Aufsiitze

Y. Lu
Chemische Biologie

DOI: 10.1002/ange.200600168

Biosynthetische anorganische Chemie
Yi Lu*

Stichwérter:

Bioanorganische Chemie - Biokatalyse
Biomimetische Synthese -
Proteindesign

o

? .
Ly

\ N’

K-
\
ot

>

A N
L _daed®

N

Angewandte

Chemie

5714

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2006, 118, 5714—5728



Biomimetische Synthese

Anorganische Chemie und Biologie konnen sehr voneinander pro-
fitieren. Nachdem anorganische Synthese und physikalische Chemie
zu den grofien Erfolgen bei der Aufklirung der Rolle von Metallionen
in biologischen Systemen beigetragen haben, sollen nun biologische
Systeme bei der Weiterentwicklung der Koordinationschemie helfen.
Ein Beispiel dafiir sind kleine, stabile, leicht herstellbare und gut
charakterisierte Proteinliganden fiir die Synthese neuer anorganischer
Verbindungen. Diese ,,biosynthetische anorganische Chemie* wird
erst dank einiger Entwicklungen in der Biologie moglich. Der Aufsatz
beginnt mit Fortschritten bei der Synthese genauer Modelle von
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1. Einleitung

Metallionen katalysieren zahlreiche chemische und bio-
logische Reaktionen, wobei die Reaktivitidt nicht nur durch
Variieren des Metallions, sondern auch durch das Vorliegen
der Metallionen in verschiedenen Oxidationszustinde mo-
duliert werden kann.™ Die erfolgreiche Synthese und An-
wendung neuer Metallkomplexe oder Metalloenzyme kann
einen grof3en Einfluss auf alle Gebiete der Chemie und Bio-
logie ausiiben, seien es die Materialwissenschaften, die or-
ganische und medizinische Chemie oder die Biochemie und
Zellbiologie. Ein wichtiges Beispiel ist die Entwicklung von
Metallkatalysatoren fiir die Stickstoff-Fixierung, Methan-
Hydroxylierung und CO-Oxidation oder -Insertion (Tabel-
le 1).7# Diese Katalysatoren sind Schliisselkomponenten fiir
eine Chemieindustrie, die lebensnotwendige Rohchemikalien
wie Diingemittel im Multimilliarden-Dollar-Maf3stab produ-
ziert.

Interessanterweise konnen viele der in Tabelle 1 be-
schriebenen Reaktionen sowohl durch chemisch syntheti-
sierte Katalysatoren als auch durch biologische Enzyme ka-
talysiert werden. Eine genauere Betrachtung zeigt, dass die
Katalysatoren ein und dieselbe Reaktion unter unterschied-
lichen Bedingungen vermitteln: Chemische Systeme arbeiten
im Allgemeinen bei hohen Temperaturen und Driicken in
organischen Losungsmitteln, biologische Systeme hingegen
bei Umgebungstemperatur und -druck in Wasser. Au3erdem
fiihren Biokatalysatoren hdufig zu hohen Umsétzen. Daher
lautet die Frage nicht, ob Katalysatoren fiir milde Reak-
tionsbedingungen und hohe Umsatzzahlen entwickelt werden
konnen, sondern wie dies méglich ist.

Eine flichtige Betrachtung der Beispiele in Tabelle 1
kann zu dem Schluss fithren, dass ein System dem anderen
tiberlegen ist, doch beide Systeme haben ihre Vor- und
Nachteile (Tabelle 2). Die chemischen Katalysatoren sind im
Allgemeinen kleiner, leichter und billiger zu synthetisieren
und charakterisieren sowie stabiler unter hohen Temperatu-
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ren und Driicken. Diese praktischen
Aspekte erschweren den Einsatz von
Enzymen als Katalysatoren in indu-
striellen Synthesen, obwohl Enzyme iiber eine Reihe erstre-
benswerter Eigenschaften verfiigen. Erstens stabilisieren sie
den Ubergangszustand, indem sie ein starreres aktives Zen-
trum bilden, und beschleunigen so die Katalyse bei Umge-
bungstemperatur und -druck. Zweitens reagieren sie gezielt
mit nur einer funktionellen Gruppe eines organischen Sub-
strats, sodass Schutzgruppen, die in der Synthesechemie oft
unerlidsslich sind, weitgehend tiberfliissig werden. Drittens ist
das katalytische Zentrum in Enzymen geschiitzt, was eine
hohere Katalysatorstabilitdat und somit auch hohere Umsatz-
zahlen zur Folge hat. Viertens erzielen Enzyme eine hohe
Regio-, Stereo- und Enantioselektivitit. Fiinftens kann die
sekundire Koordinationssphire einer Metallbindungsstelle
im komplexen Proteingeriist ortsspezifisch (im Unterschied
zu l6sungsmittelinduziert) verdndert werden. Je nach der
elektrostatischen Umgebung und der Hydrophobie variieren
beispielsweise die pKs-Werte fiir Glutaminsédure im gleichen
Protein zwischen 4.0 und 8.2.”) SchlieBlich sind Enzyme um-
weltvertraglich, da sie unter physiologischen Bedingungen in
wissriger Losung und mit biokompatiblen und biologisch
abbaubaren Liganden synthetisiert und eingesetzt werden.
Da chemische und biologische Systeme jeweils Vor- und
Nachteile aufweisen, stellt sich die Frage, ob die Vorziige
beider Systeme kombiniert werden konnen. Mit diesem Ziel
wurden synthetische biomimetische Modellsysteme aus klei-
nen organischen Molekiilen fiir viele Metalloproteine entwi-
ckelt und charakterisiert.'”! Dieser Syntheseansatz hat sich
besonders bei der Aufkldrung der Strukturen und Funktionen
von Metalloproteinen bewihrt.

[*¥] Prof. Y. Lu
Department of Chemistry
University of lllinois at Urbana-Champaign
Urbana, IL 61801 (USA)
Fax: (+1)217-244-3186
E-Mail: yi-lu@uiuc.edu
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Tabelle 1: Chemische und biologische Systeme im Vergleich.

Y. Lu

Reaktion Chemisches System Biologisches System

Stickstoff- Nag + 3Hy—2NHs N, + 8H' + 8¢~ + 16MgATP—2NH; + H, +16MgADP + 16P,
Fixierung (a-Fe-Katalysator, 400-550°C, 107 atm) (Nitrogenase)

Methan- CH, + H,0-CO + 3H, CH, + O, + NADH + H*—CH,OH + H,0 + NAD"

Hydroxylierung (Ni-Katalysator, 700-900°C, 1-25 bar)
CO + 2H,—CH,OH

(Cu/Zn-Katalysator, 250-280°C, 70-110 bar)

CO-Oxidation CO + H,0—-CO, + H,
(Fe/Cu-Katalysator, >200°C)
CO-Insertion CH,0H + CO—CH,COOH

(Rh(1)1,(CO),]", 120°C, 30 atm)

(Methan-Monooxygenase)

CO + H,0—-CO, + 2H" + 2e~
(CO-Dehydrogenase)

CH;-[M] 4+ CO + HS-CoA—CH,(CO)-S-CoA + H* + [M]¥
(Acetyl-CoA-Synthase)

[a] CH;-[M] ist ein Corrinoid-Eisen-Schwefel-Protein, das in der Reaktion als Methylgruppendonor fungiert; HS-CoA ist Coenzym A.

Tabelle 2: Vorteile chemischer und biologischer Systeme.

Chemie
Katalysatoren/Reaktanten

Biologie
Enzyme/biologische Stoffe

leichte Synthese

leichte Charakterisierung
stabiler

billigere Herstellung

milde Bedingungen
Starrheit/Schutz

ortsspezifische Verinderung der
sekundiren Koordinationssphire
Regio- und Enantioselektivitat
umweltvertraglich

Ziel: Ziel:

Erzeugung neuer Strukturen/Funk-  Untersuchung der natiirlichen
tionen unter Verwendung eines mi-  Proteine und ihrer Varianten
nimalistischen Ansatzes

Trotz der gewaltigen Fortschritte bei der biomimetischen
Modellierung ist es weiterhin schwierig, einige Eigenschaften
von Metalloproteinen nachzuahmen, etwa die ortsspezifische
Einstellung der sekundédren Koordinationssphére sowie ihre
Regio-, Stereo- und Enantioselektivitdt. Modelle, die sowohl
die Struktur als auch die Funktion von Metalloproteinen
wiedergeben, sind selten. Diese Herausforderungen konnen,
wie vielleicht alle Aufgaben der anorganischen Syntheseche-
mie, durch Ligandendesign bewiltigt werden. Wiederholt hat
eine bedachte Wahl der Liganden die Modelle fiir Metallo-
proteine verbessert,'” insbesondere um Strukturmerkmale
der sekundidren Koordinationssphire, wie Wasserstoffbrii-
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Nach zwei Jahren als Postdoktorand am
California Institute of Technology in der
Forschungsgruppe von Prof. Harry B. Gray
begann er seine selbststindige Laufbahn als
Assistant Professor am Department of
Chemistry an der University of Illinois at
Urbana-Champaign, an der er nun Alumni
Research Scholar Professor fiir Chemie ist.
Sein Interesse gilt der bioanorganischen
Chemie.

