Bioanorganische Chemie

Metalloenzyme

¢ Eines der Highlights des letzten
Jahres in der bioanorganischen
Chemie war die neue Kristallstruk-
tur des Photosystems II aus Ther-
mosynechococcus vulcanus mit einer
Auflosung von bis zu 1,9 A.” Diese
erlaubt es, die Struktur des zentra-
len MnyCaOs-Clusters in bisher
nicht da gewesenem Detail zu ana-
lysieren und insbesondere die an
den Cluster gebundenen Amino-
saureseitenketten zu identifizieren
(Abbildung 1). Weiterhin lief$ sich
das fiir den Protonentransfer wich-
tige Wasserstoffbrickennetzwerk
zwischen dem Mn,CaOs-Cluster,
dem Tyrosin Tyr, als zentralem
Elektronenakzeptor und der Pro-
teinoberfliche im Detail auflosen.
Diese Strukturdaten liefern die Ba-
sis fur weitere Einblicke in den mo-
lekularen Mechanismus der Sauer-
stoffbildung durch Oxidation von
Wasser.

Interessante Entwicklungen gab
es auch bei den Eisen-Schwefel-
Clustern.  Die  prototypischen
[4Fe-4S]-Cluster haben wie im
Ferredoxin eine Gesamtladung von
—2 oder —3. Nur in den High-poten-

tial-iron-sulfur-Proteinen (HiPIPs)
ist auch das Redoxpaar —1/-2 zu-
ganglich. Dabei ging man bisher
davon aus, dass die [4Fe-
4S]**-Cluster stets einen diamagne-
tischen Grundzustand aufweisen,
der durch die antiferromagnetische
Austauschwechselwirkung ~ zwi-
schen zwei gemischtvalenten delo-
kalisierten Fe**’-Fe*?’-Paaren mit
jeweils S=1/2 zu Stande kommt.
Hales und Ribbe wiesen dagegen in
dem DnifB-NifEN-Protein, das an
der Biosynthese des FeMo-Cofak-
tors (FeMoco) der Nitrogenase be-
teiligt ist, erstmals einen paramag-
netischen Grundzustand fur einen
[4Fe-4S]*-Cluster nach.” Tempe-
raturabhingige Veranderungen im
Magnetocirculardichroismus(MCD)-
Spektrum dieses Clusters belegen
eine offenschalige Spezies, vermut-
lich mit einem Spin von S = 1 oder
2. Dies konnte das Fehlen eines
EPR-Signals erklaren. Ein ahnli-
cher Effekt findet sich auch bei
DnifH-MoFe, das ebenfalls an der
Biosynthese der Nitrogenase betei-
ligt ist. Welche strukturellen Merk-
male dazu fiuhren, dass beide
[Fe-S]-Proteine einen solchen pa-
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ramagnetischen Grundzustand auf-
weisen, ist dagegen noch unbe-
kannt und bedarf weiterer struktu-
reller und spektroskopischer Un-
tersuchungen.

Ungewohnliche [Fe-S]-Cluster
finden sich auch in der Elektronen-
transfer-Kette einiger [NiFe]-Hy-
drogenasen. Lenz sowie Lubitz et
al. zeigten kirzlich in zwei Arbei-
ten, dass die Sauerstofftoleranz die-
ser Enzyme aus Ralstonia eutropha
und Aquifex aeolicus auf einer be-
sonderen Koordinationsumgebung
der Eisen-Schwefel-Cluster  be-
ruht.>? Wihrend [4Fe-4S]-Cluster
normalerweise tiber vier Cysteinate
an die Proteinmatrix binden, sind
die beiden genannten Enzyme mit
finf bzw. sechs anstelle der vier
konservierten Cysteine hyperkoor-
diniert (Abbildung 2, S. 248). Da-
durch wird neben dem -2/-3-Re-
doxpaar auch der superoxidierte
—1-Zustand  zuginglich.  Man
nimmt an, dass das erste Redox-
paar dem normalen Elektronen-
transfer  dient, wahrend der
—1/-2-Redoxschritt vor oxidativem
Stress schiitzt. Eine prinzipiell
ebenfalls mogliche Bildung einer
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Abb. 1. a) Details der Struktur des Mn,CaOs-Clusters im aktiven Zentrum des Photosystems Il aus T. vulcanus, gelb: Calcium,

violett: Mangan, rot: u-Oxo-Liganden, orange: Wasser, A: Alanin, freier C-Terminus, D: Asparaginsdure, E: Glutaminsdure, H: Histidin,

