HIGHLIGHTS

Was konnen wir von der Natur iiber die Reaktivitit koordinierter
Phenoxylradikale lernen? — Eine bioanorganische Glanzleistung

Hans-Jorg Kriiger*

Wie funktioniert die Natur auf molekularer Ebene?
Beziiglich der Funktionsweise von Metallionen in der Bio-
logie stellen sich diese wichtige Frage diejenigen Forscher, die
sich dem ausgesprochen interdisziplindren Gebiet der bioan-
organischen Chemie gewidmet haben. Anorganiker konnen
erheblich zur Aufkldrung der strukturellen, elektronischen
und mechanistischen Eigenschaften von Metallzentren in
Metalloproteinen beitragen, indem sie kleine Koordinations-
verbindungen herstellen, die bestimmte Eigenschaften dieser
Metallzentren nachahmen. Die meisten solcher Modellver-
bindungen beschrianken sich lediglich auf die Wiedergabe
spezifischer struktureller oder elektronischer Merkmale; nur
wenige Modellkomplexe sind in der Lage, stochiometrische
oder gar katalytische Reaktionen im Sinne des Enzyms
auszufithren. Aber nur sehr selten sind beide Modelleigen-
schaften, strukturelle und funktionelle, in einem Komplex
vereint. Der letzte auB3erordentliche Erfolg in der Entwick-
lung von biomimetischen Modellkomplexen dieser Art wurde
von Stack et al. mit einem Modell fiir das Kupferzentrum des
Enzyms Galactose-Oxidase erzielt.'! Unabhingig hiervon
wurde ein weiteres katalytisches Modellsystem, dessen Funk-
tionsweise ebenfalls auf den mechanistischen Prinzipien der
gleichen enzymatischen Reaktion beruht, von der Arbeits-
gruppe von Wieghardt und Chaudhuri entworfen.?!

Galactose-Oxidasel®! (GO) ist ein in Pilzen vorkommendes
Enzym, das die Oxidation von Galactose und einer Reihe
anderer primidrer Alkohole zu den entsprechenden Aldehy-
den Kkatalysiert, wobei molekularer Sauerstoff zu Wasser-
stoffperoxid reduziert wird [Gl. (1)]. Bei einem pH-Wert von
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7 besteht das aktive Zentrum aus einem einkernigen Kupfer-
ion in einem quadratisch-pyramidalen Koordinationspolyeder
(Schema 1), das in den dquatorialen Koordinationsstellen von
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Schema 1. Das aktive Zentrum der Galactose-Oxidase im inaktiven
Zustand bei pH 7.0.14

zwei Histidinresten (His496, His581), einem Tyrosinatrest
(Tyr272) und einem Wassermolekiil sowie in der apikalen
Position von einem weiteren Tyrosinatrest (Tyr495) umgeben
wird.! Ein einzigartiges Kennzeichen des aktiven Zentrums
ist die Modifikation des dquatorial gebundenen Tyrosinatre-
stes durch eine kovalente Bindung zum Schwefelatom eines in
der Nihe befindlichen Cysteinrestes.