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

cken, einzufithren.""'? Der Hauptunterschied zwischen syn-
thetischen Modellen und Metalloproteinen besteht darin,
dass in synthetischen Modellen haufig nicht wasserlosliche
organische Liganden eingesetzt werden, wiahrend Metallo-
proteine aus Polypeptiden oder Proteinen bestehen. Poly-
peptide und Proteine sind insofern ungewohnliche organische
Molekiile, als sie normalerweise in Wasser 16slich sind und
unter milden Bedingungen synthetisiert werden konnen.
Durch spezifische Faltung bilden Polypeptide und Proteine
ein starres Netzwerk, das die ortsspezifische Einstellung der
sekundidren Koordinationssphiare ermoglicht. Es spricht fiir
die Polypeptide und Proteine, dass sie sich im Zuge der
Evolution als Liganden fiir metallhaltige Katalysatoren und
Enzyme durchgesetzt haben.

Warum sollten also die Liganden von biologischen Sys-
temen nicht auch zur Synthese von Modellverbindungen
verwendet werden? Friiher erschien der Einsatz von Protei-
nen oder ihren Varianten als Liganden undenkbar, da ihre
Herstellung schwierig und kostspielig war. Jedoch verringer-
ten Fortschritte in der Biologie (Klonierung, Proteinexpres-
sion, ortsspezifische Mutagenese und Polymerase-Kettenre-
aktion) den Zeitaufwand bei der Synthese von Proteinen und
der Abwandlung von Aminosdureresten. Wihrend Kon-
struktion, Expression und Reinigung einer Proteinreihe zuvor
viele Monate oder sogar Jahre in Anspruch nahmen, geniigen
heute Wochen oder sogar Tage. Dieser Fortschritt ist der
Entwicklung in der Computerindustrie vergleichbar (Abbil-
dung 1). AuBerdem sind nun mehrere hundert Milligramm bis
sogar Gramm an reinem Protein erhéltlich. Durch die Ent-
wicklung der Biotechnologie konnen bestimmte chemische
Syntheseschritte bei der Herstellung von pharmazeutischen
Produkten durch Biosynthesen ersetzt werden. Damit wird
die Zahl der Syntheseschritte reduziert, die Ausbeuten
werden gesteigert, und es entstehen weniger chemische Ab-
fallprodukte,’'¥ sodass der Unterschied in der Effizienz
zwischen den Synthesen kleiner organischer Molekiile und
den Synthesen von Proteinen schwindet. Aulerdem ermog-
lichten Fortschritte in der Biophysik die Routineanalyse von
Metalloproteinen mit verschiedenen spektroskopischen Me-
thoden.>"! Durch neue Verfahren der Strukturbiologie mit
hochenergetischer Synchrotronstrahlung (Kristallstruktur-
analyse) und Hochfeldmagneten (NMR-Spektroskopie) ge-
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Abbildung 1. Vergleich der Fortschritte in Computerindustrie und Bio-
logie. A) Nach Moores Gesetz verdoppelt sich die Transistoranzahl,
und damit die Rechengeschwindigkeit, binnen 18 Monaten. B) Schitz-
werte fiir die Geschwindigkeit von Klonierung, Expression und Reini-
gung rekombinanter Proteine (Angabe als Kehrwert der Anzahl von
Tagen, die fiir den Gesamtprozess benétigt werden). Techniken mit re-
kombinanter DNA, die ortsgerichtete Mutagenese (SDM) und die Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) haben den biologischen Prozess deutlich
beschleunigt.

lingt die schnelle Aufstellung dreidimensionaler Strukturen
von Proteinen. Daher konnen mithilfe kleiner, stabiler, leicht
herstellbarer Proteine mit definierten Gertiisten als ,,Ligan-
den“ neue anorganische Verbindungen synthetisiert und
charakterisiert werden.

Der biosynthetische Ansatz nutzt dieselben Methoden
wie biochemische Untersuchungen natiirlicher Enzyme und
ihrer Mutanten, die folgenden Beispiele werden jedoch
zeigen, dass sich die beiden Ansitze deutlich unterscheiden.
Erstens ist die biosynthetische Methode, wie alle biomimeti-
schen Methoden, ein minimalistischer Ansatz: Im Mittel-
punkt steht die Frage, ob die in natiirlichen Enzymen iden-
tifizierten, notwendigen Strukturmerkmale ausreichend sind,
um die Struktur und Funktion des Enzyms zu iibertragen.
Somit erginzen sich die beiden Methoden. Zweitens werden
bei der biosynthetischen Methode stabile, leicht herstellbare
und gut charakterisierte Proteine eingesetzt; erfolgreiche
Modelle eignen sich fiir Untersuchungen der Struktur und
Funktion oft genauso gut wie natiirliche Enzyme, wenn nicht
sogar besser. Drittens bieten biosynthetische Modelle durch
den Vergleich unterschiedlicher Metallbindungszentren im
selben Proteingeriist zusitzliche Vorteile. SchlieBlich fiihrt
die biosynthetische Methode zu neuen Verbindungen, deren
Strukturen und Reaktivitdten in Biologie und anorganischer
Chemie beispiellos sind.

Angew. Chem. 2006, 118, 5714—5728
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2. Anwendung der biosynthetischen anorganischen
Chemie fiir biomimetische Modellsysteme

In biomimetischen Modellsystemen sind die Vorteile von
Chemie und Biologie effektiv kombinierbar. Auf diese Weise
konnen die minimal erforderlichen Strukturmerkmale zur
Bildung von Metallbindungsstellen mit einer bestimmten
Funktion ermittelt werden. Die Modelle tragen zur Aufkli-
rung der Struktur-Funktions-Beziehung von Zielproteinen
bei, und gleichzeitig konnen sie als neue Verbindungen mit
ungewohnlichen Strukturen unsere Kenntnisse in der Koor-
dinationschemie erweitern. Die erhaltenen Verbindungen
sind héufig kleiner und strukturell besser definiert als die
natiirlichen Proteine, und sie eignen sich daher gut fiir prak-
tische Anwendungen.

Biosynthetische Modellsysteme mit kleinen, stabilen und
gut charakterisierten Proteinen als Liganden erfiillen den-
selben Zweck. Da sie die gleichen Liganden nutzen wie die
Zielproteine und unter fast identischen physiologischen Be-
dingungen arbeiten, stellen sie oft bessere Modelle fiir prak-
tische Anwendungen dar. Einige Beispiele sollen dies ver-
anschaulichen.

2.1. Anorganische Biosynthese mit dem gleichen Proteingeriist
und schleifenspezifischer Mutagenese

Das Cu,-Zentrum ist eine gemischtvalente, zweikernige
Kupfereinheit, deren Kupferionen an je einen Histidinrest
(His181 und His224) koordiniert und durch die Schwefel-
atome von zwei Cysteinresten iiberbriickt sind (Cys216 und
Cys220, Abbildung 2 A, oben).!'®2! Zusitzlich sind in axialer
Position schwache Liganden wie das Thioether-Schwefelatom
von Methionin (Met227) und die Carbonyl-Sauerstoffatome
von Isoleucin (Ile180), Histidin (His224) und Glutamat
(Glu218) vorhanden (Abbildung 2 A, unten). Das in anor-
ganischer Chemie und Biologie einzigartige Cu,-Zentrum
wirkt als Elektronentransferzentrum in der Cytochrom-c-
Oxidase (CcO),”*™! einer terminalen Oxidase der At-

Cy5220 } Cy5116
His46 i

His224
His120

A.

HIS'\E1£

Cy5216
CysHZ

Metz27

© @ Hi224 Met123 ® pis120

4 g ©
Y K
X ooy D
. Gluz18 ol Gluta

lle180 @

Abbildung 2. Kristallstrukturen: A) Das Cu,-Zentrum in Cytochrom-c-
Oxidase aus P. denitrificans und B) ein biosynthetisches Cu,-Modell in
Azurin. Die oberen Abbildungen zeigen das Cuj-Zentrum mit Cu,S,-
(Cys) in einer Ebene, die unteren Abbildungen zeigen das Cu,-Zen-
trum senkrecht zu dieser Ebene.
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mungskette eukaryotischer Mitochondrien und einiger aero-
ber Bakterien, und in der Distickstoffoxid-Reduktase
(N,OR)? 2! denitrifizierender Bakterien. Zudem war es das
erste biologische System mit einer Metall-Metall-Bindung.”!
Metall-Metall-Bindungen liegen in vielen anorganischen
Koordinationsverbindungen mit Ionen spiter Ubergangsme-
talle vor, doch selten sind Metalle der ersten Periode wie
Kupfer beteiligt.® Wihrend man gemischtvalente Zweikern-
oder Mehrkern-Kupferkomplexe mit einem vollstiandig lo-
kalisierten (Klasse I) oder teilweise delokalisierten (Klasse
II) ungepaarten Elektron seit lingerem kennt,** sind
Kupferkomplexe wie das Cu,-Zentrum mit vollstdndig delo-
kalisierten gemischtvalenten Zustdnden selten (Klasse
I11).54 Tn beiderlei Hinsicht ist die Synthese des Cu,-Zen-
trums und die Aufkldrung seiner Strukturmerkmale fiir die
Funktion von groem Interesse.

