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Rontgenstrukturanalyse der Methan-Monooxygenase: 
ein wichtiger Beitrag zum Verstandnis der Oxidation von Methan 

in biologischen Systemen 

Bernt Krebs" und Norbert Strater 

Metalloenzyme katalysieren eine Vielzahl von elementaren che- 
mischen Umsetzungen in biologischen Systemen. Haufig besteht 
die Aufgabe dieser hochaktiven und effizienten Katalysatoren in 
der Aktivierung von kleinen und oftmals auch rccht reaktionstra- 
gen Substraten wie CO, CO,, H,, CH,, NO, N,, 0, und H,O. 
Die Bestimmung der Struktur dieser Proteine liefert neben dem 
fundamentalen Erkenntnisgewinn bezuglich des Aufbaus des ak- 
tiven Zentrums oft auch den Schlussel zur Funktionsweise des 
Enzyms. Zudem konnen die Metallzentren in biologischen Sy- 
stemen durch synthetische biomimetische Koordinationsverbin- 
dungen nachgeahmt werden und so als Ausgangspunkt fur neue 
aktivere oder spezifischere technische Katalysatoren dienen. 
Wahrend es sich sehr schwierig gestaltet, aus spektroskopischen 
Daten -mit Ausnahme der Daten der mehrdimensionalen NMR- 
Spektroskopie - genaue Strukturinformationen zu gewinnen, 
kann mit der Kristallstrukturanalyse die komplette Raumstruk- 
tur eines Biomolekuls bestimmt werden. Mit der rontgenogra- 
phischen Strukturaufklarung der Hydroxylase-Komponente der 
Methan-Monooxygcnase (MMO) aus Methybcoccus capmiatus 
(Bath) ist nun die umfassende Charakterisierung eines interessan- 
ten aktiven Zentrums, das zwei Eisenatome enthilt, in einem En- 
zym von biologisch und technisch grol3er Bedeutung gelungen['I. 
Die strukturelle Grundlage fur den Mechanismus der schwierigen 
Umsetzung der unpolaren Molekiile CH, und 0, unter physio- 
logischen Bedingungen konnte aufgeklart werden. 

Das Element Eisen ist in nahezu allen lebenden Systemen 
allgegenwartig und fiihrt sehr unterschiedliche Funktionen aus, 
was auoer auf seine gute Verfiigbarkeit in der Biosphare auf sein 
Redoxverhalten (meist Fe"/Fe"') und die vielfaltige Koordina- 
tionschemie zuruckzufuhren ist. Einen besonderen Forschungs- 
schwerpunkt der letzten Jahre bilden die zweikernigen Eisen- 
proteine, die aufgrund ihrer weiten Verbreitung und der vielfal- 
tigen Funktionsweise Aufsehen erregt haben. So sind sie an der 
reversiblen Sauerstoffbindung (Hamerythrin) , der DNA-Syn- 
these (Ribonucleotid-Reduktase), der Phosphatesterhydrolyse 
(Violette Phosphatasen), dem Elektronentransport (Rubrery- 
thrin) und der Hydroxylierung von Alkanen (Methan-Mono- 
oxygenase) beteiligt. Die Raumstrukturen des HamerythrinsI2I 
und der Ribon~cleotid-Reduktase[~~ konnten bereits aufgeklart 
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werden (Abb. I) ,  und auch fur das R~brerythrin[~] und die Vio- 
lette Phosphatase aus Kidneybohnen['] gelang die Kristallisa- 
tion als erster Schritt der Proteinstrukturanalyse, die fur beide 
Enzyme zur Zeit durchgefuhrt wird. 
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Abb. 1. Struktur des aktiven 
Zentrums der Ribonucleotid- 

& His-25 
Reduktase [3] (oben) und von 
Oxy-Hamerythrin [Z] (unten). 

