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Neuartige Nitrosylkupfer-Komplexe: Beitrige zum Verstindnis der
dissimilatorischen, kupferhaltigen Nitrit-Reduktasen

Bruce A. Averill*

Unter Denitrifikation versteht man die dissimilatorische Re-
duktion von Stickstoff-Sauerstoff-Verbindungen zu gasférmigen
Produkten durch Bakterien. Dieser Vorgang nimmt eine zentrale
Stellung im globalen Stickstoffkreislauf ein. Denn nur iiber die
Dentrifikation kann fixierter Stickstoff wieder in die Atmosphére
eintreten (Abb. 1). Dariiber hinaus ist die Denitrifikation eine
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Abb. 1. Reaktionsschema zum Metabolismus des anorgunischen Stickstoffs. Die
Denitrifikation nimmt eine zentrale Stellung ein.

Hauptquelle fiir die Gase NO und N,0, die eine bedeutende
Rolle bei der Zerstorung der Ozonschicht und fiir den Treibhaus-
effekt spielen. Auch fiir die biologische Selbstregulation und fiir
den Nihrstoffkreislauf in wasserfilhrenden Schichten und den
.Gesteinsformationen unter dem Humusboden ist die Denitrifi-
kation wichtig. SchlieBllich kommt NO, das 1992 von Science
zum ,,Molekiil des Jahres* gekiirt wurde, eine Schiiisselrolle in
einer Vielzahl von Prozessen zu. Aus diesen Griinden sind mikro-
biclle Systeme, die NO entwickeln oder verbrauchen, von beson-
derem Interesse als denkbare Modellsysteme flir Sdugetiere, und
die moglichen Auswirkungen von NO, das Darm- oder patho-
gene Bakterien produzieren, bleibt ein unbearbeitetes, aber viel-
versprechendes Forschungsgebiet.

Der Verlauf der Denitrifikation wurde in den letzten zehn bis
15 Jahren sehr kontrovers diskutiert. Das Hauptaugenmerk rich-
tete sich dabei auf den Weg von Nitrit zu Distickstoffoxid, und
besonders auf die Frage, ob hier Stickstoffmonoxid als notwen-
diges Zwischenprodukt entsteht. Neue Ergebnisse haben kiar
gezeigt, daBl zumindest bei den meisten Dentrifikatoren in der
Uberwiegenden Zahl der Fille die Reduktion von NO; zu NO
fiihrt, das anschlieBend in einem separaten, enzymkatalysierten
Schritt zu N,O reduziert wird (Abb. 2)!! 731 Die Meinungsver-
schiedenheiten waren so heftig, weil zwei Typen der dissimilato-
rischen Nitrit-Reduktase existieren (mit zwei Himgruppen oder
zwel Kupferatomen je Proteinmonomer), die deutlich verschie-
den reagieren'!. Diese Enzyme scheinen nach densclben Grund-

[*1 B. A. Averill
E. C. Slater lnstituut, Universiteit van Amsterdam
Plantage Muidergracht 12, NL-1018 TV Amsterdam (Niederlande)
Telefax: Int. + 20/525-5124

Angew. Chem. 1994, 106, Nr. 20

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

?
NO; — NO,; —— N,0 ——N,

N

Abb. 2. Der Reaktionsweg der Denitrifikation.

prinzipien zu arbeiten: jeweils ein Chromophor im aktiven Zen-
trum, entweder Him d, oder Typ-2-Kupfer (nicht-blau), sowie
ein elektroneniibertragendes Zentrum mit einer Him-c-Einheit
oder einer ungewdhnlichen griinen Variante eines (blauen) Typ-
1-Kupferzentrums'™- .. Die Him-Enzyme wandeln NO; fast
ausschlieBlich in NO um, jedoch kénnen die Kupfer-Enzyme
betrichtliche Mengen an N,O aus NO; produzieren'”, wenn
NO zugegen ist.

