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Prostacyclin- und Thromboxan-Synthase, neue Aspekte der Katalyse 
durch Hamthiolat-Enzyme 

Volker Ullrich* und Roland Brugger 

Die beiden Arachidonsiiuremetaboliten 
Thromboxan A, und Prostacyclin sind 
hochwirksaine Regulatoren in der Zell- 
physiologie. Sie entstehen bei der enzy- 
matischen Umlagcrung von 9,l I-Epi- 
dioxyprostaglandin H, durch die beiden 
Isomerasen Thromboxan- bzw. Prosta- 
cyclin-Synthase, die isoliert, sequenziert 
und als Hamthiolat(,,P450")-Enzyme 
charakterisiert wurden. Bei gleichem ka- 

talytischem Prinzip lassen sich die ver- 
schiedenen Isomerisierungsprodukte 
durch unterschiedliche Bindung der 
Himin-Zentren an die beiden Epidioxy- 
Sauerstoffatome erklaren. Die dazu not- 
wendigen unterschiedlichen Konforma- 
tionen am aktiven Zentrum wihrend der 
Substratbindung konnen anhand der fur 
beide Enzyme verschiedenen Inhibito- 
ren und Aminosauresequenzen erklart 

werden. Auf der Suche nach mechanisti- 
schen Gemeinsamkeiten mit den P450- 
Monooxygenasen und den Allenoxid- 
Synthasen ergibt sich als Hypothese die 
initiale Bildung von 0-Radikalen, die 
anschlieoende Umwandlung dieser Ra- 
dikale in C-Radikale und deren Oxida- 
tion zu Carbokationen durch die inter- 
mediare Ferrylthiolat- bzw. Eisen(rrr)- 
thiyl-Struktur. 

1. Einfiihrung 

Die Prostaglandine sind eine Familie von Signalmolekiilen, 
die wesentlich an der Kommunikation zwischen den Zellen eines 
Organs beteiligt sind (Autacoide). Sie spielen eine Rolle als Me- 
diatoren von Schliisselereignissen bei der Entziindung, bei Au- 
toimmunerkrankungen oder Schocksyndromen, aber auch bei 
physiologischen Regulationsmechanismen, die mit Wachstum, 
Differenzierung, Geburt oder Schlaf verkniipft sind (Ubersich- 
ten i i  - 71 ). Entsprechend dieser Bedeutung hat sich die pharma- 
kologische und pharmazeutische Forschung auf die Biosynthe- 
sewege und deren Hemmung sowie auf die molekularen 
Wirkungsmechanismen konzentriert. Ahnlich wie Steroidhor- 
mone werden Prostaglandine nicht in der Zelle gespeichert und 
auf ein Signal hin sezerniert, sondern nach Bedarf synthetisiert 
und abgegeben. Ihre Bildung und ihr Abbau ist aber vie1 schnel- 
ler als die der Steroide, und da sie nur innerhalb eines Organs 
wirksam sind, findet man in der Zirkulation keine aktiven Pro- 
staglandine, sondern vor allem ihre Abbauprodukte. Aus die- 
sem Grund und wegen der geringen Gewebekonzentrationen 
bedeutete die Analytik, die Strukturaufklarung und die chemi- 
sche Synthese der Prostaglandine eine Herausforderung (U ber- 
sichten[" g]). 

Die Biosynthese in hoheren Organismen geht aus von der 
Arachidonsaure ((52,82,1 lZ,l4Z)-Icosatetraensaure), die we- 
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gen ihrer vier Doppelbindungen und entsprechend vieler allyl- 
standiger Wasserstoffatome ein groBes biosynthetisches Poten- 
tial hat["]. Nach einer Aktivierung von Phospholipasen steht 
Arachidonsaure aus den Phospholipiden biologischer Membra- 
nen ausreichend zur Verfiigung. Der nachste Schritt in der Bio- 
synthesekette ist geschwindigkeitsbestimmend und besteht in 
der Umwandlung von Arachidonsaure in 15-Hydroxy-9a,l Ix- 
epidioxyprosta-5,13-diensaure (PGH,)[I1]. Dam werden zwei 
Enzymaktivitaten benotigt, die der Cyclooxygenase und die ei- 
ner Hydroperoxidase, die auf dem Gesamtkomplex der PGH- 
Synthase colokalisiert sind (Schema 1). 

Der detaillierte Mechanismus dieser Enzymreaktion ist noch 
unbekannt, jedoch muR der erste Schritt der Cyclooxygenase- 
Reaktion die Abstraktion eines Wasserstoffatoms vorn C-Atom 
13 der Arachidonsaure sein, dem eine Isomerisierung unter Um- 
lagerung in ein C-I I-Radikal folgt. Das durch Dioxygenierung, 
Cyclisierung und eine zweite Dioxygenierung an C-15[1'1 ent- 
stehende 15-Hydroperoxy-Radikal wird dann durch das primar 
abgespaltene Wasserstoffatom zum Hydroperoxid (PGG,) re- 
duziert. Es handelt sich somit um eine Radikalreaktion, die vom 
aktiven Zentrum der Cyclooxygenase iniziiert, propagiert und 
terminiert wird. Dieses elegante Prinzip einer abgeschirmten 
radikalischeii Katalyse im aktiven Zentrum von Enzymen ist, 
wie noch gezeigt werden soll, auch bei der Thromboxan- und der 
Prostacyclin-Synthase verwirklicht. 

Das aus PGG, gebildete PGH,-Molekiil enthzlt die relativ 
schwache Epidioxybindung, die iiber eine Ringoffnung und an- 
schliefiende Isomerisierungen die Bildung von fiinf verschiede- 
nen Prostaglandinen ermoglicht (Schema 1). Dabei ist offen- 
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Schema 1. Mztabolisierung von Arachidonsaure uher den Cyclooxygenaseweg. 
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sichtlich, daIj die Prostaglandine D, und E, nach einem 
nucleophilen Mechanismus uber eine heterolytische Spaltung 
der 0-0-Bindung entstehen. Dagegen scheint die Biosynthese 
des Prostacyclins PGI, und des Thromboxans TxA,, die Sauer- 
stoff-haltige Heterocyclen enthalten, komplizierter. Nachdem 
durch "0-Experimente der Charakter einer Isomerisierung fur 
beide Reaktionen nachgewiesen war[' 2 3  'I. wurden hetero- 
lytische Spaltungen fur das Epidioxid postuliert und die daraus 
folgenden Umlagerungen in TxA,[ '~]  und PGI, d i~kut ie r t [ '~ ] .  
Eine derdrtige Chemie erfordert jedoch einen Katalysator, der 
wirksam die Bildung einer Carbonylgruppe aus dem positiv ge- 
ladenen Sauerstoffatom verhindert. Wir vermuteten daher die 
Beteiligung eines Himproteins. da  die einen Thiolatoliganden 
enthaltenden Cytochrom-P450-Monooxygenasen Sauerstoff- 
atome aus Hydroperoxiden auf organische Substrate ubertra- 
gen konnen[l'. "I. Diese Arbeitshypothese konnte verifiziert 
werden, und unter Nutzung der charakteristischen P450-Spek- 
tren gelang uns die Isolierung der zwei Isomerasen, die PGH, in 
TxA, bzw. PGI, uberfuhren[I8l. 