Methanothrophe Bakterien konnen das reaktionstrage Me- 
than als einzige Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen. Sie spie- 
len dabei eine wichtige okologische Rolle im Kohlenstoffkreis- 
lauf in der Biosphare, da sie die Freisetzung dieses Treibhausga- 
ses in die Atmosphare einschranken. Methan-Monooxygenasen 
konnen aber aul3er Methan auch langere Kohlenwasserstoffe oxi- 
dieren. Die methanothrophen Bakterien haben dadurch techni- 
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sche Bedeutung bei der biologischen Wiederaufbereitung von 
olverseuchtem Bodeng61 und bei der oxidativen Entfernung von 
Trichlorethylen aus Trinkwasser erlangt [71. 

Die MMO katalysiert rnit der Umsetzung von Methan zu 
Methanol den ersten und wohl schwierigsten Schritt der Oxida- 
tion des Kohlenwasserstoffs zu Kohlendioxid unter physiologi- 
schen Bedingungen [Gl. (a)]. Die katalytische Aufgabe des Me- 
tallzentrums ist die Aktivierung des Sauerstoffmolekiils fur die 

CH, + NADH + H * + 0, CH,OH + NAD' + H,O (4 

Reaktion mit der ebenfalls recht reaktionstragen C-H-Bindung 
von Methan. Die MMO besteht aus drei Proteinen: der Hydroxy- 
lase (Protein A, M,  x 251 kDa), die das eisenhaltige aktive Zen- 
trum enthalt, der Reduktase (Protein C, 38.6 kDa), die die Elek- 
tronen vom NADH auf die Hydroxylase ubertragt, und einem 
regulatorischen Protein (B) mit einem Molekulargewicht von 
15.5 kDa. Die Hydroxylase besteht wiederum aus drei Peptid- 
ketten der Stochiometrie t12 p, y2. 

Die Struktur des Hydroxylase-Komplexes wurde mit einer 
kristallographischen Auflosung von 2.2 8, bestimmt, so daR De- 
tails auf atomarer Ebene diskutiert werden konnten. Zwei tl P y- 
Protomere sind uber eine nichtkristallographische zweizahlige 
Drehachse verkniipft und bilden ein relativ kompaktes herzformi- 
ges Molekiil der Dimension 60 x 100 x 200 A. An der Grenzfla- 
che zwischen den apy-Protomeren befindet sich ein groIJer Frei- 
raum, der allerdings keinen direkten Zugang zum aktiven 
Zentrum bietet. Die Sekundarstrukturen der drei Untereinhei- 
ten werden stark von a-Helices dominiert. Die Struktur der a- 
und P-Untereinheit ist dabei der Ribonucleotid-Reduktase hin- 
sichtlich der Anordnung der Sekundarstrukturelemente sehr 
ahnlich. Durch Ausrichtung und Vergleich der Aminosaure- 
sequenzen der MMO aus M. capsulutusmit der der Ribonucleo- 
tid-Reduktase konnte bereits vorher ein Model1 fur das aktive 
Zentrum vorgeschlagen werden, das durch die Strukturaufkla- 
rung bestatigt w ~ r d e [ ~ l .  Das aktive Zentrum rnit den zwei Ei- 
senzentren ist vollstandig in der a-Untereinheit integriert 
(Abb. 2), so daB vier Eisenatome pro c1, f3, y,-Dimer vorhanden 
sind. Dieses Ergebnis widerlegt atomabsorptionsspektroskopi- 

Abb. 2. Sekundarstruktur der r*-Untereinheit der Hydroxylase-Komponente der 
Methan-Monooxygenase [I]. 

sche Untersuchungen, wonach der Gehalt an Eisen zu 2.3 A401 
pro Dimer bestimmt wurde[']. 

Der Fe"'-Fe"'-Abstand wurde auf 3.4 .& verfeinert und ist so- 
rnit in guter Ubereinstimmung rnit der Auswertung der EXAFS- 
Daten, die einen Abstand von 3.42 A ergaben['! Die Metall- 
Metall-Abstande in der Ribonucleotid-Reduktase und im 
Hamerythrin betragen im Vergleich dazu 3.3 A bzw. 3.32 A. 
Beide Eisenatome sind annahernd oktaedrisch umgcben und 
werden von zwei exogenen Liganden verbruckt, die von den 
Autoren als Hydroxid-Ion und als zweizahniges Acetat ange- 
paBt wurden (Abb. 3). Da Ammoniumacetat auch im Kristalli- 
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Abb. 3. Struktur des aktiven Zentrums der Methan-Monooxygenase [I]  

