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Eine grof3e Zahl von Enzymen enthilt
Ubergangsmetallionen in ihren aktiven
Zentren. Solche Enzyme katalysieren
eine Vielfalt von Reaktionen unter
extrem milden chemischen Bedingun-
gen. Die strukturellen und elektroni-
schen Grundlagen dieser katalytischen
Prozesse zu verstehen, ist eines der
Hauptanliegen der Bioanorganischen
Chemie. In den letzten Jahren wurden
mithilfe von detaillierten strukturellen,
spektroskopischen, theoretischen und
kinetischen Techniken grof3e Fortschrit-
te im Verstidndnis bioanorganischer Re-
aktionsmechanismen erzielt. Gleichzei-
tig hat sich die Modellierung der aktiven
Zentren durch niedermolekulare Mo-
dellverbindungen ungeachtet der gro-
Ben synthetischen Herausforderungen
als besonders fruchtbar erwiesen. An-
hand solcher Studien gelingt es héufig,
die fiir die Funktion der Metalloprotei-
ne essenziellen strukturellen und elek-
tronischen Eigenschaften der Ak-
tivzentren herauszuarbeiten oder che-
mische Prédzedenzfille fiir bislang nicht
beobachtete Strukturen zu schaffen.

In zwei kiirzlich in Science publizier-
ten Arbeiten von Miinck, Nam und Que
etall! sowie Bock etal?! wird iiber
bemerkenswerte Fortschritte im Be-
reich der Bioanorganischen Chemie be-
richtet. Beide Studien zeigen deutlich,
wie fundamentale Fragen der Bioan-
organischen Chemie mithilfe der anor-
ganischen Synthesechemie, Biochemie
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und Spektroskopie beantwortet werden
konnen.

Sauerstoffaktivierung durch
Nicht-Hdm-Eisenproteine

Die Wechselwirkung von Eisen mit
molekularem Sauerstoff in biologischen
Systemen muss extrem fein gesteuert
sein, um einerseits die biologische Funk-
tion des Sauerstofftransportes zu er-
moglichen (z.B. in den Sauerstofftrans-
portproteinen Hédmoglobin und Ham-
erythrin) und andererseits O, fiir Oxi-
dationsreaktionen zu aktivieren (z.B. in
Cytochrom P450 (CYP450), einkerni-
gen Nicht-Ham-Eisenproteinen (NHEs)
oder der Methan-Monooxygenase
(MMO)). Dabei ist von herausragender
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H.0, RH
0
s
N
H,0

Bedeutung, dass die toxischen Spezies
OH, O, und H,0,, die bei der Reak-
tion von hydratisiertem Fe! mit O,
entstehen (Fenton- und Haber-Weiss-
Reaktionen), im biologischen System
generell vermieden werden. Die Mecha-
nismen, mit denen Eisenenzyme diese
,Jriskanten“ Reaktionen in selektive bio-
chemische Reaktionen umwandeln,
werden seit vielen Jahrzehnten er-
forscht.

Derzeit am besten untersucht ist der
katalytische Mechanismus des H&ém-
enzyms Cytochrom P450c,y, das die
Hydroxylierung eines Camphermole-
kiils mit molekularem Sauerstoff kata-
lysiert. Die Forschungsergebnisse der
letzten drei Jahrzehnte sind in Schema 1
zusammengefasst. Der katalytische Zy-
klus beginnt mit der Bindung eines O,-