Dazu wurde eine Reihe synthetischer Modelle mit orga-
nischen Liganden entwickelt, die zumeist eine gemischva-
lente zweikernige Kupfereinheit und eine Kupfer-Kupfer-
Bindung, aber keine {iiberbriickenden Thiolate enthiel-
ten 33438341 Eine Modellverbindung mit iiberbriickenden
Thiolaten, doch ohne Kupfer-Kupfer-Bindung, ist ebenfalls
bekannt.®®! Kiirzlich wurde auch iiber die Synthese einer
zweikernigen Kupfereinheit mit einer Kupfer-Kupfer-Bin-
dung und zwei iiberbriickenden Stickstoffatomen berichtet.*?
Zur Herstellung eines genaueren Modells des Cu,-Zentrums
wurden stabile, leicht erhiltliche und gut charakterisierte
blaue Kupferproteine, beispielsweise Amicyanin™®! und
Azurin,*! als Liganden eingesetzt. Die Strukturen von blauen
Kupferproteinen und Cu, enthaltenden Proteinen stimmten
gut iiberein,™! und eine Sequenzanalyse zeigte, dass sich die
einkernigen blauen Kupferproteine und die zweikernigen
Cu,-Proteine hauptséchlich in einer einzigen Schleife zwi-
schen zwei B-Stringen unterscheiden. Durch den Austausch
der Schleife in blauen Kupferproteinen gegen die entspre-
chende Schleife der Cu,-Proteine (Abbildung 3) konnte das
Cuy-Zentrum in Amicyanin™®! und Azurin™! gut nachgeahmt
werden. Einer Rontgenkristallstrukturanalyse zufolge ist das
Cu,-Zentrums im Azurin-Modell fast mit dem natiirlichen
Cu,-Zentrum identisch; auch Struktureigenschaften in der
sekundidren Koordinationssphiare wie die nichtbindenden
Wechselwirkungen zwischen der Thioether-Gruppe von Me-
thionin und den Carbonyl-Sauerstoffatomen des Peptids
stimmen iiberein (Abbildung 2 B).[*!

), A

Cu,-Liganden-
schleife

Ligandenschleife des
blauen Kupferproteins

blaues Cu. CT-FPG-H SALM
natives Cusy CSELCGINHAYM
Cup-AzZunn. CYELCGINHAIM

blaues Kupfer-Azurin violettes Cu,-Azurin
Abbildung 3. Entwicklung eines biosynthetischen Cu,-Modells in
Azurin durch schleifenspezifische Mutagenese.
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Die Entwicklung eines genauen Modells fiir ein natiirli-
ches Protein ist nur ein Maf3 der Wirksamkeit eines solchen
Ansatzes; Erkenntnisse zur Struktur und Funktion des Me-
tallzentrums sind ebenfalls von Bedeutung. Das biosyntheti-
sche Cu,-Modell lieferte auch diesbeziiglich neue Einblicke.
Beispielsweise wurde durch eine Stopped-flow-Untersuchung
zur Einfiihrung von Kupferionen in das metallfreie Cu,-
Azurin eine tetragonale Zwischenstufe nachgewiesen, was die
Bedeutung von Reduktionsmitteln bei der abschlieBenden
Bildung des Cu,-Zentrums verdeutlicht.®”) Die Titration
verschiedener Metallionen im Modellsystem deutet darauf
hin, dass das Cu,-Zentrum bevorzugt als M"M''-Zentrum
vorliegt (M, M": beliebige Metalle in der jeweiligen Oxida-
tionsstufe) — ungeachtet der Reihenfolge der Zugabe der
Metallionen.[**! Mutagenese-Untersuchungen zeigten, dass
die konservierten Cystein-,"! Histidin-*"**! und Methionin-
reste® eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Struktur und der Feinabstimmung der Funktion spielen.
Uberraschenderweise blieb die zweikernige Kupfereinheit
auch weitgehend erhalten, wenn das Histidin gegen Reste
ausgetauscht wurde, die nicht an Kupferionen koordinieren
(z.B. Ala und Gly), wie durch die charakteristische violette
Farbe, die UV/Vis-, MCD-, RR- und ENDOR-Spektren of-
fensichtlich ist.”"

Bis vor kurzem waren nur wenige vollstindig delokali-
sierte, gemischtvalente zweikernige Kupferverbindungen der
Klasse III bekannt. Noch seltener ist die reversible Um-
wandlung zwischen verschiedenen Verbindungsklassen mit
delokalisierten ~ [Cu'-Cu']- und  valenzdefinierten
[Cu™--Cu']-Zustinden. Die Untersuchung des Cu,-Zentrums
in Azurin bestitigte einen solchen reversiblen Ubergang
zwischen delokalisierten und definierten gemischtvalenten
Zustinden, der durch eine Anderung des pH-Werts ausgeldst
wurde.’¥ Es ist bekannt, dass das Cu,-Zentrum als Elektro-
neneintrittsstelle in der Cytochrom-c-Oxidase wirkt, seine
Rolle beim protonengekoppelten Elektronentransfer wurde
jedoch nicht genau bestimmt. In dieser Arbeit wurde nach-
gewiesen, dass die Protonierung des C-terminalen His-Restes
nicht nur zu einem valenzdefinierten Zustand des Cu,-Zen-
trums fiihrt, sondern auch das Reduktionspotential deutlich
erhoht.’ Da sich der C-terminale His-Rest in Cytochrom-c-
Oxidasen am Elektronentransferweg von Cu, zu Ham a be-
findet und da die Protonierung das Reduktionspotential
steigern und so den Elektronenfluss vom Cu, zum Hém a
verhindern kann, spielen das Cu,-Zentrum und der Histi-
dinrest eine wichtige Rolle beim protonengekoppelten
Elektronentransfer.

Solche Beobachtungen wurden an natiirlichen Cu,-Zen-
tren, insbesondere 16slichen CcO-Fragmente mit einem Cuy,-
Zentrum,'®?! erhalten. Biosynthetische Modelle ermogli-
chen dariiber hinaus einzigartige Einblicke, die weder aus
Untersuchungen natiirlicher Enzyme noch anhand von syn-
thetischen Modellverbindungen leicht gewonnen werden
konnen. Beispielsweise gelang durch die biosynthetische
Methode unter Verwendung von Azurin als ,,Ligand“ und
durch Austausch der Ligandenschleife des blauen Kupfer-
Zentrums gegen diejenige des Cu,-Zentrums die Einfithrung
von zwei Elektronentransfer(ET)-Zentren im selben Pro-
teingeriist. Rontgenstrukturanalysen ergaben, dass ein Kup-

Angew. Chem. 2006, 118, 5714—5728
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feratom im Cu,-Zentrum exakt mit dem blauen Kupfer-
Zentrum iiberlagert (Abbildung 4A).*! Daher bot dieses
biosynthetische Modell eine einzigartige Moglichkeit, die
beiden ET-Zentren im selben Proteingeriist zu vergleichen

B. C.

Met121 f
His117

Cys118

Cys112
Glu114

Abbildung 4. Kristallstrukturen: A) Uberlagerung von blauen Kupfer-
Azurin (hellblau) und dem biosynthetischen Cu,-Modell in Azurin (vio-
lett). Die Umgebung des Kupferions im blauen Kupferprotein (B) ist
fast identisch mit derjenigen eines Kupferions im violetten Cu,-Zen-
trum (C).

und damit andere Faktoren, die die Eigenschaften des Pro-
teins beeinflussen, zu minimieren. Beispielsweise zeigen ein-
ander entsprechende Mutationen am konservierten, axial
gebundenen Methioninrest im blauen Kupferprotein
(Met121, Abbildung 4B) und im Cu,-Azurin (Met123, Ab-
bildung 4 C), dass das Methionin am Cu,-Zentrum (< 25 mV)
weit weniger Einfluss auf das Reduktionspotential ausiibt als
am blauen Kupferzentrum (> 170 mV).”! Andererseits er-
folgt der Elektronentransfer zum Cu,-Zentrum, trotz eines
niedrigeren Reduktionspotentials, vom gleichen Donor bei
gleichem Abstand schneller als zum blauen Kupfer-Zen-
trum.”! Damit wurde direkt nachgewiesen, dass das Cuy-
Zentrum ein effizienteres ET-Zentrum ist.