Das einkernige Kupferzentrum kann in drei Redoxzustén-
den vorliegen (Schema 2), von denen nur der vollstindig
oxidierte und der reduzierte Zustand (GO,, und GO,.)
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Schema 2. Redoxzustinde der Galactose-Oxidase.
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katalytisch aktiv sind. Viele Jahre lang waren diesen Redox-
zustinden jeweils eine Cul-, Cu'- bzw. Cu'l-Spezies zuge-
ordnet. Ausfiihrliche spektrokopische Untersuchungen am
diamagnetischen, vollstindig oxidierten Enzym[! und am
Oxidationsprodukt des metallfreien Apoenzymsl® haben
jedoch eindeutig bewiesen, daf3 das aktive Zentrum der GO,
aus einem Kupfer(i)-Ion, das mit einem Tyrosylradikal eine
stark antiferromagnetische Wechselwirkung eingeht, und
nicht, wie urspriinglich angenommen, aus einem Kupfer(i1)-
Ion besteht. Hierbei wurde auch festgestellt, da3 sich das
Tyrosylradikal vom dquatorial gebundenen, kovalent modifi-
zierten Tyrosinatrest Tyr272 ableitet.! Die kovalente Ver-
dnderung des Tyrosinatrestes soll die Oxidation des koordi-
nierten Tyrosinatliganden erleichtern. Aufgrund des groB3en
kinetischen Isotopeneffektes ky/kp!®! und der Resultate von
Inhibierungsstudien® wurde ein radikalischer Reaktionsme-
chanismus fiir die Oxidation priméirer Alkohole vorgeschla-
gen.P2 So beginnt der Katalysecyclus (Schema 3) mit der
Bindung des Galactosemolekiils an einer dquatorialen Koor-
dinationsstelle des Kupfer(i1)-Tyrosylradikal-Komplexes. Der
Alkohol wird darauffolgend durch den axial gebundenen
Tyrosinatrest Tyr495 deprotoniert.'” Im geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt wird dann dem C-6-Methylenkohlen-
stoffatom des Galactosesubstrats vom Tyrosylradikal ein
Wasserstoffatom entrissen. Das gebildete Ketylradikal wird
durch eine intramolekulare Elektronentransferreaktion mit
dem Kupfer(i)-Ton zum Aldehyd oxidiert. In der Reaktion
mit Sauerstoff wird aus dem dabei entstandenen Kupfer()-Ion
und dem Tyrosinrest die urspriingliche Kupfer(ir)-Tyrosylra-
dikal-Spezies wiederhergestellt, wobei Wasserstoffperoxid
entsteht. Die Reaktion der Galactose-Oxidase dient als
vortreffliches Beispiel fiir die Beteiligung von Proteinradika-
len in Enzymkatalysen, ein Thema, das in den letzten Jahren
in der Diskussion von Enzymmechanismen zunehmend an
Bedeutung gewonnen hat.[']

