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Trotz rascher Fortschritte in der Strukturbiologie und in der
Computerchemie bleibt eine der ganz großen Herausforde-
rungen des Protein-Engineering das rationale Design von
funktionalen Proteinstrukturen, zu dem das Design von syn-
thetischen Modellverbindungen und De-novo-Peptiden ge-
h�rt.[1] Das Modellieren des aktiven Zentrums ist bei Metal-
loenzymen schwieriger als bei Nicht-Metalloenzymen, denn
um die gew�nschte Funktion beizubehalten, m�ssen die in-
dividuellen Metall-Koordinationsgeometrien und -Oxida-
tionsstufen ber�cksichtigt werden.[2] K�rzlich wurden ele-
gante De-novo-Synthesen von H�m- und Nichth�m-Protei-
nen mit symmetrisch koordiniertem aktivem Zentrum be-
schrieben.[3,4] Dagegen wurden Metalloenzyme mit asymme-
trischem Koordinationszentrum noch kaum nachgeahmt,
auch nicht durch den Einsatz von Modellverbindungen. Nun
jedoch haben Lu und Mitarbeiter �ber das wohldurchdachte
Design eines Metallzentrums mit den strukturellen und
funktionellen Eigenschaften eines nativen Metalloenzyms
berichtet.[5] Ein Metalloprotein als Molek�ltemplat f�r me-
chanistische Untersuchungen von Reaktionen zu nehmen, die
von anderen Metalloenzymen katalysiert werden, ist in der
bioanorganischen Chemie ein vielversprechender Ansatz.

Ihr Zielprotein NOR (Stickstoffmonoxid-Reduktase)
katalysiert im bakteriellen Denitrifizierungssystem die
Zweielektronenreduktion von NO zu N2O.[6] Die dreidimen-
sionale NOR-Struktur ist zwar noch unbekannt, spektrosko-
pische und genetische Untersuchungen an nativen NORs er-
gaben aber, dass die NOR strukturell stark den H�m-Kupfer-
Oxidasen (HCOs) �hnelt. Allerdings tr�gt die NOR im akti-
ven Zentrum nicht das bei den HCOs �bliche Cu(His)3-
Zentrum, sondern einen einzigartigen Fe(His)3-Nichth�m-
Komplex.[6, 7] Durch fr�here genetische Untersuchungen an
NORs ist bekannt, dass deren aktives Zentrum einen invari-
anten Glutamatrest aufweist, der bei HCOs nicht vor-
kommt[8, 9] und der f�r die Enzymaktivit�t entscheidend ist.
Allerdings konnte aus NOR-Modellkomplexen[10, 11] noch
keine besondere und spezifische Funktion dieses Glutamat-

rests abgeleitet werden, weil die Modellierung der asymme-
trischen Koordinationssph�re ein komplizierteres Design er-
fordert. Das Modellieren der NOR ist somit schwieriger als
das der aktiven Metallzentren von typischen H�m- und
Nichth�m-Proteinen. Lu und Mitarbeiter w�hlten daf�r einen
halbsynthetischen Ansatz mit Myoglobin (Mb).

Der distale Histidinrest im aktiven Zentrum von Mb
(His64) ist �ber eine H-Br�cken-Wechselwirkung am Ein-
fangen von O2 beteiligt[12] und war bereits als Kandidat f�r
einen Liganden in einem Nichth�m-Eisenzentrum-Modell
identifiziert worden. Aus dem Vergleich der Strukturen von
Mb und der Cytochrom-c-Oxidase (eine HOC) wurde gefol-
gert, dass die His64 benachbarten Reste Leu29 und Phe43
durch Histidinreste ersetzt werden k�nnten, um so zu einem
Fe(His)3-Zentrum zu gelangen (Abbildung 1). In dieser Mi-
nimalstruktur wurde an Position 68 ein Glutamatrest einge-
f�gt. Die daraus folgende Dreifachmutante L29H/F43H/
V68E-Mb (FeBMb) repr�sentierte das Modellger�st f�r die
NOR. Aus Eisen(II)-Titrationsexperimenten und der hoch-
aufgel�sten Kristallstruktur von FeBMb mit gebundenem FeII

(FeII-FeBMb) wurde dann abgeleitet, dass der konservierte
Glutamatrest wahrscheinlich durch eine einz�hnige Ligation
die Bindung des Eisenatoms an das aktive Zentrum stabili-
siert (Abbildung 2a). In den EPR- und elektrochemischen
Eigenschaften ist FeII-FeBMb nahezu identisch mit nativer
NOR. Gaschromatographie/Massenspektrometrie best�tigte
die Aktivit�t von FeII-FeBMb in der NO-Reduktion. Aller-
dings wurde nur sehr wenig N2O produziert. Der Mechanis-
mus der Reaktion wurde durch Vergleichen mit anderen Mb-
Kompositen (z. B. Wildtyp- und Glu-freie FeBMbs) unter-
sucht. Aus den Studien ging hervor, dass der Glutamatrest
und die drei Histidinreste sowohl f�r die Eisenbindung als
auch f�r die NO-Reduktion entscheidend sind.

