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Durch Spuren nicht-Him-gebundener
Fe'-Ionen vermittelte Reaktion von Qinghaosu
(Artemisinin) mit der SH-Gruppe von
Cystein™*

Yikang Wu,* Zheng-Yu Yue und Yu-Lin Wu

Obwohl man einmal annahm, daB die Malaria in den
fiinfziger und sechziger Jahren dieses Jahrhunderts beinahe
ausgerottet worden war, ist diese seit der Antike bekannte
Infektionskrankheit immer noch eine ernsthafte Bedrohung
der menschlichen Gesundheit. Infolge des Auftretens von
mutierten Stdmmen, die gegen viele Medikamente resistent
sind, fordert sie 1-3 Millionen Menschenleben pro Jahr.!!
Aufgrund dieser Situation ist die wissenschaftliche Gemein-
schaft seit den sechziger Jahren gezwungen, groe Anstren-
gungen zu unternehmen, um neue, gegen Malaria wirksame
Medikamente zu entwickeln. Qinghaosu (QHS) 1 (auch als
Artemisinin bezeichnet; sieche Schema 1), ein in der Natur
vorkommendes 1,2,4-Trioxan pflanzlichen Ursprungs, das in
den siebziger Jahren von chinesischen Wissenschaftlern
entdeckt wurde, scheint einer der vielversprechendsten Bau-
steine fiir solche Verbindungen zu sein. Obwohl immer noch
nicht geklart ist, auf welche Weise QHS die Malaria-Parasiten
abtotet, nimmt man heute allgemein an, da3 die aus der
Spaltung der O—O-Bindung in QHS resultierenden aktiven
Spezies? fiir die Parasiten-abtotende Wirkung verantwort-
lich sind; als Ausloser der in vivo ablaufenden Spaltungs-
reaktionen wird von beinahe allen Wissenschaftlern, die auf
diesem Gebiet arbeiten, das innerhalb der Erythrozyten
befindliche, an Ham gebundene Eisen angesehen. Jedoch
sind allgemein akzeptierte Meinungen zu einem nicht vollig
verstandenen Sachverhalt nicht notwendigerweise objektive
Beschreibungen der tatsédchlichen Situation. Hier berichten
wir, da3 auch Spuren von nicht an Ham gebundenem (freiem)
Eisen in Gegenwart von Cystein QHS wirkungsvoll spalten
konnen und daB3 das intermedidr gebildete Kohlenstoff-
zentrierte Radikal eine kovalente Bindung zu einem Schwe-
felatom des Liganden am Eisenzentrum bilden kann. Die
Implikationen dieser neuen Erkenntnisse konnten unser
gegenwirtiges Verstdndnis wesentlich verdndern und somit
die Identifikation wichtiger intrazellularer Zielmolekiile von
QHS erheblich erleichtern.

Auf welche Weise man die Verbindungen vom QHS-Typ
bei der chemotherapeutischen Malariabehandlung anwenden
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soll, ist eine Frage, die sich schon lange stellt. Die aktuelle
Arbeitshypothesel? #1ist, daB das 1,2,4-Trioxan beim Kontakt
mit Ham-gebundenem Eisen an der Peroxy-Bindung unter
Bildung eines Radikal-Anions gespalten wird. Im folgenden
bilden sich Kohlenstoff-Radikale, Eisen mit einer hohen
Oxidationsstufe und andere reaktive Intermediate. Alle diese
Verbindungen konnen dann auf unbekannte Weise mit bisher
nicht identifizierten wichtigen Zielmolekiilen innerhalb der
Zellen in Wechselwirkung treten und schlieBlich zum Tod des
Parasiten fithren. Der Spaltungsvorgang wurde in den Pio-
nierarbeiten von Meshnick et al.?? sowie Posner und Ohl*!l an
verschiedenen Modellsystemen ausfiihrlich untersucht, wobei
nahezu stochiometrische Mengen von freien Fe'-Ionen ein-
gesetzt wurden.P1 Mit wesentlich kleineren Mengen an Fe'l-
Ionen (FeSO,) gelingt es nicht, die Reaktion vollstindig
ablaufen zu lassen. Zusammen mit der Tatsache, da} Him in
der Nahrungsvakuole angesammelt wird,l”) und mit der
aullergewohnlich niedrigen Toxizitdt von QHS gegeniiber
nichtinfizierten Zellen (in denen es praktisch kein freies Him
gibt) fiithrt dies zu der gegenwirtig weithin akzeptierten
Vorstellung,?> 41 daB die in vivo ablaufende Spaltung von
QHS (oder 1,2,4-Trioxanen im allgemeinen) ausschlieflich
durch das an Him gebundene Eisen induziert wird. Infolge-
dessen beschrinkten sich alle weiteren biologischen und
mechanistischen Untersuchungen, die darauf abzielen, die
Zielmolekiile der 1,2,.4-Trioxane zu identifizieren, im wesent-
lichen auf diejenigen Vorginge, an denen das Hidm (oder
dessen oxidierte und polymerisierte Form Himazoin) direkt
beteiligt!”! sind oder die eng mit dem an Hiam gebundenen
Eisen verbunden sind.?*® Es erwies sich jedoch als ziemlich
schwierig, diese Theorie weiterzuentwickeln, da es zwischen
dem Tod des Parasiten und dem Schaden, der beispielsweise
dem freien Him oder Hdamazoin (von denen keines fiir den
Parasiten lebenswichtig ist) zugefiigt wird, keine logische
Verbindung zu geben scheint.

