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Eins ist zu wenig, drei sind zuviel: Oxidation von Methan

an Dikupferzentren**
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Die Aktivierung reaktionstriger C-H-Bindungen unter
milden Bedingungen ist ein reges Forschungsgebiet, gerade
auch im Hinblick auf die globale Rohstoffverknappung. In
diesem Zusammenhang werden auch die Vorteile des ein-
fachsten Kohlenwasserstoffs Methan als Ausgangsverbindung
fiir chemische Prozesse verstdndlich: Die Funktionalisierung
dieses C;-Bausteins wiirde auch die Erdgasvorkommen als
Synthesevorstufen fiir wichtige Chemikalien erschlieBen.
Weil aber Methan wegen seiner starken C-H-Bindungen
(104 kcalmol ) schwieriger zu oxidieren ist als alle anderen
Kohlenwasserstoffe, sind giangige industrielle Verfahren, die
Methan in nutzbare Produkte umwandeln, durch einen
ibermiBigen Energiebedarf und mangelnde Selektivitdten
belastet.!"

Es geht aber auch anders, ndmlich in den natiirlichen
Methan-Monooxygenasen: Diese Enzyme sind fiir die meta-
bolische Umwandlung von CH, in bestimmten Bakterien
zustidndig, die Methan als primédre Energiequelle und als
Grundstoff fiir die Biosynthese nutzen. Zwei Enzymarten,
l6sliche (soluble methane monooxygenase, sMMO) und
membrangebundene Methan-Monooxygenase (particulate
methane monooxygenase, pMMO), oxidieren CH, bei Um-
gebungstemperatur und -druck selektiv zu CH;OH. Im akti-
ven Zentrum der gut untersuchten sMMO bindet ein Di-
eisencluster ein Disauerstoffmolekiil und aktiviert es fiir die
Zweielektronenoxidation. In ausfiihrlichen bioanorganischen
Forschungen iiber mehrere Jahrzehnte hat sich ein moglicher
Mechanismus der sSMMO-Katalyse herauskristallisiert.”!

Hingegen hat das Transmembranprotein pMMO die Ge-
heimnisse seiner Struktur und Reaktivitdt bis jetzt nicht
preisgegeben. Ein Kupferion wurde als wichtigster Cofaktor
dieses Metalloenzyms vermutet, seine Aufgabe in pMMO lief3
sich aber nicht ergriinden. So fiihrten Messungen zum Kup-
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fergehalt von pMMO und zur Oxidationsaktivitit ,,pro Kup-
ferion“ zu unterschiedlichen Ergebnissen.’! Zur Zusammen-
setzung des aktiven Zentrums von pMMO konzentriert man
sich auf drei Hypothesen: Der Elektronentransfer und die
katalytische Reaktivitdt beruhen auf 1) wenigstens einem,
vielleicht aber auch mehreren Trikupferclustern,”® 2) einem
Dieisenzentrum™ oder 3) einem Dikupferzentrum.

Nach der Veroffentlichung der ersten Rontgen-Struktur-
analyse fiir das Enzym (Abbildung 1) durch Rosenzweig und
Lieberman erhielt die zuletzt genannte Version den Vorzug.”
Dieses bahnbrechende Resultat warf aber seinerseits viele
neue Fragen auf. Ist das Dikupferzentrum auch wirklich das
katalytisch aktive Zentrum ? Auf welche Weise kann solch ein
Cluster Methan oxidieren? Ein einzelnes Kupferzentrum, das
in der ersten Rontgenstrukturanalyse gefunden worden war,
fehlte in einer zweiten Strukturbestimmung fiir pMMO aus
einer anderen Spezies.®! Erfiillt dieses Kupferzentrum iiber-
haupt eine Funktion? In einer dritten Position war das
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Abbildung 1. Die Struktur von pMMO aus M. capsulatus (Bath). L&sli-
che Dominen der Untereinheit B sowie Teile von Transmembranregio-
nen der Untereinheiten B (blau), A (blassgriin) und C (blassblau) sind
gezeigt. Studien an rekombinanten Proteinen, die nur aus den 16sli-
chen Dominen spmoBd1 (rot) und/oder spmoBd2 (gelb) bestehen,
weisen das Dikupferzentrum als das aktive Zentrum von pMMO aus.
PDB-Nummer: TYEW.
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Zinkion aus der ersten Strukturbestimmung in der zweiten
durch ein Kupferion ersetzt: Ist dies das aktive Zentrum ?

Bei genauerer Betrachtung spiegelten die Reste an der
»Zink“-Position das Bindungsmotiv fiir Dieisenzentren in
Eisen-Monooxygenasen wider (einschlieBlich sMMO). Eini-
ge Forscher schlossen daher, dass im Zuge von Reinigung
oder Kristallisation ein aktives Dieisenzentrum aus dieser
Stelle entfernt worden war. Weiterhin entsprach eine An-
sammlung hydrophiler Reste in einer Transmembrandoméne
recht gut einer Trikupfercluster bindenden Stelle (Abbil-
dung 1).*" Die fehlende Aktivitit der kristallisierten Pro-
teine gab weiteren Anlass, daran zu zweifeln, dass die Ront-
genstrukturanalysen die Cofaktoren von pMMO getreu wie-
dergeben.