Zu der Zeit, als in der Galactose-Oxidase die Koordination
eines Phenoxylradikals an ein Kupfer(i1)-Ion entdeckt wurde,
waren O-gebundene Phenoxylradikal-Komplexe génzlich un-
bekannt und bedeuteten fiir den Anorganiker eine grofie
préparative Herausforderung. Durch das Studium der Re-
doxchemie von Metallphenolat-Komplexen!'" 2l wurden Aus-
wahlkriterien fiir den Liganden ermittelt, mit denen die
Herstellung solcher Phenoxylradikal-Komplexe erst ermog-
licht wurde. So sollte die Phenoxylradikal-Einheit Teil eines
vielzdhnigen Liganden sein und fernerhin geeignete sterisch
anspruchsvolle, oxidationsunempfindliche Substituenten (z.B.
tert-Butyl- oder Methoxygruppen) in ortho- und para-Stellung
zum Phenoxyl-Sauerstoffatom aufweisen. Da O-gebundene
Phenoxylradikal-Komplexe im allgemeinen aus den entspre-
chenden Metallphenolat-Komplexen durch elektrochemische
oder chemische Oxidation hergestellt werden, muften dia-
gnostische Methoden zur eindeutigen Identifizierung des
Oxidationsproduktes als ein Komplex mit einem koordinier-
ten Phenoxylradikal entwickelt werden. Hierbei haben sich
neben der UV/Vis- und der ESR-Spektroskopiel' 2! insbe-
sondere die Resonanz-Raman-["3l und die XANES-Spektro-
skopiel'l als sehr niitzliche Methoden erwiesen. Die Unter-
suchung der Phenoxylradikal-Komplexe gewéhrte neue Ein-
blicke in die strukturellen, elektronischen und spektro-
skopischen Aspekte der Koordinationschemie von Phenoxyl-
radikalen. Beispielsweise konnten Wieghardt et al. kiirzlich
mit Hilfe solcher Strukturmodellkomplexe fiir das aktive
Zentrum der Galactose-Oxidase eine plausible Erkldrung fiir
die stark antiferromagnetische Wechselwirkung zwischen den
Elektronenspins des koordinierten Tyrosylradikals und des
Kupfer(i)-Ions im aktiven Zentrum liefern.'*] Trotz des
betrachtlichen Fortschritts in der Synthese und Charakterisie-
rung von Strukturmodellkomplexen fiir die Galactose-Oxi-
dase wurden wahrscheinlich gerade wegen der Instabilitdt der
Kupfer(i)-Phenoxylradikal-Komplexe bei Raumtemperatur
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Schema 3. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus fiir die Galactose-Oxidase (modifiziert nach aktionsschritten der Enzymkata-
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lyse nicht beteiligt ist und/oder
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der in der Modellverbindung verwendete Ligand diejenigen
elektronischen und strukturellen Einfliisse der Proteinmatrix
auf das Metallzentrum, die fiir die Reaktivitit entscheidend
sind, hinreichend gut nachahmen kann, dann sollte eine
derartige biomimetische Verbindung auch eine enzymihnli-
che katalytische Reaktivitdt aufweisen. Im Sinne dieser
Strategie stellten Stack und Mitarbeiter Kupferkomplexe
mit verschiedenen Diimin-Diphenolatliganden her. Hinsicht-
lich der Art und der elektronischen Eigenschaften der
Ligandendonoratome dhneln die beiden Imin- und Pheno-
lat-Donorgruppen der ersten Koordinationssphére des Kup-
ferzentrums im Enzym sehr. Aufbauend auf einer vorherge-
henden Untersuchung von Kitajima et al.'! haben Stack und
Mitarbeiter fernerhin erkannt, daf3 eine nichtplanare Koor-
dinationsumgebung am Kupferion notwendig ist, um eine
katalytische Reaktivitdt zu erreichen. Daher entschieden sie
sich dafiir, in das Ligandenriickgrat eine Binaphthyleinheit
