6¢c 7c 8c

Schema 2. E = COOMe.

Zum Beispiel folgt die Regio- und Stereochemie von 6¢ aus
den berechneten Koeffizienten und Energien von HOMO
und LUMO von Sc und den wihrend der Dimerisierung
wirksam werdenden sekundiren Orbitalwechselwirkungen.
Ahnlich ist die Regiochemie von 7¢ durch das LUMO von 6¢
vorgegeben, das auf der stirker substituierten Doppelbin-

Tabelle 1. Schmelzpunkte sowie 'H- und '3C-NMR-chemische Verschiebungen

von 6¢—S8c.

Verbindung 'H-NMR (400 MHz, CDCl,) '3C-NMR (100 MHz,
CDCly)

(Fp) S-Werte J-Werte

6c 6.76 (1H, d, J, = 0.6 Hz; H,), 170.59, 161.15, 160.68,

(114-115°C)

Te
(120-121°C)

8c
(132-133°C)

394 (1H,d, J,=34Hz; H),
3.77 3H, s; COOMe),

3.73 (3H, s; COOMe),

3.71 (3H, s; COOMe),

3.67 3H, s; COOMe),

3.52 (1H, dd, J,, = 8.3 Hz,

Jp = 0.6 Hz; Hy),

3.47(1H, dd, J,;, = 8.3 Hz,
J4=34Hz; H)

6.88 (1H, d, J,, = 0.9 Hz; H,),
3.77 (3H, s; COOMe),

3.76 (3H, s; COOMe),

3.74 (3H, s; COOMe),

3.73 (1H, dd, J,, = 8.2 Hz,

Jo = 0.9 Hz; H,),
3.72(1H,d, J,=5.6Hz; H),
3.70 (3H, s; COOMe),

3.64 3H, s; COOMe),

3.61 (1H,d; J,=24Hz; H,),
3.51 3H, s; COOMe),

348 1H, d, J, = 2.4 Hz; Hy),
3.14 (1H, dd, J,, = 8.2 Hz,
J4=5.6Hz; Hy)

6.88 (1H, d, J, =1Hz; H)),
3.79 (3H, s; COOMe)
3.77(1H,d, J,=56Hz; H),
3.76 (3H, s; COOMe),

3.72 3H, s; COOMe),

3.71 3H, s; COOMe),
3.70-3.68 (1 H, ddd, J,, = 8.4 Hz,
Jw =1Hz, J = 0.5Hz; H),
3.65 (3H, s; COOMe),

3.58 (1H, d, J,, = 2.4 Hz; H)),
3.56 (3H, s; COOMe),

3.55 3H, s; COOMe),

3.51 (1H, d, J, = 2.4 Hz; H,),
3.48 (3H, s; COOMe),
325(1H,d, J; =3.6Hz; H,),
3.18 (1H, dd, J,, = 8.4 Hz,

J.a = 5.6 Hz; H,).
315(1H,d, J, =3.6Hz, Hy)

160.53, 144.68, 142.44,
141.65, 136.66, 52.50,
5219, 51.94, 51.62,
49.92, 41.67, 35.75,
35.57

170.66, 169.68, 168.78,
160.60, 160.45, 160.43,
148.93, 143.19, 142.51,
140.14, 60.32, 57.49,
53.28, 52.38, 52.11,
52.08, 51.82, 51.69,
51.58, 46.92, 45.86,
45.07, 41.74, 39.82

170.68, 169.09, 168.38,
168.17, 167.90, 160,62,
160.57, 160.24, 147.81,
143.53, 142.35, 139.97,
58.10, 56.58, 55.74,
54.92, 54.21, 52.40,
5219, 52.13, 51.74,
51.36, 51.26, 51.13,
50.73, 50.28, 47.47,
47.05, 4591, 43.38,
42.11
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dung lokalisiert ist. Die Stereochemie von 7¢ wird in Abwe-
senheit sekunddrer Orbitalwechselwirkung durch sterische
Wechselwirkungen bestimmt. Die Bildung von 8¢ folgt dem
gleichen Muster.

