ZUSCHRIFTEN

Mit Konjugaten aus Proteinsubstraten und photoaktiven
Redoxmitteln konnen ,,verborgene* Cofaktoren im aktiven Zentrum
des Proteins reduziert oder, wie hier gezeigt, oxidiert werden:
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Bindung des Sensibilisator-
verkniipften Substrats (SVS)
an das Protein

Néheres
hierzu auf den
folgenden Seiten.

Zugeben eines Loschers (Q)
nach Photoanregung erzeugt
ein oxidiertes SVS

Elektronentransfer zum SVS
fuhrt zur Oxidation des
Cofaktors im aktiven Zentrum
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Substrate fiir schnelle Ladungsiibertragung auf
redoxaktive Cofaktoren in den aktiven Zentren
von Proteinen**
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Um Stoffwechselprozesse auf molekularer Ebene zu ver-
stehen, mufl man die Oxidationszustinde von Metalloenzy-
men genau bestimmen konnen. Reaktive Zwischenprodukte
bei enzymatisch katalysierten Reaktionen sind hierbei von
besonderem Interesse, doch hiufig sind sie zu kurzlebig, um
direkt untersucht werden zu konnen. Dazu gehort auch die
oxidierte Form des Hams, von der angenommen wird, daf sie
bei den Oxygenierungsreaktionen von Cytochrom P450,,,
(P450) katalytisch wirkt.*? Dieses Oxidationsmittel konnte
bislang nicht nachgewiesen und somit seine Rolle im Kata-
lyseprozeB nicht geklirt werden.[!]

Wir haben vor kurzem gezeigt, dal man die Himgruppen
von Peroxidasen in Losung mit photochemisch hergestellten
Ruthenium-Diimin-Komplexen oxidieren kann.*3 Der
gleiche Versuch zur Oxidation von P450 scheiterte jedoch,
zum Teil wegen des schlechten Elektronentransfers (ET)
zwischen den externen Redoxmitteln und der tief im Inneren
des Enzyms befindlichen Hidmgruppe. Nun haben wir eine
wirkungsvolle photochemische Methode entwickelt, mit der
der Elektronentransport von und zu solchen ,,verborgenen*
Redox-Zentren moglich ist. Durch die Verkniipfung eines
Ru-Photosensibilisators mit einem Proteinsubstrat gelang
es uns, die Hamgruppe von P450 schneller zu reduzieren,
als dies vorher moglich war. Gleichzeitig haben wir einen
zuvor noch nicht nachgewiesenen Oxidationszustand des
Enzyms erzeugt. Die Strategie, Substrate und Sensibilisa-
toren miteinander zu verkniipfen, eréffnet neue Wege zur
Erforschung reaktiver Redoxzustinde im Inneren von Enzy-
men.

Der Photosensibilisator [Ru(bpy);]** (bpy =2,2-Bipyridin)
wurde iiber einen Alkyl- oder Alkylamido-Spacer mit Imida-
zol (Im) bzw. Adamantan (Ad) oder Ethylbenzol (EB)
verkniipft, die eine hohe Affinitdt zur Himgruppe von P450
aufweisen.l! Imidazol bindet direkt an das Eisenzentrum des
Hiims,[”) wihrend Adamantan® und Ethylbenzol® fest in der
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hydrophoben Cavitit des aktiven Zentrums binden (Abbil-
dung 1). Adamantanon verdringt ein gebundenes Wasser-
molekiil aus dem Ham [P, Fe™(OH,)] im aktiven Zentrum
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Abbildung 1. Darstellung des (Ru-EB)-P450-Komplexes, in dem sich die
Ru-EB-Alkylkette im Kanal fiir den Substratzugang befindet (modelliert
anhand der Struktur von P450 im Kristall: T. L. Poulos, Methods Enzymol.
1991, 206, 11-30). Die Kohlenwasserstoffkette und das Proteinsubstrat
bilden einen passend miteinander gekoppelten Pfad fiir das Tunneln von
Elektronen zwischen dem Ru-Zentrum und der Hémgruppe. Eine
Energieminimierung des (Ru-EB)-P450-Modells wurde nicht durchge-
fihrt.

(Pcys steht fiir das iiber die Thiolatgruppe einer Cystein-
Seitenkette gebundene Protoporphyrin IX von P450), was zur
Bildung der fiinffach koordinierten Spezies [P, Fe'!!] fithrt.
Die Bindung von Ethylbenzol beeinfluf3t dagegen den Ruhe-
zustand des Hdms mit einer sechsfachen Koordination des
Eisenzentrums nicht wesentlich.