Diese Erkenntnisse helfen, die verschiedenen Rollen der
beiden Kupferzentren zu verstehen. Fiir den Elektronen-
transfer von blauen Kupferproteinen zu einer Reihe von
Reaktionspartnern in verschiedenen biologischen Systemen
ist ein viel breiterer Bereich an Reduktionspotentialen er-
forderlich (> 600 mV),?*21:3¢571 dag Cu,-Zentrum ist dagegen
Teil der Cytochrom-c-Oxidase, die den Abschluss der At-
mungskette mit sehr kleinen Potentialdifferenzen zwischen
den Redoxpartnern bildet (<50 mV).”® In diesem Fall
konnten grofle Potentialabweichungen den Elektronenfluss
in die richtige Richtung verhindern. Die rhombische Cu,S,-
(Cys)-Struktur von Cu, bietet einen Ansatzpunkt zur Mini-
mierung von Reduktionspotentialinderungen durch Variati-
on der axialen Liganden. Jedoch muss das Cu,-Zentrum trotz
der geringen Triebkraft weiter Elektronen mit einer ange-
messenen Geschwindigkeit auf seine Partner iibertragen.
Daher optimiert es seine Struktur durch Verringerung der
Reorganisationsenergie, um ein effizienteres ET-Zentrum zu
bilden als das blaue Kupferzentrum.

Bei der Entwicklung genauer biosynthetischer Modelle
des beschriebenen Cu,-Zentrums wurden Ligandenschleifen
von Templatproteinen gegen diejenigen eines Zielproteins
ausgetauscht, das eine dhnliche Struktur aufweist (schleifen-
spezifische Mutagenese). Eine Priifung der Proteinstruktur-
datenbank (PDB) deutet an, dass diese Methode nicht auf
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Einzelfille beschrinkt ist, sondern allgemein zur Entwicklung
von biosynthetischen Modellen vieler Metalloproteine ver-
wendet werden kann. Beispielsweise gehoren Azurin, Ami-
cyanin und Cu,-Proteine zu einer Gruppe mit dem gleichen
Geriist, dem Miander-f-Fass-Motiv. Es ist das zweithaufigste
Motiv in der PDB und viele Proteine mit verschiedenen
Strukturen und Funktionen des aktiven Zentrums, beispiels-
weise Immunglobine, Beta-Amylase, Cytochrom-c-Oxidase,
Nitrit-Reduktase und Superoxid-Dismutase, weisen das glei-
che Geriist auf (Abbildung 5).5”

i}
P 7
@% Superoxid-

<
Dismutase

Nitrit-
Reduktase

R

Beta-Amylase K4 {

Maander-p-Fass

!

\ Cytochrom-c-Oxidase

Abbildung 5. Das Miander-B-Fass-Motiv kommt in Giber 600 Proteinen
verschiedener Klassen mit unterschiedlichen Funktionen vor. Da sich
die aktiven Zentren meist in der Schleifenregion befinden, sind neue
Metalloproteine durch schleifenspezifische Mutagenese zuginglich.

In den meisten dieser Proteine befinden sich die aktiven
Zentren innerhalb oder zwischen den Schleifen. Die Natur
hat offenbar ein thermodynamisch stabiles Geriist hervorge-
bracht, dem sie durch den einfachen Austausch der Schleifen
viele verschiedene Proteinstrukturen und -funktionen iiber-
tragt. Auf diese Weise wird die Stabilitdt der Proteinstruktur
weniger stark beeintréachtigt als durch eine Verdanderung des
Gertsts. Dieser ,, Trick® ist fiir die biosynthetische anorgani-
sche Chemie von grofler Bedeutung.

FEin anderes Beispiel aus der Natur, bei dem das gleiche
Proteingertist fiir unterschiedliche Funktionen eingesetzt
wird, sind die Hidm-Peroxidasen.'” Alle Ham-Peroxidasen
enthalten ein aktives Ham-Zentrum, in der Mangan-Per-
oxidase (MnP) liegt jedoch zusitzlich noch eine Mn"-Bin-
dungsstelle vor (Abbildung 6 A). Die Oxidation von Mn" ist
entscheidend fiir die MnP-Funktion (Schema 1) beim biolo-
gischen Abbau von Lignin, dem zweithdufigsten Biopolymer
(nach Cellulose), sowie beim Abbau pflanzlicher Bestandteile
zu Erdol.®! Interessanterweise hat Cytochrom-c-Peroxidase
(CcP) nicht nur die gleiche allgemeine Struktur, sondern auch
eine dhnliche Hdam-Bindungsstelle. Die Hauptunterschiede
bestehen darin, dass CcP keine Mn"-Bindungsstelle enthilt
und dass sich Trp anstelle von Phe in der Ndhe der Him-
Bindungsstelle befindet (Abbildung 6 A,B).”) Eine genauere
Untersuchung zeigt, dass mehrere Liganden an Mn" der MnP
in der CcP nicht vorhanden sind. Zur Umwandlung von CcP,
einem Enzym der Backhefe, in eine MnP mit &hnlicher
Funktion wurden an den entsprechenden Positionen Reste
der CcP gegen Reste der MnP ausgetauscht (Abbildung 6 C),
und die so erhaltenen neuen CcP-Varianten wiesen erhohte
MnP-Funktion auf.*! Dariiber hinaus zeigte der Austausch
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Abbildung 6. A) Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen Mangan-
Peroxidase (MnP) und Cytochrom-c-Peroxidase (CcP); B) Vergleich der
Ham-Manganbindungsstelle in MnP und CcP; C) Kristallstrukturen von
MnP (rot) und einer CcP-Variante, die MnP nachahmt (blau).

Fell + H,0, —>» FeV=0/Trp* + H,0
FeV=O/Trp* + Cc®  ——  FeV=O/Trp + Cc**
FeV=O/Trp + 2 H* + Cc®* —® Fe/Trp + Cc® + H,0
Fell + H,0, —_— FelV=0/Por*"
FeV=O/Por* + Mn" ~ ——3=  Fe'V=0/Por + Mn"!

FeV=O/Por + 2 H* + Mn!  — > Fel/Por + Mn'" + H,0

Schema 1. Katalytische Kreislaufe von CcP (oben) und MnP (unten).
Trp = Tryptophan, Por = Ham-Porphyrin.

der Trp-Reste von CcP gegen die Phe-Reste von MnP, dass
die Phe-Reste verschiedene Rollen bei der MnP-Funktion
spielen; wihrend die Mutation Trp 191 Phe die Verbindung I
(eine Zwischenstufe) stabilisierte, steigerte die Mutation
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TrpS51Phe die Aktivitdt deutlich, denn sie erhohte die Re-
aktivitit der Verbindung II, deren Mn"-Oxidation der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt im Reaktionsmechanis-
mus von MnP ist.[%¢7]

2.2. Nichtkovalente Einstellung der sekunddren
Koordinationssphére durch anorganische Biosynthese

Die nichtkovalente Feineinstellung der sekundidren Ko-
ordinationssphédre von Metallbindungsstellen ist ein weiterer
»Irick“ biologischer Systeme. Beispielsweise ist Cyto-
chrom P450 eines der effizientesten Enzyme fiir asymmetri-
sche Sauerstofftransfer-Reaktionen wie Sulfoxidierung, Ep-
oxidierung und Hydroxylierung an verschiedenen Substra-
ten.®! Die primire Koordinationssphire besteht aus einer
Hém-Einheit mit einem Thiolat-Cys als proximalem Ligan-
den (Abbildung 7A). Aufgrund der Bedeutung der Ham-

Leu244
Thr252

His64
Va|295
Cys357 .
Ph 350 His93
A Cyt P450
Glug
Glud Met?
His175
His102
Asp-23(5¢\
C.CcP D. Cyt by,

Abbildung 7. Die wichtigsten Strukturunterschiede von Cyt P450 (A),
Mb (B), CcP (C) und Cyt bsg, (D) im Kristall.

Thiolat-Ligation wurde der proximale Ligand Histidin im
menschlichen Myoglobin gegen einen Cysteinrest ausge-
tauscht.*”” Das Spektrum des resultierenden Proteins im
Ruhezustand dhnelte demjenigen von Cyt P450. Das Prote-
inmodell zeigte auBerdem eine erhohte Aktivitdt bei der
asymmetrischen Sulfoxidierung. Jedoch reichte die His-zu-
Cys-Mutation in Pferdeherz-Myoglobin alleine nicht zur
Him-Thiolat-Ligation aus.""! Eine zusitzliche Mutation des
distalen, nichtkoordinierenden Histidinrests zu einem Valin-
oder Isoleucinrest ergab dagegen ein P450-dhnliches Protein
mit Eisen(III)-Ruhezustand (Abbildung 7B).""!  Dieser
Effekt, den die Autoren als ,,trans-Effekt“ bezeichneten, si-
muliert die hydrophobere Umgebung des Cyt P450 (Abbil-
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dung 7A) und trigt stark zur Bindung des axialen Liganden
und zur Stabilitét bei.

