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In ihrer grundlegenden Arbeit iiber die Struktur und Funk- 
tion des Acetyl-Coenzyms-A (Acetyl-CoA) haben Feodor Ly- 
nen et al. schon 1951 erkannt, daI3 die Thioestergruppe von 
CoASH-Estern Eigenschaften aufweist, die denen von Alde- 
hyden und Ketonen gleichen'']. Diese These wurde 1959 von Sir 
J. W. Cornforth weiterentwickelt[21 und spater mit I3C-NMR- 
Spektroskopie bestatigt. Das C-Atom der funktionellen Gruppe 
von Thioestern zeigt eine ahnliche chemische Verschiebung wie 
das entsprechende von Aldehyden (6 M 195), wahrend das 
C-Atom der Carboxygruppe von gewohnlichen Sauerstoff- 
estern bei hoherem Feld erscheint (6 M 160). Das ketonartige 
Thioester-Kohlenstoffatom wird leicht von nucleophilen Agen- 
tien wie Aminen, Alkoholen und Enolaten angegriffen, und es 
erniedrigt den pK,-Wert der C-H-Bindung eines benachbarten 
C-Atoms von ca. 30 (bei Carboxylat-Ionen) auf ca. 2113], wo- 
durch die Geschwindigkeit der Deprotonierung erhoht wird. 
Diese beiden Eigenschaften konnen viele Acyl-CoA-abhangige 
Reaktionen in der Biologie erklaren. Erstere Eigenschaft zeigt 
sich bei der Ubertragung der Acylgruppen von CoA-Estern auf 
Wasser, Alkohole, Amine, Carboxylate, Phosphate und Thiole 
(Thioester-Hydrolasen EC3.1.2., Acyltransferasen EC2.3.1. 
und CoA-Transferasen EC 2.8.3.) sowie auf Hydride, die sich 
vom reduzierten Nicotinamid-adenin-dinucleotid(phosphat) 
(NAD(P)H) ableiten (Aldehyd-Dehydrogenasen, CoA-acylie- 
rend, EC 1.2.2). Die zweite Eigenschaft, die Enolisierung, wird 
von Enzymen genutzt, die Claisen-Kondensationen (z. B. Ci- 
tratsynthasen EC4.1.3.7 und 4.1.3.28), Thioester-Kondensatio- 
nen (z. B. Thiolase, Acetyl-CoA-C-Acetyltransferase EC2.3.1.9) 
und /3-Eliminierungen (z. B. Acyl-CoA-Dehydrogenasen wie 
EC 1.3.99.2 und 1.3.99.3 und 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrata- 
sen wie EC 4.1.2.1 7) katalysieren. 

In jungster Zeit wurden jedoch mindestens fiinf enzymatische 
Reaktionen entdeckt, auf die die oben erwahnten Verallgemei- 
nerungen nicht zutreffen. Es sind Dehydratisierungen, Oxida- 
tionen und Reduktionen, die nur in bestimmten, unter strikt 
anaeroben Bedingungen wachsenden Bakterien ablaufen: 1) 
Die reversible syn-Dehydratisierung von (R)-2-Hydroxyacyl- 
CoA 1 zu (E)-Enoyl-CoA 2 (siehe Abb. 2 und 2) Die 
reversible Dehydratisierung von 4-Hydroxybutyryl-CoA 3 zu 
Crotonyl-CoA 4 (siehe Abb. 3)[5-61. 3) Die Oxidation von Phe- 
nylacetyl-CoA 5 zu Mandelyl-CoA 6 (siehe Abb. 4)[']. 4) Die 
Reduktion von Benzoyl-CoA 7 zu Cyclohexa-1,5-dien-l-carb- 
oxy-CoA 8 (siehe Abb. 5)f8I. 5)  Die Reduktion von 4-Hydroxy- 
benzoyl-CoA 9 zu Benzoyl-CoA 7 (siehe Abb. 6)'". 