Die Zugabe von Ru-Ad in stochiometrischen Mengen zu
P450(Fe™) fiihrt zu einer Verschiebung des Absorptions-
maximums der Soret-Bande von 417 zu 415 nm und zum
Auftreten eines Schulterpeaks bei 391 nm, was auf die
Bindung der Adamantangruppe in der Ndhe der Hamgruppe
hinweist."!l Die Verschiebung des Absorptionsmaximums
148t sich auf einen vergroBerten Fe™-OH,-Abstand oder die
teilweise Verdriangung des Wassermolekiils aus [Pc,Fe'-
(OH,)] zuriickfithren, diese beiden Effekte treten bei der
Bindung von Adamantylverbindungen in der Him-Bindungs-
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tasche des Enzyms auf.'?l AuBer der Anderung der Absorp-
tion wird auch eine Abnahme der Lebensdauer des ange-
regten Zustands von Ru'-Ad (Ru'"-Ad) festgestellt.['}] Das
Abklingverhalten der Lumineszenz von Ru'-Ad ist norma-
lerweise monophasisch (k; =2.2 x 10°s7"). In Gegenwart von
P450 wird es biphasisch (k;=2.2 x 10°s7!, k,=7.7 x 10°s71),
wobei der zweite ProzeB mit 77 % zum Abklingen der Ru™-
Lumineszenz beitrdgt. Wir schreiben dieses schnelle Ab-
klingen der Lumineszenz (k,) der Wechselwirkung zwischen
Ru-Ad und P450 zu. Die Dissoziationskonstante K, des dabei
gebildeten Komplexes (Ru-Ad)-P450 betriigt 0.69 um.[4

Das Soret-Absorptionsmaximum von P450(Fe™) verschiebt
sich in Gegenwart dquimolarer Mengen an Ru-Im von 417 zu
420 nm, was fiir eine Bindung des Imidazolliganden an das Him-
Eisenzentrum spricht.[’l Das Abklingverhalten der Lumines-
zenz des (Ru'r-Im)-P450-Komplexes ist biphasisch (k;, =2.2 x
109571, k,=7.0 x 10°s7"). Ca. 68 % des Abklingens der Ru'""-
Lumineszenz sind auf den schnelleren ProzeB (k,) zuriick-
zufiithren; K, betriagt 1.5uM fiir den Komplex (Ru-Im)-P450.

Eine 1:1-Mischung von Ru-EB und P450 weist kein verdn-
dertes Soret-Absorptionsmaximum auf; Ru™-EB wird jedoch
ebenfalls in Gegenwart von P450 geloscht. Der schnellere von
zwei Abklingprozessen (k;=22x10°s7!, k,=12x10"s7})
bewirkt 70 % der Ru'"-EB-Léschung, woraus sich K, =1.0 um
fiir den (Ru-EB)-P450-Komplex ergibt. Gibt man zu (Ru-
EB)-P450 Campher (K~ 1um)®2 im UberschuB, so wird das
Ru-verkniipfte Substrat verdridngt, was aus dem gesteigerten
Beitrag des langsameren Abklingprozesses (k;) geschlossen
werden kann. Wir gehen daher davon aus, daf3 alle drei
Sensibilisator-verkniipften Substrate fest im aktiven Zentrum
von P450 binden.