In dieser Ubersicht fassen wir unsere eigenen Ergebnisse und 
die anderer Gruppen zusammen und konzentrieren uns auf ei- 
nen Vergleich der beiden Enzyme. die unter Verwendung des 
gleichen Substrats und des gleichen katalytischen Zentrums 
zwei unterschiedliche Produkte mit vollig verschiedenen phar- 
makologischen und sogar antagonistischen Eigenschaften syn- 
thetbieren. So ist PGI, ein potenter Vasodilatator und eine 
antiaggregatorisch wirkende Substanz, wahrend sich TxA, va- 
sokonstriktorisch und stark Plattchen-aggregierend verhalt[21. 
Aus unseren Ergebnissen konnten Biosynthesemechanismen fur 
beide Verbindungen abgeleitet werden, die zu neuen Einsichten 
in die Prinzipien der Himthiolat-Katalyse auch bei anderen 
Enzymen dieser Superfamilie gefuhrt haben. 

2. Isolierung und spektroskopische Charakterisierung 
der Enzyme 

PGI, wird hauptsachlich vom Endothel der Bl~tgefiil3e["~ 
produziert, das daher als Ausgangsmaterial fur die Reinigung 
der entsprechenden Isomerase diente["]. In Ubereinstimmung 
rnit Literaturdaten konnte die mit der PG1,-Synthese verbun- 
dene Enzymaktivitiit im endoplasmatischen Reticulum, dem 
Hauptteil der mikrosomalen Zellfraktion'2'1, lokalisiert wer- 
den. Optische Differenzspektroskopie zeigte die Anwesenheit 
eines P450( = H5mthiolat)-Proteins mit dem charakteristischen 
Kohlenmonoxid-Differenzspektrum bei 450 nm nach Reduk- 
tion rnit Natriumdithionit[221. Eine enzymatische Reduktion 
durch NADPH, konnte nicht beobachtet werden. was rnit der 
Annahme, daR dieses P45O-Protein eine Monooxygenase ist, 
nicht in Einklang zu bringen war. Nach der Solubilisierung von 
Aortenmikrosomen rnit Detergentien erhielt man eine immer 
noch aktive Praparation, die durch Affinitltschromatographie 
rnit U46619, dem stabilen CH,-0-Analogon von PGH,[231, 
durch Immunoaffinit~ts~hromatographie[~~~ oder auch mit 
klassischen Methoden (R. Brugger. unveroffentlicht), weiter 
gereinigt werden konnte. Die auf diese Weise erhaltene Fraktion 
aus Aorten war nach der Elektrophorese auf einem SDS- 
Polyacrylamidgel (SDS = Natriumdodecyclsulfat) ein homoge- 
nes Protein rnit einem Molekulargewicht von etwa 52 kDd und 

einer PG1,-Synthaseaktivitat von etwa 3 s -  1(251. Weitere En- 
zymparameter sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. 

Tabelle 1. Eigenschaften der PGI- und der TxA-Synthase. 

PGI-Synthase TxA-Synthdse 
123--25) [25 - 281 

Molekulargewicht, SDS-Gel [Dd] 52000 (Rind), 

Molekulargewicht BUS den Sequenzen 

Lbs [nml (ox.) 
A,,, [nm] (red. + CO) 
g-Tensoren (EPR-Spektrum) 2.42. 2.25, 1.90 

49200 (Schwein) 
56600 (Rind) [a] 

417. 532, 568 
424, 451, 545 

KM [Wl  9 [bl 
molekulare Aktivitiit Is-'] 3.5 -4.3 
spez. Aktivitat [pmolmin-' (mg Protein).'] 2-5 

58800 (Mensch), 
53000 (Schwein) 
60 500 (Mensch), 
58220 (Maus) 
418. 537, 570 
424. 450, 545 
2.41, 2.25, 1.92 
10.24 
27 x 2 [c] 
24.1 

[a] T. Tanabe. S. Hara, A. Mlyald, R. Brugger. V. Ullrich, unveroffentlichte Ergeb- 
nisse. [b] R. Brugger, V. Ullrich, unveroffentlichte Ergebnisse. [c] TxA, + HHT. 

Thromboxan A, wird aus Blutplattchen freigesetzt, die als 
geeignetes Ausgangsmaterial fur die Isolierung der zugehorigen 
Isomerase bereits von Hammarstrom und Falardeau~281 einge- 
setzt wurden. Diese Autoren fanden die Syntheseaktivitat in der 
mikrosomalen Fraktion. In der gleichen Fraktion konnten wir 
ein P450-Protein nachweisen, es mit Detergentien solubilisieren 
und welter bis zur Homogenitat reinigen["I. Die Enzymprapa- 
ration lieferte auf SDS-Gelen eine einheitliche Bande bei 59 kDa 
und synthetisierte aus PGH, das TxB, als stabiles Hydrolyse- 
produkt von TxA, mit einer molekularen Aktivitat von etwa 
27 s - ' .  Da hierbei, wie spater noch ausgefiihrt wird, ein zweites 
enzymatisch erzeugtes Produkt entsteht, erhoht sich die mole- 
kulare Aktivitat mindestens um den Faktor 2. 

