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dadurch nicht von heute auf morgen revolutioniert werden,
doch ist ausgehend von dieser Arbeit von Yokozawa und
Suzuki mit vielfiltigen neuen Impulsen zu rechnen.
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Isopenicillin-N-Synthase: ein Enzym bei der Arbeit

Wolfdieter A. Schenk*

Die Entdeckung des Penicillins im Jahr 19291 hat die
Medizin revolutioniert.?! Viele der potentiell tédlichen bak-
teriellen Infektionen verloren ihre Schrecken als lebensbe-
drohende Krankheiten — eine Situation, die sich bald wieder
dndern konnte.P! Die Penicilline (Schema 1) waren die ersten
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Schema 1. Struktur jeweils eines typischen Penicillins und eines typischen
Cephalosporins. Ac= Acetyl.

Antibiotika, und lange Zeit wurde der Begriff ,,Penicillin“ in
der Offentlichkeit als Synonym fiir ,,Antibiotikum*“ verwen-
det.

Weitere Meilensteine wurden mit der Strukturbestimmung
des Penicillins® und der ersten Totalsynthese eines natiirlich
vorkommenden Penicillins gesetzt.’! Die Laborsynthese des
Penicillins erwies sich wegen seiner bicyclischen Struktur, die
den S-Lactamring besonders labil macht, als erhebliche
Herausforderung.[! Es ist daher nicht verwunderlich, dass
die Frage ,,Wie macht es die Natur?“ das Augenmerk der
Wissenschaftler anzog.

Die ersten Hinweise wurden aus zumeist recht indirekten
Informationen erhalten.”! Die unmittelbare Vorstufe, das
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lineare Tripeptid L-a-Aminoadipoyl-L-cysteinyl-D-valin (LLD-
ACV), wird zunichst aus seinen Aminosidurebausteinen mit
Hilfe des Enzyms ACV-Synthase zusammengesetzt, das auch
die notige Epimerisierung des Valins vermittelt. Der Schliis-
selschritt, die stochiometrisch einfache oxidative Cyclisierung
[GL (1)], wird von einem einzigen Nicht-Hidm-Eisenenzym
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bewerkstelligt, das als Isopenicillin-N-Synthase (IPNS) be-
zeichnet wird. Weitere Enzyme sind dann fiir die Epimerisie-
rung von Isopenicillin N (IPN) zu Penicillin N, die Derivati-
sierung zu anderen Penicillinen sowie die Ringerweiterung,
die schlieBlich zu den verschiedenen Cephalosporinen fiihrt,
verantwortlich.

Trotz einiger Anstrengungen hat man nie irgendwelche
enzymfreien Intermediate dieser Reaktion gefunden. Dies
spricht dafiir, dass beide Ringe innerhalb des gleichen Enzym-
Substrat-Komplexes gebildet werden. Versuche mit modifi-
zierten Substraten dienten dazu, die FEigenschaften des
aktiven Zentrums festzulegen. Fine iiberraschende Vielfalt
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von Variationen sowohl am Aminoadipoyl- als auch am
Valinylende von ACV werden toleriert, was beim Zusam-
mentragen von Informationen zum Mechanismus sehr hilf-
reich war. Als man beispielsweise das D-Valin durch andere
Aminosduren ersetzte, die Allyl- oder Cyclopropylmethyl-
gruppen als ,Radikaluhren® trugen, traten die typischen
Umlagerungsprodukte auf, die darauf hinwiesen, dass ein
(moglicherweise in seiner Beweglichkeit eingeschrinktes)
Isopropylradikal an der Bildung des Thiazolidinrings beteiligt
ist.®l Der L-Aminoadipoylterminus kann durch eine Reihe
von unpolaren Substituenten dhnlicher Grofle ersetzt werden,
die auch nicht notwendigerweise eine Carboxygruppe tragen
miissen. Dies ist ein guter Hinweis darauf, dass dieser Teil der
Bindungsregion von IPNS unpolar ist, aber eine zur Bildung
von Wasserstoffbriicken befidhigte Gruppe am Ende der
Tasche hat. Die zentrale Cysteineinheit kann dagegen nicht
verdandert werden. Im Hinblick auf die Einschriankungen, die
die Bildung des gespannten 3-Lactamrings mit sich bringt, ist
das auch leicht verstiandlich.

