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Kristallstrukturanalyse eines synthetischen 
Nicht-Ham-Dieisen-0,-Adduktes: Einblick in 
den Mechanismus der Sauerstoff-Aktivierung ** 
Yanhong Dong, Shiping Yan, Victor G. Young, Jr. und 
Lawrence Que, Jr.* 

Fixierung und Aktivierung von Disauerstoff sind bei vielen 
metdllhakigen Proteinen, zu denen auch die Ham-freien rnit ka- 
talytisch aktiven Dieisenzentren gehoren, ein Schlusselschritt[']. 
So bindet beispielsweise das Fez-Zentrum von Hamerythrin 
(Hr)12] wirbelloser Tiere reversibel Sauerstoff, wahrend das der 
Methan-Monooxygenase (MMO)13] und der Ribonucleotid- 
Reduktase (RNR)[41 Disauerstoff fur deren jeweilige Funktio- 
nen aktiviert. Interessanterweise hat Hr ein histidinreiches, akti- 
ves Zentrum (fiinf His- und zwei Asp-/Glu-Einheiten), wahrend 
bei MMO und RNR carboxylatreiche Fez-Zentren vorliegen 
(zwei His- und vier Asp-/Glu-Einheiten). Ein Ziel unserer Stu- 
dien ist es, die Auswahl der Liganden in derartigen Proteinen 
besser zu verstehen. Durch Untersuchungen an synthetischen 
Metall-Disauerstoff-Komplexen konnten Einblicke in die Natur 
und Reaktivitat des gebundenen Disauerstoffs gewonnen wer- 
denrs1. Kristallstrukturanalysen der 0,-Addukte biomimeti- 
scher Ham- und Dikupferkomplexe lieferten sehr wichtige 
Strukturinformationen16 - *I. Jedoch gelang bisher keine Kri- 
stallstrukturanalyse eines synthetischen Nicht-Ham-Dieisen- 
0,-Adduktes, obwohl in Losung einige derartige Komplexe 
charakterisiert w ~ r d e n [ ~ ,  ''I. Wir berichten hier uber die erste 
Kristallstrukturanalyse eines Nicht-Ham-Dieisen-0,-Adduk- 
tes, die Informationen uber eine (p-l,2-Peroxo)dieisen-Einheit 
liefert. Einige neuartige Charakteristika dieser Struktur veran- 
laBten uns zu kinetischen Experimenten, die Auskunft uber die 
Stabilitat des 0,-Adduktes gaben; sie zeigten ferner, wie die 
Ligandenumgebung die Reaktivitat des 0,-Adduktes in Nicht- 
Ham-Dieisen-Enzymen verandert. 

[Fe,(N-Et-hptb)(O,CC,H,)]Z' 1 

[Fe,(~-1,2-0,)(N-Et-hptb)(p-0,0'-OzCC,H,)]Z+ 1-0, 

Vor kurzem berichteten wir, daB der Dieisen@)-Komplex 1 in 
CH,Cl, bei - 60 "C Sauerstoff unter Bildung eines blauen, me- 
tastabilen Adduktes, 1-O,, irreversibel bindet1""- b, "1. Die vor- 
geschlagene Struktur ahnelt der vor kurzem fur [Co,(O,)- 
(tpdb) (O,CC,HJZ ' gefundenenrl2I. Wir nahmen an, daB die 
Benzoatbrucke der Vorstufe erhalten bleibt, da der Austausch 
gegen das starker basische Propionat eine Blauverschiebung der 
Peroxo -+ Eisen(u1)-Charge-Transfer (CT)-Bande bewirkt ['Ob]. 
AuBerdem konnte die Lebensdauer dieses Adduktes durch die 
Zugabe von Ph,PO verlangert werden. Die so erhohte Stabilitat 
ermoglichte die Zuchtung von Kristallen des 0,-Adduktes bei 
- 40 "C uber einen Zeitraum von mehreren Wochen['31. 

