
Die Cyclopropylgruppe in Untersuchungen iiber 
Mechanismus und Hemmung von Enzymen 

Von Colin J. Suckling* 

Die Cyclopropylgruppe - besonders in Verbindungen wie Cyclopropylmethanol, Phenylcy- 
clopropylamin und Cyclopropanonhydrat - hat sich beim Studium von Enzymreaktionen 
vielfxch bewlhrt. Ob sich der Cyclopropanring unter Radikalbildung offnet oder intakt 
bleibt, IaBt weitreichende Schlusse auf die Vorgange im aktiven Zentrum zu. 

1. Einleitung 

Eine der bedeutendsten Entwicklungen der letzten zehn 
Jahre in der Bioorganischen Chemie war die Symbiose me- 
chanistischer Untersuchungen an Enzymen und gezielter 
Konstruktionen von Enzym-Inhibitoren". 'I. Die steigende 
Naclifrage nach spezifischen Arzneimitteln forderte die sy- 
stemdtische Entwicklung neuer Arzneimittelstrukturen auf 
der Basis mechanistischer Argumente; als besonders at- 
traktiv erwiesen sich enzymaktivierbare Inhibitoren. Die 
hochspezifische Wirkung am Ort des Zielenzyms ist im 
Prinzip bereits gesichert, wenn das Arzneimittel erst durch 
das Zielenzym aktiviert wird und dadurch seinerseits das 
Zielenzym hemmt. Um biologisch aktive Verbindungen 
dieser Art zu gewinnen, mul3 zuerst eine kleine, inerte 
Gruppe gewahlt werden, die in eine reaktive Spezies uber- 
fuhri werden kann, indem sie entweder direkt oder durch 
Reahtionen an einer benachbarten Gruppe umgewandelt 
wird So hat man Halogenvinylgruppen in Phenylethyl- 
amine eingefiihrt, urn Inhibitoren der Amin-Oxidase zu 
erzeugen; einige dieser Verbindungen gelten als vielver- 
sprechende Arzneimittel fur die Behandlung der Parkin- 
sonschen Krankheit['"]. Ahnlich konnen Halogenmethyl- 
gruppen zu potenten und selektiven Enzym-Inhibitoren 
mit antibakterieller Wirkung fiihren12b1. Die vorliegende 
Ubersicht behandelt eine weitere Gruppe mit dieser Fahig- 
keit : die Cyclopropylgruppe. Cyclopropan-Derivate inter- 
essieren seit vielen Jahren in der Grundlagenforschung; 
dagegen wird die Bioorganische Chemie der Cyclopropane 
erst seit relativ kurzer Zeit intensiv untersucht. Im folgen- 
den wird zunachst die Bedeutung von Cyclopropan und 
veraandten kleinen Ringen in der Naturstoff- und Enzym- 
cheniie diskutiert; danach werden chemische Eigen- 
schaften von Cyclopropanen abgehandelt, die fur Hemm- 
studien und mechanistische Untersuchungen wichtig sind. 
Der letzte Teil dieser Ubersicht befaat sich mit den Wech- 
selwirkungen zwischen Enzymen und Cyclopropanen. 

1.1. Cyclopropane in Naturstoffen 

Die Spannung des Cyclopropanringes steht seinem Vor- 
kommen in weitverbreiteten Naturstoffen nicht entgegen. 
In vielen Fallen sind diese Ringe stabil und treten als Teil- 
strukturen von Verbindungen am Ende von Biosynthese- 
wegcn auf. Beispielsweise sind viele Fettsauren, Terpene 
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und Steroide Alkylcyclopropane. Ein bemerkenswertes 
Beispiel ist Pyrethrin 1, die Basis bedeutender Insektizi- 
de[31. Es gibt jedoch ahnlich wichtige Beispiele, bei denen 
die Reaktivitat des Cyclopropans fur eine spezielle biosyn- 
thetische Transformation wesentlich ist. Die Umwandlung 
von Farnesylpyrophosphat uber Prasqualen zu Squalen 
laBt  sich als Umlagerung eines Cyclopropylalkyl-Kations 
auffassenf4I. Man kennt eine Reihe Cyclopropylaminosau- 
ren, von denen einige toxisch wirkenl']; die Toxizitat kann 
oft mit einer Enzymhemmung in Verbindung gebracht wer- 
den (siehe Abschnitt 4). Dagegen ist I-Aminocyclopropan- 
carbonsaure als biosynthetischer Vorlaufer von Ethylen 
bekannt, einem Hormon, das an der Fruchtreifung betei- 
ligt ist und aus vielen Organismen isoliert wurde. Die ste- 
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reochemischen Einzelheiten vieler seiner biosynthetischen 
Umwandlungen sind aufgeklart wordeni6], und es gibt Hin- 
weise, daR die Ringoffnung von Cyclopropylammonium- 
Radikalkationen eine Rolle bei der Biosynthese spielt['"]. 
In der Natur wird die Ethylenbiosynthese durch eine raffi- 
nierte Folge von Reaktionsschritten - darunter der Ring- 
offnung von Cyclopropylalkyl-Kadikalen - gehemmt, wie 
Pirrung et al. gezeigt haben (siehe Abschnitt 4)[7h1. Die bi- 
cyclische Aminosaure Methanoprolin 2 inhibiert die Pro- 
linbiosynthese in Pflanzen und kann bei Pollen Sterilitat 
hervorrufen - eine Eigenschaft, die zur Erhaltung echter 
Zuchtsorten von F1-Hybriden"' angewendet wird. 

1.2. Verbindungen mit unreaktiven Cyclopropylgruppen 

Es gibt rnehrere nicht-natiirliche Cyclopropan-Derivate, 
in denen der kleine Ring inert ist, aber dafiir sorgt, daB die 
Verbindung und ihr Rezeptor raumlich gut zusammenpas- 
sen. Bei Pyrethroiden weist z.B. nichts darauf hin, daR 
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eine chemische Reaktion des Cyclopropanrings fur ihre in- 
sektizide Wirkung erforderlich istl'l. Fettsaureester von Cy- 
clopropancarbonsauren haben sich als Akarizide erwie- 
sen['I, wiederum ohne augenscheinliche Reaktivitat des 
Ringes. Auch beim Antibioticum Cyclizidin 3 wird die Ak- 
tivitat dem Indolizidinsystem, nicht aber der Cyclopropyl- 
gruppe zugeschrieben['"I. O'Leary et al. fanden, da8 1-Hy- 
droxycyclopropancarbonsaurephosphat ein reversibler In- 
hibitor fur Enzyme ist, die auf Pyruvatenolphosphat wir- 
ken'"]. Vermutlich prasentiert sich der Inhibitor in diesem 
Fall den Enzymen rnit einer sehr ahnlichen Struktur wie 
das Substrat. Dal3 kleine Gruppen wie Cyclopropan fur 
die Konformation von Molekulen wichtig sind, kann auch 
durch ihre Verwendung fur Untersuchungen der konfor- 
mationellen Anforderungen des hochflexiblen Neurotrans- 
mitters GABA (y-Aminobuttersaure) illustriert werden1'21. 
Derartige Untersuchungen sind offensichtlich fur die Ent- 
wicklung selektiver Arzneimittel relevant; viele Cyclopro- 
pan-Derivate haben sich als biologisch aktiv erwiesen. In 
einigen Fallen scheint der kleine Ring die Aufgabe zu ha- 
ben, als kleine, starre Alkylgruppe fur gunstige bindende 
Wechselwirkungen zu ~ o r g e n " ~ - ' ~ I ;  dies konnte auch bei 
einigen Verbindungen mit dokumentierter ZNS-Aktivitat 
zutreffen1I6l. Diese Verbindungen enthalten Cyclopropyl- 
pyridine und Cyclopropylketone, d. h. Strukturen, die mit 
Enzymen reagieren sollten (siehe Abschnitt 5 ) .  Dasselbe 
gilt fur mehrere andere Arzr~eimittel['~. einschliel3lich 
der Antimineralocorticoidellyl und Antiandrogenel'"]. 

Nach wie vor werden Cyclopropan-Derivate rnit starker 
biologischer Aktivitat entdeckt. Beispielsweise ist die Spi- 
roverbindung 4 ein kompetitiver Inhibitor der CAMP- 
Phosph~diesterase~ ' '~~.  

diesen Aminosauren ist jedoch nicht beschrieben wor- 
Wie sich zunachst beim Senfgas (Lost) gezeigt hat, 

sind auch Thiirane (,,Epithio-Derivate") biologisch hoch 
a k t i ~ l ~ ~ l ;  spater wurde angenommen, daB auch die Mutdge- 
nitat von 1,2-Dihalogenethanen durch ihre Reaktion rnit 
Glutathionen zu Thiiranen bewirkt wird["]. Epoxide kon- 
nen ebenfalls in der Krebschemotherapie verwendet wer- 
den;  man begegnet ihnen gewohnlich in Enzym-lnhihito- 

271. Biologische Aktivitat ist jedoch nicht auf drei- 
gliedrige Heterocyclen beschrankt. p-Propiolacton. das 
friiher als Desinfektionsmittel benutzt wurde, hat wegen 
seiner Mutagenitat nur noch begrenzten Wert. Die am um- 
fassendsten untersuchten kleinen Heterocyclen rnit hiolo- 
gischer Aktivitat sind naturlich die P-Lactam-Antibiotica. 
Friiher nahm man an, dal3 die Ringspannung entscheidend 
zur biologischen Aktivitat beitragt. Heute wird dagegen ge- 
nerell akzeptiert, dal3 die Fahigkeit eines 13-Lactams, sein 
Zielenzym zu acylieren, im Prinzip eine Funktion der Ei- 
genschaften der Abgangsaminogruppe ist[281; rnit anderen 
Worten: elektronenziehende Gruppen im funfgliedrigen 
Ring fordern die AktivitPt. Interessanterweise wurde uber 
einige p-Lactame mit Cyclopropylsubstituenten berichtet, 
z.B. 6 und 7, ohne da13 eine den Cyclopropylgruppen 
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1.3. Cyclopropan und andere kleine Ringe 

Die Reaktivitat von Cyclopropan-Derivaten als Grund- 
lage ihrer biologischen Aktivitat lant sich am besten eror- 
tern, wenn kleine Heterocyclen Lum Vergleich herangezo- 
gen werden. In  diesen Verbindungen kommt zur Ringspan- 
nung die durch die Heteroatome verursachte Bindungspo- 
larisation hinzu, was in vielen Fallen zu extrem hoher Re- 
aktivitat und Toxizitat fuhrt. So werden z. B. Aziridine aus 
Bis(fl-halogenethy1)aminen gebildet, den in vielen Arznei- 
mitteln enthaltenen Stickstofflost-Derivaten, die in der 
Krebschemotherapie verwendet werdenl2'I. Das natiirlich 
vorkommende Antitumormittel Mitomycin 5 enthalt eine 
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Aziridin-Einheit, auf die die Cytotoxizitat zuriickgefuhrt 
wurde[22'. Aminosauren mit Aziridingruppen sind ebenfalls 
bekannt; eine enzymhemmende Wirkung von Peptiden rnit 

zuzuschreibende biologische Aktivitat erwahnt ~ u r d e ~ ' ~ ] .  
Man hat auch versucht, antibakterielle fi-Lactam-Analoga 
herzustellen, die als reaktive Gruppe Cyclobutanone ent- 
hielten1301. Der Vergleich mit Cyclopropanonen (siehe 
Abschnitt 2.2 und  2.4) ist interessant. Das Thienamycin- 
Analogon 8 war jedoch das einzige Derivat rnit antibakte- 
rieller Wirksamkeit""']. 

