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Mechanismus der Sauerstoffaktivierung durch einkernige, Ham-freie 
Eisenproteine ** 

Alexandre L. Nivorozhkin und Jean- Jacques Girerd * 

In den aktiven Zentren der Enzyme, die Oxidationen kataly- 
sieren, sind haufig ein- oder zweikernige, Ham-freie Ei- 
senzentren vorhandenI'l. Zwar hat man sich in der Vergangen- 
heit mehr den Enzymen mit zweikernigen als denen mit 
einkernigen Eisenzentren gewidmet - bei der letzten Internatio- 
nal Conference on Bioinorganic Chemistry (ICBIC-7) im ver- 
gangenen Jahr in Lubeck galten 26 Beitrage den zweikernigen 
Eisenproteinen und nur 13 den einkernigen -, das Interesse an 
einkernigen Eisenenzymen wachst jedoch in Biologie und Che- 
mie schnell[']. Die erstaunlich vielfaltigen funktionellen Eigen- 
schaften der einkernigen Eisenenzyme, von der Lipidoxidation 
(Lipid-Dioxygenase, LO) uber die Oxidation von Arenen 
(Aren-Dioxygenasen, Catechol-Dioxygenase, Pteridin-abhan- 
gige Enzyme) bis zur Synthese von Isopenicillin (Isopenicillin- 
N-Synthase, IPNS) und der Oxidation von nicht aktivierten 
C- H-Bindungen (cr-Ketosaure-abhangige Enzyme), machen 
diese zweifellos zu einem lohnenden Forschungsziel. Von neuen 
Erkenntnissen konnte sowohl die Industrie als auch die Medizin 
profitieren. Ein wichtiges Forschungsobjekt auf diesem Gebiet 
ist seit langem Bleomycin (BLM), ein naturlich vorkommendes 
eisenhaltiges Glycopeptid, das, wie Cisplatin, als Krebsmittel 
erfolgreich ist. 

Studien zur sequenzspezifischen oxidativen Spaltung von 
DNA durch BLML3] und die Untersuchung synthetischer Mo- 
dellkomplexe waren besonders aufschluheich fur das Verstand- 
nis der Schlusselmerkmale der Sauerstoffaktivierungsschritte 
und des Mechanismus der katalytischen Oxidation durch akti- 
vierte einkernige Eisenkomplexe. Die neuesten Ergebnisset4I 
lassen keinen Zweifel daran, daB die Bildung der spektrosko- 
pisch beobachteten, kurzlebigen einkernigen Peroxospezies von 
BLM, das ,,aktivierte BLM", der erste Schritt der Sauerstoffak- 
tivierung ist. Die Diskussionen uber den Reaktionsmechanis- 
mus halten an. Die Beteiligung radikalischer Spezies wie OH. 
kann wahrscheinlich ausgeschlossen werden, aber Ferrylspezies 
werden haufiger diskutiert, obwohl sie niemals spektroskopisch 
nachgewiesen wurden. Eines der eindrucksvollsten, rnit BLM- 
MirneticaL4"] erzielten Ergebnisse ist, daI3 die DNA-Spaltung im 
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wesentlichen durch die Metallbindungsdomane bestimmt wird; 
Metallkomplexe ohne Polypeptidkette mit spezifischem Dithia- 
zol-Terminus, die als entscheidend fur die Bindung an DNA 
angesehen wurde, zeigen ein sehr ahnliches Spaltungsmuster wie 
BLM. Diese Tatsache wird die Suche nach anderen einfachen 
synthetischen Eisenkomplexen rnit der Aktivitat von BLM sti- 
mulierent5"]. Bereits b e s ~ h r i e b e n ~ ~ ~ ,  wurden Eisenkomplexe 
rnit Aminopyridin-Liganden, deren DNA-Spaltungsaktivitt nur 
um den Faktor 10 geringer ist als die von BLMISbl. Studien uber 
diese und andere Aminopyridin-Eisenkomplexe sowie iiber Bipy- 
ridin-Eisenkomplexe e r g a b e ~ ~ [ ~ ~ - g ]  stichhaltige spektroskopische 
Beweise fur das Vorkommen einer kurzlebigen Fe"'-Peroxospe- 
zies rnit Eigenschaften, die denen von ,,aktiviertem BLM" ahneln. 

