5 Bioanorganische Chemie

Ralf Alsfasser

5.1 Einleitung

Ohne Metallkomplexe wire kein Leben moglich, nicht einmal in der primitivsten
Form. An allen Prozessen, in denen aus kleinen, anorganischen Bausteinen die
Molekiile des Lebens aufgebaut werden, sind Metallionen beteiligt. Die Photo-
synthese von Kohlehydraten aus Kohlendioxid benétigt Eisen und Magnesium.
Als Abfallprodukt entsteht dabei der Sauerstoff unserer Atmosphére durch die
Oxidation von Wasser an einem Mangancluster. Auch an der Umkehrung der
Photosynthese, bei der Menschen und Tiere aus der kontrollierten Reduktion
von Sauerstoff Energie gewinnen, sind zahlreiche Metalloenzyme beteiligt. Am
Ende der Atmungskette steht die Cytochrom-c-Oxidase, ein Eisen-Kupfer-Pro-
tein, dessen Hemmung durch Cyanidionen zum sicheren Tod fiihrt. Auch das
Molekiil der Vererbung, die DNA, kommt nicht ohne Metallionen aus. Fiir ihren
Auf- und Abbau, sowie fiir das korrekte Ablesen und Ubersetzen des genetischen
Codes werden Eisen, Mangan, Zink und Magnesium in Ribonukleotid-Redukta-
sen, Phosphatasen und Transkriptionsfaktoren gebraucht.

Es versteht sich von selbst, dass in der vorliegenden kurzen Darstellung nicht
alle Aspekte der biologischen Chemie anorganischer Elemente behandelt werden
konnen. Das Ziel ist es, anhand von ausgewéhlten Beispielen ein Verstidndnis fiir
grundlegende Konzepte zu wecken. Dazu gehort die Bedeutung der Homdostase.
Darunter versteht man die Selbstregulation eines komplexen Systems durch viel-
faltige Riickkopplungen, wodurch letztlich ein stabiles Fliegleichgewicht auf-
rechterhalten wird. Auf Metallionen angewendet bedeutet dies eine fein abge-
stimmte Verteilung in verschiedenen Bereichen innerhalb eines Organismus, aber
auch innerhalb einer Zelle. Dafiir verantwortlich ist ein kompliziertes System von
vernetzten Transport- und Speicherprozessen, das im ersten groleren Abschnitt,
zumindest in groben Ziigen, dargestellt wird. Vertieft werden die Uberlegungen
zur Selektivitit und Geschwindigkeit von Transportprozessen im zweiten Teil,
der die Bedeutung von Alkali- und Erdalkalimetallen fiir die Ubertragung von
Signalen zum Inhalt hat.

Im Anschluss daran wird die Rolle des ebenfalls nicht redoxaktiven Zink (1I)-
Ions in Proteinen besprochen. Dabei werden als wichtige Konzepte die struktur-
gebende Funktion von Metallionen, die Rolle von proteinogenen Liganden fiir
die katalytische Aktivitdt von Metallzentren, sowie die Kooperativitidt zwischen
Metallionen in mehrkernigen Komplexen eingefiihrt. Es folgt eine Vorstellung
von Eisen- und Kupferzentren, die in Redoxproteinen eine dominante Rolle spie-
len und deren Bedeutung in den beiden anschlieBenden Kapiteln verdeutlicht
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wird. Das erste stellt die beiden wichtigen Elektronentransferketten der Photo-
synthese und der Atmungskette vor. Anhand ihres Auftretens an charakteristi-
schen Stellen werden Eisen-Schwefel-Cluster einerseits, sowie Him-Eisen- und
Kupferproteine andererseits in die biologische Redoxskala eingeordnet. Auf3er-
dem wird erldutert, wie Metallkomplexe fiir die Untersuchung des Elektronen-
transfers iiber weite Distanzen in Proteinen verwendet werden und welche Kon-
sequenzen sich fiir die Entwicklung von Systemen fiir eine , kiinstliche Photosyn-
these* ergeben. Der zweite Abschnitt tiber Eisen- und Kupferproteine ist ihrer
Bedeutung fiir den Transport und die Aktivierung von Sauerstoff gewidmet. Es
werden die verschiedenen Reaktionsmoglichkeiten des O,-Molekiils vorgestellt
und auf die Entgiftung von reaktiven Nebenprodukten der Atmung eingegangen.
Bei den diskutierten Beispielen fiir sauerstoffaktivierende Metalloproteine gilt
wiederum ein wesentliches Augenmerk der Kooperativitidt zwischen mehreren
Metallionen, aber auch zwischen Metallionen und koordinierten Liganden.

Eine moderne Darstellung der bioanorganischen Chemie wire nicht komplett,
wiirde sie nicht wenigstens streiflichtartig auch die vielseitigen medizinischen und
biologischen Anwendungen von synthetischen Metallkomplexen beleuchten. Dis-
kutiert wird zunéchst die Nickel-Chelatchromatographie, die ihren Platz als eine
Standardmethode in der rekombinanten DNA-Technologie gefunden hat. Die
Bedeutung von Metallkomplexen in der DNA-Analytik wird anhand von elektro-
chemischen Hybridisierungssensoren auf der Basis von Trisphenanthrolinco-
balt (IIT) herausgestellt. Ein lingerer Abschnitt ist der Besprechung von Radio-
pharmazeutika gewidmet, weil gerade hier die ganze Vielfalt der priparativen
bioanorganischen Chemie deutlich wird. Im Zentrum stehen Technetiumkom-
plexe, die heute etwa 80 % aller eingesetzten Radiodiagnostika ausmachen. Dass
die Entwicklung noch lange nicht zu Ende und der Phantasie keine Grenzen
gesetzt sind, zeigt eine abschlieende kurze Vorstellung von Carbonylmetall-Im-
munoassays, die einen kleinen Einblick in die hochaktuelle ,,Bio-Organometall-
chemie” bietet.

5.2 Transport und Speicherung von Metallionen
5.2.1 lonenkanale, lonenpumpen, lonophore

Dieser Abschnitt ist dem Transport von Metallionen an ihren biologischen Be-
stimmungsort gewidmet. Eine wesentliche Rolle kommt dabei Membranen zu,
die Riume voneinander abgrenzen und eine Barriere gegen das Eindringen uner-
wiinschter Substanzen bilden. Stofftransport in biologischen Systemen bedeutet
normalerweise den Weg zu einer Membran und den Durchtritt durch sie hin-
durch. In Abb. 5.1 ist schematisch eine tierische Zelle dargestellt.

Man erkennt sofort, dass nicht nur die Au3enwelt durch die so genannte Plas-
mamembran abgegrenzt ist, sondern dass auch im Zellinneren viele verschiedene
Réume existieren. Die wichtigsten sind der Zellkern, das endoplasmatische Reti-
kulum, der Golgi-Apparat, sowie Lysosomen, Peroxisomen und Endosomen.
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Abb. 5.1 Stark vereinfachtes Schema einer tierischen Zelle mit ihren wesentlichen Be-
standteilen.

Alle sind durch Membranen voneinander getrennt und weisen aufgrund ihrer
sehr unterschiedlichen Aufgaben groffe Unterschiede in ihrer stofflichen Zusam-
mensetzung auf. Es ist klar, dass die Verteilung von Metallionen auf die verschie-
denen Kompartimente hochselektiv erfolgen muss. Aulerdem gelten fiir die Auf-
nahme von auflen in die Zelle andere Erfordernisse als beispielsweise fiir den
Transport im Cytosol zum Golgi-Apparat, wo viele Enzyme zusammengebaut
und modifiziert werden. Wir werden bei der Besprechung von konkreten Beispie-
len auf diese Aspekte nédher eingehen, uns zunéchst jedoch einigen allgemeinen
Grundlagen des Ionentransports durch eine Doppellipidmembran zuwenden.

Wie gut die Zellmembran als Barriere fiir Ionen wirkt, kann man an ihrer
Permeabilitit erkennen, die fiir Wasser etwa 1072 cm/ s und fiir Natrium- oder
Kaliumionen nur ca. 107'? cm/s betrigt. Fiir den Transport von Ionen durch
eine Lipid-Doppelschicht kommen verschiedene Mechanismen in Frage, die in
Abb. 5.2 schematisch dargestellt sind. Zum einen existieren Kanile, die sich meist
nur auf ein chemisches Signal 6ffnen und die einen passiven Transport ermogli-
chen. Darunter versteht man die Wanderung von Ionen entlang eines Konzentra-
tionsgradienten, die keine zusitzliche Energie erfordert. Ein Beispiel sind Na-
trium- und Kaliumkanile bei der Nervenleitung, die wir spéter noch ausfiihrli-
cher besprechen werden. Zum anderen kennt man den aktiven Transport durch
Pumpen. Dabei werden Ionen unter Energieverbrauch gegen einen Gradienten
transportiert, wodurch ein Konzentrationsgefélle zwischen den beiden Seiten ei-
ner Membran aufrechterhalten werden kann. Diese Tatsache ist von herausragen-
der Bedeutung, weil der Spannungsabfall iiber eine biologische Membran, das so
genannte Membranpotential, einen wesentlichen Beitrag zum Energiehaushalt
leistet. Es wird bendtigt, um Transportvorgidnge anzutreiben, Signale z. B. bei der
Nervenleitung zu iibertragen, oder ATP zu synthetisieren.

In Tabelle 5.1 sind die Konzentrationsunterschiede einiger ein- und zweiwerti-
ger Ionen innerhalb und auflerhalb von Muskelzellen zusammengestellt. Wird die
Energie fiir den Transport aus der Spaltung von ATP bezogen, spricht man von
ATPasen. Die Na® /K*-ATPase fordert beispielsweise 3Na*-Ionen aus der
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Abb. 5.2 Transport von Metallionen durch eine Lipid-Doppelschicht. Dargestellt sind die
zwei grundsitzlich verschiedenen Moglichkeiten des aktiven und passiven Transports. Fiir
den aktiven Transport wird stets eine Pumpe benotigt, die entweder chemisch durch die
Umsetzung von energiereichen Molekiilen wie ATP oder elektronisch durch den Abbau
eines lonengradienten betrieben werden kann. Der passive Transport erfolgt entweder
durch Ionenkanile oder durch Komplexbildner, die durch ihren hydrophoben Charakter
durch die Membran diffundieren konnen. Der Begriff , passiver Transport® ist moglicher-
weise verwirrend. ,,Passiv® bedeutet hier, dass fiir den eigentlichen Durchtritt durch die
Membran keine Energie aufgewendet werden muss (Diffusion). ,, Transport* bezieht sich
darauf, dass sowohl Ionenkanile, als auch Ionophore eine erstaunliche Selektivitit fiir
bestimmte Ionen besitzen.

Tabelle 5.1 Konzentrationsunterschiede von ein- und zweiwertigen Ionen in Muskelzellen.

Ton extrazelluldr / (mmol - L™1) intrazelluldr / (mmol - L~1)
Nat 145 12

K+ 4 155

Ca?* 1.5 <1077

Cl— 123 4.2

Zelle hinaus, wihrend gleichzeitig 2 K*-Tonen in die Zelle hinein gepumpt wer-
den. Im Zusammenhang mit dem Transport von Kupfer in den Golgi-Apparat
wird eine ATPase besprochen, die im Zusammenhang mit den angeborenen
Stoffwechselerkrankungen Morbus-Wilson und Menke-Syndrom eine wichtige
Rolle spielt.

Eine weitere, aus koordinationschemischer Sicht besonders interessante Mog-
lichkeit ist der Transport durch mobile Ionophore. Ein besonders prominentes
Beispiel ist das Transportantibiotikum Valinomycin, dessen Struktur in Abb. 5.3
gezeigt ist. Die Verbindung ist ein makrozyklischer Chelatligand, der sechs Car-
bonylsauerstoff-Donoren fiir die Komplexierung von Kaliumionen zur Verfiigung
stellt. Nach auBBen ist der Kaliumkomplex wegen der Kohlenwasserstoff-Substitu-
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Abb. 5.3 (a) Die Struktur des Kaliumkomplexes von Valinomycin. (b) Die Struktur der
Kalium- und Natriumkomplexe von 18-Krone-6 und 15-Krone-5. Durch die unterschiedli-
che Zahl der Donoratome und Ringgrof3e erreicht man eine hohe Selektivitit, die auf den
unterschiedlichen Ionenradien beruht.

enten hydrophob. Er 16st sich deshalb hinreichend gut in der Lipid-Doppel-
schicht, um einen Transport durch passive Diffusion zu ermoglichen. Auf dieser
Eigenschaft beruht auch die Verwendung in ionenselektiven Elektroden mit einer
kaliumsensitiven Membran. Dariiber hinaus ist Valinomycin ein Antibiotikum.
Es macht die Plasmamembran von Bakterien durchlissig fiir K*-Ionen und sorgt
so dafiir, dass das lebenswichtige Membranpotential zusammenbricht. Eine ana-
loge Wirkung hat das porenbildende Ionophor Gramicidin A. Es handelt sich
um ein mobiles Polypeptid, das aufgrund seiner hydrophoben Seitenketten einen
Kanal durch die Plasmamembran bildet. Innen befindet sich das polare Peptid-
riickgrat, das die nahezu ungehinderte Diffusion von Kaliumionen erlaubt. Gra-
micidin A wird in Kombinationsantibiotika fiir die Behandlung von Hals-, Nasen-
und Ohrenentziindungen eingesetzt.

Die Synthese von kiinstlichen Ionophoren ist ein wichtiger Meilenstein auf
dem Gebiet der Koordinationschemie. Die von C. J. Pedersen entdeckten Kro-
nenether sind makrozyklische Liganden, die dem Valinomycin dhneln. In
Abb. 5.3 sind zwei Beispiele gezeigt, 18-Krone-6 und 15-Krone-5. Aufgrund ihrer
harten Sauerstoffdonoren und ihrer chelatisierenden Wirkung bilden diese und
dhnliche Verbindungen erstaunlich stabile Komplexe mit Alkali- und Erdalkali-
metallionen. Entscheidend fiir die Selektivitit sind die RinggroB3e und die Zahl
der Donoratome. So bevorzugt 18-Krone-6 mit seinen sechs Donorzentren und
seinem Innendurchmesser von 1.3—1.6 A das K*-Ion (r = 1.52 A, KZ =6),
wihrend das kleinere Natriumion (r =1.14 A, KZ = 5) besser in das Zentrum
des kleineren Liganden 15-Krone-5 (0.9—1.1 A) passt. Kronenetherkomplexe
haben viele Anwendungen gefunden. Ihr Einsatz in der Phasentransferkatalyse
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und der Losungsmittelextraktion beruht auf der beim Valinomycin besprochenen
relativ guten Loslichkeit in unpolaren Medien. Die Stabilitdt von Kronenether-
komplexen wird besonders eindriicklich bei der Synthese von ungewohnlichen
Verbindungen deutlich. Als Beispiele seien ,Natriumnatrid [(18-Krone-6)
Na*|Na~ und ,,Cisiumelektrid* [(18-Krone-6),Cs]te~ genannt. Die groBe Be-
deutung der Kronenether und der verwandten Kryptanden fand ihren Ausdruck
in der Verleihung des Chemie-Nobelpreises 1987 an Cram, Lehn und Pedersen.

5.2.2 Funktionelle Metallionen: Eisen und Kupfer
5.2.2.1 Eisen

Eisen ist das hiufigste und vielseitigste Ubergangsmetall im Organismus. Ein
70 kg schwerer Mensch enthilt ca. 4 g, was einer Konzentration der Grof3enord-
nung 10732 M im Korpervolumen entspricht. Dies ist insofern ein interessantes
Problem, als die Verfiigbarkeit von Eisen durch die Anwesenheit von Sauerstoff
in der Erdatmosphire sehr eingeschréinkt ist. Bei pH = 7.4 gibt es wegen der
Bildung von unldslichen Oxiden und Hydroxiden nur ca. 10~ M freie Fe3*-
Ionen. Wegen ihrer hohen Toxizitdt wird die Konzentration im Blut sogar auf
etwa 1072* M reguliert. Sowohl die Mobilisierung als auch die Kontrolle von
Eisenionen werden durch Komplexierung erreicht. Es ist klar, dass sich verschie-
dene Organismen dabei teilweise deutlich unterscheiden. Die ausgewéhlten Bei-
spiele sollen verschiedene Mechanismen niher beleuchten, ohne Anspruch auf
Vollstandigkeit zu erheben.

Bakterien verwenden fiir den Transport von Eisen relativ einfache Chelatbild-
ner, so genannte Siderophore wie das Enterobaktin, das Sie bereits in Kapitel
2 kennen gelernt haben. Seine Struktur ist in Abb. 5.4 zusammen mit der des
Desferrioxamins B dargestellt, dessen Eisenkomplex man Ferrioxamin B nennt.
Das Desferrioxamin B wird unter dem Handelsnamen Desferal® (Ciba Geigy)
zur Behandlung von chronischem Eiseniiberschuss eingesetzt, wie er z. B. nach
Bluttransfusionen auftritt. Man erkennt, dass beide Liganden anionische Sauer-
stoffdonoren fiir die Komplexierung des harten Fe3*-Ions besitzen. Im Fall von
Enterobaktin ist die chelatisierende Einheit ein Catecholatligand, beim Ferrioxa-
min B ein Hydroxamat. Jeweils drei zweizédhnige Liganden sind iiber ein Gertist
aus Amid- und Etherfunktionen miteinander verkniipft. Insgesamt ergeben sich
auf diese Weise sechs Bindungsstellen, die eine oktaedrische Koordinations-
sphére erméglichen, wie man sie fiir einen stabilen Eisen (I1I)-Komplex erwarten
wiirde. Die harten Donoratome und die giinstige Geometrie ergeben hohe Stabi-
litdtskonstanten von log K = 49 fiir das Enterobaktin und log K = 30.5 fiir das
Ferrioxamin B. Die grofie Stabilitdt wirkt sich auch auf die Redoxpotentiale fiir
eine reduktive Freisetzung von Fe?*-Tonen gemil

LFe3*t + 3H* + e~ — Fe2* + H;L3* (L = Siderophor)

aus (E = —790 mV bei pH = 7.4 fir Enterobaktin und —468 mV fiir Ferrioxa-
min B).
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Abb. 5.4 Die Strukturen der beiden Siderophore Enterobaktin und Desferrioxamin B
sowie ihrer Eisen (III)-Komplexe. Zu beachten ist die unterschiedliche Stereochemie an
den beiden Koordinationszentren.

Ein weiterer interessanter Aspekt ergibt sich aus der Stereochemie. Wie allge-
mein bei Komplexen mit drei Chelatliganden existieren zwei Isomere, A und A.
Wiéhrend bei den Ferrichromen, zu denen das Ferrioxamin gehort, normalerweise
die A-Form biologisch aktiv ist, liegt der Enterobaktinkomplex in der A-Konfigu-
ration vor. In vielen Fillen ist die korrekte Stereochemie ein Erkennungsmotiv
fiir die Bindung von Siderophoren an Rezeptoren und damit letztlich fiir den
Transport in die Zelle. Dies trifft jedoch nicht fiir das Enterobaktin zu, dessen
molekulare Erkennungsstellen die Amidfunktionen an den Catecholat-Substitu-
enten sind. Die Aufnahme von Enterobaktin in gramnegative Bakterien ist inzwi-
schen gut untersucht. Wir wollen sie nicht im Detail besprechen, aber darauf
hinweisen, dass fiir die Internalisierung des recht groBen Komplexes ein aktiver
Transport unter Verbrauch von ATP notwendig ist. In der Zelle existiert eine
Esterase, die das makrozyklische Serinlacton-Riickgrat spaltet. Dadurch wird die
Stabilitdt des Komplexes verringert und eine Freisetzung von Eisen, vermutlich
unter Reduktion zum labileren Fe?-Komplex, kann erfolgen.
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Abb. 5.5 Der Eisentransport mithilfe des Proteins Transferrin. (a) Schematische Darstel-
lung der Aufnahme des Proteins durch rezeptorvermittelte Endocytose. (b) Die Struktur
des aktiven Zentrums mit koordiniertem Eisen (III). (c) Reaktionsschema der Freisetzung
von Fe?* im sauren Milieu eines Endosoms.

Hoherentwickelte Organismen verwenden Proteine zum Transport von Eisen.
Beim Menschen ist dies das Transferrin, das anhand von Abb. 5.5 besprochen
wird. Das metallfreie Protein wird als Apotransferrin bezeichnet. Die Bindung
von Eisen (IIT)-Ionen erfolgt wiederum vorwiegend iiber anionische Sauerstoff-
donoren. Zwei Phenolatoliganden werden von Tyrosin-Seitenketten zur Verfii-
gung gestellt, eine Carboxylatfunktion von einem Aspartatrest. Das Protein stellt
aullerdem noch die Imidazolgruppe einer Histidin-Seitenkette zur Verfiigung.
Ungewohnlich ist die zweizdhnige Koordination eines Carbonatoliganden, der
eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von Eisen aus dem Transporter spielt, wie
wir spéter sehen werden. Es resultiert ein stabiler, oktaedrischer Komplex, der
auf eine bisher noch nicht besprochene Art von der Zelle aufgenommen wird.
Transferrin bindet nédmlich an einen Rezeptor in der Zellmembran und wird tiber
einen Prozess internalisiert, den man als rezeptorvermittelte Endozytose bezeich-
net. Dabei stiilpt sich die Zellmembran ein und es bildet sich ein Blédschen, das
Endosom, das das Protein einschlieSt. Protonenpumpen in der Endosomen-
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membran sorgen dafiir, dass der pH-Wert im Inneren auf ca. 5.5 abgesenkt wird.
Unter diesen Bedingungen wird der Carbonatoligand protoniert und freigesetzt.
Wir werden bei der Besprechung des Kupfer (IT)-Transports sehen, dass die Pro-
tonierung von Proteinliganden ein allgemeines Mittel zur Mobilisierung von Me-
tallionen ist. Vermutlich wird das Eisen (II1)-Ion in Transferrin auch noch zu Fe?*
reduziert, um die Ubertragung weiter zu erleichtern. Freie Eisenionen kommen
in der Zelle so gut wie nicht vor. Es existiert ein weiteres Protein, NRAMP-2,
fiir den Transport aus dem Endosom ins Cytosol, wo andere Carrier oder Pro-
teine das Eisen iibernehmen.

Etwa 75 % des Eisens findet sich beim Menschen schlieSlich im Hédmoglobin,
3 % im Myoglobin der Muskeln. Geringe Mengen entfallen auf andere Proteine
wie Katalase oder die verschiedenen Cytochrome. Ein bedeutsamer Teil, ca.
16 %, wird in der Leber gespeichert. Dazu dient ein ungewohnliches Protein, das
Ferritin. Apoferritin, das noch kein Eisen aufgenommen hat, besteht aus 24 glei-
chen Untereinheiten mit jeweils 163 Aminosédureresten, die so zusammengesetzt
sind, dass sie einen Hohlraum mit einem Durchmesser von ca. 80 A einschlieBen.
In diesem Hohlraum finden ca. 4500 Eisen (II)-Zentren Platz. Wie sie vom Pro-
tein aufgenommen werden, ist nicht endgiiltig geklart. Vermutlich gelangt Eisen
in der Oxidationsstufe +1I ins Innere und wird dort gemif3 der in Abb. 5.6 an-
gegebenen Reaktionsgleichung oxidiert. Gespeichert werden Eisen (I11)-Ionen
im Ferritin in Form eines Oxohydroxophosphats der Zusammensetzung
[FeO (OH)]g[FeO (H,PO,)], das mit Rost verwandt ist. Eine Kristallstrukturana-
lyse wurde bisher nicht durchgefiihrt, jedoch schlieBt man aus EXAFS-Untersu-
chungen, dass es sich um eine Schichtstruktur handelt, in der die Eisenzentren
die Oktaederliicken dicht gepackter Oxo- und Hydroxoionen besetzen. In
Abb. 5.6 ist auch ein Ausschnitt einer solchen Struktur gezeigt, um die Anord-
nung zu verdeutlichen. Der Eisenkern des Ferritins ist ein Beispiel fiir den mag-
netischen Superaustausch zwischen paramagnetischen high-spin-Eisen (I1I)-Ionen
iiber diamagnetische Oxo-Briicken (s. Abschnitt 2.7.5). Das magnetische Moment
Uerr VOn 3.85 Bohr’schen Magnetonen ist kleiner, als man es fiir einen Zustand
mit einer Spinquantenzahl § = 5/2 erwarten wiirde.

Bildung des Ferritinkerns (Vorschlag):
18 Fe?*+9/2 0, + 25 H,0 + 2 H,PO,~ ——= 2 (FeO(OH))g(FeO(H,PO,)) + 34 H*

0 0 0 o:-
O s Oy 2Oy 20

N /1F ~ /1F ~ /fe\ /fe
o) o) o) 0

Ausschnitt einer Doppelschicht im Ferritin (schematisch)

Abb. 5.6 Eine mogliche Reaktionsgleichung fiir die Bildung des Ferritinkerns und die
schematische Darstellung der Anordnung von oktaedrisch sauerstoffkoordinierten Eisen
(IIT)-Ionen.

Aufnahme und Speicherung von Eisen werden mit Hilfe eines Proteins regu-
liert, das an die gleiche Erkennungssequenz in der Messenger-RNA fiir die Syn-
these von Transferrin und Ferritin bindet. In Abb. 5.7 ist dies schematisch darge-
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hohe Affinitat zum geringe Affinitat zum
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IRE: Iron-Responsive Element
IRE-BP IRE-BP
Fe?* Fe?*
IRE-BP IRE-BP + Fe?+
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— Fe?*
Transferrin-mRNA  Ferritin-mRNA Transferrin-mRNA  Ferritin-mRNA
aktiv inaktiv inaktiv aktiv
J Eisenmangel Eisenliberschuss l
Transferrin-Biosynthese Ferritin-Biosynthese
(b)  Eisen wird aufgenommen Eisen wird gespeichert

Abb. 5.7 Schematische Darstellung der Regulation des Eisentransports durch das iron
responsive element binding protein (IRE-BP). (a) IRE-BP enthilt einen Eisen-Schwefel-
Cluster, der eine freie Bindungsstelle fiir ein Eisen (IT)-Ion besitzt. (b) Ohne Eisen (II)-
Tonen, also bei einem FEisenmangel, hat IRE-BP eine hohe Affinitit fiir das IRE der
mRNA und bindet. Dadurch wird die Transferrin-mRNA aktiviert, die Ferritin-mRNA
jedoch inaktiviert: Transferrin wird gebildet, Ferritin nicht. Bei einem Eiseniiberschuss ist
es umgekehrt: IRE-BP hat eine geringe Affinitidt und dissoziiert vom IRE ab. Transferrin
wird nicht mehr gebildet, dafiir aber das Eisenspeicherprotein Ferritin. So wird erreicht,
dass bei Eisenmangel die Aufnahme, bei Eiseniiberschuss die Eisenspeicherung vermehrt
ablaufen.

stellt. Die Erkennungsstelle in der mRNA wird als ,,iron responsive element™
bezeichnet, das daran bindende Protein als ,,IRE binding protein“ (IRE-BP).
Das IRE-BP hat eine hohe Affinitidt zum Rezeptor, solange keine freien Fe?™-
Ionen zugegen sind. Dies wirkt sich so aus, dass die Transferrin-Biosynthese sti-
muliert, die Bildung von Ferritin dagegen gehemmt wird. So wird im Falle eines
Eisenmangels die Aufnahme verstirkt, wihrend die Speicherung eingestellt wird.
Binden freie Eisen (II)-Ionen an das Protein, dann verringert sich seine Affinitét
zum IRE, und es kommt zur Dissoziation. Dieses Signal fiihrt dazu, dass der
Transport eingestellt, also kein neues Transferrin gebildet wird, wihrend die Zelle
beginnt, Ferritin zu synthetisieren. Auf diese Weise wird durch das gleiche Signal
ein fein abgestimmtes Gleichgewicht zwischen Eisentransport und Eisenspeiche-
rung aufrecht erhalten. Aus koordinationschemischer Sicht ist die Fe?'-Bin-
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dungsstelle des IRE-BP besonders interessant. Es handelt sich dabei um einen
Eisen-Schwefel-Cluster. Diese wichtigen Kofaktoren werden uns spéter noch bei
der Besprechung von Elektronentransfer-Proteinen begegnen. Thr Charakteristi-
kum sind Eisen (II/II)-Ionen, die durch Sulfid (S*7) Liganden verbriickt wer-
den. Der Eisen-Schwefel-Cluster im IRE-BP enthilt 3 Eisen (I11)- und 4 Sulfidio-
nen ([3 Fe-4 S]-Cluster). Dadurch entsteht ein Wiirfel, dem eine Ecke fehlt. Dies
ist die Bindungsstelle, die ein freies Eisen (II)-Ion besetzt. Das vierte Metallion
ist labil gebunden und dissoziiert bei Eisenmangel wieder ab. Verankert ist der
Cluster im Protein durch drei Cystein-Thiolatfunktionen, die an die 3 nicht aus-
tauschbaren Eisen (I1T)-Ionen koordiniert sind.