einzubauen, um so eine Verzerrung des quadratisch-planaren
Koordinationspolygons (welches vom Kupfer(i)-Ion bevor-
zugt wird) zum Tetraederpolyeder hin zu erzwingen. Diese
Verzerrung fithrt zu einer Erhohung der Stabilitdt der
entsprechenden Kupfer(1)-Spezies und erleichtert zugleich
die Koordination eines fiinften Liganden (z.B. des Alkohol-
substrats) an das Kupfer(i1)-Ion. Beide Einfliisse werden als
entscheidende Faktoren fiir das Gelingen einer katalytischen
Reaktion angesehen. Fernerhin, im Einklang mit den bishe-
rigen Erkenntnissen aus den Untersuchungen von Struktur-
modellkomplexen weisen die Phenolatringe geeignete ortho-
und para-Substituenten auf, die die Stabilitdt der Kupfer(1r)-
Phenoxylradikal-Spezies erhohen. Tats4chlich ist es Stack und
Mitarbeitern mit dieser Art von Liganden gelungen, nicht-
planare Kupfer(i)-Komplexe [Cu(L)] zu synthetisieren, aus
denen sie durch Reduktion bzw. Oxidation auch die entspre-
chenden Kupfer()-Komplexe [Cu(L)]~ und relativ stabile
Kupfer(1)-Phenoxylradikal-Komplexe [Cu(L")]" erhalten
konnten. Die drei Komplexe konnen bei Raumtemperatur
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als Katalysator oder Katalysatorvorstufe in der Reaktion von
Benzyl- und Allylalkoholen mit molekularem Sauerstoff zu
den entsprechenden Aldehyden und Wasserstoffperoxid
fungieren, wobei bis zu 1300 Katalysecyclen durchlaufen
werden. Besonders bemerkenswert ist der Befund, da3 die
katalytische Oxidation nach dem gleichen Mechanismus wie
die enzymatische Reaktion abzulaufen scheint. So wird der
Kupfer()-Komplex [Cu(L)] wie beim Enzym als eine am
Katalysemechanismus unbeteiligte Spezies angesehen, weil
eine Induktionszeit beobachtet wird, in der diese Katalysator-
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vorstufe in die katalytisch aktive Kupfer(i)-Phenoxylradikal-
Spezies umgewandelt wird. Demgegeniiber treten bei den
Katalysereaktionen der beiden anderen Kupferkomplexe
keine Induktionszeiten auf. Ein Vergleich der katalytischen
Leistung der Kupferkomplexe der verschiedenen Liganden
ergab, da3 die Einfithrung einer Thioetherfunktion in ortho-
Stellung zur Hydroxyfunktion der Phenoleinheiten im Ligan-
den L fiir das Auftreten der katalytischen Reaktion nicht
zwingend ist, da} aber hierdurch die Turnover-Zahlen der
Katalyse verbessert werden. Anders als beim Enzym finden
mit einfachen aliphatischen Alkoholen unter diesen Bedin-
gungen keine Reaktionen statt. Diese Inertheit ermoglicht es
jedoch, aus dem Kupfer(i)-Phenoxylradikal-Komplex ein
Methoxidaddukt herzustellen, das ein fiinffach koordiniertes
Kupferion enthilt. Dieser Befund dient als Hinweis dafiir, daf3
eine analoge Benzylalkoholat-Spezies als Zwischenstufe am
Katalysecyclus beteiligt ist. Zusammenfassend haben Stack
und Mitarbeiter in einer #duBerst beeindruckenden und
eleganten Weise gezeigt, wie die Reaktivitit eines aktiven
Zentrums eines Enzyms (obgleich mit niedrigerer Reaktions-
geschwindigkeit und unterschiedlicher Selektivitit) mit klei-
nen synthetischen anorganischen Komplexen nachgeahmt
werden kann, indem man die strukturellen Eigenschaften
des aktiven Zentrums so naturgetreu wie moglich nachbildet.
Im wesentlichen ist es ihnen gelungen, eine niedermolekulare
Kopie des aktiven Zentrums eines Enzyms herzustellen.

