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Vorwort

Dieses Buch geht auf Vorlesungen zuriick, die wir in den vergangenen Jahren an
der LMU Miinchen gelesen haben, und zwar auf die Vorlesung Bioanorganische
Chemie des Bachelor-Studiengangs Chemie und Biochemie und auf die Spezial-
vorlesung des Chemie-Masterstudiengangs Spektroskopische Methoden der Bio-
anorganischen Chemie.

Teil I: Die Koordinationschemie von Metalloenzymzentren

Der erste Teil dieses Buches entspricht in seinem didaktischen Ziel in etwa ei-
ner zweistiindigen Vorlesung ,Bioanorganische Chemie®, die im Curriculum der
LMU Miinchen fur das sechste Semester des Bachelorstudienganges vorgesehen
ist. Das Hauptziel besteht darin, die koordinationschemischen Regeln, welche die
Studierenden in einer ebenfalls zweistiindigen Vorlesung im vierten Fachsemes-
ter kennenlernen, in den Strukturen und Reaktionen der aktiven Zentren von
Metalloproteinen wiederzufinden. Die Beschrankung der Bioanorganischen Che-
mie auf Metalloproteine ergab sich im Laufe der Jahre als geeignetes didaktisches
Hilfsmittel, um das genannte Hauptziel zu erreichen. (Therapeutika wie Cispla-
tin werden an der LMU im Rahmen der einfiihrenden koordinationschemischen
Vorlesung behandelt, nicht in der Bioanorganischen Chemie.) Diese Einteilung
wurde beibehalten, der Stoff wurde lediglich so vermehrt, dass ein ,rundes” Bild
dieses interessanten und sich schnell entwickelnden Faches entsteht. Wiirde man
jetzt umgekehrt den ersten Teil des Buches als Vorlesung halten, so wire diese
néherungsweise vierstiindig.

Die Gliederung zeichnet nicht, wie in Biochemie-Lehrbiichern sinnvollerwei-
se ublich, Stoffwechsel- oder Signaltransduktionswege nach. Die Abfolge der
behandelten Enzymzentren richtet sich vielmehr nach der koordinationschemi-
schen Komplexitit. Auf die einfache Sdure-Base-Katalyse (Zinkenzyme, Nicht-
Redox-Nickelenzyme) folgt daher die Redoxchemie an Highspin-Zentren (Eisen-
Schwefel-Enzyme) und Reaktionen mit Sauerstoffspezies ohne Spinwechsel am
Zentralmetall (Mangan-SOD, Nichtham-Eisenenzyme, Molybdopterin, Oxodiei-
senzentren), dann folgen die Koordination und die Redoxkatalyse an Lowspin-
Zentren oder unter Wechsel des Gesamtspins (Himenzyme), um schliefllich

X
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mit den Kupferenzymen aktive Zentren zu behandeln, bei denen die Modu-
lierung der Orbitalenergien des Zentralmetalls reaktionssteuernd ist. (Bei den
Redoxenzymen geht die so gewihlte Abfolge mit einem Ansteigen des elektro-
chemischen Potentials einher.) Es folgen grofiere, eigenstdndige Themen, die viel
Aufmerksamkeit auf sich gezogen haben, zum Teil seit Jahrzehnten: Photosys-
tem II, Hydrogenasen, Nitrogenase. Am Schluss kommen dann mit Cobalamin
und CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthase organometallchemische Aspekte
hinzu, ferner wird mit Xylose-Isomerase auf grofStechnische Aspekte eingegan-
gen. (In diesem Abschnitt und auch im Text wird der Begrift Enzym auch fiir
Elektronen- und O,-Transportproteine verwendet, also nicht nur fiir Enzyme im
Sinn der International Union of Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB, die
eine EC-Nummer tragen.)

Das Lernziel des ersten Teils lasst sich konkreter darin sehen, einen sinnvol-
len Zusammenhang zwischen den koordinationschemischen Charakteristika ei-
nes Zentralmetalls und seinem Verhalten im aktiven Zentrum eines Enzyms her-
zustellen. Um eine Hilfestellung bei der Einschétzung zu geben, wie sich ein Zen-
tralmetall auflerhalb einer Proteinumgebung, also unter ,Reagenzglasbedingun-
gen” verhilt, sind in Kapitel 24 ,koordinationschemische Steckbriefe” fiir jedes
Zentrum dieses Textes zusammengestellt.

Der didaktische Bezug zur Koordinationschemie wird weiter vertieft, indem
spezielle Themen — meist ,Handwerkszeug” oder Konzeptionelles — in eigenen
Abschnitten dargestellt werden, die mit ,Bio-Anorganisches” eingeleitet werden.
Hier finden die Leserin und der Leser Lehrinhalte dargestellt, die Studierende
nach unserer Erfahrung gerne im Zusammenhang vermittelt bekommen.