Die Kristallstrukturanalyse (Abb. 1) ergab, daB das 0,-Ad- 
dukt einen durch eine p-l,2-Disauerstoff-Einheit verbruck- 
ten (p-A1koxo)dieisen-Kern rnit einem Fe-Fe-Abstand von 
3.462(2) 8, aufweist. Die Fe-p-O,,,,,,-Bindung ist mit 1.991 (3)  8, 
ahnlich lang wie in verwandten (p-A1koxo)dieisen-Komple- 
 en['^]. Die Disauerstoff-Einheit koordiniert cis-pL-1,2-artig, 
und die 0-0-Bindung ist 1.416(7) 8, lang. Dieser Wert ist 
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Abb. 1. Struktur von [Fe,(p-1,2-0,)(N-Et-hptb)(Ph,PO),]3+ im Kristall (OR- 
TEP-Darstellung rnit Ellipsoiden. die dem 30 %-Wahrscheinlichkeitsinter , all ent- 
sprechen). Ausgewahlte Bindungslangen [A] und -winkel ["I: Fel-01 1.991 (3), 
Fel-02 1.880(4), Fe l -03  2.035(4), Fel -N1 2.364(5), Fel -NlA 2.082(4), Fel-  
NIB 2.094(4), 02-02 '  1.416(7), Fel " 'Fel '  3.462(3); Fel-01-Fel' 120.8(3), 
Fel-02-02' 122.97(10), 01-Fel-02 86.5(2), 01-Fel-NI 78.0(2), 02-Fel-  
0 3  90.4(2), N1-Fel-03 105.2(2), 01-Fel-NlA 93.7(2), 01-Fel-NIB 
97.7(2). 

in Einklang rnit der Reduktion von 0, zu 0;- wahrend der 
Koordination, wofur es vorher schon Raman-spektroskopische 
Hinweise gab1""]. Im Vergleich hierzu betragt die O-O- 
Bindungslange im einzigen bisher strukturell charakterisier- 
ten, synthetischen Peroxoeisen-Komplex [Fe6(p-0),(p4-02)- 
(O,CC,H,),,(OH,),] 1.480 (12) A[151. Dikupfer-0,-Addukte, 
wie [Cu,(tpiP'2),(p-~2 :y12-0,)] und [Cu,(tpa),(p-trans-1,2- 
0,)12+, haben hingegen 0-0-Abstande von 1.412(12) bzw. 
1.432 (6) 'I. Die Fe-O,,,,,,-Bindungen sind in Einklang mit 
der Basizitat des Peroxo-Liganden 1.880(4) 8, lang. Ahnlich 
kurze Fe-0-Bindungen (1.88-1.91 A) werden in Komplexen 
rnit terminalen Fe"'-OH- und Fe"'-OCH,-Gruppen gefun- 

In Ubereinstimmung mit den spektroskopischen Befun- 
den zeigt die Strukturanalyse, dal3 1 bei Fixierung von 0, in ein 
Addukt mit einem (p-Alkoxo) (p-l,2-peroxo)dieisen(m)-Kern 
ubergeht . 

Die Koordinationssphare der Eisenzentren wird durch die 
Stickstoffatome des N-Et-hptb-Liganden sowie die Sauerstoff- 
atome von zwei Phosphanoxidmolekiilen abgesattigt. Die Stick- 
stoffatome sind, wie es fur diesen Typ von tripodalen Liganden 
typisch ist, an den langsten Metall-Ligand-Bindungen beteiligt 
und koordinieren trans zu dem am starksten basischen Ligan- 
den, dem Peroxo-Liganden. Die Benzimidazolringe an jedem 
Eisenzentrum koordinieren trans zueinander und stehen senk- 
recht zu der Ebene, die durch die beiden Eisenzentren, die Alk- 
oxid- und die Peroxo-Briicke aufgespannt wird. Uberraschen- 
derweise fehlt die Benzoat-Briicke in dem kristallinen 0,-Addukt, 
in dem statt dessen zwei Triphenylphosphanoxid-Liganden 
trans zu der Alkoxo-Briicke koordiniert sind. Die Fe-O-Bindun- 
gen zu den beiden Ph,PO-Liganden weisen fur diesen Bindungs- 
typ typische Langen von 2.035(4) 8, auf[17]. Die Ph,PO-Ligan- 
den sind die Ursache der groBeren Stabilitat dieses 0,-Adduktes. 

