HIGHLIGHTS

Phosphat und Vanadat in biologischen Systemen:
chemische Verwandtschaft oder mehr?

Winfried Plass*

Die biologische Funktion von Vanadium ist bekannt und in
mehreren Ubersichtsartikeln ausfiihrlich dargestellt wor-
den.!:2 Von besonderer Bedeutung sind hierbei der Befund,
daf} dieses Element einen Einfluf3 auf Phosphat-metabolisie-
rende Systeme hat, und die Entdeckung, daB es auch ein
aktives Zentrum von Enzymen sein kann. Beide heute
bekannten Vanadoenzyme, die Haloperoxidasen und die
Nitrogenasen aus dem stickstoffixierenden Bakterium Azo-
tobacter, haben mit den eisenabhingigen Peroxidasen bzw.
den konventionellen Nitrogenasen mit molybdénhaltigem
Cofaktor deutlich weiter verbreitete und effizientere funk-
tionelle Analoga. Daraus ergibt sich die Frage, wie die
Evolution dieser Enzymsysteme verlaufen ist und ob es sich
bei den heute noch Vanadium im aktiven Zentrum enthal-
tenden Beispielen um tradierte, dem Evolutionsdruck nicht
gewichene Funktionstriger handelt. Neue Erkenntnisse {iber
Analogien im Zusammenhang mit Vanadat und Phosphat in
biologischen Systemen konnten zur Beantwortung dieser
Frage von Bedeutung sein.

Die weitreichenden physiologischen Wirkungen von Vana-
dium werden im wesentlichen der Ahnlichkeit der Vana-
dat(v)-Ionen mit Phosphat-Ionen zugeschrieben. Es gibt
jedoch auch wichtige Unterschiede zwischen diesen beiden
Anionen. So liegt das Monovanadat bei physiologischen pH-
Werten als zweifach protonierte [VO,(OH),(H,0)] -Spezies
vor, das Phosphat hingegen in der monoprotonierten Form
HPO,*~. Dies ist nicht zuletzt im Zusammenhang mit mogli-
chen Ionentransportmechanismen beider Anionen von Be-
deutung.’! Ein weiterer Unterschied besteht in der unter
physiologischen Bedingungen leichten Reduzierbarkeit des
Vanadats und dem damit verbundenen Ubergang zu katio-
nischen Spezies. Der dritte Unterschied liegt in der ausge-
préagten Neigung von Vanadiumzentren, hohere Koordina-
tionszahlen einzunehmen, und 148t sich gezielt zur struktu-
rellen Untersuchung Phosphat-metabolisierender Enzyme
einsetzen.

Im Zusammenhang mit der Isolierung von stabilen Enzym-
komplexen mit Vanadat als Ubergangszustandsanalogon des
Phosphats wurde in jiingster Zeit liber die Kristallstrukturen
einiger derartiger Komplexe von Phosphatasen berichtet. Ein
interessantes Beispiel sind die Protein-Tyrosin-Phosphata-
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sen.*71 Dies sind Enzyme, die an Signaliibertragungen
beteiligt sind (z.B. beim Insulinrezeptorsystem) — hier sei
auch auf den insulinmimetischen Effekt von Vanadiumkom-
plexen hingewiesen.®l Dabei ist das Vanadiumzentrum trigo-
nal-bipyramidal umgeben und iiber einen axial koordinieren-
den Cysteinliganden an das Protein gebunden, wéhrend die
Sauerstoffzentren der Vanadateinheit liber Wasserstoffbriik-
kenbindungen mit dem Protein wechselwirken. Prinzipiell
dhnlich aufgebaut ist auch das aktive Zentrum einer sauren
Phosphatase aus der Prostata von Ratten mit angelagertem
Vanadatl’l (Abbildung 1, oben). Allerdings wird das Protein in
diesem Fall iiber einen Histidinrest gebunden, der ebenfalls
eine axiale Koordinationsstelle am Vanadiumzentrum besetzt.

Das aktive Zentrum des bisher einzigen strukturell cha-
rakterisierten vanadiumabhéngigen Enzyms, der Chloro-
peroxidase aus dem Pilz Curvularia inaequalis, weist eine
frappierende Ahnlichkeit zu dem der eben beschriebenen
sauren Phosphatase auf (Abbildung 1, unten).['*"2l Das Va-
nadat ist auch hier durch die Koordination eines Histidinrests
direkt an das Protein gebunden und iiber ein ausgeprégtes
Netz aus Wasserstoffbriickenbindungen in das Protein einge-
bettet.

