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5 Zusammenfassung 

1 Zusammenfassung 

Alle Organismen synthetisieren die für die DNA-Kettenverlängerung und Reparatur 

essentiellen Desoxyribonucleotid-triphosphate (dNTPs) mit Hilfe der Ribonucleotid-

Reduktase (RNR) (EC1.17.4.1) über einen konservierten radikalischen Mechanismus. Die RNR 

von C. ammoniagenes, kodiert durch nrdEF-Gene (nucleotide reduction), ist als 

Manganenzym mit einer 2-Struktur beschrieben. Nach heterologer Expression in 

Escherichia coli wurde jedoch ein Fe-Metallocofaktor im R2F-Protein postuliert. In dieser 

Arbeit ermöglichte die homologe Expression des nrdF-Gens zusammen mit der Entwicklung 

eines effizienten Chromatographieprozesses die Bereitstellung beliebiger Mengen des 

Zielproteins, beispielsweise für dessen Kristallisation. Das so gereinigte, native R2F war ein 

Manganprotein frei von Eisen. Es zeigte hohe enzymatische Aktivität im 

Komplementationstest (69 µmol × mg
­1

 × min
­1

) und hat ein für Tyrosylradikale (Y
•
) 

spezifisches Absorptionsmaximum bei 408 nm. Ein neu entwickelter Enzymtest ergab die 

direkte Beteiligung an der Ribonucleotidreduktion, indem 0,2 nmol 2‘-

Desoxycytidindiphosphat unter Beteiligung von 0,4 nmol Y
•
 gebildet wurde. Dieser neue Test 

erwies sich auch als geeignet für die Suche nach Inhibitoren der RNR, einem wichtigen 

Angriffspunkt für die Hemmung der Zellproliferation. Erste Hinweise auf eine Kopplung des 

Tyrosylradikals mit einem benachbarten Metallzentrum ergaben sich durch 

temperaturabhängige X- / Q-Band EPR-Studien am C. ammoniagenes-R2F. Die 

Röntgenkristallstruktur (PDB 3MJO) des R2F-Proteins zeigt, dass der Metallocofaktor aus 

einem oxo/hydroxo-verbrückten Mangandimer in einem Abstand von ~8 Å zum 

Tyrosylradikal (Y115) besteht. Dessen Oxidationszustand wurde mit Hochfeld-EPR 

(122 / 244 GHz) als Mn
III

Mn
III
 bestimmt. Es wird ein Mechanismus zur Generierung dieses 

Metalloradikal-Cofaktors in der Zelle unter Beteiligung von H2O2 diskutiert. Mit der 

vorliegenden Arbeit wird ein langjähriger Disput endgültig geklärt. Das neuartige Tyrosyl-

Mn
III
Mn

III
 gekoppelte Spinsystem wird mit einer Kombination biochemischer Methoden, 

Röntgenkristallstrukturanalyse und Multifrequenz EPR-Spektroskopie umfassend vorgestellt. 

Die Manganenzyme von C. ammoniagenes und C. glutamicum sind im Ordnungssystem der 

RNRs der Klasse Ib zuzuordnen.  

 

Schlagwörter: Corynebacterium ammoniagenes, Mn-Ribonucleotid-Reduktase, 

Metalloradical-Cofaktor. 
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2 Abstract 

Deoxyribonucleic acid (DNA) - nature’s universal information storage medium - is 

synthesized from deoxyribonucleotide monomers, which are in all organisms provided by a 

single enzyme, ribonucleotide reductase (RNR) (EC1.17.4.1). Ribonucleotide substrate 

conversion occurs via a radical reaction mechanism that is highly conserved. The RNR, 

encoded by the nrdEF-genes (nucleotide reduction), is denoted as a manganese-enzyme 

comprising of a 2-structure. Onto heterologous expression in E. coli, however, a Fe-

metallocofactor was postulated. In this study the homologous expression of the nrdF-gene 

combined with the development of an efficient chromatographic protocol enabled delivery 

of any quantities of the target protein, for example for its crystallization. The purified, native 

R2F was a manganese-enzyme free of iron. It showed high enzymatic activity in the 

standard complementation assay (69 µmol × mg
-1

 × min
-1

) and had a distinct absorption at 

408 nm, characteristic of a tyrosyl radical (Y
•
). A novel enzyme assay revealed a direct 

involvement of Y
• 
in the ribonucleotidenn reduction as 0.2 nmol 2'-deoxyribonucleotide were 

formed driven by 0.4 nmol Y
•
. This new test has also proved suitable for the search for 

inhibitors of RNR, a key target for inhibition of cell proliferation. First evidence for a 

coupling of the tyrosylradical with an adjacent metal center resulted from X-/ Q-Band 

temperature dependent EPR studies on C. ammoniagenes-R2F. The X-ray crystal structure 

analysis (PDB 3MJO) of the R2F-protein shows that the metallocofactor consists of an oxo / 

hydroxo-bridged manganese-dimer at a distance of ~8 Å to the tyrosylradical (Y115). Its 

oxidation state was determined using high-field EPR (122 / 244 GHz) as Mn
III
Mn

III
. An in-vivo 

mechanism of metalloradical-cofactor generation by participation of H2O2 is discussed. The 

present work, finally resolves a long dispute. The novel tyrosylradical-Mn
III
Mn

III
 coupled spin 

system is presented comprehensively with a combination of biochemical methods, X-ray 

crystal structure analysis and multi-frequency EPR spectroscopy. The manganese enzymes of 

C. ammoniagnes and C. glutamicum were assigned to the class Ib RNRs.  

 

 

Keywords: Corynebacterium ammoniagenes, Mn-ribonucleotide reductase, metalloradical-

cofactor. 
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4 Abkürzungen 

Abb.    Abbildung 

ATCC    American Type Culture Collection 

BSA    Bovines Serum Albumin 

Bq    Becquerel 

C.a., C.g.   Corynebacterium ammoniagenes, C. glutamicum 

Cm, Cm
r
   Chloramphenicol, Chloramphenicol-Resistenz 

Da    Dalton 

(d)ADP, (d)ATP  (Desoxy-)Adenosindi-, triphosphat 

(d)CDP, (d)CTP  (Desoxy-)Cytidindi-, triphosphat 

(d)GDP, (d)GTP  (Desoxy-)Guanidindi-, triphosphat 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

DTT    DL-Dithiothreitol 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

EPR / ESR   Elektronenspinresonanz-Spektroskopie 

Fur    Ferric uptake repressor 

G    Gauss 

HPLC    high performance liquid chromatography 

HU    Hydroxyharnstoff 

IPTG    Isopropyl--D-thiogalactopyranosid 

K    Kelvin 

KPP    Kaliumphosphatpuffer 

M    Molar 

Me    Metallion 

Mn-RNR   Manganabhängige Ribonucleotid-Reduktase 

MntR    Manganese uptake repressor 

NADPH   protoniertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat 

nrd    Operon für nucleotide reduction  

nrdA, E   Gen für die katalytischen UE der Klasse Ia-RNRs, Ib-RNRs  

nrdB, F   Gen für die kleine Untereinheit der Klasse Ia-RNRs, Ib-RNRs  

OD600    Optische Dichte, gemessen bei  = 600 nm 

PCET    Proton coupled electron transfer 
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PS I / II   Photosystem I / II 

R1, R1E   Katalytische Untereinheit der Klasse Ia-, Ib-RNRs 

R2, R2F   Metallocofaktor der Klasse Ia-, Ib-RNRs 

RNR    Ribonucleotid-Reduktase 

ROS    Reactive oxygen species 

SDS    Natriumdodecylsulfat 

T    Tesla 

Tab.    Tabelle 

TCA    Trichloressigsäure 

Y, Y
•
    Tyrosin, Tyrosylradikal 

ZFS    Nullfeldaufspaltung (zero field splitting) 
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5 Einleitung 

Obschon man bei biologischen Prozessen zuerst an organische Verbindungen wie Proteine, 

Enzyme und Lipide denkt, spielen oft anorganische Komponenten, insbesondere die 

Übergangsmetalle eine wichtige Rolle. Die Spannweite reicht von der Bindung eines 

einzelnen Metallions zur Strukturstabilisierung der Proteinmatrix (Rigby Duncan & Stillman, 

2006) über die Beteiligung an der Proteinfaltung (vergl. 5.1.1) bis hin zu komplexen 

Multicenter-Redoxproteinen, wie sie beispielsweise im Photosystem II (vergl. 5.2) an 

mehrstufigen Elektronen-Transferprozessen beteiligt sind (Dau & Haumann, 2007; Sharp & 

Chapman, 1999). Die Tatsache, dass die Beteiligung von Metallionen in biologischen 

Systemen im Laufe der Evolution erhalten blieb legt den Schluss nahe, dass sie essentielle 

Eigenschaften besitzen, die von organischen Molekülen allein nicht oder nur unzureichend 

geleistet werden können. Die Verwendung spezifischer Metalle für bestimmte biologische 

Funktionen hat neben charakteristischen Faktoren, wie Größe, Geometrie und Valenz, auch 

weitere Gründe. Neben der Abundanz eines Metalls in Habitaten, ist auch die 

Bioverfügbarkeit, also die Zugänglichkeit eines Metalls für einen Organismus, ein 

entscheidender Faktor. Eisen zum Beispiel hat einerseits eine hohe Abundanz, mit 4,7 Prozent 

ist es das viert häufigste Element in der Erdkruste, andererseits liegt es aufgrund der 

oxischen Atmosphäre als schwer lösliches Fe(OH)3 vor. Seine Bioverfügbarkeit ist daher mit 

durchschnittlich 10
-18 

M streng limitiert (Grotzinger et al., 2007) und liegt weit unter dem 

Bedarf proliferierender Zellen. Im Laufe der Evolution entwickelte sich eine Vielzahl 

effizienter Metall-Aufnahmesysteme, die eine Mobilisierung schwer löslicher Metalle durch 

sekretierte Chelatoren ermöglichten. Die komplexierten Ionen können anschließend über 

spezifische Rezeptoren durch die Zellmembran in das Zellinnere transportiert werden, wo das 

importierte Metallion direkt verwendet oder in Speicherformen gelagert wird (Drechsel & 

Winkelmann, 1997). Neben den essentiellen Eigenschaften von Metallen darf man ihre 

toxischen Wirkungen auf die Zelle jedoch nicht außeracht lassen. Metalle sind 

unterschiedlich toxisch, das bedeutet, dass ihre intrazellularen Konzentrationen streng 

kontrolliert und reguliert werden müssen. Zur Aufrechterhaltung dieser Homöostase 

(vergl. 5.1.3) haben Mikroorganismen eine Vielzahl von teils hochspezifischen Im- und 

Exportmechanismen durch die schützende Zellmembran entwickelt (Arino et al., 2010; Moore 

& Helmann, 2005). 
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5.1 Metalloproteine 

Durch die ersten Untersuchungen an der Photosyntheserate von Chlorella, in Abhängigkeit 

der Zugabe verschiedener chemischer Elemente, zeigte Pirson, dass Mangan essentiell für 

das Wachstum dieser Algen ist (Pirson, 1937). Der biochemische Hintergrund blieb zu diesem 

Zeitpunkt aber ungeklärt (vergl. 5.2). Mit dem Nachweis eines proteingebundenen 

Übergangsmetalls, nämlich Nickel, in der katalytisch aktiven Urease von 

Canavalia ensiformis, die bereits 50 Jahre zuvor als erstes Protein kristallisiert worden war 

(Sumner, 1926), wurde das erste Metalloprotein beschrieben (Dixon et al., 1975). Mittlerweile 

geht man davon aus, das fast die Hälfte aller Proteine ein Metall für ihre biologische 

Funktion benötigen (Andreini et al., 2008). Es stellt sich die Frage, welche einzigartigen 

Eigenschaften die Bindung eines Metalls mit sich bringen. Im Zinkfingerprotein ist ein 

Zinkion (Zn
2+

) koordinativ über zwei Histidine und zwei Cysteine in der Zn-Fingerdomäne 

gebunden. Hierdurch nimmt die Domäne eine schleifenförmige Struktur an, die spezifisch 

mit DNA und RNA interagieren kann. Es erscheint also nicht verwunderlich, das 

Zinkfingerproteine eine wichtige Rolle in der Funktion von Transkriptionsfaktoren spielen 

(Schleif, 1988). Ein weiteres Beispiel der Strukturfunktion eines Metalls ist das in der 

Pyruvatcarboxylase koordinierte Mangan (Jitrapakdee et al., 2002). Neben den einfachen, 

strukturgebenden Eigenschaften können Metalle direkt an katalytischen Prozessen beteiligt 

sein. Sie können als Lewis Säure/Base die Nucleo- oder Elektrophilie der Reaktionspartner 

modifizieren, als Elektronendonatoren oder Akzeptoren fungieren, zur Radikalerzeugung 

verwendet werden und am Elektronentransport beteiligt sein und (Waldron et al., 2009).  

