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Wihrend in den letzten Jahrzehnten die Funktionen vieler
oxygenierender Nicht-Hédm-Eisenenzyme erfolgreich mit
molekularen Modellverbindungen nachempfunden werden
konnten,!! gibt es in der Literatur bislang kaum Berichte zu
biomimetischen Modellen fiir die Cystein-Dioxygenase
(CDO), deren Struktur seit 2006 bekannt ist.”) Das Enzym
katalysiert die Oxidation von Cystein mithilfe von moleku-
larem Sauerstoff zu Cysteinsulfinsédure, die zum Aufbau zen-
traler Stoffwechselprodukte im menschlichen Organismus
benétigt wird (Schema 1).F!
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Schema 1. Oxidation von Cystein zu Cysteinsulfinsiure, katalysiert
durch die CDO.

Im Unterschied zu anderen einkernigen Nicht-Ham-
Eisen-Dioxygenasen, deren aktive Zentren typischerweise
Eisenionen mit einer 2-Histidin-1-Carboxylat-Koordination
enthalten,'™ weist die CDO ein dreifach Histidin-gebundenes
Eisenzentrum auf.”! An dieser Einheit koordiniert das Sub-
strat Cystein iiber das Schwefelatom und das Stickstoffatom,
sodass fiir das Eisen(II)-Ion eine pentagonale Koordinati-
onssphire resultiert. Der genaue Mechanismus der Cystein-
oxidation wird noch immer kontrovers diskutiert,¥! allerdings
wird eine einleitende ,,End-on‘“-Koordination und Aktivie-
rung von Disauerstoff am Eisen(II)-Ion allgemein akzeptiert.

Bei Versuchen zur Modellierung der CDO-Funktion
durch Umsetzung von Fe"-SR-Komplexen mit O, wurde
hiufig die Bildung von Fe™-O-Fe™-Verbindungen anstelle
von oxygenierten schwefelhaltigen Spezies beobachtet.”) Im
Jahr 2010 zeigten Goldberg et al. zum ersten Mal, dass in
einer angemessenen Ligandumgebung Fe'-SR-Verbindungen
mit O, selektiv unter S-Oxygenierung reagieren konnen,
wobei die SR-Funktion in dem beschriebenen Beispiel Teil
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des verwendeten Ligandsystems (mit einem Bis(imino)pyri-
din(BIP)-Geriist) war und am Ende dreifach oxygeniert
wurde.® Folgestudien zeigten, dass unter Verwendung von
BIP auch die S-Oxidation von terminalen, nichtverhenkelten
Thiolatliganden gelingt.!! Erwidhnenswert sind dariiber
hinaus Modellstudien mit Cyclam-Eisen-Thiolat-Komplexen
und Persduren als Oxidationsmittel, die — ebenfalls 2010 —
gezeigt haben, dass ein Eisen(IV)-Oxo-Intermediat™! im
Katalysemechanismus der CDO plausibel ist.”

Wir berichten hier tiber die erfolgreiche Koordination und
Dioxygenierung eines geschiitzten Cysteinato-Liganden an
einem (His);Fe"-Analogon und damit iiber das bislang rea-
listischste biomimetische Modellsystem fiir die CDO.

Zur Simulation der (His);-Koordinationsphére am Fe-
Zentrum der CDO haben wir das gut bekannte Tris-
pyrazolylborat-Ligandsystem gewdihlt, mit dem in der Ver-
gangenheit bereits erfolgreich oxygenierende Eisenenzyme
modelliert werden konnten.’) Um eine schiitzende Reakti-
onstasche zu kreieren, wie sie auch von Enzymen genutzt
wird, und um ferner die Bildung von Fe-O-Fe-Einheiten zu
verhindern, schienen Phenylreste an den 3-Positionen der
Pyrazolateinheiten vorteilhaft. Eine geeignete Ausgangsver-
bindung stellte somit der Komplex [TpM**"FeCl] (TpMe" =
Hydridotris(3-phenyl-5-methylpyrazol-1-yl)borato)®! dar, der
gelost in Dichlormethan mit L-Cysteinethylester-Hydrochlo-
rid (L-HCysOEt-HCI) in Gegenwart von Triethylamin um-
gesetzt wurde. Nach Aufarbeitung der Reaktionsmischung
konnte der Cysteinato-Komplex [TpM**"FeCysOEt] (1) in
einer Ausbeute von 65% enantiomerenrein isoliert werden
(Schema 2).

