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Das zweikernige Cu,-Zentrum in Cytochrom-c-Oxidase und N,O-Reduktase —
eine Metall-Metall-Bindung in Proteinen?

Helmut Bertagnolli* und Wolfgang Kaim*

Benachbarte und funktional kooperierende Metallzentren in
Proteinen sind iiberwiegend durch O-, N- oder S-Donorligan-
den verbriickt!'!. In Ausnahmefillen, wie etwa dem fiir side-on-
bindendes O, aufnahmebereiten Desoxy-Hdmocyanin, einem
Sauerstofftransportprotein von Mollusken und Arthropoden,
konnen die Metallzentren (hier Cu') vom Proteingeriist ohne
- zusitzliche Verbriickung auf einen ,,nichtbindenden Abstand*
d> 3.5 A gehalten werden'®. Eine direkte Metall-Metall-Bin-
dung wurde Ende vergangenen Jahres erstmals fiir das zweiker-
nige Cu,-Zentrum in einer wasserloslichen Proteindoméne der
Cytochrom-c-Oxidase von Bacillus subtilis postuliert!®; der
Vorschlag basiert auf den Ergebnissen neuer EXAFS-Messun-
gen (EXAFS = extended X-ray absorption fine structure) und
deren vergleichender Interpretation im Hinblick auf eine Mo-
dellverbindung.

Desoxy-Hamocyanin

Obwohl Cytochrom-c-Oxidase (COX) als terminales Enzym
der O,-Atmung eines der wichtigsten Enzyme iiberhaupt ist*,
bestanden liber den Metallgehalt bis in jiingste Zeit unzurei-
chende Vorsteliungen, wie ein Blick in neueste Auflagen von
Lehrbiichern der Biochemie zeigt'®). Darin wird noch immer
von der Gegenwart zweier Ham-Eisen-Zentren (Him a und
Him a,) und nur zweier Kupfer-Ionen (Cu, und Cuy) ausge-
gangen. Das Him a,/Cug-Assoziat wird als das durch Cyanid-
Tonen blockierbare katalytische Zentrum fiir die O,-Bindung
und -Reduktion angenommen, wahrend die isolierten Zentren
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Hém a und Cu, Elektronentransferfunktionen bei relativ ho-
hem Potential haben. Das durch langwellige Lichtabsorption
bei ca. 830 nm, kleine ESR-Hyperfeinaufspaltung und unge-
wohnlich niedrige g-Faktor-Komponenten charakterisierte
Cu,-Zentrum wurde lange als einkerniges Ion mit zweifacher
Cysteinat-Koordination aufgefaBt™® 5*®1, Im Jahre 1987 be-
schrieben Steffens, Bielwald und Buse erstmals aufgrund sorg-
faltiger elementaranalytischer Untersuchungen des aus 13 sehr
unterschiedlichen Untereinheiten bestehenden Membranpro-
teins (M, 204 kDa), daB es sich hier um ein zwei Him-Gruppen,
aber insgesamt drei Kupfer-lonen enthaltendes Enzym han-
delt!”,

Inzwischen war in der von Zumft etal. charakterisierten
N,O-Reduktase aus dem denitrifizierenden Bakterium Pseudo-
monas stutzeri ein Kupferzentrum erkannt worden, welches in
seiner Charakteristik nicht der klassischen Einteilung biologi-
scher Kupferzentren (Typ 1, 2 oder 3)!!! entsprach, jedoch sehr
dem Cu,-Zentrum der Cytochrom-c-Oxidase glich!®). Detail-
lierte ESR-Untersuchungen der oxidierten Form durch Kro-
neck et al.!®! ergaben, daB ein zweikerniges, gemischtvalentes
Cu!/Cul-System vorliegen konnte, bei dem ein ungepaartes
Elektron mit zwei dquivalenten Kupferzentren wechselwirkt. In
einem solchen, elektronisch stark gekoppelten Zweikernsystem
wiren die Oxidationsstufen beider Metallzentren als +1.5 zu
formulieren. Vergleichende ESR-Untersuchungen an N,O-
Reduktase und Cytochrom-c-Oxidase bei verschiedenen Mikro-
wellenfrequenzen®® sowie unter Beriicksichtigung der drei un-
terschiedlichen Isotopenkombinationen ®3Cu/*3Cu, ®3C/¢°C
und $3Cuy/**Cul'® fiihrten zu einer solch guten Ubereinstim-
mung, dal an der zweikernigen Struktur des Cu,-Zentrums und
an der Delokalisation des Spins kein Zweifel mehr besteht. Ne-
ben den zahlreichen gemischtvalenten Fell/Fe™-Clustern in Pro-
teinen!! 114 und den durch charakteristische ESR-Spektren
ausgezeichneten Mn'™/Mn'Y-Dimeren in der Wasser-Oxidase
und einigen anderen Enzymen!' '® handelt es sich bei dem oxi-
dierten Cu,-Zentrum offenbar um ein weiteres Beispiel einer
biologisch essentiellen, gemischtvalenten Mehrkernanordnung.