Vanadiumabhingige Haloperoxidasen (V-HPO) katalysie-
ren die Zweielektronenoxidation von Halogenidionen (X)
zur entsprechenden Monooxohalogensdure [Gl. (1)].1%1 Da-
bei kann die gebildete Monooxohalogensdure unter Bildung

H,0, + X~ + H* — H,0 + HOX 1)

von halogenierten Produkten mit vielen nucleophilen Accep-
toren weiterreagieren. Der Name der Haloperoxidase ergibt
sich aus dem elektronegativsten Halogenidion, dessen Oxida-
tion katalysiert wird. Daher ist eine vanadiumabhéngige
Chloroperoxidase (V-CPO) in der Lage, sowohl Chlorid- als
auch Bromid- und Iodidionen zu oxidieren.

Aus den inzwischen publizierten Kristallstrukturen der
nativen sowie der Apoform und der Peroxid- sowie der Azid-
gebundenen Derivate dieser Chloroperoxidasel!*'?! ergeben
sich auch einige interessante Fragen: 1) Welche elektronische
Struktur weist die Vanadateinheit des aktiven Zentrums auf,
d.h., liegt eine Mono- oder eine Dioxovanadium(v)-Spezies
vor (VO3* oder VO,%)? 2) Wie sind das Peroxo- und das
Chloridion an das aktive Zentrum gebunden? 3) Welchen
EinfluB hat die Proteinumgebung auf die Struktur des aktiven
Zentrums und den Mechanismus? 4) Weist das Apoprotein
dieser Chloroperoxidase die wegen seiner Strukturanalogie
zu Phosphatasen erwartete Enzymaktivitét auf ?
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Abbildung 1. Oben: Struktur des aktiven Zentrums der sauren Phospha-
tase aus der Prostata von Ratten mit einem gebundenen Vanadat-Ion."]
Unten: Struktur des aktiven Zentrums der vanadiumabhéngigen Halo-
peroxidase aus dem Pilz Curvularia inaequalis.""! Die Wasserstoffbriik-
kenbindungen sind jeweils als gestrichelte Linien dargestellt.

Wie Wever et al. kiirzlich zeigten, kann das Apoprotein der
Chloroperoxidase aus dem Pilz Curvularia inaequalis tatsich-
lich die Spaltung von Phosphorsdureestern katalysieren.['*]
Auch wenn den kinetischen Daten zufolge dieses aktive
Zentrum eindeutig nicht fiir eine Phosphataseaktivitét opti-
miert ist, so konnen in ein und derselben supramolekularen
Umgebung dennoch zwei derart unterschiedlich katalysierte
Reaktionen wie die einer Haloperoxidase und die einer
Phosphatase ablaufen. Das Strukturmotiv sollte daher auch
Grundlage fiir die aktiven Zentren anderer V-HPOs und
Phosphatasen sein. Diese Strukturanalogie sollte sich auch
genetisch widerspiegeln. Wie ein Sequenzvergleich entspre-
chender Enzyme zeigt, sind nahezu alle am Aufbau des
aktiven Zentrums der V-CPO aus Curvularia inaequalis
beteiligten Aminosduren (Lys353, Arg360, Ser402, Gly403,
His404, Arg490 und His496, siche Abbildung 1, unten)
sowohl in den bisher sequenzierten V-HPOs als auch in drei
Gruppen saurer Phosphatasen konserviert (Abbildung 2).1'
Hierbei spielen die beiden vollstdndig konservierten Histi-
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Mause-G-6-Pase
Ratten-G-6-Pase

humane G-6-Pase
Morganella-morganii-phoC
Providencia-stuartii-phoN
Salmonella-typhimurium-phoN
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— Drechslera-biseptata-V-CPO
— Curvularia-inaequalis-V-CPO

Abbildung 2. Dendrogramm fiir 14 Phosphatasen und vanadiumabhéngi-
ge Haloperoxidasen (nach Lit. [14]). Die Gruppe der membrangebunde-
nen Phosphatasen ist mit einem M und die Gruppe der Ioslichen
Phosphatasen mit einem S gekennzeichnet. Abkiirzungen: pgpB = Phos-
phatdiyl-Glycerophosphat-Phosphatase-B; berC = Genprodukt von Bacil-
lus licheniformis, dem bisher keine Funktion zugeordnet werden konnte;
G-6-Pase = Glucose-6-Phosphatase; phoC und phoN = bakterielle saure
Phosphatasen der Klasse A; Apyrase = ATP-Diphosphohydrolase;
V-BPO = vanadiumabhingige Bromoperoxidase; V-CPO = vanadiumab-
hangige Chloroperoxidase.

dinreste eine besondere Rolle, da His496 das Vanadat
kovalent bindet und His404 vermutlich als S&dure-Base-
Acceptor fiir die katalytische Funktion essentiell ist. Ange-
sichts der festgestellten Phosphataseaktivitit des Apoproteins
der V-CPO deutet dies darauf hin, daf3 die aktiven Zentren
von V-HPOs und sauren Phosphatasen sehr dhnliche Struk-
turen aufweisen.

