
Bioanorganische Chemie
DOI: 10.1002/ange.200802366

Carboxylatverbr�ckte Zweikernzentren in Oxygenasen:
Dieisen, Dimangan oder doch besser heterozweikernig?
Arne Roth und Winfried Plass*

Bioanorganische Chemie · Eisen · Enzyme · Mangan ·
Metalloproteine

Carboxylatverbr�ckte Dieisenzentren sind ein in der Natur
weit verbreitetes Strukturmotiv, und die entsprechenden
Enzyme katalysieren ein breites Spektrum wichtiger Stoff-
wechselprozesse. Eine hochinteressante Familie von Dieisen-
proteinen zeichnet sich durch ein auff"lliges Sekund"rstruk-
turmotiv aus: Das zweikernige Zentrum ist zwischen einem
B�ndel von vier a-Helices lokalisiert (Vier-Helix-B�ndel-
Proteine), die �ber koordinierende Aminos"urereste (Histi-
dinreste und Carboxylatgruppen von Glutamat- oder Aspar-
tatresten) f�r die Bindung der Metallionen sorgen, welche
�ber Carboxylatgruppen und/oder Oxoliganden (Wassermo-
lek�le, Hydroxo- oder Oxoionen) miteinander verbr�ckt
sind. Zu dieser Proteinfamilie z"hlen verschiedene Enzyme,
die trotz ihrer "hnlich strukturierten Metallzentren sehr un-
terschiedliche biologische Prozesse katalysieren; dabei ba-
sieren diese verschiedenen Prozesse in den meisten F"llen
jedoch auf einer gemeinsamen Reaktivit"t der Enzyme gegen
molekularen Sauerstoff, der an den zweikernigen Metallzen-
tren aktiviert und reduziert wird. Faszinierende und intensiv
untersuchte Mitglieder dieser Familie sind die l5slichen Me-
thanmonooxygenasen (sMMO),[1] die l5slichen Fetts"urede-
saturasen[2] und die Ribonucleotid-Reduktasen (RNR)
(Schema 1).[3]

Aufgrund der gemeinsamen Reaktivit"t gegen Sauerstoff,
verbunden mit der hochkonservierten Struktur des zweiker-
nigen Metallzentrums und dessen Proteinumgebung von vier
a-Helices, wird f�r diese Enzymfamilie ein gemeinsamer
evolution"rer Ursprung in Form einer primitiven Oxidase
vermutet. Die Aufgabe dieser urspr�nglichen Oxidase k5nnte
gewesen sein, Organismen durch schnelle und zuverl"ssige
Reduktion von Sauerstoff vor dem oxidativen Stress zu
sch�tzen, der mit dem <bergang zu einer oxidierenden At-
mosph"re vor etwa 2.5 Milliarden Jahren einherging. Diese
Hypothese wurde unl"ngst durch ein Experiment untermau-
ert, bei dem durch eine einzelne Punktmutation in einer l5s-
lichen Desaturase ein Verlust der Desaturaseaktivit"t bei

gleichzeitiger Zunahme der Oxidaseaktivit"t erreicht werden
konnte.[4]

In j�ngster Zeit wurden bakterielle Enzyme charakteri-
siert, die zwar Mitglieder dieser Proteinfamilie sind, sich je-
doch von ihren prominenten Verwandten in verschiedenen
Punkten deutlich unterscheiden. Dabei handelt es sich um die
Ribonucleotid-Reduktase von Chlamydia trachomatis[5] und
die N-Oxygenase AurF von Streptomyces thioluteus.[6] Eine
offene Frage ist hierbei die nach der Identit"t der aktiven
zweikernigen Metallzentren, wobei sowohl die beiden ho-
mometallischen Varianten als auch die heterometallische
Eisen/Mangan-Variante diskutiert werden. Aus bioanorgani-
scher Sicht ergibt sich die spannende Frage nach der Reak-
tivit"t der jeweiligen zweikernigen Metallzentren.