All diese Probleme verlangten nach einem neuen Lo-
sungsansatz, wie ihn aktuelle Resultate aus Amy Rosen-
zweigs Gruppe liefern.”) Sie nutzten rekombinante DNA, um
in E. coli modifiziertes pmoB-Protein aus Methylococcus
capsulatus (Bath) zu exprimieren; in dieser 16sungsmittelex-
ponierten Untereinheit des Enzyms befinden sich die ein- und
zweikernigen Kupferzentren. Der Austausch der beiden
membrandurchdringenden Helices in der vollstdndigen Un-
tereinheit gegen eine kurze Aminosiduresequenz macht die
rekombinanten Proteine ohne Detergenszusatz 16slich
(spmoB). Durch diesen Ansatz gelang es, einen Aspekt des
Ritsels um pMMO herauszustellen und getrennt zu be-
trachten.

Struktur und Reaktivitdt der mit Kupfer beladenen re-
kombinanten Proteine wurden untersucht. Rekombinantes
spmoB bindet durchschnittlich drei Kupferionen, wie auf-
grund der Kristallstruktur des vollstindigen Enzyms zu ver-
muten war. Wie fiir das vollstindige EnzymP°! ergaben
Rontgenabsorptionsspektroskopie- und EXAFS-Analysen
(extended X-ray absorption fine structure) einen kleinen Cu-
Cu-Abstand — und somit einen sicheren Hinweis auf ein Di-
kupferzentrum. Mithilfe der rekombinanten DNA fiir die
Untereinheit konnten auch Mutagenesestudien ausgefiihrt
werden, die mit dem vollstandigen Enzym gescheitert waren.
Nach Mutationen an einer der drei bindenden Histidinposi-
tionen am Dikupferzentrum (Abbildung 2) war die Kupfer-
ionenaufnahme durch das Protein verringert, und die zuge-
horigen EXAFS-Daten lieferten keinerlei Hinweise mehr auf
eine Kupfer-Kupfer-Wechselwirkung,!

Cu-Cu=26A
(257 A, EXAFS)

Abbildung 2. Links: das aktive Dikupferzentrum von pMMO in einer
Réntgenstrukturanalyse mit niedriger Auflosung (PDB-Nummer:
1YEW). Rechts: ein gemischtvalenter Cu'-Cu"-bis (u-oxo)-Komplex, der
in der Hydroxylierung von Methan aktiv ist (aus Rechnungen von Yo-
shizawa und Mitarbeitern('%).
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Was aber am wichtigsten ist: spmoB mit drei Kupferionen
oxidiert Methan — anders als die spmoBd2-Doméne, die keine
Metallbindestellen enthélt, oder spmoB, in dem zwei Reste
am Dikupferzentrum durch Alanin ersetzt waren. Eine Mu-
tation der Aminosédureliganden des einkernigen Kupferzen-
trums senkt die Reaktivitit, ohne sie aber ganz zum Erliegen
zu bringen. Diese Ergebnisse fithren unweigerlich zu zwei
Schliissen: 1) Die Aktivitdt von pMMO wird durch die pmoB-
Untereinheit getragen und ist folglich nicht mit den vorge-
schlagenen Bindestellen fiir Dieisen- oder Trikupfercluster in
Verbindung zu bringen, und 2) ein Dikupferzentrum bewirkt
die katalytische Oxidation von Methan.

Die Giiltigkeit dieser Experimente mit der rekombinan-
ten Untereinheit fiir das Verhalten des gesamten Enzyms
wurde durch elegante Studien mit unbehandeltem isoliertem
pMMO bestitigt. Wurden alle Metallionen durch Zusatz von
Cyanid aus dem Membranenzym entfernt, so war keinerlei
Aktivitit zu verzeichnen. Die anschlieBende Titration solcher
Apo-pMMO-Proben mit einer Kupferlosung stellte 90 % der
Aktivitit in der Methanoxidation nach Zugabe von 3 Aqui-
valenten Kupfer (pro pMMO-Promotor) wieder her. Weite-
rer Kupferzusatz fithrt zur Inhibierung von pMMO; folglich
sind keine zusétzlichen Kupferzentren (wie etwa Trikupfer-
cluster) fiir die Aktivitit erforderlich. Auch die Zugabe von
Eisen — alleine oder in Kombination mit Kupfer — verliech dem
Protein keine Oxidationswirkung.