An der Wasseroxidation im Photosystem II (PSII) sind mehrere Mangan-Redoxenzyme 

beteiligt (siehe Kapitel 5.2). In diesem Zusammenhang ist die Mangan Katalase aus 

Lactobacillus plantarum zu nennen, deren Cofaktor einen putativen Mn(III)2-(µ-oxo)-(µ-

O2CR)2 Zustand durchläuft (Riggs-Gelasco et al., 1995). Die Rolle eines di-µ-carboxylato 

verbrückten Mangan(II)2 als Cofaktor der Arginase (Kanyo et al., 1996) ist es, die die 

Degradation von Arginin zu Ornithin katalysieren. Ein zusätzlich am Metallzentrum 

koordiniertes Wassermolekül kann durch dieses leichter deprotoniert und das Substrat 

nucleophil angegriffen werden. Auch für das Enzym Glutamin-Ligase ist ein vergleichbarer 

nucleophiler Angriff durch zwei koordinierte Mn(II)-Ionen beschrieben (Yamashita et al., 

1989). Eine nähere Betrachtung des Metallzentrums manganabhängiger Proteine zeigt, dass 

hier bevorzugt Asparaginsäure, Histidin und Glutaminsäure zur Koordinierung des Metalls 
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vorhanden sind (Christianson, 1997). In der Arginase der Rattenleber wird das Mn2-Zentrum 

durch sechs dieser Aminosäuren koordiniert (Khangulov et al., 1998). Dieses Ligandenfeld 

findet sich nicht nur zur Koordination von Mangan, sondern ist auch beim Eisencofaktor der 

Klasse Ia RNR von E. coli konserviert (Högbom et al., 2002). Mononucleare Manganenzyme 

nutzen im Prinzip die gleichen Liganden, die Koordination des einzelnen Metalls erfolgt dann 

über vier Aminosäuren. 

5.1.1 Biosynthese von Metalloproteinen 

Grundsätzlich können Metalloproteine, anhand der Biosynthese ihres Metallocofaktors, in 

drei Gruppen eingeteilt werden. Bei Proteinen der ersten Gruppe, wird der Metallocofaktor 

durch Koordination mit funktionellen Gruppen der Polypeptidkette gebunden. In-vitro 

gelingt in vielen Fällen ein Metalleinbau ohne die Beteiligung eines zusätzlichen 

katalytischen Mechanismus, jedoch verläuft dieser oft sehr langsam und ohne 

charakteristische Metallselektivität, (Merchant & Dreyfuss, 1998) so dass die Beteiligung von 

Transportsystemen, den Metallochaperonen (vergl. Kapitel 5.1.4) wahrscheinlich wird. Die 

zweite Metalloproteingruppe besitzt anorganische Metallcluster, deren Synthese von der 

Proteinbiosynthese entkoppelt abläuft. Die Synthese eines Eisen-Schwefelclusters verlangt 

z.B. die gezielte Bereitstellung von Eisen aus Speicherkomplexen, wie Ferritin (Arosio et al., 

2009) sowie die Desulfurylierung von Cystein als Quelle für Schwefel (Zheng et al., 1993). 

Unter Beteiligung von Gerüstproteinen (vergl. Abb. 1) wird dann die Assemblierung des 

anorganischen Clusters durchgeführt und. Der fertige Metallcluster wird dann in das aktive 

Zentrum des Zielproteins transportiert. Die Metalloenzyme der dritten Gruppe besitzen einen 

organischen Metallocofaktor, wie beispielsweise die Cytochrome. Die Biosynthese von 

Protein und Cofaktor läuft ebenfalls getrennt voneinander ab. Der anschließende Einbau des 

organischen Metallocofaktors erfolgt zum Teil nach weiteren Modifikationen, durch 

spezialisierte Metallochaperone. Neben der inzwischen gut verstandenen Assemblierung des 

Cytochrom c Oxidase-Komplexes (Khalimonchuk & Rodel, 2005; Kranz et al., 2009), scheint die 

nach 30 Jahren intensiver Bearbeitung, mittlerweile exzellent verstandene Assemblierung des 

Eisen-Molybdän-Cofaktors (FeMo-Co) der Nitrogenase (NifDK), als Modell für die komplexe 

Biosynthese von Metalloproteinen (Curatti et al., 2007; Rubio & Ludden, 2008) gut geeignet 

und wird im Folgenden besprochen. Der größte Anteil der biologischen Stickstofffixierung 

wird durch die Nitrogenase katalysiert. Das in Abb. 1 präsentierte Schema der FeMo-Co 

Assemblierung wurde um das zentrale Gerüstprotein NifEN aufgebaut. In diesem werden die 

FeMo-Co-Vorläufer [Fe-S]-Cluster, Molybdän und Homocitrat zusammengebracht. (Corbett 
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et al., 2006; George et al., 2007; Hu et al., 2006a; Hu et al., 2006b; Soboh et al., 2006) Hierzu 

wird der Eisen-Schwefel Cluster unter Beteiligung einer Cystein-Desulfurase (NifS) und des 

NifU-Stützproteins, im S-Adenosylmethionin abhängigen NifB synthetisiert (Zhao et al., 

2007) und anschließend von NifX auf NifEN transferiert (Hernandez et al., 2007). Das 

erforderliche Homocitrat wird durch die Homocitratsynthase NifV bereitgestellt und über 

NifH an NifEN gebunden. Der vollständig assemblierte FeMo-Cofaktor wird dann von einem 

Chaperon (NafY) gebunden und auf das apo-NifDK transferiert (Rubio & Ludden, 2008). 

 

Abb. 1:  Schematische Darstellung der Eisen-Molybdän Cofaktor (FeMo-Co) Biosynthese der Nitrogenase. 

Die Assemblierung der FeMo-Co Vorläufer zum fertigen Cofaktor wird im NifEN/NifH Enzymkomplex 

abgeschlossen. De-novo synthetisierte FeMo-Co wird in apo-NifDK zur Generierung der katalytisch aktiven 

Nitrogenase inseriert. An dem hier gezeigten FeMo-Co Biosyntheseweg sind Enzyme, Stützproteine sowie 

Chaperone für die komplexen Metallocluster beteiligt. Die schwarzen Rechtecke stellen die strukturelle 

Komplexität der FeMo-Co Vorläufer dar. Abbildung aus (Rubio & Ludden, 2008). 

5.1.2 Metallspezifität & Metallochaperone 

Jedes Metalloprotein muss die korrekte Aufnahme von Metallen sicherstellen. Die Stabilität 

von Metallionen (vergl. Irving-Williams Reihe) wird auch in der proteingebundenen Form 

beibehalten. Mit steigender Kernladungszahl sinkt die Abschirmung der 3d-Orbitale und der 

Ionenradius nimmt ab, wodurch die Lewis-Säurestärke zunimmt. Daraus resultiert, das 

Kupfer und Zink die stabilsten Komplexe bilden, gefolgt von Ni < Co < Fe < Mn < Ca und Mg, 

das die labilsten Komplexe bildet (Irving & Williams, 1948). Die Metallspezifität der reaktiven 

Zentren sowie die Eigenschaften der gebundenen Metalle werden durch die jeweiligen 

Liganden und die umgebende Proteinstruktur beeinflusst. So können Ionen falscher Ladung 
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oder durch die vorgegebene Koordinationsgeometrie von der Bindung im Apoprotein oder 

sogar schon früher während der Faltung, ausgeschlossen werden. Diese Spezifität ist 

insbesondere bei naszierenden Polypeptiden noch nicht vollständig ausgebildet, so dass hier 

der größte Anteil der Ligandenstabilisierungsenergie vom Metall selbst ausgeht und somit 

die Affinität für ein Metall der Irving-Williams Reihe folgen würde. Das Proteine allein 

aufgrund ihrer Affinität (Liganden, Koordinationsgeometrie) in einem einzigen Schritt das 

benötigte Ion aus dem inhomogenen cytosolischen Metallmix binden können, ist 

unwahrscheinlich. Hierfür bedarf es weiterer Mechanismen, die nachfolgend beschrieben 

werden. 

5.1.3 Metallhomöostase 

Um den Metallbedarf der Zelle zu gewährleisten, muss die schützende Zellmembran, die eine 

freie Diffusion von Metallionen in das Zytosol verhindert, kontrolliert überwunden werden. 

Metalloregulatorische Proteine erkennen intra- und extrazelluläre Konzentration von 

Metallionen, und können entsprechend die Expression an der Homöostase beteiligter 

Systeme regulieren (Finney & O'Halloran, 2003). Unter Metall limitierten Bedingungen 

werden Metallionen und chelatierte Metallkomplexe aktiv in die Zelle transportiert (Hantke, 

2001). In Bacillus subtilis werden Metall-Influxsysteme durch den spezifischen „ferric uptake 

repressor“ (Fur) (Bsat et al., 1998), sowie die Paraloge Zur (Zink) (Gaballa & Helmann, 1998; 

Gaballa et al., 2002), CueR (Kupfer)(Changela et al., 2003), MntR (Mangan)(Que & Helmann, 

2000) und den Peroxidstresssensor PerR reguliert (Bsat et al., 1998; Herbig & Helmann, 

2001). Durch die Beschreibung eines nickel-uptake regulators“ (Nur) in 

Streptomyces coelicolor wurde die Fur-Familie um ein weiteres Paralog erweitert (Ahn et al., 

2006). Übersteigt die cytosolische Konzentration hingegen den Normbereich werden 

Metalleffluxsysteme (ArsR, CzrA, NixA und SmtB) durch die Bindung eines (teilweise 

unspezifischen) metallischen Effektors, Me(II) / Me(III) induziert, so dass nach Translation der 

Systeme, ein aktiver Export aus der Zelle ermöglicht wird.  

In diesem Zusammenhang wurde ein erstes Mn(II)-reguliertes Effluxsystem (MntE) bei 

Streptococcus pneumoniae beschrieben (Jakubovics & Valentine, 2009). Tab. 1 fasst die an 

der Homeostase beteiligten Systeme und ihre Orthologe zusammen. 
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Tab. 1: Metall Transporter - Genetische Kodierung und Regulation, modifiziert nach (Moore & Helmann, 2005). 

