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Proteinchemie von Schwefel und Selen A"gewandte

Schwefel und Selen kommen in Proteinen als Bestandteile der Aus dem Inhalt

Aminosduren Cystein, Methionin, Selenocystein und Selenomethionin

vor, deren Ausnahmestellung in neueren Arbeiten unterstrichen wird. ~* Einleitung 4891
Iﬁre Re(.ioxelgensch.aften L.mter physzologzscfzen Bedmgm?gen er.n.wg- 2. Cystein in Redoxproteinen 4891
lichen eine erstaunliche Vielfalt posttranslationaler Proteinmodifika-

tionen, metallfreier Redoxreaktionen und ungewohnlicher Chalko- 3. Disulfid-S-oxide, S-Sulfate,
genredoxzustinde. Wie keine andere Aminosdure kann das ,, Redox- iulfomde und Sulfone in 1898
Chamdleon* Cystein an so unterschiedlichen Redoxreaktionen wie roreinen

Atom-, Elektronen- und Hydridtransfer sowie Radikal- und Aus- 4. Metallbindungseigenschaften
tauschreaktionen beteiligt sein. Es kommt im menschlichen Korper in von Cystein, Sulfinsduren und
zahlreichen Oxidationsstufen vor, von denen jede mit charakteris- Sulfoxiden 4900

tischen chemischen (z. B. Redox- und Metallbindungs-) und biolo-
gischen Eigenschaften verkniipft ist. Durch die Position des Selens im
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Dehydrogenasen und Proteasen 4902

Periodensystem der Elemente zwischen Metallen und Nichtmetallen

werden Selenoproteine zu idealen Katalysatoren einer Vielzahl
biologischer Redoxumwandlungen, sodass die chalkogenhaltigen
Aminosduren Cystein, Methionin, Selenocystein und Selenomethionin

6. Vom Schwefel zum Selen —
Ahnlichkeiten und Unterschiede 4903

7. Zusammenfassung und Ausblick 4905

und ihre einzigartige Biochemie Gegenstand eines vielversprechenden

Forschungsgebietes sind.

1. Einleitung

Die Chalkogene (,,Erzbildner®) Sauerstoff, Schwefel und
Selen haben eine Vielzahl wichtiger biologischer Funktionen.
Die drei Elemente sind Bestandteile funktioneller Gruppen
von Biomolekiilen, die in vivo an Redoxreaktionen beteiligt
sind. Die fundamentale Bedeutung von Redoxsystemen auf
Chalkogenbeasis in der Biologie wird anhand des Gebietes der
redoxaktiven Proteine deutlich.!'>! Die meisten Proteine
bendtigen organische oder anorganische Cofaktoren (z.B.
Metallionen, NAD™*, FAD) fiir ihre Redoxaktivitit. Im
Unterschied dazu verleihen die chalkogenhaltigen Amino-
sduren Cystein und Methionin (Cys und Met, beide schwe-
felhaltig), Selenocystein und Selenomethionin (SeCys und
SeMet, beide selenhaltig) sowie Tyrosin (Tyr, enthilt redox-
aktiven Sauerstoff) Proteinen redoxchemische Eigenschaf-
ten, die auf Aminosidureseitenketten beruhen. Dariiber
hinaus existieren die meisten redoxaktiven Metallionen-
Cofaktoren in vivo in nur zwei oder drei Oxidationsstufen,
wihrend der Cysteinschwefel in bis zu zehn Oxidationsstufen
gefunden wird (d.h. von +6 bis —2, einschlieBlich nicht-
ganzzahliger Stufen).!) Eine Ubersicht iiber die hiufigsten
Modifikationen von Cystein, Methionin, Selenocystein und
Selenomethionin, die bislang in biologischen Systemen iden-
tifiziert wurden, findet sich in Abbildung 1. Bedenkt man,
dass jede der Modifikationen eine separate posttranslationale
Modifikation mit spezifischen Eigenschaften (z. B. Redoxak-
tivitdt oder Metallbindung) ist, so wird die Komplexitit der
Biochemie der Chalkogene deutlich.

In diesem Aufsatz behandeln wir die Biochemie der
Chalkogene ausgehend von den unterschiedlichen Oxida-
tionsstufen; dabei liegt der Schwerpunkt auf der Biochemie
der Eukaryoten. Abschnitt 2 befasst sich mit der posttrans-
lationalen Redoxmodifikation des Cysteins und seiner Eigen-
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schaft, durch unterschiedliche Redoxmechanismen zu reagie-
ren, Abschnitt 3 behandelt die biologische Redoxchemie von
Disulfiden und Methionin, deren Verhalten unter oxidativem
Stress zurzeit intensiv erforscht wird. Abschnitt 4 untersucht
die Metall-Bindung als eine der wichtigen Eigenschaften
dieser jeweiligen Modifikationen. Nicht alle Redoxenzyme
tragen redoxaktive Aminosédurereste oder Metalle im aktiven
Zentrum, und Abschnitt 5 diskutiert entsprechende Dehy-
drogenasen, die redox-inerte Cysteinreste oder Zink-Cystein-
Komplexe enthalten. In Abschnitt 6 schlieflich wird das
charakteristische Redoxverhalten von Selenocystein und
Selenomethionin angesprochen.

2. Cystein in Redoxproteinen

Ein Aufsatz zur biologischen Redoxchemie des Cysteins
ist mit der Komplexitit des Themas konfrontiert.”) Um
Systematik in die Behandlung des Gebietes zu bringen, soll
das Redoxverhalten des Cysteins nach zugrundeliegenden
Redoxmechanismen klassifiziert werden. Schwefel hat die
Elektronenkonfiguration 3s’3p‘, wodurch Oxidationsstufen
von +6 bis —2 moglich sind. Im Cystein ist der Schwefel
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Abbildung 1. Haufige Modifikationen von Cystein, Selenocystein,
Methionin und Selenomethionin in Proteinen. Diese Modifikationen
sind in vivo nachgewiesen, oder ihr Vorkommen in vivo wurde postu-
liert.
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vollstandig reduziert (Oxidationsstufe —2), und die Thiol-
gruppe kann unter physiologischen Bedingungen eine Viel-
zahl von Reaktionen eingehen, von denen einige in Schema 1
dargestellt sind.

RSH + GSSG =<—= RSSG + GSH Thiol-Disulfid-Austausch (1)

2RSH === RSSR+2H"+2¢” Zweiclcktionen-Ubertragung (2)

RSH —=—= RS +H"+e” Einelektonen-Ubertragung (3)
RSH === RS +H Wasserstoffatomtransfer (4)
RSOH+H™ === RSH+HO"~ Hydridtransfer (5)
RSOH + GSH === RSSG + H,0 nucleophile Substitution (6)
= RS RS il nuckonhile Addit o
RSH + RCHO = +H"+H  nucleophile Addition/Substitution (7)
R’ CH R C O
OH
. _ ' + - S-Konjugation (8)
RSH+R-X == R-SR'+H +X @B. R = Phenyl, X =Cl)
RSSR+H === RSH+RS" Hydndtransfer zu Disulfid* 9)
RSH + R-SO; === RSS0O; +RH S-Sulfatieung* (10)
RSH + S,0, ===== RS-SH + [SleXa S-Sulfanylierung* (11)

RSH + GS-Se-SG ——= RS-SeH + GSSG S-Selanylierung* (12)

—_—

RSeH +R-X =— R-SeX+R'-H Deiodieung (13)

@B.R' =Phenyl, X =D
Schema 1. Redoxmechanismen und -reaktionen des Cysteins. Details
zu den Mechanismen und ihrem Auftreten in vivo sind im Text
beschrieben. Ein Stern (x) markiert theoretisch mégliche Reaktions-
wege in der Redoxchemie des Cysteins, deren Existenz in vivo aber
noch nicht bestitigt wurde. Der Protonierungszustand der schwefelhal-
tigen Spezies in den Reaktionen kann variieren.
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In Proteinen ist Cystein an einer Reihe von Redoxreak-
tionen beteiligt, die keine direkte Elektroneniibertragung
einschlieBen, jedoch daran gekoppelt sein konnen. Dies hat
weitreichende Konsequenzen fiir die Redoxaktivitit des
Schwefels in vivo, wie am Beispiel des Tripeptids Glutathion
(v-Glu-Cys-Gly, GSH) deutlich wird. GSH ist ein wichtiges
intra- und extrazellulir vorkommendes Peptid mit einer
Vielzahl biologischer Funktionen,®'% darunter der Aufrecht-
erhaltung des Redox-FlieBgleichgewichts. GSH [E*(GSSG/
2GSH) ~ —250 mV (NHE)] kann leicht zu Glutathiondisulfid
(GSSG) oxidiert werden, und das jeweilige Verhiltnis GSH/
GSSG justiert das intrazelluldre Thiol-Redoxpotential. In den
meisten gesunden Zellen liegt ein GSH/GSSG-Verhiltnis von
100:1 vor.'"“" Durch oxidativen Stress wird dieses Verhiltnis
zugunsten von GSSG verschoben (siche Abschnitte 3 und 4).
Dies kann zellulidre Proteine, DNA und Membranen beein-
flussen.

Mechanistisch betrachtet kann GSH an Elektroneniiber-
tragungs-, Atomiibertragungs- und Thiol-Disulfid- Austausch-
reaktionen beteiligt sein. Infolgedessen reagiert es mit einer
Vielfalt zelluldrer Oxidantien, wobei seine Regeneration iiber
Thiol-Disulfid-Austausch verlauft. GSH und damit asso-
ziierte Redoxproteine konnen demnach als ,,Schaltzentrale*
der zelluliaren Redoxchemie betrachtet werden, in der die
vielen unterschiedlichen Redoxwege zusammenlaufen.!'> !
Diese Redoxmechanismen sollen nun im Detail besprochen
werden.

2.1. Thiol-Disulfid-Austausch

Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen sind nucleophile
Substitutionen durch ein Thiol oder Thiolat als Nucleophil
(RSH oder RS") an einer Disulfidbindung (RS-SR), die die
formale Oxidation des Nucleophils und die Reduktion der
»ausgetauschten“ Abgangsgruppe zur Folge haben (Reak-
tion (1) in Schema 1). Diese Reaktionen sind mit die hiufigs-
ten Redoxreaktionen von Cysteinylresten in vivo. Sie ver-
mitteln z.B. die reversible Bildung struktureller Disulfide in
Peptiden und Proteinen, die Aufrechterhaltung des zelluldren
Redox-Fliegleichgewichts, die Regulation von Enzymaktivi-
titen (S-Thiolierung oder S-Glutathionylierung, siehe
Abschnitt 2.2), die Redoxregulation zelluldrer Signalwege
und redoxkatalytische Prozesse. In Proteinen wird das Zwei-
elektronen-Redoxpotential des Cystein-Cystin-Redoxpaares
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durch benachbarte Aminosdurereste beeinflusst; es liegt
zwischen —125 mV [dsbA-Genprodukt (DsbA) in Escheri-
chia coli (E. coli), das die Bildung von Disulfidbindungen
unterstiitzt] und —270 mV (Thioredoxin, Trx-1) (Tabelle 1).
Die Diversitédt der Potentiale spiegelt die vielféltigen Funk-
tionen der Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen in vivo wider, die
von der Reduktion von Proteinen bis zur Vermittlung der
Disulfidbildung reichen. Es sei betont, dass die Redoxpoten-
tiale der Thiol-Disulfid-Paare zwar formal gemessen werden
konnen, dies jedoch nicht bedeutet, dass die Redoxzyklen
zwangsldufig auch in vivo eine Elektroneniibertragung ein-
schlieBen.

Das Thioredoxin-Motiv Cys-Xaal-Xaa2-Cys (Xaa=
Aminoséure, siche Tabelle 1) ist ein typisches Thiol-Disul-
fid-Redoxmotiv, das sich im aktiven Zentrum von Thioredo-
xinen (Trx), Glutaredoxinen (Grx), Tryparedoxinen (TXN)
sowie DsbA und Proteindisulfidisomerasen (PDIs) findet.
Obwohl diese Proteine unterschiedliche biologische Funk-
tionen haben, gleicht der Mechanismus der jeweiligen Redox-
reaktionen dem der Thioredoxine.