Den gleichen [3 Fe-4 S]-Cluster wie im IRE-BP findet man auch in einem ganz
anderen Protein, der Aconitase. Dieses Enzym spielt eine wichtige Rolle im Zit-
ronensdurezyklus, der Drehscheibe des Zellstoffwechsels. Es wird aktiviert, wenn
im oben beschriebenen Sinn ein Eisen (II)-Ion die offene Ecke besetzt und da-
raufhin eine katalytische Funktion wahrnehmen kann. Die katalysierte Reaktion
ist die in Abb. 5.8 dargestellte Abspaltung von Wasser aus Citrat. Dabei entsteht
Aconitat, das wiederum Wasser anlagert, wobei sich Isocitrat bildet. Vom Isoci-
tratkomplex der Aconitase wurde eine Kristallstrukturanalyse durchgefiihrt, so-
dass die abgebildete Struktur als gesichert anzunehmen ist. Dass der gleiche Ei-
sen-Schwefel-Cluster in zwei Proteinen mit ganz unterschiedlichen Aufgaben auf-
tritt, ist ein schones Beispiel fiir die Sparsamkeit biologischer Systeme. Lippard
hat fiir solche Komplexe, die in Abhéngigkeit von ihrer lokalen biologischen
Umgebung verschiedene Rollen spielen kénnen, den Begriff ,,Bioanorganische
Chips* geprédgt. Obwohl sich diese Bezeichnung nicht durchgesetzt hat, driickt
sie doch einen Sachverhalt aus, der uns im Zusammenhang mit Him- und Eisen-
Schwefel-Proteinen noch ofter begegnen wird.

Zum Vergleich: [4Fe-4S]-Cluster der Aconitase mit gebundenem Isocitrat

Aconitase katalysiert die Kondensation von Citrat zu Aconitat im Zitronensaurezyklus:

Aconitase
coo- —H,0 | co0- +H,0 HO ——CO0O0-
HO ——C00- coo- coo-
coo- + H0 coo- - H0 coo-

Citrat Aconitat Isocitrat

Abb. 5.8 Struktur des Eisenclusters in der Aconitase. Hier ist das gleiche Strukturelement
katalytisch aktiv, das man auch im IRE-BP findet. Die Reaktion ist ebenfalls dargestellt.
Es handelt sich um einen Schritt im Zitronensdurezyklus, der als ,,Drehscheibe des Stoff-
wechsels“ eine zentrale Rolle in der Biochemie einnimmt.
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5.2.2.2 Kupfer

Kupfer ist mit ca. 150 mg Vorkommen in erwachsenen Menschen ein Spurenele-
ment, das aber dennoch eine lebenswichtige Bedeutung hat. Es ist ndmlich am
letzten Schritt der Atmungskette, der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser durch
die Cytochrom-c-Oxidase beteiligt. Resorbiert werden Kupferionen im Diinn-
darm, wobei der erste Bindungspartner zu einer sehr wichtigen Klasse von Trans-
portproteinen gehort, den Metallothioneinen. Diese Proteine enthalten viele Cys-
teinato-Liganden, die mit ihren weichen Schwefeldonoren bevorzugt an Metallio-
nen wie Hg?*, Cd®>* und Cu™, aber auch Zn?* binden. In der Leber dienen sie
vor allem der Entgiftung von Schwermetallen; hier begegnen sie uns als Transpor-
ter von Kupfer(1)-Ionen. Weil die Cadmium (I1)-Bindung mittels '*Cd-NMR-
Spektroskopie und Rontgenbeugung besonders gut untersucht wurde, sind in
Abb. 5.9 neben einem Ausschnitt der Proteinsequenz die beiden typischen Bin-
dungsweisen dieses Metallions exemplarisch dargestellt. Insgesamt kann Sauge-
tier-Metallothionein durch terminale und verbriickende Thiolatfunktionen sieben
Ionen in einer tetraedrischen Umgebung binden. Die beiden dabei gebildeten
Metall-Schwefel-Cluster werden als a- und (3-Cluster bezeichnet.

5 7 13 15 19 21 24 26 29 33 34 36 37 [l 44 48 50 57 59 60
X4-Cys-X-Cys-X5-Cys-X-Cys-X3-Cys-X-Cys-X,-Cys-X-Cys-X,-Cys-X3-Cys-Cys-X-Cys-Cys-X3-Cys-X,-Cys-X5-Cys-X-Cys-Xg-Cys-X-CysCys-X

N L N U O L G N VRN
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d d
S% \ S— Sk \. “S—R
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[3Cd3SI: ,p-Cluster” [4Cd5S]: ,, a-Cluster”

Abb. 5.9 Darstellung der cysteinreichen Peptidsequenz von Metallothionein (X bedeutet
eine andere Aminosdure als Cystein) und von zwei charakteristischen Cadmiumkomple-
xen, deren Strukturen bekannt sind. Thiolatfunktionen konnen terminal oder verbriickend
koordinieren. Beide Méglichkeiten sind in Metallothioneinen realisiert.

Der Kupfer-Stoffwechsel ist durch einen hdufigen Wechsel der Oxidationsstufe
zwischen +1 und +2 gekennzeichnet, wobei die Redoxpartner meist nicht be-
kannt sind; wir weisen hier auf diese Tatsache hin, um Verwirrung zu vermeiden.
Im Metallothionein wird Cu* gebunden, der weitere Transport im Blut zur Leber
erfolgt in Form von Cu?* durch das Protein Serumalbumin. Die Koordination
an Albumin erfolgt auf eine Weise, die charakteristisch fiir Peptidkomplexe des
Kupfers ist. Abbildung 5.10 zeigt den Komplex eines Modellpeptids, das der Bin-
dungsstelle im Protein nachempfunden ist. Bei neutralem pH fiihrt die Bindung
von Kupfer (II)-Ionen zu einer Deprotonierung des Peptid-Riickgrats. Zwei anio-
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Abb. 5.10 Komplexbildung eines Modellpeptids fiir Serumalbumin mit Kupfer (II)-Ionen.
Charakteristisch fiir Kupfer ist die Deprotonierung von Amidfunktionen im Peptidriick-
grat, das anschliefend iiber die amidischen Stickstoffatome koordiniert. Protonierung im
schwach sauren Milieu fiihrt zur Freisetzung der Metallionen. Dieser Mechanismus &hnelt
der Aufnahme von Eisen und wurde auch fiir andere kupferbindende Proteine beobachtet,
darunter auch die im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen bekannt ge-
wordenen Prionen.

nische Amidstickstoffdonoren stehen dadurch fiir eine Bindung in der tetragona-
len Ebene einer pyramidalen Anordnung zur Verfiigung. Eine weitere Koordina-
tionsstelle wird durch den Imidazolliganden eines Histidinbausteins besetzt.
Diese drei Donorfunktionen sind wichtig und treten im Zusammenhang mit bio-
logisch relevanten Kupferkomplexen hiufig auf. Im Modellkomplex binden au-
Berdem noch die N-terminale Aminogruppe und die Carboxylatfunktion eines
Asparaginsdure-Bausteins. Interessant ist ein Vergleich mit dem Transferrin, bei
dem die Protonierung eines Carbonatoliganden zur Freisetzung des transportier-
ten Eisen(III)-Ions fithrt. Auch der Kupferkomplex des Albumins wird im
schwach sauren Medium destabilisiert. Bei pH = 6 werden die beiden Amidfunk-
tionen protoniert und das Kupfer (IT)-Ion freigesetzt.

Die besondere Vorliebe von Kupfer (II)-Ionen fiir peptidische Stickstoffdono-
ren wird gelegentlich als ,,Azaphilie” bezeichnet und unterscheidet Kupfer von
allen anderen biologisch relevanten Metallionen. Lediglich Nickel (IT)-Komplexe
zeigen noch eine, allerdings schwichere, Tendenz zur Deprotonierung der Peptid-
bindung. Der am Beispiel des Albumins diskutierte Koordinationsmodus ist des-
halb hochselektiv. Zur Illustration der Azaphilie von Kupfer sind in Abb. 5.11
noch zwei sehr schone synthetische Beispiele fiir den Unterschied zwischen Kup-
fer und Zink gezeigt. Maslak et al. haben bei Untersuchungen mit dem Liganden
N-Picolylharnstoff gefunden, dass ZnCl, an das Carbonylsauerstoffatom bindet,
wihrend CuCl, die Koordination von zwei Stickstoffdonoren bevorzugt.

Freie Kupferionen sind fiir Zellen toxisch, weshalb ihre Konzentration im Cy-
toplasma kleiner als ca. 10~ 18 M gehalten wird. Um dies zu gewiihrleisten, existie-
ren Transportproteine, so genannte Kupfer-Metallochaperone, die Kupfer binden
und hochspezifisch an andere Bindungspartner weitergeben. Chaperon ist der
englische Ausdruck fiir die aus der Mode gekommene Anstandsdame, und tat-
sédchlich sorgt ein Metallochaperon dafiir, dass keine unerwiinschten Reaktionen
durch freie Metallionen auftreten. Der Begriff ist allerdings nicht ganz unproble-
matisch, weil bereits eine andere Klasse von Proteinen als Chaperone bezeichnet
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Abb. 511 ZnCl,- und CuCl,-Komplexe des Liganden N-Picolylharnstoff. Zink bevorzugt
die Sauerstoffkoordination und bindet an das Carbonylsauerstoffatom. Kupfer dagegen
koordiniert aufgrund seiner Azaphilie an das nicht deprotonierte sekundére Stickstoffatom
der Harnstoffeinheit (P. Maslak, J. J. Sczepanski, M. Parvez, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113,
1062).

wird. Sie haben mit Metallionen nichts zu tun und sind fiir die korrekte Faltung
von Proteinen notwendig.

Ein vereinfachtes Schema des cytosolischen Kupfertransports in einer Leber-
zelle ist in Abb. 5.12 dargestellt. Man erkennt, dass Kupfer (II)-Ionen aus dem
Blut zunichst reduziert und in Form von Cu™ durch eine ATPase, CTR1, in die
Zelle gepumpt werden. Dort iibernehmen verschiedene Metallochaperone den
weiteren Transport. Cox17 versorgt die Cytochrom-c-Oxidase in den Mitochond-
rien, CCS ist fiir den Einbau von Kupfer in die Superoxid-Dismutase zustdndig.
Néiher besprechen wollen wir spiter Atox1, das den Transport zur Wilson-ATP-
ase in der Golgi-Membran iibernimmt. Im Golgi-Apparat werden viele Proteine
so modifiziert, dass sie ihre Funktion iibernehmen konnen. Dort wird der grofte
Teil des Kupfers in Caeruloplasmin eingebaut. Dieses Protein enthilt in der akti-
ven Holo-Form sechs Kupferionen. Es wird ins Plasma exportiert und ist dort
hochstwahrscheinlich mit der Oxidation von Fe?* am Eisentransport durch
Transferrin beteiligt. Dariiber hinaus fungiert es vermutlich als Speicher. Schlie3-
lich werden iiberschiissige Kupferionen von Metallothionein gebunden und iiber
die Galle ausgeschieden.

Als spezielles Beispiel fiir ein Metallochaperon wird im Folgenden Atox1 né-
her besprochen. Das Protein bindet Kupfer (I), aber auch andere weiche Metall-
ionen wie Hg?* oder Pb?>*. Die Bindungsstelle ist die héufig anzutreffende Se-
quenz Cys—X—X—Cys, in der zwei Cysteinbausteine durch zwei andere Amino-
sduren getrennt sind. Auf diese Weise ist eine zweifache, lineare Koordination
von Metallionen durch die beiden Thiolat-Schwefeldonoren mdoglich, die fiir
Hg?™ nachgewiesen wurde. Im Falle von Kupfer (I) zeigte eine Rontgenstruktur-
untersuchung allerdings die Bindung von zwei Atox1-Molekiilen, woraus eine
fiir Cut hiufig anzutreffende tetraedrische Anordnung mit vier RS~ -Donoren
resultiert. Beide Strukturen sind in Abb. 5.13 gezeigt. Ebenfalls dargestellt ist
die Ubertragung von Kupfer (I)-Tonen auf die Wilson-ATPase, die eine analoge
Bindungssequenz enthilt. Das derzeit favorisierte Modell geht davon aus, dass
Cu™ invivo analog zur Hg?*-Struktur von einem Carriermolekiil linear zweifach
koordiniert wird. Die Koordinationssphére wird zunédchst durch eine Thiolatfunk-
tion der ATPase erweitert. Eine geringfiigige Strukturinderung ermoglicht nun
die Bindung der zweiten Cysteinatogruppe der Pumpe, wihrend eine der beiden
Bindungen zu Atox1 aufbricht. SchlieBlich dissoziiert das Transportprotein und
Kupfer (I) verbleibt zweifach koordiniert an der ATPase, die anschlieBend wie-
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Abb. 5.12 Schematische Darstellung des Kupferstoffwechsels in einer Leberzelle. Kup-
fer (II)-Ionen im Blut werden zunichst reduziert und dann von einer ATP-getriebenen
Pumpe ins Zellinnere befordert. Dort tibernehmen Transportproteine, die Metallochape-
rone Cox17, Atoxl und CCS, die Verteilung auf verschiedene Kompartimente der Zelle.
Uberschiissiges Kupfer wird von Metallothionein gebunden und iiber die Galle ausgeschie-
den. In den Mitochondrien wird Kupfer fiir die Funktion der Cytochrom-c-Oxidase in der
Atmungskette benotigt. Im Cytosol gibt es die Kupfer-Zink-Superoxiddismutase, die spater
noch genauer besprochen wird. Atox1 transportiert Kupfer (I)-Ionen zur Wilson-ATPase,
die Kupfer in den Golgiapparat pumpt. Dort werden Cu?*-Ionen fiir die abschlieBende
Aktivierung des Proteins Caeruloplasmin benoétigt. Das Holo-Caeruloplasmin wird verkap-
selt und aus der Zelle in den Blutkreislauf geschleust.

derum durch Strukturinderungen den Transport ins Innere des Golgi-Apparats
ibernimmt.

Zwei gravierende Storungen des Kupfer-Stoffwechsels sind bekannt, die Wil-
son-Erkrankung und das Menke-Syndrom. Beim Morbus-Wilson ist die erwidhnte
gleichnamige ATPase entweder defekt oder gar nicht vorhanden. Es wird dann
Kupfer in der Leber angereichert, was ab etwa einem Lebensalter von
6 Jahren zu schweren Schéden fiihrt. Weil die nekrotischen Leberzellen Kupfer
ins Blut abgeben, kommt es dariiber hinaus auch zu Schiden an anderen Orga-
nen. Besonders betroffen ist das Gehirn, was zu vielféltigen neurologischen und
psychiatrischen Symptomen fiihrt, die von Sprachstérungen iiber starkes Zittern
bis zur Unfahigkeit, selbst zu essen und zu trinken, sowie zu Depressionen, Para-
noia und Halluzinationen reichen. Im Darm existiert eine strukturell weitgehend
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Abb. 513 Kupfertransport mithilfe des Metallochaperons Atox1. (a) Ein Vorschlag fiir
den Mechanismus: Kupfer (I)-Ionen werden linear zweifach an Cysteinatoliganden gebun-
den. Die ATPase besitzt eine analoge Bindungsstelle, es erfolgt eine schrittweise Ubertra-
gung des Metallions bei gleichzeitigem Transfer von Protonen. Eine ATP-getriebene Struk-
turdnderung der Pumpe fiihrt schlieBlich zur Internalisierung des Metallions in den Golgi-
Apparat (nicht gezeigt). (b) Strukturuntersuchungen an Atox1-Komplexen haben ergeben,
dass Kupfer (I)-Ionen unter Laborbedingungen von zwei Proteinen koordiniert werden,
wobei sich die typische tetraedrische Koordinationssphire bildet. Quecksilber (II)-Ionen
werden dagegen so koordiniert, wie man es im Rahmen des oben beschriebenen Mechanis-
mus auch fiir Kupfer (I) vermutet.

homologe ATPase, die fiir die Resorption von Kupfer verantwortlich ist. Beim
Menke-Syndrom liegt der Defekt an dieser Stelle; die Folgen sind noch dramati-
scher. Wird zu wenig Kupfer aufgenommen, ist die Funktion wichtiger Enzyme
wie der Cytochrom-c-Oxidase, Tyrosinase oder Dopamin-S-Hydroxylase gestort.
Es kommt zu schwersten neurodegenerativen Prozessen mit psychomotorischen
Storungen, sowie zu Bindegewebsanomalien. Die Patienten sterben meist bereits,
bevor sie das dritte Lebensjahr erreicht haben.

Die Behandlung von Wilsons-Erkrankung erfolgt mit Chelatbildnern, die die
Akkumulation von toxischen Kupferionen im Korper verhindern. Beispiele sind
D-Penicillamin und Triethylendiamin (Tren). Auch die Gabe von hohen Zink-
Dosen, die zu einer vermehrten Bildung von korpereigenen Metallothioneinen
fiihren, hat sich therapeutisch bewéhrt. Das Menke-Syndrom ist dagegen sehr
viel schwieriger zu behandeln, weil ein kiinstliches Transportsystem fiir Kupfer
weitaus hohere Anforderungen stellt, als die irreversible Komplexierung von Me-
tallionen zur Ausscheidung. Die besten Erfolge wurden bisher mit der Gabe von
Histidinkupfer (IT) erzielt. Allerdings bleiben die Patienten schwer behindert.
Eine normale korperliche und geistige Entwicklung kann bisher nicht erreicht
werden.
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5.3 Kalium, Natrium und Calcium: Signaltubertragung und
biologische Schalter

5.3.1 Uberlegungen zur Steuerung von biologischen Prozessen

Dieser Abschnitt beschiftigt sich mit der Bedeutung von Alkali- und Erdalkali-
Tonen fiir die Steuerung von biologischen Prozessen. Dabei muss zwischen zwei
Steuerungsmechanismen unterschieden werden. Zum einen gibt es die Ubertra-
gung von Signalen z. B. bei der Nervenleitung. Dabei sollte die Geschwindigkeit
der Ausbreitung eines Impulses moglichst hoch sein. Im Axon einer Nervenzelle
betrigt sie bis zu 150 m/s! Gleichzeitig muss gewihrleistet sein, dass ein einzelner
Impuls moglichst kurz dauert und eine schnelle Relaxation gewéhrleistet ist. Zum
anderen gibt es biologische Schalter, die einen komplexen Prozess auslosen, z. B.
die Kontraktion eines Muskels. Grundlage solcher Schalter sind héufig Struktur-
dnderungen in Proteinen, die innerhalb von ungefihr einer Millisekunde ablau-
fen. Damit die Auslosung schnell erfolgen kann, sollte ein Signalmolekiil oder
-ion moglichst ohne Verzdgerung binden und dann ca. 103 Sekunden im gebun-
denen Zustand bleiben, bis der Schaltvorgang abgeschlossen ist.

Die Stabilitatskonstante fiir die Bindung eines Metallions an ein Protein gibt
das Verhiltnis zwischen den Geschwindigkeitskonstanten fiir die Bildung und die
Dissoziation des Komplexes an.

K= kon /koff

Im Fall der Ionen Na*, K™ und Ca?* kann man davon ausgehen, dass k,, am
Diffusionslimit, d. h. bei mindestens 10° s~! liegt. Die beiden Alkalimetallionen
bilden zudem im Normalfall kinetisch duBerst labile Komplexe, bei denen kg
groBer als 106 s~ ! (K < 10%) ist. Sie sind deshalb pridestiniert fiir eine Funktion
als elektrolytische Signaliibertrdger und spielen eine Schliisselrolle bei der Ner-
venleitung. Biologische Calciumkomplexe weisen dagegen groBere Stabilitéts-
konstanten auf, K = 10° Das bedeutet, dass die Dissoziationsrate kg in der
GroBenordnung von etwa 10° s ! liegt. Calciumionen sind deshalb ideale Kandi-
daten fiir die Auslosung biologischer Schalter. In Tabelle 5.2 sind die Daten noch
einmal {ibersichtlich zusammengestellt. Zum Vergleich wurde das Magne-
sium (IT)-Ion mit aufgenommen. Man erkennt, dass die Reaktionsgeschwindigkei-
ten in beide Richtungen relativ niedrig sind. Die Unterschiede liegen im kleinen
Radius von 0.6 A und der damit zusammenhiingenden hohen Ladungsdichte der

Tabelle 5.2 Idealisierte Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten biologisch rele-
vanter Alkali- und Erdalkali-Ionen.

Ton kon /s7V ko /s7! K biologische Funktion
Nat, Kt >10° > 10° <10® Signaliibertragung
Ca?+ 10° 103 10°  Ausldsen von Schaltern

Mg+ 10° 10? 10®  Stabilisierung der Struktur von Phosphaten
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Mg?*-Tonen begriindet. Mg?*-Ionen sind mit einer Konzentration von ca.
1073 M in Zellen recht hiufig. Sie sind die bevorzugten Bindungspartner von
hochgeladenen Oxo-Anionen wie dem Polyphosphat im ATP#~. Als Signaliiber-
triger eignen sie sich jedoch deutlich weniger als Ca’*.

5.3.2 Grundlagen der Nervenleitung

Um zu verstehen, wie ein elektrischer Impuls durch das Axon einer Nervenzelle
iibertragen wird, ist es zundchst wichtig, das Membranpotential einer solchen
Zelle im Ruhezustand zu betrachten. In Abb. 5.14 sind die dafiir notwendigen
Grundlagen dargestellt. Zunichst wird durch eine Ionenpumpe, die Na* /K*-
ATPase, ein Konzentrationsgradient erzeugt. Unter ATP-Verbrauch werden 3
Na ™" -Ionen aus der Zelle hinaus und 2 K*-Ionen in das Cytosol hinein transpor-
tiert. Die Na*-Konzentration wird dadurch auBen 440 mM, die K*-Konzentra-
tion 20 mMm. Innen findet man 50 mm Na*t und 400 mm K*. Im Zellinneren
befinden sich sehr viele negativ geladene organische Ionen, z. B. in den Seitenket-
ten von Proteinen. AuBlen gleichen hauptsédchlich Chloridionen die Ladungen
aus. Der entscheidende Schritt besteht nun darin, dass es in der Zellmembran
Kaliumkanile gibt, die eine nahezu ungehinderte Diffusion von K*-Ionen er-
moglichen. Die Konsequenz ist, dass Kaliumionen entlang ihres Konzentrations-
gradienten wandern, also von innen nach auflen. Dadurch ladt sich das Cytosol
negativ auf, wihrend sich an der AuBenseite der Membran ein kleiner Uber-
schuss an Kationen sammelt. Diese Vorgédnge laufen ab, bis sich ein Gleichge-
wicht einstellt. Mit Hilfe der Nernst’schen Gleichung kann man das resultierende
Membranpotential berechnen:

AG =RT In([K*], /[K*1,) + zF
AG = 0 im Gleichgewicht
¥m = (RT/zF) In([K* ], /[K*])

Dabei sind [K*]; und [K*], die Kaliumionen-Konzentrationen innen und auB3en,
F ist die Faraday-Konstante, z die Zahl der iibertragenen Ladungen pro Kalium-
ion, R die molare Gaskonstante, T die Temperatur und ¥, das Membranpoten-
tial. Einsetzen der Konzentrationen in Abb. 5.14, die fiir das ,,Riesenaxon‘ (engl.
giant axon) eines Tintenfischs gemessen wurden, ergibt bei 25 °C einen Wert von
=75 mV.

Das Membranpotential hingt dabei nur von einer Ionensorte ab, weil die ande-
ren lonen nicht frei diffundieren kénnen, sodass sie nicht an der Einstellung des
Gleichgewichts beteiligt sind. Dies &ndert sich, sobald ein duflerer Reiz an der
Nervenzelle zu einer kleinen Verdnderung des Ruhepotentials fithrt. Dadurch
werden die in Abb. 5.15 schematisch dargestellten Vorginge ausgelost. Es 6ffnen
sich zunichst spannungsabhiingige Natriumkanile, sodass Na*t-Tonen von auBen
in Richtung ihres Gradienten flieBen konnen. Das im Ruhezustand negative
Membranpotential wird positiver, die Membran wird depolarisiert. Verstirkt
wird der Effekt dadurch, dass sich spannungsabhingige Kaliumkanéle 6ffnen,
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Abb. 5.14 Schematische Darstellung der Einstellung des Ruhepotentials einer Nerven-
zelle. Eine Pumpe, die Natrium-Kalium-ATPase, transportiert 3 Natriumionen aus dem
Zellinneren ins extrazellulire Medium. Gleichzeitig werden 2 Kaliumionen in die Zelle
hineingepumpt. In der Membran gibt es offene Kaliumkanile, jedoch keine offenen Natri-
umbkanile. So stellt sich ein Gleichgewicht zwischen den Kaliumkonzentrationen innen und
auflen ein. Die beiden Konzentrationen gleichen sich nicht aus, weil im Zellinneren ne-
gative Ladungen von Proteinen und anderen organischen Anionen ausgeglichen werden
miissen. Dafiir stehen nur K*-Ionen zur Verfiigung, weil im Inneren so gut wie keine
Na™*-Ionen mehr vorhanden sind. Es kommt zur Ausbildung starker Konzentrationsgradi-
enten sowohl fiir Na™- als auch fiir K*-Ionen.

was zu einem AbflieBen von K *-Ionen aus dem Cytosol fiihrt. Der Ubersichtlich-
keit halber sind diese Kaliumkanile nicht in der Abbildung gezeigt. Insgesamt
resultiert ein etwa 1—2 ms dauernder Spannungspuls, das Aktionspotential. Die
typische Form eines Aktionspotentials ist ebenfalls in Abb. 5.15 gezeigt. Das Sig-
nal breitet sich nun entlang des Axons aus, indem Na™-Ionen in benachbarte
Bereiche wandern, was wiederum zur Offnung spannungsabhiingiger Natriumka-
nile fiihrt. Am synaptischen Ende angelangt, wird der Nervenimpuls in ein che-
misches Signal umgewandelt. Dies geschieht dadurch, dass zunéchst Calciumka-
niille gedffnet werden, sodass die cytosolische Ca?*-Tonenkonzentration stark an-
steigt. Die Calciumionen stimulieren die Ausschiittung von Neurotransmittern
wie z.B. Acetylcholin, Glutamat, Glycin oder y-Aminobuttersiure (GABA).
Diese wandern durch den synaptischen Spalt und l6sen durch die Bindung an
entsprechende Rezeptoren ihrerseits neue Signalkaskaden aus.
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Abb. 5.15 (a) Schematische Darstellung einer Nervenzelle (mit freundlicher Genehmi-
gung aus B. Alberts, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, P. Walter, Molecular Biology
of the Cell, 4th Ed., Garland Science 2002, S. 638.). (b) Die Abldufe, die zur Entstehung
und Ausbreitung eines Aktionspotentials fithren: Ein spannungsabhéngiger Natriumkanal
offnet sich, Natriumionen flieBen in die Zelle und gleichen das im Ruhezustand negative
Membranpotential aus (Depolarisation). Durch die resultierende Spannungsinderung 6ff-
nen sich benachbarte Kanile. (c) Typische Form eines Aktionspotentials. Das Ruhepoten-
tial wird durch den Kaliumionengradienten vorgegeben, es betriagt ca. —60 mV. Durch die
Offnung des Natriumkanals erfolgt eine Depolarisation der Membran. SchlieBlich wird ein
positives Potential erreicht, das jedoch unter dem theoretischen Wert von ca. +55 mV
fiir ein vollstindig Na*-bestimmtes liegt. Die Offnung zusétzlicher spannungsabhingiger
Kaliumkanile und die Aktivitit der Na* /K*-ATPase sorgen fiir eine rasche Repolarisa-
tion.

