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Bioanorganische
Chemie 2001

@ Die bioanorganische Chemie des
Jahres 2001 stand wieder einmal im
Zeichen der Photosynthese. Den Ber-
liner Proteinkristallographen um Pe-
tra Fromme, Wolfram Saenger und
Horst Tobias Witt gelang, was so
sehnlichst erwartet wurde: die ront-
genographische Strukturbestimmung
beider
des membrangebundenen Photosyn-

Protein-Cofaktor-Komplexe

these-Apparats eines wasseroxidie-
renden Cyanobakteriums‘l’z) Das
Photosystem I (PS 1), in dem die pri-
miare Lichtsammlung und Ladungs-
trennung erfolgt, liegt in trimerer
Form vor, und die raumliche Anord-
nung von 96 Chlorophyllen, drei-
Fe/S-Clustern und fast 30 weiteren

Cofaktoren konnte bestimmt werden.

Anorganische Chemie {Magazin>

sind oxidationsaktiv, der Mangan-
cluster im wasseroxidierenden Kom-
plex ist also intakt. Zwar bleiben die
Strukturdetails dieses Mn,-Clusters
aufgrund der derzeit noch ungenu-
genden Auflosung (3,8 A) unklar,
und auch das essentielle Ca** konnte
noch nicht lokalisiert werden, aber es
wird doch der grobe Umriss eines
gleichseitigen Mn;-Dreiecks mit ei-
nem vierten Mn-Atom oberhalb der
Flache sichtbar.

Ubereinstimmung mit einem der bis-

Eine strukturelle

lang diskutierten Strukturmodelle ist
allerdings nicht erkennbar. Die der-
zeitigen Vorstellungen zum Mecha-
nismus der Wasseroxidation gehen
davon aus, dass die Elektronen des
am Mn,-Cluster gebundenen Wassers
iber ein Tyrosin-Radikal abfliefSen.
Es zeigt sich nun, dass dieses Tyrosin
ungefahr 7 A vom Mn,-Cluster ent-
fernt ist, also zu weit fur einen direk-
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Dabei wird der Weg des Elektronen-
flusses vom zentralen Chlorophyll-
Paar (,special pair“) uber weitere
Chlorophylle und Phyllochinone hin
zu den Fe,S,-Clustern erkennbar. In-
teressanterweise ist das zentrale Mg**
des letzten Chlorphyll-Paars, das ein
besonders niedriges Redoxpotential
aufweist, auch an das S-Atom einer
Methionin-Seitenkette gebunden -
das wohl erste Beispiel fur S-Koor-
dination von Mg2+ in einem Protein.
Die untersuchten Kristalle des beson-
ders labilen Photosystems II (PS II)

ten H-Atom-Transfer. All die neuen,
strukturellen Erkenntnisse zu PS I
und PS II werden letztlich helfen zu
verstehen, wie die biochemische Um-
wandlung von Solarenergie in chemi-
sche Energie auf atomarer Ebene
funktioniert.

Zugleich nahert man sich auch
von der Seite der Modellsysteme her
dem Ziel einer lichtgetriebenen Was-
seroxidation im Reagenzglas an. Mas-
senspektrometrische  Untersuchun-
gen belegen, dass die Mn-Oxo-Ver-
bindung (1) bei UV-Photoanregung
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O, freisetzt und dass dabei beide
O-Atome dem Mn,O,-Cluster entstam-
men . Diese photochemische O,-Ab-
spaltung ist spezifisch fir das Kuban-
gertst, denn eine Auswahl von Mn-
Oxo-Komplexen mit anderer Topolo-
gie zeigt keine derartige Reaktivitat.
Immerhin, der zweikernige Komplex
[L(H,0)Mn"(0),Mn"™ (OH,)LI**(L =

Terpyridin) katalysiert bei der Um-
setzung mit HSOs  oder OCI™ die
Wasseroxidation unter O,-Entwick-
lung, und diese Reaktion wurde nun
mechanistisch untersucht.” Sie ver-
lauft demnach uber ein (nicht direkt
beobachtetes) MnV=O-Intermediat,
wie es auch als Schlusselspezies bei
der photosynthetischen Wasseroxi-
dation postuliert wird. Die Details
der O-O-Bindungsbildung bleiben in
diesem Fall allerdings noch unge-
Kklart.