Es ist erwiesen, daI3 die Hamgruppe in Cytochrom-P450-ab- 
hangigen Monooxygenasen mit der Thiolatgruppe eines Cy- 
steinrests verkniipft ist, auf den die ungewohnlichen Charakteri- 
stika im optischen und im EPR-Spektrum zuriickzufuhren 

Diese in Abbildung 1 dargestellten Charakteristika 
wurden aus publizierten Daten uber das am besten untersuchte 

5m 
A [nm] 4 

I 
U 3.7 

-9 

H- 
Abb. 1. Reaktionen und zugehiirige speklroskopische Chardkterisierung von Cyto- 
chrom P45OC,,. VIS-Spektrum: ~- Fell'-H,O-Komplex, . . fiinffach koordi- 
niertes High-spin-Fe"', - - - -  Fe"-CO-Komplex. 
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Campher-5-Monooxygenase-System aus Pseudomonas putida 
zusarnmenge~tellt[~~~ 361. Oxidiertes, Eisen(II1) enthaltendes Cy- 
tochrom P450 liegt mit einer ungewohnlich engen Aufspaltung 
des g-Tensor~[~'] in der Low-spin-Form vor. Die Soret-Bande in 
diesem Redoxzustand, bei dem Wasser die sechste Koordina- 
tionsstelle besetzt, was sich sowohl durch einen Vergleich rnit 
Ham-M~de l l en [~~]  als auch aus den Daten der Rontgenstruk- 
turanalyse von Cytochrom P450,,, ergab[39s 401, liegt bei 
417 nm. Nach Zugabe der in den meisten Fallen lipophilen Sub- 
strate andern sich die Spektren der P450-Monooxygenasen dra- 
stisch unter Blauverschiebung der Soret-Bandc um etwa 26 nm. 
weil ein Komplex mit funffach koordiniertem High-spin-Eisen- 
zentrum entstehtL4']. Nach Reduktion rnit Natriumdithionit in 
Gegenwart von Kohlenmonoxid verschiebt sich die Soret-Bande 
nach 450 nm. Denaturierung des Proteins oder Protonierung 
des Thiolatoliganden fuhren zu einem inaktiven ,,P420"-Enzym 
mit einer Soret-Bande bei 420 nm, wie sie bei den meisten Ham- 
proteinen a ~ f t r i t t [ ~ ~ ] .  

Sowohl die PGI- als auch die TxA-Synthase enthalten je ein 
Hammolekiil pro Polypeptidkette und zeigen die gleichen opti- 
schen und EPR-Eigenschaften wie die P450-Monooxygenasen, 
abgesehen von der Tatsache, da13 eine Zugabe des Substrats 
PGH, keine Umwandlung in einen High-spin-Komplex hervor- 
ruft, wahrscheinlich wegen des gleichzeitigen Ersatzes des koor- 
dinierten Wassers durch den Epidioxyliganden. In Ubereinstim- 
mung rnit dieser Annahme werden nur sehr geringe 
spektroskopische Veranderungen unter diesen Bedingungen be- 
obachtet[221. Wie noch gezeigt werden wird, konnen andere 
Substratanaloga einen HLmkomplex mit fiinffach koordinier- 
tem Eisenzentrum bilden. Damit finden sich alle Eigenschaften 
eines Hlmthiolat-Zentrums in den beiden Isomerasen. Uberein- 
stimmend rnit der geforderten Rolle des Hams in der Katalyse 
verbleibt es im Fe"'-Zustand und wird nicht enzymatisch redu- 
ziert, da eine Elektronenubertragung auf 0, anders als bei den 
P450-Monoxygenasen nicht erforderlich ist. Sogar die chemi- 
sche Reduktion durch Dithionit in Gegenwart von Kohlenmo- 
noxid verliiuft langsam und unvollstlndig. 

3. Aminosauresequenzen der Enzyme 

Die spektroskopischen Daten weisen die Prostacyclin- und 
die Thromboxan-Synthase als Mitglieder der Hamthiolat- 
Enzymsuperfamilie aus, die inzwischen auf mehr als hundert 
Monooxygenasen angewachsen Entsprechend der vorge- 
schlagenen Nornenk la t~ r [~~ '  weisen die einzelnen Familien der 
Hamthiolat-Proteine untereinander eine Aminosauresequenz- 
homologie von weniger als 40% auf. Dabei handelt es sich je- 
doch um einen willkurlich festgelegten Wert. Die Sequenzen 
beider Synthasen wurden vor wenigen Jahren in Zusammenar- 
beit mit der Arbeitsgruppe von T. Tanabe in Osaka em~i t t e l t [~~] .  
Die menschliche TxA-Synthase besteht aus 533 Aminosauren 
und zeigt Homologien zu mehreren P450-Enzymen. Zur huma- 
nen Nifedipin-Monooxygenase (P450IIlA4) fanden wir eine 
maximale Homologie von 36%, was unabhangig davon auch 
von Ohashi et al.[451 bestatigt wurde. Die kiirzlich publizierte 
Sequenz des murinen Enzyms zeigt 78 % Homologie zu der des 
menschlichen 

Durch Sequenzuordnung konnte das Cystein 479 als wahr- 
scheinlicher Hamligand identifiziert werden, und die zehn Ami- 
nosauren in Richtung N-Terminus enviesen sich als identisch 
mit denen der humanen C-17-Monooxygenase aus der Neben- 
niere. Die P450- oder Himthiolatstruktur der TxA-Synthase 
konnte somit unabhangig durch die Sequenzdaten bestatigt 
werden und weist diese Synthase als erstes und bis jetzt einziges 
Mitglied einer neuen P450-Familie aus. 

Die Sequenz der PGI-Synthase wurde rnit groRem Interesse 
erwartet, da wegen des gleichen Substrats wie fur die TxA-Syn- 
thase eine enge Sequenzverwandtschaft vermutet werden konn- 
te. Die insgesamt 500 Aminosauren zeigten eine Homologie von 
31 Yn zur humanen Cholesterin-7a-Monooxygenase. Da nur ein 
einziger Cysteinrest vorhanden und dieser nahe dem C-Termi- 
nus lokalisiert ist, muBte dort die Bindungsstelle fur das Ham 
liegen. Die Sequenz der Aminosluren um diese Him-Bindungs- 
stelle weist eine deutliche Homologie zu der mehrerer anderer 
P450-Monooxygenasen und auch zu der der Tx A-Synthase auf. 
Die gesamte Homologie zwischen der PGI- und der TxA-Syn- 
thase betragt jedoch nur 16 %, was in dcr Nahe des statistischen 
Wertes liegt. Danach bildet die PGI-Synthase ebenfalls eine 
neue Familie innerhalb der Hzmthiokdt-Proteine ohne phyloge- 
netische Beziehung zu der funktionell so nahe verwandten TxA- 
Synthase. Diese Erkenntnis war zunlchst iiberraschend, jedoch 
konnte eine Erklarung in den vollig unterschiedlichen Produk- 
ten beider Enzyme liegen, die eine unterschiedliche Faltung am 
aktiven Zentrum voraussetzen. 

4. Substrate und Inhibitoren 

Da es fur beide Enzyme zur Zeit weder die Moglichkeit einer 
Rontgenstrukturanalyse noch die einer Untersuchung rnit mei- 
dimensionaler NMR-Spektroskopie gibt, mussen Aussagen hin- 
sichtlich Substratbindung und Katalysemechanismen durch 
indirekte Beweisfiihrung abgesichert werden. Chemische Veran- 
derungen am Substratmolekul PGH,, um so die Wechselwir- 
kungen rnit dem Ham-Chromophor uber die Analyse von UV/ 
VIS-Spektren zu studieren, fuhrten ebenso wie Untersuchungen 
rnit Inhibitoren zu ausreichenden Informationen uber das aktive 
Zentrum und die beteiligten Mechanismen. 