Fiir das Verstindnis von Struktur und Reaktivitit vieler Me-
talloenzyme und Metalloproteine, darunter Cytochrom P 450,
Héamoglobin, Hamerythrin und die Eisen-Schwefel-Proteine!®),
war die Existenz und die Kenntnis der Eigenschaften von wohl-
definierten synthetischen Modellkomplexen von zentraler Be-
deutung. Im Fall der Him-cd ,-Nitrit-Reduktasen gibt es in Fiil-
le synthetische Analoga fiir die Wechselwirkung von NO sowohl
mit Fe'- als auch mit Fe'™-Porphyrin-Komplexen. Wie aus Un-
tersuchungen an diesen Modellverbindungen klar hervorgeht,
arbeiten die Enzyme nach einem Mechanismus von Protonie-
rung und Dehydrierung des gebundenen Nitrits, so daB cin Fell-
Him-Nitrosyl-Intermediat (Fe'-NO *)!*I entsteht, das iiber eine
interne Elektroneniibertragung schnell zu NO und Fe™-Hédm
zerfillt. Modellkomplexe fiir die kupferhaltigen Nitrit-Reduk-
tasen zeichneten sich jedoch bis vor kurzem nur durch ihre Nicht-
existenz aus; man kannte keine strukturell charakterisierten
Kupfer-Nitrit- oder -Stickstoffmonoxid-Komplexe. Ergebnisse
erster Untersuchungen zum Wirkmechanismus einer Kupfer-Ni-
trit-Reduktase interpretierte man analog dem Wirkmechanismus
der Him-cd,-Enzyme mit einer Kupfer-Nitroso-Spezies (mogli-
cherweise Cu'-NO™) als Zwischenstufe!* ! (Abb. 3). Riickblik-
kend betrachtet Gberzeugen die urspriinglich verdffentlichten
Hinweise auf eine derartige Spezies nicht besonders, was vor
allem darauf zuriickzufiihren ist, daB jegliche Modellkomplexe
zum Vergleich fehlten.

Hinsichtlich der Modelle fiir Kupferenzyme hat sich die Situa-
tion in den letzten drei Jahren drastisch verbessert. Dies ist Karlin
et al. und Tolman et al. zu verdanken, die ein!*1)- bzw. zweikerni-
ge Kupfer-NO-Komplexe!’ *! synhetisierten; Tolman et al. stell-
ten dariiber hinaus auch noch eine Reihe von Cu'!'* '#. und
Cul-Nitrit-Komplexen!*5- 1] her. Mit diesen strukturell charak-
terisierten Komplexen wurde die Basis fiir den Vergleich der
entsprechenden Eigenschaften mit denen von geeigneten Formen
der Enzyme geschaffen. Die Arbeiten von Tolman et al. sind be-
sonders wichtig, weil sie die biologisch relevanten Liganden Hy-
drotris(pyrazolyl)borat und 1,4,7-Triazacyclononan (tacn) einset-
zen, Diese dreizdhnigen Liganden bewirken eine Stickstoffkoor-
dination, die stark an die von drei Imidazoleinhciten gebildete
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Abb. 3. Vorschlag fiir den Mechanismus der Reaktionen kupferhaltiger Nitrit-Re-
duktasen; oberer Teil: Reaktionsweg bei niedrigen NO-Konzentrationen; unterer
Teil mogliche Reaktionen in Gegenwart von NO.