Fiir die detaillierte Koordination der beiden Kupfer-Ionen
von Cu, wurden im vorigen Jahr aufgrund eindeutig konser-
vierter Aminosdurereste (2 Cys, 2 His, 1 Met) zwei konkrete
Vorschlige veroffentlicht. Lappalainen und Saraste schlugen ei-
ne Anordnung vor, bei der die beiden Metall-Ionen durch zwei
Cysteinat-S-Zentren verbriickt sind (Schema 1, links)™2. Nie-
dermolekulare Modelle fiir diesen Vorschlag existieren in
Form von neutralen Cu'/Cu'-Zweikernkomplexen (Schema 1,
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Schema 1. Ar = 2-Tolyl, R = H, CH,. Fiir die Winke! und Absténde in den Mo-
dellkomplexen sind Durchschnittswerte angegeben.

rechts)!™3), welche je nach Substitution in 2,9-Stellung der 1,10-
Phenanthrolin-Liganden eine stark unterschiedliche Geometrie
des zentralen CuSCu'S'-Vierrings aufweisen. Beide strukturell
charakterisierten Cu'-Modellkomplexe (3) sind jedoch nur irre-
versibel oxidierbar!3"),

Ein alternativer Strukturvorschlag (Schema 2, links) fiir das
Cu,-Zentrum wurde anhand von EXAFS-Daten fiir die COX
von Bacillus subtilis und einen trikationischen, schwefelfreien
Cu'/Cu"-Komplex (Schema 2, rechts) von Blackburn et al. ver-
offentlicht!™. Ein dem Cu-Cu-Vektor zugeschriebenen Abstand
von ca. 2.5 A wurde als Hinweis auf eine erste direkte Metall-
Metall-Bindung in einem biologischen System interpretiert; die
beiden Histidin- und Cysteinat-Gruppen wurden als nicht-
verbriickende Liganden angenommen, zusitzlich wurde die
schwache Koordination eines Methioninrestes und einer nicht
identifizierten Gruppe X postuliert!!.

Bei einer solch weitgehenden SchluBfolgerung stellt sich die
Frage, ob die EXAFS-Messungen'® wirklich einen eindeutigen
Hinweis auf eine Kupfer-Kupfer-Bindung in der COX enthal-
ten. Die Antwort muf} lauten, und die Autoren geben dies im
Text an mehreren Stellen zu: Nein! Zwar haben diese EXAFS-
Messungen den groBen Vorteil, daB ein kristallographisch cha-
rakterisierter Komplex (Schema 2, rechts) mit einer linearen N-
Cu-Cu-N-Anordnung und einem Cu-Cu-Abstand von 2.415 A
als Modellsystem benutzt werden konnte, bedauerlicherweise
wurden aber zwei verschiedene EXAFS-Mefitechniken ange-
wendet. Der Modellkomplex lag als Feststoff vor, und es wurde
seine Transmission gemessen; die COX lag dagegen als eine
20proz. Glycerinlésung vor, und es wurde die Fluoreszenzstrah-
lung einer gefrorenen Losung registriert. Dies bedeutet, daB es

unterlassen wurde, in beiden Systemen eine moglichst gleiche
Konzentration an Kupfer-Atomen als Absorber einzustellen.
Schwerwiegender aber ist die Anwendung von zwei unterschied-
lichen MeBprinzipien. Die Art des Untergrunds ist fiir Messun-
gen in Transmission und Fluoreszenz unterschiedlich und seine
Bestimmung keineswegs trivial. Aullerdem sind Messungen in
Fluoreszenz hiufig noch auf Selbstabsorption zu korrigieren.
Als Folge davon sind beide Messungen nur eingeschrinkt ver-
gleichbar.