Nach heutigem Kenntnisstand wird die Desoxygenierung
von Ribo- zu Desoxyribonucleotiden in allen Ribonucleotid-
Reduktasen �ber die H-Abstraktion am Substrat durch ein
Thiylradikal eines Cysteinrestes im aktiven Zentrum einge-
leitet.[3] Abh"ngig von der Art des zur Erzeugung dieses
Schl�sselradikals verwendeten Metallcofaktors werden Ri-
bonucleotid-Reduktasen in drei Klassen unterteilt: W"hrend
in Ribonucleotid-Reduktasen der Klassen II und III die Ra-
dikalbildung durch ein Cobalamin bzw. einen {Fe4S4}-Cluster
erfolgt, wird in Ribonucleotid-Reduktasen der Klasse I ein
carboxylatverbr�cktes Dieisenzentrum gefunden.

Ribonucleotid-Reduktasen der Klasse I sind Addukte aus
einer R1-Untereinheit mit der Substratbindungsstelle und
einer das Metallzentrum beherbergenden R2-Untereinheit.
Das Enzym wird durch Reaktion von Disauerstoff mit dem
reduzierten {FeII

2}-Zentrum aktiviert, wobei als Produkt der
Aktivierung eine kurzlebige gemischtvalente {FeIIIFeIV}-Spe-
zies (Intermediat X) angenommen wird (Abbildung 1 a), die
in der Lage ist, in unmittelbarer Nachbarschaft des Metall-

Schema 1. Aktive Dieisenzentren. Links: Protein R2 einer Ribonucleo-
tid-Reduktase (RNR); rechts: Hydroxylase einer l2slichen Methanmo-
nooxygenase (sMMOH).
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zentrums ein langlebiges Tyrosylradikal zu erzeugen. <ber
eine komplexe Elektronentransferkette wird der Radikal-
charakter des Tyrosinrestes auf einen Cysteinrest nahe der
Substratbindungsstelle im aktiven Zentrum �bertragen und
die eigentliche enzymatische Reaktion gestartet.

Der Tyrosinrest spielt daher eine entscheidende Rolle f�r
die Funktion der Ribonucleotid-Reduktasen der Klasse I und
ist in den untersuchten Systemen hochkonserviert, weshalb er
bis vor wenigen Jahren als essenziell f�r die Funktionsf"hig-
keit von Ribonucleotid-Reduktasen der Klasse I angesehen
wurde, zumal in Mutationsexperimenten eine Substitution
des Tyrosinrestes durch andere Aminos"urereste zu einer
kompletten Desaktivierung f�hrt.[7] J�ngere Studien an pa-
thogenen Bakterien der Gattung Chlamydia haben jedoch
gezeigt, dass es alternative Wege der initialen Radikalbildung
und der <bertragung des Radikalcharakters vom Metallzen-
trum zur Substratbindungsstelle geben muss. Aus Genomse-
quenzierungen verschiedener Vertreter dieser Gattung ist
bekannt, dass diese Spezies ausschließlich Ribonucleotid-
Reduktasen der Klasse I enthalten – allerdings fehlt im Un-
terschied zu den bisher bekannten Systemen der Tyrosinrest.
Stattdessen enth"lt die Struktur der Ribonucleotid-Reduk-
tase R2-Untereinheit von C. trachomatis im Kristall an der
entsprechenden Position einen Phenylalaninrest; obwohl
dieser kein ausreichend stabiles Radikal bilden kann,[5] sind
diese alternativen Ribonucleotid-Reduktasen aktiv (Abbil-
dung 2).[8]