5.3.3 Kaliumkanale

Im vorhergehenden Abschnitt ist die Bedeutung von Ionenkanilen fiir die Erzeu-
gung von Membranpotentialen deutlich geworden. Wie wichtig diese Rolle ist,
driickt sich auch darin aus, dass der Nobelpreis fiir Chemie 2003 zur Hilfte an
Roderick MacKinnon fiir die Bestimmung der Struktur eines Kaliumkanals ver-
geben wurde.

Drei Eigenschaften sind fiir die Funktion von Ionenkanilen wichtig:

1. Der Fluss durch den Kanal muss schnell sein,
2. der Kanal muss eine hohe Selektivitit fiir eine bestimmte Ionensorte aufwei-
sen und
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3. es muss ein so genannter ,,Gating-Mechanismus® existieren, der die Ionenlei-
tung auf einen dufleren Stimulus hin ein- und ausschaltet.

Im Folgenden werden die ersten beiden Eigenschaften, schnelle Ionenleitung und
Selektivitdt, genauer besprochen. Zum ,,Gating“ sei hier nur gesagt, dass die
Pore eines Ionenkanals durch ein Biindel von Proteinhelices verschlossen werden
kann. Diese ,,Gating-Doménen* konnen Bindungsstellen fiir Calciumionen oder
organische Signalmolekiile enthalten. Die Bindung eines solchen Signaliibertri-
gers an den Rezeptor fiihrt zu einer Strukturédnderung, sodass sich die Pore off-
net. Eine Alternative sind spannungsabhingige Kanile, in denen eine Anderung
des Membranpotentials die Ursache der Strukturédnderung ist.

Kaliumkanale bestehen aus vier Protein-Untereinheiten, die eine zentrale Pore
umschlieBen. Im geodffneten Zustand ldsst der Kanal etwa 107 bis 10® Tonen pro
Sekunde passieren! Dabei ist besonders bemerkenswert, dass das kleinere Na*-
Ion praktisch nicht durchgelassen wird. Die strukturellen Grundlagen dieser Ei-
genschaften sind in Abb. 5.16 schematisch dargestellt. Gezeigt ist ein Querschnitt
durch zwei Untereinheiten. Man erkennt in Abb. 5.16a, dass der Selektivititsfil-
ter eine Engstelle in der Ndhe der Membran-AuBenseite ist. Die Abmessungen
sind auf K *-Tonen (r = 2.66 A) abgestimmt. Im Filter binden von jeder Unterein-
heit vier Carbonyl-Sauerstoffatome des Peptid-Riickgrats und die OH-Gruppe in
der Seitenkette eines Threoninbausteins an das Kaliumion. In Abb. 5.16b ist die

Protein Protein

M 4 \m

NY

HN o o NH K
\ / \\\‘\ ""/
o 0 H,0 OH,

N / \ NH H,0 OH,

Protein K Protein (c)

OHZ,OHz

(b)

Abb. 5.16 Schematische Struktur eines Kaliumkanals. (a) Einbettung in die Lipid-Dop-
pelschicht. Der Kanal besteht aus vier Untereinheiten, von denen zwei dargestellt sind. Im
oberen Bereich befindet sich der Selektivitétsfilter. Zwei Helices sind eingezeichnet, die
Aufgrund ihrer dipolaren Eigenschaften den Durchtritt durch den Filter beschleunigen.
(b) Darstellung der Kaliumkoordination im Selektivititsfilter. Die Bindungsstellen sind
Sauerstoffatome der Carbonylgruppen des Peptidriickgrats, sowie OH-Seitenkettenfunk-
tionen von Threonin. (¢) In der Kristallstruktur wurde ein [K (H,O)g] *-Ion charakterisiert,
dessen quadratisch antiprismatische Struktur der Koordinationssphére im Filter entspricht.
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resultierende quadratisch antiprismatische Koordination gezeigt, die die Hyd-
rathiille perfekt nachbildet. Dies wird besonders deutlich, weil in dem grofleren
Hohlraum unterhalb des Filters ein hydratisiertes [K(H,O)g]"-Ion gefunden
wurde. Na*-Ionen sind mit einem Ionenradius von nur 1.90 A zu klein fiir eine
Koordination im Filter, sodass die fiir eine Ionenleitung notwendige Dehydrati-
sierungsenergie nicht aufgebracht werden kann. Dies ist die Grundlage der Selek-
tivitit. Die hohe Leitfdhigkeit beruht auf der kinetischen Labilitit der hydrathiil-
lenartigen Koordination. In Abb. 5.16b ist gezeigt, dass vier Bindungsstellen im
Filter existieren. Tatsdchlich ist davon jeweils nur jede zweite besetzt. Die beiden
Ionen werden synchron durchgereicht und in den gro3eren Hohlraum transpor-
tiert. Dies wird zusétzlich dadurch erleichtert, dass in jeder Untereinheit ein
Helixelement einen elektrischen Dipol bildet, dessen positives Ende auf der Au-
Benseite der Membran liegt und dessen negativer Pol sich am Ausgang des Filters
befindet. Dadurch entsteht ein Feldgradient, der den Transport begiinstigt.

5.3.4 Calciumionen als intrazellulare Signaltibermittler

Die Rolle von Ca’*-Ionen als Signaliibermittler kann schwerlich iiberschitzt
werden. Drei Beispiele sollen dies erldutern:

1. In Eizellen ist es ein plotzlicher Anstieg der cytosolischen Calciumkonzentra-
tion, der die Embryonalentwicklung einleitet.

2. Calciumionen l6sen die Kontraktion von Muskeln aus.

3. In sekretorischen Zellen, einschlieBlich Nervenzellen, gibt Ca?>* das Signal
zur Sekretion.

Die Basis fiir die Funktion von Calciumionen ist der gro3e Konzentrationsgradient
zwischen dem extrazelluldren Medium mit seiner hohen Ca?*-Ionenkonzentration
von 10~3M und dem Cytosol, in dem die Konzentration lediglich 10~7 M betrégt.
Wenn sich Calciumkanile auf ein Signal hin 6ffnen, fluten Ca?*-Ionen in die
Zelle und ihre Konzentration im Cytosol steigt schlagartig auf das 10- bis 20-
fache. Dies fithrt zur Aktivierung von calciumabhingigen Proteinen. Die niedrige
Ausgangskonzentration wird schlieBlich durch ATPasen wieder hergestellt, die
Ca?* gegen den Gradienten aus der Zelle pumpen.

Als typisches Beispiel fiir die signalgebende Wirkung von Calciumionen sei die
Calmodulin-Familie besprochen. Dabei handelt es sich um evolutionsgeschicht-
lich sehr alte Proteine, die in allen eukaryotischen Zellen (Zellen mit einem Zell-
kern) vorkommen. Abbildung 5.17 zeigt eine schematische Darstellung ihrer
Struktur und Funktion. Calmoduline sind monomere Proteine aus ca. 150 Ami-
nosduren. Sie enthalten als wichtige Strukturelemente eine zentrale Helix und
vier Ca?"-Bindungsstellen, je zwei am C- und am N-Terminus. Alle Calcium-
Bindungsstellen weisen ein fiir Ca?*-bindende Proteine typisches Motiv auf, die
EF-Hand. Zwei Helices, als E und F bezeichnet, sind dabei durch eine Schleife
verbunden, in der saure Aminosduren und das Peptid-Riickgrat Carbonyl- und
Carboxylatfunktionen fiir die Koordination zur Verfiigung stellen. Die Bezeich-
nung EF-Hand riihrt daher, dass die F-Helix durch den Daumen, die E-Helix
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Abb. 517 (a) Schematische Darstellung der Struktur von Calmodulin: Zwei Metallbin-
dungsdoménen, die jeweils zwei Calciumionen aufnehmen konnen, werden durch eine He-
lix verkniipft. (b) EF-Hand: Die Calciumbindungsstelle enthdlt zwei Helices. Wenn der
Zeigefinger der rechten Hand in Richtung der E-Helix, der Daumen in Richtung der F-
Helix zeigt, halten die verbliebenen Finger das Metallion fest. Die Struktur der ersten
Koordinationssphére ist gezeigt. Sie enthilt, wie nicht anders zu erwarten, ausschlieBllich
harte Sauerstoffdonoren. (c) Calmodulin aktiviert andere Proteine dadurch, dass es an sie
bindet und so Strukturédnderungen hervorruft.

durch den ausgestreckten Zeigefinger der rechten Hand dargestellt werden kon-
nen. Die drei verbleibenden Finger umfassen dann das Metallion. Fiir die Funk-
tion von Calmodulin ist es notwendig, dass das Protein zwischen Calcium und
dem in der Zelle hiufigen Magnesium unterscheiden kann. Dies wird durch die
Koordinationssphiire gewihrleistet. Insgesamt ist das Ca?*-Ion siebenfach koor-
diniert, wobei eine Position durch ein Wassermolekiil besetzt wird.

Die Bindung von vier Calciumionen erméglicht dem Calmodulin eine Konfor-
mationsdnderung. Es kann dadurch eine enge Wechselwirkung mit anderen Pro-
teinen eingehen und diese so aktivieren. Viele calciumabhéngige Signale werden
durch Proteinkinasen (CaM-Kinasen) vermittelt, die ihrerseits durch Calmodulin
aktiviert werden und dann andere Proteine phosphorylieren. Die Dissoziation
der Calciumionen fiihrt dazu, dass der Calmodulin-Kinase-Komplex aufgelost
und die Kinase inaktiviert wird.
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5.4 Zink: Lewis-saure Katalyse und
strukturgebende Funktion

5.4.1 Allgemeiner Uberblick

Zink ist ein essentielles Element fiir alle Lebensformen. Der menschliche Kérper
enthilt etwa 3 g, was Zink dort zum zweith4ufigsten Ubergangsmetall nach dem
Eisen macht. Mangelerscheinungen reichen von Hautschdden iiber Zwergwuchs
zu einer verzogerten sexuellen Entwicklung. Etwa dreihundert Metalloenzyme
benotigen Zn?"-Ionen. Darunter sind Vertreter aus allen sechs fundamentalen
Klassen: Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und
Ligasen. Dabei konnen Zinkionen entweder eine katalytische Funktion erfiillen,
wie etwa in der Carboanhydrase, oder ein wesentlicher strukturstabilisierender
Faktor sein, z.B. in den Zinkfingern von DNA-bindenden Transkriptionsfak-
toren.

Die groB3e Bedeutung des Zinks liegt offenbar in seiner Vielseitigkeit. Diese
héngt eng mit den grundlegenden Eigenschaften des Zn?*-Ions zusammen. Sein
Tonenradius ist mit 0.74 A (KZ = 4) bis 0.88 A (KZ = 6) nicht viel groBer als der
von Mg?" (KZ = 4: 0.71 A; KZ = 6: 0.86 A). Jedoch ist das Tonisierungspotential
(M/M?7") des Zinks mit ca. 1700kJ /mol deutlich groBer als das des Magnesiums
mit ca. 1400kJ/mol. Dies bedeutet, dass Zn>* eine hohere Affinitit zu Elektro-
nen besitzt, demzufolge einen ,,weicheren“ Charakter hat und die deutlich stér-
kere Lewissédure ist. So erkldrt sich auch die ausgeprigte Neigung des Zinkions,
stabile Komplexe mit Amin- oder Thiolatliganden einzugehen, was fiir seine bio-
logische Rolle von groB3er Bedeutung ist. Unter den zweiwertigen Ionen der ers-
ten Ubergangsmetallreihe ist nur das Kupfer eine stirkere, Nickel eine vergleich-
bar starke Lewis-Saure. Allerdings ist Kupfer im biologischen Milieu redoxaktiv,
was eine Rolle in Lewis-sauren Enzymen zwar nicht streng verbietet, aber doch
unglinstig erscheinen lésst, weil unerwiinschte Nebenreaktionen auftreten kon-
nen. Das gleiche gilt fiir eine rein strukturelle Funktion. Dariiber hinaus ist es
fiir Reaktionen, bei denen grof3e Strukturdnderungen aufgrund der Spaltung und
Kniipfung von Bindungen auftreten, giinstig, wenn das katalytisch aktive Metall-
ion eine variable Koordinationssphire besitzt. Dies ist beim Zink (IT) der Fall,
weil Ligandenfeldeffekte aufgrund seiner d'°-Konfiguration keine Rolle spielen.

Im Folgenden werden zunéchst Proteine besprochen, in denen das Zink eine
strukturelle Bedeutung besitzt. Dazu gehoren Transkriptionsfaktoren und andere
genregulatorische Proteine. Danach werden Enzyme besprochen, in denen Zn?™* -
Ionen an der katalytischen Umsetzung von Substraten beteiligt sind.

5.4.2 Strukturgebende Wirkung von Zink

Die Ubertragung einer DNA-Sequenz in einen komplementiren RNA-Strang,
die Transkription, ist das Ablesen der Erbinformation. Sie erfordert die Mitwir-
kung von Transkriptionsfaktoren. Dabei handelt es sich um sequenzspezifische,
DNA-bindende Proteine, deren Aufgabe es ist, den richtigen Wirkungsort fiir die
RNA-Polymerase zu markieren und sie bei der Arbeit zu unterstiitzen. Es gibt
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Abb. 518 (a) Der tetraedrische Zinkkomplex in Zinkfingerproteinen. Zwei Liganden
sind Thiolatfunktionen von Cystein-Seitenketten, zwei sind Imidazol-Stickstoffdonoren aus
den Seitenketten von Histidin. (b) Darstellung der Cys-(Xaa),-Cys- und His-(Xaa)s-His-
Sequenzen, an die das Metallion bindet. Xaa steht dabei fiir eine andere Aminosiure im
Riickgrat. (c) Durch die Koordination von Zink bildet sich ein charakteristisches Struktur-
element, in dem ein Faltblatt neben einer Helix vorliegt. Die Cysteinatoliganden befinden
sich in der Faltblattdoméne, die Histidinliganden in der Helix.

eine grof3e Familie von Transkriptionsfaktoren, die als gemeinsames Strukturmo-
tiv Zinkkomplexe, so genannte ,,Zinkfinger besitzen. Abb. 5.18 enthélt eine
Darstellung. Im Zinkfinger wird eine f-Faltblattstruktur mit einer a-Helix tiber
einen tetraedrischen Komplex verkniipft. Wie fest die Bindung an die DNA er-
folgt, wird unter anderem durch die Anzahl der Zinkfinger bestimmt. Es gibt
Transkriptionsfaktoren wie TFIIIA aus dem afrikanischen Krallenfrosch Xeno-
pus, der neun solcher Motive enthilt und bis zu elf Zinkionen binden kann.
ADRI1 aus Hefezellen besitzt dagegen nur zwei, Zif268 aus der Maus drei und
GLI aus dem Menschen fiinf Metallbindungsstellen. Allen Zinkfingern gemein-
sam ist die tetraedrische Koordination des Metallions an zwei Cysteinyl-Thiolat-
oliganden in der Faltblatt-Doméne und zwei Histidyl-Imidazolliganden im helika-
len Segment.

Neben den Zinkfingerproteinen gibt es noch weitere genregulatorische Pro-
teine, die Zinkkomplexe als strukturstabilisierende Einheiten verwenden. Drei
Vertreter sind in Abb. 5.19 gezeigt. Dazu gehort die bedeutende Klasse der Stero-
idrezeptor-Proteine, die auf ein hormonelles Signal hin an die DNA binden. Sie
enthalten ebenfalls tetraedrisch koordinierte Zinkionen, allerdings mit vier
gleichartigen Cysteinatoliganden. Das zweite Beispiel sind retrovirale Nucleocap-
side; Proteine, die das Genom von Retroviren wie HIV einhiillen. Hier bilden
drei Cysteinato- und ein Histidinligand die Koordinationssphére. SchlieBlich ist
ein Transkriptionsfaktor aus der Hefe zu nennen, GAL4, der einen zweikernigen
Zinkkomplex mit sechs Cysteinatoliganden enthélt, von denen zwei eine verbrii-
ckende Position einnehmen. Es resultiert wiederum an jedem Metallion eine tet-
raedrische Umgebung.
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Abb. 5.19 Tetraedrische Zinkkomplexe als strukturstabilisierende Elemente in anderen
DNA-bindenen Proteinen. (a) 4 Cysteinatoliganden liegen in Steroidrezeptor-Proteinen
vor. (b) Im Hiillprotein von Retroviren findet man einen Zinkkomplex mit drei Cysteinato-
und einem Histidinliganden. (c) Der Transkriptionsfaktor GAL4 enthélt einen zweikerni-
gen Zinkkomplex mit sechs Cysteinatoliganden, von denen zwei verbriickend wirken.

5.4.3 Zink in Enzymen
5.4.3.1 Enzyme mit einkernigen Zinkkomplexen

Im aktiven Zentrum vieler Zinkenzyme befinden sich einfache tetraedrische
Komplexe, in denen das Metallion an drei Donoratome aus Peptidseitenketten
gebunden ist. Hierfiir kommen der Imidazolring von Histidin, die Carboxylat-
funktion von Glutaminsdure oder Asparaginsidure sowie die deprotonierte Thio-
latfunktion von Cystein in Frage. Verschiedene Kombinationsmoglichkeiten die-
ser Ligandfunktionen sind in Abb. 5.20 jeweils mit einem konkreten Beispiel zu-
sammengefasst. Die vierte Koordinationsstelle im Tetraeder steht somit fiir die
Bindung eines Substrats zur Verfiigung. Haufig ist dies ein Wassermolekiil, dem
bei der Spaltung von Peptidbindungen eine entscheidende Rolle zukommt. Ei-
nige Begriffe in der Abbildung miissen kurz erldutert werden: Endopeptidasen
spalten ein Peptid in der Mitte, Exopeptidasen von einem Ende her. Die Carb-
oxypeptidase ist beispielsweise eine Exopeptidase, die C-terminale Amino-
sduren mit groBen hydrophoben Resten vom Peptid spaltet. Bevorzugt werden
dabei aromatische Aminoséduren, insbesondere Phenylalanin.



5.4 Zink: Lewis-saure Katalyse und strukturgebende Funktion 811

mogliche Liganden:

H _H
T NH | N\> NH O "NH
Zn ° N OMOO oi)vso
T
I-Lz/ \L3
Histidin n = 1: Asparaginsaure Cystein
n = 2: Glutaminsaure
L! L2 L3 Enzym Funktion
His His His  Carboanhydrase CO, + H,O0==H* + HCO3 Gleichgewicht
His  His Glu  Carboxypeptidase Exopeptidase
Thermolysin Endopeptidase

His  His Cys Bacteriophage T7 Lysozym Amidbindung in Polysacchariden

His Asp Cys Farnesyl Protein Transferase  Alkylierung eines Cysteinyl-Schwefelatoms

His Cys Cys Alkohol Dehydrogenase Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden und
Ketonen

Cys Cys Cys 5-Aminolavulinat Dehydratase Syntese von Porphobilinogen*

* Porphobilinogen: Zwischenprodukte bei der Synthese von Porphyrinen

Abb. 5.20 Tetraedrische Zinkkomplexe in Zinkenzymen. Drei Koordinationsstellen wer-
den von proteinogenen Liganden besetzt. An der vierten Stelle befindet sich ein Wasser-
molekiil. Die wichtigsten Kombinationsmoglichkeiten der 4 moglichen proteinogenen Li-
ganden sind mit einem charakteristischen Beispiel in der Tabelle zusammengefasst.
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Abb.5.21 Die drei alternativen Mechanismen von Zinkenzymen. (a) Das koordinierte
Wassermolekiil wird aufgrund seines niedrigen pKs-Werts deprotoniert (Beispiel: Carboan-
hydrase). Es entsteht ein zinkgebundenes Hydroxidion, welches ein gutes Nukleophil ist.
(b) Der pKs-Wert des koordinierten Wassermolekiils ist nicht so niedrig, dass eine vollstin-
dige Deprotonierung erfolgt, jedoch reicht die Anwesenheit einer Base im aktiven Zent-
rum fiir eine Erhohung der Nukleophilie aus (Beispiel: Carboxypeptidase). (c) Das Wasser-
molekiil fungiert als kinetisch labiler Ligand, der gegen ein Substratmolekiil ausgetauscht
werden kann (Beispiel: Alkohol-Dehydrogenase).
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Drei wesentliche Alternativen bestimmen den Mechanismus der enzymati-
schen Aktivitdt von einkernigen Zinkenzymen; sie sind in Abb. 5.21 dargestellt.

Moglichkeit A beruht darauf, dass der pKs-Wert von koordiniertem Wasser
deutlich reduziert ist; im Fall der Carboanhydrase betriagt er ungefihr 7. Dadurch
ist es leicht moglich, durch Deprotonierung ein metallgebundenes Hydroxidion
zu erzeugen, das nun als sehr aktives Nukleophil zur Verfiigung steht. Es ist leicht
verstandlich, dass diese Variante dann auftritt, wenn das Metallzentrum eine
moglichst grofle positive Ladung trégt. Dies ist in der Carboanhydrase mit ihren
drei neutralen Imidazolliganden der Fall. Tritt ein negativ geladener Peptidligand
auf, so wird eine zusétzliche kooperierende Base bendtigt, die zu einer starken
Polarisierung des gebundenen Wasserliganden fiihrt. Wiederum resultiert eine
erhohte Nukleophilie, die zur Spaltung von Substraten ausgenutzt wird. In ande-
ren Enzymen gibt es zwei anionische Liganden. Sie zeichnen sich in der Regel
dadurch aus, dass kein reaktives metallgebundenes Nukleophil erzeugt wird, son-
dern ein organisches Substratmolekiil durch Ligandenaustausch gebunden und
fiir eine weitere Reaktion aktiviert wird.

Zu jeder der drei vorgestellten Moglichkeiten wird im Folgenden ein Beispiel
diskutiert. Den Anfang macht die gut untersuchte Familie der Carboanhydrasen.
Diese Enzyme spielen eine wichtige Rolle fiir den CO,-Stoffwechsel, sowohl bei
der Atmung, als auch bei der Photosynthese und beim Auf- und Abbau carbonat-
haltiger Skelette. Des Weiteren kommt ihnen eine essentielle Rolle bei der pH-
Pufferung biologischer Medien zu. Die katalysierte Reaktion erscheint zunéchst
simpel. Es handelt sich um die Einstellung des Gleichgewichts zwischen Kohlen-
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Abb. 5.22 Der Mechanismus der Carboanhydrase. Unstrittig ist, dass ein koordiniertes
Hydroxidion als Nukleophil wirkt. Es bildet sich ein Hydrogencarbonatokomplex, der sich
auf zwei verschiedene Arten zu einem stabilen Komplex umlagern kann. Der Lipscomb-
Mechanismus geht von einer Wanderung des Protons aus, wiahrend im Lindskog-Mechanis-
mus die Rotation um eine Zink-Sauerstoff-Bindung postuliert wird. Dazu muss die Zink-
OHR-Bindung zunéchst gelost werden.
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Abb. 5.23 Katalytischer Zyklus der Carboxypeptidase. Das koordinierte Wassermolekiil
wird durch die Bildung einer Wasserstoffbriicke zu einem Glutamatrest aktiviert und rea-
giert als Nukleophil mit der ersten Amidgruppe vom C-Terminus des Substrats aus gezéhlt.
Das Substrat wird durch zwei Argininseitenketten raumlich fixiert und orientiert. Es bildet
sich eine tetraedrische Zwischenstufe, von der ausgehend die Amidbindung gespalten wird.
Nach der Dissoziation der Produkte und der Bindung von Wasser und neuem Substrat
beginnt der Zyklus erneut.

dioxid und Hydrogencarbonat. Im pH-neutralen Medium ist sie bei Raumtempe-
ratur mit einer Halbwertszeit von ca. 20 Sekunden sehr langsam. Carboanhydra-
sen bewirken eine erstaunliche Beschleunigung um das ca. 107-fache! Einige Ver-
treter dieser Enzymfamilie arbeiten am Diffusionslimit, weswegen sie gelegent-
lich als perfekt entwickelte Enzyme bezeichnet werden. Die hohe Effizienz ist
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Abb. 5.24 Vorschlag zum Mechanismus der Oxidation von Alkohol durch das Enzym
Alkohol-Dehydrogenase. Das koordinierte Wassermolekiil wird durch das Substrat ersetzt;
dieses wird dadurch rdumlich fixiert und aktiviert. Es kann nun durch ein externes Oxida-
tionsmittel, NAD*, zum Aldehyd umgesetzt werden. Die Dissoziation des Produkts und
Koordination eines Aqualiganden regenerieren das aktive Zentrum.

sicher auch ein Grund dafiir, warum der Carboanhydrase viel Interesse, sowohl
von experimenteller, als auch von theoretischer Seite entgegengebracht wurde.

Die beiden gingigen mechanistischen Vorstellungen, nach ihren Proponenten
als Lipscomb- und Lindskog-Modell bezeichnet, sind in Abb. 5.22 gezeigt. Ent-
scheidend ist ein zinkgebundenes Hydroxidion, das als Nukleophil mit Kohlendi-
oxid reagiert. Es bildet sich ein reaktives Intermediat, das sich auf zwei Weisen
zu einem Hydrogencarbonatokomplex umlagern kann. Im Lipscomb-Modell wird
ein Protonentransfer formuliert, wihrend Lindskog von der Rotation um eine
C—O-Bindung des Hydrogencarbonatoliganden ausgeht. Es gibt Hinweise aus
theoretischen Untersuchungen, die den Lindskog-Mechanismus unterstiitzen, je-
doch ist eine endgiiltige Kldrung noch nicht erreicht.