Eine Reihe geschickt geplanter Deuterierungsexperimente
ergab weitere Einblicke in mechanistische Details. So wurde
beispielsweise ein grofer kinetischer Isotopeneffekt gefun-
den, als man der IPNS ein Gemisch aus in der 3-Position des
Cysteins doppelt markiertem ACV und unmarkiertem ACV
anbot. Andererseits unterscheidet IPNS nicht zwischen
unmarkiertem und in der 3-Position des Valins markiertem
ACV. Dies wurde als iiberzeugender Hinweis darauf gewer-
tet, dass die Bildung des (-Lactamrings geschwindigkeits-
bestimmend ist und vor dem Thiazolidin-Ringschluss er-
folgt.”l Weiterhin wurde mit dem Einsatz von ACV, das
stereospezifisch deuteriertes Cystein enthielt, gezeigt, dass
die Sequenz aus Wasserstoff-Abstraktion und Ringschluss
unter Retention der Konfiguration abléuft, vielleicht iiber
einen enzymgebundenen Thioaldehyd.

Ubergangsmetallkomplexe von Thioaldehyden sind seit
1977 gut bekannt.'’] Eine Synthese metallgebundener Thioal-
dehyde durch Wasserstoff-Abstraktion wurde 1992 publi-
ziert!! [GL (2)] und vor kurzem auf eine ganze Reihe
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aliphatischer Thioaldehyde iibertragen. Darunter ist auch ein
Beispiel fiir einen side-on-koordinierten Thioaldehyd, der
sich von Cystein ableitet [GI. (3)].12

Diese Reaktionen, die sogar einen dhnlich hohen kineti-
schen Isotopeneffekt aufweisen,[''l kann man als metallorga-
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nische Analoga des Wasserstoff-Abstraktionsschrittes der
Penicillin-Biosynthese ansehen. Weiterhin ist auch die Addi-
tion von Nucleophilen an metallgebundene Thioaldehyde gut
dokumentiert,[¥) was den vorgeschlagenen Mechanismus zu-
sétzlich stiitzt.

Die erfolgreiche Bestimmung der Struktur von IPNS,
wiederum durch die Arbeitsgruppe von Baldwin,!'¥ war ein
grofler Durchbruch auf diesem Gebiet. Die Kristalle wurden
unter anaeroben Bedingungen geziichtet, sodass dem Enzym
der fiir die Reaktion notige Sauerstoff fehlte. Mit diesem
Trick war es sogar moglich, eine Messung am intakten Enzym-
Substrat-Komplex durchzufiithren. Dariiber hinaus wurde
durch Behandlung mit Stickstoffmonoxid der analoge Nitro-
sylkomplex erhalten, der als ein unreaktives Strukturmodell
des O,-Additionsprodukts gelten kann. In beiden Féllen sind
die Carboxylatgruppen an den Enden des ACV iiber Wasser-
stoffbriicken mit dem umgebenden Protein verankert. Da-
durch wird das Substrat in eine gestreckte und den $-Lactam-
Ringschluss begiinstigende Konformation gebracht.