Durch Anregung mit Laserlicht und anschlieende reduk-
tive  Loschung mit para-Methoxy-N,N-dimethylanilin
(PMDMA)!] erhidlt man aus Ru'-Im das starke Reduktions-
mittel Ru-Im (E°=—1.24 V gegen die Standardwasserstoff-
elektrode (NHE)).['* 7l In Gegenwart von P450 wird Ru'-Im
schnell in Ru"-Im iiberfiihrt. Mit der Oxidation von Ru! geht
eine Reduktion der Hamgruppe einher, wie aus der Verschie-
bung der Soret-Bande von 420 zu 445 nm ersichtlich ist.[> ¥l
Die Geschwindigkeitskonstante fiir den Elektronentransfer
Ru' —Fe! betrigt 2 x 10*s~! (Abbildung 2). Eine dhnliches
kinetisches Verhalten (kgp=2 x 10*s7!) wird bei der reduk-
tiven Loschung des (Ru'"-EB)-P450-Komplexes beobachtet;
die Ru' —Fe-Reaktion hat eine Verschiebung des Soret-
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Abbildung 2. Auftragung der zeitlichen Absorptionsidnderung AA bei der
Reaktion von Ru'-Im mit P450 (10 um Rutheniumkomplex, 10 um Enzym,
20mM pMDMA).
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Absorptionsmaximums von 417 zu 390 nm zur Folge. Der
reduktive LoschprozeB beim (Ru'"-Ad)-P450-Komplex fiihrt
zu spektroskopischen Anderungen, die denen fiir (Ru"-EB)-
P450 vergleichbar sind. Die Blauverschiebung der Soret-
Bande weist darauf hin, daB das Reduktionsprodukt die
bislang nicht nachgewiesene [P, Fe"(OH,)]-Form von P450
ist.'] Ein weiterer Hinweis fiir die Him-Reduktion ist die
Bildung von [P Fe™(CO)]™ (Apn. =448 nm) wiahrend der
kontinuierlichen Bestrahlung von (Ru''-EB)-P450 mit sicht-
barem Licht in Gegenwart von pMDMA und Kohlenmon-
oxid. Die relativ hohe Geschwindigkeit der Him-Reduktion
im photochemisch gebildeten (Ru'-EB)-P450-Komplex be-
weist, daB} fiir eine effiziente elektronische Kopplung zwi-
schen Ru und Hém keine direkte Bindung zum Eisenzentrum
erforderlich ist. Tatséchlich ist die Geschwindigkeit, mit der
die Elektronen vom Ru-verkniipften Ethylbenzol zum akti-
ven Zentrum von P450 tunneln, um mehr als zwei GroBen-
ordnungen hoher als die Reduktion durch Putidaredoxin (k ~
50 s7!), einen natiirlichen Redoxpartner.’!

Die effiziente Kopplung eines Sensibilisator-verkniipften
Substrats mit der Himgruppe kann man nutzen, um hoch-
oxidierte Zustinde des Enzyms zu erzeugen. Die oxidative
Loschung von photoangeregtem Ru™-EB mit [CoClI(NH;)s]**
liefert das starke Oxidationsmittel Ru™-EB (E°=1.26V
gegen NHE).*'1 Im (Ru-EB)-P450-Komplex entsteht
durch eine schnelle Elektroneniibertragung (kgr=6 x
103s7") von der Hiamgruppe auf das Ru-Zentrum ein
Oxidationsprodukt mit einem Soret-Absorptionsmaximum
bei 390 nm (Abbildung 3). Diese Absorptionsidnderung tritt
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Abbildung 3. Auftragung der zeitlichen Absorptionsdnderung AA bei der
Reaktion von Ru™-EB mit P450 (10 um Rutheniumkomplex, 10 um Enzym,
Smm [CoCl(NH;)s]*").

nicht ein, wenn man den (Ru'-EB)-P450-Komplex in Ab-
wesenheit von [CoCI(NH;)s]** mit Laserlicht bestrahlt. Bei
der oxidierten Verbindung konnte es sich um das Porphyrin-
n-Radikalkation [P Fe"(OH,)]|" oder um die Fe'-Spezies
[PcyFe™(OH,)]" handeln. Die blauverschobene Soret-Bande
im Spektrum des oxidierten Hidms spricht fiir das Vorliegen
eines Radikals.?! Tatséchlich haben Porphyrin-ni-Radikalkat-
ionen hiufig Soret-Absorptionsmaxima, die gegeniiber denen
von Ham-Systemen im Ruhezustand eine Blauverschiebung
aufweisen.?224

Durch die Verwendung Sensibilisator-verkniipfter Substra-
te haben wir neue oxidierte und reduzierte Formen von P450
hergestellt (Abbildung 4). Die Anregungs/Loschungs-Metho-
den ermoglichen es, hochreaktive Formen des Enzyms in
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der Reaktionsfolge aus Blitzlicht-Anregung und
Loschung bei der Bildung von neuen Redoxzustinden im (Ru-EB)-P450-Komplex. Q =L6-

scher.

einem breiten Zeitfenster zu untersuchen. Sowohl
[Pc,Fe'(OH,)]~ als auch [P Fe™(OH,)]* werden in ca.
0.1 ms gebildet und haben eine Lebensdauer von ca. 100 ms.
Verbesserte Photosensibilisatoren, Loscher, Spacer und Sub-
strate filhren moglicherweise zu einem noch schnelleren
Ladungstransfer auf P450 und andere redoxaktive Enzyme.
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