In 7¢ und 8c sind nicht nur fiinf bzw. sieben Cyclobutan-
ringe linear aneinandergereiht, sondern auch entsprechend
viele Estergruppen auf einer Seite angeordnet. Diese
,-polarofaciale’ Anordnung sollte den Verbindungen Eigen-
schaften verleihen, die sie eventuell als Spacer und neue Ma-
terialien interessant machen. Wir versuchen jetzt, noch héhe-
re Ladderane herzustellen.
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Multifeld-Siittigungsmagnetisierungsmessungen
an oxidierter und reduzierter Ribonucleotid-
Reduktase aus Escherichia coli

Von Mohammed Atta, Corinne Scheer, Pascal H. Fries,
Marc Fontecave und Jean-Mare Latour*

Ribonucleotid-Reduktasen kommen in allen lebenden Or-
ganismen vor und katalysieren die Umwandlung von Ribo-
nucleotiden in Desoxyribonucleotide, einen wesentlichen
Teilschritt der DNA-Biosynthese. Das Enzym aus Escheri-
chia coli ist aus zwei homodimeren Untereinheiten R1 und
R2 aufgebaut!'). Eine Rontgenstrukturanalyse!®! der oxi-
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dierten Form des Proteins R2 zeigte, daB3 sein aktives Zen-
trum in der Mitte dhnlich wie Himerythrin einen zweikerni-
gen Eisenkomplex enthdlt. Die Aufldsung reichte jedoch zur
eindeutigen Identifizierung der die beiden Eisenatome ver-
briickenden Gruppe nicht aus; spektroskopische Untersu-
chungen zeigten die Anwesenheit einer Oxogruppe!®: 3.
Ubereinstimmend hierzu ergab eine Untersuchung der ma-
gnetischen Suszeptibilitit!*!, daB die beiden High-Spin-
Eisen(tn)-Tonen stark antiferromagnetisch gekoppelt sind;
aufgrund experimentell bedingter Limitierungen war jedoch
eine genaue Bestimmung der Austauschwechselwirkung
nicht méglich (—J=106 +22cm™}; H=-2JS,-S,).
Ein fiir die Enzymfunktion wesentliches Tyrosylradikal be-
findet sich etwa 5 A vom néchsten Eisenatom entfernt.

Uber das Dieisenzentrum des reduzierten Enzyms weil3
man jedoch viel weniger. Die Reduktion des Dieisenzen-
trums ist ein entscheidender Schritt bei der Bildung des Tyro-
sylradikals und der anschlieBenden Enzymaktivierung!s®.
Aus MdBbauer-Untersuchungen® kann man schlieBen, daf
beide Eisenzentren im wesentlichen dquivalent sind, und eine
eventuell vorhandene Spinkopplung zwischen beiden Eisen-
Ionen kleiner ist als die Nullfeld-Aufspaltungen. Dagegen
zeigte Ehrenberg anhand NMR-spektroskopischer Befunde,
daB die Kopplung —J =5+ 5cm™! betrigt, und schloB
daraus, daB die Wechselwirkung der Fisenzentren, wenn
iiberhaupt vorhanden, nur schwach ist!". Folglich ist fiir
reduzierte Ribonucleotid-Reduktase eine schwache Aus-
tauschwechselwirkung zu erwarten. Bei Himerythrin wird
die Oxobriicke gleichzeitig mit der Reduktion des Dieisen-
(mn)-Zentrums protoniert’®! und ein analoger Vorgang
konnte bei der Ribonucleotid-Reduktase stattfinden. Die
magnetische Wechselwirkung zwischen den beiden Eisen-
Ionen héngt entscheidend von der Art der verbriickenden
Liganden ab. Bekanntlich leiten Carboxylatgruppen Aus-
tauschwechselwirkungen bei diesen Systemen kaum weiter.
Aus Messungen der magnetischen Suszeptibilitdt sowohl an
Proteinen als auch an synthetischen Analoga kennt man die
GroBenordnung der magnetischen Austauschwechselwir-
kung fiir die einzelnen Liganden genau'™. Ausgehend von
einem hohen Wert (— J = 80-140 cm™') bei Oxoverbin-
dungen verringert sich diese Wechselwirkung bei Protonie-
rung zur Hydroxyverbindung auf —J=10-50cm™ 1%,
Vermutlich ist ein kleiner, aber deutlich positiver Wert fiir J
in mehreren natiirlichen Systemen auf weitere Protonierung
zuriickzufiihren™® !, Magnetische Untersuchungen sind so-
mit ein wertvolles Werkzeug bei der Untersuchung der Um-
wandlungen, die mit der Reduktion des Dieisenzentrums
einhergehen.

