in Abwesenheit eines terminierenden Agens gebildet!4], Die ho-
he Empfindlichkeit im massenspektrometrischen Ableseschritt
(unterer Femtomolbereich) ist nur nutzbar, wenn der chemische
Abbau wenigstens im 10-100 Pikomolbereich gelingt.

Prinzipiell konnte auch Elektrospray-Tonisierung fiir die
Massenbestimmung der Leiterpeptide eingesetzt werden, die
sich ebenfalls hervorragend fiir die Mischungsanalyse eignet!! !,
Das bei dieser Technik iibliche Auftreten mehrfachgeladener
Ionen konnte das Ablesen der Sequenz jedoch komplizieren.
AuBerdem wird Elektrospray meist mit Quadrupolgeriten mit
einer im Vergleich zu Flugzeitanalysatoren, die normalerweise
mit MALDI kombiniert werden, etwas besseren Auflosung,
aber begrenztem Massenbereich verwendet (m/z maximal 4000,
meistens jedoch um 2000). Fir die Sequenzierung groferer Pep-
tide hat ein Flugzeitanalysator, der prinzipiell keine obere Mas-
sengrenze hat, Vorteile. Die rasante Entwicklung auf dem Ge-
biet der Flugzeitanalysatoren sowie die Verbesserung der
Matrices und der Probenaufbereitung!!®! 148t schon in naher
Zukunft eine wesentliche Verbesserung der Massengenauigkeit
erwarten.

Die Entwicklung eines vollautomatischen Proteinsequenators
mit massenspektrometrischer Detektion basierend auf der Che-
mie der Leitersequenzierung ist méglich. Es ist jedoch zu erwar-
ten, dal} die Kosten fiir ein soiches Gerét aufgrund der derzeit
relativ teuren Massenanalysatoren deutlich héher liegen werden
als fiir herkémmliche mit HPLC ausgestatteten Sequenatoren.
Trotzdem wiren solche Geréte aufgrund des hohen Proben-
durchsatzes und der Moglichkeit, modifizierte Peptide oder
Peptide mit ungewShnlichen Aminosduren zu sequenzieren, fiir
den Peptid- und Proteinchemiker sehr interessant.
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Ein Strukturmodell fiir den wasseroxidierenden Mangancluster
im Photosystem II

Karl Wieghardt*

Hohere Pflanzen und Cyanobakterien kdnnen lichtgetrieben
chemische Energie erzeugen. Bei der wasseroxidierenden Photo-
synthese!'! findet diese Umwandlung durch lichtinduzierte,
transmembrane Ladungstrennung von Protonen und Elektro-
nen an den Reaktionszentren Photosystem I und Photosy-
stem IT (PS I, PS II) statt (Abb. 1), wobei die Oxidation von
Wasser im aktiven Zentrum von PS II an einem — wahrschein-
lich!? — vierkernigen Mangancluster abliuft [Gl. (a)]. Bahn-

2H,0 — O, +4H" + 4e” (a)
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brechende Arbeiten von Joliot und Kok haben gezeigtPl, daB
die O,-Abspaltung periodisch nach jeweils vier Lichtblitzen er-
folgt!®). Im Kokschen Katalysecyclus (Abb. 2) werden daher
finf Oxidationszustinde des manganhaltigen Zentrums im
PS II definiert, S,-S,, wobei die vier Oxidationsidquivalente
schrittweise (Elektron filir Elektron wird an PS1 abgegeben)
akkumuliert und gespeichert werden bis beim Ubergang S, — S,
molekularer Sauerstoff abgespalten wird, und der Cyclus von
vorne beginnt. Dieser fiir -alles Leben auf unserem Planeten
verantwortliche Cyclus (Bildung der O,-haltigen Atmosphare)
wird bis heute auf molekularer Ebene nicht verstanden, vor
allem weil die Struktur des Manganclusters unbekannt ist. Auch
die Rolle der essentiellen Cofaktoren, Chlorid- und Calcium-lo-
nen, ist nicht genau bekannt. Beide konnen aber durch Bromid-
bzw. Strontium-Ionen ohne Funktionsverlust substituiert wer-
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Abb. 1. Schematische Anordnung der Proteine von PSII in der Membran:
Chl = Chlorophyll; Phaeo = Phaeophytin; Q = Chinon; Z = ein Tyrosinradikal.
Adaptiert aus: J. 1 R. Frausto da Silva, R. J. P. Williams, The Biological Chemistry
of the Elements, Clarendon, Oxford, 1991.
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Abb. 2. Darstellung des Kokschen Katalysecyclus. Das darunter gegebene Schema
zeigt die derzeit wahrscheinlichste Verteilung der Oxidationsstufen im vierkernigen
Mangancluster in den S,- bis §,-Zustinden des PS II nach Lit. [6].