Teil 1l: Der Blick aufs Metall: Grundlegende und spezielle Methoden

Der zweite Teil dieses Buches basiert auf der einstiindigen Vorlesung ,, Spektrosko-
pische Methoden in der Bioanorganischen Chemie®, die von SHP als Wahlvorle-
sung an der LMU Miinchen in den Masterstudiengédngen Chemie und Biochemie
angeboten wurde. Das Hauptziel besteht darin, die Grundlagen, Moglichkeiten
und potentiellen Anwendungsfille der wichtigsten Methoden fiir die bioanorga-
nische Chemie fiir Studierende ab dem 5. Semester ohne spezielle analytische
Vorbildung zusammenzufassen. Die Auswahl der Methoden bildet viele wichti-
ge Techniken ab, wobei die Auswahl in kiinftigen Auflagen ergénzt werden wird.
Die bioanorganische Chemie ist ein sehr dynamisches Feld und neue Methoden
ermoglichen immer wieder neue Erkenntnisse zur elektronischen Struktur und
Funktion von Enzymzentren. In allen methodischen Kapiteln ist weiterfithrende
Literatur zu Spezialwerken angegeben. Da diese Werke haufig nicht fiir Einsteiger
verfasst sind, sollen die Kapitel in Teil II einen verstdndlichen Zugang fiir Bache-
lorstudierende bieten. Nach dem Lesen der Kapitel soll der Leser in der Lage sein,
eine potentielle (bioanorganische) Anwendung zu erkennen aber auch die Gren-
zen der jeweiligen Methode zu erfassen.
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Die Kapitel sind so gestaltet, dass sie einzeln gelesen werden kénnen und nicht
als ganzer Block verstanden werden miissen. Sie dienen auch als methodische
Erlduterung zu den spezielleren Ausfithrungen in Teil I. Fiir das Verstdndnis der
Anwendungsfille in Teil II sind Hinweise auf die jeweiligen Kapitel in Teil I gege-
ben. Die Abfolge der Kapitel in Teil II verlduft von den allgemeineren Methoden
zu den spezielleren. Wir starten daher Teil II mit der weit verbreiteten Struktur-
analyse von Proteinen, iiber die UV/Vis-, Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie
zur Elektrochemie und den theoretischen Methoden. Diese Methoden sind den
meisten Studierenden bereits aus fritheren Vorlesungen vertraut und werden
hier noch einmal aufgefrischt bzw. vertieft. Anschlieflend folgen die Metho-
den, die deutlich spezifischere Einblicke auf die Oxidationsstufe und Elektronen-
konfiguration des Metalls, ausgewihlte Metall-Ligand-Schwingungen und auch
die koordinative Metall-Umgebung in Losung und nicht-kristallinen Phasen er-
moglichen (Resonanz-Raman-Spektroskopie, Rontgenabsorptionsspektroskopie,
Mof3bauer-Spektroskopie, Elektronenspinresonanzspektroskopie und SQUID-
Magnetometrie).

Das Lernziel ist das bessere Verstédndnis der Originalliteratur, die ja meist schon
vor dem Bachelorabschluss gelesen werden sollte, und ein Abbau der Hiirde zum
Selbststudium und Verstandnis der Methoden. Letztendlich sollen die Leser und
Leserinnen nach Lektiire des Buches in die Lage versetzt werden, selbst zu erken-
nen, welche Methode bei einem gegebenen bioanorganischen Problem anwend-
bar ist.

Fiir die Unterstiitzung bei der Erstellung der zahlreichen Graphiken in Teil II
ist SHP Herrn Dr. Alexander Hoffmann zu gréfitem Dank verpflichtet. Des wei-
teren mochte SHP sich auch bei Herrn Dr. Gerhard Herres, Herrn PD Dr. Alex-
ander Pawlis und Herrn Dr. Benjamin Dicke fiir die Hilfe bei einigen Bildern be-
danken. Fiir die zahlreichen Diskussionen und das Korrekturlesen vieler Kapitel
dankt SHP Herrn Prof. Dr. Michael Ritbhausen, Frau Prof. Dr. Birgit Weber und
Herr Prof. Dr. Biprajit Sarkar sowie dem Arbeitskreis Herres-Pawlis sehr herzlich.

Abschlieflend méchten wir uns auch beim Verlag Wiley-VCH und speziell bei
Frau Moosdorfund ihrem Team fiir die Betreuung dieses Buchprojekts bedanken.

Die bioanorganische Chemie und ihre Methoden sind ein sehr vitales Feld, da-
her freuen wir uns sehr tiber Anregungen, Hinweise und Ergédnzungen der inter-
essierten Leser und Leserinnen (Hinweise zu Teil I bitte an PK, zu Teil Il an SHP).
Wir wiinschen Ihnen viel Freude beim Lesen!