2. Chemische Reaktivitat von Cyclopropanen 

2.1. Reaktivitat des Cyclopropanrings 

Die spitzen Winkel des dreigliedrigen Cyclopropanrings 
sind offensichtliche Verursacher der Ringspannung, und 
zusatzlich sind alle Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen 
ekliptisch angeordnet. Gemeinsam tragen diese Faktoren 
zu einer Spannungsenergie von 117.6 kJ mol - ' bei'" 321. 

Aus thermodynamischer Sicht ist das Bestreben zur Ring- 
offnung somit gro13. Viele der gangigen Cyclopropanreak- 
tionen sind analog zu denen der Alkene Additionsreaktio- 
nen; z. B. erhalt man durch Addition von Halogen 1.3-Di- 
halogenide und durch katalytische Hydrierung Alkane["]. 
Wie die meisten Vinyl- und Aryl-C-H-Bindungen sind die 
C-H-Bindungen der Cyclopropane stark, was das Fehlen 
von Radikalreaktionen. die iiber Wasserstoffabstraktionen 
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9a 9b 9c 

Abb. I .  Kalionische Lmlagerungen von C yc l~)propy lmcrh~ l - I )e r i~a~en ubrr die Kalionen 9a -c  

verlaufen, erklart. Wie Reaktionen mit Elektrophilen fiih- 
ren Radikalreaktionen im allgemeinen zur Addition an den 
Cyclopropanring. 

Die Betrachtung von Cyclopropanen als Homoalkene, 
die der von Epoxiden als Homocarbonylgruppen ent- 
spricht, hat zu vielen Beschreibungen der Cyclopropanbin- 
dung gefiihrt. Beispielsweise entwirft die Valenzbindungs- 
theoiie ein Bild mit sogenannten ,.gebogenen Bindungen" 
oder .,Bananenbindungen", die aufgrund der Natur der 
0rbi.aliiberlappung n-Bindungsanteile habed'''. Alterna- 
tiv d ~ z u  kommt nach einer Beschreibung von W a l ~ h ' ~ ~ '  der 
n-Charakter durch die Uberlappung zentralgerichteter p- 
Orbi ale zustande. 

2.2. Cyclopropanone 

W e spater in Abschnitt 4 und 5.1 naher erlautert wird, 
haben Cyclopropanone und ihre Imino-Derivate bei Un- 
tersuchungen iiber die Enzym-Inhibition eine bedeutende 
Rollc gespielt. Dies laUt sich auf eine spezielle chemische 
Eigenschaft zuriickfiihren, und zwar die im Vergleich zu 
den rneisten anderen Ketonhydraten hohe Stabilitat des 
Cycl ~propanonhydrats[~~I .  Man hat argumentiert, dal3 Cy- 
clopi opanon noch starker gespannt als Cyclopropan ist, 
weil der bevorzugte Bindungswinkel der Carbonylgruppe 
(120 ) starker vom erzwungenen Bindungswinkel ( = 60") 
abacwht als der Tetraederwinkel (109'28') in Cyclopro- 
pan' ''I, Wegen des raschen Ligandenaustausches besteht 
jedwh ein dynamisches Gleichgewicht zwischen dem 
Hyd-at und dem Keton; diese Reaktion wird als Aus- 
gangspunkt fur die Hemmung von Dehydrogenasen und 
einigen Oxidasen durch Cyclopropane und deren Aquiva- 
I en I e au fge fa I3 t. 

2.3. Durch elektronenziehende Substituenten 
aktirierte Cyclopropane 

Diese Verbindungsklasse kann in zwei Gruppen einge- 
teilt werden: Cyclopropylcarbonyl- (z. B. Cyclopropan- 
carh ildehyde, Cyclopropylketone, Cyclopropancarbon- 
saureester) und Cyclopropylmethyl-Derivate (z. B. Cyclo- 
propylmethylhalogenide, Cyclopropylmethanole, Cyclo- 
propylmethylester). Charakteristisch fur diese Verbindun- 
gen ist der nucleophile Angriff am Cyclopropanring, der 
zur Kingoffnung fiihrt. Bei Cyclopropylcarbonyl-Deriva- 
ten ist der Ring gegeniiber der Addition von Protonensau- 
ren stabiler, eine Eigenschaft, die die Synthese komplizier- 
ter Verbindungen mit Cyclopropan-Einheiten erheblich er- 
leichtert. 

Die Biosynthese von Squalen aus Prlsqualen ist auf 
der Grundlage der Reaktivitat eines Cyclopropylmethyl- 
estersi4] und insbesondere durch dessen Neigung zur Umla- 
gerung erklart worden. Der Prototyp dieser Umlagerung ist 
seit l a n g e ~ n l ~ ' ~  als ,,Cyclopropylcarbinyl-Umlagerung" be- 
kannt (Abb. 1). Die Solvolyse von Cyclopropylmethylhalo- 
geniden und -toluolsulfonaten fiihrt zu einem Produktge- 
misch, in welchem der Ring je nach Reaktionspartnern 
und Reaktionsbedingungen erhalten bleibt oder geoffnet 
oder vergroBert wird["I. An isotopenmarkierten Verbin- 
d ~ n g e n ' ~ ~ '  wurde gezeigt, daB die Konnektivitat der mar- 
kierten Kohlenstoffatome auch in denjenigen Produkten 
verandert war, in denen der dreigliedrige Ring erhalten ge- 
blieben war. Offensichtlich steht dem intermediar auftre- 
tenden Kation eine Fiille von Reaktionswegen ahnlicher 
Energie zum Ring offen. Der wohl beste Hinweis auf die 
Struktur des Kations stammt aus Experimenten im super- 
sauren Medium von Oluh et al.[401. Sie interpretierten I3C- 
NMR-Spektren des Kations dahingehend, dal3 ein Gleich- 
gewicht zwischen drei Spezies 9a- c besteht (Abb. I ) ,  wo- 
bei Cyclopropylmethanol oder Cyclobutanol als Edukt je- 
weils daselbe Gleichgewicht ergeben. Wichtig im Hinblick 
auf die Biosynthese von Squalen ist, dal3 es solche Reak- 
tionen einem apicalen Kohlenstoffatom des Rings ermogli- 
chen. das Kohlenstoffatom des Substituenten zu binden, 
das die Abgangsgruppe tragt. Bei dieser biosynthetischen 
Reaktion wie auch bei Transformationen carbocyclischer 
Systeme wird auf eine Inversion der Konfiguration an der 
Methylengruppe des Cyclopropans geschlossen, an der die 
neue Bindung gebildet ~ i r d [ ~ " .  Eine potentielle Bedeutung 
der Struktur solcher umlagernder Kationen in Hinblick auf 
eine Enzymhemmung liegt in der guten Angriffsmoglich- 
keit, die sie Nucleophilen am aktiven Zentrum eines En- 
zyms bieten. Es sind aber bisher keine Hemmreaktionen 
beschrieben worden, die auf einem derartigen Mechanis- 
mus beruhen. Dies ist damit zu erklaren, dal3 solche Solvo- 
lysereaktionen bei 30 -40 "C mit typischen Geschwindig- 
keitskonstanten im Bereich von IO-'s - '  verlaufen, also 
relativ langsam sind['*I. Nichtsdestoweniger hat der Cyclo- 
propanring einen starken elektronenliefernden Effekt. der 
sich nicht nur bei Solvolysereaktionen, sondern auch bei 
der elektrophilen aromatischen Substitution zeigtl'']. 

Einige der oben erwahnten Reaktionen (2. B. 10- 11) 
fiihren zu offenkettigen Produkten; in mehreren Fallen 
entstehen die Alkene unter guter stereochemischer Kon- 
trolle. Julia et waren die ersten, die iiber eine derar- 
tige Reaktion berichteten (Abb. 2); die Arbeiten wurden 
von Johnson et al. f o r t g e ~ e t z t [ ~ ~ ~ l .  Der stereochemische Ver- 
lauf der Reaktionen ist dadurch erklart worden, dal3 Cy- 
clopropanring und Abgangsgruppe wie in 12a und 12b an- 
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Ahb. 2. Bildung von Alkenen I I aus ('yclopropylmethanolen 10 uber Katio- 
nen 12a und 12b. 

geordnet sind. Aus stereoelektronischen Griinden ist es er- 
forderlich, dall eine Cyclopropanbindung mit der Bindung 
zur Abgangsgruppe uberlappt. Die Torsionswechselwir- 
kungen sind in der Konformation 12a minimiert; sie fuhrt 
zu den beobachteten Produkten mit E-Konfiguration. Es 
bestehen Parallelen zwischen diesen Reaktionen und der 
Hemmung einiger Dehydrogenasen, auf die in Abschnitt 
6.1 und 6.2 naher eingegangen wird. 

Cyclopropylcarbonylverbindungen konnen aufgrund 
der Polarisation der Carbonylgruppe als enge Verwandte 
der obigen kationischen Systeme betrachtet werden. Bei 
vielen Reaktionen mit Nucleophilen findet ausschlielllich 
eine Addition an den Carbonylsubstituenten (ohne Spal- 
tung des Dreiringes) statt. Auf diese Weise konnen Cyclo- 
propyl-methyl-ketone mit NaBH, in Methanol zu sekun- 
daren Alkoholen reduziert werden, und Cyclopropancar- 
bonshreester reagieren mit LiAIH, zu den entsprechen- 
den prirnaren Alkoholen[@! Wenn jedoch die Polarisation 
der Carbonylgruppe durch Lewis-Sauren vergronert wird, 
kann der Ring geoffnet werden (vgl. 13- 14 in Abb. 3); 

15 16 

I 19 

1 
10 

R 
A M .  3. \ucleophile Substitution unler Kingoffnung an den Cyclopropanen 
13. 15 und 17 mit elektronenanziehenden Cruppen. 

dies ist ein brauchbarer Syntheseweg zu Homoallylhaloge- 
nidet~[,~'. Wie in Abschnitt 6 gezeigt wird, ist die Koordi- 
nation von Cyclopropylcarbonylgruppen an Metall-lonen 
fur die Hemmung von Metalloenzymen von Bedeutung. 
Unter verscharften Bedingungen gelingt die nucleophile 
Ringoffnung substituierter Cyclopropane auch ohne sdure 
Katalyse durch Metall-Ionen oder Protonen. In einem be- 
sonders interessanten Beispiel zeigten Crisfol et al.lJ"I, dall 
ein Angriff von Thiophenolat auf den Cyclopropanring 
des anellierten Ringsystems 15 unter Inversion der Konfi- 
guration zu 16 fuhrt. Soweit der stereochemische Verlauf 
untersucht worden ist, verlaufen nucleophile Ringoff- 
nungsreaktionen aktivierter Cyclopropane unter Inversion 
der Konfiguration am angegriffenen Kohlenstoffatom. 

Die Anwesenheit zweier elektronenziehender Gruppen 
ermoglicht die nucleophile Spaltung des Ringes ohne spe- 
zielle Aktivierung. Zum Beispiel lassen sich relativ schwa- 
che Nucleophile an das Spirocyclopropan 17 addieren 
(Abb. 3). Die Saure- bzw. Estergruppen in den Produkten 
18 und 19 erschliellen weitere Reaktionswege, die fur die 
Synthese von Nutzen sein konnen. Diese Reaktionen wer- 
den durch die relativ starre Anordnung des Cyclopropan- 
ringes erleichtert, welche die zu spaltende C-C-Bindung 
in eine zur elektronenanziehenden Carbonylgruppe gun- 
stige Position ~ w i n g t ' ~ ' ~ .  Enzym-Inhibitoren mit doppelt 
aktivierten Cyclopropanringen sind daher moglicherweise 
unselektiv. 