In Tabelle 2 werden Substrate und Produkte fur beide Enzy- 
me verglichen. Das wichtigste physiologische Substrat ist 

Tabelle 2. Substrdtspezifitat und Metaboliten der PGI- und der TxA-Synthase. 

Substrat PGI-Synthase-Metabohtcn TxA-Synthase-Metaboliten 

PGH, - HHD HHD 
PGH, PGI, - TxA, HHT 
PGH, PGI, - TxA, A14-HHT 
PGG, 15-00H-PGI, - 15-O0H-TxA2 12-OOH-HHT 
X-LJU-PGH, - S-czs-HHT - 8-cis-HHT 
(13S)-PGH, - - (IOS)-HHT 
15-oxo-PGH, 15-oxo-PG1, KHT - KHT 

PGH,, das vollstandig in PGI, umgewandelt wird und als Hy- 
drolyseprodukt 6-oxo-PGF1, gemessen werden kannt461. Schon 
linger ist bekannt, daR die Thromboxan-Synthase nur zum Teil 
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TxA, und in gleichem oder sogar hoherem Ausmalj (12s)-Hy- 
droxy-(52,8E, IOE)-heptadecatriensaure (HHT) plus aquimola- 
re Mengen an Malondialdehyd (MDA) bildet (siehe Sche- 
ma l)[47i. Da die letztgeiiannten Produkte auch durch eine 
cheinische Fragmentierung des PGH,-Molekds unter Beteili- 
gung von Ubergangsmetallen entstehen, wurden sie anfangs 
nicht der Kalalyse durch das Enzym zugeordnet. Es stellte sich 
jedoch heraus, daB sowohl das isolierte Enzym als auch das im 
Baculovirus-System exprimierte ebenfalls 50 ~- 70 % der Frag- 
mentierungsprodukte ~ynthetisiert[~~].  Daher kann HHT als ein 
echt enzymatisch erzeugtes Produkt angesehen werden, und je- 
der vorgeschlagene Mechanismus mu13 eine Vorstellung uber 
seine Bildung enthalten. Ein pharmakologisch interessantes 
Substrat ist PGH, ( A  PGH, mit einer zusatzlichen Doppelbin- 
dung zwischcn C-I 7und C-18), das aus der entsprechenden Ico- 
sapentaensaure durch die Cyclooxygenase entsteht. Beide Iso- 
merasen verwenden PGH, und isomerisieren es zu PGI, bzw. 
TxA,. Letzteres ist ein schwacherer Agonist fur den TxA,-Re- 
zeptor und bedingt dadurch eine geringere Glattmuskelkon- 
traktion und Platt~henaggregation[~~]. Im Gcgensatz dazu ist 
die Wirksamkeit von PGI, der von PGT, vergleichbar. Daher 
werden einer Ernahrung, die reich an Fischol ist und einen ho- 
hen Anteil an Icosapentaensaure aufweist, positive Wirkungen 
bei Patienten mit Herzinfarkt-Risiko zugesprochen[501. 

Chemisch interessante Ergebnisse erhalt man rnit dem ent- 
sprechenden PGH, (s PGH, ohne Doppelbindung zwischen 
C-5 und C-6) als Substrat. Aus dieser Verbindung kann kein 
Prostacyclin PGI, gebildet werden, da die dafur essentielle A5- 
Doppelbindung fehlt. Die PGT-Synthase waiidelt dieses Sub- 
strat ausschlieljlich in die Fragmentierungsprodukte (1 2s)- 
Hydroxy-(8E,I 0E)-heptadecadiensaure (HHD) und MDA um. 
Dies geschieht rnit einer molekularen Aktivitat von etwa 30 s-'  
und ist damit etwa zehnmal schneller als die Bildung von PGI, 
aus PGH,. Uberraschend war allerdings, daB, wie schon in der 
Literatur berichtet[l4, 511, die Thromboxan-Synthase PGH, 
nicht in TxA,, sondern ebenfalls nur in HHD und MDA um- 
wandeln kann. Ein chemischer Grund fur die Notwendigkeit der 
A5-Doppelbindung ist in diesem Fall nicht ersichtlich. Somit 
bleibt nur die Annahme, daB die raumliche Anordnung der 
Carbonsaureseitenkette eine wichtige Determinante fur die 
Ausrichtung des Substrats im aktiven Zentrum ist. DaB die ino- 
lekulare Aktivitat der Thromboxan-Synthase fur die PGH,- 
Spaltung etwa gleich groB ist wie fur die TxA,-Bildung ein- 
schlieBlich der HHT-Bildung. stutzt die Vermutung, daB HHT 
aus einem gemeinsamen Zwischenprodukt entsteht. AuBerdem 
spricht dieser Befund dafiir, daB bei der Katalyse durch die 
Thromboxan-Synthase die Spaltung der 0-0-Bindung ge- 
schwindigkeitsbestimmend ist, wahrend bei der langsameren 
Reaktion im Falle der PG1-Synthase die kinetische Limitierung 
in einem spateren Reaktionsschritt erfolgt. Eine weitere wichti- 
ge Information bezuglich des Mechanismus kann mit dem 
Stellungsisomer 8-iso-PGH, als Substrat erhalten werden, das 
lediglich zu den Fragmentierungsprodukten fuhrt und damit 
ebenfalls dokumentiert, daB die raumliche Anordnung der 2- 
Seitenkette fur die RingschluDreaktion zu PGI, von entschei- 
dender Bedeutung ist. 

Durch Inhibitorstudien erhielten wir erganzende Infomatio- 
nen zur raumlichen Anordnung der Substrate. Die Bemuhungen 
der pharmazeutischen Industrie um die Synthese von Thrombo- 

xan-Synthase-Inhibitoren als antiaggregatorischen Pharmazeu- 
tika hdben zu einer Vielfalt an wirksamen (und meist stochio- 
metrisch bindenden) Substanzen gefuhrt. Uber Struktur- 
Aktivitats-Beziehungen konnte daraus auf die Orientierung des 
PGH,-Substrats im aktiven Zentrum der Thromboxan-Syntha- 
se geschlossen ~ e r d e n [ ~ ' ,  531. Es stellte sich heraus, dal3 alle fest 
bindenden Inhibitoren uber ein basisches Stickstoffatom verfu- 
gen, das an der sechsten Koordinationsstelle des Ham-Eisen- 
zentrums angreifen kann. Zusatzlich enthalten sie eine lipophile 
Seitenkette mit Carboxylatgruppe, die sich uber eine Lange von 
etwa 10 A init einem Winkel von etwa 60" bezuglich der Him- 
ebene erstreckt (Abb. 2). 