Schema 1. Die wichtigsten Intermediate im katalytischen Zyklus von CYP450.
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Molekiils an das aktive Zentrum in
seiner Eisen(i)-Form. Das entstehende
Intermediat kann als Eisen(ii)-Super-
oxid- oder als Fe-Disauerstoff-Kom-
plex formuliert werden. Die folgende
Einelektronenreduktion fiihrt zu einem
Eisen(in)-Hydroperoxo-Komplex.  Es
wird angenommen, dass dieser Komplex
unter Heterolyse der O-O-Bindung in
ein Wassermolekiil und ein schwer zu
fassendes Intermediat zerfillt, das als
,»Compound I“ bekannt ist und formal
das Zentralatom auf der Eisen(v)-Stufe
triagt. Dieses Intermediat ist ein extrem
potentes Oxidationsmittel, dessen Re-
doxpotential wahrscheinlich jenseits
von +1V liegt. Die Mehrheit der
Forscher geht davon aus, dass dieses
Intermediat direkt mit dem nichtakti-
vierten Substrat unter Bildung einer
OH-Gruppe reagiert (Rebound-Mecha-
nismus). Eine Reihe von Studien an
Modellkomplexen und verwandten En-
zymen, z.B. Katalasen und Peroxidasen,
haben zu der Interpretation gefiihrt,
dass die elektronische Situation in Com-
pound I eher der Bindung eines hoch-
valenten [FeOJ** an ein Porphyrinradi-
kalkation als einer genuinen Eisen(v)-
Spezies entspricht. Faszinierende neue
Entwicklungen im  Bereich von
CYP450c,y umfassen die kristallogra-
phische Charakterisierung von mehre-
ren Reaktionsintermediaten®! und die
theoretische Modellierung des katalyti-
schen Zyklus mithilfe von quantenche-
mischen Methoden, die die Proteinum-
gebung explizit beriicksichtigen.!

Die Forschung an NHE-Enzymen ist
erst in den letzten Jahren in den Mittel-
punkt geriickt, obwohl die NHE-kataly-
sierten Reaktionen mindestens so viel-
filtig sind wie die der Hidmenzyme.X
Eine der zentralen Fragen bei der For-
mulierung plausibler Reaktionsmecha-
nismen lautet, ob in Abwesenheit eines
als , Elektronenreservoir® dienenden
Porphyrinringes hochvalente Zwischen-
stufen des Eisens in NHE-Enzymen
stabilisiert werden konnen. Die Exis-
tenz von Compound-I-analogen Inter-
mediaten ist keineswegs selbstverstand-
lich, da kristallographische Studien be-
legen, dass die aktiven Zentren von
NHE-Enzymen stets mit ,,unschuldi-
gen“ Liganden koordiniert sind, die bei
biologisch relevanten Redoxpotentialen
wahrscheinlich nicht oxidiert werden
konnen. Eine attraktive Alternative zu
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hochvalenten Eisenkomplexen als akti-
ve Spezies sind somit Eisen(iir)-Hydro-
peroxide, deren direkte Reaktion mit
Substraten hydroxylierte oder epoxi-
dierte Produkte ergeben konnte (Sche-
ma 2). Eine Reihe neuer Ergebnisse gibt
Hinweise auf die Reaktivitidt solcher
Verbindungen. Danach zeigt sich, dass
High-Spin-Eisen(i11)-Hydroperoxide fiir

—
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Schema 2. Wichtige Intermediate in den Reak-
tionen von NHE-Enzymen.

eine homolytische Spaltung der Fe-O-
Bindung aktiviert sind,” wihrend in den
Low-Spin-Formen die homolytische
Spaltung der O-O-Bindung bevorzugt
wird.’l Die deprotonierte Form, O,>,
tritt in seitlich gebundenen n?-Eisen(tr)-
Peroxiden auf, die jedoch nicht fiir
direkte Reaktionen mit Substraten ak-
tiviert zu sein scheinen.l) Die Reaktion
von Low-Spin-Eisen(i)-Hydroperoxi-
den mit Substraten ist daher ein plau-
sibler Reaktionspfad und wurde z. B. fiir
die Oxidation von DNA durch den
Antitumorwirkstoff Bleomycin vorge-
schlagen.! In vielen anderen Reakti-
onsmechanismen von NHE-Enzymen
wurden Eisen(iv)- oder sogar Eisen(v)-
Spezies formuliert, konnten jedoch noch
nie experimentell eindeutig belegt wer-
den. Diese fiir die bioanorganische Mo-
dellchemie stimulierende Situation hat
in den letzten Jahren zu der Synthese
und spektroskopischen Charakterisie-
rung der ersten Komplexe mit termina-
len [FeOJ**- und [FeN]**-Einheiten ge-
fithrt,®! die auf die mogliche Existenz
von hochvalenten Intermediaten in
NHE-Enzymen schlieflen lassen.