Die Interpretation von EXAFS-Spektren erfolgt durch Simu-
lation. Derartige Simulationen bendtigen entweder gute Mo-
dellsubstanzen oder theoretische Riickstrenamplituden und
-phasen. Die Autoren verwenden die theoretischen Werte des
Programms EXCURYV 88 und glauben, bei der Simulation des
EXAFS-Spektrums des Modellkomplexes und der COX die
Mehrfachstreaqung vernachldssigen zu kénnen, obwohl diese
Effekte bei linearer Anordnung von Atomen — und diese liegt im
Modellkomplex vor — betrichtlich sein kdnnen. Mit neun Para-
metern wurde das EXAFS-Spektrum des Modellsystems simu-
liert. Beim COX-System liegt die Zahl noch héher, da die Koor-
dinationszahl von mindestens zwei Schalen zusitzlich variiert
wird und eine fiinfte Koordinationsschale angepal3t wurde. An-
gesichts dieser Zahl von Parametern stellt sich die Frage, wie bei
fast allen Simulationen von EXAFS-Spektren, ob sich eine dhn-
lich gute Anpassung nicht auch mit einem anderen Parame-
tersatz erreichen 1aft. Die Autoren sind sich dieser Problematik
durchaus bewuBt und simulieren die EXAFS-Spektren des Mo-
dellsystems und der COX mit einem Parametersatz, bei dem
anstelle einer Cu-Cu-Bindung eine Cu-S-Bindung angenommen
wird. Der Fit-Index, ein MaB fiir die Giite der Anpassung, ver-
schlechtert sich hierbei nur um 3%.

Reicht das aus, um eine Cu-Cu-Bindung zu postulieren?
Nein! Und so sehen dies letztlich auch die Autoren, denn sie
schreiben: ,,Die Anpassung konvergiert auch auf den anni-
hernd gleichen Wert des Fit-Index.* Aber sie schreiben weiter:
,,Chemische Uberlegungen jedoch sprechen nachdriicklich ge-
gen die Cu-S-Interpretation. Der Debye-Waller-Faktor ist na-
hezu null.* Aber nur ein zu kleiner Wert fiir einen Debye-Wal-
ler-Faktor ist noch lange kein eindeutiger Hinweis auf die
Existenz einer Metall-Metall-Bindung.

Unabhingig von der Bewertung der EXAFS-Messungen blie-
be, auch wenn der Kupfer-K upfer-Abstand tatséchlich ca. 2.5 A
betriige, die Frage, ob wirklich eine ,,echte chemische Bin-
dung*“®! zwischen den Metallen vorliegt. Auffallend geringe
Kupfer-Kupfer-Abstinde werden sowohl in verbriickten Cu'Y/
CuKomplexen (2.65 A in dimerem Kupfer(m)-acetat mit star-
ker antiparalleler Spin-Spin-Kopplung) als auch in mehrkerni-
gen Cu'-Verbindungen beobachtet, ohne daB selbst bei
d(Cu-Cu) = 2.35 A eine Metall-Metall-Bindung zwingend an-
genommen werden muBte!!¥. Im gemischtvalenten Modell-
komplex von Schema 2, einem beziiglich der Elektronenstruk-
tur nur bedingt geeigneten Modell!®), ist der kristallographisch

©ys) / \ ‘lh
(His) N s— NH NH

/\ | l bestimmte Cu-Cu-Abstand mit ca. 2.4 A von gleicher GroBen-
(Met)\s ------ cuS———Cu'$----Xx N Cu's cu'* N ordnung'®), und auch hier ist die Geometrie vom Liganden er-
/ zwungen. Da der Cu-Cu-Abstand in dem doppelt thiolatver-
—S N (His) \/NH NH \/ briickten Cul-Komplex von Schema 1 (R = H) auch nur 2.61 A
(Cys) N NH betriigt!*32), ist weder die Existenz einer ,,biologischen Metall-
Metall-Bindung** aus den verfiigbaren Daten zwingend ableit-
Schema 2. bar, noch ist die tatsdchliche Struktur des zweikernigen Cu,-
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Zentrums im Sinne einer Nichtverbriickung geklirt. Als Hypo-
thesen bieten die Strukturen in Schema 2 und 3 jedoch ein ide-
ales Feld fiir die Modellierung der Zusammensetzung, Spektro-
skopie und Funktion der Cu,-Zentren in Proteinen.