2.4. Cyclopropylalkyl-Radikale 

Seit Ingold et al. berichtet hatten, dall die Geschwindig- 
keitskonstante der Ringoffnung zum Homoallyl-Radikal 
21 bei 25 "C 108 s - ' betragtl4'], nimmt das Cyclopropyl- 
methyl-Radikal 20 einen herausragenden Platz in Chemie 

2 2  23 

und Bioorganischer Chemie der Cyclopropane ein. Man 
vermutete fast sofort, da13 diese sehr schnelle Reaktion sich 
zum Nachweis intermediar auftretender Radikale eignen 
konnte. Reaktionen dieser Art wurden friiher schon viel- 
fach angewendet, urn Mechanismen enzymkatalysierter 
Reaktionen aufzuklaren und um Inhibitoren zu erzeugen. 
Die Ringoffnungsgeschwindigkeit von Alkylcyclopropyla- 
minyl-Radikalen, die grol3e Bedeutung bei vielen Hemm- 
reaktionen hat, ist nach Ingold et al. allerdings zu hoch, 
um durch kinetische ESR-Spektroskopie gemessen zu wer- 
den, hangt aber nicht vom Alkylsubstituenten ablAYal. Erst 
kiirzlich wurde gezeigt, daO die Ringoffnung des Cyclo- 
propylamin-Radikalkations in Ubereinstimmung mit vie- 
len fur die Enzymhemmung vorgeschlagenen Mechanis- 
men uber ein y - I m i n i ~ m - R a d i k a I k a t i o n ' ~ ~ ~ ~  verlauft. 

Entscheidend fur Erfolg oder Minerfolg der Enzymver- 
suche mit Cyclopropanen ist jedoch ein gutes Verstandnis 
der Chemie dieser Ringoffnungsreaktion. Dabei miissen 
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mehrere Faktoren berucksichtigt werden. Erstens wurde 
nachgewiesen, daB es sich urn eine Gleichgewichtsreaktion 
handelti5"]; fur eine monocyclische Verbindung wurde die 
Gleichgewichtskonstante bei 25 "C zu lo-' zugunsten des 
offenkettigen Radikals (vgl. 21)  bestirnmt. Die Lage dieses 
Gleichgewichts wird aber wesentlich durch das Kohlen- 
stoffgeriist beeinflufit, in welches das Cyclopropan einge- 
baut ist. Das Nortricyclyl-Radikal 22 z.B. rnit intaktem 
Cyclopropanring ist bei Raumtemperatur stabil[''l. Zwei- 
tens sind nur wenige Enzymsubstrate oder -inhibitoren 
einfache Cycloalkane, so daB der Substituenteneinflua auf 
die Geschwindigkeit der Ringoffnungsreaktionen beriick- 
sichtigt werden muB. DaB Cyclopropylalkoxyl-Radikale 
bereitwillig den Ring offnen, weil3 man seit nahezu zwan- 
zig Jahren durch Arbeiten von Dauhen et al.1521, nach de- 
nen j ie  3-Oxosteroid-Derivate 24 und 25 mit anelhertern 
Cyclopropanring bei Behandlung mit Lithium in Ammo- 
niak den Ring offnen. Diese Reaktion tritt recht allgernein 
aufl.'". . sie lenkte interessanterweise die Aufmerksamkeit 
auf die stereoelektronischen Anforderungen der Ringoff- 
nun);. Daubens Befunde zeigten, daB diejenige Cyclopro- 

2 4  

25 

pan-C-C-Bindung, die rnit dem einfach besetzten Orbital 
des Radikals besser uberlappt, gespalten Keines 
dieser Ilrgebnisse lieferte jedoch ein Ma13 fur die Ge- 
schwindigkeit der Ringoffnung von Cyclopropyalalkoxyl- 
Radi kalen. 

Da die Kenntnis derartiger Geschwindigkeiten fur un- 
sere Arbeiten entscheidend war, haben wir einige Anstren- 
gungen unternommen, um relevante Werte zu erhalten (Ta- 
belle 1)Ia. '"I. ESR-spektroskopische Untersuchungen erga- 

Tabe le 1. Durch temperaturabhangige ESR-Spektroskopie bcstimmte Stabi- 
l i tat  iubstituierter Cyclopropylmethyl-Radikdle und/oder Alkenyl-Radika- 
IC. 

R3 R4 -pR; - 

R4 

R' R' R' R" k [ s - ' ]  

H H H H 2 . 2 ~  10' 
Me OSiMe, H H 2 . 4 ~  lo7 
H OSiMe, Me H bis - 153 "C nur offcnkettiges 
H OSiMe, Me Me bis - 173 "C [ Radikal beobachlet 

C 0 , M e  H H bis 7 ° C  
OSihle, C 0 2 M e  H H bis l l 0 " C  
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ben, dal3 die Ringoffnungsgeschwindigkeit eines einfachen 
Cyclopropylalkyl-Radikals durch Substitution mit Sauer- 
stoff um etwa den Fdktor 10 herabgesetzt wird. Alkylgrup- 
pen am Cyclopropanring, die wahrscheinlich die Span- 
nung erhohen, beschleunigen dagegen die Ringoffnung urn 
einen ahnlichen Faktor. Hochst bernerkenswert verhalten 
sich disubstituierte Radikale, in denen eine Donoralkoxy- 
gruppe mit einer Acceptorcarbonyl- oder -cyangruppe ge- 
paart ist. Hier war es in keinem Fall moglich, das offenket- 
tige Radikal unter uns zuglnglichen Bedingungen zu beob- 
achten. Das Ergebnis kann als eines der deutlichsten Bei- 
spiele fur die ,,capto-dative" Stabilisierung von Radikalen 
interpretiert werded5']. Alle diese Beobachtungen zeigen, 
da13 einige Kriterien erfullt sein rniissen, damit die Ring- 
offnung rasch verlauft und als mechanistische Sonde fur 
das interrnediare Auftreten von Radikalen verwendbar ist, 
und zwar: 1. darf am radikalischen Zentrum keine wesent- 
liche Stabilisierung durch Delokalisation auftreten, 2. m u 8  
eine Konformation moglich sein, in der eine C-C-Bin- 
dung des Rings mit dem einfach besetzten Orbital uber- 
lappt, und 3. darf die Struktur der Verbindung nicht so 
,,komprirniert" sein, daB ein Ringschlul3 entropisch begun- 
stigt ist. Wie sich diese Faktoren auf enzymkatalysierte Re- 
aktionen auswirkt, wird in Abschnitt 6 erlautert. 

Ringoffnungsgeschwindigkeiten von substituierten Cy- 
clopropylalkyl-Radikalen wurden bisher immer an photo- 
chemisch erzeugten Radikalen bei tiefer Temperatur ge- 
messen1a.45, '"I. Kurzlich hat man nun die Ternperaturab- 
hangigkeit der Ringoffnungsgeschwindigkeit im Bereich 
von 30-89 "C gepriift, und zwar an Cyclopropylmethyl-Ra- 
dikalen, die durch thermische Zersetzung von Diazover- 
bindungen erhalten worden waren. Dabei ergab sich, daD 
sich die Aktivierungspararneter signifikant von denen im 
Bereich von - 120 bis - 145 "C unter~cheiden~"~] .  

2.5. Cyclopropylalkyl-Anionen 
und vemandte Verbindungen 

Obwohl die n-Bindungseigenschaften von Cyclopropan- 
Einheiten nahelegen, daB sie benachbarte Carbanionen 
stabilisieren konnten, haben Experimente gezeigt, da13 Cy- 
clopropane sehr schlechte Acceptoren sind. Die Geschwin- 
digkeit des Wasserstoff/Deuterium-Austausches in benzyl- 
substituierten Cyclopropanen weist auf eine sehr geringe 
Stabilisierung des Anions durch die Cyclopropylgruppe 
hinf5"]; dies ist in Einklang rnit Untersuchungen von Gas- 
pha~enaciditaten~'']. Dessen ungeachtet werden Cyclopro- 
pyl-Anionen vielfaltig in der praparativen Chemie verwen- 
det''*I. Interessanterweise stellte man fest, dalj sich der 
Ring des Cyclopropoxid-Ions langsam offnet[591 und daB 
die Reaktionsgeschwindigkeit wesentlich zunimmt, wenn 
das resultierende Carbanion delokalisiert ist. Es bleibt also 
festzuhalten, daB Cyclopropylmethyl-Anionen, -Kationen 
und -Radikale samtlich eine Ringoffnung eingehen kon- 
nen, wobei das Radikal deutlich am schnellsten ist. 

3. Enzymchemie von Cyclopropan und 
nichtaktivierten Alkylcyclopropanen 

Die rneisten in der Enzymchemie verwendeten Cyclo- 
propan-Derivate enthalten potentiell reaktive Substituen- 
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ten. Mit einigen einfachen Alkylcyclopropanen wurde die 
Reaktivitat oxidierender Enzyme charakterisiert. I>as erste 
Beispiel derartiger Untersuchungen mit einem gereinigten 
Enzympraparat stammt von Golding, Dal/on et aLL6"], die 
nachwiesen, dal3 die Monooxygenase aus Melhylococcus 
capsula~us imstande ist, Cyclopropan zu Cyclopropanol 
und Methylcyclopropan zu Cyclopropylmethanol zu oxi- 
dieren. lnteressanterweise war But-3-en- 1-01, ein offenket- 
tiges Oxidationsprodukt eines Cyclopropylmethyl-Radi- 
kals, nicht nachzuweisen. Zusammen mit anderen Beob- 
achtungen legt dieses Ergebnis nach Meinung der Autoren 
nahe, dal3 die Oxidase aus M. capsulatus uber eine metall- 
gebundene Sauerstoffspezies wirkt, die sich in eine C-H- 
Hindung einschieben kann, und dal3 weder Radikale noch 
kationische Zwischenprodukte beteiligt sind. 

Manche einfachen Cyclopropan-Derivate werden von 
Enzymen gespalten. Cyclopropan selbst wird durch Myco- 
baclerium spp. zu Propanal oxidiert[6'1. Haloperoxidase 
reagiert rnit Cyclopropan, als wenn es ein typisches Alken 
ware, und liefert unter Addition 3-Brornpropan0l[~', 621; die 
Orientierung bei lhnlichen Reaktionen mit Alkenen als 
Substrat legt nahe, dal3 in diesem Fall ein kationisches 
Zwischenprodukt durchlaufen wird. Haloperoxidase ist 
ein Ham enthaltendes Enzym, das nach einem anderen 
Mechanismus als Cytochrom P-450 wirken diirfte. Bei Cy- 
tochrom P-450 wurden Anhaltspunkte fur den Reaktions- 
mechanismus durch Modellreaktionen erhalter~["~], bei de- 
nen Cyclopropane als Substrate dienten. Groves et a1.Iw1 

fanden heraus, daB Bicyclo[4.1.0)heptan in Gegenwart von 
lodosylbenzol durch Mangan(ir1)-tetraphenylporphyrinat 
zu einem Produktgemisch oxidiert wird, das zu 32% aus 
Ringoffnungsprodukten (Homoallylalkoholen oder -halo- 
geniden) besteht. Beim grol3eren Teil der Produkte (42%) 
bleibt der Cyclopropanring erhalten. Diese Ergebnisse 
sind rnit einem Radikalmechanismus in Einklang, der als 
,,SauerstoffriickpraIl-Mechanismus" bekannt geworden ist 
und als Grundlage fur rnechanistische Diskussionen uber 
Cytochrom P-450 und verwandte Enzyme diente 
(Ahb. 4)1631. Der Anteil an offenkettigen Produkten bei ei- 

RH I?" 
0 OH 

\ /  
ROH 

-= - 
A b s t r a k t i o n  Ruckpra l l  

Ahb. 4. t iydruxyl ie rung  vun  Alhanen J u r c h  C y t u c h r o n i  P.45tI und verwandte 
Enzyme - der ..SauerstoffrilckprdIl-Mechanismus". 

ner Reaktion, die rnit einem Alkylcyclopropan als mecha- 
nistischer Sonde untersucht wird, hangt selbstverstandlich 
von den relativen Geschwindigkeiten der Ringoffnung und 
des Radikalabfangs ab. Im eben besprochenen sind 
die beiden Geschwindigkeiten vergleichbar. 