Wir haben nun herausgefunden, da3 Ham nicht die einzige
eisenhaltige Spezies ist, welche die Zersetzung von QHS in
vivo auslosen kann. Obwohl sie unter nahezu physiologischen
Bedingungen nur eine vernachldssigbare Rolle spielen, kon-
nen freie Fe-Tonen beispielsweise mit Aminosduren einen
oder mehrere Komplexe bilden und dadurch in eine wesent-
lich aktivere Form tiberfiihrt werden. In Gegenwart von z.B.
Cystein kann QHS sehr schnell zersetzt werden. In wiBrigem
Acetonitril wird QHS bei 38°C in Anwesenheit von je einem
Aquivalent (bezogen auf QHS) FeSO, und Cystein sofort
vollstdndig abgebaut. Verringert man die Menge an FeSO,,
verlangsamt sich die Reaktion entsprechend. Jedoch kann die
Spaltung sogar mit nur 10~* Aquivalenten Eisen in ungefihr
einem Tag praktisch vollstindig sein. Typischerweise wird
QHS (0.05Mm) bei 38°C unter N, in entgastem wiBrigen
Acetonitril (1:1) mit zwei Aquivalenten Cystein (0.1m) durch
10-* Aquivalente FeSO, (5 x 10-3M) in 3-4 h vollstindig ab-
gebaut, wobei eine Mischung (nach dem Aufarbeiten aus der
organischen Phase erhalten) der Verbindungen 2-5 (Sche-
ma 1) in einem ungefihren molaren Verhiltnis von 29:9:1:6
entsteht, wie anhand des 'H-NMR-Spektrums (300 MHz)
erkennbar ist.

Aufler der gewaltigen Erhohung der Reaktionsgeschwin-
digkeit ist eine bemerkenswerte Folge der Anwesenheit von
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Schema 1.

Cystein, daf sich in signifikanten Mengen der bisher un-
bekannte Aldehyd 5P bildet (Schema 1; siehe auch Lit. [3b]).
Es scheint, daf} sich dieses neue Produkt, wie in Schema 2
gezeigt, nur aus dem Radikal 7 durch Abstraktion eines
Wasserstoffatoms von z.B. der SH-Gruppe des Cysteins und

RSH RS-

X

Schema 2. RSH = Cystein.

einer anschlieBenden Eliminierung eines Acetations bilden
kann. Die Bildung von 5 ist ein eindeutiger Beweis dafiir, daf3
das hochreaktive primére Radikal 7, das in unserer vorherge-
henden Arbeit nicht abgefangen werden konnte,’® am Ab-
bauvorgang beteiligt ist. (Jedoch berichteten Butler et al.l'’]
iiber das gleichzeitige Abfangen von 6 und 7 mit verschie-
denen Abfangreagentien.)