Erste Studien zur Arbeitsweise dieser neuen Untergruppe
der Ribonucleotid-Reduktasen der Klasse I ergaben, dass
eine gemischtvalente Spezies "hnlich dem Intermediat X
(Abbildung 1a) vorliegt, die daher zun"chst einem {FeIIIFeIV}-
Zentrum zugeordnet wurde.[5, 9] Aufgrund der Analogie des
Elektronentransferpfads zwischen der R2- und der R1-Un-
tereinheit mit dem in konventionellen Ribonucleotid-Re-
duktasen der Klasse I wurde postuliert, dass dieses ge-
mischtvalente Metallzentrum die Rolle des Tyrosylradikals
�bernimmt, in <bereinstimmung mit der deutlich verl"nger-

ten Lebensdauer des Intermediats X. Dieser scheinbare
Mangel k5nnte den Chlamydiae als intrazellul"ren Parasiten
sogar einen entscheidenden evolution"ren Vorteil verschaf-
fen, da mit dem Tyrosylradikal ein wichtiger Angriffspunkt
f�r Stickstoffmonoxid (NO) fehlt, das im Rahmen der Ab-
wehrreaktion des Wirts gebildet wird. Diese Vermutung wird
durch den Befund gest�tzt, dass die gleiche Ribonucleotid-
Reduktase-R2-Untereinheit in einer Reihe weiterer intra-
zellul"rer Pathogene gefunden wurde.[5]

In zwei unabh"ngigen Studien konnte j�ngst nachgewie-
sen werden, dass nicht, wie urspr�nglich angenommen, ein
Dieisenzentrum, sondern ein heterozweikerniges {MnFe}-
Zentrum vorliegt.[10,11] Die maximale Enzymaktivit"t wurde
f�r ein Mn/Fe-Verh"ltnis von 1:1 und eine Gesamtmenge von
etwa zwei Metallatomen pro Protein beobachtet.[10] Basie-
rend auf den Ergebnissen dieser Studien und den Kenntnissen
�ber den allgemeinen Arbeitsmechanismus von Ribonucleo-
tid-Reduktasen der Klasse I ist ein Ablauf der enzymatischen
Reaktion von Chlamydia-Ribonucleotid-Reduktase wie in
Abbildung 1b gezeigt denkbar. Die hierbei postulierten
Oxidationsstufen des heterozweikernigen {MnFe}-Zentrums
konnten eindrucksvoll durch EPR- und M5ßbauer-spektro-
skopische Studien belegt werden. Als aktive Spezies wird ein
dem Intermediat X analoges {MnIVFeIII}-Zentrum vermutet.
Diese Studien haben auch gezeigt, dass bei weitergehender
Reduktion der aktiven Spezies die Elektronen�bertragung
am Manganion des Metallzentrums stattfindet, das dann in
der {MnIIIFeIII}-Form vorliegt. Dar�ber hinaus gelang auch
der Nachweis eines vorangehenden Intermediats bei der
Aktivierung mit Disauerstoff, das ein oxidiertes {MnIVFeIV}-
Zentrum enth"lt.[12] Die Bildung einer derartigen hochoxi-
dierten Spezies wird f�r konventionelle Ribonucleotid-Re-
duktasen der Klasse I ebenso angenommen wie f�r verwandte
Dieisenproteine wie MMOH und Fetts"uredesaturasen
({FeIV

2}, Intermediat Q in Abbildung 1d).
Zwar ist die Vorstellung eines Mechanismus auf Basis

eines heterozweikernigen {MnFe}-Zentrums (Abbildung 1b)
allgemein akzeptiert, allerdings gibt es Unterschiede in der
Interpretation der Reaktivit"tsabstufung. Diese beziehen sich
auf eine – wenn auch geringe – Restaktivit"t der ebenfalls

Abbildung 1. Reaktionsmechanismen verschiedener zweikerniger Oxy-
genasen: a) RNR R2 aus E. coli, b) RNR R2 aus C. trachomatis, c) AurF
aus S. thioluteus, d) sMMOH. Stabile Produktzust=nde sind gr9n un-
terlegt. PCET = protonengekoppelter Elektronentransfer zwischen den
Untereinheiten R1 und R2, M = Fe oder Mn.