Technisches

Werden quantenchemische Rechnungen herangezogen, um z. B. Orbitalwechsel-
wirkungen zu veranschaulichen, wird das theoretische Niveau in Kurzform ver-
merkt. Es bedeutet:

xDFT1: Rechnung mit Orca, BP86/def2-TZVP, van-der-Waals-Korrektur nach
Grimme (keyword D3), COSMO mit den Standardparametern fiir Wasser; x = u:
unrestricted, x = r: restricted, x = bs: broken-symmetry; Orbitalbilder mit Gabedit.

XV
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Vorwort

Die Abbildungen von Proteinen und deren aktiven Zentren wurden mit Pymol
auf der Grundlage von Strukturanalysen angefertigt, die in der Protein-Datenbank
(PDB) hinterlegt sind. Uber die Datenbankeintrige hinaus enthilt die PDB niitz-
liche Informationen methodischer Art. So werden viele Einzelheiten (was ist die
bei jeder Struktur genannte ,Auflosung®, etc.?) anschaulich bei den Educational
Ressources behandelt (die Auflésung unter resolution).

Zur Notation von Konzentrationsangaben: IUPACs Green Book lasst fiir die
molare Konzentration zwei gleichbedeutende Notierungen zu, zum Beispiel
c(H;0%) = [H;0%] = 1077 mol L L. In diesem Text wird [A] als c(A)/c®(A) be-
nutzt, so dass zum Beispiel gilt: pH = —Ig[H;O%]. Loslicheitsprodukte [A][B]
sind analog definiert und daher als blof3e Zahl angegeben.

Aachen und Miinchen, Februar 2016 Sonja Herres-Pawlis und
Peter Kliifers
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Saure-Base-Katalyse bei physiologischem pH-Wert:
Zink(ll) in Carboanhydrase und hydrolytischen
Zinkenzymen

Die schwache Brgnsted-Saure Wasser wird deutlich saurer, wenn sie an
die Lewis-Saure Zn?* koordiniert. Die konjugierte Base OH™ stehtim ak-
tiven Zentrum des Enzyms in hoher Konzentration als zinkgebundenes
Nukleophil zur Verfligung. Im aktiven Zentrum des Enzyms findet so
Sdure-Base-Katalyse bei konstantem pH-Wert statt.

Zinkenzyme

Fiir den Menschen sind nur wenige Ubergangsmetalle essenzi-
ell. Wird die blofle Menge an Metall betrachtet, so finden sich
im Grammbereich lediglich Eisen mit ~ 3—5g und Zink mit 2g,
im 100-mg-Bereich Kupfer. Cobalt, Mangan und Molybdin treten
hinter diese drei wichtigsten Elemente zuriick — vor allem, wenn die
Zahl an Enzymen betrachtet wird, die das jeweilige Metall enthal-
ten. Gerade bei Zink zeigt sich dabei der Zusammenhang zwischen
den verfiigbaren Detektionsmethoden und dem Erkennen eines
Proteins als Zinkenzym. Als diamagnetisches, farbloses d!°-Ion
ohne Redoxchemie fallen ndmlich einige Detektionsmoglichkeiten
aus. So bleiben, von der Rontgenstrukturanalyse an Einkristallen ab-
gesehen, die Atomabsorptionsspektroskopie und — als Methode zur
Detektion nicht zu fest gebundenen Zinks — die Fluoreszenzspek-
troskopie an Zinkchelaten, die ihre fluoreszierenden Eigenschaften
nur im zinkgebundenen Zustand zeigen, nicht fiir den freien Ligand.
Ein Motiv fiir die intensive Suche nach weiteren Zinkproteinen ist
ein genetischer Befund. Abhingig von den angewandten Kriteri-
en zeigt die Sequenz der menschlichen DNA an, dass 3-10% des
Genoms Zinkproteine codieren. Fiir den oberen Wert hief3e dies,
dass der Mensch ca. 3000 Zinkenzyme ausbilden konnte, von denen
bislang nur ca. 200 bekannt sind.

Bioanorganische Chemie, 1. Auflage. Sonja Herres-Pawlis und Peter Kliifers.
© 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Published 2017 by WILEY-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA.
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1 Sdure-Base-Katalyse bei physiologischem pH-Wert

1.1
Carboanhydrasen

Carboanhydrasen sind im Tier- und Pflanzenreich weit verbreitet.
Eine Carboanhydrase (CA) war das erste der heute bekannten En-
zyme, die als Zinkenzyme erkannt wurden. Genetisch werden ver-
schiedene CA-Familien unterschieden (a-, -, y-, 8- und (-CAs).
Im Menschen kommen «-CAs vor, die ihrerseits wieder in derzeit
15 verschiedene Formen (,Isozyme®) zerfallen. Die Formenvielfalt
spiegelt wider, dass CAs zahlreiche Aufgaben haben, so sind sie auch
beim standigen Umbau des Skeletts beteiligt (biologischer Apatit
enthilt Carbonat). Da sie auf8erdem bei vielen Krankheitsbildern ei-
ne Rolle spielen, sind CAs Ziel der Wirkstoffentwicklung.

