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H am-Enzyme wie Cytochrom P450 (CYP 450), Peroxidase,
Katalase, Him-Oxygenase und Stickstoffmonoxid-Synthase
katalysieren eine Vielzahl an Stoffwechselreaktionen, die je-
weils die Bindung und Aktivierung von Disauerstoff vorse-
hen.!" Intensive mechanistische Studien an den Enzymen und
ihren Modellverbindungen halfen, unser Verstindnis der
Disauerstoff-Aktivierung durch Him-Enzyme entscheidend
zu verbessern. Besonders niitzlich waren dabei Erkenntnisse
iiber die Struktur von reaktiven Zwischenstufen sowie die
mechanistischen Details der Disauerstoff-Aktivierung und
von Oxygenierungsreaktionen. Sehr gut bekannt ist bei-
spielsweise der Katalysezyklus zur Disauerstoff-Aktivierung
und Sauerstoffiibertragung von CYP 450 (Schema 1).! Der
Katalysezyklus beginnt im Ruhezustand (1), in dem ein
Wassermolekiil an die sechste Bindungsstelle des Eisenzen-
trums trans zum axialen Cysteinat-Liganden gebunden ist.
Tritt nun ein Substrat in die Bindungstasche ein, wird dieses
Wassermolekiil freigesetzt (2) und die Reduktion zum FEi-
sen(IT)-Komplex 3 durch die Reduktasedomine des Enzyms
induziert. Danach bindet Disauerstoff an das Eisen(II)-Him
zu einer Superoxo-Eisen(IlI)-Verbindung (Fe™-O,”, 4).
Diese Reaktionsschritte sind alle relativlangsam und konnten
durch biochemische Studien und spektroskopische Informa-
tionen verifiziert werden. Danach erfolgt der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt, ndmlich die Reduktion von 4 zu
einer Peroxo-Eisen(II1)-Spezies (Fe™-0,*", 5). Der Kataly-
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Schema 1. Vorgeschlagener Katalysezyklus von CYP 450. Im Kreis ist
das aktive Zentrum der Enzyme gezeigt, das die O,-Aktivierung aus-
fiihrt. Die Schlusselintermediate wie die Peroxo-Eisen(lll)- (5), Hydro-
peroxo-Eisen(lIl)- (Cpd 0, 6) und Oxo-Eisen(IV)-Porphyrin-nti-Radikal-
kationen (Cpd I, 7) sind rot markiert.

sezyklus gelangt hiermit in eine Art Grauzone, denn die In-
termediate sind hier kurzlebig und folglich schwer abzufan-
gen und zu charakterisieren. Durch Protoneniibertragung
wird als erstes ein Hydroperoxo-Eisen(III)-Komplex (Fe™-
OOH, 6) erzeugt, der als Compound 0 (Cpd 0) bekannt ist.
Durch die nichste Protoneniibertragung wird ein mutma@li-
ches Oxo-Eisen(IV)-Porphyrin-n-Radikalkation 7 als Zwi-
schenstufe gebildet, das Compound I (Cpd I) der Meerret-
tich-Peroxidase entspricht. Cpd I gilt allgemein als das aktive
Oxidans bei der Oxygenierung von organischen Substraten,
weshalb sich die Forschung an enzymatischen Reaktionen der
letzten Jahrzehnte stark auf die Identifizierung und spektro-
skopische wie strukturelle Charakterisierung von 7 konzen-
triert hat. Trotz dieser intensiven Forschung ist das aktive
Oxidans aber noch nicht eindeutig bestimmt. Seine Existenz
konnte bislang nur indirekt nachgewiesen werden, und zwar
durch den kinetischen Isotopeneffekt und iiber die Produkt-
verteilung.”! Diese Beobachtungen wurden durch Rechen-
modelle bestdtigt, die Cpd1 als die aktive Spezies von
CYP 450 identifizierten.!

Fiir biomimetische Reaktionen konnte bereits eine Reihe
von Oxo-Eisen(IV)-Porphyrin-n-Radikalkationen syntheti-
siert und durch verschiedene Spektroskopietechniken cha-
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rakterisiert werden. Die Reaktivitdt dieser Verbindungen
wurde ausfiihrlich in Oxygenierungsreaktionen an Substraten
getestet.”] Allerdings wurden bei diesen biomimetischen
Studien haufig wichtige Schritte des Katalysezyklus ausge-
lassen, z.B. die Bindung von Disauerstoff sowie Reduktions-
und Protonierungsschritte (Schema 1). Fiir die biomimeti-
schen Reaktionen wurden terminale Oxidationsmittel wie
Iodosylbenzol (PhIO) und m-Chlorperbenzoesiure (m-
CPBA) mit Eisen(III)-Porphyrinen 2 direkt zum Oxopor-
phyrin-n-Radikalkation 7 umgesetzt. Ein solcher Ansatz
ahmt nicht den natiirlichen Reaktionsweg iiber die wichtigen,
O, bindenden Zwischenstufen 4-6 zu Cpd I nach, weshalb
sich die biomimetischen Studien an Eisenporphyrinen auch
im Wesentlichen auf die Chemie von Cpd I konzentrierten.?!