sationspuffer zugegen war, kann nicht davon ausgegangen wer- 
den, daR dieser Ligand auch am Enzym in der Zelle koordiniert 
ist. Moglicherweise bindet an dieser Stelle dann das Methoxid- 
Ion als oxidiertes Substrat, bevor es protoniert wird und das 
aktive Zentrum verla13t. Am Fe(1)-Atom ist ein terminaler 
Aqualigand gebunden. Hier konnte auch die Bindungsstelle fur 
das Sauerstoffmolekul lokalisiert sein. Das so gewonnene Bild 
vom aktiven Dieisenzentrum der Hydroxylase steht in Einklang 
rnit den EXAFS-, ENDOR-, UVlVIS-, EPR- und MoRbauer- 
Untersuchungen, die am Enzym in Losung durchgefuhrt wur- 
den. 

Interessant ist, da13 im Vergleich zur strukturell ahnlichen 
Ribonucleotid-Reduktase das dort fur den Reaktionsmechanis- 
mus wichtige Tyrosinyl-Radikal in der MMO durch eine Cy- 
stein-Einheit ersetzt ist. Fur die Cystein-SH-Gruppe wird eine 
redoxaktive Rolle bei der Katalyse vorgeschlagen, fur die die 
Autoren weitere Ergebnisse in einer folgenden Veroffcntlichung 
ankiindigen. AuBer dieser Cystein-Einheit ist nur eine Thre- 
onin-Gruppe als weitere protonierte Seitenkette in der Niihe des 
aktiven Zentrums vorhanden. Dieser Gruppe konnte daher die 
Aufgabe des Protonenlieferantcn bei der Reaktion zukommen. 
In der Nahe des aktiven Zentrums befindet sich ein Hohlraum, 
der von uberwiegend hydrophoben Seitenketten gebildet wird. 
Moglicherweise werden die Alkane hier zur Umsetzung rnit dem 
am Fe(2)-Atom aktivierten Sauerstoffmolekiil vororientiert. Da 
es keinen direkten Zugang von der Oberflache des Proteins zum 
aktiven Zentrum gibt, muB die Anbindung des Substrats durch 
eine Konformationsanderung des Enzyms ermoglicht werden, 
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die wahrscheinlich durch die Wechselwirkung rnit dem regulato- 
rischen Protein B induziert wird. Die Gegenwart dieses Proteins 
bewirkt auch groRe Anderungen der spektroskopischen Eigen- 
schaften der Hydroxylase und der Umsetzungsgeschwindigkeit 
sowie der Regioselektivitat der Substratoxidation. Dieser Ein- 
flu8 des Proteins B auf das aktive Zentrum wird wahrscheinlich 
iiber die zum groRen Freiraum an der CL p y-Dimergrenzflache 
exponierten Helices E und F (Abb. 2)  vermittelt, so daB die 
Anbindung der B-Komponente in diesem Freiraum postuliert 
werden kann. 

Die vorliegende Strukturauklarung ist ein entscheidender 
Schritt auf dem Weg zum Verstandnis des molekularen Mechanis- 
mus der Oxidation von Methan zu Methanol in biologischen 
Systemen. Die Struktur schafft die Grundlage zur weitergehenden 
Interpretierung vorhandener spektroskopischer Messungen und 
gibt wichtige Impulse fur weitere Untersuchungen. Interessant 
ist auch die Strukturverwandtschaft der MMO zur Ribonucleo- 
tid-Reduktase, die uns ein neues instruktives Beispiel dafur lie- 
fert, wie die Natur vorhandene Strukturprinzipien - hier sowohl 
der Tertiarstruktur als auch des aktiven Zentrums - zur Kataly- 
se vollkommen unterschiedlicher Reaktionen einsetzen kann. 