Als zweites Beispiel wird das Verdauungsferment Carboxypeptidase A bespro-
chen. Es wird iiblicherweise aus dem Pankreas von Rindern gewonnen. Wie be-
reits erwihnt, spaltet es Peptide von ihrem Carboxyterminus her an der ersten
Amidbindung. Das Protein enthilt Zink an zwei Histidinliganden und einen anio-
nischen Glutaminsdurerest koordiniert. Die dadurch reduzierte Ladung des Kom-
plexes reicht nicht mehr fiir die Bildung eines zinkgebundenen Hydroxidions
ohne Hilfsbase aus. Die Aktivierung des Nukleophils erfolgt hier unter Beteili-
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gung einer rdumlich benachbarten Glutamatfunktion. Abbildung 5.23 zeigt, dass
eine Bindung zwischen dem koordinierten Wassermolekiil und der peptidischen
Carbonylfunktion gekniipft wird. Verschiedene Aminosiureseitenketten, von de-
nen lediglich zwei Arginingruppen gezeigt sind, fixieren dabei das Substrat. Es
entsteht ein tetraedrisches Intermediat, das schlieBlich in die Produkte zerfillt.
Nach deren Freisetzung steht das Enzym fiir einen neuen Katalysezyklus wieder
zur Verfiigung. Beachtenswert ist die augenfillige Kooperativitdt verschiedener
funktioneller Gruppen bei der enzymatischen Umsetzung komplexer Molekiile.
Neben dem aktiven Zinkkomplex sind verschiedene Ankergruppen sowie ein
Relais fiir den Austausch von Protonen an der Katalyse beteiligt. Wir werden
spater darauf zuriickkommen, wie Kooperativitdt zwischen verschiedenen Metall-
zentren in mehrkernigen Metalloenzymen zustandekommt.

Das letzte Beispiel fiir einkernige Zinkenzyme, das wir besprechen wollen, ist
die Alkohol-Dehydrogenase (ADH). Sie katalysiert die Oxidation von Ethanol
zu Acetaldehyd, setzt aber auch andere Alkohole in analogen Reaktionen um.
Das Zn?*-Ion liegt in der ADH wiederum tetraedrisch koordiniert vor, wobei
eine Bindungsstelle durch Histidin besetzt ist. Dazu kommen zwei anionische
Cystein-Thiolatliganden, die die positive Ladung ausgleichen. Der vierte Ligand
ist auch in der ADH ein Wassermolekiil, dessen Aciditdt hier jedoch nicht nen-
nenswert erhoht ist. Die typische Reaktion eines solchen Aqualiganden ist die
Substitution. In Abb. 5.24 ist die Bindung eines Ethanolmolekiils und dessen wei-
tere Reaktion im Katalysezyklus dargestellt. Die Oxidation des gebundenen Al-
kohols erfolgt unter Deprotonierung und Ubertragung eines Hydridions auf
NAD™*. Dabei entstehen NADH und Acetaldehyd. Wird dieser durch ein Was-
sermolekiil substituiert, ist der Kreislauf geschlossen. Man beachte, dass das Zink
hier nicht als Oxidationsmittel auftritt. Es dient dazu, das Substrat zu fixieren
und zu orientieren, moglicherweise auch zu aktivieren.

5.4.3.2 Enzyme mit mehrkernigen Zinkkomplexen

Neben den vorstehend beschriebenen einkernigen Zinkenzymen sind auch solche
bekannt, in denen das aktive Zentrum mehrere Metallionen in mehrkernigen
Komplexen enthilt. Darunter befinden sich wichtige Hydrolasen wie die Amino-
peptidase, die Peptide vom N-Terminus aus spaltet, eine zinkhaltige -Lactamase,
die fiir den Abbau von S-Lactamantibiotika verantwortlich ist, sowie die alkali-
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Metallo-j3-Lactamase Leucin-Aminopeptidase Alkalische Phosphatase

Abb.5.25 Die Struktur der zweikernigen Zinkkomplexe in drei ausgewihlten Zinken-
zymen.
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Abb. 5.26 Struktur und Funktion der violetten Phosphatase. Das aktive Zentrum enthilt
zwei oktaedrisch koordinierte Metallionen. Am Zink liegt ein kinetisch labiler Aqualigand
vor, der gegen das Substrat ausgetauscht wird. Das Eisen (III)-Ion trédgt einen Hydroxo-
liganden, der analog zur Carboanhydrase als Nukleophil wirkt. Es bildet sich zunéchst ein
reaktives Zwischenprodukt, in dem das Phosphoratom fiinffach substituiert ist. Dieses zer-
fallt unter Abspaltung eines Alkohols und Bildung von Phosphat, das schlieBlich unter
Regeneration des aktiven Zentrums dissoziiert.

sche Phosphatase, die Phosphatmonoester unter alkalischen Bedingungen spaltet
und neben zwei Zinkionen noch ein Mg?*-Ion enthélt. In Abb. 5.25 sind die
Strukturen der drei relevanten Zinkkomplexe dargestellt. Die mechanistischen
Details der Wirkung dieser Proteine sind kompliziert und bisher noch nicht voll-
stindig aufgeklirt; es wird deshalb auf eine weitergehende Diskussion verzichtet.

Stattdessen sei die violette saure Phosphatase aus der Kidney-Bohne als Bei-
spiel fiir ein Metalloenzym vorgestellt, das neben einem Zn?*-Ion noch ein Fe3 -
Ion enthilt. Seine Aufgabe ist die Spaltung von Phosphorsidureestern unter sau-
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ren Bedingungen. Beim menschlichen Enzym ist die Position eines divalenten
Zinkions durch ein dreiwertiges Eisenion besetzt.

An der Funktion der violetten Phosphatase lassen sich die oben erarbeiteten
Konzepte an einem besonders schonen Beispiel fiir kooperierende Metallzentren
weiter verdeutlichen. Die Struktur des aktiven Zentrums ist in Abb. 5.26 gezeigt.
Es handelt sich um einen zweikernigen Komplex, in dem ein Aspartatrest des
Proteins und ein Hydroxoligand zwischen dem Fe3* und dem Zn?™"-Ion verbrii-
cken. Die erwartete oktaedrische Koordinationssphidre am Eisen wird durch zwei
anionische (Asp, Tyr) und einen neutralen Proteinliganden (His) sowie ein Hyd-
roxidion vervollstindigt. Eisen (III) ist eine so starke Lewis-Séure, dass unter
physiologischen Bedingungen stets die Deprotonierung eines Aqualiganden an-
zunehmen ist. Das Zinkion ist ebenfalls oktaedrisch koordiniert, wobei das Pro-
tein drei neutrale Donorliganden zur Verfiigung stellt, eine Asparagin- und zwei
Histidin-Seitenketten. Die sechste Koordinationsstelle ist hier von einem nicht
deprotonierten Aqualiganden besetzt. Im Einklang damit ist der gesamte Kom-
plex elektrisch neutral und die Phosphatase unter schwach sauren Bedingungen
aktiv. Es finden sich also die beiden oben beschriebenen Motive, ein metallge-
bundenes, nukleophiles Hydroxidion und ein kinetisch labiler Aqualigand, in di-
rekter Nachbarschaft. Auf der Grundlage dieser Uberlegungen lésst sich der
ebenfalls in Abb. 5.26 vorgestellte Mechanismus formulieren. Das Zinkion dient
als Bindungsstelle fiir das Substrat, das sodann mit dem terminalen Hydroxoli-
ganden unter Bildung eines fiinffach gebundenen Intermediats reagiert. Dieses
wird schlieBlich gespalten und gegen Wasser ausgetauscht. Dadurch schlieB3t sich
der katalytische Kreislauf.

5.5 Wichtige bioanorganische Kupfer- und Eisenkomplexe
5.5.1 Allgemeiner Uberblick

Kupfer und Eisen erfiillen biologisch oft dhnliche Aufgaben, die mit ihren Redox-
zustdnden zusammenhingen. Im nachfolgenden Abschnitt 5.6 wird ihre Schliis-
selrolle in den Elektronentransferketten der Atmung und der Photosynthese be-
handelt. Daran anschlieend wird in Abschnitt 5.7 die Beteiligung von Kupfer-
und Eisenproteinen am Transport und der Umsetzung von Sauerstoff beschrie-
ben. Dabei werden immer wieder dhnliche Strukturelemente auftauchen, die im
Folgenden vorgestellt werden.

5.5.2 Kupferproteine
Kupferkomplexe in den aktiven Zentren von Proteinen werden in drei grofe

Gruppen eingeteilt, die in Abb. 5.27 dargestellt sind. Fiir jeden Typ sind dabei
zwei konkrete Beispiele abgebildet.
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Abb. 5.27 Typische Kupferzentren, die in Proteinen vorkommen. Typ 1: ,,Blaues Kupfer®,
das héufig in Elektronentransferproteinen vorkommt und eine Geometrie besitzt, die zwi-
schen den von Cu(I) und Cu(II) bevorzugten liegt. Typ 2: ,Normales Kupfer* mit einer
quadratisch pyramidalen Anordnung, wie man sie héufig in Kupfer (II)-Komplexen antrifft.
Typ 3: Kupferzentren mit zwei Metallionen, die stark antiferromagnetisch gekoppelt und
deshalb ESR-inaktiv sind. Typisch ist in allen Fillen die Koordination von Cysteinato-,
Histidin- und gelegentlich auch Tyrosinatoliganden.

Der Typ 1 kommt hauptsdchlich in Elektronentransferproteinen vor. Wegen
seines charakteristischen Absorptionsspektrums werden die ihn enthaltenden
Proteine auch als blaue Kupferproteine bezeichnet. Die Komplexe sind charakte-
risiert durch eine verzerrt tetraedrische Koordinationssphére, die neben zwei His-
tidyl-Imidazolliganden noch eine anionische Cysteinyl-Thiolatfunktion und einen
elektrisch neutralen Methionyl-Thioetherdonor enthélt. Im Azurin existiert darii-
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Abb. 5.28 Charakteristische elektronische und ESR-Spektren von Kupferzentren in Pro-
teinen. (a) d—d-Ubergiinge in Kupferzentren vom Typ 2. (b) ,,Normales* ESR-Spektrum
eines Kupferkomplexes vom Typ 2 mit einer charakteristischen Aufspaltung des g-Signals
infolge der Hyperfeinkopplung zu ®*Cu und ®Cu. Beide Isotope besitzen den Kernspin
3/2 und liegen in einem Verhiltnis von ca. 70:30 vor. (c) Im Vergleich dazu die intensiven
LMCT-Ubergénge in blauen Typ-1-Kupferzentren. (d) ESR-Spektrum eines Kupferkom-
plexes vom Typ 1. Auffillig ist vor allem die viel kleinere Hyperfeinkopplungskonstante.

ber hinaus noch ein schwacher Kontakt zu einem Carbonylsauerstoffatom des
Peptidriickgrats. Die Anordnung der Liganden wird in Kupfer-Typ-1-Proteinen
durch das Polypeptidgeriist vorgegeben. Sie liegt zwischen der fiir Kupfer(I)
giinstigen tetraedrischen und der von dem zweiwertigen Ion bevorzugten plana-
ren Anordnung. Daraus resultiert ein relativ stark positives Redoxpotential fiir
die Oxidation von Kupfer(I) zu Kupfer (IT). Weiterhin bedingt die vorgegebene
Geometrie, dass ein Elektroneniibergang nur von einer geringfiigigen strukturel-
len Reorganisation begleitet wird.

Bioanorganische Kupferkomplexe vom Typ 2 werden auch als normales oder
»hicht-blaues Kupfer” bezeichnet. Sie kommen in sauerstoffaktivierenden Enzy-
men vor und besitzen die fiir Kupfer (IT) erwartete weitgehend planare Geomet-
rie, meist mit einem zusétzlichen, schwicher gebundenen Liganden. Die resultie-
rende Anordnung kann meist als quadratisch pyramidal beschrieben werden.

Die Bezeichnungen ,,blaues* und ,,nicht-blaues Kupfer“ weisen bereits darauf
hin, dass man die beiden Typen 1 und 2 leicht anhand ihrer spektroskopischen
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Eigenschaften unterscheiden kann. Abbildung 5.28 zeigt, dass dafiir sowohl elekt-
ronische als auch ESR-Spektren geeignet sind. Im sichtbaren Bereich zeigen nor-
male Kupferkomplexe (Typ 2) lediglich schwache d—d-Uberginge, wihrend die
Typ-1-Zentren durch intensive LMCT-Ubergiinge vom Cysteinato-Schwefelligan-
den zum Metall charakterisiert sind. Die ESR-Spektren in gefrorenen Losungen
oder Pulvern sind in beiden Fillen anisotrop und zeigen meist ein axiales Muster.
Der augenfilligste Unterschied liegt in der wesentlich kleineren Hyperfeinauf-
spaltung des g-Signals der blauen Kupferproteine.

Die dritte bedeutende Klasse von biologisch relevanten Kupferkomplexen, der
Typ 3, enthilt zwei Kupferionen. Im oxidierten Zustand gibt es stets mindestens
einen verbriickenden Liganden. Dies fiihrt zu einer starken antiferromagneti-
schen Kopplung, sodass die Komplexe ESR-inaktiv sind. Sind O3 -Liganden
vorhanden, beobachtet man im nahen ultravioletten und sichtbaren Spektrum
intensive LMCT-Ubergiinge bei 350 nm (¢ = 20000 Mm~' cm~') und 600 nm
(e = 1000 M tcem™1t).

Die vorgestellte Einteilung der Kupferproteine in drei Klassen beruht auf
spektroskopischen und strukturellen Eigenschaften. Bei den Funktionen gibt es
keine klaren Grenzen. Zwar ist der Elektronentransfer eine klare Doméne der
Typ 1-Proteine, jedoch gibt es auch einige ,,blaue” Oxidasen, beispielsweise die
Laccase und das bereits frither erwéhnte Caeruloplasmin. Typ 2 und Typ 3 finden
sich beide sowohl in Oxidasen, als auch in Oxygenasen.

5.5.3 Eisenproteine

Eisen ist fiir fast alle Organismen ein essentielles Element. Mit einer Gesamt-
menge von etwa 4 g in einem 70 kg schweren Erwachsenen ist es das héufigste
Ubergangsmetall im Menschen. Seine bekannteste Rolle spielt es sicher bei der
Aufnahme und dem Transport von Sauerstoff durch den roten Blutfarbstoff H&-
moglobin. Die prosthetische Gruppe dieses Proteins, das Ham, hat einer ganzen
Klasse von Eisenproteinen ihren Namen gegeben. Hamproteine enthalten als
gemeinsames Strukturelement mindestens einen Eisen-Porphyrinkomplex.

Das Porphyringeriist und die wesentlichen strukturellen Eigenschaften von
Hém-Eisenkomplexen sind in Abb. 5.29 zusammengefasst. Porphyrin ist ein mak-
rozyklischer Tetrapyrrolligand, der im deprotonierten Zustand zweifach negativ
geladen ist und in seinem Zentrum ein Metallion koordinieren kann. Biologisch
wichtig sind Eisen (II)- und Eisen (III)-Komplexe, jedoch existieren viele synthe-
tische Verbindungen auch mit anderen Metallionen. Man unterscheidet drei Ar-
ten von Ham-Gruppierungen, die sich in Art und Muster ihrer Substituenten
unterscheiden. Das Ham a enthélt eine lange, hydrophobe Phythyl-Kette, Him b
trigt zwei Vinylsubstituenten. An diese sind im Him c zwei Cystein-Thiolfunktio-
nen gebunden, sodass eine kovalente Verankerung im Proteingeriist resultiert.
Die drei in Abb. 5.29 beispielhaft angefiihrten Proteine machen die erstaunliche
Vielseitigkeit der Hamgruppe deutlich. Im Cytochrom-c ist ihre Funktion ledig-
lich der Transfer eines Elektrons, wobei das Eisenion zwischen den Oxidations-
stufen II und III wechselt. Himoglobin dient dem Transport von Sauerstoff. Die
Cytochrom-c-Oxidase schlieBlich spaltet das O,-Molekiil.
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Abb. 5.29 Eisen-Porphyrinkomplexe und die drei wichtigsten Himgruppen. (a) Porphyrin
ist ein Tetrapyrrol-Makrozyklus mit zwei NH-Gruppen. Durch Deprotonierung erhélt man
den bekannten, zweifach negativ geladenen Liganden, der mit einer Vielzahl von Metallio-
nen Komplexe bildet. Am bekanntesten sind die Eisen (IT)- und Eisen (III)-Komplexe, die
Grundbausteine der Himgruppen. (b) Hamgruppen unterscheiden sich in den Substituen-
ten des Porphyrinrings. Dargestellt sind die drei bedeutendsten, fiir deren Vorkommen
jeweils ein Beispiel angegeben ist.

Fe?* (LS): r=61pm Fe?* (HS): r=78pm
Fe3* (LS): r=55pm
Fe3* (HS): r=65pm

Abb. 5.30 Der Einfluss des Ionenradius auf die Struktur von Him-Eisenkomplexen. Im
low-spin-Zustand passen beide Ionen, Fe?™ und Fe3", ins Zentrum des makrozyklischen
Rings. Im high-spin-Zustand ist das Eisen (II)-Ion zu groB, sodass eine ,,Out-of-Plane-
Anordnung erzwungen wird.
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Abb. 5.31 Verschiedene Coliganden in Hdm-Eisenproteinen. Im Elektronentransferpro-
tein Cytochrom-c bildet sich mit zwei proteinogenen Coliganden ein oktaedrischer Kom-
plex, der seine Struktur beim Fe?>*/3*-Ubergang nicht dndert. Im Himoglobin liegt nur
ein Histidin-Steuerligand vor. Das Metallion wechselt seinen Spinzustand bei der Bindung
von Sauerstoff. Im Cytochrom P-450 ist der Steuerligand eine anionische Cystein-Thiolat-
funktion; sie stabilisiert die hohe Oxidationsstufe.

Es wird spéter deutlich, dass diese unterschiedlichen Funktionen unter ande-
rem damit zusammenhidngen, dass Porphyrinkomplexe empfindlich auf den
Elektronenspin am Zentralion reagieren. Das Phdnomen ist in Abb. 5.30 darge-
stellt. Wihrend Fe3*+ sowohl im low-spin- als auch im high-spin-Zustand im Zent-
rum des Makrozyklus Platz findet, erzwingt die high-spin-Konfiguration von Ei-
sen(II) ein Ausweichen.

Gesteuert wird diese Eigenschaft weitgehend durch zusitzliche axiale Ligan-
den. Dies zeigt Abb. 5.31 an den Beispielen Cytochrom-c, Himoglobin und Cyto-
chrom P-450. Man erkennt, dass die oktaedrische Koordination mit den zwei
zusiitzlichen Methionin- und Histidinliganden dazu fiihrt, dass sowohl Fe?™ als
auch Fe3* im Cytochrom-c eine low-spin-Konfiguration besitzen. Wie man es fiir
ein Elektronentransfer-Protein erwarten wiirde, ist der Redoxiibergang also nur
mit einer sehr geringfiigigen Strukturdnderung verbunden. Anders verhilt es sich
beim Hidmoglobin, das im sauerstofffreien Zustand high-spin Eisen (IT)-Ionen
enthélt. Hier ist die Koordinationssphédre quadratisch pyramidal mit einem Imi-
dazolliganden, der durch das so genannte proximale Histidin zur Verfiigung ge-
stellt wird. SchlieBlich sei das Cytochrom P-450 erwihnt. Dieses Protein hat sei-
nen Namen von seinem sechsfach koordinierten CO-Komplex, der eine charakte-
ristische Absorptionsbande bei 450 nm aufweist. Es enthilt im Ruhezustand ein
low-spin-Eisen (III)-Ion in einer oktaedrischen Koordinationsumgebung. Ein
Cysteinyl-Thiolatoligand stabilisiert durch seine negative Ladung die hohe La-
dung und ist fiir das stark negative Elektrodenpotential von —400 mV verant-
wortlich. Die sechste Koordinationsstelle wird durch einen Aqualiganden besetzt.
Der katalytische Zyklus des Proteins wird spiter besprochen. Er ist durch einen
stindigen Wechsel von Oxidationsstufe, Spinzustand und Ligandenzahl gekenn-
zeichnet.

Die zweite grofle Klasse von biologischen Eisenkomplexen findet man in so
genannten Eisen-Schwefel-Proteinen. Sie enthalten Eisenionen, die ausschlie3-
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Abb. 5.32 Typische Strukturen von aktiven Zentren in Eisen-Schwefel-Proteinen. Die Li-

ganden sind terminale Cystein-Thiolatfunktionen und verbriickende Sulfidionen (S?>7).
Der einfachste Komplex liegt im Elektronentransferprotein Rubredoxin vor. Er enthélt
ein Eisenion mit vier Cysteinatoliganden. In den Ferredoxinen liegen mehrkernige Kom-
plexe vor. Am héufigsten sind die beiden dargestellten Typen mit zwei und vier Eisenato-
men. Es sind jeweils die relevanten Redoxzustinde sowie Beispiele fiir Proteine ange-
geben.

lich an Schwefeldonorliganden koordiniert sind. Abbildung 5.32 zeigt die drei
grundlegenden Strukturtypen. Den einfachsten Vertreter findet man im Rubre-
doxin. Es handelt sich um einen tetraedrischen Komplex, in dem das Zentralion
an vier anionische Cysteinyl-Thiolatliganden gebunden ist. Die hohe negative
Ladung stabilisiert die Oxidationsstufe +III, was sich in einem negativen Elekt-
rodenpotential des +1I1/+III-Ubergangs von —60 mV &uBert.

Noch stirker negativ ist das Potential fiir die Oxidation von 2 Fe-Ferredoxin.
Dieses Elektronentransfer-Protein spielt eine wichtige Rolle bei der Photosyn-
these. Der Name riihrt von der Tatsache, dass das aktive Zentrum einen Eisen-
Schwefel-Cluster mit zwei Eisenionen enthélt. Diese werden durch zwei Sulfid-
liganden verbriickt und tragen jeweils zwei weitere Cysteinyl-Thiolatliganden,
die eine tetraedrische Koordinationsumgebung vervollstindigen. Man bezeich-
net diesen Strukturtyp auch als [2Fe-2S]-Cluster. Im Ruhezustand befin-
den sich beide Metallionen in der Oxidationsstufe +III. Bei einem Potential
von —420 mV findet eine Einelektronenreduktion zum gemischtvalenten
Fe (IT)Fe (IIT)-Komplex statt.

Der dritte héufig anzutreffende Strukturtyp kommt in den 4 Fe-Ferredoxinen
vor. Diese Proteine besitzen einen Komplex, in dem vier Eisen- und vier Sulfidio-
nen abwechselnd die Ecken eines Wiirfels besetzen. Es resultiert ein [4 Fe-4 S]-
Cluster, der iiber vier Cysteinatoliganden im Protein verankert ist. Das Redoxpo-
tential fiir den biologisch relevanten Elektroneniibergang von [4 Fe-4 S]-Clustern
héngt sehr empfindlich von der Proteinmatrix ab. In der Abbildung sind zwei
Beispiele erwihnt: Ausgehend vom [Fe (IIT)], [Fe (II)],-Ruhezustand wird entwe-
der ein Elektron abgegeben (Chromatium vinosum) oder eines aufgenommen
(Bacillus stearothermophilus).
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Abb. 5.33 Beispiele fiir Eisen-Schwefel-Cluster mit komplizierteren Strukturen als den in
Abb. 5.32 dargestellten [2 Fe-2 S]- und [4 Fe-4 S]-Varianten.

Neben den recht einfach zu lernenden Grundtypen gibt es weitere bioanorga-
nische Eisen-Schwefel-Cluster, die sich formal von den vorstehend diskutierten
ableiten lassen. Drei Vertreter zeigt die Abb. 5.33. Ein Beispiel, der [3 Fe-4S]-
Cluster des IRE, wurde bereits in Abschnitt 5.2.2.1 vorgestellt. Er entsteht aus
einem [4 Fe-4 S]-Vorldufer dadurch, dass eine Ecke des Wiirfels entfernt wird.
Die Ursache hierfiir ist, dass einer der vier Cysteinatoliganden fehlt, sodass ein
kinetisch labiles Eisen (IT)-Ion ausgetauscht werden kann. Wenn zwei Thiolatoli-
ganden eines [4 Fe-4 S]-Clusters zwischen zwei Wiirfeln verbriicken, entsteht der
P-Cluster der Nitrogenase. Er dient dem Elektronentransfer zum Eisen-Molyb-
dian-Cofaktor, dessen Funktion die Reduktion von Stickstoff zu Ammoniak ist.

Der FeMo-Cofaktor wurde bereits in Abschnitt 3.13. diskutiert. Man kann
seine Struktur folgendermafen verstehen: Aus zwei [4 Fe-4 S]-Clustern wird zu-
néchst jeweils ein S?>~-Ligand und drei Cysteinatoliganden entfernt. Dadurch
entstehen je drei koordinativ stark ungesittigte Eisenionen, die nun paarweise
durch Sulfidionen verbriickt werden. Schlieflich wird in einer Ecke des Clusters
die verbliebene Cysteinatoeisen-Einheit durch ein oktaedrisch koordiniertes Mo-
lybdédn (IV)ion ersetzt. Die Coliganden am Molybdin sind ein Isocitration und
ein Histidyl-Imidazolligand. Es entsteht ein duflerst sauerstoffempfindlicher Clus-
ter, der sechs dreifach koordinierte Eisenionen enthélt.

Die Hamproteine und die Eisen-Schwefel-Proteine sind sicher die bekanntes-
ten Klassen von Eisenproteinen. Him und Eisen-Schwefel-Cluster enthalten Por-
phyrin und Sulfidionen als wesentliche, nicht-proteinogene Liganden. Diese ko-
ordinieren so stabil an das Metallion, dass die entstehenden Einheiten unzerstort
aus ihrer Proteinumgebung herausgelost werden konnen. Man bezeichnet sie des-
halb ebenso wie das Vitamin B12 oder die organischen Verbindungen NADH
und FADH als Cofaktoren. Es gibt jedoch dariiber hinaus auch noch eine Viel-
zahl von Enzymen und Transportproteinen, die als ,,nicht-Ham-Eisenproteine“
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Abb. 5.34 Beispiele fiir die aktiven Zentren von nicht-Hédm-Eisenproteinen. Es kommen
einkernige Komplexe mit einer ungesittigten Koordinationssphére (fiinffache Koordina-
tion) ebenso vor wie zweikernige Komplexe mit verbriickenden Carboxylato-, Oxo-, oder
Hydroxoliganden. Die proteinogenen Liganden sind entweder anionische Sauerstoffdono-
ren oder Histidin-Seitenketten. Auffillig ist, dass im Gegensatz zu den vorher beschriebe-
nen Kupferzentren keine Cysteinatoliganden auftreten.

bezeichnet werden und in denen proteinogene Liganden essentiell fiir die struk-
turelle Integritét sind. Sie enthalten Struktureinheiten, die den beim Kupfer be-
sprochenen stark dhneln. Dies wird an den vier in Abb. 5.34 gezeigten Beispie-
len deutlich.

Zum einen gibt es Proteine mit einkernigen Eisenkomplexen, in denen das
Metallion fiinffach koordiniert vorliegt. Dargestellt sind zwei Dioxygenasen mit
einer trigonal bipyramidalen oder quadratisch pyramidalen Anordnung. Die Pro-
teinliganden sind entweder anionische Sauerstoffdonoren oder Imidazol. Vervoll-
stindigt wird die Koordinationssphire jeweils durch Hydroxo- oder Aqualigan-
den. Wie beim Kupfer besprochen gibt es auch Eisenproteine mit zweikernigen,
carboxylatverbriickten Komplexbausteinen. Héufig kommt einer zusitzlichen
Oxo- oder Hydroxobriicke funktionelle Bedeutung zu.

Die Funktionen von nicht-Ham-Proteinen sind vielféltig und konnen nicht
ohne weiteres nach Strukturtypen geordnet werden. Die Beispiele illustrieren
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typische Funktionen von Eisenproteinen. Hdmerythrin wird in Abschnitt 5.7.1
als Sauerstoff-Transportprotein néher vorgestellt. Oxygenasen iibertragen ein,
Dioxygenasen zwei Sauerstoffatome auf ein Substrat. Die eisenhaltige Ribonuk-
leotid-Reduktase schlieBlich reduziert Ribonukleinsduren zu Desoxyribonuklein-
sduren, den Bausteinen der DNA.