Aufbauend auf diesen reichhaltigen Informationen konnte
ein detaillierter Mechanismus der Wirkung von IPNS formu-
liert werden (Schema 2). Nach Bindung des Substrats ACV
iiber die deprotonierte Thiolgruppe des Cysteins nimmt das
Eisen unter Wechsel der Oxidationsstufe ein Molekiil Di-
sauerstoff auf. Intramolekularer Transfer eines Wasserstoff-
atoms von C-3 der Cysteineinheit bringt das Eisen zuriick zur
Oxidationsstufe +1II und erzeugt einen Thioaldehyd- und
einen Hydroperoxyliganden. Letzterer deprotoniert die
Amidfunktion, die dann durch nucleophilen Angriff am
Thioaldehyd-Kohlenstoffatom den pJ-Lactamring schlieft.
Damit kommt auch das Wasserstoffatom an C-3 des Valins
in ndhere Nachbarschaft zum hoch elektrophilen Eisen(iv)-
Oxoliganden. Ein weiterer Wasserstofftransfer folgt, der
wahrscheinlich zur Bildung eines Isopropylradikals fiihrt,
das dann das Thiolat-Schwefelatom angreift und damit auch
den Thiazolidinring schlief3t.

Diese eigentlich schon schliissige Arbeit wurde jetzt,
wiederum durch Baldwins Arbeitsgruppe, durch eine Reihe
von Experimenten gekront, dank derer IPNS nun eines der
am besten verstandenen Enzyme ist.'") Ein Kristall des IPNS-
ACV-Komplexes wurde 320 min mit 4 MPa Disauerstoff
behandelt und danach die Struktur des Komplexes bestimmt.
Es stellte sich heraus, dass das Substrat ACV dadurch in das
Produkt IPN iiberfiihrt worden war, das aber an das aktive
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Schema 2. Mechanismus der Biosynthese von Isopenicillin N. AA =
Aminoadipoyl.

Zentrum gebunden blieb (eine gewisse Restelektronendichte
wies darauf hin, dass unter diesen Bedingungen etwa 30 % des
Substrats unverindert bleiben). In einer anderen Versuchs-
reihe wurde IPNS mit dem modifizierten Substrat ACmC, bei
dem Valin durch S-Methylcystein ersetzt worden war, kom-
plexiert. Die Struktur des aktiven Zentrums von IPNS-ACmC
ist der von IPNS-ACV sehr dhnlich, lediglich die S-Methyl-
gruppe besetzt jetzt die sechste Koordinationsstelle am Eisen.
Behandeln dieses Kristalls mit Disauerstoff (2 MPa, 10 min)
ergab ein monocyclisches S-Lactamprodukt, das an das aktive
Zentrum {iiber das Cystein-Schwefelatom und eine Methyl-
sulfenylgruppe gebunden ist. Letzte-
re diirfte aus einer Abfangreaktion
an der vermuteten Fe™-oxo-Zwi-
schenstufe entstanden sein (Sche-
ma 3).

Diese Spezies ist ein gutes Modell
fir das monocyclische S-Lactam-
Zwischenprodukt bei der IPN-Syn-
these, dessen kurzzeitige Existenz
schon zuvor vermutet worden war
(sieche oben). Abbildung 1 zeigt eine
Uberlagerung der vier Strukturen.
Besonders bemerkenswert ist die
Dehnung der Fe-S-Bindung im End-
produkt, die die Ablésung des IPN
vom aktiven Zentrum vorwegnimmt.

Mit dem oxidierten ACmC als
Modell fiir das f-Lactam-Intermediat
erstellt diese Serie von Strukturen
gewissermallen einen detaillierten
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Schema 3. IPNS-vermittelte oxidative Cyclisierung von ACmC.

Kurzfilm von der Funktion eines Enzyms. Die rasche Weiter-
entwicklung kristallographischer Instrumente und Methoden
konnte Untersuchungen wie diese wohl bald zu einem festen
Bestandteil der Aufkldrung enzymatischer Reaktionen ma-
chen.
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Abbildung 1. Stereoskopische Ansicht iiberlagerter Strukturen des aktiven Zentrums von IPNS,
komplexiert mit ACV (weifl), ACmC (blau), oxidiertem ACmC (pink) und IPN (gelb). Wiedergegeben
mit freundlicher Genehmigung von Nature (Nature 1999, 401, 721-724), © 1999, Macmillan Magazines
Ltd.
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