Wir berichten hier iiber Multifeld-Sittigungs-Magnetisie-
rungs-Untersuchungen sowohl an der oxidierten als auch an
der reduzierten Ribonucleotid-Reduktase. Die gefundene
starke Austauschwechselwirkung spricht ebenfalls fiir die
Anwesenheit einer Oxobriicke im oxidierten Enzym; dar-
iiber hinaus lassen Korrelationen zwischen magnetischem
Verhalten und Struktur den SchluB} zu, daf} die Struktur des
Dieisenzentrums den entsprechenden in Methdmerythrin-
Derivaten dhnelt. Fiir die reduzierte Ribonucleotid-Reduk-
tase ergibt sich nun, wenn f{iberhaupt, nur eine duBerst
schwache Austauschwechselwirkung; dies ist ein deutlicher
Hinweis, daB} die Oxobriicke wihrend der Reduktion proto-
niert und dann eliminiert wurde. Hierzu wird ein Struktur-
vorschlag gemacht.

Multifeld-Sattigungs-Magnetisierungs-Daten wurden an
zwei Proteinproben!!? (R2 und reduziertes R2) mit einem
SHE-900-SQUID-Suszeptometer nach dem von Day skiz-
zierten Verfahren!!3! erhalten. Die Probe befand sich in ei-
nem iiber Nacht mit 10proz. HF-Losung gedtztem Quarzge-
fi. Die Messungen wurden im Temperaturbereich von
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5-200 K bei sechs Feldstirken (0.5, 1, 2, 3,4 und 5 T) durch-
gefithrt. Die Auswertung der Daten erfolgte nach der Me-
thode von Day!'3,

Abbildung 1 zeigt die magnetischen Eigenschaften von
oxidierter Ribonucleotid-Reduktase anhand der Tempera-
turabhingigkeit des Produkts aus magnetischer Suszeptibili-
tit und Temperatur. Die Kurve weist unterhalb von 50 K ein
deutliches Plateau bei 7 = 0.45 K cm®mol ~! auf und zeigt
bei hoheren Temperaturen einen Anstieg von x7. Ein solches
Verhalten steht ganz in Einklang mit einem isolierten Spin
S=1/2, der zu dem Plateau beitrigt (yT = 0.4 Kcm®
mol ™), und eines antiferromagnetisch gekoppelten Paares
von High-Spin-Fe-Tonen, deren Beitrag bei niedrigen Tem-
peraturen verschwindet. Simuliert man die experimentellen
Daten mit einer aus dem entsprechenden Heisenberg-Hamil-
ton-Operator abgeleiteten Gleichung unter Beriicksichti-
gung eines geringen Anteils (p) von Fremd-Fe-Ionen, er-
hilt man die optimierten Parameter g =2.00, J=
— 84(5) cm™ 2, p = 0.022(2). Der Wert von J ist an der obe-
ren Grenze des von Ehrenberg!! abgeschitzten Bereichs
(—128 < J < —83cm™'). Zweifellos deutet eine so starke
antiferromagnetische Kopplung darauf hin!®!, daB3 die Ei-
senatone iiber ein Oxid-Ion verbriickt sind; dies steht in
Einklang mit den SchluBfolgerungen aus spektroskopischen
Messungen'3!,