5.6 Elektronentransferketten
5.6.1 Allgemeiner Uberblick

Lebewesen benotigen Energie, die auf der Erde letztlich von der Sonne geliefert
wird. Zwei wichtige Prozesse bilden die Grundlage fiir hoch entwickelte Organis-
men bis zum Menschen. Einerseits ist dies die Photosynthese, bei der Sonnen-
energie direkt fiir die Bildung von organischen Verbindungen genutzt wird. Bei
der Photosynthese wird Wasser als Elektronenlieferant verbraucht. Dabei bildet
sich der energiereiche Sauerstoff, dessen Reduktion in der Atmungskette erst die
Entwicklung von Tieren und Menschen ermoglicht hat. Abbildung 5.35 gibt einen
zeitlichen Uberblick iiber den Sauerstoffgehalt der Atmosphire und ihren Zu-
sammenhang mit der Entwicklung von Leben auf der Erde.

Schon bald nach der Entstehung des Planeten bildeten sich Einzeller, die ihren
Energiebedarf durch den Verbrauch von energiereichen organischen Verbindun-
gen deckten, die bereits vorhanden waren. Es ist klar, dass dieser Vorrat begrenzt
war und wahrscheinlich nicht fiir die Entwicklung vielzelliger Organismen ausge-
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Abb. 5.35 Der Sauerstoffgehalt der Atmosphire und die Entwicklung von Lebewesen.
Schon bald nach der Entwicklung der ersten Zellen setzte die Photosynthese ein, die mit
der Oxidation von Wasser zu Sauerstoff vor ca. 3 Mrd. Jahren das Gesicht der Erde drama-
tisch veranderte. Es dauerte knapp 1.5 Mrd. Jahre, bis alle im Meerwasser gelosten oxidier-
baren Stoffe, vor allem Eisen (II)-Ionen, verbraucht waren. Danach gelangte Sauerstoff
in die Atmosphédre und ermoglichte als neuer Energietrager die Entwicklung tierischer
Lebensformen bis zum Menschen.
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reicht hitte. Der entscheidende Durchbruch fiir das Leben war das Auftreten
der Photosynthese, die zunichst vom relativ energiereichen Schwefelwasserstoff,
spater vom Wasser ausgehend zu einer praktisch unerschopflichen Quelle biolo-
gischen Materials wurde. Mit der Photosynthese bildete sich elementarer Sauer-
stoff, der jedoch zunichst nicht in die Atmosphére gelangte, sondern bei der
Oxidation von Eisen (II)-Ionen im Meerwasser verbraucht wurde. Dabei bildeten
sich die Rotsedimente, in denen dreiwertiges Eisen gebunden ist. Es war eine
wichtige Konsequenz dieser Prozesse, dass Organismen Transport- und Speicher-
systeme fiir die Nutzung von Eisen entwickeln mussten. Schlielich war der Vor-
rat an leicht oxidierbaren Stoffen erschopft, und Sauerstoff gelangte in die Atmo-
sphére. Dies fiihrte in kurzer Zeit zu einer neuen Qualitdt von Leben auf der
Erde und schlieBlich zur Entwicklung von Tieren und Menschen.

Beide Prozesse, Photosynthese und Sauerstoffatmung, beruhen darauf, dass
eine grofle Energiemenge nicht explosionsartig auf einmal umgesetzt, sondern
schrittweise in Portionen gespeichert und fiir die Synthese organischer Stoffe ge-
nutzt wird. Dabei flieBen Elektronen von einem hohen negativen zu einem hohen
positiven Potential, wobei fein aufeinander abgestimmte Akzeptoren als Stufen
im Fluss dafiir sorgen, dass jeweils nur ein Teil der potentiellen Energie frei
wird. Viele dieser Akzeptoren sind Metalloproteine, von denen eine Auswahl im
Folgenden vorgestellt wird.

5.6.2 Photosynthese und Atmungskette

Bei der Photosynthese wird Licht fiir den Aufbau eines Redoxgradienten genutzt.
Dabei wird ein Chromophor P (P: Pigment) aus dem Grundzustand in einen
elektronisch angeregten Zustand P* iiberfiihrt, der ein sehr starkes Reduktions-
mittel ist. Aus dem P*-Zustand wird ein Elektron iiber eine Reihe von Akzepto-
ren mit abgestuften Redoxpotentialen an einen Proteinkomplex weitergegeben,
der seinerseits NADP* zu NADPH reduziert. Letzteres ist mit einem Oxidati-
onspotential von —320 mV bei pH = 7 das Reduktionsmittel der Biologie und
speichert die Elektronen, die unter anderem zur Reduktion von Kohlendioxid
bei der Kohlenhydratsynthese gebraucht werden. Wie viel Lichtenergie fiir die
Erzeugung von NADPH gebraucht wird, hidngt vom Elektronendonor ab. Die
griinen Schwefelbakterien nutzen Schwefelwasserstoff fiir die reduktive Regene-
ration ihres oxidierten Chromophors. Auf diese Weise haben vermutlich bereits
die ersten photo-synthetisierenden Organismen ihren Energiebedarf gedeckt.
Abbildung 5.36 zeigt eine schematische Darstellung der Lichtabsorption und
der anschlieenden Elektronentransferschritte in den griinen Schwefelbakterien.
Man sieht, dass die Absorption von Licht das Redoxpotential des Chromophors
um ca. —250 mV verschiebt. In der anschlieBenden Elektronentransferkette spie-
len Eisen-Schwefel-Proteine eine grofle Rolle. Um eine schnelle Ladungstren-
nung zu gewihrleisten, sind die ersten Akzeptorkomponenten zusammen mit
dem Chromophor in einer Membran eingebettet und bilden ein ortsfestes Photo-
system. Darunter befinden sich auch fiir die Bioanorganik interessante [4 Fe-4 S]-
Cluster. Aus dem Photosystem wird schliefllich ein Elektron auf das bewegliche
Ferredoxin mit seinem [2 Fe-2 S]-Cluster iibertragen, das den weiteren Transport
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Abb. 5.36 Schematische Darstellung der Photosynthese in grilnen Schwefelbakterien. Die
Ordinate soll lediglich der Orientierung dienen und erhebt keinen Anspruch auf Genauig-
keit der Potentiale. Die rechteckigen Késten symbolisieren ortsfest in der Membran veran-
kerte Systeme, die aus mehreren Proteinen und Cofaktoren bestehen. Die Kreise stehen
fiir bewegliche Elektronentransferproteine, die Redoxédquivalente zwischen den ortsfesten
Komponenten transportieren. Im Einzelnen laufen folgende Vorgédnge ab: Licht regt einen
Chromophor P an, der im angeregten Zustand P* ein sehr starkes Reduktionsmittel ist.
Ein Elektron wird innerhalb des ortsfesten Photosystems an einen [4 Fe-4 S]-Cluster abge-
geben. Dieser reduziert den [2Fe-2S]-Cluster im beweglichen Ferredoxin Fd, das wie-
derum die Reduktion von Eisen-Schwefel-Clustern im Proteinkomplex der NADP*-Re-
duktase besorgt. Am Ende der Kette steht die Reduktion von NADP* zu NADPH. Letzte-
res ist das mobile Reduktionsmittel im Organismus und liefert die Elektronen fiir die
Synthese von Zuckern aus Kohlendioxid. Der oxidierte Chromophor wird bei den griinen
Schwefelbakterien durch die Oxidation von Schwefelwasserstoff regeneriert.

zum Proteinkomplex der NADP " -Reduktase iibernimmt. Auch sie enthilt Eisen-
Schwefel-Cluster, sowohl vom [4 Fe-4 S] als auch vom [2 Fe-2 S]-Typ, die den wei-
teren Elektronentransfer zu einem Flavoprotein ibernehmen, das letztlich die
Reduktion von NADP™* katalysiert. Festzuhalten ist also, dass Eisen-Schwefel-
Cluster eine wichtige Rolle beim Transport von Elektronen in einem Potentialbe-
reich spielen, der stidrker reduzierend ist als NADPH.

Wenn die Elektronen fiir die Reduktion von NADP* aus der Oxidation von
Wasser gewonnen werden, muss eine wesentlich gro3ere Potentialdifferenz tiber-
briickt werden. Dazu reicht ein Photosystem nicht mehr aus. In den sauerstoff-
produzierenden Pflanzen gibt es daher zwei Chromophore. Dies ist in Abb. 5.37
dargestellt, die das so genannte Z-Schema der Photosynthese zeigt. Das Pigment
Pgso ist Teil des Photosystems II. Es besitzt ein Absorptionsmaximum bei 680 nm
und iibertrigt im angeregten Zustand Elektronen auf den beweglichen Transpor-
ter Plastochinon. Das dadurch entstandene Py ist ein sehr starkes Oxidations-
mittel, das durch die Oxidation von Wasser an einem Mangancluster regeneriert
wird. Dieser wurde bereits in Abschnitt 3.12.3 vorgestellt und soll hier nicht wei-
ter diskutiert werden. Das Photosystem II stellt also die zur Spaltung von Wasser
notwendige Energie zur Verfiigung.
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Abb. 5.37 Schematische Darstellung der Photosynthese in griinen Pflanzen. Die verwen-
deten Symbole entsprechen denen in Abb. 5.36. Die gro3e Potentialdifferenz zwischen der
Oxidation von Wasser und der Reduktion von NADP* macht die Kopplung von zwei
Photosystemen notwendig. Die Reduktion von NADP* geht vom Photosystem I aus und
ist der Photosynthese der griinen Schwefelbakerien sehr dhnlich. Der Chromophor P,
wird durch Licht der Wellenlédnge 700 nm angeregt. Er tibertragt im angeregten Zustand
P;oo ein Elektron zunéchst auf zwei Akzeptorchlorophylle, Ay und A;. Auch hier finden
sich Eisen-Schwefel-Cluster in den ortsfesten Komponenten und im Ferredoxin Fd. Redu-
ziert wird der oxidierte Chromophor durch ein blaues Kupferprotein, das Plastocyanin PC.
Es steht am Ende der Reaktionen, die vom Photosystem II ausgehen und der Oxidation
von Wasser an einem Mangancluster dienen. Der Chromophor Pggy besteht aus zwei Chlo-
rophyllen, die das so genannte ,Special-Pair” bilden. Im angeregten Zustand wird ein
Elektron in drei Schritten iiber ein Phidophytin (Ph = Chlorophyll ohne Magnesiumion)
und zwei Chinone Q4 und Qg an das bewegliche Plastochinon (QH,) weitergegeben. Die-
ses nimmt in zwei Schritten zwei Elektronen auf, die es auf den Cytochrom-bf-Komplex
ibertrédgt. Letzterer enthélt zwei Ham-Eisen-Komplexe und einen als Rieske-Zentrum be-
zeichneten Eisen-Schwefel-Cluster.

Die dabei gelieferten Elektronen werden vom Plastochinon bei einem Poten-
tial von ca. 0 V auf einen ortsfesten Proteinkomplex iibertragen, der nach seinen
wichtigsten Bestandteilen Cytochrom-bf-Komplex genannt wird. Hier fungieren
Hiam-Eisen-Komplexe als Elektronenakzeptoren, die den Elektronentransport
zu einem weiteren beweglichen Transporter, dem blauen Kupferprotein Plasto-
cyanin ibernehmen. Dieses Protein koppelt das Photosystem II an das Photosys-
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Abb. 5.38 Schematische Darstellung der Atmungskette. Hier werden in Umkehrung der
Photosynthese letztlich Elektronen von NADPH auf Disauerstoff {ibertragen. Die beteilig-
ten Komponenten arbeiten in einem Bereich von Redoxpotentialen, der in etwa dem des
Photosystems II entspricht. Es bestehen daher viele Ahnlichkeiten; von der NADPH-De-
hydrogenase, die der Oxidase dhnelt, tiber das Ubichinon QH,, das die Rolle des Plastochi-
nons {ibernimmt, bis hin zum Cytochrom-bc;-Komplex, der wie sein Pendant, der bf-Kom-
plex in den Chloroplasten, zwei Him-Eisen-Komplexe und ein Rieske-Zentrum enthalt.
Ein Unterschied besteht darin, dass das Kupferprotein Plastocyanin durch das Him-Eisen-
protein Cytochrom-c ersetzt ist. Natiirlich ist der Endpunkt sehr verschieden. Die Cyto-
chrom-Oxidase hat keine Entsprechung bei der Photosynthese, so wie in der Atmungskette
kein Mangancluster und kein Chromophor vorkommen. In der Cytochrom-Oxidase finden
sich drei verschiedene Metallkomplexe, die Kupferionen und Him-Eisen enthalten.

tem I, indem es das oxidierte Pigment P30 reduziert. Das Photosystem I dhnelt
stark dem bereits diskutierten Photosyntheseapparat der griinen Schwefelbakte-
rien. Es wandelt Lichtenergie in elektrische Energie fiir die Reduktion von
NADP* um. An der wiederum sichtbaren Rolle von Eisen-Schwefel-Proteinen
im stark negativen Potentialbereich erkennt man die enge Verwandtschaft aller
Lebewesen, die eine systematische Untersuchung biologischer Zusammenhénge
erst moglich macht. Bioanorganische Komplexe, die sich einmal bewihrt haben,
werden offenbar ebenso universell verwendet wie die proteinogenen Aminoséu-
ren oder die Bausteine des genetischen Codes.

So wie die Eisen-Schwefel-Cluster eine besondere Rolle als stark reduzierende
Bausteine spielen, sind Hiam-Eisen- und Kupferkomplexe fiir den oxidierenden
Bereich der biologischen Redoxpotentiale charakteristisch. Im Photosystem II
sind es die Cytochrome im bf~-Komplex und das bewegliche Plastocyanin, in der
Atmungskette findet man erstaunliche Parallelen im Cytochrom-bc;-Komplex.
Abbildung 5.38 zeigt eine schematische Darstellung der kontrollierten Umset-
zung von Sauerstoff in den Mitochondrien. Man erkennt, dass Sauerstoff letztlich
durch NADPH reduziert wird, wobei ein Redoxgradient von 1.14 Volt einem
Gesamtenergieumsatz von 220kJ entspricht. Genutzt wird diese Energie fiir die
Synthese von ATP in der oxidativen Phosphorylierung.
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Tabelle 5.3 Biologisch wichtige Redoxsysteme (n: Anzahl der ibertragenen Elektronen,
E: Standard-Redoxpotential bei 25 °C und pH = 7).

Redoxsystem n  E, / mV  Redoxsystem n E, / mV
AO/A(;a 1 —1100 Ubichinon (Q/QHZ) 2 +100
Ferredoxin (Fe3+/2) 1 —430 Cytochrom-c (Fe3*/2+) 1 +220
2H* /H, 2 —420 Plastocyanin (Cu?*/+) 1 +350
NAD+/NADH 2 —320 O, +4 H+/H20 4 +820

a A, ist ein Chlorophyll, das als erster Elektronenakzeptor im Photosystem I auftritt. Das Elekt-
ron kommt vom angeregten Chlorophyll P*700.

Ausgangspunkt der Elektronentransferkette ist die Oxidation von NADPH,
wobei Elektronen auf einen Proteinkomplex iibertragen werden, der Eisen-
Schwefel-Cluster enthélt und als NADPH-Dehydrogenase bezeichnet wird. Die
Analogie zur NADP*-Reduktase im Photosystem I ist augenfillig. Bei einem
Potential von ca. 0 V fungiert wiederum ein Chinon, das Ubichinon oder Coen-
zym Q, als beweglicher Elektronentransporter. Es gibt seine Elektronen an den
schon erwédhnten Cytochrom-bc;-Komplex weiter. Die Rolle des Plastocyanins
iibernimmt in der Atmungskette das Cytochrom-c. Es wurde bereits frither er-
wihnt, dass Eisen- und Kupferproteine héufig dhnliche Funktionen iibernehmen
konnen. Der Endpunkt der Atmungskette ist die bereits in Abschnitt 3.12. be-
sprochene Cytochrom-c-Oxidase mit ihren Eisen- und Kupferzentren, die bei ei-
nem Potential von ca. +800 mV Sauerstoff und Protonen zu Wasser reduziert.

Betrachtet man die diskutierten Elektronentransferketten zusammengenom-
men, so kann man den Bereich biologischer Redoxpotentiale recht gut systema-
tisch einteilen. Insgesamt iiberspannt er eine Differenz von ca. 2 V. Tabelle 5.3
gibt einen Uberblick. Das stirkste Reduktionsmittel ist das reduzierte Chloro-
phyll Ay, der erste Elektronenakzeptor im Photosystem I, mit einem Oxidations-
potential von —1100 mV. Um allerdings diese Reduktionskraft wirklich nutzen
zu konnen, muss sie in einem transportfdhigen und im wissrigen Milieu stabilen
Reduktionsmittel gespeichert werden. Diese Funktion ibernehmen NADH oder
NADPH, die nahe an das Reduktionspotential von Protonen bei pH = 7 heran-
reichen. Der Potentialbereich zwischen der Reduktion von NADP™* und der Oxi-
dation von Ay ist die Doméne der Eisen-Schwefel-Proteine. Das zeigt sich nicht
nur in den Elektronentransferketten, sondern auch in Enzymen wie den Hyd-
rogenasen und Nitrogenasen, die sehr starke Reduktionsmittel sind.

Den Nullpunkt der biologischen Redoxskala besetzen die Chinone, in der At-
mungskette das Ubichinon. Im daran anschlieBenden positiven, das heiB3t oxidie-
renden Bereich, findet man die Ham-Eisen- und Kupferproteine. Das stirkste
Oxidationsmittel ist allerdings der Mangancluster im Photosystem II, der bei ei-
nem Reduktionspotential oberhalb von +820 mV sogar Wasser zu Sauerstoff
oxidieren kann.

Dass Eisen-Schwefel-Cluster am reduzierenden Ende des biologischen Redox-
bereichs anzutreffen sind, ist eine niitzliche Faustregel. Allerdings gibt es bedeu-
tende Ausnahmen. Gerade die Fe/S-Proteine zeichnen sich durch eine erstaunli-
che Variabilitdt ihrer Redoxpotentiale aus. In den Chloroplasten und den Mito-
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Abb. 5.39 (a) Struktur eines Rieske-Zentrums. (b) Zweielektronen-Reduktion von Ubi-
chinon (Q) zu Ubichinol (QH,). (c) Die beiden im Ubichinol gespeicherten Elektronen
miissen in zwei Schritten auf das Transportprotein Cytochrom-c tibertragen werden. Dazu
dient eine Verzweigung der Elektronentransferkette. QH, gibt ein Elektron an das Rieske-
Zentrum ab und wird zum Semichinon oxidiert. Vom Rieske-Zentrum aus findet ein weite-
rer Transfer tiber ein Cytochrom-c; zum Cytochrom-c statt. Das Semichinon wird durch
das Cytochrom-b-566 weiter oxidiert. Dieses wiederum {iibertrdgt das aufgenommene
Elektron auf das Cytochrom-b-562. Nun folgt der entscheidende Schritt. Das reduzierte
Cytochrom-b-562 regeneriert ein Ubichinol, das zuvor sein Elektron an ein Rieske-Zent-
rum tbertragen hat. Dadurch durchléduft das QH, letztendlich zweimal die Reduktion zum
Semichinon. Es werden also beide Elektronen auf Cytochrom-c iibertragen.

chondrien enthalten die Cytochrom-bf- und -bc;-Komplexe einen ungewohnli-
chen [2Fe-2 S]-Cluster, der als Rieske-Zentrum bezeichnet wird. Seine Struktur
ist in Abb. 5.39 dargestellt. Eines der Eisenatome ist nicht an Cysteinato- sondern
an die Imidazolliganden zweier Histidylreste gebunden. Die Funktion dieser
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Komplexe sei kurz erldutert, weil sie ein wesentliches Problem biologischer
Elektronentransferketten illustriert. Wiahrend bioanorganische Metallkomplexe
normalerweise als Einelektroneniibertriger wirken, gehen die beteiligten organi-
schen Molekiile, aber auch Sauerstoff bzw. Wasser stets Mehrelektronen-Redox-
reaktionen ein. Es muss also Mechanismen geben, die diese unterschiedlichen
Reaktionen miteinander verkniipfen.

Eine solche Schaltstelle zwischen der in Abb. 5.38b illustrierten Zweielektro-
nen-Oxidation von Ubichinol und dem FEinelektronen-Transportprotein Cyto-
chrom-c ist der bc;-Komplex in der Atmungskette. Teil ¢) der Abbildung zeigt,
dass die Oxidation des beweglichen Transporters Ubichinol an zwei Pfade gekop-
pelt ist. Einer wird durch zwei Cytochrome vom b-Typ gebildet, der andere ver-
lauft iber das Rieske-Zentrum und das Cytochrom-c;, das schlieBlich ein Elekt-
ron an Cytochrom-c iibertrigt. Die Verkniipfung von Einelektronen- mit Mehre-
lektronen-Redoxreaktionen ist ein erhebliches Problem bei der Entwicklung von
synthetischen Systemen. Auf diesen Aspekt wird am Ende des Abschnitts einge-
gangen.

5.6.3 Grundlagen des Elektronentransfers in Proteinen

Metallkomplexe sind nicht nur wichtige Komponenten in der Atmungskette und
bei der Photosynthese. Sie spielen dariiber hinaus auch eine herausragende Rolle
bei der Erforschung der Grundlagen von Elektronentransferreaktionen in Protei-
nen. Abbildung 5.40 gibt eine Zusammenfassung der wichtigsten Voraussetzun-
gen, die sich aus der Theorie des nichtadiabatischen Elektronentransfers ergeben.

Betrachtet wird der Transfer eines Elektrons von einem Donor D auf einen
Akzeptor A. Wenn sich die Atomkerne nicht zu stark bewegen, kann man Aus-
lenkungen aus der Gleichgewichtsstruktur im Sinne einer harmonischen Oszilla-
tion mit einem symmetrischen, parabolischen Potential beschreiben. Dies gilt so-
wohl fiir die Edukte als auch fiir die Produkte, sodass sich zwei Parabeln ergeben.
Der Unterschied zwischen den Energieminima ist die Triebkraft AG® der Reak-
tion. Dort, wo sich die Kurven kreuzen, besitzen Edukte und Produkte die
gleiche Struktur. Nur in dieser Situation kann ein Elektron iibertragen werden,
weil eine Ubertragung aus der Gleichgewichtsstruktur heraus nach dem Franck-
Condon-Prinzip eine praktisch unerreichbar hohe freie Aktivierungsenthalpie er-
fordern wiirde. Gliicklicherweise entspricht die tatsdchlich notwendige freie Akti-
vierungsenthalpie AG# lediglich der Differenz zwischen den freien Enthalpien
am Kreuzungspunkt und im Gleichgewichtszustand. Es ergibt sich ein interessan-
ter Zusammenhang mit der Triebkraft und der Reorganisationsenergie 4. Letz-
tere ist die Energie, die man den Edukten im Gleichgewichtszustand zufiihren
miisste, damit sie die Struktur annehmen, die dem Gleichgewichtszustand der
Produkte entspricht. Die zweite Gleichung in Abb. 5.40 besagt, dass AG* =0
wird, wenn 1 = —AG" ist. Diese Bedingung gilt fiir eine maximale Elektronen-
transferrate.

Die Geschwindigkeit des Elektronentransfers hingt von zwei weiteren Fakto-
ren ab. v, ist die Frequenz, mit der die Edukte A und D den Kreuzungspunkt
durchlaufen. Sie gibt an, wie hiufig eine fiir die Ubertragung giinstige Anord-
nung vorliegt. Der zweite Faktor k., bestimmt, mit welcher Wahrscheinlichkeit
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Abb. 5.40 Energiediagramm der Elektronentransferreaktion D + A— D" + A~. Die
Reaktionskoordinate beschreibt Strukturdnderungen in den Edukten und den Produkten.
Der Elektronentransfer findet wegen des Franck-Condon-Prinzips an der Stelle des Dia-
gramms statt, an der Edukte und Produkte die gleiche Struktur besitzen. Aus dieser Bedin-
gung ldsst sich die freie Aktivierungsenthalpie als Funktion der Reorganisationsenergie 4
und der Triebkraft AG® berechnen. Die Elektronentransferrate kgr hiingt auBerdem von
der Frequenz v, ab, mit der die Edukte den Kreuzungspunkt durchlaufen, sowie von der
Wabhrscheinlichkeit, mit der dann auch tatsdchlich die Produkte gebildet werden. Diese
Wahrscheinlichkeit ist bei adiabatischen Elektronentransferreaktionen praktisch gleich 1.
In Proteinen ist der Elektronentransfer nichtadiabatisch, weil die Kopplung Hpa nur sehr
schwach ist. In diesem Fall hdngt kgr quadratisch von Hps ab. Weil die elektronische
Kopplung mit zunehmendem Abstand zwischen Donor und Akzeptor exponentiell abfillt,
ergibt sich eine typische Abstandsabhéngigkeit der Elektronentransferrate in Proteinen
und Peptiden, die intensiv untersucht worden ist.

dann tatsichlich ein Elektron iibertragen wird, sodass es zur Bildung der Pro-
dukte D* und A~ kommt. Dies héngt davon ab, wie groB die Liicke zwischen
den beiden Kurven, die elektronische Kopplung 2 Hp, ist. Anschaulich gespro-
chen ist die Aufgabe fiir einen Golfspieler einfacher, wenn das Loch grof ist.
Weil ein Protein nur eine sehr geringe Leitfahigkeit besitzt, ist die Kopplung in
biologischen Elektronentransferreaktionen normalerweise sehr klein. Der Elekt-
ronentransfer ist dann nichtadiabatisch, im Gegensatz zu den adiabatischen Re-
aktionen, die in Abschnitt 3.11. besprochen wurden. Dort konnte angenommen
werden, dass x; = 1 ist. In Proteinen spielt die elektronische Kopplung dagegen
eine entscheidende Rolle fiir die Geschwindigkeit. Besonders interessant ist die
Abhingigkeit von Hap vom Donor-Akzeptor-Abstand, weil die Ubertragung
von Elektronen in der Biologie oft iiber erstaunlich groe Distanzen erfolgen
muss.

Die Rolle von Peptiden als Medien fiir Elektronentransferreaktionen wurde
intensiv untersucht, wobei auch in Modellstudien immer wieder Metallkomplexe
als Donoren und Akzeptoren verwendet wurden. In Abb. 5.41 wird ein Beispiel
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Abb. 541 Metallkomplexe als Donor-Akzeptor-Paar. Verschieden lange Polyprolinketten
wurden am N-Terminus iiber einen Isonicotinamidbaustein mit einem Osmium (II)-Kom-
plex verkniipft. Dieser iibertrdgt ein Elektron auf einen Ruthenium (III)-Komplex am C-
Terminus. Die Elektronentransferraten sinken mit zunehmendem Donor-Akzeptor-Ab-
stand drastisch.

aus der Arbeitsgruppe von Isied vorgestellt. Der Elektronentransfer von einem
Osmium (IT)- auf einen Ruthenium (III)-Komplex iiber eine Polyprolinhelix
wurde untersucht. Die aufgefiihrten kinetischen Daten zeigen, dass die Ge-
schwindigkeit mit zunehmender Kettenldnge drastisch abnimmt. Das Derivat mit
n = ( besitzt lediglich eine Isonicotinatobriicke und zeigt eine Elektronentrans-
ferrate von 10° pro Sekunde. Die Einfiihrung von vier Prolinbausteinen verlang-
samt die Reaktion um acht Grof3enordnungen.