In dhnlicher Weise fiihrte die Mutation des axialen His-
Liganden zu Cys in der Cytochrom-c-Peroxidase (CcP) zu
einem sehr instabilen Liganden, der schnell zur Cysteinsdure
oxidiert wurde.” Dann wurde erkannt, dass ein unpolarer
Rest neben dem Cys in P450-Proteinen konserviert ist, wih-
rend an entsprechender Stelle in CcP ein Asparaginsdurerest
vorliegt (Abbildung 7 C). Daher fiihrte eine weitere Mutation
dieses Asp zu Leu zu einem stabilen, fiinffach koordinierten
High-spin-Ham mit Thiolat-Ligation.” Hierbei wurden auch
der erste stabile Cyanoeisen(IIT)-Komplex und der erste Ei-
sen(II)-Zustand eines P450-Modells erhalten.”*

Eine stabile Koordination des Cystein-Thiolats im FEi-
sen(IT)-Carbonyl-Derivat eines synthetischen Proteins wurde
ebenfalls durch Mutationen der axialen His- und Met-Li-
ganden zu Cys bzw. Gly im Cytochrom bs4, erhalten (Abbil-
dung 7D). Der Austausch von zwei Glutamatresten (Glu4
und Glu8), die von den Hidm-Propionat-Gruppen elektro-
statisch abgestoflen wurden, gegen Ser war der Schliissel zum
Erfolg. Diese Untersuchungen demonstrierten die Bedeutung
der sekundédren Koordinationssphire um die primér koordi-
nierten Liganden bei der Stabilisierung des Metall-Ligand-
Bindung.

2.3. Wasser und Wasserstoffbriicken in der anorganischen
Biosynthese

Der dritte ,, Trick“ aus neueren Untersuchungen einer
Reihe von Metalloproteinen sind genau festgelegte Wasser-
stoffbriickennetzwerke zur Feineinstellung der Funktion und
Spezifitit von Metalloproteinen. Beispielsweise wurde ge-
zeigt, dass die meisten Him-Enzyme ein &hnliches Ham-
Peroxo-Intermediat durchlaufen und doch unterschiedliche
Enzymaktivititen aufweisen, wie die Monooxygenase
(Cyt P450), Him-Oxygenase (HO) und Oxidase (CcO). In
den Rontgenkristallstrukturen von Cyt P450 und HO wurden
Wassermolekiile an den Metallbindungsstellen nachgewiesen
(Schema 2).7%™1 Es wurde gezeigt, dass Zahl und genaue
Positionen der Wassermolekiile fiir die Bildung der Wasser-
stoffbriickennetzwerke entscheidend sind, die wiederum die
Reaktivitit stark beeinflussen konnen. Wahrend die Anord-
nung der Netzwerke in CcO nicht genau aufgeklédrt werden
konnte, haben Funktionsstudien eines biosynthetischen Mo-
dells in Myoglobin ihre Bedeutung bei der Feineinstellung der
Reaktivitit bestitigt.”" Diese Arbeiten erginzen Studien mit
synthetischen Modellen™®! durch einen Strukturvergleich
von Myoglobin und Ham-Kupfer-Oxidase. Beide Proteine
enthalten eine Him-Gruppe, bei CcO ist jedoch zusitzlich ein
Kupferzentrum in etwa 4.7 A Abstand vom Him-Eisenzen-
trum vorhanden (Abbildung 8 A). Um ein biosynthetisches
Modell fiir CcO zu erhalten, wurden His-Liganden in die
distale Seite von Pottwal-Mb an entsprechenden Positionen
eingefiihrt (Abbildung 8 B).F!

Spektroskopischen Untersuchungen zufolge ist das Mb-
Modell (CugMb) der CcO sehr dhnlich. AuBerdem machten
Untersuchungen dieses biosynthetischen Modells deutlich,
dass die Gegenwart eines Kupferions das Redoxpotential des
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Schema 2. Vorgeschlagene Rolle der Wasserstoffbriicken in HO und
Cyt P450.

Abbildung 8. Kristallstrukturen: A) Uberlagerung von CcO mit Pottwal-
Myoglobin (diinne Linien). Mb weist keine Cug-Bindungsstelle auf, da
es ein His, ein Leu und ein Phe anstelle von drei Histidinresten in CcO
enthilt; B) Uberlagerung von CcO mit einem Computermodell von
CugMb (Leu28 His/Phe 43 Phe, diinne Linien).

H:im-Eisenions entscheidend beeinflussen® %) und das sau-
erstoffbindende Protein Mb in ein sauerstoffaktivierendes
Enzym umwandeln kann.">®! Interessanterweise bildet das
Proteinmodell in Mb Verdohdm, ein wichtiges Intermediat in
HO, anstelle von Ferryl-Hiam wie in CcO.”*! Kontrollexperi-
mente zeigten, dass Proteininstabilitdt oder verdanderte Kréfte
an der Bindungsstelle als Ursachen fiir diese Reaktion aus-
geschlossen werden konnen, weil der Austausch von Cu" oder
Cu' gegen nicht redoxaktive Ionen (z.B. Zn" bzw. Ag") die
HO-Reaktion nicht begiinstigte.”s! Da alle Reaktionen in
Gegenwart von Katalase ausgefiihrt wurden, konnte auch
exogenes Peroxid als Ursache fiir die Bildung von Verdohdm
ausgeschlossen werden. Die Reaktion von CugMb mit H,O,
(2e~-reduziertem O, mit zwei zusétzlichen Protonen) fiihrte
zu einer Ferryl-Spezies dhnlich der in CcO. Da die HO auch in
Gegenwart von Metallionen in der distalen Seite nach Re-
aktionen von reduziertem Him mit O, oder oxidiertem Him
mit H,0, zum Verdohdm fiihren wird, ist das biosynthetische
CugMb nicht einfach ein HO-Modell. CugMb nimmt eine
Mittelstellung zwischen HO und CcO ein (Schema 3), wobei
das zusitzliche Proton entweder die CcO- oder die P450-
Reaktion begiinstigt, nicht aber die HO-Reaktion. Daher
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Schema 3. Wasserstoffbriicken und Protonen beeinflussen den Reak-
tionsweg der Zwischenverbindung in Him-Enzymen."®

bietet ein derartiges biosynthetisches Modell eine einzigartige
Moglichkeit, zu ermitteln, welche Eigenschaften die Enzym-
aktivitit lenken.

3. Biosynthetische anorganische Chemie zur
Herstellung neuartiger anorganischer Komplexe

Die biosynthetische anorganische Chemie hat sich zur
Entwicklung biomimetischer Modelle von komplexen Me-
talloproteinen und zur Entdeckung der Strukturmerkmale fiir
Proteinfunktionen bewihrt, ihr Hauptvorteil ist jedoch, dass
sie die Vorziige der anorganischen Chemie und der Biologie
fir die Herstellung anorganischer Komplexe mit neuartigen
Strukturen und Funktionen kombiniert.®

Natiirliche Metalloproteine bestehen in der Regel aus 20
Aminoséduren, von denen weniger als die Hélfte als Liganden
an Metallionen binden kann. Dariiber hinaus enthalten sie
nur wenige Metallionen und metallhaltige prosthetische
Gruppen (z.B. Cobalamine und Him-Gruppen). Der Einsatz
nichtnatiirlicher Aminosduren in Metalloproteinen kann die
Zahl moglicher Liganden drastisch erhohen, wihrend die
Einfiihrung anorganischer Verbindungen in Proteine neuar-
tige und komplexe aktive Zentren hinzufiigt. Daraus ergibt
sich eine neue, betréachtlich erweiterte Enzymologie, die aus
einem grofleren Reservoir an kiinstlichen Metalloproteinen
fir verschiedene Reaktionsarten und -geschwindigkeiten
schopfen kann.

Uberdies bringen diese Bestrebungen anorganische Ver-
bindungen mit neuen Strukturen und Aktivitdten hervor.
Besonders wichtig ist dabei die Anpassung anorganischer
Katalysatoren fiir asymmetrische Reaktionen und fiir che-
mische Umsetzungen in Wasser. Die Umhiillung dieser an-
organischen Katalysatoren mit Proteinen kann beiden Zwe-
cken dienen, da die natiirliche chirale Umgebung eines Pro-
teins eine Unterscheidung nach der Chiralitit unterstiitzt.
Das hydrophobe Innere der Proteine bietet eine giinstige
Umgebung fiir anorganische Komplexe (die nur in organi-
schen Losungsmitteln aktiv sind), wihrend das hydrophile
AuBere die Loslichkeit in Wasser verbessert. Dies kann durch
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kleinste Verdnderungen der Liganden erzielt werden und
wirkt sich daher kaum auf die Reaktivitdt des Katalysators
aus.