Die Konzentration an freien Aminosiuren ist (wahrschein-
lich aufgrund des Himoglobin-Katabolismus) in infizierten
Erythrozyten groBer als in den nicht infizierten,'!] und im

0044-8249/99/11117-2731 $ 17.50+.50/0 2731



ZUSCHRIFTEN

Malaria-Parasiten ist reduziertes Glutathion (das wichtigste
SH-haltige Reduktionsmittel in physiologischen Systemen) in
hoher Konzentration vorhanden.['” Es ist daher gut moglich,
da der durch nicht Hidm-gebundenes Eisen vermittelte
Abbaumechanismus, der in unserem Modellsystem gezeigt
wurde, auch in physiologischen Systemen auftritt. Es sei
angemerkt, daf} dies der erste Beweis fiir intermolekulare
Wechselwirkungen — Abstraktion eines Wasserstoffatoms von
einem anderen Molekiil; ein Vorgang, der am Wasserstoff-
donor-Molekiil einen Schaden hervorrufen kann — der inter-
mediir gebildeten Kohlenstoff-Radikale ist, die beim Abbau
von QHS eine Rolle spielen. Neben dieser offensichtlichen
Bedeutung fiir Untersuchungen zur Bekdmpfung der Malaria
konnte ein solcher Mechanismus von kritischer Bedeutung
fiir das Verstindnis vieler anderer(*® biologischer Aktivititen
von QHS sein, die scheinbar nichts mit dem innerhalb der
Erythrozyten befindlichen, an Him gebundenen Eisen zu tun
haben.

Eine sogar noch aufregendere Erkenntnis aus dieser Arbeit
ist, dal in der Reaktionsmischung eine hochpolare, wasser-
losliche Verbindung in einer Menge nachgewiesen werden
kann, die beinahe der Hilfte des urspriinglich vorhandenen
QHS entspricht. Mit Diinnschicht-Chromatographie (DC)
unter Verwendung von nBuOH/AcOH/H,O (3:1:1) als
Eluens laBt sich diese Verbindung deutlich von den Aus-
gangsverbindungen und allen Produkten, die in organischen
Losungsmitteln 16slich sind, unterscheiden. Dariiber hinaus
146t sie sich mit Ninhydrin sichtbar machen, was die An-
wesenheit einer NH,-Gruppe zeigt. Die Isolierung dieser
Komponente aus der Reaktionsmischung durch Umkehrpha-
sen-Sdulenchromatographie an Silicagel und Elution mit
Wasser mit einem zunehmenden Anteil von Methanol liefert
einen farblosen Feststoff, dessen Elementaranalyse auf die
Zusammensetzung C,;sH,,NO4S -2H,0 schlieBen l4Bt. (Die
Anwesenheit von Kristallwasser wird durch Beobachtungen
bei der Ermittlung des Schmelzpunktes bestitigt).

Auf Grundlage unseres Wissens iiber den Mechanismus
stellten wir uns vor, daB8 das primidre C4-Radikal 7 das
Schwefelatom von Cystein, das das Fe'-Ion komplexiert,
mintramolekular® angreifen kann und dadurch ein Fe!-Ton
freisetzt (Schema 3). Da die Konformation der C5a/C12a/O1-
Einheit weitgehend in der trans-Anordnung fixiert ist, — was
wegen der im fiinfgliedrigen Ubergangszustand entwickelten

NH, CO.H

Ac,0 ‘

Schema 3.
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Spannung erwartungsgemil3 die anderenfalls sehr leicht
erfolgende Radikalsubstitution an O1, die zu 2 fiihrt, ver-
langsamen sollte, — erwartet man, daf sich der siebengliedrige
Ring des Ubergangszustandes viel leichter als gewohnlich
(d.h. in einer spannungslosen linearen Kette) bilden sollte.
Das Produkt aus solch einer ,,intramolekularen* Radikalsub-
stitution am Schwefelatom, der eine Reihe von Zersetzungs-
schritten der QHS-Baueinheit folgt, wiirde zur Verbindung 10
fiihren, die mit der Summenformel C;;H,;NO,S (siche oben)
in Einklang ist. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt auch ein
eindeutiges ABX-System fiir den Cysteinrest und zwei
Methyl-Dubletts fir QHS, jedoch kein Anzeichen eines
Methyl-Tripletts (was bestitigt, daB C4 und C5 nicht in Form
einer Ethylgruppe vorliegen). Die verbleibenden Signale sind
jedoch stark verbreitert, was uns schlieSen 148t, daf3 es sich um
ein dynamisches System handelt.