den'™, wihrend Fluorid-Ionen die O,-Entwicklung inhibieren.
PS T aus Syrechococcus sp. konnte kristallisiert und die Struktur
durch eine Réntgenstrukturanalyse mit 6 A Aufldsung aufge-
kldrt werden!®). Derartige Experimente fiir PS II stehen noch
aus, obwohl kiirzlich tiber die dreidimensionale Struktur von
PS II bei 2 nm (!) Auflésung berichtet wurde. Hier wurden Da-
ten aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen an geordneten
zweidimensionalen Anordnungen von PSII in Spinatchloro-
plastmembranen gewonnen!'®®, die aber noch keine Aussagen
iiber die Struktur des Manganclusters gestatten.

Endlich hat nun die Berkeley-Gruppe um K. Sauer und M. P.
Klein ihr Strukturmodell fiir den vierkernigen Mangancluster
(Abb. 3) publiziert %), das im Kreis der PS-11-Fans seit etwa zwei
Jahren diskutiert wird und das das Titelbild eines bereits 1992
herausgegebenen Buches schmiickt!™. Es ist das Ergebnis vieler
Jahre spektroskopischer Untersuchungen wie der Elektronen-
spinresonanz (ESR) und vor allem Analysen der Fourier-trans-
formierten Feinstruktur der Mangan-Rontgenabsorptionskan-
te (EXAFS) an membranorientierten Prdparationen von PS II
im S,, S;, S, und S;-Zustand sowie an niedermolekularen, syn-
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Membran-
Normale

Abb. 3. Schematische Darstellung des Berkeley-Modells [6] einer méglichen raumli-
chen Anordnung der vier Mangan-Ionen im PS 11. Auch die Cofaktoren Ca®* und
C1” sind hiernach in der Nihe des Mn-Clusters bzw. an ein Mn-Ion koordinativ
gebunden. Die N-Koordination eines Histidinrestes ist spektroskopisch nachge-
wiesen [15]; die Natur und Anzahl der verbriickenden Carboxylatgruppen ist unbe-
kannt. Schwarze Kugeln = Mn-Zentren; weiBe Kugeln = O-Zentren; gerasterte
Kugeln = C-Zentren.

thetisierten Modellkomplexen, die zur Kalibrierung dieser bei-
den Methoden wesentlich beigetragen haben. Die Kombination
dieser beiden Mn-spezifischen spektroskopischen Methoden er-
moglicht Riickschlisse auf 1) den Oxidationsgrad der Mangan-
Ionen im Sg-, S,-, S,- und - eingeschrinkt —im S,-Zustand (S,
ist als Intermediat prdparativ nicht zuginglich und daher bis
heute nicht charakterisiert), 2) auf die Elektronenstruktur des
Manganclusters sowie 3) — wiederum mit Einschrinkungen —
auf die rdumliche Anordnung der vier Mangan-Tonen relativ
zueinander.

DaB die vier Oxidationséquivalente schrittweise nach jeweils
einem Lichtblitz im Mangancluster gespeichert werden, ist ein
einleuchtender, aber offenbar schwer zu beweisender Gedanke.
Einerseits haben Witt et al. dies indirekt aus Anderungen der
UV-Lichtabsorptionsspektren und der Elektrochromieabsorp-
tionen wiihrend des Katalysecyclus geschlossen®!. Andererseits
hatten Klein et al.[] aus Anderungen bei der Mn-Nahkanten-
réntgenabsorptionsspektroskopie (XANES) gefolgert, daBl bei
kryogenen Temperaturen die lichtinduzierten Ubergiinge
Se— S, und S, - S, zwar die Oxidation des Manganclusters
bewirken, dal aber beim Ubergang S, — S, ein organisches Ra-
dikal (Histidinradikal (7)) ohne weitere Oxidation des Mangan-
clusters gebildet wird, das zumindest in Ca®"-freien Pripara-
tionen ein ESR-Signal liefert!'%. Wiederholung der XANES-
Messungen, in denen die S -Zustinde (x = 0-3) bei physiologi-
schen Temperaturen hergestellt wurden, lassen dann aber den
SchluB zu, daB auch der S, — S,-Ubergang mit einer weiteren
Oxidation des Manganclusters verbunden ist™* 1!,