1251
1 1.00 .
g 075}
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Abb. 1. Oxidiertes R2: Temperaturabhangigkeit des Produkts aus magneti-
scher Suszeptibilitit und Temperatur. Die experimentellen Daten () sind Mit-
telwerte aus bei sechs Feldstirken gewonnenen Daten. Die durchgezogene Li-
nie entspricht den theoretischen Werten (siehe Text).

Anhand der Untersuchung der struktureilen und magneti-
schen Eigenschaften von drei Dutzend (u-Oxo)dieisen(it)-
Komplexen schlugen Gorun und Lippard!# kiirzlich vor,
daB die Austauschwechselwirkung (J) mit dem Fe-O-Ab-
stand (P), der der kiirzeste Austauschweg zwischen den bei-
den Eisen-Ionen ist, korreliert. Setzt man den obigen Wert
fiir J in die entsprechende Formel ein, kann man einen Ab-
stand von P =1.82 A zwischen Fe und O und einen Wert von
130° fiir die Fe-O-Fe-Winkel abschitzen, wenn man den
rontgenstrukturanalytisch ermittelten Fe-Fe-Abstand von
3.3 A heranzieht. Bemerkenswert ist, daB aus Resonanz-
Raman-Daten der gleiche Wert fiir den Fe-O-Fe-Winkel be-
stimmt wurde!* ¥, Diese Daten passen auf eine (u-Carboxy-
lato)(u-oxo)dieisen(ur)-Einheit®! und stimmen sehr gut mit
den an Methimerythrin-Derivaten gefundenen iiberein(®!,

In Abbildung 2 ist das magnetische Verhalten von redu-
zierter Ribonucleotid-Reduktase bei sechs Feldstirken im
Temperaturbereich von 5-200 K dargestellt. In Abbil-
dung 2a ist die Suszeptibilitdt bei den sechs Feldstérken je-
weils gegen den Kehrwert der Temperatur aufgetragen; Ab-
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a) 075 by 7.
L]
T 6 B PO
T = 9
050 .
— 3
T B 4t
g "’5 Abb. 2. Reduziertes R2: a) Abhiingigkeit
[ ¥ 3f der magnetischen Suszeptibilitdt vom Kehr-
E ‘—' wert der Temperatur bei sechs Feldstidrken:
w2 025} [; ol 0.5(0),1(a),2(0),3(x),4(+)und 5T ().
Die durchgezogenen Linien sind die berech-
neten Werte (siche Text). b) Temperaturab-
r héngigkeit des Produkts aus magnetischer
Suszeptibilitit und Temperatur bei den zwei
0 * . . L 0 L — L . extremen Feldstirken 0.5 (o) und 5T (»).
5 085 010 045 020 0 50 100 150 200 Die durchgezogenen Linien sind die berech-
YT K] — T K] — neten Werte (siche Text).

bildung 2b zeigt die Abhédngigkeit des Produkts 7 von der
Temperatur bei den zwei extremen Feldstirken 0.5 und 5T.

Der Spin-Hamilton-Operator fiir die beiden iiber eine
Austauschwechselwirkung gekoppelten Eisen-Spins S =2
folgt aus Gleichung (a), die anisotrope Zeemann-Wechsel-
wirkung aus Gleichung (b).