Thioredoxine sind ubiquitdre 12-kDa-Proteine, die als
Bestandteil von Redoxketten unterschiedliche Funktionen
bei der Reduktion von Proteinen haben. Menschliche Thio-
redoxine konnen z.B. die Aktivierung und DNA-Bindung
von Transkriptionsfaktoren sowie die Aktivitdt von Redox-
enzymen beeinflussen und spielen eine wichtige Rolle bei
oxidativem Stress und der Apoptose.™ Sie reduzieren
Disulfide in Proteinen durch Thiol-Disulfid-Austausch unter
Bildung eines intramolekularen Disulfids im aktiven Zent-
rum. Alle Thioredoxine haben eine dhnliche Tertidrstruktur,
bestehend aus einem zentralen Kern aus fiinf Stringen, die
ein p-Faltblatt bilden und von vier a-Helices umschlossen
sind. Im aktiven Zentrum des menschlichen Trx1 findet sich
die konservierte Aminosiduresequenz Cys32-Gly-Pro-Cys35.
Die beiden Cysteinylreste befinden sich in direkter Nachbar-
schaft, was die reversible Oxidation des Thiols zum Disulfid
ermoglicht. Die Thiolgruppe des N-terminalen Cys32 hat
einen niedrigen pKg-Wert (6.7) und fungiert damit als
Nucleophil bei der Reduktion von Disulfiden in Zielprotei-
nen. Diese Reaktion verlduft unter Bildung eines interme-
didren gemischten Disulfids (Cys32-S-SR) und anschlieBen-
dem schnellen Thiol-Disulfid-Austausch mit Cys 35, was dazu
fithrt, dass das Thioredoxin ein Disulfid bildet (Cys32-S-S-
Cys35) und zugleich zwei reduzierte Cysteine im Zielprotein
hinterlisst.'”) Oxidiertes Trx benotigt sodann Thioredoxinre-

Tabelle 1: Thiol-Disulfid-Oxidoreduktasen. Das Redoxpotential des Cysteins ist in diesen Proteinen auf die jeweilige Aktivitit abgestimmt.

Motiv im
aktiven Zentrum

Protein

Thioredoxin (12 kDa) -Cys-Gly-Pro-Cys-  —270

Glutaredoxin (9 kDa) -Cys-Pro-Tyr-Cys- ~ —233 (Grx-1)
—198 (Grx-3)

Tryparedoxin (16 kDa) -Cys-Pro-Pro-Cys-  —249

Proteindisulfidisomerasen (57 kDa)  -Cys-Gly-His-Cys-  —127

DsbA (21 kDa) -Cys-Pro-His-Cys-  —125

Redoxpotential
[mV gegen NHE]H

biologische Funktion

Proteinreduktion"l

katalysiert die Reduktion von

Ribonucleotidreduktase durch GSH"?

verwendet Trypanothion anstelle von GSHI'** 13

katalysieren Reduktion und Neubildung von Disulfidbriicken"!
katalysiert Bildung und Umlagerung von Proteindisulfidbindungen
aus Thiolen bzw. fehlgebildeten Disulfidbindungen!®

[a] Reaktion: RSSR+2e™ +2H+*—2RSH.
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duktase (TrxR) zur Wiederherstellung seines reduzierten
Zustandes, ein Prozess, der unter NADPH-Verbrauch ver-
lauft (siche Abschnitt 2.3).

Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen werden nicht nur
zum Spalten (d.h. zur Reduktion) von Disulfidbindungen in
Proteinen genutzt, sondern auch zu ihrem Aufbau. Disulfid-
briicken sind fiir Proteinfaltung und Proteinstabilitit von
Bedeutung, und ihre Bildung wird von Enzymen wie PDI und
DsbA katalysiert, die sich im endoplasmatischen Retikulum
eukaryotischer Zellen bzw. im Periplasma von Prokaryoten
befinden. Auch wenn das Motiv im aktiven Zentrum von
DsbA und PDI dem der Thioredoxine dhnelt (Tabelle 1),
konnen sie wegen ihrer deutlich positiveren Redoxpotentiale
(=125 mV bzw. —127 mV) als Thiol-Disulfid-Oxidoredukta-
sen fungieren und die korrekte Bildung von Disulfiden
erleichtern.

2.2. Konjugation und S-Thiolierung/S-Glutathionylierung

Die nucleophilen Eigenschaften des Cysteins in Gluta-
thion (und in Proteinen) werden in Konjugations- und in
Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen genutzt. Reversible S-
Thiolierung/S-Glutathionylierung wird hiufig an Proteinen
beobachtet; hier kommt dieser oxidativen Modifikation — wie
auch der reversiblen S-Nitrosylierung und der irreversiblen
Oxidation — eine wichtige regulatorische Funktion zu.l¢
Mechanistisch kann S-Thiolierung iiber eine Reihe von
physiologischen Prozessen erfolgen, darunter Thiol-Disul-
fid-Austausch (z. B. S-Glutathionylierung einer Thiol-Gruppe
eines Cysteinylrests in einem Protein durch langsame Reak-
tion mit GSSG), Oxidation (z.B. Reaktion einer Proteincys-
teinyl-Sulfensdure mit GSH) und Reaktionen nitrosylierter
Spezies (z.B. Reaktion einer Protein-Cysteinylgruppe mit S-
Nitrosoglutathion (GSNO) unter Bildung eines gemischten
Disulfids). Im Ruhezustand liegt der Anteil S-thiolierter
Proteine in Zellen bei nur etwa 1%, doch oxidativer Stress
(siehe Abschnitt 3) fithrt zu signifikanter Zunahme der S-
Thiolierung. Beobachtet wurde dies unter anderem an Pro-
teinen in neutrophilen Granulocyten und Monocyten, z. B. bei
Carboanhydrase III nur Minuten nach Stimulation des oxi-
dativen Abwehrstoffwechsels dieser Zellen, des ,,oxidativen
Burst“.” S-Thiolierung moduliert Enzymaktivititen,!""® ist
reversibel und kann Proteine letztlich vor irreversibler
oxidativer Schidigung bewahren.

Cystein ist auch an verwandten nucleophilen Substitutio-
nen wie Thioetherbildungen beteiligt, die nicht als Redox-
reaktionen betrachtet werden. Solche Reaktionen (auch als
S-Konjugationen bezeichnet), z.B. Substitution von Chlorid
im Chlorbenzol durch GSH, sind irreversible Prozesse, die die
Ausscheidung von toxischen hydrophoben Substanzen wie
halogenierten Aromaten beschleunigen, indem sie deren
Hydrophilie erhohen.®?'! Die Reaktionen werden durch
Glutathion-S-Transferasen ~ (GSTs)  katalysiert,  die
Cysteinreste im aktiven Zentrum enthalten (Reaktion (7) in
Schema 1). GSTs katalysieren zwar keine Redoxreaktionen,
sind aber redoxempfindlich.?>*
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2.3. Zweielektronen-Ubertragungen

Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen sind zwar essenziell,
indem sie zur Aufrechterhaltung des zelluldren Redoxgleich-
gewichts beitragen und Proteine im aktiven reduzierten
Zustand halten, verringern aber die Gesamtzahl der Disul-
fidbindungen in der Zelle nicht. Eine Reduktion von Disul-
fiden ohne die anschliefende Bildung neuer Disulfide wird
durch die Enzyme GSSG-Reduktase (Glutathionreduktase,
GR), Liponamiddehydrogenase (LipDH) und Thioredoxin-
reduktase (TrxR) vermittelt. Diese Proteine enthalten
Cysteinreste im aktiven Zentrum, die den Thiol-Disulfid-
Austausch mit der Elektroneniibertragung koppeln, und
gewihrleisten die kontinuierliche Reduktion von Disulfiden
durch NADPH (Reaktion (2) in Schema 1).!

Menschliche Glutathionreduktase regeneriert GSH aus
GSSG unter Oxidation von NADPH. Das Enzym ist ein
Dimer von 104 kDa, das zwei Redoxsysteme pro Unterein-
heit enthélt: ein Thiol-Disulfid-Austauschsystem in Form
zweier Cysteine (Cys58 und Cys63) und ein Flavin als
Cofaktor. GSSG wird iiber Thiol-Disulfid-Austausch zu
GSH reduziert, was die Bildung des gemischten Disulfids
Cys58-S-SG auslost und schlieBllich zum intramolekularen
Disulfid Cys58-S-S-Cys63 in GR fiihrt.?”) Dieses Disulfid wird
dann durch direkte Ubertragung zweier Elektronen von
FADH, reduziert (Cys58-S-S-Cys63 + FADH,—Cys58-SH +
Cys63-SH + FAD). FAD wird sodann durch Hydridiibertra-
gung von NADPH reduziert (FAD+NADPH+H*—
FADH, + NADPY). Glutathionreduktase koppelt somit den
Thiol-Disulfid-Austausch mit der Elektronen- und Hydrid-
iibertragung, wobei Cys58 und Cys63 an zwei dieser unter-
schiedlichen Typen von Redoxreaktion beteiligt sind. Im
Hefeenzym bilden Cys50 und FAD einen Charge-Transfer-
Komplex mit einem Absorptionsmaximum bei 540 nm. Die
relativ grofle Differenz zwischen den Redoxpotentialen von
GSSG/2GSH (E® = —241 mV) und NADP*/NADPH (E* =
—327mV) fiihrt zusammen mit den grofen Werten des
Verhiltnisses NADPH/NADP* in gesunden Zellen zur weit-
gehenden Reduktion von GSSG und den oben erwidhnten
hohen GSH/GSSG-Verhiltnissen.

Thioredoxinreduktasen sind Bestandteil der zelluldren
Maschinerie zur Reduktion von Proteindisulfiden, die das
Disulfid im aktiven Zentrum von Trx in Gegenwart von
NADPH reduzieren. Der Katalysemechanismus dhnelt bis
auf einen wesentlichen Unterschied dem der GR-Katalyse:
Menschliche TrxR ist ein dimeres Flavoprotein von 100-
130 kDa, das pro Untereinheit eine Gly-Cys-SeCys-Gly-
Sequenz enthilt. Anders als GR, die sich eines (Thiol,
Thiol)/Disulfid-Paares (2SH/S-S) bedient, arbeitet TrxR
zunédchst iiber ein (Thiol,Selenol)/Selenylsulfid-Redoxpaar
(SH,SeH/S-Se) (Schema 2).”! Das Selenocystein und das
benachbarte Cystein bilden das redoxaktive Zentrum des
Enzyms, das das Trx-Disulfid iiber einen (Thiol,Selenol)-
Disulfid-Austausch unter Bildung eines Selenylsulfids redu-
ziert. Dieses wird durch (Thiol,Thiol)-Selenylsulfid-Aus-
tausch unter Beteiligung zweier Cysteine eines weiteren
Redoxzentrums der anderen Untereinheit des Dimers zum
Selenol und Thiol riickreduziert. Wie bei der GR-Katalyse
wird das in der Austauschreaktion gebildete Disulfid dann
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Schema 2. Reduktion von Proteindisulfiden durch die Thioredoxin-
Thioredoxinreduktase-Redoxkette. Eine Kette von Thiol-Disulfid-Aus-
tauschreaktionen treibt die Reduktion von Disulfiden in Proteinen an.
TrxR koppelt den Thiol-Disulfid-Austausch mit dem intramolekularen
Elektronen- und Hydridtransfer.!!

durch Elektroneniibertragung von FADH, reduziert. Die
genauen Redoxpotentiale aller beteiligten Redoxpaare (z.B.
die von (SH,SeH)/Se-S) wurden bislang nicht bestimmt,
allerdings scheint die Reduktion von Trx durch NADPH
innerhalb eines relativ schmalen Potentialbereichs von etwa
—327 mV (NADP*/NADPH) iiber —283 mV (ungebundenes
FAD/FADH,)® bis —270 mV (Trx, Cys-S-S-Cys/2 Cys-SH)
abzulaufen. Der signifikante Unterschied zwischen den
Redoxpotentialen des Cysteins (—233 mV) und des Seleno-
cysteins (—488 mV) ist in Abbildung 2 dargestellt. In mensch-
licher TrxR scheint die Selenylsulfid-Disulfid-Redoxkette
eine wichtige Rolle zu spielen; ihre exakte Aufkldrung
sollte durch Bestimmung der Potentiale sdmtlicher Redox-
paare gelingen.

Je nach Substrat kann die Aktivitdt menschlicher TrxR
umgekehrt werden, sodass Mediatoren von oxidativem Stress
in Gegenwart von reduziertem Thioredoxin reduziert werden
konnen. Mit Peroxynitrit reagiert TrxR als Peroxynitrit-
reduktase, was unter Einsatz der selenoorganischen Verbin-
dung Ebselen (2-Phenyl-1,2-benzoisoselenazol-3[2H]-on) als
Reduktans gezeigt wurde.*!! Ebselen wurde als ,,superschnel-
les* Trx-Oxidans beschrieben.®” Wieder scheint hier Selen
eine entscheidende Rolle zu spielen (sieche Abschnitt 6).

