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ssSchnappschiisse von Strukturen entlang der
Reaktionswege von Nicht-Ham-Eisenenzymen**
Joseph P. Emerson, Erik R. Farquhar und Lawrence Que, Jr.*

Disauerstoff und andere reaktive Sauerstoffspezies reagie-
ren auf verschiedenste Weise mit biologischen Nicht-Ham-
Eisenzentren. Trotz vieler kinetischer und spektroskopischer
Untersuchungen zu den Wechselwirkungen von Eisen mit
Disauerstoff und dhnlichen reduzierten Sauerstoffspezies!'!
gibt es nur wenige Beispiele mit detaillierten Strukturdaten
fir die koordinationschemischen Aspekte der Reaktionen
von Disauerstoffspezies mit einkernigen Nicht-Ham-Eisen-
komplexen. Veroffentlichungen von Katona et al.”! sowie von
Kovaleva und Lipscomb! in Science fiigten nun sechs weitere
erstaunliche Spezies hinzu, die aus den Wechselwirkungen
von O, oder H,O, und aktiven Nicht-Him-Eisenzentren
hervorgehen. Durch diese biologischen Disauerstoff-Adduk-
te aus Brevibacterium-fuscum-Homoprotocatechuat-2,3-di-
oxygenase (HPCD) und der Desulfoarculus-baarsii-Super-
oxid-Reduktase (SOR) Variante E114A hat sich die Zahl der
strukturanalytisch charakterisierten Addukte von Disauer-
stoff oder reduziertem Disauerstoff an einkernige Nicht-
Héam-Eisenzentren nahezu verdoppelt, sodass wir nun eine
bessere Vorstellung davon haben, wie Disauerstoffspezies mit
biologischen Nicht-Ham-Eisenzentren wechselwirken. Fiir
diese Reaktionen von Disauerstoff und Superoxid mit Eisen
wurde ein allgemeiner Mechanismus formuliert (Abbil-
dung 1).1"

Im ersten Schritt der Disauerstoff-Aktivierung koordi-
niert O, an ein Eisen(IT)-Zentrum. Das dabei entstehende
Addukt wird normalerweise als eine Eisen(III)-Superoxo-
Spezies beschrieben,”! in der ein Elektron vom Eisenzentrum
auf die Disauerstoffeinheit iibertragen wurde. Der nichste
Schritt erfordert es, dass weitere Elektronen von einem
Substrat oder einem Cofaktor, beispielsweise a-Ketoglutarat,
Tetrahydrobiopterin oder anderen redoxaktiven Spezies, zum
gebundenen O, gelangen. Dies ermoglicht die weitere Re-
duktion der Disauerstoff-Spezies tiber die Peroxostufe und
fiihrt schlieBlich zur Spaltung der O-O-Bindung und der ge-
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Abbildung 1. Intermediate bei der O,-Aktivierung und O, *-Reduktion
an Nicht-Him-Eisenzentren. Die Umwandlung von S in S* geht mit ei-
ner Einelektroneniibertragung auf die Fe"-O,-Gruppe durch das Sub-
strat auf dem HPCD-Reaktionsweg einher.

wiinschten Oxidation des Substrats. Das gebundene Super-
oxid kann anderenfalls dissoziieren, sodass reaktive Sauer-
stoffspezies freigesetzt werden, die Biomolekiile oxidativ
schidigen konnen.”! Die Natur hat mehrere Verteidigungs-
mechanismen entwickelt, um die Lebensdauer von Superoxid
in Zellen zu minimieren. Eine solche Strategie ist die direkte
Reduktion von O, zu H,0,; dieser Vorgang wird durch die
Superoxid-Reduktase katalysiert, die in vielen anaeroben
Bakterien und Archaea entscheidend am O, *-Abbau betei-
ligt ist."™® Das einkernige Nicht-Him-Eisen(II)-Zentrum
von SOR reagiert mit Superoxid vermutlich zu einer Eisen-
(IIT)-Peroxo-Spezies, deren Protonierungszustand allerdings
noch nicht bekannt ist.["