Familie Operon(s) Regulatoren Import Export 

ABC-Transporter feuABC yusV Fur Fe(II)-Siderophor   

  fhuBGCD Fur Ferrichrom   

  fhuBGC yxeB Fur Ferrioxamin   

  yfiZ yfhA yusV Fur Fe(II)-Siderophor   

  yfmCDEF Fur Fe(II)-citrat   

  mntABCD MntR Mn(II)   

  
MntE 

 
Mn(II) 

  PsaBCA PsaR Mn(II)   

  ycdHI yceA Zur Zn(II)   

  yvrCBA Riboswitch Cobalamin   

CDF czcD CzrA MntE   Zn(II), Cd(II), Mn(II) 

NRAMP mntH MntR Mn(II)   

P-Typ ATPase zosA PerR Zn(II)   

  cadA CzrA   Cd(II) 

  copA CueR   Cu-CopZ 

  yloB n.n. Me(II)   

FTS3 ywbLMN Fur Fe(III)   

ACR3 arsB ArsR   As(III) 

ArsB aseA ydfA ArsR   As(III) 

MeCit citH  ---  Ca(II)-citrat   

  citM CitST TCS Me(II)-citrat   

CorA yqxL n.n. Mg(II)   

MgtE ykoK n.n. Mg(II)   

 

Das Fur Regulon von B. subtilis (FurBS) umfasst 39 Gene, organisiert in 20 Operons, die in 

erster Linie für Enzyme der Siderophorsynthese sowie Eisen-Siderophoraufnahmesysteme 

kodieren (Baichoo et al., 2002). FurBS ist ein DNA-bindendes Protein, das pro Monomer einen 

strukturellen Zn(II)-Kern, sowie die regulatorisch aktive Fe(II)-Bindestelle enthält. In der Fe(II) 

besetzten Form bindet FurBS als Dimer an einer 19 bp Konsensussequenz der DNA, die ein 

konserviertes 14 bp Fur-Bindemotiv (GATAATnATTATAC) trägt, und repremiert sämtliche 

Promotoren an der Eisenaufnahme beteiligter Systeme (Baichoo & Helmann, 2002). Es folgt 

die Translationsinhibierung der Gene des dhb Operons (May et al., 2001), zuständig für die 

Dihydroxybenzoat-Siderophor (Corynebactin) Biosynthese, sowie vier weiterer ABC–

Transporter für Corynebactin, Hydroxamatsiderophore, Eisencitrat und Fe(III)-

Permeasekomplexe (Baichoo et al., 2002; Schneider & Hantke, 1993). Die Inaktivierung des 

Fur Repressors, und somit der Translation der Eisenimportsysteme, kann neben Eisenmangel 

auch durch weitere externe Bedingungen ausgelöst werden. Stickstoffmonoxid, oder davon 

abgeleitete radikalische Verbindungen wie Peroxynitrit, führen zur Nitrosylierung des Fur 
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Fe(II)-Kerns und folglich zu dessen Inaktivierung (Moore et al., 2004). Bei FurEc wird 

Derepression auch durch erhöhte Mn(II)-Ionen Konzentrationen erzielt, die anstelle von Fe(II) 

im Repressor strukturell gebunden werden (Guedon et al., 2003). Neben den hier 

besprochenen regulatorischen Mechanismen wurde auch eine Beteiligung von Fur an der 

Virulenz von Mikroorganismen beschrieben (Delany et al., 2001; Delany et al., 2004). Kürzlich 

wurde auch die Beteiligung von Glutaredoxinen, primär katalysieren sie die Oxidoreduktion 

von Glutathion, in der intrazellularen Eisenregulation von Saccharomyces cerevisiae gezeigt 

(Rouhier et al., 2010). Glutaredoxine sind im Gegensatz zu Fur nicht direkt an der 

Mobilisierung oder dem Transport von Fe(II) beteiligt. Ihre Aufgabe ist es, als Gerüstproteine 

für die de-novo Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern oder als temporäre Speicher von 

generierten Fe-S Clustern zu dienen, wodurch die Konzentration freier Eisenionen in der Zelle 

herabgesetzt wird und sie somit einen Beitrag in der Eisenhomöostase leisten (Rouhier et al., 

2010). In Gram-positiven Bakterien reguliert DtxR, ein funktionelles Fur-Ortholog, einen 

Mn(II)-ABC-Transporter (mntABCD) sowie das Homolog (mntH) eines eukaryotischen 

„natural resistance-associated macrophage protein“ kurz Nramp Transporters (Guedon et al., 

2003; Hantke, 2001). Nickel dient als Cofactor einiger mikrobieller Enzyme, wie z.B. der 

Hydrogenase (Mulrooney & Hausinger, 2003b). Der Nickelimport erfolgt mit Hilfe eines ABC-

Transporters (NikABCDE), gebunden als Metallophor, sowie mittels einer HoxN Permease 

(NixA). Die Regulation dieses Transporters erfolgt mit Hilfe des Nickel-Responsive Repressor 

(NikR), einem 15 kDa Protein, das eine N-terminale DNA sowie C-terminalen 

Nickelbindedomäne besitzt (Chivers & Sauer, 2000). Dieser Repressor reguliert die Translation 

des Nickel ABC-Transporters (nikABCDE) (Mulrooney & Hausinger, 2003b). In Gegenwart 

gesteigerter cytoplasmatischer Nickelkonzentrationen, bindet NikR an eine palindromische 

Sequenz der nikA Promotorregion (GTATGA-16N-TCATAC) (Chivers & Sauer, 2002) und 

inhibiert die Translation des nikABCDE-Genclusters (Ahn et al., 2006). In E. coli wurde neben 

NikR, RcnR als ein weiterer Regulator der Nickel-Homöostase beschrieben (Iwig et al., 2006). 

Er reguliert die Expression des Nickel-Effluxproteins (RcnA) (Rodrigue et al., 2005). Die 

intrazellulare Speicherung erfolgt über das Hpn Protein, einem histidinreichen Protein 

ähnlich dem Metallothionin, dessen Expression durch NikR hochreguliert wird (Ge et al., 

2006). Darüber hinaus ist NikR von auch an der Regulation der Cofaktorsynthese einer 

Superoxiddismutase (SOD) beteiligt. Die Bindung von NikR an die Promotorregion inhibiert 

die Expression des sodF Gens und induziert die Expression einer Ni-abhängigen SOD. 
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5.1.4 Metallochaperone 

Ein weiterer Mechanismus sicherzustellen, dass ein korrektes Metall in das zu assemblierende 

Metalloprotein gelangt, ist die Verwendung von Metallochaperonen. Diese Hilfsproteine 

binden zunächst ein spezifisches Metallion und transferieren es dann auf das spezifische 

Zielprotein mittels Liganden-Austauschreaktionen (Furukawa et al., 2004; Pufahl et al., 1997). 

Die Art (Geometrie, Ladung, Hydrophobizität) des Protein-Proteinkontakts sorgt ebenfalls 

dafür, dass nur die korrespondierenden Proteine Zugriff auf das zu transferierende Metall 

erhalten. Ein Sonderproblem stellt freies Kupfer dar, da es für Zellen äußerst toxisch ist und 

in der Zelle ausschließlich in gebundener Form vorliegen darf. Die strikte Verwahrung des 

einerseits benötigten, andererseits toxischen Metalls muss durch einen effektiven 

Kupfertransports, der auch während der Protein-Proteinübergabe eine sichere gebundene 

Form sicherstellt, gewährleistet sein. Der cytosolische Kupferdetektor CueR reguliert die 

Translation einer Typ P1 ATPase (CopA) und einer Multikupfer-Oxidase (CueO). Letztere bindet 

vier Kupferionen, wodurch sich ihre Konformation ändert. In diesem gefalteten Zustand wird 

sie anschließend über den TAT-Weg ins Periplasma exportiert (Finney & O'Halloran, 2003).  

 

 

Abb. 2:  A) Kupferhomöostase von E. coli, aufgrund der toxischen Wirkung darf Kupfer zu keiner Zeit in 

freier Form in der Zelle vorliegen, sondern bedarf eines strikten Transports; IM = Innere Membran, OM = Äußere 

Membran aus (Tottey et al., 2005).  B) Schematische Darstellung der Nickel-Homöostase in E. coli, modifiziert 

nach (Dosanjh & Michel, 2006). 

5.2 Der Superkomplex des Photosystems II 
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Cyanobakterien, photoautotrophe Mikroorganismen, erschlossen sich die Oxidation von 

Wasser unter der Nutzung von Lichtenergie als nahezu unlimitierte Elektronenquelle. Für die 

Oxidation des Sauerstoffs im Wasser, bedarf es jedoch eines Oxidationsmittels mit einem 

Potential größer +0,82 V. Der Aufbau organischer Verbindungen aus Kohlenstoffdioxid 

hingegen verlangt Reduktionsäquivalente mit einem elektronegativen Potential von -0,32 V. 

Für den Prozess der lichtvermittelten ATP-Synthese bedarf es folglich eines Carrier-

vermittelten Elektronentransports, mit einer Kaskade von elektropositiven bis hin zu 

elektronegativen Redoxpotentialen. Beide Äquivalente werden in den Lichtreaktionen der 

Photosysteme (PS) II und I erzeugt. Die cofaktorhaltigen Untereinheiten der beiden 

Proteinkomplexe sind über Polypeptide zu einer Elektronentransportkette 

zusammengeschalten. Im PS II werden in einer lichtgetriebenen Reaktion dem Wasser 

Elektronen entzogen und entlang einer e
-
-Transportkette zum PS I Komplex übertragen 

(McEvoy et al., 2005). In einer zweiten lichtabhängigen Reaktion reduzieren diese Elektronen 

dann, katalysiert durch das PS I und dessen assoziierter Ferredoxin-NADP
+
-Reduktase, 

NADP
+
 zu NADPH (Nelson & Ben-Shem, 2005). 

Das funktionelle Photosystem II ist aus 25 Untereinheiten, die den PS II-Corekomplex, die 

Lichtsammelkomplexe (LHC) sowie (redoxaktive) Hilfsproteine bilden, mit einer molekularen 

Masse von insgesamt ~700 kDa aufgebaut (Boekema et al., 1995),. Diese Systeme setzen 

mehrere proteingebundene Metalle ein um ihre vielfältigen Funktionen durchführen zu 

können. Porphyrine des Chlorophylls tragen Magnesiumionen und das Cytochrom b559 eine 

Hämgruppe. Neben diesen werden auch Cu
2+

, Ca
2+

, sowie Mangan in unterschiedlichen 

Oxidationszuständen (Mn
2+

, Mn
3+

, Mn
4+

) in den Metallocofaktoren verwendet (Barber et al., 

1997; Renger & Renger, 2008). Die Spaltung zweier Wassermoleküle unter Freisetzung des 

vierfach oxidierten Produkts O2 wird über den Mn4Ca-Komplex, dem „Oxygen Evolving 

Complex“ (OEC) des PS II katalysiert (Kok et al., 1970). Dazu wird ein Photon über ein 

komplexiertes Chlorophyll (P680) absorbiert und ein Elektron von diesem primären Donor 

über ein Phäophytin zu einem Plastochinon (QA) direkt zu einem sekundären Chinon (QB) 

übertragen, das sobald es zweifach reduziert und protoniert wurde, abgespalten wird (siehe 

Abb. 3A). Die für die Wasserspaltung zugrunde liegenden Reaktionen am Mn4Ca-Komplex, 

nämlich alternierende Deprotonierungen und Oxidationen des Metallocofaktors sind im I-

Zyklus (Abb. 3B) dargestellt (Dau & Haumann, 2007). Die paramagnetischen Spezies der 

hierbei auftretenden unterschiedlichen Valenzen des Mangantetramers, können mittels der 



 

 
20 

Nachweis eines neuartigen Tyrosyl−Mn
III
Mn

III
 gekoppelten Spinsystems in der Mn-Ribonucleotid-Reduktase 

von Corynebacterium ammoniagenes und Corynebacterium glutamicum 

Elektronenspinresonanz Spektroskopie detektiert und im Vergleich zu (synthetisierten) 

Modellkomplexen interpretiert werden (Haddy, 2007).  

 

 

Abb. 3:  A) Schema der Elektronentransferkette sowie des Sauerstoff generierenden Komplexes (OEC) im 

Photosystem II; B) Reaktionszyklus des Mn4Ca-Komplexes während der Wasseroxidation. P680, primäres 

Chlorophyll; YZ/D, Tyrosin; Phe, Pheophytin; QA, Plastochinon; QB, sekundäres Chinon; I0-8, Übergangszustände 

des Mn4Ca-Cofaktors, die linksseitig tief-/ bzw. hochgestellten Angaben spiegeln die Anzahl akkumulierter 

Redoxequivalente wieder. Modifiziert nach (Dau & Haumann, 2007). 

5.3 Radikale in biologischen Systemen 

Radikale werden vorwiegend negativ oder als gefährlich wahrgenommen, da sie allgemein 

mit unerwünschten und schädlichen Effekten in Verbindung gebracht werden. Die Abb. 4 

liefert einen kurzen Überblick über Angriffspunkte und Auswirkungen unkontrollierter 

radikalischer Reaktionen. Die Neutralisation zellschädigender, reaktiver Sauerstoffspezies 

(ROS) erfolgt intrazellular über das Enzym Superoxiddismutase (SOD). In den meisten 

Bakterien ist für diese katalytische Funktion Mangan, als Cofaktor der manganabhängigen 

SOD, über drei Histidine und ein Aspartat gebunden (Abreu & Cabelli, 2010). Einige SODs 

haben eine gewisse Toleranz für das gebundene Metall, so dass sie neben Mangan auch Eisen 

unter Beibehaltung ihrer enzymatischen Aktivität gebunden werden kann.  