Die Dehydratisierung von (R)-2-Hydroxyacyl-CoA 1 zu (El-  
Enoyl-CoA 2 ist mechanistisch hoch interessant, da das nicht- 
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aktivierte 8-Wasserstoffatom rnit einem pK, + 30 abgespalten 
werden muD. Die (R)-Lactyl-CoA-Dehydratase aus Clostridium 
propionicum (Abb. 2, R = H, CH3)[10-141 sowie die (R)-2- 
Hydroxyglutaryl-CoA-Dehydratasen aus Acidaminococcus f e y -  
mentans und Fusobacterium nucleatum (R = CH2C00-)[ '5-201 
sind zur Homogenitat gereinigt worden. Es handelt sich um 
extrem sauerstoffempfindliche Enzymsysteme an Luft ca. 
I0 s) , die Eisen-Schwefel-Cluster sowie reduziertes Flavin- 
mononucleotid (FMN) und Riboflavin enthalten. Zur Entfal- 
tung ihrer enzymatischen Aktivitat mussen diese Dehydratasen 
rnit einem Reduktionsmittel, vorzugsweise Titan(in)-Citrat 
(E"' M -600 mV)[zll, MgCI, und katalytischen Mengen an 
Adenosintriphosphat (ATP) aktiviert werden. Das ATP wird 
dabei zu Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem Phos- 
phat hydrolysiert. Um diese ungewohnlichen Dehydratisierun- 
gen zu erklaren, wurde ein Mechanismus postuliert, in dem das 
nichtaktivierte /3-Wasserstoffatom - wie in den Acyl-CoA-De- 
hydrogenasen - als Hydrid durch oxidiertes Flavin abgespalten 
werden ~ o l l t e [ ~ ,  1 4 3  ''I. In einer S,2-Reaktion sollte ein Hydrid 
des reduzierten Flavins die Hydroxygruppe substituieren, wo- 
durch das im zweiten Reaktionsschritt benotigte oxidierte Fla- 
vin gebildet wiirde. Diese Substitution ist durch die benachbar- 
te, elektronenziehende Thioestergruppe begiinstigt, ebenso wie 
die erleichterte nucleophile Substitution des Bromatoms in Phe- 
nacylbromid. Zusatzlich konnte die Nucleofugizitat der Hy- 
droxygruppe durch eine Koordination an einen Eisen-Schwefel- 
Cluster erhoht werden. Beim Enzym Aconitase (EC4.2.1.3) aus 
dem Citrat-Cyclus wurde von Beinert und Kennedy[2za1 gezeigt, 
daD man gewisse Eisen-Schwefel-Cluster als biologische Tosylie- 
rungsmittel betrachten kann. Obwohl der Mechanismus plausi- 
be1 erscheint und den Gehalt an Flavin, Eisen und Schwefel in 
den Dehydratasen erklart, bleibt die SN2-Substitution von (R)- 
2-Hydroxydcyl-CoA zu Acyl-CoA durch ein Hydrid doch pro- 
blematisch. Fur diese Reaktionen, die in der Organischen Che- 
mie rnit NaBH, oder sogar LiAlH, durchgefiihrt werden, ware 
NADH ein vie1 geeigneter Hydriddonor (F' = - 320 mV) als 
FMNH- (I?" 2 -200 mV). AuBerdem konnen weder die Lac- 
tyl-CoA-Dehydratase noch die 2-Hydroxyglutaryl-Co.4-De- 
hydratasen die Oxidation oder Dehydriedrung der postulierten 
Intermediate Propionyl-CoA bzw. Glutaryl-CoA zu den Pro- 
dukten Acryloyl-CoA bzw. Glutaconyl-CoA rnit dem Ferrice- 
nium-Ion als Acceptor katalysieren[22b1. 