Strukturen und Struktur-
variationen... und Modelle

@ Blaue Kupferproteine gehoren zu
den Klassikern der bioanorganischen
Chemie. Wieso ist das kurzlich ge-
fundene Nitrosocyanin (NC) — ein
mononukleares Kupferprotein mit
bislang unbekannter Funktion, aber
gewisser Sequenzhomologie zu den
blauen Kupferproteinen — hingegen
rot ? Die Frage wird auf der Basis der
Strukturbestimmung von NC beant-
wortet werden, die Rosenzweig und
Mitarbeiter vorgestellt haben.” Das
Cu-Zentrum befindet sich bei NC in
einer His,CysGlu-Umgebung, hat al-
lerdings mnoch einen zusatzlichen
H,O-Liganden, so dass die Ver-
mutung nahe liegt, es konne sich bei
dem ,Roten Kupferprotein“ sogar um
ein Enzym handeln.

Viel Neues gab es von den nickel-
haltigen Proteinen. So wurde offen-
bar, wie sich das pathogene Bakteri-
um Heliobacter pylori, das fur die
Entstehung von Magengeschwiiren
verantwortlich ist, die Urease-Reakti-
on zunutze macht: Durch massenhaf-
te Ammoniak-Freisetzung gelingt es
ihm, die Magensaure abzupuffern
und unser unwirtliches Magenmilieu
zu kolonisieren. Zur Sdureresistenz
des Ni,-haltigen Urease-Enzyms
tragt unter anderem die supramola-
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kulare Strukturbildung eines 160 A
durchmessenden Komplexes aus
12 Kkatalytisch aktiven Untereinhei-
ten bei.”

Mit der Ni/Fe-haltigen CO-Dehy-
drogenase (CODH), die die reversible
Umwandlung CO + H,0 — CO, +
2H" + 2¢” katalysiert und im globalen
Kohlenstoffzyklus wichtig ist, konnte
ein  bedeutendes  Metalloenzym
strukturell charakterisiert werden.
Bislang ging man davon aus, dass im
aktiven Zentrum der CODH ein ein-
zelnes Ni-Atom tiber eine S¢,-Briicke
mit einem Fe,S,-Cluster verkntipft
sei. Uberraschend war daher der nun
gefundene, neuartige NiFe,Ss-Kafig
(3a), bei dem das Ni-Atom vollstan-
dig in das Clustergertst integriert
ist.” Die daraus resultierende elek-
tronische Struktur erklart wohl auch,
weshalb das Ni-Zentrum CO binden
und wahrend des Katalysezyklus
doch im ESR-unsichtbaren Ni**-Zu-
stand verbleiben kann.

Dass das Nickel tatsachlich der
Ort der CO-Anbindung ist, wird
durch eine wenig spater veroffent-
lichte, zweite CODH-Struktur unter-
mauert, in der sich Hinweise auf ei-
nen CO-dhnlichen, funften Liganden
am Nickel zeigen‘g) In jener Arbeit
wird das Nickel ebenfalls als Cluster-
bestandteil beschrieben, allerdings
bei andersartiger Clusterstruktur
(3b). Dies sollte aufgrund der weitaus
geringeren Auflosung (2,8 vs. 1,6 A)
zwar mit Vorsicht bewertet werden,

konnte aber auf wesentliche struktu-
relle Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen Zustinden des Enzyms
hindeuten.