Obwohl sich das Ergebnis vieler Enzymversuche rnit 
dem ..SauerstoffruckpraIl-Mechanismus" erklaren lie8 
(siehe Abschnitt 5). besonders im Hinblick auf intermediar 
entstehende Radikale, liefern nichtaktivierte Cyclopropane 
als Substrate keinen Beweis fur das intermediare Auftreten 
von Radikalen, wie man es nach Modellreaktionen erwar- 
ten konnte. Rei Untersuchungen uber den Steroidmetabo- 
lismus1"5' oxidierten wir 5a,6a-Methanocholest-3fl-ol 26 

mit einem gereinigten Cholesterin-7a-Hydroxylase-Pripa- 
rat. Dieses cyclopropananellierte Steroid 26 erwies sich in 

21  2 9  

bezug auf Cholesterin als kompetitives Substrat und wurde 
ohne Anzeichen einer Ringoffnung zurn 7-Hydroxy-Deri- 
vat 27 oxidiert. Wir haben nachgewiesen, dal3 die Ringoff- 
nung eines 7-Radikals aus chemischer Sicht nicht gehin- 
dert ist, indem wir das 7-0xo-5a,6a-methanosteroid 28 
nach Dauhen et al.[521 mit Lithium in EtherAlussigern Am- 
moniak reduzierten; dabei entstand unter Ringoffnung das 
Diol 29. Es ist unwahrscheinlich, dal3 Cholesterin-7a-H~- 
droxylase, ansonsten ein typisches Cytochrom-P-450-En- 
zym, hier nach einem vollig anderen Oxidationsmechanis- 
mus als verwandte Enzyme agiert. Das Enzym ist aller- 
dings im Hinblick auf das Substrat besonders selektiv: so- 
gar der Verlust einer Methylgruppe in der Seitenkette ver- 
mindert die Aktivitat bei der Oxidation betrachtlich[""'. So- 
fern das Enzym das Substrat fest binden kann, lalh sich 
dennoch ein Radikalmechanismus mit den Beobachtungen 
in Einklang bringen, falls der Sauerstoffruckprallschritt 
schneller als der Ringoffnungsschritt ist, wenn auch ein al- 
ternativer Mechanismus anhand dieses Versuchs nicht aus- 
geschlossen werden kann. Es wurde ferner gezeigt, dal3 das 
Cytochrom P-450, das die Seitenkettenspaltung von ('hole- 
sterin im Verlauf der Steroidhormon-Biosynthese bewirkt, 
ein Analogon mit Cyclopropanring ebenfalls ohne dessen 
Spaltung ~ x i d i e r t " ~ ~ .  Vor kurzem rundeten Urriz de Montel- 
lano et al. diese Untersuchungen ab, indem sie nachwie- 
sen, daB das gespannte Bicyclo[2. l.O]pentan bei der Oxida- 
tion mit Cytochrom P-450 teilweise, Methylcyclopropan 
dagegen nicht geoffnet wird[681. Diese Ergebnisse besagen, 
daB die Geschwindigkeitskonstante fur die Rekombination 
des Radikalpaars irn Ruckprallmechanismus mehr als 
lo9 s - '  betragt. 

4. Enzymhemmung durch Cyclopropylaminosauren 
und Cyclopropanon-Derivate 

Zwei der ersten beschriebenen Enzym-Inhibitoren mit 
Cyclopropan-Einheiten (Abb. 5) waren toxische Arnino- 
saure-Derivate: Coprin und Hypoglycin A 31 ['"l. 
Coprin ist ein Addukt von Cyclopropanon und Glutarnin. 
Bei Hypoglycin IaRt sich nicht unmittelbar erkennen, wel- 
che biologische Wirkung es hat. A b e l e ~ [ ~ ' " I  hielt es fur rnog- 
lich, dal3 sich durch Desaminierung und Decarboxylierung 
ein vinyloges Cyclopropanon-System als Thiolester 32 bil- 
det; diese Verbindung wird als Substrat einer allgemeinen 
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Abb i Enrymhemmung durch Cyclopropylaminosauren. t.nr.Nu* bedeutet 
nuclr )phile Gruppe eines Enzyms. 

Acy -<:oA-abhangigen Dehydrogenase angesehen, die 
durc h nucleophile Addition desaktiviert wird. Im Gegen- 
satz dazu vertritt G h i ~ l a ' ~ ' ~ ~ ' ~  die Meinung, da0  Desaminie- 
rung und Decarboxylierung zu 33, einem gesattigten Ana- 
logon von 32, fiihren; das bereitwillig gebildete Carbanion 
diestr Verbindung addiert sich dann an den Flavin-Cofak- 
tor, analog zu Alkinen, die die Lactat-Oxidase hemmed7']. 
Uber die Hemmung der Glutaryl-Co A-Dehydrogenase 
durch Methylencyclopropanessigsaure und deren Coen- 
zym-A-Ester wurde zwar berichtetl7'], doch ist der genaue 
Mechanismus fur keinen der beiden Falle nachgewiesen 
worden. Coprin, ein Inhaltsstoff des Faltentintlings (Copri- 
nus aframenfarius), gab den AnstoR zur Entwicklung eini- 
ger Enzym-Inhibitoren. Kiirzlich wurde Methylencyclo- 
propancarbonsaure-CoA-ester synthetisiert ; er erwies sich 
als Inhibitor einer allgemeinen Acyl-CoA-Dehydrogenase 
aus S ~ h w e i n e n i e r e n ~ ' ~ ~ ~ .  Coprin ist ein Proinhibitor fur die 
Aldehyd-Dehydr~genase[~~~,  und seine Fahigkeit, das En- 
zym aus der Leber zu hemmen, legte seine Verwendung zur 
Behandlung des Alkoholismus nahe. Wegen ihrer Toxizitat 
konnen jedoch weder Coprin 30 noch einfache syntheti- 
scht: Analoga wie klinisch genutzt werden. Bei Un- 
tersdchungen uber die Ethylenbiosynthese schlossen Pir- 
run!! et aI.l7], daB die cyclopropylsubstituierte I-Aminocy- 
clopropancarbonsaure 35 durch die Ringoffnungsreaktion 
zu 36 ein Inhibitor des Enzyms sein sollte. In Mungoboh- 
nen-Hypocotylsegmenten lien sich eine zeitabhangige 
Heinmung der Ethylensynthese nachweisen, und es wurde 
Substratschutz beobachtet. Das Ricyclopropan-Derivat 35, 
ein ungewohnliches Beispiel eines Inhibitors pflanzlicher 
Enzyme, unterstreicht die Redeutung der Ringoffnung von 
Cyc lopropylaminium-Radikalkationen in der Ethylenbio- 
synthese. 

Viele Arbeitsgruppen gingen der Moglichkeit nach, Cy- 
clopropanone umfassender einzusetzen. Zuerst wiesen 
Abeles et al. nach, dal3 Cyclopropanonhydrat, wahrschein- 
lich durch Ersatz einer Hydroxy- durch eine Mercapto- 
gruppe, ein Inhibitor der Hefe-Aldehyd-Dehydrogenase 
istI7']. Ungefahr zur gleichen Zeit veroffentlichten Singer et 
al.1761 und Silverman et al.[771 unabhangig voneinander Un- 
tersuchungen iiber die Hemmung mitochondrialer Mono- 
amin-Oxidasen (Flavoenzyme) durch Cyclopropylamine. 
Reide Gruppen interpretierten ihre Ergebnisse zunachst 
von der Cyclopropanonchemie her. 
trans-2-Phenylcyclopropylamin (Tranylcypromin) 37 

war der erste Enzym-Inhibitor mit Cyclopropylgruppe, der 
untersucht wurde, und der erste, der nachweislich einer 
zeitabhlngigen Kinetik f ~ l g t ~ ~ ' ] .  Singer fand spater, daR die 
Hemmung ohne irreversible Anderung des Flavinchro- 
mophors ~tattfindetl'~]. Er nahm daher an, daR die Addi- 
tion einer enzymatischen Thiolgruppe an das intermediare 
Cyclopropyliminium-Ion 38 als primares Oxidationspro- 
dukt wiederum zu einer Hemmung fuhrt (Abb. 6); diese 

Ph P h  Ph 
37 38 

Abb. 6. Hemmung von Monoamin-Oxidase durch Cyclopropylamine via Cy- 
clopropanon- Aquivalente: vorgeschlagene Mechanismen. 

Hypothese wurde durch den Refund gestiitzt, daB 2-Phe- 
nylcyclopropanon den gleichen Hemmeffekt aufweist. Sil- 
uerman et al.1771 untersuchte N-Alkylcyclopropylamine wie 
N-Benzylcyclopropylamin 39, die ebenfalls inhibierend 
wirken. Er beobachtete jedoch, da13 der Flavinchromophor 
wahrend der Hemmung verandert wurde und postulierte, 
dalj sich N-5 des Flavins ebenfalls als Nucleophil an das 
Analogon von 38 addieren konnte (Abb. 6). Die Beteili- 
gung von Elektronentransferreaktionen und multiplen Re- 
aktionsschritten wurde etwas spater zur Diskussion ge- 
~ t e l l t [ ~ ~ '  (siehe Abschnitt 5 ) .  

Der kleine Cyclopropanring bietet die attraktive Mog- 
lichkeit, ihn in viele Enzymsubstratg einzubauen, um sie in 
Inhibitoren umzuwandeln (vgl. Abschnitt 1). Abeles et al. 
zeigten, daR diese Strategie bei der Hydroxymethylgluta- 
ryl-CoA-Reduktase erfolgreich ist[801. Sie synthetisierten 
zwei Diastereomere der Cyclomevalonsaure 40 und wie- 

Me. ,OH 

sen ihre Hemmfunktion nach. Es sei noch angemerkt, dal3 
die Addition von Nucleophilen an Carbonylgruppen bei 
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elektrophilen Aldehyden'xll sowie Trifluormethylketonen 
und Peptiden erfolgreich warix2. '381. 

Auch bei biologisch aktiven Cyclopropylaminosauren 
sind Fortschritte zu verzeichnen. Wahrend GABA-Trans- 
aminase durch Aminofluorpentensaure irreversibel ge- 
hemmt wird, fungiert die Aminosaure 41 als nicht-kompe- 
titiver Inhibitor. Moglicherweise verhindert die raumliche 
Struktur von 41 eine gunstige Bindung am aktiven Zen- 
trum""'. 

41 42 

Eine neue Reihe potentieller Antidepressiva vom Typ 
42 besteht ebenfalls aus CyclopropyIaminos~~ren[~~~~. 
Diese Verbindungen scheinen interessanterweise ein ande- 
res pharmakologisches Profil als die tricyclischen Antide- 
pressiva und als Tranylcypromin 37 zu haben; sie konnen 
als Analoga von GABA (y-Aminobutterslure) angesehen 
werden. 