Auch wenn die bislang bekannten Trx-Reduktasen aus
Sdugern den direkten Zweielektronen-Transfer zum Disulfid
im aktiven Zentrum vermitteln, sind zwei sequenzielle Ein-
elektronen-Ubertragungen theoretisch moglich. Dieser Weg
der Reduktion wird in Pflanzen und Bakterien fiir Ferredo-
xin-Thioredoxinreduktase (FTR) beobachtet (weitere Eisen-
Schwefel-Proteine sind an anderer Stelle ausfiihrlich disku-
tiert worden?"). FTR aus Spinat ist ein heterodimeres 30-
kDa-Enzym, das ein redoxaktives Disulfid (Cys54-Cys84)
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Abbildung 2. Cyclovoltammogramme von Cystin und Selenocystin. Die
Voltammogramme von L-Cystin (100 um) und b, L-Selenocystin (50 pm)
wurden in 200 mm Kaliumphosphatpuffer (pH 7.0) bei 25°C und einer
Scangeschwindigkeit von 500 mVs™" mit einer Quecksilber-Arbeitselek-
trode, einer Standard-Ag-Referenzelektrode (SSE) und einer Platin-
Gegenelektrode aufgenommen. Die deutliche Differenz im Redoxpo-
tential von etwa 250 mV zwischen Selenocystein/Selenocystin

(=710 mV gegen SSE, d.h. —488 mV gegen NHE) und Cystein/Cystin
(—455 mV gegen SSE, —233 mV gegen NHE) verleiht Selenocystein
betrichtlich stirker reduzierende Eigenschaften.

und einen Eisen-Schwefel-Cluster ([4Fe-4S]**, S =0) in seiner
katalytischen p-Untereinheit (13 kDa) enthélt.’* Das Enzym
ist insofern einmalig, als es das einzige bekannte Eisen-
Schwefel-Protein ist, das eine Disulfidbindung in Gegenwart
von reduziertem [2Fe-2S]-Ferredoxin reduzieren kann (das
Ferredoxin ersetzt dabei das NADPH, das Sduger-TrxR als
Elektronenquelle dient). Der reduzierte [2Fe-2S]**-Cluster
des Ferredoxins dient dabei als Einelektronen-Donor, der
Cys54-S-S-Cys84 zu Cys54-S™ und einem Thiylradikal (Cys84-
S reduziert.® Cys54-S~ bildet dann, in einem mechanistisch
der Sduger-TrxR analogen Schritt, ein Heterodisulfid mit Trx.
Das Thiylradikal wird durch Koordination an ein Eisenzent-
rum des [4Fe-4S]**-Clusters (S=0) der FTR inaktiviert und
stabilisiert, wodurch intermedidr eine Spezies mit einem
formal oxidierten [4Fe-4S]**-Cluster (S ='/) mit einem fiinf-
fach koordinierten Eisenzentrum und einem formal reduzier-
ten Liganden Cys84-S~ gebildet wird.”! Ein zweites Ferre-
doxinmolekiil iibertrdgt dann unter Bildung von Cys84-S™
und [4Fe-4S]** im aktiven Zentrum ein weiteres Elektron an
diese intermedidre Spezies. Durch anschlieBenden Angriff
von Cys84-S™ am gemischten Disulfid aus FTR und Trx wird
vollstdndig reduziertes Trx gebildet und das Disulfid im
aktiven Zentrum regeneriert.

Das Reduktionspotential der Einelektronen-Reduktion
eines Disulfids ist im Allgemeinen experimentell nicht
zuginglich. Anhand der verfiigbaren Potentiale der Zwei-
elektronen-Reduktion wird jedoch deutlich, dass der Elek-
tronentransfer vom Ferredoxin (E® =-350 mV) zum Trx
(E® =—-210 mV) iiber das Disulfid des aktiven Zentrums der
FTR (E*=-230mV) thermodynamisch begiinstigt ist.*"
Ferredoxin ist, anders als NADH, nur ein Einelektronen-
Donor, was die normale Zweielektronen-Reduktion verhin-
dert; deshalb ist die Bildung eines hochreaktiven Thiylradi-
kals als Intermediat erforderlich. FTR verwendet den Eisen-
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Schwefel-Cluster (E° = —650 mV fiir [4Fe-4S]**?*) zur Sta-
bilisierung dieser ansonsten kurzlebigen radikalischen Spe-
zies. FTR bietet somit eine elegante Losung fiir ein betrédcht-
liches mechanistisches Problem (Ein- gegeniiber Zweielek-
tronen-Transfer), indem sie die Redox- und Metallbindungs-
eigenschaften des Cysteins zur Ausiibung ihrer einzigartigen
Funktion miteinander verschmilzt.

Elektroneniibertragung auf Disulfide kann, wie am Bei-
spiel der FTR aus Spinat gezeigt wurde, in der Bildung von
Thiylradikalen als Intermediaten resultieren. Das fiihrt uns
nun zur Rolle schwefelhaltiger Radikale in der Biologie,
wobei das Thiylradikal direkt an Elektronen- und an Atom-
transferreaktionen beteiligt ist.

2.4. Radikalreaktionen

Mit Radikalbildungs- und Radikaliibertragungsmechanis-
men stehen Enzymen zusétzliche auf Cystein beruhende
Redoxreaktionen zur Verfiigung, die sich von Austausch- und
Elektroneniibertragungsreaktionen prinzipiell unterscheiden.
Das Redoxpaar Thiol/Thiylradikal kommt in wichtigen
Enzymen vor, darunter in der Superfamilie der Ribonucleo-
tidreduktasen (RNRasen), in der Pyruvat-Formiat-Lyase
(PFL) und der Benzylsuccinatsynthase (BSS). In diesen
Enzymen wird das Thiylradikal durch zwei alternative
Mechanismen gebildet: entweder durch ,,Long-Range“-Ein-
elektronen-Transfer vom Thiol (mit anschlieBender Abgabe
eines Protons, siche Reaktion (3) in Schema 1) oder ,,Short-
Range“-Wasserstoffatomabstraktion vom Thiol (Reak-
tion (4), Schema 1).

Long-Range-Einelektronen-Transfer findet sich bei der
aeroben Fe-abhingigen Klasse-I-RNRase aus E. coli, in der
das Thiylradikal durch Elektronentransfer von Cystein auf
ein Tyrosylradikal gebildet wird.””) Im Unterschied dazu
verlduft die Bildung des Thiylradikals in der anaeroben
formiatabhingigen Klasse-III-RNRase (ARR) des T4-Bak-
teriophagen sowie in der anaeroben Pyruvat-Formiat-Lyase
(PFL) aus E. coli iiber einen Short-Range-Wasserstofftrans-
fer von Cystein auf ein Glycylradikal.”!

Zur Bildung des Glycylradikals in ARR werden mehrere
Komponenten benétigt, darunter ein Flavodoxinreduktase-
system, NADPH, S-Adenosylmethionin (SAM) und Dithio-
threit (DTT).”! Der [4Fe-4S]-Cluster der ARR reduziert
SAM durch Einelektronentransfer zu Methionin und dem 5'-
Desoxyadenosylradikal. Es folgt eine Wasserstoffabstraktion
vom Glycin durch das Adenosylradikal unter Bildung von 5'-
Desoxyadenosin und einem Glycylradikal, das anschlieBend
das Thiylradikal bildet. Auf dhnliche Weise wird PFL durch
PFL-Aktivase (die ebenfalls ein Eisen-Schwefel-Zentrum
enthilt) katalytisch unter Verwendung von SAM aktiviert,
wobei ein Glycylradikal (Gly 734 in PFL aus E. coli), Methio-
nin und 5’-Desoxyadenosin gebildet werden. Ein nucleophiles
Thiylradikal an Cys418 in diesem Enzym wird dann durch
eine Wasserstoffabstraktion von Cys419 durch das Glycylra-
dikal gebildet.

Die Thiylradikale sind hochreaktiv (d. h. stark oxidierend)
und werden durch Wasserstoffabstraktion in einer fiir Thiyl-
radikale typischen Reaktion zu Thiolen reduziert. In RNR-
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asen wird das Wasserstoffatom entweder von externen
Dithiolen oder (im Falle der ARR) von Formiat abstrahiert,
die nachfolgend zu Disulfiden bzw. CO, oxidiert werden. In
PFL aus E. coli greift das Cys418-Radikal den Carbonylkoh-
lenstoff des Substrats Pyruvat an und bildet ein instabiles
kovalentes S-Acetyl-PFL-Radikal, das schnell fragmentiert
und den (nichtradikalischen) Cys418-Acylthioester sowie ein
Formiatradikal bildet, das dann ein Wasserstoffatom von
Cys419 abstrahiert. Das Cys419-Radikal wiederum abstra-
hiert ein Wasserstoffatom von Gly734 und bildet so wieder
das Glycylradikal. Die S-Acetyl-PFL-Form reagiert mit
Coenzym A unter Freisetzung von Acetyl-CoA und Riick-
bildung des Enzyms. Insgesamt werden in dieser Reaktion
Acetyl-CoA und Formiat aus CoA und Pyruvat gebildet —
allesamt nichtradikalische Spezies.*” Eine Glycyl-Thiyl-
Radikalkette findet sich auch in Benzylsuccinatsynthase
(BSS) aus Thauera aromatica, die den Initialschritt im
Abbau von Toluol zu Benzylsuccinat katalysiert. Die BSS
enthilt ein Glycylradikal im aktiven Zentrum an Gly825.
Wasserstoffabstraktion von der Methylgruppe des Toluols
resultiert in der Bildung eines Benzylradikals, das sich an die
Doppelbindung von Fumarat anlagert, um so ein interme-
didres Benzylsuccinylradikal zu bilden, das sodann durch
Wasserstoffabstraktion vom Cys489-Thiolat zu Benzylsucci-
nat reduziert wird. Cys489 wiederum abstrahiert das Wasser-
stoffatom von Gly825, sodass das anfangliche Glycylradikal
zuriickgebildet wird.[*!]

Der Wasserstoffatomtransfer ist ein Beispiel fiir ,,Atom-
tibertragungsreaktionen“ des Cysteins in vivo. Wéahrend
Wasserstoffatomtransfer eine radikalische Reaktion ist, ver-
laufen andere Atomiibertragungen, an denen Cystein betei-
ligt ist (etwa Hydridtransfer), iiber nichtradikalische Mecha-
nismen. Diese Transferreaktionen sind oft Teil des gleichen
katalytischen Zyklus und werden deshalb gemeinsam bespro-
chen.

2.5. Atomiibertragungsreaktionen

Antioxidative Enzyme wie Glutathionreduktase und
Thioredoxinreduktase werden haufig auf zusitzliche kataly-
tische Aktivitdten hin untersucht. Die Peroxynitritredukta-
seaktivitit der TrxR beispielsweise ist bereits erwéhnt
worden. Peroxidation von Thiolen fiihrt héufig zu einer
Verbindungsklasse mit charakteristischer Oxidationsstufe des
Schwefels und chemischen Eigenschaften, die sich von denen
des Disulfidzustandes drastisch unterscheiden: den Sulfen-
sduren (Abbildung 1). Eine solche Modifikation des Cysteins
ist jedoch nur in Abwesenheit weiterer Thiolgruppen stabil
(diese wiirden mit der Sulfensidure unter Bildung des Disul-
fids und Wassers reagieren). In menschlicher GR resultiert
die Oxidation mit H,O, beispielsweise in der Bildung des
Disulfids Cys58-S-S-Cys63; dieses Enzym hat nur sehr
niedrige Peroxidaseaktivitit.*”

Im Unterschied dazu greifen Redoxenzyme wie NADH-
Peroxidase (Npx), NADH-Oxidase (Nox) und Peroxiredo-
xine (Prx)*! auf ein Cystein/Cysteinsulfensiure-Redoxpaar
(Cys-SH/Cys-SOH) zuriick, das eine effektive Katalyse der
Peroxidation ermoglicht. Diese Enzyme enthalten einen
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katalytischen Cysteinrest, der zu Cysteinsulfensédure oxidiert
wird, einer hochreaktiven (d.h. stark oxidierenden) Cystein-
spezies, deren Reduktion iiber zwei unterschiedliche Mecha-
nismen verlaufen kann, die beide in vivo gefunden werden:
entweder iiber eine Austauschreaktion unter Beteiligung von
zwei Thioldquivalenten oder iiber Hydridtransfer (Reak-
tion (5) in Schema 1).