In ihrem Science-Beitrag zum Mechanismus der O,-Ak-
tivierung durch Arenring-spaltende Dioxygenasen beschrei-
ben Kovaleva und Lipscomb eine neue Rontgenkristall-
struktur von HPCD, an dessen Eisenzentrum das Substrat-
analogon 4-Nitrocatechol (4-NC) gebunden ist.”! Der Kristall
wurde in schwach sauerstoffhaltiger Atmosphére geziichtet,
und die Struktur wurde mit einer Auflésung von 1.95 A er-
mittelt. Bemerkenswerterweise waren in jeder homotetra-
meren Packungsanordnung drei unterschiedliche Spezies zu
beobachten, die das 4-NC-gebundene Eisenzentrum in ver-
schiedenen Phasen seiner Reaktion mit O, zeigen. Anhand
der Side-on-Disauerstoff-Spezies in Untereinheit C konnte
die Elektronendichte um das 4-NC-koordinierte Metallzen-
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trum abgeschétzt werden, wihrend fiir die Untereinheiten B
und D eine Alkylperoxo-Spezies formuliert wurde, um die
Elektronendichte an den Eisenzentren zu erkliren. Schlief3-
lich gab das Produkt einer Ring6ffnung von 4-NC die Elek-
tronendichte am Eisenzentrum der Untereinheit A am besten
wieder, was eine enzymatische Umsetzung im Kristall nahe-
legt.

A) B)
H214 H214
E267 E267
H155 H155
C) D)
Indol

H49
H213 H208

D362

Abbildung 2. Strukturen aktiver Zentren der O,-Addukte verschiedener
einkerniger Nicht-Him-Eisenenzyme, die durch Réntgenkristallogra-
phie charakterisiert wurden. A) Das Side-on-O,-Addukt in Unterein-
heit C der Kristallstruktur des Komplexes aus B.-fuscum-HPCD und
dem Substrat 4-NC (2I1GA.pdb). B) Das End-on-O,-Addukt in Unterein-
heit B (eine identische Struktur ist in Untereinheit D vorhanden) des
Komplexes aus (A) (21GA.pdb), die den Angriff eines Atoms von O,
auf das 4-NC-Substrat veranschaulicht. C) Das Side-on-O,-Addukt in
der Kristallstruktur von Pseudomonas-sp.-NDO in Gegenwart eines In-
dol-Substrats (T07N.pdb). D) Das End-on-H,O,-Addukt in der Unter-
einheit B der Kristallstruktur von E114A-SOR aus D. baarsii (2)13.pdb).
Ahnliche Strukturen sind auch in den Untereinheiten C und D festzu-
stellen.

Abbildung 2 A zeigt die Spezies, die Kovaleva und Lips-
comb als Eisen-Superoxo-Spezies beschreiben. Die O-O-
Bindung in der side-on gebundenen Disauerstoff-Gruppe ist
ungefihr 1.3 A lang, und die Fe-O-Bindungslingen betragen
23-2.4 A. Auf den ersten Blick ist die O-O-Bindung so aus-
gerichtet, dass sie mit dem Kohlenstoffatom C2 von 4-NC in
Wechselwirkung treten kann. Diese in HPCD gefundene
Einheit ist unmittelbar vergleichbar mit den Fe-O,-Addukten
in vier weiteren kristallographisch charakterisierten Nicht-
Hiam-Eisenenzymen (Tabelle 1) sowie einer verwandten
Extradiol-Dioxygenase”! und drei Rieske-Dioxygenasen.[*!!
Somit konnen in Tabelle 1 kristallographisch ermittelte Bin-
dungsldngen fiir sieben verschiedene Eisen-Sauerstoff-Spe-
zies verglichen werden. Zwei Strukturen weisen end-on ge-
bundenen Disauerstoff auf, wihrend der Disauerstoff in drei
weiteren side-on gebunden ist. Da die strukturanalytisch be-
stimmten O-O-Bindungslingen zwischen 1.2 und 1.4 A
schwanken, ist eine Zuordnung der Oxidationsstufen fiir
diese O,-Addukte anhand der mé&Big aufgelosten Protein-
kristallstrukturen erschwert. Im Fall der HPCD-Struktur ist
jedoch offensichtlich, dass das gebundene 4-NC nicht planar
ist, sondern eine gefaltete Konformation einnimmt: Hier
weicht das Kohlenstoffatom C2 von 4-NC bemerkenswert von
einer sp>-Hybridisierung ab, was im Einklang mit einer Ein-
elektronenoxidation des Catecholrings zu einem Semichi-
nonring ist. Der nichtplanare Ring im gebundenen Substrat
des HPCD-(4-NC)-O,-Addukts in Untereinheit C ist ein
wichtiger Hinweis darauf, dass in diesem Komplex eine
Elektroneniibertragung von 4-NC auf O, ausgelost wurde.
Daher kann man von einem Eisen(IT)-Superoxo- oder Eisen-
(IIT)-Peroxo-Intermediat ausgehen.