Dieser offensichtliche Widerspruch hidngt eng mit dem Pro-
blem der Herstellung von reinen S -Zustdnden zusammen. Im
Dunkeln adaptierte PS-II-Proben befinden sich im S,-Zustand,
fir den Dexheimer und Klein?' einen paramagnetischen
Grundzustand mit wahrscheinlich § =1 ESR-spektroskopisch
nachweisen konnten, wiihrend Brudvig et al.l**! aus Messungen
der dipolaren Spin-Gitter-Relaxationsgeschwindigkeitskonstan-
ten des stabilen Tyrosinradikals im Mn-haltigen und Mn-freien
PSTI im S,-Zustand (resting ‘state) einen diamagnetischen
Grundzustand (S = 0) postulieren. Klein et al. miissen dann ei-
nen aktiven S,-Zustand untersucht haben, der sich von Brud-
vigs nur durch die zeitliche Linge der Dunkeladaption von PS II
unterscheidet (?).
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Der ESR-aktive S,-Zustand wird aus dunkeladaptiertem
PSII durch Lichtblitze bei 273 K oder durch kontinuierliche
Beleuchtung wiihrend des raschen Einfrierens erzeugt!'#. Das
berithmte von Dismukes und Siderer!!®! entdeckte ESR-Multi-
linienspektrum mit mindestens 19 Manganhyperfeinlinien bei
g ~ 2.0 ist wohl am besten untersucht. Simulationsversuche!!”!
dieses Signals sowie eine theoretische Analyse der méglichen
Spinzustinde haben recht eindeutig gezeigt, daB} alle vier Man-
gan-lonen des Clusters elektronisch miteinander gekoppelt sein
miissen und sie ausschlieBlich in den Oxidationsstufen + 11 und
+1v vorliegen.

Eine besonders interessante Entwicklung zur Reinsynthese
von PS Il in einem definierten S -Zustand beschreiben Bocarsly
und Brudvig! 8! Thnen gelang durch Zusatz redoxaktiver Her-
bizide, die an der Q,-Stelle (Abb. 1) binden und den katalyti-
schen Umsatz (Elektronentransfer) unterbrechen, die Herstel-
lung des S;-Zustandes in groflen Ausbeuten in konzentrierten
PS-II-Priiparationen'*8!. Die Kontrolle des katalytischen Um-
satzes von PS 11 ist sehr vielversprechend, weil nun die genauere
spektroskopische Charakterisierung dieses und vielleicht des S,-
und S,-Zustandes moéglich sein wird.

Die etwa 1983 einsetzende stiirmische Entwicklung der Koor-
dinationschemie von Mn™- und Mn'V-Komplexen fiihrte zur
Synthese und rontgenstrukturanalytischen Charakterisierung
von stabilen tetranuclearen oxoverbriickten Komplexen mit
Adamantan-, Cuban- und Schmetterlingsgeriisten (Strukturen
C, D bzw. E in Abb. 4)I'?, die dann Modell standen fiir die
ersten Formulierungen von Katalysecyclen auf molekularer
Ebene fiirr die Wasseroxidation in PS I11?%1. Zwei dieser Vor-
schlige, ndmlich der von Brudvig und Crabtree!??¥ einerseits
und der von Vincent und Christou!?®®! andererseits, fanden
nicht zuletzt wegen ihrer Asthetik sofort den Weg in die Lehrbii-
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Abb. 4. Wichtige, rontgenstrukturanalytisch charakterisierte Strukturtpyen von
Mn"- und Mn"™-Komplexen mit Oxo- und Alkoxobriicken: A: kantenverkniipft,
oktaedrisch mit Mn---Mn 2.7 A; B: p-Oxo-di-p-carboxylatodimangan-Kom-
plexc mit Mn - - Mn 3.0-3.5 A; C: Adamantan-shnliches MnYyY(i,-0),-Geriist; D:
Cubangeriist Mni¥(1;-0),; E: Schmetterlingsgeriist Mny(¢,-O),; F: Di-u-alkoxo-
verbriicktes Paar von Di-g-oxodimangan-Einheiten [21]; G: offenkettige Anord-
nung von vier Mn'™-Ionen mit sechs Oxobriicken [22}.

Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 7

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

cher, obwohl schnell klar wurde, dal die EXAFS-Daten von
PS 1I mit denen der Modellkomplexe nicht gut in Ubereinstim-
mung zu bringen sind. Diese Modelle sind zu symmetrisch.

Alle EXAFS-Untersuchungen an PS IT haben iibereinstim-
mend gezeigt, daB sich die vier Mangan-Ionen in einer vorwie-
gend aus Sauerstoffdonoratomen bestehenden Ligandensphére
(Oxo- und Carboxylatgruppen) befinden und — wenn iiber-
haupt — nur wenige N-Atome gebunden haben. Weiterhin wurde
gezeigt, daB sich die Struktur des Manganclusters beim Uber-
gang S; = S, und S, = S, nur sehr wenig verdndert; also keine
durchgreifendere Strukturreorganisation des Clusters wahrend
der Akkumulation der Oxidationsidquivalente zu beobachten
ist.

Interessanterweise wurde eindeutig ein Mn - -- Mn-Abstand
von 2.7 A und - weniger deutlich und immer noch nicht unum-
stritten — einer von 3.3 A, der auch einem Mn - - - Ca-Abstand
zugeordnet werden kann, gefunden. Der kiirzere Mn - - Mn-
Vektor ist typisch fiir Di-u-oxodimangan-Komplexe (Abb. 4,
Struktur A) mit kurzen Mn-O,,-Abstinden von 1.8 A, wih-
rend in zweikernigen u-Oxo-di-g-carboxylatodimangan-Kom-
plexen (Abb. 4, Struktur B) je nach Oxidationsstufe der Man-
gan-Tonen Mn-Mn-Abstinde zwischen 3.0 und 3.5 A gefunden
werden. Eine Kombination dieser beiden Strukturtypen fithrt
folgerichtig zum Berkeley-Modell in Abbildung 3.

Finige weitere Feinheiten seien erwdhnt: Aus dem beobachte-
ten Dichroismus dieser Mn - - - Mn-Vektoren in geordneten, ori-
entierten Membranen mit PS IT konnten im EXAFS-Experi-
ment Informationen iiber ihre relative rdumliche Anordnung
zueinander im S,-Zustand gewonnen werden. Aus der Empfind-
lichkeit der EXAFS-Spektren, die ja Mn-spezifisch sind, gegen-
iiber einer Substitition des Cofaktors Ca®* durch Sr?* konnte
der SchluB gezogen werden, daB ein Ca?*-Ion in der Néhe des
Manganclusters koordinativ gebunden sein muB. Ahnliches gilt
fiir die C1~-Tonen, weil ihre Substitution durch Br~ ebenfalls zu
— allerdings sehr kleinen — Effekten im Mn-EXAFS-Spektrum
fuhrt.

Die Berkeley-Gruppe!® warnt selbst vor einer Uberinterpre-
tation des eingdngigen Modells in Abbildung 3. ,,Although we
have provided evidence for the tetranuclear Mn model and the
presence of Ca, halide, and histidine, we do not know their
positions relative to each other at this time.*“ Das bedeutet, daf
die tatsdchliche Struktur doch noch wesentlich anders aus-
schen konnte. Die kiirzlich charakterisierten Komplexe
[(Mn,0,),(tphpn),]** (tphpn = N,N,N' . N'-Tetra(2-methyl-
pyridyl)-2-hydroxypropandiamin; Abb. 4, Typ F)2! und
[Mn,YO4(bpy)sl** (byp = Bipyridin; Abb. 4, Typ G)??! sind
beispiclsweise interessante, neuere Strukturtypen, da sie einige
EXAFS-Charakteristika von PS II erfiillen und ersterer als ge-
mischt valenter (Mo™Mn!"),-Komplex in erstaunlich praziser
Weise die Elektronenstruktur von PS Il im aktiven S,-Zustand
modelliert — er hat einen elektronischen S =1-Grundzustand
und zeigt ein ESR-Spektrum, das dem von Klein et al.['?! fiir
PS Il im S,-Zustand ermittelten verbliiffend ahnlich ist.