Mn
III
-SOD + O2

•-
  Mn

II
-SOD + O2 

Mn
II
-SOD + O2

•-
 2H

+
  Mn

III
-SOD + H2O2 
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Unter oxidativem Stress steigt der für die Mn-SOD Assemblierung benötigte Manganbedarf 

und eine Hochregulation des Manganimports wird erforderlich (Whittaker, 2010). Während 

die Regulation der entsprechenden Gene schnell auf Änderungen der Redoxumgebung 

reagiert, scheinen auch trägere, posttranslationelle Kontrollsysteme für die Bacillibactin oder 

Siderophor Biosynthese zu existieren. In den Gattungen Deinococcus und Lactobacillus 

werden intrazellular sehr hohe Mn(II)-Konzentrationen angehäuft, die dem Schutz vor 

ionisierender Strahlung und reaktiven Sauerstoffspezies dienen. (Jakubovics & Jenkinson, 

2001) D. radiodurans ist extrem resistent gegenüber ionisierender Strahlung (Daly et al., 

2004). Die Reparatur strahlungsinduzierter DNA-Doppelstrangbrüche wird durch homologe 

Rekombination durchgeführt (Daly et al., 1994). Als Folge dieser Maßnahme steigt der Bedarf 

an Desoxyribonucleotiden drastisch an, die allein durch das Metalloenzym Ribonucleotid-

Reduktase bereitgestellt werden können. 

 

 

Abb. 4:  Ursprung und Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Lebende Organismen generieren in 

zahlreichen Stoffwechselprozessen, zum Beispiel in der Atmungskette und im Calvinzyklus, als Nebenprodukt 

freie Superoxidradikale (O2
-•

). Eine Auswahl potentieller ROS-Schadensorte ist in der rechten Hälfte dargestellt. 

Abbildung modifiziert nach (Whittaker, 2010). 

Im Fokus dieser Arbeit stehen nicht die negativen Effekte sondern im Gegenteil die 

essentiellen Funktionen von Radikalen. Viele Teilschritte biologischer Prozesse können 

ausschließlich unter Einbeziehung proteingebundener Radikale durchgeführt werden, da 

diese wirksame Oxidationsmittel für eine Vielzahl von Reaktionen sind, und ihr 

Oxidationsdationspotential in Abhängigkeit des Protonierungsgrades des umgebenden 

Ligandenfeldes festgelegt wird (Stubbe & van Der Donk, 1998). Diese Radikale müssen bereits 

vor Beginn der Reaktion im Protein erzeugt und bis zur Verwendung gespeichert werden 

(Frey et al., 2006; Stubbe & van Der Donk, 1998). Während die Halbwertszeit freier Radikale 
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in Lösung im Bereich von Micro- bis Millisekunden liegt, weisen proteingebundene Radikale 

Halbwertszeiten von Stunden (Stubbe & Riggs-Gelasco, 1998) bis hin zu mehreren Wochen 

(Stolle et al., 2010a) auf. Diese ungewöhnliche Stabilität wird durch eine effiziente 

Abschirmung des Radikals über eine dichte Proteinstruktur erreicht, die den Zugang des 

umgebenden Mediums zum Radikal zuverlässig verhindert. 
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5.4 Ribonucleotid-Reduktasen (RNR) 

Alle Organismen synthetisieren die für die DNA Kettenverlängerung und Reparatur 

essentiellen Desoxyribonucleotid-triphosphate (dNTPs) mit Hilfe der Ribonucleotid-

Reduktase (EC1.17.4.1). Dieses Enzym katalysiert die Reduktion der Ribose in den 

Ribonucleotid-di-/triphosphaten zur 2`C-Desoxyribose (vergl. Abb. 5) über einen 

radikalischen Mechanismus, vergl. Abb. 10 (Jordan & Reichard, 1998). Die Elektronen für 

diese Reduktion werden durch kleine thiolhaltige Proteine (Thioredoxine / Glutaredoxine) 

geliefert. Die essentielle Funktion der RNR stellt die einzige Möglichkeit zur de-novo 

Synthese von DNA-Bausteinen dar. Daher wird ihre Inaktivierung als potenter Angriffspunkt 

betrachtet, sei es zur Tumorbekämpfung, zur Wachstumsinhibierung pathogener 

Organismen, oder zur Unterdrückung der Vermehrung von eukaryotischen DNA-Viren. Die 

Ausnahme macht Bacillus subtilis mit seinem hochentwickelten „salvage pathway“. Dieses 

Gram-positive Bakterium kann über die Wiederverwertung von Abbauprodukten des 

Nukleinsäurekatabolismus eine Blockade der Ribonucleotid-Reduktion umgehen (Nygaard, 

1993). Jeder Organismus hat in seinem Genom ein bestimmtes GC Verhältnis. Die dafür 

benötigte Balance zwischen den vier dNTP-Pools können die RNRs über eine allosterische 

Regulation der Substratspezifität aufrecht halten (Brown & Reichard, 1969a). Allen RNRs ist 

ferner gemeinsam, dass sie die Katalyse über ein transientes Thiylradikal, welches das 

Substrat durch Abstraktion des 3´-Wasserstoffs aktiviert, initiieren (Nordlund & Reichard, 

2006). 

 

 

Abb. 5:  Ribonucleotid-Reduktasen katalysieren über einen radikalischen Mechanismus (vergl. Abb. 10) 

die Reduktion von Ribonucleotid-di-/triphosphaten zu den korrespondierenden Desoxyriboseprodukten.  

Die Fähigkeit, Ribonucleotide zu reduzieren, gilt als einer der entscheidenden Schritte von 

der RNA- zur DNA-Welt (Reichard, 1993). Die 2-Desoxyribose ist aufgrund ihrer 

geometrischen und chemischen Pentofuranosestruktur, die die heterozyklischen Basen über 
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N-glykosidische Bindungen, sowie dem 3‘-5’-Phosphodiester am Polynucleotidstrang 

verknüpft, besonders geeignet für ein Molekül, das als langfristige Speichermatrix verwendet 

wird. Das Fehlen einer Hydroxylgruppe am C2-Atom der Desoxyribose zwischen Base und 

Phosphodiester, sorgt, verglichen mit Ribose, für eine höhere Stabilität gegenüber 

chemischer sowie enzymatischer Hydrolyse. Die Aktivität der RNR ist zellzyklusabhängig, d.h., 

sie ist am höchsten in der exponentiellen Wachstumsphase der Prokaryoten sowie der S-

Phase von Eukaryoten, genau dann, wenn der Bedarf an Desoxyribonucleotiden für die 

Replikation am größten ist. Eine Einordnung der RNRs in eine von drei Klassen wird über die 

folgenden Eigenschaften vorgenommen. Wichtigstes Kriterium für die Einteilung ist die Art, 

wie das transiente Thiylradikal (R-S
•
) in der katalytischen  Untereinheit generiert und das 

hierfür benötigte Äquivalent gespeichert und transferiert wird (vergl. Abb. 8). 

5.4.1 Klasse I 

Ribonucleotid-Reduktasen der Klasse I bestehen aus zwei unterschiedlichen Untereinheiten. 

Die größere, katalytische -Untereinheit (R1), hat neben der Substratbindungsstelle auch 

zwei Bindungsstellen für allosterische Effektoren (siehe Kap. 5.4.5). Die kleinere -

Untereinheit (R2) trägt den Metallocofaktor (Reichard, 1993; Sjöberg, 1997). Auf Grund der 

allosterischen Regulation, der Organisation der nrd-Gene (nucleotide reduction) sowie des 

Vorhandenseins eines organischen Speicherradikals in R2 wird eine weitere Unterteilung in 

Ia, Ib und Ic vorgenommen (Nordlund & Reichard, 2006). Den Prototyp einer Klasse Ia-

Reduktase, kodiert durch nrdAB-Gene, stellt die RNR von Escherichia coli mit ihrer bekannten 

Struktur dar (vergl. Abb. 6). Sie besteht aus jeweils zwei homodimeren Untereinheiten (22). 

Der Metallocofaktor des R2 Proteins besteht aus einem µ-oxo verbrückten Fe(III)2-Kern, der 

das proteingebundene Tyrosylradikal stabilisiert. Dieses Eisenzentrum wird unter Beteiligung 

von molekularem Sauerstoff von Fe(II)2 über Fe(III)2 zu einem transienten Fe(III)-Fe(IV) 

Zustand oxidiert, der seinerseits über Oxidation des Tyrosins (Y122) das Tyrosylradikal 

generiert und selbst in den Fe(III)2 Zustand geht (Jordan & Reichard, 1998).  
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Abb. 6:  A) Dockingmodel der E. coli Klasse Ia RNR, bestehend aus zwei R1 und zwei R2 Homodimeren 

(Stubbe, 2003). Das Di-Eisenzentrum in R2 ist durch rote Kugeln dargestellt. Die R2 C-Termini sind mit (340-

375) gekennzeichnet. Die am proton coupled electron transfer (PCET) zwischen R1 und R2 beteiligten 

Aminosäuren sind hier türkisfarben dargestellt.  B) Schema des PCET zwischen R1 und R2, der Klasse Ia 

RNR von E. coli, modifiziert nach (Eklund et al., 2001). 

Die RNR von Salmonella typhimurium wurde als Prototyp einer Klasse Ib RNR vorgeschlagen 

(Jordan et al., 1994) und als Fe-Protein kristallisiert (Eriksson et al., 1998). Die für die 

Nucleotidreduktion notwendigen Elektronen stellt NrdH als glutaredoxinähnliches Protein 

mit einer thioredoxinähnlichen Funktion Elektronen aus den redoxaktiven Cysteinen bereit 

(Jordan et al., 1996). Ein Flavoprotein (NrdI) wurde als weiteres akzessorisches Protein von 

Cotruvo & Stubbe (Cotruvo & Stubbe, 2008) für die Regeneration des Fe(III)2-Tyrosyl 

Radikalcofaktors der Klasse Ib RNR von E. coli beschrieben. Die  und  Untereinheiten der 

Reduktasen dieser Klasse werden über die nrdEF-Gene kodiert. Die fakultativ anaerobe, 

Gram-negative Spezies E. coli besitzt RNRs der Klassen Ia, Ib und III (vergl. 5.4.3). Unter 

Standardbedingungen der aeroben Anzucht werden die nrdAB-Gene für die Klasse Ia RNR 

stark, die nrdEF-Gene für die Klasse Ib RNR nur schwach exprimiert. Eisenmangel sowie 

oxidativer Stress führen zu einer Induktion der nrdEF-Gene (McHugh et al., 2003; Monje-

Casas et al., 2001). Die Aktivierung des Metallocofaktors bedarf nach der Assemblierung einer 

einmaligen Aktivierung durch die akzessorischen Faktoren NrdI und NrdH (Cotruvo & Stubbe, 

2008; Cotruvo & Stubbe, 2010). Die RNRs der Gram positiven Bakterien C. ammoniagenes 

und C. glutamicum sind ebenfalls in den nrdEF-Genen (vergl. Abb. 7) organisiert und teilen 

viele der Eigenschaften einer Klasse Ib Reduktase, unterscheiden sich aber in der Art des 
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verwendeten Metallocofaktors. Unter Manganmangel zeigen diese Bakterien Symptome einer 

beeinträchtigten DNA-Synthese (Auling et al., 1980). Infolge einer Hemmung der Zellteilung 

weisen die Zellen ein ungewöhnliches Längenwachstum auf (unbalanciertes Wachstum) und 

reichern Nucleotide im umgebenden Medium an. Dieser Effekt wurde auf die 

Manganabhängigkeit der Ribonucleotid-Reduktion in diesen coryneformen Bakterien 

zurückgeführt (Auling & Follmann, 1994). 

 

 

 

Abb. 7:  Organisation des 71 kb nrd-Clusters von C. ammoniagenes. Die Pfeile stellen die Lokalisation 

sowie Orientierung der nrd-Gene dar. Die Transkription der Gene für das NrdH-Redoxin (nrdH), das NrdI-Protein 

(nrdI) und die katalytische R1E-Untereinheit der RNR (nrdE), steht unter der Kontrolle eines gemeinsamen, 

putativen Promotors (P). Die Transkriptionskontrolle der kleinen, Metallocofaktor tragenden Untereinheit (nrdF) 

erfolgt über einen eigenen Promotor. Die Funktion des open reading frames (ORF) ist bisher ungeklärt. 

Abbildung modifiziert nach (Torrents et al., 2003). 

