона от восстановленного Мо к ФАД, ко-
торый, собственно, и участвует в восстановлении О2. Восстановление О2,
как и в случае других ФАД-зависимых оксидаз, происходит без образо-
вания металлкислородного комплекса.

Оксигеназы могут быть разделены на медь и железосодержащие
ферменты.

Наиболее типичными представителями медьсодержащих оксигеназ-
являются тирозиназы, характеризующиеся множественностью форм. Ко-
ординационное окружение ионов меди в активном центре сходно для
ферментов разного происхождения и формируется четырьмя гистидино-
выми остатками. Ингибирование ферментативной активности тирозиназ
окисью углерода указывает на участие восстановленной формы меди в
механизме процесса [61].

Механизм активации О2 тирозиназами не установлен.
Тирозиназа обладает как гидроксилирующей, так и оксидазной ак-

тивностью [62]. В восстановленном состоянии фермент обладает способ-
ностью к обратимому связыванию О2, причем спектр окситирозиназы по-
добен спектру оксигемоцианина. Подобно ему окситирозиназа обратимо
распадается на Си2+-фермент и Н2О2 [63]. Предполагается [64, 65], что
структура окситирозиназы подобна структуре оксигемоцианина, т. е. π
активном центре этого фермента содержится два иона меди. Это за-
ставляет предполагать наличие у двуядерного медь-кислородного комп-
лекса выраженных окислительных свойств. Обнаружение электрофиль-
ных интермедиатов в механизме действия тирозиназы [66—68] свиде-
тельствует о возможном разрыве связи О—О в этом комплексе с обра-
зованием частиц типа ЕСиО+.
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В рамках представления о К.ЧПЗ можно предположить сосущество-
вание следующих состояний окситирозиназы:

/ ч /Ο2"...Ο2-

\ R / \ R
ί

ι

R — мостиковый лиганд

В присутствии соответствующих субстратов (моно- и дифенолов)
окситирозиназа проявляет либо свойства Си3+ как акцептора электрона
подобно двуядерному центру «голубых» оксидаз, либо свойства донора
О как гидроксилирующей частицы.

Другим представителем медьсодержащих монооксигеназ служит до-
фамин-р-гидроксилаза, содержащая в активном центре один или два
иона Си2 + [64]. Для активации апофермента требуются два иона меди
[65]. Если тирозиназа не нуждается в постороннем доноре электрона,
дофамин-р-гидроксилаза функционирует лишь в присутствии донора
(аскорбата) [42], восстанавливающего Си2+-фермент в Си+-форму.

Из железосодержащих оксигеназ можно выделить монооксигеназьг
ароматических аминокислот (фенилаланин-4-монооксигеназа, тирозин-
монооксигеназа, триптофан-5-монооксигеназа) и гидроксилирующие фер-
менты, содержащие цитохром Р-450.

Птеринзависимые монооксигеназы ароматических кислот содержат
в активном центре один негемовый ион железа (Fe2 +).

Как и в случае медьсодержащих оксигеназ, механизм активации 0 2

не установлен. Имеются лишь свидетельства образования многокомпо-
нентного (фермент, субстрат, кофермент — донор электрона) комплекса
переноса заряда [70], который при взаимодействии с 0 2 может распа-
даться несколькими путями. В частности, при окислении кофермента
может образовываться пероксид водорода. Влияние на стехиометрию
процесса добавок пероксидазы и ката лазы [70] показывает, что акти-
вация О2 в механизме действия железосодержащих монооксигеназ может
осуществляться как за счет образования кислородного комплекса FeO2

перекисного типа, так и за счет взаимодействия восстановленного фер-
мент-субстратного комплекса с Н2О2.

На протяжении последних двадцати лет внимание исследователей
приковано к изучению неспецифических гидроксилирующих ферментных
систем, содержащих цитохром Р-450 [69, 71—77]. Эти ферменты широ-
ко распространены в природе, участвуют не только в процессах гидро-
ксилирования эндогенных субстратов, но и в процессах детоксикации
различных ксенобиотиков [78, 79]. В процессе гидроксилирования суб-
стратов участвует О2 и два восстановленных эквивалента, обычно
НАД(Ф)-Н:

SH + НАД (Ф) · Η + Н+ -> SOH + Н2О + НАД (Ф)+.

В активации О2 участвует гем цитохрома Р-450, восстановление ко-
торого осуществляется с помощью электронтранспортной (редуктазной)
ферментной системы [42].