Kovaleva und Lipscomb deuten dieses Disauerstoff-Ad-
dukt als Eisen(II)-Superoxo-Spezies, denn die Fe-O-Bin-
dungen sind mit etwa 2.5 A wesentlich langer als in side-on-
gebundenen O,-Addukten (Tabelle 1). Besonders der in
Abbildung 2C gezeigte (n?-O,)-Indol-Komplex der Naph-
thalin-Dioxygenase (NDO) hat viel kiirzere Fe-O-Bindungen
(durchschnittlich 1.9 A) und ist demnach als Eisen(III)-Per-

Tabelle 1: Kristallographische Daten verschiedener Eisenspezies mit Disauerstoff- oder reduzierten Disauerstoffliganden, zusammengestellt aus den

jeweiligen PDB-Dateien.?!

Enzym Untereinheit ~ PDB-Datei  Auflssung [A]  Bezeichnung r(Fe-O1)P [A]  r(Fe-O2)PI[A]  r(01-02)" [A]
HPCD"! C 2IGA 1.95 1%-0,-(4-NC)-Addukt 1 2.43 2.52 1.31
B O,-(4-NC)-Addukt 2 2.22 2.81 1.53
D O,-(4-NC)-Addukt 2 2.09 2.82 1.53
E114A SOR? B 2)13 1.95 1'-H,0,-Addukt 2.00 3.10 1.46
C 1'-H,0,-Addukt 1.97 3.08 1.47
D 1'-H,0,-Addukt 2.04 3.07 1.47
HADO"! 1YFW 2.0 1'-0,/Cl-HAA-Addukt 2.05 3.22 1.20
BPDO® A 2GBW 1.7 1%-0,-Addukt 2.30 2.35 1.21
C 1%-0,-Addukt 2.20 2.36 1.20
E 1%-0,-Addukt 2.26 2.34 1.20
CumDOP! 1WQL 2.2 1'-O,-Addukt 2.07 2.70 1.23
NDO!' 107M 1.95 1%-0,-Addukt 2.15 2.34 1.45
107N 1.4 1%-0,-Indol-Addukt 1.73 1.98 1.46
sLo 11K3 2.0 Produktkomplex 2.01 2.79 1.22

[a] Abkiirzungen: 3-Hydroxyanthranilat-3,4-dioxygenase (HADO), Biphenyl-2,3-dioxygenase (BPDO), Cumoldioxygenase (CumDO), Naphthalin-
dioxygenase (NDO), 4-Nitrocatechol (4-NC), 4-Chlor-3-hydroxyanthranilat (Cl-HAA). [b] Sdmtliche Abstinde wurden anhand der Koordinaten der

PDB-Dateien gemessen.
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oxo-Spezies zu beschreiben. Die durchschnittlichen Fe-O-
Bindungslingen der iibrigen Fe-(1’-O,)-Addukte liegen mit
2.2-2.3 A zwischen den Extremen von NDO und HPCD, was
eine Formulierung als Eisen(III)-Superoxo-Spezies nahelegt.