Die von CA katalysierte Reaktion mutet fast primitiv an, da ,nur”
eine Gleichgewichtseinstellung zwischen Losung und Gasraum vor-
bereitet wird — so katalysiert bei uns Menschen Carboanhydrase I
die Reaktion zwischen dem Hydrogencarbonat des Blutplasmas und
dem Kohlendioxid in den Lungenblédschen:

CO, + 2H,0 = HCO; + H;0"

Dass dieser einfache Vorgang kinetisch gehemmt ist und der Kata-
lyse bedarf, erkennt man spéitestens dann, wenn man im Biergar-
ten vor einer frisch gezapften Maf} sitzt. Auch nach lingerer Zeit
»bitzelt” ein Schluck auf der Zunge. Es wird also noch Kohlensaure
freigesetzt, die (Gott sei Dank) eben nicht in den ersten Sekunden
nach dem Zapfen die wissrige Phase verlassen hat, um so das ther-
modynamische Gleichgewicht einzustellen — wirksames Veratmen
von CO, ist unkatalysiert also offensichtlich nicht méglich. (Auch
das Prickeln auf der Zunge wird tibrigens durch eine dort lokalisier-
te Carboanhydrase IV bewirkt [10].)

1.1.1
Molekiilbau von humaner Carboanhydrase Il (hCA )

Die meisten CAs bestehen aus einem einzelnen Proteinstrang von
ca. 260 Aminosduren. Es sind mehr als 400 Strukturanalysen an CAs
und CA-Hemmstoff-Komplexen in der PDB hinterlegt (abzufragen
unter carbonic anhydrase). Die durch -Faltblatt- und ungeordne-
te Abschnitte charakterisierte Molekiilstruktur von humaner Car-
boanhydraseIl ist in Abb. 1.1 gezeigt.

Im aktiven Zentrum binden drei Histidinreste ein vierfach ko-
ordiniertes Zinkion (Abb. 1.2). Die vierte Koordinationsstelle wird
von einem Aqua/Hydroxido-Liganden belegt. Unter den Amino-
sdureseitenketten in der ndheren Umgebung des aktiven Zentrums
wird der Histidin-64-Rest in der Rolle eines Protoneniibertrigers
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Abb. 1.1 Humane Carboanhydrasell in 1,56 A Auflosung (PDB-Eintrag 2VVA). Eine
mit 0,9 A hochaufgeldste Struktur wird in 3KS3 beschrieben.

gesehen. Es liegen Strukturanalysen vor, die sowohl CO,-beladene
hCAI zeigen, als auch dasselbe Enzym in der Hydrogencarbonat-
form. Beide Zustinde sind durch Wasserstoftbriickenbindungen
charakterisiert, in die der Aqua/Hydroxido-Ligand, zwei Wasser-
molekiile im typischen 3-A-Abstand und die Hydroxygruppe ei-
ner Threoninseitenkette eingebunden sind. In der CO,-beladenen
Form ist das Kohlendioxidmolekiil iiber weitere Wasserstoffbrii-
ckenbindungen fiir den Angriff eines OH™-Nukleophils raumlich
korrekt positioniert (in zinkfreier CA fiihrt die Beladung mit CO,
zu derselben rdumlichen Anordnung des Substrats). Abbildung 1.2
zeigt das Ergebnis der Strukturanalyse; zur besseren Ubersicht ist
der tber eine ,In“- und eine ,Out“-Konformation fehlgeordnete
His64-Protoneniibertriger nicht dargestellt (His64 liegt links vom
aktiven Zentrum). Das Wassermolekiil oberhalb des Aqualiganden
(»deep water) nimmt in der substrat- und produktfreien Form des
Enzyms ungefihr den Platz des oberen O-Atoms des CO,-Molekiils
ein. Bei der Bindung des Substrats wird dieses Wassermolekiil aus
seiner Ruhelage gedringt.

Die in Abb. 1.3 gezeigte Struktur mit der hydrogencarbonatbe-
ladenen Form suggeriert einen einfachen Ablauf der Katalyse. Das
korrekt positionierte Elektrophil CO, und der Aqua/Hydroxido-
Ligand scheinen ohne nennenswerte Bewegung der Umgebung
einen HCO; -Liganden gebildet zu haben. Es sollte jedoch beachtet
werden, dass das Proton des Hydroxidoliganden (das in der Ront-
genstrukturanalyse nicht sichtbar ist) im Produktkomplex nicht am
zinkgebundenen O-Atom gebunden ist. Der im folgenden gezeigte
Katalysezyklus berticksichtigt dies.