Die Kenntnis der atomaren Struktur des aktiven Zentrums ist 
entscheidend fur die Aufklarung eines enzymatischen Reaktions- 
mechanismus. Einige kiirzlich erreichte Meilensteine sind die Kri- 
stallstrukturanalysen von wichtigen Ham-freien Eisenproteinen: 
Extradiol-Dioxygenase, IPNS und Lipid-Dioxygenase. 
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Die durch Lipoxygenase katalysierte Lipidoxidation (Oxy- 
genierung eines cis,cis-l,4-Diens zu einem konjugierten 1 -Hy- 
droperoxydien) scheint chemisch eine der einfachsten Umwand- 
lungen zu sein. Die von Amzel et a1.[6"1 rnit einer Auflosung von 
2.5 A bestimmte Struktur des aktiven Zentrums des Enzyms 
enthalt ein verzerrt tetraedrisch koordiniertes Fe"-Zentrum - 
ahnlich dem in der Eisensuperoxid-Dismutase gefundenen -, an 
das drei Histidin-Stickstoffatome und eine einzahnige terminale 
Carboxylatgruppe gebunden sind. Dieser Befund widersprach 
allen vorherigen spektroskopischen Ergebnissen, die auf eine 
oktaedrische Koordination hinwiesen. Die Autoren sind sich 
sicher, andere Liganden wie Wasser oder Hydroxid-Ionen aus- 
schlieBen zu konnen, und sprechen einem dem Eisenzentrum 
nahen Asn-Rest eine entscheidende Rolle bei der Stabilisierung 
eines wahrscheinlichen Peroxoeisen-Intermediats zu. Nach ei- 
ner von Axelrod et a1.[6b1 durchgefuhrten Rontgenstrukturana- 
lyse enthalt eine isomere Form des gleichen Enzyms allerdings 
ein funffach koordiniertes Eisenzentrum mit einem einzahnig 
gebundenen Asparaginrest. Der erste Schritt der Lipidoxidation 
besteht in der Bildung eines Kohlenstoff-Radikals, das von 
Sauerstoff angegriffen wird und schliel3lich eine 1-00H-Spezies 
bildet. Die Regio- und Stereoselektivitat dieses Prozesses spricht 
dafur, daD Hydroxyl-Radikale im Verlauf der Oxidation keine 
Rolle spielen. Durch Experimente rnit Substraten unter anaer- 
oben Bedingungen konnte bewiesen werden, daB die Fe"'-Form 
des Enzyms den primaren Schritt, die Wasserstoffabstraktion, 
verursacht. Charakteristische Verlnderungen im UV/Vis-Spek- 
trum weisen auf die Bildung des Peroxoeisen-Intermediats in 
Anwesenheit von Sauerstoff und Substrat hin. Auf diese, mog- 
licherweise wichtige Beobachtung grundeten Nelson et al. kiirz- 
lich einen neuen Vorschlag zuin Reaktionsmechanismus der 
Lipid-Dioxygenase['"]. Mascharak et al.[7b1 beschrieben Eisen- 
Modellkomplexe, die eine Lhnliche Aktivitat wie BLM zeigen 
und eindeutig nachgewiesene Peroxoeisenspezies bilden; in Ge- 
genwart von 0, oder H,O, reagieren diese Komplexe rnit guter 
Stereoselektivitat rnit Linol- und Arachidonsaure effizient zu 
1 -0OH-Produkten. 

Die IPNS katalysiert eine relativ anspruchsvolle Reaktion in 
der Penicillin-Biosynthese ~ die Umwandlung des linearen Tri- 
peptids 6-(L-x-Aminoadipoyl)-L-cysteinyl-D-valin (ACV) in 
Isopenicillin N. Anders als andere Ham-freie Oxidasen beno- 
tigt die IPNS keine Elektronendonoren oder oxidierten Cofak- 
toren. Die Rontgenstrukturanalyse einer Mn"-substituierten 
IPNS['] ergab ein oktaedrisch koordiniertes Metallzentrum mit 
zwei Histidin-Stickstoffatomen, einer einzahnigen Carboxylat- 
gruppe, einer 0-gebundenen Amidogruppe und zwei Wasser- 
molekulen. Diese Struktur steht in guter Ubereinstimmung mit 
spektroskopischen Daten und macht nahezu keine Revision 
des vorgeschlagenen, mehrstufigen Reaktionsmechanismus er- 
forderlich, der hauptsachlich auf Experimenten mit Substrat- 
analoga und Isotopenmarkierung basierte. Die Entwicklung 
biomimetischer Modellkomplexe zur Aufklarung der Enzym- 
Substrat-Wechselwirkungen und des Nachweises einer kurzlebi- 
gen Ferryl-Spezies diirfte nun das Ziel von Bioanorganikern 
sein. 