In dieser Arbeit wird ein alternativer Mechanismus vorge- 
stellt, in dem a-Hydroxyketone 10 (Abb. 1) als Modellverbin- 
dungen fur 2-Hydroxyacyl-CoA-Derivate fungieren sollen. Es 
sind mehrere Beispiele fur Reaktionen bekannt, bei denen acety- 
lierte oder tosylierte a-Hydroxyketone durch Einelektronen- 
Donoren wie Zink in Essigsaure, Chrom(I1)-Verbindungen oder 
Dithionit zu unsubstituierten Ketonen 11 reduziert ~e rden[ '~ ] .  
Samarium(n)-Ionen konnen sogar die Hydroxygruppe von ge- 
wohnlichen a-Hydroxyestern reduktiv eliminieren124]. Es wird 

10 12 13 

11 14 

Ahh. 1. Reduktion von 1-Hydroxyketonen 10 zu unsuhstituierten Ketonen 11 
durch Einelektronen-Donoren. X = H, Acetyl, Tosyl etc. 
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vermutet, dal3 zuniichst die Carbonylgruppe in 10 durch ein 
Elektron zu einem Ketylrest (12) reduziert wird. Das jetzt am 
fruheren Carbonylkohlenstoffatom lokalisierte Elektronenpaar 
(in Abb. 1 ist iiur eine mogliche Grenzstruktur von 12 darge- 
stellt) eliminiert die Hydroxygruppe unter Bildung des Enoxy- 
radikals 13. das von einem zweiten Elektron zum Enolat-Ion 14 
weiterreduziert und anschlieMend zum Keton I1 protoniert 
wird. Wird jedoch wie in den Acyl-CoA-Dehydrogenasen[zsl 
der /I-Wasserstoff des Enolat-Ions 14 als Hydrid abgespalten, so 
entsteht ein Vinylketon, ein Modell fur Enoyl-CoA 2. Dies ware 
fur die reversible Dehydratisierung von 2-Hydroxyacyl-Co A- 
Derivaten I ein neuer, durch chemische Modelle abgesicherter 
Mechanismus, der i n  Abbildung 2 dargestellt ist. 

Enoxyradikals 16 als Proton unter Bildung der vom Enoyl-CoA 
abgeleiteten Ketylverbindung, die anschlieBend zum Produkt 
oxidiert wird. So entstunde ein Cyclus, bei dem nur ein einziges 
Elektron auf einem hohen Energieniveau, auf dem es wlhrend 
vieler Turnover bleibt, benotigt wird. Damit wire  auch die kata- 
lytische Aktivierung verstlndlich: Titan(111)-Citrat liefert das 
Elektron, das - wie von der Nitrogenase bekannt[28a1 - durch 
Hydrolyse von ATP energetisiert wird[28b1. 

Ein analoger Mechanismus kann auch fur die reversible De- 
hydratisierung von 4-Hydroxybutyryl-CoA 3 zu Crotonyl-CoA 
4 (Abb. 3) postuliert werden. Wie bei 2-Hydroxyacyl-CoA-De- 
rivaten ist die zu spalteiide C-H-Bindung am /j-C-Atom nicht 

HvR HYR 

1 

-4 F M N H ~  

Fe-OH 

,Y" 
c o A s ~  16 

0 

FMN 4 

CoAS$r a c 0 A . 7 ~  

OO 0 

Ahb. 2. Reversihle .\~n-Dehydralisierung v o n  (R)-2-Hydroxyglutaryi-CoA 1 LU 

(E)-Enoyl-CoA 2. Fe = [4Fe-4S]-Cluster wic in  der Aconitase[22a] (vgl. Lit. [24]). 