5. Enzymhemmung durch 
heteroatomsubstituierte Cyclopropane 
und ihre offenkettigen Derivate 

5.1. Hamoproteine und Monoamin-Oxidasen 

Bei den ersten Experimenten mit Cyclopropylaminen ist 
anscheinend die Moglichkeit ubersehen worden, daB Radi- 
kalreaktionen eine Hemmung durch Ringoffnung bewir- 
ken konnten, bevor die Radikale abgefangen werden. Die 
ersten Anzeichen fur einen derartigen Mechanismus erga- 
ben sich bei Untersuchungen uber die Hemmung von Cy- 
tochrom P-450 durch Cyclopropylamine. Hanzlik et al.[s31 
wiesen nach, dalJ Cytochrom P-450 aus Rattenlebermikro- 
somen durch N-Benzylcyclopropylamin 39 irreversibel ge- 
hemmt wird. Dieses Ergebnis konnte durch den Additions- 
mechanismus erklart werden (siehe Abschnitt 4); als sich 
jedoch herausstellte, daB N-Benzyl-I-methylcyclopropyl- 
amin 43 ebenfalls ein irreversibler Inhibitor ist, drangte 

46  

Abb. 7. Radikalbildung bei der Hemrnung von Monoamin-Onidase durch N-  
Benzyl-1 -rnethylcycloFropylarnin 43. 

sich der Gedanke an einen alternativen Mechanismus auf, 
weil dieser Inhibitor naturgemali kein Cyclopropanon- 
aquivalent bilden kann. Man zog ein Radikalkation 44 in 

Betracht und postulierte zwei Reaktionsmoglichkeiten 
(Abb. 7), und zwar erstens die Ringoffnung eines Cyclo- 
propylalkylradikal-Aquivalents zu 45 und zweitens die 
Ringerweiterung zu einem Azetidinium-Rddikalkation 46. 
Fur beide Reaktionstypen gibt es chemische Anal~gal '~ .  841; 

der Reaktion uber 46 wurde aber wegen der beobachteten 
engen Bindung markierter Inhibitoren an das Mikroso- 
menprotein der Vorzug gegeben. 

Zur gleichen Zeit beschrieben MacDonald, Guenyerich 
et al.I*'] eine weitere Alternative, bei der ein offenkettiges 
Radikal wie 45 den Porphyrinring des Cytochroms an- 
greift und so das Enzym desaktiviert. Sowohl N-Benzyl- 
cyclopropylamin 39 als auch sein I-Methylanalogon 43 
wurden untersucht. Dabei ergab sich, daB sowohl Benz- 
phetamin- als auch Aminopyrin-N-Desethylase-Aktivitl- 
ten durch diese Verbindungen gehemmt wurden, wenn 
auch durch Dialyse ein Teil der Aktivitat wiedergewonnen 
werden konnte. 

Diese Ergebnisse sind naturlich fur den Mechanismus 
der Hemmung von Mon~amin-Oxidasel'~] von Bedeutung, 
und Silverman et al. setzten die Untersuchungen fort. Wen- 
det man den Radikalmechanismus auf 2-Phenylcyclopro- 
pylamin 37 als Inhibitor an, so muRte die Ringoffnung zu 
einem Benzylradikal 47 fuhren (Abb. 8). Durch lsolierung 

37 47 
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Abb. 8. Hernmung von Monoarnin-Oxidase durch 2-Phenylcycloprop?larnin 
37 : vorgeschlagener Mechanismus. Nachgewiesen wurde Zirntaldehyd 48. 

derivatisierter Hydrolyseprodukte des gehemmten Enzyms 
wurde gezeigt, dal3 Monoamin-Oxidase nicht durch ein 
Cyclopropanon-Aquivalent gehemmt wird, sondern durch 
ein Zimtaldehyd-Aquivalent 49[8611. Interessanterweise 
wurde ein Radikalmechanismus fur Monoamin-Oxidase 
zusatzlich durch Versuche mit I-Amino-I-phenylcyclobu- 
tan gestutzt["7! 

Um festzustellen, welche Fragmente der inhibierenden 
Cyclopropyl-Derivate an die Monoamin-Oxidase gebun- 
den werden, untersuchten Silverman et al. markierte N- 
Benzyl-I-methylcyclopropylamine (vgl. 43) und fanden, 
daB nur die Methyl- und Cyclopropylkohlenstoffatome ge- 
bunden bliebenisR1. Diese Ergebnisse wurden aus mechani- 
stischer Sicht so interpretiert, daB ein Flavin-Radikal mit 
dem offenkettigen Radikal vom Typ 45 k ~ p p e l t ' ~ ~ ] :  die 
Hydrolyse wurde Benzylamin freisetzen und den Inhibitor 
als 3-Oxobutylsubstituenten an das Flavin gebunden zu- 
rucklassen. Ahnlich wurde das Verhalten von 1-Phenylcy- 
clopropylamin durch die Beobachtung von Phenylketonen 
und lminiumsalzen als Produkten erklart[891. Die Bedeu- 
tung der Cyclopropan-Einheit in dieser Reaktion wurde 
dadurch untermauert, daB Dimethylbenzylamin das En- 
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zym nicht desaktiviert. Den neuesten Beitrag zum 
Verstandnis dieser Reaktionen lieferte die Identifizierung 
eines Cysteinrestes, der wahrend der Hemmung der mito- 
chondrialen Monoamin-Oxidase ein Zwischenprodukt mit 
I-Phenylcyclopropylamin bildet[”! 

Als man die Hemmung der Monoamin-Oxidase erstmals 
auf Elektronentransferreaktionen zuriickfuhrte, war man 
noch davon iiberzeugt, daR verwandte Cyclopropanole an- 
ders reagieren wiirden, da  sich ein Elektron vom Sauer- 
stofl‘ nicht so leicht wie vom Stickstoff entfernen IaRt[n311. 
Anscheinend sind solche Reaktionen aber moglich, wenn 
das Enzym ein geniigend starkes Oxidationspotential hat. 
Beispielsweise fanden Wiseman et al.[”I, daB Meerrettich- 

Abh. Y. Hemmung von Meerreltich-Peroxidase durch Cyclopropanonhydrat 
50: \orgeschlagener Mechanismus. 

Peroxidase, ein Hamoprotein, durch Cyclopropanonhy- 
drat 50 gehemmt wird. Aus den sichtbaren Spektren des 
gehemmten Enzyms wurde geschlossen, daO der Porphy- 
rinring alkyliert wird (Abb. 9); dies erinnert an die Hem- 
mung von Cytochrom P-450. 

5.2. Methanol oxidierende Enzyme 

Vor einiger Zeit hat ein neu entdecktes Coenzym Aufse- 
hen erregt: Es bewirkt die Oxidation von Methanol1921. 
Dieser Cofaktor ist ein Pyrrolochinolinchinon (PQQ) 51, 
auch Methoxatin genannt[931. Bei der Isolierung und Struk- 
turbestimmung von PQQ bildete sich auch das Acetonad- 
dukt 52a, das die Ansichten iiber den Oxidationsmecha- ~q~~~~ H#co2H 52a. R =  CH,COCH, 

H02C H02C 52b. I?= CH2CH2CH0 

HO R 
51 

IPOQJ 

nisrnus von Alkoholen durch PQQ-abhangige Enzyme be- 
e i n f l ~ R t e [ ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  Die Wirkungsweise von PQQ ist im Detail 
noch nicht bekannt. Versuche von Duine et al. deuten zu- 
mindest bei einigen Substraten[’” stark auf einen Radikal- 
mechanismus; es gibt aber auch andere Ansichtenl”]. Iso- 

lierte Methanol-Dehydrogenase scheint PQQ in einer Se- 
michinonform zu enthalten, die durch Einelektronenoxi- 
dation in die Chinonform iibergeht, welche katalytisch ak- 
tiv zu sein scheint. Die Aufklarung des Mechanismus der 
Methanoloxidation wird unter anderem dadurch er- 
schwert, dal3 mehrere Enzymtypen vorkommen, einige 
sind monomer, einige dimer. Ein Teil des mechanistischen 
Problems besteht darin, die enzymologischen Beziehungen 
zwischen den Enzymen zu klaren, der andere betrifft den 
chemischen Mechanismus der Oxidation. 

Nach Abeles et al.lUn1 desaktiviert Cyclopropanol in Ge- 
genwart von Phenazin-methylsulfat das Enzym von M. me- 
thanica ohne mel3bare primare Deuterium- oder Tritium- 
is~topeneffekte~’~~].  Ein basenlabiles Addukt aus PQQ und 
dem Inhibitor wurde isoliert und als Aldehyd 52b erkannt. 
Man hatte jedoch keine Vorstellung, wie 52b entstanden 
sein konnte, auljer uber die radikalische Semichinonform 
des Cofaktors. Duine et al. fanden ferner, daR Cyclopropa- 
no1 ein Inhibitor der dimeren Methanol-Dehydrogenase 
und eines monomeren Enzyms aus Pseudomonas BB11y7a1 
ist, daR aber Cyclopropylmethanol, Cyclobutanol und Cy- 
clohexanol samtlich Substrate des Enzyms sind. In seinen 
Versuchen wurden Enzyme, die PQQ in der Semichinon- 
form enthielten, nicht desaktiviert. Ferner wurde festge- 
stellt, daR PQQ-abhangige Dehydrogenasen. die sekundare 
Alkohole oxidieren konnen (das Pseudomonas-Enzym), 
durch Cyclopropanonhydrat 50 und Cyclopropanon- 
ethylacetal gehemmt werden. Die mit Cyclopropanol und 
die mit Cyclopropanon-Derivaten modifizierten PQQs er- 
wiesen sich als verschieden. Daraus ist zu schlieRen, daR 
Cyclopropanol bei der Reaktion nicht zu Cyclopropanon 
oxidiert wird. Das Addukt ist inzwischen als 52b charakte- 
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Abb. 10. Hemmung der I’QQ-ahhangigen Methanol-L)ehydrogcndse d u b  

Pseudomonas durch Cyclopropanol: vorgcschlagener Mechanismus. 

risiert ~ o r d e n ~ ” ~ ] ;  unter Beriicksichtigung dieses Ergebnis- 
ses wurde die Enzymhemmung (Abb. 10) durch eine Ein- 
elektronenoxidation des Alkohols erklart, die ein PQQ-Ra- 
dikalanion und ein Cyclopropyloxonium-Radikal liefert. 
Rasche Ringoffnung des Oxonium-Radikals und Rekom- 
bination mit dem PQQ-Radikal fiihren dann zu einem Mo- 
lekiil mit der von Abeles postulierten Struktur 52b. 