5

Abb. 1.2 Das aktive Zentrum
derin Abb. 1.1 dargestellten
CO,-beladenen hCAII.
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1.1.2
CA-Katalysezyklus

Der Zyklus (Abb. 1.4) ist wie tiblich als Umwandlung von CO, in
Hydrogencarbonat dargestellt, wie er bei der CO,-Aufnahme durch
photosynthetisierende griine Pflanzen ablauft. Man beachte, dass
er im Gegenuhrzeigersinn ablauft, wenn CO, ausgeschieden wird.
Der Zyklus beginnt mit dem Enzym in der Ruheform, bei der we-
gen des pK, -Wertes des Aqualiganden von ca. 7 dieser vor allem
in der Hydroxidoform vorliegt (pH-Wert des Blutplasmas: 7,4). Das
vom Aqualiganden abgespaltete Proton wird tiber Wasserstoftbrii-
ckenbindungen letztlich der His64-Seitenkette zugefiihrt. Da es im
weiteren Verlauf der Katalyse auf umgekehrtem Weg wieder in den
Kreislauf zuriickfliefit, dient His64 als Protoneniibertriger (,proton
shuttle”). Man beachte, dass eine wichtige Einzelheit einer wirksa-
men Katalyse darin besteht, dass alle wihrend der Reaktion beweg-
ten Fragmente einen definierten Bindungspartner vorfinden. Es ist
von hydrogencarbonatbelade- also nicht nebensichlich, dass das Proton nicht in die Umgebung
nerhCAllin 1,66 A Auflssung  entlassen wird und dieser bei Bedarf wieder entzogen wird.
(PDB-Eintrag 2VVB). Der Hydroxidoligand ist das eigentliche Agens, das nun das Elek-
trophil CO, angreift. Im nachsten Schritt entsteht ein Hydrogen-
carbonatoligand. Die blau eingezeichneten Pfeile entsprechen den
Vorstellungen, die in der Literatur als ,Lindskog-Mechanismus”
bezeichnet werden. Dieser ist in den letzten Jahren bei computer-

Abb. 1.3 Das aktive Zentrum

Hi>94N
H
H,O + HCO, + His64 HIS%N'""'Zn His64

H|5119
2 H,0 + His64H His64H

HisoNg Hisoig
Hi““%I\] """ZI{—O H“%N l||||lZn+_OH
HisloN \C —OH Hisl19)
H
\ Hisoang / Z \E)/
H1596N"" 'ZH—O|
HlsllQN H

Abb. 1.4 Katalysezyklus fiir das Carboanhydrasezentrum.



1.1 Carboanhydrasen

chemischen Rechnungen gegeniiber einem konkurrierenden, hier
nicht diskutierten ,Lipscomb-Mechanismus“ wahrscheinlicher ge-
worden. Die Formulierung der Kohlensdure im letzten Reaktions-
schritt als Hydrogencarbonat spiegelt deren Saurestérke (pK, = 6,5)
wider.

Was ist nun der ,Trick“ der Natur, ein Zinkzentrum mit CA-
Aktivitat auszustatten? Eine Prise Zinksulfat fithrt schliefllich nicht
dazu, dass aus kohlensédurehaltigen Losungen sofort CO, entweicht
— und es ist auch nicht zu erwarten: der pK,-Wert des Aqua-Zink-
Komplexes, der sich beim Losen eines Zinksalzes bildet, liegt bei
9,0 (Tab. 24.8). Am Neutralpunkt und darunter liegt also nur wenig
der konjugierten Base des Aquaions vor, also nur wenig zinkge-
bundenes Hydroxid. Die gegeniiber dem hydratisierten Ion hohere
Aciditat der aktiven Zentren der CAs ist mit deren kleinerer Ko-
ordinationszahl im Einklang, und zwar im Sinne einer geringeren
Kompensation der Lewis-Aciditit eines freien Zn>*-lons durch
weniger Liganden. Diese Auffassung wird durch experimentelle
(Punktmutationen) und computerchemische Arbeiten unterstiitzt,
die den Verlust der CA-Aktivitit beim Austausch des neutralen
N-Donorliganden Histidin gegen den anionischen Carboxylat-O-
Donor Aspartat zeigen. Mit dem Anstieg des pK,-Wertes nimmt
die Konzentration an Hydroxidnukleophil beim physiologischen
pH-Wert ab und damit die CA-Aktivitét [5].