Abbildung 2. Aktives zweikerniges Zentrum der RNR-R2-Untereinheit
von C. trachomatis ; grau C, rot O, blau N. His123, Asp226 und Trp61
sind Teil des vorgeschlagenen Radikal9bertragungspfads zur R1-Unter-
einheit. Mn/Fe-Zuordnung zu A und B siehe Text.
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m5glichen konventionellen Dieisenform des Enzyms. In
Anbetracht der Besonderheit dieser neuen Gruppe von Ri-
bonucleotid-Reduktasen der Klasse I (Verzicht auf den Ty-
rosinrest am Beginn der Elektronentransferkette) ist es je-
doch plausibel, dass sich auch das Metallzentrum entspre-
chend seiner dadurch erweiterten Aufgabe als stabiler Radi-
kaltr"ger vom R2-Metallzentrum konventioneller Ribonu-
cleotid-Reduktasen unterscheiden muss. Die Einf�hrung
eines Manganions ist also eine Anpassung an ver"nderte
Anforderungen, weshalb es sehr wahrscheinlich ist, dass al-
lein diese Form aktiv ist.

Ein zweites in diesem Zusammenhang interessantes En-
zym ist die N-Oxygenase AurF, die ebenfalls zur großen Fa-
milie der Vier-Helix-B�ndel-Proteine geh5rt und die N-
Oxygenierung von p-Aminobenzoes"ure zu p-Nitrobenzoe-
s"ure in der Biosynthese des Nitroaryl-substituierten Meta-
boliten Aureothin im Bakterium S. thioluteus katalysiert
(Schema 2).[13] In den bislang publizierten Studien erfolgten
die In-vitro-Aktivit"tstests an isoliertem AurF mit H2O2 als
Oxidationsmittel, das Enzym nutzt unter nativen Bedingung
jedoch sehr wahrscheinlich molekularen Sauerstoff f�r die
Oxygenierung.[14]

Phnlich wie bei der R2-Untereinheit der Chlamydia-Ri-
bonucleotid-Reduktase wurde auch bei der N-Oxygenase
AurF von S. thioluteus aufgrund von Sequenzhomologien
vermutet, dass es sich bei dieser neuen Klasse von N-Oxy-
genasen um ein carboxylatverbr�cktes Dieisenprotein hand-
le.[15] Interessanterweise lassen EPR-Studien zwar auf die
Pr"senz einer heterometallischen {MnFe}-Spezies schließen,
was jedoch von den Autoren auf Kontamination durch
Manganionen im Medium zur�ckgef�hrt wurde.

Die k�rzlich erfolgte Aufkl"rung der dreidimensionalen
Struktur von AurF gibt der Diskussion eine neue Wen-
dung.[6,14] Gem"ß seiner Struktur geh5rt AurF der Familie der
Vier-Helix-B�ndel-Proteine an. Damit wurde die vermutete
Verwandtschaft mit Dieisenenzymen zwar best"tigt, eine
n"here Betrachtung des zweikernigen Zentrums von AurF
macht jedoch wichtige Unterschiede deutlich (Abbildung 3):
So wurde gefunden, dass die Aspartatreste (Asp135 und
Asp226), die als Teil des Metall bindenden Motivs vorge-
schlagen wurden, nicht nahe genug an den Metallzentren
positioniert sind, um an der Komplexierung mitzuwirken.
Stattdessen enth"lt AurF in der Koordinationssph"re eines
der beiden Metallionen einen zweiten Histidinrest, was eine
koordinationschemische Besonderheit von AurF innerhalb
der Vier-Helix-B�ndel-Proteine ist, in denen gew5hnlich nur
jeweils ein Histidinrest pro Metallion koordiniert.