H=—-2J5 -8, +

i=1,2

[D(S2—2) + E(S2—S2) + #,] (a)

‘%'oiz = Hg (ngxSix + ngySiy + ngzSiz) (b)

J ist die isotrope Kopplungskonstante; D und E sind der
axiale bzw. rhombische Parameter fiir den Nullfeldaufspal-
tungs(ZSF)-Tensor (ZSF = Zero Field Splitting), fiir die bei
beiden Ionen derselbe Wert angenommen wird. Wir gehen
davon aus, wie allgemein {blich, dall der ZSF-Tensor und
der Zeemann-g-Faktor gleichzeitig diagonalisiert werden
kénnen!!7#l. Die Berechnungen wurden so durchgefiihrt,
daB die verschiedenen Parameter jeweils festgelegt oder frei
variiert wurden, um so ihre relative Bedeutung zu ermitteln.
Daraus folgt, daB die Beriicksichtigung der Rhombizitit bei
der Berechnung (entweder als £ # () oder als g, #+ g,) zu einer
geringfiigigen, kaum signifikanten Verbesserung der statisti-
schen Kennzahl fiihrt. Der E-Wert wurde in keinem Fall
groBer als 1 ecm ™', und der Unterschied zwischen g, und g,
war immer kleiner als 0.1. Dagegen ergab sich fiir J ein
kleiner Wert; setzte man J = 0, verschlechterte sich die An-
passung deutlich. Daher wurden die endgiiltigen Berechnun-
gen mit den fiinf Parametern J, D, g, = g, und g, durchge-
fihrt.

Die durchgezogenen Linien in Abbildung 2 wurden mit
dem folgenden Parametersatz berechnet!'®1: g =1.63(5),
g,=1.63(5)., g,=256(5), J=032)em™' und D=
9.8(5)cm™!. Der fur die axiale Nullfeldaufspaltung abge-
schitzte Wert ist bemerkenswerterweise dem in Desoxyhdm-
erythrin-Derivaten beobachteten!®: 1! recht Zdhnlich. Am
auffilligsten ist jedoch der auBerordentlich geringe Wert fiir
die Austauschwechselwirkung J. Bei reduziertem Hdmery-
thrin findet man den fiir eine Hydroxybriicke erwarteten
Wert von —J =12-38 cm ™ '8, Vermutlich wird diese weiter
zu einer Aquabriicke protoniert, wenn einige exogene Anio-
nen gebunden werden; dies fithrt zu einer Abnahme der Aus-
tauschwechselwirkung. Bei Azid als Gegenion dndert die
Kopplung sogar ihr Vorzeichen (J =1.7 cm ™)1} und wird
ferromagnetisch; dadurch entsteht ein EPR-aktiver Grund-
zustand des DesoxyHrN,-Proteins mit S = 4. Methan-
Monooxygenase (MMO), ein weiteres Dieisenprotein, zeigt
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in seiner reduzierten Form ein dhnliches, durch einen hohen
g-Wert (g ~ 16) charakterisiertes EPR-Signal!'®!. Erwih-
nenswert ist, daf3 reduzierte Ribonucleotid-Reduktase aus E.
coli unter den Bedingungen, bei denen DesoxyHrN, und
reduzierte MMO-Spektren mit hohen g-Werten liefern,
EPR-inaktiv ist2%). Daraus konnte man folgern, dafl bei
reduzierter Ribonucleotid-Reduktase Wasser nicht als Briik-
kenligand zwischen den beiden Eisenatomen fungiert; doch
welcher Ligand statt dessen? Es ist durchaus denkbar, dal
bei der Reduktion des oxidierten Enzyms zundchst durch
Protonierung der Oxobriicke eine schwach bindende Aqua-
briicke entsteht, die dann durch die Carboxylatgruppe aus
Glutamat 238 ersetzt wird. Dieser Rest wiirde somit von ei-
nem terminalen einzdhnigen Liganden in oxidiertem R2 zu
einem verbriickenden zweizidhnigen im reduzierten Protein.
Anhand von Strukturuntersuchungen an einer Vielzahl von
Carboxylato-Metallkomplexen hat Lippard!?!! gezeigt, da3
eine solche Anderung der Koordination einer Carboxylat-
gruppe durchaus moéglich ist. Weiterhin wiirde wahrschein-
lich auch die Carboxylatgruppe aus Aspartat 84 einzidhnig;
dies ergébe die in Abbildung 3 dargestellte hypothetische
Situation. Interessanterweise wurde kiirzlich mittels Roént-