[Fe, (p-1,2-0,) (N-Et-hptb) (Ph,P0),I3+ ist bei -40 "C meh- 
rere Monate stabil, zersetzt sich aber bei 30 "C innerhalb einer 
Stunde zu einem Dieisen(n1)-Produkt. Die Intensitat der cha- 
rakteristischen Peroxid ---f Eisen(II1)-CT-Bande des 0,-Adduk- 
tes nimmt uber mindestens fiinf Halbwertszeiten nach einer Ki- 
netik erster Ordnung ab (k  =1.1 x lo-, s-'). Die Zersetzung 
des 0,-Adduktes verlauft vermutlich unter Spaltung der O-O- 
Bindung und Oxidation der Eisen(II1)-Zentren. Im Hinblick auf 
die Symmetrie des Dieisen-Komplexes nehmen wir die homoly- 
tische Spaltung der 0-0-Bindung unter Bildung einer Eisen(1v)- 
Einheit an (Abb. 2). 
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Abb. 2. Vorschlag fur einen Mechanismus der Zersetzung des (p-1,2-Peroxo)- 
dieisen-Intermediates. 

Im Einklang rnit dem vorgeschlagenen Mechanismus sollte 
die 0-0-Bindungsspaltung bei Substitution der neutralen Phos- 
phanoxid-Liganden durch starkere Donormolekiile, wie anioni- 
sche Benzoate, gefordert werden. Die hohere Elektronendichte 
an den Metallzentren wiirde sowohl die Spaltung beschleunigen 
als auch die hohe Oxidationsstufe an den Metallzentren stabili- 
sieren. Tatsachlich zerfallt 1-0, bei 30 "C in Sekunden. Die Zer- 
fallsgeschwindigkeit kann durch Einfiihrung von Substituenten 
an dem verbruckenden Benzoatmolekul gesteuert werden; dabei 
tritt eine sehr gute Korrelation rnit den Hammettschen a-Werten 
auf (Abb. 3). Der p-Wert von - 1.1 deutet einen durch Elektro- 
nendonorgruppen beschleunigten ProzeB an. Wahrend sich frii- 
here Studien an Dieisen-0,-Komplexen uberwiegend rnit der 
reversiblen Fe-0,-Bindung beschaftigten['0c3 81, wurden hier 
die Faktoren untersucht, die die Stabilitat der 0-0-Bindung 
und ihre Aktivierung beeinflussen. Damit besteht eine quanti- 
tative Grundlage fur den vorgeschlagenen Mechanismus 
(Abb. 2). Ein ahnlicher ,,Push-Effekt" durch Donorliganden 
wird bei der 0-0-Bindungsspaltung in Ham-Peroxysaure- 
Komplexen unter Bildung hohervalenter Oxoeisen-Komplexe 
be~bachtet"~'. Wir untersuchten auch die Temperaturabhan- 
gigkeit des Zerfalls von 1-0, und erhielten dabei die Akti- 
vierungsparameter AH* = 15.5 0.8 kcal mol-' und A S *  = 
-11 rfI 5 cal mol-' K-', die in guter Ubereinstimmung mit 
Werten fur die Spaltung von 0-0-Bindungen anderer 0,- 
Addukte sindL201. 

Die hier beschriebenen Befunde tragen zu einem besseren Ver- 
standnis dessen bei, wie die Natur katalytisch aktive Nicht- 
Ham-Dieisenzentren zur Steuerung der Disauerstoffchemie ein- 
setzt. Es wird deutlich, daL3 durch die von Liganden zur Verfii- 

~I-- ~, 
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Abb. 3. Hammett-Darstellung fur die Zersetzungsgeschwindigkeit von 0,-Adduk- 
ten des Typs [Fez (p-1,2-0,)(N-Et-hptb)(~-~,~-0,CC,H,-X)]z+ in CH,CN bei 

-3.5 

U- 

-10°C ( p  = -1.1). 