3.1. Einfiihrung nichtnatiirlicher Aminosduren in
Metalloproteine

Eine Feineinstellung der Eigenschaften von Metallopro-
teinen gelingt durch die Einfithrung nichtnatiirlicher Ami-
nosduren in Metallbindungsstellen von Proteinen. Beispiels-
weise ersetzen Pyridinliganden in synthetischen Modellen
hiufig die Histidinreste von Protein-Metallbindungsstel-
len.""! Zum Austausch der Histidinliganden wurden Pyridin-
liganden in ein neu entwickeltes Hamprotein mit vier o-
Helix-Einheiten eingebaut. Eine Bis-Pyridinyl-Ligation an-
stelle der Bis-His-Ligation senkte die Proteinbindungsaffini-
tiat des Eisen(IIT)-Hdms um den Faktor 60000 und erhdhte
das Him-Reduktionspotential um 287 mV.® Diese map-
geblichen Unterschiede sind bei der Verwendung von Pyri-
dinliganden als Modelle fiir Histidinliganden in Metallopro-
teinen zu beriicksichtigen.

Die wohl vorteilhafteste Anwendung nichtnatiirlicher
Aminoséduren in Metallbindungsstellen von Proteinen besteht
im isostrukturellen Austausch von Liganden oder Resten in
der Nihe der sekunddren Koordinationssphire, bei dem die
elektronischen Eigenschaften durch Substitution einzelner
Atome und Gruppen verdndert werden. Beispielsweise sind
sowohl Cys als auch Met in blauen Kupferproteinen konser-
viert (Abbildung 9). Der Austausch von Cystein gegen Sele-

Fiscfs/}/
HF,C-8"—

P

—0
Met121 5 </Nj\His117
f2o N

N N—cu’
= 5\5/7_ Cys112
His46 o

%,
N Giyas

Abbildung 9. Isostruktureller Austausch von Cys und Met gegen nicht-
natiirliche Aminosiuren.

nocystein in Azurin fithrte zu deutlichen Veridnderungen in
den UV/Vis- und EPR-Spektren (Rotverschiebung der
sichtbaren Bande der Ladungsiibertragung um 50 nm bzw.
Verdoppelung der Hyperfeinkopplungskonstante)® 1 bei
nur geringen Auswirkungen auf das Reduktionspotential des
Kupferzentrums.® Andererseits énderten sich die UV/Vis-
und EPR-Spektren beim Austausch des Methioninrests gegen
Selenomethionin oder Norleucin kaum, die Reduktionspo-
tentiale hingegen drastisch (Anstiege von 25 bzw. 140 mV
gegeniiber dem natiirlichen Protein).’®"!

Nicht nur die Liganden der primiren Koordinations-
sphire, sondern auch Reste in der sekunddren Koordinati-
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onssphiare wurden durch nichtnatiirliche Aminosduren er-
setzt. Beispielsweise fiihrte der Austausch der OH-Gruppe in
para-Position eines konservierten Tyr nahe dem Cys-Ligan-
den in einem Rubredoxin gegen H, F, NO, oder CN zu einem
Anstieg des Reduktionspotentials des Eisen-Schwefel-Zen-
trums, wobei elektronenziehende Gruppen positivere Poten-
tiale ergaben (Abbildung 10A).*1 AuBerdem wurde eine
konservierte Wasserstoffbriicke zwischen den Amidgruppen
der Hauptkette und dem Cystein-Liganden der Fe,S,-Cluster
bestimmter Eisen-Schwefel-Proteine (high potential iron-
sulphur proteins, HiPIPs) beobachtet. Der Ersatz der Amid-
bindungen in der Hauptkette durch Esterbindungen entfernte
die Wasserstoffbriicken, und das Reduktionspotential des
Eisenzentrums verringerte sich um ca. 100 mV (Abbil-
dung 10B)."!

A. B.
o]
o]
= N AN
~
\|C9\| L e L le | ? t::>.\0
OH H F CN  NO,

O)f
g

Abbildung 10. Nichtnatiirliche Aminosauren bei der Untersuchung der
Rollen des Tyr-Liganden in der sekundiren Koordinationssphire in
Rubredoxin (A) und des Carbonyl-Sauerstoffatoms der Hauptkette in
HiPIP (B).

Der isostrukturelle Austausch von Liganden ist ein iibli-
ches Verfahren in der anorganischen Synthese. Bei der Ein-
filhrung nichtnatiirlicher Aminosduren in Metalloproteine
baut die biosynthetische anorganische Chemie dieses Ver-
fahren aus: Da Proteine ein starres Netzwerk fiir die Me-
tallbindungsstellen bereitstellen, gelingt durch einen iso-
strukturellen Austausch héufig die Einfiihrung schwacher
Liganden, die kaum oder gar nicht an Metallionen koordi-
nieren (z.B. durch Austausch von Met gegen Ile), ohne die
iibrigen Eigenschaften der Metallbindungsstelle grundlegend
zu beeintridchtigen. Er erleichtert auch die Untersuchung
nichtkovalenter Wechselwirkungen in der sekundéren Koor-
dinationssphire (z.B. durch Austausch einer Peptidbindung
gegen eine Esterbindung®). Dieses Verfahren deckt die
Rolle spezifischer Reste genau auf, es bietet sich aber auch
zur Feineinstellung der Eigenschaften anorganischer Koor-
dinationskomplexe an. Beispielsweise konnen durch den
Einbau isostruktureller nichtnatiirlicher Aminosduren an der
Met-Position verschiedene Faktoren unterschieden werden,
die das Reduktionspotential des blauen Kupfer-Azurins
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durch diesen axialen Liganden beeinflussen.™ Dabei zeigte
sich eine lineare Beziehung zwischen dem Reduktionspo-
tential und der Hydrophobie der Seitenkette am axialen Li-
ganden,™ die bei der Entwicklung dhnlicher Verbindungen
mit vorhersagbaren Reduktionspotentialen hilfreich sein
konnte.

3.2. Einfiihrung nichtnatiirlicher Metallcofaktoren in Proteine

Die Einfithrung nichtnatiirlicher Metallcofaktoren in
Proteine veranschaulicht die Kombination der Vorziige von
Biologie und anorganischer Chemie in der biosynthetischen
anorganischen Chemie. Hierzu wurden drei Methoden mit
nichtkovalenten, einfachen kovalenten und zweifachen ko-
valenten Verkniipfungen eingesetzt.

Zumeist werden natiirliche Metallcofaktoren oder pros-
thetische Gruppen durch nichtkovalente Wechselwirkungen
wie Wasserstoffbriicken, elektrostatische und hydrophobe
Wechselwirkungen in Proteine eingebaut. Da Proteine in der
Evolution nicht hinsichtlich der Bindung nichtnatiirlicher
Metallcofaktoren entwickelt wurden, ist die Einfiihrung
dieser Cofaktoren eine schwierige Aufgabe. Der bisher
grofite Erfolg gelang beim Austausch der Ham-Einheit in
Proteinen wie Myoglobin gegen modifizierte Metallopor-
phyrine.”" Da die modifizierten Metalloporphyrine eine
dhnliche Struktur aufweisen wie die natiirlichen Him-Grup-
pen, konnen dem Protein durch eine Substitution neue Re-
aktivititen verliechen werden, ohne dass einschneidende
Strukturdnderungen an der Metallbindungsstelle erforderlich
sind. Beispielsweise fithrten Modifikationen an den beiden
Propionatgruppen im Ham zu neuen Funktionen wie Protein-
Protein- und Protein-Molekiil-Erkennung sowie Elektro-
nentransfereigenschaften und hoherer chemischer Reaktivi-
tit (Abbildung 11 A),” die sich etwa in einer gesteigerten
P450-artigen Sauerstoffaktivierung bei Anlagerung eines
Flavins an eine der Propionatgruppen #uBerte.'” Zudem
stieg die O,-Bindungsaffinitdt durch den Austausch von Ham
gegen Eisen-Porphycen.['"”]