1 kristallisiert aus CH,Cl, in der chiralen Raumgruppe
P2,, und die Molekiilstruktur ist in Abbildung 1 dargestellt.
Wie in der Struktur des Substratkomplexes der CDO™
bindet die Cysteinato-Einheit chelatisierend, sodass sich die
unmittelbaren Koordinationssphédren der Fe-Zentren in der
CDO und in 1 sehr dhneln (Abbildung 2). Das Eisen(II)-Ion
in 1 ist verzerrt trigonal-bipyramidal (7 =0.68, zum Vergleich
Tepo =0.71) von den drei N-Atomen des TpM**™Liganden
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Schema 2. Synthese von [TpM*™FeCysOEt] (1).
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Abbildung 1. Molekiilstruktur von 1 im Festkérper (alle Wasserstoff-
atome wurden zur besseren Ubersicht weggelassen). Ausgewihlte Bin-
dungslangen [A] und -winkel [°]: Fe-S 2.3122(8), Fe-N7 2.290(3), Fe-N1
2.106(2), Fe-N3 2.112(2), Fe-N5 2.275(2); S-Fe-N7 84.33(7).

sowie den Amin- und Thiolatfunktionen des an der Thiol-
einheit deprotonierten Cysteinethylesters koordiniert.

Die Fe-S- und Fe-N7-Bindungen in 1 sind mit 2.3122(3) A
und 2.290(3) A etwas linger als diejenigen im Substratkom-
plex der CDO (Fe-S 2.0202 A und Fe-N 2.0302 A).?!

Abbildung 2. Vergleich der unmittelbaren Koordinationsspharen der
Eisen-Zentren im Substratkomplex der CDO (links) und in 1 (rechts).
(Die Proteinumgebung sowie die Substituenten am Tp-Liganden
wurden zur besseren Ubersicht weggelassen.)

Versetzt man eine Losung von 1 in Dichlormethan unter
wasserfreien Bedingungen mit Disauerstoff, so kann ein
langsamer Farbwechsel von Hellgelb zu Dunkelgriin beob-
achtet werden; dabei verschwindet im UV/Vis-Spektrum eine
Bande bei 356 nm, die einem Schwefel —Eisen(II)-Charge-
Transfer-Ubergang zuzuordnen ist, innerhalb von 7.5 h. Eine
ESI-TOF-Analyse der Reaktionslosung nach 12h Riihren
zeigte einen intensiven Peak bei m/z 742.19, welcher sich dem
Natrium-Addukt des zweifach oxygenierten Komplexes,
[Fe"(TpMP"CysOEt + O,) + Na]", zuordnen ldsst (Abbil-
dung 3). Daneben konnten Peaks mit geringen Intensitdten
bei m/z 719.19 und 758.19 fiir das zweifach oxygenierte
Kation [Fe(Tp™**CysOEt+ 0,)]" selbst bzw. fiir das ent-
sprechende Kalium-Addukt [Fe'(TpM**"CysOEt + O,) + K]*
beobachtet werden. Auflerdem zeigte sich ein intensiver Peak
bei m/z 1258.38. Dieser wird vermutlich durch einen Diei-
senkomplex [Fe',(TpM*"),CysOEt + O,)] hervorgerufen, der
sich bei der O,-Umsetzung in einer Neben- oder Folgereak-
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Abbildung 3. ESI-TOF-Spektren der Umsetzung von 1 mit '*O, (oben
rechts), '*0, (unten rechts) und dem Isotopengemisch '°0,/"0,
(unten links).