Npx aus Streptococcus (Enterococcus) faecalis ist ein
Tetramer mit 46 kDa je Untereinheit und gehort zur Familie
der Pyridinnucleotiddisulfid-Oxidoreduktasen. Im Unter-
schied zu anderen Cystein-Oxidoreduktasen (z.B. GR) ent-
hilt Npx nur ein Cystein im aktiven Zentrum jeder Unter-
einheit, das die Reduktion von H,O, in Gegenwart von
NADH katalysiert. Das reduzierte Thiolat greift H,O, als
Nucleophil an und bildet Cys42-SOH und Wasser. Es folgt
Hydridtransfer von NADH auf Cys42-SOH iiber FAD.
Strukturdaten zufolge befindet sich das Flavin im Enzym
zwischen reduzierendem NADH und dem Redoxzentrum
Cys42-SH/Cys42-SOH, um die Hydridiibertragung zu opti-
mieren.

Der Redoxmechanismus wird durch Mutageneseexperi-
mente bestétigt, durch die getestet wurde, ob und wie viele
Cysteinreste fiir die Peroxidaseaktivitdt erforderlich sind.
Mutagenese von Cys42 zu Serin oder Alanin hat niedrige
Umsatzraten zur Folge, was die Bedeutung dieses Redoxzent-
rums unterstreicht.***! Einfiihren eines weiteren Cysteins
ins aktive Zentrum (Cys40) unterbindet jedoch fast voll-
stiandig jegliche katalytische Aktivitét (k,, der Mutante liegt
bei etwa 0.1% des Wertes von Wildtyp-Npx). Die Re-
sultate illustrieren sowohl die Bedeutung des Sulfensédure-
Zustandes in Peroxidasen als auch die Notwendigkeit,
Disulfidbildung in diesen Enzymen zu vermeiden, da die
Bildung des Cys40-S-S-Cys42-Disulfids die Aktivitdt herab-
setzt.

Ein theoretisch moglicher Hydridtransfer auf Disulfide
(z.B. von NADH oder FADH,) scheint in Proteinen bisher
nicht beobachtet worden zu sein (Reaktion (9) in Schema 1);
Gleiches gilt fiir Elektronentransfer auf Sulfensduren.

Der Redoxmechanismus von Nox aus Streptococcus
(Enterococcus) faecalis ist dem von Npx nahe verwandt (die
Aminosduresequenzen von Nox und Npx sind zu 44%
identisch, und das Cys-SH/Cys-SOH-Redoxpaar ist in
beiden Enzymen konserviert). Nox katalysiert die Reduktion
von molekularem Sauerstoff zu Wasser unter Verbrauch von
vier Elektronen (dquivalent zu zwei NADH). Es ist ein
dimeres Enzym (50 kDa je Untereinheit), und jede Unter-
einheit enthélt ein Cystein(Cys42)- und ein FAD-Redoxzent-
rum. O, wird zunédchst durch Reaktion mit FADH, und
Bildung des Peroxyflavins (FADH,O,) aktiviert. Dieses
reagiert mit dem Cys42-Thiolat!* in einer Reaktion, die
dem Peroxidationsschritt im Npx-Zyklus dhnelt, und bildet
Cys42-SOH und FADHOH. FADHOH eliminiert sodann
Wasser und bildet FAD, das durch ein Aquivalent NADH zu
FADH, reduziert wird. Cys42-SOH wird schlieBlich durch
Hydridtransfer von FADH, zum Thiol riickreduziert. Das in
dieser Reaktion gebildete FAD wird durch ein weiteres
Aquivalent NADH zu FADH, reduziert; auf diese Weise
werden das reduzierte Thiol und FADH, fiir den néchsten
Katalysezyklus regeneriert.
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Wie im Falle der Npx wird dieser Redoxmechanismus
durch Mutageneseexperimente gestiitzt. Ersetzen von Cys42
durch Serin (d.h. Entfernen eines der beiden Redoxzentren)
resultiert in einem Enzym, das O, unter Verbrauch eines
NADH-Aquivalents zu H,O, reduziert. Wihrend somit das
Flavinzentrum seine Funktion behilt, unterbindet das Fehlen
des Schwefel-Redoxzentrums die Reduktion von H,O, zu
Wasser.[*!

Der auf Schwefel basierende Redoxmechanismus der Nox
wird noch interessanter, wenn die Gesamtreaktion aus
anderer Perspektive betrachtet wird: Nox katalysiert die
Reduktion von Sauerstoff durch NADH, eine Reaktion, die
den Vorgingen in der menschlichen mitochondrialen
Atmungskette nicht undhnlich ist. Wahrend fiir die Sauer-
stoffreduktion bei der Atmung metallhaltige Redoxzentren in
Proteinen, z. B. Eisen-Schwefel-Proteinen, dem Rieske-Zent-
rum, Cytochrom ¢ und Cytochrom-c-Oxidase, maBgeblich
sind, erfiillt Nox eine chemisch verwandte Funktion aus-
schlieBlich unter Verwendung nichtmetallischer Redoxsys-
teme.

Die Katalysezyklen von Npx und Nox sind zwar verwandt,
jedoch sind die Sulfensduren in menschlichen Peroxiredoxin-
Enzymen an einem unterschiedlichen Redoxmechanismus
beteiligt, der demjenigen im gut untersuchten Selenoenzym
Glutathionperoxidase (GPx, siche Abschnitt 6) gleicht. Wie
GPx katalysieren Prx die Reduktion von H,0O, und Alkylhy-
droperoxiden zu Wasser bzw. Alkoholen und oxidieren dabei
Thiole zu Disulfiden. Das Cystein (Cys47) im aktiven
Zentrum des menschlichen 1-Cys-Peroxiredoxins (hORF6)
reagiert mit dem Peroxid in einer Substitutionsreaktion, die
der von Npx und Nox dhnelt, bei der das Thiol(at) eine S-O-
Bindung eingeht und ein Hydroxid freigesetzt wird. Ganz
anders als mit Npx und Nox wird jedoch Cys47-SOH nicht
durch Hydridtransfer reduziert (Prx ist kein Flavoprotein),
sondern reagiert mit zwei Thioldquivalenten, wobei die
reduzierte Form von Cys47 regeneriert und ein Disulfid
erzeugt wird (Schema 3). Die Reduktion der Sulfensidure
verlduft somit iiber Austauschreaktionen unter Substitution
einer OH- durch eine RS-Gruppe mit anschlieBender Bildung
eines gemischten Disulfids.

Obgleich die Gegenwart zweier Cysteinreste in enger
Nachbarschaft wie erwéhnt die Bildung einer stabilen Sul-
fensdure verhindert, nutzen 2-Cys-Peroxiredoxine einen
Redoxmechanismus, der die Disulfidbildung aus einer Sul-
fensiure und einem Thiol umfasst (Schema 3).* Das
gebildete Disulfid wird dann durch einen Thiol-Disulfid-
Austausch reduziert. Dieses Disulfid ist in der Kristallstruktur
des Hdm-bindenden Proteins (HBP-23), eines 2-Cys-Peroxi-
redoxins, als Disulfidbindung zwischen Cys52 einer Unter-
einheit und Cys173 einer zweiten Untereinheit sichtbar.*¥
Die genaue Oxidationsstufe des Cysteins im aktiven Zentrum
konnte bisher nicht eindeutig zugeordnet werden. Die
Kristallstruktur des dekameren Peroxiredoxins TPx-B aus
menschlichen Erythrocyten ist kiirzlich mit einer Auflosung
von 1.7 A bestimmt worden. Interessanterweise zeigt sich
hier, dass Cys51 im aktiven Zentrum als Cysteinsulfinsdure
(Cys-SO,H) vorliegt, die in der Tasche des aktiven Zentrums
verborgen ist.*) Das Vorliegen einer Sulfin- statt einer
Sulfensédure in diesem Enzym und die richtige Einschétzung
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Schema 3. Katalytische Zyklen von 1-Cys- und 2-Cys-Peroxiredoxinen und Glutathion-
peroxidase. Trotz Beteiligung unterschiedlicher Chalkogene haben 1-Cys-Prx (A) und

GPx (B) vergleichbare Redoxzyklen.!""""! Oxidation des Thiols (Selenols) durch H,0,
erzeugt hochreaktive Sulfensiuren (Selenenséuren). Die Reduktion verlduft tiber Aus-
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Oxidativer Stress ist definiert als ein biochemischer
Zustand,’*? der mit einer Vielzahl menschlicher
Erkrankungen — von neurodegenerativen und inflamma-
torischen wie der Alzheimerschen Erkrankung und
rheumatoider Arthritis bis hin zu Diabetes und Krebs —
assoziiert ist. Charakteristisch fiir diesen Zustand ist ein
Ungleichgewicht zwischen zelluldren oxidierenden und
reduzierenden Spezies. Unter diesen pathologischen
Bedingungen herrschen in vivo ungewohnliche oxidie-
rende Bedingungen, die durch die Anwesenheit reaktiver
Sauerstoffspezies charakterisiert sind, die Biomolekiile
oxidativ schidigen konnen. Mit seinen leicht zugéng-
lichen Oxidationsstufen ist Cystein ein priméres
Angriffsziel vieler dieser Oxidantien, und die oxidieren-
den Zustinde unter den Bedingungen des oxidativen
Stresses fordern die Bildung von Cystein- und Methio-
nin-Spezies, die in gesunden Zellen in betrichtlich
geringeren Mengen vorkommen (Abbildung 1). Es sei
gleich zu Beginn betont, dass viele der in diesem
Abschnitt diskutierten Modifikationen erst kiirzlich in
vivo entdeckt wurden und dass ihre Biochemie, sofern
von einer solchen gesprochen werden kann, noch nicht
endgiiltig geklart ist.

tauschreaktionen unter Verbrauch zweier Thiolaquivalente (z.B. GSH, Dithiothreit). Im

Redoxzyklus von 2-Cys-Prx erfolgt Kondensation von Cys-SOH und Cys-SH unter Bil-

3.1. Disulfid-S-oxide

dung eines intramolekularen Disulfids oder, wie im Falle der weiter verbreiteten oligo-

meren Prx, einer Disulfidbriicke zwischen verschiedenen Untereinheiten (C).”! In vivo

sind die Thiole und Selenole im Gleichgewicht mit den jeweiligen Thiolaten und
Selenolaten.
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dieses Befundes werden allerdings kontrovers diskutiert.
Anders als Sulfensduren konnen Sulfinsduren durch GSH
oder andere Thiole nicht einfach reduziert werden, und
infolgedessen konnte es sein, dass das Vorliegen eines zweiten
Cysteins in direkter Nachbarschaft nicht zwangsldufig eine
Disulfidbildung nach sich zieht.!

Das wachsende Interesse an redoxaktivem Cystein bedeu-
tet jedoch nicht, dass die Redoxchemie des Schwefels auf
Reaktionen der Thiolgruppe beschriankt wire. Auch seltener
untersuchte oxidierte Schwefelspezies in Proteinen (z.B.
Disulfid-S-oxide, Methionin-S-oxide, Persulfide) finden in
jungster Zeit Interesse. Im nichsten Abschnitt werden einige
dieser biochemisch ,exotischen® und in einigen Fillen
spekulativen Spezies diskutiert.

3. Disulfid-S-oxide, S-Sulfate, Sulfoxide und Sulfone
in Proteinen

Die Eigenschaft des Schwefels, in vielen unterschiedli-
chen Oxidationsstufen vorzuliegen und Schwefel-Sauerstoff-,
Schwefel-Schwefel- und Schwefel-Selen-Bindungen einzuge-
hen, hat zur Folge, dass auch eine Reihe weniger bekannter
Cysteinmodifikationen existiert. Einige dieser Spezies, z.B.
das Cystein-S-sulfat (Cys-S-SO;”), werden durch Ubertra-
gungsreaktionen gebildet, andere entstehen bei oxidativem
Stress.
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Unter oxidativem Stress sind Disulfide nicht notwen-
digerweise die Endprodukte der Cysteinoxidation. Oxi-
dation der Disulfide kann zur Bildung hochreaktiver
Disulfid-S-monoxide (Thiosulfinate, RS(O)SR) und
Disulfid-S-dioxide (Thiosulfonate, RS(O),SR) fiihren.
Disulfide wie Cystamin und GSSG sind leicht zu Disulfid-S-
oxiden oxidierbar.”*> Diese ,,aktivierten* Disulfide reagie-
ren schnell mit Thiolen in Proteinen und Enzymen und
inaktivieren diese. Mit Disulfid-S-oxiden steht ein auf Cystein
beruhender Weg zur Verfiigung, der auf Redoxkaskaden
hinauslduft, an denen Sulfen- und Sulfinsduren sowie eine
Glutathionylierung von Proteinen beteiligt sind. Eine solche
iiber Disulfid-S-oxide verlaufende Redoxkaskade ist in
Schema 4 dargestellt. Diese Spezies wurden bisher primér
im Zusammenhang mit niedermolekularen ,reaktiven
Schwefelspezies“ und oxidativem Stress diskutiert, neue
Erkenntnisse deuten aber auch auf das Vorkommen von
Disulfid-S-oxiden in Proteinen hin.”> Da diese Cysteinmo-
difikationen hochreaktiv sind und praktisch keine spezifi-
schen spektroskopischen oder chemischen Eigenschaften
haben, gestaltet sich ihr Nachweis in Proteinen schwierig.
Kiinftige Entwicklungen in der Rontgenkristallographie von
Proteinen, in der Massenspektrometrie und NMR-Spektros-
kopie konnten jedoch Einblicke in oxidative Cystinmodifika-
tionen ermoglichen.