Ein weiterer Erfolg der spektroskopischen Voraussagen uber 
die Merkmale aktiver Zentren wird durch die Rontgenstruktur- 
analyse der Extradi~l-Dioxygenase~~~~ deutlich, die zusammen 
rnit der Intradiol-Dioxygenase zwei Wege des Brenzkatechin- 

Abbaus kontrolliert. In Ubereinstimmung rnit spektroskopi- 
schen Daten von Solomon, Lipscomb et al.19b3C1 enthalt das En- 
zym ein quadratisch-pyramidal koordiniertes Fe"-Zentrum, das 
an zwei Histidin-Stickstoffatome, eine terminale einzahnige 
Carboxylatgruppe und zwei Wassermolekiile, die wahrend der 
Katalyse wahrscheinlich durch ein chelatisierendes Substrat 
ausgetauscht werden, gebunden ist. Ein ausgepragtes Merkmal 
der Extradiol-Dioxygenase ist die Erhaltung des Oxidationszu- 
stands des Eisenzentrums wahrend aller Reaktionsschritte. Es 
gibt bisher wenige mechanistische StudienLgdl, und bis jetzt ist 
kein biomimetischer Komplex rnit Extradiol-Spaltungsaktivitat 
bekannt. Das Ergebnis der Rontgenstrukt~ranalyse~~~~ bietet 
einen guten Ausgangspunkt fur Studien zum Reaktionsmecha- 
nismus und den Vergleich mit der gut untersuchten oxidativen 
Intradiol-Spaltung. Die Kenntnis der umfangreichen Chemie 
der Eisenphenolat-Komplexe erleichterte die Aufklarung des 
Reaktionsmechanismus[loal der Intradiol-Dioxygenase, bei der 
im aktiven Zentrum das Eisen an je zwei Tyrosin- und Histidin- 
reste sowie ein Wassermolekul oder ein Hydroxid-Ion gebunden 
ist ; das Ergebnis einer Rontgenstrukturanalyse wurde kurzlich 
publiziert['Ob, 'I. Auch eine Reihe synthetischer Komplexe ist 
bekannt["], die die Intradiol-Spaltung katalysieren. Die effi- 
zientesten Modellkomplexe enthielten uberraschenderweise nur 
Stickstoffliganden, wahrend die Phenolatkomplexe nach dern 
Schritt der Brenzkatechin-Semichinon-Oxidation inhibiert wur- 
den, was fur einen direkten Angriff des Sauerstoffs auf den 
aromatischen Ring spricht. 

Drei Klassen Ham-freier Eisenenzyme rnit sowohl unbekann- 
ter Struktur des aktiven Zentrums als auch unbekanntem Kata- 
lysemechanismus sind : Aren-Dioxygenasen sowie Pterin- und 
a-Ketosaure-abhiingige Enzyme. Sie sind stark von Cofaktoren 
abhangig, die die Elektronen fur die Sauerstoffreduktion liefern. 
Uber Veranderungen am Metallzentrum in Aren-Dioxygenasen 
wahrend der Katalyse ist wenig bekannt['2a* bl. MutmaRliche, 
dem ,,aktivierten BLM" ahnliche Peroxo-Intermediate konnten 
am Katalysecyclus dieser Dioxygenasen und Putidamono- 
oxin" "I (Sauerstoff-Aktivierungskomponente der 4-Methoxy- 
benzoat-Monooxygenase) beteiligt sein. Sowohl die Aren-Dioxy- 
genasen als auch Putidamonooxin enthalten ein einkerniges 
Eisenzentrum und einen Rieske-Eisen-Schwefel-Cluster als Co- 
faktoren. Der Mechanismus Pterin-abhangiger Metalloenzyme 
(Tyrosin-, Phenylalanin- und Tryptophan-Hydroxylase) ist 
noch ungeklart : 1st die Peroxoeisen-Spezies die primare Zwi- 
schenstufe oder ist sie ein Sekundarprodukt, das durch zuerst 
produziertes Pterinhydroperoxid[13"1 gebildet wird? Die prinzi- 
pielle Moglichkeit der Hydroxylierung eines metallgebundenen 
Phenols in einem einfachen synthetischen Eisenkomplex, der 
rnit m-Chlorperbenzoesaure behandelt wurde, beobachteten 
Kitajima et al.[13b1. Uber den ersten Modellkomplex fur a-Keto- 
saure-abhangige, Fe"-haltige Dioxygenasen wurde von L. Que 
et al.[14a3 b1 berichtet. Der bisher beste Modellkomplex wurde 
von J. Valentine et al.['4c1 synthetisiert und konnte die gesamte 
Reaktivitat des Enzyms widerspiegeln :, die Oxygenierung des 
Substrats (Epoxidierung von Cyclohexen und Stilben) rnit 
gleichzeitiger Oxygenierung und Decarboxylierung des eisenge- 
bundenen Benzoylformiats zu Benzoesaure. Diese Ergebnisse 
eroffnen giinstige Perspektiven fur die modellhafte Nachbil- 
dung auch komplizierter katalytischer Reaktionen mit Cofak- 
torumwandlungen. Die einfache biomimetische Modellierung 
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der Sauerstoffaktivierung hat allerdings ein generelles Hinder- 
nis, die leichte Bildung von p-Peroxo-Dimerentl ']. 