Die Veroffentlichung von Miinck,
Nam und Que et al. belegt einen weite-
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ren grofen Fortschritt in der Synthese
und Charakterisierung von hochvalen-
ten einkernigen Nicht-Him-Eisenzent-
ren.l!! In dieser Studie ist es zum ersten
Mal gelungen, die [FeOJ]**-Einheit in
einer Nicht-Ham-Umgebung vollstén-
dig strukturell und spektroskopisch zu
charakterisieren. Es wurde gezeigt, dass
die Reaktion der Ausgangsverbindung
[Fe(tmc)(OTYf),] (1; tmc=1,4,8,11-Tet-
ramethyl-1,4,8,11-Tetraazacyclotetrade-
can, OTf= CF;SO;) mit Todosylbenzol
(PhIO, einem Sauerstofftransferrea-
gens) in Acetonitril bei —40°C das
Produkt [Fe(tmc)(O)(CH;CN)** (2) er-
gibt. Diese Verbindung wurde mithilfe
von Absorptions-, FT-IR- und M68bau-
er-Spektroskopie sowie mit Massen-
spektrometrie charakterisiert. Nach
Kristallisation bei —40°C aus einem
Gemisch von Acetonitril und Diethyl-
ether wurde das Triflatsalz 2-(OTf),
isoliert. Gemidfl der Strukturanalyse
von 2 befindet sich das Zentralatom in
einer verzerrt oktaedrischen Umge-
bung. Die terminale Fe-O-Bindung ist
mit 1.646(3) A extrem kurz (Abbil-
dung 1) und damit z.B. weitaus kiirzer
als vergleichbare Eisen(1v)-Oxo-Bin-
dungen in zweikernigen Komplexen
mit verbriickenden Oxo-Ionen (R(Fe-
0)=1.805 AP oder die terminale Fe-
O-Bindung in einer kiirzlich bekannt
gewordenen Struktur mit [FeO]*-Ein-
heit (1.813 Al%)). Diese Verkiirzung ist
ein Hinweis auf verstirkte n-Bindungen
innerhalb der [FeOJ]**-Einheit. Ahnlich
kurze Fe-O-Bindungen sind bisher nur
in den Aktivzentren von hochvalenten
Eisenporphyrinen mithilfe von Ront-
genkristallographie und EXAFS-Spek-
troskopie beobachtet worden.['!

Abbildung 1. Struktur des Dikations [Fe(tmc)-
(O) (CH;CN)J** anhand der Ergebnisse der
Réntgenstrukturanalyse (Zahlen geben Bin-
dungslangen in A an, Wasserstoffatome wur-
den der Ubersicht wegen entfernt).
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Die bemerkenswerte Leistung von
Miinck, Nam und Que et al. besteht
insbesondere darin, einen strukturell
und spektroskopisch eindeutig charak-
terisierten Priazedenzfall fiir das so héu-
fig vorgeschlagene und selten beobach-
tete [FeO]**-Motiv geschaffen zu haben.
Die Ergebnisse machen damit auch
deutlich, dass die Formulierung solcher
Zwischenstufen in NHE-Proteinen ein
realistisches Szenario ist. Dariiber hin-
aus wurde die strukturelle Grundlage
fiir eingehende spektroskopische Stu-
dien der Bindungsverhéltnisse innerhalb
der [FeOJ**-Einheit geschaffen, die
schlussendlich zu einem tiefergehenden
Verstdndnis der elektronischen Grund-
lagen der chemischen Reaktivitét dieser
Verbindungen fiithren sollte. Weiterhin
wird es moglich sein, dieses Motiv in
Zukunft anhand von spektroskopischen
Daten zuverldssig zuzuordnen.