Sicherlich werden in Zukunft noch weitere Strukturuntersu- 
chungen folgen : beispielsweise sollte die Kristahation in einem 
anderen Puffer durchgefuhrt oder Proben, die das aktive Zen- 
trum in einem reduzierten Zustand zeigen, analysiert werden, so 
da8 detailliertere Vorschlage fur den Reaktionsmechanismus 
gemacht werden konnen. Moglicherweise gelingt es auch, einen 
gro8eren Komplex der Proteine A, B und C zu kristallisieren, 
um \'or allem den groRen Einflu8 des regulatorischen Proteins 
auf die Struktur des aktiven Zentrums zu untersuchen. 
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Fullerkafige ohne Kohlenstoff - Fuller me, Fullerene oder Zufall-erene? 

Reinhard Nesper * 

1st das Strukturprinzip der Fullerene, wie man es bei den 
neuen Modifikationen des Kohlenstoffs in den letzten Jahren 
gefunden hat, von wesentlich weitreichender Bedeutung in der 
Chemie als bisher angenommen? Kann die besondere Geome- 
trie der Fullerkafige auch bei ganz anderen Elementen als Koh- 
lenstoff Vorlage fur energetisch giinstige oder wenigstens kine- 
tisch stabile Formen sein? Solche Fragen stellen sich nicht nur 
im Zusammenhang mit Verbindungen von Kohlenstoff-Fullere- 
nen mit Metallen oder metallorganischen Spezies, sondern auch 
im Hinblick auf das, was bisher uber Dotierung, d. h. den Ersatz 
von Kohlenstoff in Fullerenen durch Heteroatome, bekannt ge- 
worden ist. Eine neue Arbeit von Corbett und Sevov mit dem 
Titel ,,Carbon-Free Fullerenes" hat nun Stoff fur Uberlegungen 
in eine ganz andere Richtung geliefert"]. 

Die beiden Autoren beschreiben die terniren Indide 
Na,,,In,,,Ni, und Na,,In,,Z, rnit Z = Ni,Pd,Pt, in denen 
Na,,In,,-, In,,- und In,,-Kafige, jeweils mit fullerenartigem 
Aufbau, charakteristische Strukturclemente sind. Allerdings lie- 
gen die Fullerkafige nicht als isolierte Cluster vor, sondern sie 
sind iiber In-In-Bindungen zu zweidimensional quasi-dichtest 
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gepackten Schichten verknupft. Die Zwischenschichten werden 
von Na- und Z-Atomen gefiillt. 

Die Fullerkafige sind bei diesen Indiden nicht leer. Sie enthal- 
ten weitere interessante Polyeder, die nach dem Dualitatsprinzip 
ihre Ecken jeweils unter den Flachen der groDeren au8eren Poly- 
eder haben. Man kann die eingeschlossenen Polyeder als endohe- 
drale Einheiten bezeichnen und erhalt damit zunachst die For- 
mulierungen Na,,@~a,,In,,], Na,,@In,, bzw. Na,,@In,,. 
Auch die inneren Polyeder sind noch ziemlich groD und rnit je 
einem weiteren kleineren Polyeder gefiillt. Damit wird zugleich 
eines der wichtigsten Aufbauprinzipien intermetallischer Pha- 
sen eingehalten, eine allseits quasi-dichteste Packung. Unter Be- 
rucksichtigung des Zentralatoms Z fur die groReren Kafige 
kann man den Gesamtaufbau der mehrschaligen Polyeder als 
In,,@Na,,@[Na,,In,,l, Ni@In,,@Na,,@In,, bnv. Z@In,, 
@]Na,,@In,, (Abb. 1 c) beschreiben. Die Diskrepanzen zu den 
genannten Summenformeln sind auf zusltzliche interstitielle 
Metallatome zuriickzufuhren. 

Ersetzt man die grol3en KIfige in Na,,In,,Z, durch Kugeln, 
so erhalt man eine Anordnung, die recht gut der Nickelarsenit- 
Struktur entspricht. Von Schnering et al. haben vor kurzem den 
Ausdruck hierarchische Strukturen fur Anordnungen gepragt, 
in denen grol3e Einheiten mit vielen Atomen kleinere, topolo- 
gisch ahnliche Einheiten ~ in diesem Fall groBe Fullerkugeln 
einfache Atome - ersetzen"]. Damit wird auf den Umstand 
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