 

Eine weitere Klasse, Ic, wurde für die RNR aus dem Gram-negativen, obligat parasitären 

Bakterium Chlamydia trachomatis beschrieben (Högbom et al., 2004). Hier fehlt das in den 

Klasse I RNRs konservierte Tyrosin (Y115) im R2-Protein, welches nach den 

Standardvorstellungen (Nordlund & Reichard, 2006) für die Oxidation zum Tyrosylradikal 

benötigt wird. Damit kann nicht der übliche Metallocofaktor gebildet werden. Dessen 

Funktion zur Erzeugung des initiierenden Thiylradikals wird hier durch einen Mn(IV)-Fe(IV) 

Metallcluster ersetzt (Jiang et al., 2007a; Jiang et al., 2007b). Trotz der besonderen 

Eigenschaften der Chlamydien-RNR, werden die Gene als nrdAB bezeichnet (Roshick et al., 

2000). 
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5.4.2 Klasse II 

Klasse II Ribonucleotid-Reduktasen sind besonders unter den anaeroben Mikroorganismen, 

wie den Lactobacillen sowie bei Cyanobakterien und Archaea weit verbreitet. Als Prototyp 

dieser Klasse gilt die monomere, Cobalamin-abhängige RNR von Lactobacillus leichmannii 

(Panagou et al., 1972). Reduktasen dieser Klasse besitzen eine im Vergleich zu anderen RNRs 

einfachere Struktur, die nur aus der katalytischen Untereinheit, entweder als Monomer () 

oder Dimer (2) besteht, und vom nrdJ-Gen kodiert wird (Booker & Stubbe, 1993). Das für die 

Ribonucleotidreduktion benötigte Thiylradikal (Licht et al., 1996), wird hier über ein 5´-

Desoxyadenosylradikal unter Beteiligung von Cobalt(II) initiiert. Dies entsteht nach Bindung 

des 5´-Desoxyadenosyl-Cobalamins an die katalytische Untereinheit durch homolytische 

Spaltung der metalloorganischen Co(III)-C Bindung (Follmann, 2004). 

5.4.3 Klasse III 

Die Klasse III RNRs sind die Sauerstoff empfindlichen Enzyme strikt anaerober Bakterien, wie 

den methanogenen Archaea aber auch in fakultativ anaeroben Bakterien wie E. coli. Sie sind 

heterogen aufgebaut, aus der nrdD kodierten katalytischen  / 2 Untereinheit sowie der 

aktivierenden nrdG kodierten 2 Untereinheit (Logan et al., 1999). Dabei trägt der 

Metallocofactor NrdG einen Eisen-Schwefelcluster des Typs [4Fe-4S] (Tamarit et al., 2000), 

welcher zusammen mit S-Adenosyl-Methionin (SAM) und einem reduzierten Flavodoxin ein 

sauerstoffsensitives Glycylradikal in der katalytischen Untereinheit erzeugt. Dieses 

Glycylradikal, ist es erst einmal unter Beteiligung der Aktivase NrdG erzeugt, generiert 

kontinuierlich das für die Substratreduktion essentielle Thiylradikal in NrdD. Im Unterschied 

zu den aeroben Reduktasen wird nach der erstmaligen Glycylradikalgenese die Aktivase NrdG 

nicht weiter benötigt und das katalytische NrdD-Protein behält als Monomer / Homodimer 

seine Aktivität (Stehr et al., 2001). Anaerobe Klasse III Reduktasen verwenden als finalen 

Elektronenakzeptor Formiat und nicht wie in den anderen RNR-Klassen üblich Dithiole 

(Mulliez et al., 1995). 

Die anaerobe RNR von E. coli 

Wechseln die äußeren Bedingungen zu mikroaerophilen, bzw. anaeroben Bedingungen, 

findet eine Hochregulation der nrdDG-Gene für die Klasse III RNR statt. Die Regulation der 

Genexpression wird über den Tanskriptionsfaktor NrdR gesteuert, der an eine spezifische 
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16 bp Region, der NrdR-Box, innerhalb der nrd-Promotorregion bindet (Boston & Atlung, 

2003; Torrents et al., 2007). Diese Regulation gewährleistet eine effiziente Versorgung des 

Organismus mit reduzierten DNA Bausteinen, auch unter wechselnden äußeren 

Bedingungen. Eine Fähigkeit, die auch pathogenen Organismen die Proliferation innerhalb 

von Sauerstoffarmen Geweben infizierter Wirte ermöglicht (Torrents & Sjöberg, 2010). 

5.4.4 Evolution der RNRs 

Leben, wie wir es kennen, benötigt mindestens zwei grundlegende Voraussetzungen, 

Selbstreplikation und Katalyse, die durch drei Makromoleküle gewährleistet werden. DNA 

dient hierbei als Informations-Speichermatrix, Proteine übernehmen vielfältige katalytische 

Funktionen und RNA dient als Schnittstelle der erstgenannten angesichts der katalytischen 

Funktion von RNA (Cech, 2004), zusammen mit ihrer Fähigkeit zur Selbstreplikation. Eine 

ursprüngliche RNA-Welt erscheint denkbar (Watson, 1987). Ein zweites Argument für diese 

These liefert das Enzym Ribonucleotid-Reduktase, welches die benötigten Bausteine für DNA 

Moleküle während des Übergangs zur DNA-Welt zu produzieren begann, selbst. Diese 

radikalgetriebene katalytische Funktion bedarf der Einbettung in einer schützenden Struktur, 

einem Reaktionskomplex, der ausschließlich aus Proteinen besteht. Hieraus lässt sich 

ebenfalls ableiten, dass auch die Entstehung von Proteinen der von DNA vorausgegangen 

sein muss. Da heute drei Klassen von RNRs bekannt sind, stellt sich die Frage ob sich diese 

Klassen eigenständig oder ausgehend von einem gemeinsamen Urahn entwickelten. 

Sequenzvergleiche zeigen eine begrenzte Homologie zwischen Klasse I und II RNRs. 

Beschränkt man den Vergleich auf das katalytische Reaktionszentrum, zeigt sich das dieses 

aus einer stark konservierten Region aus 10  Barrels mit einem Thiylradikal an der Spitze 

einer Proteinschleife besteht. Diese konservierte Struktur, die interessanterweise auch in der 

Pyruvat-Formiatlyase (Becker et al., 1999) vorhanden ist, sowie die unterschiedliche 

allosterische Regulation der RNRs (siehe unten) deuten auf eine divergierende Entwicklung, 

ausgehend von einem gemeinsamen Vorfahren hin. Da DNA vor der Wandlung von einer 

anaeroben zu einer aeroben Atmosphäre entstanden sein muss, scheiden Klasse I RNRs als 

Vorfahr aus. Das für Klasse II essentielle Kobalt war auf der frühen Erde nur spärlich 

verfügbar, Minerale mit Eisen-Schwefel Anteil hingegen waren weit verbreitet, so dass die 

anaerobe Klasse III RNR als Urahn wahrscheinlich ist (Huber & Wachtershauser, 1997; Sofia 

et al., 2001). Die unterschiedlichen Mechanismen der Thiylradikalgenerierung (vergl. Abb. 8) 

entstanden vermutlich erst im späteren Verlauf der Evolution.
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Abb. 8:  Generierung des Reaktionsinitiierenden 

Thiylradikals im Klassenvergleich. Klasse III RNRs 

nutzen ein Adenosylmethionin (adomet) und ein 

reduziertes Eisen-Schwefelzentrum um ein 

Adenosylradikal (ado
•
) zu erzeugen, das über ein 

Glycyl- das initiierende Thiylradikal (S
•
) generiert. 

Klasse II Enzyme verwenden stattdessen 

Adenosylcobalamin zur Generierung eines 

Thiylradikals. In Klasse I RNRs erzeugt die R2 

Untereinheit unter Verwendung eines 

Metallocofaktors ein stabiles Tyrosylradikal (Y
•
) 

welches das initiierende Thiylradikal in der 

katalytischen R1 Untereinheit erzeugt.

 Abbildung aus (Reichard, 2010).

 

Die NrdEF Proteine sind untereinander sehr ähnlich. Ein molekularer Vergleich der 

abgeleiteten RNR Primärstrukturen (vergl. Abb. 9) spiegelt die Verwandtschaft der Gram-

positiven Bakterien mit hohem (Actinobacteria) und niedrigem GC-Gehalt (Firmicutes) wieder 

(Torrents et al., 2002). Daneben wird nrdEF in E. coli und S. typhimurium, aber sonst in 

keinem weiteren Gram-negativen Bakterium gefunden (Fieschi et al., 1998). Das deutet 

darauf hin, dass nrdEF ursprünglich bei den Gram-positiven Bakterien entstand und erst im 

Lauf der Evolution über horizontalen Gentransfer, von einer mit den Corynebakterien oder 

Mycobakterien nah verwandten Spezies, in die Enterobacteriaceae übertragen wurde 

(Torrents et al., 2002). 
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Abb. 9:  Evolutionäre Verwandtschaft der Klasse Ib RNRs, modifiziert nach (Oehlmann, 1998). 

 

5.4.5 Der katalytische Mechanismus 

Der Mechanismus der Ribonucleotidreduktion ist an den Reduktasen der Klasse I am besten 

untersucht und wird hier exemplarisch für das Klasse Ia Enzym von E. coli beschrieben. Die 

Reaktion beginnt mit Van der Waals Wechselwirkungen zwischen C439, welches auch das 

initiierende Thiylradikal trägt, und dem 3´-C des Ribosesubstrats (vergl. Abb. 10). Die 

gegenüberliegenden Cysteine, C225 proximal sowie C462 distal, liefern hierfür die benötigten 

Reduktionsäquivalente. Die konservierten Aminosäuren E441, N437 und C134 sind nah an 

der 3´-Hydroxylgruppe des Substrats positioniert. Sie dienen in diesem Mechanismus als 

Base und bilden die katalytisch wichtigen Wasserstoffbrücken zum Substratmolekül aus. Die 

eigentliche Reaktion wird durch das in C439 lokalisierte Thiylradikal initiiert (Licht et al., 

1996), welches durch Abstraktion des koordinierten Wasserstoffs am 3´-C der Ribose (Stubbe 

et al., 1983) ein Substratradikal generiert (S1) (Stubbe et al., 2003). 
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Abb. 10:  Der katalytische Mechanismus der Klasse I & II RNRs (S1-S6), sowie der hypothetische 

Reduktionsschritt der Klasse III RNR (S3–S5). Schema modifiziert nach (Nordlund & Reichard, 2006). Die 

Annotation der Aminosäuren folgt der Klasse Ia RNR von E. coli. 

 

Es folgt die Spaltung der 2´-C-O Bindung unter Bildung eines Cysteinylradikals in Position 

C225 (S2) sowie die Protonierung und Abgang eines Wassermoleküls. Begünstigt durch die 

Deprotonierung der 3´-Hydroxylgruppe, erfolgt die Protonierung des 2´-Kohlenstoffs (S3) 

einhergehend mit der Bildung eines Disulfidradikals zwischen den Reduktionsequivalenten 

C225 und C426 (S4). Das hierfür benötigte Proton stammt aus C462, dessen Transfer durch 

das zuvor abgespaltene Wassermolekül ermöglicht wird (Pelmenschikov et al., 2004). In 

einem letzten Reaktionsschritt reoxidiert das entstehende Desoxyriboseradikal (S5) das 
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initiierende Thiylradikal (S6) und die Reaktion ist abgeschlossen. Die Regeneration der 

oxidierten Cysteine C225 und C462 erfolgt durch spezifische Redoxine und NADPH (vergl. 

Abb. 11).  

In der Reduktion der korrespondierenden Cysteine der C. ammoniagenes Klasse Ib RNR 

ersetzt das NrdH–Protein die Funktion des Thioredoxins. NrdH hat thioredoxinähnliche 

Eigenschaften (Willing et al., 1988a) weist aber eine glutaredoxinähnliche Struktur auf (Stehr 

et al., 2001). 

 

 

Abb. 11: Schematische Darstellung der Reduktion der an der Katalyse beteiligten Cysteine in den R1-

E. coli Klasse Ia, bzw. R1E-C. ammoniagenes Ib-Untereinheiten der Ribonucleotid-Reduktase. 
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5.4.6 Allosterische Regulation 

Die DNA Replikation benötigt eine ausgeglichene Versorgung mit allen vier dNTPs. Störungen 

würden zu erhöhten Mutationsraten führen und ggf. zum Absterben der betroffenen 

Organismen führen. Die bisher am besten untersuchte Klasse Ia RNR besitzt für diesen Zweck 

zwei allosterische Effektorbindestellen, eine regulatorische und eine Spezifitätsbindestelle. 