Abbildung 1. a) Das H�m-Kupfer-Zentrum der Cytochrom-c-Oxidase.[7]

b) Die f�r die Konstruktion des Nichth�m-Zentrums einer NOR auszutau-
schenden Reste im aktiven Zentrum von Wildtyp-Mb (PDB ID: 2MBW).
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Dieses Beispiel eines rationalen Proteindesigns unter-
streicht die große Bedeutung von ortsspezifischer Mutage-
nese kombiniert mit Computertechniken. Ein anderer Aspekt
der Arbeit war die Auslotung von Mb als Ger�stprotein und
den damit verbundenen Vorteilen. Wildtyp-Mb und Mb-
Mutanten k�nnen mit dem Escherichia-coli-Expressionssys-
tem in hohen Ausbeuten hergestellt werden. Seit 1958 mit der
ersten dreidimensionalen Struktur von Mb zum ersten Mal
�berhaupt die Struktur eines Metalloproteins gel�st worden
ist, wurden mehr als 300 unter verschiedenen Bedingungen
ermittelte Mb- und Mb-Mutantenstrukturen beschrie-
ben.[13,14] Das Mb-Ger�st toleriert unterschiedliche Struktu-
ren im aktiven Zentrum und verschiedene Cofaktoren. So
ersetzten Watanabe et al. die normale Mb-Funktion als Sau-
erstofftr�ger durch die Funktionen anderer H�mproteine,
zum Beispiel die der Peroxidase oder Peroxygenase. Daf�r
wurde die Position von His64 ver�ndert.[15] Anhand von
Kristallstrukturen der Mutanten (Abbildung 2 b) wurden die
jeweiligen Reaktionsmechanismen diskutiert. Die Bildung
von Verbindung I ließ sich bei den Mb-Mutanten sogar
spektroskopisch beobachten.[16] Auch der H�m-Cofaktor von
Mb wurde durch synthetische Cofaktoren ersetzt, zum Bei-
spiel durch Schiff-Base-Komplexe unterschiedlicher Metal-
lionen (Abbildung 2c).[17, 18] Die Kristallstrukturen zeigen nur
sehr geringe Abweichungen von der Wildtyp-Mb-Gesamt-
struktur. Daher ist das Mb-Ger�st perfekt f�r den Einbau
einer zus�tzlichen Metallbindungsstelle direkt �ber dem H�m
geeignet. Metallliganden mit komplexen Strukturen k�nnen
somit f�r dieses System synthetisiert und leicht eingebaut
werden. Durch Protein-Engineering stellten Lu und Mitar-
beiter auch ein kupferhaltiges, dem Zentrum der Cytochrom-
c-Oxidase �hnliches aktives Zentrum von Mb her.[19]

Mit ihrer neuen Strategie gelang Lu und Mitarbeitern die
Herstellung von Modellen nat�rlicher Metalloproteine, die
nur schwer in hoher Ausbeute zu gewinnen sind und deren
Kristallstruktur noch nicht aufgekl�rt ist. Diese Methode ist
h�chst vielversprechend, um komplizierte funktionale Me-
tallzentren zu erhalten, die durch chemische Synthese
schwierig herzustellen sind. Nicht nur aus der Notwendigkeit
heraus, Enzymreaktion von nativen Metalloenzymen grund-
legend verstehen zu lernen, sondern auch im Hinblick auf
neue biokatalytische Anwendungen finden die Ergebnisse
bereits ein großes Interesse. Sie er�ffnen der bioanorgani-
schen Chemie neue, spannende M�glichkeiten.
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Abbildung 2. Vergleich von a) FeII-FeBMb, b) F43H/H64L Mb und c) Chrom(II)-(N,N’-bis(3-methylsalicyliden)-1,2-phenylendiamin)·apo-(A71G Mb).
Die jeweiligen Kristallstrukturen stammen von den PDB IDs 3K9Z, 1OFK bzw. 1J3F.
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