Viele nichtnatiirliche Metallkomplexe zeigen keine
Ahnlichkeit mit natiirlichen Metallcofaktoren, Konjugate
dieser Metallkomplexe mit Biotin kénnen aber von der star-
ken und spezifischen Bindung zwischen Biotin und dem
Protein Avidin profitieren. Auf diese Weise wurden biotiny-
lierte Dirhodium(I)-Komplexe in Avidin oder das dhnliche
Protein Streptavidin eingefiihrt, um neue Katalysatoren fiir
die asymmetrische Hydrierung mit bis zu 96 % Enantiome-
reniiberschuss (ee) zu erhalten (Abbildung 11B).100:10+111]
Eine weitere Moglichkeit zum Einbau nichtnatiirlicher
Komplexe ist das Design von Metalloproteinen auf der
Grundlage von Kiristallstrukturen der Proteine und Metall-
komplexe. Nach einer genauen Untersuchung der Strukturen
von Myoglobin und Metall-Salophen-Komplexen von Cr™
und Mn™ ergaben Modifikationen sowohl des Proteins als
auch des Metallkomplexes ein neues Protein, das die asym-
metrische  Sulfoxidation vermittelte (Abbildung 11C;
Salophen = N,N'-Bis(salicyliden)-1,2-phenylendiamin-Dian-
ion).101112-1141 SehlieBlich erfolgte das vollstindige De-novo-
Design eines Proteins mit vier Helices, das dem natiirlichen
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Apomyoglobin

nichtnaturliche :

prosthetische Gruppe

S N
rekonstituiertes e kiinstlich erzeugte Oberflache
Myoglobin

z. B.: verstarkte Peroxidase-Aktivitat

™Mb

Guaiacol + H,0, —  Tetraguaiacol

(Strept)Avidin

Hozc\ENHAG kiinstliches Metalloenzym Hozc\HtNHAc

R Ha R

Mn(Salophen)-Mb

Thioanisol + H,0, —  Thiocanisolsulfoxide

Abbildung 11. Einfithrung nichtnatiirlicher metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine durch nichtkovalente Bindung. A) Austausch von Him in Mb
gegen modifiziertes Ham;® B) Einfithrung von Organometallkomple-
xen mithilfe starker nichtkovalenter Wechselwirkungen zwischen Biotin
und Avidin;® C) Autausch von Ham in Mb gegen einen Mangan-
Schiff-Base-Komplex."!

Vorbild #hnelte und selektiv ein Metalloporphyrin band.!'*
Dieses Beispiel markiert den Anfang der computergestiitzten
Entwicklung mafigeschneiderter Metalloproteine mit nicht-
natiirlichen Metallkomplexen.

Die nichtkovalente Anbindung ist nicht die einzige
Moglichkeit, natiirliche Metallcofaktoren in Proteine einzu-
bauen. Es kommen auch kovalente Bindungsstrategien zum
Einsatz, bei denen die Bindung entweder an einer Stelle
(Cytochrome c einiger Protozoen-Mitochondrien!'®) oder an
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zwei Stellen erfolgt (bei den meisten Cytochromen ¢!,
Auch diese Strategien wurden erfolgreich auf nichtnatiirliche
Metallkomplexe iibertragen.

Beispielsweise fiihrte der Einbau von 1,10-Phenanthrolin-
Kupfer™ oder Eisen-EDTA!"*! in Proteine iiber eine einfa-
che kovalente Bindung zu einer sequenzspezifischen Nuc-
lease. Die kovalente Anbindung eines Kupfer(II)-1,10-Phe-
nanthrolin-Komplexes an einen einzigen Cysteinrest eines
Lipidbindungsproteins der Fettzelle lieferte einen Katalysa-
tor, der die Hydrolysereaktion in Abbildung 12 A hoch enan-
tioselektiv vermittelte (bis 86% ee).''®1%2] Diese Strategie
wurde auch zur kovalenten Anbindung eines Ferrocen-De-
rivats in Azurin angewendet (Abbildung 12B). Dieses neue
Organometalloprotein verbesserte die Loslichkeit von Fer-
rocen und erhohte die Stabilitdt des Ferrocenium-Ions in
Wasser.'" Auch die sekundire Koordinationssphiire des
Proteins wurde zur Feineinstellung des Reduktionspotentials
von Ferrocen erfolgreich einbezogen.!""!

Obgleich nichtnatiirliche Metallkomplexe durch Ver-
kniipfung an einer Stelle mit geringsten Strukturmodifika-
tionen an Proteine gebunden werden konnen, koénnte ihre
Beweglichkeit innerhalb des Proteins nicht ausreichend ein-
geschréankt sein, um hoch stereo- und enantioselektive Um-
setzungen zu vermitteln. Beispielsweise ergab ein durch ein-
fache kovalente Verkniipfung im Inneren eines Proteins ge-
bundener Mangan-Salen-Komplex weniger als 10% ee

Ferrocenium-Azurin

Fe(ll)-Cyt ¢ - Fe(lll)-Cyt ¢

Abbildung 12. Einfiihrung nichtnatiirlicher metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine durch einfache kovalente Verkniipfung. A) Computermodell
des Phenanthrolin-Komplexes (ALBP-Phen) eines Lipidbindungspro-
teins aus der Fettzelle;""® B) Computermodell eines Azurin-Ferrocen-
Organometalloproteins.I'
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(Salen = N,N'-Bis(salicyliden)ethylendiamin-Dianion).!*!

Wurde der Metallkomplex durch doppelte kovalente Ver-
kniipfung an eine bestimmte Stelle in Mb gebunden, so stieg
die Enantioselektivitit auf 51% ee (Abbildung 13).** Of-
fensichtlich geniigt eine solche Enantioselektivitit noch nicht

=
( / yisc Yy

—

‘MnSalen-Mb

Thioanisol + H,O, —  Thioanisolsulfoxide

Abbildung 13. Einfiihrung nichtnatiirlicher metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine durch zweifache kovalente Verkniipfung. Ein Computermodell
von Mb(L72C/Y103C) mit einem an zwei Stellen kovalent gebundenen
Mangan(lIl)-Salen-Komplex ist mit der Ham-Einheit von Myoglobin
tberlagert."*

den Anforderungen einer Synthese, doch dies ist verstindlich,
wenn man bedenkt, dass Myoglobin nicht wie andere Ham-
Enzyme (z.B. Cyt P450) zur asymmetrischen Katalyse wei-
terentwickelt wurde, und dass die Substratbindungsstelle
nicht zur Ubertragung von Selektivitit modifiziert wurde.
Das vorgestellte Prinzip ist nichtsdestotrotz fiir die zukiinftige
Forschung wegweisend. Beispielsweise sollte eine Kombina-
tion der kovalenten Bindungsstrategien'” 'l mit struktur-
basiertem Design oder mit Methoden der gerichteten Evo-
lution'*1?! 7y einer neuen Generation asymmetrischer Ka-
talysatoren mit noch groBerer Effizienz und hoheren Selek-
tivitdten fithren.

4. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die biosynthetische anorganische Chemie ist eine natiir-
liche Erweiterung der anorganischen Synthesechemie. An-
stelle von kleinen organischen Molekiilen verwendet sie
kleine, stabile, leicht zugingliche und gut charakterisierte
Proteine wie Azurin und Myoglobin als Liganden fiir die
Synthese von biomimetischen Modellen oder neuartigen
Verbindungen. Im Hinblick auf die Synthese, Charakterisie-
rung und Eigenschaften haben die chemische wie auch die
biologische Methode ihre Vor- und Nachteile (Tabelle 2).

Synthese. Im Allgemeinen fiihrt eine der Syntheseme-
thoden schneller und mit groferen Ausbeuten zum Ziel.
Doch die neuesten Entwicklungen der Molekularbiologie
und Enzymologie ermoglichen die routinemifige Herstel-
lung von Hunderten Milligramm bis Gramm an Protein im
Labor und sogar noch grofleren Mengen bei industriellen
Verfahren. Durch Reaktionen mit Zellen, die das gewiinschte
Proteinmodell enthalten, kann die natiirliche Anreicherung
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der Gene und Proteinprodukte fiir die Biosynthese und
Biokatalyse genutzt werden. Gegeniiber der Synthese kleiner
Molekiile, bei der die Modifikation eines Liganden be-
trachtliche Abweichungen in der Ausbeute und im Kosten-
und Zeitaufwand zur Folge haben kann, hat die Biosynthese
den Vorteil, dass eine dhnliche Modifikation am Proteinli-
ganden diese Parameter kaum beeinflusst. Im Hinblick auf
Zeitaufwand und Ausbeute nédhert sich die Biosynthese somit
der Synthese kleiner Molekiile an. In Einzelfillen ist die
Herstellung biosynthetischer Modelle sogar einfacher als
diejenige komplexer synthetischer Modelle. Beispielsweise
erfordern synthetische Modelle von Him-Kupfer-Oxidasen
lange Syntheserouten mit relativ niedrigen Ausbeuten.”!
Die Biosynthesen von Him-Kupfer-Modellen in Myoglo-
bin®! oder Cytochrom-c-Peroxidase!'?”! verlaufen mit #hnli-
chen Ausbeuten und Herstellungszeiten wie die Biosynthesen
anderer Derivate der gleichen Proteine. Ungeachtet der
Komplexitit der Modifikationen sind etwa 100 mgL~"' der
reinen biosynthetischen Modelle in weniger als einer Woche
erhiltlich. Dadurch wird die routinemifige Herstellung von
Proteinen im Gramm-MalBstab moglich. Zwar ist die bio-
synthetische Methode in der Industrie bislang auf wenige
Systeme beschrinkt,™!¥ doch sie hat bereits an Boden gut-
gemacht.