3.2. S-Sulfocystein, Persulfide und Selenopersulfide
Auch S-sulfatierte Cysteine, die S-Sulfocysteine (Cys-S-
SO;™, Abbildung 1), werden in vivo gefunden und kénnen als

Disulfidmodifikation betrachtet werden. Verbindungen wie
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Schema 4. Eine Redoxkaskade oxidierter Cysteinspezies. Die Oxidation von
Disulfiden (RSSR) zu Disulfid-S-oxiden mit anschlieRender schrittweiser Reduk-
tion unter Beteiligung von Proteinthiolen (RSH) unter Bedingungen des oxidati-
ven Stresses in vivo ist postuliert worden.®>®¥ Fett gedruckte Spezies sind wahr-
scheinliche Endprodukte dieser Kaskaden. Die Redoxaktivitdt von Sulfinsduren
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3.3. Sulfoxide und Sulfone — biologische Redoxchemie des

Methionins

Methionin wird vom Startcodon AUG codiert, das
den Leseraster der Proteinbiosynthese festsetzt und
deshalb in den meisten Proteinen vorhanden ist.
Ahnlich den Disulfiden ist die Dialkylsulfid(Thio-
ether)-Gruppierung (Abbildung 1) von Methionin
leicht unter Bildung von Sulfoxiden und Sulfonen
oxidierbar. Die Oxidation von Methionin in Proteinen
zu Methioninsulfoxid hat biochemische und physiolo-
gische Bedeutung.[”"%! Methionin hat antioxidative
Eigenschaften,®”! deren Bedeutung in vivo derzeit
untersucht wird.

Durch Methioninreste an Proteinoberfldchen wird
eine hohe Konzentration antioxidativer Reste erzeugt,
die andere fiir die Aktivitit des Proteins essenzielle
Reste gegen Oxidation schiitzt. Fiir ein sphirisches

in vivo ist Gegenstand laufender Untersuchungen.®”

S-Sulfocystein und S-Sulfoglutathion (GSSO;H) entstehen
bei der enzymkatalysierten Entgiftung von Sulfit im Men-
schen. GSSG reagiert dabei zunédchst mit Sulfit und bildet
GSSO;H und GSH. Das GSSO;H wird dann enzymatisch zu
Sulfocysteinylglycin und schlieBlich zu S-Sulfocystein hydro-
lysiert.’”) Diese S-sulfatierten Metabolite reagieren leicht mit
Proteinen. Das GSSO;H ist beispielsweise ein kompetitiver
Inhibitor von Glutathion-S-Transferase (GST), die an der
Detoxifikation von Karzinogenen beteiligt ist; hier konnte
somit ein Grund fiir die karzinogenen Eigenschaften von SO,
liegen.™ Die S-Sulfatierung ganzer Proteine im Menschen im
Sinne einer posttranslationalen Modifikation wurde noch
nicht beschrieben, wihrend die O-Sulfatierung (d.h. Sulfat-
iibertragung von 3’-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat auf
freie Hydroxygruppen wie die von Tyrosylresten in Pro-
teinen) kiirzlich als eine mogliche biochemische Alternative
zur O-Phosphorylierung in Signal- und regulatorischen Kas-
kaden fiir Aufsehen sorgte.[*¢

Wihrend S-Sulfocystein ein einziges hoch oxidiertes
Schwefelatom enthilt, liegt im S-Sulfanylcystein (Cys-S-SH)
ein Persulfid vor. Eine solche Verkettung wird beispielsweise
im aktiven Zentrum von Schwefeltransferasen wie der
Rhodanese aus Rinderleber gefunden.” Dieses Enzym
wurde kiirzlich zur In-vitro-Erzeugung eines S-Selanylcys-
teins (Cys-S-SeH) im aktiven Zentrum unter Einsatz von
Selenit und GSH genutzt.® Der Beweis fiir die Relevanz
einer solchen Modifikation in vivo steht noch aus. Eine
chemisch verwandte Spezies zumindest, das Glutathion-
Selenopersulfid (GSSeH), ist integraler Bestandteil des
Selenocystein-Metabolismus. Die Existenz eines S-Selanyl-
cystein-Restes war auch fiir die CO-Dehydrogenase des
aeroben Bakteriums Oligotropha carboxidovorans postuliert
worden,”® allerdings wurde dieser Vorschlag mittlerweile
zuriickgezogen.*! Die S-Selanylierung und der zugrundelie-
gende Mechanismus (Reaktion (12) in Schema 1) sind noch
strittig; sie bote jedoch eine elegante Methode zum Einbau
von Selen in Proteine, die nicht auf die komplizierte Expres-
sionsmaschinerie angewiesen wire, die zum Einbau von
Selenocystein benotigt wird (siehe Abschnitt 6).
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Protein mit nur acht modifizierbaren Methioninresten
und einem Durchmesser von 60 A hieBe dies, dass die
Methioninkonzentration innerhalb des gegebenen Volumens
ungefihr 100 mM betragen wiirde, entsprechend einer etwa
zehnfach hoheren Konzentration als der von GSH im
Cytosol.®! Eine solche protektive Rolle des Methionins
wird durch neuere Erkenntnisse gestiitzt. So konnen bei-
spielsweise acht der sechzehn Methioninreste der Glutamin-
synthetase zum Sulfoxid oxidiert werden, ohne dass die
Enzymaktivitit signifikant beeinflusst wird," und Methio-
ninreste im oder nahe dem aktiven Zentrum diese Enzyms
konnen , Autoxidation“ durch Substrat, Produkte oder
Cofaktoren verhindern.

Die Entdeckung des menschlichen Enzyms Methionin-
sulfoxidreduktase (Msr) hat die Vorstellung von redoxakti-
vem Methionin in Proteinen und Enzymen untermauert.
Wihrend die meisten Sulfoxide nicht spontan mit GSH
reagieren, gewdhrleistet Msr, dass die Sulfoxidbildung in
Gegenwart von NADPH reversibel wird.

Auch aus mechanistischer Sicht ist die Reduktion des
Sulfoxids interessant (Schema 5). Zwei mogliche Mechanis-
men der Msr-Aktivitdt wurden vorgeschlagen, die entweder
eine Kette aus Thiol-Disulfid-Austauschschritten oder das
intermediédre Auftreten einer Sulfensdure einschlieBen. Ein
katalytischer Mechanismus wurde fiir die Aktivitdt von Msr
aus Rind (bMsrA) beschrieben, die 88 % Sequenzihnlichkeit
zur menschlichen MsrA aufweist.””! Cys72 im aktiven Zent-
rum der bMsrA bildet ein Thiolat-Ion, dessen nucleophiler
Angriff am Sulfoxidschwefel von Met(O) zur Bildung eines
intermedidren tetraedrischen Disulfid-S-oxids fiihrt. Angriff
von Cys218 an Cys72 und nachfolgender Protonentransfer
zum Sauerstoffatom des Sulfoxids fithrt dann zur Abspaltung
von Wasser, zu Methionin und zur Bildung einer Disulfid-
briicke zwischen Cys72 und Cys218. Der reduzierte Zustand
wird sodann durch Thiol-Disulfid-Austausch zwischen
Cys227 und Cys218 und anschlieBende Reduktion durch
ein externes Thiol als Substrat wiederhergestellt."”

Ein alternativer Mechanismus wurde fiir MsrA aus E. coli
vorgeschlagen. Hier greift Cys51 das Schwefelatom des
Sulfoxid-Substrats unter Bildung eines tetraedrischen Inter-
mediats an, das sich unter Bildung von Cys51-Sulfensidure und
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Schema 5. Mechanismus der Methioninsulfoxidreduktase. Nucleophiler
Angriff von Cystein am oxidierten Schwefel fiihrt zur Bildung eines tetrava-
lenten Intermediats. Protonentransfer und Angriff von Cys218 an Cys 72
erleichtert die Abspaltung von Wasser und die Umlagerung des Intermediats

unter

Freisetzung von Methionin. Das aktive Zentrum wird durch Thiol-

Disulfid-Austausch mit Trx regeneriert.l’”
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Freisetzung von Methionin umlagert (d.h., formal wird ein
Sauerstoffatom von Methioninsulfoxid auf Cystein iibertra-
gen). Cys198 greift dann das Schwefelatom der Sulfensdure
an Cys51 an, wobei sich eine Disulfidbindung und Wasser
bilden. Das aktive Zentrum wird durch Thiol-Disulfid-Aus-
tausch vollkommen zuriickreduziert, zunichst iiber einen
benachbarten Cysteinrest (Cys206) und dann ein externes
Thiol.

Die biologische Bedeutung des Methioninsulfons (Abbil-
dung 1) ist weniger offensichtlich. Die modifizierte Amino-
sdure selbst hat Untersuchungen zufolge antiinflammatori-
sche Eigenschaften. Interessanterweise ist diese hoch oxi-
dierte Form des Methionins aktiver als das Sulfoxid, jedoch
weniger aktiv als Methionin, sodass keine Korrelation
zwischen der Oxidationsstufe des Schwefels und diesem Typ
antioxidativer Aktivitdt besteht.™ Ein #hnliches Ergebnis
wurde mit Disulfid-S-oxiden erhalten: Auch dort wurde kein
direkter Zusammenhang zwischen der Oxidationsstufe des
Schwefels und der In-vitro-Reaktivitit festgestellt.">>) Wie
diese Disulfid-S-oxide konnten auch Methioninsulfoxid und
-sulfon eine bedeutende Rolle beim oxidativen Stress spielen,
entweder als Antioxidantien oder als ,reaktive Schwefel-
spezies®.P>]

AuBler den Sulfoxid- und Sulfonformen kann Methionin
auch eine trivalente Sulfoniumgruppierung bilden (Abbil-
dung 1), die im biologischen ,,Methylierungs-Agens* S-Ade-
nosylmethionin (SAM) vorliegt. Das gebildete Sulfonium ist
eine weitere Methioninmodifikation, die hidufig in vivo
vorkommt und eine spezifische Reaktivitdt hat (die Methyl-
gruppe am Schwefel ist stark elektrophil).

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

C. Jacob, H. Sies et al.

Die Oxidation von Cystein, Cystin und Methionin in
Proteinen hat Konsequenzen, die iiber die der Redoxkatalyse
und des antioxidativen Schutzes hinausgehen. So wurde
kiirzlich vorgeschlagen, dass posttranslationale Cysteinmodi-
fikationen mit Enzymregulation und Signalprozessen ver-
kniipft sein konnten,™ und Sulfensiurebildung wurde mit
der Redoxregulation der Aktivitdt von Transkriptionsfakto-
ren wie OxyR und AP-1 in Zusammenhang gebracht. Eine
Diskussion all dieser redoxkontrollierten Prozesse wiirde den
Rahmen dieses Aufsatzes sprengen.

4. Metallbindungseigenschaften von Cystein,
Sulfinsduren und Sulfoxiden

Die Thiolatgruppe im Cystein ist nicht nur redoxaktiv,
sondern bildet auch koordinative Bindungen mit einer
Vielzahl von Metallionen wie FEisen, Zink, Cadmium,
Quecksilber, Cobalt und Kupfer, nicht aber mit Metallionen
der Gruppen 1 oder 2. Zahlreiche Proteine enthalten schwe-
felkoordiniertes Zink mit strukturbildenden (z. B. Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren), katalytischen (z.B. Alkoholdehy-
drogenase und Metallolactamasen) und regulatorischen/inhi-
bitorischen Eigenschaften (z.B. Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase).

Fine gemeinsame Betrachtung der beiden Haupteigen-
schaften der Thiolgruppe (Metallbindung und Redoxaktivi-
tdt) macht unmittelbar deutlich, wie Reaktionen unter
Beteiligung von Cystein zum einen eine Redoxsteuerung
der Metallkoordination und zum anderen eine Metallsteue-
rung der Redoxaktivitit des Schwefels in biologischen
Systemen ermoglichen.