tion bildet und moglicherweise einen verbriickenden dioxy-
genierten CysOEt-Liganden enthilt. Um diese Zuordnungen
zu bestitigen, wurden zudem Experimente mit '*O-angerei-
chertem Disauerstoff (99 %) durchgefiihrt. Die anschlieBen-
de Analyse der Reaktionslosung zeigte im ESI-TOF-Spek-
trum eine Verschiebung des [Fe"(Tp™“*"CysOEt+ O,) +
Na]"-Peaks um vier Masseneinheiten auf m/z 746.21, was
darauf hinweist, dass im Zuge der Umsetzung mit O, zwei O-
Atome in 1 eingebaut werden, dass also eine Dioxygenierung
stattfindet (Abbildung 3). Auch alle anderen Peaks verscho-
ben sich entsprechend um vier Masseneinheiten, wie auf-
grund der Zuordnung zu erwarten war.

Um zu bestitigen, dass hierbei beide O-Atome von ein
und demselben O,-Molekiil stammen, wurde aulerdem eine
Reaktion von 1 mit einem '%0,/'®0,-Gemisch (ca. 50:50)
durchgefiihrt. Danach wurden im ESI-TOF-Spektrum inten-
sive Peaks bei m/z 742.21 und bei 746.22 beobachtet, welche
den jeweiligen isotopenreinen zweifach oxygenierten Kom-
plexkationen  [Fe'(TpMe™CysOEt + °0'%0) + Na]* und
[Fe™(Tp™eF*CysOEt + *0'"0) + Na]" entsprechen (Abbil-
dung 3). Ein Signal fiir das Isotopolog [Fe''(TpM**CysOEt +
1500) 4 Na]" mit jeweils einem '*O- und einem *O-Atom
wurde nicht beobachtet, woraus gefolgert werden kann, dass
jeweils beide O-Atome eines O,-Molekiils auf genau ein
Komplexmolekiil iibertragen werden.

Der Verlauf der Reaktion wurde iiber '"H-NMR-Spek-
troskopie verfolgt. Die Pyrazol-4-H-Resonanz des TpMeFh-
Liganden von 1 erscheint als breites, paramagnetisch ver-
schobenes Signal bei 51 ppm. Nach der Zugabe von O, nimmt
dieses Signal zugunsten eines neuen Signals bei 54 ppm an
Intensitédt ab. Nach 8 h zeigt sich dann bereits eine deutliche
Zunahme der Produktkonzentration im Verhiltnis zum
Ausgangskomplex. Zudem ist die Bildung eines zweiten,
kleineren Produktsignals bei 57 ppm zu beobachten, das
seinen Ursprung in dem bereits erwidhnten Dieisen-Neben-
produkt haben konnte. Nach einer Reaktionszeit von 14 h
sind nur noch Signale der beiden Produkte auszumachen
(Abbildung 4).
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Abbildung 4. "H-NMR-spektroskopische Veranderungen, die sich im
Verlauf der Umsetzung von 1 (a) in [D,]Dichlormethan mit O, nach 2 h
(b), 8 h (c) und 14 h (d) ergeben.

Aus diesen Resultaten ist (im Einklang mit den ESI-TOF-
Ergebnissen) zu folgern, dass die Reaktionsprodukte am
Ende groBtenteils Fe'' enthalten, und tatsichlich zeigt ein
ESR-Spektrum der Reaktionslosung bei 77 K nur ein
schwaches Signal fiir High-spin-Fe" (g=4.3). Durch Dop-
pelintegration konnte gezeigt werden, dass die Konzentration
an Fe"'-Ionen weniger als 2% der Gesamtkonzentration an
Eisen ausmacht.