Berucksichtigt man die vielfaltigen und komplexen Wechsel- 
wirkungen zwischen aktivem Zentrum und Substrat, die oft 
durch die Mitwirkung von Cofaktoren weiter moduliert wird, so 
kann man kaum ein einheitliches Bild des Reaktionsmechanis- 
mus und der aktiven oxygenierenden Spezies der einkernigen 
Ham-freien Eisenproteine envarten. Allerdings ergaben die in- 
tensiven Forschungen der letzten Jahre, daB die Ham-freien 
Eisenenzyme wahrscheinlich uber eine Peroxo-Zwischenstufe 
reagieren, also anders als Eisenporphyrine, bei denen hochkoor- 
dinierte Oxoeisen-Spezies die zentralen Intermediate sind. 

Stichworte: Bioanorganische Chemie . Bleomycin . Eisenver- 
bindungen . Nicht-Ham-Eisenproteine . Sauerstoffaktivierung 
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Dimere Pyrazinsteroid-Alkaloide aus marinen Organismen : 
eine Herausforderung bei der Isolierung, der Synthese und der Erforschung 

ihrer biologischen Wirkung** 

Arasu Ganesan" 
Professor Clayton Heathcock zum 60. Geburtstag gewidmet. 

Die Isolierung der Cephalostatine und Ritterazine 

Seit 1955 sucht man am American National Cancer Institute 
(NCI) mit groljem Einsatz nach antitumorwirksamen Verbin- 
dungen. Allein zwischen 1955 und 1980 wurden etwa 130000 
Pflanzen- und Tierextrakte untersucht, wobei der groljte Erfolg 
sicherlich die Isolierung von Taxol aus der Pazifischen Eibe war. 
Hier wird eine Gruppe von Steroiden vorgestellt, die ihre Ent- 
deckung ebenfalls den Anstrengungen des NCI verdanken. 

Im Jahre 1974 erwiesen sich Extrakte aus dem winzigen (ca. 
5 mm groBen) marinen Rohrenwurm Cephalodiscus gilchristi, 
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der vor der sudafrikanischen Kiiste gefunden wurde, bei der 
vom NCI als Primarassay verwendeten murinen lymphozyti- 
schen Leukamie P388 als wirksam. Fiinfzehn Jahre rastloser 
Forschung durch die Arbeitsgruppe von Pettit gipfelten in der 
Isolierung von 139 mg der bioaktiven Hauptkomponente, des 
Cephalostatins 1, aus 166 kg (NaOgewicht) Rohrenwurmern 
und schlieBlich in der strukturellen Charakterisierung dieser 
Verbindung'']. Was daraufhin geschah, wurde so beschrie- 
benL2]: ,,Interest in such a powerfully antileukemic agent as 
cephalostatin 1 . . . has prompted Americans to dive extensively 
at a depth of 20 meters to collect C. gilchrzsti in open seawaters 
controlled by the white shark." 

Cephalostatin 1 ist mit einem ED,,-Wert von lo-'- 
pgmL- ' BuBerst wirksam gegen P388. In den Folgejahren 

wurden in der Arbeitsgruppe von Pettit sechzehn weitere Cepha- 
lostatine charakterisiertL3], alle mit dem gleichen neuartigen 
Grundgeriist (Schema 1) : Die A-Ringe zweier Steroidmolekiile 
sind durch einen ankondensierten Pyrazinring miteinander ver- 
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