gung gestellte Elektronendichte die Reaktivitat der 0,-Addukte 
gesteuert werden kann. Das histidinreiche aktive Zentrum des 
Disauerstofftragers Hamerythrin hilft, die 0-0-Bindung zu er- 
halten, und tragt so zur reversiblen 0,-Fixierung bei. Die Ge- 
genwart einer groBeren Zahl anionischer Carboxylatoliganden 
an den Dieisenzentren von MMO und RNR aktiviert die O-O- 
Bindung und ermoglicht den Zugang zu hohervalenten Ei- 
senzentren, die fur die Wasserstoffabstraktion, in Verbindung 
rnit ihrer jeweiligen Funktion, benotigt werden. Schnelle kineti- 
sche Studien an diesen Enzymen ergaben in der Tat, da13 Inter- 
mediate mit hochvalenten Eisenzentren, die sich aus Per- 
oxodieisen(II1)-Komplexen bilden, an Reaktionscyclen dieser 
Enzyme beteiligt sindLz1' "1. Obwohl sicherlich noch andere 
Faktoren zu beriicksichtigen sind, konnen die funktionellen Un- 
terschiede zwischen Hamerythrin einerseits und MMO und 
RNR andererseits nun im Licht einer Liganden-Reaktivitats- 
Beziehung, wie sie durch die erste Kristallstrukturanalyse eines 
Nicht-Ham-Dieisen-0,-Adduktes ermittelt wurde, besser ver- 
standen ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  
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Die Bestrahlung von Zellen rnit UV-Licht fuhrt zu erheb- 
lichen Genomschaden[']. In doppelstrangiger DNA ist die 
Hauptveranderung die Bildung von cis-syn-Pyrimidindimeren 
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durch [2 + 2]-Cy~loaddition[~~. In Einzelstrang-DNA bildet sich 
daruber hinaus zu einem kleinen Teil ein zweites Isomer, das 
trans-syn-konfigurierte Dimer. Es ist bekannt, daB diese Photo- 
produkte die Bildung mehrerer Hautkrebsarten, z.B. Basalzell- 
und Squamouszell-Karzinom, induzierenI2]. Daruber hinaus 
verursachen sie oft den Zelltod[21. Seit feststeht, daB die Ozon- 
schicht abnimmt, welche die Erde vor der schadlichen UV- 
Strahlung schutzt, wird eine zunehmende Hautkrebswahr- 
scheinlichkeit progn~stiziert[~'. Diese Situation hat erneut das 
Interesse an den Mechanismen geweckt, die von Organismen 
zur Beseitigung der durch Sonnenlicht erzeugten DNA-Schaden 
entwickelt wurden. Ein weitverbreiteter DNA-ReparaturprozeD 
beruht auf der Aktivitat eines einzelnen Enzyrns, der Flavin 
enthaltenden DNA-Photolyase. Dieses Enzym beseitigt die cis- 
syn-Pyrimidindimere durch Spaltung in die Monomere. Diese 
Reaktion wird durch Sonnenlicht (300-500 nm) initiiertI41. Es 
ist weitgehend akzeptiert, daB der essentielle Schritt in dieser 
Reparaturreaktion ein Elektronentransfer vom fest an das En- 
zym gebundenen Flavin-Cofaktor auf die Cyclobutan-Einheit 
des Dimers im DNA-Doppelstrang ist. 

Anhand von Modellverbindungen, welche in der Lage sind, 
kritische Schritte einer komplexen biologischen Reaktionsfolge 
nachzuahmen, konnen oft wichtige Aspekte der zugrundelie- 
genden Reaktionssequenz untersucht werdent51. Die wenigen 
Modellverbindungen, die zum Studium der DNA-Reparatur 
durch die Photolyase synthetisiert wurden, enthalten im wesent- 
lichen Pyrimidin-Photodimere rnit kovalent angeknupften elek- 
tronenreichen aromatischen Resten wie Indol- und Dimethoxy- 
benzolderivaten[63 'I. Es wurde auch gezeigt, daB reduzierte und 
deprotonierte Flavine die Monomerisierung von Pyrimidindi- 
meren herbeifiihren, wenn sie unter Bestrahlung mit Licht zu 
einer Losung dieser Dimere gegeben werdenIp1. Bis heute ist je- 
doch keine funktionsfahige Modellverbindung beschrieben wor- 
den, die sowohl ein biologisch relevantes reduziertes Flavin als 
auch ein Pyrimidindimer enthaltLg3 lo]. Um nun die Voraussetzun- 
gen fur die efiziente Spaltung der Pyrimidindimere durch redu- 
zierte Flavine studieren zu konnen, haben wir eine Sene von 
Modellverbindungen (1 -3) hergestellt. Die Stammverbindung 1 
enthalt zwei Riboflavinderivate, die kovalent mit einem Uracil- 
dimer, welches cis-syn-konfiguriert ist, verknupft sind. Da Photo- 
lyasen auch die entsprechenden trans-syn-konfigurierten Dimere 
spalten (wenn auch nur bei hoher Enzymkonzentration) wurden 
zusatzlich die beiden Modellverbindungen 2 und 3 synthetisiert, 
die ein trans-syn- bzw. ein trans-anti-Uracildimer enthalten" 'I .  
Mit ihnen sollte untersucht werden, ob diese Unterschiede in der 
Konfiguration die Spaltungseffizienz beeinflussen. 
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