R: Arginin und b) Wasserstoffbriicken-Netzwerk zwischen dem Mn,CaOs-Cluster, Tyrosin Tyr, (Y161) und der lumenalen Offnung des

Enzymkomplexes, oben links in griin hervorgehoben.?
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Abb. 2. Struktur und Details des hyperkoordinierten [4Fe-4S]-Clusters der membran-
gebundenen Hydrogenase aus R. eutropha mit den beiden zusdtzlichen Cysteinatliganden

Cys19 und Cys120 in rot hervorgehoben.?)
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Abb. 3. Struktur des zentralen [7Fe-9S-Mo-Homocitrat-X]-Clusters im MoFe-Protein der
Nitrogenase.®/

Disulfidbriicke durch die beiden
zusatzlichen Cysteine ldsst sich auf
Grund der MofSbauer-Spektren
ausschliefSen. Diese zeigen eine ei-
senzentrierte Oxidation. Werden
diese Cys-Liganden durch Mutage-
nese gegen Glycin ersetzt, so steigt
die Empfindlichkeit gegentber
Sauerstoff wieder signifikant.

Auch wenn Untersuchungen zur
Struktur und Funktion der aktiven
Zentren von Metalloenzymen wei-
terhin im Fokus der bioanorgani-
schen Chemie stehen, beschaftigen
sich zunehmend mehr Arbeiten
mit der Biosynthese und Insertion
des Metallzentrums und seiner
nichtproteinogenen Liganden so-
wie dem Transport von Substrat
und Produkt zwischen Reaktions-
zentrum und Medium. Mit Multi-
skalensimulationen auf der Basis
von  Molekulardynamikrechnun-
gen klarten so Blumberger und
Mitarbeiter den Transport von H,
und O, in das aktive Zentrum einer
[NiFe]-Hydrogenase auf”  Fir
Wasserstoff und Sauerstoff identifi-
zierten sie mehrere sehr dhnliche
Diffusionswege durch die Protein-
matrix. Die Ergebnisse geben auch
Hinweise darauf, wie der Zugang
von O, zum aktiven Zentrum
durch Austausch von Aminoséuren
erschwert werden konnte, was zu
einer hoheren Oxidationstoleranz
fithren sollte. Solche Mutanten ha-
ben eine erhebliche Bedeutung fiir
die nachhaltige enzymatische Er-
zeugung von Wasserstoff als alter-
native Energiequelle.

Weitere interessante Entwick-
lungen gab es auch bei anderen
Nickelenzymen. So wurde fur die
Methyl-Coenzym M-Reduktase
(MCR), die den finalen Schritt der
Methanogenese aus Methyl-Coen-
zym M und Coenzym B katalysiert,
in einer 1,2-A-Kristallstruktur eine
Methyl-Nickel-Spezies identifi-
ziert. Diese Spezies liefert Hinweise
auf den Mechanismus dieser wich-
tigen Reaktion, welche die Haupt-
quelle des Treibhausgases Methan
ist.