Man kennt noch eine weitere Art methanoloxidierender 
Enzyme, nlmlich eine Flavoprotein-Oxidase, die ebenfalls 
von Abeles et al. mit Cyclopropanol als Sonde untersucht 
wurdelYsl. Nach allgemeiner Annahme wird das Enzym von 
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Cyclopropanol durch Bildung eines N-5-Flavinadduktes 
gehemmt. Dabei zog man zwei mogliche Mechanisrnen in 
Betracht: einen, bei dem sich ein Cyclopropoxy-Radikal 
vor der Kekombination mit dem Flavin offnet, und einen 
anderen, bei dem das Cyclopropoxid-Ion den Ring offnet, 
bevor es sich an das oxidierte Flavin addiert. Angesichts 
der in Abschnitt 2.5 erwahnten sehr niedrigen Geschwin- 
digkeit der letztgenannten RingoffnungI5'] favorisierte Ahe- 
les den Kadikalmechanismus. Er fand auch, daB Cyclopro- 
pylmethanol ein Substrat des Enzyms ist und nicht als In- 
hibitor wirkt. Dieses Ergebnis ist mit einem Radikalmecha- 
nismus in Einklang, in welchem Elektronentransfer vorn 
Sauerstoff stattfindet ; im Oxidationsprodukt befindet sich 
eine Methylengruppe zwischen dem Cyclopropanring und 
dem Sauerstoff-Radikal, so dal3 keine rasche Ringoffnung 
zu erwarten ist. Im Gegensatz dazu ist ein Mechanismus 
denkbar, der eine Wdsserstoffabstraktion aus der Methy- 
lengruppe einschlie8t. 1)abei konnte ein offenkettiges Pro- 
dukt entstehen, falls das gebildete Radikal genugend lang- 
lebig ist. Mit diesen Argumenten kornmentierte Aheles un- 
sere Ergebnisse an nicotinamidabhangigen Dehydrogena- 
sen, die im nachsten Abschnitt gesprochen werden. Mit 
Recht erinnert er an die schon Ianger bekannte Uberle- 
gung, daB die fehlende Ringoffnung eines Cyclopropylal- 
kyl-Radikals kein schliissiger Beweis fur radikalische Zwi- 
schenprodukte ist. Tatsachlich wird diese Uberlegung 
durch Erfahrungen mit Cytochrom P-450 bestatigtIb5. 67, 6x1.  

Wir haben trotzdem einige Anstrengungen unternommen, 
um den Gultigkeitsbereich von Riickschlussen auf radika- 
lische Zwischenprodukte bei nicotinamidabhangigen Al- 
kohol-Dehydrogenasen f e ~ t z u l e g e n ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ;  unsere Argu- 
mente werden im folgenden besprochen. 

6. Enzymchemie von Cyclopropylmethanol und 
seinen Derivaten 

Wir haben die Enzymchemie von Cyclopropylmethanol 
und seinen alkylierten und oxidierten Derivaten unter- 
sucht. Diese Verbindungen dienten dabei als Enzym-Inhi- 
bitoren sowie als mechanistische Sonden fur radikalische 
Zwischenprodukte in enzymkatalysierten Reaktionen un- 
ter Beteiligung von NADQ/NADH. Reide Funktionen lie- 
f3en sich getrennt untersuchen; auf beide wird hier naher 
eingegangen. 

6.1. Mechanismus des Wasserstofftransfers durch 
Nicotinamid-Coenzyme 

197 I wies mit Nachdruck auf die Moglich- 
keit hin, dal3 Wasserstofftransferreaktionen von Nicotin- 
amid-Coenzymen uber rddikalische Zwischenprodukte ver- 
laufen konnten ; diese Anregung stimulierte zahlreiche Ar- 
beiten, hauptskhlich unter Verwendung von Modellver- 
bindungenlYvh'. Wir hielten es jedoch fur wichtig, die best- 
rnoglichen Informationen iiber die Reaktion am aktiven 
Zentrum eines Enzyms zu erhalten. Die rasche Ringoff- 
nung von Cyclopropylalkyl-Radikalen ermoglichte es uns, 
dieser Herausforderung zu begegnen. Da die Geschwin- 
digkeitskonstanten fur den Wasserstofftransfer durch Pfer- 
deleber-Alkohol-Ilehydrogenase zwischen 30 und 100 s 
liegenl'n"', mu13te ein wahrend der Redoxreaktion gebilde- 

tes radikalisches Zwischenprodukt geniigend Zeit haben, 
um den Ring zu bffnen; sornit miinten sich Radikale durch 
die Reaktionsprodukte zu erkennen geben. In unserem er- 
sten Versuch verwendeten wir Pferdeleber-Alkohol-Dehy- 
drogenase mit Bicyclo[4.1 .O]heptan-rl-rnethanol 53 und 
dem entsprechenden Aldehydl'"'l. Unter praparativen Be- 
dingungen isolierten wir (unter Ruckgewinnung von 
NAD@ oder NADH) Produkte und Edukte mit intakten 
Cyclopropanringen. Diese Versuche lieferten also keinen 
Hinweis auf radikalische Zwischenprodukte. 

Wir erweiterten danach die Untersuchung auf Lactat- 
Dehydrogenase unter Verwendung von Cyclopropangly- 
colsaure und Cyclopropanglyoxalsaure. Wie bei der Alko- 
hol-Dehydrogenase wurden auch hier weder bei den Oxi- 
dations- noch bei den Reduktionsreaktionen offenkettige 
Produkte nachgewiesen. Um diese Befunde rnit denen aus 
Modellstudien zu korrelieren, bei denen radikalische Zwi- 
schenstufen postuliert worden warenl'ozl, untersuchten wir 
die Reduktion von Cyclopropanglyoxalsaurernethglester 
mit N-Benzyl-l,4-dihydronicotinamid in Gegenwart von 
Mg'@-Ionen. Einmal mehr beobachteten wir keine Ring- 
o f f n ~ n g ~ " ~ ~ .  In einer parallelen Studie fanden Pandir et 
al.11"41, da13 N-Cyclopropylmethylen-phenylarnin vorn 
Hantzsch-Ester (1,4-Dihydro-2,6-dirnethylpyridin-3,5-di- 
carbonsauredirnethylester) ohne Ringoffnung reduziert 
werden. Keine dieser Untersuchungen liefert einen Hin- 
weis auf radikalische Zwischenprodukte; es mu13 jedoch 
sichergestellt werden, da13 die einleitend erwahnten stren- 
gen Bedingungen fur die Anwendbarkeit des Cyclopropyl- 
alkyl-Radikals als rnechanistische Sonde erfiillt worden 
sind. 

Als einfachstes mu13 ge7eigt werden, dal3 potentielle Ra- 
dikalbildner am Ort der Redoxreaktion zu offenkettigen 
Produkten umgesetzt werden konnen. Dies wurde fur Cy- 
clopropanglyoxylsaureester1'"31 sowie die obengenannte 
Schiff-Base'"'41 durch Behandlung mit Zinnhydridreagen- 
tien und einem Initiator nachgewiesen. Die wichtigste Fol- 
gerung aus diesen einfdchen Versuchen besteht darin, dal3 
in den herkommlichen Modellreaktionen hochstwahr- 
scheinlich keine radikalischen Zwischenprodukte auftre- 
ten, da es keine konformationellen Einschrankungen gibt, 
die eine Ringoffnung der Sondenmolekule verhindern 
konnten. Ahnliche Ergebnisse erhielt man in Ubereinstim- 
mung rnit einer alteren Arbeit"n51 rnit den bicyclischen 
Substraten (vgl. 53)I'"'l. Um die enzymkatalysierten Reak- 
tionen auszuwerten, benotigte man daher prazisere Infor- 
mationen iiber Substituenteneffekte auf die Ringoffnungs- 
geschwindigkeit von Cyclopropylalkyl-Radikalen (vgl. Ta- 
belle 1 in Abschnitt 2.4). So verringerte ein Alkoxysubstitu- 
ent die Ringoffnungsgeschwindigkeit nur urn einen Faktor 
10, weshalb die mechanistische Sonde fur Alkohol-Dehy- 
drogenase diesen Test b e ~ t a n d l ~ ~ ,  ''. '"I1. Im Gegensatz dazu 
war die Ringoffnungsgeschwindigkeit von Cyclopropylal- 
kyl-Radikalen, die mit je einer Donor- und einer Acceptor- 
gruppe substituiert waren, ESR-spektroskopisch unter uns 
zuganglichen Bedingungen nicht meljbar. In diesem Fall 
ist deshalb die unterbliebene Ringoffnung in Lactat-Dehy- 
drogenase-katalysierten Reaktionen nicht aussagekrlftig. 
Die Modellreaktionen zeigen dessen ungeachtet, dal3 das 
System im wesentlichen chemischen Charakter hat['o31. 

In diese Versuchsreihe wurden di- und tetraalkylierte 
Cyclopropylmethanole einbezogen (Tabelle 2). Die Ring- 
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Tabel e 2. Kinetische Parameter fur die Wechselwirkung von Cyclopropyl- 
methanol und seinen Derivaten mi1 Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase. 
K , ,  = Michaeliskonstante fur das Verhalten des Suhstrats: k,,,  =Geschwin- 
digkeitakonstante fur die Oxidation: k,, =Geschwindigkeitskonstante fur die 
Hemniung. 
-__ .. - 

K ,  k,,, k . .  k,,. 
[ M x  10'1 [ s - ' ]  [s ' x  10'1 

1.92 1.70 13.5 126 

6.38 4.72 5.13 920 

55 P O H  6.89 4.24 4.33 980 

56 pn 6.3 5 .64  1.33 4 240 

57 $2 15.9 19.2 0.4 48000 

offnungsgeschwindigkeit der aus Silylethern dieser Verbin- 
dungen erhaltenen Radikale war xu hoch, um rnit der an- 
gew'mdeten ESR-Technik gemessen zu ~ e r d e n ' ~ ~ ] .  Dieser 
Bel'iind bot eine ausgezeichnete Gelegenheit, die aus den 
er5tt.n Experimenten gezogenen Schlusse durch Reaktio- 
nen mit Alkohol-Dehydrogenase in praparativem MaOstab 
zu bekraftigen. Die methylsubstituierten Sonden sind nicht 
nur bezuglich der Ringoffnung der entsprechenden Radi- 
kale reaktiver, sondern durch die Alkylsubstitution ist ihre 
Effektivitat als Enzym-Inhibitor auch stark beeintrachtigt, 
well ein nucleophilerAngriff auf den Cyclopropanring ge- 
hincert ist (siehe unten); Untersuchungen mit diesen Son- 
den konzentrieren sich daher auf den Wasserstofftransfer- 
schritt. Wie zuvor waren keine offenkettigen Produkte 
nac l~weisbar '~~~.  Es blieb weiter zu iiberpriifen, ob das En- 
zym die Ringoffnung nicht verhindert, indem es z.B. 
die Hildung einer offnungsfiihigen Konformation des in- 
terrnediaren Radikals unterdriicktI5*. 531 oder indem es 
das Radikal zwingt, die Ringform beizubehalten. Der Ein- 
fluB dieses Faktors wird durch die Gleichgewichtslage 
des Nortricyclyl-Radikals 22 betontl5'], die seine Verwen- 
dung als Sonde fur radikalische Zwischenprodukte aus- 

Die Bedeutung aller dieser Faktoren fur Alkohol-Dehy- 
drogenase wurde durch Computergraphik abgeschaitzt['"''. 
Unt x Verwendung eines Modells des aktiven Zentrums 
von Alkohol-Dehydrogenase, das nach der rontgenkristal- 
lographischen Untersuchung des 4-Brombenzylalkohol- 
Kornplexes konstruiert worden ~ a & ' ~ ) ' ~ ,  konnten wir nach- 
weLen, daR fur Tetramethylcyclopropanmethanol 57 die 
fur die Ringoffnung erforderliche Konformation zuglng- 
lich war (Abb. 1 1 )  und daO keine entscheidenen Einwande 
gegm die Ringoffnung bestanden. Diese Ergebnisse defi- 
nieren somit die Grenzen, innerhalb derer die fehlende 
Ringoffnung von Cyclopropylalkyl-Substraten interpre- 
tierl werden kann. Fur Alkohol-Dehydrogenase sind alle 
Kriterien fur die Anwendung von Cyclopropylsonden er- 
fullr  worden. Obwohl es Argumente fur das Auftreten un- 
beslhdiger Zwischenprodukte bei der Oxidation von 
Alkoholen durch Alkohol-Dehydrogenase und NADm 
gab '"'I, existiert kein Beweis fur radikalische Zwischenstu- 

h I ie Rtl"& 1 (W 

' (OH 

'A 
Abb. I I. Aktives Zentrum der P f e r d e l e b e r - A l h o h o l - l ~ ~ h ~ ~ r ~ ~ e n ~ s e  mit Te- 
tramethylcyclopropylmethmol 57 in der fur Wasserstofftransfer und Ring- 
offnung erforderlichen Konformation (nach Computcrgraphik). [)as Son- 
denmolekul ist fett gezeichnet. 

fen bei Reaktionen einfacher Alkylaldehyde und Ketone 
mit NAD'/NADH und Alkohol-Dehydrogenase. Aus an- 
deren Untersuchungen wurde geschlossen, daR Einelektro- 
nentransfer-Mechanismen generell nur fur Dihydropyri- 
dine zu erwarten sind, die mit ,.obligaten" Einelektronen- 
oxidationsmitteln wie Eisen( 1 1 1 )  und dessen Komplexen 
umgesetzt werden" '"I. 