An die regulatorische können ATP, was zu einer Steigerung der Aktivität führt, sowie dATP 

mit einem aktivitätssenkenden Effekt binden. Die zweite allosterische Regulation bewirkt eine 

Änderung der Substratspezifität durch Bindung eines Desoxyribonucleotides. Dabei führt die 

Bindung eines dNTPs zu Konformationsänderungen in der Substratbindestelle, so dass diese 

eine höhere Affinität für eines der drei weiteren Nucelotide erhält und somit über eine 

Feedbackregulation die Produktbalance aufrechterhalten wird (Brown & Reichard, 1969a; 

Brown & Reichard, 1969b). 

 

Abb. 12: Struktur des R1 Homodimers von E. coli, modifiziert nach (Eriksson et al., 1997). Jedes Monomer 

besitzt eine Substratbindestelle (violett), eine Bindestelle für einen allosterischen Effektor (blau) sowie für einen 

Spezifitätseffektor (gelb). Der allosterische Effektor bindet am N-Terminus der Monomere, der 

Spezifitätseffektor verbrückt die Monomere. Dabei wird die Phosphatgruppe des Substrats an die eine, die Base 

an die zweite Untereinheit der RNR gebunden (Reichard, 2010). 
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6 Zielsetzung dieser Dissertation 

Die Beteiligung von Mangan an der Ribonucleotid-Reduktion von C. ammoniagenes 

ATCC 6872 wurde erstmals 1980 postuliert (Auling, 1980) und durch Anreicherung einer 

Mangan-Ribonucleotid-Reduktase im Labor H. Follmann belegt (Willing et al., 1988b). 

Mangan ist essentieller Bestandteil im Metallocofaktor der kleinen Untereinheit (R2F). Erste 

EPR-spektroskopische Untersuchungen an teilgereinigten R2F-Fraktionen ergaben ein 

putatives Tyrosylradikal im X-Band (Griepenburg et al., 1996) und eine Mangansignatur 

(hyperfine sextet) im Q-Band (Griepenburg et al., 1998). Dieses Modell einer 

manganabhängigen RNR wurde zunächst von der Gruppe um B.-M. Sjöberg bestätigt 

(Fieschi et al., 1998). Wurde aber von demselben Labor nach heterologer Expression des nrdF-

Gens aus C. ammoniagenes in genetisch leicht zugänglichen Stämmen der phylogenetisch 

entfernten Spezies E. coli sowie zusätzlicher in-vitro Manipulation des erhaltenen R2F und 

dessen nachfolgender Kristallisation mit einem di-Eisen-Metallocofaktor verworfen (Högbom 

et al., 2002; Huque et al., 2000). Ein erster Versuch zur homologen Expression des nrdF-Gens 

in der Arbeitsgruppe Auling erbrachte mit dem Stamm C. ammoniagenes pWCAX keine 

ausreichenden Proteinmengen für physikalische Analysen (Follmann, 2001). Barckhausen 

(2004) entwickelte den Stamm C. ammoniagenes pOCA2 und detektierte ein ungewöhnliches 

Tyrosylradikal in einer nachweislich eisenfreien Mn-RNR, lieferte jedoch keine 

Enzymaktivität. Nachteilig waren auch die hohen Verluste an Tyrosylradikal (Spin) bei der 

Reinigungsprozedur. 

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es daher, das bisherige Reinigungsverfahren mit 

Schwerpunkt auf Erhalt der Spinkonzentration weiterzuentwickeln, um große Menge der 

kleinen RNR-Untereinheit mit hoher Aktivität zu präparieren. Mit diesem nativen R2F-

Protein sollte der Metallstatus mit chemischen und physikalischen Methoden aufgeklärt 

werden. Die Aufnahme einer hochaufgelösten Kristallstruktur kombiniert mit Multifrequenz-

EPR Spektroskopie die Koordination des nativen Metallzentrums sowie dessen 

Oxidationsstatus klären. Ein biochemischer Ansatz könnte neue Einsichten in den Tyrosyl-

Mangancofaktor liefern, indem ein geeignetes Redoxäquivalent zur Generierung des 

Tyrosylradikals eingesetzt wird. Die an C. ammoniagenes gewonnenen Erkenntnisse sollten 

ferner zur Anreicherung einer aktiven R2F-Untereinheit bei einem Wildtyp des 

Aminosäureproduzenten C. glutamicum genutzt werden. 
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7 Ergebnisse 

7.1 Zusammenfassende Darstellung der Einzelarbeiten  

Ein bisher praktiziertes Reinigungsschema für die C. ammoniagenes Mn-RNR aus homologer 

Expression war durch hohe Verluste des Tyrosylradikals charakterisiert und eine Aktivität des 

R2F-Proteins wurde lediglich über die Absorption des 408 nm-Radikalsignals postuliert 

(Barckhausen, 2004). Schon zu Beginn dieser Arbeit fielen aber bestimmte Schwächen auf: 

1.) Keine Inhibierung proteolytischer Aktivität beim Zellaufschluss, 

2.) mögliche Abreicherung des löslichen Zielproteins durch  

unerwünschte Wechselwirkungen mit ungelösten Zellkomponenten / Membranen, 

3.) keine spezifischen Maßnahmen zur Stabilisierung des Tyrosylradikals, 

4.) ungünstige Durchführung der Anionenaustauschchromatographie. 

Die übliche Inhibierung des proteolytischen Abbaus durch Standard-Inhibitorcocktails mit 

hoher Dosierung von Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) zur Inaktivierung von 

Metalloproteasen schien ungeeignet. Eine Komplexierung des im R2F-Protein koordinierten 

Mangans würde den Metallocofaktor der Mn-RNR zerstören. Formulierungszusätze wie 

Imidazol, die einen Metallfremdeintrag zur Folge haben können, waren ebenfalls 

auszuschließen, sollte die Darstellung des nativen R2F-Proteins das Ziel sein. Als zur 

Vermeidung von Artefakten geeigneter Zusatz erwies sich der Protease Inhibitor Sigma-

Aldrich Art.-Nr. P2714-1BTL (in 2,5-facher Verdünnung). Verluste beim Aufschluss und den 

ersten Zentrifugationsschritten wurden durch Zusatz von 0,1 % Tween 80 und 100 mM KCl 

zum Aufschlusspuffer minimiert. Eine geringe Halbwertszeit des Tyrosylradikals (5 h bei 4°C) 

war von Griepenburg (Griepenburg et al., 1996) beschrieben. Durch Zusatz von Glycerin, 

Detergens und Erhöhung der Ionenstärke (Fig. 4, (Stolle et al., 2010a)) wurde eine drastische 

Stabilisierung des mit Mangan gekoppelten Tyrosylradikals erreicht, der die Halbwertszeit auf 

~200 h bei 4 °C erhöhte. Ferner war das bisherige Protokoll der ersten Anionenaustausch-

chromatographie (Uno™sphere Q) völlig ungeeignet für die Zielsetzung dieser Arbeit. Deshalb 

wurde zunächst der Elutionsbereich des R2F Proteins in Abhängigkeit des modifizierten 

Puffersystems mit einem flachen, linearen Gradienten als 334 ±10 mM KCl bestimmt. Die 

präparative Elution erfolgte mit einem vierstufigen Gradienten. Zusätzlich wurde die 

spezifische R2F-Ladekapazität erhöht, indem der Auftragspuffer mit 150 mM KCl dotiert 

wurde, um eine unerwünschte Bindung von Begleitproteinen zu unterdrücken. Durch die hier 
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genannten Modifikationen konnten die dramatischen Verluste an Radikal bereits während 

der ersten Anreicherungsstufen von ca. 80 % auf 15 % gesenkt werden. In der sich 

anschließenden Größenausschlußchromatographie wurde der Elutionsbereich des 

monomeren 38 kDa R2F-Proteins auf 32 – 45 kDa begrenzt.  

Für Hochfeld EPR Messungen (122 und 244 GHz) an biologischen Materialien sind 

entscheidende Hürden in der Probenvorbereitung zu überwinden: Inhomogenes Protein, zu 

geringe Menge, zu geringe Aktivität. Für diese Erfordernisse, wurde die zweite 

Anionenaustauschchromatographie an Mono Q® mehrfach optimiert. Für die Applikation auf 

die Säule wurde die Proteinprobe mit 375 mM KCl zur Verringerung unspezifischer 

Adsorption versetzt. Die weitere Elution unspezifischer Proteine erfolgte in einer 

Gradientenstufe mit 515 mM KCl, gefolgt von einem steilen linearen KCl-Gradienten, wobei 

die Elution des homogenen R2F-Proteins im Bereich von 520 bis 535 mM KCl recht 

konzentriert erfolgte. Eine Echtzeiterfassung (online) des R2F-Proteins während der Elution 

würde eine engere Fraktionierung erlauben und damit die Abreicherung von Fremdproteinen 

maximieren. Sie würde auch die Voraussetzung für eine Automatisierung der R2F-

spezifischen Fraktionierung liefern.  

 

Die Detektion des Tyrosylradikals von R2F erfolgte bisher off-line über Differenzspektren und 

wurde durch kontinuierliche Messverfahren ersetzt. Dafür wurde auf Grundlage des in 

Fig. 3a (Stolle et al., 2010a) präsentierten R2F Absorptionsspektrums die maximale 

Absorptionsbreite des proteingebundenen Tyrosylradikals auf 8 nm (404 – 412 nm) 

bestimmt. Eine kontinuierliche Messung der Absorption an den Wellenlängen 408 nm 

(Maximum) sowie 413 nm (Baseline) generierte ein virtuelles Differenzspektrum, welches als 

Fraktionierungsparameter in der angestrebten Automatisierung eingesetzt wurde. Durch die 

beschriebenen Modifikationen, die Verwendung von Superloops zur Probenladung und 

Zwischenspeicherung von Eluaten, konnte die Teilautomatisierung des hier beschriebenen 

Chromatographieprozesses erfolgreich umgesetzt werden. Die vorherigen Verluste, die zu 

einer geringen Gesamtausbeute von 16,1 nmol aktivem Protein aus 60 g Zellen führten 

konnten drastisch minimiert werden, so dass aus der modifizierten Proteinreinigung 30 mal 

mehr aktives, homogenes Protein, also insgesamt 0,52 µmol pro Batch präpariert werden 

konnten. 

Ein Hauptziel dieser Arbeit war es, den Metallstatus des Metallocofaktors im R2F-Protein zu 

klären. Nach homologes Expression des nrdF-Gens in C. ammoniagenes wurden vier 
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voneinander unabhängige Metallanalysen (i) Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie 

(GF-AAS), (ii) Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICPMS), (iii) chemische 

Metallbestimmungen und (iv) Totalreflexions-Röntgenfluoreszenzspektrometrie (TXRF) 

durchgeführt (Stolle et al., 2010a). Übereinstimmend wurde Mangan, mit einer Stöchiometrie 

von 0,74 ±0,04 Mol Mn pro 1 Mol R2F-Monomer im Metallocofaktor nachgewiesen. Durch 

diese Methoden wurde die Gegenwart signifikanter Mengen von Eisen im nativen R2F-

Protein endgültig ausgeschlossen. Die Spezifität des R2F-Metallocofaktors für Mangan 

wurde durch eine Versuchsreihe geklärt. Hierzu wurden gezielt zweiwertige Metalle, deren 

Beteiligung in RNRs anderer Klassen beschrieben wurde, dem Fermentationsmedium 

während der Anzucht von C. ammoniagenes zugesetzt. Die Zugabe äquimolarer Mengen 

(100 µM) von Mangan(II)-chlorid, Zink(II)-chlorid und Eisen(II)-chlorid veränderte weder den 

Status noch die Menge an aktivem Metallocofaktor. Wurde dem Fermentationsmedium 

hingegen ausschließlich Eisen(II)-chlorid während der Induktionsphase zugesetzt, blieb die 

Bildung des organischen Radikals aus. Darüber hinaus wurde nach Reinigung dieses R2F-

Proteins ebenfalls kein Eisen im Metallocofaktor nachgewiesen und der größte Anteil des 

Proteins verblieb in der inaktiven Apoform.  

Nachdem die Art des Metallocofaktors, sowie dessen Beteiligung an der 

Ribonucleotidreduktion in dieser Arbeit geklärt werden konnte, war es attraktiv, eine 

Modellvorstellung zur Entstehung des neuartigen Tyrosyl-Mn2 gekoppelten Spinsystems des 

Metallocofaktors der RNR von C. ammoniagenes zu entwickeln. Entscheidende Hinweise für 

die Generierung des aktiven Metallocofaktors wurden in ausführlichen 

Reaktivierungsversuchen, nach gezielter Reduktion des Tyrosylradikals mit Hydroxyharnstoff, 

erarbeitet. Nach vollständiger Entfernung von HU mittels Ultrafiltration wurde eine 

vollständige Regeneration des Metalloradikalcofaktors durch Zugabe von 10 µM H2O2 und 

2,5 µM 1,1'­Dimethyl­4,4'­bipyridinium als Mediator erreicht, die über eine zeitaufgelöste 

Aufnahme der Y
•
-Absorption bei 408 nm verfolgt werden konnte. Dabei ist anzumerken, dass 

die Konzentration des regenerierten Tyrosylradikals die der Anfangskonzentration um 30 % 

übertraf (siehe Diskussion).  