4.1. Redoxsteuerung des Cysteinliganden

Die wechselseitige Abhingigkeit von Metall-Bindung und
Redoxaktivitidt des Cysteins ist am Zink-Schwefel-Protein
Metallothionein (MT) intensiv untersucht worden."*l MT
ist ein wichtiges intrazelluldres Zink-bindendes Protein mit
Bedeutung fiir die Regulation von Aufnahme, Verteilung,
Speicherung und Freisetzung von Zink. MT von Sédugern
besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette aus etwa 60
Aminoséuren, darunter 20 Cysteinen. Trotz des Fehlens einer
Sekundérstruktur binden diese Cysteinreste insgesamt sieben
Zinkionen mit einer ausgesprochen hohen Metallbindungs-
konstante [K(Zn**)=32x10"m"' bei pH 7.4]" in zwei
Zink-Schwefel-Clustern (Zn,Cys,; und Zn;Cys,)."”) MT ist
an intermolekularen Metallaustausch- und Metalliibertra-
gungsreaktionen beteiligt.”” Die Metalliibertragung von
MT auf Proteine wird durch andere metallbindende Agentien
wie GSH oder Citrat unterstiitzt,”’”] aber auch durch Oxidan-
tien, die Zink aus MT freisetzen.”7*% Oxidation des
Thiol(at)-Liganden fiihrt zum Losen der Metallbindung, was
in vivo ein wichtiger Ausloser fiir Metallfreisetzung und
Transfer zu anderen Proteinen sein konnte."

FEin dhnlicher Mechanismus der Redoxsteuerung existiert
fiir eine Reihe von Transkriptionsfaktoren mit Zinkfinger-
motiv (Motiven aus etwa 30 Aminosiduren, die ein Zinkion
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enthalten). Transkriptionsfaktoren binden an DNA und 16sen
dadurch die ersten Schritte der Genexpression aus. Die DNA-
Bindedominen dieser Transkriptionsfaktoren bestehen
hiufig aus Zinkfingern. Das Zink wird entweder von zwei
Histidinen und einem Cysteinpaar (CCHH), drei Cysteinen
und einem Histidin (CCCH) oder vier Cysteinen (CCCC)
koordiniert. Das Hauptmerkmal dieser Struktur ist, dass das
Cystein in seiner reduzierten Form vorliegen muss, damit
Zink koordinieren kann.*) Bei Verschieben des Redox-
gleichgewichtes unter Oxidation des Cysteinliganden verliert
das Zink seine koordinativen FEigenschaften, sodass das
Fingermotiv kollabiert und der Transkriptionsfaktor DNA
nicht linger binden kann, was zur Modulation der mRNA-
Synthese und der Genexpression beitragt.

Wenngleich die In-vivo-Zusammenhénge dieser Befunde
gegenwartig noch diskutiert werden, stoit die Redoxkon-
trolle von Transkriptionsfaktoren in Krebszellen auf ein
starkes Interesse der Biochemie und konnte sogar als
Angriffspunkt fiir katalytische Redoxwirkstoffe dienen.[
Wihrend Zinkfingermotive und MT nur langsam mit oxida-
tiven Stressfaktoren wie Wasserstoffperoxid reagieren, zer-
storen bereits geringe Mengen schwefelspezifischer Per-
oxidationskatalysatoren mit GPx-Aktivitdt (Schema 6) diese

1o~ )1 )-on ot
H,0 S8

AN 7/
HOOTeOOH

HPT

Schema 6. Redoxkontrolle der Metall-Bindung durch Organotellurverbindungen in
einem katalytischen Zyklus, der GPx-Aktivitit imitiert. Das Tellur in 4,4’-Dihydroxy-
diphenyltellurid (HPT) wird zunichst durch Wasserstoffperoxid zum Telluroxid

oxidiert, das dann durch ein Zinkfingermotiv zum Tellurid riickreduziert wird. Oxi-
dation des Zinkfingers fiihrt zur Freisetzung von Zink durch Disulfidbildung.

Proteine effektiv und steigern signifikant das Ausmaf3 der
Stressfaktor-induzierten Zellschddigung in neuronaler Zell-
kultur. Die Redoxkontrolle von Cysteinliganden konnte
daher in naher Zukunft die Grundlage zur Entwicklung
katalytischer Redoxwirkstoffe bilden.

Der umgekehrte Effekt, d.h. die Kontrolle der Redoxak-
tivitiat des Schwefels durch Metallionen, hat dhnlich wichtige
biochemische Konsequenzen. Thionein, die metallfreie
(Apo-)Form von MT, reagiert weitaus leichter mit oxidieren-
den Spezies als MT selbst — eine bekannte Tatsache, die
kiirzlich bekriftigt wurde." Ein #hnlicher Kontrollmecha-
nismus findet sich in mit Metallen ,vergifteten“ Cystein-
Enzymen mit inhibitorischen oder regulatorischen Zink-
Schwefel-Zentren. Hemmung durch Zink wird bei vielen
Enzymen beobachtet, z.B. bei der Fructose-1,6-bisphospha-
tase aus Saugerleber, der GAPDH und der Enolase aus
Muskel, menschlicher Caspase-3, menschlicher T-Zell-Pro-
tein-Tyrosinphosphatase und der Aldehyddehydrogenase
(ALDH) aus Hefe.®™ In einigen Fillen tritt die Hemmung
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schon bei nanomolaren Zinkkonzentrationen in vitro auf, was
die Bedeutung metallregulierter Cysteinreste unterstreicht.
Dabei ist erwdhnenswert, dass Thionein in der Lage ist, Zink
aus inhibitorischen (nicht aber katalytischen) Proteinzentren
zu entfernen, was auf die Existenz eines komplexen Feed-
back-Mechanismus zwischen der Redoxaktivitdt und der
Metall-Bindung des Cysteins hinweist.[*

Eine im Folgenden diskutierte iiberraschende Variante
der Redoxkontrolle der Metall-Bindung hangt mit der kiirz-
lichen Entdeckung von Sulfinsduren als Liganden von Metall-
ionen in Enzymen zusammen. 8-

4.2. Sulfinsduren und Sulfoxide als Liganden

Cysteinsulfinsdure wurde kiirzlich in Metalloenzymen wie
der bakteriellen Nitrilhydratase (NHase) gefunden; sie ist
dort an Metalle, z.B. Eisen, iiber den Sauerstoff gebunden.
Die NHasen katalysieren die Wasseranlagerung an Nitrile
unter Bildung der entsprechenden Amide und konnen
entweder ein Low-Spin-nicht-Ham-Fe™ oder nicht-corrinoi-
des Co™ binden. Neuere Daten aus Rontgenkristallstruktur-
analysen zeigen, dass eisenhaltige NHase aus Rhodococ-
cus sp. N-771 eine ungewOhnliche Cys109-Ser-Leu-
Cys112-Ser-Cys114-Sequenz in der Metallbindungs-
domine aufweist.®™ Einem Vorschlag zufolge liegen
in der aktiven Form des Enzyms Cys112 und Cys 114
in Form der entsprechenden Sulfin- (Cys-SO,H) und
Sulfensduren (Cys-SOH) vor und tragen zur Eisen-
koordination bei. Andere Studien bekriftigen, dass
die Sulfinsdure sowohl in der aktiven als auch in der
inaktiven Form des Enzyms vorliegt, wihrend die
Existenz des Sulfensédurerestes an Cys114 in der
aktiven NHase noch strittig ist.®! Ferner konnte
gezeigt werden, dass die Modifikation von Cys114
und Cys 112 gemeinsam wéhrend der posttranslatio-
nalen Modifikation des Enzyms stattfindet.*”! Oxi-
dierte Cysteinsduren, die als Liganden dienen
konnen, wurden auch an manchen Transkriptions-
faktoren, z. B. BPV-1-E2-Protein und Aktivatorpro-
tein-1,*! und an Cobalt-haltiger NHase aus Pseudonacardia
thermophila JCM 3095 untersucht. Die Kristallstruktur dieser
NHase wurde auf 1.8 A gelost; Cys111 und Cys113 sind zu
Sulfin- bzw. Sulfensiure oxidiert und binden Co™ !

Die Metall-Bindung durch oxidierte Cysteinspezies unter-
scheidet sich somit stark von der Metall-Bindung durch
reduziertes Cystein. Derzeit sind bakterielle NHasen die
einzigen Beispiele fiir Sulfinsdureliganden in Metalloenzy-
men. Da die Bildung von Sulfen- und Sulfinsédure durchaus
auch wihrend der Isolierung und Charakterisierung des
jeweiligen Enzyms stattfinden konnte, sind diese Ergebnisse
noch strittig. Sollte sich die posttranslationale Modifikation
von Cystein zu Sulfen- und Sulfinsduren in NHase und
anderen Proteinen bestitigen, konnte dies ein Mechanismus
zur Erzeugung von Metallbindungszentren in Proteinen sein,
die bisher meist nicht als solche erkannt wurden. Ein ,,Redox-
Schalter” fiir das Umschalten der Metallpriferenz von Zink
(Thiol) zu Eisen (Sulfensdure/Sulfinsdure) konnte auch bei
oxidativem Stress von Bedeutung sein. In diesem Fall

Zn2+

83]
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bestiinde die antioxidative Antwort eines Proteins auf Oxida-
tion darin, dass das ,,antioxidative* Metall Zink freigesetzt
und anschlieBend ,,prooxidatives“ Eisen gebunden wiirde.

Auch fiir eine redoxabhidngige Metall-Bindung an
Methionin existieren Hinweise. Reduziertes Methionin ist
ein Ligand fiir toxische Metalle wie Blei, Cadmium und
Quecksilber und unterstiitzt so deren Ausscheidung aus dem
Korper.®1 Es findet sich in vielen Proteinen als Metall-
Ligand, darunter in Ascorbatoxidase (Kupfer)” und ver-
schiedenen Cytochromen (Eisen).’”® Als Beispiel fiir ein
oxidiertes Methionin sei die bakterielle Katalase aus Pro-
teus mirabilis PR (einem peroxidresistenten 56-kDa-Enzym)
erwahnt. Diese enthélt eine Him-Gruppierung, die mit einem
Methioninsulfon wechselwirkt, was groen Substraten oder
Inhibitoren den Zugang zum eisenhaltigen aktiven Zentrum
verwehren kénnte. ™

Die Metall-Bindung an Cystein bringt uns zu einer
weiteren Gruppe von Redoxenzymen, die nun redox-inaktive
Cysteinreste im aktiven Zentrum aufweisen. Der folgende
Abschnitt vervollstdndigt unsere Diskussion cysteinabhingi-
ger Redoxkatalyse mit einer Betrachtung von Dehydrogena-
sen.

5. Cysteinabhdingige Dehydrogenasen und
Proteasen

Tabelle 2 fasst die Vielfalt der Mechanismen zusammen,
die dem Cystein zur Katalyse der Oxidation und Reduktion
von NADPH zur Verfiigung stehen. Wihrend GR zwei
redoxaktive Cysteine enthilt, die NADPH durch Hydrid-
transfer auf FAD mit anschlieBender Ubertragung zweier
Elektronen auf das Disulfid oxidieren, oxidiert Npx NADH
durch Hydridtransfer auf eine Sulfensdure iiber FAD. Im
Unterschied dazu enthélt die Cystein-Dehydrogenase Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase ~ (GAPDH)  ein
Cystein, das die Hydridiibertragung von Aldehyd auf NAD*
erleichtert. Die Alkoholdehydrogenase (ADH) aus mensch-
licher Leber weist ein Zink-Cystein-Zentrum auf, das den
reversiblen Hydridtransfer von Ethanol auf NAD® vermittelt,
ohne dass Cystein oder Zink ihre Oxidationsstufen dndern.
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5.1. Thioetherbildung und Spaltung von C-H- und C-N-
Bindungen

GAPDH aus Sédugermuskel katalysiert die Oxidation und
anschliefende Phosphorylierung von Aldehyden zu Acyl-
phosphaten unter Reduktion von NAD*' zu NADH. Thr
katalytischer Zyklus umfasst einen essenziellen Hydridiiber-
tragungsschritt, der einen aktivierten Aldehyd als Substrat
benétigt. Im aktiven Zentrum des Enzyms befindet sich ein
Cystein (Cys 149), das den Aldehyd angreift und dabei einen
aktivierten“, hochreaktiven intermedidren tetravalenten
Thioether bildet (Schema 7). Ein Hydrid-Ion wird dann auf

fo) _ o
(lé ( ? F(\C¢o PO, /lcl;\
R/( \H _— H/IC\H ‘T S/ A» R OPO32_
S
S- H_* S_
* *

Schema 7. Cystein-katalysierte Dehydrierung. Dehydrogenasen verwen-
den Cystein zur Bildung eines tetravalenten Thioethers, der einen
Hydridtransfer erméglicht. Ein dhnlicher Mechanismus findet sich in
Cysteinproteasen.®l

NAD'" iibertragen, sodass im aktiven Zentrum ein Thioester
entsteht. Dieser wird durch nucleophilen Angriff des Phos-
phats unter Bildung eines Phosphorsédureesters und Rege-
neration des Cysteins im aktiven Zentrum gespalten. Bemer-
kenswerterweise agiert Cystein in diesem Redoxzyklus als
Nucleophil und nimmt nicht direkt am Redoxmechanismus
teil. Es erleichtert lediglich die Hydridabstraktion vom
Aldehyd durch Bildung des tetravalenten Thioether-Inter-
mediats. Verwandte Enzyme wie ALDH folgen einem &dhn-
lichen Redoxmechanismus. Diese Enzyme werden durch
oxidierende Agentien wie reaktive Schwefelspezies™ und
Peroxynitrit® sowie durch Zinkionen gehemmt, was die
Bedeutung des reduzierten und ,,metallfreien” Zustandes des
Cysteins im aktiven Zentrum unterstreicht.®¥
Interessanterweise ist der intermedidre Thioether nicht
nur fiir Dehydrogenasen charakteristisch, sondern findet sich
auch in einer weiteren Klasse von funktionell géinzlich
unterschiedlichen Enzymen, nédmlich den Cysteinproteasen
wie Papain, Cathepsin B und menschlichen Caspasen (eine
umfassende Ubersicht iiber diese Proteasen findet sich bei

Tabelle 2: Mechanismen der Hydridiibertragung unter Beteiligung von Cystein im aktiven Zentrum.