Glu238

0] O

His 118 Y

Giulls

His 241

Abb. 3. Hypothetische Struktur des Dieisenzentrums des reduzierten Proteins
R2. Hochstwahrscheinlich wird die Koordinationssphére der Eisen-lonen wie
bei oxidiertem R2 durch Aqualiganden vervollstindigt.

genstrukturanalyse an einer neuartigen Form des Proteins
R2, bei der die beiden Eisenzentren durch Mangan(m)-Ionen
ersetzt wurden, eine dhnliche Struktur gefunden!??!. Diese
Beobachtung stiitzt unsere Hypothese.

Eingegangen am 12. Mai 1992 [Z 5342]
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Dieser Band, Bestandteil der Buchreihe tiber Biotechno-
logie schlechthin, ist der zuerst erschienene Band der neuen
zweiten Auflage. Das Buch wendet sich gleichermaflen an
Universitdtsangehorige, Mitglieder von Forschungsinstitu-
ten und Anwender in der Praxis. Es bietet demjenigen, der
sich in Teilgebiete der MeB3- und Regeltechnik innerhalb der
Biotechnologie einlesen will, eine wertvolle Hilfe.

Der Band gliedert sich in vier Hauptgebiete: MeBinstru-
mente, MeBmethoden, Modellierung und Regelung/Auto-
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mation mit insgesamt 19 Kapiteln. Sehr ansprechend fiir den
Leser sind die klare Einteilung des Buches mit Inhalts- und
Symbolverzeichnis fiir jedes Kapitel, was die Lesbarkeit sehr
erhoht, die Einheitlichkeit des Drucks und die graphische
Darstellung. Trotz der etwas kurzen Einfiihrung am Anfang
des Buches wird dem Leser keineswegs nur eine enge Sicht
auf jeweils kleine Spezialgebiete geboten. So beginnt etwa
Kapitel 13 liber Modelle in der aeroben Abwasserreinigung
mit einer kurzen Diskussion iiber den Sinn und die Zweck-
miBigkeit von Modellen, die liber das Generieren und Mani-
pulieren grofler Mengen von Zahlen hinausgeht. Das kom-
plementire Kapitel 14 {iber anaerobe Abwasserreinigung
enthilt eine gute Einfithrung iiber Thermodynamik und Ki-
netik der relevanten Prozesse. Insgesamt erhélt man einen
guten zusammenhéngenden Uberblick. Ausnahmen, wie das
recht kurz geratene und etwas isoliert stehende Kapitel 8
iiber Probenziehung, bestitigen die Regel.

Das Buch ist nicht nur eine Sammlung des State-of-the-
art; einige Kapitel behandeln Gebiete, die, obwohl heute
noch nicht jedem geldufig, in der Zukunft sicherlich wesent-
lich groBere Bedeutung erlangen kdnnen, wie die Abschit-
zung von Zustdnden von Bioreaktoren (Kapitel 7). Ob sich
allerdings die Anwendung von Expertensystemen (Kapi-
tel 19) in der Praxis durchsetzen kdnnen wird, muB sich in
der Zukunft erweisen.

Auch wenn einige Kapitel theoretisch sehr anspruchsvoll
sind, werden hédufig Anwendungen aus der Praxis zitiert; ein
ganzes Kapitel (Kapitel 12) ist etwa der Fallstudie tiber die
Optimierung der Hefeproduktion gewidmet. Kapitel 2 ver-
kniipft in sehr anschaulicher Weise Theorie und Praxis der
Gasanalyse bei Fermentationen. Ich stimme der Meinung
des Bandherausgebers im Vorwort zu, da in dieser Auflage
die Behandlung der Regelung von Aufarbeitungsprozessen
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