Erstmals wurde hier im Standardassay für RNRs Aktivität (69 µmol × mg
-1 

× min
-1

) für das 

R2F-Protein nach homologer Expression gemessen. Dieses bisher unerreichte hohe Niveau 

(Stolle et al., 2010a), übertraf nicht nur bei weitem für das C. ammoniagenes R2F publizierte 

Aktivitäten (Griepenburg et al., 1998), sondern auch die in der Literatur für Klasse Ia RNRs 
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berichteten Aktivitäten (Huque et al., 2000). Damit und mit der hier erreichten hohen 

Spinkonzentration des R2F-Proteins waren die Voraussetzungen für weiterführende Arbeiten 

geschaffen. Die Idee, eine direkte Beteiligung des Tyrosylradikals (Y115) an der 

Ribonucleotidreduktion nachzuweisen, lag nahe. Dafür wurde ein neuartiger Enzymtest 

entwickelt, in dem unter Ausschluss von standardmäßig verwendeten in-vitro 

Reduktionsmitteln das Verhalten des Tyrosylradikals (Fig. 3a, Stolle et al.) optisch 

zeitaufgelöst verfolgt werden konnte. Ein für die RNR-Forschung üblicher 

Komplementationsassay (R1E + R2F) wurde durch Zugabe des Substrats CDP gestartet und 

die zu erwartende Löschung des charakteristischen 408 nm Radikalsignals über die Zeit 

verfolgt (Fig. 3b, Stolle et al., 2010a). Das mit Beteiligung des Tyrosylradikals gebildete 

Produkt wurde über eine modifizierte HPLC-Methode (Pal et al., 1975) mit einem 

Referenzstandard validiert und die Ausbeute quantifiziert. Auf diese Weise konnte gezeigt 

werden, dass 0,2 nmol dCDP unter Beteiligung von 0,4 nmol Y
• 
gebildet werden. 

Der hier neu entwickelte alternative Enzymtest könnte als Screeningverfahren für 

Inhibitorstudien verwendet werden, weil die Ribonucleotid-Reduktasen aufgrund ihrer 

essentiellen Funktion einen lukrativen Angriffspunkt zur Bekämpfung proliferierender Zellen, 

insbesondere pathogener Mikroorganismen sowie Tumorzellen, bieten. Für diesen Zweck 

wurde exemplarisch als zu testender Inhibitor ein von der Sequenz des C-Terminus des R2F 

Proteins abgeleitetes Heptapeptide synthetisiert. Eine Vorinkubation der katalytischen R1E 

Untereinheit mit diesem Peptid führte zur Inaktivierung der Ribonucleotid-Reduktion, 

erkennbar am Erhalt des charakteristischen Y
•
-Absorptionsmaximums (Stolle et al., 2010b).  

Die Adaption des optimierten Reinigungsschemas zur Anreicherung des R2F-Proteins aus 

C. glutamicum (Wildtyp) konnte in dieser Arbeit ebenfalls erfolgreich umgesetzt werden. 

Erstmals wurde für dieses Enzym eine hohe enzymatische Aktivität im Komplementationstest 

gemessen und das spezifische 408 nm Y
•
-Absorptionssignal dargestellt (Abbouni et al., 

2009). 
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7.2 Publikation I: Homologous Expression of the nrdF-Gene of 

Corynebacterium ammoniagenes Strain ATCC 6872 generates a 

Manganese-Metallocofactor (R2F) and a Stable Tyrosyl Radical (Y
•
) 

involved in Ribnucleotide Reduction 

 

Eigenanteil: 

Das nrdF-Gen von Corynebacterium ammoniagenes wurde in einer vorhergehenden 

Dissertation (Barckhausen, 2004) zwar homolog exprimiert und das Genprodukt 

angereichert, jedoch ohne Nachweis der spezifischen Aktivität. Ein stark modifizierter 

Reinigungsprozess führte zu einem hochaktiven R2F-Protein, das mit seiner im 

biochemischen Komplementationsassay gemessenen spezifischen Aktivität sämtlicher in der 

Literatur beschriebener Ribonucleotid-Reduktasen übertrifft. Zur Aufklärung des 

Reaktionsmechanismus wurde ein präparativer Enzymtest entwickelt, für den die benötigten 

Proteinmengen über Teilautomatisierung bereitgestellt wurden. Mit diesem neuartigen Test 

konnte eine direkte Beteiligung des in der R2F-Untereinheit lokalisierten Tyrosylradikals in 

der Ribonucleotid-Reduktion gezeigt werden. Die Eignung dieses neu entwickelten Tests für 

RNR-Inhibitorstudien im Echtzeit-Screeningverfahren wurde vorgestellt (Stolle et al., 2010b). 
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7.3 Publikation II: Crystallization and preliminary X-ray Analysis of the 

Small Subunit (R2F) of Native Ribonucleotide Reductase from 

Corynebacterium ammoniagenes 

 

Eigenanteil: 

Durch die optimierte Chromatographie konnten nahezu beliebige Mengen R2F von 

C. ammoniagenes für Kristallisationsversuche geliefert werden. In gezielten Vorarbeiten 

wurden die Kristallisationsbedingungen so eingeengt, dass hier in kürzester Zeit (2 Wochen) 

Kristalle mit hoher Auflösung (1.36 Å) erhalten wurden. 
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7.4 Publikation III: A Tyrosyl-Dimanganese Coupled Spin System is the 

Native Metalloradical Cofactor of the R2F Subunit of the 

Ribonucleotide Reductase of Corynebacterium ammoniagenes 

 

Eigenanteil: 

Die spektroskopische Auflösung des ungewöhnlichen Tyrosylradikals mit „multi-frequency“-

EPR Spektroskopie benötigt gerade im Hochfeld (122 und 244 GHz) sehr hohe 

Spinkonzentrationen, um ein interpretierbares Signal messen zu können. Bei Aufnahme der 

vorliegenden Dissertation war dies wegen der geringen Halbwertszeit des aktiven 

Metallocofaktors unter den vorgefundenen Bedingungen nicht gewährleistet. Mit 

verschiedenen Maßnahmen wurde die Stabilität des Metalloradikalcofaktors drastisch 

erhöht, so dass die Ribonucleotid-Reduktase aus C. ammoniagenes erstmals für langwierige 

physikalische Messverfahren in externen Forschungszentren (MPI für Bioanorganische 

Chemie, Mülheim; HZI für Materialien und Energie, BESSY II, Berlin; EMBL Outstation, DESY, 

Hamburg; Spring-8, Hyogo, Japan) zur Verfügung gestellt werden konnte. Auf diese Weise 

wurde mit einer hochaktiven biochemischen Präparation über Strukturanalyse und 

Multifrequenz-EPR ein neuartiges Tyrosyl-Mn
III
Mn

III
 gekoppelten Spinsystems beschrieben. 

Es war attraktiv, eine Modellvorstellung zur Entstehung des neuartigen Tyrosylradikal-Mn2 

gekoppelten Spinsystems der RNR von C. ammoniagenes zu entwickeln. Dafür wurden 

entscheidende Hinweise in ausführlichen Reaktivierungsversuchen nach gezielter Reduktion 

des Tyrosylradikals erarbeitet. Diese deuten auf die Beteiligung von H2O2 bei der Oxidation 

des Metallclusters für die Generation des Tyrosylradikals hin (Fig. 13). 
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7.5 Publikation IV: Electron Paramagnetic Resonance (EPR) Spectroscopy of 

the Stable-Free Radical in the Native Metallo-Cofactor of the 

Manganese-Ribonucleotide Reductase (Mn-RNR) of Corynebacterium 

glutamicum 

 

Eigenanteil: 

Die an C. ammoniagenes gewonnenen Erkenntnisse wurden auf die Anreicherung einer 

aktiven R2F-Untereinheit bei einem Wildtyp des Aminosäureproduzenten C. glutamicum 

erfolgreich übertragen. Mit diesem modifizierten Reinigungsschema wurde erstmals 

homogenes Protein, mit einer im Vergleich zu einer vorhergehenden Dissertation (Abbouni, 

1999) 6.000-fachen Steigerung der spezifischen Aktivität, erhalten. Dieses Vorgehen 

ermöglichte zum ersten Mal, dass spezifische 408 nm Absorptionssignals eines 

proteingebundenen Tyrosylradikals (Fig. 5) aus einem Wildtyp darzustellen. 
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8 Diskussion 

Die in dieser Arbeit vorgestellte interdisziplinäre Bearbeitung der nativen R2F Proteine von 

C. ammoniagenes und C. glutamicum klärt endgültig, dass diese Enzyme Mangan für die 

Generation des Tyrosylradikals in ihrem Metallocofaktor verwenden. Damit erwies sich die 

heterologe Expression des nrdF-Gens von C. ammoniagenes im phylogenetisch entfernten 

E. coli-Hintergrund (Högbom et al., 2002; Huque et al., 2000) als Irrweg für die Analyse des 

Metallocofaktors dieser R2F-Proteine. Eine immer größere Zahl an Präzedenzfällen zeigt, 

dass die heterologe Expression von Genen, die Metalloproteine kodieren, oft nicht die 

korrekte Antwort auf die Frage nach dem physiologisch relevanten Metall liefert (Hidalgo et 

al., 2004; Kennedy et al., 1998). In der Einleitung zu dieser Arbeit (vergl. 5.1, S.13ff.) wurde 

ausdrücklich auf die große Bedeutung akzessorischer Proteine bei der Assemblierung von 

Metalloproteinen hingewiesen (Mulrooney & Hausinger, 2003a). Eine Rolle von Mangan für 

die Genregulation des nrd-Operons in C. ammoniagenes (Torrents et al., 2003) bleibt davon 

unbenommen, hat aber keinen Einfluss auf die hier präsentierten Ergebnisse, da die 

homologe Überexpression des nrdF-Gens unter der Kontrolle des tac-Promotors erfolgte 

(Barckhausen, 2004), der in Corynebakterien gut abgelesen wird (Paik & Lee, 2003; Stolle et 

al., 2010a). Die hier etablierte Methode der Reinigung des R2F-Proteins liefert hochaktives 

und homogenes Protein. Nach zusätzlicher Ultrafiltration können die für physikalische 

Messungen benötigten Konzentrationen ebenfalls bereitgestellt werden. Der entscheidende 

Schritt zur Abtrennung unspezifischer eisenhaltiger Proteine fand in der Gelfiltration an 

einer Superdex 200 Säule statt. Auffallend ist, dass nach homologer Expression die Elution 

von nativem R2F bei 38 kDa (Monomer) erfolgt, während vorherige Versuche zur 

Anreicherung von R2F aus dem Wildtyp von C. ammoniagenes als 80 kDa Dimer beschrieben 

(Fieschi et al., 1998; Griepenburg et al., 1998; Willing et al., 1988b). Der hier ermittelte 

molare Extinktionskoeffizient entspricht mit  = 76280 × M
-1 

cm
-1

 nahezu perfekt dem 

erwarteten theoretischen Wert für das Monomer. Die Annahme eines in der Gelfiltration 

ungewöhnlich migrierenden, maskierten Dimers würde diesen Wert halbieren. Dies ist 

unwahrscheinlich. Das hier beobachtete unterschiedliche Elutionsverhalten des R2F-Proteins 

kann durch die gesteigerte Expression des nrdF-Gens in C. ammoniagenes pOCA2 erklärt 

werden. Das resultierende Ungleichgewicht zwischen R2F und R1E deutet darauf hin, dass 

stöchiometrische Mengen der beiden Untereinheiten für eine R2F-Dimerisierung erforderlich 

sind. In der Erstbeschreibung wurde die Mn-RNR mit einer  Struktur beschrieben (Willing 
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et al., 1988b). Es ist daher nicht verwunderlich, dass die Messung der spezifischen R2F-