Der Mechanismus hat folgende Charakteristika: I )  Er basiert 
auf der Vorstellung, dal3 Thioester als Aldehyd- oder Keton- 
Analoga betrachtet werden konnen['. 21. 2) Er nutzt die Fahig- 
keit von Flavinen, nicht nur  Hydrid-Ionen zu akzeptieren, son- 
dern auch als Acceptoren und Donoren von einzelnen 
Elektronen unter Bildung von Semichinonen zu f ~ n g i e r e n [ ~ ~ ] .  3) 
Er geht davon aus, daR die von Thioestern abgeleiteten Ketyl- 
verbindungen 15 iihnlich stabil sind wie die aus Ketonen erhalte- 
nen. Letztere sind isoelektronisch zu den stabilen Nitroxylradi- 
kalen[zhl. 4) Er verineidet den gleichzeitigen Transfer von zwei 
Elektronen. wodurch sich im Thioester zwei negative Ladungen 
anhCufen wurden oder in Gegenwart eines Protons die Reduk- 
tion zum Aldehyd stattfinden wiirde. 5 )  Er vermeidet gesattigte 
Acyl-CoA-Derivate als Tntermediate. 6) Er stimmt mit stere- 
ochemischen Untersuchungen iiberein, die in der P-Position ein 
frei rotierendes Methylenradikal oder ein weniger frei rotieren- 
des Methinradikal unwahrscheinlich machen[I4. 271. 

Eine wahrscheinliche Variante des Mechanismus ware die 
Abspaltung des /I-Wasserstoffatoms schon auf der Stufe des 
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Ahh. 3. Reversible Dehydratisierung von 4-Hydroxybutyryl-CoA 3 LU Crotonyl- 
CoA 4. 

aktiviert. Die 4-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydratasen aus Clo- 
stridiunz aminobutyvic~m~~] und C. k1uyveri[61 enthalten Eisen- 
Schwefel-Cluster und oxidiertes Flavinadenindinucleotid (oxi- 
diert; FAD). Die Reduktion des Flavins inaktiviert das Enzym, 
das durch Oxidation mit Hexacyanoferrat(II1) wieder reaktiviert 
werden kann. Dagegen wird das Enzym durch Sauerstoff irre- 
versibel inaktiviert, wobei wahrscheinlich die Eisen-Schwefel- 
Cluster zerstort werden. Die Dehydratisierung konnte durch 
eine von Acyl-CoA-Dehydrogenasen her bekannte a,p-De- 
hydrierung von 4-Hydroxybutyryl-CoA 3 zu 4-Hydroxycroto- 
nyl-CoA 17 eingeleitet werden (Abb. 3). Letzteres kann als viny- 
loges 2-Hydroxyacyl-CoA iiber Ketyl-Zwischenstufen zu Cro- 
tonyl-CoA reduziert werden, wobei das oxidierte FAD regene- 
riert wird. Im Verlauf der Reaktion wird die Methylengruppe 
C-4 von 4-Hydroxybutyryl-CoA in die Methylgruppe von Cro- 
tonyl-CoA umgewandelt. Deshalb sollte der Einsatz von allen 
drei Wasserstoffisotopen zu ,,chiralen Methylgruppen" fuh- 
r e r ~ [ ~ ~ .  301. Da die Rotationsbarriere der Methylengruppe der 
postulierten y-Crotonylradikal-Zwischenstufe 18 (Abb. 3) er- 
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heblich sein diirfte, kann erwartet werden, daB vorzugsweise nur 
ein Enantiomer der ,,chiralen Methylgruppe" entsteht. Wie bei 
der Dehydratisierung von 2-Hydroxyacyl-CoA ware auch hier 
die Variante moglich, bei der die Abspaltung des Hydrid-Ions 
vom Enolat 19 durch eine Einelektronen-Oxidation mit nach- 
folgender Deprotonierung zur Ketylverbindung 20 ersetzt wiir- 
de. Die Eliminierung eines Hydroxid-Ions lieferte das Dienoxy- 
radikal 18, das nach Reduktion zum Dienolat 21 unter Bildung 
von Crotonyl-CoA 4 protoniert wurde. Dieser im Vergleich zur 
Dehydratisierung von 2-Hydroxyacyl-CoA revertierte Einelek- 
tronen-Cyclus kann wegen der konjugierten Zwischenstufen auf 
einem wesentlich niedrigerem Energieniveau ablaufen und be- 
notigt - wie experimentell bestatigt - keine Aktivierung durch 
eine ATP-H ydrolyse. 