Diese Experimente scheinen alle alternativen Hypothe-
sen iiber das aktive Zentrum von pMMO zu widerlegen. Die
minimale Eisenaufnahme und das Fehlen jeglicher Aktivitat
in isoliertem pMMO oder rekombinanten Proteinen nach
dem Rekonstituieren mit Eisen schlieBen einen Dieisenclus-
ter als aktives Zentrum aus. Und die Tatsache, dass die ma-
ximale Aktivitit fiir pMMO mit drei Kupferionen erreicht ist
(die sich gemd EXAFS-Studien auf ein einkerniges und ein
zweikerniges Kupferzentrum verteilen), spricht gegen das
Vorliegen eines oder mehrerer Trikupfercluster im Enzym.
Das rekombinante Protein gibt die pMMO-Aktivitdt nicht
exakt wieder — die Methanoxidation ist deutlich langsamer als
im vollstdndigen Enzym —, aber eine signifikante Beteiligung
weiterer Metallzentren an den Vorgingen in pMMO (Kata-
lyse oder Elektronentransfer) erscheint mit den Ergebnissen
der Metalltitrationen unvereinbar.

Zusammenfassend ist das aktive Zentrum von pMMO
also ein Dikupferzentrum (Abbildung2). Nach dieser Er-
kenntnis steht man aber vor der nichsten kniffligen Frage:
Wie kann ein Dikupferzentrum Methan zu Methanol oxi-
dieren? Studien mit dem pMMO-Enzym lieferten nur wenige
Einblicke in den Mechanismus dieses Prozesses. Nachdem
pMMO aber in experimenteller und vor allem in theoreti-
scher Hinsicht stiarker untersucht worden ist, liegen bereits
mogliche Erkldrungsvorschldge vor. Rechnungen von Yo-
shizawa und Mitarbeitern ergaben, dass die um ein Elektron
reduzierte Cu"Cu™(u-(0),)-Gruppe stirker oxidierend wirkt
als eine entsprechende symmetrische Cu™,(pu-(O),)- oder eine
Peroxo-Gruppe Cu",(0,?") — und hinreichend stark, um die
C-H-Bindung von Methan zu spalten (Figure 2).% Auch
Chan und Mitarbeiter ziehen ein solches gemischtvalentes
Dikupfermotiv fiir die Methanoxidation in Betracht, aller-
dings als Teil einer Trikupfereinheit.”>"! In einer spektro-
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skopischen und theoretischen Studie zu dem kupferhaltigen
Zeolith CuZSM-5, der Methan oxidiert, identifizierten So-
lomon, Schoonheydt und Mitarbeiter eine einfache Cu™-O-
Cu'-Einheit als aktives Oxygenierungsmittel.'”’ Ahnlich wie
es Rechnungen zu pMMO andeuten, soll das Oxodikup-
fer(II)-Zentrum im Zeolith iiber Sauerstoffradikal-Charakter
verfiigen und dadurch zur Abspaltung eines Wasserstoff-
atoms von Methan befihigt sein (Schema 1).

3,

s o’ ~cu!
' CH,

Cu”/x .
Cul

Cu-ZSM-5

Schema 1. Berechneter Ubergangszustand fiir die Methanoxidation an
Oxodikupfer(ll)-Zentren im CuZSM-5-Zeolith.'? Kommen entspre-
chende Intermediate auch fiir das katalytische Dikupferzentrum von
pMMO infrage? Und wenn ja, wie entstehen sie im enzymatischen
Kupfer(l)-Disauerstoff-System?

Gemischtvalente Oxodikupfer(ILIII)- sollten ebenso wie
einfache Oxodikupfer(IT)-Zentren als mogliche aktive Zen-
tren in Methan oxidierenden Enzymen in Erwégung gezogen
werden. Die ersten wurden unter den synthetischen Cu,O,-
Modellverbindungen identifiziert oder isoliert,'*!314 wih-
rend fiir die zweiten zwar Vorbilder existieren,!"” aber noch
keine griindlichen Untersuchungen. In einigen Berichten
tiber kupfervermittelte Oxidationen an starken Kohlenwas-
serstoffbindungen wird gemutmaft, dass die Reaktivitit erst
durch die Reduktion einer Cu,O,-Einheit zu einem ge-
mischtvalenten Cu"'Cu'"-System erzeugt wird.'” Dies wirft
wiederum weitere Fragen auf: Wie kann sich ein Dikupfer-
zentrum durch Reaktion mit Disauerstoff und Reduktion in
eine Methan oxidierende Einheit umwandeln? Und woher
stammen die benotigten Elektronendquivalente: von anderen
Kupferzentren oder vielleicht von benachbarten Aminosiu-
ren?[!")

Die Ergebnisse von Rosenzweigs Arbeitsgruppe scheinen
die Suche nach dem aktiven Zentrum in pMMO zu beenden.
Bis zu einem umfassenden Verstdndnis der kupfervermittel-

ten Methanoxidation sind aber noch viele Fragen zu beant-
worten.
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