6.2. Enzymhemmung durch 
Alky lcyclopropylmethanol-Derivate 

Als wir unsere Arbeit iiber die Hemmung von Dehydro- 
genasen begannen, war die Aktivierung latenter Inhibito- 
ren durch Oxidation noch nicht bekannt. WirI"'l und an- 
derelilZ1 zeigten, daR ungeslttigte Alkohole wie But-3-in- 
1-01 und 3-Ethylthioprop-2-en-1-01 Pferdeleber-Alkohol- 
Dehydrogenase zeitabhangig hemmen. Im letztgenannten 
Fall'"'' erwies sich die Hemmung jedoch als reversibel; 
Malondialdehyd und Ethanthiol waren als Reaktionspro- 
dukte nachweisbar. Diese Produkte stammen wahrschein- 
lich aus einer umgekehrten Michael-Reaktion, in der das 
gehemmte Enzym reaktiviert wurde; um diese formale Hy- 
drolyse zu verhindern, wurden die Cyclopropane einge- 
fiihrt. In diesem Fall ware eine Aufhebung der Hemmung 
durch RingschluB unwahrscheinlich. Die ersten untersuch- 
ten Verbindungen leiteten sich von Bicyclo[4.1 .O]heptan-7- 
methanol 53 ab, das urspriinglich fur den Nachweis des 
Wasserstofftransfer-Mechanismus verwendet wurde. Alle 
Alkohole in Tabelle 2 erwiesen sich als Inhibitoren. Die 
bicyclischen primaren Alkohole waren am effektivsten und 
verursachten annahernd einmal pro 100 katalytischen Vor- 
gangen eine Hemmung. 

So wie Di- und Tetramethylcyclopropylmethanol 56 
bzw. 57 weiteren Aufschlufl iiber den Mechanismus des 
Wasserstofftransfers lieferten, halfen sie auch bei der KIa- 
rung des Verlaufs der Hemmreaktionen. A priori gibt es 
bei den inhibierenden Cyclopropylmethanol-Derivaten 
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zwei Stellen, die mit Nucleophilen reagieren konnen, und 
zwar das sauerstofftragende Kohlenstoffatom und die ab- 
gewandten Ecken des Cyclopropanrings. Falls die von den 
Alkoholen bewirkte Hemmung durch einen nucleophilen 
Angriff auf den Cyclopropanring erfolgen wiirde, muBte 
eine Substitution durch Methylgruppen an dieser Stelle die 
Hemmgeschwindigkeit herabsetzen. Es zeigte sich, daB Te- 
tramethylcyclopropylmethanol 57, das ebenso viele Koh- 
lenstoffatome wie der Modellinhibitor 53 enthalt, mit ver- 
gleichbarer Affinitat an das Enzym bindeP4]. Es ist jedoch 
ein 380fach schwacherer Inhibitor (Tabelle 2); das Dime- 
thylanalogon 56 ist ebenfalls ein schwacherer Inhibitor als 
53. Beide Versuche deuten stark darauf hin, daB die Me- 
thylgruppen die Hemmung beeintrachtigen und die Ecken 
des Cyclopropanrings das Ziel fur die nucleophilen Grup- 
pen des Enzyms sind. 

Die Daten von Tabelle 2 und die bekannten Affinitaten 
typischer Substrate der Pferdeleber-Alkohol-Dehydroge- 
nase wurden durch Computergraphik ausgewertet. Da- 
durch wird nahegelegt, daB eine nucleophile Gruppe des 
Enzyms an der Hemmung beteiligt sein konnte’r07, 10R1. Die 
Inhibitoren konnen grundsatzlich in zwei Orientierungen 
an das aktive Zentrum binden, aber nur in einer (Abb. 12) 

Cys-17L 

\ Ser-18 HO 

Abb. 12. Mechanismus der Hcmmung der Pferdeleber-Alkohol-Dehydroge- 
nase durch Cyclopropylmethanol-Derivate wie 53 (nach Computergraphik). 
Der Inhibitor ist fert gezeichnet. 

kann der pro-R-Wasserstoff, der normalerweise durch die- 
ses Enzym entfernt wird, auf NAD@ iibertragen und zur 
gleichen Zeit ein Nucleophil so nahe an eine Ecke des Cy- 
clopropanrings gebracht werden, daB es gebunden werden 
kann. Als Nucleophil fungiert die Hydroxygruppe von Ser- 
48. Eine vergleichbare Situation wurde bei Lactat-Dehy- 
drogenase gefunden; in diesem Fall ist wahrscheinlich die 
Hydroxygruppe von Thr-246 das Nucleophil. Beide Ergeb- 
nisse sind mit dem stereochemischen Verlauf der nucleo- 
philen Ringoffnung von Cyclopropanen (siehe Abschnitt 
2) und mit den Voraussagen der Grenzorbitaltheorie in 
Einklang””]. 

6.3. Hemmung chemotherapeutisch bedeutender Enzyme 
durch Cyclopropan-Derivate 

Die Beispiele der Alkohol- und Lactat-Dehydrogenase 
zeigen, daB Cyclopropan-Derivate wirksame Inhibitoren 
an aktiven Zentren sein konnen, die entweder Metall-lo- 
nen als Lewis-Sluren oder protonenubertragende Gruppen 
enthalten. Es war daher naheliegend, das Konzept auf an- 
dere Enzyme auszuweiten, die ahnliche Aktivierungsmog- 
lichkeiten haben, insbesondere Enzyme, die in der Chemo- 
therapie eine Rolle spielen. Ein hochinteressanter Fall ist 
Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), deren Wirkungsweise 
aufgrund von Rontgenkristallographie‘rr3J und NM R-Un- 
tersuchungedrr4] ausfiihrlich diskutiert worden ist. Es 
wurde nachgewiesen, daB hemmend wirkende Diaminopy- 
rimidine durch einen Aspartatrest am aktiven Zentrum 
von DHFR protoniert werden (vgl. 58); dieser Rest ist 
auch in einem bestimmten Stadium der katalytischen Pro- 
tonierung von N-5 des Dihydrofolats beteiligt. Den Erfolg 
mit Lactat-Dehydrogenase vor Augen. fragten wir uns, o b  
eine derartige Protonierung aus einem Analogon von Dia- 
minopyrimidinen oder Dihydrofolat mit Cyclopropan-Ein- 
heit einen reaktiven Inhibitor erzeugen konnte (Abb. 13). 
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Abb. 13. Nach mechanistischen Uberlegungen entwickelre Inhibitoren der 
Dihydrofolat-Reduktase. 

Folglich synthetisierten wir das Pteridin 59 und das Pyri- 
midin 60(”’1. Eine Untersuchung der Hemmeigenschaften 
der beiden Verbindungen ergab, daB das Pyrimidin 60 nur 
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ein kompetitiver Inhibitor ist, wahrend sich das Pteridin 
59 als ein klassischer, zeitabhangiger, irreversibler Inhibi- 
tor erwies. Der Grund fur diesen Unterschied wird durch 
Synthesen und durch Molecular Modelling gesucht. 

Ein weiteres Enzym, das als Prototyp fur chemothera- 
peutische Agentien interessiert, ist Carboxypeptidase A; 
viele wichtige Endopeptidasen wie das Angiotensin kon- 
vertierende Enzym sind mit Carboxypeptidase A ver- 
wandt["'l. Diese Enzyme sind Metalloenzyme mit einem 
Zink-Ion, das im aktiven Zentrum als Lewissaure wirkt. Es 
war daher interessant zu klaren, ob eine Cyclopropylami- 
nosaure auf dieselbe Weise aktiviert werden kann wie ein 
Cyclopropylalkohol in der Alkohol-Dehydrogenase. Wir 
stellren daher eine Reihe von Peptiden und Acylaminosau- 
ren her, die sich von I-Aminocyclopropancarbonsaure ab- 
leiten, und verwendeten auch Cyclopropancarbonyl als 
e infxhe  Acylgruppe. Beide Verbindungstypen wurden als 
Bestandteile von Peptiden genannt, die als Enzym-lnhibi- 
toren wirken["'. 'Ix1; Beweise fur eine zeitabhangige Reak- 
tion wurden jedoch nicht erbracht. Wir stellten fest, da13 
das Phenylalanylpeptid 61 ein maniger Inhibitor fur Carb- 

61 62 

oxypeptidase und auch ein schlechtes Substrat ist. Im Ge- 
gensatz d a m  ist das Prolylanalogon 62 ein zeitabhgngiger 
Inh bitor ohne jede Substrateigenschaft[' "I. Wir haben als 
Erk larung vorgeschlagen, daB die enge Nachbarschaft von 
Pro in- und Cyclopropanring den nucleophilen Angriff auf 
die spaltbare Carbonylgruppe wirksam blockied' ''. ' I9l. 
Eine neuere Arbeit hat gezeigt, da13 die Serinprotease Ela- 
stase von Peptiden rnit Cyclopropan-Einheit gehemmt 
w i d .  

Das letzte Enzym, das wir bisher durch Cyclopropane 
dieses Typs hemmen konnten, ist Dihydroorotat-Dehydro- 
gendse, ein Schliisselenzym bei der Biosynthese von Pyri- 
midinen""'. Nach der eher zufalligen Entdeckung einiger 
Hydantoine mit hemmender Wirkung fur dieses Enzym['2'1 
fanden wir, daR die Spiroverbindung 5,5-Ethylenbarbitur- 
s l u r e  ein zeitabhangiger irreversibler Inhibitor ist. Wir ha- 
ben keine Informationen uber den Mechanismus dieser 
Reaktion. Es sei jedoch angemerkt, daB es sich bei dem 
Eniym urn ein Flavoprotein handelt und da13 der Inhibitor 
reaktiv ist, da er einen Cyclopropanring mit zwei gemina- 
len Carbonylsubstituenten enthalt. Sowohl direkter nu- 
cleophiler Angriff als auch Radikalmechanismen sind 
moglich['221. 

t h e  Fahigkeit von Peptiden und Peptidanaloga mit Cy- 
clopropan-Einheiten, als Peptidase-Inhibitoren zu wirken, 
ist kiirzlich auch bei N-Cyclopropylamiden und den ent- 
sprxhenden sekundaren Alkoholen nachgewiesen wor- 
den: Sie hemmen Carboxypeptidase A. AuDerdem gibt es 
Hinweise, da13 sich Serin- und Cystein-Peptidasen durch 
Peptide rnit Cyclopropan-Einheiten hemmen lassen['3y! 