Eine weitere Besonderheit offenbart AurF in Bezug auf
die Identit"t der Metallzentren. Entgegen der bisherigen

Annahme konnten Hertweck et al. durch anomale Dispersi-
onseffekte bei der R5ntgenbeugung nachweisen, dass das
zweikernige Zentrum aus zwei Manganionen besteht, wobei
allerdings ein Eisengehalt von etwa 15% bestimmt wurde. In
<bereinstimmung hiermit sind auch weitere Befunde der
Autoren, die f�r eine bevorzugte Bindung von Mangan ge-
gen�ber Eisen durch das Protein sprechen. Die Spezifit"t des
Proteins f�r Mangan wird auf den zus"tzlichen Histidinrest
zur�ckgef�hrt. Dar�ber hinaus deuten erste EPR-Messungen
darauf hin, dass eine Manganspezies an der enzymatischen
Reaktion beteiligt ist, da das manganspezifische Signal eine
signifikante Ver"nderung bei der Reaktion mit H2O2 durch-
l"uft.[14]

Die Spezifit"t von AurF f�r Mangan ist erstaunlich, da es
f�r die relevanten Bindungstaschen aus koordinationsche-
mischer Sicht keine offenkundige Pr"ferenz f�r eines der
beiden Metallionen geben sollte. Hierf�r sprechen auch Be-
obachtungen, dass es beispielsweise bei einer bakteriellen
Ribonucleotid-Reduktase m5glich ist, sowohl Eisen als auch
Mangan einzubauen, wobei die Dimangan-Variante aller-
dings keine Aktivit"t aufweist.[16] Eine m5gliche Erkl"rung
f�r die Mn-Spezifit"t k5nnte in der Differenzierung der bei-
den Metallionen in einem fr�heren Stadium des Proteinauf-
baus, der spezifischen Proteinfaltung, liegen.[17] Interessan-
terweise findet man auch f�r bekannte Dimangan-Enzyme –
eine Katalase aus Lactobacillus plantarum[18] und Argina-
sen,[19] die jedoch andere Reaktionen katalysieren – eine
carboxylatreiche Bindungstasche, in der jedoch die beiden
Manganionen jeweils lediglich durch einen Histidinrest ko-
ordiniert werden. Dies legt die Frage nahe, inwieweit der
zus"tzliche Histidinrest im aktiven Zentrum der N-Oxyge-
nase AurF die Elementspezifit"t reguliert oder doch eher die
funktionale Variation hin zur Aktivierung von Disauerstoff
unterst�tzt.

Aus den "hnlichen spektroskopischen Eigenschaften von
RNR R2 von C. trachomatis und der N-Oxygenase AurF von
S. thioluteus haben nun Krebs et al. geschlossen, dass auch
AurF ein heterozweikerniges {MnFe}-Zentrum aufweisen

Schema 2. N-Oxygenierung von p-Aminobenzoes=ure durch AurF in
der Biosynthese von Aureothin.

Abbildung 3. Aktives zweikerniges Zentrum der N-Oxygenase AurF von
S. thioluteus; grau C, rot O, blau N. Asp135, Asp226, Trp35 und Arg38
sind Teil eines m2glichen PCET-Pfades. Mn/Fe-Zuordnung zu A und B
siehe Text.
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sollte.[20] Der aus dieser Analogie folgende Reaktionsablauf
f�r die N-Oxygenase AurF ist in Abbildung 1 c gezeigt. Dabei
wird durch Aktivierung mit Disauerstoff aus der {MnIIFeII}-
Spezies wahrscheinlich ein {MnIVFeIV}-Intermediat gebildet,
wie es auch im Falle der R2-Untereinheit von C. trachomatis
beobachtet wird (Abbildung 1 b). Dieses {MnIVFeIV}-Inter-
mediat k5nnte das Substrat in einem Zweielektronenschritt
oxidieren, was zu einem {MnIIIFeIII}-Zentrum f�hrt. In Ana-
logie zu bakteriellen Mehrkomponenten-Monooxygenasen
k5nnte dieser wieder in seine {MnIIFeII}-Form �berf�hrt
werden. Die von Herdtweck et al. beobachtete katalytische
Aktivit"t in Gegenwart von H2O2 k5nnte an der direkten
Oxidation des {MnIIIFeIII}-Zentrums unter Bildung des akti-
ven {MnIVFeIV}-Intermediates liegen. Dieser so genannte
Shunt-Pfad wird auch f�r Monooxygenasen wie sMMO oder
P450 gefunden. Außer den mechanistischen Aspekten k5nnte
der Vorschlag eines heterozweikernigen {MnFe}-Zentrums
auch den von Hertweck et al. nachgewiesenen Eisengehalt in
den Proben erkl"ren.