Enzym aktives Zentrum

Glutathiondisulfidreduktase
(GR)
Thioredoxinreduktase (TrxR)

Cystein

Cystein, Seleno-

Redoxmechanismus

Zweielektronentransfer von FADH, auf Disulfid,
dann Hydridtransfer von NADPH auf FAD® fid)
Selenylsulfid-Thiol-Austausch unter Disulfidbildung, dann weiter wie

Oxidationsstufen

—2 (Thiol), =1 (Disul-

—2 (Thiol, Selenol), —1

cystein bei GRP* ™1 (Disulfid, Selenylsulfid)
NADH-Peroxidase (Npx) Cystein Hydridtransfer von NADH auf Cysteinsulfensiure tiber FAD*! —2 (Thiol), O (Sulfens-
dure)
Glyceraldehyd-3-phosphat- Cystein nucleophiler Angriff des Thiolats an Carbonylfunktion des Aldehyds ~ —2 (Thiolat, Thioether,
Dehydrogenase (GAPDH) erleichtert Hydridtransfer von Aldehyd auf NADP* B4 Thioester)

Alkoholdehydrogenase (ADH) Zink-Cystein-Kom-

Koordination des Ethanols an Zink erleichtert

—2 (Thiol), 42 (Zink)

plex (reversiblen) Hydridtransfer auf NAD(P)*
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Brocklehurst et al.”®). Anstelle der Carbonylfunktion eines
Aldehyds greift das nucleophile Thiolat des Cysteins der
Protease das Carbonyl des Amids im Substrat an. Der
tetraedrische Thioether, der dabei gebildet wird, eliminiert
dann ein Amin, RNH™ (im Unterschied zu H™ im Falle von
GAPDH), was zur Bildung eines intermedidren Acyl-Enzym-
Thioesters fiihrt, der anschlieBend unter Freisetzung der
Carbonsdure und Regeneration des freien Enzyms hydroly-
siert wird.

In Cysteinproteasen ist das Cystein nicht direkt an einem
Redoxprozess beteiligt, und Zinkionen sind starke Inhibito-
ren dieser Enzyme.®™ Im Unterschied dazu sind zahlreiche
andere Proteasen und Dehydrogenasen nur dann aktiv, wenn
Zink fest an Cysteine im aktiven Zentrum gebunden ist.

5.2. Zur Rolle der Zink-Schwefel-Koordination bei der Spaltung
von C-H- und C-N-Bindungen

ADH aus Sidugern ist ein wichtiges dimeres 80-kDa-
Enzym, das unter alkalischen Bedingungen die Oxidation von
Ethanol zu Acetaldehyd katalysiert und dabei NAD" zu
NADH reduziert (bei niedrigerem pH-Wert katalysiert das
Enzym die Oxidation von NADH in Gegenwart von Alde-
hyd®"). Es ist essenziell fiir die menschliche Alkoholtoleranz,
und Hemmer des Enzyms wurden zur Behandlung von
Alkoholismus eingesetzt. Jede der beiden Untereinheiten
des Enzyms hat eine Bindestelle fiir NAD* und zwei Binde-
stellen fiir Zn?*. Nur eines der Zinkionen ist direkt an der
Katalyse beteiligt; es wird von Cys46, His67, Cys174 und
einem austauschbaren Wassermolekiil koordiniert, das iiber
eine Wasserstoffbriicke mit Ser48 verbunden ist. Das andere
Zinkion hat als Teil eines ZnCys,-Zentrums eine struktur-
bildende Funktion. Aus der Kristallstruktur der ADH aus
menschlicher Leber®™ wurde deutlich, dass im aktiven
terndren Komplex aus Enzym, NAD* und Alkohol die
Hydroxygruppe des Ethanols durch eine Inner-Sphere-Koor-
dination an Zink bindet, wobei die Seitenketten von Ser48
und Phe 93 den Alkohol effektiv in eine Position bringen, die
die Hydridiibertragung vom Alkohol auf NAD® erleich-
tert.””) Wihrend der Hydridiibertragung (die zur Oxidation
des Ethanols und zur Reduktion von NAD? fiihrt) #ndern
weder die Cysteinliganden noch die Zinkionen im aktiven
Zentrum ihre Oxidationsstufen. ADH ist jedoch empfindlich
gegen Cysteinoxidation, die zur Freisetzung der Zinkionen
und zum Verlust der Enzymaktivitit fiihrt.®>%8

Proteasen konnen — ebenso wie die Dehydrogenasen —
Cystein entweder direkt als katalytischen Rest oder indirekt
als Liganden fiir ein katalytisch aktives Zinkion einsetzen.
Matrixmetalloproteasen (MMPs) sind Beispiele fiir zinkab-
héngige Endopeptidasen, die sowohl in Pflanzen als auch
Invertebraten und Vertebraten vorkommen. Cystein fungiert
hier in regulatorischer Weise als Ligand des katalytisch
aktiven Zinkions. In der aktiven Form des Enzyms ist das
Zink an drei hochkonservierte Histidinreste koordiniert, dazu
existiert eine freie Koordinationsstelle fiir das Substratpeptid.
Im inaktiven Propeptid jedoch ist diese vierte Koordinations-
stelle von einem hochkonservierten Cysteinrest belegt, der
sich in einem Abschnitt befindet, der das aktive Zentrum

Angew. Chem. 2003, 115, 4890 — 4907

www.angewandte.de

Angewandte

verdeckt und durch proteolytische Aktivierung des Enzyms
abgespalten wird.'"”)

Auch die Inhibitoren der MMPs, die ,.tissue inhibitors of
metalloproteinases“ (TIMPs) — Peptide von etwa 20 kDa -,
enthalten zahlreiche konservierte Cysteinreste (zwolf im
Falle von TIMP-1 und TIMP-2). Sie sind nicht nur fiir die
strukturelle Integritit essenziell, sondern auch direkt an der
Hemmung der MMPs beteiligt. Laut Kristallstruktur des
Komplexes aus menschlichem Stromelysin-1 (MMP-3) und
menschlichem TIMP-1 befindet sich ein solcher Cysteinrest
nahe dem aktiven Zentrum von MMP-3.10U

6. Vom Schwefel zum Selen — Ahnlichkeiten und
Unterschiede

Die Bedeutung des Selens in der Biologie erfihrt derzeit
ein betrichtliches Interesse, wie mehrere Ubersichten bele-
gen.[+19710] Eg st hier nicht beabsichtigt, eine umfassende
Ubersicht iiber die Rolle des Selens in der Biologie zu geben,
sondern vielmehr einen Blick auf die Redoxchemie der
selenhaltigen Aminoséduren zu werfen sowie auf ihre Redox-
mechanismen, Oxidationsstufen und Metallbindungseigen-
schaften in Proteinen im Vergleich zu Cystein und Methionin.

6.1. Natiirliches Vorkommen von Selen in Proteinen

Das Element Selen befindet sich im Periodensystem
unterhalb des Schwefels, sodass groBe Ahnlichkeiten zwi-
schen diesen Elementen (aber auch klare Unterschiede) in
ihrer Chemie und Biochemie bestehen. Selen kommt in der
Erdkruste etwa um vier Gré3enordnungen seltener vor als
Schwefel, was sich auch im Vorkommen in biologischen
Systemen widerspiegelt. Wihrend Schwefel im menschlichen
Korper in dhnlichen Mengen wie Kalium vorkommt (140 g im
Erwachsenen), ist Selen ein Spurenelement, von dem einige
Milligramm vorhanden sind — vornehmlich als Selenocystein,
Selenomethionin und, in weit geringerem MafBe, in Form der
metabolischen Vorstufen (z.B. GS-Se-SG, GSSeH, Seleno-
phosphat). Selenhaltige Proteine in Sdugern konnen in drei
Gruppen unterteilt werden: 1) spezifisch Selenocystein ent-
haltende Proteine; 2) Proteine, die unspezifisch eingebautes
Selenomethionin enthalten; 3) spezifisch Selen bindende
Proteine. Unter den Selenoproteinen mit bekannten Funk-
tionen befinden sich mehrere Glutathionperoxidasen, zwei
Deiodinasen, mehrere Thioredoxinreduktasen und Seleno-
phosphatsynthetase2. Eine der biologischen Funktionen von
Selenoprotein P, seine wichtige Rolle in der Verteilung von
Selen auf spezifische Gewebe, wurde kiirzlich an Knockout-
Miusen bestitigt.'*171 Selenoprotein W, ein 15-kDa-Pro-
tein, ein 18-kDa-Protein und einige weitere in silico anhand
von Nucleotidsequenzen identifizierte Selenoproteine ent-
halten Selenocystein, aber ihre Funktion ist noch nicht
vollstindig bekannt. Eine Ubersicht iiber den derzeitigen
Kenntnisstand findet sich in Lit. [4]. Der Einbau von
Selenocystein in diese Proteine bedarf einer ausgekliigelten
Translationsmaschinerie.'™ Selenomethionin wird dagegen
zufillig anstelle von Methionin in Proteine eingebaut.
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6.2. Selenocystein und Selenomethionin: Oxidationsstufen,
Redoxkatalyse und antioxidative Aktivitdt

Ein wichtiger Unterschied zwischen Selenocystein- und
Cysteinresten ist der sehr viel niedrigere pKs-Wert der
Selenolgruppe des Selenocysteins (pKs=5.2) gegeniiber der
Thiolgruppe des Cysteins (pKs = 8.3).'* Infolgedessen liegen
Selenole in selenocysteinhaltigen Proteinen bei physiologi-
schem pH-Wert iiberwiegend als Selenolate vor, wihrend
Thiole in cysteinhaltigen Proteinen normalerweise als un-
dissoziierte Thiole vorkommen. Natiirlich gibt es wichtige
Ausnahmen wie etwa NADH-Oxidase und die menschliche
Thioltransferase. Der Dissoziationsgrad einer Mutante der
Phospholipidhydroperoxid-GPx, mit Cystein statt Selenocys-
tein im aktiven Zentrum, dhnelt dem der Wildtypform.'"
Des Weiteren tritt Selenocystein hauptséchlich in den reak-
tiven Oxidationsstufen des Selenols und der Selenenséure auf
(Schema 3), und reaktive Diselenide sind im Unterschied zu
den Disulfiden noch nicht in Proteinen nachgewiesen worden.
Der Redoxzyklus der GPx dient als Beispiel fiir den
Redoxmechanismus dieser Peroxidasen: Selenocystein wird
durch Ubertragung eines Sauerstoffatoms oxidiert, gefolgt
von der Reduktion der Selenensdure durch eine Austausch-
reaktion auf Kosten zweier GSH-Aquivalente.!!