Rasant entwickelt sich das De-novo-
Design von Metalloproteinen. Laplaza
und Holm synthetisierten Helix-
Loop-Helix Peptide aus 63 Amino-
sauren, die mafSgeschneidert sind,
Ni-Scys-FeyS, Einheiten  aufzuneh-
men und zu stabilisieren.” Allerdings
dienten fir diese CODH-Modelle
noch die alten, jetzt revidierten Vor-
stellungen zur Struktur des CODH-
Clusters als Vorgabe. Zwei weitere,
besonders eindrucksvolle Beispiele
fiir De-novo-Metallopeptide mit dem
ubiquitaren Strukturmotiv des 4-He-
lix-Bindels seien erwahnt: Cys-
His,-koordiniertes Kupfer in einem
Sortiment von kombinatorisch er-
zeugten Proteinen'” und carboxylat-
verbriickte Mn,- und Fe,-Einheiten
in der Tasche eines Homodimers aus
zwei Helix-Loop-Helix Sequenzen‘m
Es ist also inzwischen moglich, so-
wohl ein- als auch mehrkernige Bau-
gruppen mit struktureller Analogie
zu nattirlichen Enzymzentren in syn-
thetische Peptide einzuarbeiten. Die-
se Peptide haben definierte Sekun-
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déar- und Tertiarstrukturen und wei-
sen gegebenenfalls auch Substrat-Bin-
dungstaschen auf — das erste De-novo-
Metalloprotein mit enzymanaloger, ka-
talytischer Aktivitat wird sicherlich
nicht mehr lange auf sich warten lassen.

Durch Kombination rontgenogra-
phischer und FTIR-spektroskopi-
scher Experimente konnten Unklar-
heiten fritherer Strukturbestimmun-
gen von Fe,Fe-Hydrogenasen besei-
tigt und die strukturellen Anderun-
gen beim Oxidationsstufenwechsel
des Enzyms beobachtet werden.'”
Der verbriickende CO-Ligand in (4a)
wechselt bei Reduktion in eine termi-
nale/semi-vebriickende Stellung trans-
standig zur H,-Bindungsstelle (4b). Ei-
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CH™ x=0
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ne Strukturtiberlagerung zeigt, dass
sich das N-Atom des S,S-verbriicken-
den Di(thiomethyl)amin-Liganden der
Fe,Fe-Hydrogenase dabei ziemlich ge-
nau an jenem Ort befindet, den in der
Fe,Ni-Hydrogenase (5) das Ni-Atom
einnimmt. Die Katalysemechanismen
der zwei Klassen von Hydrogenasen
scheinen doch ahnlicher zu sein als
bislang angenommen.

Durch elektronische Feinabstim-
mung des Fe,-Gertists metallorgani-
konnten

scher  Modellkomplexe

Schlusselschritte der Aktivitit von
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H"-Reduktion zu H,. Dies vollbringt
hingegen (6b), der mit seinem Cya-
nidliganden tiber einen zweiten Pro-

tonenacceptor Verfﬁgt.m

Metall/Schwefel - die biologi-
sche Vielzweck-Kombination

@ Die besonderen Eigenschaften von
biologischen Koordinationseinheiten
mit Schwefelliganden werden zuneh-
mend besser verstanden. Gleichzeitig
werden die ihnen zugeschriebenen
Funktionen immer vielfaltiger, und
ihre Nachbildung wird immer aus-
gefeilter.

Die biologische N,-Fixierung ver-
lauft uber die Anbindung und Reduk-
tion von N, am Fe;MoS,-Cofaktor
der Nitrogenase. Mit der Synthese
von (7) gelang erstmals die Anbin-
dung von N, an eine M(SR),-Einheit
unter milden Bedingungen (1 bar N,
Raumtemperatur).ls) Durch Verwen-
dung eines neuen N,S,S-Liganden
konnte ein nahezu exaktes Struktur-
modell (8) fur die funktionelle Ein-
heit der Alkohol-Dehydrogenase er-
halten werden.'”

Nachdem Phenoxyl-Radikale in

Anorganische Chemie {Magazin>

(8)

Komplexes berichtet.'” Zudem wurde
erstmals die spektroskopische Signatur
von metallkoordinierten Phenylthiyl-
Radikalen ermittelt."”