Stichworte: Cytochrome-c-Oxidase - EXAFS-Spektroskopie -
Metalloproteine - N,0O-Reduktase
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Saragossasiure-Totalsynthesen

Ulrich Koert*

Wem ist heute nicht bekannt, welche negativen gesundheitli-
chen Auswirkungen ein zu hoher Cholesterinspiegel im Blut hat?
Atherosklerose, Bluthochdruck und Herzinfarkt konnen die
Folge dieser Stoffwechselstérung sein (Schema 1)) Der
Cholesterinspiegel wird zum einen exogen iiber die Nah-
rung beinfluBt, zum anderen baut der Kérper endogen Chole-
sterin auf. Der Biosyntheseweg von Cholesterin beginnt mit
einer Verzweigung des Citronensdurecyclus. Ausgehend von
3-Hydroxy-3-methylglutaryl(HMG)-CoA entsteht {iber Meva-
lonat Farnesyldiphosphat. Die Kupplung von zwei Molekiilen
Farnesyldiphosphat liefert Squalen, das dann in Cholesterin
umgewandelt wird.

Gelédnge es, diese endogene Produktion von Cholesterin zu
verringern, hétte das einen bedeutenden therapeutischen Nut-
zen. Vor gut 15 Jahren wurde mit der Entdeckung der Mevinin-
sduren erstmals ein Enzyminhibitor fiir ein an der Choleste-
rinbiosynthese beteiligtes Enzym, die HMG-CoA-Reduktase,
gefunden. Heute sind Lovastatin, Simvastatin und Pravastatin
fester Bestandteil des Arzneimittelschatzes.

Jetzt ist eine kiirzlich entdeckte Gruppe von Naturstoffen in
den Mittelpunkt des Interesses geriickt, die ein anderes Enzym,
die Squalen-Synthase, inhibieren: die Saragossasduren. 1992 be-
richteten unabhédngig voneinander eine Gruppe von Merck,
Sharp and Dohme!?! und eine von Glaxo!®! iiber die Entdek-
kung einer neuen Gruppe von Naturstoffen mit Squalen-Syn-
thase-inhibierenden Eigenschaften. Die Merck-Gruppe gab den
neuen Verbindungen in Anlehnung an die spanische Stadt Sara-
gossa, wo sie erstmals in Pilzkulturen gefunden worden waren,
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Atherosklerose, Bluthochdruck, Herzinfarkt

!

Blutiipide

T

endogen exogen
Cholesterin -«—————— Nahrung
Squalen
Squalen-Synthase] -«— Squalen-Synthase-
Inhibitoren
Famesyldiphosphat Saragossaséuren
Mevalonat

T HMG-CoA-Reduktase] <«—» HMG-CoA-Reduktase-

Inhibitoren

3-Hydroxy-3-methyiglutaryl-CoA Mevininséuren

Compactin, Lovastatin

Schema 1. Cholesterin im menschlichen Korper: endogener Aufbau, exogene Zu-
fuhr und pathologische Konsequenzen.

den Namen Saragossasduren. Die Glaxo-Wissenschaftler nann-
ten die neuen Verbindungen nach ihrer Squalen-Synthase-inhi-
bierenden Wirkung Squalestatine.

Reprisentative Verbindungen dieser neuen Gruppe von Na-
turstoffen sind Saragossasdure C 1 und Saragossasdure A 2
(= Squalestatin S1). Allen Saragossasiuren gemeinsam ist ein
2,8-Dioxabicyclo[3.2.1]octan-Gerlist (Abb. 1a), das aufgrund
von drei Carboxygruppen in den Positionen 3, 4 und 5 sowie
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