Vor noch kiirzerer Zeit haben Wieghardt, Chaudhuri und
Mitarbeiter ein weiteres katalytisches System mit dem
Liganden 2,2"-Thiobis(2,4-di-tert-butylphenol) beschrieben.?!
Anstatt zu versuchen, moglichst alle Strukturmerkmale des
aktiven Zentrums der Galactose-Oxidase in ihrem Modell-
komplex zu reproduzieren, beschréinkten sie sich darauf, nur
die fiir die Reaktivitdt des Enzyms essentiellen Faktoren
zu beriicksichtigen. Ein Bis(phenolato)-verbriickter Dikup-
fer(i)-Komplex 1, in dem jedes Kupferion auch noch von
einem Phenoxylradikal koordiniert wird, wurde als kataly-
tisch aktive Spezies identifiziert. Unter Sauerstoffausschluf3
reagiert 1 stochiometrisch mit Ethanol zum Dikupfer(i)-
Komplex 2 und Acetaldehyd [GL (2)]. Der urspriingliche
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..Cu”. ..Cu”, + c + 2 H+
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tBu
tBu—tg
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2

Komplex 1 kann in einer Reaktion mit Sauerstoff wieder-
hergestellt werden, wobei Wasserstoffperoxid entsteht. Bei
20°C wird Ethanol in Gegenwart katalytischer Mengen an 1
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in Tetrahydrofuran unter einer Luftatmosphédre in 63 %
Ausbeute zum Acetaldehyd umgesetzt, wobei innerhalb der
zwolfstiindigen Reaktionszeit 630 Katalysecyclen durchlau-
fen werden. Es findet weder eine weitergehende Oxidation
des Acetaldehyds zur Essigsdure noch eine Disproportionie-
rung des Wasserstoffperoxids statt. Aber zusdtzlich zum
Acetaldehyd werden noch geringe Mengen (jeweils weniger
als 5%) an 2,3-Dihydroxybutan, 3-Hydroxy-2-butanon und
2,3-Butandion gebildet. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der
entsprechenden Reaktion mit Benzylalkohol erhalten. Se-
kundidre Alkohole wie Isopropanol und Diphenylcarbinol
werden dagegen in Gegenwart von 1 zu den entsprechenden
Glycolderivaten in bis zu 68 % Ausbeute katalytisch oxidiert
[GL (3)]; die Bildung der entsprechenden Ketone wurde nicht
beobachtet. Auf der Grundlage von kinetischen Unter-
suchungen schlagen die Autoren fiir die Oxidation des

R H 1 HQ OH
3 \ /
2 /C\ + 0O — (‘;-—-(i + HyOp 3)
N v,
R OH R R R R
R = Me, Ph

primidren Alkohols einen Katalysecyclus vor (Schema 4),
in dem zundchst ein Alkoholation an die axiale Koordina-
tionsstelle eines der beiden Kupfer(i)-Ionen bindet. Nach
der reaktionsgeschwindigkeitsbestimmenden Wasserstoff-
atomabstraktion wird das entstehende Ketylradikal in einem
intramolekularen Elektronentransferschritt zum entspre-
chenden Aldehyd umgesetzt. Die nachfolgende Oxidation
des koordinierten Phenolliganden zum Phenoxylradikal
mit Disauerstoff stellt den anfinglichen Katalysator wie-
der her. Fiir die Oxidation von sekundidren Alkoholen
wurde wegen der beobachteten Produkte dieser vorge-
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Schema 4. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus fiir die katalytische Oxidation von primiren Alkoholen durch den

zweikernigen Komplex 1.2
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schlagene Reaktionsmechanismus dahingehend modifizert,
daBl jetzt zwei Alkoholationen statt des einen an beide
Kupferionen in einer syn-facialen Weise gebunden werden
und die beiden entstehenden Ketylradikale C-C-verkniipft
werden.

Die von Wieghardt, Chaudhuri et al. beschriebene kataly-
tisch aktive Spezies unterscheidet sich vom aktiven Zentrum
der Galactose-Oxidase und von den Modellkomplexen von
Stack und Mitarbeitern in den Punkten, daf3 es sich hierbei um
einen zweikernigen Kupfer(ir)-Komplex mit zwei koordinier-
ten Phenoxylradikalen handelt, daf3 das Koordinationspoly-
gon an jedem Kupfer(i)-Ion vermutlich quadratrisch-planar
ist und daB keine Kupfer()-Zwischenstufe am Katalyseme-
chanismus beteiligt ist. Im Unterschied zu den einkernigen
Modellverbindungen kann der zweikernige Kupferkomplex
die Oxidation von einfachen primédren und sekundéren
aliphatischen Alkoholen zu Aldehyd- bzw. Glycolderivaten
katalysieren. Obwohl der zweikernige Katalysator keinerlei
Strukturidhnlichkeit zum aktiven Zentrum der Galactose-
Oxidase aufweist, hat er dennoch eine enzyméhnliche Reak-
tivitdt, weil die beiden grundsitzlichen Voraussetzungen fiir
die Reaktivitdt des Enzyms in diesem synthetischen Komplex
erfiillt werden: das Vorhandensein eines stabilen Phenoxyl-
radikals, das an ein Kupfer(i)-Ion gebunden ist, und die
Moglichkeit, dafl der Komplex Zwei-Elektronen-Redoxreak-
tionen eingehen kann.