Die Oxidation von Phenylacetyl-CoA 5 zu Phenyl(hydroxy- 
acety1)-CoA 6 (Mandelyl-CoA; Abb. 4) sollte wie die Umkehr 
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Abb. 5.  Reduktion von Benzoyl-CoA 7 zu Cyclohexa-1,5-dien-l-carboxy-CoA 8. 

duktion des Thioesters zur Ketylverbindung benotigt wird. Die- 
sen Zweck erfiillt ATP - wie oben erwahnt ~ auch bei der biolo- 
gischen Stickstoff-Fixierung['*]. 

In ganz ahnlicher Weise konnte 4-Hydroxybenzoyl-CoA 9 zu 
Benzoyl-CoA 7 reduziert werden (Abb. 6). Die 4-Hydroxyben- 

Abb. 4 Anaerobe Oxidation von Phenylacetyl-CoA 5 zu Mandelyl-CoA 6. 

der Reduktion eines a-Hydroxyketons ablaufen (Abb. 1 ) .  Der 
Mechanismus sag1 voraus, daI3 das Enzym einen Eisen-Schwe- 
fel-Cluster enthalten miiljte, der die Addition der Hydroxygrup- 
pe an das Enoxyradikal 22 unter Bildung der Ketylverbindung 
23 erleichtern sollte. Im Gegensatz zu den Dehydratasen (siehe 
Abb. 2 und 3) erscheint die Beteiligung von Flavinen nicht not- 
wendig, da Hydride nicht iibertragen werden und Eisen-Schwe- 
fel-Cluster als Einelektronen-Acceptoren fungieren konnen. 

Die kurzlich entdeckte Reduktion von Benzoyl-CoA 7 zu 
Cyclohexa-l,5-dien-l -carboxy-CoA 8 im Bakterium Tluuera 
aramatica kann ebenfalls durch eine stufenweise Addition von 
zwei einzelnen Elektronen erklart werden (Abb. 5) .  Diese Reak- 
tion konnte analog der Birch-Reduktion iiber Radikalanionen 
ablaufen. Berechnungen ergaben, daB die para-Position des 
Benzaldehyd-Radikalanions, ein Analogon des Benzoyl-CoA- 
Radikalanions, als elektronenreichste Position vorzugsweise 
protoniert wirdC3l1. Ein lhnlicher Mechanismus kann fur die 
Addition von zwei Wasserstoffatomen an die 1,4- oder 2,5-Posi- 
tionen von Benzoyl-CoA 7, die von Gibson und Gibson unter- 
sucht w ~ r d e [ ~ ~ " ] ,  postuliert werden. Der Thioester entspricht 
somit dem Tor fur den Eintritt der Elektronen in den aromati- 
schen Ring, wahrend das Enzym den Or1 der Protonierung fest- 
legt. Diese neue Funktion des Thioesters wurde in einem friiher 
aufgestellten Einelektronen-Mechanismus nicht in Betracht ge- 
zogen[81. Die an diese Reduktion gekoppelte stochiometrische 
ATP-Hydro ly~e '~~~]  ist sicher fur die Senkung des Redoxpoten- 
tials des noch unbekannten biologischen Elektronendonors auf 
mindestens - 550 mV notwendig, das wahrscheinlich zur Re- 

Fe 

Abb. 6. Reduktion von 4-Hydroxybenzoyl-CoA 9 zu Benzoyl-CoA 7. 

zoyl-CoA-Reduktase wurde zur Homogenitat gereinigt und als 
Eisen-Schwefel-Enzym charakterisiert, das kein Flavin ent- 
haltrg1. Dieser Mechanismus kann auch die in anaeroben Bakte- 
rien vorkommenden Reduktionen von Salicyl-CoA und An- 
thranilyl-CoA zu Benzoyl-CoA 7 erklaren. Interessanterweise 
verlauft die Reduktion von 3-Chlorbenzoat zu Benzoat nicht 
auf Th i~es t e rebene~~~] .  