1.1.3
Cadmium als Zentralmetall in einer {-CA

Das Zn(His);-Muster der humanen CAs ist keine notwendige Vor-
aussetzung fiir eine aktive CA, nicht einmal das Zinkatom ist fiir
die Funktion unersetzbar. So enthalten Kieselalgen eine sogenannte
skambialistische“ Carboanhydrase vom (-CA-Typ, deren Funktion
nicht von einem einzigen Zentralmetall abhangt. Das aktive Zen-
trum ist ein M(Cys),(His)-Fragment, in dem M sowohl Zink als
auch Cadmium sein kann. Fiir beide Fille liegen Strukturanaly-
sen vor. Abbildung 1.5 zeigt das aktive Zentrum einer CA aus der
Diatomee Thalassiosira weissflogii mit einem fiinffach koordinier-
ten Cadmiumzentralatom (mit dem kleineren Zinkatom zeigt die
Analyse ein vierfach koordiniertes Zn(Cys),(His)(H,O)-Zentrum
mit dem zweiten Wassermolekiil in Wasserstoffbriickenbindung
zum Aqualigand). Gegeniiber den meisten anderen CAs sind im
iiblichen Zn(His);-Muster zwei Histidin-Neutralliganden durch
Cysteinatanionen ersetzt.

Die CA-Aktivitat dieses aktiven Zentrums verschiebt den Fokus
der oben vorgestellten Interpretation, dass die Aciditat des Aqua-
liganden entscheidend sei. Amata et al. [7] betrachten die Acidi-

7

Abb. 1.5 Das aktive Zentrum ei-
ner Cadmium-CA (PDB-Eintrag
3BOB, 1.45 A Auflosung).
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Abb. 1.6 Das aktive Zen-

trum von Pferdeleber-
Alkoholdehydrogenase mit
Pentafluorbenzylalkohol und
NAD (PDB-Eintrag 4NFH, 1,20 A
Auflosung).

1 Sdure-Base-Katalyse bei physiologischem pH-Wert

tit des metallgebundenen Wassermolekiils nicht als entscheiden-
de Grofle, sondern fragen nach der Nukleophilie des Hydroxido-
liganden, wenn dieser erst einmal entstanden ist. Hier wire dann
natiirlich in umgekehrter Weise zu schliefien: Ein weicher, anioni-
scher Thiolatoliganden ddmpft die Lewis-Aciditdt des Zentralme-
tallatoms und erhoht damit die Beladung des Hydroxidoliganden.

Es wird deutlich, dass im funktionsfihigen Enzym gegenldufige
Einfliisse ausbalanciert sind. Einheitlich bewertet wird die Bedeu-
tung einer fiir das jeweilige Zentralmetall eher kleinen Koordina-
tionszahl und deren Variation im Katalysezyklus. Der in Abb. 1.4
gezeigte Reaktionsablauf beinhaltet fiir das mit blauen Pfeilen an-
gedeutete Intermediat eine fiinffache Koordination des Zentral-
metallatoms. Dieser Schritt errechnet sich fiir Zink und Cadmium
als Ubergangszustand, der beim gréfieren Cadmiumzentralmetall
eine geringere Barriere darstellt [7]. Die aus Rechnungen an {-CA
gewonnenen mechanistischen Aussagen sind nicht im Detail auf
die verbreiteteren a-CAs zu iibertragen, da nicht nur der Weg des
HCO; -Protons durch unterschiedliche Wasserstoffbriickenbin-
dungssysteme bestimmt ist, sondern auch die steuernden Parame-
ter selbst, die Aciditdt des Aqualiganden und die Nukleophilie des
Hydroxidoliganden zu Beginn der Kaskade von den umgebenden
Wasserstoffbriickenbindungsdonoren und -akzeptoren beeinflusst
wird.

1.2
Alkoholdehydrogenase

Das Zn(Cys),(His)-Motiv der {-CA kommt, ebenso wie ande-
re Muster mit drei Liganden aus der Gruppe Histidin, Aspar-
tat/Glutamat und Cysteinat, auch bei der Alkoholdehydrogenase
vor. Die katalysierte Reaktion ist hier die Hydridiibertragung vom
Kohlenstoffatom einer —CH, OH-Funktion auf NAD™, wobei der
Alkohol zum Aldehyd oxidiert wird (Abb. 1.6).

13
Hydrolytische Zinkenzyme, Klasse-II-Aldolase

Viele andere Zinkenzyme katalysieren die Hydrolyse polarer Bin-
dungen. So enthalten Proteasen und Esterasen oft Zink in ihrem
aktiven Zentrum. Das Reaktionsprinzip ist das gleiche wie bei CA.
Das eigentliche Agens ist ein Hydroxidoligand, der als Nukleophil
das Kohlenstoffatom polarer C—N- oder C—O-Bindungen angreift
(Abb. 1.7).
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Zn(His);-Zentren haben weitere Reaktionsmoglichkeiten. Ein
fiir die Medizin wichtiges Zielenzym ist Klasse-II-Fructose-1,6-
bisphosphat-Aldolase. Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolasen spielen
eine Rolle in wichtigen Biosynthesewegen: in der Glykolyse, der
Gluconeogenese und im Calvin-Zyklus. Wahrend die auch vom
Menschen verwendete Klasse-I-Aldolase kein Metalloenzym ist,
enthélt das aktive Zentrum von Klasse-II-Aldolase ein Zn(His),-
Motiv. Klasse-II-Aldolase, die in kritischen pathogenen Keimen
wie den Tuberkulosebakterien (Mycobacterium tuberculosis) vor-
kommt, wird aufgrund dieses Unterschieds zum moglichen Ziel
von Antibiotika [6]. Die katalysierte Reaktion ist im Gegensatz zu
den hydrolytischen Enzymen nicht die Spaltung einer polaren Bin-
dung durch ein Nukleophil, sondern eine C—C-Bindungsspaltung,
bei der die C,-Kette von Fructose-1,6-bisphosphat in Dihydro-
xyacetonphosphat und Glycerinaldehyd-3-phosphat, also in zwei
C;-Bruchstiicke gespalten wird. Bei der Gluconeogenese findet die
Reaktion in umgekehrter Richtung statt.