Die aktiven Zentren der HPCD-(4-NC)-O,-Komplexe in
den Untereinheiten B und D spiegeln schon einen spéteren
Zustand im Katalysezyklus wider. Die Eisen-Alkylperoxo-
Spezies mit einem dreizdhnigen Alkylperoxo-Ligand (Ab-
bildung 2B) wird wahrscheinlich durch die Verkniipfung der
oben beschriebenen reduzierten Disauerstoffeinheit mit dem
oxidierten Catecholring erzeugt. Die O-O-Einheit (Bin-
dungslinge 1.5 A) wird hier end-on gebunden, weshalb Ko-
valeva und Lipscomb von einer Eisen(II)-Alkylperoxo-Spe-
zies ausgehen. Das proximale Sauerstoffatom O1 verbleibt
nahe am Eisenzentrum, wihrend das distale Sauerstoffatom
02 etwa 2.8 A vom Eisenzentrum entfernt ist und an das C2-
Kohlenstoffatom von 4-NC bindet. Die einzige vergleichbare
End-on-Alkylperoxo-Spezies, die strukturanalytisch nachge-
wiesen werden konnte, wurde in einem Enzym-Produkt-
Komplex der Sojabohnen-Lipoxygenase (SLO) entdeckt und
hat eine dhnliche Fe-O1-Bindungslinge wie die im System
HPCD/4-NC/O, vermutete Alkylperoxo-Spezies, allerdings
ist die O-O-Bindung in der SLO-Struktur mit 1.2 A eigenartig
kurz.!"”

Die Arbeit von Kovaleva und Lipscomb liefert somit
einzigartige dreidimensionale ,,Schnappschiisse“ des aktiven
Zentrums von HPCD im Verlauf der Disauerstoffaktivierung.
Diese Strukturen untermauern die mechanistischen Konzepte
der Disauerstoffaktivierung durch das Substrat in Nicht-
Hiam-Eisenenzymen, die vor iiber 30 Jahren vorgeschlagen
wurden.[¥ Zusitzliche spektroskopische Untersuchungen der
kristallographisch beobachteten Intermediate sollten dazu
beitragen, einen Mechanismus fiir Arenring-spaltende Di-
oxygenasen wie HPCD zu formulieren.

Der zweite Artikel in Science beschreibt die Struktur ei-
nes H,0O,-Addukts einer varianten Superoxid-Reduktase, das
wahrscheinlich mit dem Produkt der Bindung von Superoxid
verwandt ist.”) In diesem Fall wurden jedoch auch spektro-
skopische Untersuchungen am Kristall ausgefiihrt, um den
vorgeschlagenen Mechanismus der Superoxid-Reduktion zu
erhirten.