Metalle, Schwefel und Radikale
spielen noch auf ganz andere Weise
zusammen, wie Arbeiten von Jarrett
et al. zeigen: Fir das Enzym Biotin-
Synthase, welches die Bildung von
Biotin aus Dethiobiotin vermittelt,
wird vorgeschlagen, dass ein 2Fe-
2S-Cluster als Schwefelquelle fur die
S-Ubertragungsreaktion wirkt (Ab-
bildung 1).19) Nachdem Fe/S-Cluster
in biologischen Systemen hauptsach-
lich far die Speicherung und den
schnellen Transfer von Elektronen
zustandig sind, treten also immer
neue Funktionen zutage: So gilt in-
zwischen als gesichert, dass ein
4Fe-4S-Cluster in S-Adenosylmethio-
nin-abhangigen Radikalenzymen re-
duktiv das 5'-Desoxyadenosylradikal
erzeugt, das spezifische, radikalische

20) (.
) Die nun

Folgereaktionen einleitet.
gefundene, weitergehende Reaktivi-
tat von Fe/S-Einheiten konnte sich
sogar als ein grundsitzliches Biosyn-
theseprinzip fur die Insertion von

S-Atomen in nichtaktivierte C-H-Bin-

Fe,Fe-Hydrogenasen =~ nachgeahmt Metalloenzymen wie der kupferhalti- dungen erweisen. -
werden. So katalysiert der an der Fe-  gen Galactose-Oxidase in den vergan-
Fe-Bindung protonierte Komplex genen Jahren viel Aufsehen erregt hat-
(6a) bei Reaktion mit D, den ten, wurde jetzt tiber die erste Kristall-
H/D-Austausch,'” nicht jedoch die struktur eines Cu"-Phenoxylradikal-
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Abb. 1.
2Fe-2S-Cluster als
S-Quelle in der
enzymatischen

Biotin-Synthese.
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Neues vom Fe/O,-Puzzle

@ Durch vereinte Anstrengungen
von Strukturaufklarung, Theorie und
praparativer Chemie (Synthese von
Modellkomplexen) konnten weitere
Teile im Fe/O,-Puzzle eingefugt wer-
den. So gelang die rontgenographi-
sche Bestatigung, dass ein Fe''-Per-
oxid-Komplex als Zwischenstufe bei
der Peroxidation mehrfach ungesat-
tigter Fettsauren durch das Enzym
Lipoxygenase auftritt: Die Struktur
der violetten, aktiven Form des En-
zyms zeigt ein Fettsaureperoxid, das
kovalent an das Eisenatom gebunden
ist.”” Die elektronische Struktur von
Fe'"-Alkyperoxo-Vebindungen,  die
als Modellsysteme fiir den Enzym-
Produkt-Komplex der Lipoxygenase-
Reaktion gelten, sowie die Reaktions-
koordinate der O-O-Bindungsspal-
tung wurde mittels Spektroskopie
und Theorie analysiert.zz) Demnach

ist der Spinzustand des Fe'"

-Alkyper-
oxo-Komplexes wesentlich fir des-
sen Reaktivitdt: Im Low-spin-Fall ist
die Fe-O-Bindung stark und die
0O-0O-Bindung schwach, und somit ist
die O-O-Bindungshomolyse erlaubt,
wihrend die Verhaltnisse fur die
High-spin-Konfiguration genau um-
gekehrt liegen.

Im Fall der Methan-Monooxy-
genase (MMO), die die bakterielle
Umwandlung von Methan zu Metha-
nol katalysiert, konnte die Struktur
des Dieisenzentrums mit gebunde-
nem Methanol aufgeklart werden.*”
Das Oxidationsprodukt befindet sich
O-verbriickend zwischen den Fe-
Atomen, was die Annahme unter-
stutzt, dass die Substrat-Hydroxylie-
rung durch ein  verbruckendes
O-Atom der aktiven Enzymform er-
folgt. Bei dieser handelt es sich wohl
um eine Di(p-oxo)eisen(IV)-Spezies,
was auch durch neue, theoretische
Arbeiten untermauert wird.*? Ein
synthetisches Modell fur die aktive
Enzymform — das Intermediat Q —
konnte bei tiefer Temperatur gefasst
und spektroskopisch charakterisiert

25
werden.””

Und wie kommen die Metalle
eigentlich in die Proteine?