Abbildung 1.7 zeigt das aktive Zentrum einer Klasse-II-Aldolase
aus der Gattung Mycobacterium. Das Zentrum ist mit Fructose-
1,6-bisphosphat beladen, das bereits einen ersten Schritt zur Spal-
tung erfahren hat. In einer wissrigen Losung liegt Fructose-1,6-
bisphosphat nédmlich nur zu einem Anteil von ca. 1% in der offen-
kettigen Form vor, die es im Enzym einnimmt, die Hauptmenge
entfillt auf «- (16 %) und B-Fructofuranose-1,6-bisphosphat (82 %).
Die an C3 und C4, zwischen denen die Bindung gespalten werden
wird, gebundenen O-Atome koordinieren an das Zinkatom.

Klasse-II-Aldolase ist ein weiteres Beispiel fiir biochemische
Saure-Base-Katalyse. Anders als die CAs, die das OH™-Nukleophil
durch Wasserdeprotonierung bereitstellen, bindet hier ein kom-
plexeres Substrat mit Hydroxyfunktionen an das Zentralmetall.
Die Aciditdt der OH-Funktionen wird, wie beim Aqualigand der
CAs, erhoht und die konjugierte Base wird verfiigbar. Bei Pegan
et al. [3] wird die Deprotonierung von OH-4 formuliert, das O4-
Alkoxid bildet dann eine Ketofunktion mit C4 unter Bruch der
C3-C4-Bindung.

1.4
Nicht katalytische Zinkzentren

Katalytisch aktiven Zinkzentren ist eine kleine Koordinationszahl
beziiglich der proteinogenen Liganden gemeinsam. So erlauben
die dreifach koordinierten Zn(His);- und Zn(Cys),(His)-Zentren
entweder die Bindung eines reaktiven Hydroxidoliganden oder ei-
nes Substrats wie Fructose-1,6-bisphosphat, das unmittelbar an das

Abb. 1.7 Das aktive Zentrum
von substratbeladener Klasse-
II-Fructose-1,6-bisphosphat-
Aldolase von M. tuberculosis
(PDB-Eintrag 3ELF, 1.31 A Auf-
16sung). Das rechte C-Atom des
Fructosegerists ist C1, das lin-
ke C6; die Ketofunktion mit C2
ist das anomere Zentrum der
Ketose.
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Abb. 1.8 Die typische
Zn(His),(Cys),-Baueinheit einer
Zinkfingerdoméne (PDB-Eintrag
41J0, 1,56 A Auflésung).

Abb. 1.9 Die Zn(Cys);(His)-
Baueinheit einer C1-Domane
(PDB-Eintrag 4FKD, 1,63 A Auf-
16sung).

1 Sdure-Base-Katalyse bei physiologischem pH-Wert

Zentralmetallatom eines Zn(His);-Zentrums koordiniert. Dieser
Aspekt wird von katalytisch inaktiven Zinkproteinen unterstrichen,
in denen das Zentralmetall tetraedrisch von vier proteinogenen Li-
ganden koordiniert ist, in denen also keine freie Koordinationsstelle
oder kein leicht substituierbarer Ligand eine Substratbindung er-
moglicht.

Diese Situation liegt in Zinkfingerdomanen vor, in denen ein
Zinkatom in eine (His),(Cys),-Umgebung eingebunden ist
(Abb. 1.8). Die strukturelle Ahnlichkeit mit der Zinkform einer
(-CA ist offensichtlich: Bei beiden ist ein Zn(His)(Cys),-Fragment
durch einen vierten Liganden ergénzt. Ist dies ein Histidinligand
wie bei der Zinkfingerdoméne, entsteht ein katalytisch inaktives
Zentrum, ist dies ein Aqualigand wie bei der {-CA, steht ein re-
aktives OH™-Nukleophil zur Verfiigung. Zinkfingerdomanen ha-
ben Bedeutung in Transkriptionsfaktoren, das sind Proteine, die
in Wechselwirkung mit Nukleinsduren treten. Die Zinkatome tra-
gen hier zum Aufbau von Strukturelementen bei, die wirksam an
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Protein und DNA/RNA
teilnehmen konnen.