Nimmt man die Ergebnisse zusammen, kann man sogar
versuchen, die Metallionen dem heterozweikernigen Zen-
trum in den Kristallstrukturen der RNR R2 von C. tracho-
matis und der N-Oxygenase AurF von S. thioluteus zuzuord-
nen; in beiden F"llen sollte die Position A dem Mangan- und
die Position B dem Eisenion entsprechen (siehe Abbildun-
gen 2 und 3). Im Falle der RNR R2 ist dies konsistent mit dem
beobachteten ausschließlichen Wechsel der Oxidationsstufe
f�r das Manganion ({MnIVFeIII},{MnIIIFeIII}) im aktiven
Zustand und der r"umlichen N"he dieser Position zur Elek-
tronentransferkette (Asp226 und Trp61). Bei AurF k5nnte
der zweite Histidinrest den koordinationschemischen Unter-
schied im f�r die Aktivierung von Disauerstoff vorgeschla-
genen {MnIIFeII}-Zentrum machen. Dar�ber hinaus spricht
der Vergleich mit den Strukturen carboxylatverbr�ckter Di-
eisenzentren anderer Enzyme f�r das Vorliegen eines
{MnIIIFeIII}-Zentrums in RNR R2 und AurF, da in den redu-
zierten Dieisenenyzmen mit zweiwertigen Metallionen – an-
ders als bei RNR R2 und AurF – in der Regel eine reine
Carboxylatverbr�ckung vorzufinden ist.

Auf der Basis ihrer Hypothese eines heterozweikernigen
Metallzentrums haben Krebs et al. in neueren Datenbank-
eintr"gen sieben weitere Proteine mit noch unbekannter
Funktion gefunden, die entsprechend konservierte Amino-
s"urereste enthalten.[20] Dies umfasst nicht nur die direkte
Bindungstasche der beiden Metallionen (His139, His223,
His230, Glu101, Glu136, Glu196 und Glu227), sondern auch
aus anderen Systemen bekannte Partner f�r Wasserstoffbr�-
cken (Asp226, Asp135, Trp35 und Arg38). Der zweite Fund
ist bemerkenswert, da er einem typischen Strukturmotiv einer
Elektronentransferkette der Klasse-I-Ribonucleotid-Reduk-
tasen entspricht. Hierbei ist auch der an der Proteinoberfl"-
che lokalisierte Argininrest (bis auf einen Fall, in dem ein
Glutaminrest gefunden wird) hoch konserviert. Das legt die
Vermutung nahe, dass diese auf der gegen�berliegenden Seite
des Substratkanals befindliche Sequenz an der Elektronen-
transferkette zur reduktiven R�ckbildung des {MnIIFeII}-
Ausgangszustands (siehe Abbildung 1c) beteiligt ist.

Aufgrund der Sequenzenhomologie von AurF mit sieben
weiteren Proteinen postulierten Krebs et al. AurF aus S.
thioluteus als das erste Mitglied einer neuen Familie von
Mangan/Eisen-Oxygenasen.[20] Man darf gespannt sein, wel-
che konkreten Funktionen die verwandten Proteine haben
und wie viele weitere Mitglieder dieser Familie noch gefun-
den werden. Mit Sicherheit werden die vorgestellten Arbei-
ten die Suche nach geeigneten heterozweikernigen Modellen
stimulieren und interessante neue Aspekte zur Reaktivit"t
zweikerniger Enzyme zu Tage f5rdern.
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