Anwendungen. Die Biosynthese erfolgt oft an der Luft bei
Umgebungstemperatur und -druck, und nicht bei extremen
Temperaturen und Driicken oder unter Inertatmosphiren,
wie sie fiir viele Synthesen kleiner Molekiile notwendig sind.
Daher konnte die Biosynthese helfen, Energie und Geréte-
kosten einzusparen. AuB3erdem ist sie durch die Verwendung
biologisch abbaubarer Stoffe und Wasser als Losungsmittel
eine umweltvertragliche Methode. Die Produkte von Bio-
synthesen sind jedoch nicht so stabil wie synthetische Ver-
bindungen, wodurch der langfristige industrielle Einsatz bei
hohen Temperaturen oder Driicken erschwert wird. Dieses
Problem kann durch die Verwendung von Proteinliganden
aus extremophilen Mikroorganismen (die bei hohen Tempe-
raturen und/oder in Gegenwart organischer Solventien wie
Methanol existieren konnen) umgangen werden.

Das Massenverhiltnis von Produkt und Katalysator wird
haufig als Kriterium fiir die Anwendbarkeit von Katalysato-
ren angefiihrt. Dies ist nur dann ein gutes MaB}, wenn die
Katalysatoren dhnlich sind und durch &hnliche Methoden
synthetisiert werden. In diesem Fall sind die Synthese von
Katalysatoren mit einer gro3eren Masse und deren Entsor-
gung im Allgemeinen teurer, und diesbeziiglich wiren klei-
nere Verbindungen einem chemisch synthetisierten Protein-
liganden mit dhnlicher katalytischer Aktivitdt vorzuziehen.
Biosynthetische Proteinliganden kénnen jedoch viel billiger
hergestellt werden, als ihr Molekulargewicht vermuten lésst,
und ihre Entsorgung kostet deutlich weniger als diejenige
eines organischen Liganden, der zwar &hnlich groB3, aber
weder umweltvertrédglich noch biologisch abbaubar ist. Tat-
sédchlich sind die Kosten fiir die biosynthetische Herstellung in
rekombinanten Proteinexpressionssystemen und die Entsor-
gung eines kleinen Proteins (z.B. MW =10000) denen eines
viel groBeren Proteins (z. B. MW = 100000) sehr dhnlich. Bei
der Bewertung verschiedener Katalysatoren sind daher viele
Kriterien zu betrachten,'® z.B. das Massenverhiltnis, die
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Zuginglichkeit und die beschriebenen Kosten des Katalysa-
tors, sein Substratspektrum und gegebenenfalls seine Enan-
tioselektivitit.

Charakterisierung. Die meisten spektroskopischen Un-
tersuchungsmethoden fiir Metallverbindungen, wie Elektro-
nenspektroskopie (UV/Vis), paramagnetische Elektronenre-
sonanz (EPR), magnetischer Circulardichroismus (MCD),
Resonanz-Raman-Spektroskopie (RR) und Rontgenabsorp-
tionsspektroskopie (XAS), sind ohne groBe Unterschiede bei
der Datenerfassung und Interpretation auf synthetische und
biosynthetische Verbindungen anwendbar. Dank neuer Ent-
wicklungen konnen nun auch die dreidimensionalen Struk-
turen biosynthetischer Verbindungen durch Rontgenkristal-
lographie oder NMR-Spektroskopie routineméfig aufgeklért
werden, doch es ist viel einfacher, hochaufgeloste Strukturen
von synthetischen Verbindungen zu erhalten. Um dieses
Problem zu umgehen, verwendet man Proteine mit bekann-
ten 3D-Strukturen als Liganden. Dadurch ist es leichter, fiir
Diffraktionsanalysen geeignete Kristalle zu ziichten, und die
3D-Strukturen lassen sich durch Vergleich der Elektronen-
dichteverteilungen schneller ermitteln. Der Einsatz von
Synchrotronstrahlung bei der Aufnahme der Diffraktionsda-
ten verbessert die Auflosung zusétzlich.

Eigenschaften. Proteine bilden durch kovalente Bindun-
gen und nichtkovalente Wechselwirkungen (z.B. Wasser-
stoffbriicken, elektrostatische und hydrophobe Krifte) in der
primdren und sekunddren Koordinationssphire ein starres
Netzwerk, das die Metall- und Substratbindungstellen stabi-
lisiert. Sie bieten so eine bessere Umgebung zur regio- und
stereoselektiven Bindung und Katalyse, bei der reaktive
funktionelle Gruppen nicht geschiitzt werden miissen. Da sie
aus chiralen natiirlichen Aminosiduren bestehen, sind Pro-
teine intrinsisch enantioselektiv. Biosynthetische Verbindun-
gen mit Proteinen konnen hiervon profitieren. Tatsédchlich
zeigte eine Reihe biophysikalischer Untersuchungen deut-
lich, dass die biosynthetischen Modelle, z.B. ein Cu,-Zen-
trum in Azurin (Abbildung 2B),*" so starr sind wie die na-
tirlichen Templatproteine. Auflerdem erhielt man meist
entweder Struktur- oder Funktionsmodelle der natiirlichen
Zielproteine. Da in biosynthetischen Modellen der gleiche
Ligandentyp wie in Zielproteinen verwendet wird und sie
unter denselben Bedingungen wie die Zielproteine syntheti-
siert und charakterisiert werden, sind sie hdufig aber sowohl
Struktur- als auch Funktionsmodelle. Kiirzlich gelang auch
die Synthese neuer organischer Liganden, die, dhnlich wie
Proteine, ein starres Netzwerk mit Wasserstoffbriicken in der
sekundiren Koordinationssphire aufweisen.'?! Syntheti-
sche asymmetrische Katalysatoren haben einen weiteren
Aktivitits- und Substratbereich:'"*! Der groBere Aktivitiits-
bereich ergibt sich hauptsdchlich aus einer unbegrenzten
Auswahl an Liganden, Metallen und metallhaltigen Cofak-
toren, der breitere Substratbereich kann auf die Vielfalt der
moglichen Reaktionsbedingungen — niedrige Temperaturen,
hohe Driicke und verschiedene organische Losungsmittel —
zuriickgefiihrt werden. Biosynthetische Katalysatoren sind
dagegen auf die 20 natiirlichen Aminosduren, physiologisch
verfiigbare Metalle oder metallhaltige Cofaktoren, physiolo-
gische Bedingungen und wéssrige Losungen festgelegt. Diese
Einschréankungen unterstreichen die Bedeutung von Bioka-
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talysatoren, und sie empfehlen uns, die Methoden der Natur
zu ihrer Verbesserung zu studieren. Die Einfiithrung nicht-
natiirlicher Aminosiduren und metallhaltiger Cofaktoren in
Proteine wire ein wichtiger Schritt in diese Richtung.

Fortschritte in vielen Bereichen der Biologie und Chemie
ermoglichten die Entwicklung biosynthetisch-anorganischer
Methoden mit vergleichbaren Herstellungszeiten und Aus-
beuten wie anorganische Syntheseverfahren. Oft kann die
biosynthetische anorganische Chemie originalnahe Struktur-
und Funktionsmodelle komplexer Metalloproteine und neue
anorganische Verbindungen hervorbringen. Diese Entwick-
lungen zeigen das Potenzial des biosynthetische Verfahrens,
schopfen es jedoch bei weitem nicht aus. Obgleich Methoden
der nichtkovalenten, einfachen und zweifachen kovalenten
Bindung zur Einfiihrung nichtnatiirlicher Metallcofaktoren in
Proteine verfiigbar sind, fehlen noch Anwendungen in
asymmetrischen katalytischen Synthesen chiraler Zwischen-
stufen fiir Feinchemikalien oder pharmazeutische Wirkstoffe.
Im Vergleich zur langjéhrig erforschten asymmetrischen Ka-
talyse mit organischen Molekiilen steht die biosynthetische
anorganische Chemie noch am Anfang, und ihre Entfal-
tungsmoglichkeiten zeigen sich nach und nach durch neue
Entwicklungen in der Biologie. Das volle Potenzial der bio-
synthetischen anorganischen Chemie wird erst erkennbar
sein, wenn es gelingt, synthetische und biosynthetische Me-
thoden zu kombinieren.

Ich danke den Mitarbeitern meiner Forschungsgruppe, deren
Beitrige im Literaturverzeichnis erwdhnt sind, fiir ihren Ein-
satz und Fleifs, sowie Hee Jung Hwang, Thomas D. Pfister,
Dewain Garner und Natasha Yeung fiir ihre Unterstiitzung
beim Verfassen dieses Aufsatzes. Die beschriebenen Arbeiten
unserer Forschungsgruppe wurde von der US National Science
Foundation und den National Institutes of Health finanziell
unterstiitzt.
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