Oe 

hydrophobe 
Wechselwirkung 

ionische 
Wechselwirkung 

Inhibitor 

j 3+ 
r-y--Hm 

TxA-Synthase 

Pro& 

Abb. 2. Inhibitorbindung an die sechste Koordinationsstelle der TxA-Synthase 

Aus diesen Untersuchungen entstand die Vorstellung, dal3 das 
PGH,-Molekiil rnit der Epidioxybrucke an das Hameisenatom 
bindet und die PGH,-Seitenkette die gleiche Position einnimmt 
wie die Carboxylatseitenkette der Inhibitoren. Unter einer Viel- 
zahl von getesteten Verbindungen zeigte der Komplex aus dem 
Hamprotein und einem Pyridinderivat rnit einer Carboxylatsei- 
tenkette in der ortho-Position nicht das typische Stickstoffligan- 
denspektrum, sondern eine Soret-Bande bei 390 nm, die auf ein 
fiinffach koordiniertes High-spin-Eisenzentrum hinweist. Aus 
der sterischen Unzulanglichkeit des N-Atoms resultierte eine 
offensichtlich nur geringe Bindungsaffinitat, die jedoch ausrei- 
chend war, um den vorhandenen endogenen sechsten Liganden 
zu verdrangen. Bei diesem diirfte es sich nach den mit anderen 
P450-Monooxygenasen identischen spektroskopischen Eigen- 
schaften um ein Wassermolekiii handeln, wie es bei der Camp- 
fer-Monooxygenase nachgewiesen wurde. 

Keiner der Inhibitoren der TxA-Synthase, weder Imidazol 
noch .einfache Pyridinderivate, reagierte laut Spektren rnit der 
PGI-Synthase oder konnte diese hemmen[25, 531. Dies ist eine 
Grundvoraussetzung fur die therapeutische Anwendung als 
Thromboxan-Synthase-Inhibitoren, da andernfalls die positi- 
ven Effekte der PGT-Synthase ebenfalls beeintrachtigt werden 
konnten. SchlieBt man zuruck auf die raumliche Anordnung am 
aktiven Zentrum der PGI-Synthase, so laBt sich aus dem Fehlen 
einer Hemmwirkung von Tmidazol- und Pyridinliganden auf 
eine sehr eingeschrankte Zuganglichkeit des Raumes uber der 
sechsten Eisen-Koordinationsstelle schlieBen. Als Inhibitor der 
PGI-Synthase wurde ein Cyclopropylaminderivat (trans-2-Phe- 
nylcyclopropylamin) beschrieben, das nach seinen Differenz- 
spektren rnit dem Aminostickstoffatom an das Hiimeisenzen- 
trum binden muB. Eine andere Stickstoffverbindung, Minoxidil 
(6-(1-Piperidyl)-2,4-diaminopyrimidin-3-oxid), zeigt ahnliche 
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Veranderungen der Spektren bei hoher Bindungsaffnitat (K, = 
2.4 p ~ ) ,  aber nur schwacher Hemmung der Enzymaktivitat 
(IC50 = 90 PM)';~]. Aus diesen beiden Beispielen von N-Ligan- 
den fiir die PGI-Synthase kann geschlossen werden, dalj deren 
sechste Eisenkoordinationsstelle nur fiir Stickstoffverbindun- 
gen zuganglich ist, in denen die Seitenketten fast senkrecht zur 
Eisen-Stickstoff-Achse liegen. Ubertragen auf die Bindung von 
PGH, an das aktive Zentrum wurde dies eine horizontale und 
entgegengesetzte Anordnung von Carboxylat- und Alkylkette 
bedeuten und damit vollig unterschiedliche Substratkonforma- 
tionen fur die TxA- und die PGI-Synthase (Abb. 3). Dies wiirde 
auch die vollig unterschiedhchen Sequenzen beider Enzyme er- 
klaren. 

hydrophobe 
Wechselwirkung 

"".i H ""' 

* -  - -  ioiitsche ' 0 2  Wechselwirkung 

I- FP- 

I TxA-Synthase 
Se 

I 
I h a e r n  

Abb 3 Substratbindung nn die aktiven Zentren der PGI- und der TxA-Synthase 

5. Mechanistische Studien und Hypothesen 

Alle Bemuhungen zur Auklarung der Mechanismen der Um- 
lagerung von PGH, in PGI, und TxA, miissen die Spaltung der 
Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung als ersten Schritt beriicksichti- 
gen. Erfolgt diese heterolytisch, konnte entweder an (2-9 ein 
positiv geladenes Sauerstoffatom entstehen, das dann in einfa- 
cher Weise 2u PCI, fuhren wiirde"'3, oder es konnte an C-1 1 ein 
positiv geladenes Sauerstoffatom gebildet und damit der Weg zu 
TxA, eroffnet ~ e r d e n [ ' ~ l .  Der experimentetle Nachweis fiir ei- 
nen ionischen Mechanismus konnte jedoch nicht gefiihrt wer- 
dentss1, und in der Tat wiirde die Erzeugung eines positiv oder 
negativ geladenen Sauerstoffatoms im aktiven Zentrum beider 
Enzyme ohne sofortige Isomerisierung von PGH, zu PGD, 
oder PGE, einen ungewohnlichen Mechanismus darstellen. 

Der damit verbleibende Mechanismus einer hvmolytischen 
Spaltung der 0-0-Bindung wurde erstmals von Turner und 

HerzLS6] mit Fe" als dem spaltenden Agens postuliert. Das dabei 
entstehende Fe"'-Ion konnte als oxidierendes Agens fur das in- 
termediar auftretende C-5-Radikal dienen. Die Annahme von 
Eisen-Ionen als Katalysatoren fiir die Epidioxidspaltung ist in 
Einklang mit unserem spateren Nachweis einer Haminthiolat- 
Gruppe am aktiven Zentrum, jedoch kann eine Reduktion des 
dreiwertigen Eisens zum zweiwertigen ausgeschlossen werden. 
Entweder ermoglichen die Elektronendonor-Eigenschaften der 
Namthiolat-Gruppe eine hydrolytische Spaltung unter Stabili- 
sierung eines positiv geladenen Sauerstoffat~ms[~'~, oder eq 
miiBte eine homolytische Spaltung durch die Fe"'-Form erfol- 
gen. DaB der letztere Mechanismus wahrscheinlicher ist, konnte 
indirekt durch dre spektroskopischen Studien mit stabilen 
PGH,-AnaIoga gezeigt ~e rden[ '~ I .  