Бактериальный цитохром Р-450 выделен в кристаллическом виде и
охарактеризован методом рентгеноструктурного анализа с разрешением
5,5 А [75]. Гемовый ион железа в активном центре цитохромов Р-450
координирован по пятому месту остатками цистеина, по шестому —
остатками гистидина или водой и сравнительно легко меняет валентность
и спиновое состояние. В восстановленной форме фермент образует ком-
плекс с СО с интенсивной полосой поглощения при 447 нм, что и опре-
делило название этой группы гемопротеидов. Окисленный цитохром
Р-450 находится в низкоспиновом состоянии, а при связывании субстра-
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га полностью или частично (в зависимости от температуры, рН, поляр-
ности среды и природы субстрата) переходит в высокоспиновую (пен-
такоординированную) форму. Структурные аспекты цитохрома Р-450
рассмотрены в обзорах [80—83], а также в [84—90]. В восстановлен-
ной форме цитохром Р-450 находится преимущественно в высокоспино-
вом состоянии и легко взаимодействует с О2 [91].

Микросомальная гидроксилирующая система печени содержит, по-
мимо цитохрома Р-450, НАДФН — цитохром Р-450-редуктазу и фосфоли-
пиды. Роль НАДФН — цитохром Р-450-редуктазы заключается в транс-
порте электронов от НАДФН к цитохрому Р-450. Роль фосфолипидов
в процессе гидроксилирования до конца не ясна. Фазовый переход мик-
росомальных фосфолипидов при 16—25° С приводит к резкому измене-
нию активационных характеристик окисления субстратов, в ряде слу-
чаев к смене лимитирующей стадии процесса гидроксилирования. Не иск-
лючено, что воздействие фосфолипидов на процессы микросомального
окисления связано с проявлением отмеченного выше влияния локальных
изменений полярности среды на вероятность электронного переноса.
Зарегистрировано влияние некоторых липидов на конформационные со-
стояния и равновесие спиновых форм цитохрома Р-450 [92—97].

Механизм ферментативной реакции включает образование фермент-
субстратного комплекса с окисленной формой цитохрома Р-450 за счет
связывания субстрата по соседству с гемом. В результате локальных
структурных изменений происходит изменение расстояния цистеиновый
лиганд — ион железа и соответственно изменение симметрии лигандно-
го окружения, спинового состояния и редокс-характеристик иона железа
198—100]. После одноэлектронного восстановления фермент-субстрат-
ного комплекса Fe2+—гем взаимодействует с О2 с образованием окси-
генированного комплекса, который в ряде случаев удается выделить и
спектрально охарактеризовать [101]. Гидроксилирование субстрата про-
исходит при последующем однозлектронном восстановлении оксигениро-
ванного комплекса и, по-видимому, осуществляется в результате обра-
зования в качестве гидроксилирующей частицы железокислородного
комплекса перекисного типа с сильным переносом заряда.

В отличие от ионов меди, меняющих состояние окисления лишь в
пределах Си+—Си3 +, в случае гема диапазон возможных формальных
валентных состояний варьирует от Fe + до Fe6 +. Правда, состояние Fe +

практически нереализуемо, а в состоянии F e 5 + ( i + происходит перенос
заряда с порфиринового лиганда на центральный ион. Структурные осо-
бенности железо-порфиринов (PFe) позволяют предположить образова-
ние кислородного комплекса перекисного типа при взаимодействии
P F e 2 + c 0 2 [6]:

( ° /
(PFeO.,) 2 +=P F e 2 + II «—> F e 4 + < |

V о х о -
Передача этому комплексу дополнительного заряда приведет фор-

мально либо к образованию кислородного комплекса PFe+, либо к раз-
рыву связи О—О в перекисной предельной структуре:

/ О /У .О2" ХЯ-\
Ρ (FeO.,) + =P Fe+ ]| *—> F e 3 + < I <—» Fe3+r • «—> Fe*+< '·

V о x r •·ό чсг7
Последние два состояния при протонировании О2~ оказываются сте-

хиометрически эквивалентными структуре соединения I пероксидазы
[102].

Распределение по «предельным» структурам определяется структур-
но-энергетическими характеристиками фермент-субстратного комплекса
и полярностью среды. Высокой гидроксилирующей способностью харак-
теризуются состояния PFe n + 0, PFe4+O~", образование которых будет про-
исходить при протонировании координированного дианиона кислорода,
например путем передачи Н + от близлежащей аминокислоты. От частиц
типа PFe3+O следует ожидать оксеноидного механизма внедрения ато-
ма О по связи С—Н, от частиц типа PFe4+O~—внутримолекулярного
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окисления субстратов по радикальному механизму [103]. С «двойствен-
ностью» реакционной способности частиц типа PFeO3+, по-видимому и
связана неоднозначность свидетельств осуществления радикального или
оксеноидного механизма гидроксилирования различных субстратов [42,
104, 105].

Интересно отметить,, что окисление многих субстратов в микросо-
мальной гидроксилирующей системе происходит идентичным образом и
при участии, вместо О2, гидроперекисей. Это указывает на однотипность
активных промежуточных частиц в обоих системах. Тем самым в слу-
чае цитохрома Р-450 и в случае других оксигеназ, вопрос об активации
О2 неразрывно связан с вопросом об активации пероксида водорода.
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