7. Aryl- und Benzylcyclopropane als Sonden fur 
Reaktionen hydroxylierender Enzyme 

Unser urspriingliches Interesse an Cytochrom P-450 und 
Substraten mit Cyclopropan-Einheiten bestand darin, den 
Mechanismus der aromatischen Hydroxylierung zu unter- 
suchen. Wir stellten jedoch fest, daR die Reaktion am drei- 
gliedrigen Ring und nicht am Arenring stattfand. Als erstes 
Substrat untersuchten wir C y c l ~ p r o p y l b e n z o l ~ ' ~ ~ ~ ;  diese 
Verbindung war im Enzym aus Kaninchenleber kompetitiv 
zu Ethoxycumarin['241. Anders als bei Alkenen, die oft Cy- 
tochrom P-450 hemmen, wurde keine zeitabhangige Hem- 
mung beobachtet, und als Hauptprodukt entstand iiber- 
raschenderweise Benzoesaure. Wir gingen zunachst davon 
aus, daB dieses Produkt aus einer Addition von Radikalen 
stammt, die sich durch Homolyse eines Peroxyzwischen- 
produktes am aktiven Zentrum bilden. Die Moglichkeit ei- 
ner Peroxysaure oder ihres Aquivalents wurde ebenfalls in 
Betracht gezogen["xl; angesichts der kiirzlich durchgefuhr- 
ten Rontgenstrukturanalyse von Cytochrom P-450cam ist 
ein derartiges Zwischenprodukt aber weniger wahrschein- 
l i ~ h [ ' ~ ~ I .  Das wesentliche Merkmal des vorgeschlagenen 
Mechanismus ist jedoch, daR ein Diol am aktiven Zentrum 
gebildet werden muB; ein derartiges Zwischenprodukt 
kann hornolytisch - mit oder ohne Einelektronentransfer - 
oder heterolytisch entstehen. Unter der Annahme, da13 die 
anschlienende oxidative Spaltung zu Benzoesaure ahnlich 
wie die 19-Desmethylierung von Steroiden[I2"' verlauft, 
wurde Acetaldehyd als zweites Produkt anfallen. Diese la- 
bile Verbindung lieD sich nicht nachweisen. Unter Verwen- 
dung von 1,2-Diphenylcyclopropan war es uns jedoch 
moglich, Benzoesaure und Phenylacetaldehyd als Pro- 
dukte der enzymatischen Oxidation zu charakterisieren - 
ein Ergebnis. das den fur die Bildung von Benzoesaure 
vorgeschlagenen Mechanismus stiitzt (Abb. 14). Die Che- 
mie dieser interessanten Oxidation und potentielle biologi- 
sche Anwendungen werden weiter untersucht. 
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Abb. 14. Moglicher Verlauf der oxidativen Spaltung von Diphenylcyclopro- 
pan durch Cytochrom P-450. 'OX reprssentiert ein enzymgebundenes Radi- 
kal. 

Die fehlende Inhibition von Cytochrom P-450 durch 
Arylcyclopropane bedeutet nicht, daR hydroxylierende En- 
zyme nicht durch substituierte Cyclopropane gehemmt 
werden konnen. Fitzpatrick, Villafranca et al.['"I haben 
nachgewiesen, daB Dopamin-p-Hydroxylase, ein kupfer- 
haltiges Enzym, durch Alkene, Alkine und Substratana- 
loga mit Cyclopropan-Einheiten gehemmt wird. Der mut- 
mal3liche Mechanismus ist in Abbildung 15 dargestellt; 
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wiederum wurde die Hemmung auf die Ringoffnung des 
Cyclopropylalkyl-Radikals zuruckgefiihrt. Anders als bei 
der Hemmung der Monoamin-Oxidase durch Kingoff- 
nungsreaktionen waren bei dieser Reaktion keine offenket- 
tigen Nebenprodukte nachweisbar. 

1 
g e h e m m t e s  

E n z y m  

I 

64 I 
1 

Abh. IS. Henimung von Dopamin-P-Hydroxylase durch alkenyl- und cyclo- 
propylsubstituierte Phenole am Heispiel von p-Allyl- 63 brw. p-Cyclopropyl- 
methylphenol 64. 

8. Cyclopropan-Derivate als Sonden fur den 
Mechanismus von Umlagerungen in Gegenwart von 
Coenzym B,Z 

Der Mechanismus, durch den Coenzym B,* eine Gruppe 
molekularer Umlagerungen steuert, interessiert in der Bio- 
organischen Chemie seit mehr als zwanzig Jahren["*]. Bei 
den ersten Untersuchungen bestand ein erhohter Anreiz 
darin, daR es keine ,,chemischen" Beispiele fur 1,2- 
Verschiebungen von Wasserstoff und einem schweren 
Atom gab, wie sie bei diesen Reaktionen auftreten 
(Abb. 16 A). Die Labilitit der Cobalt-Kohlenstoff-Bindung 
des Coenzyms war naturlich auch ein wichtiger Faktor. So 
war z. B. bekannt, daR eine homolytische Spaltung zu ei- 
nern Cobalt(i1)-Komplex und einem organischen Radikal 
moglich war; eine derartige Dissoziation war bei Enzym- 
Substrat-Komplexen beobachtet worden. Die Annahme ei- 
ner radikalischen Wirkungsweise des Coenzyms B12 wurde 
erhirtet, als man fand, daR bei der Reaktion von Hydro- 
xyl-Radikalen rnit Ethylenglycol Acetaldehyd-Kadikale ge- 
bildet werden (Abb. 16 B)['291. Es mufiten also mehrere 
Moglichkeiten fur  die Umlagerung eines einmal gebildeten 
Substratradikals in Betracht gezogen werden. Zwei Mecha- 
nismen schlossen einen Elektronentransfer ein ; die beiden 
hauptsachlich umstrittenen Moglichkeiten waren aber eine 
Radikalumlagerung und ein Mechanismus, bei dem das 
Substratradikal mit Coenzym B I 2  eine Co-C-Bindung 
bildet. Auch x-Komplexe wurden erwogen. Golding et al. 
kamen durch Studien an Modellsystemen"'nl, mit denen 

Umlagerungen unter Wdnderung von Kohlenstoffatomen 
untersucht wurden, einer Losung am nachsten. 

41 

XI OH, NH2 ,COSCoA,  CCO,H 
I1 
CHz 

I31 X=OH 

CH3CHIOHI2 -CH,CHO 
-HI0 

HOCH2CH20H 
@OH H" 0 \ HOCH~?HOH -CH,CHO 

-H,O 

CI 

"0'1 
I 

' CHzI Pco2Et - YH2 + EtO2CCHCtZCH:CH; 

lCol  [CO 1 

65 66 67 

Ahb. 16. A) Typ der durch C'oenrym l 3 , ?  ( . .B ,>")  katalybierten Urnlugerungen. 
B) Coenzym-B,,-katdlysierte Umlagerung von Ethylenglycol (oben) in Ce-  
genwarl von 'OH-Rddikalen (unten). C) Modellreaktionen (siehe Text): [Co] 
hedeulet Bis(dimethylg1yoximato)pyridincob~lt. 

Mit Hilfe der Cyclopropanchemie laRt sich die durch a- 
Methylenglutarat-Mutase katalysierte Umlagerung unter- 
suchen; Golding et a1.1'3"1 priiften an den Modellverbin- 
dungen 65 und 66 (Abb. 16C), ob Cobalt wihrend der 
Umlagerung (2-Methylenglutarat-2-Methyl-3-methylen- 
succinat) an das organische Substrat gebunden bleibt oder 
ob ein cobaltfreies Radikal beteiligt ist. Als Sonde fur eine 
Modellreaktion empfiehlt sich ein Cyclopropylcobaloxim 
wie 66: Es wurde aus dem Iodid 65 und Cobaloxim(1) un- 
ter teilweiser Ringoffnung zu 67 hergestellt, was auf eine 
radikalische Substitution hindeutet. Das stirker gehinderte 
&-Isomer von 66 fuhrte ausschliel3lich zurn offenkettigen 
Produkt 67 ein Ergebnis, das mit unseren Erfahrungen 
bei der Ringoffnung substituierter Cyclopropylalkyl-Radi- 
kale iiberein~timrntl~~~]. Beide Isomere des lodids 65 liel3en 
sich radiolytisch bei 77 K in die offenkettige Form umwan- 
deln, wodurch die Empfindlichkeit der gewihlten Sonde 
gegenuber einer Bildung von Radikalen bestatigt wurde. 
Im Gegensatz hierzu ging das cyclopropansubstituierte 
Cobaloxim 66 keine Umlagerung und Ringoffnung ein. 
Dieses wichtige Ergebnis zeigt, daR die Cobalt-Kohlen- 
stoff-Bindung geoffnet werden mulJ, damit eine Urnlage- 
rung stattfinden kann; somit ist Cobalt bei der Umlage- 
rung kein direkter Partner. Es spielt nach G ~ l d i n g l " ~ ]  eine 
,,betrachtende", nicht aber eine ,,fiihrende" Rolle. Das 
Modellergebnis legt also nahe, dal3 ein Alkylcobalamin in 
der enzymkatalysierten Reaktion zu stabil ware, um sich 
umzulagern, und weist dem gebildeten Desoxyadenosin 
eine Funktion zu: Es verhindert, dalj das organische Sub- 
stratradikal bei der llmlagerung zu einer stabilen Organo- 
cobaltspezies rekombiniert. Im Fall der a-Methylengluta- 
rat-Mutase wurde gefolgert, daR die Umlagerung iiber ein 
Cyclopropylalkyl-Radikal ~ e r l i u f t ~ ' ' ~ ~ .  
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9. SchluUbetrachtung 

Der Wert der Cyclopropylgruppe fur viele Bereiche der 
Chemie liegt in ihrer vielseitigen Reaktivitat. Dies gilt ins- 
besondere in der Enzymchemie, wie die Beispiele in die- 
sern Beitrag gezeigt haben. Die lnterpretationen des wahr- 
scheinlichen Verlaufs von Enzymreaktionen stiitzen sich 
auf gesicherte chemische Prazedenzfalle; oft bleiben sie 
aber starker hypothetisch als einem lieb ist, weil Informa- 
tionen iiber die Enzymstruktur fehlen. Dennoch gibt es 
laufend neue Reispiele fur die Verwendung von Cyclopro- 
panen als mechanistische Sonden in der Enzymchemie, 
wie kurzlich wieder in einer Untersuchung uber den bakte- 
riellen Abbau von Phosphonsaureestern, die mit Nerven- 
gasen verwandt sindl”’l. Die Verwendung von Cyclopro- 
panol zur Erforschung der bakteriellen Alkoholoxidation 
ist von Duine et al. befiirwortet ~ o r d e n l ’ ~ * l .  Hierbei wird 
die Fahigkeit dieser Verbindung genutzt, nu r  PQQ-abhan- 
gige Enzyme, nicht aber NAD@-abhangige Ilehydrogena- 
sen ,a hemmen. 

Dzr Weg von der grundlegenden mechanistischen Enzy- 
mologie iiber die Erarbeitung von Sonden fur den Metabo- 
lismus bis hin zur Entwicklung neuer Arzneimittel ist ein 
Idealbild vom wissenschaftlichen Fortschritt. Bei Cyclo- 
propanen sind die ersten beiden Stufen untersucht worden. 
Es k t  zu hoffen, dal3 die dritte Stufe folgen wird. Die zu- 
kunltige Verwendung von Cyclopropan-Denvaten als rne- 
char istische Sonden oder als Inhibitoren wurde allerdings 
erleichtert werden, wenn die engen Wechselbeziehungen 
diestr vielseitigen Verbindungen mit den Enzymen im De- 
tail trforscht waren. 
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