Weitere nicht katalytische Zinkzentren, die C1-Doménen, zeigen
dasselbe Grundprinzip (Abb. 1.9). Mit zwei Zn(Cys),(His)-Zentren
pro Doméne weisen diese Proteinabschnitte keine freie Koordina-
tionsstelle oder einen leicht substituierbaren Liganden auf — und
tatsdchlich findet die Substratbindung entfernt von den Zinkzen-
tralatomen statt.

Eine weitere Gruppe nicht katalytischer Zinkzentren spiegelt in
besonders instruktiver Weise koordinationschemische Regeln wi-
der. Abbildung 1.10 zeigt drei Zinkzentren in einem zinkspezifi-
schen Metallsensorprotein, mit dem Streptomyces coelicolor seinen
Zinkstoffwechsel reguliert. In [8] wird gezeigt, dass die Detektion
freien Zinks in der Zelle durch die beiden rechts im Bild gezeigten
— hier beladenen — Bindetaschen erfolgt, wihrend die links darge-
stellt Zn(Scy,),-Einheit mit einem sténdig gebundenen Zinkatom
nur strukturelle Aufgaben hat — im Einklang mit der hohen Sta-
bilitdt eines Tetrathiolatokomplexes, der nur eine besonders gerin-
ge Gleichgewichtskonzentration an freiem Zink zulésst. Die beiden
tbrigen Zentren, Zn(Oq,)(Scys)(Npjs), und Zn(O 5, )(Nyy;)5, sind
etwas weniger stabil; entsprechend den kleinen zu detektierenden
Zinkkonzentrationen stellen sie aber immer noch Komplexe mit be-
achtlicher Stabilitatskonstante dar, die sich ab einer Konzentration
von etwas mehr als 1071 mol L=} Zn?* mit dem Metall beladen.
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Eine Ubersicht iiber die CA-Klassen und die therapeutische Be-
deutung von CA-Hemmern finden Sie bei Alterio et al. [4]. Der
Einfluss einer starken Wasserstoftbriickenbindung vom Typ
Zn—(H)O...HOH auf den pK,-Wert des zinkgebundenen Aqua-
liganden und auf den Protonenfluss wird bei Avvaru et al. [11] an-
hand der hochaufgelosten Strukturanalyse 3KS3 diskutiert. Der Ein-
fluss unterschiedlicher Liganden auf die Aciditit des Aqualiganden
wird in [5] untersucht. Die Abhéngigkeit der Reaktivitit des aktiven
Zentrums vom Metall (Zn oder Cd) und vom Austausch His/Cys
wird bei Amata et al. [7] berechnet. Maret [2] gibt einen allgemei-
nen Uberblick {iber die Bedeutung von Zink fiir den menschlichen
Organismus; iiber die unmittelbar als Zinkenzyme bekannten Pro-
teine hinaus wird aus der Sequenz des humanen Genoms auf ca.
3000 Zinkenzyme geschlossen. In dieser Arbeit wird ein weiterer
Aspekt angesprochen, namlich dass Zinksensorproteine nicht nur
als Regulatoren im Zinkstoffwechsel Bedeutung haben, sondern
dass Zinkionen auch in der Signaltransduktion eine Rolle spielen.
Dotega [9] gibt einen Uberblick iiber Alkoholdehydrogenase, Pegan
et al. [3] formulieren einen Katalysezyklus fiir Klasse-II-Fructose-

Abb. 1.10 Drei Bindungsmodi in Zink- atome rechts verlassen den Sensor bei
zentren eines Zinksensorproteins von Zinkmangel, die Zn(S¢ys),-Einheit links
S. coelicolor in 2,4 A Auflésung (PDP- bleibt immer intakt.

Eintrag: 3SMWM) Nur die beiden Zink-
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1,6-bisphosphat-Aldolase, deren Hemmung [6] gewidmet ist. Das
und Rahman [1] geben eine Ubersicht iiber C1-Doménen.
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weiter geht’s mit...

... Nickelproteinen. Wenn die IUPAC in IR-3.5 ihres Red Book formu-
liert,..., the elements of groups 3-12 are the d-block elements. These
elements are also commonly referred to as the transition elements,
though the elements of group 12 are not always included”, deutet sie
an, dass eine vollstandig gefiillte d-Unterschale in der wichtigsten Oxi-
dationsstufe nicht zu einem richtigen Ubergangsmetall passt. Ein Ver-
gleich der koordinationschemischen Steckbriefe von Highspin-Nickel
(Tab. 24.7) und Zink (Tab. 24.8) zeigt eine erste Konsequenz: Die recht
hohe Ligandenfeldstabilisierungsenergie (LFSE) der Nickelkomplexe
wird in voller Hohe nur bei oktaedrischer Koordination wirksam - die