Das Hydroperoxo-Eisen(III)-Intermediat (Cpd 0), das
eine Vorstufe zu Cpd I ist, wurde auch oft als reaktive Spezies
von Ham-Enzymen vorgeschlagen. Durch radiolytische Re-
duktion des entsprechenden Oxy-Eisen(1I)-Hém-Proteins bei
tiefen Temperaturen wurden auch wirklich mehrere Hy-
droperoxo-Eisen(IIT)-Intermediate erzeugt und durch Spek-
troskopietechniken wie EPR-, ENDOR-, Mo68bauer- und
Resonanz-Raman(rR)-Spektroskopie strukturell und spek-
troskopisch charakterisiert.) Weniger erfolgreich waren da-
gegen die Synthese und Charakterisierung von Hydroperoxo-
Eisen(III)-Intermediaten in Eisenporphyrin-Modellen. Nur
wenige Hydroperoxo-Eisen(III)-Porphyrine wurden anhand
von Absorptions- und EPR-Spektroskopiedaten beschrie-
ben.I”! Nach unserer Kenntnis wurde auch noch nie die Re-
aktivitit von Hydroperoxo-Eisen(III)-Porphyrin-Interme-
diaten in nucleophilen und elektrophilen Reaktionen getes-
tet.

Insofern ist ein aktueller Bericht von Naruta und Mitar-
beitern ein grofer Schritt nach vorne. Die Forscher synthe-
tisierten einen handhabbaren Hydroperoxo-Eisen(III)-Por-
phyrin-Komplex und charakterisierten ihn griindlich.®! Sie
konnten zeigen, dass eine Side-on,High-Spin-Peroxo-Eisen-
(IIT)-Spezies durch Protonierung zum End-on,Low-Spin-
Hydroperoxo-Eisen(IIT)-Intermediat umgewandelt wird.
Zunichst setzten sie einen Eisenporphyrin-Komplex, der mit
einem Imidazolrest ausgestattet war, [Fe"(TMPIm)] (siehe
die Struktur in Schema 2), mit KO, in MeCN/THF bei
—30°C zum High-Spin-Peroxo-Eisen(1II)-Porphyrin-Kom-
plex [(TMPIm)Fe"(O,)]” (8) um (Schema 2, Reaktion A).
Das Intermediat 8 charakterisierten die Autoren durch
Elektronenabsorptions-, EPR- und rR-Spektroskopie und
prasentierten hiermit auch das erste zuverldssige rR-Spek-
trum eines Side-on-Peroxo-Eisen(III)-Porphyrin-Intermedi-
ats (die Banden bei 807 und 475 cm™' wurden v(O-O)- bzw.
v(Fe-O)-Streckschwingungen zugeordnet).”! Durch anschlie-
Bende Zugabe von Methanol zur Lésung von 8 bei —65°C
wurde ein Low-Spin-Hydroperoxo-Eisen(III)-Porphyrin-
Komplex [(TMPIm)Fe™(O,H)]™ (9) erzeugt (Schema 2, Re-
aktion B). Dieses durch Absorptions-, EPR-, rR- und M68-
bauer-Spektroskopie charakterisierte Intermediat dhnelt
spektroskopisch den Hydroperoxo-Eisen(I1I)-Zwischenstu-
fen aus der Enzymreaktion. Auch wenn auf Grundlage der
spektroskopischen Daten fiir 9 eine End-on-Hydroperoxo-
Eisen(IIT)-Struktur wahrscheinlich ist, lieferte der Bericht
leider keine direkten Strukturinformationen aus rontgen-
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[Fe''TMPIm] Peroxo-Eisen(lIl), HS (8)

Do, B | MeOH

Superoxo-Eisen(lll) (10) Hydroperoxo-Eisen(lll), LS (9)

Schema 2. Die in diesem Highlight diskutierten Superoxo-, Peroxo-,
und Hydroperoxo-Eisen(lll)-Intermediate. HS und LS stehen fiir High-
Spin bzw. Low-Spin. Mes =2,4,6-Me;C¢H,, Cp=CsH; ™.

kristallographischen Untersuchungen oder Analysen durch
XAS/EXAFS (Rontgenabsorptionsspektroskopie/extended
X-ray absorption fine structure analysis). Keine Hydro-
peroxo-Eisen(III)-Spezies wird iibrigens gebildet, wenn das
Peroxo-Eisen(III)-Intermediat nicht den axialen Imidazol-
Liganden enthélt. Wahrscheinlich spielt also der axiale Li-
gand bei dieser Reaktion eine entscheidende Rolle, und es
wird von groBBem Interesse sein, den Einfluss des axialen Li-
ganden auf die Umsetzung der Peroxo-Eisen(III)- zur Hy-
droperoxo-Eisen(IIT)-Verbindung zu kliren.[')

Das Hydroperoxo-Eisen(III)-Porphyrin-Intermediat 9
wurde durch die Reaktion von [Fe"(TMPIm)] mit KO, in
Gegenwart von Methanol in EtCN/THF bei —75°C herge-
stellt (Schema 2, Reaktion C). Als dritte Synthesemethode
wurde zuerst [Fe"(TMPIm)] mit O, in Gegenwart von Me-
thanol in EtCN/THF bei —75°C zum Superoxo-Eisen(III)-
Porphyrin-Komplex [(TMPIm)Fe™(0O,)] (10) umgesetzt
(Schema 2, Reaktion D) und anschlieBend 10 einer Ein-
Elektronen-Reduktion durch Cobaltocen [CoCp,] unterzo-
gen (Schema 2, Reaktion E). Die Autoren lieferten also sogar
mehrere Synthesemethoden, um zu dieser schwer fassbaren
Hydroperoxo-Eisen(III)-Spezies zu gelangen.