Auch die Nitrogenase, welche
die Reduktion von N, zu Ammoni-
ak als biogener Stickstoffquelle un-
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ter ATP-Verbrauch katalysiert, stand
im Jahr 2011 weiterhin im Fokus.
Wesentlich Aspekte des Mechanis-
mus sind allerdings weiterhin un-
Kklar. Mit fortgeschrittenen EPR-Me-
thoden zeigten Hoffman et al. je-
doch kurzlich, dass der zentrale
[7Fe-9S-Mo-Homocitrat-X]-Cluster
im FeMo-Protein (Abbildung 3)
wihrend der 8-Elektronen-Redukti-
on von N, zu 2 NH; und H, ledig-
lich zwischen zwei verschiedenen
Oxidationsstufen hin und her wech-
selt. Eine davon entspricht dem
Ruhezustand MY, wahrend der
zweite Zustand M® um ein Elek-
tron armer ist.” Detaillierte dichte-
fuktionaltheoretische Untersu-
chungen von Harris und Szilagyi
erlaubten es zudem, das aktive
Zentrum in Abhéangigkeit vom Pro-
tonierungsgrad des Homocitrat
und Histidin umfassend zu charak-
terisieren. Berechnet wurden unter
anderem die Reduktionspotenziale
verschiedener Oxidationszustande
sowie deren Spindichteverteilung,
Mofbauer-Parameter und EPR-Hy-
perfeinkopplungskonstanten. Die-
se Ergebnisse geben auch Hinweise
auf die Natur des ps-Liganden X im
Zentrum des Clusters, dessen Iden-
titat immer noch nicht geklart ist.
Wihrend ein O’-Zentrum ausge-
schlossen wird, stehen X = N>~ oder
C* grundsatzlich mit den Rech-
nungen im Einklang. Mit allen zum
Vergleich herangezogenen Krite-
rien zeigt jedoch die Formulierung
[4Fe"-3Fe"-Mo"-C*+H] die
beste Ubereinstimmung.” Ein sol-

als

cher sechsfach koordinierter zen-
traler Carbidligand (ug-C*) ist bis-
her ohne Vorbild in der Natur und
bedarf daher dringend weiterer ex-
perimenteller Belege. Diese liefern
kurzlich veroffentlichte Untersu-
chungen auf der Basis der Rontgen-
(X-ray
emission spectroscopy, XES).® In
der verwendeten Kg-XES detektiert
man Rontgenphotonen, die nach
der Metall-
1s-Elektrons beim Ubergang von
Elektronen in das Loch in der
1s-Schale emittiert werden. In der
(V20)
stammen diese aus ns- oder np-Or-

emissions-Spektroskopie
eines

lonisierung

Valence-to-core-Region

bitalen der Liganden. Die koordi-
nierten Atome beeinflussen daher
direkt die V2C-XES-Bandenlagen
und ermoglichen es so, den Car-
bidliganden im Zentrum des Fe-
Mo-Clusters zu identifizieren. Dies
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neue 1,0-A-Kristallstruktur  be-
legt.” Ob dieser direkt am katalyti-
schen Zyklus beteiligt ist, und auf
das
C*-Zentrum in die Nitrogenase

welchem  Biosyntheseweg

eingebaut wird, sind spannende of-

wurde kurzlich auch durch eine fene Fragen. -
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Abb. 4. a) Fiir die Chemotherapie von Krebserkrankungen zugelassene Platin(ll)verbindungen Cisplatin,

Carboplatin und Oxaliplatin, b) Synthese eines

Platin(1V)-Prodrugs und Cisplatin-Analoga

auf der Basis c) eines Bis-Carbens sowie d) eines Nukleosid-Derivats.
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Abb. 5. Polyfunktionelles Biokonjugat mit (orange) Acridine Orange als DNA-Interkalator und Fluorophor, (blau)

mTechnetiumtricarbonyl-Komplex fiir das Radioimaging mit Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie

und (griin) Heptapeptid Bombesin(8—14) als Cell-Targeting-Vektor.

Nachrichten aus der Chemie| 60 | Marz 2012 | www.gdch.de/nachrichten

249




250

{Magazin> Anorganische Chemie

Interessante Ergebnisse gab es
auch — wiederum von Ribbe in Zu-
sammenarbeit mit Hodgson und
Hedman et al. — zur Biosynthese
der Nitrogenase, dem wohl kom-
plexesten Metalloenzym in der Na-
tur.!® Dabei spielt das NifEN-Pro-
tein eine wichtige Rolle als Gerust
fur die Reifung des FeMo-Cofak-
tors, der erst nach seinem vollstian-
digen Aufbau in das MoFe-Protein
einschiebt. Erstmals wurde die Vor-
stufe des FeMo-Cofaktors aus dem
NifEN-Protein isoliert und mit
EPR- sowie XAS/EXAFS-Spektro-
skopie umfassend charakterisiert.
Um die experimentellen Daten der
Rontgenabsorptionsspektroskopie
(XAS) anpassen zu konnen, war es
jedoch notwendig ein zusatzliches
Eisenzentrum in das Modell einzu-
fuhren, und zwar an einer termina-
len Position anstelle der Molybdan-
Homocitrat-Gruppe. Dieses achte
Eisenzentrum wird dann erst wah-
rend des weiteren Biosynthesepro-
zesses und nach der Insertion in
das MoFe-Protein durch Molybdan
ersetzt.