Die Einzelheiten des SOR-Reaktionsmechanismus wur-
den auf der Grundlage von etwas unterschiedlichen Ergeb-
nissen diskutiert.!'"! So schlugen Kurtz und Mitarbeiter zu-
néchst ein Eisen(II1)-(Hydro)Peroxo-Intermediat vor, nach-
dem sie beobachtet hatten, dass aus der Reaktion von Su-
peroxid mit Eisen(II)-SOR stochiometrisch ein Chromophor
mit intensiver Absorption im sichtbaren Bereich hervorging
(Amax = 650 nm, g5 ~ 1500M 'em ™). 2002 wurde eine
Eisen(IIT)-Peroxo-Spezies, die von einer SOR-Mutante iiber
einen H,0O,-Shunt-Reaktionsweg gebildet wird, durch Elek-
tronenabsorptionsspektroskopie entdeckt und mithilfe von
EPR- und Resonanz-Raman-Spektroskopie charakteri-
siert.””! Die Beobachtung, dass sich die Resonanz-Raman-
Schwingungen bei 850 und 438 cm ™' durch Sauerstoffisoto-
penmarkierung verschoben, veranlasste die Autoren, eine
side-on gebundene Peroxoeinheit vorzuschlagen, obgleich
das entscheidende Mischisotopenexperiment zur Bestim-
mung der Bindungsart nicht beschrieben wurde.
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Die Hinweise aus den kristallographischen Studien von
Katona et al. auf die Bildung einer Eisen(III)-(Hydro)Per-
oxo-Spezies im aktiven Zentrum von SOR bieten eine bei-
spiellose Gelegenheit, die moglichen Ausrichtungen einer
end-on gebundenen Eisen-Peroxo-Spezies in diesem Enzym
zu erkennen.” Die Autoren beschreiben drei Eisen-Peroxo-
Komplexe mit verschiedenen Strukturen in drei der vier
Untereinheiten des kristallographisch untersuchten Homo-
tetramers. Beachtenswert ist, dass diese Peroxokomplexe
nach einem Wasserstoffperoxid-Shunt-Mechanismus entste-
hen (reduzierte SOR-Kristalle wurden in einer Wasserstoff-
peroxid-Losung anaerob inkubiert). Obwohl dies nicht die-
selbe Zwischenstufe sein mag, die durch Oxidation mit Su-
peroxid entsteht, zeigen die Strukturen, wie die aus O, " ge-
bildeten Peroxo-Zwischenstufen aussehen und reagieren
konnten. Alle drei Eisen-Peroxo-Spezies in der homotetra-
meren Struktur sind end-on gebunden, und ihre Fe-O1- und
Fe-02-Bindungslidngen reichen von 1.9 bis 2.0 A bzw. 3.0 bis
3.1 A; die O-O-Bindungslingen liegen bei etwa 1.4-1.5 A.
Zudem wurden verschiedene Reste identifiziert, die Wasser-
stoffbriicken zu der Eisen-Peroxo-Einheit bilden konnten.

Um die kristallographischen Ergebnisse dieser Untersu-
chung zu erweitern, entwickelten die Autoren ein Raman-
Spektrometer, mit dem sie Daten am Kristall aufnehmen
konnten. So beschreiben sie Banden bei 838 und 567 cm™, die
sich bei Sauerstoffisotopenmarkierung verschieben und die
Zuordnung als End-on-Peroxo-Eisen(I1I)-Spezies unterstiit-
zen. Die zweite, mit der v(Fe"-OOH)-Mode verkniipfte
Schwingung unterscheidet sich stark von der in der fritheren
Untersuchung bei 438 cm™' beobachteten,!'”! was die vorge-
schlagenen unterschiedlichen Bindungsarten des Peroxo-
liganden bestitigt, die schon aus Spektren von synthetischen
Eisen-Peroxo-Komplexen bekannt waren.!'*!*! Offensichtlich
werden in Losung und im Kristall unterschiedliche Peroxo-
Intermediate gebildet. Die Verbindung von Protein-Ront-
genkristallographie mit schwingungsspektroskopischen Me-
thoden ergab somit sowohl geometrische Strukturparameter
als auch Erkenntnisse {iber Oxidationsstufen, die andeuten,
wie eine Peroxospezies an das Nicht-Ham-Eisenzentrum von
SOR gebunden sein konnte.

Zusammenfassend liefern diese eleganten kristallogra-
phischen Untersuchungen von HPCD und SOR einzigartige
Strukturdaten zur Wechselwirkung von Disauerstoff und
seinen Reduktionsprodukten mit Eisenzentren im Inneren
eines Proteins. Dariiber hinaus veranschaulichen sie, welche
Informationen fortschrittliche Methoden der Proteinkristal-
lographie iiber die Wechselwirkungen von Disauerstoff mit
Nicht-Ham-Eisenzentren beitragen konnen.!'”! Diese Ergeb-
nisse ermutigen zweifellos zu weiteren Untersuchungen tiber
Disauerstoffeinheiten und ihre Koordination an Eisenzen-
tren.
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