Biosynthese der Eisen-Cyanid-
Bindung in Nickel-Eisen-Hydro-
genasen

Beinahe alle Lebensformen, die un-
ter anaeroben Verhiltnissen (z.B. in
Tiefsee-Hydrothermalquellen, Sedi-
menten oder den Magen-Darm-Trakten
von Sidugetieren) leben, sind auf Di-
wasserstoff angewiesen. H, wird von
fermentativen Organismen bei der Oxi-
dation von Zuckern und anderen orga-
nischen Substraten freigesetzt. Die da-
bei freiwerdenden Elektronen werden
iiber eine Elektronentransportkette, die
unter anderem das Eisen-Schwefel-Pro-
tein Ferredoxin enthilt, auf Protonen
iibertragen, was schlussendlich zur Bil-
dung von H, fiihrt. Die abschlieBende
Schliisselreaktion wird von einer als
Hydrogenasen bekannten Enzymfami-
lie katalysiert. Das freiwerdende H,
wird hdufig von anderen im gleichen
Habitat beheimateten Organismen wie-
der verbraucht. Hierbei sind wieder
Hydrogenasen beteiligt, da sie im All-
gemeinen sowohl die Bindungsbildung
als auch die Bindungsspaltung in H,
katalysieren.

Es existieren mehrere Klassen von
Hydrogenasen. Die am besten unter-
suchten Enzyme sind jedoch die Nickel-
Eisen-Hydrogenasen  (NiFe-H,asen),
die sowohl ein Nickel- als auch ein
Eisenion in ihren Aktivzentren enthal-
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ten. Die rontgenographische Analyse
des Enzyms aus Desulfovibrio gigas im
Jahr 1995 zeigte einige iiberraschende
strukturelle FEigenheiten der NiFe-
H,asen.["? Das Enzym enthélt demnach
ein hetero-zweikerniges Aktivzentrum
mit zwei terminalen Cysteinliganden am

Nickelzentrum  (Abbildung 2). Als
Cysa1
Cys546
. a
_ @
Cys549 C',FE,B:
.-
*= . e
]

Abbildung 2. Aktivzentrum der NiFe-H,ase
aus D. gigas anhand der Rontgenstrukturanaly-
se des oxidierten Proteins. X ist ein nichtiden-
tifizierter Ligand, méglicherweise OH~; PDB-
Code 2FRV.

Briickenliganden fungieren zwei weite-
re Cysteine sowie ein nichtidentifizier-
ter Ligand, bei dem es sich um OH~
handeln konnte. Die Eigenschaften des
Aktivzentrums und der Reaktionsinter-
mediate wurden kiirzlich mithilfe von
detaillierten spektroskopischen Experi-
menten genau untersucht.['?!

Das vielleicht auffilligste Struktur-
merkmal der NiFe-H,asen sind die drei
diatomaren Liganden am Eisenzentrum
(Abbildung 2). Mithilfe von FT-IR-
Spektroskopie konnte gekldrt werden,
dass es sich dabei um zwei CN~- und
einen CO-Liganden handelt.'] Dieses
Ergebnis war sehr iiberraschend, da
sowohl CN- wie auch CO aufgrund
ihrer hohen Affinitéit fiir Metallzentren
(z.B. die Aktivzentren der Himproteine
in der Zellatmung) fiir biologische Sys-
teme &dufBerst toxisch sind. Es konnte
spater gezeigt werden, dass solche Li-
ganden auch in den Aktivzentren von
anderen Hydrogenasen vorhanden sind.
Es wird vermutet, dass dieses unge-
wohnliche Motiv dazu dient, das Eisen-
zentrum in einem niedervalenten Low-
Spin-Zustand zu halten, was wiederum
moglicherweise von funktioneller Rele-
vanz sein konnte.