@ Diese Frage fasziniert die Bioanor-
ganiker spatestens seitdem es detail-
lierte Einblicke in den Mechanismus
gibt, nach dem Kupfer mit Hilfe von
regulatorischen Begleitproteinen —
Metallochaperonen — an seinen Be-
stimmungsort in den Zellen transpor-
tiert und uber spezielle Erkennungs-
prozesse in seine jeweiligen Zielpro-
teine eingefugt wird.”” Dieser Vor-
gang wird jetzt durch die Struktur ei-
nes Proteinassoziats veranschaulicht,
in dem das Enzym Cu/Zn-Superoxid-
Dismutase (SOD) im Komplex mit
seinem spezifischen Cu-Chaperon
(CCS) vorliegt — ein authentisches
Abbild des Geschehens bei der Kup-
feribertragung!””

Im Fall des haufig verwendeten
und viel weniger toxischen Metalls
Zink nahm man bislang an, dass dies
in ausreichender Menge im Zellcyto-
sol vorhanden sei und sich die Protei-
ne, die Zink bendtigen, einfach aus
dem Pool bedienen. Diese Vorstel-
lung ist falsch, wie O’Halloran und
Mitarbeiter mit Hilfe zweier regulato-
rischer Proteine, die als Zn-Sensoren
dienen, zeigen: Eines (Zur) unterbin-
det die Zn-Aufnahme bei Zn**-Kon-
zentrationen >107°M, das andere
(ZntR) initiiert die Zn-Ausschleu-
sung bei >107"° M. Diese GroRenord-
nung bedeutet, dass es kein freies
Zn™ im Cytoplasma gibt (ein freies
Zn* pro Zelle entsprache 10~ M)!1*¥
Zudem bindet ZntR die Zn-Ionen
weit starker (Diss.konst. =~ 107° M)
als die meisten Zn-Proteine (10° —
1072 M)‘zg) Wie bekommen all diese
Proteine dann uberhaupt ihr Zink?
Erfolgt dies unter kinetischer Kon-
trolle durch Zn-Chaperone? Die Ant-
worten hierauf werden mit Spannung

erwartet.

Metalle in biologischen Systemen
— letztlich nicht nur ein Segen

@ Metallatome scheinen auch eine
wesentliche Rolle in zwei Proteinen
zu spielen, die im vergangenen Jahr
unrihmliche Bedeutung erlangt ha-
ben. Zahlreiche Befunde deuten da-
rauf hin, dass es sich beim Prion-Pro-

tein (PrP), dessen Konformations-
und  Sekundarstrukturanderungen
unter anderem fur die Creutzfeld-Ja-
kob-Krankheit und fur BSE verant-
wortlich sind, in vivo um ein Metal-
loprotein handelt. Zwei Metallionen-
Bindungsregionen mit hoher, spezi-
fischer Cu’*-Affinitit konnten nun
auf PrP identifiziert werden.”” Die
Autoren schlagen vor, dass PrP am
Cu-Transport oder -Metabolismus
beteiligt ist und dass eine Storung
dieser Funktion bei den Prion-abhén-
gigen Krankheiten von Bedeutung
sein konnte.

Fatale Konsequenzen hat die Pro-
teaseaktivitit eines Zn**-lons im akti-
ven Zentrum des Letalen Faktors
(LF), einem der drei synergetisch ar-
beitenden Proteinkomponenten des
Anthrax-Toxins, dem Gift des Milz-
branderregers. Das Zn”*-lon befindet
sich in der fur Hydrolasen typischen
HisHisGlu-Koordinationsumgebung,
und die Strukturaufklarung von LF
zeigt, auf welche Weise ein Zn-ge-
bundenes H,O-Molekul die Erken-
nungssequenz eines essentiellen, zel-
luldren Signaliibermittlers — der Ki-
nase MAPKK-2 — abspaltet.m Mit der
todlichen Konsequenz, die die Welt
in den letzten Monaten in Atem hielt.

Franc Meyer
Institut fiir Anorganische Chemie der
Georg-August-Universitdt Gottingen
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