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B Mit Nitroverbindungen werden meist TNT,
Farbstoffe und Pflanzenschutzmittel assozi-
iert. Neben diesen chemisch synthetisierten
Produkten gibt es aber auch natiirliche Nitro-
substanzen mit oft bemerkenswerten Bioak-
tivitaten.

Wihrend der Abbau von Nitroverbindun-
gen durch Mikroorganismen griindlich
erforscht wurde, lag die Biosynthese von
Nitroverbindungen bisher weitgehend im
Dunklen. Die vermutlich wichtigste Route
fiihrt von einem primédren Amin tiber N-Oxy-
genierung zur Nitrogruppe. AurF ist als N-
Oxygenase an der Biosynthese des antifun-
galen, insektiziden und zytotoxischen Aureo-
thins in Streptomyces thioluteus beteiligt und
war Gegenstand meiner Dissertation.

Die at-line-Analyse von Kulturiiberstinden
mittels Chromatografie und Massenspektro-
metrie sowie Fiitterungsstudien bewiesen,
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dass als Intermediate ein Hydroxylamin sowie
hochstwahrscheinlich eine Nitrosoverbindung
auftreten. Es wird also in jedem Schritt nur
ein einzelnes Sauerstoffatom {ibertragen.
Damit konnte erstmals in einem vollstandi-
gen Reaktionsweg gezeigt werden, dass eine
schrittweise N-Monooxygenierung zur Nitro-
gruppe fiihrtl!l,

Diese N-Oxygenierung ist dabei streng che-
mo- und regioselektiv. Es gelang, das Enzym
als Fusionsprotein in Escherichia coli zu pro-
duzieren und mit H,0, zu aktivieren. Nach
der Immobilisierung von AurF konnte in
einem kontinuierlichen Prozess aus einer
Mischung von Stellungsisomeren das native
para-Substrat selektiv N-oxidiert werden!?].
Auf rein chemischem Weg wire dies nicht in
einem Schritt moglich.

Die Charakterisierung des Proteins ergab,
dass es sich bei AurF um ein Homodimer mit
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< Abb. 1: Blick in
das aktive Zentrum
der N-Oxygenase
AurF. Insgesamt sie-
ben Aminoséurereste
sind an der Koordi-
nierung des binuklea-
ren Manganzentrums
(griin) beteiligt. Das
Substrat para-Amin-
obenzoat (PABA) wird
Uber zwei ungeladene
Aminoséuren sowie
eine Salzbriicke mit
Arginin positioniert.
Dadurch gelangt nur
die Aminogruppe in
para-Position zu einer
sauren Gruppe in die
Nahe des Sauerstoff-
radikals (rot) und
wird oxidiert.

einem binuklearen Mangan-Cluster in jeder
Untereinheit handelt. Damit klarten wir
sowohl die erste Struktur einer N-Oxygena-
se als auch einer binuklearen Mangan-abhan-
gigen Monooxygenase auf. Mittels Mutage-
nese-Studien wiesen wir sowohl die Koordi-
nation der Manganatome als auch die Sub-
stratbindung funktionell nach (Abb. 1).

Elektronenspin-Resonanz-Messungen
bestdtigten, dass Mangan tatsdchlich an der
katalytischen Aktivitat beteiligt ist. Folglich
konnten wir einen radikalbasierten Mecha-
nismus in Analogie zu P450 und binuklea-
ren Eisenenzymen vorschlagen(®!,

Da sich AurF besonders zur schonenden
und selektiven N-Oxidation an sensiblen Sub-
stanzen - auch in groBerem MaBstab - eignet,
ergeben sich nun innovative Moglichkeiten
fiir die Chemo-Biosynthese und die Biokata-
lyse. |
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