Naruta et al. berichteten iiber einfache Methoden zur
Herstellung von biologisch wichtigen O,-Eisen(III)-Adduk-
ten wie der Titelverbindung (ein Hydroperoxo-Eisen(III)-
Intermediat) und lieferten deren spektroskopische Charak-
terisierung. Dank ihrer Arbeit ist es nun moglich, diese In-
termediate in wichtigen mechanistischen Studien einzusetzen,
z.B. zur Ermittlung der Reaktivitdt von Hydroperoxo-Eisen-
(IIT)-Spezies bei Substrat-Oxygenierungen'!! und zum Ver-
stehen des Bildungsmechanismus von Cpd I, das durch O-O-
Bindungsspaltung aus der Hydroperoxo-Eisen(I1I)-Vorstufe
hervorgeht (Schema 3).' Die Schwierigkeit beim ersten
Beispiel besteht darin, die aktiven Schliisselverbindungen der
CYP-450-Enzyme abzufangen und zu charakterisieren. Aus
diesem Grund wird bei der katalytischen Oxygenierung von
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Schema 3. Die Reaktivitit der Peroxo-Eisen(lIl)- und Hydroperoxo-
Eisen(l11)-Spezies sowie von Cpd | in nucleophilen und elektrophilen
Reaktionen und die Bildung von Cpd | aus der Hydroperoxo-Eisen(lll)-
Spezies.

organischen Substraten durch CYP 450 das aktive Oxidans
(oder die Oxidantien) nach wie vor kontrovers diskutiert
(d.h. Beteiligung mehrerer Oxidantien oder Zwei-Zustands-
Reaktivitit).*11 So behielten P450,,,,-Derivate, die ortsge-
richtete Mutationen zur Blockierung der zweiten Protonen-
iibertragung bei der Substrat-Oxygenierung enthielten, ihre
Aktivitit zum Teil bei. Moglicherweise ist deshalb ein
»zweites elektrophiles Oxidans“ an der Oxygenierung betei-
ligt (Szenario mit zwei Oxidantien)."™! Dieser Schlussfolge-
rung widerspricht jedoch eine Reihe von Rechnungen und
biomimetischen Studien an analogen Komplexen, die statt-
dessen Cpd I als aktive Spezies identifizieren. Cpd 0 vermag
dagegen nur schleppend zu oxidieren.'!! Allerdings wurden
noch keine direkten Reaktivitdtsstudien mit einem in situ
erzeugten Hydroperoxo-Eisen(IIT)-Porphyrin durchgefiihrt.
Deshalb ist es jetzt moglich, mithilfe dieser gut charakteri-
sierten Hydroperoxo-Eisen(III)-Porphyrine in Reaktivitits-
studien diese andauernde Kontroverse zu beenden.

Auch der Bildungsmechanismus von Cpd I aus der Hy-
droperoxo-Eisen(III)-Vorstufe durch O-O-Bindungsspaltung
kann mit den synthetischen Hydroperoxo-Eisen(III)-Por-
phyrinen nun ndher untersucht werden. Frither wurden die
mechanistischen Studien zur O-O-Bindungsspaltung und
Cpd-I-Erzeugung (der letzte Schritt im Katalysezyklus, siche
Schemata 1 und 3) hauptsichlich mit synthetischen Acyl-
peroxo-Eisen(II1)-Porphyrinen [(Porp)Fe™-O0OC(0O)ATr]
durchgefiihrt, denn entsprechende Intermediate sind leicht
herzustellen und bereits gut charakterisiert.'” Auch der
Mechanismus der O-O-Bindungsspaltung von biologisch
wichtigen Oxidantien wie Wasserstoffperoxid und Alkylhy-
droperoxiden durch Eisen(III)-Porphyrine wurde haupt-
sichlich unter solchen Katalysebedingungen untersucht.!!
Viel nédher an der chemischen Natur des biologischen Inter-
mediats 6 (Schema 1) liegen dagegen die Substanz 9 von
Naruta und Mitarbeitern (Schema 2)®! oder neue, noch her-
zustellende Analoga von 9. Ohne Frage werden diese Sub-
stanzen neue Erkenntnisse zur O-O-Bindungsspaltung von
Hydroxo-Eisen(III)-Porphyrinen liefern, was erheblich zum
Verstandnis der Disauerstoff-Aktivierung durch Him-Enzy-
me und ihrer Modelle beitragen wird.

Eingegangen am 30. November 2009
Online veroffentlicht am 8. Februar 2010
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