Diselenide kommen in Proteinen anscheinend nicht vor,
Selenylsulfide dagegen sind in GPx und menschlicher TrxR
enthalten. Das Redoxverhalten des Selenocysteins in diesen
Proteinen ist aus mechanistischer Sicht recht interessant. Die
Reduktion von Disulfiden kann iiber Austausch- und Elek-
troneniibertragungsreaktionen verlaufen (siche Abschnitt 2).
Prinzipiell wire somit vorstellbar, dass das Selenylsulfid in
der menschlichen TrxR durch Elektronentransfer von
FADH, reduziert wird (das in menschlicher TrxR gebildete
Disulfid wird im Anschluss durch Zweielektronen-Ubertra-
gung reduziert). Tatséchlich aber wird in menschlicher TrxR
kein Elektronentransfer zum Selenylsulfid beobachtet; viel-
mehr verlduft die Reduktion iiber einen aufwindigeren
Mechanismus (Schema 2): Das Selenylsulfid wird zunéchst
in einer Austauschreaktion durch Cystein und das resultie-
rende Disulfid durch Elektronentransfer reduziert. Fiir
Cystein iibliche Redoxmechanismen wie Elektronentransfer,
Hydridiibertragung und radikalische Reaktionen sind fiir das
Selenocystein in Proteinen bisher nicht beobachtet worden.

Dass Selenol, Selenylsulfid und Selenensdure in Seleno-
proteinen vorkommen, heif3t nicht, dass andere Oxidations-
stufen des Selens in vivo prinzipiell nicht vorliegen konnen.
Das Redoxpotential von Selenocystein/Selenocystin liegt bei
—488 mV (Abbildung 2), was darauf hindeutet, dass Disele-
nidbildung unter physiologischen Redoxbedingungen durch-
aus moglich wire. Allerdings finden sich in wenigen Pro-
teinen zwei Selenocysteinreste in einer fiir die Diselenid-
bildung hinreichenden Néhe zueinander (eine der moglichen
Ausnahmen ist Selenoprotein P, das bis zu zehn Selenocys-
teinreste enthilt). Im Selenmetabolismus taucht eine Reihe
weiterer Oxidationsstufen des Selens auf: Selenit (SeO5*")
wird schrittweise durch GSH zu H,Se reduziert und bildet
letztlich Selenophosphat. An diesem Prozess sind unter-
schiedliche Selenverbindungen mit Se-Oxidationsstufen zwi-
schen +4 und -2 beteiligt. Wahrend der Ausscheidung von
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iberschiissigem H,Se entsteht auch eine trivalente Sele-
noniumverbindung, ndmlich Trimethylselenonium, das mit
dem Urin ausgeschieden wird. Obgleich iiber eine Funktion
in Protein-Mechanismen nichts bekannt ist, konnten auch
Spezies wie Seleninsduren, die in Gegenwart von Zinkthiolat-
Zentren Redoxaktivitdt entfalten, unter physiologischen
Bedingungen existieren.[”®!

Wihrend Selenocystein spezifisch in Proteine eingebaut
wird,"">!"3] kommt Selenomethionin in Proteinen je nach
Selenomethioninzufuhr offenbar zufillig anstelle von
Methionin vor. Wie Methionin ist auch Selenomethionin
leicht zum entsprechenden Selenoxid oxidierbar." Anders
als Methioninsulfoxid jedoch, das zur Reduktion eine Sulf-
oxidreduktase benotigt (siche Abschnitt 3.3), wird das Sele-
nomethionin-Selenoxid nichtenzymatisch durch zwei Aqui-
valente GSH reduziert.'"” Selenomethionin kénnte demnach
als eine Barriere gegen permanente oxidative Schidigung in
Proteinen dienen, denn die Hinfilhrung einer oxidativen
Belastung an eine Position, an der der Schaden repariert
werden kann, ist gegeniiber Stellen mit nichtreparierbarer
Schidigung, die proteolytischen Abbau erfordern, von Vor-
teil. Ob eine solche Strategie in vivo in nennenswertem
Umfang realisiert ist, wird noch diskutiert.!®!

Diese Eigenschaft des Selenoxids wird auch in effektiven
synthetischen Antioxidantien wie Ebselen genutzt, die die
Glutathionperoxidaseaktivitit nachahmen.'"”! ~ Wihrend
Selenole hiufig zu ,,Sackgassen“-Diseleniden oxidiert
werden, konnen Dialkyl-, Diaryl- und Alkylarylselenide
keine Diselenide bilden. Sie gehoren zu den besten Redox-
katalysatoren mit Peroxidaseaktivitdt und werden in ihrer
Aktivitit lediglich von Diaryltelluriden iibertroffen 1181201
Eine Ubersicht iiber das schnell wachsende Gebiet seleno-
organischer Verbindungen mit katalytischer Aktivitidt als
Mimetika von Selenoproteinen findet sich in Lit. [121].

Eine weitere Familie von selenocysteinhaltigen Proteinen
sind die Deiodinasen, die am Thyroxinmetabolismus beteiligt
sind (Ubersicht in Lit. [122]). Dabei spielt in vivo vermutlich
eine ungewohnliche nucleophile Substitution am Iodatom
eines Aryliodids eine Rolle (Reaktion (13) in Schema 1).*"]
Das Selenolat des Selenocysteins im aktiven Zentrum
(SeCys-Se™) greift als Nucleophil ein Iodatom am 3,3',5,5'-
Tetraiod-L-thyronin (d.h. am Prohormon L-Thyroxin) an.
Dabei wird ein oxidiertes Selenenyliodid-Intermediat
(SeCys-Se-I) gebildet und das reduzierte aromatische
Hormon 3,3',5-Triiod-L-thyronin protoniert und freigesetzt.
Die reduzierte Form des Selenocysteins wird durch Reduk-
tion mit Dithiolen wiederhergestellt, die wiederum zu Disul-
fiden oxidiert werden. Interessant ist ein Vergleich mit von
Glutathiontransferasen katalysierten S-Konjugationen: Wih-
rend in den Deiodinasen Selenocystein ein Halogenatom
angreift und der (reduzierte) aromatische Ring die Abgangs-
gruppe ist, greift das Cystein in GSTs den Ring an, und das
reduzierte Halogenid wirkt als Abgangsgruppe.

6.3. Selen und Metall-Bindung

Bindungen zu Metallen einzugehen, ist eine gingige
Eigenschaft von Cysteinresten, und so konnte auch eine
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Anzahl von Metall-Selen-Zentren in Proteinen erwartet
werden. Uberraschenderweise ist dies nicht der Fall: Nur in
einigen wenigen Selenoproteinen wurden Beispiele fiir
Selenocystein-Metall-Komplexe beobachtet, in denen das
Selenocystein zudem unerwarteterweise eher harte und
mittlere als weiche Schwermetallionen koordiniert. Eine
Selen-Molybdédn-Bindung wurde in der Formiatdehydro-
genase aus E. coli™ und eine Selen-Wolfram-Bindung in
der Formiatdehydrogenase aus Desulfovibrio gigas identifi-
ziert.'™ Selenocystein ist fiir die Formiatdehydrogenaseak-
tivitdat zwar essenziell, die Rolle des Selens in diesen Pro-
teinen ist aber unklar. Der Genus Desulfovibrio enthilt in
Form eines Selen-Nickel-Zentrums in Nickel-(Eisen-Schwe-
fel)-Selen-Hydrogenasen ebenfalls ein Metall mittlerer Pola-
risierbarkeit, das an Selen koordiniert."*! Mithilfe gentech-
nischer Untersuchungen an Azurin, das statt eines Cystein-
einen Selenocysteinliganden fiir Kupfer enthélt, konnte
nachgewiesen werden, dass Selen in Proteinen durchaus an
weiche Metallzentren binden kann.'””! Der Nachweis einer
solchen Selen-Kupfer-Bindung in vivo steht allerdings noch
aus. Eine Bindung von Metallen an Selenensduren oder
Selenomethionin ist zwar chemisch moglich, in Proteinen
aber noch nicht beobachtet worden.

Die Daten zur Metall-Bindung durch Selenocystein ver-
deutlichen die Diskrepanz zwischen chemisch Moglichem
und biochemisch Realisiertem. Selenverbindungen in ,,unge-
wohnlichen” Oxidationsstufen und Metall-Selen-Wechselwir-
kungen werden Gegenstand kiinftiger Untersuchungen sein.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Wir haben hier die komplexe Biochemie von Cystein,
Methionin, Selenocystein und Selenomethionin skizziert und
biologische Beispiele unter dem Aspekt der Redoxchemie
vorgestellt. Cystein wird bei der Proteinbiosynthese als eine
der 21 proteinogenen Aminosduren in Sidugern eingebaut
(mit Selenocystein als der 21. Aminosiure).l%1% Eine Reihe
posttranslationaler Modifikationen bewirkt, dass diese eine
Aminosdure in Form von etwa zehn unterschiedlichen
Spezies mit jeweils einzigartigen chemischen und biochemi-
schen Eigenschaften vorkommt. Cystein ist somit ein duf3erst
vielfiltiger Aminosdurebaustein in Proteinen.

Wiéhrend redoxaktive Metallionen in der Biologie Elek-
tronen, NAD(P)H Hydridionen und Oxoanionen Sauerstoff
iibertragen, FAD Hydrid- oder Elektroneniibertrdger ist und
Tyrosin Radikale bildet, ist Cystein an allen diesen und noch
weiteren Redoxreaktionen beteiligt, z.B. am Long-Range-
Elektronen- und Short-Range-Wasserstofftransfer sowie an
Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen. Es existiert in der Biologie
vermutlich keine andere chemische Verbindung, die in derart
vielen unterschiedlichen Oxidationsstufen vorkommt, derart
viele posttranslationale Proteinseitenketten-Modifikationen
und gleichermaf3en viele Redoxreaktionswege ermoglicht, eine
solche Vielzahl spezifischer Metallbindezentren erzeugt und so
mannigfaltige biologische Funktionen ausiibt wie das ,,Redox-
Chamaleon Schwefel in der Aminosdure Cystein.

Auch die biologische Redoxchemie des Methionins
gewinnt an Bedeutung, seit unterschiedliche Oxidationsstu-
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fen des Schwefels und eine Sulfoxidreduktase nachgewiesen
sowie Methionin-Metall-Bindungen in Proteinen postuliert
wurden.

Neuere Entwicklungen im Bereich der Genomanalyse
und der Bioinformatik haben zur Aufklirung von Genom-
sequenzen gefiihrt, die die Entdeckung neuer schwefel- und
selenhaltiger Proteine ermdglichen. Auf dhnliche Weise wird
die Proteomik die Entdeckung neuer posttranslationaler
Modifikationen erleichtern. Unsere Forschung zur natiirli-
chen Regulation von Proteinstruktur und -funktion durch
Ocxidationsstufen steckt noch in den Anfingen; die in diesem
Aufsatz dargestellten neueren Entwicklungen weisen auf
mogliche, bislang nicht identifizierte Reaktionswege und
-mechanismen hin, die in der Zelle ablaufen konnten. So
hat sich bei der Untersuchung der Oxidationsstufen des
Schwefels herausgestellt, dass unter physiologischen Bedin-
gungen Disulfid-S-oxide entstehen konnen. Diese oxidieren-
den Spezies konnen, zusétzlich zu ihren eigenen Reaktions-
wegen, durch Reduktion ,,aktiviert“ werden und hochreak-
tive Sulfensduren bilden. Derzeitige Untersuchungen des
Schwefel-Redoxmetabolismus deuten darauf hin, dass
mehrere Schwefel-Redoxkaskaden in der Zelle existieren,
die Proteinaktivitdten und Signalwege beeinflussen.

FEin weiteres Thema ist die mogliche Metall-Bindung
durch Sulfen- und Sulfinsduren und deren potenzielle Bedeu-
tung fiir Proteinfunktionen. Interessanterweise ist im aktiven
Zentrum von SoxAX, einem Cytochrom vom c-Typ aus
Rhodovulum sulfidophilum, kiirzlich das erste Him-koordi-
nierte Cysteinpersulfid identifiziert worden, was neue Ein-
sichten zum bakteriellen Schwefelzyklus liefert."®! Es wird
erwartet, dass noch weitere posttranslationale Schwefelmo-
difikationen aufgedeckt werden. Zugleich kénnen syntheti-
sche Enzymmimetika im rationalen Wirkstoff-Design von
Nutzen sein, wie sich am Beispiel von Organochalkogen-
GPx-Mimetika zeigt, die in der Therapie der zerebralen
Ischimie eingesetzt werden,™ und anhand vielversprechen-
der Leitstrukturen aus elektrochemischen und anderen In-
vitro-Experimenten sowie Zellkulturversuchen im Zusam-
menhang mit Krebs und Demenz.[* 12"
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