Alle funf Reaktionen, fur die in dieser Arbeit Einelektronen- 
Ubertragungen postuliert werden, sind extrem sauerstoffemp- 
findlich. Der Grund dafur ist die hohe Reaktivitat des Sauer- 
stoffs gegeniiber ,,energiereichen" Elektronen, d. h. Elektronen 
mil niedrigem Redoxpotential. Unter aeroben Bedingungen fin- 
den in der Biologie Einelektronen-Ubertragungen nur bei Re- 
doxpotentialen > 0 mV statt. Bei niedrigeren Redoxpotentialen 
in Gegenwart von Sauerstoff werden bei in der Natur vorkom- 
menden Prozessen nur zwei Elektronen gemeinsam iibertragen, 
wobei NADH das niedrigste Potential aufweist (I?' = 
- 320 mV). Im Laboratorium von W. Buckel wird zur Zeit in- 
tensiv versucht, diese Einelektronen-Ubertragungen mit Hilfe 
der ESR-Spektroskopie nachzuweisen. 
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In dieser Arbeit wird gezeigt, da13 die Reduktion von Ketonen 
und Thioestern zu Ketylverbindungen eine Umpolung des 
Carbonylkohlenstoffatoms von einem Elektrophil zu einem Nu- 
cleophil bewirkt. Das klassische Beispiel fiir eine Umpolung in 
der Biochemie ist die Addition von Pyruvat an Thiamindiphos- 
phat, die z.B. von der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (Py- 
ruvat-Synthase, EC 1.2.7.1) aus Hulohncterium halohium kataly- 
siert wird. Tatsachlich wurde in der Folgereaktion ein freies 
Radikal ESR-spektroskopisch nachgewiesen und als Ketylver- 
bindung charakterisiert (Abb. 6)r341. Das Additionsprodukt 
decarboxyliert zu Hydroxyethyl-Thiamindiphosphat, das von 
den Eisen-Schwefel-Clustern des Enzynis in Einelektronen- 
Schritten iiber eine Ketylzwischenstufe wahrscheinlich zu Ace- 
tyl-Thiamir~diphosphat~~~] oxidiert wird (Abb. 7 ) .  SchlieRlich 
entsteht mit CoASH unter Regeneration von Thiamindiphos- 
phat das Endprodukt Acetyl-CoA. 

I I oe oe 1 

\ l l  I l e  
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I I  
00 oe 

Abh. 7 .  Die durch Einelektronen-Oxidation von Hydroxyethy1thi;imindiphosphat 
entstandene Ketylverhindung als lntermediat der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduk- 
taw. 
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Synthese von Giirtelcyclophanen** 
Herbert Meier" und Klaus Miiller 
Professor Manfred Regitz zum 60. Geburtstag gewidmet 

Cyclophane", und Verbindungen mit Giirtel~truktur[~~ sind 
Schwerpunktthemen der Organischen Chemie. Wir berichten 
hier iiber die Synthese von neuartigen Giirtelcyclophanen, deren 
molekulare Basis [18]Annulene bilden, die mit Arenen anelliert 
sind. Der praparativ einfache Zugang beruht auf einer dreifa- 
chen, hoch stereoselektiven Cyclokondensation von Azomethi- 
nenr4. 51. Die Naphthalin-, Phenanthren- und Chrysen-Derivate 
1 gehen dabei im alkalischen Medium unter Eliminierung von 
Anilin in die Verbindungen 2 iiber (Schema 1). 
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