Natiirlich bleiben viele Fragen offen, die der Biochemiker
oder -physiker zusammen mit dem Anorganiker noch beant-
worten miissen. So ist es z.B. vom mechanistischen Standpunkt
her véllig unklar, was bei dem bedeutenden Schritt S, — S, auf
molekularer Ebene passiert: wann und wie wird die erste O-O-
Bindung aus Oxogruppen oder koordinierten H,O-Molekiilen
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gebildet? Auch die Koordinationschemiker sind herausgefor-
dert: warum koénnen wir bis heute keine guten, in homogener
Phase wasseroxidierenden, tetranuclearen Modellkomplexe
présentieren? Ein Versuch der theoretischen Chemie, Antwor-
ten auf die letzten beiden Fragen zu geben!?3), ist kiirzlich publi-
ziert worden. Hier wird gezeigt, daB die drei- oder vierfach Ko-
ordination eines Peroxoliganden an Mangan-lonen seine
Zweielektronenoxidation zu molekularem Sauerstoff erleich-
tert. Ein vielleicht nicht iiberraschendes Ergebnis. Die Ermitt-
-lung der Struktur eines aktiven Zentrums eines Metalloproteins
aus spektroskopischen Daten dhnelt in vieler Hinsicht einem
komplizierten dreidimensionalen Puzzle, dem sogar einige Teile
(Informationen) beigemischt sind, die nicht zum Spiel gehéren
(also falsch sind). Ich bin gespannt, ob in naher (oder ferner)
Zukunft die Kristallisation von PS IT und eine Rontgenstruk-
turanalyse mit geniigender Auflosung zur Erkennung des Man-
ganclusters gelingen wird. Schon wire es.
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Destillative Racematspaltung mit Hilfe von Einschlufiverbindungen

Gerd Kaupp*

Chirale Wirkstoffe konnen und diirfen in der Regel (wichtig-
ste Ausnahme: DL-Methionin) nicht als Racemat eingesetzt wer-
den. Es gilt, unbeabsichtigte Nebenwirkungen und unnétige
Umweltbelastungen zu vermeiden. Die Bereitstellung groBer
Mengen enantiomerenreiner Verbindungen gelingt wirtschaft-
lich durch Fermentation oder (vollstindige) enzymatische Um-
wandlung von Racematen in die jeweils gewiinschten Enantio-
mere. So miissen zum Beispiel jahrlich 420000 t L-Glutamin-
sdure, riesige Mengen L-Asparaginsdure und L-Phenylalanin fiir
den SiiBstoff Aspartam sowie D-Phenylglycin enantiomerenrein
hergestellt werden, ohne dal3 dabei iiberméBige Abfallmengen
entstehen!!L,

Die sich schnell entwickelnde absolute asymmetrische Syn-
these ist einfach und umweltschonend, erfordert aber enantio-
morphe Kristalle (mit chiraler Raumgruppe), die sich nicht bei
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allen Verbindungen mit Prochiralititszentren bilden!?!. Enan-
tioselektive Synthesen mit chiralen Hilfsstoffen (Auxiliaren)
sind ,,ohne Biologie* noch immer meist sehr aufwendig, wenn
auch beeindruckend ausgefeilt und mit langer Tradition behaf-
tet’). Man synthetisiert in chiralen Medien (neuerdings effizient
mit EBinschluBverbindungen)*!, mit chiralen Katalysatoren
oder man unternimmt eine diastereoselektive Synthese mit ei-
nem optisch aktiven Edukt und spaltet anschlieBend den Mole-
kiilteil mit dem primér vorhandenen Chiralitdtszentrum wieder
ab. Dies geht mit (z.B. bei der Seebach-Methode)!®! oder ohne
Chiralitdtsverlust des Hilfsstoffs (z.B. bei der Schollkopf-Me-
thode)®L. Allerdings erscheint die Riickgewinnung bei kleinen
Ansitzen nicht lohnend™®. AnsatzvergréBerungen bis in den
industriellen MabBstab sind noch immer problematisch!®!, Of-
fensichtlich sind Racematspaltungen nach unkomplizierter Syn-
these nach wie vor die am hiufigsten angewendete Technik.
Neue Moglichkeiten brachte die supramolekulare Chemie, als
man sich systematisch den EinschluBverbindungen zuwandte
und vielseitig einsetzbare Clathratbildner entwarf und nutzen
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