Aufgrund der Zersetzlichkeit des Hauptproduktes gelang
es nicht, Einkristalle fiir eine kristallstrukturanalytische
Charakterisierung zu ziichten.

Um zu belegen, dass die Dioxygenierung selektiv am
Cysteinato-Liganden stattfindet, wurde ein Aufarbeitungs-
verfahren fiir die Reaktionsansitze entwickelt, das am Ende
die Isolierung des Cysteinat-Teils des Reaktionsproduktes
ermoglichte. Dabei musste zwischen vier Verbindungen un-
terschieden werden: Bei selektiver Oxygenierung des Tp-Li-
ganden wird HCysOEt isoliert werden, wihrend eine selek-
tive Oxygenierung des Cysteinato-Liganden zur Sulfinsiure
fithrt. Ferner musste mit zwei weiteren Produkten gerechnet
werden, wenngleich diese nicht im Einklang mit den ESI-
TOF-Ergebnissen stehen: Eine S-S-Bindungskniipfung, wie
sie hédufig bei Koordination von Thiolaten an hochoxidierten
Metallzentren beobachtet wird, fithrt zum Disulfid (Cystin),
eine Dreifach-Oxygenierung — wie im Falle der literaturbe-
kannten Modelle®*® — zur Cysteinsiure (Schema 3).

Das 'H-NMR-Spektrum des aufgearbeiteten Reaktions-
produktes deckt sich, verglichen mit den Spektren von L-
Cysteinethylester, L-Cystinethylester, L-Cysteinsdure-Mono-
hydrat und L-Cysteinsulfinsdure (Abbildung5), am besten
mit demjenigen von L-Cysteinsulfinsdure. Naturgeméaf fiihrt
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Schema 3. Die Reaktion von [Tp"*""FeCysOEt] (1) mit O, und denkba-
re Alternativprodukte.
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Abbildung s. Vergleich des 'H-NMR-Spektrums des isolierten Oxida-
tionsproduktes (a) mit den Spektren von L-Cysteinethylester (b), L-Cy-
stinethylester (c), L-Cysteinsidure-Monohydrat (d) und L-Cysteinsulfin-
saure (e), jeweils gelost in [D,]Methanol. (Die Proben b—e wurden aus-
gehend von kiuflich erhiltlichen Substanzen hergestellt, wo nétig nach
dem Entfernen von HCl aus dem entsprechenden Hydrochlorid; das
mit * markierte Signal gehort zu restlichem Methanol.)

die Veresterung der Carbonsdurefunktion zu geringen Un-
terschieden sowie zu zwei zusétzlichen Signalen fiir die
Ethylgruppe. Die Protonen der zur Schwefeleinheit benach-
barten Methylengruppe weisen jedoch eine charakteristische
Hochfeldverschiebung auf, wie sie sonst nur bei der Cy-
steinsulfinsdure zu beobachten ist. Dies ldsst darauf schlief3en,
dass sich, wie bei einer Dioxygenaseaktivitdt analog der Cy-
stein-Dioxygenase zu erwarten, Cysteinsulfinsdureethylester
gebildet hat.

Zusammenfassend stellt 1 also das bisher realistischste
Modell fiir das aktive Zentrum der Cystein-Dioxygenase dar,
denn es erfiillt zwei wichtige Kriterien: 1) Die strukturelle
Ahnlichkeit: Der TpM**.Ligand empfindet die His;-Koordi-
nationsphire des Fe"-Zentrums hervorragend nach, und das
Cysteinsubstrat wurde lediglich durch Veresterung leicht
modifiziert. 2) Auch die Funktion wird simuliert: Die Um-
setzung mit molekularem Sauerstoff fithrt zu Dioxygenase-
aktivitét, die mit Isotopenmarkierungsexperimenten nachge-
wiesen wurde. Zukiinftige Studien werden zum Ziel haben,
weitere strukturelle Informationen zum urspriinglichen Pro-
dukt sowie mechanistische Details zugédnglich zu machen.
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