Das Konzept, stabile Substratanaloga als Inhibitoren der 
PGH,-Isomerase zu verwenden, lag nahe, und bereits zu einem 
friihen Zeitpunkt wurden in der pharmazeutischen Industrie 
einige Analoga von PGH,, darunter U46619 und U44069, syn- 
thetisiert, in denen die 0-0- durch eine CH,O-Brucke ersetzt 
i ~ t [ ~ ~ ] .  Beide Isomere hemmten sowohl die PGI- als auch die 
TxA-Synthase, unterschieden sich aber im EinfluB auf die 
Spektren (Abb. 4)[251. Wahrend U46619 ein charakterktisches 

PGI-Synthase Tx A-Syn t hase 
409 

I€ = 0 002 

OH 390 ++ 
I 

421 

, $26, , , ,,, , , , , , 
A[nml - 

408 

V 
I 

425 

360 400 L40 LBO I 'W 400 LLO 480 
h[nml - 

Abb 4 Optiache Differennpektren der Komplexe aus solubilinerter TxA- und PGI- 
Synthase und den PGH2-Ana)oga U44069 und U46619. 

Ligandendifferenzspektrum mit der Tx A-Synthase ergab, resul- 
tierte mit U44069 ein typisches ,,High-spin"-Spektrum mit einer 
Bande bei 390 nm. Bei der PGI-Synthase war die Situation um- 
gekehrt, waraus geschlossen wurde, daR das Fe"'-Ion der TxA- 
Synthase an die 9-Position, das der PGI-Synthase dagegen an 
die 14  -Position des PGH,-Molekuls bindetLZ5]. Aus Abbl- 
dung 4 la& sich folgern, dalj der Ersatz eines Epidioxysauer- 
stoffatoms durch eine Methylengruppe eine Bindung an dieser 
Position verhindert, woraus dann, wie in den Enzym-Substrat- 
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Komplexen der P450-M0nooxygenasen[~~~, ein Zustand mit 
funffach koordiniertem Eisenzentrum resultiert. 

Diese unerwartete Unterscheidung der beiden Epidioxy- 
sauerstoffatome durch die katalytischen Zentren beider Enzyme 
erlaubte cs, eine Wechselwirkung zwischen dem Fe"'-Zentrum 
und dem Sauerstoffatom an C-11 fur den PGH,-PGI-Synthase- 
Komplex zu postulieren. Damit war auch eine heterolytische 
Spaltung mit einer Komplexierung des Sauerstoff-Kations 
durch das Feu'-Ion ausgeschlossen. Die anschlieRende homoly- 
tische Spaltung konnte dann durch eine Spin-Spin-Kopplung 
zwischen dem Fe"'-lon und dem 1 1-0-Radikal erleichtert wer- 
den (Fe"-O-). Damit verbliebe ein freies Sauerstoffradikal an 
C-9 als aktives Reagens fur den Angriff auf die A5-Doppelbin- 
dung["] (Schema 2). Das dabei entstehende C-4-Radikal wird 
durch das nun formal vierwertige Hameisenzentrum oxidiert, 
und durch Wanderung eines Protons von C-5 zu 1 1 - 0  entsteht 
PGI, . 

Dieser Mechanismus stimmt mit der beobachteten Substrat- 
spezifitat uberein, nach der ein Ringschlulj nur moglich ist, 
wenn in der a-Seitenkette eine (E)- oder (2)-konfigurierte Dop- 
pelbindung zwischen C-5 und C-6 mit der gleichen rlumlichen 
Orientierung wie die Epidioxygruppe am Cyclopentan- 
ring[25, 511  vorhanden ist. Verinderungen in der Alkylseiten- 
kette blieben ohne Einflul3. Dieser Mechanismus ist in Einklang 
mit der Beobachtung, dalj sowohl PGH, (Fehlen der As-Dop- 

2 
R' '+,, d: 0-0 

III - Fe-- 
PGH2 

se 
I 
Rot 

"'"d2 p-a 
i 1u 

-Fe- 

se 
I 
Pro1 

MDA t HHT 

-j_ 111 

- Fe - 

R1''Lf2 8 '0. 

Se Se 
I I 

Prot Prot 

Schema 3. Mechanismus der TxA,-Biosynthese. 

nem Carbokation oxidiert werden, das dann eine elektrophile 
Umlagerung eingeht. 

Die Tatsache, dalj 1 3,14-Dihydro-PGH2 ausschlieljlich in 
HHD und Malondialdehyd fragmentiert, stutzt diesen Mecha- 
nismus, da die A'3-Doppelbindung fur eine allylische Stabilisie- 

111 i m  
-?- -Fe- 

Prot -s* Rot -se 
=H2 

- F c  - 
Prot -se 

I 

PG12 m 
-Fe- 

Prot - se Plot - se 

Schema 2 Mechanismus der PG1,-Biosynthese R' = (CH,),-C02H, R' = CH=CH-CHOH-(CH,),-CH, 

pelbindung) als auch 8-zso-PGH2 in die entsprechenden Frag- 
mentierungsprodukte HHD bzw. 8-cis-HHT und Malondial- 
dehyd (Tabelle 2) umgewandelt werden. Damit ergibt sich die 
Spaltung der Epidioxybrucke als Initialschritt, der ohne geeig- 
nete raumliche Orientierung der x-Seitenkette zur Fragmentie- 
rung fiihrt. 

Im Falle der Thromboxan-Synthase bindet das Hameisenzen- 
trum an das Sauerstoffatom 9-0 von PGH,, und nach homoly- 
tischer Spaltung entsteht ein freies Sauerstoffradikal an C-I 1 
(Schema 3). Dieses Zwischenprodukt unterliegt einer Ringspal- 
tung unter Rildung eines Radikalzentrums an C-12, wie bereits 
von Turner und Herz15'j1 postuliert wurde. Analog wie bei der 
€'GI,-Synthese kann dieses Radikal vom Felv-Zentrum zu ei- 

.. 

rung des C-12-Radikals erforderlich ist. 
Fragmentierungen treten auch bei PGH, , 
8-iso-PGH, und A4(E)-PGH, ["I auf. 
Dies unterstreicht die Bedeutung einer 
passenden raumlichen Anordnung der a- 
Seitenkette im aktiven Zentrum. Ein noch 
zu diskutierendes charakteristisches 
Merkmal der TxA-Synthase und ihres 
physiologischen Substrats PGH, ist die 
Bildung von HHT und Malondialdehyd 
neben der von TxA,. Mindestens 50- 
70% des PGH, werden enzymatisch in 
diese Produkte umgewandelt, fur die noch 
keine physiologische Rolle gefunden wur- 
de. Ihre Bildung ist jedoch eindeutig enzy- 
matisch, und sie miissen aus einem Inter- 
mediat entstehen, bei dem es sich 
wahrscheinlich um das C-12-Radikal han- 
delt. Eine Fragmentierung ist immer dann 
unvermeindlich, wenn der Elektronen- 
transfer (oder eine bindende Wechselwir- 

kung zwischen dem Eisenzentrum und dem C-Radikal) nicht als 
schnelle Folgereaktion einsetzt. Es bleibt abzuklaren, ob die 
Fragmentierungsprodukte bei der PGH,-Isomerisierung durch 
die TxA-Synthase nur Nebenprodukte eines nicht perfekten En- 
zyms sind oder o b  sie eine noch unbekannte Funktion im Si- 
gnaltransduktionsweg erfiillen[59]. 