pseudotetraedrische Koordinationssphire des aktiven Zentrums
der Nitrit-Reduktase aus Achromobacter cycloclastes erinnert,
die Adman et al. in einer eleganten Strukturuntersuchung ermit-
telten!!”). Als Ergebnis der synthetischen Arbeit stehen nun
strukturell charakterisiert sowohl monomere Cu"-NO; - und
Cu-NO; - und dimere Cu-Cu’- und Cu'-Cu"-Komplexe mit
Briicken-NO; -Liganden zur Verfiigung sowie auch Cu-NO-
Komplexe!!'?, deren Elektronenverteilung nicht ohne weiteres
zu bestimmen ist. Besondere Bedeutung kommt dabei einem
monomeren Cu'-NO; -Komplex™!!, in dem der Nitrit-Ligand
iiber das N-Atom koordiniert vorliegt, und den Cu-NO-Kom-
plexent?! zu, weil sie die ersten Modellsysteme mit definierter
Struktur fitr Enzym-Substrat- oder Enzym-Produkt-Komplexe
der kupferhaltigen Nitrit-Reduktasen sind.

Mit diesen synthetischen Komplexen hat man nun — was viel-
leicht das Wichtigste ist — die ersten fimktionellen Modelle fiir die
Chemie der Kupfer-Nitrit-Reduktasen erstellt. Die Kupferenzy-
me haben die einzigartige Fahigkeit, Stickstoff aus Stickstoffmon-
oxid in Distickstoffoxid zu iiberfithren; ob diese Umwandlung
nun die Reaktion von Stickstoffmonoxid mit Nitrit oder einem
zweiten Molekiil Stickstoffmonoxid (entstanden aus Nitrit) bein-
haltet, bleibt unklar. Tolman et al. gelang es kiirzlich in zwei ele-
ganten Arbeiten bestimmte Reaktivititsmuster der Kupferenzyme
nachzuahmen. So reagiert der Komplex [(iPr;tacn)Cu(NO,)] mit
einem iiber das N-Atom an das Cu'-Zentrum koordinierten Ni-
trit-Liganden glatt mit zwei Aquivalenten Siure quantitativ zu
NOUS), moglicherweise iiber ein Cu-NO *-Intermediat dhnlich
dem urspriinglich fiir die Kupfer-Nitrit-Reduktasen vorgeschla-
gen!'®L Dariiber hinaus reagieren Cu'-Komplexe mit geeignet
funktionalisierten Hydrotris(pyrazolyl)borat-Liganden mit NO
in einer neuartigen Disproportionierungsreaktion!**) zu N,0O
und den entsprechenden Cu-NO; -Komplexen. Nach ersten ki-
netischen Untersuchungen ist die Reaktion eindeutig erster
Ordnung beziiglich des Cu-Komplexes, was einen Reaktionsweg
iiber ein dimeres Zwischenprodukt ausschlieBt. Als weitere Mog-
lichkeiten bleiben unter anderen die Kopplung von NO in einem
Dinitrosyl-Kupfer-Komplex und die direkte Kopplung von ko-
ordiniertem NO mit freiem NO zu koordiniertem N,O, als Zwi-

schenprodukt (Abb.4). Da die Reaktion offensichtlich an einem
Metallzentrum ablduft, ist sie von groBer Bedeutung fiir enzym-
vermittelte Reaktionen, die mit ziemlicher Sicherheit an einem
aktiven Zentrum geschehen, das nur ein Kupferatom enthilt.
Die zuvor diskutierten Reaktionen - dies sei nebenbei bemerkt
— sind die ersten gut charakterisierten Modelle fur die Dispro-
portionierung von NO in heterogenen, von kupferhaltigen Sy-
stemen katalysierten Reaktionen.
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Abb. 4. Mogliche Mechanismen fiir die Kupfer-vermittelte Disproportionierung
von NO [14]. L = substituiertes Tris(pyrazolyDhydridoborat.

Noch vor nur drei Jahren gab es kein einziges wohlcharakteri-
siertes Kupfer-Nitrit- oder Kupfer-Stickstoffmonoxid-System;
nun steht uns eine ganze Reihe strukturell charakterisierter Ver-
bindungen zur Verfugung, deren Reaktionsmoglichkeiten wir
auch in groben Ziigen verstehen. Welchen MaBstab man auch
immer anlegen will: Dies ist ein bemerkenswerter Fortschritt.
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