Auch in Proteinen kann der Abstand zwischen Donor und Akzeptor systema-
tisch variiert werden. Wie das moglich ist, zeigt Abb. 5.42. Das gewihlte Beispiel
ist Cytochrom-c, das in seiner Peptidsequenz mehrere Histidinfunktionen besitzt.
Deren Imidazol-Seitenketten konnen mit einem synthetischen Metallkomplex
modifiziert werden. Diese Methode wurde insbesondere in der Arbeitsgruppe
Gray sehr erfolgreich fiir die Untersuchung des Elektronentransfers in Proteinen
benutzt. Besonders niitzliche Metallkomplexe sind Polypyridylruthenium (IT)-De-
rivate. Sie konnen durch einen Lichtblitz elektronisch angeregt werden und sind
dann, dhnlich wie der Chromophor bei der Photosynthese, sehr starke Redukti-
ons- und Oxidationsmittel. Auf dieses Phanomen wird spéter noch Bezug genom-
men. Hier geniigt es festzustellen, dass Elektronentransferreaktionen mit Kom-
plexen vom Typ Ru(bipy),L;L, (bipy: 2,2’-Bipyridyl) durch Licht angeregt wer-
den konnen. Dazu kann ein sehr kurzer Laserpuls verwendet werden, sodass
mithilfe der so genannten Laser-Blitzlichtphotolyse auch duf3erst schnelle Reak-
tionen bis in den Pico- und Femtosekundenbereich untersucht werden konnen.

In Tabelle 5.4 sind einige Daten fiir die Ubertragung von Elektronen vom Ei-
sen (IT)-Ton auf photolytisch generierte Ru**-Komplexe an verschiedenen Posi-
tionen in Cytochrom-c zusammengefasst. Man erkennt, dass die elektronische
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Ruthenium-modifiziertes Ru(bipy),(Im)(His)-Cyt ¢
Cytochrom-c (Modell)

Abb. 542 Cytochrom-c besitzt mehrere Histidinbausteine, die iiber ihre Seitenketten mit
einem Rutheniumkomplex verkniipft werden konnen. Rechts ist dies fiir ein photoredoxak-
tives Polypyridylderivat gezeigt; links ist das Modell eines Ruthenium-modifizierten Prote-
ins dargestellt (mit freundlicher Genehmigung aus J. R. Winkler, A. J. Di Bilio, N. A.
Farrow, J. H. Richards, H. B. Gray, Pure Appl. Chem. 71,1999, 1753.).

Tabelle 5.4 Der Elektronentransfer in Ru (bipy), (Im) (His-X)-modifiziertem Cytochrom-
c. X gibt die Stellung des Histidylrests in der Peptidkette an, kgt ist die Geschwindigkeits-
konstante der Reaktion Fe?* + Ru?t — Fe3* + Ru?*, AGY ist die Triebkraft der Reak-
tion, Hpa die Donor-Akzeptor-Kopplung, und d der Abstand zwischen Donor und Ak-
zeptor.

X ker /57! —AG® [ eV Hpa / cm™! d/ A
39 3.2-10° 0.74 1.1-1071 12.3
33 2.6 - 10° 0.74 9.7-10! 11.1
66 1.0 - 10° 0.77 6.0 -102 13.3
7 9.0 - 10° 0.74 571072 8.4
58 52-10* 0.69 14-1072 132
62 1.0 - 10* 0.74 59-1073 14.5

Kopplung und mit ihr die Elektronentransferrate offenbar nicht nur vom Ab-
stand zwischen Donor und Akzeptor abhingt. Dies bedeutet, dass ein Protein
keineswegs einfach eine weitgehend homogene Barriere bildet, die immer un-
durchdringlicher wird, je gro3er ihre Ausdehnung ist. Es miissen besonders giins-
tige Pfade fiir den Elektronentransfer existieren. Diese Erkenntnis fithrte gegen
Ende der 1990er Jahre dazu, dass die Beschreibung von biologischem Elektron-
transfer als Tunnelprozess durch eine homogene, quadratische Potentialbarriere
modifiziert werden musste.

Das Modell der quadratischen Potentialbarriere wurde 1974 von Hopfield ein-
gefiihrt. Es fithrt zu dem Ergebnis, dass die elektronische Kopplung zwischen
Donor und Akzeptor exponentiell mit deren Abstand voneinander abnehmen
sollte. Die Gleichung ist in Abb. 5.43 nachzulesen. Entscheidend ist der Abkling-
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Abb. 543 Idealisierte Darstellung der Abhingigkeit von Elektronentransferraten durch
[-Faltblattstrukturen und a-Helices vom Donor-Akzeptor-Abstand. Der Abstand 0 A ent-
spricht einem unmittelbaren Kontakt, also der Summe der Van-der-Waals-Radien. Man
erkennt, dass eine VergroBerung des Abstands auf 20 A zu einer Verlangsamung der Reak-
tion um 6 bis 10 GroBenordnungen fiihrt. Dieser Effekt hat seine Ursache im exponentiel-
len Abfall der elektronischen Kopplung mit zunehmendem Abstand. Im Allgemeinen ist
der Elektronentransfer durch eine S-Faltblattstruktur schneller, weil ein relativ kurzer Weg
durch kovalente Bindungen fithrt und dadurch eine stirkere elektronische Kopplung er-
reicht wird. In Wirklichkeit streuen einzelne Werte sehr stark, sodass die eingezeichneten
Geraden nur als grobe Orientierung dienen kénnen.

faktor 3, der letztlich bestimmt, wie stark die Reaktionsgeschwindigkeit mit zu-
nehmender Entfernung abnimmt. Die abgebildete Graphik zeigt, dass 8 nicht
unabhéngig von der Struktur eines Proteins ist. a-Helices sind offenbar etwas
schlechtere Pfade fiir einen Elektronentransfer als S-Faltblattstrukturen. Eine
plausible Vorstellung von den Ursachen dieses Verhaltens liefert eine einfache
Regel: o-Bindungen sind bessere Pfade fiir Elektronen als H-Briicken, und diese
sind immer noch besser als ein Sprung durch den leeren Raum.

In Proteinen gibt es aber noch eine grundsétzlich andere Moglichkeit, wie der
Transfer von Elektronen verlaufen kann. Einige Aminosdureseitenketten, z. B.
der Phenolsubstituent in der Seitenkette von Tyrosin, sind redoxaktiv. Sie konnen
demnach als Quelle oder Senke fiir die Ubertragung von Ladungen dienen. Dass
dies tatsdchlich ein realistisches Modell ist, wird in Abb. 5.44 illustriert. Hier
wurde das blaue Kupferprotein Azurin mit einem photochemisch aktivierbaren
Rhenium (I)-Komplex modifiziert. Der Abstand zwischen den beiden Metallzent-
ren betrigt 25.7 A, auf dem Elektronentransferweg befindet sich jedoch eine
Tyrosin-Seitenkette, die oxidiert werden kann. Regt man den Rheniumchromo-
phor mit einem Laserpuls bei 397 nm an (,,Flash®), dann wird dieser in einen
angeregten Zustand iibergefiihrt, der ein sehr starkes Reduktionsmittel ist. Man
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Abb. 5.44 Azurin wurde iiber eine Histidin-Seitenkette mit einem photoredoxaktiven
Phenanthrolintricarbonylrhenium (T)-Komplex verkniipft. Laser-Blitzlichtphotolyse mit ei-
nem Puls bei 397 nm (,,Flash*) erzeugt einen angeregten Zustand, der als starkes Redukti-
onsmittel ein Elektron auf Hexaminruthenium (III) tibertragt. Dadurch wird der angeregte
Zustand geldscht (,,Quench®). Es bleibt ein Rhenium (IT)-Komplex, der als starkes Oxida-
tionsmittel ein Elektron von dem blauen Kupfer (I)-Zentrum aufnimmt. Der direkte Elekt-
ronentransfer ist allerdings sehr langsam. Tatsdchlich wird intermediér ein Tyrosyl-Radikal-
kation gebildet, das rdumlich zwischen dem Kupferzentrum und dem Rheniumkomplex
liegt. Das Kupfer (I)-Zentrum reduziert dieses Radikalkation und wechselt seinerseits in
die Oxidationsstufe +II. Der Kreis schlie3t sich dadurch, dass das zuvor gebildete Hexa-
minruthenium (IT) nun als Reduktionsmittel fiir den blauen Typ-1-Kupferkomplex wirkt.

verwendet Hexamminruthenium (III) als externen ,,Quencher, der reduziert
wird. Das Verfahren wird als ,,Flash-Quench-Technik“ bezeichnet. Im vorgestell-
ten Fall wird ein Re (IT)-Komplex als starkes Oxidationsmittel erzeugt, der nun
ein Elektron vom Kupfer (I)-Zentrum des Proteins aufnehmen kann. Dies erfolgt
aber nicht direkt, sondern es wird zunéchst ein intermediér auftretendes Tyrosyl-
Radikalkation erzeugt. Daran anschlieSend wird ein Elektron vom Kupfer (I) auf
das organische Radikal tibertragen. Der entstandene Kupfer (IT)-Komplex wird
abschlieBend wieder durch den beim Loschen des angeregten Zustands gebilde-
ten Ruthenium (II)-Komplex reduziert, sodass der Kreislauf geschlossen wird.
Die Anwendung von Ruthenium- und Rheniumkomplexen in photoinduzier-
ten Elektronentransferreaktionen beruht darauf, dass Charge-Transfer-Uber-
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Reduktionspotential: Reduktionspotential:
[Ru(bipy)3]%* —= [Ru(bipy)s]*; E°= -1.26V Ru(lll) —= Ru(ll); E°= +0.84V
Oxidationspotential: Oxidationspotential:
[Ru(bipy)3]2* —= [Ru(bipy);]3*; E®= +1.26 V bipy’~ —= bipy; E°=-0.86V

Abb. 545 Die Grundlagen der Photochemie von Rutheniumpolypyridylkomplexen. Der
MLCT-Ubergang in Tris-2,2' -bipyridylruthenium (II) wird durch sichtbares Licht mit einer
Wellenldnge von ca. 450 nm ausgelost. Er fiihrt zu einer Ladungstrennung unter Bildung
eines Bipyridyl-Radikalanions und eines Ruthenium (IIT)-Kations. Deshalb ist der Kom-
plex im angeregten Zustand sowohl ein starkes Reduktionsmittel (— Radikalanion), als
auch ein starkes Oxidationsmittel (— Ruthenium (IIT)-Ion). Dass die beiden nicht sofort
rekombinieren, liegt an einem Intersystem Crossing zum Triplettzustand. Die Riickkehr in
den Grundzustand ist damit spinverboten, und der angeregte Zustand ist langlebig genug
fiir Reaktionen mit verschiedenen Partnern.

ginge eine Ladungstrennung bewirken. Ihre photophysikalischen Eigenschaften
haben Trisbipyridylruthenium (IT)-Derivate zu den wahrscheinlich meistunter-
suchten Metallkomplexen iiberhaupt gemacht. Abbildung 5.45 zeigt die Konse-
quenzen der Absorption von sichtbarem Licht mit einer Wellenlédnge von ca. 450
nm. Es wird ein angeregter Zustand erreicht, in dem ein Ruthenium (I1T)-Ion und
ein Bipyridyl-Radikalanion vorliegen. Ersteres ist ein starkes Oxidationsmittel,
letzteres ein starkes Reduktionsmittel. Bei der Anregung wird zunéchst ein Sin-
gulettzustand erreicht, der jedoch infolge eines Intersystem Crossing sofort in
einen Triplettzustand tibergeht. Dadurch wird die Riickkehr in den Grundzu-
stand unter Ladungsrekombination langsam. Der angeregte Zustand besitzt in
wissriger Losung eine Lebensdauer im Mikrosekundenbereich, was fiir Elektro-
nentransferreaktionen normalerweise ausreicht.

Ein Vergleich der Redoxpotentiale im angeregten Zustand zeigt, warum
[Ru (bipy);]** so groBes Interesse gefunden hat. Das Reduktionspotential ist po-
sitiv genug fiir die Oxidation von Wasser zu Sauerstoff. Das Oxidationspotential
reicht aus, um Protonen zu Wasserstoff zu reduzieren. Zusammen mit der Anre-
gungswellenlédnge im sichtbaren Bereich sind somit alle Voraussetzungen fiir eine
Spaltung von Wasser in Wasserstoff und Sauerstoff im Sinne einer kiinstlichen
Photosynthese erfiillt. Praktisch gibt es allerdings noch viele Probleme, die nicht
annidhernd gelost sind. Eine wesentliche Schwierigkeit besteht darin, dass
[Ru(bipy);]*>* nur ein Elektron aufnehmen oder iibertragen kann. Bei der Oxi-
dation von Wasser werden dagegen vier Elektronen frei, fiir die Reduktion wer-
den zwei benotigt. Ein moglicher Ansatz zur Losung des Problems ist die Spei-
cherung von Oxidations- und Reduktionséquivalenten in geeigneten Verbindun-
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H,0 Ru3* PQ* 2H,0

RuO, Pt
1/2 05+ 2H* / \ Ru?* PQZ+/ \ H,+2O0H-

[Ru(bipy);]?*/3* Paraquat

SO0

PQ2*

Abb. 546 Modellsystem fiir die photosynthetische Wasserspaltung mit Rutheniumkom-
plexen. Die loslichen Komponenten [Ru(bipy);]?* und Paraquat bilden analog zu
ADD. 5.44 ein Flash-Quench-System, in dem einerseits ein Ruthenium (IIT)-Komplex als
starkes Oxidationsmittel, andererseits ein organisches Radikal als starkes Reduktionsmittel
gebildet werden. Diese beiden Komponenten iibertragen ihre Einelektronen-Redoxédquiva-
lente auf zwei Festkorperelektroden aus RuO, und Pt. Diese fungieren als Speichermedien
und konnen mehrere Elektronen iibertragen bzw. aufnehmen. Dadurch sollte zumindest
im Prinzip die Spaltung von Wasser in Sauerstoff und Wasserstoff moglich sein. In der
Praxis hat sich jedoch bisher noch kein kiinstliches System bewéhrt.

gen. Ein Beispiel fiir ein Modellsystem ist in Abb. 5.46 dargestellt. Hier wird im
Sinne des zuvor besprochenen Flash-Quench-Verfahrens zunéchst ein Elektron
vom angeregten Zustand auf ein Paraquation iibertragen, das seinerseits als Re-
duktionsmittel gegeniiber einer Elektrode aus kolloidalem Platin auftritt, die als
Kathode fiir die Reduktion von Wasser zu Sauerstoff fungiert. Der intermediér
entstandene Ruthenium (I1T)-Komplex wird an einer Rutheniumdioxid-Oberfl4-
che regeneriert, die Elektronen aus der Oxidation von Wasser aufnimmt.

5.7 Transport und Aktivierung von Sauerstoff
5.7.1 Sauerstofftransportproteine

Mit der Verfiigbarkeit von molekularem Sauerstoff in der Atmosphére hat sich
das Leben auf der Erde stark verdndert. Heute nutzen Organismen das O,-Mole-
kiil und seine Oxidationskraft auf die vielfiltigste Weise. Damit sie dies konnen,
steht ihnen ein fein abgestimmtes System von Transport- und Speicherproteinen
zur Verfiigung. Streng genommen handelt es sich dabei nicht um Enzyme, weil
sie keine Reaktion katalysieren. Abbildung 5.47 zeigt die aktiven Zentren der
drei bekanntesten Transportproteine Hadmoglobin, Himocyanin und H&mery-
thrin. Die beiden erstgenannten wurden bereits in Abschnitt 3.12 besprochen.
Die dritte Variante, das Hamerythrin, kommt in einigen Wirbellosen vor. Es ent-
hélt einen zweikernigen Eisenkomplex mit zwei verbriickenden Carboxylatoli-
ganden und einer Hydroxobriicke. Im Desoxyzustand ist die Oxidationsstufe an
beiden Metallzentren +I1I. Interessant ist eine strukturelle Eigenschaft, die be-
reits im Zusammenhang mit mehrkernigen Zinkenzymen besprochen wurde. Die
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Hamoglobin und Myoglobin O/o

N
L
His H

high-spin-Eisen(ll)

Hamocyanin

N-His  N-His 0, N-His  N-His
His-N-__| | I|/N -His — His-N.__| "/0\”|/N-His
Cu Cu /Cu\l/Cu\

His-N “N-His His-N 0 N-His
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His \\K\ /L NH His \\EE /L Ng  —NH
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HN:% \Q %NH HN:% \Q Hi
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Abb. 5.47 Sauerstofftransportproteine. Im Hdmoglobin und Myoglobin bindet O, an ei-
nen Eisen-Porphyrinkomplex, der im Desoxyhdmoglobin ein Eisen (IT)-Ion (high-spin) mit
einer out-of-plane-Struktur und im Oxyh&moglobin ein oktaedrisch koordiniertes Ei-
sen(III)-Ion (low-spin) mit einem Superoxoliganden enthdlt. Das blaue Hdmocyanin
kommt in Mollusken und Arthropoden vor. Es enthélt im Desoxyzustand zwei histidinko-
ordinierte, nicht verkniipfte Kupfer (I)-Zentren. Im Oxyhdmocyanin bildet sich ein side-
on-u (17% :17%)-Peroxokomplex mit zwei Kupfer (II)-lonen. Desoxyhémerythrin enthélt zwei
Fe2*-Tonen. Eines ist oktaedrisch, eines fiinffach koordiniert. Im Oxyhédmerythrin liegen
beide Eisenionen oktaedrisch koordiniert und in der Oxidationsstufe +III vor. Disauer-
stoff bindet in Form eines end-on-Peroxoliganden, der iiber eine Wasserstoffbriickenbin-
dung zum verbriickenden Hydroxoliganden stabilisiert wird.

beiden Eisenionen liegen ndmlich unterschiedlich koordiniert vor, sind also ver-
schieden. Eines ist sechsfach, das andere fiinffach koordiniert, wobei es sich bei
allen terminalen Liganden um Histidyl-Imidazolringe handelt.

Das fiinffach koordinierte Eisen (IT)-Ion ist die Bindungsstelle fiir Sauerstoff.
Im Oxyhidmerythrin koordiniert ein Hydroperoxoligand an zwei Fe®'-lonen.
Eine wichtige Rolle kommt der Hydroxobriicke zu, die durch eine Wasserstoff-
briickenbindung das Hydroperoxidion stabilisiert. Es kooperieren also nicht nur
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die beiden Metallionen bei der Reduktion des O,-Molekiils, sondern auch einer
der Liganden. Dieses Zusammenwirken mehrerer Bausteine muss als Charakte-
ristikum bioanorganischer Systeme immer wieder herausgestellt werden. Synthe-
tische Modelle sind immer noch weit davon entfernt, ihren biologischen Vorbil-
dern in dieser Hinsicht das Wasser reichen zu konnen.

5.7.2 Enzymatische Katalyse von Reaktionen mit Sauerstoff

Nicht nur der Transport von Sauerstoff, sondern auch die Katalyse seiner Reak-
tionen ist in der Biologie eine wahre Doméne redoxaktiver Metalloenzyme. Die
meisten von ihnen bendétigen fiir ihre Funktion Eisen- oder Kupferionen. Auf
solche Vertreter beschrinkt sich deshalb die nachfolgende Diskussion. Grund-
sétzlich lassen sich drei Klassen unterscheiden: Oxidasen, Monooxygenasen und
Dioxygenasen.

Die erste Klasse bilden die Oxidasen, die keine Sauerstoffatome iibertragen.
Sie katalysieren Reaktionen, in denen der Sauerstoff als externes Oxidationsmit-
tel fungiert, wie in Abb. 5.48 illustriert. Es konnen entweder zwei oder vier Elekt-
ronen ibertragen werden, wobei entweder Wasserstoffperoxid oder Wasser als
Nebenprodukt der Oxidation eines komplexeren Molekiils auftritt. Die Vier-
elektronen-Oxidation von Cytochrom-c durch den Proteinkomplex Cytochrom-
c-Oxidase am Ende der Atmungskette ist das vielleicht bekannteste Beispiel. Es
entstehen zwei Wassermolekiile an einem Komplex, der ein Him-Eisen und ein
Kupferion enthilt. Zwei Elektronen werden bei der Umsetzung von Galaktose
durch das Kupferenzym Galaktose-Oxidase iibertragen.

Im Gegensatz zu den Oxidasen iibertragen Monooxygenasen ein Sauerstoff-
atom auf ein Substrat. Das zweite O-Atom wird zu Wasser umgesetzt. Die dafiir
erforderlichen Wasserstoffatome konnen aus zwei verschiedenen Quellen stam-
men, wie Abb. 5.49 zeigt. Zum einen kann ein externes Reduktionsmittel, z. B.
das bereits vorgestellte NADH, als Wasserstoffdonor fungieren. Ein prominentes
Beispiel fiir diese Variante ist die Methan-Monooxygenase, die Methan zu Me-
thanol oxidieren kann. Das aktive Zentrum ist ein Dieisenkomplex, dhnlich dem
der Ribonukleotidreduktase (vgl. Abb. 5.34). Als zweite Moglichkeit konnen die
Wasserstoffatome aus dem Substrat selbst stammen. Das dafiir angefiihrte Bei-
spiel, die Oxidation von Tyrosin unter Vermittlung des Kupferproteins Tyrosi-
nase, wird weiter unten noch ausfiihrlicher besprochen.

SchlieBlich gibt es auch Metalloproteine, die zwei Sauerstoffatome auf ein Sub-
strat tibertragen und die folgerichtig als Dioxygenasen bezeichnet werden. Wie-
der gibt es zwei Varianten, die in Abb. 5.50 jeweils am Beispiel eines einkernigen
Eisenproteins dargestellt sind. Die beiden Sauerstoffatome konnen entweder auf
dasselbe oder auf zwei verschiedene Substrate iibertragen werden. Das erste Bei-
spiel, die Protocatechuat-3,4-Dioxygenase (PCD), wird noch ausfiihrlicher be-
sprochen. Im zweiten Beispiel, der Phenylalanin-Hydroxylase, die fiir die Oxida-
tion von Phenylalanin zu Tyrosin benotigt wird, ist das zweite Substrat ein organi-
scher Cofaktor, das Biopterin.

Neben den Enzymen, die molekularen Sauerstoff umsetzen, gibt es noch eine
Reihe weiterer, sehr wichtiger Proteine, die hauptséchlich der Entgiftung schadli-
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2 Elektronen aktives Zentrum der GO
RH,+ 0, —— R+ H,0,

T
Beispiel: Galaktose-Oxidase (GO); RH, = Galaktose yr/@
Lo~ O~ OH 56 Ho~ O~ 0

HO "OH o, H:202 HO “OH L<:|\ -0

OH OH SN o,

4 Elektronen
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Abb. 548 Zweielektronen- und Vierelektronen-Oxidasen. Sauerstoff dient als Elektro-
nenakzeptor, wird aber nicht auf das Substrat iibertragen. Im Falle der Zweielektronen-
Oxidasen bildet sich H,O,. Als Beispiel ist die Reaktion des Kupferenzyms Galaktose-
Oxidase gegeben. Die Cytochrom-c-Oxidase der Atmungskette gibt ein Beispiel fiir eine
Vierelektronen-Oxidation unter Bildung von 2 H,O. Sie oxidiert vier Cytochrom-c-Einhei-
ten. Die Elektronen werden iiber einen zweikernigen Kupferkomplex (Cu,) und ein Him-
Eisenzentrum (Hidm a) an den eigentlichen Reaktionsort transportiert. Die Sauerstoffbin-
dungsstelle liegt zwischen einem Hidm-Eisenzentrum (H4m a3) und einem Kupferkomplex
(Cug). An dieser Stelle binden auch Cyanidionen, wodurch die Atmungskette an ihrem
Endpunkt blockiert wird.

cher Neben- und Zwischenprodukte dienen. Nur ca. 80 % des bei der Atmung
verbrauchten Sauerstoffs wird direkt zu Wasser umgesetzt. Der Rest findet sich
in duBerst aggressiven Zwischenprodukten wie dem Superoxidion (O3)~ oder
Wasserstoffperoxid H,O, wieder. Dass diese keine toxischen Wirkungen entfal-
ten konnen, ist Enzymen wie den Superoxid-Dismutasen, Katalasen und Peroxi-
dasen zu verdanken. Beispiele sind in Abb. 5.51 genannt. Unter den Superoxid-
Dismutasen ist eine Variante besonders bekannt, die ein zweikerniges aktives
Kupfer-Zink-Zentrum enthélt. Sie wird spdter noch genauer vorgestellt. Thre
Funktion ist die Katalyse der Disproportionierung von H,O, in H,O und Sauer-
stoff. Katalasen und Peroxidasen sind einander recht dhnlich. Sie sind h&ufig
Héamproteine, die entweder die Disproportionierung von Wasserstoffperoxid
oder die Oxidation eines Substrats katalysieren.
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Mit externem Reduktionsmittel
S+RH,+0, — SO+ R+ H,0
Beispiel: Methan-Monooxygenase (MMO); S = Methan; RH, = NADH

MMO

CH, ~ CH30H aktives Zentrum:
Fe?*—Fe?*
NADH,0, NAD®, H,0
Ohne externes Reduktionsmittel
SH, +0, — SO +H,0
Beispiel: Tyrosinase; SH, = Tyrosin
(0] . 0]
Tyrosinase 0 0} aktives Zentrum:
0, H,0 P Cu*—Cu*

(0]

Abb. 5.49 Monooxygenasen. Diese Proteine iibertragen ein Sauerstoffatom auf ein Sub-
strat S, wobei als Nebenprodukt aus Disauerstoff Wasser entsteht. Die H-Atome fiir die
Bildung von Wasser konnen entweder von einem externen Reduktionsmittel RH, oder
direkt vom Substrat SH, stammen. Beide Beispiele enthalten einen zweikernigen Komplex
im aktiven Zentrum.

Ubertragung beider O-Atome auf dasselbe Substrat

S+0, —— SO,

Beispiel: Protocatechuat-3,4-Dioxygenase (PCD); S = 3,4-Dihydroxybenzoesaure
COOH COOH

PCD
7_> | A aktives Zentrum: Fe3*
OH O O~" 0 oH
OH OH

Ubertragung der beiden O-Atome auf verschiedene Substrate
S +Cof +O0, —— SO+ CofO  Cof: Cofaktor
Beispiel: Phenylalanin-Hydroxylase (PAH); S = Phenylalanin, Cof = H,-Biopterin

PAH aktives Zentrum: Fe?*

Y
0O,, H,0,
H,-Biopterin H,-Biopterin

Abb. 5.50 Dioxygenasen. Diese Proteine iibertragen beide Sauerstoffatome von Disauer-
stoff. Entweder werden beide auf dasselbe Substrat S tibertragen, oder es tritt ein Cofaktor
als zweiter Sauerstoffakzeptor auf. Bei den Beispielen handelt es sich um einkernige nicht-
Hiam-Eisenproteine.
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Superoxid-Dismutase
20, +2H* —— H,0,+0,

aktives Zentrum: z.B. Cu2*—Zn2+

Katalase
2H,0, — 2H,0+0,

aktives Zentrum: z.B. Ham—Fe3*

Peroxidase
SH, +H,0, — S+2H,0
Beispiel: Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase, HRP)

viele verschiedene Substrate; aktives Zentrum: Him—Fe3*

Abb. 5.51 Superoxid-Dismutasen, Katalasen und Peroxidasen machen schiddliche Neben-
produkte der Sauerstoffreduktion unschédlich. Die Peroxidase ist ein Spezialfall der Kata-
lase. Hier wird Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel fiir ein Substrat SH, verwendet.