Im Vergleich der postulierten Mechanismen erkennt man fur 
die PCI- und die TxA-Synthase als gemeinsames mechanisti- 
sches Grundprinzip die homolytische Epidioxidspaltung durch 
Fe"', die Umlagerung in ein Kohlenstoffradikal und dessen Oxi- 
dation durch das [S-Fe-ORI3 +-System. Strikte sterische Kon- 
trolle dieses Schrittes scheint essentiell, da, wie in Abbildung 3 
skizziert, fur beide Enzyme zwei sehr verschiedene Orientierun- 
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gen des PGH,-Molekiils in bezug auf die katalytisch aktive Im Gegensatz etwa zu Hydroxylierungen mit OH-Radikalen 
Hamgruppe erforderlich sind. konnten bei der enzymatischen Reaktion keine freien Radikale 

Angesichts der sehr geringen Homologien in den Sequenzen als Zwischenprodukte nachgewiesen werden, so daD entweder 
beider Enzyme wiirde man voraussagen, dal3 die Faltung der der Elektronentransfer oder die Radikalkopplung extrem 
Polypeptidkette zum aktiven Zentrum bei beiden Enzymen sehr schnell verlaufen muB. Nur dies wiirde die Stereospezifitat der 
unterschiedlich sein muD. Eine Erklarung hierfiir konnte in dem enzymatischen Reaktionen erklaren. Bei einem Vergleich dieser 
Konzept von evolutionar mobilen Modulen und Motiven in Reaktionsabfolge mit der Umlagerung von PGH, in PGI, oder 
Proteinen gefunden werden [601. TxA, (Schema 2 bzw. 3) findet man dort die gleiche Notwendig- 

keit fur einen rasch verlaufenden Elektronentransfer (Sche- 
ma 5 ) .  Entsprechend 1aDt sich postulieren, dal3 die ungewohnli- 

6. Gemeinsame Prinzipien der Katalyse durch 
Hamthiolat-Enzyme 

sind, haben spektroskopische Gemeinsamkeiten und die Analy- / 
-0 

1 111 Obwohl ihre enzymatischen Funktionen vollig verschieden Fe 
--+ 

I Se 

I Protein 
se 
I 

se der Reaktionssequenzen die enge Verwandtschaft von TxA- 
und PGI-Synthase mit den Hamthiolat-Monooxygenasen ge- 
zeigt. Eine genauere mechanistische Betrachtung ergibt, dal3 
Monooxygenasen als einzige zusatzliche Funktion den Zwei- 
Elektronen-Transfer auf 0, durchfuhren, der zur Bildung eines 
Peroxokomplexes als Intermediat fuhrt, das nach Eliminierung 
von Wasser den oxenoiden Komplex als ,,aktive Sauerstoffspe- 
zies" generiertC6' -631 (Schema 4). 

I11 0 2  IR 20 +2H' 
Prot - Se-- Fe - Prot - S e -  Fe O2 + 

t 2e -H20 

1v 
hot - Se-- Fe -0- 

I 
Ill 

Prot -S- -Fe-O.  

Schema 4. Sauerstoffaktivierung durch Bildung eines oxenoideii Komplexes zwi- 
schen Cytochrom P450 und Sauerstoff. 

Mit dem Sauerstoffatomdonor Iodosobenzol konnten bei 
vielen Monooxygenasen die aktiven Sauerstoffintermediate 
chemisch erzeugt werdeni6'1, was zur Entwicklung mehrerer 
Monooxygenierungskatalysatoren auf der Basis von Uber- 
gangsmetallkomplexen gefuhrt hat[65, 661. Da der Sauerstoff- 
transfer bei P450-Monooxygenasen aus dem Fe"'-Zustand 
heraus erfolgt, sollte dieser Transfer auch an den Hamthiolat- 
Zentren der beiden Synthasen ablaufen, wenn ein geeignetes 
PGH2-Analogon als Substrat gebunden ist. Dies ist mit U46619 
(siehe Abb. 4) und der TxA-Synthase der Fall, und in Gegen- 
wart voii Iodosobenzol konnten in Ubereinstimmung mit dieser 
Hypothese zwei hydroxylierte Produkte durch GC/MS identifi- 
ziert werden, die neben anderen Produkten auch in einem Hy- 
droxylierungssystem aus mikrosomalen Leber-Cytochrom- 
P450-Former1, NADPH, und Sauerstoff gebildet w~rden[~ ' ] .  
Offensichtlich zeigt das Hamthiolat-Zentrum der TxA-Synthase 
die gleichen Sauerstofftransfereigenschaften wie die der Mono- 
oxygenasen. 

Aufgrund dieser engen Analogie zu den Monooxygenasen 
konnten weitere Vermutungen iiber zusatzliche Funktionen der 
Hamthiolat-Gruppe bei den Monooxygenasen angeschlossen 
werden. Aus der Formulierung eines radikalischen Angriffs des 
aktiven Sauerstoffs auf die Substrate der Monooxygenasen mu13 
man ein Radikal als Zwischenprodukt erwarten, das im Falle 
der Epoxidierung an der Doppelbindung entweder zu einem 
Radikalkation oder zu einem Intermediat rnit Eisen-Kohlen- 
stoff-Bindung oxidiert wird (Schema 5 ) .  