Ein Dendrogramm (Abbildung 2), basierend auf den bei
einem Sequenzvergleich festgestellten Homologien zwischen
den Aminosduresequenzen von 14 Phosphatasen und
V-HPOs, deutet auf eine divergente Evolution dieser Enzyme
ausgehend von gemeinsamen Vorfahren hin. In Kombination
mit der fiir die V-CPO aus Curvularia inaequalis beobachte-
ten Stabilitdt auch gegeniiber hohen Konzentrationen des
Substrats H,O, und des Reaktionsprodukts HOX, die Him-
haltige HPOs sofort inaktivieren wiirden, spricht dies gegen
die eingangs formulierte Vermutung, V-HPOs seien lediglich
tradierte, dem Evolutionsdruck nicht gewichene Funktions-
trager. Auch die kiirzlich postulierte, gewissermaB3en opti-
mierte Funktion der V-CPO aus Curvularia inaequalis, die zur
Synthese der Vorstufe einer chemischen Waffe — dem
Hydroxylradikal — fiithrt [GL (2)], weist darauf hin. Die
Hydroxylradikale werden von diesen Pilzen zur Zerstorung
der Ligninschutzhiille ihrer potentiellen Wirte (Nahrstofflie-
feranten) verwendet.[”]

HOCI + (0,)*~ — (OH)" + ClI" + O, 2)

Hier sei angemerkt, da3 eine andere Gruppe von sauren
Phosphatasen, zu der auch die saure Phosphatase aus der
Prostata von Ratten gehort (Abbildung 1, oben), keine Se-
quenzhomologie zu den im Dendrogramm aus Abbildung 2
enthaltenen Phosphatasen und V-HPOs aufweist. Interessan-
terweise spricht die dennoch vorhandene Strukturanalogie
des aktiven Zentrums, die aus Abbildung 1 ersichtlich wird,
fiir eine konvergente Evolution dieser Enzymsysteme.
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Neben den interessanten Aspekten hinsichtlich der Evolu-
tion dieser Enzyme ergeben sich auch wichtige Folgen fiir die
Forschung auf dem Gebiet der V-HPOs und der sauren
Phosphatasen. Ein besonders aus anthropozentrischer Sicht
bemerkenswertes erstes Beispiel dafiir ist die Struktur der
Glucose-6-Phosphatase (G-6-Pase) von Sidugetieren. Dieses
Enzym katalysiert den letzten Schritt der Gluconeogenese/
Glycogenolyse und ist somit ein Schliisselenzym fiir die
Regulierung des Blutzuckerspiegels. Das Fehlen der G-6-
Pase-Aktivitdt ist die Ursache fiir die Glycogen-Speicher-
krankheit Typ1 (von-Gierke-Krankheit) und fiihrt zu klini-
schen Symptomen, wie erhohtem Blutzuckerspiegel, Nieren-
vergroferung oder Wachstumshemmung, die in der Regel
zum frithen Tod dieser Patienten fiithren.

Das kiirzlich publizierte Modell fiir die Membrantopologie
der humanen G-6-Pasel'! steht mit den hier beschriebenen
neuen Erkenntnissen nicht in Einklang und mufte, wie in
Abbildung 3 gezeigt ist, grundlegend modifiziert werden.['”!
Die aufgrund der Sequenzhomologie als konstituierende
Bestandteile des aktiven Zentrums identifizierten Aminosiu-
ren der G-6-Pase befinden sich im neuen Modell alle auf einer
Seite der Membran und sind im Bereich der Helices I1-V
lokalisiert. Hierbei sollte der Histidinrest His 176 als Nucleo-
phil die Ankniipfung des Substrats an das Enzym ermogli-
chen, das iiber Wechselwirkungen mit den Aminosduren
Lys76, Arg83 und Argl70 weiter fixiert werden kann. In
Analogie zum aktiven Zentrum der V-CPO konnen auch
Ser117 und Gly 118 zusitzliche Wasserstoffbriickenbindun-
gen bilden. Das fiir die Freisetzung des Glucosemolekiils
benotigte Proton stammt im neuen Modell vom Histidinrest
His119.

Wie dieses erste Beispiel zeigt, ergeben sich aus der
beobachteten gemeinsamen Architektur der aktiven Zentren
von vanadiumabhéngigen Peroxidasen und den sequenzho-
mologen sauren Phosphatasen wichtige Konsequenzen, die
bis in vermeintlich unabhingige Forschungsgebiete hinein-
reichen.
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