Die angefiihrten Beispiele in den Abbildungen sollen einen kleinen Einblick
in die Vielfalt sauerstoffaktivierender Metalloenzyme bieten. Selbst die Be-
schrankung auf Kupfer- und Eisenproteine erlaubt nur die ausfiihrlichere Bespre-
chung einiger weniger ausgewéhlter Systeme. Die folgenden Abschnitte sind je-
weils einem charakteristischen Fall gewidmet. In der Gesamtschau ergibt sich —
hoffentlich! — ein Bild, das hinter den Einzelheiten auch einige grundlegende
Prinzipien sichtbar werden lasst.

5.7.3 Cytochrom P-450

Cytochrom P-450 ist ein Him-Eisen-System, dessen CO-Komplex eine charakte-
ristische Absorptionsbande bei 450 nm zeigt. Es handelt sich um eine Familie
von Enzymen, die in allen Lebensformen vorkommen. Ein Ubersichtsartikel
(Chem. Rev. 2005, 105, 2253) nennt eine Zahl von annihernd 4 000 identifizierten
P-450-Genen! Die Funktionen der Enzyme umfassen die Metabolisierung sowohl
von korpereigenen (endogenen), als auch von korperfremden (xenobiotischen)
Substanzen. In der menschlichen Leber dienen sie der Entgiftung. Funktionell
sind die Cytochrom P-450-Proteine Monooxygenasen, die auch sehr inerte Sub-
strate wie aliphatische Ketten hydroxylieren konnen. Einige Beispiele sind in
Abb. 5.52 gegeben.

Die Grundziige des enzymatischen Katalysezyklus von Cytochrom P-450 sind
in Abb. 5.53 wiedergegeben. Im Ruhezustand 1 liegt ein oktaedrisch koordinier-
ter low-spin-Eisen (IIT)-Porphyrinkomplex mit einem axialen Cystein-Thiolatoli-
ganden vor. In Him-Eisen-Proteinen wird dieser fiinfte Ligand oft als Steuer-
ligand bezeichnet, weil er die Funktion wesentlich bestimmt. Thiolate sind starke
o- und m-Donorliganden und stabilisieren dadurch hohe Oxidationsstufen am
Metall. Dies ist wichtig zum Verstdndnis der Reaktivitdt von Cytochrom P-450
im Gegensatz zu Himoglobin und Myoglobin. Der sechste Donor ist ein kinetisch
labiler Aqualigand, der den Komplex verlésst, sobald ein Substratmolekiil R—H
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Reaktion: Beispiel:
OH
Phenobarbital
Chlopromazin
R R
R-CH,-CH; ——=— R-(IZH-CH3 Barbiturate
OH
¥ Histamin
R-CH,-NH, —= R—C  +NH, Noradrenalin
H Mescalin
R'™-CH,_
0 OH
Phenacetin
[ +R'-CHO Codein
Mescalin
R2 R?

Abb. 5.52 Einige Beispiele fiir Reaktionen, die von Cytochrom P-450 katalysiert werden.

in das aktive Zentrum gelangt. Es bildet sich der fiinffach koordinierte high-spin-
Komplex 2. Zu beachten ist, dass das Substrat nicht an das Metallzentrum bindet,
sich jedoch bereits in unmittelbarer rdumlicher Néahe befindet. Es folgt nun die
Reduktion des Eisen (III)-Ions durch externes FADH,. Der entstehende Kom-
plex 3 weist die typische Struktur mit einem Eisen (II)-Ion auf, das wegen seiner
GroBe keinen Platz mehr im Porphyrinring findet. Diese Struktur und der Spin
S =2 bieten ideale Voraussetzungen fiir die Bindung von Sauerstoff, die nun
erfolgt. Der Sauerstoffligand in 4 kann als Superoxidion aufgefasst werden, wo-
mit dem Eisen die Oxidationsstufe +III zuzuordnen wire. Nun folgt eine weitere
Reduktion zum Peroxokomplex 5, der anschlieBend zum Hydroperoxokomplex
6 protoniert wird. Ein weiterer Protonierungsschritt fithrt zur Abspaltung von
Wasser und Bildung des Oxoeisen (IV)-Komplexes 7, der eine Schlisselrolle im
Katalysezyklus einnimmt.

Es zeigt sich an dieser Stelle, wie in der bioanorganischen Chemie Metallion
und Ligand als Einheit wirken. Die hohe Oxidationsstufe am Eisen wird durch
den Cysteinato-Steuerliganden stabilisiert. AuBerdem wird die Oxidationsstufe
+V dadurch vermieden, dass der Porphyrinligand redoxaktiv ist und ein reso-
nanzstabilisiertes Radikalion bilden kann. So kann sich der Oxoeisen (IV)-Kom-
plex 7 bilden, der nun die eigentliche Reaktion mit dem Substrat eingeht. Fiir den
Einschub des Sauerstoffliganden in die R—H-Bindung wird ein Mechanismus
angenommen, der héufig als ,,Rebound” bezeichnet wird. Dabei erfolgt zunéchst
eine homolytische Spaltung unter Bildung eines Hydroxoeisen (IV)-Komplexes
(Fe'™Y—OH) und eines organischen Radikals R*. Es folgt eine rasche Rekombina-
tion unter Bildung des Komplexes 8, in dem das Reaktionsprodukt an ein Ei-
sen (III)-Ion koordiniert ist. Der Austausch des Alkoholliganden gegen ein Was-
sermolekiil schlieft den Zyklus und fiihrt zuriick zum Ausgangszustand 1.
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R-H

Cys 2

R-H

0,

Abb. 5.53 Katalysezyklus von Cytochrom P-450. Ausgangspunkt ist ein sechsfach koordi-
nierter low-spin-Fe®"-Komplex (1). Der Eintritt des Substrats in das aktive Zentrum fiihrt
zu einem Wechsel des Spinzustands und zum Austritt des Aqualiganden (2). Es folgt eine
Einelektronen-Reduktion (3) und die Bindung von Disauerstoff (4). Der in Analogie zum
Hamoglobin gebildete Superoxoligand wird zum Peroxid reduziert (5) und zum Hydroper-
oxid protoniert (6). Eine erneute Protonierung fiihrt zur Abspaltung von Wasser und Bil-
dung eines Oxoeisen (IV)-Ions bei gleichzeitiger Oxidation des Porphyrinliganden zu ei-
nem Radikalion (7). Dieser hochreaktive Oxokomplex reagiert mit dem Substrat, das bis
dahin im aktiven Zentrum lediglich schwach gebunden war (8). Die Dissoziation des Pro-
dukts und die Bindung eines Wassermolekiils vervollstandigen den katalytischen Zyklus.

5.7.4 Protocatechuat-3,4-Dioxygenase (3,4-PCD)

Das Enzym 3,4-PCD oxidiert 3,4-Dihydroxybenzoesiure durch Ubertragung von
zwei Sauerstoffatomen unter Ringodffnung zur Tricarbonsdure. Der Katalysezyk-
lus ist in Abb. 5.54 dargestellt. Er unterscheidet sich grundlegend von dem des
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Abb. 5.54 Katalysezyklus von 3,4-PCD. Die Reaktion startet an einem fiinffach koordi-
nierten Eisen (IIT)-Komplex mit einem Hydroxoliganden. Das Substrat bindet unter Bil-
dung eines oktaedrischen Komplexes und Protonierung des Hydroxoliganden. Der gebil-
dete Aquoligand ist kinetisch labil und wird durch die zweite Phenolatfunktion des Sub-
strats ersetzt. Dies ist moglich, weil ein koordinierter Tyrosinatoligand ein Proton auf-
nimmt und dissoziiert. Es entsteht wiederum ein fiinffach koordinierter Komplex, der
durch zwei mesomere Grenzstrukturen beschrieben werden kann. Die Fe?"-Grenzformel
mit einem koordinierten organischen Radikal erklédrt den weiteren Verlauf: Sauerstoff wird
addiert, es folgt eine Protonierung, die zur Regeneration des Hydroxoliganden und Bildung
eines Anhydrids fithrt. Dieses wird hydrolysiert, und das Produkt verlédsst den Komplex
unter Riickbildung des Ausgangszustands.

Cytochroms P-450, weil der Schliisselschritt in einer Aktivierung des organischen
Substrats und nicht von Sauerstoff besteht.

Im aktiven Zentrum befindet sich ein trigonal bipyramidaler Eisen (I11)-Kom-
plex mit zwei Tyrosinato- und zwei Histidinliganden, die zum Protein gehoren.
Dazu kommt ein Hydroxidion in einer dquatorialen Position. Das Substrat bindet
unter Erhohung der Koordinationszahl und Bildung eines oktaedrischen Komple-
xes, wobei der Hydroxoligand protoniert wird. Es folgt ein weiterer Protonen-
transfer vom Substrat auf einen der beiden Tyrosinatoliganden, der daraufhin
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ebenso wie das Wassermolekiil dissoziiert. Es entsteht wiederum ein fiinffach
koordinierter, trigonal bipyramidaler Komplex. In diesem ist das Substrat akti-
viert: Es kann eine Grenzstruktur formuliert werden, in der das FEisen in der
Oxidationsstufe +1I und der Ligand als Radikal vorliegt. Beachtenswert ist, dass
eine gewisse Parallele zum Cytochrom P-450 darin besteht, dass der entschei-
dende Schritt wiederum durch das Zusammenspiel eines redoxaktiven Liganden
— hier das Substrat — mit dem redoxaktiven Metallion mo6glich wird. Dieses
Prinzip trifft man in bioanorganischen Redoxenzymen héufig an. Dieser Komplex
addiert Sauerstoff, wobei sich ein organischer Peroxoligand bildet. Protonierung
und Umlagerung fiihren zu einem oktaedrischen Komplex mit einem Hydroxo-
liganden und einem koordinierten Carbonsdureanhydrid. Letzteres wird hydro-
lytisch gespalten und das Produkt freigesetzt, sodass sich der Zyklus schlief3t.

5.7.5 Tyrosinase

Das Kupferprotein Tyrosinase oxidiert Tyrosin zu Dopachinon. Auch o-Dihydro-
xybenzolderivate werden zu den entsprechenden o-Chinonen oxidiert. Diese Re-
aktionen fiihren iiber mehrere Folgeschritte schlieflich zur Bildung der polyme-
ren Melaninpigmente, die Haut und Haare, aber auch angeschnittene Friichte
braun firben.

Der Reaktionszyklus ist nicht bis ins Detail aufgekldrt, und die Abb. 5.55 gibt
lediglich eine mogliche Formulierung. Er wird hier wegen der auffilligen Ahn-
lichkeit zum Sauerstofftransportprotein Hidmocyanin diskutiert, das bereits in

OH, OH, o, OH, OH,
H|s—N\| o |/N His  \ HIS-N\l II/0\II | _N-His
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Abb. 5.55 Vorschlag fiir den Mechanismus der Katalyse durch Tyrosinase. Das Enzym
enthdlt im Ruhezustand zwei Kupfer (I)-Zentren, die Sauerstoff analog zum Hémocyanin
binden. Im Unterschied zum Hadmocyanin existiert eine Substratbindungsstelle fiir den
Eintritt von Tyrosin, das auf diese Weise aktiviert und durch das u(7%:7?)-gebundene
Peroxidion oxidiert wird.
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Abschnitt 13.12. beschrieben wurde. Wie im Oxyhdmocyanin bindet Disauerstoff
in einer p-7%:n?-Anordnung zwischen zwei histidinkoordinierten Kupfer (II)-
Fragmenten. Der wesentliche Unterschied besteht nun darin, dass das aktive
Zentrum der Tyrosinase geniigend Platz fiir das Substrat bietet, sodass in der
Koordinationssphére ein Sauerstoffatom iibertragen werden kann. Das Beispiel
zeigt sehr deutlich, dass einfache koordinationschemische Argumente nicht im-
mer ausreichen, um die unterschiedliche Reaktivitidt von zwei Proteinen zu erkli-
ren. Im Falle der Himproteine Cytochrom P-450 und Hdmoglobin kann man gut
mit den unterschiedlichen Steuerliganden Cystein und Histidin argumentieren.
Bei den Kupferproteinen Hdmocyanin und Tyrosinase ist kein dhnlich offensicht-
liches Unterscheidungsmerkmal vorhanden.

5.7.6 Kupfer-Zink-Superoxiddismutase (SOD)

Der letzte Abschnitt dieses Kapitels ist einem Beispiel fiir Proteine gewidmet,
die schidliche Neben- und Zwischenprodukte der Reduktion von Sauerstoff un-
schidlich machen. Da Him-Peroxidasen dem Cytochrom P-450 aus mechanisti-
scher Sicht recht dhnlich sind, fiel die Wahl auf ein anderes System, die Kupfer-
Zink-Superoxiddismutase. Superoxiddismutasen sind wichtige Enzyme, von de-
nen es mehrere grundverschiedene gibt. So sind neben der vorgestellten Variante
auch Formen bekannt, die einkernige Mangan- oder Eisenkomplexe im aktiven
Zentrum besitzen. Ihre Funktion, die Katalyse der Disproportionierung von Su-
peroxid in Sauerstoff und Wasserstoffperoxid, wurde bereits in Abb. 5.51 darge-
stellt.

Ein géingiger Vorschlag fiir den katalytischen Zyklus der Kupfer-Zink-Super-
oxiddismutase wird in Abb. 5.56 présentiert. Details sind teilweise noch umstrit-
ten, weshalb hier nur auf einige wesentliche Grundziige eingegangen wird. Das
aktive Zentrum enthilt ein Kupfer (II)- und ein Zink (II)-Ion, die tiber eine de-
protonierte Imidazolbriicke miteinander verbunden sind. Da Redoxreaktionen
nur am Kupfer ablaufen konnen, muss hier die Bindungsstelle fiir das Superoxi-
dion sein. Es kommt zur Oxidation von Superoxid unter Freisetzung von Sauer-
stoff und Bildung eines Kupfer (I)-Komplexes. Die Imidazolbriicke wird proto-
niert und dissoziiert vom Kupfer (I)-Ion ab, bleibt aber am Zinkion gebunden.
Nun kann abermals ein Superoxidion binden, wobei sich unter Re-Oxidation des
Kupfers und Ubertragung des zuvor aufgenommenen Protons ein Hydroperoxo-
komplex bildet. Aus diesem wird nach Aufnahme eines weiteren Protons Wasser-
stoffperoxid freigesetzt.

Entscheidend fiir die Funktion von Superoxiddismutasen ist das Vorhanden-
sein eines Metallions, das Superoxid in zwei verschiedenen Oxidationsstufen bin-
den kann. AuBBerdem darf es weder durch Sauerstoff noch durch Wasserstoffper-
oxid zu einer Oxidation des Proteins kommen. Welche Rolle das Zinkion spielt,
ist nicht geklirt. Vermutlich stabilisiert es die Struktur. Seine Entfernung fiihrt
jedoch nur zu einer geringfiigigen Abnahme der Aktivitit.
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Abb. 5.56 Vorschlag fiir den Mechanismus der Kupfer-Zink-Superoxiddismutase. Das ak-
tive Zentrum enthilt ein vierfach histidinkoordiniertes Kupfer (II)-Ion. Ein Imidazolligand
ist deprotoniert und fungiert als Briicke zu einem tetraedrisch koordinierten Zn?*-Ion.
Die Reaktion lauft am Kupfer ab, wobei der erste Schritt in der Bindung des Superoxidions
besteht. Es bildet sich Sauerstoff, wobei Kupfer (II) zu Kuper (I) reduziert und der Imida-
zolligand protoniert wird. Der Kupfer (I)-Komplex wird durch ein weiteres Superoxidion
wieder oxidiert. Dabei bildet sich ein Hydroperoxoligand, der zu Wasserstoffperoxid proto-
niert wird und das aktive Zentrum verlésst.

5.8 Vitamin und Cofaktor B,
5.8.1 Historisches und biologische Bedeutung

Das Vitamin By, ist ein Mitglied der Cobalaminfamilie, die in der Biologie eine
Besonderheit ist: Cobalamine sind die einzigen biologischen Verbindungen, die
Cobaltionen enthalten. Die Aufkldrung der dreidimensionalen Struktur von Cya-
nocobalamin im Jahr 1954 ist ein Meilenstein in der Entwicklung der Kristall-
strukturanalyse. Dorothy Crowfoot-Hodgkin wurde dafiir 1964 mit dem Nobel-
preis fiir Chemie ausgezeichnet. Der tédgliche Bedarf an diesem lebenswichtigen
Vitamin ist mit ca. 2—3 g sehr gering. Er muss aus tierischer Nahrung gedeckt
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werden. Im menschlichen Korper liegt das Vitamin vorwiegend als Methylcobala-
min und 5’-Desoxyadenosylcobalamin vor. Letzteres ist unter der Bezeichnung
Coenzym B, bekannt. Die Funktionen von Cobalaminen sind im Menschen die
Synthese der Aminosdure Methionin und die Umwandlung von Methylmalonyl-
in Succinyl-CoA. Die letztgenannte Reaktion koppelt den Abbau von Fettsduren
und einigen Aminosiduren an den Citratzyklus, die zentrale Drehscheibe des
Stoffwechsels.

Eine bekannte Mangelerscheinung ist die pernizidse (= gefihrliche) Anédmie.
Ihre Ursache liegt darin, dass Methylcobalamin iiber seine Beteiligung bei der
Methioninsynthese wichtig fiir den Folsdurestoffwechsel ist. Dessen Storung fiihrt
zu einer verminderten Synthese der DNA- und RNA-Basen Adenin, Guanin und
Thymidin, was sich auf Organe mit hoher Zellteilungsaktivitit auswirkt. Zu die-
sen gehort das Knochenmark, wo die roten Blutkorperchen ebenso wie die Zel-
len des Immunsystems gebildet werden. Bereits 1926 verwendeten Minot und
Murphy Extrakte aus tierischer Leber zur Heilung der perniziésen Andmie. Ein
Bi,-Mangel kann auflerdem insbesondere bei édlteren Menschen zu neurologi-
schen Symptomen fiihren, was wahrscheinlich auf den gestorten Methylmalonyl-
stoffwechsel zuriickzufiihren ist.

5.8.2 Allgemeine Strukturmerkmale

Nicht nur das Cobaltion ist eine Besonderheit der Cobalamine. Sie enthalten
dariiber hinaus einen einzigartigen makrozyklischen Tetrapyrrolliganden, das
Corrin. Abbildung 5.57 zeigt dessen Verwandtschaft mit dem bekannten Porphy-
rin, das bereits im Zusammenhang mit den Hdm-Eisen-Proteinen besprochen
wurde, und dessen 2,3-Dihydroderivat Chlorin. Letzteres spielt als Grundgeriist
der Chlorophylle und Pheophythine eine gro3e Rolle bei der Photosynthese in
den griinen Pflanzen. Im Corrinliganden schlielich sind alle vier Pyrrolringe
teilweise hydriert. AuBlerdem fehlt eine der Methylenspangen, sodass der Ring
insgesamt ein Glied weniger enthilt und dadurch kleiner ist. Als wichtige Konse-
quenz dieser Anderungen ist nur noch ein dissoziierbares Proton vorhanden: Der
Corrinligand ist in Komplexen nur einfach negativ geladen. Diese strukturellen
Besonderheiten sind offenbar sehr wichtig fiir die Funktion von Cobalaminen,
denn Cobalt-Porphyrin-Komplexe sind zwar stabil, aber inaktiv.

In Abb. 5.58 ist die Struktur der verschiedenen Cobalamine gezeigt. Mit dem
Cobalt-Corrin-Gertist ist ein Dimethylbenzimidazol-Steuerligand verkniipft. Im
Co®*-Ruhezustand besetzt dieser die fiinfte Koordinationsstelle. Die oktaedri-
sche Ligandensphére wird durch einen sechsten Liganden komplettiert, in dem
sich die fiinf biologisch relevanten Cobalamine unterscheiden. Methylcobalamin
und 5'-Desoxyadenosylcobalamin (Coenzym B,) sind als die beiden aktiven Co-
faktoren fiir die biologische Reaktivitdt verantwortlich. Als echte, unter biologi-
schen Bedingungen stabile Organometallverbindungen sind sie eine weitere Be-
sonderheit der Bj,-Familie. Das Vitamin B, ist Cyanocobalamin mit einem koor-
dinierten Cyanidion. Tauscht man letzteres gegen ein Wassermolekiil aus, gelangt
man zum Aquo- und schlieBlich durch Deprotonierung zum Hydroxycobalamin.
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Abb. 5.57 Tetrapyrrolmakrozyklen als biologische Komplexliganden. Porphyrin und seine
Bedeutung in Himkomplexen wurde bereits ausfiihrlich diskutiert. Von ihm leitet sich
Chlorin durch Hydrierung einer Doppelbindung zum Dihydroporphyrin ab. Chlorin ist als
zweifach anionischer Ligand von Magnesium Bestandteil der Chlorophylle. Corrin, das
Ligandgeriist der Cobalamine, zeichnet sich dadurch aus, dass (1) vier Pyrrol-Doppelbin-
dungen hydriert sind, (2) der Ring um ein Glied verkleinert ist, und (3) der Ligand in
seinen Komplexen nur einfach negativ geladen ist. Schon daran ist zu erkennen, dass die
niedrigen Oxidationsstufen +1I und +II in Cobalaminen eine gro3e Rolle spielen.

X X Bezeichnung

CH;  Methylcobalamin

CN Cyanobalamin, Vitamin By,

OH Hydroxycobalamin, Vitamin B,
H,O0 Aquocobalamin

R 5’-Desoxyadenosylcobalamin, Coenzym B;,
OHOH
()
R= CH, N N\W

<L

(Cobalamin) NH,

Cobalamin

Abb. 5.58 Struktur der Cobalamine. Das Grundgeriist besteht aus einem Cobalt-Corrin-
Komplex mit einem am Corrin kovalent gebundenen Benzimidazol-Steuerliganden. Die
sechste Koordinationsstelle variiert. Cyanocobalamin, das Vitamin B,,, war eigentlich ein
Produkt der Isolation und Reinigung. In Vitaminprédparaten findet man gelegentlich auch
Hydroxycobalamin, Vitamin B,,. Unter physiologischen Bedingungen bildet sich in jedem
Fall zuniachst Aquocobalamin, das dann durch Ligandensubstitution in die beiden Coenzyme
5’-Desoxyadenosylcobalamin (Coenzym B,,) oder Methylcobalamin umgewandelt wird.



854 5 Bioanorganische Chemie
5.8.3 Reaktivitat von Cobalaminen

Die Metall-Kohlenstoff-Bindungen der beiden biologisch aktiven Cofaktoren
Methylcobalamin und Coenzym B, konnen auf zwei Weisen gespalten werden,
die in Abb.5.59 gezeigt sind. Die Heterolyse fiihrt zu einem Carbokation und
einem Cobalt(I)-Komplex. Die Elektronenkonfiguration d® begiinstigt eine
quadratisch planare Koordination, die durch Dissoziation des Steuerliganden er-
reicht wird. Das d_.-Orbital ist vollstindig besetzt, was wichtige Konsequenzen
fiir die Reaktivitdt des Komplexes hat, der ein so genanntes ,,Supernukleophil®
ist. Vergleicht man die Bildung eines Cobalt (I)-Komplexes mit der typischen Sta-
bilisierung hoher Oxidationsstufen in Him-Eisen-Proteinen, wird die besondere
Rolle des Corrinliganden offenbar. Durch die einfache negative Ladung wird in
der niedrigen Oxidationsstufe ein Neutralkomplex gebildet. Die zweite Moglich-
keit besteht in einer homolytischen Bindungsspaltung. Dabei bilden sich ein Ko-
balt (II)-Komplex mit einer d’-Konfiguration, sowie ein hochreaktives organi-
sches Radikal. Letzteres ist wahrscheinlich der eigentliche Tréager der Reaktivitit
in den vielféltigen B,-abhidngigen Mutase-Enzymen, von denen die menschliche
Methylmalonyl-CoA-Mutase nur ein Beispiel ist.
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Co-R-Heterolyse Co-R-Homolyse

_—

P E
E\_/l-Steuer vLSteuer

LSteuer
CO' COIII CO”
COIII CO” COI
Ladung des Komplexes +1 +1 0
Elektronenkonfiguration  d® d’ d@
am Metallion low-spin high-spin vollstandig besetztes d,.
Eigenschaften inert sehr reaktives Komplex reagiert als
organisches Radikal ~Supernucleophil”
— H-Abstraktion — Methylgruppen-
aus Substraten Ubertragungen

Abb. 5.59 Die Reaktivitit von metallorganischen Cobalaminen. Ausgehend vom Co3™-
Komplex kann die Cobalt-Kohlenstoff-Bindung entweder homoloytisch oder heterolytisch
gespalten werden. Die Homolyse fiihrt zu einem hochreaktiven organischen Radikal und
einem Cobalt(IT)-Ion mit einer high-spin-d’-Konfiguration. Die Heterolyse fiihrt zu einem
Carbokation und einem Cobalt (I)-Komplex. Dieser bevorzugt aufgrund seiner d®-Konfigu-
ration eine quadratisch planare Ligandensphire, die durch Dissoziation des Steuerliganden
erreicht wird. Das doppelt besetzte d,.-Orbital begriindet die hohe Nukleophilie des Me-
tallzentrums, das auch als ,,Supernukleophil“ bezeichnet wird.
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Abb. 5.60 Die Methylcobalamin-vermittelte Methylgruppeniibertragung bei der Methio-
ninsynthese. Methylcobalamin tiibertrdagt eine Methylgruppe auf Homocystein, wodurch
Methionin gebildet wird. Der entstandene Cobalt(I)-Komplex reagiert als ,,Supernukleo-
phil*“ mit Methyltetrahydrofolat (CH;-THFA). Dabei bildet sich Tetrahydrofolat, und Me-
thylcobalamin wird regeneriert.
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Abb. 5.61 Die Reaktivitdt von Coenzym B, am Beispiel der Methylmalonyl-CoA-Mu-
tase. 5'-Desoxyadenosylcobalamin reagiert unter heterolytischer Bindungsspaltung. Das
dabei gebildete organische Radikal abstrahiert ein H-Atom vom Substrat. Es folgt eine
Umlagerung und die abschlieBende Riickiibertragung des Wasserstoffatoms.

Mit den beiden diskutierten Reaktionen lassen sich die Funktionen von Coba-
laminen im menschlichen Organismus ohne weiteres erkldren. Die Abb. 5.60
zeigt eine Darstellung der Rolle von Methylcobalamin bei der Synthese von Me-
thionin. Das Cobalt (I)-Supernukleophil nimmt ein CH7 -Kation vom N>-Methyl-
tetrahydrofolat auf. Dabei wird Co™ im Sinn einer oxidativen Addition zu Co®*
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oxidiert. Es folgt die Synthese von Methionin durch Ubertragung des Methylka-
tions auf Homocystein. Die Ursache der bereits erwdhnten pernizidsen Anidmie
ist die Anreicherung von N3-Methyltetrahydrofolat und der daraus folgende se-
kundire Mangel an Tetrahydrofolat.

Die zweite Reaktion von Cobalaminen im menschlichen Organismus ist die
durch Coenzym B, vermittelte Umlagerung von Methylmalonyl-CoA in Succi-
nyl-CoA. Umlagerungen werden von Enzymen katalysiert, die als Mutasen be-
zeichnet werden. Viele von ihnen verwenden 5'-Desoxyadenosylcobalamin als
Cofaktor. Das Beispiel der Methylmalonyl-CoA-Mutase ist in Abb. 5.61 schema-
tisch dargestellt. Durch Heterolyse der Cobalt-Kohlenstoff-Bindung entsteht ein
5'-Desoxyadenosylradikal, das ein Proton von der Methylgruppe des Substrats
abstrahieren kann. Dadurch wird die Umlagerung moglich, deren Details noch
nicht vollig geklart sind. Der letzte Schritt ist die Riickiibertragung des H-Atoms
und anschlieBende Rekombination des Coenzyms B .