Aktivität nach biochemischer Komplementation nur im Verhältnis 2 Teile R2F zu 1 Teil R1E 

mit Erfolg durchgeführt werden konnte. Verglichen mit E. coli-R2 (Larsson et al., 1996), 

S. typhimurium Fe-R2F (Huque et al., 2000), C. ammoniagenes Fe-R2F (Huque et al., 2000) ist 

die hier präsentierte spezifische Aktivität des nativen C. ammoniagenes-R2F aus homologer 

Expression (69 µmol × mg
-1 

× min
-1

) sehr hoch (6.00, 0.60, 0.05 µmol × mg
-1 

× min
-1

). Eine 

Ausnahme bildet die etwa gleich hohe Aktivität (32 µmol × mg
-1 

× min
-1

) der C. glutamicum 

RNR (Abbouni et al., 2009). Damit ist keine nachträgliche in-vitro Aktivierung des 

Metallocofaktors im hier vorgestellten C. ammoniagenes R2F-Protein mit Hilfe 

akzessorischer Faktoren nötig, wie sie für das E. coli Ib Enzym durch NrdI beschrieben wurde 

(Cotruvo & Stubbe, 2010). Jedoch ist eine Beteiligung von NrdI an der in-vivo Assemblierung 

des R2F-Proteins in C. ammoniagenes nicht ausgeschlossen. Dieser Organismus hat auch ein 

nrdI-Gen in seinem nrd-Operon (vergl. Abb. 7, S. 14). Andererseits lieferten sämtliche hier 

durchgeführten Metallbestimmungen eine Stöchiometrie von 1,4 Mn pro R2F-Dimer. Diese 

lässt sich mit der Annahme erklären, dass R2F zwar gereinigt wurde, aber bezüglich der 

Metallbesetzung inhomogen ist, dergestalt, dass ein Teil voll besetzt ist (4 Mn) und der Rest 

in der inaktiven Apoform vorliegt. Eine Unterbesetzung des für Klasse I RNRs typischen 

dinuclearen Metallocofaktors in der hier benutzten R2F-Präparation liegt vor, da bei dem 

hier kalkulierten Mangan- (0,74 Mol/Mol) und Radikalgehalt (0,18 Mol/Mol) der R2F-

Monomere nur 25 % im vollbesetzten und damit aktiven Zustand vorliegen. Es ist denkbar, 

dass eine Coexpression von NrdF und NrdI eine höhere Besetzung der Metallbindeplätze im 

R2F-Protein ermöglichen würde (vergl. oben). Die hohe Manganspezifität des hier 

vorgestellten R2F-Metallocofaktors wurde durch ausgewählte Induktionsversuche belegt. Bei 

dem standardisierten Protokoll der Induktion werden dem Anzuchtmedium üblicherweise 

185 µM MnCl2 zur Generierung des Mn-R2F zugesetzt. Die gleichzeitige Zugabe äquimolarer 

Mengen Mn
2+

, Fe
2+

 und Zn
2+

 veränderte weder den Metallstatus R2F-Cofaktors noch dessen 

Radikalgehalt. Bei einer Induktion allein mit Fe
2+

 wurde nur die Apoform von R2F erhalten. 

Über die Kristallstruktur wurde ein oxo/hydroxo verbrücktes Mangandimer in direkter 

Nachbarschaft (8 Å) zu einem Tyrosin (Y115) gezeigt (Ogata et al., 2009). Weiterführende 

Multi-Frequenz EPR Messungen, kombiniert mit biochemischen Analysen, zeigten, dass 

hierbei ein stabiles, redoxaktives Tyrosylradikal in räumlicher Nähe, und damit in Kopplung 

zu einem Mangan-Dimer vorlag, dessen Oxidationszustand als Mn
III
Mn

III
, vergleichbar dem 
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des Eisencofaktors der Klasse Ia RNR von E. coli ist (Atkin et al., 1973; Nordlund et al., 1990; 

Sjöberg, 1997). Das native R2F von C. ammoniagenes zeigt in der EPR ein gekoppeltes 

Radikalsignal (split signal). Solche Signale wurden zuvor schon in anderen biologischen 

Systemen mit redoxaktiven Tyrosinen, z.B. dem Photosystem II beschrieben (Cox et al., 2009; 

Havelius et al., 2006; Koulougliotis et al., 2004; Su et al., 2007). Im PSII wird das 

üblicherweise ~3 mT breite Tyrosylsignal aufgrund einer schwachen Wechselwirkung mit 

dem 7 Å entfernten, paramagnetischen Tetra-Manganzentrum des „oxygen evolving 

complex“ (vergl. 5.2, S.18), verbreitert. Damit Vergleichbar ist die Signalverbreiterung des in 

R2F lokalisierten Tyrosylradikals, das 8 Å entfernt vom Mn-Mn Dimer liegt (Ogata et al., 

2009). Auch der in dieser Arbeit untersuchte Metallocofaktor des C. glutamicum R2F-

Proteins (Abbouni et al., 2009) zeigt ein ähnliches gekoppeltes Radikalsignal. Es fällt aber auf, 

dass sich ihre EPR Spektren sowie die Temperaturabhängigkeit unterscheiden. Die g-Werte 

beider Radikale liegen im Normbereich für Tyrosylradikale, dennoch ist die Signalbreite des 

C.g.-Metallocofaktors in der X-Band EPR, verglichen mit dem C.a.-Metallocofaktor, halbiert. 

Der Hauptunterschied der beiden Cofaktoren ist, das die Kopplung des Mangandimers von 

C. ammoniagenes schwach ferromagnetisch, die Kopplung zwischen den beiden 

Manganzentren von C. glutamicum aber wahrscheinlich schwach antiferromagnetisch ist 

(Cox et al., 2010). Darüber hinaus stimmt der hier vorgeschlagene Mn
III
Mn

III
-Metallocofaktor 

mit den Eigenschaften eine µ-oxo-(mono/bis)µ-carboxylato Mn
III

Mn
III
-Modellkomplexes 

(Stolle et al., 2010b) sehr gut überein. Der Hauptunterschied zum E. coli R2 ist, dass die 

Evolution hier ein anderes Metall für die gleiche katalytische Aufgabe verwendet hat. Jeweils 

ein zusätzliches Wassermolekül wurde im Bindungsnetzwerk des R2-(Nordlund et al., 1990) 

und des R2F-Metallocofaktors (Högbom et al., 2002) postuliert, das auf einen leichteren 

Zugang zum Metallzentrum schließen lässt. Ein entsprechendes Wassermolekül kommt im 

nativen R2F von C. ammoniagenes nicht vor (Ogata et al., 2009). Die daraus resultierende 

dichtere Struktur des R2F-Proteins erklärt die höhere Stabilität dieses Metallocofaktors auch 

gegenüber EDTA (Willing et al., 1988b). 

Ein neuer Aspekt ist, dass das im Metallocofaktor lokalisierte Tyrosylradikal direkt an der 

Ribonucleotidreduktion beteiligt ist. In dem hier entwickelten neuen Enzymtest konnte über 

die Löschung des Radikalsignals gezeigt werden, dass 0,4 nmol Y
• 

an der Bildung von 

0,2 nmol dCDP (Produkt) beteiligt sind (Fig. 3b, Stolle et al., 2010a). Das während der Katalyse 

zum Tyrosin reduzierte Tyrosylradikal verbleibt in diesem Zustand. Das Fehlen von DTT im 
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alternativen Test führt dazu, dass die R1E-Disulfide nach der Reaktion nicht wieder reduziert 

werden können. Zumindest in der Theorie kann deshalb von einer „single-turnover“-Reaktion 

ausgegangen werden. In diesem Enzymtest führt eine standardmäßig betriebene 

Schutzmaßnahme allerdings zu einem geringen Eintrag eines künstlichen 

Reduktionsäquivalents. Bei der Affinitätschromatographie des R1E Proteins wird das 

Reduktionsmittel Dithiothreitol (2 mmol) eingesetzt, um die Thiolgruppen der Cysteine 

während der Reinigung vor Oxidation zu schützen. Dadurch sollten die Cysteine in R1E nach 

der Anreicherung in der reduzierten Form vorliegen. Weil so kleine Mengen DTT mit R1E in 

den Assay eingebracht werden. Dies führt zu einer Regeneration eines geringen Anteils der 

bei Katalyse oxidierten Cysteine von R1E, was die Produktausbeute durch einen erneuten 

Turnover geringfügig erhöhen dürfte (< 10 %). Der hier neu entwickelte Test zeigte sich als 

geeignet als Screeningverfahren zur Suche nach RNR-Inhibitoren. In einem gezielten 

Versuch, konnte die Interaktion der R1E und R2F Untereinheiten wirkungsvoll unterbrochen 

werden, erkennbar am Erhalt des Tyrosylsignals wie auch an der fehlenden Produktbildung 

(Stolle et al., 2010b). 

Die hier präsentierte Reaktivierung des Tyrosylradikals im Metallocofaktor des R2F Protein 

nach Quenchen mit Hydroxyharnstoff weist auf die Beteiligung von H2O2 bei der Oxidation 

des Metallclusters hin (Fig. 13, Cox et al., accepted). Verglichen mit der 

Ausgangskonzentration wurde dabei ein 30 % höherer Radikalgehalt erhalten. Dabei ist nicht 

ganz klar, ob diese zusätzliche Radikalausbeute dem während der Reinigung reduziertem 

Anteil entspricht oder mit einem Anteil neu aus der Apoform assemblierter Cofaktoren zu 

begründen ist. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass kürzlich die Beteiligung eines 

zusätzlichen Flavodoxins, NrdI, für die Aktivierung des Klasse Ib Mn-Metallocofaktors von 

E. coli vorgeschlagen wurde (Cotruvo & Stubbe, 2010). Für die hier benutzten R2F-

Präparationen konnte die Anwesenheit eines vergleichbaren akzessorischen Proteins 

(C. ammoniagenes-NrdI, PDB 069272) über ESI-QTOF Massenspektrometrie ausgeschlossen 

werden. Im von Cotruvo und Stubbe vorgeschlagenen Mechanismus zur Assemblierung des 

Mn-Metallocofaktors der E. coli Klasse Ib RNR wird in einem ersten Schritt, der an die H2O2 

Deprotonierungreaktion der Mn-Katalase erinnert, das Mn
II
Mn

II
-Dimer zu Mn

III
Mn

III
 oxidiert 

(Barynin et al., 2001; Boelrijk & Dismukes, 2000; Dismukes, 1996). Der zweite Schritt 

generiert daraufhin ein di-µ-oxo-verbrücktes Mn
III
Mn

IV
 oder Mn

IV
Mn

IV
 Dimer (Sheats et al., 

1987; Wieghardt et al., 1985), welches ein Elektron vom Tyrosin (Y115) abstrahiert und das 

für die Ribonucleotidreduktion essentielle Tyrosylradikal generiert. Bezogen auf die ersten 
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Schritte des Reaktionsmechanismus (vergl. Abb. 13, (Cox et al., 2010)) stimmen sowohl die 

publizierte R2F-Kristallstruktur (vergl. Ogata et al., 2009; PDB 3MJO) als auch Multifrequenz-

EPR Analysen (Cox et al., 2010; Stolle et al., 2010a) mit dem obigen Modell überein. Beide 

Ansätze liefern aber auch weitere Details, insbesondere welche Konformationsänderungen 

des Mn-Mn Ligandenfeldes (vergl. Fig. 6B, (Cox et al., 2010)) den Reaktionsmechanismus 

begleiten. Diese neuen Informationen zur Rolle von Glu202 & Asp77 werden in der 

vorliegenden Arbeit berücksichtigt und führen zu einer Änderung im Mechanismus (vergl. 

Abb. 13, (Cox et al., 2010)). Damit werden die letzten Schritte des obigen von (Cotruvo & 

Stubbe, 2010) vorgeschlagenen Mechanismus abgelehnt. 

Die in der vorliegenden Dissertation erzielten Erkenntnisse über die R2F-Metallocofaktoren 

von C. ammoniagenes und C. glutamicum in Verbindung mit der Arbeit von (Cotruvo & 

Stubbe, 2010) an der Aktivierung der Klasse Ib RNR von E. coli legen den Schluss nahe, dass 

Mangan das wichtigste Metall für sämtliche RNRs dieser Klasse ist. Die hier präsentierte 

Struktur sowie der Mechanismus der Cofaktorassemblierung (vergl. Abb. 13, (Cox et al., 

2010)) können repräsentativ für alle Klasse Ib Ribonucleotid-Reduktasen sein.  
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