Das grundsitzliche Ziel der bioanorganischen Forschung
besteht darin, von der Natur die fundamentalen Prinzipien zu
erfahren, nach denen biologische Prozesse ablaufen. Die
Chemie kann betrichtlich von derartigen Untersuchungen
profitieren, da durch Anwendung dieser Prinzipien auf kleine
synthetische Komplexe dem Chemiker neue Synthesemetho-
den zur Verfiigung stehen. Fernerhin konnen neue Katalysa-
toren, die vielleicht keine Strukturdhnlichkeit mehr zum

aktiven Zentrum des En-
zyms aufweisen, deren

mka Funktionsweise aber auf

RCH,OH den gleichen reaktions-

mechanistischen Grund-
lagen wie die des Enzyms
beruht, mit besseren Ei-
genschaften fiir prakti-
sche Zwecke (z.B. linge-

u

tBu re Haltbarkeit, grof3eres

Anwendungsfeld) als die
des Enzyms entwickelt
werden. In diesem Zu-
/ sammenhang werden die
Untersuchungen zur Ga-

R lactose-Oxidase meiner

Meinung nach ein Lehr-

2 buchbeispiel dafiir wer-

den, wie bioanorganische

Forschung auf einem ho-
u hen interdisziplindren Ni-
veau Antworten zur Fra-
ge liefern kann, wie die
Natur auf molekularer
Ebene funktioniert, und
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gleichzeitig dabei der Chemie neue Arbeitsgebiete eroffnet.
Neben der Etablierung der neuartigen Koordinationschemie
von Phenoxylradikalen haben zwei unterschiedliche anorga-
nische Komplexe, die beide sehr effizient unter milden und
umweltfreundlichen Bedingungen die Oxidation von Alko-
holen zu Aldehyden mit Disauerstoff katalysieren, ihren
Ursprung in solchen Untersuchungen. Diese Glanzleistung
verbreitet Zuversicht, da3 uns in naher Zukunft Zhnliche
Erfolge auch in der biomimetischen Forschung von aktiven
Zentren anderer Metalloproteine bevorstehen werden.
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Nichtsteroidale Antirheumatika:
Generationswechsel bei den Cyclooxygenase-Inhibitoren**

Martin Beuck*

Aspirin® und damit Acetylsalicylsdure, das steht synonym
fir Hilfe bei Schmerz, Fieber und Entziindungen. Das
inzwischen 100 Jahre alte und wohl populérste Arzneimittel
soll weitere Konkurrenz bekommen. Nein, nicht einfach nur
noch eine neue Substanz, sondern eine neue Klasse mit
weitgehend anderen Eigenschaften, mit der vielleicht ganz
neue Indikationsgebiete auch auBerhalb von Schmerz und
Entziindung erschlossen werden konnen.
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Therapeutische Grundlagen

Die therapeutische Wirkung von Acetylsalicylsdure ist auf
eine kovalente Modifizierung der Cyclooxygenase und damit
auf die Hemmung des ersten Schrittes der Prostaglandinsyn-
these zuriickzufiihren, wie von Sir John Robert Vanel!l gezeigt
wurde. Die Cyclooxygenase (COX) gibt es in zwei Isoformen,
die COX-1 und die COX-2, bei denen jeweils ein Serinrest
(Ser530 bzw. Ser516) durch Acetylierung modifiziert wird.
Die Hemmung der COX-1 oder der COX-2 fiihrt zu sehr
unterschiedlichen pharmakologischen Wirkungen. Die COX-
1-Hemmung ist tiberwiegend fiir die antithrombotischen
Effekte verantwortlich, wihrend die antiinflammatorische
Wirkung im wesentlichen iiber die COX-2 vermittelt wird.

Die COX-1 ist in allen Geweben konstitutiv exprimiert,
d.h. ist stindig préisent und aktiv. Soweit bekannt, ist dies bei
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