5.9 Biologische und medizinische Anwendungen
von Metallkomplexen

5.9.1 Hintergrund

Man kann mit gutem Grund behaupten, dass die bioanorganische Chemie zu
einer Renaissance der Koordinationschemie gefiihrt hat. Dieser Aufschwung hing
zunidchst mit der Synthese von Modellverbindungen fiir die oft noch véllig unbe-
kannten aktiven Zentren von Metalloproteinen zusammen. Zu den Sternstunden
der Modellchemie gehort z. B. die richtige Vorhersage der Struktur des Sauer-
stoffkomplexes im Hidmocyanin aufgrund eines Trispyrazolylborato-Kupferkom-
plexes aus der Arbeitsgruppe von Kitajima. Inzwischen sind sehr viele Protein-
strukturen bekannt, und die klassische Modellchemie hat zwar nicht ausgedient,
ist aber doch etwas in den Hintergrund getreten. Das heif3t aber keineswegs,
dass die priaparative Koordinationschemie keinen Beitrag mehr leistet! Vielmehr
haben sich der bioanorganischen Chemie in den letzten Jahren aufregende neue
Betatigungsfelder eroffnet, die mit der Verwendung von Metallkomplexen in der
Biologie und der Medizin zusammenhéngen.

Die bioanalytischen und medizinischen Anwendungsmoglichkeiten von Metall-
komplexen sind zahlreich. Einige Beispiele wie das Antitumormittel cis-Platin
und MRI-Reagenzien auf der Basis von Gadoliniumkomplexen wurden bereits
in Abschnitt 3.10. vorgestellt. In den folgenden Abschnitten werden vier weitere
ausgewdihlte Beispiele besprochen, die verdeutlichen sollen, welche Moglichkei-
ten sich durch die Wechselwirkungen von synthetischen Komplexen mit biologi-
schen Molekiilen eroffnen. Vorgestellt wird zuerst eine in molekularbiologischen
Laboren hiufig eingesetzte Methode zur Proteinreinigung mit Hilfe von Nickel-
komplexen. Danach folgt ein Abschnitt iiber den Einsatz von Trisphenanthrolin-
cobalt(II) in DNA-Sensoren. Der ausfiihrlichste Abschnitt ist der Entwicklung
von Radiodiagnostika gewidmet, wobei das Hauptaugenmerk auf der Verwen-
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dung von Technetiumkomplexen liegt. Den Schluss bildet eine Beschreibung von
Metallcarbonylen, die als IR-spektroskopische Sonden fiir die Analytik von Me-
dikamenten eingesetzt werden.

5.9.2 Nickelchelatchromatographie

Die Nickelchelatchromatographie ist ein Spezialfall der Affinitdtschromatogra-
phie, bei der spezifische Wechselwirkungen zwischen einem S&ulenmaterial und
einem Analyten fiir die Trennung ausgenutzt werden. Die Methode beruht auf
der besonderen Stabilitdt von Histidinkomplexen in Metalloproteinen. Sie wird
héufig zur Reinigung von Proteinen mit Hilfe der rekombinanten DNA-Techno-
logie verwendet. Dazu wird mit gentechnischen Methoden die DNA-Sequenz des
zu untersuchenden Proteins, beispielsweise wie in Abb. 5.62 dargestellt, mit ei-
nem Hisg-Codon fusioniert. Die Modifikation kann am C- oder am N-Terminus
erfolgen. Das so erhaltene Protein verfiigt mit den sechs Histidinbausteinen iiber
eine Bindungsstelle fiir Metallionen, die man fiir seine Reinigung ausnutzt. Man
benutzt dafiir auch im Deutschen die englische Bezeichnung ,,Hiss-Tag*.

Dazu wird ein Nitrilotriacetatonickel (II)-Komplex kovalent iiber eine Alkyl-
briicke mit einer Festphase fiir die Chromatographie verkniipft. Nitrilotriacetat
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/| "~oH,

O  OH,
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Protein ~~His
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| Elution mit Imidazollésung |

Affinitatschromatographie
mit Nickelkomplexen

Abb. 5.62 Nickelchelatchromatographie. Das zu reinigende Protein wird gentechnisch mit
einem His¢-Tag versehen. Dieser wird chromatographisch iiber eine Festphase gereinigt,
die kovalent mit einem Nitrilotriacetatonickel (IT)-Komplex modifiziert wurde. Das Protein
bindet tiber zwei Histidin-Imidazolliganden an das Metallion, wodurch ein oktaedrischer
Komplex entsteht. Eluiert wird nach Abtrennung aller Verunreinigungen mit einer Imida-
zollosung.
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ist ein vierzdhniger, dreifach negativ geladener Ligand, der mit EDTA verwandt
ist. Er bildet sehr stabile oktaedrische Nickelkomplexe, wobei die beiden verblei-
benden Koordinationsstellen von zwei kinetisch labilen Aqualiganden besetzt wer-
den. Diese werden bei der Nickelchelatchromatographie gegen zwei Imdidazol-
liganden des Hisgs-Tags ausgetauscht. Das modifizierte Protein bleibt so auf der
Saule zuriick. Es wird iiblicherweise mit einer Imidazollosung eluiert. Auch die Zu-
gabe von Sduren fithrt zur Elution, allerdings werden dabei viele Proteine denatu-
riert.

5.9.3 Elektrochemische Hybridisierungssensoren

Das zweite Beispiel beriihrt ein Gebiet, das ganz besonders deutlich macht, wel-
che neuen Moglichkeiten die Kombination von synthetischen Metallkomple-
xen mit biologischen Molekiilen erdffnen kann. Es geht um die Bindung von
Polypyridylkomplexen, in diesem Fall Trisphenanthrolincobalt(II), an DNA.
[(Phen);Co]** bindet, wie in Abb. 5.63 gezeigt, in der kleinen Furche der DNA-

kleine Furche

gro3e Furche

) [(Phen);Col?*bindet in
DNA-Doppelhelix [(Phen)sCo]?*" = der Klsinen Furche
komplementarer
DNA-Strang
ANAANVIANYY,
p

] Hybridisierung —
Schwaches Signal: [(Phen);Col?* e
gelangt nicht zur Elektrodenoberflache E=+210mV
Kohleelektrode Kohleelektrode
belegt mit DNA-Einzelstrangen belegt mit DNA-Doppelstrangen

Abb. 5.63 Trisphenanthrolincobalt(IT) in elektrochemischen Hybridisierungssensoren.
[(Phen);Co]?* bindet an doppelstringige DNA in der kleinen Furche. Die Affinitit fiir
DNA-Einzelstriange ist dagegen gering. Dies macht man sich fiir den Nachweis zu Nutze.
Einzelstrang-DNA wird auf einer Kohleelektrode immobilisiert. [(Phen);Co]?* kann nicht
an die Elektrodenoberfliche gelangen und es flieit folglich nur ein geringer Oxidations-
strom. In Gegenwart eines komplementdren DNA-Strangs kommt es zur Hybridisierung
der DNA (Bildung einer Doppelhelix). Der Cobaltkomplex kann nun in der kleinen Fur-
che binden und so in die Néhe der Elektrode gelangen. Bei einem Potential von +210 mV
fliet ein Oxidationsstrom.
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Doppelhelix. Die Bindung beruht auf einer Kombination von elektrostatischen
und hydrophoben Wechselwirkungen. Um eine echte Interkalation, d. h. die Ein-
schiebung eines ausgedehnten, planaren, aromatischen Systems zwischen die Ba-
sen im Inneren der Helix, handelt es sich streng genommen nicht, obwohl dies
ofter zu lesen ist. Der Phenanthrolinligand ist dafiir zu klein. Die Bindung in
der kleinen Furche ist typisch fiir Phenanthrolinkomplexe und wird auch fiir
[(Phen),Cu] ™ gefunden, ein bekanntes DNA-Spaltungsreagenz.

[(Phen);Co]** spaltet die DNA nicht. Vielmehr niitzt man die elektrochemi-
sche Oxidation des Komplexes an einer Graphitelektrode bei ca. +210 mV zur
Detektion. Wie dies geschieht, ist ebenfalls in Abb. 5.63 gezeigt. Zuerst wird Ein-
zelstrang-DNA auf einer Elektrode immobilisiert. Da sie nur eine geringe Affini-
tit fiir den Cobaltkomplex besitzt, wird dieser von der Oberfldache ferngehalten
und kann nicht oxidiert werden. In Gegenwart eines komplementéiren Strangs
kommt es zur Hybridisierung. So bezeichnet man die Bildung einer DNA-Dop-
pelhelix. Die doppelstringige DNA bindet nun [(Phen);Co]?>*, das dadurch in
die Ndhe der Elektrode gelangt und oxidiert wird. Als Folge flie3t ein Strom, der
die Hybridisierung anzeigt. Auf diese Weise lassen sich DNA-Sequenzen hoch-
spezifisch nachweisen.

5.9.4 Radiopharmazeutika
5.9.4.1 Isotope und Strahlungsarten

Isotope eines Elements enthalten Atomkerne mit gleicher Protonen- aber unter-
schiedlicher Neutronenzahl. Die Notation 1§§I bedeutet das Isotop des Elements
mit der Kernladungszahl 53 (Iod) und einer Massenzahl von 123 (Zahl der
Protonen + Zahl der Neutronen). Die Stabilitdt eines Kerns hidngt von seiner
Zusammensetzung ab, d. h. von der Massen- und der Kernladungszahl. Mogliche
Umwandlungen des Kerns sind einerseits die Erzeugung von neuen Isotopen,
z.B. durch Neutroneneinfang, andererseits der Zerfall. Die Erzeugung kiinstli-
cher Isotope durch Neutroneneinfang ist wichtig fiir die Herstellung von Radio-
nuklid-Generatoren, wie sie weiter unten beschrieben sind. Die Bildungsglei-
chung ist:

"E4+n—""E+ hv

wobei E ein Element und n ein Neutron bezeichnet.
Fiir die eigentliche Radiopharmazie ist der Zerfall von Kernen wichtig. Fiinf
verschiedene Strahlungsarten sind dabei von Bedeutung:

1. a-Strahlung durch a-Zerfall.
Hierbei zerfillt ein schwerer Kern unter Freisetzung eines Helium-Kerns
3He?* und Energie, z. B.

28Bi — 2Tl + 3He (= ) + 3.06 MeV
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2. f~-Strahlung durch 5~ -Zerfall.
Hierbei zerfillt der Kern unter Umwandlung eines Neutrons in ein Elektron

(87) und ein Proton (p*), wobei auch noch ein Anti-Neutrino (v) frei wird,
z.B.

iH—3He + 5~ + 7+ 35keV

3. B*-Strahlung durch 3*-Zerfall.
Hierbei zerfillt der Kern unter Umwandlung eines Protons in ein Positron
(Anti-Elektron, 1) und ein Neutron (n), wobei auch noch ein Neutrino (v)
frei wird, z. B.

14Si— AL+ BT + v+ 4.8 MeV

Positronen und Elektronen reagieren unter Annihilation. Dabei entstehen
zwei y-Quanten mit einer Energie von jeweils 0.511 MeV. Diese Strahlung
wird bei der Positronenemissionstomographie (PET) detektiert:

pT + 5 —2y (0511 MeV)

4. Rontgenstrahlung durch K-FEinfang.
Hierbei wandelt sich der Kern unter Verschmelzung eines Protons mit einem
Elektron aus der innersten Schale zu einem Neutron um:

TAr — 17Cl + Rontgenstrahlung + 814 eV

5. y-Strahlung als Begleiterscheinung.
Atomkerne haben eine Struktur. Wandelt sich ein Kern in einen anderen um,
dann dndert sich nicht nur die Zusammensetzung aus Neutronen und Proto-
nen, sondern es muss infolge der Umwandlung auch eine strukturelle Reorgani-
sation zur energetisch stabilsten Anordnung folgen. Die freiwerdende Energie
wird in Form eines y-Quants abgegeben. Bei den meisten Kernumwandlungen
erfolgt die Abgabe eines y-Quants praktisch simultan mit dem Zerfall, z. B.

*pU—%0Th + a + 4.18 MeV + y (0.045 MeV)

In einigen Féllen kann bei der Umwandlung ein metastabiler Kern entstehen,
der mit einer Halbwertszeit ¢, ;, unter Freisetzung eines y-Quants in die stabile
Form iibergeht. Solche Kerne sind reine y-Strahler und sehr niitzlich fiir die
Radiodiagnostik:

HDMo— PhATc+p~ + v

PnTe — 5T + y

?;ch — % Ru + p~+v

5.9.4.2 Pharmazeutisch nitzliche Strahlungsarten

a-Strahlen bestehen aus sehr energiereichen Teilchen, die eine geringe Reich-
weite (Eindringtiefe) in biologischem Material (< 0.1 mm) besitzen und sehr
starke Gewebeschidden hervorrufen. Sie sind fiir pharmazeutische Anwendun-
gen ungeeignet.
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B~ -Strahlung besteht aus Elektronen, die in biologischem Gewebe eine Reich-
weite von einigen cm haben und moderate Schiden verursachen. Sie sind gut
geeignet fiir therapeutische Anwendungen, z.B. zur Zerstorung von Tumorge-
webe. Im Jahr 2003 wurde beispielsweise ein Yttrium-90-markierter Antikorper
(bifunktionelle Chelatliganden, s.u.) unter dem Markennamen Zevalin® fiir die
Behandlung von non-Hodgkins-Lymphomen zugelassen. Beispiele fiir 5~ -Strah-
ler sind 39Y (t,» = 2.7 d), '83Sm (t; > = 1.95 d) und '§3Ho (¢, /> = 27.8 h). Produ-
ziert werden die Isotope durch Neutroneneinfang (Kernreaktor, Zyklotron), oder
im Radionuklid-Generator (z.B. 29Y durch Zerfall von 225r).

y-Strahlung ist von groBem diagnostischem Nutzen. Sie hat eine grofSere Reich-
weite in Gewebe als f~-Strahlung. Die Eindringtiefe folgt, wie bei jeder elektro-
magnetischen Welle, dem Lambert-Beer-Gesetz I(d) = I - e 4. Dabei ist I(d)
die Intensitdt nach Durchlaufen einer Strecke d im Gewebe, I, die Intensitit vor
Eintritt ins Gewebe und u der Absorptionskoeffizient. Er ist umso kleiner, je
kiirzer die Wellenldnge ist. Die Reichweite nimmt also mit kiirzeren Wellenlén-
gen zu. AuBerdem hédngt y vom Material ab. Der gebréduchlichste y-Emitter
ist */3Tc. In der Positronenemissionstomographie, bei der y-Strahlung als Ergeb-
nis der Annihilation von Positronen und Elektronen auftritt und detektiert wird,
kann 55Cu verwendet werden.

Gebriuchliche Methoden in der Radiodiagnostik sind SPECT (engl. single-
photon emission computed tomography), Szintigraphie und PET (engl. positron
emission tomography). Bei der Szintigraphie wird die Verteilung der Aktivitét
nur aus einer Blickrichtung gemessen. Bei den tomographischen Methoden wird
aus verschiedenen Richtungen gemessen und anschlieBend mit Hilfe eines Com-
puters eine dreidimensionale Aktivititsverteilung berechnet.

5.9.4.3 Technetium-99m Radiopharmazeutika

99ﬁTc wird in ca. 80 % aller Radiodiagnostika verwendet. Der Grund liegt in der
einfachen Handhabung des Technetium-Generators und in den vorteilhaften
Halbwertszeiten der relevanten Kerne:

»Mo— PATc+ B~ +7 (=66 h)
9m

" Tc entsteht beim Zerfall von 33Mo. Die Halbwertszeit ist ausreichend lang
fiir die Herstellung und Verschickung von Technetiumgeneratoren. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung fiir Anwendungen in Kliniken und Arztpraxen, die nicht
in unmittelbarer Nédhe einer kerntechnischen Einrichtung liegen:
PhTe—3Te+y (t12=6h)

In bildgebenden Verfahren wird der anschlieBende y-Zerfall ausgenutzt. Seine
Halbwertszeit ist ausreichend lang fiir die Praparation von speziellen, gewebespe-
zifischen Komplexen unmittelbar vor der Applikation. Auch fiir die Verteilung
im Organismus und anschlieBende Messung bleibt ausreichend Zeit. Andererseits
ist die Dauer der Belastung fiir den Patienten relativ gering:

sTe—GRu+ B~ +7 (4,=212-10°a)
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Der anschlieende schidliche 5~ -Zerfall von 2 Tc ist so langsam, dass er bei den
verwendeten Konzentrationen praktisch keine Bedeutung hat.

Die positiven Eigenschaften von Technetium-99m werden besonders durch ei-
nen Vergleich mit $Cu deutlich, das in der Positronenemissionstomographie ein-
gesetzt wird. Ein Generator, der auf dem Zerfall von %Zn basiert, hilt nur ca.
2 Tage. Das macht die Technik sehr teuer und beschrénkt den Zugang auf wenige
Einrichtungen in der Nihe von kerntechnischen Anlagen. Hinzu kommt eine
sehr kurze Halbwertszeit des Nuklids $3Cu, die nur sehr wenig Zeit fiir die Prépa-
ration und Anwendung von Arzneimitteln lésst:

$%5Zn— 55Cu+ p+ +v (ti2=9.3h)
$5Cu— $3Ni + BT +v (t1/2 = 9.7 min)

Ausgangspunkt fiir die Synthese von *°/4 Te-haltigen Pharmazeutika ist der Tech-
netium-Generator, der in Abb. 5.64 schematisch dargestellt ist. Es handelt sich
dabei um eine mit 35Mo0O3 "~ beladene Al,O3-lTonenaustauschersdule. Durch -
Zerfall entsteht 43 TcOy , das aufgrund seiner geringeren negativen Ladung we-
niger stark gebunden wird. Mit physiologischer Kochsalzlésung wird Pertechnetat
eluiert, Permanganat nicht.

NaCl, physiologisch NaCl, physiologisch
Al,03-Mo0O,2~ Zerfall Al,053-TcO,
keine Elution Elution von TcO,
(MoO,2~ fest gebunden) NaCl/NaTcO, -Lésung

Abb. 5.64 Schematische Darstellung eines Technetium-Generators. Molybdationen wer-
den aufgrund ihrer zweifach negativen Ladung fest an Aluminiumoxid gebunden. Durch
den radioaktiven Zerfall von E’BMOO?‘_ entsteht 99£ TcO, , das mit einer physiologischen
Kochsalzlosung eluiert wird. Diese Losung kann entweder fiir die Préparation anderer
Technetiumkomplexe verwendet oder direkt als Imagingreagenz eingesetzt werden.

Radiopharmazeutika konnen nach dem Mechanismus ihrer Verteilung im Or-
ganismus (= Biodistribution) in zwei Klassen eingeteilt werden:

1. Verbindungen, die sich aufgrund ihrer chemischen und/oder physikalischen
Eigenschaften verteilen. Das tetraedrisch gebaute Pertechnetation TcO; wird
beispielsweise fiir das Schilddriisen-Imaging verwendet. Es hat einen &hnli-
chen Radius wie das Iodidion (rapjon = 126 pm) und wird deshalb von der
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Schilddriise aufgenommen. Die Verteilung héingt hier also von den physikali-
schen Eigenschaften Grofe und Ladung ab. In Tabelle 5.5 sind Beispiele fiir
die Verteilung von anderen Technetiumkomplexen zusammengefasst. Repri-
sentative Strukturen sind in Abb. 5.65 dargestellt. Als Daumenregel kann man
festhalten, dass kationische Komplexe (z.B. Tc-Sestamibi, Te-Tetrofosmin)
eine gewisse Affinitit fiir das Herz zeigen, unpolare Neutralkomplexe (z.B.
Tc-HMPAO, Tc-Bicisate) die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden konnen, und
anionische Komplexe (z. B. Tc-Pentetate, Tc-MAGs3;) fiir die Nierendiagnostik
verwendet werden.

. Die pharmakophore Gruppe — hier der Technetium-Komplex — kann kova-
lent mit einem rezeptorspezifischen Biomolekiil verkniipft werden. Schema-
tisch lésst sich dieser Ansatz wie in Abb. 5.66 verdeutlichen. Weil der Chelat-
ligand sowohl ein Metallion binden, als auch eine spezifische Einheit fiir die
Bindung an einen biologischen Rezeptor besitzen muss, spricht man im anglo-
amerikanischen Sprachraum von ,,Bifunctional Chelators“ (BFCs) oder ,,Bi-
functional Chelating Agents* (BCAs). Einige Beispiele fiir Technetiumkom-
plexe mit bifunktionellen Chelatliganden sind in Tabelle 5.6 aufgefiihrt. Die
Struktur des Somatostatinrezeptor-bindenden Peptidderivats Tc-99m Depreo-
tid ist in Abb. 5.67 dargestellt.

Tabelle 5.5 Technetiumkomplexe in der Radiodiagnostik.

Préparat Handelsname Anwendung

Tc-99m Bicisat Neurolite® Imaging der Hirndurchblutung
Tc-99m Disofenin Hepatolite® Leber- und Gallenimaging
Tc-99m Exametazin Ceretec® Imaging der Hirndurchblutung
Tc-99m Gluceptat Glucoscan® Nierenimaging

Tc-99m Lidofenin
Tc-99m Mertiatid
Tc-99m Oxidronat

Technescan® HIDA
Technescan® MAG3
Osteoscan® HDP

Leber- und Gallenimaging
Nierenimaging
Knochenimaging

Tc-99m Pentetat (DTPA)  Techneplex®, Nieren- und Nierenfunktionsimaging
Technescan®

Tc-99m Sestamibi Cardiolite® Herzmuskelimaging
Miraluma® Brustkrebsimaging

Tc-99m Succimer DMSA Nierenimaging

Tc-99m Teboroxim Cardiotec® Herzmuskelimaging

Tc-99m Tetrofosmin Myoview® Herzmuskelimaging

Tabelle 5.6 Technetiumkomplexe mit bifunktionellen Chelatliganden.

Priparat Handelsname Anwendung

Tc-99m Apcitid AcuTect® Synthetisches Peptid zum Screening
von Thrombosen

Tc-99m Arcitumomab CEA-Scan® Monoklonaler Antikérper zum Scree-
ning von Dick- und Enddarmkrebs

Tc-99m Depreotid Neotect® Screening von neuroendokrinen Tu-

moren der Lunge
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Abb. 5.65 Die Strukturen einiger ausgewéhlter Technetium-Radiopharmazeutika. Die
kationischen Komplexe werden fiir die Herzdiagnostik verwendet. Die neutralen Kom-
plexe konnen die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden. Die anionischen Komplexe werden fiir
Untersuchungen der Niere eingesetzt.

Spacer . .
rezeptorbindendes Erkennungsmotiv

Metallkomplex
Rezeptor

Abb. 5.66 Schematische Darstellung eines bifunktionellen Chelatkomplexes. Ein Metall-
komplex wird kovalent iiber einen Spacer mit einem biologischen Molekiil verkniipft. Da-
bei handelt es sich hiufig um ein rezeptorbindendes Motiv, dessen spezifische Wechselwir-
kung mit seiner Erkennungsstelle zu einer hohen Gewebespezifitdt des Pharmazeutikums
fiihrt, beispielsweise fiir bestimmte Tumore.
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Abb. 5.67 Struktur von Tc-99m Depreotid (Neotect®) als Beispiel fiir einen bifunktionel-
len Technetium-Chelatkomplex. Der Komplex ist iiber eine Amidfunktion mit einem zykli-
schen Peptid verkniipft, das an den Somatostatinrezeptor von Tumorgewebe in der
Lunge bindet.

5.9.5 Carbonylmetallimmunoassays (CMIA)

Elektrochemische Hybridisierungssensoren und Radiopharmazeutika beruhen
auf physikalischen Eigenschaften von Metallkomplexen, die ihre Detektion er-
moglichen. Dass dazu auch spektroskopische Eigenschaften ausgenutzt werden
konnen, zeigen die hochaktuellen Carbonylmetallimmunoassays (CMIA) aus der
Arbeitsgruppe von Jaouen. Bei dieser Methode werden biologisch aktive Mole-
kiile kovalent mit Metallcarbonylkomplexen verkniipft. Abbildung 5.68 zeigt dies
am Beispiel von drei Antiepileptika. Die dargestellten Organometallkomplexe
besitzen sehr unterschiedliche IR-Spektren, sodass man sie nebeneinander in Lo-
sung detektieren kann. Dabei liegt die Nachweisgrenze im Picomolbereich
(1 pmol = 10~ 12 mol)!

Wie man solche Komplexe in der medizinischen Analytik ausnutzt, ist in
Abb. 5.69 dargestellt. Das Prinzip ist ein allgemeines und wird als Immunoassay
bezeichnet. Organismen bilden Antikdrper, wenn sie korperfremden Stoffen aus-
gesetzt werden. Diese sind hochspezifisch fiir ein Substrat und konnen isoliert
werden. Fiir den CMIA werden zunédchst Antikorper gegen die Stoffe hergestellt,
die untersucht werden sollen; in der klinischen Praxis beispielsweise die drei ge-
zeigten Medikamente. Diese Antikorper werden dann auf einer festen Oberfla-
che immobilisiert und anschlieBend mit den markierten Molekiilen beladen.
Bringt man eine so priparierte Festphase mit einer Losung der Analyten, bei-
spielsweise Blut, in Kontakt, so stellt sich ein Gleichgewicht ein, welches dazu
fiihrt, dass markierte Analytmolekiile in Losung gehen. Diese werden dann IR-
spektroskopisch detektiert.
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Abb. 5.68 Organometallkomplexe als Marker von Medikamenten. Drei Antiepileptika
wurden mit Substituenten funktionalisiert, die stabile Komplexe mit den Fragmenten Di-
cobalthexacarbonyl, Mangantricarbonyl und Chromtricarbonyl bilden. Die Metallkomplexe
unterscheiden sich durch ihre IR-Spektren. Entscheidend ist auBerdem, dass die Schwin-
gungsbanden der Carbonylkomplexe in einem Bereich liegen, der nicht von den Frequen-
zen biogener Molekiile iberlagert wird.

+% 1. Beladen der %
/\]/\ Antikorper mit /\[/\

NG markierten Antigenen NG

immobilisierter immobilisierter
Antikorper Antikorper

IR-Spektrum
+ O n in Lsung
/\]/\ 2. Kontakt mit der ;[/\

N\ biologischen Probe NG
immobilisierter immobilisierter
Antikorper Antikorper

Abb. 5.69 Schematische Darstellung eines Carbonylmetallimmunoassays (CMIAs). Zu-
néchst werden analytspezifische Antikorper hergestellt, die man an einem festen Triger
immobilisiert. Dann belddt man die Antikorper mit markierten Analyten, beispielsweise
den drei Antiepileptika aus Abb. 5.68. Die so hergestellte Sonde wird in Kontakt mit der
zu untersuchenden Probe gebracht. Enthélt die Probe das Antigen, im Beispiel das nicht
markierte Medikament, so stellt sich ein Dissoziationsgleichgewicht ein, das den markier-
ten Analyten in Losung bringt, wo er detektiert werden kann. Im Fall der drei vorgestellten
Medikamente ist der CMIA die einzige Moglichkeit fiir eine gleichzeitige Detektion. Das
Prinzip ist nicht auf die IR-spektroskopische Detektion beschréinkt, sondern wird allgemein
in Immunoassays angewendet.
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