Medizinische anorganische Chemie

¢ In der medizinischen anorgani-
schen Chemie zeigte sich, dass man
mit Kreativitat selbst seit mehreren
Jahrzehnten etablierten Leitstruk-
turen wie dem Cisplatin und sei-
nen ebenfalls fur klinische Anwen-
dungen zugelassenen Derivaten
(Abbildung 4, S. 249) noch neue
Aspekte hinzuftigen und dabei eine
interessante Synthesechemie ent-
wickeln kann.

So erhielten Keppler et al. durch
Reaktion von [Pt(Me,en)(OH),Cl]
(1) mit Succinanhydrid die okta-
edrische Platin(IV)verbindung (2)
(Abbildung 4), deren freie Carb-
oxylatgruppe dann in der Koordi-
nationssphére des Metalls mit ver-
schiedenen Alkoholen zu (3) veres-
tert wurde. Es wird angenommen,
dass solche Komplexe als Prodrugs
fungieren, die erst in der Zelle zu
aktiven Platin(II)spezies reduziert
werden. Dabei zeigte sich, dass die
wachstumshemmende  Aktivitat
der Verbindungen von der Art der

Estergruppe abhangt. Insbesondere
gegentiber der CHI-Krebszelllinie
zeigten die n-Propyl- und n-Pentyl-
ester eine im Vergleich zu Cisplatin
um eine Grofenordnung hohere
Aktivitat mit ICs5o-Werte im mittle-
ren nanomolaren Bereich.'” Gau-
tier und Mitarbeiter stellten auf der
Basis des Tschugajew-Carbens, ei-
nes bis-acyclischen Diaminocar-
bens (bis-ADC), ein Cisplatin-Ana-
log (4) her, das eine der Stammver-
bindung vergleichbare Aktivitat
zeigt und mit hoher Affinitat an
zellulare Thiole wie Cystein und
Gluthathion bindet. Im Gegensatz
zum Cisplatin bleibt jedoch der
bis-ADC-Ligand an das Metallzen-
trum gebunden.'?

Zudem synthetisierten  Gott-
schaldt und Prokop das Cisplatin-
Analog (5) auf der Basis eines mo-
difizierten Nukleosids 3’,5-Diami-
no-3,5-diedeoxythymidin  (daher
auch Thymiplatin getauft), das in
Lymphom-Zellen den program-
mierten Zelltod (Apoptose) akti-
viert. Dieser wird vermutlich uber
einen  mitochondrienabhangigen
Weg induziert. Dabei tberwindet
(5) die Resistenz von NALM6-Zel-
len gegentber den organischen
Wirkstoffen Vincristin und Dauno-
rubicin.'?

In der medizinischen Bildge-
bung gewinnen multimodale Son-
den und Theranostika immer mehr
an Bedeutung. Erstere vereinen
mehrere Imaging-Modalitidten in
einem Molekul, um so eine Detek-
tion mit verschiedenen Methoden
zu  ermoglichen.  Theranostika
kombinieren einen therapeutisch
aktiven Molekulbaustein mit einer
diagnostischen Funktion, so dass
deren Verteilung in Zellen und Ge-
weben untersucht werden kann
und eine individuelle Therapiekon-
trolle moglich wird. Unter den vie-
len in letzter Zeit veroffentlichten
Systemen soll hier das in Abbil-
dung 5 (S. 249) gezeigte Konjugat
aus der Gruppe von Alberto in Zu-
rich vorgestellt werden. Das tiber
eine elegante Synthesestrategie ge-
wonnen Konjugat vereint in einem
Molekdul ein Peptid als Targeting-
Vektor, einen DNA-affinen Fluoro-

phor und ein *™Technetium-Zen-
trum als Marker fur das Radioima-
ging mit Einzelphotonen-Emissi-
onscomputertomographie (single
photon emission computed tomo-
graphy, SPECT).'¥
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