Das Auftreten von CO- und CN~-
Liganden in den Aktivzentren von Me-
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talloproteinen wirft die Frage nach dem
Mechanismus ihrer Biosynthese wih-
rend der Proteinreifung auf, da freies
CO oder CN~ in biologischen Systemen
kaum moglich sein sollte. Diese Frage
konnte von Bock et al. in ihrem Science-
Beitrag auf beeindruckende Weise be-
antwortet werden.?”l Mit einer Kombina-
tion von Radioisotopenmarkierung und
Massenspektrometrie konnte gezeigt
werden, dass organische Thiocyanate
als Quelle von CN~ fungieren. Diese
Thiocyanate werden im Zusammenspiel
von zwei (HypE und HypF) von insge-
samt sieben Proteinen gebildet, die zur
Biosynthese von NiFe-H,asen notwen-
dig sind. Der detaillierte Mechanismus
ist in Schema 3 dargestellt: Im ersten
Schritt der Biosynthese fiihrt die Reak-
tion von Carbamoylphosphat (CP, ei-
nem bekannten Intermediat in biosyn-
thetischen Reaktionswegen, z.B. im
Harnstoffzyklus) und ATP am HypF-
Protein zu einer Carbamoyladenylat-
Zwischenstufe. Die CONH,-Gruppe
wird daraufhin auf die Thiolgruppe des
C-terminalen Cysteins auf dem HypE-
Protein iibertragen. Es kommt dann zu
einer Serie von komplexen Reaktionen:
In einem ATP-abhéngigen Schritt wird
zunichst die Carboxamido-Gruppe un-
ter Bildung einer organischen Thiocya-
natgruppe dehydriert. Vermutlich rea-
giert diese Zwischenstufe wihrend der
endgiiltigen Reifung des Aktivzentrums
dann unter Angriff einer elektrophilen
Cyangruppe auf ein nucleophiles Eisen-
zentrum zur endgiiltigen Fe-CN-Ein-
heit.

Diese vorgeschlagene Reaktionsse-
quenz konnte mithilfe von eleganten
Experimenten an Modellsystemen wei-
ter erhértet werden. Bock et al. gelang
zunichst die Dehydrierung von S-(n-
decyl)thiocarbamat unter Einwirkung
von Ethylpolyphosphat unter milden
Bedingungen zu dem gewiinschten
Thiocyanat. In einer zweiten Serie von
Experimenten konnte die Cyangruppe
unter milden Bedingungen auf nieder-
valente Eisenzentren direkt iibertragen
werden. Dabei wurde Phenylthiocyanat
mit [(n’-CsHs)Fe(CO),Br] (FpBr) in
guter Ausbeute zu [(n’-CsHs)Fe-
(CO),(CN)] (FpCN) umgesetzt.

Das Zusammenspiel von Experi-
menten am natiirlichen System und an
organometallischen =~ Modellsystemen
fiigt sich in dieser Arbeit zu einem
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Schema 3. Biosynthese von Cyanidliganden in NiFe-H,asen: 1) Bildung der Carbamoyladenylat-
gruppe am HypF-Protein (F); 2) Transfer der CONH,-Gruppe zum C-terminalen Cystein des
HypE-Proteins (E); 3 und 4) ATP-unterstiitzte Dehydratisierung unter Bildung eines phosphory-
lierten Intermediats am Carbonylsauerstoff und Synthese des Thiocyanats in einem darauffol-
genden Dephosphorylierungsschritt; 5) Transfer der Cyangruppe zum NiFe-Aktivzentrum der Ni-
Fe-H,asen (Ly steht fiir die Koordinationssphire des Aktivzentrums).

stimmigen Gesamtbild zusammen. Es
wurde demonstriert, dass Metall-Cya-
nid-Bindungen unter ,biologischen*
Bedingungen gebildet werden konnen
und dass freies Cyanid dabei kein not-
wendiges Intermediat ist. Das Auftreten
solcher Gruppierungen in den Aktiv-
zentren von Hydrogenasen konnte so-
mit mechanistisch erklart werden.

Fazit

Die beiden Studien von Miinck,
Nam und Que et al.l! sowie Bock et al.
zeigen in besonderer Klarheit, auf wel-
che Weise die anorganische Synthese-
chemie zum Verstindnis von grundle-
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genden biochemischen Vorgingen bei-
tragen kann. Sie geben dariiber hinaus
Einblicke, wie in der Natur Reaktions-
intermediate, die fiir biologische Sys-
teme potenziell toxisch sind, vermieden
oder zumindest kontrolliert werden.
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