Dennoch ist bis zu diesem Punkt zweifelsfrei bewiesen, daf3
10 ein Schwefel- und ein Stickstoffatom, die unter den
gegebenen Bedingungen nur von Cystein stammen konnen,
sowie das Kohlenstoffgeriist von QHS enthilt. Um zu zeigen,
daB3 das Schwefelatom des Cysteinrestes in der Tat kovalent
an das C4-Atom der QHS-Einheit gebunden ist, und um alle
Schwierigkeiten, die durch die hohe Polaritit und die
austauschbaren Protonen verursacht werden, zu umgehen,
behandelten wir 10 mit Acetanhydrid. Das Ergebnis war sehr
zufriedenstellen: Das ,,Acetylierungsprodukt“ — Acetanhy-
drid wirkt hier als ein die Carbonsduregruppe von QHS
aktivierendes Agens und fithrt am S-Kohlenstoffatom des
Cysteinrestes zur Bildung eines cyclischen Acetals, aus dem
darauthin ein cyclisches Sulfonium-Ion gebildet wird, welches
eine ausgezeichnete Abgangsgruppe ist — ldft sich anhand
seiner IR-spektroskopischen, 'H-, *C-, DEPT-, DQF-COSY-,
NOESY- sowie HMQC-NMR-, MS- und HR-MS-Daten,[
die zweifellos zeigen, daB3 zwischen dem Schwefelatom und
dem Atom C4 in 11 (und somit auch in 10) eine o-Bindung
besteht, in einfacher Weise als Verbindung 11 charakterisie-
ren.

Die Bedeutung der in diesem einfachen chemischen Mo-
dellsystem beobachteten Verkniipfung aus QHS und Cystein
liegt darin, dal es auf molekularer Ebene eine exakte
mechanistische Basis fiir die Radikal-vermittelte Alkylierung
von beispielsweise Proteinent 7 81 (speziell in Abwesenheit
von an Ham gebundenem Eisen) begriinden kann. Obwohl sie
offensichtlich unverzichtbar ist, fehlt eine solche Basis bei
allen bekannten Untersuchungen. Bis zum heutigen Tag
wurde lediglich an einem wesentlich vereinfachten Ham-
Modell die Addition von QHS an Porphyrin aufgeklirt.[
Leider lieferte dies keine Erkldrung dafiir, wie QHS bei einer
Radikalreaktion, die mit einer durch ein Fe'-Ion induzierten
Spaltung verbunden ist, irreversibel an ein Biomolekiil
gebunden wird, wofiir es einige literaturbekannte Beispiele
gibt.

Es ist bekannt, da3 es in vielen Enzymen und Proteinen
Schwefel-Eisen-Bindungen (oder allgemeiner S-M-Bindun-
gen, wobei M ein Ubergangsmetall mit einem niedrigen
Redoxpotential ist, das zur Spaltung von Peroxiden geeignet
ist) gibt, die den in dieser Arbeit untersuchten dhnlich sind.
Der potentielle strukturelle Unterschied zwischen den S-Fe-
Bindungen in den Malaria-Parasiten und denjenigen in den
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Wirtszellen ist moglicherweise die Ursache fiir die aufler-
ordentlich selektive Cytotoxizitdt von QHS. Mit der Vorstel-
lung des ersten Modells fiir die irreversible Denaturierung/
Inaktivierung des Redoxzentrums in diesen Spezies, — die
beispielsweise bei Markierungsexperimenten mit radioakti-
ven Isotopen wegen ihrer geringen Konzentration moglicher-
weise ibersehen werden, — wird die vorliegende Arbeit
wahrscheinlich Anlal3 fiir weitere Untersuchungen dieses
bisher weitgehend unbeachteten Gebietes der Nicht-Ham-
Proteine geben. Dariiber hinaus konnten die hierbei erhalte-
nen Ergebnisse unser Verstdndnis der Parasiten-abtétenden
Wirkung von QHS vollig verindern.

Eingegangen am 6. April,
verdnderte Fassung am 12. Mai 1999 [Z13239]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 2580 -2582
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In der Humanmedizin kennt man mehrere Krankheits-
bilder, die auf einem fehlerhaften Eisenstoffwechsel beru-
hen.ll Eisenmangel ist weitverbreitet, kann jedoch leicht
therapiert werden. Die seltenere Eiseniiberladung hat hin-
gegen sehr viel gravierendere Auswirkungen. Da im mensch-
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