Protein Prote 

Schema 5.  Mechanismus der Epoxidierung mit Ham-aktiviertem Sauerstoff 

chen Redoxeigenschaften der Hamthiolat-Gruppe die sehr 
schnelle Aufnahme ekes Elektrons von einem Kohlenstoffradi- 
kal-Zwischenprodukt ermoglichen. Dal3 dies in einem konzer- 
tierten Mechanismus iiber die Bildung einer Eisen-Kohlenstoff- 
Bindung erfolgt, scheint aus den sterischen Gegebenheiten am 
Ham und aus der Fragmentierungsreaktion, die bei der TxA- 
Synthase eintritt. weniger wahrscheinlich. Diese Fragmentie- 
rung kann als typische Konsequenz eines freien Radikals als 
Zwischenprodukt gedeutet werden. Es sind dariiber hinaus Er- 
gebnisse bekannt, die fur Monooxygenasen eine teilweise Race- 
misierung am asymmetrischen Kohlenstoffatom wahrend der 
Hydroxylierung nachweisen, wodurch ebenfalls ein freies, aber 
extrem kurzlebiges Kohlenstoffradikal wahrscheinlich wirdL6*]. 

7. Weitere Implikationen der Katalyse durch 
Hamthiolat-Enzyme 

Ein zentraler Schritt der Hlmthiolat-katalysierten Mono- 
oxygenierungen und der beiden Umlagerungen durch die Iso- 
merasen ist die Bildung eines reaktiven Sauerstoffradikals, das 
dann ein organisches Substrat iiber einen Radikalmechdnismus 
angreift. In einem dritten Schritt wird das C-Radikal oxidiert, 
entweder durch Elektronentransfer auf das formale Ham-Fe"- 
Zentrum oder iiber eine intermediare Eisen-Kohlenstoff-Bin- 
dung. 

OOH 

FettSurehydropemxid Nlenoxid 

Schema 6. Allenoxid-Synlhase-katalysierte Reaktion: R' = C,H,,-COOH, RZ = 
C,H,,, Lit. [69]. 
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Kur&h wurde ein dritter Typ von P450-katalysierten Reak- 
tionen beschrieben, in denen Fettsaurehydroperoxide durch ein 
Hamthiolat-Enzym aus Pflanzen-, Korallen- oder Seestern-Oo- 
zyten in Allenoxide umgelagert werdeni6’] (Schema 6). Nach 
dem hier postulierten allgemeinen Mechanismus einer Ham- 
thiolat-Katalyse sollte die Umlagerung iiber eine homolytische 
0-0-Bindungsspaltung verlaufen, gefolgt von einem Angriff des 
0-Radikals auf die benachbarte Doppelbindung und der Oxida- 
tion des C-Radikals (Schema 7). 

IV IV in 
Prot-S-Fe-OH Prot-S-Fe-OH Pr0t-S’- Fe 

Schema 7. Postulicrter Mechanismus der Hamthiolat-katalysierten Fettsdure- 
hydroperoxid-Allenoxid-Umkagerung. 

Die Analogien zu den Epoxidierungen durch Hamthiolat- 
Monooxygenasen und zu den Epidioxidumlagerungen sind of- 
fensichtlich. Aus den postulierten Abfolgen bei den Hamthiolat- 
abhangigen Mechanismen geht keine Abhangigkeit des 
Eisenzentrums von Porphyrin als Ligand hervor. Andere Ei- 
senthiolat-Strukturen konnten ahnliche Eigenschaften haben. 
Ein gutes Beispiel mag die Penicillin-Biosynthese sein, die aus- 
fuhrlich u n t e r ~ u c h t ~ ~ ~ ]  und fur die der in Schema 8 gezeigte 
Mechanismus vorgeschlagen wurde. 

In diesem Fall bindet das Nicht-Ham-Fell-Zentrum der Iso- 
penicillin-N-Synthase (IPNS) an die Thiolgruppe des Substrats 
und bildet zunachst einen oxenoiden Komplex, in dem das 

C02H 

C02H 

I 

C02H 

Schema 8. Mechanismus dcr Penicillin-N-Biosynthese aus Lit. [71]; R’ = R2 = 
CH,, R3 = NH-CO-(CH,),-CH(NH,)-COOH. 

Sauerstoffatom geniigend Radikalcharakter aufweist, um das 
tertiiire Wasserstoffatom aus dem Valinrest zu abstrahieren. Der 
resultierende Fe’V-Komplex konnte mit dem C-Radikal eine 
Spin-Spin-Kopplung eingehcn, aber da die einheitliche Konfigu- 
ration an diesem Zentrum verloren ging[”], konnte die Reak- 
tion ebenso ohne die postulierte Eisen-Kohlenstoff-Bindung ab- 
laufen. Der Ringschlurj am Ende der Reaktion konnte wieder 
die Konsequenz einer Radikalkopplung sein oder als Elektro- 
nentransfer auf den Fell‘-Komplex mit nachfolgender elektro- 
philer Umlagerung erklart werden. Damit werden die Grund- 
prinzipien der Eisenthiolat-Katalyse auch bei dieser dehydrie- 
renden Cyclisierung offensichtlich. 

Noch keine detaillierteren Studien gibt es zum Mechanismus 
der durch die Chlorperoxidase, ein anderes Hamthiolat-Enzym, 
katalysierten Chlorierung von organischen Verbindungen mit 
aktivierten C-H-Bind~ngen~’~~  7 3 1 .  Da jedoch H,O, als Cosub- 
strat verwendet wird und das Chlorid-Ton am aktiven Zentrum 
gebunden ist, konnte die Chlorierungsreaktion ebenfalls eine 
H-Atom-Abstraktion vom Substrat beinhalten174]. Daran 
konnk sich wiederum ein Elektronentransfer vom C-Radikal 
zum -S-Fe-OH-Komplex mil anschlierjender Addition des Chlo- 
rid-Ions anschliel3en. 

Es hat den Anschein, daI3 sich immer dann -S-Fe-0-Struktu- 
ren bilden konnen. wenn ein Eisenthiolat-Zentrum mit Sauer- 
stoffverbindungen, die ein erhohtes Oxidationspotential haben, 
kombiniert wird. Daraus resultieren Radikalreaktionen, denen 
schnelle Elektronentransfers folgen, so darj Radikalketten ver- 
miedcn werden konnen. Dies ist eine ausgezeichnete Basis fur 
die enzymatische Katalyse. Einer Anwendung in der homoge- 
nen chemischen Katalyse steht entgegen, daI3 Thiolatoliganden 
selbst Kandidaten fur einen Transfer von Sauerstoff oder Elek- 
tronen sind, jedoch konnten sie durch geeignetes Abschirmen 
moglicherweise fur die heterogene Katalyse interessant werden. 

Unsere eigenen Beitruge wurden iiber viele Jahre durclz die 
Deutsche Forschun~sgemeinschafi und den Fonds der Chemischen 
Industrie unterstiitzl. L)en.friiheren Mitarbeiiern M. Haurand, 11f. 
Hecker und R. Niising sowie der Arheitsgruppe von ‘T: Tanahe 
(Osako) sei an dieser Stelle fur ihre Beitrage gedankt. 
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